T.C.
TRAKYA UNIVERSITESI

FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

EDIRNE BOLGESINDE HOLSTEIN-FRESIAN SIGIRLARDA RASYONDAN
KAYNAKLI AGIR METAL STRESININ KAN DOKUSUNDA GENOTOKSIK
ETKILERI

ERKAN ORT

YUKSEK LiSANS TEZi

BiYOTEKNOLOJIi VE GENETIK ANABILIM DALI

Tez Damismani: PROF. DR. OGUZHAN DOGANLAR

EDIRNE-[2019]



Erkan ORT’iin hazirladig1 “Edirne Bolgesinde Holstein-Fresian Sigirlarda Rasyondan
Kaynakl Agir Metal Stresinin Kan Dokusunda Genotoksik Etkileri’* baglikli bu tez,
tarafimizca okunmus, kapsam ve niteligi agisindan Biyoteknoloji ve Genetik Anabilim
Dalinca bir Yiiksek lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Juri Uyeleri

Prof.Dr.Oguzhan Doganlar
Dog.Dr. Siileyman KOK W
Yrd.Dog¢.Dr.Orhan Onur ASKIN

Tez Savunma Tarihi: 06/09/2019

Bu tezin Yiiksek Lisans tezi olarak gerekli, sartlan sagladigini onaylarim. / |

Prof.Dr.Oguzhan DOGANLAR
Tez Dimismani

Trakya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii onay1




T.U. FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BIYOTEKNOLOJI VE GENETIK YUKSEK LiSANS PROGRAMI

DOGRULUK BEYANI

Trakya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, tez yazim kurallarina uygun olarak
hazirladigim bu tez calismasinda, tiim verilerin bilimsel ve akademik Kkurallar
¢ercevesinde elde edildigine, kullanilan verilerde tahrifat yapilmadigina, tezin akademik
ve etik kurallara uygun olarak yazildiina, kullanilan tiim literatiir bilgilerinin bilimsel
normlara uygun bir sekilde kaynak gosterilerek ilgili tezde yer aldig1 ve bu tezin tamami
ya da herhangi bir bsliimiiniin daha onceden Trakya Universitesi ya da farkli bir

{iniversitede tez caligmasi olarak sunulmadigini beyan ederim.

06.09.2019

Erkan ORT

5

iii



Yiiksek Lisans Tezi

Edirne Bolgesinde Holstein-Fresian Sigirlarda Rasyondan Kaynakli Agir Metal
Stresinin Kan Dokusunda Genotoksik Etkileri

T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoteknoloji ve Genetik Anabilim Dali

OZET

Tez kapsaminda, Edirne ilinde Holstein-Fresian Ruminant Hayvanlarda rasyondan
kaynakli agir metal stresinin kan dokusunda genotoksik etkileri arastirilmistir. Rasyon
su an i¢in hayvan yetistiriciliginde, oldukg¢a biiyiikk biit¢eler harcanarak olusturulan
caligmalarin ve bunun yaninda giincel bilimsel verilerin, hayvanlarin fizyolojik
ozellikleri ile birlestirilerek olusturulan 6zel bir besleme tiriiniidiir. Ancak yapilan onca
caligmaya ragmen, rasyon Onemli Ol¢iide dogada yetisen yem bitkisi {iriinlerine
bagimlidir. Bu sebeple giinlimiizde insanlig1 tehdit eden en biiylik saglik problemi olan
cevre kirliliginden onemli diizeyde etkilenmektedir. Cevre kirliligi toprak, hava, su
temel bilesenleri, sonrasinda birincil etkilenen grup yem bitkileri, bir sonraki agsama, bu
bitkilerle beslenen birincil tiiketiciler son olarak son tiiketici ekseninde incelenmesi
gereken bir konudur. Bu sebeple tez kapsaminda agir metal dongiisiiniin bu 3 kaynagina
da vurgu yapilmistir. Bu tezin amaci Edirne bolgesinde agir metallere maruz kalmis
Holstein-Fresian 1rki sigirlarda ortaya ¢ikabilecek antioksidanlardan sorumlu [Mn-SOD,
Katalaz(CAT) ve glutatyon sentataz (GS)] ve HSP genleri gen ekspresyonlarini
arastirmak ve RAPD (rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA) yontemiyle toplam DNA
izerine agir metallerin genotoksik etkilerini degerlendirmektir. Tez kapsaminda Edirne
bolgesinde yapilan rasyonlarda tiim element igerikleri analiz ettirilmistir. Analiz edilen
rasyonlarin hemen tiimiinde diisiik ya da yiiksek diizeyde bir agir metal kalintis

belirlenmistir.



Calismamizda kullandigimiz ve ekosistemde ikincil tiiketici olan Holstein-
Fresian Ruminant hayvanlarda metal birikimlerinin bolgelere gore farklilik gosterdigi,
genellikle en fazla birikimin tarimsal faaliyetlerin yogun olarak yapildigi alanlarda
olustugu gozlemlenmistir. Tez ¢alismasinda kan 6rneklemesi yapilan hayvanlarda agir
metal miktarlar1 analiz edilmis ve kanda tasidigi agir metal miktarlarina gére hayvanlar
3 farkli gruba ayrilmistir. Diisiik-orta ve yiiksek diizey olarak belirlenen bu hayvanlar,
diger calismalarda toksik diizey olarak gdsterilen agir metal birikimleri kullanilarak
gruplanmiglardir. Yapilan gruplama sonunda genomik ve proteomik analizler

gerceklestirilmistir.

Sonug olarak tez bulgularimiz, Edirne Bolgesi ruminantlarinda, heniiz akut bir
tehlike yaratacak diizeyde bir agir metal kirliliginin olusmadigini, ancak farkl
bolgelerde yapilan yogun tarimsal faaliyetler ve diger antropojenik etkiler sebebiyle bu
bolgelerde yasayan hayvanlarda agir metal birikiminin ve bu birikimin sebebp oldugu
genotoksitenin dikkat ¢ekici boyuta ulagtigini gostermektedir. Bu sebeple 6zellikle yem
bitkilerinin temiz alanlarda yetistirilmesine dikkat edilmesi, yem analizlerinde 6zellikle
agir metal pestisit gibi, bolgede yiiksek risk tagiyan kirleticilerinde takip edilmesinin

onemli oldugu diisiiniilmektedir

Yil : 2019
Sayfa Sayisi : 80
Anahtar Kelimeler  : Holstein-Fresian, Agir Metal, Genotoksik Etki, Antioksidan

Enzim Genleri, HSP, Edirne



Master’s Thesis

Genotoxic effect of Heavy metal stress sources from feed ration in blood tissues of
Holstein-Fresian ruminants in Edirne province

Trakya University Institute of Natural Sciences

Department of Biotechnology and Genetic

ABSTRACT

In this work, genotoxic effects of heavy metal stress in the diet of Holstein-
Fresian ruminants were investigated in the province of Edirne. The ration is a special
feed that combines the latest scientific data with the physiological characteristics of the
animals. Despite all studies, the ration is heavily dependent on naturally grown forage
crops. For this reason, ration is severely affected by pollution, which is today the
biggest health problem for humanity. Pollution is the main constituent of soil, air, water,
then the primary concern group of forage crops, and the next stage is the primary
consumers fed by these crops, finally an issue to be explored on the latest consumer's
axis. For this reason, these three sources of the heavy metal cycle are highlighted in this
work. We suggest that more attention should be given to investigating the genotoxic

effects of environmental pollutants.

The aims of the present thesis will be to investigate the responses of Holstein-
Fresian ruminants upon exposure to a heavy metals with reference to changes in
antioxidant-responsible gene expression [Mn-superoxide dismutase (Mn-SOD), catalase
(CAT), and glutathione synthetase (GS)] and HSPs family genes and to assess the
genotoxic effects of a heavy metals on total DNA with random amplified polymorphic
DNA (RAPD) assay in Edirne province. We analyzed all elemental content in rations in
the Edirne region. We found that in almost whole ration contain low or high levels of

heavy metal residues.

Vi



In our study, it has been observed that metal enrichment in Holstein-Fresian ruminants,
which are the secondary consumers in the ecosystem, varies by region and, in general,
the greatest heavy metal accumulation occurs in areas with intensive agricultural
activities. In this study, amount of heavy metals in whole blood samples were analyzed
and the animals were divided into 3 different groups according to the amount of heavy
metals in blood. These animals identified as low-medium and high-grade, were grouped
using heavy metal accumulation level that have been shown to be toxic in other studies.

At the end of the grouping process, genomic and proteomic analyzes were performed.

In conclusion, our results indicate that there is no acute risk of heavy metal
contamination in ruminants in the Edirne region, but that the heavy metal accumulation
and genotoxicity caused by this accumulation in animals in these regions has reached a
notable level due to intense stress on agricultural activities and other anthropogenic
effects in different regions shows. For this reason, it is important to consider the
cultivation of fodder crops in clean areas. And also in feed analysis, is important to

monitor high risk pollutants in the region, especially heavy metal pesticides.

Year : 2019
Number of page : 80
Keywords : Holstein-Fresian, Heavy Metals, Genotoxicity, Antioxidant

Enzymes genes, HSPs, Edirne
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BOLUM 1

GIRIS

Agir metaller su an i¢in hava, karasal ve sulak ekosistemler ve bu sistemlerde
var olan tim canli formlarinda akut ve kronik diizeylerde bulunmaktadir. Bazi agir
metaller dogal olarak ¢evrede olusabilirken diger elementler endiistiiriyel faaliyetlerin
ve sosyal yasamin getirdigi ¢evre Kkirliliklerinden olusabilirler (Fergusson, 1990).
Antropojenik etkilerden kaynakli agir metal kirliliginin ana kaynaklari; motorin,
kimyasal cozeltiler, boya, miirekkep, spreyler, pestisitler, glibre ve kuru temizleme
ajanlar1 gibi genellikle kentlerde kullanilan ev tipi kimyasallardir (Tchounwou, Yedjou,
Patlolla, & Sutton, 2012).

Kadmiyum(Cd), Kursun(Kursun), Arsenik(As), Nikel(N1), Aliiminyum(Al),
Krom(Cr), yeryiizii ana kayasinin esasi bilesenleridir ve ¢evrede en sik bulunan
metallerdir. Hayvanlar ve insanlar bu agir metallere maruz kaldiginda toksik,
genotoksik, karsinojenik zararlar ortaya ¢ikmaktadir (Tchounwou vd., 2012). Onceki
yapilan caligmalarda agir metal maruziyeti Oz  (siiperoksit anyon), OH (hidroksil
radikal), H,O. (hidrojen peroksit) ve !Opyserbest oksijen) gibi hayvan ve hiicre
hattindaki reaktif oksijen tiirlerini tetikledigini (ROS) ve bunun sonucunda oksidatif
stres meydana getirdigi raporlanmistir. Hiicre seviyesinde ROS larin miktariin asiri
artmas1 proteinler, genom ve mtDNA gibi farkli hiicre komponentlerinin yapisini

bozarak hiicrede stres olugturmaktadir (Nanduri et al., 2013).

Bulunan enzimatik (Siiperoksit dismiitaz, katalaz, peroksidaz) yada enzimatik olmayan
(glutatyon, askorbat, tokoferol) antioksidan sistemler ROS lar i¢in Oncelikli savunma
mekanizmasidirlar. Genelde hatali katlanan ve/veya katlanmayan proteinler 1s1 sok
proteinleri tarafindan tamir edilebilirler ya da hiicreye zarar vermemesi igin degrede

edilir. Baz1 genotoksik stresler sadece genetik stabiliteyi zarara ugratmazlar ayni



zamanda direk yada dolayli olarak gen ekspresyonlarini etkilerler. Bu sebepten dolay1
cevre kirliliginin neden oldugu genotoksik etkilerinin arastirilmasina daha ¢ok onem

verilmelidir.

Bu tezin amaci Edirne bolgesinde rasyondan akaynakli agir metallere maruz
kalmis Holstein-Fresian 1rk1 sigirlarda ortaya cikabilecek antioksidanlardan sorumlu
[Mn-SOD, Katalaz(CAT) ve glutatyon sentataz (GS)] ve HSP genleri gen
ekspresyonlarimi  arastirmak ve RAPD (rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA)

yontemiyle toplam DNA iizerine agir metallerin genotoksik etkilerini degerlendirmektir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

Edirne, Tirkiye'nin Marmara Bolgesinde Trakya'da yer almaktadir. (Sekil 1.1).
Niifusu 2018 yili itibari ile 411,528 dir. Edirne topraklarinin % 61'i tarim yapilabilir
alanlardan olusmaktadir (Aydogdu, Asan, & Otkun, 2010; Edirne Aile, 2014).

BULGARISTAN

Sekil 1. 1 Edirne ili Haritas1 (Ekvator Harita 2019)

Edirne'de 9 ilge 248 kdy bulunmaktadir. Bolgede iiretimi yapilan tahillar, otlar
ve yagli tohumlarin iretim miktarlar1 gosterilmistir (Cizelgel.1l). Bunun yani sira

bolgede biiylikbag hayvancilik ve kii¢iikbas hayvancilik yogun olarak yapilmaktadir.



Cizelgel 1 Edirne Bolgesi Tahillar, Otlar ve Yagl tohum Uretim Miktarlart

Tahillar ve diger

Tahillar ve

bitkisel iirtinlerin | 1ar ve diger  diger bitkisel
YIL BOLGE ADI iiretim miktari bl..tkls.e I urgnlerln . u.runlepn

(ton) : Saman ve uretm'l miktari uretlm‘mlk‘fan

ot (yem bitkileri) (ton) : Tahillar (ton) : Yagh
tohumlar
2010 Tekirdag, Edirne, Kirklareli 1001000 2101068 810128
2011 Tekirdag, Edirne, Kirklareli 1092090 2039533 691618
2012 Tekirdag, Edirne, Kirklareli 1162804 2426062 543662
2013 Tekirdag, Edirne, Kirklareli 1326935 2198963 611929
2014 Tekirdag, Edirne, Kirklareli 1430573 2454018 768684
2015 Tekirdag, Edirne, Kirklareli 1480282 2270408 771203
2016 Tekirdag, Edirne, Kirklareli 1491329 2430461 760751
2017 Tekirdag, Edirne, Kirklareli 1486056 2533854 839254
2018 Tekirdag, Edirne, Kirklareli 1455437 2222313 855142
2010 Edirne 312127 1082856 346863
2011 Edirne 348421 867243 251703
2012 Edirne 400629 1011288 184191
2013 Edirne 437741 916739 183224
2014 Edirne 456346 1002821 265724
2015 Edirne 485042 921737 232773
2016 Edirne 485873 943933 229739
2017 Edirne 475284 944503 250131
2018 Edirne 478894 931066 248485

Tiiik 2019

Aygcigegi, Celtik, Arpa, Bugday ve Kanola ekim alanlari gosterilmistir (Cizelge 1.2). Bu

iiriinler sayesinde bolgede bircok isleme tesisi kurulmus ve insanlara istihdam

saglanmustir.

arttirtlmasi i¢in kullanilan kimyasal giibreler, pestisitler ve ¢evresel kirleticilerle beraber

Tarim alanlarmin kullanimi konusunda g¢esitlilik gosteren bolgede o6zellikle

Uretimin artmas1 ile birlikte bolgede yetistirilen {iriinlerin verimliliginin

agir metallerin konsantrasyonunun artmasi kaginilmaz hale gelmistir (Tufan, 2008).



