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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

DDVP (2,2-Diklorovin Dimetil Fosfat)’nin GÖKKUŞAĞI ALABALIĞINDA 
(Oncorhycnhus mykiss (Walbaum, 1972)) GH-I, IGF-I ve IGF-II GEN 

EKSPRESYONLARI ÜZERİNE ETKİSİ 

Veysel PARLAK 

Atatütürk Üniversitesi  
Fen Bilimleri Enstitüsü 

Su Ürünleri Anabilim Dalı 

Danışman: Doç. Dr. Orhan ERDOĞAN 

Bu çalışmada DDVP’nin Gökkuşağı Alabalıklarında büyüme ile ilgili olan; GH-I, IGF-I 

ve IGF-II gen ekspresyonları üzerine olan etkisi incelenmiştir. Çalışmada 21 gün 

boyunca 1,6 mg/l DDVP uygulaması yapılmıştır. Kas dokusundan alınan örnekler 

üzerinde incelemeler yapılmıştır. Gen bölgelerine özgü primer ve Tagman probu 

kullanılarak Real-Time PCR yöntemi ile gen amplikasyonu gerçekleştirilmiş, gen 

ekspresyon seviyeleri belirlenerek istatiksel analizler yapılmıştır. Sonuç olarak, kas 

dokusunda yapılan incelemelerde; muamele grubunda IGF-I ve IGF-II aktivitesinde 

p<0,01 istatiki önem derecesinde azalmalar belirlenmiştir.  Ayrıca kontrol grubunda 

GH-I ve IGF-I seviyerleri pozitif iken IGF-II seviyesi negatif değerde çıkmış kimyasal 

uygulanan grupta ise GH seviyesinde artış IGF-I ve IGF-II seviyelerinde azalmalar 

belirlenmiştir. DDVP’nin alabalıklarda kas dokularında büyüme hormonu salınımını 

azalttığı söylenebilir. 

2010, 44 sayfa  

Anahtar Kelimeler: Gökkuşağı Alabalığı (Oncorhycnhus mykiss), DDVP (2,2-

Diklorovin Dimetil Fosfat)’nin, GH-I, IGF-I, IGF-II, gen ekspresyonu. 
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ABSTRACT 

Master Thesis 

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

Veysel PARLAK 

Atatürk University  
Graduate School of Agriculture Faculty  

Departmant of Fishery Sciences  

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Orhan ERDOĞAN 

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-I, IGF-I, IGF-II, gene expression. 
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1. GİRİŞ  

Su, canlı ve cansız tüm organizmaların yaşamını sürdürebilmesi için vazgeçilmez bir 

yaşam kaynağıdır. Günümüzde suyun ve su kaynaklarınının maruz kaldığı en ön önemli 

sorun, bunların bilinçsiz kullanılması ve kirletilmesidir. Yirminci yüzyılda dünya 

nüfusu 19. yüzyıla oranla üç kat artmasına rağmen, su kaynaklarının kullanımının altı 

kat arttığı belirlenmiştir (Anonim 2010a). Günümüzde sanayi kaynaklı kirliliğin ve 

evsel atıkların artması sonucu kaynak sularımız daha fazla kirletilmektedir. Bunun 

sonucunda da tamamen birbiriyle bağlantılı olarak besin zinciri en alt basamaktan en üst 

basamağa kadar bütünüyle etkilenmektedir. Ekolojik dengenin olumsuz yönde 

değişmesi beraberinde canlı yaşamınıda olumsuz olarak etkilemektedir. Bu kirlilik 

etmenleri besin zinciri yoluyla toprak, bitki, hayvan ve insanlara taşınarak onların 

yaşamlarını tehdit etmektedir. 

Hızlı nüfus artışı, sanayileşme, evsel ve sanayi atıklarının arıtılmadan su kaynaklarına 

bilinçsizce bırakılması, her geçen gün dikkatleri sucul ortamdaki kirlilik ve kirlilik 

etmenleri üzerine yoğunlaştırmıştır. Sucul ortamdaki kirliliği tetikleyen başlıca öğe ise 

insanoğlunun kullanım alışkanlıklarıdır. Sürekli artan dünya nüfusunun besin 

ihtiyaçlarının karşılanması, bitkisel ve hayvansal orijinli besin maddelerinden 

sağlanmaktadır. Ekolojik dengenin gereği olarak, bu ürünleri istenilen anda bulmak 

mümkün değildir. Bundan dolayı bu ürünler mevcut imkânlar dâhilinde, stoklanarak 

ihtiyaç anında kullanılmaktadır. 1996’da yapılan Dünya Gıda Zirvesi’nde alınan ortak 

kararlardan birisi de yeryüzündeki tüm insanların fiziksel ve ekonomik şartlarda her 

zaman yeterli ve güvenli olan gıdaya ulaşmasını sağlamaktır (TKB 2000). Dikkat 

edilmesi gereken nokta ise bu ürünlerin muhafazası ve korunması esnasında kullanılan 

koruyucu maddelerin bilinçsizce kullanılması sonucunda ortaya çıkan kirliliktir. Diğer 

yandan bitkisel ve hayvansal besin maddeleri zararlı birçok mikroorganizma tarafından 

tehdit altındadır. Bu zararlıların etkisiz hale getirilmeside yine kimyasal ilaçlamalarla 

mümkündür. Zararlılara karşı uygulanan kimyasallar doğada kalma sürelerine ve 

yoğunluklarına bağlı olarak havaya, toprağa ve sucul ortama karışmaktadır. Böyle bir 
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mücadele neticesinde olumlu etkiler yanında olumsuz etkiler de ortaya çıkmaktadır. 

Nitekim çeşitli ilaçların veya kimyasalların ekosistemi ne derece olumsuz etkilediği 

açıktır. Ayrıca karasal taşınımın sucul ekosistemi ve oradaki organizmaların besin 

zincirini ne kadar olumsuz yönde etkilediği de bilinen bir gerçektir. Tedavi yâda yok 

etme amacıyla kullanılan bu kimyasallar kolay kullanılabilirliği ve ucuz olması 

sebebiyle yoğun olarak kullanılmakta ve sucul ortamdaki tehlikenin başlıca sebebini 

oluşturmaktadır. Su kaynaklarına yakın bölgelerde kullanılan bitki ve böcek mücadele 

ilaçları dolaylı olarak suya ulaşmaktadır. Bunun yanı sıra kullanılan ilaçlar, bitkilerden 

ve toprak yüzeyinden yağmur suları ile yıkanarak, ayrıca uygulama aletleri ve ilaçlama 

için kullanılan ekipmaların yıkanması yoluylada su kaynaklarına ulaşabilmektedir. 

Kimyasal kirleticilerin yer altı sularına karışması çok kolay olup, bu durum insan sağlığı 

açısından tehlike arz etmektedir. Sulardaki insektisit kalıntıları genellikle çözünemez, 

süspansiyon şeklinde organik maddelerde, sedimentlerde, çamurda, çürüme artıklarında 

ve planktonlarda tutunur. Bu yolla besin zincirine girerek suda yaşayan omurgasızlarda 

ve balıklarda kolaylıkla birikebilirler. Balıkların vücudunda biriken insektisit 

yoğunluğu sudakinin 1.000-10.000 katını bulabilir. Sularda bulunan, bakteriler ve 

planktonlarda tutunan insektisit, balıklara kadar olan besin zincirinde, balıklarda en 

yüksek yoğunluğu bulur. Balıklarla beslenen canlılarda ise daha yüksek düzeye ulaşır. 

Yavru balıklar bazı ilaçlara karşı çok hassastır. Yaşam devresinin bu noktasında canlı 

kalma gücü çok az olduğundan, tarım ilaçlarının etkisi bu türlerin daha çok azalmasına 

neden olabilir (Öden 2010). 

Kimyasal mücadelede kullanılan maddelerin başında genelde toksik (zehirleyici) ve 

biyosidal (halk sağlığı amaçlı kullanılan) maddeler olan pestisitler gelmektedir. 

Pestisitler; zararlı hayvanların, böceklerin, mikroorganizmaların, otların ve sorun teşkil 

eden diğer canlıların yok edilmesini sağlayan veya üremelerini durduran kimyasal 

maddelerdir. Pestisitlerin sınırsız ve kontrolsüz şekilde bilinçsiz olarak kullanılması 

toprağın, havanın ve suyun kirlenmesine neden olarak, yararlı türler ile insanlar 

üzerinde olumsuz etkilere yol açmaktadır. Doğada kimyasal kirliliğe yol açan, toprakta, 

suda, meyvelerde, sebzelerde ve diğer besin maddelerinde uzun süre bozulmadan kalan 
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ve besin zinciri yoluyla insanlara kadar ulaşabilen pestisitlerin alerjik, karsinojenik, 

mutajenik ve teratojenik etkilerinin olduğu çeşitli canlılarda yapılan çalışmalarla 

gösterilmiştir (Durmuş 2009). 

Kimyasal mücadelede kullanılan pestisitler şunlardır;  

 İnsektisit : Böcek, haşerelere karşı kullanılan ilaçlardır. 

 Fungusit : Funguslara (Mantar) karşı kullanılan ilaçlardır. 

 Herbisit : Yabancı otlara karşı kullanılan ilaçlardır. 

 Mollusit : Yumuşakçalara karşı kullanılan ilaçlardır. 

 Rodentisit : Kemirgenlere karşı kullanılan ilaçlardır. 

 Nematisit : Yuvarlak solucanlara karşı kullanılan ilaçlardır. 

 Akarisit  : Akarlara karşı kullanılan ilaçlardır. Kimyasal maddeler olarak 

gruplandırılmaktadır (Öncüer 2004). 

Zararlı böceklerle mücadelede 4 temel insektisit grubu yaygın olarak kullanılmaktadır.  

Bunlar; 

 Organoklorinler (Organik Klorlular) 

 Pyretroidler 

 Karbamatlar 

 Organofosfatlar (Organik Fosforlular) olarak gruplandırılabilir (Anonim 2010b). 

