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OZET

Cevresel kirlilik modern insan yagaminda 6nemli sorunlardan biri olarak ele alinmaktadir. Artan
niifus ve sanayi ile birlikte tiiketim ihtiyaci artmig ve bu dogrultuda iirlinlerdeki zararlilarin
uzaklastirilmasi ve iirlin verimi agisindan kimyasal maddelere yonelim de artig gostermistir. Diinyada
pestisitlerin agir1 kullanimi1 6zellikle sucul canlilari olumsuz etkilemektedir. Bu tez ¢aligmasinin
amaci; endokrin bozucu oldugu bilinen sentetik piretroid insektisitlerden siflutrin ve fenilprezol
insektisit ailesinden fipronilin sucul bir model organizma olan zebra baliklarinda (Danio rerio,
Hamilton, 1822) DNA metilasyon mekanizmasinin arastirtlmasidir. Arastirma akut toksisite ve DNA
metilasyonu deneyleri olmak {izere iki boliimde yiiriitiilmiistiir. Akut toksisite deneylerinde ortalama
boylar1 2,514+0,49 cm ve agirliklar1 0,14+0,06 g olan zebra baliklar1 kullanilmistir. Laboratuvara
adaptasyonlar1 saglanan 100 adet balik, 5 adet akvaryuma esit sekilde dagitilmis ve adaptasyon
stirecinde 6liim oraninin %5’ten az olmasina dikkat edilmistir. Kontrol grubu, deney gruplarinda ise
test kimyasallarinin LCsy degerinin 1/10 ve 1/100’1 (siflutrin 3,61 pg/L ve fipronil 1,81 pg/L)
almarak dozlama yapilmistir. Deney grubundaki akaryumlarda 96. saat ve 7. giinde metabolik
artiklart sucul ortamdan uzaklagtirmak amaciyla akvaryum sular1 degistirilerek dozlama
tekrarlanmustir. 7. giiniin sonunda baliklar bas ve kuyruk kisimlar1 kesilerek, -80°C’de saklanmustir.
Bu calismada belirlenen CYPI1A4, HSP70 genleri ile li¢ adet ACTB, B2M ve EF1A referans gen
calisilmistir. Sonug olarak siflutrin ve fipronil i¢in Sanger dizileme metilasyon yiizdeleri gruplara
gore ayr1 ayr1 hesaplanmis ve Grup 1 (Kontrol) yiizdesi 28,36; Grup 2 (fipronil 7. giin diisiik doz)
26,73; Grup 3 (fipronil 7. giin yliksek doz) 27,65 olarak belirlenmistir. Siflutrin pestisit gruplarinda
ise Grup 4 (siflutrin 96. saat diisiik doz) 27,26; Grup 5 (siflutrin 96. saat yiiksek doz) 28,31; Grup 6
(siflutrin 7. giin disiik doz) 28,26 ve Grup 7 (siflutrin 7. giin yiiksek doz) 28,22 olarak verilmistir.
Yeni nesil dizi analizi istatistik sonuglarina gore ise p<0,05 olmak iizere CG, CHG ve CHH
bolgelerinde ortalama farklar 0,05 seviyesinde anlamlidir ve genler arasinda anlamls iliski bulundugu
belirlenmistir. Cevre kirleticisi olan iki pestisitin sucul organizmalar iizerine etkilerinin belirlenmesi
ve gevresel epigenetik ile literatiire katki saglanmustir.
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ABSTRACT

Environmental pollution is considered one of the important problems in modern human life. With
the increasing population and industry, the need for consumption has increased, and accordingly, the
tendency towards chemical substances has increased in terms of removing pests from products and
product efficiency. Excessive use of pesticides in the world negatively affects especially aquatic
organisms. The purpose of this thesis study is to investigate the DNA methylation mechanism of
cyfluthrin, a synthetic pyrethroid insecticide known to be an endocrine disruptor, and fipronil, a
member of the phenylprezole insecticide family, in zebrafish (Danio rerio, Hamilton, 1822), an
aquatic model organism. The research was conducted in two parts: acute toxicity and DNA
methylation experiments. Zebrafish with an average length of 2.51+0.49 cm and a weight of
0.14+0.06 g were used in acute toxicity experiments. 100 fish adapted to the laboratory were
distributed equally among 5 aquariums, and care was taken to ensure that the mortality rate was less
than 5% during the adaptation process. In the control group and experimental groups, dosing was
done by taking 1/10 and 1/100 of the LC50 value of the test chemicals (cyfluthrin 3.61 pg/L and
fipronil 1.81 pg/L). In the aquariums of the experimental groups, dosing was repeated by changing
the aquarium water at the 96th hour and on the 7th day to remove metabolic residues from the aquatic
environment. At the end of the 7th day, the head and tail parts of the fish were cut off and stored at -
80°C. In this study, the determined CYPIA, HSP70 genes, and reference genes ACTB, B2M,
and EF1A4 were studied. As a result, Sanger sequencing methylation percentages for cyfluthrin and
fipronil were calculated separately according to groups and the percentage of Group 1 (Control) was
28.36; Group 2 (fipronil day 7 low dose) 26.73; Group 3 (fipronil high dose on day 7) was determined
as 27.65. Among the cyfluthrin pesticide groups, Group 4 (cyfluthrin 96th-hour low dose) was 27.26;
Group 5 (cyfluthrin 96th-hour high dose) was 28.31; Group 6 (cyfluthrin day 7 low dose) was 28.26
and Group 7 (cyfluthrin day 7 high dose) was given as 28.22. According to the statistical results of
the next-generation sequence analysis, the average differences in the CG, CHG, and CHH regions
were significant at the 0.05 level, with p<0.05, and it was determined that there was a significant
relationship between the genes. Contributions were made to the literature by determining the effects
of two pesticides, which are environmental pollutants, on aquatic organisms and environmental
epigenetics.
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Key Words : Zebrafish, DNA methylation, fipronil, cyfluthrin, Sanger
sequencing, Next generation sequencing
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1. GIRIS

Cevresel kirlilik modern insan yasaminda one ¢ikan sorunlardan biri olarak ele alinmaktadir.
Cevresel kimyasallardan pek ¢oguna maruz kalma insanlar ve ekosistemdeki tiim canlilarin
endokrin siireglerini etkileyecegi i¢in son donemde olduk¢a 6nemli hale gelmistir. Diinya
niifusunun artisina bagli olarak tarim alanlarinin giin gectikge kullanim kapasiteleri
azalmaktadir ve bununla birlikte giinlimiiziin 6nemli sorunlarinin basinda gelen aglik sorunu
ortaya c¢ikmaktadir. Giibreleme ve verim artist i¢in pek ¢ok zararli i¢in miicadele
edilmektedir. Bu zararlilar verim kaybina sebep olmaktadir, onlarla miicadelede kullanilan
baz1 yontemler zahmetli, uzun ve maliyetli oldugu icin de kimyasal maddelerin kullanim1

Onem kazanmaktadir.

Pestisit olarak adlandirilan kimyasal madde grubu zararlilarla miicadelede Onemli yer
tutmaktadir. Son yillarda bu maddelerin asir1 ve bilingsiz kullanimlar1 insan ve ekosistem
icin bilyiik bir tehdit olusturmaktadir. Birlesmis Milletler Cevre Programinda kurulan Diinya
Saglhk Orgiitii (WHO) pestisit ve gesitli kirleticilerin de iginde yer aldig1 yiiz yetmis alt1
(176) adet bilesik listesi yayimlamistir (Ying, 2011). Diinyada pestisitlerin asir1 kullanimiyla
birlikte saglik iizerindeki etkilerinin de hizla artmasi1 kaygiyr beraberinde getirmektedir.
Yapilan aragtirmalar kapsaminda bu maddelerin ¢esitli saglik sorunlarina neden oldugu
ortaya konmus ve daha sonra kullanimlarina kisitlama getirilmis veya yasaklanmstir.
Sadece tarim alaninda degil diger tiim alanlarda (halk sagligi, sivrisinek veya zararli bocek
tirleri ile miicadelede) kullanimlart giin gectikge artis gostermistir. Pestisitler
kullanildiklarinda dogrudan veya dolayli yollarla topraga oradan da yagmur sulari ile yer alt1
sularina karisarak deniz, gol, akarsu gibi yerlerde bir araya gelerek besin zinciri araciligiyla
insanlara ulagsmaktadir. Kullanilan bu maddelerin ¢ok az bir kismi1 hedef organizmaya
ulagmakta olup geri kalan kisim hedef dis1 canlilar1 ve ekosistemi olumsuz etkilemektedir.
Bu maddelere maruz kalan insanlarda toksik 6zellik gosterebilmektedir ve bu etkiler akut ve
kronik olmak tizere iki farkli yolla ortaya ¢ikmaktadir. Akut toksisite, pestisit dozunun tek
sefer alinmasiyla aniden ortaya ¢ikarken, kronik toksisite ise diisiik dozlarin uzun siire
alinmasi sonucu ortaya c¢ikmaktadir (Costa, 2008; Mahmood, Imadi, Shazadi, Gul ve

Hakeem, 2016).



Bu etkiler goz 6niine alindiginda; 1990'larin basinda ortamda meydana gelen dogal ve insan
yapimi maddelerin vahsi yasamda ve insanlarda gelisim ve ¢ogalmayi olumsuz etkiledigi
icin endokrin bozulma hipotezi olarak ortaya ¢ikmis ve o tarihten itibaren ¢aligmalarda artig
gbozlenmistir (Colborn, Vom Saal ve Soto, 1993; Segner, 2009). Endokrin bozucu
kimyasallar dogal ve sentetik olarak ekosistemde yer almaktadir. Endiistriyel {iriinlerden
plastik gibi maddeler giinlik hayatta ve diger alanlarda oldukg¢a fazla kullanilmaktadir.
Tarim ilaglar1, kozmetik iiriinleri, organik ¢oziiciiler, bebek bakim iiriinleri gibi pek c¢ok
alanda karsimiza ¢ikmaktadir ve bu maddelere maruziyet deoksiriboniikleik asit (DNA)
yapisint etkileyerek epigenetik degisikliklere neden olabilmektedir. Yapilan ¢alismalar,
toksik maddelere maruz kalan omurgalilarda, gen transkripsiyonunu etkileyen epigenetik
mekanizmanin DNA metilasyonu ile iliskili oldugu gosterilmistir. (Corrales ve digerleri,

2014; Kamstra, Alestrom, Kooter ve Legler, 2015; Stromqvist, Tooke ve Brunstrom, 2010).

Epigenetik mekanizmalar;, DNA metilasyonu, histon modifikasyonu ve kodlamayan
RNA'lar olarak smiflandirilmaktadir ve hepsi de kromatinin yapisini etkilemektedir.
Epigenetik modifikasyonlarin beslenme, endokrin bozucu kimyasal maddelere maruz kalma
gibi i¢ ve dis ortamdaki degisikliklerden etkilendigi bilinmektedir. Bu uyaranlarin epigenetik
yapilardaki gen diizenlemesi tizerindeki etkileri ¢evresel epigenetik olarak tanimlanmaktadir
(Baylin ve Jones, 2011; X. Wang, Spandidos, H. Wang ve Seed, 2012). Gen ifadesi,
transkripsiyon faktorlerinin ve arttiricilarin gen promotorlerine erigimi ile diizenlenir ve bu
da DNA'nin (DNA metilasyonu) veya histonlarin (asetilasyon, deasetilasyon, metilasyon ve
fosforilasyon) molekiiler modifikasyonlar1 gibi epigenetik mekanizmalar tarafindan kontrol
edilir. Bu mekanizmalardan en ¢ok ¢alisilan DNA metilasyonu olmustur. DNA metilasyonu
genom bakiminda ve gen susturmada rol alan tipik epigenetik bir mekanizmadir. Zebra baligi
gibi omurgali model organizmalarda sitozin-guanin diniikleotit (CpG) motiflerinde
gozlenmektedir. Cevresel stres ve kimyasal maddelere maruz kalma gibi uyaranlarla birlikte
DNA metilasyon durumunda farklilasma ortaya cikabilmektedir. DNA metilasyonunu
etkileyen durumlar, belirli hiicresel sinyal yollarmi baskilayarak metabolik hastalik
tablosuna, farkli gelisim siireclerine ve kansere sebep olmaktadir. Yapilan bir ¢alismada
DNA metilasyonunun yagamin erken donemlerinde dis ¢evresel olumsuzluklara karsi ¢ok
hassas oldugunu gdstermistir. Ayni zamanda beyin fonksiyon bozuklugu gibi norotoksik
etkilere neden olabilecek DNA metilasyon mekanizmasinin aydinlatilmasina biiyiik 6nem
verilmig ¢aligmalar mevcuttur (Dorts ve digerleri, 2016; Qian, Ji, Yue ve Zhao, 2017; 2019;
Khor, Soga ve Parhar, 2016).



Cevresel toksikoloji arastirmalarinda DNA metilasyon analizleri i¢in model organizma
olarak zebra baliklarmin kullanilmasi degerlidir ve bazi hususlarin dikkate alinmasi
gerekmektedir. Metilasyon yolaklarinda bulunan proteinlerin roliinii ve toksik maddelerle
etkilesimlerini aydinlatabilmek i¢in gen inaktivasyonu veya asir1 ifadelenmesi gibi
fonksiyonel c¢aligmalarin yani sira protein analizi de yapilabilir. Bu tiir g¢aligmalar,
epigenetigin toksikolojideki roliinii anlamak i¢in uygun bir model organizma olarak zebra
baliginin kullanilabilirligini artirabilmektedir. Maruziyet sonucunda metillenmis DNA
bolgelerini tespit etmek olduk¢a gilic olup genom capinda analizlerin 6rnegin, tiim genom
dizi analizi-WGBS gibi analizler ilk tarama yontemi olarak Onerilmektedir. Sekans
analizlerinde Sanger dizileme yontemi ve yeni nesil dizileme yontemi de olduk¢a 6nem

kazanmustir.

Bu aragtirmada iki 6nemli pestisit olan siflutrin ve fipronilin zebra baliklarina farkli dozlarda
maruz birakilmasi sonrasinda belirlenen genler {izerindeki metilasyon durumlari
incelenmistir. Arastirma icin bisiilfit sekanslama yontemi ile metile DNA’lar belirlenerek

veriler yorumlanmistir.

Calisma; endokrin bozucu oldugu bilinen ve iizerinde bir¢ok calismanin siirdiirildigi
siflutrin ve fipronilin sucul bir model organizma olan zebra baliklarinda maruz birakilan doz
ve siire sonucunda (96. saat ve 7. giin) belirlenen genler (HSP70, CYP1A) incelenerek bu
bolgelerde meydana gelebilecek metilasyon durumunun incelenmesi amaciyla
olusturulmustur. Tez calismasindan elde edilen sonuglarin, risk degerlendirme siirecinde
endokrin bozucu kimyasallarin toksisitesinde ortaya ¢ikan anahtar molekiiler

mekanizmalarin daha iyi anlasilmasina katki saglamasi beklenmektedir.






2. GENEL BIiLGILER

2.1. Endokrin Bozucu Kimyasallar (EBK)

Endokrin bozucu kimyasallar; saglikli bir canlida veya onun gelecek nesillerinde endokrin
sistemin fonksiyonunu olumsuz etkilemektedir. Ayn1 zamanda gelisim, ilireme, sinir ve
immiin sistemi de olumsuz etkileyerek ciddi saglik sorunlarina sebep olan ve disaridan
aliman madde veya madde karisimlar1 olarak tanimlanmaktadir (Amir ve digerleri, 2021;
Arsenescu ve digerleri, 2008; Collotta, Bertazzi ve Bollati, 2013; Liu ve digerleri, 2016;
Seralini ve Jungers, 2021). Ilk kez 1991 yilinda Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma
Ajanst (US EPA) tarafindan endokrin bozucular olarak adlandirilmislardir (Diamanti-
Kandarakis ve digerleri, 2009). Bu kimyasallar ayni zamanda endokrin modiilatorler,
cevresel hormonlar, endokrin taklit¢iler ve endokrin aktif bilesikler olarak da bilinmektedir

(Yang, Kim, Weon ve Seo, 2015).

Cevrede pek ¢ok formda serbest olarak bulunabilir ve yap1 ve fonksiyon olarak; dogal
hormonlar, sentetik hormonlar, fitoostrojenler, klorlu pestisitler, poliklorlu bifeniller
(PCBs), fitalat ve alkilfenoller gibi endiistriyel kimyasallar1 icerirler (Galvez-Ontiveros,
Péaez, Monteagudo ve Rivas, 2020). Giindelik yasamda kullanilan {irtinlerde (gida, plastik
esyalar, metal kutular, oyuncaklar, kozmetik {irtinler, zirai ilaglar vb.) bulunmakta ve gida
iiretiminde siklikla tercih edilmektedirler (Yilmaz, Terekeci, Sandal ve Kelestimur, 2020).
Gida ve su ile karisim halinde insana ulasabilen bu kimyasallar, dnemli bir risk olusturarak,
sucul ortamlarda etkileserek antagonistik, aditif ve sinerjistik etkiler gdsterebilmektedir. Bu
kimyasallar dogada tek basmna bulunmazlar, diger kimyasallarla birlikte kokteyl/corba
formunda yer alirlar. Dogal hormonlarin sentezi, salgilanmasi, taginmasi, aktivitesi veya
eliminasyonu ile etkilesime girerek hormonlarin hareketlerini engelleyebilir veya taklit
edebilir ve boylece ¢ok cesitli yan etkiler olustururlar (Sekil 2.1.) (Caballero-Gallardo,
Olivero-Verbel ve Freeman, 2016; Matthiessen, Wheeler ve Weltje, 2018; Mnif ve digerleri,
2011; Seralini ve Jungers, 2021; Tutang, Cansiz, E. Emekli-Alturfan ve A. Alturfan, 2021;
You ve Song, 2021;).
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Sekil 2.1. Endokrin bozucu kimyasallarin hormonlari taklit etme ve engelleme yontemleri
(Tutang, Cansiz, E. Emekli-Alturfan ve A. Alturfan, 2021).

Endokrin bozucu etkilere bagh olarak; omurgasizlar (Gooding, Wilson, Folmar, Marcovich
ve LeBlanc, 2003; Heidrich, Steckelbroeck ve Klingmuller, 2001), siiriingenler, baliklar
(Crain, Guillette Jr, Rooney ve Pickford, 1997; Sultana ve digerleri, 2021; Teta ve Naik,
2017), kuslar (Vos ve digerleri, 2000), ve memeliler (Mnif, Pillon, Balaguer ve Bartegi,
2007) ¢alismalarda kullanilmistir. Birgok farkli canli tiirlerinde ¢alismalar mevcut olup son

yillarda da artig gostermistir (Diamanti-Kandarakis ve digerleri, 2009; You ve Song, 2021).

2.1.1. Endokrin bozucu kimyasallarin siniflandirilmasi

Endokrin bozucu kimyasallar endokrin sistemin gelisimi ve fonksiyonunu degistiren,
ekzojen madde veya madde karisimlari olarak tanimlanmaktadir (Azzouz, Colon, Souhail ve
Ballesteros, 2019; Vos ve digerleri, 2000; Wang ve Baskin, 2008). Bunlar dogal olarak
bulunabildikleri gibi farkli sentetik ve endiistriyel {irlinlerin igerisinde de bulunabilirler.
Canlilar tarafindan iretilen dogal endokrin bozucular fitoostrojenler olarak
tanimlanmaktadir.  FitoGstrojenler; ayrica Ostrojenik, antioksidan, antiproliferatif,
antiinflamatuvar ve antiostrojenik etki gosterir. Dogal endokrin bozucu maddelerin yar1
omiirleri kisa oldugu i¢in dokularda birikmez ve viicuttan kolaylikla atildiklarindan 6nemli
yan etki olusturmazlar. Ornek olarak giinliik hayatta siklikla tiiketilen elma, havug, patates,
kahve vs. verilebilmektedir (Rietjens, Louisse ve Beekmann, 2017). Sentetik endokrin
bozucular ise tarimda, endiistride ve evlerde kullanilan farkli iriinlerin icerisinde yer

almaktadir. Dietilstilbestrol (DES) 1940’11 yillarda kadinlara recete edilmis olan ilk sentetik



non-steroid yapidaki Ostrojen olarak tarihe gecmistir. Yaygin olarak kullanilan EBK’lar

Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Baglica endokrin bozucu kimyasallar

Fitodstrojenler Glisetein, Prunetin, Desmetilangolestin, Daidzein, Formononetin, Pratensein,

Genistein, Ekuol, Biokanin—A, Enterolakton

Fitalatlar Butil benzil fitalat, Di-heksil fitalat, Di-etilheksil fitalat, Di-n-butil fitalat, Di-
n-fenil fitalat, Di-propil fitalat, Dikloroheksil fitalat

Pestisitler Etilparation, Atrazin, Benomil, Metoksiklor, Karbaril, Klordan, Endosulfan,

Heptaklor, Kepon, Vinklozolin, Ketokonazol, Lindan, Malation, Trifluralin

Organohalojenler Furanlar, Dioksinler, Hekzaklorobenzen, Pentaklorofenol, Poliklorine
bifeniller

Agir metaller Civa, Arsenik, Kursun, Kadmiyum, Uranyum,

Ilaglar Dietilstilbestrol, Simetidin, Dogum kontrol haplari

Digerleri Etan dimetan, Sulfonat, Bisfenol A, B ve F, Metanol, Benzofenol, 2,4-
diklorofenol

2.1.2. Endokrin bozucu kimyasallarin etki mekanizmasi

Endokrin bozucu etkilerin anlasilmasi icin, bir¢ok bilesenden olusan bir sistem olan
endokrin sistem hakkinda net bir fikre sahip olmak gerekmektedir. Endokrin bozucular
hormonlarla ayn1 6zellikleri gosterirler. Bu maddeler etkilerini niikleer reseptorlerle, niikleer
olmayan steroid hormon reseptdrleriyle, non-steroid reseptorler veya karmasik enzimatik
yollarla gostermektedir. Ayni zamanda bu kimyasallar reseptorler aracilifiyla etki
gosterebilecegi gibi hormonun yapimi, yikimi, tasinmasi ve atilimini artiric1 veya azaltict
yonde etki gosterirler (Diamanti-Kandarakis ve digerleri, 2009). Dogrudan reseptor
sinyallemesine miidahale ederek veya herhangi bir baska sinyal yolunu 6zellikle
ksenobiyotik maddenin metabolizmasinda 6nemli rol oynayan bir reseptdr olan aril
hidrokarbon reseptoriinii (AhR) aktive edip etkileyebilir. Bu maddeler dstrojen reseptorii-o
(ERa) ve 6strojen reseptorii-f (ERP) ile diisiik baglanma 6zelligine sahip olsa da diinyada
oldukca fazla kullanilmaktadir (Shanle ve Xu, 2011). Taklit¢i endokrin bozucular §strojenler
ve baska niikleer reseptorler arasindaki ERa baglantili transkripsiyonel aktiviteyi ve ayni
zamanda bliylime faktorii modiilasyonunu da bozarlar. G protein bagl reseptér (GPR30) ve
ERa araciligiyla, ERa bagimli kinaz yolaklarini da uyarabilmektedirler (Watson, Bulayeva,

Wozniak ve Alyea, 2007).



