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Tissues During Reproductive Migration
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Oz
Van Golu, Tirkiye'nin en buyiik goli ve ayni zamanda dinyanin
sayili sodali gollerinden biridir. Van baligi (Alburnus tarichi),
Van Golu'nun fiziko-kimyasal (tuzluluk orani %022, pH 9.8)
kosullarina uyum saglayan tek omurgali tiridir. Anadromik bir
balik olup ve nisan-temmuz aylari arasinda golden tath sulara
goc eder. Uremesini tamamlayan baliklar gél ortamina geri
donerler. Gog¢ sirasinda farkli su ortamlarina maruz kalan
baliklarda adaptasyonu saglamak igin solungag, bdbrek,
sindirim kanali gibi dokularda bazi degisimler meydana gelir. Bu
¢alismada Van Goli ve Karasu Cayi'ndan orneklenen baliklarin
solungag, bobrek ve sindirim sisteminde adaptasyonda 6nemli
transmembran

rol  oynayan  Akuaporin 3

immiinohistokimyasal olarak incelendi. Calisma sonucunda

proteini

solungaglarda bulunan Akuaporin 3 transmembran proteininin
Cayi'ndan baliklarda
Bobrek dokusundaki Akuaporin 3 transmembran

Karasu orneklenen isaretlenmedigi
gorulda.
proteininin drnek alinan bolgeye ve dokudaki yerlesimine goére
farkhhk gosterdigi belirlendi. Bagirsagin 6n ve arka kisimlarinda
bulunan Akuaporin 3 transmembran proteininin 6rneklenen
lokaliteler arasinda farkhhk gosterdigi ve isaretlenmenin epitel
hicrelerinde oldugu goézlendi. Su ve gliserol taginmasinda rol
oynayan Akuaporin 3 transmembran proteinin Van balg
ozmoregulator dokularinda degisim gostererek adaptasyonda

etkili oldugu soylenebilir.
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Abstract

Lake Van is the largest lake in Turkey and also one of the few
soda lakes in the world. Van fish (Alburnus tarichi) is the only
vertebrate species that adapts to the physico-chemical (salinity
ratio %022, pH 9.8) conditions of Lake Van. It is an anadromic
fish and migrates from the lake to fresh waters between April
and July. Fish that have completed their reproduction return to
the lake environment. Some changes occur in tissues such as
gills, kidneys and digestive tracts in order to adapt to fish that
are exposed to different aquatic environments during
migration. In this study, Aquaporin 3 transmembrane protein,
which plays an important role in adaptation in the gill, kidney
and digestive system of fish sampled from Lake Van and Karasu
Stream, was examined immunohistochemically. As a result of
the study, it was observed that the Aquaporin 3
transmembrane protein found in the gills was not marked in
the fish sampled from the Karasu Stream. It was determined
that Aquaporin 3 transmembrane protein in kidney tissue
differed according to the sample area and its localization in the
tissue. It was observed that Aquaporin 3 transmembrane
protein found in the anterior and posterior parts of the
intestine differed between the sampled localities and the
labeling was in epithelial cells. It can be said that Aquaporin 3
transmembrane protein, which plays a role in water and
glycerol transport, is effective in adaptation by showing
changes in the osmoregulatory tissues of Van fish.

Keywords:
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1. Giris

Su, tim insan hiicrelerinin ve dokularinin ana bilesenidir
ve tim omurgall, omurgasiz, tek hiicreli organizmalar ve
bitkiler
hidrofobik membranlar boyunca tasinmasinin, spesifik

icin de gecerlidir. Tarihsel olarak, suyun

olmayan su gecisi gerceklestigi kabul edilmistir. Agre vd.
(2001)’nin yapmis oldugu g¢alismada, insan eritrositleri ve
kurbagalarin idrar kesesi gibi belirli hiicre veya dokularda
artan su gegirgenligi gézlenmis ve sonug olarak belirli su
kanallarinin da var oldugu distntlmustir.
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Akuaporinler, tim yasam formlarinda bulunan, biyolojik
membranlardan hiicre icine ve disina hizli bir sekilde su
ve kiglk ¢6ziinen maddelerin gecisine izin veren,
yaklagik 30 kDa'lik
proteinlerinin  bir

