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GOKKUSAGI ALABALIGI (Oncorhynchus mykiss) BEYIN
DOKUSUNDA CiVA KLORUR TOKSISITESININ OLUSTURDUGU
OKSIDATIF STRES VE DNA HASARININ BELIRLENMESI

OZET

Bu ¢alismada son yillarda sucul ortamlarda 6nemli bir problem olusturan civa kloriiriin
(HgCl2) gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)’ nda beyin dokusu iizerindeki
toksikolojisi ve bunun neden oldugu oksidatif stres ile DNA hasar1 tizerindeki etkileri
arastirllmistir. Bu amacla her grupta 10 balik (n=10) olacak sekilde dort grupta toplam 40
adet balik 2 ve 7 giin siireyle HQCl, tin iki subletal dozu olan LCso' nin %25' ine ve %50’
sine (137,75 ve 275,5 ng/L) maruz birakildi. DNA hasarinin tespiti i¢in western blotlama
teknigi kullanilarak PARP-1 ((Poli (ADP-riboz) Polimeraz-1) ve Elisa kullanilarak 8-
Hidroksideoksiguanozin (8-OHdG)’ e bakildi. Oksidatif stresin gostergeleri olarak da
Heme Oxygenase-1 (HO-1), 4-Hidroksinonenal (4-HNE) ve Sitokrom c¢ (Cyt c)
proteinlerin ekspresyon diizeylerine western blotlama teknigi ile, MDA tayini
spektrofotometre ile ve reaktif oksijen tiirleri (ROS)’nin tespiti ise Elisa yontemi
kullanilarak yapildi. Sonug olarak, HgClo’e maruz birakilan baliklarda kontrol grubuna
gore diger gruplarda PARP-1, HO-1, 4-HNE, Cyt c ekspresyon diizeylerinde artig; ROS,
MDA ve 8-OHdG seviyelerinde yiikselme gozlemlendi. Sunulan ¢aligmanin sonuglar
inorganik civanin alt dozlarmin bile baliklar icin son derece nérotoksik oldugunu
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Gokkusagi alabaligi, beyin, civa kloriir, DNA hasari, PARP-1.
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DETERMINATION OF OXIDATIVE STRESS AND DNA DAMAGE
CAUSED BY MERCURY CHLORIDE TOXICITY IN BRAIN TISSUE
RAINBOW TROUT (Oncorhynchus mykiss)

ABSTRACT

In this study, the toxicology of mercury chloride (HgCl.), which is an important problem
in aquatic environments, on brain tissue in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) and its
effects on oxidative stress and DNA damage have been investigated in recent years. For
this purpose, 40 fish in four groups with 10 fish (n = 10) in each group were divided into
25% and 50% (137.75 and 275.5 ug/ L) of LCso, two subletal doses of HgCl> for 2 and 7
days. For the detection of DNA damage, PARP-1 ((Poli (ADP-riboz) Polimeraz-1) using
western blotting technique and 8-OHdG (8-Hidroksideoksiguanozin) using Elisa were
examined. As indicators of oxidative stress, HO-1, 4-HNE and Cyt c proteins were
measured by western blotting, MDA determination by spectrophotometer and reactive
oxygen species (ROS) were determined by Elisa method. As a result, the expression
levels of PARP-1, HO-1, 4-HNE, Cyt ¢ were increased in HgCl> exposed fish compared
to the control group; ROS, MDA and 8-OHdG levels were increased. The results of the
present study show that even lower doses of inorganic mercury are highly neurotoxic for
fish.

Keywords: Rainbow trout, brain, mercury chloride, DNA damage, PARP-1.



1. GIRIS

1.1. Gokkusag Alabahg (Oncorhynchus mykiss)

Hayvansal protein kaynagi olarak, hem ucuz hem de kolay saglanabilen besinlerin ilk
sirasinda su {iriinleri gelmektedir. Insan gidasi olarak, balik etinin her gecen giin 6nemi
daha da iyi anlagilmaktadir. Bu nedenle, tiiketimi gittikge artan alabaligin, daha saglikli
ve uygun ortamlarda yetistirilmesi gerek ekonomi ve gerekse gida giivenligi agisindan

olduk¢a 6nemlidir.

Ulkemizdeki su iiriinleri yetistiricilik uygulamalar1 basta alabalik iiretimi olmak iizere,
birgok alanda ilerleme gostermistir. Her ne kadar birka¢ deniz tiirliniin yetistiriciligi
yaygin olarak yapiliyorsa da alabalik yetistiriciligi kapasite ve iiretim miktar1 olarak, su
uriinleri yetistiriciliginde en biiylik yeri tutmaktadir. Baslangigta havuzlarda yapilan
alabalik yetistiriciligi; bugiin gol, golet, baraj golleri ve denizlerde kurulan ag kafeslerde
de yapilmaktadir. EKonomik pazari iyi ve yetistiriciligi kolay olan alabalik iiretimi,
iilkemizde yetistiricilige uygun tiirlerin de bulunmasi nedeniyle tesis sayisi ve iiretim

miktar1 bakimindan ilk sirada gelmektedir (Geldiay ve Balik 1999).

Salmonid tiirleri icerisinde yaygin yetistiriciligi yapilan en O6nemli tiir Salmonidae
familyasina ait olan gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)’dir (Tablo 1.1). Tim
diinyada oldugu gibi iilkemizde de gokkusagi alabaligi, yetistiriciligi en fazla yapilan
balik tiirtidiir (Geldiay ve Balik 1996; Ucar ve Atamanalp 2010). Gokkusag: alabaligi,
adaptasyon Ozelliginin  yiiksek olmasi, kirleticilere karst direng gostermesi,
biyoakiimiilasyon ve biyotransformasyon 0&zelligine sahip olmasi, kolay temin
edilebilmesi, laboratuvar kosullarinda yasayabilmesi ve analizleri yapilacak kadar gerekli

doku veya organa sahip olabilmesinden dolay1 ¢alisma materyali olarak segilmistir.



Tablo 1.1. Gokkusag alabaligir (Oncorhynchus mykiss)’nin sistematikteki yeri

Filum Chordata (Kordalilar)

Alt Filum Vertebrate (Omurgalilar)

Ust Simf Osteichthyes (Kemikli Baliklar)

Simif Actinopterygii (Isinsal Yiizgecliler)

Takim Salmoniformes (Alabalikgiller)

Familya Salmonidae (Alabalikgiller)

Alt Familya Salmonidae (Alabalikgiller)

Cins Oncorhynchus  (Suckley, 1861-
Pacific salmon)

Tiir O. mykiss (Walbaum, 1792)
Kamchatkan rainbow trout

Amerika kokenli bir balik tiirii olan gokkusagi alabaliginda viicut, tiknaz ve az basik
olup, sirt yiizgeci 10, anal yiizgeci ise 8-12 adet yumusak 1sina sahiptir. Pullari, yuvarlak
sekilli ve kiiciiktiir. Yanal ¢izgi tam, az 6ne dogru 135 ile 150 adet pulla kaplanmistir.
Kafanm st kismi1 ve arkasi ¢elik mavisi, mavi yesil, sari-yesil ve kahverengine ¢ok
yakindir. Viicut kenarlar1 gimiisi, beyaz veya soluk sari-yesilden griye egilimlidir. Karin

kismi1 giimiise yakin beyazdir (Celikkale 1988).

Ulkemizde, su iiriinleri yetistiriciligine uygun pek ¢ok su kaynag: bulunmaktadir. Ancak
artan niifus ile birlikte diizensiz yapilagma, arazi kullanimindaki yanligliklar dogay: hizla
tahrip etmekte ve c¢evre Kkirliligine neden olmaktadir. Bu nedenle biyolojik
zenginliklerimiz tehlike altina girmekte, bazi tiirlerin de nesli tiikenme asamasina
gelmektedir. Cevre kirliliginin 6nemli bir boliimiinii su kirliligi olusturmaktadir (Atay ve

Pulatsii 2000).

Yeryiiziiniin biiytik bir kismi su kaynaklarindan olusmaktadir. Bu su kiitlesinin kendi
kendini kolayca temizleyebilecegi diisiiniilerek, neredeyse tiim diinyada sanayi atiklari,

evsel atiklar ve diger kirletici maddeler su kaynaklarina gelisi giizel akitilmaktadir. Giin



gectikge bu atiklar sucul ortami olumsuz bir sekilde etkilemekte ve bazi Kirleticilerin

biyolojik olarak birikmesi sonucunda canlilar zarar gormektedir (Kog ve Yilmaz 2019).

Sanayi ve kanalizasyon atiklarinin akarsu yataklarma birakilmasi sonucunda bu
Kirleticiler su havzalarinda birikmekte ve sucul canlilar icin risk olusturmaktadir. Dicle
nehrinden toplanan Capoeta trutta'da ki yiiksek bakir, nikel ve ¢inko birikim nedeni,
nehrin zengin maden yataklarinin bulundugu bir bolgeden dogmasi ve Ergani Bakir
fabrikasinin flotasyon artiklarinin Dicle nehrine bosaltmasiyla, nehrin agir metal

bakimindan Kirletilmesinden kaynaklandig ifade edilmektedir (Unlii vd 1995).

Ortamda uzun siire kalan ve organizmalar tarafindan oradan alinip biriktirilebilen
metallerden bazilar1 (Co, Cu, Fe, Zn, Hg, Mn vb.) diisiik konsantrasyonlarda canlilarin
metabolizmalari i¢in gerekli olmasina karsin yiiksek konsantrasyonlarda bu canlilar igin
oldiriicii etkiye sahip olabilirler. Toprakta bulunan bu Kirleticiler sulama ve yagislar
yoluyla deniz, gol gibi durgun su ortamlarma ulagmakta ve bu ortamlarda yasayan
canlilar tizerinde kisa ya da uzun siireler sonunda ortaya ¢ikabilen zararli etkiler meydana

getirmektedirler (Unsal 1998).

En o6nemli besin kaynaklarimizdan birini olusturan baliklar ve diger deniz firiinleri
teknolojik gelismeye paralel olarak artan su kirliliginden (deniz, akarsu, gol vb.) ¢ok fazla
etkilenmektedir. Herhangi bir aritim islemi uygulanmadan atilan endiistriyel atiklar ve
asirt niifus artis1 sonucu olusan diizensiz kentlesme; hava, kara ve su kirliliginin biiyiik
boyutlara ulagsmasina neden olmaktadir. Akarsular ve diger su kaynaklari, atmosfer ve
karasal ortamlardan daha fazla kirliligin etkisinde kalmaktadir. Gegen zamanla birlikte
giderek artan oranda karalarin cesitli kaynaklarindan ve atmosferden kaynaklanan
atiklarin icerdigi agir metaller, hidrokarbonlar, pestisitler, evsel atiklarla atilan organik
maddeler ve benzeri kirleticiler akarsulara, akarsularla birlikte de gol ve denizlere
ulagsmaktadir. Organik atiklar zamanla ¢lirliylip dogaya donmekte, ancak ¢agdas
teknolojinin yogun olarak tirettigi kalici toksik maddeler ve agir metaller ¢evrede her giin
biraz daha birikmektedir. Bu kimyasal maddeler suda eriyerek sudaki canlilar tarafindan
metabolik ve fizyolojik faaliyetleri sirasinda alinarak cesitli organ ve dokularinda
birikmektedir (Oztiirk 1994; Oztiirk vd 1995). Bu dogrultuda son yillarda yapilan
toksikoloji ¢caligmalarinda agir metallerin neden oldugu kirlilige ilgi artmaktadir. Bu konu

ile ilgili ¢alismalarda pek cok agir metallerin belirli konsantrasyonlarda organizmalara



zarar verici bir etki gosterdigi ve ekolojik tahribe neden oldugu bildirilmektedir (Kog ve
Yilmaz 2019; Akobundu 2012; Aktar vd 2010). Ozellikle endiistri atiklarmin yogun
oldugu bolgelerdeki baliklarda ve diger deniz {irlinlerinde yapilan metal analizlerinin
sonuglariyla metal birikim diizeylerinin olduk¢a yiiksek oldugu ifade edilmektedir (Uysal
ve Tuncer 1984; Giiven ve Topcuoglu 1991). Besin zincirinde yer alan bu sucul canlilarin
insanlar tarafindan tiiketilmesi sonucunda, akut zehirlenmelere neden oldugu

bilinmektedir. (Karahan 1991).

Genellikle metaller baliklarin viicuduna, ¢oziinen iyon olarak solungaglar araciligi ile
sudan, metallerin balik besininde birikmesi ile besinlerden, sularda serbest siiriiklenen
organik madde ve canlilardan, metal tasiyan ve balik ile ortak yasayan diger
organizmalardan gegmektedir (Geldiay ve Kocatas 1988). Metallerin canlilardaki birikim
diizeyleri; tiirlere, tiir bireylerinin boylarina (Uysal vd 1986), doku ve organlara gore
degisim gosterdigi gibi metalin cinsine gore de degistigi ifade edilmektedir (Oztiirk 1991;
Lloyd 1992; Canli vd 1998).

1.2. Civa

Cok eski ¢aglardan beri insanlik tarafindan kesfedilen civa oda sicakliginda sivi halde
bulunan bir metaldir. Periyodik cetvelin 2B grubunda bulunan bir gegis elementi olan
civa 14,06 g/cm® yogunlugu ile agir metaller grubunun bir iiyesidir. Civa gerek metalik
olarak gerekse organik ve inorganik civa bilesikleri halinde endiistride bazi metallerin
tretim asamalarinda, termometrelerde, ilag sanayisinde, dis tedavileri icin dolgu
malzemesi olarak laboratuvarlarda, kagit ve boya sanayisinde kullanilmaktadir (Habashi
1997; Hammond 1971).