Endokrin bozucu kimyasallar dogrudan kan hormon seviyelerine etki ettikleri icin
norotoksik maddeler, karsinojenler ve agir metallerden ayrilmaktadirlar. Ayn1 zamanda
lipofilik 6zellige sahip olup kismen de olsa taklit ettikleri endojen hormon ligandina yap1
olarak benzerlik goOstermektedir. Calismalarda uygulanan dozlar g6z Oniinde
bulunduruldugunda yiiksek dozlar hi¢bir etki gdstermezken, orta veya diisiik dozlar daha
fazla etki gosterebilmektedir. Bu durumun sebebi olarak ayni endokrin bozucu kimyasalin
konsantrasyonuna bagli olarak agonist ve antagonist olarak hareket edebilmeleri ve birden

fazla etki sekline sahip olabilmeleridir (Kabir, E.R Rahman ve M.S Rahman, 2015).

2.1.3. Endokrin bozucu kimyasallarin toksisitesi

Endokrin bozucu kimyasallarin insan sagligini etkiledigi bilinmektedir 6zellikle de tiroit
fonksiyonlarini ve lireme sistemini etkilemesinin yani sira bagka bir¢ok etkisinin oldugu da
yapilan ¢alismalarla gosterilmistir. Bu maddelere maruz kalinan doz arttik¢a veya etkilenme
stiresi uzadik¢a ortaya ¢ikabilecek olumsuz etkiler daha da siddetli hale gelebilmektedir.
Ayrica bu maddeler insan ve hayvanlarda iireme, kanser, bagisiklik, dogum kusurlari,
gelisimsel bozukluklara ve diger organ bozukluklarina neden olabilmektedir (Kuzukiran ve
digerleri, 2018). Endokrin bozucu kimyasallardan olan pestisitler anti-androjenik ve

ostrojenik etkiler gostermektedir (Abubakar ve digerleri, 2020; Stoker ve Kavlock, 2010).

Genis bir kullanim alanina sahip olan bu maddelerle giinliik hayatta siklikla
karsilagilmaktadir. Uzun siireli maruziyet durumunda ise zararh etkileri artig gostermektedir.
Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) ile Avrupa Komisyonu (EC) gibi kuruluslar
tarafindan belirlenmis olan “izin verilen en yiiksek derisim oran1” ve “kabul edilebilir giinliik
alim” gibi baz1 limitler ile yasal diizenlemeler yapilmistir. Ornegin, maruziyetin doz ve
stiresi, maruz kalma dénemi, maruziyetin yolu, bircok maddeye ayn1 anda maruz kalma gibi
etkiler gelecek nesiller i¢in de epigenetik agidan risk olusturmaktadir. Bu durumda 6zellikle
maruz kalma yast ¢cok onemlidir. Ciinkii yetiskinlik donemi maruziyet sonuglart dnemli
olmakla birlikte, gelisimin ilk donemlerinde bu maddelere maruz kalma yasamin geri kalan
kismini da etkileyen sonuglara yol agmaktadir (Bourguignon ve digerleri 2016; Gore ve
digerleri 2015; Yirun ve digerleri, 2021). Endokrin bozucu kimyasallarin kullanimlarindan
veya maruziyetinden sonra belirli bir siire ge¢gmis olsa bile organizma viicudunda ve ¢evrede
bulunabilmeleri s6z konusudur. Bu sebeple bazilar1 uzun yarilanma 6mriine sahip olduklari

icin insanlarin ve diger canlilarin sagliklarinda uzun siire dahi tehlikeli sonuglar



olusturabilirler (Porte ve digerleri, 2006). Yarilanma siireleri uzun olan maddelerin
dayaniklilik direnci artacagi icin, birikerek veya besin zincirinde bir basamaktan bagka bir

basamaga taginirlar (Annamalai ve Namasivayam, 2015; Yirun ve digerleri, 2021).

Cevresel kirletici maddeler dogal ortamlarda canlilarla etkilesime girmektedir ve bunun
sonucunda biyokonsantrasyon, biyoakiimiilasyon ve biyomagnifikasyon gibi bazi
kavramlarin bilinmesi onem kazanmaktadir. Biyokonsantrasyon; sucul ortamda bulunan
kimyasal maddelerin organizmanin viicuduna girerek burada birikmesi olayidir.
Biyoakiimiilasyon; kimyasal maddelerin canli viicuduna girerek birikmesi olay1r olup
kimyasallarin viicuttan atilim hizlar1 canli biinyesine giris hizindan yavas ise kimyasallar
birikmeye baslamaktadir. Ozellikle bu birikim yag dokuda yogunlasarak ileriki dénemlerde
ciddi olumsuz etkilere sebep olabilmektedir. Biyomagnifikasyon ise; organizmada biriken
maddenin besin zinciri araciligtyla diger canlilara gegmesi ve konsantrasyonunun katlanarak
artmasidir. Ornegin, pestisitler sucul omurgasiz veya omurgalilarin solungag, deri veya
sindirim sistemlerinden gecerek canli viicudunda hedef bir organda birikime neden
olabilmektedir. Bu pestisitin molekiil yapist kiiciik ise pasif difiizyon ile organizma
viicuduna alinir. Bu olayda sucul canlinin yasi, biiytikliigii, beslenme sekli ve metabolizma
hiz1 pasif difiizyonu etkilemektedir (Gaaied, Oliveira, Bihanic, Cachot ve Banni, 2019;
Wang ve digerleri, 2019).

2.2. Pestisitler

Diinya niifusunun hizla artmasi sebebiyle dogal kaynaklarin aginmasi ve kirlenmesine bagh
olarak, giivenilir 6zelliklere sahip gidalara olan ihtiya¢ giin gectik¢e artmaktadir. Pestisit
kalintilarinin, ¢evre kirliligi, gida glivenligi ve toksikoloji gibi ¢esitli uygulama alanlari i¢in

analiz edilmeleri 6nemlidir.

Tarimsal iiretimde biiylik 6nem tasiyan pestisitler, tarim, ormancilik ve hayvanciligi tehdit
eden zararlilar1 6nlemek veya kontrol altina almak i¢in kullanilmaktadir. Ayrica bitkilerin
biliylime ve gelismesini diizenlemek i¢inde kullanimlar1 yayginlasmaktadir. Son yillarda
tarimin hizla gelismesiyle birlikte giderek daha 6nemli bir rol oynayan pestisitlerin 2017
yilinda kiiresel kullanimi 4 milyon tonu asmistir (Bernardes, Pazin, Pereira ve Dorta, 2015;
Cui ve digerleri, 2023). Diinya iizerinde 1000’den fazla pestisit ¢esidi bulunmaktadir ve
bunlarin biiyiik bir cogunlugu da aktif olarak kullanilir. 2017 yil1 itibariyle 2019 yili Diinya
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Saghk Orgiitii (DSO) raporuna gore giiniimiize kadar belirlenmis olan ¢evre ve insan
sagligini tehdit eden 482 adet pestisit oldugu bildirilmistir. Bu pestisitlerin ise hepsinin farkli
ozelliklerinin bulundugu ve toksikolojik etkilerinin oldugu vurgulanmistir (WHO, 2019).
Ayrica Avrupa Pestisit Eylem Ag1 (PAN) raporuna gore ise pestisitlerin endokrin bozucu
etkileri ve etki gostermeyen maksimum doz oranlar1 bildirilmistir. Besinlerde kullanilacak
olan pestisit tiirlerinin pestisit limitleri bulunmaktadir. Maksimum kalint1 limit (MRL)
degerini asan tiim besinler insan sagliginm1 hem akut hem de kronik maruziyet ile

etkilemektedir (Damalas ve Eleftherohorinos, 2011; Lyssimachou ve Muilerman, 2016).

Pestisitlerin biiylik ¢ogunlugu sentetik olarak iiretilmekte olup kullanim amaglarina gore
insektisitler, herbisitler, fungusitler ve akarisitler vb. olarak siniflandirilir. Pestisitlerin
onemli derecede yan etkileri mevcuttur. Bunlardan bazilar1 reaktif oksijen iirtinleri iiretimi,
DNA’nin yapisindaki bazi1 degisiklikler, serbest radikallerin seviyesindeki artis, antioksidan
savunma sistemi iizerine etkiler olarak drnek verilebilir. Ayrica biliylime ile ilgili genlerin
ifade diizeylerini azaltic1 yonde etki, farkli tiirlerde hiicre ve dokularda 1s1 sok proteini
indiikleyicisi olma gibi pek cok etki de mevcuttur (Ceyhun, Aksakal, Kirim, Atabeyoglu ve
Erdogan, 2012).

Pestisit kirliligi sadece insan sagligini degil ayn1 zamanda ylizey ve yeralt:1 sulari, mikro ve
makro flora, toprak gibi pek ¢ok ¢evresel unsuru da olumsuz etkilemektedir (Atreya, 2008;
Kaushik, Satya ve Naik, 2009). Modern yasam tarim i¢in pestisit kullanimini biiyiik dl¢iide
tesvik etmektedir, hastalik etkenlerini ve hasereleri kontrol altina alarak halk sagligim
korurken ayn1 zamanda bilingsiz kullanim1 dogal ekosistemlerde istemeden kirlenmeye yol
acmaktadir. Tarimsal uygulamada genel olarak toprak 1slatma ve tohum kaplama ve yaprak
spreyleri olarak kullanilir. Aktif bilesenlerinin biiylik bir cogunlugu ise sizint1 ve akinti
yoluyla birlikte su kaynaklarina karisarak potansiyel bir tehdit olusturmaktadir. Tarimsal
iirlinlere pestisit uygulanmasindan sonra, uygulanan miktarin belirli bir kismi hedef {iriine
ulasamamakta ve ylizey sular1 gibi hedef dis1 ekosistemlerde kaybolmaktadir (Sekil 2.2)
(Jensen, 2019). Kisacasi, sucul canlilar pestisitlerin bilingsiz kullanimi sonucunda bu tiir
kirlenmis sucul alanlarda dogrudan etkilenmektedir. Bu yilizden pestisitlerin sucul canlilar
tizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi ve bu konu iizerinde Onemle durulmasi

gerekmektedir.
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Sekil 2.2. Pestisit yayilim yollar1 (Caglayan, Yavuz ve Sehiroglu, 2023)

2.2.1. Siflutrin

Siflutrin [(CAS Numarast: 68359-37-5) siyano (4-floro-3-fenoksi-fenil) metil3-(2,2-
dikloroetenil)-2,2-dimetilsiklopropankarboksilat]. Boceklerin kontrolii igin, bahgede, evcil
hayvanlar ve hayvancilikta, sivrisinek kontroliinde ve halk saglig: i¢in gerekli durumlarda
kullanilan nonsistemik bocek dldiiriiciilerin aktif maddesidir (Ila ve digerleri, 2008; Verma
ve digerleri, 2021). Siflutrinin 6zellikle baliklarda ¢ok yiiksek toksik (very high toxic<0,1
ppm) ozellik gosterdigi belirtilmistir (Fishel, 2005). Calismalarda, letal konsantrasyon
(LCso) yani bir grupta bulunan deney hayvanlarinin %50’sini 6ldiiren dozun konsantrasyon
degerleri belli olan siflutrinin belirlenen siirelerde toksisiteleri incelenmistir. Yapilan
calismalar sonucunda siflutrinin ylizey sularindaki degeri 5 ug/L olarak rapor edilmistir
(Kadiru, 2021; Lanteigne, Whiting ve Lydy, 2015; Yang, Hunter, Spurlock ve Gan, 2007).
Gilinlimiizde pek ¢ok yapilan ¢alismada endokrin bozucu kimyasallarin hedef dis1 kara ve su
canlilarinda akut veya kronik toksisiteye sebep olan ve hem insan sagligi hem de ekosistem
icin geri doniisii olmayan zararlar verebilecegi acgikca ortaya konulmustur. Siflutrinin farkli
sucul organizmalar ve farkli test siirelerindeki LCso degerleri; Bakir Burun (Lepomis
macrochirus)’un 96 saat LCso degeri 1.5 pg/L, Sazan (Cyprinus carpio)’in 96 saat LCso
degeri 22 ng/L (Sepici-Dingel ve digerleri, 2009) olarak verilmistir. Diger bir tiir Altin Orfe
(Leucisus idus)’nin 96 saat LCso degeri 32 pug/L olarak verilmistir. Ek olarak Isin Yiizgecli
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(Cyprinodon variegatus)’nin 48 saat LCso degeri 25.82 pg/L (Bradbury ve Coats, 1989), Nil
Tilapyast (Oreochromis niloticus)’nin 72 saat LCso degeri 21.07 ug/L verilmistir (Benli,
2005). Son olarak Zebra balig1 (Danio rerio, Hamilton, 1822) embriyosunun 96 saat LCso
degeri 3.44 ng/L (Kadiru, 2021)’dir.

Siflutrinin toksisitesi

Siflutrin, birgok bocek zararlisini kontrol etmek i¢in evlerde, endiistriyel ve tarim alanlarinda
yaygin olarak uygulanan aktif bir sentetik pestisittir. Ayni zamanda notr ve asidik
cozeltilerde stabilite sergileyen tip II piretroid olarak da siniflandirilir. Sodyum iyonlarinin
hiicre zarindan taginma siirecini engelleyebilir (Tiwari ve Bhatt, 2000). Cin’de yapilan
caligmada su oOrneklerinde siflutrinin maksimum tespit edilen konsantrasyonu 1388 ng/L
olarak verilmistir. Son yillarda igme sular1 insanlar i¢in potansiyel saglik riski
olusturmaktadir. Pek ¢ok hidrofilik organik kirletici olan piretroidler yiizey topragindan yer
alt1 sularina, tarim arazilerinden nehirlere taginarak sagligi tehdit etmektedir (Tang, Lenzen,
McBratney ve Maggi, 2021). Tarimsal ortamlarda piretroid bocek ilaglarinin yaygin
kalintilar1, ekolojik saglik iizerinde olumsuz etkilere neden olabilir ve insan saghigi igin
potansiyel riskleri bulunmaktadir. Bu bilesiklerin, memelilerde ve baliklarda endokrin
bozucu bilesikler olarak etki gosterdigi ve dogrudan reseptor etkilesimleri yoluyla ve dolayl
olarak yukari akis sinyal yollar1 yoluyla endojen hormonlar1 bloke ederek, taklit veya sinerji
haline getirerek endokrin sinyallemesine etki ettigi gosterilmistir. Ayrica siflutrin baliklar ve
tatli su omurgasizlari ile karsilastirildiginda insanlar i¢in ¢ok daha az toksisite gdstermesine
ragmen, soluma, dokunma ya da yutma ile maruz kalma sonucunda, bas agrisi, bulanti, nefes
darlig1, kas zayiflig, tiikiiriik salgis1 ve nobetlere neden olabilmektedir. Kan dolagimindan
hizli emilimi ile birlikte viicuda hizla yayilmakta ve sonrasinda solunum sistemini, sinir ve
bagisiklik sistemlerini, lireme fonksiyonunu bozmaktadir. Yaygin olarak kullanilan tarim
irtinlerinde Cin ve ABD’nin gida giivenligi standardina gore izin verilen siflutrin kalintt

konsantrasyon degerleri 0,1 ppm ile 7,0 ppm arasindadir (Ray, 2001; Qin ve digerleri, 2023).

2.2.2. Fipronil

Fipronil, Rhone-Poulenc tarafindan 1985 ile 1987 yillar1 arasinda kesfedilip gelistirildikten

sonra 1993 yilinda piyasaya siiriilen ticari bir insektisittir (Tingle, Rother, Dewhurst, Lauer

ve King, 2003). Fipronil (Cas no:120068-37-3) pestisitler gibi antropojenik kimyasallar,
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sucul ortamlarda biiyiik kirletici siniflarini olusturmaktadir. Halk sagligi ve veterinerlik
uygulamalarinda kullanilan fenilpirazol insektisittir (Eadie ve digerleri, 2020). Pestisitler
genel olarak tahillara kisa siireli uygulandiklarindan baliklarin gelisim donemlerini pek
etkilemezler. Fakat norotoksik etki modu aktif olan 6zellikle bu tip kimyasallar, ylizme
kabiliyetlerini bozmaya yatkindirlar (Floyd, Geist ve Werner, 2008). Yiizey suyunda 1 ila
70 mg/L ile degisen fipronilin tortu seviyesi kerevit endiistrisini ve bir¢ok sucul omurgasizi
tehdit etmektedir. Fipronil sucul organizmalarda oldukca toksiktir ve biyoakiimiilasyona
ugramaktadir. Son yillarda yapilan arastirmalarda fipronilin sucul organizmalardaki
toksisitesi 0.001-10.004 pg/L olarak rapor edilmistir (Abd El Hakim ve digerleri, 2019;
Budd, Ensminger, Wang ve Goh, 2015; Mize, Porter ve Demcheck, 2008). Fipronilin son
durumda kiiresel insektisit pazarinin yaklasik olarak %10’unu olusturdugu bildirilmistir.
2007 yilinda insektisit ve toplam ilag kullanimindaki artisin disinda, yil biitiiniine
bakildiginda artisin katlanarak devam ettigi ve 2018 yilinda 22.000 ton insektisit ve 60.000
ton toplam ila¢ kullanildig1 goriilmektedir. Diinya pazari oranmin iilkemizde de gecerli
oldugu varsayimai ile 2018 yilinda fipronil kullaniminin 2.200 ton oldugu goriilmektedir. Bu
durum, fipronil kontaminasyon riskinin stirekli olarak arttiginin bir gostergesi olmaktadir
(Simon-Delso ve digerleri, 2015). Zararli bocek popiilasyonlarina karsi kimyasal
miicadelede kullanilan insektisitler, besin ve ¢evre kirlenmesi, akut ve kronik zehirlenme,
insan ve hayvanlarda teratojenik, mutajenik ve karsinojenik etkiler, biyolojik dengenin
bozulmasi gibi pek ¢ok ¢evre sorunlarmin ortaya ¢ikmasinda rol oynamaktadir. Fipronilin
farkli sucul organizmalar ve farkli test siirelerindeki LCso degerleri; Su piresi (Dapnia
pulex)’nde 10 giin LCso degeri 16 ug/L (Stark ve Vargas, 2005), su piresi (Ceriodaphnia
dubia)’nde 48 saat LCsodegeri 17.7 pg/L (Konwick, Fisk, Garrison, Avants ve Black, 2005)
olarak verilmistir. Diger tiirlerde ise Kerevit (Crayfish)’te 96 saat LCso degeri 14.3 ng/L
(Schlenk ve digerleri, 2001), Opossum karidesleri (Mysid shrimp)’inde EC50 degeri 0.14
png/L, Koyun kafali yavru baligi (Sheephead minnow)’ nda ECso degeri 130 pg/L verilmistir.
Gokkusagr alabaligi (Rainbow trout)’nda 96 saat LCso degeri 250 pg/L, Bakir burun
(Bluegill sunfish)’un 96 saat LCso degeri 83 pg/L, Midye (Unio delicatus)’nin 96 saatlik
LCso degeri 2,64 mg/L Istiridye (Oysters)’nin ECso degeri ise 770 pg/L olarak bildirilmistir
(Arslan ve Giinal, 2023).
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Fipronilin toksisitesi

Fipronilin, omurgali ve omurgasiz canlilarda oldugu gibi hem insanlar hem de hayvanlar
iizerinde lireme, ndrotoksik ve nérodejeneratif hastaliklar, sitotoksik ve hepatotoksik etkiler
gibi zararli pek¢ok etkileri bulunmaktadir (Wang ve digerleri, 2016). Bu maddeler hedef
canlilara yonelik yapilan uygulamalarin yani sira hedef olmayan tiirleri de etkilemektedir.
Pestisit ve insektisit gibi pek ¢ok kimyasal maddenin gevresel etkilerini yansitacak hava, su,
toprak ve cevre kirliligi diizeylerinin belirlenmesi i¢in toksikolojik ve ekotoksikolojik
caligmalar onem kazanmaktadir. Fipronil, gama-amino biitirik asit (GABA) reseptor
baglayici pestisitler arasinda dogal memeli reseptdrleri ile karsilagtirildiginda 150-2000 kat
secici Ozellige sahiptir (Sekil 2.3).

Gama-amino biitirik asit, glutamat (Glu) reseptorleri lizerinde etkisini gostermektedir ve
aynt zamanda memelilerde ve bdceklerin sinir sistemlerinde kloriir kanalin1 bloke
etmektedir. Fipronil bdceklerin sinir sisteminde memelilerde oldugundan daha fazla
norotoksisite gdstermektedir (Narahashi, Zhao, Ikeda, Salgado ve Yeh, 2010; Ramkumar ve
digerleri, 2022; Wu, Lu, Hsu, ve Wang, 2021) (Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. Fipronilin GABA reseptorler iizerindeki etkisi (Robea, Nicoara, Plavan, Strugaru
ve Ciobica, 2018).

Veteriner kimyasallarinin ve tarimsal pestisitlerin bilingsiz bir sekilde kullanilmasi ciddi
halk saglig1 sorunu olusturmakta olup ¢evreyi tehdit etmektedir. Yapilan caligmalarda saglik

sorunlarinin yani sira piretroid ve organofosfat gibi pestisitlerin, bazi viicut antioksidanlarini
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inhibe ederek Bombyx mori ve Culex quinquefasciatus larvalarinda antioksidatif tepkiyi ve
detoksifikasyon enzim sistemini de etkiledigini gostermistir (Hu, Jiang, Zhang, Huang ve

Jiang 2019; Li, X., Ma, Li, H., Zhang, ve Ma, 2020).

2.2.3. Fipronil ve sifliitrin ile ilgili yasal diizenlemeler

Toksik ve kanserojen bir insektisit olan fipronil ekosistem ve gida acisindan bir risk
olusturmaktadir. Bu veriler dogrultusunda son yillarda kullanimlar1 gittikce artis
gostermekte ve yillik kullanim oran1 2000 tona ulasmaktadir. Tarim ve Orman Bakanliginin
yasakli aktif madde listesinde yer alan fipronilin ithalat, imalat ve kullanim1 01.01.2019
tarihinde yasaklanmistir (Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi, 2018). Avrupa Birligi
iilkelerinde de yasaklanan fipronilin bazi iilkelerde hala kullanimina devam edilmektedir.
Ornegin Cin’de arilar ve sucul canlilardaki zararlar1 dolayistyla 2009 yilinda yasaklanmistir.
ABD'de ise diger formiile edilmis iiriinlerle (UltraThor, Fipforce, Taurus ve Termidor) orta
derecede toksik oldugunu gosteren bir uyari etiketi ile satilirken, Afrika ve Avustralya da,
iirliniin ¢ok diisiik toksisiteye sahip oldugu i¢in bir dikkat etiketi ile satilmaktadir (Bhatt ve
digerleri, 2023). Bu kimyasallarin kullanimi sonucunda dogrudan veya dolayli olarak yiizey
sularina karigan maddeler boomerang etkisi gostererek ylizey veya yer alt1 sulari ile birgok
farkli tlilkeye ulagmaktadir. Sadece kendi lilkemizde degil diinyadaki tiim canlilar1 tehdit
etmektedir. Ayrica tarirm ve ev uygulamalar1 sonucunda bu maddeler besin zincirine
girmektedir (Lin ve digerleri, 2021). Fipronil, Fipron 268 mg olarak (iirlin 268 mg fipronil
icermektedir); evcil hayvanlarda pire enfestasyonu (Ctenocephalides felis) ve buna bagli pire
allerjisi dermatilerinin tedavisi ve Onlenmesinde, kopeklerde kene (Ixodes spp.) ve bit
(Felicola subrostratus) enfestasyonunun tedavisi ve 6nlenmesinde kullanilmaktadir (Hovda
ve digerleri, 2002; Bhatt ve digerleri, 2023). Tiirkiyede ise ruhsatli olarak satilmaktadir
(Bioveta, 2016). Fipronil yasaklanmasina ragmen halk sagligi alaninda bocekler i¢in jel
yemlerde kullanilmaya devam etmektedir. Saglik Bakanligi Halk Sagligi Genel Miidiirligi
Cevre Saglig1 Daire Bagkanlig1 sayfasinda yer alan biyosidal iirlinlerde kullanim1 onaylanan
maddeler listesinde (Giincelleme tarihi: 07.11.2022) yer alip onay baslangi¢ tarihi
01/10/2013 ve onay bitis tarihi 30/09/2023 olarak verilmistir (Biyosidal Uriinler, 2023).

