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Meri¢ Delta Baliklarinda Cevre Kirliliginin Genotoksik Etkileri: Antioksidan
Savunma, Is1 Sok Protein Sinyali ve DNA Hasar-Onarim Mekanizmalari
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6z MAKALE BiLGiSi

Calismamizda, Gala ve Sigirct Golleri i¢in ekonomik agidan 6nemli olan balik ARASTIRMA MAKALESi

tiirleri (Carassius gibelio (Bloch, 1782), Carassius carassius (Linnaeus, 1758),

Scardinius erythrophthalmus (Linnaeus, 1758), Cyprinus carpio Linnaeus, 1758, Gelis :22.01.2019 E E
Sander lucioperca (Linnaeus, 1758), Perca fluviatilis Linnaeus, 1758) {izerinde Diizeltme  :05.08.2019
kirliligin etkileri arastirllmistir. Kirliligin genotoksik etkileri, kas, solungag ve Kabul . 08.08.2019
karaciger dokularinda antioksidan savunma sinyali (GS, Cu-Zn SOD, CAT), 1s1 T

sok proteinleri (HSP26, HSP60, HSP70 ve HSP83) ve QRT-PCR testi ile DNA Yayim : 25.04.2020 E
onarimi (SMUG1) metotlar1 kullanilarak incelenmistir. Ayrica, RAPD analizi
kullanilarak balik dokularindaki DNA hasarlar1 belirlenmistir. Bant degisimleri,
ozellikle tiim baliklarin solungac dokularinda agikga tespit edilmistir. Ayrica, "
C. gibellio, S. erythrophthalmus ve S. luciopercamin kas dokusunda CuZn- SORUMLU YAZAR
SOD'un nispi ekspresyonunda 6nemli bir artig gosterdigi tespit edilmistir. CAT
ckspresyonu tiim balik dokularinda &nemli 6lgiide degisiklik sergilemistir.
Bununla birlikte, CAT 128,9, 102,1 ve 138,4 fg/ug total RNA'nin ekspresyon
seviyesindeki en yiiksek artig, S. lucioperca'nin kas, karaciger ve solungag
dokularinda belirlenmistir. HSP60 ve HSP70 c¢evre kirliliginden en az
etkilenirken, S. lucioperca'nin karaciger dokusunda en biiyiik DNA onarim
aktivitesi agik sekilde gozlenmistir. Calismamizin sonucunda, Gala ve Sigirct
Gollerindeki ¢evre kirliliginin DNA stabilitesi ve savunma sinyallerinin gen
ifadeleri tizerinde genotoksik etkileri oldugu ortaya konulmustur. Ayrica,
S. lucioperca tiiriiniin, su kirliliginin biyolojik olarak izlenmesinde biyoindikator
bir tiir olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmustir.

DOI:10.17216/LimnoFish.516094

tokatlicem@gmail.com
Tel :+90 284 616 1348

Anahtar kelimeler: Meri¢ Deltasi, balik dokulari, RAPD analizi, antioksidan
enzimler, gen ekspresyonu

Genotoxic Effects of Environmental Pollution in Meri¢ Delta Fish: Expressions of Antioxidant Defence Signals,
Heat Shock Proteins and DNA Damage-Repair Mechanisms

Abstract: In this study, the effects of pollution on economically important fish species for Gala and Sigirci Lakes [Carassius gibelio
(Bloch, 1782), Carassius carassius (Linnaeus, 1758), Scardinius erythrophthalmus (Linnaeus, 1758), Cyprinus carpio Linnaeus,
1758, Sander lucioperca (Linnaeus, 1758), Perca fluviatilis Linnaeus, 1758)] were investigated. The genotoxic effects of
environmental pollution were investigated with reference to gene expressions of antioxidant defense signal (GS, Cu-Zn SOD, CAT),
heat shock proteins (HSP26, HSP60, HSP70 and HSP83) and DNA repair (SMUG1) by qRT-PCR assay in muscle, liver and gill
tissue of fish species. Additionally, DNA damage determined using RAPD assay. Band changes were clearly detected, especially in
the gill tissues of all fishes. In addition, a significant increase in the relative expression of CuZn-SOD in muscle tissue of C. gibellio,
S. erythrophthalmus and S. lucioperca. The expression of CAT changed significantly at all tissue of fishes. However, the highest
increase in expression level of CAT 128.9, 102.1 and 138.4 fg/pg total RNA was determined in muscle, liver and gill tissues of
S. lucioperca. While the HSP60 and HSP70 was the least affected by environmental pollutions, greatest DNA repair activity was
clearly observed in liver tissue of S. lucioperca. We conclude that environmental pollution in Gala and Sigirc1 Lake exert genotoxic
effects on DNA stability, and gen expressions of defense signaling. Additionally, S. lucioperca may be a bio-indicator species for
biomonitoring to water pollution.
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Giris

Artan niifus ve buna bagli tarim ve sanayi
faaliyetlerindeki hizli gelismeler ve ¢evre bilincinin
yeterince yerlesmemis olmasi, su kaynaklarimizi
ve sucul canlilar1 tehdit etmektedir. Baliklar, saglikli
ve dengeli beslenme icin biiyiik 6nem tasimaktadir.
Ozellikle viicutta sentezlenemeyen ve disaridan
almmast zorunlu olan amino asitleri ve yag
asitlerini bol miktarda icermeleri insan saglig1 icin
Oonemlerini acikca gostermektedir. Bu nedenle
sucul ortamlarda artan kirliligin baliklarda ne gibi
etliker gosterdiginin arastirtlmast  hem balik
biyolojisi hem de insan saglig1 agisindan 6nemli bir
konudur.

