
 

 

T.C. 

TRAKYA ÜNĠVERSĠTESĠ 

FEN BĠLĠMLERĠ ENSTĠTÜSÜ 

 

 

 

MULTĠJENERASYONEL KADMĠYUM (Cd) UYGULAMASINA MARUZ 

KALAN Drosophila melanogaster’de BAZI MOLEKÜLER YANITLARIN 

BELĠRLENMESĠ  

 

 

 

 GÜLĠN ÖNGÖREN 

 

 

 YÜKSEK LĠSANS TEZĠ 

 

 

BĠYOTEKNOLOJĠ VE GENETĠK ANABĠLĠM DALI 

 

Tez DanıĢmanı: DOÇ. DR. ZEYNEP BANU DOĞANLAR 

 

EDĠRNE-2016 



 

 

 

 

 
 



 

 

 



i 

 

Yüksek Lisans Tezi 
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melanogaster‟de Bazı Moleküler Yanıtların Belirlenmesi 

T.Ü. Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoteknoloji ve Genetik Anabilim Dalı 

 

 

ÖZET 

 

Kadmiyum (Cd) toksik ve kanserojen bir ağır metaldir. Ġnsanların Cd‟ye 

maruziyeti en fazla Cd içeren yiyecek ve suların tüketimi ile olmaktadır. Vücutta 

biriken Cd insanlarda toksisite ve kalıcı hasarlara neden olabilmektedir. Bu nedenle gıda 

maddelerinde izin verilen maksimum Cd limitleri yasa ve yönetmeliklerle 

belirlenmiĢtir.  

Bu çalıĢmada bazı gıdalarda izin verilen limitlerin (0.1 ve 0.2 ppm) Drosophila 

melanogaster bireylerinde multijenerasyonel etkilerinin belirlenmesi amaçlandı. Bu 

amaçla D. melanogaster üç jenerasyon süresince bu limitleri içeren besin ile beslendi ve 

her bir jenerasyonda Cd birikimi, süperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT), glutatyon 

sentaz (GS) gen ifadeleri, RAPD-DNA polimorfizmi ve mitokondriyal NADH 

dehidrojenaz 2 bölgesinin sekansı belirlendi.  

ÇalıĢma sonucunda birinci jenerasyon ile karĢılaĢtırıldığında ikinci ve üçüncü 

jenerasyonlarda Cd birikimlerinde ve antioksidan enzimlerin gen ifadelerinde azalma 

olduğu saptandı. RAPD-DNA profillerinde bant değiĢimlerinin ve NADH dehidrojenaz 

2 gen bölgesinde baz değiĢimlerinin ise en fazla üçüncü jenerasyon bireylerde olduğu 

belirlendi.  

 Sonuç olarak, gıdalarda izin verilen limitlerde multijenerasyonel Cd 

maruziyetinin D. melanogaster‟de potansiyel olarak genotoksik olduğu ve yapılacak 

ileri çalıĢmaların sonucuna göre yeni ve daha düĢük limitlerin belirlenmesi gerektiği 

düĢünüldü. 
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Anahtar Kelimeler : Multijenerasyonel maruziyet, Cd genotoksisitesi, antioksidan 
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                                                     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.  

Year   : 2016 
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enzyme gen expressions, NADH dehydrogenase 2 gene sequence, RAPD, D. 

melanogaster 

 



iii 

 

   

 

TEġEKKÜR 

 

 Yüksek lisans eğitimim süresince hiçbir zaman bilgi ve desteklerini 

esirgemeyen, tezimin her aĢamasında yardımı olan çok değerli hocam Doç. Dr. Zeynep 

Banu DOĞANLAR baĢta olmak üzere, tezimin NADH dehidrojenaz dizisinin 

analizlerinin yapılması ve yorumlanması konusunda desteğini esirgemeyen değerli 

hocam Prof. Dr. Oğuzhan DOĞANLAR‟a,  

Tezimin ağır metal ve dizi analizlerinin yapıldığı TÜTAGEM (Trakya 

Üniversitesi Teknoloji AraĢtırma ve GeliĢtirme Merkezi) personeline, 

Yüksek lisansım süresince Biyoteknoloji ve Genetik Anabilim Dalında eğitim 

veren tüm bilim insanlarına, 

ÇalıĢmamın deneysel aĢamalarını gerçekleĢtirdiğim Trakya Üniversitesi, Tıp 

Fakültesi, Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı‟na, 

 TÜBĠTAK projesinde bursiyer olarak çalıĢmama imkan veren Trakya 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Biyofizik Anabilim Dalında görevli ArĢ. Gör. Dr. Ayhan 

ÜNLÜ‟ye,  

Tez çalıĢmamı proje olarak destekleyen Trakya Üniversitesi Bilimsel AraĢtırma 

Projeleri Birimi (Proje numarası: TÜBAP 2014-128)‟ne ve 

Her zaman yanımda olup, beni maddi ve manevi hep destekleyen aileme 

teĢekkürlerimi sunarım. 

 

 

         Gülin ÖNGÖREN 

          Edirne, Mayıs 2016 

 

 

 

 

 



iv 

 

 

 

ĠÇĠNDEKĠLER 

 

 

ÖZET.................................................................................................................................. i 

ABSTRACT ...................................................................................................................... ii 

TEġEKKÜR ..................................................................................................................... iii 

ĠÇĠNDEKĠLER ................................................................................................................ iv 

SĠMGELER .................................................................................................................... viii 

KISALTMALAR .............................................................................................................. x 

ġEKĠLLER DĠZĠNĠ ......................................................................................................... xii 

TABLOLAR DĠZĠNĠ ...................................................................................................... xv 

BÖLÜM 1: GĠRĠġ ............................................................................................................. 1 

BÖLÜM 2: GENEL BĠLGĠLER ....................................................................................... 3 

2.1. Oksidatif Stres ve Reaktif Oksijen Türleri ................................................................. 7 

2.1.1. Serbest Radikaller ................................................................................................... 8 

2.1.1.1. Tekil Oksijen ........................................................................................................ 9 

2.1.1.2. Süperoksit Anyon ............................................................................................... 10 

2.1.1.3. Hidrojen Peroksit (H2O2) ................................................................................... 11 

2.1.1.4. Hidroksil Radikali (
•
OH)  ................................................................................... 12 

2.2. Antioksidan Sistem .................................................................................................. 13 

2.2.1. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar ...................................................................... 15 

2.2.1.1. Glutatyon (GSH) ................................................................................................ 15 

2.2.1.2. Melatonin ........................................................................................................... 15 

2.2.1.3. E Vitamini .......................................................................................................... 15 

2.2.1.4. C Vitamini .......................................................................................................... 15 



v 

 

2.2.1.5.Albumin .............................................................................................................. 15 

2.2.2. Enzimatik Antioksidanlar ..................................................................................... 16 

2.2.2.1. Süperoksit Dismutaz (SOD) ............................................................................... 16 

2.2.2.2. Katalaz (KAT) .................................................................................................... 16 

2.2.2.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) ........................................................................ 17  

2.2.2.4. Glutatyon Redüktaz (GSH-Rd) .......................................................................... 18 

2.2.2.5. Glutatyon S-Transferaz (GST) ........................................................................... 19 

2.2.2.6. Glutatyon Sentaz ................................................................................................ 19 

2.3. Kadmiyumun Oksidatif Stres- Genotoksisite Ġle ĠliĢkisi  ........................................ 20 

BÖLÜM 3: MATERYAL VE METOD ......................................................................... 22 

3.1. Drosophila melanogaster’in Taksonomisi ............................................................... 22 

3.1.1. Drosophila melanogaster‟in Hayat Döngüsü ....................................................... 23 

3.1.2. Denemede Kullanılan Drosophila melanogaster Kültürünün YetiĢtirilmesi ....... 25 

3.2. Besiyerinin HazırlanıĢı ............................................................................................. 26 

3.3. Kadmiyum Uygulanması ......................................................................................... 27 

3.4. Çekme Yöntemi ....................................................................................................... 28 

 

3.5. Kadmiyum Miktarının Belirlenmesi ........................................................................ 29 

3.6. Genetik Analizler ..................................................................................................... 30 

 

3.6.1. DNA Ġzolasyonu.................................................................................................... 30 

3.6.2. DNA Miktarının Belirlenmesi............................................................................... 31 

 

3.6.3. Rastgele ÇoğaltılmıĢ Polimorfik Farklılık; RAPD Yöntemi ................................ 31 

3.6.4. RNA Ġzolasyonu  ................................................................................................... 32 

3.6.5. RNA Miktarının Belirlenmesi ............................................................................... 33 

 

3.6.6. cDNA Eldesi ......................................................................................................... 33 

3.6.7. Kantitatif Real Time- PCR (qRT- PCR) Analizleri .............................................. 34 

3.6.8. mtDNA NADH Dehidrojenaz 2 Sekansı .............................................................. 35 



vi 

 

3.7. Ġstatistik Analiz ........................................................................................................ 36 

3.7.1. DNA Analizleri ..................................................................................................... 36 

3.7.2. Verilerin Analizleri ............................................................................................... 37 

BÖLÜM 4: SONUÇLAR ................................................................................................ 38 

4.1. Kadmiyum Birikimi ................................................................................................. 38 

4.1.1. Bir Jenerasyon Süresince Cd‟ye Maruz Kalan D. melanogaster Bireylerinde 

Konsantrasyona Bağlı Olarak Cd Birikimleri ................................................................. 38 

4.1.2. Ġki Jenerasyon Süresince Cd‟ye Maruz Kalan D. melanogaster Bireylerinde 

Konsantrasyona Bağlı Olarak Cd Birikimleri ................................................................. 39 

4.1.3. Üç Jenerasyon Süresince Cd‟ye Maruz Kalan D. melanogaster Bireylerinde 

Konsantrasyona Bağlı Olarak Cd Birikimleri ................................................................. 40 

4.1.4. Cd Uygulaması Yapılan D. melanogaster Bireylerinde Cd Birikiminde 

Jenerasyonlar Arası Farklılıklar ...................................................................................... 41 

4.2. RAPD DNA Polimorfizmi ....................................................................................... 43 

 

4.2.1. RAPD2 Primeri ..................................................................................................... 44 

4.2.2. B18 Primeri ........................................................................................................... 46 

4.2.3. OPA11 Primeri ...................................................................................................... 48 

4.2.4. SP2 Primeri  .......................................................................................................... 50 

4.3. SOD Gen Ġfadesi ...................................................................................................... 52 

4.3.1. Bir Jenerasyon Süresince Cd‟ye Maruz Kalan D. melanosgaster Bireylerinde 

Konsantrasyona Bağlı Olarak SOD Gen Ġfadeleri .......................................................... 52 

4.3.2. Ġki Jenerasyon Süresince Cd‟ye Maruz Kalan D. melanosgaster Bireylerinde 

Konsantrasyona Bağlı Olarak SOD Gen Ġfadeleri  ......................................................... 53 

4.3.3. Üç Jenerasyon Süresince Cd‟ye Maruz Kalan D. melanosgaster Bireylerinde 

Konsantrasyona Bağlı Olarak SOD Gen Ġfadeleri .......................................................... 54 

4.3.4. Cd Uygulaması Yapılan D. melanogaster Bireylerinde SOD Gen Ġfadesinde 

Jenerasyonlar Arası Farklılıklar………………………………………………………...55 



vii 

 

4.4. KAT Gen Ġfadesi ...................................................................................................... 57 

4.4.1. Bir Jenerasyon Süresince Cd‟ye Maruz Kalan D. melanosgaster Bireylerinde 

Konsantrasyona Bağlı Olarak KAT Gen Ġfadeleri .......................................................... 57 

4.4.2. Ġki Jenerasyon Süresince Cd‟ye Maruz Kalan D. melanosgaster Bireylerinde 

Konsantrasyona Bağlı Olarak KAT Gen Ġfadeleri  ......................................................... 58 

4.4.3. Üç Jenerasyon Süresince Cd‟ye Maruz Kalan D. melanosgaster Bireylerinde 

Konsantrasyona Bağlı Olarak KAT Gen Ġfadeleri .......................................................... 59 

4.4.4. Cd Uygulaması Yapılan D. melanogaster Bireylerinde KAT Gen Ġfadesinde 

Jenerasyonlar Arası Farklılıklar ...................................................................................... 60 

4.5. GS Gen Ġfadesi ......................................................................................................... 62 

4.5.1. Bir Jenerasyon Süresince Cd‟ye Maruz Kalan D. melanosgaster Bireylerinde 

Konsantrasyona Bağlı Olarak GS Gen Ġfadeleri ............................................................. 62 

4.5.2. Ġki Jenerasyon Süresince Cd‟ye Maruz Kalan D. melanosgaster Bireylerinde 

Konsantrasyona Bağlı Olarak GS Gen Ġfadeleri  ............................................................ 63 

4.5.3. Üç Jenerasyon Süresince Cd‟ye Maruz Kalan D. melanosgaster Bireylerinde 

Konsantrasyona Bağlı Olarak GS Gen Ġfadeleri ............................................................. 64 

4.5.4. Cd Uygulaması Yapılan D. melanogaster Bireylerinde GS Gen Ġfadesinde 

Jenerasyonlar Arası Farklılıklar ...................................................................................... 65 

4.6. Kadmiyum Uygulamasının D. melanogaster Bireylerinde Mitokondriyal NADH 

Dehidrojenaz Dizisi Üzerine Etkisi  ................................................................................ 68 

BÖLÜM 5: TARTIġMA. ................................................................................................ 71 

KAYNAKLAR ............................................................................................................... 78  

 

ÖZGEÇMĠġ .................................................................................................................... 92 

 

BĠLĠMSEL FAALĠYETLER .......................................................................................... 93 

 

 

 

        

 

 



viii 

 

 

 

SĠMGELER 

 

mg  : Miligram 

kg  : Kilogram 

µg  : Mikrogram 

%  : Yüzde değer 

ppm  : Milyonda bir 

O2
–  

: Süperoksit anyonu 

1
O2  : Tekil oksijen 

H2O2  : Hidrojen peroksit 

OH
. 

 : Hidroksil radikali 

1
O2  : Delta oksijen 

1
O2  : Sigma oksijen 

O2  : Moleküler oksijen 

HOCl  : Hipokloroz asit 

Cd  : Kadmiyum 

Fe
+2

  : Demir 

α             : Alfa 

β  : Beta 

γ  : Gama 

δ  : Delta 

LOOH : Lipid hidroperoksit  

TrxR  : Tioredoksin redüktaz 

GSNO  : S-Nitrozoglutatyon 

Ca  : Kalsiyum 

Zn  : Çinko 

mm  : Milimetre 

ng  : Nanogram 

ml  : Mililitre 



ix 

 

ppb  : Milyarda bir 

MgCl2  : Magnezyum klorid 

dNTP  : Deoksinükleotit fosfat 

Pb  : KurĢun 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



x 

 

 

 

                                                       KISALTMALAR 

 

FAO  : Gıda ve Tarım Örgütü 

WHO  : Dünya Sağlık Örgütü 

EFSA  : Avrupa Gıda Tüketimi Veritabanı 

NADH  : Nikotinamid Adenin Dinükleotid Dehidrogenaz 

SOD  : Süperoksit Dismutaz 

DNA  : Deoksiribo Nükleik Asit 

RNA  : Ribo Nükleik Asit 

GSH  : Redükte Glutatyon 

-SH  : Sülfidril 

GSSG  : Okside Glutatyon 

KAT  : Katalaz 

GS  : Glutatyon Sentaz 

GSH-Px : Glutatyon Peroksidaz 

Mn-SOD : Mangan-SOD 

Cu-SOD : Bakır-SOD 

Zn-SOD : Çinko-SOD 

GR  : Glutatyon Redüktaz 

NADPH : Nikotinamid Adenin Dinükleotit Fosfat 

FAD  : Flavin Adenin Dinükleotid 

GST  : Glutatyon S- Transferaz 

GPx  : Glutatyon Peroksidaz 

-Glu-Cys : -Glutamil Sistein 

RAPD  : Rastgele ArttırılmıĢ Polimorfik DNA 

PCR  : Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

ICP-MS : Inductively Coupled Plasma- Mass Spectrometer 

qRT – PCR : Kantitatif Real Time-PCR 

mtDNA : Mitokondriyal DNA 

UV  : Ultra Viyole 



xi 

 

ND2  : NADH Dehidrogenaz 2 

ATP  : Adenozin Trifosfat 

IARC  : Amerika Uluslararası Kanser AraĢtırma Ajansı 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xii 

 

 

 

ġEKĠLLER DĠZĠNĠ 

 

 

ġekil 2.1. Ġnsanların kadmiyuma maruziyet kaynakları .................................................... 4 

ġekil 2.2. Kadmiyum maruziyetine bağlı olarak insan iskelet yapısındaki değiĢim.. ...... 7 

ġekil 2.3. Serbest radikal reaksiyonunun Ģematik gösterimi ............................................ 9 

ġekil 2.4.. Tekil oksijen oluĢumu ................................................................................... 10 

ġekil 2.5.  Moleküler oksijenden (O2) reaktif oksijen türlerinin oluĢumu ve Haber-Weiss 

ve Fenton reaksiyonu ...................................................................................................... 12 

ġekil 2.6. Glutatyon redüktaz (GR) enziminin katalizlediği tepkimeyle GSSG NADPH 

oluĢumu ........................................................................................................................... 17 

ġekil 2.7. Glutatyon redüktaz aktivitesinin etki mekanizması  ....................................... 18 

ġekil 3.1. Drosophila melanogaster‟in hayat döngüsü ................................................... 24 

ġekil 3.2. Sinek kültürlerinin inkübatördeki görünümü.................................................. 25 

ġekil 3.3. Besiyeri hazırlanıp kuruyunca aktarılan sineklerin görüntüsü ....................... 27 

ġekil 3.4. Aspiratör ve bölümleri .................................................................................... 29 

ġekil 3.5. Sinek çekme aĢamaları ................................................................................... 29 

ġekil 4.1. Bir jenerasyon boyunca Cd uygulaması yapılan D. melanogaster bireylerinde 

Cd birikimi. ..................................................................................................................... 39 

ġekil 4.2. Ġki jenerasyon boyunca Cd uygulaması yapılan D. melanogaster bireylerinde 

Cd birikimi ...................................................................................................................... 40 

ġekil 4.3. Üç jenerasyon boyunca Cd uygulaması yapılan D. melanogaster bireylerinde 

Cd birikimi ...................................................................................................................... 41 

ġekil 4.4. 0.1 ppm Cd uygulamasının birinci, beĢinci ve onuncu günlerinde 

jenerasyonlar arası Cd birikim farklılıkları ..................................................................... 42 

ġekil 4.5. 0.2 ppm Cd uygulamasının birinci, beĢinci ve onuncu günlerinde 

jenerasyonlar arası Cd birikim farklılıkları ..................................................................... 43 

ġekil 4.6. RAPD2 primeri jel görüntüsü ......................................................................... 44 

ġekil 4.7. B18 primeri jel görüntüsü ............................................................................... 46 

ġekil 4.8. OPA11 primeri jel görüntüsü ......................................................................... 48 

file:///C:/Documents%20and%20Settings/asus/Belgelerim/Google%20Drive/Yüksek%20Lisans/tez/HAZIRLIK2%20atıf%20düzenleme2.docx%23_Toc417599034


xiii 

 

ġekil 4.9. SP2 primeri jel görüntüsü ............................................................................... 50 

ġekil 4.10. Bir jenerasyon boyunca Cd uygulaması yapılan D. melanogaster 

bireylerinde SOD gen ifadesinin değiĢimi ...................................................................... 53 

ġekil 4.11. Ġki jenerasyon boyunca Cd uygulaması yapılan D. melanogaster bireylerinde 

SOD gen ifadesinin değiĢimi .......................................................................................... 54 

ġekil 4.12. Üç jenerasyon boyunca Cd uygulaması yapılan D. melanogaster 

bireylerinde SOD gen ifadesinin değiĢimi ...................................................................... 55 

ġekil 4.13. 0.1 ppm Cd uygulamasının birinci, beĢinci ve onuncu günlerinde 

jenerasyonlar arası SOD gen ifadesi farklılıkları ............................................................ 56 

ġekil 4.14. 0.2 ppm Cd uygulamasının birinci, beĢinci ve onuncu günlerinde 

jenerasyonlar    arası SOD gen ifadesi farklılıkları ......................................................... 57 

ġekil 4.15. Bir jenerasyon boyunca Cd uygulaması yapılan D. melanogaster 

bireylerinde KAT gen ifadesinin değiĢimi ...................................................................... 58 

ġekil 4.16. Ġki jenerasyon boyunca Cd uygulaması yapılan D. melanogaster bireylerinde 

KAT gen ifadesinin değiĢimi .......................................................................................... 59 

ġekil 4.17. Üç jenerasyon boyunca Cd uygulaması yapılan D. melanogaster 

bireylerinde KAT gen ifadesinin değiĢimi ...................................................................... 60 

ġekil 4.18. 0.1 ppm Cd uygulamasının birinci, beĢinci ve onuncu günlerinde 

jenerasyonlar arası KAT gen ifadesi farklılıkları ............................................................ 61 

ġekil 4.19. 0.2 ppm Cd uygulamasının birinci, beĢinci ve onuncu günlerinde 

jenerasyonlar arası KAT gen ifadesi farklılıkları ............................................................ 62 

ġekil 4.20. Bir jenerasyon boyunca Cd uygulaması yapılan D. melanogaster 

bireylerinde GS gen ifadesinin değiĢimi ......................................................................... 63 

ġekil 4.21. Ġki jenerasyon boyunca Cd uygulaması yapılan D. melanogaster bireylerinde 

GS gen ifadesinin değiĢimi ............................................................................................. 64 

ġekil 4.22. Üç jenerasyon boyunca Cd uygulaması yapılan D. melanogaster 

bireylerinde GS gen ifadesinin değiĢimi ......................................................................... 65 

ġekil 4.23. 0.1 ppm Cd uygulamasının birinci, beĢinci ve onuncu günlerinde 

jenerasyonlar arası GS gen ifadesi farklılıkları ............................................................... 66 

