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Ozet

Kloramin-T, baliklarda solungag hastaliklarini 6nlemek ve/veya bu hastaliklardan korunmak igin kullanilan
bir kimyasaldir. Birgok balik tiirlinde solungaclarda olusan bakteriyel hastaliklar kloramin-T uygulanarak kontrol
altina alinmaktadir. Ancak yanlis kloramin-T uygulamasi sucul canlilarda oksidatif strese neden olmaktadir. Bu
calismada, gokkusagi alabaliklarina (Oncorhynchus mykiss) uygulanan kloramin-T’nin solungaglarda olusturacagi
oksidatif stres dlzeyinin arastirilmasi ve bu stresin beyindeki néronal aktiviteyi etkileyip etkilemediginin
arastirilmasi amacglanmaktadir. Bu amag icin gbkkusagi alabaliklarina sub-lethal dozda (2.8 mg/L) 0-1-24-48-72 ve
96 saat kloramin-T uygulamasi yapildi. Daha sonra antioksidant enzimleri kodlayan genlerin ( siperoksit dism{taz
1 (SOD1), stiperoksit dismiitaz 2 (SOD2), katalaz (CAT), glutathion peroksidaz 1 (GPX1), glutathion peroksidaz 4
(GPX4)) mRNA transkript seviyeleri qRT-PCR ile 6lguldi. Son olarak beyin dokularinda néronal aktiviteyi 6lgmek
amaciyla c-Fos ve BDNF genlerine ait ekspresyon seviyeleri yine qRT-PCR ile belirlendi. Kloramin-T uygulanan
baliklarin solungaglarinda SOD1, SOD2, CAT ve GPX1 genlerinin ekspresyon seviyelerinin kontrol grubuna gére
onemli derecede arttig1 gozlemlendi. Ancak GPX4 geninde 6nemli bir artis gbzlemlenmedi. Ayni baliklarin beyin
dokulari incelendiginde c-fos ve BDNF ekspresyonlarinin benzer sekilde kontrol grubuna goére artis gosterdigi
belirlendi. Calismadan elde edilen bu sonuglar, asiri ve/veya yanlis kloramin-T uygulamasinin gékkusagi
alabaliklarinin solungag dokularinda oksidatif strese neden oldugunu ve oksidatif strese maruz kalan baliklarin
beyin dokularinda néronal aktivitenin negatif yonde etkilendigini gdstermektedir.

Anahtar kelimeler: Kloramin-T, oksidatif stres, gokkusagi alabaligi, c-Fos, BDNF.

Investigation of the Effect of Oxidative Stress in Gill Tissue on the Brain Tissue c-Fos and
BDNF Gene Expression after Chloramine-T Application of Rainbow Trout (Oncorhynchus
mykiss)

Abstract

Chloramine-T is a chemical used to prevent and/or protect gill diseases in fish. In many fish species,
bacterial diseases that occur in the gills are controlled by chloramine-T application. However, the wrong
application of chloramine-T causes oxidative stress in aquatic organisms. In this study, it is aimed to investigate
the oxidative stress level of chloramine-T applied to rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) in gills and to
investigate whether this stress affects neuronal activity in brain. For this purpose, rainbow trout were used sub-
lethal dose (2.8 mg / L) 0-1-24-48-72 and 96 hours of chloramine-T. The levels of mRNA transcripts of genes
encoding antioxidant enzymes (superoxide dismutase 1 (SOD1), superoxide dismutase 2 (SOD2), catalase (CAT),
glutathione peroxidase 1 (GPX1), glutathione peroxidase 4 (GPX4)) were measured by gRT-PCR. Finally,
expression levels of c-Fos and BDNF genes were determined by qRT-PCR to measure neuronal activity in brain
tissues. It was observed that the expression levels of SOD1, SOD2, CAT and GPX1 genes increased significantly in
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the gills of fish treated with chloramine-T. However, there was no significant increase in GPX4 gene. When the
brain tissues of the same fish were examined, it was determined that c-fos and BDNF expressions increased in
comparison to the control group. The results of the study show that excessive and/or incorrect chloramine-T
application causes oxidative stress in the gill tissues of rainbow trout and negative effects of neuronal activity on

brain tissues of fish exposed to oxidative stress.

