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Ozet

Kimyasallarm tiretimi ve kullanimi son yillarda artarak devam etmektedir. Kimyasallarin kullanimi ve {iretiminin artmasina paralel olarak
kimyasallara maruziyetin artist da kaginilmaz hale gelmistir. Ozellikle sucul ekosistemlerde, besin zinciri goz dniine almdiginda toksik kimy-
asal bilesiklere insanlarin maruziyeti ¢ogunlukla balik tiirleri ile birlikte olmaktadir. Bu nedenle ¢evre kirliliginin biyoizlenmesinde balik tiirl-
erinde yapilan ekotoksikolojik ¢aligmalar giderek 6nem kazanmaktadir. Sunulan ¢alismada balik tiirlerinde kullanilan genotoksisite testlerinin
(Comet Yontemi, Mikrogekirdek, FISH-MC, Kromozomal Aberasyon, Kardes Komatid Degisimi) gevre kirliligi biyoizlenmesindeki 6nemine
deginilmeye ¢alisilmistir.

Anahtar Kelimeler: Genotoksisite, Biyoizleme, Cevre Kirliligi, Sucul toksisite, Ekotoksikoloji

Biomonitoring of Environmental Pollution: Fish Genotoxicity Tests

Abstract

In recent years production of chemicals increased steadly. As a result of the production and use of chemicals that make inevitable chemicals
exposure. Humans are exposed throughout their lifetime to several xenobiotics present in both the water and aquatic food. More importantly,
fish species are at the top position in the aquatic food chain and may directly affect the health of humans, which makes it much of significance
for the biomonitoring using fish. In this study are given information about of Fish Genotoxicity Tests (Comet Assay, Micronucleus test, FISH-

MN, Chromosomal Aberration, Sister Chromatid Exchange) for the biomonitoring of environmental pollution.

Keywords: Genotoxicity, Biomonitoring, Environmental pollution, Aquatic toxicity, Ecotoxicology

GIRIS

Endiistri ve sanayide meydana gelen gelismeler ile
birlikte kimyasallarin yogun bir sekilde tiretimi ve kullanimi1
da dogru orantili olarak artig gostermistir. Zehirli kimyasal
maddelerin biyoloakiimiile olmasi ve bazi kirleticilerin
su ortamlarinda daha uzun siire kalmasi ¢evresel kirliligin
artmasina neden olmaktadir. Insan populasyonundaki
artis ile endiistrinin gelismesi, endiistriyel kirliliklerin ve
cesitli kimyasallarin denizlerde, okyanuslarda ve gollerde
genotoksik ve karsinojenik bilesiklerin birikmesine neden
olmaktadir [29], [37].

Toksik kimyasallarin degerlendirilmesi ve
siniflandirilmasinda; kirlilik kaynaginin kontroli, kirlilik
durumu, kirliligin izlenmesi ve “sucul ekosistem sagligi”
nin degerlendirilmesi igin biyoizlemede hassas ve pratik
tekniklere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle biyoizle-
mede nispeten kolay, ucuz, kisa siirede sonuglandirilan
ve degerlendirilen biyoizleme c¢alismalarina ihtiyag
duyulmaktadir [59].

Balik tiirleri viicut biiylikligii, uzun yasam siiresi,
kolaylikla ¢ogalabilmeleri gibi 6zel biyolojik karakterleri
nedeniyle su kirliliginin biyoizlenmesinde oldukca fazla
kullanilmaktadir. Daha da 6nemlisi balik tiirleri sucul be-
sin zincirinin en tist kisminda bulundugu i¢in besin zinciri
yoluyla insan sagligin1 dogrudan etkilemesi 6zelligi nedeni-
yle de baliklarin biyoizleme c¢aligmalarinda kullanilmasi
onem teskil etmektedir [3]. 1990’larin basinda baliklarda
genotoksisite testleri ¢evre kirliliginin degerlendirilmesi
icin Onerilmis ve baglica biyoizleme yoOntemi olarak
kullanilmigtir. Comet yontemi, mikrogekirdek, kromozomal

aberasyon testleri su kirliliginin degerlendirilmesinde en
yaygin olarak kullanilan biyoizleme metodlarindandir [3],
[22]. Balik tiirlerinde maruziyetin ve etkinin biyoizlenme-
sini amaglayarak yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalara
gore Ozellikle comet ve mikrogekirdek deneyleri sonuglari
kirlilik ve genotoksik hasar arasinda pozitif bir korelas-
yon oldugunu ortaya koymaktadir [13], [32], [47]. Balik
genotoksisite testleri kirliligin diizeyinin belirlenmesi ve su
habitatinin genotoksik hasar diizeyinin tespitinde 6énemli bir
biyogostergedir [3].