ġekil 4.24. 0.2 ppm Cd uygulamasının birinci, beĢinci ve onuncu günlerinde 

jenerasyonlar arası GS gen ifadesi farklılıkları ............................................................... 67 



xiv 

 

ġekil 4.25. NADH Dehidrojenaz 2 (ND2) mtDNA bölgesine ait maksimum parsimoni 

analiz consensus ağacı..................................................................................................... 69 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xv 

 

 

 

TABLOLAR DĠZĠNĠ 

 

 

Tablo 2.1. Gıda Maddelerindeki BulaĢanların Maksimum Limitleri Hakkında Tebliğ‟e 

göre gıda maddelerinde izin verilen maksimum kadmiyum limitleri ............................... 6 

Tablo 2.2. BaĢlıca reaktif oksijen molekülleri ve metabolizmaları .................................. 8 

Tablo 2.3. Antioksidan moleküller ................................................................................. 15 

Tablo 3.1. Standart Drosophila besiyeri malzemeleri ve miktarları .............................. 26 

Tablo 3.2. Asit karıĢımında bulunan malzemeler ve miktarları ..................................... 26 

Tablo 3.3. RAPD PCR için gerekli malzemeler . ........................................................... 31 

Tablo 3.4. RAPD analizinde kullanılan primerler ve baz dizileri  ................................. 32 

Tablo 3.5. cDNA için gerekli malzeme ve miktarları. ................................................... 34 

Tablo 3.6. qRT PCR da kullanılan antioksidan enzimler ve diziliĢleri .......................... 35 

Tablo 3.7. Mitokondriyal NADH Dehidrojenaz 2 geni dizilemesi için kullanılan PCR 

bileĢenleri ve miktarları................................................................................................... 36 

Tablo 4.1. Cd uygulaması yapılan D. melanogaster bireylerinde RAPD2 primerinde 

kontrole göre yeni oluĢan (Y) ve kaybolan (K) bantlar .................................................. 45 

Tablo 4.2. Cd uygulaması yapılan D. melanogaster bireylerinde B18 primerinde 

kontrole göre yeni oluĢan (Y) ve kaybolan (K) bantlar .................................................. 47 

Tablo 4.3. Cd uygulaması yapılan D. melanogaster bireylerinde OPA11 primerinde 

kontrole göre yeni oluĢan (Y) ve kaybolan (K) bantlar .................................................. 49 

Tablo 4.4. Cd uygulaması yapılan D. melanogaster bireylerinde SP2 primerinde 

kontrole göre yeni oluĢan (Y) ve kaybolan (K) bantlar .................................................. 51 

Tablo 4.5. Üç jenerasyon boyunca Cd uygulaması yapılan D. melanogaster bireylerinde 

ND2 mtDNA bölgelerine ait dal numaralarını içeren apomorfi listesi, consistenci indeks 

ve ilgili gene ait baz çifti değiĢimleri .............................................................................. 70 

 

 

 



1 

 

 

 

BÖLÜM 1 

 

 

GĠRĠġ 

 

 

Ağır metaller doğada yaygın olarak bulunan, yüksek atomik ağırlığa ve 

yoğunluğa sahip olan metalik elementlerdir. Genel olarak suyun yoğunluğundan 5 kat 

daha fazla yoğunluğa sahip olan metaller ağır metal olarak kabul edilmektedir. Ancak 

Arsenik gibi metalloidler (metalimsiler) düĢük konsantrasyonlarda toksisiteye neden 

olmalarından dolayı ağır metal olarak kabul edilmektedirler. Ağır metallerin 

yaĢadığımız çevrede geniĢ dağılım göstermeleri özellikle sanayileĢme, endüstrileĢme ve 

hızlı nüfus artıĢı ile birlikte gündeme gelmiĢtir. Ağır metaller doğal yollarla, kayaların 

aĢınması ve volkanik patlamalar ile çevreye yayılabildikleri gibi birçok endüstriyel, 

evsel, tıbbi, ziraat, teknolojik malzeme ve uygulamalar ile ortama yayılabilmektedir ve 

toksik ağır metaller çevre ve insan sağlığı için gün geçtikçe artan bir tehdit 

oluĢturmaktadır [1]. Ağır metaller yerkabuğunun doğal bileĢenleri olarak çevremizde 

bulunan elementler olmalarına rağmen çevre kirliliğinin çoğu, antropojenik yani insan 

aktivitesi sonucu madencilik, endüstriyel ürünlerin üretim ve kullanımı, metallerin ve 

metal içeren bileĢiklerin evsel ve zirai olarak kullanımı ile meydana gelmektedir. 

Çevrede metal miktarının artıĢı bunlara ilaveten metal korozyonu, atmosferik 

depolanma, toprak erozyonu ile birlikte süzülme, su kaynaklarından toprağa ve yer altı 

sularına metal evaporasyonu gibi olaylar ile olabilmektedir. Ağır metallerin organik 

kirleticilerin aksine yıkılamadıkları ve bu nedenle kirletici kaynak uzaklaĢtırılsa bile 

çevrede uzun süre kalıcı olduğu bildirilmiĢtir [2]. 

Metaller canlıların çeĢitli biyokimyasal ve fizyolojik fonksiyonları için gerekli 

olan esasi metaller (çinko, demir, kobalt, mangan, molibden, magnezyum, nikel, 

selenyum ve bakır) ve organizmada normal biyolojik fonksiyonlar için gerekli olmayan 

(alüminyum, antimon, arsenik, kadmiyum, kurĢun, civa, berilyum, galyum, indiyum, 
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platin) metaller olmak üzere sınıflandırılmıĢtır. Bu metallerden esasi olanlar 

(mikrobesinler) organizmalar için çok düĢük miktarlarda gerekli iken yüksek 

konsantrasyonlarda toksisiteye neden olmaktadır [3,4]. Ancak esasi olmayan metaller 

çok düĢük miktarlarda olsa bile organizmalarda direkt olarak toksik etki göstermektedir 

[5]. Örneğin bakır birçok enzim için esasi bir kofaktör olarak görev yapmakta ancak 

aĢırı miktarlarda ise Wilson hastalığı ile iliĢkili bir hücresel hasara neden olmaktadır. 

Hem esasi hem de esasi olmayan metaller canlıların dokularında birikerek besin 

zincirinin daha yüksek düzeylerine transfer olabilirler [6-9].  

Kadmiyum (Cd) vücut için çok düĢük miktarlarda bile toksik etki gösteren bir 

ağır metaldir. Vücuda giren kadmiyum fizyolojik ve genetik boyutta birçok sağlık 

problemine neden olmakta ve insan sağlığını olumsuz etkilemektedir. Ġnsanlar tüketilen 

gıdalar ile önemli miktarda kadmiyuma maruz kalmaktadır. Bu nedenle gıdalarda Cd 

için maksimum kalıntı limitleri çeĢitli gıdalar için yönetmelikler ile belirlenmiĢ ve bu 

limitlerde Cd içeren gıdalar tüketilebilir olarak sınıflandırılmıĢtır. Bu çalıĢma 

kapsamında gıdalarda izin verilen limitlerde Cd içeren ortamda beslenen Drosophila 

melanogaster bireylerinde bu limitlerin multijenerasyonel etkilerinin belirlenmesi 

amaçlanmıĢtır. Bu amaçla Drosophila melanogaster bireyleri üç jenerasyon süresince 

bu limitleri içeren besin ile beslenmiĢ ve her bir jenerasyonda Cd birikimi ile bu 

birikime canlı organizmanın verdiği moleküler genetik yanıtlar araĢtırılmıĢtır.  
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BÖLÜM 2 

 

 

GENEL BĠLGĠLER 

 

 

Kadmiyum (Cd) 112.41 atom ağırlığında, +2 değerlikli ve beyaz renkli bir ağır 

metaldir. Doğada oldukça geniĢ bir yayılım gösteren Cd yer kabuğunun doğal 

bileĢenlerinden biridir. Kadmiyumun ağır metal kirletici olarak çevreye yayılıĢı hem 

doğal yollarla (volkanik hareketler ve Cd içeren kayaçların aĢınması) hem de insan 

aktivitesi sonucu (tarımsal ve endüstriyel faaliyetler) olmaktadır. Yerkabuğunda 

ortalama konsantrasyonu 0.1 mg/kg olan Cd‟nin çevrede en yüksek düzeyde sediment 

kayalarında biriktiği ve marin fosfat kayalarınında yaklaĢık 15 mg/kg Cd içerdiği 

bildirilmiĢtir [10]. Kadmiyum; madencilik, döküm, boya, pil, stabilizer üretiminde 

yaygın olarak kullanılan bir metaldir ve bu kullanımları sonucunda yaĢadığımız çevreye 

yayılmaktadır. Kadmiyumun deri yolu ile alınımı nadiren görülmekle birlikte insanların 

Cd maruziyeti en fazla sigara dumanının solunması, Cd içeren yiyecek ve su tüketimi ve 

Cd ile kirlenmiĢ alanlarda çalıĢma ile olmaktadır (ġekil 2.1.) [11, 12].  

Hem doğal hem de insan aktivitesi ile çevreye yayılan Cd besin olarak kullanılan 

yapraklı sebzeler, patates, tahıl, karaciğer, böbrek ve kabuklular ve yumuĢakçalarda iz 

düzeyde bulunabilmektedir [13]. Buna ilaveten karaciğer, mantar, midye, kabuklu deniz 

canlıları, kakao ve kurutulmuĢ deniz yosunu gibi kadmiyumca zengin gıdalar insan 

vücudundaki Cd miktarını önemli düzeyde arttırmaktadır. Vücuda giren Cd, 10 ile 30 

yıl arasında değiĢen ve oldukça yüksek olan yarılanma ömrü sebebi ile vücutta özellikle 

böbrek ve karaciğer dokularında biriktirilir. Kadmiyum primer toksisitesini böbrek 

dokusunda özellikle biriktiği yer olan proksimal tübüler hücrelerde gösterir ve böbrek 

yetmezliğine neden olabilir [14]. Bunun yanı sıra Cd direkt olarak kemik hasarı ile veya 

dolaylı olarak böbrek yetmezliğinin bir sonucu olarak kemik demineralizasyonuna 

neden olur. Uzun zaman veya yüksek konsantrasyonda maruziyet tübüler hasara, 
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glomerular filtrasyon oranının azalmasına ve böbrek iĢlevini yitirmesine, osteoporoza, 

anemiye, eozinofiliye, uykusuzluğa ve kronik rinite yol açar [15]. 

 

ġekil 2.1. Ġnsanların kadmiyuma maruziyet kaynakları [14] 

 

 

Uluslararası Kanser AraĢtırmaları Ajansı (The International Agency for 

Research on Cancer) Cd‟ye mesleki olarak maruz kalan insanlarda yapılan çalıĢmaları 

temel alarak bu ağır metali Grup 1 insan karsinojeni olarak sınıflandırmıĢtır [14]. Diğer 

çalıĢmalarda ise akciğer, endometrium, mesane, kan, prostat, pankreas, mide ve meme 

kanseri gibi kanserler ile iliĢkili olduğu bildirilmiĢtir [16, 17]. FAO/WHO Gıda katkı 

maddeleri uzman komitesi kadmiyumun geçici tolere edilebilir haftalık alımının 7 µg/kg 

vücut ağırlığı olduğunu bildirmiĢtir. 2003-2007 yılları arasında gıda maddelerinin Cd 

içerikleri ile ilgili olarak yapılan bir araĢtırmada özellikle kereviz, at eti, balık ve 

yumuĢakçalardan alınan örneklerin %20‟sine kadar bir rakamının maksimum sınırı 

aĢtığı rapor edilmiĢtir [14]. Yüksek düzeyde kirli alanlar ve Cd içeren gübrelerin 

kullanılmasının, zirai ürünlerde ve bunlardan elde edilen türevlerinde kadmiyum 

kirliliğini artırdığı bilinmektedir. 
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Avrupa Gıda Tüketimi Veritabanı (European Food Consumption Database: 

EFSA), beslenme ile alınan Cd‟nin en büyük bölümünün tahıl ve tahıl ürünleri, 

sebzeler, fındık ve baklagiller, niĢastalı kökler veya patates, et ve et ürünleri ile 

olduğunu bildirmiĢtir. Avrupa ülkelerinde besinlerle Cd alınımının haftalık ortalama 2.3 

µg/kg vücut ağırlığı (haftalık 1.9-3.0 μg/kg vücut ağırlığı arasında) olduğu, yüksek 

konsantrasyonda ise haftalık 3.0 μg/kg vücut ağırlığı (haftalık 2.5-3.9 μg/kg vücut 

ağırlığı arasında) olduğu tahmin edilmektedir. Kadmiyumca zengin bitkisel ürünleri 

yüksek düzeyde tüketen vejeteryanların bu yolla haftalık 3.0 μg/kg vücut ağırlığı Cd 

aldığı, ayrıca çift kabuklu yumuĢakçalar ve yabani mantarları düzenli olarak tüketen 

tüketicilerin sırası ile haftalık 4.6 ve 4.3 μg/kg vücut ağırlığı Cd aldığı bildirilmiĢtir 

[14]. Kadmiyumun ekosistemde canlı dokularında biriktirilerek besin zincirinin en 

altından en üst seviyesine ulaĢabilmesi ve insanlarda toksisite ve kalıcı hasarlara neden 

olabilmesi nedeni ile farklı ülkelerde konu ile ilgili çeĢitli otoriteler gıda maddelerinde 

izin verilen maksimum limitleri belirlemiĢlerdir. Bu limitler genellikle gıda 

maddelerinin yenilebilir kısımları için belirlenmekle birlikte kurutulmuĢ, seyreltilmiĢ, 

iĢlenmiĢ ve baĢka bileĢenlerle bir araya gelmiĢ gıda maddelerinde kontaminantların 

konsanstrasyonlarının değiĢebileceği de göz önünde bulundurulmaktadır. 

Ülkemizde de besin maddelerindeki maksimum izin verilen Cd limitleri “Gıda 

Maddelerindeki BulaĢanların Maksimum Limitleri Hakkında Tebliğ” ile 

sınırlandırılmıĢtır. Türk Gıda Kodeksinin 17.05.2008- 26879 tarih ve sayılı resmi 

gazetede yayınlanan tebliğinde gıda maddelerindeki maksimum izin verilen Cd limitleri 

Tablo 2.1. ‟de verilmiĢtir. Bu tabloya göre ülkemizde gıdalarda izin verilen Cd 

limitlerinin 0.05-1 mg/kg yaĢ ağırlık (ppm) arasında olduğu görülmektedir. 

 

 

 

 

 

 



6 

 

Tablo 2.1. Gıda Maddelerindeki BulaĢanların Maksimum Limitleri Hakkında Tebliğ‟e 

göre gıda maddelerinde izin verilen maksimum Cd limitleri 

 

 

Kadmiyum alım yolu ne olursa olsun organizmada etkin bir Ģekilde biriktirilir ve yaĢam 

boyu vücutta kalır. Doğumda göz ardı edilebilecek kadar düĢük olan Cd miktarının, 

yaĢam boyu sürekli olarak artarak birikim gösterdiği ve vücudun önemli 

fonksiyonlarına zarar verdiği özellikle de kemiği oluĢturan maddelerin çözünmesine ve 

Gıda Maddesi 
Maksimum limit  

(mg/kg yaĢ ağırlık) 

Sığır, koyun, domuz ve kanatlı eti (sakatatları hariç)  0.05 

At eti (sakatat hariç)  0.20 

Sığır, koyun, at, domuz ve kanatlı hayvanların karaciğeri  0.50 

Sığır, koyun, at, domuz ve kanatlı hayvanların böbreği  1.00 

Balık eti  0.05 

AĢağıdaki balık türlerinin etleri  

Hamsiler(Engraulis sp.),  

Torik (Sarda sarda),  

Karagöz (Diplodus vulgaris),  

Yılanbalığı (Anguilla anguilla),  

Kefal (Mugil labrosus labrosus),  

Ġstavrit (Trachurus sp.),  

Louvar veya luvar (Luvarus imperialis),  

Sardalya (Sardina pilchardus),  

Sardalya türleri (Sardinops sp.),  

Orkinos (Thunnus sp. ve Euthynnys sp., Katsuwonus 

pelamis),  

Dilbalığı (Dicologoglossa cuneata) 

 

 

 

 

 

0.10 

Kılıçbalığı (Xiphias gladius) eti  0.30 

Kabuklular (yengeç etinin kahverengi kısmı, istakoz ve 

benzeri büyük kabukluların (Nephropidae ve 

Palinuridae) baĢ ve göğüs etleri hariç)
 
 

0.50 

Çift kabuklu yumuĢakçalar  1.00 

Kafadan bacaklılar (iç organları hariç)  1.00 

Tahıllar (kepek, embriyo, buğday tanesi ve pirinç hariç) 0.10 

Kepek, embriyo, buğday tanesi ve pirinç 0.20 

Soya fasulyesi 0.20 

Sebzeler ve meyveler (yapraklı sebzeler, taze otlar, 

mantar, çam fıstığı, saplı sebzeler, köklü sebzeler ve 

patates hariç)  

0.05 

Lifli sebzeler, taze otlar, kereviz ve kültür mantarı  0.20 

Saplı sebzeler, kereviz hariç köklü sebzeler ve patates 

(patates için verilen limit soyulmuĢ patatese uygulanır)  
0.10 
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insan vücudunun eğilip bükülmesine neden olduğu bildirilmiĢtir (ġekil 2.2.). 

Japonya‟nın Toyama bölgesindeki madenciliğe bağlı Cd zehirlenmesiyle oluĢan Itai-itai 

hastalığı buna örnek olarak verilebilir [18]. 

 

 

 

ġekil 2.2. Kadmiyum maruziyetine bağlı olarak insan iskelet yapısındaki değiĢim  

1) normal insan iskeleti 2) kemikte bükülmelerin ilk evresi 3) son evre [19] 

 

 

2.1. Oksidatif Stres ve Reaktif Oksijen Türleri  

Oksidatif stres, reaktif oksijen türlerinin aĢırı üretimi sonucunda meydana gelen 

ve antioksidan sistem tarafından bu türlerin detoksifiye edilemeyerek hücre redoks 

dengesinin bozulduğu durum olarak tanımlanmaktadır [20, 21]. Reaktif oksijen türleri 

normal metabolizma sırasında mitokondriyal oksidatif fosforilasyonda üretilmekte olup 

antioksidan sistem tarafından uzaklaĢtırılmakla birlikte bu toksik türlerin miktarının 

ksenobiyotikler, metaller ve diğer dıĢsal kaynaklı maddelerden dolayı aĢırı miktarda 

artıĢı ile oksidan/antioksidan dengenin bozulması oksidatif strese neden olmaktadır. 

Reaktif oksijen türleri süperoksit anyon (O2
–
), tekil oksijen (

1
O2) hidrojen peroksit 

(H2O2), hidroksil radikali (OH
.
), nitrik oksit, peroksinitrit, alkoksi ve lipit peroksil 

radikalleridir. Tablo 2.2. ‟de en yaygın hücre içi reaktif oksijen türleri, hücresel üretim 

kaynakları ve bu moleküllerin süpürüldüğü antioksidan enzimler verilmiĢtir [22].  
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Tablo 2.2. BaĢlıca reaktif oksijen molekülleri ve metabolizmaları [22] 

ROS Molekülü Ana Kaynakları Enzimatik savunma 

sistemleri 

Ürünler 

Süperoksit (O2
.-
) Elektron taĢıma 

zincirindeki fazla 

elektronlar 

Süperoksit dismutaz 

(SOD) 

H2O2 + O2 

  Süperoksit redüktaz 

(bazı bakterilerde) 

H2O2 

 Aktif fagositler   

 Ksantin Oksidaz   

 Flavoenzimler   

Hidrojen peroksit 

(H2O2) 

Süperoksit dismutaz 

(SOD) yoluyla O2
.-
 

ler ile 

Glutatyon peroksidaz H2O + GSSG 

  Katalaz H2O + O2 

 NADPH-oksidaz 

(nötrofiller) 

Peroksi redoksinler 

(Prx) 

H2O 

 Glikoz Oksidaz   

 Ksantin Oksidaz   

Hidroksil radikali 

(
.
OH) 

GeçiĢ metallerinin 

O2
•−

 ve H2O2 

aracılığıyla 

  

Nitrik oksit (NO) Nitrik oksit 

sentezleri 

Glutatyon/TrxR GSNO 

 

 

2.1.1. Serbest Radikaller 

Serbest radikaller dıĢ orbitallerinde tek sayıda elektron yani eĢlenmemiĢ elektron 

taĢıyan molekül veya atomlardır (ġekil 2.3.) [23]. Pozitif, negatif ve nötr yüklü olabilen 

serbest radikallerin yarılanma ömürleri oldukça kısa ve reaktiviteleri yüksektir [24]. Bu 

nedenle çevrelerindeki diğer moleküllerden elektron alma veya onlara elektron verme 

eğilimindedirler [25, 26]. Bu moleküllerin aktivitesi ortamda zincirleme reaksiyonları 

baĢlatır ve toksik etkilerini bu Ģekilde gösterirler [27, 28].  
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ġekil 2.3. Serbest radikal reaksiyonunun Ģematik gösterimi [27, 28] 

 

 

2.1.1.1. Tekil Oksijen  

Oksijenin dıĢ orbitalindeki paylaĢılmamıĢ elektronların spinlerini değiĢtirmesi ile 

tekil (singlet) oksijen (
1
O2) meydana gelir (ġekil 2.4.). UyarılmıĢ elektronlar aynı veya 

farklı orbitallerde bulunabilir. Delta (
1
O2) formunda elektronlar aynı orbitalde fakat 

spinleri birbirine zıt durumda iken, sigma (
1
O2) formunda ise yine spinleri birbirine zıt 

olan elektronlar farklı orbitallerde yerleĢmiĢtir. Tekil oksijen biyolojik sistemlerde 

fotoeksitasyondan kaynaklanan ıĢık reaksiyonları ve kimyasal eksitasyondan 

kaynaklanan karanlık reaksiyonları olmak üzere iki farklı yolla üretilir [29].  
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ġekil 2.4. Tekil oksijen oluĢumu [30] 

 

 

Tekil oksijen farklı moleküllerle etkileĢime girer ve bu etkileĢim ile sahip olduğu 

enerjiyi transfer edebilir. Tekil oksijen bağları karbon-karbon çift bağları ile tepkimeye 

girer. Ayrıca doymamıĢ yağ asitleri ile de tepkimeye girip peroksi radikalini 

oluĢturmaktadır. 

