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Oz: Bu calisma, balikgilik ve rekreasyon alani olarak kullanilan Mogan Géli'nde (Ankara - Tirkiye) Ocak-Mayis 2013 aylari arasinda yiiriitilmstir. Golde yasayan
balik tirlerinden Cyprinus carpio, Carassius gibelio, Tinca tinca ve Esox lucius tirlerinin erkek ve disi bireylerinin kan plazmasinda elektroforetik SDS-Page
(Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi) metodu ile vitellogenin (VTG) proteini arastiriimis ve tirler arasi karsilagtirma yapilmistir. Bu metot icin
Biometra marka dikey elektroforez cihazi kullaniimistir. Ureme déneminde C. carpio, T. tinca ve E. Lucius'un erkek bireylerinde vitellogenin proteini saptanmistir.
Gol ortamindaki gesitli kirleticilerin bu sonuglar tizerinde etkili oldugu disiinilmektedir. Bu calismada elde edilen bulgulara gore kullanilan testin iyi bir biyo-belirteg
oldugu anlagiimistir.

Anahtar kelimeler: Vitellogenin, elektroforez, Cyprinus carpio, Carassius gibelio, Tinca tinca, Esox lucius

Abstract: : This study was carried out between January and May 2013 in Mogan Lake (Ankara - Turkey) which is used as fisheries and recreation area. The
Vitellogenin (VTG) protein was investigated by the electrophoretic SDS-Page (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) method from the
blood plasma of female and male members of Cyprinus carpio, Carassius gibelio, Tinca tinca and Esox lucius species living in the lake and VTG proteins have
been compared. In this method, Biometra brand vertical electrophoresis device has been used. During the breeding period, VTG proteins have been determined
among male members of C. carpio, T. tinca, and E. lucius. It is taught that our results might be affected by various contaminants found in the lake. According to

results of our investigation, it was understood that this method is one of the effective bio-indicators.
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GIRIS

Giniimiizde teknolojik gelisime paralel olarak genetik
alaninda da 6nemli ilerlemeler gériilmektedir. Kullanilan birgok
kimyasal maddenin ya da bilesiklerinin sebebiyet verdigi
yapisal kromozom anomalilerinin tespiti de genetik biliminin

ilerlemesi ile mumkiin hale gelmistir (Schiffmann ve De Boni,
1991; Fenech, 2000).

Vitellogenin deneyi ovipar omurgall hayvanlarda éstrojen
tespitinde en sik kullanilan in vivo biyo-deneylerden biridir
(Sumpter ve Jobling, 1995; Tyler vd., 1996). VTG proteini 17§-
estradiol (E2)'ye cevap olarak karacigerde (retilir ve karaciger
hepatositleri igerisinde muhafaza edilerek gelismekte olan
oositlere tasinir (Lazier ve McKay, 1993; Van den Belt vd.,
2003). Butin ovipar omurgalilar gibi teleost baliklarda da
VTG'nin ovaryumlara alinmasi reseptor-aracili endositoz ile
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gergeklesir. VTG reseptorleri oosit membraninda yerlesiktir.
Baglanma yerinin ¢ekim guict ylksektir ve yaklasik 100 kDa
biyukligindedir. Vitellogenezin baslamasi ile plazma VTG
duzeyleri hizla yukselir ve gelisim evresi boyunca yuksek kalir
(Allner vd., 1999; Tyler ve Sumpter, 1996). VTG gelismekte
olan oositin ihtiyaci olan aminoasitler, eneriji, lipit ve kalsiyumun
tamamini olmasa da biyik kismini kargilar. VTG'nin dretimi
ostrojene bagimlidir, dolayisi ile disilerle sinirlidir. VTG erkek
baliklarin  plazmasinda normalde ¢ok diisik diizeyde
bulunmaktadir (Allner vd., 1999; Tyler ve Sumpter, 1996).
Erkek baliklarda VTG geni bulunur, ancak sentezlenebilmesi
icin hem dogal hem de sentetik Gstrojenlere maruz kalarak
tetiklenmesi gerekir (Tyler vd., 1996). Endokrin bozucu
kirleticilerin (EDC) birgogu Gstrojen uyarici etki yaparlar. Ayrica
birgok galismada EDC'lerin dogal steroid 17B-Ostrojeni taklit
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ettigi bildiriimistir. S6z konusu kirleticilerin dstrojenik aktivitesi
zayiftir (Donohoe ve Curtis, 1996; Coldham vd., 1997; Van den
Belt vd., 2003; Cek ve Sarihan, 2010).

