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OZET

Bu ¢alismada, Aliiminyum kloriir (AICL) zehirlenmesinin Capoeta capoeta’nin serum
proteinleri ve solungag histopatolojisi iizerindeki etkileri incelendi. Kars Cayi’ndan yakalanan
baliklar 300 litrelik tanklara konuldu ve 10 giin siireyle bekletildi. Daha sonra her grupta 7 adet
balik bulunan 3 grup olusturuldu. 1. gruptaki baliklar kontrol grubu, II. ve III. gruptaki baliklar
ise sirastyla 0.03 ve 0.06 mg/L AICl3’e 10 giin siireyle maruz birakildi. Sonra, baliklardan kan
ve doku Ornekleri alindi. Serum numuneleri sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE)’de yiiriitiildii. Solunga¢ dokular1 ise %10’luk formaldehit
soliisyonunda tespit edildi. Bilinen histolojik yontemlerle parafin bloklar hazirlandiktan sonra,
3-5 p kalinliginda kesitler alindi ve kesitler hematoksilen ve eosinle boyanarak 151k
mikroskobunda incelendi.

SDS-PAGE’de kontrol grubundaki baliklarin protein bantlarina gore, 0.03 mg/L AlCk
uygulanan gruptaki baliklarin 59 kD’luk protein bandinda incelme, 94, 74, 46 ve 35 kD’luk
protein bantlarinda kalinlasmalar meydana geldigi goriildii. 71 kD’luk protein bandinin ise
sentezlenmedigi tespit edildi. Yine kontrol grubu baliklara gore, 0.06 mg/L AlCl; uygulanan
gruptaki baliklarda 101, 74, 71, 59, 46 ve 26 kD’luk protein bantlarinda incelme ve 94 kD’luk
protein bandinda kalinlagsma gozlendi. 86 kD’luk protein bandmin da sentezlenmedigi saptandi.

Histopatolojik incelemelerde, 0.03 mg/L AlCl;3 uygulanan gruptaki baliklarin sekonder
lamellerinin epitel hiicrelerinde dejenerasyon, 0.06 mg/L AlCl; uygulanan gruptaki baliklarin

sekonder lamellerinin epitel hiicrelerinde dejenerasyon, ayrica hiperselliilarite ve bazi sekonder
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lamellerin uglarinda kiitlesme goriildii.

Bu calisma da, 0.03 ve 0.06 mg/L’lik AlCI; uygulamasinin Capoeta capoeta igin toksik
oldugu sonucuna varildu.

Key Words: Aliiminyum kloriir, Capoeta capoeta, Serum Protein, SDS-PAGE,
Histopatoloji.

EFFECTS OF ALUMINIUM POISONING ON SERUM PROTEINS AND GILL
HISTOPATHOLOGY OF CAPOETA CAPOETA (GULDENSTAEDT 1773)

ABSTRACT

In this study, effects on gill histopathology and serum proteins in Capoeta capoeta of
Aluminium chloride (AlCl) intoxication were examined. Fish caught from the Kars Creek were
placed in 300-liter tank and allowed to stand for 10 days. Then, three groups were formed seven
pieces of fish in each group. The fish in the first group was the control group. Fish in II. and III
groups were exposed to 0.03 and 0.06 mg/L AICI; for 10 day, respectively. Then, blood and
tissue samples from fish were taken. Serum samples were run in sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). Gill tissues were detected in the 10%
formaldehyde solution. After preparing paraffin blocks by routine histological techniques,
slices were taken at 3-5 p thickness and slices were stained with hematoxylin and eosin and
examined by light microscopy.

In SDS-PAGE, according to protein bands of the fish in the control group, thinning in
59 kD protein band and thickening in 94, 74, 46 and 35 kD protein band of fish applied 0.03
mg/L AlCI3 were seen to occur. Expression of 71 kD protein band was lack. Thinnings in 101,
74,71, 59, 46 and 26 kD protein bands and thickening in 94 kD protein band of fish exposed
0.06 mg/L AICl; were observed expression of 86 kD protein band was lack.

In histopathological examination, in group treated 0.03 mg/L AICl3 was observed
degeneration in the epithelial cell of secondary lamellae, in group treated 0.06 mg/L. AlCIz was
determined degenerations in the epithelial cells of secondary lamellae, as well as hyper
cellularity and blunt-recovery in ends of some secondary lamellae were seen.