 

2.1.1.2. Süperoksit Anyon 

Moleküler oksijene (O2) bir elektron eklenmesi ile oluĢan süperoksit anyonu  

(O2
-
) lipit membranlardan içeri difüze olamadığından dolayı üretildiği bölümde 

kalmaktadır (ġekil 2.5.) [31-34].  

O2 + e- → O2
.-.

 

Bu radikal aĢağıda verilmiĢ olan farklı mekanizmalar esnasında üretilebilmektedir. Bu 

mekanizmalar;  

1- Enzimlerin etkileriyle süperoksit radikali oluĢmaktadır. 

2- Mitokondrinin enerji metabolizmasında oksijen kullanılır. Burada tüketilen 

oksijenin bir kısmından süperoksit yapılır. Nikotinamid adenin dinükleotid 

dehidrogenaz (NADH) ve koenzim Q gibi elektron taĢıyıcılarından oksijene elektron 

gider [35, 36]. 
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3- Biyomoleküller tek elektron verip kendileri oksitlenirler. Bu esnada süperoksit 

radikali de oluĢmaktadır. Flavinler, ferrodoksinler, hidrokinonlar, katekolaminler 

süperoksit oluĢumunda etkilidirler [37, 38]. 

4- Aktif olan bazı fagositik lökositler süperoksit üretirler [39, 40]. 

 

2.1.1.3. Hidrojen Peroksit (H2O2) 

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmamasına karĢın biyolojik 

membranlardan nüfuz edebilme özelliğinden dolayı son derece önemlidir. Bu molekül 

HOCl (hipokloroz asit) gibi daha reaktif oksijen türlerinin üretimine aracılık ederek 

radikal meydana getirici bir rol oynamaktadır [41]. 

 

 

 

Hücre içinde hidrojen peroksit farklı mekanizmalarla meydana gelebilmektedir. 

Bunlardan ilki oksijenin iki elektronla redüklenmesi ile H2O2 oluĢumudur [42]. Bu 

reaksiyon dismutasyon reaksiyonu olarakta bilinir, çünkü radikal olmayan ürünler 

oluĢur. Bu durum spontan olarak gerçekleĢebilir.  

O2+ 2e
-
 + 2H

+
 → H2O2 

Hidrojen peroksit bazen süperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafından 

katalizlenerekte oluĢabilir [43,44]. Hücre içerisinde meydana gelen H2O2 katalazlar, 

glutatyon peroksidazlar ve peroksiredoksinler olmak üzere üç enzim grubu tarafından 

uzaklaĢtırılmaktadır [45, 46].  

Hidrojen peroksit Fe
+2

 veya diğer geçiĢ metalleri olduğunda Fenton 

reaksiyonuyla, süperoksit radikalinin (O2
.-
) varlığında ise Haber-Weiss reaksiyonu 

sonucunda hidroksil radikalini (OH
-
) oluĢturur [47, 48].  
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ġekil 2.5. Moleküler oksijenden (O2) reaktif oksijen türlerinin oluĢumu ve Haber-Weiss 

ve Fenton reaksiyonu [49] 

 

 

2.1.1.4. Hidroksil Radikal (
•
OH) 

Hidroksil radikaller biyomoleküller için güçlü reaktivite gösterdiklerinden dolayı 

biyolojik sistemler için diğer reaktif oksijen türlerinden daha zararlıdırlar [50, 51]. Bu 

radikal hidrojen peroksitten farklı proteinler veya diğer moleküller ile bağlı bulunan 

demir ve bakır iyonları tarafından katalizlenen ve Fenton reaksiyonu olarak adlandırılan 

bir reaksiyon ile meydana gelir.  

 

Süperoksit ise yukarıdaki reaksiyondan metal iyonlarının geri dönüĢümü için 

önemli rol oynamaktadır.  

 

Yukarıdaki iki reaksiyonun toplamı Haber-Weiss reaksiyonu olarak 

tanımlanmaktadır. Bu reaksiyona göre geçiĢ metalleri hidroksil radikallerinin 

oluĢumunda önemli rol oynamaktadır [51, 52].  
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Yüksek reaktif özelliklerinden dolayı reaktif oksijen türleri potansiyel olarak 

toksik, mutajenik veya karsinojenik etki gösterebilirler. Bu moleküllerin hedefleri olan 

önemli biyomoleküller DNA, lipit ve proteinlerdir [22].  

Reaktif oksijen türleri DNA‟nın kimyasal modifikasyonuna yol açarak 

mutajenik etki gösterebilirler. DNA‟nın bu moleküller ile (özellikle hidroksil anyon) 

reaksiyonu sonucunda DNA-protein çapraz bağlanması, pürinlerin oksidasyonu, çift ve 

tek zincir kırıkları gibi hasarlar meydana gelmektedir. Bu hasarların meydana 

gelmesinden sonra eğer DNA onarım sistemleri hasarsız bir DNA meydana getiremez 

ve replikasyon bu hatalarla devam ederse mutasyon meydana gelmektedir. 

AraĢtırmacılar bu mekanizmanın oksidatif strese maruz kalan bireylerde yüksek kanser 

prevalansını açıkladığını bildirmiĢlerdir [46, 53]. Reaktif oksijen türlerinin DNA‟ya 

hasar vermesi sonucunda meydana gelen olaylardan biri de programlanmıĢ hücre 

ölümüdür. Yine reaktif oksijen türlerinin hücresel veya tüm organizma düzeyinde 

yaĢlanmaya neden oluĢunun mitokondriyal DNA hasarından dolayı olduğu bildirilmiĢtir 

[54-57].  

Lipitler hücrelerin yapı ve fonksiyonları açısından hayati önem taĢıyan hücre 

zarlarının esasi bileĢenleridir. Bu moleküller serbest oksijen radikalleri gibi reaktif 

oksijen türlerinin primer hedefleridir. Reaktif oksijen türleri sahip oldukları çift 

bağlarından dolayı poli-doymamıĢ yağ asitlerini hedefleyerek yağ asitlerinin oksidatif 

yıkımına ve lipit peroksidasyonuna neden olurlar [58, 59]. Lipit peroksidasyonu sonucu 

malondialdehit gibi sitotoksik yan ürünler ortaya çıkar ve bu maddeler de diğer hücre 

bileĢenlerine zarar verirler.  

Reaktif oksijen türleri proteinler ile etkileĢime girerek modifiye olmuĢ, daha az 

aktif, fonksiyonunu yitirmiĢ ve denatüre proteinlerin meydana gelmesine sebep olurlar 

[57, 60]. Sülfür ve selenyum içeren aminoasitler hasarlara karĢı daha duyarlıdır ve 

antioksidan sistem proteinlerin korunmasında görev yapar.  

 

2.2. Antioksidan Sistem 

Hücre içerisinde antioksidan sistem tarafından uzaklaĢtırılamayan aĢırı reaktif 

oksijen türlerinin birikimi yaĢamsal öneme sahip moleküller olan lipit, protein ve 

DNA‟ya zarar verir [61]. Bununla birlikte son yirmi yılda, reaktif oksijen türlerinin 

biyolojik ve fizyolojik süreçlerin düzenlenmesinde sinyal moleküller olarak görev 
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yaptıkları bildirilmiĢtir [62]. AraĢtırmacılar bu durumun evrimin erken dönemlerine 

reaktif oksijen türlerinin sinyal iletim mekanizması olarak seçildiğini ve canlıların 

oksidatif çevreye ve besin değiĢikliklerine karĢı adaptasyonunda önemli olduğunu 

bildirmiĢlerdir [63]. Hücreler reaktif oksijen türlerinin toksik etkilerini antioksidan 

mekanizmaları yolu ile yok ederler [64]. Birçok antioksidan savunma mekanizması 

reaktif oksijen türlerinin oluĢumunu ve oluĢturdukları hasarı önlemede görevlidir. Bu 

mekanizmalara "antioksidan savunma sistemleri" ya da "antioksidanlar" denir (Tablo 

2.3.) [65]. 

Hücrelerde bulunan antioksidan moleküllerin etkilerinin dört farklı Ģekilde 

gruplanabileceği bildirilmiĢtir [66-68]. Bu etkiler aĢağıda verilmiĢtir:  

1. Temizleme: Enzimlerle oksidanlar zayıf bir moleküle çevrilir. Örneğin; antioksidan 

enzimler ve küçük moleküller. 

2. Baskılama: Bu etki Ģeklinde; oksidanlara bir hidrojen aktarılarak etkisiz hale 

getirilir. Örneğin; vitaminler ve flavonoidler. 

3. Onarma: Hedef olan moleküllerin hasardan sonra tamir edilmesi ya da temizlenmesi. 

4. Zincir koparma: Metal iyonları bağlanır ve radikal oluĢum reaksiyonları engellenir. 

Örneğin; Seruloplazmin, hemoglobin. 

Antioksidan savunma sistemi enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar 

olmak üzere iki grupta incelenmektedir.  
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Tablo 2.3. Antioksidan moleküller [26] 

 

 

 

 

 

 

 

Antioksidan 

Enzimler/ 

Proteinler 

Enzimler;  

 

 

 

 

 

 

Küçük 

Moleküller 

Yağda çözünen 

bileĢikler; 

Glutatyon peroksidaz 

Glutatyon S- transferaz 

Katalaz 

Mitokondrial sitokrom 

oksidaz 

Süperoksit Dismutaz 

(SOD) 

α- tokoferol (Vitamin 

E) 

β-karoten 

Bilirubin 

Flavonoidler 

Ubikinol 

Metal bağlayıcı 

proteinler; 

Suda çözünen 

bileĢikler; 

Albumin 

Ferritin 

Hemopeksin/Haptoglobulin 

Serüloplazmin 

Transferin 

Askorbik asit 

(Vitamin C) 

Glutatyon 

Sistein 

Ürik asit 

 

 

2.2.1. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar: 

2.2.1.1. Glutatyon (GSH): Karaciğerde sistein, glutamat ve glisin aminoasitlerinden 

sentezlenir. Glutatyon serbest radikaller ve peroksitlerle tepkimeye girer ve bu sayede 

oksidatif stresi önler. Ayrıca proteinlerde bulunan sülfidril (–SH) gruplarını redükte 

halde tutar. Buradaki amaç oksidasyondan korumaktır [69]. Glutatyon düzeyleri 

oksidatif stresin belirlenmesinde kullanılan önemli bir parametredir. Oksidatif stres 

durumunda redükte glutatyon (GSH)/okside glutatyon (GSSG) oranında bir azalma 

olmaktadır.  

2.2.1.2. Melatonin: Pineal bezden ve triptofandan sentezlenen bir hormondur. Lipofilik 

özelliği vardır. Bu sayede membranları kolayca geçebilir. Organizmada oluĢan tahrip 

edici rolü olan hidroksil radikallerini temizlemede de görevlidir [70-72]. 

2.2.1.3. E Vitamini: E vitamininin dört farklı tokoferol olan α, β, γ, δ formu vardır. En 

yaygın bulunup en aktif olanı d-α-tokoferoldür. E vitamin formları suda çözünmezler 

fakat yağda çözünürler [73]. 

2.2.1.4. C Vitamini: Hücre zarında bulunup zarı geçebilir. Suda çözünebilmektedir. 

Demir absorbsiyonunda, kollojen sentezinde görevlidir. Süperoksit, tokoferoller, 

peroksidler gibi reaktif oksijen türlerini indirgemektedir. 

2.2.1.5. Albümin: GeçiĢ metallerini bağlama görevi vardır. Ayrıca hipoklorit (HOCl) 

ve lipit hidroperoksit (LOOH) toplayıcısıdır [74]. 
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2.2.2. Enzimatik Antioksidanlar 

Hücrelerdeki enzimatik antioksidan sistem süperoksit dismutaz (SOD), katalaz 

(KAT) glutatyon sentaz (GS), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), askorbat peroksidaz, 

guaiakol peroksidaz gibi birçok molekülden oluĢmaktadır [75]. Bu enzimlerin oksidatif 

stresin sebep olduğu hasarın engellenmesinde önemli rolleri vardır.  

 

2.2.2.1. Süperoksit Dismutaz (SOD)  

Hücre içinde meydana gelen süperoksit anyon radikalleri SOD enzimi ile 

detoksifiye edilir. Bu enzim keĢfedilen ilk reaktif oksijen türü metabolize eden enzimdir 

[76]. Fizyolojik Ģartlarda süperoksit radikali oldukça fazla oluĢur. SOD enzimi; 

süperoksit radikalinin hücre içi konsatrasyonunu düĢük seviyelerde olacak Ģekilde tutar. 

Bu sayede süperoksit seviyelerinin kontrolünü sağlar ve hücrelerin süperoksit 

radikallerinin etkilerinden korunmasında rolü vardır [77, 78]. 

 

 

Ökaryotik hücrelerde süperoksit anyonu (O2
-
) iki adet metal içeren SOD izozimi 

tarafından hidrojen peroksite (H2O2) metabolize edilir. Bu izozimler mitokondride 

bulunan 80 kDaltonluk tetramerik Mangan-SOD (Mn-SOD) ve sitosolik 32 kDaltonluk 

dimerik Cu/Zn-SOD‟dur. Mn-SOD yapısı homotetramerdir. Alt ünitelerinin her birinde 

bir Mn iyonu bulunur. Hücresel Mn-SOD içeriği beyin, kalp, böbrek, karaciğer gibi 

yüksek metabolik aktivitesi olan dokularda fazladır [79, 80]. Cu/Zn-SOD‟un iki protein 

alt ünitesi ve bu her alt ünitede Cu ve Zn atomları yer alır. Memelilerde en çok 

bulunduğu organlar böbrek, karaciğer, merkezi sinir sistemi ve eritrosittir. SOD 

tarafından katalizlenen reaksiyonda 2 süperoksit molekülü hidrojen peroksit ve 

moleküler oksijene dönüĢür. Bu da SOD enziminin hücresel hidrojen peroksit 

kaynaklarından biri olduğunu göstermektedir [22].  

 

2.2.2.2. Katalaz (KAT) 

Glikoprotein yapıda bir hemoprotein olan katalaz enzimi ferriprotoporfirin grubu 

içeren dört alt üniteden meydana gelmiĢtir. KAT enzimi; prostetik grubunda Fe
+3
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bulunan protoporfirin IX içermektedir. Memeli hücrelerinde en fazla peroksizomlarda 

bulunan ve hidrojen peroksiti su ve moleküler oksijene katalizleyen enzimdir [81]. 

 

 

KAT enzim aktivitesi ortamda H2O2‟nin artması ile birlikte artar. Ortamdaki 

H2O2 konsantrasyonu düĢük olduğunda ise; H2O2‟yi substrat olarak kullanan diğer 

antioksidan enzimler devreye girerler [82, 83]. Bu enzimler H2O2‟nin ortamdan 

uzaklaĢtırılmasını sağlarlar [84]. Katalaz ve GSH-Px enzimlerinin benzer etkileri vardır. 

Ancak hücredeki bulunma ve etki yerleri farklıdır. 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 tarafından indirgenme tepkimesinin 

katalizlenmesini sağlar [87]. GSH-Px‟in yapısında selenyum metali olduğundan 

metalloenzim grubunda değerlendirilmektedir. Redükte glutatyon (GSH) in vitro 

ortamda okside glutatyona (GSSG) dönüĢtürülmektedir [88]. Tepkime esnasında GSH, 

GSSG haline dönüĢür, glutatyon peroksidaz enzimi ise H2O2‟yi suya indirger. Glutatyon 

redüktaz (GR) enziminin katalizlediği tepkimeyle GSSG NADPH harcanarak tekrar 

redükte hale gelir [89-91]. ġekil 2.6.‟da tepkime Ģematize edilmiĢtir. Eğer ortamdaki 

H2O2 konsantrasyonu düĢükse glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaza göre daha 

etkilidir [88]. 

 

 

 
ġekil 2.6. Glutatyon redüktaz (GR) enziminin katalizlediği tepkimeyle GSSG NADPH 

oluĢumu 



18 

 

Glutatyon Peroksidaz enzimi selenyum bağlı ve selenyum bağlı olmayan Ģekilde 

ikiye ayrılır. Selenyum bağlı olan Glutatyon Peroksidazda hidrojen peroksit 

bulunmaktadır. Ayrıca buna ek olarak diğer organik peroksitlerin de indirgenmesini 

sağlayan beĢ yapı bulunmaktadır. Selenyum bağımsız Glutatyon Peroksidaz yalnızca 

organik hidroperoksitleri redüklemektedir [91]. 

 

2.2.2.4. Glutatyon Redüktaz (GSH-Rd)  

Glutatyon redüktaz enzimi, GSH-Px vasıtasıyla hidroperoksitlerin 

indirgenmesiyle oluĢan okside glutatyonun tekrar redükte glutatyona dönüĢümünü 

sağlar. Bakteri, bitki ve hayvanlarda glutatyon redüktaz bulunur. Glutatyon redüktaz 

enzimi NADPH ile glutatyonun rejenerasyonu için askorbat-glutatyon döngüsü için 

önemlidir [92]. NADPH varken okside glutatyonu redükte glutatyona dönüĢtürür (ġekil 

2.7.). Bu sayede antioksidan etki gösterir [93]. 

 
 

 
ġekil 2.7. Glutatyon redüktaz aktivitesinin etki mekanizması [94] 
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Glutatyon redüktaz iki protein alt ünitesinden oluĢur. Bunların her biri aktif 

merkezinde Flavin Adenin Dinükleotit (FAD) içerir. Enzimin katalizlediği reaksiyonda 

FAD, NADPH tarafından indirgenmektedir. Buradan gelen elektronlarda enzimin aktif 

merkezinde olan GSSG‟nin iki sistein rezidüsü arasında bulunan disülfid bağına 

taĢınmaktadır. Bu Ģekilde iki -SH grubu oluĢmaktadır ve GSSG iki GSH‟a indirgenir 

[22, 95]. 

 

2.2.2.5. Glutatyon S-Transferaz (GST)  

Glutatyon S-transferazlar, iki alt birimden oluĢurlar. Lipit hidroperoksitlere karĢı 

olan GST‟ler Selenyum Bağımsız Glutatyon Peroksidaz aktivitesi göstermektedir: 

 

ROOH + 2GSH                             GSSG + ROH+ H2O 
 

Glutatyon S-transferazlar, lipit peroksitlerine karĢı selenyum-bağımsız GSH-Px 

aktivitesi gösterirler. Bu Ģekilde bir antioksidan savunma mekanizması 

oluĢturmaktadırlar. Glutatyon S-transferazların çeĢitli bileĢikleri metabolize etme 

yetenekleri bulunur. Bunlar; çevre kirleticilerinden ilaçlara, karsinojenlerden pestisitlere 

kadar birçok grubu içine alabilmektedir. Glutatyon S-transferazlar lipit peroksitlerinin 

bozunma ürünleriyle birlikte GSH arasındaki olan konjugasyonda da antioksidan olarak 

görev yapmaktadırlar. 

Balıklarda, organik hidroperoksitlerin detoksifikasyonları için GST‟ler GSH-

Px‟ten çok daha önemli ve gereklidir [96]. GST‟ler; yalnızca organik hidroperoksitleri 

indirgerler. Ayrıca GST‟ler selenyuma bağımlı olmadan çalıĢırlar [91, 97]. Selenyum 

eksikliği olduğunda GST devreye girer. Böylece kayıp selenyuma bağımlı olarak GPx 

aktivitesinin boĢluğunu doldurur. Eğer selenyum varsa enzimin görevi baskılanır [98]. 

Glutatyon S-transferazlar; hayvanlar, bitkiler, omurgalılar, omurgasızlar ve bakterilerde 

bulunmaktadır. 

 

2.2.2.6. Glutatyon Sentaz  

Glutatyon (GSH) sentaz glutatyonun -glutamil sistein (-Glu-Cys) ve glisinden 

ATP-bağımlı sentezini katalizleyen enzimdir. Glutatyonun amino asit taĢınması, protein 

ve nükleik asit sentezi, enzim aktivitesinin modülasyonu, ksenobiyotik, karsinojen ve 

reaktif oksijen türlerinin metabolize edilmesi, redoks reaksiyonları, nörotransmisyon ve 

  GST 
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nöromodülasyon gibi birçok önemli hücresel olayda önemli görevleri olduğu 

bilinmektedir [99-104]. Organizmalar için oldukça önemli rolleri olan glutatyonun 

sentezinden sorumlu glutatyon sentaz enzimi canlıların oksidatif stresin zararlı 

etkilerinden korunmasında büyük önem taĢımaktadır.  

