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ONSOZ

Bu calisma, Kafkas Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim dalinda

yiiksek lisans tezi olarak hazirlanmstir.

Calismada; Aliiminyum zehirlenmesinin Capoeta capoeta capoeta’nin serum proteinleri

ve solungag histopatolojisi lizerindeki etkileri incelenmistir.

Tez konumun se¢iminde, tezimin hazirlanmasinda ve sonuclandirilmasinda yol gosterici
olan, yogun caligmalarindan bana zaman ayirarak engin tecriilbe ve birikimlerinden
yaralanma firsati veren, 0grencisi olmaktan her zaman gurur duydugum degerli bilim
insan1 ve yoOnetici danisman hocam Sayin Yrd. Do¢. Dr. Muhittin YILMAZ’ a ve
laboratuar ¢aligmalarimin yliriitiilmesinde ve sonuc¢landirilmasinda yakin ilgisini, destek
ve katkilarin1 esirgemeyen degerli hocam ve arkadasim olan doktora 6grencisi Duygu

Tanrikulu ve Evren Kog’a da tesekkiirlerimi ve saygilarimi sunarim.
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OZET

Bu c¢alismada, Aliminyum Kkloriiriin (AICls) zehirlenmesinde Capoeta capoeta
capoeta’nin serum proteinleri ve solungag¢ histopatolojisi iizerindeki etkileri
arastirlldi. Kars Cayr’ndan yakalanan baliklar 300 litrelik tanklara konularak 10 giin
stireyle ortama adaptasyonlar1 saglandi. Daha sonra her grupta 7 adet balik bulunan 3
gruba olusturulmustur. I. gruptaki baliklar normal su ortaminda, II. ve III. gruptaki
baliklar ise sirastyla 0,03 ve 0,06 mg/L AlCl; igeren su ortamlarinda 10 giin siireyle
bekletildi. Bu siire sonunda elektroforetik ve histopatolojik caligmalar igin
baliklardan kan ve doku oOrnekleri alindi. Elde edilen serum ornekleri Sodyum
Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)’nde yiiriitiildii. Doku
ornekleri ise %10’luk formaldehit soliisyonunda tespit edilerek rutin histolojik
yontemlerle parafin bloklar hazirlandi ve 3-5 p kalinliginda kesitler alindi ve elde
edilen kesitlerin tamami hematoksilen ve eosin boyama metoduna gére boyanarak

151k mikroskobunda incelendi.

Serum numunelerinin SDS-PAGE’den elde edilen elektroforegraminda kontrol
grubundaki baliklarin protein bantlarina gore 0,03 mg/L AICI; uygulanan gruptaki
baliklarin 59 kD’luk protein bandinda incelme, 94 kD, 74 kD, 46 kD, 35 kD’luk
protein bantlarinda kalinlasma meydana geldigi ve 71 kD’luk protein bandinin ise
kayboldugu tespit edildi. Yine kontrol grubu baliklara gore, 0,06 mg/L AlCl;
uygulanan gruptaki baliklarda 101 kD, 74 kD, 71 kD, 59 kD, 46 kD, 26 kD’luk
protein bantlarinda incelme, 94 kD’luk protein bandinda kalinlagma meydana geldigi

ve 86 kD’luk protein bandinin da kayboldugu saptandi.

Histopatolojik incelemelerde, 0.03 mg/L AICIl; uygulanan gruptaki baliklarin
sekonder lamellerin epitel hiicrelerinde dejenerasyon, 0.06 AICl; mg/L uygulanan
gruptaki baliklarin sekonder lamellerin epitel hiicrelerinde de dejenerasyon, ayrica

hiper selliilerite ve bazi sekonder lamellerin uglarinda kiitlesme goriildii.

Sonug olarak, 0.03 ve 0.06 mg/L’lik AICI; uygulamasinin Capoeta capoeta capoeta

icin toksik oldugu kanaatine varildi.



Anahtar Kelimeler: Aliiminyum kloriir, Capoeta capoeta capoeta, serum protein,

SDS-PAGE, histopatoloji.
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ABSTRACT

In this study, the effects of Aluminium chloride (AIClL;) on Capoeta capoeta capoeta
species (Guldenstaedt 1772) were searched by electrophoretic and histopathological
methods. The fish caught from Kars River were put into 300 liters tanks and they
were enabled to adapt into the medium for 10 days. Later, they were divided into 3
groups. The fish in the 1% group were held in normal water, 2™ and 3™ groups were
held in the water containing 0,03 mg/L and 0,06 mg/L AICl; respectively for 10 days.
At the end of this period blood and tissue samples were taken from the fish for
electrophoresis and histopathological examinations. Serum samples obtained were
carried out in Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-
PAGE). Tissue samples were fixed in %10 formaldehyde solution and paraffin blocks
were prepared by routine histological methods and section 3-5 [ thickness were
performed and all of the sections were stained according to hematoxylen and eosin

method and investigated under light microscope.

In SDS-PAGE examination of Serum proteins, it was determined that in group
applied 0.03 mg/L AICl; was narrowed in protein band of 59 kD, and it was
determined that in group applied 0.03 of mg/L. AICl; was thickened in protein bands
of 94 kD, 74 kD, 46 kD, 35 kD. It was seen that protein band of 71 kD was slices. It
was observed that in group applied 0.06 mg/L AICl; was thinned in protein bands of
101 kD, 74 kD, 71 kD, 59 kD, 46 kD, 26 kD. It was determined that in group applied
0.03 of mg/L AICI; was thickened in protein band of 94 kD. It was seen that protein
band of 86 kD was slices.

In histopathological examination, in group treated 0.03 mg/L AICl; was observed
degeneration in the epithelial cell of secondary lamella, in group treated 0.06 mg/L
AICl; was determined degeneration in the epithelial cells of secondary lamella, as
well as hyper cellularity and ends of some secondary lamellac were seen blunt-

recovery.

As a result, it was concluded that applications of 0.03 and 0.06 mg/L AICI; could be

a toxic for health of Capoeta capoeta capoeta.



v

Key Words: Aluminium chloride, Capoeta capoeta capoeta, serum protein, SDS-

PAGE, histopathology.
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1. GIRIS

Doga icin en oOnemli kirliliklerden biri agir metaller tarafindan meydana
getirilmektedir. Bugilin sanayide kirktan fazla metal ve alasimin kullanildigi
bilinmektedir. Agir metaller tarafindan meydana getirilen kirlilik insan sagligim
tehdit eder bir seviyeye ulasmistir [1]. Hayatin temel O0geleri olan hava, su ve
toprakta olusan kirlilik insan hayatin1 ve gelecegini olumsuz yonde etkilemektedir.
Ozellikle dogal su kaynaklarinda meydana gelen kirlilik su kaynaklarmin
stirekliligini etkileyecek boyutlara ulagmistir. Boylece suyun fiziksel, kimyasal ve

biyolojik 6zellikleri olumsuz yonde degismistir [2].

Agir metaller 6zgiin agirh@ 5 g/cm’’iin tizerinde olan ve nispi atom agirligi 40’

iizerindeki elementlerdir ve nispeten genis bir grup olustururlar [3].

Agir metaller, normal kosullarda yagmur, riizgar ve erozyon gibi dogal olaylar
sonucunda sucul ekosistemlerde ng/L veya Hg/L diizeylerinde bulunur [4]. Ancak
insan niifusundaki hizli artis, endiistrilesme, kentlesme ve modern tarim
uygulamalar1 gibi temelde insan aktivitesine dayali faktorler, agir metallerin sucul

ekosistemlere katilimini artirmaktadir [5].

Sucul organizmalarin bazilar1 agir metalleri belli bir dereceye kadar biinyelerinde
depolayabilirler. Bu agir metaller, organizmalar i¢in zehirli veya zararli olmasa bile
besin zinciri yoluyla insana ulastiginda, insan saghigini etkilerler [6]. Balik
dokularindaki metal konsantrasyonlarinin; sudaki besin zincirine, av rekabetine, su

kimyasina ve goldeki hidrodinamiklere bagl olarak degistigi ifade edilmektedir [7].

Agir metallerin biyolojik molekiillerle alimi bazi asamalar i¢ermektedir. Yapilan
bilimsel arastirmalar agir metallerin metal baglama verimliliginin ilk asamada ¢ok
hizl1 bir sekilde cereyan etmekte oldugunu ve bu olayda metal iyonlarinin hiicre
duvarlarma temas eder etmez hemen yilizey adsobsiyonu ile mikroorganizmalarin
hiicre ylizeyine baglandigini gostermektedir. Yiizey adsorbsiyonun fiziko-kimyasal
bir olay oldugu, bir¢cok biyolojik molekiillerin; 6rnegin hiicre duvari bilesenleri olan
polisakkaritlerin, proteinlerin ve lipitlerin sahip oldugu fonksiyonel gruplar ile

gergeklestigi belirtilmektedir [8,9]. Bu fonksiyonel gruplar amino, karboksilik,



stilfidril, fosfat ve thiol gruplar1 olup metalleri baglamada farkli affinite ve 6zgiilliige

sahiptirler [8].

