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OZET

Cinko piritiyon (21 numarali {iriin tipi) ve bakir piritiyon antifoling maddelerdir; canlilarda
antibakteriyal ve antifungal etkiler i¢in yaygin kullanilan biyositlerdir. Bu ¢alismada, her iki
cevresel kirleticinin (Zn/Cu piritiyon) sucul toksisitesi ve insanlar {izerine muhtemel
olumsuz etkileri Zebra tiirli baliklarda toksik maruziyet konsantrasyonunda, DNA/RNA
oksidatif hasar1 arastirilarak bilime, korunma ve tedavi yontemlerine katki saglanmasi
amaglanmaktadir. Zebrafish (Danio rerio), omurgalilarin gelisimi, ilag kesfi, kiiciik molekiil
taramasi, hastalik modelleme ve islevsel sinirbilimi gibi modern biyomedikal arastirmalarin
bir¢ok alani i¢in giderek daha gii¢lii bir model organizma haline geliyor. Akvaryumda belirli
bir siire diizenli beslenmesi planlanan Zebra baliklar1 ¢inko veya bakir piritiyona farkl
konsantrasyonlarda maruz birakilarak akut toksik etkileri biyokimyasal ve histopatolojik
olarak incelendi. Calismada 3-4,5 cm boylarindaki erkek ve disi zebra baliklar kullanildi.
Baliklarda doku ve DNA hasar1 olusturmak icin 0,02 mikrogram/Litre Zn/Cu piritiyon
diizeylerinden baslanarak goriilen etkilere bagli olarak fakli dozlarda uygulama yapilmasi
planlandi. Ileri oksidasyon protein iiriinleri (AOPP), lipid peroksidasyon iiriinii (MDA),
DNA/RNA oksidatif hasar diizeyleri belirlendi. Istatiksel analizler icin SPSS versiyon 20.0
programi kullanmildi. Gruplar arasindaki belirgin farkliliklarin tayininde normal dagiliml
degiskenler icin t-test, degiskenler arasi korelasyon i¢in Spearman analizi yapildu.

Bilim Kodu : 1010. 1.020

Anahtar Kelimeler . Cevresel Kirletici, Cinko/Bakir Piritiyon, DNA hasari,
Zebra balig1
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ABSTRACT

Zinc pyrithione (product type 21) and copper pyrite antifolating agents; are commonly used
biocides for antibacterial and antifungal effects in living organisms. Zinc and copper
pyrithione are well known antifouling materials and biocides. In this study, it is aimed to
contribute to knowing, protection and treatment methods by investigating DNA/RNA
oxidative damage in the toxic exposure concentration of both environmental pollutants
(Zn/Cu pyrithione) and possible adverse effects on humans by Zebra species. Zebrafish
(Danio rerio ) is becoming a more widely used and increasingly powerful model organism
for many fields of modern biomedical research including vertebrate development, small
molecule screening for drug discovery, disease modelling, and functional neuroscience.
Zebrafish fish, which are planned to be fed regularly for a certain period of time in the
aquarium, were exposed to zinc or copper pyrithione at different concentrations, and the
acute toxic effects were studied biochemically and histopathologically. Male and female
zebrafish, 3-4.5 cm long, were used in the study. It was planned to apply the fish at different
doses depending on the effects starting from 0.02 microgram/L of Zn/Cu pyrite levels to
produce tissue and DNA damage in the fish. Advanced oxidative protein products (AOPP),
lipid peroxidation products (MDA), DNA/RNA oxidative damage tests were applied. SPSS
version 20.0 program was used for statistical analysis. Spearman analysis was used to
determine the significant differences between the groups, t-test for normal variance variables
and correlation between variables.

Science Code : 1010. 1.020

Key Words . Environmental Pollutant, Zinc and Copper Pyrithione,
DNA damage, Zebra fish
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis baz1 simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.
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M Molar

mM Milimolar
pmol mikro mol
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nm nanometre
nmol nanomol

Cl Klorir
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1. GIRIS

Canli organizmalar i¢inde yasadiklar1 ortamla yakindan iliskilidirler. Giiniimiizde her giin
yiizlerce kirletici ¢evreye atilmakta ve g¢evrede yasayan canlilan etkilemektedir. Bu

kirleticilerden birisi de agir metallerdir.

Dogada agir metaller ¢ok diisiik derisimlerde bulunmaktadir. insan niifusundaki hizh artis ve
sonucunda artan sanayilesme, ortamda bulunan agir metallerin derisimlerinde de artisa neden
olmustur. Agir metallerin temel kaynaklar1 maden ocaklari, komiir-motorin gibi fosil yakatlar,

metal, kagit vb. fabrikalarm atik sulari, giibreler, pestisitler ve kimyasallardir [1-2].

Atom numarast 20°den ve yogunluklar1 genel olarak 5 g/cm®den biiyiik olan metallere agir
metal denir [3-4]. Biyolojik olarak agir metallerin bazilari canlilar igin esansiyel olup gesitli
enzim sistemlerinde dnemli rollere sahiptirler. Bazilar ise hiicre igindeki fonksiyonlar kesin
olarak bilinmeyen ve biyodegredasyonla uzaklastirilamayan metallerdir ve genellikle canlilar

i¢in ¢ok diisiik dozlarda bile toksik etki gosterirler [5-6,7].

Sanayilesmenin artmasi sonucu, dogal sularm bakir (Cu), ¢inko (Zn), kursun (Pb), kadmiyum
(Cd) ve civa (Hg) gibi agir metallerle kirlenmesi kiiresel bir sorun haline gelmistir. Biyolojik
cevrimin bir halkasini olusturan ve onemli protein kaynaklarindan biri olarak tiiketilen sucul
canlhlarda ozellikle de baliklarda bu agir metallerin etkilerinin belirlenmesi, insan sagligi ve

ekolojik dengenin korunmasi agisindan, ayr1 bir 6nem olusturmaktadir [1].

Agir metaller sucul canlilar tarafindan gesitli organ ve dokularda birikir ve belirli dozlara
ulastiktan sonra toksik etki gdsterir. Canli biinyelerinden kolayca atilamadiklari i¢in canlilarda

biriken agir metaller besin zinciri yoluyla insana ve diger canlilara ulasir [8].

Agir metallerin tiim ekosistem agisindan bir tehdit olusturduklart bilinmektedir. Cevreye sizan
agir metallerin biiyiik bir kism1 atmosferden yayilarak, erozyonla tagmarak veya gesitli insan
aktiviteleri sonucu direkt olarak sucul ortama ulagsmaktadir [2]. Agir metallerin sucul canlilar

iizerinde metabolik, fizyolojik ve davranigsal etkilerinin oldugu bir¢ok caligmada gosterilmistir
[9-10, 11-12, 13].



Kan parametreleri, doku ve immiin sistem iizerindeki agir metallerin etkilerinin incelenmesi i¢in
insanlar ve diger yiiksek omurgalilar yerine baliklarin iyi bir alternatif model oldugu 6ne

stiriilmektedir [14-15].

Su igerisinde bulunan balik kafesleri, petrol kulelerinin su i¢inde kalan kisimlari, tekne ve gemi
tabanlar1 gibi yapilar zamanla bakteriler, diatomlar, algler, kaya midyesi, boru kurdu vb. gibi
sucul organizmalar tarafindan kaplanirlar, bu biofoling olarak bilinir. Bu da zamanla s6z konusu
yapinin bozunmasina ve/veya gérevini yapamamasina neden olur. Cinko piritiyon (21 numaral
tirlin tipi) ve bakir piritiyon antifoling maddedir; canlilarda antibakteriyal ve antifungal etkiler
icin yaygin kullanilan bir biyosittir. Bu ¢alismada, her iki ¢evresel kirleticinin (Zn/Cu piritiyon)
sucul toksisitesi ve insanlar lizerine muhtemel olumsuz etkileri Zebra tiirli baliklarda toksik
maruziyet konsantrasyonunda, genotoksik ve antioksidan sistem tizerine etkilerinin arastirilarak
bilime, korunma ve tedavi yontemlerine katki saglanmasi amaglanmaktadir. Cevresel kirleticiler
ozellikle hedef olmayan canlilarda erken gelisme donemlerini etkileyerek toksisite

gostermektedir [16- 17,18].

Son zamanlarda yapilan bircok c¢alisma, cevrede bulunan kimyasal maddelerin endokrin
sistemin normal fonksiyonlarini etkiledigini géstermistir. Bu kimyasallar; insan iiretimi sonucu
da olusabilir, dogal yolla olusan bitkisel bilesikler de olabilir. Cevresel kimyasallara maruz kalan
insan ve dogadaki canlilarda gergeklesen endokrin siiregler, endokrin bozucu (EDC) etki
gosterdiklerinden bu konuda yogun arastirmalar yapilmaktadir. Birkhoj ve ark. 2004 yilinda
yaptiklar1 epidemiyolojik aragtirma sonuclarina gore kimyasallara maruz kalindiginda insan
sagliginin etkilendigini ve sperm kalitesinin diistigiinii belirtilmistir. Cevresel kimyasallar su ve
gida yoluyla karisim halinde insana ulastigindan 6nemli risk olusturarak ¢evresel sucul ortamda

etkileserek aditif, sinerjistik, antagonistik etkiler gosterebilmektedir [19].

Oksidatif stresin, ¢esitli hastaliklarin patogenezinde 6nemli rol oynadiginin belirlenmesi, son
yillarda cevresel kirleticiler ile iliskili olarak konuya verilen 6nemin giderek artmasina neden
olmustur. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) tiretimi DNA’ nin yapisinda hasara yol agabilir.
Artmig ROS, DNA’nin yani sira, lipid ve proteinler gibi makromolekiillerin oksidatif hasarini
da hizlandirabilir. 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG), DNA’da piirin artiklarinin ROS ile
indiiklenen degisiklikleridir. 8-OHdG guaninin 8 hidroksilasyonu sonrasi, spesifik enzimatik
boliinmeyi takiben olusan oksidatif DNA hasarinin bir iriinidiir. 8-OHdG, oksidatif DNA

hasarinin ve oksidatif stresin gosterilmesinde dnemli ve hassas bir belirleyicidir [20-21].



2. GENEL BILGILER

2.1. Cevre Kirlenmesi ve Kirleticileri [22-23]

Cevre kirlenmesi, insanlarin faaliyetleri sonucunda ortamdaki dogal dengenin fiziksel,
kimyasal ve biyolojik etkenlerle bozularak canlilarin yasama ortamlarinin kismen veya

tamamen ortadan kalkmasidir [24].

Dogada bulunan ya da olan hi¢bir sey duragan degildir. Dogada diizenli olarak degisimler
gerceklesmektedir. Bu degisimlerin bazisi1 dnceden tahmin edilebilen gelismelerken bazilari
da mevsimsel hava kosullari sonucu normal dongiisel olaylar dizisidir. Ama biiyiik
cogunlugu dnceden tahmin edilemeyen olaylardir. Cevre kirlilikleri dogaya zarar vererek
dogrudan veya dolayl olarak dogada yasamini siirdiiren tiim canlilarin zarar gdrmesine

neden olmaktadir.

2.1.1. Dogal cevre Kirleticileri:

Cevre kirleticileri insan sagligina, dogal ve yapay ¢evreye zarar vermektedir. Meydana gelen

sel, deprem, savas vb. olaylar sonucunda dogal ¢evre kirliligi olugmaktadir.

2.1.2. Yapay cevre kirleticileri

Sanayvilerin atiklar1 sonucu olusan kirlilik

Petrol rafineleri, otomobil fabrikalari, elektrik iiretim santralleri, ¢cimento fabrikalari, tekstil
fabrikalar1 vb. yerlerde ¢ok sayida atik {iiretilir. Bu sanayilerde iiretilen ve cevreye
arititlmadan ya da bilingsizce bosatilan maddeler, sular, molozlar, kimyasal maddeler, gazlar
vb. atiklar ¢evre ve kisi saglig1 acisindan tehlike olustururlar. Sanayisi gelismis iilkelerin
yeryiizii kaynaklar1 kontrolsiiz harcanmaktadir. Bunun sonucunda ozon tabakasi tahrip
olmakta, asit yagmurlart olugmakta, sera etkileri, hava-kara ve deniz Kkirlilikleri
gozlemlenmekte, ormanlar ve tarim alanlar1 azalmaktadir. Biitiin bu olaylar da yagsam alanin1
daraltmaktadir. Ozon tabakasinda olusan incelmeler cilt kanserleri i¢in baslica tehlike
olusturmaktadir. Petrol, komiir gibi fosil yakitlar sera etkisinin olusmasinin temel

nedenlerindendir.



Atmosferde 1sinin artmasi, buzullardaki erimeler nedeniyle deniz seviyesinin yiikselmesi,
karalardaki azalmalar, kurakliklar ve sonucunda olusan kitlik, zamanla olabilecek
tehlikelerden sayilabilir. Insaatlerde ve evi igi yapilarda kullanilan malzemeler evdeki havay1
kirletir ve saglik acisindan zararlar olusturabilir. Ozellikle asbest ve kursun igerikli boyalar
insan ve ¢evre sagligi acisindan tehlike olusturmaktadir. Sanayi atiklart 6ncelikle havayi ve
suyu kirletir bdylece de toprak kirlenir. Kirlilik sonucu havada biriken kiikiirt dioksit, asit
yagmuruna dontislir. Asit yagmurlar1 da topragin 6zelligini bozar ve yetistirilen bitkilerde

fiziksel bozukluklar ve kirlilikler goriiliir. Ayrica bitkilerin kirli sularla sulanmasi bitkileri

olumsuz etkilerken kirli sular1 icen hayvanlar da olumsuz etkilenir.

Resim 2.1. Sanayi atiklarinin gevreye ve Resim 2.2. Sanayi atiklarinin ¢evreye ve
canlilara zararlar1 [24] canlilara zararlari [24]

Kazalar sonucu olusan kirlilik

Diinya Saglik Orgiitii’niin tamimma gore 6nceden planlanmayan, beklenmeyen anlarda
ortaya cikan yaralanmalarla, can ve mal kayiplariyla sonuglanan olaylara kaza denir.
Istatistiklere gére kazalarm gogunlugu trafikte, evde ve is yerlerinde goriilmektedir.
Kazalarin 6nlenebilmesi i¢in ne gibi tedbirlerin alinacagini bilmek hayati agidan biiytik bir
onem tagimaktadir. Kazalar insanlarin bilgisiz, dikkatsiz ve ihmalkar davranmalar ile
kurallar ¢ignemeleri sonucu meydana gelmektedir. Kara, deniz, hava ve demir yollarinda
olan kazalar ¢evre (hava, su, toprak) kirliligine neden olurlar. Kazalarin sonucunda ¢ikan
yanginlar da ekosisteme zarar vermektedir. Komiir, petrol vb. fosil yakitlar kiiresel 1sinmaya
sebep olurken glines enerjisi, riizgar enerjisi, jeotermal enerji, hidrolik enerjisi, biyokiitle
enerjisi ve hidrojen enerjisi gibi yenilenebilir enerji kaynaklari kullanilan santrallerde olan

kazalar etkisi uzun siiren ve ¢ok genis yayilma alani olan ¢evre kirliliklerine neden olur ve



bu kirlilik biitiin ¢evreyi ve canlilar1 etkiler. Ornek olarak, niikleer patlama sonucu olusan

radyasyon kirliligini verebiliriz.

Resim 2.3. Niikleer santralin patlamasi Resim 2.4. Radyasyon kirliligi

Savaslar sonucu olusan kirlilik

Birlesmis milletlerin goriisiine gére giiniimiizde yasadigimiz gevre sorunlarinin % 34’
savaslar ve silah harcamalar1 sonucunda meydana gelmektedir. Savaslar yalnizca savasin
oldugu alanlara ve iilkelere etki etmez. Savaslar; iklim degisikliklerine, kiiresel 1sinmalara,
ekosistemde bozulmalara, topragin kirlenmesine, kimyasal ve radyoaktif kirliliklere, moloz
gibi ¢oplerden olusan kirliliklere, dogal hayatin dengesinin bozulmasina ya da yok olmasina,
yeryiizii ve yeralt1 sularinin kirlenmesine, asit yagmurlarmin olusmasina, su-kanalizasyon
sistemlerinde ¢okmelere neden olur. Doga dongii igindedir ve bu dongiiniin herhangi bir
evresine verilecek zarar diger evreleri de etkiler. Buradan da anlagilacag gibi dogada her
sey dongii i¢inde oldugundan, dongilideki bir evrenin zarar gérmesi diger evrelerin de zarar

gérmesine neden olur [73].

