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OZET

Son yillarda diinyadaki tiretim ve asir1 tiikketim faaliyetlerinin en ¢arpici sonuglarindan biri
cevresel kirleticilerin sayisindaki hizli artistir. Teknolojik ve modern hayatin zararl
sonuglarindan biri olan ¢evresel Kkirleticiler, insan ve diger canlilarin saghigini tehdit
etmektedir. Sodyum omadin (NaOM), bakteri ve mantarlara kars1 yaygin olarak kullanilan
bir ¢Oziicii ve biyosittir. Bir ¢evresel kirletici olan ‘NaOM'e maruz birakilan zebra
baliklarinda DNA/RNA oksidatif hasarinin ve antioksidan sistem {izerine etkilerinin
belirlenmesi amaglanmistir. Doku hasar1 olusturmak icin alt1 grup zebra balig1 (uzunluklar
3-4,5 cm) 24, 72 ve 96 saat olarak planlanan zaman araliklar1 i¢in 1 ug/L ve 5 ug/L
dozlarinda NaOM ‘a maruz birakildi. Tim viicut zebra baligt DNA izolasyonu igin
homojenize ve hidrolize edildi ek olarak DNA/RNA oksidatif hasar1 EIA ticari kit ile
ol¢iildii. Antioksidan enzim aktivitesi i¢in katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD)
seviyeleri ticari EIA kiti ile 6l¢iildii. Deney gruplar1 arasindaki 8-OHdG (pg/100 mg doku),
SOD (U/100 mg doku) ve Katalaz (CAT, pM formaldehit/100 mg doku)
konsantrasyonlarinin degerlendirmesinde SPSS programi kullanmilmistir ve gruplar
arasindaki doku konsantrasyonlarinda istatiksel anlamlilik saptanmistir  (p<0.05).
Calismanin sonuglar1 ¢evre kirliligi, deniz kirliligi ve saglik sorunlar1 arasinda farkindalik
sunmaktadir. Cevresel kirleticilerin, besin ag1 lizerindeki organizmalarin farkli evrelerinde
DNA hasar1 ve antioksidan enzim sistemleri iizerindeki toksik etkilerine ulagmak, insanlar
iizerindeki etkileri anlamak ve tahmin etmek icin temel veriler saglar.
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ABSTRACT

One of the most striking results of production and over-consumption activities in the world
in recent years is the rapid increase in the number of environmental pollutants.
Environmental pollutants, one of the harmful consequences of technological and modern
life, threaten the health of people and other living things. Sodium omadine (NaOM) is a
widely used solvent and biocide against bacteria and fungi. The aim of this study was to
determine DNA / RNA oxidative damage and its effects on antioxidant system in zebra
fish exposed to ‘NaOM, an environmental pollutant. Six groups of zebrafish (3-4,5 cm in
length) were exposed to sodium omadine at doses of 1 ug/ L and 5ug/ L at 24, 72 and 96
hours to cause tissue damage. Whole body zebra fish were homogenized and hydrolyzed
for DNA isolation, and DNA / RNA oxidative damage was measured with the EIA
commercial kit. Catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) levels for antioxidant
enzyme activity were measured with the commercial EIA kit. SPSS program was used to
evaluate the concentrations of 8-OHdG (pg / 100 mg tissue), SOD (U / 100 mg tissue) and
Catalase (CAT, uM formaldehyde / 100 mg tissue) between the experimental groups and
statistical significance was found in tissue concentrations between the groups (p <0.05). As
a result, marine pollution and degradation of ecosystems directly affect people. The results
of the study provide awareness among environmental pollution, marine pollution and
health problems.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

% Yiizde

+ Art1 — eksi

°C Derece Celsius

ng Mikrogram

atm Atmosfer basinci

H202 Hidrojen peroksit

Ml Mililitre

mV Milivolt

nm Nanometre

O2 Oksijen molekiilii

Os Ozon molekiilii

OH Hidroksil radikal

Pg Pikogram

Ppm Parts per million (Milyonda bir kisim)
Kisaltmalar Aciklamalar

ATP Enzim

CAT Katalaz aktivitesi tayini
DNA Deoksiriboniikleik asit
EPA A.B.D. Cevre Koruma Kanunu
GC Gaz kromatografisi
TBT Tribiitiltin

uv Ultraviyole

VTG Vitellogenin



Kisaltmalar

LC 50
LD 50
MRL
MS
NaOM
NBT
OECD
RNA
ROS
SC
SOD

Aciklamalar

Ortalama oldiiriicii konsatrasyon
Ortalama oldiiriicti doz

Maximum resude level

Mass spectrometry

Sodyum omadin

Nitro Blue Tetrazolyum

Ekonomik Kalkinma ve Is birligi Orgiitii
Riboniikleik asit

Reaktif oksijen tiirleri

Stockholm Sozlesmesi

Stiperoksit dismutaz tayini
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1. GIRIS

Diinya tizerindeki canlilarin hayatlar1 boyunca iligkilerini siirdiirdiigi dis ortam olan
cevrenin; hava, su ve toprak fiziksel unsurlarini olustururken, dogada yasayan tiim canli
organizmalar biyolojik unsurlarini olusturur. Canli organizmalar i¢inde yasadiklari ortamla
yakindan iligkilidirler. Dogrudan ya da dolayli yollarla ¢evreye birakilan, insan saglhigi ve
cevre lizerinde zararh etkileri olan her tiirlii maddeye kirletici denir. Giinlimiizde her giin
yiizlerce kirletici ¢evreye atilmakta ve g¢evrede yasayan canlilar etkilemektedir. Bu
kirleticilerden birisi de kimyasal maddelerdir. Dogal olarak ortamda bulunmayan veya
dogay1 ve insan, hayvan, bitki ve diger mikroorganizmalar: etkileyen organik ve inorganik
yapay maddeler kimyasal kirleticidir. Sanayilesmenin artmasi sonucu, akarsular, denizler,
goller gibi dogal su kaynaklarinin kimyasal maddelerle kirlenmesi kiiresel bir sorun haline

gelmistir.

Diinya’da siiregelen asir1 tiikketim ve iiretim faaliyetlerinin en carpict sonuglarinin basinda
cevresel kirleticiler gelmektedir. Hizli tiiketimle birlikte, tiretim faktorlerindeki siireglerin
de hizlandirilmas1 gerektiginden, cevresel kirleticiler iiretim siireclerinde yer almaya
baglamigtir. Tipk1 1900°1ii yillarda baglayan Sanayi Devrimiyle birlikte insanligin farkinda
olmaksizin makinelesme siirecinin baglamig olmasi gibi, 1980’ler sonrasi iiretim
imkanlarindaki yogun teknoloji, beraberinde insan ve dogadaki diger canli organizmalarin
yapisal ve genetik fonksiyonlarini bozucu materyallerin kullanimini arttirmistir. Kullanilan
cevresel Kkirleticiler, ekosistem dongiisii icerisinde muhakkak su kaynaklari ile temas

etmekte ve bu temas sonucu da sucul ortamlar araciligiyla hizli bir sekilde yayilmaktadir.

Denizlerde kullanilan arag ve gerecler zamanla deniz canlilar1 tarafindan dogal ortamlar1 gibi
kabul goriir ve bu canlilar tarafindan kaplanir. Bu durum biyofouling olarak bilinir. Bu yeni
yasam alani ise, endiistriyel ve modern diinyanin yasam dongiisii igerisinde yer alan deniz
tagitlar1 ya da kullanilan benzer aracglar ic¢in risk olusturdugundan belirli dénemlerde
armdirilma (anti-fouling) islemine tabi tutulmasi gerekmektedir. Olusan bu kolonizasyon ile
deniz tasitlar1 ve platformlar {izerindeki olumsuz etkilerinin basinda s6z konusu yatirimin
ekonomik Omriiniin tahmin edilenden daha kisa siirelere g¢ekiliyor olmasi gelmektedir.
Denizlerde kullanilan araglarin su ile temas eden yiizeylerini biofoulingden korumak igin

antifouling katkili boyalar kullanilir. Bu kimyasallar kolonilesmeye sebep olan canliyi



yapidan uzak tutar ya da oldiiriir. Yillardir kullanilan antifouling sistemlerinin basinda da
tribiitiltin (TBT) gelir. Ancak TBT kabuklu organizmalarin kabuklarinda deformasyon ve
kalinlagsmalara neden olurken bazi organizmalarda cinsiyet farklilasmalarina (imposeks),
baliklarin ve deniz memelilerinin immiin sistemlerinin bozulmasina da neden olabilmektedir
[1]. Bu nedenle 1990'larin basinda dinyanin bircok yerinde TBT kullanimi
siirlandirilmigtir ve TBT ye alternatif biyositler gelistirilmistir. Irgarol 1051, diuron, ¢inko
pirition (ZnPT), bakir pirition (CuPT) ve klorotalonil, giiniimiizde en yaygin kullanilan
biyositler arasindadir. TBT’nin sinirli kullanimindan sonra, bu destekleyici biyositlerin
iretimi, satist ve kullanimi 6nemli 6l¢lide artmis ve bu da deniz ortamina bu biyosit

girdilerinin 6nemli oranda artisina yol agmustir.

Yapilan g¢alismalarda, ZnPT, CuPT ve klorotalonil gibi biyositler i¢in i¢ su ve deniz
canlilarinda farkli siurli toksisite verileri bulunmaktadir. Giiniimiizde biofoulinge karsi
kimyasal maddelerle savasin ekonomik ©Onemi son derece biyiktiir. Kimyasallar
yiizyilimizin olmazsa olmazlar1 haline gelmistir. Ancak yogun kimyasal kullanimi
oncesinde fayda ve zarar analizi yaparak kullanim yeri ve miktarina karar vermek oldukga
onemlidir. Birkhoj ve digerlerinin (2004) yaptiklari1 epidemiyolojik arastirma sonuglarina
gore pestisit ve diger kimyasallara maruz kalindiginda insan sagliginin etkilendigini

belirtmislerdir [2].

Kimyasal kirleticiler su ve gida yoluyla karisim halinde insana ulastifindan 6nemli risk
olusturarak cevresel sucul ortamda etkileserek aditif, sinerjistik, antagonistik etkiler
gosterebilmektedir. Basta deniz tasitlar1 olmak tlizere s6z konusu araglar i¢in uygulanan bu
arindirma igleminin temel materyali ise sodyum omadindir (NaOM). NaOM mikro
organizmalar i¢in yaygin olarak kullanilan bir pargalayict maddedir; canlilarda
antibakteriyel ve antifungal etkiler igin yaygin kullanilan bir biyosittir. Bu tezde amaglanan
sucul alanlardaki zehirlilik derecesi ve bu amagla kullanilan kimyasallardan biri olan
NaOM’in insanlar tizerine muhtemel olumsuz etkilerini Zebra baliklar1 (Danio Rerio)
tizerinde toksik maruziyet konsantrasyonunda genotoksik ve antioksidan sistem {izerine
etkilerinin arastirilarak belirlenmesidir. Bu c¢alismayla bilime, korunma ve tedavi
yontemlerine katki saglanilacagi diisiiniilmektedir. Boylece ekosistem iizerindeki zararli
etkiler irdelenecek ve olusturulacak olan Ongorii disiplinleri igerisinde koruma

yontemlerinin gelistirilmesine de katki saglanacaktir.



Kullanilan kimyasallarin, bir hastalik kaynagi olabilme ihtimali ve bu hastaliklarin canlilar
tizerindeki ilerlemesinin nasil siiregeldigi gibi konular, c¢evresel kirleticilerle ilgili
caligmalara agirlik verilmesine sebep olmustur. Cevresel kirleticiler 6zellikle hedef olmayan
canlilarda erken gelisme donemlerini etkileyerek toksisite gostermektedir. Oksidatif stresin,
cesitli hastaliklarin patogenezinde 6nemli rol oynadiginin belirlenmesi, son yillarda ¢evresel
kirleticiler ile iligkili olarak konuya verilen dnemin giderek artmasina neden olmustur.
Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi DNA’nin yapisinda hasara yol agabilir. Artmis
ROS, DNA’nin yani sira, lipit ve proteinler gibi makro molekiillerin oksidatif hasarin1 da
hizlandirabilir. 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG), DNA’da piirin artiklarinin ROS ile
indiiklenen degisiklikleridir. 8-OHdG guaninin 8-hidroksilasyonu sonrasi, spesifik
enzimatik boliinmeyi takiben olusan oksidatif DNA hasarinin bir iriinidir. 8-OHdG,
oksidatif DNA hasarinin ve oksidatif stresin gosterilmesinde 6nemli ve hassas bir

belirleyicidir.

Biyolojik ¢evrimin bir halkasini olusturan ve onemli protein kaynaklarindan biri olarak
tiiketilen sucul canlilarda 6zellikle de baliklarda bu maddelerin etkilerinin belirlenmesi,

insan saglig1 ve ekolojik dengenin korunmasi agisindan, ayr1 bir 6nem tasir.

Zebra baligi (Danio Rerio) dogal yasami1 Himalaya Bolgesi olan kiigiik bir tropikal tatli su
baligidir. 1970 ve 1980’li yillarin baslangicinda gelisim biyolojisi ¢aligmalar1 ile bilim
diinyasina adim atan zebra baliklarinin giiniimiizde insan hastaliklarinda model organizma
olarak popiilaritesi artmaktadir [3]. Zebra balig1 embriyolojik ve genetik olarak izlenebilen
ideal bir omurgali model olarak tanimlanmaktadir. Insanla yiiksek genetik ve organ
homolojisi gostermesi, embriyonun seffaf olmasi nedeni ile dis ortamda gelisiminin
izlenebilir olmasi, kiiglik boyutu, kisa gelisim ve iiretim siiresi, yliksek sayida yumurta
(200’1in tizerinde/ disi/ hafta) tiretimi ve diisiik bakim masrafi gibi avantajlar ile diger klasik
omurgali modellerden ayrilmaktadir [4]. Calismada NaOM ‘in zebra baliklar1 iizerindeki

etkisini saptamak insanlardaki etkisine klinik katki saglayabilecektir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Cevre Kirliligi

Cevre kirliligi kavrami ilk defa 1869 yilinda Massachusetts (ABD) Halk Saglig
Komitesince ele alinmis ve bu konuda ¢ok 6nemli bir bildiri yayimnlanmaistir. Bu bildiride her
insanin temiz havaya, suya ve topraga ihtiyaci oldugu, bunlarin kirletilmemesi gerektigi

belirtilmistir [5].

2872 sayili Cevre Kanunu ¢evreyi “canlilarin yasamlar1 boyunca iliskilerini stirdiirdiikleri
ve karsilikli olarak etkilesim i¢inde bulunduklari biyolojik, fiziksel, sosyal, ekonomik ve
kiiltiirel ortam1” olarak, ¢evre kirliligi tanimini ise “Cevrede meydana gelen ve canlilarin
sagligini, ¢evresel degerleri ve ekolojik dengeyi bozabilecek her tiirlii olumsuz etki” olarak
tanimlanmaktadir [6]. Toprak, hava ve su da olusan kirlenmeler ekosistem dengesini

olumsuz etkilemektedir.