In the present study, it was concluded that applications of 0.03 and 0.06 mg/L AICI3
could be a toxic for health of Capoeta capoeta.

Key Words: Aluminium chloride, Capoeta capoeta, Serum Protein, SDS-PAGE,
Histopathology.

18



urn
o 30Ul 6,

o

g %
& 2
O ®

Caucasian Journal of Science

%‘@’ Journal home page: www.cjoscience.com

Vol.5 TIssue:2 Year: 2018

GIRIS

Sucul organizmalarin bazilar1 agir metalleri belli bir dereceye kadar biinyelerinde
depolayabilirler. Bu agir metaller, organizmalara besin zinciri yoluyla insana kadar ulasarak,
insan saghgimi etkilerler (Merlini, 1971). Balik dokularindaki metal konsantrasyonlari; besin
zincirine, canlilar arasindaki rekabete, su kimyasina ve gdldeki degisimlere bagli olarak
farklilik gosterdigi ifade edilmektedir (Forster ve Wittmann, 1981). Agir metaller, normal
sartlarda sucul ekosistemlerde ng/L yada pg/L diizeylerinde bulunur (Nussey ve ark., 1995).
Ancak insan niifus artisi, sanayilesme, kentlesme ve tarim uygulamalar1 gibi temelde insan
aktivitesine dayali faktorler, agir metallerin sucul ekosistemlere bulagsmasini hizlandirmaktadir
(Wepener ve ark., 2001). Aliiminyum kdmiir isletmelerinden endiistriyel atiklar, asit yagmurlari
ve slispansiyon halindeki kat1 atiklar halindeki aliiminyum siilfat olarak su ortamina girer
(Driscoll, 1980). Agir metallerin viicut bilinyesine alimi bazi asamalar icerir. Bilimsel
arastirmalara gore, agir metallerin metal baglama verimliligi baslangi¢ta olduk¢a hizli bir
sekilde cereyan etmektedir ve bu olayda metal iyonlarinin hiicre duvarlarma temas etmesiyle
birlikte hemen ylizey adsobsiyonu ile mikroorganizmalarin hiicre yiizeyine baglandigini
gostermektedir. Yilizey adsorbsiyonu fiziko-kimyasal bir olay olarak, bircok biyolojik
molekiillerin; hiicre duvar1 bilesenleri olan polisakkarit, protein ve lipitlerin sahip oldugu
amino, karboksilik, siilfidril, fosfat ve thiol gibi fonksiyonel gruplarla gergeklestigi
belirtilmektedir (Ting ve ark.,1991; Holan ve ark., 1993). Bu fonksiyonel gruplar metalleri
baglamada farkli duyarhilik ve 6zgiilliige sahiptirler (Ting ve ark.,1991). Cesitli yollarla su
ortamina bulasan agir maddelerin sucul organizmalar tizerindeki etkileri cok ciddi ve 6nemlidir.
Clinkii bu bilesikler kanser de dahil olmak iizere bir¢ok hastalia sebep olma kabiliyetine
sahiptirler (Wegrzyn ve Czyz, 2003). Cd, Cu, Cr, Ni, Zn ve Mn gibi agir metaller canl
biinyesinde birikir, belirli miktar asilmasi halinde toksik etkisi yapar, birikim miktar1 metalin
etki sliresi ve ortamin degismesine gore artar (Kargin ve Erdem, 1991).

Bu calismada, Kars Cayi’ndan yakalanan Capoeta capoeta (Guldenstaedt 1773) iizerine
Aliiminyum kloriir uygulanarak solunga¢ dokusundaki histopatolojik ve serum proteinlerindeki