Civa en toksik agir metallerden birisidir. Diisiik konsantrasyonlarda bile sucul canlilar
icin son derece zararli etkilere sahiptir. Civanin oOzellikle cevre kirliligi goriilen
denizlerdeki su canlilarinda birikim gosterdigi ve farkli seviyelerde toksik etkilere neden
oldugu yapilan bir¢ok calismada kanitlanmistir (Saglamtimur vd 2003; Kayhan 2007).
Baliklarda kas dokusunun agir metal baglama konusunda fazla bir etkiye sahip olmadig1
bilinmekle birlikte, insanlar tarafindan tercih edilip tiiketildigi ve saglik riski olusturdugu
icin kas dokusuna bagl analizlerin de yapilmasi 6nem kazanmaktadir (Flos et al 1979).

Civanin farkli ortam derisimlerinin etkisine maruz birakilan Sazan baliginin (Cyprinus



carpio) karaciger ve bobrek dokularindaki civa birikimi ¢ok kisa siirede en yiiksek
seviyelere ulasmasina ragmen kas dokusunda meydana gelen birikim ancak 106 giinliik
bir etki siiresinden sonra ortaya c¢iktigi belirtilmistir. Belirtilen bu ¢alismada, civa
birikiminin kas dokusuna oranla diger doku ve organlarda daha az olmasinin kas
dokusunun agir metalleri baglamada fazla aktif bir doku olmadiginin ispati niteligindedir.
Bu nedenle agir metal birikimlerinin incelendigi ¢aligmalarda kas dokusunun kullanilmasi
yaniltici sonuglar dogurabilmektedir (De Conto et al 1999). Sucul ortamlarda agir
metaller birbirleri ile etkilesim halinde bulunduklarindan agir metal karigimlarinin su
canlilar1 lizerine yaptig1 etkilerin arastirildigi calismalarin sayis1 da giin gectikge
artmaktadir (Berg et al 1997; De Conto et al 1999; Saglamtimur vd 2003; Guevara et al
2004; Argese et al 2005). Agir metaller gibi strese neden olan etmenlerin etkisinde kalan
cesitli balik tiirlerinde plazma kortizol, glikoz ve laktat diizeylerinde artiglarin
gozlemlendigi bazi arastirmalarda belirtilmistir (Malhilakath et al 1997; Acerete et al
2004; Small 2004; Biswas et al 2005; Donmez vd 2006).

Sucul organizmalarda agir metal birikimlerinin neden oldugu hasarlarin arastirildig:
caligmalarin  yapilmasi, bu metallere kars1 yiliksek duyarlilik gosteren tiirlerin
belirlenmesine ek olarak organizmada olusabilecek fizyolojik, biyokimyasal, islevsel ve
yapisal bozukluklarin belirlenmesi agisindan da onem arzetmektedir. Cevre kirliliginin
bir gostergesi niteliginde canlilarda 6l¢iilen metalik kirleticiler 6zellikle sucul canlilarda
yogun olarak yiiksek seviyelere ulasabilir. Neticede besinlerle birlikte diisiik diizeylerde
bile olsa siirekli olarak tiiketilen civa, kadmiyum ve kursun gibi metal kalintilart ¢evre ve

insan sagligin1 6nemli 6l¢iide etkilemektedir.

1.3. Oksidatif Stres

Stres kavrami bir canli i¢in onun normal yasamini tehlikeye sokan, kapasitesinin timiinii
kullanmaya engel olarak degerlendirilen, canli ve bulundugu ¢evre arasindaki bir cesit
etkilesim olarak tanimlanabilir. Stresin meydana gelmesi i¢in, canlinin i¢inde bulundugu
ya da yasamimi devam ettirdigi ortam ve cevrede olusan degisimlerin, canliyr belli
diizeyde etkilemesi sarttir. Bir¢ok canlida stres yanitlar, stres etkenlerine kars1 koymak ve
onunla basa ¢ikmaya c¢alismak amaciyla doku ve organ fonksiyonlarinda degisimlerle

baslar ve hiicre dis1 gerceklesen olaylar karsisinda hiicrenin kendi metabolizmasini



koruma egilimi olan homeostasis siirecinden uzaklagsma ile sonlanir. Bahsedilen bu
degisimler bireyler arasinda farklilik gosterdigi halde benzer karakteristige sahip
fizyolojik cevaplardir (D6nmez vd 2006; Schreck et al 2001). Normal kosullar altinda,
oksidatif stresin zarar verici etkileri, ilk hat savunmasini saglayan siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi antioksidan enzimlerle telafi
edilir (Livingstone 2001). Membran lipidlerine hasar, lipid peroksidasyonu, agir metal
toksisitesinde rol oynayan molekiiler mekanizmalardan biri olarak kabul edilir ve
oksidatif stres i¢in bir biyobelirte¢ olarak Ongoriici 6nemi farkli arastirmalarda
belirtilmistir (Kavitha ve Rao 2008; Ballesteros et al 2009) Pek ¢ok stres etkeni baliklarda
“Genel Adaptasyon Sendromu” olarak adlandirilan stres yanitlara sebep olabilir. Agir
metaller su canlilarinda hiicresel ve molekiiler diizeyde yapisal islev bozukluklarina ve
DNA kirilmalart frekanslarinda artisa sebep olmaktadir (Kalay ve Karatag 1999;
Levesque et al 2002; Giordano et al 1989).

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirleri (ROS), reaktif nitrojen tiirleri (RNS) gibi oksitleyici
Ozellige sahip ajanlarin hiicre igerisindeki artis gostermesi veya antioksidatif savunma
mekanizmalariyla oksidanlar arasindaki dengenin kaybolmasi seklinde ifade edilir. Insan
yasami1 boyunca hem ekzojen hemde metabolik siirecin bir parcast olarak endojen radikal
ve reaktif oksijen tiirlerine maruz kalabiliyor. Canli viicudu bu serbest radikaller ve
reaktif oksijen tiirlerinin etkilerini noétralize eden bir antioksidan sisteme sahiptir. Bu
sistem oksidanlar ile denge halinde durur. Bu dengenin oksidanlar lehine egilim
goOstermesi sonucu oksidatif stres baslar ve bu dengesizlik, 6nemli hiicre boliimlerinde
geri donisiimsiiz hasara sebep olabilir. Agir metaller ve bunlarin toksik diizeyleri
ROS’un ortaya ¢ikmasmma neden olup fizyolojik ve biyokimyasal siiregleri
etkileyebilmektedir. ROS, serbest radikallerin dis orbital yoriingesinde paylasilmamis bir
elektron ile bir oksijen atomu bulunmasi ile karakterizedir. Oksijenin indirgenmesi ya da
oksijene iyonize radyasyonun etkimesi ile meydana gelirler. En 6nemli ROS tiirleri;
Stiperoksit radikali, hidrojen peroksit, hidroksil radikali, fehidroksil radikali, hipokloroz
asit, alkil radikali, hidroperoksil radikali ve alkoksil radikalidir (Halliwell ve Gutteridge
1989).

Malondialdehit (MDA), tiim yliksek omurgali canlilarda oldugu gibi baliklarda da lipid

peroksidayonun bir {iriiniidiir ve doymamis yag asitlerinin oksidasyonu neticesinde ortaya



cikar ve bu sebeple hiicre bilesenlerinde meydana gelen oksidatif stresin en 6nemli
gostergelerinden biri olarak kabul edilmektedir (Morales et al 2004). Baliklarda da
oksidatif stresi ve bu stresin meydana getirdigi hasar1 engellemek igin biitiin aerobik
organizmalardakine benzer sekilde viicutta birgok savunma mekanizmalar1 gelismistir.
Bu mekanizmalar antioksidan savunma sistemleri olarak bilinir ve enzim karakterli
stiperoksid dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon-S-
transferaz (GST) ile enzimatik karakterde olmayan rediikte glutatyon (GSH) ile A, E ve C

vitaminlerinden olusurlar (Dautremepuits et al 2003; Trenzado et al 2006).

1.4. PARP-1 (Poli (ADP-Riboz) Polimeraz - 1

ADPRT (ADP-ribosyltransferase) geninin iriinii olan PARP-1 ((Poli (ADP-riboz)
Polimeraz-1) enzimi, DNA’daki tek iplik kiriklarini taniyarak bu bolgeye baglanmakta ve
PARP'lar tarafindan katalizlenen ve DNA zincir kiriklariyla aktif hale gelen hiicresel bir
cevap olan Poli ADP-ribozilasyon (PARIlasyon) islemini baslatmaktadir. Bu 6zelligi
sayesinde, mensup oldugu protein ailesinin en iyi bilinen tiyesidir. 1960'larda poli (ADP-
riboz) sentezinin ilk tanimindan bu yana PARP biyolojisi yogun bir sekilde ¢alisiimustir.
PARP1, Nikotinamiddiniikleotid (NAD+)'nin protein substratlarinin mono veya poli
(ADP-riboz) aksiyonu sirasinda baglandigi ve ayrildigi, aktif boélgelerinde homoloji
sergileyen bir enzim ailesinin kurucu iyesidir. PARP familyasi1 iyeleri, sadece memeli
hiicrelerinde tanimlanmis olmasina ragmen altis1, poli (ADP-riboz)’i sentezler ve sadece
icli (PARPI, PARP2 ve PARP3) DNA onariminda tanimlanmis rolleri oynar. PARP
familyasi, insan vuctidunda 18 farkli iiyeden meydana gelmektedir. PARP proteinleri,
nikotinamid (NAD)’i bir substrat olarak kullanirlar (Alano et al 2004). PARP’lar ayrica
mono (ADP-ribozil) transferazlarin farkli gruplarini da igine alir. Mono (ADP ribozil)
transferaz tek ADP-riboz tinitelerini transfer ederken PARP proteinleri ¢coklu ADP-riboz
tinitelerini proteinlere transfer edebilme kabiliyetine sahiptir (Ahmad et al 2010;
Hageman ve Stierum 2001; Malanga ve Althaus 2005). PARP-1, DNA onarimi basta
olmakla birlikte, transkripsiyonel diizenlenme, replikasyon ve degisimin diizenlenmesi,
genotoksik strese direnglilik, genomik kararliligin diizenlenmesi, BER (Baz Kesip-
Cikarma Onarimi) yolaginin enerji ihtiyacinin karsilanmasi, hiicre eliminasyonu,
telomeraz aktivitesinin yiiriitiilmesi, niikleer proteozomal gorevlerin diizene koyulmasi,

sitoiskelet elemanlarininin organizesi, protein yikimi, yaslanma gibi bir¢ok sayida



fizyolojik olaylarda rol alir (Ji ve Tulin 2010; Laudisi 2010, Dantzer et al 1999; Bouchard
et al 2003; Koh et al 2005; Wang et al 2009; Aguilar-Quesada et al 2007). PARP-1
enziminin yapisi; Enzim-DNA baglama bolgesi, Otomodifikasyon bolgesi, Katalitik
bolge (aktif bolge) olmak iizere li¢ bolgeden olusur (Sekil 1.1).

-DNA baglama bolgesi: N terminal ugta bulunur. IKi tane ¢inko parmak modeli ve bu
modellere bitisik bir niikleer lokalizasyon sinyali (NLS) barindirmaktadir. Cinko parmak
modellerinin vazifesi, PARP-1’in DNA {izerindeki hasarli bolgeyi bulmasini temin
etmektir (Burkle 2001). Birinci ¢inko parmak modeli tek ve ¢ift iplik DNA kiriklarina
baglanirken ikinci ¢inko parmak modeli ise sadece tek iplik DNA kiriklarini tanimaktadir
(Chol Ha et al 2002).

-Otomodifikasyon bolgesi: Merkezi otomodifikasyon bolgesi Poli ADP-ribozilasyon
(PARIasyon) islemini yiiriiten kisimdir. PARP-1’in DNA ile baglanmasini diizene koyar.
Ek olarak, DNA hasar tamiri ve hiicre siklusu kontrol noktasi proteinlerinin

¢ogunlugunda C-terminal modelini de saglamaktadir (Burkle 2001).

—Katalitik bolge (aktif bolge): C-terminal bolgede konumlanan katalitik bolge NAD’in
baglandigi, 55kDa’luk 526-1014 rezidiileri arasindaki kisimdan olusur (Dantzer et al
1999). Katalitik bolge, C-terminal bolge aktif bolge olarak isimlendirilir ve PARP-1
enziminin aktivitesini diizene koyar (Wang et al 2007; Masutani et al 1999).

DNA baglama Otomodifikasyon Katalitik
- — bélgesi — ™+ bblgesi— > bolge
372 524 1014
Cinko parmak i ' :
H motifi Helix-turn-helix : : -
+ ZF ZF : : Aktif bolge

Nikotinamid

Sekil 1.1. PARP-1 proteininin genel yapisi (D’amours et al 1999)



PARP-1 enfeksiyon hastaliklarinda hiicrede meydana gelen ROS’un neden oldugu tek
iplik DNA kiriklarini tantyarak baglanir ve Poli ADP-ribozilasyon (PARIlasyon) islemini
baslatir (Dantzer et al 1999). DNA’da her hangi bir hasar olmadig1 zamanlarda Poli ADP-
ribozilasyon (PARIasyon) aktivitesi diisiik seviyelerdedir. Fakat DNA’da hasar s6z
konusu olmasi durumunda PARP-1, DNA kiriklarina baglanarak aktivitesini arttirir ve bu
yiikselis 500 kat seviyelerine kadar c¢ikabilir (Peralta Leal et al 2009; Hageman ve
Stierum 2001). DNA kiriklarina baglanan PARP-1, ya DNA tamirini baslatarak hiicreyi
kurtarma yoluna gider veya BER mekanizmasini inhibe ederek hiicrenin 6liimiine

(apoptoz) neden olur (Ame et al 2004).

