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Doktora Tezi

BAZI AGIR METALLERIN SUBLETAL DOZLARININ GOKKU§AGI ALABALIKLARINDA
(ONCORHYNCHUS MYKISS, WALBAUM 1792) KATALAZ, SUPEROKSIT DISMUTAZ,
GULUTATYON PEROKSIDAZ ENZIM AKTIVITELERI VE mRNA EKSPRESYONLARI UZERINE
ETKILERI

Kiibra ATABEYOGLU

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Orhan ERDOGAN

Bu calismada, ayn1 kosullarda yetismis olan Gokkusag: alabaliklarina (Oncorhynchus mykiss) 0,16 mg/It
ve 0,32 mg/lt bakar kloriir, 0,94 mg/1t ve 1,89 mg/lt ¢inko kloriir, 3,25 mg/lt ve 6,5 mg/1t nikel kloriir, 2,25
ug/lt ve 4,5 pg/lt kadmiyum kloriir uygulanmistir. Agir metal uygulamasinin baliklarin karaciger, bobrek
ve kas dokularinda enzim aktiviteleri ve yalniz kas dokusunda ise gen ekspresyonlar: iizerindeki etkileri

incelenmistir.

Gokkusagi alabaliklarinda CAT % aktivitesi i¢in bakir agir metal uygulamasi sonrasi alman karaciger
dokusu hari¢ diger karaciger dokularimin CAT aktivitelerinde istatistiksel diizeyde farklilik tespit
edilmistir. CAT enzim aktiviteleri bakir ve ¢inko uygulamasi sonrasi alinan bobrek dokusuna ait
istatistiksel analizde farkli bulunamamustir. Cinko agir metali uygulamasi sonrasi alinan kas dokusu harig
diger kas dokularinin CAT aktiviteleri onemsiz bulunmustur. Cu, Zn, Ni ve Cd uygulamasi sonrasi
Gokkusagi alabaliklarin karaciger ve kas dokularinin SOD aktivitelerinde istatistiksel diizeyde farklilik
tespit edilememistir. Bakir ve ¢inkoya maruz kalms alabaliklarin SOD aktiviteleri bobrek dokularinda
onemli bulunmustur. GSH-Px % aktivitesi Cu, Zn, Ni ve Cd’a maruz kalmis alabaliklarin karaciger
dokularinda istatistiksel diizeyde farkli, kas dokularinda ise farksiz bulunmustur. Nikel agir metaline

maruz kalmis alabaliklarin bobrek dokularinda GSH-Px aktivitesi 6nemli bulunmustur.

Ayrica kadmiyum agir metaline maruz kalan alabaliklarin kas dokularinin gen ekspresyonlar1 arasinda
onemli bir farklilik saptanamamustir. Diger ii¢ agir metalin uygulanmasi sonucu baliklardan alinan kas

dokularinda ise gen ekspresyonlari acisindan bazi onemli farkli sonuglar elde edilmistir.

Cu, Zn, Ni ve Cd uygulamas: sonrast enzim aktivitesi ve gen ekspresyonunun ortak dokusu olan kas
dokusu i¢cin CAT ve SOD genlerinin ekspresyonlar1 ile CAT ve SOD enzim aktiviteleri istatistiksel olarak
benzer sonuglar gosterirken, GSH-Px gen ekspresyonu ile GSH-Px enzim aktivitesi sonuglar1 farklilik
gOstermistir.

2011, 132 sayfa

Anahtar Kelimeler: Agir metal, Gokkusag: alabaligi, antioksidan enzimler, gen ekspresyonu



ABSTRACT

PhD Thesis

EFFECTS OF SUBLETHAL DOSES OF SOME HEAVY METALS ON THE CATALASE,
SUPEROXIDE DISMUTASE, GLUTATION PEROXIDASE ENZYME ACTIVITIES AND mRNA
EXPRESSIONS IN RAINBOW TROUT (ONCORHYNCHUS MYKISS, WALBAUM 1792)

Kiibra ATABEYOGLU

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Science
Department of Fisheries

Supervisor: Prof.Dr. Orhan ERDOGAN

In the present study, Oncorhynchus mykiss growing under the same conditions were applied to 0,16 mg/lt
and 0,32 mg/It copper chloride, 0,94 mg/It and 1,89 mg/lt zinc chloride, 3,25 mg/lt and 6,5 mg/It nickel
chloride, 2,25 pg/l-1 and 4,5 pg/lt cadmium chloride. Effects of heavy metal treatment were investigated

on various tissues of fish, enzyme activities and gene expressions.

In Oncorhynchus mykiss, differences were found in liver tissues to be statistically significant for CAT
activities (%) excepting liver tissue taken after copper heavy metal treatment. CAT enzyme activities after
copper and zinc treatments were not statistically significant. CAT activities in all tissues except for
treated with zinc were found to be statistically insignificant. SOD activities in the liver and muscle tissues
of Oncorhynchus mykiss were found to be statistically insignificant after Cu, Zn, Ni and Cd treatment.
SOD activity of Oncorhynchus mykiss treated with copper and zinc was found to be statistically
significant in kidney tissue. There were statistically significant differences in GSH-Px (%) activity in the
liver tissues of Oncorhynchus mykiss treated with Cu, Zn, Ni and Cd while no statistically significant
differences were seen in muscle tissues. GSH-Px activity was found to be significant in kidney tissue of

fish treated with nickel.

In addition, there were no statistically significant differences between the gene expression of muscle
tissues treated with cadmium while there were some differences in gene expression of fish treated with

other three heavy metals.
CAT and SOD gene expressions and CAT and SOD enzyme activities had the similar results for Cu, Zn,

Ni and Cd treatment in muscle tissues while the results of GSH-Px gene expression and GSH-Px enzyme

activity were different.

2011, 132 pages

Keywords: Heavy metal, rainbow trout, antioxidant enzymes, gene expression
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1. GIRIS

Icinde bulundugumuz yiizyilda iilkemizde ve diinyadaki organik maddeler, evsel atiklar,
tarim giibreleri ve agir metaller gibi kirletici unsurlar dogal ortamlar1 tahrip etmekte,
giin gectikce suyun kalitesini bozmakta ve su canlilarina da zarar (hastalik, 6liim vs.)
vermektedirler. Sucul ortamda, en fazla bu kirleticileri biinyelerine solungaclar, viicut
ylizeyi ve sindirim sistemi yoluyla alan baliklar etkilenmektedir. En toksik Kkirletici,
viicutta birikme 6zelliginden dolay1 agir metallerdir. Bu kalic1 6zelliginden dolayr agir
metaller hem baligin hem de onu tiketen insanin sagligini olumsuz ydnde

etkilemektedir.

Siirekli artan diinya niifusu, carpik kentlesme, plansiz ve bilingsiz endiistrilesme, verimi
arttirmak amaciyla kullanilan tarim ilaglari, yapay giibreler ve deterjan gibi rahat yasami
saglayan kimyasal maddeler giderek cevreyi kirletmektedir. Bunu, artan kirlilik sonucu
dogal dengenin bozulmasindan, insan ve hayvan saghginin tehlike altinda olmasindan,
besin kirlenmelerinden ayrica su iiriinleri ¢ercevesinde bakilirsa dogal kaynaklarda su
tiriinlerinin hizla azalmasindan ve degerli balik tiirlerinin birgogunun yok olma sinirina
dayanmis olmasindan anlamaktayiz (Sonal 1994). Webb and Gagnon (2002)’a gore
ekosistemde canlilar arasindaki dengeyi bozan Kkirleticileri organik ve inorganik
kirleticiler olarak siniflandirmak miimkiindiir. Bu kirleticiler metaller, pestisitler,
poliklorlu bifeniller, poliaromatik hidrokarbonlar’dir. Bunlar organizmalara toksik etki
yapmaktadirlar (Taylan ve Ozkog 2007). Metaller ve diger inorganik atiklardan olusan
kirleticiler ¢ok cesitli kaynaklardan ortaya c¢ikabilmeleri, yaygin bir kirlenme nedeni
olusturmalar1, daima biyolojik sistemlere yonelik etki gostermeleri ve kolaylikla besin
zincirine girerek gelismis canlilarda artan yogunluklarda birikebilmeleri nedeniyle diger
kimyasal kirleticiler arasinda ayr1 bir oneme sahiptirler (Erdogrul vd 2004; Erdogrul vd
2005; Erdogrul ve Ates 2006). Serfor-Armabh et al. (2001)’a gore kirleticilerden organik
kontaminantlarin aksine, inorganik kokenli olan agir metaller konsantrasyonlarini ya da
toksisitelerini azaltan parcalanma islemine ugramazlar. Bazi agwr metaller akuatik
organizmalara dogrudan zehirli olan ¢ogu deniz ve nehir organizmasi tarafindan 6nemli

seviyelerde birikirler. Bu birikim, hem sahil ortamindaki canlilar {izerinde metallerin



muhtemel zararh etkileri, hem de insan saglig1 lizerindeki potansiyel etkileri a¢isindan

bir fikir verir (Taylan ve Ozkog 2007).

Kirleticilerin bir boliimiinii olusturan agir metaller, metal bilesikleri ve cesitli
mineraller; goller, nehirler, korfez ve okyanuslar ile bunlarin sedimentlerinde genis bir
sekilde yaylmistir (Bryan and Uysal 1978; Erdogrul vd 2005). Cevre ve besin
kirlenmesine neden olan binlerce kimyasal madde arasinda metal kalintilarinin 6nemli
bir pay1 vardir. Dogal olarak havada, toprakta ve sularda bulunan metallerle 6zellikle
son yarim Yyilizylda diinyanin O©nemli Olclide kirlendigi yapilan ¢alismalarla
kanitlanmistir (Sonal 1994). Rainbow (1995)’a gore metal kirliliginin ¢ogu sularda
birikir. Sulardaki birikim, ¢6ziinme seklinde olabilece8i gibi, ¢oziinmeden sularin
dibinde cokelme seklinde de olabilir. Bu sekilde bir kirlenme endiistriyel ve zirai
atiklardan meydana geldigi gibi herhangi bir yolla atmosfere verilen metal tiirii
maddelerden de meydana gelebilir. Atmosfere verilen metal tiirli maddeler sonunda
yeryliziine donerler ve akarsular yolu ile su yataklarina siiriiklenirler. Metaller, organik
kirleticiler gibi kimyasal ve biyolojik yollarla par¢alanmazlar, bir metal bilesigi bagka
bir metal bilesigine doniisiir. Doniisme ne olursa olsun metal iyonu kaybolmaz (Sekil

1.1, 1.2) (Taylan ve Ozkog 2007).

Endiistriyel faalivetler, > inorganik kirlilik
Zirai atiklarin direkt desarji ‘/ \‘
l Kimyasal parcalanma Biyolojik parcalanma
Akarsu, nehir, gol veya halig olmaz olmaz
Deniz Metal bilesigi baska bilesige doniiziir
Diger su kiitleleri Su Sediment Organizma

(sudaki birikim goziinme seklinde, ——
gokelme seklinde)

Sekil 1.1. Metalin su ortaminda izledigi yol (Rainbow 1995)



Kimyasal Madde ﬁ—.
Metal Emisyonu

l T agis

\
—[
1 Ok |
? Nehider | Koylar | = yasnuslar
Co” I 1
Sediment
Birikim FizikoKimyasal
b Reaksiyonlar
_> Degracasyen
Hayvan, Bitki,

Mikroorganizma

Taginma, Birlkim
Etki

Degradasyon

Sekil 1.2. Metallerin cevrede devri (Vural 2005)
Endiistriyel iiretimler arasinda ¢imento, demir-cgelik, termik santraller, cam, ¢Op ve atik

camur yakma tesisleri gibi alanlar onde gelmektedir. Cizelge 1.1’de baz1 endiistri

gruplarmdan atilan metal tiirlerinin dagilimi goriilmektedir (Bakar ve Baba 2009).

Cizelge 1.1. Temel endiistrilerden atilan metal tiirleri (Kahvecioglu vd 2009)

Endiistri Cd Cu Ni Zn
Kagit Endiistrisi - + + -
Petrokimya + - - +
Klor-alkali Uretimi + - . +
Giibre Sanayi + + + +
Demir-Celik Sanayi + + + +
Enerji Uretimi (Termik) + + + +




Agir metallerin dogaya yayimimlar1 dikkate alindiginda ¢ok cesitli sektorlerden farkl
islem kademelerinden biyosfere agir metal atilimi gerceklestigi bilinmektedir (Sekil

1.3).

INSANLAR KUFUK BALIKLAR ve
DIGER HAYVANLAR
FITOPLANKTON
BUYUK BALIKLAR ZOOPLANKTON
| .

Sekil 1.3. Agir metallerin besin zinciriyle baliklara ge¢isi (Tumantozlu 2010)

Metaller erozyonla tasinan kaya parcalariyla, riizgarin tasidigi tozla, volkanik
aktivitelerle, ormanlarin yanmasiyla ve bitki Ortiisiiyle sulara tasmir. Denizdeki
metaller, bircok nehrin bu denize katilimi sonucu birikir. Ayrica bu nehirlerin
endiistriyel ya da kentsel bolgelerden ge¢cmesi sonucu insan atiklar1 nedeniyle birikim
cok daha fazla olabilir. Suda ¢oziiniir halde bulunan metaller ¢okerek sedimentte birikir,
ozellikle de nehrin denizle birlestigi genis kisimlarda agir metallerin birikimi daha

yogundur (Fergusson 1990).

Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligr'min su iriinleri yonetmeligine goére sucul
ortamdaki ve balik dokularindaki agir metallerin kabul edilebilir degerleri Cizelgel.2 ve

Cizelge 1.3’de verilmistir (Anonim 2002).



Cizelge 1.2. Sucul ortamda agir metallerin kabul edilebilir degerleri (Anonim 2002)

Agir Metaller Kabul E(dnill;/l;gir Deger
Cu 0,010
Zn 0,003
Cd 0,010
Ni 0,300

Degisik yollardan canli biinyesine alinan agir metal iyonlar1 her organ ve dokuda farkli
diizeyde birikmektedir. Canli biinyesinde cesitli metabolik olaylara katildiktan sonra
viicut digina atilabilen metallerden fizyolojik 6neme sahip olanlar depolanir. Eger
bunlar toksik metallerden biri ise enzimlerin yapisini bozabilmekte ve bazen de hiicre
icersinde ©zel bir sekilde baglanarak toksik etkileri ortadan kaldirilabilmektedir
(Yazkan vd 2004).

Cizelge 1.3. Balik dokularinda agir metallerin kabul edilebilir degerleri (Anonim 2002)

Agir Metaller Kabul E(::::g;ll:lgl;r Deger
Cd 0,1
Cu 20
Zn 50

Sucul ortamlarda yiiksek oranda coziiniirlige sahip olan ve mikroorganizmalar
tarafindan kolayca absorbe edilebilen toksik agir metaller gida zinciri yolu ile baliklara
gecerler. Baliklarda biriken agir metaller de besin yoluyla insan viicuduna girerler.
Kabul edilebilen limitlerin iizerinde viicuda alinan agir metaller ciddi saglik sorunlarina
neden olurlar. Agir metallerin insan saghgi iizerine olumsuz etkileri Cizelgel.4’de

verilmistir (Anonim 2011a).



Cizelge 1.4. Agir metallerin insan tizerindeki toksik etkileri (Anonim 2011a)

Agir Metaller Toksin Etkileri

Zn (IN) Depresyon, uyusukluk, felc ve adalelerde uyum
bozuklugu gibi norolojik belirtiler, artan susuzluk

Cu (1D Karaciger tahribati, Wilson hastaligi, uykusuzluk
Bobrek tahribati, bobrek bozuklugu, insanla ilgili

Cd (1D .
kansorejen

. Htihap, mide bulantisi, kronik astim, oksiirme, insanla

Ni (II) R .

ilgili kansorejen

Organizma, su ortamindaki agir metali ya ¢Oziinmiis halde soliisyondan ya da agir
metali daha Onceden biinyesine almis baska bir organizmanin besin olarak
tilkketilmesiyle alir. Alinan agir metalin organizmada kullanim ihtiyacinin teorik olarak
tahminini yapmak miimkiindiir. Ancak metabolizmada kullanilmayan, potansiyel
formdaki (birikme egiliminde) metal toksik olur ve sonucta toksikligin azaltilmasi ya da
metalin viicuttan atilmas1 gerekir. Biinye icin gerekli olmayan kadmiyum, kursun, civa
gibi metaller minimum konsantrasyonda dahi canliya gerekli degillerdir,

metabolizmadan detoksifiye olmalidirlar (Rainbow 2002).

Toksik bir madde “herhangi bir organizmada veya onun yavrularinda 6liime, hastaliga,
anormal davraniglara, fiziksel veya {ireme bozukluklarina ya da fiziksel
deformasyonlara neden olabilen, besin zinciri veya diger maddelerle birlesmesi
durumundaki konsantrasyonlarda zehirlenme etkisi olusturabilen madde” olarak
tanimlanmaktadir. Bir maddenin toksisitesi ise hedef bolgede maruz kalinan biyolojik
olarak kullanilabilir konsantrasyonu ile belirlenir. Biyolojik olarak kullanilabilir b&liim
ise; hedef bolgedeki etkili konsantrasyonun tam olarak belirlenmesi olduk¢a giic olan

viicut hasarlar ile belirlenebilir (Kurt 2000).

Bu baglamda Kasap ve Dilbirligi (1995)’ne gore agir metaller hiicrelerde plazmanin
sertlesmesine, sisme ve biiziilmeye neden olur. Proteinleri de ¢oktiiriirler, bunun sonucu

solunum siklig1 ve oksijen tiikketimi de azalir (Sekil 1.4) (Giiney 2007).



TOKSIK ELEMENTLER
v

Toksik Elementlerin Ligand Baglar Olusturmasi

Hiicre Metabolizmasina Girig

v

Biyokimyasal Fonksiyonlarda Bozukluklar
Fizyaolojik Fonksiyonlarda Bozukluklar

Hiicre Oliimii Biyokimyasal Adaptasyon

v
CANLIMIN OLUMU Fizyolojik Adaptasyon  DMA Kirilmasi
+ (Mutasyon)

Hiicre ve Dokunun
Morfolojik Adaptasyonu  TUmar Olusumu

v
CANLININ &LOMU Neoplasia

v

CANLININ &LUMU

Sekil 1.4. Toksik elementlerin organizmadaki fizyolojik yollar1 ve biyolojik yanitlari
(Kayhan vd 2009)

Su ortamindaki metalin canl {izerindeki etkisi, ekolojik ihtiyaclar, metabolizma, besin,
sediment ve diger faktorlerle (mevsimsel degisimler, tuzluluk, sicaklik, interaktif

ajanlar) degisebilmektedir (Bryan 1976).

Bigersson et al. (1988)’a gore agir metaller biyolojik proseslere katilma derecelerine
gore yasamsal ve yasamsal olmayan olarak smiflandirilirlar. Yasamsal olarak
tanimlananlarin organizma yapisinda belirli bir konsantrasyonda bulunmalar1 gereklidir
ve bu metaller biyolojik reaksiyonlara katildiklarindan dolay1 diizenli olarak besinler
yoluyla alinmalar1 zorunludur. Ornegin bakir hayvanlarda ve insanlarda kirmizi kan
hiicrelerinin ve bircok oksidasyon ve rediiksiyon prosesinin vazge¢ilmez parcasidir.
Buna karsin Duffus and Worth (1996)’a gore yasamsal olmayan agir metaller ¢ok diisiik
konsantrasyonda dahi psikolojik yapiyr etkileyerek saglik problemlerine yol

acabilmektedirler. Bu gruba en iyi drnek kiikiirtlii enzimlere baglanan civadir.



Bir agir metalin yasamsal olup olmadigi dikkate alinan organizmaya da baghdir.
Ornegin nikel bitkiler agisindan toksik etki gosterirken, hayvanlarda iz elementi olarak
bulunmas: gerekir. Baz1 sistemlerde agir metallerin etki mekanizmas1 konsantrasyona
bagli olarak da degisir. Bu tiir organizmalarda metallerin konsantrasyonu dikkate

alinmalidir (Kahvecioglu vd 2009).

Agir metaller konsantrasyon sinirini astiklar1 zaman toksik olarak etki gosterirler. Bu
genel gosterimin aksine agir metaller canli biinyelerde sadece konsantrasyonlarina bagl
olarak etki goOstermezler, etki canli tiiriine ve metal iyonunun yapisina baglidir
(¢cozuniirliik degeri, kimyasal yapisi, redoks ve kompleks olusturma yetenegi, viicuda
alimis sekline, cevrede bulunma sikligina, lokal pH degeri vb.). Bu nedenle 6zellikle
diizenli olarak tiiketildiginden dolayr igme sularimin ve yiyeceklerin igerebilecegi
maksimum konsantrasyon smur degerleri smirlandirilmistir ve yasal kuruluslar

tarafindan diizenli olarak kontrol edilmesi zorunludur (Kahvecioglu vd 2009).

