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Yiiksek Lisans Tezi

Multijenerasyonel Kadmiyum (Cd) Uygulamasina Maruz Kalan Drosophila
melanogaster’de Bazi Molekiiler Yanitlarin Belirlenmesi

T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoteknoloji ve Genetik Anabilim Dali

OZET

Kadmiyum (Cd) toksik ve kanserojen bir agir metaldir. Insanlarm Cd’ye
maruziyeti en fazla Cd igeren yiyecek ve sularin tiikketimi ile olmaktadir. Viicutta
biriken Cd insanlarda toksisite ve kalici hasarlara neden olabilmektedir. Bu nedenle gida
maddelerinde izin verilen maksimum Cd limitleri yasa ve yonetmeliklerle
belirlenmistir.

Bu caligmada bazi gidalarda izin verilen limitlerin (0.1 ve 0.2 ppm) Drosophila
melanogaster bireylerinde multijenerasyonel etkilerinin belirlenmesi amacglandi. Bu
amagla D. melanogaster ii¢ jenerasyon siiresince bu limitleri igeren besin ile beslendi ve
her bir jenerasyonda Cd birikimi, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT), glutatyon
sentaz (GS) gen ifadeleri, RAPD-DNA polimorfizmi ve mitokondriyal NADH
dehidrojenaz 2 bolgesinin sekansi belirlendi.

Calisma sonucunda birinci jenerasyon ile karsilastirildiginda ikinci ve {igiincii
jenerasyonlarda Cd birikimlerinde ve antioksidan enzimlerin gen ifadelerinde azalma
oldugu saptandi. RAPD-DNA profillerinde bant degisimlerinin ve NADH dehidrojenaz
2 gen bolgesinde baz degisimlerinin ise en fazla iigiincii jenerasyon bireylerde oldugu
belirlendi.

Sonu¢ olarak, gidalarda izin verilen limitlerde multijenerasyonel Cd
maruziyetinin D. melanogaster’de potansiyel olarak genotoksik oldugu ve yapilacak

ileri calismalarin sonucuna gore yeni ve daha diisiik limitlerin belirlenmesi gerektigi

diistintildi.
Yil : 2016
Sayfa Sayisi 195

Anahtar Kelimeler  : Multijenerasyonel maruziyet, Cd genotoksisitesi, antioksidan
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Master’s Thesis

The Determination of Some Molecular Responses to Multigenerational Cadmium
Exposure in Drosophila melanogaster

Trakya University Institute of Natural Sciences

Department of Biotechnology and Genetic

ABSTRACT

Cadmium is a toxic and carcinogenic heavy metal. Human exposure to Cd
mainly via consumption of Cd containing food and drinking water. Cd accumulation in
human body can cause toxicity and permanent damage. Therefore, maximum
permissible Cd limits for food are determined by regulations.

In this study, we aimed that the determination of multigenerational effect of Cd
in permissible limits for some food (0.1 and 0.2 ppm) on Drosophila melanogaster
individuals. With this aim, D. melanogaster fed with media containing Cd at
permissible limits during three generations and Cd accumulation, expressions of
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione synthase (GS), RAPD-DNA
polymorphism and mitochondrial NADH dehydrogenase 2 sequence were determined.

According to results of the study, compared to first generation, the decreases in
Cd accumulation and gene expressions of antioxidant enzymes were determined at the
second and third generations. The maximum band alterations in RAPD-DNA profiles
and base changes in the mtNADH dehydrogenase 2 region were detected at the third
generation.

In conclusion, we thought that multigenerational Cd exposure in permissible
limits for food potentially genotoxic for D. melanogaster and these limits should be

revised based on the results of further studies.
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Number of page 195
Keywords : Multijenerasyonal exposure, Cd genotoxicity, antioxidant
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BOLUM 1

GIRIS

Agir metaller dogada yaygin olarak bulunan, yiliksek atomik agirliga ve
yogunluga sahip olan metalik elementlerdir. Genel olarak suyun yogunlugundan 5 kat
daha fazla yogunluga sahip olan metaller agir metal olarak kabul edilmektedir. Ancak
Arsenik gibi metalloidler (metalimsiler) diisiik konsantrasyonlarda toksisiteye neden
olmalarindan dolay1 agir metal olarak kabul edilmektedirler. Agir metallerin
yasadigimiz ¢evrede genis dagilim gostermeleri 6zellikle sanayilesme, endiistrilesme ve
hizli niifus artist ile birlikte glindeme gelmistir. Agir metaller dogal yollarla, kayalarin
aginmas1 ve volkanik patlamalar ile ¢evreye yayilabildikleri gibi birgok endiistriyel,
evsel, tibbi, ziraat, teknolojik malzeme ve uygulamalar ile ortama yayilabilmektedir ve
toksik agir metaller ¢evre ve insan sagligi igin giin gectikge artan bir tehdit
olusturmaktadir [1]. Agir metaller yerkabugunun dogal bilesenleri olarak ¢evremizde
bulunan elementler olmalarina ragmen ¢evre kirliliginin ¢ogu, antropojenik yani insan
aktivitesi sonucu madencilik, endiistriyel iriinlerin {iretim ve kullanimi, metallerin ve
metal iceren bilesiklerin evsel ve zirai olarak kullanimi ile meydana gelmektedir.
Cevrede metal miktarinin artist bunlara ilaveten metal korozyonu, atmosferik
depolanma, toprak erozyonu ile birlikte siiziilme, su kaynaklarindan topraga ve yer alt1
sularina metal evaporasyonu gibi olaylar ile olabilmektedir. Agir metallerin organik
kirleticilerin aksine yikilamadiklart ve bu nedenle kirletici kaynak uzaklastirilsa bile
cevrede uzun siire kalic1 oldugu bildirilmistir [2].

Metaller canlilarin gesitli biyokimyasal ve fizyolojik fonksiyonlart igin gerekli
olan esasi metaller (¢inko, demir, kobalt, mangan, molibden, magnezyum, nikel,
selenyum ve bakir) ve organizmada normal biyolojik fonksiyonlar i¢in gerekli olmayan

(aliiminyum, antimon, arsenik, kadmiyum, kursun, civa, berilyum, galyum, indiyum,



platin) metaller olmak {izere smiflandirilmistir. Bu metallerden esasi olanlar
(mikrobesinler) organizmalar icin c¢ok diisiik miktarlarda gerekli iken yiiksek
konsantrasyonlarda toksisiteye neden olmaktadir [3,4]. Ancak esasi olmayan metaller
cok diisiik miktarlarda olsa bile organizmalarda direkt olarak toksik etki gostermektedir
[5]. Ornegin bakir birgok enzim igin esasi bir kofaktdr olarak gorev yapmakta ancak
asirt miktarlarda ise Wilson hastalig: ile iligkili bir hiicresel hasara neden olmaktadir.
Hem esasi hem de esasi olmayan metaller canlilarin dokularinda birikerek besin
zincirinin daha yiiksek diizeylerine transfer olabilirler [6-9].

Kadmiyum (Cd) viicut i¢in ¢ok diisiik miktarlarda bile toksik etki gosteren bir
agir metaldir. Viicuda giren kadmiyum fizyolojik ve genetik boyutta birgok saglik
problemine neden olmakta ve insan sagligin1 olumsuz etkilemektedir. Insanlar tiiketilen
gidalar ile 6nemli miktarda kadmiyuma maruz kalmaktadir. Bu nedenle gidalarda Cd
icin maksimum kalint1 limitleri ¢esitli gidalar i¢in yonetmelikler ile belirlenmis ve bu
limitlerde Cd igeren gidalar tiiketilebilir olarak smiflandirilmigtir. Bu ¢alisma
kapsaminda gidalarda izin verilen limitlerde Cd igeren ortamda beslenen Drosophila
melanogaster bireylerinde bu limitlerin multijenerasyonel etkilerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Bu amagla Drosophila melanogaster bireyleri {i¢ jenerasyon siiresince
bu limitleri igeren besin ile beslenmis ve her bir jenerasyonda Cd birikimi ile bu

birikime canli organizmanin verdigi molekiiler genetik yanitlar arastirilmistir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

Kadmiyum (Cd) 112.41 atom agirhiginda, +2 degerlikli ve beyaz renkli bir agir
metaldir. Dogada olduk¢a genis bir yayilim gosteren Cd yer kabugunun dogal
bilesenlerinden biridir. Kadmiyumun agir metal kirletici olarak cevreye yayilisi hem
dogal yollarla (volkanik hareketler ve Cd igeren kayaglarin asinmasi) hem de insan
aktivitesi sonucu (tarimsal ve endiistriyel faaliyetler) olmaktadir. Yerkabugunda
ortalama konsantrasyonu 0.1 mg/kg olan Cd’nin ¢evrede en yiiksek diizeyde sediment
kayalarinda biriktigi ve marin fosfat kayalarminda yaklasik 15 mg/kg Cd icerdigi
bildirilmistir [10]. Kadmiyum; madencilik, dokiim, boya, pil, stabilizer iiretiminde
yaygin olarak kullanilan bir metaldir ve bu kullanimlar1 sonucunda yasadigimiz ¢evreye
yayilmaktadir. Kadmiyumun deri yolu ile alinimi nadiren goriilmekle birlikte insanlarin
Cd maruziyeti en fazla sigara dumaninin solunmasi, Cd igeren yiyecek ve su tiiketimi ve
Cd ile kirlenmis alanlarda ¢alisma ile olmaktadir (Sekil 2.1.) [11, 12].

Hem dogal hem de insan aktivitesi ile gevreye yayilan Cd besin olarak kullanilan
yaprakli sebzeler, patates, tahil, karaciger, bobrek ve kabuklular ve yumusakgalarda iz
diizeyde bulunabilmektedir [13]. Buna ilaveten karaciger, mantar, midye, kabuklu deniz
canlilari, kakao ve kurutulmus deniz yosunu gibi kadmiyumca zengin gidalar insan
viicudundaki Cd miktarin1 6nemli diizeyde arttirmaktadir. Viicuda giren Cd, 10 ile 30
y1l arasinda degisen ve oldukga yiiksek olan yarilanma 6mrii sebebi ile viicutta 6zellikle
bobrek ve karaciger dokularinda biriktirilir. Kadmiyum primer toksisitesini bobrek
dokusunda 6zellikle biriktigi yer olan proksimal tiibiiler hiicrelerde gésterir ve bobrek
yetmezligine neden olabilir [14]. Bunun yani1 sira Cd direkt olarak kemik hasari ile veya
dolayli olarak bdbrek yetmezliginin bir sonucu olarak kemik demineralizasyonuna

neden olur. Uzun zaman veya yliksek konsantrasyonda maruziyet tiibiiler hasara,



glomerular filtrasyon oraniin azalmasina ve bobrek islevini yitirmesine, osteoporoza,

anemiye, eozinofiliye, uykusuzluga ve kronik rinite yol agar [15].

Solunum yolupz mame
_________________ 5| etz

....................... iy | Sindirim yolupla maruz
kzlmz

Sekil 2.1. Insanlarin kadmiyuma maruziyet kaynaklari [14]

Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Ajansi (The International Agency for
Research on Cancer) Cd’ye mesleki olarak maruz kalan insanlarda yapilan ¢aligmalari
temel alarak bu agir metali Grup 1 insan karsinojeni olarak siniflandirmistir [14]. Diger
calismalarda ise akciger, endometrium, mesane, kan, prostat, pankreas, mide ve meme
kanseri gibi kanserler ile iliskili oldugu bildirilmistir [16, 17]. FAO/WHO Gida katk1
maddeleri uzman komitesi kadmiyumun gegici tolere edilebilir haftalik alimimin 7 pg/kg
viicut agirligr oldugunu bildirmistir. 2003-2007 yillar1 arasinda gida maddelerinin Cd
igerikleri ile ilgili olarak yapilan bir arastirmada oOzellikle kereviz, at eti, balik ve
yumusakgalardan alinan orneklerin %20’sine kadar bir rakaminin maksimum sinir1
astigt rapor edilmistir [14]. Yiksek diizeyde kirli alanlar ve Cd igeren giibrelerin
kullanilmasinin, zirai iirlinlerde ve bunlardan elde edilen tiirevlerinde kadmiyum

kirliligini artirdig1 bilinmektedir.



Avrupa Gida Tiiketimi Veritabant (European Food Consumption Database:
EFSA), beslenme ile alinan Cd’nin en biiylik boliimiiniin tahil ve tahil {iriinleri,
sebzeler, findik ve baklagiller, nisastali kokler veya patates, et ve et iiriinleri ile
oldugunu bildirmistir. Avrupa iilkelerinde besinlerle Cd aliniminin haftalik ortalama 2.3
ng/kg viicut agirlhigr (haftalik 1.9-3.0 pg/kg viicut agirligr arasinda) oldugu, yiiksek
konsantrasyonda ise haftalik 3.0 pg/kg viicut agirhgn (haftalik 2.5-3.9 ug/kg viicut
agirhigr arasinda) oldugu tahmin edilmektedir. Kadmiyumca zengin bitkisel iirtinleri
yiiksek diizeyde tiiketen vejeteryanlarin bu yolla haftalik 3.0 pg/kg viicut agirhgr Cd
aldig1, ayrica ¢ift kabuklu yumusakcalar ve yabani mantarlar1 diizenli olarak tiiketen
tilketicilerin sirasi ile haftalik 4.6 ve 4.3 pg/kg viicut agirligi Cd aldig bildirilmistir
[14]. Kadmiyumun ekosistemde canli dokularinda biriktirilerek besin zincirinin en
altindan en {ist seviyesine ulasabilmesi ve insanlarda toksisite ve kalici hasarlara neden
olabilmesi nedeni ile farkl iilkelerde konu ile ilgili ¢esitli otoriteler gida maddelerinde
izin verilen maksimum limitleri belirlemiglerdir. Bu limitler genellikle gida
maddelerinin yenilebilir kisimlart i¢in belirlenmekle birlikte kurutulmus, seyreltilmis,
islenmis ve baska bilesenlerle bir araya gelmis gida maddelerinde kontaminantlarin
konsanstrasyonlarinin degisebilecegi de goz dniinde bulundurulmaktadir.

Ulkemizde de besin maddelerindeki maksimum izin verilen Cd limitleri “Gida
Maddelerindeki  Bulasanlarin ~ Maksimum  Limitleri Hakkinda Teblig” ile
sinirlandirilmugtir. Tirk Gida Kodeksinin 17.05.2008- 26879 tarih ve sayili resmi
gazetede yayinlanan tebliginde gida maddelerindeki maksimum izin verilen Cd limitleri
Tablo 2.1. ’de verilmistir. Bu tabloya gore iilkemizde gidalarda izin verilen Cd

limitlerinin 0.05-1 mg/kg yas agirlik (ppm) arasinda oldugu goriilmektedir.



Tablo 2.1. Gida Maddelerindeki Bulasanlarin Maksimum Limitleri Hakkinda Teblig’e
gore gida maddelerinde izin verilen maksimum Cd limitleri

Maksimum limit

Gida Maddesi <
(mg/kg yas agirhk)

S1g1r, koyun, domuz ve kanatli eti (sakatatlari harig) 0.05

At eti (sakatat harig) 0.20

S1g1r, koyun, at, domuz ve kanatli hayvanlarin karacigeri 0.50

Sigir, koyun, at, domuz ve kanatli hayvanlarin bobregi 1.00

Balik eti 0.05

Asagidaki balik tiirlerinin etleri

Hamsiler(Engraulis sp.),

Torik (Sarda sarda),

Karagoz (Diplodus vulgaris),

Yilanbaligi (Anguilla anguilla),

Kefal (Mugil labrosus labrosus), 0.10
Istavrit (Trachurus sp.),

Louvar veya luvar (Luvarus imperialis),

Sardalya (Sardina pilchardus),

Sardalya tiirleri (Sardinops sp.),

Orkinos (Thunnus sp. ve Euthynnys sp., Katsuwonus

pelamis),

Dilbalig1 (Dicologoglossa cuneata)

Kiligbaligi (Xiphias gladius) eti 0.30
Kabuklular (yenge¢ etinin kahverengi kismi, istakoz ve

benzeri  biiyilk  kabuklularin  (Nephropidae ve 0.50
Palinuridae) bas ve gogiis etleri harig)

Cift kabuklu yumusakgalar 1.00
Kafadan bacaklilar (i¢ organlar1 harig) 1.00
Tahillar (kepek, embriyo, bugday tanesi ve piring harig) 0.10
Kepek, embriyo, bugday tanesi ve piring 0.20
Soya fasulyesi 0.20
Sebzeler ve meyveler (yaprakli sebzeler, taze otlar,

mantar, cam fistig1, sapli sebzeler, kokli sebzeler ve 0.05
patates harig)

Lifli sebzeler, taze otlar, kereviz ve kiiltiir mantari 0.20

Sapli sebzeler, kereviz hari¢ koklii sebzeler ve patates

(patates ic¢in verilen limit soyulmus patatese uygulanir) 0.10

Kadmiyum alim yolu ne olursa olsun organizmada etkin bir sekilde biriktirilir ve yasam
boyu viicutta kalir. Dogumda goz ardi edilebilecek kadar diisiik olan Cd miktarmnin,
yasam boyu siirekli olarak artarak birikim gosterdigi ve viicudun Onemli

fonksiyonlaria zarar verdigi ozellikle de kemigi olusturan maddelerin ¢6ziinmesine ve



insan viicudunun egilip biikiilmesine neden oldugu bildirilmistir (Sekil 2.2.).
Japonya’nin Toyama bolgesindeki madencilige bagl Cd zehirlenmesiyle olusan Itai-itai

hastalig1 buna 6rnek olarak verilebilir [18].

Sekil 2.2. Kadmiyum maruziyetine bagli olarak insan iskelet yapisindaki degisim
1) normal insan iskeleti 2) kemikte biikiilmelerin ilk evresi 3) son evre [19]

2.1. Oksidatif Stres ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin asir1 tiretimi sonucunda meydana gelen
ve antioksidan sistem tarafindan bu tiirlerin detoksifiye edilemeyerek hiicre redoks
dengesinin bozuldugu durum olarak tanimlanmaktadir [20, 21]. Reaktif oksijen tiirleri
normal metabolizma sirasinda mitokondriyal oksidatif fosforilasyonda tiretilmekte olup
antioksidan sistem tarafindan uzaklastirilmakla birlikte bu toksik tiirlerin miktarinin
ksenobiyotikler, metaller ve diger digsal kaynakli maddelerden dolayr asir1 miktarda
artis1 ile oksidan/antioksidan dengenin bozulmasi oksidatif strese neden olmaktadir.
Reaktif oksijen tiirleri siiperoksit anyon (O2), tekil oksijen (*O,) hidrojen peroksit
(H20,), hidroksil radikali (OH), nitrik oksit, peroksinitrit, alkoksi ve lipit peroksil
radikalleridir. Tablo 2.2. ’de en yaygin hiicre i¢i reaktif oksijen tiirleri, hiicresel iiretim

kaynaklar1 ve bu molekiillerin siipiiriildiigii antioksidan enzimler verilmistir [22].