Key words: Chloramine-T, oxidative stress, rainbow trout, c-Fos, BDNF.

Giris

Kloramin-T  (Chl-T), N-sodyum-N-kloro-p-
toluen sulfonamid, 6zellikle igme suyu aritiminda
kloraminasyon igin kullanilan bir bilesiktir ve klor,
klor dioksit, kloramin, ozon ve potasyum
permanganat ile birlikte birincil dezenfektanlardan
biridir. Bunun yaninda mutfaklar, laboratuvarlar ve
hastaneler gibi bircok alanda kullaniimaktadir
(Kujala ve ark., 1995; Stief, 2003).

Chl-T fungusit, bakterisit ve virlsit olarak
kullanilmasinin  yaninda tuberkiiloz, ayak-agiz
hastaligi ve kus gribi gibi mikobakterilere karsi da
etkilidir (Russell, 1998). Bu 6zelliklerin yaninda, Chl-
T, tath su baliklarinda solungag¢ hastaliklarini
onlemek veya bu hastaliklarda korunmak icin de
kullaniimaktadir (Thorburn ve Moccia, 1993). Bircok
balik tiiriinde solungaglarda olusan bakteriyel
hastaliklar  Chl-T  uygulanarak kontrol altina
alinmaktadir (Bullock ve ark., 1991). Chl-T bir
sollisyon igerisinde pargalandiginda nukleofilik
ozellige sahip olmasi nedeniyle ortama hipoklorit
iyonu (OCl) ve para-toliensilfonamid (pTSA)
salmaktadir. Hipoklorit saliniminin hem terapdétik
etkinin (Booth ve McDonald, 1988) hem de
toksisitenin  (Powell ve Perry, 1996) temel
mekanizmasinda rol oynadigina inanilmaktadir.
Hipoklorit baliklarda akut toksisiteye neden
olmaktadir (Brooks ve Bartos, 1984).

Ulkemizde Gokkusagi alabaliginin
(Oncorhynchus mykiss) vyetistiriciligi son yillarda
oldukga gelismis ve istenilen olumlu sonuglar
alinmistir. Su anda Ulkemizde en fazla yetistiriciligi
yapilan tath su bahg gdkkusag alabahgidir (TUIK,
2018). Gokkusagl alabaliginin fazlaca dretildigi
donemlerde kalite kaybina ugramadan ya da en az
kayipla tiiketiciye ulastiriimasi 6nemli bir konudur
(D6nmez ve Tatar, 2001). Bu baglamda kayiplarin en
aza indirgenmesi ekonomik kayiplari da azaltacaktir.

Son yillarda vyapilan bir ¢alisma ChI-T
uygulamasinin oksidatif stresi tetikledigini ortaya
koymustur (Tongul ve ark., 2018). Ancak baliklarda
Chl-T uygulamasi sonucu solungaglarda olusacak
oksidatif stresin beyindeki néronal aktivite ve
fonksiyon lzerine ne gibi etkilerinin olacagi ile iliskili
herhangi bir calisma bulunmamaktadir.

Bu c¢alismada, gokkusagl alabaliklarina
uygulanan Chl-T’nin solungaglarda olusturacagi
oksidatif stresin diizeyinin arastirilmasi ve bu stresin
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beyindeki noronal aktiviteyi etkileyip
etkilemediginin arastirilmasi amaglanmaktadir.

Materyal ve Yontem
Deneme dizayni

Calisma, Atatiirk Universite i¢c Su Baliklari
Uygulama ve Arastirma Merkezinden temin edilen
yaklasik 150 gramlik gokkusagl alabaliklarina
(Oncorhynchus mykiss) 350 litrelik strekli akisli
tanklarda sub-lethal dozda (2.8 mg/L), 0-1-24-48-72
ve 96 saat kloramin-T uygulamasi vyapilarak
tamamlanmistir. Sonrasinda dokular diseksiyonun
ardindan  trizol reagent eklenerek zaman
kaybetmeden -80 de muhafaza edilmistir.