Aberhart et al. (1984) ve Eduljee et al. (1985) tarafindan bildirildigine gore kadmiyum
1817 yilinda kesfedilmis toksik bir metaldir. Endiistriyel kullanimi 50 yi1l Oncesine
dayanir (Bas ve Demet 1992). Her zaman cinko ile kombinasyon halinde bulunur.
Kadmiyum ayrica, endiistrilerde c¢inko, kursun ve bakir ekstraksiyonunun kaginilmaz
yan {riiniidiir. Dogaya baslica toprak yolu ile girmektedir, ¢iinkii kadmiyum giibre ve
pestisitlerde bulunmaktadir (Anonim 2011b). Diger agir metaller i¢cinde suda ¢oziinme
ozelligi en yiiksek olan elementtir. Bu nedenle dogada yayillim hiz1 yiiksektir ve insan
yasami1 i¢in gerekli elementlerden degildir. Suda ¢oziinebilir 6zelliginden dolay1 Ccd*
halinde bitki ve deniz canlilar1 tarafindan biyolojik sistemlere alinir ve akiimiile olma
ozelligine sahiptir (Kahvecioglu vd 2009). Massoud et al. (1981)’a gore toprak ve suda
biriken kadmiyum, once sudaki mikroroganizmalara, buradan da besinlerle hayvan ve
insanlara gecmektedir (Bas ve Demet 1992). Giiniimiizde endiistriyel olarak
nikel/kadmiyum pillerde, korozyona kars1 Ozellikle denizel kosullara dayanimi
nedeniyle gemi sanayinde celiklerin kaplanmasinda, boya sanayinde, PVC stabilizatorii
olarak, alasimlarda ve elektronik sanayinde kullanilir. Kadmiyum fosfath giibrelerde,

deterjanlarda ve rafine petrol tiirevlerinde bulunur ve bunlarin ¢ok yaygin kullanimi



sonucunda da énemli miktarda kadmiyum Kkirliligi ortaya ¢ikar. Anonim 2011c’e gore
kadmiyumun yillik dogaya yayinim miktart 25000 — 30000 tondur ve bunun 4000 —
13000 tonu insan faaliyetlerine bagli olarak ortaya ¢ikar (Kahvecioglu vd 2009). Et,
balik ve sebzelerde 1-50 pg/kg, tahillarda 10-150 pg/kg ve daha yogun
konsantrasyonlarda da hayvan karaciger ve bobreklerinde bulunur. Gidalarla yiiksek
diizeylerde kadmiyum alinmasi akut toksikasyona neden olur (Bas ve Demet 1992).
Hollis et al. (1999) ve Wong and Wong (2000) yaptiklar1 caligmalara gore sudaki
kadmiyum baliklarin viicut yiizeyi ve solungaglari ile etkilestikten sonra diger dokulara
gecmektedir. DeConto ef al. (1999), De Smet et al. (2001), Wu et al. (1999) ve Serafim
et al (2002)e gore karaciger dokusu agwr metallerin tasinmasinda ve
detoksifikasyonunda gorev yapan metallotiyonin (MT) ve benzeri proteinlerin baslica
sentez yerlerinden biri oldugu ic¢in, kadmiyum detoksifikasyonundaki islevi oldukca
fazladir. Ancak kadmiyum birikim diizeyi bakimindan, 6zellikle kronik caligmalarda
karaciger dokusuna gore birikimin en fazla bobrek dokusunda oldugu belirlenmistir.
Hapke (1991) ve Sanl ve Kaya (1995) tarafindan kadmiyum diizeyinin baliklarda 10-60
ppb (ug/lt) dolayinda bulundugu belirtilmistir. Ulkemizde Tarim ve Koy Isleri
Bakanligi, Su Uriinleri Yonetmeligi (2003) ve Tebligine (2004) gore kabul edilebilir en
yiiksek deger olarak Cd i¢in 0,1 mg/It’dir. Giiven ve Oztiirk (2005)’e gore baliklarda 96
saat siiredeki kadmiyumun letal etkisi 11,7 pg/lt’den baslamaktadir. Kronik etkilesimde
ise 0,5 ve 5,2 ng/lt konsantrasyonlarda baliklarin yaris1 168 ve 408 saatte 6lmektedir.
Balik embriyo ve yavrularinin ¢ok daha hassas oldugu da bir gercektir. Katalay ve
Parlak (2004)’e gore diisiik konsantrasyonlarda bile su canlilar1 i¢in son derece zararl
etkilere sahiptir. Kadmiyumun 6zellikle cevre kirliligi goriilen denizlerde su canlisinin
viicuduna alinarak birikmekte oldugu ve degisik seviyelerde zararli toksik etkiler
meydana getirdigi goriilmiistiir. Serafim et al. (2002), Clark (2003)’e gore kadmiyumun
hedef organi bobrektir. Kirliligin s6z konusu olmadigi yorelerde su ortaminin
kadmiyum diizeyi 0,01-5 pg/lt arasinda ve genellikle 2 pg/lt’nin altindadir. Ancak
endiistriyel kirliligin yogun oldugu yorelerde sularin kadmiyum diizeyi 1000 pg/lt’ye
ulagabilmektedir. Egemen ve Sunlu (2003)’ya gore alabaliklar icin letal kadmiyum
derisimi 8 pg/lt’dir. Kadmiyuma ek olarak ortamda ¢inko ve bakir bulunursa baliklar
tizerindeki toksik etkinin daha da arttig1 belirtilmektedir. Tuzluluk, kadmiyum

birikimini etkileyen en onemli faktdrlerden biridir. Kadmiyum toksisitesi ile ilgili
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yapilan bircok caligsmada tatl su canlilarinin kadmiyuma daha duyarl olduklar: tespit

edilmistir (Kayhan 2006).

Cinko beslenme acisindan esansiyel bir metaldir. Deniz iiriinleri, et, tahil, kanatlilardan
elde edilen iiriinler ve kabuklu yemisler yiiksek oranda ¢inko icerirler. Saltes and Bailey
(1984)’e gore asir1 cinko alimina bagl zehirlenmeler yaygin degildir (Bas ve Demet
1992). Cinko insanlarda protein sentezinde, biiylime ve seksiiel olgunlasmada kritik rol
oynar. Yara iyilesmesi, tad ve koku duyulari icin 6nemlidir. Insiilin ve porfirin
metabolizmasindaki enzimlerin aktivitelerinde rol oynar (Anonim 2011b). Belirli
konsantrasyonlarda cinko sulardaki mikroflorayr olumsuz yonde etkiler. Baliklar i¢in
toksisite sinir1 0,3 mg/lt (sert olmayan sularda 0,15 mg/It)’dir. Bakir ve nikel, ¢inkonun
zehir etkisini arttirirlar. Igme suyunda 5 mg/lt ¢inko zararsiz sayilmaktadir (Anonim

2011d).

Cinko, canli organizmalar i¢in gerekli bir iz elementtir. Biyolojik sistemlerde yalniz +2
degerlikli olarak bulunur. Yaklasik 300 enzimin yapisina girer. Cinko tasiyan metallo
enzimlerden karbonik anhidraz, alkalin fosfataz, RNA ve DNA polimerazlar, alkol
dehidrogenaz, glutamik asit dehidrogenaz, siiperoksit dismutaz gibi pek ¢ok enzimin
integral bir komponentidir. Cinko iceren enzimlerin; karbonhidrat, lipid ve niikleik asit
metabolizmasinda, protein sentezinde dnemli fonksiyonlar1 vardir (Vallae 1959). Cinko
zehirliligi fazla olan bir metal degildir. Cinko bilesiklerinin toksik etkisi su sertligine,
oksijen miktarina ve sicakliga baghdir. Cinkonun etki sekli heniiz bilinmemekle beraber

solungac¢ dokusunu tahribata ugrattigi saptanmistir (Kandil 1988).

Nikel, ¢evrede ¢ok diisiik seviyede bulunan bir elementtir. Gida maddeleri, dogal olarak
kiiglik miktarlarda nikel icerir. Aslinda nikelin az miktarda alinmast viicut igin
gereklidir; fakat agir1 dozda alinirsa insan sagligi i¢in tehlikeli olabilir (Anonim 2011b).
Bu metalin zararhilik simir1 baliklar i¢in 1-5 mg/lt, kiigiik su canlilart icin ise 3-4

mg/It’dir. 6 mg Ni/It dozu sudaki mikrobiyolojik olaylar1 engeller (Anonim 2011d).
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Bakir ¢ok yaygin bir agir metaldir ve dogal olarak bulunur. Bakir bir¢ok cesitli gidada,
icme suyunda ve havada bulunabilir. Bakirin absorbsiyonu gereklidir, ¢iinkii bakir insan
sagligi icin gerekli olan bir iz elementtir (Anonim 2011b). Bakur kiiciik canlilar i¢in de
yiiksek derecede zehirlidir. Hafif alkali sularda hidroksit, ¢iirliyen organik madde iceren
sularda siilfiir seklinde ¢okelir. Bakir baliklar i¢in kuvvetli bir zehirdir. Alabaliklar icin
toksite simr1 0,14 mg Cu/lt’dir (Cu ¢dziinen tuz olarak suda bulunuyorsa). Sert sularda
zehir etkisi daha azdir. Suda ¢6ziinmiis halde bulunan diger tuzlar bakirin zehir etkisini
azaltir. 2,5 mg Cu/lt yiiksek su bitkilerine zarar vermez. igme sularinda en fazla 0,05 mg

Cu/It bulunmaktadir (Anonim 2011d).

Bakir tuzlar1 halinde veteriner hekimlik ve tarimda genis sekilde kullanilir. Bocek
oldiiriicli ya da fungusid amagla kullanim1 sonucunda ve bakir isletmeleri ¢evresinde
sulara karigabilir (Kaya vd 2002). Baliklar tarafindan bakirin alinmasi biiyiik oranda
solungaclar ve besinlerle olmaktadir. Bakirin viicuttan atilmasi ise idrar ve digki yolu ile
olmaktadir (Kargin ve Erdem1989). Hayati 6neme sahip enzimlerin etkinliklerinin bakir
tarafindan engellenmesi karacigerin gérevinin bozulmasina sebep olur. Bakir diizeyinin
viicutta artigina bagl olarak balikta solunum giicliikleri ve hareket bozukluklar1 goriiliir

(Kaya vd 2002).

Selinus et al. (2005), Bilir ve Yildiz (2004), TC Calisma ve Sosyal Giivenlik Bakanligi
(1985), Chuang (2005), Eto (2000)’ya gore metallerle ilgili saghk problemleri
yeryiiziinde kullanilmaya baglanmasi ile birlikte gdzlenmeye baslanmigtir. Kursun ile
saglk arasindaki iligki her ne kadar giiniimiizde daha iyi tanimlanmis olsa da etkileri
cok eski zamanlardan beri bilinmektedir. Metallerle insan saglig1 arasindaki iliskilerin
en tipik Orneklerinden birisi Japonya’min Minamata Korfezi’nde gozlenen metilciva
salginidir. 1950’1 yillarda Minamata Korfezinde atiklarimi dogrudan denize bosaltan
kimyasal fabrikalar bulunmaktaydi. Bu fabrikalardan bazilar1 katalizator olarak
inorganik civa kullanmaktaydi ve bunun bir kismi1 denize dokiilmeden metilleniyordu.
Mikroorganizmalar inorganik civayr metilcivaya doniistirmekte, daha sonra da
planktonlar tarafindan tutulmaktadir. Planktonlar aracilig: ile baliklara gecen metilciva

besin zinciri yolu ile insanlara ulasmaktadwr. Bu yolla 1953 yilinda goriilen
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zehirlenmede 46 o6liim olmustur. Minamata hastaliginin yarattifi salgin ve benzeri
olaylar, diinyanin degisik bolgelerinde, 6zellikle de sanayilesme ile birlikte daha sik
gozlenir olmustur. Metallerin, 6zellikle de agir metallerin yarattigi saglik problemlerinin
cogu ileri derecede tam ve tedavi olanaklar1 gerektiren kronik hastaliklar ya da

kanserlerdir (Bakar ve Baba 2009).

Yukarida goriildiigii lizere kirlenen c¢evre, canlilar icin zararl, yasami etkileyen ve
cesitli hastaliklara neden olan tehlikeli bir ortam durumuna gelmektedir. Bu agir
metaller besin zinciri yoluyla canlilarda birikmekte ve insana kadar ulasmaktadir. Son
yillarda sucul ortamdaki kirliliklerin etki mekanizmasinin aydinlatilmasia yodnelik
toksikoloji caligmalarinda molekiiler yontemlerin kullanilmasi en ¢ok tercih edilen
metotlardan biridir. Ancak su ana kadar iilkemizde toksikoloji ve molekiiler biyoloji
calismalarimi ortak bir sekilde igeren herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Gen
teknolojisi, yaklasik 40 yil icinde tip ve tarim basta olmak {izere ormanciliktan cevre
miihendisligine, enerji sektoriinden kozmetik endiistrisine kadar yasamin hemen her
alaninda etkisini gostermis durumdadir. Genetik materyal kullanilarak yapilan
calismalardaki giivenilirlik oran1 oldukga yiiksektir. Yine gliniimiizde genetik materyal
kullanmlarak yapilan ¢alismalarin popiilaritesinin ve bilim sahasindaki kabul edilebilirlik
oraninin olduk¢a yiiksek olusu da dikkat cekicidir. Dolayisiyla toksikoloji ile ilgili
yapilan calismalarda kirletici ve kimyasallarin sucul organizmalara olan etkisinin gen

ekspresyonuna bagl olarak belirlenmesi biiyiik 6nem arz etmektedir.

Calismada materyal olarak i¢ sularimizda bulunan, diinyada yiizlerce yildir kiiltiirii
yapilan, gida olarak oldukca kaliteli olan ve bundan dolay1 insanlar tarafindan fazlaca

titketilen Gokkusagi alabaligr kullanilmagtir.

Gokkusagt alabaligt (Oncorhynchus mykiss), 1882 yilinda Kuzey Amerika'dan
Avrupa'ya, getirilmis olan bir alabalik tiirtidiir. Gokkusagi alabaligi 80 cm uzunluga ve
10 kilo agirlhiga varabilir. Sekil 1.5°de goriildiigii gibi yan tarafindaki kizil ¢izgisi ile
goze carpar. Dere Alabaligina cok benzer ama kizil noktalar1 onunkinden daha

belirgindir, kafas1 daha kisadir ve ¢enesinin alt kism1 6zellikle erkek bireylerde iireme
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zamaninda daha one c¢ikiktir (Anonim 2010a). Gokkusagi alabaligi Kamchatka’daki
orneklere dayanilarak 1792’de Johann Julius Walbaum tarafindan isimlendirilmistir
(Anonim 2010b). Ulkemize 1970’1 yillarda gelen gokkusagmin taksonomik
siiflandirilmasi ile ilgili olarak 30’dan fazla tiir ismi tanimlanmigtir. Uzun yillar Salmo
gairdneri R. ismiyle bilinmistir. Ancak 1988’de Amerika Balik¢ilik Dernegi Balik
Isimlendirme Komitesi, biitiin Pasifik Alabalik ve Salmonlar icin Oncorhynchus’un cins
ismi olarak kullanilmasini ve boylelikle, Atlantik Alabalik ve Salmonlardan ayirt
edilmesini kararlagtirilmigtir. Boylece gokkusaginin tiir ismi olarak bilinen Salmo
gairdneri yerine Oncorhynchus mykiss tiir ismi olarak kullanilmaya baglanmistir. Bu
isim degisikligi uluslararas1 diizeyde de kabul gérmiistiir (Emre 2004). Son zamanlarda
DNA caligmalart Rainbow trout’un genetik olarak Brown trout (Salmo trutta) veya
Atlantic salmondan (Salmo salar) daha ¢ok Pasifik salmonuna (Onchorhynchus tiirleri)

yakin oldugunu gostermistir (Anonim 2010b).

Sekil 1.5. Gokkusagi alabalig1 (Oncorhynchus mykiss)

Bu calismada Gokkusagi alabaliginin toksik agir metallere maruz kaldiginda, hiicrelerin
zarar gOormesini Onleyen antioksidan enzimlerin aktivitelerindeki degisimler ve gen

ekspresyonlarinda meydana gelen degisimler molekiiler olarak incelenmistir.

Antioksidanlar viicut hiicrelerine hasar veren serbest radikallerin yarattigi oksidasyon
olusumunu yavaglatan veya Onleyen molekiillerdir. Antioksidanlar vitamin ve mineral

gibi besin dgeleri ve viicuttaki kimyasal reaksiyonlar1 destekleyen protein yapisindaki
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enzimlerdir (Anonim 2011e). Elliot (1999)’e gore serbest radikallerin neden oldugu
oksidasyonlar1 6nleyen, serbest radikalleri yakalama ve stabilize etme yetenegine sahip

maddelere “antioksidan” adi verilir.

Cheeseman and Slater (1993) ve Isbir (1994)’e gore reaktif oksijen tiirlerinin
diizeylerini ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 smirlandirmak i¢in canlilarda
antioksidan savunma sistemleri geligsmistir. Antioksidanlar, peroksidasyon zincir
reaksiyonunu engelleyerek ve/veya reaktif oksijen tiirlerini toplayarak lipid

peroksidasyonunu inhibe ederler (Kilbas 2006).

Diplock (1998)’a gore antioksidanlar mekanizmalarina gore, birincil ve ikincil
antioksidanlar olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Birincil antioksidanlar; mevcut
radikallerle reaksiyona girerek bunlarin daha zararli formlara doniismelerini ve yeni
serbest radikal olusumunu 6nleyen bilesiklerdir. Birincil antioksidan kategorisinde yer
alan siiperoksit dismutaz (SOD), glutatiyon peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz (CAT) gibi
enzim sistemleri serbest radikalleri yok etme yetenegindedir. Bu enzimler genel olarak
serbest radikallerin DNA, proteinler ve lipidler gibi hiicresel bilesenlere zarar vermesini
siirlandirmak suretiyle bir hiicresel bolgeden digerine gegisini de dnleyebilmektedirler

(Anonim 2011f).

Antioksidan savunma sistemi enzimatik (glutatyon peroksidaz, katalaz, siiperoksit
dismutaz, glutatyon reduktaz) ve enzimatik olmayan savunma sistemi (vitamin E,

vitamin A, glutatyon) olarak da siniflandirilabilir (Akay 2004).

Giirdal ve Ademoglu (2005), Onat vd (2002)’e gore siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi,
siiperoksit radikalinin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii
katalizlemektedir. SOD enzimi, siiperoksit diizeylerini kontrol etmede 6nemli bir rol

uistlenmektedir.

202_+ 2H+ — H202 + 02
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Bu reaksiyon spontan olarak meydana gelebilir, fakat SOD tarafindan katalizlendiginde
reaksiyon hizi yaklasik 4000 kat artabilmektedir. Insanda SOD'un ii¢ tipi
bulunmaktadir. Bunlardan ikisi sitozolde bulunan dimerik, Cu ve Zn iceren izomer
(Cu/Zn-SOD) ile mitokondride bulunan tetramerik, Mn ihtiva eden izomerdir (Mn-
SOD). Ugiincii tip ise ekstraseliiler SOD’dir. SOD’nin ekstraseliiler aktivitesi ¢ok
diisiiktiir. Genel olarak, hiicrede en bol bulunan izomer sitozolik Cu/Zn- SOD'dir

(Kilbas 2006).

Enzimin primer fonksiyonu, hiicreleri siiperoksit radikalinin zararli etkilerinden
korumaktir. Bu sekilde hiicrelerdeki lipid peroksidasyonu da inhibe edilmis olur (Kilbag
2006).

Giirdal ve Ademoglu (2005), Onat vd (2002)’e gore siiperoksit dismutazin siiperoksit
anyon radikaline etkisi su sekildedir. Siiperoksit anyonu, Cu,” ve bir arginin
rezidiisii’'niin guanido grubuna baglanir. Bu baglanma sonucunda siiperoksitten bir
elektron Cu," 'a transfer olurken Cu;* ve molekiiler oksijen meydana gelir. ikinci bir
siiperoksit anyonu Cu;" 'dan bir elektron, baglanma ortagindan ise iki proton alarak

hidrojen peroksidi olustururken, enzim tekrar Cu," formuna dénmiis olur.

SOD-Cu** + 0, — SOD-Cu'* + O,

SOD-Cu '* + 0y + 2H *— SOD- Cu** + H,0,

SOD, fagosite edilen bakterilerin intraselliiler 6ldiiriilmesinde de rol oynamaktadir. Bu

nedenle, SOD graniilosit fonksiyonu i¢in ¢ok énemlidir (Kilbas 2006).

SOD, oksijeni metabolize eden biitiin hiicrelerde bulunan ve O, ‘nin H,O,’e

dismutasyonunu katalizleyen bir metalloenzimdir (Fridovich 1995).
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Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumludur.
Tetramerik yapidadir ve 4 selenyum (kofaktor) atomu ihtiva etmektedir.

2 GSH + H,0,— GSSG + 2 H,0 (Anonim 201 1f)

Diyetteki selenyum destegi enzim aktivitesini modiile etmektedir. Enzim aktivitesi
heksoz monofosfat yolunda iiretilen NADPH’a bagimlidir. Diisiik konsantrasyonlardaki
H,0,, oncelikle GSH-Px tarafindan temizlenir. Bu enzim, rediikte glutatyonun okside
glutatyona cevrildigi ortamda hidrojen peroksidi yiiksek spesifite ile detoksifiye
etmektedir. Rediikte glutatyonun (GSH) okside glutatyon (GSSG) haline doniistiigi
reaksiyonda GSH-Px enzimiyle hidrojen peroksit suya indirgenmis olur. Daha sonra
glutatyon rediiktaz enziminin katalizledigi reaksiyon ile NADPH harcanarak, okside

glutatyon rediikte hale doniistiiriilir (Kilbas 2006).

Giirdal ve Ademoglu (2005), Onat vd (2002)’e gore GSH-Px'in, fagositik hiicrelerde
onemli fonksiyonlar1 vardir. Diger antioksidanlarla birlikte GSH-Px, serbest radikal
peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar gérmelerini engeller. Eritrositlerde de
GSH-Px oksidan strese karsi en etkili antioksidandir. GSH-Px aktivitesindeki azalma,

hidrojen peroksidin artmasina ve siddetli hiicre hasarina yol acar.

Sitosolik glutatyon peroksidaz (GPx; EC 1.11.1.9) sitosolde ve mitokondriyal matriksde
bulunur (Yilmaz 2010).

Katalaz (CAT), Giirdal ve Ademoglu (2005), Onat vd (2002)’e gore glikoprotein
yapisinda bir hemoproteindir. Enzimin molekiil agirligi 240.000 daltondur. Her biri
ferriprotoporfirin grubu iceren dort adet alt iiniteden olusmustur. Ferriprotoporfirin,

prostetik grubunda +3 degerlikli Fe atomu bulunan protoporfirin IX halkasidir.

Eritrositler yiiksek oranda CAT igcermekte olup, CAT aktivitesinin %98’den fazlasim
saglarlar. CAT enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu dokular karaciger ve bdobrek

dokularidir. Enzim dokularda baslica mitokondri ve peroksizom partikiillerine bagl
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olarak bulunmaktadir. Bundan bagka endoplazmik retikulum ve sitoplazmada da
aktivite gostermektedir. CAT, okside edici enzimlerin etkisiyle ortamda olusan
hidrojenperoksidi direkt olarak suya dOniistiiriir. Ortamdaki hidrojen peroksit
konsantrasyonunun diisiik oldugu durumlarda hidrojen peroksidi substrat olarak
kullanan diger antioksidan enzimler (GSH-Px) devreye girerek hidrojen peroksidi
ortamdan uzaklastirirlar. Ayn1 etkileri gosteren CAT ve GSH-Px enzimleri, hiicre ici
yerlesimleri ve etki yerleri bakimindan farkliliklar gosterirler. CAT enzimi
peroksizomlarda daha etkin iken, GSH-Px enzimi baslica sitozol ve mitokondride
etkindir.
2H,0, -2 H,0+ O,

CAT’m indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksit ve metil-etil hidroperoksitleri gibi kiiciik
molekiillere karsidir. Biiyiik molekiillii lipid hidroperoksitlerine ise etki etmez (Kilbag
2006).

Hemen hemen tiim aerobik hiicrelerde CAT (EC 1.11.1.6) bulunur. Baliklarda,
amfibilerde ve memelilerde karaciger, bobrek, kalp ve beyinde yiiksekten diisiige dogru

aktivite dagilimi1 gosterip higbir ekstraseliiler sivida bulunmaz (Ahmad 1995).

