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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

OKSITETRASIKLIN ANTiBIYOTIGININ GOKKUSAGI ALABALIGI
(Oncorhynchus Mykiss) KARACIGERINDE GLUTATYON S-TRANSFERAZ
ENZIMIi AKTIVITESI VE GEN EKSPRESYON SEVIYELERI UZERINE
ETKIiSI

Yusuf Zekeriya BALIK

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali
Hayvansal Biyoteknoloji Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Abdulkadir CILTAS

Bu c¢alismada, oksitetrasiklin antibiyotiginin gokkusagir alabaligi karacigerindeki
(Oncorhynchus mykiss) Glutatyon S-transferaz enzimi (GST) aktivitesi ve gen
ekspresyon seviyeleri tizerine etkisi arastirilmistir. Bu amagla oksiterasiklin uygulanmis
gokkusagi alabaliklarindan karaciger dokulari {i¢, alt1 ve 12. Saatlerde alinmustir.
Oksitetrasikline maruz birakilmayan grup kontrol grubu olarak belirlenmistir. GST nin
en diisiik enzim aktivitesi 12. Saatde tespit edilirken en yiiksek enzim aktivitesi ise
konrol grubunda goriilmiistiir. Konrol grubuyla kiyaslandiginda 12. saatdeki enzim
aktivitesi degerlerinde ¢ok 6nemli (p<0,001) bir diisiis oldugu gozlenirken, iiclincii ve
altinci saatdeki diistisiin ise 6nemli (p<0,05) oldugu goriilmiistiir. GST nin en diisiik gen
ekspresyon seviyesi 12 saatte tespit edilirken en yliksek gen ekspresyonu iigiincii saatde
gorilmiistir. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda {glinci saatdeki gen ekspresyon
seviyesinde (p<0,001) ¢ok dnemli bir yiikselis oldugu gozlenirken altinci ve 12. saatler
arasindaki fark Onemsiz bulunmustur. Sonug¢ olarak GST gen ekspresyonunu
seviyeleriyle enzim aktivite degerleri arasinda bir korelasyon olmadigi fikrine

varilmistir.

2016, 40 sayfa

Anahtar Kelimeler: Oncorhynchus Mykiss, Karaciger, GST, Oksitetrasiklin, Enzim
Aktivitesi, Antibiyotik



ABSTRACT

Master Thesis

EFFECTS OF OXYTETRACYCLINE ANTIBIOTIC ON GLUTATION S-
TRANSFERASE ENZYME ACTIVITY AND GENE EXPRESSION LEVELS IN
RAINBOW TROUT LIVER

Yusuf Zekeriya BALIK

Atatiirk Universty
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Agricultural Biotechnology
Animal Biotechnology Science

Supervisor: Prof. Dr. Abdulkadir CILTAS

In this study, effect of oxytetracycline on glutation s-transferase enzyme activity and
gene expression levels in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) liver, ivestigated. For
this purpose, rainbow trout liver tissues from oxytetracycline applied were collected at
third, sixth and 12" hours. The group was not exposed to oxytetracycline assigned as
control. While the lowest enzyme activity of GST was at 12", the highest enzyme
activity was observed in control. While compared with the control group, at 12th hour
of enzyme activity was highly significant (p <0.001), third and sixth hours groups was
significant (p<0.05). The lowest gene expression level was found in 12th group and the
highest level was third. While compared with the control group, at third hour of gene
expression level was highly significant (p <0.001), sixth and 12th hours groups was not
significant. As a result, there was understanded that no correlation between gene
expression levels and GST enzyme activity.

2016, 40 pages

Keywords: Oncorhynchus mykiss, Liver, Glutation S-Transferase, Oxytetracycline,

Antibiotic, Enzyme Activity.



TESEKKUR

Tez ¢alismamin baslangicindan itibaren her asamasinda tecriibelerini benim ile paylasan
ve her alanda bana destek ¢ikan 6zgiir ve diizeyli bir ¢caligma imkan1 sunan danigsmanim

Sayim Prof. Dr. Abdulkadir CILTAS a igtenlikle tesekkiir ederim.

Calismalarimin  biitiin safthalarinda bolimiimiiziin tim imkanlarini kullanmamizi
saglayan Sayimn Dog. Dr. Ercliment AKSAKAL’a ve Sayin Yrd. Dog. Dr. Ahmet Necdet
SIRKECIOGLU’na ¢ok tesekkiir ederim.

Ayrica degerli katkilarindan dolayr Sayin Dog. Dr. Hasan TURKEZ’e, Sayin Dog. Dr.
Gonca ALAK’a, Saymm Yrd. Dog¢. Dr. Mehtap BAYIR’a, caligmalarimin deneysel
asamalarinda bilgi ve tecriibesinden faydalanmis bulundugum, Sayin Dr. Enver Fehim
KOCPINAR’a Saym Dok. Ogr. Yeliz DEMIR’e, laboratuvar ve tez ¢aligmalarimda
destegini hi¢cbir zaman esirgemeyen herzaman yanimda olan degerli ¢alisma arkadasim
Muhammet Selguk SAHIN’e, Tez c¢alismasi sirasinda bana destek ve yardimlarini
esirgemeyen degerli dostlarim; Onur VURAL’a, Esma YIGIDER’e, Elif BASTEM e,
Mustafa YILGIN’a, Esra GUNAYDIN’a, Saym Ars. Gor. Sibel TURAN’a, Abdullah
TUNC’a ve Ahmet KARAKUS’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Her ihtiyacim oldugunda yanimda olan, maddi ve manevi anlamda bana stirekli destek
olan babam Aydin BALIK’a ve annem Tacinur BALIK’a, yine benim en yogun
zamanlarimda bana kosulsuz destek veren esim Duygu BALIK’a, kardeslerime ve tiim

aileme sonsuz ilgi ve sevgilerinden dolayi tesekkiir ederim.

Yusuf Zekeriya BALIK
Ocak, 2016



ICINDEKILER

OZET ..ttt i
ABSTRACT e i
TESEKKUR ..ottt sttt ii
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI ......cocooiiiiiiiiniiicisiseeescessnae Vi
SEKILLER DIZINI.....cooiiieiiiiiceieee ettt n e iX
CIZELGELER DIZINI ...oviviviieieceeeeeeee e X
Lo GERIS ..ottt ettt n sttt 1
2. KAYNAK OZETLERI ....ooooviiiiiiiiiiie s 13
3. MATERYAL VE YONTEM ........ccocoooviiiiiiiieiesieeeee e ens s 16
.1 IMALEIYAL. ... 16
3.1.1. Kullanilan alet ve c1hazlar............ccoooiiiiiiiiiiie e 16
3.1.2. Kullanilan Kimyasallar ...........ccccoiiiiiiiiiiiiiiieee e 17
3.1.3. Denemede kullanilan balik materyali..........c.ccoveiiiiiiiiniiiiiiccece 17
3.1.4. Calismanin yUrGtildiGl YEr ......coeviviiiieiiieiiere s 17
R I o) 1175 1 o PP P OO P PP PRRPPI 18
3.2.1. Deneme tankIlart ..........coouiiiiiiiiiiie s 18
3.2.2. Baliklarin bakimi ve beslenmesi ..........cccuveiiiiiiiiieiiiieiiee e 18
3.2.3. AntibiyotiKIerin VErilmesi ...........cccveiiiiiiiiie e 18
3.2.4. Enzim aktivitesi OIGUMTL....ccivriiiiiiiiiie it 18
3.2.5. GST Enzim calismalarinda kullanilan ¢6zeltilerin hazirlanisi.............coee.e. 19
3.2.6. Homojenat hazirlanmast...........ccovviiiiiiiiiniciceeneeee e 19
3.2.7. GST enziminin aktivite OIGUMIT .....ccvveiiiieiiiie i 20
3.2.8. Bradford protein tayininin uygulanisi .........cccccovvveiiiiiiieniiese 21
3.2.9. Molekiiler ¢alismalar ig¢in drneklerin toplanmast.........cccceeveerieiieesiesnieennnnn 22
3.2.10. Total RNA 1ZOIASYONU .....ccuiiiiiiiiieiieiie st 22
3.2.11. RNA nin Kalitatif tayini.......ccciiiiiiiiiiiciiiescee e 23
3.2.12. RNANIN kantitatif tayind .......cocoeeiiiiiiiiieieeee e 23
3.2.13. RT-PCR (reverse transkriptaz) ile CDNA SENEZi .........ccovvvvivreieieiisienien 24
3.2.15. Genlere spesifik primer ve TagMan prob dizayni..........c.ccocevverienenenenennnnn 25