Resim 2.5. Savaslarin ¢evreye verdigi zararlar [73]



2.1.3. Cevredeki Kirleticilerin yapay ¢evreye yaptig: etki

Insanlar diinya iizerinde yasamlarim siirdiirmeye basladiklar1 giinlerden beri dogayla i¢ ice
yasamaktadirlar ve kendi ¢evrelerini amaglarina gore degistirip yapay ¢evreyi olustururlar.
Gilinlik yasamin siirdiiriildiigii evler, is yerleri, tasitlar, kamuya agik alanlar yapay
cevrelerdir. Insanlarin yapay c¢evresinde olusan kirlilikler insanlari en cok etkilendigi
kirliliklerdir.

2.1.4. Cevredeki kirleticilerin dogal cevreye yaptig: etki

Hava, su ve toprak cevredeki fiziksel unsurlari; insanlar, hayvanlar, bitkiler ve
mikroorganizmalar da biyolojik unsurlari olustururlar. Teknolojinin gelismesi hayatimizin

kolaylasmasini saglar ama ayn1 zamanda da doga ve cevre kirliligini de giin gegtikge artirir.

Kirleticilerin hava, su ve toprak tizerindeki etkisi

Toprak iizerindeki etkisi

Topragin iizerinde ya da i¢inde bulunan kati, sivi ve radyoaktif artik gibi kirleticiler
tarafindan topragin fiziksel ve kimyasal ozelliklerinin bozulmasina “toprak kirlenmesi”
denir. Modern tarima geg¢ilmesi ve modern tarimin ilerlemesi ile sanayilesmenin artmasi
sonucunda toprak kirliligi de cevre sorunu olarak ortaya ¢ikmaya baslamistir. Onceleri
kullanilan gii¢ kaynaklari ve enerji kaynaklarmin yetersizligi, niifustaki azlik,
endiistrilesmenin gelismemis olmas1 sebebiyle toprakta herhangi bir kirlenme s6z konusu
degildi. Niifusta meydana gelen hizli artis nedeniyle tarim, sanayi ve teknoloji hizla
gelismistir ve dolayisiyla toprak kirliligi de artmaya baslamistir. Toprak kirliligi her gecen
giin daha da ciddi boyutlara ulasmakta ve 6nemli ¢evre problemlerinden birisini teskil

etmektedir.



Resim 2.6. Toprak kirliligi [23]

Toprak kirliligi nedenleri;

»  Yerlesim alanlarinda ortaya ¢ikan atiklar, egzoz gazlari, endiistri atiklari, tarimsal

miicadele ilaglari, kimyasal ve suni giibreler,

»  Ortaya ¢ikan ¢oplerin bosaltildig: alanlar ile kanalizasyonun aritilmadan direkt olarak

topraga verilmesi,
»  Ozon, karbon monoksit, kiikiirt dioksit, kursun, kadmiyum gibi zehirli maddeler,

»  Sodyum, fosfor, potasyum, kalsiyum, magnezyum, demir, ¢inko, bakir, mangan, bor

gibi besin maddelerini igeren suni giibrelerdir.

Insanlarin ormanlari tahrip etmesi, yakip tarla yapmasi, tarim topraklarini hatali islemesi,
meralarin ve ¢ayirlarin bilingsiz kullanilmasi, asir1 otlatma gibi sebeplerden dolayr meydana
gelen toprak erozyonu, iilkemizin hatta diinyanin bir¢ok bolgesinin en Onemli cevre
sorunlarindan birisidir. Kirleticilerin bazilar1 topragin 6zelligini bozar bazilar1 da verimini

diistiriir.

Su tizerindeki etkisi

Insanlarin ve canlilarin yasamlarinda hayati énem arz eden suyun kullanilabilir olmas igin
tehlikeli kimyasal maddelerden ve bakterilerden armmis olmas1 gerekmektedir. Insanlarin
kullanmasi igin dogal ve yapay kaynaklardan (dere, irmak, gol, baraj) elde edilen su da belirli

standartlara uymalidir. Aksi halde standartlara uymayan sular tehlikeli sonuglara sebep



olabilmektedir. Zamanla hayatimizda goriilen teknolojik gelismeler, niifustaki artislar gibi
etmenlerden dolayr su kaynaklarimizi olusturan dere, g6l ve yeralti sularinda da asir
kirlenmeler gozlemlenmektedir. Sehir, kasaba gibi yerlesim yerlerindeki atik sular ile
fabrikalardan ¢ikan atik sular derelere-gollere baglanmaktadir. Kullanilabilir sularla atik
sularin karismasi sonucunda atik sulardaki organik bilesikler ve kimyasal maddeler temiz
suda ¢oziinmiis halde bulunan oksijenin miktarinin azalmasina neden olur. Bundan dolay1
suda yasamini siirdiiren hayvan ve bitkilerin 6liim oranlarinda artis gézlemlenmektedir.
Bunun gibi kirli sularin rengi daha koyudur ve bu sular pis kokuludur. Giliniimiizde baz
dereler ve gollerdeki kirlenmeler sonucunda bu sulardaki canlilarin yagamlar1 sona ermis ve

bu sularda bulunan atiklardan sonucunda adaciklar olusmustur [23].

Resim 2.7. Su kirliligi [23]

Dogada suyun dongiisii ile kullanilan sular, insanlar tarafindan kullanilip tekrar bu su
dongiisiine karistirilirlar. Olugan bu dongii ile yeralt1 ve yeriistii sulari kirlenir dolayisiyla da

fiziksel ve biyolojik 6zelikleri degisir. Bu 6zelliklerin degismesi de kirlenmeyi hizlandirir.
Hava iizerindeki etkisi

Atmosferde duman, toz, gaz, koku ve saf olmayan su buhar1 seklinde bulunan kirleticilerin,
insanlarin ve canlilarin sagligmi olumsuz yonde etkileyebilecek, ekosisteme zarar
verebilecek veya maddi zararlar meydana getirebilecek miktarlara yiikselmesi, “Hava
Kirliligi” olarak nitelendirilmektedir. Uretim ve tiiketim aktiviteleri gibi cesitli faaliyetler
gerceklesirken olusan atiklar havay: kirletir ve bu kirlilik de o ¢evrede yasamini siirdiiren

canlilarin hayatini olumsuz yonde etkiler.



Hava kirliligini kaynaklarina gore inceleyelim:

» Isinma kaynakli: Isinma amaciyla lilkemizde kullanilan yiiksek kiikiirt oranli ve
kalorisi diisiik komiirlerin kullaniminin yaygin olmasi ayrica yakma tekniklerinde
yapilan yanlis uygulamalar da havanin kirlenmesine neden olmaktadir.

» Motorlu tasit kaynakli: Giinlimiizde hizla artan niifusun ve insanlarm gelir
diizeylerindeki yiikselislerin sonucunda motorlu tasitlarda da artis olmustur. Motorlu
tasitlarin artmasi ¢evreye salinan egzoz gazlarin artmasina dolayisiyla da hava
kirliliginde artisa neden olmaktadir.

» Sanayi kaynakli: Yanls yerlere kurulan sanayi tesisleri, kurulum sirasinda gevrenin
korunmas: i¢in gerekli oldugu halde alinmayan tedbirler (bacalarda kullanilan
filtreler, aritma tesisleri vb.), uygun olmayan teknoloji kullanimi, enerji igin

kullanilan kiikiirt oran1 yiiksek ve kalitesiz yakitlar havanin kirlenmesine sebep

olmaktadirlar.

Resim 2.8. Hava kirliligi [23]

2.1.5. Cevresel kirleticilerin saghk iizerindeki etkisi

Cevre sagligl, canlilarin yasamlarmi siirdiirebilmek i¢in i¢inde bulunduklari ortamlarda
ihtiyaclar1 gere8i etkilesime girdikleri her tirlii faktorlerin istenmeyen etkilerinin
engellenmesi amagli fikir ve faaliyetlerdir. Saglik, bir canlinin ruhen, bedenen ve sosyal

olarak tam bir iyilik hali olarak tanimlanmistir. Cevre sagligi, toplumdaki saglik diizeylerini



10

onemli Olciide etkiler. Bu diizeylerin gelismisligi degisik gostergeler ile dl¢iilmektedir.
Orneklerle anlatacak olursak; hastanelerde bulunan yataklarin basma diisen hasta sayilari,
saglik elemanlaria diisen kisi sayilari, hastaliklarin ve Oliimlerin oranlar1 ve bunlarin
nedenleri gosterge olarak kullanilir. En ¢ok kullanilan géstergelerden birisi “bebek 6liim

hiz1” gostergesidir.

Cevre ve saglik iliskisi

Kisilerin kendi sagliklarin1 korunmak ve gelistirmek i¢in yaptiklar1 seylerden mesul
olmasinin yaninda g¢evreye karsi yaptigi olumsuz davranislarda bulunmasi baskalarinin
sagligimi da tehlikeye diisiirlir. Bagkalarina ve ¢evreye verilen zarar da yasal diizenlemeler

ve yaptirim sorunlar olarak karsimiza ¢ikar.

Canlilar dollenme evresinden itibaren ¢esitli ¢evresel sorunlardan etkilenmektedirler. Bu
etkilesim dogum ile 6liim arasinda degisik boyutlarda karsimiza c¢ikmaktadir. Yasanilan
cevre hastaliklarin nedeni de olabildigi gibi hastaliklara zemin de hazirlayabilir. Ayrica
hastaliklarin yayilmasini kolaylastirabilirken bazi hastaliklarin da gidisatini ve sonuglarini
etkileyebilir. Dogrudan veya dolayli olarak ¢evre sagligini etkileyecek bir¢ok etken
bulunmaktadir [69].

Anayasa ile devlete herkesin yasama hakkini saglama gorevi verilmistir. Insan Haklar
Evrensel Bildirgesi 25. maddesinde; her insanin gerek kendisinin gerekse ailesinin saglik ve
huzurunu giivenceye alacak bir yasam diizeyine sahip olma hakkindan s6z edilmektedir.
Tiirkiye Cumbhuriyeti, Insan Haklar1 Evrensel Bildirgesi ve Diinya Saglk Orgiitii
Anayasasi'm1 da imzalamistir. Bu uluslararast anlagmalar ve Tiirkiye Cumbhuriyeti
Anayasasi’nin buyruklarina uyarak olabildigince herkese esit ve etkin saglik hizmeti vermek
amaci ile 1961 yilinda 224 sayili Saghik Hizmetlerinin Sosyallestirilmesi Hakkinda Yasa
cikartlmistir. 1961 Anayasast (Md. 49: Devlet herkesin beden ve ruh sagligi iginde
yasayabilmesini ve tibbi bakim gormesini saglamakla yiikiimliidiir.) ile 1982 Anayasasi
(Madde 56: Herkes saglikli ve dengeli bir ¢cevrede yasama hakkina sahiptir.)’na gore ¢cevreyi
gelistirmek, cevre sagligini korumak ve cevre kirlenmesini Onlemek devletin ve

vatandaglarin gorevidir [53-54].
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Canlilar yasadiklar ¢evreyle etkilesim halindedirler. Saglikli yagamin siirdiiriilebilmesi igin
saglikli cevreye ihtiya¢ vardir. Cevrede meydana gelen bozulmalar ve ortaya ¢ikan sorunlar
cogunlukla insanlardan kaynaklanan sebeplerin olusturdugu dogal dengelerdeki
bozulmalarla baglar. Kisilerin yasamlar1 bir¢ok denge iizerine kuruludur. Cevremiz ile
olusturdugumuz dogal dengemizin zincirindeki halkalardan birinin kopmas1 ya da zarar
goérmesi biitiin zincirin etkilenmesine, dengenin bozularak ¢evre sorunlarinin olusmasina

sebep olur.

Cevredeki kirleticilerin insan saglig1 iizerine etkisi

Cevredeki kirleticiler ve ¢evresel faktorler giin gectikge halk sagligi agisindan biiylik 6nem
kazanmaktadir. Bu da bize gosteriyorki yeni gevresel etkenler etkili olmaya baglamis ve
diger halk saglig1 sorunlarin kontrol altina alinmaya baslanmistir. Cevrenin 6gesini insan

disindaki diger biitiin etmenler olusturur.

Cevre sagliginin, toplumlarin saglik diizeylerini degisik olctilerde etkiledigini gérmiistiik.
Sebep sonug iliskisine bakarak saglik hizmetlerini incelersek kirlenen ¢evrenin ve bozulan
ekolojik dengenin toplum sagligindaki sorunlarin temelini olusturdugu goriiriiz. Buradan da
anlasildig1 iizere ekolojik dengenin ve sosyal ¢evrenin diizenlenebilmesi, korunabilmesi,
gelistirilebilmesi biitiin saglik hizmetlerindeki iyilestirilmelerde hayati 6neme sahiptir.
Sagligin korunabilmesi i¢in g¢evre i¢in koruyucu uygulamalar yapilirken kisiler i¢in de
koruyucu hekimlik yontemleri uygulanir. Kisilerin direnglerinin artmasi i¢in yeterli ve
dengeli beslenmesi, asilama yapilmasi, saglik egitiminin verilmesi, erken teshis ve tedavi

gibi yontemler koruyucu hekimlik yontemleri arasinda yer alir.

Insanlarin cevrelerinde karsilastigi baslica problemler sunlardir:

» Hava, su ve topraklarda meydana gelen giin gegtikce artan kirlilik oranlar1 ve hava,

su ve topragin énem arz eden bir kisminin kullanilamayacak halde olmasi,

v

Ozellikle biiyiiksehirlerin ve sanayi bélgelerinin olusan cevre kirlilikleri nedeniyle
yasanilamayacak halde olmasi,

Ozon tabakasinda meydana gelen delinme,

Yerkiirede meydana gelen 1s1 artisi,

Kanser ve benzeri hastaliklardaki artis,

vV V VYV V

Dogal kaynaklarda meydana gelen hizli tiiketim.
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Cevre saghg icin koruyucu uygulamalar

Hastalik etkenlerinin olusumunu énlemek

» Kanser yapict maddelerin kontrol altina alinmasi ve kullanilmasinin 6nlenmesi,

» Olumsuz sonuglar doguracak fiziki etmenleri olabildigince aza indirgemek
(radyasyon vb.),

» Sosyal ¢evrelerde olusan olumsuz kosullari ortaya ¢ikarilmasi (AIDS, verem gibi) ve

kontrol altina alinmasi.

Hastaliklarin sebeplerini cevre saglhigr bakimindan zararsiz hale getirebilmek ve cevresel

saglik sakincalarini en aza indirebilmek

» Atiklarin kontrolii i¢in gerekli goriilen her tiirlii tedbirlerin alinmasi,

» Kanalizasyon sistemleri biitiin konut alanlarin1 kapsamali, diizenli ¢alismali ve
aritma tesisleri ile sonlanmalidir,

» Copler uygun bicimde toplanmali, uygun alanlarda depolanmali ve bertaraf
edilmelidir,

» Endiistriyel atiklar i¢in toplama aritma tesislerinin kurulmasi gerekir.

Hastaliklarin yayilmasini onleme

» Kirli sular aritilmali (dezenfeksiyon),
» Besinler aritilmali (pastorizasyon),
» Hastalik tasiyici karasinek, sivrisinek gibi hagerelerle miicadele edilmeli,

» Hastalik araci olan hayvanlar ile savasilmali (veba, kuduz vb.).

Saglik voniinden risk altinda olan kisilerin, gruplarin ya da kitlelerin egitimi vb.

» Birinci basamak olarak hizli kentlesme ile birlikte artan kentli niifusunun saglik
hizmeti taleplerini karsilayacak etkin bir model gelistirilerek etkin bir saglik sistemi
kurulmasi,

» Cevresel risk faktorlerinin azaltilabilmesi igin sektorler arasinda is birligi
programlarinin gelistirilmesi,

» Yerel yonetimler tarafindan cevre sagligi hizmetlerinin yeterli olacak sekilde

giiclendirilmesi,
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Saglik hizmetlerinin yiiriitiilmesi sebep sonug iligkileri bakimindan dikkate alindiginda
kirlenen ¢evre ve bozulan ekolojik denge sartlarinin toplum sagligi sorunlarinin temelini
olusturdugu goriilmektedir. Bu nedenler ile sosyal ¢evre ve ekolojik dengenin korunmasi,
diizenlenmesi ve gelistirilmesi tiim saglik hizmetlerinin iyilestirilmesinde biiylik bir 6neme

sahiptir.