Diinya Saglik Orgiitii fipronili memeliler icin orta derecede tehlikeli bir insektisit etken
maddesi olarak belirlemistir ve insanlar i¢in uzun siireli maruziyet sonucunda karaciger,

bobrek ve tiroit fonksiyonlarini olumsuz etkileyebildigi bildirilmistir (EFSA, 2006, Acikgoz
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ve Giines, 2019). Fipronil uygulamasinin bir sonucu olarak GABA kloriir kanallarini inhibe
eden ve biyokiitle kaybindan muzdarip baliklar da mevcuttur (Bencic ve digerleri, 2013;
Clasen ve digerleri, 2012; Eadie ve digerleri, 2020). Yavru zebra baliklarinda fipronile
maruz kalan dokularda glutatyon s-transferaz enzim aktivitesi degismekte ayrica sodyum
kanallarin1 da olumsuz etkilemektedir (Glinski ve digerleri, 2018; Testa ve digerleri, 2019;
Xu ve digerleri, 2018; Zheng ve digerleri, 2014). Yapilan calismalarda ksenobiyotiklere
maruz kalma ile epigenetik etkinin uyarilmasi arasindaki iligski incelenmektedir ve birgok
toksik maddenin epigenetik mekanizmalar1 degistirme potansiyeli oldugu ortaya

konulmustur (Liu, Li ve Tollefsbol, 2008).

Pestisit kullanim1 son yillarda {ilkemizde artmis olsa da Avrupa ile karsilastirildiginda
pestisit kullamim sirasinda gerilerde yer almaktadir. Ulkemizde hektar basina kullanilan
pestisit miktar1 her ne kadar az gibi goriinse de kullanilan bu maddeler saglik ve gevre
acisindan bakildiginda oldukga tehlikelidir. Siflutrin, giiclii ve genis bir dagilim araligina
sahip genellikle diistik toksisitesi olan bir piretroidtir. Siflutrinin ilk kayd: 1987°de US EPA
tarafindan alinmistir. Karinca, sivrisinek, pire, pamuk kurtlar1 gibi zararlilarin
miicadelesinde kullanilmaktadir. Bu toksik etki ise ¢ogunlukla deniz ve tathi su canlilarini
etkiler (Benli, 2005). Hasere kontrolii icin 1975 sonrasinda kullanilmis olup, ¢ogunlukla

sinir hiicrelerini etkisizlestirerek toksik etki gostermektedir.

2.3. DNA ve protein sentezi

DNA, canli hiicrelerdeki temel bilgi deposu olarak yer alan en dnemli molekiillerden
birisidir. DNA birbirleriyle hidrojen bagi kurarak baz g¢iftleri olusturabilen niikleotidlerden
meydana gelmektedir. Niikleotidler birbirlerine, niikleotidin seker kisminda bulunan 5 ve 3
numarali karbonlar arasinda baglanti kuran bir fosfat grubu ile baglanmaktadir. DNA,
birbirine zit yonde (anti-paralel) ilerleyen bu tiir iki zincirden olusmaktadir. Bazlar ise
merkezde yer alir ve birbirleriyle esleserek DNA'nin tipik c¢ift sarmal yapisim
olusturmaktadir. Negatif yiiklii olan bu zincirler ¢cok sayida fosfat grubuna sahiptir ve bu da
DNA'ya biiyiik bir negatif ylik kazandirmaktadir. Bilgi de DNA i¢inde bazlarin sirasina gore
depolanir ve depolanan bu bilgi transkripsiyon iglemi sirasinda hiicrede kullanilir. Protein
sentezi sirasinda da ribozom amino asit yiiklii tasiyict RNA (tRNA) ve mesajct RNA
(mRNA)'y1 bir araya getirir, kodon ve antikodon eslestirilir ve amino asitler dogru sirayla

birlestirilir. Bu siire¢ ii¢ asamada gerceklesmektedir: ribozomun mRNA iizerinde toplandigi
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baslatma, ti¢lii kodun okundugu ve amino asitlerin biiyliyen peptit zincirine eklendigi uzama

ve protein sentezinin durdugu sonlandirma iglemleridir (Minchin ve Lodge, 2019).

Baslangic

Protein kompleksi, cekirdekte mRNA'min 5’ ucuna baglanir. Daha sonra mRNA
sitoplazmaya aktarilir ve baslatma faktorlerini, bir metiyoninle yiiklii tRNA'y1 ve kii¢iik
(40S) ribozomal alt birimi alir. Baslatma faktorleri de baglanir ve kiigtik alt birim ilk AUG
baslangi¢ kodonuyla karsilasana kadar mRNA'nin 5’ ¢evrilmemis bolgesi boyunca tarama
yapar. Bu, baslatici tRNA'nin antikodon kodonu tarafindan taninir, biiyiik alt birim daha
sonra ceviri kompleksini vermek {izere kenetlenir. P bolgesinde metiyonin yiiklii tRNA ile

80S ribozomu artik bir sonraki tRNA'y1 kabul etmeye hazirdir.

Uzama

Baglatma tamamlandiginda mRNA, A bolgesi bos ve bir sonraki kodon agikta olacak sekilde
dogru okuma c¢ergevesindedir. Uzama asamasinda, bir aminoasitle yiliklii bir aminoagil
tRNA, bir uzama faktorii ile kompleks halinde ribozoma getirilir ve A bolgesine girer.
Tasidig1 antikodon agiktaki kodona tamamlayici ise alic1 bolgeye dogru sekilde konumlanir
ve GTP uzama faktorii lizerinde hidrolize olur. Daha sonra P bdlgesindeki amino asidin C
terminali ile A bolgesindeki amino asidin N terminali arasinda bir peptit bag1 olusur, bu
reaksiyon ribozomun biiytik alt biriminin peptidil transfer merkezinde katalize edilir. Bunun
etkisi, biiyliyen peptit zincirinin A bolgesinde gelen aminoagil tRNA'ya aktarilmasi ve P
bolgesinde bos veya harcanmis bir tRNA birakmasidir. Son olarak, biiyliyen peptit zincirinin
bagli oldugu peptidil tRNA P bolgesine hareket eder. Bu adima translokasyon denir ve
enerji, uzama faktdrii EF-G tarafindan GTPmin hidrolizi ile saglanir. Harcanan tRNA,
ribozomu terk edebilecegi ¢ikis bolgesine hareket eder. mRNA, bir sonraki kodon A
bolgesinde bagka bir amino asitle yiiklii yeni bir aminoagil-tRNA'y1 kabul etmeye hazir
olacak sekilde hareket eder. Uzama fazi sirasinda ribozom bu siire¢ boyunca, A bolgesinde
bir durma kodonu aci8a ¢ikana kadar biiyiiyen peptit zincirine amino asitler ekleyerek dongii
yapar. Yeni protein, biiylik alt birimdeki bir ¢ikis tiineli araciligiyla ribozomdan ¢ikar
(Minchin ve Lodge, 2019; Roberts, 2019).
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Durdurma

Dur kodonu, bir tRNA iizerindeki bir antikodon tarafindan taninarak ¢oziilmemektedir.
Bunun yerine sonlandirma ya da serbest birakma faktorleri ad1 verilen proteinler tarafindan
tespit edilmektedir ve Okaryotlarda, A bdlgesine giren ii¢ dur kodonunu da taniyan tek bir
serbest birakma faktorii (RF1) bulunmaktadir. Peptit zincirini P bolgesindeki tRNA'y1
baglayan ester bagi kirilir ve peptit ribozomdan salinmaktadir. Ribozomun iki alt birimi
ayrilir ve geri donistiiriiliir. Ribozomlarin yapist ve islevi, hem o©karyotik hem de
prokaryotik ribozomlarda bulunan yapisal olarak korunmus proteinlerin ve rRNA'larin
bliylik bir ¢ekirdegi ile olduk¢a korunmustur. Bununla birlikte, hem rRNA'larda hem de
translasyonda yer alan bazi ek proteinlerde bazi farkliliklar vardir. Uzama agsamasi oldukga
korunmustur ancak protein sentezinin nasil baslatildigi konusunda 6nemli farkliliklar vardir.
Bakteriyel mRNA'lar ribozom baglanma bolgesi veya Shine-Dalgarno dizisi adi verilen
0zgll bir diziye sahiptir. mRNA'nin ribozomda dogru sekilde konumlandirilmasini saglamak
icin Shine-Dalgarno dizisi, kii¢iik alt birimdeki 16S rRNA'nin tamamlayici bir dizisine
baglanir. Bakterilerde baslatict tRNA, modifiye edilmis bir amino asit N-Formilmetiyonin

ile ytiklenir (Minchin ve Lodge, 2019; Roberts, 2019).

2.4. Epigenetik

Epigenetik terimi ilk kez 1942 yi1linda Waddington tarafindan ortaya atilmis olup, genotipte
degisiklik olmadan fenotipteki degisiklikler olarak tanimlanmistir. Bagka bir deyisle, gen
diziliminde herhangi bir degisiklik meydana gelmeden, gelisme ve hiicre ¢ogalmasi sirasinda
gergeklesen gen ekspresyon potansiyelinde kararli bir degisiklik olarak tanimlanmaktadir.
DNA diziliminde degisiklik yapmadan, gen ifadesini diizenlemesi ag¢isindan, DNA
diziliminde degisikliklere sebep olan genotoksik mekanizmalardan ayrilmaktadir. Bu agidan
birey, kendi epigenetik 6zelligini degistirebilmektedir ve olusturdugu bu epigenetik fark bir
sonraki nesile de aktarabilmektedir (Van Speybroeck, 2002). Gen ifadesinin epigenetik
diizenlenmesi normal hiicre gelisimi ve fonksiyonu icin vazgecilmezdir. Belirli genlerin
ifadesini bastirirken digerlerinin aktivitesini uyarmaktadir. Epigenetik mekanizmadaki
herhangi bir bozukluk gen ifadesinde aktivasyon, baskilanma sorunlar1 gibi veya kanserle
sonuc¢lanabilmektedir (Lim ve Maher, 2010). Metabolik bozukluklarin ortaya ¢ikmasinda,

cevresel uyaranlarin etkilerinde ve giliniimiize kadarki siirede 1yi karakterize edilmis
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epigenetik mekanizma olarak yer almaktadir (X. Lu ve digerleri, 2020; Rosen ve digerleri,

2018).

Epigenetik modifikasyonlar; DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari ve kodlamayan
RNA (ncRNA)’lar1 kapsamaktadir (Sekil 2.4). Ozellikle son yillarda in vitro ve in vivo
sartlarda yapilan caligmalar pestisite maruz kalmanin epigenetik modifikasyonlara neden
oldugunu gostermektedir (Markowitz ve Bertagnolli, 2009; Miranda ve Jones, 2007). Ayni1

zamanda bu ii¢ mekanizmaya bagli olarak gen ifadesi baskilanmakta veya asir1 artmaktadir.

Riomamnm [ keandles Kroananid

Histon BT o g T : "
mafifikasyonkary
.-_:-"-_-'- i -‘T L_,:_ — Milklrodom

THL iR _.1.‘1'-" IP:M”,
N - — e =Y o
o g = T
EMNA imterferens R e
RNA
¥
..-a F

31_ jp=

DN A metilsy onu 3: JL.\)\ g B 5
A~

Sekil 2.4. Epigenetik modifikasyonlar (Sawan, Vaissi¢re, Murr ve Herceg, 2008)

1980'lerde DNA dizisinin bir organizmanin hiicreleri boyunca biiyiik 6l¢iide sabit oldugu
kabul edilmesine ragmen, DNA metilasyonu hiicre tipleri arasinda ve genom boyunca
degismektedir. Epigenetik mekanizmalarin birbiriyle uyum icinde etkilesmesi ve
diizenlenmesi, organizmanin normal bir embriyonik gelisim gecirebilmesi i¢in ¢ok
onemlidir. Bu siiregte, ayn1 genetik diziye sahip hiicreler, farkli ifade profili sergileyerek
degisik fenotipler gosterir. DNA metilasyonu analizleri i¢in de, ¢alisma alaninin amacina
uygun bir yontem se¢ilmesi onemlidir. Metilasyon gen ifadesinin kontroliine katkida

bulunmaktadir. Ayrica endokrin bozucu kimyasallarin epigenetik toksisitesinde global ve
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gene 0zgl metilasyon degisikliklerini 6lgmek i¢in yeni gelistirilen Zebra Baligi Embriyo
Toksisite Testinin (OECD 236) kullanilmasi énemlidir (Greally ve Jacobs, 2013). Kalitsal
hastaliklarda en cok iizerinde durulan konu epigenetik modifikasyonlardir. Ozellikle de
cevresel epigenetik, gen diizenleyici mekanizmalarin genom dizisini degistirmeden
kromatin tlizerinde nasil rol oynadigini, kirletici maddeler ve stres gibi uyaranlara karsi
verilen tepkileri ele almaktadir (Zaman ve digerleri, 2010; Cortessis ve digerleri, 2012; Fan,
Moore, Zhang ve Weng, 2021). Son yapilan aragtirmalar incelendiginde endokrin bozucu
kimyasallar ve epigenetik mekanizmalar arasindaki iliskiyi ortaya koymak i¢in yapilmis olsa

da say1 bakimindan yetersizdir.

2.4.1. DNA metilasyonu

DNA metilasyonu, omurgalilarda yaygin bir epigenetik modifikasyondur, gen ekspresyonu
ve gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (Sekil 2.5) (Bird, 2002; Gao ve digerleri 2018;
Surani ve digerleri, 1990). DNA metilasyonu esas olarak CpG diniikleotidlerinde meydana
gelmektedir. CpG adalari olarak bilinen insan genomunda normal kosullarda metillenmeyen
ayn1 zamanda genin promotor bolgesine yakin kisimda yer alan (promotérlerin ~%70't CpG
adalarinda bulunmaktadir) yogunluk orani yiiksek CpG diniikleotidlerine sahip bolgeler
bulunmaktadir (Portela ve Esteller, 2010; Zhang ve digerleri, 2020). Sitozin metilasyonu,
memeli tiirleri arasinda uzun sitozin-guanin ¢iftleri veya CpG adalarinda yiiksek oranda
korunmaktadir. Memeli genomunda tiim sitozinlerin yaklasik %2-5'1 metillenmistir ve
metillenmis sitozinler genom boyunca ii¢ farkli CpG, CHG veya CHH bdlgelerinde
bulunmaktadir (Fang, Thornton, Scheffler ve Willett, 2013). DNA metilasyonuna, 5-
metilsitozin (5-mC) olusturmak iizere S-adenozil metiyoninden (SAM) bir metil grubunu bir
sitozin kalintisinin besinci karbonuna aktaran, DNA metiltransferazlar (DNMT'ler) olarak
bilinen bir grup enzim aracilik eder. DNA metilasyonu farkli yontemler ve teknikler
kullanilarak analiz edilebilmektedir. Baz1 yontemler, kimyasala maruz kalmayan modellerle
karsilastirildiginda, maruz kalan in vivo veya in vitro modellerde 5-mC'nin seviyelerini
enzim bagli immiinosorbent testi (ELISA) (Engvall ve Perlmann, 1972), yiiksek
performansli s1vi kromatografisi (HPLC) (Kuo ve digerleri, 1980) veya sivi kromatografisi
tandem Kkiitle spektrometresi ile (LC-MS/MS) (Jemal, 2000), olgerek DNA metilasyon
seviyelerinin genel bir incelemesine imkan vermektedir. Diger yontemler ise tiim genomdaki
veya belirli genlerdeki metilasyon profilini analiz ederek, maruziyetten sonra metilasyon

farkliliklar1 olan lokus (6rnegin, bisiilfit dizilimi (Yong, Hsu ve Chen, 2016), mikrodiziler
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(Blohm ve Guiseppi-Elie, 2001), yeni nesil dizileme (NGS) (Moore, Balbi, Ingham,

Arkenau ve Bennett, 2018) ve metilasyona 6zgii polimeraz zincir reaksiyon (PZR)’dur.

Demethylation

0

CH, X NH:N
R e
i
H

I
M O whyt
I "
H

S-methylcytosine Cylasine
{5-miCh

Me:til gruibi
DNA metilasyonu = 9

Sekil 2.5. DNA metilasyonunun molekiiler mekanizmasi

2.4.2. Histon modifikasyonlari

DNA nin paketlenmesinde gorev alan biiylik oranda korunmus olan proteinlerdir. Sekiz adet
histon molekiiliinii cevreleyen yaklasik olarak 146 baz ¢ifti (bg) uzunlugundaki sarmal DNA,
niikleozom olarak adlandirilan birimleri olusturmaktadir. Nukleozomda bulunan her histon
cekirdegi, histon kuyrugu adi verilen, bazik yapidaki aminoasitlerden olusan, 25-30 rezidii
uzunlugunda yiiksek miktarda dinamik amino terminal uca sahiptir. Histon kuyruklar
niikleozomal dizinin daha diizenli halde katlanmasinda Onemli rol oynamaktadir.
Niikleozomun yapisina dahil olan histon proteinleri H1, H2A, H2B, H3 ve H4 olarak
siralanmaktadir. Baglayici histon olan H1, niikleozom biitiinliiglinii korumak i¢cin DNA'ya
baglanmaktadir. H2A ise digerlerinden farkli bir sekilde nukleozom yapidan disar1 uzanan
yaklagik 37 aminoasit uzunlugundaki karboksi-ucu bolgesine de sahiptir (Munshi, Shafi,
Aliya ve Jyothy, 2009). Histon proteinleri, amino asit dizilerine bagli olarak arkealardan
insanlara kadar korunmus yapidadir. Histon modifikasyonlari, enzimler araciliiyla histon
proteinlerine diger molekiillerin eklenmesi ile ya da ¢ikarilmasi ile olugsmaktadir. Histon
proteinlerinin -amino ucunda, metilasyon, asetilasyon, ubikutinizasyon, fosforilasyon ADP

ribozilasyon ve sumozilasyon gibi g¢esitli post-translasyonel —modifikasyonlar
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gerceklesmektedir (Tsankova, Renthal, Kumar ve Nestler, 2010). Histon modifikasyonlari
farkli histonlarin etkilesimleri veya histon-DNA etkilesimleri {izerinde ciddi etkilere sahip
olup kromatin yapisini ve protein-protein etkilesimini degistirerek gen ifadesini

diizenlemektedir (Park, Lee, Kim ve Yi, 2022).

2.4.3. Kodlamayan RNA’lar (ncRNA)

Kodlamayan RNA'lar, proteinleri kodlamayan fakat mRNA'nin diizenlenmesi i¢in gerekli
olan, translasyonu Onleyen ya da kromatinin yeniden sekillenmesini yoOnlendiren
transkripsiyonlu ve diizenlenmis RNA molekiilleri olarak tanimlanmaktadir. ncRNA’lar igin
mikroRNA'lar (miRNA'lar), Piwi-iliskili RNA'lar (piRNA'lar), kiiciik interfering RNA'lar
(siRNA'lar) ve uzun kodlamayan RNA'lar (IncRNA'lar) olarak kendi i¢inde alt basliklara
ayrilmaktadir. Bunlar epigenetik mekanizmalart i¢in Onemli bir bilesen olsalarda,
ksenobiyotik maruziyeti ile nesiller arast modifikasyonlar agisindan Onemleri ¢ok az

bilinmektedir (Abbas, Perbellini ve Thum, 2020; Terrazas-Salgado ve digerleri, 2022).

Transkripsiyonlu genomun biiyiik bir kismin1t ncRNA olusturmaktadir. mRNA’nin aksine,
bu diziler protein kodlamayip, onun yerine gen ifadesinin epigenetik, transkripsiyon sonrasi
ve translasyonel koordinasyonunda diizenleyici olarak rol almaktadirlar (Greco ve
Condorelli, 2015). Yapilan arastirmalara bakildiginda son yillarda, yeni nesil dizileme
teknolojilerinin maliyetinin diismesi, yeni tanimlanan ncRNA'larda bir yiikselise yol agmis
ve gittikce biriken kanitlar, biyolojik islevleri hakkinda daha detayli bilgiler sunmustur
(Fang ve digerleri, 2018, Pham ve digerleri, 2021).

2.5. Genlerin Secilmesi

Gen materyali olarak DNA, primer olarak ise stres geni olan HSP70 ve sitokrom P450
(CYPIA) kullamlip kontrol geni (housekeeping) icin ise fish Beta-actin (B-ACTIN),
elongation factor 1 alpha (EF1A4) ve beta-2 microglobulin (B2M) genleri tercih edilmistir.
Zebra baligr ile ilgili 6strojenik c¢alismalarda (Zhao ve digerleri, 2017), iireme islevinde,
morfolojik degisikliklerde (Wirbisky ve digerleri, 2016), lokomotor aktivite calismalarinda
hiicre apoptozu, immiin toksisite ve gen ekspresyonu iizerindeki inhibitor etkileri {izerine
literatlirde bircok veri bulunmaktadir. Endokrin bozucularla ilgili ¢alisilan kimyasal

maddeler (Bisfenol A, Atrazin, Sipermetrin, Malation) ve ¢esitli gen tiirleri de mevcuttur
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(CYPIA, HSP70, SOX2, CAT, SODI, TSH) (Guo ve digerleri, 2017; Hasan, Asakawa,
Watabe ve Kinoshita, 2021; Jiang ve digerleri, 2015).

Baliklar, dogal cevrelerinde bir dizi stres etkeniyle karsilastiklarindan ve farkli stres
etkenlerine maruz kaldiklarindan, deneysel olarak HSP ekspresyonu ve CYPIA ¢alismak igin
vazgecilmez bir model organizmadir. Stres i¢ ve dis kaynakli olmak tizere farkli yollardan
gelisebilmektedir. Metabolik, fizyolojik, patofizyolojik, oksidatif ve ¢evreden kaynaklanan
cevresel stresler Ornek olarak siralanabilir. Cevresel stres faktorlerine 6rnek olarak
organizmaya disardan giren herhangi bir madde olarak adlandirilan ksenobiyotikler, 11k,
sicaklik vs. verilebilir. Glinliik hayatta karsilastigimiz her tiirlii kimyasal madde, ilag etken
maddeleri, kozmetik iirlinleri, tarimda sik kullanilan pestisitler (insektisit) ve herbisitler,
dioksinler, bisfenoller ve karsinojen alkoloidler 6rnek olarak verilir (Deane ve Woo, 2011;

Fulda, Gorman, Hori ve Samali, 2010).

Canli organizmalar birgok stres tiirliyle karsi karsiya gelmektedir ve bu da cevreleriyle
etkilesimin dogal bir sonucudur. Karasal veya sucul yasamda canli sistemlerinin karsilastig
abiyotik maddelerin hepsi potansiyel birer stres faktorii olarak yer almaktadir. Canli
biinyesine disaridan giren herhangi bir kimyasal ajan, pestisit, ila¢ ve hatta diyetle alinan
gida maddeleri canli tarafindan metabolize edilerek o canlida mutlaka biyokimyasal
degisiklikler meydana getirmektedir (Kremer, Williams, Parkinson ve Borghoff, 2005;
Patterson, Gonzalez ve Idle, 2010).