Bu insektisit grupları arasında organofosfat grubu önemli yer tutmaktadır. Organik 

fosforlu (OP) bileşikler içlerinde bulunan bir veya daha fazla fosfor atomları nedeniyle 

organik fosforlu bileşikler grubu olarak adlandırılırlar. Bu grubun bileşenleri ilk 

zamanlarda geniş ölçüde zirai amaçlarla kullanılmış olmasına rağmen organoklorlulara 

karşı gelişen vektör direncinden dolayı aynı zamanda günümüzde halk sağlığı 

uygulamalarında da kullanılmaktadır. Organofosfatların (Organik Fosforlular) canlıya 

geçişi; temas, sindirim ve solunum yoluyla olmaktadır. Organik fosforlu bileşikler, 

düşük fototoksisitesi ve çabuk bozulma oranına sahip olması, memeli ve kuşlarda düşük 

toksik etkiye sahip olması nedeniyle 1960’dan bu yana geniş ölçüde kullanılmaktadır. 

Aynı zamanda organofosfatların, organik klorlu (OC) insektisitlere oranla kalıcılıkları 



 

 

4

daha azdır. Çoğu OP'li insektisitler organik olarak fosforik ya da fosforik asit bağlı ester 

veya amidlerden meydana gelmiştir. Malathion, parathion, diklorvos, diazinon 

organofosfatlı insektisitlerdendir (Yavuz ve Şanlı 1999; Çakır ve Yamanel 2005). 

Organofosfatlar, kısa sürede zararlılara karşı etkili olması ve kolay kullanılabilirliği 

sebebiyle zirai ilaçlamalarda kullanılmakta olup bu şekilde bitki örtüsüne, toprağa ve 

suya karışmaktadır. Bununla beraber organofosfatların, yoğun ve bilinçsiz kullanımıyla 

gıdalarda, toprak, su ve havada pestisit kalıntılarına rastlanmaktadır. Sonuç olarak hedef 

olmayan diğer organizmalar ve insanlar üzerinde olumsuz etkileri görülmektedir. 

Pestisit kalıntılarının önemi ilk kez 1948 ve 1951 yıllarında insan vücudunda organik 

klorlu pestisitlerin kalıntılarının bulunmasıyla anlaşılmıştır. Pestisitlerin bazıları 

toksikolojik açıdan bir zarar oluşturmazken, bazılarının kanserojen, sinir sistemini 

etkileyici ve hatta mutasyon oluşturucu etkiye sahip olduğu saptanmıştır. Pestisit 

kalıntılarının en önemli kaynağını ise gıdalar oluşturmaktadır. Bu nedenle 1960 yılında 

FAO ve WHO “Pestisit Kalıntıları Kodeks Komitesi”ni kurmuşlar ve bu komitenin 

çalışmaları sonucu konu ile ilgili tanımlamalar yapılmış, bilimsel araştırma verilerine 

dayanılarak gıdalarda bulunmasına izin verilen maksimum kalıntı değerleri 

saptanmıştır. Ülkemizde de tarımsal ürünlerde kullanılan pestisitlerin gıdalarda 

bulunması müsaade edilebilir maksimum miktarları ürün ve ilaç bazında belirlenmiştir 

(Yücel 2010). 

Ağır metaller içerisinde yer alan Organofosfatlı insektisitler (DDVP) zararlı böceklerin 

kontrolü için en sık kullanılan insektisitlerin başında gelmekle beraber bazı türler için 

uzun vadede daha az etkili olmakta ve yararlı türlerinde azalmasına neden olmaktadır. 

Ayrıca insektisitler spesifik olmadıkları için sadece hedef organizmaları öldürmez, 

omurgalı ve omurgasız diğer organizmaları da etkilerler. Zararlı etkilerin şiddeti, 

insektisitin ve formülasyonun tipine, uygulama şekline ve tarımsal arazinin tipine bağlı 

olarak değişmektedir (Yücel 2007).  

Kimyasal uygulaması sonucunda sucul ortamda meydana gelen kirlilikten elbette en çok 

suda yaşayan canlılar zarar görmektedir. Bu canlıların başında da balıklar gelmektedir. 
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Sucul ortama karışan bu kirleticiler balıklar için gerekli olan besin zincirini bozmakta ve 

canlıların metabolizmasına karışarak, hayatsal faliyetlerinde düzensizliklere sebeb 

olabilmektedir. Su kirliliğinin, balıkların gelişmelerine ve çoğalmalarına olumsuz 

etkileri bulunmaktadır. Bu etkiler kirleticilerin konsantrasyonlarına bağlı olarak 

balıklarda ölümler, yumurta koymanın veya testisovaryum gelişiminin engellenmesi 

şeklinde ortaya çıkmaktadır (Oğuzhan ve Atamanalp 2008). 

Balıklarda büyüme; besin tüketimi, sindirim ve buna bağlı olarak vücutta meydana 

gelen boy ve ağırlık artışı olarak ifade edilir. Büyüme, cinsi olgunlukta daha hızlı olmak 

üzere ömrün sonuna kadar devam eder. Ayrıca büyüme türler arası ve türler içinde 

farklılık göstermektedir. Kalıtım, cinsi olgunluk ve ömür uzunluğu gibi iç faktörler 

yanında, su sıcaklığı, ortamdaki besin miktarı, besin göçü, mevsimsel değişimler, 

hastalıklar ve sucul ortamdaki kirlilik gibi dış faktörlerde balıklarda büyümeyi doğrudan 

veya dolaylı olarak etkilemektedir (Çetinkaya vd. 2005; Aksakal ve Atamanalp 2008). 

Besin değeri ve ekonomik önemi açısından alabalıklar, besin zincirinde önemli bir yere 

sahiptir. Özelliklede iç sularımızda büyük bir yaşama payına sahip olan alabalıklar hem 

lezzeti hem de kolaylıkla kültüre alınıp yetiştirilebilmesi açısından önemlidir. Fakat 

sularımızda meydana gelen kirlilik, aşırı avlanma ve yoğun talep, balık üretiminin 

kültüre alınmasında önemli etkenleri oluşturmaktadır. Gerek devlet destekli tesisler ve 

gerekse özel sektörün teşebbüsleriyle kurulan işletmeler, bugün modern kuluçkahane ve 

büyütme teknolojilerinin uygulandığı "Aquakültür" birimleri oluşturmaktadır. Bu 

birimlerde yetiştiriciliği yapılan balık türlerinin, en iyi şekilde üretilmesi ve en kısa 

zamanda sofralık boya gelmesinde önemli etkenler yer almaktadır ve bunların 

belirlenmesinde türlerin kalıtsal ve genetiksel özelliklerin belirlenmesi önem arz 

etmektedir. Mümkün olan en kısa sürede, daha büyük ve sağlıklı ürünler elde etmek 

içinde biyoteknoloji alanındaki uygulamalardan yararlanılmaktadır (Şahin 2003). 

Biyoteknoloji; hücre, doku ve organ kültürü, moleküler biyoloji, fizyoloji, biyokimya, 

mikrobiyoloji, moleküler genetik gibi doğa bilimleri ile temel mühendislik ve bilgisayar 

bilimlerinden yararlanmaktadır. Ayrıca genetik ve moleküler DNA teknikleriyle bitki ve 

canlıların genetik haritalarını çıkartmak, çoğaltmak, ıslah etmek, değiştirmek, 



 

 

6

geliştirmek, yeni ve az bulunan ürünleri yine canlılara (organizma, hücre ve dokulara) 

ürettirmek veya bu ürünleri daha fazla elde etmek için kullanılan teknolojilerin tümüdür 

(Babaoğlu 2010).  

Su ürünleri yetiştiriciliği alanında ise Biyoteknoloji; daha fazla ürün elde etmeye katkı 

sağlamakta, cinsel olgunlaşma yaşını düşürerek üremeyi hızlandırmakta, organizmaların 

büyüme hızını, yumurta verimini ve larval safhadaki yaşama oranını artırmaktadır. 

Genetik mühendisliği; kültürü yapılan canlının hastalıklara direncini, yemin ete 

dönüşüm etkinliğini ve etin kalitesini yükseltmektedir (Şahin 2003). 

Balıkların büyüme aktivitesiyle dogrudan ilişkili olan GH (Büyüme hormonu) beyinde 

bulunan hipofiz bezinden salgılanır. Büyüme hormonunun salgılanması hipotalamustan 

salgılanan GHRH isimli hormonun sayesinde artarken hipotalamustan salgılanan 

somatostatin isimli hormonun salgılanmasıyla azalır. Büyüme hormonu kana karışarak 

karaciğere gelir ve oradan IGF-I isimli hormonu salgılatır. IGF-I hormonu fazla 

salgılanırsa büyüme hormonu salgısını önler. IGF-I karaciğerden başka böbrek, 

bağırsaklar ve kıkırdak dokusunda da yapılır. IGF-I hormonu sayesinde kas, kıkırdak ve 

kemik büyümesi sağlanır (Özata 2010).  

IGF-I (insülin benzeri büyüme faktörü) peptid yapılı bir moleküldür. Bu hormonun 

dokular üzerindeki etkisi insülin benzeri büyüme faktörleri aracılığı ile gerçekleşir. 

İnsülin benzeri büyüme faktörleri aminoasit dizisi olarak insüline benzeyen polipeptid 

yapılardır. Hücre kültürlerinde insülin ile aynı biyolojik sonuçları oluşturabilirler. 

Kıkırdak üzerinde büyümeyi teşvik edici etkisine ek olarak IGF-I diğer dokularda da 

insülin benzeri aktiviteler gösterir. IGF-I yağ yıkılışını baskılar, yağ dokusunda glikoz 

yıkımını arttırır. Bu genin kollajen ve proteoglikan sentezini arttırdığı aynı zamanda 

kalsiyum, magnezyum ve potasyum dengesine de olumlu etkileri olduğu belirtilmiştir. 

İnsülin benzeri aktiviteler kısmen insülin ve IGF-I arasındaki yapısal benzerliğe 

bağlanmaktadır. IGF-I’ler kanda bağlayıcı-plazma proteinleri ile kompleks oluşturarak 

dolaşırlar. İnsan plazmasında dört ana IGF bağlayıcı plazma proteini tanımlanmıştır. 