Tablo 2.2. Baslica reaktif oksijen molekiilleri ve metabolizmalari [22]

ROS Molekiilii Ana Kaynaklar Enzimatik savunma  Uriinler
sistemleri
Stiperoksit (O2”) Elektron tasima Stiperoksit dismutaz ~ H,O, + O,
zincirindeki fazla (SOD)
elektronlar

Stiperoksit rediiktaz H,0O,
(baz1 bakterilerde)
Aktif fagositler

Ksantin Oksidaz
Flavoenzimler

Hidrojen peroksit Siiperoksit dismutaz ~ Glutatyon peroksidaz H,O + GSSG
(H20,) (SOD) yoluyla O,"
lerile
Katalaz H.0 + O,

NADPH-oksidaz Peroksi redoksinler H,O
(notrofiller) (Prx)
Glikoz Oksidaz

Ksantin Oksidaz

Hidroksil radikali Gegis metallerinin

(OH) 02.7 ve H,0,
araciligiyla

Nitrik oksit (NO) Nitrik oksit Glutatyon/TrxR GSNO
sentezleri

2.1.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller dis orbitallerinde tek sayida elektron yani eslenmemis elektron
tastyan molekiil veya atomlardir (Sekil 2.3.) [23]. Pozitif, negatif ve notr yiiklii olabilen
serbest radikallerin yarilanma 6émiirleri oldukga kisa ve reaktiviteleri yiiksektir [24]. Bu
nedenle ¢evrelerindeki diger molekiillerden elektron alma veya onlara elektron verme
egilimindedirler [25, 26]. Bu molekiillerin aktivitesi ortamda zincirleme reaksiyonlari

bagslatir ve toksik etkilerini bu sekilde gosterirler [27, 28].



Y

E slenmemis elektron

E lekiron
transferi

Hedef Serbest radikal Okside Rediikte

Sekil 2.3. Serbest radikal reaksiyonunun sematik gosterimi [27, 28]

2.1.1.1. Tekil Oksijen

Oksijenin dis orbitalindeki paylasilmamis elektronlarin spinlerini degistirmesi ile
tekil (singlet) oksijen (*O,) meydana gelir (Sekil 2.4.). Uyarilmus elektronlar ayni veya
farkli orbitallerde bulunabilir. Delta (*AO,) formunda elektronlar ayni orbitalde fakat
spinleri birbirine zit durumda iken, sigma (1202) formunda ise yine spinleri birbirine zit
olan elektronlar farkli orbitallerde yerlesmistir. Tekil oksijen biyolojik sistemlerde
fotoeksitasyondan kaynaklanan 151k reaksiyonlar1 ve kimyasal eksitasyondan

kaynaklanan karanlik reaksiyonlar: olmak tizere iki farkli yolla iiretilir [29].



Altivasyon
iinitesi

Primer haldeki oksijen Singlet durumundaki
atomu oksijen atomu

Sekil 2.4. Tekil oksijen olusumu [30]

Tekil oksijen farkli molekiillerle etkilesime girer ve bu etkilesim ile sahip oldugu
enerjiyi transfer edebilir. Tekil oksijen baglart karbon-karbon ¢ift baglari ile tepkimeye
girer. Ayrica doymamis yag asitleri ile de tepkimeye girip peroksi radikalini

olusturmaktadir.

2.1.1.2. Siiperoksit Anyon

Molekiiler oksijene (O2) bir elektron eklenmesi ile olusan siiperoksit anyonu
(O2) lipit membranlardan igeri difiize olamadigindan dolayr iretildigi bolimde
kalmaktadir (Sekil 2.5.) [31-34].

O, +e-— 0"
Bu radikal asagida verilmis olan farkli mekanizmalar esnasinda iiretilebilmektedir. Bu
mekanizmalar;

1- Enzimlerin etkileriyle siiperoksit radikali olusmaktadir.

2- Mitokondrinin enerji metabolizmasinda oksijen kullanilir. Burada tiiketilen
oksijenin bir kismindan siiperoksit yapilir. Nikotinamid adenin diniikleotid
dehidrogenaz (NADH) ve koenzim Q gibi elektron tasiyicilarindan oksijene elektron
gider [35, 36].
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3- Biyomolekiiller tek elektron verip kendileri oksitlenirler. Bu esnada siiperoksit
radikali de olusmaktadir. Flavinler, ferrodoksinler, hidrokinonlar, katekolaminler
stiperoksit olusumunda etkilidirler [37, 38].

4- Aktif olan bazi fagositik 16kositler siiperoksit iiretirler [39, 40].

2.1.1.3. Hidrojen Peroksit (H,0)

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmamasina karsin biyolojik
membranlardan niifuz edebilme 6zelliginden dolay1 son derece 6nemlidir. Bu molekiil
HOCI (hipokloroz asit) gibi daha reaktif oksijen tiirlerinin iiretimine aracilik ederek

radikal meydana getirici bir rol oynamaktadir [41].

H* + ClI” + H,0, — HOCI + H,0

Hiicre i¢inde hidrojen peroksit farkli mekanizmalarla meydana gelebilmektedir.
Bunlardan ilki oksijenin iki elektronla rediiklenmesi ile H,O;, olusumudur [42]. Bu
reaksiyon dismutasyon reaksiyonu olarakta bilinir, ¢linkii radikal olmayan iiriinler
olusur. Bu durum spontan olarak gerceklesebilir.

O,+ 2¢" + 2H" — H,0,

Hidrojen peroksit bazen siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan
katalizlenerekte olusabilir [43,44]. Hiicre icerisinde meydana gelen H,0O, katalazlar,
glutatyon peroksidazlar ve peroksiredoksinler olmak iizere ii¢ enzim grubu tarafindan
uzaklagtirilmaktadir [45, 46].

Hidrojen peroksit Fe'® veya diger gegis metalleri oldugunda Fenton
reaksiyonuyla, siiperoksit radikalinin (O;") varliginda ise Haber-Weiss reaksiyonu
sonucunda hidroksil radikalini (OH") olusturur [47, 48].
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Sekil 2.5. Molekiiler oksijenden (O) reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve Haber-Weiss

ve Fenton reaksiyonu [49]

2.1.1.4. Hidroksil Radikal ((OH)

Hidroksil radikaller biyomolekiiller i¢in giiglii reaktivite gosterdiklerinden dolay1
biyolojik sistemler i¢in diger reaktif oksijen tiirlerinden daha zararlidirlar [50, 51]. Bu
radikal hidrojen peroksitten farkli proteinler veya diger molekiiller ile bagli bulunan
demir ve bakir iyonlar: tarafindan katalizlenen ve Fenton reaksiyonu olarak adlandirilan

bir reaksiyon ile meydana gelir.
H,O, + Cu*/Fe** — "OH + OH™ + Cu’*/Fe**

Stiperoksit ise yukaridaki reaksiyondan metal iyonlarmin geri doniisiimii i¢in

onemli rol oynamaktadir.

Cu?*/Fe’* + 0, — Cu*/Fe’* + 0O,

Yukaridaki iki reaksiyonun toplami Haber-Weiss reaksiyonu olarak
tanimlanmaktadir. Bu reaksiyona gore gecis metalleri hidroksil radikallerinin

olusumunda 6nemli rol oynamaktadir [51, 52].
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Yiiksek reaktif 6zelliklerinden dolay:1 reaktif oksijen tiirleri potansiyel olarak
toksik, mutajenik veya karsinojenik etki gosterebilirler. Bu molekiillerin hedefleri olan
onemli biyomolekiiller DNA, lipit ve proteinlerdir [22].

Reaktif oksijen tiirleri DNA’nin kimyasal modifikasyonuna yol agarak
mutajenik etki gosterebilirler. DNA’nin bu molekiiller ile (6zellikle hidroksil anyon)
reaksiyonu sonucunda DNA-protein ¢apraz baglanmasi, piirinlerin oksidasyonu, ¢ift ve
tek zincir kiriklar1 gibi hasarlar meydana gelmektedir. Bu hasarlarin meydana
gelmesinden sonra eger DNA onarim sistemleri hasarsiz bir DNA meydana getiremez
ve replikasyon bu hatalarla devam ederse mutasyon meydana gelmektedir.
Arastirmacilar bu mekanizmanin oksidatif strese maruz kalan bireylerde yiiksek kanser
prevalansini agikladigini bildirmislerdir [46, 53]. Reaktif oksijen tiirlerinin DNA’ya
hasar vermesi sonucunda meydana gelen olaylardan biri de programlanmis hiicre
Olimiidiir. Yine reaktif oksijen tiirlerinin hiicresel veya tiim organizma diizeyinde
yaslanmaya neden olusunun mitokondriyal DNA hasarindan dolay1 oldugu bildirilmistir
[54-57].

Lipitler hiicrelerin yapt ve fonksiyonlar1 agisindan hayati dnem tasiyan hiicre
zarlarinin esasi bilesenleridir. Bu molekiiller serbest oksijen radikalleri gibi reaktif
oksijen tiirlerinin primer hedefleridir. Reaktif oksijen tiirleri sahip olduklar1 cift
baglarindan dolayr poli-doymamis yag asitlerini hedefleyerek yag asitlerinin oksidatif
yikimina ve lipit peroksidasyonuna neden olurlar [58, 59]. Lipit peroksidasyonu sonucu
malondialdehit gibi sitotoksik yan iriinler ortaya ¢ikar ve bu maddeler de diger hiicre
bilesenlerine zarar verirler.

Reaktif oksijen tiirleri proteinler ile etkilesime girerek modifiye olmus, daha az
aktif, fonksiyonunu yitirmis ve denatiire proteinlerin meydana gelmesine sebep olurlar
[57, 60]. Siilfiir ve selenyum igeren aminoasitler hasarlara karsi daha duyarlidir ve

antioksidan sistem proteinlerin korunmasinda gorev yapar.

2.2. Antioksidan Sistem

Hiicre icerisinde antioksidan sistem tarafindan uzaklastirllamayan asir1 reaktif
oksijen tiirlerinin birikimi yasamsal oneme sahip molekiiller olan lipit, protein ve
DNA’ya zarar verir [61]. Bununla birlikte son yirmi yilda, reaktif oksijen tiirlerinin

biyolojik ve fizyolojik siireclerin diizenlenmesinde sinyal molekiiller olarak goérev
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yaptiklar1 bildirilmistir [62]. Arastirmacilar bu durumun evrimin erken donemlerine
reaktif oksijen tiirlerinin sinyal iletim mekanizmasi olarak secildigini ve canlilarin
oksidatif ¢evreye ve besin degisikliklerine karsi adaptasyonunda onemli oldugunu
bildirmislerdir [63]. Hiicreler reaktif oksijen tiirlerinin toksik etkilerini antioksidan
mekanizmalar1 yolu ile yok ederler [64]. Bir¢ok antioksidan savunma mekanizmasi
reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve olusturduklari hasar1 6nlemede gorevlidir. Bu
mekanizmalara **antioksidan savunma sistemleri** ya da **antioksidanlar** denir (Tablo
2.3.) [65].

Hiicrelerde bulunan antioksidan molekiillerin etkilerinin dort farkli sekilde
gruplanabilecegi bildirilmistir [66-68]. Bu etkiler asagida verilmistir:
1. Temizleme: Enzimlerle oksidanlar zayif bir molekiile gevrilir. Ornegin; antioksidan
enzimler ve kii¢iik molekiiller.
2. Baskilama: Bu etki seklinde; oksidanlara bir hidrojen aktarilarak etkisiz hale
getirilir. Ornegin; vitaminler ve flavonoidler.
3. Onarma: Hedef olan molekiillerin hasardan sonra tamir edilmesi ya da temizlenmesi.
4. Zincir koparma: Metal iyonlar1 baglanir ve radikal olusum reaksiyonlar1 engellenir.
Ornegin; Seruloplazmin, hemoglobin.

Antioksidan savunma sistemi enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar

olmak iizere iki grupta incelenmektedir.
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Tablo 2.3. Antioksidan molekiiller [26]

Enzimler; Yagda coziinen
bilesikler;
Glutatyon peroksidaz a- tokoferol (Vitamin
Glutatyon S- transferaz E)
Katalaz B-karoten
Mitokondrial sitokrom Bilirubin
oksidaz Flavonoidler
Antioksidan Stiperoksit Dismutaz | Kii¢iik Ubikinol
Enzimler/ (SOD) Molekiiller
Proteinler Metal baglayic Suda coziinen
proteinler; bilesikler;
Albumin Askorbik asit
Ferritin (Vitamin C)
Hemopeksin/Haptoglobulin Glutatyon
Seriiloplazmin Sistein
Transferin Urik asit

2.2.1. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar:

2.2.1.1. Glutatyon (GSH): Karacigerde sistein, glutamat ve glisin aminoasitlerinden
sentezlenir. Glutatyon serbest radikaller ve peroksitlerle tepkimeye girer ve bu sayede
oksidatif stresi Onler. Ayrica proteinlerde bulunan siilfidril (-SH) gruplarini rediikte
halde tutar. Buradaki amag¢ oksidasyondan korumaktir [69]. Glutatyon diizeyleri
oksidatif stresin belirlenmesinde kullanilan 6nemli bir parametredir. Oksidatif stres
durumunda rediikte glutatyon (GSH)/okside glutatyon (GSSG) oraninda bir azalma
olmaktadir.

2.2.1.2. Melatonin: Pineal bezden ve triptofandan sentezlenen bir hormondur. Lipofilik
ozelligi vardir. Bu sayede membranlar1 kolayca gecebilir. Organizmada olusan tahrip
edici rolii olan hidroksil radikallerini temizlemede de gorevlidir [70-72].

2.2.1.3. E Vitamini: E vitamininin dort farkli tokoferol olan a, B, v, 8 formu vardir. En
yaygin bulunup en aktif olani1 d-a-tokoferoldiir. E vitamin formlar1 suda ¢oziinmezler
fakat yagda ¢oziiniirler [73].

2.2.1.4. C Vitamini: Hiicre zarinda bulunup zar1 gecebilir. Suda ¢dziinebilmektedir.
Demir absorbsiyonunda, kollojen sentezinde gorevlidir. Siiperoksit, tokoferoller,
peroksidler gibi reaktif oksijen tiirlerini indirgemektedir.

2.2.1.5. Albiimin: Gegis metallerini baglama gorevi vardir. Ayrica hipoklorit (HOCI)
ve lipit hidroperoksit (LOOH) toplayicisidir [74].
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2.2.2. Enzimatik Antioksidanlar

Hiicrelerdeki enzimatik antioksidan sistem siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(KAT) glutatyon sentaz (GS), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), askorbat peroksidaz,
guaiakol peroksidaz gibi bircok molekiilden olusmaktadir [75]. Bu enzimlerin oksidatif

stresin sebep oldugu hasarin engellenmesinde énemli rolleri vardir.

2.2.2.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Hiicre icinde meydana gelen siiperoksit anyon radikalleri SOD enzimi ile
detoksifiye edilir. Bu enzim kesfedilen ilk reaktif oksijen tiirii metabolize eden enzimdir
[76]. Fizyolojik sartlarda siliperoksit radikali olduk¢a fazla olusur. SOD enzimi;
stiperoksit radikalinin hiicre i¢i konsatrasyonunu diisiik seviyelerde olacak sekilde tutar.
Bu sayede siiperoksit seviyelerinin kontroliinii saglar ve hiicrelerin siiperoksit

radikallerinin etkilerinden korunmasinda rolii vardir [77, 78].

20, + 2H™ —- H,0, + O,

Okaryotik hiicrelerde siiperoksit anyonu (O,) iki adet metal iceren SOD izozimi
tarafindan hidrojen peroksite (H,O,) metabolize edilir. Bu izozimler mitokondride
bulunan 80 kDaltonluk tetramerik Mangan-SOD (Mn-SOD) ve sitosolik 32 kDaltonluk
dimerik Cu/Zn-SOD’dur. Mn-SOD yapis1 homotetramerdir. Alt tinitelerinin her birinde
bir Mn iyonu bulunur. Hiicresel Mn-SOD igerigi beyin, kalp, bobrek, karaciger gibi
yiiksek metabolik aktivitesi olan dokularda fazladir [79, 80]. Cu/Zn-SOD’un iki protein
alt tinitesi ve bu her alt iinitede Cu ve Zn atomlar1 yer alir. Memelilerde en ¢ok
bulundugu organlar bobrek, karaciger, merkezi sinir sistemi ve eritrosittir. SOD
tarafindan katalizlenen reaksiyonda 2 siiperoksit molekiilii hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijene doniisiir. Bu da SOD enziminin hiicresel hidrojen peroksit

kaynaklarindan biri oldugunu gostermektedir [22].
2.2.2.2. Katalaz (KAT)

Glikoprotein yapida bir hemoprotein olan katalaz enzimi ferriprotoporfirin grubu

iceren dort alt tiniteden meydana gelmistir. KAT enzimi; prostetik grubunda Fe*?
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bulunan protoporfirin IX igermektedir. Memeli hiicrelerinde en fazla peroksizomlarda

bulunan ve hidrojen peroksiti su ve molekiiler oksijene katalizleyen enzimdir [81].
ZHEOZ —> Oz + ZHEO

KAT enzim aktivitesi ortamda H,O,’nin artmasi ile birlikte artar. Ortamdaki
H,0; konsantrasyonu diisiik oldugunda ise; H,O;’yi substrat olarak kullanan diger
antioksidan enzimler devreye girerler [82, 83]. Bu enzimler H,O,’nin ortamdan
uzaklastirilmasini saglarlar [84]. Katalaz ve GSH-Px enzimlerinin benzer etkileri vardir.
Ancak hiicredeki bulunma ve etki yerleri farklidir. KAT enziminin bulunma yeri

peroksizomlarken, GSH-Px enzimi ise sitozol ve mitokondride bulunur [85, 86].

2.2.2.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Bu enzim; organik hidroperoksitlerin  (lipit  hidroperoksitler, DNA
hidroperoksitler) ya da hidrojen peroksitin GSH tarafindan indirgenme tepkimesinin
katalizlenmesini saglar [87]. GSH-Px’in yapisinda selenyum metali oldugundan
metalloenzim grubunda degerlendirilmektedir. Rediikte glutatyon (GSH) in vitro
ortamda okside glutatyona (GSSG) déniistiiriilmektedir [88]. Tepkime esnasinda GSH,
GSSG haline doniisiir, glutatyon peroksidaz enzimi ise H,O;’yi suya indirger. Glutatyon
rediiktaz (GR) enziminin katalizledigi tepkimeyle GSSG NADPH harcanarak tekrar
rediikte hale gelir [89-91]. Sekil 2.6.’da tepkime sematize edilmistir. Eger ortamdaki
H,O, konsantrasyonu diisiikse glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaza gore daha
etkilidir [88].