Yasamimizi idame ettirmemiz esnasindaki siire¢lerin ¢iktisi olan kirlenme ¢esitlerini kabaca
kimyasal ve fiziksel kirlilik olarak ikiye ayirabiliriz. Fiziki kirlilik ¢iktilarin1 daha kolay
yollarla dogadan ayristirmak miimkiinken kimyasal kirliligin sonuglar1 hem zaman hem

maliyet hem de eskisi gibi olamamasi bakimindan oldukg¢a zordur.

Toplumlarin hayatlarin1 idame ettirme miicadeleleri igerisinde siirekli artan taleplerin
karsilanabilmesi i¢in hizla gelisen sanayi sektorii, talep hizin1 yakalayabilmek i¢in iiretim
stireclerine agir kimyasallar1 da dahil ederek dogrudan ya da dolayli bir sekilde cevre

kirliligine sebep olmaktadirlar.

2.1.1. Cevre Kirliliginin nedenleri

[k insanlar biitiin zamanlarmi hayatta kalabilmek adina yiyecek ve barinak temini igin
harcamislardir. Ciftcilik ve hayvanciligin gelistigi ¢aglarda insanoglu zamaninin tamamini
temel ihtiyaglar icin harcamak yerine onemli bir kismin1 uzmanlasmaya ayirmislardir.

Cesitli mesleklerin otaya ¢ikisi ve is boliimii olarak devam eden bu siirecte insanlar daha iyi



yasam kosullarina ulasmaya baslamistir. Kisi basina tiiketimin ve niifusun artmasi ise gevre

tahribatina yol agmustir [7].

Maslow’un ihtiyaglar hiyerarsisinde en alt basamagi olusturan barinma ve gida i¢in siirekli
bir arayis icerisinde olan insanoglu toplayicilikla basladigi bu seriivene zamanin getirdigi
tecriibelerden yola ¢ikarak hayvancilik ve tarim faaliyetleriyle devam etti. Ancak siirekli
artan niifus karsisinda yalnizca talebi karsilayabilmek adina bilhassa sanayi devrimi ile
birlikte ilk defa adindan s6z ettirmeye baglayan bir ¢evre kirliligi kavrami ile tanigsmistir. Ne
iiretirsen liret muhakkak bir pazar ve alic1 bulursun diisiincesi zaman igerisinde tiiketicilerin
de iretim siireglerine dahil olmasi ve artan gevresel kirletici ¢iktilar1 sebebiyle gevre
bilincinin diinya iizerinde yavas yavas olusmaya baslamasina sebep olmustur. Bilhassa ¢cevre
sorunlariin artmasi ve hizli biiyiiyen niifusun bu artan sorunlarla kars1 karsiya kalmalari

cevre kirliligi kavraminin olusmasinda oldukga etkilidir.

Artan teknolojik imkanlar sayesinde insanoglunun iiretim imkéanlarindaki hizli artis doganin
da hizl1 bir sekilde tahrip olmasiyla sonuglanmaktadir. Iyi planlanmamus bir iiretim siireci
sonunda amagclanan iiriin ya da hizmet elde edildigi gibi bir sonraki iiretim faktorlerini de
oldukca olumsuz etkileyen nice zararli ¢ikti da doga ile bas basa kalmaktadir. Su
kaynaklarina yakin lokasyonlardaki fabrikalar ya da hane halkinin ikamet i¢in sectigi
lokasyonlara yalnizca ulasim kolaylig1 sebebiyle kurulan fabrikalar, su ya da hava kirliligi

i¢in baslica siralanabilecek zararlilardandir.

1970 yilinda Roma Kuliibii i¢in MIT tarafindan Biiyiimenin Sinirlar1 (Limits of Growth) ad1
altinda yayinlanan ¢alismada; niifus artigi, gida iiretimi, endiistrilesme, dogal kaynaklarin
tilkketilmesi ve kirlenmeden olusan bes temel etkenin karsilikli bagimliliginin ve
etkilesiminin belirlenmesi olmustur. Bu calisma “degismek ya da yok olmak” ikilemi
iizerine kuruldugundan abartili ve karamsardi; ancak insanlig1 bekleyen felaketin habercisi

niteligini tasidigindan uluslararasi kamuoyunun giindeminde yer almistir [8].

Cevreye dair aksakliklarin tiim diinya iizerinde goriilmesinin baslica sebeplerinde biri ise
ekonomik buhranlardir. Basta gida olmak iizere kaynaklarin az olmasi ve dengesiz
dagitilmasi da oldukg¢a 6nemli bir sorundur. Bu ve benzeri sebepler kimyasal maddelerin
liretimin her asamasinda boy gdstermesine neden olmustur. Yillar igerisinde kontrolsiiz

kullanimin artmas1 da ¢evre kirliliginin baslica nedenlerinden olmustur.



2.1.2. Cevresel Kirleticiler
Dogrudan ya da dolayl yollarla ¢evreye birakilan, insan sagligini etkileyen ve ekolojik
denge iizerinde zararh etkileri olan her tiirlii maddeye kirletici denir. Cevresel kirleticileri

sOyle siralayabiliriz;

Fosil vakiatlar (Petrol, Dogalgaz ve Komir)

Fosil yakitlar, hidrokarbon ve karbonun olusturdugu dogal enerji kaynaklarindan biridir.
Hayvan, bitki gibi canli organizmalarin oksijensiz ortamda milyonlarca yil 1s1 ve basing

altinda kalmasiyla olusur. Fosil yakitlarin endiistride ¢ok yaygin kullanim alanlar1 vardr.

Fosil yakitlarin yapisinda biiylik oranda karbon ve hidrojen bulunmaktadir. Bu yakitlarin
yanmast havadaki oksijen ile reaksiyona girmesindendir. Genellikle, karbon,
CO: olusturmak i¢in oksijenle (O) birlesir ve hidrojen (H) su buhari olusturmak igin
oksijenle birlesir. A¢iga ¢ikan CO- sera etkisinin nedenidir [9].

Komiir, ¢ok az miktarda inorganik madde igeren organik bir kat1 yakittir. Koémiir yandiginda
birgok tehlikeli kirletici ortaya g¢ikar. Yanici olmayan mineral igerigi ise kiile dondisiir.
Komiirlin yanmasi ile baca gazlari da agia ¢ikar. Komiir yandig1 zaman bacadan ¢ikan

gazlarin igerisinde yanmamig azot, karbondioksit ve su buhari bulunmaktadir [9].

Ham petrol 19 ylizyillda kesfedilince hem sanayi gelisimine hem de insanlarin hayat
standartlarina olumlu yonde etki eden ekonomik bir yakit olmustur. Petrokimya; kullanimi
sirasinda gergeklesen reaksiyonlar sonucu tehlikeli maddeleri iiriin olarak ¢ikaran ve gevreye
kirletici madde salinimi yapan organik bir atiktir. Ham petrol ve petrokimya iiriinleri
iiretilirken veya tasiirken olusan kazalarda deniz suyunu ve topragi kirletmektedir. Topraga

karisan petrokimya tirlinleri yer alt1 sularini ve topragi olumsuz olarak etkilemektedir.

Dogalgaz tortul kayaglarda bulunan hidrokarbonlarinin yanicit bir karigimidir. Gazin
igerisinde bir¢ok hidrokarbon bulunmaktadir. Bu karsimda en zehirli bilesenler propan ve
biitandir. Sondaj ve kuyulardan ¢ikarilan gaz boru hatlart ile tasinmaktadir Dogalgazin
yanmasi sonucu diger fosil yakitlara gore onemsiz miktarlarda zehirli madde ve partikiil

meydana gelir.



Endiistrivel atik

Endiistriyel atiklar organik ve inorganik bilesenlerin meydana getirdigi canli yasamina
dogrudan etki edecek kadar zararli, cevresel kirleticiligi yiiksek atiklardir. Tehlikeli atiklarin
tamamina yakini bu gruba girer. Zararl endiistriyel atiklar1 siralayacak olursak; halojenli ve

halojensiz organik seyrelticiler, hidroksitler, tuz artiklar1 ve egzoz gazlaridir.

Resim 2.1. Sanayi atiklarinin gevreye ve canlilara zararlari [10]

Kentsel atiklar

Kentsel atiklar insanlar tarafindan iiretilen, bozulmus yiyecekler, plastikler, kisisel esyalar
metal ve kullanilmayan giyim esyalarindan olugan atiklardir. Kanalizasyon sular1 inorganik
zararli maddeleri igerir. Son donemlerde akarsularimizda goriilen kirlenmelerin en biiyiik

nedeni kanalizasyon sularinin ve sanayi ataklilarinin karigsmasi ile oldugu goriilmektedir.

Tarimsal atik

Tarimsal atiklara baktigimizda tarim igin kullanilan zirai ilaglar ve hayvan besleme

alanlarindan (kiimes, ahir vb.) ¢ikan atiklar topraga veya suya karigirsa canli yasamina zarar



verebilir ve ¢evreyi kirletebilir. Birgok norolojik hastaligin da sebebi olarak toprak yoluyla

cevreye karisan fenni giibreler gelebilmektedir.

Resim 2.2. Kentsel atiklarin ¢evreye ve canlilara zararlar1 [11]

Zirai ilaclar (Pestisitler)

Zirai ilaglar, tarim alanlarinda canli organizmalar1 O6ldiirmek ic¢in {iretilmis toksik
maddelerdir. Bunlar hem bocek hem de bakteri ve otlarin yok edilmesi i¢in kullanilmaktadir.
Zirai ilaglar canlilarin gelisim siireglerini engellemek igin ve hiicre yapisina zarar vermek
icin iiretilmistir. Pestisitler sadece zarar verdigi diisiliniilen canlinin degil, toprak ve havada

bulunan tim canlilara zarar vermektedir.

Bocek odldiiriiciiler

Bocek zehirleri tiim canlilara degil de zararli oldugu diisiiniilen boceklerin yok edilmesi igin
iiretilmis toksik maddelerdir. Canli yasaminda olumsuz etkileri olan bu toksik maddeler

havaya piiskiirtme yoluyla veya suya karisip kirletebilir.

Ot oldiriculer (Herbisit)

Herbisit uygulamalar1 g¢evre i¢in risk olusturan uygulamalardir. Tarimda zararli otlarin

oldiiriilmesi i¢in kullanilir. Hava, toprak ve suya zarar verebilir.
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Resim 2.3. Su kirliligi [12]

Mantar ilaclar (Fungisit)

Mantarlara yasam dongiisiiniin bir¢ok yerinde rastlamak miimkiindiir. Mantarlar1 6ldiirmek
icin Uretilen ilaglarin hava, su ve toprag: kirlettigi bilinmektedir. Mantar ilaglari, ¢cevreye

tarimsal amagli kullanimla tibbi amagli kullanimla ve sanayide kullanimla karisabilir.

Bakteri oldiriiciiler

Bakteri iiremesini engellemek ve var olanlarinda yagamini sonlandirmak i¢in kullanilirlar.
Ancak zararli bakteriler lizerinde etkili olduklar1 kadar yararli bakteri florasina da zarar

verdiginden yasam dongiisiinde olumsuz etkilere sebep olabilirler.

2.1.3. Biyositler

Biyositin tam kelime karsilig1 canlikiran, canli 61diirendir. Biyosidal {iriinler, maya, mantar,
bakteri, kif gibi mikroorganizmalari 6ldiiren ya da bu organizmalar1 kullanildiklari
yiizeyden uzak tutan kimyasal aktif maddeler igeren boya ya da benzeri koruyuculardir.
Onceleri “pestisit” olarak adlandirilan biyositlerle ilgili, R. Carson (1962) yaymmladig

“Sessiz Bahar” kitabinda DDT ve hidrokarbonlarin ¢evredeki dayanikliligini, insan ve
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hayvanlarin yag dokularinda birikimini, hedef olmayan tiirler lizerindeki toksik etkilerini,
ekolojik ve insan saghg ile ilgili olumsuz etkilerinden bahsetmistir. Ozellikle hedef olmayan
ve olmamasi gereken tiirler lizerindeki toksik etkilerinden dolay1 canlikiran anlamina gelen

“biyosit” terimini kullanmustir [13].

Baglica biyosit tiirlerini insektisitler (boceklere karsi), herbisitler (yabani otlara karsi),
fungisitler (mantarlara kars1), akarisitler (uyuz bocekleri ve parazitlere karsi), rodentisitler

(kemiricilere kars1) ve mollusitler (yumusakgalara kars1) olusturmaktadir [14].

Biyositler, zararli goriilen canlilart etkisiz hale getirmek igin iretildiginden toksik ve
oldiiriicidiir. Cevreye yayilimi c¢ok kolaydir ve yillarca zararli etkileri devam
edebilmektedir. Hava, yagmur, kar, toprak, yer alt1 suyu, yiizey sulari, sis ve hatta kutuplarda

saptanmistir. Insan ve hayvanlarda da varligi gosterilmistir [14].

Biyositler, canli viicutlarinda biyolojik birikimle hasara yol agabilirler. Bu hasar besin
zincirinin her asamasinda gittik¢e biiyiiyen tahrip edici oranlara ulagmaktadir. Yagda
cozlinebilen biyositler dokulara ¢ok daha kolay niifuz edebilmektedir ve yapilan

arastirmalara gore topraga uygulanan miktarin %39’una 17 yil sonra bile rastlanmistir.

Biyositlerin akut etkileri iritasyondan, sistemik emilime baglh 6liime kadar degisik etkiler
gostermektedir. Alerjik dermatitin olusma sebeplerinden biri olarak sayabiliriz. Biyosit
etkilesimi sonucu goriilen baslica kronik saglik sorunlari kanser, dogumsal anormallik
riskleri, norotoksisite, nérodavranigsal ve norofizyolojik bozukluklar, iireme ve dogurganlik

ile ilgili olumsuz etkiler olarak siniflandirilmaktadir.

2.2. Sodyum Omadin

Sodyum omadin, bakteri ve / veya mantar {liremesi yoluyla bozulabilen imalat
malzemelerinde koruyucu olarak ve proses sivilarinda katki maddesi olarak kullanilan genis

spektrumlu bir antimikrobiyal bilesiktir.

Sodyum omadin ilk kez Amerika Birlesik Devletleri'nde 1968'de biyosit olarak kullanilmak
lizere tescil edilmistir. NaOM {izerine Kayit Standardi (NTIS # PB86-173929) Temmuz
1985'te yaymlandi [15].
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2.2.1. Sodyum Omadin ’in kimyasal ézellikleri

Siniflandirma / MAK degeri:

Simiflandirma tarihleri:

Es anlamlilar:

Ticari isimler:

Kimyasal ad1 (CAS):

CAS numarast:

Yapisal formiil:

Molekiiler formiil:

Molekiiler agirlik:

Erime noktasi:

25 ° C'deki yogunluk:
Coziiniirliik (25 ° C'de g/ 100 g):

1mg/m?