Glikolizlenmiş bağlayıcı protein olan IGFBP-3, dolaşımdaki IGF-I’in %75’inden fazlası 
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ile kompleks oluşturur. Bu bağlayıcı proteinin konsantrasyonu GH-I’e bağlıdır. 

Bağlayıcı proteinlerden ayrılma, kapiller membrandan geçiş ve kıkırdak gibi daha 

yoğun dokulara girişin öncesinde gerçekleşir. Hipotiroidizm, kronik hastalık, beslenme 

eksiklikleri ve karaciğer hastalıkları gibi büyüme geriliğinin olduğu birçok durumda 

IGF-I düzeyi azalır. IGF-I düzeyi, glikoz ile baskılanmış büyüme hormonu düzeyine 

kıyasla akromegalinin klinik şiddeti ile daha iyi korelasyon gösterir  (Anonim 2010c). 

Tüm bu bilgiler göz önünde tutulduğunda GH-I, IGF-I ve IGF-II genlerinin büyümeyle 

direkt etkisi olduğu söylenebilir. Kimyasal uygulaması sonucunda bu genlerin 

ekspresyon seviyelerinde meydana gelen değişikleri belirlemek için moleküller düzeyde 

incemeler yapılmış, moleküler teknikler ve cihazlar kullanılmıştır.   

DNA ve RNA örneklerinin kalitatif ve kantitatif olarak kısa sürede analiz edilebilmesi, 

çok sayıda örneğin son derece az kontaminasyon riskiyle güvenle çalışılabilmesi 

amaçıyla Real-Time PCR tekniği kullanılmıştır. Son yıllarda PCR reaksiyonlarında 

sıcaklık döngüleri sağlamak için kullanılan cihazların (thermocycler) hassas ölçüm 

aletleriyle birleştirilmesi, real-time PCR olarak adlandırılan yeni bir yöntemin 

gelişmesine neden olmuştur. Real-time PCR, geleneksel PCR’ın uygulama alanlarını 

arttırırken PCR’la ilişkili pek çok laboratuar sorununa da çözüm getirmiştir. (Kubista et 

al. 2006).  

Ayrıca Real-time PCR’da ürünlerin analizi reaksiyon sırasında yapılmaktadır. Bu 

nedenle, agaroz jel elektroforezi, DNA bantlarının mor ötesi ışık altında görüntülenmesi 

gibi işlemlerin uygulanmasına gerek kalmamaktadır. Real-time PCR ürünlerinin 

kalitatif ve kantitatif analizlerinde, diziye özgün olmayan floresan boyalardan ya da 

diziye özgün problardan yararlanılmaktadır. Böylece sonuçlar anında alınmakta, 

kontaminasyon riski azalarak tüm işlemler sıcaklık döngüleri başlayınca otomatik 

olarak devam etmektedir (Anonim 2010d). Real time PCR uygulaması ile uygulanan 

kimyasalın gen ekspresyonuna olan etkisi daha hassas sonuçlarla ifade edilip, 

mRNA’nın düzeyini sayısal olarak belirleyebilme olanağı ortaya çıkmaktadır (Günel 

2007). 
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Sonuç olarak DDVP’nin gökkuşağı alabalığının kas dokusundaki 3 önemli gene (GH-I, 

IGF-I ve IGF-II) olan etkisi ile ilgili geniş kapsamlı ve kombine bir çalışmaya 

literatürlerde rastlanmamıştır. Toksikoloji ve moleküler biyoloji konularını içeren bu 

çalışmada sucul ortamın en önemli kirleticilerinden biri olan DDVP’nin gökkuşağı 

alabalığında büyüme genleri üzerine olan etkileri araştırılmıştır. Bu amaçla kas 

dokusunda büyümeyle ilgili IGF-I, IGF-II ve GH-I genlerinin ekspresyonlarında 

meydana gelen değişimler araştırılmıştır. 
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2. KAYNAK ÖZETLERİ 

DDVP, zararlıları öldürmek için kullanılan sentetik bir kimyasaldır. Bu madde yüksek 

derecedeki ısıya karşı kararlıdır ve doğada bulunmaz. 1961 yılından itibaren endüstriyel 

olarak üretilmektedir. DDVP; solunum, deri ve ağız yoluyla alındığında sinir sisteminde 

asetilkolinesteraz enziminin etkinliğini engelleyerek hayvanlarda akut ve kronik 

zehirlenmelere sebep olmaktadır. Ayrıca DDVP’nin canlılarda lipit ve protein 

metabolizmasını etkilediği bilinmektedir (Lucic et al. 1998). DDVP, deriye temas ve 

oral yol ile alındığı zaman solunum yoluna göre daha az toksiktir (WHO 1989). 

DDVP'nin en önemli farmakolojik etkisi asetilkolin hidrolizini katalize eden 

asetilkolinesteraz enzimini inhibe etme yeteneğidir. Bileşiğin toksisitesi dolaysız 

antikolinesteraz etkinliği ile ilgilidir. DDVP'nin yüksek insektisidal gücü, memeli 

hayvanlarda metabolizmanın hızlı oluşu ve molekülünün metabolik sapma göstermeyişi, 

insan ve evcil hayvanların doğrudan doğruya bu insektisidin etkisinde kalması 

karşısında, zehirlenme olasılığının pek az olduğu gerçeğini ortaya çıkmaktadır (Anonim 

2010e).  

DDVP, alyuvarlarda ve sinir dokusunda bulunan bir enzim olan kolinesteraz üzerinde 

kısa veya uzun süreli etkiye sahip olup, sinir sistemi üzerinde zararlı etkisi olan zehirli 

maddeler arasındadır (Howard et al. 2010). Yapılan çalışmalarda belirtilmiştir ki 

DDVP’nin organizmalar üzerinde birçok olumsuz etkisi vardır (McHenery et al. 

1991,1997; Chuiko 2000). 

Balkaya ve Onar (2004), yaptıkları çalışmada DDVP’nin UV ışığı kullanılarak, TiO2 

(Titanyum Dioksit) varlığında sulu ortamda fotokatalitik olarak bozunmasını 

araştırmıştır. Sonuçta DDVP’nin fotokatalitik yolla oldukça etkin bir şekilde 

giderilebileceği ve uygulama sonunda 40 mg/l diklorvos içeren numunenin 60 dakika 

süresince UV ışığına tutulması sonucunda elde edilen giderim veriminin %96,3 olduğu 

belirlenmiştir. 
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Rishi and Sunita (1995), yaptıkları çalışmada DDVP uygulamasının yeşilbaşlı yılan 

balığında (Channa punctatus), kromozomlar üzerinde meydana getirdiği ışık 

sapmalarını incelemiştirler. Akvaryum ortamındaki balıklara (0.01 ppm) DDVP 

uygulanıp 24, 48, 72 ve 96 saat’lik süreler sonunda balıklardan böbrek dokusu alınıp 

incelemeler yapılmıştır. Yapılan incelemede kromotidler arasındaki ışık sapmasının 

beklenenden önce gerçekleştiği görülmüştür. Bu da kromotidler arasında ayrılmanın 

olduğunu göstermektedir. 

Murison et al. (1997), alabalık çiftliklerinde oluşan kabuklu deniz biti çoğalmasını 

engellemek için DDVP uygulaması yapmıştır. Uygulanan DDVP konsantrasyon 

oranları arttıkça asetilkolinesteraz aktivitesinin inhibe olma oranının arttığı ve balıkların 

dirençlerinde azalma olduğu gözlemlenmiştir. 

Başka bir çalışmada McHenery et al. (1996), yaygın olarak bulunan ıstakozlar 

(Homarus gammarus) üzerinde DDVP’nin hassasiyetini belirlemişlerdir. Larvalar 23 

gün boyunca 0,63 μg l−1 DDVP’ye maruz bırakılmış ve larvaların yaşamını devam 

ettirmeleri için gerekli subletal doz kontrol edilmiştir. Larvalarda asetilkolinesteraz 

aktivitesi kontrol edilmiş ve 6 saat’lik süreyle 50 μg l−1 DDVP uygulanmış ve önemli 

derecede inhibe olduğu gözlemlenmiştir. Daha sonrasında 6 saatlik süreyle 25 μg l−1 

DDVP uygulanmış ve önemsiz derecede ölümler olduğu belirlenmiştir. Son olarak 1 

saat süreyle 50 μg l−1 DDVP uygulandığı halde hiç ölüm olmamıştır. Bu çalışma 

sonunda DDVP ile ilgili olarak kullanım oranının modellenmesi tartışılmaktadır.  

Varò et al. (2003) Avrupa denizlerinde yaşayan levrekler üzerinde yaptıkları çalışmada 

balıklara DDVP uygulayarak kas ve beyin dokusunda meydana gelen değişiklikleri 

incelemiştirler. Uygulamanın ilk aşamasında asetilkolinesteraz aktivitesi normal olan 

balıklarda, düşük seviyedeki konsantrasyonunda hem kas hem de beyin dokusunda 

önemli derecede aktivitenin engellendiği görülmüştür. Uygulama sonunda in vivo ve in 

vitro şartlarda öldürücü doz konsantrasyonun 0,125 ve 1 mg/L arsında olduğu 

belirlenmiştir. 



 

 

11

Killi akvaryum balığının (Aphanius iberus) dişi ve erkek bireyleri üzerinde DDVP 

uygulaması sonucunda asetilkolinesteraz aktivitesi incelenmiştir. Letal dozun %95 

güven sınırları: 1,34-3,97 ve 3,17 mg olarak belirlenmiştir. Dişi ve erkek bireylerde 

asetilkolinesteraz aktivitesindeki azalış aynı oranda olmuştur. Aphanius iberus’da 

asetilkolinesteraz aktivitesinin DDVP’ye maruz kalmanın iyi bir belirleyici olduğu 

bildirilmiştir (Varó et al. 2008). 

Varo et al. (2007), çipura üzerinde 24 saatlik sürede DDVP uygulanmasının (lipid 

peroxidation) RNA/DNA oranı, glutatyon S-transferaz aktivitesi (GST) ve ısı şoku 

proteini (HSP-70) üzerindeki etkisini incelemiştir. RNA/DNA oranında azalma olmuş 

GST ve HSP-70’de ise önemli sayılacak herhangi bir değişiklik olmamıştır. Çipura’da 

tedavi amaçlı kullanılan DDVP’nin öldürücü dozlarını belirlemede RNA/DNA ve 

asetilkolinesteraz aktivitesinin etkilerinin rol alacağı görülmüştür. 

