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Ozet

Galismamizda DDVP (2,2- Diklorovin Dimetil Fosfat)' nin Gokkusagi Alabaliklarinda blyime ile ilgili olan;
GH-l, IGF-I ve IGF-ll gen ekspresyonlari (izerine olan etkisi incelenmistir. Calisma siresince baliklar 1.6 mg I?
DDVP’ye maruz birakilmigtir. Kas dokusundan alinan 6rnekler Gzerinde incelemeler yapilmistir. Gen bdolgelerine
0zgl primer ve Tagman probu kullanilarak Real-Time PCR ydntemi ile gen amplikasyonu gergeklestirilmis, gen
ekspresyon seviyeleri belirlenerek istatiksel analizler yapilmistir. Sonug¢ olarak, kas dokusunda yapilan
incelemelerde; muamele grubunda IGF-I ve IGF-Il aktivitesinde istatistiki dnem derecesinde azalmalar
belirlenmistir. Ayrica kontrol grubunda GH-I ve IGF-I seviyeleri pozitif iken IGF-1l seviyesi negatif degerde ¢ikmis
kimyasal uygulanan grupta ise GH seviyesinde artig IGF-I ve IGF-Il seviyelerinde azalmalar belirlenmistir. DDVP’nin
alabaliklarda kas dokularinda biyime hormonu salinimini azalttigi sdylenebilir.

Anahtar kelimeler: Gokkusag Alabaligi (Oncorhycnhus mykiss), DDVP (2,2- Diklorovin Dimetil Fosfat)'nin, GH-I,
IGF-I, IGF-Il, gen ekspresyonu.

The Effects of DDVP on the GH-I, IGF-I AND IGF-1l Genes Expression in Rainbow Trout
(Oncorhycnhus mykiss (Walbaum, 1972)

Abstract

In this study, the effects of DDVP (2,2-Dichlorovin Dimethyl Phosphate) on the GH-I, IGF-I and IGF-II
expression gene in rainbow trout (Oncorhycnhus mykiss) were investigated. During the study, the fish were
exposed to 1.6 mg I* DDVP. The study was conducted on the samples taken from muscle tissue. Gene
amplification was actualized with Real Time method by using primer and Probe of Tagman which are specific to
gene parts and statistical analyses were conducted through setting the level of gene expression. As a result, in
the studies on the tissue of muscle, decreases in the statistical significance of were identified in the activities of
IGF-I and IGF-Il which were in the treatment group. Moreover, the level of GH-I and IGF-I was positive in the
control group while the level of IGF-Il was negative and an increase was observed in the level of GH and a
decrease was observed in the levels of IGF-I and IGF-Il in the group of which chemicals were applied. It is
determined that DDVP decreases the secretion of growth hormone on the tissues of muscle in trout.

Key words: Rainbow trout (Oncorhycnhus mykiss), DDVP (2,2-Dichlorovinyl Dimethyl Phosphate), GH-I, IGF-I, IGF-
Il, gene expression.

Giris

Su, canli ve cansiz tiim organizmalarin kaldigi en 6n énemli sorun bilingsiz kullanilmasi ve
yasamini siirdirebilmesi icin vazgecilmez bir yasam kirletilmesidir. Sanayi kaynakh kirliligin ve evsel
kaynagidir. GUnimizde su kaynaklarinin maruz atiklarin artmasi sonucu kaynak sularimiz daha fazla

