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ONSOZ

Bu calisma deniz kirliliginin genotoksik tesirlerinin molekiiler diizeyde incelenmesi
konusunda Tiirkiye ve diinyada hentiz kullamlmamis yeni yaklagimlar igermektedir.
Calismanin geligtirilmesi ve sonuclandiriimasinda damismanim Saymn Dog. Dr. Erdogan Okus
ve tez izleme jlirimde bulunan hocalarim Sayin Prof. Dr. Meral Birbir ve Sayin Yrd. Dog. Dr.
Ahsen Yiiksek ¢ok degerli fikri ve ilmi katkilarda bulunmuslardir. Brang dis1 bir gézle yaptigi
degerli elestirileri ile Boliim bagkanmimiz Saymn Prof. Dr. Halil Ibrahim Sur; deniz canlilan
biyokimyast ve toksikoloji derslerindeki ve yeterliligimdeki yonlendirmeleri ile istikamet ve
destek aldigim Saym Prof. Dr. Kasim Cemal Giiven ¢aligmamin ilmi ve fikri altyapisinin
olusturulmasinda katkida bulunmuslardir. Adi gegen hocalarima ve ilkokuldan itibaren biitiin
Sgretmenlerime ilmi, fikri ve manevi tlim katkilar i¢in tesekkiirli bir borg bilirim. Calismanin
molekiiler biyoloji ve genetik tekniklerinin uygulanmas: agsamalarinda 1999-2002 Haziran’a
kadar Fatih Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Bolimii arastirma laboraruvarlar:
ve imkanlari, bu tarihten tezimin bitimine kadar da Fatih Koleji Arastirma Laboratuvar
imkanlar1 kullamilmistir. Bu imkanlar: kullanmamda yardimei olan Fatih Universitesi Ogretim
Uyelerinden basta Prof, Dr. Miinir Oztiirk, Prof. Dr. Fahrettin Giicin ile zellikle verilerin
analizi asamasinda ¢ok biiyilk yardimlarini gordiigiim Arastirma Gorevlisi Saym Fatih
Abastyanik’a, Fatih Koleji yoneticileri Saym Talip Biiyiik, Mustafa Kara ve bu ¢alismalarin
en bagindan beri, kurduklar1 laboratuvarlarinin imkanlarim bana kullandiran ve gok biiyiik
yardimlarini gordiigim Sayin Dr. Mustafa Petek Bey’e tegekkiirii bir borg bilirim.,

Annem, Tiilay Miifttioglu, Babam, Prof. Dr. Ferruh Miiftiioglu, Esim Dr. Onur Uzonur ve
Oglum Kerem’e tezimin her agamasindaki maddi, manevi desteklerinden dolay:; Kardeslerim
Ali Ekrem ve Edip Miiftiioglu’na da tezi formata uydurmadaki katkilarindan dolay: tesekkiir

ediyorum.



OZET

Deniz kirliliginin DNA {izerindeki etkilerini tespit edebilen, rutin bir yontem mevcut
degildir. Kirliligin uzun dénemdeki genotoksik etkinin tespiti amaclanan calismamizda,
diinya ve Tiirkiye denizlerinde yaygin bir tiir olan ve midye izleme galigmalarnin da
vazgecilmez model organizmast Mytilus galloprovincialis kullanilmigtir.

Bu ¢aligmada, Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) PCR tekniginin yeni bir
uygulamasi yapilarak midye modelinde ve ¢esitli organizmalarda DNA hasarinin belirlenmesi
icin rutin analizlerde de kullamilanilabilecek bir yontem olan, Rastgele Cogaltilmis Mozaik
DNA-PCR (RAMD-PCR) olusturulmustur. Marmara Denizi’'nde muhtelif tipteki
zenobiyotiklerin genotoksik etkilerinin tespiti i¢in midye RAPD profillerinde meydana gelen
nitel ve nicel modifikasyonlar genotoksik tesir indikatorii olarak kullanilmigtir.

Sonug olarak, cesitli zaman ve miktarlarda in vivo kirlilige maruz kalan midyelerin RAPD
profillerinde kirlilik maruziyeti ve midye boyutu ile paralellik gosteren nitel ve nicel
modifikasyonlar gézlemlenmistir. Yaklasimin ve Mytilus galloprovincialis’in, toplam in vivo
kirliligin, deniz sistemlerindeki genotoksik etkilerinin incelenmesi igin verimli olarak
kullanilabilecegi g@sterilmigtir.
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ABSTRACT

There is not a routine application that can assess the direct adverse effects of marine
pollution on DNA. Mytilus galloprovincialis which is a widespread mussel species in world
and Turkish Seas and the sentinel organism of “Mussel Watch” studies have been employed
to evaluate the chronic genotoxic effects of marine pollution.

In this work, a novel Random Amplified Polymorphic DNA-Polymerase Chain Reaction
(RAPD-PCR) approach which can be routinely applied in biomonitoring the DNA damage in
Mpytilus galloprovincialis and other aquatic and terrestrial organisms has been evaluated. The
Random Amplified Mosaic DNA-Polymerase Chain Reaction RAMD-PCR technique which
is proposed in this theses has been used to assess the genotoxic effects of the pollution in the
Sea of Marmara as qualitatively and quantitatively detectable variations in the RAPD-PCR
profiles of exposed and non-exposed Mytilus galloprovincialis.

In conclusion, exposure periods and the amounts of Mytilus galloprovincialis to in vivo sea
pollution was assessed as qualitative and quantitative RAPD profile modifications which can
be evaluated by RAMD-PCR as proposed in this theses. Our proposed method together with
Myrilus galloprovincialis as a model organism has proved to be cheap, easy, useful and could

be routinely applicable in genotoxicity biomonitoring studies in aquatic systems.
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1. GIRIS
1.1. Caliymanin Amac¢ ve Kapsam

Bu tez toplam deniz kirliliginin degerlendirilmesi i¢in yeni bir izleme teknigi gelistirmeyi
amaclamaktadir. Temel yaklagimi, kirliligin deniz canlilari tizerindeki mutasyon yapici
etkisini tesbit ederek ve bu etkiyi derecelendirerek, canlimin yasadigi deniz ortamindaki
toplam genotoksik kirlilik hakkinda fikir sahibi olunabilecek, pahali olmayan, hizli bir
metodun gelistirilebilmesidir. Metod, hedef deniz canlilarindaki mutasyonlarin tespiti vasitasi
ile dogrudan dogruya icerisinde yasanilan ortamin kirlilik derecesi hakkinda bilgi sahibi
olmayr miimkiin kddifindan, kirlilik degerlendirilmesinde kullanilan dolayli diger
metodlardan farklilik g&stermektedir *(Atienzar, v.d., 1998; Atienzar, v.d., 2000; Atienzar,
v.d., 2002a; Atienzar, v.d., 2002c; Albertini, v.d., 2000; Sponza, 2003; Dong, v.d., 2000;
Monis, v.d., 1998; Gollapudi, v.d., 2000; Canesi, v.d., 2002; Micic, v.d., 2001; Canova, v.d.,
1998; Peters, v.d., 2002; Ulupinar, v.d., 2002; Karekar, v.d., 2000; Eder, v.d., 2000; Gichner,
v.d., 2000; Hemminki v.d., 1996; Stoelting, v.d., 2000; Karakoc, v.d., 1998; Akcha, v.d.,
2000; Beneden, v.d., 1997).

Amerikan zehirli madde kontrol yasasi’min (TSCA-Toxic Substances Control Act)
ihtiva ettigi 72000 kimyasal madde mevcuttur. Bu maddeler, ncelikle insan saghigma yaptig
etkiler ve daha sonra da ekolojik sisteme yo6nelik etkileri agisindan incelenmektedir. Agikga
goriiliyor ki bu kadar ¢ok sayidaki kimyasalin ancak oncelik sirasina konmak suretiyle
incelenmesi miimkiin olabilir. Ustinde durulan bir ¢dziim senede 4.5 tondan daha fazla
miktarda tretilen, TSCA tarafindan listelenmis 14000 polimer olmayan kimyasalin
incelenmesidir . Ne var ki 14000 kimyasalin saghga etkileri agisindan taranmasi da yeni bir
siralamayi1 gerektirir. Bunun bir yolu, insan {izerindeki etkilerinin belirlenmesinde anahtar rol
oynayan “kimyasala maruz kalma etkileri”nin belirlenmesidir. Bu belirleme de, en dogru
sekilde, maruz kalan kigilerde biyomarkdrlerin degerlendirilmesi yoluyla yapilabilir.

Biyomarkor kavrami ¢ok geneldir. Asil olan bu kavrami canli bir sistemi kullanarak gesitli

" www.CIIT
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parametreleri takip edebilmek igin kullandifimizdir. Takip edilebilecek parametreler, bu
parametrelerin kirlilik tesirinde olanlar1 ve dolayisiyla da biyomarkérlerin ulasabilecegi say1
hayal giictimiizle sinirlidir.

Deniz ortamlarinda Kkirlilik tespitiyle ilgili caligmalar genelde suyla ilgili fiziksel ve
kimyasal parametrelerin Sl¢lilmesine dayanmakta, canlilar tizerindeki etkilerinin tespiti ise,
model olarak secilen deniz canlilarimin tizerinde kinetik deneyleri ile ve bir takim kabuller
altinda temelde toksisiteye dayali olarak yapilmaktadir. Boylelikle, kirlilik g¢ogunlukla
laboratuvar kosullarinda (in vitro) gergeklestirilen Slgtimlerle, sadece toksik etkinin rahatlikla
tesbit edildigi ekstrem diizeyde, model canliya disaridan uygulanmis belirli toksinler i¢in
tesbit edilebilmektedir (Atienzar, v.d., 2000; Atienzar, v.d., 2001; Atienzar, v.d., 2002b;
Atienzar, v.d., 2002c; Jaksic, v.d., 2003; Bahy, 2003; Luceri, v.d., 2000; Gold, v.d., 2001;
Festa, v.d., 2003; Iliopoulou-Georgudaki, v.d., 2003; Theodorakis, v.d., 1999; Khessiba, v.d.,
2001; Kaaya, v.d., 1999; Camacho, v.d., 2000; Nadig, v.d., 1998; Akcha, v.d., 1999; Akcha,
v.d., 2000; Piccardo, v.d., 2001; Baumard, v.d., 1998; Adamo, v.d., 1997; Regoli, 2000;
Anderson, v.d., 1999; Binark, v.d., 2000; Jeng, v.d., 2000; Goldberg, v.d., 2000; Chase, v.d.,
2001; Giing6r, v.d., 2001; Ulupmar, v.d. 2002; Lafontaine, v.d., 2000; Pollet, v.d., 1999;
Karakog, 1997, Vidal, v.d., 2000; Karakog, v.d., 1997).

Bir diger yaklagim da, yine dolayli yoldan bir kisim &zel test organizmalariyla toplam
kirliligin mutajen etkilerinin Sl¢iilmesidir. Dr. B. Ames tarafindan gelistirilmis ve Ames Testi
olarak da adlandirilan Salmonella mikrozom test sistemi, kimyasal maddelerin mutajenik
etkilerinin aragtiriimasinda en yaygin olarak kullanlan, test parametreleri agisindan en iyi
standardize edilmis ve mutajen kanserojen etkisi en iyi bilinen kimyasallar ile gegerlilii en
fazla kabul edilmis, kisa zamanli bakteriyel test sistemlerinden bir tanesini olugturmaktadir
(Maron ve Ames, 1983; Hofnung ve Quilllardet, 1986; Venitt, v.d., 1986; Quillardet ve
Hofnung, 1985). Bu test sisteminde S. #yphimurium'un LT2 atasal susundan in vitro
mutasyonlarla elde edilmis bir seri S. typhimurium mutant suslar1 kullanilmaktadir (Maron ve
Ames, 1983).

Kimyasal olarak indiiklenmis mutasyonlarin, hiicre diizeyinde belirlenmesinde kullanilan

kisa zamanl1 in vitro mutajenite test sistemlerinden en 6nemlisi Ames-Salmonella/mikrozom



test sistemidir (Kier, 1985). Test bakterileri histidin operonlarinda, farkli yerlerde ve farkli
tipte mutasyon tagimaktadirlar. Bu nedenle histidin amino asiti olmayan ortamlarda
cogalmamaktadirlar (Maron ve Ames, 1983). Kimyasal maddelerin mutajenik potansiyelleri
ve Ozelliklerine bagli olarak test suslarmin histidin operonlarinda meydana getirdikleri
mutasyonlar ile test suslar1 tekrar his+ hale geri doniistiiriilmektedir (Back reversion) (Levin,
v.d., 1982).

Salmonella/mikrozom test sistemi kimyasal maddelerin mutajenitesinin saptanmasinda
oldukc¢a genis bir uygulama alani bulmugstur (Maron ve Ames, 1983; Quillardet ve Hofaung,
1993; Petek, 1999). Bu yontemin bir modifikasyonu ile 2-asetil aminoflorenin mutajenik
metabolitleri idrarda saptanabilmistir (Durston ve Ames, 1974; Commoner, v.d., 1974;
Karekar, v.d., 2000).

Disiplinler arasi konularda, teoride bilinenleri pratife gegirmek, pratikte olanlarin teoriye
uygunlugunu test edebilmek, ve deniz kirliligi, kirlilik takibi, DNA’da degisim, tiir ¢esitliligi,
model organizma, biyomonitoring gibi objektif kriterler kullanilarak tamimlanmalari zor
kavramlar girince i¢inden ¢ikilmaz hale gelebilmektedir. Bu ¢aligmada 6ncelikli olarak pratik,
kalitatif ve gorsel bir metod olusturmak hedeflenmigtir.

Calismanin amaci, model canli olarak midye (Mytilus galloprovincialis) DNA’smi
kullanarak kirlilik etkisiyle DNA’da olusan hasart ve degisikliklerini dogrudan tespit
edebilmektir. DNA degisimini farkli canhlar ve kirlilik tipleri i¢in gosterebildigi diistiniilen
cesitli avantaj ve dezavantajlart olan RAPD-PCR yontemi esas alinarak galigma planlanmigtir.
Calisma sirasinda ihtiyaglar dogrultusunda diigintilerek daha 6nce hi¢ yapilmamug pratik bir
yaklasimla metod yenilenmis ve yeni haliyle 6zellikle DNA’daki kirlilikten kaynaklanan
degisimi, mozaik yapty! tespit ettifimiz RAMD-PCR yaklagimi olusturulmustur. Deniz
kirliliginin genotoksik etkisini izlemek igin midyenin model olarak kullanildig1 ¢alismamizda
“Midye-izleme” c¢alismalart kapsaminda rutin olarak genotoksik etki taramasi icin
uygulanabilir bir metod ortaya konulmustur.



II. SU ORTAMLARINDA KiRLILIK

Bu galigmanin amag ve kapsami dogrultusunda kirliligin hem tespiti, hem de takibi ayr
ayr1 6nem tagimaktadir. Asagidaki bashiklar su ortamlarinda kirliligin tespit edilmesi ile ilgili
yapimakta olan calismalarn ve Ornekleme bolgemiz olan Marmara Denizi ve baglantili
sistemlerde genel kirlilik durumu ve degerlendirme galismalarina yer verirken, ¢alismamizin
teorik altyapisim olusturan istenmeyen DNA-bilesikleri (DNA-adduct) olusumu, mutasyon,
hedef organ toksisitesi gibi kavramlari da icermektedir.

2.1. Su Ortamlarmda Kirlilik Takibi Metodlari ve Biyomarkorler

Biyokimyasal, fizyolojik, molekiiler veya diger tiplerde biyolojik degisimler zenobiyotik
maddelerin varliklarini veya tesirlerini ¢esitli canlilarda tespit ve takip etmemizi saglarlar. Bu

amagla kullanilan biyolojik gostergelere biyomarkér denmektedir.

Biyomarkoérler su tiirlerinde de farkli tipte stresleri tespit igin kullanilmaktadir. Stres
kaynaklar1: kimyasallari, metalleri, ¢evresel kirleticileri, 1s1 degigsimlerini ve ¢evredeki diger
degismeleri kapsamaktadir. Biyomarkorler ise bu sikintilan ve etkilerini degerlendirmek igin
kullanilan gostergelerdir. Kullanilmakta olan bir ¢ok farkli biyomarkdr vardir. Bunlar
biyokimyasal ve hiicresel biyomarkérlerden, fizyolojik indikat6rlere ve ekosistem takibine
kadar cok cesitlilik gostermektedirler.

Biyomarkér se¢imi uygulanacak alanin kendine 6zgii sartlarina baghdir. Biyomarkérleri
siiflandiracak olursak (Iliopoulou-Georgudaki, v.d., 2003; Karakog, v.d., 1997; Khessiba,
v.d., 2001; Kaaya, v.d., 1999; Camacho, v.d., 2000; Akcha, v.d., 2000; Regoli, 2000;
Anderson, v.d., 1999; Guieysse, v.d., 2001; Canesi, v.d., 1999; Canesi, v.d., 2002; Canova,
1998; Peters, 2002; Ulupinar, v.d., 2002; Lafontaine, v.d., 2000; Hodgson, v.d., 1998; Hahn,
v.d., 1999; Karekar, v.d., 2000; Eder, v.d., 2000; Chen, v.d., 1999; Karakog, 1997; Hemminki,
v.d., 1996; Petek, 1999, Akcha, v.d., 2000; Karakog, v.d., 1998; Karakog, v.d., 1997):

1. Proteinler ve enzimler



a. Sitokrom P-450 monooksigenazlar
b. Stres proteinleri
c. Faz 2 enzimleri

d. Antioksidanlar
e. Diger potansiyel protein ve enzim biyomarkdorleri
2. Biyokimyasal biyomarkorler
a. Zenobiyotik kimyasallarin metabolitleri
b. Endojen metabolitler
3. Molekiiler Biyomarkérler
a. DNA degisiklikleri
b. Hormonlarin molekiiler etkileri
4. Immiinolojik Biyomarkorler
5. Histopatolojik Indikatdrler
Yukaridaki genel kategorizasyona bir baska agidan bakildifinda Tablo 1 kirlilik takibinde
kullanilmakta olan biyomarkorlerle ilgili verileri toplamaktadir.

Tablo 1. Zenobiyotiklere maruziyeti ve zenobiyotiklerin tesirini degerlendirmede rutin analiz
biyomarkérleri

Biomarkor/Test, Assay Takibi

Lizozomal dayaniklik®# (6rnek: mollusk kan | Genel saglik bozulmasi, patoloji ve su

hiicreleri ve tek hiicreli algler) kalitesi i¢in prognostic takip

Beta karoten, vitamin A, E ve C (antioksidanlar) | Oksiradikallerin yolag¢t1g1 hasar takibi

Metallothionein Cu, Cd, Zn ve Hg maruziyeti takibi

Asetilkolinesteraz enzim aktivitesinin diismesi® | Organofosfat ve karbamat maruziyeti
takibi

Balik karacigeri histopatolojisi# Hem maruziyet hem de patolojik
degisimleri takip icin

Mikrogekirdek Testi Genotoksik tesir

Comet Testi® Genotoksik tesir

Ozel gen testleri Genotoksik tesir

Ames mutajenisite testi® Genotoksik tesir

Transgenik balik testleri Genotoksik tesir

°*P postlabeling assay Genotoksik tesir, DNA-adduct olusumu

Immiinoassay (RIA, ELIZA, Western blot)/ Protein tespiti ve miktar tayini

CYPIA, MT, VTG

Northern Blot/ CYP1A, MT, VTG, MDR/MXR | mRNA miktar tayini

ras, myc onkogenleri




Tablo 1°de adi gegen biyomarkdrlerin # ile isaretli olam halen Karadeniz’de kirlilik
degerlendirme i¢in kullamlmaktadir. * ile belirtilen biyomarkérler ve testler goreceli olarak

uygulamasi daha kolay, hizli ve ucuz maliyetlidirler “(Mee ve Topping, 1999; Atienzar, v.d.,
2002b; Albertini, v.d., 2000; Gold, v.d., 2001)

2.1.1. Kanserojenite, mutajenisite, genotoksisite degerlendirme testleri

Biyomarkoérlerden bahsettifimiz boliim 2.1°de yer almayan ancak calismamizda ortaya
konulan yaklagimin simrlarimi ¢izmemizde gerekli olan kronik kirliligin degerlendirilmesinde
6nemli ve Oncelikli olan kavramlardan genotoksisite, mutajenisite ve kanserojenisite ile bu
durumlarin birlikte veya ayn olarak degerlendirilebildikleri giintimiizde uygulanmakta olan
testler ve yaklasimlar Tablo 2°de 6zetlenmistir.

-

Genotoksisite, mutajenisite ve kanserojenisite kavramlarimi kapsayan, genetik materyalde
olusan her tiirlii toksik tesirdir. Mutajenisite veya mutagenez, mutasyon olusturma etkisi veya
mutasyon olugmasidir; mutasyonlar ise DNA’da meydana gelen kalitimsal nitelikte yapisal
degisiklikler olarak tanimlanabilir. Mutasyonlar, olus bigimleri ve kosullari, meydana
geldikleri hticre tipi ya da yol agtiklart durumlara bagli olarak degisik sekillerde
simflandirilabilirler. Kanserojenisite ve kanserogenez ise kanser olusturma etkisi ve kanser
olugmast olarak tanimlanabilir. Mutasyonlar, meydana geldikleri hiicre tipine g6re somatik ve
genetik mutasyonlar olarak siniflanmaktadirlar. Normal viicut hiicrelerini etkileyen somatik
mutasyonlarin birikerek bazi tip kanserlerin olusmasina sebep olduklari bugiin igin kabul
gormekte olan bir teoridir. Tablo 2’de kronik toksisitenin degerlendirilmesine yonelik testler
slirelerine gore uzun ve kisa donemli olarak smmiflandirilmugtir. Caligmamizda ortaya
koydugumuz genotoksisite degerlendirmesi yaklasimi, bu tabloda kisa dénemlik testlerden
DNA'’ya zararn tespit edildigi testler grubu altina yerlestirilebilir (Uzonur, v.d., 2004a, b, c).

* http://www.ices.dk/



Tablo 2. Genotoksisite, mutajenisite, kanserojenite degerlendirme testleri

Uzun Dénemlik Testler

o Klinik gbzlem ve epidemiyoloji

e (Ozellikle kemirgenlerle yapilan biyo-testler

Kisa Dionemlik Testler

DNA’ya zararm tespit edildigi testler:

e Metabolik aktiflenme sonrasinda test bilesiginin, DNA-adduct olusturmasinn tespiti

Kromozoma verilen zararim tespit edildigi testler:

o Sitogenetik yontemlerle kromozom bozukluklarinin tespiti

o Kardes kromatid degis tokusu

o Mikrogekirdek olugsma frekansinin tespiti

e Sperm anormalliklerinin degerlendirilmesi

Mutasyonlarin tespit edildigi testler:

e Bakteriyel mutagenez testleri (Ames Salmonella testi, vd.)

e Drosophila’da seks kromozomundaki mutasyonlarin tespiti

Kiiltiir hiicrelerinde program disi DNA sentezinin tespiti

Kiiltiirii yapilan memeli hiicrelerinin neoplastik doniigiimiiniin tespiti

-

2.2. Molekiiler Biyomarkérler

Bu galigmada, kirliligin genotoksik tesirini tespit ve takip edebilmeye yarayan, DNA’daki
degisiklikleri, RAPD-PCR profillerindeki farklilagma takibi ile degerlendirebilen molekiiler
bir biyomarkdr ortaya konulmustur. Bu baglamda molekiiler biyomarkdrlerin genel bir
degerlendirilmesi yapilmusgtir.

DNA’daki degisikleri biyomarkdr olarak kullanmak fikri oldukg¢a yeni olmakla birlikte, bu
teknolojinin zenobiyotik kimyasallara maruziyet ve etkilerini degerlendirme noktasindaki
potansiyeli fazladir. Ozellikle DNA-adduct olusumu ve tespit edilebilir DNA degisikliklerinin
tespiti, molekiiler biyomarkér olarak degerlendirilmektedir. Baglantili olarak, hedef organ
toksisitesi veya histopatolojik gostergelerden bahsetmek faydali olacaktir. Bu gésterge veya
biyomarkorler genotoksik olan kirleticilerin de bir takim hedef organlarinda birikmekte
olduklart ve muhtemel genotoksik, mutajenik, kanserojenik tesirleri oldugunu
gostermektedirler. DNA’ya cesitli tipte hlicumlarin ve hasar olusturan etkenlerin varligi



bilinmektedir. Hedef organ toksisitesini olusturan zenobiyotiklerin bir kismunin da DNA’ya
hiicum ettigi ve hatta DNA ile istenmeyen bilesikler olusturdugu (DNA-adduct)
bilinmektedir. Bu DNA-adductlar daha sonra DNA’nin 6zellikle kendini egleme ve tamir
mekanizmalarinda gesitli bozulmalara ve nihayetinde kalici tipte geri doniigsiiz mutasyon,
yani DNA dizi degisikliklerine sebep olabilmektedir. Hiicre boliinmesi ile de artarak biriken
bu olumsuzluklar, zamanla organizmada tespit edilebilir morfolojik, histopatolojik, genetik ve

molekiiler sonuglara donlismektedir.

Cesitli kimyasallarin etkileri canlimn metabolizmasinda ya detoksifiye olmakta ya da
biyotransformasyona ugrayip, daha da aktif metabolitlere dénlismektedir. Biitiin bu metabolik
faaliyetlerden sorumlu canlilarda genel olarak metabolizma enzimleri de diyebilecegimiz
enzimler mevcuttur. Bu enzimler alinan kimyasala gore bazen segici, bazen de daha az segici
olarak aktiflenmektedirler. Dolayisi ile bu enzimlerin takibi de, bazi kirliliklerin izlenmesinde
biyomarkdr olmaktadir.

2.2.1. Kirlilik degerlendirmelerinde “hedef organ toksisitesi”

Hedef organ toksisitesi, bir takim kirleticilerin, belli bir organda veya organa ait 6zel
kisimlarda yeterince yiiksek, toksik tesir gosterecek miktara ulasmasi ile gergeklesir.
Hiicrelerde, dokularda g¢ogu zaman 1s1k ve elektron mikroskopu ile de g6zlemlenebilen
degisimler olusur. Hedef organ toksisite degerlendirmelerinde balik ve deniz kabuklularinda
histopatolojik indikat6r olarak kullamiimakta olan sistemler agagidaki gibidir:

1. Karaciger: Karaciger, bir ¢ok toksini en ¢ok biriktiren organdir. Bir ¢ok karaciger
biyomarkorii vardir (Peters, v.d., 2002; Camacho, v.d., 2000):

= Hepatoseliiler nekroz

= Hepatositik rejenerasyon (hiperplazi)

= Safra kanal rejenerasyonu

= Hiicresel degisikliklerin boyanarak ortaya konulmasi

= Hepatik adenomlar

=> Hepatik karsinomlar



= Hepato-kolanjiyoseliiler karsinomlar

2. Rahim: Bu organ gevresel toksikantlara en duyarlilarindandir. Takip edilen bir gok
biyomarkérit vardir.

3. Iskelet sistemi: Baliklarda iskelet ve ylizgeg sistemi calisilmas: solungaglardan Ca
alimimini engelleyen ve C vitamini eksiklifine sebep olan kimyasallara maruziyeti
ortaya koyabilmektedir.

4, Deri: D1s etkenlere ve her tlirlii ¢evresel strese en duyarli organlardandir. Cevre ile
organizmayi ayiran en dig tabakadir, bazi deniz canlilarinda 6zellikle baliklarda strese
verilen deri cevabi mukoza salgilanmasi seklindedir ve kolaylikla tespit edilebilir.

5. Kabuklu deniz canlilari: Kabuklu deniz canlilarinda da 6zellikle sindirim, bosaltim ve
solunum epitel hiicreleri ile tireme kanallar1 ve kardiyovaskiiler sistemler, kimyasal
toksikant etkisi ile degisim gosterdiklerinden dolayr biyomarkér dokular olarak
kullaniimaktadirlar (Peters, v.d., 2002; Adamo, v.d., 1997; Akcha, v.d., 1999; Akcha,
v.d., 2000).