Molekiiler biyoloji son yillarda 6nem kazanan genetik, biyokimya, hiicre biyolojisi ve
biyofizik gibi dallarin gelismesiyle ortaya ¢ikmistir. Canli organizmada hayati 6nemleri
olduk¢a fazla olan niikleik asitler, proteinler ve enzimlerin yapilarinin tamamen

aydinlatilmas1 molekiiler biyolojinin ilgi alamdir (Atabeyoglu 2007).

Bir organizmanin genetik yapisini DNA’da bulunan deoksiriboniikleotid dizeleri
belirler. Her ne kadar genetik bilgi DNA molekiillerinde depolanmigsa da, bu bilginin
ifade edilmesi “riboniikleikasit”’lerle (RNA) saglanir. DNA’nin belirli bolgelerinden
genetik bilgi kopyalanarak RNA molekiillerinin {izerine aktarilir. Bu olaya
transkripsiyon denilir. Transkripsiyon cok seg¢ici bir islemdir. DNA bdlgelerinden ¢ok

miktarda replikasyon yapilirken bazi bdlgelerinden hi¢c  yapilmamaktadir.
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Transkripsiyonun ikinci onemli 6zelligi ise olusan RNA’larin sonra bazi degisimlere

ugramasidir. Bu degisimler:

* RNA zincir uglarina bazi bazlarin eklenmesi, degistirilmesi ve ¢ikarilmasi

* RNA zincir i¢ kistmlarindan bazi bazlarin (intronlar: protein kodlamayan bdoliimler)
cikarilmasi

* RNA’nin bazi yerlerden kesilmesi olarak sayilabilir. Bu iglemler sayesinde inaktif

primer RNA daha islevsel bir molekiil haline ¢evrilir.

RNA’nin ozellikleri,

*Riboz

*‘A,G,C, U

*Tek zincir

*G=C, A=U

*m, t, r, Hn ve SnRNA tipleri vardir
*Alkali ile muamele edilince hidroliz olur

*Niikleaz aktivitesi vardir

DNA benzeri RNA molekiilleri de diiz zincirlidir ve fosfodiester bagi ile birlesmis
mononiikleotidlerden olusur (Sekil 1.6) (Anonim 2011g).
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Sitozin
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RNA
Riboniikleik asit

Sekil 1.6. RNA’nin yapisi (Anonim 201 1h)

Transkripsiyon, RNA

sentezlenme isidir. RNA polimerazda temel olarak DNA’y1 3'— 5' yoniinde okur ve
5'— 3' yoniinde tek sarmalli bir RNA molekiilii sentezler. RNA polimeraz bir primere

gereksinim gostermez ve direkt olarak yeni zinciri sentezleyebilir. Sentezlenen RNA

polimeraz

protein sentezine girmeden dnce modifiye edilir (Anonim 2011g).

Transkripsiyonla RNA’

okunmasi veya bir protein molekiilii haline ¢evrilmesine translasyon adi verilir (Anonim

20111).

ya kopyalanan, bir protein molekiiliine ait genetik bilgilerin

tarafindan katalizlenen DNA kaliptan RNA

Protein sentezinde ii¢ tip RNA rol oynar:
e Ribozomal RNA (rRNA)

e Transfer RNA (tRNA)

* Mesajc1t RNA (mRNA)
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rRNA’lar ribozomlarda bulunan RNA’dir. Degisik proteinlerle beraber rRNA’lar
ribozomlart olusturur. Hiicredeki RNA’nin %80’lik kismini olusturur. Ribozomlar
protein sentezinin oldugu yerlerdir. Okaryotik hiicrelerde 28S, 18S, 5.8S ve 5S olmak
tizere 4 tip rRNA vardir (Anonim 2011g).

mRNA hiicredeki RNA’larin yaklasik olarak %35’ini olusturur fakat biiyiikliik acisindan
en heterojen RNA tipidir. En kisa yar1 6mrii olan RNA’dir yaklasik 20-30 sn’dir. Diger
bir deyisle molekiil agirliklar1 farkli ¢ok sayida mRNA, DNA’dan aldig1 genetik bilgiyi
sitozole tasir. Burada protein sentezi i¢in mRNA kalip olarak kullamilir. Olusan

mRNA’lar bir kag¢ tane proteini kodlayacak dzelliktedir (Anonim 2011g).

tRNA en kiiciik RNA molekiilleridir. Hiicredeki RNA’larin %15°lik kismin1 olusturur.
Proteinlerde yer alan 20 aminoasidin her birine 6zgii tRNA’lar bulunur. Bunlarin
disinda az miktarda farkli tRNA’larda bulunmaktadir. tRNA molekiillerinde anormal
bazlar bulunabilir. Her tRNA kendine 6zgii aminoasidi tasir ve bunu protein sentezi
olan yere gotiiriir. Protein sentezi olan yerde, mRNA’daki genetik koda uygun olan
tRNA buraya baglanir ve tagidigi aminoasidin uzamakta olan molekiile baglanmasini

saglar. Aminoasitleri tRNA’ya amino-acil-tRNA sentetaz baglar (Anonim 2011g).

Transkripsiyon ve translasyon olaylarinin toplami, gen ifadesi (gen ekspresyonu) olarak

tanimlanir (Anonim 20111).

Genler etkilerini mRNA {iretimi ile ortaya ¢ikarirlar. mRNA’lar RNase enzimlerinin
aktivitesi ile normal kosullarda ¢ok cabuk pargalandiklarindan, cDNA’ya cevrilirler ve
bu halde kullanilirlar (Ozcan vd 2001). Elde edilen bu yapilara, bir organizmada hemen
hemen biitin gen yapisim1 ihtiva edebildiklerinden dolayr c¢cDNA kiitiiphanesi

denilmektedir.
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DNA zincirinin 6nceden belirlenen bir bolgesini ¢ogaltmak icin kullanilan Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PCR), molekiiler genetik alaninda devrim niteligi tasiyan bir

yontemdir (Anonim 20111).

Bu teknolojiyi genisletmek ve gelistirmek cabasiyla geleneksel PCR’in bircok
modifikasyonu gelistirilmistir. Multipleks PCR bircok primer diizenekte kullanilir ve
tek bir reaksiyon karigiminda bircok organizmanin veya bircok hedefin teshisinde
kullanilabilir (Anonim 2011j). 1988°de Chamberlian ve arkadaglar1 tarafindan
tanimlanan Multipleks PCR delesyonlari, mutasyonlar1 ve polimorfizmleri igeren bircok

DNA analizlerinde uygulanmaktadir (Anonim 2011k).

Multiplex PCR, PCR’1n bu modifikasyonunda birden fazla DNA segmentinin, birden
fazla primer cifti kullanarak ayn1 amplifikasyon reaksiyonunda c¢ogaltilmasi s6z

konusudur (Anonim 20111i).

Multipleks PCR; genetik arastirma, mikrosatellit aragtirma ve tek bir reaksiyonda cesitli
tiriinleri amplifiye edilmesi gerekli olan diger uygulamalar i¢in dikkat gerektiren bir
PCR teknigidir. Bu teknik sik sik primer dimerleri ve diger spesifik olmayan iiriinlerin
spesifik liriinlerin amplifikasyonuyla karigabileceginden dolay1 kapsamli optimizasyon
gerektirir. Primer dimer olusumundan genellikle hot start PCR kullamlarak
kaginilabilmesine ragmen spesifik amplifikasyon PCR tamponu ve primer

konsantrasyonu gibi diger faktorler tarafindan etkilenir (Loffert ef al. 1999).

PCR teknolojisinde yakinlardaki belki de en onemli gelisme tek bir kapali sistemde
floresan amplikon tespiti ile eszamanli yapilan hizli dongiili niikleik asit
amplifikasyonunun kullanilmasidir (saatler ve giinler siiren geleneksel PCR’a gore bu
PCR 30 dakikada yapilir), bu ayrica gercek zamanli PCR olarak da bilinir. Gergek
zamanli PCR amplikonun ¢apraz kontaminasyon riskini en aza indirir ve cok esnek,
hizli ve duyarlh PCR platformlaridir. Degisik internal prob bigcimi mevcuttur,
hibridizasyon problari, floresan rezonans enerji transfer (FRET) problari, TagMan

(Applied Biosystems) kimya kullanan hidroliz problar1 ve molekiiler isaret problar1 gibi.
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Gergek zamanli PCR ¢ok duyarli nicel bir tespit dl¢limii olarak uygulanabilir veya bir
numunede patojene Ozgii niikleik asit miktarmin tayininde kullanilabilir. Ozellikle
gercek zamanli nicel PCR ol¢timleri siklikla geleneksel PCR 6l¢iimlerinden daha genis

lineer sinirlar saglar (Anonim 201 1j).

1988 yilinda “thermus aquaticus” bakterisinden saflastirilan, 1s1ya dayanikli polimerazin
(taq polimeraz) kullanmmmi ile birlikte polimeraz zincir reaksiyonlar1 i¢cin (PCR)
otomatize termal sikliis cihazlar1 gelistirilmeye baglanmigtir. Floresan 1s1mma
tekniklerinin de kullanima girmesiyle kinetik revers transkriptaz-PCR (RT-PCR)’da bir
devrim yasanmaktadir. Bu gelisim sayesinde artik gen kopya iiriinlerinin diizeylerini
sayisal degerlere doniistiirerek Olgmek, devam eden PCR reaksiyonunu ekranda
izleyerek ‘Real Time’ (es zamanli) olarak reaksiyonun gidisine miidahale etmek ve PCR
dongiilerinin sayisiyla oynayabilmek de miimkiindiir. Bir¢ok adlandirmayla anilan bu
teknolojiye floresan okuma yapmasi nedeniyle yabanci yayinlarda Floresan Kantitatif
RT-PCR, Kantitatif-kinetik PCR gibi cesitli adlar altinda rastlamak miimkiindiir
(Anonim 201 1m).

Her bir reaksiyon dongiisiinde, iiretilen PCR iiriiniiniin miktar1 ile orantili olarak bu
sinyal artar. Her bir dongiide floresan sinyal miktar1 kaydedilir ve logaritmik faz

boyunca PCR reaksiyonu goriintiilenir (Ahmed 2002).

Gen ekspresyonunun kantitasyonu, DNA hasar1 (mikrosatellit instabilitesi) tespiti “Real

Time PCR” genel kullanim alanlarindan sadece birkacidir (Anonim 2011m).

Real Time PCR’1n 3 temel faz1 vardir.

* Exponential Faz
* Linear Faz (yliksek farklilik)
* Plateu Faz (End-point) (Sekil 1.7) (Anonim 20116)
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T Linear
Log [DNA]

- Exponential

Dongii

Sekil 1.7. Real Time PCR’1n 3 temel fazi (Anonim 20116)

Exponential (iissel) fazda, PCR iiriin miktar1 her siklusta tam olarak iki kat artar.
Reaksiyon spesifik ve tamdir. Reaksiyonun etkinligi % 100’diir. Reaksiyonun tiim
bilesenleri tazedir. Floresan 1simanin Ct olarak tanimlanan esik degere ulastigi fazdir.
Esik-deger dongii (threshold cycle = Ct) degeri bize; iiriindeki ilk anlamli artigin oldugu
noktayr belirtir. Bir Ct degeri 40 ve {lizerinde ise bunun anlami reaksiyonun

gerceklesmedigidir.

Linear faz (dogrusal, yiiksek farklilik) esnasinda, reaksiyonun kompanentleri tiikenmeye

baslar. Reaksiyon yavaslar. Olusan PCR iiriinleri par¢alanmaya baslar.

Plateu fazinda (End-point) ise, geleneksel PCR’larda jel bazli taninin oldugu asamadir.
Reaksiyon sonlanmaktadir. Yeni PCR iiriinii olugsmaz. PCR iiriinlerinin degrade olmasi

artmaktadir (Anonim 20116).

FRET boyalar verici florofordan, alic1 fluorofora enerji transferine dayanir (Haugland
2002). Verici ve alict molekiiller birbirine yakin olmalidir. Béylece vericinin mavi 1s1kla
uyarilmasi enerji transferi ile sonuclanir. Alic1 boylelikle daha uzun dalga boylarinda

151k yayar. PCR iiriinlerinin olusumu, PCR primerlerinin yani sira, hibridizasyon probu
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olarak adlandirilan, floresanla isaretlenmis iki adet sekans spesifik oligoniikleotid prob
kullanilarak goriintiilenir. Hibridizasyon problar ¢ift olarak dizayn edilir ve ciftlerden
biri verici boya (3'-Floresein), digeri ise alic1 boya (5'-Red-640 veya 5'-Red-705) ile
isaretlenir. Hibridizasyon problar1 hedef DNA’nin birbirine yakin bolgelerine hibridize
olacak sekilde tasarlanir (genellikle iki baglanma bdlgesinin arasinda 1-5 niikleotidlik
bosluk olur). Eger iki probda hibridize olur ise, iki boyada birbirine yakinlasir ve FRET

alic1 boyas1 flourometre ile dlgiilebilen sinyale neden olur (Querci et al. 2010).

Degredasyon probu (ya da TagMan probu) genellikle 20-30 baz uzunlugunda bir
oligoniikleotidtir. Tm’leri genellikle primerin Tm’lerinden 10°C yiiksektir. 5' ucunda
reporter (haberci) floresan boya 3' ucunda ise quencher (sondiiriicii) boya bulunur. 3'
ucu bloke oldugu icin prob primer gibi uzamaz. Hedef DNA’nin varliginda, PCR
reaksiyonu boyunca spesifik olarak sag ve sol primer bolgeleri arasina baglanir. Prob
saglam durumda iken reporter boyanin quencher boyaya yakinligi haberci floresanin
baskilanmasina neden olur (Forster 1948, Lakowicz 1983). Reaksiyon esnasinda Taq
DNA polimerazin 5'-3' ekzoniikleaz aktivitesi, eger hedef DNA ile hibridize olmus
durumda ise, haberci ve sondiiriicli boyalar arasindaki probu azaltir. Bu, amplifikasyon
ilerledikce floresanin artmasina neden olur. PCR iiriiniiniin birikimi haberci boya
floresaninda artiy goriintiilenmesine yol acar. Bu islem, her dongiide tekrarlanir ve
iiriiniin  eksponansiyel birikimini etkilemez. FRET problarindan farkli olarak
degredasyon problar1 her bir dongiide, bir 6nceki yayima yeni boya ekleyerek floresan
salar. Sonug olarak floresan sinyali her bir dongiide artar. Florejenik problar icin 6zel
gereksinim 5' ucunda G bazinin olmamasidir. Haberci boyaya bitisik G bazi kesimden

sonra bile haberci floresani sondiiriir (Querci ef al. 2010).

TagMan sisteminde 5' ve 3' uglarindan florokrom maddelerle isaretli prob
kullanilmaktadir. Prob’un 5' ucunda reporter florokrom (6-carboxy fluorescein=6-
FAM), 3' ucunda ise baskilayic1  florokrom  (6-carboxy-tetramethyl-
rhodamine=TAMRA) bulunmaktadir. Prob, tek sarmal hale getirilen hedef molekiil
izerinde, primerlerin baglanma bdlgesinin arasinda kalan yere baglanir. Prob-hedef

molekiil arasindaki hibridizasyon devam ettigi siirece reporter florokrom maddenin
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sinyal olusturmasi, 3' uctaki baskilayici florokrom tarafindan engellenmektedir.
Primerlerin hedef niikleik asite baglanmasini takiben baslatilan primer uzamasi prob’un
baglandig1 noktaya kadar geldiginde, sentezin devam edebilmesi i¢cin Taq DNA
polimeraz enzimi 5'—3' niikleaz aktivitesini kullanarak probu 5' uctan yikmaya baglar.
Boylece reporter florokrom serbest hale gecer ve sinyal olusturur (Sekil 1.8). Her
siklusta iiretilen amplikon miktarina paralel olarak sinyal siddeti de artmaktadir (Cizelge

1.5) (Anonim 201106).

Cizelge 1.5. FAMRA ve TAMRA floresan boyalarin dalga boylar1 (Anonim 201 1a)

Uyarilma (nm) Yayilma (nm)
FAM 495 520
TAMRA 557 583
Polimerizasyo R = Reporter
Frmer u Q ) QuenCher
Primer Probe
5 ———————————— ) 3
3 5
5 3
— e
R Reverse
Primer
Primerin uzamasi
5 ———————————— 3
3 5
5' 3
—  =—————
Kirllm:
a RS
N
5 ——————————— 3
3 5
5 3
— el
Polimerizasyonun O
tamamlanmasi 5 — 3
= -
5' — L4 >
3 5'
5 3
< — '

Sekil 1.8. Tagman Real Time PCR (Anonim 2011p)
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Es zamanli PCR uygulanirken floresan veri (Rn biriminde) dongii sayisina karsi sinyal
miktarim1 bulmak i¢in bir grafikte toplanir. Genellikle bu grafik yar1 logaritmik bir
Olcekte olusturulur (Querci et al. 2010).

Es zamanl1 PCR c¢iktisi, Rn+ (tiim parcalar igeren floresan sinyali) ve Rn- (reaksiyonun
arka plandaki sinyali, baslangic ya da NTC 6rneginin sinyali) arasindaki fark ARn’dir
(Querci et al. 2010).

Esik-deger dongii (threshold cycle = CT) degeri bize; iirlindeki ilk anlamli artigin
oldugu noktay1 belirtir. Threshold cycle sistem basladigindan itibaren, iistel oranda iiriin
olusmast ve logaritmik lineer faza gecis noktasidir. Bu bize reaksiyon hakkinda ¢ok
onemli bilgiler verir. Logaritmik faza yakinlik reaksiyonun giiciinii gosterir. Bu ise %
90-100 arasinda olmalidir. Degiskenlerden herhangi biri PCR nin giiciinii etkileyebilir.
Bu faktorler arasinda amplikonun uzunlugu, ikincil yapilar ve primerin kalitesi

sayilabilir (Sekil 1.9) (Anonim 2011r)

g W == T.—I—R“

Ormmek =
- \ ]
\ ="
=
+ Esik Deger . AR,
= ..
oc .

=" § " Fo" 1 T 0% 29 Poppte bW —R

n
No Template
+ Control J/
Cr
t f t 1
0 10 20 30 40
Dongii

Sekil 1.9. Real time PCR’daki temel gostergeler (No Template Control; cDNA 6rnegi

icermeyen negatif kontrol) (Anonim 20116)
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Calisma agir metallere (bakir, kadmiyum, c¢inko, nikel) bagli kirliligin etki
mekanizmasini aciklamaya yOnelik oldugundan biiyiikk bir 6nem arz etmektedir.
Ulkemizde son yillarda sucul kirleticilere bagli nedenlerden meydana gelen toplu bahk
olimleri ve ozellikle sucul organizmalardaki kalici etkilerinden kaynaklanan arazlarin

tespitine yonelik ¢calismalarin yetersizligi, konunun anlam ve 6nemini artirmaktadir.

Bu calismada; Cizelge 1.6’da verilen bakir (Cu), cinko (Zn), nikel (Ni) ve kadmiyum
(Cd) agr metallerinin LCsy degerlerinin Y2 ve % konsantrasyonlarinda Gokkusagi
alabaliginin (Oncorhynchus mykiss) antioksidan enzim aktiviteleri (katalaz, siiperoksit
dismutaz ve gulutatyon peroksidaz) ve gen ekspresyonlarindaki degisiklikler
incelenmistir. Elde edilen sonucglar dogal ortamda bulunan baliklara model teskil
edeceginden biyomarker olarak kullanilabilecektir. Boylelikle kimyasala maruz kalmig
baliklarda meydana gelen arazlar ve bunlar1 tiiketen insanlarda neden olacagi olumsuz
sonuclar ortaya konacaktir. Ayrica materyal olarak Gokkusagi alabaliginin kullanilmasi
ve toksikolojik caligmalarin molekiiler biyoloji alanindaki Orneklerine cok az

rastlanmasindan dolay1 da onemlidir.

Cizelge 1.6. Agir metallerin letal (LCso, 6ldiiriicii) dozlar

Letal Doz Referans
Bakir 0,65 mg/lt Bagdonas and Vosylien¢ 2006
Cinko 3,79 mg/lt Bagdonas and Vosylien¢ 2006
Nikel 13 mg/lt Brix et al. 2004
Kadmiyum 9 ng/lt Kay et al. 1986
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2. KAYNAK OZETLERIi

Su, canlilar i¢in vazgecilmez bir unsurdur. Yasam i¢in gereken tiim fiziksel olaylar
suyun sayesinde gerceklesebilmektedir, bu nedenle biyologlar suyu "yasam sivisi"
olarak adlandirmislardir. Ne var ki insanoglu, tabiatta var olan ekolojik dengeyi

bilingsiz kullanimdan dolay1 giin gectikge bozmaktadir.

Sarieyiipoglu ve Say (1991)’a gore teknolojinin hizli gelisimine paralel olarak sanayi ve
kentsel atiklarin bulundugu kanalizasyon sulari, bosaltildig1 nehir ve golleri kirletmekte,

sucul ortamda yagayan canli organizmalar1 da tehdit etmektedir (Agcasulu 2007 ).

Ekolojik dengeyi bozan kirletici unsurlar; bazi organik maddeler, endiistriyel atiklar,
petrol ve tiirevleri, yapay tarmmsal giibreler, deterjanlar, radyoaktivite, pestisitler,
inorganik tuzlar, yapay organik kimyasal maddeler, agir metaller ve atik 1s1 olarak
bilinen maddelerdir. Ozellikle son ¢alismalar sucul ortamlarin agir metaller tarafindan
kirletildigini ve bu kirlilik etmeninin su canlilarinda hiicresel ve molekiiler diizeyde
yapisal islev bozukluklarina ve DNA kirilmalar1 frekanslarinda artisa sebep oldugunu

ortaya koymaktadir (Kayhan et al. 2009).

Dogal su kaynaklarinda sanayi atigi kokenli agir metallerin yogunlugu giderek
artmaktadir (Gormez 1997). Bu kaynaklardaki agir metal kirliligi son yillarda ciddi bir
cevre problemi olarak algilanmakta ve pek cok arastirmaya konu olmaktadir (Dural vd

2007).

Sayisiz kullanim yeri olan metaller biyolojik anlamda ii¢ gruba ayrilabilir.

° Esansiyel elementler: Canlinin yasamasi icin mutlaka gerekli olan metallerdir.
Sivi ortamlarda hareketli katyonlar olarak tasmirlar. Kalsiyum, potasyum, sodyum,

magnezyum gibi.
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° Yan elementler (Gecis elementleri): Diisiik konsantrasyonlarda esansiyel olan
fakat yiiksek konsantrasyonlarda toksik etki yapan elementlerdir. Demir, bakir, kobalt,

manganez, ¢inko, molibden, krom gibi.

