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OZET

FARKLI SU SICAKLIGI DUZEYLERININ SAZAN (Familya
Cyprinidae, Cyprinus carpio L., 1758)’A ETKILERININ 1SI SOKU
PROTEINLERiIi KULLANILARAK ARASTIRILMASI

Ugur SU
Yiksek Lisans, Biyoloji Bolumu
Tez Danismani: Prof. Dr. Sedat Vahdet YERLI

Eylul 2014, 21 sayfa

Sicaklik parametresindeki degisimin neden oldugu 1s1l stres, 20°C (kontrol), 24°C, 28°C ve
32°C olmak tizere dort farkl sicaklik diizeyinde 48 saat siire ile maruz birakilan aynali Sazan
(Cyprinus carpio L. 1758)’larin kan plazmasindaki Hsp70 miktar1 belirlenerek olgiilmesi

amaclanmustir.

Deney oncesinde temin edilen aynali sazan yavrulart aklimasyon tanklarinda 2 hafta 20°C
+1°C barinmalar1 saglanmistir. Deneyin kurulumu ve stresin 6l¢iilmesi i¢in belirleyici rol
oynayan Hsp70 onceki ¢alismalardan yararlanilarak belirlenmistir. Deney sirasinda her saat
bas1 deney ortamlarinin fiziksel ve kimyasal parametreleri (su sicakligi, ¢oziinmiis oksijen,
pH ve elektriksel iletkenlik) 6l¢iilmiis ve deneklerin canliliklar1 kontrol edilmistir. Deneyin
baslamasinin ardindan belirli siirelerde (1, 2, 4, 8, 24 ve 48 saat sonrasinda) kan 6rneklemesi

yapilarak, plazmada Hsp70 miktar1 ELISA test teknigi kullanilarak hesaplanmistir.



Yapilan analizler sonucunda farkli sicaklik diizeyleri ve bu sicakliklara maruz kalma stireleri

ile plazmadaki Hsp70 miktar1 arasindaki iliski anlamli bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Isil stres, Cyprinus carpio, Hsp70, kiiresel iklim degisikligi



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF EFFECTS OF DIFFERENT WATER
TEMPERATURE LEVELS USING HEAT SHOCK PROTEINS ON
COMMON CARP (Family Cyprinidae, Cyprinus carpio L., 1758)

Ugur SU
Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Sedat Vahdet YERLI

September 2014, 21 pages

Thermal stress caused by changes in the temperature parameters, is intended to be
determined by the amount of Hsp70 in the blood plasma of miror carps (Cyprinus carpio L.

1758), which were exposed to four different temperature levels for 48 hours.

Miror carp fries, which were provided before to the experiment, were acclimatized in tanks
at 20°C £1°C along 2 weeks. Hsp70, required for measuring the stress and establishing
experiment, was determined by making use of previous studies. During the experiment,
physical and chemical parameters (water temperature, dissolved oxygen, pH and electrical
conductivity) of the experimental medium were measured and subjects were checked for
viability hourly. Blood sample was taken from the at predetermined times (1, 2, 4, 8, 24, 48).

These samples were used to determine Hsp70 in plasma by ELISA test.

According to results, these seems to be a strong correlation between the amounted Hsp70 in



plasma and temperature. In addition to temperature, exposure to that temperature also affects
Hsp70.

Keywords: Thermal stress, Cyprinus capio, Hsp70, global climate change
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1. GIRIS

Kiiresel 1sinmayla birlikte 6zellikle sucul canlilarin maruz kaldigi termal kirlilik ve bu
kirlilige bagl stres olgusu her gegen giin artmaktadir. Bu durumla beraber sucul canlilarin
termal strese karsi verdikleri yanitlarin (fizyolojik yanitlar ve stres) sinirlar1 giiniimiizde

cokea tartisilan konular arasinda yerini almaktadir.

Termal kirlilik, genellikle sanayi ya da enerji tiretimi islemleri sirasinda agiga ¢ikan atik 1s1
salimimina bagl olarak, alici ortamlarda sicakligin artmasi ve su kalitesinin azalmasi olarak
tanimlanmaktadir [1]. Termal kirlilik kaynaklari, salimm sirasinda sucul canlilart ani
sicaklik degisimlerine maruz birakarak 1sil strese neden olurlar. Su sicakliginin artmasi;
sudaki oksijen ¢Oziiniirliiglinii azaltirken diger yandan canlilarda metabolik aktivitenin
artmasina sebep olarak, baliklarda termal ve oksidatif strese neden olur [2]. Su sicakliginin
artmasiyla birlikte balik metabolizma hizinin arttig1 gézlemlenirken, termotolerans {ist
smirina yaklasildiginda metabolizmal aktivitenin enzimlerin denatiirasyonu sonucu

yavagladigi, bu artig devam ettiginde ise baligin 1s1l soka girerek 61diigii gézlemlenir [3, 4].