Cesitli yollarla su ortamina karigan toksik maddelerin sucul organizmalar {izerindeki
etkileri ¢ok ciddi ve onemlidir. Ciinkii bu bilesikler kanser de dahil olmak iizere
bir¢ok hastaliga neden olma kabiliyetine sahiptirler [10]. Ayrica bu toksik etkenler
mutasyon ve seleksiyon gibi olaylara arabuluculuk ederek canlilarin genetik yapisini

etkilemektedirler [11].

Insan ve canli yasamu igin hayati Sneme sahip olan suyun kullanilabilir olmasi igin
tehlikeli kimyasallardan ve bakterilerden temizlenmesi gerekmektedir. Ayrica
derelerden 1rmaklardan ve gollerden alinarak yerlesim yerlerindeki insanlarin
kullannomina sunulan su belirli standartlara uymak zorundadir. Aksi durumda
kullanilmast  tehlikeli sonuglar dogurabilmektedir. Gilinlimiizde teknolojinin
gelismesi, niifus artis1 gibi etkenlerden dolayr su kaynaklari olan dereler, goller ve
yeraltt sular1 asir1 kirlenme ile yiiz yiize kalmaktadir. Cilinkii yerlesim yerlerinin
(sehir, kasaba, vs.) ve fabrikalarin atik sular1 derelere veya gollere baglanmaktadir

[12].

Esansiyel elementler canli viicudunda onemli fonksiyonlara sahiptirler. Iskelet
yapisinin formasyonu, kolloidal sistemin (osmatik basing, viskozite, difiizyon)
devami ve asit-baz dengesinin diizenlenmesinin yani sira hormonlar ve enzimleri
aktive eden onemli bilesenlerdir. Spesifik iz metaller ( Fe, Mn, Cu, Co, Zn, Mo, Se
vb. ) metalloenzimlerde, tek bir katalitik fonksiyonu yiirliten 6zel bir protein ile

birlesirler ve birgok enzim sisteminde kofaktor olarak gorev yaparlar [13,14].

Cd, Cu, Cr, Ni, Zn ve Mn gibi agir metaller canli blinyesinde birikir, belirli miktarin
asilmasi halinde zehir etkisi yapar, birikim miktarinin etki siiresi ve ortam degisimine

gore artar [15].

Bu caligmada, bir agir metal olan Aliiminyum’un histopatolojik ve elektroforetik
etkilerini saptamak amaciyla Kars Cayi’ndan yakalanan Capoeta capoeta capoeta

(Guldenstaedt 1772) bireyleri ilizerine Aliiminyum kloriir uygulanarak solungag



dokusundaki histopatolojik ve serum proteinlerindeki elektroforetik degisiklikler

belirlenmeye caligildi.



2. GENEL BiLGILER
2.1 Aliiminyum

Dogada yaygin olarak bulunan aliiminyum (Al) besinsel, endiistriyel, ¢evresel ve
kozmetik alanlarindaki yaygin kullanimi ile giinliik yasantimizda ¢ok sik olarak

karsilastigimiz elementlerden biridir. [16].

Periyodik cetvelde 3-A grubunda bulunan bu elementin atom numarasi 13, atom
agirhg 26,98, yogunlugu 2,70gr/cm’, erime noktast 660,32°C ve kaynama noktasi
2519°C’dir. Aliiminyum, yumusak ve hafif bir metal olup mat glimiisiimsi renktedir.
Bu renk, havaya maruz kaldiginda iizerinde olusan ince oksit tabakasindan ileri

gelmektedir [17].

Tabiatta saf halde bulunmayan aliiminyumun saf hali suda ¢6ziinmemektedir. AlCl;
ise suda kolayca ¢ozlinebilmekte ve kuvvetli asidik asindirict bir 6zellik

gostermektedir [17].

Aliiminyum, dogada genellikle boksit cevheri hainde bulunur ve oksidasyona karsi
iistiin direnci ile taninir. Endiistrinin pek ¢ok alaninda milyonlarca farkli {iriiniin

yapiminda kullanilmaktadir [18].

Aliiminyum, demir-celikten sonra diinyada en ¢ok kullanilan metaldir. 1900’Li
yillarin baslarinda diinya aliiminyum {iretimi 172.000 ton iken, 1977°de 13.360.000
tona, 1980’lerde 17.5 milyon tona ulasmistir. Demir disindaki diger metaller yaninda
aliminyum metal iiretimi ve tiiketimindeki yiiksek artis hizinin nedenleri arasinda
aliminyumun diisiik yogunluga sahip olmasi, yiiksek 1s1 ve elektrik iletkenligi, 151k
ve 1s1 yansiticiligl, sicak ve soguk sekillendirilebilme kolayligi, farkli dayanim
olanaklari, yeniden kullanilabilme gibi 6zelliklerinin yami sira fiyatinin 1974 yilina
kadar diger rakip metallere gore daha diisiik oranda artmig olmas1 da yer almaktadir.
Bugiin biitiin diinyada aliiminyum ve alagimlari, biiyiik ticari degeri olan ve biiylik
miktarlarda iretilen bir malzeme grubu halini almistir. Aliiminyumun ucak ve
otomotiv sanayinde onemli bir role sahip olmasi “stratejik” bir metal sayilmasina

neden olmustur. Aliiminyum ve alasimlar1 biitlin imalat sanayinin hemen her



dalinda,ingaat, kimya, gida, ulastirma elektrik ve elektronik sektorlerinde giderek

artan oranlarda kullanilmaktadir [19].

Boksit (Al,05.2H,0), Kriyolit (3NaF.AlF5), Sap (AIKOsS,), Korindon (a-Al,Os) ve
Kaolin (H>A1,S1,05 H,O) endiistriyel acidan en énemli Al kaynaklarina 6rnek olarak
verilebilir. Ayrica bu metal kil, mika, feldispat ve bentonit (Al,0;.4S10,.H,0) gibi
bir¢ok bilesigin yapisinda da bulunmaktadir [20].

Aliiminyum yeryiizii kabugunda en yaygin bulunan {i¢iincii elementtir. Ayn1 zamanda
en fazla rastlanan metaldir. Aliminyum, orta asidik veya notr pH degerlerine sahip
topraklarda, 6zellikle ¢oziinmeyen formlar olan aliiminyum silikat ya da aliiminyum
oksit seklinde bulunur. Ancak, toprak c¢esitliligi arttikga aliiminyumun fitotoksik

formlar1 kok ve bitki biiyiimesini etkileyen seviyelere ulasir [21, 22].
2.2. Aliiminyum Metabolizmasi

Aliiminyum absorpsiyonlarindan ilki solunum yolu ile gerg¢eklesen emilimdir.
Aliiminyumun viicuda bu yolla alinmasi ayrintili olarak ¢alisilmamistir. Ciinkii bu

elementin kuvvetli bir radyoaktif izotopu bulunmamaktadir [23].

Solunum yolu ile alinan aliiminyum hari¢ viicuda alman aliiminyumun en &nemli

kaynagi gidalar ve igme sularidir [24, 25, 26].

Aliiminyum icerip yaygin sekilde kullanilan gidalar kabartma tozu, kek karisimlari,
donmus hamur ve pankek karisimlaridir [27]. Ayrica tedavi amaciyla kullanilan
birgok ilacin yapisinda da Al bulunmaktadir. Ornegin Aliiminyum hidroksit hem
antiasidik olarak hem de asilarda fosfat baglayici olarak kullanilmaktadir [25].

Absorpsiyonun bir diger sekli ise mide-bagirsak yolu ile olmaktadir. Sayisal
analizlerin fazla gelismemis olmasi nedeniyle son yillara kadar antiasid ve fosfat
baglayict olarak kullanilan Al tuzlarmin absorbe olmadig: diisliniilmekteydi. Ancak
hiperkalami veya hiperfosfataminin kontroliinde Al hidroksit veya Al igeren re¢ineyi
yiiksek dozda kullanan {remili hastalarin serum Al diizeylerinde yiikselme

oldugunun gozlenmesi ile aliiminyumun absorbe olabilecegi ve toksik etki



gosterebilecegi goriisii agirlik kazanmistir [28]. Bobrek yetmezligi olan kisilerde Al

absorpsiyonunun oldugu kanitlanmistir [29,30].