. Eser elementler (Metaloitler): Metabolik aktivite icin genelde gerekli olmayan
ve oldukca diisiik konsantrasyonlarda hiicrede toksik etki yapan elementlerdir.
Kadmiyum, arsenik, civa, kursun, kalay, selenyum, berilyum gibi.

Bu ii¢ gruptan yan ve eser elementler genelde agir metal olarak adlandirilir. Ozgiil
agirhig 5 gr/cm® den biiyiik ve atom numarasi 22°den 92’ye kadar olan elementler agir

metal olarak tanimlanir.

Sulardaki inorganik kirlenmenin en énemli kaynagimi agir metaller olusturur. Bazi agir
metaller uygun konsantrasyonlarda canli yasami i¢in gerekli olup eksikliklerinde cesitli
semptomatik bozukluklar ortaya cikar. Ancak bu metaller dogal konsantrasyonlari
asildiginda o6nemli bir enzim engelleyici grubu olustururlar. Gilimiis, civa, bakur,

kadmiyum ve kursun gibi metaller bu nedenle zehirlidir (Forstner and Wittmann 1981).

Metallerin zehirliligi 6zelliklerine gore degisir. Elementlerin zehirliligi swrasiyla; civa,
giimiis, bakir, kadmiyum, cinko, kursun, krom, nikel ve kobalt seklindedir. Bu dizilis
kesin olmayip farklilik gosterebilmektedir. Agir metaller, organizmalara gerekli olsun

ya da olmasin yiiksek konsantrasyonlarda potansiyel olarak zehirlidir (Bryan 1976).

Agir metaller beslenme zinciriyle, ya dogrudan planktonlarla ya da su ortamimdaki diger
tilketici organizmalarla baliklara gecmektedir. Bu metallerin  baliklardaki
konsantrasyonu, balik tiiriiniin beslenme aligkanligi ile ilgili oldugu gibi baligin dokular1
ve organlar1 arasinda da farklilik gosterir (Kargin ve Erdem 1991). Biyolojik dongiiniin
bir halkasini olusturan ve dnemli bir protein kaynagi olarak tiiketilen baliklarda giderek
artan agir metal birikimi hem baliklarda toksik etki yapmakta hem de insan saghigim

olumsuz yonde etkilemektedir (Dural vd 2007).
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Agir metallerin toksik etkileri bircok grupta toplanarak incelenebilir (Vural 2005).

. Enzim inhibisyonu: Bircok metal birden fazla organ sistemini etkiler. Bu toksik
etki yerleri biyokimyasal proseslerin yani enzimlerin bulundugu hiicre membranlar1 ve
organellerdir. Cok toksik olan metaller, esansiyel aminoasitlerin siilfidril, histidil veya
karboksil gruplarina yiiksek afinite gosterirler ve proteinlerle etkileserek enzimatik

reaksiyonlar1 inhibe ederler.

® Esansiyel elementlerin yerini alma: Bazi metaller, metabolik olarak

benzedikleri elementlerin yerine gegerek toksik etki gosterirler.

. Proteinlerle birlesme: Baz1 toksik metaller ise proteinlerle birlesip interselliiler
birikimlerine ragmen hiicre hasarina neden olmazlar. Metallerin bu sekilde proteinlerle

kompleks olusturmasi detoksikasyon veya koruyucu bir mekanizma olarak ortaya cikar.

o Metallerin oksidasyon basamagi ve bilesik sekli: Toksisitelerini 6nemli
derecede etkiler. Cr*® bilesiklerinin Cr™*’den daha toksik olmasi; organik metal
bilesiklerinin (alkil kursun ve alkil civa gibi) inorganik bilesiklerine gore (kursun asetat

ve civa-2- kloriir gibi) daha ¢ok toksik olmalar1 6rnek verilebilir.

° Dis faktorler: Besin, cevre ve endiistride toksik bir metale maruziyet, esansiyel
elementin organizmadaki (molekiiler, hiicre, doku ve organdaki) biyolojik diizeyini
degistirebilir. Ornegin bakir eksikligi, asir1 miktarda ¢inkoya maruziyet sonucu goriiliir.
Bazi1 arastirmacilar tarafindan agir metallerin biyolojik membran boyunca tasinim
yollar1 aciklanmistir. Eser metallerin ¢ogunun tasiyici ortam yoluyla sitoplazmik
membran boyunca tasinabilecegi vurgulanmistir (Luoma 1983). Metaller, hiicre
tarafindan absorbsiyonundan sonra plazma membran1 boyunca hiicrenin i¢ kisimlarina
ilerleyerek membranin lipid tabakasindaki secici proteinler ile kompleks yaparak

hiicrenin daha i¢ kisimlarina tasinip diffiize olurlar, sonrasinda da sitosoller
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(sitoplazmanin daha sivi kismi) icerisinde dayaniksiz hidrofilik kompleksler olarak

coziiniirler (Taylan ve Ozkog 2007).

Normal kosullarda agir metallerin dogadaki orami diisiiktiir. Dogal ortamdaki
konsantrasyon oram arttiginda giimiis, civa, bakir, kadmiyum ve kursun gibi agir
metaller Ozellikle organizmalar iizerinde toksik etki yapmakta ve enzimleri inhibe
etmektedir. Canlilardaki baz1 enzimatik aktiviteler i¢in bazi metaller belli
konsantrasyonlarda olmak sart1 ile gereklidir (Balkis ve Algan 2005). Agir metaller,
subletal ortam derisimlerinin etkisinde baliklarin karaciger, bobrek ve dalak gibi metal
metabolizmas1 ve metal detoksifikasyonu ile ilgili organlarda yiiksek diizeyde
birikmektedir (Kayhan vd 2009). Degisik yollardan canli biinyesine alinan agir metaller
her organ ve dokuda farkli diizeyde birikirler. Canli biinyesinde cesitli metabolik yollara
katildiktan sonra viicut digina atilabilen metallerden fizyolojik 6neme sahip olanlar
depolanir. Eger bunlar toksik metallerden biri ise, enzimlerin yapisim1 bozabilmektedir

(Yazkan vd 2004).

Baliklar agir metalleri viicut ylizeyinden, solungag¢lardan ve sindirim sisteminden olmak
lizere bashca iic yoldan viicutlarma alirlar. En fazla agir metal absorbsiyonu
solungaclarla gerceklesirken viicut ylizeyinden absorbsiyon oldukca azdir (Amundsen et

al. 1997).

. Solungaclardan absorbsiyon: Baliklar, agiz yoluyla alinan sudaki oksijenin
solungaclardaki kilcal damarlardan ge¢mesi sirasinda, suda ¢Oziinmiis veya askida
bulunan maddeleri de alirlar. Bu sirada suda bulunan agir metaller de solungaglardaki

lameller tarafindan viicut icerisine alinir (Heath 1987).

° Sindirim sisteminden absorbsiyon: Baliklarda en cok zehirlenmeler agiz
yoluyla alinan toksik maddelerle olmaktadir. Bu nedenle gastrointestinal absorbsiyon
oldukca 6nemlidir. Sindirim kanalindan absorbe olan toksik madde, kan dolagimi ile

tiim viicuda dagilarak zehirlenmeye yol acabilir. Bu zehirlenme, zehrin tiiriine, siddetine
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ve absorbe olan konsantrasyonuna bagli olarak degisiklik gosterir. A1z yoluyla viicuda
giren toksik maddelerin absorbsiyonlarinin fazla oldugu yer ince bagirsaklardir

(Dokmeci 1988).

° Deriden absorbsiyon: Deri genellikle toksik maddelerle temas halindedir.
Ancak derinin agir metallere kars1 fazla gecirgen olmayisi nedeniyle canlilarin bu yolla
zehirlenmeleri daha az goriiliir. Deride epidermis bolgesinde bulunan stratumcorneum
tabakas1 epidermik bir bariyer olarak bircok kimyasal maddenin gecisini Onlemektedir

(Dokmeci 1988).

Absorbe olan iz elementler solungaglardan ve bagirsaklardan kana transfer edilip
viicudun diger kisimlarina dagitilir. Her metalin dagilis yeri farklhidir. Balik kronik
olarak bakira maruz kaldiginda daha ¢ok karacigerde biriktigi goriiliir. Solungaglarin
epitel hiicrelerinden ¢inkonun transferi oldukca hizlidir. Cinko daha ¢ok deride ve kasta
dagilim gosterirken, karaciger ve bobrekte daha az oranlarda birikir. Cinkonun karaciger
ve bobrekteki atilimi olduk¢a hizlidir. Oysa deride, kasta ve kemikte daha yavas elimine
olurlar. Kadmiyum balkta c¢ok yavas birikir. Kadmiyumun esas biriktigi organlar

bobrek ve karacigerdir (Hogstrand and Haux 1991).

Ikuta and Morikava (1991)’ya gore su canlilarindaki metal birikimi iizerine
konsantrasyon, suyun sicakligi, tuzlulugu, derinligi yaninda o canlinin tiirii, cinsiyeti,

boy ve agirligi ile yasinin da etkili faktorlerden oldugunu belirtmislerdir (Kayhan 2006).

Flos et al. (1979) yaptiklar1 ¢aligmada; sucul ortamdaki agir metallerin baliklar
tarafindan biinyelerine en fazla solungaglar, viicut yiizeyi ve sindirim sistemi ile
alindigini tespit etmislerdir. Kalay vd (2004); Levesque et al. (2002); Giordano et al.
(1989)’a gore agir metaller su canlilarinda hiicresel ve molekiiler diizeyde yapisal islev
bozukluklarina ve DNA kirilmalar1 frekanslarinda artisa sebep olmaktadir. Son on
yildaki endiistriyel gelismeler deniz cevrelerinin agir metaller tarafindan kontamine

edildigi ve bu kirlenmenin besin zincirine de yansidig1 gercegini ortaya koymaktadir.
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Kadmiyum en toksik agir metallerden biridir. Diisiik konsantrasyonlarda bile su
canlilar1 i¢cin son derece zararll etkilere sahiptir. Kadmiyum ozellikle cevre kirliligi
goriillen denizlerde su canlilarinda birikmekte oldugu ve degisik seviyelerde toksik
etkiler meydana getirdigi yapilan bir¢cok ¢aligmada gosterilmistir (Saglamtimur vd 2003;
Kalay vd 2004).

Bakir ve cinko organizmalarin biinyesinde yetersiz miktarlarda bulundugunda

biiyiimeyi sinirlandirirken, yiiksek miktarlari ise toksik olabilmektedir.

Metallerin etkilerinin incelendigi organlardan biri olan karaciger dokusu agir metallerin
tasinmasinda ve detoksifikasyonunda gorev yapan metal baglayici proteinler ve buna
benzer proteinlerin baglica sentez yerlerinden biri oldugu i¢in, kadmiyum
detoksifikasyonundaki islevi oldukga fazladir. Buna ragmen, kadmiyum birikim diizeyi
bakimindan 6zellikle kronik ¢aligmalarda, karaciger dokusuna oranla birikimin en fazla
bobrek dokusunda oldugu belirtilmistir (De Conto et al. 1999, De Smet et al. 2001, Wu
et al. 1999, Serafim et al. 2002). Balik dokular1 (kas, karaciger, bobrek, gonad, mide vs)
deniz ortamindaki agir metal konsantrasyon derecesini belirlemek i¢in indikator olarak
kullanilmaktadir. Ozellikle karaciger dokusu bahgin difer organlarina gore su
kirliliginin cevresel indikatorii olarak siklikla tavsiye edilmektedir. Karaciger dokusu
agir metal birikiminde biiyiik 6neme sahiptir (Olsvik et al. 2001). Baliklarda kas dokusu
agir metal baglamada fazlaca etkili degildir. Bununla birlikte, insanlar tarafindan
tilketildigi ve saglik riski tasidigi icin kas dokusu analizlerinin yapilmasi da gereklidir

(Flos et al. 1979).

Diplock (1998)’a gore oksijen insan yasami i¢in ¢ok elzem olmasina karsin, normal
metabolizma sirasinda tiretilen bazi reaktif oksijen tiirleri viicuda yogun bir zarar verme
potansiyeline sahiptir. Nawar (1996)’e gore cogunu serbest radikallerin olusturdugu
reaktif oksijen tiirleri normal oksijen molekiiliiyle karsilagtirildiginda, kimyasal
reaktivitesi daha yiiksek olan oksijen formlaridir. Diplock (1998)’a gore serbest
radikaller; yiiksek enerjili, stabil olmayan bilesiklerdir. Serbest radikaller protein, lipid,



34

DNA ve niikleotid koenzimler gibi bir¢cok biyolojik materyale zarar vermektedirler

(Anonim 2011f).

Serbest radikallerin etkilerini 3 ana baglik altinda acgiklayabilmek miimkiindiir.

1. Proteinlere Etkileri

Erden ve Bor (1984), Mitchell and Russo (1987)’e gore doymamis bag ve siilfiir iceren
molekiillerin serbest radikallerle reaktivitesi yiiksek oldugu icin; triptofan, tirozin,
fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi aminoasitleri iceren proteinler serbest
radikallerden kolaylikla etkilenirler. Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerde
fragmantasyon ve c¢apraz baglanmalar meydana gelebilir. Bunlar da protein
fonksiyonlarinda bozulmalara yol agabilecegi gibi, immun sistemini uyarabilecek

antijenik degisiklikler de olusturabilirler (Kilbas 2006).

2. Niikleik Asitler ve DNA’ya Etkileri

Blakely (1990), Mason (1990) gore DNA yapisinda oksidatif hasara yol acan bir¢ok
faktor vardir. Bunlar (iyonize radyasyon, gesitli kimyasallar) asir1 derecede serbest
radikaller meydana getirip direkt olarak DNA’da hasara yol agabilirler. Direkt etkinin
yaninda DNA’da tamir defektleri olusturarak da hasara yol agabilirler. Olusan bu
serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicrede mutasyonlara ve oliime yol agarlar.
Sitotoksisite biiyilik oranda ya niikleik asit baz modifikasyonlarindan dogan kromozomal

degisikliklere ya da DNA’daki diger bozukluklara baghdir (Kilbas 2006).

3. Membran Lipidlerine Etkileri

Blakely (1990)’a gore hiicre membrani serbest radikaller i¢in kritik bir bariyerdir, ¢iinkii

serbest radikaller hiicre komponentleri ile etkilesim icin bu bariyeri ge¢mek
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zorundadirlar. Lipid peroksidasyonu serbest radikallerin en 6nemli etkilerindendir.
Lipid peroksidasyonu kuvvetli yiikseltgeyici bir radikalin etkisiyle baslayan ve
membran yapisindaki doymamis yag asitlerinin yikimiyla sonuclanan kimyasal bir
olaydir. Lipid peroksidasyonu sonucu olusan iiriinler proteinlere ve DNA’ya baglanarak

kalic1 degisiklikler olustururlar (Kilbas 2006).

Canlilarda, kimyasal siirecler Ozellikle oksitlenme, serbest radikallerin olusmasina
neden olur. Yiiksek derecede reaktif olan serbest radikaller farkli molekiiller ile kolayca
reaksiyona girebilir, boylece hiicrelere ve canliya zarar verebilir. Antioksidanlar, serbest
radikallerle reaksiyona girerek bunlarin hiicrelere zarar vermelerini Onler.
Antioksidanlar bu 6zellikleriyle hiicrelerin, anomalilesme ve tiimor olusturma risklerini
azalttiklar1 gibi, hiicre yilkimim da azalttiklar1 icin, daha saglikli bir yasam yasama

sansin yiikseltir (Anonim 2009).

Antioksidan ozelligi kesfedilen bir¢ok farkli madde vardir. Bu maddelerin bir kismi
diyetlerle (6zellikle bitkilerden) alinirken, bir kismini1 viicut kendisi, serbest radikallere
karst bir savunma sistemi olarak iiretir. Viicudun serbest radikallere karsi savunma
olarak irettigi antioksidanlar; katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve
siiperoksit dismutaz (SOD) gibi enzimlerdir (Anonim 2009).

Siiperoksit dismutaz (EC 1.15.1.1, EC-SOD), siiperoksit serbest radikalinin (O;")
hidrojen peroksit (H.O,) ve molekiiler oksijene (O,) doniisiimiinii katalizleyen
antioksidan enzimdir. Cu-Zn SOD sitozolde bulunur, Cu ve Zn igerir. Mn SOD
mitokondride bulunur, Mn igerir. Genel olarak hiicrede en bol bulunan Cu-Zn SOD'd1r.
SOD'm fizyolojik fonksiyonu oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit serbest
radikalinin (O;") lipid peroksidasyonu gibi zararli etkilerine kars1 korumaktir. SOD
aktivitesi, yliksek oksijen kullanim1 olan dokularda fazladir (Anonim 2010).

Glutatyon peroksidaz (glutatyon:H>O» oksidorediiktaz, EC 1.11.1.9), hidroperoksitlerin
indirgenmesinden sorumlu enzimdir. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) sitozolde bulunur.

Diger antioksidanlarla birlikte GSH-Px, oksijen tiiketiminin hizla arttigi (solunum
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patlamasi) sirada serbest radikal peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar
gormesini Onler. GSH-Px eritrositlerde oksidatif strese karsi en etkili antioksidandir

(Anonim 2010).

Katalaz (H»0,:H>O, oksidorediiktaz, EC 1.11.1.6), yapisinda dort tane hem grubu
bulunan bir hemoproteindir. Katalaz, hiicreyi kendi solunumsal patlamasina karsi

koruma iglevini de goriir (Anonim 2010).

Biitiin aerobik (oksijenli) organizmalar gibi balik da, reaktif oksijen tiirlerinin saldirisina
duyarhdir ve antioksidan savunma sistemini gelistirmistir. Katalaz (CAT), siiperoksit
dismiitaz (SOD) gibi adapte olmus enzimler ve glutatyona bagli enzimler (glutatyon
peroksidaz, GPX ve glutatyon rediiktaz, GR) pek ¢ok balik tiiriinde saptanmistir
(Rudneva 1997). Bu enzimlerle beraber carotenoidler, vitamin E, K ve C, amino asitler,
peptitler (glutatyon) ve diisik molekiill agirlikli enzimlerin de balikta antioksidan

savunma sisteminde varolduklar1 saptanmistir (Martinez-Alvarez et al. 2005).

Ahmad et al. (2006a), Anguilla anguilla ile yaptiklart calismada kroma maruz kalmis
baliklarin solunga¢ ve bobrek dokularinda CAT aktivitelerinde diisiisler oldugunu
bildirilmislerdir.

Zagal (2008) bu caligsmada tekstil atik suyunun antioksidan savunma sistemi {izerine
etkilerini Oreochromis niloticus’un karaciger ve solunga¢ dokularinda incelemistir.
Baliklarin bir kismim 15, 30 ve 45 giin siireyle tekstil atik suyunun 6ldiiriicii olmayan
konsantrasyonlarina (%0,1, %1 ve %10) maruz birakmistir. Kontrol grubu baliklarini
ise ¢esme suyu iceren akvaryumlarda tutmustur. Karaciger ve solunga¢ dokularinda
antioksidan durumunun gostergesi olarak siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT)
enzim aktivitelerini dlgmiistiir. SOD, CAT enzim aktivitelerinin doza bagh degisim
gosterdigini saptamistir. Tekstil atik suyunun %1 ve %10’luk dozlarmin uygulanmasi

sonucunda SOD, CAT aktivitelerinde artislar oldugunu gézlemlemistir. Karaciger ve
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solungacta 15. ve 30. giinlerde Olciilen parametrelerde gbzlenen artiglarin 45. giinde

adaptasyona bagh olarak azaldigini belirlemistir.

Bhattacharya et al. (2007) agir metallerden arsenide maruz birakilan Clarias
batrachus’un karaciger SOD enzim aktivitesinin artigmni, CAT enzim aktivitesinin

azaldigin1 bildirmislerdir.

Cd, Cr, Se, Cd+Se ve Cr+Se’a bir hafta siireyle maruz birakilan Gokkusagi
alabaliklarinin karaciger ve solunga¢c dokularinda selenyum bagmli glutatyon
peroksidaz  (Se-GSHPx), siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz aktiviteleri
incelenmigstir. Caligma sonucunda Cd, Cr, Cd+Se ve Cr+Se’a maruz kalmis gruplarin
enzim aktivitelerinde kontrole gore istatistiksel acidan 6nemli oranda diisiislerin oldugu
(p<0,05) gozlenmistir. Se maruzatinin ise enzim aktiviteleri diizeylerinde ©nemli

degisimlere yol agmadigi belirlenmistir (Alkan 2005).

Giil vd (2004) sucul ortamlarda kirliligin artisina baglh olarak yaptiklar1 calismada, kirli
sularda yasayan sazanlarin karacigerinde SOD enzim aktivitesinin temiz sularda
yasayanlardan yiiksek oldugunu rapor etmislerdir. SOD artis1 hiicre i¢inde yiiksek

miktarda H,O, olusumuyla iligkilendirilmistir.

Bainy et al. (1996) kirli sularda yasayan O. niloticus’un karacigerinde artan siiperoksit
radikali iiretimine bagl olarak SOD enzim aktivitesinin 6nemli derece de artigini, fakat
SOD’da ki bu adaptif yanitin ROT tarafindan olusturulan zarara karsi hiicreleri korumak

icin yeterli olmadigini belirtmislerdir.

A. anguilla ile yapilan ¢alismada zirai kimyasallar, agir metaller ve evsel atik sular1 ile
kirlenen dogal su ortaminda yasayan yilan baliklarinin solungaclarinda katalaz enzim

aktivitesinin artig1 belirtilmistir (Ahmad et al. 2006b).
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Teknoloji; malzeme ve yeni kimyasallarin girisiyle birlikte giin gectikce gelismektedir.
Real time revers transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR), PCR
reaksiyonunun herbir dongiisii esnasinda amplifikasyon {iriinlerinin {iretilmesini
gozlemek i¢in floresan haberci molekiillerini kullanir (Bustin et al. 2005, Wong and
Medrano 2005). RT-PCR, belirlenen mRNA seviyelerinin miktarin1 6lgmek icin temel
arastirma, molekiiler tip ve biyoteknolojide kullanilan 6nemli bir yontemdir (Bustin

2002, Bustin 2005, Huggett et al. 2005).

Gercek zamanli PCR (Real-time PCR) amplifikasyon esnasinda iiriin olusumunun
izlenmesi ve kalip DNA miktarinin tahmini temeline dayanmaktadir. Cogaltma ile
birlikte ve es zamanli olarak gerceklesen saptama, DNA’ya baglanan boyalar veya
floresan veren boyalar ve isaretli problar ile gerceklestirilmekte ve deteksiyon
sinyallerin 6l¢iilmesi ile degerlendirilir. PCR {iiriinlerinin miktarindaki ilk énemli artig
(CT-thresholdcycle) hedef template’in baglangic miktar1 ile orantilidir. Tiip icinde
olusan fluorescence saptanir (Anonim 2011n). Floresan sinyali PCR {iriin miktariyla
dogru orantili olarak artmaktadir. Amplifikasyon sirasinda saptama yapilir (Anonim

20110).