Cevre sicaklhigindaki degisimlere uyum saglama yetenegine termotolerans denir. Cevre
sicakligi canlilarin  fizyolojik islevlerini yerine getirebildigi sicaklik araligi olan
termotolerans {iist ve alt sinirin1 asarsa o canlida 1sil stres olusmaya baglar. Optimum
sicaklikta fizyolojik islevlerin yerine getirilmesi en etkin sekilde gerceklestirilir. Bu

optimum sicaklik tiirler arasi, hatta ayni tiiriin farkli yasam evreleri i¢in farklilik gosterebilir
[3].

Drosophila larvalarinin yiiksek sicakliga maruz birakilmasi sonucu Ritossa [5] tarafindan
gozlemlenen DNA bolgeleri tanimlanarak hiicresel diizeyde termal stres yaniti

kesfedilmistir. Daha sonra bu DNA bolgelerinin sentezledigi proteinlerin tanimlanmasi ve

adlandirmasi yapilmistir [6, 7].

Hiicresel diizeyde 1s1 soku proteinleri, sentez sonrasinda proteinlerin katlanmasini
diizenleme, hiicre ¢ekirdeginin ve zarinin par¢alanmasini engelleme, yapisal bozukluklara
ugramis proteinlerin onarimi, hasarli proteinlerin uzaklastirilmasi, proteinlerin organeller

diizeyinde konumlandirilmasi gibi bir¢ok goreve sahiptir [8].

Canlilarda en ¢ok arastirilan 1s1 soku proteinleri Hsp70 ailesidir. Deneysel ¢aligmalar

Hsp70’in 1s1 soku regiilasyonundaki rolii nedeniyle gevresel ¢alismalar igin belirteg olarak



kullanilabilecegini gostermistir [9, 10].

Wu vd [11], Ctenopharyngodon idella (Valenciennes, 1844)’nin ani sicaklik degisimlerine
kars1 korunmak igin 1s1 soku proteini 90 kDa geninin (CiHsp90) daha fazla ifade edildigini,

ifade hizinin artisinin 1s1 sokuna karsi biiyiik bir koruma sagladigini géstermislerdir.

Iwama vd [12], Hsp70’in baliklarda 1sil stresin yikici etkilerinin yani sira gevresel

kirleticilerin sitotoksik etkilerine kars1 da tolerans sagladigini bildirmislerdir.

Keller vd [13], Danio rerio (Hamilton, 1822) fibroblast hiicre dizisinde (PAC2) 1s1l stres
yanit1 olarak Hsp70 tetiklenmesi i¢in hiicre dis1 sinyal ile diizenlenen kinazlara (ERK) bagli

oldugunu gostermislerdir.

Bernreuther vd [14], jiivenil Clupea harengus (Linnaeus, 1758)’larin metabolizma hizlarinin

sicakliga bagli oldugunu, bunu briit ve net biiylime hizlarindan yola ¢ikarak belirlemislerdir.

Planas vd [15], Hippocampus guttulatus (Cuvier, 1829)’un giinliikk agirhigi 6zgiil biiyiime

oraninin sicakliga bagli oldugunu gostermislerdir.

Handeland vd [16], Salmo salar (Linnaeus, 1758)’in biiyiime orani, yem tiiketimi, yem
verimliliginin ve mide bosaltma oraninin sicaklikla iligkili oldugunu deneysel olarak

gostermistir ve bulgularin ticari liretimin optimizasyonu i¢in dnemini vurgulamiglardir.

Vinagre vd [2], sicakligin oksidatif stres iizerine etkilerini jiivenil Dicentrarchus labrax
(Linnaeus, 1758)’larin kaslarindaki lipid peroksidasyonu ve katalaz aktivitesine bagl olarak

aciklamiglardr.

Bjerkas vd [17], jiivenil Salmo salar’larin tatlisuda ve denizde gelisim evreleri boyunca
sicakligin artmasiyla birlikte katarakt gelisiminin de arttigin1  farkli tarihlerde

gerceklestirilen arazi ¢aligsmalariyla ortaya koymuslardir.

Sinderman [18], Esch vd [19] ve Mihursky vd [20], bakteriyel enfeksiyonlarin ortam
sicakligi ile arttigin1 ve baliklarda olusan 1s1l stresle birlikte balik bagisiklik sistemlerinin
etkinliginin azaldiginin ve parazitlerin boylelikle baliklara daha kolay tutunduklarim

bildirmiglerdir.