NADP* GSH HaOs
GE GSH-Px
NADPH GSSG Ha0

Sekil 2.6. Glutatyon rediiktaz (GR) enziminin katalizledigi tepkimeyle GSSG NADPH

olusumu
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Glutatyon Peroksidaz enzimi selenyum bagli ve selenyum bagli olmayan sekilde
ikiye ayrilir. Selenyum bagli olan Glutatyon Peroksidazda hidrojen peroksit
bulunmaktadir. Ayrica buna ek olarak diger organik peroksitlerin de indirgenmesini
saglayan bes yap1 bulunmaktadir. Selenyum bagimsiz Glutatyon Peroksidaz yalnizca

organik hidroperoksitleri rediiklemektedir [91].

2.2.2.4. Glutatyon Rediiktaz (GSH-Rd)

Glutatyon  rediiktaz ~ enzimi, = GSH-Px  vasitasiyla  hidroperoksitlerin
indirgenmesiyle olusan okside glutatyonun tekrar rediikte glutatyona doniistimiinii
saglar. Bakteri, bitki ve hayvanlarda glutatyon rediiktaz bulunur. Glutatyon rediiktaz
enzimi NADPH ile glutatyonun rejenerasyonu i¢in askorbat-glutatyon dongiisii igin
onemlidir [92]. NADPH varken okside glutatyonu rediikte glutatyona doniistiiriir (Sekil
2.7.). Bu sayede antioksidan etki gosterir [93].

Glutatvon rediiktaz

GsSSG+NADPH+-H ——— 2G5H -+ NADP
Stuperoksit Fe’ Fe
dismutaz

207 ey H20? ey OH
2GSH

Glutatyon Glutatvon
H+  Os H:0, peroksidaz reditktaz
Katalaz G55G NADPH+
H+

2H20+0; IH:0

Sekil 2.7. Glutatyon rediiktaz aktivitesinin etki mekanizmasi [94]
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Glutatyon rediiktaz iki protein alt iinitesinden olusur. Bunlarin her biri aktif
merkezinde Flavin Adenin Diniikleotit (FAD) igerir. Enzimin katalizledigi reaksiyonda
FAD, NADPH tarafindan indirgenmektedir. Buradan gelen elektronlarda enzimin aktif
merkezinde olan GSSG’nin iki sistein rezidiisii arasinda bulunan disiilfid bagina
taginmaktadir. Bu sekilde iki -SH grubu olusmaktadir ve GSSG iki GSH’a indirgenir
[22, 95].

2.2.2.5. Glutatyon S-Transferaz (GST)
Glutatyon S-transferazlar, iki alt birimden olusurlar. Lipit hidroperoksitlere karsi

olan GST’ler Selenyum Bagimsiz Glutatyon Peroksidaz aktivitesi gostermektedir:

GST
ROOH +2GSH — > GSSG + ROH+ H0

Glutatyon S-transferazlar, lipit peroksitlerine karsi selenyum-bagimsiz GSH-Px
aktivitesi  gosterirler. Bu sekilde Dbir antioksidan savunma mekanizmasi
olusturmaktadirlar. Glutatyon S-transferazlarin cesitli bilesikleri metabolize etme
yetenekleri bulunur. Bunlar; ¢evre kirleticilerinden ilaglara, karsinojenlerden pestisitlere
kadar bir¢ok grubu igine alabilmektedir. Glutatyon S-transferazlar lipit peroksitlerinin
bozunma triinleriyle birlikte GSH arasindaki olan konjugasyonda da antioksidan olarak
gorev yapmaktadirlar.

Baliklarda, organik hidroperoksitlerin detoksifikasyonlar1 i¢cin GST’ler GSH-
Px’ten ¢ok daha onemli ve gereklidir [96]. GST’ler; yalnizca organik hidroperoksitleri
indirgerler. Ayrica GST’ler selenyuma bagimli olmadan ¢aligirlar [91, 97]. Selenyum
eksikligi oldugunda GST devreye girer. Boylece kayip selenyuma bagimli olarak GPx
aktivitesinin boslugunu doldurur. Eger selenyum varsa enzimin gorevi baskilanir [98].
Glutatyon S-transferazlar; hayvanlar, bitkiler, omurgalilar, omurgasizlar ve bakterilerde

bulunmaktadir.

2.2.2.6. Glutatyon Sentaz

Glutatyon (GSH) sentaz glutatyonun y-glutamil sistein (y-Glu-Cys) ve glisinden
ATP-bagiml sentezini katalizleyen enzimdir. Glutatyonun amino asit taginmasi, protein
ve niikleik asit sentezi, enzim aktivitesinin modiilasyonu, ksenobiyotik, karsinojen ve

reaktif oksijen tiirlerinin metabolize edilmesi, redoks reaksiyonlari, nérotransmisyon ve
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noromodiilasyon gibi birgok Onemli hiicresel olayda Onemli gorevleri oldugu
bilinmektedir [99-104]. Organizmalar ig¢in olduk¢a Onemli rolleri olan glutatyonun
sentezinden sorumlu glutatyon sentaz enzimi canlilarin oksidatif stresin zararh

etkilerinden korunmasinda biiyiik 6nem tagimaktadir.

2.3. Kadmiyumun Oksidatif Stres ve Genotoksisite Tle Tliskisi

Hiicre i¢inde biriken Cd’nin esasi elementler i¢in kullanilan hiicresel transport
sistemlerini  kullandigi ve gec¢is metallerinin deregiilasyonuna neden oldugu
bildirilmistir. Bu durum Cd alimminin Ca, Fe ve Zn ile rekabete girerek bu metallerin
taginim sistemlerini kullandigin1 géstermektedir. Cd hiicre igerisindeki redoks dengesini
bozar ve bu durum Cd ile ilgili patolojik sonuglara neden olur. Non-fenton metal olarak
Cd direkt olarak reaktif oksijen tiirlerinin iretimini indiiklemez. Bununla birlikte redoks
aktif metallerle yer degistirerek redoks siipiiriiciilerini azaltma, antioksidan enzimleri ve
mitokondriyal hasara yol acan elektron taginim sistemini inhibe etme seklinde dolayli
etkilere neden olur [15]. Baz1 ¢calismalarda Cd’nin redoks aktif bir metal olan Fe ile yer
degistirdigi, boylece hiicre icerisinde serbest Fe miktarinin artmasina neden olarak
oksidatif stresi indiikledigi bildirilmistir [149]. Fe daha sonra Fenton reaksiyonu ile son
derece zararli hidroksil radikallerinin iiretimine neden olur. Kadmiyum hiicre igerisinde
onemli bir reaktif oksijen tiirii uzaklastirict antioksidan olan GSH’1 hedefleyerek de
oksidatif strese neden olmaktadir. Glutatyon miktarinda meydana gelen azalma Cd’nin
toksik etkilerinin etkili bir sekilde bertaraf edilememesi ve oksidatif strese neden olan
hiicresel redoks dengesizligi ile sonuglanir. Antioksidan metabolit GSH haricinde, Cd
toksisitesi antioksidan enzim aktiviteleri ve ekspresyonlarini da etkilemektedir. SOD
enziminin aktivitesinin uygulama siiresine bagli olarak Cd tarafindan direkt olarak
etkilendigi bildirilmistir [149]. Yine katalaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz
enzimlerinin aktivitelerinde Cd toksisitesine bagli olarak artis ve azalislarin meydana
geldigi goriilmistiir. Kadmiyum hiicre igerisinde sadece antioksidan sistemi degil ayni
zamanda mitokondriyal elektron taginimini da hedef almaktadir [15].

Kadmiyum tarafindan indiiklenen oksidatif stres DNA’da tek zincir kiriklari,
kromozomal aberasyonlar, kardes kromatit degisimleri, DNA-protein baglanma hatalari
ve mutajenik lezyonlarin meydana gelmesine neden olur. Gliniimiize kadar yapilan

caligmalarda Cd’nin genotoksik etkilerinin reaktif oksijen tiirlerinin {retilmesi ile
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dolayli olarak gergeklestigi bildirilmistir. DNA hasarina ilaveten reaktif oksijen
tiirlerinin Cd tarafindan indiiklenen genomik kalip kararsizlig1 ve karsinojenez ile ilgili
oldugu da gosterilmistir [159]. Molekiiler biyolojide son yillarda meydana gelen hizli
ilerlemeler baz1 toksik maddelerin genotoksisitelerinin belirlenmesinde segici ve duyarl
analizlerin gelistirilmesine olanak tanimistir. RAPD (Rastgele Arttirilmis Polimorfik
DNA, Randomly Amplified Polymorphic DNA) teknigi giliniimiizde genotoksisite
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan yontemlerden biridir [106]. Bu yontem elde
edilen genomik DNA’lar {izerinde rastgele segilmis olan 9-10 baz ¢ifti uzunlugunda
primerler kullanilarak PCR ile ¢cogaltilmas1 esasina dayanir. Primerler rastgele bolgelere
baglanirlar ve elde edilen PCR fiiriinii agaroz jelde kosturularak meydana gelen DNA
bantlar1 incelenir. Toksik madde uygulamalarinda meydana gelen bantlar kontrol
uygulamas1 ile karsilastirilir ve degisiklikler belirlenir. Gilintimiize kadar yapilan
caligmalarda toksik maddelerin DNA iizerindeki etkilerinin belirlenmesinde RAPD
yontemi siklikla kullanilmaktadir. Bunun yani sira RAPD teknigi az miktarda DNA
gerektirmesi, kullanilan organizmanin genomu hakkinda ¢ok fazla bilgi gerektirmemesi
ve poplilasyon i¢i polimorfizmlerin belirlenmesinde de kullanilmasi nedeni ile olduk¢a
kullanish bir yontemdir.

Yapilan bu ¢alisma ile {i¢ jenerasyon boyunca gidalarda izin verilen limitlerde
kadmiyuma maruz kalan Dbireylerde kadmiyum birikimleri, RAPD-DNA
polimorfizmleri, antioksidan enzim genlerinin ifadeleri ve mitokondriyal NADH
dehidrojenaz 2 bolgesinin sekansi belirlenmistir. Caligma insan genleri ile yliksek
homolojiye sahip olan D. melanogaster ile yapilarak jenerasyonlar boyu Cd
maruziyetinin her bir jenerasyonda ve jenerasyonlar arasi etkileri belirlenmeye
calisilmistir. Tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen verilerin insanlarin bu metallere
maruziyeti hakkinda fikir verebilecegi ve daha sonraki aragtirmalar i¢in 151k tutacagi

kanaatindeyiz.
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOD

3.1. Drosophila melanogaster’in Taksonomisi

Drosophila melonagaster; 1830 yilinda Johann Wilhem Meigen tarafindan
tanimlanmistir. Diptera takimindan Drosophilidae familyasinin  bir iiyesi olan
Drosophila melonagaster’in latincede karsiligi “nem seven” anlamina gelmektedir.

Meyve sinegi ya da sirke sinegi olarak da adlandirilir [107].

Taksonomi
Alem: Animalia
Sube: Arthropoda (Eklembacaklilar)

Eklembacaklilar olarak bilinen bu subedeki iiyelerin viicutlarinda; ilkel bir bas
(acron), degisik sayida segmentlerden olusan bir gévde ve kuyruk (pijidyum) vardir.
Viicuttaki her segment bir ¢ift iiye tasimaktadir. Bu subedeki iiyeler birbirlerine
baglanan parcalardan meydana gelmistir bundan dolayr bunlara eklembacakl
denilmistir. Kitinli bir dis iskeletleri vardir.

Altsube: Mandibulata — Antennata

Bu alt subedeki canlilarda baslarinin iiglincli segmenti vardir. Bu da besinleri

¢ignemek icin ise yarar.
Simif: Insecta — Hexapoda
Hexapoda - Insecta (Alt1 bacaklilar - Bocekler)

Bu grup c¢ok zengindir. Alt1 bacakli eklembacaklilardandir. Viicutlari; bas
(cephalon), gogiis (thoraks) ve karin (abdomen) olarak ii¢ béliimden olusmaktadir. Bag
kisminda bir ¢ift birlesik gozleri vardir. Hareket yeteneginde bir ¢ift antenleri vardir.
Goglis segmentlerinin de her birinde bir ¢ift bacak bulunur.

Alt simif: Pterygota
Pterygota (Kanatli bocekler)
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Bu smif kanatli bocekleri igerir.
Ust takim: Mecopteroidae
Takim: Diptera
Diptera (Ikikanatlilar)

Bu takimin g6giis kismindan bir ¢ift kanat ¢ikmaktadir. Bu takimdaki boceklerin
arka kanatlar1 halter isminde tokmak seklinde bir denge organina doniisiir. Bu sekilde
diger boceklerden ayrilmaktadir.

Alt takim: Brachycera
Brachycera (Kisa antenliler)

Farkli biiytikliiklere sahip 3 segmentte antenleri vardir. Bunlarda en biiyiik
segment iigiincii segmenttir. Uciincii segmentte arista isminde kil seklinde bir ¢ikinti
vardir. Ergin bireyleri karada yasamaktadir.

Aile: Drosophilidae
Drosophilidae (Sirke sinekleri — Meyve sinekleri)

Boylar1 3-4 mm’dir. Bu sinekler genelde ciiriimekte olan meyve ve bitkilerin

cevresinde gelismektedirler.
Cins: Drosophila
Tiir: Drosophila melanogaster [108, 109]

3.1.1. Drosophila melanogaster’ in Hayat Dongiisii

Laboratuvarda Drosophila melonagaster 25+1°C’de ve %60 bagil nem
sartlarinda tretilmektedir. Bu sartlarda birinci evre larva, dollenen bir D. melonagaster
yumurtasindan 22-24 saat sonra olusur. Birinci evre larvadan sonra hayat dongiisii
ikinci evre larva, iiglincii evre larva, prepupa, pupa ve dokuzuncu giiniin sonunda ergin
birey olusacak sekilde devam etmektedir. Cevresel faktorler bu siirede degisiklik
olmasia sebep olabilir. Bu faktorler; sicaklik, beslenme, nem, 1s1k, kontaminasyon,
radyasyon olabilmektedir [110]. Yiiksek sicakliga maruz kalan erkek bireylerde fertilite
gozlenebilir. Ayrica yiiksek sicaklik; bakteri ve mantar olusumuna da neden
olabilmektedir. Diislik sicakligin etkisi ise yasam dongiisiinli uzatmaktadir [111]. Hayat
dongiisii 28°C’de 7 giinde tamamlanir, sicaklik 31°C’de oldugunda ise erkek bireylerde
kisirlik goriilebilir, hatta 6liim bile gerceklesebilir [112]. Tam baskalasim (holometabol)
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geciren D. melanogaster yumurta, larva ve pupa donemlerini yaklasik 10 gilinde
tamamlamaktadir (Sekil 3.1.).

Fertilizasyon
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Sekil 3.1. D. melanogaster’ in hayat dongiisii [113]

Meyve sinegi ya da sirke sinegi olarak da adlandirilan D. melanogaster yiiz
yildan daha uzun siiredir model organizma olarak kullanilmaktadir. ilk olarak Thomas
Hunt Morgan tarafindan 1901 yilinda ilk kez Mendel tarafindan Onerilen genlerin
kromozomlarda bulundugu teorisinin kanitlanmasinda kullanilmistir [114]. Morgan
kromozomlarin kalittimdaki roliinii kesfi ile 1933 yilinda Fizyoloji ve Tip alaninda
Nobel o6diilii kazanmistir. Herman Miiller ise 1946 yilinda X 1sinlariin Drosophila’da

mutasyona neden oldugunu kanitladigr ¢aligmasi ile yine Fizyoloji ve Tip alaninda
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Nobel ddiilii kazanmistir. 1910 yilindan 1960’lara kadar Drosophila lizerine de yapilan
genetik caligmalar biyolojik sistemlerde yeni kesiflere neden olmustur. Son yillarda
toksikoloji ¢alismalarinda basarili bir model organizma olarak kullanilan Drosophila;
kolay ve ucuz kiiltlir olusturma ve devam ettirme kosullari, ¢ok sayida dol vermesi ve
kisa siirede ergin bireyler elde edilebilmesi ayrica basit genetik yapisi, sadece dort ¢ift
kromozom igermesi ve tiim genom dizisinin bilinmesi nedeni ile uzun yillardir model
organizma olarak kullanilmaktadir. Biiylik bir ¢ogunlugu (%95) li¢ kromozomunda
bulunan yaklagik 13.600 gen tanimlanmistir. Bu genlerden %77’sinin insan hastalik
genleri ile eslestigi ve daha da oOtesi gen ifadesinin diizenlenmesi ve metabolizma ile

ilgili proteinlerin insandakiler ile yakin benzerlik gosterdigi saptanmigtir [115].

3.1.2. Denemede Kullamlan D. melanogaster Kiiltiiriiniin Yetistirilmesi

Tez calismasinda kullanilan D. melanogaster bireyleri Trakya Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda bulunan laboratuvarda yetistirilmistir. Bu
bireyler tim stok ¢alismalari ve tez calismalar1 siiresince kontrollii kosullar altinda
26+1°C sicaklik ve %60+10 oransal nem iceren inkiibatrde karanlik ortamda kiiltiire
alimmustir (Sekil 3.2.). Stok kiiltlirler yumurta birakmalarinin ardindan yeni ve taze

besin igeren siselere aktarilarak saglikli kiiltiir devamlilig1 saglanmugtir.

U 3 -
Sekil 3.2. Sinek kiiltiirlerinin inkiibatordeki goriiniimii
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3.2. Besiyerinin Hazirlamisi

Stok kiiltiir ve tez ¢alismalarinda kullanilan bireyler steril cam sigelerde asagida
formiilasyonu verilen besiyerinde ¢ogaltilmistir. Bozcuk [116] tarafindan gelistirilen
standart besiyerinde toz seker, misir unu, bira mayasi, agar agar ve distile su (Tablo
3.1.) bulunmakta ayrica kontaminasyonu onlemek i¢in asit karigimi (propiyonik asit,
ortofosforik asit ve distile su) kullanilmaktadir (Tablo 3.2.). Asit karisimi besiyeri

hazirlanmadan 6nce hazirlanmis ve stok halde depolanmustir [117].

Tablo 3.1. Standart Drosophila besiyeri malzemeleri ve miktarlari

Malzeme Miktar
Seker 47 g
Misir unu 52¢
Maya 9,50
Agar 39
Asit karigimi 3ml
Distile su 510 ml

Besiyeri hazirlanirken asit karigimi hari¢ tiim malzemeler derin bir kapta
kanigtirilarak katilasana kadar pisirilmistir. Katilasan besiyeri kisa siire sogutulmus ve
lizerine asit karistmi eklenmistir. Iyice karistirilan besiyeri sicak halde iken esit
miktarda olacak sekilde steril siselerde dokiilmiis ve yine steril sekilde kurumasi

saglanmistir.