transmembran  kanal
(Chutia vd. 2022).
Akuaporinler 6ncelikle, su hareketlerinin hipertonik veya

kliguk
Ust ailesidir

hipotonik kosullar tarafindan yonlendirildigi biyolojik
zarlardan suyun taginmasini kolaylastirir. Teleost baliklar
yasayan
(hiperozmotik) veya tatlisu (hipoozmotik) tarafindan

gibi  suda organizmalar, deniz  suyu
ortaya c¢ikan ozmotik zorluklara uyum saglamak ve
hayatta kalmak igin farkhh mekanizmalara sahiptirler
(Cuesta vd. 2019). Ozmotik dengeyi saglamak igin su
kanallarina ihtiyag vardir. Bu nedenle, akuaporinlerin
balik su homeostazinin korunmasinda ¢ok énemli bir rol

oynadigi distinilmektedir (Engelund ve Madsen 2011).

Akuaporinler, memelilerde oldugu gibi baliklarda da su
tasinmasinda hiicresel, doku ve organizma dizeylerinde
farkli roller Ustlenirler. Akuaporinlerin gesitliligi Gzerine
¢ok sayida arastirma bulunmaktadir. Filogenetik analizler
sonucunda bu proteinlerin g alt aileye
gruplandirilabilecegi ifade edilmistir (Cerda ve Finn
2010). Akuaporin alt ailesi su gegisi icin oldukga secicidir
ve AQP-0, 1, 2, 4, 5, 6 ve 8'den olusur, buna karsilik
"akuagliseroporinler" alt ailesi su, gliserol ve bu tir
¢O6zlnen maddelerin gegisine izin verir ve 3, 7, 9 ve 10
Akuaporinlerden olusur. Ayrica AQP-3, 7, 9, 10
metaloidlerin yikli ve yikli olmayan molekillerinin
difizyonunu kolaylastirip, arsenik, antimondur ve
metalloid homeostazinda ¢ok ©6nemli rol oynarlar
(Ishibashi vd. 2009).

Van Golu Turkiye’nin en blyik dinyanin ise sayili tuzlu-
sodali gollerindendir (Danulat ve Kempe 1992). Van
GOlU’'nin tuzlu-sodali 6zelliklerinden dolayi gélde sinirh
sayida tlr yasamaktadir. Bu tlirler, omurgali olan Van
baligi (Alburnus tarichi) ile birkag omurgasiz tiirdiir. Son
yillarda baska bir tarin (Ercis Copcli  balig,
Oxynoemacheilus ercisianus) varligi da kesfedilse de bu
tir sinirli alanlar igerisinde yasamaktadir ve tiir hakkinda
fazla bilgiye rastlanilamamistir (Akkus vd. 2021). Van
Baligi Cyprinidae familyasina ait omurgali bir tiir olup gol
suyunda yasayan anadrom ozelliklere sahiptir (Oguz
2015, Sen vd. 2015). Baliklar Gremek icin golden larvalar
icin daha uygun olan tath sulara goéc eder. Uremeyi
tamamladiktan sonra goéle geri donerler. Van Baligi
Ureme donemi boyunca goél ve akarsuyun farkh fiziko-
kimyasal ortam sartlarinda yasarlar ve bu degisen ortam
sartlarina uyum saglayarak yasamlarini stirdirtrler. Van
Gola baliklar sodali-tuzlu sudan tathsuya uyum saglamak
icin histolojik ve molekiler degisikliklere ihtiya¢ duyar
(Oguz 2018). Van Goli %022 tuzluluk, 9.8 pH ve 153
mEqgxl-1 alkaliniteye, Karasu Cayl %00.29 tuzluluk, 8.01
pH ve 49.8 mEqgxl-1 alkaliniteye sahip fiziko-kimyasal

sartlari  birbirinden farkli iki akuatik ortamdir. Bu
calismada iki farkh ortamdan 6rneklenen balik solungag,
bobrek ve sindirim kanali dokularindan bazi Akuaporin 3
transmembran proteindeki degisimler incelendi.