Assis vd [21], tropikal baliklar olan Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758), Rachycentron
canadum (Linnaeus, 1758) ve Arapaima gigas (Schinz, 1822)’larin beyin asetilkolinesteraz
(AChE) enzim aktivitesine dayali ¢aligmada gesitli pestisitlerin baliklar iizerine etkilerini
farklr sicakliklarda gozlemlemislerdir. Artan sicaklikla, (AChE) enzim aktivitesinin diistiigi

ve sicaklik artiginin pestisitlerin sitotoksik etkilerini arttirdigini vurgulamiglardir.
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Termal kirliligin baliklarda, hiicresel diizeyde 1s1 soku proteinleri (Hsps) tireterek 1s1l stres
yaniti olusumu [11, 12, 13], enzim aktivitesinde degisiklik ve buna bagli olarak metabolizma
hizini etkiledigi [14, 15, 16, 2], deformasyonlara sebep oldugu [17], bagisiklik sistemlerini
etkiledigi, baz1 patojen organizmalarin etkilerini arttirdign [18, 19, 20], pestisit ve agir

metallerin etkilerini arttirdigi [21] daha 6nce yapilan ¢alismalarda gézlemlenmistir.

Sazan (Cyprinus carpio L. 1758), i¢ sularimizda, fazla soguk olan dag golleri disinda ¢ok
genis bir dagilim gosterir [22] ve ¢ok eski donemlerden beri Kkiiltiirii yapilan baliklar
arasindadir. Su sicakliginin 23-30°C oldugu kosullarda en iyi gelisimi gosterdigi
gozlemlenmistir. Ayrica sazan, soguk kis kosullarinda, tuzlulugun %o 5, pH’nin 6,5 ile 9,0
arasinda oldugu skalada ve diisiikk ¢6zlinmiis oksijen konsantrasyonlarinda (0,3-0,5 mg/l)

hayatta kalabilmektedir [23].

Yoshikawa vd [24], yaptiklar1 deneysel caligmada, akut termal degisikliklerin Cyprinus
carpio’nun serebral kan akisi 6lgtimlerinin ve elektroensefalogram sonuglarinin arasinda

iligki bulundugunu gostermislerdir.

Chatterjee vd [25], termal tolerans alt ve iist sinirin1 belirleyerek sicakliga bagh oksijen
tilketimini Cyprinus carpio ve Labeo rohita (Hamilton, 1822) parmak boylarinda deneysel

olarak gostermislerdir.

Wang vd [26], Tangshan enerji santralinin desarj sularindan elde edilen Cyprinus capio’lar
ile yaptiklar1 deneysel caligmada, akut 1s1 sokuna maruz biraktiklar: sazanlardan aldiklar
farkli dokularda Hsp70 ifadesinin karsilastirmasini yaparak, uzun siireli termal kirlilige
maruziyet ile termotolerans ve Hsp70’in ifade edilis miktar1 arasinda yakin bir iliski

bulundugunu saptamigslardir.

Ahmad vd [27], yetistirme ¢iftliklerinden edindikleri Cyprinus carpio’larda farkli sicaklik
diizeylerinin hemato-biyokimyasal ve histolojik degisikliklere neden olmasinin ve
biyokimyasal ve hematolojik parametrelerindeki artigin hastalik olgusuyla iliskili oldugunu

bildirmislerdir.

Oyugi vd [28], farkli sicaklik diizeylerinin Cyprinus carpio’larda beslenme, biiylime {izerine

etkilerini spesifik biiylime hiz1 ve ¢atal boylarindaki artiglarla ortaya koymuslardir.

Yan vd [29], alt1 Cyprinidea tiirii Ctenopharyngodon idella, Carassius auratus (Linnaeus,
1758), Spinibarbus sinensis (Bleeker, 1871), Parabramis pekinensis (Basilewsky, 1855),
Cyprinus carpio ve Onychostoma sima’larda sicaklik diizeylerinin yiizme performansi
tizerine etkilerini deneysel olarak belirlemiglerdir.
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Sung vd [30], lethal olmayan 1s1l stresin Cyprinus carpio’larda Hsp70 senteziyle, amonyak

stresine kars1 koruma sagladigini kanitlayict deneysel ¢aligma ile bildirmislerdir.

Belirtilen konular 1s181nda; 1s1l stresi esas alan bu tez arastirmasinda deney ortaminda lethal
olmayan ani sicakliklara maruz birakilan aynali sazanlarin kan plazmasindaki Hsp70 miktari

gozlemlenmesi ve aralarindaki iliskinin anlasilmasi amaglanmuistir.



