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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

DDVP (2,2-Diklorovin Dimetil Fosfat)’nin GOKKUSAGI ALABALIGINDA
(Oncorhycnhus mykiss (Walbaum, 1972)) GH-I, IGF-I ve IGF-I1 GEN
EKSPRESYONLARI UZERINE ETKIiSi

Veysel PARLAK

Atatiitiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsi
Su Uriinleri Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Orhan ERDOGAN

Bu calismada DDVP’nin Gokkusagi1 Alabaliklarinda biiytime ile ilgili olan; GH-I, IGF-I
ve IGF-II gen ekspresyonlart iizerine olan etkisi incelenmistir. Caligmada 21 giin
boyunca 1,6 mg/l DDVP uygulamasi yapilmistir. Kas dokusundan alinan ornekler
tizerinde incelemeler yapilmistir. Gen bdlgelerine 6zgii primer ve Tagman probu
kullanilarak Real-Time PCR yontemi ile gen amplikasyonu gerceklestirilmis, gen
ekspresyon seviyeleri belirlenerek istatiksel analizler yapilmistir. Sonug olarak, kas
dokusunda yapilan incelemelerde; muamele grubunda IGF-I ve IGF-II aktivitesinde
p<0,01 istatiki onem derecesinde azalmalar belirlenmistir. Ayrica kontrol grubunda
GH-I ve IGF-I seviyerleri pozitif iken IGF-II seviyesi negatif degerde ¢ikmig kimyasal
uygulanan grupta ise GH seviyesinde artigs IGF-1 ve IGF-II seviyelerinde azalmalar
belirlenmistir. DDVP’nin alabaliklarda kas dokularinda biiylime hormonu salinimini

azalttig1 sOylenebilir.

2010, 44 sayfa

Anahtar Kelimeler: Gokkusagi Alabaligi (Oncorhycnhus mykiss), DDVP (2,2-
Diklorovin Dimetil Fosfat)’nin, GH-1, IGF-I, IGF-II, gen ekspresyonu.



ABSTRACT

Master Thesis

THE EFFECTS OF DDVP ON THE GH-I, IGF-1 AND IGF-11 GENES
EXPRESSION IN RAINBOW TROUT (Oncorhycnhus mykiss (Walbaum, 1972))

Veysel PARLAK

Atatiirk University
Graduate School of Agriculture Faculty
Departmant of Fishery Sciences

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Orhan ERDOGAN

In this study, the effects of DDVP on the GH-I, IGF-I and IGF-II expression gene in
rainbow trout (Oncorhycnhus mykiss) were investigated. The application of 1,6 mg of
DDVP was conducted for 21 days. The study was conducted on the samples taken from
muscle tissue. Gene amplification was actualized with Real Time method by using
primer and Probe of Tagman which are specific to gene parts and statistical analyses
were conducted through setting the level of gene expression. As a result, in the studies
on the tissue of muscle, decreases in the statistical significance of p<0,01 were
identified in the activities of IGF-I and IGF-II which were in the treatment group.
Moreover, the level of GH-I and IGF-I was positive in the control group while the level
of IGF-II was negative and an increase was observed in the level of GH and a decrease
was observed in the levels of IGF-I and IGF-II in the group of which chemicals were
applied. It is likely to say that DDVP decreases the secretion of growth hormone on the

tissues of muscle in trout.

2010, 44 pages

Key words: Rainbow trout (Oncorhycnhus mykiss), DDVP (2,2-Dichlorovinyl
Dimethyl Phosphate), GH-1, IGF-I, IGF-II, gene expression.
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AcHE Asetilkolinestraz

AZA Azamethiphos

Ca Kalsiyum

Cd Kadmiyum

Cu Bakar

CuSOy4 Bakur siilfat

ddH20 Distile steril Su
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NO5 Nitrik asit

PCR Polimeraz zincir reaksiyonu

pH Bir ¢ozeltinin asitlik veya alkalinlik derecesini tarif eden 6l¢ii birimi.
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1. GIRIS

Su, canli ve cansiz tiim organizmalarin yasamini slirdiirebilmesi i¢in vazgecilmez bir
yasam kaynagidir. Giinlimiizde suyun ve su kaynaklarininin maruz kaldigi en 6n 6nemli
sorun, bunlarin bilingsiz kullanilmas1 ve kirletilmesidir. Yirminci ylizyillda diinya
niifusu 19. ylizyila oranla ii¢ kat artmasina ragmen, su kaynaklarinin kullaniminin alti
kat arttig1 belirlenmistir (Anonim 2010a). Giliniimiizde sanayi kaynakli kirliligin ve
evsel atiklarin artmasi sonucu kaynak sularimiz daha fazla kirletilmektedir. Bunun
sonucunda da tamamen birbiriyle baglantili olarak besin zinciri en alt basamaktan en tist
basamaga kadar biitiiniiyle etkilenmektedir. Ekolojik dengenin olumsuz yonde
degismesi beraberinde canli yasaminida olumsuz olarak etkilemektedir. Bu kirlilik
etmenleri besin zinciri yoluyla toprak, bitki, hayvan ve insanlara tasinarak onlarin

yasamlarini tehdit etmektedir.

Hizli niifus artis1, sanayilesme, evsel ve sanayi atiklarinin aritilmadan su kaynaklarina
bilingsizce birakilmasi, her gecen giin dikkatleri sucul ortamdaki kirlilik ve kirlilik
etmenleri lizerine yogunlastirmistir. Sucul ortamdaki kirliligi tetikleyen baslica 6ge ise
insanoglunun kullanim aligkanliklaridir.  Siirekli artan diinya niifusunun besin
ihtiyaclarmin karsilanmasi, bitkisel ve hayvansal orijinli besin maddelerinden
saglanmaktadir. Ekolojik dengenin geregi olarak, bu iirlinleri istenilen anda bulmak
miimkiin degildir. Bundan dolay1 bu {iriinler mevcut imkanlar dahilinde, stoklanarak
ihtiyag aninda kullanilmaktadir. 1996’da yapilan Diinya Gida Zirvesi’nde alinan ortak
kararlardan birisi de yeryiiziindeki tiim insanlarin fiziksel ve ekonomik sartlarda her
zaman yeterli ve giivenli olan gidaya ulagmasini saglamaktir (TKB 2000). Dikkat
edilmesi gereken nokta ise bu iiriinlerin muhafazasi ve korunmasi esnasinda kullanilan
koruyucu maddelerin bilingsizce kullanilmasi sonucunda ortaya ¢ikan kirliliktir. Diger
yandan bitkisel ve hayvansal besin maddeleri zararli birgok mikroorganizma tarafindan
tehdit altindadir. Bu zararlilarin etkisiz hale getirilmeside yine kimyasal ilaclamalarla
mimkiindiir. Zararhillara kars1t uygulanan kimyasallar dogada kalma siirelerine ve

yogunluklarina bagl olarak havaya, topraga ve sucul ortama karigmaktadir. Boyle bir



miicadele neticesinde olumlu etkiler yaninda olumsuz etkiler de ortaya ¢ikmaktadir.
Nitekim cesitli ilaclarin veya kimyasallarin ekosistemi ne derece olumsuz etkiledigi
aciktir. Ayrica karasal tasimimin sucul ekosistemi ve oradaki organizmalarin besin
zincirini ne kadar olumsuz yonde etkiledigi de bilinen bir gercektir. Tedavi yada yok
etme amaciyla kullanilan bu kimyasallar kolay kullanilabilirligi ve ucuz olmasi
sebebiyle yogun olarak kullanilmakta ve sucul ortamdaki tehlikenin baglica sebebini
olusturmaktadir. Su kaynaklarma yakin boélgelerde kullanilan bitki ve bdcek miicadele
ilaglar1 dolayli olarak suya ulagmaktadir. Bunun yani sira kullanilan ilaglar, bitkilerden
ve toprak yiizeyinden yagmur sular ile yikanarak, ayrica uygulama aletleri ve ilaglama

icin kullanilan ekipmalarin yikanmasi yoluylada su kaynaklarina ulagabilmektedir.

Kimyasal kirleticilerin yer alt1 sularina karigmasi ¢ok kolay olup, bu durum insan sagligi
acisindan tehlike arz etmektedir. Sulardaki insektisit kalintilar1 genellikle ¢6ziinemez,
siispansiyon seklinde organik maddelerde, sedimentlerde, camurda, ¢iiriime artiklarinda
ve planktonlarda tutunur. Bu yolla besin zincirine girerek suda yasayan omurgasizlarda
ve baliklarda kolaylikla birikebilirler. Baliklarin viicudunda biriken insektisit
yogunlugu sudakinin 1.000-10.000 katini bulabilir. Sularda bulunan, bakteriler ve
planktonlarda tutunan insektisit, baliklara kadar olan besin zincirinde, baliklarda en
yiksek yogunlugu bulur. Baliklarla beslenen canlilarda ise daha yiiksek diizeye ulasir.
Yavru baliklar bazi ilaglara karsi ¢cok hassastir. Yasam devresinin bu noktasinda canli

kalma giicli ¢cok az oldugundan, tarim ilaglarinin etkisi bu tiirlerin daha ¢ok azalmasina

neden olabilir (Oden 2010).

Kimyasal miicadelede kullanilan maddelerin basinda genelde toksik (zehirleyici) ve
biyosidal (halk sagligit amagli kullanilan) maddeler olan pestisitler gelmektedir.
Pestisitler; zararli hayvanlarin, béceklerin, mikroorganizmalarin, otlarin ve sorun teskil
eden diger canlilarin yok edilmesini saglayan veya iiremelerini durduran kimyasal
maddelerdir. Pestisitlerin sinirsiz ve kontrolsiiz sekilde bilingsiz olarak kullanilmast
topragin, havanin ve suyun kirlenmesine neden olarak, yararli tiirler ile insanlar
tizerinde olumsuz etkilere yol agmaktadir. Dogada kimyasal kirlilige yol agan, toprakta,

suda, meyvelerde, sebzelerde ve diger besin maddelerinde uzun siire bozulmadan kalan



ve besin zinciri yoluyla insanlara kadar ulasabilen pestisitlerin alerjik, karsinojenik,
mutajenik ve teratojenik etkilerinin oldugu cesitli canlilarda yapilan c¢alismalarla

gosterilmistir (Durmus 2009).