2. Materyal ve Metot

Arastirmada kullanilan baliklar igin gerekli olan izinler
Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanhgi (05/02/2021 tarih ve
13453 sayili yazi) ve Van Yiiziinci Yil Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan (2021/02-14) alinmistir.

Calismalarda kullanilan balklar treme gogliniin basladig
15 Nisan-15 Temmuz aylari arasinda Van Golu (n=20) ve
Karasu Cayi'ndan (n=20) fanyal aglar ve serpe aglar ile
yakalandu.

2.1 Histoloji

Diseksiyonla baliklardan solungag, bébrek ve sindirim
kanali (bagirsak) doku ornekleri 24 saat siireyle %4’lik
Paraformaldehit sollisyonunda tespit edildi ve %70’lik
alkol igerisine alindi. Dokular daha sonra dereceli alkol
serilerinden (% 70-80-90-100) ve ksilolden gecirilerek
parafine gomuldlu (Bancroft ve Gamble 2008). Parafine
(Micron HM 315,
Almanya) yardimiyla 5 um’lik kesitler adhesiv lamlara

gomilen dokulardan mikrotom

alindi.

2.2 immiinohistokimya

imminohistokimyasal boyamalar ticari kit ile (Thermo,
Amerika) gerceklestirildi. imminohistokimyasal
boyamada kesitler endojen peroksidazin dnlenmesi igin
peroksidaz sollisyon igerisinde 10 dakika bekletildi.
Dokular 2’ser dakika olacak sekilde 3 kez PBS ile yikanildi.
Serum blok soliisyonu dokunun uzerine 100 pL eklendi
ve 10 dakika bekletildi. Nemli ortamda isaretlenecek
proteinlere ait primer antikor (Akuaporin 3; Elabscience,
E-AB-17294) sulandirilarak 100 pL eklenerek 60 dakika
bekletiletildi. Dokular tekrar PBS ile 2’ser dakika 3 kez
yikanildi. Dokulara 100 upL biyotinlenmis sekonder
antikor eklenerek 10 dakika bekletildi. PBS ile 3 kez 2’ser
dakika yikanildi. Daha sonra kullanilacak kromojen
(Thermo, USA) taze hazirlanarak dokular
eklenildi ve renk reaksiyonunun olusmasi gézlendi. Renk
olusumundan sonra preparatlar Ksilolden gegirildi.
Dokular entallan ile kapatilarak, dijital kamera bagh isik
mikroskobu (Leica DMI 6000B, Almanya) ile incelendi ve
goriintileri alindi.

lizerine

3. Bulgular

Van Golil ve Karasu Cayi’'ndan 6rneklenen balik solungacg,
bobrek ve sindirim kanali dokularinda Akuaporin 3
transmembran olarak

proteni immuinohistokimyasal

isaretlendi. Solunga¢ doku epitelindeki Akuaporin 3
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transmembran proteini mitokondrice zengin hiicreler

icerisinde pozitif olarak isaretlendi. lisaretlemenin
solunga¢ dokusunun primer lamel ve sinirhda olsa
sekonder

hicrelerde oldugu belirlendi. Solungaglarda bulunan

lamel epitelindeki mitokondrice zengin

pavament hiicre, mukus hiicre ve diger hiicrelerde ise

herhangi bir isaretleme gozlenmedi. Akarsudan
orneklenen balik solunga¢ dokusunda ise isaretlenmenin
(Sekil 3.1.) Bobrek dokusunda