253



Tirk Tarim ve Doga Bilimleri Dergisi 5(3): 253-260, 2018

kirletilmektedir. Ekolojik dengenin bozulmasi canli
yasamini da olumsuz olarak etkilemektedir. Zirai
uygulamalarda ve barinma alanlarinda zararllara
kargt micadele igin yogun olarak kullanilan
kimyasallarin basinda pestisitler gelmektedir. Bu
kimyasallar, zararli bocek, hayvan, bitki ve
mikroorganizmalari ortamdan uzaklastirmaya ya da
tremelerini durdurma yoniinde bir mekanizmaya
sahiptirler. Pestisitlerin yogun ve bilingsiz olarak
kullanilmasi  sonucunda ekosistemde meydana
gelen Kkirlilik besin zincirindeki tim canlilan
etkilemektedir. Ekosisteme karisan bu kirleticiler
toprakta, suda, meyve ve sebzelerde birikmekte
besin zinciri yoluyla insanlara kadar ulagsmaktadir.
Yapilan bircok calismada pestisitlerin  alerjik,
karsinojenik, mutajenik ve teratojenik etkilerinin
oldugu rapor edilmistir (Durmus, 2009, Parlak,
2018).

Pestisit gruplari igerisinde Organofosfat
grubu 6nemli yer tutmaktadir. Organik fosfatli (OP)
bilesikler yapilarinda bulunan fosfor atomlarindan
dolayi bu isimle adlandiriimaktadirlar. OP’ler tarim
alanlarinda ve halk saghg uygulamalarinda
kullanilmaktadir. Bu kimyasallarin canliya gegisi;
temas, sindirim ve solunum yoluyla olmaktadir. OP
bilesikler genis spektrumlu yapisi, dogada g¢abuk
bozulma oranina sahip olmasi ayrica memeli ve
kuslarda duslk toksik etkisinden dolayl yogun
olarak kullanilmaktadir. OP’lerin kimyasal yapilari

fosforik ya da fosforik asit bagli ester veya
amidlerden  meydana  gelmistir.  Malathion,
parathion, diklorvos, diazinon yogun olarak

kullanilan organofosfath insektisitlerdendir (Yavuz
ve Sanli, 1999; Cakir ve Yamanel, 2005).

DDVP zararh boceklerin kontroliinde en fazla
kullanilan insektisitlerin  biridir. Toksik  etkisi
zamanla azalmasina ragmen ve hedef disi tirler
izerinde de olumsuz etkilere neden olmaktadir.
insektisitler tiire spesifik olmadiklar igin sadece
hedef organizmalari etkilemez ayni zamanda diger
omurgali ve omurgasiz canlilari da olumsuz olarak
etkiler.  Pestisitin canli  Gzerindeki etkileri,
insektisitin ve formilasyonun tipine, uygulama
sekline ve tarimsal arazinin tipine bagh olarak
farklilik géstermektedir (Yucel, 2007).

Kimyasal uygulamasi sonucunda sucul
ortamda meydana gelen kirlilikten elbette en gok
suda vyasayan canlilar zarar gormektedir. Bu
canlilarin basinda da baliklar gelmektedir. Sucul
ortama karisan bu kirleticiler baliklar icin gerekli
olan besin zincirini bozmakta ve canllarin
metabolizmasina karisarak, hayati faaliyetlerinde
diizensizliklere sebep olabilmektedir. Kirleticiler
baliklarin gelisme ve (lreme metabolizmalarini

olumsuz olarak etkilemektedir. Bu etkiler
kirleticilerin  konsantrasyonlarina bagl olarak
baliklarda beslenme dizensizlikleri blylmenin
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durmasi, yumurta dékme veya testis ovaryum
gelisiminin gerilemesi ve 6liimle sonuglanmaktadir
(Oguzhan ve Atamanalp, 2008).

Baliklarda  blylime; tiketilen besinin
sindirimi ve bunun sonucunda viicutta meydana
gelen boy ve agirlik artisi olarak ifade edilir.
Blylme, cinsi olgunlukta daha hizli olmak Uzere
omriin sonuna kadar devam eder. Ayrica biyime
tirler arasi ve turler icinde farklilik gostermektedir.
Kahtim, cinsi olgunluk ve &mir uzunlugu gibi icg
faktorler yaninda, su sicaklig, ortamdaki besin
miktari, besin gbg¢li, mevsimsel degisimler,
hastaliklar ve sucul ortamdaki kirlilik gibi dis
faktorlerde baliklarda biylmeyi dogrudan veya
dolayl olarak etkilemektedir (Cetinkaya ve ark.,
2005; Parlak, 2010).