Tablo 3.2. Asit karisiminda bulunan malzemeler ve miktarlari

Malzeme Miktar
Propiyonik asit 386 ml
Ortofosforik asit 83 ml

Distile su 1081 ml

Toplam 1550 ml

Hazirlanan besiyerleri tam olarak katilastiktan ve siselerin i¢ kismi kuruduktan
sonra hidrofob pamuk ve steril gazli bezden yapilan steril tamponlar ile siselerin agzi

kapatilmistir. Calismamizda kiiltiir devamlilig1r ve uygulama yapilmasi i¢in kullanilan
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tim besiyerleri taze olarak hazirlanmig ve bekletilmeden kullanilmistir (Sekil 3.3.)
[117].

Sekil 3.3. Besiyeri hazirlanip kuruyunca aktarilan sineklerin goriintiisti

3.3. Kadmiyum Uygulanmasi

Denemede iilkemizde “Gida Maddelerindeki Bulasanlarin Maksimum Limitleri
Hakkinda Teblig” ile belirlenmis olan Cd miktarlar1 kullanilmistir. Tebligde tahillar,
etler ve sebzeler i¢in farkli konsantrasyonlar belirlenmis olup, ¢alismamizda tahillarda
(0.1 ppm) ve sebzelerde (0.2 ppm) izin verilen limitler kullanilmistir (Tablo 2.1.). Cd
uygulamasi i¢in stok kiiltiirden ayni gelisim donemine ait ergin sinekler iki farkl
konsantrasyonda Cd ile hazirlanmis standart besiyeri igeren siselere transfer edilerek bu
ortamda beslenmeleri saglanmistir. Besiyeri siseye dokiilmeden once 2 farkh
konsantrasyondaki Cd daha once hesaplanan miktarlarda siselere konulmus, iizerine
hazirlanan taze besiyeri eklenerek homojen hale gelinceye kadar karistirilip katilasmaya
birakilmigtir. Her bir konsantrasyon i¢in her birinde 25 adet sinek olmak tizere 3 farkl
grup ve her grup i¢in 10 adet sise ile denemeler kurulmustur.

Denemelerde kullanilacak bireylerin ayni yasta olmast i¢in ilk olarak
yumurtlamaya yakin olan disi bireyler stoktan secilip yeni hazirlanmis ve kurumus olan
besiyerlerine aktarilmistir. Birkag giinde yumurta birakan disiler besiyerinden
uzaklastirilmistir.  Yumurtadan ergin  birey olusumu yaklasik 9-10 giinde
gerceklesmektedir. Boylece yaslar1 yakin disi ve erkek bireyler elde edilmistir. Kontrol,
0.1 ppm Cd ve 0.2 ppm Cd olacak sekilde ii¢ grup ve 10 tekrarli besiyerleri hazirlanip
kuruduktan sonra her siseye yaklagik 15-20 disi ve erkek bireyler konulmustur. Bireyler

27



besiyerlerine aktarildiktan sonra 1. 5. ve 10. gilinlerde her deneme sisesinden yaklasik
esit miktarda ornek aspirator ile cekilerek genetik reaksiyonlarin fiksasyonu igin saf
alkol iceren 15 ml’lik falkon tiiplere konulup -20°C’lik derin dondurucuda (Vestel)
muhafaza edilmistir. Yasam dongiisii 9-10 giinde gergeklestigi i¢in ¢iftlesen disi ve
erkek bireyler bu siirede yumurtalarini birakmistir. 10. giinden sonra deneme siselerinde
hi¢ ergin birey birakilmamistir. Yeni ¢ikan bireyler ikinci jenerasyon bireyleridir. Esit
miktarlarda kontrol, 0.1 ppm Cd ve 0.2 ppm Cd seklinde ti¢ grup olacak sekilde ve 10
tekrarli ikinci jenerasyon i¢in deneme kurulmustur. 1. 5. ve 10. giinlerde her deneme
sisesinden yaklasik esit miktarda 6rnek aspirator ile ¢ekilerek saf alkol igeren 15 ml’lik
falkon tiiplere konulup -20°C’lik dondurucuda muhafaza edilmistir. Yasam dongiisii 9-
10 giinde gergeklestigi i¢in ¢iftlesen disi ve erkek bireyler bu siirede yumurtalarini
birakmistir. 10. giinden sonra deneme siselerinde hi¢ ergin birey birakilmamistir. Yeni
cikan bireyler ticlincii jenerasyon bireyleridir. Esit miktarlarda kontrol, 0.1 ppm Cd ve
0.2 ppm Cd seklinde ti¢ grup olacak sekilde ve 10 tekrarli {igiincii jenerasyon igin

deneme kurulmustur.

3.4. Cekme Yontemi

Kontrol ve Cd igeren ortamlarda kiiltiire alinan sinekler uygulamay: takiben 1.,
5. ve 10. gilinlerde agiz aspiratorii (Sekil 3.4.) ile toplanarak 15 ml hacminde falkon
tiiplere aktarilmistir. Genetik analizlerde kullanilacak 6rnekler saf alkol iceren tiiplere
aktarilarak analizler yapilincaya kadar -20 °C dondurucuda saklanmigtir. Kadmiyum

belirlenmesinde kullanilacak sinekler ise alkol icermeyen tiiplere alinmistir.
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| cekildigi kisim

Sekil 3.4. Aspirator ve boliimleri

Sekil 3.5. Sinek ¢ekme agamalar1 1) aspiratdr goriinlimii 2) aspiratoriin kullanim sekli
3) cam tiipe ¢ekilen sinekler

3.5. Kadmiyum Miktarinin Belirlenmesi
Caligmada Cd miktarinin belirlenmesi i¢in her gruptan 3 tekrarli olmak iizere D.
melanogaster bireyleri alinmig 1 ml nitrik asit (% 65°1lik) igerisinde ¢oziiniirlestirme

islemi yapilmistir. Coziiniirlestirilen 6rneklerdeki Cd miktar1 Agilent 7700 x ICP-MS
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cihazi ile TUTAGEM (Trakya Universitesi Teknoloji Arastrma ve Gelistirme

Merkezi)’den hizmet alim1 yapilarak saptanmuistir.

3.6. Genetik Analizler

Calismamizda kontrol ve Cd uygulamasi yapilan D. melanogaster bireylerinde
genetik analizleri kapsaminda Rastgele Cogaltilmis Polimorfik Farklilik (RAPD), SOD,
KAT ve GS gen ifadeleri ve NADH Dehidrojenaz 2 bolgesinin DNA dizisinin
belirlenmesi ¢alismalar1 yapilmistir. Bu ¢alismalardan RAPD ve NADH Dehidrojenaz 2
bolgesinin DNA dizisinin belirlenmesinde sineklerden izole edilen DNA, gen ifadeleri
calismalarinda ise RNA kullanilmistir. DNA ve RNA izolasyon islemlerinde her bir
tekrar igin tek bir birey kullanilmistir. izolasyon yapilmadan once bireyler 2 ml
hacminde tiiplere alinmis ve tizerlerine 3.2 mm ¢apinda 1 adet paslanmaz ¢elik bilye
(Next Advance SSB32 Stainless Steel Beads) konularak doku pargalayici cihazinda
(Tissue Lyser LT, Qiagen) 15 dk siire ile parcalanmigtir. Bireyler tamamen

pargalandiktan sonra izolasyon prosediirleri baslatilmistir.

3.6.1. DNA izolasyonu

Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda Cd igeren besiyerlerinde bulunan D.
melanogaster erginlerinden Genomik DNA’lar DNeasy® Tissue- Blood (Qiagen, USA)
kit ile kit protokolii kullanilarak izole edilmistir. Bu protokole gore,
1-Pargalanan 6rneklerin {izerine 180 pl ATL tamponu eklenmis ve iyice karistirildiktan
sonra iizerine 20 ul proteinaz K eklenerek 56 °C’de 3 saat bekletilmistir.
2-Bu karigimin {izerine 200 ul Buffer AL eklenerek iyice vortekslenmistir.
3-Karigimin tizerine 200 pl etanol (96-100 %) eklenerek vortekslenmistir.
4-Tim karigim kit icerisinde bulunan kolonlu yeni tlipe konularak 6000 g de santrifiij
edilmis, kolonun altindaki tiip ve s1vi atilarak yeni tiip konmustur.
5-Kolona 500 pl Buffer AW1 eklenmis ve 6000 g de 1 dk santrifiij edilerek alttaki tiip
atilmistir.
6-Kolona 500 pl Buffer AW2 eklenmis ve 20.000 g de 3 dk santrifiij edilerek alttaki tiip
atilmis ve kolon yeni bir kapakli tiipe alinmustir.
7-Membranin tam ortasina 60 pl Buffer AE eklenmis, oda sicakliginda 1 dk

bekletildikten sonra 6000 g de 1 dk santrifiij edilerek izolasyon tamamlanmaistir.
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3.6.2. DNA Miktariin Belirlenmesi

DNA izolasyonu sonrasinda elde edilen DNA miktarlarinin belirlenmesi Qubit®
Fluorometer (Invitrogen) cihazi ile Qubit® dsDNA BR Assay Kit protokoliine gore
yapilmistir. Bu protokole gore ilk olarak kit icerisinde bulunan tampon ve reaktif ile
Qubit ¢alisma ¢oOzeltisi hazirlanmistir. Kit i¢erisinde bulunan standartlarin okutulmasi
icin 10 pl standart, 6rneklerden elde edilen DNA miktarlarinin belirlenmesi i¢in ise 2 pl
ornek DNA’s1 iizerine toplam hacim 200 pl olacak sekilde Qubit calisma ¢ozeltisi
eklenmistir. Daha sonra karisimlar 2-3 saniye vorteks yapilmis ve 2 dakika oda 1sisinda

inkiibasyon sonrasinda cihazda okutulmustur.

3.6.3. Rastgele Cogaltilmis Polimorfik Farklihk; RAPD Yo6ntemi

DNA izolasyonu sonucunda kontrol ve uygulama gruplarindan elde edilen total
DNA’lar, PCR reaksiyonu Oncesi niikleaz igermeyen su kullanilarak 25 ng/ul
konsantrasyona sulandirilmis ve kalip DNA olarak kullanilmistir. RAPD-PCR analizi
icin 25 pl PCR reaksiyonu hazirlanmigtir (Tablo 3.3.).

Tablo 3.3. RAPD PCR ig¢in gerekli malzemeler

Malzeme Miktar
Master mix (Amplitaq gold) 12,5 ul
Primer 0,5 ul

DNA 2 ul

Su 10 ul

Toplam 25 ul

Tiim 6rnekler PCR tiiplerine pipetlenince zaman kaybedilmeden tiipler Applied
Biosystems® ProFlex™ PCR cihazina konulup PCR islemi baslatilmistir. PCR
isleminde dongiiler asagida belirtildigi gibidir.
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95°C-3dk —— » 1 defa
95°C — 30 sn —_—

37°C-30sn / 40 defa

72°C —90sn

72°C-30dk ———» 1 defa

Calismada 9-11 bazlik 6 farkli RAPD primeri kullanilmis bunlardan 4 tanesi anlaml

bant vermis ve 4 tanesi de analizlerde kullanilmistir (Tablo 3.4.);

Tablo 3.4. RAPD analizinde kullanilan primerler ve baz dizileri

Primer ismi Baz dizisi
SP2 5" GGG CAT CGG C-3’
OPA11l 5" CAATCG CCG T-3’
RAPD?2 5" ACG GTA CCA G-3’
B18 5" CCA CAG CAGT-3
P3 5" TGG CCA GTG A-3°
OPWI10 5’ TCG CAT CCC T-3°

Elde edilen PCR fiiriinleri % 2 agaroz jel + ethidium bromit, 2xTAE (Tris 1.6 M,
asetik asit 0.8 M, EDTA 40 mM) tampon igerisinde 6 saat siire ile yiritilmistiir.
Molekiiler agirlik standardi olarak 100 baz ciftlik DNA Ladder (Geneaid) kullanilmistir.
Elde edilen bantlar UV transilluminator (Infinity Capture, Vilber Lourmat) ile

fotograflanmis ve molekiiler agirlik (baz ¢ifti) analizleri yapilmistir.

3.6.4. RNA izolasyonu

Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda Cd igeren besiyerlerinde bulunan D.
melanogaster erginlerinden genomik RNA’lar Purelink RNA Mini Kit (Life
Technologies) ile kit protokolii kullanilarak izole edilmistir. Bu protokole gore, iyice
pargalanan D. melanogaster bireylerinin bulundugu tiipe 600 pl lizis tamponu ve
merkaptoetanolden olusan karisim eklenmis ve g¢alkalayici blok (Bioer Mixing Block
MDb-102) cihazinda 15-20 dk bekletilmis ve protokol asagida verildigi sekilde

uygulamigtir:
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1-Ornek-lizis tamponu karisimi1 26.000 g de 5 dk santrifiij edilmistir.

2-Ustteki homojenattan 500 pl alimip ependorf tiiplerine konulmus, iizerine 500 pl
%70’lik etanol konularak vortekslenmistir.

3-Elde edilen karisim bitene kadar kit igerisinde bulunan kolonlu tiiplere aktarilarak
12.000 g de 15 sn santrifiij edilmis ve altta kalan siv1 atilmistir

4-Kolon tizerine 700 pl yikama tamponu 1 eklenerek 12.000 g de 15 sn santrifiij edilmis
ve altta kalan siviyla birlikte tlipte atilmistir.

5-Kolon tizerine 500 pl yikama tamponu 2 eklenerek 12.000 g de 15 sn santrifiij edilmis
ve altta kalan siv atilmistir (Bu islem 2 kez tekrarlanmistir).

6-Kolon, kurutma amaci ile bos olarak 12.000 g de 1-2 dk santrifiij edilmis, alttaki tiip
atilarak yeni bir kapakli tiip konulmustur.

7-Kolonun tam merkezine 30 ul RNAaz icermeyen su pipetlenmis ve oda sicakliginda 1
dk inkiibe edildikten sonra 12.000 g de 2 dk santrifiij edilmistir.

3.6.5. RNA Miktarinin Belirlenmesi

RNA izolasyonu sonrasinda elde edilen RNA miktarlarinin belirlenmesi Qubit®
Fluorometer (Invitrogen) cihazi ile Qubit® RNA Assay Kit protokoliine gore
yapilmistir. Bu protokole gore ilk olarak kit icerisinde bulunan tampon ve reaktif ile
Qubit calisma ¢ozeltisi hazirlanmistir. Kit icerisinde bulunan standartlarin okutulmasi
icin 10 pl standart, 6rneklerden elde edilen RNA miktarlarinin belirlenmesi i¢in ise 2 pl
ornek RNA’s1 iizerine toplam hacim 200 pl olacak sekilde Qubit calisma ¢ozeltisi
eklenmistir. Daha sonra karisimlar 2-3 saniye vorteks yapilmis ve 2 dakika oda 1sisinda

inkiibasyon sonrasinda cihazda okutulmustur.

3.6.6. cDNA Eldesi

Izolasyon sonrasi elde edilen RNA miktarlar1 &lgiilmiis ve tiim orneklerde
esitlenerek (200 ng) cDNA sentezi yapilmistir. cDNA sentezi High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Invitrogen) ile kit protokolii uygulanarak gergeklestirilmistir.
[k olarak PCR tiiplerine toplam hacim 10 pl olacak sekilde RNA ve iizerine Tablo

3.5.’te verilen kit icerigi belirtilen miktarlarda pipetlenmistir.
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Tablo 3.5. cDNA i¢in gerekli malzeme ve miktarlar

Malzeme Miktar
10X RT Buffer 2ul
25X dNTP mix 0,8 ul

10X RT Random Primer 2ul
Reverz Transkriptaz 1l
Niikleaz free su 4,2 ul
Toplam 10 pl

Toplam hacmi 20 pl (10 pl 6rnek+10 pl kit karisimi) olan PCR tiip igerikleri PCR
cihazinda 25 °C’de 10 dk; 37 °C’de 120 dk ve 85 °C’de 5 dk tutularak cDNA

sentezlenmistir.

3.6.7. Kantitatif Real Time-PCR (qRT-PCR) Analizleri

Antioksidan enzimlere ait gen ekspresyonlart qRT-PCR yontemi ile analiz
edilmistir. Elde edilen cDNA’lar asagida verilmis primerler ile SYBR® Select Master
Mix (Applied Biosystems) kullanilarak gen ifadelerindeki degisimler belirlenmistir.
Buna gore her bir reaksiyon i¢in toplam reaksiyon hacmi 50 pl olacak sekilde SYBR®
Select Master Mix (Applied Biosystems), F ve R primerler ve niikleaz free sudan olusan
karistm ve 2 pl cDNA ile reaksiyon baslatilarak qRT- PCR ile sonuglar alinmistir.
Reaksiyon karigimlarinla kullanilacak ilgili genlerin F ve R primer dizileri Tablo 3.6.’da

verilmistir;
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Tablo 3.6. gRT-PCR da kullanilan antioksidan enzimler ve dizilisleri

Primer ismi Baz dizisi

SOD (F) 5-GTTCGGTGACAACACCAATG-3’
(R) 5-GGAGTCGGTGATGTTGACCT-3
KAT (F) 5-TACGAGCAGGCCAAGAAGTT-3’
(R) 5-ACCTTGTACGGGCAGTTCAC-3’
GS (F) 5-TGGGACCAGCAAGTAAAACC-3
(R) 5-TCGCGAATGTAGAACTCGTG-3
RP49 (F) 5-GCTAAGCTGTCGCACAAATG-3’

(R) 5-TGTGCACCAGGAACTTCTTG-3’

gRT-PCR programi; 1 dongii 2 dakika 50°C ve 10 dakika 95°C, bunu takiben, 40
dongli denatiirasyon (95°C 15 sn) ve annelling (primer eslesmesi) ve elongasyon
(primer uzamasi) (60°C ‘de 1 dakika) ile ¢ogaltilmistir. qRT-PCR sonucu elde edilen
veriler endogen kontrol olarak kullanilan RP49’a gore normalize edilmis halde grafik

olarak, kontrole gore oransal ifade edilmistir.