 

2.3. Kadmiyumun Oksidatif Stres ve Genotoksisite Ġle ĠliĢkisi 

Hücre içinde biriken Cd‟nin esasi elementler için kullanılan hücresel transport 

sistemlerini kullandığı ve geçiĢ metallerinin deregülasyonuna neden olduğu 

bildirilmiĢtir. Bu durum Cd alınımının Ca, Fe ve Zn ile rekabete girerek bu metallerin 

taĢınım sistemlerini kullandığını göstermektedir. Cd hücre içerisindeki redoks dengesini 

bozar ve bu durum Cd ile ilgili patolojik sonuçlara neden olur. Non-fenton metal olarak 

Cd direkt olarak reaktif oksijen türlerinin üretimini indüklemez. Bununla birlikte redoks 

aktif metallerle yer değiĢtirerek redoks süpürücülerini azaltma, antioksidan enzimleri ve 

mitokondriyal hasara yol açan elektron taĢınım sistemini inhibe etme Ģeklinde dolaylı 

etkilere neden olur [15]. Bazı çalıĢmalarda Cd‟nin redoks aktif bir metal olan Fe ile yer 

değiĢtirdiği, böylece hücre içerisinde serbest Fe miktarının artmasına neden olarak 

oksidatif stresi indüklediği bildirilmiĢtir [149]. Fe daha sonra Fenton reaksiyonu ile son 

derece zararlı hidroksil radikallerinin üretimine neden olur. Kadmiyum hücre içerisinde 

önemli bir reaktif oksijen türü uzaklaĢtırıcı antioksidan olan GSH‟ı hedefleyerek de 

oksidatif strese neden olmaktadır. Glutatyon miktarında meydana gelen azalma Cd‟nin 

toksik etkilerinin etkili bir Ģekilde bertaraf edilememesi ve oksidatif strese neden olan 

hücresel redoks dengesizliği ile sonuçlanır. Antioksidan metabolit GSH haricinde, Cd 

toksisitesi antioksidan enzim aktiviteleri ve ekspresyonlarını da etkilemektedir. SOD 

enziminin aktivitesinin uygulama süresine bağlı olarak Cd tarafından direkt olarak 

etkilendiği bildirilmiĢtir [149]. Yine katalaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon redüktaz 

enzimlerinin aktivitelerinde Cd toksisitesine bağlı olarak artıĢ ve azalıĢların meydana 

geldiği görülmüĢtür. Kadmiyum hücre içerisinde sadece antioksidan sistemi değil aynı 

zamanda mitokondriyal elektron taĢınımını da hedef almaktadır [15].  

Kadmiyum tarafından indüklenen oksidatif stres DNA‟da tek zincir kırıkları, 

kromozomal aberasyonlar, kardeĢ kromatit değiĢimleri, DNA-protein bağlanma hataları 

ve mutajenik lezyonların meydana gelmesine neden olur. Günümüze kadar yapılan 

çalıĢmalarda Cd‟nin genotoksik etkilerinin reaktif oksijen türlerinin üretilmesi ile 
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dolaylı olarak gerçekleĢtiği bildirilmiĢtir. DNA hasarına ilaveten reaktif oksijen 

türlerinin Cd tarafından indüklenen genomik kalıp kararsızlığı ve karsinojenez ile ilgili 

olduğu da gösterilmiĢtir [159]. Moleküler biyolojide son yıllarda meydana gelen hızlı 

ilerlemeler bazı toksik maddelerin genotoksisitelerinin belirlenmesinde seçici ve duyarlı 

analizlerin geliĢtirilmesine olanak tanımıĢtır. RAPD (Rastgele ArttırılmıĢ Polimorfik 

DNA, Randomly Amplified Polymorphic DNA) tekniği günümüzde genotoksisite 

belirlenmesinde yaygın olarak kullanılan yöntemlerden biridir [106]. Bu yöntem elde 

edilen genomik DNA‟lar üzerinde rastgele seçilmiĢ olan 9-10 baz çifti uzunluğunda 

primerler kullanılarak PCR ile çoğaltılması esasına dayanır. Primerler rastgele bölgelere 

bağlanırlar ve elde edilen PCR ürünü agaroz jelde koĢturularak meydana gelen DNA 

bantları incelenir. Toksik madde uygulamalarında meydana gelen bantlar kontrol 

uygulaması ile karĢılaĢtırılır ve değiĢiklikler belirlenir. Günümüze kadar yapılan 

çalıĢmalarda toksik maddelerin DNA üzerindeki etkilerinin belirlenmesinde RAPD 

yöntemi sıklıkla kullanılmaktadır. Bunun yanı sıra RAPD tekniği az miktarda DNA 

gerektirmesi, kullanılan organizmanın genomu hakkında çok fazla bilgi gerektirmemesi 

ve popülasyon içi polimorfizmlerin belirlenmesinde de kullanılması nedeni ile oldukça 

kullanıĢlı bir yöntemdir.  

Yapılan bu çalıĢma ile üç jenerasyon boyunca gıdalarda izin verilen limitlerde 

kadmiyuma maruz kalan bireylerde kadmiyum birikimleri, RAPD-DNA 

polimorfizmleri, antioksidan enzim genlerinin ifadeleri ve mitokondriyal NADH 

dehidrojenaz 2 bölgesinin sekansı belirlenmiĢtir. ÇalıĢma insan genleri ile yüksek 

homolojiye sahip olan D. melanogaster ile yapılarak jenerasyonlar boyu Cd 

maruziyetinin her bir jenerasyonda ve jenerasyonlar arası etkileri belirlenmeye 

çalıĢılmıĢtır. Tez çalıĢması kapsamında elde edilen verilerin insanların bu metallere 

maruziyeti hakkında fikir verebileceği ve daha sonraki araĢtırmalar için ıĢık tutacağı 

kanaatindeyiz.  
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BÖLÜM 3 

 

 

MATERYAL VE METOD 

 
 

3.1. Drosophila melanogaster’in Taksonomisi 

Drosophila melonagaster; 1830 yılında Johann Wilhem Meigen tarafından 

tanımlanmıĢtır. Diptera takımından Drosophilidae familyasının bir üyesi olan 

Drosophila melonagaster’in latincede karĢılığı “nem seven” anlamına gelmektedir.  

Meyve sineği ya da sirke sineği olarak da adlandırılır [107].  

 

Taksonomi 

Alem: Animalia 

ġube: Arthropoda (Eklembacaklılar) 

Eklembacaklılar olarak bilinen bu Ģubedeki üyelerin vücutlarında; ilkel bir baĢ 

(acron), değiĢik sayıda segmentlerden oluĢan bir gövde ve kuyruk (pijidyum) vardır. 

Vücuttaki her segment bir çift üye taĢımaktadır. Bu Ģubedeki üyeler birbirlerine 

bağlanan parçalardan meydana gelmiĢtir bundan dolayı bunlara eklembacaklı 

denilmiĢtir. Kitinli bir dıĢ iskeletleri vardır. 

AltĢube: Mandibulata – Antennata 

Bu alt Ģubedeki canlılarda baĢlarının üçüncü segmenti vardır. Bu da besinleri 

çiğnemek için iĢe yarar.  

Sınıf: Ġnsecta – Hexapoda 

Hexapoda - Insecta (Altı bacaklılar - Böcekler)  

Bu grup çok zengindir. Altı bacaklı eklembacaklılardandır. Vücutları; baĢ 

(cephalon), göğüs (thoraks) ve karın (abdomen) olarak üç bölümden oluĢmaktadır. BaĢ 

kısmında bir çift birleĢik gözleri vardır. Hareket yeteneğinde bir çift antenleri vardır. 

Göğüs segmentlerinin de her birinde bir çift bacak bulunur. 

Alt sınıf: Pterygota 

Pterygota (Kanatlı böcekler)  
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Bu sınıf kanatlı böcekleri içerir. 

Üst takım: Mecopteroidae 

Takım: Diptera 

Diptera (Ġkikanatlılar) 

Bu takımın göğüs kısmından bir çift kanat çıkmaktadır. Bu takımdaki böceklerin 

arka kanatları halter isminde tokmak Ģeklinde bir denge organına dönüĢür. Bu Ģekilde 

diğer böceklerden ayrılmaktadır. 

Alt takım: Brachycera 

Brachycera (Kısa antenliler) 

Farklı büyüklüklere sahip 3 segmentte antenleri vardır. Bunlarda en büyük 

segment üçüncü segmenttir. Üçüncü segmentte arista isminde kıl Ģeklinde bir çıkıntı 

vardır. Ergin bireyleri karada yaĢamaktadır.  

Aile: Drosophilidae  

Drosophilidae (Sirke sinekleri – Meyve sinekleri)  

Boyları 3-4 mm‟dir. Bu sinekler genelde çürümekte olan meyve ve bitkilerin 

çevresinde geliĢmektedirler. 

Cins: Drosophila 

Tür: Drosophila melanogaster [108, 109] 

 

3.1.1. Drosophila melanogaster’ in Hayat Döngüsü 

Laboratuvarda Drosophila melonagaster 25±1
o
C‟de ve %60 bağıl nem 

Ģartlarında üretilmektedir. Bu Ģartlarda birinci evre larva, döllenen bir D. melonagaster 

yumurtasından 22-24 saat sonra oluĢur. Birinci evre larvadan sonra hayat döngüsü 

ikinci evre larva, üçüncü evre larva, prepupa, pupa ve dokuzuncu günün sonunda ergin 

birey oluĢacak Ģekilde devam etmektedir. Çevresel faktörler bu sürede değiĢiklik 

olmasına sebep olabilir. Bu faktörler; sıcaklık, beslenme, nem, ıĢık, kontaminasyon, 

radyasyon olabilmektedir [110]. Yüksek sıcaklığa maruz kalan erkek bireylerde fertilite 

gözlenebilir. Ayrıca yüksek sıcaklık; bakteri ve mantar oluĢumuna da neden 

olabilmektedir. DüĢük sıcaklığın etkisi ise yaĢam döngüsünü uzatmaktadır [111]. Hayat 

döngüsü 28
o
C‟de 7 günde tamamlanır, sıcaklık 31

o
C‟de olduğunda ise erkek bireylerde 

kısırlık görülebilir, hatta ölüm bile gerçekleĢebilir [112]. Tam baĢkalaĢım (holometabol)  
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geçiren D. melanogaster yumurta, larva ve pupa dönemlerini yaklaĢık 10 günde 

tamamlamaktadır (ġekil 3.1.).  

 

 

 

ġekil 3.1. D. melanogaster‟ in hayat döngüsü [113] 

 

 

Meyve sineği ya da sirke sineği olarak da adlandırılan D. melanogaster yüz 

yıldan daha uzun süredir model organizma olarak kullanılmaktadır. Ġlk olarak Thomas 

Hunt Morgan tarafından 1901 yılında ilk kez Mendel tarafından önerilen genlerin 

kromozomlarda bulunduğu teorisinin kanıtlanmasında kullanılmıĢtır [114]. Morgan 

kromozomların kalıtımdaki rolünü keĢfi ile 1933 yılında Fizyoloji ve Tıp alanında 

Nobel ödülü kazanmıĢtır. Herman Müller ise 1946 yılında X ıĢınlarının Drosophila‟da 

mutasyona neden olduğunu kanıtladığı çalıĢması ile yine Fizyoloji ve Tıp alanında 
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Nobel ödülü kazanmıĢtır. 1910 yılından 1960‟lara kadar Drosophila üzerine de yapılan 

genetik çalıĢmalar biyolojik sistemlerde yeni keĢiflere neden olmuĢtur. Son yıllarda 

toksikoloji çalıĢmalarında baĢarılı bir model organizma olarak kullanılan Drosophila; 

kolay ve ucuz kültür oluĢturma ve devam ettirme koĢulları, çok sayıda döl vermesi ve 

kısa sürede ergin bireyler elde edilebilmesi ayrıca basit genetik yapısı, sadece dört çift 

kromozom içermesi ve tüm genom dizisinin bilinmesi nedeni ile uzun yıllardır model 

organizma olarak kullanılmaktadır. Büyük bir çoğunluğu (%95) üç kromozomunda 

bulunan yaklaĢık 13.600 gen tanımlanmıĢtır. Bu genlerden %77‟sinin insan hastalık 

genleri ile eĢleĢtiği ve daha da ötesi gen ifadesinin düzenlenmesi ve metabolizma ile 

ilgili proteinlerin insandakiler ile yakın benzerlik gösterdiği saptanmıĢtır [115]. 

 

3.1.2. Denemede Kullanılan D. melanogaster Kültürünün YetiĢtirilmesi 

Tez çalıĢmasında kullanılan D. melanogaster bireyleri Trakya Üniversitesi Tıp 

Fakültesi Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalı‟nda bulunan laboratuvarda yetiĢtirilmiĢtir. Bu 

bireyler tüm stok çalıĢmaları ve tez çalıĢmaları süresince kontrollü koĢullar altında 

26±1

C sıcaklık ve %60±10 oransal nem içeren inkübatörde karanlık ortamda kültüre 

alınmıĢtır (ġekil 3.2.). Stok kültürler yumurta bırakmalarının ardından yeni ve taze 

besin içeren ĢiĢelere aktarılarak sağlıklı kültür devamlılığı sağlanmıĢtır. 

 

 

 
ġekil 3.2. Sinek kültürlerinin inkübatördeki görünümü 
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3.2. Besiyerinin HazırlanıĢı 

Stok kültür ve tez çalıĢmalarında kullanılan bireyler steril cam ĢiĢelerde aĢağıda 

formülasyonu verilen besiyerinde çoğaltılmıĢtır. Bozcuk [116] tarafından geliĢtirilen 

standart besiyerinde toz Ģeker, mısır unu, bira mayası, agar agar ve distile su (Tablo 

3.1.) bulunmakta ayrıca kontaminasyonu önlemek için asit karıĢımı (propiyonik asit, 

ortofosforik asit ve distile su) kullanılmaktadır (Tablo 3.2.). Asit karıĢımı besiyeri 

hazırlanmadan önce hazırlanmıĢ ve stok halde depolanmıĢtır [117].  

 

 

Tablo 3.1. Standart Drosophila besiyeri malzemeleri ve miktarları 

Malzeme Miktar 

ġeker 47 g 

Mısır unu 52 g 

Maya 9,5 g 

Agar 3 g 

Asit karıĢımı 3 ml 

Distile su 510 ml 

 

 

Besiyeri hazırlanırken asit karıĢımı hariç tüm malzemeler derin bir kapta 

karıĢtırılarak katılaĢana kadar piĢirilmiĢtir. KatılaĢan besiyeri kısa süre soğutulmuĢ ve 

üzerine asit karıĢımı eklenmiĢtir. Ġyice karıĢtırılan besiyeri sıcak halde iken eĢit 

miktarda olacak Ģekilde steril ĢiĢelerde dökülmüĢ ve yine steril Ģekilde kuruması 

sağlanmıĢtır.  

 

 

Tablo 3.2. Asit karıĢımında bulunan malzemeler ve miktarları 

Malzeme Miktar 

Propiyonik asit 386 ml 

Ortofosforik asit 83 ml 

Distile su 1081 ml 

Toplam 1550 ml 

 

 

Hazırlanan besiyerleri tam olarak katılaĢtıktan ve ĢiĢelerin iç kısmı kuruduktan 

sonra hidrofob pamuk ve steril gazlı bezden yapılan steril tamponlar ile ĢiĢelerin ağzı 

kapatılmıĢtır. ÇalıĢmamızda kültür devamlılığı ve uygulama yapılması için kullanılan 
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tüm besiyerleri taze olarak hazırlanmıĢ ve bekletilmeden kullanılmıĢtır (ġekil 3.3.) 

[117]. 

 

 

 
ġekil 3.3. Besiyeri hazırlanıp kuruyunca aktarılan sineklerin görüntüsü 

 

 

3.3. Kadmiyum Uygulanması 

Denemede ülkemizde “Gıda Maddelerindeki BulaĢanların Maksimum Limitleri 

Hakkında Tebliğ” ile belirlenmiĢ olan Cd miktarları kullanılmıĢtır. Tebliğde tahıllar, 

etler ve sebzeler için farklı konsantrasyonlar belirlenmiĢ olup, çalıĢmamızda tahıllarda 

(0.1 ppm) ve sebzelerde (0.2 ppm) izin verilen limitler kullanılmıĢtır (Tablo 2.1.). Cd 

uygulaması için stok kültürden aynı geliĢim dönemine ait ergin sinekler iki farklı 

konsantrasyonda Cd ile hazırlanmıĢ standart besiyeri içeren ĢiĢelere transfer edilerek bu 

ortamda beslenmeleri sağlanmıĢtır. Besiyeri ĢiĢeye dökülmeden önce 2 farklı 

konsantrasyondaki Cd daha önce hesaplanan miktarlarda ĢiĢelere konulmuĢ, üzerine 

hazırlanan taze besiyeri eklenerek homojen hale gelinceye kadar karıĢtırılıp katılaĢmaya 

bırakılmıĢtır. Her bir konsantrasyon için her birinde 25 adet sinek olmak üzere 3 farklı 

grup ve her grup için 10 adet ĢiĢe ile denemeler kurulmuĢtur. 

Denemelerde kullanılacak bireylerin aynı yaĢta olması için ilk olarak 

yumurtlamaya yakın olan diĢi bireyler stoktan seçilip yeni hazırlanmıĢ ve kurumuĢ olan 

besiyerlerine aktarılmıĢtır. Birkaç günde yumurta bırakan diĢiler besiyerinden 

uzaklaĢtırılmıĢtır. Yumurtadan ergin birey oluĢumu yaklaĢık 9-10 günde 

gerçekleĢmektedir. Böylece yaĢları yakın diĢi ve erkek bireyler elde edilmiĢtir. Kontrol, 

0.1 ppm Cd ve 0.2 ppm Cd olacak Ģekilde üç grup ve 10 tekrarlı besiyerleri hazırlanıp 

kuruduktan sonra her ĢiĢeye yaklaĢık 15-20 diĢi ve erkek bireyler konulmuĢtur. Bireyler 
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besiyerlerine aktarıldıktan sonra 1. 5. ve 10. günlerde her deneme ĢiĢesinden yaklaĢık 

eĢit miktarda örnek aspiratör ile çekilerek genetik reaksiyonların fiksasyonu için saf 

alkol içeren 15 ml‟lik falkon tüplere konulup -20
o
C‟lik derin dondurucuda (Vestel) 

muhafaza edilmiĢtir. YaĢam döngüsü 9-10 günde gerçekleĢtiği için çiftleĢen diĢi ve 

erkek bireyler bu sürede yumurtalarını bırakmıĢtır. 10. günden sonra deneme ĢiĢelerinde 

hiç ergin birey bırakılmamıĢtır. Yeni çıkan bireyler ikinci jenerasyon bireyleridir. EĢit 

miktarlarda kontrol, 0.1 ppm Cd ve 0.2 ppm Cd Ģeklinde üç grup olacak Ģekilde ve 10 

tekrarlı ikinci jenerasyon için deneme kurulmuĢtur. 1. 5. ve 10. günlerde her deneme 

ĢiĢesinden yaklaĢık eĢit miktarda örnek aspiratör ile çekilerek saf alkol içeren 15 ml‟lik 

falkon tüplere konulup -20
o
C‟lik dondurucuda muhafaza edilmiĢtir. YaĢam döngüsü 9-

10 günde gerçekleĢtiği için çiftleĢen diĢi ve erkek bireyler bu sürede yumurtalarını 

bırakmıĢtır. 10. günden sonra deneme ĢiĢelerinde hiç ergin birey bırakılmamıĢtır. Yeni 

çıkan bireyler üçüncü jenerasyon bireyleridir. EĢit miktarlarda kontrol, 0.1 ppm Cd ve 

0.2 ppm Cd Ģeklinde üç grup olacak Ģekilde ve 10 tekrarlı üçüncü jenerasyon için 

deneme kurulmuĢtur.  

 

3.4. Çekme Yöntemi 

Kontrol ve Cd içeren ortamlarda kültüre alınan sinekler uygulamayı takiben 1., 

5. ve 10. günlerde ağız aspiratörü (ġekil 3.4.) ile toplanarak 15 ml hacminde falkon 

tüplere aktarılmıĢtır. Genetik analizlerde kullanılacak örnekler saf alkol içeren tüplere 

aktarılarak analizler yapılıncaya kadar -20 
o
C dondurucuda saklanmıĢtır. Kadmiyum 

belirlenmesinde kullanılacak sinekler ise alkol içermeyen tüplere alınmıĢtır. 
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ġekil 3.4. Aspiratör ve bölümleri 

 

 

 

ġekil 3.5. Sinek çekme aĢamaları 1) aspiratör görünümü 2) aspiratörün kullanım Ģekli  

3) cam tüpe çekilen sinekler 

 

 

3.5. Kadmiyum Miktarının Belirlenmesi 

ÇalıĢmada Cd miktarının belirlenmesi için her gruptan 3 tekrarlı olmak üzere D. 

melanogaster bireyleri alınmıĢ 1 ml nitrik asit (% 65‟lik) içerisinde çözünürleĢtirme 

iĢlemi yapılmıĢtır. ÇözünürleĢtirilen örneklerdeki Cd miktarı Agilent 7700 x ICP-MS 
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cihazı ile TÜTAGEM (Trakya Üniversitesi Teknoloji AraĢtırma ve GeliĢtirme 

Merkezi)‟den hizmet alımı yapılarak saptanmıĢtır. 

 

3.6. Genetik Analizler  

ÇalıĢmamızda kontrol ve Cd uygulaması yapılan D. melanogaster bireylerinde 

genetik analizleri kapsamında Rastgele ÇoğaltılmıĢ Polimorfik Farklılık (RAPD), SOD, 

KAT ve GS gen ifadeleri ve NADH Dehidrojenaz 2 bölgesinin DNA dizisinin 

belirlenmesi çalıĢmaları yapılmıĢtır. Bu çalıĢmalardan RAPD ve NADH Dehidrojenaz 2 

bölgesinin DNA dizisinin belirlenmesinde sineklerden izole edilen DNA, gen ifadeleri 

çalıĢmalarında ise RNA kullanılmıĢtır. DNA ve RNA izolasyon iĢlemlerinde her bir 

tekrar için tek bir birey kullanılmıĢtır. Ġzolasyon yapılmadan önce bireyler 2 ml 

hacminde tüplere alınmıĢ ve üzerlerine 3.2 mm çapında 1 adet paslanmaz çelik bilye 

(Next Advance SSB32 Stainless Steel Beads) konularak doku parçalayıcı cihazında 

(Tissue Lyser LT, Qiagen) 15 dk süre ile parçalanmıĢtır. Bireyler tamamen 

parçalandıktan sonra izolasyon prosedürleri baĢlatılmıĢtır.  

 

3.6.1. DNA Ġzolasyonu 

Kontrol ve farklı konsantrasyonlarda Cd içeren besiyerlerinde bulunan D. 

melanogaster erginlerinden Genomik DNA‟lar DNeasy® Tissue- Blood (Qiagen, USA) 

kit ile kit protokolü kullanılarak izole edilmiĢtir. Bu protokole göre,  

1-Parçalanan örneklerin üzerine 180 μl ATL tamponu eklenmiĢ ve iyice karıĢtırıldıktan 

sonra üzerine 20 μl proteinaz K eklenerek 56 
o
C‟de 3 saat bekletilmiĢtir. 