Kimyasal miicadelede kullanilan pestisitler sunlardir;

« Insektisit : Bocek, haserelere karsi kullanilan ilaclardir.

e Fungusit : Funguslara (Mantar) kars1 kullanilan ilaglardir.

e Herbisit : Yabanci otlara kars1 kullanilan ilaglardir.

e Mollusit : Yumusakgalara kars1 kullanilan ilaglardir.

e Rodentisit : Kemirgenlere kars1 kullanilan ilaglardir.

e Nematisit : Yuvarlak solucanlara kars1 kullanilan ilaglardir.

e Akarisit : Akarlara karsi kullanilan ilaglardir. Kimyasal maddeler olarak

gruplandirilmaktadir (Onciier 2004).

Zararli boceklerle miicadelede 4 temel insektisit grubu yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bunlar;

e Organoklorinler (Organik Klorlular)

e Pyretroidler

o Karbamatlar

e Organofosfatlar (Organik Fosforlular) olarak gruplandirilabilir (Anonim 2010b).

Bu insektisit gruplar1 arasinda organofosfat grubu Onemli yer tutmaktadir. Organik
fosforlu (OP) bilesikler i¢clerinde bulunan bir veya daha fazla fosfor atomlar1 nedeniyle
organik fosforlu bilesikler grubu olarak adlandirilirlar. Bu grubun bilesenleri ilk
zamanlarda genis Ol¢iide zirai amaglarla kullanilmis olmasina ragmen organoklorlulara
kars1 gelisen vektor direncinden dolayr aymi zamanda giinlimiizde halk sagligi
uygulamalarinda da kullanilmaktadir. Organofosfatlarin (Organik Fosforlular) canliya
gecisi; temas, sindirim ve solunum yoluyla olmaktadir. Organik fosforlu bilesikler,
diisiik fototoksisitesi ve ¢gabuk bozulma oranina sahip olmasi, memeli ve kuslarda diisiik
toksik etkiye sahip olmasi nedeniyle 1960°dan bu yana genis 6l¢iide kullanilmaktadir.

Ayn1 zamanda organofosfatlarin, organik klorlu (OC) insektisitlere oranla kaliciliklar



daha azdir. Cogu OP'li insektisitler organik olarak fosforik ya da fosforik asit bagl ester
veya amidlerden meydana gelmistir. Malathion, parathion, diklorvos, diazinon

organofosfatl insektisitlerdendir (Yavuz ve Sanli 1999; Cakir ve Yamanel 2005).

Organofosfatlar, kisa silirede zararlilara karsi etkili olmas1 ve kolay kullanilabilirligi
sebebiyle zirai ilaglamalarda kullanilmakta olup bu sekilde bitki ortiisiine, topraga ve
suya karismaktadir. Bununla beraber organofosfatlarin, yogun ve bilingsiz kullanimiyla
gidalarda, toprak, su ve havada pestisit kalintilarina rastlanmaktadir. Sonug olarak hedef
olmayan diger organizmalar ve insanlar iizerinde olumsuz etkileri goriilmektedir.
Pestisit kalmtilariin énemi ilk kez 1948 ve 1951 yillarinda insan viicudunda organik
klorlu pestisitlerin kalintilarinin  bulunmasiyla anlasilmistir. Pestisitlerin  bazilari
toksikolojik agidan bir zarar olusturmazken, bazilarinin kanserojen, sinir sistemini
etkileyici ve hatta mutasyon olusturucu etkiye sahip oldugu saptanmistir. Pestisit
kalintilarinin en 6nemli kaynagini ise gidalar olusturmaktadir. Bu nedenle 1960 yilinda
FAO ve WHO “Pestisit Kalintilar1 Kodeks Komitesi”ni kurmuslar ve bu komitenin
caligmalar1 sonucu konu ile ilgili tanimlamalar yapilmis, bilimsel arastirma verilerine
dayanilarak gidalarda bulunmasina izin verilen maksimum kalinti degerleri
saptanmistir. Ulkemizde de tarimsal iiriinlerde kullanilan pestisitlerin gidalarda
bulunmasi miisaade edilebilir maksimum miktarlar iirlin ve ilag bazinda belirlenmistir

(Yiicel 2010).

Agir metaller igerisinde yer alan Organofosfatl insektisitler (DDVP) zararl boceklerin
kontrolii i¢in en sik kullanilan insektisitlerin basinda gelmekle beraber baz tiirler igin
uzun vadede daha az etkili olmakta ve yararl tiirlerinde azalmasina neden olmaktadir.
Ayrica insektisitler spesifik olmadiklar1 i¢in sadece hedef organizmalari 6ldiirmez,
omurgali ve omurgasiz diger organizmalari da etkilerler. Zararhh etkilerin siddeti,
insektisitin ve formiilasyonun tipine, uygulama sekline ve tarimsal arazinin tipine baglh

olarak degismektedir (Yiicel 2007).

Kimyasal uygulamas1 sonucunda sucul ortamda meydana gelen kirlilikten elbette en ¢ok

suda yasayan canlilar zarar gérmektedir. Bu canlilarin basinda da baliklar gelmektedir.



Sucul ortama karisan bu kirleticiler baliklar i¢in gerekli olan besin zincirini bozmakta ve
canlilarin metabolizmasina karisarak, hayatsal faliyetlerinde diizensizliklere sebeb
olabilmektedir. Su kirliliginin, baliklarin gelismelerine ve g¢ogalmalarma olumsuz
etkileri bulunmaktadir. Bu etkiler kirleticilerin konsantrasyonlarina bagli olarak
baliklarda 6liimler, yumurta koymanin veya testisovaryum gelisiminin engellenmesi

seklinde ortaya ¢ikmaktadir (Oguzhan ve Atamanalp 2008).

Baliklarda biiylime; besin tiiketimi, sindirim ve buna bagl olarak viicutta meydana
gelen boy ve agirlik artig1 olarak ifade edilir. Biiyiime, cinsi olgunlukta daha hizli olmak
lizere Oomriin sonuna kadar devam eder. Ayrica biiyiime tiirler aras1 ve tiirler i¢cinde
farklilik gostermektedir. Kalitim, cinsi olgunluk ve omiir uzunlugu gibi i¢ faktorler
yaninda, su sicakligi, ortamdaki besin miktari, besin gocli, mevsimsel degisimler,
hastaliklar ve sucul ortamdaki kirlilik gibi dis faktérlerde baliklarda biiyiimeyi dogrudan
veya dolayli olarak etkilemektedir (Cetinkaya vd. 2005; Aksakal ve Atamanalp 2008).

Besin degeri ve ekonomik 6nemi agisindan alabaliklar, besin zincirinde 6nemli bir yere
sahiptir. Ozelliklede i¢ sularimizda biiyiik bir yasama payina sahip olan alabaliklar hem
lezzeti hem de kolaylikla kiiltiire alinip yetistirilebilmesi agisindan 6nemlidir. Fakat
sularimizda meydana gelen kirlilik, asir1 avlanma ve yogun talep, balik iiretiminin
kiiltiire alinmasinda 6nemli etkenleri olusturmaktadir. Gerek devlet destekli tesisler ve
gerekse 0zel sektoriin tesebbiisleriyle kurulan isletmeler, bugiin modern kuluckahane ve
bliyiitme teknolojilerinin uygulandigr "Aquakiiltiir" birimleri olusturmaktadir. Bu
birimlerde yetistiriciligi yapilan balik tiirlerinin, en iyi sekilde iiretilmesi ve en kisa
zamanda sofralik boya gelmesinde Onemli etkenler yer almaktadir ve bunlarin
belirlenmesinde tiirlerin kalitsal ve genetiksel ozelliklerin belirlenmesi 6nem arz
etmektedir. Miimkiin olan en kisa siirede, daha biiylik ve saglikli {iriinler elde etmek
icinde biyoteknoloji alanindaki uygulamalardan yararlanilmaktadir (Sahin 2003).
Biyoteknoloji; hiicre, doku ve organ kiiltiirli, molekiiler biyoloji, fizyoloji, biyokimya,
mikrobiyoloji, molekiiler genetik gibi doga bilimleri ile temel miihendislik ve bilgisayar
bilimlerinden yararlanmaktadir. Ayrica genetik ve molekiiler DNA teknikleriyle bitki ve

canlilarin genetik haritalarin1  ¢ikartmak, ¢ogaltmak, 1slah etmek, degistirmek,



gelistirmek, yeni ve az bulunan {riinleri yine canlilara (organizma, hiicre ve dokulara)
irettirmek veya bu tirlinleri daha fazla elde etmek i¢in kullanilan teknolojilerin tiimiidiir

(Babaoglu 2010).

Su tirlinleri yetistiricilii alaninda ise Biyoteknoloji; daha fazla {iriin elde etmeye katki
saglamakta, cinsel olgunlasma yasini diisiirerek tiremeyi hizlandirmakta, organizmalarin
bliylime hizini, yumurta verimini ve larval safthadaki yasama oranimi artirmaktadir.
Genetik miihendisligi; kiiltlirii yapilan canlinin hastaliklara direncini, yemin ete

doniisiim etkinligini ve etin kalitesini yiikseltmektedir (Sahin 2003).

Baliklarin biiylime aktivitesiyle dogrudan iligkili olan GH (Biiyiime hormonu) beyinde
bulunan hipofiz bezinden salgilanir. Biiylime hormonunun salgilanmasi hipotalamustan
salgilanan GHRH isimli hormonun sayesinde artarken hipotalamustan salgilanan
somatostatin isimli hormonun salgilanmasiyla azalir. Bilylime hormonu kana karigsarak
karacigere gelir ve oradan IGF-I isimli hormonu salgilatir. IGF-I hormonu fazla
salgilanirsa biiyiime hormonu salgisin1 onler. IGF-1 karacigerden bagka bdobrek,
bagirsaklar ve kikirdak dokusunda da yapilir. IGF-I hormonu sayesinde kas, kikirdak ve
kemik biiyiimesi saglanir (Ozata 2010).