Cizelgel 2 Edirne Bolgesi Ekilen Uriinler ve Alanlari 2018

Tahillar Ve Diger Bitkisel Uriinler Dekar(Da)
Bugday 1.393.895
Misir 11,418
Arpa 51,830
Cavdar 2,486
Yulaf 1,421
Tritikale 11,923
Kanola veya Kolza Tohumu 31,361
Aygicegi Tohumu (Yaglik) 954,502
Celtik 485,932
Seker Pancari 4,419
Fig Otu 12,523
Yonca Otu 16,540
Yulaf Yesil Otu 3,877
Tritikale Yesil Otu 4674
Misir Silaji 78,679
Bugday Hasili 15,274
Arpa Otu 2,276
Yemlik Bezelye 5,828
Italyan Cimi 264
Tiiik 2019

Son yillarda bdlgeye verilen tesvikler sayesinde yatirimlar artmis ve Cizelge 1.3
'den anlagilacag lizere Biiyiikbag hayvan populasyonunda onbes yilda yiizde yiiz'e
yakin artis meydana gelmistir. Bununla beraber bolgede ihtiyaci karsilayacak diizeyde
kaba ve kesif yem hammadesi iiretilememektedir. Uretimin arttirilmasina yonelik cesitli
caligmalarin etkisi ile kullanilan kimyasal giibrelerin, pestisit ve insektisitlerin kullanim
yogunlugu dogru orantili artarak yetistirilen tirlinlerde agir metal yiikiinli arttirmistir
(Yolal, 2014)



Cizelgel 3 Edirne ili Biiyiikbas Hayvan Varlig

Edirne ili Biiyiikbas Hayvan Sayilari

Biiyiikbas Hayvan Sayisi 2002 2017
Sigir (Kiiltiir) 59.321 116.720
Sigir (Melez) 64.931 36.348
Sigir (Yerli) 8.515 1.042
Si1gir Toplam 132.767 154.110
Manda 224 393
Toplam 132.991 154.503

(Hayvansal Uretim Istatistikleri, 2018)

Edirne ilinde biiylikbas hayvalardaki artis (Cizelge 1.4) 6zellikle kiiltiir melezi
hayvanlarda onbes yilda yaklasik yilizde yiiz artmistir. Dolayisi ile bu artis beraberinde

yem ihitiyacini da arttirmigtir.

Cizelgel 4 Tiirkiye'de Biiyilkbas Hayvan Varligi

Tiir ve irklarina gore hayvan sayilari

2017 2018
Hayvan tiirleri Say1 (Bas) Say1 (Bas) Degisim (%)
Toplam 48 153 636 63 614 512 100.0
Biiyiikbas 16 105 025 17 220 903 6.9
Sigir 15 943 586 17 042 506 6.9
Kiiltiir 7 804 588 8419 204 7.9
Kiiltiir melezi 6 536 073 7030 297 7.6
Yerli 1602 925 1593 005 -0.6
Manda 161 439 178 397 10.5

TUIK, Hayvansal Uretim Istatistikleri, 2018



2.Agir Metaller

Agir metaller dogada dogal olarak bulunan, atom agirligi ve yogunlugu yiiksek
metalik elementlerdir. Genel olarak sudan 5 kat daha yogun veya daha fazla yogunluga

sahip olan metaller agir metal olarak isimlendirilirler (Fergusson, 1990).

Biyosferin antropojenik bozulmalari, hizla gelisen kiiresel sanayilesme, yogun
tarim, madencilik ve hizli kentlesme sadece dogal kaynaklar tahrip etmekle kalmamas,
aynt zamanda hizla yasam alanlarimi azaltmis ve hayatin temel bilesenlerinin ciddi

bi¢imde kirlenmesine neden olmustur.

Agir metaller, canli biyolojik sistemlerle iliskili ¢esitli hayati fonksiyonlarda
kritik bir rol oynamaktadir. Dogada her yerde bulunan bazi agir metaller topaktan
bitkiye, ikincil olarak hayvanlara ge¢mektedir. Yogun kullanimlari ve yayginliklari,
kanserojen de dahil olmak tiizere cesitli kronik sorunlara yol agmaktadir. Kursun,
arsenik, krom ve civa gibi birka¢ agir metal Uluslararasi Kanser Arastirmalari Ajansi
tarafindan insan kanserojenleri olarak smiflandirilir (Koedrith & Seo, 2011).
Teknolojideki son gelismelerle birlikte, toksik metallere maruz kalma son yillarda
biiyiik 6lgiide artmugstir. Diinya Saglhk Orgiitii (WHO) “toplam hastalik yiikiiniin yiizde
25'min toksik kimyasallara maruz kalma dahil olmak tizere c¢evresel faktorlerle
baglantili oldugunu tahmin etmektedir. DSO'iin yakin tarihli bir analizinde, diinyada
cevresel kirlenmenin etkisi ile yaklasik 4,9 milyon oliimiin (ylizde 8,3'l) gergeklestigi

tahmin edilmektedir.

Topraklarda normal bitki gelisimi igin iki ¢esit metal bulunur. Bunlar temel
mikro besinler olarak adlandirilan esasi elementler (Fe, Mn, Zn, Cu, Mg, ve Ni) ve
fizyolojik fonksiyon igin gerekli olmayan elementlerdir ( Cd, Sb, Cr, Pb, As, Co, Ag, Se
ve Hg). Bitkilerin hem toprak kaynakli, hem de hava ve su kaynakli agir metalleri
biinyelerine aldiklar1 goriilmiistiir (Patra, Bhowmik, Bandopadhyay, & Sharma, 2004).
Bitkilerin, biiytimeleri, metabolizmalar1 ve gelismeleri i¢in baz1 agir metallerin toprakta
kiiglik miktarlarda bulunmalar1 gerekir. Bununla birlikte, hem esasi hem de esasi
olmayan metallerin konsantrasyonu, bitkilerin yetistirme siirecinde 6énemli bir faktordiir,
fazla miktarda bulunmalari, bitkilerin biiyiimesini ve gelismesini inhibe etmektedir
(Zengin & Munzuroglu, 2005).



Yem hammaddeleri ve hayvan yemlerinde bulunanagir metaller civa,
kadmiyum, kursun ve metaloid arsenik toksik etkilere sahiptir. Bunlar gida
zincirlerinden kolayca transfer edilirler, toksik 6zelliklere sahiptirler ve herhangi bir

temel fizyolojik ve biyolojik fonksiyona sahip degillerdir (Council, 2001).

Metaller hayvan viicuduna, yem, taze ot ve igme suyu ile girerler. Diger
kaynaklar ise kire¢ dokiilmiis padoklar, yliksek miktarda iz metal igerikli mineral
takviyeleri ve metalik pigmentler igeren boyali yiizeylerin yalanmasi ile
gerceklesmektedir (Raikwar, Kumar, Singh, & Singh, 2008). Topragmn, sularin,
yiyeceklerin ve bitkilerin agir metallerce kirlenmesi, bir sonraki asamada tiiketiciler
tarafindan tiiketildiginde, besin zincirine dahil olmalarina neden olur bu sekilde insan ve
hayvan saglig i¢in biiyiik bir tehdit olusturur (Bilandzi¢, Gomerc¢i¢, Gomerc¢i¢, Sedak,
& Doki¢, 2011) Halen, cevre kirliliginin artmasi, siit kontaminasyon sorunlarini ve
stitlin kalitesine iligkin belirsizlikleri bu konuda ¢ok sayida ¢alisma ile arastirilmaktadir

(Farid & Baloch, 2012).
2.1. Kadmiyum

Ozellikle elektronik aygitlarda ve pil sanayinde, ayrica tarimda artan miktarda giibre
kullanim1 ile giibrelerde yogun kadmiyum igerikleri ozellikle son ceyrek ylizyilda
Kadmiyum  zehirlenmesi  diinyanin  bircok  yerinde  goriilmesine  neden
olmustur. Kadmiyuma hava, su, toprak ve yiyecek yoluyla uzun siire maruz kalmak,
iskelet, idrar, lireme, kardiyovaskiiler, merkezi ve periferik sinir ve solunum sistemleri
gibi kanser ve organ sistemi toksisitesine yol agar (Klaassen, Liu, & Diwan, 2009).
Kadmiyum seviyeleri kan, idrar, sa¢, tinak ve tiikiirik Orneklerinde
Olciilebilir. Kadmiyum toksisitesine sahip hastalar i¢in uygun yeni selatlama ajanlar1 ve
nanopartikiil bazli antidotlarla gastrointestinal sistem sulama, destekleyici bakim
tedavisi gerekir. Tahillar, yesil yaprakli sebzeler, patatesler, havuglar ve tiitiin gibi
cesitli bitki dirtinlerinin de yliksek konsantrasyonlarda Cd igerdigi bildirilmistir
(Prozialeck & Edwards, 2007).

Kadmiyum, fosil yakitlarin kullanimi, elektronik sanayi, piller, tarimsal giibreler,
tarim ilaglari, metal cevheri yanmasi ve atik yakma gibi insan faaliyetlerinin bir sonucu

olarak, ¢evrede onemli Olgiide mevcuttur. Kanalizasyon camurunun tarimsal topraga



sizmasl, besin zincirinde 6nemli bir rol oynayabilecek ve ¢esitli insan ve hayvanlarin
organlarinda birikebilecek bitkilerin adsorbe ettigi kadmiyum bilesiklerinin transferine
neden olabilir. Kadmiyum sigara igenlerin kan 6rneklerinde, sigara igmeyenlere gore 4-
5 kat daha fazla birikim gostermistir. (Rahimzadeh, Rahimzadeh, Kazemi, &
Moghadamnia, 2017).

Ayrica, kadmiyum kontaminasyonun meydana geldigi durumlarda, tarim
tirtinleri (sebzeler) ve deniz tiriinleri (balik, vb.) gibi diger kaynaklar: tiikketme riski de

artmaktadir (Tiirkdogan, Kilicel, Kara, Tuncer, & Uygan, 2003).
2.1.1. Kadmiyumun Toksisite Mekanizmasi:

Kadmiyum hiicre proliferasyonunu, diferansiyelasyon ve programli hiicre
olimiini etkiler. Bu aktiviteler, DNA tamir mekanizmasi, reaksiyon oksijen tiirlerinin
olusumu (ROS) ve programlanmis hiicre 6liimiiniin uyarilmas: ile etkilesime girer
(Rani, Kumar, Lal, & Pant, 2014). Kadmiyum mitokondriye baglanarak diisiik dozda
hiicresel ve solunumda oksidatif fosforilasyonu inhibe edebilmektedir. (Patrick, 2003) .

Kadmiyum potansiyel olarak mutasyonlara ve kromozomal silmelere neden olur.
Kromozomal sapmalar, kardes kromatid degisimi (KKD), DNA zincir kopmalar1 ve
hiicre dizilerinde DNA protein ¢apraz baglari ile sonuglanir (Joseph, 2009). Toksisitesi,
azaltilmig glutatyonun (GSH) tilkenmesini igerir, siilthidril gruplarimi protein ile baglar
ve siiperoksit iyonu, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) iiretimini arttirmaktadir. Kadmiyum ayrica katalaz, manganez-
stiperoksit dismutaz (Mn-SOD) ve bakir / ¢inko-dismutaz (Cu-SOD / Zn-SOD) gibi
antioksidan enzimlerin aktivitesini de inhibe eder (C. Wang, Ma, & Su, 2013).
Metallothionein, %33 sistein igeren ¢inko konsantreli bir proteindir. Metallothionein
ayrica serbest radikal temizleyici olarak gorev yapabilir. Hidroksil ve siiperoksit
radikallerini temizler (Liu, Qu, & Kadiiska, 2009). Genel olarak, metalotiyonin igeren
hiicreler ~ kadmiyum  toksisitesine  direnglidir. Ote  yandan, metalotiyoninleri
sentezleyemeyen hiicreler kadmiyum zehirlenmelerine duyarlidir (Han vd., 2015).
Kadmiyum, Ca*?> 'un hiicresel seviyesini ve bu islemlerin dolayli olarak apoptoza
neden oldugu hiicrelerde kaspazlarin ve azotla aktive olan protein kinazlarin (MRPK)

aktivitelerini degistirebilmektedir (Brama, Politi, Santini, Migliaccio, & Scandurra,



2012).P 53 mitokondriyal membran proteinlerine dogrudan baglanarak hiicre 6liimiine
neden olur. Mitokondride bir transmembran molekiilii olan B hiicreli lenfoma-ekstra-
blyiik (Bcl-xl) ekspresyonu, mitokondri araciligiyla apoptozu bastirir ve kanser
hiicrelerini  arttirir. Pozlama g6zlemine meydan okumak i¢in; P53Un Bcl-xl'e
baglanmasi, protein ve apoptotik hiicre 6limiinii engelleyebilir (Staessen et al., 1999)
Kadmiyum ROS iiretimini tetikleyerek oksidatif stres olusturabilir. Bu mekanizma
kadmiyumun organ toksisitesi ve programlanmis hiicre 6liimii tizerindeki etkisini (Sekil

2.1) gosterebilmektedir.
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Sekil 2. 1 Kadmiyum Toksite yolagi (Rahimzadeh vd., 2017)

Farkli kadmiyum bilesiklerinin farkli klinik belirtileri ve asagidaki ayrintilarda
aciklanan toksik etkileri vardir. Kadmiyum kemigi ve Itai-itai hastaligi: . Kadmiyuma
maruz kalinmasi, iskelet sisteminde mineral bozukluga neden olur; boylece kemik
hiicreleri ile dogrudan etkilesime girebilir, minerallesmeyi azaltir, ayn1 zamanda
prokollajen C-proteinazlari ve kollajen iiretimini de engeller (Staessen vd.,
1999). Ayrica, azalmis kemik yogunlugu kemik kirig1 i¢in daha fazla risk olusturur (Ali,
Khan, & Sajad, 2013; Nagajyoti, Lee, & Sreekanth, 2010).
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Serum PTH diizeyleri daha yiliksek kadmiyuma maruz kaldik¢a, bu kemik
dokusundan kalsiyum salinimina neden olabilir (Schutte vd., 2008). Kadmiyum,
kalsiyum metabolizmasi, D3 vitamini ve kollajen ile etkilesime girebilir. Bu nedenle,
kadmiyum zehirlenmesinin teshisinde ge¢ kalinmus belirtilerinde osteomalazi veya

osteoporoz goriilebilmektedir (Staessen vd., 1999).
2.1.2. Kadmiyum Toksisitesinde Bobrek hasari:

Kadmiyum genellikle bobrek ve karacigerde birikim egilimindedir, fakat kemik
ve plasenta gibi diger dokularda da bulunabilir. Kadmiyuma maruziyetin bdbrek
fonksiyon bozuklugunu etkiledigi bununla birlikte ciddi hasarlar olusturabilecegi
bildirilmistir. (Jarup, 2002). Kadmiyuma maruz kalma erken bobrek hasari, proteiniiri,
kalsiyum kayb: ve tiibiiler lezyon belirtileri gosterebilir. Idrar analizi erken bdbrek

hasar1 bulgularini kanitlamaya yardimeci olabilir (Patrick, 2003).
2.1.3. Kadmiyum Ve Ureme Sistemi:

Hayvan c¢alismalarinin yani sira insanlarda da, kadmiyum maruziyetinin
artmasinin sperm sayisini azalttigi ve olgunlagmamis sperm bigimlerini arttirdig iddia
edilmektedir (Pizent, Tariba, & Zivkovi¢, 2012). Bu problemleri spermatogenezde,
sperm kalitesinde diisiiklige yol agmaktadir. Ayrica kizginlik, dogurganlik ve serum
testosteron seviyesini azaltir (Chandel & Jain, 2014). Kadmiyum CNS'de serbest
radikallerin tretimini arttirir ve oksidasyona karsi hiicresel savunmay1 azaltir (Lopez,
Figueroa, Oset-Gasque, & Gonzalez, 2003). Hayvan ¢alismalari, kadmiyum kloriiriin
akciger solunum kapasitesini azalttigin1 ve alveoler duvar kalinligini arttirabildigini
gostermistir. Antioksidanlarin  yoklugunda buhar olarak kadmiyumun solunmasi,
akciger iltihab1 ve amfizem ile sonuglanabilir (Lampe vd., 2008) Toksik Maddeler ve
Hastalik Kayit Dairesi Ajanst (ATSDR) onerisine gore; kadmiyum insanlarda olas1 bir
akciger kanserojenidir (Lampe vd., 2008).