Cusack and Johnson (2003), yapmış oldukları çalışmada, DDVP’nin 1,0 ppm’lik 

dozuna 1 saat süreyle maruz bıraktıkları genç ve yetişkin ıstakozlar, zooplankton türleri, 

fitoplankton türleri ve midyeler üzerinde incelemeler yapıp mortalite sonuçlarını 

gözlemlemiştirler. Sonuç olarak uygulamada DDVP’nin midye için toksik etkisi 

olmayıp, larval ıstakoz, yetişkin ıstakoz, zooplankton ve fitoplankton için toksik etki 

gösterdiği belirlenmiştir. 

Rath and Misra (1981), tilapi üzerinde DDVP’nin solunum yoluyla alınması sonucu 

öldürücü etkilerini incelemiştirler. Üç farklı yaş grubu üzerinde yapılan çalışmada tüm 

yaş gruplarında oksijen tüketimi ile havalandırma oranı arasında pozitif bir korelasyon 

(p<0,001) sağlanmıştır. Uygulama sonrasında solunum oranları ve vücut ağırlıkları 

arasında ters orantı gözlenmiştir. Tüm yaş gruplarında oksijen tüketimi ve insektisit 

konsantrasyonu açısından negatif bir korelasyon (p<0,001) gözlenmiştir. Sonuç olarak 

toksisitenin balık yaşına bağlı olarak ters, metabolizma aktivitesiyle doğrudan ilişkili 

olduğu bulunmuş ve çalışma sonunda balıkların solunum sistemlerinde dönüşümsüz 

hasarlar meydana gelmiştir. 
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Rath and Misra (1979), tilapi üzerinde yaptıkları çalışmada DDVP’nin sub-lethal 

dozunu uygulayarak, asetilkolinesteraz aktivitesiyle DDVP’nin ilişkisini belirlemeye 

çalışmıştırlar. Beyin ve karaciğer enzim aktivitelerinde önemli derecede inhibasyon 

meydana gelmiştir. Uygulama süresince DDVP’ye maruz kalan balıklarda enzim 

inhibisyon derecesi, insektisit konsantrasyonu kalma süresi ile pozitif korelasyon 

göstermiştir. Karaciğere kıyasla tüm yaş gruplarının beyin dokusunda daha fazla 

inhibisyon meydana gelmiştir. Küçük balıklar insektisite daha duyarlı iken temiz suya 

transfer edildiklerinde enzim aktivitelerinde daha çabuk bir iyileşme söz konusu olmuş 

ve iyileşme derecesi maruz kalma süresi ile ters bir ilişki göstermiştir. 

Demael et al. (1990) Sazanlar üzerinde 8 gün boyunca 30 mg l−1 DDVP’nin 30 

dakikalık uygulamasını yapmış beyin, karaciğer ve böbrek enzimleri ile çeşitli plazma 

parametrelerini incelemişlerdir. Karaciğerde kolinesteraz, alkalen fosfataz ve glutatyon 

S transferaz aktiviteleri değişmeyip, glucuronyl transferaz aktivitesi azalmıştır. 

Böbrekte alkalen fosfataz, glutatyon S transferaz ve glucuronyl transferaz 

aktivitelerinde azalma görülmüş ancak laktat dehidrogenaz (LDH) ve glukoz-6-fosfataz 

aktivitelerinde hiçbir değişiklik gözlenmemiştir. Kan plazmasında ise K+, Ca2+ ve alanin 

aminotransferaz aktivitesinde artış gözlenmiştir. Sonuç olarak böbreklerde diklorvosun 

elemine edildiği gözlenmiştir. Eleminasyon sürecinde ksenobiyotiklerin bozulma 

olasılıklarında azalma gözlenmiştir. 

McHenery et al. (1991) Istakoz, Homarus gammarus ve ringa balığı üzerinde 5,7 ve 

122 μg 1−1’lık DDVP uygulaması yapmıştırlar. Istakoz larvaları düşük dozlarda bile 

hassasiyet göstermiş olup daha sonrasında sub-letal doza maruz kalan larvaları 

iyileştirmek mümkün olmuş ve asetilkolinesteraz aktivitesinde inhibasyon 

gerçekleşmiştir. Sonuç olarak mevcut verilerin çevresel etkileri tartışılmıştır. 

Hoy et al. (1991), yaptıkları çalışmada salmon bitlerine karşı tedavi için uygulanan 

DDVP’nin sudaki oksijen miktarına bağlı olarak gökkuşağı alabalığında 

asetilkolinesteraz enzimi üzerinde oluşturduğu etkileri incelemiştirler. Su sıcaklığının 

9°C olduğu ortamda, balıkların ortalama 135 gr olduğu 2 grup oluşturulmuştur. 
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Uygulama boyunca sudaki oksijen miktarı 15 mg/l (TH) ve 3 mg/l (TL) civarında 

olmuştur. Daha sonra 2 gruptaki oksijen seviyesi 6 mg/l O2 de tutulmuştur. 2, 4, 7, 14 ve 

21. günlerde 5’er balık örnekleme yapılmıştır. Beyin, plazma ve karaciğer örnekleri 

incelenmiştir. Uygulamadan hemen sonra yapılan ölçümler göstermiştir ki; beyin 

dokusunda, TH grubundaki AchE aktivitesi, TL grubundakine göre daha yüksek 

çıkmıştır. Ortalama AchE aktivitesi %45 (TH) ve %58 (TL) dir. Dokularda ki AchE 

aktivitesinin düşük olmasından dolayı gruplar arasında plazma ve karaciğer 

değerlerinde farklılık oluşmamıştır. Sonuç olarak DDVP’ye maruz kalan balıklarda 

yeterince oksijenlendirme yapıldığı takdirde ölümler engellenebilir. Ayrıca AchE 

aktivitesi 14 günde daha fazla inhibe olmaktadır. Aynı zaman içerisinde tekrardan 

salmon bitlerine diklorvos uygulamasının yapılması ölüm riskini artırabilir. 

Erdoğan et al. (2007), 21 gün boyunca 1,6 mg/litre DDVP’ye maruz bırakılan 

gökkuşağı alabalığında HSP-70 gen ekspresyonunu araştırmışlardır. Kontrol grubu ve 

kimyasal uygulanan grup arasında HSP-70 gen ekspresyon farkı istatistiksel olarak 

p<0,01 önem seviyesinde farklı bulunmuştur. 

Atamanalp et al. (2007), yaptıkları çalışmada 28 gün boyunca 1,6 mg/litre DDVP’ye 

maruz bırakılan gökkuşağı alabalığında kan parametrelerinde meydana gelen değişikleri 

incelemiştir. DDVP kırmızı ve beyaz kan hücrelerinin miktarında, hemoglobin 

sayısında ve eritrositlerin çökelme oranında artışa sebep olmuştur. DDVP uygulanan ve 

uygulanmayan gruplar arasında beyaz kan hücresinde istatistiksel olarak önemli 

derecede fark belirlenmiştir. 

Bris et al. (1995), ekonomik öneme sahip olan 2 tür yumuşakça (Ruditapes 

philippinarum ve Crassostrea gigas) üzerinde DDVP uygulamasının etkilerini 

incelemiştirler. 48 saatlik sürede suya 0,1 mg l−1 diklorvos uygulaması yapılmıştır. 

Kabuklu deniz hayvanlarında ölümler gözlemlenmiş ve asetilkolinesteraz aktivitesinde 

azalma olduğu belirlenmiştir. Ancak canlıların kabuklarında açılmalar meydana 

gelmiştir bu da DDVP’nin kas dokusunda meydana getirdiği olumsuz etkinin 

göstergesidir. Bu nedenle balık çiftliklerinde DDVP kullanımı sınırlandırılmalıdır. 
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Intorre et al. (2003), çalışmalarında yılan balığı, levrek ve alabalık üzerinde zararlı 

böceklere karşı organikfosforlular grubun da yer alan azamethiphos (AZA) tedavisi 

uygulayıp etkilerini incelenmişlerdir. Balıklar üzerinde 60, 120 ve 240 dakika süresince 

0,1 ppm’ lik miktarda uygulama yapılmıştır. 21 gün boyunca rastgele örneklemeler 

yapılarak balıklar temiz suya transfer edilmiştir. Kontrol grubuna kıyasla yılan balığı, 

levrek ve alabalığın beyin dokusundaki AchE (asetilkolinesteraz) aktivitesi %44, %56 

ve %62’ye kadar inhibe olmuştur. Alabalıkta 7 gün, yılan balığı ve levrekte ise 

inhibasyon 4 gün içerisinde olmuştur. Sonuç olarak AchE aktivitesinde meydana gelen 

durma balıklarda hiperaktivite ve zıplamalara sebep olmuştur. Alabalıklarda ölüm, 

sadece 240 dakika süresince AZA’ya maruz kalan balıklarda olmuştur. AchE 

aktivitesinin beyin dokusunda azalması, türler arasında değişken bir korelasyon 

sergilemiştir. 

Yapılan bir çalışmada balık dışı parazitlerin tedavisinde kullanılan DDVP’nin sazanlar 

üzerindeki etkisi araştırılmıştır. Doza bağımlı baskılayıcı etkinin sonucunda lenfosit 

proliferasyonu ve miyeloid hücrelerinde solunum patlaması gözlenmiştir. Yersinia 

ruckeri’ye karşı uygulanan DDVP in vivo şartlarda hiçbir etki göstermemiştir. AchE 

analizlerine göre böbrek ve dalakta herhangi bir değişiklik gözlenmemiş, bazı kan 

parametlerinde çok az spesifik olmayan değişiklik belirlenmiştir (Dunier et al. 1991). 