Akuaporin 3 proteinin bobrek tiibil hucrelerinin apikal

olmadigi goézlendi
kisminda bulunudugu, ancak bu hicrelerin firga sinir

zarina lokalize olmadigi gozlendi. G&l ortamindan
orneklenen balk bobrek dokularinda Akuaporin 3
transmembran proteininin proksimal tibdllerde distal
tibillere oranla apikal kutupta daha yogun olugu
gozlendi. Ayrica akarsu ortamindan alinan balik bdbrek
dokusunda proksimal tabillerde isaretleme olmadigl
distal tlibiillerde yer epitel
isaretlemenin oldugu belirlendi. Ayni zamanda her iki
ornekleme ortaminda da Akuaporin 3’lin az da olsa bazi
eritrositlerde nonspesifik olarak isaretlendigi gozlendi

(Sekil 3.2.).

alan baz hiicrelerde

Sekil 3.1. Van Goli'nden ve Karasu Cayi'ndan orneklenen Van
baligl solungag¢ dokusunda Akuaporin 3 transmembran protein
iceren hicrelerinin gériinim (A, Van GolU; B, Karasu Cayi).

Sindirim kanali dokusunda her ne kadar farkli hicre
tipleri bulunsa da ylizey epitelde bulunan ve vylzey
absorbtif
hicrelerinde Akuaporin 3 transmembran proteinin

hiicreleri olarak tanimlanan enterosit

bazolateral olarak isaretlendigi gézlendi (Sekil 3.3.). Ayni
zamanda gol ve akarsu ornekleri kiyaslandiginda sadece

gol orneklerinin pozitif olarak isaretlendigi belirlendi. Gol
ornekleri de kendi igerisinde kiyaslandiginda anterior
bagirsak kisminin posterior bagirsak kismindan daha
yogun isaretlendigi gozlendi (Sekil 3.3.; Sekil 3.4.).

Sekil 3.2. Van Goli’'nden ve Karasu Cayr’'ndan drneklenen Van
balig1 bobrek dokusunda Akuaporin 3 transmembran protein
iceren hticrelerinin gorinimu (A, Van Golu; B, Karasu Cayi; ok,
Proksimal tubul; ok basi, distal tiibl; *, toplama kanali).
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Sekil 3.3. Van Goli'nden ve Karasu Cayi'ndan orneklenen Van
baligi anterior dokusunda Akuaporin 3 transmembran protein
iceren hicrelerinin goriinimu (A, Van Goli; B, Karasu Cayi).

Sekil 3.4. Van Goliu’'nden ve Karasu Cayi’'ndan 6rneklenen Van
baligl posterior dokusunda Akuaporin 3 transmembran protein
iceren hlcrelerinin gériinim (A, Van Golu; B, Karasu Gayi).

4. Tartisma ve Sonug

Kemikli balik solungaglarinda gliserol, Gre ve amonyak
tasiyan Akuagliseroporin olan Akuaporin 3 varligi tespit
edilmistir (Lignot vd. 2002, Tipsmark vd. 2010). Baliklarda
Akuaporin 3 transmembran proteinin  solungag
dokusundaki rolii tam olarak bilinmese de solungag
boyunca su ve amonyak tasimada rol oynayabilecegi
(Cutler vd. 2007).

dokularinda, Akuaporin 3 transmembran proteinleri

bildirilmistir Teleost solungag
mitokondrice zengin hiicrelerde bulundugu bildirilmistir
(Brunelli vd. 2010). Ayrica Akuaporin 3 proteinin bazi
turlerde dehidrasyonun 6nlenmesi de dahil olmak lizere
bir dizi farkli isleve sahip olabilecegi ve mitokondrice
zengin hiicre haricindeki diger epitel hiicre tiplerinde
(pillar ve aksesuar hiicreleri) de bulunabilecegi ifade
edilmistir (Cutler vd. 2007). Bu sonug, bu hicrelerin
tuzlusu baliklarinda su/gliserol tasinmasinda aktif bir rol
oynadigini gostermektedir. Japon Yilan baligi lizerinde
yapilan bir ¢alisma, baliklarin tatlisudan tuzlusuya
takiben 3 mRNA

seviyelerinde bir disls oldugu bildirilmistir (William vd.