Ekotoksikoloji ve Genotoksisite Testleri

Biyogostergeler maruziyetin, erken biyolojik etkinin ve
duyarliligin miktarmi kantitatif olarak 6lgmektedirler [41].
Kromozomal aberasyon ve mikrogekirdek testleri erken do-
nem biyolojik etkinin belirlenmesinde kullanilabilmektedir.
Biyogostergeler 6zellikle a) erken dénem ¢evresel hasar b)
cevresel stresin organizma, populasyon, komuniite, eko-
sistem sagligma etkisi c) kirlilige maruz kalan organizma
bireysel cevabmin ve kirliligin popiilasyon diizeyindeki
etkisinin belirlenmesi d) dogal hayattaki tiirlerin kirlilige
cevabindan yola ¢ikilarak insan sagligina potansiyel zararl
etkilerin erken donemde belirlenebilmesi f) sucul ekosistem-
lerin dekontaminasyon diizeylerinin etkinligi hakkinda bilgi
sahibi olunmasini saglarlar [45]. Genetik ekotoksikolojide;
comet yonetimi, mikrogekirdek ve kromozomal aberasyon
testleri (Cizelge 1) kisa ve uzun donem etkinin dogal ve
yabanil tiirlerde, indiikklenmis genetik hasarin belirlen-
mesinde énemli role sahiptir [30].
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Comet Yontemi

Tek hiicre jel elektroforezi olarak da adlandirilan com-
et yontemi ekotoksikoloji ya da ‘“eko-genotoksikoloji”
alaninda yapilan calismalara yeni bir ufuk agmistir. Son
yillarda ¢evresel kirliligin biyoizlenmesi amagl yapilan
calismalarda kullanim siklig1 giderek artan ve yayginlasan
bir genotoksisite testidir [25], [26], [42], [51].

Comet yontemi, biyolojik etkin doz hakkinda bilgi sahibi
olunmasini sagladigindan maruziyetin biyogostergesi olarak
kabul gormektedir. Yapilan biyoizleme calismalart comet
yonteminin maruziyetin biyogostergesinde kullanilabilecek
o6nemli bir test oldugunu da desteklemektedir [41]. Ayrica
indiiklenmis DNA hasarinin tanimlanmasi icin yapilan ge-
netik ekotoksikoloji caligmalarinda 6nemli bir role sahiptir
[30].

Balik tiirlerinde uygulanmakta olan tek hiicre jel elek-
troforezi, DNA hasarinin belirlenmesinde hizli, hassas ve
nispeten pahalli olmayan bir yéntem olup diisiik hasar sevi-
yesini Olgebilir ve az sayida hiicre 6rnegi kullanilmaktadir.
Bu nedenlerle de ekotoksikoloji ya da eko-genotoksikoloji
calismalarinda olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir [30], [36],
[51]. Comet yonteminin uygulanmasi ile kimyasallarin ya
da metabolitlerinin, proteinlerin ve DNA katim {iriinlerinin
DNA’da meydana getirebilecegi olast hasarin diizeyi be-
lirlenebilmektedir [41].