Kadmiyum gastrointestinal sistemden (GIT) emilir. Coziiniirliigii ve emilimi,
mide ve / veya bagirsak pH'indan etkilenir. Aslinda, kadmiyum HCI ve kadmiyum

kloriir formlar1 ile reaksiyona girer. GIT'in iltihabina neden olabilir. H2 blokerleri
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gastrik pH"' yiikselterek ¢Ozilinlirliigiin azalmasina ve kadmiyumun emilimini

engelleyebilir (Waisberg, Black, Chan, & Hale, 2005).
2.1.4. Kadmiyum Ve Kanserojenlik:

Kadmiyum ve bilesikleri, Uluslararasi Kanser Arastirmalar Ajanst (IARC)
tarafindan insanlarda kanserojen olarak siniflandirilmistir (Kellen, Zeegers, Den Hond,
& Buntinx, 2007).Ayn1 zamanda prostatik veya bobrek kanserlerin de tetikleyicisi olan

akciger kanserojeni olarak diigiiniilmektedir.

Kadmiyum kanserojenligini belirleyen hiicresel ve molekiiler yapilar, proto-
onkogenlerin aktivasyonunu, tiimdr baskilayici genlerin etkisizlestirilmesini ve DNA
onariminin inhibe edilmesi ile olmaktadir (1'yasova & Schwartz, 2005). Aslinda, DNA
sarmalinin hasar1 veya DNA-protein c¢apraz baglari bozuklugu, hiicre biiylimesini
tamamen engellemeye neden olabilir. Ozetle, kadmiyuma maruz kalmanm hiicre
cogalmasini, farklilasmasini, apoptozu, hiicre sinyalini ve diger hiicresel aktiviteleri
etkileyebilecegi  Onerilmektedir. Bu faaliyetler dogrudan veya dolayli olarak

karsinojenez yapabilir (Waalkes, 2003).

Kan: Kadmiyum yar1 émrii (30 yil) viicutta uzun stireli kadmiyum birikimine
bagli olabilir, ancak kandaki kadmiyumun kisa yar1 dmrii (ti¢ ila dort ay) yakin zamanda
maruz kalmaya neden olabilir. Kan kadmiyum konsantrasyonu i¢in saptama siniri 0,3
ug / L'dir (Silver, Lozoff, & Meeker, 2013).

2.2. Arsenik

Arsenik (As)'in dogada c¢esitli organik ve inorganik formlarda bulundugu
bilinmektedir. Ciddi etkileri olan oldukc¢a toksik bir metaloiddir ve oliimciil bir zehir
olarak kullanildigt uzun yillardir bilinmektedir. Ayrica Cin, Hindistan, Yunanistan ve
Roma'daki geleneksel tibbi tedavilerde dnemli bir yere sahiptir (Lynch & Braithwaite,
2005). Kronik arsenikoz su anda uluslararasi bir ¢evre sagligi problemi olarak kabul
edilmekte ve c¢evresel etkilerden dolayr kirlenen i¢gme sulari ciddi bir tehdit
olusturmaktadir. Banglades ve Hindistan'daki Gangetic Delta bolgesinde biiyiik capl
arsenik kirliligi, 38 milyondan fazla insanin arsenikle ilgili saglik tehlikesi riski altinda

olmas1 nedeniyle, dikkat cekmektedir. Diinya Saglik Orgiiti'ne gore, 10 pbb, icme
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suyunda verilen sinir degerdir; ancak, Arjantin, Meksika ve Hint-Banglades bolgesi gibi
tilkelerde bu limit asilmistir (S. J. Flora, 2011). Bunun yaninda 6zellikle sanayilesmis
bircok bolgede, As’in olusturdugu toprak kirliligi konusunda artan bir farkindalik
bulunmaktadir. (Liao, Chen, Xie, & Liu, 2005; Loska, Wiechuta, & Korus, 2004).

Serbest formdaki arsenik, lipit peroksidasyonuna, antioksidan enzimlerin
tilkenmesine ve DNA hasarina yol agan serbest radikalleri iiretir, boylece Arsenik
kaynakl1 toksisite ve kanserojenligin ana mekanizmasi olarak oksidatif stres olusur (S. J.
Flora, 2011). DNA molekiiliine zarar veren oksidatif yaralanma ve ¢esitli fosfolipidlerin
coklu doymamis yag asidi kalintilari, aminoasitler, peptidler ve proteinler gibi hiicre
bilesenleri, metal kaynakli ROS saldirisinin duyarli hedeflerinden olan Arsenik

maruziyetinin en 6nemli sonuglarindan biri olarak rapor edilmistir.
2.2.1. Arsenik Kaynakli DNA Hasarmin Biyobelirtegleri

Asirt serbest radikal tiretimi artmis karsinojenez/mutajenez ile iliskilendirilmistir
(S. Flora, Mittal, & Mehta, 2008). Arsenik tarafindan iiretilen serbest radikallerin, DNA

onarim enzimlerinin bozulmasina neden oldugu bildirilmistir.
8-hidroksiguanin, 8-hidroksiguanosin ve 8-hidroksi-2-deoksiguanozin olusumu

Guanin serbest radikaller i¢in, DNA'da bulunan en hassas bazdir; oksidasyondan sonra
8-hidroksiguanin, 8-hidroksiguanosin ve 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG) gibi
cesitli markorlere dontstiiriiliir (De Vizcaya-Ruiz, Barbier, Ruiz-Ramos, & Cebrian,
2009). Diger tiim belirtegler arasinda, 8-OHdG eklentisi, idrarla atilan en bol baz
modifikasyonlarindan biridir ve kolay toplanmasindan dolayr uygun bir oksidatif DNA
hasarli biyolojik belirte¢ olarak kabul edilir. Raporlar, Arsenik'e maruz kalmanin,
idrarda yiiksek diizeyde As ve 8-OHdG seviyelerine yol actigini, yiiksek oksidatif DNA
hasarini ortaya ¢ikardigint Sekil 2.2 de gostermektedir (Burgess ve ark. 2007). Arsenik'e
maruz kalan hayvanlarin idrarinda 8-oksoadenin, adenin oksidize formu da tespit
edilmistir. Bunun yani sira, Insanlarda eksizyon onarimi ¢apraz komplementi 1 gibi
DNA onarim enzimlerinin ekspresyonunu diislirdiigii de gosterilmistir. Tim bu

belirteclerin, kararli son iirlinlere doniisiirken mevcut analitik yontemlerle tespit
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edilmesi zordur. Tek hiicreli jel elektroforezi gibi teknikler hala bu amag i¢in yaygin

olarak kullanilmaktadir (Collins ve Azqueta, 2012).
2.2.2. Arsenik Kayanakh Oksidatif Hasarin Biyobelirtegleri

Biyokimyasal diizeyde, MOS, HNE ve 2-propenal (akrolein) ve izoprostanlar
gibi doymamis reaktif aldehitler, ROS seviyelerinde artis ile dolayli olarak 6lgiilebilen
Arsenik kaynakli streste, kan ve yumusak dokularda oksidatif hasar ilk tepkiler
arasindadir. (Chauhan ve Flora, 2010). Bununla birlikte, serbest radikal olusumunu ve
oksidatif hasar1 dlgmek icin invaziv olmayan yontemlerin kullanimi kolay degildir,
clinkii drnek sinirlamasi, teknik zorluklar ve veri yorumlama ile ilgili problemler vardir.
Floresan problarin ve elektron spin rezonansinin (ESR) kullanimin1 gosteren teknikler,
oksidatif stresin erken bir gostergesi olarak hizmet veren ROS seviyelerini 6lgmek igin
uygulanabilir. Fakat ayn1 zamanda normal metabolizma bile endojen olarak ROS iiretir,

bu da Arsenik toksisitesinin erken bir biyolojik isareti olarak kullanimini kisitlar.
2.2.3. 9-Aminolevulinik Asit Dehidrataz:

Arsenik, niikleofilik ligandlar i¢in giicli bir afiniteye sahiptir, bu, heme
biyosentez yolunun, fonksiyonel siilthidril gruplar ile metal-merkapid bagi olusumu
yoluyla dogrudan inhibisyonu ile sonuglanir. 6-v (6-ALAD), siilthidril kism1 sayesinde
Arsenik varligina karsi oldukca duyarli bulunmustur. Arsenik maruziyetinin ardindan
idrarla tiroporfirin ve koproporfirin atiliminda doza bagh artis gozlenmistir (Kalia ve

Flora, 2005).

SOD, CAT ve GPx gibi enzimlerin antioksidan aktivitesi dogrudan veya maruz
kalma dozu ve zamanina bagli olarak toksisite ile ters orantilidir (Ghosh vd., 2006).
Tim pulmoner biyobelirte¢ temelli degisiklikleri degerlendirdikten sonra, GST, Arsenik

toksisitesi i¢in potansiyel bir biyobelirte¢ olarak onerilmistir.

14
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8-oxo-G'ye DOndgama Birikim
Apoptotik Hiicre
< i o L i > Bliimii
As Toksite Biyobelirtec

Sekil 2. 2 Arsenik toksitesinin biyobelirteglerini belirten baslica hiicresel etkilesimler.

(S. J. Flora, 2011).

2.3. Kursun

Kursun, yaygin olarak kullanilan, diinya kabugundaki en bol bulunan agir
metallerden biridir. Inorganik kursun, en eski mesleki toksik maddelerden biri olarak
kabul edilir. Giinliik hayatimizda kalemlerden, benzinli araglara ve mutfaga kadar ¢ok
yonlii kullanim alanlar1 kursun maruziyetini kaginilmaz hale getirmektedir. Boyalar
birincil kursun maruziyet kaynagi ve baslica kursun toksisite kaynagidir (Hanif, Bhatti,
& Hanif, 2009). Tek bir mekanizmadan ziyade kursunun toksik belirtileri ¢esitli
biyokimyasal islemlerin bozulmasiyla ortaya ¢ikar. Oksidatif stres, kursunun toksik
belirtilerini ortaya ¢ikarmada ana mekanizmalardan biri olarak bildirilmistir (Saxena &
Flora, 2004). Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu ve glutatyondaki (GSH) ve diger
antioksidan enzim aktivitelerindeki degisiklikler kursun zehirlenmesinde oksidatif stres
olusumuna katkida bulunur. Bununla birlikte, serbest radikaller, spesifik olarak iki
diizeyde toksisiteye neden olmaktadir: (i) aminolevulinik asit dehidrataz (ALAD)

aktivitesinin inhibe edilmesi, bdylece aminolevulinik asit (ALA) birikimine ve (ii)
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demir varliginda lipid peroksidasyonunun uyarilmasina neden olur (Adonaylo & Oteiza,
1999). inorganik kursun herhangi bir sekilde metabolize edilmez ve temel olarak idrarda
degismeden atilir, organik veya alkil kursun, oksidatif dagitma islemine maruz kalir, bu
da trietil- ve trimetil-kursun gibi yiiksek derecede norotoksik metabolitlere yol agar.

Sitokrom P450'ye bagimli monooksijenaz sistemi hepatik metabolizmadan sorumludur.

Kursun Veya Etanol

e ST 1

DNA
Apoptosis Parcalanmasi

Sekil 2. 3 Mitokondri aracili apoptotik yolagin genel goriiniimii (Kumar vd., 2015)

Kan kursun diizeyi (esas olarak eritrosit kursun), Kursun maruziyetinin ve
toksisitesinin  degerlendirilmesinde  kullanilan  birincil ve en dogrulanabilir
biyobelirteglerden biridir. CDC, Zehirli Maddeler ve Hastalik Kayit Ajansi ve Cevre
Koruma Ajansi diger tiim toksik maddeler arasinda sadece Kursun ig¢in higbir toksik
esik degeri yoktur. Kursunun olumsuz etkileri 10 pg / dL kadar diisiik kan
konsantrasyonlarinda bile goriilir. Kan Kursun seviyelerinin >10 pg/dL iizerindeki
degerin bebekler, cocuklar ve ¢ocuk dogurma cagindaki kadinlar i¢in asir1 oldugu
distintilmektedir (Lanphear, Dietrich, Auinger, & Cox, 2000). Ancak, mesleki
maruziyet kan seviyeleri 30 pg / dL'yi astiginda tehlikeli kabul edilir (Smith,
Hernandez-Avila, T¢éllez-Rojo, Mercado, & Hu, 2002). Soluma yoluyla alinan kursunun

% 50'sine kadari erigkin insanlarda kan dolasimina transfer edilir, bunun 6lgiimii hem
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son zamanlarda hem de gegmis maruziyetleri yansitir. Kursun metalinin kemikten kana
mobilizasyonu, kursuna asir1 derecede maruz kalmayan kisilerde bile kan kursun
seviyelerinin arttirilmasina (% 45 - % 55) katkida bulunur (Sanders, Liu, Buchner, &
Tchounwou, 2009).

2.3.1. Kursun Toksisite Biyobelirtecleri

Kursun zehirlenmesinin genel belirti ve semptomlar1 arasinda karin agrisi,
anoreksi, bulant1 ve kabizlik, bas agrisi, eklem ve kas agrisi, konsantrasyon ve hafiza ile
ilgili zorluklar, uyku bozukluklari, bazofilik stippling ile anemi, periferik ndropati ve

nefropati yer alir (Rosin, 2009).
2.3.2. Oksidatif Hasar 6-Aminolevulinik Asit Dehidratazin Biyobelirtecleri

Iki degerli bir katyon olan Kursun, siilfhidril gruplarina baglanma kuvvetli bir
egilime sahiptir, bu nedenle en yaygin olani heme sentetik yolunun bozulmasiyla
birlikte baz1 hayati yollarin gesitli enzimleri ve yapisal proteinleri ile etkilesime girer
(Sekil 2.3). Hem sentezinden sorumlu g¢esitli enzimler / enzimatik islemler kursun
toksisitesi ig¢in potansiyel biyobelirtegler olarak kullanilabilir; primer olan 9-
aminolevulinik asit dehidrataz (6-ALAD) olup, iki ALA molekiiliiniin porfobilinojene
yogunlagsmasinin katalize edilmesinde rol oynar (Sanders vd., 2009). Kan Kursun
seviyeleri.20 pg / dL, ALAD'in aktivitesini gii¢lii bir sekilde onler, bu da onu kursun

toksisitesinin en hassas 6l¢iilebilir biyolojik indeksi yapar.