3.6.8. mtDNA NADH Dehidrojenaz 2 Sekansi
Mitokondriyal NADH Dehidrojenaz 2 sekansi igin “DNA izolasyonu”
boliimiinde anlatildig: sekilde izole edilen DNA’lar PCR ile ¢ogaltilmistir. Bunun igin

kullanilan malzemeler ve miktarlar1 Tablo 3.7.’de verilmistir.
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Tablo 3.7. Mitokondriyal NADH Dehidrojenaz 2 geni dizilemesi i¢in kullanilan PCR
bilesenleri ve miktarlar1

Malzeme Miktari
Kalip DNA 2 ul
Tagq DNA polimeraz 0.2U
10x Taq Tamponu (KCI igeren) Sul
25 mM MgCl, 3ul
10 x dNTPs 1ul
F primer 1w
R primer 1w
Niikleaz icermeyen su 36.8 ul
Toplam 50 ul

Tabloda verilen miktarlarda malzeme PCR tiiplerine pipetlenmis ve ABI ProFlex
PCR cihazinda (30 déngii 94°C denatiirasyon (30 s), 55°C annealing (primer eslesmesi)
(30s) ve 72°C elongasyon (primer uzamasi) (90s) ile baslangic 94°C denatiirasyon (3
dk) ve son uzatma 72°C (30 dk)) ¢ogaltilmistir. Elde edilen PCR iiriinii (5 ul) 1 ul
yiikleme boyasi ile agaroz jele yiiklenmis ve kontrol edilmistir. Kalan DNA ethidium
bromit igeren %1.5’lik agaroz jelde 120 V gii¢ ile 3 saat elektroforeze tabi tutularak UV
15181 altinda goriintiilenmistir. Jelde goriintiilenen bantlar Qiaquick Gel Extraction Kit
(Qiagen GmbH, Leusden, The Netherlands) kullanilarak jelden saflastirilmis ve DNA
fragmentleri ABI 3500 Genetic Analyzer (Life Technologies, USA) ile analiz edilmistir.

3.7. Istatistik Analiz
3.7.1. DNA Analizleri

Genetic Analyzer’dan gelen gen dizileri 6ncelikle DNAMAN 3.1 (Lynnon
Corporation, Pointe-Claire, Quebec, Canada) ile toplu halde diizenlenip ve tiim tiirlerde
ortak baglangi¢ ve bitis noktalar1 tespit edilmistir. Elde edilen bu tiirler toplu halde
MEGA 4 ile acilmis ve oncelikle Clustal W kullanilarak (Open gap penalty= 15.0,
extend gap penalty = 6.66) diizenlenmistir. Elde edilen genel dizi gériiniimii manuel

olarak kontrol edilmistir.
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Analizlerin tiimiinde PAUP 4.0b10 (Sinauer Associates, Inc., Sunderland,
Mass.) kullanilmistir.  Cluster olusturulurken, maximum parsimony yontemi
kullanilmistir.  Kullanilan model dogrultusunda elde edilen agaclar iginde
siniflandirmay1 en dogru agiklayan agag, morfolojik 6zelliklerin de destegi ile TBR
branch swapping (Heuristic search, random=1000, PAUP 4.0.b10) analizi ile

belirlenmistir.

3.7.2. Verilerin Analizleri

Agir metal birikimlerinin karsilastiriimasinda ve Real Time PCR caligsmalarinda
gruplar arasinda gen ekspresyon farklarinin belirlenmesinde AACt metodu ayrica
kalibrasyon egrisi ve diizeltme faktorii olarak RP49 gen ekspresyonu kullanilmistir.
Kontrol grubu ve deneme gruplarinin karsilastirllmasinda tek yonlii ANOVA testi
yapilmis ve ortalamalarin girdigi gruplar Duncan Testi (p<0.05) ile belirlenmistir.
Yapilan analizlerin tamaminda SPSS 20 (iiniversite lisansli) ve PAUP demo versiyon

istatistik paket programlar1 kullanilmistir.
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BOLUM 4

SONUCLAR

4.1. Kadmiyum Birikimi
4.1.1. Bir Jenerasyon Siiresince Cd’ye Maruz Kalan D. melanogaster Bireylerinde
Konsantrasyona Bagh Olarak Cd Birikimleri

Bir jenerasyon siirecince Cd uygulamasi yapilan D. melanogaster bireylerinde
uygulamanin 1., 5. ve 10. giinlerinde belirlenen Cd birikimleri Sekil 4.1.’de verilmistir.
Artan Cd konsantrasyonlarmin her ii¢ uygulama zamaninda da Cd birikimlerinde
kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli diizeyde farkli Cd birikimine neden oldugu

belirlenmistir (1. giinde 0.1 ppm Cd hari¢) (p<0.05).
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Sekil 4.1. Bir jenerasyon boyunca Cd uygulamasi yapilan D. melanogaster bireylerinde
Cd birikimi, n=3, ortalama+tstandart hata * Her bir uygulama siiresinde farkli harf ile
gosterilen ortalamalar istatistik olarak farklidir (tekyonli-ANOVA, Duncan testi,
P<0.05)

En yiiksek Cd birikiminin Cd’ye en uzun siire maruz kalan bireylerde 0.2 ppm

Cd konsantrasyonunda 9.86 +0.06 ppb oldugu saptamistir.

4.1.2. iki Jenerasyon Siiresince Cd’ye Maruz Kalan D. melanogaster Bireylerinde
Konsantrasyona Bagh Olarak Cd Birikimleri

Iki jenerasyon siirecince Cd uygulamasi yapilan D. melanogaster bireylerinde
uygulamanin 1., 5. ve 10. giinlerinde belirlenen Cd birikimleri Sekil 4.2.’de verilmistir.
Birinci jenerasyona benzer sekilde artan Cd konsantrasyonuna bagli olarak Cd
birikimlerinde kontrole gore istatistik olarak 6nemli artis meydana geldigi belirlenmistir
(p<0.05). En yiiksek Cd birikiminin uygulamanin 10. giininde 0.2 ppm
konsantrasyonda (7.06+1.06 ppb) oldugu saptanmistir.
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Uygulama Siiresi

Sekil 4.2. Iki jenerasyon boyunca Cd uygulamasi yapilan D. melanogaster bireylerinde
Cd birimi, n=3, ortalama+standart hata * Her bir uygulama siiresinde farkli harf ile
gosterilen ortalamalar istatistik olarak farklidir (tekyonli-ANOVA, Duncan testi,
P<0.05)

Uygulamanin 1. giiniinde 0.1 ppm Cd uygulamasi yapilan bireylerde Cd birikimi
kontrole gore 6nemli bir fark gostermezken, 0.2 ppm konsantrasyonda meydana gelen
birikimin kontrolden istatistiksel olarak O6nemli 6lglide yiiksek oldugu belirlenmistir.
Diger zamanlarda ise 0.1 ve 0.2 ppm Cd uygulamalari birbirinden istatistiksel olarak
fark gostermezken her iki konsantrasyonun kontrolden anlamli 6l¢iide yiiksek Cd

icerigine sahip oldugu saptanmuistir.

4.1.3. Uc Jenerasyon Siiresince Cd’ye Maruz Kalan D. melanogaster Bireylerinde
Konsantrasyona Bagh Olarak Cd Birikimleri

Ug jenerasyon siirecince Cd uygulamas1 yapilan D. melanogaster bireylerinde
uygulamanin 1., 5. ve 10. giinlerinde belirlenen Cd birikimleri Sekil 4.3.’te verilmistir.
Meydana gelen Cd birikimlerinin her ii¢ uygulama siiresinde de kontrol grubundan
istatistiksel olarak ©nemli miktarda yiiksek oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte

uygulamanin 1. ve 10. giinlerinde konsantrasyona bagli olarak dogrusal bir artisin
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olmadig1 saptanmistir. Uygulamanin 5. gilinlinde ise konsantrasyona gore dogrusal bir
artis olmasina ragmen 0.1 ve 0.2 ppm Cd konsantrasyonuna maruz kalan bireylerde
belirlenen Cd miktarlarinin istatistiksel olarak birbirinden farkli olmadig1 belirlenmistir

(p>0.05).

Uciincii Jenerasyon BKoatrol

B{.] ppm

00.2 ppm

Cd Birikimi (ppb)
b
o

1. Giin 5. Giin 10. Giin

Uvgulama Siiresi

Sekil 4.3. Uc jenerasyon boyunca Cd uygulamas: yapilan D. melanogaster bireylerinde
Cd birikimi, n=3, ortalama+standart hata * Her bir uygulama siiresinde farkli harf ile
gosterilen ortalamalar istatistik olarak farklidir (tekyonli-ANOVA, Duncan testi,
P<0.05)

En yliksek Cd birikiminin 10 giinliik uygulama stiresinde 0.1 ppm Cd’ye maruz
kalan bireylerde 4.2540.11 ppb oldugu goriilmiistiir.

4.1.4. Cd Uygulamas1 Yapilan D. melanogaster Bireylerinde Cd Birikiminde
Jenerasyonlar Arasi Farkhihiklar

Calismamizda her bir jenerasyonda zaman ve konsantrasyona bagli olarak
belirlenen Cd birikim farkliliklarinin yani sira birikimin jenerasyonlar arasi farkliliklari
da belirlenmistir. Elde edilen verilere gore 0.1 ppm Cd uygulamasi yapilan bireylerde

farkli uygulama zamanlarinda birinci, ikinci ve {i¢ilincii jenerasyon bireylerde saptanan
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Cd birikimleri Sekil 4.4.’te verilmistir. Buna gore, bir giin siire ile 0.1 ppm Cd
uygulamas: yapilan bireylerde biriken Cd miktarlarinin jenerasyonlar arasina
istatistiksel olarak O6nemli olmayan bir degisim gosterdigi (p>0.05) belirlenmistir. 5
giinliik uygulamada birinci jenerasyonda belirlenen Cd birikiminin ikinci ve iiglincii
jenerasyonlara gore istatistiksel olarak onemli diizeyde yiiksek oldugu (p<0.05)
saptanmigtir. Uygulamanin onuncu giiniinde ise en yiiksek Cd birikiminin ikinci
jenerasyon sineklerde saptandigi, birinci ve iiglincii jenerasyon bireylerde ise benzer Cd

birikimlerinin oldugu belirlenmistir (p>0.05).

9 0.1 ppm Cd m Birinci jenerasyon
3 ® ikinci jenerasyon
Ugiincii jenerasyon
1
=}
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£
= > a
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2
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.
0
1. giin 5. giin 10. giin

Uygulama siiresi

Sekil 4.4. 0.1 ppm Cd uygulamasinin birinci, besinci ve onuncu giinlerinde
jenerasyonlar arast Cd birikim farkliliklari, n=3, ortalama+standart hata * Her bir
uygulama siiresinde farkli harf ile gosterilen ortalamalar istatistik olarak farklidir
(tekyonlii-ANOVA, Duncan testi, P<0.05)

0.2 ppm Cd uygulamasi yapilan bireylerde farkli uygulama zamanlarinda birinci,
ikinci ve {giincli jenerasyonlardaki bireylerde saptanan Cd birikimleri Sekil 4.5.’te
verilmistir. Buna gore, her li¢ uygulama zamani i¢in en yiiksek Cd birikiminin birinci
jenerasyonda oldugu belirlenmistir. Uygulamanin birinci ve besinci giinlerinde ikinci ve
ticlincli jenerasyon bireylerin Cd birikimlerinde istatistiksel olarak farklilik olmadigi,

onuncu giinde ise istatistiksel olarak fark gdsterdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.5. 0.2 ppm Cd uygulamasinin birinci, besinci ve onuncu giinlerinde
jenerasyonlar arast Cd birikim farkliliklari, n=3, ortalama+standart hata * Her bir
uygulama siiresinde farkli harf ile gosterilen ortalamalar istatistik olarak farklidir
(tekyonlii-ANOV A, Duncan testi, P<0.05)

4.2. RAPD DNA Polimorfizmi

Ug jenerasyon boyunca kontrol ve farkli konsantrasyonlarda Cd uygulamasi
yapilan D. melanogaster bireylerinde DNA polimorfizmlerinin belirlenmesinde anlamli
sonug veren 4 farkli primere ait agaroz jel fotograflari ve kontrole gore yeni olusan ve

kaybolan bantlarin baz ¢ifti degerleri her bir primer igin ayr1 ayr1 verilmistir.
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4.2.1. RAPD2 Primeri

Kontrol ve Cd uygulamasi yapilan bireylerde her bir jenerasyonda uygulamanin
birinci, besinci ve onuncu giinlerinde RAPD2 primerine ait agaroz jel fotografi Sekil
4.6.’da verilmistir. Agaroz jel fotografina gore yapilan analizler sonucunda her bir
jenerasyonda Cd uygulamasinin kontrol grubuna gore yeni bantlarin olusumuna veya
var olan bantlarin kaybolmasina neden oldugu saptanmis ve bu bantlarin baz ¢ifti (bg)

degerleri Tablo 4.1.’de verilmistir.
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1. Jenerasyon 2. Jenerasyon 3. Jenerasyon

Sekil 4.6. RAPD2 primeri jel gorlintiisii
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Tablo 4.1. Cd uygulamasi yapilan D. melanogaster bireylerinde RAPD2 primerinde
kontrole gore yeni olusan (Y) ve kaybolan (K) bantlar (baz ¢ifti)

Birinci Jenerasyon

1. giin 5. giin 10. giin
Kontrol 0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm
2492, Y 1699;660 2795;2203; 2592;858;, 2592;2111; 2592;2111; 1282;858;
1628; 1122;858; 818 1282;818; 1699;858;621  754;300;221
1068;936; 700 754,300
542
K 1628;542 2492;2022; 2492; 2492;2022; 2492;2022; 1628;1068;
1628;1068 1628 1628;1068 1628 542
Ikinci Jenerasyon
1. giin 5. giin 10. giin
Kontrol 0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm
2492, Y 2592;220 2592;2111; 2795;2111; 2795;2297;1215 1122;858 2795;2297;
1628; 3;818 1282;818; 858 ;1000;858;500 1353;858;
1068;936; 754,500 660
542
K 2492;202 2492;2022;, 2492;2022; 2492;2022;1628 2492;2022, 2492;2022;
2;1628 1628;1068; 1628 ;1068;936;542 1628;1068; 1628;1068
542 542
Uciincii Jenerasyon
1. giin 5. giin 10. giin
Kontrol 0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm
2492, Y 858 2795;2203; 2795;2111; 2111;500 2592;858;500  1215;1000
1628; 1282;858, 818
1068;936; 660,500
542
K 1628;542 2492;1628; 2492;2022; 2022;1628; 2492;1628; 2492;2022;
1068;542 1628 542 542 1068;936;
542

Tablo 4.1.’¢ gére RAPD2 primerinde kontrolde 542-2492 baz ¢ifti arasinda 5
adet bant saptanmustir. Elde edilen verilere gore bir ve iki jenerasyon siiresinde Cd
uygulanan bireylerde en fazla bant degisiminin uygulamanin besinci giiniinde 0.2 ppm
Cd konsantrasyonunda oldugu saptanmistir. Belirtilen konsantrasyon ve uygulama
siiresinde birinci jenerasyon bireylerde bant degisimleri 6 adet yeni olusan ve 4 adet
kaybolan bant olmak iizere toplam 10 adet ve ikinci jenerasyon bireylerde ise 6 adet
yeni olusan ve 6 adet kaybolan olmak iizere toplam 12 adet olarak saptanmistir. Ugiincii
jenerasyonda ise en fazla bant degisiminin yine 0.2 ppm Cd konsantrasyonunda ancak
uygulamanin birinci giiniinde 6 adet yeni olusan ve 4 adet kaybolan olmak {izere toplam

10 bant oldugu saptanmustir.
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4.2.2. B18 Primeri

Kontrol ve Cd uygulamasi yapilan bireylerde her bir jenerasyonda uygulamanin
birinci, besinci ve onuncu giinlerinde B18 primerine ait agaroz jel fotografi Sekil 4.7.’de
verilmistir. Agaroz jel fotografina gore yapilan analizler sonucunda her bir jenerasyonda
Cd uygulamasinin kontrol grubuna gore yeni bantlarin olusumuna veya var olan
bantlarin kaybolmasina neden oldugu saptanmis ve bu bantlarin baz ¢ifti degerleri Tablo

4.2.”de verilmistir.
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1. Jenerasyon 2. Jenerasyon 3. Jenerasyon

Sekil 4.7. B18 primeri jel goriintiisii
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Tablo 4.2. Cd uygulamasi yapilan D. melanogaster bireylerinde B18 primerinde
kontrole gore yeni olusan (Y) ve kaybolan (K) bantlar (baz ¢ifti)

Birinci Jenerasyon

1. giin 5. giin 10. giin
Kontrol 0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm
1576; Y 1616;800; 1673;1060 1673;1060; 1673;1060; 1673;1060,857;, 1673;1277,
1344, 682 ;682,513 839,;682; 839;682,574 682; 574 1060;839;
1199; 574,500 ;513 682,574,528
1000;
817,668 | K 1576;1344; 1576;1344 1576;1344; 1576;1344; 1576;1344, 1576;1344,
;562 817,668 ;1000;668 1000;817;  1000;817, 1000;817,668 1199;1000;
668,562 668,562 ;562 817,668,562
Ikinci Jenerasyon
1. giin 5. giin 10. giin
Kontrol 0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm
1576; Y 1748;1277; 1748;1277;  1616;1060; 1748;1277; 1616;1414; 1616;839;
1344, 857,682; 1060;839; 839;725; 857; 725;613 1277;1060; 725,613,528
1199; 613;528 725;613;528 613 857; 725,613
1000;
817,668
;562 1576;1344; 1576;1344;  1576;1344; 1576;1344, 1576;1344; 1576;817,
1199;817; 1199;1000;  1000;817;  1199;1000; 1199;1000; 668,562
668,562 817,668,562 668,562 817,668; 562 817; 668
Uciincii Jenerasyon
1. giin 5. giin 10. giin
Kontrol 0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm
1576; 1060;839; 1616;1060 1673;839;  1060;839;725;, 1673;1277; 1616;1060;
1344, 725;613,; ;839;725;  725;613,; 574 857,800 857,725,613,
1199; 528,478 613;528 528 528
1000
;817,668
;562 K 1344;1000; 1576;1344 1576;817,  1344;1000; 1576;1344; 1576;1344,
817,668; ;1000;817; 668;562 817,668,562 1000;817 1000;817;
562 668,562 668,562

Tablo 4.2.’ye gore B18 primerinde kontrolde 562-1576 baz cifti arasinda 7 adet
bant saptanmistir. Elde edilen verilere gore bir ve iki jenerasyon Cd’ye maruz kalan
bireylerde en fazla bant degisiminin 0.2 ppm Cd konsantrasyonunda ve uygulamanin ilk
giiniinde oldugu saptanmistir. Bant degisimlerinin her iki jenerasyonda toplam 14 adet
bant (7 adet yeni olusan ve 7 adet kaybolan) oldugu belirlenmistir. Ugiincii
jenerasyonda ise uygulamanin hem birinci hem de onuncu giinlerinde 6 adet yeni olusan
ve 6 adet kaybolan olmak iizere toplam 12 bant ile 0.2 ppm Cd uygulamasinda oldugu

saptanmuistir.
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4.2.3. OPA11 Primeri

Kontrol ve Cd uygulamasi yapilan bireylerde her bir jenerasyonda uygulamanin
birinci, besinci ve onuncu giinlerinde OPA11 primerine ait agaroz jel fotografi Sekil
4.8.’de verilmistir. Agaroz jel fotografina gore yapilan analizler sonucunda her bir
jenerasyonda Cd uygulamasimin kontrol grubuna gore yeni bant olusumuna veya var
olan bantlarin kaybolmasina neden oldugu saptanmis ve bu bantlarin baz ¢ifti degerleri