6. Solungag: Solungaclar devamli olarak kirleticilere maruz kalan organlardir. Ama daha
cok Oldiiriici dozlara hassasiyet goOsterirler (Domouhtsidou, v.d., 2000).
Solungaclardaki degigiklikler organizma agisindan bir telafi mekanizmasinin
islemekte oldugunun gostergesidir.

7. Tleri gdstergeler: Ureme sistemi, merkezi sinir sistemi, sinir sistemi ve kabuklulardaki
neoplazmlardir (Gold, v.d., 2001; Jotwani, v.d., 2001; Ong, v.d., 1998; Garnis, v.d.,
2004; Luceri, v.d., 2000; Canesi, v.d., 1999).

Hedef organlar ve histopatolojik indikat6rler toksikolojide biyomarkér olarak
kullanilmaktadir (Kamaleshwar, v.d., 2001; Karakog, v.d., 1998; Anderson, v.d., 1999;
Canova, v.d., 1998; Klaassen, 2001). Bu biyomarkorlerin kullaniminda da birtakim avantaj ve
zorluklar vardir. Kirleticilere maruz kalan canlilar i¢in biyokimyasal ve molekiiler
degisimlerin net sonuglarimi g6zlemlemek agisindan faydalidirlar. Kirleticilerin doku, organ
ve hiicre tiplerine etkileri, miktar ¢ok kiiclik boyutlarda iken de tespit edilebildigi i¢in
6zellikle kirliligin takip edildigi durumlarda 6n bir uyan teskil ederek ekosistem agisindan
ciddi ekolojik tahribatlar olmadan Onlemler alinabilecektir. Aym organizmaya ait farkh
organlarin analizi yapilabilir, organizmalarin bagka tiirlti degerlendirmeler icin gok kiigiik



oldugu durumlarda da is gOriir (yumurta, larva gibi) (Atienzar, v.d., 2002c), akut ve kronik
maruziyeti degerlendirebilir; zorluklar: ise: doku ve organlarin normal durumlarimin ¢ok iyi
bilinmesi geregi (Bahy, 2003), organizmanin yagam donglisii boyunca doku gelisim
evrelerinin ve yil iginde meydana gelebilecek fizyolojik farklilasmalarin iyi tanimlanmasi
ihtiyacidir. Yapilan caligmanin kalitesi yapan aragtirmacinin iginin ehli olusuyla dogrudan
alakalidir.

2.2.2. Istenmeyen DNA bilesikleri (DNA-Adduct)

Istenmeyen DNA bilesikleri (DNA-adduct) tespiti 6zel bir genotoksik materyalin varligina
dair erken bir uyar: olabilirler (Piccardo, v.d., 2001; Peters, v.d., 2002; Karakog, v.d., 1998).
Organizma toksik bir kimyasala maruz kaldiktan kisa bir siire sonra eksogen (organizma digt
madde) veya onun bir yan {irlinti DNA ile kovalent bag olusturan bir bilesen, DNA-adduct
olarak tespit edilebilir (Klaassen, 2001). Glintimiizde farkli hassasiyetlerde metodlar bu DNA-
adduct Sl¢timlerinde kullamlmaktadir. Bunlardan birkagi *?P-postlabeling, HPLC/florasan
spektrofotometri ve gegitli immunoassaylerdir (Karakog, 1997; Vincent, v.d., 1997; Vineis,
2003; Sonnenschein, v.d., 2000)

Sekil 1°de ¢ok calisilan DNA-adduct’larindan Benzo[a]pyrene’nin metabolizmasi sonucu
ortaya cikan aktiflenmis metabolitler, olusma ve etki mekanizmalar1 verilmektedir. Sekil 2°de
ise Benzo[a]pyrene’nin aktiflenmis metabolitlerinden olan Benzo[a]pyrene diol epoksitin
(BPDE), DNA ile ne sekilde adduct olusturdugu gosterilmektedir. Sekil 3’te genotoksik tesir
gOsteren ajanlar ve DNA’ya etki mekanizmalar: gosterilirken Sekil 4°te ise, kanserojen DNA-
adduct’larin DNA’ya baglanma mekanizmalan sematize edilmektedir.
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Sekil 1. In vivo sistemlerde Benzo[a]pyrene aktivasyonu ve DNA hasari olusturmada adi
gecen muhtemel yollar (Canova, v.d., 1998).
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Sekil 2. Benzo[a]pyrene diol epoxide BPDE DNA-adduct olusumlari.

Endojen Eaynaklar
Oksidatif tahribat
{hidroksilasyon, metilasyon, sarmal kinklarn)

Fizilwel Ajaniar
Capraz Baglar
* Sarmal igi
(cift fonksiyontu
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Sarmellar arasy peagopiton v2)
(cok fonksiyoniu
it el Tek Sarmal Ky
UV, X smvs.
Kimyasal Ajaniar " DNA-Protein Bilesikleri
FAHlar (sigara dumanm)
Heterosiklik axinler (beslenme) Cifi Sarmal K
Kemoterspi Tyronizan radasyon

Sekil 3. DNA hasar mekanizmalari. DNA hasart olugturan kimyasal ve fiziksel ajanlar ve
DNA iizerinde gosterdikleri etkileri zetlemektedir.



- GUANIN SiTOZIiN

< aralkilleyici ajanlar }

arilaminelleyici ajanlar )

( aralkilleyici ajanlar >

ADENIN TiMIN

Sekil 4. Kanserojen DNA-adduct’larinin kimyast.

DNA-adduct olugumunun biyomarkér olarak kullanimina dair bazi simirlamalar vardir
(Klaassen, 2001; Hodgson, v.d., 1998; Vincent, v.d., 1997; Sarasin, 2003). Bu smirlamalar 3

baglik altinda toplanabilir.

1. Bu galismalar i¢cin DNA ile baglanan adduct’larin bir sekilde zararli oldugu varsayimi

vardir, bu ise tam olarak dogru olmayabilir. Mesela, tek zincirde olan kopmalarin uzun

donemli patolojik sonuglar halen bilinmemektedir.
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2. Hiicresel bir cevap baslatan DNA degismelerinin (degisikliklerinin) seviyesi
kimyasallara gore farklilasma gosterir.

3. Arkaplan (Background) DNA-adduct olusumlari, mutasyonlar ve zincir kopmalari,
beslenme ve radyasyonun etkisiyle farkli canlilarda ve hatta farkli canlilarin da farkh
dokularinda dogal olarak gergeklesmektedir. Burada Gnemli olan DNA’ya olan tahribat ile
maruziyeti iliskilendirebilmektir (Uzonur, v.d., 2004a, b, c; Vincent, v.d., 1997; Vineis, 2003;
Hemminki, v.d., 1996; Karakog, 1997; Hahn, v.d., 1999; Gollapudi, v.d., 2000; Baumard,
v.d., 1998; Lloyd-Jones, v.d., 1997; Gold, v.d., 2001; Wang, 2001; Luceri, v.d., 2000;
Albertini, v.d., 2000).

2.2.3. DNA Degisiklikleri

Caliymamizda, DNA’da kirlilik tesirli degisiklikleri tespit etmek amaclanmaktadir. Bu
sebeple DNA degisiklerinin molekiiler biyomarkor olarak nasil degerlendirilmekte oldugu
Onemlidir.

Bir organizmanin genotoksik bir ajan tesirine maruz kalmasi sonucu bir seri genetik olay
baglayabilir: DNA’da yapisal bazi degisiklikler gergeklesir, tahribat ve yapisal degisimler
mutant genleri ve cesitli hastaliklar1 ve fenotipik, morfolojik degisiklikleri olusturur. Biitiin bu
olaylarin tespiti ise cevresel kirlilife maruz kalan organizmalarda maruziyeti ve etkiyi
degerlendirmek icin biyomarkor olarak kullamilmaktadir (Klaassen, 2001).

2.2.4. DNA Hasar

Cevresel etkilerle hasar olusan DNA’nin kendini eglemesinin olumsuz sonuglar1 olan ve
geri doniisii olmayan mutasyon olusumu ve bu mutasyonlarin neticesinde kanser olusumu
Sekil 5°de gosterilmektedir. Ancak hiicre bu en olumsuz agamaya siiriiklenmemek igin bir
takim savunma mekanizmalarina sahiptir, DNA tamir mekanizmalari, daha olmazsa hiicre
siklusunun durmasi veya ¢ok hasar gérmiis DNA’ya sahip bir hiicrenin programli intihari yani
apoptosis olugmaktadir (Strachan ve Read, 1996).
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Hasarh DNA

Hasarh DNA’
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Hiicre siklusunun Apoptosis
durmasi
Mutasyon
Kanser

Sekil 5. Cevresel etkilerle olugan DNA hasarina hiicresel cevap.

2.2.5. Mutasyonlar

DNA degisiklikleri genel bir kavramdir, mutasyon ise yine bu genel kavramin bir alt
baghgidir. Cogunlukla organizma acisindan olumsuz bir gelismedir, patolojik tesir olarak
smiflandirilabilir. Asafida DNA’da olusacak bu kalitsal degigikliklerin veya belli tip
mutasyonlarin tespitine yonelik bazi analiz yontemlerinden bahsedilmistir.

1. Onkogen aktivasyonu: Onkogenler, kanserojenlerin aktif hale getirdigi potansiyel
hedeflerdir. PCR ile ¢ogaltilan DNA’nin analizini takiben agagida adi gegen her bir niikleotid
degisikligi tespit metodunu vygulamak miimkiindiir:

o restriksiyon analizi;

o oligoniikleotid melezlemesi;

o dogrudan DNA dizi analizi;

o RNaz haritalandirmasi;

o jel kogma hizi degisim tespiti gibi;

2. Mutasyon hiz1 — Bu durumu tespite ¢aligan biitiin teknikler oldukga pahalidir. Bu yeni
teknolojinin biyomarkdr olarak degerlendirilebilmesi ¢evresel mutajenlerin  kalitimsal
etkilerinin populasyonlar bazinda degerlendirilebilmesi ile olacaktir. Giintimiizde kullanilan
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metodlar, kalici mutasyonlarin hizim1 6lgmeye yOnelik degil, daha ¢ok somatik mutasyon
hizim Slgmeye yOneliktir,

3. DNA degisikliklerinin tespitini gevresel genotoksisite degerlendirmelerinde in situ bir
markdr olarak degerlendirme fikri yakin zamanda genel bir yaklasim olma yolundadir
(Atienzar, v.d., 1998). Onceleri tiimér olusumunun ve kromozomal degisikliklerin dogrudan
takibi seklindeki uygulamalar, yakin zamanda hiicre igi kimyasal karsinogenez
mekanizmalarinin da aydinlanmasi ile yerini DNA ile interaksiyona giren toksik
kimyasallarin analitik 6lctimlerle tespitine birakmigtir (Wang, 2001).

2.3. Marmara Denizi’nde Kirlilik

Marmara Denizi, Istanbul ve Canakkale Bogazlar: ile Karadeniz ve Ege Denizi arasinda
gegis saplayan yaklagik olarak 11500 km” alana sahip bir i¢ denizdir. Marmara Denizi’nin
Karadeniz kaynakli diisiik tuzlulukta ylizey sular1 Ege’ye, Ege Denizi kaynakli yiiksek
tuzluluktaki dip sular1 ise Karadeniz’e tasmnmaktadir. Farkli yogunluktaki su kiitleleri
nedeniyle 20-40m derinliklerinde bir haloklin tabakas1 vardir.

Marmara Denizi’nin oginografik &zellikleri 1910 yilinda “Thor-Expedisyonu” aragtirma
sonuglarimin yaymlanmasindan beri bilinmektedir. Bu arastirmalardan, Marmara’da heniiz
higbir kirlenme veya ¢evre sorunu ortaya ¢ikmadan 6nceki sicaklik, klorinite, oksijen miktari,
bulaniklik, pH gibi 6nemli parametrelerin saptanmig olmasi, bu dénemden sonra olusan
degisikleri takip agsindan bir baz olusturmaktadir (Artiiz ve Baykut, 1986).

Denizlerdeki kirlenme, denizin kirleticilerle kendi aritma kapasitesi {izerinde yiiklenmesi
sonucu olugur. Kirlenme agisindan Marmara Denizi, Tiirkiye’nin en yogun niifus ve endiistri
yerlesimlerini kiyilarinda barindirmaktadir. Ulke nififusunun 1/4'iinden fazlas1 (2000 yili
itibartyle 12,5 milyon civar1) Marmara Bélgesinde barinmaktadir. Bu niifus bélgede yer alan
8 ilde toplanmug olup, bolge niifusunun %58 Istanbul'da yasamaktadir’. Bu yerlesim

merkezlerinde olusan evsel atiklar kanalizasyon sistemi ile dogrudan Marmara Deniz’ine

* hitp://www.die.gov.tr/
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akitilmaktadir. Bu atiklarin sadece bir kismi 6n aritmadan gectikten sonra denize
birakilmaktadir.

Bolge niifusu arttikca evsel atiksu desarji da artmaktadir. Niifus, 1980-1985 yillarinda
%18, 1985-1990 yillarinda, %21 civarinda artmigtir. Giintimiizde Marmara'ya; Istanbul'dan
giinde 1.2 milyon m3, Bursa'dan giinde 0.3 milyon m3, izmit'ten 0.2 milyon m3, diger 5
sehirden 0.4 milyon m3 olmak lizere bolge genelinde 2.1 milyon m3 evsel atiksu degarj
edilmektedir. Altyapinin yetersiz olmasi, kanalizasyon toplama sebekesi mevcut olan
bolgelerde ise aritma tesislerinin bulunmamasi veya isletme maliyeti nedeni ile aritma
tesislerinin ¢aligtirilamamasi evsel kaynakli kirlilik problemlerinin temelini tegkil etmektedir*
(Uslu ve Benli, 1998).

Marmara Deniz’ine ulagan kirlilik, 6zellikle {ilke niifusununu % 20’ini ve lilke sanayinin
yarisindan fazlasimi barindiran, sanayilesmenin ve yerlesmenin en yogun oldugu havzalardan
biri olan, Marmara Havzasindan kaynaklanmaktadir. Evsel atiklar; direkt desarj, derin degarj
ve nehirlerden desarj yoluyla olmaktadir. Istanbul’un kanalizasyon problemine ¢are aranmus,
derin desarj yontemi ile Istanbul Bogazi’nin alt akintisma ve bir kismi da daha yogun olan
Marmara Denizi alt suyuna desarj edilmek f{izere programlanmugtir. Istanbul’un yamsira,
Gemlik Korfezi, Erdek Korfezi, Istanbul-Tekirdag arasinda yapilan yazlik evlerin; artan
niifusun, yetersiz altyapinin, Marmara Denizi’nde 6nemli lglide evsel atiklardan kaynaklanan
kirlilige neden oldugu saptanmistir. Bu bolgelerde yapilan Sl¢timlerde ¢6ziinmiis oksijen
degerinde 6nemli miktarda azalma, fosfat ve nitrat degerlerinde artis gériilmiistiir. Marmara
Denizi alttabaka sularinda mevcut oksijen miktan, iist tabakadan c¢tken, gerek atiksular
gerekse kendi i¢ dretiminden kaynaklanan organik maddelerin oksijen tiiketimini
kargilamakta zorluk ¢ekmekte, hatta 6ziimleme kapasitesinin sinirinda bulunmaktadir (Artiiz
ve Baykut, 1986).

Istanbul atiksu sisteminin Marmara Denizi fizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla ISK1
tarafindan genis kapsamli bir arastirma yaptirilmigtir (Uslu, 1990). Marmara Denizi’nde
evsel, endiistriyel atiksularla, tarimsal arazilerden gelen drenaj sular, gemi trafigi, akarsularm
getirdigi kirlilik yiikleri gibi ¢ok gesitli nedenleri olan kirlenmenin 6niine gegilebilmesi igin
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gerek kirlilik yiikleri ve bilesimlerinin tutarli bir bigimde saptanmasi, gerekse de alici ortam
olan Marmara’nin bu ytiklere gésterdigi reaksiyonlarin ¢ok iyi anlagilmas: gereklidir.

Istanbul civarmnda bulunan 4500-5000 endiistri kurulusundan 0.3 milyon m® civarinda

atiksu desarj edilmektedir. Bu miktarin %50’si aritilmadan denize desarj edilmektedir. Izmit
Korfezinden 0.2 milyon m® kadar endiistri kaynakli atiksu desarji soz konusudur. Korfeze
desarj yapan 120 civarinda endiistri kurulusu olup, aritma tesisine sahip olanlar ancak %30
kadardir. Gemlik Kérfezi civarinda bulunan zeytincilik, sabunculuk, giibrecilik kuruluslarinin
attksular1 ile, Bandirma Korfezi etrafinda kurulu madencilik sektdriine ait kuruluglarm
atiksular1 dogrudan denize verilmektedir. Bursa Organize Sanayi Bélgesi’nde ve gevresinde
faaliyet gosteren gesitli isletmelerden yilda 6 milyon m® endiistriyel atiksu Niliifer Cay1 ve
yan kollar: ile Gemlik ve Bandirma Korfez’lerine verilmektedir. Génen gevresindeki 50 kadar
tabakhanenin atiksuyu da Kocabag ve Gonen Caylar yolu ile Erdek Korfez’ine gelmektedir.

Yogun sanayilesme, [zmit Kérfezi kuzey kiyilarimi en kirli bolgelerden biri haline
getirmistir. Doguda SEKA (selilloz, kagit), Stilfirik Asit Fabrikasi, Pakmaya (maya),
Kartonsan (karton), Pirelli (oto lastigi), Ansa (ilag), Rabak (metal), Celik Halat (gelik tel),
Lassa (lastik), Lifli Rulo (kagit), Petrol Ofisi (yag, gres), Petkim (petrol iiriinleri, alkali),
Tiipras (petrol rafinerisi), Igsas (amonyak), Yarimca Giibre (kimyasal giibre), Yarimca
Porselen (porselen), kirlilige neden olan sanayilerden bazilaridir. Dikkat ¢eken noktalardan
birisi de Dilderesi vadisidir. Nasas (Aliminyum), Basf (kimya kompleksi), Omo (deterjan
kimya), Polisan (boya, tiner, polivinil, {ire, formaldehit v.b.), ¢esitli demir-¢elik ve metal
sanayi tesisleri ile bir ¢ok kimyasal madde sanayinin gelistigi bir vadide bulunan Dilderesi
bugiin {ilkenin en yogun kimyasal madde igeren akarsularindan biridir, “(Uslu ve Benli,
1998).

Yapilan son aragtirmalara gore; Izmit Kérfezine giinde, 6.6 kg kursun, 43.2 kg ¢inko, 11.9
kg bakir, 209 kg krom, 5.1kg civa gibi agir metallerin yamsira 10.9 ton azot, 30.8 ton yag
karismaktadir. Daha giineyde Gemlik Korfezi, bir yandan gegtigi yerlerdeki tiim kirliligi
deniz ortamma tagiyan Karsak Deresi, bir yandan da korfez etrafinda gelisen sanayinin

:‘http://www.die. gov.tr/
http://www .turmepa.org.tr/
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atiklarindan dolay: giderek kirlenmektedir. Giiney Marmara’da dnemli bir kirlilik merkezi ise
Bandirma Koérfezi’dir. Korfez, kimya ve metal sanayi ile gelisen maden sanayinin neden
oldugu kirlilik ile etkilenmektedir. Bandirma Giibre Sanayi Bagfas’in atiksulari, igerdigi
yiiksek fosfor ve azot ile gevrede dtrifikasyona yol agmaktadir”.

Kara koékenli Kirleticilerin deniz ortamina ulagtiriimasinda en 6nemli mekanizma nehirlerle
tasinmadir. Marmara Bolgesi’nde uzun nehirler olmamasina karsin, pek ¢ok sayida kiiciik cay
ve nehir bulunmaktadir. Bolgedeki en 6nemli nehirler arasinda Kocabas, Gonen nehirleri,
Simav Deresi ve kollar, Nillifer, Mustafa Kemal Paga, Orhaneli, Emet dereleri sayilabilir.
Niliifer Deresi 6zellikle Bursa Organize Sanayi Bolgesi’nden gelen endiistriyel, Bursa’dan
gelen evsel atiksularla kirlenmektedir. Bigadi¢ Boraks Metal isletmeleri atiksular ile Simav
Deresini kirletmedir. Balikesir bolgesindeki endiistriyel kuruluslar ve evsel atiksular dnce
Uziimcti Deresi’ni kirletmekte ve bu kirlilik Simav Deresi’ne taginmaktadir. Gemlik
yoresindeki Karsak Deresi, Orhangazi Organize Sanayi Blgesi’nin atiklarini tagimaktadir.
Istanbul i¢in en kompleks sanayi ve evsel atiklar tastyan acik birer kanal halindeki Kagithane
ve Alibeykdy dereleri, Halig kirliliZine katkida bulunmaktadir.

Marmara Denizi, Karadeniz ve Ege Denizi’ne agik olmakla birlikte; diger tiim 6zellikleri
ile kapal1 bir deniz gériinlimiindedir. Marmara Denizi kiyilarmda yerlesim birimleri ve sanayi
merkezlerinin yanisira, yogun gemi trafigi olan limanlar da yer alir. Ayrica, her biri yerlesim
birimi olan ve &zellikle yaz aylarinda yogun yolcu tagimaciliginin yapildig1 12 ada bulunur.

Deniz araglarinin sintine, balast ve tank yikama sulari kaynakli kirlenmenin yanisira ham
petrol tasiyan tankerlerden sizan petrol denizde ¢ok genis alanlara yayilmaktadir. Istatiksel
veriler olmamasma ragmen, Istanbul Bogazi’nda deniz trafiginden kaynaklanan kirliligin
toplam kirlilige katkis1 yaklagik % 10 kadardir. Karadeniz ve Marmara’y: birlestiren Istanbul
Bogaz1 32 km uzunlugunda olup, seyir gii¢liikleri ile dolu yilda 50000 (1997 yil1 itibar ile)
geminin gectigi uluslararas: dar bir su yoludur. Fiziki yapisi nedeni ile 90000 GRT ve daha
biiyiik gemilerin ek 6nlemler almadan gegisi miimkiin degildir (Uslu ve Benli, 1998).

* http://www.turmepa.org.tr/
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Marmara Denizi’nde, Izmit, Istanbul, Bandirma, Gemlik, Tekirdag ve Gelibolu limanlarina
yaklagik 6000 gemi kayithdir. Limanlarin ¢ogu tahliye, onarim, barinma, petrol yiikleme,
bosaltma gibi ¢cok amaclidir. Gemi ve deniz araglarinin sintine atiklari ile, bunlar yiikleme ve
bosaltma sirasinda kazalar neticesinde deniz kirlilii meydana gelmektedir.

Gegmisteki {i¢ deniz kazasinda 64000 ton ham petrol, 2000 ton sivilagtirilmig amonyak,

2000 ton motorin Marmara Denizi sularina kansmistlr*, =,

2.4. Marmara Denizi’nde Kirlilik Konulu Caliymalar

Marmara Denizi’nde kirlilik ¢calismalarini {i¢ asamada toplayabiliriz; birincisi kirliligin ve
kirlilik kaynaklarmmin tespitine, ikincisi Marmara Denizi’nin dogal yapisinin ve baglantili
sistemlerin oginografik, meteorolojik, cografik, biyolojik 6zelliklerinin incelenerek su dzellik
ve hareketleri ile kendi kendini temizleme kapasitesinin belirlenmesine, i¢lincii agamast ise
kirlenmeyi engellemek ve kirliligi gidermek ve ekolojik durumun devamlilifini saglamaya
yonelik ¢alismalardir.

Birinci grupta yer alan caligmalarmn bir kismu 2.1.°de verilmigtir. Bu grupta yer alan
caligmalardan Istanbul Universitesi, Deniz Bilimleri ve Isletmeciligi Enstitlisti tarafindan
yiirtitiilen projeler kapsaminda Marmara Denizi’nde, Istanbul Bogazi boyunca ve Halig’te,
Karadéniz’de su Ozelliklerini etkileyen ve model g¢alismalarinda gerekli meteorolojik,
tabakalagsmay1 tamimlayan, birincil {iretkenligi etkileyen besin elementleri, canli yasamim
etkileyen ve karakterize eden, su kalitesini, sediment kompozisyonunu, mikrobiyolojik ve
organik kirlenmeyi tammlayan parametreler ile birincil tiretici ve tliketiciler aragtirilmaktadir.
Civa (Hg) askida katt madde (AKM), deniz suyunda Fe, Mn, Pb, Cu, Cd analizleri, askida
maddelerden Al, Fe, Mn, Pb, Cu, Zn ile, deterjan ve PAH analizleri, toplam organik karbon
ve partikiil organik karbon, klorofil 6lgtimleri rutin olarak yapilmaktadir.

ITU Cevre Miihendisligi, ISKI ve TUBITAK-MAM ile de kirlilik tespitine yonelik ortak
ve bagimsiz caligmalar ylirlitiilmektedir.

* http://www.denizcilik.gov.tr
** http://www.cevreorman.gov.tr/
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TUBITAK-Marmara Arastirma Merkezinde, Deniz Kirlilizi ve Ekotoksikoloji Grubu
tarafindan, alict su ortamlarindaki su kalitesinin belirlenmesi, kirliligin farkli matrislerde (su,
sediman, biyota) 6l¢tilerek izlenmesi, kiy1 ve i¢ sularda 6trofikasyon problemlerinin tespiti ve
ekotoksikoloji alanlarinda caligiimaktadir. Saha caligmalarindan elde edilen, kimyasal,
fiziksel, biyolojik ve spektral veriler, su ortamlarinin su kalite modelini olusturmada ve alici
su ortamlarina desarjlarla giren kirleticilerin simulasyonunda temel olusturmaktadir. Bir ¢ok
oncelikli kirleticinin, toksik/kanserojen maddelerin ¢evresel matrislerde, kantitafif 6l¢timii ve
karakterizasyonu yapilabilmektedir. Biyomark&r denilen erken uyart sistemleri, kimyasallarin
su ekosistemi fiizerinde yarattify olumsuz etkileri belirleme ve risk degerlendirmesi
calismalarinda cevre saghigimi izleme amaciyla kullamilmaktadir. Atik sularin alici su
ortamindaki toksik etkilerinin belirlenmesi amaciyla, uzun ve kisa siireli toksisite testleri (alg
veya bakteri kullanarak) yapilmaktadir. Bu testlerle, son yillarda endiistriyel atiksular igin
Onemli bir desarj parametresi haline gelen ECsq degerinin belirlenmesi miimkiin olmaktadir.
Su, sediman, su organizmalar (balik, midye vb) ve yas-kuru atmosferik ¢okelimde Polisiklik
Aromatik Hidrokarbonlar (PAH) ve Poliklorlu bifeniller (PCB) gibi Oncelikli kirleticiler
kantitatif olarak analiz edilmektedir. Oncelikli kirleticilerin besin zincirindeki transferi ve
biyotaya dogrudan veya dolayh etkileri biyoindikatér organizmalar kullanilarak
caligilmaktadir (Peters, v.d., 2002).

Istanbul Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi tarafindan Ekim 1992°de Tiirk ve Rus bilim
adamlarinin katilimi ile Marmara Denizi ve Karadenizde bir dizi yeni ekolojik ¢alismalar
yapilmustir. Ozelligi ise ARGUS denizaltisi ile {ilkemizde ilk kez yapilan dogrudan deniz dibi
gozlemleri olmasidir. 50m ile 528m’ye kadar olan derinliklerde yapilan gézlemler sirasinda
Marmara Denizi’nin dip yapisina iligkin bir ¢ok veri toplanmastir. Film ve fotograflar ¢ekilmis
ve kum, camur ve hayvan tlirlerine ait Srnekler alinarak biyolojik cesitlilikteki degisim
gézlenmistir. Ayrica son yillarda ¢agin vebasi denilen Mnemiopsis leiydi tiiriniin dagilimi
incelenmigtir. Aragtirmalar sonunda, Marmara Denizi’nde ¢6ziinmiis oksijen degerleri eskiye
oranla diistik ¢gtkmustir. Yine canli tiirlerinin ve ekosistemin hizla tahrip edildigi, bir ¢ok canli
tlrlintin azlig1 da dikkat gekmistir (Uslu ve Benli, 1998).