Kirleticilerin balıklar üzerinde meydana getirdiği değişikliklerin moleküler olarak 

açıklanması, bazı belirleyici genlerin ekspresyonunun kantitatif olarak belirlenmesi ile 

mümkün olabilir. Bu spesifik genlerin kantitatif olarak tespiti sonucunda kimyasala 

maruz kalan balığın, bu durumdan ne derece etkilendiği hakkında çok sağlıklı bilgiler 

elde edebiliriz. Kimyasalların özellikle büyümeye olan etkisinin tespiti önemlidir. 

Balıklarda büyüme ile direkt ilgisi olan IGF (insülin benzeri büyüme faktörü)  geni ve 

GH-I geninin büyük önem arz ettiği belirtilmiştir (Fox et al. 2009; Onuma et al. 2010; 

Richmond et al. 2010; Link 2010). Bütün bu bilgilerin ışığı altında akuatik 

ekosistemlerde organik kirleticilerin su kalitesinin kötüleşmesine yol açtığı gibi aynı 

zamanda toksikolojik etkilerinin insan ve balık sağlığında olumsuz etki yaptıkları açıkça 

ortadadır. 
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Hedef dokularda GH-I (büyüme hormonu)’in direkt etkisi olmasına rağmen birçok 

fizyolojik etkisinde IGF’ye bağımlıdır. Dolaşımdaki IGF’nin başlıca kaynağı da 

karaciğerdir. Periferik dokulardaki ise IGF hem GH-I’a bağımlı, hem de GH-I’a 

bağımsız yollardan lokal parakrin etkiler gösterir. Dışarıdan GH-I verilirse, kandaki IGF 

seviyesi artacağı gibi periferik dokulardaki IGF ekspresyonuda artacaktır (Peterson and 

Waldbieser 2009). IGFBP-3 seviyeleri GH-I’e bağımlı olup dolaşımdaki IGF-I’in 

başlıca taşıyıcı proteini olarak iş görür, IGFBP-1 ve IGFBP-2 ise lokal dokudaki IGF 

fonksiyonunu düzenler (Chesik et al. 2004). 

IGF geni balığın gelişmesi ve büyümesinde önemli bir rol oynar. Günümüzde IGF, 

büyüme oranı indikatörü ve büyümeyi teşvik eden ajan olarak gösterilir (Shimizu et al. 

2003; Larsen et al. 2001). IGF, insülin benzeri etkileri ve hücre çoğalması ile ilgili 

etkileri olan, hem karaciğerde üretilip dolaşıma verilen hem de lokal olarak üretilip etki 

gösteren 70 aminoasitten oluşan bir peptitdir (Degger et al. 2000). Balık yetiştiricilik 

endüstrisinde ve yeni yem diyetlerinin balığın büyüme hızına katkı sağlamasında IGF-

I’in potansiyel uygulamaları, araştırmalar için aktif bir alan oluşturmuştur (Dyer et al. 

2004; Petersson and Small 2004). Bazı balıklarla ilgili yapılan son çalışmalar IGF-I’in 

yumurta olgunlaşmasının indüksiyonunda yer aldığını göstermiştir (Weber et al. 2001; 

Weber et al. 2007).  

IGF-I, balığın büyümesinde önemli etkiye sahip olan mitojenik bir polipeptitdir. Bu 

çalışmada tilapia (Oreochromis niloticus) üzerinde IGF-I incelenmiştir. Hepatik IGF-I 

cDNA’sı kısmen klonlanarak izole edilmiş ve Real-time PCR ile gerekli 

değerlendirmeler yapılmıştır. Sonuç olarak yüksek yem tüketimi ve sıcaklık artışı, 

balığın büyüme hızında ve IGF-I mRNA ekspresyonunda artışa sebep olmuş ve bu 

bilgiler ışında hepatik IGF-I’in balıklar üzerinde büyümenin kontrolü için önemli bir 

anahtar olduğu ayrıca, IGF-I mRNA miktarının bu türün büyüme hızı oranının 

değerlendirilmesinde yararlı olacağı belirtilmiştir (Peterson and Small 2004; Cruz et al. 

2005). IGF-I, yapısal homolojiyi oluşturan proinsülinin içerisinde ve yaklaşık 70 

aminoasit molekülün doğal üretimde işlevsel görev alıp farklılaşma ve büyümenin 

düzenlenmesinde etkili olmaktadır (Degger et al. 2000). IGF-I sirkülâsyonunun ana 
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kaynağı, hepatik IGF-I’in üretiminde hipofizin GH-I’i uyarmasıdır (Kajimura et al. 

2001;Pierce et al. 2004). 

IGF-I, ligandların yüksek afiniteli proteinlerin ve yüksek afiniteli hücre yüzeyi 

reseptörlerinin bağlanmasında ve omurgalıların büyümesinin düzenlenmesinde öncelikli 

öneme sahiptir (Wood et al. 2005). İnsülin benzeri büyüme hormonu mRNA’sı 

balıkların bütün yaşam evrelerinde bulunur. Ayrıca IGF-I gen ekspresyonu zamansal ve 

mekaniksel olarak tüm memelilerde benzer özellik göstermiştir. IGF, IGF reseptörleri 

ve IGF protein bağlayıcıları omurgalıların embiroyonik gelişmesinde önemli bir 

düzenleyicidir (Duan 1998). 

IGF-II memelilerde fetal büyümeyle ilişkilidir ancak bu balıklarda açıkça 

belirlenmemiştir. Yapılan çalışmada yaygın olarak bulunan sazan balıklarında PCR 

yöntemi uygulanarak, IGF-II cDNA amplifikasyonu sonunda tam uzunlukta IGF-II 

dizilimi elde edilmiştir. Tahmin edilen aminoasit dizilimi için IGF-II’nin kodlaması 

karşılaştırıldığında sırasıyla, salmonda %70,6, barramundide %68,7, tilapiada %63,4 ve 

insanda %35 oranında IGF-II belirlenmiştir. IGF-II ve IGF-II’nin cDNA diziliminde, 

nükelotidler arası kimlik belirleme yüzdesi sadece %32,6’dır. Aynı zamanda doku 

örneklerinde IGF-II mRNA’ların dağılım seviyeleri incelenmiştir. IGF-II seviyeleri 

genç balıkların pankreas dokusunda önemli düzeyde yüksek bulunmuştur. Ayrıca larva 

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

Son zamanlarda yapılan çalışmalar, karaciğer ve hipofiz bezi tarafından üretilen IGF ve 

GH-I’in rollerine odaklanmıştır. Ancak IGF ve GH-I’in kaynağı sadece bunlar değildir. 

Lokal dokularda meydana gelen IGF ve GH-I gen ekspresyonları karaciğer ve hipofiz 

bezindekinden fazladır. Balığın erken yaşlarda gelişmesi açısından kısmı olarak önemli 

görülen ama muhtemelen henüz tam olarak bilinmeyen otokrin veya paratokrin gibi 

düzenleyiciler söz konusu olabilir (Greene and Chen 1999; Gabillard et al. 2003; Li et 

al. 2006, 2007; Raine et al. 2007). 
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Birkaç balık çeşidi üzerinde insülinin rolü incelenmiştir (Mommsen 2001; Navarro et 

al. 2006). İnsülin salgılanması, karbonhidrat ve aminoasitlerin etkisiyle önemli derecede 

beslenme rejiminden etkilenir. Kastaki protein sentezi ve aminoasit emilimi insülini 

tetikler. Ayrıca omurgalılarda, iskelet kasının oluşmasında ve onarılmasında IGF 

sistemin hayati derecede önemli rolü vardır (Navarro et al. 1998; Le Roith et al. 2001).  
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. Materyal 

3.1.1. Araştırma yeri 

Araştırma, Atatürk Üniversitesi Ziraat Fakültesi Su Ürünleri Bölümüne ait Alabalık 

Üretim Tesisleri, Akvaryum Balıkları ve Araştırma Merkezi ile Su Ürünleri 

Laboratuvarında yapılmıştır. 

3.1.2. Su materyali 

Atatürk Üniversitesi Ziraat Fakültesi Su Ürünleri Bölümünde, Alabalık Üretim 

Tesislerine ait klorsuz kaynak suyu kullanılmıştır. Yapılan ölçümlerden elde edilen su 

parametreleri Çizelge 3.1’de verilmiştir. 

 
Çizelge 3.1. Araştırmada kullanılan suyun kimyasal özellikleri 
 
 
Parametre      Değer                   
 
O2       8,8 ppm  
pH       7,9 
SO4

-2        0.33 mg/L  
NO3

-        3.45 mg/L  
İletkenlik       240 µs/cm   
Sıcaklık      9,6±1,0ºC 
 
  
3.1.3. Araştırma tankları 

Araştırmada 1 m3’lük 2 adet fiberglas tank kullanılmıştır, tanklara 650 litre su 

doldurulmuştur.  
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3.1.4. Balık materyali 

Çalışmada 20 adet 1 yaşlı Gökkuşağı alabalığı (Oncorhycnhus mykiss) kullanılmıştır. 

Balık ağırlıkları ortalama 150±20 gr ve boyları ortalama 20±3 cm’dir. Balıklar Su 

Ürünleri Bölümüne ait Alabalık Üretim ve Araştırma Merkezinden temin edilmiştir. 

Çizelge 3.2 ve Şekil 3.1’de alabalıkla ilgili bilgiler ve fotoğraf verilmiştir.  

Çizelge 3.2. Gökkuşağı alabalığının özellikleri  (Anonim 2010f).  

Balık Türü Gökkuşağı Alabalığı 

Familya Salmonidae 

Latincesi Oncorhynchus mykiss 

İngilizcesi Rainbow trout 

Morfolojik Yapısı 

Vücut diğer türlere göre daha tıknaz ve çok 
sayıda siyah nokta ile kaplı olup, ortası 
gökkuşağı renginde bantlıdır. Kuyruk ve yağ 
yüzgeçleri beneklidir. Yumurtlama 
mevsiminde erkekler parlak grimsi siyah, 
dişiler ise daha soluk renklidir.  

Maksimum Boy 80 cm. 