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1.Deneyde kullanilacak baliklarin aklimasyonu

Boylar1 60-100 mm araliginda degisen aynali sazan yavrulari Akdeniz Su Uriinleri Arastirma
Uretme ve Egitim Enstitiisii Miidiirliigii’den temin edilerek, Hacettepe Universitesi, Biyoloji
Boliimii, Sucul Yasam Laboratuvari’na getirilip saglik durumlar1 kontrol edildikten sonra,
fiberglas tanklarda 19,5-20,5°C’de iki hafta boyunca stresten arinmalari igin bekletilmistir.
Aklimasyon tanklar1 Sekil 2.1°de gosterilmistir. Bu siire boyunca giinde bir kez SERA Pond
Bio-granulat balik yemi ile beslenmislerdir [25].

Sekil 2.1. Aklimasyon tanklari
2.2.Deney diizeneginin kurulmasi

Bireyler 20°C kontrol, 24°C, 28°C ve 32°C olmak iizere 4 farkli sicaklik kosulu saglanan
akvaryumlara 10’ar adet olmak iizere 3 tekrarda, her tekrarda farkli baliklar kullanilmak

tizere deneye alinmistir [25, 31].

Her farkli sicaklik kosulu ve tekrar akvaryumu 6zdes hava motoruyla esit siirelerde
havalandirtlmistir. Sularin fiziksel ve kimyasal parametrelerinin 6l¢iimiit WTW Multi 3401
cihaziyla her saat basi yapilmis ve alinan veri (Sicaklik, ¢oziinmiis oksijen, pH, elektriksel
iletkenlik) kaydedilmistir. Deney diizenegi ve su parametrelerinin 6l¢timii Sekil 2.2°de

gosterilmistir.



Sekil 2.2. Deney diizenegi ve su parametrelerinin 6l¢iimii
2.3.Kan orneklerinin alinmasi

Bireyler, uyum siirecinin ardindan deney akvaryumlarina aktarildiktan sonra; her tekrardan
ve her sicaklik kosulunun her birinden, birer birey olmak {izere deney basladiktan 1, 2, 4, 8,
24 ve 48 saat sonra kan ornekleri alinmistir. Kan ornekleri bireylerden alinmadan dnce
litreye 150ul olacak sekilde anestezi kabina karanfil yagi eklenerek bireyler anesteziye

alinmigtir [32]. Anestezi kab1 Sekil 2.3’te gosterilmistir.

Sekil 2.3. Anestezi kab1 ve anestezi altindaki baliklar
6



Bireylerin anestezi isleminden sonra, koagiilasyonu Onlemek amaciyla tripotasyum-
etilendiamintetraasetikasit (KsEDTA)’l1 siringa yardimiyla bulbus arteriosus’un liimeninden
alinmasi planlanan kan 6rnekleri operasyon sirasinda belirtilen bolgeden yeterli nitelik ve
nicelikte kan alinamadigi i¢in kuyruk sap1 kesilerek kan alma metodu uygun bulunmustur.

Kuyruk sap1 kesimi ve siringa yardimiyla kan oOrneklerinin alimmmasi Sekil 2.4°te

gosterilmigtir.

Sekil 2.4. Kuyruk sap1 kesimi ve KsEDTA’1 siringa ile kan alimi

Bu kan ornekleri icinde KsEDTA bulunan tiiplere alinip 2-8°C’de saklanmistir [33, 27].
Alman kan Orneklerinin K3sEDTA’ll tiiplere aktarilmasi ve saklanmasi Sekil 2.5°te

gosterilmistir.

Sekil 2.5. Siringadaki kanin KsEDTA’11 tiiplere alinmasi ve 2-8°C’de saklanmasi

2.4.Elisa test teknigi ile kan plazmasindaki Hsp70 miktar: tayini

Deneyde, 2-60 ng/l araliginda Hsp70 miktar tayini yapabilen, EASTBIOPHARM Fish Heat
Shock Protein 70 (HSP-70) ELISA kit’i kullanilarak elde edilen numunelerden kolorimetrik



Olciim ile plazmada Hsp70 miktar1 tayin edilmistir. Miktar tayini i¢in iiretici firmanin deney

prosediirii izlenmistir:

Alinan oOrnekler ilk olarak 2000-3000 rpm’de santrifiij edilerek plazmanin ¢okmesi
saglanmistir. Tilpten supernatant atilarak yalniz plazma prosediirde kullanilmak iizere

saklanmistir.