Comet yontemi, bircok memeli hiicresinde cesitli
ajanlarin indiikledigi DNA hasar1 ve onarim bozuklugunun
tayinini amaglayan ¢aligmalarda kullanilmaktadir. Genotok-
sinleri ilk etki bolgelerde degerlendirebilmekte ve hemen
hemen tiim 6karyotik hiicrelere uygulanabilmektedir. Comet
yontemi, farkli molekiil agirliklarina ve farkls elektrik yiike
sahip DNA molekiillerinin elektriksel alanda farkli go¢
etmeleri esasina dayanmaktadir [33], [54]. Tek hiicre jel
elektroforezi alkali versiyonu; kimyasallarin ve cevresel
kontaminantlarin genotoksik etkisinin ve cevresel biyoizle-
menin degerlendirilmesinde siklikla kullanilmaktadir. Bu
yontem ile DNA tek zincir kiriklari, alkali labil bolgeler,
capraz baglantilarin neden oldugu hasar diizeyi tespit edi-
lebilmektedir. Alkali comet, genotoksik hasarin tespitinde
kullaniminin yayginlagsmasi ile validasyonu sonrasinda risk
degerlendirilmesinde kullanilabilecek yontemlerden biri ola-
bilecektir. Comet yontemi go¢ eden DNA diizeyinden yola
cikilarak, bakteriyel enzimlerle (glikozilaz, endoniikleaz)
inkiibasyon sonrasinda oksidatif DNA hasarinin, alkilasyo-
nun diizeyinin de belirlenmesini saglayabilmektedir. Duyarl
bolgelerde hasarin dlgiilmesinde formamidopirimidin DNA
glikozilaz (FPG) ve endoniikleaz III (ENDO III) en yaygin
olarak kullanilan enzimlerdir. Genel olarak nétral comet
yonteminde ¢ift sarmal kiriklari, alkali comet yonteminde
(pH>13) ise; tek ve cift sarmal kiriklari, alkali labil bolgeler,
enzimle kesim yapildiginda ise spesifik DNA lezyonlarinin
belirlenmesi saglanmaktadir. Bu nedenlerle comet, balik tiir-
lerinde genotoksik hasarin tespitinde 6nemli bir yontemdir
[30], [54].

Tek hiicre jel elektroforezinin nétral versiyonu tek zincir
kiriklariin tespitinde, alkali versiyonu ise DNA tek ve ¢ift
zincir kiriklari, alkali labil bolgeler ve ¢apraz baglantilarin
belirlenmesini saglamaktadir. Comet yontemi programinda
analiz sonucu DNA hasar1 ve DNA gociiniin tespit edilmesi
amactyla cesitli 6lglim ¢iktilart 6rnegin kuyruk uzunlugu
(um), kuyruk yogunlugu (% DNA) ve kuyruk momenti
ortaya cikartilmaktadir [33], [41], [54]. Balik tiirlerinde
yapilan biyoizleme caligmalari ¢evresel maruziyet nedeniyle
DNA hasarimnin etkilendigini gostermektedir [20], [42], [44],
[58].

Microgekirdek Deneyi

Balik tiirlerinde yapilan mikrogekirdek deneyi DNA
hasarinin tespitinde olduk¢a hassas ve kabul gormiis bir
deneydir. Baliklarda uygulanan mikrogekirdek deneyi, in
vivo genotoksisite testlerinden biri olmasinin yani sira suda-
ki kirliligin in situ izlenmesinde de 6nem tastyan testlerden
biridir [3], [6], [27]. Balik mikrocekirdek deneyinde eritrosi-
tler, solungaglar, bobrek ve karaciger hiicreleri gibi farkli
hiicre tipleri mikrogekirdek sikliginin tespit edilmesinde
kullanilmaktadir [3]. Balik eritrositlerinde uygulanan
MC deneyi, laboratuvarlarda ¢ok sayida genotoksik ajana
maruziyet sonrasinda ve farkli tiirlerde yapilan ¢aligmalar
sonrasinda valide edilmistir. Balik eritrositlerinde yapilan
MC testi tath su ve deniz ekosistemlerinde dogal tiirlerde
ya da kafes hayvanlarinda in situ olarak genotoksisitenin
degerlendirilmesinde en sik ve en yaygin olarak kullanilan
deneylerden birisidir [14].

Mikrogekirdek, kromozomal fragmentler ya da asentrik
kromozomlardan olusabilir. Boliinme sirasinda kromozom-
dan kopan parcalar olusan yavru hiicrelerde mikrogekirdek
olusumuna neden olmaktadirlar ve ana ¢ekirdekten kiigiik
olduklarindan mikrogekirdek olarak isimlendirilmektedirler.
Yaklagsik olarak biyiikliikleri ana ¢ekirdegin 1/5°1 ile 1/20’si
arasindadir [3]. Balik tiirlerinde goriilen mikrogekirdekler
daha kii¢lik boyuttadir. Bunun nedeni balik kromozomlariin
memeli kromozomlarindan daha kiigiik (yaklasik olarak
1/10 ile 1/30) olmasidir [14], [52].