Ortalama Boy 25-45 cm 

Maksimum Ağırlık 10000 gr 

Ortalama Ağırlık 250 gr 

Cinsel Olgunluk 2-3 yaş 

         

     

Şekil 3.1. Denemede kullanılan gökkuşağı alabalığı 
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3.1.5. Uygulanan kimyasal 

Balıklar üzerinde yüksek toksik etkiye sahip olan ve bitkilerde zararlı organizmalara 

karşı kullanılıp sucul ortama karışma ihtimali çok yüksek olan DDVP kullanılmıştır. 

Çizelge 3.3’te DDVP hakkında genel bilgiler verilmiştir. 

Çizelge 3.3. DDVP (Anonim 2010g) 
 
Ad Diklorvos 

Eş Anlamlı 2,2-Dichlorovinyl Dimethyl Phosphate, 
Dichlorman, DDVP,Verdisol 

Moleküler yapısı 

 

Molekül Formülü C4H7Cl2O4P 

Moleküler Ağırlığı 220,98 

Yoğunluk 1,415 

Ergime noktası -60 ºC 

Kaynama noktası 140 ºC 

Suda çözünürlüğü Az çözünür. 1 g/100 mL 

 

3.1.6. Çalışmada kullanılan kimyasallar 

1. RNA izolasyonu için gerekli kimyasallar 

1. Trizol 

2. Kloroform 

3. İzopropilalkol 

4. Etanol (% 70’lik) 

5. DEPC (Diethylpyrocarbonate) su 

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

41.9 gr MOPS  

6.8 g sodium acetate (mw 136,08) 

2.6 g EDTA (mw 372,24) 

400 ml DEPC H2O erlen içerisine konulmuş ve daha sonra pH NaOH ile 7,0’ye 

ayarlanmıştır. DEPC’li su ile 500 ml’ye tamamlanmıştır. 

7. Agaroz 

8. Formamid 

9. Etidium bromur 

10. ddH2O 

2. Super ScriptTM III Reverse Transcriptase ile cDNA oluşturulması için gerekli 

kimyasallar 

1. Oligo dT20 

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

3. ddH2O 

4. 5xFirst-Strand Solüsyon 

5. DTT 

6. RNaseOUT™ 

7. SuperScript™ III RT 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Deneme planı ve kimyasalın uygulanması 

Deneme tam şansa bağlı basit deneme planına göre, biri kontrol grubu diğeri muamele 

grubu olarak kurulmuştur. Denemede 2 haftalık adaptasyon sürecinden sonra, balıklara 

günlük 1,6 mg/l DDVP uygulaması 21 gün süresince devam etmiştir. Su, açık devre su 

sistemi kullanılarak kg balığa 0,5 L/dk’dan daha az olmamak şartıyla tanklara 
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dağıtılmıştır. Kimyasal uygulaması sırasında tanklara gelen su kesilip ve suyun 500 

litrelik kısmı boşaltılıp ilaç uygulaması yapılmış 20 dakika sonra su akışı tekrar 

verilmiştir. 

3.2.2. Balıkların öldürülmesi ve doku örneğinin alınması  

21 günlük kimyasal uygulamasından sonra balıklar tanklardan alınıp kafalarına sert bir 

cisimle vurulurak öldürülmüştür. Sonrasında steril malzemelerle balıkların sırt yüzgeçi 

ile linea lateral (yanal çizgi) arasında kalan kısımdan kas dokusu örnekleri alınıp plastik 

tüplere konulmuş ve sıvı azot içerisine bırakılmıştır. 

3.2.3. Balık dokusundan total RNA izolasyonu yöntemi 

Kas dokusu örnekleri alınıp TRIzol®Reagent solüsyonu içerisinde soğuk şartlarda 

ultraturaks yardımıyla parçalanmıştır. Total RNA’nın izolasyonu, ilgili solüsyon 

protokolünde belirtilen yöntem kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Total RNA 

konsantrasyonları ve varlığı, spektrofotometrik ölçümler ve elektroforez uygulamasıyla 

belirlenmiştir. 

 

1- Her 4 ml Trizol başına 400-750 mg doku örneği kullanılmış ve örnek Trizol içinde 

homojenize edilmiştir. 

2- Homojenizasyonun ardından 4°C’de 10 dk 11000 devirde santrifüj edilmiş ve 

supernatant alınmıştır. 

3- 800 μl kloroform eklenmiş, tüplerin ağızlarını güvenli bir şekilde kapatılarak 15 sn 

süreyle elle çok güçlü bir şekilde çalkalanmış ve oda sıcaklığında 2-3 dk inkübe 

edilmiştir. 

4- İnkübasyondan sonra örnekler 4°C’de 15 dk 11000 rpm’de santrifüjlenip supernatant 

alınmıştır. 

5- Örneklere 2 ml izopropilalkol katılıp ve oda sıcaklığında 5-10 dk inkübasyona 

bırakılmıştır. 
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6- Örnekler 11000 rpm’de 4oC de 15 dk santrifüj edilip üst faz tamamen 

uzaklaştırılmıştır. 

7- Altta kalan kısma 4 ml %70 etanol ilave edilerek hafifçe vortekslenip 8000 rpm’de 

4oC’de 5 dk santrifüj edilmiştir. 

8- Etenol uzaklaştırılıp tüpler kurutma kâğıdında ters çevrilerek kurutulmuştur. Örneğe 

40 μl DEPC su ilave edilerek -80oC’de stoklanmıştır (Erdoğan et al. 2008). 

3.2.4. Total RNA'nın Kalitatif tayini  

RNA varlığının kontrolü için Agaroz jel elektroforezi uygulanmıştır. Elektroforez, 

elektriksel bir alanın etkisi altında, suda çözünmeyen bir destek materyali içerisinde, 

belirli bir pH’da yüklü, çözünen ya da çözünmeyen parçacıkların göç etmesiyle 

ayrılmasını sağlayan bir tekniktir. RNA ürünlerinin varlığının kontrolünde kullanılan en 

basit yöntem Agaroz jel elektroforezidir. Elektroforde kullanılan jeli hazırlarken 0,4 

gram Agaroz tartılıp üzerine 40 ml 1xTBE (Tris-Borat EDTA) tamponu ilave edilerek 

yaklaşık %1’lik Agaroz çözeltisi elde edilmiştir. Daha sonra 2-3 dakika mikrodalga fırın 

içerisinde ısıtılmaya bırakılmıştır. Çözündükten sonra bir iki dakika kadar oda 

sıcaklığında soğutulup elektroforez tankına kabarcık oluşturmayacak şekilde 

boşaltılmıştır ve tarak dikkatlice yerleştirilmiştir. Çeker ocakta katılaşıncaya kadar 

bırakılıp, tarak çıkarılmış ve numunenin izlenmesini kolaylaştırması için boya ile 

karıştırılarak kuyulara yüklenmiştir. 120 voltta 1 saat yürütülüp, sonuç UV 

transimülatörde kontrol edilerek fotoğrafı çekilmiştir. 

 Jelde yürütülecek RNA örneğinin hazırlanışı 

RNA örneği üzerine ddH2O eklenerek hacim 4,5 μl/L (1μl RNA +3,5 μl ddH2O) ye 

getirilmiştir. Üzerine 0,5 μl 20xMOPS solüsyonu ve sonrasında 5 μl formamid 

eklenerek 65°C’de 15 dk inkübasyona bırakılmıştır. 
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 Jelin hazırlanışı 

Cam erlen içerisine 1.88 ml 20xMOPS solüsyonu ve 0,3 gr agaroz karıştırılarak üzerine 

28,5 ml ddH2O eklenmiş ve solüsyon mikrodalga fırında kaynatılmıştır. Kaynadıktan 

sonra 37°C ye kadar soğumaya bırakılmış ve soğuduktan sonra üzerine 6.68 μl 

formamid ve sonrasında üzerine 2-3 μl/L etidyum bromür ilave edilip jelin donması için 

jel küvetine boşaltılmıştır. 

 Küvet solüsyonu 

1xMOPS solüsyonu kullanılmıştır. Jel donduktan sonra RNA örnekleri jele 

yüklenmeden önce elektroforez cihazı içerisine doldurulup örneklerin hareketi için 

uygun ortam sağlanmıştır. 

3.2.5. Total RNA’nın Kantitatif tayini 

İzole edilen RNA’ların yoğunlukları spektrofotometre ile 2 tekerrürlü olarak 

ölçülmüştür. Bu elde edilen değerlerin ortalaması alınarak seyrelme faktörü ile 

çarpılmış ve RNA yoğunluğu hesaplanmıştır. RNA dilüsyonu 1/50 olacak şekilde 

hazırlanarak örnekler 260 ve 280 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak ölçülüp, 

absorbans değerleri saptandıktan sonra yoğunluk değeri hesaplanmıştır. Total RNA’nın 

konsatrasyonu (μg/μl) = 260nm’deki absorbans değeri x seyreltme faktörü (1000) x40 

(Ekstriksiyon katsayısı) (http://www.pubquizhelp.34sp.com/other/dnacalculator.html) 

RNA’nın yapısında yer alarak hücrelerdeki genetik bilginin kodlanmasında önemli bir 

rol oynayan pürin ve pürimidin bazları 260-280 dalga boyunda absorbans verdiği için 

bu dalga boylarında ölçüm yapılmıştır.  

3.2.6. Super ScriptTM III Reverse Transcriptase ile cDNA oluşturulması 

Total RNA izole edildikten sonra tek zincirli şekilden çift zincirli yapıya 

dönüştürülmektedir ki bu yapı komplementer DNA (cDNA) olarak adlandırılırlar. Elde 
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edilen bu yapıların bir organizmada hemen hemen bütün gen yapısını ihtiva edebilecek 

bir kütüphaneye dönüştürülmesi işlemine ise cDNA kütüphanesinin oluşturulması 

denilmektedir. Total RNA’lardan reverse transkriptaz enzimi ile cDNA kütüphanesi 

oluşturulmuş ve örnekler çalışılıncaya kadar –20°C’de saklanmıştır. Yöntem şu 

şekildedir; 

1. Steril bir mikrosantrifüj tüpüne; 1 µL 50 µM Oligo dT20  

1. 10 pg-5 μg total RNA veya 10 pg-500 ng mRNA 

2. 1 μl 10 mM dNTP Mix (pH=7.0 olan dATP, dGTP, dCTP ve dTTP’nin her 

birinden 10 mM) 

3. 13 μl’ye ddH2O ile tamamlanmıştır. 