Real-time PCR’1n avantajlari;

* Spesifik olmayan amplifikasyonlardan etkilenmeme

* Reaksiyon boyunca veri toplanarak ayni anda analiz imkan1

* PCR sonras: iiriinlerin ikincil bir islemi gerektirmemesi

e Ultra-hizli siklus (30 dk-2 saat)

« Iki kat degisikligi hizla tanimlayabilme

* Spesifik erime egrisi analizleri ile spesifik amplifikasyonlarin tanimlanmasi
* Duyarliligi, 6zgiilliigii ve tekrarlanabilirliginin yiiksek olusu

* Konvensiyonel PCR’dan daha pahali olmamas1 (Anonim 20116)
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Real-time PCR’1n dezavantajlart;

* Teknik donamim, alt yapi, beceri ve tecriibe gerektirmesi
* Yiiksek donanima ihtiya¢ duyulmasi
* Aym ve farkli laboratuarlar arasinda sonuclar arasi fakliliklar

* Standardizasyon problemi (Anonim 20116)

Mersin baligi ve alabaligin farkli dokularinda enzimatik antioksidan aktiviteleri
(stiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz) ve lipid
peroksidasyon seviyeleri incelenmistir. Katalaz hari¢, diger antioksidan enzim
aktiviteleri alabalikta mersin baligindan daha yiiksek bulunmustur. iki tiirde de, sindirim
sisteminde lipid peroksidasyonun diger dokulara kiyasla daha yiiksek deger gosterdigi
saptanmistir. Alabaliga kiyasla mersin baliginin, kas ve karacigerinde yag gibi daha
yiiksek enerji icerigi depoladig1 ve boylece oksidasyona karsi hayat kurtaran bir etkiye

sahip oldugu gozlemlenmistir (Trenzado et al. 2006).

Olsvik et al. (2005), Parr-smolt gegisi siiresince ¢oziinmils oksijenin farkl
konsantrasyonlarina maruz kalmis Atlantik salmonun karacigerinde oksidatif stresin
biyomarkerlar1 olarak kullanilabilen siiperoksit dismiitaz (SOD), katalaz (CAT) ve
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) antioksidan enzimlerinin mRNA seviyelerindeki
degisiklikleri gozlemlemislerdir. Oksidatif stresin geleneksel markerlari, toplam
glutatyon (GSH) ve azalan okside olmus glutatyon (GSSG)’nun seviyelerini ve sonucta

oksidatif stres indeksini (OSI) incelemislerdir.

Tatl su ekosisteminin en yaygin pestisiti olan atrazineye (ATZ) maruz birakilmis Zebra
baligimin karaciger ve ovaryumunda gen ekspresyonunun degisikligi ve oksidatif stres
calisilmistir. Zebra balig1 14 giin ATZ’nin farkli konsantrasyonlarina maruz birakilmas,
bu siire boyunca 6zellikle degisime ugrayan karacigerde antioksidan enzim aktiviteleri

(CAT ve SOD), GSH ve MDA igerigi ayrica Cu/Zn-Sod, Mn—Sod, Cat ve Gpx gibi bu
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antioksidant proteinlerini sifreleyen genler icin mRNA seviyeleri belirlenmistir (Jin et

al. 2010).

Woo et al. (2009), strese neden olan biyomarkerlar1 sifreleyen sekiz genin farkli
ekspresyonlarini, 24 saat boyunca alt1 agir metale (Ag, Cd, Cr, Cu, Ni ve Zn) maruz
birakilmis Medeka baligindan alinmis karaciger dokusunda real-time kantitatif PCR ile
incelemiglerdir. Katalaz (OjaCAT), sitokrom P450 (OjaCYP1A), glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz (OjaG6PD), glutatyon peroksidaz (OjaGPx), glutatyon rediiktaz (OjaGR),
glutatyon S-transferaz (OjaGST), siiperoksit dismiitaz (OjaSOD) ve ubikuitin (OjaUB)

iceren antioksidan genlerin tiimiinde transkripsiyona ait degisiklikleri incelemislerdir.

Paralichthys olivaceus (Japon dere pisisi) baliginda glutatyon peroksidaz (GPX) ve
glutatyon S-transferaz (GST) izole edilmis ve kantitatif PCR ile tuzluluk degisimleri
(35, 17.5, 8.75, 4 ve O psu) siiresince zeytin yesili dil balifinin karacigerlerindeki bu
enzimlerin mRNA'larinin ekspresyonlar1 incelenmistir. Hem GPX hem de GST’nin
mRNA ekspresyonlarinin, 4 psu’da en iist seviyede oldugu ve daha sonra 0 psu’da
azaldig1 gozlemlenmistir. Bu bulgularla da, GPX ve GST in molekiiler karakterizasyonu
gosterilmis  ve ROS’un (Reactive oxygen species-reaktif oksijen tiirleri)
detoksifikasyonunda GPX ve GST’in Onemli roller oynadiklar1 ortaya koyulmustur
(Choi et al. 2008).

Kolayli et al. (1999), Gokkusag alabaliginin (Oncorhynchus mykiss) iki grubunun
kirmiz1 kan hiicreleri ve karacigerinde antioksidant enzim aktiviteleri ve thiobarbituric
asit reaktif maddesi (TBARS) iizerine karsilagtirmali ¢aligmalar yapmuslardir. Birinci
grup baligy, tath suda kiiltiire alirlarken diger grup baligi ise tatl sudan deniz suyuna
alarak adapte etmiglerdir. CAT, GPX ve GST aktivitelerini, her iki grupta karacigere
bagli olmayan dokularda ve karacigerde daha yiiksek, SOD aktivitesini ise tuzlu suya
adapte edilmis baliklarda tatl suda kiiltiire alinmis baliklardan daha diisiik seviyede
bulmuglardir. Her iki dokuda da, TBARS’1n tuzlu suya adapte edilmis alabaliklarda tatl
sudaki alabaliklardakinden daha yiiksek oldugunu gbzlemlemislerdir.
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Bakir/¢inko siiperoksit dismiitaz (Cu/Zn-SOD; SOD1) ve manganez siiperoksit
dismiitaz (Mn-SOD; SOD2), Haliotis discus discus’dan izole edilmistir. Her iki SOD
enziminin mRNA’daki ekspresyonu, 1s1 muamelesine (yiiksek sicaklik) ve agir
metallere (bakir, ¢inko, kadmiyum) maruz kalmis 6rneklerin ¢esitli dokularinda (tarak,
kas, genglerdeki hepatopankreas ve yetiskinlerdeki kan hiicreleri) yiiksek bir sekilde
degismis bulunmustur. Her iki SOD enziminin mRNA seviyelerinin, 1s1 ve metal

muamelesi siiresince arttig1 gozlemlenmistir (Kim et al. 2007).

Tilapia (Oreochromis niloticus) ile yapilan ¢alismada, bakir-kadmiyum karigiminin
etkisinde solungac, karaciger, bobrek ve kas doksundaki bakir birikimi, bakirin tek
basina etkisinde saptanan birikim ile karsilagtirilmistir. Bu calismanin sonucunda gerek
bakir, gerekse bakir-kadmiyum karigiminmin etkisinde, bakirin en fazla karacigerde

birikirken en az kas dokusunda biriktigi belirlenmistir (Saglamtimur vd 2003).

Choi et al. (2007) bu calisgmada Japon baliginda (Carassius auratus auratus) CdCl,’iin
zamana ve doza bagh etkisini glutatyon peroksidazin mRNA seviyeleri {izerine
incelemislerdir. CdCl,’ye maruz kalmis Japon baliginin karaciger ve bdbrek
dokularinda GPX mRNA seviyelerini doza ve zamana bagli olarak azalmis hatta 12, 24

ve 36 saat sonra dl¢iilemez bulmuglardir.

Yumusakcalar subesine ait bir tiir olan Haliotis discus discus’un laboratuvar ortaminda
agir metallere (bakir, ¢inko, kadmiyum) ve 1s1 muamelelerine (yliksek sicaklik) maruz
kalmis cesitli dokularinda (solungag, kas, gen¢ bireylerdeki sindirim bezi ve yetiskin
bireylerde kan hiicresi) SOD mRNA ekspresyonunun degisiklik gosterdigi saptanmistir.
Genelde SOD mRNA seviyelerinin metal ve sicaklik uygulamasi esnasinda artmig

oldugu belirlenmistir (Kim et al. 2007).

Kim et al. (2010) yaptiklar1 ¢alismada kadmiyum agir metaline maruz birakilan Kirpi
baligimn (Takifugu obscurus) karaciger dokusunun diger dokulara gore en yiiksek

ekspresyonu gosterdigi belirlenmistir. GR antioksidan geninin karacigerde daha yiiksek
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eksprese oldugunu, CAT, GPx ve Cu/Zn-SOD antioksidan genlerinin takip ettigini
saptamislardir. Karacigerde Cu/Zn-SOD geninin Cd’dan fazla etkilenmedigini, kontrole
kiyasla karacigere ait GR, CAT ve Mn-SOD mRNA seviyelerinde 5 kat1 degisim
oldugunu gozlemlemislerdir. Bu bulgular ile 7. obscurus’un karacigerinin giiclii bir
antioksidan sisteme sahip oldugunu, ayrica bu sonuclarin Cd agir metaline maruz

kalmanin anioksidan genlerinin ekspresyonunu diisiirdiigiinii gdstermislerdir.

Hansen et al. (2006), dogal ¢evrede ii¢ farkli agir metale maruz kalmis olan Kahverengi
alabalikta metallothionein (MT), siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT)
antioksidantlarini calismislar ve bunlarin mRNA ekspresyonlarimi bulmak i¢in de RT-
PCR’1 kullanmiglardir. Glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon rediiktaz (GR)’1inda
mRNA seviyelerini ¢alismislardir. Baliklarin solungag¢larinda antioksidantlarin mRNA
seviyelerini diisiik, karacigerde ise SOD, CAT ve GPx’in mRNA seviyelerini metale
maruz kalmig alabaliklarda yiiksek bulmuslardir. Metale maruz kalmis gruplar, maruz
kalmamis referans alabalikla karsilastirildiginda hem karacigerde SOD enziminin daha
yiiksek aktivitesini bulmuglar hem de CAT aktivitesini, Cu ile maruz kalmis alabaligin

bobreklerinde daha yiiksek bulmusglardir.

Papagan balig1 (Oplegnathus fasciatus) iizerinde yapilan bu ¢alismada SOD mRNA
ekspresyon seviyesinin agir metallerin maruz kalinan dozlarina bagl oldugu, SOD
miktarinin bobrek ve solungactan daha fazla karacigerde yiiksek oldugu ve
kadmiyumun SOD geninin artan ekspresyonunun bakir ve ¢cinkodan daha fazla oldugu
ortaya cikarilmistir. 14 veya 28 giinliik periyotlarda kadmiyumun diisiik ve yiiksek
dozlar1 kullanilmig ve papagan baliginin bu agir metale maruz kalmasi sonucu SOD
ekspresyonunun seviyesinin yiiksek doz ve yiiksek periyotta daha fazla oldugu

gosterilmistir (Cho et al. 2006).

Agir metaller sucul ortamlarda birbirlerinden bagimsiz bulunmadiklarindan agir metal
karigimlarinin sucul organizmalar iizerine yaptig1 etkilerin incelendigi aragtirmalarin

sayist gittikce artmaktadir (Kayhan 2006).
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Olvisk (2001), Alabalik (Salmo trutta) ile yaptig1 bir ¢aligmada kadmiyumun en fazla
karacigerde biriktigini belirlemistir. Ayrica kadmiyuma kisa siireli maruz kalma sonucu

Salmo gairdneri tiirii baliklarda karaciger biiyiikliigiinde artis gozlenmistir (Lowe-Jinde

and Nimi 1986).

Gerhardt (1998), maden atiklarinin farkli konsantrasyonlarinin Gokkusagi alabaligina
toksik etkilerini arastirmislar ve konsantrasyon yiikseldikce yasama giicii ve aktivitenin
diistiigiinii, solunumun ise yiikseldigini ve baliklarin 6lmeden Once renklerinin

koyulastigini bildirmistir (Atamanalp ve Telat 2003).

Hollis et al.(1999) gore kadmiyum miktarlar1 arttikca Gokkusagi alabaliklarinda zamana
bagli olarak oksijenden yararlanmada diisiis oldugu tespit edilmistir (Atamanalp ve

Telat 2003).

Balik fizyolojisi iizerine kirlilik etkileri ¢aligmalarinda en yaygin olarak goriilen
metaller; bakir, c¢inko, kalay, kadmiyum, civa, krom, kursun, nikel, arsenik ve
aliminyumdur. Salmonlarda toksik etki agisindan agir metallerin siralamigi Hg > Cd
>Cu seklindeyken, viicutta birikkme bakimindan siralama Hg > Pb >Cr> Cd olmaktadir
(Yanik ve Atamanalp 2001).

Tekman (2007), glutatyon rediiktaz (GR) enzimini Gokkusagi alabalik karaciger
dokusundan saflastirarak, karakterize etmistir. Ayrica cesitli kinetik Ozellikleri ve
saflagtirilan GR enzimi tlizerine bazi metal iyonlarmin inhibisyon etkisini de
incelemistir. Bu amacgla Hg(NO3),;, Cu(NOs),.3H,O, Fe(NO3);.9H,0, AlCl;.6H,0,
Pb(NO3), ve CdClb.H,O maddelerini calismistir. Sonug¢ olarak GR enzimini inhibe
ederek dengeyi bozabilecek olan bu metallerin kullaniminda dikkatli olunmasi

gerektigini belirlemistir.

Krom, kadmiyum ve selenyumun Gokkusagi alabaliginin (Oncorhynchus mykiss)

karaciger ve solunga¢ dokularindaki bazi biyokimyasal parametreler ilizerine etkileri
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arastirilmistir. Bu metallere bir hafta siireyle maruz birakilan Gokkusag: alabaliklarinin
karaciger ve solunga¢ dokularinda glutatyon peroksidaz (Se-GSHPx), siiperoksit
dismutaz (SOD) ve katalaz aktiviteleri ile malondialdehit (MDA) diizeyindeki
degisimler incelenmistir. Calisma sonucunda Cd, Cr, Cd+Se ve Cr+Se’a maruz kalmis
gruplarm enzim aktivitelerinde kontrole gore istatistiksel ac¢idan ©Onemli oranda
diistislerin ve MDA diizeylerinde kontrole gore istatistiksel olarak onemli artiglarin
oldugu belirlenmistir. Se maruzati ise enzim aktiviteleri ile MDA diizeylerinde 6nemli
degisimler yaratmamistir. Bu sonuglar, agir metallere maruz birakilmis gruplarin
biyokimyasal parametrelerinde meydana gelen olumsuz etkilerin, Se ilavesi ile

giderilebilecegini ortaya koymaktadir (Alkan 2005).

De Conto et al. (1999)’a gore normal kosullarda agir metallerin dogadaki diizeyi
diisiiktiir. Canlilarda enzimatik aktivite i¢in baz1 agir metallerin gerekliligi sadece belli
konsantrasyonlardadir. Dogal konsantrasyon diizeylerinin arttigi durumlarda, 6rnegin
giimiis, civa, bakir, kadmiyum ve kursun gibi agir metaller 6zellikle toksik etki
yapmakta ve enzimleri inhibe etmektedir. Bir¢ok agir metal, gerekli olsun veya olmasin

canli organizmalar i¢in potansiyel birer toksik ajanlardir.

Bazi agir metaller, uygun konsantrasyonlarda enzim aktiviteleri i¢in gerekli olmasina
karsilik dogal konsantrasyonlar (organizmaya 6zgii esik konsantrasyonu) asildiginda
enzim aktivitelerini inhibe ederler. Ag, Hg, Cu ve Pb gibi metaller 6zellikle toksiktirler,

enzim aktivitelerini durdururlar (Taylan ve Ozkog 2007).

D’Souza et al. (2003), Chan and Cherian (1992)’a gore agir metallerin organizmaya
alindiklarinda veya organizmadaki derigimleri arttiginda MT sentezinin de arttigim
belirlemiglerdir. Agir metaller, metabolik aktivitesi yliksek olan dokularda total protein

derisimini de arttirirlar (Kaya 1998).

Cevresel problemler s6z konusu oldugunda agir metal “nispeten yiiksek yogunluga

sahip ve diisiik konsantrasyonlarda bile toksik veya zehirleyici olan metal” olarak
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tanimlanir. Bu yaygin kaniya, agir metallerin belirli bir zaman araliginda canlh
organizmada diger metallere kiyasla akiimiilasyonunun fazla olmasi ve bunun sonucu
negatif etkinin giderek artmasi yol agmaktadir. Gergekte agir metal tanmmi fiziksel
ozellik agisindan yogunlugu 5 g/cm®ten daha yiiksek olan metaller igin kullanilir. Bu
gruba kursun, kadmiyum, krom, demir, kobalt, bakir, nikel, civa ve ¢inko olmak {izere
60’tan fazla metal dahildir. Bu elementler dogalar1 geregi yerkiirede genellikle karbonat,
oksit, silikat ve siilfiir halinde stabil bilesik olarak veya silikatlar icinde hapis olarak
bulunurlar (Kahvecioglu vd 2009).

Agir metaller endiistriyel atik sularin igcme sularina karigmasi yoluyla veya agir
metallerle kirlenmis partikiillerin tozlagsmasi1 yoluyla da hayvan ve insanlar iizerinde

etkin olurlar (Kahvecioglu vd 2009).

Anonim (1997) ve Rether (2002)’e gore agir metallerin ekolojik sistemde yayinimlari
dikkate alindiginda dogal ¢evrimlerden daha ¢ok insanin neden oldugu etkiler nedeniyle
cevreye yaymimi sdz konusu oldugu goriilmektedir. Siirekli ve kullanima bagh
kirlenmenin yanisira kazalar sonucu da agir metallerin ¢evreye yaymimi Onemli
miktarlara ulasabilmektedir. Yillik olarak dogal cevrimler sonucu 7600 ton Cd, 18800
ton arsen, 3600 ton civa, 332000 ton kursun atmosfere atilmakta iken insan faaliyetleri
sonucu desarj edilen miktarlar dikkate alindiginda ise selen (19 kat), kadmiyum (8 kat),
civa, kursun, kalay (6 kat), arsen, nikel ve krom (3 kat) daha fazladir (Kahvecioglu vd
2009).

Kayhan vd (2009)’e gore dokularda biriken agir metaller, metabolik olaylarda toksik
potansiyellerine ve faydalarina bagli olarak kullanilabilir, elemine edilebilir veya

disariya atilabilirler (Atabeyoglu ve Atamanalp 2010).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Arastirma yeri

Deneme, Atatiirk Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesine ait Toksikoloji Deneme
Unitesinde kurulmustur. Laboratuar calismalar1 ise Atatiirk Universitesi Su Uriinleri
Fakiiltesi, Biyoteknoloji Arastirma ve Uygulama Merkez Miidiirliigii, Fen Fakiiltesi

Kimya Bolimii ile Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bolimii Laboratuarlarinda

yapilmustir.

3.1.2. Su materyali

Atatiirk Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesinde, Alabalik Uretim Tesislerine ait kaynak

suyu kullanilmistir.

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan suyun kimyasal 6zellikleri

Parametre Deger

0, 8,8 ppm
pH 7.9

S0,* 0,33 mg/lt
NO;5 3,45 mg/lt
[letkenlik 240 us/cm
Sicaklik 9,6 +£1,0°C

3.1.3. Deneme iinitesi

Aragtirmada 1 m’’liik 9 adet fiberglas tank kullanilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Deneme {iinitesi

3.1.4. Balik materyali

Calismada Atatiirk Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi, Alabalik Uretim ve Arastirma
Merkezinden alinan 1+ yasindaki 90 adet Salmoniformes formu, Salmonidae

familyasina ait Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) kullanilmigtir.

3.1.5. Uygulanan agir metaller

1 deneme tanki negatif kontrol (kimyasalsiz) olmak {izere geriye kalan 8 deneme
tankindaki Gokkusagi alabaliklar1 21 giin siireyle bakir, ¢inko, nikel ve kadmiyum agir
metallerinin tuz formlar1 olan bakir kloriir, ¢inko kloriir, kadmiyum kloriir ve nikel

kloriiriin subletal dozlarina maruz birakilmistir (Cizelge 3.1, 3.2, 3.3, 3.4).
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Cizelge 3.2. Bakir kloriir (Anonim 2010c)

Molekiil Formiilii CuCl,

Molekiil Agirhg: 134,45 g/mol
Goriiniis Yesil-kahverengi toz
Yogunluk 3,386 g/em’

Erime Sicakhigi 498 °C

Kaynama Sicakhi 993 °C

Suda Coziinebilme

70,6 g/100 ml (0 °C)
75,7 g/100 ml (25 °C)

Cizelge 3.3. Cinko Kloriir (Anonim 2010d)

Molekiil Formiilii

ZnCl,

Molekiil Agirhig 136,315 g/mol
Beyaz kristal

Goriiniis Higroskopik (Havadaki su buharini absorbe etme
egiliminde)

Yogunluk 2,907 g/em’

Erime Sicakhig 292 °C

Kaynama Sicakhg 756 °C

Suda Coziinebilme

432 g/100 ml (25 °C)

Cizelge 3.4. Nikel Kloriir (Anonim 2010e)

Molekiil Formiilii NiCl,

Molekiil Agirhig 129,5994 g/mol
Sari-yesil kristaller

Goriiniis Delikiisan (Sivi olma noktasinda havanin nemini
absorbe eden)

Yogunluk 3,55 g/em3

Erime Sicakhig 1001 °C

Suda Coziinebilme 64 g/100 ml
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Cizelge 3.5. Kadmiyum Kloriir (Anonim 2010f)

Molekiil Formiilii CdCl,
Molekiil Agirhg: 183,32 g/mol
T Beyaz kat1

Goriinils Higroskopik

Yogunluk 4,047 g/cm3

Erime Sicakhigi 564 °C

Kaynama Sicakhi 960 °C
100 g/100 ml (0 °C)

Suda Coziinebilme 135 g/100 ml (20 °C)
147 g/100 ml (100 °C)

3.1.6. CAT, SOD ve GSH-Px enzim genleri icin pimer ve prob dizayni

Gen materyali olarak RNA, primer olarak ise katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz
(SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve GAPDH’e spesifik primerler kullaniimistir.
Internet ortamindaki gen bankasindan (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/) Gokkusag
alabaligina ait CAT, SOD, GSH-Px ve GAPDH genlerinin sirasiyla BE669040.1,
NM_001160614.1, AY622862.1 ve NM_001124246 kod numarali mRNA verileri
1s1ginda baz dizilimleri degerlendirmeye alinmis ve bu genlerin amplifikasyonu igin,
internet ortamindaki baska bir primer dizayn programi (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi/) kullanilarak genlerin maksimum 250 bp’lik kismina
spesifik primerler tarafimizdan dizayn edilmistir. Olusturulan primerlerin baglanma
sicakliklar1 ve ilgili bolgeye spesifiklikleri (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)
kullanmlarak kontrol edilmistir (Cizelge 3.5). Dizayn edilen primerler, c¢alisip
calismadiklar1 ve spesifiklikleri real time PCR yapilip kontrol edildikten sonra

kullanilmustir.
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GENLER PRIMER ve PROBLAR UZ{JJEEII\JI U
CAT icin Forward Primer 5-TGGCTTTGCAGTCAAGTTCTAC-3'

CAT icin Reverse Primer 5-“CTTCTTTATCAGGGACGCCAT-3' 87 bp
CAT icin TagMan Probe FAM_TGACGAGGGCAACTGGGACCTT-"MRA

SOD i¢in Forward Primer 5“ACGGACTTTGTGAACTTGCAG-3'

SOD i¢in Reverse Primer 5“TGTTACCGGGACCGTATTCTT-3' 85 bp
SOD icin TagMan Probe FAM_TGCTGAAGGCTGTTTGCGTGCT-"VR*

GSH-Px icin Forward Primer | 5-~AGCAGCACACCCATTACCTT-3'

GSH-Px icin Reverse Primer 5“TGTGAGAGGGATGTCTGATGA-3' 130 bp
GSH-Px icin TagMan Probe | "*".TCATGTGCCGTGCTCTCATATGCA-""**

GAPDH icin Forward Primer | 5“ATCAAAGGGGCTGTCAAGAA-3'

GAPDH icin Reverse Primer 5“AGGAGTGGGTGTCTCCAATG-3' 106 bp

GAPDH icin TagMan Probe

&3 CGCCGAAGGACCCATGAAGG -*¢

3.1.7. Kullamlan kimyasal maddeler

3.1.7.a. RNA ekstraksiyonunda kullamlan kimyasal maddeler

RNA ekstraksiyonunda; trizol, kloroform, izopropil alkol, % 70’lik etanol, DPEC

kullanilmustir.
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3.1.7.b. Elektroforezde kullanilan kimyasal maddeler

Hazirlanan RNA 6rnegi ve elektroforez i¢in ddH,O, MOPS, formamid, agaroz, EtBr (10
mg/ml), ve yiikkleme tamponu (BFB) kullanilmistir.