IGF-I (insiilin benzeri biiylime faktorli) peptid yapili bir molekiildiir. Bu hormonun
dokular iizerindeki etkisi insiilin benzeri biliylime faktorleri araciligi ile gergeklesir.
Insiilin benzeri bilyiime faktorleri aminoasit dizisi olarak insiiline benzeyen polipeptid
yapilardir. Hiicre kiltlirlerinde insiilin ile aymi biyolojik sonuglar1 olusturabilirler.
Kikirdak tizerinde biiylimeyi tesvik edici etkisine ek olarak IGF-I diger dokularda da
insiilin benzeri aktiviteler gosterir. IGF-I yag yikilisin1 baskilar, yag dokusunda glikoz
yikimint arttirir. Bu genin kollajen ve proteoglikan sentezini arttirdigi ayni zamanda
kalsiyum, magnezyum ve potasyum dengesine de olumlu etkileri oldugu belirtilmistir.
Insiilin benzeri aktiviteler kismen insiilin ve IGF-I arasindaki yapisal benzerlige
baglanmaktadir. IGF-I’ler kanda baglayici-plazma proteinleri ile kompleks olusturarak
dolagirlar. Insan plazmasinda dort ana IGF baglayici plazma proteini tanimlanmistir.

Glikolizlenmis baglayici protein olan IGFBP-3, dolasimdaki IGF-I’in %75’ inden fazlasi



ile kompleks olusturur. Bu baglayict proteinin konsantrasyonu GH-I’e baghdir.
Baglayic1 proteinlerden ayrilma, kapiller membrandan gec¢is ve kikirdak gibi daha
yogun dokulara girisin 6ncesinde gergeklesir. Hipotiroidizm, kronik hastalik, beslenme
eksiklikleri ve karaciger hastaliklar1 gibi biiylime geriliginin oldugu bir¢ok durumda
IGF-I diizeyi azalir. IGF-I diizeyi, glikoz ile baskilanmis biiyiime hormonu diizeyine
kiyasla akromegalinin klinik siddeti ile daha iyi korelasyon gosterir (Anonim 2010c).
Tiim bu bilgiler géz onilinde tutuldugunda GH-I, IGF-I ve IGF-II genlerinin biiyiimeyle
direkt etkisi oldugu soOylenebilir. Kimyasal uygulamasi sonucunda bu genlerin
ekspresyon seviyelerinde meydana gelen degisikleri belirlemek i¢in molekiiller diizeyde

incemeler yapilmis, molekiiler teknikler ve cihazlar kullanilmistir.

DNA ve RNA orneklerinin kalitatif ve kantitatif olarak kisa siirede analiz edilebilmesi,
cok sayida Ornegin son derece az kontaminasyon riskiyle giivenle calisilabilmesi
amagiyla Real-Time PCR teknigi kullanilmistir. Son yillarda PCR reaksiyonlarinda
sicaklik dongiileri saglamak icin kullanilan cihazlarin (thermocycler) hassas ol¢iim
aletleriyle birlestirilmesi, real-time PCR olarak adlandirilan yeni bir yontemin
gelismesine neden olmustur. Real-time PCR, geleneksel PCR’1n uygulama alanlarim
arttirirken PCR’la iliskili pek ¢ok laboratuar sorununa da ¢oziim getirmistir. (Kubista et

al. 2006).

Ayrica Real-time PCR’da irilinlerin analizi reaksiyon sirasinda yapilmaktadir. Bu
nedenle, agaroz jel elektroforezi, DNA bantlarinin mor 6tesi 11k altinda goriintiillenmesi
gibi islemlerin uygulanmasma gerek kalmamaktadir. Real-time PCR {iriinlerinin
kalitatif ve kantitatif analizlerinde, diziye 6zgiin olmayan floresan boyalardan ya da
diziye Ozgiin problardan yararlanilmaktadir. Bdylece sonuglar aninda alinmakta,
kontaminasyon riski azalarak tiim islemler sicaklik dongiileri baslayinca otomatik
olarak devam etmektedir (Anonim 2010d). Real time PCR uygulamas: ile uygulanan
kimyasalin gen ekspresyonuna olan etkisi daha hassas sonuclarla ifade edilip,
mRNA’nin diizeyini sayisal olarak belirleyebilme olanagi ortaya ¢ikmaktadir (Giinel

2007).



Sonug olarak DDVP’nin gokkusagi alabaliginin kas dokusundaki 3 énemli gene (GH-I,
IGF-I ve IGF-II) olan etkisi ile ilgili genis kapsamli ve kombine bir calismaya
literatiirlerde rastlanmamustir. Toksikoloji ve molekiiler biyoloji konularin1 igeren bu
calismada sucul ortamin en onemli kirleticilerinden biri olan DDVP’nin gokkusagi
alabaliginda biiylime genleri iizerine olan etkileri arastirllmistir. Bu amagla kas
dokusunda biiylimeyle ilgili IGF-I, IGF-II ve GH-I genlerinin ekspresyonlarinda

meydana gelen degisimler aragtirilmigtir.



2. KAYNAK OZETLERI

DDVP, zararlilar1 6ldiirmek i¢in kullanilan sentetik bir kimyasaldir. Bu madde ytiksek
derecedeki 1s1ya karsi kararlidir ve dogada bulunmaz. 1961 yilindan itibaren endiistriyel
olarak iiretilmektedir. DDVP; solunum, deri ve agiz yoluyla alindiginda sinir sisteminde
asetilkolinesteraz enziminin etkinliini engelleyerek hayvanlarda akut ve kronik
zehirlenmelere sebep olmaktadir. Ayrica DDVP’nin canlilarda lipit ve protein
metabolizmasini etkiledigi bilinmektedir (Lucic et al. 1998). DDVP, deriye temas ve
oral yol ile alindig1 zaman solunum yoluna gdre daha az toksiktir (WHO 1989).

DDVP'nin en o6nemli farmakolojik etkisi asetilkolin hidrolizini katalize eden
asetilkolinesteraz enzimini inhibe etme yetenegidir. Bilesigin toksisitesi dolaysiz
antikolinesteraz etkinligi ile ilgilidir. DDVP'nin yiiksek insektisidal giicli, memeli
hayvanlarda metabolizmanin hizli olusu ve molekiiliiniin metabolik sapma gostermeyisi,
insan ve evcil hayvanlarin dogrudan dogruya bu insektisidin etkisinde kalmasi
karsisinda, zehirlenme olasiliginin pek az oldugu gercegini ortaya ¢ikmaktadir (Anonim

2010e).

DDVP, alyuvarlarda ve sinir dokusunda bulunan bir enzim olan kolinesteraz iizerinde
kisa veya uzun siireli etkiye sahip olup, sinir sistemi iizerinde zararli etkisi olan zehirli
maddeler arasindadir (Howard et al. 2010). Yapilan c¢alismalarda belirtilmistir ki
DDVP’nin organizmalar iizerinde bir¢ok olumsuz etkisi vardir (McHenery et al.

1991,1997; Chuiko 2000).

Balkaya ve Onar (2004), yaptiklar1 ¢alismada DDVP’nin UV 15181 kullanilarak, TiO,
(Titanyum Dioksit) varliginda sulu ortamda fotokatalitik olarak bozunmasini
arastirmistir.  Sonucta DDVP’nin fotokatalitik yolla olduk¢a etkin bir sekilde
giderilebilecegi ve uygulama sonunda 40 mg/l diklorvos igeren numunenin 60 dakika
stiresince UV 1s181na tutulmasi sonucunda elde edilen giderim veriminin %96,3 oldugu

belirlenmistir.
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Rishi and Sunita (1995), yaptiklar1 ¢alismada DDVP uygulamasinin yesilbasl yilan
baliginda (Channa punctatus), kromozomlar {izerinde meydana getirdigi 151k
sapmalarini incelemistirler. Akvaryum ortamindaki baliklara (0.01 ppm) DDVP
uygulanip 24, 48, 72 ve 96 saat’lik siireler sonunda baliklardan bobrek dokusu alinip
incelemeler yapilmistir. Yapilan incelemede kromotidler arasindaki 1sik sapmasinin
beklenenden Once gerceklestigi goriilmiistiir. Bu da kromotidler arasinda ayrilmanin

oldugunu gostermektedir.

Murison et al. (1997), alabalik ¢iftliklerinde olusan kabuklu deniz biti ¢ogalmasini
engellemek i¢cin DDVP uygulamasi yapmustir. Uygulanan DDVP konsantrasyon
oranlar arttikca asetilkolinesteraz aktivitesinin inhibe olma oraninin arttig1 ve baliklarin

direnglerinde azalma oldugu gézlemlenmistir.

Baska bir ¢alismada McHenery et al. (1996), yaygin olarak bulunan istakozlar
(Homarus gammarus) tizerinde DDVP’nin hassasiyetini belirlemislerdir. Larvalar 23
giin boyunca 0,63 pg I”' DDVP’ye maruz birakilmis ve larvalarin yasamim devam
ettirmeleri i¢cin gerekli subletal doz kontrol edilmistir. Larvalarda asetilkolinesteraz
aktivitesi kontrol edilmis ve 6 saat’lik siireyle 50 pg "' DDVP uygulanmis ve énemli
derecede inhibe oldugu gézlemlenmistir. Daha sonrasinda 6 saatlik siireyle 25 pg 1™
DDVP uygulanmis ve dnemsiz derecede oliimler oldugu belirlenmistir. Son olarak 1
saat siireyle 50 pg 1" DDVP uygulandigi halde hi¢ 6lim olmamistir. Bu calisma

sonunda DDVP ile ilgili olarak kullanim oraninin modellenmesi tartisilmaktadir.