Istanbul Universitesi Cevre Sorunlar1 Arastirma Merkezi tarafindan 1983 yilindan beri 3
yil siire ile tiim mevsimler boyunca yapilan hidrografik ve su kirlenmesi arastirmalarinda,
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Istanbul Bogazi-Canakkale Bogazi arasinda 36 istasyondan alinan verilere gére, Marmara
Denizi’ne stirekli olarak yiiklenen endiistriyel ve evsel atiklarin seyrelme ve bagka bir yere
gb¢ etme suretiyle asimilasyonuna imkan olmadigi ve Akdeniz kdkenli %038 tuzluluk igeren
dip suyunun genelde bir kirlilik uzaklastirma araci olmayacag: diisiiniiliirken, 1986-1992
yillar1 arasinda ODTU-Deniz Bilimleri Enstitiisiince yapilan arastirmada Marmara Denizi’nin
{ist tabaka sularinin 4-5 ayda bir, alt tabaka sularmin ise 6-7 yilda bir yenilendigi ortaya
cikmustir; Karadeniz sular1 Marmara Denizi’ne Istanbul Bogaz iist akintist olarak katilir ve
havzay1 Canakkale Bogazi iist akintisi olarak terkederken, Ege Denizi sulari Canakkale
Bogaz alt akintist olarak Marmara Denizi’ne katilir ve havzayr Istanbul Bogaz: alt akintis:
olarak terk eder (Besiktepe, v.d., 1994).

Mevcut durumun tespiti ve kirliliin Onlenmesi veya giderilmesine yonelik altyapi
calismalarma 6rnek olabilecek ¢aligmalardan bahsedersek; Osmanlilar zamaninda Istanbul’da
yerlesim bolgelerinde denize ulasacak sahile dik yagmur suyu mecralar: ile lagim mecralart
yaptlmigtir. O tarihlerde niifusun az olmas: ve alici ortamin tasfiye kapasitesi sebebiyle bir
kirlenme meselesi ortaya ¢ikmamaktaydi. Niifusun artmasina paralel olarak “Yagmur suyu ve
Atiksu Kanalizasyon Projeleri”nin hazirlanmas1 mecburiyeti ortaya ¢ikmustir. Istanbul’un
atiksu toplama-uzaklagtirma c¢alismalari uzun zamandan beri devam etmektedir. Bu
caligmalardan 1950’ yillardan itibaren giindeme gelen Istanbul kanazilasyon projeleri
kapsaminda, Birlesmis Milletler Kalkinma Programi (UNDP) destek kredisi ile, Diinya Saglik
Orgiitti (WHO) &nciiliigiinde, kisaca DAMOC diye adlandirilan bir konsorsiyum tarafindan
“Istanbul Bolgesi Igmesuyu ve Kanalizasyon Master Plan ve Fizibilite Raporu”
hazirlanmgtir. Proje, Istanbul’un hemen her yerinde diizensiz akan lagim sularmn diizenli
kanazilasyonlar, kusaklamalar ve kollektorler ile pompa istasyonlarina toplamak, &n
artmadan gegirerek su tabakasina enjekte etmek olarak tammlanabilir. On kosul olarak
sularin en az 5 mg/l oksijen icermesi gerekmektedir. DAMOC ve IMC master planlari en
kapsamli olanlaridir (Damoc., 1971). DAMOC projesi esas alinarak hazirlanan Camp-Tekser
Master Plani’na gore Istanbul’da Yenikap: On Aritma Tesisi ve Ahirkap: Deniz Desarj1” insa
edilmigtir. Ayrica, Usktidar On Aritma ve Deniz Desarji Tesisi tamamlanarak devreye
sokulmustur. Netice olarak 1994 yilinda Istanbul’da sadece Yenikapr ve Uskiidar’da 6n
tasfiye tabir edilen izgara ve kum tutucudan sonra atiksular deniz desarji ile Bogaz’in alt
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akintisina verilmekte, diger atiksulardan toplanabilenler kiyillardan Marmara’ya bosaltilmakta
idi. O tarihte yagmursuyu sebekesi ile ilgili herhangi bir ¢calisma yapilmamakta olup, mevecut
sistem de c¢aligmamaktaydi. 1995 yilindan itibaren g¢evre koruma icin biiylik yatirimlar
yaptlmigtir. Atakdy Atiksu Biyolojik Aritma Tesisi tamamen yenilenerek, ilave teknolojilerle
devreye almmig, Kuzey Hali¢c Projesi gergevesinde kollektor, tiineller, Baltalimani Aritma
Tesisi inga edilmis, Baltalimani Deniz Desarji devreye alinmagstir. Giiney Hali¢ Projesi
tamamlanmis, dev Tuzla sistemi hizmete sokulmustur’.

Istanbul Su ve Kanalizasyon Idaresi, istanbul Universitesi Deniz Bilimleri Isletmeciligi
Enstitiisii ile miistereken Halic, Istanbul Bogazi, Marmara Denizi ve Karadeniz’de 49
istasyonda periyodik olarak "Su Kalitesi Izleme Calismalar" gerceklestirmektedir (Sur, v.d.,
2003).

* . .
www.iski.gov.tr
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III. GENOTOKSISITE DEGERLENDIRMELERI

3.1. Genotoksisite Nedir?

Genotoksisite, genetik materyale toksik tesir demektir. Genotoksik maddeler ile DNA
arasinda reaksiyonlar sonucu olusur. Biyokimyasal olarak veya DNA’daki hasar yansitan
kisa donemli testlerle &l¢iilebilir (Hodgson, v.d., 1998).

Genotoksisite, zenobiyotiklerin DNA ile yaptigi kovalent baglarla ilgilidir. Organ spesifik
toksikantlar, hedefledikleri dokularda diger dokulara nazaran daha yiiksek derecede olmak
iizere, in vivo ortamda makromolekiillerle kovalent olarak baglamrlar. Karacigerde
acetaminofen ve karbon-tetraklorid, bobrekte p-aminofenol, akcigerde ise ipomeanol bunlara
Ornek olarak verilebilir. Benzer sekilde, pek ¢ok kanserojenin, “DNA adduct” olarak bilinen
ve DNA’ya kovalent baglarla baglanarak yapisimi bozan olusumlan artirdif: bilinmektedir.
Reaktif metabolitler denilen bu ara/son {iriinler, ¢ogu zaman kimyasallarin, her zaman degilse
de, cytochrome P450 tarafindan metabolizmasi sonucu olugurlar. Bu metabolitler, olduk¢a
reaktif elektrofilik tabiatta olduklarindan, sadece toksik eylem sahasina degil, DNA, RNA
veya protein molekiilleri tizerindeki pek g¢ok niikleofilik sahaya baglanirlar. Bu yiizden,
kovalent baglanmanin Olgiilmesi, toksik potansiyel igin bir &lglit olarak alinmaktadir
(Hodgson, v.d., 1998; Klaassen, 2001; Devita, v.d., 1997).

3.2. Genotoksik Kimyasallarm Metabolizmasi

Genotoksik maddelerin genis bir yelpazede ¢esitlilik g6steren kimyasal yapilar1 vardir,
fakat hepsinin paylastif1 tek 6zellik kimyasal a¢idan reaktif oluslaridir (reaksiyona girebilme
ozellikleri vardir). Bunlar ya dogrudan ya da enzimlerin doniistiirme etkisiyle elektrofiliktirler
(vani elektron sever, elekiron cezbeder). Pozitif yiikltidiiler yani elektronlart noksan
kimyasallardir. Reaktif elektrofiller, biyolojik molekiillerde-proteinler ve niikleik asitler
(RNA, DNA) bulunan negatif yiiklii, elektronca zengin gruplarla kovalent bilesikler (adduct)
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olusturarak etkilesirler. DNA bazlar1 ile olusan kovalent bilesikler (adductlar) eger bir sonraki
DNA eslemesinden dnce enzimatik olarak tamir edilmezlerse, DNA eslemesi sirasinda hatalar
olugmasina sebep olurlar. Eger bu mutasyonlar hiicre biiyitimesi ve farklilasmasindan sorumlu
genlerin protein kodlayan bolgelerinde olusursa, bu tip gen iiriinlerinin fonksiyonlarini tam
olarak yerine getirememesi sebebiyle habis fenotipler ortaya ¢ikmaktadir (Sarasin, 2003).

3.3. Cok Asamah Bir Siire¢ Olarak Kanserogenez

Kanserogenezde ¢ok asamali model hayvan deneyleri ile ortaya konmustur. Bu modele
gbre kanserogenezin ilk basamag: olan baglangi¢ (initiation) asamasi geriye doniigsiizdiir. Bir
cok kanser caligmasinin sonucu bir diger teori ise kanserin klonal olugudur, yani kanser tek
bir baglatilmig (initiated) hiicreden gelmektedir. Kanserin ikinci basamagi promosyon
(promotion); baglatilmig bir kok hiicresinin klonal geniglemesidir, bu asamada hiicre
boliinmesi hizlanmigtir. Son basamak olarak ilerleme-progression yani kanserin yeni kalitsal
degisimler kazanarak kot huylu yayilan, metastatik potansiyel kazanmasidir (Hodgson, v.d.,
1998; Klaassen, 2001).

Tum6r olusumu ile ilgili bir ¢ok teori One stiriilmiistiir (Jotwani, v.d., 2001; Beneden, v.d.,
1997, Vincent, v.d., 1997):

Tahrig Teorisi (iritasyon teorisi): Kronik iritasyonlarin; termal, mekanik, kimyasal veya
iltihabi, dokularin dengesini bozarak, hiicre boliinmesini baglattifini sSylemektedir
(Kamaleshwar, v.d., 2001; Ong, v.d., 1998).

Hiperrejenerasyon Teorisi: Tahrig teorisinin devamu gibidir. Kanserlerin 6zellikle hiicre
yikim ve rejenerasyon, yeniden yapim faaliyetlerinin sik oldugu dokularda ortaya ¢iktig
hipotezini ortaya koyar (Garnis, v.d., 2004; Luceri, v.d., 2000).

Kimyasal Teorisi: Karsinojenik bir kimyasal madde ile uzun siireli temas, enzim
sistemleri {izerindeki bozucu etkilere, hiicre proteinlerinin denatiirasyonu ve kromozomlar
tizerindeki kimyasal etkiler ile tiimdr gelisimine yol agar hipotezine dayanir (Gold, v.d., 2001;
Watanabe, 2000).

25



Mutasyon (Hiicresel) Teorisi: Kanserogenez konusu, tiimér baskilayici genler {izerindeki
son c¢aligmalar sonucu biiylik bir bilimsel destek kazanmigtir. Somatik mutasyonlarin birikimi
tiimoér gelismesine sebep olmaktadir. Ancak, her mutajen kanserojen degildir ve
mutasyonlarin eksik ya da yanlisy onarimlardan da kaynaklanabilmelerine ragmen, cogu
lezyon onarilir. Onarllamayanlar ozellikle onkogen ve timdr baskilayici genlerde iseler
kansere uzanan yolu baglatirlar (Caetano-Anolles, 2001; Vineis, 2003; Wang, 2001).

3.4. Mutagenez ve Kanserogenez

Kanser, ¢ok karmagik bir ok hastalia verilen genel bir addir. Gelisimi ¢ok asamali, bir
cok genetik degisikligin sonucu olarak gézlenmektedir. Kanser hiicreleri ¢ogunlukla hiicre
boliinmesi, ¢ogalmast ve farklilagmasinda ve genomik kararlilikta anormal davramglar

gostermektedir.

Kimyasal kanserogenezle ilgili c¢aligmalar, bir maddenin kanserojenik potansiyelinin,
mutajenik kabiliyeti ile dogrudan iliskilendirilebilecegini ortaya koymustur. Yani, DNA
kanserogenezin baslangicindaki nihai hedeftir. Son yillarda kanserojenik oldugu bilinen bir
cok kimyasalin mutajenik de oldugu bulunmus, aym sekilde bir ¢ok bilinen mutajenin de
kanserojenik oldugu g6sterilmigtir.

Hiicre ¢ogalmasi ve DNA’ya zarar, mutagenez agisindan ¢ok biiyiik Snem tagiyan
kavramlardir. Hiicre ¢ogalmasi olmaksizin DNA’ya verilen zarar mutasyonlar seklinde
sabitlenemez (Sarasin, 2003; Wang, 2001; Atienzar, v.d., 2001).

DNA’nin, elektrofiller tarafindan kovalent modifikasyonu kimyasal kanserogenezin ilk
asamasidir. Eger bu modifikasyonlar diizeltilmezse DNA replikasyonunun kusursuzlugunu
ortadan kaldirarak kansere kadar gidecek kalici mutasyonlara sebep olurlar.

Kanserogenezde bir ¢ok basamak ve mekanizma vardir; bunlarin herbirinin de bagka
kimyasal ve fiziksel kirleticiler, tibbi tedaviler, ilaglar, mutajenik ve epigenetik ajanlar ile
etkilesmeleri oldugu gibi genetik altyapi, cinsiyet, gelisim evresi, DNA tamir sistemleri,
hormonlar, biiylime faktdrleri, onkogenler, timér baskilayici genler, anti metastas genleri gibi
bir ¢ok endojen faktorle de etkilesmeleri vardir.
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Zenobiotik » Non-toksik (toksik olmayan) Metabolitler — > Atiim
Reaktif Metabolitler (toksik)

Hiicresel molekiillere baglanma
(enzimler, reseptOrler, membranlar, DNA)

— .

Toksik etki Hijcresel tamir mekanizmalari
(doku hasari, kanser, fizyolojik degisimler) (DNA tamiri, protein sentezi)

Sekil 6. Toksik maddelerin canlidaki etkilesimleri. Zenobiyotikler, organizmaya girdikten
sonra: canli metabolizmasi tarafindan toksik olmayan metabolitlere doniigtiiriilerek
viicuttan atilabilmektedirler. Veya toksik reaktif metabolitlere doniigtiiriilerek
kansere kadar uzanan ve DNA’ya baglanma sonucu da olusabilecek toksik etkiler
yapabilmektedirler. Ya da, hiicresel molekiillerele baglanma neticesinde hiicresel
tamir mekanizmalarini harekete gegirmektedirler.
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Normal hiicre

mutagenez

HUCRE BOLUNMESI

Oncii tiimor —P
hiicresi

Artan genom kararsizlig

HUCRE BOLUNMESI

Tlerlemis —>
tiimor hiicresi

Daha da artan genom kararsizligi

HUCRE BOLUNMESI

Metastatik
tiimor hiicresi,
kanser

Sekil 7. Kanser olugumunda mutagenez hipotezi. Somatik mutasyonlar hiicre
boliinmesi ile sabitlenmektedir. Her béliinme ve yeni mutasyonun genomda artan
bir karasizliga sebep oldugunu gdstermektedir. Normal bir hiicre, tncii tiimér
hiicresine ve biriken somatik mutasyonlarla ilerlemis tiimdr hiicresi ve sonunda
metastatik tiimor hiicresine doniismektedir.
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3.4. Kirlilik ve Mutasyon Hizi Baglantisi

Mutasyon hiz1 belli bir zaman aralifinda bir canlimin DNA’sinda, genetik materyalinde
mutasyon-degisiklik olugma sikhifidir. Bu durum arkaplan radyasyon ve diger etkenlere baglh
olarak dogal bir siire¢ olarak az miktarda gerceklesmektedir. Ancak ¢esitli kirlilige
maruziyetin bu arkaplan mutasyon olusma hizim artirdiginu ¢esitli degerlendirme yontemleri
ile olgliyoruz. Bunlardan bir tanesi AMES testi, ya da Salmornella Mutagenicity Test
dedigimiz genetik olarak degistirilmis Salmonella typhimurium suslari kullamlarak cesitli
maddelerin mutasyon yapma Ozelliklerinin degerlendirildigi testtir. Bu test bizlere mutasyon
yapabilen kirlilik miktar1 ve mutasyon hizi arasinda birebir iligkilerin varhigini gostermistir
(Borowsky, 2001; Nevo, 2001; Wolf, v.d., 2004a, b; Sarasin, 2003; Krawetz, v.d., 2003).

3.5. Mozaiklik ve Anlami

Moziklik aligilagelmis bir kalitim sekli degildir. Mozaikligi, farkli genotiplere sahip bir
mozaik hiicreler grubunun organizmay: olusturmasi ve farkli fenotiplere sebep olmas1 olarak
ifade edebiliriz. En basit sekli ile kadinlarin fonksiyonel olarak mozaik yapan anlatimi yapilan
X kromozom genlerinin durumudur. Mozaiklik, mutasyonlar sonucu da olugsan karigik
genotipler icin de kullamlmaktadir. Ureme hiicrelerinde olan mutasyonlar, dogacak gocukta,
organizmanin tiim hiicrelerinde go6zlenecektir. Ancak somatik hiicrelerde olusacak
mutasyonlar, hem daha az belirgin hem de daha az sayida hiicreyi etkiler mahiyette olacaktir,
Klinik olarak somatik mutasyonlarin daha c¢ok sayida tibbi probleme sebep oldugu
diislinilmektedir. Kabaca 10 trilyon hiicresi oldugu varsayilan bir insanmn bir geninde
mutasyon olma frekansi bir milyon hiicre bslinmesinde bir kere siklikta olacaktir. Rastgele
bir bolgede bir mutasyon olma olasilifi ise 50000 hiicre boliinmesinde bir keredir. Bu
baglamda biitlin insanlarin birer mozaik oldugunu s6ylersek yanlis stylemis olmayiz.
Mozaikligin mertebesi ise mutasyona ugrayan hiicre sayisina, hangi genlerde olduguna ve
mutant hiicrelerin nerede ve gelisimin hangi evresinde oldugu gibi faktorlere bagh olarak
degisir. Hayatin bazi evrelerinde Oldiirticti mutasyonlar da gergeklesebilir. Yine bazi

mutasyonlar hiicre 6liimiinde etkili olabilecegi gibi yaslanma siirecinde de rol oynayabilir.
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Bazi somatik mutasyonlarin ise pozitif etkileri olabilecegi diigiiniilebilir. Mesela biiyiime
acisindan baz1 avantajlar saglayabilirler. Bu tip mutasyonlar kanser baglatici ve olusumunu
tesvik edici de olmaktadir. Tabi ki bu ¢ok diisiik frekansdaki mutasyonlarin tespiti ve
aywrdedilmesi 6zellikle arkaplan bir mutasyon olusma durumu diisiiniildiigiinde ¢ok zordur.
Bu tip somatik mutasyonlar fenotip iizerine etkisi, mutasyonun ne zaman olustuguna baghdir.
Geligimin erken bir déneminde gergeklesen bir mutasyon daha fazla yayilim gésterecektir
(Strachan ve Read, 1996).

Benzer durum biitiin canlilar igin oldugu gibi tabi ki midyeler igin de gegerlidir. Yani
biitiin canlilar arkaplan bir mutasyon hizi ve kirlilik ve diger faktSrlere maruziyetten miitevelli
bir mutasyona ugrama durumundadirlar. Siirekli kirliligin i¢cinde yasayan canlilar i¢in bu
durumun daha kaydadeger olmasi beklenir. Yani temiz bir ortamda yetistirilen ve kirli bir
ortamda yagsayan canlilar mozaiklik agisindan karsilagtirildiginda durumu net olarak
gorebilmek gerekir (Krawetz, v.d., 2003; Ross, v.d., 2002; Gottlieb, v.d., 2001; Sonnenschein,
v.d., 2000; Sarasin, 2003; Damjanovich, v.d., 2002; Nevo, 2001).

3.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve Rastgele Amplifiye Polimorfik DNA-
PCR (RAPD-PCR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction) molekiiler biyolojide
kullanilan ¢ok &nemli ve yeni bir tekniktir. PCR, spesifik bir DNA pargasimin kopyalarimm
primerler tarafindan y6nlendirilerek, enzimatik olarak sentezlenmesi seklinde tarumlanan in
vitro bir yontemdir (Strachan ve Read, 1996).

1980°li yiullarn ortalarinda, Cetus firmasi aragtiricilar1 tarafindan gelistirilmesinin
ardindan temel molekiiler biyolojik arastirmalarda (klonlama, dizi analizi ve DNA
haritalamas1 gibi) ve bir ¢ok hastaligin (Orak Hiicre Anemisi, Kistik Fibrozis, Fragile X-
Sendromu, AIDS, Losemi vb.) DNA temeline dayali tamis1 i¢in de klinik tipta hizla
kullanilmaya baglanmigtir. PCR ile insan genomik DNA’s1 gibi kompleks DNA kaliplarindan
spesifik DNA parcalarinin sentezinin birkag¢ saat iginde gerceklestirilebilir hale gelmesi, bu
teknolojinin yayginlagsmasinda baslica neden olmustur (Strachan ve Read, 1996).
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Giintimtizde PCR, allelik dizi varyasyonlarimin ggsterilebilmesi ile doku transplantasyonu
icin doku tipinin belirlenmesi, adli tip Grneklerinin genetik tiplendirilmesi (analik-babalik
tayinin) gibi tibbin diger kollarinda, tarimda (tohum saflifinin belirlenmesi), sistematik ve
evrim c¢aligmalar: gibi bir ¢ok alanda (dogadaki ¢esitli canli tiirlerinin tamss, tiirler arasindaki
polimorfizmin belirlenmesi igin) kullanilmaktadir (Strachan ve Read, 1996; Ari, v.d., 1999).

In vitro kosullarda DNA ¢ogaltilmasimn ¢esitli nedenleri arasinda; 6zgiin bir DNA
parcasinin bol miktarda elde edilmesi, molekiiler analizinin yapilmasi ve rekombinant

organizmalar elde etmek iizere gen aktarimi i¢in kullamilmas: sayilabilir.

Hiicrelerde DNA dogal olarak replikasyon ile ¢ogalir. DNA ¢ift sarmalinda birbirinden
ayrilan ipliklerin tamamlayicilar: sentezlenerek bir DNA molekiiliinden onunla ayni olan iki
yavru molekiil meydana gelir. Buna gore de hiicre boliinmesi ile yeni olusan hiicrelere tim
genler aynen gegerler. Her yeni hiicre jenerasyonunda genlerin kopya sayilarinin iki katina
¢ikmasi nedeniyle, jenerasyonlar boyunca DNA miktar1 baglangica gére tistel olarak artar..
Ornegin 30 jenerasyon sonra hiicre ve gen sayisi teorik olarak 2°° katina ¢ikar. Jn vitro
kosullarda istenilen bir genin ya da 6zgilin bir DNA dizisinin ¢ok sayida kopyasinin elde
edilmesi i¢in kullamlmaktadir. PCR ile istenilen genlerin ya da DNA dizilerinin
jenerasyonlara bagli replikasyonu, hizlandirilmig bir sekilde gergeklestirilir. Aynen dogal
hiicre bolinmesinde oldugu gibi, PCR replikasyon siirecini taklit ederek yaklagik 30
jenerasyon sonra se¢ilmis bir DNA dizisinin asag: yukar1 milyar katin1 kopyalar.

PCR, laboratuvar sartlarinda 6zel DNA bélgelerinin enzimatik sentezi igin kullamilir. Iki
sentetik oligoniikleotid primer istenilen DNA bdlgesinin karsilikli ipliklerine baglanarak
hedef bolgeyi belirler. Tekrarlanan bir seri déngii su fi¢ alt programdan olugmaktadir:

-DNA'nin Denatlirasyonu
~Primerlerin Baglanmasi

-Baglanan primerlerin Taq DNA polimeraz enzimi yardimiyla DNA'min istenilen

bolgesini gogaltmasi
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Amplifiye edilen DNA bolgesi sonugta iistel bir ¢ogalma gosterir. Ortalama 30 dongiilitk
PCR birkag milyon kez gogalma iiriinii vermektedir. Bitiin bu reaksiyonun gergeklestigi
karisim asagida adi gegen temel maddeler kullanilarak hazirlanmaktadr:

-10xPCR tamponu (NH4),SO, igermektedir.

-dNTP (deoksiriboniikleotidler, JATP, dCTP, dGTP, dTTP)
-Oligoniikleotid primerleri

-Taq DNA polimeraz enzimi

-MgCl,

-DNA

-Steril deiyonize su

1 kopya —
snor 1 | ANTPs y -
L dbngu Tag pol . dﬁngﬁ f,.«-" E—
P
e e——— > - = i 3 d-éng‘-j
30 dongii sonra T
2.147.483.600 kopya ..um- er—

Sekil 8. PCR’mn sematize gosterimi. Primerler (birbirine bakan kigik oklar) tarafindan
belirlenen hedef DNA bolgesi, in vitro olarak PCR tiipiine eklenen dNTPler, Tag DNA
polimeraz enzimi ve sekilde belirtilmeyen MgCl,, PCR tamponu ile kangtinlip PCR cihazinda
kendi kendini eslemesi saglanarak ¢ogaltlir (amplifikasyon). Her déngi, sirastyla:
denatiirasyon (94°C’de), primerlerin baglanmas: (annealing) (35°C-65°C’de) ve zincir olugma,
polimerizasyon (elongation) (72°C’de) asamalanindan geger ve her dongii ile hedef bolge 2°
kadar artar ve ortalama 30 dongii sonunda 2* kopya hedeflenen bolge cogaltilmustir.
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e

Amplifikasyon iivinlerinin elektrofores paterni

seraholler B
Primerler D
- RAPD
Amphﬁlmym SO F P—
clugan imimler e
A

Sekil 9. RAPD-PCR sematize gosterimi. Standart PCR’daki esasina dayanmaktadir. Standart
PCR primerlerine gore daha kisa (ortalama 10 bp) tek bir primer (kiigiik oklar) ile
genomik DNA iizerinde (1-7 kromozomlar) primerlerin uygun baglanmasi (oklarm yénii
ve aradaki mesafe 6nemli) sonucu bir takim amplifikasyon iiriinleri (A-E bantlari)
olusmasi esasina dayanir. Daha sonra bu iiriinler jel elektroforez yontemiyle boylarma
gore elektrik alaminda ayirilarak RAPD profilleri olusturulmaktadir.

RAPD-PCR ise bir gesit PCR uygulamasidir. Genomik DNA’y1 amplifiye etmek igin
standart PCR’dan farkli olarak tek bir 10 baz uzunlugunda oligoniikleotid primer kullamilir.
Uygun oriyantasyonlarda ve birbirlerine en fazla 5000 baz ¢ifti uzak iseler ayni primerin
karsilikli her baglanmada bir DNA amplifikasyon iiriinii olugturmasi miimkiin olmaktadir.
Amplifikasyon triinlerinin elektroforez metoduyla analizleri yapilmaktadir (Welsh, v.d.,
1990; Williams, v.d., 1990). Genellikle iki farkl1 bireyin genomik DNA amplifikasyonu farkli
amplifikasyon uriinleri vermektedir. Bir birey i¢in ¢ogalan ve bir digeri icin ¢ogalmayan bir

DNA pargacigi bir DNA polimorfizmi ortaya koymakta, boylelikle genetik bir isaret, markor



olarak kullanilabilmektedir. Bu mark6r bolgeler Mendel tipi kalitim gdstermektedir. Gen
bolgesi haritalamalarinda bu markorlerin kalitimimin incelenmesi sonucu genetik haritalar
olusturulmakta, Parmakizi c¢aligmalarinda ise canliya ait olusan profiller dogrudan
kargilagtirilarak tiir tayin edilmektedir. Bu durumlarda bantlara ait Gzelliklerin bilinmesine
gerek olmamasi metodu ¢ok kullanigh hale getirmektedir (Ari, 1999; Zwartjes, v.d., 2000).
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1 kulvar: molekiiler uzunluk markéri
2 kulvar: 1. RAPD reaksiyonu
3 kulvar: 2. RAPD reaksiyonu

Sekil 10. RAPD-PCR metoduna ait gekil, dizenlenerek alinmigtir’. 2 no’lu baglanma
bolgesinde olusan bir DNA degisikligi iirin A’nin amplifikasyonunu engellenmektedir ve elektroforez
profilinde 3 kulvarda eksik bir bant olarak gézlenmektedir.

