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Van Bahginda (Alburnus tarichi Giildenstiidt, 1814) Ureme Gogii Sirasinda
Oksidatif Stresin Arastirilmasi

Ahmet Regaib OGUZ", Necati OZOK, Aso Hemn OMAR, Zehra ALKAN
Ayse Nur KIRACCAKALI

Van Yiiziincii Yil Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii, Van

Oz

Van Baligi, Tirkiye’nin en biiyilk goline endemik anadrom bir tiirdiir. Baliklar, her sene {iiremesini
gergeklestirmek icin alkali Van Go6lii’nden gole dokiilen tatli sulara gog ederler. Balik bu gdc sirasinda aglik, tuz
ve pH adaptasyonu gibi farkli stres faktorlerine maruz kalir. Bu galismada, Van Baligmin tireme gogii 6ncesi ve
sonrasinda plazma, solungag, karaciger, beyin ve kas gibi dokularindaki total oksidan ve antioksidan, lipid
peroksidasyon ve DNA hasarlar1 karsilastirildi. Total oksidan durum (TOS) iireme 6ncesi gdlden yakalanan
baliklarin karaciger ve bobrek dokularinda, total antioksidan durum (TAS) ise akarsudan yakalanan baliklarda
karacigerde, golden yakalanan baliklarin ise beyin ve bobrek dokularinda yiiksek oldugu bulundu (P<0.05).
Malondialdehit (MDA) seviyelerinin akarsudan érneklenen baliklarin karacigerinde gélden 6rneklenen baliklarda
ise bobreklerinde daha fazla oldugu belirlendi (P<0.05). DNA hasarinin ise sadece tatli sudan 6rneklenen baliklarin
karacigerinde arttig1 belirlendi. Sonug olarak, Van Baliginda iireme gdcii sirasinda karsilasilan stres etkilerine karsi
organlarin gosterdigi tepkiler belirlendi.

Anahtar kelimeler: Van Baligi, Oksidatif Stres, Lipid Peroksidasyon, DNA Hasar1, Alburnus tarichi.

Investigation of Oxidative Stress in Van Fish
(Alburnus tarichi Giildenstadt, 1814) During Reproductive Migration

Abstract

Van Fish is an anadromous species of endemic to Turkey’s largest lake. The fish migrate to the freshwater pouring
from the alkaline Lake Van to the lake for the reproduction every year. Fish are exposed to different stress factors
such as fasting, salt and pH adaptation during migration. In this study, total oxidant and antioxidant, lipid
peroxidation and DNA damages in tissues such as gill, liver, plasma, brain and muscle were compared before and
after reproductive migration. Total oxidant status (TOS) of the fish caught in the lake before reproduction, liver
and kidney tissues, total antioxidant status (TAS), fish liver caught from freshwater, fish from the lake were
observed to be high in the brain and kidney tissues (P<0.05). Malondialdehyde (MDA) levels were found to be
higher in the liver and kidney of the fish sampled from the freshwater and lake, respectively. (P<0.05). DNA
damage was found only in the liver of fish sampled from freshwater. As a result, the reactions of the organs against
stress effects encountered during reproduction migration were determined.

Keywords: Van Fish, Oxidative stress, Lipid peroxidation, DNA damage, Alburnus tarichi.

1. Giris

Reaktif oksijen tiirleri, aeorobik solunumun bir sonucu olarak canlilarda meydana gelir. Artan
oksidanlar sonucunda oksidatif stres meydana gelir. Oksidatif stres hiicrelerde protein, lipid, DNA ve
diger molekiillere zarar verebilir. Antioksidanlar, reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin
meydana getirdigi hasar1 6nlemek iizere gorev yapan enzimlerdir [1-2]. Artan serbest radikaller aynm
zamanda lipid peroksidasyonuna sebep olarak hiicre membran islevlerinin bozulmasina neden olur.
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Sonug olarak lipid peroksidasyonunun yikim {iriinii olan malondialdehit olusur ve lipidlerin oksidatif
hasarmin belirlenmesinde indikator olarak kullanilir. Ayrica, artan reaktif oksijen tiirleri hiicrelerde
DNA hasarna da neden olmaktadir. 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG), oksidatif baz hasar {irlinii
olup DNA hasarmin belirlenmesinde yogun olarak kullanilmaktadir [3].