PARP-1 proteinin hiicrede meydana gelen DNA hasar siddetine bagli olmak tizere ikili
etkisi s6z konusudur. PARP-1, orta siddette DNA hasarlarinda devreye girerek DNA
tamirini yapabilirken, yiiksek miktardaki hasar s6z konusu olmasi durumunda ise, PARP-
1 aktivasyonu baslar ve bu olay PARP-1’in subsrati olan NAD’mn hiicrede bitmesine
neden olur. Bu durumda NAD’in yeniden sentezlenmesi igin ATP kaybi olusur.
Nihayetinde hiicredeki bu geri doniisiimsiiz enerji kayb1 hiicrenin oliimiine sebebiyet
verir (Burkle 2001; Soldani ve Scovassi 2002; Malanga ve Althaus 2005).

1.5. Heme Oxygenase-1 (HO-1)

Strese kars1 hiicre adaptasyonunun ¢ok 6nemli bir mekanizmasi olarak kabul edilen ve
1968'de Tenhunen ve arkadaslari tarafindan kesfedilen Heme oxygenase-1 (HO-1);
biliverdin, serbest demir ve karbon monoksit seviyelerini diisiiren 32 kDa fraksiyonunda
olan bir stres proteinidir. Cogu canli dokusunda diisiik seviyelerde bulunur ve antioksidan
ve antienflamatuar tepkiler veren bir dizi oksidatif uyarict ile viicutta artig gosterir.
Saglikli beyin dokusunda, HO-1 protein ekspresyonu diisiiktiir ve kiigiik néron ve
noroglia gruplart ile sinirlidir. Aksine, HO-1 transkript hiicresel rezervinin varligi
hipokampus ve serebellumda protein sentezi i¢in yiiksek diizeylerde fizyolojik olarak
saptanabilir (Baranano ve Snyder 2001). Pek cok stres kosulunun, 6zellikle oksidatif
streslerin, hiicre adaptasyon mekanizmasi olarak Bachl'e bagli HO-1 aktivasyonunu
indiikleyen miyoglobin, sitokromlar, peroksidazlar gibi farkli proteinlerden heme
gruplarimin salinimini destekledigi bilinmektedir. HO-1 yukari regiilasyonu strese karsi

giiclii bir hiicre adaptasyon mekanizmasini temsil eder ve HO-1’in antioksidan, anti-
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apoptotik ve anti-enflamatuar ozellikleri temel olarak metabolik iiriinlerinin biyolojik

aktivitesinden kaynaklanir (Schipper et al 2009).

1.6. 4-Hidroksinonenal (4-HNE)

4-Hidroksinonenal (4-HNE), ¢oklu doymamis yag asitlerinin lipid peroksidasyonunun
ana son lriinii ve oksidatif stres indiikleyicisidir. Lipit peroksidasyon iiriinleri arasinda 4-
HNE, en biyoaktif ve iyi ¢alisilmis lipit alkenallerinden birini temsil eder. 4-HNE, DNA,
RNA sentezinin hasar gérmesinde veya inhibisyonunda, hiicre apoptoz veya nekrozuda,
mitokondriyal fonksiyon bozuklugunda ve lipid peroksidasyonunda rol oynar (Esterbauer
et al 1991). 4-HNE, esas olarak proteinler, niikleik asitler ve membran lipidlerinde
niikleofilik fonksiyonel gruplar ile kovalent eklentiler olusturarak ¢esitli sinyal islemlerini

diizenleyebilir (Shoeb et al 2014).

1.7. Sitokrom ¢ (Cyt ¢)

Sitokrom ¢ (Cyt c), suda ¢6ziinen, ¢esitli hayvanlarda mitokondrinin i¢ ve dis zarlar
arasinda bulunan, hiicre apoptozisinde 6nemli bir rol oynayan bir redoks proteinidir
(Wang et al 2002). Cyt c, sitozolde bir apoprotein olarak sentezlenir. Cyt c elektron
tasinmasina katilir, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu inhibe eder ve oksidatif

stresi onler (Kagan et al 2004).

Baliklar, yalnizca potansiyel olarak zararli ksenobiyotiklerin ekotoksikolojik sonuglariyla
ilgili bilgiler saglamanin yani sira insanlara ekstrapolasyon sonuglariyla ilgili bilgi
saglamadaki faydalarindan dolay1 kirletici etkilerin biyoindikatorleri olarak tercih
edilmektedir. Sinir sistemi toksik ajanlar icin ortak bir hedeftir. Ozellikle beyin dokusu
yiiksek miktarda ¢oklu doymamis yag asitleri ve diisik antioksidan kapasitesi,
mitokondri bakimindan zengin olmas1 ve oksidatif strese daha duyarli olmasindan dolay1
oldukga daha hassastir (Timbrell 2002). Gokkusagi alabaligi, iyi oksijenli, temiz ve soguk
suyu tercih eden bir tatli su baligidir. Balik¢ilik ve gida endiistrisindeki 6nemi nedeniyle,
fizyolojik problemler ortaya c¢ikmadan once kirleticilerin neden oldugu biyolojik
degisikliklerin erken uyarist1 olarak yaygm bir sekilde kullanilan hassas test
organizmalarindan biridir. Ayrica, akut ve kronik toksisite ¢alismalarinda biyoindikator

olarak kullanilmasi Onerilmektedir (OECD 1992). Civa giiglii bir noérotoksidan olarak
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kabul edilmesine ragmen, balik beyni ve altta yatan mekanizmalar iizerindeki tehdidi ile
ilgili bilgiler halen yeterli diizeylerde degildir. Dolayisiyla toksikoloji ile ilgili yapilan
calismalarda Kkirletici ve kimyasallarin sucul organizmalara olan etkisinin oksidatif stres
ve DNA hasarina bagl olarak belirlenmesi biiylik 6nem arz etmektedir. Bu ¢alismada da
civa kloriir (HgClo)'in gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)'nin beyin dokusunda
oksidatif stres ve DNA hasarin1 indiikleyici potansiyelini degerlendirmek ve yorumlamak

amag edinilmistir.

1.8. 8-Hidroksi-2’-Deoksiguanozin (8-OHdAG)

Modifiye bir baz olan 8-OHdG, reaktif oksijen tiirlerinin DNA’da meydana getirdigi
yirmiden fazla oksidatif baz hasar triinlerinden biri olup guaninin 8. karbon atomuna
hidroksil radikali ataklar1 sonucu olusan, oksidatif DNA hasarinin duyarli bir belirtecidir.
8-OHdG, kolayca olgiilebilen birden fazla DNA oksidasyon {iriiniinden biridir ve
oksidatif DNA hasarin1 degerlendirmek icin yaygin olarak bir biyobelirte¢ olarak
kullanilir. Oksijen radikal olusturan kimyasallar ve kanserojenler, in vitro ve in vivo 8-
OHAG olusum seviyesini artirabilir (Kasai 1997; Valavanidis et al 2009).

1.9. Malondialdehit (MDA)

Malondialdehit (MDA), coklu doymamis yag asitlerinin radikal olarak baslatilan
oksidatif ayrismasinin bir iirlinlidiir ve bu nedenle, oksidatif stresin siklikla Slgiilen bir
biyobelirtecidir (Grune ve Berger2007). Lipid peroksidasyonun en 6nemli iiriinlerinden
olan MDA, hiicre membranlarindan iyon alig-verisine etki ederek membrandaki
bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol agar, iyon gecirgenliinin ve enzim aktivitesinin
degisimi gibi olumsuz sonuglara neden olur. MDA, DNA’nin nitrojen bazlar ile
reaksiyona girebilir ve bundan dolayr mutajenik, hiicre kiiltiirleri i¢in genotoksik ve

karsinojeniktir (Mercan 2004).



2. KAYNAK OZETLERI

Atlantik Salmonu ile yapilan bir ¢alismada, baliklar dort ay siireyle civa kloride maruz
birakilmasi sonucunda metal civa 6zellikle beyinde birikim gostermis fakat baligin
oliimiine veya gelisiminde gozlemlenebilir bir azalmaya neden olmamustir. Buna karsilik
yiiksek miktarda lipid peroksidasyonunu arttirmisken, SOD ve glutatyon peroksidaz
aktivitesini azaltmistir. Diger organlarla karsilastirildiginda beyin dokusu civadan en ¢ok
etkilenen organdir. Bu nedenle, diisiik konsantrasyonlarda diyet ile alinan civa, beyinde
antioksidan enzim SOD’m indiiklenmesiyle olusan koruyucu redoks savunmaya neden
olmustur (Berntssen vd 2003). Bagka bir calismada, civaya maruz birakilan Altinbag
Kefal’de (Liza aurata) antioksidan enzim aktivitesinin azaldig: tespit edilmistir (Mieiro
vd 2010).

Diyet arginininin, geng ot sazani (Ctenopharyngodon idella) solungaglarindaki bakir (Cu)
kaynaklt mRNA ekspresyon degisiklikleri, apoptoz ve antioksidan tepkiler lizerindeki
olas1 onleyici etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada (Wang vd 2015), 96 saat boyunca 0,7
mg /L (11,01 umol / L) Cu'ya maruz kalmanin ROS’un iiretimini indiikledigini, boylece
baliklarin solungaglarinda protein oksidasyonu, lipit peroksidasyonu ve DNA hasarinin
arttirdigin1 gostermistir. Bununla birlikte, bu oksidatif etkilerin arginin takviyesi ile
onlendigi belirtilmistir. Arginin ayrica Cu'nun bakir / ¢inko SOD, GST, GPx, GR ve GSH
iceriginin aktiviteleri tizerindeki toksik etkilerini de onlemistir. Ayrica, Cu, SOD, CAT,
GPx, GST, kaspaz-3, kaspaz-9, NF-E2 ile iliskili faktor 2 (Nrf2), aktivitesinde de artisa

neden olmustur.

HepG?2 hiicrelerinin, ¢oklu kosullar altinda bakir ile muamele edildigi ve bakirin strese
cevap veren genlerin transkripsiyonunu etkileyen mekanizmalarmin incelendigi bir
calismada (McElwee vd 2009), mikrodizin verilerinin analizinde, bakirin, NF-kB'nin
aracilik ettigi alanlar da dahil olmak iizere ¢oklu sinyal iletim yollarini modiile ettigini
gostermistir. Sonug olarak, NF-kB'nin aktivasyonunun, yiiksek bakir konsantrasyonlari

altinda hayatta kalmak i¢in 6nemli olabilecegini gostermistir.
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Zebra baliginin (Danio rerio) beyin, karaciger ve yumurtaliklarinda Kadmiyum (Cd)
tarafindan indiiklenen oksidatif stres ve enflamatuar tepkilerin degerlendirildigi bir
calismada (Zheng vd 2016), baliklar 24 ve 96 saat boyunca ImgL-1 Cd'ye maruz
birakilmis ve sonugta beyindeki ve karacigerdeki ROS, NO ve MDA, zamana bagh bir
sekilde artmistir. ROS, NO ve MDA yumurtalikta Cd'den anlamli bir sekilde
etkilenmemis olmasina ragmen, Cu / Zn-SOD, CAT, INOS ve COX-2'nin yukari
reglilasyonu  gozlendigi  bildirilmistir.  Kadmiyuma maruz kalmak beyindeki,
karacigerdeki ve yumurtaliktaki tiimor nekroz faktori alfa (TNF-a) protein seviyelerinde
keskin bir artisa neden oldugu da belirtilmistir. Ayrica, karacigerde ve yumurtalikta 24
saatte NF-E2 ile iliskili faktor 2 (Nrf2) ve niikleer transkripsiyon faktorii kB (NF-kB)
mRNA seviyelerinde de carpici bir artis tespit edilmistir.

Zebra balig1 beyninde, oksidatif stresin ve enflamatuar yanitlarin zamansal duyarliligini
degerlendirmek icin kadmiyuma 12 saat boyunca 0,9/mgL-1 maruz birakilan bir
calismada (Zheng vd 2017), baz1 genlerin, protein ve aktivite seviyelerindeki tepki
profilleri, normal suda ZTO (151k yogunlugu maksimum seviyede) ve ZTI12 (is1k
yogunlugu minimum seviyede) arasinda farkli oldugu, Cd'ye maruz kalindiginda ise, ZTO
ve ZT12 arasinda ters antioksidan tepkilerinin indiiklendigi, bununla birlikte, yukari
regiile edilen enflamatuar genlerin sayisi, ZT12'de ZT(0'dan anlamli olarak daha yiiksek
oldugu bildirilmistir. ROS seviyeleri ile nRK niikleer transkripsiyon faktorii kB (NF-«xB)
ve mRNA seviyeleri arasinda ve NF-kB'nin mRNA seviyeleri ile hedef genleri arasinda

pozitif korelasyonlar gozlendigi tespit edilmistir.