Total RNA izolasyonu

Baliklarin solungag¢ ve beyin dokularindan
Trizol kiti kullanilarak ve kitin prosediriine uygun
olarak total RNA izolasyonu yapildi. Total RNA
izolasyonunda  sonra  RNA  konsantrasyonu
NanoDrop ile 6lgildi. Total RNA kalitesini kontrol
etmek amaciyla RNA'lar %1.5’lik agaroz jel de 1XTBE
solusyonu igerisinde 80 voltta bir saat ylrutildi ve
jel gorintuleme sistemi ile gorintilenerek RNA
kalitesi belirlendi.

DNAz | uygulamasi ve cDNA ¢evrimi

izole edilen RNA 6rneklerinde DNA
kontaminasyonuna karsi DNaz | (Thermo Scientific)
kullanildi. Dnaz | uygulamasi kitte verilen protokole
uygun olarak yapildi. Daha sonra bu RNA’lardan 2-5
pg alindi ve miScript Reverse Transcription Kiti
(Qiagen) verilen protokole uygun sekilde
kullanilarak cDNA sentezlendi. Elde edilen cDNA’nin
safligl ve miktari spektrofotometrede yapilan 260-
280 nm absobans ol¢imleri ile belirlendi ve
cDNA’lar ayni oranlarda sulandirildi. Daha sonra
Real Time PCR ¢alismalarinda kullaniimak tizere -20
°C de muhafaza edildi.

Real time PCR
Superoksit dismitaz 1 (SOD1), siperoksit
dismiitaz 2 (SOD2), katalaz (CAT), glutathion

peroksidaz 1 (GPX1), glutathion peroksidaz 4
(GPX4), c-fos ve BDNF genlerinin mRNA transkript
seviyelerini 6lgmek amaciyla CFX96 BioRad marka
cihaz kullanilarak qRT-PCR yapildi. internal kontrol
olarak GAPDH geni kullanildi. Real time PCR
deneylerinde olusturulan master mix igerigi; Syber
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Green 2X Rox Dye Master mix (Qiagen), genler igin
tasarlanmis forward ve reverse primerler, template
olarak cDNA’lar ve niikleaz free su. Master mixler
hazirlandiktan sonra 6rnekler Real Time cihazinda
analiz edildi ve elde edilen Ct degeleri 2-

Cizelge 1. Primer sekanslari

DeltaDeltaCt metoduna uygun olarak hesaplanarak
ilgili genlerin ekspresyon seviyeleri belirlendi (Livak
ve Schmittgen, 2001). Primer bilgileri Cizelge 1'de
verildi.

Gen .. Forward primer sequence (5’ Reverse primer sequence (5’ -
adi Erisim no >3 3) Kaynak
SOD1 AF469663.1 TGGTCCTGTGAAGCTGATTG TTGTCAGCTCCTGCAGTCAC
SOoD2 CA352127.1 TCCCTGACCTGACCTACGAC GGCCTCCTCCATTAAACCTC
Fontagné-
CAT BX087110.3 TGATGTCACACAGGTGCGTA GTGGGCTCAGTGTTGTTGAG Dicharry ve
ark., 2018
GPX1a HE687021 AATGTGGCGTCACTCTGAGG CAATTCTCCTGATGGCCAAA
GPX4b CA344428.1 TTGGAGGTCAGGAGCCAGGT ACCCTTTCCCTTGGGCTGTT
B-actin  NMO001124235.1 AGCCCTCCTTCCTCGGTAT AGAGGTGATCTCCTTGTGCATC Johansen ve
BDNF GU108576.1 GACCAAGGATGTCGACCTGT GCTGTCACCCACTGGCTAAT ark., 2012
c-Fos  NC_035101.1 CGACTTTCCCCTCCATCTCT ~ ACAGGGAGCTGGTCAGATCGAC 'V;fis“fggg"e
istatistiksel Analiz seviyeleri ve bunun yani sira BDNF ve c-Fos

ilgili genlere ait mRNA transkript degeleri icin
IBM SPSS (20.0) programi kullanilarak istatiksel
analiz yapildi. mRNA transkript degerleri One Way
ANOVA testi kullanilarak analiz edildi. Ayrica
genlere ait ekspresyon seviyeleri GrapPad 7.2
(California, USA) programi kullanilarak analiz edildi.
P<0.05, P<0.01 ve P<0.001 degerleri istatistiksel
olarak 6nemli kabul edildi.