3.2.16. Real time PCR uygulamalari.............cccooveiiiiiiiiiiiicececeee e 27

3.2.17. Gen ekspresyon sonuglarinin analizi ve degerlendirilmesi ............ccccceeeene 27
3.2.18. IstatistiKi ANALZIET ........c.ccvvivereriiiiecre et 27
4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA ........ccoooiiiiiiece e 28
4.1. Glutatyon S-Transferaz enzimi aktivite SONUGIATT........ccevvvereeiiiiiieiieieiieieeias 28
4.2. Total RNA 1z0lasyon SONUGIATT ........cccciiiiiiiiiiiiiicsece e 30
4.3. Glutatyon S-Transferaz gen eKSPreSYONU..........ccviveivevieieeseesesieseesie e seennea 31
5.SONUC VE ONERILER .........cociiiiiieeee e 34
LN N I o PSSR 35
(07461 20 @11, § 3OO 41



SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi
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1. GIRIS

Diinya niifusunun artmas1 hayvansal kokenli protein kaynaklarinin yetersizligine sebep
olmaktadir. Bu acigin en diisiik maliyetle ve en iyi seviyede giderilmesi i¢in son yillarda
Onem kazanan su triinleri sektorii bu acigin giderilmesinde on siralarda yer almaktadir

(Aydin and Karadurmus 2012).

Bu sektdor ayn1 zamanda giiniimiizde degisen sartlar goze alindiginda su tiriinleri
sektorli, dengeli beslenme ve ayni zamanda beslenme problemlerinin ¢oziimiinde

onemlidir (Tan vd 2014).

Ulkemiz gerek iklimsel gerek cevreyle ilgili 6zellikler bakimindan incelendiginde balik
{iretimi yoniinden yiiksek bir potansiyele sahip oldugu goriilecektir. Ozellikle son
yillarda alternatif {liretim sahalarinin gelistirilmesi kapsaminda balik iiretimi gittikce
onem kazanmaktadir (Aydin vd 2005; Aksit ve Kum 2008). Tiirkiye’de balik iiretimi
yillik ortalama 700.000 tonlarda olup bunun sadece 150.000 tonu ¢iftliklerden
yetistiricilik yoluyla elde edilir, bu miktarin 6nemli bir kismi ihra¢ edilmektedir
(Gagneux and Varki 1999).Yillar itibariyla toplam su iriinleri tretim ve tiiketimi

Cizelge 1.1°de verilmistir (Anonim 2015a).

Cizelge 1.1. Yillar itibariyla toplam su {riinleri iiretim ve tiiketimi (ton/y1l)

Yillar Uretim Ihracat Ithalat
2003 587.715 29.937 45.606
2004 644.492 32.804 57.694
2005 544.773 37.655 47.676
2006 661.991 41.973 53.563
2007 772.323 47.214 58.022




Cizelge 1.1. (devam)

2008 646.310 54.526 63.222
2009 622.962 54.354 72.686
2010 653.080 55.109 80.726
2011 703.545 66.738 65.698
2012 644.852 74.006 65.384
2013 607.515 101.063 67.530
2014 537.345 115.682 77.545

Ulkemizde Alabaliklar, yetistiriciligi yapilan baliklar arasinda en biiyiik iiretim payina
sahiptir. Tiirler Itibariyle Yillara Gore Su Uriinleri Yetistiriciligi Cizelge 1.2°de
verilmistir (Anonim 2015b). Ulkemizde su iiriinleri yetistiriciliginde alabalik {iretimi

miktar1 agisindan birinci sirada yer almaktadir. Onu levrek ve ¢ipura takip eder (Coskun

vd 2014).

Cizelge 1.2. Tiirler itibariyle yillara gore su tiriinleri yetistiriciligi (ton/y1l)

Yillar | Alabahk (i¢su) | Alabalik (Deniz) Cipura Levrek
2003 39.674 1.194 16.735 20.982
2004 43.432 1.650 20.435 26.297
2005 48.033 1.249 27.634 37.290
2006 56.026 1.633 28.463 38.408
2007 58.433 2.740 33.500 41.900
2008 65.928 2.721 31.670 43.270
2009 75.657 5.229 28.362 46.554
2010 78.165 7.079 28.157 50.796
2011 100.239 7.697 32.187 47.013
2012 111.335 3.234 30.743 65.512
2013 122.873 5.186 35.701 67.913
2014 107.983 5.610 41.873 74.653




Yasama alanlar1 bakimindan berrak, serin ve oksijen yoniinden zengin, temiz sulari
tercih eden alabalik, Ozellikle etinin ¢ok lezzetli olusuyla taninir. Alabalik tiirleri
sistematikte Salmonidae familyasinda yer alirlar. Morfolojik yoniinden yag yiizgeci ile
karakterizedirler. Salmonidae familyasindaki alabaliklar ti¢ cinsin tiirleridir Bu cinsler;

Oncorhynchus, Salmo, Salvelinus’dur (Aydin 2004).

Diinyada en fazla bilenen alabalik tiirleri Cizelge 1.3’de verilmistir (Bruno and Poppe
1996).

Cizelge 1.3. Diinya genelinde en ¢ok taninan alabalik tiirleri

Salmo salar Linnaeus Atlantik Salmonu

Salvelinus alpinus Linnaeus Alp alabaligi

Salmo trutta f.trutta Linnaeus Deniz alabaligi

Salmo trutta f.fario Linnaeus Dere alabaligi
Salhvelinus namaycush Walbaum Gol alabalig
Oncorhynchus mykiss Walbaum Gokkusagi alabaligi
Salvelinus fontinalis Mitchill Kaynak alabalig1

Ulkemizin yerel alabalik alt tiirleri ise Cizelge 1.4’de sdyle verilmistir (Celikkale 1994).

Cizelge 1.4. Ulkemizin yerel alabalik alt tiirleri

Salmo trutta abanticus Tortonese Abant alabalig1

Salmo trutta macrostigma Dumeril Anadolu Dag alabalig1
Salmo trutta caspius Kessler Aras alabaligi

Salmo trutta f.lacustris Linnaeus Gol alabalig

Salmo trutta labrax Pallas Karadeniz alabaligi

Yetistiriciligi yapilan alabalik tiirleri igerisinde en yaygin olan1 Kuzey Amerika kokenli

Gokkusagi alabaligi olmustur.




Gokkusagi alabalig ile Kaynak alabaligi takribi olarak 120 yil kadar 6nce Amerika’nin

kuzeyinden Avrupa’ya getirilmelerine ragmen kiiltiir kosullarina daha ¢ok uyumundan

dolay1r Gokkusag: alabalig: yetistiriciligi biiyiik bir yiikselme gostermis ve hélihazir da
bir endiistri gelmistir (Steffens 1981; Aydin 2004).

Sekil 1.1. Gokkusagi alabaliginin (Oncorhynchus mykiss) genel goriiniimii (Anonymous
2015a)

Gokkusagr alabaliklar1 derelerde, gollerde ve nehirlerde yasamaktadirlar. Larva
donemlerinde zooplanktonlar1 balik gelistik¢e bocekleri, kabuklulart ve diger baliklari
’da yem olarak tiikketmektedir. Yumurtlamalar1 bulundugu su sicakligina bagli olup
farkli donemlere denk gelse de genellikle dogal ortamlar1 ilkbaharda olmaktadir (Yanik
2009). Kiyilarda yasayan alabalik tiirleri ise Kis’in baglarinda yumurtlamaya baslarlar.
Disileri genellikle kumlu ve ¢akilli yerlere yaptiklar1 yuvalarina 500-2500 yumurta (50-
150 mg yumurta/L) birakir, erkek baliklar ise bu yumurtalari hemen ddllemektedirler.
(Leitritz and Lewis 1980). Kulucka siireleri ise 320-360 (Giin-Derece) arasinda
degismektedir (Bohl 1982).



Gokkusagi alabaligi biliylime oranlar1 su sicakligina ve ortamdaki besinin varligina bagl
olarak degismektedir. Yabani olanlar1 genellikle 3-4 yaslarinda cinsi olgunluga

ulagmaktadirlar.

Biiylime ve olgunlasma doneminde c¢evre kosullarindan etkilenirler, soguk bolgelerdeki
sularda yasayan baliklar sicak bolgelerde yasayanlara gore daha uzun yasamaktadirlar
(Behnke 1992). Fakat derelerde yasayan gokkusagi alabaliklart ilk yasini
doldurdugunda 100 g ve 3 yaslarinda ise 300-450 g civarinda olabilirler (Yanik 2009).

