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Sanayi ve teknolojideki ilerleme ile birlikte su alt1 diinyasindaki canlilarin es bulma,
besin arama, avcilardan kaginma, siirii olusturma gibi davranislar icin yararlandigi dogal
seslere antropojenik giiriiltii olarak tabir edilen yeni ve yabanci sesler dahil olmustur.
Gemi trafigi, derin deniz sondaji, insaat, balik ¢iftliklerinde kullanilan mekanizasyon
sistemleri gibi yabanci ses kaynaklarinin omurgasizlardan memelilere kadar tim su
canlilarint hem bir stres kaynagi olarak fizyolojik ag¢idan hem de iireme, ylizme,
beslenme aligkanliklarini degistirerek davranis acisindan olumsuz etkileyebilecegi
hipotezini arastiran ¢ok sayida calisma yapilsa da bu mekanizmalarin isleyisine dair
bilinmeyenler halen ¢ok fazladir. Bu tez c¢aligmasinda, baliklarin cesitli sesler
karsisindaki fizyolojik yanitlarini 6lgmede 1yi bir belirte¢ olan ndrotransmitter genlerin
ekspresyon seviyelerindeki ve yiizme davranislarindaki degisimler incelenmistir. Bu
amagla, molekiiler ¢aligmalar i¢in uygun bir model organizma olan zebra baliginm
(Danio rerio) ile kurulan deneyde beyaz giiriiltii, tekne giiriiltiisti, devir daim pompasi
gurtiltiisti ve klasik miizik (Mozart - Symphony No. 40 in G minor, K. 550; 1788) olmak
tizere farkli saf sinilisoidal tonlar 30 giin boyunca uygulanarak norotransmitter
metabolitlerinin (serotonin, dopamin, glutamat, GABA) sentezinden sorumlu genlerin
expresyon seviyelerindeki degisimleri izlenmistir. Norotransmitterlerin sentez ve
tasinmasindan sorumlu genlerde (tph2, slc6ada, dbh, slc6a3, gad67, gotl, slc6ala) ses
kaynagia bagli olarak ekspresyon seviyelerinin onemli oranda degistigi ve baliklarin
yiizme davraniglart ile agirlik kazanci bakimindan da farklilik olustugu goriilmiistiir.
Elde ettigimiz bulgular, ¢calismamizda secilen genlerin baliklarin sese tepkilerini ve
maruz  kaldiklart1  etkileri  a¢iklamada  kullamigli  birer  indikatér olarak
degerlendirilebilecegini ortaya koymustur.
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EFFECTS OF ANTROPHOGENIC NOISE ON NEUROTRANSMITTER GENE
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With the progression in industry and technology, the aquatic species have been exposed
to artificial sounds, termed anthropogenic noise, alongside natural sounds employed for
behaviours like mating, feeding, evasion of predators, and hearing ability. Despite the
plethora of studies probing the hypothesis that anthropogenic sounds such as shipping,
boating, pile-driving, seismic exploration, motorboat traffic, energy production and
mechanization systems employed in aquaculture facilities may significantly perturb
aquatic organisms physiologically, serving as stressors, and behaviourally, by modifying
reproductive, locomotive, and feeding patterns, numerous aspects of the underlying
mechanisms remain enigmatic. In this thesis, alterations in the expression levels of
neurotransmitter genes, serving as useful indicators in quantifying the physiological
responses of fish to diverse auditory stimuli, alongside their locomotion behaviours,
were scrutinized. To this end, an experiment was conducted with zebrafish (Danio
rerio), wherein different sinusoidal tones comprising white noise, boat noise, pump
noise, and classical music (Mozart - Symphony No. 40 in G minor, K. 550; 1788) were
stimulated for 30 days to monitor changes in the expression levels of genes accountable
for neurotransmitter metabolite synthesis (serotonin, dopamine, glutamate, GABA).
Substantial alterations in the expression levels of genes governing neurotransmitter
synthesis and transport (tph2, slc6ada, dbh, slc6a3, gad67, gotl, slc6ala) contingent
upon the sound source were noted, concomitant with divergences in both the swimming
behaviours and weight gain of the fish. Our findings advocate that the selected genes in
our study can serve as useful indicators in elucidating the auditory responses of fish and
the attendant repercussions they encounter.

May 2024, 54 pages
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1. GIRIS

Insan kaynakli faaliyetlerin sucul sisteme dahil ettigi seslerin suda yasayan canlilarinin
beslenme, iireme, avlanma, korunma ve siirii olusturma gibi davranislar1 ile birlikte
duyma kabiliyetleri ve fizyolojik yanitlarina iligkin tartismalar ve arastirmalar giin

gectikce hem sayica artmakta hem de kapsamlar1 derinlesmektedir.

Yetiskin zebra baliklari en iyi hassasiyetle 800 Hz civarinda olmak iizere, 100 Hz ile en
az 4000 Hz arasindaki frekanslar1 duyabilirler (Higgs 2002). Zebra baliklarinin isitme
yetenekleri Japon baliklarininkine benzerdir (Popper 1971, Higgs 2002) ve yiizme
kesesini i¢ kulaga baglayan ortak Weber kemikgikleri nedeniyle Cypriniformes’ in diger
tiyeleri yaninda yerini alir. Zebra balig1 en az 200 - 1000 Hz arasindaki saf tonlara giiglii
davranigsal tepkiler gosterir (Cervi vd., 2012). Yetiskinlerde akustik uyaranlara verilen
yanita biiyiik olasilikla sakkiiler epitelin aracilik ettigi diistiniilmektedir (Zeddies ve Fay
2005), ancak lagenar ve muhtemelen utrikiiler tiiy hiicrelerinden de uyar: alabilirler.
Mutlak isitsel hassasiyet, isitsel yetenekleri 6lgmek igin kullanilan tekniklere bagh
olarak farklilik gostermekle birlikte (Rogers vd., 2016) zebra baligi, diger tiirlerle
kiyaslandiginda belirli  frekans araliklarindaki  seslere karst olduk¢a hassas

goriinmektedir.

Bu ozellikleri itibariyle ses ve giiriiltiiniin fizyolojik ve davramigsal etkilerini izlemek
i¢in en uygun model balik tiirii olan zebra baliklari ile gergeklestirilen bu tez ¢aligmasi
ile dogal gevre ve yetistiricilik ortamlarindaki giiriiltii kosullar1 simule edilerek
yetistiricilik ve fizyoloji ¢aligmalarina katki sunmasi diisiiniilen verilerin toplanmasi
amaclanmaktadir. Elde edilen bulgular deneysel calismalar icin literatiire katki
saglamanin yani sira yetistiricilik sartlarinin diizenlenmesi, iyilestirilmesi ve verim
artisina  yonelik noninvazif uygulamalar i¢in de Onemli bir kaynak olusturmasi

diistiniilmektedir.

Bu tez calismasinin amaci, kavramsal ve deneysel pek cok c¢alismada ele alinan bir
model organizma olan zebra baliklar1 (Danio rerio) iizerinde yapilacak deneyler ile

dogal cevre ve yetistiricilik ortamlarinin akustik sahnelerinde maruz kaldiklar



potansiyel giiriiltii kaynaklar1 ile miizikal ses uyaranlarina karst norotransmitter
(serotonin, dopamin, noradrenalin, glutamat, GABA vb.) metabolitlerinin sentezinden
sorumlu genlerin expresyon seviyelerindeki degisimleri belirleyerek baliklarin tepki
seviyelerinin degerlendirilmesi ve balik davraniglar1 iizerindeki etki potansiyelinin

yorumlanmasidir.



2. KAYNAK OZETLERI

Baliklarin avlanma, korunma veya popiilasyonlar arasi iletisim i¢in kullandiklari sesin
bu canlilardaki etkileri arastiricilar icin cazip bir konudur (Selen 2006). Insan veya diger
omurgalilarda bulunan dis ve orta kulak gibi yapilar deniz canlilarinda (memeliler ve
yumusakgalar hari¢) bulunmamaktadir. Bu yapilarin yerine, yapilarindaki akustolateral
sistemleri sayesinde sesleri isitebilir veya algilayabilirler. Akustolateral sistemde ses
dalgalarinin iki farkli yolla (hava kesesi veya yan ¢izgi lizerinden) yiikseltgenerek ic

kulaga iletilmesiyle sesin algilanmasi saglanir (Hawkins 1993).

Ses, enerji transferinin eslik ettigi bir ortamdan gecen dalga bigimidir. Dalgalar, lokalize
sikistirma ve seyrelme bolgelerinden, yani ses basincina neden olan alternatif basing
sapmalarindan olusur. Ortamin ayr1 ayr1 pargaciklart dalga ile birlikte hareket etmez,

ancak ileri geri titresir ve salinim hareketini komsularina iletir (Urick 1983).

Belirli bir mesafeden bilgi saglayan en yaygin sinyaller 151k, kimyasallar veya akustiktir.
Bir hayvanin bunlardan birkacini veya tiimiinii kullanmasi muhtemel olsa da her
sinyalin kendine 06zgili iletisim Ozellikleri vardir. Sesler bilgiyi ¢ok hizli ve uzun

mesafelerde saglar.

Sucul canlilarin akustik ¢evre hakkinda bilgi edinmek i¢in kullandiklari sesler, sadece
suda yasayan canlilar tarafindan degil, ayn1 zamanda yasadiklar1 ortamdaki dalga
hareketleri, suya garpan yagmur damlalari, resiflerin lizerinden gegen su akintilari ve su

alt1 depremleri gibi ¢evresel faktorler tarafindan da tretilir.

Ses ortamindaki degisiklikler anlik bile olsa sucul canliyr bir yirticinin saldirisina veya
bazi tehlikeli durumlarin varligina kars1 uyarmakla birlikte besin maddesi bulunmasinda
da etkili olabilir. Ses, iireme, bdlgesel savunma ve bir araya gelme gibi normal
davranislardaki bireyler arasindaki iletisim igin kullanilir. Ornegin, subay balig
(Porichtyes notatus) ciftlesme igin disileri cagirirken ya da bir orfoz tiirii olan

Mycteroperca jordani yumurtlamak igin bir araya gelirken sesleri kullanir (Zeddies vd.,



2010, Rowell vd., 2020). Benzer sekilde, Avrupa istakozlart (Homarus gammarus)

agonistik davranislar sirasinda ses kullanirlar (Jézéquel vd., 2020).

Baliklar, karasal omurgalilar gibi sesler arasinda ayrim yapmak, bir sesin yoniinii
belirlemek ve giiriiltiinlin varliginda biyolojik olarak ilgili sesleri tespit etmek gibi ayni
temel isitsel gorevleri gergeklestirebilir. Nitekim test edilen tiim balik tiirlerinin
isitebildigi gosterilmistir (Popper vd., 2003). Bununla birlikte, tiirler arasindaki isitme
yetenekleri biiyiik olgiide degismektedir. Isitme yeteneklerini siniflandirma amaciyla,
“isitme uzmani1” (hearing specialist) ve “igitme uzmani olmayan” terimleri yaygin olarak

kullanilmaktadir (Popper ve Fay 1999).

Baliklar arasindaki isitme yapilarinda olaganiistii bir gesitlilik goriilmekte olup bu da
tiirler arasinda farkli isitme yetenekleriyle sonuglanir. Bir¢ok balik tiirii yaklasik 30 Hz -
1 kHz araliginda isitirken, bazi aragtirmalar, 20 Hz’ den daha diisiik infrasonik aralikta
(Karlsen 1992; Knudsen vd., 1997) ve 20 kHz’ nin {izerindeki ultrasonik aralikta (Mann
vd., 1998, 2001; Popper vd., 2003) tiire 6zgi isitme yetenekleri oldugunu gostermistir.