2-Bu karıĢımın üzerine 200 μl Buffer AL eklenerek iyice vortekslenmiĢtir. 

3-KarıĢımın üzerine 200 μl etanol (96-100 %) eklenerek vortekslenmiĢtir.  

4-Tüm karıĢım kit içerisinde bulunan kolonlu yeni tüpe konularak 6000 g de santrifüj 

edilmiĢ, kolonun altındaki tüp ve sıvı atılarak yeni tüp konmuĢtur. 

5-Kolona 500 μl Buffer AW1 eklenmiĢ ve 6000 g de 1 dk santrifüj edilerek alttaki tüp 

atılmıĢtır. 

6-Kolona 500 μl Buffer AW2 eklenmiĢ ve 20.000 g de 3 dk santrifüj edilerek alttaki tüp 

atılmıĢ ve kolon yeni bir kapaklı tüpe alınmıĢtır. 

7-Membranın tam ortasına 60 μl Buffer AE eklenmiĢ, oda sıcaklığında 1 dk 

bekletildikten sonra 6000 g de 1 dk santrifüj edilerek izolasyon tamamlanmıĢtır. 
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3.6.2. DNA Miktarının Belirlenmesi 

DNA izolasyonu sonrasında elde edilen DNA miktarlarının belirlenmesi Qubit® 

Fluorometer (Invitrogen) cihazı ile Qubit® dsDNA BR Assay Kit protokolüne göre 

yapılmıĢtır. Bu protokole göre ilk olarak kit içerisinde bulunan tampon ve reaktif ile 

Qubit çalıĢma çözeltisi hazırlanmıĢtır. Kit içerisinde bulunan standartların okutulması 

için 10 µl standart, örneklerden elde edilen DNA miktarlarının belirlenmesi için ise 2 µl 

örnek DNA‟sı üzerine toplam hacim 200 µl olacak Ģekilde Qubit çalıĢma çözeltisi 

eklenmiĢtir. Daha sonra karıĢımlar 2-3 saniye vorteks yapılmıĢ ve 2 dakika oda ısısında 

inkübasyon sonrasında cihazda okutulmuĢtur.  

 

3.6.3. Rastgele ÇoğaltılmıĢ Polimorfik Farklılık; RAPD Yöntemi 

DNA izolasyonu sonucunda kontrol ve uygulama gruplarından elde edilen total 

DNA‟lar, PCR reaksiyonu öncesi nükleaz içermeyen su kullanılarak 25 ng/μl 

konsantrasyona sulandırılmıĢ ve kalıp DNA olarak kullanılmıĢtır. RAPD-PCR analizi 

için 25 µl PCR reaksiyonu hazırlanmıĢtır (Tablo 3.3.).  

 

 

Tablo 3.3. RAPD PCR için gerekli malzemeler 

Malzeme Miktar 

Master mix (Amplitaq gold) 12,5 μl 

Primer 0,5 μl 

DNA 2 μl 

Su 10 μl 

Toplam 25 μl 

 

 

Tüm örnekler PCR tüplerine pipetlenince zaman kaybedilmeden tüpler Applied 

Biosystems® ProFlex™ PCR cihazına konulup PCR iĢlemi baĢlatılmıĢtır. PCR 

iĢleminde döngüler aĢağıda belirtildiği gibidir. 
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95
o
C - 3 dk 

95
o
C – 30 sn 

37
o
C – 30 sn 

72
o
C – 90 sn 

72
o
C – 30 dk 

 

ÇalıĢmada 9-11 bazlık 6 farklı RAPD primeri kullanılmıĢ bunlardan 4 tanesi anlamlı 

bant vermiĢ ve 4 tanesi de analizlerde kullanılmıĢtır (Tablo 3.4.);   

 

 

Tablo 3.4. RAPD analizinde kullanılan primerler ve baz dizileri 

Primer ismi                             Baz dizisi 

SP2                     5‟ GGG CAT CGG C-3‟ 

OPA11                     5‟ CAA TCG CCG T-3‟ 

RAPD2                     5‟ ACG GTA CCA G-3‟ 

B18                     5‟ CCA CAG CAG T-3‟ 

P3                     5‟ TGG CCA GTG A-3‟ 

OPW10                     5‟ TCG CAT CCC T-3‟ 

 

 

Elde edilen PCR ürünleri % 2 agaroz jel + ethidium bromit, 2×TAE (Tris 1.6 M, 

asetik asit 0.8 M, EDTA 40 mM) tampon içerisinde 6 saat süre ile yürütülmüĢtür. 

Moleküler ağırlık standardı olarak 100 baz çiftlik DNA Ladder (Geneaid) kullanılmıĢtır. 

Elde edilen bantlar UV transilluminator (Infinity Capture, Vilber Lourmat) ile 

fotoğraflanmıĢ ve moleküler ağırlık (baz çifti) analizleri yapılmıĢtır.  

 

3.6.4. RNA Ġzolasyonu 

Kontrol ve farklı konsantrasyonlarda Cd içeren besiyerlerinde bulunan D. 

melanogaster erginlerinden genomik RNA‟lar Purelink RNA Mini Kit (Life 

Technologies) ile kit protokolü kullanılarak izole edilmiĢtir. Bu protokole göre, iyice 

parçalanan D. melanogaster bireylerinin bulunduğu tüpe 600 μl lizis tamponu ve 

merkaptoetanolden oluĢan karıĢım eklenmiĢ ve çalkalayıcı blok (Bioer Mixing Block 

Mb-102) cihazında 15-20 dk bekletilmiĢ ve protokol aĢağıda verildiği Ģekilde 

uygulamıĢtır: 

1 defa 

40 defa 

1 defa 
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1-Örnek-lizis tamponu karıĢımı 26.000 g de 5 dk santrifüj edilmiĢtir. 

2-Üstteki homojenattan 500 μl alınıp ependorf tüplerine konulmuĢ, üzerine 500 μl 

%70‟lik etanol konularak vortekslenmiĢtir.  

3-Elde edilen karıĢım bitene kadar kit içerisinde bulunan kolonlu tüplere aktarılarak 

12.000 g de 15 sn santrifüj edilmiĢ ve altta kalan sıvı atılmıĢtır  

4-Kolon üzerine 700 µl yıkama tamponu 1 eklenerek 12.000 g de 15 sn santrifüj edilmiĢ 

ve altta kalan sıvıyla birlikte tüpte atılmıĢtır. 

5-Kolon üzerine 500 µl yıkama tamponu 2 eklenerek 12.000 g de 15 sn santrifüj edilmiĢ 

ve altta kalan sıvı atılmıĢtır (Bu iĢlem 2 kez tekrarlanmıĢtır). 

6-Kolon, kurutma amacı ile boĢ olarak 12.000 g de 1-2 dk santrifüj edilmiĢ, alttaki tüp 

atılarak yeni bir kapaklı tüp konulmuĢtur. 

7-Kolonun tam merkezine 30 µl RNAaz içermeyen su pipetlenmiĢ ve oda sıcaklığında 1 

dk inkübe edildikten sonra 12.000 g de 2 dk santrifüj edilmiĢtir. 

 

3.6.5. RNA Miktarının Belirlenmesi 

RNA izolasyonu sonrasında elde edilen RNA miktarlarının belirlenmesi Qubit® 

Fluorometer (Invitrogen) cihazı ile Qubit® RNA Assay Kit protokolüne göre 

yapılmıĢtır. Bu protokole göre ilk olarak kit içerisinde bulunan tampon ve reaktif ile 

Qubit çalıĢma çözeltisi hazırlanmıĢtır. Kit içerisinde bulunan standartların okutulması 

için 10 µl standart, örneklerden elde edilen RNA miktarlarının belirlenmesi için ise 2 µl 

örnek RNA‟sı üzerine toplam hacim 200 µl olacak Ģekilde Qubit çalıĢma çözeltisi 

eklenmiĢtir. Daha sonra karıĢımlar 2-3 saniye vorteks yapılmıĢ ve 2 dakika oda ısısında 

inkübasyon sonrasında cihazda okutulmuĢtur.  

 

3.6.6. cDNA Eldesi 

Ġzolasyon sonrası elde edilen RNA miktarları ölçülmüĢ ve tüm örneklerde 

eĢitlenerek (200 ng) cDNA sentezi yapılmıĢtır. cDNA sentezi High Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit (Invitrogen) ile kit protokolü uygulanarak gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Ġlk olarak PCR tüplerine toplam hacim 10 µl olacak Ģekilde RNA ve üzerine Tablo 

3.5.‟te verilen kit içeriği belirtilen miktarlarda pipetlenmiĢtir.  
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Tablo 3.5. cDNA için gerekli malzeme ve miktarları 

 

Malzeme 

 

Miktar 

10X RT Buffer 2 μl 

25X dNTP mix 0,8 μl 

10X RT Random Primer 2 μl 

Reverz Transkriptaz 1 μl 

Nükleaz free su 4,2 μl 

Toplam 10 μl 

 

 

Toplam hacmi 20 µl (10 µl örnek+10 µl kit karıĢımı) olan PCR tüp içerikleri PCR 

cihazında 25 
o
C‟de 10 dk; 37 

o
C‟de 120 dk ve 85

 o
C‟de 5 dk tutularak cDNA 

sentezlenmiĢtir. 

 

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

Antioksidan enzimlere ait gen ekspresyonları qRT-PCR yöntemi ile analiz 

edilmiĢtir. Elde edilen cDNA‟lar aĢağıda verilmiĢ primerler ile SYBR® Select Master 

Mix (Applied Biosystems) kullanılarak gen ifadelerindeki değiĢimler belirlenmiĢtir. 

Buna göre her bir reaksiyon için toplam reaksiyon hacmi 50 µl olacak Ģekilde SYBR® 

Select Master Mix (Applied Biosystems), F ve R primerler ve nükleaz free sudan oluĢan 

karıĢım ve 2 µl cDNA ile reaksiyon baĢlatılarak qRT- PCR ile sonuçlar alınmıĢtır. 

Reaksiyon karıĢımlarınla kullanılacak ilgili genlerin F ve R primer dizileri Tablo 3.6.‟da 

verilmiĢtir; 
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Tablo 3.6. qRT-PCR da kullanılan antioksidan enzimler ve diziliĢleri 

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’ 

 

 

qRT-PCR programı; 1 döngü 2 dakika 50ºC ve 10 dakika 95ºC, bunu takiben, 40 

döngü denatürasyon (95ºC 15 sn) ve annelling (primer eĢleĢmesi) ve elongasyon 

(primer uzaması) (60ºC „de 1 dakika) ile çoğaltılmıĢtır. qRT-PCR sonucu elde edilen 

veriler endogen kontrol olarak kullanılan RP49‟a göre normalize edilmiĢ halde grafik 

olarak, kontrole göre oransal ifade edilmiĢtir. 

 

3.6.8. mtDNA NADH Dehidrojenaz 2 Sekansı  

Mitokondriyal NADH Dehidrojenaz 2 sekansı için “DNA Ġzolasyonu” 

bölümünde anlatıldığı Ģekilde izole edilen DNA‟lar PCR ile çoğaltılmıĢtır. Bunun için 

kullanılan malzemeler ve miktarları Tablo 3.7.‟de verilmiĢtir. 
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Tablo 3.7. Mitokondriyal NADH Dehidrojenaz 2 geni dizilemesi için kullanılan PCR 

bileĢenleri ve miktarları 

Malzeme Miktarı 

Kalıp DNA 2 μl 

Taq DNA polimeraz 0.2 U 

10x Taq Tamponu (KCI içeren) 5 μl 

25 mM MgCl2 3 μl 

10 × dNTPs 1 μl 

F primer 1 μl 

R primer 1 μl 

Nükleaz içermeyen su 36.8 μl 

Toplam 50 μl 

 

 

Tabloda verilen miktarlarda malzeme PCR tüplerine pipetlenmiĢ ve ABI ProFlex 

PCR cihazında (30 döngü 94
o
C denatürasyon (30 s), 55

o
C annealing (primer eĢleĢmesi) 

(30s) ve 72
o
C elongasyon (primer uzaması) (90s) ile baĢlangıç 94

o
C denatürasyon (3 

dk) ve son uzatma 72
o
C (30 dk)) çoğaltılmıĢtır. Elde edilen PCR ürünü (5 μl) 1 μl 

yükleme boyası ile agaroz jele yüklenmiĢ ve kontrol edilmiĢtir. Kalan DNA ethidium 

bromit içeren %1.5‟lik agaroz jelde 120 V güç ile 3 saat elektroforeze tabi tutularak UV 

ıĢığı altında görüntülenmiĢtir. Jelde görüntülenen bantlar Qiaquick Gel Extraction Kit 

(Qiagen GmbH, Leusden, The Netherlands) kullanılarak jelden saflaĢtırılmıĢ ve DNA 

fragmentleri ABI 3500 Genetic Analyzer (Life Technologies, USA) ile analiz edilmiĢtir.  

 

3.7. Ġstatistik Analiz 

3.7.1. DNA Analizleri 

Genetic Analyzer‟dan gelen gen dizileri öncelikle DNAMAN 3.1 (Lynnon 

Corporation, Pointe-Claire, Quebec, Canada) ile toplu halde düzenlenip ve tüm türlerde 

ortak baĢlangıç ve bitiĢ noktaları tespit edilmiĢtir. Elde edilen bu türler toplu halde 

MEGA 4 ile açılmıĢ ve öncelikle Clustal W kullanılarak (Open gap penalty= 15.0, 

extend gap penalty = 6.66) düzenlenmiĢtir. Elde edilen genel dizi görünümü manuel 

olarak kontrol edilmiĢtir. 
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Analizlerin tümünde PAUP 4.0b10 (Sinauer Associates, Inc., Sunderland, 

Mass.) kullanılmıĢtır. Cluster oluĢturulurken, maximum parsimony yöntemi 

kullanılmıĢtır. Kullanılan model doğrultusunda elde edilen ağaçlar içinde 

sınıflandırmayı en doğru açıklayan ağaç, morfolojik özelliklerin de desteği ile TBR 

branch swapping (Heuristic search, random=1000, PAUP 4.0.b10) analizi ile 

belirlenmiĢtir. 

 

3.7.2. Verilerin Analizleri 

Ağır metal birikimlerinin karĢılaĢtırılmasında ve Real Time PCR çalıĢmalarında 

gruplar arasında gen ekspresyon farklarının belirlenmesinde ΔΔCt metodu ayrıca 

kalibrasyon eğrisi ve düzeltme faktörü olarak RP49 gen ekspresyonu kullanılmıĢtır. 

Kontrol grubu ve deneme gruplarının karĢılaĢtırılmasında tek yönlü ANOVA testi 

yapılmıĢ ve ortalamaların girdiği gruplar Duncan Testi (p≤0.05) ile belirlenmiĢtir. 

Yapılan analizlerin tamamında SPSS 20 (üniversite lisanslı) ve PAUP demo versiyon 

istatistik paket programları kullanılmıĢtır. 
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BÖLÜM 4 

 

 

SONUÇLAR 

 

 

4.1. Kadmiyum Birikimi 

4.1.1. Bir Jenerasyon Süresince Cd’ye Maruz Kalan D. melanogaster Bireylerinde 

Konsantrasyona Bağlı Olarak Cd Birikimleri 

Bir jenerasyon sürecince Cd uygulaması yapılan D. melanogaster bireylerinde 

uygulamanın 1., 5. ve 10. günlerinde belirlenen Cd birikimleri ġekil 4.1.‟de verilmiĢtir. 

Artan Cd konsantrasyonlarının her üç uygulama zamanında da Cd birikimlerinde 

kontrole göre istatistiksel olarak önemli düzeyde farklı Cd birikimine neden olduğu 

belirlenmiĢtir (1. günde 0.1 ppm Cd hariç) (p≤0.05). 
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ġekil 4.1. Bir jenerasyon boyunca Cd uygulaması yapılan D. melanogaster bireylerinde 

Cd birikimi,  n=3, ortalama±standart hata * Her bir uygulama süresinde farklı harf ile 

gösterilen ortalamalar istatistik olarak farklıdır (tekyönlü-ANOVA, Duncan testi, 

P≤0.05) 

 

 

En yüksek Cd birikiminin Cd‟ye en uzun süre maruz kalan bireylerde 0.2 ppm 

Cd konsantrasyonunda 9.86 ±0.06 ppb olduğu saptamıĢtır.  

 

4.1.2. Ġki Jenerasyon Süresince Cd’ye Maruz Kalan D. melanogaster Bireylerinde 

Konsantrasyona Bağlı Olarak Cd Birikimleri 

Ġki jenerasyon sürecince Cd uygulaması yapılan D. melanogaster bireylerinde 

uygulamanın 1., 5. ve 10. günlerinde belirlenen Cd birikimleri ġekil 4.2.‟de verilmiĢtir. 

Birinci jenerasyona benzer Ģekilde artan Cd konsantrasyonuna bağlı olarak Cd 

birikimlerinde kontrole göre istatistik olarak önemli artıĢ meydana geldiği belirlenmiĢtir 

(p≤0.05). En yüksek Cd birikiminin uygulamanın 10. gününde 0.2 ppm 

konsantrasyonda (7.06±1.06 ppb) olduğu saptanmıĢtır.  
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ġekil 4.2. Ġki jenerasyon boyunca Cd uygulaması yapılan D. melanogaster bireylerinde 

Cd birimi, n=3, ortalama±standart hata * Her bir uygulama süresinde farklı harf ile 

gösterilen ortalamalar istatistik olarak farklıdır (tekyönlü-ANOVA, Duncan testi, 

P≤0.05) 

 

 

Uygulamanın 1. gününde 0.1 ppm Cd uygulaması yapılan bireylerde Cd birikimi 

kontrole göre önemli bir fark göstermezken, 0.2 ppm konsantrasyonda meydana gelen 

birikimin kontrolden istatistiksel olarak önemli ölçüde yüksek olduğu belirlenmiĢtir. 

Diğer zamanlarda ise 0.1 ve 0.2 ppm Cd uygulamaları birbirinden istatistiksel olarak 

fark göstermezken her iki konsantrasyonun kontrolden anlamlı ölçüde yüksek Cd 

içeriğine sahip olduğu saptanmıĢtır.  

 

4.1.3. Üç Jenerasyon Süresince Cd’ye Maruz Kalan D. melanogaster Bireylerinde 

Konsantrasyona Bağlı Olarak Cd Birikimleri 

Üç jenerasyon sürecince Cd uygulaması yapılan D. melanogaster bireylerinde 

uygulamanın 1., 5. ve 10. günlerinde belirlenen Cd birikimleri ġekil 4.3.‟te verilmiĢtir. 

Meydana gelen Cd birikimlerinin her üç uygulama süresinde de kontrol grubundan 

istatistiksel olarak önemli miktarda yüksek olduğu belirlenmiĢtir. Bununla birlikte 

uygulamanın 1. ve 10. günlerinde konsantrasyona bağlı olarak doğrusal bir artıĢın 
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olmadığı saptanmıĢtır. Uygulamanın 5. gününde ise konsantrasyona göre doğrusal bir 

artıĢ olmasına rağmen 0.1 ve 0.2 ppm Cd konsantrasyonuna maruz kalan bireylerde 

belirlenen Cd miktarlarının istatistiksel olarak birbirinden farklı olmadığı belirlenmiĢtir 

(p≥0.05).  

 

 

 

ġekil 4.3. Üç jenerasyon boyunca Cd uygulaması yapılan D. melanogaster bireylerinde 

Cd birikimi, n=3, ortalama±standart hata * Her bir uygulama süresinde farklı harf ile 

gösterilen ortalamalar istatistik olarak farklıdır (tekyönlü-ANOVA, Duncan testi, 

P≤0.05) 

 

  

En yüksek Cd birikiminin 10 günlük uygulama süresinde 0.1 ppm Cd‟ye maruz 

kalan bireylerde 4.25±0.11 ppb olduğu görülmüĢtür.  