Baliklarda oksidatif stres, pek ¢ok faktor tarafindan etkilenir. Bunlarin basinda sicaklik, tuz
adaptasyonu, aclik, ksenobiyotikler ve hastaliklar gelmektedir. Sicaklik artisi biitiin canlilarda metabolik
aktiviteleri arttirir. Artan metabolizma ile ihtiya¢ duyulan oksijen miktari da artar ve sonug olarak total
oksidan seviyesi artar. Farkli canli gruplarinda sicakliga bagli olarak oksidatif stresin arttigi bildirilmistir
[4]. Baliklarda tuz adaptasyonu sirasinda pek ¢ok fizyolojik degisim gozlenmektedir. Bunlar enerji
metabolizmasinin artmasi, iyon dengesinin ayarlanmasi, molekiiler ve hiicresel degisimler ve hormonal
diizenlemelerdir. Baliklarda hem deneysel olarak olusturulan hem de dogal ortamda gerceklesen tuz
adaptasyonu sirasinda da dokularinda reaktif oksijen tiirleri olusarak oksidatif hasara neden olmaktadir
[5-6]. Uzun siireli aghk, memelilerde oldugu gibi baliklarda da &zellikle enerji metabolizmasinin
gerceklestigi karacigerde oksidatif hasara neden olmustur [7-8]. Baliklarda farkli igerige sahip besinlerin
de karacigerde oksidatif durum iizerine etkili oldugu bildirilmistir. Ozellikle yiiksek lipid igerige sahip
besinler katalaz ve siiperoksit dismutaz gibi antioksidan enzim seviyelerini arttirmistir [9].

Van Balig1 (Alburnus tarichi) gol suyu sicakligina baglh olarak yil igerisinde farkl derinliklerde
siiriiler halinde dolasir. Ureme mevsimi olan Nisan ve Temmuz aylar1 arasinda géle dokiilen tatli sulara
goc eder. Balik, tath sulara girmeden 6nce gol suyu ve tatli suyun karistigi akarsu agizlarinda bekleyerek
muhtemelen adaptasyon i¢in molekiiler ve hiicresel degisimleri gerceklestirir. Yogun siirtiler halinde
tatli sulara gegen baliklar disaridan yem almaz. Balik, tatli su igerisinde su yilanlari, kuglar ve insanlarin
avlanma baskisi altindadir. Ayrica gogilin gergeklestigi akarsularin sicakligi ile gél suyu arasinda az da
olsa farklilik vardir. Iyon igerigi agisindan da gél suyu tatl sulara gore oldukga zengindir [10].

Baliklardaki oksidatif stres c¢alismalari, genel olarak c¢evresel kirleticilerin etkilerinin
belirlenmesi tizerine yogunlasmustir [2, 11-12]. Baliklar i¢in biiyiik 6neme sahip iireme go¢ii sirasindaki
oksidatif stres ¢aligmalar1 oldukga sinirlidir. Bu ¢alismada, bélge halki i¢in ucuz ve 6nemli bir protein
kaynagi olan Van Baliginin iireme go¢ti sirasinda farkli dokularidaki oksidatif stres incelenmistir.

2. Materyal ve Metot

Van baliklari, Nisan ve Temmuz aylar1 arasinda Van Golii’nden ve goéle dokiilen akarsulardan (Karasu
Cay1) sirasiyla uzatmali fanyali ag ve serpme aglarla yakalandi. Yakalanan baliklara anestezi islemi
uygulandiktan sonra ¢atal boy (cm) ve total agirlik (gr) ol¢iimleri yapildi. Kuyruk kismindan heparin
iceren enjektorler ile kanlar1 alinan baliklar, daha sonra disekte edilerek karaciger, solungag, beyin, kas
ve bobrek dokular1 alindi. Doku 6rnekleri, 0.1 mM EDTA ve % 0.1 triton X100 iceren 10 kat (v:v) Tris
HCI (pH: 7.8) ile homojenize edildi. Homojenatlar 4 °C’de 30 dakika santrifiij edildi ve siipernatantlar
analiz i¢in kullanild.

Bu ¢alisma i¢in Van Yiiziincii Y1l Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan
25.01.2018 tarih ve 2018/01 karar sayisi ile gerekli izinler alinmustir.

2.1. Total antioksidan seviyeleri (TAS) ve total oksidan seviyeleri (TOS)

Total antioksidan seviyeleri (TAS) ve total oksidan seviyeleri (TOS) hazir kitler (Rel Assay Diagnostics,
Gaziantep) ile belirlendi. Ekstrakte edilen dokulara kit prosediirii uygulandi.