elektroforetik degisiklikler belirlenmeye calisildi.
MATERYAL VE METOT

Hayvan Materyali ve Deney Diizenegi

Bu incelemede, Kars Cayi’nda yasayan ve agirliklar1 100-120 g arasinda degisen 21 tane
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Capoeta capoeta kullanildi. Tanklarda kullanilan musluk suyunun kalitesi pH 8.1-8.3,
¢Ozlinmiis oksijen miktar1 4.95-10.51 mg/L ve sicakligi 16.5-18.2 °C olarak bildirilmistir
(Ydmaz ve ark., 2008). Baliklar Kars Cayr’ndan yakalanarak laboratuvarda 300’er L’lik
tanklara konuldu. 10 giin siireyle ortama adaptasyonlar1 saglanmak suretiyle 7°ser balik bulunan
3 grup olusturuldu. I. gruptaki baliklar kontrol, II. ve III. gruptaki baliklar ise sirasiyla 0.03 ve
0.06 mg/L AICl; igeren su ortamlarinda 10 giin bekletildi. Baliklardan elekroforez i¢in 0.25 ve
0.5 ml arasinda kan ve histopatolojik inceleme i¢in solunga¢ doku 6rnekleri alindi. Kan dorsal
aort damarindan alind1 ve +4 °C ve 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmek suretiyle serumlar elde
edildi. Sonra, serumlar —20 °C’de sakland1. Protein konsantrasyonlar1 biiiret yontemi ile 6lctildii
(Robert ve Michael, 1993). Solunga¢ doku ornekleri ise histopatolojik inceleme i¢in %10’ luk
formalin soliisyonunda tespit edildi.

Histopatolojik Cahismalar

Formaldehit soliisyonunda 48 saat tespit edilen solunga¢ doku Orneklerinden 3-5 p
kalinlhiginda kesitler alindi. Duplike olarak calisilan kesitler Hematoksilin—Eosin ile boyandi ve
151k mikroskobunda (Olympus BX51, JAPAN) incelendi.

Elektroforetik Cahsmalar

Biiiret metoduna gore total protein tayini yapilan serum numuneleri SDS-PAGE’ye
Laemmli, (1970) ve O’Farrell, (1975) metotlarina goére uygulandi. Standart proteinler olarak
karbonik anhidraz (29 kD), tripsinojen (18 kD), yumurta albumini (45 kD), sigir albumini (66
kD) kullanildi. SDS-PAGE uygulamas: sonunda, jellerin fotograflar1 c¢ekildi ve sonra

proteinlerin molekiiler agirliklar1 hesaplandi (Weber ve ark., 1972).

BULGULAR

Serum numunelerinin  SDS-PAGE’den elde edilen elektroforegraminda kontrol
grubundaki baliklarin protein bantlarima gore 0.03 mg/L AlClz 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 bandmnin ise kayboldugu tespit edildi. Yine
kontrol grubu baliklara gore 0.06 mg/L AICl3uygulanan 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 (Sekil 1).
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Sekil 1: Aliminyum kloriir’e maruz birakilan Capoeta capoeta’nin SDS-PAGE yontemiyle
elde edilen serum proteinlerinin elektroforegrami. 1. 0,03 mg/L, 2. 0,06 mg/L AICl; uygulanan

baliklarin serum proteinleri, 3. kontrol grubu, 4. standart proteinler.

Kontrol grubu baliklarin solungag dokularinda normal histolojik goriiniim
izlenmekteydi (Sekil 2). 0.03 mg/L AIClz uygulanan gruptaki baliklarin sekonder lamellerinin
epitel hiicrelerinde dejenerasyon, 0.06 mg/L AICl; uygulanan gruptaki baliklarin sekonder

lamellerinin epitel hiicrelerinde de dejenerasyon, hiperseliilarite ve bazi sekonder lamellerde

kiitlesme gorildi (Sekil 3-4).

Sekil 2: Kontrol grubu solunga¢ dokusu.( X.360)

21



Sekil 3: 0.03 mg/L AICl3 uygulanan baliklardan elde edilen solunga¢ dokusunda, vakuoler
dejenerasyon (beyaz ok) ve hidropik dejenerasyon (siyah ok). (X.360).

Sekil 4: 0.06 mg/L AICl; uygulanan baliklardan elde edilen solunga¢ dokusunda,
hiperseliilarite (siyah ok),bazi sekonder lamellerde kiitlesme (beyaz ok), hidropik dejenerasyon

(beyaz yildiz) ve vakuoler dejenerasyon (siyah yildiz) (X.360).
TARTISMA VE SONUC