Sucul ortamda birden ¢ok maddenin kirletici olarak
bulunmasi sinerjistik etki gdstererek toksisitelerinin artmasina
neden olmaktadir. Diger taraftan sbz konusu bilesiklerin
(ftalatlar, PCB'ler, poliklorin-bifeniller, vb.) lipofilik 6zelliginden
dolay! sucul canlilarda 100000 katina kadar biyoakimilasyon
gosterebilmektedir (Gek ve Sarihan, 2010).

Endokrin sistemde bozucu etki yaratan kimyasal maddeler,
baliklarin biyokimyasal sistemlerini agonistik veya antagonistik
olarak etkilerler (Colborn vd., 1993). Baliklar sucul besin
zincirinin en {st kademesinde bulundugundan ekosistem
etkilerinin  degerlendirimesinde indikatér olarak tercih
edilmektedir. Son yillarda yapilan aragtirmalara gre insan
yapimi kimyasallardan kullanimda olan 100000'den fazla
Ostrojenik aktiviteli madde bilinmektedir (Tyler vd., 1996;
Bjorkblom vd., 2011; Cek ve Sarihan, 2010). Organoklorin
pestisitleri, alkil fenol kimyasallari ve ftalatlar kapsayan birgok
urtin ksenodstrojen olarak tanimlanmistir (Jobling ve Sumpter,
1993; Jobling vd., 1996; Routledge vd., 1998; Van den Belt vd.,
2001; Van den Belt vd., 2003). Birgok gevresel strojen sanayi
kaynaklidir. Bunlara ek olarak farmasétik ostrojenlerden 17a-
ethinylestradiol (EE2) ve dogal Ostrojenlerden E2, estron,
estriol atiksu aritma galigmalarinin bir Grind olarak ortaya
clkmaktadir (Shore vd., 1993; Stumpf vd., 1996; Ternes vd.,
1999; Van den Belt vd., 2003).

Mogan Golii, Ankara igin dnemli sucul rekreasyon alani
olmasi ile birlikte floristik ve faunistik agidan zengin bir yapiya
sahiptir. G6l son vyillarda gevresel tehditlerin etkisiyle otrofik
ozelliktedir (Karul vd., 2000). Cevresindeki kirlilik unsurlarinin
gole tasinimi s6z konusudur. Tarimsal atik bazli kimyasallarin
yagmur ve drenaj sulari ile taginimi ve sivrisinek micadelesi
gibi uygulamalar sonucu dogrudan ya da dolayli olarak
bulagsma ile g6lin kirlilik yiku artmaktadir (Fakioglu ve Polatsi,
2005). Goldeki bazi balik tiirleri avlanmakta ve tiiketilmektedir.

Su kaynaklarinda EDC'ler ve dogal dstrojenler iz miktarda
bulunmaktadirlar. Sucul ekosistemlerin indikatér canlisi olan
baliklarin kaninda VTG gibi dstrojen bagdiml proteinlerin
ekotoksikolojik risk degerlendirmesinde  dnemli  oldugu
belirtiimektedir (Allner vd., 1999). Bu nedenle Mogan Goli’'nde
yasayan baliklardan C. carpio, C. gibelio, T. tinca ve E. lucius
bireylerinde ireme donemlerine denk gelen aylarda
ekotoksikolojik etkilerin VTG analizi ile tespiti amaglanmigtir.
Deneyin hassasiyeti ve givenilebilirligi VTG'ye karsi Uretilmis
antikorun  dzelliklerine  bagimli  oldugundan, plazmada
elektroforetk ~ yontemle VTG varliginin  gdsteriimesi
ekotoksikolojik yonden tercih edilmektedir (Tyler ve Sumpter,
1990; Asturiano vd., 2005).

MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma, Ankara’nin glineyinde yer alan ve dénemli
rekreasyon alani olusturan Mogan Goli’'nde gerceklestirilmistir.