MC’lerin tanimlanmasi ve smiflandirilmasi farkli labo-
ratuarlarda farkli gézlemcilerde degisiklik gosterebilme-
ktedir. MC’lerin mikroskobik degerlendirilmesinde stan-
dardizasyon icin laboratuvar i¢i degerlendirme sonuglarinda
karsilagtirmalar yapilmalidir. Lamlar kodlanmus olarak,
deney grubu mu yoksa kontrol grubunun mu degerlendirildigi
hakkinda 6n bir bilgi edinmeden yani “koér” olarak mikros-
kopta degerlendirilmelidir. Ust iiste binen ve hasarl hiicreler
sayim sirasinda dikkate alinmamalidir. Ayrica boyamada
hata ya da boya kalmtilart MC olarak degerlendirilip MC
sayiminda hatalara neden olabilmektedir. Kodlamada, iyi bir
tesbit ve boyama yapilmis olan slaytlar 1000 biiylitmede
mikroskop altinda degerlendirmeye alinmalidir. Lamlarin
degerlendirilmesi sirasinda dikkat edilmesi gereken bu hu-
suslar degerlendirmeler yapilirken laboratuvarlar arasinda
meydana gelen cesitliligi ortadan kaldirmanmn yani sira
okuyucudan kaynaklanabilecek hatalarin azaltilmasina
da yardimci olacaktir [3]. Balik tiirlerinde sitolojik anom-
aliler iki grupta incelenmektedir; niikleer anomaliler (NA)
ve sitoplazmik anomaliler (SA). Balik MC deneyinde
hiicre tipleri ve onlarin tanimlanma kriterleri Cizelge 2’de
gosterilmektedir. Ozellikle niikleer anomaliler maruziyetin
biyogostergesi olmast bakimindan da onem teskil etme-
ktedir [6]. Baliklarda MC deneyinde her bir 6rnek i¢in en
az 1000 eritrosit degerlendirilmeye alinmalidir [3]. Fakat
bazi caligmalar genotoksik hasarin tespiti amaciyla MC
degerlendirmeleri yapilirken her bir balik 6rnegi igin 1000
den fazla sayida eritrositin degerlendirmeye alinmasini
onermektedirler (6rnegin her bir balik i¢in 3000 ya da 4000
eritrositin degerlendirilmesi) [8], [39], [40], [46]. Sitoki-
nezin durduruldugu MC deneyinde ise biniikleer hiicreler
degerlendirildiginden her bir balik 6rnegi igin 500 hiicrenin
degerlendirilmesi uygun goriilmektedir [1].

Eko-genotoksikolojik caligmalar gostermektedir ki balik
eritrositlerinde MC deneyi in situ sucul kirliligin belirtecidir
[5], [10], [19], [45], [46].
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Fish-MC (Floresan In Situ Hibridizasyon)

Balik tiirlerinde Floresan In Situ Hibridizasyon,
genotoksisite c¢alismalarina katkida bulunan onemli bir
tekniktir. FISH teknigi; MC’nin tam bir kromozom kaybi
(anojenik) ile mi yoksa kromozom pargasi kaybi (klastoje-
nik) ile mi olustugunun anlasilabilmesi bakimindan 6nem
arz etmektedir [39]. Andploidiler hiicre boliinmesi sirasinda
anormal ayrilma nedeniyle kromozom sayisinda meydana
gelen sayisal genetik degisikliklerdir. Bu tip degisiklikler
kendiliginden ya da mutajenik bir ajana maruziyetle orta-
ya cikabilmektedir. Basta kirleticiler olmak tizere gevresel
ajanlarin insan sagligina potansiyel zararli etkisi yapilan
calismalarla endige yaratmaktadir [4], [39], [55]. Balik tiir-
lerinde FISH-MC deneyi ile yapilan sucul ekotoksikolojik
calismalar oldukga az olup 2014 yilinda Melo ve arkadaslari
tarafindan yapilan ¢alisma bunlardan biridir [39].