Tepe smirlama kategorisi I, 1

Hamilelik risk grubu C

1994

sodyum 1-hidroksi-2- (1 H) -piridindiyon
sodyum piridinition

Sodyum Omadine®

Sodyum-Pyrion®

2-piridinetil 1-oksit sodyum tuzu

1-hidroksi-2-(1 H) -piridindiyon sodyum tuzu

3811-73-2 15922-78-8.
Al b
., | . +i | -
N""SNa N"~S
O O 'Na*
149.2

252-257 ° C (ayrisir)
1.167 gm / cm?®

su (53) dimetil siilfoksit (17)
etanol (19) stvi parafin (<0.0001)
propilen glikol (13) zeytinyagi (<0.0005)

polietilen glikol 400 (12)

2 CsH4sNOSH + Cl; + 2 NaOH — ONCsH3s-S-S-CsHsNO + 2 NaCl + 2 H,0

Ticari olarak toz halinde temin edilebilir. (Teknik kalite, saflik %90-95) veya %40-45 sulu
cozelti (pH 9.2 'de 25 ° C) halinde hazirlanir. Oda sicakliginda ve pH araligi 4.5 ila 9.5 olan
karanlik ortamda NaOM kararli yapidadir. 100 © C'de en az 120 saat boyunca stabildir, 150
° C'de ise maddenin %29' u 48 saat i¢inde ayrismistir. Isik altinda veya zayif oksitleyici

maddelerle temas halinde sodyum piriyon disiilfite doniistirilir. (2,2-piridil-N-oksit

disiilfite).
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Sekil 2.1. Sodyum Omadin'in yapis1 [16]

2.2.2. Sodyum Omadin’in kullanim alanlar

Sodyum omadin, 6zellikle mantarlar, gram (+) ve gram (-) bakterilere kars1 kullanilan genis
spektrumlu bir biyosittir. Kullanim alanlarini tanimlayacak olursak; metal isleme sivilarinda
(konsantre olarak %0,5'e kadar sikici ve kesme yaglari), lastik, boya endiistrisi (dispersiyon
boyalari, %0,05-%0,2), sampuanlar ve yikama losyonlar1 gibi durulanan kozmetiklerde,

%0,5 konsantrasyonlarinda bulunmaktadir [16].

Dipiritiyonun bir fungisit ve bakterisit olarak kullanildig1 ve apoptozu indiikleyerek yeni

sitotoksik aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir.

Piriton, fotokimyasal olarak OH ve (piridin-2-il) siilfonil radikaline bozunmasi nedeniyle
organik sentezde bir hidroksil radikal kaynagi olarak kullanilabilir [17]. NaOM suda ¢oziiniir
biyosidal odun koruyucudur, mikroorganizmalar i¢in yaygin olarak kullanilan bir ¢6ziicii ve

biyosittir [18].

Sodyum veya ¢inko piriyonun renk bozulmasinin 6nlenmesi veya azaltilmasi i¢in de
kullanilir. Piridinit, mantar, maya, kiif ve bakteri iiremesini engeller. Piridion N-oksidin

sodyum ve ¢inko tuzu kozmetikte ve sampuanda yaygin olarak kullanilmaktadir. Viicut



14

bakim irlinlerinde kullanilirlar. Piridinethion tiirevleri, kiikiirt atomu (S) ve genellikle
oksijen (O), azot (N), hidrojen (H) ve ayrica diger elementleri igceren bir siklik kiikiirt organo
uriinlerine aittir (antiviral, antibakteriyel, antifungal, antitiiberkiiloz, antikor ve antifungal

ajanlar olarak).

Pirimidin, alt1 tiyeli halka yapis1 molekiiliinde 1 ve 3 pozisyonlarinda azot atomlar1 igeren
heterosiklik bir bilesiktir. Canli sistemlerdeki {i¢ ana pirimidin sitozin, timin ve urasildir.
Pirimidin ve tiirevleri, niikleik asitlerin (DNA, RNA) ve koenzimlerin biyolojik olarak
onemli bilesenleridir. Bunlar, barbitiiratlar dahil olmak iizere birgok ilacin ana bilesigi

olabilir [17].

Ulkemizde ve diinyada kullanilan su ekosistemlerine ulasan bir kirletici olan NaOM genis
bir spektrumlu antimikrobiyal koruyucudur. Ek olarak, bakteri ve mantar olusumuna karsi
kullanilan bir katk1 maddesi ve biyosidal (¢ilirlimeyi 6nleyici) ajandir. Ahsap 6nemli bir yap1
ve ingaat malzemesidir ve dnemi ve kullanimi artmaya devam etmektedir. Ahsabin cesitli
kullanimlar1 i¢in bocekler, mantarlar ve diger organizmalar tarafindan saldiriya karsi

korunmasi gerekir.

2.3. Biyofouling

Deniz canlilarinin gemi, petrol kulesi vb. ara¢ ve gereglerin {izerinde olusturduklar
topluluklar fouling olarak adlandirilmaktadir. Fouling mikro organizmalar ve makro deniz
canlilariin bir yiizeyde birikmesi ile baslayip ylizeyin sivi temasini kesebilecek kadar yogun

kolonilesme ile sonuglanabilecek bir siiregtir.

Acik denizlerde yer alan dogalgaz gibi yer alt1 kaynaklarini arama ¢aligmalari i¢in kullanilan
platformlardan tutun da deniz tasimacilig1 araglarina kadar denizlerde kullanilan bir¢ok arag
sucul organizmalar tarafindan bir habitat kabul edilir ve sanki canlinin yagam dongiisiinde
hep varmis gibi daimi kullandig1 bir lokasyon halini alir. Biyofouling olarak bilinen bu
durum, deniz tasitlar1 ya da kullanilan benzer araclar i¢in risk olusturdugundan bu araglarin
belirli donemlerde arindirilma (antifouling) islemine tabi tutulmasi gerekmektedir. Olusan

bu kolonizasyon ile deniz tasitlar1 ve platformlar tizerindeki olumsuz etkilerinin baginda s6z
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konusu yatirimin ekonomik dmriiniin tahmin edilenden daha kisa siirelere ¢ekiliyor olmasi

gelmektedir.

Deniz canlilarinin ara¢ ve gerecler lizerinde olusturdugu istenmeyen olusumlar1 engelleyen
antifouling sistemleri, kimyasal kaplamalar seklinde deniz ulagim endiistrisi iizerinde ciddi
bir ¢alisma alan1 yaratmaktadir. Cesitli antifouling boyalar, UV 1sinlari, ultrason, robot
kullannmi  gibi uygulamalar gelistirilmis ¢esitli antifouling teknolojileridir. Bu
uygulamalardan biyosit igerikli antifouling boyalarin kullanimi en sik tercih edilen

yontemdir.

Gegmisten beri antifouling amacl kullanilan boyalarin, daha ¢ok agir metal bazli oldugu
bilinmektedir. Ornegin; bakir, kursun, civa, arsenik ve kadmiyum boyalara siklikla
karistirllmakta ve biyofilm olusumunun engellenmesi saglanmaktadir. TBT bilesikleri
1950’11 yillarin sonunda kullanilmaya baslanmis olmakla birlikte 2000’11 yillarin baglarinda
Uluslararas1 Denizcilik Organizasyonu (IMO) ve Deniz Cevresini Koruma Komitesi
(MEPC) tarafindan ciddi zararlart oldugu dile getirilerek sinirlamalar getirilmeye

baslanmistir.

Biyofoulingin kontrolii i¢in biyositlerin kullanimi, yaygin olarak basvurulan ve kabul goren
bir yontemdir. Biyositler yalmizca antifouling islemi i¢in kullanilmakla kalmayip bakteri
sayisinin azalmasi ya da yok edilmesi gibi islemler i¢in de kullanilirlar. Biyositler foulingi

azaltirken katildiklar1 boyalar1 da korurlar.

2.4. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Kimyasal baglar, farkli atomlar igeren ve ayni yoriingeyi paylasarak zit yonde donen gift
elektronlardan olusmus yapilardir. D1s yoriingesinde eslesmemis elektronu bulunan molekiil
veya iyonlara “serbest radikal” ad1 verilir. Fizyolojik veya patolojik reaksiyonlar sirasinda
olusabilen serbest radikallerde eslesmemis olan bu elektronlar genelde reaktiftir ve dis
yoriingelerindeki elektronu eslestirebilmek i¢in diger molekiillerle etkileserek reaksiyona
girer ve kararli bir yap1 olusturmaya ¢alisir. Organizmada ¢esitli reaksiyonlarla oksijen ve
nitrojen kaynakli olusabilen bu radikallerden oksijen kaynakli reaktif iirinlerin (ROS)

metabolizmaya 6nemli 6l¢iide olumsuz etkisi vardir [20,21].
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Serbest radikaller yiiksek enerji transferi gerektiren ii¢ grup tepkime sonucunda iiretilirler
[22].

e Bir molekiile elektron eklenmesi ile:
(A+e-— A.-)

e Bir molekiilden tek bir elektron kaybi veya bir molekiiliin kovalent bagindaki iki
elektronun bir atomda kalacak sekilde ayrigsmasi ile:
(A—A.++e-) veya A..B—A:- +B+)

e Kovalent bagli bir molekiiliin ayrigmasi sonucu bagi olusturan elektronlarin her birinin
bir atomda kalarak ayrigsmasi ile:

(A.B—>A.B.)

Elektron transferi sonucu olusan serbest radikaller (+) veya (-) yiiklii olabilirler. Radikaller,
saglikli doku hiicresinden elektron alarak ya da elektron aktararak kimyasal reaksiyona girip
doku hiicresinin yapisin1 bozar. (+) veya (-) yiikle yiiklenmis olan doku hiicresi diger

dokularla etkilesime girerek bozulma reaksiyonlarini zincirleme bir sekilde baslatmis olur.

Serbest radikallerin faydali ve zararli etkileri olabildiginden organizmada cift yonli etki
eden molekiillerdir. Diisiik diizeyleri normal fizyolojik fonksiyonlar i¢in gerekli iken yiiksek
konsantrasyonda olmasi ya da ¢ok diisiik seviyelerde olmas1 oksidatif stres kaynakli zararlt

etkilere sebep olur.

Serbest radikaller genellikle oksijen ve azot kaynaklidirlar. Oksijen kaynakli serbest
radikallere reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve azot kaynakli serbest radikallere reaktif azot
tirleri (RNS) denir. Bunlarda radikal olanlar ya da radikal olmayanlar diye ikiye ayrilir.
Stiperoksit, hidroksi, peroksi, alkoksi ve hidroperoksiler radikal olan reaktif oksijen
tiirleridir. Hidrojen peroksit, hipoklordz asit, hipobromdz asit, ozon ve singlet oksijen radikal
olmayan reaktif oksijen tiirleridir. Nitrik-oksit ve azot-dioksit radikal olan reaktif azot
tirleridir ve nitroz asit, nitrozil katyonu, nitroksi anyonu, diazot tetraoksit, peroksinitrit,
peroksinitrdz asit, nitronyum katyonu ve alkilperoksi nitritler radikal olmayan reaktif azot

tiirleridir ve bunlar hiicrede 6liimciil etkiler yaratacak giiglii molekiillerdir.
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Cizelge 2.1. Reaktif oksijen tiirleri (ROS)

Radikaller Nonradikaller

Stiperoksit 07) Hidrojen peroksit H20:
Hidroksil OH Hipokloroz asit HOCI
Peroksil ROO Hipobromoz asit HOBr
AlKkoksil RO Singlet oksijen 10,
Hidroperoksil HO: Ozon O3
Lipid peroksil LOO

Cizelge 2.2. Reaktif nitrojen tiirleri (RNS)

Radikaller Nonradikaller
Nitrik oksit NO Nitrik asit HNO2
Nitrojen dioksit ~ NOz Nitrosil katyonu NO*

Nitroksil anyonu NO
Dinitrojen tetroksid  N2O4
Dinitrojen trioksid ~ N203
Peroksinitrit ONOO
Peroksinitrik asit ONOOH
Nitronyum katyonu NOz*
Nitril klorid NOCI
AlKil peroksinitrit ~ ROONO

2.4.1. Serbest oksijen radikalleri

Hiicre ve dokularda olusan serbest radikallerin en onemlisi oksijen radikalleridir. Olusan
zincirleme reaksiyonlar sonucu agiga cikan lriinler oksijen elektron transferleri ile suya
kadar indirgenmektedir. Oksijenden tek elektron indirgenmesiyle baslayan oksidan yikimi,
doku inflamasyonu benzeri ¢ok sayida etki ederek hastaliklarin patogenezinde rol oynar.
Serbest radikaller yiiksek derecede reaktivite sahibi bilesikler olduklari igin, hizla reaksiyona
girebilirler ve bu reaksiyonlar sonsuz sayida olabilir. Bu ajanlar rediikte edici veya

oksitleyici olabilirler (En 6nemli serbest oksijen radikalleri sunlardir;



18

Siiperoksit (02°)

Oksijen dogada molekiiler yapida bulunur ve kararsiz bir elementtir. Stiperoksit radikali

oksijen molekiiliiniin bir elektron almasi sonucu olusur [23].

02—-02"—>H202+0:

Stiperoksit bir serbest radikal olmakla birlikte, hidrojen peroksidin kaynagi ve gecis
metallerinin iyonlarinin indirgeyicisi olmasindan dolayr da oOnemlidir [22]. Lipid

peroksidasyonuna sebep olarak katalaz ve glutatyon benzeri antioksidan sistemi zayiflatir.

Hidrojen Peroksit (H20,)

Hidrojen peroksit serbest bir radikal olmamasma ragmen metal iyonlariyla reaksiyonu
sonucunda hidroksil radikallerinin agiga ¢ikmasindan dolayir oksitleyici olarak kabul

edilmektedir.

Hidrojen peroksit proteinlerde bulunan hem grubu ile reaksiyona girerek reaktif demir
formlarin1 olusturmaktadir. Olusan bu reaktif demir ise lipit peroksidasyonu gibi radikal

degisimleri baglatmaktadir [22].

Radikal Hidroksil (OH)

En reaktif radikal olarak bilinen hidroksil radikali dokularda biiyiik hasara yol agar. Lipit
peroksidasyonu olarak adlandirilan serbest radikal zincir reaksiyonu, olusturdugu en énemli

biyolojik reaksiyondur. [22].

Singlet Oksijen (O2)

Radikal olmayan bir reaktif oksijen tiiri olan singlet (tekil) oksijen doymamis yag asitleri
ile tepkimeye girerek peroksil radikalinin olusumuna ve lipit peroksidasyonun baslamasina
sebep olabilir [22]. Alkol, uyusturucu gibi bagisiklik yapan maddeler, radyasyon, ultraviyole
isinlari, cevresel kirleticiler, sigara dumani, enfeksiyonlar, viriisler, stres, metabolizma

toksik triinleri, baz1 tahrip edici kimyasallar sebebiyle de viicutta olusabildikleri gibi, stres
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kaynakl1 zararli etkilerin 6nlenmesi i¢in bagisiklik sistemi tarafindan da iiretilirler. Bu durum

viicutta bir denge mekanizmastyla kontrol edilir.