Beynin morfometrik degisikliklerinin (beyin hacmi ve toplam ndron sayisi artt beynin
belirli bolgelerindeki gliyal hiicrelerin hacmi ve toplam sayis1) bir arada
degerlendirilmesiyle baliklarda inorganik civa (iHg)'nin nérotoksisitesi iizerindeki
etkilerinin arastirildigi bir calismada (Pereira vd 2016), Beyaz deniz kusu baligi
(Diplodus sargus), 7 (E7) ve 14 giin (E14) boyunca sudaki (2ugL (-1)) iHg seviyelerine
maruz birakilmis. Bundan sonra, beynin yenilenmesini ve davranigsal sendromlarin
tersine cevrilebilirligini degerlendirmek i¢in baliklar 28 giin (PE28) iyilesmeye
birakilmis. Yiizme davranisi ile ilgili degisiklikler esliginde E7'de hipotalamus, optik
tektum ve serebellumdaki hiicrelerin sayisinda onemli bir azalma bulundugu, ayrica
beyinciklerin molekiiler katmanindaki néron ve glia sayisindaki azalma ile birlikte

beyinciklerin hacminin de daraldig: ifade edilmistir.



14

Mieiro vd (2010) tarafindan yapilmis bir ¢alismada Laranjo havzasinda klor alkaliye
maruz kalmis Avrupa levreklerinden (Dicentrarchus labrax) alinan beyin dokusunda
proksidan durumunu degerlendirerek baliklarin civa ndrotoksisitesine karsi kirilganliklar
degerlendirilmistir. CAT, GPx, GR, GST aktiviteleri ve toplam glutatyon (GSHTt)
icerikleri olciilmiis ve lipid peroksidasyon seviyesi belirlenmistir. Yaz déneminde, civa
ile kirlenmis bolgelerden gelen baliklarin beyin dokusunda, kararsiz antioksidan tepkileri
sergiledigi, ezici bir ROS firetiminin riski goz ardi edilemese de, beynin telafi edici
mekanizmalara sahip oldugu goriilmiis, yaz dénemi kis donemine gore oksidatif stres igin

daha kritik oldugu belirtilmistir.

Civa birikiminin beyindeki antioksidan savunmalar1 ve peroksidatif hasar1 tahmin etmek
icin yabani balikta (Liza aurata) civa tehdidinin degerlendirildigi bir ¢alismada (Mieiro
vd 2010) beyindeki toplam civanin (T-Hg) kontaminasyon kaynagina dogru arttig1, civa
ile kirlenmis istasyonlarda toplanan baliklarin beyin dokusunda genel bir antioksidan
azalig1 tespit edilmistir. Glutatyon igerigi ve ¢alisilan antioksidan enzim (CAT, GPx, GST
ve GRT) seviyelerinde diisiis belirlenmistir.

Diyet metil-merkiiriiniin (MeHg) zebra balig: (Danio rerio)'nun ii¢ organinda (karaciger,
iskelet kast ve beyin) gen ekspresyonu iizerindeki etkilerinin incelendigi bir calismada
(Gonzalez vd 2005), yetiskin erkek baliklar 7, 21 ve 63 giin boyunca biri kontrol diyeti
digerleri MeHg ile kontamine olmus iki diyet olmak iizere ii¢ farkli diyetle beslenen
baliklarda maruz kalma siiresinden sonra {ic organda toplam Hg ve MeHg
konsantrasyonlar1 belirlendigi ve sadece karacigerde bir demetilasyon islemi kanitlandigi
ispat edilmistir. Antioksidan savunma, organik bilesiklerin aktif akisi, mitokondriyal
metabolizma, DNA onarimi ve apoptozide rol oynadigi bilinen on ii¢ gen, kantitatif real-
time RT-PCR ile aragtirllmis ve bu genlerin ekspresyon seviyelerinde herhangi bir
degisiklik gozlenmedigi, sitoplazmik ve mitokondriyal sod gen ekspresyonu, iskelet

kasinin erken doneminde ve daha sonra karacigerde indiiklendigi ifade edilmistir.

Inorganik civanin biyo-birikimi ve tropikal baliklarda, Trichomycterus zonatus ve
Salvelinus alpinus'daki solungag hasarlarinda radyoizotop 203Hg tekniklerini kullanarak
ve elektron mikroskopisi taramasiyla ilgili karsilastirmali sonuglar sunuldugu bir
calismada (Oliveira vd 2000), sudan inorganik Hg'nin alimi T. zonatus'ta S. alpinus'tan

cok daha fazla oldugu ve S. alpinus'taki Hg konsantrasyonu maruz kalmanin ilk 24 saati
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boyunca tiim dokularda daha yavas bir oranda artis gosterdigi, 96 saat sonra, Hg
konsantrasyonu bobreklerde 70 kat, karacigerde, bagirsakta, deride ve beyinde 10 kat,
solungaglarda, kaslarda ve T. zonatus'un viicudunun geri kalan kisminda S. alpinus ile
karsilagtirildiginda 3 kat daha yiiksek seyrettigi ifade edilmistir. T. zonatus'taki solungag
hasarlar1 daha belirgin oldugu ve S. alpinus i¢in oldugundan ¢ok daha erken meydana
geldigi belirtilmistir. Sonug olarak inorganik civa aliminda, biyolojik birikimde ve
solunga¢ hasarlarinda gozlenen yiiksek farkliliklar, T. zonatus'un inorganik civa

kirliligine S. alpinus'tan daha duyarli oldugu tespiti yapilmuistir.

Subletal metil civa (MeHg) nin gokkusagi alabaligi ve zebra baligi gelisimi lizerindeki
etkilerini arastirmak i¢in yapilan bir ¢calismada (Liu vd 2013), yavru gokkusag: alabaligi
ve geng erigkin zebra baligi, 0;0,5;5 ve 50 ppm'de MeHg eklenmis diyetlerle beslenmeye
tabi tutulmus ve tiim viicut toplam Hg seviyelerini dlgmek icin atomik absorpsiyon
spektrometrisi uygulanmis ve MeHg'nin neden oldugu toksisiteyi tanimlamak igin
patolojik analiz yapilmis, MeHg'e maruz kalan alabalik ve zebra baliklarinin, belirgin
toksisite veya patoloji belirtileri gostermedigi ve mortalite, uzunluk, kiitle veya durum
faktoriinde de onemli farkliliklarin gozlenmedigi ifade edilmistir. Zebra baliginin,
gokkusag1 alabaligindan daha fazla toplam Hg asimilasyonu sergiledigi, MeHg ile
muamele edilmis baliklardaki diizensiz genler, demir iyonu homeostazi, glutatyon
transferaz aktivitesi, kas kasilmasinin diizenlenmesi ve kalsiyum bagimli protein
baglanmasi1 gibi ¢oklu fonksiyonel sonucglar gdézlenmistir. Sonug olarak, su toksisite
degerlendirmeleri i¢in kullanan baliklarin biyobelirte¢ olarak kullanimi analizinin

dokuya, cinsiyete ve tiire 6zgii degerlendirmeye dayanmasi gerektigi ifade edilmistir.

Balik yetistiriciliginde diyet arsenik, kadmiyum, kursun, civa ve selenyumun dagilimi ve
potansiyel biyo-birikimi incelendigi bir ¢alismada (Ciardullo vd 2008) (baliklarin
standart bir balik yemi ile beslendigi ve ihmal edilebilir diizeyde su bazli iz elementlere
maruz birakildigi ortamda) her bir iz elementin solungag, bobrek, karaciger, kas ve
derideki igeriginde yasa bagl degisikliklerin parametrik olmayan regresyon analizi ile
incelendigi ifade edilmistir. Tiim dokularda ve organlarda biitlin elementlerin biriktiginin
gbzlendigi, ancak biiylime ile seyreltme nedeniyle, karaciger ve bobrekte kadmiyum ve
civa gibi birka¢ element disinda konsantrasyonlarin artmadigi belirtilmis, civa kiitle

denge modelinin uygulanmasi, 6lciilenler ile uyum iginde 6ngoriilen konsantrasyonlari
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vermis ve ciftlikteki alabalikta yem ve baliktaki civa konsantrasyonlarinin oraninin
yaklagik 1:1 oldugunu gostermistir. Bu nedenle, gokkusagi alabaligi, izin verilen
maksimum seviyede yemle beslendiginde bile insan tiiketimi i¢in belirlenen siirlara
yaklasmamaktadir. Diyet maruziyetinden sonra gokkusagi alabaliklarinda kadmiyum,
kursun ve civa gibi toksik eser elementlerin diisiik biyolojik birikim potansiyelini

vurguladigi belirtilmistir.

Sucul ekosistemler i¢in en toksik kirleticilerden biri olan Civa-II kloriiriin, tatl su kefali
(Alburnoides bipunctatus) ve gokkusagi alabaligindaki (Oncorhynchus mykiss) akut
toksisitesinin arastirildigi bir ¢alismada (Verep vd 2007), gergek HgCl2 konsantrasyonu,
0,10 ila 8,00 mg L arasinda degistigi, 96 saat (96 saat LCsp) i¢inde tatli su kefali ve
gokkusagi alabaligindaki %50'sini 6ldiiren HgCl, konsantrasyonlariin sirasiyla 0,205 ve
0,814 mg/L oldugu tahmin edilmistir. Akut toksisite testleri, Finney'nin Probit Analizi ile
degerlendirilmis ve tathh su kefalinin (Alburnoides bipunctatus), alabaliklardan

(Oncorhynchus mykiss) HgClo'ye karsit daha duyarli oldugu goriilmiistiir.

Gokkusagi alabaligi hepatositlerinin, 15 ° C'de 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 ve 35 saat boyunca
civa konsantrasyonuna (Hg) (100 nM) maruz birakildigi bir ¢calismada (Gagné vd 1990),
hepatositlerin, onemli miktarda Hg biriktirdigi gézlenmistir. Hg'nin varligi, hiicrelerde
Ca, Cu ve Zn seviyelerinin ylikselmesine neden olmustur. Hg, esas olarak diisiik
molekiiler agirlikli bilesenlere baglanmis olmasina ragmen, metalotiyonin (MT) sentezini
uyarmistir. Sonug olarak, hepatositler diisiik Hg seviyelerine maruz kaldiginda, MT'nin
metalin sekestrasyonunda 6nemli bir rol oynamadigini, yiiksek hiicresel Cu ve Zn

seviyeleri, MT indiiksiyonu ile iliskilendirilebilecegi ifade edilmistir.

Hazar Denizi, Anzali sulak alanindan temin edilen kizilg6z sazan (Rutilus rutilus), yaban
sazan1 (Hemiculter leucisculus) ve tirsi (Alosa caspia caspia) baliklarinda kas, bobrek,
yumurtalik ve bagirsaklarindaki civa konsantrasyonu ile, ot sazan1 (Ctenopharyngodon
idella), aynali sazan (Cyprinus carpio), anjak (Schizocypris altidorsalis) baliklarinin
kaslarinda ise civa ve kursun konsantrasyonlarinin belirlenmesi amaciyla yapilan bir
aragtirmada (Zolfaghari 2018), calismanin sonuglar1 kiiresel standartlarla karsilastirilmis
ve ¢ok bolgeli izlemenin yani sira, EPA / WHO talimatlar ile tiiketicilerin saglik riski
degerlendirmesi yapilmistir. Tiiketici kontamine metal (civa ve kursun) alimindan saglik

risk degerlendirmesi, Tehlike Katsayis1 (HQ) hesaplamalar1 kullanilarak degerlendirilmis,
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insan saglig1 tehlikesi boliimii (endeks), kiimiilatif riskin artan balik tiiketim hizi ile
biiyiilk oOlclide arttigini, boylece tiiketicinin sagligi icin endise verici oldugu ifade
edilmistir.

Aynali sazan (Cyprinus carpio)’in ¢esitli dokularinda Hg'nin neden oldugu oksidatif stres
ile genotoksisite arasindaki iliskiyi degerlendirmek amacli yiiriitilen bir calismada
(Garcia--Medina 2017), baliklarin 0.0lmgHg / L'ye (suda yasayan yasami koruma igin
izin verilen maksimum siir) 12, 24, 48, 72 ve 96 saat maruz birakildig1 ve lipit
peroksidasyonu, protein karbonil igerigi ve antioksidan enzimlerin aktivitesi
degerlendirildiginde mikroniikleus frekansi ve tek hiicre jel elektroforezi ile DNA hasari
12, 24, 48, 72 ve 96 saatlerde belirlenmistir, antioksidan enzimlerin aktivitesinin
inhibisyonu ve lipit peroksidasyonunda artis, DNA hasar1 ve mikroniikleus sikligi
meydana geldiginden, maruz kalan baliklarda Hg'nin oksidatif stres ve genotoksisite
indiiklemesi goriilmiistiir, kan, solungag ve karaciger dokularinin oksidatif strese karsi
daha duyarli oldugu, genotoksisiteye ise kanin duyarli oldugu belirtilmistir. Neticede,
sudaki yagami koruma i¢in izin verilen maksimum sinir degerine esit konsantrasyonlarda
bile Hg, C. carpio iizerinde oksidatif stres ve genotoksisiteye neden oldugu ifade

edilmisgtir.

Brezilya Amazon'undaki Madeira Nehri'nden temin edilen jaraqui (Semapro chilodus)’in
kas ve karaciger dokularinda civa ile baglantili proteinlerin ¢ikarilmasit ve
karakterizasyonu i¢in yiiriitilen bir ¢calismada (Vieira vd 2018), protein fraksiyonu iki
boyutlu elektroforez (2D-PAGE) ile yapildigi, dokularda, graniillerde ve protein
lekelerinde civa tayini, grafit firinli atomik absorpsiyon spektrometrisi (GFAAS) ile
yapildig1 ifade edilmistir. En yiiksek civa konsantrasyonlar1 karaciger dokularinda ve
graniillerinde (426 = 6 ve 277 + 4 ug kgl), ardindan kas dokularinda ve graniillerinde
(sirastyla 132 + 4 ve 86 + 1 ug kg?) bulundugu belirtilmistir. ESI-MS / MS ile analizde
karakterize edilen proteinlerin keratin, tip II sitoskeletal 8, parvalbiimin beta,
parvalbiimin-2, ubikuitin-40S ribozomal S27a, 39S ribozomal protein L36 mitokondriyal,

hemoglobin alt birimi beta ve hemoglobin altunit beta oldugu tespit edilmistir.