 

4.1.4. Cd Uygulaması Yapılan D. melanogaster Bireylerinde Cd Birikiminde 

Jenerasyonlar Arası Farklılıklar 

ÇalıĢmamızda her bir jenerasyonda zaman ve konsantrasyona bağlı olarak 

belirlenen Cd birikim farklılıklarının yanı sıra birikimin jenerasyonlar arası farklılıkları 

da belirlenmiĢtir. Elde edilen verilere göre 0.1 ppm Cd uygulaması yapılan bireylerde 

farklı uygulama zamanlarında birinci, ikinci ve üçüncü jenerasyon bireylerde saptanan 
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Cd birikimleri ġekil 4.4.‟te verilmiĢtir. Buna göre, bir gün süre ile 0.1 ppm Cd 

uygulaması yapılan bireylerde biriken Cd miktarlarının jenerasyonlar arasına 

istatistiksel olarak önemli olmayan bir değiĢim gösterdiği (p≥0.05) belirlenmiĢtir. 5 

günlük uygulamada birinci jenerasyonda belirlenen Cd birikiminin ikinci ve üçüncü 

jenerasyonlara göre istatistiksel olarak önemli düzeyde yüksek olduğu (p≤0.05) 

saptanmıĢtır. Uygulamanın onuncu gününde ise en yüksek Cd birikiminin ikinci 

jenerasyon sineklerde saptandığı, birinci ve üçüncü jenerasyon bireylerde ise benzer Cd 

birikimlerinin olduğu belirlenmiĢtir (p>0.05).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.4. 0.1 ppm Cd uygulamasının birinci, beĢinci ve onuncu günlerinde 

jenerasyonlar arası Cd birikim farklılıkları, n=3, ortalama±standart hata * Her bir 

uygulama süresinde farklı harf ile gösterilen ortalamalar istatistik olarak farklıdır 

(tekyönlü-ANOVA, Duncan testi, P≤0.05) 

 

 

0.2 ppm Cd uygulaması yapılan bireylerde farklı uygulama zamanlarında birinci, 

ikinci ve üçüncü jenerasyonlardaki bireylerde saptanan Cd birikimleri ġekil 4.5.‟te 

verilmiĢtir. Buna göre, her üç uygulama zamanı için en yüksek Cd birikiminin birinci 

jenerasyonda olduğu belirlenmiĢtir. Uygulamanın birinci ve beĢinci günlerinde ikinci ve 

üçüncü jenerasyon bireylerin Cd birikimlerinde istatistiksel olarak farklılık olmadığı, 

onuncu günde ise istatistiksel olarak fark gösterdiği belirlenmiĢtir. 
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ġekil 4.5. 0.2 ppm Cd uygulamasının birinci, beĢinci ve onuncu günlerinde 

jenerasyonlar arası Cd birikim farklılıkları, n=3, ortalama±standart hata * Her bir 

uygulama süresinde farklı harf ile gösterilen ortalamalar istatistik olarak farklıdır 

(tekyönlü-ANOVA, Duncan testi, P≤0.05) 

 

 

4.2. RAPD DNA Polimorfizmi  

Üç jenerasyon boyunca kontrol ve farklı konsantrasyonlarda Cd uygulaması 

yapılan D. melanogaster bireylerinde DNA polimorfizmlerinin belirlenmesinde anlamlı 

sonuç veren 4 farklı primere ait agaroz jel fotoğrafları ve kontrole göre yeni oluĢan ve 

kaybolan bantların baz çifti değerleri her bir primer için ayrı ayrı verilmiĢtir.    
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4.2.1. RAPD2 Primeri  

Kontrol ve Cd uygulaması yapılan bireylerde her bir jenerasyonda uygulamanın 

birinci, beĢinci ve onuncu günlerinde RAPD2 primerine ait agaroz jel fotoğrafı ġekil 

4.6.‟da verilmiĢtir. Agaroz jel fotoğrafına göre yapılan analizler sonucunda her bir 

jenerasyonda Cd uygulamasının kontrol grubuna göre yeni bantların oluĢumuna veya 

var olan bantların kaybolmasına neden olduğu saptanmıĢ ve bu bantların baz çifti (bç) 

değerleri Tablo 4.1.‟de verilmiĢtir. 

 

 

 

ġekil 4.6. RAPD2 primeri jel görüntüsü 
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Tablo 4.1. Cd uygulaması yapılan D. melanogaster bireylerinde RAPD2 primerinde 

kontrole göre yeni oluĢan (Y) ve kaybolan (K) bantlar (baz çifti)   
Birinci Jenerasyon 

 1. gün            5. gün               10. gün 

Kontrol   0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm  

2492; 

1628; 

1068;936;

542 

Y

  

1699;660 

 

2795;2203; 

1122;858; 

700 

 

2592;858; 

818 

2592;2111; 

1282;818; 

754;300 

 

2592;2111; 

1699;858;621 

 

1282;858; 

754;300;221 

 

K

  

1628;542 2492;2022; 

1628;1068 

2492; 

1628 

2492;2022; 

1628;1068 

2492;2022; 

1628 

1628;1068; 

542 

Ġkinci Jenerasyon 

 1. gün              5. gün            10. gün 

Kontrol   0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm  

2492; 

1628; 

1068;936;

542 

Y

  

2592;220

3;818 

 

2592;2111; 

1282;818; 

754;500 

 

2795;2111;

858 

 

2795;2297;1215

;1000;858;500 

 

1122;858 

 

 

2795;2297; 

1353;858; 

660 

 

K

  

2492;202

2;1628 

2492;2022; 

1628;1068; 

542 

2492;2022; 

1628 

2492;2022;1628

;1068;936;542 

2492;2022; 

1628;1068; 

542 

2492;2022; 

1628;1068 

Üçüncü Jenerasyon 

  1. gün               5. gün              10. gün 

Kontrol   0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm  

2492; 

1628; 

1068;936;

542 

Y

  

858 2795;2203; 

1282;858; 

660;500 

 

2795;2111; 

818 

 

2111;500 

 

2592;858;500 

 

 

1215;1000 

 

 

K

  

1628;542 2492;1628; 

1068;542 

2492;2022; 

1628 

2022;1628; 

542 

2492;1628; 

542 

2492;2022; 

1068;936; 

542 

 

 

Tablo 4.1.‟e göre RAPD2 primerinde kontrolde 542-2492 baz çifti arasında 5 

adet bant saptanmıĢtır. Elde edilen verilere göre bir ve iki jenerasyon süresinde Cd 

uygulanan bireylerde en fazla bant değiĢiminin uygulamanın beĢinci gününde 0.2 ppm 

Cd konsantrasyonunda olduğu saptanmıĢtır. Belirtilen konsantrasyon ve uygulama 

süresinde birinci jenerasyon bireylerde bant değiĢimleri 6 adet yeni oluĢan ve 4 adet 

kaybolan bant olmak üzere toplam 10 adet ve ikinci jenerasyon bireylerde ise 6 adet 

yeni oluĢan ve 6 adet kaybolan olmak üzere toplam 12 adet olarak saptanmıĢtır. Üçüncü 

jenerasyonda ise en fazla bant değiĢiminin yine 0.2 ppm Cd konsantrasyonunda ancak 

uygulamanın birinci gününde 6 adet yeni oluĢan ve 4 adet kaybolan olmak üzere toplam 

10 bant olduğu saptanmıĢtır.  
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4.2.2. B18 Primeri  

Kontrol ve Cd uygulaması yapılan bireylerde her bir jenerasyonda uygulamanın 

birinci, beĢinci ve onuncu günlerinde B18 primerine ait agaroz jel fotoğrafı ġekil 4.7.‟de 

verilmiĢtir. Agaroz jel fotoğrafına göre yapılan analizler sonucunda her bir jenerasyonda 

Cd uygulamasının kontrol grubuna göre yeni bantların oluĢumuna veya var olan 

bantların kaybolmasına neden olduğu saptanmıĢ ve bu bantların baz çifti değerleri Tablo 

4.2.‟de verilmiĢtir.  

 

 

 

ġekil 4.7. B18 primeri jel görüntüsü 
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Tablo 4.2. Cd uygulaması yapılan D. melanogaster bireylerinde B18 primerinde 

kontrole göre yeni oluĢan (Y) ve kaybolan (K) bantlar (baz çifti)   
Birinci Jenerasyon 

 1. gün 5. gün               10. gün 

Kontrol   0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm  

1576; 

1344; 

1199; 

1000; 

817;668

;562 

 

Y

  

1616;800; 

682 

1673;1060

;682;513 

1673;1060; 

839;682; 

574;500 

 

1673;1060; 

839;682;574

;513 

 

1673;1060;857;

682; 574 

 

1673;1277; 

1060;839; 

682;574;528 

K

  

1576;1344; 

817;668 

1576;1344

;1000;668 

1576;1344; 

1000;817; 

668;562 

1576;1344; 

1000;817; 

668;562 

1576;1344; 

1000;817;668 

;562 

1576;1344; 

1199;1000; 

817;668;562 

Ġkinci Jenerasyon 

 1. gün              5. gün 10. gün 

Kontrol   0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm  

1576; 

1344; 

1199; 

1000; 

817;668

;562 

Y

  

1748;1277;

857;682; 

613;528 

 

1748;1277; 

1060;839; 

725;613;528 

 

1616;1060;

839;725; 

613 

 

1748;1277; 

857; 725;613 

1616;1414; 

1277;1060; 

857; 725;613 

 

 

1616;839; 

725;613;528 

 

K

  

1576;1344;

1199;817; 

668;562 

 

1576;1344; 

1199;1000; 

817;668;562 

1576;1344; 

1000;817; 

668;562 

1576;1344; 

1199;1000; 

817;668; 562 

1576;1344; 

1199;1000; 

817; 668 

1576;817; 

668;562 

Üçüncü Jenerasyon 

 1. gün            5. gün              10. gün 

Kontrol   0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm  

1576; 

1344; 

1199; 

1000 

;817;668

;562 

Y

  

1060;839; 

725;613; 

528;478 

 

1616;1060

;839;725; 

613;528 

1673;839; 

725;613; 

528 

 

1060;839;725;

574 

 

1673;1277; 

857;800 

 

 

1616;1060; 

857;725;613;

528 

 

 

K

  

1344;1000;

817;668; 

562 

1576;1344

;1000;817;

668;562 

1576;817; 

668;562 

1344;1000; 

817;668;562 

1576;1344; 

1000;817 

1576;1344; 

1000;817; 

668;562 

 

 

Tablo 4.2.‟ye göre B18 primerinde kontrolde 562-1576 baz çifti arasında 7 adet 

bant saptanmıĢtır. Elde edilen verilere göre bir ve iki jenerasyon Cd‟ye maruz kalan 

bireylerde en fazla bant değiĢiminin 0.2 ppm Cd konsantrasyonunda ve uygulamanın ilk 

gününde olduğu saptanmıĢtır. Bant değiĢimlerinin her iki jenerasyonda toplam 14 adet 

bant (7 adet yeni oluĢan ve 7 adet kaybolan) olduğu belirlenmiĢtir. Üçüncü 

jenerasyonda ise uygulamanın hem birinci hem de onuncu günlerinde 6 adet yeni oluĢan 

ve 6 adet kaybolan olmak üzere toplam 12 bant ile 0.2 ppm Cd uygulamasında olduğu 

saptanmıĢtır.  
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4.2.3. OPA11 Primeri 

Kontrol ve Cd uygulaması yapılan bireylerde her bir jenerasyonda uygulamanın 

birinci, beĢinci ve onuncu günlerinde OPA11 primerine ait agaroz jel fotoğrafı ġekil 

4.8.‟de verilmiĢtir. Agaroz jel fotoğrafına göre yapılan analizler sonucunda her bir 

jenerasyonda Cd uygulamasının kontrol grubuna göre yeni bant oluĢumuna veya var 

olan bantların kaybolmasına neden olduğu saptanmıĢ ve bu bantların baz çifti değerleri 

Tablo 4.3.‟te verilmiĢtir.  

 

 

 

ġekil 4.8. OPA11 primeri jel görüntüsü  
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Tablo 4.3. Cd uygulaması yapılan D. melanogaster bireylerinde OPA11 primerinde 

kontrole göre yeni oluĢan (Y) ve kaybolan (K) bantlar (baz çifti)   
Birinci Jenerasyon 

 1. gün             5. gün              10. gün 

Kontrol   0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm  

2110;1816

;957;839; 

422;251 

 

Y  2208;1859;

1395 

2208;235 

 

2016;1734; 

1395;235 

 

1734;235 

 

2437;2016; 

1656;800; 

235 

 

800;235 

 

K  2110;1816 2110;1816; 

251 

2110;1816; 

1395;251 

1816;251 2110;1816; 

839;251 

1816;839; 

251 

Ġkinci Jenerasyon 

 1. gün                5. gün             10. gün 

Kontrol   0.1ppm 0.2ppm   0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm  

2110;1816

;957;839; 

422;251 

Y  2016;1734

;800;400 

 

2016;800 

 

2016;1656; 

1395;800; 

235 

 

2016;1734;1

395;800;400

;235 

 

400;235 

 

 

2016;1656; 

800;400;235 

 

K  2110;1816

;839;422 

 

2110;1816; 

839 

2110;1816; 

839;251 

2110;1816; 

839;422;251 

1816;422; 

251 

2110;1816; 

839;422;251 

Üçüncü Jenerasyon 

      1. gün           5. gün              10. gün 

Kontrol   0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm  

2110;1816

;957;839; 

422;251 

Y  1903;1656; 

800;235 

1903;1000; 

800;422; 

400;221 

400;235 

 

2016;1656; 

765;400;221 

 

2016;1566; 

765;400;235 

 

 

2016;1656; 

900;765;400;

235 

 

K  2110;1816; 

839;251 

2110;1816; 

839;251 

422 2110;1816; 

839;422;251 

2110;1816; 

839;422;251 

2110;1816; 

957;839;422;

251 

 

 

Tablo 4.3.‟e göre OPA11 primerinde kontrolde 251-2110 baz çifti arasında 6 

adet bant saptanmıĢtır. Elde edilen verilere göre birinci jenerasyonda Cd‟ye maruz kalan 

bireylerde en fazla bant değiĢiminin 5 adet yeni oluĢan ve 4 adet kaybolan olmak üzere 

toplam 9 adet bant ile 0.1 ppm Cd konsantrasyonunda ve uygulamanın onuncu gününde 

olduğu saptanmıĢtır. Ġkinci jenerasyonda en fazla bant değiĢimi toplam 11 adet (6 adet 

yeni oluĢan ve 5 adet kaybolan) ile 0.2 ppm Cd konsantrasyonunda ve uygulamanın 

beĢinci gününde saptanmıĢtır. Üç jenerasyon Cd‟ye maruz kalan bireylerde göre en 

fazla bant değiĢiminin 0.2 ppm Cd konsantrasyonunda ve onuncu günde 6 adet yeni 

oluĢan ve 6 adet kaybolan bant olmak üzere toplam 12 bant olduğu belirlenmiĢtir.  
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4.2.4. SP2 Primeri 

Kontrol ve Cd uygulaması yapılan bireylerde her bir jenerasyonda uygulamanın 

birinci, beĢinci ve onuncu günlerinde SP2 primerine ait agaroz jel fotoğrafı ġekil 4.9.‟da 

verilmiĢtir. Agaroz jel fotoğrafına göre her bir jenerasyonda farklı konsantrasyon ve 

uygulama sürelerinde kontrol grubuna göre yeni oluĢan ve kaybolan bantların olduğu 

saptanmıĢ ve bu bantların baz çifti değerleri Tablo 4.4.‟te verilmiĢtir.  

 

 

 

ġekil 4.9. SP2 primeri jel görüntüsü 
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Tablo 4.4. Cd uygulaması yapılan D. melanogaster bireylerinde SP2 primerinde 

kontrole göre yeni oluĢan (Y) ve kaybolan (K) bantlar (baz çifti)   
Birinci Jenerasyon 

 1. gün              5. gün            10. gün 

Kontrol   0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm  

2288;1930; 

1727;1534; 

924;820;75

1;658;500 

 

Y  1814;1685; 

1500;900; 

720;549; 456 

 

1569;883; 

839;720; 

616;456 

1569;883; 

839;720;616;

456 

 

1814;1645; 

1500;883; 

720;549 

1814;1645;

1000;720 

 

1814;1569; 

1438;883; 

800;720;456 

 

K  1930;1727; 

1534; 

924;751 

1727;1534

; 

924;820; 

751;658 

1727;1534; 

924;820;751;

658 

2288;1930; 

1727;1534; 

924;751; 

500 

1930;1727;

751 

1930;1727; 

1534;924; 

820;751 

Ġkinci Jenerasyon 

 1. gün              5. gün             10. gün 

Kontrol   0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm  

2288;1930; 

1727;1534; 

924;820;75

1;658;500 

Y  1569;1438; 

800;700; 

616;549; 

456 

 

2129;1770; 

1569;1438; 

883;720 

;616;456 

 

2129;1770; 

1500;1438; 

883;800; 

700;616; 

549;456 

2129;1500;

883;800; 

600;456 

 

 

2129;1814; 

1569;1438; 

883;800; 

600;520 

 

2027;1770; 

1569;1438; 

883;800;700; 

616;468;433 

 

K  1727;1534; 

820;751; 

658 

2288;1930; 

1727;1534; 

924;751; 

658 

2288;1930; 

1727;1534;

924;820; 

751;658 

2288;1930;

1534;924; 

820;751 

2288;1930; 

1727;1534; 

924;820; 

751;500 

2288;1930; 

1727;1534; 

924;820;751; 

658;500 

Üçüncü Jenerasyon 

 1. gün              5. gün           10. gün 

Kontrol   0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm 0.1ppm 0.2ppm  

2288;1930; 

1727;1534; 

924;820;75

1;658;500 

Y  2027;1500; 

1356;839; 

600;520; 

468;433 

 

 

2027;1645; 

1500;1356; 

839;800;600

;520;468; 

433 

 

2129;1438; 

1315;839; 

720;572;468

;433 

 

2027;1438; 

1356;572; 

468;433 

 

2027;1356; 

720;572;45

6;433 

 

2027;1356;

839;572; 

456 

 

 

K  1930;1727; 

1534;924; 

751 

2288;1930; 

1727;1534; 

924;820;751

;500 

2288;1930; 

1727;1534; 

924;820;751 

2288;1930; 

1727;1534; 

924;500 

2288;1930; 

1727;924; 

751 

2288;1930;

1727;924; 

820 

 

 

Tablo 4.4.‟e göre SP2 primerinde kontrolde 500-2288 baz çifti arasında 9 adet 

bant saptanmıĢtır. Elde edilen verilere göre bir jenerasyon sürecince Cd‟ye maruz kalan 

bireylerde en fazla bant değiĢiminin 0.2 ppm Cd konsantrasyonunda kontrole göre 

toplam 13 adet bant ile uygulamanın beĢinci ve onuncu günlerinde olduğu 

belirlenmiĢtir. Ġkinci jenerasyon Cd uygulamasında en yüksek miktarda bant değiĢimi 

yine 0.2 ppm Cd konsantrasyonunda uygulamanın onuncu gününde meydana geldiği ve 

19 adet bant (on adet yeni oluĢan ve dokuz adet kaybolan bant) değiĢimi olduğu 
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saptanmıĢtır. Üç jenerasyon boyunca Cd‟ye maruz kalan bireylerde ise en fazla bant 

değiĢiminin kontrole göre 10 adet yeni oluĢan ve 8 adet kaybolan bant olmak üzere 

uygulamanın birinci gününde meydana geldiği saptanmıĢtır.  

Tüm primerler bir arada değerlendirildiğinde, en fazla bant değiĢiminin SP2 

primerinde 2. jenerasyon 0.1 ppm Cd 5.günde ve 3.jenerasyon 0.2 ppm Cd 1.günde 

toplam bant farklılığı 18 olarak gözlenmiĢtir 

 

4.3. SOD Gen Ġfadesi  

4.3.1. Bir Jenerasyon Süresince Cd’ye Maruz Kalan D. melanogaster Bireylerinde 

Konsantrasyona Bağlı Olarak SOD Gen Ġfadeleri 

Farklı konsantrasyonlarda Cd uygulaması yapılan birinci jenerasyon D. 

melanogaster bireylerinde belirlenen SOD gen ifade düzeyleri ġekil 4.10.‟da 

verilmiĢtir. Uygulamanın birinci ve beĢinci günlerinde artan Cd konsantrasyonuna bağlı 

olarak SOD gen ifadesinin kontrole göre istatistiksel olarak önemli düzeyde artıĢ 

gösterdiği saptanmıĢtır (p≤0.05). Uygulamanın 10. gününde ise 0.1 ppm Cd 

uygulamasında kontrole göre istatistiksel olarak önemli artıĢ gösterdiği, ancak 0.2 ppm 

konsantrasyonda ise kontrol ile fark göstermediği belirlenmiĢtir. En yüksek SOD gen 

ifadesinin uygulamanın birinci gününde 0.2 ppm Cd konsantrasyonunda kontrole göre 

2.46 kat olduğu saptanmıĢtır. Bunu, kontrole göre 2.27 kat artıĢ ile 10. günde 0.1 ppm 

Cd uygulamasının takip ettiği belirlenmiĢtir. 
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ġekil 4.10. Bir jenerasyon boyunca Cd uygulaması yapılan D. melanogaster 

bireylerinde SOD gen ifadesinin değiĢimi, relatif kat artıĢ n=3, ortalama±standart hata * 

Her bir uygulama süresinde farklı harf ile gösterilen ortalamalar istatistik olarak 

farklıdır (tekyönlü-ANOVA, Duncan testi, P≤0.05) 

 

 

4.3.2. Ġki Jenerasyon Süresince Cd’ye Maruz Kalan D. melanogaster Bireylerinde 

Konsantrasyona Bağlı Olarak SOD Gen Ġfadeleri 

Farklı konsantrasyonlarda Cd uygulaması yapılan ikinci jenerasyon D. 

melanogaster bireylerinde belirlenen SOD gen ifade düzeyleri ġekil 4.11.‟de 

verilmiĢtir. ġekilden de görüldüğü gibi artan Cd konsantrasyonu tüm uygulama 

sürelerinde SOD gen ifadelerinde kontrole göre istatistiksel olarak anlamlı azalmaya 

neden olmuĢtur (p≤0.05). 
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ġekil 4.11. Ġki jenerasyon boyunca Cd uygulaması yapılan D. melanogaster bireylerinde 

SOD gen ifadesinin değiĢimi, relatif kat artıĢ n=3, ortalama±standart hata * Her bir 

uygulama süresinde farklı harf ile gösterilen ortalamalar istatistik olarak farklıdır 

(tekyönlü-ANOVA, Duncan testi, P≤0.05) 

 

 
4.3.3. Üç Jenerasyon Süresince Cd’ye Maruz Kalan D. melanogaster Bireylerinde 

Konsantrasyona Bağlı Olarak SOD Gen Ġfadeleri 

Farklı konsantrasyonlarda Cd uygulaması yapılan üçüncü jenerasyon D. 

melanogaster bireylerinde belirlenen SOD gen ifade düzeyleri ġekil 4.12.‟de 

verilmiĢtir. Kadmiyum uygulamasının üçüncü jenerasyonunda tüm uygulama 

sürelerinde SOD gen ifadelerinin kontrole göre istatistiksel olarak önemli düzeyde 

azalma gösterdiği saptanmıĢtır. Uygulamanın birinci gününde artan Cd 

konsantrasyonuna bağlı olarak SOD gen ifadesinde doğrusal bir azalma görülmüĢ ve 0.1 

ve 0.2 ppm Cd konsantrasyonlarının da birbirinden istatistiksel olarak önemli Ģekilde 

farklı düzeyde SOD ifadesine sahip oldukları belirlenmiĢtir (p≤0.05).  
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ġekil 4.12. Üç jenerasyon boyunca Cd uygulaması yapılan D. melanogaster 

bireylerinde SOD gen ifadesinin değiĢimi, relatif kat artıĢ n=3, ortalama±standart hata * 