! http://avery.rutgers.edu/WSSP/StudentScholars/project/archives/onions/rapd. html
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3.6.1. RAPD-PCR ve genotoksisite degerlendirmede uygulamalari

RAPD-PCR yontemi 14 senelik mazisi olan bir metod olmasina ve pekcok sahada
6zellikle, molekiiler taksonomi, molekiiler sistematik, evrim ve kriminal aragtirmalarda g¢ok
aranilan ve kendini ispat etmig bir yOontem olmasmna karsin, &zellikle gevre kirliligi
degerlendirmesi ve genotoksik etkinin Olgtilmesi ile ilgili literatiirde ¢ok az sayida yayin
bulunmaktadir (Welsh, v.d., 1990; Williams, v.d., 1990; Benecke, 1998). Bunlar da kirliligin
dogrudan in vivo degerlendirilmesi degil de, in vitro ya da dolayli olarak tiiriin RAPD
parmakizindeki monotonlagmanin kirlilikle paralelliginin takibi ve bu sekilde kirlilikten
dolay1 nesli tilkenebilecek tiirlerin belirlenmesi geklinde olmugtur. Cok az sayidaki yaymn
RAPD yontemini kirlilifin canli DNA’sinda yapmis oldugu degisiklikligi ortaya koyma

yoniinde kullanmustir,

Kimyasal maddelerin ve fiziksel ajanlarin DNA tizerindeki etkisini RAPD yontemi
kullanarak ¢esitli canlilarin, dokularin maruziyet sonrasinda RAPD profillerindeki
degisimlerin gosterildigi ¢alismalarin bazilar sdyledir; Bakirin (Atienzar, v.d., 2001),
mitomisin C’nin, Benzo[a]pyrene’nin, estradiollerin (Atienzar, v.d., 2002c), asbestosun
(Luceri, v.d., 2000), mordtesi 1ginlarin (Atienzar, v.d., 2000), X-1ginlarinin, radyoizotoplarin
(Theodorakis, v.d., 1999), ultrasound’un (Atienzar, v.d., 2002b), agir metallerin (Ross, v.d.,
2002; Conte, v.d., 1998) genomik DNA {istiindeki tesirini degerlendiren g¢aligmalar ile
timérlii doku ile ayni canlinin saglam bir dokusundan ayr izole edilen DNA’larinin RAPD
profil kargilagtirmalar1 ¢aligmalar1 da vardir (Jotwani, v.d., 2001; Bahy, 2003; Ong, v.d.,
1998; Garnis, v.d., 2004; Kamaleshwar, v.d., 2001; Ma, v.d., 2000; Nadig, v.d., 1998; Yang,
v.d., 2000; Wolf, v.d., 2004a; Wolf, v.d., 2004b; Nevo, 2001). Doktora calismasindan
bagimsiz yapmis oldufumuz ve yayina kabul edilmis iki ¢alismamizdan birinde rejenerasyon
Oncesi ve sonrasinda olan DNA degisimi ayni canli igin gosterilirken, bir digerinde de deniz
kirliligine maruz kalan ¢esitli baliklarin farkli dokularindan ¢ikarilan DNA’nin RAPD profil
farklilagmas: gosterilmistir (Uzonur, v.d., 2004a, c).
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IV. Mytilus galloprovincialis

4.1. Midyelerin Morfolojisi ve Biyolojisi

Mollusca filumunun Bivalvia klasisi iginde yer alan Mytilidae familyas: genis bir yayilim
alanina sahiptir. Bu familyanin en 6nemli tlirleri ise Mytilus galloprovincialis (kara midye
veya Akdeniz midyesi) ve Mytilus edulis (mavi midye veya Avrupa midyesi), Modiolus
barbatus (at midyesi) ve Perna sp., (Afrika midyesi)’dir. Ulkemiz sularimda ise Mytilidae
familyasinin ekonomik olarak degerlendirilen yukaridaki tiirlerden Mytilus galloprovincialis
ve Modiolus barbatus olmak iizere 2 tiirli bulunmaktadir. Mytilus galloprovincialis Izmir’den
Karadeniz sularina kadar toplanirken, Modiolus barbatus avciligi en fazla Ayvalik ve
civarmdan yapilmaktadir * (Uysal, 1970).

Mytilid kabuklari mikro yapiya sahiptirler. Iliman bolgelerde kabuk 2 veya 3 tabakali
argonit ve Kkalsitten olusurken diger bolgelerdeki kabuklar 2 tabaka argonit ve sedef
tabakasina sahiptirler. Genel olarak M. galloprovincialis’in kabuklari 6n (anteridr), arka
(posteritr), ventral ve dorsal kenar olmak fizere dort kisima ayrilabilir. On kenar ¢ok kisa olup
kabuklar burada birbirlerine baghdir. Ventral kenar bysus ipliklerinin ¢iktig1 kenardir. Onden
arkaya kadar diiz bir yapidadir. Ventralin tam tersi kenar ise dorsal kenar1 olusturur. Kavisli
olmas1 dikkat gekicidir. Posterior kenar ise midye kabuklarimin agildifi u¢ kisma
denilmektedir. AnteriGr-dorsal kenarda kabuklarin birbirine baglh durmasini saglayan boynuza
benzeyen ligament yer alir. Ligament iki kabuk arasinda diiz bir oluk igersindedir. Ligament
kabuklarin kapama kaslarinin kapama kuvetlerinin tersi yonde bir kuvvete sahiptir. Olen
midyede kaslar kapama kuvvetini kaybettiklerinden ligamentin aksi yondeki elastikiyetinden
dolay1 kabuklar agik kalir. Kabuklarin fizerinde umbodan itibaren kiiciik eliptik daireler
seklinde bagslayan ve kenara paralel olarak devam eden biiylime ¢izgileri vardir. Midye uygun
olmayan ekolojik sartlara maruz kaldiginda biiyiime ¢izgilerinde anormal bir siklasma, yukari
dogru kabarma veya asafilya dogru ¢Skme goriiliir. Midyelerin sag kabuklari sol
kabuklarindan 1mm kadar daha yliksektir. Kabugun ventralinde bysus yarigi vardir. Bu yarik

*http://www.tarim.gov.tr/arayuz/9/icerik.asp?efl=uretim/su_urunleri/su_urunleri.htmé&curdir=\uretim\su_urunleri
&fl=midye/midye.htm
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periostrakum kivrimlariyle 6rtiiltidiir. Hayvanin ventralinde bulunan periostrakum kivrimlari,
kabuklar kapandiginda yastik gorevi gorlirler. Kabuklar kapandiginda bysus ipliklerinin
ciktifn bu alandan igeri su veya istenmeyen maddenin girmesini engellerler (Lok, 2001;
Uysal, 1970).

Kabuklara i¢ten bakildiginda kolayca fark edilebilen iki renk goriilir. Orta kisim
beyazimsi sedef parlakligindadir. Kenarlara dogru renk koyu mavi olur. Bu iki kisim
birbirinden manto ¢izgisi ile ayrilirlar. Manto kabuk tizerinde belirgin bir iz birakar.

Kabuklar kapama kasi kesilerek agildiginda manto boslugunda su kisimlar géze carpar:
Kabuk igersine yerlesmis ve buraya sikica baglanmis manto loblari; anteritrde kabuklarin
kenetlendigi gaga seklindeki disli kismin hemen alt tarafinda ligament ekseni iizerinde, ince
yarik seklinde bir afiz; a1z etrafinda altta ve {iistte birer ¢ift olmak tizere 4 adet agiz kolu
(palial palp) bulunur. Bunlarin birbirine bakan kisimlari oluklu olup, lizerleri kirpikli epitel
hiicreleri ile ortiiliidiir. Afizdan sonra $zafagus ve ortaya yakin yerde ligament ekseni
iizerinde, dil seklinde koyu kahverengi kizilimsi renkte bir ayak ve ayagi One, arkaya
baglayan kaslar gériiliir. Ayagin hemen arka tarafinda bysus iplikleri, bunlarin ¢iktiklart ve
bissogen bezlerinin bulundugu bir siskinlik yer almaktadir. Bu sigkinligi takiben, genital
kanallarin bol olarak bulundugu mesosoma, ayagin Oniine ve arkasina dogru uzanan “V”
seklinde kaslar, 6zafagusun iki tarafinda ve kaslarin tizerinde, serebral ganglionlar, anteridr
kaslarin altinda ve mide etrafinda koyu kahverengi karacifer bezleri bulunur. Bunlarin
tizerinde viicudun iki tarafinda labial palplerden posteritr kapama kasina kadar, bir ¢ift
bojanus organi uzanmaktadir. Bojanus organlarinin dis kenarlar1 boyunca, kenar bantlar: ile
viicut duvarina tesbit edilmis, uglart serbest bir ¢ok filamentten olusan kitap yaprag: seklinde
iki ¢ift solungag, longitlidinal olarak agizin dig kenarindan posterior kapama kasma kadar
uzamr. Solunga¢ bantlar ile posterior kapama kasi arasinda fireme, bosaltim ve aniis
acikliklari, dorsalde ligamentin bittigi yerden posteriére dogru uzanan perikard boslugu ve bu
boslukta kalp bulunur (Uysal, 1970). Midyeler 2-100 um boyutlarinda olan organik ve
inorganik her tiirli partikiilii siizerek beslenirler. Ortalama 7-8 cm boyundaki bir midye saatte
10-15 1t suyu slizme 6zelligine sahiptir. Midyelerin filtrasyon hiz1 {izerine; midye biiyiikligii,
partikiil buytiklugl, partikiil yogunlugu, partikiil tirii, su sicaklifi, su akintisi etkilidir.
Midyelerde beslenme az oldugunda biiylime yavaglar veya durur. Et verimi diigser ve
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gonadlarda olgunlagsma tam olmaz, alinan doller dayaniksiz ve kiigiik olur. Sicakligin 8-10°C
civarinda oldugu kis aylarinda ise midyeler, partikil organik madde igerisinde yer alan ve
canli organizma olmayan kismi ek besin olarak kullanmaktadirlar. Kabuklu su canlilarinda

bityiimeyi sicaklik ve besin durumu etkilemektedir .
4.2. Anatomisi

Midyenin viicudu 6 temel bolimden olusur: kabuk, bas, yumusak viicut, manto, ayak ve
solungaglar. Kabuk, kalsiyum karbonat ve proteinden olusur, koruyucu bir dis iskelet
olusturur. Bag kismi kabugun i¢inde bulunur ve duyu orgam vazifesi yapar. Yumusak viicut,
kalin bir merkezi kutledir, her iki kabuga da yapigik durumdadir. Kalp ve sindirim, bosaltim
ve ureme igin gerekli diger hayati organlar igerir. Manto, kabugun i¢ kisminda yer alan ince
bir dokudur. Gorevi kabugun salgilanmasi ve kabuk ile manto dokusu arasina partikiil
maddelerin girisini engellemektir. Inci, kabukla bu doku arasina yabanci bir madde girdiginde
nacre salgilanmasi sonucu olusur. Solungaglar, viicudun her iki tarafinda bulunur. Solunum,
sizme, besinleri ayirma ve ureme i¢in Onemlidirler. Solungaglari saran siller suyun
dolagimina yardimci olur ve diginin uremesi igin gereklidir. Ayak viicudun alt kismim
olusturur ve kabuktan disart dogru uzanabilir. Ayagin elastik bir kas dokusu olmasi
dolayisiyla uzayabilme gevseyip kasilabilme ve bu sayede hayvanin yakin ¢evrede hareket

ederek kendisini gomebilme veya bir zemine (substrat) tutturabilmesine yarar (Bilecik, 1989).

Sekil 11. Midye’nin i¢ gorintiisi’

“http://www.tarim. gov.tr/arayuz/9/icerik.asp?efl=uretim/su_urunleri/su_urunleri. htm&curdir=\uretim\su_urunleri
§5ﬂ=midye/ midye.htm
http://www k12 nf ca/kingacademy/musseldissection. htm
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Sekil 12. Midye kabuklarinin iistten goriiniisii’

-

Sekil 13. Igne 'Adductor kas'i, kapama kasini gostermektedir’

) http://www k12 nf ca/kingacademy/musseldissection. htm
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Sekil 14. a, b Mavi igne ayag gostermektedir Ayaga yakindan bakis’

Sekil 15. Yesil *igne 'manto'yu
gostermektedir

Sekil 17. igne “mideyi” gostermektedir”

" http://www.k12.nf ca/kingacademy/musseldissection.htm
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Sekil 18. Sari igne 'bisal beze ve bisus iplik¢igi' gostermektedir’

4.2.1 Midyelerde yas tayini

Midyelerin biiyiimesi baz: faktorlere baghidir. Bunlar; beslenme ve bolgenin ekolojisidir.

Midyelerin biyiimesi, esas olarak beslenme ile alakalidir ki, besinlerini fitoplankterler ile

erimig organik maddeler olusturmaktadir.

Midyelerin su igerisinde kalma siiresi, midyelerin beslenmeleri ve dolayisi ile bitytimeleri
iizerinde etki yapar. Bulaniklik, tuzluluk ve 1s1 degisiklik temposu da, her giin alinan besin
miktarim degistirerek biiyiimeyi etkiler.

Az orandaki tuzluluk herzaman biiyiimeyi yavaglatir. Buna 6rnek olarak Baltik Denizi
populasyonlar: gosterilebilir. Tuzlulugu az olan bélgelerde yasamakta olan midyelerin boylari
normal deniz tuzlulugunda yasamakta olan midyelere gore daha kisadir. Baltik Denizi’nde
ozellikle Botnik Korfezi’'ndeki midyelerdeki uzunluklar ¢ok kisadir (30-40 mm). Buna
karsilik tuzlulugu daha yiiksek olan Ingiltere sahillerinde midyelerin uzunlugu 150 mm’ye

ulagmaktadir.

" http://www.k12.nf ca/kingacademy/musseldissection.htm
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Midyelerin bliylimesi, biitiin yil aym olmayan bir hizla gelisir. Biiylimenin en aktif
donemi planktonun ¢ok oldugu ve su sicaklifinin yiikseldigi doneme rastlar. Suyun ¢ok soguk
oldugu devrede ise biiyiimede bir duraklama olur. Ergin midyelerde biiylime yavas olurken,
geng midyelerde bu oran ¢ok daha hizhidir.

Midyelerin gelismesinde tizerine kendilerini yapistirdiklar zeminin yapisi rol oynar.
Beton kaziklarinda ve taglik zeminlerde yasayan midyeler, aga¢ ve demir kaziklarda, ¢amurlu
zeminlerde yasayan midyelere gore daha hizli biiylimektedirler. Bunun baglica nedeni,
midyelerin fizyolojik faaliyetleri sonucunda suya biraktiklari karbonikasit aracilifi ile
bissuslarim yapistirdiklar: taglardan, kabufun biiylimesi igin gerekli kalsiyumkarbonat't
kolayca saglayabilmelerindendir (L&k, 2001; Bilecik, 1989; Hosanoglu, 1975). Bu nedenle tas
zemin midyelerinin kabuklar1 difer zeminde gelisenlere oranla daha kalin ve yaglarina gére
boylar1 daha iridir. Midyelerin biiytime hizini saptayan diger bir faktsr de derinliktir. Yiizeye
yakm bolgelerde yasayan midyeler, derinlerdekilere oranla daha yavas biiyiirler. Ozellikle
Atlantik okyanusundaki midye yataklar, gel-git olaymmin etkisi altindaki sig sularda
bulunduklarindan, suyun c¢ekilmesi ile midyeler giiniin belirli saatlerinde, su diginda kalir ve
beslenemezler. Aym1 bolgede daha derin populasyonlar bunlara oranla daha besili ve daha
iridirler.

Cok dalgali yerlerde yasamakta olan midyeler, kapali ve korunmali yerlerde yasamakta
olan midyelere gére daha kiiciik oluglari ile dikkati cekerler. Kirlenmeye maruz kalan
sahalarda ve buna paralel olarak oksijen azlif1 s6z konusu olan yerlerde yasayan midyeler
temiz bolgelerde yasayan midyelere oranla daha kiigtik olmaktadir (Lok, 2001; Bilecik, 1989;
Hosanoglu, 1975).

Midyelerde biiylime, bolgelere gore de degisiklik gdstermesine ragmen, fikir vermek
amaciyla, literatlirde verilmis olan Odessa bankindaki midyelerin biiylimelerine ait degerler
Tablo 3’de gosterilmistir.
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Tablo 3. Odessa banklarindaki midyelerde biiyiime (Ivanov, 1967).

Yas Grubu Uzunluk (mm) Agirlik (g)
1+ 25.6 1.7
2+ 44.7 10.1
3+ 58.4 20.1
4+ 66.2 29.9
5+ 71.7 38.4
6+ 76.5 454
7+ 81.3 50.5
8+ 85.8 54.0

Farkli boy ve agirhga sahip midye gruplarinda tespit edilen gelisme farkliliklar1 kiigiik
bireylerin daha biiyilk bireylere gére, hizli biiylime aktivitesine sahip olmalar ile dogrudan
iligkilidir. Midye boyu arttikca, biiylime hizi yavaslamaktadir.

Aym populasyon iginde goriilebilecek farkli biiylime oranlari ise ¢evresel faktorlerdeki
dalgalanmalardan kaynaklanabilmektedir. Kabuklu su canlilarinda biiyiimeyi sicaklik ve besin
durumu etkilemektedir. Midyelerde biiylime ile ortamin besin konsantrasyonu arasinda
Onemli bir iligki vardir. Genel olarak midyelerde hizh bir doku artis1 (biiyiime) ilkbaharda su
sicakligimin ve buna paralel olarak ortamdaki fitoplankton ve zooplankton varliginin artmasi
ile baglar. Su sicakligimin artmas: ile iyi bir beslenme donemine giren midyelerde, yaz ve
sonbahar aylarinda protein ve karbonhidrat degerleri yiiksek olup, iyi bir kondiisyona sahip
olurlar. Kis boyunca gézlenen agirlik azalmalari karbonhidrat (Glikojen v.b.) rezervlerinin
kullanimindan kaynaklanir. Bu donemde midyelerde gametogenez ve yetersiz beslenmenin
sonucu olarak hem protein hem de yag iceriklerinin azaldi1 gozlenir (Lok, 2001). Midyelerin
biiylime hizi, ortam sicakliimin azalip ¢ogalmasindan da etkilenmektedir. Zira, midyelerin
gelismesi 6°C nin altinda ve 28°C nin tizerinde durur (Lok, 2001).

4.3. Dagilim

M. edulis ve M. galloprovincialis aslinda bir tek tlirlin cografi varyeteleridirler. Zira, M.
galloprovincialis populasyonlar: icerisinde her iki tiire ait kabuk sekillerinin tim ara
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safhalarina rastlamak miimkiindiir. Kuzey Avrupa kiyilarinda gelisen M. edulis'lerde etin
kabuga orani genellikle daha yliksektir. Bu ise, beslenme sartlarmin bir sonucudur. M.
galloprovincialis'lerin Ege Denizi, Ayvalik’da yetisen poptilasyonlarinda da boyle yiiksek et

randimani elde edilebilmektedir.

Midyeler tuzlulugu nisbeten az olan sulari tercih ederlerse de, her tiirlii tuzluluktaki
sularda yasayabilmektedirler. Bagka bir deyimle midyeler euryhalin tiirlerdir. En uygun
(optimal) tuzluluk o/oo 15-22 S dir. Karadeniz midyeleri oksijensiz (anaerobik) sartlarda
ortalama 5 glin yasayabilirler. Bu nedenle kapali kutularda canli olarak taginmalar
miimkiindiir. Su diginda kalan midyeler 10-23°C arasinda degisen nemli ortamlarda 6 giin siire
ile yasamlarini siirdiirebilmektedirler (Daguin, v.d., 1999; Beynon, v.d., 1996; Bilecik, 1989;
Hosanoglu, 1975; Uysal, 1970; Suchanek, v.d., 1997).

4.4, Beslenmesi

Midyelerin solungaglarim kullanarak gerceklestirdikleri kompleks bir beslenme
mekanizmalari vardir. Solungaglar genis ve sillerle kaphidirlar. Cevrelerindeki su kii¢tik gida
parcaciklar: tagir, bu kiigiik pargaciklar tek hiicreli algler, kiigiik hayvanlar ve olii organik
madde seklindedir. Su inhalant siphondan girerek, solungaglardan geger ve yiyecek
parcaciklar1 filtre edilerek mukus ic¢ine gomiiliirler. Mukus ve yiyecek karigimi sillerin
yardimiyla bir ¢esit akinti olusturarak agiza dogru hareket eder. Agi1z1 gegen yiyeceklerin
hazmi daha sonra midede baglar.

Midyeler 2-100 um boyutlarinda olan organik ve inorganik her tiirlii partikiilii slizerek
beslenirler. Ortalama 7-8 cm boyundaki bir midye saatte 10-15 It suyu siizme 6zelligine
sahiptir. Midyelerin filtrasyon hiz1 {izerine; midye biiyiikltigii, partikiil bliytikligi, partikiil
yogunlugu, partikiil tiirt, su sicaklifi, su akimtisi etkilidir. Midyelerde beslenme az oldugunda
biiylime yavaslar veya durur. Et verimi diiser ve gonadlarda olgunlagma tam olmaz, alinan
doller dayaniksiz ve kiigiik olur. Sicakligin 8-10°C civarinda oldufu kis aylarinda ise

midyeler, partikiil organik madde icerisinde yer alan ve canli organizma olmayan kismi ek
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besin olarak kullanmaktadirlar. Kabuklu su canlilarinda biiylimeyi sicaklik ve besin durumu
etkilemektedir (Uysal, 1970; Bilecik, 1989).

4.5. Hareket

Midyelerin hareketi kas yapisinda esnek ayaklari yardimiyla olur. Bu organ ayni zamanda
kendini gbmmek ve bir zemine tuttunmak i¢in kullanilmaktadir. Bir ¢ok midye emekleme
hareketini, bu esnek organi1 6nce u¢ kismindaki kas uzanti ile bir zemine tutunarak, sonra da
ayak kaslarin1 kasarak viicudunu One ¢ekerek yapabilmektedir. Yine benzer bir seri ayak igi
veya c¢evre Kkaslarin kasilma ve gevseme hareketi ile midyeler kendilerini
gomebilmektedirler.

oo R
4.6. Uremesi

Midyelerde ¢ogalma sistemi biitiin viicuda yayilmis kanallar ve kanalciklardan meydana
gelir. Kanalciklarin uglarnn bag dokuda ve genital organlarda son bulur. Bu kanal ve
kanalciklardan meydana gelen sistem, manto loblarinin her tarafindaki bag dokusu igerisine
yayilmis durumdadir. Ureme zamanlarinda, genital organlarin bulundugu manto dokusu
tamamen cinsiyet hiicreleri ile doludur. Bunlar mesosomada, perikardial boslugun hemen
altinda, viicudun yan duvarlarinda, karacigerin hemen tizerindeki dokularda yayilirlar. Genel
olarak {ireme sistemi solungaglar, kaslar ve ayak hari¢ viicudun her tarafina yayilmustir.
Mantonun anteriériinde yani karacierin {istiinde, lateralde ve mesosomada mevcut
kanallardan gelen kanallarin birlesmesi ile olusan genital kanal, mantonun i¢ ylizeyine,
buradan arkaya doner; viicudun diger tarfindan gelen diger kanal ile birlikte bir kanal halinde
ventral kanalda solungaclarin kenarina paralel olarak uzanir ve posteriér kapama kasmin
hemen yamindan disar1 agilir. Buras: canlinin ¢ogalma orgam agikhigidir ve kontrolii altinda
acilip kapanir. Biitlin mantoya yayilan genital organlarda ve bag dokusunda {fireme
mevsimlerinde, yogun olarak cinsiyet hiicreleri goriilebilmektedir.

* hitp://www.upei.ca/~cai/

“http://www.tarim.gov.tr/arayuz/9/icerik.asp?efl=uretim/su_urunleri/su_urunleri.htm&curdir=\uretim\su_urunle
ri&fl=midye/midye.htm
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Izmir Kérfezi’nde midyeler Eyliilden Mayis-Hazirana kadar d51 verebilmektedirler. Fakat
en yogun dol verimi Eyliil-Ekim ve Mart-Nisan aylarinda olmaktadir. Midyeler déllerini
biraktiktan sonra 1 ay iginde kendini tekrar toplayarak yeni dél iiretmektedir “(Lok, 2001). Bu
durum midyeler igin bircok faktére bagli degisim gosterse de, genelde Mart-Haziran
aylarindadar.

Midye larvalari bir siibstrata tutunduktan 6-8 ay iginde sekstiel olgunluga ulasirlar.

Midyeler ayr eseyli olup, olgun erkeklerde gonadlar krem-beyaz, disilerde ise portakal
saris1 tonlarindadir. Kabuklar kapali iken cinsiyet ayrimi yapilamaz. Ancak midye kabugunu
su i¢inde hafif a¢tifinda renklenme fark edilebilirse cinsiyetleri hakkinda konusulabilir.

Yumurta birakma siiresi ve miktar1 bulunduklari ortamdaki besin tiirlerine ve bolluguna,
tuzluluk ve su sicaklifina bagl olarak degismektedir.

Midyelerde Gonad Gelisim Evreleri

Midyelerde gonad olgunlagma stireci 4 agamada tamamlanir:

Dinlenme Evresi: Canli bu safhada, seksiiel dinlenme safhasindadir. Bag dokusu iyi
geligsmistir. Manto fildisi rengindedir. Manto dokularinda folikiiller yoktur.

Evre 1- Bu safhada, genital kanallarin epitelial tabakalarindan cinsiyet hiicreleri meydana
gelmeye .Ve folikiillerde gametogenez gériilmeye baglar. Folikiiller hizla artarak manto
dokusunu kaplar. Erkekte c¢ogalma kanalciklarinda spermatidler, diside germinal
epitelyumdan tomurcuklanma ile meydana gelen oositler bulunur. Bu safhada, folikiillerin
gelisme derecesine ve bag dokusundaki glikojen miktarina gre, biraz degisiklik géstermesine
ragmen manto rengi disilerde kirmiz1 kahverengi veya portakal renginde, erkeklerin ise agik
portakal sarisidir.

“hitp://www.upei.ca/~cai/
“http://www.tarim.gov.tr/arayuz/9/icerik.asp?efl=uretim/su_urunleri/su_urunleri.htm&curdir=\uretim\su_urunle
ri&fl=midye/midye.htm
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Evre 2- lyi gelismis folikiillerde olgun olmayan sperm ve yumurtalar bulunur.
Folikiillerde yag hiicreleri goriiliir ve glikojen miktar: artar. Erkegin mantosu kahverengi
toprak renginde ve ¢ok fazla folikiillerle kaplidir. Diginin mantosu portakal kirmiz: tonlarinda
olup, bunun tizerinde kayis: renginde ovaryumlar tesbit edilir. Erkegin mantosu disininkinden

daha diizgiince bir goriiniistedir.

Evre 3- Bu safhada midye olgundur. Mantonun bag dokusu hemen hemen folikiillerle
kaplidir. Manto sigkincedir. Manto disilerde portakal veya kirmizimsi, erkeklerde ise siit
beyaz veya kirli beyazdir.

Evre 4- Midyeler biitiin cinsiyet hiicrelerini dokmeye baglarlar. Bu esnada manto incelir
ve seffaflasir. Ureme hiicrelerini dokme aralikli bir gekilde devam ederse, bu esnada

erkeklerin mantosu beyazimsi, disilerinki ise kirmizimsi olur.

Ureme mevsiminde bosalan genital organlar, tekrar cinsiyet hiicreleri ile doldurulur.
Ureme hiicrelerinin tekrar olgunlasmasi ekolojik sartlara bagli olarak, bir ay1 gegmemek tizere
degisir. Yaz aylarinda folikiil tesekkiilti durur. Canli bu dénemde eseyli {iremenin, dinlenme
agamasindadir (Seed ve Suchanek, 1992).