Mogan Golti, Ankara'nin glineyinde yer alan Gtrof sig bir tatlisu
géludir. Ornekler gdlde belirlenen 4 istasyondan temin
edilmistir (Sekil 1). Belirlenen istasyonlara ait koordinatlar
asagida verilmistir.

1. istasyon K 39° 47' 38" D 32° 47' 58"
2. Istasyon K 39° 47'8" D 32°48' 11"
3. Istasyon K 39° 45' 7" D 32° 46' 47"
4. Istasyon K 39° 46' 10" D 32° 47' 5"
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$Sekil 1. Mogan Golu 6rnekleme lokalizasyonlari
Figure 1. Mogan Lake sampling localizations

Goldeki balik tiirlerinin Greme ddénemlerini igeren Ocak-
Mayis 2013 aylari arasinda ornekler alinmistir. Balik
oérneklerinin avlanmasinda 18x18; 30x30; 40x40; 50x50; 60x60
ve 70x70 mm g6z acikliklarina sahip fanyali aglar kullaniimistir.
Balik drnekleri canli olarak laboratuvara getirilmis, total boylari
(mm) olcllmis ve agirliklar +1 g hassasiyetli terazi ile
tartiimigtir.  Orneklerin yas tayinleri pullardan  yapilmigtir
(Lagler, 1956).

Her oOrnekten vitellogenin proteini analizi i¢in kaudal
venadan 5 mllik enjektor ile kan alinmigtir. Kanin
pihtilasmasini engellemek igin i¢ ylzeyi Nevparin marka
heparin ile tamamen heparinize edilmis enjektdrler
kullanilmigtir. Baliklarin kan 6rneklemesi sirasinda Quinaldin
(25 mg/L) ile anestezi uygulanarak aci hissi yok edilmistir
(Kelestemur ve Ozdemir, 2010). Kan ornekleri Hettich marka
sogutmali eppendorf santrifiljde plazmasi ayrilarak vitellogenin
analizi igin hazir hale getirilmigtir. Protein yapisinin
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bozulmamasi i¢in  -80 °C’ de muhafaza edilmistir. Deneyde
plazma igerisindeki her bir proteinin, molekl agirliklarina gore,
jel Uzerinde tek bant olusturabilmesine imkan veren Sodyum
Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elekiroforezi (SDS-Page)
metodu ve bu metot icin Biometra marka dikey elektroforez
cihazi kullaniimistir. Bu metotta proteinler Sodyum dodesil
stiifat (SDS) varliginda hazirlanan polimerize olmus jel
izerinde yuritilmektedirler (Allner vd., 1999; Asturiano vd.,
2005). Ayirici jel hacmen %10 konsantrasyon ile yukleme jeli
ise hacmen %5 konsantrasyon ile hazirlanmistir. Deney
sirasinda optimum manyetik ylrlitmenin saglanabilmesi icin
konsantre yiritme tamponu 1/5 oraninda distile su ile
seyreltilmistir. Hazirlanan her jel de 1. kuyuya Marker (Page
Ruler) koyulmustur. Diger jeller igin her yikleme kuyusuna
farkli 6rnege ait kan plazmasi olmak (izere 3 pl protein ile 7 pl
boya karistirilarak yiklenmistir. Son olarak elektrik akimi 70
Amper ve 140 Volt olacak sekilde proteinlerin jel igerisinde
yurGtlimesi islemi baglatiimigtir. YUrdtme islemi jelin alt
ucundan 1 cm. yiikseklikteyken sonlandiriimistir.

BULGULAR

Avlanan baliklardan Cyprinus carpio (L., 1758), Carassius
gibelio (Bloch, 1782), Tinca tinca (L., 1758) ve Esox lucius (L.,
1758) bireylerinin yas, total boy ve agirliklari saptanmistir. Baz
C. carpio ve T. tinca bireylerinde gonad gelisimi olmadidi igin
cinsiyet tayini yapilamamistir. C. gibelio bireylerinin tamaminin
disi oldugu belirlenmistir. Yas, boy ve adirlik verileri Tablo 1’ de
verilmigtir.