Biiyiik sar1 sarlatan (Pseudosciaena crocea)’in karacigerinde akut inorganik Hg’ nin (0,32
ve 64 pg Hg L(-1)) farkli maruziyet siirelerinde (6 saat, 12 saat, 24 saat, 48 saat ve 96
saat) lipid peroksidasyonu aktiviteleri, antioksidan enzimlerin (Cu/Zn-SOD, CAT, GPx,
GR ve GST) ekspresyonu ve Keapl-Nrf2 sinyal molekiillerinin mRNA seviyeleri
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tizerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla yapilan bir ¢alismada (Zeng vd 2016),
lipid peroksidasyonunun kontrol seviyelerine donmeden 6nce 6-12 saat boyunca keskin
bir sekilde azaldigi, ardindan 64 pg Hg L(-1) grubundaki maruz kalmanin sonuna dogru
keskin bir artig gosterdigi, lipid peroksidasyonu ve antioksidan enzim aktiviteleri ile
negatif bir iliskinin oldugu ve antioksidan enzimlerin aktiviteleri ve gen ekspresyonu
arasindaki pozitif iligski, molekiiler seviyedeki degisikliklerin enzimatik seviyenin altinda
kaldig1 ve dolayisiyla hepatik lipid peroksidasyonunu etkiledigi ifade edilmistir. Ayrica,
Nrf2 ve Keapl'in mRNA seviyeleri arasindaki negatif bir iliski, Keap1'in Nrf2 yanitinin

kapatilmasinda dnemli bir rol oynayabilecegi belirtilmistir.

Sicak iklim tatli su balig1 olan Brycon amazonicus’un civa kloriiriin subletal dozlarina 96
saat boyunca muamelesi neticesinde SOD, CAT, GPx, GST ve GSSG-R aktivitelerinin
yukari dogru seyrettigi rapor edilmistir. Civa, balikta karaciger ve solungaclarda
indirgenmis glutatyon miktarini artirirken, beyaz kas hiicrelerinde indirgenmis glutatyon
seviyesini disiirmiistiir. Bu bulgulara ek olarak, diger bazi1 dokulardaki zarar gérme
neticesinde lipid peroksidasyonun ile protein karbonil igeriginin artis gosterdigi
belirtilmistir (Monteiro vd 2010).

Propiconazole (PCZ) uygulamasi yapilan bir ¢alismada, gékkusagi alabaliklari (O.
mykiss) farkli siire (7, 20 ve 30 giin) ve sublethal konsantrasyonlarda (0,2, 50 ve 500 pg/1)
bir fungusit olan PCZ’ye maruz birakilarak, oksidatif stres gostergeleri (LPO ve ROS) ve
antioksidan (SOD, CAT, GR ve GPx) enzim aktiviteleri belirlenmistir, 7 gilinliik
denemenin sonucunda antioksidan savunma sistemi bu etkiye adaptasyonla cevap
vermisken 20 ve 30 giinliik siirelerde oksidatif stresin gostergeleri olan LPO ve ROS
seviyelerinde ciddi bir artis ile antioksidan enzimlerde inhibisyon tespit edilmis ve sonug
olarak uzun siireli muamelelerin belirgin bir sekilde oksidatif hasara yol agtigi
bildirilmistir (Li vd 2010).

Dorval ve Hontela (2003) bir ¢aligmalarinda, orgonoklorlu bir pestisit olan endosiilfanin
farkl1 diizeylerdeki uygulama dozlarinin gokkusagi alabaliginda enzim aktivitelerine olan
etkilerine bakmislar, ¢alismanin sonucunda vardiklar1 kanaat bu pestisitin CAT, GST ve

GPx aktiviteleri ile MDA seviyesini yiikselttigi yoniinde olmustur.
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Curcuminin gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) {lizerinde bazi antioksidan
gostergelere olan etkisinin arastirildigi bir ¢alismada (Yonar vd 2014), curcuminin 10, 20
ve 40 mg/kg yem miktarlartyla birlikte 21 giin siireyle verildigi baliklarda MDA
seviyesinin indigi, GPX, GR ve GST aktivitelerinin ve GSH miktarmin ise yiikseldigi

belirlenmistir.

Cyfluthrin’in subletal dozlarma (10 pg/L) 48 saat siiresince maruz birakilan sazan
yavrular1 (C. carpio) ile yiiriitiilen bir ¢alismada (Sepici vd 2009), C. carpio’nun beyin
dokusunda MDA seviyesinin yiikseldigi bildirilmistir.

S-deltametrinin subletal konsantrasyonlarina maruz birakilan gékkusagi alabaliklarinin
(O. mykiss) oksijen tiiketimi ve yiizme performansinin arastirilmasina yonelik bir
caligmada (Hughes ve Biro 1993), piretroid yapili bir pestisit olan bu kimyasala maruz
birakilan baliklarda oksijen tiiketiminin arttigi, yiizme hizlarinda ise 6nemli derecede

azalma gortldiigi rapor edilmistir.

Kizil benekli gokkusagr alabaligi (Melanotaenia duboulayi) ile yiiriitiilen bir arastirmada,
iki farkli organofosfat bilesik (Temephos ve Pirimiphos-metil), iki farkli mikrobiyal
larvisit (Bacillus thuringiensis ve B. sphaericus) ve bocek biiyiime diizenleyici (s-
methopiren) igeren larvisitlerin baliklarin kritik ylizme hizina olan etkileri incelenmistir.
Inceleme sonucunda kontrollii sartlar altinda kizil benekli gokkusag: alabaliginm kritik

yiizme hizinda 6nemli derecede diisiis oldugu bildirilmistir (Hurst vd 2007).

Maneb ve karbaril aktif maddelerini igeren pestisitlerin yetiskin olmayan gokkusagi
alabaliklar1 (O. mykiss) {izerine olan akut toksisitesinin arastirildigi bir ¢alismada, bu
kimyasallar ile muamele edilen baliklarin epitelyum hiicrelerinde nekroz, 6dem ve sislik
meydana geldigi, solungaclarinda ise hiperplazi olustugu bildirilmistir. Aymi sekilde
pestisitlere maruz kalan baliklarin karaciger, bobrek ve dalak dokularinda odaklanmig
sekilde nekroz ve iltithaplanmalarin goriildiigii belirtilmis, maneb ve karbarilin
histopatolojik lezyonlarinin birbirine benzedigi ve en ¢ok zarar goren organlarin

solungag, bobrek ve karaciger oldugu tespit edilmistir (Boran vd 2010).

Capkin vd (2009) ¢ farkli giibrenin sub-kronik toksisitesinin gokkusagi alabalig

juvenillerinde bazi1 dokularina (deri, bobrek, karaciger, pankreas, solungag) olan etkilerini
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calistiklart bir arastirmada, iki haftalik deneme miiddeti neticesinde deri, solungag,
karaciger ve bobrek yiizeyinde histolojik lezyonlarin tespit edildigini, epidermis
hiicrelerinde dejenerasyon ve mukus hiicrelerinde ise 6demlerin meydana geldigini

bildirmistir.

21 giin boyunca endosiilfan ve metiokarb maddelerinin gokkusagir alabaliginin (O.
mykiss) karaciger, dalak, bobrek ve solungaglarinda meydana gelen histolojik etkilerin
belirlenmesine yonelik kimyasal uygulamasinin ardindan sonra aymi baliklar 30 giin
sliresince tatli su sisteminde bekletilmistir. Arastirma sonunda metiokarba maruz kalan
baliklarin karaciger, bobrek ve dalaklarinda belirgin sekilde lezyonlarin meydana
gelmemesine karsin endosiilfana maruz kalan baliklarda lezyonlarin olustugu tespit

edilmistir (Altinok ve Capkin 2007).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Arastirma Yeri

Deneme, Bingdl Universitesi Ziraat Fakiiltesi Su Uriinleri Boliimiine ait Deneme
Unitesinde kuruldu. Laboratuvar c¢alismalar1 ise Bingdl Universitesi Fen Edebiyat

Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii Laboratuvarlarinda yapildi.
3.1.2. Su Materyali

Bingdl Universitesi Ziraat Fakiiltesi Su Uriinleri Boliimii laboratuvarinda sehir sebeke
suyu kullanildi. Her tanka havalandirma sistemi kuruldu ve suyun 6zellikleri; ¢6ziinmiis
oksijen 8,02+0,4 mg/L, pH 7,2+0,9, sicaklik 15+7°C, alkalinite 154417 mg/L ve toplam
sertlik 109+43 mg/L CaCOs olarak o6l¢iildii.

3.1.3. Deneme Unitesi

Arastirmada 600 litrelik fiberglas tanklar ve 60 litrelik cam akvaryumlar kullanildu.
Deneylerde kullanilan gokkusagi alabaligi bireyleri biyodeneyden once dinlendirilmis
600 litre su ile dolu tanklara konuldu. Baliklar deney 6ncesi 10 giin siire ile ortama uyum
saglamasi i¢in bu tanklarda tutuldu. Aklimasyon siiresince baliklar giinde ii¢ kez viicut
agirliklariin %2’si kadar ticari pelet yemle beslendi. Deneyler baslamadan 48 saat 6nce
yemlemeye son verildi, bu siire¢ igerisinde baliklarin hastalanma ve O6lim oraninin
%5’ten fazla olmamasina dikkat edildi. Deney akvaryumlarinda ayni uyum
periyodundaki tanklar gibi dinlendirilmis sehir suyu kullanildi. Deneme 60 litrelik su
kapasitesine sahip akvaryumlara 30 litre su konularak olusturuldu ve akvaryumlara

havalandirma sistemi takildi.


mehmet reşit taysı
Textbox
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Sekil 3.1. Arastirmada kullanilan fiberglas tanklar

3.1.4. Bahk Materyali

Calismada 59,43 = 7,21 g ve 17,24 + 1,57 cm uzunlugunda disi erkek rastgele secilerek
85 adet Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) kullanildi. Baliklar Elazig ilinde
bulunan Keban Alabalik Uretim tesisinden temin edildi. 10 giinliik alistirma déneminde

baliklar giinde ii¢ kez viicut agirliklarinin %2'si kadar ticari pelet yemle beslendi.
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Sekil 3.2. Aragtirmada kullanilan baliklarin temin edildigi yer (Keban baraji, Keban/Elazig)

3.1.5. Uygulanan Agir Metal

HgClo'nin doza bagh toksik etkisini belirlemek igin 35 adet balik; 30 litrelik
akvaryumlarda HgCl>’nin 300, 400, 500, 600 ve 700 pg/L'lik (Nwani et al 2010)
konsantrasyonlarina 96 saat (Henle 1981) siiresince maruz birakildi. Bu siire icerisinde
olen baliklar akvaryumdan uzaklastirildi. Deneyde 96 saat sonunda her akvaryumda 6len
ve canli kalan balik adedi tespit edildi. Bu yontem sonucunda, deney canlilarinin
%50’sini 6ldiiren konsantrasyon (LCso) degeri belirlendi. EPA Finney Probit Analiz
Metodu (USEPA 1999) ile LCso degeri 551 pg/L olarak hesaplandi.

Probit analizi, binom yanit degiskenlerini analiz etmek i¢in kullanilan bir regresyon
tiriidiir. Toksikolojide kimyasallarin canlilara goreceli toksisitesini belirlemek igin

yaygin olarak kullanilmaktadir. Y = a + b X seklinde formiilize edilmektedir.

5 = -8,13372+4,750147X esitliginden X=2,76 bulundu. 2,76 degerinin antilogaritmasi
alindiginda 551 olan LCso degeri tespit edildi.
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3.1.6. Deneme Kurgusu

Gokkusagr alabaliklar1 2 ve 7 gilin siireyle civa (Hg) agir metalinin tuz formu civa
kloriiriin (HgCl,) iki tane subletal dozu olan LCso'nin %25'ine ve %50'sine (137,75 ve
275,5 ng/L) maruz birakildi. Gruplar kontrol grubu; K, %25/48 saat; A, %25/168 saat; B,
%50/48 saat; C, %50/168 saat; D olarak dizayn edildi. Her grupta 10 balik (n = 10)
olacak sekilde toplam 50 adet balik kullanildz.