Varo et al. (2003) Avrupa denizlerinde yasayan levrekler iizerinde yaptiklar1 ¢calismada
baliklara DDVP uygulayarak kas ve beyin dokusunda meydana gelen degisiklikleri
incelemistirler. Uygulamanin ilk asamasinda asetilkolinesteraz aktivitesi normal olan
baliklarda, diisiik seviyedeki konsantrasyonunda hem kas hem de beyin dokusunda
onemli derecede aktivitenin engellendigi goriilmiistiir. Uygulama sonunda in vivo ve in
vitro sartlarda Oldiiriicii doz konsantrasyonun 0,125 ve 1 mg/L arsinda oldugu

belirlenmistir.
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Killi akvaryum baliginin (Aphanius iberus) disi ve erkek bireyleri {izerinde DDVP
uygulamas1 sonucunda asetilkolinesteraz aktivitesi incelenmistir. Letal dozun %95
giiven sinirlari: 1,34-3,97 ve 3,17 mg olarak belirlenmistir. Disi ve erkek bireylerde
asetilkolinesteraz aktivitesindeki azalis aymi oranda olmustur. Aphanius iberus’da
asetilkolinesteraz aktivitesinin DDVP’ye maruz kalmanin iyi bir belirleyici oldugu

bildirilmistir (Var6 et al. 2008).

Varo et al. (2007), gipura iizerinde 24 saatlik siirede DDVP uygulanmasinin (lipid
peroxidation) RNA/DNA orani, glutatyon S-transferaz aktivitesi (GST) ve 1s1 soku
proteini (HSP-70) tizerindeki etkisini incelemistir. RNA/DNA oraninda azalma olmus
GST ve HSP-70’de ise dnemli sayilacak herhangi bir degisiklik olmamustir. Cipura’da
tedavi amaclh kullanilan DDVP’nin oldiiriicii dozlarini belirlemede RNA/DNA ve

asetilkolinesteraz aktivitesinin etkilerinin rol alacagi goriilmiistiir.

Cusack and Johnson (2003), yapmis olduklar1 ¢alismada, DDVP’nin 1,0 ppm’lik
dozuna 1 saat siireyle maruz biraktiklar: geng ve yetigkin 1stakozlar, zooplankton tiirleri,
fitoplankton tiirleri ve midyeler iizerinde incelemeler yapip mortalite sonuglarin
gozlemlemistirler. Sonu¢ olarak uygulamada DDVP’nin midye icin toksik etkisi
olmayip, larval istakoz, yetiskin 1stakoz, zooplankton ve fitoplankton i¢in toksik etki

gosterdigi belirlenmistir.

Rath and Misra (1981), tilapi iizerinde DDVP’nin solunum yoluyla alinmas1 sonucu
oldiiriicii etkilerini incelemistirler. Ug farkli yas grubu iizerinde yapilan ¢aligmada tiim
yas gruplarinda oksijen tiiketimi ile havalandirma orani arasinda pozitif bir korelasyon
(p<0,001) saglanmistir. Uygulama sonrasinda solunum oranlar1 ve viicut agirliklar
arasinda ters orant1 gézlenmistir. Tiim yas gruplarinda oksijen tiiketimi ve insektisit
konsantrasyonu acisindan negatif bir korelasyon (p<0,001) gozlenmistir. Sonug olarak
toksisitenin balik yagsina bagl olarak ters, metabolizma aktivitesiyle dogrudan iliskili
oldugu bulunmus ve calisma sonunda baliklarin solunum sistemlerinde doniisiimsiiz

hasarlar meydana gelmistir.
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Rath and Misra (1979), tilapi iizerinde yaptiklar1 calismada DDVP’nin sub-lethal
dozunu uygulayarak, asetilkolinesteraz aktivitesiyle DDVP’nin iligkisini belirlemeye
calismistirlar. Beyin ve karaciger enzim aktivitelerinde onemli derecede inhibasyon
meydana gelmistir. Uygulama siiresince DDVP’ye maruz kalan baliklarda enzim
inhibisyon derecesi, insektisit konsantrasyonu kalma siiresi ile pozitif korelasyon
gostermistir. Karacigere kiyasla tiim yas gruplarinin beyin dokusunda daha fazla
inhibisyon meydana gelmistir. Kiiciik baliklar insektisite daha duyarli iken temiz suya
transfer edildiklerinde enzim aktivitelerinde daha ¢abuk bir iyilesme s6z konusu olmus

ve iyilesme derecesi maruz kalma siiresi ile ters bir iligki gdstermistir.

Demael et al. (1990) Sazanlar iizerinde 8 giin boyunca 30 mg I”' DDVP’nin 30
dakikalik uygulamasini yapmis beyin, karaciger ve bobrek enzimleri ile ¢esitli plazma
parametrelerini incelemislerdir. Karacigerde kolinesteraz, alkalen fosfataz ve glutatyon
S transferaz aktiviteleri degismeyip, glucuronyl transferaz aktivitesi azalmistir.
Bobrekte alkalen fosfataz, glutatyon S transferaz ve glucuronyl transferaz
aktivitelerinde azalma goriilmiis ancak laktat dehidrogenaz (LDH) ve glukoz-6-fosfataz
aktivitelerinde higbir degisiklik gozlenmemistir. Kan plazmasinda ise K*, Ca®" ve alanin
aminotransferaz aktivitesinde artis gézlenmistir. Sonug¢ olarak bobreklerde diklorvosun
elemine edildigi gozlenmistir. Eleminasyon siirecinde ksenobiyotiklerin bozulma

olasiliklarinda azalma gozlenmistir.

McHenery et al. (1991) Istakoz, Homarus gammarus ve ringa baligi tizerinde 5,7 ve
122 pg 17"k DDVP uygulamasi yapmustirlar. Istakoz larvalari diisik dozlarda bile
hassasiyet gostermis olup daha sonrasinda sub-letal doza maruz kalan larvalar
iyilestirmek miimkiin olmus ve asetilkolinesteraz aktivitesinde inhibasyon

gerceklesmistir. Sonug olarak mevcut verilerin ¢evresel etkileri tartisilmistir.

Hoy et al. (1991), yaptiklar1 ¢alismada salmon bitlerine karsi tedavi i¢in uygulanan
DDVP’nin sudaki oksijen miktarina baglh olarak gokkusagi alabaliginda
asetilkolinesteraz enzimi iizerinde olusturdugu etkileri incelemistirler. Su sicakliginin

9°C oldugu ortamda, baliklarin ortalama 135 gr oldugu 2 grup olusturulmustur.
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Uygulama boyunca sudaki oksijen miktar1 15 mg/l (TH) ve 3 mg/l (TL) civarinda
olmustur. Daha sonra 2 gruptaki oksijen seviyesi 6 mg/l O, de tutulmustur. 2, 4, 7, 14 ve
21. gilinlerde 5’er balik ornekleme yapilmistir. Beyin, plazma ve karaciger ornekleri
incelenmistir. Uygulamadan hemen sonra yapilan Ol¢limler gdstermistir ki; beyin
dokusunda, TH grubundaki AchE aktivitesi, TL grubundakine gore daha yiiksek
cikmistir. Ortalama AchE aktivitesi %45 (TH) ve %58 (TL) dir. Dokularda ki AchE
aktivitesinin diislik olmasindan dolayr gruplar arasinda plazma ve karaciger
degerlerinde farklilik olusmamustir. Sonug¢ olarak DDVP’ye maruz kalan baliklarda
yeterince oksijenlendirme yapildig1 takdirde Oliimler engellenebilir. Ayrica AchE
aktivitesi 14 gilinde daha fazla inhibe olmaktadir. Ayn1 zaman igerisinde tekrardan

salmon bitlerine diklorvos uygulamasinin yapilmasi 6liim riskini artirabilir.

Erdogan et al. (2007), 21 giin boyunca 1,6 mg/litre DDVP’ye maruz birakilan
gokkusagi alabaliginda HSP-70 gen ekspresyonunu aragtirmislardir. Kontrol grubu ve
kimyasal uygulanan grup arasinda HSP-70 gen ekspresyon farki istatistiksel olarak

p<0,01 6nem seviyesinde farkli bulunmustur.

Atamanalp et al. (2007), yaptiklar1 ¢alismada 28 giin boyunca 1,6 mg/litre DDVP’ye
maruz birakilan gokkusagi alabaliginda kan parametrelerinde meydana gelen degisikleri
incelemistir. DDVP kirmizi ve beyaz kan hiicrelerinin miktarinda, hemoglobin
sayisinda ve eritrositlerin ¢cokelme oraninda artisa sebep olmustur. DDVP uygulanan ve
uygulanmayan gruplar arasinda beyaz kan hiicresinde istatistiksel olarak Onemli

derecede fark belirlenmistir.

Bris et al. (1995), ekonomik Oneme sahip olan 2 tiir yumusak¢a (Ruditapes
philippinarum ve Crassostrea gigas) fiizerinde DDVP uygulamasinin etkilerini
incelemistirler. 48 saatlik siirede suya 0,1 mg 1" diklorvos uygulamasi yapilmustir.
Kabuklu deniz hayvanlarinda dliimler gozlemlenmis ve asetilkolinesteraz aktivitesinde
azalma oldugu belirlenmistir. Ancak canlilarin kabuklarinda acilmalar meydana
gelmistir bu da DDVP’nin kas dokusunda meydana getirdigi olumsuz etkinin

gostergesidir. Bu nedenle balik ¢iftliklerinde DDVP kullanimi sinirlandirilmalidir.
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Intorre et al. (2003), calismalarinda yilan baligi, levrek ve alabalik {izerinde zararl
boceklere karsi organikfosforlular grubun da yer alan azamethiphos (AZA) tedavisi
uygulayip etkilerini incelenmislerdir. Baliklar {izerinde 60, 120 ve 240 dakika siiresince
0,1 ppm’ lik miktarda uygulama yapilmistir. 21 giin boyunca rastgele orneklemeler
yapilarak baliklar temiz suya transfer edilmistir. Kontrol grubuna kiyasla yilan baligi,
levrek ve alabaligin beyin dokusundaki AchE (asetilkolinesteraz) aktivitesi %44, %56
ve %62’ye kadar inhibe olmustur. Alabalikta 7 giin, yilan balig1 ve levrekte ise
inhibasyon 4 giin icerisinde olmustur. Sonug olarak AchE aktivitesinde meydana gelen
durma baliklarda hiperaktivite ve ziplamalara sebep olmustur. Alabaliklarda 6liim,
sadece 240 dakika siiresince AZA’ya maruz kalan baliklarda olmustur. AchE
aktivitesinin beyin dokusunda azalmasi, tiirler arasinda degisken bir korelasyon

sergilemistir.