Midyeler ayr eseyli olmakla beraber ¢ok nadir olarak hermafroditlik g&sterirler. Manto
igerisindeki dokularda geligen sperm ve yumurtalar olgunlaginca genital kanallardaki siller
vasitasi ile digari atilirlar. Bu hiicrelerin disar1 atilmasinda bazi uyarilar etkili olmaktadir.
Erkekler spermlerini ince uzun ip seklinde su icine figkirtarak 3-5 cm mesafeye yayarlar.
Sperm salimindan sonra midye etrafindaki suyun rengi siitiimsii bir renk alir. Disiler de
yumurtalarini {ireme orgami agiklifindan ince uzun paketler halinde 2-3 cm mesafeye
yayarlar. Paketler halinde suya birakilan yumurtalar kiirevi bir sekil aldiktan somnra,
birbirlerinden ayrilarak pembe veya kirmizi bir renkte zeminde birikirler. Ureme hiicrelerinin
birakilmasi bazen devamhi olarak 2-3 saat ve bazen de aralikli olarak 2-3 giin devam edebilir.
Eger cinsiyet hiicrelerinin hepsi birakilmaz igeride kalirsa, hiicreler dejenere olur ve viicut
tarafindan absorbe edilir. Dalgalar ve su hareketleri suya birakilan yumurta ve spermlerin
yayilip birbirine karigmasina ve déllenmenin olmasina neden olur. Ortalama bir disi 5-12

milyon aras1 yumurta tiretebilir.

48



Olgun yumurtalar alesital tipte, soluk kahverengi, kiire seklinde ve 60-70um ¢apindadir.
Yumurtalarin ortasinda gekirdek, gekirdek etrafinda da yumurta grantilleri yer alir. Spermler
toplu igne seklinde olup, bas, boyun ve kuyruk bolgelerinden olusur. Sperm 3.5-5um’dir.
Spermlere hareket saglyan kuyruklar: ise 40-60pm arasinda degisen uzunluklara sahiptir
(Lubet, 1959; Sugiura, 1962).

Yumurtalarin Inkiibasyonu ve Larva Ozelikleri

20°C’de ilk boliinme déllenmeden yaklagik 45 dak. sonra olur, Déllenmeden 24 saat sonra
silli trakofora sathasina ulagilir. Bu sathada biiylime ve hareket ¢ok hizli olup, larva sillerini
kullanarak hareket eder.

30 saat sonra, trakofora larvasinda sindirim sistemi ve dorsal bdlgenin posteridr tarafinda,
kabuk bezinin faaliyeti sonucunda kalinlagan bir kabuk goriiliir. Bu kabuk izl bir sekilde
geliserek dnce tek, daha sonra sag ve sol tarafta olmak {izere iki kabuk haline gelir. Onceleri
kiiciik olan kabuklar déllenmeden 40 saat sonra tiim viicudu kaplar. 48 saat sonra kabuklar
tamamen viicudu orterek, boyu 95 um, eni 70 pm ve kalinligi 70 um “veliger” larva safhasina
ulagiir. Bu safhada bir velum fizerinde uzun bir kamg¢t ve bunun etrafinda siller
goriilmektedir. Bir tehlike aninda velum kabuk icine ¢ekilerek kabuklar kapama kaslari ile
sikica kapatilir.

Midye larvalar1 yaklagik olarak 2-4 hafta planktonik bir yagam siirerek su siitununda aktif
olarak yiizer ve beslenirler. Larva 140-150 pm boya ulastiginda kabuklarin baglandiklari
noktada yuvarlanmig umbo goriiliir. Bu degisim ile larva, diiz mentegeli durumdan umbo
sathasina geger. Larva 210-230 pm boya ulagtifinda umbo yavag yavas menteseden yayilir ve
kiictik bir tomurcuk halini alir. Kabuk boyu 220-230 um’ye ulagtifinda larvada bazi yapilar
gelismeye baglar. G6z noktas: gelisir ve larva 245 pm’ye ulastiginda kaybolur. Larva 195-210
um iken ayak olusur ve 215-240 um boya ulasan larvalarda ise ayak aktif hale gelir.

Yaklagik 260 um’ye ulasarak pediveliger adimi alan larvalar, bu asamada metamorfoz
gecirmeye hazirdirlar. Bununla beraber uygun bir substrat olmadigi taktirde metamorfoz
10°C’de 40 giiniin izerinde 20°C’de 2 giin ertelenebilir. Metamorfozun gecikmesi durumunda

49



biiylime ¢ok azalir ve velum kismen dejenere olur. Larva beslenemez, yiizme bozulur ve 6liim
orani artar (Dare, 1976).

Larval Geligim

Midye larvalar1 15-30 giin iginde metamorfoz asamasina ulagir ve yerlesmeye baglarlar.
Larval yasam stiresi yeterli ve uygun besine, sicakhia, tuzluluga ve diger degiskenlere
baglidir. 3 haftalik bir larval dénem sonunda larva agirligs 0.1 pg’dan 1.0 pg’a ulasir. Larva
glinliik olarak agirliginin %30-60°1 kadar besine gereksinim duyar.

Larva Sliimleri su ortaminda var olabilecek predatdr organizmalardan kaynaklanabilecegi
gibi su kalitesindeki ekstrem degisikliklerden de kaynaklanmaktadir. Bir gok omurgali ve
omurgasiz bu .hareketli larvalar1 besin olarak tiiketebilmektedir. Bivalve larvalarinin
bulundugu bir stogun %3 niin poliket (Neptys ciliata) larvalar tarafindan giinliik besin olarak
kullanilabilmektedir. Diger 6liimler ise aym tlirlin veya difer suyu siizerek beslenen tiirlerin
ergin bireyleri tarafindan larvalar filtre edilerek olmaktadir (Dare, 1976).

Midye larvalarinda kabuk boyuna gore bliylime efrisi bazi verilerde lineer olmasina
ragmen, genelde sigmoidal sekildedir. Midye larvalarmin 5°C’de biiylimesi durur. Sicaklik
10-16°C arasinda biiylime oran1 artar ve yiiksek sicakliklarda ise biiylime yavaslar veya bazi
popiilasyonlarda durur. Bu sicaklik araliklari popiilasyonlarin bulunduklar: bolgeye gére az
degisiklikler g6sterir.

Baz1 midye populasyonlarinda biiylime %019°da durur, %030-32’de ise normal bilylime
gosterirken, baz1 populasyonlarda ise %014 tuzlulukta bile biiylimenin oldugu tespit edilmistir.

Midye larvalarimin biiylimesi {izerinde tuzluluk ve sicaklik etkili parametrelerdendir.
Optimum larval biiyiime 20°C’de ve %025-30 tuzlulukta olur. Biiylime sicaklik 25°C‘ye
ciktiginda ve 10°C’nin altma distiiglinde, tuzluluk ise %040 gibi yiiksek veya g¢ok diigiik
oldugunda azalmaya baglar. Midye larvalarimin biiylimesi, dar bir tuzlukluk ve sicaklik
aralifinda gerceklesmektedir. Bu, hayatta kalmalari i¢in gereken araliktan daha dardar.
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Midye larvalari stizebilecekleri biiyiikliikte olan her partikiilii filtre edebilmektedirler.
Kiilttir sartlarinda bu siiziilen maddelerin degerlendirilmesi ve degerlendirilenlerin de besinsel
kalitelerinin iyi olmasi istenir. Larva besini olarak kullanilabilecek birgok alg hiicresi tizerinde

aragtirmalar yapilarak bunlardan hangilerinin uygun besin oldugu tespit edilmisgtir.

Chlorella sp. hiicre duvarinin kalin olmasi ve metabolik artiklarinin bivalve larvalari i¢in
toksik olmas1 nedeni ile kabuklu larvalarinin beslenmesinde tercih edilen bir fitoplankton tlirti
degildir. Daha ¢ok hiicre duvari olmayan flagellali hiicre tiirleri besin olarak tercih
edilmektedir. Verilecek besin miktan kiiltlir sicaklifina, larva sayisina ve alg kiiltiir yagina
bagli olarak degisir. Tek tiir ile besleme yapmaktan ziyade karigik tiirler ile yapilacak
beslenme ile larvalar daha hizli bir biiylime gosterirler. Isochrysis galbana, Monochrysis
lutheri, Phaedactylum tricornutum, Dunaliella tertiolecta, Tetraselmis suecica, Chaetoceros

calcitrans larva beslemede kullanilan baglica fitoplankton tiirlerindendir (Bayne v.d, 1976).

Pediveliger larvalar zemine iner ve ayaf ile siirinerek uygun yer arar. Midye kiiltiir
halatlar1 gibi uygun bir substrat buldugunda, pediveliger larvalarda yerlesme islemi baglar.
Bunun i¢in bysal bez salgilariyla kendini substrata yapisir. Bu isleme yerlesme ad1 verilir. Bu
onun sesil hayata gegisinin baglangicidir,. Midye kendini bysus iplikleri ile yapistirdiginda
velum tamamen kaybolur ve suda yiizme aktivitesi sona erer. Midye larvalar: filamentli
yapilar1 yapigsmak igin tercih ederler. Diiz, plirlizstiz bir zeminden g¢ok piitiirlii ve {izerinde
fouling organizmalarin tutundugu yiizeyleri tercih ederler. Bu tercihlerinde kimyasal
cezbedilicilikten ¢ok, morfolojik cezbedici 6zelligi s6z konusudur (Dare, 1976).

4.7.Mytilus Tiirleri ile Yapuan Kirlilik Takip Cahsmalari

Mytilus galloprovincialis bir ¢gok denize ve bizim denizlerimize de 6zgii bir tiir midyedir.
Yaygmn bir tiir olusu, bulundugu ortamu temsil edebilen sabit bir canli olusu ve dzellikle de
cesitli kirlilige ¢ok dayamikli olmasi agisindan bir ¢ok kirlilik takibi ¢alismasmin anahtar
organizmas! niteligindedir. Diinyada ve bizim denizlerimizde de midye ve Mytilus
galloprovincialis “Midye gozlem” galigmalar1 adiyla uzun senelerdir rutin kimyasal kirlilik
tayin ¢caligmalarinda kullanilmaktadir.
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Midyeler kullamlarak ¢egitli kirlilik parametrelerinin Ol¢lildiigli bir ¢ok c¢alisma
mevcuttur. Bu ¢alismalardan &zellikle denizlerimizden toplanmus 6rneklerle ilgili olanlar
asafida verilmigtir: Marmara Denizi’nin degisik bolgelerinden toplanan midyelerde yapilan
civa analizleri sonuglarinin derlenmesi (Carden, v.d., 1976), ¢esitli radyoniiklidlerin ve agir
metallerin denizlerimizdeki midye etinde tayinine yonelik caligmalar vardir (Giingdr, v.d.,
2001; Oztiirk, 1994).

Midyede yapilan kirlilik g¢aligmalarinda genotoksisite tayini i¢in enzimatik biyomarkor
takibi ve DNA-adduct olusturma potansiyeli takibi yapilmistir (Ma, v.d., 2000; Minton, v.d.,
1994; Martel, v.d., 2000; Khessiba, v.d., 2001; Kaaya, v.d., 1999; Akcha, v.d., 1999; Akcha,
v.d., 2000; Piccardo, v.d., 2001; Okay, v.d., 2001; Regoli, 2000; Anderson, v.d., 1999; Inoue,
v.d., 1997; Domouhtsidou, v.d., 2000; Pollet, v.d., 1999; Canesi, v.d., 1999; Canesi, v.d.,
2002; Baumard, v.d., 1999; Jeng, v.d., 2000; Karayiicel, v.d., 1998; Micic, v.d., 2001;
Goldberg, v.d., 2000; Daguin, v.d., 1999; Beynon, v.d., 1996; Chase, v.d., 2001; Giingér, v.d.,
2001; Canova, 1998; Bilecik, 1989; Hosanoglu, 1975; Peters, 2002; Uysal, v.d., 2002;
Lafontaine, v.d., 2000; Pollet, v.d., 1999; Salazar, 1997). RAPD metodunun uygulandig: tek
bir kirlilik ¢aligmasi mevcuttur (Ma, v.d., 2000), bu c¢alisma da, kirliligin tiiriin genetik
cesitliligindeki azalmaya sebebiyeti ile ilgili bir caligmadir.

4.7.1. “Midye gizlem” ¢alismalari

“Midye gbzlem” adiyla anilan, deniz yumusakcalarindan midyelerin ¢esitli agilardan
takibini hedefleyen ve bu sayede denizdeki ve ekosistemdeki kalite, genel ve Ozel kirlilik
durumunu takibe alan bir grup ¢alisma biittin diinyada hem bilim camiasindan artan ilgi, hem
de halk tarafindan tegvik ile yiiriitiilmektedir. “Midye gézlem” programlari dzellikle baz grup
kirliligi degerlendirmede kullanilmig ve kullanilmaktadir: Yapay radyoniiklidler, petrol
hidrokarbonlar1 (PAH’lar), klorlu hidrokarbonlar (PCB’ler), pestisitler ve agir metaller, eser
elementlerden 6zellikle: As, Ni, Cd, Hg, Cu, Se, Pb ve Zn (Jeng, v.d., 2000; Goldberg, v.d.,
2000; Chase, v.d., 2001; Lafontaine, v.d., 2000; Salazar, v.d., 1997; Briand, 2002; Moore,
v.d., 1999; Jernelov, 2003; Harvey, v.d., 1998).
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4.7.1.1. Diinyada “Midye-gozlem” ¢calismalar:

Diinya’da artan g¢evre bilinci ve gevresel kirliliklerin olumsuz tesirleri yiiziinden hemen

hemen biitiin su ile temast olan iilkelerde “Midye gbzlem” programlar1 mevcuttur. Bu

programlarda iilkeler ortak ¢aligmalar igine girdikleri gibi bilylik {iniversitelerin, yine devlet

bazinda ya da belediyeler bazinda olusturulan yerel takip programlar da mevcuttur. “Midye

gbzlem” galigmast yapan baglica merkezler ve internet adresleri Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4. “Midye g6zlem” c¢alismalart ve caligmayr yapan baglica merkezler, internet

adresleri
“Midye gdzlem” program ad1 | Ulke/gehir/iiniversite/enstitii/dig. Internet Adresi
(NOAA) 'nin“Midye-gdzlem” A.B.D hiikiimeti http://www.gsf.de/UNEP/mus
programi sel.html]
Malezya “Midye gbzlem” Malezya ve Japon Hiikiimetleri | http://www.fsas.upm.edu.my/
ortak e Malezya Putra | ~aismail/musselwatch.html
Universitesi.
Kaliforniya  Eyalet “Midye | Kaliforniya ¢cevre koruma ajansi http://www.swrcb.ca.gov/pro
gozlem” grams/smw/
Gulfwatch Uluslararasi-Maine Kérfezi Takibi | http://www.gulfofmaine.org/g
ulfwatch/
Asia/Pasific “Midye gozlem” Cin Halk Cumhuriyeti Ulusal Bilim
Heyeti
Sidney Limani “Midye gézlem” | Avustralya Hiik{imeti
programi
Akdeniz “Midye gozlem” Akdeniz Ulkeleri ortaklig www.ciesm.org
Karadeniz’de, Uluslar  arasi | Karadeniz Ulkeleri UNESCO/IOC

“Midye-g6zlem”

Uluslar arast “Midye gozlem”
MW

I0C, UNEP, NOAA

http://vertigo.hsrl.rutgers.edu/
NST.html

“Midye gbézlem” konulu ¢ok sayida yayina ulagmak miimkiindiir. Ancak bu ¢alismalar
enteresan ve kaydedeger sonuglar tagiyorlarsa da tam olarak rutine gegirilememigtirler ve

ozellikle de genotoksik tesiri rutine tagtyacak nitelikte degildirler (Briand, 2002; Moore, v.d.,

1999; Jernelov, 2003).
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4.7.1.2. Tiirkiye’de “Midye-gizlem” calismalar:

Sadece Tiirkiye’nin kendi bagina gergeklestirdigi bir “Midye-gdzlem” programi yoktur.
Ancak Ttrkiye, icinde Romanya, Bulgaristan ve Ukrayna’nin da oldugu iilkeler ile ortak bir
caba icinde (Global Ocean Observing System, the “Mussel watch” programme) “Midye
gbzlem” caligmalari yapmaktadir.

Bir pilot ¢alisma olarak UNESCO/IOC igbirligi ile baslatilan “Karadeniz midye gézlem
pilot caligmasi” ilk etapta, biyolojik durumun ve gesitli eser kirlilik degerlendirmesini yapmak
icin diiglintilmiistiir. Midyelerin biyoizleme i¢in kullanmilarak ¢evrenin genel durumunun
degerlendirilmesi, basit, hasar vermeyen kan hiicreleri kullanilarak uygulanan bir yéntem olan
lizozomal biitlinliik/nttral kirmizi retension, tutulum testi ile gesitli kirlilik etkileri
degerlendirilmektedir. Testin temeli kirlilige fazlaca maruz kalan canlilarda nétral kirmizi
boyasinin lizozomlarda kalig siiresinin temiz canlilara gére ¢ok azaldigidir. Bu durum tespit
edilerek toksik madde maruziyeti biyolojik olarak Slgiilmektedir. Bu testin sonuglari, gesitli
kimyasallarin konsantrasyon verileri, Biyolojik Oksiyen Ihtiyaci (BOD) ve Toplam Askida
Madde (TSS) degerleri ile de dogrudan korelasyon géstermektedir.

Rutin bir analiz yontemi olarak uygulanmasa da cesitli radyoaktif izotoplarin
biyokinetiklerinin incelendigi ¢aligmalar Cekmece Niikleer Arastirma ve Egitim Merkezinde
Mytilus galloprovincialis kullanilarak stirdiirlilmektedir *(Giingér, v.d., 2001).

CIESM destekli, Akdeniz ve Karadeniz Midye Izleme projesi kapsaminda Cekmece
Niikleer Aragtirma ve Egitim Merkezi'nin (CNAEM) yer almaktadir. CNAEM’in Karadeniz,
Marmara ve Ege Denizlerinde (izmir'e kadar) 17 adet midye izleme istasyonlar
bulunmaktadir. Bu istasyonlardan radyoaktivite ve agir metal kirliligi ile ilgili veri
toplanmaktadir. CNAEM, midyenin yasamadigi Izmir-Hatay arasinda 6 istasyona da midye

transplantasyonu yapmlstlr*.

* http:/fwww.taek.gov.tr/
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4.7.2. Mytilus galloprovincialis’in genotoksik tesiri takip icin bir model olarak
degerlendirilmesi

Midyeler bulunduklar1 ortami temsil eden canlilardir. Stizerek beslenirler, dis déllenme ile
tirerler, kirli bolgelerde dagilim gosterebilirler. Cesitli organik ve inorganik kirlilik igin
direngli tiir olduklar: bir cok calisma ile gosterilmistir. Mytilus galloprovincialis (Lmk.) su
ana kadar yayilim goOsterdifi denizlerde tek tiir olarak belirtilmigtir. Cok degisken
sicakliklarda, tuzlulukta, pH’da yasamlarin stirdiirebilirler. Yine ¢ok degisik kirliliklere agir
metal, mikrobiyal, pestisit, PAH, radyoniiklid direnglidirier, bu tip kirlilikleri viicutlarinda
cesitli organlarinda deniz suyunun bazen binlerce misli olacak konsantrasyonlarda
barindirdiklar: gozlenmistir. Bagka canlilar i¢in barinma mekam olustururlar. Kendilerini
sabitleyecekleri yerleri rastgele secmezler ancak tam olarak neye gore sectikleri net degildir.
Besin piramitinde gok 6nemli yerleri vardir, hem dier deniz canlilar i¢in hem de insanlar
icin degerli bir gidadir. Cesitli kirliligi biinyesinde barindirmasi ve bu kirlilii besin zincirinin
diger halkalarina gegirisi ile ilgili bir ¢alisma bilgimiz dahilinde degildir. Hem insan, hem
diger canlilarin gidasi olmasi agisindan, denizlerin akciger ve karacigerleri vazifesi gérmesi
sebebiyle ¢ok 6nemli rolleri olan bu canlilarin hem genetik agidan degerlendirildigi, hem de
genotoksik tesir agisindan model olarak degerlendirildigi ¢alisma sayis: yok denecek kadar
azdir (Harvey, v.d., 1998).
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V.MATERYAL ve METOD

5.1.Materyal

5.1.1. Mytilus galloprovincialis 6rnekleri

Tablo 5. Mytilus galloprovincialis Grneklemelerinin yapildigi lokasyonlar, midyelerin

biiyiiklikleri ve 6rnekleme dénemleri

Ornek Ornekleme Yapilan Yer ve Varsa Tutunma| Ornekleme
No/biiyiikliigl Yiizey Ozellikleri Tarihi veya Mevsimi
M1/4.47 cm Florya —Volga Neft Sahasi Dipten Kasim 2001
M2/5.07 cm Florya —Volga Neft Sahas1 Dipten Kasim 2001
M3/6.38 cm Florya —Volga Neft Sahas1 Dipten Kasim 2001
M10/5.7 cm Beykoz Belediye Tesisleri yan Subat 2002
M11/3.5cm Beykoz Belediye Tesisleri yan1 Subat 2002
M12/4.0 cm Galata K6prii Demir Ayaklari Subat 2002
M13/3.0 cm Galata K6prii Demir Ayaklar Subat 2002
M14/5.5 cm Florya Sahil Subat 2002
M15/3.5 cm Florya Sahil Subat 2002
M16/2.5 cm Florya Sahil Subat 2002
M17/3.3 cm Florya Sahil Subat 2002
M18/4.6 cm Florya Sahil Subat 2002
M19/3.5 cm Anadolu Kavagi Giris/kaya Subat 2002
M20/5.3 cm Anadolu Kavag Giris’kaya Subat 2002
M21/3.8 cm Anadolu Kavagi Giris/beton Subat 2002
M22/5.6 cm Fenerbahge Subat .2002
M23/3.0 cm Fenerbahge Subat .2002
M24/3.2 cm Fenerbahge Subat 2002
M25/2.1 cm Fenerbahce Subat 2002
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M26/4.7 cm Sartyer-Merbalik 6nii beton May1s 2002
M27/2.2 em Sariyer-Merbalik 6nii beton Mayis 2002
M28/5.1 cm A. kavag girig Mays 2002
M29/2.5 cm A. Kavag giris Mayis 2002
M30/5.6 cm Beykoz May1s 2002
M31/1.3 cm Beykoz Mayis 2002
M32/6.5 cm Florya belediyeden sonraki koy Mayis 2002
M33/2.2 cm Florya belediyeden sonraki koy Mayis 2002
M34/3.1 cm Florya belediye tesisine en yakin koydan,-deniz Mayis 2002
' ¢ok pis ve yosunlu

M35/1.9 cm Florya belediye tesisine en yakin koydan Mayis 2002
M36/5.2 cm Florya belediye tesisine en uzak koydan Mayis 2002
M37/2.8 cm Florya 3 belediyeye en uzak koydan Mayis 2002
M38/7biiyiik Izmir-M44, 45, 46, 47, 48 nolu &rneklere ayrildi Haziran 2002
M39/ ?orta [zmir Haziran 2002
M40/? bityiik [zmir Haziran 2002
M41/5.3cm Burgaz Adasi-ASSK 0Onii, demir duba, kabuk Agustos 2002

yosunlu ve fosilli
M42/1.3cm Burgaz Adasi-ASSK 0nil, demir duba, kabuk Agustos 2002

koyu renk
M43/0.9cm Burgaz Adasi-ASSK 6nii, demir duba, kabuk Agustos 2002

acik renk iki midye M41’e yapisik
M44 M38 nolu 6rnek-Sil Haziran 2002
M45 M38 nolu 6rnek-Manto Haziran 2002
M46 M38 nolu 6rnek-Solungag Haziran 2002
M47 M38 nolu 6rnek-Ayak Haziran 2002
M43 M38 nolu ornek-Mide Haziran 2002
M49/6.2cm Unkapan képriisii, kiyidan, belediyenin yeri, Eyliil 2002
M50/5.2cm Unkapani k6priisti, kiyidan, belediyenin yeri, Eyliil 2002
M51/4.2cm Unkapan kdpriisti, kiyidan, belediyenin yeri, Eyliil 2002
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M52/3.7cm Unkapam kopriisti, kiyidan, belediyenin yeri, Eyliil 2002
M53/2.9cm Unkapan: kopriisii, kiyidan, belediyenin yeri, Eyliil 2002
M54/2.3cm Unkapani kopriisti, kiyidan, belediyenin yeri, Eyliil 2002
MS55/1.8cm Unkapan kopriisii, kiyidan, belediyenin yeri, Eyliil 2002
M56/1.1cm Unkapant kopriisti, kiyidan, belediyenin yeri, Eyliil 2002
M57/4.9cm Unkapam kopriistinden (orta samandira demir) Eyliil 2002
grab ile kaztyarak
M58/4.0cm Unkapam kopriistinden (orta samandira demir) Eyliil 2002
grab ile kaziyarak
M59/2.6cm Unkapan1 kopriistinden (orta samandira demir) Eyliil 2002
grab ile kaziyarak
M60/1.6cm Unkapam kopriistinden (orta samandira demir) Eyliil 2002
grab ile kaziyarak
M61/5.0cm Sile Nisan 2002
M62/4.2cm Sile daha koseli ve enli kabuklar1 var Nisan 2002
M63/3.7cm Sile Nisan 2002
Mé64/3.3cm Sile daha koseli ve enli kabuklar1 var Nisan 2002
M65/2.9cm Sile Nisan 2002
M66/0.8cm Sile daha koseli ve enli kabuklari var Nisan 2002
M67/5cm (Canakkale) Carrefour midye ig Ocak 2003
Mé68/4.7cm (Canakkale) Carrefour midye i¢ Ocak 2003
M69/3 cm (Canakkale) Carrefour midye i¢ Ocak 2003
M70/2.5cm (Canakkale) Carrefour midye ig Ocak 2003
M71/3 cm (Canakkale) Carrefour midye ig Ocak 2003
M72/3.0 cm (Canakkale) Carrefour midye i¢ Ocak 2003
M73/6.85cm Saros korfezi, Erikli’den dalgiglarca ¢ikartildi Eyliil 2003
M74/1.28cm Saros korfezi, Erikli’den dalgiglarca ¢ikartild: Eyliil 2003
M75/1.26cm Saros korfezi, Erikli’den dalgiglarca ¢ikartildi Eyliil 2003
M76/1.10cm Saros korfezi, Erikli’den dalgiglarca ¢ikartildi Eyliil 2003
M77/1.41cm Saros korfezi, Erikli’den dalgiglarca gikartildi Eyliil 2003
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M78/0.86cm Saros korfezi, Erikli’den dalgiglarca ¢ikartild: Eyliil 2003
M79/0.57cm Saros korfezi, Erikli’den dalgiglarca gikartild: Eyliil 2003
M80/0.57cm Saros korfezi, Erikli’den dalgiclarca ¢ikartildi Eyliil 2003
M81/0.92cm Saros korfezi, Erikli’den dalgiclarca ¢ikartildi Eyliil 2003
M82/5.0cm Saros korfezi, Erikli’den dalgiclarca ¢ikartildi Eyliil 2003
M83/0.9cm Saros korfezi, Erikli’den dalgi¢larca gikartildi Eyliil 2003
M84/1.04cm Saros korfezi, Erikli’den dalgiclarca gikartild: Eyliil 2003
M85/1.63cm+0.56 | Saros korfezi, Erikli’den dalgiclarca ¢ikartilan Eyliil 2003
cm+1.11em+1.03cm | birkag 6rnek birarada

+0.91cm

M86/6.13cm Saros korfezi, Erikli’den dalgiglarca ¢ikartildi Eyliil 2003

5.1.2. Cihazlar

o Sivi azot tanki (-196°C), Statebourne cryogenics

e PCR cihazi, Techne-Progene

o Dijital kamera, elektroforez fitreleri, Sanyo VPC-AZ1

e Santrifujlar, Techne-Genofuge,

e Elektroforez cihazlari, E-C Apparatus Cooperation-EC175, EC350, EC370M
e Giig kaynag1, E-C Apparatus Cooperation-EC570

e Jel dokiimantasyon sistemi, BIORAD-Geldoc 2000

e UV-Illiiminat6r, Vilber Laurmat

e Sogutucular -20°C, +4°C, Argelik, Ugur derin dondurucu

e Mikropipetler, Jencons-Sealpette, Thermal Lab systems-Finpipette, Isolab-Biohit
¢ Vortex-Electro mag-M16

e (Calkalamali su banyosu, Techne-Tempotte TES8D, Nuve-ST402

o Inkiibatsr, Nuve, Heraeus

e Otoklav, ERNA

¢ Distile ve deiyonize su cihazlari, SCHOTT
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Hassas teraziler, LIBROR-AEG-120, LIBROR-EB-2200H
Manyetik karigtiric1 ve 1siticilar, Electro mag, Thermal lab aletleri
Isitici, Techne-dri-block DB-2A

Diseksiyon Mikroskopu, Olympus-SZ-PT

Spektrofotometre, UV-1208

Dijital fotograf makinasi, SANYO model VPC-AZ1EX, Japonya
Elektroforez filtreleri
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5.1.3. DNA izolasyon kimyasallar:

DNA izolasyonu igin MN Nucleospin Tissue Kit kullanilmustir. Kimyasallar ve metod
kitapgiginda tarif edildigi gibi hazirlanmis ve uygulanmigtir.