Tablo 4.3.’te verilmistir.
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Sekil 4.8. OPA11 primeri jel goriintiisii
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Tablo 4.3. Cd uygulamasi yapilan D. melanogaster bireylerinde OPA11l primerinde

kontrole gore yeni olusan (Y) ve kaybolan (K) bantlar (baz ¢ifti)

Birinci Jenerasyon

1. giin 5. giin 10. giin
Kontrol 0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm
2110;1816 2208;1859; 2208;235 2016;1734; 1734;235 2437,;2016; 800;235
;957,839; 1395 1395;235 1656,;800;
422;251 235
2110;1816  2110;1816; 2110;1816; 1816;251 2110;1816; 1816;839;
251 1395;251 839,251 251
ikinci Jenerasyon
1. giin 5. giin 10. giin
Kontrol 0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm
2110;1816 2016;1734  2016;800 2016;1656; 2016;1734;1  400;235 2016;1656;
;957,839; ;800;400 1395;800; 395,800,400 800;400;235
422;251 235 ;235
2110;1816 2110;1816; 2110;1816; 2110;1816; 1816;422; 2110;1816;
;839;422 839 839;251 839;422;251 251 839;422;251
Uciincii Jenerasyon
1. giin 5. giin 10. giin
Kontrol 0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm
2110;1816 | Y  1903;1656; 1903;1000; 400;235  2016;1656; 2016;1566; 2016;1656;
;957,839; 800;235 800,422, 765;400;221  765;400;235 900,765,400,
422;251 400;221 235
K 2110;1816; 2110;1816; 422 2110;1816; 2110;1816; 2110;1816;
839;251 839;251 839;422;251  839;422;251  957,839;422,
251

Tablo 4.3.’¢ gore OPA11 primerinde kontrolde 251-2110 baz ¢ifti arasinda 6
adet bant saptanmistir. Elde edilen verilere gore birinci jenerasyonda Cd’ye maruz kalan
bireylerde en fazla bant degisiminin 5 adet yeni olusan ve 4 adet kaybolan olmak iizere
toplam 9 adet bant ile 0.1 ppm Cd konsantrasyonunda ve uygulamanin onuncu giiniinde
oldugu saptanmustir. Ikinci jenerasyonda en fazla bant degisimi toplam 11 adet (6 adet
yeni olusan ve 5 adet kaybolan) ile 0.2 ppm Cd konsantrasyonunda ve uygulamanin
besinci giiniinde saptanmistir. Ug jenerasyon Cd’ye maruz kalan bireylerde gére en
fazla bant degisiminin 0.2 ppm Cd konsantrasyonunda ve onuncu giinde 6 adet yeni

olusan ve 6 adet kaybolan bant olmak iizere toplam 12 bant oldugu belirlenmistir.
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4.2.4. SP2 Primeri

Kontrol ve Cd uygulamasi yapilan bireylerde her bir jenerasyonda uygulamanin
birinci, besinci ve onuncu giinlerinde SP2 primerine ait agaroz jel fotografi Sekil 4.9.’da
verilmistir. Agaroz jel fotografina gore her bir jenerasyonda farkli konsantrasyon ve
uygulama siirelerinde kontrol grubuna gore yeni olusan ve kaybolan bantlarin oldugu

saptanmig ve bu bantlarin baz ¢ifti degerleri Tablo 4.4.’te verilmistir.
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Sekil 4.9. SP2 primeri jel goriintiisii
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Tablo 4.4. Cd uygulamasi yapilan D. melanogaster bireylerinde SP2 primerinde
kontrole gore yeni olusan (Y) ve kaybolan (K) bantlar (baz ¢ifti)

Birinci Jenerasyon

1. giin 5. giin 10. giin
Kontrol 0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm
2288;1930; 1814,1685; 1569;883;  1569;883; 1814,;1645; 1814;1645; 1814;1569;
1727;1534; 1500;900; 839;720; 839;720;616, 1500;883;  1000;720 1438;883;
924,820;75 720;549; 456  616;456 456 720;549 800,720,456
1,658,500
1930;1727; 1727,1534 1727;1534; 2288;1930; 1930;1727, 1930;1727;
1534, ; 924,820;751;, 1727;1534; 751 1534,924,
924,751 924,820; 658 924,751, 820;751
751,658 500
ikinci Jenerasyon
1. giin 5. giin 10. giin
Kontrol 0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm
2288;1930; 1569;1438; 2129;1770; 2129;1770; 2129;1500; 2129;1814; 2027;1770;
1727;1534; 800;700; 1569;1438; 1500;1438; 883;800; 1569;1438; 1569;1438;
924;820;75 616;549; 883;720 883;800; 600;456 883;800; 883;800;700;
1,658;500 456 ;616,456 700;616; 600;520 616;468;433
549;456
1727;1534; 2288;1930; 2288;1930; 2288;1930; 2288;1930; 2288;1930;
820;751,; 1727;1534; 1727;1534; 1534;924; 1727;1534; 1727;1534,
658 924,751, 924;820; 820,751 924,820; 924,820,751,
658 751,658 751,500 658;500
Uciincii Jenerasyon
1. giin 5. giin 10. giin
Kontrol 0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm
2288;1930; 2027;1500; 2027;1645; 2129;1438;  2027;1438; 2027;1356; 2027;1356;
1727;1534; 1356;839; 1500;1356; 1315;839; 1356;572; 720;572;45 839;572;
924;820;75 600;520; 839;800;600 720;572;468 468;433 6;433 456
1,658;500 468;433 ;520;468; ;433
433
1930;1727; 2288;1930; 2288;1930;  2288;1930; 2288;1930; 2288;1930;
1534;924; 1727;1534; 1727;1534; 1727;1534; 1727;924; 1727;924;
751 924,820,751  924,820;751 924,500 751 820
;500

Tablo 4.4.°e gore SP2 primerinde kontrolde 500-2288 baz ¢ifti arasinda 9 adet

bant saptanmistir. Elde edilen verilere gore bir jenerasyon siirecince Cd’ye maruz kalan

bireylerde en fazla bant degisiminin 0.2 ppm Cd konsantrasyonunda kontrole gore

toplam 13 adet bant ile uygulamanin besinci ve onuncu giinlerinde oldugu

belirlenmistir. Ikinci jenerasyon Cd uygulamasinda en yiiksek miktarda bant degisimi

yine 0.2 ppm Cd konsantrasyonunda uygulamanin onuncu giiniinde meydana geldigi ve

19 adet bant (on adet yeni olusan ve dokuz adet kaybolan bant) degisimi oldugu
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saptanmustir. Ug jenerasyon boyunca Cd’ye maruz kalan bireylerde ise en fazla bant
degisiminin kontrole goére 10 adet yeni olusan ve 8 adet kaybolan bant olmak iizere
uygulamanin birinci giiniinde meydana geldigi saptanmistir.

Tim primerler bir arada degerlendirildiginde, en fazla bant degisiminin SP2
primerinde 2. jenerasyon 0.1 ppm Cd 5.giinde ve 3.jenerasyon 0.2 ppm Cd 1.giinde
toplam bant farklilig1 18 olarak gézlenmistir

4.3. SOD Gen Ifadesi
4.3.1. Bir Jenerasyon Siiresince Cd’ye Maruz Kalan D. melanogaster Bireylerinde
Konsantrasyona Bagh Olarak SOD Gen Ifadeleri

Farkli konsantrasyonlarda Cd uygulamasi yapilan birinci jenerasyon D.
melanogaster bireylerinde belirlenen SOD gen ifade dizeyleri Sekil 4.10.°da
verilmigtir. Uygulamanin birinci ve besinci gilinlerinde artan Cd konsantrasyonuna bagl
olarak SOD gen ifadesinin kontrole gore istatistiksel olarak Onemli diizeyde artig
gosterdigi  saptanmustir (p<0.05). Uygulamanin 10. giiniinde ise 0.1 ppm Cd
uygulamasinda kontrole gore istatistiksel olarak onemli artig gosterdigi, ancak 0.2 ppm
konsantrasyonda ise kontrol ile fark gdstermedigi belirlenmistir. En yliksek SOD gen
ifadesinin uygulamanin birinci giliniinde 0.2 ppm Cd konsantrasyonunda kontrole gore
2.46 kat oldugu saptanmistir. Bunu, kontrole gore 2.27 kat artis ile 10. giinde 0.1 ppm

Cd uygulamasinin takip ettigi belirlenmistir.

52



Birinci Jenerasyon BKontrol

3 A E0.1 ppm
c b 00.2 ppm
g 2.5 A
7 21 . p D
=
.‘E 15 A ;
: 2
L
& a* a a
a2 11
Q
721
0,5 -
0 T T
1. Glin 5. Gln 10. Giin

Uygulama Siiresi

Sekil 4.10. Bir jenerasyon boyunca Cd uygulamasi yapilan D. melanogaster
bireylerinde SOD gen ifadesinin degisimi, relatif kat artig n=3, ortalama+standart hata *
Her bir uygulama siiresinde farkli harf ile gosterilen ortalamalar istatistik olarak
farklidir (tekyonlii-ANOVA, Duncan testi, P<0.05)

4.3.2. iki Jenerasyon Siiresince Cd’ye Maruz Kalan D. melanogaster Bireylerinde
Konsantrasyona Bagh Olarak SOD Gen ifadeleri

Farklt konsantrasyonlarda Cd wuygulamasi yapilan ikinci jenerasyon D.
melanogaster bireylerinde belirlenen SOD gen ifade diizeyleri Sekil 4.11.°de
verilmistir. Sekilden de goriildigi gibi artan Cd konsantrasyonu tiim uygulama
siirelerinde SOD gen ifadelerinde kontrole gore istatistiksel olarak anlamli azalmaya

neden olmustur (p<0.05).
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Uygulama Siiresi

Sekil 4.11. iki jenerasyon boyunca Cd uygulamasi yapilan D. melanogaster bireylerinde
SOD gen ifadesinin degisimi, relatif kat artis n=3, ortalama+standart hata * Her bir
uygulama stiresinde farkli harf ile gdsterilen ortalamalar istatistik olarak farklidir
(tekydnlii-ANOV A, Duncan testi, P<0.05)

4.3.3. U¢ Jenerasyon Siiresince Cd’ye Maruz Kalan D. melanogaster Bireylerinde
Konsantrasyona Bagh Olarak SOD Gen ifadeleri

Farkli konsantrasyonlarda Cd uygulamasi yapilan {giincli jenerasyon D.
melanogaster bireylerinde belirlenen SOD gen ifade diizeyleri Sekil 4.12.°de
verilmistir. Kadmiyum uygulamasinin iiglincii jenerasyonunda tiim uygulama
stirelerinde SOD gen ifadelerinin kontrole gore istatistiksel olarak onemli diizeyde
azalma gosterdigi  saptanmugtir. Uygulamanin  birinci  giiniinde artan Cd
konsantrasyonuna bagli olarak SOD gen ifadesinde dogrusal bir azalma goriilmiis ve 0.1
ve 0.2 ppm Cd konsantrasyonlarinin da birbirinden istatistiksel olarak 6nemli sekilde

farkli diizeyde SOD ifadesine sahip olduklar1 belirlenmistir (p<0.05).
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Uygulama Siiresi

Sekil 4.12. Ug jenerasyon boyunca Cd uygulamasi yapilan D. melanogaster
bireylerinde SOD gen ifadesinin degisimi, relatif kat artig n=3, ortalama+standart hata *
Her bir uygulama siiresinde farkli harf ile gosterilen ortalamalar istatistik olarak
farklidir (tekyonli-ANOVA, Duncan testi, P<0.05)

4.3.4. Cd Uygulamas1 Yapilan D. melanogaster Bireylerinde SOD Gen ifadesinde
Jenerasyonlar Arasi1 Farkhiliklar

Calismamizda her bir jenerasyonda zaman ve konsantrasyona bagli olarak
belirlenen SOD gen ifadesi farkliliklarinin yani sira jenerasyonlar arasi farkliliklar da
belirlenmistir. Elde edilen verilere gére 0.1 ppm Cd uygulamasi yapilan bireylerde
farkli uygulama zamanlarinda birinci, ikinci ve {iglincli jenerasyonlardaki bireylerde
saptanan SOD gen ifadeleri Sekil 4.13.’te verilmistir. Tiim uygulama zamanlarinda en
yiiksek SOD gen ifadelerinin birinci jenerasyonda, en diislik ise ii¢lincii jenerasyonda
oldugu saptanmistir. Uygulama jenerasyon siiresi arttik¢a gen ifadesinde azalma
meydana gelmis olmakla birlikte ikinci ve liglincii jenerasyonlar birbiri ile istatistiksel
olarak fark gostermezken, birinci jenerasyondan oOnemli diizeyde farklilik

gostermektedir.
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Uygulama siiresi

Sekil 4.13. 0.1 ppm Cd uygulamasinin birinci, besinci ve onuncu gilinlerinde
jenerasyonlar aras1 SOD gen ifadesi farkliliklari, relatif kat artis n=3, ortalama+tstandart
hata * Her bir uygulama siiresinde farkli harf ile gosterilen ortalamalar istatistik olarak
farklidir (tekyonlii-ANOVA, Duncan testi, P<0.05)

Sekil 4.14.te 0.2 ppm Cd uygulamasi yapilan bireylerde farkli uygulama
zamanlarinda birinci, ikinci ve ligiincii jenerasyonlardaki bireylerde saptanan SOD gen
ifadeleri verilmistir. Tiim uygulama zamanlarinda gen ifadeleri en yiiksek degerini
birinci jenerasyonda gostermis ve bu degerlerin diger jenerasyonlardan istatistiksel
olarak énemli diizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir. Ikinci ve {igiincii jenerasyonlarda
gen ifadelerinin benzer oldugu ve birbirleri ile ayni istatistik gruba dahil olduklar

saptanmistir.
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Uygulama Siiresi

Sekil 4.14. 0.2 ppm Cd uygulamasinin birinci, besinci ve onuncu gilinlerinde
jenerasyonlar aras1 SOD gen ifadesi farkliliklari, relatif kat artis n=3, ortalama+tstandart
hata * Her bir uygulama siiresinde farkli harf ile gosterilen ortalamalar istatistik olarak
farklidir (tekyonlii-ANOVA, Duncan testi, P<0.05)

4.4. KAT Gen Ifadesi
4.4.1. Bir Jenerasyon Siiresince Cd’ye Maruz Kalan D. melanogaster Bireylerinde
Konsantrasyona Bagh Olarak KAT Gen Ifadeleri

Farklt konsantrasyonlarda Cd uygulamasi yapilan birinci jenerasyon D.
melanogaster bireylerinde belirlenen KAT gen ifadeleri Sekil 4.15.°te verilmistir.
Uygulamanin birinci giliniinde artan Cd konsantrasyonuna bagli olarak KAT gen
ifadesinin istatistiksel olarak 6nemli diizeyde artig gosterdigi belirlenmistir (p<0.05). Cd
uygulamasinin besinci gilintinde ise 0.1 ve 0.2 ppm Cd uygulamalarinin kontrole gore
istatistiksel olarak onemli diizeyde yliksek KAT gen ifadesine sahip oldugu ancak
birbirlerinde istatistiksel olarak farkli olmadiklar1 saptanmistir. Uygulamanin onuncu
giintinde ise 0.1 ppm Cd uygulamasi yapilan grupta kontrol ve 0.2 ppm konsantrasyona
gore yiiksek diizeyde KAT gen ifadesinin oldugu saptanmis ve bu fark istatistiksel

olarak 6nemli diizeyde bulunmustur (p<0.05).
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Uygulama Siiresi

Sekil 4.15. Bir jenerasyon boyunca Cd uygulamasi yapilan D. melanogaster
bireylerinde KAT gen ifadesinin degisimi, relatif kat artis n=3, ortalama+standart hata *
Her bir uygulama siiresinde farkli harf ile gdsterilen ortalamalar istatistik olarak
farklidir (tekyonli-ANOVA, Duncan testi, P<0.05)

4.4.2. iki Jenerasyon Siiresince Cd’ye Maruz Kalan D. melanogaster Bireylerinde
Konsantrasyona Bagh Olarak KAT Gen Ifadeleri

Farkli konsantrasyonlarda Cd wuygulamasi yapilan ikinci jenerasyon D.
melanogaster bireylerinde belirlenen KAT gen ifadeleri Sekil 4.16.’da verilmistir. Cd
uygulamas: yapilan ikinci jenerasyon bireylerde uygulamanmn birinci ve onuncu
giinlerinde sadece 0.2 ppm Cd uygulanan grupta kontrole gore istatistiksel olarak
onemli bir azalma oldugu belirlenmistir. Uygulamanin besinci giiniinde ise her iki Cd
konsantrasyonunda belirlenen KAT gen ifadelerinin kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde azalma gosterdigi saptanmigtir. En diisik KAT gen ifadesinin on

giinliik uygulama siiresi ve 0.2 ppm Cd konsantrasyonunda oldugu saptanmistir.
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Uwvgulama Siiresi

Sekil 4.16. ikinci jenerasyonda Cd uygulamas: yapilan D. melanogaster bireylerinde
KAT gen ifadesinin degisimi, relatif kat artis n=3, ortalama+standart hata * Her bir
uygulama siiresinde farkli harf ile gosterilen ortalamalar istatistik olarak farklidir
(tekyonlii-ANOV A, Duncan testi, P<0.05)

4.4.3. U¢ Jenerasyon Siiresince Cd’ye Maruz Kalan D. melanogaster Bireylerinde
Konsantrasyona Bagh Olarak KAT Gen Ifadeleri

Farkli konsantrasyonlarda Cd wuygulamasi yapilan Tglincli jenerasyon D.
melanogaster bireylerinde belirlenen KAT gen ifadeleri Sekil 4.17.’de verilmistir. Tim
uygulama zamanlarinda ve Cd konsantrasyonlarinda KAT gen ifadelerinin kontrole
gore istatistiksel olarak onemli diizeyde azaldigi belirlenmistir (p<0.05). Uygulamanin
ilk giinlinde KAT gen ifadesinde artan Cd konsantrasyonuna paralel olarak bir azalma
goriilmektedir. Ancak uygulamanin besinci ve onuncu giinlerinde 0.1 ppm Cd
konsantrasyonunda belirlenen gen ifadesinin 0.2 ppm konsantrasyonda belirlenenden
daha diisiik diizeyde oldugu saptanmistir. En diisiik KAT gen ifadelerinin uygulamanin
besinci ve onuncu giinlerinde 0.1 ppm Cd uygulamasi yapilan bireylerde meydana

geldigi saptanmustir.
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Sekil 4.17. Uc jenerasyon boyunca Cd uygulamasi yapilan D. melanogaster
bireylerinde KAT gen ifadesinin degisimi, relatif kat artis n=3, ortalama+standart hata *
Her bir uygulama siiresinde farkli harf ile gosterilen ortalamalar istatistik olarak
farklidir (tekyonlii-ANOVA, Duncan testi, P<0.05)