Ulkemize batidan giren kus yolu iizerindeki ilk
sulak alan olan Meri¢ Deltasi, kus varligi yoniinden
iilkemizin ve diinyanin sayili zenginlikleri arasinda
yer almaktadir ve uluslararasi kriterlere gore A smifi
sulak alan kapsamindadir (Yarar ve Magnin 1997).
Ulkemizin biyogesitlilik acisindan sayili tatlisu
ckosistemlerinden olan Gala Sigire1  Golleri,
Meri¢ Deltasinda yer almaktadir ve 6zellikle havzada
yiriitiilen  yogun  tarimsal ve  enddistriyel
faaliyetlerden = 6nemli  sekilde  etkilendikleri
bilinmektedir (Anonim 2005; Elipek vd. 2010;
Giiher vd. 2011; Tokathi vd. 2014). Gala Goliinde
yapilan ¢aligmalarda g6l sularinin  ozellikle
kadmiyum ve kursun agisinda III. ve IV. simf su
karakterine sahip oldugu kaydedilmistir (Yilmaz
2004). Gala Golii ve goli besleyen su kaynaklarinda
su ve sediment numunelerinin ¢ogunda kadmiyum,

kursun, mangan, kobalt ve bakir
konsantrasyonlarinin ~ sinir  degerlerin  {izerinde
oldugu bildirilmistir (Dékmeci 2005). Bunun

yaninda yapilan caligmalar Gala Goliinde kirlilik
etkisinin Tarimsal ve Endiistriel kaynakli oldugunu
ortaya koymustur (Tokath vd. 2014; Tokatli 2017).
Sigire1 Goliindeki kirlilik diizeyleri {izerindeki tek
calisma goldeki bazi baliklarin dokularinda agir
metal miktarlarinin belirlendigi bir ¢alismadir. Bu
caligmada baliklarin solunga¢ dokularinda Cr: 12,4-
31,6 ppb, Ni: 22,06-76,7 ppb, As: 10,1-15,2 ppb ve
Pb: 49,8-65,3 ppb olarak belirlenmis ve smir
degerlerde oldugu, bdlgenin diizenli olarak
izlenmesinin gerekli oldugu Onerilmistir (Tokath
2018).

Delta baliklari, sadece sistemin en dnemli biyotik
Ogelerinden olmakla kalmayip, bdolge halkinin
diyetlerinde 6nemli bir yere sahiptir ve halk sagligi
acisindan  biyiilk  Onem  arz = etmektedir.
Caligmamizda, farkli habitat Gzelliklerine sahip,
toplam 6 tlir baligin, kas, solunga¢ ve karaciger
dokularinda, kirlilige bagli DNA hasar1 belirlenmis,
ayrica antioksidan, 1s1 sok proteinleri ve DNA tamir
genlerine ait gen ekspresyonlari ile bolgede mevcut
kirliligin genotoksik etkileri aragtirtlmistir.

Materyal ve Metot
Calisma Alani ve Orneklerin Toplanmasi

Ozellikle celtik tarmmi icin kullanilan sulama ve
kurutma kanali vasitasiyla Meri¢ Nehri ile direkt ve
Ergene Nehri ile dolayli olarak baglantis1 bulunan
Meri¢ Deltast onemli derecede kirlilige maruz
kalmaktadir. Meri¢ Deltasi’nin en Onemli lentik
sular1 olan ve organik ve inorganik kirlilik yiikii
giinden giline artan Gala ve Sigirct Golleri Gtrofik
karakter sergilemeye baslamustir. Ozellikle bolgede
kullanilan kimyasal giibre ve pestisitler ve bunlarin
icerdigi agir metaller, onemli kirlilik baskilarina
maruziyetleri bilinen bu goller {iizerinde agir
tahribatlara neden olmaktadir. Bu durum hem
ekosistem, hem balik hem de insan saghgini ciddi
sekilde tehdit etmektedir (Elipek vd. 2010; Giiher vd.
2011; Tokathh vd. 2016; Tokatli ve Bastatlhi 2016;
Tokatli 2017, 2018).

Meric¢ Nehir
Havzasi
Lejant
[ Havza St
Nehirler
. Goller
o { Havza Topografyas:
e Yiksek: 668m
Algak: Om
7\3, ) Sié:.':vlec‘\!'.i
al ( -
/[‘ i = ¥
Galz Golu : 0 5 10 20 Km
el

Sekil 1. Meri¢ Deltasi.
Figure 1. Merig Delta.