Cyprinus carpio L. lzerine yapilan bir arastirmada, bakir, ¢inko ve bakir-¢inko

etkilesiminde karaciger, solunga¢ ve kas dokularindaki metal birikimi incelenmis ve sonugta
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bakir-¢inko karisiminin etkisinde solunga¢ dokusundaki ¢inko birikimi disinda 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 (Cicik, 2003). Yine (Cyprinus carpio’da
kadmiyum ve ¢inko maruziyetine bagli olarak metallotiyonin miktarindaki degisiklikler
arastirilmis ve hepatopankreas, bobrek, solungag gibi organlardaki metallotiyonin iceriginin
Zn>Cd>kontrol seklinde oldugu belirtilmistir (Kito ve ark., 1986). Oreochromis niloticus
iizerinde yapilan ¢alismada, besin yoluyla 42 giin boyunca bakira maruz birakilan baliklarda,
calisma siiresi sonunda baliklarim solunga¢ ve bagirsak dokularinda histolojik olarak bir
degisiklik saptanmadigi fakat karaciger dokusunda hepatositlerin yag iceriginin arttigi
belirtilmistir (Shaw ve Handy, 2006). Kobalt parahidroksibenzoat (CoBHB)’ m Capoeta
capoeta capoeta’nin serum proteinleri tizerindeki etkileri incelenmis ve doz artigina bagh
olarak yiliksek molekiil agirlikli protein bantlarinda kalinlagsmalar, kiigiik molekiil agirlikl
protein bantlarinda ise incelmeler oldugu, histopatolojik olarak ise karaciger, solungac ve
bagirsak dokularinda yine doz artisiyla orantili olarak artan derecelerde nekroz ve
dejenerasyonlar olustugunu belirtilmistir (Y1maz ve ark., 2008). Bu calismada da AICls
uygulanan baliklarin solunga¢ dokusunda doz artigina bagli olarak nekroz ve dejenerasyon
olustugu gozlenmistir. Protein bantlarinda da doz artisgina bagli olarak incelmeler oldugu
saptanmistir. Mevcut ¢alisma litaretiirle benzerlik géstermektedir.

Gokkusagi alabaligi lizerinde doku kalint1 analizi ve aliiminyum-spesifik histokimyasi
arastirilmis ve aliiminyuma kronik olarak maruz kalan gokkusagi alabaliklarmin beyninde
sistemik aliiminyum birikimi ve farkli bir neropatoloji gozlenmistir. Aliiminyumun; beynin
serebrovaskiiler endoteli ile kalbin arteria soganindaki endotel ve epitel yiizeyler ile baglantili
oldugu saptanmistir. Aliiminyumun zarlarin bariyer 6zelligini kaybettirmesinden dolay1, onun
baliklar i¢in toksik oldugu belirtilmistir (Exley, 1996). Kursun ve aliiminyum iyonlarmin
laboratuar hayvanlarina kisa donem ve uzun dénemde agiz yoluyla uygulanmasi sirasinda,
genis spektrumlu biyolojik etkiler meydana gelmistir. Bu metallerin kisa donemli bir deney
sirasinda genel toksik ve gonadotoksik etkilerinin birbiri ile ayni oldugu ortaya ¢ikmis ve bu
etkilerin korelasyonu siirekli deneyler sirasinda muhafaza edilmistir. Sudaki kursun (0.03
mg/L) ve aliminyum (0.5 mg/L) konsantrasyonlar1 popiilasyonun sagligi i¢in tehlikeli
olabileceginden i¢cme suyu kalitesi agisindan standartlara dahil edilmesi i¢in hijyenik standartlar
onerilmektedir (Krasovskii, 1979). Tath su balik tiirlerinin sudaki aliiminyuma kars1 bagil