2.5.1. Is1 soku proteinleri (HSP70)

Is1 soku proteinleri, hiicre i¢i proteinlerden olusan ve bakterilerden insanlara kadar
incelenmis olan tiim organizmalarda bulunan siiper bir aile olarak tanimlanmaktadir. Bu
stres proteinleri, hiicrenin stres ve olumsuz sartlara kars1 korunabilmesi ve onarilmasinda rol
alan bol miktarda ve indiiklenebilir proteinden olugmaktadir. Bu nedenle ¢evresel faktorlerin
baliklar da dahil olmak iizere ¢esitli hayvan tiirleri iizerindeki etkisini izlemek i¢in kullanilan
cok yararl1 biyobelirte¢lerdir. Molekiiler agirliklarina gére siniflandirilmaktadirlar. HSP100,
HSP90, HSP70, HSP60 ve kiiciik HSP'lerdir (MW<40 kDa) olmak iizere gruplandirilmistir.
HSP’ler hipertermi ile indiiklenmeleri sonucu kesfedilip, protein denatiirasyonunun
sitotoksik sonuglarina gére de koruma saglamaktadirlar. Ayrica etanole, agir metallere,

hipoksiye ve pestisitlere maruziyetleri gibi denatiire edici sartlarda 1s1 soku proteinlerinin
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sentezini de indiiklemektedirler. Son caligmalar ayrica pestisit gibi kirleticilerin neden
oldugu oksidatif stresin HSF'yi aktive edebilecegini ve HSP70 gen ekspresyonunu
artirabilecegini gostermektedir (Ceyhun ve digerleri, 2010; Dorts ve digerleri, 2016).

Sentezlenen HSP genleri ile stresin seviyesi arasindaki iligki, genel olarak strese yanit verme
ve toksisite seviyelerinin degerlendirilebilmesi i¢in bir indikator olarak stres genlerinin
ekspresyonunun kullanilmasi fikrini ortaya g¢ikarmistir. Yapilan calismalarda pek cok
arastirmaci ¢evre kirliliginin bir biyobelirteci olarak HSP70 ekspresyonunun indiiksiyonunu
kullanmistir. Bu genin artig gosterdigi ¢alismalarda pestisit ile iliski gosterdigi bildirilmistir
(Gupta, Sharma, Mishra, Mishra ve Chowdhuri, 2010; Hassanein ve digerleri, 1999). Bu tarz
caligmalarda zebra baliklar1 ¢ok yonliiliigli nedeniyle model organizma olarak tercih
edilmektedir. Son yillarda kullanimlar gittikge artan pestisitler su, sediment ve gida yoluyla
baliklara ve diger sucul organizmalara ulagmaktadir ve bunun sonucunda da proteinler, bazi
enzimler ve genler canli sistemler icin tehlikeli olabilecegi icin pestisitlerin zararl etkileri

uzerinde onemle durulmalidir.

2.5.2. Sitokrom P4501A (CYPIA)

Sitokrom P450 (CYP) enzimi, hemoproteinl igeren ¢ok cesitli enzim ailesinden biridir.
Prokaryotlardan 6karyotlara, primatlardan insanlara ve bitkilerden hayvanlara kadar binlerce
CYP geni tanimlanmis ve isimlendirilmistir. Bunlar temelde birgok bilesigin
biyotransformasyonunda rol oynamaktadir ve ayni zamanda bakterilerde antibiyotikler,
mantarlarda ergosteroller, bitkilerde pigmentler ve hatta insan ilaglar1 da dahil olmak {izere
pekgok molekiil diinyasinda yer almaktadir (Danielson, 2002; Jamieson, Endo, Darwesh,

Samokhvalov ve Seubert, 2017; J. Lu ve digerleri, 2020).

CYPIA ailesi ise deniz canlilarinda kirlilik ¢alismalarinda, i¢ sularda ve atik sularda
biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir (Hasselberg, Gresvik, Goksayr ve Celander, 2005; Sen,
Ulutas, Tutuncu, Ertas ve Cok, 2010). Ayn1 zamanda ilaclarin, ¢evresel kirleticilerin ve
fizyolojik maddelerin metabolizmasinda yer alan 6nemli bir alt ailedir. CYPIA alt ailesi iki
genden olugsmaktadir. Bunlar CYPIAI ve CYPIA2’ dir. CYPIA ekspresyon caligmalari farkl
balik tiirlerinde ¢alisilmistir. Alabalik (O. mykiniss), somon balig1 (Salmo salar), kefal (Liza
saliens) ve farkli sucul organizmalar da ekosisteme yayilan toksik ve karsinojenik maddeler

yapilan ¢alismalarla kirliligin boyutlarini ortaya ¢ikarmaktadir (Fisher, Crane ve Callaghan,
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2003; Gjernes, Schlenk ve Arukwe, 2012; Sen, Ulutas, Tutuncu, Ertas ve Cok, 2010;

Valdehita, Fernandez-Cruz, Torrent, Sericano ve Navas 2012).

Biiytik ve ¢esitli bir enzim grubu olan sitokrom P450°‘nin baglica gorevi organik maddelerin
oksidasyonunu katalize etmektedir. CYP enzimlerinin substratlar1 arasinda lipitler ve
steroidal hormonlar gibi metabolik ara {irlinlerin yan1 sira bazi toksik kimyasallar ve ilaglar
yer almaktadir. CYPI/A nin indiiklenmesi, yabanci bir bilesigin hiicresel bir reseptore
baglanmasi ile meydana gelmektedir. CYPIA4’y1 kodlayan genin ifadesini tetikleyerek RNA
transkripsiyonunun artmasma neden olmaktadir ve dolayisiyla da CYPIA sentezinin
artmasina sebep olmaktadir. Bu sebepten dolay1 da CYPIA4 indiiksiyonu baliklarda ve balik
hiicrelerinde pestisit gibi pek ¢ok kirleticilere maruz kaldiklarinda bunun bir gostergesi
biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir (Hassanain, Abdel-Rahman, Abo-Hegab, Tawfik ve
Abbas, 2007).

2.5.3. Referans genler (Housekeeping genler)

Referans genler (RG), hiicre canliligi i¢in gerekli olan ve ¢cogu hiicrede ifade edilen birgok
proteini kodlayan genlerdir. Bu genlerden bazilar1 farkli sekilde duruma o6zgl ifade
gosterirken (yas, doku, normal veya patolojik sartlar), digerleri ise bir¢ok farkli hiicre tipi ve
kosulunda nispeten sabit bir oranda kopyalanmaktadir (Butte, Dzau ve Glueck, 2001).
RG’lerin sentezi, tiim niikleuslu hiicre tiplerinde vardir ve bu genler hiicrenin hayatta
kalmasi i¢in gereklidir (Chen ve digerleri, 2004; Erdogan, Atamanalp, Sisman, Aksakal ve
Alak, 2007).

Hiicresel fizyoloji icin gerekli olan minimum temel transkriptleri iiretirler. Bu genlerin
kararl ifade diizeyi, genis ifade aralig1 ve ytiksek ifade diizeyi tek bir genin 6zellikleri olup,
gen ifadesi aragtirmalarinda kullanilmaktadir. Calismalar incelendiginde karsimiza pek ¢ok
referans gen c¢ikmaktadir. Bu genlerin ekspresyon seviyelerinin tiire, canlinin gelisim
donemine, doku tiplerine gore degistigi ortaya konmaktadir. Bu sebeple referans genler
caligmanin tasarimina uygun secilip degerlendirilmelidir. En ¢ok kullanilanlar arasinda beta-
2 mikroglobulin, beta-aktin (Cizelge 2.2.) yer almaktadir (Alberts ve digerleri, 2002; Lee,

Sladek, Greenwood ve Hudson, 2002).
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Cizelge 2.2. Segilen referans genler ve gorevleri (Casadei ve digerleri, 2011)

Gen sembolil Gen ad Genin fonksiyonu
B-ACTIN Aktin Beta ATP, niikleotit ve protein baglama
B2M Beta-2-mikroglobulin Translasyon uzama faktorii aktivitesi
EFIA4 Uzama  faktorii  1-alfa | Bagisiklik yanit1 bileseni
Elongation factor 1-alpha

Deneysel sartlarda ifadenin istikrarli olmamasi, incelenen genlerin ifadelerinin yanlis
yorumlanmasina sebep olabilmektedir. Bu sebeple, yapilacak deneyde iki veya hatta {i¢

referans gen kullanilmasi tavsiye edilmektedir.

Referans genler hiicresel metabolik olaylardan protein sentezi, DNA sentezi ve
transkripsiyonda 6nemli rol oynamaktadir. Ayrica CPG bdlgeleri ile iliskili olup, dokuya
0zgl eksprese olan genlerden farkli promotor bolgelere sahiplerdir. Promotér bolgelerinin
diisiik korunumlu olmasi sebebiyle ¢esitli kimyasal maddeler, radyasyon, mutasyon gibi
faktorlerden dolayr ekspresyon seviyelerinin degistigi bildirilmistir (Farre, Bellora,

Mularoni, Messeguer ve Alba, 2007).

Zebra baliklarn gelisimsel analizler ve gesitli hastaliklar icin modelleme ve toksikolojik
caligmalar agisindan 6nemi giderek artan bir model organizmadir. Yapilan ¢aligmalarda
referans genler cinsiyet, doku, deney protokolleri gibi Ozellikler dikkate alinarak

degerlendirilmistir (Jaramillo ve digerleri, 2018).

Beta Aktin (B-ACTIN) geni

Beta aktin (B-ACTIN), hiicrenin hareketini ve yapisin1 korumakla gorevli olan ve her hiicrede
bulunan “housekeeping” bir proteindir. Beta aktin hiicre iskeleti yapisal proteinlerini
kodlamaktadir (Lin, Spikings, Zhang ve Rawson, 2009; Liu ve digerleri, 2016, Rassier ve
digerleri, 2020). Referans genler en sik RT-qPCR verilerini normallestirmek i¢in kullanilir.
Genellikle housekeeping gen (HKG) olarak adlandirilan bu genler, incelenen dokularda veya
hiicrelerde veya deneysel tedaviye yanit olarak degismemelidir. Gen ifadesi verilerini
normallestirmek i¢in bir referans kontrol geni se¢cmek de deneysel tasarimdaki en 6nemli
adimlardan biridir. Yapilan ¢aligmalar kimyasal maddelere, strese veya bazi hastaliklara

maruz kalmanin housekeeping genlerin ekspresyon aktivitelerini etkileyebilecegi
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gosterilmistir. Bu sebeple, referans genlerin dogrulanmasi 6nemlidir ve deneylerden 6nce

mutlaka yapilmalidir (Dheda ve digerleri, 2004; Wan ve digerleri, 2010).

Beta-2-mikroglobulin (B2M)

Beta-2-mikroglobulin ilk olarak 1964 yilinda kesfedilmistir. insanlarda kromozom 15'te
bulunan bir gen tarafindan kodlanan 100 amino asitlik bir proteindir (11,8 kDa). Hemen
hemen tiim ¢ekirdekli hiicrelerin ylizeyinde ifade edilen major histo-uyumluluk kompleksi
sinif I (MHC-I) molekiiliiniin dnemli bir bileseni olarak yer almaktadir. B2M, inflamasyon,
antijen sunumu ve igslenmesi, kompleman kaskadi ve stres yanitinda kilit rol oynayan MHC-
I molekiiliiniin hiicre yilizeyi ekspresyonu ve yapisal stabilitesi i¢in gerekli bir proteindir (Li,

Dong ve Wang, 2016; Lin, Spikings, Zhang ve Rawson, 2009; Shi, Sun ve Kaptohe, 2021).

Uzama faktori 1-alfa (EFI1A4)

Uzama faktorii 1-alfa (EF1la) en bol bulunan sitoplazmik proteinlerden biridir ve testlerde
internal kontrol genleri olarak kullanilmaktadir. Hiicrelerde 6nemli bir rolii olan
translasyonel mekanizmanin da temel bir bilesenidir (Lin, Spikings, Zhang ve Rawson,
2009; Liu ve digerleri, 2016). RG’ler genellikle homeostazin siirdiiriilmesinde rol alsa da
yapisal olarak ifade edildigi varsayilmaktadir. Bir¢ok arastirma bu genlerin ifade
diizeylerinin farkli faktorlerle nemli derecede degistigini gostermektedir (Paria ve digerleri,
2016). EF14 konsantrasyonu ve yapisindaki degisiklikler hiicrelerin mitotik potansiyelleri
ile iliskilendirilmistir. EFla geninin ifadesi translasyonel diizeyde ve bazi ribozomal

proteinlerin ifadesi ile birlikte diizenlenebilmektedir.

2.6. Polimer Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimer zincir reaksiyonu, in vitro veya in vivo sartlarda genomik DNA’nin sec¢ilecek
bolgeye oOzel primerler kullanilarak ve DNA polimeraz enzimi araciligiyla defalarca
kopyalanip molekiiler olarak degerlendirilebilir hale getirilmesi islemidir. Bu islem ilk defa
Mullis tarafindan gelistirilmistir ve ilk ¢ogaltilan bolge ise B-globulin geninin 1. ekzonuna
ait olan 110 baz ciftlik bolge olmustur (Meiser ve digerleri, 2022; Mullis, 1990). Bir
kopyanin 107-10° kez ¢ogaltilabilmesi i¢in ortamda tek bir DNA kopyasinin olmasi yeterli
olmaktadir (Yang ve Rothman, 2004). PZR yapilabilmesi icin Oncelikle kalip DNA,



28

deoksiriboniikleotid trifosfatlar (ANTP), 17-65 niikleotit uzunlugunda bir ¢ift primer, MgCl,
ve enzim olarak ise Thermus aquatikus bakterisinden elde edilmis olan Tag DNA polimeraza
ihtiya¢ vardir. Bu islem 3 basamakta meydana gelmektedir; 1) Denatiirasyon: ilk asamada
DNA’nin ¢ift zincirli yapisinin yiiksek sicaklik ile birbirlerinden ayrilip tek zincirli hale
gelme islemidir. 2) Baglanma (Annealing): Denatlirasyonun devaminda sicaklik diistirtilerek
tek zincir hale gelen DNA’da primerlerin 6zgiil bolgelere baglanmasidir. Bu baglanma
derecesini ise i¢erdigi GC baz oranlar1 ve primer dizilerinin uzunluklar1 belirlemektedir. 3)
Uzama (Elongasyon): Bu boliimde ise DNA polimeraz enziminin ¢alisabilmesi i¢in gereken
181 72°C’ye kadar cikarilarak DNA zincirinin uzatilmasi saglanir, bu durum hedef DNA’nin
uzunluguna gore degisim gosterebilir, her bir kilobaz i¢in ise 1 dakika yeterli olmaktadir. Bu
basamaklar tamamlandiktan sonra DNA miktar1 teorikte iki katina c¢ikmaktadir. DNA
metilasyonundaki degisikliklerin fipronil ve siflutrin nedeniyle gen ifadesindeki
degisikliklerle baglantili olup olmadigim1 degerlendirebilmek i¢in PZR basamagi

kullanilacaktir.

2.7. Agaroz Jel Elektroforezi

DNA, RNA ve protein molekiilleri gibi yiiklii makro molekiillerin bir elektrik alan icerisinde
(-) ve (+) yiukli kutuplar arasinda bir kutuptan digerine dogru hareket ettirilerek
ayristirilmas1 yontemine elektroforez denir. Agaroz jel, 10 nm c¢apindan biiyiik olan
molekiillerin analizi i¢in kullanilir. Agaroz, kirmizi deniz yosundan elde edilen bir
polisakkarittir. Agaroz jel elektroforezi i¢in kullanilan malzemeler elektroforez tanki, giic
kaynagi, elektroforez tamponu, 6rnek yiikleme taraklari, jeli dokmek igin tepsi, yiikleme
tamponu, boya ve transilliminatordiir. Jel hazirlamasinda, elektroforez tamponuna
belirlenen yogunlukta agaroz tozu karistirilir ve mikrodalga firinda isitilarak eritilir.
Elektroforez islemi sonrasinda DNA goriintiisiiniin kolay alinabilmesi i¢in jele EtBr
(Ethidium Bromide) (0,5 pg/mL) eklenir. Cozelti, 65°C’ye kadar sogudugunda 6rnek
yiiklenmesi i¢in taraklarin bulundugu tepsiye dokiilerek, oda sicaklifinda jel haline
doniisene kadar sogumaya birakilir. Daha sonra tarak, kuyucuklar bozulmadan dikkatli bir
sekilde cikarilir. Tepsi i¢inde bulunan jel, tampon ile tamamen kaplanabilmesi i¢in yatay bir
sekilde elektroforez tankina yerlestirilir. Orneklerin kuyucuklara yerlestirilmesi mikro pipet
ile yapilarak kapak ve gii¢ kablolar1 takildiktan sonra gii¢ kaynagi acilarak enerji uygulanir.
Elektrot uclarinda baloncuklarin olugmaya baslamasi, akim hareketinin bagladiginin

gostergesidir. Jeldeki DNA’nin hareketi bromfenol mavisi ve ksilen siyanol gibi boyalarin
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hareketleri sonucu olusan izler ile belirlenir. Elektroforez islemi sonrasinda makro molekiil
karigim1 yapist delikli jel igerisinde ayrigir ve alt yada iist kismindan ultraviyole 15181
verildiginde bant goriintiisii olusur. Klasik elektroforez sisteminde jel ig¢indeki makro
molekiillerin hareketi, gii¢c kaynaginin kutuplari elektrolit ¢6zeltisi ile jelin bulundugu tankin

uclarina baglanarak saglanmaktadir (Kavsaoglu ve Mersinkaya, 2019).

2.8. Model Organizma, Zebra bahg1 (Danio rerio, Hamilton, 1822)

Hindistan ve Giiney Asya nehirlerine 6zgii kiigiik bir tropikal balik olan zebra balig1, gelisim
genetigi ve (eko) toksikolojide son yillarda olduk¢a 6nem kazanan model organizmalardan
biri haline gelmistir. Zebra baliklari, 20. yiizyilin sonlarinda molekiiler aragtirmalardaki
gelismeler ve insanlarla benzer olan homolojileri nedeniyle omurgali biyolojisini incelemek
icin, gelisimsel, genetik ve davranis ¢calismalarinda (Morris, 2009; Lange ve digerleri, 2012;
Mrinalini, Tamilanban, Kumar ve Manasa, 2022) tercih edilen model organizma olmustur
(Dooley ve Zon, 2000). Hizl1 gelisimi, yiiksek dogurganlik orani, laboratuvarda kolay
bakimi, ¢ok sayida yavru, embriyolarin seffaflii ve insanlar arasinda yiiksek oranda genetik
homolojiye (% 85) sahip olmalar1 gibi bir dizi 6zellige sahiptir (Cavalieri ve Spinelli, 2017,
Jiang ve digerleri, 2013; Horzmann ve Freeman, 2018; Nguyen, Petrikas, Chambers ve
Wingert, 2023). Baliklarda solungaclar birincil maruziyet yiizeylerinden biri oldugu i¢in
cevreden gelebilecek etkilere kars1 daha hassastir. Bu sebeple sucul ortama karisan pestisitler
hem solunum yolu hem de sindirim yolu ile viicuda alinarak toksisite olusturabilmektedir.
Yapilan arastirmalar sonucunda bu tiir maddelerin baliklarin yag dokularinda daha ¢ok

birikim gosterdigi bildirilmistir (Ali ve digerleri, 2011).

Yapilan bir aragtirmada, insan genomlar1 ve zebra baliklar1 arasindaki homolojinin %70'ten
fazla oldugu gosterilmistir (Toni, Arena, Cioni ve Tedeschi, 2023). Ayn1 zamanda, farkl: iki
aragtirma insan hastaliklariyla ilgili olan genlerin %82' sinin zebra baliklarinda homolog
genlerinin oldugunu ve gen dizisi benzerlik oraninin %87 gibi yiiksek bir oranda oldugunu

ortaya koymaktadir (Cornet ve digerleri, 2017; Jayasinghe ve Jayawardena, 2019).

Bu calismada kullanilan Zebra balig1 (Danio rerio, Hamilton, 1822)’nin simiflandirilmasi
Cizelge 2.3’de, embriyo gelisimi Sekil 2.6.’da, yetiskin zebra balig1 goriintiisti Sekil 2.7.’de

verilmistir.
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Cizelge 2.3. Zebra baliginin simiflandirilmasi

Taksonomik Hiyerarsi
Alem Animalia
Alt-Alem Bilateria
Infra-Alem Deuterostomia
Sube Chordata
Alt-Sube Vertebrata
Infra-Sube Gnathostomata
Ust-Smif Actinopterygii
Siif Teleostei
Takim Cypriniformes
Ust-Aile Cyprinoidea
Familya Cyprinidae
Cins Danio
Tiir Tiir Danio rerio (Hamilton, 1822)
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Sekil 2.6. Zebra baliginin embriyo gelisimi ve yetiskin zebra baligi (D’costa ve Shepherd,
2009).
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Sekil 2.7. Erigkin zebra balig1 goriintiisii

Ayrica baliklar i¢in akut toksikolojik ¢aligmalarda kullanilan su parametreleri Cizelge 2.4’ de

verilmistir.

Cizelge 2.4. Baliklar i¢in akut toksikolojik calismalarda kullanilan su parametreleri

Parametre Sinir degerleri

pH 6-9

Cozilinmiis oksijen Soguk su baliklar1 i¢in >6 mg/L
Ilik su baliklar1 i¢in >4 mg/L

Sicaklik Soguk su baliklari i¢in 12-15 °C
Ilik su baliklar1 i¢in 20-25 °C

Amonyak <20 pg/L

Toplam sertlik 40-200 mg/L (CaCO3)

Sucul canlilar ile yapilan ¢aligmalarda toksisite testleri testin siiresine gore akut ve kronik
test olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Akut testler (24, 48, 72 ve 96 saat siirelerde yapilan
testler) ve deney siiresi canli tiirline gore degisiklik gostermektedir. Kronik test ise, deney
stiresi bir hafta, 30 giin veya daha fazla siiren testtir. Bu test tiirlinde kullanilan organizmanin
biliylime ve gelisimi 6nemlidir. Farkli toksik madde miktarlarinin organizmalarin lireme ve
gelismeleri lizerine etkileri gibi c¢aligmalarda kullanilmaktadir. Ortama toksik madde
ilavesine gore ise; statik, yar1 statik ve siirekli akis sistemli olmak iizere ii¢ gruba
ayrilmaktadir. Statik testte deney ortami deney siiresince degismez. Genellikle metabolizma
atiklarindan kaynakli olumsuzluklar i¢in 96 saat tercih edilir. Yar statik testte ise deney

ortami belirli zaman araliklariyla yenilenir. Zaman araliklar toksik madde ve organizmaya
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gore belirlenir ve genellikle farkli zaman dilimleri tercih edilmektedir. Siirekli akis sistemli
test tlirtinde ise ortam devamli olarak yenilenir ve kisa siireli toksik deneyler icin tercih edilir

(Cho, Pham, Zhao, Stolte ve Yun, 2021).