Kiiltiir balik¢iliginin gelismesi berberinde bazi sorunlarin da ortaya ¢ikmasina yol
acmaktadir. Bu sorunlarin basinda gesitli hastaliklar, uygun olmayan alanlara kurulan
tesislerin ¢evreye verdigi zarar ve bilingsiz ilag kullanimi1 gelmektedir (Savas ve Tiire

2007).

Baliklar, normal kosullar altinda, dogal savunma mekanizmalari ile kendilerini hastalik
etkenlerine kars1 korurlar. Ancak, kiiltiir balik¢iliginda, hastalik determinantlarinin
(cevre, etken ve konake1) yiiksek derecede degisken olmasi, immun sistemin kolaylikla
baskilanmasina neden olmaktadir. Immun sistemi baskilanmis olan baliklarda,
potansiyel hastalik etkenleri aktif hale gecerek enfeksiyonlara neden olabilmektedir

(Durmaz 2015).

Baliklarda goriilen bakteriyel enfeksiyonlarin sagaltiminda veya kontroliinde c¢esitli
ilaclardan (Sulfanamid, Nitrofuran ve Antibiyotik) yararlanilmaktadir. Bunlar yemlere

ve sulara katilarak veya enjeksiyon yolu ile kullanilirlar.

Kulucka hanelerdeki veya havuzlardaki ¢ok sayida baliga enjeksiyon hem giic ve zaman
alic1 hem de baliklar1 strese sokmaktadir. Baliklarin yakalanmasi bile bazen o6liimlere
neden olmaktadir. Sulara ilacin katilmasi yolu ile sagitim ve korunma da genellikle
fazla etkili olamamakta ayni zamanda maliyeti ¢ok arttirmaktadir. Ciinkii antibiyotik
banyosu dis yiizeylerdeki enfeksiyonlarda etkili olmasina karsin sistemik

enfeksiyonlarda balik viicudunda istenilen dozaja ulasilamamaktadir (Gtirtiirk 2009).



Su drilinleri yetistiriciliginde 50 yili askin siiredir antibiyotik kullanilmaktadir.
Bakteriyel hastaliklardaki artisa paralel olarak anti bakteriyel kullanimi da hizla
artmistir. Antibiyotik kullanimina, alabaliklarda frunkulozis tedavisinde stilfonamidlerin
ve bazi Gram negatif patojenlere karsi tetrasiklinlerin kullanimi oldukga eskidir (Inglis

2000).

Insan gidasi olarak tiiketilen baliklarda kullanilan antibiotik sayis1 ve cesitliligine son

yillarda olduke¢a sinirlandirilmistir (Baydan vd 2012).

Cizelge 1.5. Su iirtinleri yetistiriciliginde kullanilan antibiyotikler

B- Laktamlar Kinolonlar
Nitrofuranlar Aminoglikozidler
Makrolidler Siilfonamidler
Fenikoller Tetrasiklinler

B- Laktamlar: Su {iriinleri yetistiriciliginde baslica; benzil penisilin ve amoksisilin,
Ingiltere’de 1990°dan beri, Japonya’da uzun yillardir kullanim alan1 bulmustur. Oral
olarak yemlerle beraber ya da daha az olarak enjeksiyon tarzinda uygulanmigtir

(Anonymous 2007a; Ozdemir 2010).

Nitrofuranlar: Furazolidon ve nifurpirinolii igeren sentetik antibiyotiklerdir.
Antibakteriyel ve antiprotozaal aktiviteye sahiptirler ve yaygin olarak balik ve karides

yetistiriciliginde kullamlirlar (Samuelsen et al. 1991; Ozdemir 2010).

Avrupa ve Kuzey Amerika’da, daha aktif bilesiklerin bulunmasi ve nitrofuranlarin
karsinojen etkilerinin anlagilmasi sonucunda kullanimlar1 azalmistir. Avrupa Birligi’nde

hayvansal {iriinlerde kullanim1 yasaklanmistir (Samuelsen et al. 1991; Ozdemir 2010).



Makrolidler: Balik yetistiriciliginde kullanilan tek makrolid eritromisindir. Gram pozitif
bakterilere, sarikuyruklarda (Seriola quinqueradiata) streptekok infeksiyonlarina ve
bakteriyel bobrek yetmezligine (Renibacterium salmoninarum) kars1 etkilidir
(Anonymous 1997a; Ozdemir 2010).

Fenikoller: Kloramfenikol, tiamfenikol ve florfenikolii iceren genis spektrumlu
antibiyotik grubudur. Kloramfenikol’iin insanlarda tifo tedavisinde oldugu gibi énemli

kullanim alanlar1 vardir.

Bircok iilkede yasaklanmis olmasina ragmen bazi1 {ilkelerde kullanimi endise
yaratmaktadir. Avrupa ve ABD’de bunlara iligskin kalint1 bulunmamasidir, bu bolgelere
ihrag edilecek tiriinlerinde fenikol grubu antibiyotikler yoniinden ari olmast zorunludur

(Anonymous 1997a; Ozdemir 2010).

Kinolonlar: Sentetik antibakteriyellerdir. Birinci kusak kinolonlar nalidiksik asit,
oksolinik asit ve flumekuin; ikinci kusak kinolonlar ise florlu tiirevleri olan
enrofloksasin ve sarafloksasini igermektedir. Bunlardan ilk kusak Gram negatif
bakterilere etkili iken florokinolonlarin daha genis spektruma sahip oldugu
bildirilmektedir (Bjorklund et al. 1991; Hansen et al. 1992; Samuelsen et al. 1992;
Ozdemir 2010).

Aminoglikozidler: Streptomyces ve micromonospora tiirii mikroorganizmalardan elde
edilen dogal ve yar1 sentetik antibiyotiktir. Aminoglikozidler kimyasal agidan olduk¢a
sabit, genis antibakteriyel aktiviteye sahip, hizli bakterisidal ve betalaktam
antibiyotiklerle sinerjik etkili antibiyotiktir (Giindiiz vd 2004).

Siilfonamidler: Tek baglarina kullanilabilmesinin yaninda daha ¢ok trimetoprim veya
ormetoprim ile beraber kullanildiklari bildirilmektedir. Furunkulozis, Enterik kizil agiz
hastaligi (Enteric red mouth disease) ve vibriosis gibi hastaliklarin kontroliinde

genellikle yemlere katilarak kullanilmaktadir. Direng gelisimi sekillenmesinin



bilesenlerin tek basma kullanildiginda daha hizli, kombinasyon formunda ise daha

yavas oldugu saptanmustir (Samuelsen et al. 1994; Capone et al. 1996; Ozdemir 2010).

Tetrasiklinler: Bu gurupta en ¢ok kullanilan antibiyotigin oksitetrasiklin oldugu, bazi
bolgelerde klortetrasiklin ve doksisiklin kullanildig1 belirtilmektedir. Su iirlinleri
yetistiriciliginde en genis kullanim alani bulan antibiyotik oksitetrasiklindir (OTC).
Ucuz olmasi bir avantajdir. Oral ya da banyo tarzinda uygulanabilmektedir (Capone et

al. 1996; Smith 1996; Ozdemir 2010).

Oksitetrasiklin baliklardaki bakteriyel hastaliklara karsi oldukga etkili bir antibiyotik
olmasina karsimn, insan kullanimi agisindan cesitli yan etkileri nedeni ile tercih

edilmemistir (Kayaalp 1991).

"y
OH “OH

Sekil 1.2. Oksitetrasiklin antibiyotiginin 2 boyutlu molekiil yapist (Anonymous 2007b)



Sekil 1.3. Oksitetrasiklin antibiyotiginin 3 boyutlu molekiil yapisi (Anonymous 2007¢)

Oksitetrasiklin Amerikan Federal Besin ve ilag Birligi (FDA) tarafindan akuakiiltiir’de
kullanimina izin verilen ilk antibiyotiktir (Reed et al. 2004). Ayrica Norveg, italya ve
Japonya gibi bir¢ok iilkede bakteriyel balik hastaliklarin sagaltiminda kullanilmasina
izin verilmis bir antibiyotik oldugu rapor edilmektedir (Bjérklund 1991; Malvisi et al.
1996; Balta vd 2005).

FDA baliklarda sadece sulfamerazin, oksitetrasiklin dihidrat, sulfadimetoksin-
ormetoprim ve florfenikoliin yasal olarak kullanimina izin verir. Tirkiye'de ise
florfenikol, sulfadiazin+trimetoprim, oksitetrasiklin, amoksisilin, oksolinik asit,
enrofloksasin etken maddelerini ¢evreleyen ruhsatli 35 balik preparati vardir (Baydan
vd 2012).