Sekil 3.3. Arastirmanin yiiriitiildiigii deneme akvaryumlar1

3.2. Yontem

3.2.1. Western Blotlama Cahsmasi i¢cin Doku Homojenizasyonu

Deneme sonunda benzokain ile anestezi yapilip solungaglarin iistten bittigi yerden
kafatas1 yarilarak otopsisi yapilan (Arda vd 2002) (Sekil 3.4) baliklardan alinan beyin
doku oOrnekleri oksidatif stres gostergeleri olan ROS ve MDA Kkonsantrasyonlarinin

belirlenmesi i¢in 6rnekler serum fizyolojik (%0,09 NaCl) ile yikandi. Iki filtre kagidi
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arasinda suyu siiziildiikten sonra %1,15’lik KCl i¢inde 1:10 oraninda tekrar sulandirilarak
homojenizasyon edildi. Elde edilen homojenatlar 50 ml’lik propilen tiiplerin iginde
sogutmali santrifiijde 3200 rpm’de +4 °C’de 10 dakika santrifiije edildikten sonra
stipernatantlar alindi1 ve lipit peroksidasyonun bir gostergesi olan MDA konsantrasyonu
ve ROS diizeyi belirlendi. DNA hasar gostergesi olan PARP proteinin hasarli ve normal
dokulardaki ekspresyon seviyeleri ise 6zel antikorlar kullanilarak SDS-PAGE ve Western
blotlama teknigi ile belirlendi. Bunun i¢in ise dokular homojenizatorde lizis tamponu (0,5
M Tris (pH: 8), EDTA, B-Merkaptoetanol, Fenil metil siilfonil florid (PMSF) igerisinde
parcalara ayrildi. Parcalanan doku oOrnekleri 15000 rpm'de 45 dakika santrifiijlendi.
Stipernatantlar kullanilincaya kadar -80 C' de muhafaza edildi.

Sekil 3.4. Otopsi islemi

3.2.2. Western Blotlama Teknigi ile Proteinlerin Analizi

Western blot, bir ornekteki proteinlerin belirlenmesi ve karakterizasyonu ig¢in hizli ve
hassas bir yontemdir. Bu yontemde, protein Orneginin SDS-PAGE ile jel iizerine

elektrotransferi gerceklestirilir. Jeldeki goriintii daha sonra PVDF membrana aktarilir.
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Membran ise spesifik primer ve sekonder antikorlar kullanilarak goriintiileme islemine

uygun hale getirilir. Veriler analiz edilerek degerlendirilir.

Tablo 3.1. Poliakrilamid jelde protein ayiriminin etkin aralig

Jel (%) Protein biiyiikliigii (kKDa)
5-15 20-200
5-20 10-200
8-15 10-100
8-20 8-150
10-20 6-150
Elektrot
Ornekler

£ =
..Q:fi\;;a?
Biyiik Molekiiller I Buffer
bl e .
wg
: [ — -y, : [ Jel
e 2 ., = = s - ~i Elektrot
Kugiik Molekiiller - gy
ZH b
[T iy o bl
Plastik Kap *r*\,_h L B == ~h__~
% Wz
) ”

Sekil 3.5. SDS-PAGE

3.2.2.1. SDS-PAGE i¢in Jellerin Hazirlanmas ve Yiiklenmesi

1. Elektroforez i¢in kullanilan iki cam levha karsilikli olacak sekilde birlestirilip kiskacl
bir sistemle sabitlendi. Iki cam levha arasinda kalan bosluga, iist seviyenin yaklasik 1 cm
altinda olacak sekilde, Tablo 3.2’ye gore hazirlanan ayirma jeli otomatik pipet yardimiyla
ilave edildi.
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2. Jel yaklasik 30 dk oda sicakliginda bekletildi. Jelde polimerlesmenin olduktan sonra iki

cam levhanin arasinda kalan boslugun iist kismina tarak yerlestirildi.

Tablo 3.2. SDS jel elektroforezi i¢in kullanilan ayirma jelinin hazirlanmasi (ml)*

Jel Yiizdesi %6 %8 %10 %12 %15
dH20 10,6 9,3 79 6,6 4,6
%30 Akril amid 4,0 5,3 6,7 8,0 10,0
1.5M Tris pH 8,8 5,0 5,0 5,0 50 50
%10 SDS 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
%10 APS 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
TEMED 0,016 0,0012 0,008 0,008 0,008
Toplam 20 20 20 20 20

*Dokulara ait protein 6rnekleri igin %12’lik ayirma jeli kullanildi.

3. Tablo 3.3’e gore hazirlanan yiikleme jeli, otomatik pipet ile tarak dislerinin arasinda

kalan bosluga en iist seviyeye gelecek kadar dolduruldu.

Tablo 3.3. SDS jel elektroforezi i¢in kullanilan yiikleme jelinin hazirlanmasi*

Bilesen 10ml 8ml 6ml 5ml 4 ml 3ml 2ml 1ml
dH20 6,8 55 4,1 3,4 2,7 2,1 1,4 0,68
%30 Akril amid 1,7 1,3 1,0 0,83 0,67 0,5 0,33 0,17
15M TrispH88 125 10 0,75 0,63 0,5 0,38 0,25 0,13

%10 SDS 0,1 008 0,06 0,05 0,04 0,03 0,02 0,01
%10 APS 0,1 008 0,06 0,05 0,04 0,03 0,02 0,01
TEMED 0,01 0,008 0,006 0,005 0,004 0003 0,002 0,001

*Dokulara ait protein 6rnekleri i¢in 4 ml’lik yiikleme jeli kullanildi.
4. 30 dk oda sicakliginda bekletilerek ytlikleme jelinin polimerizasyonu saglandi.

3.2.2.2. SDS-PAGE Ile Proteinlerin Ayrilmasi

1. Bradford yontemi sonucunda okunan absorbans degerlerine goére proteinler esit

miktarda olacak sekilde her bir kuyucuga yiiklendi.
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2. Kaset sistemi elektroforez tankina yerlestirildi ve tankin igerisine yeterli miktarda
SDS-PAGE 1X Running tamponu ilave edildi. Gli¢ kaynag1 ¢alistirildu.

3. Elektroforez cihazinin gii¢c kaynagi yaklasik 30 dk siiresince 50 voltta ¢alistirildu.
4. Protein Ornekleri ayirma jelini gegince yliriime hizi 100 volta yiikseltildi ve 90 dk sonra

kosturma islemi sonlandirildi.

5. Elektroforez islemi bittikten sonra iki cam levha birbirinden ayrilir ve aradaki jel
cikarilir. Jelin yiikkleme jeli kismi kesilerek atildi ve ayima jeli kismi ise 1X transfer

tamponu icerisinde 15 dk bekletildi.

3.2.2.3. Proteinlerin Jelden Membrana Aktarilmasi

1. PVDF membran jelin boyutlarinda kesilirek 15 saniye kadar metanolde bekletildi. 1X

transfer tamponu ile durulandi.

2. Transfer kasetini olusturmak lizere silinger iizerine hepsi 1X transfer tamponu ile
islatilmis olan sirastyla iki parca filtre kagidi, PVDF membran, jel ve tekrar iki parca

filtre kagidi kondu. Bunlarin iistii 1slak siingerle ortiildii.

3. Transfer kaseti kapatildi ve i¢inde hava kabarcigi kalmadigindan emin olunduktan

sonra kaset, icinde buz blogu bulunan transfer tankina yerlestirildi.

4. 190 mA’°de 2 saat siiresince transfer gerceklestirildi. Bu siire sonunda proteinlerin

jelden membrana aktarildigr goriildii.

3.2.2.4. Antibody Inkiibasyonu

1. Transfer kalitesini kontrol etmek i¢in membran saf su ile durulandi ve Ponceau

soliisyonu ile boyandi.
2. Ponceau soliisyonu uzaklastirildi ve membran {i¢ kez TBST ile yikandu.

3. Membran %5’lik tampon ¢ozeltisinde oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.
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4. Daha sonra membran, diliisyon oranlar1 Tablo 3.4’te gosterilen primer antikor

soliisyonlarindan herhangi birisinde +4°C’de bir gece bekletildi.

Tablo 3.4. Western blot analizinde kullanilan primer ve sekonder antikorlar

Primer antikor  Diliisyon oramn  Sekonder antikor Diliisyon orani
Parp 1:2000 Goat anti rabbit IG-g HRP  1:20000

HO1 1:1000 Goat anti rabbit IG-g HRP ~ 1:20000

4HNE 1:1000 Goat anti rabbit IG-g HRP ~ 1:20000

Cyt-c 1:750 Goat anti mouse IG-g HRP  1:20000
p-aktin 1:1000 Goat anti mouse 1G-g HRP ~ 1:1000

5. Ertesi glin membran, ilki 10 dk, sonrakiler 5’er dakika olmak lizere 5 kez TBST ile
yikandi.

6. Daha sonra HRP-konjugat sekonder antikor soliisyonunda (Tablo 3.5) 1 saat boyunca
oda sicakliginda inkiibe edildi.

7. Membran ilki 10 dk, sonrakiler 5’er dakika olmak tizere 5 kez TBST ile yikand.

3.2.2.5. Gorintiileme ve Veri Analizi

1. Membran, i¢ginde 4’er ml ECL stok soliisyonu 1 ve ECL stok soliisyonu 2 olan kaba
kondu ve 15 saniye kadar bu soliisyonlarin i¢inde ¢alkalandi. Bu soliisyonlar antikorun

kemilliminesans sinyal olusturmasini saglar.

2. Membran kasete yerlestirildi ve kaset de cihaza (Carestream Medical XRay Processor)

yerlestirildi.

3. Hedef proteinin bant yogunlugunu okumak i¢in Image J (Image J, National Institutes

of Health, Bethesda, Maryland, USA) goriintiileme analizi programi kullanildi.

4. Hedef protein seviyesini normalize etmek i¢in yiiklenmis olan kontrol proteininin (-

aktin) seviyesi kullanildi.
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3.2.2.6. Stripping

Stripping, goriintiileme iglemi bitmis olan bir membran tekrar kullanilmak istenirse
yapilir. Stripping i¢in uygun olan bir kap igerisinde membranin {izerine stripping
tamponu eklendi. 50°C’de 45 dk boyunca galkalayici iizerinde bekletildi. Membran saf su
ile durulandi. Daha sonra membran temiz bir kaba konularak 5 defa TBST ile yikandi.
Oda sicakliginda 1 saat siireyle %5’°lik tampon ¢ozeltisi igerisinde bloklama islemi
yapildi. +4°C’de primer antikor soliisyonu igerisinde bir gece bekletildi. Bundan sonraki
basamaklar yukarida anlatildig sekilde uygulandi (sekonder antikor inkiibasyonu, yikama

ve gorlintiileme).

3.2.3. 8-OHdG Olg¢iimii Yapilacak Orneklerin Hazirlanmasi

Almman balik dokulari tartilip fosfat tamponu (pH:7,4) igerisinde homojenize edildi.
Omekler 2000-3000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildikten sonra elde edilen siipernatant
calismada kullanildi.

3.2.3.1. 8-OHdG Diizeyinin Ol¢iimii

Beyin dokusu 8-Hidroksi-2’-Deoksiguanozin (8-OHdG) diizeylerinin belirlenmesi igin
SunRed marka Fish(8-OHdG) ELISA kit (Catalogue N0:201-00-0041) kullanildi. Bu
kitin katalogunda belirtilen asagidaki prosediirler uygulandi:

1. Caligmaya baslamadan yarim saat kadar once kit malzemeleri oda sicakligina

bekletildi.

2. 8-OHdG standard: standart diluent ile hazirlanarak standartlar Microelisa Strip Plate

icine 50 pl olarak eklendi.

3. Her bir kuyucuga 50 pl Str-HRP-Conjugate Reagent eklenerek sadece numune
ornekleri tizerine 10 pl Biotin-(8-OHdAG) Ab eklenerek pleytin tizeri kapatildi.

4. Pleyt, 37°C sicakliginda Plate Shaker’da bir saat miiddetle inkiibe edildi.

5. Pleyt kuyucuklari, distile saf su ile 30 kez dilue edilen 30X Wash Buffer ile (300 pl
/kuyucuk olacak sekilde) 1-2 dakika bekletilerek bes defa yikandi.
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6. Yikama sonrasi her tiipe 50 pl Chromogen Solution A ve takiben 50 pl Chromogen
Solution B eklendi.

7. Karanlikta 37°C sicaklikta Plate Shaker’da 10 dakika miuddetle inkiibe edildi.

8. Inkubasyon sonucu plate kuyucuklarma 50 ul Stop Solution eklenerek 10 dakika icinde
absorbansi 450 nm olan ELISA (Plate Reader) cihazinda 6l¢iim yapildi.

9. 8-OHdG standartlarinin optik dansitelerine ve konsantrasyonlarina uygun standart

grafigi cizilerek olusturulan formiile gore 6rneklerdeki 8-OHAG diizeyi hesaplandi.
3.2.4. MDA Ol¢iimleri

Doku 6rneklerinin MDA tayini Ohkawa vd. (1979)’nin yontemine gore yapildi. Her bir
gruptan 200 ul ornek alinarak %8,1 SDS’den 200 ul ilave edildi. %20’lik asetik asitten
(pH: 3,5) 1,5 ml ve %0,8’lik (pH: 3,5) TBA’dan 1,5 ml eklenerek son hacim 4 ml olacak
sekilde distile su eklendi. Ardindan 95 °C sicaklikta kaynar su banyosunda bir saat
bekletilip daha sonra sogutularak 1 ml distile su ve 15:1 (v/v) oraninda 5 ml n-butanol-
piridin karisimindan eklenerek vortekslendi. 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildikten
sonra lstteki organik tabaka alinip 532 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak

olgiilerek sonuglar nmol/ml olarak kaydedildi.

3.2.5. istatistiksel Analizler

Elde edilen tiim veriler SPSS 20 paket programinda tek yonlii varyans analizi kullanilarak
degerlendirildi. Calisma sonunda gruplara ait elde edilen veriler ANOVA testine tabi
tutulmustur. Farkli bulunan ortalama gruplarmin kontrolinde DUNCAN ¢oklu
karsilagtirma testi kullanildi (Y1ldiz ve Bircan 1991). Yapilan istatistiklerin giivenilirligi

acisindan, ol¢iimler ii¢ tekrar olacak sekilde yapilarak, sonuglar kaydedildi.