3.1.7.c. cDNA kiitiiphanesinin hazirlanmasinda kullamlan kimyasal maddeler

0,1 M DTT (500 pl), 5x First Strand Buffer (1 ml), Oligo dTx (0,1 ml), dNTP, 10x
reaksiyon buffer, amplifikasyon grade DNase I (1 unit/pl), super script Il RT (200
unit/pl), stop soliisyonu, ddH,O.

3.1.7.d. Homojenat hazirlamada kullanilan kimyasal maddeler

Homojenat hazirlamada; sodyum kloriir, sivi azot ve potasyum dihidrojen fosfat

kullanilmustir.

3.1.7.e. Enzim aktivitesinde kullanilan c¢ozeltiler

Siiperoksit dismiitaz enzim aktivitesi icin; kloroform, etil alkol, fosfat tamponu, NBT,
sodyum karbonat, sigir albumin, ksantin, hemolizat, distile su, bakir kloriir

kullanilmustir.

Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi icin; tris-EDTA, GSH, glutatyon rediiktaz,
NADPH, hemolizat, distile su, t-butilhidroperoksit kullanilmistir.

Katalaz enzim aktivitesi Ol¢climii icin; kloroform, etanol, hidrojen peroksit, fosfat

tamponu kullanilmistir.
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3.1.7.f. Multipleks real time PCR’da kullanilan kimyasal maddeler

cDNA, ddH,0, tagman probe master, hydrolysis probe, forward primer, reverse primer

kullanilmustir.

3.1.8. Yararlamilan alet ve ekipmanlar

Laboratuarda yapilan islemler sirasinda; PCR, Real time PCR, nanodrop, UV
goriintiileme sistemi, yatay elektroforez, mikrodalga firin, otoklav, derin dondurucu, -80
buzdolabi, santrifiij, mikrosantrifiij, ceker ocak, saf su cihazi, su trompu, elektronik
terazi (0,001 g - 320 g), vorteks, pH metre, otomatik pipetler, PCR tiipleri, plastik tiip,
cerrahi makas, pensetler, pensler, bisturi ve degisik ebatlarda cam malzemeler (beher,

erlenmayer, 6l¢ii silindirivs.) kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Baliklara kimyasal uygulanmasi

Alabaliklar, 21 giin 4 farkli agir metalin (Cu, Zn, Cd, Ni) subletal konsantrasyonlarina
maruz brrakilmistir (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.7. Uygulanan subletal dozlar

Y4 Konsantrasyon % Konsantrasyon
Bakir Kloriir 0,16 mg/lt 0,32 mg/lt
Cinko Kloriir 0,94 mg/lt 1,89 mg/lt
Nikel Kloriir 3,25 mg/lt 6,50 mg/1t
Kadmiyum Kloriir 2,25 pg/lt 4,50 pg/lt
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3.2.2. Baliklardan doku orneklerinin alinmasi

Baliklar, kimyasallara maruz birakilmasi sonrasinda oldiiriildiikten sonra enzim aktivite
Olctimleri (karaciger, kas, bobrek) ve mRNA ekspresyonu (kas) icin doku Ornekleri
alinmistir. Ornekler bazi islemlerden gegirildikten sonra kullanilmak iizere -80°C’de
saklanmistir. Calismada kullanilmayan kisimlar yakilarak imha edilmistir (Sekil 3.2,
3.3).

Spinal kolon ve
omurilik

Koku almayla
ilgili ampuller

Sekil 3.2. Alabalik anatomisi (Anonim 2011s)
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Sekil 3.3. Calismada kullanilan kas, karaciger ve bobrek dokular

3.2.3. Enzim aktivite tayini icin homojenat hazirlama

3.2.3.a. Kullanilan ¢ozeltilerin hazirlamslar

1. KH,PO4 tampon c¢ozeltisi (10 Mm, pH: 7): 0,68 gr potasyum dihidrojenfosfat bir

miktar saf suda ¢dziindiikten sonra toplam hacim 500 ml’ye tamamlanir.

2. % 0,9’luk NaCl cozeltisi: 9 gr NaCl toplam hacim 1 It olacak sekilde saf su ile

¢cOziindiiriiliir.

3.2.3.b. Homojenat hazirlama

1. Sivi azotta dondurulduktan sonra -80°C’de muhafaza edilen baliktan alinan doku
ornekleri (karaciger, kas, bobrek) oda sicakligina ¢ikarilir ve 5-15 dk ¢oziinmeleri

beklenir.
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2. Coziinen doku ornekleri hassas terazide tartilir. Doku 6rnekleri 0,5-5 gr aralifinda

olmalidir. Tartilan doku yeterli miktarda % 0,9’luk NaCl ¢ozeltisinde iyice yikanir.

3. Yikanan doku 6rnekleri makas veya nesterle iyice kiiciik parcalara ayrilir.

4. Pargalanan doku &rnekleri onceden -80°C’de sogutulmus porselen havana alinarak

tokmakla iyice ezilir ve {izerine bir miktar s1v1 azot eklenerek ezmeye devam edilir.

5. Hamur haline gelen doku orneginin iizerine doku orneginin 3 kati kadar KH,POy4

tampon ¢ozeltisi eklenir.

6. Ornekler santrifiiriij tiipiine almarak 13000 rpm’de 2 saat 4°C’de santrifiiriijlenir.

7. Santrifiiriij sonrasi siipernatant alinir ve bu siipernatant iizerinden enzim aktiviteleri

oOlciiliir.

3.2.4. Antioksidan enzimlerin (CAT, SOD, GSH-Px) aktivite tayini

3.2.4.a. Kullanilan ¢ozeltilerin hazirlamslan

1. 150 uM NBT: 0,0123 gr NBT bir miktar saf suda c¢oziindiikten sonra toplam hacim

100 mI’ye tamamlanir.

2. 400 mM Na,COg;: 4,24 gr Na,COs bir miktar saf suda ¢oziindiikten sonra toplam

hacim 100 ml’ye tamamlanir.

3. 1 gr/lit Sigir albiimin: 0,1 gr BSA bir miktar saf suda c¢oziindiikten sonra toplam

hacim 100 ml’ye tamamlanir.

4. 0,6 mM/It EDTA: 0,018 gr EDTA bir miktar saf suda ¢oziindiikten sonra toplam

hacim 100 ml’ye tamamlanir.
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5. 0,8 mM Bakir kloriir: 0,0108 gr CuCl, bir miktar saf suda ¢dziindiikten sonra

toplam hacim 100 ml’ye tamamlanir.

6. 0,11 M Fosfat tamponu: 3,02 gr potasyum dihidrojen fosfat bir miktar saf suda

coziiliir, pH 6,5’e ayarlandiktan sonra toplam hacim 200 ml’ ye tamamlanir.

7. 2 mM NADPH (indirgenmis hal): 0,0167 gr NADPH bir miktar saf suda

¢oziindiikten sonra toplam hacim 10 ml’ye tamamlanir.

8. 0,1 M GSH: 0,155 gr GSH bir miktar saf suda ¢oziindiikten sonra toplam hacim 5

ml’ye tamamlanur.

9. 7 mM t-butil hidroperoksit: 1 ml t-butil hidroperoksit 1143 ml saf su ile karistirilir.

10. 10 U/ml Glutatyon rediiktaz: Orijinal tiipiin igerisine 3 ml Tris-EDTA eklenir.

11. Hidrojen peroksid (CAT ol¢iim karisim, 0,019 M H,0; iceren 0,05 M Fosfat

tamponu (pH: 7)): 1,7 gr KH,PO4bir miktar saf suda ¢oziiliir, pH 7’ye ayarlandiktan

sonra iizerine 400 pl H>O, eklenir. Toplam hacim 250 ml’ye tamamlanir.

3.2.4.b. Katalaz enzim aktivitesinin dl¢iilmesi

Kore ve numune kiivetine kimyasallar eklendikten sonra 3 dk boyunca 230 nm’de 1

dk’daki kore karsi aktivite Sl¢iilmiistiir (Cizelge 3.7) (Beutler 1984).

Cizelge 3.8. Katalaz
Numune (pl) Kor (ul)
Fosfat Tamponu - 2990
H,0, 2990 10
Hemolizat 10 -
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AA x VT

EU/ml =
E x VH

AA : Absorbans farki

Vr : Deney ¢6zeltisinin toplam hacmi (ml)
Vu : Deneyde numune olarak kullanilan siipernatantin hacmi (ml)
E : Ekstinsiyon katsayist

0,071 :1 mM H>O5’nin olusturdugu absorbans degeri (E)

3.2.4.c. Siiperoksit dismiitaz enzim aktivitesinin ol¢iilmesi

Kor olarak fosfat tamponu kullanilmistir. 560 nm’de dl¢iim gerceklestirilmistir (Cizelge
3.8) (Bayr 2005).

Cizelge 3.9. Siiperoksit dismiitaz

Numune (pl) Kontrol (ul)

Fosfat Tamponu 310 310
NBT 300 300
Na,CO; 200 200
Sigir Albumin 100 100
Ksantin 40 40
Hemolizat 30 -

Distile Su - 30
Ksantin Oksidaz 20 20

Oda sicakliginda 20 dk inkiibasyon
CuCl, 500 500
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Kontroliin absorbansi - Numunenin absorbansi
% Inhibisyon = x 100
Kontroliin absorbansi

Aktivite (EU/ml) = % Inhibisyon / 50 x 0,1

3.2.4.d. Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesinin 6l¢iilmesi

Aktivite, NADPH oksidasyonunu takiben spektrofotometrik olarak 340 nm’deki
diisiisten hesaplanir (Cizelge 3.9) (Beutler 1984).

Cizelge 3.10. Glutatyon peroksidaz

Numune (pl) Kor (ul)
Tris-EDTA 100 100
GSH 20 20
Glutatyon Rediiktaz 100 100
NADPH 100 100
Hemolizat 10 10
Distile Su 660 670
37°C’de 10 dk inkiibasyon
t-butilhidroperoksit 10 -

AA

Vr

EU/ml =

Vu

6,22: 1 mM NADPH’ 1n olusturdugu absorbans degeri (E)
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3.2.5. Total RNA ve mRNA izolasyonu

1. Her 4 ml Trizol basina 400-750 mg doku 6rnegi kullanilmis ve 6rnek Trizol i¢inde

homojenize edilmistir (Ornek Trizoliin %10’undan fazla olmamalidir).

2. Homojenizasyonun ardindan 4°C’de 10 dk 11000 devirde santrifiij edilip supernatant

alinmustir.
3. 800 pl kloroform eklenerek tiiplerin agizlar1 giivenli bir sekilde kapatilip, 15 sn
siireyle elle ¢ok giiclii bir sekilde ¢alkalanmis ve oda sicakliginda 2-3 dk inkiibe

edilmistir.

4. Inkiibasyondan sonra ornekler 4°C’de 15 dk 11000 rpm de santrifiijlenerek

supernatant ahnmlstlr .

5. Orneklere 2 ml izopropil alkol katilmis ve oda sicakliginda 5-10 dk inkiibasyona

birakilmistir.

6. Ornekler 11000 rpm’ de 4°C de 15 dk santrifiij edilip iist faz tamamen

uzaklastirilmistir.

7. Altta kalan kisma 4 ml %70 etanol ilave edilerek hafifce vortekslenmis ve 8000
rpm’de 4°C’de 5 dk santrifiij edilmistir.

8. Etenol uzaklastirilarak tiipler kurutma kagidina ters ¢evrilip kurutulmustur.

9. Ornege 40 ul DEPC su ilave edilerek -80°C’ de stoklanmistir (Invitrogen).
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3.2.6. Total RNA 'nin kalitatif tayini

Elde edilen RNA’nin kontrolii icin agaroz jel elektroforezi yapilmistir. Elektroforetik
analizin temeli molekiiliin elektriksel alanda jel tizerinde kogmasina dayanir. UV 151k
altinda floresan etki goOsteren etidyum bromiir boyasinin kullanimi ile genin jel
izerindeki yerini belirlemek miimkiindiir. Agaroz kirmizi bir alg tiirii olan agar agar’dan
izole edilen dogrusal bir polisakkarittir. Sicak suda c¢oziiniir. Sogutuldugu zaman

polimerde karsiliklt hidrojen baglarinin olusumu ile jel yapist olusur (Anonim 2011s).

3.2.6.a. RNA 6rneginin hazirlanmasi

Elde edilen RNA’dan 1 pl alinarak tizerine 3,5 pl ddH,O, 0,5 pl 20xMOPS
soliisyonundan ve 5 pl formamid katilmig daha ©nce 65°C’ye ayarlanan etiivde

inkiibasyona birakilmistir.

20xMOPS: 41,9 gr MOPS, 6,8 gr sodyum asetat ve 2,6 gr EDTA 400 ml DEPC su
icinde coziiliir, pH 7,0’ye NaOH ile ayarlandiktan sonra toplam hacim DEPC’Ii su ile

500 ml’ye tamamlanir.

3.2.6.b. Agaroz jelin hazirlanmasi

Bu asamada iken 1,88 ml 20xMOPS, 0,3 gr agar, 28,5 ml ddH,O konularak mikrodalga
firnda kaynatilmis biraz sogutulduktan sonra 6,68 pl formamid ve 5,5 pl EtBr (10
mg/ml) konularak jel kiiveti icerisine dokiilmiistiir. Agaroz donduktan sonra tarak

cikarilarak ornek yiiklenecek kuyucuklar olusturulmustur.

3.2.6.c. Elektroforez kiivet soliisyonu

1xMOPS tamponu kullanilmistir.
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3.2.6.d. Orneklerin jele yiiklenmesi

Her bir kuyuya 10 pl 6rnek ve 2 ml yiikleme tamponu konulmus ve 116 V’da 20 dk

yiiriitiilmiistiir.

3.2.7. cDNA Kkiitiiphanesinin olusturulmasi

Elde edilen RNA’larin elektroforezde varligi tespit edildikten sonra Super Script TM 111
Reverse Transcriptase ile cDNA Kkiitiiphanesi olusturulmustur. Bunun i¢in once izole
edilen RNA’larin nanometrik dl¢iimle cDNA kiitiiphanesi olusturmada kullanilacak

konsantrasyonlar1 hesaplanmistir.

1. Steril bir mikrosantrifiij tiipiine;

1 ul Oligo dT2 (50 uM)

10 pg-5 pg total RNA

1 pl ANTP Mix (10 mM) (pH=7,0 olan dATP, dGTP, dCTP ve dTTP’nin her birinden
10 mM)

13 ul’ye ddH,O ile tamamlanmistir.

2. Karisim 65°C’de 5 dakika 1sitilip buz {izerinde en az 1 dakika inkiibe edilmistir.
3. Karigim kisa siireli santrifiijlenip tizerine agsagidaki kimyasallar eklenmistir;

4 ul SxFirst-Strand Buffer

1wl 0.1 MDTT

1 ul RNaseOUT™ (Cat. no. 10777-019, 40 units/ul)
1 ul of SuperScript™ I RT (200 units/pl)

4. Karisim hafif bir pipetleme ile karistirilmig ve 50°C’de 50 dk inkiibe edilmistir.

5. Reaksiyonu durdurmak i¢in 85°C’de 5 dk 1sitilmis ve 2 dk buzda bekletilmistir.
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6. RNA’y1 ortadan kaldirmak i¢in 1pl RNase H ilave edilmis ve 37°C’de 20 dk inkiibe

edilmistir (Invitrogen).

3.2.8. cDNA’nin kantitatif tayini

Elde edilen cDNA’larin konsantrasyonlar1 ve safliklar1 Nano Drop (ND-1000)

spektrofotometrede 260 ve 280 nm’de okuma yapilarak belirlenmistir.

Nano Drop (ND-1000) spektrofotometrede, niikleik asit i¢in 1 pl drnekle dl¢tim yapilir.
Yiiksek dogruluk verir. 220 nm-750 nm aras1 Olgiimler yapilir. Olgiim sonrasi elde
edilen 260/280 orani, RNA’nin safliginin tayininde 6nemlidir. Bu oran 1,8-2,0 arasinda

ise saf bir RNA’y1 isaret eder (Anonim 2011t).

3.2.9. Multiplex kantitatif gen ekpresyonu (Real-Time PCR)

Farkli agir metallerin subletal dozlarina maruz birakilmis alabaliklardan elde edilen
dokularda kantitatif gen ekpresyonunun belirlenmesi maksadiyla multiplex real time
PCR analizi yapidmistir. Bu maksatla farkli deneme gruplarindan elde edilen doku
orneklerinden izole edilmis olan cDNA’lar kullanilmigtir. Floresan isaretli TagMan
probu kullanilarak genlerin ekspresyon miktarlar1 ol¢iilmiistiir. Genlerin ekspresyon
dereceleri Real time PCR’da ilgili bolgenin ¢ogaltilmas1 esnasindaki kantitatif olarak
olusan iiriine TagMan probun baglanmasi1 ve belirli dalga boyunda 1s1ma yaparak
absorbans vermesi esasina dayanir. Boylece olusan iiriiniin miktar1 kantitatif olarak
olciiliir. TagMan Probe kullanilarak gergeklestirilecek Real time PCR protokolii; 2 dk
50°C, 10 dk 95°C ve 45 dongii olmak iizere 95°C’de 15 sn ve 60°C’de 1 dk seklindedir
(Sekil 3.4). Reaksiyon karisimi ise Cizelge 3.10°da verilmistir. Multipleks real time
PCR’da stok cDNA’lar 1/25 oraninda sulandirildiktan sonra kullanilmislardir. Genlerin;
kas dokusundaki ekspresyon dereceleri ve uygulanan bakir, kadmiyum, nikel ve ¢inko

konsantrasyonlariyla olan ilgisi belirlenmeye ¢aligilmistir.
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Sicaklhik C° 05°C 95°C
=T "
%0 - ! 10dk P15sn N
/ N\ 70°C (Probun baglanmasi)
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/ v 60°C
60" 0 ’ : —-——
_WC_ . / 1 dk
404 2 dk i :
/ :
0 |/ dongi | 1 dongi 45dongi
/ : ) 'i
0 Zaman
Sekil 3.4. Real time PCR protokolii
Cizelge 3.11. Multipleks real time PCR reaksiyon karisimi
Bilesenler Final Konsantrasyonu Miktar (ul)
FastStart TagMan® ) 12.5
Probe Master ’
Hydrolysis Probe 10 pmol 0,5
cDNA - 5
Forward Primer 20 pmol 1
Reverse Primer 20 pmol 1
ddH,O (Steril) - 5
Toplam Hacim - 25

Not; FastStart TagMan® Probe Master; AmpliTaq Gold DNA Polimeraz, AmpErase urasil N-glikoliz
(UNG), dNTP (Deoxynucleoside triphosphates), dUTP (Deoxyuridine triphosphate) ve optimize edilmis
tampon bileseninden olusur.

Real time PCR’da karsilastirmali (goreceli) 6l¢iim i¢in matematiksel model,

Relatif ekspresyon seviyesi =

E ACP Hedef (Kontrol-Ornek)
( Hedef Gen)

E ACP Referans (Kontrol-Ornek)
( Referans Gen)




64

Encdet Gen : Hedef geni cogaltan primerin etkinlik orani

EReferans Gen : Referans geni ¢cogaltan primerin etkinlik orani

ACP : PCR reaksiyonu esnasinda iiriiniin miktarsal olarak artiginin
gerceklestigi Cr degeri

ACP Hedef (Kontrol-Ornek) : Hedef genin ortalama CT degeri

ACP Referans (Kontrol-Ornek) : Referans genin ortalama CT degeri (Pfaffl 2001).