Cevredeki kirleticilerin besin kirliligine etkisi

Dogrudan ya da dolayl olarak (su ve topragin kirlenmesine gibi) besinlerde meydana gelen
kirlilik sagligimiz acisindan Onemli sorunlar olusturmaktadir. Besinlerdeki fiziksel,
kimyasal ve biyolojik Kirlilik bircok etkenin canli viicuduna girmesine neden olur.
Besinlerde kurallara uygun olarak yapilmayan genetik degisiklikler, hormon ve antibiyotik
uygulamalar1 istenmeyen sonuglar dogurabilir. Bu durum, sebze ve meyvelerde iiriin
miktarmi artirmada kullanilan hormonlar icin de gegerlidir. Ureticilerin “azi1 yararli olanin
cogunun daha ¢ok yararli olacagi” seklindeki diisiinceleri karsimiza biiyiik bir toplumsal
tehlike olarak ¢ikabilir. Besin maddelerinin igerisinde bulunan kimyasallarin birim
miktarlari i¢in 6nerilen miktarlari agmamis olmasi sorunumuzu ¢ézmeyecektir. Bu tiir besin

maddelerinden oldugundan fazla tiiketmek tehlike sinirlarinin asilmasina neden olacaktir.
Besinlerdeki kirlenmenin nedenleri

Hava, su ve toprak kirliligi, tarim ilaglarinin kullaniliyor olmasi ve hatta bilingsizce
kullanimi, konserve ya da kurutma islemleri gibi islemler yapilirken ve sonrasinda bu
besinler saklanirken gerekli olan kosullarin saglanmamis olmasi sonucu yiyeceklerde olusan
bozulmalar besin kirlenmesinin nedenlerindendir. Artan niifus nedeniyle iiriinlerde de gesitli
caligmalarla artig saglanir. Ama bu ¢alismalar besinlerin kirlenmesine de neden olmaktadir.
Besinlerde meydana gelen bu kirlilik bitki cesitliginde azalmaya yani bitki tiirlerinin
bircogunun yok olmasina neden olur. Besin kirliligi sonucundan en ¢ok etkilenenler ve en
biiyiik zarar1 gorenler insanlar ve hayvanlardir. Ciinkii bu kirlenen besinlerin tiikketimi ile
viicuda alinan kirleticiler hastaliklara neden olabilecegi gibi bu tiikketim sonucunda 6liimle

de karsilasilabilir.
Besin kirlenmesinin nedenleri:

» Radyoaktif kirlenmeler,
» Tarimsal ilaglardan kaynakli kirlenmeler,

» Saklanma,
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» Biyolojik kirlenmeler,

» Tasinma sirasinda meydana gelen kirlenmelerdir.
Besin kirliligi i¢in alinabilecek onlemler

Tarimda zirai miicadeleler i¢in kullanilan ilaglar, bitkilerin {izerinde birikir ve besinlerle
insanlara, hayvanlara gecer. DDT viicudun yag dokusunda biriken ve viicutta zaman
gectikece oOldiiriicii olacak boyutlara ulasabilen kimyasaldir. Niikleer kirlenmeler sonucu
cevreye yayilan radyoaktif maddeler bitkilerin iizerine yerlesir ve yagmur sulari ile de su
kaynaklarina ulasir. Uriinlerin artisinda kullanilan giibreler de besinlerin kirlenmesine yol
acar. Giibrelemeler sonucunda zehirli maddeler agiga ¢ikar ve bu maddeler besin zinciri ile
kullanildig1 alanlardan da uzaklara yayilabilmektedir. Kirlenen besinlerin beslenmeyle
viicuda girmesi ile mikroplar viicuda yayilir. Bunun sonucunda da besin-gida zehirlenmeleri,

kolera, dizanteri, sarilik gibi hastaliklar1 goriiliir.
Besin kirlenmesinde alinabilecek onlemler:

Besinlerin iyice yikanip, temizlendikten sonra tiiketilmesi,
Besinlerin uzun siire bekletilmemesi,

Ambalajli satilan besinlerde TSE damgasinin aranmasi,

vV V VYV V

Ambalajli satilan besinlerin son kullanim tarihlerine dikkat edilmesi ve son kullanim

tarihi gecmis olanlarin kesinlikle tiiketilmemesi,

A\

Uriinlerin iiretim sirasinda hatali giibrelenmemesi ve ilaglanmamasi,

A\

Niikleer sizintilara veya patlamalara maruz kalmis besinlerin  kesinlikle
tikketilmemesi,
» Cevrenin kirlenmesi ile birlikte besinlerin kirlenmemesi i¢in atiklarin aritilmadan

sulara verilmemesi ve topraga atilmamasidir.

Cevre kirliliginde alinabilecek 6nlemler

Cevredeki biitiin canlilar ¢evrede bulunan diger varliklarla bir uyum igerisindedirler.
Ormanlardaki bitkilerin, hayvanlarin ve mikroskobik canlilarin uyum i¢inde yasamasi 6rnek
verilebilir. Cevreyi olusturan canli halkalarindan birinin zarar gérmesi ya da yok olmasi
diger canlilarin olumsuz etkilenmelerine yol agar. Bu da besin zincirinde bozulmalara neden
olabilir. Ornegin; ormanlarm yok olmasi ¢evreyi gesitli ydnlerden etkiler. Bunlarin baginda
ormanda yasayan canli tiirlerinin yok olmasi gelirken, hava kirliliginde artis, yagislarda

azalma, erozyonda artis gibi etkilerdir. Niifusta meydana gelen hizli artis, ¢evrenin de
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doganin da dengesini olumsuz yonde etkiler. Ornegin; artan niifus nedeniyle insanlar tarim
arazilerine yerlesmisler ve bu da yesil alanlarimizin yok olmasina yol agmistir. Sonug olarak

toprak, hava ve su kirliligi sonucunda birgok canli tiirii yok olmaktadir.
Erozyonun onlenmesi:

Erozyon, diinyanin bir¢ok yerinde oldugu gibi iilkemizin de en 6nemli ¢evre sorunlarindan
birisidir. Erozyonun olmasi toprak kaybini artirir. Toprakta su tutma kapasitesi ve verimi
diiger, boylece ¢oraklasma olusur. Erozyon sonunda tasinan topraklar golleri, barajlar1 ve

sulama kanallarini doldurur. Buralarin temizlenmesi de ekonomik kayiplara neden olur.

Cesitli nedenlerle yok olan bitki Ortiisli erozyona sebep olur. Erozyonla verimli topraklar
kaybedilir ve birgok canli tiirliniin geleceginde tehlike altina girer. Yasanilan alanlarin

bozulmadan korunmasi canlilarin hayatin1 devam ettirebilmesi i¢in gereklidir.
Dogal kaynaklarin diizenli ve geri doniistimlii olarak kullanilmas::

Organik atiklar mikroorganizma faaliyetleri sonucunda topraga karistir ve ekolojik gevreye,
dongiiye katilirlar. Insanlarin kullanmast ile ortaya ¢ikan atik maddeler yeniden kullanilabilir
hale getirilirler. Diinyada geri doniisiimlii kullanim wuygulamasi hizli bir sekilde
gelismektedir. Hatta atik sular bile aritma isleminden gegtikten sonra tekrardan kullanilabilir
hale gelmektedir. Geri doniisiimii olmayan veya geri doniistiiriilemeyen zararl atiklar i¢in
gerekli onlemler alinmalidir. Ekolojik dengenin korunmasi igin yapilan bu islemler cesitli

kesimlerce benimsenmeli ve 6zelikle de belediyeler tarafindan uygulanmalidir.
Cevresel etki degerlendirmesi (CED):

Gergeklestirilmesi planlanan projelerin ¢evreye olabilecek olumlu ve olumsuz etkilerinin
belirlenmesinde, olumsuz yondeki etkilerin onlenmesi ya da g¢evreye zarar vermeyecek
oOl¢iide en aza indirilmesi i¢in alinacak dnlemlerin, secilen yer ile teknoloji alternatiflerinin
belirlenerek degerlendirilmesinde ve projelerin uygulanmasinin izlenmesi ve kontroliinde
stirdiiriilecek  ¢aligmalardir.  Gergeklestirilmesi  planlanan  projenin  ¢evresel etki
degerlendirmesinin yapilmasi i¢in; bagvuru, proje dncesi, proje asamasl ve proje sonrast

caligmalar1 kapsayan siire¢ olmalidir.

Ekonomik ve sosyal gelismelere engel olmaksizin ¢evre degerlerini ekonomik politikalar
karsisinda koruyarak, yeni proje ve gelismelerin ¢evreye olabilecek siirekli veya gecici

potansiyel etkilerinin sosyal sonuc¢larini ve alternatif ¢oztimlerini, ilgili tiim taraflarin goriis,
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kayg1 ve Onerilerini de dikkate alarak isletme Oncesi, isletme siras1 ve isletme sonrasini da
icine alarak degerlendirilmesinin, izlenmesinin ve denetlenmesi CED'in amaglarindandir.

CED yasam standartlarini yiikseltmektedir.
2.1.6. Agir metaller

Yaklasik 60 yildir “Agir Metal” terimi farkli tanimlar yapilarak kullanilmaktadir. 1964
yilinda 7 g/cm®'ten biiyiik element yogunlugu olan, 1987 yillinda yogunlugu 4 g/cm®ten
biiyiik olan, 1992 yilinda yogunlugu 5 g/cm®’ten biiyiik olan ve metalik 6zellik gosteren,
1995 yilinda ise yogunlugu 6 g/cm®ten fazla olan ve metalik 6zellik gdsteren elementler
agir metal olarak siniflandirilmistir. Bazi bilim adamlar1 da agir metalleri atom agirliklarina,
atomik numaralarina, diger kimyasal oOzelliklerine ve toksik Ozelliklerine gore
siniflandirmislardir. Bu ylizden agir metallerle ilgili net bir tanim bulunmamakta ve hatta
kimya lizerine yetkili kurumlardan olan ve periyodik cetvel sistemini elinde bulunduran
Uluslararas1 Saf ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC) raporlarinda agir metal ile ilgili bir
bilgi bulunmamaktadir. Biyolojik acidan ise “Agir Metal” terimi genellikle metallerin ve
metalloidlerin g¢evre iizerine muhtemel kontaminasyonu ve toksisite veya ekotoksisite

acisindan kullanilmaktadir [40].

Agir metaller canlilarda yasamsal siireclere katilimlarina gore esansiyel elementler ve
esansiyel olmayan elementler olmak {izere siniflandirilmaktadir. Esansiyel elementler bircok
enzim sisteminde kofaktor olarak bulunur ve canlilarda biyolojik siireglerin igerisinde
yapisal bir bilesen olarak yer alir. Ornegin; kobalt (Co), molibden (Mo), bakir (Cu), demir
(Fe), nikel (Ni), mangan (Mn), ¢inko (Zn) bitkilerin gelisimi ve canlilik faaliyetleri i¢in
gerekli agir metallerden olup esansiyel elementler olarak kabul edilirken baryum (Ba),
kadmiyum (Cd), civa (Hg), antimon (Sb), kursun (Pb) ve krom (Cr) gibi agir metaller bitki
ve canli gelismi i¢in gerekli olmadigindan esansiyel olmayan elementler olarak
adlandirilirlar [41-42].

Agir metal kirliligi ve cevreve etkileri

Cevre kirliligine neden olan etmenlerden biri olan agir metaller, Amerika Birlesik Devletleri
(A.B.D.) Cevre Koruma Ajansinin 2011 yili igin listelemis oldugu 650 toksik ve Kirletici

kimyasalin bulundugu listedeki 129 adet 6ncelikli ¢cevre kirleticilerinin igerisinde yer alir.
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Volkanik faaliyetler gibi antropolojik nedenler disinda insan faaliyetleri yliziinden agir
metaller her gilin atmosfere, pedosfere ve hidrosfere yayilmaktadir. Cimento fabrikalar1 ve
termik santrallerin bacalarindan ¢ikan ugucu kiiller, agir metal icerikli boya kullanimi,
yollarda araglar tarafindan salinan benzin ve aracglara ait balata gibi plastik kokenli atiklar,
¢cOp ve atik camur yakma tesisleri, tarim ilaglari, giibre, kagit ve pil vb. endiistri atik ve
iriinlerinin gelisi gilizel bir sekilde dogaya yayilimi agir metal kirliliginin temel nedenleri
arasinda yer alir. Temel endiistrilerden atilan agir metal tiirleri genel olarak Cizelge 2.1°de

gOsterilmistir [43-44,45].

Cizelge 2.1. Temel endiistrilerden ¢evreye atilan metal tiirleri

Endiistri Metal Tiirleri

Cd Cr Cu Pb Hg

Organik X X - X X
Kimya
Sanayii
Inorganik X X X X X
Kimya
Sanayii
Lastik Imalat | -
Sanayii
Kagit -
Endiistrisi
Makine X
Endiistrisi
Boya X
Endiistrisi
Dokuma -
Sanayii
Demir-Celik X
Sanayii

Enerji Uretimi
(Termik)
Cimento
Sanayii

Deri Sanayii
Petrokimya
Giibre Sanayii
Klor-Alkali
Uretimi

X X| X| X
X

X[ X| X| X| X| X

X
X

X X| X| X| X X X

X
X

XIX|X[X| X| X

X|X[X|!
X

XXX

XXX

Fabrika ve tesis bacalarindan sagilan agir metal igerikli partikiillerin tarim arazilerine inmesi,
burada yagmurlar veya sulama araciligiyla toprak icerisinde ¢oziilmesi ya da endiistriyel atik
sularin kanistigr sularla tarim arazilerinin sulanmasi burada yetisen bitkilerde cesitli

hastaliklara yol agarak fiiriin kayiplarina neden olmakta ve tarim ekonomisine zarar
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vermektedir. Ayrica, agir metaller ile kontamine olmus bu alanlarda gelisen bitkiler yiliksek
konsantrasyonlarda agir metali biinyesinde biriktirebilir ve besin zinciri yoluyla hayvan ve

insanlara ulasarak sagliga zarar verebilirler [55-56,57].

Bakar ile ilgili genel bilgiler

Insanlar tarafindan eski caglardan beri cesitli amaglarla kullanilan ve giiniimiizde de
sanayinin temel girdileri arasinda yer alan énemli metallerden birisidir, bakir. Endiistride
bakir 6nemli rol oynamakta ve c¢esitli alanlarda kullanilabilmektedir. Bunun da nedeni,
bakirin ¢ok ¢esitli 6zelliklere sahip olmasidir. En 6nemli 6zellikleri arasinda da elektrik ve
1s1 iletkenliginin yliksek olmasi, aginmaya karsi direngli olmasi, doviilebilme 6zelliginin
varlig1 ve antikorozif 6zelliklerinin olmasi sayilabilir. Ayrica bakirin alagimlarinin ¢ok

cesitli olmasi1 endiistride degisik amacli kullanilmasini saglamaktadir.

Glinlimiizde bakirin tiiketimi 13 milyon tonun iizerine ¢ikmistir ve bdylece bakir en ¢ok
kullanilan ikinci metal durumuna gelmistir. Elektrik ve 1s1 iletkenliklerinin yiiksek olmasi
ozellikleri bakiri, elektrik santralleri ve iletken malzemenin vazgecilmez girdisi haline
getirmektedir. Soguk hava makine ve teghizatinda, paslanmaz o6zelliginden dolay1
nakliyelerde kullanilan arag-gereclerde ve dis kaplamalarda bakirin biiyiik kullanim alanlar1
bulunmaktadir. Ayrica bunlara ilave olarak bakirin kaynak islerinde, metaliirjide ve bronz

iretiminde de 6nemli bir yeri vardir.

Bakir; sembolii Cu, atom agirligi 63.546 g/mol, atom numarasi 29 olan, kirmizimsi bir renge
sahip bir gecis grubu elementidir. Bilesiklerinde +1 veya +2 degerlikli olarak bulunabilir.
Yogunlugu: 8.93 g/cm®diir. Erime noktas1 1083 °C iken, kaynama noktas1 da 2300 °C’dir.
Bakir dogada genellikle stilfiirlii, oksitli ve kompleks halde bulunur. Yerytiziindeki sularin
neredeyse tamami bir miktar bakir icermektedir ve bakir yerkabugunun % 0.006’s1m
olugturmaktadir. Genel olarak toprakta 2-100 Rg, suda ise 1,4-10,0 Rg/l araliginda bulunur
[58].
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Resim 2.9. Bakir elementi [58]

Bakirin Kullanim Alanlart:

- Elektrik sanayileri ve elektronik sanayiler,
- Ingaat sanayileri,

- Ulagim sanayileri,

- Endiistriyel ekipmanlar,

- Askeri alanlarla diger sanayi kollar1 vb.

Yasayan biitiin sistemlerin yasamsal faaliyetleri i¢in gerekli bir element olan bakir, bu
gereklilikten dolay1 viicutta demir ve ¢inkodan sonra en fazla bulunan iz elementtir. Bakir
omurgalilarda demir transportu, oksidatif enzim aktivitesi ve hemoglobin sentezi gibi birgok
biyolojik olayda gorevlidir [59]. Ayrica immiin sistem, sinir sistemi, iskelet sisteminin yapisi
ve fonksiyonlar1 i¢in, normal hiicresel homeostazisin ve sagligin devami icin gerekli olan
metal iceren enzimlerin ve proteinlerin kofaktorii olarak, biyokimyasal fonksiyonlar ve
temel fizyolojik fonksiyonlar i¢in gereklidir. Bakir iceren en 6nemli enzimler sitokrom c-

oksidaz, sliperoksit dismutaz ve seruloplazmindir.