2.9. Sanger Dizileme

Mikrobiyal diinyanin genetik yapis1 hakkinda genom dizilimi bize c¢ok giiclii veriler
saglamaktadir. Bir tiirin benzersiz DNA dizilimini ¢6zmek, yagsamin molekiiler temelinin
anlasilmasini gerektirmektedir. Poliniikleotit zincirlerinin niikleik asit dizisi sonugta karasal
ve sucul yasamin genetik ve metabolik 06zelliklerini belirler. Bu sebeple biyolojik
aragtirmalar acisindan bu tiir dizileri dl¢ebilmek veya ¢ikarim yapabilmek ¢ok dnemlidir.
Yaygin olarak kullanilan dizi belirleme yontemi di-deoksi zincir sonlandirma teknolojisiyle
gerceklestirilmektedir. Zincir sonlandirma dizileme yontemi, Sanger dizileme olarak
bilinmektedir. Frederick Sanger ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilmistir ve o yillardan
giinlimiize kadar kullanilan en yaygin yontem olmustur (Sanger, Nicklen ve Coulson, 1977).
DNA dizilimi icat edildigi yillardan itibaren en giiglii teknoloji olup arastirmacilar i¢in hala
altin standart olarak gériilse de baz1 sinirlamalart mevcuttur. Ornegin, daha biiyiik dizi ¢iktist
icin, elekle ayirma olarak kullanilan jellere veya polimerlere duyulan ihtiya¢ ve sadece az
saylda Ornek paralel olarak analiz edilebilmektedir. Numune hazirligr i¢in otomasyonu
saglamak zordur. Daha biiylik diziler elde edebilmek icin DNA pargalarinin bakterilere
klonlanmas1 gerekmektedir. Dizileme i¢in yiiksek maliyete ihtiyag duyulmaktadir ve

siralama hatalar1 olabilmektedir (Fakruddin ve Chowdhury, 2012).

Sanger dizileme yasam bilimleri i¢in 6nemli firsatlar sunarak niikleik asitler ile ilgili verileri
gelistirerek hiicresel mekanizmalar ve bazi hastaliklarin daha anlasilir olmasini saglamastir.
Yontem i¢in DNA polimeraz, tek iplikli DNA, dort adet ANTP ve bir dideoksintikleotit
trifosfat (ddNTP) gereklidir. Tamamlayici DNA sentezi DNA polimeraz tarafindan
dNTP’ler ile gerceklestirilmektedir ve enzim reaksiyonu ddNTP olunca sonlanir. Olusan
reaksiyon sonrasinda elde edilen fragmanlarin dizi uzunluk optimizasyonlar1 farkl
ddNTP/ANTP oraninin test edilmesi ile saglanmaktadir. ANTP verisine gore dizileme
tiriinleri jel lizerinde ayristirilma islemi gergeklestirilir ve sonug i¢in tam DNA dizisi analiz

edilir (Ar1 ve Arikan, 2016; Vietina, Agrimonti ve Marmiroli, 2013).
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Diinya ¢apinda bir¢ok arastirma grubu, DNA dizilemenin alternatif prensiplerini gelistirmek
icin ¢aba sarf etmektedir. Molekiiler biyolojide yeni mekanizmalarin ve kavramlarin
kesfedilmesi, yasam bilimlerinin hemen hemen her alaninda yeni kapilarin agilmasi dizileme
teknolojileri i¢gin kendi ihtiyaclarini olusturmustur. Bunun sonucunda ise DNA dizileme i¢in
yeni bir yontem olan yeni nesil dizileme yontemi ortaya konmustur (Saini, Gaurav, Kumar

ve Suna, 2023).

2.10. Yeni Nesil Dizileme (NGS [Next Generation Sequencing]|)

Yeni Nesil Dizileme (YND) yontemi DNA’nin enzimatik reaksiyonlarla kesilerek c¢ok
sayida DNA parcasiyla bir kiitiiphane olusturulmasi olup kiitiiphaneyi olusturan bu DNA
pargalarinin ¢ogaltilmasina dayanmaktadir. Sanger dizileme yontemi giiniimiizde hala DNA
dizi analizi i¢in altin standart yontem olarak kabul edilmis olsa da uzun sonug¢ verme siiresi
ve maliyetinin fazla olmasi gibi dezavantajlarindan dolay1 eskisi kadar talep gormemektedir.
Son yillarda gelistirilen YND teknolojisi ile pek ¢ok verinin diisiik maliyetle ve hizli bir
sekilde analizleri yapilabilmektedir (Rizzo ve Buck, 2012). Bu teknolojinin basarili ve
giivenli bir sekilde kullanilabilmesi i¢in gelismis biyoinformatik analiz araglarina ihtiyag
duyulmaktadir. Yeni nesil dizileme yonteminde kullanilan ilk cihaz Next Generation
Sequencing 2005 yilinda kullanilmistir. Tiim ekzom dizileme yontemleri ve tim genom
ozellikle nadir hastaliklara sebep olan mutasyonlarin tanisinda, genotipik ve fenotipik
heterojenite sahip hastaliklarin tanisinda, yeni gen kesfinde yaygin olarak kullanilmaktadir
(Dogan ve digerleri, 2017; Schang, Sabéran-Djoneidi ve Mezger, 2018; Volk ve Kubisch,
2017). Bu teknoloji ile dogruluk orani yiiksek ve olduk¢a hizli bir sekilde dizileme
yapilabildigi i¢in "yiiksek verimli sekanslama" olarakta adlandirilmaktadir. Fonksiyonel
genomik c¢alismalari, molekiiler biyoloji ¢alismalar1 ve DNA ve RNA materyallerinin
analizinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica YND ile mikrodizi tekniklerine gore
birgok avantaj saglanmaktadir; tek niikleotit ¢oziiniirliigli vererek ilgili genleri alternatif
olarak eklenmis transkriptleri, alelik gen varyantlarini ve tek niikleotit polimorfizmlerini
bulabilmemizi saglar. Genom veya genomik Ozelliklere iligkin 6n bilgiye gerek
duyulmamaktadir. Daha yiiksek dinamik sinyal araligina sahiptir. Daha az girdi DNA/RNA
gerekmektedir ve daha yiiksek tekrarlanabilirligi mevcuttur. Kisacasi yeni nesil dizileme
binlerce hatta milyonlarca DNA molekiiliiniin ayn1 anda dizilenmesine olanak taniyan

saglam ve giivenilir bir platformdur (Saini, Gaurav, Kumar ve Sanu, 2023).
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3. MATERYAL METOT

3.1. Materyal

Bu calismada farkli konsantrasyonlarda ve farkli maruziyet siirelerinde siflutrin ve fipronil

maddelerine maruz birakilmis olan zebra baliklarinda (Danio rerio, Hamilton, 1822) DNA

metilasyon degisimleri aragtirilmistir.

3.1.1. Cahsmada kullamlan kimyasallar ve kitler

Yapilan arastirmada kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 3.1, kullanilan kit ve reaktif

bilgileri Cizelge 3.2.’de verilmistir.

Kimyasal maddeler

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kimyasallar

Fipronil (%98) Borik asit
Siflutrin (%92,5) Agaroz

Tris Etanol

EDTA Dimetilsiilfoksit
Etidyum bromiir

Kit ve reaktifler

Cizelge 3.2. Calisma asamasinda kullanilan kit ve reaktif bilgileri

Kit/Reagent Ad1 Marka Katalog No
Illumina DNA Prep Beads + Buffers (96 Samples) | [llumina 20015828
[Mlumina DNA Prep Tagmentation (M) Beads (96 | [llumina 20015880
Samples)

[llumina DNA Prep PCR + Buffers (96 Samples) [llumina 20015829
IDT for Illumina DNA/RNA UD 1. Set A (96 | [llumina 20026121
Indexes-96 Samples)

NovaSeq 6000 S4 Reagent Kit v1.5 (300 cycles) [llumina 20028312
NovaSeq 6000 S4 Reagent Kit (300 Cycles) [llumina 20039233
Qubit dsDNA HS Assay Kit, 500 Assays Invitrogen/Thermo | Q32854
AMPure XP Bead Beckman Coulter | A63881
Ethanol Absolute %99,9 ISOLAB 64-17-5
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Cizelge 3.3. (devam) Calisma asamasinda kullanilan kit ve reaktif bilgileri

QIAxcel DNA High Resolution Kit Qiagen 929002
Nippon Tube Strips with single flat caps Nippon FG-088WF
FastGene Optima HotStart Ready Mix Nippon LS31
EpiMark® Hot Start Taq DNA Polymerase - 100 | NEB M0490S
rxXns

EZ DNA Methylation Kit Zymo D5002
GeneJET Genomic DNA Purification Kit Thermo K0721

EZ DNA Metilasyon Kiti Zymo Research D5002 200rx.
Genomik DNA Izolasyon kiti GeneJET K0721-50 rx.
GeneRuler 100 bp DNA Ladder Thermo Scientific | SM0241

3.1.2. Cahsmada kullanilan cihazlar

Calismada toksisite testleri ve biyokimyasal analizlerde kullanilan cihaz bilgileri Cizelge

3.3’te verilmistir.

Cizelge 3.4. Calismada kullanilan cihaz bilgileri

Cihaz Adi Marka Model

NovaSeq 6000 [llumina NovaSeq 6000

Qubit 4 Fluorometer Invitrogen Qubit 4

DLab MX-F Vorteks Dragon Lab DLab MX-F

QIAxcel Qiagen QIAxcel Advanced

FastGene Ultra Cycler | Nippon Ultra Cycler Gradient

Gradient

Eppendorf Thermomixer R Eppendorf Thermomixer R

Axygen Pipet Seti Axygen Single Channel/Multi
Channel

DynaMag 96 Side Invitrogen/Thermo 12331D

FastGene Mini Centrifuge Nippon Mini Centrifuge

3130XL Genetic Analyzer Applied Biosystem 3130XL

Nanodrop-Spektrofotometre Thermo Scientific ND 1000

Mini Santrifii Eppendorf AG Minispin

UV Gdriintiileme cihazi MaestroGen UV-6L-2126

Agaroz jel elektroforezi Hoefer SUBI13

Hassas terazi Shimadzu ATX224

Buzdolab1 Vestel SP157

Mikrodalga Beko MD 1510

Termal Blok Eppendorf Thermostat Plus

Bulasik makinesi Smeg GW4090
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3.1.3. Cahsmada kullanilan primerler

Calismada HSP70, CYPIA, B-ACTIN, EFIA, B2M genleri segilerek uygun diziler
belirlenmistir. Ardindan elde edilen dizilerin blastlamasi NSBI/Primer-BLAST veri tabani
araciligtyla dogrulugu tayin edilmistir. Calismada kullanmak amaciyla primer dizileri 100
nmol miktarda sentezlettirilerek -20°C’de saklanmistir (Oligomer Biyoteknoloji/Ankara).
Kullanilan primerler Cizelge 3.4’ de verilmistir. Bu genlerin tercih edilmesindeki sebep ise
ortamda bulunan kimyasal maddelere karsi canlilarin stres tepkisini 6lgmek ve bunun

sonucunda meydana gelebilecek metilasyon seviyelerini belirlemektir.

Cizelge 3.5. Belirlenen genler i¢in tasarlanan primer dizileri

Gen Ileri primer ve Geri Primer (5°-3°)
HSP70 F- CGGCGTTTTGATTTAGGTGTTCGAGGGTG
R- CGACCTCCTACACCATTCTCTCGATCTC
CYPIA F- GGAGAGTACGTCGAAAGTTGGCGTTTAATG
R- AATTTCCGCTACCCACGATCTTCCCGAA
*B-AKTIN F- CGAGGAGTTCGTGGATTGATTGTAGA
R- CCGCTAATAAACGCTAATAACAACGCGC
*EFI1A F- GGGGAGTAGTAGTTGAGGAGTGATTTTT
R- CGAACCCGTAACTTCAAACCGCTTATACC
*B2M F- GTTGAAGAACGGATAGGTTATGTCGG

R- CGTCCGCCTCGCTACCCGATTTAAATTTAC

* Referans genler

Genlerin hepsi internet ortaminda gen bankas1i NCBI (http://www.ncbi.nlm.nth.gov/) sitesi
kullanilarak seg¢ilmistir. Promotor bolge kod numarali mRNA verilerinin baz dizilimleri
degerlendirmeye  almip  olusturulan  primerlerin  ilgili  bolgeye  ozgiilliikleri
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) kontrol edilerek belirlenmistir. Daha sonra primer
tasarimlarin1 yapmak amaciyla Primer 3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) programi
kullanilmigtir (Dorrington, Zanette, Zacchi, Stegeman ve Bainy, 2012). Genlerin uygun
dizileri belirlenmistir ve ardindan elde edilen dizilerin blastlamasi NCBI/Primer-BLAST
veritabani araciligiyla dogrulugu tayin edilmistir. Calismada kullanmak amaciyla bu primer

dizileri Sentebiolab firmasina 100 nmol miktarda sentez ettirilerek -20°C’de saklanmustir.
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3.1.4. Kullamlan kimyasal maddeler ve hazirlanisi

Siflutrin (%95)

Calismada 6n deneyler ile belirlenen subletal konsantrasyonlar kullanilmistir. Deneyde
kullanilan %95’lik siflutrin ¢6zeltisi, toz halde bulunan kimyasal madde, hassas terazide
tartilarak volumetrik cam balon jojede belirli hacim analitik saflikta dimetilstilfoksit
(DMSO) ile tamamlanarak hazirlanmistir. DMSO polar aprotik ¢6ziiciidiir. Hiicre biyolojisi
ve biyokimya alaninda yaygin kullanima sahip bir ¢oziiclidiir. Dozlamalar 96 saat LCso

degerinin (3,61 pg/L) 1/10 ve 1/100°1 olacak sekilde yapilmistir.

Fipronil (%95)

Deneyde kullanilan fipronil ¢ozeltisi, toz halde bulunan kimyasal madde, hassas terazide
tartilarak volumetrik cam balon jojede belirli hacim analitik saflikta DMSO ile
tamamlanarak hazirlanmistir. Fipronil i¢in literatlirde verilen 96 saat LCso degerinin (1,81
ng/L) (Wang a, Zhou, Ding, Zhu ve Guo, 2010) 1/10 ve 1/100 olacak sekilde dozlar
hesaplanarak uygulama yapilmistir. Dozlama agamasi i¢in hazirlanan ¢ozeltiler balon jojenin
etrafi 151k gormeyecek sekilde aliiminyum folyo ile sarilip, kullanim zamanina kadar
+4°C’de saklanmistir. Cozeltiler dozlama yapilacagl zaman ortam sicaklifina getirilerek
deney akvaryumlarina belirlenen konsantrasyonlarda uygulamalar1 yapilmistir. Dozlama
sirasinda havalandirma kesilmis ve test sollisyonlart otomatik pipetler yardimiyla

akvaryumlara eklenmistir.

3.1.5. Arastirma yeri

Deneyler, Ocak-Aralik 2023 tarihleri arasinda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi

Biyokimya Ana Bilim Dali Arastirma Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir.

Baliklarin bulundugu ortam 14 saat aydinlik, 10 saat karanlik olacak sekilde ayarlanip
fotoperiyot kurularak baliklarin yasamini devam ettirebilmesi i¢in uygun kosullar
saglanmistir (Westerfield, 2000). Baliklarin laboratuvar kosullarina uyum siireci i¢in 15 giin

laboratuvar ortamina aligmalar1 saglanmistir (Resim 3.1).
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Resim 3.1. Baliklarin laboratuvar ortamina adaptasyon kosullari

3.1.6. Akvaryum suyunun ozellikleri

Hacimleri belli olan akvaryumlara, deneylerden 6nce, i¢inde yaklasik 10 L dinlendirilmis ve
havalandirilmis kaynak suyu konulup; akvaryumlar, hava motorlar1 yardimiyla stirekli

havalandirilmistir.

3.1.7. Su parametrelerinin olciilmesi

Calismadan 6nce ve galigma siiresince su kalitesi degerleri (suda ¢oziinmiis oksijen, pH,
iletkenlik, sertlik, sicaklik) iki giinde bir 6l¢lilmiistiir. Su parametrelerinin 6l¢iilmesinde YSI,
model 51B cihaz kullanilmistir ve ortalama degerler (Cizelge 3.5.) verilmistir (Resim 3.2.).
Calismada kullanilan suyun pH’s1 7,3, iletkenlik 113-830 puS/cm (ortalama 453.4 uS/cm)

suyun sicaklig1 21°C ve ¢oziinmiis oksijen degeri ise 5,5 mg/L ol¢iilmiistiir.
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Resim 3.2. Su parametrelerinin 6l¢iilmesi (YSI, model 51B)

Cizelge 3.6. Zebra baliklar ile yapilan akut toksisite testi ortalama su kalitesi parametreleri
(Ocak-Mart 2023)

Model Kirletici pH Sicaklik Coziinmiis fletkenlik
organizma madde (°C) oksijen (mg/L) (uS/cm)
Zebrafish Siflutrin 7.74 24 7.0 2901

(Danio rerio,
Hamilton, Fipronil | 7.73 24 6.9 309

1822)

3.1.8. Deney hayvanlarimin hazirlanmasi

Bu calismada ortalama boylar1 2,51+£0,49 cm ve agirliklar1 da 0,14+0,06 g zebra baliklart
kullanilmistir. Toplam yiiz adet zebra balig1 (disi/erkek esit dagilim) bes adet akvaryuma
dagitilmistir. Akvaryumlarin popiilasyonu yansitmasi agisindan disi ve erkek balik sayisi esit
tutulmustur. Metabolik atiklarin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in akvaryum suyunun temizligi
giinliik olarak yapilmistir. Baliklar sertifikali tiretim ve satis1 yapilan firmadan temin edilip,
laboratuvarda uygun sartlarda adaptasyonlari saglanmistir. Laboratuvar sartlarina uyum igin
15 gilin deney akvaryumlarinda bekletilmistir. Uyum periyodunda baliklar viicut
agirliklarinin %2’si oraninda ticari akvaryum balik yemi (Ahm Cichlid Flake Food) ile

beslenmislerdir.
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Boyutlar1 10x20x35 ve hacimleri 15 L olan akvaryumlara deneylerden once, i¢inde yaklagik
10 L dinlendirilmis ve havalandirilmis kloru uzaklastirilmis kaynak suyu konulup;
akvaryumlar, hava motorlar1 yardimiyla siirekli havalandirilip ve termostatli 1siticilar
vasitasiyla su sicakligi 28°C’de sabit tutulmustur. Fotoperiyot 14 saat aydinlik 10 saat
karanlik olacak sekilde ayarlanmistir (Liu ve digerleri, 2016). Akvaryum sularmin kalitesi,
suda c¢oziinmiis oksijen, pH, iletkenlik, sertlik, sicaklik ile amonyak, nitrit, nitrat
konsantrasyonlari alistirma peryodunda 2 giinde bir dl¢iilmistiir (Westerfield, 2000) (Resim
3.3, Resim 3.4). Ayrica giinliik sifonlamalar1 yapilarak yem ve balik atiklarinin ortamdan

uzaklastirilmasi saglanmistir.

Kontrol grubunda kimyasallar1 ¢c6zmede kullanilan DMSO ile dozlama yapilirken deney
gruplarinda belirlenen siflutrin ve fipronil konsantrasyonlar1 hazirlanarak 96. saat ve 7.
giinde dozlamalar1 yapilmistir. Dozlama sonrasinda deney ve kontrol grubunda hayatta kalan
baliklar DNA metilasyonu deneylerinde kullanilmak iizere siv1 nitrojen ile dondurularak -80

°C’ de saklanmistir.

wo|0

A T

Resim 3.3. Deney sonrasi buz anestezisi uygulanan balik
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Resim 3.4. Laboratuvar ortaminda ¢aligma oncesi deney hayvanlarinin hazirlanmasi

3.2. Metot

3.2.1. Subletal toksisite deneyleri

Subletal deneyler dncesinde siflutrin maddesinin akut toksik konsantrasyonu belirlenmistir.
Yari statik deney sartlarinda siflutrinin 96 saatlik LCso degeri hesaplanmistir. Daha sonra
akut toksisite test sonucunda subletal konsantrasyonlar belirlenerek, baliklar 24., 96. saat ve
7 giin siiresince bu dozlara maruz birakilmistir. Dozlama yapilan akvaryum gruplari ve doz

miktarlar1 Cizelge 3.6.” da verilmistir.

Akvaryumlarda bulunan sularin kimyasal derisimlerinin sabit kalabilmesi i¢in deney
ortaminda iki giinde bir olacak sekilde sularin degisimleri yapilmis ve dozlama
tekrarlanmigtir. Su degisim isleminde yem kalintilar1 ve atiklar sifonlama iglemi ile

temizlenmistir (Resim 3.5).



Resim 3.5. Laboratuvar ortami deney diizenegi

Iki kimyasal i¢in gruplarin dagilimi Cizelge 3.2. ‘de verilmistir.

Cizelge 3.7. Calisma i¢in belirlenen siflutrin ve fipronil dozlama gruplari

Gruplar Maddeler Dozlama siiresi Doz miktar1 (uL)
Grup 1 Kontrol
Grup 2 F 7. giin diisiik doz 18
Grup 3 F 7. giin yliksek doz | 180
Grup 4 S 96 saat diisiik doz | 170
Grup 5 S 96 saat yiiksek doz | 1700
Grup 6 S 7. giin diisiik doz 170
Grup 7 S 7. giin yliksek doz | 1700

3.2.2. Biyokimyasal analizler

DNA izolasyonu

DNA izolasyonu, kisaca deoksiriboniikleik asidin yani DNA’nin igerisinde bulundugu
hiicreden, dokudan ya da viriisten elde edilmesi islemidir. DNA izolasyonu ii¢ temel
adimdan olugmaktadir. Bunlar, hiicre parcalamasi, ¢okeltme ve saflastirmadir (Sekil 3.1.).
DNA izolasyonunda standardizasyon amagh kit kullanilmistir (GeneJET Genomic DNA
Purification Kit/Thermo/K0721). Kit kullanilirken ticari firmanin 6nerdigi protokol takip
edilmistir (Zhang ve digerleri, 2020; Liu ve digerleri, 2016).
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Sekil 3.1. DNA izolasyon islem basamaklari

Her 6rnek i¢in 2 adet 1,5 ml’lik tiip, 1 adet GeneJET Genomic DNA Purification kolonu,
1 adet kiigiik petri kab1 isimlendirilir ve 1 adet bisturi hazirlanir.

Is1 blogu 56°C’ye ayarlanir.

Tiim doku petri kabi i¢inde bistiiri ile minik pargalara boliiniir. 200 ul par¢alama ¢ozeltisi
petri kabina eklenir ve daha minik doku parcalar1 200 pl pargalama ¢ozeltisi ile birlikte
cekilip 1,5 ml’lik tiipe aktarilir. 200 pl lizis tamponu petri kabina eklenir ve kalan kiigiik
parcalar da lizis tampon ile birlikte ¢ekilip 1,5 ml'lik tiipe aktarilir.

Tiipe aktarilan doku pargalar1 + pargalama ¢ozeltisi + lizis tamponu iizerine 25 pl
proteinase K ¢ozeltisi eklenir.

1,5 mI’lik tiip 6nceden 56°C’ye 1sitilmis 1s1 bloguna yerlestirilir, blogun ¢alkalama hizi
700 rpm’e ayarlanir ve 10 dk inkiibasyona birakilir. 1,5 ml’lik tiip ara ara vortekslenip
tekrar 1s1 bloguna yerlestirilebilir. Doku tamamen homojen olmak zorunda degildir.
Inkiibasyondan sonra tiipe 20 ul RNase A ¢ozeltisi eklenir, oda 1sisinda 10 dk
inkiibasyona birakilir.

Inkiibasyondan sonra tiipe 400 pul %96’lik EtOH eklenir ve vortekslenir.

8.Tlim s1v1 kolona aktarilir. Kolonu tikayabilecek biiytikliikteki parcalar aktarilmaz.
GeneET Genomic DNA Purification Column 6000 x g’de 1 dakika santrifiij edilir.
Kolonun alt kism1 dokiiliir ve kolona 500 pl yikama tamponu I eklenir, 8000 x g’de 1
dakika santrifiij edilir.