Hazirlanan Hsp70 standarti, 96’lik kuyucuklarin ilk sirasina 60, 60, 40, 40, 20, 20, 10, 10,
5,5, 0, 0 ng/l seklinde diliie edilerek eklenmistir. Diger tiiplere ise 10’ar pl kan plazmasi
ornekleri eklenmistir. Daha sonra 96’lik kuyucuklar 37°C’de 30 dk inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon islemi sonrasinda 96’lik kuyucuklar yikama soliisyonu (0,1 M fosfat tamponlu
tuzlu su (PBS) pH=7,2+ %0,5 Tween 20) ile 5 kez yikanmistir. HRP-Conjugate reaktifiden,
ornek yiikli tiim kuyucuklara 50°ser pl eklenmistir. Daha sonra, 37°C’de 30 dk inkiibasyona

birakilip, yeniden yikama iglemi 5 tekrarli olarak yikama soliisyonuyla gerceklestirilmistir.

Kromojen soliisyon A’dan 50°ser pl ardinda kromojen soliisyon B’den 50’ser ul her bir
kuyucuga ekledikten sonra kuyucuklara 1sik girisimini engelleyip 15 dk 37°C’de inkiibe

edilmistir. Inkiibasyon sonras1 kuyucuklara durdurma soliisyonu (siilfirik asit) eklenmistir.

Durdurma soliisyonu eklendikten sonra 96’lik kuyucuklarin 15 dk i¢inde 450 nm dalga
boyunda optik dansiteleri okunarak Hsp70 standartinin grafigi elde edilmistir. Elde edilen
grafigin formiilii ile diger kuyucuklardaki orneklerin miktarlar1 ng/l cinsinden tayin

edilmistir.
2.5. Elde edilen sonuglarin analizi

Hsp70 miktarlarinin sicaklik ve zamana bagl iliskisi Kruskal-Wallis siralamali tek-yonlii

varyans analizi ile incelenerek anlamlilig: test edilmistir [34].



3. BULGULAR

3.1.Fiziksel ve kimyasal ol¢iimler

Deney sirasinda 48 saat boyunca her saat basi alinan 6l¢iim sonuglar1 Cizelge 3.1.°de

Ozetlenmistir.

Cizelge 3.1. Fiziksel ve kimyasal dl¢iimler

Elektriki
Deney Soléakhk €O o pH fletkenlik
Ortami ('C) (mg/1) (uS/cm)
19,7-20,60 5,12-7,80 7,94-8,39 603-727
20,25+0,27 5,95+0,63 8,12+0,13 710,62+27,79
2350-24,70 3,20-7,18 7,41-8,24 608-774
24,19+0,35 4,63£0,90 7,86+0,25 726,43+33,40
27,60-28,50 2,59-6,18 7,03-8,19 604-826
28,0240,21 4,03£0,79 7,71+0,34 738,93+49,35
31,50-32,30 0,42-5,35 7,01-8,25 601-834
31,96£0,22 3,02+1,14 7,64+0,38 751,11+55,83

20°C
24°C
28°C

32°C

Deney sirasinda her saat basi yapilan 6l¢iimlerde:

En disiik sicaklik degerleri: 20°C’lik deney ortaminda deney basladiktan 14 saat sonra
Olciilen 19,7°C, 24°C’lik deney ortaminda deney basladiktan 14 ve 23 saat sonra 6l¢iilen
23,5°C, 28°C’lik deney ortaminda deney basladiktan 48 saat sonra Olgiilen 27,6°C ve
32°C’lik deney ortaminda ise deney basladiktan 40 saat sonra Slgiilen 31,5°C’dir.

En yiiksek sicaklik degerleri: 20°C’lik deney ortaminda deney basladiktan 10, 26, 30, 31 ve
39 saat sonra Olgiilen 20,6°C, 24°C’lik deney ortaminda deney basladiktan 26 saat sonra
Olciilen 24,7°C, 28°C’lik deney ortaminda deney basladiktan 3 saat sonra dlgiilen 28,5°C ve
32°C’lik deney ortaminda ise deney basladiktan 7, 18 ve 24 saat sonra 0Ol¢iilen 32,3°C’dir.

Ortalama sicaklik degerleri: 20°C’lik deney ortaminda 20,25°C, 24°C’lik deney ortaminda
24,19°C, 28°C’lik deney ortaminda 28,2°C ve 32°C’lik deney ortaminda ise 31,96°C’dir.