4.4.4. Cd Uygulamasi Yapilan D. melanogaster Bireylerinde KAT Gen ifadesinde
Jenerasyonlar Arasi Farkhiliklar

Calismamizda her bir jenerasyonda zaman ve konsantrasyona bagli olarak
belirlenen KAT gen ifadesi farkliliklarinin yani sira jenerasyonlar arasi farkliliklar: da
belirlenmistir. Elde edilen verilere gore 0.1 ppm Cd uygulamasi yapilan bireylerde tiim
uygulama zamanlarinda jenerasyonlar aras1 farklilik Sekil 4.18’de verilmistir. Grafikten
de goriildiigii gibi tiim uygulama siirelerinden en yliksek KAT gen ifadelerinin birinci
jenerasyon bireylerde oldugu ve bunu ikinci ve iiglincii jenerasyonlarin izledigi
saptanmustir. Ikinci ve iigiincii jenerasyonlar birbirleri ile aymi istatistiksel gruba dahil
olurken, birinci jenerasyondaki KAT gen ifadelerinin bu gruplarda istatistiksel olarak

onemli diizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.18. 0.1 ppm Cd uygulamasinin birinci, besinci ve onuncu gilinlerinde
jenerasyonlar aras1 KAT gen ifadesi farkliliklari, relatif kat artis n=3, ortalama+standart
hata * Her bir uygulama siiresinde farkli harf ile gosterilen ortalamalar istatistik olarak
farklidir (tekyonli-ANOVA, Duncan testi, P<0.05)

0.2 ppm Cd uygulamasi yapilan bireylerde tim uygulama zamanlarinda
jenerasyonlar arasi farklilik Sekil 4.19.’da verilmistir. Buna gore en yliksek KAT gen
ifadesinin tiim uygulama zamanlarinda birinci jenerasyonda oldugu, diger jenerasyonda

ise birinci jenerasyona gore istatistiksel olarak 6nemli azalmalarin oldugu saptanmistir.
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Uygulama Siiresi

Sekil 4.19. 0.2 ppm Cd wuygulamasinin birinci, besinci ve onuncu gilinlerinde
jenerasyonlar aras1 KAT gen ifadesi farkliliklari, relatif kat artis n=3, ortalama+standart
hata * Her bir uygulama siiresinde farkli harf ile gosterilen ortalamalar istatistik olarak
farklidir (tekyonlii-ANOVA, Duncan testi, P<0.05)

4.5. GS Gen ifadesi
4.5.1. Bir Jenerasyon Siiresince Cd’ye Maruz Kalan D. melanogaster Bireylerinde
Konsantrasyona Bagh Olarak GS Gen ifadeleri

Farklt konsantrasyonlarda Cd wuygulamasi yapilan birinci jenerasyon D.
melanogaster bireylerinde belirlenen GS gen ifadelerinin degisimi Sekil 4.20.’de
verilmistir. Uygulamanin birinci ve besinci gilinlerinde artan Cd konsantrasyonuna bagh
olarak GS gen ifadesinin dogrusal bir artis gosterdigi ve bu artislarin kontrole gore
istatistiksel olarak 6nemli oldugu belirlenmistir. Cd uygulamasinin onuncu giiniinde ise
GS gen ifadesinde her iki uygulama konsantrasyonunda kontrole gore énemli artislarin
oldugu belirlenmis ancak bunun artan konsantrasyona bagli dogrusal bir artis olmadig:
ve 0.1 ppm Cd uygulamasinda 0.2 ppm Cd ye gore daha yiiksek gen ifadesinin oldugu
saptanmistir. Ayrica 0.2 ppm Cd uygulamasinin artan uygulama siiresine bagli olarak

GS gen ifadesinde azalmaya neden oldugu saptanmaistir.
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Uygulama Siiresi

Sekil 4.20. Bir jenerasyon boyunca Cd uygulamasi yapilan D. melanogaster
bireylerinde GS gen ifadesinin degisimi, relatif kat artis n=3, ortalama+standart hata *
Her bir uygulama siiresinde farkli harf ile gdsterilen ortalamalar istatistik olarak
farklidir (tekyonli-ANOVA, Duncan testi, P<0.05)

4.5.2. iki Jenerasyon Siiresince Cd’ye Maruz Kalan D. melanogaster Bireylerinde
Konsantrasyona Bagh Olarak GS Gen ifadeleri

Farkli konsantrasyonlarda Cd wuygulamasi yapilan ikinci jenerasyon D.
melanogaster bireylerinde belirlenen GS gen ifadelerinin degisimi Sekil 4.21.°de
verilmistir. Farkli konsantrasyonda Cd uygulamasinin uygulamanin birinci, besinci ve
onuncu giinlerinde kontrol grubuna gére GS gen ifadelerinde azalmaya neden oldugu
saptanmistir. Uygulamanin birinci ve besinci giinlerinde her iki Cd konsantrasyonunun
GS gen ifadelerinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak énemli diizeyde azalmaya
neden oldugu belirlenmis, ancak Cd uygulamas: yapilan gruplarin birbirleri ile aym
istatistiksel gruba dahil oldugu saptanmistir. Uygulamanin onuncu giiniinde ise Cd
uygulamasi yapilan gruplarin hem kontrol grubundan hem de diger gruplardan
istatistiksel olarak farkli diizeyde gen ifadesine sahip olduklari saptanmistir. GS gen
ifadesinin en diisiik oldugu grup ise 10 giin siire ile 0.2 ppm Cd uygulamas1 yapilan

grup olarak belirlenmistir.
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Uygulama Siiresi

Sekil 4.21. iki jenerasyon boyunca Cd uygulamasi yapilan D. melanogaster bireylerinde
GS gen ifadesinin degisimi, relatif kat artis n=3, ortalama+standart hata * Her bir
uygulama siiresinde farkli harf ile gosterilen ortalamalar istatistik olarak farklidir
(tekyonli-ANOVA, Duncan testi, P<0.05)

4.5.3. U¢ Jenerasyon Siiresince Cd’ye Maruz Kalan D. melanogaster Bireylerinde
Konsantrasyona Bagh Olarak GS Gen ifadeleri

Farkli konsantrasyonlarda Cd uygulamasi yapilan {giincli jenerasyon D.
melanogaster bireylerinde belirlenen GS gen ifadelerinin degisimi Sekil 4.22.°de
verilmistir. Farkli konsantrasyonlarda Cd uygulamasinin {i¢iincli jenerasyonunda
uygulamanin birinci ve besinci giinlerinde GS gen ifadelerinin kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak Onemli azalmalar gosterdigi belirlenmistir. Uygulamanin birinci
giiniinde artan Cd konsantrasyonuna bagl olarak azalma goriilmiis olur en diisiik gen
ifadesi 0.2 ppm Cd uygulamasi yapilan grupta saptanmistir. Uygulamanin onuncu
giintinde 0.2 ppm Cd uygulanan grupta GS gen ifadesinin kontrol diizeyine ulastig1 ve

kontrol grubu ile istatistiksel olarak ayn1 gruba dahil oldugu saptanmuistir.
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Uygulama Siiresi

Sekil 4.22. Uc jenerasyon boyunca Cd uygulamasi yapilan D. melanogaster
bireylerinde GS gen ifadesinin degisimi, relatif kat artis n=3, ortalama+standart hata *
Her bir uygulama siiresinde farkli harf ile gosterilen ortalamalar istatistik olarak
farklidir (tekyonlii-ANOVA, Duncan testi, P<0.05)

4.5.4. Cd Uygulamas1 Yapilan D. melanogaster Bireylerinde GS Gen ifadesinde
Jenerasyonlar Arasi1 Farkhiliklar

Calismamizda her bir jenerasyonda zaman ve konsantrasyona bagli olarak
belirlenen GS gen ifadesi farkliliklarinin yani sira jenerasyonlar arasi farkliliklari da
belirlenmistir. Elde edilen verilere gore 0.1 ppm Cd uygulamasi yapilan bireylerde tiim
uygulama zamanlarinda jenerasyonlar arasi farklilik Sekil 4.23.’te verilmistir. Buna
gore tiim uygulama zamanlarinda en yliksek GS gen ifadesinin birinci jenerasyon
bireylerinde oldugu ve diger jenerasyonlardan istatistiksel olarak dnemli sekilde yiiksek

oldugu saptanmustir.
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Uygulama Siiresi

Sekil 4.23. 0.1 ppm Cd uygulamasmin birinci, besinci ve onuncu gilinlerinde
jenerasyonlar arast GS gen ifadesi farkliliklari, relatif kat artig n=3, ortalama+standart
hata * Her bir uygulama siiresinde farkli harf ile gosterilen ortalamalar istatistik olarak
farklidir (tekyonli-ANOVA, Duncan testi, P<0.05)

0.2 ppm Cd uygulamasi yapilan D. melanogaster bireylerinde uygulamanin
birinci, besinci ve onuncu giinlerinde en yiliksek GS gen ifadesinin birinci jenerasyon
bireylerinde oldugu saptanmustir. ikinci ve {igiincii jenerasyon bireylerde saptanan GS
gen ifadelerinin istatistiksel olarak ayni gruba dahil oldugu ancak birinci jenerasyon

bireylerden istatistik olarak anlamli diizeyde diisiik oldugu saptanmistir (Sekil 4.24).
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Uygulama Siiresi

Sekil 4.24. 0.2 ppm Cd uygulamasmin birinci, besinci ve onuncu glinlerinde
jenerasyonlar arast GS gen ifadesi farkliliklari, relatif kat artig n=3, ortalama+standart
hata * Her bir uygulama siiresinde farkli harf ile gosterilen ortalamalar istatistik olarak
farklidir (tekyonli-ANOVA, Duncan testi, P<0.05)
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4.6. Kadmiyum Uygulamasimn D. melanogaster Bireylerinde Mitokondriyal
NADH Dehidrojenaz Dizisi Uzerine Etkisi

Calismamizda NADH Dehidrojenaz 2 (ND2) mtDNA bélgesine ait primerler ile
yapilan PCR sonucunda tiim deneme ve kontrol gruplarinda bu bolge cogaltilmis ve saf
PCR reaksiyonu elde edildigi ve jel elektroforezinde tek bir bant verdigi gozlemlenmis
ve bu bolgelerin gen dizileri belirlenmistir. Mitokondriyal DNA’nin  NADH
Dehidrojenaz 2 (ND2) mtDNA bdélgesine ait gen fragmentlerinin uzunlugu 650-540 baz
cifti arasinda degismis Clustal W ile alignment yapilarak analiz sonucu ortak olan
noktalar belirlenmis ve 525 karakter parsimoni analizde kullanilmistir. Bu karakterlerin
482 adedi degismeyen, 2 karakter degisken fakat parsimoni-uninformatif, 41 karakter
ise parsimoni-informatif olarak saptanmigstir. NADH Dehidrojenaz 2 (ND2) mtDNA
genine ait niikleotid frekansi: A=0.34949 C=0.11510 G=0.09381 T=0.44160 olarak
belirlenmistir. Avrupa Molekiiler Biyoloji Laboratuvari gen bankasi veri taban1 (EMBL
gen bank) kullanilarak yapilan blast analizi sonucu elde edilen ND2 mtDNA geninin
%99 benzerlik skoru ile D. melanogaster Oregon R’ye ait sekanslar ile benzer oldugu
saptanmigtir. ND2 gen bolgesi sekanslar1 iizerinde yapilan parsimoni analizde 99 esit
uzunlukta aga¢ elde edilmis Consistensy indeks=0.4545 Retention indeks 0.6143,
Benzerlik indeksi=0.5455 olarak hesaplanmustir.

ND2 mtDNA gen bolgesi sekanslar1 lizerinde yapilan maksimum parsimoni
analizi sonucu bootstrap degerleri (1000 tekrar) ve % 50’nin altindaki dallarin
cikarildig1 consensus diyagrami Sekil 4.25°te verilmis, dallara ait degisim karakterleri

Tablo 4.5’te gosterilmistir.
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Sekil 4.25. NADH Dehidrojenaz 2 (ND2) mtDNA bolgesine ait maksimum parsimoni
analiz consensus agaci. Sayilar nod numaralari/boot strap analiz skorlaridir. %50°den
daha kiiciikk skor alan dallar gosterilmemistir. Consistency indeksi (CI) = 0.7188,
Homoplasi indeksi (HI) = 0.0 50, Aga¢ uzunlugu =40
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NADH Dehidrojenaz 2 (ND2) mtDNA gen fragmenti {izerinde yapilan
parsimony analizinde consensus agacit 36 noddan olugmus kontrol gruplart %50’den
daha biiyiik bir skor olusturmamis ve ayni dal iizerine yerlesmislerdir. Aga¢ {lizerinde
kontrol gruplar1 ve birinci jenerasyon Cd uygulamalarina ait sekanslar ayri bir grup
olusturmus, 2 ve 3. jenerasyon ise farkli bir grup olusturmustur. Tablo 4.5.
incelendiginde en fazla baz degisiminin {igiincli jenerasyon bireylerde 0.1 ppm Cd
uygulamasinda besinci giinde (6 baz) ve yine ti¢iincii jenerasyon bireylerde 0.2 ppm Cd
uygulamasinda onuncu giinde (6 baz) oldugu saptanmistir. Bu degisimleri yine iigiincii

jenerasyondaki bireyler bes baz ile takip etmistir

Tablo 4.5. Ug jenerasyon boyunca Cd uygulamasi yapilan D. melanogaster bireylerinde
ND2 mtDNA bolgelerine ait dal numaralarin1 iceren apomorfi listesi, consistency
indeks ve ilgili gene ait baz ¢ifti degisimleri

node_36 --> node_29 451 1 2.588 A==>T node_32 --> node_31 45 1 8,333 T ==> A
node_29 --» node_28 487 1 l.288 A ==>T 51 1 1.888 C ==> G
node_29 --> 3NKSgun 456 1 1.888 A ==>T 97 1 @8.588 G --» C
node_36 --» 1Cdigun 388 1 ©8.288 A ==>T 114 1 8.588 G == C
393 1 8.167 C ==> G 256 1 @8.333 A==>T

398 1 8.288 A ==>T 257 1 @.333 A==>T

478 1 8.258 A ==>T 354 1 1.888 G ==> C

node 36 --» 1Cdsgun 393 1 8.167 C ==» G 67 1 8.588 T==xA
398 1 8.288 A ==>T 52e 1 l.e@@ & ==>C

a7a 1 @.258 A ==> T node_31 --> 3N2CdSgun 337 1 @.588 C ==>»aG

node_36& --» 1Cdlegun 388 1 2.998 A ==> T node_31 --> 3N2Cdlegun 41 1 8.333 T==>A
393 1 8.167 C ==> G 38 1 8.588 A==>T

459 1 @.588 A==>T zes 1833 C==¢

node_3& --» node_33 184 1 1.888 G ==> C 328 1 8333 C==>¢
139 1 8.588 T - A 358 1 8.588 T ==2 A

282 1 1.800 € -> G 416 1 @8.333 T --» A

192 1 1.808 G == C nede_36 --> nede_35 35 1 1.888 A ==>T

179 1 1.888 G ==» C

398 1 @@ A==>T 358 1 8.288 A -->T

18 1 @383 a-->71 293 1 @8.187 C ==> G

node_33 --» 20d1gun 393 1 8.167 £ ==>» G — 1 p.288 A == T
nede_33 --» node_32 48 1 @.588 T == A 78 1 2.758 A ==» T
E5 1 8,333 G ==» C 474 1 98.333 6 -3>T

228 1 8.588 T ==> A 491 1 2.588 A ==>T

268 1 @333 A=T nede_35 --3 2M1Cdlgun 473 1 2.333 T -->6

417 1 e.5ee A-->T nede_35 --» 2N1CdSgun 388 1 @.288 T --» A

node_32 --» 2CdSgun ES 1 8.333 L ==> G nede_35 --3 node_34 a3 1 1.988 A ==» G
268 1 @8.333 T ==> A 198 1 1.888 T ==> A

node_32 --» 2Cdlagun &5 1 8.333 C ==» & 398 1 2.288 T ==3 A
285 1 8.333 C==>0G 455 1 8.588 A ==2T

268 1 8.333 T ==» A a7e 1 2.258 T ==3> A

node_32 --» node_38 41 1 8.333 T ==> A 511 1 8.588 T --3 A
48 1 8.588 A ==xT nede_34 --» 3IN1Cdlegun 77 1 8.667 A ==>T

139 1 @.588 A ==>T 118 1 1.888 A ==2T

228 1 @.588 A ==>T 257 1 @8.333 A==>T

336 1 8.333 C ==>G 422 1 8,333 G ==>C

393 1 8.167 C ==» G 423 1 8.333 C ==> G

417 1 g.588 T --» A node_35 --» 3N1Cdlgun 256 1 8.333 A ==>T

node_3@ --» 3N2Cdilgun 45 1 @8.333 T ==> A 422 1 @.333 G == C
114 1 8.588 G == C 423 1 2,333 C==>0G

257 1 8.333 A==T 474 1 8333 T --2»6

467 1 @.588 T ==> A 511 1 @.588 T ==xA

node_32 --» 2N2Cdsgun 45 1 ©.333 T ==» A node_35 --> 3N1CdSgun 77 1 @.667 A ==>T
27 1 B.EET A ==» G 118 1 1.888 A ==» G

137 1 P.EBB C == G 256 1 8.333 A==2T

node_32 --» 2N2Cd1ggun 41 1 8.333 T == 4 3z 1 2288 T-->4
%8 1 8.5 A== T 422 A

g7 1 8.0500 G —o» C 423 1 8.333 C ==> G
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BOLUM 5

TARTISMA

Yasadigimiz cevrenin kirlenmesinde biiyiik rolleri olan agir metallerin ¢ok
diisiik konsantrasyonlarda bile toksik etkileri bulunmaktadir. Biyosferin agir metaller
tarafindan kirlenmesi endiistri devriminin baslamasiyla beraber artmistir. Agir
metallerin ¢evreye girisindeki ana kaynaklar trafik, endiistri, zirai ilag ve giibreler ve
evsel atiklardir. Trafik ve endiistriyel iiretimden kaynakli agir metal kirliligi, metallerin
dagimik bir sekilde cevreye yayilmasma ornek olarak verilebilir. Agir metaller ince
partikiiller olarak veya c¢oziinmiis bir sekilde cevreye yayilabilirler [118]. Ayrica
topraga da bulasip topraktan bitkilere gegerek besin zincirine girebilirler [119]. Metaller
insan viicudu i¢in esasi olan ve olmayan olarak simiflandirilmaktadir. Bunlardan;
cevresel kirlilige neden olup insan viicudu icin ise esasi olmayan metaller insan
viicudunda metal yiikii olustururlar. Bu metallerden kadmiyum, aliiminyum, kursun,
kalay, krom, gibi bazilar1 insanlarin viicudunda ortalama 40 yasina kadar siirekli birikir
ve viicuttaki konsantrasyonlarinin artis gostermesi sonucu zararli etkilere neden
olabilirler [120, 121, 122].