Kromozomal Aberasyon Deneyi

Kromozomal aberasyon, karsinojenik ve teratojenik et-
kilerin belirlenmesinde énemli bir genotoksisite deneyidir.
Comet yontemi ile gosterilen DNA zincir kiriklari artigt
ile kromozomal aberasyonlar arasinda bir artis olabilecegi
de bilinmektedir. Subletal (DNA zincir kiriklart ya da kro-
mozomal aberasyonlar gibi) biyolojik cevaplar ve dogal
biyota igerisindeki malignitelerin insidansi ekotoksikolo-
jik calismalarda 6nem kazanmaktadir [43]. Yapilan cesitli
sucul ekotoksikoloji ¢aligsmalari ile balik tiirlerinde kro-
mozomal aberasyon deneyi yapilmis ve indiiklenmis kro-
mozomal aberasyonlarin ¢evre kirliligine bagli olabilecegi
belirtilmistir [18], [24], [57].

Cizelgel. Cevre kirliliginin izlenmesinde genotoksisite testleri

Kardes Kromatid Degisimi (SCE) Testi

Balik hiicrelerinde yapilan SCE testi genotoksik etki-
nin degerlendirilmesi amactyla olduk¢a 6nemlidir [31],
[49], [60]. Soguk sularda yasayan balik tiirlerinin kiiltiirii
yapilmig periferal kan lenfositlerinde yapilan kardes kro-
matid degisimi, cevre kirliliginin biyoizlenmesinde uzun
yillardir kullanilan bir genotoksisite testidir [60]. SCE testi,
cevresel kirleticilerin neden olabilecegi genotoksik hasarin
balik tiirlerinde tespit edilebilmesine olanak veren uygun bir
degerlendirme aracidir [60].

SONUC

Mikrogekirdek testi, FISH-MC, Comet yontemi, Kro-
mozomal aberasyon ve Kardes kromatid degisimi deneyleri
balik tiirlerinde hiicresel diizeyde genotoksik hasarin be-
lirlenmesinde yaygin olarak kullanilan yontemlerdendir (Ci-
zelge 3). Sudaki kirliligin izlenmesinde ve genotoksikanlarin
etkisinin belirlenmesinde balik genotoksisite testleri old-
ukca Onem kazanmigtir. Sunulan c¢alismada sucul eko-
sistemlerde, balik tiirlerinde kimyasal kontaminasyonun
biyolojik indikatorii olarak genotoksisite testlerinin 6nemi
degerlendirilmistir. Sonug olarak sucul kirliligin biyozilen-
mesinde balik genotoksisite testlerinin kullanilmasi erken
donem biyolojik etkinin ve maruziyetin belirlenmesi
agisindan olduk¢a dnem arz etmektedir.

Genotoksisite Testi Hiicre tipi Kaynak
Kromozomal aberasyon Periferal Kan [24]
Comet yontemi Periferal Kan [30], [34]

Mikrogekirdek deneyi Eritrositler, periferal lenfositler, yiizgeg, bobrek, | [2], [14], [46], [53], [56]
karaciger ve solungag hiicreleri

FISH-MC Periferal Kan [39]

Kardes kromatid degisimi Periferal Kan [60]

Cizelge 2. Balik mikrogekirdek deneyinde hiicre tipleri ve hiicrelerin tanimlanma kriterleri

Niikleer Anomaliler (NA) Sitoplazmik Anomaliler (SA)
Hiicre tipi Hiicre karakterizasyonu Hiicre tipi Hiicre karakterizasyonu
Mikrogekirdek (MC) Ana gekirdegin 1/20 ve 1/5’i Anizokromatik Eritrositler (AN) | Cevresinde pigmentler i¢eren
bilyiikligiinde eritrositler

Deforme Cekirdek (DC) - Vakuollii Sitoplazma (VS) Vakuole sahip sitoplazma

Niikleer Tomurcuk (NT); - Ekinosit (EK) Sitoplazmada meydana gelen
anomaliler

Loblu Cekirdek (LC) - Eniikleus (EN) Sadece sitoplazmadan olusan
eritrosit

Niikleer Koprii (NK) - Mikrosit (MS) Boyutlari ¢ok kiigiik olan
eritrositler

Vakuole Sahip Cekirdek (VC) - - -

Biniikleer Hiicreler (BNH) - - -
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(Pisces, Poeciliidae)

eritrositleri

loro-2-metoksiben-
zoik asid (dicamba)