Zamana bagl Olgiilen sicaklik degerleri grafigi Sekil 3.1.’de gosterilmistir.
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Sekil 3.1. Her bir deney ortaminda sicakligin zamansal degisimi

En diisiik ¢6zlinmiis oksijen degerleri: 20°C’lik deney ortaminda deney bagladiktan 5 saat
sonra Olgiilen 5,12 mg/l, 24°C’lik deney ortaminda deney basladiktan 6 saat sonra Glgiilen
3,20 mg/l, 28°C’lik deney ortaminda deney basladiktan 9 saat sonra 6lgiilen 2,59 mg/l ve
32°C’lik deney ortaminda ise deney basladiktan 48 saat sonra dlgiilen 0,42 mg/I’dir.

En yiiksek ¢oziinmiis oksijen degerleri: 20°C’lik deney ortaminda deney basladiktan 42 saat
sonra olgiilen 6,76 mg/l, 24°C’lik deney ortaminda deney basladiktan 29 saat sonra 6l¢iilen
5,90 mg/l, 28°C’lik deney ortaminda deney basladiktan 31 saat sonra 6lgiilen 5,01 mg/l ve
32°C’lik deney ortaminda ise deney basladiktan 1 saat sonra 6l¢iilen 4,20 mg/I’dir.

Ortalama ¢6ziinmiis oksijen degerleri: 20°C’lik deney ortaminda 5,95 mg/l, 24°C’lik deney
ortaminda 4,63 mg/l, 28°C’lik deney ortaminda 4,03 mg/l ve 32°C’lik deney ortaminda ise
3,02 mg/I’dir.

Zamana bagl ¢oziinmiis oksijen degerleri Sekil 3.2.’de gosterilmistir.
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Sekil 3.2. Her bir deney ortaminda ¢6ziinmiis oksijenin zamansal degisimi

En diisiik pH degerleri: 20°C’lik deney ortaminda deney basladiktan 7 saat sonra Slgiilen
7,94 pH, 24°C’lik deney ortaminda deney basladiktan 6 saat sonra Ol¢iilen 7,41 pH, 28°C’lik
deney ortaminda deney basladiktan 10 saat sonra olgiilen 7,03 pH ve 32°C’lik deney

ortaminda ise deney basladiktan 7 saat sonra dlgiilen 7,01 pH’dur.

En yiiksek pH degerleri: 20°C’lik deney ortaminda deney basladiktan 14 saat sonra Slgiilen
8,39 pH, 24°C’lik deney ortaminda deney bagladiktan 14 saat sonra Olciilen 8,24 pH,
28°C’lik deney ortaminda deney bagladiktan 44 saat sonra 6l¢iilen 8,12 pH ve 32°C’lik deney
ortaminda ise deney basladiktan 47 saat sonra Ol¢iilen 8,25 pH’dur.

Ortalama pH degerleri: 20°C’lik deney ortaminda 8,12 pH, 24°C’lik deney ortaminda 7,86
pH, 28°C’lik deney ortaminda 7,71 pH ve 32°C’lik deney ortaminda ise 7,64 pH’dur.

Zamana bagl pH degisimleri Sekil 3.3.’te gosterilmigtir.

En diisiik elektriki iletkenlik degerleri: 20°C’lik deney ortaminda deney basladiktan 1 saat
sonra Olgiilen 657 pS/cm, 24°C’lik deney ortaminda deney basladiktan 1 saat sonra Slgiilen
660 nuS/cm, 28°C’lik deney ortaminda deney basladiktan 1 saat sonra 6l¢iilen 671 pS/cm ve
32°C’lik deney ortaminda ise deney basladiktan 39 saat sonra dlgiilen 694 uS/cm’dir.
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Sekil 3.3. Her bir deney ortaminda pH’ nin zamansal degisimi

En yiiksek elektriki iletkenlik degerleri: 20°C’lik deney ortaminda deney basladiktan 7 saat
sonra Olcgiilen 727 uS/cm, 24°C’lik deney ortaminda deney basladiktan 6 saat sonra 6lgiilen
774 uS/cm, 28°C’lik deney ortaminda deney bagladiktan 10 saat sonra Ol¢iilen 826 puS/cm
ve 32°C’lik deney ortaminda ise deney basladiktan 11 saat sonra dlgiilen 834 puS/cm’dir.

Ortalama elektriki iletkenlik degerleri: 20°C’lik deney ortaminda 710,62 pS/cm, 24°C’lik
deney ortaminda 726,43 pS/cm, 28°C’lik deney ortaminda 738,93 uS/cm ve 32°C’lik deney
ortaminda ise 751,11 pS/cm’dir.

Zamana bagl elektriki iletkenlik degisimleri Sekil 3.4.’te gosterilmistir.