Kursun ayrica katalaz, siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx),
glukoz-6 fosfat dehidrojenaz ve GSH gibi ¢esitli antioksidan enzimlerin isleyisini de
engeller (Flora ve digerleri, 2007a, b). Kirmiz1 kan hiicreleri (RBC) mitokondrilerden
yoksun olduklarindan, pentoz fosfat yolunun kursun ile indiiklenen inhibisyonlar1 onlari
oksidatif hasara ve kirmizi kan hiicrelerinin (RBC) erken bozulmasina karsi hassas hale

getirir, anemiye neden olur (Lachant, Tomoda, & Tanaka, 1984).
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2.4 Krom

Krom(Cr), kayalarin asinmasi ve volkanik patlamalar nedeniyle g¢evrede her
zaman bulunan, yer kabugunda en bol bulunan elementtir; toprakta, deniz suyunda ve
nehirlerde bulunur (Stohs, Bagchi, Hassoun, & Bagchi, 2001). Esas olarak iKki
oksidasyon durumu ile birlikte elemental formda olusur: {i¢ degerlikli [Cr (III)] ve alt1
degerlikli [Cr (VD)]. [Cr (VD] krom kaplama, Inox celiginin kaynagi ve diger 6zel
celiklerin kaynagi, boya, deri tabaklama ve ahsap koruma gibi yaygin endiistriyel
uygulamalara sahiptir. Paslanmaz celigin birincil bilesenidir. Ote yandan Cr (III) ise
cogu taze gidada, sebzelerde, tahillarda, baharatlarda, ekmekte ve i¢cme suyunda
bulunur. Insiilin, glukoz ve lipid metabolizmasinin biyolojik aktivitesi icin temel bir
mikro besin maddesidir ve eksikligi, hiperglisemi, glukoziiri, diyabet ve
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi gesitli biyolojik durumlarida etkilemektedir (Levina,
Codd, Dillon, & Lay, 2002).

2.4.1. Krom Kaynaklar1 Ve Maruziyet

Sodyum kromat ve dikromat, deri tabaklama ve korozyon kontroliinde
kullanilan kromik asit ve krom pigmentlerinin iiretiminde temel olarak kullanilan en
onemli krom {riinleridir. Cr (III), insanlarda 6nemli bir eser metal olarak kabul
edilirken, ¢esitli Cr (VI) bilesikleri, insan kanserojenleri olarak siniflandirilir (Agency
for Toxic Substances and Disease Registry, 1993). Cr bilesiklerinin solunmasi, Cr (V1)
'nin kanserojen etkileri i¢in birincil hedef organ olan solunum yollarinin tahris olmasina
neden olur. Cr igeren aerosollerin solunmasi, nazal septum, kronik bronsit, solunum
fonksiyonlarinda azalma, zatiire ve diger solunumsal faaliyetlerin bozulmasina neden

olur (Caglieri vd., 2005).
2.4.2. Krom Toksisite Mekanizmasi

Cr (IIT) bilesiklerinin hiicre zarindan gegememesi nedeniyle nispeten toksik
olmadig1 kabul edilir; DNA gibi makromolekiillere bagli hiicrelerin i¢inde kalirlar. Cr
(VI), Grup I insan kanserojen olarak smiflandirilir ve hiicrelerin i¢inde kromat olarak
anyon kanallarindan taginir. Cr (III) 'iin aksine karboksilat, siilfat ve fosfat tasiyici

sistemler yoluyla ¢esitli biyolojik membranlara kolayca girebilir; ancak, zara girdikten
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sonra, Cr (VI) hemen Cr (IIl) 'e doniisiir. Daha sonra, askorbik asit, indirgenmis
glutatyon (GSH) ve sisteinin varliginda, stabil Cr (III) ve kararsiz Cr (IV) ve Cr (V)
tiretmek i¢in hiicresel indirgeyici varliginda bir veya iki elektron mekanizmasi ile hizli
bir metabolik azalmaya maruz kalir (X. Shi, 1999). Bu azalmanin Cr toksisitesi i¢in en
onemli mekanizmalardan biri oldugu diisiniilmektedir (Eisler, 2000). Genel bir kural
olarak, Cr [VI], Fenton ve Haber-Weiss tarafindan ROS {iretimi olarak Cr [III] 'den ¢ok
daha toksiktir, rediiksiyon islemi sirasinda DNA lezyonlari, niikleer transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonu, antioksidanlar ve Cr (VI) 'min azaltilmasindan sorumlu
enzimlerin aktivasyonu onemli fizyolojik olaylardir (Ding & Shi, 2002).Sekil 2.4 de

toksite mekanizmasi gosterilmistir.

" T
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Sekil 2. 4 Krom Toksite Mekanizmasi(Ramirez-Diaz vd., 2008)
2.5. Nikel

Agir metallerle topraklarin kirlenmesi, tarim arazilerinin kalitesini, ayni
zamanda Urtin verimini ve kalitesini azaltabilir (R. Nazir vd., 2015)( (Khalig vd., 2016;

Rehman vd., 2016). Ote yandan, tarimsal topraklarin agir metallerle kirlenmesi ciddi
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¢evre ve saglik sorunlarina neden olmustur (Khan, Khan, Masood, Per, & Asgher, 2016;
Zafar vd., 2015). Diger agir metallerin ¢ogu gibi, nikel (Ni) de temel bir mikro besin
maddesidir ve normal biliylime ve bitki gelisimi i¢in gereklidir. Bununla birlikte, Ni
toksisitesi, bitkilerde ¢esitli fizyolojik bozukluklara yol agar (Guo vd., 2010; Kamran
vd., 2016). Nikel ile kirlenmis topraklarda yetisen bitkiler besin yoluyla insan
viicudunda birikir. (Khan vd., 2016; Zafar vd., 2015). Onceki ¢alismalar misirin farkli
bitki kisimlarinda daha yiiksek Ni konsantrasyonlar1 gostermistir (Guo vd., 2010;
Marwa, Meharg, & Rice, 2012), Piring (H. Nazir, Asghar, Zahir, Akhtar, & Saleem,
2016), bugday (Y. Wang vd., 2015)(Wang ve digerleri, 2015), Eruca sativa (Kamran
vd., 2016) ve pamuk (Khaliq vd., 2016) Ni kaynag: ile yetistirildiginde, fazla Ni
birikiminin kuru agirhi@ ve Ni ile kirlenmis toprakta yetisen musirin tahil verimini
azalttigin1 bildirmistir. Insanlarda ve kemirgenlerde yapilan deneyler, nikelin hem
immiinomodiilatér hem de immiinotoksik etkiler sergiledigini gostermis ve allerjik
dermatit ve immiinolojik irtiker meydana getirmistir. Nikel maruziyeti bagisiklik
sistemini hasara ugratarak alerjik reaksiyonlar olarak ortaya ¢ikabilir(Das, Das, &
Dhundasi, 2008; Guimaraens, Gonzalez, & Condé-Salazar, 1994). Farelerin émiir boyu
nikel okside maruz kalmasi (42 mg / m®) amfizem ve diger proliferatif ve enflamatuar
degisiklikler tretmistir(Wehner, 1986). Vyskocil ve arkadaglari tarafindan, igme
suyunun, hem erkek hem de disi sicanlara 100 mg / 1 maruz kaldiginda NiS04 igerdigi,
bobrek agirliklarinda énemli artislara neden oldugu bildirilmistir. Idrar albiimin atilim1
disi sicanlarda anlamli olarak artmis, ancak erkek sigcanlarda artis marjinal bir hal
almistir (Vyskocil, Senft, Viau, Cizkova, & Kohout, 1994). Nikel, deney hayvanlarinda
gelisen embriyo / fetusu dogrudan etkileyen plasenta bariyerini gegmektedir Farelere ve
sicanlara, soluma yoluyla maruz kalmanin testis hasarina neden oldugu

bilinmektedir(Benson, Henderson, & Pickrell, 1988).
2.6. Antioksidan Savunma Sistemi Ve Gen Analizleri
2.6.1. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Oksidatif Stres

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) normalden fazla {iretimi sonucunda meydana
gelen ve antioksidan sistem tarafindan toksik aktif molekiillerle miicadele edilemeyecek
diizeyde hiicrede redoks dengesinin bozuldugu durum oksidatif stres olarak

tanimlanmaktadir(Sevcikova, Modra, Slaninova, & Svobodova, 2011). Reaktif oksijen
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tirleri normal metabolizma esnasinda mitokondriyal oksidatif fosforilasyonda
tiretilmekte olup antioksidan sistem tarafindan uzaklastirillir. Ancak reaktif oksijen
tiirlerin, metaller ve diger ¢evresel kaynakli maddeler nedeniyle normalden fazla
artigihiicrede oksidan/antioksidan dengesini bozar ve oksidatif stres olusur. ROS'lar
siiperoksit anyon (O2), tekil oksijen (*O2) hidrojen peroksit (H202), hidroksil
radikalinin  (OH’),yanisira peroksinitrit, nitrik oksit ve lipit peroksil gibi
radikallerdir(Nordberg & Arnér, 2001).

2.6.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller dis orbitallerinde tek sayida elektron tagiyan molekiil veya
atomlardir (Valko, Izakovic, Mazur, Rhodes, & Telser, 2004). Noétr, negatif ve pozitif
durumda olabilen serbest radikallerin yarilanma Omiirleri olduk¢a kisa ve reaksiyona
girme istegi oldukga yiiksektir(Castaner vd., 1990). Bu sebeple etraflarinda bulunan

molekiillerden elektron alma veya verme egilimi gosterirler (Uysal, 1998).

Serbest radikaller; Siiperoksit anyon(O..-.), Hidroksi radikali(*OH), Tekil
oksijen(*0;) ve Hidrojen peroksit (H2O2)olarak ortaya ¢ikmaktadir. Yiiksek reaktif
ozelliklerinden dolay1 reaktif oksijen tiirleri potansiyel olarak, mutajenik, karsinojenik
veya toksik davraniglarda bulunabilmektedirler. Serbest radikallerin oncelikle hedef
aldig1 6nemli biyomolekiiller DNA, lipit ve proteinlerdir(Nordberg & Arnér, 2001).
Reaktif oksijen tiirleri (ROS), tiim aerobik organizmalar tarafindan olusturulur ve
indirgenir; bu, normal hiicre fonksiyonu i¢in gereken fizyolojik konsantrasyonlara veya
oksidatif stres olarak adlandirilan asir1 miktarlara yol agar. ROS’lar, hem gesitli
proteinlerin biyomolekiillerin, lipid hem de lipoproteinlerin ve DNA’nin biitiinliigiinii
tehdit etmektedir. (Stadtman & Levine, 2000) (Marnett, 2000; YLA-HERTTUALA,
1999) (Marnett, 2000). Oksidatif stresin, hem mitokondriyal DNA'ya zarar verir hem de
diger mekanizmalarla yaslanma siirecinde yer aldigi degerlendirilmistir (Sies, 2000)
(Finkel & Holbrook, 2000).
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2.6.3. Antioksidan Enzimler

Cizelge 1.1 Antioksidan Enzimler/ Proteinler

Enzimler;

Katalaz

Mitokondrial sitokrom oksidaz
Stiperoksit Dismutaz (SOD)
Glutatyon peroksidaz
Glutatyon S- transferaz

Metal baglayici proteinler;
Hemopeksin/Haptoglobulin
Seriiloplazmin

Transferin

Albumin

Ferritin

Yagda coziinen bilesikler;
a- tokoferol (Vitamin E)
Flavonoidler

Ubikinol

B-karoten

Bilirubin

Suda coziinen bilesikler;
Glutatyon

Sistein

Askorbik asit (Vitamin C)
Urik asit

(Yalgin, 1992)
2.7. Rasyon ve Rasyon-Agir Metal Tliskisi

Biiyiikbas Holstein sigirlarin beslenmesinde kullanilan hammadelerin dogru ve
dengeli karisimina ve hayvanin bir giinliik tiim ihtiya¢larinin karsilanmasina " Rasyon "
ad1 verilmektedir. Ozellikle siitcii olan Holstein-Fresian 1rki hayvanlarin giinliik
ihtiyaclarimi karsilamak igin ¢ok ¢esitli hammaddeler kullanilmaktadir. Bunlar; Soya
kiispesi, Kanola kiispesi, Seker pancari kiispesi, Aycicegi kiispesi, Misir ve Misir yan
riinleri, Arpa, Bugday ve Bugday yan triinleri (Kepek, Razmol, Bonkalit), Misir silaji,
Yonca kuru otu, Cayir otu, Bugday samani, vitamin ve mineral karmalari ile birlikte
giinliik ihtiyact karsilayacak sekilde verilmektedir. Edirne bdlgesinde entansif
isletmelerde Holsetein-Fresian bir sigirin - glinliik siit verim ortalamasi 30 It

diizeyindedir. Bu siit veriminin siirdiirtilebilir olmasi i¢in 6ncelikle hayvanlarin sagilikli
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bir rasyonla beslenmeleri ve bu rasyon igeriginin kaba yemi olusturan kisminin yaklasik
%45 diizeyinde olmasi beklenmektedir. 30 It siit verimi i¢in rasyonda gerekli olan %15-
16 ham protein, 1.58 Nel (Net Enerji Laktasyon) ve kuru maddesi %22-23 civarinda

olmaktadir.