Serbest radikallerin asir1 tiretimi hiicre ve doku hasarina neden olur. Bu hasar ise zincirleme
reaksiyonlara sebep olup yeni radikalleri meydana getirir. Serbest radikaller hiicredeki her
tiirlii faaliyet lizerinde oldukga etkilidirler. Lipitler, proteinler, niikleik asitler, enzimler ve
karbonhidratlar ve DNA {izeninde etkili olabilirler. Verdikleri hasar bedensel yaslanma

stireciyle dogrudan iligki gosterir.

Serbest radikallerin bu etkileri antioksidan ad1 verilen kimi enzim ve molekiiller tarafindan
ortadan kaldirilir. Organizmalar serbest radikal {iretimiyle antioksidan savunma sistemleri
arasinda kurulan hassas dengeyi korurlar. Reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen tiirleri ile
antioksidan savunma sistemi arasindaki bu hassas dengenin oksidan yoniinde bozulmasi

sonucu oksidatif stres gergeklesir [24].

2.4.2. Oksidatif stres

Oksidatif stres, organizmada antioksidan savunma mekanizmasiyla notrlestirilebilenden
daha fazla reaktif oksijen tiirtiniin (ROS) bulunmasi olarak tanimlanir. Pek ¢ok kronik
hastaligin sebebinin serbest oksijen radikallerinin sebep oldugu hiicre hasarlar1 kaynakli
oksidatif stres oldugu bilinmektedir. Bunlardan bazilari amfizem/bronsit, Parkinson
hastaligi, hemodiyaliz hastaliklari, diyabet, akut renal yetmezlik, Down Sendromu, hiicresel

yipranma/yaslanma, kanser tiirleri ve karaciger hastaliklar1 gibi hastaliklardir [25].

2.4.3. Antioksidanlar

Antioksidanlar serbest radikallerin fonksiyonlarini engelleyen veya simirlandiran ve hiicresel

hasar erteleyen ya da dnleyen molekiiller olarak tanimlanmaktadir [26,27].

Antioksidanlarin fizyolojik rolii, tanimda verildigi gibi, serbest radikaller iceren kimyasal
reaksiyonlarin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan hiicresel bilesenlerin hasar gormesini
onlemektir [27]. Antioksidanlar ¢esitli sekillerde siniflandirilabilmektedir. Aktivitelerine

gore siniflandirmada, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak siniflandirilir.
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Enzimatik antioksidanlar serbest radikallerin baglarin1 kirarak ve uzaklastirarak etki
gosterirler. Antioksidan enzimler, tehlikeli oksidatif iiriinleri 6nce hidrojen perokside
(H20>), daha sonra da suya doniistiiriirler. Bu doniisiim siirecinde bakir, ¢inko, mangan ve

demir gibi enzim kofaktorleri gorev almaktadir.

Enzimatik olmayan antioksidanlar ise serbest radikallerin bag reaksiyonlarini kirarak
oksidan karsit1 etki gostermektedir. C vitamini, E vitamini, bitkisel polifenoller,
karotenoidler ve glutatyon enzimatik olmayan antioksidanlara 6rnek olarak verilebilir [26].
Antioksidanlart siniflandirmanin diger bir yontemi de suda veya yagda ¢Oziinebilme
ozelligine dayandirilmaktadir. C vitamini gibi suda ¢dziinebilen antioksidanlar, sitozol veya
sitoplazmik matriks gibi hiicresel sivilarda bulunmaktadir. E vitamini, karotenoidler ve

lipoik asit gibi yagda ¢oziinen antioksidanlar ise ¢ogunlukla hiicre zarinda bulunmaktadir.

Ayrica antioksidanlar biiyiikliklerine gore de smiflandiriimakta. Kiiglik molekiil
antioksidanlar, ROS iiriinlerinin uzaklastiritlmasinda etkin olup; E vitamini, C vitamini,
karotenoidler ve glutatyon bu grupta yer almaktadir. Biiyiikk molekiil antioksidanlar
(stiperoksit dismutaz, katalaz 42 gibi) ise ROS {iriinlerini absorbe eder ve diger esansiyel

proteinlere saldirmasini1 6nlemektedirler [26].

2.4.4. Enzimatik antioksidanlar

Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD substrat olarak oksijen radikalini yiikseltgeyip siiperoksiti hidrojene ¢eviren bir
enzimdir [28]. Oksidatif strese karsi savunma tepkimesi ilk SOD ile baslatilir. [29]. Bu
tepkime sonucunda olusan irlinler ya lizozomlardaki katalaz tarafindan ya da

mitokondrideki glutatyon peroksidaz tarafindan H20’ye detoksifiye edilir [29].

Katalaz (CAT)

Glikoprotein yapida bir hemoprotein olup, Hidrojen peroksitin yiiksek yogunlukta oldugu
durumlar da yiiksek aktivite gosterir [31]. Hidrojen peroksiti su ve oksijene ayristirarak

hiicreyi oksidatif strese karsi korur [22].
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Glutatyon Peroksidaz (GPx)

GPx hiicrelerin sitozoliinde bulunan antioksidan enzimlerin en ¢ok c¢alisanidir. SOD
tarafindan olusturulan hidrojen peroksit ve yag asitini elimine eder. GPx fagositik hiicreler
de 6nemli fonksiyonlarda yer alir. Fagozitoz sirasinda olugan solunum patlamasi sonucunda
olusan serbest radikallerin peroksidasyonundan fagositik hiicrelerin zarar gérmesini engeller
[32]. En temel gorevi akut yaygin oksidatif strese yanit vermektir. Enzim aktivitesinin en

cok goriildiigl yerler karaciger, bobrek ve kalptir.

Glutatyon-S-Transferazlar (GST)

GST organizmaya giren ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda gorev alir. Oncelikle
arasidonat ve lineolat hidroperoksidleri olmak tizere lipit peroksitlerine karst bir defans

mekanizmasi olarak gérev yaparlar [28].

Glutatyon Reduktaz (GR)

Hidrojen peroksit ve lipit peroksitlerinin yiikseltgenmesi sirasinda olusan glutatyon GPx
tarafindan okside glutatyona doniisiir. Olusan okside glutatyonun tekrar rediikte glutatyona

donligsmesini saglayan ise Glutatyon rediiktazdir [22].

Mitokondrial sitokrom oksidaz

Sitokrom oksidaz siiperoksit radikalini suya ¢evirerek etki gosterir [22].

2.4.5. Nonenzimatik antioksidanlar
Vitamin C
Lipit peroksidasyonunu baslatan radikallerin etkilerini yok ederek, lipitleri oksidasyona

kars1 korur. Nitrik oksit sentez tetrahidrofolati stabilize ederek nitrik oksit (NO) iiretimini
arttirir [33,34].
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Vitamin E

Yagda ¢oziinen bir vitamin olup lipit peroksidasyonunu onler [34].

B-Karoten

Serbest radikalleri temizler, peroksitleri inaktif hale getirir [35].

Koenzim Q1o
Yagda coziinen bir antioksidan olup O2’i temizleyerek endotelyal disfonksiyonu azaltir
[34,36]. Membran stabilitesinde, enerji doniisiimlerinde ve ATP iretiminde goérev alir.

Viicutta tretilebildigi gibi disardan da takviye edilebilecek bir antioksidandir. Koenzim

Q10 oksijen kaynakl1 serbest radikaller ile etkileserek molekiil zararini dnler.

Seriiloplazmin

Iki degerlikli demirin ii¢ degerlikli demire yiikseltgenmesini boylece fenton reaksiyonunu

inhibe eder. Serbest radikal olusumu da inhibe edilmis olur [37].

Transferrin

Dolasimdaki serbest demiri baglayarak fenton reaksiyonunu onler [38].

Glutatyon (GSH)

Hiicredeki onemli fonksiyonlari iislenmesinin (DNA, protein sentezi, enzim aktivitesi
regiilasyonu gibi) yaninda antioksidan gérevi de vardir [39]. Insan viicudundaki glutatyonun

en dnemli kaynagi karacigerdir [40].

Oksidatif streste azalma egilimi gosterdiginden dolayi, oksidatif Stresin Ol¢limiinde
kullanilan bir antioksidandir. [41]. Diger nonenzimatik antioksidanlar a-lipoik asit, bakir,
cinko, selenyum gibi elementler, folik asit, {irik asit, albumin gibi kofaktorler, B1, B2, B6,
B12 gibi vitaminlerdir [34].
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2.5. DNA ve Yapisi

Cift sarmalli1 bir molekiil olan DNA polideoksiriboniikleotittir. Bu yapida birbirlerine,
kovalent olarak 3’-5° fosfodiester bagi ile baglanmis bircok monodeoksiriboniikleotit
bulunur. Her bir DNA niikleotidinde bir pentoz seker, bir fosfat grubu ve azot i¢eren bir baz
bulunmaktadir. DNA zincirinin ana catisin1 deoksiriboz-fosfat iskeleti olusturur. Bazlar
piirin (A, G) veya pirimidin (C, T) gruplarindan olusur. 2 poliniikleotid zincire ait birbirinin
tamamlayicisi karsilikli bazlar arasinda meydana gelen hidrojen baglar1 sayesinde DNA nin

ikili zincir yapisi olusur [43,44].

Cytosine . Cytosine .
NH, " Nucleobases NH
[ |
N)*O N)Q'O
H H
Guanine . Guanine .
Q %
a \.-N'H " A
P _ﬁ‘ 2 ~—NH, ( ﬁ 2 NH,
\N N N “N
H Base pair H
Adenine Adenine
vy B : '
.'==N S==N
5 .
¢ W
Sy~ N "\N ~N
H H
Uracil ()] Thymine 7
(o] o
HyC.o
(L:C helix of ‘ (\j‘f
|+ ERRA sugar-phosphates 1+ o
Nucleobases Nucleobases
of RNA of DNA
RNA DNA
Ribonucleic acid Deoxyribonucleic acid

Sekil 2.2. DNA’nin Yapisi [45]

2.5.1. Reaktif oksijen tiirlerinin DNA iizerine etkileri

DNA, ROS aracili hasarin en Onemli hedeflerinden birisidir, ROS artisi sonucu
mitokontriyal DNA hasar1 ve disfonksiyonu olusur. ROS niikleotidlerde oksidatif
degisiklige sebep olarak DNA replikasyonunda defekte yol acabilir [43]. Oksidatif DNA
hasar1 mutajenite, karsinojenite ve yaslanma gibi farkli seviyelerde degisikliklere yol

acmaktadir. Bu hasar mekanizmasi, karbon merkezli seker radikallerinin ve OH- veya H-
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baglanmis heterosiklik baz radikallerinin olusumuna yol agan, serbest radikallerin ayrilma

ve birlesme tepkimelerinden ibarettir.

2.5.2. Olusan DNA hasarlarinin gruplandirilmasi

e Baz modifikasyonlar: (Piirin, pirimidin bazlari)
e Seker gruplarinda modifikasyonlar

e DNA- protein arasinda ¢apraz baglarin (cross-linkler) kurulmasi

e DNA zincir kiriklar:

2.5.3. Piirin baz modifikasyonlar:

DNA oksidatif hasar calismalarinda en ¢ok incelenmis hasar iriinlerinin basinda 8
oksoguanin gelmektedir. Guaninin 8. pozisyondan okside olmasi ile 7,8 dihidro-8 okso
guanin (8-oksoG) olusmaktadir. 8-0ksoG genellikle DNA oksidatif stres belirleyicisi olarak
kullanilabilir. 8-0ksoG sitozin yerine yanliglikla adenin ile karsilikli gelebilir. Eger DNA
replikasyonu Oncesinde onarilmazsa 8-0ksoG, GC--TA transversiyonuna yol acar. Bu

nedenle 8-oksoG mutajeniktir [44, 46].

DNA’da olusan diger bir lezyon da 8-0kso-2’deoksiguanozindir (8-0x0dG). 8-oksodG,
guaninin ROS aracili 8-hidroksilasyonu ile olusur ve oksidatif DNA hasarinin iyi
tammlanmis bir belitleyicisidir. Once 8-0kso-7,8-dihidrodeoksiguanozin trifosfat (8-
0ksodGTP) olusur ve DNA’da baz degisikligine yol agar ve sonra 8-0kso-7,8-dihidro-2°
deoksiguanozin olusumu gergeklesir [43]. Siiperoksit dismutaz etkisiyle, mitokondrial

DNA’da 8-oksodG’in biriktigi gosterilmistir [47].

2.6. DNA Hasari Tamir Mekanizmalari

DNA tamiri, genomun biitlinliigiinii korumaya yonelik olarak diizenlenmis bir savunma
sistemidir [48]. DNA’da olusan oksidatif hasar sonucu bazlarda olusan kiigiik kimyasal
degisimlerin tamirinden baslica sorumlu arayol, baz eksizyon onarim yoludur (BER-base
excision repair pathway) [46]. Hasarli baz1 taniyip uzaklastiran DNA glikozilaz enzimidir.

Bazlara spesifik bir¢ok glikozilaz tiirii tanimlanmistir. Pek cok DNA oksidatif DNA lezyonu
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arasinda 8-0xoG, ROS tarafindan en ¢ok olusturulan okside bazdir; 8-0x0G, DNA glikozilaz
BER arayolunu harekete geciren en 6nemli enzimdir. Bir diger tamir arayolu da niikleotid

eksizyon onarim yoludur [49,50].

2.7. DNA Hasarimn Tayini

Oksidatif DNA baz hasari, prensip olarak; ya hasar ve onarim arasindaki dengeyi yansitan
DNA’da kararli durum hasarinin 6l¢iimi, ya da spontan veya enzim katalizli hidrolizle
DNA’dan serbest kalan niikleozid veya bazlarin izlenmesiyle olur [51]. Deoksiriboz
fragmantasyonu rutin analizlerle ¢ok zor Slglimlenebilen bir¢ok liriin olusturdugundan,
DNA'da meydana gelen oksidatif hasarin tespiti igin yapilan farkli aragtirmalarda, modifiye
bazlar analizlenmektedir [52]. Olg¢iimiine en sik bagvurulan gosterge ise oksidatif DNA baz
hasar gostergesi 8-hidroksiguanin (8-OHG) ve onun deoksiriboz bagli sekli olan 8-
hidroksideoksiguanozindir  (8-OHdG). Diger o6lgiilebilir baz hasar firiinleri; 8-
hidroksiadenin, 2-hidroksiadenin, 2,6- diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidin, timin
glikol, 5-hidroksimetilurasil, 5,6-dihidrositozin olarak belirtilebilir [51, 53]. Oksidatif DNA
hasar1 canli organizmalarda 6dnemli bir mutasyon yiikii kaynagidir ve hidroksil radikali
DNA'daki bazlara ve deoksiriboz kalintilarina saldiran ana aktif oksijen tiiriidiir. Mevcut
veriler, mesleki veya cevresel maruziyetler ve 8-OHdG'nin indiiksiyonu arasinda hala iyi
belirlenmis doz-yanit iliskilerinin olmadigini1 gostermektedir. Celiskili sonuglara ragmen,
bazi ¢aligmalar 8-OHdG i¢in kimyasal maruziyetle ilgili oksidatif stresin bir biyobelirleyicisi

olarak umut vermektedir.