5.1.4. RAPD-PCR kimyasallar

RAPD-PCR kimyasallar1 Fermentas’tan, primerler ise Operon teknolojilerinden
alinmugtir. Kullanilan kimyasallar: 10xPCR tamponu (NHy),SO4 icermektedir, ANTP, (2 mM
deoksiriboniikleotidler, dATP, dCTP, dGTP, dTTP), Primer, Taq DNA polimeraz enzimi,
MgCl, mM, DNA, Steril deiyonize su.

5.1.4.1.0ligoniikleotid primerler

Tablo 6. Kullanilan primerlerin ticari isim ve dizileri

Primer Adx Dizisi Primer Adx Dizisi

Tube A-01 5'-CAGGCCCTTC-3' Tube B-01 5'-GTTTCGCTCC-3'

Tube A-02 5'-TGCCGAGCTG-3' Tube B-02 5'-TGATCCCTGG-3'

Tube A-03 5'-AGTCAGCCAC-3' Tube B-03 5'-CATCCCCCTG-3'

Tube A-04 5'-AATCGGGCTG-3' Tube B-04 5'-GGACTGGAGT-3'
Tube A-05 5'-AGGGGTCTTG-3' Tube B-05 5'-TGCGCCCTTC-3'

Tube A-06 5'-GGTCCCTGAC-3' Tube B-06 5'-TGCTCTGCCC-3'

Tube A-07 5'-GAAACGGGTG-3' Tube B-07 5'-GGTGACGCAG-3'
Tube A-08 5'-GTGACGTAGG-3' Tube B-08 5'-GTCCACACGG-3'
Tube A-09 5'-GGGTAACGCC-3' Tube B-09 5'-TGGGGGACTC-3'
Tube A-10 5'-GTGATCGCAG-3' Tube B-10 5'-CTGCTGGGAC-3'
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Tablo 6’nin devami

Tube A-11

Tube A-12

Tube A-13

Tube A-14

Tube A-15

Tube A-16

Tube A-17

Tube A-18

Tube A-19

Tube A-20

5'-CAATCGCCGT-3'

5'-TCGGCGATAG-3'

5'-CAGCACCCAC-3'

5'-TCTGTGCTGG-3'

5'-TTCCGAACCC-3'

5'-AGCCAGCGAA-3'

5'-GACCGCTTGT-3'

5'-AGGTGACCGT-3'

5'-CAAACGTCGG-3'

5'-GTTGCGATCC-3'

Tube B-11

Tube B-12

Tube B-13

Tube B-14

Tube B-15

Tube B-16

Tube B-17

Tube B-18

Tube B-19

Tube B-20

5'-GTAGACCCGT-3"

5'-CCTTGACGCA-3'

5'-TTCCCCCGCT-3'

5'-TCCGCTCTGG-3'

5'-GGAGGGTGTT-3'

5'-TTTGCCCGGA-3'

5'-AGGGAACGAG-3'

5'-CCACAGCAGT-3'

5'-ACCCCCGAAG-3'

5'-GGACCCTTAC-3'

5.1.5. Jel elektroforez kimyasallar:

5.1.5.1. Denature edici poliakrilamit jel

10XTBE

Instajel Sollisyonu

Stop Soliisyonu (2X) :

890 mM Borik Asit, 20 mM NazEDTA,

890 mM Trisma Base (pH 8.3),
8% Acrylamide/Bisacrylamide (19:1),

8 M Ure, 1X TBE Tampon Cozeltisi,

95 % Formamid, 20 mM EDTA,

0.05 % Bromofenol Mavisi, 0.05 % Xylen Cyanol

5.1.5.2. Agaroz jel

Agaroz, Tris Borik Asit EDTA TBE tamponu (10x), Distile su, EtBr, Bromofenol mavisi

BPB: yiikkleme tamponu, boy markérii: generuler 100 bp DNA merdiveni (ladder).
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0.5XTBE Tampon ¢6zeltisi

10 x Yiikleme Tampon Cozeltisi :

Ethidium bromid
% 1’lik Agaroz

2 mM NayEDTA, 89 mM Borik asit,

89 mM Trisma Base (pH 8.3)

2.5mg/ml Bromofenol mavisi, %1°1ikSDS,

2 ml gliserolde ¢oziiliir.

10 mg/ml

1% Agarose (SeaKem, USA), 0.5 x TBE Tampon

cozeltisi ile karigtirilarak hazirlanir,

5.1.6. DNA Gériintiileme kimyasallar

a. EtBr Bovamasi
Ethidium bromid

b. Giimiis Bovamasi

Tampon ¢ozeltisi A
Tampon ¢ozeltisi B

Tampon ¢dzeltisi C

Tampon ¢ozeltisi D
Tampon ¢bzeltisi E

5.2. Metod

10 mg/ml

10% Etanol, 0.5% Glacial Acetic Asit

0.1% AgNO>

15¢ NaOH, 0.1g NaBH4, 4 m! Formaldehyde
(37%), 1 It’ye dH7O ile tamamlanir

7.2g NapCO3 1 It. dHyO’de ¢oziilerek

5 % Gliserol

5.2.1. Midye drneklerinin toplanmasi

Caligmada kullanilan &rnekler Tablo 5°te belirtilen zamanlarda, sekillerde ve yerlerden,
cogu zaman kendi imkanlarimizla, kiyidan ve kismen de dalgiclardan yardim alinarak dipten

toplanmugtir.

Midyelerin boylar1 kabuklu halleriyle kumpas ile &lgiilmiis, bu degerler Tablo 5’te
belirtilmistir. I¢ midyelerde belirtilen boy ¢ok anlamli degildir ancak fikir verici olmasi

maksadryla donmus sekilde iken cetvel yardimiyla Slgtilmiigtiir.
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Ornekler, Hali¢, Unkapani K6priisti’niin ayagindan ve aym kopriiniin bulundugu kiyida,
kaya zemine tutunmug olanlardan, Florya—Volga Neft Sahasi dipten, Beykoz Belediye
Tesisleri yani, Galata Koprii demir ayaklari, Florya Sahili’nden, Anadolu Kavag giriginden,
Fenerbahge, Sartyer, Sile, Izmir, Burgaz Adas1-ASSK &nii ve temiz bolgeyi temsilen de Saros
korfezi, Erikli’den, 2001 Kis-2003 Sonbahar dénemlerinde toplanmigtir. Gida olarak kiiltiirti
yapilan Canakkale midyesi dondurulmus olarak (-20°C) marketten (Carrefour) temin
edilmisgtir.

5.2.2. DNA izolasyonu

Midyenin toplam DNA’s1 yamt sira, bir &rnek (M38) icin ayr ayri doku DNA’s1
cikartilmigtir (M44-M48). Bir 6rnek (M85) i¢in ise birka¢ boy midyenin dokular1 aynm1 anda
bir karigim olarak homojenize edilmis ve DNA bu homojenattan asagida belirtildigi sekilde
cikartilmustir.

DNA izolasyonunun ilk asamasi olarak biitiin 6rnekler homojenize edilmigtir. DNA
izolasyonu igin MN Nucleospin dokudan DNA izolasyon kitinin doku 6rneklerinden DNA
cikartma protokolii takip edilmigtir. Homojenizasyon igin &rneklerin iistiine, 6rnegi kapatacak
sekilde T1 soliisyonu eklenmistir ve 6rnekler 6nce sivi nitrojen tankinda dondurulmus, sonra
56°C’de su banyosunda ¢Oziilmiis, bu iglem 2-3 defa tekrarlanarak hiicrelerin pargalanmasi
saglanmigtir. Bir diger Omek homojenizasyonu metodu olarak Ultraturrax marka
homojenizator ile yiiksek devirde homojenizasyon yapilmustir, Devaminda 6érneklerin iistiine
25ul proteinaz K soliisyonu eklenmis ve Ornekler 1-3 saat arasi 56°C’de calkalamal su
banyosunda inkiibasyona birakilmiglardir. Inkiibasyon sirasinda ve sonrasinda vortekslenen
Omeklere B3 nolu soliisyon eklenmis, 70°C’de bekletilen Ornekler santrifuj edilerek
istenmeyen hiicre kalintilar1 ¢oktiiriilmiigtiir. DNA’y1 tam olarak saflagtirmak igin &rnekler
Nucleospin kolonlarina gegirilmistir. Bir seri DNA temizleme soliisyonu ile santrifiij edilip,
en son kolona bagli temiz DNA, 70°C’de 6n 1sititlmis BE soliisyonu ile kolondan ¢&ziiliip,
1.5ml’lik steril bir plastik tiipte toplanarak -20°C’de saklanmustir (Minton, v.d., 1994).
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5.2.3. RAPD-PCR

RAPD-rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA’dir. RAPD  reaksiyonlart PCR
reaksiyonlaridir ancak bilinmeyen bolgelerin ¢ogaltilmasini saglarlar ve bu sebeple rastgele
bir ¢ogaltmadan bahsedilmektedir. PCR reaksiyonunda daha 6nceden dizisi belitli bir DNA
bolgesine gidip, DNA’ nin her iki zincirine de 5°—3° yoniinde baglanacak 6zel primer diziler
tasarlanir ve liretilir ve bu sayede sadece primerlerce belirlenmis olan &zel bir bélgenin

cogaltilmas: saglanir.

Yontemi uygulamak icin rastgele dizilerden olusan ¢ofu zaman 10baz ¢iftlik
oligoniikleotidlere ulagsmak 6n sarttir. Bu malzeme ¢alismamizda Qiagen firmasindan temin
edilmistir. Her bir tiip primer yaklagik 1000 amplifikasyon i¢in malzeme igermektedir. Gelen
materyal liyofilize haldedir ve steril su ya da pH’1 7 olan TE (Tris EDTA) tamponu iginde
¢oziilerek uzun stireli dayanikliligini ve safligim muhafaza edebilmesi igin birkag¢ kullanimlik
tiiplere ayrilarak —20°C’de muhafaza edilir. Bu transfer islemleri sirasinda her tiirlii kullanilan
malzemenin temiz ve steril olmasina (6nceden otoklavlanmig) dikkat edilmelidir. DNA
amplifikasyonu i¢in tavsiye edilen reaksiyon karigimi: 10 mM Tris-Cl, pH 8.3, 50 mM KCl, 2
mM MgCly, % 0.001 jelatin, 100 pM herbir dATP, dCTP, dGTP, ve dTTP, 5 picomole tek bir
10-bazlik primer, 25 ng genomik DNA ve 0.5 iinite Taqg DNA polimeraz enzimi kullanilarak
steril su ile 25 pl’ye tamamlanacak kompozisyonda olmalidir. Amplifikasyon ise, iyi kalite bir
termal cycler, PCR cihazi kullamilarak 45 dongii olacak sekilde, dnce 94°C’de 1 dakika, sonra
36°C’de 1 dakika ve en son 72°C’de 2 dakika olarak programlanmalidir. Bu asamalar
DNA’nin 6nce denatiire olmasi, sonra primerlerin eglesebildikleri bolgelere baglanmalari, en
son da Taq polimeraz enziminin bu primer baglanan bolgeleri sentezleyebilmesi igin
gereklidir. Amplifikasyon sonucu olusgan firlinler ¢ogu zaman %1-2’1ik agaroz jel elektroforez
yontemi kullanilarak ve florasan EtBr ile boyanarak (DNA’nin bazlari arasina niifuz ederek
etki gosterir) bant profilleri seklinde UV 1181 altinda gézlemlenebilir. Elde edilen
amplifikasyon {irtin sayis1 her reaksiyon igin primere, kullanilan genomun dizisine, genom
bityiikliigiine baglh olarak degisiklik gosterir. Kullanilan primerlerin genom iizerinde rastgele
eslestigi varsayilirsa, olasilik teorisine gore amplifikasyon iiriin sayis1 2.5 x 10° x G kadar

olacaktir. Bu formiilde G, baz ¢ifti olarak haploid genomu temsil etmektedir.
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PCR reaksiyonunun gerceklesmesi i¢in primerlerin karsilikli baglanmasi (Sekil 9°da dogru
baglanma gosterilmistir) sarttir. Ikinci bir sart ise primerlerin birbirlerine olan uzakliklarinin
belli sinirlar i¢inde olmasidr.

Sekil 9 ve 10°da RAPD reaksiyonu net olarak sematize edilmektedir. Sekil 10°da uzun
kalin ¢izgi hedef DNA’yi, kiiciik oklar rastgele segilmig bir primer dizisinin bir ¢ok kopyasin
ifade etmekteler. Oklarin yonti DNA sentez y6niinii de gostermektedir. 1, 2, 3 no’lu oklar
DNA’nin 5°—3’ yoniinde baglanan primerleri, 4, 5, 6 no’lu primerler DNA’ya 3°—5’
yoniinde baglanmay1 gostermektedirler. Gergeklesen PCR reaksiyonu sonucunda boyle bir
reaksiyon bu primer baglanmalarindan sadece A ve B ftriinlerini olusturur. Tkinci sekilde
gOriildiigii gibi 2 numarali primerin baglanacagi bolgede bir degisiklik sebebiyle baglanma
gerceklesememektedir ve reaksiyon sonucu sadece B iirtinii olugmaktadir. 1 ve 4 numarali
primerlerin birbirlerine olan mesafeleri reaksiyonun gerceklesmesi i¢in ¢ok uzun olmasa

aslinda bir reaksiyonun o bdlge icin de ger¢eklesmesi beklenmektedir.

Yapilan optimizasyonlar sonucu 25ul PCR karigimu hazirlamak icin primerden 30 pmol,
200l her bir ANTP’den, 1 pl Taq DNA polimeraz enzimi, 1x PCR tamponu, 4ul MgCl, ve 10
pg DNA distile su ile 25 pl’ye tamamlandiktan sonra reaksiyona hazir hale getirilmigtir.

Program sartlari;
1. Program 94 °C 3 dakika
94 °C 30 saniye
2. Program 36 °C 30 saniye 45 dongi
72 °C 45 saniye
3. Program 72 °C 5 dakika

Primerler canlimin genomuna bakilan pencerelerdir. Bu primerlerin sayisi ne kadar
arttirilirsa genom hakkinda o kadar net bir goriis elde edilir. Caligmamizda bazi primerler
homojen bir bant paterni vermistir. Bazi primerler de her denemede sonu¢ vermemistir.

Bunun icin herbir primer ile en az iki 6rnek, iki ayr1 kez denenmistir, ayn1 denemede stirekli
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sonug veren midye 6rnegi DNA’s1 (M3) ve primerler (OPB18 ve OPAS8) de kontrol olarak
kullanilmagtr.

5.2.3.1. Gelistirilmis RAPD-PCR

Rastgele amplifiye mozaik DNA-PCR’1, RAMD-PCR admu verdigimiz RAPD’in, bu
calisma ile ortaya koydugumuz yeni bir yaklasimi diyebilecegimiz yontem ile DNA’mn
cesitli etkiler sonucu olusan mozaik yapisi degerlendirilebilmektedir. Mozaik yapt dogasmda
bir miktar olabilmektedir, biiylik bir kismu ise sonradan olugmaktadir. Sonradan olusanlarin
bir kism1 fizyolojisinden kaynaklanmakta ve ozellikle gelisim evrelerinde geri doniisiimlii
gerceklesirken diger bir kismu patolojik diyebilecegimiz ¢ogu zaman sabit degisimlerdir.
Yontemle mozaik yapinin toplam degerlendirmesi yapilabilirken, olusturulacak karsilagtirmali
deney ve kontrol gruplari yardimiyla degisik tip mozaik yapmin degerlendirilmesi de
yapilabilir (Uzonur, v.d., 2004a, b, c).

RAMD-PCR yaklagimi i¢in olusturulan terminoloji:

nXRAMD-PCR=PCR mastermiksinin hazirlanma katsaysi.

5X: PCR mastermiksine her malzemeden 5 misli konulmasi, ayn1 6rnek DNA’sindan da 5
misli konulmasim ifade etmektedir.

RAMD-PCR yaklagiminin gekilde de gosterilen prosediirii asagidaki gibidir:

1. nX’lik bir mastermiks hazirla, bunun i¢in

a. 2.5 plxn PCR tamponu (10X)

2.5 plxn magnezyum kloriir (25 mM) gozeltisi

1 plxn (10 mM) ANTP kartgimi

3 ulxn (25 pM) 10 dizilik primerlerden bir tanesi

0.1 plxn (500 U) Tag DNA polimeraz enzimi

1 pulxn 6rnek DNA’s1 (10 pg)

g. 25 plxn’e tamamlanincaya kadar deiyonize su ilave edilerek homojen bir karigim

olusturulur.

2. Daha sonra karisim n sayida esit PCR tiipiine boligtlirtiliir ve aym sartlarda PCR

uygulanar.
3. Sonuglar ayni anda ortak bir jelde yiirtittilerek karsilagtirilir.

>

o p oo

=h
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Tamamiyle ayni sartlarin saglanmaya caligildigs bu tiiplerde gerceklesen ¢ogalma ve jel

elektroforez ayirimu sonrasinda beklenen aym bant profillerinin elde edilmesidir. Ciinkii aym
DNA kullamlmaktadir. Ancak c¢ogu zaman teoride beklenen bu durum pratikte
gerceklesmemektedir. Bunun sebebi ise homojen karakterinin yukarida belirttigimiz
sebeplerden kaybeden DNA nin mozaik bir yap: edinmesidir.

Izole edilmis DNA  RAPD-PCR igin mastermiks

g k DNA izolasyonu

RAPD-PCR mastermiks, n tiip igin

n

ayn1 DNAdan
Ayni DNA igin 1-n profile asagidaki sebeplere
bagli elde edilebilir
Cevresel mutajenik tesir *  Canlnm genetik gesitliligine
* Gen ekspresyonu sonucu  normal
degisiklikler
*  Mozaiklik, mutasyonlara baglh
*  Genotoksik stress

¢®¥§@=ERLWK: Organizmanin DNAsmi etkileyen fiziksel
ve kimyasal dis etkenler sonucu olusan DNA degisimleri.

§ fzole edilmis DNA

i DNA-+mastermiksin esit olarak n
tlipe dagitilmast ve RAPD-PCR

Kullanilan 10 dizilik primere bagl

Sekil 19. RAMD-PCR y0nteminin sematik gosterimi. Canli DNA’s1 bir mozaiktir, bu mozaik
karakterin boyutunu g@sterebilmek i¢in n sayida hazirlanan RAPD-PCR mastermiksine DNA da
eklenerek, n tiipe boliiniir, aym: sartlarda ayn1t DNA’nin nxPCR’1 yapilarak RAMD profilleri agaroz
jel elektroforezi sonrasi incelenir ve aym canlimn DNA’s1 igin, teoride tamamen ayni olmasi
gereken DNA profillerindeki farklilasma tespit edilebilir. Bu farklilagmanin gergek mahiyeti n

arttikca netlik kazanmaktadir (Uzonur, v.d., 2004a).
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5.2.4. Jel elektroforezi

Elektroforez, molekiillerin elektrik yiiklerindeki farklara gore gelistirilmis bir tekniktir.
Bir elektriksel alanda ¢Ozliinmils durumdaki molekiillerin elektrik yiiklerinin kiitlelerine
oramiyla Dbelirlenen hizda hareket etmeleri prensibine dayanir. Elektroforezin bir
homojenattaki farklt molekiilleri ayirma kapasitesi genellikle smichdir. Buna karsilik, az
miktardaki protein ya da niikleik asitleri saflagtirmakta ve analizini yapmakta genis capta
kullanilr,

Jel elektroforezi saflastirilmig niikleik asit ve proteinleri molekiil agirlii, miktar: ve alt
tiplerinin saptanmasinda genis Slgtide kullanilmaktadir.

Niikleik asitler genellikle agarozdan hazirlanmis jellere uygulanir; boylarina gére ayrilan
farkli DNA pargalarina ait bantlar1 saptamakta ¢ogu zaman florasan bir boya kullanilir ve UV
1s1kta gozlem yapilir (Topal, 1999).

5.2.4.1. Denature edici poliakrilamit jel elektroforezi

Sonuglarin g6zlenmesinde agaroz jel elektroforezine ek olarak yeni bir boyut
kazandirabilecek denature edici poliakrilamit jel elektroforez metodu uygulanmistir. Bu
calisma sonuclar1 hem agarozu destekleyici mahiyette hem de agarozun yetersiz kalabilecegi
noktalarda 11k tutucu olmustur.

Denatlire edici poliakrilamit jeller akrilamit ve bisakrilamitin belirli oranlarda
karigtirilmast sonucu olusturulur, DNA’y1 denatiire edici 6zellik kazanmasi igin yiiksek
konsantrasyonda tire veya formamid eklenir. Polimerizasyonun olusabilmesi yani hazirlanan
karigimin jel halini alabilmesi i¢in bir dizi islemin baglamasi ve bir de katalizore ihtiyag
vardir. Islemleri baslatan ammonium persiilfat (APS) ve katalizér de TEMED dir. Bu iki
malzeme sirayla ve hizl bir sekilde eklendikten sonra sivi fazdaki jel ortam sicaklifiyla da
dogru orantili olarak hizla kati faza doniigtiir. Jellesme ilk 5 dakika iginde tamamlanmalidir.
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Poliakrilamit jellerin polimerizasyonu ortamdaki oksijenle ters orantili olarak
gergeklestigi icin bu tip jeller iki cam arasina jelin kalinhigmi belirleyen bir ¢ift ayirica
konulduktan sonra hava kabarciklarinin olusmamasi saglanarak doékiiliir. Caligmamizda, DNA
drneklerinin yiiklenebilmesi igin olusturulacak kuyular kopekbalig disi (shark tooth) taraklar
ile saglanmstir, bu sayede Ornekler tam olarak yanyana yiiriitiilmiis ve degisikliklerin
gozlenmesi daha kolay olmustur.

Calismamizda %6°lik instagel hazirlanmig, akrilamit, bisakrilamit orami ise 19:1
ayarlanmigtir. Bu tip jellerde ornekler dikey olarak yiriitiilmektedir. Bu jeller DNA dizi
analizi yapilacak jeller olup sadece bir baz farkliligi bile degerlendirmeyi saglayacak
hassasiyettedirler. DNA bu tip jellerde denatiire edilerek yani tek iplik olarak yiiriitiilmekte,
jelin igindeki yiiksek konsantrasyondaki denatiirant (iire) ve yiiriitiiliircken 45 watt’ta yiiksek
voltajda (1400 volt-1650 volt) yiiriitmekten ortaya ¢ikan 1simin (45°C-50°C) da etkisiyle
yiirime siiresince (3-4 saat) 6rnekler renatiire olmamaktadirlar. Yiiriitme tamponu olarak jelin
hazirlanmasinda kullamilan konsantrasyon olan 1x’lik TBE tampon soliisyonu
kullanmilmaktadir. Calismamizda jelin kalinlif1 0.35 mm olup yliriitme sonrasinda iki camin
arasindaki bu incelikteki jele, glimiis boyama yontemi tatbik edilerek yiiriitiilen DNA’lar

goriintiilenmisgtir.

5.2.4.2. Agaroz jel elektroforezi

RAPD-PCR firtinlerini boylarina gore aywrmak igin bu yontem daha g¢ok kullanilmugtrr.
%2’lik jelin hazirlanmas: i¢in, 2 gr Agaroz 100 ml 0.5xTBE tampon ¢ozeltisinde manyetik
kanigtiricr ile hem kangtirilir, hem de 1sitilir. Soliisyon kaynama kivamina geldiginde agaroz
homojen bigimde ¢oziiliir. Jel biraz sogudugunda igine 5 ul/100 ml konsantrasyonunda EtBr
florasan boyasi kangtirilir. DNA bazlari arasina girebilen ve bu sayede DNA’y1 UV 181
altinda degerlendirebilmemizi saglayan kanserojenik ve mutajenik bir boyadir. Bu boyanin
solunmasi saghfa zararli olacagi icin biitin bu iglemler gekerocagm altinda yapilmistir.
Zararl1 olabilecegi diistiniilen atiklar ayn olarak toplanmig ve 6zellikle EtBr i¢in uygun olan
dekontaminasyon prosediirleri uygulanarak jeller ¢Spe bekletilerek atilmugtir. Isist 65°C-
70°C’ye digiiriilen jel hazirlanan jel kalibina dokiiltir. Kalip, dikdortgen seklinde
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hazirlanmistir. Hemen hemen 0.7 cm kalmhginda dokiilen jelin, iistiinde bir tarak yardimiyla
22 tane kuyu agilmasi saglanmustir. Ornekler yiiriitiilme sirasinda bu kuyucuklara BPB
yiikleme tamponu ile karngtirilarak yiiklenir. Bu tampon Orneklerin yiiklenebilmesini,
orneklerin yiirimesinin takibini yapabilmemizi, hem de yerine gére bir gesit standart boy

markdrii gibi kullanmamizi saglamaktadir.

5.2.5. DNA Boyama ve goriintiileme

Calismada iki ayrt DNA boyama yonteminden faydalanilmistir. Bunlar, 6zellikle denatiire
edici jeller igin kullanilabilen bir boyama yontemi olan glimiis boyama yéntemi ve EtBr ile
boyama yontemleridir. Gilimiis boyama yontemi EtBr boyamasina gére 4-10 kat daha hassas
sonuglar vermektedir. Daha az miktarda DNA’y1 ¢ok daha net gormek miimkiin
olabilmektedir. Ancak agaroz jellerin boyanmasinda kullamlamamaktadir.

Denattire edici jellerin boyanmasi i¢in glimiis boyama yontemi kullanilmugtir. Bu
yontemde iki cam arasindan bir filtre kagidina yapistirilarak jeller cesitli soliisyonlara tabi
tutulur. Tk asamada jeldeki DNA fikse edilerek (tampon ¢ozeltisi A) ile 10 dakika, sonra
tampon ¢ozeltisi B’de jeller 10 dakika inkiibe edilir. Inkiibasyon sirasinda jelin soltisyonun
icine iyice batmasi ve karngstirlarak homojen bir boyama olmasi saglanir. Kesinlikle jele
dokunulmamali ve herhangi birgeyin temasindan kaginilmalidir. Boyama ¢ok hassas oldugu
icin ¢ok c¢abuk bozulmaktadir. C tamponundan 6nce jel kisa bir siire i¢in distile su ile
yikanmalidir. C tamponu taze olarak B tamponu inkiibasyonu sirasinda hazirlanir. Hazirlanan
tampon jelin {izerine yavas yavag ve jel siirekli calkalanarak dokiiliir. Bantlar net olarak
gézlenene kadar boyama agamasi devam ettirilir. Bantlar netlesince bu soliisyon dokiiliip jel
distile su ile durulanir ve boyamay1 durdurmak {izere D tamponu jelin iistiine dokiiliir. 10
dakikalik inkiibasyondan sonra D tamponu dokiiliir ve durulanip ardindan E tamponu jele
eklenir, 10 dakika inkiibasyon yapilir. Bu tampon ile jellerin daha uzun siireli saklanmasi
saglanir. Jeller daha sonra seffaf plastik posetlerin arasina aktarihr ve bu posetler
kenarlarindan 1s1 uygulayarak bir gesit vakum yapilarak paketlenir. Tercihen bir siire {istlerine
homojen bir agirlik konularak jellerin daha uzun stire 6zelliklerini kaybetmeden korunmasi

saglanir.
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Agaroz jel elektroforezi sonucu elde edilen PCR bantlarminin boyanmasinda ise 5ul/100p1
miktarinda eklenen EtBr boyasi ile DNA boyanmaktadir. Goriintiilemek igin ise bir UV
kaynag kullanilmaktadir. Gortintli fotograflar1 Sanyo VPC-AZ1 marka dijital kamera ve sar1
ile turuncu elektroforez filtreleri kullamlarak ¢ekilmistir. Fotograflarin degerlendirilmesi igin
Ulead Photo Explorer 7.0 SE programindan faydalamlmugtir. Farkh filtrelerle elde edilen
goriintiiler, farkli detaylarin gézlemlenmesine olanak sagladifi igin jeller her iki filtre de

kullanilarak gériintilenmigtir.