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. PARP, Cyt-c, 4HNE, HO1 Proteinlerinin Ekspresyon Diizeyleri

Pap s - D G - D
I R ——

Parp (Soluble)

a
ab
ab =5
100
b
60
40
2
0
K A B C D
Sekil 4.1. HgCl, uygulanan baliklarda beyin dokusunda Parp (soluble) ekspresyon diizeyleri. a-b: Farkli

harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan dnemlidir (P<0,05) (Kontrol; K, %25/48 saat;
A, %25/168 saat; B, %50/48 saat; C, %50/168 saat; D)

Kontroliin Yiizdest
(7]
Qo

o

Sekil 4.1 incelendiginde, PARP (soluble) proteinin ekspresyonu kontrol grubuna nazaran
iki glinlik muamele stirecinde subletal dozun her iki diizeyinde de doza bagl olarak artis
gosterirken, muamele siiresi yedi giine ¢iktikga kontrol grubuna goére artan doz miktariyla
orantili olarak azalma gostermistir. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

sadece B ve D gruplar1 arasinda meydana gelmistir.
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Sekil 4.2. HgCl; uygulanan baliklarda beyin dokusunda Parp (insoluble) ekspresyon diizeyleri ) (Kontrol;
K, %25/48 saat; A, %25/168 saat; B, %50/48 saat; C, %50/168 saat; D)

Qo ©

Kontroliin Yiizdest

Q

Sekil 4.2°de PARP (insoluble) proteinin ekspresyon diizeyi incelendiginde kontrol
grubuna gore yedi giinlik muamele siirecinde verilen dozla orantili olarak bir artis
gozlenirken, iki giinliik muamele siirecinde de kontrol grubuna gore ekpresyon
seviyesinde artis olmasina ragmen B grubunda A grubuna gore asagi yonde meyil

goriilmiistiir. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsiz ¢ikmistir (P>0,05).
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Sekil 4.3. HgCl, uygulanan baliklarda beyin dokusunda Cty-c (soluble) ekspresyon diizeyleri ) (Kontrol; K,
%25/48 saat; A, %25/168 saat; B, %50/48 saat; C, %50/168 saat; D)

Kontroliin Yiizdest
8

Sekil 4.3°te oksidatif stresin gostergelerinden olan Cty-c (soluble) proteinin ekspresyonu
incelendiginde kontrol grubuna gére doza ve muamele siiresine bagli olarak yukar1 yonde
bir egilim goriilmistir. En fazla artig ise D grubunda gozlenmistir. Fakat bu artis

istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (P>0,05).
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Sekil 4.4. HgCl; uygulanan baliklarda beyin dokusunda Cty-c (insoluble) ekspresyon diizeyleri ) (Kontrol;
K, %25/48 saat; A, %25/168 saat; B, %50/48 saat; C, %50/168 saat; D)

72
(=}

Kontroliin Yiizdest
3

Cty-c (insoluble) proteinin ekpresyon diizeyinin verildigi Sekil 4.4’e bakildiginda, HgCl:
ile muamele edilen dort grupta doza ve giine bagli olarak kontrol grubuna gore bir azalma
trendi izlenmistir. Diger gruplardan farkli olarak biraz daha fazla diisiis gosteren D

grubundaki bu asag1 yonde azalma istatistiksel olarak 6nemsiz ¢ikmistir (P>0,05).
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Sekil 4.5. HgCl, uygulanan baliklarda beyin dokusunda 4HNE ekspresyon diizeyleri. a-b: Farkli harf
tasiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan 6nemlidir (P<0,05) ) (Kontrol; K, %25/48 saat; A,
%25/168 saat; B, %50/48 saat; C, %50/168 saat; D)

Kontrolin Yiizdest

Sekil 4.5’te 4HNE proteinin ekspresyonu incelendiginde kontrol grubuna gére doza ve
muamele siiresine bagli olarak yukar1 yonde bir artis goriilmiistiir. K grubu ile B grubu
arasindaki fark istatistiksel olarak énemli bulunmustur (P<0,05). Iki giinliik muamele
edilen gruplar arasinda doza bagl olarak olusan fark yedi giinliik muamele edilen gruplar
arasindaki olusan farktan daha az olmasina karsin bu gruplar arasindaki fark istatistiksel

olarak 6nemsiz ¢ikmistir (P>0,05).
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Sekil 4.6. HgCl, uygulanan baliklarda beyin dokusunda HO1 ekspresyon diizeyleri ) (Kontrol; K, %25/48
saat; A, %25/168 saat; B, %50/48 saat; C, %50/168 saat; D)

(s}

Q

HgCl> uygulanan baliklarda HO1 proteinin ekspresyonunu gosteren Sekil 4.6
incelendiginde kontrol grubundan daha yiiksek seviyelerde ekspresyon gerceklestigi
goriilmektedir. Ancak istatistiksel olarak 6nemsiz (P>0,05) olmasina ragmen yedi giinliik
muamele edilen gruplardaki ekpresyon diizeyi iki giinliik muamele edilen gruplara oranla
daha diisiik seviyelerde ¢ikmistir. 1ki ve yedi giinliik olarak kiyaslandiginda B grubunun
ekpresyon seviyesi A grubuna goére; D grubunun ise C grubuna gore daha diisiik

olmustur.

4.2. ROS Ol¢iim Sonuclar

Tablo 4.1. Caligma gruplarindan elde edilen beyin dokusu ROS diizeyleri

K A B C D

1,0693° 1,3106% 1,4388% 1,5896% 1,7227°
a-b: Aym siitunda farkli harfi tagiyan gruplar arasi fark 6nemlidir (p<0,05) (Kontrol; K, %25/48
saat; A, %25/168 saat; B, %50/48 saat; C, %50/168 saat; D).
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Sekil 4.7. HgCl, uygulanan baliklarda beyin dokusunda ROS diizeyleri. a-b: Farkli harf tagiyan gruplar
arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan 6nemlidir (P< 0,05) ) (Kontrol; K, %25/48 saat; A, %25/168 saat;
B, %50/48 saat; C, %50/168 saat; D)

Ex485/Em525

Tablo 4.1 (Sekil 4.7)’de beyin dokusundaki ROS seviyeleri incelendiginde, kontrol
grubuna gore doza ve uygulama siiresine bagli olarak yukar1 yonde bir artis gdzlenmistir.
K grubu ile D grubu arasindaki fark istatistiksel olarak onemli bulunmustur (P<0,05).

Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak 6énemli bir fark olusmamistir (P>0,05).

4.3. MDA Ol¢iim Sonuglar

Tablo 4.2. Calisma gruplarindan elde edilen beyin dokusu MDA diizeyleri

K A B C D

102° 121%® 133° 145 161°
a,b,c: Ayni stitunda farkli harfi tagiyan gruplar aras1 fark 6nemlidir (p<0,05) (Kontrol; K, %25/48
saat; A, %25/168 saat; B, %50/48 saat; C, %50/168 saat; D).
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MDA Seviyeleri (nmol/mg prot)
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Sekil 4.8. HgCl, uygulanan baliklarda beyin dokusunda MDA diizeyleri. a-b-c: Farkli harf tasiyan gruplar
arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan 6nemlidir (P< 0,05) ) (Kontrol; K, %25/48 saat; A, %25/168 saat;
B, %50/48 saat; C, %50/168 saat; D)

Tablo 4.2 (Sekil 4.8)’de beyin dokusundaki MDA seviyeleri incelendiginde, kontrol
grubuna gore doza ve uygulama siiresiyle orantili olarak bir artis gézlenmistir. K grubu
ile B, C, D gruplan arasindaki fark istatistiksel olarak onemli bulunmustur (P<0,05).

Ayni sekilde B ve D gruplar arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark ¢ikmustir
(P<0,05).

4.4, 8-OHdG Olgiim Sonugclar:

Tablo 4.3. Caligma gruplarindan elde edilen beyin dokusu 8-OHdG diizeyleri

K A B Cc D
Abs?r:g]s;yon 0,418 0,626 0,972 1,469 2,112
Konsantrasyon
(ng/ml) 4 8 0 - o

(Kontrol; K, %25/48 saat; A, %25/168 saat; B, %50/48 saat; C, %50/168 saat; D).
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Sekil 4.9. 8-OHdG standart egrisi

8-OHdG Aktivitesi (ng/mg prot)
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Sekil 4.10. HgCl» uygulanan baliklarda beyin dokusunda 8-OHdG diizeyleri ) (Kontrol; K, %25/48 saat; A,
%25/168 saat; B, %50/48 saat; C, %50/168 saat; D)

[y

un

Tablo 4.3 (Sekil 4.10)’de beyin dokusundaki 8-OHdG seviyeleri incelendiginde, kontrol

grubuna gore hem iki giinliik hem de yedi giinliik gruplarda uygulama siiresi ve dozuna
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bagh olarak yukari yonde bir artis gozlenmistir. Iki giinliik muamele sonucunda doza
bagli olarak yukari yondeki artis yedi gilinlik muamele sonrasinda doza bagli yukari
yondeki artisa nispeten az olmustur. Ancak gruplar arasinda meydana gelen bu fark

istatistiksel olarak anlamli ¢ikmamustir (P>0,05).

Dogada bulunan agir metal kirliligi toksik etkilerinden dolay1, tiim canli organizmalarda
toksik etkilerden kaynaklanan ¢ok sayida rahatsizliga neden olur. Son yillarda, agir
metallerin zararli etkilerinin yanm1 sira etki mekanizmalari da yogun bir sekilde
incelenmistir. Cok sayida arastirma yapilmasina ragmen, sinir dokusu sitotoksisitesi dahil
Hg toksisitesinin somut molekiiler mekanizmalar1 hala belirsizligini korumaktadir. Hg,
insan ve hayvan sagligi i¢in olaganiistii tehlikeli olarak kabul edilen en norotoksik
kirleticilerden biridir (Carocci et al 2014). Hg tiirlerinin organik ve inorganik iki ana
formu kritik ¢evresel kirleticiler olarak kabul edilir. Metil civa ana organik formdur ve
zararl etkisi inogranik civanin sitotoksisitesinden 6nemli 6l¢iide daha i1yi bilinmektedir.
Yaptigimiz bu tez ¢alismasinda ise inogranik civanin sitotoksisitesini arastirdik. Son
yillarda yapilan aragtirmalar, ¢esitli Hg tiirlerinin toksisitesinin farkli goriindiiglinii ortaya
koymustur (Simmons et al 2011). Ozellikle, gesitli balik tiirlerinde gézlenen metil civanin
norotoksisitesi, kan-beyin bariyeri hasarlarin1 baglatma kabiliyetine bagli olabilir
(Takahashi et al 2017). Bu ¢alismada da goriildii ki inogranik civa dokularda hasara ve
oksidatif strese neden olmaktadir. Modern diinyada, dogal civa emisyonlar1 kiiresel
emisyonlarin ortalama %4011 gegmemektedir (Pirrone and Mason 2009). Hg ile ¢evre
kirliligi, metil civa ile insan zehirlenmesi i¢in potansiyel risk olarak kabul edilir. Bu
sonug, inorganik civayr sucul ortamda metil civaya doniistiirebilen mikroorganizmalarin
kesfedilmesine dayandirilmistir (Jensen and Jernelov 1969). Literatiirde yer alan Hg'nin
hiicrelerdeki toksik etkisi, sucul ekosistemlerdeki kirlilik riskini tahmin etmek i¢in yeterli
biyomarker olarak kullanilabilecegi sonucu ¢alismamizin neticesi ile de ortligmektedir.
Son zamanlarda yapilan galismalar Hg kirliligi ve balik agirligi arasinda pozitif bir iliski
oldugunu gostermistir (Luczynska et al 2018). Cesitli Hg dozlarinin etkisini incelemek
icin balik modelinin kullanilmas1 dokuya 06zgii Hg sitotoksisitesinin molekiiler
mekanizmalarinin kesfinde yardimci rol oynayabileceginden ortaya ¢ikan sonuglarimiz
literatiire bu manada bir katki saglayabilir. Baliklarda Hg toksisitesinin mekanizmalar1 en
cok hepatik, kas, solunga¢ ve beyindeki antioksidan enzimlerin gen ekspresyonu ve lipid

peroksidasyonu ile ilgili calisilmistir (Sevcikova et al 2015; Zeng et al 2016; Naija et al
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2018). Bu ¢alismada beyin dokusundaki HgCl> maruziyetinin olusturacagi DNA hasar1 ve
oksidatif stresi arastirilmistir. Beyin hiicreleri yliksek oranda oksijen tliketimi ve
eksikligine neden olan antioksidan gilice sahip olduklar1 i¢in diger hiicre tiplerine gore
oksidatif hasarlara kars1 daha hassastir, biitiiniiyle Hg iyonlarima maruz kalmak, beynin
hayati fonksiyonlarinin geri doniisiimii olmayan rahatsizliklarina sebep olabilir. Hg
iyonlarmin ndorotoksik etkisine oksidatif stresin katilimi halen ayrmtili olarak
arastirtlmaktadir. Metil civaya maruz birakilan insan astrosit kiiltiirii, anormal astrosit
reaktivitesini ve hiicre iskeleti ve filamentli ag proteinlerinin yeniden diizenlenmesi
sorununa neden olmustur (Malfa et al 2014). Bu calismayla paralel olarak bizim
uyguladigimiz HgCl> dozlar1 sonucunda da beyin dokusundaki proteinlerin ekpresyon
diizeylerinde degisiklik gozlendi. Ek olarak Hg, astrositlerde siilthidril grubu baglanmasi
yoluyla mitokondriyal membran stresi indiikleyebilir. Ayrica, astrositler redoks aktif
gecis metallerini biriktirir ve sonu¢ olarak serbest radikalleri olusturur. Inorganik Hg
maruziyeti, mitokondride hem Hg hem de demir birikimini baglatir (Brawer et al 1998).
Bu nedenle ROS firetiminin artis1, beyin hiicrelerinde Hg'nin neden oldugu patojenik
bozukluklarla yakindan ilgilidir. Bu c¢aligmada gozlemlenen sonuglarda, HQCly‘lin
subletal (%25 LCso ve %50 LCso) dozlariyla muamele edilen baliklarin beyninde doza
bagimli ROS {iretiminin artig gostermesi beyin hiicrelerinde civanin bir takim
bozukluklara neden oldugu anlagilmaktadir. Beyaz deniz kusunun beynindeki inorganik
Hg'nin zararh etkisi hakkinda c¢aligmalar var. Caligmacilar, 7 giin boyunca diisiik doz (2
pg/L) ile muamele edilen baliklardaki noronal ve glial hiicre sayisinda azalma oldugunu
tespit etmigler. Ayrica Hg nin, beyin fonksiyonlarinda, 6zellikle de yiizme davranisinda
degisikliklere neden oldugunu ifade etmislerdir (Pereira et al 2016). Bizim ¢alismamizda
da HgCl, maruz kalma beyin dokusunda DNA hasarina ve oksidatif strese neden

olmustur.