Oksidatif DNA hasar tayinine bir bagka yaklagim da idrarla atilan DNA baz iriinlerinin
saptanmasidir. Bu 6l¢lim, viicuttaki total DNA hasarinin gostergesi olarak kabul edilebilir.
Oksidatif hasar {irlinleri arasinda en sik dl¢iimlenen 8-OHAG'dir [54]. Genellikle 8-OHdG'i
tantyan antikorlar1 i¢ceren kolonlarda idrar yogunlastirildiktan sonra HPLC-ECD ile 6lgiiliir

[55].

Oksidatif baz hasarlarinin 6l¢limiine yonelik ideal metodun saptanabilmesi i¢in birgok
calisma yapilmistir. Ideal metottan kasit, 106 normal niikleozide karsilik 1 gibi diisiik
miktarlardaki modifikasyonlar1 bile tespit edebilecek hassasiyete ve girisim vermesi

muhtemel bilesiklerle minimal kontaminasyona girecek hassasiyete sahip metotlardir.
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DNA’daki oksidatif baz hasariin izlenmesine yonelik, baslica direkt yaklasim ve indirekt
yaklagim olmak {izere iki yaklagim vardir. Kullanilan her yontemin kendine gore avantajlar

ve dezavantajlar vardir.

Direkt yaklagimda ilk olarak enzimatik veya kimyasal hidroliz yolu ile DNA izole edilir. Bu
basamak kritik bir basamaktir, clinkii izolasyonun kendisi, oksidasyon reaksiyonlarini
indiikleyebilir. Sonra DNA igerigi, kiigiik pargalarina ayrilir ve farkli analitik metotlarla
Olctim yapilir. Oksidatif baz modifikasyonlarin1 6lgmekte kullanilabilen dort ana yontem

vardir [51].

e Yiksek Basingli Sivi Kromatografi (high pressure liquid chromatography- HPLC)-
Elektrokimyasal Tarama (electrochemical detection- ECD) (HPLC+ECD) ydntemi
(Direkt yaklasima 6rnek)

e Gaz kromatografisi (gas chromatography) — Kiitle Spektrometresi (mass spectrometry)
(GC+MS) yontemi (Direkt yaklasima 6rnek)

e lizole DNA derive materyali (6rn. niikleosidler veya bazlar) uygun bildirgeg ile
isaretleme (Post-labeling yontemi) (Indirekt yaklasima drnek)

e Onarimm endoniikleazlar ile oksidatif DNA baz hasarinin 6l¢gtimii

DNA oksidatif hasarinin tespitine yonelik farkli laboratuvarlarda, birbirinden farkli birgok
sonucun elde edilmesi nedeniyle, 1997 yilinda Avrupa Birligi’nce de desteklenen Oksidatif
DNA Hasarinda Avrupa Standartlar1 Komitesi (European Standarts Commitee on Oxidative
DNA Damage- ESCODD) kuruldu. 27 iiye laboratuvar bulunan komisyonun amaci 8-0xo0G
ve 8-oxodG oOlciimiinde kesinlik ve dogruluk saglamak olarak bildirilmistir. Komite
tarafindan yayinlanan kalite kontrol raporlari, son yillarda 6l¢iim sonuclarinda daha iy1

veriler elde edildigini gostermektedir [56].

2.7.1. Yiiksek basin¢h sivi kromatografi + elektrokimyasal tarama (HPLC-ECD)

HPLC protein kokenli maddelerin tetkikinde en gelismis yontemdir ve biitiin aminoasitler
ile iliskili yapilarn tetkik etmek miimkiindiir. 8-OHdG, enzimatik hidrolizle DNA’dan
bagimsiz hale getirilir. DNA hidrolizatinda bulunan 8-OHdG, yiiksek performansli sivi

kromatografisi ile ayrilir ve elektrokimyasal dedeksiyon ile tarama yapilir [57,58].
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2.7.2. Gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC/MS)

Kisaca, GC/MS teknigi ile DNA’nin formik asit¢e yogun bir yiizeyde yliksek 1siya maruz
birakilarak hidrolize edilmesidir. Bu hidrolizat sonucu hasarli ¢iktilar kromatograf ile

ayristirilarak kiitle spektrometre ile 6l¢iiliir.

2.7.3. Post-labeling yontemi

Fosfor 32 (32P) ile isaretleme icin kullanilir. DNA, 6nce niikleotid monofosfatlara hidroliz
edilir. Nikleotid monofosfatlar, poliniikleotid kinaz ve radyoaktif isaretli ATP ile
isaretlenirler. 32P ile isaretli deoksiniikleotidler, ince tabaka kromatografisi (thin-layer

chromatography (TLC) ile birbirinden ayrilir ve otoradyografi ile taranir [59,60].

2.7.4. Onarim endoniikleazlari ile oksidatif baz hasarinin 6l¢iimii

Ozgiin enzimler aracilig1 ile DNA modifiye bazlardan kirarak tek dal kiriklar haline getirilir.
8-OHdG ve diger guanin iirlinlerini tantyan bir onarim enzimi olan FAAPY glikozilaz (Fpg
protein) kullanilir. Iki 6l¢iim esas alinarak isleme tabi tutulur. Bunlardan ilki enzimatik
islemden 6nce yapilan 6l¢tim ve ikincisi ise islem tamamlandiktan sonra yapilan 6l¢timdiir.
Yapilan Slgiimlerle kirillan dallarin karsilastirmasi yapilarak okside bazlar 6lgiiliir. Dal

kiriklart alkali eliisyon, comet assay (single-cell gel elektroforezi) gibi yontemlerle saptanir
[61, 62].

2.8. Zebra Baligr’ nin Genel Ozellikleri

Bu tiir 1930’lardan beri yaygin olarak iizerinde c¢alisilan bir baliktir [63]. Uzerinde zebray:
andiran yatay siyah c¢izgiler oldugundan Zebra baligi olarak adlandirilir [64].
Akvaryumlarda yaygin bir sekilde siis olarak kullanilir ve Cyprinidae familyasinin bir {iyesi
olup dogal olarak Bengal’den Hindistan’in Coromendel sahillerine kadar bulunur [65].
Oldukga hareketli bir balik olup, diger baliklarla beraber uyumlu i¢inde yasarlar ve siirii
halinde yasamaktan hoslanirlar. Boylar1 disilerde 5 cm’ye kadar ulasabilir [64].

Zebra balig1 (Danio Rerio) dogal yasam1 Himalaya Bolgesi olan kiigiik bir tropikal tatl su
baligidir. 1970 ve 1980’11 yillarin baslangicinda gelisim biyolojisi ¢alismalar ile bilim



28

diinyasina adim atan zebra baliklarinin giiniimiizde insan hastaliklarinda model organizma
olarak popiilaritesi artmaktadir [3]. Zebra balig1 embriyolojik ve genetik olarak izlenebilen

ideal bir omurgali model olarak tanimlanmaktadir.

Resim 2.4. Zebra Baliklar1

Insanla yiiksek genetik ve organ homolojisi gdstermesi, embriyonun seffaf olmasi nedeni ile
dis ortamda gelisiminin izlenebilir olmasi, kii¢iik boyutu, kisa gelisim ve {iretim siiresi,
yiiksek sayida yumurta (200’iin {izerinde/ disi/ hafta) tiretimi ve diisiik bakim masrafi gibi

avantajlari ile diger klasik omurgali modellerden ayrilmaktadir [4].

Son yillarda Zebra baligi (Danio Rerio) yumurtalari ve embriyolarinin ekotoksikoloji
caligmalarinda ¢ok fazla kullanilma sebeplerinin basinda, dayanikli bir tiir olmalarinin yani
sira kolay bulunur olmasi, laboratuvar ortaminda kolay bakilmasi ve tremesi, dis
dollenmeyle tiiremesi, yumurta ve embriyolarmim saydam olusundan dolay1 tercih
edilmektedir. Ayrica yumurta ve larva gelisiminin kolay gbzlemlenmesi, kisa siirede ergin
hale gelmesi ve embriyolarinin toksik maddelere karsisinda duyarlilik géstermesi ve buna
benzer 6zelliklerinden dolay1 da bir¢ok ¢alismada oldukga sik kullanilan bir test organizmasi

olmustur.

Son yillarda Zebra balig ile insan ve diger omurgalilarin genom yapilarindaki benzerlik,
metabolizma ve embriyo gelisimlerinin neredeyse ayni olmast hastaliklarinin
arastiritlmasinda cok tercih edilen bir organizma olmasini saglamistir. Zebra baliginda
kesfedilen tiimor baskilayicit genin (sitokrom P450 grubu) insanlarda da olmasi bu model

organizma ile ilgili yapilan calismalarin daha da 6nem kazanmasimi saglamistir. Disilere


http://dusuneninsanlaricin.com/wp-content/uploads/2015/07/fp-feature-zebrafish1.jpg
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gore erkek zebra baliklarinin daha ufak goriinmesinin sebebi karmlarinin diiz goriinmesidir.
Baliklarin viicudunda bastan kuyruga kadar (kuyrukta dahil) 7 -9 tane mavi ¢izgi vardir ve
viicut rengi genel olarak giimiis rengindedir. Erginlesmemis erkek ve disilerin ayirt edilmesi,
belirsiz seks karakterlerinden dolayr c¢ok zordur. Erginlesmemis erkek baliklar
erginlesmemis disi baliklara nazaran daha biiyiikk anal ylizgeglere sahiptirler. Disilerin
genital papillast daha belirgindir. Ayrica bu tlir baliklarin karinlart oldukg¢a siskin ve
tombuldur [66].

Zebra baligr (Danio Rerio), omurgali gelisimi, ilag kesfi i¢in kiigliik molekiil taramasi,
hastalik modellemesi ve fonksiyonel sinirbilim gibi birgok modern biyomedikal arastirma
alan1 i¢in daha yaygin kullanilan ve giderek daha gii¢lii bir model organizmasi haline

gelmektedir.

Calismada NaOM maddesinin zebra baliklar1 tizerindeki etkisinin insanlardaki etkisine

biiylik katki saglayacag diistintilmektedir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu c¢aligsmada farkli derisimlerde ve farkli maruziyet siirelerinde NaOM’e maruz birakilmis
zebra baliklarinda oksidatif DNA hasari, stiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi ve
katalaz (CAT) enzim aktivitesi belirlenerek NaOM’un genotoksik ve antioksidan sistem

iizerine etkileri arastirilmistir.

3.1.1. Arastirma yeri

Deneyler Ocak 2018de Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dal

Arastirma Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.

3.1.2. Laboratuvar sartlari

Baliklarin bulundugu oda 14 saat aydinlik, 10 saat karanlik olacak sekilde fotoperiyot

kurularak baliklarin yagamast i¢in uygun kosullar saglanmistir.

3.1.3. Akvaryum ve suyun ozellikleri

Belli hacimli akvaryumlara, deneylerden once, i¢inde yaklasik 10 L dinlendirilmis ve
havalandirilmis kaynak suyu konulup; akvaryumlar, hava motorlar1 yardimiyla siirekli
havalandirilmis ve termostatli 1siticilarla su sicaklign 23+1°C’de sabit tutulmaya
calisilmistir. Akvaryum suyunda su kalitesi, suda ¢oziinmiis oksijen, pH, iletkenlik, sertlik,
sicaklik ile amonyak, nitrit, nitrat konsantrasyonlar1 alistirma periyodunda 2 giinde bir
Ol¢iilmiistiir [67]. Caligmada kullanilan suyun; pH’s1 7,2, ¢oziinmiis oksijeni 5,4 mg/L ve
iletkenligi de 75,7 us/cm (21°C) bulunmustur.

3.1.4. Zebra baliklarinin temini ve adaptasyonu

Deney ortamina adaptasyonunun saglanmasi i¢in deney baslamadan 15 giin 6nce stok

akvaryumuna alinan 56 adet (disi/erkek esit dagilim) zebra balig1 10x20x35 boyutlarindaki
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6 adet deney akvaryumlarina yerlestirilmistir. Baliklarin boy ve agirliklar1 hassas terazi
vasitasiyla tartilarak, ¢aligmada 3-4,5 cm boylarindaki baliklar kullanilmistir. Adaptasyon
siresi esnasinda baliklar glinde viicut agirliklarinin %2’si oraninda uygun yemle
beslenmistir. Akvaryumlar stirekli havalandirilmis ve diizenli beslenme saglanmistir. Yem

ve metabolizma atiklariin uzaklagtirilmasi i¢in giinliik sifonlamalar1 yapilmistir.

3.1.5. Kullanilan cihazlar, kimyasallar ve Kitler

Cihazlar

e Spektrofotometre (Shimadsu UV-1601)

e Hassas Terazi (Shimadsu Ax 200)

e Mini Spin Plus (Eppendorf max.14500 rpm)

e Havalandirma Motoru (Aquawing Aquarium air pump)
e Vorteks (Heidolph Reax 2000)

e Nanodrop

e Etiive (niive N500)

e Subanyosu (Leica HI1210)

Kitler

e DNA Izolasyon Kiti

e Oxidative DNA Damage Kiti
e SOD ELIZA Kiti

o CAT Kiti

Sarf malzemeler

e 10 pl, 100 pl, 1000 ul’lik otomatik mikropipet (Socorex)
e Piset, cam tiip

e Balon joje, meziir

e Ependorf tiipii

e Akvaryum
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e Pens, bistiiri
e Buz kalibi

e Temiz gazli bez veya havlu kagt, filtre kagidi

3.1.6. Kullanilan kimyasal maddeler ve hazirlanisi

Sodyum omadin; suda ¢dziinen bir madde oldugundan %40°likk NaOM hazir soliisyondan
her birinde 10 It su bulunan akvaryumlardan, 2 akvaryuma 1pug/mL NaOM ve 2 akvaryuma

ise Spg/mL NaOM igerecek sekilde otomatik pipetle dozlama yapilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Subletal toksisite deneyleri

Literatiir ¢aligmasinda ekotoksikolojik ¢calismalarda standart tiir olan Zebra baliklar1 {izerine
NaOM’in akut toksisitesine iliskin ¢alismaya rastlanmamistir. Bu nedenle farkl
konsantrasyon araliklari denenerek 6n calismalar yapilip, deney icin uygun konsantrasyon
belirlenmistir. Oncelikle LC50 degerleri hesaplanmis ve daha sonra akut toksisite testleri
verilerinin 1s18inda subletal konsantrasyonlar belirlenmistir. Etken madde uygulamasini

takip eden 24, 72 ve 96. saatlerde planlanan deneyler i¢in 6rnekler alinmistir.

3.2.2. Deney hayvanlarinin hazirlanmasi

Her secilen doz icin 3 farkli zamanda (24,72 ve 96 saatlerde) drnekleme yapildi. Her zaman
aralig1 i¢in 10 deney ve tiim deneyler i¢in 6 baliktan olusan tek kontrol grubu kullanilmistir.
Iki farkli doz, {i¢ farkli zaman ve tek kontrol érneklemesi yapilmasi ile toplam 56 adet balik

iceren akvaryumlarda deney ve kontrol gruplari olusturulmustur.