5.2.6. Veri analizi

Veri analizi icin Fatih Universitesi Biyoloji Boliimii Laboratuvarinda bulunan GelDoc
2000 sistemi ve Quantity One yazilimi kullanilmigtir. Laboratuvarda dijital kamera (SANYO
AZ1) ile ¢ektigimiz fotograflar JPG ya da TIFF formatinda kaydedilerek ilgili cihazda ve
yazilim yardimiyla analize tabi tutulmustur. Dice benzerlik katsayilari genetik varyasyonu
kontrol ve denekler bazinda farkli doku DNA’lar igin ortaya koyarken, UPGMA-Aritmetik
averajla unweighed pair-group analiz metodu kullanilarak bu gruplar i¢in benzerlik agaglari
(dendrogram) ¢izilmigtir (Bartfai, v.d., 2003; Ross, v.d., 2002).
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VI. BULGULAR

Caliyjmamizin bulgular1 7 ana baslik halinde sunulmustur. Mytilus galloprovincialis
yliksek oranda genetik ¢esitlilik gosteren bir tiirdiir. Bu tlir ile yapilan popiilasyon genetigi
calismalan (Silva ve Russo, 2000, Ma, v.d., 2000) ve bu ¢alismada da edinilen bulgular bu
durumu ilk baghk ile ortaya koymustur. Sirastyla Mytilus galloprovincialis’in genel genetik
karakteristiklerinin degerlendirildigi bulgular, DNA’sinda olusan degisimi, farklilagmay1
degerlendiren bulgular ile midye boyuna bagli tespit edilebilir degisimin bulgulan ile
degisimin, Ozellikle hedef organ toksisitesi denilen bir siire¢ olarak ortaya ciktigim ve
dolayistyla DNA*daki degigikliklerin kirlilik baglantili oldugunu ortaya koyan bulgular yer
almaktadir.

6.1. Mytilus galloprovincialis’in genetik cesitlilii (diversity) ve heterojenligi

Genetik cesitlilik ya da DNA’da farklilasma (polimorfizm) diyebilecegimiz durum,
poplilasyonlarin stirekli degisiklik gosteren cevrelerine adapte olabilmeleri igin bir
mekanizmadir. Daha ¢ok degisiklik gostermek popiilasyon agisindan yeni g¢evreye uyum
gosterebilecek alelik varyantlara sahip en azindan birkag bireyin bulunmasim saglayacagi
i¢in, poptilasyonun devami agisindan gok Snemlidir (Beardmore, v.d., 1997; Silva ve Russo,
2000).

Genetik heterojenlik tiirlerin evrimsel adaptasyonlari agisindan g¢ok olumlu bir &zellik
olarak kargimiza gikmaktadir. Bu durum polimorfik &zelliklerden veya mutasyonlardan da
kaynaklaniyor olabilir. Cok ¢esitli kirlilige rafmen yasayarak neslini devam ettirebilen bir tiir
olan Mytilus galloprovincialis icin genetik heterojenlik ve genetik gesitlilik ¢ok yliksektir. Bu
durum ile ilgili bulgular Sekil 20 a ve b’de verilmistir. Sekil 20 a’daki 6rnekler Saros
korfezinden toplanan gesitli boylardaki 9 midye Srneine ait RAPD profilleridir. Sekil 20
b’deki ornekler ise Marmara Denizi’nin gesitli yerlerinden toplanmis 19 midyenin RAPD
profilleridir. Her iki jeldeki 9+19=28 midye Ornegi i¢in en az 17 farkli RAPD bant profili
gozlemlenmektedir. Bu durum heterojen genetik yapiy: gostermektedir. Ayrica gesitli midye
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ornekleri ile denenen, biitiin primerler ile de yiiksek diizeyde genetik gesitlilik ve heterojenlik

g6zlemlenmistir.

1234 56 7 8910

(a) (b)

Sekil 20 a., b. Midye’nin, heterojen genetik yapisi. Ayni(a) ve farkli(b) istasyonlardan alinan
midyelerin DNA’larina OPB18 primeri ile RAPD PCR uygulamas:.

6.2. Mpytilus galloprovincialis’in farkh kirlilik stresleri etkisinde birey i¢ci DNA
degisimlerinin RAMD-PCR ile tespiti

DNA’nin gesitli tipteki kirliligin tesiriyle degisim gosterdigi bilinmektedir. DNA canlinin
normal fizyolojik fonksiyonlar: sirasinda da birtakim degisiklikler gosterebilmektedir. Bu
degisiklikler ¢ogu zaman geri doniislii (tersinir) olmaktadir. Ozellikle hizhi gelisimin
goriildiigii sathalarda bu tip DNA degisikliklerinden bahsedilmektedir. Bu fizyolojik degisimi
tespit edebilmek igin, hem de kirliligin etkisini gorebilmek igin temiz ve kirli oldugu bilinen
farkl: bolgelerden topladigimiz en kiigiik boy midye (0.5 cm-1.5 cm) DNA’s1 ile 3XxRAMD-
PCR uygulamasi yapilmistir. Kiiciikk midyelerle ilgili sonuglar Sekil 21°de verilmistir. Midye
ornekleri farkli kirlilikteki istasyonlardan toplanmustir. Ugerli gruplar halinde, Beykoz,
Burgazada, Unkapam1 midye 6rneklerinin 3xRAMD profilleridir. Kirliligin en yogun oldugu
Unkapani kiy1 drnegindeki degisiklikler oklarla gosterilmigtir. Diger kiigiik 6rneklerde (2-10.
kulvarlar) DNA degisimi tespit edilememigtir. DNA degisimi varolan bantlarin yok olmasi,
olmayan bantlarin belirmesi, bantlarin yogunluklarinda artma ve azalma seklinde tespit
edilmektedir. Sekil 22’de ise midye boyutuna bagli olarak aym Kkirlilik diizeyindeki
istasyondan c¢ikartilan (Saros) farkli boy midyelerin DNA’lann ve farkh kirlilikte iki ayn
istasyondan (Saros ve Burgazada) ¢ikartilan kiigiik boy midye DNA’larinin (sirasiyla 0.57
cm, 0.57 cm, 0.9 cm) 3xRAMD-PCR bulgulan verilmigtir. Kii¢iikk boy midyelerin DNA’sinda
bir degisim gozlenmezken, yine aym denizden (Saros) ¢ikartilan biiyiik boy bir midyenin
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(6.85 cm) DNA’sindaki mozaiklesme 3xRAMD-PCR bulgularinda yeni bantlarin olugmasi,
varolanlarin kaybolmas: ve bant yogunluklarinda degismeler olarak kendini g&stermistir.
Degisiklikler oklarla da kismen gosterilmistir.

Sekil 21. Farkl kirlilikte istasyonlardan toplanan kii¢iik boy midyelerin OPB18 primeri ile
3xRAMD-PCR profilleri. 1. kulvar DNA boy markérii, 2-4. kulvarlar M31 nolu 1.3
cm Beykoz midyesi, 5-7. kulvarlar M42 nolu 1.3 cm Burgazada midyesi, 8-10. kulvarlar
M43 nolu 0.9  cm Burgazada midyesi, 11-13. kulvarlar M56 nolu 1.1cm Unkapam
kiyidan toplanan midye &rnekleri igin 3XxRAMD-PCR profilleridir. Kirliligin en yogun
oldugu Unkapam: kiyr ornegindeki degisiklikler oklarla gosterilmistir. Diger kiigiik
orneklerde (2-10. kulvarlar) DNA degisimi tespit edilememistir. DNA degisimi varolan
bantlarin yokolmasi, olmayan bantlarin belirmesi, bantlarin yogunluklarinda artma ve
azalma geklinde tespit edilmektedir.

1 2 4y SENE N 94 g, 13

Sekil 22. Ayn ve farkl bir istasyondan kiigiik boy midyelerin ve biiyiik boy bir midyenin
OPB18 primeri ile 3xRAMD-PCR profil karsilagtirilmasi. 1. kulvar DNA boy
markorii, 2-4. kulvarlar M79 nolu 0.57 cm Saros midyesi, 5-7. kulvarlar M80
nolu 0.57 cm bir diger Saros midyesi, 8-10. kulvarlar M43 nolu 0.9 cm
Burgazada midyesi ve 11-13. kulvarlar 6.85 cm Saros midyesi i¢in 3XxRAMD-
PCR profilleridir. Kiigiik boy midyelerin DNA’sinda bir degisim g6zlenmezken,
yine aym denizden ¢ikartilan biiyiikk boy bir midyenin DNA’sindaki
mozaiklesme 3xRAMD-PCR ile net bir sekilde ortaya konulmustur.
Degisiklikler oklarla gosterilmistir.
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6.3. Mytilus galloprovincialis’in boy’a bagh DNA degisiminin RAMD-PCR tespiti

Midyede yas ve boy aym paralellikte degildir, ¢iinkii boyu etkileyen ¢ok ¢esitli
parametreler vardir. Ancak DNA degisiminde de maruziyet birinci planda olmakla birlikte,
midyenin yag1 yani genotoksik tesire ne kadar siireyle maruz kaldig1 da ¢ok 6nemlidir. Ancak
dogal ortamda, yani takibi yapilmayan midyelerin gergekten ne kadar siireyle bir kirlilige
maruz kaldiklarim1 bilmek ve yaglarim1 da dogrudan boylarina bakarak tahmin etmek miimkiin
degildir. Kabaca da olsa boydaki artig ile paralel olarak DNA’daki degisimin de artmakta
oldugu Sekil 22 ve 23’de 3xRAMD-PCR profillerinde tespit edilmistir.

Sekil 22°de kiigikk boy midyelerde (0.57 cm, 0.57 cm, 0.9 cm) hicbir degisim
gézlenmezken, biiyiik boy (6.85 cm) Saros midyesinde oklarla gdsterilen degisiklik
g6zlenmisgtir. Sekil 23°de ise kiiciik boy midyelerde degisim gostermeyen 3xRAMD-PCR

profilleri, biiyiik boy midyeler igin biiyiik 6lgiide degisime bagli mozaik yap1 gostermektedir
(5-7. kulvarlar, 11-13. kulvarlar, 17-19. kulvarlar ve 20-21. kulvarlar).

Sekil 23. Aym ve farkli istasyonlardan biiyiik ve kii¢iik boy midyelerin OPB18 primeri ile
3xRAMD-PCR profil karsilagtirilmasi. 1. ve 22. kulvarlar DNA boy markoéri, 2-
4. kulvarlar M3 nolu 6.38 cm Florya tek doku DNA izolasyonu, 5-7. kulvarlar
M32 nolu 6.5 cm Florya, 8-10. kulvarlar M40 nolu biiyiik Izmir, 11-13. kulvarlar
M49 nolu 6.2 cm Unkapani, 14-16. kulvarlar M56 nolu 1.1 cm Unkapani, 17-19.
kulvarlar M67 nolu 5.0 cm (i¢ midye) Carrefour, 20-21. kulvarlar M61 nolu 5
cm Sile midyesi i¢cin 3xRAMD-PCR profilleridir. Biiyiik boy midyelerdeki DNA
degisiklikleri ve mozaik yapis1 5-7., 11-13., 17-19. ve 20-21. kulvarlardaki
Ornekler i¢in barizdir. 2-4. kulvar Ornegi biiyilkk olmasina ragmen DNA tek
dokudan izole edilmistir.
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DNA’daki canli boyuna bagli degisiklikler tespit edilirken midyelerin toplandigi farkli
istasyonlarda DNA’daki degisimin tespit edilebildigi boyun farklilik gosterdigi goriilmiistiir.
Bu da “Kirlilik takibi” ¢aligmalar i¢in drnekleme yapilacak bdlge midyelerinde hangi boydan
itibaren DNA’da RAMD-PCR yaklagimu ile tespit edilebilir degisim gézleniyor?” sorusunun
cevabinin verilmesini mecburi kilmaktadir. Carrefour’dan ve Saros Kérfezi’nden temin edilen
5.0 em’lik midye DNA’sinda degisim gozlenirken, Sile drnekleri i¢in bu boy 2.9 em’ye, Halig
Ornekleri i¢in 2.6 cm’ye, Florya sahilinden Orneklerde 2.5 cm’ye, Fenerbahge midyeleri igin

2.1 em’ye ve Unkapani midyeleri i¢in 1.1 cm’ye kadar diismektedir.

6.4. DNA degisimi indeksi (DDI) tayini

Calismada uygulanan yontem, kalitatif degerlendirmeler igin elveriglidir. Bu
degerlendirmeler dogrultusunda bir de DNA degisimi indeksi ¢ikartilmugtir.

DNA degisimi indeksi tayini i¢in 6ncelikle en az kirli oldugu belirlenen referans bélgeden
alinan en kiiciik boy midye 6rneginin DNA’sindaki degisiklik belirlenmeye c¢alisilmigtir. Bu
degisiklik mozaik yapinin spontane olan kismuimi ortaya koyacaktir. Bu ¢aligma kapsaminda,
bu denemede hicbir degisim yakalanamamigtir. Yani, arkaplan kendiliginden bir degisim
yoktur.

Mytilus galloprovincialis DNA’sinda kirlilik stresine bagli DNA degisim index tayini

Kirlilik stresine bagli DNA degisim indeksi (DDI) ise,
N

(DDI)=), [RAMD-PCR Degsisik profil sayisiX) / (RAMD-PCR)'in uygulama sayist (n);
i=1

i

i=uygulanan primer sayisi

nx hazirlanan RAMD-PCR karigiminda n ne kadar biiyiik olursa ger¢ege o kadar yakin ve
karsilagtirilmas: kolay sonuglar elde edilecektir. Hem primer sayisi (i) hem de n artirilirsa
daha da net sonuglar elde edilecektir.
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Sekil 26 ve Sekil 27 igin DDI 3/19 ve 19/19°dur. DDi’nin biiyiik olmas1 DNA’daki

degisimin fazla oldugunun gostergesidir.

DNA’daki degisimi daha net gosterebilmek i¢in farkh jel ve boyama sistemleri de
kullamlmistir. Bu sayede, elde edilen profillerin ¢oziiniirligii artirilarak degisikliklerin daha
net gozlenmesi saglanmigtir (Sekil 24). M12 nolu 4.0 cm boyundaki Galata Kopriisii demir
ayaklarindan toplanan midye Ornegi i¢in ayri zamanlarda yapilan 3x ve 4xRAMD-PCR
profillerinin agaroz jeldeki sonuglan ve Sekil 24°de elde edilen sonuglar karsilagtinldiginda
denatiire edici akrilamit jel elektroforezi ile birlikte giimiis boyama ydnteminin ¢ok daha
hassas ve net olarak (daha fazla sayida yeni bant ve eksilen bant, bantlarda yogunluk farki)
degisiklikleri tespit edebildigi gézlenmistir.

Sekil 24. Denature edici jel elektroforezi ve giimiis boyama 3xRAMD-PCR profili. M12
nolu, 4.0 cm boyunda Galata midye DNA’simin kendi igindeki farklilagmasim
ortaya koyan denature edici jel elektroforez ve glimiis boyama 3xRAMD-PCR
profili. Cizgiler, farkliliklan hem bant hem de yogunluk bazinda
gostermektedir.

Kullanilan primerlerin sayis1 artinlarak da degisimin boyutu netlestirilebilir. Genomun

tamamina bakilabilse degisim hakkinda en dogru sonug¢ olacagindan yola ¢ikarak genoma
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bakilan pencere sayisi ne kadar artinilirsa ve bunlarda olusan toplam degisim degerlendirmesi
yapilirsa kirliligin DNA’y1 degistirmesi ile ilgili en dogru sonuca yaklagilacaktir. Sekil 25°de
M16 nolu, 2.5 cm Florya midye DNA’sindaki degisim iki primer kullanilarak
gosterilmektedir. Ik 5°li OPA8 primeri ile ikinci 5°li OPB18 primeri ile elde edilen
5xRAMD-PCR profilleridir. Degisim ilk primerle daha az g6zlenirken, ikinci primer ile daha

fazla degisim yakalanmagtir.

1 2 34 587 % B 1011

W N —

Sekil 25. 5xRAMD-PCR yaklasim ile birey i¢i DNA mozaikliginin tespiti. M16 nolu, 2.5
cm Florya midye ornegi ile, OPAS8 (1.-5. kulvar) ve OPB18 (6.-10. kulvar)
primerleri kullanilarak elde edilmistir.

Birey i¢ci DNA degisiminin, mozaikligin netlestirilmesi igin bir diger yaklasim, RAMD-
PCR i¢in hazirlanacak mastermiks’in kag¢ x’lik hazirlanacagidir. n ne kadar biiyiik olursa
degisimin boyutu o kadar netlesecektir. Sekil 26 ve 27°de bu durumun tespiti yapilmustir.
M80 nolu 0.5 ecm’lik Saros midyesi ile yapilan 20xRAMD-PCR uygulamasi sonucu elde
edilen profil DNA degisim oranimi 3/19 olarak gosterirken, aym 6rnek igin mesela 5XxRAMD-
PCR yapildiginda ¢ikan DNA degisim oram1 0/5, yani 0°dir. Bu da aslinda varolan bir
degisimi tespit edemedigimizi gdsteren bir sonugtur. Sekil 27°de elde edilen profil igin ise
DNA degisim oram 19/19 bulunmustur.

1 2 3 4§ 6 7 8 91011 1213 1415 16 17 18 19 20 21 22

Sekil 26. M80 no’lu 0.5 cm boyundaki Saros midye DNA’simin OPB18 primeri ile
20xRAMD-PCR profili. 1. ve 22. kulvarlarda boy markorii, 20. kulvarda
negatif, baska bir canli DNA’s1 kontrol olarak goziikiiyor. Farkli profiller
sadece 2 kulvarda 17. ve 21. mevcuttur. DNA degisim orani 3/19°dur.
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Sekil 27. M73 nolu 6.55 cm boyundaki Saros midye DNA’sinin OPB18 primeri ile 20x
RAMD-PCR profili. 1. ve 22. kulvarlarda boy markorii, 20. kulvarda negatif,
bagka bir canli DNA’s1 kontrol olarak géziikiiyor. DNA degisim oram 19/19°dur.

6.5. Farkh doku DNA degisimleri

Sekil 23’deki sonuglar degerlendirilirken 2-4. kulvardaki drneklerin biiyiik boy (6.38 cm)
midye olmasina rafmen sanki kirlilige diger biiyiik boy midyeler kadar maruz kalmamis gibi
DNA’sindaki degisikliklerin gozle ve kiyasla hemen hemen yok denecek kadar az oldugu
gozlemlenmigtir. Bu midye 6rnegi Florya agiklarindan dalgiglar tarafindan dipten, Volga-Neft
tanker kazasi sahasindan, yogun bir PAH kirliliginden ¢ikartilmistir. Diger 6rneklerden farklhi
olarak bu ornek icin DNA izolasyonu tek bir dokudan yapilmistir, yani diger orneklerde
oldugu gibi midyenin i¢inin tamami homojenize edilip bir kismi alinarak yapilmamistir. Bu
sebeple tek dokunun maruz kaldig1 degisim tabi ki biitiin dokulardaki DNA’minkine gore hem
daha az sayida, hem de daha homojen olacaktir, yani mozaiklik tespiti yapilamamis olmasi
bunun gostergesidir. Bu durumu netlestirmek i¢in izmir Kérfezi’nden temin edilen M38 nolu
en bilyiik boy midye farkli organ ve dokularina dikkatlice diseksiyon mikroskobu altinda
ayrilarak her bir farkli organ ve dokudan DNA izolasyonu ayn ayr1 yapilmistir. Daha sonra bu
dokularin tamaminin birarada homojenize edilmesi sonucu aym midye igin toplam DNA
izolasyonu da yapilmistir. Bu sekilde farkli dokulardaki DNA degisiklikleri ortaya
konulurken, biitiin dokulardan ¢ikartilan DNA’nin da biitiin bu farklilhiklarin toplami sonucu
bir mozaik oldugu OPB18 primeri kullamlarak 4xRAMD-PCR yaklagim ile Sekil 28’de
gosterilmigtir. Oklarla gosterilen bélgelerde doku i¢i ve dokular arasi farklilagmalar
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goriilmektedir. Dokularda birbirinden farkli tipte ve yogunlukta bantlar, bu dokularda farkli
tip mutasyonlarin olugtugunu isaret etmektedir.

123 45 6 7 8 910 11 121314 1516 17 18 19 2021

Sekil 28. Midye farkli organlarinin 4xXRAMD-PCR profillerinin giimiis boyama ile
boyanmig, 6% denature edici poliakrilamit jel elektroforez sonucu. ile
gosterilen bantlar dokular arasi farklilagmay: ortaya koymaktadir. 5. kulvar
markdr DNA’s1, 6-9. kulvarlar ayak DNA's1, 10-13. kulvarlar solungag DNAs;,
14-17. kulvarlar manto DNA's1, 18-21. slotlar ayn1 midyenin toplam DNAs: ile
4xRAMD-PCR profillerini gstermektedir.
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6.6. DNA degisim siirecinin bagka deniz ve kara tiirlerinde de gosterilmesi

RAMD-PCR yaklagimim rutin kirlilik genotoksisite tayini i¢in midye diginda canlilara da
uygulanabilir bir metod oldugunu gostermek gerckmektedir. Bu amagla bir ¢ok deney
yapilmistir. Sekil 29°de uygulamas: yapilan farkl canlilar igin de yaklagimin sonug verdigini
gosteren bir profil bulunmaktadir. RAMD-PCR ¢esitli canli gruplan ile yaptigimiz diger
caligmalarda da son derece verimli sonuglar vermistir. Bu canlilar: Dugesia dorotocephala
(planaria), Lumbriculus variegatus (Kaliforniya karakurtgugu), hamsi, mezgit, ¢inekop, Ulva
lactuca (yosun), Urtica dioica (1sirgan otu), insan kan dokusu, beyin tiimor ve agizigi epitel

dokusu, Diplo-taxis cinsi yol kenan bitkileri, Agaricus ve Morchella cinsi mantarlardr.

8 10 1112 13 14 15

w

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Sekil 29. Farkli doku ve canlilain RAMD-PCR profilleri. ilk bes kulvar normal insan
DNA’s1 (kandan), ikinci besli insan beyin tiimor dokusu DNA’s1 (mozaiklesme
tespit edilmiyor), ticiincli besli Diplotaxis tarladan, alt siramin ilk beslisi
Diplotaxis yol kenan (yiiksek oranda PAH kirliligine maruz kalmig, mozaiklik
tespit ediliyor), ikinci besli M25 nolu midye DNA’si ile, tigiincii ve dordiincii
besli gruplar Morchella cinsi mantar DNA’s1 (mozaiklesme tespit ediliyor) ile
yapilan 5XRAMD-PCR profilleridir.

82



6.7 Bulgularm istatiksel ve kantitatif degerlendirmesi

Elde edilen sonuglar ilk olarak kalitatif degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeler, RAPD-
PCR band profillerindeki benzerlik veya farkliliklarin gorsel karsilastirmasi seklindedir.
Calisma bu sekliyle dahi kendi i¢inde objektif sonuclar vermigtir.

Sonuglarimizin degerlendirilmesindeki bir ileri asamada ise herbir elde edilen RAPD
profili dijital fotograflar1 tiff formatina sokulmus, bantlarin yer ve goreceli durumlarimin
bilgisayarda Quantity One programi kullamilarak tespiti yapilmug, iki arastirmaci beraber
calisilarak analiz ve istatistiki sonuglar olusturulmustur. Sekil 30 profillerdeki bantlarin yerini

tespit asamasini gostermektedir.

Her kulvar i¢in benzer ve farkli bantlar tespit edilmigtir. Bantlarm yogunluk farkliliklar:
da degerlendirilmistir. Bu ¢aligmanin yapilabilmesi i¢in, herbir yiiriitiilen jelde bas ve son
kulvarlara boylar1 ve herbir banttaki DNA yogunlugu bilinen birer markér yiiklenmistir. Elde
edilen biitiin bantlar i¢in uzunluk ve amplifikasyon miktarlari bu sekilde belirlenmigtir. Sekil
30 a, b ve ¢’de bant yerlerini netlestirmek i¢in yapilan agamalar g@sterilmigtir. Sekil 30 a’da
karsilastirmasi yapilmak istenen net, asli bantlar bir kulvar i¢in belirienmis ve bu bantlar yesil
renk ile segilmistir, daha sonra bilgisayar programi bu asli bantlara gbére aym olan diger
kulvarlardaki bantlari, bu defa kirmuzi renk ile atamaktadir. Jelllerde elektroforez esnasinda
bazi ylrliylls bozukluklar1 olabilmekte, ve bazi kulvarlar daha hizli veya yavas
ilerleyebilmektedir. Bu duruma “smiling etkisi” denilmektedir. Yani jelde boyadan takip
edildigi sekliyle giillimseyen bir afiz goriintiisi olabilmektedir. Bu durumdan
kaynaklanabilecek yanlighklari gidermek igin bilgisayarca ayni olmadigi bildirilen ancak
smiling etkisinden dolay: tespit edilen ytirliylis bozukluklari, bu tip kesin ayn1 oldugu bilinen
bantlara da asli bant rengi olan yesil atanarak bilgisayarin kargilagtirmalar1 bu bantlar1 dogru
kabul ederek yapmasi saglamir. Bant numaralari aymi olan bantlar benzer bantlardir.
Calismada esas olan iki 6rnek kulvardaki paylasilan ve paylasilmayan bantlarin belirlendikten
sonra bir benzerlik veya farklilasma matrisi (Dice similarity matrix) olusturmaktir (Sekil 31)
ve bu matristen yola ¢ikarak UPGMA temelli benzerlik ve farklilasma dendrogram, agagclart
olusturmaktir (Sekil 32-36). Bu asamayla c¢alismanin sonuglarn kantitatif olarak
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yorumlanmaktadir. Benzerlik ve farklilik aslinda iki farkli canli DNA’s1 igin kullanilmig
kavramlardir. Ancak, bu galismada ortaya koydugumuz aymi canlinin DNA’sindaki benzerlik
veya farkliliktir. Yani muhtelif maruziyet ve endojen sebepler etkisiyle canlinin DNA’s1 6yle
degisebilmektedir ki, adeta farkli iki canli DNA’s1 kargilagtiriliyorcasina degisim tespit
edilebilmektedir, Sekil 27 ve Sekil 35. Herbir kulvarda aym midye 6rnegine ait DNA ile
yapilan 20xRAMD-PCR sonucu olusan profilin benzerligi %27 ile %70 aras: degismektedir.
RAMD-PCR sonucu tespit edilebilen bu durum maruziyetin diisiik oldugu ve heniiz
degisiklerin tespit edilebildigi miktara ulagamamis boy midyeler igin ise aym canli DNA’s1
icin %85 ve {iisti benzerligi gostermektedir (Sekil 26 ve Sekil 34°de). Sekil 26 ve Sekil
27’deki bulgular bu durumu tespit igin segilmis 2 Ornek igin 20xRAMD-PCR uygulanarak
elde edilmistir. Sekil 34 benzerligi temsil i¢in Sekil 35 ise farklilagmanin boyutunu géstermek
icin Saros korfezi midyelerinden en kiiglik boy ve en biiyilik boy midyelerin DNA’lar1 ile
yapilmig birer 6rnektir. Sekil 33°de ise itk 12 kulvar icin her bir tigliiniin (3xRAMD-PCR
sonuglarl) benzerligi kendi iginde karsilastirilarak dendrogramlar (b) ¢izilmistir. 2-4.
kulvardaki 6rnek icin benzerlik %94 tin, 5-7. kulvardaki 6rnek igin %88’in, 8-10. kulvardaki
midye icin benzerlik %97’nin iistiindedir. 11-13. kulvardaki Grnek icin ise farkhlik sdz
konusudur, farklilagsma %64°den fazladir. Sekil 32°nin son 8 kulvarinda (c) ise benzerligi %52
ile %75 arasi degisen 8 farkli midye 6rnegine ait dendrogram bulunmaktadir. Benzerlik ve
farklilik durumlarinm tespiti olduk¢a hassas (hem ortak bantlara hem de bantlarin
yogunluklarina gore) yapilabilmektedir.
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Sekil 30. Elektroforez profil bantlarinin belirlenmesi (a). Seklin ilk 12 kulvarn 3xRAMD-
PCR bantlarinin Quantity one programinca belirlenmis yerleri (b), son 7 kulvan
tek tek kosturulan farkhi midye 6rneklerine ait PCR bantlarinin programca tespit
edilmis yerlerini (c) gostermektedir.
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Sekil 31. Dice Benzerlik matrisi. Sekil 30 a’daki 6rnek icin olusturulmustur.
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Sekil 32. Benzerlik ve farklilasma dendrogrami. Sekil 30 (a) icin ¢izilmistir.