2. Karışım 65°C’de 5 dakika ısıtılıp buz üzerinde en az 1 dakika inkübe edilmiştir. 

3. Karışım kısa süreli santrifüjlenip üzerine şu kimyasallar eklenmiştir; 

4 μl 5xFirst-Strand Buffer, 1 μl 0.1 M DTT, 1 μl RNaseOUTTM Recombinant RNase 

Inhibitor (Cat. no. 10777-019, 40 units/μl).  

4. Karışım hafif bir pipetleme ile karıştırılmıştır.  

5. Karışım 50°C’de 45 dakika inkübe edilmiş ve gene spesifik primer için reaksiyon 

sıcaklığı 55°C kadar arttırılmıştır. 

6. Karışım 70°C’de 15 dakika ısıtılarak reaksiyon durdurulmuştur (Erdoğan et al. 2008). 

3.2.7. Primer Dizaynı Yapılması  

İnternet ortamındaki gen bankasından (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) gökkuşağı 

alabalığında GH-I, IGF-I ve IGF-II genlerine ait mRNA baz dizilimleri kullanılarak  

internet ortamındaki başka bir primer dizayn programında (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer3/primer3_www.cgi/) genlerin maksimum 250 bp’lik kısmına spesifik 

primerler ve problar oluşturulmuştur. TaqMan probları primerlerden daha uzun 

oligonükleotidlerdir (20-30 baz uzunluğunda ve Tm dereceleri 10°C daha fazladır). 

Bunlar genellikle 5’ucunda flouresan işaret molekülü (Reporter) ve 3’ ucunda da 

quencher (bastırıcı; çoğunlukla TAMRA) kullanırlar. Uyarılan flouresan molekülün 

enerji transferi, yakınındaki quencher molekülünden daha fazla olduğunda ışınım 

meydana gelir (FRET = Fluorescence Resonance Energy Transfer). Böylece reporter ve 
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quencer moleküllerin yakınlığı ışınımı bastırır. TaqMan probları, PCR ürününün iç 

bölgesine bağlanacak şekilde dizayn edilirler. Polimeraz DNA üzerinde replikasyon 

yaparken TaqMan probun 5’ ucuna geldiğinde ekzonükleaz aktivitesiyle probu kırar. 

Serbest kalan reporter molekül ışınım yapar (quencer molekülden uzaklaştığı için). Bu 

ışınım, her döngüde kırılan prob sayısıyla orantılı olarak artmaktadır. İyi dizayn edilmiş 

TaqMan probları çok az optimizasyon gerektirir. Molecular beacon probları flouresan 

(FAM, TAMRA, TET, ROX) ve diğer uçta da quencer (çoğunlukla DABCYL) içerirler. 

Son olarak oluşturulan primerlerin ilgili bölgeye spesifiklikleri 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ kullanılarak kontrol edilmiştir Uygun 

bulunmayan primerlerin seçimleri elle yapılmış ve 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ sitesinden tekrar kontrol edilmiştir (Erdoğan et 

al. 2008). 

Çizelge 3.4. Primer Dizaynı 

Genler Primer dizilimi (5′ → 3′) 
Çoğaltılacak 
bölgenin 
uzunluğu 

Gen bankası erişim 
numarası 

GH-I 
Forward 

AATGGTCAGAAATGCCAACC 

201 bp NM_001124689,1 
GH-I 
Reverse 

AAGCAAGCCAACAACTCGTAG 

GH-I 
Prob 

FAM- CATCAACCTGCTCATCACGGGG -TAMRA 

IGF-I 
Forward 

 ATGTGCTGTGTCTCCTGTACCC 

149 bp M95183.1 
IGF-I 
Reverse 

 TAAAAGCCTCTCTCTCCACACA  

IGF-I 
 Prob 

FAM- TAACCCTGACTTCGGCGGCA -TAMRA 

IGF-II 
Forward 

GAAGGTCAAGATGATGTCTTCG 

108 bp M95184.1 
IGF-II 
Reverse 

AGTTCTCCTCCACATAGCGTTT 

IGF-II 
Prob 

FAM- TCGAGTGCTGGTCATTGCGC-TAMRA 

GAPDH 
Forward 

ATCAAAGGGGCTGTCAAGAA 

106 bp NM_001124246 
GAPDH 
Reverse AGGAGTGGGTGTCTCCAATG 

GAPDH 
TaqMan 
Prob 

Cy5-  CGCCGAAGGACCCATGAAGG  -BQ2 
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3.2.8. Multipleks Real-Time PCR 

Multiplex PCR ile daha az zamanda daha çok hedef bölge amplifikasyonu 

gerçekleştirildiğinden kullanışlı bir inceleme yöntemidir. Fakat önemli derecede 

optimizasyon gerektirir. Değişik hedeflerin aynı reaksiyon şartlarında amplifikasyonunu 

sağlamak için kullanılacak primerlerin dikkatli seçilmesi, bağlanma sıcaklıklarının 

birbirine uygun olması, birbirleriyle dimerizasyona girmemeleri gibi bazı önemli şartları 

gerçekleştirilmesi gereklidir. Farklı primer çiftlerinin en iyi konsantrasyonlarının seçimi 

ve spesifik olmayan amplifikasyonların önlenmesi birçok deneme gerektirir. Doku 

hücrelerinden elde edilmiş RNA’nın revers transkripsiyon sonrasında elde edilen 

cDNA’lar üzerindeki istenilen bölgeler Real-Time PCR’da çoğaltılır (Anonim 2010h). 

Real-Time PCR kullanılan kimyasallar ve miktarları Çizelge 3.5’te, programı ise 

Çizelge3,6’da verilmiştir. 

Çizelge 3.5. Real-Time PCR karışımında kullanılan kimyasallar ve miktarları   
Bileşenler Final Konsantrasyonu Miktar (µL) 

FastStart TaqMan® Probe 
Master 

- 
25 

Hydrolysis Probe 5 M 1 
cDNA - 10 
Forward Primer 10 pmol 2 
Reverse Primer 10 pmol 2 
ddH2O (Steril) - 10 

Toplam Hacim - 50 
Not; FastStart TaqMan® Probe Master; AmpliTaq Gold DNA Polimeraz, AmpErase urasil N-glikoliz 
(UNG), dNTP (Deoxynucleoside triphosphates), dUTP (Deoxyuridine triphosphate) ve optimize edilmiş 
tampon bileşeninden oluşur. 
 
Çizelge 3.6. Real-time PCR programı 
Döngü Döngü süresi Sıcaklık 

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 uygulamalarına ilişkin bulguların değerlendirilmesi 

Oncorhynchus mykiss’e ait GH-I, IGF-I ve IGF-II genlerinin yaklaşık 250 bp’lik kısmı 

amplifiye edilmiştir. Uygulamada kontrol geni olarak GAPDH kullanılmış ve GAPDH’ 

ya ait ΔCt değerleri kontrol grubu ve muamele grubu arasında kıyaslanmıştır. Gen 

ekspresyon dereceleri 2-ΔΔCt metodu kullanırak hesaplanmıştır (Livak 2001). 2-ΔΔCt 

metodu kullanılarak gen ekspresyonlarınındaki farklılık ilişkisinin hesaplanması şu 

şekildedir; 

Katların değişim ilişkisi = 2-ΔΔCt  

ΔΔCt değeri =  ΔCtkimyasal-ΔCtkontrol   

ΔCt = (Cthedef gen-Ctreferans gen)   

3.2.10. İstatistiki analiz 

Elde edilen sonuçların istatistiki analizi için Statistica 6.0 (StatSoft® Inc., USA) 

programı kullanılmıştır. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI  

4.1. RNA izolasyonuna ilişkin bulgular 

Kas dokusundan TRIzol®Reagent yöntemi ile izole edilen total RNA’ların varlığının 

kontrolü için %1’lik agaroz jel elektroforezi yapılarak Şekil 4.1’deki bant görüntüsü 

elde edilmiştir. 

                                                                                                                                                                 

                    

Şekil 4.1. RNA’nın Agaroz Jel Elektroforezinde Kontrolü. Soldan sağa doğru 1. kuyu 

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

Total RNA izolasyonun gerçekleştiğinin ispatı için elektroforez sonrasında jelde 2 bant 

görülmesi beklenir. RNA’nın büyük bir kısmını rRNA oluşturmaktadır. Bu bantların 

çıkması total RNA’nın izole oldugunu gösterir. Bu bantlar izole edilen RNA 

28S rRNA

18S rRNA
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içerisindeki rRNA’ya ait alt birimler olan 28S rRNA ve 16S rRNA ünitelerinin 

görüntüsüdür. 

4.2. Real-Time PCR sonucunda elde edilen veriler  

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

grubuna göre p<0,01 istatistikî önem derecesine göre kıyaslanarak belirlenmiştir.  

4.2.1 Amplifikasyon Etkinlik Oranı 

Amplifikasyon etkinlik oranı, e=10(-1/slope) formülü ve slope değeri (stratagen 

MxPro3000 Software programı ile) kullanılarak hesaplanmıştır. Çizelge 4.1’de 

primerlere ait etkinlik oranları verilmiştir. Amplifikasyon etkinlik oranı 2 olursa dizayn 

edilen primerin gene spesifikliği %100 demektir. Bu değer azaldıkça spesifiklikte azalır 

(Ceyhun et al. 2010).  