PARP-1, bir DNA hasar sensorii ve hem tek hem de ¢ift sarmalli DNA kopmalarina
baglanan sinyal molekiiliinii olusturur. Oksidatif stres, DNA tek iplik¢ikli kopmalara
neden olabilir. DNA sarmalinin kirilmast PARP"1 aktive eder. PARP-1 inflamatuar
hastaliklarda hiicrede olusan ROS’un yol actigi tek iplik DNA kiriklarini tanir ve
baglanarak Poli ADP-ribozilasyon islemini baslatir (Dantzer et al 1999). DNA’da bir
hasar olmadigi zaman poli ADP-ribozilasyon aktivitesi diisik miktardadir. RNA
baglayici alanlar iceren PARP'ler, hedef mRNA'nin stabilitesini modiile ederek
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proteinlerin ekspresyon seviyelerini diizenleyebilir. PARP1'in aktive edildigi bir ana
mekanizma, normal hiicresel metabolik aktiviteler, hiicresel aclik ve sitotoksik tedaviler
de dahil olmak iizere birgok mekanizma tarafindan {iretilen reaktif oksijen tiirleri (ROS)
tarafindan tetiklenen DNA hasaridir. Bu ¢alismada ise PARP-1 proteinin ekspresyonu
kontrol grubuna nazaran iki giinlik muamele siirecinde subletal dozun her iki diizeyinde
de doza bagli olarak artig gosterirken, muamele siiresi yedi giine ¢iktik¢a kontrol grubuna
gore artan doz miktariyla orantili olarak azalma gostermistir. Denemenin ilk giinlerinde
DNA da meydana gelen hasarin bu artisa neden oldugu distiniilebilir. Cevre faktorleri
DNA kirilmalarina ve bunun sonucunda hiicrelerde genotoksik strese neden olabilir.
Diger yandan, DNA hasarlari, DNA kirilmalarin1 onarmak i¢in yonlendirilen hiicresel
tepkileri aktive etmek icin sinyalleri baslatir ki bunlardan biri bu calismamizda da

goriildiigii gibi PARP-1 proteinin ekspresyonunun artmasidir.

Chen vd (2011), gére MDA, ROS iiretimi ile 1yi bir korelasyon gosterir ve oksidatif stres
seviyesinin Onemli bir gostergesi olarak kabul edilir. Bu nedenle MDA, akuatik
toksikolojideki oksidatif stresin bir belirteci olarak i¢in yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Rat beyin bolgelerinde propoxur kaynakli toksisite ve oksidatif streste
Nigella sativa yaginin koruyucu etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada serebellum, korteks
ve hipokampiiste propoxur kaynakli MDA seviyesi diger gruplara oranla istatistiksel
olarak anlamli fark olusturacak sekilde yiiksek (p<0,05) ¢ikmistir (Mohamadin et al
2010). Hiperoksi kaynakli akciger hasarinda Nigella sativa’nin koruyucu etkisinin
arastirilldig1 bir calismada, ratlar1 kontrol, hiperoksi ve hiperoksi + ¢orek otu olarak ii¢
gruba ayrilmis ve hiperoksi grubundaki yavru ratlar %95 oraninda O2’ye maruz
birakilmigtir. Lipit peroksidasyonunun belirteci olan MDA seviyesi incelemelerinin
sonucunda hiperoksi + ¢orek otu grubunda, hiperoksi grubuna oranla ¢ok daha diisiik
MDA seviyesi (p<0,05) oldugu belirtilmistir (Tayman et al 2013). Bizim bulgularimizda,
beyin dokusundaki MDA seviyeleri karsilagtirildiginda, kontrol grubu ve 2 ile 7 giin
boyunca HgCl>’nin subletal dozlarina maruz birakilan gruplar arasinda istatistiksel agidan
bir fark oldugu (p>0,05) goriilmiistiir. Uygulanan HgCl2‘nin dozu ve siiresi arttikca MDA

seviyesinde de artis meydana geldigi goriilmektedir.

Biitlin piirin ve piridin bazlar1 arasinda, oksidasyona en yatkin baz guanindir. Bundan

dolay1 baz hasart tespiti igin yaygin olarak 8-OHdG o6lgiiliir ve oksidatif DNA hasariin
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belirteci olarak kabul edilir. Modifiye bir baz olan 8-OHdG, reaktif oksijen tiirlerinin
DNA’da meydana getirdigi yirmiden fazla oksidatif baz hasar iriinlerinden biri olup
guaninin 8. karbon atomuna hidroksil radikali ataklar1 sonucu olusan, oksidatif DNA
hasarmin duyarli bir belirtecidir. Oksijen radikal olusturan kimyasallar ve kanserojenler,
in vitro ve in vivo 8-OHdG olusum seviyesini artirabilir (Kasai 1997). Bazi
antioksidanlarin ve diyet flavonoidlerinin 8-OHdG olusumunu azalttig1 bildirilmistir (Lee
et al 2008). Calismamizda, HQCl2 nin genel olarak 8-OHdG seviyelerini istatistiksel
anlamda oOnemli ¢ikmasa dahi arttirdig1 goriilmiistir. Gokkusagi alabaligi beyin
dokusunda 8-OHdG seviyelerindeki bu artis, HgCl2’nin oksidatif strese ve 8-OHdG
olusumuna neden olabilecegini gostermistir. Ayrica, HgCl2’ye 2 giin maruz kalan
baliklara nazaran 7 glin muamele gorenlerde 8-OHdG'deki artis yerini azalmaya
birakmistir. Cesitli serbest radikal iireten ajanlar, DNA'da hidroksile deoksiguanozin
kalintilart ile 8-OHdG birikimini tesvik eder (Toyokuni et al 1999). Bu calismada, 8-
OHdG seviyelerinin once artis gostermesi ve sonrasinda azalmasi, HgClo nin balik
metabolizmasinda serbest radikalleri olusturan faktorler iizerindeki etkisinin azaltilmasi
veya bagisiklik sistemi iizerindeki tesvik edici etkisi ile iligkilendirilebilir (Toyokuni et al
1999). DNA glikosilaz enzimi, DNA zincirindeki hasarli guaninin yanlis
eslestirilmesinden ve farkli bir agidan 8-OHdG olarak c¢ikarilmasindan sorumludur
(Obulesu and Rao 2010). DNA glikosilaz enzimi HgCl>’den etkilenirse, 8-OHdAG
konsantrasyonu daha diisiik olabilir. Ote yandan, Onouchi vd (2012), siiperoksit
anyon(O2) dretiminin 8-OHdG seviyelerindeki artistan  kaynaklanabilecegini
bildirmislerdir. Elde ettigimiz sonuglar Fang vd (2015), tarafindan elde edilenler ile ters
diiserken, Chen ve Tang (2011), Katayama vd (2014), ve Micillo vd (2016), tarafindan
elde edilen verilerle paralellik gostermektedir. Eksojen kaynaklarin (iyonize edici ve UV
radyasyon, dogal olarak olusan radyoizotoplar, ¢ok sayida genotoksik fitokimyasal, ilag,
toksin, hava ve suyu kirletici maddeler) DNA hasarina katkida bulunduklari bildirilmistir
(Valavanidis et al 2009; Dai et al 2014).

HO-1 yukar regiilasyonu strese karsi giiclii bir hiicre adaptasyon mekanizmasini temsil
eder ve bunun antioksidan, anti-apoptotik ve anti-enflamatuar 6zellikleri temel olarak
metabolik triinlerinin biyolojik aktivitesinden kaynaklanir. Zhou vd (2006), HO-1’in
preeklampsideki siddetli oksidatif stresde koruyucu rol oynadigimi ve HO-1'in yukari

yonde artig gosterdigini belirtmislerdir. Buna paralel olarak bizim ¢alismamizda da HO-1
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kontrol grubuna gore yukar1 yonde bir egilim gostermesine ragmen doza ve siireye bagl
olarak HO-1 ekspressiyonunda bir azalma goriilmistiir. HO-1 ekspressiyonundaki bu
azalma yakin tarihli bir arastirma ile tutarliydi (Ma et al 2018). Buradan HO-1'in oksidatif
stresdeki siki baglant1 proteinlerini diizenleyerek beyin hiicrelerinde iyilestirici etkiye

sahip olduklar1 sonucuna varilmistir.

Lipid peroksidasyonunun {iriinii olan 4-HNE, virlislerde, bakterilerde ve memeli
hiicrelerinde mutajenik ve genotoksiktir. DNA, proteinler ve membran lipitler, 4-HNE
saldirist igin birincil hedeflerdir. 4-HNE'nin lipid peroksidasyonunun mutajenik ve
kanserojen etkilerine katkida bulunan Onemli bir oyuncu olduguna inanilmaktadir.
Bobrek ve kolon kanseri dokularinda 4-HNE protein eklentilerinin olusumu, bobrek ve
kolon kanserinin biiyiimesi ve ilerlemesi ile iliskilendirilmistir (Shoeb et al 2014). Bu
calismaya paralel olarak bizim bulgularimizda da 4-HNE seviyesi kontrol grubuna gore
diger dort grupta da anlamli bir sekilde artmistir. Bu da baliklar iizerinde HgCl2’lin
oksidatif hasara neden oldugunun bir kanit1 olarak diigiiniilmekte ve 4-HNE seviyeleri,
beyin hiicrelerinin oksidatif hasara karsit korunmasinda adaptif tepkiye katkida

bulunabilir.

Cyt ¢, neredeyse sadece mitokondrinin i¢ zarinda bulunan ve DNA tarafindan kodlanan
spesifik bir fosfolipid olan kardiolipin (CL) ile etkileserek mitokondrinin i¢ zarina
baglanir (Buratta et al 2008; Ott et al 2002). Sakaida vd (2005), serum Cyt c testinin
karaciger hasarmin ve beyin 6demi komplikasyonunun tespiti i¢in ¢ok duyarli oldugunu
gostermistir. Anti-solunum zehirlerinin hassasiyetinin tespiti i¢in Cyt c aktivitesindeki
azalma da bir gosterge olarak kullanilmistir (Fuku et al 2012). Pasdois vd (2011),
yaptiklar1 bir ¢alisjmada Cyt c'nin kaspaz aktivasyonunu ve apoptoz indiiksiyonunu
tetiklemede 6nemli bir rol oynadigini tespit etmislerdir. Bizim c¢alismamizda ise hiicre
zarinda ¢oziilebilen Cyt c'nin ekpresyonu kontrol grubuna gore dozlar ve uygulanan
saatler arttik¢a siirekli artis gdstermigken, ¢oziilemeyen Cyt c'nin ekpresyonu ise kontrol
grubuna gore dozlar ve uygulanan saatler arttikca siirekli azalma gdstermistir. Bu da bize
HgCl2’nin beyin dokusunda mitokondriyal ve sitosolik kompartmanlarda lipotoksik

etkilere neden oldugunu gostermektedir.



5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢aligmanin sonuglari, HgCl2 nin baliklarda biyokimyasal ve fizyolojik etkilere sahip
oldugunu ve HgCl, muamelesinin baliklarda antioksidan parametreleri, 8-OHdG, PARP-
1, HO-1, 4-HNE, Cyt c¢ aktivitesini degistirdigini gostermektedir. Bu bulgulardan,
HgCl2’nin baliklar {izerinde toksik bir etkiye sahip oldugu goriilebilir. Baliklarda
HgCl> nin toksisite mekanizmasimin anlagilmasinda bu ¢alismanin yardimci olabilecegi
diistiniilmektedir. Ayrica, bu ¢alismada kullanilan belirteglerin (8-OHdG, ROS, MDA,
PARP-1, HO-1, 4-HNE, Cyt c) baliklarda toksisitenin neden oldugu nérofizyolojik
tepkilerin  belirlenmesinde  giivenilir  gostergeler olarak  kullanilabilecegi  de
goriilmektedir. Oksidatif stres ile biyokimyasal-genotoksik tepkiler arasindaki olasi
iligkinin ileriki caligsmalarda farkli su organizmalariyla arastirilmast da iizerinde

durulmasi gereken konulardan biridir.
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