1. Akvaryum (Kontrol),
2. Akvaryum (Kontrol),
3. Akvaryum (1pg/mL NaOM),
4. Akvaryum (1pg/mL NaOM),
5. Akvaryum (5pg/mL NaOM),
6. Akvaryum (Spg/mL NaOM).
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Bu ¢alisma 7 grup olarak planlanmis ve 6 akvaryumda g¢aligma baliklar1 esit kosullarda
stoklanmistir. Popiilasyonu yansitmasi i¢in akvaryumlarda disi ve erkek balik sayisi esit

tutulmustur. Gruplarin dagilimi asagidaki sekilde olmustur:

Grup 1 (Kontrol)

Birinci akvaryumdaki baliklar standart sartlarda izlenip, deney ile uyumlu saattin sonunda

ornekleme yapilmistir.

Grup 2 (24 saat, lpug/mL)

1 pg/mL NaOM ile dozlanan akvaryumdaki baliklardan 24. saatin sonunda ornekleme
yapilarak bu grup olusturulmustur.

Grup 3 (24 saat, Spg/mL)

5 ng/mL NaOM eklenen akvaryumdaki baliklardan 24. saatin sonunda 6rnekleme yapilarak

bu grup olusturulmustur.

Grup 4 (72 saat, lpg/mL)

1 ng/mL NaOM eklenen akvaryumdaki baliklardan 72. saatin sonunda 6rnekleme yapilarak

bu grup olusturulmustur.

Grup 5 (72 saat, Spug/mL)

5 ug/mL NaOM eklenen akvaryumdaki baliklardan 72. saatin sonunda 6rnekleme yapilarak

bu grup olusturulmustur.

Grup 6 (96 saat, lpg/mL)

1 pg/mL NaOM eklenen akvaryumdaki baliklardan 96. saatin sonunda 6rnekleme yapilarak

bu grup olusturulmustur.
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Grup 7 (96 saat, Sug/mL)

5 ug/mL NaOM eklenen akvaryumdaki baliklardan 96. saatin sonunda 6rnekleme yapilarak

bu grup olusturulmustur.

3.2.3. Biyokimyasal analizler

Gruplardaki baliklar kafasi ve kuyruklar1 koparilip sivi nitrojende dondurularak DNA
izolasyonu ve doku enzim galigmalarina kadar -80° C de saklandi. Tiim balik dokusundan
DNA izolasyonu yapildi, uygun DNA elde edilip edilmedigi jelde goriintiilenerek tespit
edildi, elde edilen DNA niikleaz pl ve alkalen fosfataz ile hidroliz edilerek DNA/RNA
oksidatif hasari (8-OHdG) tayini enzim immiin yontem prensibini igeren kit ile yapilmustir.
Deneyin bu asamasinda Cayman DNA/RNA Oksidatif Hasar EIA (Uriin No: 589320) ticari
kit kullanilmustir.

Antioksidan enzim tayin i¢in doku miktarima bagli olarak siiperoksit dismutaz enzim
aktivitesi (SOD) ve katalaz (CAT) enzim aktivite tayini yapildi. Sonuglar 100 mg doku

basina verilmistir.

Siiperoksit dismutaz enzim aktivite tayini (SOD)

Yontemin esasi, ortamda olusturulan siiperoksitin siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi ile
ortadan kaldirilmasi ve kalan miktarin boyanarak renklenmesine dayanan Sun Y’ in 1988°de
tanimladig1 ksantin oksidaz (XO) ile O2" olusturmasi ve bunun da NBT ile renkli bir bilesik
olusturarak bu renk siddetinin spektrofotometrik olarak Olclilmesidir. Doku 2 oraninda
distile su ile homojenizatér kullanilarak homojenize edilir. Homojenize edilen doku
5000xg’de +4 °C’de 30 dakika santrifiij edilerek, siipernatan kloroform-etanol karisimiyla
(1/1) oraninda karistirilir. Daha sonra +4°C’de 5000xg’de 2 saat santrifiij edilir. Daha sonra
total SOD i¢in her tiipe 2.9 ml reaktif karigimi + 50 pl numune + 50 pl XO konulur. 25°C’de
20 dakika inkiibe edildikten sonra her birine 0.8 mM CuClz’den 1 ml eklenir 560 nm’de
distile su koriine karst okunur [68]. Calisma bu prensibi esas alan Cayman SOD Eliza Kiti
(Uriin No: 706002) ile yapilmistir.
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Hesaplama

% inhibisyon = [(Kor abs-numune abs) /kér abs] X 100
Hesap %50 inhibisyonu 1 U aktivitenin sagladig diistiniilerek yapilir. SOD aktivitesi U/100

mg doku olarak bulunmustur.

Katalaz enzim aktivite tayini (CAT)

Yontem, hidrojen peroksitin yikimi esasina dayanmaktadir. Doku homojenizasyonunda
dokunun grami basina 5-10 ml soguk tampon kullanilir. Tampon 50 mM potasyum fosfat,
pH 7.0 ve 1 mM EDTA igermektedir. 10,000xg’de 15 dakika +4°C’da santrifiij sonrasi
slipernatan alinir ve deneye kadar -80°C’de saklanir. Enzimin metanol ile reaksiyonunda
optimal konsantrasyonunda H20; olusumu temeldir. Uretilen formaldehit kromojen olarak
4-amino-3-hydrazino-5-mercapto-1,2,4-triazole ile spektrofotometrik olarak olgiiliir [69].

Calisma bu prensibi esas alan Cayman CAT Kiti (Uriin No: 707002) ile yapilmistir.

3.2.4. Verilerin analizi

Yapilan deney sonuglarina ait veriler Windows i¢in SPSS 21.0 istatistik programi
kullanilarak degerlendirilmistir. Degiskenler i¢in ortalama ve standart sapmalar
hesaplanmustir. Istatistiksel anlamlilik degeri asagidaki gibi degerlendirilmistir. p<0.05
anlamli, p<0.01 yiiksek diizeyde anlamli, p< 0.001 ¢ok yiiksek diizeyde anlamlidir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu ¢alismada 1 ve 5 ug/mL konsantrasyonda NaOM’e farkli siirelerde maruz birakilan zebra
baliklarinda DNA hasari, SOD ve CAT enzim diizeyleri tiim viicut dokusunda belirlenerek
cevresel kirleticic NaOM'in zebra baliklarinda (Danio Rerio) genotoksik ve antioksidan

sistem lizerine etkileri arastirilmistir.

4.1. Farklh Zamanlarda Zebra Baliklarinin Boy ve Agirhklarina iliskin Bulgular

Bu calismada kontrol grubu, 1 pg/mL NaOM ve 5 ng/mL NaOM’a maruz birakilan deney
gruplarindaki zebra baliklarina 24,72 ve 96. saatlerde 6tenazi uygulanmigtir. Her grupta belli
sayidaki balik isleme alinmadan 6nce boy-agirlik tespiti yapilarak sonuglar Cizelge 4.1.- 4.3.

arasinda tablolar halinde verilmistir.

24. saat sonunda Zebra baliklarinin boy ve agirliklar1 a) Kontrol, b) 1pg/mL NaOM, c)
Sug/mL NaOM

Cizelge 4.1. 24 saat sonunda Zebra baliklarinin boy ve agirliklari

() Kontrol (b) 1pg/mL NaOM (¢) 5ug/mL NaOM
Grup 3
Grupl Grup 2
(24 saat, 5 pg/mL NaOM)
KONTROL (24 saat, 1ug/mL NaOM) )
- YUKSEK DOZ NaOM
DUSUK DOZ NaOM
Boy
No | Boy (Cm) | Agirlik (g) No | Boy (Cm) | Agirlik (g) No cm) Agirlik ()
m
1 4,1 0,550 1 4,3 0,633 1 4,2 0,447
2 3,9 0,532 2 4,1 0,564 2 4,1 0,472
3 4,0 0,585 3 4,1 0,447 3 4,0 0,468
4 4,0 0,523 4 4,0 0,532 4 3,8 0,428
5 3,8 0,485 5 4,2 0,551 5 3,9 0,633
6 4,2 0,544 6 3,7 0,415 6 3,7 0,487
7 4,3 0,629 7 4,0 0,582 7 3,9 0,540
8 4,0 0,546 8 3,9 0,522 8 3,8 0,546
X 4,0 0,549 X 4,0 0,531 X 3,9 0,503
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Cizelge 4.2. 72. saat sonunda Zebra baliklarinin boy ve agirliklari

(a) Kontrol (b) 1pug/mL NaOM (¢) Spg/mL NaOM
Grup 4 Grup 5
Grup 1 (72 saat, 1 pg/me NaOM) (72 saat, 5 ugF/)mL NaOM)
KONTROL - -
DUSUK DOZ NaOM YUKSEK DOZ NaOM
No | Boy(cm) | Agirlik (g) No | Boy (cm) Agirlik (g) No | Boy(cm) | Agirlik(g)
1 4,1 0,550 1 4,1 0,566 1 4,0 0,507
2 3,9 0,532 2 39 0,503 2 4,3 0,685
3 4,0 0,585 3 4,1 0,551 3 4,1 0,526
4 4,0 0,523 4 3.8 0,495 4 4,5 0,736
5 3,8 0,485 5 4,0 0,504 5 4,3 0,500
6 4,2 0,544 6 3.9 0,510 6 4,3 0,752
7 4,3 0,629 7 3.8 0,545 7 4,2 0,602
8 4,0 0,546 8 4,0 0,519 8 4,1 0,493
X 4,0 0,549 X 3,95 0,524 X 4,2 0,600

Cizelge 4.3. 96. saat sonunda Zebra baliklarinin boy ve agirliklari

(a) Kontrol (b) 1pg/mL NaOM (¢) 5ug/mL NaOM
Grup 7
Grup 1 Grup 6
(96. Saat, 5 pg/mL NaOM)
KONTROL (96. Saat, 1ug/mL NaOM) .
Y YUKSEK DOZ NaOM
DUSUK DOZ NaOM
No | Boy (Cm) | Agirlik (g) No| Boy(Cm) Agirlik (g) No | Boy (Cm) | Agirlik (g)
1 4,1 0,550 1 39 0,443 1 4,0 0,585
2 3,9 0,532 2 3.8 0,502 2 4,1 0,549
3 4,0 0,585 3 3,7 0,379 3 4,1 0,546
4 4,0 0,523 4 4,1 0,542 4 4,2 0,567
5 3,8 0,485 5 4,0 0,522 5 4.4 0,637
6 4,2 0,544 6 4,1 0,458 6 4,2 0,539
7 4,3 0,629 7 4,2 0,373 7 4,1 0,545
8 4,0 0,546 8 4,2 0,460 8 4,0 0,667
X 4,0 0,549 9 4,1 0,532 9 4,1 0,570
X 4,0 0,467 X 4,1 0,578

Deney ve kontrol gruplarindaki baliklarin boy ve agirlik ortalamalarinin arasinda fark

olmadig1 goriilmiistiir.




39

Cizelge 4.4. DNA izolasyonu Mobio kit kullanilarak ve DNA miktar tayini nanodrop
kullanilarak tiim 6rnekler i¢in 6l¢tim yapilmustir.

260/ | Konsantrasyon 260/ | Konsantrasyon 260/ | Konsantrasyon
280 (pg /mL) 280 (pg /mL) 280 (pg /mL)
24 saat 72 saat 96 saat
Ipg/L Ipg/L lpg/L
1 2,43 101,5 1 2,77 314 1 2,56 14,1
2 3,56 23,2 2 1,41 17,3 2 1,78 36,2
3 1,42 14,8 3 2,36 74,8 3 2,96 15,7
4 0,77 31 4 2,56 51,6 4 2,35 96,8
5 2,36 6,6 5 1,14 8,4 5 1 6,3
24 saat 72 saat 96 saat
5 ug/L Sug/L Sug/L
1 0,63 1,2 1 1,58 21,9 1 0,03 0,1
2 1,61 14,3 2 2,47 66,2 2 1,73 19,9
3 151 14,7 3 2,65 514 3 0,41 14
4 1,68 26,8 4 7,59 11 4 6,29 15,6
5 1,76 26,3 5 0,09 0,3 5 1,46 16,6
R
\J //

Resim 4.1. Nano drop
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Cizelge 4.5. Zebra baliklarinda farki zamanlarda 6lgiillen DNA/RNA hasar1 (8-OHdG,
pg/100 mg doku), SOD (U/100 mg doku) ve CAT (uM formaldehit/100 mg
doku) ham verileri.

isim Grup DNA/RNA hasar1 SOD CAT
(pg /100 mg doku) | (U/100 mg doku) (uM formaldehit/100 mg doku)
Kontrol 0 1458,36 1,254 10,44
Kontrol 0 1258,25 1,002 8,5
Kontrol 0 980,25 0,988 5,97
Kontrol 0 1120,36 0,902 8,28
245 NaOM 1lug/L 1 1323,006 0,59 77,17
245 NaOM 1lug/L 1 1340,048 0,312 66,814
245 NaOM 1lug/L 1 1396,031 0,518 70,542
24s NaOM 1ug/L 1 1306,074 0,738 53,467
24s NaOM 1lug/L 1 1250,091 0,77 55,481
24s NaOM 1lug/L 1 - 0,498 59,25
24s NaOM 5ug/L 2 950,85 0,54 45,937
24s NaOM 5ug/L 2 937,991 0,368 53,244
24s NaOM 5ug/L 2 1185,937 0,44 49,143
24s NaOM 5ug/L 2 1433,991 0,644 53,915
24s NaOM 5ug/L 2 1420,916 0,697 91,792
24s NaOM 5ug/L 2 - 0,582 52,987
72s NaOM 1lug/L 3 1174,717 0,489 74,494
72s NaOM 1lug/L 3 1450,598 0,574 64,13
72s NaOM 1lug/L 3 863,978 0,601 85,902
72s NaOM 1lug/L 3 1485,655 0,651 17,603
72s NaOM 1lug/L 3 896,637 0,889 39,45
72s NaOM 1lug/L 3 - 0,601 49,258
72s NaOM 5ug/L | 4 1088,649 0,98 49,217
72s NaOM 5ug/L | 4 1064,762 0,722 35,24
72s NaOM 5ug/L | 4 905,815 0,8 58,14
72s NaOM 5ug/L | 4 1112,931 1,025 42,98
72s NaOM 5ug/L | 4 1271,088 1,351 50,52
72s NaOM 5ug/L 4 - 0,969 47,359
965 NaOM 1ug/L 5 1634,296 0,536 55,21
965 NaOM 1ug/L 5 1304,26 0,594 49,516
965 NaOM 1ug/L 5 974,27 0,674 37,876
965 NaOM 1ug/L 5 1005,141 0,689 53,31
96s NaOM 1ug/L 5 - 0,878 51,667
965 NaOM 1ug/L 5 1548,25 0,785 48,236
96s NaOM 5ug/L 6 1099,051 0,55 52,2
965 NaOM 5ug/L 6 741,048 0,14 48,331
965 NaOM 5ug/L 6 1457,012 0,231 61,74
96s NaOM 5ug/L 6 889,091 0,354 45,881
96s NaOM 5ug/L 6 1309,079 0,445 52,849
96s NaOM 5ug/L 6 - 0,548 50,213
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Gruplar arasindaki 8-OHdG (pg/100 mg doku), SOD (U/100 mg doku), Katalaz (CAT, uM
formaldehit/100 mg doku) konsantrasyonlarinin degerlendirmesinde SPSS programi
kullanilmistir. Kruskal-Wallis ve Mann-Whitney-U testleri uygulanarak sonuglar ortalama
+ standart sapma seklinde verilmistir (p<0.05).