Trakya Bolgesi’nin en 6nemli sucul sistemi olan
Meri¢ Deltasi’nda yer alan, uluslararas1 neme sahip
Gala Goli ve Onemli balikgilik faaliyetlerinin
yiritildigi Sigict Goli'niin en 6nemli biyotik
Ogelerinden olan baliklarin kas, solunga¢ ve
karaciger dokularindaki kirlilige bagli genotoksik
etkileri tespit etmek amaciyla, 2016 yilinin yaz
mevsiminde  yapilan  arazi  ¢aligmalarinda,
balik¢ilarin  serpme ag kullanarak yakaladiklari
baliklardan satin alinarak gerekli balik 6rnekleri
temin edilmistir. Calisma alan1 haritas1 Sekil 1°de
verilmigtir. Analizlerde kullanilan tiim baliklarin
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Tiirkce ve Latince isimleri ile birlikte agirlik, standart
boy, catal boy ve total boy gibi metrik verileri
ve cinsiyetleri kaydedilmistir. Gala Goli ve
Sigirct Goli'nden temin edilen balik tiirleri
ve baliklara ait metrik karakterler Tablo 1’de
verilmistir.

Bolgede yasayan ve oOzellikle insani tiiketim
amact ile kullanilan tim balik tiirlerinden temin

edilmeye Ozen gosterilmis. Balik  drnekleri
naylon posetler icerisinde ve buz kaliplar1 arasinda
muhafaza edilerek laboratuvara  getirilmistir.

Gala Goli ve Sigirct1 Goli’nden temin edilen

baliklarin kas, solungag ve karaciger
dokular1 disekte edilmis ve genetik ¢aligmalar
yapilincaya kadar -80°C derin dondurucuda
saklanmugtir.

Tablo 1. Merig¢ Deltasi gollerinden yakalanan baliklarin bazi metrik karakterleri.

Table 1. Some metric characters of fish caught from lakes in Merig¢ Delta.

.r o Boy (mm)
Mevki No Tir Ismi Cinsiyet Agirhik
L atince Tirkee (gn) Standart Catal  Total
1 Disi 560 257 280 300
2 Carassius gibelio Gumiisi Disi 545 233 260 275
3 (Bloch, 1782) havuz baligi Disi 543 230 255 264
Gal 4 Disi 562 255 286 300
petetl Disi 1250 320 350 394
6 Carassius carassius Havuz D@ 1100 315 338 380
! (Linnaeus, 1758) balig1 Disi 1130 305 333 387
8 ' Disi 1300 340 365 398
9 Erkek 1050 295 325 370
10 Disi 270 255 277 300
11 Scardinius Disi 263 245 272 295
12 erythrophthalmus Kizilkanat Disi 260 245 270 290
13 (Linnaeus, 1758) Disi 257 222 245 265
14 Disi 258 240 260 285
Sigirn . 15 Cyprinus carpio Pullu Erkek 1080 313 340 364
Golii 16 Linnaeus, 1758 sazan Erkek 1150 375 300 324
17 S(?_r:gf];;‘dg'ol";%rg)‘" Sudak Disi 430 333 362 375
18 - Disi 205 220 232 250
19 PL?;‘;;;L‘;V';‘;'S'E grlf‘: Erkek 185 200 218 225
20 ' & Erkek 178 175 200 210
Gen Amplifikasyon ve Gen Ekspresyon edilen c¢DNA’lar daha sonraki analizlerde

Cahsmalan
DNA ve RNA izolasyonu

Balik dokularindan DNA izolasyonu DNeasy®
Tissue-Blood (Qiagen, USA) kit ile kit protokolii
kullanilarak balik 6rnekleri i¢in her lokalite 3 er
tekerriir olmak tiizere 0,5 gram balik Ornegi
kullanilarak yapilmistir. Cyprinus carpio tiirii i¢in 3
tekerriir, iki balikdan alinan dokular pacal yapilarak
elde edilmis, tek 6rnek olan Sander lucioperca’da ise
dokularmn 3 farkli yerinden 6rnek alinmistir.

Balik dokularindan total RNA izolasyonu igin,
Total RNA PureLink® RNA Mini Kit (Life
Sciences) kullanilmis ve RNA kit protokoliine gore
izole edilmistir. Dokulardan izole edilen RNA
miktarlari, Qubit® Fluorometer (Invitrogen) ile
belirlenmis ve High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems) kullanilarak
PCR sartlar1 adim 1: 25 °C, 10 dk; adim 2: 37 °C,
120 dk; adim 3: 85 °C, 5 dk olacak sekilde
programlanmis ve cDNA sentezi yapilmistir. Elde

kullanilmak iizere -20°C’de saklanmustir.