Kolonun alt kismi1 dokiiliir ve kolona 500 pL yikama tamponu II eklenir maximum hizda
(12000 x g) 3 dakika santrifiij edilir.

Kolonun alt kismi atilir, kolon yeni bir 1,5 mI’lik tiipe yerlestirilir.

50 pl eliisyon tamponu kolonun tam ortasindaki filtreye eklenir, oda 1si1sinda 5 dk inkiibe

edilir ve 8000 x g’de 1 dakika santrifiij edilir.
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e 1,5 ml’lik tiipte toplanan s1v1 tekrar ayni kolona yiiklenir, tekrar oda 1sisinda 5 dk inkiibe
edilir ve 8000 x g’de 1 dakika santrifiij edilir.
e Izole edilen DNA -20 °C’de saklanabilir.

DNA’ nin saflik ve miktar tayini

DNA orneklerinin saflifi ve miktar1 spektrofotometre cihazi ile belirlenmistir (Resim 3.6).
DNA miktar tayini 6l¢iimii ve grafigi Resim 3.7.’de verilmistir. DNA ile baglantili olarak
yapilan tiim analizlerin giivenirliligini ve dogrulugunu etkileyen faktorler arasinda DNA
kalitesi, saflig1 ve miktar1 yer almaktadir. 260 nm de dl¢iimleri yapilan absorbans degerleri
saf olarak izole edilen niikleik asitlerin ng ya da pg olarak miktarlarinin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. 260 nm dalga boyunda okunan deger ile 280 nm ve 230 nm dalga
boylarinda okunan degerler arasindaki oran niikleik asitlerin safligi hakkinda bilgi
vermektedir. Saflagtirilmis DNA orani yaklasik olarak 1,75-1,8 iizerinde olmalidir (Lee,
McCord ve Buel, 2014; Sambrook ve Russell, 2001).

X
-

Resim 3.6. Spektrofotometre ile izole DNA’larin dl¢iilmesi
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Resim 3.7. DNA miktar tayini 6l¢iimii ve grafigi

Dokulardan izole edilen DNA ’larin bistuilfit donisimu

Izole edilen DNA’lar spektrofotometre ile olgiimleri tamamlandiktan sonra_ bisiilfit
doniistimleri (Zymo Research EZ DNA Methylation Kit Cat no: D5002) kit protokoliine gore
yapilmustir.

CT Donustiiriici reaktif hazirlanmasi

Bu kit i¢inde saglanan CT doniistiiriicii reaktif kat1 bir karisimdir ve ilk kullanimdan 6nce

asagida belirtilen sekilde hazirlanmalidir.

1. Bir CT doniistiiriicii reaktif tiiptine 750 pl su ve 210 pul M-diliisyon tamponu eklenir.

2. Sik sik vorteksleyerek veya calkalayarak oda 1sisinda 10 dakika karistirtlir. CT
dontstiiriicii reaktif tiiplinde eser miktarda ¢oziinmemis reaktif goériilmesi normaldir. Her bir
CT dontstiiriicii reaktif tiipii 10 ayr1 DNA islemi i¢in tasarlanmistir. CT doniistiiriicii reaktif
1518a duyarhidir. En 1yi1 sonuglar i¢in hazirlandiktan hemen sonra kullanilmalidir. Hemen
kullanilmazsa, oda 1sisinda bir gece, 4°C'de bir hafta veya 20°C'de bir ay saklanabilir.

Depolanan reaktif kullanilmadan 6nce 37°C’ye getirilmeli ve vortekslenerek kullanilmalidir.
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M-Yikama tamponu hazirlanmasi

Kullanmadan 6nce 6 ml M-Yikama tamponuna (D5001) 24 ml %100 etanol veya 24 ml
yikama tamponuna (D5002) 96 ml %100 etanol eklenmelidir.

Protokol

e DNA oOrnegine 5 pl M-Diliisyon tamponu eklenir ve toplam hacim su ile 50 pl'ye
ayarlanir. Numuneyi yukar1 ve asagi dogru hafifce vurarak veya pipetleyerek karistirilir.
Ornegin 14 pl DNA 6rnegi icin 5 ul M-Diliisyon tamponu ve 31 ul su eklenmelidir.

e Ormnek 15 dakika boyunca 37°C'de inkiibe edilir.

e Inkiibasyondan sonra, her 6rnege 100 pl hazirlanns CT doniistiiriicii reaktif eklenir ve
karigtirilir.

e Tiipler karanlikta, 50°C'de 12-16 saat inkiibe edilir.

e Reaksiyonun 1s18a maruz kalmasi en aza indirilmelidir. Alternatif inkiibasyon kosullar
icin ekler boliimiinde [llumina Infinium Metilasyon Testi kullanilirken’e bakilmalidir.

e Tiipler 0-4°C'de (6rn. buz iizerinde) 10 dakika boyunca inkiibe edilir. Ornekler 4°C'de 20
saate kadar saklanabilir.

e Zymo-Spin IC Kolonu kolon toplama tiipiine yerlestirilir ve kolona 400 ul M-Baglanma
tamponu eklenir. Kolon, kolon toplama tiipiiniin iizerindeyken kolon toplama tiipiliniin
kapasitesi 800 pl'dir. Kolon igeriginin kontaminasyonunu onlemek i¢in gerektiginde
toplama tiipilinii bosaltilmalidir.

e Ornekler (Adim 5'ten) M-Baglanma tamponu igeren Zymo-Spin IC Kolonuna yiiklenir.
Kolonun kapag kapatilir ve kolonu birkag kez ters ¢evirerek karistirilir (ya da 400 ul M-
Baglanma tamponu ve buzda bekleyen ornekler bir tiipte karistirilir ve kolona yiiklenir).

e Kolonlar >10.000 x g’de 30 saniye santrifiijlenir ve kolon alt1 dokiiliir.

e Kolona 100 pl M-Yikama tamponu eklenir. Kolonlar>10.000 x g’de 30 saniye
santrifiijlenir ve kolon alt1 dokiiliir.

e Kolona 200 pl M-desiilfanasyon tamponu eklenir ve oda 1sisinda 15-20 dakika
inkiibasyona birakilir. Inkiibasyondan sonra >10.000 x g’de 30 saniye santrifiijlenir.

e Kolona 200 pl M-Yikama tamponu eklenir >10.000 x g’de 30 saniye santrifiijlenir. 200
ul daha M-Yikama tamponu eklenir ve >10.000 x g’de 30 saniye santrifiijlenir.
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e Kolon 1,5 ml'lik bir tiipe yerlestirilir. 10 pul M-Eliisyon tamponu dogrudan kolon

matriksine eklenir, sonra >10.000 x g’de 30 saniye santrifiijlenir.

DNA analize hazirdir veya daha sonra kullanilmak {izere -20°C'de veya altinda saklanabilir.
Uzun siireli depolama i¢in -70°C veya altinda saklanmalidir. Her PCR i¢in 1-4 pul eliie
edilmis DNA kullanilmas1 onerilir. Ancak gerekirse 10 pl'ye kadar kullanilabilir. Eliisyon
hacmi deneyin gereksinimlerine bagli olarak >10 pl olabilir. Ancak kii¢iik eliisyon hacimleri
daha konsantre DNA verecektir. Alternatif olarak, deney i¢in gerekliyse eliisyon i¢in su veya

TE (pH > 6.0) kullanilabilir.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve sanger dizileme

Numuneler i¢in reaktif bilgileri ve PZR kosullar1 Cizelge 3.7, FastGene Optima HotStart
Ready Mix Miktarlar1 ve PZR kosullar1 Cizelge 3.8 de verilmistir.

Cizelge 3.8. Reaktif bilgileri ve amplifikasyon PZR kosullar

NEB EpiMark Hot Start Taq DNA Polimeraz (Cat: Amplifikasyon PZR
M0490) Kosullari
Reaktif Miktar (ul) | 13 | Orneklik Ist Stire | Dongii
(Yarim12,5)
5X EpiMark Hot 2,5 32,5 95°C | 30sn
StartTaq Tepkime
Tamponu
10 mM dNTPs 0,25 3,25 95°C | 30sn
10 uM Forward 0,25 3,25 67 60 sn
Primer
10 uM Reverse 0,25 3,25 40
Primer dongi
EpiMark Hot Start 0,06 0,81 68°C | 1dk
TagDNA Polimeraz
Template DNA (250
ng) 9,2 119,6
Niikleaz igermeyen 68 °C | 5dk
su
Toplam 12,5 162,7
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Cizelge 3.9. FastGene Optima HotStart Ready Mix Miktarlar1 ve PZR kosullari

FastGene Optima HotStart Ready Mix Miktarlari FastGene Optima HotStart Ready
Mix PCR Kosullar1
2X FastGene Optima HotStart ReadyMix 95°C 3dk
boya ile
F Primer (10 uM) 95 °C 15 sn
40 dongii
R Primer (10 puM) 68 °C 30 sn
DNA 72 °C 1 dk
H>0 72 °C 1 dk
Toplam 4°C o0
2 saat 10
dakika

PZR yontemi ile istenilen bolgelerin ¢ogaltilmasi gerceklestirildikten sonra, PZT iiriinleri
Agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek goriintiilenmistir. Agaroz 1,5 g tartilarak 150 mL’de
ve 5 uL midori green boyasi eklenerek daha sonra mikrodalga firinda ¢ozdiirilmiistiir.
Hazirlanan jel 65°C’ye kadar sogutulmustur. jel dokiiliip, taraklar tanklara takilarak 15-20
dk kadar donmasi i¢in beklenmistir. Sonra 0,6xTAE tamponu hazirlanip yliriitme tamponu
olarak tanklara eklenmistir. ilk kuyucuga ladder yiiklenip diger kuyucuklara da sirasiyla
ornekler yiiklenerek 130-150 V arasinda 40-60 dk kadar yiiriitiilmiistiir. Hazirlanan jelin

daha sonra goriintiileri alinmstir.

Agaroz jel elektroforezinin goriintiilenmesi ile istenilen biiyliklikte oldugu gézlemlenen
DNA’larin dizilerinin elde edilmesi i¢in Sanger dizileme gergeklestirildi. Ticari bir sirketten
hizmet alim1 olarak yapilan Sanger dizilemeleri tamamlanmistir (Genoks Genetik Hastaliklar

Tan1 Merkezi/Ankara).

Yeni nesil dizileme

Yeni nesil dizileme ile dizileme yapilmasi i¢in ¢ok dnemli bir basamak olan kiitiiphane hazirlig
basamag@i ornek tiplerine uygun olarak tamamlandi. Orneklerin kiitiiphane hazirhig: iiretici
firmanin talimatlarina gore gergeklestirildi (Resim 3.8). Kiitliphane hazirhigi biten tim
orneklerin, Qubit 4 florometre Sl¢limleri yapildi, Agaroz jel elektroforezinde istenilen
boyutlarda gdzlemlenen ornekler, dizileme islemine alinmadan 6nce son basamak olan
dizileme havuzu hazirligina alindi. Bu basamaktaki amag; dizilemesi yapilacak olan tiim

orneklerin tek bir tiipte toplanip, uygun konsantrasyonda olacak sekilde birlestirilmesi ve
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bunun sonucunda da tek seferde birden fazla 6rnegin dizisinin elde edilmesidir. Dizileme
sonunda elde edilen diziler Illumina Novaseq sistemi tarafindan otomatik olarak
birbirlerinden ayrilmistir. Bu sayede, elde edilen dizilerin biyoinformatik analizleri
yapilabilmis ve istenilen Ornegin dizileri elde edilebilmistir. Dizileme i¢in uygun
konsantrasyona sahip olan dizileme havuzu, tiim bu islemlerin ardindan Illumina MiSeq
sisteminde dizilemeye alindi. Olusturulan havuzun dizileme islemi yapilirken Illumina
Novaseq 6000 sisteminde uzun diziler elde etmek icin kullanilan “Novaseq Reagent Kit”
(600-Dongii) ile dizileme islemi gergeklestirildi. Dizileme islemi sonucunda evrensel
onciillere gore Illumina sistemi tarafindan otomatik olarak ayrilan Ornekler “.fastq”
formatinda elde edildi. Dizileri igeren bu dosyalarin biyoinformatik analizleri dizileme

isleminden sonra gergeklestirildi.

Resim 3.8. DNA numunelerinin kiitiiphane hazirlik agsamasi

3.2.3. Istatistiksel hesaplamalar

Siflutrin pestisitinin akut toksisite test sonuglarinda LCso degeri EPA Probit Analiz Programi
(Version 1.4) programi kullanilarak belirlenmistir. Sanger dizileme de tiim 6rnekler dnce
sanger cihazina yiiklenerek veriler elde edilmisve dizilerin hizalanmasi, BLAST arastirmast,
plasmid ¢izimi, ABI ve Beckman chromatogram dosyalarinin gorsellestirilmesi i¢in Bioedit
ve Chromas programlari kullanilmistir. Kullanilan YND platformunun sagladigi yazilim ile
cikt1 olarak niikleotit dizisini ve okudugu her bir niikleotidin kalite degerlerini bir arada
bulunduran bir yazilim dosyasi olan FASTQ (Fast Adaptive Shrinkage Thresholding
Algorithm and Quality) dosyas1 olugsmaktadir. Yeni nesil dizi analizi sonuglarinda bisiilfit

uygulanmis okumalar ilgili genomla eslestiren ve metilasyon bilgileri Bismark (Version
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0.24.2) kullanilarak tamamlanmigstir. Bismarktan alinan ¢iktilarin gorsellestirilmeleri de
ViewBS (Version 0.1.11) ile yapilmistir. Tiim gen ve gruplar i¢in tanimlayici istatistik
yapilarak ANOVA testi kullanilmistir. Yapilan istatistiksel hesaplamalara goére ACTB,
HSP70, B2M, EF1A4 ve CYPI1A genleri i¢in p<0,05 ve ortalama fark 0,05 seviyesinde anlamli

bulunmustur.
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4. BULGULAR

Bu calismada disiik ve yliksek konsantrasyonda fipronil ile siflutrin uygulanan zebra
baliklarinda, belirlenen genlerde (CYPIA ve HSP70) meydana gelen DNA metilasyonu

arastirilmis ve elde edilen bulgular asagida sunulmustur:

4.1. Akut Toksisite Test Bulgular:

Sucul organizmalar {izerinde yapilan toksisite testleri temel olarak uygulanan herhangi bir
maddenin test canlilar1 tizerinde hangi konsantrasyonda zararli oldugunun belirlenmesine
dayanir. Bu calisma kapsaminda yapilan 6n deneylerde siflutrinin eriskin zebra baliginda 96
saatlik LCso degeri 3,61 ng/L olarak belirlenmistir. Siflutrin kimyasalinin 96 saat sonunda
tahmini letal konsantrasyon ve giliven aralik degerleri Cizelge 4.1.” de verilmistir. Ayrica

zebra baliklarinin 96 saatlik probitleri ve regresyon egrisi de Sekil 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Siflutrinin 96 saatlik tahmini letal konsantrasyonlar1 (LC) ve giiven araliklari

Deger Konsantrasyon 95% Giiven aralig1
(ug/l)

LC1.00 0.09 0.00-0.47
LC5.00 0.027 0.00-0.97
LC10.00 0.48 0.01-1.45
LC15.00 0.71 0.03-1.93
LC50.00 3.61 1.06-9.18
LC85.00 18.23 7.49-197.08
LC90.00 26.74 10.21-474.16
LC95.00 47.18 15.60-1802.02
LC99.00 136.82 32.69-23294.57
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Sekil 4.1. Zebra baliklarinin 96. saat probit degerleri ve regresyon egrisi
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4.2. DNA izolasyon bulgular:
Fipronil ve siflutrin maruziyeti sonrasinda tiim viicut balik dokularinin DNA izolasyon
degerleri spektrofotometre ile Olcilildiikten sonra tiim degerler ortalama ve standart sapma

olarak Cizelge 4.2.’de verilmistir.

Cizelge 4.2. DNA izolasyonu yapilan dokularin ortalama ve standart sapma degerleri

Gruplar Madde Dozlama Siiresi Konsantrasyon A260/280
(ng/pL) ortalama+tstd
ortalamatstd sapma
sapma
Grup 1 Kontrol 354,5+128,82 1,86+0,054
Grup 2 F 7. giin diisiik doz 535,35+237,09 1,87+0,028
Grup 3 F 7. giin yiiksek doz 323,45+33,16 1,88+0,092
Grup 4 S 96 saat diisiik doz 407+32,67 1,82+0,028
Grup 5 S 96 saat yiiksek doz 231+44,55 1,74+0,064
Grup 6 S 7 giin diistik doz 185+63,64 1,69+0,035
Grup 7 S 7 giin yiiksek doz 168,75+38,82 1,68+0,120

260/280 nm absorbans oran1t DNA ve RNA'nin safligin1 degerlendirmek i¢in kullanilir. DNA
icin ~1.8 oran1 genel olarak “saf” kabul edilir; ~2.0 oran1 genellikle RNA i¢in “saf” olarak
kabul edilir. Her iki durumda da oranin kayda deger olciide diisiik olmasi, 280 nm veya
yakininda giiclii bir sekilde emilen protein, fenol veya diger kirletici maddelerin varliini
gosterebilir. 260/230 orani niikleik asit safliginin ikincil bir 6l¢iisii olarak kullanilir. "Saf"
niikleik asit i¢in 260/230 degerleri genellikle ilgili 260/280 degerlerinden daha yiiksektir.
Beklenen 260/230 degerleri genellikle 2,0-2,2 arasinda bir deger olmalidir. Oranin
beklenenden 6nemli 6l¢iide diisiik olmasi, 230 nm'de emilen kirletici maddelerin varliginm

gostermektedir.

4.3. Bisiilfit DNA ve PZR bulgulan

Bu ¢alisma kapsaminda bisiilfite doniistiiriilmiis DNA’larin kiibit 6l¢iim degerleri Cizelge

4.3’te verilmistir.
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Cizelge 4.3. Bisiilfite dontstiiriilmiis DNA’larin kiibit 6l¢lim degerlerinin ortalama ve
standart sapma degerleri

Konsantrasyon ortalama=+std sapma A260/280 ortalamaz+std sapma
Gruplar (ng/uL)
Grup 1 98,85+38,60 2,1+0,06
Grup 2 126,45+35,57 2,10+0,021
Grup 3 112,95+80,68 2,11+0,08
Grup 4 132,2+16,40 2,17+0,021
Grup 5 83,3+2,97 2,21+0,042
Grup 6 82,25+6,58 2,240,028
Grup 7 75,1£1,70 2,175+0,007

Bisiilfit PZR i¢in belirlenen bes genin primer bilgileri Cizelge 4.4. ve drneklere ait agaroz

jel elektroforezi goriintiisii Resim 4.2.” de verilmistir.

Cizelge 4.4. Belirlenen bes genin primer, dizi, baz sayisi, GC orani ve erime derecesi bilgileri

Primer Adi Dizi Baz GC Tm
Sayis (Melting
1 temperature)
HSP70-F CGGCGTTTTGATTTAGGTGTTCGAGGGTG 29 52% 68 68
HSP70-R CGACCTCCTACACCATTCTCTCGATCTC 28 54% 68
Primer Adi Dizi Baz GC Tm
Say1s
1
CYPIA-F GGAGAGTACGTCGAAAGTTGGCGTTTAA 30 47% 67 67
TG
CYPIA-R AATTTCCGCTACCCACGATCTTCCCGAA 28 50% 67
Primer Adi Dizi Baz GC Tm
Say1s
1
B-AKTIN-F CGAGGAGTTCGTGGATTGATTGTAGA 26 46% 63 64
B-AKTIN-R CCGCTAATAAACGCTAATAACAACGCGC 28 46% 65
Primer Adi Dizi Baz GC Tm
Say1s
1
EFIA-F GGGGAGTAGTAGTTGAGGAGTGATTTTT 28 43% 64 65,5
EFIA-R CGAACCCGTAACTTCAAACCGCTTATACC 29 48% 67
Primer Adi Dizi Baz GC Tm
Sayis
1
B2M-F GTTGAAGAACGGATAGGTTATGTCGG 26 46% 63 65,5
B2M-R CGTCCGCCTCGCTACCCGATTTAAATTTA 30 50% 68
C
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Resim 4.1. Orneklere ait agaroz jel elektroforezi goriintiileri (a. F1, F2, F3, F4, F5, b. F8,
F9, S1, S3, c. S5, S6, S8, S9, S10, S11, S13).