Baliklarda insan ya da diger omurgalilar gibi bir dig ve orta kulak yapisi bulunmaz.
Baliklar akustolateral sistemin elemanlar1 sayesinde isitebilirler. Akustolateral sistem, i¢
kulak ve yanal ¢izgi olmak iizere iki boliimden olusur. I¢ kulak dedigimiz yapi, insan ig
kulagina benzer bir yapiya sahiptir. Viicuda gelen titresimler yiizme kesesince
yiikseltgenerek, i¢ kulaga iletilir. Bunun yaninda, yanal ¢izgiden algilanan titresimler de
baska bir yolla i¢ kulaga iletilirler. Boylece balik sesin siddetini algilayabilir. Baliklar,
duyma yapilarindaki farkliliklara gore, genel isitenler ve 6zel isitenler olmak iizere iki
ayrt sinifta toplanirlar. Yiizme kesesi ve i¢ kulak arasinda baglanti olmayanlar
(fizoglist), genel isitenlerdir. Yiizme kesesi ve i¢ kulak arasinda baglant1 bulunanlar
(fizostom) ise Ozel isitenler adi altinda smiflandirilmaktadir (Jobling, 1995; Yan vd.,
2010).

Nakliye, sismik hava tabancalari, kazik ¢akma ve riizgar tiirbinlerinin ¢alisma giirtiltiisii
dahil antropojenik su alt1 giiriiltiisii 1000 Hz’ nin altinda biiyilik enerji sergiler ve bu

durum ¢ogu baligin duyma frekansi araligi i¢indedir (Richardson vd., 1995; Popper vd.,



2003). Baliklar, su alt1 titresimlerinin tespiti i¢in yanal ¢izgi sistemi ve i¢ kulak olmak
tizere iki ana mekanik duyu organina sahiptir. Yanal ¢izgi sistemi, balik gdvdesine gore
diisiik frekanshi (genellikle 150 Hz’ nin altinda) su akisi ile uyarilir (Sand 1984, Enger
vd., 1989, Coombs ve Montgomery 1999, Wahlberg ve Westerberg 2005). Ses
kaynagma c¢ok yakin olan yanal ¢izgi sistemi akustik alani algilayabilir. Bununla
birlikte, sinirl algilama araligi, baligin riizgar tiirbinlerinden gelen sinyallere tepkisi
baglaminda yanal ¢izgiyi muhtemelen 6nemsiz kilmaktadir (Wahlberg ve Westerberg
2005). i¢ kulak, ii¢ yarim daire seklindeki kanali ile bununla iliskili duyu bdlgelerini ve
sakkiil, utrikiil ve lagenay1 kapsayan ii¢ otolit u¢ organinmi icermektedir. Her bir otolit
organi, mekanoreeptif isitme kil (hair cell) i¢eren bir duyusal epitel ile yakindan iligkili
kati bir kalkerli tastan (otolit) olusur. Otolitlerin ¢evre dokulardan ve sudan daha yogun
olmasi sebebiyle bir ses dalgasi i¢gindeki hareketleri epitelinkinden farkli bir faz ve
genislikte olur ve boylece isitme kili hiicrelerinde makaslama hareketi yaratir. Otolit
organlart bu nedenle prensipte parcacik hareket detektorleridir (Hawkins 1993, Popper
vd., 2003). Hem yakin hem de uzak alanda baligin viicudunun ses kaynakli hareketlerine
tepki verme egilimindedirler (Popper ve Fay 1999). Ses basinci algisi, hava dolu yiizme

keseleri igeren balik tiirleri ile siirlidir.

Gazin suya kiyasla daha yiliksek sikistirilabilirligi nedeniyle, ylizme kesesi ses basinci
dalgalanmalarina yanit verir. Yiizme kesesinin bu hareketi i¢ kulagin otolit organlara
iletilebilir. Baska bir deyisle, yiizme kesesi, gelen ses basincini kulagi uyaran pargacik
hareketine doniistiiriir. Birgok balik tiiriiniin ses basincina ve pargacik hareketine karsi
ikili duyarliligi, hayvanlara mesafe ve konum da dahil olmak {izere ses kaynag:

ozellikleri hakkinda degerli bilgiler saglayabilir (Popper ve Fay 1999, Popper vd., 2003).

Antropojenik faaliyetlerin cogu 1 kHz’ in altindaki frekanslarda 6nemli miktarda
giiriiltii irettigi icin (Normandeau Associates 2012), bir etki potansiyeli vardir. insan
kaynakl1 giiriiltiinlin baliklar iizerindeki olumsuz etkisine dair nihai ampirik kanit, diger
taksonlara, Ozellikle de kuslara gore daha azdir. Bu durum, bugiine kadar yapilan
calisma sayisinin az olmasindan, dogal kosullarda yapilan gozlemsel c¢aligmalari
yorumlamanin genellikle zor olmasindan ve kapali kaplarda yiiriitiilen deneysel

calismalarin ekolojik realiteden yoksun olmasindan kaynaklanabilmektedir. Farkli



kaynakli seslerin farkli etkileri olabilecegini, aym1 veya benzer giiriiltii kaynaklarinin
tiim tiirleri ayn1 sekilde etkilemeyebilecegini unutmamak énemli olmakla birlikte, tiir ici
farkliliklar da olasidir (Pine vd., 2014). Genel olarak, en énemli etkiler, akustik iletisim
de dahil olmak tiizere davranis lizerindedir. Bir¢ok balik tarafindan iretilen akustik
sinyaller, 100 Hz ile 1 kHz arasindaki bir frekans bandina diiser ve bu da onlar ¢esitli
kaynaklardan gelen insan kaynakli giiriiltiiye karsi savunmasiz hale getirir. Birkag
calisma, tekne trafiginden kaynaklanan giirtiltliniin, etkili iletisim sinyalleri araligin1 ve
dolayisiyla bireyler arasindaki sinyalleme verimliligini azaltabilecegini ileri siirmiistiir
(Vasconcelos vd., 2007; Codarin vd., 2009). Bunun nedeni, algilama mesafelerinin
maskeleme yoluyla kisaltilmast (Codarin vd., 2009) ve/veya alicilarin isitsel
hassasiyetlerinin azalmasidir (Vasconcelos vd., 2007). Bununla birlikte, yalnizca bir
calisma, giiriiltiiniin baliklarin akustik davranisini nasil etkileyebilecegini dogrudan
incelemistir. Picciulin ve arkadaslarinin 2012 yilinda, kahverengi eskina baliginin
(Sciaena umbra) {izerinde gergeklestirdigi calismada, ortalama nabiz hizinin,

tekrarlanan tekne gecislerini takiben daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Insan kaynakl seslere olan ilginin ¢ogu deniz memelilerine odaklanmis olsa da, bu tiir
seslerin baliklar ve deniz omurgasizlari lizerindeki etkisine iliskin de artan bir endise
bulunmaktadir. Seslerin baliklar {izerindeki etkilerine olan arastirma konularinda bir
artis olmasina ragmen, bu konu en sinirli 6lgekte ele alinmistir. Yiiksek ses seviyelerinin
i¢ kulak duyu hiicrelerine zarar verebilecegi, isitme kaybina neden olabilecegi (esik
kaymalar1), stres tepkileri ortaya ¢ikarabilecegi ve baliklarin  davranisim
degistirebilecegi bildirilmistir. Isitme kayb1 agisindan bu etkiler, ses seviyesine maruz

kalma siddeti ve siiresiyle iliskilidir.

Su altindaki giiriiltii ve/veya ses kaynaklar1 baliklarda en temel stres faktorlerinden
biridir. Wysocki ve arkadaslari (2006), tatli su baligi tiirleri olan sazan (Cyprinus
carpio, L 1758), dere kaya balig1 (Gobio gobio, L 1758) ve tatl su levreginde (Perca
fluviatilis, L 1758) gemi giiriiltiistiniin kortizol salgisina etkisini arastirmig, Tuna Nehri
ve Avusturya’ nin iki goliinde gemi giiriiltiisiine maruz kalan tiim tiirlerde baslangicta
kortizol salgisinda artis oldugunu ancak uzun vadede kortizol seviyelerinin

degismedigini saptamiglardir. Sonug¢ olarak; gemi giiriiltiisiiniin genislik ve frekans



dalgalanmasina gore etki degisirken, devamliligi durumunda kortizol seviyelerinde

tetikleyici olamadigini belirlemiglerdir.

Calismalarin ¢ogu, hayvanlar iizerinde neden olabilecekleri dogrudan hasar nedeniyle
sonar, havali tabancalar ve kazik ¢akma gibi yiiksek giiclii, akut giirtiltii kaynaklarina
odaklanmistir (Popper ve Hastings 2009); ancak yetistiricilik ortamlarinda da
antropojenik giiriiltii s6z konudur. Sucul tiirlerden toplanan stres verilerinin, koruma
programlar1 ve su lriinleri yetistiriciligi i¢in uygun habitatin belirlenmesi ile dogrudan

bir iligkisi kurulabilir.

Bir akuakiiltiir ortaminda bir baligin optimal biiyiimesi veya hayatta kalmasi i¢in gerekli
olan uygun akustik ortamlarla ilgili arastirmalar olduk¢a &nemlidir. Ornegin Japon
baligi (Carassius auratus), akvaryumdaki dort farkli filtre tiirine maruz kaldiginda
isitme esiginde bir kayma ve seslerin maskelenmesi s6z konusudur ancak havuzlarda
barindirildiginda isitme esiginde herhangi bir degisiklik gézlenmemistir (Gutscher vd.,
2011).

Graham ve Cooke’ un 2008 yilinda bir levrek tiirtinde (Micropterus salmoides)
gergeklestirdigi calismada, baliklar {i¢ farkli tekne giiriiltii kaynagina maruz birakmais,
kano kiirek giiriiltiistine maruz kalan baliklarin kalp atis hizininin % 29 iken, elektrikli
trol motoruna maruziyette % 44 oldugu ve i¢ten yanmali bir motora maruz kaldiginda

ise % 67 oranina ¢iktigin1 bildirmistir.

Yetistiricilik sektoriindeki giiriiltii kaynagi olarak diisiik (117 dB, 1uPa RMS) ve yiiksek
(149 dB, 1uPa RMS) frekanslarda verilen seslerin alabaliklarda gelisim, besin alimui,
yasama orani ve kondiisyon faktoriine etkilerinin arastirildigi baska bir calisma
sonucunda, kisa vadede yiiksek seslerin baliklar iizerinde olumsuz etkilere neden oldugu

ancak uzun vadede baliklarin bu duruma alistiklarin1 ve gelismelerinin etkilenmedigini

belirtmislerdir (Davidson vd., 2009).



Endokrin sistemin sekillenmesi, ¢evre kosullarina ve iireme organlarina baglidir. Cevre
kosullarinin degisimi duyu sistemi ve beyindeki 6zel merkezleri uyararak, hipofiz
bezinin aktivitesini kontrol altima alir. Hipofiz bezinin salgilar1 gametogenez,
metabolizma ve davranig lizerinde dogrudan etkilidir. Bu hormonlar ayni zamanda

gonadlarin endokrin dokusundaki gelismeyi ayarlar (Timur 2006).

Yogun su iriinleri iiretim sistemlerinde kullanilan ekipmanlarin (havalandiricilar, su
pompalari, aritma sistemleri vb.) kronik giiriiltiiye yol agmasi nedeniyle baliklarda
isitme sorunlari, stres ve biiylimede gerilemeye neden olabilecegi one siiriilmektedir.
Ancak sesin uzun vadede isitme, biliylime ve hastalik direnci iizerine etkilerinin
arastirldigr bir calismada, 8 ay boyunca 115, 130 ve 150 dB (dB= V1uPa) giiriiltiiye
maruz birakilan gokkusagi alabaliklarinda kapali devre sistemlerin herhangi bir olumsuz
etkisi olmadig1r sonucuna ulagilmis ancak bu durumun diger balik tiirlerinde farklilik

gosterebilecegi de belirtilmistir (Wysocki vd., 2007).

Papoutsoglou ve arkadaslar1 tarafindan 2010 yilinda yapilan bir ¢alismada, sazan
baliklarina 106 giin boyunca klasikmiizik pargalarinin dinletilmesinin fizyolojik etkileri
arastirilmig, baliklara 4 sa/giin 80 ve 200 lux 151k siddeti altinda miizik uygulanirken,
kontrol grubu yalnizca ortam giiriiltiisiine maruz birakilmistir. Deneme bitiminde miizik
dinletilen gruplarda SBO ve agirlik kazancinin yiiksek oldugu belirlenmistir. 200 lux
151k siddetinde giinliik yem alimi artarken YDO daha diisiikk bulunmustur. Bu sonuglar
151k siddetiyle birlikte ortamdaki giirtiltiiniin de baliklarda etkisi oldugunu géstermistir.