Tiir Calisma bolgesi Hiicre tipi Kontaminasyon Genotoksisite Testi | Kaynaklar
nedeni
Salmo trutta fario (Brown trout) | - Eritrositler PCB 77 MC, Alkali Comet [13]
Yontemi
Danio rerio (Zebrafish) Almanya, Rhine ve | Hepatositler ve - Comet Yontemi [51]
Elbe nehirleri solungaglar
Salmo trutta (Brown trout) Ispanya Bobrek, eritrositler | Siklofosfamid, MC [48]
Anguilla anguilla (European kolsisin ve kadmi-
eel) yum
Phoxinus phoxinus (European
minnow)
Anguilla anguilla L. caged eel | Portekiz, Aveiro Karaciger ve - Comet Yo6ntemi [36]
Lagoon bobrek hiicreleri
Hoplias malabaricus - Periferal kan Tribiitiltin, inorganik | MC, Comet Y 6n- [24]
kursun (Pb II) temi, Kromozomal
Aberasyon Testi
Cyprinus carpio italya, Perugia, Periferal kan Dezenfektanlar MC, Comet Yontemi | [17]
Trasimeno Goli (sodyum hipoklo-
rit, perasetik asit ve
klorid dioksid)
Mugil sp.(gray mullet) Giiney Brezilya Eritrositler Metil metan siilfonat | Comet Yontemi [23]
Netuma sp. (sea catfish) (MMS)
Mugil sp. (mullet); Giiney Brezilya Periferal kan Cevresel kontami- MC, Comet Yontemi | [23]
Netuma sp. (sea catfish) nehri nantlar, mevsimsel
degisiklikler
Zoarces viviparus (eelpout) Goteborg limani Eritrositler PAH metabolitleri Comet Yontemi [25]
Cyprinus carpio L. (common Ukrayna, Kiev Solungag hiicreleri | Bakir ve kadmiyum | MC [8]
carp), iyonlari, kloral
Carassius auratus gibelio hidrat
Bloch.(crucian carp),
Tilapia (Sautherodon) mos-
sambica
(Mozambique tilapia)
Oreochromis niloticus Brezilya, Sao Paulo | Eritrositler Krom bilesikleri MC, Comet Yontemi | [38]
Oncorhynchus mykiss (rainbow | - Eritrositler B(a)P Alkali Comet [12]
trout) Yontemi
Carassius auratus (goldfish) Tirkiye Periferal kan Herbisit (Roundup), | MC, Comet Yontemi | [20]
eritrositler glifosfat formiila-
syonu
Prochilodus lineatus Brezilya nehirleri Eritrositler Dizel kirliligi MC, Comet Yontemi | [S8]
Carassius auratus gibelio - Eritrositler Aeromonas, Pseudo- | MC, Comet Yontemi | [11]
(Prussian carp) monas bakterileri
Carassius auratus auratus Tiirkiye Periferal kan Civa clorid, kursun MC [21]
eritrositleri, sol- asetat
ungag ve yiizgec
epitel hiicreleri
Hyphessobrycon luetkenii Giiney Brezilya, Periferal kan - Comet Yontemi [50]
Sinos Nehri
Heteropneustes fossilis (Fresh | Hindistan Bobrek ve perif- Kina, (sentetik kina) | MC [35]
Water Catfish) eral kan eritrosi-
tleri
Oreochromis niloticus (Cich- Brezilya, Sao Paulo | Eritrositler - MC ve NA [53]
lidae) (Niikleer Anom-
aliler)
Apteronotus bonapartii (Ama- | - Eritrositler Benzen MC, Comet Yoéntemi | [15]
zonian electric fish)
Therapon jarbua - Solungag, kan, Cinko klorid (HgCl)) | Comet Y 6ntemi [42]
bobrek hiicreleri
Cnesterodon decemmaculatus - Periferal kan Herbisidler; 3,6-dik- | MC, Comet Yontemi | [7]
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Synodontis clarias, Tilapia Nijerya, Anambra Solungag ve bo- Agir metaller ve MC [46]
nilotica, Nehri brek eritrositleri PAH’lar

Oreochromis niloticus (Nile - Eritrositler Rotenon (Pestisitler, | FISH MC [39]
tilapia) piscisitler)

Oncorhynchus mykiss (rain- - Hepatositler Heterosiklik MC [16]
bow trout) PAH’lar
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