Oksitetrasiklin su iiriinleri yetistiriciliginde diinya ¢apinda en ¢ok kullanilan antibiyotik
oldugu bu sebeple balik etinde kalinti problemi agisindan en 6nemli grup oldugu
aciklanmaktadir (Smith et al. 1994).

Gokkusagi alabaliginda sindirilen oksitetrasiklinin yalnizca %7-9’unun barsak pasajinda
absorbe oldugu belirtilmektedir (Cravedi et al. 1987; Ozdemir 2010). Cékelti halindeki
oksitetrasiklinler genellikle mikrobiyel yikimlanmaya ugramamakta ve ancak bu

cokeltinin  hemen iizerindeki su tabakasina difiizyonu ile azalmaktadir.
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Oksitetrasiklinlerin kullanimini takiben en az 2 ay siireyle deniz suyunda bulunabildigi

bildirilmektedir (Samuelsen 1989).

Baliklarda armma siirelerinin tespiti ile ilgili caligmalar, yaygin kullanimi nedeniyle
daha cok oksitetrasiklin iizerinde yogunlagsmis olsa da diger antibiyotik gruplar1 ve

kemoterapotiklerin arinma siireleri ile ilgili ¢alismalar da vardir (Grondel et al. 1987).

Enzimler, canli organizmalardaki biitiin kimyasal reaksiyonlar1 ¢abuklastiran ve higbir
yan iriiniin olugturmadan %100°lik bir iiriin avantaji saglayan biyolojik katalizorlerdir

(Leninger et al. 2000).

Pentoz fosfat yolu bazen pentoz yan yolu, heksoz mono fosfat yolu veya fosfoglukonat
oksidatif yolu olarak da adlandirilir. Bu reaksiyon serisinin aydinlatilmasinda ilk adim
1931 yilinda Otto Warburg tarafindan atilmis ve tamami Fritz Lipmann, Frank
Dinckens, Bemard Horecker ve Efrahim Rocker isimli biyokimyacilar tarafindan ortaya

konulmustur (Keha ve Kiifrevioglu 2002).

Pentoz fosfat yolu

H,0
GSSG NADPH + H*
Glutatyon peroksidaz I C Glutatyon Redilktaz
2GSH NADP*

1,0,

Sekil 1.4. Glutatyon metabolizmasinda gorev alan enzimler (Dagdelen 2015°den
modifiye edilmistir)
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Indirgenmis glutatyon (GSH) glisinden ve glutamik asid sisteinden olusur. Tripeptittir
ve intraseliiler konsantrasyonuda azdir. Onemli bir indirgeyici ajandir. Antioksidan olan
glutatyon, hiicrenin oksido-rediiksiyon dengesini siirdiiriip hiicreleri endojen ve ekzojen
kaynakli oksidanlarin zararli etkilerinden korumaktadir (Mitchel and Russol 1987;
Compoti 1987).

Proteinlerdeki SH gruplarinin korunmasi ve bazi reaksiyonlarda koenzim olarak gorev
almasi ile beraber amino asitlerin transportunda, protein ve DNA sentezinde de 6nemli
rol oynar (Ziegler 1985). Glutatyon dokularda birbiriyle dengede bulunan, GSH ve
okside glutatyon (GSSG) olmak tizere iki sekilde bulunur (Arrick and Nathan 1984).

GSH’1n hiicresel seviyesi y-glutamil transpeptidaz, aminoasit transporterlari, glutatyon
sentetaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktazi igeren c¢oklu bir enzim sistemi

tarafindan korunur (Cnubben et al. 2001).

Glutatyon S-transferaz (GST) (EC.2.5.1.18), detoksifikasyon metabolik yolunda son
iriin olan merkapturik asit olusumundaki ilk basamagi katalizleyerek homeostasisi
saglayan cok islevli bir enzimdir (Andersson et al. 1988; Ar1 ve Dere 2003). GST,
memelilerde, boceklerde, baliklarda, kuslarda, halkali solucan, yumusakcalar ve bir¢cok
mikroorganizmada bulunmaktadir. En sik rastlandigi dokular, basta karaciger olmak
lizere, incebagirsak, kalinbagirsak, bobrek gibi bir¢ok organin sitosolii ve membranidir

(Habig et al. 1974).

GST enziminin biyokimyasal, immiinolojik ve yapisal 6zellikleri baz alinarak GSTPI,
GSTM1 ve GSTTL1 gibi birkag gruba ayrilir ve GST genleri tarafindan kodlanir.
GST’ler dokuya spesifik bir bi¢imde eksprese edilir (Berhane et al. 1994; Karagianni et
al. 2013).
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GST, ¢ok substratli bir enzimdir (Anton et al. 1990). GST, besinlerle alinan toksik
maddelerin eleminasyonunu yapar. Prostoglandinlerin izomerizasyonu, hem, bilirubin,
safra tuzlar1 ve yag asitleri gibi nonsubstrat ligandlar1t GSH ile baglayarak taginmasini

da saglamaktadir (Boyer 1989).

Ayrica reaktif elektrofilik bilesiklerin viicuda zarar vermesini, ayni tiir bilesikleri
birbirine kovalent baglayarak’ta Onleyebilmektedir (Puchalski et al. 1990). GST’in
etkiledigi bu ksenobiyotik akseptorler icinde nitrojenli, halojenli bilesikler,
organofosfatlar, polisiklik aromatik hidrokarbonlar yer almaktadir. Ksenobiyotikler, bu
enzim sistemi ile oksijenlenir, oksijenatli iirlinlerin sonraki mekanizmasi, daha fazla
oksijenasyon ve bu lriinlerin suda daha kolay ¢6ziiniir hale gelmesidir (Goodman and

Gilman 1980).

Sekil 1.5. Glutatyon S transferaz enziminin 3 boyutlu molekiil yapist (Anonymous
2007d)
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2. KAYNAK OZETLERI

Gever (2010), toplam 75 adet gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) kullanarak bir
kontrol ve dort deney grubu olusturulmustur. Deney gruplarindaki baliklara farkli dozaj
ve siirelerde oksitetrasiklin banyo seklinde uygulanarak solunga¢larda meydana gelen
etkileri Klinik ve histopatolojik olarak incelenmistir. Klinik olarak, dort deney grubuna
ait baliklarda oksitetrasiklin uygulamasindan sonra baliklarda hareketlerinde yavaslama,
dengesiz yilizme hareketleri, renklerinde acilma, solungaglarda solgunluk ve
flamentlerde kopmalar gbzlenmistir. Histopatolojik olarak, lamellalarda hipertrofi ile
baslayan ve daha ilerleyen dozajlarda solungaglarin distal lamellalarinin birbirine
yapismasi sonucu primer lamellalarda gelisen hiperplazi gozlenmistir. Primer
lamellalarda 6dem ve sekonder lamellalarda ayrilmalar goriilmiistiir. Artan dozaj ve

stirelere bagl olarak patolojik etkilerin derecesi de artmustir.

Yonar et al. (2011), Baliklarda propolisin oksitetrasiklin kaynakli oksidatif stres ve
imminosupresyon lizerine etkisi arastirilmistir. Baliklara 14 giin boyunca (100 mg/kg)
dozunda oksitetrasiklin uygulanmis. Antibiyotik uygulanan baliklarin kan karaciger
bobrek dalak ve kalp dokularinda lipit peroksidasyonunun indeksi olarak malondialdehit
seviyesinde Onemli bir yiikselme ve antioksidan enzim aktivitelerinde (stliperoksit
dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz) ve diisiik molekiil agirlikli antioksidan
(rediikte glutatyon) diizeylerinde azalma gozlenmistir. OTC ayrica l6kosit sayilari
oksidadif radikal {iretimi (Nitrobluetetrazolium aktivitesi) total plazma proteini ve
immiin globuliin seviyeleri ve fagositik aktivite gibi spesifik ve non-spesifik immiin
sistem parametreleri iizerinde inhibisyon etksisi gostermistir. Tedavi oncesi, sonrasi ve
esnasinda propolis destegi (50 mg/kg), dokulardaki OTC kaynakli oksidatif strese bagli,
malondialdehit seviyesini onemli derecede azalmistir. Ayrica propolis glutatyon ve
katalaz, glutatyon peroksidaz ve siliperoksit dismutaz aktivitesi seviyesini Onemli
derecede artirmistir. Propolis tedavisi baskilanmis immiin sistem parametrelerini nemli
derecede ylikseltmistir. Sonug olarak oksitetrasiklin tedavisinin 6ncesi tedavi donemi ve
sonrasinda uygulanan propolis takviyesi'nin OTC kaynakli oksidatif stres ve

immiinosupresyonu azalttig1 gézlenmistir.
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Budak et al.(2014a), yaptiklar1 ¢alismada antioksidan sistem iizerine bobrek de uzun
stireli asir1 demir yiikiiniin etkisini ve enzimatik ve molekiiler seviye arasindaki olasi
iliskiyi belirlemeye ¢alismislardir. Glutatyon seviyesinin azalmasi oksidatif stres i¢in bir
belirte¢ oldugunu vurgulamislardir. Sigan bobreklerinde uzun vadeli asir1 demir yiikii ile
azaldig1 goriildiiglinii tespit etmislerdir. Renal mRNA seviyelerinde G6PD 6PGD GPx
belirgin bir demir mevcudiyetinden etkilendigi GST ve GSR nin ise herhangi bir
degisiklik olmadigin1 gbézlemlemislerdir. Sonug olarak, G6PD, 6PGD, GSR GPX ve

GST gen ifadesi aktivitesini enzim iligkili olmadigini rapor etmislerdir.