Normal olarak bakir kanda seruloplazmine ve ¢ok az miktarda da albiimine baglanir. Viicutta
en ¢ok bakir iceren dokular karaciger, kalp, beyin ve bobrektir. Kas ve kemik viicuttaki
toplam bakirin %50’sini igerirler. Bakir biyolojik sistemlerde 1 ve 2 degerlikli olmak iizere

iki farkli bigimde bulunabilir.
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Dokulardaki bakirin ¢ok diisiikk konsantrasyonlart anemiye yol agarken, cok yiiksek
konsantrasyonlar1 karaciger hasarina yol ac¢maktadir. Memelilerde bakirin yiiksek
konsantrasyonuna maruz birakilan bireylerde magnezyum yetersizligi sendromlari

gorildiigii bildirilmistir ve magnezyum hemoglobin sentezini stimule etmektedir [60].

Bakir bilesikleri uzun yillardir balik hastaliklarini 6nlemede profilaktik amacgli olarak ve
balik parazitleri ile miicadelede kullanilmasinin yani sira havuzlarda alg gelisimini 6nlemek
amaciyla da kullanilmaktadir [61-62]. Ayrica bakir siilfat bilesigi bir pestisit olarak
degerlendirmektedir [63].

Cinko ile ilgili genel bilgiler

Cinko ilk olarak M.O. 2000 yillarinda Cinliler ve Romalilar tarafindan alasim materyali
olarak, piring yapiminda kullanilmistir. Cinko metali ile ilgili ilk bilimsel ¢alismalari
Paracelsus (1490-1541) yapmistir. Giiniimiizde ¢inko; aliiminyum, bakir ve ¢elikten sonra
diinyada yillik kullanimi miktar olarak en fazla olan metaldir. Cinko kimyasal yonden aktif
bir metaldir ve diger metallerle kolayca alasim yapabilir Bu nedenle de ¢inko, endiistride
bir¢cok alagimin ve bilesigin {iretiminde kullanilmaktadir. Kuvvetli elektropozitif 6zelligi
bulunan ¢inko bu o6zelliginden dolayr diger metaller 6zellikle demir-gelik {iriinleri i¢in

asinma karsit1 korunmada kullanilmaktadir.

Cinko; sembolii Zn, atom agirlig1r 65.39 g/mol ve atom numarasi1 30 olan giimiis renkli bir
metaldir. Elementlerin periyodik cetvelindeki gegis elementleri grubunda bulunur.
Yerkabugunda en ¢ok bulunan elementler arasinda 23. sirada yer alir. Cinko, bilesiklerinde
+2 degerlikli olarak bulunur. Olusturdugu bilesiklerle genelde iyonik bag yapar ve toz halde
¢ok etkili bir indirgeyicidir. Yogunlugu 7.14 g/cm3, erime sicaklig1 419,47 °C, kaynama
sicakligr ise 906 °C’dir. Dokiilmiis hali kirillgan ve serttir. Elektrokimyasal potansiyel
dizisinde demirden daha negatif degerdedir. Bu nedenle de ¢inko anot olarak katodik
korozyon korumada 6nemli bir kullanim alani bulur. Bu tiir uygulamalardan birisi de

galvanizlemedir.
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Resim 2.10. Cinko elementi [66]

Cinko mineralleri genel olarak alt1 grup altinda siniflandirilmaktadir. Siilfiirler, siilfatlar,

karbonatlar, silikatlar, oksitler ve diger mineraller.

Cinkonun baslica kullanildig: alanlar sunlardir:

Korozyondan korunmasi amaciyla, ¢elik gibi diger metallerin galvanize edilmesinde,

Piring, nikelli giimiis, alman giimiisii, degisik lehimler gibi alagimlarin yapiminda,

Genellikle otomotiv sanayilerinde kullanilan dokiim kaliplarinda,

Pillerin govdelerinin yapiminda kullanilirken,

Cinko oksit, sulu boyalarda beyaz pigment olarak ve lastik sanayinde de aktivator olarak
kullanilir. Regetesiz satilabilen baz1 merhemlerin bilesiminde bulunur ve ince bir tabaka
halinde uygulandiginda cildin su kaybetmesini Onler. Yazin giines, kisin da soguk
yaniklarina kars1 koruyucudur. Bebeklerin bez baglanan bolgelerinde ¢cok az miktarda
kullanilmasi ciltte meydana gelebilecek kizarikliklar1 Onleyebilir. Yasa bagli olarak

meydana gelen goz hastaliklarinin tedavisinde de kullanilir.

- Cinko kloriir (ZnCl2) ise yara merhemlerinde, deodorantlarda ve ahsap koruyucularda

kullanilir [64].
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Canli hiicrelerinin proliferasyonlari, replikasyonlar1 ve farklilasmalari i¢in aminoasitlere,
glukoza, yag asitlerine, vitaminlere ve minerallere ihtiya¢ vardir. Cinko, organizma igin
esansiyel bir mineraldir ve birgok metaloenzimin hem yapisina girer hem de bu enzimlerin
fonksiyonlarmi1 diizenler [65]. Intraseliller bir diizenleyici oldugu ic¢in molekiiler

etkilesimlerde proteinlere yapisal destek saglar.

Cinko, biyolojik membranlar ile iyon kanallarinin stabilitelerini ve biitiinliiklerini korur.
Niikleik asitlerin veya diger gen diizenleyici proteinlerin yapisinda yapisal element olarak
rol oynar. Redoks aktivitesi yoktur ve bu nedenle de baglandigi proteini dayanikli hale
getirir.

Hem sentezinde, karbonhidrat, protein, lipid, niikleik asit sentezlerinde, gen
ekspresyonunda, iireme ve embriyogeneziste de gorevleri vardir. Ayrica ¢inkonun serbest
radikal olusumu ve oksidatif stresten koruyucu rolii vardir. Oksidatif hasarin neden oldugu
kiitandz ve romatolojik inflamatuar hastaliklarda, alkolizm, karaciger sirozu ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezinde de rol alir. Diger taraftan yara iyilesmelerinde
de fazlastyla 6nemli role sahiptir. Bag dokusunun biyosentezi ve integrasyonu i¢in de ¢inko
gereklidir. Bu nedenledir ki yapilan cerrahi operasyonlarin sonrasinda yeterli oranda

¢inkonun alinmasi biiylik 6nem tagimaktadir [66].

Organizmada demirden sonra en ¢ok bulunan eser element ¢inkodur. 70 kg agirligindaki bir
insan viicudunda yaklasik olarak 1,4-2,5 g ¢inko bulunur. Cinko kanda, ¢ogunlukla albiimin
(% 60-70) ve Zo-makroglobiilin (% 30-40) ile tasinirken daha diisiik oranlarda da transferin
ve serbest aminoasitlerle de tasinmaktadir. Bagirsaklardan emilen ¢inko, transferrine
baglanarak karacigere taginir. Cinkonun viicuttaki en hizli birikimi ve doniistimii karaciger,
dalak ve bobrekte gergeklesir. Eritrositlerdeki ¢inko baslica karbonik anhidraz ve diger bazi
enzimlerin yapisinda bulunur. Serumdaki ¢inko konsantrasyonu, plazmadakinden yaklasik
olarak % 16 daha fazladir. Aradaki bu fark; pihtilasma sirasinda trombositlerin
parcalanmasina, plazma diliisyonunun hafifce yiiksek olmasina ve hemolize baghdir [67].
Pasif diflizyon ile biyolojik membranlardan gecemeyen ¢inkonun hiicreye alinmasi veya

hiicreden dolasima ge¢cmesi i¢in 6zel tasiyict sistemler gerekmektedir [68].
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2.1.7. Zebra bahgi (Danio Rerio)

Kolay tireme kapasitelerine ve seffaf embriyolara sahip olan Zebra baliklart (Danio rerio),

bu 6zelliklerinden dolay1 bilimsel ¢alismalarda ¢ok sik tercih edilen bir omurgali modelidir.

Resim 2.11. Zebra baliklar1 [70]

Zebra balig1 cyprinidae familyasina aittir ve tropikal baliklardir. Bu baliklarin dogal yasama
ortamlar1 Hindistan, Banglades, Pakistan ve Giineydogu Himalayalardir. Genelde temiz,
durgun ve bol oksijenli sularda yasarlar. Zebra baliklarinin gévdelerinde 7-9 adet mavi ve
giimiis renkli ¢izgiler yer alir. Su sicaklig1 agisindan genis bir yelpazede yasayabilen Zebra
baliklart  18-30 °C araligindaki sularda bir sorun yasamadan hayatlarini
siirdiirebilmektedirler. Uremeleri olduk¢a kolay olan Zebra baliklarmin iireme icin ideal

sicakligr 26-28 °C’dir [70-71,72].


http://dusuneninsanlaricin.com/wp-content/uploads/2015/07/fp-feature-zebrafish1.jpg
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Resim 2.12. Zebra baliginin gelisim evreleri [2]

Bu baliklarda embriyo gelisimi; zigot, segmentasyon (yariklanma), blastula, gastrula,
faringula (gecis evresi) ile kulucka ve larval evreler olmak {izere 7 evredir. Polilesital tipteki
zebra baliklarinin yumurtasinin déllenmesinden sonra 45. dakikaya kadar olan evreye zigot
evresi denir. Zigotta meydana gelen ilk boliinmeler 45. dakika itibariyle gergeklesir.
Boliinme gerceklestikten sonra blastomerler her 15 dakikada bir boéliniirler. Yani

fertilizasyondan 1 saat sonra 4 blastomer meydana gelir. Boliinmeler meroblastik tiptedir

[2].

Blastula, blastodiskin top gibi kiire seklinde goriildiigii asamada embriyoya verilen isimdir.
Bu asama, embriyonun 128 blastomerli asamas1 ya da diger bir degisle 8. zigotik hiicre
dongiisiiniin gerceklestigi asamadir. Blastula evresi gastrula baslangicina kadar devam eder.
Gastrula agamasi, dollenme olduktan sonra 5. ve 24. saatler arasinda gergeklesen agsamadir.
Gastrula asamasinda epiboli seklinde gastrulasyon gozlenir. Involiisyon, gastrulasyon
evresinin baglangici olarak kabul edilir. Gastrulasyon evresinde gergeklesen en Snemli
olaylar kuyruk tomurcugu ve germ halkasinin olusmasidir. Bu evrede bas bolgesi
belirginlesir ve vitellus kiiglilmeye baslar. Gastrulasyon evresi sonunda somitlerin olusumu
tamamlanir. Déllenmenin olusmasindan sonraki 24. ve 48. saatler arasindaki evre faringula

evresidir. Faringula evresinde yiizgecler sekillenmeye baslar, pigment hiicreleri farklilasir
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ve beyin taslagi olusur. Ayrica dolagim sistemi de bu evrede olusur ve kalp atmaya baslar.
Zebra baliklarinda kulugka evresi 48. saatten itibaren baglar. Gelisimi tamamlanan

embriyoda vitellus kesesi kiiciiliir [2].

Resim 2.13. a) D6llenmemis zebra baligi yumurtasi[2] b) Déllenmis zebra baligi yumurtasi

DO @

Resim 2.14. a) Kontrol grubu, dekoryonize edilmemis 1 giinlikk zebra baligi embriyosu;
b:bas bolgesi s:somitler, k:kuyruk, ko:koryon, v:vitelliis b) 2 giinliik zebra
balig1 embriyosu c) 6 giinliik prelarva [2]

Zebra baliklarinin embriyolar1 3. glinden itibaren koryondan ¢iktig1 evre larval evre olarak

adlandirilir. Bu baliklar, gelisiminin 3. ayinda ergin doneme ulagmis olurlar.

Son zamanlarda Danio rerio (Zebra baligi) yumurtalar1 ve embriyolar1 ekotoksikoloji
caligmalarinda siklikla kullanilmaktadir. Zebra baliklari, dayanikli tiirlerdir ve kolay
bulunabilirler. Laboratuar ortaminda kolay beslenebildikleri ve ¢ogalabildikleri, yiiksek
fekondite gosterebildikleri (ergin disiler haftalik araliklarla ylizlerce yumurta birakir), dis
dollenmeyle iireyebildikleri i¢in ayrica yumurta ve embriyolarinin saydam olmasi, yumurta
ve larva gelisiminin kolay izlenebilmesi, jenerasyon zamaninin kisa olmasi ve toksik
ajanlara embriyolarmin duyarli olusu bakimindan toksikoloji ¢aligmalarinda oldukga sik
basvurulan bir test organizmasi haline gelmislerdir [8-9]. Diger taraftan son yillarda Zebra
baliklar1 insan ve diger omurgalilarin hastaliklarinin arastirilmasinda mitkemmel bir model

organizma olarak kullanilmaktadir. Model organizma olabilme nedenleri, insan ve diger



26

omurgalilarin Zebra baliklar1 ile genom yapilarinin benzer olmasi, metabolizmalarinin ve
embriyonik gelismelerinin neredeyse ayni olmasidir ama en 6nemli nedeni ise insanlarda
bulunan tiimor baskilayici genin (sitokrom P450 grubu) Zebra baliklarinda da kesfedilmis

olmasidir.

2.1.8. Endokrin bozucu kimyasallar

Endokrin bozucu kimyasallar (EDCs), endokrin sistem ve endokrin sistemle iligkili tim
sistemlerin c¢alismasini etkileyen kimyasal maddelerdir. Saglikli organizmalarda veya
onlarin gelecekteki nesillerinde endokrin sistemine dahil olarak ve organizmanin ¢alismasini
degistirerek endokrin sistemin fonksiyonunu bozan, sinir, gelisim, immiin ve {ireme
sistemleri lizerine olumsuz etkilere sebep olup saglik sorunlarina neden olan disaridan alinan
madde veya madde karigimlaridir. Bunlar deterjanlar, plastikler, pestisitler, boyalar ve

mesleki maruziyeti yiiksek endiistriyel kimyasallarda bulunurlar.

Endokrin bozucu bilesikler, dogal hormonlar ve yapay endokrin bozucular olarak 2 baglik
altinda incelenebilirler. Dogal endokrin bozucular, yar1 Omiirleri kisa olduklar1 ve
organizmadan kolayca atilabildikleri i¢cin genellikle dnemli yan etkilere sahip olmayan
bilesiklerdir. Dogal endokrin bozuculara fitodstrojenleri 6rnek verilebiliriz. Yapay endokrin
bozucular da tarim ve endiistride fazlasiyla kullanilan bilesiklerdir. Bunlara 6rnek olarak
dietilstilbesterol (DES), bisfenol A (2,2-bis(4-hidroksifenil) propan) (BPA), oktilfenol,
fitalatlar, dioksin ve dioksin benzeri bilesikler, poliklorine bifeniller, DDT ve baz1 pestisitleri

verebiliriz. Bu kimyasallar endiistriyel ve evsel atiklarla sucul ortama katilirlar [3,4].

Endokrin bozucular, her zaman ayni etkiyi gostermeyebilirler. Bu kimyasallar, ¢cevrede veya
viicutta birikebilir. Bazilar1 lireme sistemini etkilerken, bazilar1 ergenlik doneminde gelisim
bozukluklarma neden olur. Ornegin diisiik doz ile dstrojen reseptdrlerine baglanarak etki
gosteren bir bozucu, yiiksek doz ile androjen reseptorlerine baglanarak antiandrojenik etki
gosterebilir [5]. Endokrin bozucularin etkileri, endokrin bozucu ile karsilasma siirelerine,
miktarlarina, tek veya karisim maddeler ile karsilasma durumlarina gore degisebilmektedir.
Gebelik, ¢ocukluk ve ergenlik donemleri bu acidan en hassas donemlerdir. Gebelikte
karsilagilan endokrin sistemin islevini bozan ¢esitli kimyasal maddeler; fetiisiin endokrin
sistemini etkileyerek ¢ok sayida gelisme bozukluguna sebep olmaktadir. Bu kimyasal

maddelerin ¢ogunligu plasentada etkisiz hale getirilemezler. Viicutta bulunan kimyasal



27

maddelerin miktar1 ne kadar fazla olursa ortaya ¢ikan gelisim bozuklugunun derecesi de o

kadar agir olmaktadir [6].
2.1.9. DNA ve yapisi

Cift sarmalli bir molekiil olan DNA polideoksiriboniikleotiddir. Bu yapida birbirlerine,
kovalent olarak 3’-5 fosfodiester bagi ile baglanmis bircok monodeoksiriboniikleotid
bulunur. Her bir DNA niikleotidinde bir pentoz seker, bir fosfat grubu ve azot igeren bir baz
bulunmaktadir. DNA zincirinin ana c¢atisini deoksiriboz-fosfat iskeleti olusturur. Bazlar
plirin (A,G) veya pirimidin (C,T) gruplarindan olusur. 2 poliniikleotid zincire ait birbirinin

tamamlayicisi karsilikli bazlar arasinda meydana gelen hidrojen baglari sayesinde DNA’nin

ikili zincir yapist olusur (Sekil 3.1) [46, 47].
A 7 C——Y T /
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Resim 2.15. DNA’nin yapisi [46]

Olusan DNA Hasarlarinin Gruplandirilmasi

1. Baz modifikasyonlar1 (Piirin, pirimidin bazlar)
2. Seker gruplarinda modifikasyonlar
3. DNA- protein arasinda ¢apraz baglarin (cross-linkler) kurulmasi

4. DNA zincir kiriklari
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DNA Hasar Tamiri

DNA tamiri, genomun biitiinliiglinii korumaya yonelik olarak diizenlenmis bir savunma
sistemidir [48].