Rasgele ¢ogaltilmis polimorfik farklilik; RAPD
yontemi

Total DNA PCR reaksiyonu oncesi nukleaz free
su  kullanilarak 25 ng/ul  konsantrasyona
ayarlanmigtir. Standart 50 pul PCR reaksiyonu 2 pl
(50+10 ng) template DNA, 5ul 10x Tagbuffer + KCI
(Fermentas, EP0071), 1,25 U TagDNA polymerase
(Fermentas, EP0401), 6 ul 2,5 mM MgCl,
(Fermentas, R0971) 1 ul 10x dNTPs (Fermentas,
RO181), 1ul her bir primer ve nuklease free su
(R0O581, Fermentas) ile yapilmigtir. Caligmada 9-11
bazlik 20 farkli RAPD primeri kullanilmistir. DNA
amplifikasyonu PCR ile yapilmstir (40 dongii 95°C
denaturasyon (30 saniye), 37°C annealing (30
saniye), and 72°C elongasyon (90 saniye) ile
baslangic 94°C denaturasyon (3 dakika) ve son
uzatma 72°C (30 dakika). DNA ile ¢ogaltilan
orneklerden, 15 pl aliarak 3 pl loading dye (R0611,
Fermentas) eklenmis ve %2 agaroz jeltethidium
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bromit, 2x TAE (Tris 1,6 M, asetik asit 0,8 M, EDTA
40 mM) tampon icerisinde yiiriitiilmiistiir. Molekiiler
agirlik standardi olarak 100 bp lik, Gene Ruler 100
bp plus DNA (Fermentas, SM0321) kullanilmustir.
Elde edilen bantlar UV transilluminatorde
(ViberLourmat, Quantum ST4), izlenmis ve BIO-
PROFIL, BIO-1D++ programlar1 kullanilarak analiz
edilmistir.

RT-PCR (RT-PCR)

Baliklarin kas, karaciger ve solungag¢ dokularinda
Siiperoksit Dismutas (SOD), katalaz (CAT),
Glutatyon sentaz (GS) antioksidan enzimlerinin,
HSP60 ve HSP70 1s1s0k proteinlerinin sentezinden
sorumlu gen ekspresyonlari ve zincir hasar tamiri ve
urasil yanlis eslenik tamirinden sorumlu SMUGL1 tam
kantitatif qRT-PCR yontemi ile analiz edilmistir.
Elde edilen toplam RNA’dan High Capacity RT Kit
kullanilarak cDNA sentezi yapilmistir. Elde edilen
cDNA RT-PCR’da SYBR Green qPCR Mastermix
protokoliine uygun olarak;

SOD; F (5’-GTTCGGTGACAACACCAATG-3’) ve
R(5’-GGAGTCGGTGATGTTGACCT-3"),

CAT: F(5-TACGAGCAGGCCAAGAAGTT-3") ve
R(5’-ACCTTGTACGGGCAGTTCAC-3’),

GS: F (5-TGGGACCAGCAAGTAAAACC-3’) ve
R(5’-TCGCGAATG TAGAACTCGTG-3"),

HSP70 F (5 CGAGETCGACGCATTGTTTG 3°)
R (5 GAGTGGATCCGCCGACGAGTA 3°)

HSP60 F(5’GTCGCGCCCCGTTAGCAC 37)
R(5’CATCGCGTCCCACCTTCTTCAT 3°)

SMUG1 F (S’CTCTGTGGCTGAGGGTTGAT-3’)
R (5 TTGTAGATGATGCCCACAGG-3’)

primerleri kullanilarak ¢ogaltilmistir. Eldeki Power
syber green mix, cDNA ve primerler Step-one plus
gRT-PCR’da PCR program: 1 dongii 2 dakika 50°C
ve 10 dakika 95°C, bunu takiben, 40 dongii
denaturasyon (95°C 15 saniye) ve annelling ve
uzatma (60°C ‘de 1 dakika) ile ¢ogaltilmustir.

Tam kantitatif Real Time PCR (qRT-PCR)
caligmalarinda gen ekspresyonun belirlenmesinde
standart olarak kullanilacak genler, hiicre kiiltiirii
kosullarinda kiiltiire alinan C8 Astrosit hiicrelerine
H20; uygulamasi yapilarak elde edilmistir. Hidrojen
peroksit uygulamasi yapilan hiicrelerden yukarida
anlatildigi sekilde RNA izole edilmis izole edilen
RNA’lar agaroz jelde yiiriitiilerek primer ve diger
kirilmis genetik materyalden ayrilmasi saglanmistir.
Bu RNAlar Qiagen Gel Ekstraksiyon kit ile
saflagtiritlmis ve RNA miktarlar1 Optizen Nanodrop
Spektrofotometre kullanilarak belirlenmistir. Balik
dokularmdaki gen eksprsyonlar1 baz alinarak her bir

gen i¢in baslangi¢ konsantrasyonu belirlenmis ve bu
konsantrasyondan baslanarak seri sulandirim ile 8
farkli konsantrasyon hazirlanmistir. Hazirlanan
kalibrasyon noktalar1 yukarida belirtildigi sekilde
balik dokulari ile ayn1 PCR kosullarinda ¢ogaltilarak
her bir gen icin 8 noktali kalibrasyon egrisi
hazirlanmis ve balikk dokularindan  okunan
orneklerdeki gen ekspresyon miktarlart  bu
kalibrasyon egrileri kullanilarak Ipg Total RNA
icinde belirlenen gen icin fg olarak belirlenmistir
(Park vd. 2003).