3.2.10. istatistiksel analizler

Ozellikle primer etkinlik oran1 Real time PCR uygulamalarinda en 6nemli hususlardan
biridir. Bu nedenle analiz yapilan tiim 6rneklerde primer etkinliginin %100 (ise primer
etkinlik orani 2°dir) veya %100’e yakin olmasi goz oniinde bulundurulmustur, 24"
metoduna gore iriinler arasindaki kantitatif iliski mRNA diizeyinde belirlenmistir
(Livak and Schmittgen 2001). Enzim aktivitesi ve gen ekspresyonu calismalarindan elde
edilen sonuclarin degerlendirilmesinde SPSS 17,0 istatistik paket programindan
yararlanilmistir. Gruplar aras1 farklilig testetmek amaciyla Varyans Analizi (ANOVA)
uygulanmis, farkli bulunan ortalamalar arasindaki farkliligin kontroliinde ise Duncan
Coklu Kargilagtirma testi  kullanilmistir  (Yildiz  1994). Varyans Analizinin
uygulanamadigi durumlarda alternatif non-parametrik test olan Kruskal-Wallis testinden

yararlanilmigtir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Arastirma Bulgular:

4.1.1. RNA goriintiisii

Kontrol ve kimyasal uygulanan gruplarin kas dokusundan izole edilen total RNA’larin

varligi Sekil 4.1°de ispat edilmistir.

Sekil. 4.1. Elde edilen RNA’nin goriintiisii
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4.1.2. Homojenat eldesi

Enzim aktivitesi i¢in tiim gruplarin karaciger, bobrek ve kas dokularindan homojenatlar
elde edilmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. Elde edilen homojenatlarin goriintiisii (Soldan saga dogru karaciger, bobrek,
kas)
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4.1.3. Antioksidan enzimlerinin aktivite 6l¢iimleri

4.1.3.a. CAT

Cizelge 4.1. Katalaz’1in % aktivitesi

Gruplar Dokular % Aktivite
Karaciger 100
Kontrol Bobrek 100
Kas 100
Karaciger 136
0,16 mg/It Bakir Bobrek 104
Kas 87
Karaciger 131
0,32 mg/It Bakar Bobrek 62
Kas 29
Karaciger 154
0,94 mg/1t Cinko Bobrek 67
Kas 19
Karaciger 101
1,89 mg/1t Cinko Bobrek 62
Kas 46
Karaciger 182
3,25 mg/1t Nikel Bobrek 92
Kas 81
Karaciger 150
6,5 mg/lt Nikel Bobrek 78
Kas 55
Karaciger 202
Ii’ii;l;}%l/l lr; Bobrek 82
Kas 79
Karaciger 80
4,5 ng/lt Kadmiyum Bobrek 70
Kas 55




4.1.3.b. SOD
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Cizelge 4.2. Siiperoksit dismiitaz’in % aktivitesi

Gruplar Dokular % Aktivite

Karaciger 100
Kontrol Bobrek 100
Kas 100

Karaciger 94

0,16 mg/1t Bakir Bobrek 81
Kas 78

Karaciger 99

0,32 mg/lt Bakir Bobrek 67
Kas 101

Karaciger 83

0,94 mg/1t Cinko Bobrek 40
Kas 98

Karaciger 96

1,89 mg/1t Cinko Bobrek 84
Kas 86

Karaciger 86

3,25 mg/lt Nikel Bobrek 80
Kas 53

Karaciger 86

6,5 mg/1t Nikel Bobrek 95
Kas 126

Karaciger 89

2,25 pg/lt Kadmiyum Bobrek 69
Kas 233

Karaciger 70

4,5 ng/lt Kadmiyum Bobrek 49
Kas 517




4.1.3.c. GSH-Px

Cizelge 4.3. Glutatyon peroksidaz’in % aktivitesi

69

Gruplar Dokular % Aktivite
Karaciger 100
Kontrol Bobrek 100
Kas 100
Karaciger 35
0,16 mg/1t Bakir Bobrek 33
Kas 161
Karaciger 56
0,32 mg/lt Bakir Bobrek 79
Kas 144
Karaciger 53
0,94 mg/1t Cinko Bobrek 79
Kas 106
Karaciger 44
1,89 mg/1t Cinko Bobrek 42
Kas 222
Karaciger 26
3,25 mg/lt Nikel Bobrek 54
Kas 194
Karaciger 44
6,5 mg/1t Nikel Bobrek 29
Kas 222
Karaciger 49
2,25 pg/lt Kadmiyum Bobrek 54
Kas 89
Karaciger 19
4,5 ng/lt Kadmiyum Bobrek 104
Kas 183
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4.1.4. Nanometrik olciim

DNA’larin safliklar1 ispat edilmistir ve konsantrasyonlar1 bulunmustur (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. cDNA’larin saflik degerleri ve konsantrasyonlar1

Gruplar 260 /280 ng /ul
1,83 2567,3

1,76 2451,8

Kontrol 1,76 2954.5
1,79 2646,7

1,77 1962,0

0,16 mg/lt Bakir 1,80 2709,0
1,81 2325,3

1,75 2037,0

1,76 2167,7

1,77 2321,0

0,32 mg/lt Bakir 1.79 2306.8
1,77 1865.,4

1,78 25425

0,94 mg/lt Cinko 1,81 27434
1,70 2097,9

1,77 23494

1,78 2679,7

. 1,80 2828,5

1,89 mg/1t Cinko 1.81 2382.2
1,77 2257,8

1,78 2587,3

. 1,73 1460,0

3,25 mg/1t Nikel 1.79 2457.4
1,76 2585,0

1,76 2299,6

. 1,80 2596,1

6,5 mg/lt Nikel .77 2262.8
1,81 2946 .4

1,90 2629,9

2,25 ug/lt Kadmiyum 1,86 25074
1,86 24739

1,71 1643,2

1,77 2299,8

. 1,67 3006,1

4,5 pg/lt Kadmiyum 178 2274.0

1,69 2523,5
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4.1.5. Multipleks real time PCR

Sekil 4.3’de verilen amplifikasyon grafigi ile dizayn edilen primerlerin ¢alistig1 ve Sekil
4.4, 4.5, 4.6, 4.7°da verilen primer etkinlik orani ile de primerlerin genlere spesifik

olduklar1 belirlenmistir.

T
=
b
g
g
5
=

2 4 & 2 10 12 14 16 12 20 12 M 16 2 b U L A

Sekil 4.3. Amplifikasyon grafigi
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100
Initial Quantity (elative)

Sekil 4.4. GAPDH primer etkinlik oram

1000

Initial Quantity (relative)

Sekil 4.5. Katalaz primer etkinlik orani
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Initial Quantity (elative)

Sekil 4.6. Siiperoksit dismiitaz primer etkinlik orani

Initial Quantity (relative)

Sekil 4.7. Glutatyon peroksidaz primer etkinlik orani
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4.1.6. Istatistiksel sonuclar

4.1.6.a. CAT, SOD ve GSH-Px enzim aktivite sonuclari

Bakir agir metalinin subletal dozlarina maruz kalmis Gokkusagi alabaliklarinin
karaciger, bobrek ve kas dokularindaki katalaz % aktiviteleri arasindaki farklilik
istatistiksel olarak 6nemli bulunamamistir (p>0,05) (Sekil 4.8, 4.9, 4.10).

180

160 4

140
120
100 -

80 -+
M Karaciger

CAT % Aktiviteleri

60
40 A
20 +

Kontrol 0,16 mg/lt Bakir 0,32 mg/It Bakir

Gruplar

Sekil 4.8. Subletal bakir dozlarina maruz kalmis Gokkusagi alabaliklarinin karaciger
dokularinda katalaz % aktiviteleri
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Kontro 0,16 mg/It Bakir 0,32 mg/It Bakir
Gruplar

Sekil 4.9. Subletal bakir dozlarina maruz kalmig Gokkusagi alabaliklarinin bobrek
dokularinda katalaz % aktiviteleri

120

100 -

20 -

60
a3 H Kas

CAT % Aktiviteleri

20~

Kontral 0,16 mg/It Bakir 0,32 mg/It Bakir
Gruplar

Sekil 4.10. Subletal bakir dozlarina maruz kalmig Gokkusagi alabaliklarinin kas
dokularinda katalaz % aktiviteleri

Sekil 4.11°de kontrol ve ¢inkonun 1,89 mg/lt dozuna maruz kalmis karaciger dokular
arasindaki katalaz % aktivite seviyesinde onemli diizeyde farkhilik tespit edilememisken
(p>0,05), bu iki grup ile ¢cinkonun 0,94 mg/lt dozuna maruz kalmis karaciger dokusu
arasinda farklilik tespit edilmistir (p<0,05). En yiiksek aktivite ¢inkonun 0,94 mg/It

dozuna maruz kalmis karaciger dokusunda olciilmiistiir. Sekil 4.12°de ki bobrek
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dokusunun analizinde 6nemlilik bulunamamustir. Sekil 4.13’de ise 0,94 mg/It ve 1,89
mg/lt ¢cinkoya maruz kalmis kas dokularmin CAT % aktiviteleri istatistiksel olarak

kontrol grubundan 6nemli derecede diisiik bulunmustur (p<0,01).

80
M Karaciger

CAT % Aktiviteleri

M~ B
o o o

o

Kontrol 0,94mg/ItCinko 1,89 m/It Cinko
Gruplar

Sekil 4.11. Subletal c¢inko dozlarima maruz kalmis Gokkusagi alabaliklarinin karaciger
dokularinda katalaz % aktiviteleri (p<0,05).

120

100 -

80 -

60 -

M Bdbhrek
a0 -+

CAT % Aktiviteleri

20 +

Kontro 0,94 mg/lt Cinko 1,89 m/lt Cirko
Gruplar

Sekil 4.12. Subletal ¢inko dozlarina maruz kalmis Gokkusagi alabaliklarinin bobrek
dokularinda katalaz % aktiviteleri
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CAT % Aktiviteleri

20 +

Kontral 0,94 mg/lt Cinko 1,89 m/It Cinko
Gruplar

Sekil 4.13. Subletal ¢inko dozlarna maruz kalmig Gokkusagi alabaliklarinin kas
dokularinda katalaz % aktiviteleri (p<0,01)

Nikel agir metalinin subletal dozlarina maruz kalmis Gokkusagr alabaliklarinin
karaciger dokularindaki katalaz % aktivitesi istatistiksel olarak cok 6nemli bulunmustur
(p<0,01). En yiiksek aktivite 3,25 mg/It nikele maruz kalan grupta, en diisiik aktivite ise
kontol grubunda ol¢iilmiistiir (Sekil 4.14). Kontrol ve 3,25 mg/It nikele maruz kalmig
bobrek dokularinin CAT % aktiviteleri istatistiksel olarak 6,5 mg/lt nikele maruz kalmis
gruptan Onemli derecede yiiksek bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.15). Ancak kas
dokusuna ait analizde istatistiksel diizeyde farklilik bulunamamistir (Sekil 4.16).
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Kontrol 3,25 mg/It Nikel 6,5 mg/It Nikel
Gruplar

Sekil 4.14. Subletal nikel dozlarina maruz kalmis Gokkusagr alabaliklarinin karaciger
dokularinda katalaz % aktiviteleri (p<0,01)

120

100 -

20 -

60
M Bobrek

CAT % Aktiviteleri

20~

Kontro 3,25 mg/lt Nikel b,> mg/lt Nikel
Gruplar

Sekil 4.15. Subletal nikel dozlarina maruz kalmis Gokkusagi alabaliklarinin bobrek
dokularinda katalaz % aktiviteleri (p<0,05)
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Kontral 3,25 mg/It Nikel €,5 mg/It Nikel
Gruplar

Sekil 4.16. Subletal nikel dozlarina maruz kalmis Gokkusagi alabaliklarinin kas
dokularinda katalaz % aktiviteleri

Kadmiyum agir metalinin subletal dozlarina maruz kalmig Gokkusagi alabaliklarinin
karaciger dokularindaki CAT % aktivitesi istatistiksel olarak ¢ok 6nemli bulunmustur
(p<0,01). En yiiksek aktivite 2,25 pg/lt kadmiyum maruz kalan grupta, en diisiik aktivite
ise 4,5 pg/lt kadmiyum maruz kalan grupta olciilmiistiir (Sekil 4.17). 2,25 ve 4,5 pg/lt
kadmiyuma maruz kalmis bobrek dokularmmin CAT % aktiviteleri istatistiksel olarak
kontrol grubundan onemli derecede diisiikk bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.18). Kas

dokusuna ait istatistiksel analizde ise farklilik bulunamamustir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.17. Subletal kadmiyum dozlarma maruz kalmig Gokkusagi alabaliklarinin
karaciger dokularinda katalaz % aktiviteleri (p<0,01)
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Sekil 4.18. Subletal kadmiyum dozlarma maruz kalmig Gokkusagi alabaliklarinin
bobrek dokularinda katalaz % aktiviteleri (p<0,05)
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Gruplar

Sekil 4.19. Subletal kadmiyum dozlarina maruz kalmis Gokkusag alabaliklarinin kas
dokularinda katalaz % aktiviteleri

Bakir agir metalinin subletal dozlarina maruz kalmis Gokkusagi alabaliklarinin
karaciger ve kas dokularindaki SOD 9% aktiviteleri istatistiksel olarak ©Onemli
bulunamamistir (p>0,05) (Sekil 4.20, 4.22). Bobrek dokularindaki SOD % aktivitesi
gruplar arasinda farklilik olustururken (p<0,05), 0,32 mg/It bakira maruz kalmis grup,
kontrol grubundan 6nemli derecede diisiik bulunurken, 0,16 mg/It bakira maruz kalmig

gruba gore herhangi bir farklilik olusturmamistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.20. Subletal bakir dozlarina maruz kalmigs Gokkusagr alabaliklarinin karaciger
dokularinda siiperoksit dismiitaz % aktiviteleri
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Kontro 0.1b mg/lt Bakir 0,32 mg/It Bakir
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Sekil 4.21. Subletal bakir dozlarina maruz kalmig Gokkusagi alabaliklarinin bobrek
dokularinda siiperoksit dismiitaz % aktiviteleri (p<0,05)
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Sekil 4.22. Subletal bakir dozlarina maruz kalmig Gokkusagi alabaliklarinin kas
dokularinda siiperoksit dismiitaz % aktiviteleri

Cinko agir metalinin subletal dozlarina maruz kalmig Gokkusagi alabaliklarinin
siiperoksit dismiitaz % aktivitesi karaciger ve kas dokularinda 6nemli bulunamamigtir
(p>0,05) (Sekil 4.23, 4.25). Bobrek dokularinda ise 0,94 mg/lt ¢cinkoya maruz kalmis

grub, diger iki gruba gore istatistiksel olarak onemli derecede diisiik bulunmustur

(p<0,05) (Sekil 4.24).
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Sekil 4.23. Subletal c¢inko dozlarima maruz kalmis Gokkusagi alabaliklarinin karaciger
dokularinda siiperoksit dismiitaz % aktiviteleri
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Sekil 4.24. Subletal ¢inko dozlarina maruz kalmis Gokkusagi alabaliklarinin bobrek
dokularinda siiperoksit dismiitaz % aktiviteleri (p<0,05)
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Sekil 4.25. Subletal ¢inko dozlarma maruz kalmig Gokkusagi alabaliklarinin kas
dokularinda siiperoksit dismiitaz % aktiviteleri

Nikel agir metalinin subletal dozlarina maruz kalmis Gokkusagi alabaliklarinin
karaciger, bobrek ve kas dokularindaki siiperoksit dismiitaz % aktivitesinde istatistiksel

diizeyde farklilik tespit edilememistir (p>0,05)(Sekil 4.26, 4.27, 4.28).



120

100 A
80 A
60 -

M Karaciger
40 -+

SOD % Aktiviteleri

20 +

Kontrol 3,25 mg/ItNikel 5,5 mg/It Nikel
Gruplar

Sekil 4.26. Subletal nikel dozlarina maruz kalmis Gokkusagr alabaliklarinin karaciger
dokularinda siiperoksit dismiitaz % aktiviteleri

120

100 -

20 -

60

M Bobrek
40 -

SOD % Aktiviteleri

20~

Kontro 3,25 mg/lt Nikel 6,5 mg/lt Nikel
Gruplar

Sekil 4.27. Subletal nikel dozlarina maruz kalmis Gokkusagi alabaliklarinin bobrek
dokularinda siiperoksit dismiitaz % aktiviteleri
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Sekil 4.28. Subletal nikel dozlarina maruz kalmis Gokkusagi alabaliklarinin kas
dokularinda siiperoksit dismiitaz % aktiviteleri

Ayn1 nikel agir metalinde oldugu gibi kadmiyum agir metalinin subletal dozlarina
maruz kalmis GoOkkusagi alabaliklarinin hicbir dokusunda siiperoksit dismiitaz %

aktivitesi istatistiksel diizeyde onemli bulunamamstir (p>0,05) (Sekil 4.29, 4.30, 4.31).
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Sekil 4.29. Subletal kadmiyum dozlarma maruz kalmig Gokkusagi alabaliklarinin
karaciger dokularinda siiperoksit dismiitaz % aktiviteleri
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Sekil 4.30. Subletal kadmiyum dozlarma maruz kalmig Gokkusagi alabaliklarinin
bobrek dokularinda siiperoksit dismiitaz % aktiviteleri

600

500

400

300 3
H Kas

SOD % Aktiviteleri

200

100 -

Kontral 2,25 pgfltKadmiyum 4,5 ug/lt Kadmiyum
Gruplar

Sekil 4.31. Subletal kadmiyum dozlarina maruz kalmis Gokkusag alabaliklarinin kas
dokularinda siiperoksit dismiitaz % aktiviteleri

Bakir agir metalinin subletal dozlarmma maruz kalmig Gokkusagi alabalik gruplarinin
karaciger dokusunda glutatyon peroksidaz % aktivitesi kontrol grubundan istatistiksel
olarak onemli derecede diisiik bulunurken (p<0,05), bobrek ve kas dokularinda ise

gruplar arasinda herhangi bir farklilik bulunamamistir (p>0,05) (Sekil 4.32, 4.33, 4.34).
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Sekil 4.32. Subletal bakir dozlarina maruz kalmig Gokkusagr alabaliklarinin karaciger
dokularinda glutatyon peroksidaz % aktiviteleri (p<0,05)
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Sekil 4.33. Subletal bakir dozlarina maruz kalmig Gokkusagi alabaliklarinin bobrek
dokularinda glutatyon peroksidaz % aktiviteleri
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Sekil 4.34. Subletal bakir dozlarina maruz kalmig Gokkusagi alabaliklarinin kas
dokularinda glutatyon peroksidaz % aktiviteleri

Cinko agir metalinin subletal dozlarina maruz kalmig Gokkusagi alabaliklarinin
karaciger dokusundaki glutatyon peroksidaz % aktivitesi istatistiksel diizeyde c¢ok
onemli bulunmustur (p<0,01). Kontrol grubunun aktivitesi, 0,94 mg/lt ve 1,89 mg/lt
cinkoya maruz kalmis karaciger dokularininkinden yiiksek olctilmiistiir (Sekil 4.35).
Bobrek ve kas dokularinda ise gruplar arasinda GSH-Px aktivitesi bakimindan

istatistiksel olarak farklilik bulunamamistir (p>0,05) (Sekil 4.36, 4.37).
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Sekil 4.35. Subletal ¢inko dozlarima maruz kalmis Gokkusagi alabaliklarinin karaciger
dokularinda glutatyon peroksidaz % aktiviteleri (p<0,01)
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Sekil 4.36. Subletal ¢inko dozlarina maruz kalmis Gokkusagi alabaliklarinin bobrek
dokularinda glutatyon peroksidaz % aktiviteleri
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Sekil 4.37. Subletal ¢inko dozlarma maruz kalmigs Gokkusagi alabaliklarinin kas
dokularinda glutatyon peroksidaz % aktiviteleri

Glutatyon peroksidaz % aktivitelerinin istatistiksel diizeyde farkliligi nikel agir
metalinin subletal dozlarina maruz kalmig ve kalmamig Gokkusagi alabalik grublarinda
karaciger ve bobrek dokularinda ¢ok 6nemli bulunmustur (p<0,01). Her iki dokuda da
kontrol grubunun aktivitesi diger iki gruba gore istatistiksel diizeyde yiiksek
belirlenmistir (Sekil 4.38, 4.39). Kas dokusunda ise GSH-Px aktivitesi Onemli
bulunmamistir (p>0,05) (Sekil 4.40).
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Sekil 4.38. Subletal nikel dozlarina maruz kalmis Gokkusagr alabaliklarinin karaciger
dokularinda glutatyon peroksidaz % aktiviteleri (p<0,01)
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Sekil 4.39. Subletal nikel dozlarina maruz kalmis Gokkusagi alabaliklarinin bobrek
dokularinda glutatyon peroksidaz % aktiviteleri (p<0,01)
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Sekil 4.40. Subletal nikel dozlarina maruz kalmis Gokkusagi alabaliklarinin kas
dokularinda glutatyon peroksidaz % aktiviteleri

Kadmiyum agir metalinin subletal dozlarina maruz kalmig Gokkusagi alabaliklarinin
karaciger dokularindaki GSH-Px % aktiviteleri ¢cok onemli bulunmustur (p<0,01). En
yiiksek aktivite kontrol grubunda, en diisiikk aktivite ise 4,5 pg/lt kadmiyuma maruz
kalmig grupta Olciilmiistiir (Sekil 4.41). Bobrek ve kas dokularinda ise ©Onemli
bulunamamistir (p>0,05) (Sekil 4.42, 4.43).
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Sekil 4.41. Subletal kadmiyum dozlarma maruz kalmig Gokkusagi alabaliklarinin
karaciger dokularinda glutatyon peroksidaz % aktiviteleri (p<0,01)
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Sekil 4.42. Subletal kadmiyum dozlarma maruz kalmig Gokkusagi alabaliklarinin
bobrek dokularinda glutatyon peroksidaz % aktiviteleri
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Sekil 4.43. Subletal kadmiyum dozlarina maruz kalmis Gokkusag alabaliklarinin kas
dokularinda glutatyon peroksidaz % aktiviteleri
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4.1.6.b. Gen ekspresyonu sonuclari

Bakir agir metalinin subletal dozlarina maruz kalmig Gokkusagi alabaliklarinin kas
dokularindaki katalaz gen ekspresyonu istatistiksel olarak ©nemli bulunamamigtir

(p>0,05) (Sekil 4.44).
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Sekil 4.44. Subletal bakira maruz kalmis Gokkusagi alabaliginin kas dokularinda
katalaz mRNA seviyeleri

Cinko agir metalinin subletal dozlarina maruz kalmig Gokkusagi alabalik gruplar1 kas
dokularindaki GAPDH’a bagli katalaz gen ekspresyonu seviyeleri arasindaki farkliliklar
istatistiksel olarak ©nemli bulunmustur (p<0,05). Gruplar arasinda ysapilan
karsilagtirmada ise; 1,89 mg/lt ¢inkoya maruz kalmig grup kontrol grubundan 6nemli
derecede diisiikk bulunurken (p<0,05), 0,94 mg/lt ¢cinkoya maruz kalmig grubdan ise
istatistiksel diizeyde farklilik olusturmamistir (p>0,05) (Sekil 4.45).
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GAPDH'a Bagh CAT mRNA Seviyeleri