Sazangillerden olan koi baliklarinda miizik etkisinin aragtirilmasinda, baliklara 3 sa/giin
miizik dinletildiginde baliklarin gelisim performansinin arttig1 ve miizigin diger ¢evresel
faktorler (sicaklik, 151k vb.) gibi biiyiime performansinda belirleyici oldugu sonucuna
ulagilmistir (Vasantha vd., 2003).

Papoutsoglou ve arkadaslar1 (2007), resirkiile sistemde tutlan sazan baliklarinda farkli
151k kosullarinda miizik uygulamasinin gelisim ve fizyoloji lizerine etkilerini arastirarak

151810 olumsuz etkisine karsin 30 dk siireli miizik uygulamasinin biiyiime performansini



artirdigini, disiik gelisim gosteren gruplarda artan nérotransmitter seviyelerinin stres

belirtisi oldugu ve miizigin sakinlestirici bir faktor olabilecegini bildirmistir.

Catli vd. (2015), diisik siddette miizik dinletmenin kalkan baliklarinda (Psetta

maeotica) biiylime hizini artirdigi sonucuna varmistir.

Zebra balig1 (Danio rerio), yiikksek omurgalilara gére 6nemli avantajlar sundugu i¢in son
yillarda isitsel fizyoloji (ve diger arastirma alanlar1) i¢in alternatif bir model sistem
olarak ilgi gérmektedir. Zebra baligi (Danio rerio), gelisimsel toksikoloji, ila¢ taramasi,
genetik ve hastalik biyolojisinde kullanilan koklii bir biyomedikal modeldir. Zebra
balig1 genomu insan genomu ile %70 homolojiye sahiptir (Howe vd., 2013). Ek olarak,
zebra baliginin bakimi kolay, dogurganligi yiiksek ve diger tiirlerle karsilastirildiginda
nispeten hizli gelismesi de bilimsel ¢alismalarda yer etmesi i¢in 6nemli unsurlardandir.
Zebra balig1 embriyolarinin seffaf olmasi, embriyolarin genetik manipiilasyonuna ve ex
vivo gelisimin izlenmesine olanak saglamaktadir. Ayrica, zebra baligi ve memeliler
arasinda norotransmitter sistemleri genetik olarak korunmakta, bu da nérotransmisyon
degisikliklerinin mekanizmalarinin ve iligkili gelisimsel ve hastalik siireclerinin
translasyonuna izin vermektedir (Horzmann ve Freeman, 2016). Zebra baligi,
memelilerle ortak ndrotransmitter yollarin1 paylasmakla birlikte omurilik, arka beyin ve
retina gibi birgok alanda benzer ndroanatomiye sahiptir. Ancak beyin inversiyondan
ziyade eversiyonla gelistikce, memeli beyninin hipokampus, amigdala gibi bazi
bolgeleri ve substantia nigra, zebra baliklarinda mevcut degildir. Bu alanlarin islevi
beynin bagka bolgelerinde gerceklestirilirken, zebra balig1 ve memeliler arasinda islevsel
karsilastirmalara olanak saglamaktadir (Cheng vd., 2014). Dopamin (DA) ve serotonin
(5HT) dahil olmak iizere aminerjik ndrotransmiterler, birka¢ 6nemli beyin fonksiyonuna
aracilik etmektedirler. Dopamin, hareket, 6diil, hafiza gibi reaksiyonlarla iliskilendirilen
baslica katekolamin modiilatdr ndrotransmiterlerinden biri olup, bir etilamin yan zinciri
ve bir amin grubu olan bir katekol grubu ile karakterizedir. Dopamini epinefrine
dontistiiren enzim olan dbh yalnizca zebra baligimin arka beyninde bulunmakta (Ma,
1997) ve dopamin tasiyicist (DAT) slc6a3 genidir. Dopaminerjik ndéronlar, beynin
toplam noronal popiilasyonunun %1’ inden daha azini olusturmasia ragmen, beyin

fizyolojisi tizerinde onemli etkileri bulunmaktadir (Goldman-Rakic 1997, Schultz



2002). Giriiltii stresinin beyindeki hem isitsel hem de baglantili islevleri etkiledigi
bilinmektedir. Bu etkiler, isitme hasarina ve ayrica bozulmus bilissel islev, kaygi ve
depresyonu yansitan davranigs kaliplarinda degisikliklere sebep olmaktadir. Hem
norofizyolojik hem de davranigsal degisiklikler, beyindeki norotransmitterlerdeki
degisikliklerle iliskilidir. Degisen akustik ortamlara karsi gozlenen davranigsal
tepkilerin norokimyasal mekanizmalarina yonelik aragtirmalar halen devam etmektedir.
Ornegin Winberg ve Thérnqvist SHT sisteminin cesitli stres faktdrlerine nasil tepki
verdigini ve bunun sosyal strese maruz kalan baliklarin davranigint  nasil
degistirebilecegini incelemislerdir. Baliklarda yapilan calismalar az olmasina ragmen
diger omurgalilarda, Ozellikle kemirgenlerde, giiriiltiye maruz kalmanin beyin
norotransmitter seviyeleri iizerindeki etkileri ortaya c¢ikarilmistir. Basta DA ve S5HT
dahil olmak iizere monoaminlerin, beyindeki giiriiltii stresinin hem isitsel hem de
baglantili islevlerine etki ettigi ortaya koyulmustur (Li vd., 2019, Ravindran vd., 2005;
Samson vd., 2006). Serotonerjik lifler, koklear ¢ekirdek korteksi, isitsel korteks ve alt
kollikulus dahil olmak {izere gesitli isitsel yapilara donistir (Li vd., 2019). Sinapstaki
SHT konsantrasyonu, esas olarak, serotonerjik noronlarin biitiinliiglinlin bir isareti
olarak yaygin olarak kullanilan serotonin tasiyicist (SERT) tarafindan diizenlenir. Diigiik
yogunluklu (70 dB SPL) beyaz giiriiltii, isitsel yollarda yer alan néronlardaki hiicre disi
SHT seviyelerini artirabildiginden, merkezi isitsel yapilarda giiriiltii ile SHT sinyalinin

aktive oldugu ortaya koyulmustur (Cransac vd., 1998).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Deneme alani

Denemede, farkli ses gruplart uygulamalarinin zebra baliklarinda (Danio rerio)
norotransmitter gen gruplarina ait ekspresyon analizleri incelenmistir. Baliklarda ses
uygulama deneyleri Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Su Uriinleri Miihendisligi
Bolimii Balikgilik Arastirma Biriminde gergeklestirilmistir. Arastirmanin temelini
teskil eden gen ekspresyon analizler ise Ankara Universitesi Teknoloji Gelistirme
Bolgesi Agrigenomik Hub Biyomedikal Laboratuvar A.S. ne (Ankara) ait laboratuvarda

yuritilmiistiir.

3.1.2 Deneme materyali

Denemede ortalama agirliklart 0,230 = 0,04 g olan 360 adet zebra balig: (Danio rerio,
Hamilton, 1822) kullanilmistir. Tarim ve Orman Bakanhigi Akdeniz Su Uriinleri
Arastirma, Uretme ve Egitim Enstitiisii Miidiirliigii’nden 06.04.2023 tarihindetemin
edilen baliklar 1/3 su, 2/3 hava ile doldurulmus plastik posetler igerisinde Ankara
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Su Uriinleri Miihendisligi Béliimii Balik¢ilik Arastirma
birimine getirilmis ve bir haftalik karantina siirecinden sonra deneylerin yiiriitiilecegi
Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Su Uriinleri Miihendisligi Béliimii laboratuvarma

alinmustir.

3.1.3 Deneme iinitesi

Denemede, Balik¢ilik Arastirma Biriminde bulunan 96 L (80 x 40 x 30 cm) su
hacmine sahip 12 adet akvaryum kullanilarak deneme gergeklestirilmistir.
Akvaryumlarin  su sicakliginin sabit tutulabilmesi amaciyla her akvaryuma 300 W

dijital termostatli 1sitict yerlestirilerek 24 + 0,5°C’ ye ayarlanmistir. Coziinmiis oksijen
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tedarigi icin merkezi blower sistemine baglanan hava taglar1 kullanilmistir.
Akvaryumlar haftada bir kez deney kosullarini etkilemeyecek sekilde temizlenmis,
temizlik isleminde miknatishh cam silecegi ile akvaryum camlar silindikten sonra
sifonlama ile varsa dipteki kat1 atiklar toplanarak gerekli ise maksimum %10 oraninda

su degisimi yapilmistir.

3.1.4 Denemede kullanilan suya iliskin 6zellikler

Denemede su kaynagi olarak, dinlendirilmis sehir sebeke suyu kullanilmis ve
¢oziinmiis oksijen (CO2), sicaklik (°C), pH, iletkenlik, toplam askida kati madde
(TDS), tuzluluk degerleri dlgiilmiistiir. Olgiim deger araliklar1 ve hassasiyetleri Cizelge
3.1 de belirtilmistir. Tim olgtimlerde YSI Pro Plus marka multimetre su parametre

Ol¢iim cihazi kullanilmastir.

Cizelge 3.1 Su parametre 6l¢iim araliklar1 ve hassasiyet degerleri

Olgiim Araligi  Olgiim Hassasiyeti

CO2 (mg/L?) 0-50 +0,2
Su Sicakligr (°C) -5~+70 +0,2
pH 0-14 +0,2
Iletkenlik (us/cm™) 0-200 +0,001
TDS (g/L?) 0-100 + 0,64
Tuzluluk (ppt) 0-70 +0,1

3.1.5 Denemede kullanilan isitsel uyaranlara iliskin 6zellikler

Isitsel uyaran olarak tekne giiriiltiisii, devir daim pompas: giiriiltiisii ve klasik miizik
(Mozart - Symphony No. 40 in G minor, K. 550; 1788) olmak iizere ii¢ saf sinlisoidal
ton secilmistir. Ug isitsel uyarandan bir dosya web kanallar iizerinden temin edilmis,

diger iki dosya ise ger¢ek zamanl kayit ile olusturulmustur. Klasik miizik uyarani, ilk
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kaydinin revize edilmis dort boliimli orijinal formati {izerinden hazirlanmistir. Tekne
giiriiltiisii kaydi, Ankara Il Tarim ve Orman Miidiirliigii Balik¢ilik ve Su Uriinleri Sube
Miidiirliigiine ait fiberglas tekneye bagli 60 HP (44,1 KW) giiciinde 4 zamanli benzinli
motor ile Ankara’ ya 12 km mesafede bulunan Bayindir Baraji - Mavigol’ de
gergeklestirilmistir. Coklu ses kayitlari, teknenin stabil halde olmasi ve farkli hizlarda
hareket halinde olmasi durumlarinda alinmistir. Giiriiltii kayitlari, yliksek empedanslt
hidrofon (Aquarian Audio Hla) bir preamplifikatére (Behringer UMC22) baglanarak
taginabilir  bilgisayara Onceden yiiklenen program (Audacity v 3.3) ile
gergeklestirilmistir. Pompa kayitlar1 da yine ayni ses diizenegi ile bir resirkiilasyonlu
balik iiretim sisteminden alinmustir. Ug ses dosyasi, Audacity v 3.3 programinda
diizenlenerek kaydedilmis, kontrol grubu i¢in de ayn1 program kullanilarak White noise

tiretilmis ve kayitlar olugturulmustur.