12



Zaman (sa) - Elektriki iletkenlik (uS/cm)

850

)
(o]
w
o

810
790
770
750
730
710
690
670
650

0 10 20 30 40 50 60

Zaman (sa)

Elektriki iletkenlik (1S/cm

—0—20°C —@—24°C 28°C —@—32°C

Sekil 3.4. Her bir deney ortaminda elektriki iletkenlik zamansal degisimi

3.2.Gozlemlenen balik oliimleri

Deney siiresi i¢inde gézlemlenen balik dliimleri Cizelge 3.2.’de 6zetlenerek, zamana bagl

grafigi Sekil 3.5."te gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Balik oliimleri

Oliimler

Zaman Sicaklik -
(o >N
1,65 32 1
6,4 24 1
9,68 28 1
14,95 28 2
36,12 32 2
47,18 32 3
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Sekil 3.5. Zamana bagli 6liim grafigi

Deney sirasinda 20°C’lik ortamda 6lim gozlemlenmezken, 24°C’lik ortamda deneyin
baslamasindan 6,4 saat sonra 1 adet 6liim, 28°C’lik ortamda deneyin baglamasindan 9,68 ve
14,95 saat sonra toplam 2 adet 6liim, 32°C’lik ortamda ise 1,65; 36,12 ve 47,18 saat sonra

olmak tizere toplam 3 adet 6liim gozlemlenmistir.

Toplam 6liim oranmin her bir deney ortami i¢in %10’u gegmemesi ve kontrol (20°C)

grubunda 6liim gozlemlenmemesi deneylerin devam edebilecegini gostermistir.
3.3.0l¢iilen Hsp70 miktarlari

Deneyin baslamasinin ardindan, 1., 2., 4., 8., 24. ve 48. saatlerde alinan kan 6rneklerinin

plazmalarinda Olgiilen Hsp70 miktarlart Cizelge 3.3.’te 6zetlenmistir.
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Cizelge 3.3. Olgiilen Hsp70 miktarlari

COzlinmiis Elektriki
dgzeerfeéi Slffé‘)hk Oksijen  pH iletkenlik Z‘Z‘S”;;"” H(r?;f)o
(mg/l) (uS/cm)
20,3 6,22 8,04 657 1 15,645
20,2 5,14 8 662 2 15,25
20°C 19,7 5,16 8 720 4 14,985
20,1 5,26 7,99 724 8 5,515
20,5 5,79 8,17 717 24 15,515
20,4 5,99 8 724 48 14,59
24,2 4,78 8,11 660 1 17,89
24 4,02 7,95 692 2 26,075
24°C 24,2 3,79 7,52 771 4 33,865
24,5 3,28 7,69 766 8 22,645
24,5 4,13 7,52 752 24 34,79
23,7 4,89 7,84 734 48 27,53
28,1 4,33 8,01 671 1 25,02
28,5 3,91 7,81 695 2 29,775
e 28,2 3,63 7,5 789 4 42,315
28 2,78 7,08 718 8 41,39
28 3,87 7,59 716 24 39,94
27,6 4,44 7,81 728 48 39,94
32 4,2 7,86 703 1 32,68
32,2 4,02 7,75 754 2 40,47
3200 32,1 3,21 7,25 821 4 47,2
32 2,18 7,02 830 8 55,125
32 3,76 7,69 719 24 53,805
32,3 0,42 8,2 741 48 53,405
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20°C’lik deney ortaminda 6l¢iilmiis en kiiciik Hsp70 miktari, 48. saatte Olgiilen 14,59 ng/l,
en biiyiikk Hsp70 miktar1 1. saatte 6lgiilen 15,65 ng/l ve ortalama Hsp70 miktar ise 15,25
ng/1’dir.

24°C’lik deney ortaminda 6l¢iilmiis en kiigiik Hsp70 miktari, 1. saatte ol¢iilen 17,89 ng/l,
en bliyliik Hsp70 miktar1 24. saatte 6l¢iilen 34,79 ng/l ve ortalama Hsp70 miktar1 ise 27,13
ng/l’dir.

28°C’lik deney ortaminda 6lgiilmiis en kiigiik Hsp70 miktari, 1. saatte ol¢iilen 25,02 ng/l,
en biiyiik Hsp70 miktar1 4. saatte ol¢iilen 42,35 ng/l ve ortalama Hsp70 miktar1 ise 36,40
ng/l’dir.

32°C’lik deney ortaminda Ol¢ililmiis en kiiciik Hsp70 miktari, 1. saatte dlgiilen 32,68 ng/l,
en biiyiikk Hsp70 miktar 8. saatte dlciilen 55,125 ng/l ve ortalama Hsp70 miktar1 ise 47,11
ng/I’dir.