Besin degeri ve ekonomik énemi agisindan
alabaliklar, besin zincirinde dnemli bir yere sahiptir.
Ozelliklede i¢ sularimizda biiyiik bir yasama payina
sahip olan alabaliklar hem lezzeti hem de kolaylikla
kilttre alinip yetistirilebilmesi agisindan énemlidir.
Yetistiriciligi yapilan balk turlerinin, en iyi sekilde
Uretilmesi ve en kisa zamanda sofralik boya
gelmesinde ©6nemli etkenler yer almaktadir ve
bunlarin  belirlenmesinde tirlerin  kalitsal ve
genetiksel ozelliklerin  belirlenmesi 6nem arz
etmektedir. MUmkiin olan en kisa slirede, daha
fazla ve saglikh driinler elde etmek iginde
biyoteknoloji alanindaki uygulamalardan
yararlaniimaktadir (Sahin, 2003).

Su drlinleri vyetistiriciligi alaninda ise
biyoteknoloji; yetistiricilik alaninda daha fazla trin
elde etmeye, organizmada cinsel olgunlagsma yasini
duslirerek UGreme periyodunu hizlandirmaya,
blylime hizi, yumurta verimi ve larval safhadaki
yasama oranini artirmayi ve hastaliklara karsi direng
olusturmayi amaclamaktadir (Sahin, 2003).

Baliklarin  biliyime aktivitesiyle dogrudan
iliskili olan Blyiime hormonu (GH) beyinde bulunan
hipofiz  bezinden salgilanir.  Hipotalamustan
salgilanan blylime hormonu salgilatici hormon
(GHRH), GH hormonunun artmasina ve
somatostatin hormonunun azalmasina neden olur
(Duan, 1998). Kan’a karisan blyliime hormonu
karacigere ulasir ve burada IGF-I isimli hormonu
salgilatir. IGF-I hormonun agiri salgilanmasi biiylime
hormonu salgisini  6nler. Karacigerden baska
bobrek, bagirsaklar ve kikirdak dokusunda da IGF-I
(insilin  benzeri biiyime hormonu) salinimi
yaptimaktadir. IGF-I hormonu kas, kikirdak ve kemik
bilyiimesinde gérev almaktadir (Ozata, 2010).

Peptid vyapisinda bir molekil olan GH
hormonunun dokular Gzerindeki etkisi insilin
benzeri blylime faktorleri (IGF-I-1l) aracihg ile
gerceklesmektedir. IGF’ler aminoasit dizisi olarak
inslline benzeyen polipeptid yapilardir (Reinecke,
2010). IGF’ler spesifik baglayici proteinler (IGFBPs)
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ile etkilesime girerek biyolojik aktivitelerini
gerceklestirmektedirler. Memelilerde alti farkh IGF
baglayici plazma proteini tanimlanmistir. Kan
dokusundaki IGF-I'in %75’inden fazlasi
glikolizlenmis baglayici protein olan IGFBP-3, ile
kompleks  olusturur.  Baglayici  proteinlerin
konsantrasyonu GH’e bagli olarak degismektedir
(Kelley ve ark., 1995). IGF'ler hicre kiltirinde
insulin ile benzer olan biyolojik gorevleri
almaktadirlar. IGF-1 kikirdak dokuda buyumeyi
tesvik etmeye ek olarak diger dokularda da insilin
benzeri etki gosterir. Yag yikimini baskilayip yag
dokusunda glikoz yikimini arttirir. Ayrica kalsiyum,
magnezyum ve potasyum dengesine de olumlu
etkileri oldugu rapor edilmistir. IGF-1 dizeyi
hipotiroidizm, kronik hastalik, beslenme eksiklikleri
ve karaciger hastaliklari birgok olumsuz durumda
azalma gosterir (Pérez-Sanchez ve ark., 2002). GH ve
IGF’ler baliklarda hiicre i¢i enge, lipid ve protein
metabolizmasi, kikirdak doku biyimesi, lreme ve
immin sistem dahil olmak tizere bircok biyolojik
faaliyette goérev almaktadir (Gomez-Requeni ve ark.,
2012). Tim bu bilgiler géz 6nilinde tutuldugunda
GH-l, IGF-I ve IGF-II genlerinin buylimeyle direkt
etkisi oldugu soylenebilir.