DNA’da olusan oksidatif hasar sonucu bazlarda olusan kiigiik kimyasal degisimlerin
tamirinden baslica sorumlu arayol, baz eksizyon onarim yoludur (BER-base excision repair
pathway) [84]. Hasarli baz1 taniy1p uzaklastiran DNA glikozilaz enzimidir. Bazlara spesifik
bircok glikozilaz tiirii tanimlanmistir. Pek ¢ok DNA oksidatif DNA lezyonu arasinda 8-
0x0G, ROS tarafindan en ¢ok olusturulan okside bazdir; 8-0x0G, DNA glikozilaz BER
arayolunu harekete geciren en Onemli enzimdir. Bir diger tamir arayolu da niikleotid
eksizyon onarim yoludur (NER- nucleotide excision repair pathway) ve bazi okside DNA

bazlarin tamirinde bagvurulan bir tamir mekanizmasidir [49,50].

2.1.10. Histolojinin avantajlari

Her ne kadar biyokimyasal, fizyolojik ve histolojik 6zelliklerin birlikte degerlendirilmesi
daha uygunsa da histopatolojik bulgular ani degisimler olmadigi i¢in daha gergek sonuglar

yansitmaktadir [51].

Histoloji 6zellikle kronik ¢aligmalarda degisik doku ve organlarda etkinin arastirilmasinda
en hizli metottur. Histopatololoji hizli bir sekilde hasarin oldugu bir¢ok bdlgeden drnek

almaya olanak tanimaktadir [51].

Histoloji saha ¢alismalarinda da en uygun metot olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Dogada kolay
yakalanamayan ya da yetistiriciligi yapilamayan tiirlerde yapilan ¢aligsmalarda canlinin 6lim
sonras1 incelenmesinden dolay1 histolojik analiz biyokimyasal analize gore daha avantajhidir.
Diger yontemlerin aksine, 6rneklerin histolojik olarak hemen incelenmesi gerekmemektedir.
Uygun saklama yontemi (baliklarda Bouin fiksatifi ve % 10’luk nétral formalin
onerilmektedir) kullanilarak inceleme daha sonra gerceklestirip tiim organ sistemleri

degerlendirebilmektedir [52].

Biyokimyasal olarak degerlendirilemeyecek kadar kiigiik olan o6rneklerde dahi histoloji

kolaylikla kullanilabilir. Yumurta ve larvalarin gézlenmesinde de 6nemlidir [51].
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Tiirlin normal histolojik yapisi dnceden bilinmiyorsa, histopatolojik deneylerde hata
olabilmektedir [51]. Histopatolojik ¢alismanin gerceklestirilmesinde canli 6rnegin

oldiiriilmesi gerekmektedir [52].

2.1.11. SPSS program nedir ve ne ise yarar? [29]

SPSS Programi Nedir?

SPSS, ingilizce agilimi Statistical Package for the Social Sciences (Sosyal Bilimler I¢in
Istatistik Programi) olan genellikle Sosyal Bilimcilerin kullandig istatistik programudir.
Sosyal Bilimler haricinde Egitim Bilimleri, Saglik Bilimleri ve Fen Bilimleri alanlarinda da
kullanilir. Ayrica kurum ve kuruluslar tarafindan Pazar arastirmasi yapmak amaciyla da
siklikla kullanilan bir bilgisayar programidir. Program Windows ve Mac bilgisayarlarda

calisir ve Microsoft Excel programina benzemektedir.

Spss Programi Ne Ise Yarar?

SPSS programinda anket analizleri, saglik bilimleri ve fen bilimleri alanlarinda elde edilen
bazi Ol¢iimler analiz edilmektedir. Verilerin sayisal dagiliminin (adet bazinda)
belirlenmesinde frekans analizi kullanilir. Elde edilen verilere iliskin ortalama, standart
sapma, mod, medyan gibi degerlerin hesaplanmasinda ise tanimlayici istatistiklerden
yararlanilir. Frekans analizi ile tanimlayici istatistikler temel analizler olup kolaylikla
yapilabilmektedir. Karsilastirma ya da iligki analizleri parametrik ve non parametrik adinda
iki grup altinda toplanir. Parametrik ya da non parametrik analizlerin kullanip
kullanilmayacag belirli kriterlere baglidir. Bu kriterlerin basinda verilerin normal dagilima
uygun olup olmamasi ve homojen olup olmamasi gelmektedir. Normal dagilim ve
homojenlik  kavramlar1 istatistiksel  bilgi  gerektirmektedir.  Kisacast  normal
dagilim/homojenlik, veri setimizdeki verilerin birbirlerine ne kadar yakin ya da uzak
oldugunu, bir baska deyisle ne kadar daginik oldugunu ifade eder. Frekans ve tanimlayici
istatistiklerle kiyaslandiginda, parametrik testler olan Independent t test (Bagimsiz
Orneklem t test), One Way ANOVA (Tek Yonli Varyans Analizi) ve bunlarin non
parametrik karsiligi olan Mann Whitney U testi ile Kruskal Wallis H testi ise kismen de olsa
uzmanlik gerektirmektedir. Bu analizler 2 ve ya daha fazla gruba ait olan ortalamalarin/sira

ortalamalarinin karsilastirilmas: i¢in kullanilir. Karsilastirma analizlerine ek olarak
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regresyon ve korelasyon gibi iliski analizleri de SPSS programinda yapilabilmektedir.
Regresyon analizleri sadece normal dagilim gosteren verilere uygulanirken, korelasyon
analizi hem normal dagilim gosteren hem de normal dagilim gdstermeyen verilere

uygulanabilmektedir.

Dikkat Edilmesi Gereken Onemli Hususlar

SPSS analizleri yapilirken en biiyiik hata geleneksel yaklasimlar kullanmaktir. Analizlerde
onemli olan kimin ne sekilde analiz yaptig1 degil, kriterlerin saglanip saglanamadigidir.
SPSS programinda hangi analizlerin yapilacagi calismaya (anket uygulamasi, laboratuvar ya
da saha testleri) baslamadan 6nce planlanmali ve ¢aligma sirasinda bu dogrultuda hareket
edilmelidir. Calisma sonrasinda hangi analizlerin yapilacagini kararlastirmaya calismak
oldukea riskli bir durumdur ve yapilan biitiin 6lgtimlerin bosa gitmesine neden olabilir. Bu
nedenle SPSS ya da bir bagka analiz programi kullanilacaksa ¢alismaya baslamadan dnce

bir uzmana danisilmasi arastirmacinin yararina olacaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Zebra Bahg (Danio Rerio)

Zebra baliklari, gelisim biyolojisi ¢aligmalarinda kullanilan 6nemli bir omurgali modelidir
ve zebra baligi ile yapilan c¢alismalarin pek c¢ok avantaji vardir. Bu organizmalarin
laboratuvar ortaminda iiretilmesi ve iiretimlerinin devam ettirilmesi kolaydir ve bize dikkate
deger deneysel avantajlar saglar. Bu organizmalarin iiretimi de ucuzdur. Bir zebra balig1 50
ila 200 arasinda yumurta birakabilir. D6llenme olduktan sonra embriyo hizli bir sekilde
gelisir. Embriyolar seffaf olduklar1 i¢in de gelisimlerinin her asamasini mikroskop altinda
gormek miimkiindiir. Ayrica insanlar ile pek ¢ok ortak gene sahip olan zebra baliklarinin
erginlesme siireleri de diger omurgalilara gore oldukca kisadir. Yumurtalar elverisli ortam

sartlar1 altinda 3 ayda cinsel olgunluga erisirler [14].

Uzerinde calisiimast zor olan tiirler hakkinda (insan da dahil) biyolojik olaylarin
arastirilmasi ve bilgi edinilmesi i¢in model organizmalar kullanilir. Bu yilizden ¢aligmada
model organizma olarak zebra baligi secilmistir. Calismada 3-4,5 cm boylarindaki erkek ve

disi zebra baliklar1 kullaniimistir.
3.2. Ortam Kosullar

Deneyler, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Arastirma
Laboratuvarinda gergeklestirilmigtir. Deney ortamina adaptasyonunun saglanmasi igin
deney baslamadan 15 giin 6nce akvaryumcudan temin edilen zebra baliklari, stok
akvaryumunda tutulmuslardir. Deneyler i¢in 10x20x35 cm boyutlarinda akvaryumlar

kuruldu.

Adaptasyon siiresi esnasinda baliklar giinde viicut agirliklarinin % 2’si oraninda uygun
yemle beslenmisler ve tiiriiniin normal davraniglar1 yoniinden izlenmistir. Havalandirilmasi
yapilan akvaryumlarda giinliikk sifonlamalar1 yapilarak, yem ve diski atiklan
uzaklastirilmistir. Deneylerden Once, icinde yaklasik 10 L dogal kaynak suyu konulmus

deney diizenegi hazirlanmistir (Resim 3.1).
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Kullanilan suyun pH’st 7,2, oksijeni 5,4 mg/L ve iletkenligi de 75,7 ps/cm (20 °C)’dir.
Deney akvaryumlari, hava motorlar1 yardimiyla siirekli havalandirilmis ve termostath
wsiticilar vasitasiyla su sicakligr 2141 °C’de sabit tutulmaya calisilmigtir. Baliklar, deney
akvaryumlarina rastgele stoklanmislardir. Ayrica oda igerisine 14 saat aydinlik, 10 saat
karanlik olacak sekilde fotoperiyot kurularak baliklarin yasamasi i¢in gereken ortam

olusturulmustur.

Deneyde kullanilan kimyasal maddeler icin stok c¢ozelti, kat1 ¢inko ve bakir piritiyonun
(Arch Chemicals, U.K.) hassas terazide tartilip volumetrik cam balon jojede belirli hacim
DMSO ile tamamlanmasi ile hazirlanmistir. Hazirlanan numuneler kullanim 6ncesinde
belirli sicaklikta tutulmus ve madde 151k ortaminda yikima ugramaya basladig i¢in balon
jojenin etrafi 151k almayacak sekilde aliiminyum folyo ile sarilmistir. Akvaryum ve cam
kaplarda dozlama yapilirken otomatik pipet kullanilmistir. Akvaryumlarin kimyasal madde

katilmas1 esnasinda havalandirilmasi kesilmis ve madde cam baget yardimi ile

kanistirilmastir.

Resim 3.1. Deney diizenegi
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3.3. Deney Hayvanlarinin Hazirlanmasi

Deney akvaryumlarina alinan zebra baliklari, 6n deney sonucu elde edilen veriler 1s181inda
belirlenen subletal konsantrasyonlarda ¢inko, bakir ve ¢inko+bakir piritiyona 96 saat
stiresince maruz birakilmislardir. Deneylerde 1 pg/L ¢inko piritiyon, 0,02 ve 0,1 ug/L bakir
piritiyon, 1 pg/L ¢inko piritiyon + 0,1 pg/L bakir piritiyon ile kontrol grubu kullanilmistir.
Etken madde uygulamasini takip eden 24 ve 96. saatlerde 6rnekleme yapilmistir. Deney
sonrasi baliklarin boylar1 Olgiilmiis ve agirliklar1 hassas terazi vasitasiyla tartilmastir.
Ornekleme yapilirken her gruptan belirlenen sayida balik % 10’luk tamponlu formole

alinarak bir hafta tespit edilmis ve histolojik doku takibine hazir hale getirilmistir.

Grup 1 Kontrol 24. Saat (K-24): 1. akvaryumdaki baliklar standart sartlarda izlenip, 24.

saattin sonunda 6rnekleme yapilmaistir.

Grup 2 Kontrol 96. Saat (K-96): 1. akvaryumdaki baliklar standart sartlarda izlenip, 96.

saattin sonunda 6rnekleme yapilmaistir.

Grup 3 0,02 Cu 24. Saat: 0,02 pg/L Cu eklenen akvaryumdaki baliklardan 24. saattin

sonunda ornekleme yapilarak bu grup olusturulmustur.

Grup 4 0,02 Cu 96. Saat: 0,02 pg/L Cu eklenen akvaryumdaki baliklardan 96. saattin

sonunda drnekleme yapilarak bu grup olusturulmustur.

Grup 5 0,1 Cu 24. Saat: 0,1 pg/L Cu eklenen akvaryumdaki baliklardan 24. saattin sonunda

ornekleme yapilarak bu grup olusturulmustur.

Grup 6 0,1 Cu 96. Saat: 0,1 pg/L Cu eklenen akvaryumdaki baliklardan 96. saattin sonunda

ornekleme yapilarak bu grup olusturulmustur.

Grup 7 1 Zn 24. Saat: 1 ng/L Zn eklenen akvaryumdaki baliklardan 24. saattin sonunda

ornekleme yapilarak bu grup olusturulmustur.

Grup 8 1 Zn 96. Saat: 1 pg/L Zn eklenen akvaryumdaki baliklardan 96. saattin sonunda

ornekleme yapilarak bu grup olusturulmustur.



34

Grup 9 0,1 Cu + 1 Zn 24. Saat: 0,1 Cu + 1 pg/L Zn eklenen akvaryumdaki baliklardan 24.

saattin sonunda 6rnekleme yapilarak bu grup olusturulmustur.

Grup 10 0,1 Cu+ 1 Zn 96. Saat: 0,1 Cu + 1 pg/L Zn eklenen akvaryumdaki baliklardan 96.

saattin sonunda 0rnekleme yapilarak bu grup olusturulmustur.

3.4. Deneylerde Kullamilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlarla Malzemeler

Deneylerde kullanilan kimyasallar;

1) STE (Sodyum Tris EDTA)

2) % 10 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

3) Proteinaz K

4) Fenol:Kloroform:izoamil Alkol (25:24:1)
5) Etanol Cozeltisi

6) Sodyum Asetat

7) % 0,6 TBA

8) % 1°lik Fosforik Asit

9) n-butanol

10) % 1,15°1lik KCI

11) Fosfat Tamponlu Salin (PBS)

12) Potasyum Iyodiir (KI)

13) Kloramin T (CI T)

14) Asetik Asit

15) Na.Cas

16) Na-K tartarat

17) CuSO4

18) NaOH

19) Folin ciocalteu’s fenol reaktifi

20) BSA

21) Fosfat Tamponu

22) Tris (hidroksimetil) aminometan tampon
23) Asetik Asit — Sodyum Asetat Tamponu
24) CIF (Kalsiyum akis faktorii) Alkalen Fosfataz



25) Deferoksamin Mesilat (DFAM)
26) 8-0x0dG (dG=deguanozin)

27) HCI

28) Niikleaz Py

29) EDTA

30) TE (Tris EDTA Tamponu)

31) Cozelti TD1 (UltraClean® Doku ve Hiicreler DNA Izolasyon Kiti)

Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler;

e Vorteks (Biosan)

e Ependorf tiip

e Su banyosu (Leica H11210)
e ELIiZA

e Etiiv (Niive N500)

e Spektrofotometre

e Pens

¢ Bigak ya da bistiiri

e Otomatik pipet

e Nanodrop

e Temiz gazli bez veya havlu kagit

3.5. Deneyler

3.5.1. DNA ekstraksiyonu

Kimyasallarin Hazirlanmasi:

1- NaCl; Ma: 58,5 g/mol
58,5 1L 1M
5,859 01L 1M
0,585¢g 0L 01M

2- EDTA; mW:292,2 g/mol
292,2 ¢ 1L 1M

0,2922g 1L 1mM
0,02922g 0,1L 1mM
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3-Stok Tris1 M
Tris HCI pH:8,0, 10 mM
—1 ml Tris + 99 ml distile su eklendi = 100 ml
= 10 mM
M=n/V = n=MV
Ni=N2 = M1.Vi=M2V:
= 1M.V:=10 mM.100 ml
= 1000 mM.V1=10 mM.100 ml

= Vi=1ml

4- Tampon Cozelti; 1 L icin igerisine 5,9 g NaCl eklendi.
500 ml i¢in ise 2,95 g NaCl eklendi.