Ancak yemlerde bulunan agir metallerin hayvan beslemedeki olumsuz etkileri
yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur. Siit ineklerinde meraya c¢ikarilan hayvanlarda
mera kursun konsantrasyonunun yiikselmesi ile hayvanlarda yem tiiketiminde diisme ve
sindirim problemlerinde artis goriilmistiir(Strojan & Phillips, 2002). Hindistanda sanayi
isletmerinin civarinda bulunana tarim alanlarindan elde edilen yemlerde kadmium ve
kursrun diizeylerinin yiliksek oldugu, bununla birlikte karaciger ve hormonal sisteme
zarar verdigi gorilmistir(Swarup vd., 2007). Polonyada kayunlarda yapilan bir
calismada 10mg kadmiuma maruz kalan koyunlarin yirmidort saat icinde oldiikleri
bildirilmistir. Yapilan otopside karaciger, bobrek ve dalakta harsarlar meydana
gelmistir(Rogowska, Monkiewicz, & Kaszyca, 2008).Amerikada bulunan Wisconson
eyaletinde yapilan bir ¢aligmada siit sigirlarinin tiikettigi TMR (Total Mixed Ration)’da
agir metal analizleri yapilmis ve 6rneklerde Cr, Pb, Cd, Zn, Cu ve Ni saptanmugtir. Sit
sigirlarindaki kadmium ve kursun seviyesi rasyonda belirlenen seviyeler ile anlaml
diizeyde iligkili bulunmustur(Lopez vd., 2003). Mevcut bilgilere gore, Cd hayvansal
biiyiime i¢in yem katki maddesi olarak eklenmez. Genellikle, Cd ¢ogu zaman bir
safsizlik olarak fosfatlar, ¢inko siilfat ve ¢inko oksit gibi mineral takviyelerinde
bulunur. Bu nedenle Cd, bu besin bilesenleriyle birlikte hayvansal iiretim siirecine
girebilir ve bu durum ciddi diyet kontaminasyonuna neden olabilir. Pekin, Fuxin
kentinde domuz, sigir ve tavuk yemlerinde ortalama Cd iceriginin 2.29, 2.79 ve. 8.13
mg / kg oldugunu bildirmistir(Li vd., 2010). Hayvansal yemlerdeki yiiksek Cd
seviyesinin yani sira, hayvansal gida isletmelerinde Cd birikiminin Pekin ve Jiangsu
pazarlarinda <0.10 mg / kg gida hijyeni kriterini astigi ve hayvan iiretiminde Cd
olusumunu dogruladig: bildirildimis ve hayvan yemi ile yakindan iligkili olababilecegi
degerlendirilmistir (Qin vd., 2006).Ratlarda yapilan bir c¢alismada As komiirii ile
pisirilmis misir ununun ratlarda viicut agirliginda diismeye sebep oldugu ve bobrek

harabiyetine neden oldugu bildirilmistir(Xu vd., 2016)
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOD

3.1. Calisma Popiilasyonu

Calisma popiilasyonu Edirne boélgesinde siit sigirciligi yapan entansif dort
isletmeden; laktasyon ortalamalari ikibuguk yil, siit verimleri 30 It olan ve zorunlu

kesime sevk edilen 94 bas Holstein-Fresian irki siit sigirlarindan olugsmaktadir.
3.2. Kan Orneklerinin Ahnmasi

Kan numuneleri Edirne bélgesinde bulunan kesimhane'de kesildikten sonra alinmis ve

akabinde soguk zincir korunarak -80 °C'de saklanmustir.
3.3. ICP-MS Analizi

Bu c¢alismada agir metal konsantrasyonlari, endiiktif olarak eslesmis plazma kiitle
spektrometresi (ICP-MS, Agilent 7700xx) ile belirlendi. Yem numunelerinin analizinde
0.5 gr yem numunesi Nitrik asit ile Cem Mars 6 mikrodalga yakma {initesinde gida
yakma protokoliine gére hazirlanmistir. Kan numuneleri ise 100 pl kan tizerine 200 pl
nitrik asit konularak hairlanmistir. Kalibrasyon egrisi her bir element i¢in Merck
element strandart (ABD) kullanilarak en az 8 nokta olarak ¢izilmistir. Kalibrasyon egrisi
koefficient degeri en az %99 olarak kabul edilmistir. Her numune en az 3 tekerriir

olarak okunmus ortalamalari alinarak kalint1 miktar1 hesaplanmustir.
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Sekil 3. 1 ICP-MS 7700xx
3.4 Genetik Analizler

Calismada kullanilan Holstein Fresian irki hayvanlardan alinan kan ornekleri
kullanilarak Rastgele Cogaltilmis Polimorfik Farklilik (RAPD) analizi ile Mn-SOD,
CAT, GS, GPX, HSP60 ve HSP70 gen ifadeleri c¢aligmalar1 yapilmistir. Bu
calismalardan RAPD analizi igin kan Orneklerinden izole edilen DNA, gen
expresyonlart ¢alismalarinda ise RNA kullanilmistir. DNA ve RNA izolasyonunda her
bir tekrar igin tek bir birey kullanilmistir. Calismada qRT-PCR (ABI Step One Plus-

Thermo Pico) cihazi kullanilmistir.

Sekil 3. 2 Real Time PCR (ABI Step One Plus).
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3.4.1. DNA izolasyonu

Calismada kullanilan kan 6rnekleri, Genomik DNA’lar DNeasy® Tissue- Blood
(Qiagen, USA) kit ile kit protokolii kullanilarak izole edilmistir. Bu protokole gore,
1-100pul kan numunesi alinmis 180 pl ATL tamponu konulmus ornekler bir siire
calkalinmistir. Sonrasinda tiip i¢ine 20 pl proteinaz K eklenmis, Bioneer ¢alkalamali
1siticil karistiricida 56 °C’de 4 saat inkube edilmistir.
2-Sonrasinda tiip tizerine 200 pl Buffer AL eklenmis kisa bir siire calkalayicida
calkalanmustir.
3-Ayni tiipe 200 pl etanol (96-100 %) ilave Edilerek hizli bir sekilde vortekslenmistir.
4-Elde edilen karisim kolona yiiklenmis, iki sefer yikama soliisyonlar: ile yikanmis
sanntrifuj islemleri 6000 g de yapilmistir. Son olarak kolonlar kurutma santrifiij
islemine tabi tutulmustur.
5-Kuruyan kolonlara 50 pl Buffer AE eklenmis, 1 dk oda sicakliginda kaldiktan sonra
6000 g de 1 dk santrifiij edilerek ve toplam DNA 1.5 ml lik ependorph tiiplere

toplanmistir.
3.4.2. DNA Miktarinin Belirlenmesi

Toplam DNA’dan 2 ul alinmis DNA miktar ve saflik tayini NanoOptizen Q
Nanodrop cihaz1 (Sekil 3.3) ile yapilmistir. izole edilen DNA o6rnekleri bir sonraki
calismaya kadar -80°C'de muhafaza edilmistir.

Sekil 3. 3 Nano Optizen Q Nanodrop cihaz goriintiisii
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3.4.3. Rastgele Cogaltilmis Polimorfik Farklihk; RAPD Yontemi

Toplam DNA’lar, PCR reaksiyonu Oncesi igerisinde DNA ve RNA free su kullanilarak
25 ng/ul konsantrasyona esitlenmis ve kalip DNA olarak her 6rnek icin esit miktarda

DNA kullanilmistir. RAPD-PCR analizinde 25 ul PCR reaksiyonu hazirlanmigtir

(Cizelge 3.1).

Cizelge3 1 RAPD PCR i¢in gerekli malzemeler

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

DNA 2ul

Su 10 ul

Toplam 25 ul

Analizler Applied Biosystems® ProFlex™ PCR cihazina ile yapilmistir (Sekil 3. 4).
PCR dongiisti 95°C de 3 dk bir siklus, 95 °C de 30 sn kirk siklus, 37°C — 30 sn kirk
siklus, 72°C — 90 sn kirk siklus ve 72°C — 30 dk bir siklus olarak ayarlanistir.

Sekil 3. 4 Termal dongii PCR cihazi
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Calismada 9-15 bazlik 8 farkli RAPD primeri kullanilmis bunlardan 7 adet tekrarlanan
denemelerde ayn1 bant profili gostermis ve bu 7 adet primer de analizlerde kullanilmigtir
(Cizelge 3.2)

Cizelge3 2 RAPD analizinde kullanilan primerler ve baz dizileri

Primer Ad1 Primer Dizileri

1253 5-GTT CCG CCC C-3'

M13 5-GAG GGT GGC GGT TCT-3'
OPU16 5-CTG CGC TGG A-3'

B18 5-CCA CAG CAG T-3'

20 OPC 1532 60 5-GAC GGA TCA G-3'

23 0PC 193470 5-GTT GCC AGC C-3'

OPB10 Primer 5 5-CTG CTG GGA C-3'

Calisma sonucunda c¢ogaltilan PCR iiriinleri % 2 agaroz jel + ethidium bromit,
2xTAE (Tris 1.6 M, asetik asit 0.8 M, EDTA 40 mM) tampon igerisinde 80 volt akimda
yaklagik 4-6 saat siire ile yiirlitiilmistiir. Molekiiler agirlik standardi olarak 100 baz
ciftik DNA Ladder (Geneaid) kullamlmistir. Meydana gelen bantlar UV
transilluminator (Infinity Capture, Vilber Lourmat) ile fotograflanmis ve molekiiler

agirlik analizleri yapilmastir.
3.4.5. RNA izolasyonu

Kan orneklerinden toplam RNA izolasyonu Thermo RNA mini kit kullanilarak
kit protokoliine gore yapilmistir. EDTA'l1 tiiplerden 200 pl kan alinmis tizerine 600 pl
lizis tamponu ve merkaptoetanolden olusan karisim eklenmistir. Tiipler 1siticili
calkalamali karistiricida ornek seffaflagincaya kadar bekletilmistir.(Bioer Mixing Block
Mb-102-Sekil 3.5) Sonrasinda protokol asagidaki sekilde uygulamistir:
1-Ornegin iizerine liziz tamponu eklenmis ve 26.000 g de 5 dk santrifiij edilmistir.
2-Elde edilen homojen karistmdan 500 pl alinip ependorf tiiplerine konulmus, {izerine
500 ul %70’lik etanol eklenerek vorteks islemi gergeklestirilmistir.
3-Elde edilen karisim bitene kadar kit igerisinde bulunan kolonlu tiiplere aktarilarak

12.000 g de 15 sn santrifiij edilmis ve kalan siv1 uzaklastirilmistir.
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4-Kolon iizerine 700 pl yikama tamponu 1 eklenerek 12.000 g de 15 sn santrifiij edilmis
tiip ve kalan s1vi uzaklagtirilmstir.

5-Kolon tizerine 500 pl yikama tamponu 2 eklenerek 12.000 g de 15 sn santrifiij edilmis
ve altta kalan s1v1 uzaklagtirilmistir (Bu islem 2 kez tekrarlanmastir).

6-Kolonun, kurutma islemi i¢in 12.000 g de 1-2 dk santrifiij edilmis, alttaki tiip atilarak
yerine yeni bir kapakli tiip konulmustur.

7-Kolonun merkezine 50 pl RNAaz igermeyen su pipetlenmis ve oda sicakliginda 1 dk
oda sicakliginda bekletildikten sonra 12.000 g de 2 dk santrifiij edilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3. 5 Sogutmali santrifiij cihazi, Bioer Mixing Block cihazi

3.4.6. RNA Miktarmmin Belirlenmesi

Toplam RNA’nin saflik tayini NanoOptizen Q Nanodrop cihazi ile yapilmstir. izole
edilen RNA ornekleri bir sonraki ¢alismaya kadar -80°C'de muhafaza edilmistir.

3.4.7. cDNA Eldesi

RNA izolasyonu sonrasinda drneklerin miktarlar dlgiilmiistiir. RNA miktarlar:
su ile 200 ng RNA olacak sekilde esitlenmistir. High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Invitrogen) protokolii kullanilarak tiretici firmanin belirttigi sekilde
cDNA sentezi gergeklestirilmistir. Esitlenmis olan 10 ul RNA 6rnegi PCR tiiplerine

konulmus ve enzim, universal primer ve gereki niikleotitleri igeren 10 pl cDNA miksi
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tizerine eklenmistir. ¢cDNA karisimi Cizelge 3.3.’te verilen kit igeriine gore

hazirlanmistir.

Cizelge3 3 cDNA i¢in gerekli malzeme ve miktarlar

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

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

Toplam hacmi 20 pl (10 pl RNA 6rnegi+10 pl cDNA kit karisimi) olan PCR tiip
igerikleri PCR cihazinda 25 °C’de 10 dk; 37 °C’de 120 dk ve 85 °C’de 5 dk tutularak
cDNA sentezlenmistir. Sentezlenen cDNA'lar bir sonraki calismaya kadar -20°C'de

muhafaza edilmistir.
3.4.8. Kantitatif Real Time-PCR (qRT-PCR) Analizleri

Antioksidan enzimler ve 1s1 sok protein ailesine ait gen ifadeleri qRT-PCR
protokolil ile analiz edilmistir. Elde edilen cDNA’lar primerler ile SYBR® Select
Master Mix (Applied Biosystems) kullanilarak gen ifadelerindeki degisimler
belirlenmistir. Buna gére her bir reaksiyon ic¢in toplam reaksiyon hacmi 50 pl olacak
sekilde SYBR® Select Master Mix (Applied Biosystems), F ve R primerler ve
DNAaz/RNAaz igermeyen karisim ve 2 pl cDNA ile reaksiyon baslatilarak qRT- PCR
ile sonuglar elde edilmistir. Reaksiyonda kullanilacak primerlerin F ve R primer dizileri

Cizelge 3.4’de verilmistir;
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Cizelge3 4 gRT-PCR da kullanilan antioksidan enzimler ve dizilisleri

Gen Ad1 Primer Sekanslari

Antioksidan Savunma Genleri

Mn-SOD F 5 TCTGAAGAAGGCCATCGAGT 3
R 5’ GCAGATAGTAGGCGTGCTCC 3
CAT F 5’ TACGAGCAGGCCAAGAAGTT 3
R 5 ACCTTGTACGGGCAGTTCAC 3
GS F 5 TGGGACCAGCAAGTAAAACC 3
R 5 TCGCGAATGTAGAACTCGTG 3
GPX F 5’ AGTTCGGACATCAGGAGAATGGCA 3
R 5’ TCACCATTCACCTCGCACTTCTCA 3
Is1 Sok Protein Ailesi Genleri
HSP60 F 5’ GTCGCGCCCCGTTAGCAC 3
R 5’ CATCGCGTCCCACCTTCTTCAT 3
HSP70 F 5’ CGAGETCGACGCATTGTTTG 3
R 5’ GAGTGGATCCGCCGACGAGTA 3
Endojen Kontrol Genleri
GAPDH F 5’ TTGGTATCGTGGAAGGACTCA 3
R 5’ TGTCATCATATTTGGCAGGTTT 3
B-ACTIN F 5’ CCTCTGAACCCTAAGGCCAAC 3
R 5’ TGCCACAGGATTCCATACCC 3

gRT-PCR programi; 1 siklus 2 dakika 50°C ve 10 dakika 95°C, devaminda, 40
siklus denatiirasyon (95°C 15 sn) ve annelling (primer eslesmesi) ve elongasyon (primer
uzamasi) (60°C ‘de 1 dakika) ile gogaltilmistir. qRT-PCR sonucu elde edilen veriler
endogen kontrol olarak kullanilan B-ACTIN'e gore normalize edilmis halde grafik

olarak, kontrole gore oransal ifade edilmistir.
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BOLUM 4