Memeli organizmalarda insiilin benzeri
blyime faktoéri-1 (IGF-1)’nin ana gorevi lipid ve
protein sentezi ile hiicre béllinmesini uyarmak olan
salinimi uyarmaktir. Baliklarda beslenme
sonucunda blylime faktorlerinin salimi artis
gostermektedir. Birgok kemikli balkta, beslenme
orani ve sikligi ile IGF-I ve GH arasinda korelasyon
aciktir (Davie, 2005). Karaciger, bobrek ve bagirsak
gibi birgok doku tarafindan sentezlenebilen insilin
benzeri blylime faktoérleri (IGF) somatik buyimede
rol almaktadir. IGF-I ve IGF-Il olarak iki 6nemli forma
sahiptir. IGF-I genel olarak larval dénem sonrasi
bliyimede gorev alirken IGF-Il ise embriyolojik
donemdeki blylime Uzerinde etkilidir. IGF'nin kas
dokusunda etkisi hareket ile artis gostermektedir.
Ayrica besin alimi IGF-I'in serum seviyelerindeki
degisimini etkileyen en 6nemli faktordir. IGF-I'in
serum seviyelerinde degisimi stabil ve uzun
surelidir. IGF-I'in besin alimindaki etkiye hassasiyeti
IGF-I'ye gore daha fazladir. Son vyillarda yapilan
¢alismalarda IGF-I'in GH’dan bagimsiz sekilde
mekanik ylike duyarh olan satellit hicre
aktivasyonunu artirdigi, boylece kas hipertrofisine
neden oldugu rapor edilmistir (Harbili, 2008).

DDVP'nin  gokkusagl  alabahginin  kas
dokusundaki 3 6nemli gene (GH-I, IGF-I ve IGF-Il)
olan etkisi ile ilgili genis kapsamli ve kombine bir
calismaya literatlrlerde rastlanmamistir Kimyasal
uygulamasi sonucunda bu IGF-Il, IGF-Il ve GH-I
genlerin ekspresyon seviyelerinde meydana gelen
degisikleri belirlemek icin molekiller dizeyde
incelemeler yapilmistir.
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Materyal ve Yontem

Calisma Atatiirk Universitesi Su Urinleri
Fakiiltesi Akvaryum Baliklari Uygulama ve Arastirma
Merkezinde bulunan Toksikoloji Deneme
Unitesinde  ve  Su Uriinleri Fakiltesi
Laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

Balik materyali ve uygulama alani

Baliklar, Atatiirk Universitesi i¢ Su Baliklari
Arastirma ve Uygulama Merkezinden temin
edilmistir. Denemede 15020 gr agirli§inda 20 adet
saghkh gokkusagi alabaligi (0. mykiss) kullanilmistir.
Uygulama 650 litrelik fiberglas tanklarda biri kontrol
digeri muamele grubu olarak yapilmistir (Esenbuga,
2013). Denemeye alinan baliklar 14 gin
aklimasyona tabi tutulmus ve %45 proteinli ticari
(Sibal A.S.) yemle, glinliik olarak canli agirligin %2’si
oraninda giinde iki kere sabah-aksam yemleme
yapilmistir. Tanklar giinde iki kere tahliye borusu
yardimiyla sifonlanarak yem ve diski artiklarinin
ortamdan uzaklastiriimasi saglanmistir.