Bulgular ve Tartisma

Kloramin-T uygulanan baliklarin
solungaglarinda SOD1, SOD2, CAT ve GPX1
genlerinin ekspresyon seviyelerinin kontrol grubuna
gore onemli derecede arttigi gozlemlendi. Ancak
GPX4 geninde 6nemli bir artis gozlemlenmedi. (Sekil
1 ve Sekil 2). Ayni baliklarin beyin dokulari
incelendiginde c-fos ve BDNF ekspresyonlarinin
benzer sekilde kontrol grubuna gore artis gosterdigi
belirlendi (Sekil 3).

Antioksidatif sistemler serbest radikal
atihminda ve buna bagh olarak hicrelerin gesitli
toksik maddelere maruz kalmalari durumunda
oksidatif stres yolaklarinda énemli roller oynadigi
bilinmektedir  (Finkel ve Holbrook, 2000).
Kloraminler glcli oksitleyici dezenfektanlardir ve
ozellikle icme suyu aritma olarak kullanilirlar
(Bullock ve ark., 1991). Bu c¢alismada, Chl-T'ye
maruz kalan gokkusag alabaliklarinda iki ana
antioksidan enzim olan CAT ve SOD, glutatyon ile
iliskili enzimleri kodlayan genlerin ekspresyon
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genlerine ait ekspresyon seviyeleri arastiriimistir.

SOD, oksijene maruz kalan tim canli
hicrelerde 6nemli antioksidan enzimlerden biridir
(Halliwell, 2006). SOD, O2'nin degisimini katalize
eder ve bunu ya Oz ya da H202'ye doénUstirir. Bu
calismada, Chl-T’ye maruz kalan baliklarin solungag
dokularinda SOD1 ve SOD2 enzimlerine ait genlerin
ekspresyon seviyelerinin maruz kalma stresiyle
dogru orantili olarak arttig1 gosterilmistir. Bu sonug
Chl-T  maruziyetinin  SOD enzim aktivitesini
arttirdigini dolayisiyla  solunga¢  dokularinda
oksidatif strese neden oldugunu gostermektedir.
Farkli sucul canlilar UGzerine yapilmis benzer
calismalarda bu calismada elde edilen verilere
paralel sonuglar elde edilmistir (Boran ve Altinok,
2014; Tongul ve ark., 2018).