Bobrek yetmezligi olan hastalarda aliiminyum, paranteral ve diyaliz soliisyonlarinin
hazirlanmasinda kullanilan su ve ham maddeler, diyaliz ve paranteral soliisyonlarin
ambalajlanmasinda kullanilan materyaller, Hiperfosfatomi ve peptik {ilser
tedavisinde kullanilan oral aliiminyum igeren antiasitler ve diger hastaliklarda
uygulanan aliiminyum igerikli farmasotik dozaj sekilleri ile viicuda alinmaktadir

[31].

Oldukga toksik bir etkiye sahip olan Al’un sindirim sistemindeki emilimi yeterince
anlasilamamistir. Bunun nedeni emilimi dogrudan o6lgebilecek bir radyoizotopun
bulunmayis1 ve bilinen radyoizotoplarin yarilanma siirelerinin 7 dakikadan daha az

ya da ¢ok uzun olmasi olarak bilinmektedir [32].

Insan ve hayvanlarda aliiminyumun emilimini etkileyen faktorler arasinda paratiroid
hormonu, dihidroksivitamin D3, ¢inko eksiklikleri, gidasal faktorlerin ( sitrat ve

inorganik anyonlar) yer aldig: bildirilmektedir [33, 24].

Yapilan ¢alismalarda saglikli bir insanin viicut dokularinda bulunan en yiiksek Al
diizeyi akcigerde bulunmus ve bu degerin yas agirlik cinsinden yaklasik olarak 20
mg/kg oldugu bildirilmistir. Bu elementin bu organda yliksek seviyede bulunmasi
hava ile akcigerlere giren ¢oziinmez ozelikteki Al bilesiklerinden kaynaklanmaktadir
[34]. Saglikli insanlarda akcigerlerden sonra en fazla birikim kemik ve kas
dokularinda goriilmiistiir [35]. Diger yumusak dokularda ise yas agirlik cinsinden
yaklasik olarak 0,3-0,8 mg/kg Al tespit edilmistir. Deri, sindirim kanalinin alt kismi,
lenf nodiilleri, adrenal ve paratiroid bezlerinde de Al seviyesinin yiiksek oldugu
gdzlenmistir. Beyindeki Al seviyesine iligkin veriler degisiklik gostermektedir. Genel
olarak beyindeki normal Al diizeyi yas agirlik cinsinden 0,25-0,75mg/kg olarak
Olctlmistiir [34].

Aliiminyumun gerek hayvanlarda gerekse insanlarda viicuttan atilmasina iliskin
mekanizmayi1 aciklamaya yonelik ¢aligmalar yeterli degildir. Sekiz saglikli insanda

yapilan 20 giinliik bir ¢aligmada; 5 mg Al/giin diyetle beslenen kontrol grubunda,



alman Al’'un % 74’ten fazlasinin, 125 mg Al/giin diyetle beslenen grupta ise
%96’sindan fazlasinin fecesle atildigi, idrarla atilan miktarin ise kontrole kiyasla

giinde 2-5 kez daha fazla oldugu rapor edilmistir [36].
2.3. Aliiminyum Toksitesi

Aliiminyum toksisitesi lizerine gerek deney hayvanlarinda gerekse bitkilerde bir¢ok
calisma yapilmis ve oldukga ilging bulgulara rastlanilmistir. Aliiminyumun solunum
sistemi lizerindeki toksik etkisi silika ile birlikte akciger fibrozisiyle karakterize
edilen endiistriyel bir hastalik olan shaver hastaliginin ortaya ¢ikmasiyla gozlenmistir
[37]. Bagka bir calismada ise aliiminyumun mitokondrideki enerji metabolizmasini

baskiladig1 ve gecirgenligi artirdig1 kaydedilmistir [38].

Aliiminyumun agiz yoluyla biiylik miktarlarda alimmmasmin insanlarda, laboratuar
hayvanlarinda ve ciftlik hayvanlarinda fosforun emilimini engelledigi ve dokularda
fosforilasyon mekanizmasin bozdugu bilinmektedir [39]. Ilave olarak, aliiminyumun
kronik toksikasyonunda mineral madde dengesinde bozulma meydana gelmekte ve
organizmada aliiminyum iyonlar1 demir ve magnezyum iyonlar1 ile yer
degistirmektedir. Ayrica ferritine Fe baglanmasim1 azaltip, hem sentezini de

bozmaktadir [40].

Insanlarda yiiksek konsantrasyonlardaki aliiminyumun &liime ve beyin korteksinin
zarar gdrmesine sebep oldugu bildirilmektedir [41]. In vitro sartlarda aliiminyum
norotoksik etkiler gostermis ve ayni zamanda B-amiloid proteinin birikimini
arttirmistir. Bilindigi gibi bu protein beyinde yaslilik plakalarinin asir1 birikimine yol

acmaktadir [42].

In vivo sartlardaki ¢alismalarda oral yolla aliiminyumla uzun siire muamele edilen
kemiriciler miyelin zarinin fosfolipid kompozisyonunda degisme ve asetil
kolinesteraz enziminin artan veya azalan aktivitelerini gostermislerdir. Altt ay
boyunca haftada ii¢ kez aliiminyum glukanatin ekolojik dozlarina intraperitonal
olarak maruz kalan ergin ratlarda Alzheimer hastaliginda gozlenen davranigsal ve

ndropatolojik modifikasyonlar goriildiigii tespit edilmistir [42].



Yapilan caligmalarda, aliiminyumun canli hiicreler iizerinde yararli bir etkiye sahip
olmadig1 goriilmiistiir. Aliminyum insanda sindirim bozuklugu ve besinlerin

emiliminin durmasina neden olmaktadir [43].

Aliiminyum ve membran stabilitesi arasindaki iliski Thermoplosma acidiophihum
mikroorganizmasina ¢alisilmis ve bu mikroorganizmanin mebraninin lipit akisinda

diisiis goriilmiistiir [38].

1965’te Kato ve arkadaglari aliiminyum tuzlar1 kullanarak tavsan beyninde
norofibriler dejenerasyon yapmayr basardilar [44]. Fakat, ¢ift helikal flamanlar
gorlilmemistir. Crapper ve arkadaslart Alzheimer’li dort hastanin beyninde artmis
aliminyum konsantrasyonlar1 buldular. Sonugta beyin dokusunda bolgesel
degisiklikler oldugunu bildirdiler. Fakat bu verileri destekleyecek bulgular elde
edilememis, gecerlilikleri tartismalidir [45,46].

Diger bir calismada da aliminyumun kalsiyum metabolizmasini etkiledigi, 6zellikle
kalsiyumun renal atilimini artirdigi, kemik rezorpsiyonunun artmasi ile kalsiyumun
kemikten uzaklastig1 ve yerine alliminyumun biriktigi, dolasima gecen kalsiyumun

ise paratiroid hormon sekresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir [47,48].

Aliiminyumun kemiklerde birikmesi ile kemik dokusunu meydana getiren hiicrelerin
aktivitelerinin  engellenmesi sonucu, kemik olusum hizinin azaldigi1 ve
kemiklesmenin bozuldugu, sonugta kemikte lezyonlarin biriktigi gozlenmistir.
Aliiminyumun kemiklesmeye engel oldugu ilk defa 1973 yilinda rapor edilmistir.
Kronik hemodiyaliz hastalarinda goriilen mikrositik hipokromik anemiden de bu

element sorumlu tutulmustur [48, 49, 50, 51].



2.4. Capoeta capoeta capoeta (Guldenstaedt 1772)’nin Sistematikteki Yeri

Regnum (Alem) : Animalia
Subregnum (Alt alem) : Metazoa
Phylum (Sube) : Chordata
Subphylum (Alt sube) : Vertebrata
Superclass (Ust sinif) : Pisces

Class (Sinif) : Osteichthyes
Subclass (Alt sinif) : Actinopterygii
Superordo (Ust takim) : Teleostei
Order (Takim) : Cypriniformes
Family (Aile) : Cyprinidae
Genus (Cins) : Capoeta
Species (Tiir) : Capoeta capoeta

Subspecies (Alttiir)

: Capoeta capoeta capoeta [52].