) y—

Sekil 3.1 Isitsel uyaran olarak tekne giiriiltiisii

3.1.6 Denemede kullanilan ekipmanlar

a) Multiparametre su analiz cihazi: Su parametrelerinin dlgiimiinde YSI Pro Plus

model multiparametre 6l¢tim cihazi kullanilmigtir.

b) Hassas Terazi: Denemenin tartim asamasi Kern PLJ 600 (Germany) marka hassas

terazi ile yapilmistir.
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Sekil 3.2 Hassas terazi

c) Diseksiyon Seti: Diseksiyon islemlerinde diseksiyon makasi ve pens kullanilmistir.
d) Ol¢iim Tahtasi: Balik boylariin &lgiilmesinde Vernier Caliper model 0,05 mm
hassasiyete sahip kumpas kullanilmistir.

e) Sogutucu (-80): Dokularin saklanmasi asamasinda Liebher marka sogutucudan
yararlanilmistir.

f) Sarf Malzemeleri: Denemede ¢esitli ebatlarda ve sayida beher, piset, tartim kabi,
parafilm gibi laboratuara iliskin sarf malzemesi kullanilmistir.

g) Osiloskop: Denemede Owon SDS 1000 Series marka osiloskop kullanilmistir.
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Sekil 3.3 Osiloskop

h) Ses Kartii Denemede baliklara miizik dinletilmesi sirasinda Preamplifikator

Behringer UMC22 kullanilmigtir.

Sekil 3.4 Ses karti

1) Bilgisayar: Bilgisayar olarak Lenovo marka Intel i7 islemci 8G RAM 1TB HDD

donanima sahip cihaz tercih edilmistir.

j) Amplifikator: Amplifikator olarak Midex MP1000 kullanilmistir.
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Sekil 3.5 Amplifikator
k) Hidrofon : Aquarian Audio H1la marka hidrofon (frekans araligi: 20 Hz-4 kHz, +4

dB, voltaj hassasiyeti: -185 dB re. 1 V/uPa) tercih edilmistir.

Sekil 3.6 Hidrofon

1) Hoparlor : Leta Grup firmasia 6zel siparis ile yaptirilan 54 hiicreli yonlendirilmis

ses hoparlorleri denemede kullanilmistir.
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Sekil 3.7 Hoparlor

3.2 Yontem

3.2.1 Deneme plani

Isitsel uyaranlarin akvaryumlara iletilebilmesi igin her akvaryumun iizerine, su
yiizeyinden 15 cm yukarida olacak sekilde hoparldrler (Yonlendirilmis Ses Sistemleri,
Leta Grup, Tirkiye) yerlestirilmistir. Her biri ayr1 gli¢ kaynagina bagli hoparlorlere ses
baglantis1 i¢in 3,5 mm Aux stereo kablolar kullanilmistir. Ses dosyalarinin
bilgisayardan hoparlorlere aktariminda amplifikatér ve voltaj on yiikselticisi
kullanilarak ses dosyalarmin ¢ikis seviyeleri standart hale getirilmistir. Tekrarlar
arasinda ve laboratuvar ortaminda ses izolasyonunu saglamak amaciyla her
akvaryumun tabanma 3 cm kalinhiginda yiiksek yogunluklu strafor levha konulmus,

yan ylizeylerine de 5 cm kalinliginda akustik siinger kaplanmustir.

Deney gruplarinin olusturulmasi i¢in karantina sonrasi laboratuvara transfer edilen
baliklar tartilip (Kern PLJ 600; 0,001 g) dijital kumpas (0,05 mm) ile boylari
oOlgiilerek akvaryumlara yerlestirilmistir. Baliklarin yeni ortamlarina alismalari igin
deneyler oncesinde iki hafta boyunca giinde iki sefer hazir akvaryum yemi ile
beslenmistir. Deneme, 3 tekerriirlii tesadiif parselleri diizeninde bir kontrol ve 3

muamamele grubu olmak tizere 4 grupta tekerriir basina 30 balik olacak sekilde toplam
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360 balikla baslatilmistir. Deney tanklarinda 12L:12D 1s1k rejimi uygulanmustir.

Deneme siiresi 30 giin olarak belirlenmistir.

Sekil 3.8 Deney tanklar1

3.2.1.1 Etik izin

Tiim deneyler Ankara Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
2022-9-87 sayil1 izni ¢ergevesinde gerceklestirilmistir.

3.2.2 Giiriiltilye maruz birakma protokolii

Deney akvaryumlarinin {izerine konumlandirilan her bir hoparlor, tank disina
yerlestirilmis bir amplifikatore baglanmis, giris sinyalleri, bir voltaj 6n yiikselticisi ile
50 dB (¢ikis kazanci) seviyesine yiikseltilerek ses uyaranlar1 bir bilgisayardan MP3
formatinda yiiriitiilerek tekerriirlere iletilmistir. Uretilen her ses uyaran1 24 saat boyunca
tekrarlanmigtir. Deney Oncesi isitsel uyaranlarin frekanst ve ses seviyesi, tank
igerisindeki hidrofon ile donatilmis bir dijital osiloskop ile Olgiilerek ve ses
uyaranlarinda bozulma ve ses kayitlarinda parazit olup olmadig1 kontrol edilmistir.
Zebra baliklari, 4 hafta siireyle 50 dB’ lik (1 pPa RMS) ses seviyesinde (SPL) 100 Hz -
4000 Hz araliginda siirekli tonlara maruz birakilmistir. Kontrol grubu i¢in White noise

ayni siireler boyunca uygulanmistir.

18



3.2.2.1 Doku orneklerinin hazirlanmasi

Deneme siiresinin sonunda, baliklar daha kiiglik bir tanka alinip burada yiiksek dozda
Eugenol ile dtenaziye tabi tutulmustur. Otenazi icin 10 ml Eugenol (Sigma-Aldrich,
%98) 10 mL etanol i¢inde karigtirtlip bu ¢ozeltinin 10 mL’ si saf su ile 1 L’ ye
tamamlanarak seyreltilmistir. Immersiyon siiresince kas ve solungac kapagi hareketleri
izlenerek hareketsiz kalan baliklar tanktan g¢ikarilmis ve hizli bir sekilde morfometrik
Olgtimleri alinarak dekapitasyon ile prosediir tamamlanmistir. Govdeden ayrilan
baliklarin kafalar1 sonraki agamalarda gergeklestirilecek analizler i¢in soguk RNAlater

sollisyonunda saklanmistir.

3.2.2.2 Hedef genlerin belirlenmesi

Ses uyarilarinin etkilerini degerlendirmek igin yapilacak gen ekspresyonu analizlerinde
Glutamat, GABA, katekolaminler, serotonin noérotransmitter gruplarindan zebra
baliklar1 i¢in tanimlanmis gen ve reseptorlerden uygun olanlar se¢ilmis ve literatiirdeki
primer ciftleri ile eslenerek ekspresyon analizlerinde kullanilmistir (Cizelge 3.2).

Kontrol i¢in (housekeeping gene) S-actin kullanilmustir.

Cizelge 3.2 Hedef genler ve primer setleri

Norotransmitter Gen Adi S Gen .. Primer Sekansi (5'-3") Kayit No
embolii
F:AAATACTGGGCTCGGAGAGG
htgyrptfﬁhanz tph2 NM_001310068
ydroxylase R:ATCCGATTAAAGGATGTCCTGC
Serotonin 30';‘;;;3'3%‘” F:CTCCCAACTGCACCCACTAC
(neurotransmitter  slc6ada NM_001039972
transporter) R:GATGAACCTGCAACACCTGC
member 4a
. F:-TGCTGAACTCGCTCTACGTC
dohp%';‘;‘(elggéa' dbh NM_001109694
Dopamin ydroxy R:CACATGGGTATGGGGCTCTC
solute carrier slc6a3 F.:GCCTGGTTTTACGGAGTGGA NM_131755
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family 6

(neurotransmitter R:GGAGGATTGAAGGTGGCGAA

transporter),
member 3
glutamate F: TTCCTCGGCTGGTGATATGG
decarboxylase 1b gade7 NM_194419
y R: TCTTCATGCCCAGTTTCCTCG
Glutamat )
glutamic- F: CTGGTCTCAACCCTAAGCAGG
oxaloacetic gotl NM_213057
transaminase 1 R: AGTGACAGCCTCGTGAATGG
So'ﬂfnfﬁ;”er F: ATGTAGCTGCGTCAGGACCG
GABA 6(neurotransmitter slc6ala NM_001045287
transporter) , R: CGTGGGAACTCATCCACCAG
member la

] F: AGAGCTATGAGCTGCCTGACG
Housekeeping S-actin NM_007393
R: CCGCAAGATTCCATACCCA

3.2.2.3 RNA izolasyonu

Beyin dokularmin elde edilmesi i¢in gruplardaki tiim baliklarin RNAlater
sollisyonunda saklanan kafalar1 ventral tarafi yukar: gelecek sekilde tutularak, beyni
gozlere baglayan optik sinirlerden olusan bir yap1 olan optik kiazmayr gorene kadar
yumusak dokular alinmis ve ardindan optik sinirler kesilerek gozler ¢ikarilmistir.
Ardindan kafatasi kemikleri acgilarak beynin ventral tarafindaki kemik c¢ikarilmis ve

beyin biitiin olarak digar1 alinmistir (Gupta ve Mullins 2010).

Koruyucu soliisyondan arindirilan baliklarin beyin 6rnekleri 2 ml’ lik tiip igerisinde
homojenize edilmistir. Homojenize edilen orneklerden yaklasik 500 ng alinarak
tizerine 1 ml PureZOL eklenmistir ve protokoliin ilk asamasindan itibaren asagidaki

islem basamaklar1 uygulanmastir.

Islem Basamaklari;

e Ornekler 5 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

e Inkiibe edilen 6rnekler 2 ml’ lik farkl tiiplere aktariimustur.
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e 200 pl kloroform kullanilarak ve 15 saniye yavasca ¢alkalanmistir.

e (Oda sicakliginda 5 dakika boyunca periyodik sekilde karigtirilarak
inkiibe edilmistir.

e 12.000 x g 15 dakika 4°C’ de santrifiijlenmistir.

e Santrifiij isleminden sonra 3 faz gézlemlenmis, en tstteki faz farkl bir
RNase-free tiipe aktarilmistir.

e Ust fazdan elde edilen RNA’ nin igerisindeki kontaminasyonu
engellemek i¢in, orta beyaz fazla temas halinde bulunan ve RNA igeren
iist faz kismi1 geride birakilmistir.

e 500 pl isopropil alkol kullanilmistir.

e Oda sicakliginda 5 dakika diizenli olarak karigtirilarak inkiibe
edilmistir.

e 12.000g 10 dakika 4°C’ de santrifiijlenmistir.

e Ornegin siipernatant kismi atilarak, tiipiin alt kisminda beyaz bir pellet
olarak goriinen RNA kismi birakilmistir.

e RNA peleti 1 ml 6l¢iide % 75 soguk etanol ile yikanmuistir.

e Ornekler yavasca altiist edilerek, 7.500 g’ de 5 dakika boyunca 4°C’ de
santrifiijlenmistir.

e Siipernatant dikkatlice atilmistir.

e 5-10 dakika boyunca RNA peletinin kurumasi beklenmistir.

o Elde edilen RNA peletine 100 ul RNase-free su eklenmistir.

[zolasyon islemi sonrasinda RNA Kkalitesi, %10 etidyum bromid ile boyanmis %1’
lik denatiire agaroz jel elektroforezi ile belirlenmis (Sekil 3.1) ve konsantrasyonu

bir nanospektrofotometre ile 6lgiilmiistiir (Cizelge 3.3).
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Sekil 3.9 Agaroz jel goriintiisii

Cizelge 3.3 Nanospektrofotometre sonuglari

) RNA 260/230 260/ 280

Ornek Konsantrasyonu Orani Orani
Tekne Giiriiltiisii (TS) 116,6 2,19 1,78
Pompa giiriiltiisti (PS) 111,14 1,26 1,83
Klasik Miizik (KS) 155,72 1,76 1,85
Beyaz Giiriiltii (BS) 138,23 1,96 1,82
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3.2.2.4 Gen Ekspresyonlar: icin RT-qPCR analizleri

Elde edilen RNA orneklerin Vazyme HiScript Il 1st Strand cDNA Synthesis Kit’ i
kullanilarak ve tireticinin protokolii takip edilerek 20 ul RNase-free ddH.0, 10 ul 2 x
RT Mix, 2 pl HiScript II Enzyme Mix, 1 pl Oligo (dT) 23VN (50 uM), 1 pl Random
hexamers (50 ng/ul) ve 1 pg - 5 ng Total RNA RNase-free santrifiij tiipiinde
pipetlenerek karigtiritlip 25°C - 5 dk, 50°C - 15 dk, 85°C - 2 dk dongii protokiiliinde
cDNA sentezi gergeklestirilmistir.