Denemede kullanilan kimyasal ve uygulamasi
Pestisit olarak kullanilan Diklorvos (DDVP)
ticari bir firmadan (Sigma, 298% (HPLC) temin edilip
EPA (2006)’ya gore LCso seviyesinin altindaki dozlar
12 saatte bir yenilenebilir statik test yontemi

(Bricknell ve ark., 1999) dikkate alinarak
belirlenmistir. Baliklar 21 giinlik uygulamada
pestisitin 1.6 mg/l subletal konsantrasyonuna

maruz birakilmistir. Tanklara "ortami yenilenen
deneyler" prosediirine gore 12 saatte bir
konsantrasyonlar verilmistir (Esenbuga 2013, Parlak
ve Atamanalp 2017 ). 0 ve 21. glinlerde 6rnekleme
yapitmistir. Aklimasyon ve arastirma slresince
kullanilan suyun kimyasal 6zellikleri Oksijen (02): 8.8
ppm, Nitrat (NO3’): 3.45 mg/L, Amonyak (NH3): 3.45
mg/L, pH: 7.9 ve Sicakhk: 9.6+1°C olarak
Olcllmustar.

RNA izolasyonu

Uygulama sonrasinda kas dokusu ornekleri
alinip TRIzol®Reagent soliisyonu igerisinde soguk
sartlarda ultraturaks yardimiyla pargalanmistir.
Total RNA’nin  izolasyonu, ilgili  sollsyon
protokolinde  belirtilen  yontem  kullanilarak
gergeklestirilmistir. Total RNA konsantrasyonlari ve
varligl, spektrofotometrik 6lciimler ve elektroforez
uygulamasiyla belirlenmistir. Total RNA'nin kalitatif
tayininde RNA varliginin kontroll icin agaroz jel
elektroforezi uygulanmistir. RNA o6rnegi (izerine
ddH20 eklenerek hacim 4,5 ul/L (1l RNA +3,5 pl
ddH,0) ye getirilmistir. Uzerine 0,5 pl 20xMOPS (3-
(N-morfolino) propansiilfonik asit) sollisyonu ve
sonrasinda 5 pl formamid eklenerek 65°C'de 15 dk
inklibasyona  birakilmistir.  Daha  sonrasinda
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hazirlanan RNA &rnekleri jelde yiritilmistir. izole
edilen RNA'larin yogunluklari spektrofotometre ile 2
tekerriirli  olarak Olgllmistir. Bu elde edilen
degerlerin ortalamasi alinarak seyrelme faktori ile
carpiimis ve RNA yogunlugu hesaplanmistir. RNA
dilisyonu 1/50 olacak sekilde hazirlanarak 6rnekler
260 ve 280 nm dalga boyunda spektrofotometrik
olarak ol¢llip, absorbans degerleri saptandiktan
sonra yogunluk degeri hesaplanmistir. Total
RNA’nin  konsatrasyonu (ug/ul) = 260nm’deki
absorbans degeri x seyreltme faktori (1000) x40
(Ekstriksiyon katsayisi)
(http://www.pubquizhelp.34sp.com/other/dnacalc
ulator.html). RNA’nin  yapisinda yer alarak
hiicrelerdeki genetik bilginin kodlanmasinda 6nemli
bir rol oynayan pirin ve purimidin bazlari 260-280
dalga boyunda absorbans verdigi icin bu dalga
boylarinda 6lglim yapilmistir. Sonraki asamada Total

Cizelge 1. Genlere spesifik primer dizaynlari.