Bulgular ve Tartisma

Genotoksik Veriler

RAPD yontemi toksik maddelerinin genotoksite
calismalarinda canli organizmalarda yaygin olarak
kullanilan bir tekniktir (Cenkci vd. 2010; Doganlar

2012). RAPD bantlarindaki degisimlerin
oligoniikleotidlerin ~ yeniden  diizenlenmesinden
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Toksisite

calismalarinda RAPD profilinde yeni bantlarin
ortaya c¢ikmasi toksik madde tarafindan DNA
hasarinin indiiklenmesini ya da DNA tamir
mekanizmalarinin yeterli olmamasinin bir sonucu
olarak genetik stabilitenin bozulmasi olarak
degerlendirilmektedir. (Conte vd. 1998; Atienzar vd.
1999; Liu vd. 2005). Bantlarin kaybolmasinin ise
ozellikle yiiksek agirhikli DNA  diriinlerinin
bozulmasinin bir sonucu oldugu rapor edilmistir (Liu
vd. 2005).

Toplamda 6 farkli tiire ait baliklarin kas,
karaciger ve solunga¢ dokularindan elde edilen Total
DNA orneklerinde, RAPD analizi yapilmistir. Bu
kapsamda total DNA polymorfiziminin saptanmasi
amaciyla kullanilan 20 farklt RAPD primerinden 6n
denemeler sonucu segilen 13 farkli oligoniikleotid
primerin; 1 adedi tiim 6rneklerde band vermemis, 9
adedi yapilan tekrarlarda ayni sonucu vermemis, 5
adedi tekrarlarda ayni sonucu vermistir. Tekrarlarda
aynt sonucu veren bu 5 adet primer dikkatle
incelenerek, 3 adet informative ve stress spesifik
primer sonucu RAPD analiz i¢in tercih edilmistir.

Yapilan RAPD  analizinde ¢  farkh
oliigoniikleotid primer uygulama grubunda, 100
(50PA09) ile 2072 bp (10PAO1) arasinda degisen
uzunluklarda gen fragmentleri ¢ogaltmistir. RAPD
profiline ait bp degerleri Sekil 2’de verilmistir.
RAPD profilinde goriilen bant yogunlugundaki artis
ve azaliglar Ozellikle sonulunga¢ dokularinda
ornekleme yapilan tiim baliklar ve Ornekleme
noktalarinda  gdzlemlenmistir.  RAPD  bant
sayilarindaki degisim ve kirlilik konsantrasyonlari
arasinda  pozitif  bir  korelasyon  oldugu
gozlemlenmistir. En yiiksek bant degisimi genel
olarak solunga¢ dokularinda sonrasinda kas
dokularinda belirlenmis, bu degisim balik tiirlerine
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ve toplandiklart bolgede kirlilik miktarlari ile iligkili
olarak  balik dokularinda bant yogunluklarinin
degisimi, normal bantlarin kaybolmasi ve yeni
bantlarin olusumu seklinde kendini gostermistir.
Burada olusan RAPD bant polimorfizminin
oligoniikleotitlerin priming bdlgelerindeki degisim
sebebi ile olustugu ve genomun yeniden
diizenlenmesi sonucu olustugu disiiniilmektedir.
Yeni olusan bantlarin toksik stresorler sonucu
meydana gelen DNA hasarindan kaynaklandig1 rapor
edilmistir (Doganlar vd. 2014; Giglii vd. 2018).
Bununla birlikte yeni bantlar genomik kalip
kararliliginin bozulmasi sonucu da olusabilmektedir.
Genetik kararlilik DNA hasar seviyesi ve DNA tamir

1 OPA 01

23 OPC 09

7 8 9

5 OPA 09

ve replikasyon mekanizmalarinin etkinligi ile
iliskilidir (Atienzar vd. 1999). Liu vd. (2005) PCR
driinlerinin ~ kaybolmasinin  yiiksek  molekiiler
agirliktaki bantlarin etkilenmesinden
kaynaklandigin1 rapor etmislerdir. Caligmamizda
elde edilen bulgular yukaridaki sonuglar1 destekler
niteliktedir.

Yapilan RAPD analizinde genomik
kalip kararliligmin tiim baliklarda 6nemli OSlclide
degistigi belirlenmistir. Olusan band polymorfizmi
kullanilan  markardaki bp  bantlarna  gore
skorlanmig ve kontrol % 100 olarak kabul edilerek
%GTS analizi yapilmis sonuclar Sekil 3’te
verilmistir,

16 1 12 13 4

10 1112 1314

1516 17 }S§

Sekil 2. C. gibelio 1)Kas, 2)Karaciger, 3)Solungag; C. carassius 4)Kas, 5)Karaciger, 6)Solungag; S. erythrophtalmus

7)Kas, 8)Karaciger, 9)Solungag; C.
14)Karaciger,15)Solungag; P. fluviatilis

carpio
16)Kas,

10)Kas,

11)Karaciger, 12)Solungag; S. lucioperca 13)Kas,

17)Karaciger,18)Solungag dokularinda RAPD analiz band

polymorfizmi. Primerler: 1 OPA 01, 23 OPC 09, 5 OPA 09. Marker (M) Geneaid 100 bp DNA ladder 100-3,000 bp.

Figure 2. C. gibelio 1)Muscle, 2)Liver, 3)Gill; C. carassius 4)Muscle, 5)Liver, 6)Gill; S. erythrophtalmus 7)Muscle,
8)Liver, 9)Gill; C. carpio 10)Muscle, 11)Liver, 12)Gill; S. lucioperca 13)Muscle, 14)Liver, 15)Gill; P. fluviatilis
16)Muscle 17)Liver, 18)RAPD analysis band polymorphism in gill tissues. Primers: 1 OPA 01, 23 OPC 09, 5 OPA 09.