Cizelge 4.6. Zebra baliginda oksidatif DNA/RNA (pg/100 mg doku) hasar1 diizeylerine ait
istatistiksel veriler

lpg/L Sug/L lpg/L Sug/L lpg/L Spg/L
Kontrol NaOM NaOM NaOM NaOM NaOM NaOM
(24s) (245s) (72s) (72s) (96s) (96s)
n=4 n=5 n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
8-hidroksi-2'-
deoksiguanozin | 1,44 305 | 136,750 | 1196,638 | 1149,490 | 1091,471 | 1344,925 | 1125551
(8-k0gde) + + + + + + +
Oksidati
DNA/RNA 203,880 48,243 217,680 270,247 116,714t 298,778 270,390
hasari

P': kontrol grubuna gore, p<0.05;

Cizelge 4.6.’de 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG, pg/100 mg doku), Zebra balig
(Danino Rerio) dokusundaki oksidatif DNA/RNA hasari {i¢ farkli zaman siirecinde (24, 72
ve 96 saat) ve iki farkli NaOM dozuna (1 pg/L ve 5 pg/L) maruz birakilarak ol¢tilmiistir.

Cizelge 4.7. Zebra baliginda SOD enzim aktivitesi (U/100 mg doku) diizeylerine ait
istatistiksel veriler

Ipg/L Sug/L Ipg/L Spg/L lpg/L Sug/L
Kontrol NaOM | NaOM NaOM NaOM NaOM NaOM
(24s) (24s) (72s) (72s) (965) (96s)
n=4 n=6 n=6 n=6 n=6 n=6 n=6
SOD aktivitesi | 1,0365 | 0,5710 | 0.5451 0.634 0.974 0.692 0.378
(U/100 mg + + + + + + +
doku) 0,151 | 0,169a,e | 0.123a,e | 0.135a,e,0 | 0.218b,c,c/,f,g | 0.124a,e,g | 0.168a,c ,e,f

p?: kontrol grubuna gore, p<0.05;

p°: 24 saat(1pg/mL NaOM) grubuna gore, p<0.05;
p: 24 saat(Spg/mL NaOM) grubuna gore, p<0.05;
p’: 72 saat(1pg/mL NaOM) grubuna gore, p<0.05;
pe: 72 saat(Spg/mL NaOM) grubuna gore, p<0.05;
p’: 96 saat(1ug/mL NaOM) grubuna gore, p<0.05;
pY: 96 saat(Sug/mL NaOM) grubuna gore, p<0.05;

Cizelge 4.7°da Zebra baligr (Danino Rerio) dokusundaki siiperoksit dismutaz enzim
aktivitesi (SOD, U/100 mg doku), ii¢ farkli zaman siirecinde (24, 72 ve 96 saat) ve iki farkl
NaOM dozuna (1pg/L ve 5 pg/L) maruz birakilarak dl¢iilmiistiir.
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Cizelge 4.8. Zebra baliklarinda CAT enzim aktivitesi (UM formaldehit/100 mg doku)

diizeylerine ait istatistiksel veriler

1pg/L Spg/L 1pg/L Sug/L lpg/L Sug/L
NaOM | NaOM | NaOM | NaOM | NaOM | NaOM
Kontrol
(24s) (24s) (72s) (72s) (965s) (965s)
n=4 n=6 n=6 n=6 n=6 n=6 n=6
Katalaz
(UM 8.297 | 63787 | 57.836 | 55139 | 47,242 | 49302 | 51,869
. + + + + + + +
formaldehit'l00 | 4 g3 | 9973x | 16912x | 24.865x | 7.689xy | 6136xy | 5.470xy
mg doku)

P*: kontrol grubuna goére, p<0.05;
PY: 24 saat(1ug/mL NaOM) grubuna gore, p<0.05;

Cizelge 4.8°da Zebra baligi

(Danino Rerio) dokusundaki

CAT aktivitesi

(uM

formaldehit/100 mg doku), ii¢ farkli zaman siirecinde (24, 72 ve 96 saat) ve iki farkli NaOM

dozuna (1 pg/L ve 5 pg/L) maruz birakilarak dl¢iilmiistiir.

Cizelge 4.9. Zebra Baliklan

tim vicut

dokusunda Olclilen katalaz (CAT, pM

formaldehit/100 mg doku) ve siiperoksit dismutaz antioksidan enzim
aktiviteleri (SOD U/100 mg doku), ve oksidatif DNA/RNA hasar1 (8-OHdG,
pg/100 mg doku) ortalama degerleri ve standart sapmalari

CAT SOD 8-OHdG
(uM formaldehit/100 mg doku) (U/100 mg doku) (pg/100 mg doku)
Ortalama =+ std. sapma Ortalama =+ std. sapma | Ortalama + std. Sapma
Kontrol 8.297 £ 1.830 1,0365 + 0,151 1204,305 + 203,880
24 saat
63,787 £9.,273 0,5710 £ 0,169 1326,750 + 48,243
(1pg/mL NaOM) ’ ’ ’ ’ ’ ’
24 saat
+16,912 5451 +£0.12 11 +21
(Sug/mL NaOM) 57,836+ 16,9 0.5451+0.123 96,638 7,680
72 saat 55,139 + 24 865 0.634 = 0.135 1149.490 + 270,247
(1pg/mL NaOM) ’ ' ' ' ’ ’
72 saat
47,242 + 974 +£0.21 1091471+ 116,714
(Sug/mL NaOM) 7, 7,689 0974 +0.218 091,47 6,7
96 saat
49.302 + 6,136 0.692 £0.124 1344,925 + 298,778
(1pg/mL NaOM) % ’ ? & 98,77
96 saat 51,869 = 5,470 0.378+ 0.168 1125.551 + 270,390
(5pg/mL NaOM) ' ’ ' ' ’ ’
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Bu ¢alisgmada Grup 1 (Kontrol), Grup 2 (1pg/L NaOM, 24s), Grup 3 (Sug/L NaOM, 24s),
Grup 4 (1pg/L NaOM, 72s), Grup 5 (Spug/L NaOM, 72s), Grup 6 (1pug/L NaOM, 96s), Grup
7 (5ug/L NaOM, 96s) ‘deki zebra baliklarindan 24, 72, 96. saatlerde elde edilen tiim viicut
dokularindan CAT (uM formaldehit/100 mg doku), SOD (U/100 mg doku) ve oksidatif
DNA/RNA Hasar1 8-OHdG (pg/100 mg doku), degerlerinin ortalama ve standart sapmalari

hesaplanmis ve sonuglar ¢izelge 4.9.’de verilmistir.

Gruplar arasindaki katalaz (uM  formaldehit/100 mg doku) enzim aktivitesi

konsantrasyonlarindaki farka bakildiginda

Gruplarin ortalama katalaz (WM formaldehit/100 mg doku) degerleri elde edilerek gruplara

gore karsilastirma yapilmastir.

Kontrol grubu ortalama degeri 8,297+1,830 (uM formaldehit/100 mg doku) olarak
bulunmustur. Bu deger 24. saat NaOM diisiik doz CAT degeri ortalamasiyla (63,787+9,273
uM formaldehit/100 mg) karsilastirildiginda ve 24. saat NaOM yiiksek doz CAT degeri
ortalamastyla (57,836+16,912 uM formaldehit/100 mg) karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli sekilde artig saptanmistir (p=0.011). 72. saat NaOM diisiik doz CAT ortalama
degeri (55,139+24.865 uM formaldehit/100 mg) ve yiiksek doz CAT degeri ortalamasi ile
(47,242+7,689 uM formaldehit/100 mg) karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli
sekilde artig saptanmistir (p=0.011) ve 96. saat NaOM diisiik doz CAT ortalama degeri
(49,302+6,136 uM formaldehit/100 mg) ve yliksek doz CAT ortalama degeri (51,869 +5,470
uM formaldehit/100 mg) karsilastirildiginda da istatistiksel olarak anlamli sekilde artis
saptanmustir (p=0.011).

24. saat NaOM diisiik doz CAT ortalama degeri 63,787+9,273 (uM formaldehit/100 mg
doku) olarak bulunmustur. Bu deger, 72. saat NaOM yliksek doz CAT ortalama degeri
(47,242+7,689 uM formaldehit/100 mg doku) ile karsilagtirildiginda, istatistiksel olarak
anlamli sekilde azalma saptanmistir (p=0.010). Ayn1 sekilde bu deger, 96. saat NaOM diisiik
doz CAT ortalama degeri (49,302+6,136 uM formaldehit/100 mg doku) ile
karsilagtirildiginda, istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiik saptanmistir (p= 0.006) ve 96.
saat NaOM yiiksek doz CAT ortalama degeri (51,869 & 5,470 uM formaldehit/100 mg doku)

ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli sekilde azalma saptanmistir (p=0.016).
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Gruplar arasindaki SOD (U/100 mg doku) konsantrasyonlarina bakildiginda

Gruplarin ortalama SOD (U/100 mg doku) degerleri elde edilerek gruplara gore

karsilagtirma yapilmistir.

Kontrol grubu degerleri ortalama 1,0365+0,151 (U/100 mg doku) olarak bulunmustur. Bu
deger 24. saat NaOM diisiik doz SOD degerleri ortalamasiyla (0,5710+0,169 U/100 mg
doku) karsilastirildiginda ve 24. saat NaOM vyiiksek doz SOD degerleri ortalamasiyla
(0.5451+£0.123 U/100 mg doku) karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli azalma
saptanmistir (p=0.011). 72. saat NaOM diisiikk doz SOD degerleri ortalamasiyla (0.634 +
0.135 U/100 mg doku) karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli azalma saptanmistir
(p=0.010). 96. saat NaOM diisiik doz SOD degerleri ortalamasiyla (0.692+0.124 U/100 mg
doku) karsilastirildiginda ve 96. saat NaOM yiiksek doz SOD degerleri ortalamasiyla
(0.378+0.168 U/100 mg doku) karsilastirildiginda da istatistiksel olarak anlamli azalma
saptanmistir (p= 0.011).

24. saat NaOM diistik doz SOD degerleri ortalama 0,5710+0,169 (U/100 mg doku) olarak
bulunmustur. 72. saat NaOM ytiiksek doz SOD degerleri ortalamasiyla (0.974+0.218 U/100
mg doku) karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli artis saptanmistir (p=0.010). 72.
saat NaOM yiiksek doz SOD degerleri ortalamasiyla (0.974+0.218 U/100 mg doku)
karsilastirildiginda da istatistiksel olarak anlamli artis saptanmistir (p=0.004).

72. saat NaOM diisiik doz SOD degerleri ortalama 0.634+0.135 (U/100 mg doku) olarak
bulunmustur. Bu deger, 72. saat NaOM yiiksek doz SOD degerleri ortalamasiyla
(0.974+0.218 U/100 mg doku) karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli artma
saptanmistir (p=0.010). 96. saat NaOM vyiiksek doz SOD degerleri ortalamasiyla
(0.378+0.168 U/100 mg doku) karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli azalma
saptanmistir  (p=0.004). 96. saat NaOM diisiik doz SOD degerleri ortalamasiyla
(0.692+0.124 U/100 mg doku) karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamlilik
saptanmistir (p=0.016).

96. saat NaOM diisiik doz SOD degerleri ortalama 0.692 + 0.124 (U/100 mg doku) olarak
bulunmustur. Bu deger, 96. saat NaOM yiiksek doz SOD degerleri ortalamasiyla (0.378+
0.168 U/100 mg doku) karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli azalma saptanmustir.
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(p=0.010)

Gruplar arasindaki 8-OHdG (pg/100 mg doku) konsantrasyonlarina bakildiginda:

Gruplarin ortalama 8-OHdG (pg/100 mg doku) degerleri elde edilerek gruplara gore

karsilagtirma yapilmustir.

24. saat NaOM diisiik doz 8-OHdAG degerleri ortalama 1326,750+48,243 pg/100 mg doku
olarak bulunmustur. Bu deger 72. saat NaOM yiiksek doz 8-OHdG degerleri ortalamasiyla
(1091,471+116,714 pg/100 mg doku) karsilastirildiginda, istatistiksel olarak yiiksek

diizeyde anlamli azalma saptanmistir (p=0.006).
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5. TARTISMA

Bu calismanin amaci, DNA/RNA oksidatif hasarmi ve antioksidan enzim aktivitesini
degerlendirerek, ¢evresel kirletici sodyum omadinin (NaOM, sodyum piritiyon) gevreye

karismasi sonrasi canlilar tizerindeki olas1 olumsuz etkilerini belirlemektir.

Serbest Piyasa ekonomisi uygulamasi ile birlikte kiiresel pazarlara agilan firmalar tiriinlerini
en ekonomik tagima yolu olan deniz yolunu tercih ederek tagimislardir. Buna bagl olarak
deniz tagimaciliginda kullanilan gemi sayisi artmistir. Hem artan gemi sayist hem de ticari
amaglar i¢in kullanilan deniz platformlarin sayisinin artmasi denizlerde yasayan mikro deniz
canlilart i¢in bir habitat olusturmustur. Ayrica ticari kaygilarla isletilen a¢ik denizlerde yer
alan dogalgaz ve benzeri yer alti kaynaklarini aramaya yonelik yapilan ¢aligmalar igin
kullanilan platformlar, sismik arastirmalarda kullanilan araglar, kitalararasi fiber optik iletim
kablolar1, deniz tagimacilig1 araglari, oncelikle mikro organizmalar ve sonrasinda makro
deniz canlilar1 tarafindan habitat kabul edilir ve kolonilesme baglar. Bu biyolojik
kolonilesmeye biofouling denir. Bu yeni yasam alani ise, endiistriyel ve modern diinyanin
yasam dongiisii igerisinde yer alan deniz tasitlart ya da kullanilan benzer deniz araglari igin
risk olusturdugundan belirli dénemlerde bu biyolojik istilanin temizlenmesi ve araglarin

aridirma (anti-fouling) islemine tabi tutulmasi gerekmektedir.

Ekosistem igerisinde yer alan ve ¢evre sagligina dogrudan herhangi bir zarar1 olmayan sucul
canlilarin, deniz tasitlari tizerinde koloniler kurmasi araglarin ekonomik faaliyetlerine zarar
vermektedir. Deniz tasitlar iizerindeki bu kolonilesmelerin 6niine ge¢mek i¢in antifouling
islemi uygulanmaktadir. Bu temizlik islemleri i¢in uzun yillar boyunca tribiitiltin (TBT)
kullanilmistir. 1950’li yillarda Hollanda’da yapilan arastirmalar sonucunda kullanima
baglanilan TBT, 1960’11 yillarda en yogun kullanilan biyositti. TBT nin zararlarmin 1990’1
yillarda kanitlanmis olmasiyla birlikte 1998 yilinda imzalanarak resmiyet kazanan Roterdam

Sozlesmesi ile yaygin kullanimi son bulmustur.