2.4.1 Familya ve cins ozellikleri

Ulkemizde yasayan kemikli baliklarmn, &zellikle de tatl su baliklarinin biiyiik bir
kismin1 olusturan bu familya, Kura-Aras Havzasinda da olduk¢a yaygindir. Bu
baliklarda bas ¢iplak, viicut ise sikloit tip pullarla oOrtiiliidiir. Agizda maksiller
(maxiller) dis bulunmaz. Baz: tiirlerde agiz protraktil karakterde (koriiklii) olup, tipki
bir koriiklii hortum seklinde ileriye dogru uzayip kisalabilir. Yag yiizgeci (adip6z
doku) bulunmaz. Bu familyanin en karakteristik 6zelligi olarak farinks dislerinin
varlig1 gosterilebilir. Bu disler genellikle operkulumun altinda ve 4. solungag
yaylarinin gerisindeki faringien kemikler iizerinde olup sira, say1 ve sekilleri tiirlere
gore biiyiik farkliliklar gosterir. Bu nedenle, cinslerin ve tiirlerin ayiriminda 6nemli
diagnostik ozellikler olarak dikkate alinirlar. Sirtta daima tek dorsal yilizgec vardir.
Ventral ylizgecler ise, biitiin cins ve tiirlerde abdominal tiptedir. Hava keseleri

mevcut olup, daima bir bogumla iki loba ayrilmistir. Ayrica pneumatofor adi verilen
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bir kanal sayesinde 6zofagus ile devamli irtibat halindedir. Omur seridinin ilk dort
omuru birbiriyle az ¢ok kaynasarak Weber kemikleri denilen 6zel bir formasyon
meydana getirmiglerdir. Mide civarinda pilorik ¢ekum denilen kor bagirsaklar
bulunmaz. Genellikle biyiksiz iseler de bazen bir veya iki ¢ift biyik tasiyan
temsilcilerine rastlanmaktadir. Agiz konumu itibariyle terminal, yukariya yonelik

veya alt durumlu olabilir.

Cogunlukla siiriiler halinde yasarlar. Ureme zamani ilkbahar ve yaz aylaridir. Bu
zamanda Ozellikle erkeklerin daha parlak ve siislii bir goriinlim kazandigi, 6zellikle
bas ve viicutlar1 iizerinde kiiclik tireme tliberkiillerinin meydana geldigi dikkati

cekmektedir.

Ekonomik 6nemi olan bu familyanin bazi temsilcileri ¢abuk biiylimeleri, yapay
dollenme yoluyla yetistirilmelerinin nispeten kolay olmasi gibi nedenlerle dogal

yasam alanlarinin digindaki bir ¢ok iilkelere insanlar tarafindan taginmislardir.

Esas itibariyle, Eski Diinya Kitalar1 adini1 verdigimiz Asya, Avrupa ve Afrika’ da
yayilis gostermektedirler. Bununla beraber, Amerika’nin Kuzeye yakin bolgelerinde
de bulunmaktadirlar. Daha da genellestirecek olursak, Madagaskar, Avustralya, Yeni
Zelanda, Giiney Amerika, Kuzey Kanada ve Alaska, Gronland ve Izlanda harig
olmak iizere biitiin diinyaya dagilmiglardir. Madagaskar ve Amazon civarindaki
mevcudiyetleri insanlar tarafindan cesitli maksatlar i¢in tasmmmalariyla miimkiin
olmustur. Bu familya diinya yiiziinde 15000’e yakin tiir ile temsil edilirse de,

Tiirkiye’de 30 cins ve 70 tiirii yasamaktadir [52,53].
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2.4.2. Alttiir Capoeta capoeta capoeta (Guldenstaedt 1772)

-

Resim 2.4.2: Siraz balig1 (Capoeta capoeta capoeta)

Viicut yuvarlak olup, kismen iri pullarla ortiilmiistiir. Bas, boyun, maksimal viicut
yiiksekliginden biraz daha biiylik veya ona esit olabilir ve kuyruksuz viicut boyunda
4,3-4,8 defa bulunur. Uzerleri boynuzsu bir madde ile ¢evrelenmis ve iyi gelismis
dudaklar vardir. Ag1z kdselerinde bir ¢ift kisa biyik yer alir. Dorsal’in serbest kenar1
hafif¢e igeriye dogru kavisli ve sonuncu basit 1ginin kaideden itibaren 2/3’{i testere

seklinde dislenmistir. Ayn1 151n1n serbest ucu ise, tirtiksiz, ince ve esnektir.

Renk sirtta koyu esmer, karin bolgesinde kirli saridir. Heniiz erginlik cagina
ulasmamis geng fertlerde viicut tlizerinde siyahimsi renkli kiigiik benekler goriiliirse
de erginlerde bu benekler tamamen kaybolur ve biitiin viicut homojen bir goriiniis

kazanir. Uzunlugu en fazla 70 cm kadardir.

Esas yayilis alan1 Aras ve Kura nehir sistemleri olan bu irk memleketimizde sadece
Kuzeydogu Anadolu bolgesinde yasamakta olup, s6z konusu nehirlerin sinirlarimiz
igerisinde kalan kaynak ve kollarinda bilinmektedir. Eti lezzetli olup, insan gidasi

olarak kullanilir. Bu nedenle memleketimiz i¢in ekonomik 6nemi vardir [53].
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3. MATERYAL VE YONTEMLER
3.1. Deney Diizenegi:

Bu incelemede Kars ¢ayi’nda yasayan ve agirliklar1 200-250 g arasinda degisen 21
tane Capoeta capoeta capoeta kullanildi. Balik oOrneklerinin toplandigi nehir
suyunun kalitesi pH 8.1-8.3, ¢coziinmiis oksijen miktar1 4.95-10.51 mg/It ve sicaklig1
16.5-18.2 °C olarak bildirilmektedir [54]. Bu baliklar Kars ¢ay’indan yakalanarak
laboratuar ortaminda 300’er L’lik tanklara alindi. 10 giin siireyle ortama
adaptasyonlar1 saglandiktan sonra 7’ser balik bulunan 3 grup olusturuldu. I. gruptaki
baliklar normal su ortaminda, II. ve III. gruptaki baliklar ise sirasiyla 0,03 ve 0,06
mg/L AICl; iceren su ortamlarinda 10 giin siireyle bekletildi. Caligma siiresi sonunda
elektroforetik ve histopatolojik calismalar i¢in baliklardan kan ve doku ornekleri
alindi. Alinan kan numuneleri +4 °C ve 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek
serumun ayrilmasi saglandi. Alinan serumlar analizler yapilincaya kadar —20 °C’de
saklandi. Numunelerin protein konsantrasyonlar1 biiiret yontemi ile Olciildii [55].
Doku oOrnekleri ise histopatolojik inceleme icin %10’luk formalin soliisyonuna

alinarak tespit edildi.
3.2 Histopatolojik Calismalar:

Formalin soliisyonunda 48 saat tespit edilen solunga¢ doku oOrneklerinden 3-5
kalinhiginda kesitler alindi. Elde edilen kesitlerin tamami Hematoksilen — Eosin
boyama yontemi ile boyanarak i1sik mikroskobunda (Olympus BX51, JAPAN)

incelendi.
3.3. Baliklarda Kan Alma Yontemleri

Baliklarin kalplerinden ve kuyruklarindan yeterli miktarda kan alabilmek icin

asagida belirtilen islemlerden yararlanildi.

Canli: Kan almacak numune canli iken basi yukarida ve kuyrugu asagida olacak
sekilde tutulur ve bir vurusta kuyrugu kesilerek dorsal aort damarindan kan alimi

gerceklestirildi.
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1. Canl1 iken;

a- Kalpten

b- Kuyruk kesilerek

3.3.1 Kalpten Kan Alinmasi

Siraz baliklar1 canli iken, elektrosok, anestezi veya basa darbe ile vurularak
bayiltildiktan hemen sonra balik sol tarafina yatirildi. Diger bir kisinin yardimi ile
balik karin ve kuyruk kismindan tutulur. Sag solunga¢ kaldirildiktan sonra cleithrum
kemiginin olusturdugu kemerin hemen 6niinden alt {igte bir mesafeden 1.3 numarali
hipodermik igne ile yatay diizleme 40-45 derecelik bir ac1 yapacak sekilde direkt
kalbe girilip enjektorle yeterli miktarda (3-4 ml) kan alinir. Ayrica, laporatomi
yapilan bir baliktan hipodermik igne ile kalbe girilip baligin agirligi ile orantili

olarak istenilen miktarda kan alind1 [55].
3.3.2. Kuyruktan Kan Alinmasi

Baliklar, baslarinin hemen arkasindan kuyruk kismi asagida kalacak sekilde statife
baghh bir kiskagla tespit edilirler. Pediinkiil hemoskiilatér ile kan damarlarini
kapatamayacak sekilde sikistirilip hareketsiz hale getirildikten sonra keskin bir bigak
ile kuyruk tek darbede kesilir ve dorsal aorttan akmakta olan kan normal plastik

tiiplere direkt alind1 [55].