Marker (M) Geneaid 100 bp DNA ladder 100--3,000 bp.
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Sekil 3. Farkli 6rnekleme noktalarindan toplanilan C.gibelio, C.carassius , S. erythrophtalmus, C.carpio, S.lucioperca,
P. fluviatilis tiirlerinde kas, solunga¢ ve karaciger dokularinda belirlenen Genetik kalip kararliligi (% GTS).

Figure 3. Genetic mold stability (% GTS) determined in muscle, gill and liver tissues in C.gibelio, C.carassius, S.
erythrophtalmus, C.carpio, S.lucioperca, P. fluviatilis species collected from different sampling points.

RAPD band polymorfizm degerleri kullanilarak

yapilan  hesaplamada en  disik  genomik
kalip kararliigmin daha ¢ok C. carassius,
S. erythrophtalmus tiirlerinin kas dokularinda

olustugu goriilmiis, bu tiirlerde kas dokulari i¢in %
GTS sirasiyla %52,7 £ 4,8, %41,6 £ 8,3 olarak
saptanmistir. Karaciger dokularinda en diisiik
genomik kalip kararliligi degisimi S.lucioperca,
P.fluviatilis’de %50,0 + 8,2 ve %55,5 + 5,6 olarak
belirlenirken, solunga¢ dokularinda genomik kalip
kararlihigr en yiiksek tir C. gibelio ve P. fluviatilis
olmus, en zayif tiir ise C. carassius ve S. lucioperda
olarak belirlenmistir (Sekil 3). Yapilan istatistik
analizde kas ve karaciger dokularinda % GTS
degerleri arasinda fark olusmazken, solungag
dokularinda tiirler arasinda belirlenen fark istatistik
olarak anlamli bulunmustur (P=0,010) (Sekil 3).

Gen Ekspresyon Analizleri

Canli hiicreler normal yasam kosullarinda
herhangi bir stres faktoriine maruz kaldiklarinda
metabolizmanin verdigi ilk cevap reaktif oksijen
tirlerinin olusumudur. Reaktif oksijen tiirleri dis
orbitalde c¢ift olusturmamis elektrolar1 bulunan
enerjisi ylksek oksijenli bilesiklerdir. Bu oksijen
tirleri hiicrede ilk etapta membran hasari
olusturmakta, protein ve lipid dengesini bozarak
enzim ve hormon mekanizmasini etkilemekte ayrica,
DNA niikleotid ve koenzimler gibi bir¢ok biyolojik

materyale zarar vermektedir. Bu zarar sonucu,
sinirsel iletim zarar gormekte, norotoksik etki
olugmakta, ¢esitli kalp-damar hastaliklari, bagigiklik
sistemi bozukluklar1 ve g¢esitli kanser tiirlerinin
olusumu gorilmektedir (Economos vd. 1982; Massie
1988; Ruddle vd. 1988; Bourg 2001). Viicut bu hasari
engellemek i¢in c¢esitli savunma mekanizmalar
gelistirmistir.  Antioksidan  enzimler  olarak
adlandirilan bir grup enzim ROS’lar i¢in birincil
savunma mekanizmalarimt igerirler. Stiperoksit
dismutaz (SOD), Katalaz (CAT), Glutatyon ve
Glutatyon  Peroksidaz (GSHPx) en bilinen
enzimatiok antioksidanlardir. Birincil savunma
mekanizmasi igerisinde SOD, stiperoksit anyonunun
(*O2-), hidrojen perokside (H.02) ve oksijene
doniistimiinii katalize ederek bu radikallerin etkisini
azaltmakta, CAT ise, SOD enzimi faaliyeti
sonucunda meydana gelen toksik H.O2’nin su ve
oksijene doniisiimiinii katalizlemektedir (Duthie vd.
1989; Bourg 2001).

Bu bilgiler 1s18inda ¢alismamiz kapsaminda
C. gibelio, C. carassius, S. erythrophtalmus,
C. carpio S. lucioperca, P. fluviatilis tiirlerinde kas,
karaciger ve solungag dokularinda ¢evresel
kirleticilerin ~ ROS  {iretimi ve  antioksidan
gen ekspresyon seviyelerine etkileri SOD, CAT ve
GS gen ckspresyonlart ile  arastirilmistir.
Antioksidan enzim gen ekspresyonlar1 Sekil 4’te
verilmistir.
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Sekil 4. Farkli ornekleme noktalarindan toplanilan C. gibelio, C. carassius, S. erythrophtalmus, C. carpio,
S. lucioperca, P. fluviatilis tiirlerinde kas, solunga¢ ve karaciger dokularinda GS, SOD ve CAT gen ekspresyonlart
(fg/ng Total RNA). Veriler ortalama + SH, n=3. Farkl1 harfle gosterilen ortalamalar istatistik olarak farklidir, tek yonli
ANOVA, Duncan testi, P<0,05.