5- % 95°lik Etanol Hazirlama (stok % 99)
% 95’lik = 1000 pl

% 99’luk = 940 pl etanol

1 ml icin; 940 pl etanol + 60 pl distile su

6- % 70’lik Etanol Hazirlama (stok % 99)

% 70°1ik = 500 pl

% 99’luk = 353,5 pl etanol

500 pl i¢in; 353,5 pl etanol + 146,5 ul distile su eklendi.
7- % 95 etanol ve 1/10 Na-Asetat

95,9 ml etanol alinir, 1 g Na-Asetat eklendi.

8- Fenol % 8’lik 25 ml igin

2 g Fenol tartildi ve 25 m1’ye distile su ile tamamlandi.

NOT: 1. asamada TD1 1000 pl kullanildi.
2. asamada TD1 500 pl kullanildi.

9- STE
0,1 M NaCl: 10 mM Tris HCI pH:8,0; 1 mM EDTA pH:8,0
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10- % 10 SDS
10 ml i¢in: 10 g SDS; 90 ml dH20

11- 500 ul; Fenol: Kloroform: Izoamil Alkol
25 24 1
250 240 10

Deneyin Yapilist:

Siv1 nitrojende dondurularak -80°C’de saklanan balik &rneklerinden Mo Bio marka DNA

ekstraksiyon ticari Kiti ile DNA ekstraksiyonlar1 yapilmisgtir.

Zebra baliklar bistiiri ile parcalamp ependorfa koyuldu. Uzerine 1 ml TD1 (Mo Bio)
konulup vortekslendi. 13000 rpm’de 4 dk, oda sicakliginda santrifiij edildi. Siipernatant
uzaklastirildi. 1 ml Liziz (TD1 Mo Bio) eklendi. Peleti kaldirmak i¢in ependorfa yandan
vuruldu. 13000 rpm’de 4 dk, oda sicakliginda santrifiij edildi. Stipernatant uzaklastirildi. 500
ul STE, 30 ul %10 SDS ve 20 ul proteinaz K (proteaz) eklendi. Bir gece 56 °C’de inkiibe
edildi. 500 pl Fenol: Kloroform: Izoamil Alkol (25:24:1) siipernatantin iizerine eklendi.
Vortekslendi. 13000 rpm’de 4 dk, oda sicakliginda santrifiij edildi.

Santrifiij sonras1 ependorfun dibinde pelet ve sivi fazlar (Sekil 3.1.). Zarm

tizerindeki siv1 faz, zarin altindaki sivi ile karistirilmadan temiz bir tiipe alindu. II
Alftaki
S1V1
A

Sekil 3.1. Santrifiij sonras1 ependorf

Bu alinan st siviya, 1000 pl % 95 Etanol ve 1/10 oraninda Na-asetat eklendi.
Tiipteki bu karisim, zar DNA goriinene kadar hafifce zar
alt iist edildi ve DNA iplik¢ik halinde goriildii. pelet

13000 rpm’de 10 dk, oda sicakliginda santrifiij edildi. Alkol uzaklastirildi. 50 ul %70 etanol
eklendi ve tiipe hafifce vurularak pelet kaldirildi. 13000 rpm’de 10 dk, oda sicakliginda
santrifiij edildi. Alkol uzaklastirildi ve peletin kurumasi igin 15 dk beklendi. DNA peleti 100
ul TE (pH:7,6) veya distile su kullanilarak ¢6ziildii. DNA 56°C’de 3-4 saat inkiibe edildi.
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Cizelge 3.1. Zebra balik 6rneklerinin nanodropta 6l¢iilen DNA miktarlari

DOKULAR

Nanodrop (ng/ul)

0.1+1 ul Cu+Zn (24 saat)-2 570
0.1+1 pl Cu+Zn (24 saat)-6 128
0.1+1 pl Cu+Zn (24 saat)-8 691
0.1 pl Cu (24 saat)-1 1177.9
0.1 pl Cu (24 saat)-2 655.8
0.1 pl Cu (24 saat)-3 664
0.1 pl Cu (24 saat)-4 445
0.1 pl Cu (24 saat)-5 864.2
0.1 pl Cu (24 saat)-6 277.1
0.1 pl Cu (24 saat)-7 713.9
0.1 pl Cu (24 saat)-8 18.3
K-1 (96 saat) 11.3
K-2 (96 saat) 260.1
K-3 (96 saat) 321
K-4 (96 saat) 25
K-5 (96 saat) 484.9
K-6 (96 saat) 265.6
1 pl Zn (96 saat)-1 232.5
1 pl Zn (96 saat)-2 37.8
1 pl Zn (96 saat)-3 225.9
1 pl Zn (96 saat)-4 478.6
1 pl Zn (96 saat)-6 95.3
1 pl Zn (96 saat)-7 1651.4
1 pl Zn (24 saat)-1 137
1 pl Zn (24 saat)-2 93
1 pl Zn (24 saat)-3 363
1 pl Zn (24 saat)-4 292
1 pl Zn (24 saat)-5 272
1 pl Zn (24 saat)-6 389
1 pl Zn (24 saat)-7 253
1 pl Zn (24 saat)-8 299
K-1 (24 saat) 277
K-2 (24 saat) 129
K-3 (24 saat) 91
K-4 (24 saat) 232
K-5 (24 saat) 109
K-6 (24 saat) 141.5




Cizelge 3.1. (devam) Zebra balik 6rneklerinin nanodropta dlgiilen DNA miktarlari

K-7 (24 saat) 212.8
K - 25 giin - 2 489.8
K- 25 giin - 3 238
K -25giin -4 625
K-25giin-5 407.5
K- 25 giin - 6 532
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Resim 3.2. Nanodrop DNA 6l¢iim grafigi

3.5.2. Doku protein tayini (Lowry deneyi) [28]

Prensip: Lowry ve ark.’nin tanimladig1 metodla spektrofotometrik olarak yapildi. Bu yontem
alkali ortamda proteinlerin peptid baglarinin bakir iyonlari ile kompleks olusturmasi esasina

dayanir [28]. Bakir-peptid kompleksleri, folin ayiraci ile reaksiyona girerek mavi-mor renk

olusturur. Standart olarak sigir serum albiimini kullanildi.
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Reaktifler: Na2Cas, Na-K tartarat, CuSO4, NaOH, Folin & Ciocalteu’s fenol reaktifi, BSA

kullanildi.

Metodun Uygulanisi: Standart, Bovin Serum Albumin 1 mg / ml olacak sekilde hazirlandi.

Kor, standart ve numuneler deney tiiplerine hazirlandi. Kor, standartlar (standart 1, 2, 3) ve

numune tiiplerine Cizelge 3.3.’deki gibi kimyasallar eklendi. Deney tiipleri vortekslendikten

sonra 15 dk bekletildi. Daha sonra deney tiiplerine 200 pl folin (F.C.) eklenerek iyice
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vortekslendi ve 1 saat karanlikta bekletildi. Tiiplerin spektrofotometrede 750 nm dalga
boyunda 6l¢limleri yapildi.

Cizelge 3.2. Lowry deneyi standartlarin ve numunelerin hazirlanmasi

BSA Numune Distile Su C Cozeltisi
Kor 100 pl 2ml
Standart 1 20 pl 80 ul 2ml
Standart 2 40 pl 40 pl 2ml
Standart 3 80 ul 20 pl 2ml
Numune 20 pl 80 ul 2ml

Kimyasallarin Hazirlanmasi:

1- A: % 2 Sodyum Karbonat (Na2COs3) (0,1 N Sodyum Hidroksit i¢inde hazirlandi.)
4 g sodyum karbonat + 196 ml distile su = % 2’lik sodyum karbonat ¢ozeltisi

-- 0,1 N Sodyum Hidroksit (NaOH); 1 litrede 1 M =1 N

M=n/V -- n=m/Ma = ManaoH)= 40 g/mol

0,1M=(m/40)/0,2L = m=0,89¢g

0,8 g NaOH ve 4 g NaxCOs tartilip distile su i¢inde ¢oziildii ve 200 ml’ye distile su ile

tamamlanarak hazirlandi.

2- B1: % 2 Sodyum Potasyum Tartarat (KNaCsH40O6.4H20)
0,2 g sodyum potasyum tartarat tartilip 9,8 ml distile su i¢inde ¢oziilerek, % 2’lik B1 ¢ozeltisi

hazirlandi.

3- B2: % 1 Bakir Siilfat (CuSOa)
0,1 g bakir stilfat tartilip 9,9 ml distile su i¢inde ¢oziilerek, % 1’lik B2 ¢ozeltisi hazirlandi.
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C: 0,5ml By, 0,5 ml B2 ve 16,5 ml A ¢6zeltisi igermektedir.
0,5mlIB1+05mlB;+16,5ml A=17,5 ml C ¢bzeltisi oranina gore;
5mlB1+5mlBz+ 165 ml A= 175 ml C ¢6zeltisi hazirland.

4- Folin & Ciocalteu’s Fenol Cozeltisi:

F.C. 1:1 oraninda distile su ile karanlikta hazirlandi.

Hesaplama:

= Lowry standartlariyla standart egri ¢izilir. Numunelerden elde edilen egriden denklemin
formiilii hesaplanur.
= Protein miktar1 = (Numune Abs / Standart Abs) X standart konsantrasyon sonuglar

‘mg/ml’ cinsinden hesaplanir.

3.5.3. MDA i¢cin doku homojenizasyonu

Balik dokulari, kolay homojenize edilebilmesi i¢in, bistiiri ile kiigiik parcalara ayrildi. 1/10
oraninda; 1 birim doku + 9 birim Tris HCL kullanarak, bigakli homojenizator kullanilarak

homojenize edildi.

Kimyasallarin Hazirlanmasi:

50 mM pH: 7,4 Tris-HCI (1/10 oraninda)
1- 1 M Tris pH:7,4 1L igin;
121,1 g Tris + 800 ml dH20 + 70 ml HCI karistirildi ve tizeri 1L’ye dH20 ile tamamlandi.

2- 50 mM = 0,05 M Tris pH:7,4 50 ml i¢in;
6,055 g Tris+40 ml dH20 + 3,5 ml HCI karistirildi ve tizeri 50 ml’ye dH20O ile tamamlandi.

~ Trizma-HCI (Sigma Tris HCI)’den Tris-HCI hazirlanda.

Trizma-HCI1 2 M pH: 7,5

— M1.V1=M2.V2

—2M.V1=0,05M. 50 ml = V1= 1,25 ml alinip 50 mI’ye dH>20 ile tamamlandi.
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100 ml i¢in;
— 2 M. V2=0,05M. 100 ml = V2= 2,5 ml alinip 100 mI’ye dH2O ile tamamlandi.

3.5.4. Malondialdehit (MDA) tayini [25, 26]

Prensip: MDA tayini, Uchiyama tarafindan gelistirilen metodla spektrofotometrik olarak

yapildi. Tiipiin {ist kismindaki n-butanol faz1 spektrofotometrede okundu [25, 26].

Reaktifler: %0.6’lik TBA, %1 °lik fosforik asit, n-butanol, %1.15 KCI

Kimyasallarin Hazirlanmasi:

1) KCI (% 1,15) = 1,15 g KCI tartilip 100 ml’ye distile su ile tamamlandi.
2) % 6 TBA = 0,6 g TBA tartilip 100 ml’ye distile su ile tamamlandi.

3) % 1’lik Fosforik Asit = 3 ml fosforik asit alinip 300 ml’ye distile su ile tamamlandi.
4) n-butanol

Metodun Uygulanist: % 10’luk doku homojenatindan 0,5 ml alind1. Uzerine sirastyla 3 ml
% 1’lik fosforik asit, 1 ml % 6’lik TBA eklendi. Vorteksle karistirildi. 45 dk kaynar su
banyosunda bekletildi. Kaynar su banyosundan ¢ikarilan tiipler sogutuldu. 4 ml n-butanol
eklendi. Vorteksle karistirildi. 3000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Ustteki n-butanol fazi,
spektrofotometrede 520 ve 535 nm dalga boylarinda okundu. Iki absorbans arasindaki fark

nanomol/g doku TBA diizeyi olarak hesaplandi.

Hesap: Absorbans farki= nmol/g doku TBA
3.5.5. ileri oksidasyon protein iiriinleri (AOPP) tayini [27]

Prensip: Plazma/serumda bulunan uzun omiirlii klorlu oksidanlar ile proteinlerin ¢apraz
baglama tiriinlerinin, potasyum iyodiirii oksitlemesi ve aciga ¢ikan triiyodid iyonunun, 340
nm’ de Olclilmesi esasina dayanir [27]. AOPP konsantrasyonu 6l¢iimiinde bu iliski nedeni
ile Kloramin - T standart olarak (0-100 uM arasindaki konsantrasyonlarda) kullanilmstir.
Yontem Witko- Sarsat ve ark. ve Cakatay U. ve ark.’nin tanimladig1 spektrofotometrik

yontemdir [27,74].
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Reaktifler:

1) PBS ( fosfat tampon soliisyonu, pH: 7,4)
2) 1,16 M KI (Potasyum iyodiir)

3) Asetik asit % 100

4) Kloramin T

5) Tris-HCI, 20 mM, pH: 7,4

Kimyasallarin Hazirlanmasi:

1) Fosfat Tamponlu Salin (PBS)

80 g NaCl + 2 g KCI + 14,4 g Na;HPO4 + 2,4 g KH2PO4 = pH:7,4’te 1 L distile suda
cozildi (800 ml distile suda HCI ile pH ayarlandi sonra 1000 ml’ye distile su ile

tamamland).

1 hacim PBS, 10 hacim distile su oraninda ¢alisma ¢6zeltisi hazirlandi.

2) 1,16 M Potasyum Iyodiir (KI)

Kl: 166 g/mol

*M=n/V *n=M/Ma

1,16 M=(m/166) /1L =m=19256 g KI

1000 ml i¢in 192,56 g KI gerekirken, 10 ml i¢in 1,9256 g KI gerekir.
1,9256 g KI alinip 10 ml’ye distile su ile tamamland.

3) Kloramin T (CI T)

CI T: 227,6 g/mol

Kloramin T igin, CI T.3 H20 (Ma: 281,69 g/mol) kullanildi.

227,6 g CI' T’ den 11 mg alinmasi gerekirken, 281,69 g CI T.3 H,O’ dan 13,61 g alindu.
13,61 g CI T.3 H20 alinip 500 mI’ye dH20 ile tamamlandi.

4) Asetik Asit
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Numunelerin Hazirlanmasi:

-- Siipernatant 1/20 diliisyon orantyla;

10 pl siipernatant + 190 ul PBS ¢alisma ¢ozeltisi ile karistirildi.

Cizelge 3.3. Tiim doku AOPP deneyi numunelerin hazirlanmasi

Standart Kor Numune
Standart (0-100 ul) CIT | 200 ul - -
PBS calisma ¢6zeltisi - 200 pl 190 pl
Numune - - 10 pl
Kl 10 pul 10 pul 10 pl
Asetik Asit 20 pl 20 ul 20 ul

-- Daha sonra calisilan numuneler, spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda okundu.

Standartlarin Hazirlanmasi:

100 pM i¢in; 13,61 g CI T.3 H20 tartilip, 500 ml dH20 iginde ¢oziildii (stok olarak
kullanildr).

Standart 1: 200 ul CI T stok (CI T.3H20)
Standart 2: 150 pl CIT stok + 50 ul dH20
Standart 3: 100 ul CI T stok + 100 ul dH20
Standart 4: 50 pul CI T stok + 150 pl dH20
Standart 5: 25 pl CI T stok + 175 pl dH20
Standart 6: 12,5 ul CI T stok + 187,5 ul dH20

Deneyin Yapilist:

Balik dokulari, 1/10 oraninda, 50 mM, pH:7,4 Tris-HCI tamponunda bigakli homojenizator
kullanilarak homojenize edildi. Elde edilen homojenat +4°C’de 3500 rpm’de 1 saat santrifiij
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edildi ve -80°C sogutucuda muhafaza edildi. Siipernatandan AOPP 6l¢iimii yapildi. 200 pl
siipernatan 1:5 oraninda fosfat tampon soliisyonu (PBS) ile diliie edildi. Orneklere 10 pl Kl
ve 20 pl asetik asit eklenerek vortekslendikten sonra 340 nm dalga boyunda PBS’e karsi

spektrofotometrik 6l¢iimii yapildi.

Hesaplama:

= CI T standartlariyla standart egri ¢izilir. Numunelerden elde edilen egriden denklemin
formtilii hesaplanir.

= Doku proteine bdliinerek, sonuglar ‘pmol/mg protein’ cinsinden hesaplanir.

3.5.6. DNA/RNA oksidatif hasar ELISA kit (Cayman)

Kimyasallarin Hazirlanmasi:

- 250 pl Niikleaz P1 buffer iginde Niikleaz P1 ¢oziildi.
- 121 pl Alkalen fosfataz tamponu igine, 11 pl Alkalen fosfataz eklendi.