BULGULAR

Proje kapsaminda Edirne bolgesinde Hostein-Fresian 1rki sigirlarda kan
serumundan ve yemlerden gelen agir metal seviyeleri bolgenin cesitli ¢iftliklerinden
toplanmig ICP-MS cihaziyla incelenmis ve ¢izelgelerde gosterilmistir. Doksan dort
biiylikbas hayvandan alinan kanlarda Olgiilen agir metal seviyeleri incelenmis ve
grafiklerle sunulmustur. Yapilan incelemede agir metal seviyesi diisiikk ¢ikanlar kontrol
grubu olarak ele alinmistir. Caligmada agir metal seviyeleri Cd, As, Ni, Pb ve Cr igin
ayr1 ayri incelenmis Cizelge 4.1°de gosterilmistir. Elde edilen bulgulara gére kadmiuma
maruz kalan hayvanlarda serum kadmiyum diizeyleri kontrol grubuna gére orta ve
yiiksek grupta istatistiksel olarak anlamli bulunmus ve Sekil 4.1 de gosterilmistir.
Bolgeden toplanan kaba yemlerdeki agir metal miktarlari kesif yemlere gore farklilik
gostermis ve Cizelge 4.2 de gosterilmistir. Yapilan analizlerde en diisiik agir metal
seviyesi Arsenik olarak tespit edilmis ancak kan serumunda Arsenik diizeyi istatiksel
olarak anlamli bulunmus ve Sekil 4.2 de gosterilmistir. Cizelge 4.2'de sigir siit yeminde
yasal limitlerin iizerinde nikel tespit edilmistir. Kan serumunda yapilan analizlerde
Nikel agir metalinin yiiksek gruplarda anlamli bir sekilde yiiksek oldugu Sekil 4.2 'de
gosterilmistir. Ayrica Pamuk tohumu yeminde yapilan analizde Krom ve Nikel'in diger
agir metallere gore miktarinin fazla olmasi ¢aligma grubunda yapilan kan dokusu
analizlerini desteklemektedir. Bununla beraber Fig silajinda yapilan analizlerde agir

metal igeriklerine yiiksek diizeyde rastlanmamaistir.
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Cizelge4 1 Kan Serumu 6zelliklerinin tanimlayici istatistikleri ve agir metal

ierikleri(mg.kg™)

Ortalama Std. Sapma Minimum Maximum
Kontrol 0.40% 0.05 0.23 0.46
Cr  oOrta 1.35° 0.65 0.48 2.07
Yiiksek 3.76° 3.27 2.28 15.58
Kontrol 1.918 0.81 0.36 3.96
Ni  Orta 6.79% 2.13 4.15 8.90
Yiiksek 298.02° 137.44 141.01 396.58
Kontrol 0.312 0.07 0.13 0.39
As  oOrta 0.54° 0.09 0.40 0.70
Yiiksek 0.92° 0.16 0.73 1.15
Kontrol 0.16% 0.04 0.08 0.28
Cd  oOrta 0.42P 0.01 0.41 0.43
Yiiksek 1.06° 0.24 0.75 1.28
Kontrol 2.202 0.53 1.32 3.34
Pb Orta 5.212 1.89 3.40 9.27
Yiiksek 36.84° 4157 12.64 99.05
1400,0 -
C
1200,0 -
1000,0 -
K 800,0 -
o b
£ 600,0 -
400,0 - a
200,0 -
0,0 -

Kontrol Orta Yiksek

Sekil 4 1 Kan Serumu Kadmiyum Diizeyleri

Kontrol grubuna gore orta ve yiikksek grupta istatistiksel olarak fark

bulunmaktadir. Anova testi yapilmis ve P<0.0001 olarak belirlenmistir.
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As

1200,0 ~
1000,0 -
800,0 -

600,0 -

ug/ke

400,0 -

200,0 -

Kontrol Orta Yiksek

Sekil 4 2 Kan Serumu Arsenik Diizeyleri

Kontrol grubuna gore orta ve yiiksek grupta istatistiksel olarak fark bulunmaktadir.

Anova testi yapilmig ve P<0.0001 olarak belirlenmistir

Pb

70000,0 -~
60000,0 -
50000,0 -

40000,0 -

ug/kg

30000,0 -
20000,0

10000,0 - a

0,0 -
Kontrol Orta Yiksek

Sekil 4 3 Kan Serumu Kursun Diizeyleri
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Kontrol grubuna gore orta ve yiiksek grupta istatistiksel olarak fark bulunmaktadir.

Anova testi yapilmig ve P<0.0001 olarak belirlenmistir

Cr

5000,0 - c
4500,0 -
4000,0 -
3500,0 -
3000,0 -
2500,0 -
2000,0 - b
1500,0 -
1000,0 a
500,0 -

0,0 -

ng/keg

Kontrol Orta Yiksek

Sekil 4 4 Kan Serumu Krom Diizeyleri

Kontrol grubuna gore orta ve yiiksek grupta istatistiksel olarak fark bulunmaktadir.

Anova testi yapilmis ve P<0.0001 olarak belirlenmistir.

Ni
400000,0 -
350000,0 -
300000,0 -
250000,0 -

ng/kg

200000,0 -
150000,0 -
100000,0 -

50000,0 -

0,0 T = T
Kontrol Orta Yiksek

Sekil 4 5 Kan Serumu Nikel Diizeyleri

Kontrol grubuna gore orta ve yiiksek grupta istatistiksel olarak fark bulunmaktadir.

Anova testi yapilmig ve P<0.0001 olarak belirlenmistir
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Cizelge4 2 Mikrodalga ICP-MS Metodu ile Belirlenen Kaba ve Kesif Yem sonuglart

. Can Pamuk . .
Kimyasal Birim Sigir S.m Fig Silaj Sit TMR ~ Tohumu Buzagi Fa_brlka
Parametreler Yemi .. Yemi
(Cigit)

Arsenik (As) (mg kg™) 0.59 0.044 0.11 0.31 0.17
Kadmiyum ( Cd) (mg kgl) 0.08 0.05 0.07 0.07 0.08
Nikel (Ni) (mg kgl) 31.22 0.36 1.42 2.84 1.27
Krom (Cr) (mg kg™) 0.54 0.74 1.45 10.04 1.2
Kursun (Pb) (mg kgt) 0.28 0.07 0.2 0.4 0.17

4.2 RAPD DNA Polimorfizmi

Kontrol, orta ve yiiksek diizeyde agir metallere maruz kalan hayvanlarda DNA
polimorfizmlerinin belirlenmesinde 7 farkli primere ait agaroz jel fotografi(Sekil 4.6) ve
kontrole gore yeni olusan ve kaybolan bantlarin baz ¢ifti degerleri her bir primer i¢in

ayr1 ayr1 verilmistir.
4.2.1 M13 Primeri

Cizelge 4.3’e gore M 13 primerinde kontrolde 765-1330 baz ¢ifti arasinda 3 adet
bant saptanmistir. Bu verilere gore orta grupta bulunan bireylerde 1, yiiksek grupta ise 4
adet yeni bant olugsmustur. En fazla bant degisimi agir metal igerigi yiiksek bulunan
grupta ¢ikmistir. Bununla birlikte M13 primerinde kontrol grubuna gore orta ve yiiksek

grupta kaybolan bant olmamaistir.
4.2.2 OPU 16 Primeri

Cizelge 4.3’e gore OPU 16 primerinde kontrolde 84-1304 baz cifti arasinda 5
adet bant saptanmistir. Bu verilere gore orta ve yiliksek grupta herhangi bir bant

olusumu ve kayb1 olmamastir.

4.2.3 1253 Primeri

Cizelge 4.3’e gore 1253 primerinde kontrolde 538-2438 baz ¢ifti arasinda 6 adet
bant saptanmistir. Bu verilere gore orta grupta bulunan bireylerde 1 bant olugmus,

yiiksek grupta ise 1 adet bant kaybolmustur
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4.2.4 23 OPC 193470 Primeri

Cizelge 4.3’e gore 23 OPC 193470 primerinde kontrolde 579-1699 baz cifti
arasinda 8 adet bant saptanmistir. Bu verilere gore orta grupta bulunan bireylerde bant

degisimi olusmamis bununla birlikte yliksek grupta 1 adet yeni bant olusmustur.
4.2.5B 18 Primeri

Cizelge 4.3’¢ gore B 18 primerinde kontrolde 418-2634 baz gifti arasinda 11
adet bant saptanmuistir. Bu verilere gore orta ve yiiksek grupta bulunan bireylerde bant

degisimi olugsmamastir.
4.2.6 20 OPC 153260 Primeri

Cizelge 4.3’¢ gore 20 OPC153260 primerinde kontrolde 663-1515 baz gifti
arasinda 4 adet bant saptanmistir. Bu verilere gore orta Grupta herhangi bir bant

degisimi olmamistir. Yiiksek grupta bulunan bireylerde 3 adet yeni bant olusmustur.
4.2.7 OPB 10 Primer 5 Primeri

Cizelge 4.3’e gore 20 OPC153260 primerinde kontrolde 524-2370 baz cifti
arasinda 11 adet bant saptanmistir. Bu verilere gore orta grupta herhangi bir bant

degisimi olmamugstir. Yiiksek grupta bulunan bireylerde 2 adet yeni bant olusmustur

MEKEORE K IO B K RO e KO R e K T OV KO K O T KTORY

MIIESOPUL6 1253 230PC193470 B18 200PC153260 OPB10 Primer 5
Sekil 4 6 Primerlere Ait Jel Goriintiisti
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Cizelge4 3 Kullanilan Primerlere Gore Kaybolan Ve Yeni Cikan Bantlar

M13 Primeri
Kontrol Orta Grup Yiiksek Grup
1330;1133;765 Y 937 2021;1677;
1500;937
K - -
OPU 16 Primeri
Kontrol Orta Grup Yiiksek Grup
1304;1022;696;639 Y - -
84
K - -
1253 Primeri
Kontrol Orta Grup Yiiksek Grup
2438;1696;1488 Y 1310 -
1099;963;839;538
K 2438
23 OPC 19 34 70 Primeri
Kontrol Orta Grup Yiiksek Grup
1699;1477;1364; Y - 744
1201;1141;1016;
843,579
K - -
B 18 Primeri
Kontrol Orta Grup Yiiksek Grup
2634;1996;1719;1464;1159; Y - -
1039;914;822;696;554,418
K - -
20 OPC 15 32 60 Primeri
Kontrol Orta Grup Yiiksek Grup
1515;1268;1007;663 Y - 1388;1108;605
K - -
OPB 10 Primer 5 Primeri
Kontrol Orta Grup Yiiksek Grup
2370;2065;1902;1787;1500; Y - 2834
1254;1129;1007;922;737; 2622
524
K - -
K:Kaybolan Bant Y: Yeni Bant

4.3 Gen ekspreyon analizleri

Calismada kullanilan materyali, bdlgenin ¢esitli ¢iftliklerinden mezbahaneye
gelen hayvanlar olusturmustur.

Calisma kapsaminda antioksidan savunma sistemi, 1s1 sok protein (HSP)
genlerinin kontrol, orta ve yiiksek agir metal igeren gruplardaki gen ifadeleri

aragtirtlmistir. Kan 6rnekleri ile RNA izolasyonu ve sonrasinda cDNA sentezi yapilmig
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ve sonrasinda gerceklestirilen qRT-PCR yapilmis ve analiz sonuglar1 Cizelge 4.5’de
verilmigtir.

Cizelged 4 Antioksidan gen ekspresyon seviyelerinin istatistiksel gosterimi

95%
N Ortalama Std. Std. Giivenirlilik Minimum Maximum
Sapma  Hata <
Araligi
Alt Ust

Sinir Sinir

SOD2 Kontrol 7 1,05 0,33 0,12 0,75 136 0,51 1,52
Orta 7 1,37 1,31 0,50 0,15 258 0,14 3,77
Yiiksek 7 3,10 1,99 0,75 1,26 494 0,26 6,89
Toplam 21 1,84 1,61 0,35 1,11 257 0,14 6,89

CAT Kontrol 7 1,14 0,61 0,23 0,57 1,70 0,12 1,78
Orta 7 1,64 1,34 0,51 0,40 287 0,26 3,53
Yiiksek 7 4,16 0,69 0,26 3,52 479 311 5,18
Toplam 21 2,31 1,62 0,35 1,57 305 0,12 5,18

GS Kontrol 7 1,34 0,55 0,21 0,83 18 08 2,23
Orta 7 6,80 2,51 0,95 4,47 912 2,82 9,92
Yiksek 7 7,44 5,49 2,08 2,36 1252 2,32 19,38
Toplam 21 5,19 4,35 0,95 3,21 717 08 19,38

GPX Kontrol 7 1,03 0,31 0,12 0,75 1,32 0,79 1,68
Orta 7 0,99 0,76 0,29 0,28 1,69 0,15 1,96
Yiiksek 7 3,77 1,90 0,72 2,01 553 154 7,39
Toplam 21 1,93 1,75 0,38 1,13 2,73 0,15 7,39

HSP60 Kontrol 7 1,03 0,27 0,10 0,78 1,28 0,64 1,3
Orta 7 2,48 1,91 0,72 0,72 425 0,09 5,06
Yiiksek 7 10,28 8,64 3,27 2,29 18,27 3,74 28,96
Toplam 21 4,60 6,39 1,39 1,69 751 0,09 28,96

HSP70 Kontrol 7 1,26 0,53 0,20 0,77 1,75 0,551 2,17
Orta 7 2,50 1,80 0,68 0,84 416 0,555 4,96
Yiiksek 7 5,40 1,54 0,58 3,98 6,82 324 7,49
Toplam 21 3,05 2,22 0,48 2,04 406 051 7,49
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Cizelge4 5 Anova testine gore Antioksidan genlerin dnem seviyeleri

ANOVA
Kareler df Kareler Ortalamasi F P
Toplami
SOD2 Gruplar Arast 17,01 2 8,50 4,41 0,028
Grup Ici 34,70 18 1,93
Toplam 51,71 20
CAT Gruplar Arasi 36,71 2 18,35 20,86 0
Grup Ici 15,84 18 0,88
Toplam 52,55 20
GS Gruplar Arast 157,22 2 78,61 6,41 0,008
Grup I¢i 220,82 18 12,27
Toplam 378,04 20
GPX Gruplar Arast 35,62 2 17,81 12,45 0
Grup Ici 25,76 18 1,43
Toplam 61,37 20
HSP60 Gruplar Arast 346,45 2 173,22 6,63 0,007
Grup I¢i 470,05 18 26,11
Toplam 816,49 20
HSP70 Gruplar Arast 63,30 2 31,65 16,16 0
Grup Ici 35,24 18 1,96
Toplam 98,54 20
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Sekil 4 7 Kontrol grubuna gore Orta ve Yiiksek grup Mn-SOD gen ekspresyonu
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Tez kapsaminda Edirne yoresi ruminantlarinin kan dokularinda belirlenen
Mangan siiperoksit dismutaz gen ekspresyonuna ait bulgular (sekil 4.7) sunulmustur.
Yapmis oldugumuz caligmada kontrol bolgesi drneklerine kiyasla kanlarinda istatistik
olarak anlamli seviyede daha fazla agir metal igeren orta grupta Mn-SOD gen
ekspresyonu 1.36 £0.49 katlik bir artis saptanmis ancak olusan bu fark istatistik olarak
onemli bulunmamistir. Kanlarinda ytliksek miktarda agir metal iceren yiiksek grubunda
ise Mn-SOD ekspresyonu kontrole kiyasla 3.09+0.75 katlik bir artis gostrmis olusan bu
fark istatistik olarak anlamli bulunmustur. (Fsop2=4.411;sd:2;20;P=0.028)
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Sekil 4 8 Kontrol grubuna gore Orta ve Yiiksek grup KAT gen ekspresyonu