Her bir uygulama süresinde farklı harf ile gösterilen ortalamalar istatistik olarak 

farklıdır (tekyönlü-ANOVA, Duncan testi, P≤0.05) 

 

 

4.3.4. Cd Uygulaması Yapılan D. melanogaster Bireylerinde SOD Gen Ġfadesinde 

Jenerasyonlar Arası Farklılıklar  

ÇalıĢmamızda her bir jenerasyonda zaman ve konsantrasyona bağlı olarak 

belirlenen SOD gen ifadesi farklılıklarının yanı sıra jenerasyonlar arası farklılıkları da 

belirlenmiĢtir. Elde edilen verilere göre 0.1 ppm Cd uygulaması yapılan bireylerde 

farklı uygulama zamanlarında birinci, ikinci ve üçüncü jenerasyonlardaki bireylerde 

saptanan SOD gen ifadeleri ġekil 4.13.‟te verilmiĢtir. Tüm uygulama zamanlarında en 

yüksek SOD gen ifadelerinin birinci jenerasyonda, en düĢük ise üçüncü jenerasyonda 

olduğu saptanmıĢtır. Uygulama jenerasyon süresi arttıkça gen ifadesinde azalma 

meydana gelmiĢ olmakla birlikte ikinci ve üçüncü jenerasyonlar birbiri ile istatistiksel 

olarak fark göstermezken, birinci jenerasyondan önemli düzeyde farklılık 

göstermektedir.  
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ġekil 4.13. 0.1 ppm Cd uygulamasının birinci, beĢinci ve onuncu günlerinde 

jenerasyonlar arası SOD gen ifadesi farklılıkları, relatif kat artıĢ n=3, ortalama±standart 

hata * Her bir uygulama süresinde farklı harf ile gösterilen ortalamalar istatistik olarak 

farklıdır (tekyönlü-ANOVA, Duncan testi, P≤0.05) 

 

 

ġekil 4.14.‟te 0.2 ppm Cd uygulaması yapılan bireylerde farklı uygulama 

zamanlarında birinci, ikinci ve üçüncü jenerasyonlardaki bireylerde saptanan SOD gen 

ifadeleri verilmiĢtir. Tüm uygulama zamanlarında gen ifadeleri en yüksek değerini 

birinci jenerasyonda göstermiĢ ve bu değerlerin diğer jenerasyonlardan istatistiksel 

olarak önemli düzeyde yüksek olduğu belirlenmiĢtir. Ġkinci ve üçüncü jenerasyonlarda 

gen ifadelerinin benzer olduğu ve birbirleri ile aynı istatistik gruba dahil oldukları 

saptanmıĢtır.  
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ġekil 4.14. 0.2 ppm Cd uygulamasının birinci, beĢinci ve onuncu günlerinde 

jenerasyonlar arası SOD gen ifadesi farklılıkları, relatif kat artıĢ n=3, ortalama±standart 

hata * Her bir uygulama süresinde farklı harf ile gösterilen ortalamalar istatistik olarak 

farklıdır (tekyönlü-ANOVA, Duncan testi, P≤0.05) 

 

 

4.4. KAT Gen Ġfadesi  

4.4.1. Bir Jenerasyon Süresince Cd’ye Maruz Kalan D. melanogaster Bireylerinde 

Konsantrasyona Bağlı Olarak KAT Gen Ġfadeleri 

Farklı konsantrasyonlarda Cd uygulaması yapılan birinci jenerasyon D. 

melanogaster bireylerinde belirlenen KAT gen ifadeleri ġekil 4.15.‟te verilmiĢtir. 

Uygulamanın birinci gününde artan Cd konsantrasyonuna bağlı olarak KAT gen 

ifadesinin istatistiksel olarak önemli düzeyde artıĢ gösterdiği belirlenmiĢtir (p≤0.05). Cd 

uygulamasının beĢinci gününde ise 0.1 ve 0.2 ppm Cd uygulamalarının kontrole göre 

istatistiksel olarak önemli düzeyde yüksek KAT gen ifadesine sahip olduğu ancak 

birbirlerinde istatistiksel olarak farklı olmadıkları saptanmıĢtır. Uygulamanın onuncu 

gününde ise 0.1 ppm Cd uygulaması yapılan grupta kontrol ve 0.2 ppm konsantrasyona 

göre yüksek düzeyde KAT gen ifadesinin olduğu saptanmıĢ ve bu fark istatistiksel 

olarak önemli düzeyde bulunmuĢtur (p≤0.05). 
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ġekil 4.15. Bir jenerasyon boyunca Cd uygulaması yapılan D. melanogaster 

bireylerinde KAT gen ifadesinin değiĢimi, relatif kat artıĢ n=3, ortalama±standart hata * 

Her bir uygulama süresinde farklı harf ile gösterilen ortalamalar istatistik olarak 

farklıdır (tekyönlü-ANOVA, Duncan testi, P≤0.05) 

 

 

4.4.2. Ġki Jenerasyon Süresince Cd’ye Maruz Kalan D. melanogaster Bireylerinde 

Konsantrasyona Bağlı Olarak KAT Gen Ġfadeleri 

Farklı konsantrasyonlarda Cd uygulaması yapılan ikinci jenerasyon D. 

melanogaster bireylerinde belirlenen KAT gen ifadeleri ġekil 4.16.‟da verilmiĢtir. Cd 

uygulaması yapılan ikinci jenerasyon bireylerde uygulamanın birinci ve onuncu 

günlerinde sadece 0.2 ppm Cd uygulanan grupta kontrole göre istatistiksel olarak 

önemli bir azalma olduğu belirlenmiĢtir. Uygulamanın beĢinci gününde ise her iki Cd 

konsantrasyonunda belirlenen KAT gen ifadelerinin kontrole göre istatistiksel olarak 

anlamlı düzeyde azalma gösterdiği saptanmıĢtır. En düĢük KAT gen ifadesinin on 

günlük uygulama süresi ve 0.2 ppm Cd konsantrasyonunda olduğu saptanmıĢtır. 
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ġekil 4.16. Ġkinci jenerasyonda  Cd uygulaması yapılan D. melanogaster bireylerinde 

KAT gen ifadesinin değiĢimi, relatif kat artıĢ n=3, ortalama±standart hata * Her bir 

uygulama süresinde farklı harf ile gösterilen ortalamalar istatistik olarak farklıdır 

(tekyönlü-ANOVA, Duncan testi, P≤0.05) 

 

 

4.4.3. Üç Jenerasyon Süresince Cd’ye Maruz Kalan D. melanogaster Bireylerinde 

Konsantrasyona Bağlı Olarak KAT Gen Ġfadeleri 

 Farklı konsantrasyonlarda Cd uygulaması yapılan üçüncü jenerasyon D. 

melanogaster bireylerinde belirlenen KAT gen ifadeleri ġekil 4.17.‟de verilmiĢtir. Tüm 

uygulama zamanlarında ve Cd konsantrasyonlarında KAT gen ifadelerinin kontrole 

göre istatistiksel olarak önemli düzeyde azaldığı belirlenmiĢtir (p≤0.05). Uygulamanın 

ilk gününde KAT gen ifadesinde artan Cd konsantrasyonuna paralel olarak bir azalma 

görülmektedir. Ancak uygulamanın beĢinci ve onuncu günlerinde 0.1 ppm Cd 

konsantrasyonunda belirlenen gen ifadesinin 0.2 ppm konsantrasyonda belirlenenden 

daha düĢük düzeyde olduğu saptanmıĢtır. En düĢük KAT gen ifadelerinin uygulamanın 

beĢinci ve onuncu günlerinde 0.1 ppm Cd uygulaması yapılan bireylerde meydana 

geldiği saptanmıĢtır.  
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ġekil 4.17. Üç jenerasyon boyunca Cd uygulaması yapılan D. melanogaster 

bireylerinde KAT gen ifadesinin değiĢimi, relatif kat artıĢ n=3, ortalama±standart hata * 

Her bir uygulama süresinde farklı harf ile gösterilen ortalamalar istatistik olarak 

farklıdır (tekyönlü-ANOVA, Duncan testi, P≤0.05) 

 

 

4.4.4. Cd Uygulaması Yapılan D. melanogaster Bireylerinde KAT Gen Ġfadesinde 

Jenerasyonlar Arası Farklılıklar  

ÇalıĢmamızda her bir jenerasyonda zaman ve konsantrasyona bağlı olarak 

belirlenen KAT gen ifadesi farklılıklarının yanı sıra jenerasyonlar arası farklılıkları da 

belirlenmiĢtir. Elde edilen verilere göre 0.1 ppm Cd uygulaması yapılan bireylerde tüm 

uygulama zamanlarında jenerasyonlar arası farklılık ġekil 4.18‟de verilmiĢtir. Grafikten 

de görüldüğü gibi tüm uygulama sürelerinden en yüksek KAT gen ifadelerinin birinci 

jenerasyon bireylerde olduğu ve bunu ikinci ve üçüncü jenerasyonların izlediği 

saptanmıĢtır. Ġkinci ve üçüncü jenerasyonlar birbirleri ile aynı istatistiksel gruba dahil 

olurken, birinci jenerasyondaki KAT gen ifadelerinin bu gruplarda istatistiksel olarak 

önemli düzeyde yüksek olduğu belirlenmiĢtir. 
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ġekil 4.18. 0.1 ppm Cd uygulamasının birinci, beĢinci ve onuncu günlerinde 

jenerasyonlar arası KAT gen ifadesi farklılıkları, relatif kat artıĢ n=3, ortalama±standart 

hata * Her bir uygulama süresinde farklı harf ile gösterilen ortalamalar istatistik olarak 

farklıdır (tekyönlü-ANOVA, Duncan testi, P≤0.05) 

 

 

0.2 ppm Cd uygulaması yapılan bireylerde tüm uygulama zamanlarında 

jenerasyonlar arası farklılık ġekil 4.19.‟da verilmiĢtir. Buna göre en yüksek KAT gen 

ifadesinin tüm uygulama zamanlarında birinci jenerasyonda olduğu, diğer jenerasyonda 

ise birinci jenerasyona göre istatistiksel olarak önemli azalmaların olduğu saptanmıĢtır.  
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ġekil 4.19. 0.2 ppm Cd uygulamasının birinci, beĢinci ve onuncu günlerinde 

jenerasyonlar arası KAT gen ifadesi farklılıkları, relatif kat artıĢ n=3, ortalama±standart 

hata * Her bir uygulama süresinde farklı harf ile gösterilen ortalamalar istatistik olarak 

farklıdır (tekyönlü-ANOVA, Duncan testi, P≤0.05) 

 

 

4.5. GS Gen Ġfadesi 

4.5.1. Bir Jenerasyon Süresince Cd’ye Maruz Kalan D. melanogaster Bireylerinde 

Konsantrasyona Bağlı Olarak GS Gen Ġfadeleri 

             Farklı konsantrasyonlarda Cd uygulaması yapılan birinci jenerasyon D. 

melanogaster bireylerinde belirlenen GS gen ifadelerinin değiĢimi ġekil 4.20.‟de 

verilmiĢtir. Uygulamanın birinci ve beĢinci günlerinde artan Cd konsantrasyonuna bağlı 

olarak GS gen ifadesinin doğrusal bir artıĢ gösterdiği ve bu artıĢların kontrole göre 

istatistiksel olarak önemli olduğu belirlenmiĢtir. Cd uygulamasının onuncu gününde ise 

GS gen ifadesinde her iki uygulama konsantrasyonunda kontrole göre önemli artıĢların 

olduğu belirlenmiĢ ancak bunun artan konsantrasyona bağlı doğrusal bir artıĢ olmadığı 

ve 0.1 ppm Cd uygulamasında 0.2 ppm Cd ye göre daha yüksek gen ifadesinin olduğu 

saptanmıĢtır. Ayrıca 0.2 ppm Cd uygulamasının artan uygulama süresine bağlı olarak 

GS gen ifadesinde azalmaya neden olduğu saptanmıĢtır.  
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ġekil 4.20. Bir jenerasyon boyunca Cd uygulaması yapılan D. melanogaster 

bireylerinde GS gen ifadesinin değiĢimi, relatif kat artıĢ n=3, ortalama±standart hata * 

Her bir uygulama süresinde farklı harf ile gösterilen ortalamalar istatistik olarak 

farklıdır (tekyönlü-ANOVA, Duncan testi, P≤0.05) 

 
 

4.5.2. Ġki Jenerasyon Süresince Cd’ye Maruz Kalan D. melanogaster Bireylerinde 

Konsantrasyona Bağlı Olarak GS Gen Ġfadeleri 

Farklı konsantrasyonlarda Cd uygulaması yapılan ikinci jenerasyon D. 

melanogaster bireylerinde belirlenen GS gen ifadelerinin değiĢimi ġekil 4.21.‟de 

verilmiĢtir. Farklı konsantrasyonda Cd uygulamasının uygulamanın birinci, beĢinci ve 

onuncu günlerinde kontrol grubuna göre GS gen ifadelerinde azalmaya neden olduğu 

saptanmıĢtır. Uygulamanın birinci ve beĢinci günlerinde her iki Cd konsantrasyonunun 

GS gen ifadelerinde kontrol grubuna göre istatistiksel olarak önemli düzeyde azalmaya 

neden olduğu belirlenmiĢ, ancak Cd uygulaması yapılan grupların birbirleri ile aynı 

istatistiksel gruba dahil olduğu saptanmıĢtır. Uygulamanın onuncu gününde ise Cd 

uygulaması yapılan grupların hem kontrol grubundan hem de diğer gruplardan 

istatistiksel olarak farklı düzeyde gen ifadesine sahip oldukları saptanmıĢtır. GS gen 

ifadesinin en düĢük olduğu grup ise 10 gün süre ile 0.2 ppm Cd uygulaması yapılan 

grup olarak belirlenmiĢtir.  
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ġekil 4.21. Ġki jenerasyon boyunca Cd uygulaması yapılan D. melanogaster bireylerinde 

GS gen ifadesinin değiĢimi, relatif kat artıĢ n=3, ortalama±standart hata * Her bir 

uygulama süresinde farklı harf ile gösterilen ortalamalar istatistik olarak farklıdır 

(tekyönlü-ANOVA, Duncan testi, P≤0.05) 

 

 

4.5.3. Üç Jenerasyon Süresince Cd’ye Maruz Kalan D. melanogaster Bireylerinde 

Konsantrasyona Bağlı Olarak GS Gen Ġfadeleri 

Farklı konsantrasyonlarda Cd uygulaması yapılan üçüncü jenerasyon D. 

melanogaster bireylerinde belirlenen GS gen ifadelerinin değiĢimi ġekil 4.22.‟de 

verilmiĢtir. Farklı konsantrasyonlarda Cd uygulamasının üçüncü jenerasyonunda 

uygulamanın birinci ve beĢinci günlerinde GS gen ifadelerinin kontrol grubuna göre 

istatistiksel olarak önemli azalmalar gösterdiği belirlenmiĢtir. Uygulamanın birinci 

gününde artan Cd konsantrasyonuna bağlı olarak azalma görülmüĢ olur en düĢük gen 

ifadesi 0.2 ppm Cd uygulaması yapılan grupta saptanmıĢtır. Uygulamanın onuncu 

gününde 0.2 ppm Cd uygulanan grupta GS gen ifadesinin kontrol düzeyine ulaĢtığı ve 

kontrol grubu ile istatistiksel olarak aynı gruba dahil olduğu saptanmıĢtır.  

 

 

 

 

c 

b 

a 

a 
a 

b* b 

a 
a 

G
S

 G
en

 Ġ
fa

d
es

i 
(R

K
) 

Uygulama Süresi 



65 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.22. Üç jenerasyon boyunca Cd uygulaması yapılan D. melanogaster 

bireylerinde GS gen ifadesinin değiĢimi, relatif kat artıĢ n=3, ortalama±standart hata * 

Her bir uygulama süresinde farklı harf ile gösterilen ortalamalar istatistik olarak 

farklıdır (tekyönlü-ANOVA, Duncan testi, P≤0.05) 

 

 

4.5.4. Cd Uygulaması Yapılan D. melanogaster Bireylerinde GS Gen Ġfadesinde 

Jenerasyonlar Arası Farklılıklar  

ÇalıĢmamızda her bir jenerasyonda zaman ve konsantrasyona bağlı olarak 

belirlenen GS gen ifadesi farklılıklarının yanı sıra jenerasyonlar arası farklılıkları da 

belirlenmiĢtir. Elde edilen verilere göre 0.1 ppm Cd uygulaması yapılan bireylerde tüm 

uygulama zamanlarında jenerasyonlar arası farklılık ġekil 4.23.‟te verilmiĢtir. Buna 

göre tüm uygulama zamanlarında en yüksek GS gen ifadesinin birinci jenerasyon 

bireylerinde olduğu ve diğer jenerasyonlardan istatistiksel olarak önemli Ģekilde yüksek 

olduğu saptanmıĢtır.  
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ġekil 4.23. 0.1 ppm Cd uygulamasının birinci, beĢinci ve onuncu günlerinde 

jenerasyonlar arası GS gen ifadesi farklılıkları, relatif kat artıĢ n=3, ortalama±standart 

hata * Her bir uygulama süresinde farklı harf ile gösterilen ortalamalar istatistik olarak 

farklıdır (tekyönlü-ANOVA, Duncan testi, P≤0.05) 

 

 

0.2 ppm Cd uygulaması yapılan D. melanogaster bireylerinde uygulamanın 

birinci, beĢinci ve onuncu günlerinde en yüksek GS gen ifadesinin birinci jenerasyon 

bireylerinde olduğu saptanmıĢtır. Ġkinci ve üçüncü jenerasyon bireylerde saptanan GS 

gen ifadelerinin istatistiksel olarak aynı gruba dahil olduğu ancak birinci jenerasyon 

bireylerden istatistik olarak anlamlı düzeyde düĢük olduğu saptanmıĢtır (ġekil 4.24).  
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ġekil 4.24. 0.2 ppm Cd uygulamasının birinci, beĢinci ve onuncu günlerinde 

jenerasyonlar arası GS gen ifadesi farklılıkları, relatif kat artıĢ n=3, ortalama±standart 

hata * Her bir uygulama süresinde farklı harf ile gösterilen ortalamalar istatistik olarak 

farklıdır (tekyönlü-ANOVA, Duncan testi, P≤0.05) 
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4.6. Kadmiyum Uygulamasının D. melanogaster Bireylerinde Mitokondriyal 

NADH Dehidrojenaz Dizisi Üzerine Etkisi  

ÇalıĢmamızda NADH Dehidrojenaz 2 (ND2) mtDNA bölgesine ait primerler ile 

yapılan PCR sonucunda tüm deneme ve kontrol gruplarında bu bölge çoğaltılmıĢ ve saf 

PCR reaksiyonu elde edildiği ve jel elektroforezinde tek bir bant verdiği gözlemlenmiĢ 

ve bu bölgelerin gen dizileri belirlenmiĢtir. Mitokondriyal DNA‟nın NADH 

Dehidrojenaz 2 (ND2) mtDNA bölgesine ait gen fragmentlerinin uzunluğu 650–540 baz 

çifti arasında değiĢmiĢ Clustal W ile alignment yapılarak analiz sonucu ortak olan 

noktalar belirlenmiĢ ve 525 karakter parsimoni analizde kullanılmıĢtır. Bu karakterlerin 

482 adedi değiĢmeyen, 2 karakter değiĢken fakat parsimoni-uninformatif, 41 karakter 

ise parsimoni-informatif olarak saptanmıĢtır. NADH Dehidrojenaz 2 (ND2) mtDNA 

genine ait nükleotid frekansı: A=0.34949 C=0.11510 G=0.09381 T=0.44160 olarak 

belirlenmiĢtir. Avrupa Moleküler Biyoloji Laboratuvarı gen bankası veri tabanı (EMBL 

gen bank) kullanılarak yapılan blast analizi sonucu elde edilen ND2 mtDNA geninin 

%99 benzerlik skoru ile D. melanogaster Oregon R‟ye ait sekanslar ile benzer olduğu 

saptanmıĢtır. ND2 gen bölgesi sekansları üzerinde yapılan parsimoni analizde 99 eĢit 

uzunlukta ağaç elde edilmiĢ Consistensy indeks=0.4545 Retention indeks 0.6143, 

Benzerlik indeksi=0.5455 olarak hesaplanmıĢtır.  