Yapilan bir caligmada balik dis1 parazitlerin tedavisinde kullanilan DDVP’nin sazanlar
tizerindeki etkisi arastirilmistir. Doza bagimli baskilayici etkinin sonucunda lenfosit
proliferasyonu ve miyeloid hiicrelerinde solunum patlamasi gézlenmistir. Yersinia
ruckeri’ye karsi uygulanan DDVP in vivo sartlarda hicbir etki gostermemistir. AchE
analizlerine gore bobrek ve dalakta herhangi bir degisiklik gozlenmemis, bazi kan

parametlerinde ¢ok az spesifik olmayan degisiklik belirlenmistir (Dunier et al. 1991).

Kirleticilerin baliklar iizerinde meydana getirdigi degisikliklerin molekiiler olarak
aciklanmasi, bazi belirleyici genlerin ekspresyonunun kantitatif olarak belirlenmesi ile
miimkiin olabilir. Bu spesifik genlerin kantitatif olarak tespiti sonucunda kimyasala
maruz kalan baligin, bu durumdan ne derece etkilendigi hakkinda ¢ok saglikli bilgiler
elde edebiliriz. Kimyasallarin 6zellikle biiylimeye olan etkisinin tespiti dnemlidir.
Baliklarda biiylime ile direkt ilgisi olan IGF (insiilin benzeri biiylime faktorii) geni ve
GH-I geninin biiyiik 6nem arz ettigi belirtilmistir (Fox et al. 2009; Onuma et al. 2010;
Richmond et al. 2010; Link 2010). Biitiin bu bilgilerin 15181 altinda akuatik
ekosistemlerde organik kirleticilerin su kalitesinin kotiilesmesine yol actigi gibi ayni
zamanda toksikolojik etkilerinin insan ve balik sagliginda olumsuz etki yaptiklar1 agikca

ortadadir.
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Hedef dokularda GH-I (biiylime hormonu)’in direkt etkisi olmasina ragmen bircok
fizyolojik etkisinde IGF’ye bagimhidir. Dolagimdaki IGF’nin baslica kaynagi da
karacigerdir. Periferik dokulardaki ise IGF hem GH-I’a bagimli, hem de GH-I’a
bagimsiz yollardan lokal parakrin etkiler gosterir. Disaridan GH-I verilirse, kandaki IGF
seviyesi artacag1 gibi periferik dokulardaki IGF ekspresyonuda artacaktir (Peterson and
Waldbieser 2009). IGFBP-3 seviyeleri GH-I’e bagimli olup dolasimdaki IGF-I’in
baslica tasiyict proteini olarak is goriir, IGFBP-1 ve IGFBP-2 ise lokal dokudaki IGF
fonksiyonunu diizenler (Chesik et al. 2004).

IGF geni baligin gelismesi ve biiylimesinde onemli bir rol oynar. Giiniimiizde IGF,
biiylime orani indikatorii ve bilylimeyi tesvik eden ajan olarak gosterilir (Shimizu et al.
2003; Larsen et al. 2001). IGF, insiilin benzeri etkileri ve hiicre ¢ogalmasi ile ilgili
etkileri olan, hem karacigerde liretilip dolasima verilen hem de lokal olarak {iretilip etki
gosteren 70 aminoasitten olusan bir peptitdir (Degger et al. 2000). Balik yetistiricilik
endiistrisinde ve yeni yem diyetlerinin baligin bliylime hizina katki saglamasinda IGF-
I’in potansiyel uygulamalari, arastirmalar igin aktif bir alan olusturmustur (Dyer et al.
2004; Petersson and Small 2004). Baz: baliklarla ilgili yapilan son ¢aligmalar IGF-I’in
yumurta olgunlagsmasinin indiiksiyonunda yer aldigin1 gostermistir (Weber et al. 2001;

Weber et al. 2007).

IGF-I, baligin biiyiimesinde onemli etkiye sahip olan mitojenik bir polipeptitdir. Bu
calismada tilapia (Oreochromis niloticus) tizerinde IGF-I incelenmistir. Hepatik IGF-I
cDNA’s1 kismen klonlanarak izole edilmis ve Real-time PCR ile gerekli
degerlendirmeler yapilmistir. Sonu¢ olarak yiiksek yem tiiketimi ve sicaklik artisi,
baligin biliylime hizinda ve IGF-I mRNA ekspresyonunda artisa sebep olmus ve bu
bilgiler 1s1nda hepatik IGF-I’in baliklar iizerinde biiylimenin kontrolii i¢in énemli bir
anahtar oldugu ayrica, IGF-I mRNA miktarmin bu tiiriin bliylime hiz1 oraninin
degerlendirilmesinde yararli olacag: belirtilmistir (Peterson and Small 2004; Cruz et al.
2005). IGF-I, yapisal homolojiyi olusturan proinsiilinin igerisinde ve yaklasik 70
aminoasit molekiiliin dogal iiretimde islevsel gorev alip farklilasma ve biliylimenin

diizenlenmesinde etkili olmaktadir (Degger et al. 2000). IGF-I sirkiilasyonunun ana
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kaynagi, hepatik IGF-I’in iretiminde hipofizin GH-I’i uyarmasidir (Kajimura et al.
2001;Pierce et al. 2004).

IGF-I, ligandlarin yiiksek afiniteli proteinlerin ve yiiksek afiniteli hiicre ylizeyi
reseptorlerinin baglanmasinda ve omurgalilarin biiylimesinin diizenlenmesinde oncelikli
oneme sahiptir (Wood et al. 2005). Insiilin benzeri biiyiime hormonu mRNA’s1
baliklarin biitiin yasam evrelerinde bulunur. Ayrica IGF-I gen ekspresyonu zamansal ve
mekaniksel olarak tiim memelilerde benzer 6zellik gostermistir. IGF, IGF reseptorleri
ve IGF protein baglayicilari omurgalilarin embiroyonik gelismesinde o6nemli bir

diizenleyicidir (Duan 1998).

IGF-I memelilerde fetal biiyiimeyle iliskilidir ancak bu baliklarda agikca
belirlenmemistir. Yapilan c¢alismada yaygin olarak bulunan sazan baliklarinda PCR
yontemi uygulanarak, IGF-II ¢cDNA amplifikasyonu sonunda tam uzunlukta IGF-II
dizilimi elde edilmistir. Tahmin edilen aminoasit dizilimi i¢in IGF-II’nin kodlamas1
karsilastirildiginda sirastyla, salmonda %70,6, barramundide %68,7, tilapiada %63,4 ve
insanda %35 oraninda IGF-II belirlenmistir. IGF-II ve IGF-II'nin cDNA diziliminde,
niikelotidler aras1 kimlik belirleme ylizdesi sadece %32,6’dir. Aym1 zamanda doku
orneklerinde IGF-II mRNA’larin dagilim seviyeleri incelenmistir. IGF-II seviyeleri
geng baliklarin pankreas dokusunda 6nemli diizeyde yiiksek bulunmustur. Ayrica larva

sazanlarda IGF-II seviyesi IGF-I’den daha yiiksek bulunmustur (Margaret et al. 2001).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, karaciger ve hipofiz bezi tarafindan iiretilen IGF ve
GH-I’in rollerine odaklanmistir. Ancak IGF ve GH-I’in kaynag1 sadece bunlar degildir.
Lokal dokularda meydana gelen IGF ve GH-I gen ekspresyonlar1 karaciger ve hipofiz
bezindekinden fazladir. Baligin erken yaslarda gelismesi agisindan kismi olarak énemli
goriilen ama muhtemelen heniiz tam olarak bilinmeyen otokrin veya paratokrin gibi
diizenleyiciler s6z konusu olabilir (Greene and Chen 1999; Gabillard et al. 2003; Li et
al. 2006, 2007; Raine et al. 2007).
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Birkag¢ balik ¢esidi lizerinde insiilinin rolii incelenmistir (Mommsen 2001; Navarro et
al. 2006). Insiilin salgilanmasi, karbonhidrat ve aminoasitlerin etkisiyle dnemli derecede
beslenme rejiminden etkilenir. Kastaki protein sentezi ve aminoasit emilimi insiilini
tetikler. Ayrica omurgalilarda, iskelet kasinin olugmasinda ve onarilmasinda IGF

sistemin hayati derecede dnemli rolii vardir (Navarro et al. 1998; Le Roith et al. 2001).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Arastirma yeri

Arastirma, Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Su Uriinleri Boliimiine ait Alabalik
Uretim Tesisleri, Akvaryum Baliklar1 ve Arastirma Merkezi ile Su Uriinleri

Laboratuvarinda yapilmistir.

3.1.2. Su materyali

Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Su Uriinleri Boliimiinde, Alabalik Uretim
Tesislerine ait klorsuz kaynak suyu kullanilmistir. Yapilan 6lgtimlerden elde edilen su

parametreleri Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan suyun kimyasal 6zellikleri

Parametre Deger

0, 8,8 ppm
pH 7,9

SO,” 0.33 mg/L
NO5 3.45 mg/L
Iletkenlik 240 ps/cm
Sicaklik 9,6£1,0°C

3.1.3. Arastirma tanklari

Arastirmada 1 m’’lik 2 adet fiberglas tank kullamlmustir, tanklara 650 litre su
doldurulmustur.



3.1.4. Balik materyali
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Calismada 20 adet 1 yasli Gokkusagi alabaligi (Oncorhycnhus mykiss) kullanilmstir.

Balik agirliklart ortalama 150420 gr ve boylar1 ortalama 20+3 cm’dir. Baliklar Su

Uriinleri Béliimiine ait Alabalik Uretim ve Arastirma Merkezinden temin edilmistir.

Cizelge 3.2 ve Sekil 3.1°de alabalikla ilgili bilgiler ve fotograf verilmistir.