Temel olarak gida maddeleriyle olmak iizere su ve hava yolu ile de viicuda
alinmis olan agir metaller viicuttaki konsantrasyonlarina gore merkezi sinir sistemi
bozukluklari, bag donmesi, uyku bozukluklari, istahsizlik, nefes darligi ve hafiza
yetersizligi gibi sorunlara neden olabilirler [123, 124]. Agir metaller ayrica kalp ve
damar hastaliklarina ve kan olusum sistemlerinin bozulmasina da neden olabilir.
Bunlarin yaninda agir metallerin; zehirlenme, anemi ve erken 6liime de neden olduklari
da belirtilmektedir [125]. Ayrica proteinlerin fonksiyonel gruplarina baglanip ¢ok
sayida biyokimyasal reaksiyon iizerinde de etkileri olabildigi gibi farkli yollardaki
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enzimatik aktivitelerde rol alip, ¢ekirdek metabolizmasina ve ATP sentezine de etki
edebilmektedirler [126].

1817 yilinda kesfedilen agir metallerden biri olan Cd, 50 yildan bu yana
endiistride kaplama sanayisinde, boya yapiminda, plastik yapiminda, nikel-kadmiyum
pil sanayisinde, ucak sanayisinde Ve niikleer santrallerde nétron absorblayicisi seklinde
kullanilmaktadir [127, 128]. Gidalarin ¢ogunda Cd az da olsa bulunabilmektedir.
Kabuklular ve mantarlar Cd bakimindan zengin gidalardandir. Ilk zamanlarda
kullanilmasi bir sorun teskil etmezken son yillarda endiistride siklikla kullanilmasi bu
metali ekotoksikolojik olarak daha 6nemli bir hale getirmistir [129, 130].

Kadmiyumun ¢ok diisiikk konsantrasyonu bile yiiksek toksik etkiye neden
olabilmektedir. Endiistri kaynakli kirlenmede Cd kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar
gibi hastaliklara neden olabilmektedir [131]. Kadmiyumun suda ¢dziiniirligiiniin
yiiksek olmasi nedeni ile sudan besinlere, besinlerden de hayvan ve insanlara kolaylikla
gecebilmektedir [132, 133]. Bu nedenlerden dolayr Amerika Uluslararast Kanser
Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan 1. smif kanserojen grubunda oldugu rapor
edilmistir [11]. Besinlerde, havada ve suda bulunan kadmiyum; tahillarda 10-150 pg/kg
bulunurken, balik, et ve meyvelerde ise 1-50 pg/kg bulunmaktadir [134, 135]. Icme
suyunda Cd degeri; Diinya Saglik Orgiitii [10] ve Avrupa Birligi [136] verilerine gore
0.003-0.005 mg/L arasinda; Cevre Koruma Ajansi (U.S. EPA) [137]’na gore ise 0.005
mg/L (5 pg/L veya 5 ppb)’dir. Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore belirlenen giinliik
tolere edilebilen Cd miktarinin 60-70 pg oldugu belirtilmistir. Kadmiyum diizeyi
endiistriyel kirliligin ¢ok oldugu bdlgelerde 1000 npg/L’ye kadar ulagmaktadir.
Kadmiyumun belirtilen toksik etkilerinden dolay1r ¢esitli saghik orgiitleri ve yerel
otoriteler, icme sularinda ve gida maddelerinde bulunmasi gereken maksimum kalinti
limitlerini belirlemislerdir. Tez ¢aligmasi1 kapsaminda gidalarda izin verilen limitlerde
Cd uygulamasinin, ii¢ jenerasyon boyunca model organizma olarak kullanilan D.
melanogaster bireyleri lizerindeki etkileri belirlenmistir.

Calismamizda Cd wuygulamasit yapilan birinci ve ikinci jenerasyon D.
melanogaster bireylerinde artan konsantrasyona ve uygulama siiresine bagl olarak Cd
birikiminin artis gdsterdigi saptanmustir (Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.). Ugiincii jenerasyonda
ise uygulamanin &zellikle 0.2 ppm Cd konsantrasyonuna ve uygulamanin birinci ve

onuncu giiniinde 0.1 ppm Cd uygulamasina gore istatistiksel olarak anlamli azalmalarin
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oldugu belirlenmistir (Sekil 4.3.). Yine 6zellikle 0.2 ppm Cd konsantrasyonunda daha
belirgin olmak ftizere en yiiksek Cd birikiminin birinci jenerasyonda oldugu ve maruz
kalma siiresi arttik¢ca Cd birikiminin azaldig1 saptanmistir (Sekil 4.3.).

Linda ve ark. (1996) 50 pg/ml kadmiyum igeren ortamda yetistirdikleri Zea
mays (musir) bitkileri ile besledikleri Locusta migratoria bireylerinde yiiksek miktarda
Cd birikiminin oldugunu rapor etmislerdir. Arastirmacilar Cd miktariin kontrol grubu
bireylerinde 0.99 ng/g oldugunu, uygulama sonucunda ise 18.8 pg/g’a yiikseldigini
bildirmislerdir [138]. Yine Doganlar ve ark. (2014) farkli konsantrasyonlarda Fe, Cd, Pb
ve Cu’dan olusan agir metal karisimi uyguladiklari D. melanogaster bireylerinde artan
konsantrasyon ve uygulama siiresine gore Cd birikiminin arttigini ve en fazla birikimin
kontrole gore 17.7 kat ile uygulamanin onuncu giiniinde oldugunu rapor etmislerdir
[139]. Benzer bir ¢alismada Xie ve ark. (2004) 6 mg/L Cd’ye maruz biraktiklari
Heterandria formosa bireylerinde uygulamadan 14 saat sonra kontrole gore 2 kat daha
fazla Cd birikiminin oldugunu bildirmiglerdir [140]. Artan Cd uygulamasina bagh
olarak Cd birikiminin artmasi bulgularimiz, Linda ve ark. [138]; Doganlar ve ark. [139]
Xie ve ark. [140] adl arastirmacilarin bulgulari ile paralellik gostermektedir.

Nguyen ve ark. (2014), 20 jenereasyon boyunca farkli konsantrasyonlarda
(0.002; 0.02; 0.08; 0.1 ve 0.2 mg/ml) Cd’a maruz biraktiklar1 D. melanogaster
bireylerinde Cd birikiminin 20. jenerasyonda ilk jenerasyondaki bireylere gore 1069
ppb (1.5 kat) daha az oldugunu bildirmislerdir [141]. Kafel ve ark. (2011), 61
jenerasyon siiresinde Cd’ye maruz biraktiklar1 Spodoptera exigua (gizgili yaprak kurdu)
bireylerinde, 33 jenerasyon Cd’ye maruz kalan bireylerin hemolinfinde birinci
jenerasyondaki bireylere gore daha yiiksek birikimin olmasma karsin maruziyet
stiresinin uzamasi ile Cd birikiminin azaldigini bildirmislerdir. Nitekim 61 jenerasyon
Cd’ye maruz kalan bireylerin hemolinfinde kontrole gore 6 kat daha fazla kadmiyum
birikirken, 33 jenerasyon maruziyet sonrasinda kontrole gore 8 kat daha fazla Cd
birikiminin oldugu rapor edilmistir. Larvalardaki Cd birikimlerinin ise 1 jenerasyon
Cd’ye maruz kalan bireylerde 33 ve 61 jenerasyon maruz kalan bireylere gore sirasi ile
1.6 ve 1.2 kat daha fazla oldugu bildirilmistir [142]. Bu bulgular bizim igilincii
jenerasyon bireylerde birinci ve ikinci jenerasyon bireylere gore daha diisiik miktarda
Cd birikiminin oldugu bulgumuz ile paralellik gostermektedir. Bu durumun,

multijenerasyonel metal uygulamasina bagli olarak bireylerde metale direnc¢ gelismis
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olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir [141]. Nitekim yapilan ¢aligmalarda
D. melanogaster’in metallere davranis, detoksifikasyon, kompartmentalizasyon veya
disa verme gibi farkli sekillerde tepkiler verdigi bildirilmistir [141]. Shirley ve Sibly
[143] 20 jenerasyonun iizerinde Cd uygulanmis olan D. melanogaster’de hayatta kalma
oraninin %30 arttigin1 bildirmislerdir. D. melanogaster’de agir metal adaptasyonunda
en bilinen mekanizma metal baglayan sisteince zengin proteinler olan metallotioneinlere
ait genin duplikasyonudur. Boylece artan metallotionein proteinleri sayesinde viicut
igerisine alinan Cd zararsiz hale getirilmektedir. Multijenerasyonel Cd uygulamasina
bagli olarak birikimin azalmasinin bir diger nedeninin metallerin disar1 atilma
mekanizmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir [141].

Calismamizda Cd uygulamasinin genotoksik etkilerinin belirlenmesi i¢in RAPD-
PCR yontemi kullanilmis ve her bir jenerasyona ait bireylerde farkli konsantrasyon ve
uygulama siirelerinde Cd uygulamasinin kontrole gore yeni bant olusumu, bantlarin
kaybolmasi ve bantlarin yogunlugunda artis ve azalmalara neden oldugu saptanmistir
(Sekil 4.6., Sekil 4.7., Sekil 4.8., Sekil 4.9.). En fazla bant degisiminin genellikle 0.2
ppm konsantrasyonlarinda oldugu saptanmistir (Tablo 4.1., Tablo 4.2., Tablo 4.3., Tablo
4.4). Konu ile ilgili olarak yapilan bir ¢alismada ugucu organik bilesiklerden olusan bir
miks uygulanan D. melanogaster bireylerinde uygulama yapilan gruplarda kontrole
gore yeni olusan bantlarin ve kaybolan bantlarin oldugu ve bazi bantlarin da
yogunluklarinda degisme oldugu rapor edilmistir [144]. Yine benzer bir ¢alismada agir
metal miksi uygulanan D. melanogaster bireylerinde artan agir metal
konsantrasyonlarinin RAPD profilinde degisikliklere neden oldugu saptanmistir [139].
Arsenik ve Cd uygulanan zebra baliklarinin solunga¢ dokularinda RAPD analizi
yapilarak belirlenen genomik kalip kararliliklarinin Cd uygulamasma bagli olarak
azaldig1 rapor edilmistir [145]. Bizim calismamizda Cd uygulamasina bagli olarak
RAPD-DNA profillerinde bant degisimlerinin olmasi bulgumuz, daha once yapilan bu
caligmalar ile paralellik gostermektedir. Elde edilen veriler ve literatiir bilgileri birlikte
degerlendirildiginde RAPD bantlarinda kontrole gére meydana gelen degisimlerin,
genomun yeniden diizenlenmesinin neden oldugu oligoniikleotidlerin baglanma
bolgelerinde meydana gelen degisimlerden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir [146, 147,
148]. Yeni olusan bantlarin, Cd toksisitesinin neden oldugu DNA hasarindan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir [145].
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Yapilan bu c¢alismada multijenerasyonel Cd uygulamasina bagli olarak
antioksidan sistemde meydana gelen degisimlerin belirlenmesi amact ile SOD, KAT ve
GS gibi baz1 antioksidan enzimlerin gen ifadeleri belirlenmistir. Calisma sonuglarina
gore bu genlerin ifadelerinin birinci jenerasyonda Cd konsantrasyonuna bagli olarak
genellikle artis gosterdigi, ikinci ve ligiincii jenerasyonlarda ise azaldigi belirlenmistir
(Sekil 4.10., Sekil 4.11., Sekil 4.12., Sekil 4.15., Sekil 4.16., Sekil 4.17., Sekil 4.20.,
Sekil 4.21., Sekil 4.22.). Jenerasyonlar aras1 farklar dikkate alindiginda ise her ii¢
enzimin gen ifadelerinin en yiiksek degerlerinin birinci jenerasyonda saptandigi ve
ikinci ve liclincii jenerasyon bireylerde gen ifadelerinin birinci jenerasyona gore daha
diisiik oldugu saptanmistir (Sekil 4.13., Sekil 4.14., Sekil 4.18., Sekil 4.19., Sekil 4.23.,
Sekil 4.24.).

Toksik bir metal olan Cd’nin reaktif oksijen tiirlerinin {liretiminde artisa neden
olarak oksidatif strese yol actift ve meydana gelen oksidatif stresin antioksidan
sistemde degisimlere neden oldugu bildirilmistir [149]. Bu durum stres kosullar1 altinda
antioksidan enzimlerin hem aktivitelerinde hem de bu enzimlerin gen ifadelerinde
(mRNA diizeylerinde) meydana gelen degisimlerin belirlenmesi ile saptanabilmektedir.
Stiperoksit dismutaz, antioksidan sistemin en O6nemli enzimlerindendir ve siiperoksit
anyonlarinin hidrojen peroksit ve suya dismutasyonunu Kkatalizler. Meydana gelen
hidrojen peroksit ise katalaz enzimi tarafindan suya ve oksijene doniistiiriiliir [150].
Yine glutatyon sentaz, toksik ksenobiyotiklerin ve elektrofillerin hiicrelerden
arindirilmasinda 6nemli bir molekiill olan glutatyon mekanizmasinda onemli bir
enzimdir. Konu ile ilgili olarak, Kim ve ark. (2010) 0.4-50 ug/L Cd uygulamasi yapilan
Dapnia magna’da hem katalaz enzim aktivitesinin hem de gen ifadesinin artis
gosterdigini ve en yiiksek gen ifadesinin 10 pg/L Cd uygulanan grupta oldugunu
bildirmislerdir [151]. Casanova ve ark., 10 pg/ml Cd ve 20 pg/ml Cu uygulamasi
yapilan Colossoma macropomum (Tambaqui balig1) bireylerinde katalaz gen ifadesinin
uygulamadan sonra birinci saatte artarken iic saat sonra azaldigini ve gen
ekspresyonundaki degisimlerin maruziyet siireleriyle dogru orantili olarak degisim
gosterdigini bildirmislerdir [152]. Yine ugucu organik bilesiklerin, pestisitlerin ve agir
metallerin SOD ve GS gen ifadelerinde uyguma konsantrasyonu, uygulanan madde ve
uygulama siiresine bagli olarak degisikliklere neden oldugu bildirilmistir [139, 144].

Calismamiz sonucunda elde edilen verilere gore Cd uygulamasinin 6zellikle birinci
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jenerasyonda Cd birikimlerine paralel olarak oksidatif strese ve antioksidan enzimlerin
gen ifadelerinde artisa neden oldugu sdylenebilir. ikinci ve iiciincii jenerasyonlarda ise
birinci jenerasyona gore daha diisiik gen ifadelerinin belirlenmesinin bu jenerasyonlarda
Cd birikiminde meydana gelen azalma ve uzun siireli maruziyete adaptasyon ile
iliskilendirilebilecegi diisiiniilmektedir.

NADH dehidrojenaz 2 geninin sekansi goz oniinde bulunduruldugunda en fazla
baz degisiminin ti¢iincii jenerasyon bireylerde 0.1 ppm Cd uygulamasinda besinci giinde
(6 baz) ve yine tiglincii jenerasyon bireylerde 0.2 ppm Cd uygulamasinda onuncu giinde
(6 baz) oldugu saptanmistir. Bu degisimleri yine {igiincii jenerasyondaki bireyler bes baz
ile takip etmistir (0.1 ppm Cd konsantrasyonunda birinci ve onuncu giin). NADH
dehidrogenaz-2 mitokondrideki elektron tasinimindan, dokulardaki bakir indirgenmesi
ve demir metabolizmasindan sorumlu 6zel proteinleri kodlayan ana gendir [153, 154].
Bunlara ilaveten, NADH dehidrogenaz gen ailesi oksidatif streste dnemli rol oynar.
Bunun nedeni abiyotik strese karsi antioksidan savunma NADH dehidrogenaz ve
siiperoksit dismutaz (SOD) gibi proteinleri igermesidir [155, 156]. Bu genlerin
ekspresyonu ile sentezlenen Fenton reaksiyon proteinleri daha reaktif serbest
radikallerin olusumunu engellemek icin siiperoksit ve peroksi radikallerinin
degredasyonunu katalizlerler [154, 156]. Agir metallere maruziyet sonucunda 6zellikle
baz cifti degisimi sonucu gen mutasyonlarimin meydana geldigi bir¢ok c¢alisma ile
gosterilmistir [157, 158]. Bu mutajenler DNA sekansinda bazlarin degisimine ve
DNA’nin seklinde de degisiklige neden olabilirler. Bu degisimler replikasyon ve
transkripsiyon hatalarin1 da beraberinde getirir.

Calismamizda gidalarda izin verilen limitlerde Cd aliniminin model organizma
D. melanogaster’de Cd birikimine ve genotoksik etkiye neden oldugu belirlenmistir. D.
melanogaster bireylerinde jenerasyonlar arasi farkliliklar goriildiigii ve ikinci ve tiglincii
jenerasyonlarda Cd birikimlerinde azalma oldugu saptanmis ve bu durumun adaptasyon
ve/veya direng gelisimi ile ilgili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Nitekim bu durum
antioksidan enzimlerin gen ifadelerinde de benzerlik gdstermis ve ikinci ve igiincii
jenerasyon bireylerde antioksidan enzimlerin gen ifadelerinin birinci jenerasyona gore
daha diisiik oldugu saptanmistir. Bu durumun bireylerde daha diisiik Cd birikiminden
veya uzun siireli maruziyette antioksidan sistemin baskilanarak etkin ¢alisamamasindan

kaynaklanabilecegi diislintilmiistiir. Ancak RAPD-PCR verilerine gore bant degisim
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miktarlart (yeni olusan ve kaybolan bantlar) goz oniinde bulunduruldugunda en fazla
bant degisimlerinin genellikle yiiksek Cd konsantrasyonunda ve iigiincii jenerasyon
bireylerde oldugu saptanmustir. Bu nedenle multijenerasyonel Cd maruziyetinin
bireylerde genotoksisite gostererek genomik kalip kararliliginda degisime neden oldugu
diistiniilmiistir. Yine NADH dehidrojenaz 2 geninin sekansi g6z Oniinde
bulunduruldugunda en fazla baz degisiminin {glincii jenerasyon bireylerde oldugu
saptanmistir. Her ne kadar Cd birikiminin ii¢lincii jenerasyonda diger jenerasyonlara
gore daha diisiik oldugu belirlenmis olsa da en fazla baz degisiminin bu bireylerde
meydana gelmesi jenerasyonlar boyu Cd maruziyetinin bireylerde mutasyona sebep
olacagini diislindiirmektedir.

Sonug olarak elde ettigimiz bulgulara goére gidalarda izin verilen limitlerde
Cd’ye multijenerasyonel maruziyetin genotoksisiteye neden oldugu ve bu limitlerin
farkli organizmalarda yapilacak daha ileri caligmalar ile desteklendigi takdirde revize

edilmesi gerekebilecegi diistiniilmektedir.
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