Her bir deney ortaminin, zamana bagli Hsp70 miktart (ng/l) grafigi Sekil 3.6.’da

gosterilmistir.
Zaman (sa) - Hsp70 Miktari (ng/l)
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Sekil 3.6.Zamana bagli Hsp70 miktarlar
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Sazanin kan plazmasindaki Hsp70 miktarinin, akut soktan sonraki farkli zamanlarda ve
sicakliktaki Ol¢limleri normal dagilim gostermediginden Kruskal-Wallis siralamali tek-

yonlii varyans analizi yapilmustir [34]. Test sonuglar1 Cizelge 4.1.’de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.1. Kruskal-Wallis siralamali tek-yonlii varyans analizi sonucu

1 sd p-degeri
18.2025 3 0.0003995
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Fiziksel ve kimyasal 6l¢iim bulgularina gore, deney ortamlarinda ¢éziinmiis oksijenin artan
sicaklikla birlikte ortamlarda daha hizli azaldigmi ve pH’nin zaman ile diistiiglinii
gormekteyiz. Sicaklikla birlikte artan metabolizma hizi bu duruma agiklik getirir. Hizlanan
metabolizma daha fazla oksijen tiikketimi, karbondioksit salinmasini beraberinde
getireceginden ¢oziinmiis oksijen azalig hizinin artmasini ve pH’nin daha asidik degerlere
kaymasini agiklar. Bu durum Bernreuther [14], Planas vd [15], Handeland vd [16] ve Oyugi

vd [28]’nin yaptiklari ¢aligmalarin sonuglarini destekler niteliktedir.

Yapilan analiz sonucuna gore sicakliklar ile sentezlenen Hsp70 miktar1 arasinda kuvvetli
(p<0.001) bir iligki vardir. Elde edilen bu sonuca gore yapilan deneysel ¢caligma, Wu vd [11],
Iwama vd [12], Wang vd [26], Padmini ve Rani [35], Deane ve Woo0 [36]’nun sonuglariyla
uyum icerisindedir. Yalniz deneyde 24°C’lik ortamda 8. saatte Olgiilen Hsp70 miktari
kuskulu bulunmustur. Her deney tekrarindan alinan 6rneklerdeki Hsp70 miktarlarinin benzer
olmasi Ol¢iim hatast olmadigim1 gostermektedir. Bu duruma yalniz, bu kuyucuklarda
rastlanmas1 deneysel bir hatanin olmadigmi diislindiirmektedir. Bu durum ileriki

calismalarda ¢oziilmeye calisilacaktir.

Ani sicaklik degisimlerine maruz birakilan sazan yavrularinin gosterdikleri hiicresel stres
yanitinin incelendigi bu arastirmada, su sicakligi degisimlerinin hiicresel stresin olusmasinda
belirleyici rol oynadigi distiniilmistir. Su sicakligr artisi oksijenin ¢oziiniirligiini
diigiirdiigiinden, 32°C’deki deney ortaminda oksidatif stres 1sil stres ile birlikte goriilmiistiir.
Diger sicakliklardaki ortamlarda oksidatif stresin gzlemlenmemesi, Vinagre vd [2]’nin

Dicentrarchus labrax ile yaptiklari calismayla benzerlik gostermektedir.

Bierkens vd [9], An vd [10] ve Wang vd [26], akut sicaklik degisimlerinde, 1s1 soku sirasinda
hiicresel stresi  diizenlemesi nedeniyle c¢evresel calismalarda belirtegc olarak
kullanilabilecegini belirtmislerdir. Bu arastirmanin sonuglari da Bierkens vd [9], An vd [10]

ve Wang vd [26]’1n sonuglarini destekler niteliktedir.

Aynali sazanlarda sudaki sicaklik parametresi ile balik tarafindan sentezlenen HSP70
miktar1 arasindaki iligkiyi arastiran tez caligsmasi, acik literatiire gore Tiirkiye kosullarinda
ilk arastirmadir. Elde edilen bulgular akut sicaklik degisimlerinin hiicresel stres yaniti olarak
tiretilen Hsp70’in kan plazmasindaki miktarini1 ifade etmektedir. Bulgular sicaklik artisi ile

iretilen Hsp70 miktar1 arasindaki kuvvetli iligkiyi gozler oniline sermistir. Bu konuda
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yapilacak c¢aligmalar glinimiizde sorun teskil eden, termal kirlilik ve kiiresel iklim
degisikliginin sonucu kiiresel 1sinmaya karsi organizmalarin verecekleri stres yanitinin
fizyolojik olarak anlagilmasini saglamasi ve koruma g¢alismalarina yol gostermesi
bakimindan 6nemli bulunmaktadir. Sonraki arastirmalar i¢in tez arastirmasmin katkida

bulunacag diistiniilmektedir.
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