Elde edilen ¢cDNA oOrnekleri ile iki tekrarli olacak sekilde qPCR reaksiyonu
gerceklestirilmistir. qRT - PCR reaksiyonu, 5 pL. 1 x Sybr Green Supermix (Biorad,
ABD) ana karisimi, gene 6zgii primerler (0,3 uL F - 0,3 uLL R) 3,4 pL saf su ve 1 uL
c¢DNA ile son hacmi 10 pL olarak hazirlanmig ve qRT - PCR reaksiyonlari: 95°C” de
30 sn Polimeraz Aktivasyonu ve DNA Denatiirasyonu; 98°C’ de 10 sn Denatiirasyon

ve 60 °C’ de 20 sn Sentez ile 40 dongii sekline gergeklestirilmistir.

Genomik DNA’ nin g¢ikarildigini dogrulamak igin RNA varligi olmaksizin ters
transkripsiyonun negatif kontrolleri yapilmistir. Hedef genlerin her ifadesi, rpl13a ve
ardindan kontrole normalize edilmis, primer ¢iftlerinin 6zgiilliigiinii ve ¢cDNA’ nin
kontamine olmadigim teyit etmek i¢in qRT — PCR’ nin bir ayrisma egrisi ve negatif

kontrolii de yapilmistir (Sekil 3.2).

60000

50000

40000

30000

Intensity [1]

20000

10000

Cycles [n]

Sekil 3.10 qRT — PCR Amplifikasyon grafigi
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3.2.2.5 Davrams analizi

Yiizme aktivitesi ve gen ekspresyonu arasindaki potansiyel iliskiyi degerlendirmek
icin, bir kamera ile baliklarin hareketleri kaydedilip yiizme ve pasif hareket igin
harcanan siireyi 6lgmek icin Solomon Coder yazilimiyla (v. 17.03.22; Budapeste,
Macaristan) video analizi yapilmistir. Kaydin baglangicinda bir segmentle baslayarak,
1 saatlik videodaki davranis, yedi adet 1 dakikalik segment i¢in her 9 dakikada bir
orneklenmistir. Derinlik i¢in akvaryumda 30 cm su derinligi 10’ar cm’lik {i¢ zona

ayrilarak sirastyla yiizey, orta ve dip olarak adlandirilmistir.

File Edit Analyze Sync Program Settings About

1. Subject v

) - | 0:00:05/0:00:58 | |1l =

Yame i)

Sekil 3.11 Solomon Coder yazilimiyla baliklarin hareketleri

3.2.2.6 istatistik degerlendirme

Transkripsiyon ve ylizme davranisinin istatistiksel analizleri, IBM SPSS Statistics for
Windows (v. 24.0. IBM Corp, Armonk, NY: IBM Corp.) kullanilarak yapilmis ve
sonuglar Adobe Illustrator ile grafige aktarilmistir. Hedef gen ekspresyonunu (log2-
doniistiiriilmiis kat degisimi) ve ylizme aktivitesini muamele gruplar1 arasinda
karsilastirmak i¢in iki yonli ANOVA uygulanarak ortalamalar arasindaki farklar
Duncan Coklu Karsilastirma Testi kullanilarak p<0,05 giiven araliginda

degerlendirilmistir (Kesici ve Kocabag 2007).
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4. BULGULAR

4.1 Biiyiime Performansina iliskin Bulgular

Deneme akvaryumlarinda gilinliik olarak yapilan o6lgiimlerde 30 giinlilk deneme

stiresinde tekerriirlerdeki ortalama su sicakligr 24,1 + 0,5 °C, ¢ozilinmiis oksijen miktar1

7,25+ 0,19 mgL* ve pH 8,14 £ 0,1 olarak 6l¢iilmiistiir. (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Deney gruplarinda olgiilen su kalite degerleri

Beyaz Giirtiltii Pompa giiriiltiisii Klasik Miizik Tekne Giirtiltiisii
(BS) (PS) (KS) (TS)
[ I I [ T T I T T | I I
Su sicakhgt (°C) | 780 | 7,30 | 7,10 | 7,20 | 7,30 | 7,10 | 7,10 | 7,10 | 7,30 | 7,30 | 7,10 | 7,30
C.O. (mgL?) | 2330 | 23,40 | 24,00 | 24,20 | 24,80 | 24,30 | 25,10 | 24,80 | 24,00 | 24,00 | 24,30 | 24,10
pH 7,90 | 820 | 810 | 820 | 810 | 820 | 825 | 827 | 820 | 810 | 815 | 8,05

Deneylerde kullanilan baliklarin ortalama baslangi¢ ve final agirliklari, ortalama agirlik

kazanci, spesifik biiylime oran1 ve yasama oran1 Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2 Deney gruplarinda biiylime performansi (Ortalama + SE) (N:90)

Beyaz Giiriilti Pompa Klasik Miizik ~ Tekne Giiriiltiisti
(BS) giiriiltiisii (PS) (KS) (TS)
Ortalama Baslangic Agirligi (g) 0,231 £0,04 0,230 £ 0,04 0,229 + 0,05 0,230 + 0,04
Ortalama Final Agirlig1 (g) 0,347 £ 0,04> 0,324 +0,05¢ 0,373 + 0,052 0,338 = 0,03bc
Ortalama Agirlik Kazanci (g) 0,116 £0,001° 0,094 £ 0,005¢ 0,144 +0,0092 0,108 £ 0,004¢

Spesifik Biiyiime Oran1 (% giin!) 1,35 + 0,000 1,14+0,019 1,63 +£ 0,012

Yasama Orani (%) 100 + 0,00 100 + 0,00 100 + 0,00

* Satirlardaki farkli harfler istatistik farkin 6nemli oldugunu géstermektedir (p<0,05)
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Baliklarin elle ad libitum beslendigi otuz giinliik deneme siiresinde yasama oraninin tiim
gruplarda %100 olarak gerceklestigi tespit edilmistir. En yiiksek ortalama final
agirligina ulasan grup KS (0,373 + 0,05 g) olurken bunu sirasiyla BS (0,347 £+ 0,04 g),
TS (0,338 £ 0,03 g) ve PS (0,324 £ 0,05 g) gruplar izlemis ve gruplar arasi fark dnemli
bulunmustur (p<0,05). Ortalama agirlik kazanci en yiiksek KS grubunda goézlenirken, en
diisiik PS grubunda gézlenmis ve ortalamalar arasi farklilik yine istatistik agidan 6nemli
bulunmustur. Spesifik biiylime oranlar1 da benzer seklide ve istatistik acidan farkli

olarak ayni1 sirayla sonuglanmigtir.

4.2 Isitsel Uyaranlara iliskin Bulgular

Deney akvaryumlarinda hidrofon ile alinan ses kayitlar1 Audacity v3.3 programinda
analiz edilerek SPL ve odyogramlari ¢izilmistir (Sekil 4.1 — Sekil 4.5). Spektral
yogunluklar 100 - 400 Hz araliginda zirve yaparak 1200 Hz’ in altinda ana enerjiyi
gostermistir. Grafikler, hazirlanan dosyalarin giiriiltiiye maruz birakma protokoliinde
hedeflenen  aralikta ve zebra  baliklarinin  duyma  limitlerine  uygun

oldugunu teyit etmistir.

80

Sound pressure level (dB/Hz)

-20

0 5000
Frequency (Hz)

Sekil 4.1 Deney tankinda kaydedilen Beyaz giiriilti SPL (dB re 1 pPa cinsinden) gii¢

spektral yogunlugu (Spektrogram FFT uzunlugu: 256 Hz; bant genisligi: 10
Hz; Hamming penceresi)
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Sekil 4.2 Deney tankinda kaydedilen Tekne giiriiltiisti SPL (dB re 1 pPa cinsinden) gii¢
spektral yogunlugu (Spektrogram FFT uzunlugu: 256 Hz; bant genisligi: 10
Hz; Hamming penceresi)
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Sekil 4.3 Deney tankinda kaydedilen Pompa giiriiltiisti SPL (dB re 1 pPa cinsinden) gii¢
spektral yogunlugu (Spektrogram FFT uzunlugu: 256 Hz; bant genisligi: 10
Hz; Hamming penceresi)

27



80

Sound pressure level (dB/Hz)

-20

0 5000
Frequency (Hz)

Sekil 4.4 Deney tankinda kaydedilen Klasik Miizik SPL (dB re 1 pPa cinsinden) gii¢
spektral yogunlugu (Spektrogram FFT uzunlugu: 256 Hz; bant genisligi: 10
Hz; Hamming penceresi)

g

Frekans (Hz)
58 8 8

g

20 40 60 80 100 120

Zaman (s)

Sekil 4.5 Deney tankinda kaydedilen beyaz giiriiltii spektrum analizi (Audacity v 3.3 ile
olusturulmustur)

28



)

Frekans (Hz

20 40 60 80 100 120

Zaman (s)

Sekil 4.6 Deney tankinda kaydedilen klasik miizik spektrum analizi (Audacity v 3.3 ile
olusturulmustur)

20 40 60 80 100 120

Zaman (s)

Sekil 4.7 Deney tankinda kaydedilen tekne giirtiltiisii spektrum analizi (Audacity v 3.3
ile olusturulmustur)
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Sekil 4.8 Deney tankinda kaydedilen pompa giiriiltiisii spektrum analizi (Audacity v 3.3
ile olusturulmustur)

4.3 Norotransmitter Gen Gruplarina Ait Ekspresyon Bulgular:

4.3.1 Serotonin nérotransmitterine ait bulgular

(5-hidroksitriptamin; 5-HT)

tph2 (Tryptophan hydroxylase 2) : Farkli ses tiplerine maruz birakilan (TS, PS, KS)
Zebra baliklarinda qRT-PCR analizi sonucu tph2 genine ait gen ifade diizeylerine iliskin
ortalama degerler (+ Standart Hata) ve bunlara ait Duncan test sonuglar1 Sekil 4.9’ da

sunulmustur.
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TS PS KS
Deneme gruplari**

Ekspresyon seviyesi
[ ]

Sekil 4.9 Deneme gruplarinda tph2 genine ait ekspresyon seviyeleri (Ortalama +
Standart hata) (n=3)

* Grafikte farkli harfler istatistik olarak farkin 6nemli oldugunu géstermektedir (p<0,05).
** TS: Tekne giiriiltiisii; PS: Pompa giiriiltiisii; KS: Klasik miizik

Sekil 4.8 incelendiginde, deneme gruplarinda tph2 ekspresyon seviyelerindeki farkliligin
tek yonlii varyans analizi ile istatistik agidan 6nemli oldugu belirlenmistir (p<0,05). Gen
ifade degerleri incelendiginde, TS uygulamasina maruz birakilan deneme baliklarinda,
diger deneme gruplar ile karsilastirildiginda yaklasik 3 kat diizeyinde up-regiile olmus

bir gen ifadesi saptanmustir.

slc6ada (SERT; solute carrier family 6): Farkli ses tiplerine maruz birakilan (TS, PS,
KS) Zebra baliklarinda qRT-PCR analizi sonucu slc6ada genine ait gen ifade
diizeylerine iligkin ortalama degerler (+ Standart Hata) ve bunlara ait Duncan test

sonuclar1 Sekil 4.10” da sunulmustur.
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Sekil 4.10 Deneme gruplarinda slc6a4a genine ait ekspresyon seviyeleri (Ortalama +
Standart hata) (n=3)

* Grafikte farkli harfler istatistik olarak farkin 6nemli oldugunu gostermektedir (p<0,05).
** TS: Tekne giirtiltiisti; PS: Pompa giiriiltiisti; KS: Klasik miizik

Sekil 4.10 incelendiginde, deneme gruplarinda slc6ada eckspresyon seviyelerindeki
farkliligin tek yonlii varyans analizi ile istatistik a¢idan 6nemli oldugu belirlenmistir
(p<0,05). Incelenen gen bakimindan KS grubunda saptanan degerin; 1,09 ile diger
deneme gruplarina ait degerlerden oldukca yiiksek oldugu ve gen ifadesi baglaminda bu

uygulamada slc6ada geninin daha fazla artis gosterdigi ifade edilebilir.