Hangi yontemle olursa olsun, baliktan kan alma islemi en fazla 45 saniyede

tamamlanmalidir.
2. Elektrosokla
a- Kalpten

b- Kuyruk kesilerek.
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Elektrosok: Kan almadan 6nce baliklar bireysel olarak igerisinde 20 L su bulunan
kovalara alinir. Elektrosok (medica) ile suya 5-10 sn 5 voltluk elektrik akimi

verilerek baliklar hareketsiz hale getirilir.
3. Anestezi edilerek

a- Kalpten

b- Kuyruk kesilerek

Anestezi: Anesteziye tabi tutulacak baliklarda igerisinde 20 L su bulunan ve 0.4 ml
Chinaldin (C,,HoN) karistirilan kovalara tek tek birakilir, 15-45 saniyede hareketsiz

hale getirilir.

4. Baslarina darbe
a- Kalpten

b- Kuyruk kesilerek

Darbe: Bir yardimci tarafindan basin arka kismimdan ve kuyruk kismindan tutulan

baligin bagina uygun agirlikla bir cisimle darbe yapilir.
5. Laporatomi
a- Kalpten

Laporatomi: Bir yardimci tarafindan sirt {istii yatirilan ve hareketsiz hale getirilen

baligin gbgiis ve karin boslugu arzu edilen sekilde disli pens ve bisturi ile agilir.
3.4. Total Protein Tayini

Derin dondurucudan g¢ikarilan serum numunelerinin ¢oziilmesi beklenildi ve total
protein tayini islemine gecildi. Analiz 6ncesi her serum numunesi serum fizyolojikle

1:10 sulandirildi. Numunelerin total protein tayini biliret metoduyla yapildi [56].
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Cizelge 3.4.1. Total protein tayin prosediirii.

Cozeltiler 1-Kor tiipt 2-Standart tiipli  3-Numune
tupl

Albumin standard1 (10mg/ml) -- 0.1 ml --
Serum (Numune) -- -- 0.1 ml
20,9 NaCl 1.4 ml 1. 3ml 1.3 ml
Bitiret ¢ozeltisi 1.5ml 1.5 ml 1.5 ml

Cizelge 3.4.1' de verilen siraya gore kor, standart ve numune tiipleri hazirlandi. Bir
numarali tiip protein tagimayan “kor tiipiidiir”. Tiipler hazirlanirken biiiret ¢ozeltisi
en son ilave edildi ve iyice karistirildi. Oda sicakliginda 30 dk bekletildikten sonra
kor tipii ile spektrofotometre 540 nanometre dalga boyunda sifir absorbansa

ayarlandi. Daha sonra standart ve numunelerin absorbanslari 6l¢iildii.
Numunenin Protein Konsantrasyonlarinin Hesabi:

Numunenin Absorbansi

N
[ =Y
=

Numune Protein Konsantrasyonu (mg/ml):
Standardin Absorbansi
3.5. Elektroforetik Calismalar

Biiiret metoduna gore total protein tayini yapilan serum numuneleri Sodyum Dodesil
Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE), vertikal slab jel elektroforez
sistemi kullanilarak Laemmli [57] ve O’Farrell [58] metotlarina goére yapildi. Bu

uygulama i¢in agagidaki ¢ozeltilerin hazirlanmistir.
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3.5.1. % 30’luk Akrilamid Cozeltisi

Hassas terazide 7.5 g Akrilamid ve 200 mg Bisakrilamid tartilarak bir miktar distile
suda eritildi. Total hacim 25 ml’ye tamamlandi. Bu ¢6zelti oda sicakliginda koyu
renkli sisede 2-3 ay dayaniklidir. Akrilamid ¢ozeltisinin norotoksik etkili olmasi

nedeniyle ¢alisirken eldiven kullanildi.

SDS-Poliakrilamid jel soliisyonu i¢in pH ve molariteleri farkli stoklama ve ayirma jel

tamponlar1 hazirlandi.
3.5.2. Stoklama jel tamponu ( 0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 )

Hassas terazide 1.5 g Tris ve 100 mg SDS tartilarak yaklasik 10 ml dH,O’ da eritildi.
Daha sonra pH’ s1 6.8 olana kadar HCI ¢6zeltisinden (1M) ilave edildi (yaklasik 1 M
HCI’ den 7ml). Total hacim dH,O ile 25 ml' e tamamland1 ve +4°C’ de muhafaza
edildi.

3.5.3. Ayirma jel tamponu ( 3 M Tris-HCI, pH 8.8 )

Hassas terazide 9.075 g Tris ve 0.2 g SDS (Sodyum dodesil siilfat) tartilarak 7.5 ml
dH,O' da eritildi. Daha sonra tamponun pH' s1 1 M HCI ¢ozeltisi ile 8.8' e ayarlandi.
Total hacim dH,O ile 25 ml’ ye tamamlandi1 ve +4°C’ de muhafaza edildi. | M HCI
cozeltisi, 11.7 M’lik stok HCI'den 8.55 ml alind1 ve total hacim dH,O ile 100 ml’ ye

tamamlanmak suretiyle hazirlandi.
3.5.4. Yiiriitme tamponu ( 0.025 M Tris, 0.192 M Glisin , pH: 8.3 )

3.03 g Tris, 14.4 g Glisin ve 1g SDS hassas terazide ayr1 ayr tartildi ve ilk 6nce Tris
ve Glisin 750 ml dH,O’ da eritildi, sonra SDS eklenerek pH 8.3' e ayarlandi. Total

hacim distile suyla 1000 ml’ ye tamamlanarak +4 °C’de muhafaza edildi.
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3.5.5. Numune tamponu (0.0625 M Tris- HC1, pH: 6.8)
Stacking jel tamponu 1.25 ml

(0.5 M Tris- HCI, pH 6.8)

SDS 195 mg
Gliserol (%99’luk ) 1 ml
2- Merkaptoetanol 0.5 ml
Bromophenol blue 1-2 mg

Distile suyla 10 ml’ ye tamamlandi ve +4°C' de muhafaza edildi.
3.5.6. Jelin boyanmasi islemi
Boyama islemi i¢in 6nce Coomassie blue ¢ozeltisi hazirlandi.

Boyama ¢ozeltisi:

Coomassie Brilliant Blue R.250 125 mg (%0.025)
Ethanol 200 ml (%40)
Asetik Asit (CH;COOH) 35 ml (%7)

Total hacim distile suyla 500 ml’ e tamamlandi. Hazirlanan bu boyama soliisyonu 20-
40 defa kullanilabilir. Jeller bu boya soliisyonunda 2-4 saat bekletilmek suretiyle
boyanirlar. Her jel i¢in kendi hacminin 5-10 kati hacminde boya soliisyonu
kullanildi. Boyama esnasinda hafifce calkalama islemi jellerin daha 1yi boyanmasini
sagladi. Boyama islemi ¢alkalamali benmari su banyosunda 56-60 °C’ de bekletilmek
suretiyle daha kisa siirede (20 dk) tamamlanabilir. Bu esnada sik sik ¢alkalama islemi

yapilmalidir.

Bu yontem her cizgide 0.1-0.5 mg proteini boyayabilir.
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3.5.7. Jelden boya c¢cikarma islemi

Jeli boyadan ¢ikarma isleminde iki metot vardir. Bunlar;
1. Metot;

Methanol %40’ lik

Asetik asit (CH;COOH) %7’1lik

Bu soliisyonda jeller 1 saat siireyle bekletilerek ve ara sira ¢alkalamak suretiyle boya
cikarma islemi gerceklestirilir. Protein bantlar1 disindaki jel kisimlarinin daha iyi

beyazlamasi isteniyorsa siire daha uzun tutulmalidir.
2. Metot;

Methanol %S5

Asetik asit (CH;COOH) %7.5

(Caligmamizda boyadan ¢ikarma isleminde ikinci metod kullanildi. Bu soliisyonda
jellerin boyadan ¢ikarma islemi bir gecede tamamlandi. Ancak, bu siire iginde

boyadan ¢ikarma soliisyonu 2-3 defa degistirilerek daha iyi sonug elde edildi.
3.5.8. Diger kimyasallar ve ozellikleri
1. TEMED (N,N,N',N' - Tetra methylethylen diamine):

Hazir preparat olarak minimum %99’luk hazir ¢ozeltisi bulunmaktadir. Bu ¢ozelti

koyu renkli sisede +4 °C’de konsantre halde stiresiz bekletilebilir.