transferini bransiyal Akuaporin

2006). Avrupa Yilan baliginin (Anguilla anguilla) tathsu ve

denizsuyuna maruz birakmasli  sonucu solungag

dokusundaki Akuaporin 3'lin tuzlu suya maruz birakilan
balik solunga¢ dokularinda azaldigi bildirilmistir. Bu
degisimin solungaglarin ozmoregtilasyonunda énemli bir

rol oynadigi ifade edilmistir (Lignot vd. 2002). Akuaporin
3’tn Tathsu ve deniz suyuna adapte edilmis Mozambik
Tilapiasi (Oreochromis mossambicus) solungag
mitokondrice zengin hicrelerinde bazolateral olarak

lokalize oldugunu bildirmistir.

Solunga¢  Akuaporin  3'Un, mitokondrice zengin
hucrelerinin fonksiyonel farklilagsmasini tetikleyebilecegi
ve osmoresepsiyonda yer aldigini  bildirilmistir
(Watanabe vd. 2005). Daha onceki calismalarin aksine
Jung vd. (2012) tuzlusuya adapte edilen Atlantik killifish
(Fundulus heteroclitus)'in solungacglarinda Akuaporin
3'tn  mRNA seviyesinin tathsuya oranla arttig
bildirilmistir. Benzer olarak Van bali§i solungag
dokularinda  Akuaporin  3’GUn gdlden 6rneklenen
solungaglarda pozitif reaksiyon gosterirken akarsu
ortamindan  yakalanan  baliklarda  herhangi  bir
isaretlenme olmadigl belirlendi. Bu durum farkli sucul
habitatlarda solungaclarda diger akuaporinler veya farkh
transmembran proteinler rol oynayabilir.