4.3.2 Dopamin norotransmitterine ait bulgular

(DA, 3,4-dihidroksifeniletilamin)

dbh (Dopamine Beta-Hydroxylase): Farkli ses tiplerine maruz birakilan (TS, PS, KS)
Zebra baliklarinda qRT-PCR analizi sonucu dbh genine ait gen ifade diizeylerine iliskin
ortalama degerler (+ Standart Hata) ve bunlara ait Duncan test sonuglar1 Sekil 4.11 de

sunulmustur.
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Sekil 4.11 Deneme gruplarinda dbh genine ait ekspresyon seviyeleri (Ortalama =+
Standart hata) (n=3)

* Grafikte farkli harfler istatistik olarak farkin 6nemli oldugunu gostermektedir (p<0,05).
** TS: Tekne giirtiltiisti; PS: Pompa giiriiltiisti; KS: Klasik miizik

Sekil 4.11 incelendiginde, deneme gruplarinda dbh ekspresyon seviyelerindeki
farklili@in tek yonlii varyans analizi ile istatistik agidan 6nemli oldugu belirlenmistir
(p<0,05). En ytiksek gen ifade degeri 0,87 ile KS grubunda belirlenmistir. Bu degeri, PS
ve TS deneme gruplarinda sirasi ile 0,68 ve 0,41 degeri izlemektedir. KS uygulamasinin
baliklarda dbh genini incelenen diger iki uygulamaya (TS ve PS) gore daha yliksek

diizeyde up-regiile ettigi saptanmistir.

slc6a3 (dopamine transporter; DAT): Farkli ses tiplerine maruz birakilan (TS, PS,
KS) zebra baliklarinda qRT-PCR analizi sonucu slc6a3 genine ait gen ifade diizeylerine
iliskin ortalama degerler (= Standart Hata) ve bunlara ait Duncan test sonuglar1 Sekil

4.12° de sunulmustur.
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Sekil 4.12 Deneme gruplarinda slc6a3 genine ait ekspresyon seviyeleri (Ortalama =+
Standart hata) (n=3)

* Grafikte farkli harfler istatistik olarak farkin 6nemli oldugunu gostermektedir (p<0,05).
** TS: Tekne giirtiltiisti; PS: Pompa giirtiltiist; KS: Klasik miizik

Sekil 4.12 incelendiginde, deneme gruplarinda slc6a3 ekspresyon seviyelerindeki
farkliligin tek yonlii varyans analizi ile istatistik agidan 6nemli olmadigi belirlenmistir
(p>0,05). En diisiik gen ifade degeri 1,08 ile PS grubunda saptanirken, en yiliksek deger
1,77 ile TS grubuna aittir.

4.3.3 Glutamat norotransmitterine ait bulgular

gad67 (Glutamic acid decarboxylase): Farkli ses tiplerine maruz birakilan (TS, PS,
KS) zebra baliklarinda qRT-PCR analizi sonucu gad67 genine ait gen ifade diizeylerine
iliskin ortalama degerler (= Standart Hata) ve bunlara ait Duncan test sonuglar1 Sekil

4.13’de sunulmustur.
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Sekil 4.13 Deneme gruplarinda gad67 genine ait ekspresyon seviyeleri (Ortalama =+

Standart hata) (n=3)

* Grafikte farkli harfler istatistik olarak farkin 6nemli oldugunu géstermektedir (p<0,05).
** TS: Tekne giiriiltiisii; PS: Pompa giiriiltiisti; KS: Klasik miizik

Sekil 4.13 incelendiginde, deneme gruplarinda gad67 ekspresyon seviyelerindeki
farkliligin tek yonlii varyans analizi ile istatistik a¢idan 6nemli oldugu belirlenmistir
(p<0,05). Deneme gruplar karsilastirildiginda, KS uygulamasimin gad67 genine ait gen

ifade diizeylerini (1,67) 6nemli derecede up-regiile ettigi saptanmaistir.

gotl (Glutamic-oxaloacetic transaminase): Farkli ses tiplerine maruz birakilan (TS,
PS, KS) Zebra baliklarinda qRT-PCR analizi sonucu gotl genine ait gen ifade
diizeylerine iligkin ortalama degerler (+ Standart Hata) ve bunlara ait Duncan test

sonuclar1 Sekil 4.14° de sunulmustur.
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Sekil 4.14 Deneme gruplarinda gotl genine ait ekspresyon seviyeleri (Ortalama =+
Standart hata) (n=3)

* Grafikte farkli harfler istatistik olarak farkin 6nemli oldugunu géstermektedir (p<0,05).
** TS: Tekne giiriiltiisii; PS: Pompa giiriiltiisii; KS: Klasik miizik

Sekil 4.14 incelendiginde, deneme gruplarinda gotl ekspresyon seviyelerindeki
farkliligin tek yonlii varyans analizi ile istatistik agidan 6nemli olmadigi belirlenmistir
(p>0,05). gad67 geninde de oldugu gibi karsilastirilan deneme gruplari arasinda KS
grubunda gotl genine ait ifade degeri daha yiiksek (1,82) bulunmus, uygulamanin bu

grupta gotl geni baglaminda up-regiile bir gen ifadesi ortaya ¢ikardig saptanmistir.

4.3.4 GABA nérotransmitterine ait bulgular

(y-aminobutirik asit)

slc6ala (solute carrier family 6 member 1a): Farkli ses tiplerine maruz birakilan (TS,
PS, KS) Zebra baliklarinda qRT-PCR analizi sonucu slc6ala genine ait gen ifade
diizeylerine iliskin ortalama degerler (+ Standart Hata) ve bunlara ait Duncan test

sonuclar1 Sekil 4.15°de sunulmustur.
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slicbala

18
16 b
1.4

12 I

0,8
0,6
0,4
0,2 .

a*

Ekspresyon seviyesi

TS PS
Deneme gruplari**

Sekil 4.15 Deneme gruplarinda slc6ala genine ait ekspresyon seviyeleri (Ortalama =+
Standart hata) (n=3)

* Grafikte farkli harfler istatistik olarak farkin 6nemli oldugunu gostermektedir (p<0,05).
** TS: Tekne giiriiltiisti; PS: Pompa giiriiltiisti; KS: Klasik miizik

Sekil 4.15 incelendiginde, deneme gruplarinda slc6ala ekspresyon seviyelerindeki
farklili@in tek yonlii varyans analizi ile istatistik agidan 6nemli oldugu belirlenmistir
(p<0,05). Degerlendirilen diger bazi1 genlerde (gad67 ve gotl) goriilen KS
uygulamasindaki yiiksek gen ifadesi trendi burada da benzer sekilde tekrarlanmis ve en

yiiksek slc6ala genine ait ifade degeri 1,50 ile yine bu grupta saptanmustir.

4.4 Davrams Analizine Ait Bulgular

Deneylerdeki baliklarin yliizme ve pasif hareket i¢in harcadigi siire bakimidan gruplar
arasinda istatistik olarak 6nemli farkliliklar bulunmustur. Cizelge 4.3’de goriildiigi gibi
beyaz giiriiltii verilen gruptaki baliklarin tamami, ses kaynagma yakin olan yilizey
tabakada kalmaya devam ederken sirasiyla PS (%57,78), KS (%52,17) ve TS (%43,48)
gruplar1 yogunlugu azalarak bunu izlemistir. TS grubunun %54,35” i orta su seviyesine
inme egilimi gosterirken KS ve PS gruplan arasinda bir fark goriilmemistir. Yalnizca
TS grubunda baliklarin %2,17° sinin dip tabakaya ka¢cma hareketi sergiledigi

gorilmiistiir.
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Cizelge 4.3 Deney tankindaki baliklarin sesli uyarana karsi ylizey, orta ve dip
derinliklerinde bulunma tepkileri

BS KS TS PS
Yiizey** 45 24 20 26
Frekans — rgg 0 22 25 19
Dip 0 0 1 0
Yiizey 9,2 48 4 5,2
Stre Orta 0 4,4 5 3,8
Dip 0 0 0,2 0,2

Yizey ~ 100°  5217%  4348° 57,78

Oran Orta 0~ 4783 5435 42,20
Dip or o 2178 O

*Satirlardaki farkli harfler istatistik farkin 6nemli oldugunu géstermektedir (p<0,05)
** Yiizey 0-10 cm; Orta 10-20 cm; Dip 20-30 cm

Sesli uyaranlarin baglamasiyla birlikte baliklarin kagma tepkileri reaksiyonel oranlar ile
Cizelge 4.4°de gosterilmistir. BS ve KS gruplarindaki tiim bireyler normal yiizme
tempolarin1 devam ettirirken TS grubunun %97,83” i, PS grubunun ise %60,87 si

kagma davranisi sergilemistir.

Cizelge 4.4 Deney tankindaki baliklarin sesli uyarana kars1 kagma tepkileri

BS KS TS PS
Siire Yiizme** 9,2 9,2 0,2 3,6
(sn)
Kagma 0 0 9 5,6
Yiizme  100° 1002 2,17¢ 39,130
Oran

Kagma 0 oc 97,83¢  60,87°

*Satirlardaki farkli harfler istatistik farkin dnemli oldugunu géstermektedir (p<0,05)
** Yiizey 0-10 cm; Orta 10-20 cm; Dip 20-30 cm
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5. TARTISMA ve SONUC

Antropojenik sesler ve/veya giiriiltiiler balik davranislarinda 6nemli degisikliklere neden
olabilir. Calismalar, giiriiltii kirliligine maruz kalmanin baliklarda stres tepkilerine yol
acabilecegini, yiizme desenlerinde, beslenme aligkanliklarinda ve iireme davraniglarinda
degisikliklere neden olabilecegini gostermektedir. Bazi tiirler kaginma davraniglar
sergileyebilmekte, ancak giiriiltiilii alanlardan uzaklasma davranigi, habitatlarin
dagilmasia ve kritik goc¢ yollarinin etkilenmesine de yol agmaktadir. Ayrica, yliksek
yogunluktaki giiriiltiiye siirekli maruz kalmanin, baliklarda stres hormonlarinin
yiikselmesiyle iliskilendirildigi ve bagisiklik sistemlerini ve genel sagliklarini tehlikeye
attigi  ortaya koyulmustur. Bu fizyolojik sonuglar, balik popiilasyonlarini
zayiflatabilmekte, onlar1 hastaliklara ve diger g¢evresel streslere daha duyarli hale

getirebilmektedir.

Zebra baliklarimin bu calismadaki ses ve giiriiltiilere karst davramigsal tepkilerini
incelemek tiizere yapilan deneyde akvaryum vertikal olarak esit derinlikte ii¢ zona
(ylizey, orta, dip) ayrilarak su yiizeyinden 15 cm yukarida horizontal olarak tam ortaya
yerlestirilen ses kaynagina gore konumlar1 9 dakikalik video segmentleri iizerinden
degerlendirilmistir. Balik tepkileri vertikal konumlanma ve ortadaki kaynaktan kenarlara
dogru uzaklasma seklinde iki boyutta incelenmistir. Giiriiltii uygulanmayan kontrol
grubunda baliklarin tamami yiizey zonunda bulunurken normal yiizme davranisi (%2100)
sergilemistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda azalma sirasiyla; PS, KS, ve TS
seklinde olmustur. Pompa giiriiltiisiine maruz kalan grupta baliklarin %57,78 1 ylizey
zonunda kalirken %42,22° si orta zona inmis, klasik miizife maruz kalan grupta
baliklarin 9%52,17° si yiizey zonunda kalirken %47,83°li orta zona inmis, tekne
giiriltiistine maruz kalan grupta ise baliklarin %43,48° 1 yiizey zonunda kalirken
%54,35’ 1 orta zona, %2,17’ si de dip zonuna inmistir. Klasik miizik ve tekne giiriiltiisii
dinletilen deney gruplarinda sese maruz kalmanin aktive ettigi anksiyete ve stres

davranigi profili oldugu gortilmektedir.