Oliveira et al. (2013), Zebra balig1 gelisimi ve biyomarkir aktivitesi iizerine amoksilin
ve oksitetrasiklin subletal etkilerini degerlendirmek igin ¢alisma yapmuslardir.
Amoksilin (48h EC50=132.4mg/l) yumurtalarin erken ¢ikmasina sebep olmustur.
Oksitetrasiklin (72h EC50=127.6mg/l) ise yumurtalarin ge¢ ¢ikmasina sebep oldugu
goriilmistiir. Ayrica her iki antibiyotikte katalazi inhibe etmis ve yetiskin baliklarda
glutatyon s transferazi da indiiklemislerdir. Laktat dehidrogenazin indiiklenmesine ise
sadece oksitetrasiklin sebep olmustur. Antibiyotiklerin kisa vadede etkileri ve balik
popilasyonlarinda ki fizyolojik bozukluklarin meydana gelmesi yiiksek doz

kullanildiginda gozlenmistir.

Yonar (2012), Gokkusagi alabaliginda oksidatif stress ve imminosupresyona bagli
olarak oksitetrasiklinin likopen tizerindeki etkisini belirlemek amaciyla bu ¢alismay1
yapmustir. Likopen ile tedavi oncesi ve sonrast doku melondialdehit seviyesi ile OTC
kaynakli oksidatif stress’in O6nemli Olglide azaldigini belirtmistir. Glutatiyon-S-
transferaz aktivitesi 6nemli oOlgiide azalmis iken siiperoksit dismutaz, katalaz ve
glutatyon peroksidaz aktivitenin yanisira glutatyon seviyesi 6nemli derecede, likopen
uygulamasi ile arttigini rapor etmisdir. Baliklarda OTC ile baskilanmis bagisiklik sistem

parametrelerindeki artig likopen uygulamasi iliskili oldugunu gérmiistiir.

Elia et al. (2014), Sazan kasinin oksitetrasiklin yeminden yararlanabilirligi karaciger ve
bobrek de antibiyotigin antioksidan sisteme etkilerini arastirmiglardir. OTC ile terepdtik

seviyede (75 mg/kg™) ve yiiksek dozda (150, 300 mg/kg™) 10 giin boyunca baliklari
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tedavi etmislerdir. Karacigerde siiperoksit diismutaz, katalaz gliitatyon peroksidaz,
glutatyon rediiktaz ve glutatyon aktivitesini 6nemli derecede diisiirdiglinii ve yalnizca

melondialdehit ve glutatyon s transferaz aktivitesini yiiksek bulmuslardir.

Banni et al. (2015), dort giin boyunca midyeye verilen oksitetrasiklin antibiyotigi ile (1
ve 100 ug / L) tedavi etmek igin hiicresel ve molekiiler parametreler {izerine sicakligin
(16°C ve 24°C) interaktif etkilerini degerlendirmek i¢in bu ¢alismay1 yapilmislardir.
MDA seviyesindeki artis GST aktivitesinde azalma goriildiigiinii tespit etmislerdir.

Li et al. (2015), Yavru Sazanlarin tributyltin (TBT) ile kronik tedavisiden sonra hepatik
glutatyon antioksidan savunma sistemine ve iliskili gen ekspreyonuna cevaplarini
arastirmiglardir. GPX, GR ve GST iceren GSH ile iliskili enzim aktivitelerini balik
karacigerinde tespit etmislerdir. Malondialdehit seviyeleri oksidadif hasar1 belirlemek
icin Olg¢lilmiislerdir. Bu ¢alismanin sonucu olarak TBT’ye maruz kalan kronik sazan
karacigerde reaktif oksijen tiirleri strese neden oldugunu ve mRNA ekspresyon

diizeyleri ilgili enzim diizeylerine gore daha hassas oldugunu bulmuslardir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan alet ve cihazlar

Cizelge 3.1. Kullanilan alet ve ekipmanlar

NO ALET

1 Derin Dondurucular

2 Destile Su Cihazi

3 Elektroforez Cihazi

4 Otoklav

5 Gii¢c Kaynagi

6 Hassas Terazi

7 Kar Uretme Makinesi
8 Manyetik Karistirici

9 pH Metre

10 Mini Santrifiij

11 Sogutmal1 Santrifii

12 UV Goriintiileme Cihazi
13 Mikrodalga Firin

14 Falkon Tiipler

15 Ependorf Tiipler

16 Vortex

17 PCR

18 Spektrofotometre

20 Mikropipet Takimi

21 Isitict Blok

22 Derin Dondurucu (-86)
23. Ultratoraks

24, Elektroforez Cihazi
25. Mikropipet Seti

26. Nanodrop

27. Qiacube (Rna Izolasyon Robotu)
28. Real-Time PCR
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3.1.2. Kullanilan kimyasallar

Cizelge 3.2. Kullanilan kitler ve kimyasallar

KiIMYASALLAR
Agaroz

Etanol

Etidyum bromiir
Fas start tag
Okside glutatyon
Qazol

Tris-HCI
NADPH

Serum albumin
NaOH

HCI

Fosforik asit
Superscript
RNA later
TritonX-100
EDTA

3.1.3. Denemede kullanilan balik materyali

Calismada Atatiirk Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi I¢ Su Baliklari Uygulama ve
Arastirma Merkezinden temin edilen, herhangi bir kimyasallara ve hastaliga maruz

kalmamis 230+£20 g’lik 28 adet gokkusagi alabaligi kullanilacaktir.

3.1.4. Caliymann yiiriitiildiigii yer

Enzim calismalari ve Molekiiler calismalar Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi

Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii Labaratuvarinda gercgeklestirilmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Deneme tanklari

Aragtirmada 1 m ¢ap ve derinligi olan, su tahliyesi egik boru sistemiyle yapilan
fiberglas tanklar kullanilmistir. Suyun tahliyesi tanklarin tabaninda bulunan plastik
slizgecler vasitasiyla ve tanklar iizerinde bulunan egik borular yardimiyla giinde 2 kere

olmak iizere yapilmstir.

Daort adet fiberglas tanka rastgele ve esit sayida (7 adet) gokkusagi alabaligi dagitilmis
ve 15 giinliik aklimitasyona tabi tutulmustur. Denemede dakikada 1.5 litrelik akis hizina
sahip kaynak suyu kullanilacaktir. Baliklar bir kontrol, ii¢ muamele olmak {izere 4
gruba ayrilmistir. Oral yolla Oksitetrasiklin uygulandiktan sonra herhangi bir anestezik
uygulamadan o6ldiiriilen muamele gruplarindan g, alt1,12 saatlerde karaciger drnekleri

alinmustir.

3.2.2. Baliklarim bakim ve beslenmesi

Deneme baliklarma giinliik canli agirliklarinin %3.5°1 kadar yem verilmistir (Ciltas

2000).

3.2.3. Antibiyotiklerin verilmesi

Yemlere emdirilen 100 mg/kg dozundaki oksitetrasiklin bir giin siire ile a¢ birakilan
baliklara verilmistir (Yonar et al. 2011).

3.2.4. Enzim aktivitesi ol¢iimii

Kontrol ve muamele gruplarindan alinan 1 gram dokular tampon ¢ozeltiler igerisin de

homojenize edilip (ultratorraks) yardimiyla pargalandi ve santrifiij edilmistir.
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Daha sonra Bradford protein tayini ve enzim aktivitesi ¢aligsmalart yapilmistir. Enzim

aktivite 6l¢limlerinden alinan sonuglar degerlendirilmistir.