Kortrol 0.94 mg/lt Cinko 1,89 mg/It Cinko

Gruplar

Sekil 4.45. Subletal c¢inkoya maruz kalmis Gokkusagr alabaliginin kas dokularinda
katalaz mRNA seviyeleri (p<0,05)

Sekil 4.46°da goriildiigii iizere nikel agir metalinin subletal dozlarina maruz kalmis
Gokkusagt alabaliklarinin kas dokularmmda kontrol, 3,25 mg/lt ve 6,5 mg/lt nikel
arasinda GAPDH’a bagli CAT mRNA seviyesinde onemli farklilik tespit edilememistir
(p>0,05).
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Sekil 4.46. Subletal nikele maruz kalmig Gokkusagi alabaliginin kas dokularinda
katalaz mRNA seviyeleri
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Kadmiyum agir metalinin subletal dozlarina maruz kalmig Gokkusagi alabaliklarinin
kas dokularinda kontrol, 2,25 pg/lt ve 4,5 pg/lt kadmiyum arasinda CAT mRNA
seviyesi acisindan istatistiksel diizeyde farklilik bulunamamistir (p>0,05) (Sekil 4.47).
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Sekil 4.47. Subletal kadmiyuma maruz kalmig Gokkusagi alabaliginin kas dokularinda
katalaz mRNA seviyeleri

0,16 mg/lt - 0,32 mg/It bakir, 0,94 mg/It - 1,89 mg/It ¢inko, 3,25 mg/lt - 6,5 mg/lt nikel
ve 2,25 ug/lt - 4,5 pg/lt kadmiyum subletal dozlarina maruz kalmis ve kalmamig
Gokkusagi alabaliklarinin kas dokularindaki GAPDH’a bagh siiperoksit dismiitaz gen
ekspresyonu istatistiksel olarak 6nemli farklilik bulunamamistir (p>0,05) (Sekil 4.48,
4.49,4.50,4.51).
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Sekil 4.48. Subletal bakira maruz kalmis Gokkusagi alabaliginin kas dokularinda
stiperoksit dismiitaz mRNA seviyeleri
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Sekil 4.49. Subletal c¢inkoya maruz kalmis Gokkusagr alabaliginin kas dokularinda
stiperoksit dismiitaz mRNA seviyeleri
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Sekil 4.50. Subletal nikele maruz kalmig Gokkusagi alabaliginin kas dokularinda
stiperoksit dismiitaz mRNA seviyeleri
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Sekil 4.51. Subletal kadmiyuma maruz kalmig Gokkusagi alabaliginin kas dokularinda
stiperoksit dismiitaz mRNA seviyeleri

Bakir agir metalinin subletal dozlarina maruz kalmamis negatif kontrol olan Gokkusagi
alabaliklarinin kas dokularindaki GSH-Px mRNA seviyesi 0,16 mg/lt ve 0,32 mg/lt
bakira maruz kalmis gruplarinkinden istatistiksel diizeyde ¢cok onemli ve yiiksek olarak

bulunmustur (p<0,01) (Sekil 4.52). Cinko agir metalinin subletal dozlarina maruz
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kalmig ve kalmamis alabaliklarin kas dokularinin GAPDH’a bagh gulutatyon
peroksidaz gen ekspresyonlar1 arasinda ise 6nemli farklilik tespit edilememistir (Sekil

4.53).
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Sekil 4.52. Subletal bakira maruz kalmig Gokkusagi alabaliginin kas dokularinda
glutatyon peroksidaz mRNA seviyeleri (p<0,01)
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Sekil 4.53. Subletal ¢inkoya maruz kalmis Gokkusagr alabaliginin kas dokularinda
glutatyon peroksidaz mRNA seviyeleri
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Gokkusagr alabaliklarinin nikel agir metalinin subletal dozlarina maruz kalmis kas
dokularinin GSH-Px mRNA seviyesi arasinda istatistiksel olarak ©nemli farklilik
bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.54). En yiiksek aktivite 6,5 mg/lt, en diisiik aktivite ise
3,25 mg/lt nikele maruz kalmis gruplarda oSl¢iilmiistiir. Kadmiyumda ise gulutatyon
peroksidaz gen ekspresyonlar1 arasinda onemli farklilik tespit edilememistir (p>0,05)

(Sekil 4.55).
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Sekil 4.54. Subletal nikele maruz kalmig Gokkusagi alabaliginin kas dokularinda
glutatyon peroksidaz mRNA seviyeleri (p<0,05)
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Sekil 4.55. Subletal kadmiyuma maruz kalmig Gokkusagi alabaliginin kas dokularinda
glutatyon peroksidaz mRNA seviyeleri
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5. TARTISMA ve SONUC

Bir metal, bir biyolojik sisteme girdigi zaman, o canlimin tiim dinamik yasam
proseslerine zarar verme kapasitesine sahiptir (Hu 2000). Sucul ortamdaki derisimi
artan agir metaller suda yasayan organizmalar tarafindan aliarak besin zinciri araciligi
ile iist trofik diizeylere tasinmaktadir. Sucul organizmalarda agir metal birikiminin
incelenmesi, agir metallere kars1 duyarliligi yiiksek tiirlerin belirlenmesinin yani sira
organizmada meydana gelen yapisal ve islevsel bozukluklarin belirlenmesi bakimindan
da Onem tagimaktadir. Baliklarda bazi agir metallerin letal olmayan ortam
derisimlerinde Oncelikle solungaclarda birikmesi, solungaclarin, sudaki ¢oziinmiis agir
metallerle dogrudan etkilesim halinde olmasindan kaynaklanmaktadir. Solungaclardaki
agir metal birikim diizeyi mortaliteye neden olacak diizeyde degil ise derisimi zaman
icinde azalmaktadir. Agir metaller subletal ortam derisimlerinin etkisinde baliklarin
karaciger, bobrek ve dalak gibi metal metabolizmas1 ve metal detoksifikasyonu ile ilgili
organlarinda yiiksek diizeyde birikmektedir. Baliklarda karaciger, agir metalleri
baglayarak toksik etkilerinin yok edilmesinde islev gdren metallothionein ve glutatyon
gibi metal baglayicit proteinlerin baglica sentez yerlerinden biridir. Baliklarda kas

dokusu agir metal baglamada etkili degildir (Kayhan 2006).

Su iirlinlerinin ve Ozellikle de Gokkusagi alabaliginin agir metallere maruz kalmasi
sonucu enzim aktiviteleri ve gen ekspresyonlar1 lizerine etkilerine iligkin yapilmig

calismalar oldukga sinirhdir.

Yapilan caligsmalarda kirli alanlarda yasayan, g¢esitli kimyasallara maruz kalan farkli
balik tiirlerinde SOD ve CAT enzim aktivitesinin degistigi ¢esitli arastirmacilar

tarafindan rapor edilmistir.

Bu calismada, Cu, Zn, Ni ve Cd agir metallerinin subletal dozlarina maruz kalmig
Gokkusagr alabaliklarinda CAT, SOD ve GSH-Px antioksidan enzimlerinin

aktivitelerindeki ve gen ekspresyonlarindaki degisimler incelenmistir. Bu amacla %
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enzim aktiviteleri icin spektrofotometre’ye basvururken, mRNA gen ekspresyonu icin
real time PCR uygulanmistir. Genel olarak kontrol grubu ve kimyasal uygulanan

gruplar kiyaslandiginda istatistiksel acidan farkli oldugu gézlemlenmistir.

Enzim aktivite calismasinda Gokkusagi alabaliginin karaciger, bobrek ve kas dokusu

kullanilmisgtir. Calisma sonrasi elde edilen istatistiksel degerlendirmeler su sekildedir;

Bakirin 0,16 mg/lt ve 0,32 mg/lt uygulanan dozlar1 icin Gokkusagi alabaliginin
karaciger, bobrek ve kas dokusunun CAT enzim aktivitesi onemsiz bulunmustur. Yani
uygulanan bakir agir metalinin bu enzim {izerine bir etkisi goriilmemistir. Ayn1 sekilde
Gokkusagr alabaliginin karaciger ve kas dokusunun SOD enzim aktivitesi dnemsiz
bulunmustur. Bobrek dokusunda ise 0,32 mg/lt bakir uygulamasi sonucundaki SOD
aktivitesinin kontrole gore diisiik ¢ikti§i, metalin enzimi inhibe ettigi belirlenmistir.
GSH-Px enzim aktivitesinin karaciger dokusunda kontrole gore bakirin her iki dozunda
da ozellikle de 0,16 mg/lt dozunda baskilandigi, bobrek ve kas dokularinda ise bakir

agir metalinin GSH-Px enzimi iizerine etki etmedigi gdzlenmistir.

Cinkonun 0,94 mg/lt ve 1,89 mg/lt uygulanan dozlar icin Gokkusagi alabaliginin
karaciger dokusunun CAT enziminin farklilik gosterdigi belirlenmistir. Ayrica 0,94
mg/lt ¢inkonun CAT enzim aktivitesinin, kontroliinkinden daha yiiksek oldugu
gozlenmistir. Bobrek dokusunda ¢inkonun subletal dozlarimn herhangi bir etkisinin
olmadig1 belirlenmistir. Kas dokusunda ise her iki subletal dozun CAT enzim aktivitesi
izerine olumsuz yonde etki ettigi ve enzimi inhibe ettikleri goriilmiistiir. Gokkusagi
alabaligina 0,94 mg/lt ve 1,89 mg/lt cinko uygulamasi sonras1 karaciger ve kas
dokusunun SOD enzim aktivitesi istatistiki olarak kontroldekinden farkli
bulunmamistir. Bobrek dokusunda 0,94 mg/lt cinkonun SOD aktivitesinin hem
kontroliinkiine hem de 1,89 mg/lt ¢inkonunkine gore azaldigr tespit edilmistir.
Uygulanan 0,94 mg/lt ¢inkonun GSH-Px enzim aktivitesinin karaciger dokusunda
kontrole gore diisiikk oldugu belirlenmistir. Bobrek ve kas dokularindaki ¢inko

uygulamasi sonrast GSH-Px enzim aktivitesi 6nemsiz bulunmustur.
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Gokkusagr alabaliginin karaciger dokusunda nikelin 3,25 mg/lt ve 6,5 mg/lt dozlar1
CAT enzim aktivitesini kontroliinkine gore artirirken, 3,25 mg/lt dozun en yiiksek
aktiviteyi gosterdigi belirlenmistir. Bobrek dokusunda 6,5 mg/It nikelin olumsuz etkide
bulundugu ve diger kontrole gére CAT enzim aktivitesini azalttigi gozlenmistir. Kas
dokusunda ise nikelin subletal dozlarinin istatistiksel agidan bir etkilerinin olmadigi
belirlenmistir. Nikelin subletal dozlarinin uygulanmasi sonrasi karaciger, bobrek ve kas
dokularmin SOD enzim aktivitelerinde istatistiksel olarak bir 6nem goriilmemistir. Yani
uygulanan nikel agir metalinin dokulardaki SOD enzimi iizerine etkisi gdozlenmemistir.
Karaciger dokusuna nikelin her iki dozunun uygulanmasi sonrast GSH-Px enzim
aktivitelerinin kontrole gore azaldigl, en ¢ok indiiklenme ise 3,25 mg/lt nikel
uygulamas1 ile gozlenmistir. Bobrekte de GSH-Px aktivitesinde kontrole gore
indiiklenmenin oldugu belirlenmis, en ¢ok azalma uygulanan 6,5 mg/lt doz sonrasi
istatistiksel olarak saptanmistir. Kas dokusunda ise kontrol ve subletal dozlar arasinda

GSH-Px aktivitesinde istatistiksel bir 6nem bulunmamastir.

Kadmiyumun 2,25 pg/lt ve 4,5 pg/lt dozlart icin Gokkusagi alabaliginin karaciger
dokusunda CAT enzim aktivitesi Onemli bulunmustur. CAT enzim aktivitesini
kadmiyum agir metalinin 2,25 pg/lt dozunun kontrole gore artirdigy, 4,5 pug/lt dozunun
da olumsuz etkileyip kontrole gore baskiladig1 saptanmistir. Bobrek dokusunda her iki
subletal dozun CAT aktivitesini kontrole gore baskiladigi belirlenmistir. Kas dokusunda
ise kadmiyumun subletal dozlarininin CAT enzim aktivitelerinin kontrole gore hicbir
farklilig1 olmadigi bulunmustur. Kadmiyum subletal dozlar1 ve kontroliin arasinda SOD
enzim aktivitesi agisindan bir farklilik istatiktiki agidan bulunamamistir. GSH-Px enzim
aktivitesi acisindan karaciger dokusunda hem kontrol hem de kadmiyumun uygulanan
2,25 ug/lt ve 4,5 pg/lt dozlar arasinda istatistiksel onemlilik saptanmigtir. Kadmiyumun
her iki dozunda da GSH-Px enziminin kontrole gore baskilandigi belirlenmistir. Bobrek

ve kas dokularinda ise farklilik gozlenememistir.

mRNA gen ekspresyon calismasinda Gokkusagi alabaliginin kas dokusu kullanilmistir.

Calismadan elde edilen istatistiksel degerlendirmeleri ise su sekilde 6zetleyebiliriz;
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Bakirin 0,16 mg/lt ve 0,32 mg/lt dozlarinin uygulanmasi sonras1t GAPDH’a bagli CAT
mRNA seviyeleri arasinda istatistiksel acidan bir farklilik bulunamamistir. Ayni sekilde
SOD gen ekspresyonlar1 arasinda da bir 6nem saptanamamistir. Gulutatyon peroksidaz

gen ekspresyonu kontrole gore bakirin subletal dozlarinda indiiklenmistir.

Cinkonun 1,89 mg/lt dozu icin GAPDH’a bagli CAT mRNA seviyesi kontrole gore
yiiksek bulunmustur. Kontrol ve ¢inkonun subletal dozlarina maruz kalmis Gokkusagi
alabaliklarinin kas dokularindaki GAPDH’a bagh siiperoksit dismiitaz ve glutatyon

peroksidaz gen ekspresyonlart istatistiksel olarak dnemli bulunmamastir.

Gokkusagr alabaliginin nikelin 3,25 mg/lt ve 6,5 mg/lt dozlarina maruz birakilmasi
sonrast elde edilen CAT ve SOD gen ekspresyonlar1 6nemli bulunmamistir. GAPDH’a
bagli GSH-Px mRNA seviyeleri kontrol ve nikelin subletal dozlar1 arasinda farkli
bulunmustur. 3,25 mg/It nikel uygulamas1 sonras1 GSH-Px gen ekspresyonu kontrole
gore indiiklenmis, 6,5 mg/lt nikel uygulamasi sonrast GSH-Px gen ekspresyonu ise

kontrole gore yiiksek bulunmustur.

Kadmiyumun uygulanan 2,25 pg/lt ve 4,5 pg/lt dozlar1 ve kontrol arasinda Gokkusagi
alabaliginin kas dokusuna ait CAT, SOD ve GSH-Px mRNA seviyeleri istatistiksel

olarak 6dnemsiz bulunmustur.

Sonug olarak istatistiksel onemliligi (farkliligr), kontrole gbre agir metal uygulamasi
sonucu dokudaki enzim aktivitesinin ve gen ekspresyonunun artig1 ya da azalig1 olarak
aciklayabiliriz. Agir metallerin ve subletal dozlarmin dokulardaki enzim aktivitelerini
kontrole gore ya indiikledigi ya artirdig1 ya da etkilemedigi saptanmistir. Genel olarak
enzim aktivitesi sonuglarmin, enzimlere, agir metallere ve kullanilan dozlara bagl
olarak degiskenlik gosterdigi gozlenmistir. Gen ekspresyonunda istatistiksel sonucun
onemli ¢ikmast genin modifikasyonuyla ifade edilebilir. Bunun sonucunda agir

metallerin uygulanan dozlarindan sonra elde edilen ekspresyonlarin kontrolden diisiik
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olusu genin kodladig1 protein olusumunun baskilandigini, yiiksek olusu ise daha fazla

protein olusumunu belirtmektedir.

Ayrica enzimler birer proteindir. Antioksidanlar i¢in, CAT, SOD ve GSH-Px gen
ekspresyonlar1 sonucu olusan proteinler sirasiyla CAT, SOD ve GSH-Px antioksidan
enzimlerini olustururlar. Bu baglamda enzim aktivitesi ile gen ekspresyonlar1 arasinda
bir iligki bulunmas1 gerekir. Buna gore degerlendirme yapildiginda bakir, ¢inko, nikel
ve kadmiyum agir metallerinin subletal dozlarina maruz kalmis ve kalmamis kas
dokusunda CAT ve SOD ekspresyonlart ile enzim aktiviteleri arasinda bir iligki
bulunmus ve istatistiksel acidan benzer sonuclar elde edilmistir. GSH-Px ekspresyonlar1
ile enzim aktiviteleri arasinda c¢inko ve kadmiyum agir metallerinde benzer bir iligki

bulunmusken, bakir ve nikel agir metallerinde ise farkli sonuc¢lar gézlenmistir.

Cevre insan saghg iizerinde 6nemli bir belirleyicidir. Insan eliyle olan faaliyetler ve
dogal etkilesimler insan sagligi iizerinde genellikle olumsuz etkiler birakmaktadir.
Metaller ve agir metallere bagl etkilesimler madencilik ve sanayi faaliyetlerinin artmasi
ile son birkac yiizyilda giderek daha fazla oranda giindemimizi mesgul etmektedir.
Yeralti kaynaklarindan yararlanmanin ve sanayilesmenin insanoglunun yasamina
getirdigi zenginligin yadsinmasi miimkiin degildir. Ancak bu faaliyetlerin insan
sagligina olan olas1 etkilerinin goz ardi edilmeden siirdiiriilmesi yasamin gelecek

kusaklara saglikli olarak aktarilmasi i¢in son derece onemlidir (Bakar ve Baba 2009).

Agir metaller ve bunlarin bilesikleri basta kimyasal proses atiklar1 olmak {izere, cesitli
emisyon kaynaklarin araciligi ile ¢evreye yayilmaktadir. Bu emisyonlar su iiriinlerinde,

bitkilerin yaprak ve koklerinde depolanmakta ayrica havada da bulunmaktadir.

Endiistri ve teknolojideki ilerlemeler bir takim olumsuzluklar1 da beraberinde
getirmektedir. Endiistriyel ve kentsel atiklarla kirlenmis i¢ ve kiyr sularinda yasayan su

riinleri sakincali derecelerde metal artiklariyla kirlenmektedir. Metal kalintilari
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gidalara arzu edilmeyen yapi ve aroma kazandirmakla birlikte insan saghgi icin de

tehlike olusturmaktadir (Atayeter ve Koksal 1998).

Sucul ortamlardaki metal kirliliginin yok edilmesinde klasik kimyasal ve fiziksel
yontemler pratik ve ekonomik olmadig:1 gibi baska cevre sorunlarini da beraberinde
getirmektedir. Dolayisiyla dogayla uyumlu biyolojik yontemlerin esas alinmasi oldukca

onemlidir (Ileri vd 1994).

Ayrica son yillarda sulardaki metal kirliligini yok etmek amaciyla kontrollii su bitkisi
kiiltiirlerinden de yararlanilmaktadir. Bu amagla 6zellikle Eichhornia crassipes (Su
Stimbiilii) kullanilmaktadir. Ciinkii su stimbiilii, su kadifesi gibi sucul ya da yar1 sucul
bitkiler kok ve yumrularinda metal biriktirebilmekte ve bu 6zelligi ile yasadigi ortami
agir metal bakimindan temizlemektedir (Ramacandran and D’souza 1998). Ancak
unutulmamalidir ki dogal cevreyi kirletip ardindan da temizlemeye yonelik ¢alismalar
yapmak yerine, kirliligi en bastan onleyecek tedbirler alinmasi1 gerekmektedir. Ozellikle
hizli kentlesme, kontrolsiiz niifus artis1 vesanayilesmenin yol actii problemler bilingli
yaklasimlarla ¢oziilmelidir. Alt yap1 yetersizlikleri giderilmeli, kanalizasyonlarin su
kaynaklarma karismast onlenmelidir. Ayrica sanayi kuruluslarimin atik sularim aritim
yapmadan su kaynaklaria desarj etmesi engellenmeli, diizenli kontroller yapilmali ve

caydirici cezai islemler uygulanmalidir (Agcasulu 2007).

Balik yetistiriciligi yapilan sulara (tatlisu, tuzlu su, akarsu ve durgun su), icerisinde
barndirmis olduklar1 organizmalara zarar verebilecek her cesit yabanci maddelerin
karistinlmamast insan saglhigi agisindan, ekonomik acidan ve organizmalarin saglig
acisindan biiyiik onem arz etmektedir. Bu nedenle gerekli on tedbirler alindiktan ve
incelemeler yapildiktan sonra balik iiretim tesisleri planlanmali, dogal sulardan avlanan
baliklardan metal birikimi sonucu olabilecek zehirlenmeler ve Oliimlerin Oniine
gecilebilmesi icin ise dogal su kaynaklarimizin her cesit kirleticilerden korunmasi

zorunludur (Atamanalp ve Yanik 2003).
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Ozetleyecek olursak tarih boyunca tiim kiiltiirlerde oldugu gibi insan yasamini ve
yerlesimini belirleyici 6gelerinden en dnemlisi sudur. Yasamimizda ¢ok 6nemli bir yeri
olan ve yeryliziiniin biiylik bir boliimiinii olusturan suyun cesitli nedenlerle kirlendigi
bilinmektedir. Niifus artigi, kentlesme, sanayilesme, tarimsal miicadele ilaglar1 ve
kimyasal giibreler su kirliligine neden olan unsurlardan baslicalaridir. Her ¢esit su
kirliligi, kirliligin bulundugu suyun ¢evresinde veya icinde yasayan tiim canlilara zarar
verdigi gibi, cesitli tiirlerin ve biyolojik topluluklarin yok olmasina ortam hazirlar.
Kirliligin en yogun oldugu sucul kaynaklar, gelecekteki gida deposu olma ozelligini
hizla yitirmektedir. Bu kirlilik, besin zinciri boyunca giderek artmakta ve sonucta tiim
canli sistemler bu kirlenmeden payina diiseni almaktadir. Su ortamimdaki kirliligin
Onlenmesi amaciyla aritma tesisleri kurulmali, su kaynaklarina yakin yerlerde niifus
artisinin Oniine gegilmeli, insanlar bilin¢lendirilmelidir. Hava ve toprak kirliligine sebep
olan faktorler ortadan kaldirilmalidir. Su kaynaklarinin korunmasi igin yiiriirliikte
bulunan kanun, tiiziik ve yonetmelikler etkili bir sekilde uygulanmali, alinan 6nlemler
genigletilmelidir. Toplum bilin¢lendirilmeli, bu amagla gorsel ve yazili basindan da

yararlanilmalidir.
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