- EIA (Enzim Immunoassay) Tamponu (10X) : 1 birim tampon + 9 birim ultrasaf H.O olacak
sekilde;

— 2 ml EIA tampon + 18 ml HPLC kaliteli H20 ile hazirlandu.
- Tracer: 6 ml EIA tampon i¢inde tracer ¢oziindiiriildii.

- Antibody: 6 ml EIA tampon i¢inde antibody ¢6ziindiirtildii.

Tamponlar

1) 200 mmol/L asetat tamponu pH:5,0

2) 1 mol/L Tris-HCI pH:8,5 (6.05 g / %0 ml)

3) 50 mmol/L EDTA (10 mmol/L DFAM ig¢inde)
4) 3 mol/L fosfat tamponu

1) Fosfat Tamponu
Asit: KH2PO4 — 4.35 g — 500 ml distile su
Baz: K;HPO4 — 3.4 g — 500 ml distile su
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2) Tris: Tris (hidroksimetil) aminometan tampon
-- 0,08 mol/L olacak bir tampon i¢in 10,114 g/L olacak sekilde hazirlandi.
pH:8,5 i¢in hazirlanan bu ¢6zeltiden 50 ml alindi, 0,1 mol/L olacak bir deger i¢in 15 ml HCI

alind1 ve total hacim 100 ml’ye tamamlandi.

3) Asetik Asit — Sodyum Asetat Tamponu:

pH:5,0 tampon hazirlama

CH3COOH — 200 mmol/L igin;
11,5 ml asetik asit reaktifinden alinip 1 L’ye tamamlandi1 ve bu ¢ozeltiden

30 ml alind1.

CH3COONa — 200 mmol/L igin;
16,4 g/L olacak sekilde hazirlandi ve bu ¢ozeltiden 70 ml alind,
tampon olusturuldu.

Sonuclar: nanomol 8-0xodG / 10° nanomol dG

Deneyin Yapilist:

Onceden ekstrakte edilen DNA &rnekleri 95°C°de 3 dakika 1sitildi. Sonra buz iizerinde
sogutuldu. Denatlire DNA’ya 2 mmol (100 ul) DFAM 65°C’de + 4 ul Niikleaz P1 eklendi
(DFAM; oksidasyonu onleyici madde). 20 pl Tris tamponu eklendi. 4 pl alkalen fosfataz
eklendi. 37°C’de 1 saat inkubasyona birakildi. 20 pul, 3 mol/L asetat tamponu (pH:5,0)
eklendi. 20 pl 50 mmol/L EDTA (10 mmol/L DFAM i¢inde) eklenerek, filtre edildi.
4°C’de, 10000 rpm’de, 20 dakika santrifiij edildi ve drnekler 8-hidroksi-2" deoksiguanozin
(8-OHdAG) analizi i¢in hazir hale getirildi.

Hesaplama:

= Standartlarla 405 nm ve 420 nm dalga boylar1 i¢in standart egriler ¢izilir. Numunelerden
elde edilen egriden denklemin formiilii hesaplanir.

= Konsantrasyonlar (x) ‘pg/ml’ cinsinden hesaplanir.
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3.5.7. 8-hidroksi-2" deoksiguanozin (8-OHdG) analizi

Deneyin bu asamasinda Cayman DNA/RNA Oksidatif Hasar EIA (Uriin No: 589320) ticari
kit kullanilmustir.

Tim tampon ve reaktifler Cayman DNA/RNA Oksidatif Hasar EIA kitin katalogunda
anlatildig1 sekilde hazirlanmistir. 96 kuyucuktan olusan plate’e deney protokoliine uygun
sekilde standartlar, numuneler ve ¢aligma kimyasallar1 eklenmistir. Plate’in tizeri plastik film
ile kapatilip, ¢alkalayicida 1,5 saat bekletilir. Daha sonra 405-420 nm aras1 dalga boyunda

plate okutularak absorbanslar kaydedilmistir.






4. BULGULAR
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Zebra baliklar1 farkli konsantrasyonlarda ¢inko/bakir piritiyona (Zn/Cu) 24 ve 96 saat

boyunca maruz birakilmistir. Meydana gelen olasi toksik etkiler, bu saatlerin sonunda

histoloji ve biyokimyasal analizler i¢in doku 6rnekleri alinarak degerlendirilmistir.

Cizelge 4.1. MDA-AOQOPP konsantrasyon degerleri

MDA AOPP
GROUP
(nmol/gr doku) | (umol/mg protein)
Group 6 (Kontrol) F 9,00+3,61 5,43+0,55
6
=8 (6)
Group 7 (1 ng/L Zn 96 saat) G 7,30+2,04 5,72+1,03
7
=8 (7)
Group 5 (0,1 pg/L Cu 24 saat) E 2,04+1,79 6,05+2,12
5
=8 (5)
Group 2 (0,1 pg/L Cu 96 saat) B 31,05+4,75 13,41+1,79
2
=8 )
Group 4 (0,1 Cu + 1 pg/L Zn 24 saat) D 9,46+3,41 7,64+3,18
4
=8 (4)
Group 3 (0,1 Cu + 1 png/L Zn 96 saat) C 30,40+6,52 11,65+7,45
_ ©)
n=8

MDA ve AOPP icin Gruplarimiz:

A (1) — 0,02 Cu 96 saat

B (2) — 0,1 Cu 96 saat
C@3)—0,1 +1Cu+ Zn 96 saat
D (4) — 0,1 +1 Cu+ Zn 24 saat
E (5) — 0,1 Cu 24 saat
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F (6) — Kontrol 96 saat
G (7) > 1 Zn 96 saat
H (8) — 0,02 Cu 24 saat

4.1. Doku MDA ve AOPP Deneyleri

Malondialdehit (MDA) Absorbans Degerleri

0,45 0,7
0,4 0,6
0,35 0'5
0,3 )
0,25 04
0,2 0,3
Obli 0,2
0,05 0,1
0 0
v"tgg\ v‘f& Q’Q}{ i iq’i@i"%& Y c: 06 ’i%‘;@%‘ 076 ‘o (o‘% i"i"@ v”tb'i"?’tsq’q;"%’:?@%\
Qi '»'»’v’»'»’»’»’» R R G K o VA
SRR \\\\\\ RS SRR NOD. SPNGG
N N \} > QA AT AT A AT AT Ve e e D
B e (, (, c, SO yé <\ ,éoyéoéo RN ’\/ RN OO SRS
\/O) \/QQ}Q:'Q QQ @ Q‘?} FEFEES \Q‘é QQ} °<§ ‘?} °§ °<§ @QQQ@ Q@ QQ}
Qo} ATV 0\ o~ RNASANAN AN
X
oY

= DOKU MDA DENEYI - Absorbans Sonuglari 520 nm 0,371 0,427 0,414 0,547 0,129 0,337 0,33 0,445 0,443 0,329 0,248
0,33 0,38 0,534 0,36 0,532 0,433 0,347 0,348 0,261 0,192 0,248 doku yok

@ DOKU MDA DENEYi - Absorbans Sonuglari 535 nm 1,142 0,706 0,731 1,632 0,326 0,602 0,715 0,737 0,775 0,589 0,577
0,105 0,064 0,414 0,068 0,149 0,334 0,464 0,379 0,605 0,313 0,332 doku yok

Sekil 4.1. Malondialdehit (MDA) 520-535 nm dalga boylarinda absorbans sonuglari grafigi

-- Tiipiin tist kismindaki n-butanol fazi 535 ve 520 nm’de spektrofotometrede okutuldu.
-- Hesap: Absorbans farki= nmol/g doku TBA

Tum Doku AOPP-Standartlarin Absorbans Degerleri

0,25 0,12
0 \ 0,1
0,08
0,15
0,06
0,1
0,04
0,05 0,02
0 0
Standart 1 (stok  Standart 2 Standart 3 Standart 4 Standart 5 Standart 6
¢ozelti)

340 nm’de 1. okuma B 2 .okuma e 3, okuma

Sekil 4.2. Tiim Doku AOPP deneyi standartlarin absorbans degerleri



51

4.1.1. Doku AOPP hesaplama

= CI T standartlariyla standart egri ¢izildi. Numunelerden elde edilen egriden denklemin
formiilii hesaplandi.
y =0,0131x - 0,0343
R?=0,9841

= Doku proteine boliinerek sonuglar ‘umol/mg protein’ cinsinden hesaplandi.

1,4

1,2

0,8
0,6
0,4

0,2

—@— Seril = eeeeeee. Dogrusal (Seril) — eecceeee Dogrusal (Seril) — eceeeeeee Dogrusal (Seril)
20 40 60 80 100 120

Sekil 4.3. Tiim doku AOPP deneyi i¢in Kloramin-T standart egri grafigi

AOPP - Konsantrasyon - umol/mg protein

400
300
200
100
A -ﬂ_ ) —
’b’b (_)’bls& (_J’bfgt 'b,;‘ (_)'b,i& L)’b& C)’b’g' c)’b%& C)’bfz’,\‘ c)’b's& c)’b’z)}' C)’b’g' C)’bé\‘ "'b& %,D'S\' ‘o’b,z‘;’ c)’b& ‘—;2;5\’ (_)’b,s& (_)'b/g‘
() DA T ADCTADCT A0 AT AT AD 0° 60" 60" 0" 0 0" 0 AT AN AN
N NN NN SO OV V Y
P PP @ RS PRGBS DS
M N SN SN S A N O O R R SN SN SN
Y ol & & o OO T T P S LA SN
RO S PP R R PP W EE PR R PP PP
NOAN N N NONRANIRNY NOANOAN
Q’I’Q’LQ’»Q'\\'Q'}'Q'\\' AN \\/\\/\\'\\,Q’\» '\\'Q'\\'Q'\\' MENEN \’Q’}’QWQ’L
Y oY O \/Q‘?o'\/é’o ’\/Q%’\/Q%’\,QQO’\/Q% QY oY O
-300 '\/x \/x '»x '»x '\,x \/x
Qv O Qv Qv Qv O

Sekil 4.4. Tiim doku AOPP deneyi konsantrasyon degerleri
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AOPP

MDA

96 saatlik 0.1 pg/L Cu grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda AOPP degerinde
anlamli bir artig gézlemlenmistir.
96 saatlik 0.1 pg/L Cu grubu, 24 saatlik 0.1 pg/L. Cu grubu ile karsilastirildiginda

AOPP degerinde anlamli bir artis gézlemlenmistir.

24 saatlik 0.1 pg/L Cu grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda MDA
diizeylerinde anlamli bir azalma gozlemlenmistir.

96 saatlik 0.1 pg/L Cu grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda MDA
diizeylerinde anlamli bir artis g6zlemlenmistir.

96 saatlik 0.1 Cu + 1pug/L Zn grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda MDA
diizeylerinde anlamli bir artis g6zlemlenmistir.

24 saatlik 0.1 pg/L Cu grubu, 96 saatlik 1 pg/L Zn grubu ile karsilastirildiginda MDA
diizeylerinde anlamli bir azalma gozlemlenmistir.

96 saatlik 0.1 pg/L Cu grubu, 96 saatlik 1 pg/L Zn grubu ile karsilastirildiginda MDA
diizeylerinde anlamli bir artis g6zlemlenmistir.

96 saatlik 0.1 Cu + 1 pg/L Zn grubu, 96 saatlik 1 pg/L Zn grubu ile
karsilagtirildiginda MDA diizeylerinde anlamli bir artis gdzlemlenmistir.

96 saatlik 0.1 pg/L Cu grubu, 24 saatlik 0.1 pg/L Cu grubu ile karsilastirildiginda
MDA diizeylerinde anlamli bir artis gézlemlenmistir.

24 saatlik 0.1 Cu + 1 ug/L Zn grubu, 24 saatlik 0.1 pg/L Cu grubu ile
karsilastirildiginda MDA diizeylerinde anlamli bir artis gdzlemlenmistir.

96 saatlik 0.1 Cu + 1 pg/L Zn grubu, 24 saatlik 0.1 pg/L Cu grubu ile
karsilastirildiginda MDA diizeylerinde anlamli bir artig gdzlemlenmistir.

24 saatlik 0.1 Cu + 1 pg/L Zn grubu, 96 saatlik 0.1 pg/LL Cu grubu ile
karsilastirildiginda MDA diizeylerinde anlamli bir azalma gozlemlenmistir.

96 saatlik 0.1 Cu + 1 pg/L Zn grubu, 24 saatlik 0.1 Cu + 1 pg/L Zn grubu ile
karsilastirildiginda MDA diizeylerinde anlamli bir artis gozlemlenmistir.

-- Doku MDA ve AOPP deneyleri i¢in SPSS 20.0 programu ile istatiksel anlamliliklarini

diizenleyip, grafigini olusturuldu. Anlamlilik dereceleri asagidaki gibidir (¢izelge 4.2.).
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Cizelge 4.2. Doku MDA ve AOPP deneyleri

9,00+3,61 7,30+2,04 2,04+1,79%° 31,05+4,75%b¢ 9,46+3,41¢4 30,40+6,522b¢e

5,43+0,55 5,72+1,03 6,05+2,12 13,41+1,79%¢ 7,64+3,18 11,65+7,45

ap: Kontrol grubuna gore p<0,05

bP: 96 saatlik 1 ng/L Zn grubuna gore p<0,05

"p: 24 saatlik 0.1 pg/L Cu grubuna gbre p<0,05

dp: 96 saatlik 0.1 pg/L Cu grubuna gore p<0,05

ep: 24 saatlik 0.1 Cu+ 1 pg/L Zn grubuna gore p<0,05

Gruplarin MDA Degerleri

40

35
30
25
20
15
‘H m

MDA
o

0
-5 Konrol lug/LZn9e 0O 1|JgjL Cu 0,1pg/LCu 0,1Cu+ 0,1Cu+
-10 saat 24 saat 96 saat lpg/LZn 24 1pg/LZn 96

saat saat

Gruplar

m MDA degerleri

Sekil 4.5. Farkli konsantrasyonlarda Cu-Zn piritiyonlar i¢in MDA degerleri grafigi (nmol/g
doku)
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Gruplarin AOPP Degerleri

16

14

12

o 10
(n

o 8

< 6

4

2

0

Konrol 1pg/LZn 96 0,1pg/L Cu 240,1pg/LCu96 0,1Cu+ 0,1Cu+
saat saat saat lpg/LZn 24 1ug/LZn 96
saat saat
Gruplar

B AOPP degerleri

Sekil 4.6. Farkli konsantrasyonlarda Cu-Zn piritiyonlar igin AOPP degerleri grafigi
(umol/mg protein)

4.2. Doku Protein Tayini Deneyi (Lowry Deneyi)

Deney asamalar1 bitince, hazirlanan numuneler ve standart tiipleri spektrofotometrede 750

nm dalga boyunda kore karst okutuldu ve grafige gore hesaplamasi yapildi.

Doku Protein Tayini (Lowry) Absorbanslari

0,2 X XA NNK O S0 P T T N T

4 > 0 > 0 P
2% 2% 27 2% 2% D 2% 2
00 0 " N °

'\)%v\’»‘o\%@w‘v

SN AN NN

O I AT Y

SR Y e O’\/o’\/o’\/o’
NN\ QS N

NANANS N W NP PPN NSNS SE SR SN S 2N 2N 2

QY OV Q YO R SR i S MANAN

Sekil 4.7. Doku protein tayini (Lowry Deneyi) numunelerin absorbans degerleri
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Doku Protein Tayini (Lowry) - Standartlarin Absorbanslari

0,7 0,7
0,6 0,6
0,5 0,5
0,4 0,4
0,3 0,3
0,2 0,2
0,1 0,1
0 0
01 Standart 1 Standart 2 Standart 3 Standart (stok) 01
-0,2 -0,2

B 1. Okunug =2 Okunus

Sekil 4.8. Doku protein tayini (Lowry Deneyi) standartlarin absorbans degerleri

4.2.1. Doku protein tayini hesaplama

= Lowry standartlariyla standart egri ¢izildi. Numunelerden elde edilen egriden denklemin
formiilii hesaplandi.
y = 0,5495x — 0,0485
R?=0,9975
= Protein miktart = (Numune Abs / Standart Abs) X standart konsantrasyon sonuglar ‘mg

/ ml’ cinsinden hesaplandi.