CAT, hidrojen peroksidin su ve oksijene
ayrismasini katalize ederek, ROS bazli oksidatif
hasara karsi hiicrenin korunmasinda ¢ok énemli bir
enzimdir (Halliwell, 2006). GSH-Px, GSH sistemini
kullanarak H20.'yi temizlemekten sorumlu olan GSH
sistemindeki 6nemli bir enzimdir (Fang ve ark.,
2002). Bu galismada, CAT, GPX1 ve GPX4 genlerine
ait ekspresyon seviyelerinin Chl-T'ye maruz kalan
solungag dokularinda kontrol grubuna gore arttigi
gosterildi. Ancak GPX4’lin diger genlere gore daha
az arttigl goézlemlendi. Bu sonuglar, Chl-T
maruziyetinin zamana bagimh olarak solungag
dokularinda oksidatif strese neden oldugunu ortaya
koymaktadir. Ayni balik tiri Uzerinde yapilan
benzer c¢alismada, bu g¢alismadan elde edilen
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verilere paralel sonuglar elde edilmistir (Boran ve diger calismada benzer bulgulara rastlanilmistir
Altinok 2014). Farkl balik turli Gzerinde yapilan bir (Tongul ve ark., 2018).
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Sekil 1. Gokkusagi Alabaliklarina ait solungag dokularinda SOD1 ve SOD2 genlerine ait mRNA transkript seviyeleri.
Degerler 3 bagimsiz 6érneklemin ortalama = SD' sini temsil eder; Hata cubuklar standart sapmayi gosterir.
istatistiksel anlamlilik (* P <0.05, ** P<0.01, ***p<0.001) Tek Y6énli ANOVA ile analiz edildi. A) SOD1 geninin
goreceli mRNA ekspresyon seviyelerini temsil eder. B) SOD2 geninin géreceli mRNA ekspresyon seviyelerini temsil
eder.
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Sekil 2. Gokkusagi Alabaliklarina ait solungag dokularinda GPX1, GPX2 ve CAT genlerine ait mRNA transkript
seviyeleri. Degerler 3 bagimsiz 6rneklemin ortalama + SD' sini temsil eder; Hata ¢ubuklari standart sapmayi
gosterir. istatistiksel anlamlilk (* P <0.05, ** P<0.01, ***p<0.001) Tek Y6nlii ANOVA ile analiz edildi. A) GPX1
geninin goreceli mRNA ekspresyon seviyelerini temsil eder. B) GPX4 geninin goreceli mRNA ekspresyon
seviyelerini temsil eder. C) CAT geninin goreceli mRNA ekspresyon seviyelerini temsil eder.
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Sekil 3. Gokkusagi Alabaliklarina ait beyin dokularinda BDNF ve c-Fos genlerine ait mRNA transkript seviyeleri.
Degerler 3 bagimsiz 6rneklemin ortalama + SD' sini temsil eder; Hata gubuklari standart sapmayi gosterir.
istatistiksel anlamlilik (* P <0.05, ** P<0.01, ***p<0.001) Tek Y6nli ANOVA ile analiz edildi. A) BDNF geninin
goreceli mRNA ekspresyon seviyelerini temsil eder. B) c-Fos geninin géreceli mRNA ekspresyon seviyelerini temsil

eder.

Beyin tilrevi norotrofik faktor (BDNF),
norotrofin ailesine ait bir proteindir (Chao, 2003).

BDNF, noronal sagkalim (survival), blylme,
farkhlagma ve sinaptik esneklik (Huang ve Reichardt,
2001), noronal go¢ (Carter ve ark.,, 2003),

miyelinasyon (Cosgaya ve ark., 2002) ve néronal
apoptozda onemli rol oynamaktadir. c-fos bir
protoonkojendir  ve bir norotransmitterin
uyarilmasiyla (Greenberg ve ark., 1986) aktive
edilebilir, dolayisiyla erken cevap geni olarak
adlandirilir. c-Fos, zararli uyari ve doku hasarindan
sonra noronal aktivasyon igin belirte¢ olarak
kullanilabilir (Gao ve Ji, 2009). Bu ¢alismada, Chl-
T'ye maruz kalan balik beyinlerinde BDNF ve c-Fos
gen ekspresyon seviyeleri 6zellikle 96. saatte 6nemli
derecede arttig1 gosterilmistir. Bu sonuglarla ile
diger  antioksidant genlere ait  sonuglar
karsilastirldiginda oksidatif stresin artmasi beyinde
noéronal aktivitenin artmasina ve beyin hicrelerinin
kanserlesmeye dogru gidebilecegini goriisii ortaya
konabilir.

Sonug ve Oneriler

Calismadan elde edilen bu sonuglar, asiri
ve/veya yanls kloramin-T uygulamasinin gokkusagi
alabaliklarinin solungag dokularinda oksidatif strese
neden oldugunu ve oksidatif strese maruz kalan
baliklarin beyin dokularinda néronal aktivitenin
negatif yonde etkilendigini gostermektedir.
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Bu sonuglarin da gosterdigi gibi asir ve/veya
yanlis kimyasal kullaniminin dozu ne kadar dusik
olursa olsun etki ettig§i mekanizma ¢ok dikkatli
irdelenmelidir.  Dolayisiyla  bu  kimyasallarin
kullanilmasi, satisi gibi konularda muhataplar ¢ok iyi

bilgilendirilmeli ve gerekirse kamu spotu
hazirlanmalidir.
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