Baliklarin ses kaynagina gore horizontal dagilim gosterdigi ve tepki modeline gore

kontrol ve klasik miizik gruplarindaki baliklarin rutin yiizme hizlarim1 korudugu, pompa
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giiriiltiisiine maruz kalan baliklarin %60,87’ si, tekne giiriiltiisiine maruz kalan baliklarin
ise %97,83” i ses uygulamasinin basladig ilk 9 dakikalik zaman diliminde merkezden

tank kenarlarina dogru kagma davranisi sergiledigi goriilmiistiir.

Zebra baligi dahil olmak iizere diger baliklarda ve deniz memelilerinde giiriiltiiniin
davranigsa etkileri hem dogal c¢evrede hem de laboratuvar simiilasyonlarinda
arastirilmaktadir (Herbert-Read vd. 2017; Hanache vd. 2020; Pieniazek vd. 2020; Leduc
vd. 2021). Ancak az sayida ¢alisma, giiriiltiiniin balik davraniglarina etkisini incelerken

zamansal modelleme tlizerinde durmustur.

Neo ve arkadaslariin 2015 yilinda deniz levregi (Dicentrarchus labrax) iizerine yaptigi
bir calismada, kazik ¢akma gibi aralikli giiriiltiinlin stirekli seslere gore daha etkili

olabilecegini bildirmistir.

Denememizde gozledigimiz dibe inme egiliminin, degisken tempoya sahip klasik miizik
ve tekne gliriiltiisii uygulamalarinda daha yiiksek olmasi, giirtiltiiniin siddeti ve siiresi
kadar zamansal diizeninin de stres olusturma yoniinde etkili olabilecegini literatiirle
benzer sekilde ortaya koymaktadir. Bulgularimiz, degisken tempodaki giiriiltiilerin
irkilme ve daha yliksek strese bagli olarak ses kaynagindan uzaklasma egilimini

artirdigin1 géstermistir.

Zebra baliginin nérotransmiter sistemi diger omurgalilarla ayn1 yapidadir. Her ne kadar
proteinleri kodlayan genlerin sayis1 ve isminde, memeliler ve zebra baligi arasinda bazi

dikkate deger farkliliklar bulunsa da genel olarak sentez ve metabolizma yollar1 ortaktir.

Serotonin (SHT) ve dopamin (DA) dahil olmak {izere monoaminlerin, beyindeki giiriiltii
stresinin hem isitsel hem de isitsel olmayan etkilerine aracilik ettigi gosterilmistir (Li
vd., 2019, Ravindran vd., 2005, Samson vd., 2006). Ortam giiriiltiisiiniin isitsel yolun
Otesinde merkezi sinir sistemini de etkiledigi bilinmektedir. Sub-kronik ve kronik
giiriiltli stresi, sican beyninin ¢esitli bolgelerinde SHT ve DA’ y1 artirabilmektedir
(Ravindran vd., 2005, Samson vd., 2006). Giriltii stresine maruz kalindiginda,

hipotalamusta SHT seviyeleri yiikselir ve bu da HPA ekseni aktivasyonuna katilabilir
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(Heisler vd., 2007). Ek olarak, diger beyin bdlgelerindeki SHT/DA degisimi,
kemirgenlerde giiriiltiiye bagli anksiyete ve depresyon benzeri davranislarin altinda
yatan neden olabilir. Ciinkii bu davraniglar nérokimyasal olarak serotoninerjik aktivite
ve dopaminerjik sistemlerle baglantilidir (Naqvi vd., 2012). Baliklarla ilgili olarak,
guiriiltli stresinin baliklarda isitme kaybina (Breitzler vd., 2020, Smith vd., 2004) ve
anksiyete benzeri davranislara (Neo vd., 2015) neden oldugu gosterilmis olsa da,
serotonerjik veya dopaminerjik yollarin katilimi iyi degerlendirilmemistir. Bazi
calismalarda ilging bir sekilde, baliklarin klasik miizige maruz kalmasinin isitsel
zenginlestirmenin monoaminlerin beyin seviyesini etkileyebilecegi ve stres tepkilerini
azaltabilecegi bildirilmistir (Barcellos vd., 2018, Papoutsoglou vd., 2013). Yavru
gokkusag1 alabaliklarinda, 14 hafta boyunca Mozart ile miizikal uyaranlar daha iyi
biiyiime performansi ile sonuglanmigtir. Dahasi, Mozart grubundaki baliklar, beyaz
guriilti ile muamele edilen baliklara kiyasla daha diisiik dopaminle iliskili aktiviteye
(daha diigiik anksiyete/stres gostergesi) sahiptir, bu da spesifik olmayan yeni akustik
uyarandan ziyade miizigin baliklar1 rahatlatabilecegini ve olumlu refah1 tesvik

edebilecegini gostermektedir (Papoutsoglou vd., 2013).

Ayrica giiriiltii  stresi, omurgalilarin  beyinlerindeki aminoasit norotransmitter
seviyelerini de degistirebilir (Kazi ve Oommen, 2014). Beyindeki aminoasit
norotransmitterlerinin  seviyelerinin degismesi, O6grenme ve hafiza gibi biligsel

yeteneklerin bozulmasiyla iliskilidir (Cui vd., 2009, Cui vd., 2012).

Merkezi sinir sistemindeki birincil uyarict ve inhibitdr norotransmitterler sirasiyla
Glutamat ve GABA’ dir. Darbe giiriiltiisiine maruz kalmanin (en yiiksek ses basinci 165
dB ve siiresi 100 ms olan 20 ses darbesi), maruziyetten sonraki 30 dakika i¢cinde sican
hipokampiisiinde glutamat seviyelerini ve NMDA reseptor (NMDAR) ekspresyonunu
artirdig1 ve yiiksek seviyelerin en az 24 saat boyunca devam ettigi gosterilmistir. Bu
caligmanin yazarlari, yiiksek glutamat seviyelerinin ve NMDAR ekspresyonunun,
uyarict ve inhibe edici sinyaller arasinda bir dengesizlige neden olabilecegini ve zayif
uzamsal hafiza ile yansitilan bilissel islevde gecici bir azalmaya yol agabilecegini one
stirmiistiir (Cui vd., 2012). Norotransmitterlerin bozulan dengesi, kronik giiriiltiiye bagl

biligsel eksikliklere de aracilik edebilir. Kronik giiriiltiiye maruz kaldiktan sonra, sican
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hipokampiisiinde glutamat seviyelerinin 6énemli 6l¢tide artarken, GABA degerlerinin
belirgin sekilde azaldig tespit edilmistir. Asiri uyarici glutamat ve inhibitor GABAerjik
kontroliin zayiflamasiin sinaps plastisitesini etkileyerek eksitotoksisiteye ve uzamsal
hafiza bozukluguna yol agabildigi belirtilmistir (Cui vd., 2009). Kronik giiriiltii stresi,
sigan beyninin ayr1 bolgelerindeki glutamaterjik ve GABAerjik norotransmitter
sistemlerini farkli sekillerde etkileyebilir (Kazi ve Oommen, 2014) ve farkli nérolojik ve

davranigsal bozukluklar olarak ortaya ¢ikabilir.

Bhandiwad ve arkadaslarinin 2018 yilinda yaptigi bir calismada, zebra baligi
larvalarinin yiiksek sese asirt maruz kalmasmin akustik irkilme tepkisine karsi asiri
duyarlt hale getirdigini ispatlamistir. Ayrica, bu asir1 duyarli duruma AMPA
reseptorliniin aracilik etmesi, diger omurgalilara benzer sekilde baliklarda da ortam
giriiltiisiine yanit olarak glutamaterjik yolaklarin 6nemini gostermektedir. Bununla
birlikte, giiriiltiiye maruz kalmanin teleostlarin beyinlerindeki uyarici veya engelleyici
norotransmitter seviyelerini nasil ve ne 6l¢iide diizenleyebilecegini agiklamak i¢in daha

fazla kanita ihtiyag bulunmaktadir.

Norotransmitter serotonin (5-hidroksitriptamin; 5-HT), bir hidroksil grubu ve bir amin
grubu bulunan indol ¢ekirdegine sahip biyolojik bir amin olup beyin gelisimi, istah,
motor fonksiyon, uyarilma ve ruh hali, néroendokrin fonksiyon, sirkadiyen ritimler ve
depresyon ile iliskilendirilmektedir (Horzmann ve Freeman 2016). Triptofani 5-
hidroksitriptofana  (5-HTP)  doniistiren  triptofan  hidroksilaz  (L-triptofan-5-
monooksijenaz; TPH) memelilerde iki genle kodlanir. Bunlardan tph2 yalnizca beyinde
eksprese edilmektedir ve serotonerjik ndronlar i¢in bir belirte¢ olarak kullanilabilir.
Serotonin tasiyicist slcléa4 (SERT), 5-HT’ nin alimindan sorumlu olup, zebra

baligindaki paralogu slc6ada’ dir.

Gokkusagr alabaliginda akut stres etkenine maruz kaldiktan sonra on beyindeki
serotonerjik ve dopaminerjik aktivitelerin tepkisinin kisa ve orta vadeli seyrini arastiran
calismada hem hipotalamusta hem de telensefalonda serotonerjik aktivitenin hizla arttig
bildirilmistir  (Gesto vd. 2013). Benzer sckilde, yemlere katilan farkli

konsantrasyonlarda selenometiyone maruz kalmanin yirtict hayvanlardan kaginma, siirii
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davranig1 ve sosyal grup tercihleri iizerindeki etkilerini arastiran bilim insanlar1, zebra
balig1 beyninde, serotonin reseptorlerinin (htrlaa ve htrlb), bir tasiyicinin (slc6ada) ve
triptofan hidroksilaz-2’ nin (tph2) mRNA ekspresyonunda onemli seviyede yukari
regiilasyon oldugunu ifade etmistir (Attaran ve arkadaslar1 2019).

Omurgalilarda serotonerjik noronlarin  depolarizasyonu, sinir terminallerindeki
norotransmitteri yenilemek i¢in artan SHT senteziyle iliskili olup siirlayici enzim olan
TPH’ nin aktivasyonuna baghdir. Chivite ve arkadaglar1 2023 yilinda gokkusagi
alabaliginda, beyin serotonerjik aktivitesinde gergeklesen periprandial degisikliklerin
yem alimiyla iligkisini irdelemis ve yem alimindan sonra tph2 mRNA seviyelerinin
azaldigini, ancak bu enzimin diensefalondaki ekspresyon seviyelerinin ¢ok diisiik olmasi
sebebiyle serotonerjik islevsellige katkisinin sinirli oldugunu belirtmistir. Bu bulgular

yem alimi sonrasi aglik stresinde gergeklesen azalmayi isaret etmektedir.

Bizim gergeklestirdigimiz ¢alismanin deneme gruplarinda ise, tph2 ekspresyon
seviyelerinde belirlenen farkliliklarin istatistik ag¢idan Onemli oldugu belirlenmis
(p<0,05), gen ifade degerleri incelendiginde, tekne giiriiltiisiine maruz birakilan
baliklarda, diger deneme gruplar ile karsilastirildiginda yaklasik 3 kat fazla bir gen
ifadesi saptanmustir. Elde ettigimiz sonuglar serotonerjik ndronlar igin belirteg olan tph2
ekspresyon seviyelerindeki artisin deneydeki baliklarin klasik miizik ve pompa sesine
kars1 tepkisiz kalirken tekne giiriiltiistine kars1 hizli stres tepkisini yansittigini ortaya
koymaktadir. Pompa sesi ve klasik miizik uyaranlarindan farkli olarak tekne
giiriiltlisiiniin frekans ve modiilasyon bakimindan farkli olmasinin bu tepkiye yol actigi

distiniilmektedir.