2. %1’°lik Amonyum persiilfat: Poliakrilamid jel ¢ozeltisine polimerizasyon i¢in ilave
edilen bir ajandir. Karisima ¢ok az ilave edilmesi nedeni ile Sml’lik veya daha az
hacimde, 6zellikle deneyden hemen 6nce hazirlandi. Bu ¢ozeltinin stabil olmamasi

nedeniyle her deneme i¢in tazesi hazirlandi.



3.5.9. Kesikli tampon sistemli jelin hazirlanmasi
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Kesikli jel sistemi, proteinlerin stoklandigi ve birbirinden ayrildigi iki farkl

konsantrasyonda iki ayr1 jelden olusmaktadir.

Bu jelin hazirlanmasi i¢in ayirma ve stoklama ¢ozeltileri gereklidir.

3.5.9.1. Ayirma jelin hazirlanmasi

Cizelge 3.5.9.1. Degisik konsantrasyonlarda ayirma jeli hazirlama prosediirii.

Ayirma jelin son konsantrasyonlar1 (%)

Stok cozeltisi (ml) 20 175 15 125 10 75 5
Poliakrilamid ¢ozeltisi (%30) 20 17.5 15 125 10 75 5
Ayirma jel tamponu 375 3.75 375 375 3775 375 3.5
%1 Amonyum persiilfat 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75
TEMED 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
Distile Su 549 799 10.49 1299 1549 17.9 20.49

Toplam hacim 30 ml olacak sekilde hazirlanir. Bu jel hazirlanirken dikkat edilmesi

gereken husus; %]1°lik amonyum persiilfatin ¢ozeltiye en son katilmasidir. Cilinkii

cozeltiye amonyum persiilfat ilavesinden sonra polimerizasyon iglemi baslamakta ve

kisa siirede gerceklesmektedir.
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3.5.9.2. Stoklama jelin hazirlanmasi

Cizelge 3.5.9.2. Degisik konsantrasyonlarda stoklama jeli hazirlama prosediirti.

Stoklama Jelin Son Konsantrasyonlari (%)

Stok ¢ozeltiler (ml) 6 5 4 3

% 30 Poliakrilamid 2 1.67 1.33 1
Stok Jel Tamponu 2.5 2.5 2.5 2.5
% 1 Amonyum persiilfat 0.5 0.5 0.5 0.5
TEMED 0.075 0.075 0.075 0.075
Distile Su 4.925 5.265 5.595 6.425

Total hacim 10 ml olacak sekilde hazirlanir. Bu ¢ozeltiyi de hazirlarken %1'lik

amonyum persiilfat'in en son ilave edilmesine dikkat edilmelidir.
3.5.10. Ayirma jelin plaga dokiillmesi islemi

Plaga ilk 6nce ayirma jel dokiiliir. Proteinlerin birbirinden ayrilmasi %10’luk ayirma

jelde yapilmustir. %10'Tuk jel ¢ozeltisi igin;

%30'luk Poliakrilamid ¢ozeltisi 10 ml
Ayirma jel tamponu 3.75 ml
%1'lik Amonyum persiilfat 0.75 ml
TEMED 0.01 ml
Distile Su 15.49 ml

Yukaridaki miktarlar 30 ml jel ¢ozeltisi hazirlamak igin gerekli olan miktarlardir.
Ayirma jel ¢ozeltisinin toplam hacminin 10 ml olmasi yeterlidir. Bunun igin

yukaridaki miktarlar 2/3 oraninda azaltildi. Beher igerisine 1:2 ayirma jel tamponu
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konuldu ve arkasindan 5.163 ml dH»O ilave edildi. Daha sonra 0.0033 ml TEMED

ilave edildi. Eger jel kalinlignt 1 mm' den kiiciikk ise, ortamdaki oksijen
uzaklagtirilmalidir. Bunun i¢in ¢ozeltiyi bir ka¢ dakika vakum etmek yeterlidir. Aksi
takdirde, ortamdaki oksijen polimerizasyonda gecikmeye neden olacaktir.
Polimerizan ajan olarak % 1'lik amonyum persiilfat kullanilmistir. Amonyum
persiilfat ilave edildikten sonra ¢ozelti hafifce karistirildi. Hazirlanan ayirma ¢ozelti
10 ml'lik enjektore alindi ve vakit kaybetmeksizin diizenekteki bosluga doldurulma
islemine gecildi. Ayirma jel ¢ozeltisi kopiirtiilmeksizin diizenekteki isaretli yere
kadar dolduruldu. Jelin iist yiizeyinin keskin ve diizgiin bir ¢izgi haline geldikten
hemen sonra hava ile temasin1 kesmek i¢in jel yiizeyinde ince bir tabaka olusturacak
kadar dH,O ilave edildi. %1'lik Amonyum persiilfat, 50 mg alinarak 5 ml dH,O' da
cozmek suretiyle hazirlandi. Polimerize olan ayirma jelin {lizeri naylon bir posetle
hava almayacak sekilde kapatild1 ve +4 °C’de bir gece bekletildi. Boylece polimerize
olmamis akrilamid ve bisakrilamidlerin polimerizasyonu saglandi. Tam
polimerizasyon sonrasi akrilamid ve bisakrilamidin norotoksititesi ortadan kalkar,

dolayisiyla bu asamadan sonra jellerle direk temasta hi¢ bir sakinca yoktur.
3.5.11. Stoklama jelin plaga dokiilmesi islemi

Proteinlerin stoklanmas1 %4'liik stoklama jel iizerinde yapilmistir. %4'liik stoklama
jel soliisyonu hazirlamak ig¢in, bir mikropipetle asagidaki ¢ozeltilerden uygun

miktarlarda alind1 ve total hacim 3.5 ml' ye tamamlanda.
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Buna gore;

%30'Tuk Akrilamid ¢6zeltisi 0.468 ml
Stoklama jel tamponu (pH 6.8, 0.5 M) 0.833 ml
%1'lik Amonyum persiilfat 0.25 ml
TEMED 0.015 ml
Distile Su 1.95 ml
Toplam Hacim: 3.5ml

Jel ylizeyindeki distile su bosaltildi ve iki jelin kolay kaynasmasi i¢in ayirma jel
yiizeyi stoklama tamponla yikandi. Daha sonra numune yilikleme c¢ukurlarini
olusturmak i¢in tarak cam levhalar arasina yerlestirildi. Taragin kenarindan stoklama
jel cozeltisi bir enjektorle yavas yavas plaga aktarildi. Ancak jel ig¢inde hava
kabarcig1 bulunmamasina dikkat edildi. Bu arada tarak yerlestirildikten sonra protein
uygulanacak kanallar cam kalemle isaretlendi. Stok stoklama jel soliisyonu
polimerize olduktan sonra tarak alindi ve kanal araliklar1 da bir lanset yardimiyla
diizeltildi. Protein yiikleme cukurlar: yiiriitme tamponuyla bir ka¢ defa yikanarak jel
artiklar1 temizlendi. Sonra elektroforez tanklar: yiirlitme tamponu ile (Tris-Glisin pH
8.6) dolduruldu ve plaktaki lastik conta ve klempler ¢ikarildi. Jel tanka yerlestirilerek
plagin alt kisminda olusan hava kabarciklar1 enjektor yardimiyla uzaklastirildi. Bu

islemlerden sonra serum numunelerinin hazirlanmasina gegildi.
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3.5.12. Serum numunelerinin sulandirilmasi ve jele yiikleme islemi

1 ve 5 numaral jel ¢ukuruna molekiil agirliklar1 bilinen standart proteinler aplike
edildi. 2 numaral jel ¢ukuruna kontrol grubu numunesi, 3 numaral jel ¢ukuruna 1
mg/L dozda AICl; verilen Capoeta capoeta capoeta numunesi, 4 numarali jel
cukuruna, 2 mg/L. dozda AICI; verilen Capoeta capoeta capoeta serum numuneleri
uygulandi. Standart olarak molekiil agirliklar farkli olan 4 protein kullanildi. Bunlar;
karbonik anhidraz (29 kD), tripsinojen (18 kD), yumurta albumini (45 kD), sigir

albumini (66 kD) seklindedir. Bu standart proteinlerin her birinden 1' er mg alind1 ve

1 ml dH»O' da 1 mg/ml'lik standart hazirlandi. 1mg/ml standarttan 200 pl alinip 200

ul dH»O ile sulandirildi. Béylece son protein konsantrasyonu 0.5ug/ul oldu. Daha

sonra sample tamponla 1/2 oraninda sulandirildi. Jele bu standart proteinlerin her

birinden 5 pg uygulandi.

Daha sonra total protein konsantrasyonu bilinen serum numuneleri total
proteinlerinin gr/dl cinsinden miktarlarina gore sulandirilmasi islemine gecildi.
Capoeta capoeta capoeta’dan aliman serum numuneleri sulandirilarak son protein

konsantrasyonlar1 4 pg/ul’ye ayarlandi.