Olusan bu kolonizasyon ile deniz tasitlar1 ve platformlar lizerindeki olumsuz etkilerin
basinda s6z konusu yatirimin ekonomik Omriiniin tahmin edilenden daha kisa siirelere
cekiliyor olmast gelmektedir. Basta deniz tasitlar1 olmak {izere s6z konusu araglar i¢in

uygulanan bu arindirma isleminin temel materyali ise NaOM’dir. Arastirmada iilkemizde ve
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diinyada kullanilan su ekosistemlerine ulasan bir kirletici olan NaOM genis spektrumlu bir
antimikrobiyal koruyucudur. Ek olarak, bakteri ve mantar olusumuna kars1 kullanilan bir

katki maddesi ve biyosidal (¢lirlimeyi 6nleyici) ajandir.

Kalpakkam Hindistanda bulunan bir bor zenginlestirme tesisinde asit transfer boru
hatlarinda sert kauguk (polimerlestirilmis kauguk) bozucu mantar vakasi bir asidofilik
tarafindan yogun kirlenmeye 6rnektir. Hayatta kalmak i¢in oldukg¢a olumsuz olan ortamda
(pH 1.5, ¢oziinmiis besin yok), mantar gelismis ve 0.1N hidroklorik asit (HCI) nakletmek
icin kullanilan boru hattin1 tikamistir [70]. Bu ¢alisma, asir1 zor kosullar altinda biyolojik
kirliligin ilging bir 6rnegidir. Besin kaynagi mevcut ve rekabet diisiik oldugu siirecte
organizmalar fizyolojik olarak olumsuz kosullar altinda biiyiimeye adapte olmuslardir. Bu
fungal soyun biyolojik par¢alanmada ve kauguk atiklarinin bertarafi icin kullanilmasi

ongorilmiistir. [70].

Yildirim ve digerlerinin (2017) yaptig1 bir aragtirmada tilkemizde ve diinyada kullanilan su
ekosistemlerine ulasan kirletici olarak tanimlanan NaOM genis spektrumlu bir
antimikrobiyal koruyucu olarak belirtilmistir. Ayrica, bakteri ve mantar olusumuna karsi
kullanilan bir katk1 maddesi ve biyosidal (¢ilirlimeyi dnleyici) ajan olarak tanimlanmistir. Bu
calisma ile Dreissena polymorpha, model organizmada Semi statik biyoassay diizeneginde
7glnlik LC50 degerinin 0.243 mg/L (%95 giiven aralignt = 0.735-0.016) oldugu
bildirilmistir. Yapilan bu ¢alisma bizim ¢alismamizi da desteklemektedir [18].

Knox RJ ve digerlerinin (2004) yaptiklar1 ¢alismada NaOM’in bazi tiirlerde gecikmis
noropatiye sebep oldugunu ve ndéronlarin bu maddeye maruziyeti sonrasinda hiicre i¢i pH'y1
degistirmedigini ve plazma membraninda Ca (2+) gegirgen iyon kanali agma ihtimaline
deginerek deniz tavsani olarak bilinen tiirlerin ndronlarinda NaOM’in yavas, kalic1 bir Ca?*

akimini aktive ettigi sonucuna varmislardir [72].

Moe ve digerlerinin (1960) kdpekler iizerinde 5, 10 ve 20 mg/kg seklinde damardan NaOM
enjekte ederek gecici kizariklik, artmis goz yasi, belirgin dilatasyon ve gérme glicsiizliigi

gozlemlemislerdir [30].

Olin Corporation (1988) sicanlara, Smg/kg seklinde deri yoluyla NaOM enjekte ederek kas
hasar1 ve arka bacaklarda fel¢ oldugunu gozlemlemislerdir. Aymi kurulus 1989 da ise 0, 46,
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1.1 ve 3,8 mg/m? olacak sekilde NaOM konsantrasyonunu inhalasyon yoluyla 15 adet sigana
giinde 6 saat haftada ise 5 giin olmak iizere toplam 6 hafta seklinde uygulamis ve deneklerde

arka bacak giigsiizliikleri ve kas dejenerasyonlar1 gozlemlemislerdir.

Antioksidan molekiiller, hiicre i¢inde iiretilebilen veya hiicre disindan alinabilen yapilar
olup, oksidatif strese sebep olan oksidan molekiillerden kaynakli hasari etkisiz hale
getirirler. Stiperoksit dismutaz, glutatyon-S-transferaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon
rediiktaz, katalaz ve sitokrom oksidaz hiicre i¢inde serbest radikallerle etkilesime giren

enzimler olup antioksidan savunmayi saglarlar [75].

Dasgupta ve digerlerinin (2018) calismasinda ise sheepshead minnow larvae hiicrelerini
oksidatif hasardan koruyan SOD, CAT ve GSH gibi enzimatik bilesenlere sahip cesitli
antioksidan savunma sistemlerin varligi belirtilmistir [74]. Bizde ¢alismamizda gruplarin
ortalama katalaz (uM formaldehit/100 mg doku) ve SOD (U/100 mg doku) degerlerini
belirleyerek gruplara gore karsilagtirma yaptik. Kontrol grubu ortalama SOD degeri, 24, 72
ve 96. saat NaOM diisiik ve yiiksek dozlardaki SOD (72. Saat yiiksek doz da anlamli bir
degisiklik olmamustir) degerleri ortalamalariyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli sekilde azalma saptanmistir (p<0.05).

72.saat yiiksek doz SOD degerleri, 24. ve 72. saat NaOM diisiik ve yiiksek dozlardaki SOD
degerleri ortalamalariyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde artis
saptanmigken (p<0.05); 96. saat NaOM diisiik ve yiiksek dozlardaki SOD degerleri
ortalamalariyla  karsilagtirilldiginda  istatistiksel —olarak anlamli  sekilde azalma

saptanmistir(p<0.05).

96. saat NaOM yiiksek doz SOD degerleri,72. Saat NaOM diisiik doz ve 96. saat NaOM
diistik dozlardaki SOD degerleri ortalamalariyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak

anlamli sekilde azalma saptanmistir(p<0.05).

SOD diizeyleri ii¢ zaman araligindaki her iki dozda da kontrol grubuna goére azalirken, 72.
saat yliksek dozda artis egilimi gosterip 96. saat dozlarinda ise azalma egilimindedir. SOD
degerlerindeki bu degisimler antioksidan kapasitenin azalma egiliminde oldugunu, 72.
saatde artis gostererek korundugunu ve 96. Saatte maruziyetin devam etmesi ile antioksidan

kapasitenin azalma egiliminde oldugunu gosterir.



50

Kontrol grubu ortalama CAT degeri, 24, 72 ve 96. saat NaOM diisiik ve yiliksek dozlardaki
CAT degerleri ortalamalariyla karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde artma

saptanmustir (p<0.05).

24. saat NaOM diisiik doz CAT ortalama degeri, 72. saat NaOM yiiksek doz ve 96. saat
yiiksek ve diisiik doz CAT ortalama degerleri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli sekilde azalma saptanmistir (p<0.05). Bu degerler bize antioksidan kapasitenin ilk
24 saatte korundugunu fakat maruziyetin devam etmesi ile antioksidan kapasitenin

azaldigini gostermektedir.

Bulgularimiza benzer sonuglar Sepici Dingel ve digerlerinin (2012) ¢alismasinda da
gortilmektedir. Karbarile maruz birakilan tatli su istakozlarinin kas dokularinda SOD, CAT,
GPX antioksidan enzim diizeylerinde farklilik gozlemlenmis ve solunga¢ SOD diizeylerinde

kontrol grubuna goére azalma gozlemlenmistir [76].

8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG), DNA’da piirin artiklarinin ROS ile indiiklenen
degisiklikleridir. 8-OHdG guaninin 8-hidroksilasyonu sonras, spesifik enzimatik boliinmeyi
takiben olusan oksidatif DNA hasarimin bir lriinii ve oksidatif stresin gosterilmesinde

onemlidir ve hassas bir belirleyicidir. [73].

Calismamizda DNA/RNA hasar diizeyi 8-OHdG (pg/100 mg doku) 24. saat NaOM diisiik
doz ortalamasi, 72. saat NaOM yiiksek doz ortalamasiyla karsilastirildiginda, istatistiksel
olarak yiiksek diizeyde anlamli bulunmustur (p=0.006). Zebra baliginda NaOM’un neden
oldugu gelisimsel kusurlarda oksidatif hasarin 6nemli bir rol oynayabilecegini

diistinmekteyiz.

Sepici Dingel ve digerleri (2011), fenitrotiyona maruz kalan sazanlarin (Cyprinus carpio L.)
doku DNA hasar1 ve mikroniikleus testi ile genotoksisite degerlendirmesini yapmislardir ve
Karaciger dokusu igin Onemli olgiide artmus S8OHAG/10%dG seviyesi gozlemlerken,
solungagta degisen DNA hasar miktar1 ve beyin dokusunda artmis DNA hasari tespit
etmislerdir [77].

Ipigiiriik’{in yaptig1 calismada farkli konsantrasyonlar da g¢inko/bakir (Zn/Cu) piritiyona

maruz birakilan zebra baliklarinda meydana gelen olasi toksik etkiler DNA hasar1 ve
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oksidatif hasar belirteglerinde gozlenen degisiklikler ile agiklanarak bu biyokimyasal
parametreler endokrin bozucu biyobelirteg olarak degerlendirmistir. Calismada Zn ve Cu
piritiyonun maruziyet siiresi arttik¢a toksik etkinin de arttigi gézlemlenmistir. Yapilan
deneyler sonucunda lipid peroksidasyonu diizeyinde artmis toksik etkinin akut dénemde

degil artan maruziyet siiresine bagl olarak ortaya ¢iktig1 gdzlemlenmistir [71].

Olin Corporation tarafindan Primer sican hepatosit kiiltlirleriyle yapilan DNA sentezi
testinde; siganlar, konsantrasyonlar1 7.1, 22, 71 ve 220 mg / ml olan NaOM’e maruz
birakilmig ve en yiiksek iki konsantrasyonun sitotoksik oldugu sonucuna ulagmislardir. DNA

onarim sentezinin NaOM ile indiiksiyonu gozlemlememislerdir [42].

Sodyum omadinin, denizler ve tath sular gibi sucul ortamlarda, ortamdaki diger maddelerle
etkilesime girmesi sinerjistik veya antagonistik etkiler yaratabileceginden, bu maddelerle

birlikte de ¢aligilmalidir.

Kullanilan NaOM dozuna bagli olarak tiim zaman araliklarinda antioksidan enzim olan
katalaz miktarindaki artig ilk 24 saatte diger zaman dilimlerine gore daha belirgindir. Bu
degerler maddeye bagli artmis 2. basamak antioksidan enzim sisteminin adaptasyonunu
gostermektedir. SOD enzim diizeylerindeki tiim zaman araliklarindaki azalmayi takiben
reaktif oksijen radikallerinin kontrol altina alindigi, azaltildig1 ve organizmanin koruyucu
diger antioksidan sistemlerinin etkin oldugunu diisiinebiliriz. Maddenin belirgin DNA

hasarina neden olmamasi da akut etkileri ve adaptif mekanizmalar1 desteklemektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sucul ekosisteme, kimyasal bir madde girisinin, sucul canlilar {izerindeki etkisinin
arastirtlmasi son zamanlarda daha da bir 6nem kazanmistir. Bu maddelerin sucul canli
organizmalarda molekiiler diizeyde olusturdugu degisimlerden baslayarak su dis1 yasama da
etki ettigi goz Onilinde bulundurulup, arastirmalarin 6zellikle ticari kaygilarla kullanilan

kimyasallar tizerinde yogunlasmasini gerektirmektedir.

Sodyum omadin, antifouling maddedir; canlilarda antibakteriyal ve antifungal etkiler igin
yaygin kullanilan bir biyosittir. Bu ¢aligmada, sucul toksisitesi ve insanlar tizerine muhtemel
olumsuz etkileri zebra tiirii baliklarda toksik maruziyet konsantrasyonunda, genotoksik ve
antioksidan sistem iizerine etkilerinin arastirilarak bilime, korunma ve tedavi yontemlerine

katki saglanmasi amaglanmistir.

Oksidatif stresin, ¢esitli hastaliklarin patogenezinde 6nemli rol oynadiginin belirlenmesi,
son yillarda c¢evresel kirleticiler ile iligkili olarak konuya verilen 6nemin giderek artmasina
neden olmustur. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) tiretimi DNA’nin yapisinda hasara yol
acabilir. Artmis ROS, DNA’nin yani sira, lipit ve proteinler gibi makro molekiillerin

oksidatif hasarini da hizlandirabilir.

Sodyum omadin ile ilgili literatiirde nadir bilgiye rastlanmaktadir. Yapilan deneyler
sonucunda ¢alisma grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda zebra baliklarinda DNA

hasar1, SOD ve CAT enzim diizeyleri tiim viicut dokusunda belirlenmistir.

Sonug olarak subletal konsantrasyonlarda NaOM maruziyetin zebra baliklarinda akut
genotoksik etki gostermedigi ve antioksidan sistem {izerine etki ederek hasara yol actigi,

maruziyet siiresinin devami ile tamir mekanizmalarinin etkin olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Calisma kapsaminda elde edilen veriler dogrultusunda NaOM’in uzun siireli veya yiiksek
dozlarda kullantminin, besin zinciri yoluyla insanlar ve hayvanlar tizerinde akut ve subakut
toksik etkilerinin goriilebilecegi diisliniilmistiir. Elde edilen bulgular NaOM ile ilgili sucul

canlilarda yapilacak ¢alismalara da zemin hazirlamistir.
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Mevcut literatiirde tim canli hayvanlarda kimyasal aracili kotii etkilerin tanimi mevcut
degildir, tiire 6zgii memeli ve memeli olmayan (omurgasiz, balik, amfibi ve kus) canlilarda
OECD ve EPA’nin ilgili yonergeleri de yetersiz kalmaktadir. Ilerleyen zamanda ise NaOM
kullannmi1 yogun olarak baslamakla birlikte heniiz etki mekanizmasi tam olarak
aciklanamadigindan zararlari net olarak ortaya konulmus degildir. Bu ¢alisma ile literatiire
temel veri saglanmistir. Literatiir bilgisi daha c¢ok ¢inko-bakir pyrithione {izerine

yogunlasmaktadir.

Diinyanin dortte {igiiniin sularla kapli olmasindan yola ¢ikarak Tiirkiye’nin {i¢ tarafinin da
denizlerle ¢evrili bir yarimada tilkesi olmasi deniz trafigimizin hayli yogun oldugunun bir
gostergesidir. Deniz araglarmin karasularimizdan yogun bir sekilde gecis saglamasi
sularimizin da bir sekilde bu kimyasallara maruz kaldigimi gosterir. Bu konuda gerekli

adimlarin atilmasi ancak bu alanda yapilan arastirmalari artmast ile olacaktir.
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