RNA’lardan reverse transkriptaz enzimi ile cDNA
kiitiphanesi olusturulmus ve 6rnekler galisilincaya
kadar—-20°C’de saklanmistir (Erdogan ve ark., 2008).
Gen ekspresyon dl¢ciimii igin internet ortamindaki
gen bankasindan (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
gokkusagi alabaliginda GH-I, IGF-1 ve IGF-Il genlerine
ait mRNA baz dizilimleri kullanilarak internet
ortamindaki baska bir primer dizayn programinda
(http://frodo.wi.mit.edu/cgibin/
primer3/primer3_www.cgi/) genlerin maksimum
250 bp’lik kismina spesifik primerler ve problar
olusturulmustur (Cizelge 1). Son olarak hazirlanan
ornekler  Real-Time  PCR  uygulamasi ile
degerlendirilmistir. Amplifikasyon oraninin
hesaplanmasi. IGF-1l degerine ait standart egri, X ve
Y ekseninde sirasiyla cDNA seyreltme faktoriiniin ve
Ct degerlerinin logaritmik bdlgesi Sekil 1'de
gosterilmistir.

Genler Primer dizilimi (5’ = 3') Cogaltilacak  Gen bankasi
GH-I Forward AATGGTCAGAAATGCCAACC

GH-I Reverse AAGCAAGCCAACAACTCGTAG 201 bp NM_001124689,1
GH-I Prob FAM. CATCAACCTGCTCATCACGGGG -TAMRA

IGF-I Forward ATGTGCTGTGTCTCCTGTACCC

IGF-I Reverse TAAAAGCCTCTCTCTCCACACA 149 bp M95183.1

IGF-1 Prob FAM_TAACCCTGACTTCGGCGGCA -TAMRA

IGF-Il forward GAAGGTCAAGATGATGTCTTCG

IGF-Il Reverse AGTTCTCCTCCACATAGCGTTT 108 bp M95184.1

IGF-II Prob FAM. TCGAGTGCTGGTCATTGCGC-TAMRA

GAPDH forward ATCAAAGGGGCTGTCAAGAA

GAPDH Reverse AGGAGTGGGTGTCTCCAATG 106 bp NM_001124246

GAPDH TagMan Prob

©5. CGCCGAAGGACCCATGAAGG -3®2

Sekil 1. Amplifikasyon oraninin hesaplanmasi. IGF-1l degerine ait standart egri, X ve Y ekseninde sirasiyla cDNA
seyreltme faktérinin ve Ct degerlerinin logaritmik bolgesi.
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istatistiki analiz

Elde edilen sonuclarin istatistiki analizi icin
Statistica 6.0 (StatSoft® Inc., USA) programi
kullanilmigtir.

Bulgular ve Tartisma

RNA izolasyonuna ve PCR analizine iliskin bulgular
Kas dokusundan TRIzol®Reagent yontemi ile

izole edilen total RNA’larin varhiginin kontroli igin

%1’lik agaroz jel elektroforezi yapilarak Sekil 2’deki

bant goruntlisi elde edilmistir. Amplifikasyon

etkinlik orani, e=10t%51P¢) formilii ve slope degeri

(stratagen MxPro3000 Software programi ile)
kullanilarak hesaplanmistir. Cizelge 2’de primerlere
ait etkinlik oranlari verilmistir. Amplifikasyon
etkinlik orani 2 olursa dizayn edilen primerin gene
spesifikligi %100 demektir. Bu deger azaldikg¢a
spesifiklikte azalir. Kas dokusunda GH-I, IGF-I ve IGF-
Il seviyelerindeki degisiklik, kimyasal ve kontrol
grubuna gore p<0,01 istatistiki 6nem derecesine
gore kiyaslanarak belirlenmistir. Genlere ait kontrol
ve muamele gruplari arasindaki ACt degerleri
Cizelge 3’te verilmistir.

28S rRNA
18S rRNA

Sekil 2. RNA’nin Agaroz Jel Elektroforezinde Kontroll. Soldan saga dogru 1. Kuyu kontrol, 2, 3, 4 ve 5. kuyular

kimyasal uygulanan baliklara aittir.

Cizelge 2. Real-time PCR’da kullanilan primerlere ait etkinlik oranlari.

Genler Slope degeri Primer Etkinlik Orani
GH-I1 -3,54 1.93
IGF-| -3,58 1.91
IGF-II -3,42 1.96
GAPDH -3,61 1.90

Cizelge 3. Genlere ait kontrol ve muamele gruplari arasindaki ACt degerleri.