Figure 4. GS, SOD and CAT gene expressions (fg / ug Total RNA) in muscle, gill and liver tissues in C. gibelio,
C. carassius, S. erythrophtalmus, C. carpio, S. lucioperca, P. fluviatilis species collected from different sampling
points.). Data are mean + SH, n = 3. The averages shown in different letters are statistically different, one-way
ANOVA, Duncan test, P<0.05.
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Yapilan ¢alismada, ¢alisilan tiim balik tiirlerinde
glutatyon sentaz (GS) gen ekspresyonu, karaciger ve
solungag  dokularindan daha diisiik olarak
belirlenmigtir. ~ Baliklar ~ arasinda  karaciger
dokularinda belirlenen GS gen ekspresyonu istatistik
bir fark olusturmus, diger dokularda bu fark istatistik
olarak anlamli seviyede olmamistir (Sekil 4).

Hiicrelerde agir metal kaynakli ROS olusumuna
ilk cevap olarak olusan Siiperoksit Dismiitaz (SOD)
ve Katalaz (CAT) gen ekspresyonlar1 incelendiginde
en yiiksek SOD ekspresyonunun C. gibelio tiiriinde
kas, karaciger ve solunga¢ dokularinda sirasiyla
19,01 + 4,18, 13,36 + 13,74 ve 51,80 + 9,09 fg/ug
total RNA olarak belirlendigi, bunu kas ve karaciger
douklarinda S. erythrophtalmus tiiriine ait dokularda
belirlenen gen ekspresyonunun takip ettigi
belirlenmistir. Tiim baliklar i¢inde en yliksek CAT
ekspresyonu solungag dokularinda S.
erythrophtalmus ve S. lucioperca tiirlerinde sirasiyla
113,36+16,34, 138,41+8,74 fg/ug total RNA pg/ml
olarak belirlenirken kas dokularinda S. lucioperca
tiriinde 128,9248,14, karaciger dokusunda ise yine
ayni tlirde 102,84+6,49 fg/ug total RNA olarak
saptanmigstir. Balik dokularinda ¢evresel kirlilige en
net ekspresyon yanitinin CAT enziminden sorumlu
mRNA ekspresyonunda olustugu belirlenmistir.

Farkli stres kosullarinda insan, bitki ve
boceklerde bu enzimlerdeki degisimler ve bu
enzimlerden sorumlu gen ekspreyonlar (Stavaley vd.
1990; Reveillaud vd. 1991; Sun ve Tower 1999;
Posgai vd. 2011) daha oOnceki c¢aligmalar ile
belirlenmistir. Proje kapsaminda antioksidan gen
ekspresyonlari genel olarak degerlendirildiginde non
enzimatik glutatyon mekanizmasinin daha ¢ok
karaciger ve solunga¢ dokularinda etkin oldugu
goslemlenmis, bu sebeple balik dokularinda mevcut
agir metal birikimlerinin bu dokularda lipid
peroksidayonuna neden oldugu distniilmiistir.
Bununla birlikte ayn1 bolgelerden alinan balik
dokularmda SOD ve CAT gen ekspresyonlarmin
farkl1 diizeylerde oldugu goriilmiis, 6zellikle non
enzimatik antioksidant olan GS gen diizeyinin balik
tiirleri arasinda Onemli bir degisim gostermedigi
goriilmiistlir. SOD ve CAT gen ekspresyonu ise tiirler
arasinda istatisk olarak Onemli seviyede degistigi
ozellikle CAT geninde S. erythrophtalmus ve S.
lucioperca tiirlerinde overekspresyona sebep oldugu
belirlenmistir. Bu durumun &zellikle balik tiirlerinde
biriken agir metal, pestisit ve diger toksik bilesiklerin
olusturdugu ytiksek hidrojen peroksit reaktif tiirli ve
peroksidasyon kaynakli oldugu diistintilmiistir.

Caligmamiz kapsaminda antioksidan sisteme ek
olarak protein katlanmasinda ve DNA hasari sebiyle
olusan protein hasarlarinin tamirinde onemli rol

oynayan stres spesifik 1s1gok ailesi protein grubundan
HSP70 ve HSP60 genleri ve hem tek hemde c¢ift
zinzir kiriklarinin tamirinde gorevli SMUG1 gen
ekspresyonu caligilmistir (Sekil 5).

Yapilan calismada hiicrelerde olusan bir gen
hasar1 sonucu ortaya cikabilecek proteinlerin yanlis
katlanmasim diizelten, diizeltilmeyen proteinlerin
degrede edilmesinde gorev alan mitokondrial 1s1 ok
proteini HSP60 ve stres spesifik hiicresel 1sisok
proteini HSP70 ekspresyon seviyeleri incelendiginde
C. carpio, S. lucioperca, P. fluviatilis kas ve
karaciger dokularmmda HSP  ailesi  genlerin
seviyelerinin diger tiirlere kiyasla nispeten daha
yiksek oldugu gozlemlenmistir. Ancak kas
dokusunda C. gibelio tiiriinde mitekondrial HSP60’1n
yiiksek oldugu belirlenmistir. Ancak yapilan istatistik
analizde aralarinda anlamli bir fark bulunmamustir.
Is1 sok genleri genel olarak stres genleri olarak
bilinirler ve strese ilk tepki veren genlerdir. HSP70,
HSP26 ve HSP83 kaperonin fonksiyonundan yani
sitoplazmik proteinin dogrulanmasindan sorumludur,
HSP60 ise saperon fonksiyonuna yani mitokondrial
proteinlerin ve pro apoptotik molekiillerden
sorumludur (Macario ve Macario 2005; Chang vd.
2007; Tang vd. 2007; Singh vd. 2010). Ozellikle
HSP70 kimyasal bilesiklerin hiicre toksitesinde,
anormal degisim gdsteren hiicresel proteinlerin
diizenlenmesinde, erken dénem tepki veren bir sinyal
gen olarak bilinmektedir (Kohler vd. 2005; Haap vd.
2008; Doganlar vd. 2018). Ayrica, D.
melanogaster’de ugucu organik bilesik
uygulamasinda, artan reaktif oksijen tirlerinin
diizenlenmesinde rol aldiklar1 belirtilmistir (Singh