3.2.5. GST Enzim calismalarinda kullanilan c¢ozeltilerin hazirlanisi

Glutatyon S-transferaz (GST) enzimi ¢alismalarinda kullanilan ¢o6zeltiler;

Cizelge 3.3. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanisi

1.600 mM K Fosfat (pH=7,3) 4,08 tartilip 20 ml saf suda ¢oziliir
(Enzim aktivite Olciimiinde ph:7.3 e ayarlanir son hacim saf su ile
kullanilan tampon): 30 ml ye tamamlanur.

2.20 mM GSH Cozeltisi (Enzim 0,018 g alinir ve 3 ml saf suda ¢oziiliir.
aktivite  Ol¢limiinde  kullanilan
cozelti):

3. 25 mM CDNB Cozeltisi (Enzim 0,015 g alinir ve 3 ml etanolde ¢oziiliir.
aktivite  Ol¢iimiinde  kullanilan = Isik gegirmeyen cam sisede saklanir.

cozelti):

3.2.6. Homojenat hazirlanmasi

Alman doku ornekleri %0,9 NaCl ile 3 kez yikanmugtir. Belirlenen miktarda 6rnek
tartilmis ve 10 hacim (w/v) 0,1 mM EDTA , %0,1 Triton X-100 (v/v) (ph:7,8) ile 100

mM Tris-HCL tamponunda homojenize edilmisdir.

Homojenatlar 10000 rpm de 30 dakika santrifiijlendikten sonra siipernatantlar1 alinmis
ve Olclimlerde kullanilmigtir (Bu siire zarfinda ornekleri igeren tiipler buz iizerinde

tutulmustur).
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3.2.7. GST enziminin aktivite 6l¢ciimii

GST aktivite ol¢iimii, Cizelge 3.4’deki pipetleme prosediiriine gore 1 ml’lik kuvarz
kiivetler kullanilarak spektrofotometrik olarak 340 nm dalga boyunda 3 dakika stireyle
3’er kez Olglilmistiir. Elde edilen absorbans degerleri ile enzim aktivitesi (EU/ml)
hesaplandi. Daha sonra protein tayini sonuglari ile birlestirilerek spesifik aktivite

(EU/mg) hesaplanmustir.

Cizelge 3.4. GST enziminin aktivite dl¢lim kiivet icerigi

Kor kiiveti Numune kiiveti
Stok aktivite Hacim(ul) Hacim(ul)
Cozeltileri
K Fosfat tamponu 200 200
Homojenat - 1
Distile su 730 729
CDNB 20 20
GSH 50 50
EU/ml= AO—DX&XSF
€ Vg

AOD: Dakika basina optik dansite degeri (AAnumune - AAxsr)
€ :9,6 mmol*xcm™
V1 : Deney ¢6zeltisinin toplam hacmi

V4 : Deneyde numune olarak kullanilan homojenatin hacmi

Bu formiilden dakika basima OD degisimi bulunarak EU/ml cinsinden enzim aktivitesi
hesaplanmigtir. Daha sonra spesifik enzim aktivitesi her numune i¢in mg protein basina

diisen enzim tinitesi olarak hesaplanmistir.
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Spesifik enzim aktivitesi;

_ AOD _ Vi 1
€ Vi (mg protein/ml)

A : Spesifik enzim aktivitesi (EU/mg protein)

AOD: Dakika basina optik dansite degeri (AAnumune - AAxsr)
€ :9,6 mmol*xcm®

V1 : Deney ¢0zeltisinin toplam hacmi

V4  : Deneyde numune olarak kullanilan homojenatin hacmi
3.2.8. Bradford protein tayininin uygulanisi

Bu yontemde sigir serum albiimini (BSA) yardimiyla tespit edilen standart grafik
yardimiyla biitiin numunedeki protein miktar1 BSA esit olarak tespit edilmistir. Bunun
icin 100 mg commensie brillant blue G-250 50 ml %95’lik etanol de ¢6ziilerek 100 ml
%89’luk fosforik asit eklenmistir. Devaminda ¢ozeltinin hacmi saf su ile 1 litreye

esitlenmistir ve reaktif hazirlanmistir.

Baliklardan elde edilen doku homojenatlart (100 pl homojenat 900 ul dH,0) olacak
sekilde 100 kat seyreltilmistir. Bir kontrol (yedi 6rnek) ve ti¢ muamle grubu (21 6rnek
(7x3)) ve kiyaslama yapilacak olan bir kor ile beraber 29 adet deney tiipti kullanilmistir

ve protein tayini yapilmistir.
Kor: 4900 pul Coommassie Blue boyasi+100 ul dH,O
Numune: 4900 pL Coommassie Blue boyasi+90 pL. dH,O+10 pL siipernatant

Son hacim 5000 pl (5 mL) olacak sekilde ayarlanarak en az 10 dakika inkiibasyona
birakildi. Standart grafik ¢izildi. Numunelerin protein miktar1 standart grafikten elde

edilen esitlik yardimiyla hesaplanmustir.
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3.2.9. Molekiiler calismalar i¢in 6rneklerin toplanmasi

Molekiiler analizler de kullanilacak ornekler igin balik karacigerleri steril sartlarda
cikarthp RNA Later soliisyonu igerisine konularak ¢alisilincaya kadar -80°C’de

muhafaza edilmistir.

3.2.10. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu Qiagen-Qiacube izolasyon robotunda yapilmustir.

1. -80°C’de saklanan doku ornekleri, ¢ikarildiktan sonra karda ¢6zdiiriildii. Coziinen
doku orneklerinden 100 mg alinarak 6nceden iglerine demir bilye atilmis olan steril
ependorf tiiplerine koyulmustur.

2. Uzerine 1ml (1000ul) Qiazol Lysis Reagent eklenmistir.

3. Tissue Lyser cihazinda 3+3 dakika boyunca 40 Hz'de pargalama igslemi yapilmustir,
4. Daha sonra 6rnek iizerine 200 ul kloroform ilave edilmistir.

5. 15 saniye vortex isleminden sonra +4°C'de 12000 G'de 15dakika santrifiij edildi.
Santrifiij edildikten sonra yaklasik 500 pl en st fazdan alind1 ve 2ml'lik steril ependorf
tiipline aktarilmisdir.

6. Ornekler daha sonra Qiagen-Qiacube RNA izolasyon robotuna yerlestirildi ve 40
dakika islemden sonra RNA izolasyon robotundan ¢ikarilan 6rnekler bir daha ki

kullanima kadar -80°C saklanmustir.
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3.2.11. RNA’mn kalitatif tayini

RNA nin safliginin tespit etmek i¢in Agaroz jel elektroforezi (Thermo elektroforez

cihazi) uygulanmistir. Asagida belirtilen protokol uygulanmistir.

1. Jel i¢in 0,8 gr agaroz, 4,38 ml 20x MOPS, 66,5 ml ddH,O ve 15,6 ul formamid
erlenmayere koyularak mikrodalga firinda 3-4 dakika kaynatilip musluk altinda biraz
sogutulduktan sonra iizerine 12,8 pl EtBr (etidyum bromiir) eklenerek hazirlanmistir.

2. 0,2’1lik ependorf tiiplere 3,5 pl ddH,0, 0,5 ul 20x MOPS soliisyonu, 5 pl formamid
tizerine elde edilen RNA o6rneklerinden 1pl alinarak 65°C’de 15 dakika siireyle etiivde
inkiibasyona birakilmistir.

3. Jel donduktan sonra elektroforez kiivetine 1x MOPS soliisyonundan jelin iizerini
kaplayacak sekilde yavasca dokiilmiistiir.

4. Daha sonra Ornekler jel yiikleme tamponu Brom Fenol Blue ile boyanarak
kuyucuklara yiiklendi ve elektroforez islemi 90 V’da 30 dakika elektrik akim1 verilerek
yapilmustir.

5. Daha sonra ultraviyole (UV) Goriintiileme Sisteminde bant goézlemlenmesi

yapilarak goriintiilenmistir.

3.2.12. RNA'nin kantitatif tayini

Izole edilen RNA’larin kantitatif analizi Nanodrop Spektrofotometre ile (OD2g Ve
OD2gp Nnm’de) Sl¢liim yapilmistir. RNA preparasyonlarininin yaklasik safligini 260 ve

280 nm’deki absorbanslarin orantyla (Agso/Azso) kontrol edilmistir.
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3.2.13. RT-PCR (reverse transkriptaz) ile cDNA sentezi

SuperScript™ 111 RT kiti ile cDNA protokolii asagida verilmistir.

Izole edilen RNA’lar udrop Plate nanodrop sprektrofotometre ile oSlciilerek cDNA

sentezinde kullanilacak konsantrasyonlar1 hesaplanmustir.