Genler Muamele Ortalama ACt* AACtY Fold Azaligi (2 22%)
Kontrol 1,80+0,07°
GH-I 3,27 0,14
DDVP 1,6 mg/L 5,070,272
Kontrol 0,78+0,17°
IGF-I -4,85 21,92
DDVP 1,6 mg/L -4,07+0,052
Kontrol -3,07+0,07°
IGF-II -0,57 1,48
DDVP 1,6 mg/L -3,64+0,08?2

a, b= Bu degerler her bir genin kendi icerisindeki muamele ve kontrol degerleri dikkate alinarak p<0.01

seviyesindeki istatistiki onem derecesidir.

x= Kullanilan her balik igin ilk 6nce ACt degeri: ayni baligin GAPDH geninin -Ct seviyesi ve DDVP —Ct seviyeleri
bulunarak hesaplandi. Daha sonra ortalama ACt degeri uygulamaya tabi tutulan her bir balik icin Ct degeri

bulunarak hesaplandi.

y= AACt degeri, kimyasal uygulanan grubun degerinin ortalamasi ile kontrol grubunun ortalama ACt degerinin

karsilastiriimasiyla hesaplandi.
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istatistiki analiz sonuglari
Real-Time PCR uygulamasi sonucunda elde

edilen verilerin  Statistica 6.0 programiyla
degerlendirilmesi sonunda asagidaki verilere
ulasiimistir.

GH-I

Kontrolact= Kontrol GH-I ACt — Kontrol GAPDH ACt
DDVPact= DDVP uygulanmis balik GH-I ACt - DDVP
uygulanmis balik GAPDH ACt
AACt= DDVPact - Kontrolact ErhAct =7 g3-bact
IGF-I

Kontrolact= Kontrol IGF-I ACt — Kontrol GAPDH ACt
DDVPact= DDVP uygulanmig balik IGF -I ACt -DDVP
uygulanmis balik GAPDH ACt
AACt= DDVPact - Kontrolact EhACt=1,97-08Ct
IGF-II

Kontrolact= Kontrol IGF-II ACt — Kontrol GAPDH ACt
DDVPact=DDVP uygulanmis balik IGF -l ACt -DDVP
uygulanmis balik GAPDH ACt
AACt= DDVPact - Kontrolact E28Ct=] 9g-2ACt

Onceki galismalarda DDVP’nin enzimler, kan
parametreleri, sub-letal doz belirleme, mortalite ve
lokal dokularda meydana getirdigi degisiklikler
incelenmistir (Giordano ve ark., 1989; Levesque ve
ark., 2002). Bu acgidan yapilan ¢alisma molekiler
diizeyde DDVP’nin blyiime genlerinde meydana
getirdigi degisikliklerin belirlenmesi agisindan ilk ve
onemlidir. Yapilan bircok ¢alismada varilan ortak
sonug kirleticilerin gen ekspresyon seviyelerinde
degisiklikler meydana getirdigidir (Handy, 2003;
Xiao-dong ve ark., 2007; Vergani ve ark., 2009).

Diger calismalarda ise GH-I, IGF-I ve IGF-
II'nin bliyime Gzerine olan etkileri incelenmis yada
yapilan kimyasal uygulamalarinin lipit ve protein
metabolizmasi, asetilkolinesteraz aktivitesi, cesitli
plazma parametreleri, HSP-70 gen ekspresyonu
degisimi, sebep oldugu mutasyon etkileri ve protein
sentezi ile aminoasit emilimi gibi parametrelerde
meydana getirdigi  degisiklikler incelenmistir
(Kajimura ve ark., 2001; Pierce ve ark., 2004). Genel
olarak DDVP ve benzeri pestisit uygulamalarinin
biiyime ve biyolojik aktivite {zerinde olumsuz
etkiler meydana getirdigini soyleyebiliriz. Ayrica
zirai uygulamalarda zararli boceklere karsi
uygulanan pestisitlerin diger canlilarda yaratacagi
oldiricu dozlarin belirlenmesi icin bu ve benzeri
calismalar 6nem teskil etmektedir.