Tablo 1. Balik tiirlerinin yas, boy ve agirlik dagilmi
Table 1. Age, length and weight distributions of fish species

Ortalama Boy o Ortalarrja
i Yasg N Agirhk Dagilimi
Tiir . Dagilimi (cm)
Dagilmi (Min-Max) (9)
(Min-Max)
' 5 3231 41040
C. carpio V- 26.00.3630)  (241.73-550.80)
s 28.28 366.94
C. gibelio I 2600-3000)  (30345-430.92)
_ 5 26.86 273.30
T. tinca IV 045028000 (201.75-347.71)
_ 1 44.03 544.56
E. lucius VA 70052000 (395.36-970.00)

Bu arastirmada SDS-Page deneyinde elde edilen jel
gdrintileri incelenmis, C. gibelio disinda kalan diger tim erkek
bireylerin en az birinde VTG tespit edilmistir. Vitellogenin analizi
icin elektroforez yontemi ile yuriitilen deney sonucunda daha
once VTG'si indiiklenmis &rnekler ile avlanan baliklara ait
ornekler karsilastiniimistir (Sekil 2, Sekil 3). C. carpio, T. tinca
ve E. lucius bireylerinin vitellogeninlerinin yalniz disilerde degil
erkeklerde de gorlildigu tespit edilmistir. Arastirmada C.
carpio, C. gibelio, T. tinca ve E. lucius’ un tim ergin disi
bireylerinde VTG saptanmistir. incelen tiilerden C. gibelio
disindaki diger tlrlerin en az bir erkek bireyinde VTG proteini
gortimUstir. Analizde cinsel olgunluga erismemis ve Ureme
periyodu disinda kalan baliklarin plazmalarinda vitellogenin
proteinine rastlanmamistir.

Sekil 2. VTG tespiti yapilan jel gorlintiisti-1: 1. Marker, 2. QC. carpio (25ug/L 6stradiol-beta’ya maruz birakilmig jivenil sazan plazmasi), 3. QE.
lucius, 4. 3E. lucius, 5. Q E. lucius, 6. QC. carpio, 7. 3C. carpio, 8. Q@ T. tinca, 9. Q T. tinca, 10. @ C. gibelio

Figure 2. VTG detected gel image-1: 1. Marker 2. @ C. carpio (25ug/l estradiol-beta inducted juvenile carp plasma), 3. QE. luciu,s 4. JE. lucius,
5. Q E. lucius, 6. QC. carpio, 7. 3C. carpio, 8. @ T. tinca, 9. @ T. tinca, 10. @ C. gibelio
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Sekil 3. VTG tespiti yapilan jel goriintiist-2: 1. Marker 2. Q C. carpio (25ug/L Gstradiol-beta’ya maruz birakilmis jivenil sazan plazmasi), 3. &
E. lucius, 4. Q T. tinca, 5. @ T. tinca, 6. & E. lucius, 7. & T. tinca, 8. & C. carpio, 9. @ C. carpio, 10. QC. gibelio.

Figure 3. VTG detected gel image -2: 1. Marker, 2. @ C. carpio (25ug/l estradiol-beta inducted juvenile carp plasma), 3. & E. lucius, 4. @ T.
tinca, 5. @ T. tinca, 6. & E. lucius, 7. &' T. tinca, 8. & C. carpio, 9. @ C. carpio, 10. QC. gibelio.

TARTISMA VE SONUG

Mogan Géli'nde yasayan C. carpio, C. gibelio, T. tinca ve
E. lucius bireylerinin kan plazmalarinda elektroforetik
vitellogenin analizi yapilmistir. Deneyin hassasiyeti ve
guvenilebilirligi VTG'ye karsi (retilmis antikorun 6zelliklerine
bagimii oldugundan, plazmada elektroforetik yontemle VTG
varliginin  gosteriimesi  ekotoksikolojk  yénden  tercih
edilmektedir (Tyler ve Sumpter, 1990; Asturiano vd. 2005).