Cizelge 3.2. Gokkusagi alabaliginin 6zellikleri (Anonim 2010f).

Balik Tiirii Gokkusagi Alabalig

Familya Salmonidae

Latincesi Oncorhynchus mykiss

Ingilizcesi Rainbow trout
Viicut diger tiirlere gore daha tiknaz ve ¢ok
sayida siyah nokta ile kapli olup, ortasi
gokkusag1 renginde bantlhidir. Kuyruk ve yag
yiizgecleri beneklidir. Yumurtlama
mevsiminde erkekler parlak grimsi siyah,

Morfolojik Yapis1 digiler ise daha soluk renklidir.

Maksimum Boy 80 cm.

Ortalama Boy 25-45 cm

Maksimum Agirhk 10000 gr

Ortalama Agirhk 250 gr

Cinsel Olgunluk 2-3 yas

Sekil 3.1. Denemede kullanilan gokkusagi alabalig




3.1.5. Uygulanan kimyasal
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Baliklar iizerinde yiiksek toksik etkiye sahip olan ve bitkilerde zararli organizmalara

kars1 kullanilip sucul ortama karigma ihtimali ¢ok yiiksek olan DDVP kullanilmistir.

Cizelge 3.3’te DDVP hakkinda genel bilgiler verilmistir.

Cizelge 3.3. DDVP (Anonim 2010g)

Ad Diklorvos
Es Anlamh 2,2-Dichlorovinyl Dimethyl Phosphate,
Dichlorman, DDVP,Verdisol
Molekiiler yapisi lﬁ'
Cle E]"’I?“‘O'f
Cl O"“x
Molekiil Formiilii C,H,CL,04P
Molekiiler Agirhgi 220,98
Yogunluk 1,415
Ergime noktasi -60 °C
Kaynama noktasi 140 °C

Suda coziiniirliigii

Az ¢oziintr. 1 g/100 mL

3.1.6. Caliymada kullanilan kimyasallar

1. RNA izolasyonu i¢in gerekli kimyasallar

1. Trizol

2. Kloroform

3. Izopropilalkol

4. Etanol (% 70’lik)

5. DEPC (Diethylpyrocarbonate) su

6. MOPS (3-(N-Morpholino) propanesulfonic acid) solusyonu
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20x MOPS (500 ml) hazirlanisi;

41.9 gr MOPS

6.8 g sodium acetate (mw 136,08)

2.6 g EDTA (mw 372,24)

400 ml DEPC H;O erlen igerisine konulmus ve daha sonra pH NaOH ile 7,0’ye
ayarlanmigtir. DEPC’1i su ile 500 ml’ye tamamlanmustir.

7. Agaroz

8. Formamid

9. Etidium bromur

10. ddH,O

2. Super ScriptTM IIT Reverse Transcriptase ile cDNA olusturulmasi icin gerekli

kimyasallar

1. Oligo dTyo

2. dNTP Mix ( pH=7,0 olan dATP, dGTP, dCTP ve dTTP her birinden 10 mM)
3. ddH,O

4. 5xFirst-Strand Soliisyon

5.DTT

6. RNaseOUT

7. SuperScript Il RT

3.2. Yontem

3.2.1. Deneme plam ve kimyasalin uygulanmasi

Deneme tam sansa bagli basit deneme planina gore, biri kontrol grubu digeri muamele
grubu olarak kurulmustur. Denemede 2 haftalik adaptasyon siirecinden sonra, baliklara
giinliik 1,6 mg/l DDVP uygulamas: 21 giin siiresince devam etmistir. Su, agik devre su

sistemi kullanilarak kg baliga 0,5 L/dk’dan daha az olmamak sartiyla tanklara
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dagitilmistir. Kimyasal uygulamasi sirasinda tanklara gelen su kesilip ve suyun 500
litrelik kismi bosaltilip ila¢ uygulamasi yapilmis 20 dakika sonra su akisi tekrar

verilmigtir.

3.2.2. Baliklarin 6ldiiriilmesi ve doku drneginin alinmasi

21 giinliik kimyasal uygulamasindan sonra baliklar tanklardan alinip kafalarina sert bir
cisimle vurulurak oldiiriilmiistiir. Sonrasinda steril malzemelerle baliklarin sirt ylizgeci
ile linea lateral (yanal ¢izgi) arasinda kalan kisimdan kas dokusu 6rnekleri alinip plastik

tiiplere konulmus ve s1v1 azot igerisine birakilmistir.

3.2.3. Balik dokusundan total RNA izolasyonu yontemi

Kas dokusu ornekleri alinip TRIzol®Reagent soliisyonu igerisinde soguk sartlarda
ultraturaks yardimiyla pargalanmistir. Total RNA’nin izolasyonu, ilgili soliisyon
protokoliinde belirtilen yontem kullanilarak gerceklestirilmigtir. Total RNA
konsantrasyonlar1 ve varligi, spektrofotometrik 6l¢iimler ve elektroforez uygulamasiyla

belirlenmistir.

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

2- Homojenizasyonun ardindan 4°C’de 10 dk 11000 devirde santrifiij edilmis ve
supernatant alinmistir.

3- 800 pl kloroform eklenmis, tiiplerin agizlarimi giivenli bir sekilde kapatilarak 15 sn
sireyle elle ¢cok giiclii bir sekilde calkalanmis ve oda sicakliginda 2-3 dk inkiibe
edilmistir.

4- Inkiibasyondan sonra 6rnekler 4°C’de 15 dk 11000 rpm’de santrifiijlenip supernatant
alinmustir.

5- Orneklere 2 ml izopropilalkol katilip ve oda sicakliginda 5-10 dk inkiibasyona

birakilmistir.
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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 vortekslenip 8000 rpm’de
4°C’de 5 dk santrifiij edilmistir.

8- Etenol uzaklastirilip tiipler kurutma kagidinda ters cevrilerek kurutulmustur. Ornege

40 ul DEPC su ilave edilerek -80°C’de stoklanmigtir (Erdogan et al. 2008).

3.2.4. Total RNA'min Kalitatif tayini

RNA varliginin kontrolii i¢in Agaroz jel elektroforezi uygulanmistir. Elektroforez,
elektriksel bir alanin etkisi altinda, suda ¢oziinmeyen bir destek materyali icerisinde,
belirli bir pH’da yiiklii, ¢oziinen ya da ¢oziinmeyen parcaciklarin go¢ etmesiyle
ayrilmasini saglayan bir tekniktir. RNA iiriinlerinin varliginin kontroliinde kullanilan en
basit yontem Agaroz jel elektroforezidir. Elektroforde kullanilan jeli hazirlarken 0,4
gram Agaroz tartilip iizerine 40 ml 1xTBE (Tris-Borat EDTA) tamponu ilave edilerek
yaklasik %1°lik Agaroz ¢ozeltisi elde edilmistir. Daha sonra 2-3 dakika mikrodalga firin
icerisinde 1sitilmaya birakilmistir. Coziindiikten sonra bir iki dakika kadar oda
sicakliginda sogutulup elektroforez tankina kabarcik olusturmayacak sekilde
bosaltilmistir ve tarak dikkatlice yerlestirilmistir. Ceker ocakta katilasincaya kadar
birakilip, tarak c¢ikarilmis ve numunenin izlenmesini kolaylastirmas: i¢in boya ile
karistirllarak  kuyulara yiiklenmistir. 120 voltta 1 saat yiiritiliip, sonu¢ UV

transimiilatorde kontrol edilerek fotografi ¢ekilmistir.

e Jelde yiiriitillecek RNA orneginin hazirlanisi

RNA 6rnegi tizerine ddH,O eklenerek hacim 4,5 pl/L (1ul RNA +3,5 pl ddH,0) ye
getirilmistir. Uzerine 0,5 pl 20xMOPS soliisyonu ve sonrasinda 5 pl formamid

eklenerek 65°C’de 15 dk inkiibasyona birakilmistir.
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e Jelin hazirlanmisi

Cam erlen igerisine 1.88 ml 20xMOPS soliisyonu ve 0,3 gr agaroz karistirilarak iizerine
28,5 ml ddH,O eklenmis ve soliisyon mikrodalga firinda kaynatilmistir. Kaynadiktan
sonra 37°C ye kadar sogumaya birakilmis ve soguduktan sonra {iizerine 6.68 pl
formamid ve sonrasinda tizerine 2-3 pl/L etidyum bromiir ilave edilip jelin donmasi i¢in

jel kiivetine bosaltilmistir.

e Kiivet soliisyonu

IxMOPS soliisyonu kullanilmigtir. Jel donduktan sonra RNA oOrnekleri jele
yiiklenmeden Once elektroforez cihazi igerisine doldurulup orneklerin hareketi igin

uygun ortam saglanmistir.

3.2.5. Total RNA’nin Kantitatif tayini

Izole edilen RNA’larin yogunluklari spektrofotometre ile 2 tekerriirlii olarak
Olclilmiistir. Bu elde edilen degerlerin ortalamasi alinarak seyrelme faktorii ile
carptlmis ve RNA yogunlugu hesaplanmigtir. RNA diliisyonu 1/50 olacak sekilde
hazirlanarak ornekler 260 ve 280 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak ol¢iiliip,
absorbans degerleri saptandiktan sonra yogunluk degeri hesaplanmistir. Total RNA’nin
konsatrasyonu (pg/ul) = 260nm’deki absorbans degeri x seyreltme faktorii (1000) x40
(Ekstriksiyon katsayisi) (http://www.pubquizhelp.34sp.com/other/dnacalculator.html)

RNA’nin yapisinda yer alarak hiicrelerdeki genetik bilginin kodlanmasinda 6nemli bir
rol oynayan piirin ve piirimidin bazlar1 260-280 dalga boyunda absorbans verdigi igin

bu dalga boylarinda 6l¢tim yapilmistir.