Yaptigimiz ¢alismada DDVP’ye maruz
birakilan  gokkusagl  alabaliklarinin  biiyiime
genlerinde (GH-I, IGF-I, IGF-ll) meydana gelen
degisiklikler incelenmistir.  DDVP  uygulamasi
sonrasinda baliklarin yem aliminda azalmalar,
ylizme hareketlerinde diizensizlikler ve durgunluk
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gorilmustdr. 21 glin sonunda baliklardan alinan kas
dokulari Gzerinde yapilan incelemelerde biylime
gen ekspresyon seviyelerinde, kontrol grubu ve
kimyasal uygulanan grup kiyaslandiginda degisimler
meydana geldigi gézlemlenmistir.

Real-Time PCR uygulamasi sonrasinda
genlere ait kontrol ve muamele gruplari arasindaki
ACt degerleri  karsilastinldiginda; GH-I gen
ekspresyon seviyesi bliyimeye ve yasa bagh olarak
artmakta iken kimyasal uygulamasina tepki olarak
kontrol grubuna oranla daha fazla artig géstermistir.
Bu deger kontrol gurubunda 1,80+0,07° iken
kimyasal uygulanan grupta 5,07+0,27° olarak
belirlenmistir. IGF-I ve IGF-Il gen ekspresyon
seviyesi gen sirasiyla kontrol grubunda 0,78+0,17 °
ve -3,07+0,07° kimyasal uygulamasi yapilan grupta -
4,07+0,05% ve -3,64+0,08% olarak belirlenmistir.
Kimyasal uygulamasinin kas dokusunda ki IGF-I ve
IGF-1I gen ekspresyon seviyelerinde azalmaya sebep
oldugunu  soyleyebiliriz. Bunun  sonucunda
DDVP’nin  baliklarin ~ blylime  aktivitelerinde
yavaslamaya ve olumsuz biyolojik etkilere sebep
oldugunu soylenebilir.

Calismada GH seviyesinde hem kontrol hem
de muamele grubunda pozitif artis, IGF-I ve IGF-II
seviyelerinde ise azalmalar belirlendigini
soyleyebiliriz. GH seviyesindeki artisin sebebini
uygulanan kimyasala karsi karaciger ve hipofiz
tarafindan bir direng gostergesi olarak ifade
edebiliriz. Ayrica kimyasal uygulamasiyla baliklarda
yem alim seviyesi dustigi gozlemlenmistir. Buna
istinaden agliktan dolayr GH salinimi arttigini ifade
edebiliriz. GH, IGF-l1 ve IGF-Il arasinda meydana
gelen farklilklarin sebebi olarak bu faktérlerin
birbirleriyle iliski icerisinde olmasinin yani sira farkli
islev ve zamanlarda goérev almasindan kaynakl
oldugunu da soylenebilir.

Sonug ve Oneriler

Sonug olarak DDVP’nin alabaliklarin biyime
genleri (IGF-1 ve IGF-1l) Gzerinde olumsuz etkileri
oldugunu ifade edebiliriz. Sucul ortamin bu ve
benzeri kirleticilerden arindirilmasi kesinlikle bu
ortamda yasayan canlilar, 6zelliklede baliklar igin
onem arz etmektedir. DDVP benzeri pestisitlerin
kullaniminin  kontrol altinda tutulmasi ve daha
dikkatli bir sekilde kullanilarak sucul ortama
karisiminin engellenmesiyle bu ortamda yasayan
baliklarin bundan zarar gérmesi 6nlenmelidir. Daha
temiz su sartlari saglanarak baliklarin biiyiime ve

gelisme evrelerinde mutlak gelismeler
gozlenebilecektir.
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