vd. 2010; Doganlar ve Doganlar 2015).
Calismamizda bu genlerde Onemli bir fark
olmamasimin sebebibinin baliklarin uzun siire

yasadiklar1 metal yiiksek ortamlara adaptasyonu
oldugu dusiiniilmektedir.

Yapilan c¢alismada ozellikle ¢ift zincir ve tek
zincir DNA tamir mekanizmalarindan sorumlu,
bunun yaninda spesifik olarak urasil yanlis eslenik
tamirinde gorev alan SMUGTI geninin 6zellikle kas
dokusunda C. gibelio, C. carassius,
S. erythrophtalmus tiirlerinde yiiksek oldugu
belirlenmigtir.

Yapilan ¢alismada 6zellikle karaciger dokusunda
S. lucioperca tiiriinde, solunga¢ dokusunda ise S.
lucioperca, P. fluviatilis tiirlerinde SMUGT1 geninin
overeksprese oldugu belirlenmistir. Ozellikle S.
lucioperca, tiirinde  gorillen ¢ok  yiiksek
ekspresyonun, RAPD analizinde ve ayrica %GTS
analizinde goriilen genetik kalip kararliligindaki
bozulma ve buna bagl olarak genetik hasarin tamiri
ile ilgili oldugu disiiniilmektedir.
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P. fluviatilis tiirlerinde kas, karaciger ve solungag¢ dokularinda HSP60, HSP70 ve SMUGT gen ekspresyonlari (fg/pg Total

RNA). Veriler ortalama + SH, n=3. Farkli harfle gosterilen ortalamalar istatistik olarak farklidir, tek yonliit ANOVA,

Duncan testi, P<0,05.
C. carassius, S. erythrophtalmus, C. carpio, S. lucioperca, P. fluviatilis species collected from different sampling points.

Sekil 5. Farkli 6rnekleme noktalarindan toplanilan C. gibelio, C. carassius, S. erythrophtalmus, C. carpio, S. lucioperca,
Figure 5. HSP60, HSP70, and SMUGT gene expressions (fg/ ug Total RNA in muscle, liver and gill tissues in C. gibelio,

Data are mean + SH, n

test, P<0.05.
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Bolgede yapilan calismalar gerek Orneklem
yapilan gollerin gerekse bu bolgeyi besleyen su
kaynaklarinin kirlendigini gostermektedir. Merig
Nehrinin, Ege Denizine dokiildiigii bolgede ¢inko,
bakir ve civa seviyelerinin yiiksek oldugu
belirlenmis (Ergin ve Yemenicioglu 1997) ve yine
Meri¢  Nehrinin  dokiildiigi  bolgede  kursun
konsantrasyonlar1 olduk¢a yliksek oldugu ortaya
konulmustur (Batki vd. 1999). Benzer caligmalar
Meri¢ Deltasinda yiiriitiilmiis ve deltada su, sediment
ve bazi1 baliklarda organoklorlu pestisit kalintilarinin
risk olusturacak seviyede oldugu belirlenmistir
(Erkmen ve Kolankaya 2006; Ayas 2007). Benzer
sonuclar Gala Golii ve Sigirc1 Goliinden elde edilen
baliklarin dokularinda da elde edilmis ve baliklarda
onemli diizeyde bir toksik metal birikiminin olustugu
goriilmistiir (Tokatl 2018).

Sonug olarak Meri¢ Deltasinda iki farkli gélden
alman balik Orneklerinde, bu gollerde mevcut
cevresel kirliligin, ozellikle ayni balik tiiriinde
timiiyle aynt DNA’ya sahip kas, karaciger ve
solunga¢ dokularinda goriilen genomik kalip
kararliligindaki degisimler g6z oOniine alindiginda
genotoksik bir etki olusturdugu diigiiniilmektedir. Bu
savimizi Ozellikle DNA tamir geni, bunun yaninda
cevresel abiyotik stres etmenlerine giiglii bir savunma
cevabi olusturan antioksidan savunma sinyali genleri
SOD ve CAT ekspresyonlarindaki énemli diizeydeki
artislarin destekledigi diigiiniilmektedir. Su an igin
bolgedeki her iki golde baliklar icin en azindan
molekiiler seviyede tehdit olusturabilecek bir
kirliligin oldugu, bu sebeple yogun tarimsal
faaliyetlerin yapildigi bu gollerin insan ve c¢evre
sagligl acisindan diizenli olarak takip edilmesi
gerektigi onerilmektedir.
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