2.2. Malondialdehit (MDA) seviyelerinin belirlenmesi

MDA konsantrasyonu Jain vd. [13] nin spektrofotometrik metoduyla 6lgiildii. Doku ekstraktindan sonra
0.2 mL siipernatant, 0.8 mL fosfat tamponu (pH 7.4), 0.025 mL butile hidroksitoliien ve 0.5 mL % 30
trikloroasetik asit, efendorph tiiplerine alindi ve karistirildi. -20 © C'de 2 saat inkiibasyondan sonra,
karisim 15 dakika boyunca santrifiij edildi. Daha sonra, her bir tiipe 1 mL siipernatan alinmis ve daha
sonra 75 uL 0.1 mol EDTA ve 0.25 mL % 1 tiyobarbutirik asit eklenmistir. Tiipler 90 ° C'de 15 dakika
boyunca bir su banyosunda inkiibe edildi ve oda sicakligina sogutuldu. Tiyobarbutirik asit ile MDA'nin
olusturdugu renkli kompleksin absorbanst 532 nm dalga boyunda &lgiildii.
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2.3 DNA hasarinin belirlenmesi

Ekstrakte edilen dokulardaki DNA hasar seviyeleri hazir ELISA kit (8-Hydroxy-desoxyguanosine,8-
OHdG ELISA Kit E1436 BT-Laboratory) kullanilarak belirlendi. Test sonucunda her kuyucugun optik
dansitesi, durdurma ¢ozeltisi eklendikten sonra 30 dakika iginde 450 nm'ye ayarlanmig bir mikroplaka
okuyucu kullanilarak belirlendi.

2.4. Istatistiksel Analiz
Analizler sonucunda elde edilen degerler ortalamatstandart hata olarak ifade edildi. Farkli 6rnekleme

alanlarindan ortaya ¢ikan degerin ikili karsilastirmalar1 igin t-test yapilarak farklilik ortaya konuldu.
Degerler arasindaki fark 0.05’e gore yapildi.
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Sekil 1. Van Bahigmm iiremesini gergeklestirdigi Karasu Cay1. * Van Gélii ve **Karasu Cay1 Ornekleme
alanlar1.

3. Bulgular ve Tartiyma

Baliklarin iireme gogii 6ncesi gol suyu ve tath sularin karistigr alanlarda siiriiler halinde hareket ettikleri
gozlemlendi. Tath suya (Karasu ¢ay1) da yine siiriiler halinde gog ettikleri belirlendi (Sekil 2).

Tath sudan yakalanan baliklarin sindirim kanalinin genellikle bos veya bosa yakin oldugu
gozlemlendi. Golden yakalanan baliklarin gonadlarinda yumurta ve spermlerin bulundugu; akarsulardan
orneklenen baliklarin ise yumurta ve spermini biraktig1 ve iremesini tamamlandig belirlendi.
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TOS seviyesi golden o6rneklenen baliklarm karacigerinde ve akarsudan yakalanan baliklarin
bobreklerinde artis gostermistir (P<0.05) (Sekil 3). Van Baliginda tireme gogii sirasinda gonad agirligi
maksimum seviyeye ulasir [14]. Yiiksek gonadosomatik indekse sahip baliklar akarsuya giremeden 6nce
g0l ve tatlisuyun karistigi bolgelerde zaman gegirerek adaptif degisimler gegirirler [10]. Gerekli olan
enerji karacigerden saglanir. Tath suda baliklarm glomerular filtrasyonu olduk¢a hizlidir ve iyon kaybi1
minimum seviyededir. Baliklarda bobrekler tatli sularda dilue idrar iireterek osmoregiilasyonda etkin
role sahiptir [15]. Bu nedenle tath suya adapte olan baliklarda bazal metabolizmalar1 tuzlu suya adapte
olanlara gore yiiksektir. Bu ¢aligmada da karacigerde ve bobreklerde oksidanlarin artmasi beklenildigi

gibidir.
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Sekil 3. Van Golii ve tatlisu ortamlarindan alinan Van Baligi dokularinda total oksidan durum (TOS) seviyeleri *
istatistiksel farkliligi gostermektedir (P < 0.05). (n:7).
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Bu caligmada, total antioksidan seviyesi karacigerde artmis beyin ve bobrek dokularinda ise
azalmigtir (P<0.05) (Sekil 4). Daha 6nceki ¢alismalarda baliklarda aghigin katalaz, siiperoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz seviyelerini arttirdigi bildirilmistir [16-18]. Ureme gocii sirasinda Van Baliginin
sindirim kanalinin bos veya bosa yakin oldugu, disaridan besin almadigi belirlendi. Van Baliklarinda
aclik antioksidan enzim sentezini tetiklemis olabilir.
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Sekil 4. Van Golii ve tatlisu ortamlarindan alinan Van Baligi dokularinda total antioksidan durum (TAS)
seviyeleri * istatistiksel farkliligi gostermektedir (P < 0.05). (n:7).