En sonunda her bir numune tiiptinden 200 pl serum alind1 ve her birinin iizerine 200

pl sample tampon ilave edilerek son protein konsantrasyonu 2ug/upl' ye ayarland.

Hazirlanan serum numuneleri bir beher igerisine bir miktar su konularak 100 °C’de 3
dk siireyle kaynatildi. Numune tamponundaki 2-merkaptoethanol proteinlerdeki
disiilfit baglarini1 acar ve denatiire olmalarin1 saglar. Boylece serum proteinleri tek
polipeptidler haline gelmis olur. Her jel ¢ukuruna 20' ser pul numune uygulandi.
Boylece 40 pg protein jele yiiklenmis oldu. Numuneler plaktaki yerlerine
uygulandiktan sonra proteinler 200 V ve 30 mA' de yiiriittildi.

Elektroforez de proteinleri yiirlitme islemine yaklagik 2,5 saat devam edildi. Siirenin
sonunda jel tanktan alinarak boyama soliisyonda boyama islemine gecildi. Bu arada
plak {izerindeki stoklama jeli kesilerek atildi. Jeli i¢inde 250 ml boyama soliisyonu

olan bir kaba birakildi. Jel, 56-60 °C'ye ayarlanmis su banyosunda 20-30 dk inkiibe
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edildi. Bu esnada kap i¢indeki boya ¢ozeltisi hafif¢e calkalanarak jelin daha ¢abuk

boyanmas1 saglandi.

Bu islem tamamlandiktan sonra her jel, boyadan ¢ikarma islemi i¢in %35 metanol ve
%?7,5 asetik asit bulunan bir kaba alinarak protein bantlar1 disindaki jel kisimlarinin
seffaflagsmast saglandi. Bu iglem, jellerin su banyosunda 55-60°C’ de 60-70 dk
bekletilmek suretiyle yapildi. Bu esnada jeller hafif¢e calkalandi. Ancak, boyadan
cikarma islemi esnasinda boyadan ¢ikarma c¢ozeltisi bir ka¢ defa yenilendi. Bu
islemlerden sonra jeller %7’lik asetik asit icinde muhafaza edildi. Sonra jellerin
fotograflar1 ¢ekildi. Proteinlerin molekiiler agirligt Weber ve ark. (1972)’lariin

metoduna gore hesaplandi [59].



25

4. BULGULAR

Serum numunelerinin SDS-PAGE’den elde edilen elektroforegraminda kontrol
grubundaki baliklarin protein bantlarina goére 0,03 mg/L AlCl; uygulanan gruptaki
baliklarin 59 kD’luk protein bandinda incelme, 94 kD, 74 kD, 46 kD, 35 kD’luk
protein bantlarinda kalinlasma meydana geldigi ve 71 kD’luk protein bandinin ise
kayboldugu tespit edildi. Yine kontrol grubu baliklara gore 0,06 mg/L AICl;
uygulanan gruptaki baliklarda 101 kD, 74 kD, 71 kD, 59 kD, 46 kD, 26 kD’luk
protein bantlarinda incelme, 94 kD’luk protein bandinda kalinlagma meydana geldigi

ve 86 kD’luk protein bandinin da kayboldugu saptandi.

0.03 mg/L AICl; uygulanan gruptaki baliklarin sekonder lamellerinin epitel
hiicrelerinde dejenerasyon, 0.06 AlCl; mg/L uygulanan gruptaki baliklarin sekonder
lamellerinin epitel hiicrelerinde de dejenerasyon, hiper selliilerite ve bazi sekonder

lamellerde kiitlesme goriildii.
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66 kD

29 kD

«—18kD

Resim 4.1: Aliiminyum kloriir’e maruz birakilan Capoeta capoeta capoeta’nin SDS-
PAGE yontemiyle elde edilen serum proteinlerinin elektroforegrami. 1. 0,03 mg/L, 2.
0,06 mg/L AlCl; uygulanan baliklarin serum proteinleri, 3. kontrol grubu, 4. standart

proteinler.



Resim 4.2: Kontrol grubu solunga¢ dokusu.( X.360)
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Resim 4.3: 0.03 mg/L AICI; uygulanan baliklardan elde edilen solunga¢ dokusunda
vakuoler dejenerasyon (beyaz ok) ve hidropik dejenerasyon (siyah ok). (X.360).
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Resim 4.4: 0.06 mg/L AICI; uygulanan baliklardan elde edilen solunga¢ dokusunda
hiper selliilerite (siyah ok),bazi sekonder lamellerde kiitlesme (beyaz ok), hidropik
dejenerasyon (beyaz yildiz) ve vakuoler dejenerasyon (siyah yildiz). (X.360).
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5.TARTISMA ve SONUC

Arastirmamizda 0.03 ve 0.06 mg/L’lik dozlarda Aliiminyum kloriir’e maruz kalan
Capoeta capoeta capoeta’nin solungag ylizgecinde histopatolojik dejenerasyonlara
sebep oldugu ve bu hasarin siddetinin de doz artisina bagh olarak artti§i, serum
numunelerinin SDS-PAGE’den elde edilen elektroforegraminda kontrol grubundaki
baliklarin protein bantlarma gore 0,03 mg/L AICl; uygulanan gruptaki baliklarin 59
kD’luk protein bandinda incelme, 94 kD, 74 kD, 46 kD, 35 kD’luk protein
bantlarinda kalinlagma meydana geldigi ve 71 kD’luk protein bandinin ise
kayboldugu tespit edildi. Yine kontrol grubu baliklara gore 0,06 mg/L AICl;
uygulanan gruptaki baliklarda 101 kD, 74 kD, 71 kD, 59 kD, 46 kD, 26 kD’luk
protein bantlarinda incelme, 94 kD’luk protein bandinda kalinlasma meydana geldigi

ve 86 kD’luk protein bandinin da kayboldugu saptandi.

0.03 mg/L AICl; uygulanan gruptaki baliklarin sekonder lamellerinin epitel
hiicrelerinde dejerenasyon, 0.06 AICl; mg/L uygulanan gruptaki baliklarin sekonder
lamellerinin epitel hiicrelerinde dejenerasyon, hiper selliilerite, bazi sekonder

lamellerde kiitlesme goriildii.

Sazan ( Cyprinus carpio L.) balig1 lizerinde yapilan bir arastirmada, bakir, ¢inko ve
bakir-¢inko etkilesiminde karaciger, solunga¢ ve kas dokularindaki metal birikimi
incelenmis ve sonucta bakir-¢cinko karisiminin etkisinde solunga¢ dokusundaki ¢inko
birikimi diginda en yiiksek bakir ve ¢inko birikimi karacigerde olurken, en diisiik
birikim kas dokusunda meydana gelmistir. Karisimin etkisinde doku ve organlardaki
bakir ve ¢inko birikimi, metallerin tek tek etkisinde belirlenen metal birikiminden
diisiik diizeyde olmustur [60]. Yine sazan baliginda (Cyprinus carpio) kadmiyum ve
cinko maruziyetine bagli olarak metallotiyonin miktarindaki degisiklikleri
arastirllmis ve hepatopankreas, bobrek, solunga¢ gibi organlardaki metallotiyonin
iceriginin Zn>Cd>kontrol seklinde oldugu belirtilmistir [61]. Tatlisu ¢ipurasi
(Oreochromis niloticus) lizerinde yapilan ¢alismada, besin yoluyla 42 giin boyunca
bakira maruz birakilan baliklarda, ¢alisma siiresi sonunda baliklarin solungag ve
bagirsak dokularinda histolojik olarak bir degisiklik saptanmadig1 fakat karaciger
dokusunda hepatositlerin yag igeriginin arttig1 belirtilmistir [62].
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Kobalt parahidroksibenzoat (CoBHB)’ in Capoeta capoeta capoeta’ nin serum
proteinleri lizerindeki etkileri incelenmis ve doz artisina bagli olarak yiiksek molekiil
agirlikli  protein bantlarinda kalinlagmalar, kiigilk molekiil agirlikli protein
bantlarinda ise incelmeler oldugu, histopatolojik olarak ise karaciger, solunga¢ ve
bagirsak dokularinda yine doz artisiyla orantili olarak artan derecelerde nekroz ve
dejenerasyonlar olustugunu belirtilmistir [63]. Bizim calismamizda da AICl;
uygulanan baliklarin solunga¢ dokusunda doz artisina bagli olarak nekroz ve
dejenerasyon olustugu gozlenmistir. Protein bantlarinda da doz artisina bagh olarak

incelmeler oldugu saptanmistir. Calismamuz litaretiirle uygunluk gostermektedir.