1. Elde edilen izole mRNA o6rnekleri buz tizerinde 5 dakika tutularak ¢oziindiiriildi.
Daha sonra santrifiij yapilmistur.

2. Kullanilacak olan kimyasallarla birlikte hacim 13 pl olacag: i¢in 0,2 ml'lik PCR
tiipleri kullanilmistir.

3. PCR tiipii'ne 1 pl 50 uM Oligo dTo, 1 pl 10 mM dANTP Mix (pH=7.0 olan dATP,
dGTP, dCTP ve dTTP’nin her birinden 10 mM), 11-x ul ddH,O ve 1mg total RNA'dan
X ul konularak hafif pipetaj yapilmistir (Toplam 6rnek miktar1 13 pl olacagi igin ddH,0
miktart 11-x pl'dir).

4. Hazirlanan karisim 65°C’de 5 dakika 1sitild1 ve buz iizerinde en az 1 dakika inkiibe
edilmistir.

5. Daha sonra kisa siireli (5-10 saniye) santrifiij yapilmig ve tizerine 4 pl 5xFirst-
Strand Buffer 1 ul, 0.1 M DTT, 1 pl SuperScript III RT (200 units/pl) ve 1 pl RNAase
OUT™ eklenerek tekrar yavasca pipetaj yapilmustir.

6. 50°C’de 45 dakika inkiibasyonu takiben 70°C’de 15 dakika tekrar inkiibe
edilecektir. cDNA sentezi bu sekilde tamamlandi ve -20°C’de muhafaza edilmistir.

7. CcDNA sentezi tamamlandiktan sonra drnekler -20°C de saklanmustir.

8. Sentezlenen cDNA’nin kontrolii RT-PCR ile sentezlenen cDNA’lar referans gen
olarak kullanilacak Beta Aktin (GenBank erisim numarast AF057040.1) gen bdlgesine
spesifik primerlerle PCR’da kontrol edildi. Elde edilen PCR iiriinii agaroz jel
elektroforezinde  yiiriitiildi ve  goriintiileme  sisteminde fotograflandirilarak

degerlendirilmistir.
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3.2.15. Genlere spesifik primer ve TagMan prob dizaym

Primer dizaynin1 yapmak i¢in National Center for Biotechnology Information (NCBI)
databazi  kullanmilmistir.  Sanal  ortamda  Chrome  tarayicist  kullanilarak
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) adresine gidilerek organizma secilmistir. Istenilen baz
dizilimine ulasilip degerlendirilmeye alinmistir. Chrome tarayicisit kullanilarak primer
dizayn programi (http://bioinfo.ut.ee/primer3/) kullanilarak genlerim maksimum 60-15
bp lik kismima spesifik primerler olusturulmustur. Primerlerin ilgili bolgeye

spesifiklikleri http://mwww.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ kullanilarak kontrol edilmistir.



Cizelge 3.5. Gokkusag1 alabaliginda kullanilan genlere ait primer ve problar, dizilim bilgileri, iiriin uzunlugu

ve genbank erisim

numaralari

Gen . Kaynak

E;:)rtr)\er Ve Sekans (5'—3) g)rpl;n Uzunlugu Genbank Erisim No

Aksakal 2015

Forward TGGCTGACGTTATTGTCTTCC (Yanymlanmayan veri)
g Reverse CTGGGTCTGTCCTTCACCATA 112 bp NM_001160559.1

Prob FAM. CGGCGCGTTACCCCAAACTG -TAMRA

Forward TGGCCGTACCACCGGTAT Johansen and Overturf

2005

Reverse ( )
£ GCAGAGCGTAGTCCTCGTAGATG
< 79 bp AF254414
«“ Prob

5. CTCCGGTGACGGCGTGACCC -8

9¢
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3.2.16. Real time PCR uygulamalari

Gen ekpresyonunun kantitatif tayini Qiagen Rotor GeneQ marka Real-Time PCR cihazi
kullanilarak yapilmistir. Elde edilen ¢cDNA’lar tizerinde ilgili genlere ait bolgelerin
amplifikasyonu TagMan prob iki primer arasindaki bolgeye baglanacak sekilde
tasarlanmigtir. Bu yontemde 5° ucunda flouresan isaretli Reporter ve 3’ ucunda da
Quencher boya kullanilmistir. Reaksiyon esnasinda serbest kalan reporter boya 1sinim
yapar. Bu 1s1mnim, her dongiide kopan prob sayisiyla orantili olarak artmaktadir. Boylece

olusan liriiniin miktar1 kantitatif olarak Ol¢iilmektedir.

PCR islemi 25 pl lik hacimlerde gergeklestirilmis olup 1 ul forward ve reverse primer,
0,5 ul TagMan prob ve 12,5 ul FastStart TagMan Probe Master (Applied Biosystems), 4
ul ddH,0, cDNA 5 ul igerir.

3.2.17. Gen ekspresyon sonuclarinin analizi ve degerlendirilmesi

Real-Time PCR wverileri, kontrol grubu ve kontrol genine karst hedef genin
ekspresyonundaki degisimin belirlendigi efficiency (EX™**Y (Pfaffl 2001) metoduna

gore analiz edimistir.

ACP hedef (kontrol-6rnek )

E ede! en
Hedef Gen Orani= —==<&

ACP referans(kontrol-6rnek)
referans gen

3.2.18. istatistiki analizler

Arastirma sonuglarinin istatiksel degerlendirilmesinde SPSS 22 paket programi
kullanilmistir. Veriler One-way ANOVA testine tabi tutulmus, ornekler arasindaki
farkliliklar Duncan's ¢oklu karsilastirma testine tabi tutularak degerlendirilmistir.

Sonuglar ortalama =+ standart hata seklinde verilerek analiz edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Glutatyon S-Transferaz enzimi aktivite sonuglari

Cizelge 4.1. Glutatyon S-Transferaz kolon istatistigi sonuglari

Enzim spesifik aktivitesi (EU/mg)
Kontrol Grubu 12,8+0,6°
3. saat 10,5+0,7°¢
6. saat 11,2+0,5°
12. saat 9,5+1,1°

Her bir parametre igin farkli harflerle isaretlenmis ortalamalar birbirinden farkli olan gruplar
gostermektedir, p<0,05. n=7

Kontrol grubu baliklarin karaciger dokularindaki glutatyon s transferaz enzimi aktivitesi
12,8+0,6 EU/mg olarak bulunmustir. Oksitetrasiklin uygulanan grupda ise sirasiyla g,
alt1 ve 12 saatlerdeki enzim aktivite seviyeleri sirasiyla 10,5+0,7 EU/mg, 11,2+0,5
EU/mg, 9,5+1,1 EU/mg bulunmustur. Bunlardan en diisiikk enzim aktivitesi 12. Saatde
tespit edilirken en yiiksek enzim aktivitesi ise konrol grubunda goriilmiistiir. Konrol
grubuyla kiyaslandiginda 12 saatdeki enzim aktivitesi degerlerinde ¢ok Onemli
(p<0,001) bir diisiis oldugu goézlenirken, altinci ve tigiincli saatdeki diisiisiin ise 6nemli
(p<0,05) oldugu goriilmiistiir. Sadece deneme gruplari karsilagtirma yapildiginda altinci
ve U¢lincii saat ile 12 saat arasindaki farkin 6nemli (p<0,05) ii¢ ve altinci saatler

arasindaki farkin ise istatistiki olarak 6nemsiz oldugu goriilmiistiir.
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16

14 a

10

Enzim spesifik aktivitesi (EU/mg)

Kontrol 3 saat 6 saat 12 saat

Sekil 4.1. Glutatyon S-transferaz enzim aktivitesinin kontrol ve muamele grubu
sonuclarinin karsilagtirilmasi

GST farkli kimyasallarin ve endojenik reaktif bilesiklerin detoksikasyonuna birincil bir
rol oynarlar (Sherratt and Hayes 2001). Sekil 4.1’de oksitetrasiklin uygulamasinui
takiben tgiincii saatten itibaren GST aktivitesinin azaldigi goriilmektedir. Literatiirde
sonuglarimiz1 destekleyen yonde veriler oldugu gibi bunun tersine c¢aligmalarda

mevcuttur.

Elia et al. 2014 yaptigi c¢alismada sazan baligina uyguladigi oksitetrasiklin‘in
Karacigerde Siiperoksit diismutaz, katalaz glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve
glutatyon enzim aktivitesini 6nemli derecede diislirdligiinii tespit etmislerdir. Bizim
calismamizin aksine Glutatyon s-transfeaz ve MDA aktivitesinde ise artis oldugunu

bulmuglardir.