5-HT reseptorlerindeki artis, serotonin sentezi (tph2) ve tasinmasinda (slc6a4a) yer alan
genlerin artisina paraleldir ancak beklenenin aksine deney gruplarimizda serotonin
tastyicist slc6ada geninin klasik miizik uygulanan grupta daha fazla artis gosterdigi,
tekne ve pompa gilriiltiisiine maruz kalan gruplarda ise diisiik kaldigi goriilmiistiir.
Serotonin tasiyicisi slc6ada (SERT), 5-HT’ nin alimindan sorumlu olup, giiriiltiiye
maruz  kalmanin mRNA  ifadesini azaltarak ve intrasinaptik  serotonin

konsantrasyonlarin1 artirarak serotonerjik sinyallemenin bozulmasina yol a¢mis
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olabilecegi diisiiniilmektedir. Balik tiiri, stres kaynagi ve deney kosullart gibi

farkliliklarin da bu zitliklari agiklamada goz oniine alinmasi gerekmektedir.

Dopamin, hareket, ddiil, hafiza gibi reaksiyonlarla iliskilendirilen baslica katekolamin
modiilator ndrotransmiterlerinden biri olup, bir etilamin yan zinciri ve bir amin grubu
olan bir katekol grubu ile karakterizedir. Dopamini epinefrine doniistiiren enzim olan
dbh yalnizca zebra baliginin arka beyninde bulunmakta (Ma, 1997) ve dopamin
tastyicisi (DAT) slc6a3 genidir.

Deneme gruplarinda dbh ekspresyon seviyelerine ait ortalamalar arasindaki farkliliklarin
istatistik acisindan 6nemli oldugu, klasik miizik uygulamasinin baliklarda dbh genini
incelenen diger iki uygulamaya (tekne giirtiltiisii ve pompa giiriiltiisii) gore daha yiiksek
diizeyde artis gosterdigi saptanirken, slc6a3 ekspresyon seviyelerine ait ortalama
degerler arasinda gozlenen farkliliklarin istatistik olarak 6nemsiz oldugu belirlenmistir.
Sentetik fenolik antioksidanlara maruz birakilan zebra baligi larvalarinda D1 benzeri
reseptor (drdl) ekspresyonu artarken, D2 benzeri reseptorler (drd2b ve drd2c) ve thl
azalmigs ve bu durum hiicre i¢i dopamin azalmasi ve sinaptik dopamin (DA) artisi,
larvalarin hiperaktivitesi ve hareket kabiliyetinin azalmasi gibi iliskilerle agiklanmistir
(Shi vd., 2022). Randall ve Taylor (1991), epinefrinin baliklarda solunum ve oksijen
thtiyaciyla iliskili olabilecegini paylasmistir. Hipoksemiye bagli olarak artan epinefrin
ithtiyaci i¢in artan dopamin salinimina benzer olarak klasik miizigin rahatlatic1 etkisiyle
dopamini epinefrine doniistiiren dbh geninin ekspresyon seviyesinin yiikselmis olmasi
elde ettigimiz sonuglar1 desteklemektedir. slc6a3 ekspresyon seviyelerinde farklilik
olmamasi, DAT seviyelerinin dopamin sentez miktarindan bagimsiz oldugunu ortaya

koymaktadir.

Merkezi sinir sisteminde sirasiyla birincil uyarict ve inhibitér nodrotransmitterler
Glutamat ve GABA’ dir. Teleost beynindeki en yaygin ndrotransmitter olan Glutamat,
ogrenme ve hafiza gibi islevlerde uyarici norotransmiterdir ve sinaptik plastisite ile
iligkili olarak da noral impulslart modiile edicidir (Zhou ve Danbolt, 2014). Beyindeki
glutamatin ¢ogu, TCA dongiisiiniin bir ara {riinii olan alfa-ketoglutarattan iiretilir. Bu

dontisim tipik olarak glutamik-oksaloasetik transaminaz 1 (gotl) geni tarafindan

44



kodlanan aspartat aminotransferaz tarafindan gerceklestirilir ve zebra baliginda bu genin
ortologu gotl’ dir. GABA, merkezi sinir sisteminde epilepsi, depresyon, sizofreni ve
uyku islev bozuklugu ile iliskilendirilen ana inhibitdér ndrotransmitter olup zebra

baliginda slc6ala ve gad67 genleri ile kodlanir.

Onceki ¢alismalar, akut ve kronik giiriiltii stresinin beyinde glutamat, asetilkolin ve
gama-aminobiitirik asit (GABA) gibi ndrotransmitterlerin salinmasina neden oldugunu
ortaya koymustur. Zhang ve arkadaglarina (2022) gore giirliltiiye maruz birakilan sar1
korvina (Larimichthys polyactis) tiirinde hem grid2 hem de 10c104931322 genleri
onemli Olgiide azaltmistir. Bu durum glutamat ve GABA iletiminin giiriiltii stresi ile
degistigini gostermektedir. Ayrica sinaptik iletim verimliligi azalmis ve bu azalma
sinaptik islev bozukluguna yol a¢cmustir. Bhandiwad ve arkadaslar1 (2018) yiiksek
giiriiltiiye asir1 maruz kalmanin zebra balig1 larvalarini akustik irkilme tepkisine karsi
asirt duyarli hale getirdigini bulmustur. Ayrica, bu asir1 duyarli duruma AMPA
reseptOriiniin aracilik etmesi, diger omurgalilara benzer sekilde baliklarda da ortam
giiriiltlisiine yanit olarak glutamaterjik yolaklarin 6nemini gostermektedir. Ghobeishavi’
nin 2023 yilindaki tez calismasinda, giriiltiiye maruz birakilan baliklarin kontrol
grubuna kiyasla daha diisiik hareket kabiliyetine sahip oldugunu ve yiiksek diizensiz
giiriiltilye maruz kalan zebra baliklarinin beyninde GABA seviyelerinin énemli 6lgiide
arttigini belirtmistir. MPTP ile muamele edilip katekolamini tiikkenmis japon baliginda
katekolaminerjik girdinin optik tektum ve telensefalondaki gad67 modiilasyonu yoluyla
GABA sentez oranlar {izerinde inhibitor etkiler gosterdigi ortaya koyulmustur (Hibbert
vd., 2004). Tributyltin pestisidinin balik anksiyetesi iizerindeki etkisi ve muhtemel
mekanizmalarini arastirmak tizere, yetigkin erkek zebra baligi (Danio rerio) tizerinde 28
giin boyunca 100 ve 500 ng/L TBT ile muamele edilmis ve serotonin (5-HT) (petl, thp2
ve htrlaa), dopamin (DA) (thl, slc6a3, drd2a ve drd2b) ve gama-aminobiitirik asit
(GABA) (gad2 ve gabrg?2) sentezi ve etkisinden sorumlu genlerin ifadelerinin tiimiiniin
onemli dl¢lide engellendigi tespit edilmistir. TBT’ ye yanit olarak 5-HT, DA ve GABA
norotransmitter sistemlerinde etkili olan bu 6nemli genlerin azalmasi, baliklarda TBT ile
artan anksiyete ile Ortiismektedir (Tu vd., 2020). Elde edilen sonuglar, glutamat
sentezinden sorumlu gotl geninin ekspresyon seviyelerinin istatistik a¢idan farkli

olmasa da tekne giiriiltiisii ve pompa giiriiltiisiine maruz kalan gruplarda diistiigiinii
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gostermektedir. GABA kodlayicis1 gad67 ekspresyon seviyeleri giiriiltii ile muamele
edilen gruplarda, KS dinletilen gruba gore istatstik olarak 6nemli derecede azalmis,
benzer sekilde diger baz1 genlerde (gad67 ve gotl) goriilen KS uygulamasindaki yiiksek
gen ifadesi trendi burada da tekrarlanmigtir. Denemelerde ulasilan ekspresyon
seviyelerinin ortaya koydugu bu baskilanma, diger ¢alismalarla uyumlu olarak anksiyete

davraniginin giirtiltii ile tetiklendigini ortaya koymaktadir.

Jiang ve arkadaslarinin 2024 yilinda, sar1 korvina (Larimichthys polyactis) embriyo ve
larvalarinda arka plan giiriiltiisti altinda isitsel sistemin gelisim siirecini ortaya ¢ikarmak
icin metabonomik ve transkriptomik analizleri kullanarak yaptiklar1 caligmada, isitsel
sistemle iligkili 37’si igitme sistemiyle alakali 4026 diferansiyel olarak ifade edilen gen
(DEG) ve 672 diferansiyel metabolit (DM) belirlemistir. Bu da baliklarda sesin

etkilerine yonelik ne kadar genis bir alanda galisilmasi gerektigini gostermektedir.

Literatiir arastirmasinda da goriildigli iizere norotransmitter sistemin tepkilerine dair
arastirmalar agirlikli olarak toksik ajanlari kapsamaktadir. Bunun nedeni ses ve/veya
giiriiltii kaynaklarinin bir stres kaynagi m1 yoksa ¢evresel etken olarak mi ele alinmasi
gerektiginin bile heniiz netlesmemis olmasidir. Baliklarin yagama ortami bakimindan
biiyiik bir plastisite varliginin olmasi, arastirmalarin  kurgulanmasindan ziyade
sonuglarin yorumlanmasint zorlagtirmaktadir. Tek bir nérotransmitter ile iligkili
kodlayic1 ve tasiyict genlerin ekspresyon seviyeleri farkli uyaranlar karsisinda ve farkli
ortam kosullarinda zit tepkiler verebilir. Yine de literatiirde paylasilan bulgular ve bu
calismada elde ettigimiz veriler cercevesinde farkli ortam seslerinin zebra baligi
beyninde ndrotransmitter genlerin ekspresyon seviyelerini etkileyebildigini ve genlerin
ifadesindeki degisikliklerin, kodladiklar1 protein seviyelerindeki degisikliklere nasil
yansidigint heniiz net olmasa da bu tiir uyaranlarin baliklar tizerindeki cok yonlii

etkilerini degerlendirmede kullanilabilir oldugunu ortaya koymustur.

Bugiin gelinen noktada, kronik giiriiltiiniin baliklar {izerindeki fizyolojik etkisi halen ¢cok
sayida bilinmeyeni olan ve gelismekte olan bir arastirma konusudur. Bununla birlikte,
giderek biiyliyen veri kiimesi, baliklar {izerinde yapilan in-vivo c¢aligmalarin

antropojenik seslerin akuatik faunadaki kronik ve akut etkilerinin daha iyi anlagilmasina

46



olanak saglamaktadir. Genel bir yaklasim olarak antropojenik giiriiltii, su canlilar i¢in
stres kaynagi olarak nitelendirilse de, laboratuvar ¢aligmalarinda elde edilen verilerin
dogal popiilasyonlar i¢in yorumlanmasi sirasinda tiire 6zgli plastisitenin goz ardi
edilmemesi 6nemlidir. Ayrica sesli uyaranlar simule edilitken frekans modiilasyonu,
tempo, siire gibi zamansal modelleme ve maruziyet siiresinin dogru ayarlanmasi
gerekmektedir. Baliklarda norotransmitter sistemle iliskili genlerin ve kodladiklari
proteinlerin ¢esitliligi ve antropojenik seslere maruziyetin dogal popiilasyonlar ve
akuakdiltiir kosullarindaki dinamikligi disiiniildiigiinde cesitli ses kaynaklarmin su
canlilarinda ortaya ¢ikarabilecegi isitme, stres, biiylime, Ulreme, davramis gibi
mekanizmalara etkilerini daha iyi anlamamizi saglayacak kapsamli ve cok yonlii
arastirmalara ihtiya¢ oldugu agiktir. Calismamizda elde ettigimiz sonuglar, gen
ifadelerinin nérotransmitter sistemin isleyisi ve biyolojik tepkiler {izerindeki
yonlendirme etkisini anlamada kullanishh ve ©6nemli belirtecler oldugu kanaatini
desteklemektedir. Benzer calismalarin yayginlasmast ve desteklenmesi, bu mekanizma
ve siireclerin detayli ve dogru sekilde degerlendirilebilmesi ve verilerin isabetli sekilde

yorumlanmasi i¢in énemlidir.
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