4.4. Sanger Dizi Analizi Bulgulan

Orneklerin Sanger dizileme islemi bittikten sonra elde edilen veriler Bioedit programi
kullanilarak gorsellestirilmistir, metile sitozinler mavi renkli olarak verilmistir. Sanger
dizileme icin 6rnekler cihaza yliklenmeden 6nce her 6rnege bir kod verilerek ondan sonra
yiikkleme islemi yapilmistir. Daha sonra elde edilen verilerden 6rneklere ait kromotogram
goriintiileri elde edilmistir. ideal ve sekans bilgisine giivenilebilecek bir kromatogram
goriintiisiinde giiriiltii az olmali, pikler birbirinden yeterince ayri, parcalanmamis ve sirali

bir sekilde goriinmelidir (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. Fipronilin 7. giin yiiksek dozlu 6rnegine ait pik goriintiileri net olan Sanger
kromotogram bulgulari

Calisma planlanirken belirlemis oldugumuz iki adet HSP70 ve CYP1A genlerinin kontrol
gruplarinda meydana gelen metilasyon durumlarinin Sanger dizileme sonrasi Bioedit
programi ile goriintiileri elde edilmistir (Resim 4.2, 4.3.). Mavi ile isaretli bazlar metile
sitozinleri (C) temsil etmektedir. Yesil renkli baz Adenin (A), kirmizi renkli baz Timin (T)
ve siyah renkli baz ise guanin (G) olarak verilmistir. Sol tarafta 6rneklerin forward ve reverse
primerlerini gosteren drnek kisaltmalar1 verilmistir ve alttaki gorsel {istteki gorselin devami
seklindedir. Metilasyon sonuglarina bakildigi zaman genel olarak kontrol gruplarinda benzer

bolgelerde metilasyonun oldugunu ve bir kiimelesme meydana geldigi goriilmektedir.
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Resim 4.2. Siflutrin ve fipronil pestisitlerinin HSP70 geninin kontrol gruplarinda meydana
gelen metile sitozinlerin yogunluk durumlari
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Resim 4.3. Siflutrin ve fipronil pestisitlerinin CYPIA geni kontrol gruplarinda meydana
gelen metile sitozinlerin yogunluk durumlari

Siflutrin ve fipronil pestisiterine ait ACTB, B2M ve EFIA referans genlerinin Sanger
dizileme sonras1 Bioedit programu ile elde edilen goriintiiler metile sitozinlerin yogunlugunu

gostermektedir (Resim 4.4, 4.5 ve 4.6). Mavi goriilen kisimlar metile sitozinleri ifade

etmektedir.
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Resim 4.4. Siflutrin ve fipronil pestisitlerinin 4C7B referans geninin kontrol gruplarinda
meydana gelen metile sitozinlerin yogunluk durumlari
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Resim 4.5. Siflutrin ve fipronil pestisitlerinin B2M referans geninin kontrol gruplarinda
meydana gelen metile sitozinlerin yogunluk durumlari
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Resim 4.6. Siflutrin ve fipronil pestisitlerinin £F' 1A referans geninin kontrol gruplarinda
meydana gelen metile sitozinlerin yogunluk durumlari
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Calisma sonucunda fipronil 7. giin hem yiiksek hem de diisiik dozlu gruplar incelendiginde;
diisik doz uygulanmis gruptaki (Resim 4.7.) metilasyon yogunlugunun yiiksek doz
uygulanmis gruba gore daha az oldugu goriilmektedir (Resim 4.8.). Mavi renginin
yogunluguna bakildiginda yiliksek doz uygulanmasina ragmen metilasyon seviyesinde kayda
deger bir artis goriilmemektedir. Bu da bize aslinda hipometilasyon olabilecegi hakkinda

bilgi vermektedir.
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Resim 4.7. Fipronilin 7. giin diisiik doz uygulanmis grubunda meydana gelen genlere ait
(HSP70, CYP1A, ACTB, EF14 ve B2M) metile sitozinlerin yogunluk durumlari
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Resim 4.8. Fipronilin 7. giin yiiksek doz uygulanmis grubunda meydana gelen genlere ait
(HSP70, CYPIA, ACTB, EF14 ve B2M) metile sitozinlerin yogunluk durumlari

96. saat diisiik ve yiikksek doz uygulanmis siflutrin grubunda metile sitozin oranina
bakildiginda;
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Resim 4.9. Siflutrinin 96. saat diisiikk doz uygulanmis grubunda meydana gelen genlere ait
(HSP70, CYPIA, ACTB, EF14 ve B2M) metile sitozinlerin yogunluk durumlar1
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Resim 4.10. Siflutrinin 96. saat yiliksek doz uygulanmis grubunda meydana gelen genlere
ait (HSP70, CYPI1A, ACTB, EF1A ve B2M) metile sitozinlerin yogunluk

durumlari
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Resim 4.11. Siflutrinin 7. giin diisiik doz uygulanmis grubunda meydana gelen genlere ait
(HSP70, CYP1A4, ACTB, EF14 ve B2M) metile sitozinlerin yogunluk

durumlari
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Siflutrinin 7.glin diisiik ve yiiksek dozlu gruplara ait sanger dizileme kromotogram

goriintiilerinde metile sitozin yogunluklar1 Resim 4.11 ve Resim 4.12°de verilmistir.
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Resim 4.12. Siflutrinin 7. gilin yiiksek doz uygulanmis grubunda meydana gelen genlere ait
(HSP70, CYPIA, ACTB, EF14 ve B2M) metile sitozinlerin yogunluk durumlari

Bioedit programi ile kromatogram goriintiisii elde edilen yiiksek doz uygulanmis fipronil
orneginde mavi pikler metilasyon yogunlugunu ifade etmektedir. Benzer sekilde ayni gruba
ait farkli referans geni ile alman sonugta da metile sitozinler mavi olarak goriilmektedir.
Fipronilin yiiksek doz grubunun HSP70 ve EFIA referans genlerine ait kromotogram
goriintiileri verilmistir (Resim 4.13, 4.14.).
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Resim 4.13. Fipronil 7.giin yiiksek dozlu HSP70 genine ait sanger gorlintiisi
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Resim 4.14. Fipronil 7.giin yiiksek doz grubu EF'/4 genine ait sanger goriintlisii
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Siflutrinin 96. saat diisiik doz uygulanmis B2M referans gen grubunda (Resim 4.16.) metile
sitozin yogunlugu, kontrol (Resim 4.15.) grubuna gore metile sitozin sayilarinda bir azalma

gOriilmiistiir.
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Resim 4.15. Siflutrin kontrol grubuna ait B2M referans geni kromotogram goriintiisii
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Resim 4.16. Siflutrin 96. Saat diisiik doz grubu B2M referans geni kromotogram goriintiisii
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Sekil 4.3. Siflutrin ve fipronil gruplarina ait HSP70, CYP1A genleri ve B2M, ACTB, EF1A4
referans genlerine ait CG metilasyon bulgulari

Grafik incelendiginde HSP70 ve CYPIA genlerinin metilasyon oranlar ile referans

genlerden B2M geni CG metilasyon ortalama degerleri birbirine yakin oldugu
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goriilmektedir. ACTB ve EF1A4 referans genlerinde ise bu oran ¢ok daha diisiik degerdedir
(Sekil 4.3.).

Orneklerin kontrol grubu, dozlama miktarlar1 ve siirelerine gére gruplandirilip bes gen icin
ayrt ayrt grup ylizdeleri karsilagtirllmistir (Sekil 4.4.). Grup 1(***) her iki pestisit igin
kontrol olarak belirlenmistir ve deney siireci sonunda ortaya ¢ikan sonucglarda dogal bir
siirecte de metilasyonun olabilecegini ifade etmektedir. Gup 2’de (**) fipronilin 7.gilin diisiik
dozlu, Grup 3’te (**) ise fipronilin 7. giin yiiksek dozlu ornekleri yer almaktadir ve
hipometilasyonun varligini ifade etmektedir. Benzer sekilde Grup 4’(*) te siflutrinin 96. saat
diisiik doz uygulanmis grubunda da hipometilasyonun varligindan séz edilebilmektedir.
Grup 5 (*) siflutrinin 96. saat yiiksek dozlu, Grup 6 (*) siflutrinin 7. giin diisiik doz grubunu
ve Grup 7 (*) ise siflutrinin 7. giin yliksek doz grubunun Grup 2, 3 ve 4’e gore metilasyon
seviyesinde artis oldugu goriilmektedir. Grafik incelendiginde Grup 1 ylizdesi 28,36; Grup
2 26,73; Grup 3 27,65; Grup 4 27,26; Grup 5 28,31; Grup 6 28,26 ve Grup 7 28,22 olarak
verilmistir. Sonuglar incelendiginde siflutrinin fipronil grubuna goére metilasyon seviyesinde
artis oldugu soylenebilmektedir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda ise degerler yiizde

olarak birbirine yakindir.
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Sekil 4.4. Fipronil ve siflutrin gruplarina ait Sanger dizileme yilizde bulgulari
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4.5. Yeni Nesil Dizi Analizi Bulgular

Agaroz jel goriintiileri elde edilen 6rneklerin {llumina cihaz ile dizilenmeleri tamamlanmis
ve BAM dosyas1 ¢iktis1 olarak elde edilmistir. Elde edilen BAM ve BAI dosyalar1 IGV
(Integrative Genomics Viewer) programi ile analizleri tamamlanmistir. CpG
diniikleotidlerindeki sitozin metilasyonu ile iliskili olan DNA metilasyonu, epigenetik
mekanizmalar arasinda en ¢ok calisilandir. Bununla birlikte, sitozin metilasyonu, H'nin A,
C veya T oldugu CHG ve CHH dizi bolgeleri dahil olmak tizere CpG olmayan bolgelerde
de meydana gelebilmektedir. Orneklere ait CG, CHG ve CHH bdlgelerinde metilasyon

yiizde degerleri Cizelge 4.5.’te verilmistir.

Calisilan bes genin CG, CHG ve CHH boélgelerindeki metilasyon seviyeleri i¢in tanimlayici
istatistik yapilmis ve daha sonra ANOVA testi uygulanarak gruplar arasindaki anlamlilik
diizeyine bakilmistir. CG, CHG, CHH boélgeleri ile birlikte gen govdesi (body), 5’ (upstream)
ve 3’(downstream) bdlgelerindeki metilasyon seviyelerinin sonuglari istatistiksel olarak
analiz edilmigstir. Ortalama farklar 0,05 seviyesinde anlamlidir ve genler arasinda anlaml
iligki bulundugu belirlenmistir. HSP70 genine ait tanimlayici istatistik bulgulart Cizelge

4.5.’te verilmistir.

Cizelge 4.5. HSP70 geni tanimlayici istatistik bulgulari

N Minimum Maximum Mean Std, Varyans Skewness | Kurtosis
Deviation
Ornek 1521 1 23 12,00 7,283 53,046 ,000 -1,445
GRUP1 1521 1 3 1,61 763 ,582 , 791 -,852
GRUP2 1521 1 3 2,03 ,810 ,656 -,057 -1,473
SONUC 1521 0 1 ,292195500 | ,423462524 ,179 817 -1,321
848919 917371

Tablo incelendiginde ANOVA testi CG, CHG ve CHH bolgeleri arasinda anlamli fark

bulunmustur (Cizelge 4.6., Cizelge 4.7.). (p=0)
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Cizelge 4.6. HSP70 genler arasinda ANOVA testi istatistik bulgulari

Degiskenler
F p Anlamli Fark
Ornek CG CHG 0 1
CHH
CHG CG
CHH
CHH CG
CHG
GRUP1 CG CHG 1,587 0,205
CHH
CHG CG
CHH
CHH CG
CHG
SONUC CG CHG 206056,03 0 *
CHH *
CHG CG *
CHH *
CHH CG *
CHG *
*: Ortalama fark 0,05 seviyesinde anlamlidir,
Cizelge 4.7. HSP70 ANOVA testi istatistik bulgulari
Degiskenler
F p Anlamli Fark
Omek | BODY DOWNSTREAM 0 1
UPSTREAM
DOWNSTREAM BODY
UPSTREAM
UPSTREAM BODY
DOWNSTREAM
GRUP2 | BODY DOWNSTREAM 1,197 0,302
UPSTREAM
DOWNSTREAM BODY
UPSTREAM
UPSTREAM BODY
DOWNSTREAM
SONUC | BODY DOWNSTREAM 1,397 0,248
UPSTREAM
DOWNSTREAM BODY
UPSTREAM
UPSTREAM BODY
DOWNSTREAM

*: Ortalama fark 0,05 seviyesinde anlamlidir,

CYPI1A genine ait tanimlayici istatistik bulgular1 Cizelge 4.8.’de verilmistir.




Cizelge 4.8. CYPI1A tanimlayici istatistik bulgulari
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N Minimu | Maximum | Mean Std, Deviation Varyan | Skewnes | Kurtosi
Sample | 148 I‘In 23 11,59 7,288 ?33,11 ,S1 20 : ,400
GRUP :48 1 3 1,27 ,683 ,1466 2,145 2,603
é}RUP :48 1 3 2,06 ,808 ,654 -, 114 -1,461
éONU :48 0 1 , 378939229736 | ,4543565415762 | ,206 478 -1,744
C 7 743 28

ANOVA testi bulgularina gore

CG, CHG ve CHH bolgeleri arasinda anlamli fark

bulunmustur (p<0,05) (Cizelge 4.9.). Body, upstream ve downstream verileri bu grupta

olmadig1 i¢in grup 2 analizleri yapilamamustir.

Cizelge 4.9. CYP14 ANOVA testi istatistik bulgulari

Degiskenler
F p Anlamli Fark
Ornek CG CHG 1,534 0,216
CHH
CHG CG
CHH
CHH CG
CHG
GRUP1 CG CHG 1,534 0,216
CHH
CHG CG
CHH
CHH CG
CHG
SONUC CG CHG 1487,177 0 *
CHH *
CHG CG *
CHH *
CHH CG *
CHG *
*: Ortalama fark 0,05 seviyesinde anlamlidir,
ACTRB genine ait tanimlayici istatistik bulgular1 Cizelge 4.10.’da verilmistir.
Cizelge 4.10. ACTB referans geni tanimlayici istatistik bulgulari
N Minimu Maximu Mean Std, Deviation Varianc | Skewnes | Kurtosi
m m € S S
Ornek 178 1 23 12,05 7,094 50,320 -,024 -1,449
0
GRUPI 178 1 3 1,65 ,655 ,429 519 -,701
0
GRUP2 | 178 1 3 1,99 ,815 ,664 ,020 -1,493
0
SONU | 178 0 1 ,06591819626854 | ,18348518405653 | ,034 3,627 12,942
c 0 2 0
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ANOVA testi bulgularina gére CG, CHG ve CHH bdlgeleri arasinda istatistiksel olarak p=0

bulunmustur (Cizelge 4.11.). Cizelge 4.12.’de Grup 2 sonuglarina gére body, upstream (5”)

ve downstream (3”) arasinda da anlamli fark oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.11. ACTB referans geni ANOVA-Dunnett C testi istatistik bulgulari

Degiskenler
F p Anlamli Fark
Ornek CG CHG 0,004 0,996
CHH
CHG CG
CHH
CHH CG
CHG
GRUP1 CG CHG 0,477 0,621
CHH
CHG CG
CHH
CHH CG
CHG
SONUC CG CHG 247,556 0 *
CHH *
CHG CG *
CHH
CHH CG *
CHG

*: Ortalama fark 0,05 seviyesinde anlamlidir,

Cizelge 4.12. ACTB raferans geni ANOVA-Dunnett C testi istatistik bulgular1

Degiskenler
F p Anlamli Fark
Ornek BODY DOWNSTREAM 0 1

UPSTREAM

DOWNSTREAM BODY
UPSTREAM

UPSTREAM BODY
DOWNSTREAM

GRUP2 BODY DOWNSTREAM 0,054 0,948

UPSTREAM

DOWNSTREAM BODY
UPSTREAM

UPSTREAM BODY
DOWNSTREAM

SONUC | BODY DOWNSTREAM 0,729 0,483

UPSTREAM

DOWNSTREAM BODY
UPSTREAM

UPSTREAM BODY
DOWNSTREAM

*: Ortalama fark 0,05 seviyesinde anlamlidir,

B2M genine ait tanimlayici istatistik bulgular1 Cizelge 4.13.’te verilmistir.



Cizelge 4.13. B2M tanimlayici istatistik bulgulari
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N Minimum Maximum Mean Std, Deviation Skewness | Kurtosis
Ornek 2161 2 23 12,74 6,897 -,002 -1,404
GRUP1 | 2161 1 3 1,54 ,836 1,033 - 773
GRUP2 | 2161 1 3 2,07 ,842 -,128 -1,579
SONUC | 2161 0 1 ,325003107928747 | ,446684254389665 ,692 -1,502

ANOVA testi bulgularina gore CG, CHG ve CHH bdlgeleri arasinda anlamli fark

bulunmustur (Cizelge 4.14.). Cizelge 4.15.’te Grup 2 sonuglarina goére body ve upstream (5)

arasinda anlamli fark oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.14. B2M ANOV A- Dunnett C testi istatistik bulgulari

Degiskenler F p Anlaml Fark
Ornek CG CHG 0,395 0,674
CHH
CHG CG
CHH
CHH CG
CHG
GRUP1 CG CHG 4,407 0,012
CHH
CHG CG
CHH
CHH CG
CHG
SONUC CG CHG 11621,228 0 *
CHH *
CHG CG *
CHH *
CHH CG *
CHG *
*: Ortalama fark 0,05 seviyesinde anlamlidir,
Cizelge 4.15. B2M ANOV A- Dunnett C testi istatistik bulgular
Degiskenler F p Anlamli Fark
Ornek BODY DOWNSTREAM 0,159 0,853
UPSTREAM
DOWNSTREAM BODY
UPSTREAM
UPSTREAM BODY
DOWNSTREAM
GRUP2 | BODY DOWNSTREAM 3,232 0,4
UPSTREAM *
DOWNSTREAM BODY
UPSTREAM
UPSTREAM BODY *
DOWNSTREAM
SONUC | BODY DOWNSTREAM 0,279 0,756
UPSTREAM
DOWNSTREAM BODY
UPSTREAM
UPSTREAM BODY
DOWNSTREAM
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EF14 genine ait tanimlayici istatistik bulgular1 Cizelge 4.16.’da verilmistir.

Cizelge 4.16. EF1A tanimlayici istatistik bulgulari

N Minimu Maximu Mean Std, Deviation Varyan | Skewnes | Kurtosi
m m s s s

Ornek 152 |1 23 12,04 7,277 52,950 | -,005 -1,444
1

GRUPI | 152 | 1 3 2,28 ,897 ,804 -,572 -1,513
1

GRUP2 | 152 |1 3 2,07 ,830 ,690 -,133 -1,538
1

SONU 152 |0 1 ,05294242824716 | ,18834496949862 | ,035 4,528 19,598

¢ 1 1 2

EF1A geni ANOVA istatistik sonuglar incelendiginde CG, CHG ve CHH gen bdlgelerinde
CG ve CHH bolgelerinde anlamli fark oldugu goriilmektedir. (p<0,05). (Cizelge 4.17.)

Cizelge 4.17. EF1A ANOVA testi istatistik bulgulari

Degiskenler
p Anlamh Fark
Ornek CG CHG 0,007 0,993
CHH
CHG CG
CHH
CHH CG
CHG
GRUP1 CG CHG 5,846 0,003
CHH *
CHG CG
CHH
CHH CG *
CHG
SONUC CG CHG 138,967 0 *
CHH *
CHG CG *
CHH
CHH CG *
CHG

*: Ortalama fark 0,05 seviyesinde anlamlidir,

EFIA ANOVA tesi istatistik sonuglarina gére body, downstream ve upstream gruplari

arasinda anlamli fark oldugu goriilmektedir (p<0,05).



Cizelge 4.18. EF14 ANOVA testi istatistik bulgular1
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Degiskenler
F p Anlaml Fark
Ornek BODY DOWNSTREAM 0,007 0,993

UPSTREAM

DOWNSTREAM BODY
UPSTREAM

UPSTREAM BODY
DOWNSTREAM

GRUP2 BODY DOWNSTREAM 7,346 0,001 *

UPSTREAM *

DOWNSTREAM BODY
UPSTREAM

UPSTREAM BODY *
DOWNSTREAM

SONUC | BODY DOWNSTREAM 11,321 0 *

UPSTREAM *

DOWNSTREAM BODY *
UPSTREAM

UPSTREAM BODY *
DOWNSTREAM

Cizelge 4.19. Orneklerin CG, CHH ve CHG sonuglarinda; okuma derinligi (x ekseni) ve

metilasyon yiizde (y ekseni) bulgulari
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Cizelge 4.20. (devam) Orneklerin CG, CHH ve CHG sonuglarinda; okuma derinligi (x

ekseni) ve metilasyon yiizde (y ekseni) bulgulari
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Fipronil ve siflutrin drneklerine ait HSP70 ve CYPIA referans genlerinin yeni nesil dizi

analizi sonucu IGV (Integrative Genomics Viewer) programi ile metilasyon durumlarini

gosteren ekran goriintiisii verilmistir (Resim 4.17, Resim 4.18). Kirmizi1 ok ile isaretli yerler

metile sitozinleri gostermektedir.
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Resim 4.17. Fipronil 7. giin yiliksek doz grubu ile siflutrinin 96. saat diisiik doz grubunun
CYPI1A referans geni NGS goriintiisii

LSS

Resim 4.18. Siflutrinin 7.giin diislik doz grubuna ait HSP70 geni NGS goriintiisii

Zebra baliklarinda siflutrinin 7. giin diisiik doz uygulanmis (3,61 pg/L) 6rnegine ait mavi ile
isaretli kistmlar metile sitozinleri gostermektedir. Kromozom 18 de meydana gelen CYPIA4

geni goriintiisli yer almaktadir (Resim 4.19.).
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Resim 4.19. Siflutrinin 7. giin diisiik dozlu CYP1A4 referans gen NGS goriintiisii

Bazi 6rneklere ait sanger ve yeni nesil dizi analizi goriintiilerinin karsilagtirilmasi

Kontrol grubu Sanger dizi analizinde metile sitozinler kirmizi ok isaretleri ile gosterilmistir.

Fipronilin 7. giin yiiksek doz grubu ornegine ait Sanger dizileme (a) ve yeni nesil dizi

analizinde (b) metile olan sitozinler Resim 4.20.’de verilmistir.
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Resim 4.20. Fipronilin 7 giin yliksek doz grubu 6rnegine ait sanger dizi (a) ve yeni nesil
dizi analizinde (b) metile olan sitozinler
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Siflutrinin 96. saat diisiik doz grubu ve 7. giin diisik doz grubu 6rneklerine ait Sanger
dizileme (a) ve yeni nesil dizi analizinde (b) metile olan sitozinler Resim 4.21, Resim

4.22.’de verilmistir
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Resim 4.21. Siflutrin 96. saat diisiik doz grubu 6rnegine ait sanger dizi (a) ve yeni nesil
dizi analizinde (b) metile olan sitozinler
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Resim 4.22. Siflutrin 7. giin diigiikk doz grubu drnegine ait sanger dizi (a) ve yeni nesil dizi
analizinde (b) metile olan sitozinler.
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Farkl1 6rneklere ait dort sanger goriintiisiiniin net oldugu, pik degerlerinin diizenli ve temiz

bir goriintii elde edildigine dair 6rnekler verilmistir (Resim 4.23).

Goriintiileri temiz ¢ikan bazi 6rneklere ait sanger kromotogram goriintiileri;

Resim 4.23. Farkli 6rneklere ait temiz olarak elde edilmis Sanger dizileme kromotogram
bulgular (a. Kontrol grubu, b. Fipronil 7.giin yiiksek doz, c. Siflutrin 96. saat
diisiik doz, d. Siflutrin 7. giin diisiik doz).
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5. TARTISMA

Bu calismada fipronil ve siflutrin maruziyetinin yaratabilecegi olumsuz etkilerinin molekiiler
diizeyde arastirilmasi hedeflenmistir ve model organizma olarak yetiskin zebra baliklar tercih
edilmistir. Son yillarda ¢evrede uzun siire kalici etkisi olan pestisitler yerine toksisitesi diisiik
neonikotinoid pestisitler ve sentetik piretroidler halk sagligi ve tarimsal alanlarda tercih
edilmektedir. Kullanilan bu pestisitler sucul canlilarin yani sira hedef olmayan organizmalari
da olumsuz etkileyebilmektedir. Toksik etkileri oldugu bilinen bu tiir maddeler canlilarin
genetik yapilarin1 bozabileceginden hem ekolojik hem de popiilasyonun devamliligt
acisindan risk olugturmaktadir. Tarimda kullanilan bu tiir maddeler yiizey sular1 yoluyla
sucul canlilara ulagmakta ve besin zinciri araciligiyla da bu canlilarla beslenen diger
organizmalari etkilemektedir. Bu kirleticiler biyolojik birikim sonucunda besin zincirinin en
istiindeki tiirlere kadar ulasmaktadir. Dolayisiyla sadece baliklar degil insanlar da bu

kirlilikten etkilenebilmektedir.

Calisilan pestisitlerden fipronilin, omurgali ve omurgasiz canlilarda nérotoksik , sitotoksik
ve hepatotoksik etkileri oldugu bilinmektedir. insanlarda ve hayvanlarda iireme sistemi ve
norodejeneratif hastaliklarla da iligkilendirilmistir. (Wang ve digerleri, 2016). Etki
mekanizmasina bakildiginda gama-amino biitirik asit, glutamat reseptorleri lizerine etki
ederek memelilerde ve bdceklerin sinir sistemlerinde kloriir kanalin1 bloke etmektedir.
Fipronil sucul organizmalarda oldukga toksiktir ve biyoakiimiilasyona ugramaktadir. Son
yillarda yapilan arastirmalarda fipronilin sucul organizmalardaki toksisitesi 0.001-10.004
pg/L olarak rapor edilmistir (Abd El Hakim ve digerleri, 2019; Budd, Ensminger, Wang ve
Goh, 2015; Mize, Porter ve Demcheck, 2008).