ND2 mtDNA gen bölgesi sekansları üzerinde yapılan maksimum parsimoni 

analizi sonucu bootstrap değerleri (1000 tekrar) ve % 50‟nin altındaki dalların 

çıkarıldığı consensus diyagramı ġekil 4.25‟te verilmiĢ, dallara ait değiĢim karakterleri 

Tablo 4.5‟te gösterilmiĢtir. 
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ġekil 4.25. NADH Dehidrojenaz 2 (ND2) mtDNA bölgesine ait maksimum parsimoni 

analiz consensus ağacı. Sayılar nod numaraları/boot strap analiz skorlarıdır. %50‟den 

daha küçük skor alan dallar gösterilmemiĢtir. Consistency indeksi (CI) = 0.7188, 

Homoplasi indeksi (HI) = 0.0 50, Ağaç uzunluğu =40 
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NADH Dehidrojenaz 2 (ND2) mtDNA gen fragmenti üzerinde yapılan 

parsimony analizinde consensus ağacı 36 noddan oluĢmuĢ kontrol grupları %50‟den 

daha büyük bir skor oluĢturmamıĢ ve aynı dal üzerine yerleĢmiĢlerdir. Ağaç üzerinde 

kontrol grupları ve birinci jenerasyon Cd uygulamalarına ait sekanslar ayrı bir grup 

oluĢturmuĢ, 2 ve 3. jenerasyon ise farklı bir grup oluĢturmuĢtur. Tablo 4.5. 

incelendiğinde en fazla baz değiĢiminin üçüncü jenerasyon bireylerde 0.1 ppm Cd 

uygulamasında beĢinci günde (6 baz) ve yine üçüncü jenerasyon bireylerde 0.2 ppm Cd 

uygulamasında onuncu günde (6 baz) olduğu saptanmıĢtır. Bu değiĢimleri yine üçüncü 

jenerasyondaki bireyler beĢ baz ile takip etmiĢtir 

 

 

Tablo 4.5. Üç jenerasyon boyunca Cd uygulaması yapılan D. melanogaster bireylerinde 

ND2 mtDNA bölgelerine ait dal numaralarını içeren apomorfi listesi, consistency 

indeks ve ilgili gene ait baz çifti değiĢimleri 
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BÖLÜM 5 

 

 

TARTIġMA 

 

 

YaĢadığımız çevrenin kirlenmesinde büyük rolleri olan ağır metallerin çok 

düĢük konsantrasyonlarda bile toksik etkileri bulunmaktadır. Biyosferin ağır metaller 

tarafından kirlenmesi endüstri devriminin baĢlamasıyla beraber artmıĢtır. Ağır 

metallerin çevreye giriĢindeki ana kaynaklar trafik, endüstri, zirai ilaç ve gübreler ve 

evsel atıklardır. Trafik ve endüstriyel üretimden kaynaklı ağır metal kirliliği, metallerin 

dağınık bir Ģekilde çevreye yayılmasına örnek olarak verilebilir. Ağır metaller ince 

partiküller olarak veya çözünmüĢ bir Ģekilde çevreye yayılabilirler [118]. Ayrıca 

toprağa da bulaĢıp topraktan bitkilere geçerek besin zincirine girebilirler [119]. Metaller 

insan vücudu için esasi olan ve olmayan olarak sınıflandırılmaktadır. Bunlardan; 

çevresel kirliliğe neden olup insan vücudu için ise esasi olmayan metaller insan 

vücudunda metal yükü oluĢtururlar. Bu metallerden kadmiyum, alüminyum, kurĢun, 

kalay, krom, gibi bazıları insanların vücudunda ortalama 40 yaĢına kadar sürekli birikir 

ve vücuttaki konsantrasyonlarının artıĢ göstermesi sonucu zararlı etkilere neden 

olabilirler [120, 121, 122]. 

Temel olarak gıda maddeleriyle olmak üzere su ve hava yolu ile de vücuda 

alınmıĢ olan ağır metaller vücuttaki konsantrasyonlarına göre merkezi sinir sistemi 

bozuklukları, baĢ dönmesi, uyku bozuklukları, iĢtahsızlık, nefes darlığı ve hafıza 

yetersizliği gibi sorunlara neden olabilirler [123, 124]. Ağır metaller ayrıca kalp ve 

damar hastalıklarına ve kan oluĢum sistemlerinin bozulmasına da neden olabilir. 

Bunların yanında ağır metallerin; zehirlenme, anemi ve erken ölüme de neden oldukları 

da belirtilmektedir [125]. Ayrıca proteinlerin fonksiyonel gruplarına bağlanıp çok 

sayıda biyokimyasal reaksiyon üzerinde de etkileri olabildiği gibi farklı yollardaki 
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enzimatik aktivitelerde rol alıp, çekirdek metabolizmasına ve ATP sentezine de etki 

edebilmektedirler [126].  

1817 yılında keĢfedilen ağır metallerden biri olan Cd, 50 yıldan bu yana 

endüstride kaplama sanayisinde, boya yapımında, plastik yapımında,  nikel-kadmiyum 

pil sanayisinde, uçak sanayisinde ve nükleer santrallerde nötron absorblayıcısı Ģeklinde 

kullanılmaktadır [127, 128]. Gıdaların çoğunda Cd az da olsa bulunabilmektedir. 

Kabuklular ve mantarlar Cd bakımından zengin gıdalardandır. Ġlk zamanlarda 

kullanılması bir sorun teĢkil etmezken son yıllarda endüstride sıklıkla kullanılması bu 

metali ekotoksikolojik olarak daha önemli bir hale getirmiĢtir [129, 130]. 

Kadmiyumun çok düĢük konsantrasyonu bile yüksek toksik etkiye neden 

olabilmektedir. Endüstri kaynaklı kirlenmede Cd kanser ve kardiyovasküler hastalıklar 

gibi hastalıklara neden olabilmektedir [131]. Kadmiyumun suda çözünürlüğünün 

yüksek olması nedeni ile sudan besinlere, besinlerden de hayvan ve insanlara kolaylıkla 

geçebilmektedir [132, 133]. Bu nedenlerden dolayı Amerika Uluslararası Kanser 

AraĢtırma Ajansı (IARC) tarafından 1. sınıf kanserojen grubunda olduğu rapor 

edilmiĢtir [11]. Besinlerde, havada ve suda bulunan kadmiyum; tahıllarda 10-150 μg/kg 

bulunurken, balık, et ve meyvelerde ise 1-50 μg/kg bulunmaktadır [134, 135]. Ġçme 

suyunda Cd değeri; Dünya Sağlık Örgütü [10] ve Avrupa Birliği [136] verilerine göre 

0.003-0.005 mg/L arasında; Çevre Koruma Ajansı (U.S. EPA) [137]‟na göre ise 0.005 

mg/L (5 μg/L veya 5 ppb)‟dır. Dünya Sağlık Örgütü verilerine göre belirlenen günlük 

tolere edilebilen Cd miktarının 60-70 μg olduğu belirtilmiĢtir. Kadmiyum düzeyi 

endüstriyel kirliliğin çok olduğu bölgelerde 1000 μg/L‟ye kadar ulaĢmaktadır. 

Kadmiyumun belirtilen toksik etkilerinden dolayı çeĢitli sağlık örgütleri ve yerel 

otoriteler, içme sularında ve gıda maddelerinde bulunması gereken maksimum kalıntı 

limitlerini belirlemiĢlerdir. Tez çalıĢması kapsamında gıdalarda izin verilen limitlerde 

Cd uygulamasının, üç jenerasyon boyunca model organizma olarak kullanılan D. 

melanogaster bireyleri üzerindeki etkileri belirlenmiĢtir. 

ÇalıĢmamızda Cd uygulaması yapılan birinci ve ikinci jenerasyon D. 

melanogaster bireylerinde artan konsantrasyona ve uygulama süresine bağlı olarak Cd 

birikiminin artıĢ gösterdiği saptanmıĢtır (ġekil 4.1. ve ġekil 4.2.). Üçüncü jenerasyonda 

ise uygulamanın özellikle 0.2 ppm Cd konsantrasyonuna ve uygulamanın birinci ve 

onuncu gününde 0.1 ppm Cd uygulamasına göre istatistiksel olarak anlamlı azalmaların 
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olduğu belirlenmiĢtir (ġekil 4.3.). Yine özellikle 0.2 ppm Cd konsantrasyonunda daha 

belirgin olmak üzere en yüksek Cd birikiminin birinci jenerasyonda olduğu ve maruz 

kalma süresi arttıkça Cd birikiminin azaldığı saptanmıĢtır (ġekil 4.3.).  

Linda ve ark. (1996) 50 µg/ml kadmiyum içeren ortamda yetiĢtirdikleri Zea 

mays (mısır) bitkileri ile besledikleri Locusta migratoria bireylerinde yüksek miktarda 

Cd birikiminin olduğunu rapor etmiĢlerdir. AraĢtırmacılar Cd miktarının kontrol grubu 

bireylerinde 0.99 µg/g olduğunu, uygulama sonucunda ise 18.8 µg/g‟a yükseldiğini 

bildirmiĢlerdir [138]. Yine Doganlar ve ark. (2014) farklı konsantrasyonlarda Fe, Cd, Pb 

ve Cu‟dan oluĢan ağır metal karıĢımı uyguladıkları D. melanogaster bireylerinde artan 

konsantrasyon ve uygulama süresine göre Cd birikiminin arttığını ve en fazla birikimin 

kontrole göre 17.7 kat ile uygulamanın onuncu gününde olduğunu rapor etmiĢlerdir 

[139]. Benzer bir çalıĢmada Xie ve ark. (2004) 6 mg/L Cd‟ye maruz bıraktıkları 

Heterandria formosa bireylerinde uygulamadan 14 saat sonra kontrole göre 2 kat daha 

fazla Cd birikiminin olduğunu bildirmiĢlerdir [140]. Artan Cd uygulamasına bağlı 

olarak Cd birikiminin artması bulgularımız, Linda ve ark. [138]; Doganlar ve ark. [139] 

Xie ve ark. [140] adlı araĢtırmacıların bulguları ile paralellik göstermektedir.  

Nguyen ve ark. (2014), 20 jenereasyon boyunca farklı konsantrasyonlarda 

(0.002; 0.02; 0.08; 0.1 ve 0.2 mg/ml) Cd‟a maruz bıraktıkları D. melanogaster 

bireylerinde Cd birikiminin 20. jenerasyonda ilk jenerasyondaki bireylere göre 1069 

ppb (1.5 kat) daha az olduğunu bildirmiĢlerdir [141]. Kafel ve ark. (2011), 61 

jenerasyon süresinde Cd‟ye maruz bıraktıkları Spodoptera exigua (çizgili yaprak kurdu) 

bireylerinde, 33 jenerasyon Cd‟ye maruz kalan bireylerin hemolinfinde birinci 

jenerasyondaki bireylere göre daha yüksek birikimin olmasına karĢın maruziyet 

süresinin uzaması ile Cd birikiminin azaldığını bildirmiĢlerdir. Nitekim 61 jenerasyon 

Cd‟ye maruz kalan bireylerin hemolinfinde kontrole göre 6 kat daha fazla kadmiyum 

birikirken, 33 jenerasyon maruziyet sonrasında kontrole göre 8 kat daha fazla Cd 

birikiminin olduğu rapor edilmiĢtir. Larvalardaki Cd birikimlerinin ise 1 jenerasyon 

Cd‟ye maruz kalan bireylerde 33 ve 61 jenerasyon maruz kalan bireylere göre sırası ile 

1.6 ve 1.2 kat daha fazla olduğu bildirilmiĢtir [142]. Bu bulgular bizim üçüncü 

jenerasyon bireylerde birinci ve ikinci jenerasyon bireylere göre daha düĢük miktarda 

Cd birikiminin olduğu bulgumuz ile paralellik göstermektedir. Bu durumun, 

multijenerasyonel metal uygulamasına bağlı olarak bireylerde metale direnç geliĢmiĢ 
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olmasından kaynaklanabileceği düĢünülmektedir [141]. Nitekim yapılan çalıĢmalarda 

D. melanogaster‟in metallere davranıĢ, detoksifikasyon, kompartmentalizasyon veya 

dıĢa verme gibi farklı Ģekillerde tepkiler verdiği bildirilmiĢtir [141]. Shirley ve Sibly 

[143] 20 jenerasyonun üzerinde Cd uygulanmıĢ olan D. melanogaster‟de hayatta kalma 

oranının %30 arttığını bildirmiĢlerdir. D. melanogaster‟de ağır metal adaptasyonunda 

en bilinen mekanizma metal bağlayan sisteince zengin proteinler olan metallotioneinlere 

ait genin duplikasyonudur. Böylece artan metallotionein proteinleri sayesinde vücut 

içerisine alınan Cd zararsız hale getirilmektedir. Multijenerasyonel Cd uygulamasına 

bağlı olarak birikimin azalmasının bir diğer nedeninin metallerin dıĢarı atılma 

mekanizmasından kaynaklandığı düĢünülmektedir [141].    

ÇalıĢmamızda Cd uygulamasının genotoksik etkilerinin belirlenmesi için RAPD-

PCR yöntemi kullanılmıĢ ve her bir jenerasyona ait bireylerde farklı konsantrasyon ve 

uygulama sürelerinde Cd uygulamasının kontrole göre yeni bant oluĢumu, bantların 

kaybolması ve bantların yoğunluğunda artıĢ ve azalmalara neden olduğu saptanmıĢtır 

(ġekil 4.6., ġekil 4.7., ġekil 4.8., ġekil 4.9.). En fazla bant değiĢiminin genellikle 0.2 

ppm konsantrasyonlarında olduğu saptanmıĢtır (Tablo 4.1., Tablo 4.2., Tablo 4.3., Tablo 

4.4). Konu ile ilgili olarak yapılan bir çalıĢmada uçucu organik bileĢiklerden oluĢan bir 

miks uygulanan D. melanogaster bireylerinde uygulama yapılan gruplarda kontrole 

göre yeni oluĢan bantların ve kaybolan bantların olduğu ve bazı bantların da 

yoğunluklarında değiĢme olduğu rapor edilmiĢtir [144]. Yine benzer bir çalıĢmada ağır 

metal miksi uygulanan D. melanogaster bireylerinde artan ağır metal 

konsantrasyonlarının RAPD profilinde değiĢikliklere neden olduğu saptanmıĢtır [139]. 

Arsenik ve Cd uygulanan zebra balıklarının solungaç dokularında RAPD analizi 

yapılarak belirlenen genomik kalıp kararlılıklarının Cd uygulamasına bağlı olarak 

azaldığı rapor edilmiĢtir [145]. Bizim çalıĢmamızda Cd uygulamasına bağlı olarak 

RAPD-DNA profillerinde bant değiĢimlerinin olması bulgumuz, daha önce yapılan bu 

çalıĢmalar ile paralellik göstermektedir. Elde edilen veriler ve literatür bilgileri birlikte 

değerlendirildiğinde RAPD bantlarında kontrole göre meydana gelen değiĢimlerin, 

genomun yeniden düzenlenmesinin neden olduğu oligonükleotidlerin bağlanma 

bölgelerinde meydana gelen değiĢimlerden kaynaklandığı düĢünülmektedir [146, 147, 

148]. Yeni oluĢan bantların, Cd toksisitesinin neden olduğu DNA hasarından 

kaynaklanabileceği düĢünülmektedir [145].   
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Yapılan bu çalıĢmada multijenerasyonel Cd uygulamasına bağlı olarak 

antioksidan sistemde meydana gelen değiĢimlerin belirlenmesi amacı ile SOD, KAT ve 

GS gibi bazı antioksidan enzimlerin gen ifadeleri belirlenmiĢtir. ÇalıĢma sonuçlarına 

göre bu genlerin ifadelerinin birinci jenerasyonda Cd konsantrasyonuna bağlı olarak 

genellikle artıĢ gösterdiği, ikinci ve üçüncü jenerasyonlarda ise azaldığı belirlenmiĢtir 

(ġekil 4.10., ġekil 4.11., ġekil 4.12., ġekil 4.15., ġekil 4.16., ġekil 4.17., ġekil 4.20., 

ġekil 4.21., ġekil 4.22.). Jenerasyonlar arası farklar dikkate alındığında ise her üç 

enzimin gen ifadelerinin en yüksek değerlerinin birinci jenerasyonda saptandığı ve 

ikinci ve üçüncü jenerasyon bireylerde gen ifadelerinin birinci jenerasyona göre daha 

düĢük olduğu saptanmıĢtır (ġekil 4.13., ġekil 4.14., ġekil 4.18., ġekil 4.19., ġekil 4.23., 

ġekil 4.24.). 

Toksik bir metal olan Cd‟nin reaktif oksijen türlerinin üretiminde artıĢa neden 

olarak oksidatif strese yol açtığı ve meydana gelen oksidatif stresin antioksidan 

sistemde değiĢimlere neden olduğu bildirilmiĢtir [149]. Bu durum stres koĢulları altında 

antioksidan enzimlerin hem aktivitelerinde hem de bu enzimlerin gen ifadelerinde 

(mRNA düzeylerinde) meydana gelen değiĢimlerin belirlenmesi ile saptanabilmektedir. 

Süperoksit dismutaz, antioksidan sistemin en önemli enzimlerindendir ve süperoksit 

anyonlarının hidrojen peroksit ve suya dismutasyonunu katalizler. Meydana gelen 

hidrojen peroksit ise katalaz enzimi tarafından suya ve oksijene dönüĢtürülür [150]. 

Yine glutatyon sentaz, toksik ksenobiyotiklerin ve elektrofillerin hücrelerden 

arındırılmasında önemli bir molekül olan glutatyon mekanizmasında önemli bir 

enzimdir. Konu ile ilgili olarak, Kim ve ark. (2010) 0.4-50 µg/L Cd uygulaması yapılan 

Dapnia magna‟da hem katalaz enzim aktivitesinin hem de gen ifadesinin artıĢ 

gösterdiğini ve en yüksek gen ifadesinin 10 µg/L Cd uygulanan grupta olduğunu 

bildirmiĢlerdir [151]. Casanova ve ark., 10 µg/ml Cd ve 20 µg/ml Cu uygulaması 

yapılan Colossoma macropomum (Tambaqui balığı) bireylerinde katalaz gen ifadesinin 

uygulamadan sonra birinci saatte artarken üç saat sonra azaldığını ve gen 

ekspresyonundaki değiĢimlerin maruziyet süreleriyle doğru orantılı olarak değiĢim 

gösterdiğini bildirmiĢlerdir [152]. Yine uçucu organik bileĢiklerin, pestisitlerin ve ağır 

metallerin SOD ve GS gen ifadelerinde uyguma konsantrasyonu, uygulanan madde ve 

uygulama süresine bağlı olarak değiĢikliklere neden olduğu bildirilmiĢtir [139, 144]. 

ÇalıĢmamız sonucunda elde edilen verilere göre Cd uygulamasının özellikle birinci 
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jenerasyonda Cd birikimlerine paralel olarak oksidatif strese ve antioksidan enzimlerin 

gen ifadelerinde artıĢa neden olduğu söylenebilir. Ġkinci ve üçüncü jenerasyonlarda ise 

birinci jenerasyona göre daha düĢük gen ifadelerinin belirlenmesinin bu jenerasyonlarda 

Cd birikiminde meydana gelen azalma ve uzun süreli maruziyete adaptasyon ile 

iliĢkilendirilebileceği düĢünülmektedir.  

NADH dehidrojenaz 2 geninin sekansı göz önünde bulundurulduğunda en fazla 

baz değiĢiminin üçüncü jenerasyon bireylerde 0.1 ppm Cd uygulamasında beĢinci günde 

(6 baz) ve yine üçüncü jenerasyon bireylerde 0.2 ppm Cd uygulamasında onuncu günde 

(6 baz) olduğu saptanmıĢtır. Bu değiĢimleri yine üçüncü jenerasyondaki bireyler beĢ baz 

ile takip etmiĢtir (0.1 ppm Cd konsantrasyonunda birinci ve onuncu gün). NADH 

dehidrogenaz-2 mitokondrideki elektron taĢınımından, dokulardaki bakır indirgenmesi 

ve demir metabolizmasından sorumlu özel proteinleri kodlayan ana gendir [153, 154]. 

Bunlara ilaveten, NADH dehidrogenaz gen ailesi oksidatif streste önemli rol oynar. 

Bunun nedeni abiyotik strese karĢı antioksidan savunma NADH dehidrogenaz ve 

süperoksit dismutaz (SOD) gibi proteinleri içermesidir [155, 156]. Bu genlerin 

ekspresyonu ile sentezlenen Fenton reaksiyon proteinleri daha reaktif serbest 

radikallerin oluĢumunu engellemek için süperoksit ve peroksi radikallerinin 

degredasyonunu katalizlerler [154, 156]. Ağır metallere maruziyet sonucunda özellikle 

baz çifti değiĢimi sonucu gen mutasyonlarının meydana geldiği birçok çalıĢma ile 

gösterilmiĢtir [157, 158]. Bu mutajenler DNA sekansında bazların değiĢimine ve 

DNA‟nın Ģeklinde de değiĢikliğe neden olabilirler. Bu değiĢimler replikasyon ve 

transkripsiyon hatalarını da beraberinde getirir.  

 ÇalıĢmamızda gıdalarda izin verilen limitlerde Cd alınımının model organizma 

D. melanogaster‟de Cd birikimine ve genotoksik etkiye neden olduğu belirlenmiĢtir. D. 

melanogaster bireylerinde jenerasyonlar arası farklılıklar görüldüğü ve ikinci ve üçüncü 

jenerasyonlarda Cd birikimlerinde azalma olduğu saptanmıĢ ve bu durumun adaptasyon 

ve/veya direnç geliĢimi ile ilgili olabileceği düĢünülmüĢtür. Nitekim bu durum 

antioksidan enzimlerin gen ifadelerinde de benzerlik göstermiĢ ve ikinci ve üçüncü 

jenerasyon bireylerde antioksidan enzimlerin gen ifadelerinin birinci jenerasyona göre 

daha düĢük olduğu saptanmıĢtır. Bu durumun bireylerde daha düĢük Cd birikiminden 

veya uzun süreli maruziyette antioksidan sistemin baskılanarak etkin çalıĢamamasından 

kaynaklanabileceği düĢünülmüĢtür. Ancak RAPD-PCR verilerine göre bant değiĢim 
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miktarları (yeni oluĢan ve kaybolan bantlar) göz önünde bulundurulduğunda en fazla 

bant değiĢimlerinin genellikle yüksek Cd konsantrasyonunda ve üçüncü jenerasyon 

bireylerde olduğu saptanmıĢtır. Bu nedenle multijenerasyonel Cd maruziyetinin 

bireylerde genotoksisite göstererek genomik kalıp kararlılığında değiĢime neden olduğu 

düĢünülmüĢtür. Yine NADH dehidrojenaz 2 geninin sekansı göz önünde 

bulundurulduğunda en fazla baz değiĢiminin üçüncü jenerasyon bireylerde olduğu 

saptanmıĢtır. Her ne kadar Cd birikiminin üçüncü jenerasyonda diğer jenerasyonlara 

göre daha düĢük olduğu belirlenmiĢ olsa da en fazla baz değiĢiminin bu bireylerde 

meydana gelmesi jenerasyonlar boyu Cd maruziyetinin bireylerde mutasyona sebep 

olacağını düĢündürmektedir.  

 Sonuç olarak elde ettiğimiz bulgulara göre gıdalarda izin verilen limitlerde 

Cd‟ye multijenerasyonel maruziyetin genotoksisiteye neden olduğu ve bu limitlerin 

farklı organizmalarda yapılacak daha ileri çalıĢmalar ile desteklendiği takdirde revize 

edilmesi gerekebileceği düĢünülmektedir.  
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