Bu arastirmadaki bulgulara benzer olarak Tyler vd. (1996),
Cyprinidae familyasindan Leuciscus leuciscus ve Tinca tinca’
larin VTG'lerinin RIA testinde c¢apraz reaksiyon verdigini
bildirmistir. Cyprinidae disindaki diger 8 familyada (Clupeidae,
Salmonidae, Siluridae, Cyprinodontidae, Gasterosteidae,
Cichlidae ve Cottidae) ise vitellogenik baliklardan alinan
plazmada radyoimmiin (RIA) testinde ok diisiik oranda gapraz
reaksiyon rapor edilmistir. Sonug¢ olarak Cyprinidae
familyasindan olmayan baliklarin VTG'sinin, Cyprinidae’lerin
VTG’ sinden immiinolojik olarak dnemli derecede farkli oldugu
bildiriimistir. Ayni ¢alismada disi baliklarin plazma VTG
diizeyleri Ureme ddnglisi boyunca dlglimis ve vitellojenik
ovaryum gelisiminin zirve yaptigi dénemde en yilksek seviyede
oldugu belirtilmistir. Meucci ve Arukwe (2005) Salmo salar’in
juvenil bireylerinde BPA (bisfenol A)'ya maruz kalmadaki VTG
ve zona radiata proteinlerini elektroforez ve ELIZA testi ile
arastirmig, BPA’nin iyi bir ekotoksikolojik biomarker olarak
gelistirilebilecegdini  belirtmislerdir. Maltais ve Roy (2009)
Kanada'dan =~ Moxostoma  hubbsi  ve  Moxostoma

macrolepidotum tlrlerinin dstradiol ile indiiklenen jivenil
bireylerinde hem plazma hem de mukusta vitellogenin tespit
etmiglerdir. Caligmalarinda elektroforez, ELIZA yéntemiyle 150
kDa molekul agirliginda bir biyik ve 120 kDa'da da kiglk bir
bant bulmuslardir. Boylece yizey mukusunun vicut disinda
bulunan bir vitellogenin érnegi olarak gelistirilebilecegini 6ne
stirmislerdir. Ayrica tliriin Greme biyolojisinin arastirimasinda
da kullanilabilecegini  belirtmiglerdir. Brion vd. (2000)
Oncorhynchus mykiss, Gobio gobio ve Leuciscus cephalus;
Asturiano vd. (2005) Liza aurata; Hennies vd. (2003) Cyprinus
carpio ve Perca fluviatilis; Roubal vd. (1997) Pleuronectes
vetulus; Ndiaye vd. (2006) Oreochromis niloticus; Allner vd.
(1999) Leuciscus idus ve Danio rerio  (Bstrojen
indliksiyonundan sonra); Nagler vd. (1987) Salmo gairdneri
(6strojen indlksiyonundan sonra); Yamaguchi vd. (2009)
Oryzias latipes; Yamanaka vd. (1998) Fundulus heteroclitus
tirlerinde yaptiklari galismalarda VTG proteini izole ederek
elektroforetik aragtirmalar yapmiglardir. Bu galismalarda erkek
ve juvenil bireylerde VTG proteini tespiti ile Mogan Goli’'ndeki
erkek baliklarda VTG proteininin tespit edilmesi arasinda
benzerlik oldugu anlasiimigtir.

VTG proteini, gevresel kirleticilerin EDC aktiviteli olarak
ireme siklusunda antropojenik etki yaparak VTG sentezine
sebep olabilecekleri anlasiimaktadir. Cevresel kirleticilerin balik
tirlerinde  Ozellikle erkek bireylerin  dreme ddngistnde
aksamalara  ve  bozulmalara  sebep  olabilecegi
dustnilmektedir. Bu durumun da Mogan Géli'nde yasayan

154



Electrophoretic comparison of vitellogenin protein in some fish species in Mogan Lake

baliklarin endokrin sistemini etkileyen antropojenik kirlilik
kaynaklarina yani EDC aktiviteli bilesiklere maruz kaldigini
dustndirmektedir. Bu calismada kullanilan biyolojik ydntemin,
kirlilik tespiti yoniinde iyi bir biyo-belirte olarak kullanilabilecegi
belirlenmistir.

Su sistemlerinde sadece su kalite parametreleri lizerinden
kirllik ve etkilerinin  belirlenmesi  beklenen  sonuglarin
alinmasinda vyeterli veriler olmayacaktir. Bu nedenle sucul
ekosistem bilesenlerinin énemli grubunu olusturan ve besin
kaynagl konumunda 6nem tasiyan baliklardaki genotoksik
arastirmalarin periyodik olarak yapilmasi gerekmektedir.
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