Kan dokularinda belirlenen Katalaz gen ekspresyonu’na ait bulgular (Sekil 4,8)
sunulmustur. Yapmis oldugumuz calismada kontrol bdlgesi orneklerine kiyasla
kanlarinda istatistik olarak anlamli seviyede daha fazla agir metal iceren orta grubunda
KAT gen ekspresyonu 1.63 +£0.50 katlik bir artis saptanmis olusan bu fark istatistik
olarak 6nemli bulunmamistir. Kanlarinda yiiksek miktarda agir metal igeren yiiksek
grubunda ise KAT ekspresyonu kontrole kiyasla 4.15+0.26 katlik bir artig gostrmis
olusan bu fark istatistik olarak anlamli bulunmustur. (Fcar=20.862; sd:2;20; P=0.0001)
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Sekil 4 9 Kontrol grubuna gore Orta ve Yiiksek grup GS gen ekspresyonu

GS gen ekspresyonu’na ait bulgular (Sekil 4.9) sunulmustur. Yapmis oldugumuz
calismada kontrol bolgesi Orneklerine kiyasla kanlarinda istatistik olarak anlamli
seviyede daha fazla agir metal igeren orta grubunda GS gen ekspresyonu 6.79 +0.59
katlik bir artis saptanmis olusan bu fark istatistik olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05).
Kanlarinda yiiksek miktarda agir metal igeren yiiksek grubunda ise GS ekspresyonu
kontrole kiyasla 4.15+0.26 katlik bir artis gostrmis olusan bu fark istatistik olarak

anlaml1 bulunmustur (P<0.05).
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Sekil 4 10 Kontrol grubuna gore Orta ve Yiiksek grup GPx gen ekspresyonu

GPX gen ekspresyonu’na ait bulgular (Sekil 4.10) sunulmustur. Yapmis
oldugumuz calismada kontrol bolgesi orneklerine kiyasla kanlarinda istatistik olarak
anlamli seviyede daha fazla agir metal igeren orta grubunda GPX gen ekspresyonu 1.05
katlik bir azalma saptanmis olsada gruplar arasinda anlaml bir fark belirlenememistir
(P>0.05). Kanlarinda yiiksek miktarda agir metal iceren yiiksek grubunda ise GPX
ekspresyonu kontrole kiyasla 3.6 katlik bir artis géstrmis olusan bu fark istatistik olarak
anlamli bulunmustur (P<0.05). GPx ekspresyonu yiiksek grubunda orta grubuna kiyasla
anlamli bir artis ger¢eklesmistir (P<0.05).
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Sekil 4 11 Kontrol grubuna gore Orta ve Yiiksek grup HSP60 gen ekspresyonu
HSP60 gen ekspresyonu’na ait bulgular (Sekil 4.11) sunulmustur. Yapmis

oldugumuz calismada kontrol bolgesi orneklerine kiyasla kanlarinda istatistik olarak
anlamli seviyede daha fazla agir metal igeren orta grubunda HSP60 gen ekspresyonu 2.4
katlik bir artis saptanmis olsada gruplar arasinda anlamli bir fark belirlenememistir
(P>0.05). Kanlarinda yiiksek miktarda agir metal igeren yiiksek grubunda ise HSP60
ekspresyonu kontrole kiyasla 9,9 katlik bir artis gostermis olusan bu fark istatistik
olarak anlamli bulunmustur (P<0.05). HSP60 ekspresyonu yiiksek grubunda orta
grubuna kiyasla anlamli bir artis ger¢eklesmistir (P<0.05).
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Sekil 4 12 Kontrol grubuna gore Orta ve Yiiksek grup HSP70 gen ekspresyonu

HSP70 gen ekspresyonu’na ait bulgular (Sekil 4.12) sunulmustur. Yapmis
oldugumuz calismada kontrol bdlgesi orneklerine kiyasla kanlarinda istatistik olarak
anlamli seviyede daha fazla agir metal iceren orta grubunda HSP70 gen ekspresyonu 1.9
katlik bir artis saptanmis olsada gruplar arasinda anlamli bir fark belirlenememistir
(P>0.05). Kanlarinda yiiksek miktarda agir metal igeren yiiksek grubunda ise HSP70
ekspresyonu kontrole kiyasla 4.2 katlik bir artis gostermis olusan bu fark istatistik
olarak anlamli bulunmustur (P<0.05). HSP70 ekspresyonu yiiksek grubunda orta
grubuna kiyasla anlamli bir artis ger¢eklesmistir (P<0.05).
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BOLUM 5

TARTISMA VE SONUCLAR

Tez kapsaminda, Edirne ilinde Holstein-Fresian Ruminant Hayvanlarda
Rasyondan Kaynakli Agir Metal Stresinin Kan Dokusunda Genotoksik Etkileri
arastirilmistir. Rasyon su an i¢in hayvan yetistiriciliginde, oldukca biiyiik biitceler
harcanarak olusturulan ¢aligmalar, bunun yaninda giincel bilimsel verilerin, hayvanlarin
fiyolojik ozellikleri ile birlestirilerek olusturulan 6zel bir besleme {iirlintidiir. Ancak
yapilan onca ¢alismaya ragmen, rasyon onemli 6l¢iide dogada yetisen yem bitkisi
riinlerine bagimhidir. Bu sebeple giiniimiizde insanlig1 tehdit eden en biiyiik saglik

problemi olan g¢evre kirliliginden 6nemli diizeyde etkilenmektedir.

Cevre kirliligi toprak, hava, su temel bilesenleri, sonrasinda birincil etkilenen
grup yem bitkileri, bir sonraki asama, bu bitkilerle beslenen birincil tiiketiciler (¢calisma
konumuz olan omurgali ve omurgasiz hayvanlar) son olarak son tiiketici eksen
ekseninde incelenmesi gereken bir konudur. Bu sebeple tez kapsaminda agir metal

dongiisiinlin bu 3 kaynaginada vurgu yapilmaistir.

Tarimsal iiretimde birim alandan daha fazla iirlin alma gereksinimi sebebiyle
kullanilan tarim ilaglar1 ve kimyasal giibreler, kullanicilarina sundugu ekonomik
faydanin yan1 sira biyolojik ¢esitlilik tizerinde yikict bir etkiye sebep (Isenring, 2010).
Ekosistem oldukc¢a istikrarli bir yapidir ve milyonlarca yil i¢inde tiirlerin karsilikli
etkilesimi seklinde kurulmus dogadaki en giiglii dengelerden biridir (Tilman, 2000;
Tilman, Cassman, Matson, Naylor, & Polasky, 2002). Ekosistem i¢inde her bir ekolojik
nis ve bu nisteki popiilasyonlarin besi, gida ve barmmma gibi olaylar i¢in 6nemli
gorevleri bulunmaktadir (Cardinale vd., 2006). Bu nedenle ekosistemin en uzun siirede

oluglabilen ve en ¢ok canlilik barindiran etmeni olan toprakta, tarimsal kirletici kaynakl
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olarak biyogesitliligin bozulmasi, sonraki asamada dogrudan ikincil ve son tiiketicileri
tehdit edecek hale gelecektir (Xie vd., 2016). Cin’de yapilan ¢alismada yiiksek diizeyde
Zn, Cd ve Pb igeren topraklarda tarimsal alanlarda bu biyogesitliligin kullanilan tarimsal
kimyasallardan kaynakli olarak hizla azaldigini bildirilmistir, Nitekim tarim alanlari ile
tarim yapilmayan alanlarin karsilagtirildigi bir calismada mikrobiyal cesitliligin en
onemli gostergelerinden biri olan Shannon c¢esitllik indeksi, cayir alanlarda bugday
tarim1 yapilan alanlara kiyasla anlamli derecede yiiksek bulunmustur (Kennedy &
Smith, 1995). Cin’de yapilan bir baska ¢alismada yiiksek diizeyde Zn, Cd ve Pb igeren
topraklarda belirlenen Shannon ¢esitllik indeksinin kontrol bolgesi 6rneklerine kiyasla
istatistik olarak anlamli seviyede diisiik oldugu belirlenmistir (Xie vd., 2016). Calisma
bolgemiz olan Edirne bolgesinde yapilan bir calismada Ipsala bolgesi ornekleri,
kirliligin ¢ok az oldugu Derekdy ve Igne Ada ornekleri ile karsilastirilmis, tarimsal
alanlarda pestisit ve toksik metal kalintilarinin istatistiksel anlamda onemli olarak
yiiksek oldugu ve kirliligin mikrobiyal ¢esitliligin azalmasina etki ettigi belirlenmistir.
Ayni aragtirmada toprakta belirlenen Li, Cr, Ni, Pb miktarlar ile toprak mikrobiyal
cesitliligi arasinda negatif bir korelasyon oldugunu rapor etmislerdir (Doganlar vd.,

2018).

Bir bolgede yasayan bitki tiirlerinin tarim amagli yapilan uygulamalar sirasinda
kullanilan sentetik maddelere maruziyeti, dogrudan veya hava, su, toprak kalintilari ile
dolayli yoldan olmaktadir. Tez kapsaminda Edirne bolgesinde yapilan rasyonlarda tiim
element igerikleri analiz ettirilmistir. Analiz edilen rasyonlarin hemen tiimiinde diisiik
ya da yliksek diizeyde bir agir metal kalintis1 belirlenmistir. Tez calismalarinin yapildigi
bolgede yapilan calisamada arastiricilar bolgede agir metal kirliligini Centeura
solstitialis, Raphanus sp. ve Populus sp. Bitkilerini kullanilarak monitdrize etmislerdir.
Arastiricilar bolgede yaptiklari 6rneklemede en fazla Mn, As, Co ve Cd birikiminin
kavak bitkisinde, Al, Cr ve Pb diizeylerinin ise C. solstitalis bitkisinde diger bitkilerden
yiiksek oldugu belirlemistir. Ayn1 arastirmada bitkilerde olusan bu toksik kirliliginin,
bitkide gii¢lii bir oksidatif stres ve bu stresten kaynaklanan énemli diizeyde bir DNA
hasar1 olusturdugu bulunmugstur. Ayn1 zamanda bitkide stres bagimli proteinlerin arttig
goriilmiistiir (Doganlar vd., 2018). Nitekim tarimsal kirleticilerin bitkilerde oksidatif
strese bagimli lipitlerin peroksidayonuna ve antioksidan enzimlerin expresyonlarina

neden oldugu bir¢ok ¢alismada rapor edilmistir (Baycu, Tolunay, Ozden, & Giinebakan,
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2006; Doganlar, 2012; Doganlar, Cakmak, & Yanik, 2012; Doganlar & Atmaca, 2011;
Faheed, 2012; Fayez, 2000; Kielak, Sempruch, Mioduszewska, Klocek, & Leszczynski,
2011; Song, Le Yin, Chen, & Yang, 2007). Agir metallerin bitkiye gec¢is yollarinin
topraktan kokler vasitasiyla, bunun haricinde hava ve yagmur suyu yoluyla foliar
oldugu (Onder & Dursun, 2006), bitkinin agir metal maruziyetinin yaprak yapisina,
hiperkiimiilatér 6zelliklerine, bunun haricinde kdk ve govde morfolojilerine bagh
oldugu (Mulgrew & Williams, 2000), bir¢ok bitkinin bir¢ok canli organizmaya goére
kok, govde ve yaprak 6zellikleri ile toprak, hava ve su kirliliginin takip edilmesinde
kullanilabilecegi (Aksoy & Oztiirk, 1997; Celik, Kartal, Akdogan, & Kaska, 2005;
Tomasevi¢, Vukmirovi¢, Rajsi¢, Tasi¢, & Stevanovi¢, 2005), onceki arastirmalarda
gosterilmistir. Tezin konusunu olusturan yem bitkileri ise 6zellikle giiclii kok ve genis
yaprak yiizeyine sahip bitkilerden olusmaktadir. Bunun yaninda arpa, yulaf gibi bitkiler
ise yiiksek agir metal dayanikliligi gosteren bu sebeple yiiksek diizeyde metal
biriktirebilen bitkilerdir. Bu kapsamda rasyonlarda olusan kirliligin, ¢alisma bdlgesi
incelendiginde toprak, su ve hava kaynakli oldugu ve 6zellikle bolgede yapilan tarimsal

faaliyetlerin buna sebep oldugu diisliniilmektedir.

Tez kapsaminda ekosistemde ikincil tiiketici olan Holstein-Fresian Ruminant
Hayvanlarda metal birikimlerinin bolgelere gore farklilik gosterdigi, genellikle en fazla
birikimin  tarimsal faaliyetlerin  yogun olarak yapildigi alanlarda olustugu
gozlemlenmistir. Tez ¢aligmasinda kan Orneklemesi yapilan hayvanlarda agir metal
miktarlar1 birlikte analiz edilmis ve kanda tasidigi agir metal miktarlarina gore
hayvanlar 3 farkli gruba ayrilmistir. Diisiik-orta ve yiiksek diizey olarak belirlenen bu
hayvanlar, diger ¢alismalarda toksik diizey olarak gosterilen agir metal birikimleri
kullanilarak gruplanmiglardir. Tarimsal faaliyet ya da antropojenik etkiler ile kirlenmis
sahalarda omurgali ve omurgasiz hayvan tiirlerinde belirlenen agir metal miktarlar ile
ilgili ¢ok sayida calisma bulunmaktadir. Yapilan caligmalarda tarimsal kirlilik yogun
alanlardan 6rneklenen omurgasiz canlilarda yiiksek diizeyde bir pestisit ve agir metal
birikimlerinin oldugu bildirilmistir (Chauzat vd., 2011; Heliovaara & Viisénen, 1990;
Nummelin, Lodenius, Tulisalo, Hirvonen, & Alanko, 2007; H. Sun, Zhou, Tang, Shu, &
Zhang, 2008; Wan, Liu, Tang, & Cheng, 2014). Benzer sekilde Seker kamisi tarimi
yapilan bolgelere yakin alandan secilmis 13 6rnekleme noktasinda yasayan canlilarda