3.2.6. Super Script™ III Reverse Transcriptase ile cDNA olusturulmasi

Total RNA izole edildikten sonra tek zincirli sekilden ¢ift zincirli yapiya
dontstiirilmektedir ki bu yap1 komplementer DNA (cDNA) olarak adlandirilirlar. Elde
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edilen bu yapilarin bir organizmada hemen hemen biitiin gen yapisini ihtiva edebilecek
bir kiitliphaneye doniistiliriilmesi islemine ise c¢cDNA kiitliiphanesinin olusturulmasi
denilmektedir. Total RNA’lardan reverse transkriptaz enzimi ile cDNA Kkiitliphanesi
olusturulmus ve Ornekler calisilincaya kadar —20°C’de saklanmigtir. Yontem su

sekildedir;

1. Steril bir mikrosantrifiij tliptine; 1 L. 50 uM Oligo dT»
1. 10 pg-5 pg total RNA veya 10 pg-500 ng mRNA
2. 1 ul 10 mM dNTP Mix (pH=7.0 olan dATP, dGTP, dCTP ve dTTP’nin her
birinden 10 mM)
3. 13 pl’ye ddH,O ile tamamlanmuistir.
2. Karigim 65°C’de 5 dakika 1sitilip buz {lizerinde en az 1 dakika inkiibe edilmistir.
3. Karisim kisa siireli santrifiijlenip tizerine su kimyasallar eklenmistir;
4 ul 5xFirst-Strand Buffer, 1 pl 0.1 M DTT, 1 pl RNaseOUT™ Recombinant RNase
Inhibitor (Cat. no. 10777-019, 40 units/ul).
4. Karisim hafif bir pipetleme ile karigtirilmistr.
5. Karisim 50°C’de 45 dakika inkiibe edilmis ve gene spesifik primer i¢in reaksiyon
sicakligr 55°C kadar arttirilmastir.
6. Karisim 70°C’de 15 dakika 1sitilarak reaksiyon durdurulmustur (Erdogan et al. 2008).

3.2.7. Primer Dizayn Yapilmasi

Internet ortamindaki gen bankasindan (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) gokkusag
alabaliginda GH-I, IGF-I ve IGF-II genlerine ait mRNA baz dizilimleri kullanilarak
internet ortamindaki bagka bir primer dizayn programinda (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi/) genlerin maksimum 250 bp’lik kismina spesifik
primerler ve problar olusturulmustur. TagMan problart primerlerden daha uzun
oligoniikleotidlerdir (20-30 baz uzunlugunda ve Tm dereceleri 10°C daha fazladir).
Bunlar genellikle 5’ucunda flouresan isaret molekiilii (Reporter) ve 3’ ucunda da
quencher (bastirici; ¢cogunlukla TAMRA) kullanirlar. Uyarilan flouresan molekiiliin
enerji transferi, yakinindaki quencher molekiiliinden daha fazla oldugunda 1sinim

meydana gelir (FRET = Fluorescence Resonance Energy Transfer). Boylece reporter ve
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quencer molekiillerin yakinlig1r 1sinimi1 bastirir. TagMan problari, PCR {iriiniinlin i¢
bolgesine baglanacak sekilde dizayn edilirler. Polimeraz DNA iizerinde replikasyon
yaparken TagMan probun 5’ ucuna geldiginde ekzoniikleaz aktivitesiyle probu kirar.
Serbest kalan reporter molekiil 1s1nim yapar (quencer molekiilden uzaklastigi i¢in). Bu
1s1n1m, her dongiide kirilan prob sayisiyla orantili olarak artmaktadir. Iyi dizayn edilmis
TagMan problar1 ¢ok az optimizasyon gerektirir. Molecular beacon problar1 flouresan
(FAM, TAMRA, TET, ROX) ve diger ucta da quencer (¢ogunlukla DABCYL) icerirler.
Son olarak olusturulan primerlerin ilgili bolgeye spesifiklikleri
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/  kullanilarak  kontrol  edilmistir =~ Uygun
bulunmayan primerlerin secimleri elle yapilmisg ve
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ sitesinden tekrar kontrol edilmistir (Erdogan et
al. 2008).

Cizelge 3.4. Primer Dizayni

Cogaltilacak | Gen bankasi erigim

Genler Primer dizilimi (5’ — 3) bolgenin numarasi
uzunlugu
GH-T
AATGGTCAGAAATGCCAACC
Forward
gg'grse AAGCAAGCCAACAACTCGTAG 201 bp NM_001124689,1
gf); FAM_ CATCAACCTGCTCATCACGGGG -TAMRA
IGF-I
ATGTGCTGTGTCTCCTGTACCC
Forward
IGF-I TAAAAGCCTCTCTCTCCACACA 149 bp MO95183.1
Reverse
IS(F) i)l FAM_ TA ACCCTGACTTCGGCGGCA -TAMRA
IGF-II
GAAGGTCAAGATGATGTCTTCG
Forward
IGF-II
AGTTCTCCTCCACATAGCGTTT 108 bp MO5184.1
Reverse
;?()FI;H FAM_ TCGAGTGCTGGTCATTGCGC-TAVRA
GAPDH |\ 1 A AAGGGGCTGTCAAGAA
Forward
GAPDH
Reverse | AOOAGTGGGTGTCTCCAATG 106 bp NM_ 001124246
GAPDH

TaqMan . CGCCGAAGGACCCATGAAGG -P@
Prob
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3.2.8. Multipleks Real-Time PCR

Multiplex PCR ile daha az zamanda daha c¢ok hedef bolge amplifikasyonu
gergeklestirildiginden kullanighi bir inceleme yontemidir. Fakat 6nemli derecede
optimizasyon gerektirir. Degisik hedeflerin ayni reaksiyon sartlarinda amplifikasyonunu
saglamak i¢in kullanilacak primerlerin dikkatli secilmesi, baglanma sicakliklarinin
birbirine uygun olmasi, birbirleriyle dimerizasyona girmemeleri gibi bazi dnemli sartlari
gerceklestirilmesi gereklidir. Farkli primer ¢iftlerinin en iyi konsantrasyonlarinin se¢imi
ve spesifik olmayan amplifikasyonlarin 6nlenmesi bir¢ok deneme gerektirir. Doku
hiicrelerinden elde edilmis RNA’nin revers transkripsiyon sonrasinda elde edilen
cDNA’lar iizerindeki istenilen bdlgeler Real-Time PCR’da ¢ogaltilir (Anonim 2010h).
Real-Time PCR kullanilan kimyasallar ve miktarlar1 Cizelge 3.5’te, programi ise

Cizelge3,6’da verilmistir.

Cizelge 3.5. Real-Time PCR karisiminda kullanilan kimyasallar ve miktarlari

Bilesenler Final Konsantrasyonu Miktar (unL)
FastStart TagMan® Probe -
25
Master
Hydrolysis Probe 5uM
cDNA - 10
Forward Primer 10 pmol
Reverse Primer 10 pmol 2
ddH,O (Steril) - 10
Toplam Hacim - 50

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.

Cizelge 3.6. Real-time PCR programi

Dongii Dongii siiresi Sicakhik
1 2 dk 50°C
1 10 dk 95°C
45 15 sn 95°C
1 1 dk 60°C
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3.2.9. Real-Time PCR uygulamalarina iliskin bulgularin degerlendirilmesi

Oncorhynchus mykiss’e ait GH-1, IGF-I ve IGF-II genlerinin yaklasik 250 bp’lik kismi1
amplifiye edilmistir. Uygulamada kontrol geni olarak GAPDH kullanilmis ve GAPDH’
ya ait ACt degerleri kontrol grubu ve muamele grubu arasinda kiyaslanmistir. Gen
ekspresyon dereceleri 2" metodu kullanirak hesaplanmustir (Livak 2001). 2744

metodu kullanilarak gen ekspresyonlarinindaki farklilik iligkisinin hesaplanmasi su

sekildedir;

Katlarin degisim iliskisi = P
AACt degeri = ACtkimyasal'ACtkontrol

ACt= (Cthedef gen'Ctreferans gen)

3.2.10. istatistiki analiz

Elde edilen sonuglarin istatistiki analizi i¢in Statistica 6.0 (StatSoft® Inc., USA)

programi kullanilmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. RNA izolasyonuna iliskin bulgular

Kas dokusundan TRIzol®Reagent yontemi ile izole edilen total RNA’larin varliginin
kontrolii i¢in %1°lik agaroz jel elektroforezi yapilarak Sekil 4.1°deki bant goriintiisii

elde edilmistir.

28S rRNA

18S rRNA

Sekil 4.1. RNA’nin Agaroz Jel Elektroforezinde Kontrolii. Soldan saga dogru 1. kuyu

kontrol, 2, 3, 4 ve 5. kuyular kimyasal uygulanan baliklara aittir.

Total RNA izolasyonun gergeklestiginin ispati i¢in elektroforez sonrasinda jelde 2 bant
goriilmesi beklenir. RNA’nin biiylik bir kismin1 rRNA olusturmaktadir. Bu bantlarin

cikmast total RNA’nmin izole oldugunu gosterir. Bu bantlar izole edilen RNA
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icerisindeki rRNA’ya ait alt birimler olan 28S rRNA ve 16S rRNA {initelerinin

goriintlistidiir.

4.2. Real-Time PCR sonucunda elde edilen veriler

Kas dokusundaki GH-I, IGF-I ve IGF-II seviyelerindeki degisiklik, kimyasal ve kontrol

grubuna gore p<0,01 istatistiki 6nem derecesine gore kiyaslanarak belirlenmistir.

4.2.1 Amplifikasyon Etkinlik Oram

Amplifikasyon etkinlik orani, e=10"""" formiili ve slope degeri (stratagen
MxPro3000 Software programi ile) kullanilarak hesaplanmistir. Cizelge 4.1°de
primerlere ait etkinlik oranlar verilmistir. Amplifikasyon etkinlik orani 2 olursa dizayn
edilen primerin gene spesifikligi %100 demektir. Bu deger azaldikga spesifiklikte azalir
(Ceyhun et al. 2010).