Akuaporin 3, vicuttaki cesitli dokularda ve 0zellikle
teleost bobreklerinde eksprese edilen bir kanal
proteinidir (Cutler vd. 2007). Memelilerde, Akuaporin 3,
tibll hicrelerinin  bazolateral zarlarinda bulunur ve
suyun yeniden emilmesinde bir rolinin oldugu
bilinmektedir (Knepper vd. 1996). Akuaporin 3 tuzluluga
maruz birakilan Aynali Sazanin (Cyprinus carpio) bobrek
dokusunda daha yogun boyanmis ve bu boyama sadece
tibdl hicrelerinin apikal zariyla sinirl kalmistir. Daha
ylksek tuzluluklarda (9 ve 12 ppt), hem proksimal tiibiil
hem de distal tubul hiicrelerinde ise daha yogun bir
immiin isaretlenme gorulmustiir (Salati vd. 2014).
Engelund ve Madsen (2015)'in yaptigl bir calismada
deniz suyuna maruz birakilan Atlantik somonunun
bobreginde  akuaporin  3’Un  proksimal  bdbrek
tubillerinde lokalize oldugunu ve akuaporin 3’ln
tuzlulukla ve baligin gelisim donemiyle bir ilgisinin
olmadigini  bildirmislerdir.  Renal tubdlin  distal
kisimlarinin tatlisu baliklarinda distik gecirgenlige sahip
oldugu, ancak suyun korunmasi gereken tuzlusu
baliklarinda daha vyiksek gecirgenlige sahip oldugu
dustnilmektedir (Marshall ve Grosell 2005). Tuzlu suya
adaptasyon sirasinda Atlantik somonunun bdbrek
dokusundaki Akuaporin 3 yogunlugu tatlisu dokularina
oranla tuzlusudan alinan balik bobrek dokularinda daha
yogun oldugu bildirilmistir. Tuzlusuya adapte edilen
somonlarda akuaporin 3 degisimlerinin bobreklerde sivi
dengesi ve suyun vyeniden emilimi ile ilgili oldugu
belirtilmistir (Tipsmark vd. 2010). Goélden oOrneklenen
baliklarin  bobrek dokusunda bulunan proksimal
tibullerde Akuaporin 3 transmembran proteini pozitif
isaretlenirken, akarsudan o6rneklenen balik bobrek
dokusundaki proksimal tubullerinde ise isaretlenmenin
olmadig gbézlendi. Ayrica akarsu ortamindan alinan bahk
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bobrek dokusunda ise distal tlbdillerde az oranda
isaretlenmenin  oldugu proksimal tubullerde ise
isaretlenmenin olmadigi belirlendi. Van Goéliinden
orneklenen baliklarin  bobreklerinde akuaporin 3
yogunlugu balgin gol ortamindaki hipertonik ortamda
vicuttaki  suyun  korunmasi ile ilgili  oldugu
dislinilmektedir. Avrupa yilan balginin tathsuya
aktarildiginda Akuaporin 3’U eksprese eden az sayida
uzun ince goblet hiicresi bulundugu, tuzlusuya adapte
olan sindirim kanalinda Akuaporin 3’lG eksprese eden
goblet hiicrelerinin arttigi ve bu hicrelerin sekil olarak
daha genis veya daha yuvarlak oldugu bildirilmisidir.
Akuaporin  3’in  bu  hicrelerden mukus sivisi
salgilanmasinda gorev aldigi ifade edilmistir (Lignot vd.
2002). Cutler vd. (2007)’'nin yaptigi calismada yine yilan
baliginda Akuaporin 3 proteini, bagirsakta epitelyal hiicre
tabakasinda bulunan biyik makrofaj benzeri hiicrelerde
pozitif olarak isaretlemislerdir. Gokkusag alabaligi
sindirim kanali dokusunda Akuaporin 3 yogunlugunun
tuzlu su ortaminda daha yogun oldugu belirtilmistir (Kim
vd. 2016). Anadrom olan Nehir Kirpi baligi (Takifugu
obscurus) farkli tuzluluklara maruz birakildiktan sonra
sindirim kanalinda bulunan Akuaporin 3 proteinin
tuzluluga paralel olarak artis gosterdigi bildirilmistir
(Jeong vd. 2014). Bu sonuglara paralel olarak yaptigimiz
bu calismada da sindirim kanali dokusunda bulunan
Akuaporin 3’Un g6l ortaminda daha yogun oldugu ve
literatdr ile uyumlu oldugu belirlendi. Ayrica Akuaporin 3
sadece mukoza tabakasindaki epitelyal hicrelerde
isaretlenmis diger hiicre tiplerinde herhangi bir
isaretlenme goézlenmemistir. Van Goli acisu ozelligi ile
daha once c¢alisilan alanlardaki akuatik ortamlardan
oldukga farklidir. Ayni zamanda gdéldeki tuzluluk bilinenin
aksine sadece NaCl’den kaynaklanmaz (Ciftci vd. 2008).
Van balig solungag dokularindaki akuaporin 3’iin sadece
mitokondrice zengin hicrelerinde ve goél 6rneklerinde
isaretlenmesi artan tuzluluga adaptasyonu icin gerekli
oldugu dustntlmektedir. Teleostlarda osmoregilasyon,
solungaclar, bagirsak ve bobregin entegre olarak iyon ve
su tasima aktiviteleri ile saglanir. Van baligi bobrek
dokusunda goél ortaminda yogun goérilen Akuaporin 3’lin
dehidrasyonu oOnlemede roli oldugu soéylenebilir.
Akuaporin 3 transmembran proteinin Van balig
bagirsaginda gol ortamindan 6rneklenen baliklarda
ylksek olmasinin osmoregilasyondan kaynakli
olabilecegi duslintilmektedir.

Sonu¢ olarak; Van baliginda osmoregiilasyonda rol
oynayan farkli dokularda incelenen Akuaporin 3
transmembran protein yogunlugunun ve lokalizasyonun
farkh sucul alanlarda degisim gosterdigi gbzlenmistir. Bu
nedenle incelenen Akuaporin 3 proteinin baligin farkh
sucul alanlardaki adaptasyonunda 6nemli bir role sahip
oldugu soylenebilir.
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