Al, Cd, Cr, Cu, Zn, Fe ve Mn igeriklerinin tiimiiniin kontrol bolgesine kiyasla daha
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yiiksek oldugu rapor edilmistir(Corbi, Froehlich, Trivinho-Strixino, & Dos Santos,
2011). Yine ozellikle kirli alanlardan 6rneklenen Chorthippus brunneus disi bireylerinin
ovaryumlarinda yiiksek Zn igeriginin saptanmistir (Augustyniak & Migula, 2000).
Bizim caligmamizda da literatiir verilerini dogrular sekilde tiim rasyonlarda bir agir
metal birikimi belirlendigi goriilmektedir. Calismamizda Edirne bolgesinden 6rneklenen
ruminantlarin kanlarinda belirlenen agir metal kalinti miktarlarinin tim o6rnekleme
donemlerinde kontrol bolgesi bireylerine toksik metallerden As, Cd, Pb, Mn, Ni, Cr ve
Zn miktarlar bolgelere bagli olarak toksik seviyeye ulagsmistir. Tarimsal faaliyetlerin
yogun oldugu alanlarda yasayan yliksek yapili omurgalilarda tarimsal faaliyetlerden
kaynaklanan kirleticilerin ¢esitli doku ve organlarda biriktigi bilinmektedir (Deziel vd.,
2015; Lozano-Paniagua vd., 2016; Vodela, Renden, Lenz, McElhenney, &
Kemppainen, 1997; Wongsasuluk, Chotpantarat, Siriwong, & Robson, 2014). Tarimsal
alanlarda kimyasal giibreler ve tarim ilaclar1 agir metal kirliliginin en onemli
sebeplerinden birisidir (Rattan, Datta, Chhonkar, Suribabu, & Singh, 2005; Vodela vd.,
1997). Bununla birlikte toprakta var olan agir metallerin ¢ok az bir kismi zararsiz forma
doniistiirelebilmekte 6nemli bir miktar1 yeralti sulari, ylizey sular ile ikincil ve tiglinciil
tiketicilere ulagsmaktadir. (Chotpantarat, Ong, Sutthirat, & Osathaphan, 2011; Rashed,
2010; Taboada-Castro, Diéguez-Villar, Rodriguez-Blanco, & Taboada-Castro, 2012).
Malezya’da tirnak ornekleri kullanilarak yapilan ¢alismada Pb ve As birikimlerinin,
yapilan tarimsal faaliyetlerin yogunlu ile dogrudan iliskili oldugu saptanmistir. (Ghazali
vd., 2012). Agir metallere maruziyet genellikle akut bir toksite olusturmaz, tez
konumuzdaki ruminmantlar gibi omurgalilarda uzun siire i¢inde kronik diizeyde yavas
yavag birikir ve hem 6nemli bir oksidatif stres, hem genotoksite kaynagi olarak islev
goriir ancak ¢ogunlukla bu durum farkedilebilir degildir (Lebailly vd., 2015). Ancak bu
durum hayvan sagligi ve ekonomik acidan hayvan verimliligi agisindan son derece
onemlidir. Bu kapsamda tez ile bu konunun arastirilmasi yapilmistir. Calismamizda
Edirne bolgesinden toplanan ruminantlarda 6nemli diizeyde bir genotoksite olustugu
goriilmiistiir. Yapilan GTS analizinde agir metal birikimleri kullanilarak yapilan diisiik
orta ve yiiksek gruplarda, diisiik gruplara kiyasla istatistik olarak anlamli seviyede
diismiis %GST seviyeleri bu durumu agik¢a gostermistir. Bunun haricinde diisiik metal
birikimi tasiyan ruminantlara kiyasla orta ve yiiksek gruplarinda antioksidan enzim ve

1s150k proteinlerinde istatistik olarak anlamli farklar bulunmustur. Ozellikle yiiksek
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metal biriken gruplarda giiclii bir oksidatif steres ve hatali katlanan protein cevabi
ortaya konmustur. Arsenik ve Cd, 6zellikle oksidatif stresi etkileyen birgok fizyolojik ve
metabolik yolda bozulmalara neden olur. Ayrica, giiclii DNA hasar kapasitesine sahip
olduklarindan hiicre dokularinin ve organlarinin ¢ogunda hasara neden olurlar.
Calismalarda Nikelin, T hiicre sistemini etkileyerek bagisikligi bozdugu, sicanlar ve
farelerde dogal oOldiiriici hiicrelerin aktivitesini azalttigin1 gostermistir(Condevaux,
Guichard, Forichon, Aujoulat, & Descotes, 2001). Nikel kaynakli serbest radikal
iretiminin, lipit peroksidasyonunu tesvik ederek hiicre hasarin1 arttirdigi da
gosterilmistir(Chen, Wang, Lin, & Yen, 2003). Nikel uygulamasinin ardindan glutatyon
Stransferaz (GST) ve glutatyon rediiktaz (GR) enzimlerinin aktivitelerindeki
degisiklikler de bildirilmistir(Athar, Hasan, & Srivastava, 1987) Ratlarda Nikel
uygulandiktan sonra kan plazmasindaki bu enzimlerin artan seviyeleri, nikelin hiicre
zar1 lizerindeki tahribatin1 gostererek, hiicre zar1 gegirgenligin artmasina ve hiicre igi
enzimlerin sizintisinin artmasina neden olmaktadir. (Misra, Rodriguez, & Kasprzak,
1990) Nikel, hiicrelerde oldukga diisiik, ancak Ol¢iilebilir serbest radikal seviyeleri {iretir
(Bal & Kasprzak, 2002). Floresan yontemleri, hem ¢6ziiniir NiCl2 hem de ¢6ziinmeyen
NisS2'nin  serbest radikal olusumunu uyardigini  gostermistir  (Salnikow, Su,
Blagosklonny, & Costa, 2000). Bir¢ok c¢alisma, oksidatif streste rol oynayan
glutation'un (GSH) tiikettigini de ortaya koymustur(Rodriguez, Misra, North, &
Kasprzak, 1991)

Yapilan caligmalarda kadmiyuma ve kursuna oksidatif stres tepkilerini
aragtirmak i¢in, tatli su piresi Daphnia magna, 48 saat boyunca Cd ve Pb'ye maruz
birakildiktan sonra hiicre i¢i ROS seviyesinin 24 saatte degismedigini, 48 saatte
azaldigim gostermistir. Ozellikle, GST-sigma, HSP70 ve HSP90 genlerinin ekspresyon
seviyeleri Cd ve Pb'ye maruz kalan yenidoganlarda artmigtir(Kim, Kim, Kim, Won, &
Lee, 2018).Kegilerde yapilan bir ¢aligmada seroplazmin ve mRNA ekspresyonunun
incelenmesi amaciyla 30 mg molibden ve 0.5 mg kadmiyum uygulamasi yapilmis
kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde mRNA ekspresyonu gergeklesmistir. Bununla
birlikte kadmiumun bakir metalininin eksikligine neden oldugu, karacigerde harabiyet
meydana getirdigi ve hayvanlarda canli agirliklarin distiigii bildirilmistir(Zhuang vd.,
2016). Kadmiyumun kendisi direkt olarak serbest radikal iiretemez, ancak dolayli

mekanizmalar yoluyla, gen ekspresyonunda serbest radikal kaynakli hasara neden
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olabilir. Kadmiyumun, hiicresel protein kinazlarinin (protein kinaz C) aktivasyonuna
neden oldugu, bu da transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyonunun artmasina neden
oldugu ve sonug olarak hedef gen ekspresyonunun transkripsiyonel aktivasyonuna yol
actig1 bildirilmistir (Pearson & Prozialeck, 2001). Ratlarda yapilan in vivo ve in vitro
calismalarda kadmiumun apoptoza neden oldugu bildirilmistir(Wétjen, Haase, Biagioli,
& Beyersmann, 2002). Testiste kadmiyuma bagli apoptoz gozlenirken prostatta
gozlenmemistir. Testislerde apoptoz indiiksiyonu, tiimoér baskilayict gen p53'in
ekspresyonu ile ters korelasyon gostermistir. Yapilan ¢aligmalarda kadmiumun DNA
onarim aktivitesini bozdugu ve toksiteye yol agtigi bildirilmistir(McMurray & Tainer,
2003). Yine ratlarda yapilan bir ¢alismada kadmium toksitesinin Malondialdehit(MDA)
ve glutatyon preksidaz oraninin anlamli bir sekilde arttigini bildirmislerdir(Yang vd.,
2003) ve DNA tek iplik¢ikli hiicre sayisinin kirildigini, maruz kalan gruplarda hiicresel
DNA hasar seviyelerinin kontrollere gore anlamli derecede yiiksek oldugunu ortaya

koymustur.

Bircok calisma, hiicrelerde arsenik metabolizmasi1 sirasinda serbest radikal
olusumunu dogrulamistir (S. J. Flora, 2011). Oksidatif stres, kanserler de dahil olmak
lizere arsenik baglantili hastaliklarin gelisimi ile iliskilendirilmistir. Reaktif oksijen
tiirlerine (ROS) ek olarak, ayrica reaktif azot tiirlerinin (RNS), arseniklere maruz kalan
hiicrelerde lipidlere, proteinlere ve DNA'ya oksidatif hasarla dogrudan dahil oldugu
diisiiniilmektedir. Pek ¢ok yeni ¢aligma, arsenik kaynakli serbest radikal olusumunun
oksidatif duyarli sinyal yollarinin aktivasyonu ile hiicre hasarina ve 6liime neden
olabilecegine dair deneysel kanitlar saglamistir (H. Shi, Shi, & Liu, 2004). Inorganik
arseniklerin genotoksisitesini belirlemeye yonelik bir¢ok rat ¢alismasi bulunmaktadir
(Nandi, Patra, & Swarup, 2006),Insan fibroblastlari, 16kositler, lenfositler ve hamster
embriyo hiicreleri lizerinde yapilan in vitro ¢aligmalar, arsenikin kromozomal sapmalari
ve kardes kromatid degisimini indiikledigini géstermistir (Helleday, Nilsson, & Jenssen,
2000). insan, fare ve hamster hiicrelerini kullanan benzer ¢alismalar, DNA hasari, DNA
onarim gelistirme veya DNA sentezinin inhibisyonunda potansiyel bir artis oldugunu

gostermistir.

Genotoksite analizi gevresel biyolojik izleme calismalarinda yaygin olarak

kullanilan bir yontemdir (Amaeze vd., 2014; Forchhammer vd., 2012; Imanikia vd.,
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2016; Lebailly vd., 2015). Canli organizma agir metaller gibi abiyotik bir stres etmenine
maruz kaldiginda metabolizmanin verdigi ilk cevap reaktif oksijen tiirlerinin
olusumudur. Reaktif oksijen tiirleri dis orbitalde ¢ift olusturmamis elektronlar1 bulunan
enerjisi yiiksek oksijenli bilesiklerdir (ROS). ROS’lar hiicrede oOncelikle membrana
saldirir ayrica protein ve lipid dengesini bozarak enzim ve hormon mekanizmasini
dogrudan etkiler, DNA niikleotid ve proteinler gibi bir¢ok hayati biyolojik {iriine zarar
verirler. Bu zarar sonucu, norotoksite, kario ve kardiovaskiiler hastaliklar, immun yanit
bozukluklar1 ve son olarak g¢esitli kanser gelisimi olusabilir (Economos, Ballard,
Miquel, Binnard, & Philpott, 1982; Le Bourg, 2001; Ruddle, Yengoyan, Miquel,
Marcuson, & Fleming, 1988). Viicut bu hasar1 tamir etmek i¢in kullandig1 en 6nemli
savunma mekanizmasi antioksidan savunma sinyalidir. Sitosolik bakir ¢inko siiperoksit
dismutaz (Cu-ZNSOD), mitokondrial mangan siiperoksit dismutaz (Mn-SOD) Katalaz
(KAT), Glutatyon ve Glutatyon Peroksidaz (GSHPx) en 6nemli antioksidanlardir. Cu-
SOD, Zn-SOD ve Mn-SOD siiperoksit anyonunun (+O2-), hidrojen perokside (H20>) ve
oksijene doniisiimiinii katalize eder, KAT SOD ile birlikte ¢alisir ve toksik hidrojen
peroksidi (H202) su ve oksijene doniistiiriir (Duthie, Wahle, & James, 1989; Le Bourg,
2001).

Agir metal stresinin 6zellikle mitokondrial SOD ve KAT aktivitelerinin arttigi,
benzer sekilde sorumlu genlerde 6nemli bir ekspresyon meydana geldigi belirlenmistir.
Farkli stres kosullarinda insan, bitki ve hayvanlarda antioksidan gen ekspresyonlari
cevaplari bir¢ok caligma ile rapor edilmistir (Posgai vd., 2011; Reveillaud, Niedzwiecki,
Bensch, & Fleming, 1991; Staveley, Phillips, & Hilliker, 1990; J. Sun & Tower, 1999).

Is1 sok genleri genel olarak molekiiler saperonlar olarak birikirler, yanlis
katlanmis veya hatali katlanan proteinlerinin tamir edilmesi tamir edilemeyen
proteinlerin ise degredasyon siireclerinde rol oynarlar. Hsp70, Hsp26 ve Hsp 83
sitoplazmik proteinlerin saperonundan sorumludur, Hsp 60 ise hem hasarli mitokondrial
proteinlerin diizeltilmesinden hem de proapoptotik molekiillerden sorumludur. (Chang
vd., 2007; Macario & de Macario, 2005; Singh vd., 2010). Ozellikle Hsp 70 kimyasal
bilesiklere karst olusan stres cevabi nedeniyle stres spesifik 1s1 sok proteini olarak
bilinir, ve 6nemli bir sinyal gendir. (Feng vd., 2010; Haap, Triebskorn, & Kohler, 2008;

Shukla vd., 2014). Bizim c¢alismamizda artis gosteren antioksidan ailesi gen
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ekspresyonlarinin ve yine 1s1 sok protein ekspresyonlarinin onceki literatiir bilgilerini
dogrular sekilde, ruminantlarin yasadigi bodlgeden aym1 zamanda yemlerden
kaynaklanan ve serumlarinda tespit edilen agir metallerden kaynakli oldugu

distiniilmektedir.
Yukaridaki bilgiler 1s18inda bu tez ¢aligmasi ile

1- Edirne bolgesinde ruminant besiciliginde kullanilan yemlerde heniiz toksik
diizeyde olmasa da kayda deger bir agir metal kontaminasyonu oldugu
belirlenmistir. Bu kontaminasyonun yapilan literatiir taramasinda, bolgede uzun
yillar yapilan monokiiltiir tarimi1 sonucunda toprak canliliginin azalmasindan
kaynaklanabilecegi, bu sebeple toprakta yogun olarak biriken metallerin yem
bitkilerine  daha  fazla miktarda  ge¢mesiniden  kaynakli  oldugu

degerlendirilmistir.

2- Edirne bolgesinin farkli yorelerinde yetistirilen Holstein-Fresian Ruminant
Hayvanlarda farkli bolgelerden gelen hayvanlarin serum materyallerinde farkli
diizeyde agir metal birikimi olustugu belirlenmistir. Olusan bu kirliligin yapilan
istatistik analizde 3 ana gruba ayrildigi, ozellikle yiiksek agir metal tasiyan

hayvanlarda agir metal kalintilarinin risk seviyesine ulastig1 goriilmiistiir.

3- Holstein-Fresian Ruminant Hayvanlarda kronik olarak serumda tespit edilen bu
agir metallarin, hayvanlarda oksidatif stres olusturacak seviyelere geldigi, olusan
bu oksidatif stresin DNA hasar1 olusturdugu ve agik bir genotoksite ortaya

koydugu degerlendirilmistir.

4- Ayni zamanda olugsan bu DNA hasarinin 1s1sok proteinleri eksprese ettigi, bunun
sebebinin  DNA hasar1 kaynakli yanlis protein kodlamalari oldugu

degerlendirilmistir.

Sonug olarak tez bulgularimiz, Edirne Bolgesi ruminantlarinda, heniiz akut bir
tehlike yaratacak diizeyde bir agir metal kirliliginin olusmadigini, ancak farkli
bolgelerde yapilan yogun tarimsal faaliyetler ve diger antropojenik etkiler sebebiyle bu
bolgelerde yasayan hayvanlarda agir metal birikiminin ve bu birikimin sebebp oldugu

genotoksitenin dikkat ¢ekici boyuta ulastigini gostermektedir. Bu sebeple 6zellikle yem
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bitkilerinin temiz alanlarda yetistirilmesine dikkat edilmesi, yem analizlerinde 6zellikle
agir metal pestisit gibi, bolgede yiiksek risk tasityan kirleticilerinde takip edilmesinin

onemli oldugu diisiiniilmektedir.
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