Hamur fabrikalar1 klor agartma desarjinin biyolojik sonuglarini inceleyen bir
calismada, siddetli yiizge¢ asinmasimnin kaybolmasindan 1 yil sonra, bir Isve¢ hamur
fabrikasinin atik suyunda bulunan Perca fluviatilis’de, epitel dokudaki hiperplazinin
bir belirtisi olarak kuyruksu yapidaki yiizge¢ derisinde makroskobik kalinlasma
goriilmiistiir. Ayn1 ¢alismada, siddetli yilizge¢ asinmasinin kaybolmasindan 3 ay
sonra, kisalmis solungac filamentlerinin yan1 sira ikincil lamellerde fiizyon goriilmiis,
1 y1l sonra, solungacin ikincil lamelinin hiicresel ve hiicresel olmayan morfometrik
caligmalarinda, maruz kalan ve maruz kalmayan balik arasinda hi¢ bir fark
goriilmemistir. Benzer bir caligma Yeni Zellanda’daki hamur fabrikasi klor agartma
atiklariin aktig1 bir nehirde, Japon balig1 (Carassius auratus) igin yapilmistir. Japon
baliginda da 6zdes hastalik izlerine rastlanmus olup, Isvec’teki levrege gore siddetli
ve iyilesmis yiizge¢ asinmasi goriilmiistiir. Japon baliginda da kuyruksu yapidaki
yiizgec derisinde makroskobik kalinlagsma goriilmiistiir. Japon baliginin yiizgeglerinin
patolojik histolojisi, ylizge¢ asinmasimnin siddetli asamalarinda, 6ddem ve lokal
enfeksiyonun yaninda yiizge¢ uglarinda buna bagh kangren oldugunu gostermistir.
Bu caligmada, atiklardaki bir veya daha fazla toksik maddenin dahil oldugu
fizyolojik rahatsizlig1 kapsayan etiyolojideki gibi farkli hamur fabrikasinin atik
suyunda yasayan farkli balik tiirlerinde ylizge¢ asinmast goriildiigli sonucuna

varilmistir [64].

Gokkusagr alabaligr iizerinde doku kalinti analizi ve aliiminyum-spesifik

histokimyas1 arastirllmig ve aliiminyuma kronik olarak maruz kalan gokkusagi
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alabaliklarinin beyninde sistemik aliiminyum birikimi ve farkli bir neropatoloji
gozlenmistir. Alliminyumun; beynin serebrovaskiiler endoteli ile kalbin arteria
soganindaki endotel ve epitel ylizeyler ile baglantili oldugu saptanmistir.
Aliiminyumun zarlara bariyer 6zelliginden 6diin verdirme potansiyeli, onun baliklar

icin toksik oldugunun belirtisidir [65].

Kursun ve aliiminyum iyonlarinin laboratuar hayvanlarina kisa déonem ve uzun
donemde agiz yoluyla uygulanmasi sirasinda, genis spektrumlu biyolojik etkiler
meydana gelmistir. Bu metallerin kisa donemli bir deney sirasinda genel toksik ve
gonadotoksik etkilerinin birbiri ile aynm1 oldugu ortaya c¢ikmig ve bu etkilerin
korelasyonu siirekli deneyler sirasinda muhafaza edilmistir. Sudaki kursun(0.03
mg/1.) ve aliiminyum(0.5 mg/1.) konsantrasyonlar1 popiilasyonun sagligi i¢in
tehlikeli olabileceginden igme suyu kalitesi agisindan standartlara dahil edilmesi i¢in

hijyenik standartlar 6nerilmektedir [66].

Tatli su balik tiirlerinin sudaki aliiminyuma kars1 bagil duyarliliklarini incelemek
amaciyla Iskandinavya’ya 6zgii yaygin yedi balik tiirii Al yoniinden zengin asidik su,
Al yoniinden fakir asidik su ve kontrol amacgh yaklasik olarak ndtr suya maruz
birakilmiglardir. Akut aliminyum tehdidine kars1 tiirler arasindaki Atlantik somonu,
(Salmo salar) en duyarli iken daha sonra kizilgdz baligi (Rutilus rutilus), golyan
baligi, (Phoxinus phoxinus), levrek, (Perca fluviatilis), golgebaligi, (Thymallus
thymallus), deniz alasi, alabalik (Salmo trutta) ve Arktik car, (Salvelinus alpines)
gelmistir. Al yoniinden zengin ortama maruz birakildiklarinda biitiin tiirler arasinda
azimsanmayacak bir 6liim oram1 gozlemlenmis ve golyan baligi, kizilgéz balig1 ve
denizalas: tiirlerinde asidik Al yoniinden fakir ortama ve kontrol ortamima maruz
birakildiklarinda da bir miktar 6liim orant oldugu goriilmiistiir. Arktik carda
aliminyuma kars1 yiiksek dayanim gozlemlenirken, levregin aliiminyuma karsi
beklenilenden daha fazla duyarl oldugu golge baliginda ise sudaki aliiminyuma kars1
ilk kez toksik etki bildirilmistir. Kontrollii deneysel ¢alismalar sayesinde elde edilen
sonugclar, tathi su balik tiirleri i¢in aliiminyumun asitli sularin toksisitesi agisindan

onemli bir faktor oldugunu dogrulamaktadir [67].
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Hidroksialuminosilikatlarin baliklardaki toksisitesi iizerine yapilan bir caligmada
baliklardaki akut aliiminyum zehirlenmesinin silikon ile bertaraf edilmesinde

hidroksialuminosilikatlarin biiyiik rolii oldugunu kanitlanmistir [68].

Toksik aliiminyum ve diisiik pH’in gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss
Walbaum) larvasinin solunga¢ gelisimine etkileri incelenmis, yalmiz diisiik pH ve
yalniz aliiminyuma maruz birakilan larvalarin solungacglart normal bir gelisme
gostermekle birlikte filament uclarinda hafif bir kalinlasma goézlenmistir.
Aliiminyum ve diisik pH kombinesine maruz birakilan larvalarda filamentler
tamamen kalinlasmis, kisalmig ve birbirine yapisik durumdayken, lameller sadece
filamentlerin alt kisminda mevcut olup, filamentlere yapisik durumdadirlar. Filament
ve lamella uzunlugu, her bir filamentte ki lamella sayist kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak Onemli derecede ( P<0.001) diisiik bulunmustur [69]. Bizim
calismamizda AICl; uygulanan baliklarin doz artisina bagh olarak filament uglarinda

kalinlagma gbzlenmistir.

Salmo salar baliklar iizerinde yapilan bir ¢alismada, baliklar {i¢ yapay kanaldan
tutulup, solungaglarindaki morfometrik inceleme arastirilmistir. Bir kanaldaki suya
islem yapilmazken (ortalama pH 6.25); digerlerine asit ilavesi (ortalama pH 5.6) ya
da asit ve aliiminyum ( ortalama pH 5.5;ortalama degistirilebilir Al 158 fj,g litre'")
ilavesi yapilip 16 ile 23 giin sonrasinda solungaglar1 incelenmistir. Primer
lamellerdeki klorid hiicreleri her iki deneysel islemde kontrol grubundaki baliklara
gore daha fazla bulunmustur. Buna karsilik ikincil lamellerdeki klorid hiicrelerinin
sayis1 sadece Al katkisi olmaksizin aside maruz kalan baliklarda artmistir. Klorid
hiicre biiyiikliigii ve sekli de zaman ve islem ile degisiklik gostermistir. Asit ve Al’a
maruz kalmig baliklarda kontrol grubundakilerden daha az mukoz hiicresi
bulunmustur. Alim arttirilarak saglanan klorid hiicre ¢ogalmasi1 ve yapisal
degisiklikler diisitk pH gerilimli artan iyonik akintilari telafi etmeye yonelik bir
girisimi acgikliyor olabilir. Ancak, Al konsantrasyonlar1 yiiksekse klorid hiicreleri
ikincil lameller boyunca ¢ogalmaz ya da ¢ogalan hiicreler zarar goriir ve kaybolur.

Bu, iyon alimini artirma potansiyelini kisitlayabilir [70].
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Sonug¢ olarak, sucul ortamlara diisiik miktarlarda da olsa aliiminyuma karigmasi
durumunda, ortamda yasayan baliklar {izerine toksik etki yapabilecegi sonucuna
varilmistir. Bu nedenle, Alliminyumun sucul ortamlara karigsmamasi i¢in endiistri

bolgelerinde dnlemler alinmasi gerekmektedir.
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