86

15
66.1
B5.5
84.8
851
65.8
67.7
55.5
56.4
56.3
60.7
44.4
54.8
51.4

100.0
57.8
60.6
58.3

46.6
B2.7
69:8



1 2 3 45 6 7 8 9 10 1112 13 14

prr——— a—w—- q.——-q. canamtcy  SNASEOR e Z
e 3 ‘\ $ e SR -- i B mhﬁlh»\*»., it

siie et

sisiis et ¢ s SRR n —

r——m

#
" 0.88 0
094 ' #
0.97 0.91 # -
7] #H 0.98 p. 0.49
0.52 0.60 0.65 0.70 0.75 0.80 0.85 0.90 1.00
#19
] #15
*21
#7
#18
#20
#16
#14
©

Sekil 33. Dendrogramlar. (b)’de iigerli gruplar halinde (a)’daki RAPD profilinin, 2-13.
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#2

#3

#1

kulvarlarindaki rneklerin benzerlikleri gosterilmistir. (c)’de tek tek olmak iizere (a)’daki profilin 14-
21. kulvarlarindaki 6rneklerin farklilagsmalari gosterilmektedir. Birbirine %75 oranla en gok 17 ve 21.
kulvar 6rnekleri benzemektedir.
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Sekil 34. Benzerlik dendrogram (b). (a)’daki elektroforez profili bantlardaki yogunluk
farklan da dikkate alinarak ¢izilmistir. Benzerligi gostermektedir. 20. 6rnek
harig, biitiin 6rnekler igin benzerlik % 68’in iistiindedir.
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Sekil 35. Farklilagsma dendrogrami (b). (a)’daki elektroforez profili igin ¢izilmistir.
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Kulvarlar arasinda %30- %70 aras1 degisen farklilasmay1 gostermektedir.
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VII. TARTISMA ve SONUC

Bu c¢aligma ile molekiiler toksikoloji, molekiiler ekotoksikoloji, deniz toksikolojisi gibi
sahalarda kabul gorecegi diisiiniilen yeni bir genotoksisite biyomarkéri (RAMD-rastgele
amplifiye edilmis mozaik DNA profilleri) ortaya konulmustur. Kalitim materyali, DNA
{izerinde kirliligin tesirini takip edebilmek i¢in kullanilabilecek bu yaklagimin uygulamasinda
bir model canli olan Mytilus galloprovincialis kullanilmigtir. Ancak, bagka canlilar da benzer
bir degerlendirme i¢in kullamlabilir; yaklasimin avantajlarindan biri budur. In vivo sartlarin
genotoksik tesirini, RAPD parmakizinde aym: canli ici DNA mozaikligini g&stererek
Olgebilmektedir. Bu metod kullanilarak 6zellikle “Midye gézlem” g¢aligmalar1 kapsaminda

rutine gegirilebilecek genotoksisite degerlendirmeleri yapilabilecektir.

Midyelerin bu calismada &zellikle tercih edilmelerinin sebepleri bulunduklari deniz
ortaminda genotoksik tesirlere sitirekli maruz kalmalari ve cesitli kirlilie dayanikls
olmalaridir. Midyeler, denizlerin akcigerleri ve karacigerleri vazifesi yapmaktadir. Cok c¢esitli
kirlilige direncgli ve kirlilikle bir yere kadar miicadele eden, bu kirliligi tutabilen ve yeri
geldiginde bir kismim birakabilen, kendini ihtiyacina gére farkli zeminlere sabitleyebilen ve
biitiin bu 6zelliklerini de genetik materyaline, DNA’sina borglu oldugumuz bir canlidir. Cok
az sayida canli midyenin yasayabildigi ortamlarda canli kalmay1 bagarabilmektedir. Bu
caligmada, hem bu canlinin genetik agidan bu derece adaptif olusunun degerlendirilmesi, yani
genetik ¢esitliligi, hem de kirlilik etkisiyle meydana geldigi diistinlilen genetik degisikliklerin
tespiti yapilmaya galigtlmustir.

Yaklasimm uygulamalari iki asamali olmustur. Ilk asamada RAPD-PCR yontemi
kullanilarak Mytilus galloprovincialis’in  genetik agidan gosterdigi ¢esitlilik ortaya
konulmustur. Morfolojik kriterler agisindan alt tiir tanim yapilamamig bu canlinin, genetik
olarak g¢ok heterojen bir yapida olduunu netlestirmek igin 40 farklit RAPD primeri ile
denemeler yapilmigtir. Bunlardan 6zellikle 3 tanesi, OPB18, OPA8 ve OPB7 tekrarl: sekilde
her denememizde biitiin Srnekler i¢in yorumlanabilir sonug vermigtir. Digerleri ancak bazi
orneklerle sonug verdigi igin ispathi ve tekrarli deneyler igin kullanigli olmamuglardir. Bu iig
primer sadece midye i¢in degil, insan beyin tiim6r dokusu, insan mide kanser biyopsisi, insan

kan dokusu, ¢esitli deniz baliklarimin DNA’s1, Drosophila melanogaster, Dugesia
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dorotocephala tirii planaria ve Lumbriculus variegatus ile Agaricus ve Morchella cinsi
mantar ve Diplotaxis cinsi canlilarin DNA’lan ile de tekrarli sonuglar vermistir. Bu ii¢
primerin eldeki tiim istasyonlardan toplanan midyelerden g¢ikartilan DNA ile denenmesi
sonucu ortaya cikan, her ti¢ primer kullamildifinda da bireyleraras: genetik farklilasmay:
somut degerlendirmemizi saglayacak goriintlilerdir. Deneyin ikinci agamasinda yapilan bu
derece farklt ¢izgilerdeki herbir bireydeki genetik degismeyi ortaya koyabilecegimiz bir
strateji bulmak olmugtur. Bu strateji, herbir DNA 6rneginde gesitli sebeplere baglanabilecek
mutasyon hizim1 ve mozaiklik tabir ettigimiz farkli dokularda DNA’nmn farklilasmasim tespit
etmek yoniindedir.

Kirlilige son derece direngli canlilarin beklenildigi gibi genetik yapilar1 da ¢ok biiyiik
cesitlilik gostermektedir. Caliymamizda bu durum kalitatif olarak ortaya konulmustur. Bu
yiiksek cesitlilik sebebiyle, midye, kirlilifin genotoksik tesirini tespit i¢in bireylerarasi
degigiklikleri molekiiler diizeyde takip edebilecegimiz bir canli degildir. Literatiirde,
genotoksik tesir tayini i¢in, midye ve RAPD-PCR yontemi kullamilan az sayida uygulama
mevcuttur (Ma, v.d., 2000; Borowsky, 2001; Conte, v.d., 1998). Bu ¢alismalarda, kirli ve
temiz referans bolgelerde yasayan tlirlerin genetik cesitliligindeki artis ve azaliglar1 takip
yoluna gidilmis, daha verimli olacagim diistindiigtimiiz birey i¢i genotoksik tesirin RAPD-
PCR yontemi kullanilarak tespit edildigi bir ¢caligmaya literatiirde rastlanmamugtir.

Midye ve bagka deniz ve kara canlilartyla yapilan toksikoloji ¢aligmalarinda ortaya
konulan 6nemli bir tespit hedef organ toksisitesidir. Ortamda bulunan kirleticilerin her birinin
alimg sekli, birbirinden farkll etki mekanizmalari, metabolizmalari, atilmalarinin yanisira
etkili olduklan ve dncelikli etkilerini gosterdikleri bir ya da birden gok hedef organlarimin
olusu ve ozellikle de bu organlarda asil toksik tesirlerini gostermeleridir. Caligmamizi gergek
anlamda sekillendiren bu tespit bir gok ¢alisma ile ortaya konulmustur. Midyenin in vivo
ortamda ne gibi kirleticilere maruz kaldig1, ne zaman ve ne kadar siireyle maruz kaldigi, bu
kirleticilerin midyedeki etki mekanizmalari, genotoksik olup olmadiklari, kanserojen ya da
mutajen olup olmadiklari, midyede hangi hedef organlarda birikerek ne tip toksik tesir
gosterecekleri, hangi tip kimyasal, biyokimyasal, biyolojik yontemlerle ne tip Ozelliklerinin
tespit edilebilecedi gibi akla gelecek bir ¢ok soru vardir. Ancak TSCA tarafindan listelenmis
14000 kimyasal baz alinilarak diistiniildiigtinde gereken bu sorularin cevabim verebilecek
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testlerin sayis1 da, sadece midye igin bile en az bir o kadar olmalidir. Bu sorularin hemen akla
getirdigi, in vivo sistemlerin gercek anlamda her yoniiyle toksikolojik bir takiplerinin
sbzkonusu olamayacagi gercegidir. Bu durum deniz ortaminda daha da kontrolsiizdiir.
Genotoksisite; DNA ve genlerde olusan degisiklikler, olumsuz etkiler, mekanizmalar da
diistiniildiigtinde, heniiz ¢ok bilinmeyeni olan bu problem hakkinda olusturulacak ve rutine
uygulanabilecek bir deniz genotoksisitesi biyoizleme metodunun diigliniilmesi, imkanlarin
belirlenmesi, uygulamaya konulmasmin zorluklar: ve metodun eksikliklerinin giderilmesi her
calismada oldugu gibi zamanla, imkanla ve galismanin uygulamalar: sirasinda karsilagilacak
sorunlarin ¢éziimlenmeye g¢aligilmasiyla olacaktir. Ilk anda tiim bilesenleriyle mitkemmel
calisan hicbir sistem ve metod yoktur. Bununla birlikte, yaklasimin in vivo sistemlerin
genotoksik degerlendirilebilmeleri i¢in son derece verimli ve miikemmellestirilmeye ¢ok
miisait, ucuz, ¢abuk cevap veren, uygulanabilirligi ve yorumlanabilirligi kolay bir yaklagim
oldugu da diger uygulanmakta olan metodlarla kargilastirildiginda ortaya ¢ikmaktadir,

Biitin RAPD-PCR uygulamalari ve DNA degisiklik takiplerinde, test ve kontrol
gruplarinda bulunan bireylerin DNA’larindaki farklilagmalar ortaya konulmaya ¢aligilirken,
RAPD’in, bu tip ¢aligmalarda dezavantaj olabilecek tekrarlanabilirliginin diisiik olusunun alt1
cizilmelidir. Gergekten de RAPD-PCR yonteminin degisikliklere asin duyarlihigs,
tekrarlanabilir olusunu neredeyse tamamen ortadan kaldirmaktadir. Yaklagimimizda, her
deney kendi bagina degerlendirilmekte, deneyleraras: karsilagtirmalara gerek olmadidi igin
ayn1 sartlarda tekrarlanabilirlik mecburiyeti ortadan kalkmaktadir. Bu da g¢aligmamizin
getirmis oldugu, RAPD-PCR’mn giivenilirliini artran Snemli bir faydadir. “Canlinin
DNA’sinda degisim var mi1?”, “Bu degisim ne boyuttadir?” sorularini, tek bir deneyde
cevaplandiracak sekildedir. Her mukayeseli deney kendi bagina anlamlidir ve deney aym
sartlarda tekrarlandid: takdirde varilan yorumlarin ayni dogrultuda oldugu diistiniilmektedir.

Deniz kirliligi ile ilgili parametrelerin Sl¢lilmesine dayanan c¢aligmalar, meteorolojik
olaylara, mevsime ve genel anlamda zamana son derece bagimlidir. Cogu kirlilik izleme
metodunda kirleticilerin mevsimsel yogunluklari arasinda onemli farkliliklar oldugundan
kirlilik takibinin her mevsim ayr1 yapilmasi gerekmektedir. Calismamizda ise model olarak
kullanilan midyenin (Mytilus galloprovincialis), kirliligi blinyesinde biriktirme yetenegi ve
lokal tabiatli olugu ve bunun yanisira genotoksik etkinin kronik ve kiimiilatif bir etki olmasi,
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mutasyonlarin organizmada sabitlenmesi, Olglimlerin zamana bagmlilifini 6nemsiz
kilmaktadr.

Calisgmamizda deniz kirliliginin in vitro genotoksik degerlendirilmesine yonelik rutin
uygulanabilecek, hizli bir yontem gelistirilmigtir. Model canli olarak segilen midyenin
biyolojik 6zelliklerinden kaynaklanan bir takim 6zel durumlarin tartigilmasi yararli olacaktir.
Ornekleme sirasinda tizerinde ¢alisilan canlimin kalitimla ilgili bilgiler iceren tireme hiicreleri
DNA’smin kullaniimasi1 genetik etkilerin derinlemesine anlagilmasimi saglayabileceginden
dolay tercih edilebilmektedir. Ancak, ¢alismamizda midyede birey bazinda gelisen somatik
tipte mutasyonlar énemlidir. Bu mutasyonlarin kirliligin genotoksik tesirini diger canlilar i¢in
de bir model teskil edecek sekilde gosterdigi diistintilmektedir. Calismamizin asil amaci rutin
uygulanabilecek bir yontem ortaya koymak oldugu i¢in diger nesillere kalitilan mutasyonlar
caligmamizin ilgisi digindadir. Bunun nedenlerinden birisi, midyede iireme .hﬁcrelerinde
olusacak mutasyonlarin 6zellikle bu hiicrelerin sayisinin biiyiik Slgiide arttign dénemde (yilda,
aralikli olarak, ortalama dort ay) Snem kazanmasi ve dolayisiyla her zaman ve her 6rnege
uygulanabilecek, kiimiilatif ve kronik etkiyi degerlendirebilecegimiz rutin bir yontem igin
uygun olmamasidir. Kald1 ki, RAPD-PCR metodu caligilan hiicrelerin en azindan %2-5’inde
gerceklesen ayni tipte degisiklikleri tespit edebilmektedir (Zwartjes, v.d., 2000) ve dolayisiyla
tireme hiicrelerinde olusacak birbirinden farkli tipte ve yeteri sayiya ulasamamig
mutasyonlarin tepiti i¢in uygun olmamaktadir. Bunun yanisira, ¢ok kisa bir zaman aralifinda
ortama birakilan {ireme hiicrelerinden in vivo ortamda, ya da somatik hiicrelerle karistirmadan
Ornek alinabilmesi rutin analizler i¢in baglibagina ciddi bir dezavantajdir.

Yontemin, rutin genotoksisite takibinde kulanilabilmesi i¢in midyenin kirlilife maruz
kaldig: stirenin bir Olgiisti olan yag: ile ilgili bazi durumlarin tartisilmas: gerekmektedir.
Calismamizda midye boyu olarak adlandirilan, kabuklar kapali iken kumpas ile alman en
biiylik uzunluk yasin bir gostergesi olarak baz alinmistir. Midyelerde yas, giris béliimiinde
bahsedilen ¢ok sayida parametreye bagh olmasi nedeniyle, rutin analizlerde giivenli olarak
kullamlabilecek bir biiyliklik degildir.

Midyelerde gelisim evrelerinin takibi de, kendiliginden gelisen (spontane) mutasyonlarm

degerlendirilerek, sonradan olusan kirlilik tesirli mutasyonlarin netlestirilmesi i¢in nemlidir.
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Gelisimin en hizli oldugu ve bu agidan en gok dikkate alinmasi gerektigi diigiiniilen kiigiik
boy midyelerde yapilan analizlerde, DNA’da kendiliginden (spontane) bir degisim
gbzlenmemigtir. Bundan sonraki agamada, genotoksisitenin degerlendirilmesini istedigimiz
bolgeden alinan 6rnekler igin hangi boydan itibaren bir degisim gézlenmeye baglandiginin
tespiti yapilmig ve bireylerin birey i¢ci DNA’sinda kirlilik tesirli mozaiklesme miktari, DDI
hesaplanarak tespit edilmistir. Bireylerin hangi boydan itibaren deZisim gostermeye
bagladiklan kirliligin kargilastirilmas agisindan 6nemli bir kriter olabilmektedir. Bu kriterler
calisma gelistikce artirilmis ve DNA’sinda mozaiklik tespit edilebilen egik midye boyu tespiti
ve bu midye i¢cin DDI hesaplanmasimn yaninda, bir de aym midyenin RAMD-PCR
profilleriyle, canli i¢i DNA farklilagmalarinin dendrogramlara doniistiirtilmesinde kullanilan
% benzerlik verilerinin en kiiglik degeri, ya da bagka bir deyisle en biiylik % farklilagsma
miktarinin tespitinin anlamli oldugu ortaya konmustur.

Orneklemelerin yapildig1 bolgelerin kimyasal kirlilik analizi, ¢calismamiz kapsaminda
yapilmamustir. In vivo kirliligin DNA’da yaptif1 kiimilatif mutajenik tesir degerlendirilmeye
ve rutin bir yontem haline getirilmeye c¢aligilmugtir. Bunun igin ¢alismanin boyle bir
degerlendirmeye bu asamada ihtiyaci yoktur. Clinkii anlik, ya da belli dénemleri kapsayan
bodyle bir analizin sonuglari ile bizim genotoksik tesir sonuclanimizi 6rtlistlirmeye galigmak
verimli degerlendirmeler yapmamizi engelleyebilir. Sadece belli baz1 kimyasal kirliligin
degerlendirmelerinin rutin olarak yapilabildigi gtintimiizde, DNA’daki olumsuz tesiri bu
sekilde kontrollii gibi goztiken bir sinirlandirmaya tabi tutmak gercek genotoksik etkiyi
gOrebilmemizi engelleyecektir. Bu durum &zellikle temiz bolge olarak degerlendirdigimiz
Saros Korfezi, Erikli Srnekleri ile yaptigimiz degerlendirmeler sonucu karsimiza ¢ikmaktadir.
Biiyiik boy midyelerde deniz ne kadar temiz de olsa mutlaka ciddi bir DNA degisimi,
mozaiklesmesi gozlemlenmektedir. Ancak temizliin bir gostergesi DNA degigimi
gozlemlenmeye baslayan midye boyunun kirli bolgelere gore daha biiyiik olmasidir.
Elimizdeki 6mek grubu ve drnekleme yapilan istasyonlarla ilgili midye DNA’sinda degisim
tespit edilebilme boyutlar1 s6yledir: Florya sahilinde 2.5 cm’lik midye DNA’sinda degisim
gozlenirken, Carrefour’dan ve Saros korfezinden temin edilen midyeler i¢in bu boy 5.0 cm’ye
cikarken, Sile 6rnekleri i¢in 2.9°a, Hali¢ 6rnekleri i¢in 2.6 cm’ye, Fenerbahge midyeleri i¢in

2.1 cm’ye ve Unkapani midyeleri i¢in 1.1 cm’ye kadar diismektedir. Marmara Denizi’nde
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yapilmakta olan Kkirlilik takip c¢aligmalar1 ve (Petek, 1999)’un c¢alismasinda varilan

mutajenisite sonuglariyla paralellik gostermektedir.

Somatik hiicrelerde gerceklesen DNA hasari, genotoksik tesirlerin bir birikimi sonucu
olugmaktadir. Bunlardan bir kismi DNA tamir mekanizmalar tarafindan diizeltilebilirken
biiytik bir kismi somatik mutasyonlar seklinde sabitlenmektedirler. Ancak bu tip mutasyonlar
bir takim 6nemli genlere mesela onkogenler, tlimor baskilayict genler gibi kanser olusturan
veya ¢alismadifinda kanser olugturan tip genlerde oldugunda, ya da yine hiicre bsliinmesinde
rol oynayan sinyal iletimi saglayan sistem genleri gibi canlinin gelisim siirecinde etkili
genlerde meydana geldiklerinde tespit edilebilmeleri canlinin normal fizyolojisindeki farklilik
tespit edilebildigi i¢in miimkiin iken, dogrudan etkisini géremedigimiz bir ¢ok mutasyon da
DNA’da sabitlenmektedir. Tespit edilmesi daha zor ve etkileri hakkinda daha spekiilatif
konugabilecegimiz tiirden mutasyon ve DNA hasarni ise bu ¢aligmada ortaya koydugumuz
RAMD-PCR yaklagimi kullanarak gosterebilmekteyiz. Yaklasimimiz, RAPD-PCR
metodunun bazi durumlarda bir dezavantaj sayilan; en azindan ¢aligilan hiicrelerin %2-5’inde
gerceklesen degisiklikleri tespit edebilmesi 6zelligini kullanmaktadir (Zwartjes, v.d., 2000).
Mutasyonlarin zamanla ve hiicre boliinmesinin stiregelmesi ile yani canlinin biiyiimesi ile
sabitlenerek ve sayica katlanarak tespit edilebilir hale gelmesi esasim1 degerlendirmektedir.
DNA’nin hasara ve fizyolojik defisime bagli mozaiklesmesini gosterebilmektedir. Bu
ozelligini kullanarak bir bolgede yasamakta olan gesitli boydaki midyelerle (en kiigiik boy ve
en biiyilkk boy arasinda gesitli araliklarla) Ornekleme yapildifinda, midyelerde DNA
mozaikliginin tespite baglanildig1 bir esik boy oldugu, bu boyun da 6rmeklemenin yapildig
bolgenin genotoksinler tarafindan ne kadar kirletildigine bagh oldugu ortaya ¢ikmaktadir.
Yani, temiz bolge diye diislindiiglimiiz denizlerde yasayan midyelerin de DNA’s1
mozaiklesiyor, kirli oldugundan emin oldugumuz bolgelerdeki midyelerin DNA’s1 da
mozaiklesiyor, ancak mozaiklesmeyi tespit etmeye baglanan boyun bilyiik ya da daha kiigiik
olusuna gére bolgenin genotoksik kirlilik birikimini degerlendirebiliyor ve degisim daha
biiyilk boylarda tespit edilebiliyorsa bdlge daha temiz diyebiliyoruz. Yani ¢ok kisa siireli,
sadece 1 giin igerisinde yapilip bitirebilecek bir yontem kullanarak uzun bir dénemde
gerceklesen genotoksik tesiri degerlendirebilmek miimkiin olmaktadir. Bu sekilde rutin midye
izlemelerde genotoksisite takibi igin rahatlikla uygulanabilecek ve su kalitesindeki degisimleri
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takip edebilmeyi saglayacak bir metod olabilecektir. Yine bir bdlgede gerceklesen akut bir
kirlilik sonucunda bu ydntem cok kiiciik boy midyelerin DNA’sinda da bir mozaiklesmeyi
tespit edebilecek hassasiyettedir. Midye yetistiricilerinin rutin olarak ¢iftliklerinde
kullanmalar1 gereken bir ydntem olarak degerlendirilebilir. Kirlilik takibinde ortama katilan
kirleticilerin tespitinin tek tek yapilamadifi giiniimiizde, toplam genotoksik tesiri
degerlendirebilmek i¢in ucuz, kisa, kolay, glivenilir ve midye diginda bagka canlilara da
rahathikla uygulanabilecek bir yontemdir.

Bu yaklagim kullanilarak, deniz kirliligi, kirliligin genotoksik tesiri, denizlerimizde midye
biyogesitlilii, denizlerimizde midyenin genetik heterojenlifi, cesitli bilinen (6zellikle
midyelerde calisilan) organ toksinlerinin genotoksik etkilerinin takibi, midye yetistirme
ciftliklerinin genotoksisite acisindan biyotakibi gibi, degerlendirmeler yapilabilir.

Cikan sonuglarin istasyonlar bazinda karsilagtirilmasi, midyelerde 6zellikle toplam kirlilik
parametreleri agisindan daha yogun kirli bolgelerdeki drneklerdeki mutasyon hizinin gok daha
yitksek oldugu yani mozaikligin ¢ok daha yogun gozlemlendigi daha temiz bolgelerde ise
daha homojen, degisiklide ugramamig bir DNA varligidir. Calisma kapsaminda cesitli
istasyonlardan farkli zamanlarda, farkli boyda midye 6rnekleri toplandig: i¢in aym anda biitlin
istasyonlar aras1 bir degerlendirme yapilmamus, istasyonlar kendi iclerinde degerlendirilmistir.

In vivo toplam kirlilik, midyenin ¢esitli dokularinda birikmektedir. Bu birikim, midyeleri
gida olarak tliketen bir ¢ok canliyr basta insan olmak tizere olumsuz etkilemektedir. Aym
sekilde genotoksik kirlilik de midye DNA’sinda mutasyonlar seklinde birikmektedir. Bu
birikim de midye, midye popiilasyonu, yeni nesil midyeler, insan bagta midye tiiketen diger
canlilar acisindan olumlu olmayacaktir. DNA’daki kirlilik tesirli degisimin diger canlilari
olumsuz etkileyecedi teorik olarak beklenmektedir. Ancak pratikte deneysel olarak bu tip
olumsuz tesirlerin heniiz ortaya konulamamig olmasi, biraz spekiilatif yorumlar yapmay1
beraberinde getirmektedir. DNA’daki degisimin neticeleri hakkinda daha ¢ok az sey
bilinmektedir. Olumsuz olmasi: muhtemel olan sonuglar1 zamanla netlesecektir. Bu ¢aligma ile
tespitini yapabildigimiz degisimin olumsuz sonuclarim yasamamak i¢in, bu tip degisime
sebep olan kirlilikleri tespit edip ortadan kaldirmak, ya da bu tip genotoksik kirliligin yogun
oldugu ortamlardan uzak durmak gerekmektedir.
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Calismamizla ortaya koydugumuz, rutin kirlilik caligmalarinda canlimin DNA’s1
tizerindeki genotoksik tesir, RAMD-PCR profil degisiklikleri vasitasi ile g&sterilebilmektedir.
Calismamizin en net gekilde ortaya koydugu gergek ise, kontrolsiiz, in vivo deniz ortaminin
midye DNA’sim tespit edilebilir gekilde degistirmesidir. Kirliligin miktarina ve canlinin bu
kirlilige maruz kalma siiresine baglh olarak DNA’sindaki degisim az ya da ¢ok olabilmektedir.
Modelimizin DNA’s1 degisiyorsa, bu kirlilie maruz kalan insan da dahil diger biitiin
canlilarn DNA’s1 degisecektir. Bu degisimin miktari ve sonuglar: her canli igin farkli olsa da,
DNA’nin degistigi gergegi degismeyecektir.
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http://www.cevreorman.gov.tr/: T.C. Cevre ve Orman Bakanlif

http://www.taek.gov.tr/: Tlirkiye Atom Enerjisi Kurumu

www.CIIT: What is Toxicogenomics

http://www.epa.gov/region5/defs/html/tscahtm: U.S. Environmental Protection Agency,
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http://www.upei.ca/~cai/: Canadian Aquaculture Institute
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