Çizelge 4.1. Real-time PCR’da kullanılan primerlere ait etkinlik oranları 

 

 

      

 

4.2.2. GH-I 

KontrolΔCt= Kontrol GH-I ΔCt – Kontrol GAPDH ΔCt 

DDVPΔCt= DDVP uygulanmış balık GH-I ΔCt - DDVP uygulanmış balık GAPDH ΔCt 

ΔΔCt= DDVPΔCt - KontrolΔCt  E-ΔΔCt =1,93-ΔΔCt 

Genler Slope değeri Primer Etkinlik Oranı 

GH-I -3,54 1.93 

IGF-I -3,58 1.91 

IGF-II -3,42 1.96 

GAPDH -3,61 1.90 
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4.2.3. IGF-I 

KontrolΔCt= Kontrol IGF-I ΔCt – Kontrol GAPDH ΔCt 

DDVPΔCt= DDVP uygulanmış balık IGF -I ΔCt -DDVP uygulanmış balık GAPDH ΔCt 

ΔΔCt= DDVPΔCt - KontrolΔCt E-ΔΔCt=1,91-ΔΔCt 

 

4.2.4. IGF-II 

KontrolΔCt= Kontrol IGF-II ΔCt – Kontrol GAPDH ΔCt 

DDVPΔCt=DDVP uygulanmış balık IGF -II ΔCt -DDVP uygulanmış balık GAPDH ΔCt 

ΔΔCt= DDVPΔCt - KontrolΔCt E-ΔΔCt=1,96-ΔΔCt
 

 

 

Şekil 4.2. Amplifikasyon oranının hesaplanması. IGF-II değerine ait standart eğri, X ve Y ekseninde 
sırasıyla cDNA seyreltme faktörünün ve Ct değerlerinin logaritmik bölgesi gösterilmiştir.  



 

 

4.3. İstatistiki analiz sonuçları 

Real-Time PCR uygulaması sonucunda elde edilen verilerin Statistica 6.0 programıyla 

değerlendirilmesi sonunda aşağıdaki verilere ulaşılmıştır. 

Çizelge 4.2. Genlere ait kontrol ve muamele grupları arasındaki ΔCt değerleri 

Genler Muamele Ortalama ΔCtx ΔΔCt y Fold Azalışı (2 ΔΔCt)  

GH-I 
Kontrol 1,80±0,07b 

3,27 0,14 
DDVP 1,6 mg/L 5,07±0,27a 

IGF-I 
Kontrol 0,78±0,17 b 

-4,85 21,92 
DDVP 1,6 mg/L -4,07±0,05a 

IGF-II 
Kontrol -3,07±0,07b 

-0,57 1,48 
DDVP 1,6 mg/L -3,64±0,08a 

a, b= Bu değerler her bir genin kendi içerisindeki muamele ve kontrol değerleri dikkate alınarak p<0.01 

seviyesindeki istatistiki önem derecesidir. 

x= Kullanılan her balık için ilk önce ΔCt değeri: aynı balığın GAPDH geninin -Ct seviyesi ve DDVP –Ct 

seviyeleri bulunarak hesaplandı. Daha sonra ortalama ΔCt değeri uygulamaya tabi tutulan her bir balık 

için Ct değeri bulunarak hesaplandı. 

y= ΔΔCt değeri, kimyasal uygulanan grubun değerinin ortalaması ile kontrol grubunun ortalama ΔCt 

değerinin karşılaştırılmasıyla hesaplandı. 

 
 

 

 

 

 



 

 

5. SONUÇ ve TARTIŞMA 

Daha önce yapılan çalışmalarda DDVP’nin enzimler, kan parametreleri, sub-letal doz 

belirleme, mortalite ve lokal dokularda meydana getirdiği değişiklikler incelenmiştir 

(Giordano et al. 1989; Levesque et al. 2002). Bu açıdan yapılan çalışma moleküler 

düzeyde DDVP’nin büyüme genlerinde meydana getirdiği değişikliklerin belirlenmesi 

açısından ilk ve önemlidir. Yapılan birçok çalışmada varılan ortak sonuç kirleticilerin 

gen ekspresyon seviyelerinde değişiklikler meydana getirdiğidir (Handy 2003; Xiao-

dong et al. 2007; Vergani et al. 2009). 

Diğer çalışmalarda ise GH-I, IGF-I ve IGF-II’nin büyüme üzerine olan etkileri 

incelenmiş yâda yapılan kimyasal uygulamalarının lipit ve protein metabolizması, 

asetilkolinesteraz aktivitesi, çeşitli plazma parametreleri, HSP-70 gen ekspresyonu 

değişimi, sebeb olduğu mutasyon etkileri ve protein sentezi ile aminoasit emilimi gibi 

parametrelerde meydana getirdiği değişiklikler incelenmiştir (Kajimura et al. 2001; 

Pierce et al. 2004). Sonuç olarak yapılan çalışmalarda DDVP ve benzeri pestisit 

uygulamalarının büyüme ve biyolojik aktivite üzerinde olumsuz etkiler meydana 

getirdiğini söyleyebiliriz. Ayrıca zirai uygulamalarda zararlı böceklere karşı uygulanan 

pestisitlerin diğer canlılarda yaratacağı öldürücü dozların belirlenmesi için bu ve benzeri 

çalışmalar önem teşkil etmektedir.  

Ceyhun et al. (2010) Yaptıkları çalışmada gökkuşağı alabalığı üzerinde farklı dozlarda 

(0.25, 1, 2.5 μg/L) ve farklı saat dilimlerinde (6, 12, 24, 48 ve 72 ) deltametrin 

uygulaması yaparak HSP-70 gen ekspresyon seviyesinde meydana gelen değişiklikleri 

incelemiştirler. Sonuç olarak pestisit uygulamasının balıklardaki HSP-70 gen 

ekspresyon düzeyinde önemli derecede artışa sebep olduğu kanısına varmışlardır. 

Balıkta temel görevi besin alımı, protein sentezi ve sonuçta hücre bölünmesini uyarmak 

olan insülin benzeri büyüme faktörü-I (IGF-I)’nın salınımı yem alımı ile artar. Birçok 



 

 

kemikli balıkta, beslenme oranı ve sıklığıyla IGF-I ve GH arasında pozitif bir ilişki 

olduğu açıktır (Davie 2005).  

İnsülin benzeri büyüme faktörleri (IGF) somatik büyümede etkili olan, karaciğer ve 

birçok doku tarafından sentezlenebilen faktörlerdir. IGF-I ve IGF-II olarak iki önemli 

forma sahiptir. IGF-I daha çok doğumdan sonra, IGF-II ise doğumdan önceki büyüme 

üzerinde etkilidir. IGF’nin kas dokusunda etkisi mekanik stresle (hareketle) birlikte 

artar. IGF-I’in serum seviyelerindeki değişimin en önemli belirleyicisi besin alımıdır. 

IGF-I’in serum seviyelerinde kısa süreli ani değişim yoktur ve seviyeler oldukça 

stabildir. Besin alımı değişimlerine IGF-I, IGF-II’ye göre daha duyarlıdır. IGF-I’in 

büyüme sürecinde, bütün dokular üzerinde etkili olduğu bilinmekle beraber, son yıllarda 

GH’dan bağımsız şekilde mekanik yüke duyarlı olan satellit hücre aktivasyonunu 

artırdığı, böylece kas hipertrofisine neden olduğu görüşü kabul görmektedir (Harbili 

2008). 

 

Sunulan bu çalışmada DDVP’ye maruz bırakılan gökkuşağı alabalıklarınının büyüme 

genlerinde (GH-I, IGF-I, IGF-II) meydana gelen değişiklikler incelenmiştir. DDVP 

uygulaması sonrasında balıkların yem alımında azalmalar, yüzme hareketlerinde 

düzensizlikler ve durgunluk görülmüştür. 21 gün sonunda balıklardan alınan kas 

dokuları üzerinde yapılan incelemelerde büyüme gen ekspresyon seviyelerinde, kontrol 

grubu ve kimyasal uygulanan grup kıyaslandığında değişimler meydana geldiği 

gözlemlenmiştir.  

Real-Time PCR uygulaması sonrasında genlere ait kontrol ve muamele grupları 

arasındaki ΔCt değerleri karşılaştırıldığında; GH-I gen ekspresyon seviyesi büyümeye 

ve yaşa bağlı olarak artmakta iken kimyasal uygulamasına tepki olarak kontrol grubuna 

oranla daha fazla artış göstermiştir. Bu değer kontor gurubunda 1,80±0,07b iken 

kimyasal uygulanan grupta 5,07±0,27a olarak belirlenmiştir. IGF-I ve IGF-II gen 

ekspresyon seviyesi gen sırasıyla kontrol grubunda 0,78±0,17 b ve -3,07±0,07b kimyasal 

uygulaması yapılan grupta -4,07±0,05a ve -3,64±0,08a olarak belirlenmiştir. Kimyasal 

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



 

 

azalmaya sebeb olduğunu söyleyebiliriz. Bunun sonucunda DDVP’nin balıkların 

büyüme aktivitelerinde yavaşlamaya ve olumsuz biyolojik etkilere sebep olduğunu 

söyleyebiliriz. 

Çalışmada GH seviyesinde hem kontrol hemde muamele grubunda pozitif artış, IGF-I 

ve IGF-II seviyelerinde ise azalmalar belirlendiğini söyleyebiliriz. GH seviyesindeki 

artışın sebebini uygulanan kimyasala karşı karaciğer ve hipofiz tarafından bir direnç 

göstergesi olarak ifade edebiliriz. Ayrıca kimyasal uygulamasıyla balıklarda yem alım 

seviyesi düştüğü gözlemlenmiştir. Buna istinaden açlıktan dolayı GH salınımı arttığını 

ifade edebiliriz. GH, IGF-I ve IGF-II arasında meydana gelen farklılıkların sebebi 

olarak bu faktörlerin birbirleriyle ilişki içerisinde olmasının yanı sıra farklı işlev ve 

zamanlarda görev almasından kaynaklı olduğunu da söyleyebiliriz. 

Sonuç olarak DDVP’nin alabalıkların büyüme genleri (IGF-I ve IGF-II) üzerinde 

olumsuz etkileri olduğunu ifade edebiliriz. Sucul ortamın bu ve benzeri kirleticilerden 

arındırılması kesinlikle bu ortamda yaşayan canlılar, özelliklede balıklar için önem arz 

etmektedir. DDVP benzeri pestisitlerin kullanımının kontrol altında tutulması ve daha 

dikkatli bir şekilde kullanılarak sucul ortama karışımının engellenmesiyle bu ortamda 

yaşayan balıkların bundan zarar görmesi önlenmelidir. Daha temiz su şartları sağlanarak 

balıkların büyüme ve gelişme evrelerinde mutlak gelişmeler gözlenebilecektir. 
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