Cizelge 4.1. Real-time PCR’da kullanilan primerlere ait etkinlik oranlari

Genler Slope degeri Primer Etkinlik Oram
GH-I -3,54 1.93
IGF-I -3,58 1.91
IGF-II -3,42 1.96
GAPDH -3,61 1.90
4.2.2. GH-1

Kontrolac= Kontrol GH-I ACt — Kontrol GAPDH ACt
DDVPac= DDVP uygulanmig balik GH-1 ACt - DDVP uygulanmis balik GAPDH ACt
AACt= DDVPac, - Kontrolac EAACt =] 93784
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4.2.3. IGF-I

Kontrolac= Kontrol IGF-1 ACt — Kontrol GAPDH ACt
DDVPac= DDVP uygulanmis balik IGF -I ACt -DDVP uygulanmis balik GAPDH ACt
AACt= DDVP,c - Kontrolacy EAAC=] g1Aact

4.2.4. IGF-1I

Kontrolpci= Kontrol IGF-II ACt — Kontrol GAPDH ACt
DDVPc=DDVP uygulanmis balik IGF -II ACt -DDVP uygulanmis balik GAPDH ACt
AACt= DDVPac, - Kontrolac EAAC=],9644

Sekil 4.2. Amplifikasyon oranmm hesaplanmasi. IGF-II degerine ait standart egri, X ve Y ekseninde
sirastyla cDNA seyreltme faktoriiniin ve Ct degerlerinin logaritmik bdlgesi gosterilmistir.



4.3. Istatistiki analiz sonuclar

Real-Time PCR uygulamasi sonucunda elde edilen verilerin Statistica 6.0 programiyla

degerlendirilmesi sonunda asagidaki verilere ulagilmistir.

Cizelge 4.2. Genlere ait kontrol ve muamele gruplari arasindaki ACt degerleri

Genler Muamele Ortalama ACt* AACtY | Fold Azalisi (2 **<Y)
Kontrol 1,80+0,07°
GH-I 327 0,14
DDVP 1,6 mg/L | 5,07+0,27°
Kontrol 0,78+0,17 b
IGF-1 -4,85 21,92
DDVP 1,6 mg/L | -4,07+0,05
Kontrol -3,07d:0,07b
IGF-II -0,57 1,48

DDVP 1,6 mg/L -3,64+0,08"

a, b= Bu degerler her bir genin kendi igerisindeki muamele ve kontrol degerleri dikkate alinarak p<0.01
seviyesindeki istatistiki 6nem derecesidir.

x= Kullanilan her balik i¢in ilk 6nce ACt degeri: ayn1 baligin GAPDH geninin -Ct seviyesi ve DDVP —Ct
seviyeleri bulunarak hesaplandi. Daha sonra ortalama ACt degeri uygulamaya tabi tutulan her bir balik
icin Ct degeri bulunarak hesaplandi.

y= AACt degeri, kimyasal uygulanan grubun degerinin ortalamasi ile kontrol grubunun ortalama ACt

degerinin karsilastirilmasiyla hesaplandi.




5. SONUC ve TARTISMA

Daha once yapilan ¢aligmalarda DDVP’nin enzimler, kan parametreleri, sub-letal doz
belirleme, mortalite ve lokal dokularda meydana getirdigi degisiklikler incelenmistir
(Giordano et al. 1989; Levesque et al. 2002). Bu agidan yapilan ¢alisma molekiiler
diizeyde DDVP’nin biiylime genlerinde meydana getirdigi degisikliklerin belirlenmesi
acisindan ilk ve 6nemlidir. Yapilan bir¢ok caligmada varilan ortak sonug kirleticilerin
gen ekspresyon seviyelerinde degisiklikler meydana getirdigidir (Handy 2003; Xiao-
dong et al. 2007; Vergani et al. 2009).

Diger calismalarda ise GH-I, IGF-I ve IGF-II’nin biiylime iizerine olan etkileri
incelenmis yada yapilan kimyasal uygulamalarimin lipit ve protein metabolizmasi,
asetilkolinesteraz aktivitesi, c¢esitli plazma parametreleri, HSP-70 gen ekspresyonu
degisimi, sebeb oldugu mutasyon etkileri ve protein sentezi ile aminoasit emilimi gibi
parametrelerde meydana getirdigi degisiklikler incelenmistir (Kajimura et al. 2001;
Pierce et al. 2004). Sonug olarak yapilan caligmalarda DDVP ve benzeri pestisit
uygulamalarinin biiylime ve biyolojik aktivite {izerinde olumsuz etkiler meydana
getirdigini sOyleyebiliriz. Ayrica zirai uygulamalarda zararli boceklere karsi uygulanan
pestisitlerin diger canlilarda yaratacagi 6ldiiriicii dozlarin belirlenmesi i¢in bu ve benzeri

calismalar 6nem teskil etmektedir.

Ceyhun et al. (2010) Yaptiklar1 ¢alismada gokkusagi alabaligi tizerinde farkli dozlarda
(0.25, 1, 2.5 pg/L) ve farkhh saat dilimlerinde (6, 12, 24, 48 ve 72 ) deltametrin
uygulamasi yaparak HSP-70 gen ekspresyon seviyesinde meydana gelen degisiklikleri
incelemistirler. Sonu¢ olarak pestisit uygulamasimin baliklardaki HSP-70 gen

ekspresyon diizeyinde 6nemli derecede artisa sebep oldugu kanisina varmiglardir.

Balikta temel gorevi besin alimi, protein sentezi ve sonugta hiicre boliinmesini uyarmak

olan insiilin benzeri biiyiime faktorii-I (IGF-I)’nin salinimi yem alimi ile artar. Birgok



kemikli balikta, beslenme orani ve sikligiyla IGF-I ve GH arasinda pozitif bir iligki
oldugu aciktir (Davie 2005).

Insiilin benzeri biiyiime faktdrleri (IGF) somatik biiyiimede etkili olan, karaciger ve
bircok doku tarafindan sentezlenebilen faktorlerdir. IGF-I ve IGF-II olarak iki 6nemli
forma sahiptir. IGF-I daha ¢ok dogumdan sonra, IGF-II ise dogumdan dnceki biiyliime
tizerinde etkilidir. IGF’nin kas dokusunda etkisi mekanik stresle (hareketle) birlikte
artar. IGF-I’in serum seviyelerindeki degisimin en 6nemli belirleyicisi besin alimidir.
IGF-I’'in serum seviyelerinde kisa siireli ani degisim yoktur ve seviyeler oldukca
stabildir. Besin alimi degisimlerine IGF-I, IGF-II’ye gore daha duyarlidir. IGF-I’in
biiyiime siirecinde, biitiin dokular {izerinde etkili oldugu bilinmekle beraber, son yillarda
GH’dan bagimsiz sekilde mekanik yiike duyarli olan satellit hiicre aktivasyonunu
artirdigi, boylece kas hipertrofisine neden oldugu goriisii kabul gormektedir (Harbili
2008).

Sunulan bu ¢alismada DDVP’ye maruz birakilan gékkusagi alabaliklarininin biiyiime
genlerinde (GH-I, IGF-I, IGF-II) meydana gelen degisiklikler incelenmistir. DDVP
uygulamas1 sonrasinda baliklarin yem aliminda azalmalar, ylizme hareketlerinde
diizensizlikler ve durgunluk goriilmistiir. 21 giin sonunda baliklardan alinan kas
dokular iizerinde yapilan incelemelerde biiyiime gen ekspresyon seviyelerinde, kontrol
grubu ve kimyasal uygulanan grup kiyaslandiginda degisimler meydana geldigi

gbzlemlenmistir.

Real-Time PCR uygulamasi sonrasinda genlere ait kontrol ve muamele gruplar
arasindaki ACt degerleri karsilastirildiginda; GH-I gen ekspresyon seviyesi biiylimeye
ve yasa bagli olarak artmakta iken kimyasal uygulamasina tepki olarak kontrol grubuna
oranla daha fazla artis gostermistir. Bu deger kontor gurubunda 1,80+0,07° iken
kimyasal uygulanan grupta 5,07+0,27 olarak belirlenmistir. IGF-I ve IGF-II gen
ekspresyon seviyesi gen sirastyla kontrol grubunda 0,78+0,17 ® ve -3,07+0,07° kimyasal
uygulamasi yapilan grupta -4,07+0,05" ve -3,64+0,08" olarak belirlenmistir. Kimyasal

uygulamasinin kas dokusunda ki IGF-I ve IGF-II gen ekspresyon seviyelerinde



azalmaya sebeb oldugunu soyleyebiliriz. Bunun sonucunda DDVP’nin baliklarin
biliylime aktivitelerinde yavaslamaya ve olumsuz biyolojik etkilere sebep oldugunu

sOyleyebiliriz.

Calismada GH seviyesinde hem kontrol hemde muamele grubunda pozitif artig, IGF-I
ve IGF-II seviyelerinde ise azalmalar belirlendigini sdyleyebiliriz. GH seviyesindeki
artisin sebebini uygulanan kimyasala kars1 karaciger ve hipofiz tarafindan bir direng
gostergesi olarak ifade edebiliriz. Ayrica kimyasal uygulamasiyla baliklarda yem alim
seviyesi diistiigli gdzlemlenmistir. Buna istinaden acliktan dolayr GH salinimi arttigini
ifade edebiliriz. GH, IGF-I ve IGF-II arasinda meydana gelen farkliliklarin sebebi
olarak bu faktorlerin birbirleriyle iligki igerisinde olmasinin yani sira farkli islev ve

zamanlarda gorev almasindan kaynakli oldugunu da séyleyebiliriz.

Sonu¢ olarak DDVP’nin alabaliklarin biiylime genleri (IGF-I ve IGF-II) {izerinde
olumsuz etkileri oldugunu ifade edebiliriz. Sucul ortamin bu ve benzeri kirleticilerden
arindirtlmasi kesinlikle bu ortamda yasayan canlilar, 6zelliklede baliklar i¢in 6nem arz
etmektedir. DDVP benzeri pestisitlerin kullaniminin kontrol altinda tutulmasi ve daha
dikkatli bir sekilde kullanilarak sucul ortama karigiminin engellenmesiyle bu ortamda
yasayan baliklarin bundan zarar goérmesi 6nlenmelidir. Daha temiz su sartlar1 saglanarak

baliklarin biiyiime ve gelisme evrelerinde mutlak gelismeler gozlenebilecektir.
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