Oliveira et al. 2013 10 mg/lt oksitetrasiklin banyosu uyguladiklar1 zebra baliklarinda
GST aktivitesinde artig tespit ederken 100 ve 150 mg/lt dozunda diisiis oldugunu
belirtmislerdir. Bu arastirmaya benzer olarak, WenNa et al. 2010 japon baliklariyla

yaptiklar1 bir caligmada diisiik konsantrasyonlu oksitetrasiklin banyosunda GST
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aktivitesinde artig tespit ettiklerini, yiiksek konsantrasyonlarda ise diisiis oldugunu

bildirmislerdir.

Baska bir calismada ise, Ozcan ve Sarieyyiipoglu 2013 oksitetrasiklin verilen baliklarda
konrol grubu ile deneme saatleri arasinda GST seviyesinde azalmalar gorildigiini
bildirmiglerdir. Yine benzer bir sekilde Banni et al. 2015 oksitetrasiklinin GST

aktivitesinde azalmaya sebep oldugunu soylemislerdir.

Tetrasiklinlerin reaktif oksijen tiirlerini nasil etkiledigi ile ilgili mekanizmalar tam
olarak bilinmemekle birlikte, Asha et al. 2007 tetrasiklinin siganlarin karaciger ve
pankreaslarinda, ontioksidant enzimler ve GSH seviyesini diisiirerek, 6nemli oksidatif
stres olusturdugunu bildirmislerdir. GST'ler GSH’1 substrat olarak kullanarak hiicreden
ROS detoksifikasyonunu katalize ederler (Budak et al. 2014b). Oksitetrasiklinin oral
yolla uygulanmasindan sonraki bir ila tglincli saatten itibaren, oksitetrasiklin
konsantrasyonu serum tepe noktasima ulasmaktadir (Ozaras vd 2002). Buna bagl olarak
GST aktivitesinin, muhtemelen karacigerdeki yogun GSH tiiketimine bagli olarak

azaldig1 diisiiniilmektedir.

4.2. Total RNA izolasyon Sonuclar:

Cizelge 4.2°de RNA nin 260/280 absorbasns oranlar1 goriilmektedir.

Orneklerden elde ettigimiz RNA izolasyonunun saflik sonuglar1 2,0’a yakin olmasi

saflik derecelerinin kabul edilebilir diizeyde oldugunu gostermektedir.

Total RNA o6rneklerinin elektroforez de yiiriitme sonucunda 18s rRNA ve 28s rRNA
bantlar1 elde edilmistir (Sekil 4.2).
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Cizelge 4.2. Total RNA konsantrasyonlari (ng/ul) ve Ao/ A 280 (nm)oranlari

KARACIGER
Konsantrasyon (ng/ul) Saflik Azeo/ A 280 (NM)
Kontrol Grubu 1 2352 2,98
2 2447 2,13
3 2015 2,97
3. Saat 1 2447 2,57
2 2640 2,93
3 2377 2,08
6. Saat 1 2624 2,83
2 2611 2,96
3 2652 2,85
12. Saat 1 2650 2,06
2 2660 2,06
3 2517 2,84
1 2 3 4 6 7 8 9 10 11 12
f : £ = F = = = = s
P [ 28 STRNA
e REEECEEERE R

Sekil 4.2. izole edilen RNA’larn agaroz jel elektroforezindeki goriintiileri

4.3. Glutatyon S-Transferaz gen ekspresyonu

Arastirmada oksitetrasikline maruz birakilan Gokkusagi alabaliklarinin (Oncorhynchus

mykiss) farkli saatlerde alinan karaciger dokularinda gen ekspresyon seviyelerine

bakilmistir (Sekil 4.3). Oksitetrasikline maruz birakilmayan grup kontrol grubu olarak

belirlenmistir. Oksitetrasiklin uygulandiktan sonraki i¢, altt ve 12 saatlerde alinan

ornekler deneme gruplart olarak kullanilmigtir.
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Kontrol grubu baliklarin karaciger dokularindaki glutatyon s transferaz gen ekspresyon
seviyesi 1+0 olarak kabul edilmistir. Oksitetrasiklin uygulanan grupda ise sirasiyla iig,
alt1 ve 12 saatlerdeki gen ekspresyon seviyeleri sirasiyla 11,6+2,3 ng/ml, 2,4+1,7 ng/ml,
2,3+1,5 ng/ml bulunmustur. En diisiik gen ekspresyon seviyesi 12 saatte tespit edilirken
en yiksek gen ekspresyonu {igiincii saatde goriilmiistir. Kontrol grubuyla
kiyaslandiginda ti¢ saatdeki gen ekspresyon seviyesinde (p<0,001) ¢ok 6nemli bir

yiikselis oldugu gbzlenirken altinci ve 12 saatler arasindaki fark dnemsizdir.

Cizelge 4.3. B-AKTIN e kars: rolatif GST gen ekspresyonu seviyesi sonuglari

Gen ekspresyon oram
Kontrol Grubu 1+0°
3. Saat 11,635+2,30%
6. Saat 2,460+1,77°
12. Saat 2,321+1,50°

*Her bir parametre icin farkli harflerle isaretlenmis ortalamalar birbirinden farkli olan gruplar
gostermektedir, p<0,05. n=3

16

14
12
10

(o3
o

Beta Aktine Kars1 Rolatif
GST Gen Ekspresyon Seviyesi

o N SN » oo
ey
—
—

Kontrol 3 6 12
Saat

Sekil 4.3. Oksitetrasiklin verilen baliklardan farkli saatlerde alinan gokkusag: alabaligi
(Oncorhynchus mykiss) karaciger dokusunun GST mRNA seviyesi
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Selik 4.3’ten de goriilecegi lizere oksitetrasiklinin serum tepe noktasina eristigi li¢iincii
saatte gen ekspresyon seviyesi de en iist seviyeye ulagmistir. Daha sonraki donemlerde
serum yarilanma Omrii olan 12. Saate dogru gen ekspresyon seviyelerinin de normale

donmeye basladig1 anlagilmaktadir.

Literatiirde oksitetrasiklin ve GST gen ekspresyonu iizerindeki etkisine dair kaynaklara
rastlanamamistir. Fakat farkli maddelerin GST gen ekspresyonuyla iliskisi iizerine

makaleler mevcuttur.

Li et al. 2015 tributyltine maruz kalan sazanlarda karacigerde oksidatif strese bagh
olarak GST mRNA ekspresyon diizeylerinde artis goriildiigiinii bildirmistir. Bir baska
calismada ise Ku et al. 2014, triclosana maruz birakilan sar1 kedi baliklarinda
(Pelteobagrus fulvidraco) GST mRNA ekspresyon seviyelerinde artis oldugunu tespit
etmislerdir. Gutiérrez et al. 2013 ise Cylindrospermopsin uygulanan Tilapialarda
(Oreochromis niloticus) GST mRNA ekspresyon seviyelerinde yiikselme oldugunu

rapor etmistir.

mRNA seviyeleriyle enzim aktivite degerleri arasinda her zaman korelasyon olmadigi
farkli yazarlarca belirtilmistir (Olsvik et al. 2005; Craig et al. 2007; Jin et al 2010). Bu

calismalarla sonuglarimiz uyum gostermektedir.

Oksitetrasiklinin serum tepe noktasina ulastig1 tiglincii saatte GST gen ekspresyonunu
sitimile ettigi, serum konsantrasyonunun diismeye basladigi takip eden saatlerde ise
GST gen ekspresyonu seviyelerinin azaldigi goriilmiistiir. Buna asir1 GSH tiiketimine
bagli GST aktivitesindeki diisiisiin sebep oldugu diistiniilmektedir. Zira farkli
kaynaklarda da belirtildigi tizere diisiik oksitetrasiklin dozlarinda GST enzim
aktivitelerinde yiikselmeler oldugu rapor edilmistir (Asha et al. 2007, Elia et al. 2014).
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5. SONUC VE ONERILER

Oksitetrasiklin antibiyotiginin yiiksek konsantrasyonlarinda GST gen ekspresyonunu
sitimile ettigi, ROS detoksifikasyon mekanizmasinda GST’nin substrati olarak
kullanilan GSH’1in asin1 tiikertimine bagli olarak GST enzim aktivitesinde akut bir

diisiise rastlanmistir.

GST gen ekspresyonunu seviyeleriyle enzim aktivite degerleri arasinda bir korelasyon

olmadigi fikrine varilmistir.

Bu mekanizmanin daha iyi aydinlatilmasi icin farkli konsantrasyonlardaki

oksitetrasiklin dozlarinin da denenmesinin uygun olacag: diistiniilmektedir.
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