Calismamizda kullanilan diger pestisit siflutrin ise; birgok bocek zararlisin1 kontrol etmek
icin evlerde, endiistriyel ve tarim alanlarinda yaygin olarak uygulanan aktif bir sentetik
pestisittir. Boceklerin kontroliinde, bahcgelerde, evcil hayvanlar i¢in, hayvancilikta,
sivrisinek kontroliinde ve halk saghig: icin gerekli pek ¢ok alanda kullanilan nonsistemik
bocek oldiiriiciilerin aktif maddesidir (ila ve digerleri, 2008; Verma ve digerleri, 2021).
Sodyum iyonlarinin hiicre zarindan taginma siirecini engelleyebilmektedir (Tiwari ve Bhatt,
2000). Bu tiir pestisitlerle yapilan epigenetik calismalar cogunlukla memelilerde
yiiriitiilmektedir ve calismalar esas olarak geri doniisli olmayan etkilerin tetiklenebilecegi

erken gelisim asamalarina odaklanmaktadir. Ancak baliklarla ilgili yapilan g¢aligmalar



78

sirlidir. Ozellikle de endokrin bozucu kimyasallara maruziyet sonucunda epigenetik etkiler
hakkinda ¢ok kisitliveri mevcuttur. Epigenetik modifikasyonlar, hiicresel ve yasamsal
ozellikleri siirdiirebilmek i¢in genetik mekanizmalarla i¢ ice ge¢mistir (Frank-Bertoncelj,

Klein ve Gay, 2017; Ji ve digerleri, 2019).

Son yillarda epigenetik modifikasyonlardan DNA metilasyon degisiklikleri ve g¢evresel
toksikoloji arasindaki iligkiyi agiklamak iizere yapilmis ¢calismalara siklikla rastlanmaktadir
(Bansal ve digerleri, 2017; Brander, Biales ve Connon, 2017; Qian, Ji, Yue ve Zhao, 2019).
Biiyiik oranda norotoksik bir madde olarak bilinen fipronil memelilerden farelerin, siganlarin
ve hatta insanlarin sinir sistemi tizerinde ciddi toksik etki olusturmaktadir (Magalhades ve
digerleri, 2015). DNA metilasyon kaliplarinin degistirilmesi, DNA replikasyonu sirasinda
sabit bir sekilde kalitsal hale gelebilir ve sonraki nesillere aktarilarak kalici toksik sonuglar
ortaya ¢ikarabilmektedir (Szyf, 2011; Guerrero-Bosagna ve Skinner, 2012; Fang, Thornton,
Scheffler ve Willett, 2013).

Zebra baliklarinda DNA metilasyonu ile iligkili apilan calismalarin biiylik bir cogunlugu
embriyolar ve larvalar kullanilarak yapilmistir (Dorts ve digerleri, 2016; Corrales ve
digerleri, 2014). Mhanni ve McGowan, 2004; Segner, 2009). Ayrica DNA metilasyonu
diisiik doz kimyasal kontaminasyonlar gibi dis ortamdan kaynaklanan degisikliklere veya
uyarilara yanit olan en hassas epigenetik modifikasyon kabul edilmektedir (Jones ve Takai,
2001; Tammen, Friso ve Choi, 2013). Cogunlukla metil sitozin iceren bolgelerde gosterilen
metilasyon pikleri, genom capinda DNA metilasyon durumunun analizi i¢in anahtar
parametreler olarak kullanilmaktadir (Hogart ve digerleri, 2012). Zebra baligt
embriyolarindaki DNA metilasyon kaliplar1 farelerdekine benzediginden memeliler i¢in
epigenetik bir model olarak tercih edilmektedir. ilk baslarda tartismali olsa da memeliler gibi
zebra baliklarinin da embriyogenezin erken déonemlerinde genomda demetilasyona ugradigi
ve bunu de novo metilasyonun izledigi yapilan arastirmalarda ortaya konmustur (Fang,

Corrales, Thornton ve Willett, 2013; Feng ve digerleri, 2010; Head, Mittal ve Basu, 2014).

Genom icinde, CpG adalar1 olarak adlandirilan yiiksek goéreceli CpG yogunluguna sahip
bolgeler bulunmaktadir. Transkripsiyon baslangi¢ bolgelerinin yakininda bulunduklarinda,
genellikle metillenmezler ve transkripsiyonel olarak izin verici bir kromatin durumuna
gecerler (Falisse ve digerleri, 2018, Head, Mittal ve Basu, 2014). Memelilerde DNA

metilasyonunun agirlikli olarak CpG diniikleotidlerinde gerceklestigi diistiniilmektedir;
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ancak embriyonik kok hiicrelerde belirli bir miktarda CpG dis1 metilasyon gosterilmistir
(Lister ve Ecker, 2009). Metilasyon hem simetrik CpG veya CHG hem de asimetrik CHH
bolgelerinde (Hnin A, T veya C olabilecegi) oldukca yaygindir (Feng ve digerleri, 2010;
Law ve Jacobsen, 2010). Farkli dizilerde veya model organizmalarda meydana gelen
metilasyon analizini miimkiin kilmak i¢in, Bismark'taki metilasyon sonuglart ¢evredeki
dizileri dikkate alir ve CpG, CHG ve CHH bdlgelerinde sitozinler arasinda ayrim
yapmaktadir.

Baliklarda, CYPIA alt ailesi, Ozellikle pestisitler olmak {izere eksojen kimyasallarin
metabolizmasinda Onemli rollere sahiptir ve su ortammin kontaminasyonunu
degerlendirmek i¢in bir biyobelirte¢ olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir (Wang ve
digerleri, 2016; Sarasquete ve Segner, 2000). Baliklarda fipronil metabolizmasi, sitokrom
P450 ile iligkili enzimler tarafindan katalize edilen ve farkli fipronil metabolitleri {ireten
oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlari ile gergeklesir (Konwick, Fisk, Garrison, Avants ve
Black, 2005; Wang ve digerleri, 2016; Li, You ve Wang, 2018). CYP gen siiper ailesi, tipik
olarak molekiiler oksijen ve esdeger sayida elektron igeren mono-oksijenaz reaksiyonlarini
katalize eden P450 enzimlerini kodlayan ¢ok sayida genden olusur. Bu enzimler ilaglar,
kimyasal karsinojenler ve g¢evresel kirleticiler gibi  eksojen  kimyasallarin
detoksifikasyonunda ve steroidler, yag asitleri, vitaminler ve prostanoidler gibi endojen
substratlarin metabolizmasinda rol oynar (Uno, Ishizuka ve Itakura, 2012). Bu metabolitler
bocekler, memeliler, sucul organizmalar ve kuslar i¢in toksik olabilmektedir (Leghait ve
digerleri, 2009). Fipronilin CYP ile iligkili aktiviteler {izerindeki etkileri tartigsmalidir;
ornegin, insan hepatositleri ile yapilan in vitro ¢aligsmalar (Das, Cao, Cherrington, Hodgson
ve Rose, 2006) diisiik konsantrasyonlarda (1 pM) CYPIA1 ile iliskili aktivitede bir artis ve
daha ytiksek konsantrasyonlarda (10 ve 25 pM) bir azalma oldugunu ileri siirmiistiir. CYP
ile iligkili bu aktivite, zebra baliginda su kaynakli fipronil maruziyetine yanit veren tek
aktivite olup, maruziyetten 24 saat sonra ¢esitli dokularda doza bagli bir degisim gostermistir
(Wu, Lu, J., Ly, H., Lin ve Wilson, 2015). Rutilus kutum ile yapilan yeni bir ¢alismada,
CYPIA gen ekspresyonu ile karaciger de dahil olmak {lizere cesitli dokulardaki farkli
antioksidan tepkiler arasinda giiclii bir korelasyon oldugunu gdstermistir. Calisma, fipronil
enjeksiyonundan sonra CYP1A4 gen ekspresyonundaki artisin, bazi aril hidrokarbon reseptor
agonistleri arasindaki yapisal benzerliklerden kaynaklanabilecegini One silirmiistiir
(Ardeshir, Zolghamein, Movahedinia, Salamat ve Zabihi, 2018). Son zamanlarda yiiksek

doz fipronilin enantiyoselektif bir sekilde DNA metilasyonunu indiikleyerek zebra baliginin
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erken evresinde onemli enantiyoselektif gelisimsel toksisiteye sahip oldugunu gostermistir
(Qian ve digerleri, 2017). Calismamizda ise CYPI1A gen sonuglar1t HSP70 gen sonuglari ile
karsilastirildiginda, HSP70 genine gore metilasyon orani daha yiiksek ve yogunluk olarak
bazlarda meydana gelen metile sitozinlerde kiimelesmeler goriilmektedir. HSP70 gen ailesi
ise, 1s1 soku proteinleri arasinda en ¢ok calisilan olup bu ailenin {iyeleri tim hiicre igi
kompartmanlarda bulunur ve bu konumlarda protein katlanmasi ve translokasyonunda
onemli bir rol oynamaktadirlar. Omurgalilarda, HSP70 gen ailesi hem stresle indiiklenebilir
hem de konstitiitif olarak ifade edilen iiyelerden olusmaktadir (Krone, Evans ve Blechinger,
2003). Bu gen c¢alisma sonuglarinda ise yeni nesil dizileme siflutrin grubunda fipronil
grubuna gore daha az metilasyon meydana geldigi sdylenebilmektedir. Bu iki pestisit i¢in

Sanger dizileme sonuglarina bakildiginda ise sonuglarin benzer oldugu goriilmektedir.

Yapilan arastirmada 7 giin bisfenol A (BPA)’ya maruz birakilan zebra baliklar testis ve
yumurtaliklarinda DNA metilasyonunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu
gozlenmistir (Liu ve digerleri, 2016). Bouwmeester ve digerleri (2016) ise yaptiklar
calismada zebra baligi embriyolarinin farkli ksenobiyotiklere maruz birakildiktan sonra
cesitli genlerinde metilasyon modifikasyonlari oldugunu bildirmis fakat global DNA
metilasyonun da herhangi bir degisiklik gdzlemlenmemistir. Monofitalata maruz birakilan
zebra baliklariin belirli bolgelerinde DNA metilasyonunda potansiyel olarak bir sonraki
nesillere aktarilan modifikasyonlara rastlanmistir (Kamstra, Sales, Alestrom ve Legler,
2017; Falisse ve digerleri, 2018). Diger bir ¢calismada ise 17a-ethinylestradiol (EE2)'e maruz
birakilan zebra baliklarinin DNA metilasyon seviyelerinde degisiklik oldugu belirtilmistir.
Yetigkin zebra baliklarinda, 14 giin boyunca 0,34 nM EE2’e maruz kalmanin ardindan
karacigerde vitellogenin gen promotdriiniin demetilasyonu gozlenmistir (Kamstra,
Alestrom, Kooter ve Legler ve digerleri, 2015). Tiim calismalar goz oniline alindiginda
baliklar tizerindeki toksikolojik c¢aligmalar epigenetik degisiklikleri gostermektedir
(Stromqvist ve digerleri, 2010; Dolinoy, Weidman ve Jirtle, 2007). lyi calisilmis bir
fitoostrojen olan genisteinin DNA metiltransferazlar {izerinde etkileri oldugu bildirilmistir
(Casati, Sendra, Sibilia ve Celotti, 2015). Sentetik bir Ostrojen olan dietilstilbestrol ve
plastiklestirici olarak kullanilan bisfenol A’nin, DNA metilasyonunu etkiledikleri yapilan
caligmalarla gosterilmistir (Casati ve digerleri, 2012). Dioksin simifindan olan 2,3,7,8-
Tetraklorodibenzo-p-dioksinin (TCDD) zebra baliklarinda DNA metilasyonunu ve gen
spesifik DNA metilasyonuna neden oldugu vurgulanmistir (Aluru ve digerleri, 2015).

Endokrin bozucu kimyasal olarak kabul edilen vinklozolin, anti-androjenik aktiviteye sahip
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olup tarimda da cogunlukla tercih edilmektedir. Nesiller arasi fenotipleri belirleyebilmek
icin epigenetik deneysel ¢alismalarda kullanilmistir (Wong, Dynlacht, Cedervall ve Dewey,
1995). Kiral insektisit olan fipronil, son 20 yildir piring, pamuk ve misir mahsullerinin yani
sira konutlarda bocek kontroliinde yaygin olarak kullanilmistir. Fipronil kullanimindan
fayda saglanmis olsa da sucul ¢evre i¢in risk olusturabilmektedir (Konwick, Garrison, Black,

Avants ve Fisk, 2006).

Yapilan c¢alismalarda ksenobiyotiklere maruz kalma ile epigenetik etkinin uyarilmasi
arasindaki iligki incelenmektedir ve birgok toksik maddenin epigenetik mekanizmalari
degistirme potansiyeli oldugu ortaya konulmustur (Liu, Li ve Tollefsbol, 2008). Epoksi
recineler ve polikarbonat plastiklerin {liretiminde kullanilan bir kimyasal olan Bisfenol A,
yiizme gibi davranigsal parametrelerde degisikliklere neden olmustur. Bu tiir degisiklikler,
sinir sistemiyle ilgili genlerin metilasyon modellerindeki degisikliklere baglanmaktadir
Yapilan bir ¢caligmada 100; 200; 400; 800 ng/L konsantrasyonlarda fipronil'in epigenetik
etkilerinin arastirilmasi, zebra balig1 gelisimini iceren genlerin deregiilasyonunun, bilesik
tarafindan indiiklenen hipermetilasyonlariyla iligkili oldugunu gostermistir (Braga ve

digerleri, 2024; Qian ve digerleri, 2017).

Bisfenol A ¢evresel olarak uygun konsantrasyonlarda zebra baligi larvalarinda global ve
gene 6zgii DNA metilasyon durumu i¢in bir demetilasyon ajani olarak ¢aligilmaktadir. BaP,
rassfl, tert, c-jun ve c-myca'da gen spesifik metilasyon kaybina neden olmamistir, ancak
vasa promotoriindeki DNA metilasyonunu 6nemli 6l¢lide azaltmis ve ardindan g¢evresel
olarak ilgili konsantrasyonlarda vasa mRNA ekspresyonunu artirmistir. Yasamin erken
donemlerinde BaP kaynakli DNA hipometilasyonunun neden oldugu uzun vadeli fenotipik
degisiklikleri degerlendirmek icin gelecekteki calismalara ihtiya¢ oldugu belirtilmistir
(Fang, Thornton, Scheffler ve Willett, 2013). Yapilan bir caligmada zebra baliklar1 7 giin ve
35 gilin boyunca 15 g/l Bisfenol A’ya maruz birakilmis. BPA'nin zebra baligi
gonadlarindaki epigenetik modifikasyon iizerindeki etkileri ELISA ve kantitatif gercek
zamanli PCR yontemiyle ¢alisilmistir. Bisfenol A maruziyetinin hem yumurtaliklarda hem
de testislerde global DNA metilasyonunda 6nemli bir diisiise neden oldugu bulunmustur. Bu
arastirmada Onemli olan BPA'nin potansiyel iireme toksisitesine ve zebra baligindaki
epigenetik diizenleme iizerindeki etkisine Onciiliik etmesidir. DNA metilasyonunun
endokrin bozucu kimyasallara maruz kaldiktan sonra gen ekspresyonu ve sinyal iletimindeki

degisikliklerle iligkili oldugu bilinmektedir (Liu ve digerleri, 2016). Arsenige (As) maruz
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birakilan zebra baliklarinda, kuyruk ve govdelerinde anormal bir DNA metilasyon deseni
gozlemlenmistir. Ozellikle, kontrol gruplariyla karsilastirildiginda 24 saat sonra
hipometilasyon ve 48 saat sonra ise hipermetilasyon gozlemlenmistir (Li ve digerleri, 2009).
Bizim c¢alismamizda ise 96 saat pestisit uygulanmasi sonucunda hipometilasyon

gozlenirken, 7 giin pestisit uygulanan gruplarda hipermetilasyon gézlenmistir.

Calismamizin genel olarak sonuclarina baktigimizda ise siflutrin ve fipronil i¢in Sanger
dizileme metilasyon yiizdeleri gruplara gore ayr1 ayri hesaplanmis ve Grup 1 (Kontrol)
yiizdesi 28,36; Grup 2 (fipronil 7. giin diisiik doz) 26,73; Grup 3 (fipronil 7. giin yliksek
doz) 27,65 olarak belirlenmistir. Siflutrin pestisit gruplarinda ise Grup 4 (siflutrin 96. saat
diisiik doz) 27,26; Grup 5 ( siflutrin 96. saat yiiksek doz) 28,31; Grup 6 (siflutrin 7. giin
diisiik doz) 28,26 ve Grup 7 (siflutrin 7. giin yiiksek doz) 28,22 olarak verilmistir. Yeni nesil
dizi analizi sonuglarinda ise metilasyon seviyelerine gore CG, CHG VE CHH bdlgelerinde
ve body, upstream (5’) ve downstream (3’) gruplar arasinda anlamli fark oldugu
gozlenmistir. Fipronil pestisitine 7 giin maruz birakilan gruplarda yiizde ve Sanger dizileme
goriintiileri incelendiginde CG oranlarina bakilarak hipometilasyon meydana geldigi
sOylenebilmektedir. Fakat siflutrin pestisitinin uygulandigi gruplarda ise kontrol grubuyla
CG ortalama degerleri ile birbirine yakin degerlerin ¢iktigi goriilmektedir. Fipronil ile
karsilastirildiginda ise siflutrinin hipermetilasyona neden oldugu goriilmektedir. Siflutrin
sonuglarina bakildiginda ise fipronile kiyasla meydana gelen metile sitozin yiizdesi artmigtir.
Yapilan c¢aligmalar smirli olfugu icin iki pestisit ve diger pestisitlerle ilgili yapilacak

arastirmalar onem kazanmaktadir.

Gegmisten giiniimiize kadar gevresel faktorlerin biyolojik siirecler {izerindeki rolii uzun
yillardir aragtiritlmaktadir. Endokrin bozucu kimyasallar giinlimiizde insan saglig1 agisindan
tehdit unsuru olusturan 6nemli maddelerdir ve nesiller boyu etkileri, genomun epigenetik
etiketinin altinda yatan bir mekanizma olarak gosterilmistir (Chang, Anway, Rekow ve
Skinner 2006). Cevresel toksikoloji kapsaminda DNA metilasyonunun incelenmesi,
cevredeki bu zararli kimyasallarin etkilerinin molekiiler mekanizmalar1 hakkinda 6nemli
veriler saglayabilmektedir. Bunun sonucunda ise insan saglig1 tizerindeki olasi etkilerini en
aza indirgeyebilme yollarinin gelistirilmesine katkida bulunabilmektedir. Cevresel faktorler
fenotip olusum siirecinde yasamin ilerleyen siire¢lerinde gen ifadesinin uzun vadeli
diizenlenmesini etkilemektedir. Ornegin, g¢evresel etkenlerden kaynaklanan epigenetik

degisiklikler, obezite, lireme kusurlar1 ve son yillarda ciddi artis gosteren kanser gibi
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hastaliklara yol agan fenotipik sonuglara sahiptir. DNA metilasyonunun, 6zellikle nérolojik
stireclerde yer alan belirli sinyal yollariyla ilgili genlerde diizensizlesmesi, eriskin,
embriyonik ve larva zebra baliklarinda goézlenen anksiyete benzeri davraniglara ve
norotoksik etkilere katkida bulunabilmektedir. Bu epigenetik mekanizmalarin anlasilmasi,
fipronil kaynakli norotoksisitenin altinda yatan molekiiler yolaklar hakkinda bilgi
saglayabilir ve olumsuz etkilerini hafifletmek icin potansiyel hedefler sunabilir (Qian, Ji,

Yue ve Zhao, 2019).
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6. SONUC VE ONERILER

Son yillarda artan niifus ile birlikte, tarimsal iiretimden maksimum verim saglayabilmek i¢in
tarim alanlarinda giibre ve zirai ilaglarin kullanimi artik kaginilmaz olmustur. Modern kimya
endiistrisinin de gelismesiyle birlikte tarim alaninda 6zellikle iiriin kalitesini ve miktarini
artirmaya yonelik dogada dogal olarak parcalanamayan birgok pestisit iiretilmistir. Tarim
ilaglariin asir1 ve bilingsiz kullaniminin onlenebilmesi i¢cin Entegre Pestisit Yonetimi,
Zararhlarla Entegre Miicadele, Entegre Uriin Y&netimi ve Iyi Tarim Uygulamalar gibi

yontemlerin uygulanmasi pestisit kirliligini kaynaginda 6nleyebilmek agisindan faydalidir.

Pestisitlerle ilgili yapilan ¢alismalar insan ve dogaya verdigi zararlarla ilgili olup bu konuda
yapilacak arastirmalar Onemlidir. Tim canlilar i¢in hayati bir Ooneme sahip olan su
diistintildiigiinde bu alanlardaki etkileri arastirilp gerekli Onlemlerin  alinmasi
gerekmektedir. Epigenetik, teknolojisinin ilerlemesi sayesinde DNA metilasyon
calismalarinda da artis gdzlenmistir. Ozellikle de 2000’li yillardan itibaren yeni nesil
dizileme yontemlerinin baglatilmasi, ulasilabilirlik ve verimliligi biiyiik 6l¢lide artirmistir.
Bu da bisiilfit bazli teknolojilerin gelistirilmesine onciiliikk etmistir. Karmagik bir ekosistem
olan su ortami, suda yasayan organizmalarla etkilesime giren ¢ok sayida abiyotik ve biyotik
stres etkeni igermektedir. Bu stres etkilerine uyum saglamak i¢in suda yasayan organizmalar,
genlerinin ekspresyon profillerini ve fonksiyonlarin1 énemli 6lgliide degistirerek fenotip
plastisitesinin epigenetik evrimini destekleyen ana tepki stratejilerinden biri olarak genotip-

cevre etkilesimlerini uygulamaktadir.

Siflutrin ve fipronil {riinleri diinyada yaygin olarak kullanilan bocek ilaglar arasinda yer
almaktadir ve son yillarda hasere kontrolii i¢in kullanilan maddeler arasinda olduk¢a popiiler
hale gelmistir. Bu maddeler sucul yasam, ozellikle de baliklar i¢in oldukga toksiktir.
Pestisitler dogrudan veya dolayli olarak alici sulara desarj edilmektedir ve bu kimyasallarin
cevredeki varligr kiiresel bir sorun haline gelmistir. Kirleticilere maruz kalmanin DNA
metilasyonu tizerindeki kalitsal etkilerini incelemek i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag
duyulsa da, son veriler zebra baliginin ¢evresel epigenetikte bir model olarak kullanigliligin
gostermektedir. Yapilan ¢alismalar, DNA metilasyon modifikasyonlarinin ¢evreden
etkilenmeye yatkin oldugunu ve ayni zamanda pestisit maruziyetinin metilasyon

modifikasyonlarina neden olma potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir. Metilasyon
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da dahil olmak iizere epigenetik modifikasyonlar hala gelismekte olan bir arastirma alanidir.
Pestisit maruziyetinin neden oldugu DNA metilasyon modifikasyonlari, pestisit kaynakli
toksisitenin ortaya ¢ikmasindan sorumlu mekanizmalar1 anlamamiza yeni bir bakis acisi
kazandirmustir. Ozellikle de Sanger dizileme ve yeni nesil dizileme gibi yeni nesil
teknolojilerin kullanilarak bu alanda elde edilecek verilere katki saglanmalidir. Epigenetik
modifikasyonlarin pestisit maruziyeti ve saglik etkileri arasinda nedensel bir baglant1 olarak
hareket edip edemeyecegini veya daha ziyade maruziyetin hassas bir belirteci olup
olmadigini degerlendirmek i¢in daha fazla ¢alisma yapilmasi gerekmektedir. Bu ¢alisma ile
fipronil ve siflutrin pestisitlerinin model bir organizma olan zebra baliklarinda metilasyon
diizeyinde etkilerinin olup olmadigi ortaya konulmustur. Kullanimlar1 gittikge artan bu
maddelerin sucul organizmalar araciligiyla insan sagligi iizerine olumsuz etkilerinin
arastirilmasi bakimindan onem arz etmektedir ve olasi zararlarin Onlenebilmesi i¢in bu

alanda yapilacak ¢aligsmalar artirilmalidir.
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