Lipid peroksidasyon, oksidatif stresin belirlenmesinde kullanish bir biyoindikatordiir. Tatlisuya
giren baliklarin karaciger MDA seviyeleri 6nemli oranda artis gostermis (P<0.05), diger dokularda ise
bir farklilik bulunmamustir (P>0.05) (Sekil 5). Ureme gogii sirasinda Van Baliklarinin disaridan besin
almadigi, sindirim kanalinin bos oldugu belirlenmistir. Baliklarda acligin karacigerde oksidatif strese
neden oldugu sonug olarak MDA metabolitini arttirdigt pek ¢ok ¢alismada da belirtilmistir [16, 19-20].
Acipenser naccarii’nin deneysel olarak artan tuz adaptasyonunda karaciger MDA seviyesinde herhangi
bir degisim bulunmamustir [21-22]. Sonug olarak, achgimn, karaciger MDA seviyesi tizerine direkt
etkisinin oldugu sdylenebilir.
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Sekil 5. Van Golii ve tatlisu ortamlarindan alinan Van Baligi dokularinda malondialdehit (MDA) seviyeleri *
istatistiksel farkliligi gostermektedir (P < 0.05). (n:7).
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DNA hasar1 dokulardan sadece tatlisudan 6rneklenen karacigerde artis gostermistir (P<0.05)
(Sekil 6). Genetik materyal lizerinde meydana gelen tim degisimler DNA hasari olarak bilinir. Serbest
radikallerde hiicrelerde DNA hasarina neden olur. Bu ¢alismada, serbest radikaller, antioksidan enzim
sentezini ve DNA hasarini karaciger dokusunda arttirmis olabilir [23].
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Sekil 6. Van Golii ve tatlisu ortamlaridan alinan Van Baligi dokularinda 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-
OHdG) seviyeleri * istatistiksel farklihig1 gostermektedir (P < 0.05). (n:7).

Solungaclar baliklarda osmoregiilasyonda rol oynayan temel dokulardandir. Bu g¢alismada,
solungaglarin oksidatif stresten etkilenmeme nedeni; dokunun molekiiler ve hiicresel adaptasyon
kabiliyetinin yiiksek olmasindan kaynaklanmis olabilir. Van Baliklarinda, daha o6nce yapilan
c;ahsmalarda solunga¢ dokusundaki degisimler histolojik ve immiinohistokimyasal olarak belirlenmistir.
Ureme gocii sirasinda tath sulardaki klorid ve mukus hiicrelerindeki degisimler ve lamellar fiizyon
degisimleri gozlemlenmistir [24-25]. Bu ¢alismada da balik solungacindaki hiicresel degisimler ¢cevresel
etkilerin solungagta meydana gelebilecek oksidatif hasarmn etkisini azaltmg olabilir.

Pasifik Somonunda tireme gogii sirasinda en fazla etkilenen dokulardan biri kas dokusudur
(beyaz kas, kirmizi kas, kalp kasi) [5, 26]. Bu ¢alismada ise iireme gogiiniin kas dokusu tizerine etkisi
belirlenemedi (P<0.05). Pasifik Somon balig1 ve diger go¢ eden baliklarda uzun mesafeli gogler (1300
km) gergeklesirken, Van Baliginin ireme mesafesi ise daha kisadir (Sekil 1).

4. Sonuc ve Oneriler

Bu calisma sonucunda elde edilen bulgular, lireme gociiniin Van Baligi'nda 6nemli biyokimyasal
degisikliklere neden oldugunu gostermistir. Ureme gogii sirasinda artan metabolik aktivite baliklarin
farkli dokularinda reaktif oksijen tiirlerinin artmasina yol agmustir. Artan reaktif oksijen tiirleri, reaktif
oksijen tiirleri ve antioksidanlar arasinda dengenin bozulmasina ve oksidatif stresin olusumuna neden
olmustur. Sonug olarak lireme gdcii swrasinda en fazla etkilenen dokunun Van Baliginda karaciger
oldugu belirlendi. Daha 6nceki ¢aligmalarda diger dokularda gézlemlenen hasarm bu ¢alismada daha az
goriilmesi, lireme gd¢ siiresinin ve lireme gd¢ mesafesinin daha kisa olmasindan kaynaklanmis olabilir.

Tegekkiir

Bu ¢alismanin yaymlanmasinda beni tesvik ve motive eden biyoloji bdliimii ve eczacilik fakiiltesi
Ogretim tiyelerine tesekkiir ederim.
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