0,9
0,8 y =0,5495x + 0,0485
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3

0,2

0,1

0

Sekil 4.9. Doku protein tayini deneyi i¢in standart egri grafigi
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Cizelge 4.3. Doku protein tayini (Lowry deneyi) standartlar degerleri

Standartlar 750 nm | Stok BSA pl | Su ul Std kons.(ug/ml)
Standart 1 0,145 0 100 0,0
Standart 2 0,1 5 95 0,1
Standart 3 0,145 10 90 0,2
Standart 4 0,27 20 80 0,4
Standart 5 0,397 30 70 0,6
Standart 6 0,501 40 60 0,8
Standart 7 0,583 50 50 1
Standart 8 0,718 60 40 1,2
Standart 9 0,806 70 30 1,4

-- Stok BSA 2 mg / ml (her diliisyondan 0,1 ml konulacak)

4.3. DNA/RNA Oksidatif Hasar ELISA kit (Cayman)

DNA/RNA Oksidatif Hasar Tayini Absorbans Degerleri

1,6
1,4
1,2
1
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0,4
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Sekil 4.10. DNA/RNA oksidatif hasar ELISA kit (Cayman) absorbans degerleri
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Sekil 4.11. DNA/RNA oksidatif hasar ELISA kit (Cayman) konsantrasyon (pg/mL)

degerleri

4.3.1. Hesaplama

Standartlarla 420 nm dalga boyu i¢in standart egri grafigi ¢izildi. Numunelerden elde edilen

egriden denklemin formiilii hesaplandi.

y=-16,65In(x) + 136,46
R?=0,9668

Konsantrasyonlar (x) ‘pg/mL’ cinsinden hesaplandi.

120

100

80

60

40

20

DNA/RNA Oksidatif Hasar Tayini - 420 nm

y =-16,65In(x) + 136,46
=0,9671

......
coee
ceee
.........
.....
..........

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Sekil 4.12. DNA/RNA oksidative damage ELISA kit (Cayman) 420 nm igin standart egri
grafigi
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-- DNA/RNA Oksidatif Hasar ELISA kit (Cayman) deneyi i¢in SPSS 20.0 programi ile

istatiksel anlamliliklarin1 diizenleyip, grafigini olusturduk. Anlamlilik dereceleri asagidaki

gibidir (Cizelge 4.11.).

Cizelge 4.4. Farkli konsantrasyonlarda Cu-Zn piritiyonlar1 i¢in 8-OHdG (pg/ml) degerleri

171894 + | 2081,21 + | 2224,00 £ | 2368,23 £ | 2118,74 + | 2167,90 + | 1909,69 + | 1918,63 + | 204461 + | 221524 +

b.cdef

34316 a ab ab acd a .c.d,e cd d
b 68,88 64,49 184,69 52,36 115,68 136,57 286,65 159,26 33,48

abe.ght

ap: 24 saatlik kontrol grubuna gore, p<0.05

bp: 96 saatlik kontrol grubuna gore, p<0.05

cp: 24 saatlik 0,02 pg/L Cu grubuna gore, p<0.05
dp: 96 saatlik 0,02 pg/L Cu grubuna gore, p<0.05
ep: 24 saatlik 0,1 pg/L Cu grubuna gore, p<0.05
fp: 96 saatlik 0,1 pg/L Cu grubuna gore, p<0.05
gp: 24 saatlik 1 pg/L Zn grubuna gore, p<0.05
hp: 96 saatlik 1 pg/L Zn grubuna gore, p<0.05

p: 96 saatlik 1 pg/L Zn grubuna gore, p<<0.05
DNA

2500
200
1500

100

(=] § o o
control 2s v [
EBe—=
—
sS———
===
=
1pg/tzn 240 [
2pg/t zn 96 h [N
0,1+1pg/Lcu+Zn 24 h [
01+1pg/tcu+2n9h [N

= £ = = E=4
& ~ 3 & 3
- 5] ] S 3
E ) < =4 —
§ 8 3% ¥ 3
S = s =
(=] o
= DNA

Sekil 4.13. Farkli konsantrasyonlarda Cu-Zn piritiyonlar i¢in 8-OHdG (pg/mL) degerleri
grafigi
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-- 8-OHdG (pg/ml), MDA (nmol/gr) ve AOPP (umol/mg) deneylerinin bulgularini tek bir

cizelgede birlestirelim:

Cizelge 4.5. Farkli konsantrasyonlarda Cu-Zn piritiyonlar1 i¢in 8-OHdG (pg/mL), MDA
(nmol/gr), AOPP (umol/mg) degerleri

1718,94 + | 208121 2224,00 + | 2368,23 + | 2118,74 £ | 2167,90 + | 1909,69 + | 1918,63 + | 2044,61 2215,24 +

d ab.eght
343,16 +68,88" | 6449"" 18469 | 52,36 115,68° 13657°" | 286,65 | 159,26 | 33,48
5,00:3,61 T04E1,79% | 31,0504,75°5¢ 730:2,04 | 946534159 | 30,4026,52°00¢
5,4320,55 6055212 | I3A1L1,70% 5725103 | 7,6453,18 | 11,6527,45

4.4. Histopatoloji Sonug¢lari
4.4.1. Solungac¢ dokularinda goriilen histopatolojik bulgular

Farkli konsantrasyonlar da ¢inko/bakir piritiyona (Zn/Cu) 24 ve 96 saat boyunca maruz
birakilan zebra baliklarinda meydana gelen olas1 toksik etkilerin solunga¢ dokularimna iliskin
histopatolojik bulgular1 incelenmistir. Zebra baliklarindan elde edilen solunga¢ dokularina

iliskin histopatolojik bulgular Resim 4.1. de verilmistir.

/ ‘
y

Resim 4.1. Solunga¢ dokularinda epitel ayrilmasi (ok) (H&E,x100)
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Histopatolojik calismalar, ¢evresel kirleticilerin suda yasayan organizmalardaki etkilerini
degerlendirmek icin yararl ve giiclii gostergelerdir. Solungaglar bu gostergeler igin esas
almir ve su kalitesinin aynasit olarak degerlendirilir. Solungac histolojisi, ¢evresel
kontaminasyonlarin  izlenmesinde yararli Dbiyolojik indikatorlerden  biri  olarak

diistiniilmektedir.

Solunga¢ dokularinda hiperemi ve epitel ayrilmasi en ¢ok tespit edilen histopatolojik
bulgular olarak belirlenmistir. Toksik maddeye daha uzun slire maruz kalma solungag
dokularinda elde edilen epitel ayrilmasi bulgusunun siddetlenmesine, daha yogun olmasina
ve daha fazla balikta goriilmesine sebebiyet vermezken hipereminin daha siddetli

goriilmesine neden olmustur.
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5. TARTISMA

Su i¢erisinde bulunan balik kafesleri, tekne ve gemi tabanlari, petrol kulelerinin su i¢inde
kalan kisimlar1 gibi yapilar zamanla bakteriler, diatomlar, algler, kaya midyesi, boru kurdu
vb. sucul organizmalar tarafindan kaplanmasi biofouling olarak bilinmektedir. Bu kaplanma,
zamanla s6z konusu yapmin bozunmasina ve/veya goOrevini yapamamasina neden
olmaktadir. Bu durumlarin 6nlenmesi i¢in bir tiir biyosidal {iriin antifouling boyalar
kullanilmaktadir. Biyosidal iirlin; bir veya birden fazla aktif madde i¢eren, kullanima hazir
halde satisa sunulmus, kimyasal ve biyolojik agidan herhangi bir zararli organizma tizerinde
kontrol edici etki gosteren veya hareketini kisitlayan, uzaklastiran, zararsiz kilan, yok eden
aktif maddeleri ve miistahzarlar1 (kullanima hazir hale getirilmis) olarak tanimlanir (Tiirkiye

Halk Saglig Kurumu Biyosidal Uriin Yénetmeligi [THSK], 2009) [30].

Cinko piritiyon (ZnPT) (21 numarali iirlin tipi) ve bakir piritiyon (CuPT) antifouling
maddelerdir; canlilarda antibakteriyal ve antifungal etkiler i¢in yaygin kullanilmaktadirlar.
Ulkemizde piyasada bulundurulmasma izin verilen bozunmay1 6nleyici iiriinlerde en ¢ok
cinko ve bakir oksit ikilisi (%13,16) ile bakir piritiyon (Cu Pyrithione) ve bakir oksit ikilisi
(%81,58) kullanilmaktadir ve bu iirlinlerin tamami profesyonel kullanicilara yoneliktir.
Cinko 2014 yilinda, bakir piritiyon ise 2015 yilinda bozunmay: onleyici Uriinlerde aktif
madde olarak kullanimina onay verilen kimyasallardandir, bakir oksit ise halen
degerlendirilmekte olan bir kimyasaldir [THSK], 2015) [31]. Bakir piritiyon esas olarak
antimikrobiyal olarak kullanilir. Yiiksek konsantrasyonlarda tekrarlanan maruz kalmalar
sonucu iskelet kas1 atrofisi, periferik sinir hasar1 hayvan ¢alismalarinda rapor edilmistir
(Arch Chemicals, 2010) [32]. Bakir piritiyon son derece etkin genis spektrumlu bir biyosit
olup bir¢ok sucul canli lizerinde olumsuz etkileri oldugu bilinmektedir. Baliklarda notokord
anormallikleri, kas liflerinde daginiklik, oksidatif stres olusumu (Trombetta, 2015) [33],
deniz kestanesinde erken embriyogenez doneminde embriyotoksik oldugu ve embriyolarda
mortalite goriildiigii bildirilmistir (H. Wang, Li, Huang, Xu, ve Y. Wang, 2011) [34]. Dahllof
ve arkadaslar1 tarafindan (2005:22,23) yilinda yapilan ¢alismada deniz suyunda CuPT ve
ZnPT i¢in bozunma zamanin dolayli yoldan tahmini yapilmaya ¢alisilmistir [35]. Biyo-
bozunma sulandirilmis ZnPT ve CuPT, steril deniz suyu veya dogal ECso CuPT ve ZnPT
toksisitesi pelajik bakteri, yosun ve zooplankton topluluklart i¢in 1,60-60 nM arasinda
degismistir. 0,001 nM/g kuru konsantrasyonu besin dongiisiinii deniz suyunda incelenmistir.

Fotodegredasyon yar1 émrii ZnPT ig¢in 8,3 £ 0,9 dk ve CuPT 7,1 £ 0,2 dk olarak tahmin
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edilmistir. Deniz suyunda CuPT ve ZnPT etkisi arastirilmistir. ECsp CuPT ve ZnPT
toksisitesi pelajik bakteri, yosun ve zooplankton topluluklari i¢in 1,60-60 nM arasinda
degismistir. 0,001 nM/g kuru konsantrasyonu besin dongiisiinii etkilemistir. 2006 yilinda
Mochida ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada antifouling bilesikler olan CuPT, ZnPT
ve Cu’in Pagrus Major (Temminck & Schlegel, 1843) ve Heptacarpus futilirostris (Bate,
1888) tizerinde toksisitesi incelenmistir [36-37,38]. 96.saat LCso degeri CuPT ve ZnPT igin
kirmizi ¢ipurada sirasiyla 9,3 ve 98,2 g/L, karides icin 2,5 ve 120 g/L oldugu
gbozlemlenmistir. Histolojik gozlemlerde solungaclarda ikincil lamellerde hipoksi olusmasi
6lime neden oldugu diisliniilmiistiir. CuPT i¢in LCso degeri kirmiz1 ¢ipura ve karides i¢in
84,4 ve 113 g/L olarak bulunmustur. Bu c¢alismada, her iki ¢evresel kirleticinin (¢inko ve
bakir piritiyon) sucul ekosisteme ve insanlar iizerine muhtemel olumsuz endokrin bozucu
etkileri zebra baliklarda (Danio rerio) toksik maruziyet konsantrasyonunda, genotoksik ve
oksidatif hasar belirtegleri arastirilarak bilime, korunma ve tedavi yontemlerine katki

saglanmas1 amaglanmustir.

Cevresel kimyasallara maruz kalan insan ve dogadaki canlilarda endokrin siiregler, endokrin
bozucu (EDC) etki gosterdiklerinden son yillarda bu konuda yogun arastirmalar
yapilmaktadir. Cevresel kimyasallar su ve gida yoluyla karisim halinde insana ulastigindan
onemli risk olusturarak cevresel sucul ortamda etkileserek aditif, sinerjistik, antagonistik
etkiler gosterebilmektedir (Cui ve arkadaslari, 2014) [39]. Mevcut literatiirde tiim canli
hayvanlarda endokrin-aracili karsit etkilerin tanimi mevcut degildir, tiire 6zgli memeli ve
memeli olmayan (omurgasiz, balik, amfibi ve kus) canlilarda OECD ve EPA’nin ilgili
yonergeleri de yetersiz kalmaktadir. Bu iki maddenin yaygm kullanim1 ve sucul
ekosistemlere kontaminasyon riskleri acisindan, ekotoksikolojide omurgasiz model
organizma olan zebra baliklarinda etkilerinin saptanmasi bilimsel ve insan saglig1 acisindan

da 6nem arz etmektedir.

Biz bu c¢alismamizda DNA hasarin1 8-OHdG miktar1 olarak, lipid peroksidasyon {iriinii
olarak (MDA), protein oksidatif hasar belirteci olarak ileri oksidatif protein iirtinii (AOPP)

diizeyleri ile degerlendirdik.

MDA, ii¢ veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda malondialdehit
(MDA) meydana gelir.
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Resim 5.1. MDA

Malondialdehit (MDA) kan ve idrarda ortaya ¢ikar, yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da
kantitatif bir indikatorii olmamakla beraber lipid peroksidasyonunun diizeyi ile korelasyon
gosterir. Bu nedenle biyolojik materyalde MDA olglilmesi lipid peroksit seviyelerinin
indikatorii olarak kullanilir. Nonenzimatik lipid peroksidasyonu bir zincir reaksiyonudur.
Direkt olarak membran yapisina ve trettigi reaktif aldehitlerle indirekt olarak diger hiicre
bilesenlerine zarar verir. Boylece doku hasarina ve bir¢ok hastaliga neden olur. Bazi
deneysel sistemlerde kullanilan TBA yo6nteminin esas olarak MDA'in kendisini 6l¢tiigi

gosterilmistir.

Ileri oksidatif protein iiriinleri AOPP, ditirozin iceren ¢apraz bagl protein iiriinleri olarak
tanimlanir ve protein hasarinin saptanmasinda giivenilir bir belirte¢ oldugu diistiniilmektedir
[74]. 11k defa 1996°da Witko-Sarsat vd. (1996) tarafindan iiremik hastalarda tanimlanmistir
[27].

Calisma kapsaminda elde edilen veriler dogrultusunda sucul ekosisteme kontamine olan her
iki maddenin, su canlilar1 ve besin zinciri yoluyla insanlar ve diger hayvanlara etkisine

iligkin bir 6n verinin temin edildigi diistiniilmektedir.






65

6. SONUC

Farkli konsantrasyonlar da ¢inko/bakir (Zn/Cu) piritiyona maruz birakilacak zebra
baliklarinda meydana gelen olas1 toksik etkiler DNA hasar1 ve oksidatif hasar belirteglerinde
gozlenen degisiklikler ile aciklanarak bu biyokimyasal parametreler endokrin bozucu

biyobelirteg olarak degerlendirildi.

Yaptigimiz MDA, AOPP ve DNA hasar1 ¢alismalarimin yaninda histopatolojik olarak

ozellikle solungag epitel yapisinda bozulma tespit edilmistir.

Cevresel kirleticiler 6zellikle hedef olmayan canlilarda siireye bagl olarak endokrin bozucu
etki gostermektedir. Bu ¢alismada da Zn ve Cu piritiyonun maruziyet siiresi arttik¢a toksik

etkinin de arttig1 gozlemlenmistir.

Yapilan deneyler sonucunda lipid peroksidasyonu diizeyinde artmis toksik etkinin akut
donemde degil artan maruziyet siiresine bagli olarak ortaya ¢iktigi goriildii. Calisma
grubunun ve Onceki calismalarin kontrol gruplan ile karsilastirildiginda, gruplarin 8-
hidroksi-2 deoksiguanozin (pg/mL) degerleri istatistiksel olarak anlamli artmig bulundu
(p<0,05)

Histopatolojik sonuglara gore; solungac¢ dokular1 hem ¢inko hem de bakir piritiyonda hasar
gordii. Tiim ¢inko, ¢inko + bakir ve bakir piritiyon konsantrasyonlarinda hiperemi, epitel
bozulma ve hiperplazi gozlenmistir. Lezyonlar bakir piritiyonda daha siddetli etki

gostermistir.

Deniz kirliligi ve ekosistemlerin bozulmast dogrudan insanlari etkiler. Calisma
sonuglarimiz, cevre Kkirliligi, deniz kirliligi ve saglik sorunlar1 arasinda farkindalik
yaratmaktadir. Cevresel kirleticilerin olusturdugu DNA hasar1 ve oksidatif hasar besin ag1
iizerindeki organizmalarin farkli evrelerinde etkili olmaktadir. Calismamiz insanlar

iizerindeki olasi etkileri anlamak ve tahmin etmek i¢in temel veriler saglamaktadir.
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Arastirmact grubu Aylin Sepici DINCEL ve A Caglan GUNAL(KARASU BENLI),
Rabia TURAL, Nagehan IPICURUK'ten olusan G.U.ET-17.038 kod numarali ve''Zebra
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