duyarliliklarmi incelemek amaciyla Iskandinavya’ya 6zgii yaygin yedi balik tiirii Al yoniinden
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zengin asidik su, Al yoniinden fakir asidik su ve kontrol amagh yaklasik olarak nétr suya maruz
brrakilmiglardir. Akut aliiminyum tehdidine kars: tiirler arasindaki Sa/mo salar en duyarh iken
daha sonra Rutilus rutilus, Phoxinus phoxinus, Perca fluviatilis, Thymallus thymallus, Salmo
trutta ve Salvelinus alpinus gelmistir. Al yoniinden zengin ortama maruz birakildiklarinda
biitlin tiirler arasinda azimsanmayacak bir 6lim oranmi gozlemlenmistir. Phoxinus phoxinus,
Rutilus rutilus ve Salmo trutta’da asidik Al yoniinden fakir ortama ve kontrol ortamina maruz
brrakildiklarinda da bir miktar 6liim orani oldugu goriilmiistiir. Kontrollii deneysel ¢calismalar
sayesinde elde edilen sonugclar, tath su balik tiirleri i¢cin alliminyumun asitli sularin toksisitesi
acisindan 6nemli bir faktor oldugu belirtilmistir (Poleo, 1997). Hidroksialuminosilikatlarin
baliklardaki toksisitesi tizerine yapilan bir c¢aligmada baliklardaki akut aliiminyum
zehirlenmesinin silikon ile bertaraf edilmesinde hidroksialuminosilikatlarin biiyiik roli
oldugunu kanitlanmistir (Exley, 1997). Toksik aliiminyum ve diisik pH’m gokkusagi
Oncorhynchus mykiss larvasmin solunga¢ gelisimine etkileri incelenmis, yalniz diisiik pH ve
yalniz aliiminyuma maruz birakilan larvalarin solungaclar1 normal bir gelisme gostermekle
birlikte filament uglarinda hafif bir kalinlasma go6zlenmistir. Aliiminyum ve diisik pH
kombinesine maruz birakilan larvalarda filamentler tamamen kalinlagsmis, kisalmig ve birbirine
yapisik durumdayken, lameller sadece filamentlerin alt kisminda mevcut olup, filamentlere
yapisik durumdadirlar. Filament ve lamel uzunlugu, her bir filamentte ki lamel sayis1 kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak dnemli derecede ( P<0.001) diisiik bulunmustur (Calta, 1999).
Mevcut calismada, AlCI3 uygulanan baliklarin doz artisina baglh olarak filament uglarinda
kalinlasma gozlenmistir. Salmo salar baliklariizerinde yapilan bir caligmada, baliklar {i¢ yapay
kanaldan tutulup, solungaclarindaki morfometrik degisimler 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 pg litre™") ilavesi yapilip 16 ile
23 giin sonrasinda solungaclar1 incelenmistir. Primer lamellerdeki klorid hiicreleri her iki
deneysel islemde kontrol grubundaki baliklara gére daha fazla bulunmustur. Buna karsilik
ikincil lamellerdeki klorid hiicrelerinin sayis1 sadece Al katkisi olmaksizin aside maruz kalan
baliklarda artmistir. Klorid hiicre buyiikliigii ve sekli de zaman ve islem ile degisiklik
gostermistir. Asit ve Al’a maruz kalmis baliklarda kontrol grubundakilerden daha az mukoz
hiicresi bulunmustur. Alim arttirilarak saglanan klorid hiicre cogalmasi ve yapisal degisiklikler
diisiik pH gerilimli artan iyonik akintilar1 telafi etmeye yonelik bir girisimi agikliyor olabilir.
Ancak, Al konsantrasyonlar1 yliksekse klorid hiicreleri ikincil lameller boyunca ¢ogalmaz ya

da cogalan hiicreler zarar goriir ve kaybolur. Bu, iyon alimini1 artirma potansiyelini kisitlayabilir
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(Jagoe ve Haines, 1997). Oreochromis niloticus tlizerine 0.05, 0.3 ve 1 mg/L dozlarinda
Aliiminyum siilfat uygulanmis ve siireye bagli olarak karacigerlerinde artan siddette kan
damarlarinda bozulma, moniikleer hiicre infiltrasyonu, hepatik paransimada fokal nekroz ve
pankreatik asinide atrofiler gozlenmistir (Muhammad, 2011). Aliiminyum kloride maruz
birakilan Catla catla’nin solungaglarinin epitellerinde vakuollesme, epitel duvarlarinda kirilma
ve lamellerde kiitlesme, karacigerlerinde ise hepatik lezyonlar, nekroz alanlar1 ve vakuol
olusumu goriilmiistiir (Maharajan ve Parurukmani, 2012). Aliminyum ve Demir yoniinden
kirlenmis asidik Pansky gdletinde yasayan Cyprinus carpio’nun solungag¢larinda nekrozlar
gozlenmistir. Ayrica solungaglarda demir bakterilerine rastlanilmistir. Bobrek, karaciger ve
dalakta distrofik degisiklikler olarak paransimal dokularda hasar tespit etmislerdir (Slaninova
ve ark., 2014). Mevcut c¢alismadan elde edilen bulgulara gore, solungaglarda c¢esitli
dejenerasyonlar ve serum proteinlerinin ekspresyonlarinda degisimler gézlenmistir.

Sonug olarak, sucul ortamlara diisiik miktarlarda da olsa aliminyuma karigmasi
durumunda, ortamda yasayan baliklar tizerine toksik etki yapabilecegi sonucuna varilmistir. Bu
nedenle, Aliminyumun sucul ortamlara karigmamasi i¢in endiistri bolgelerinde Onlemler

alimmasi gerekmektedir.
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