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ONSOZ

- TUBITAK desteginde yiiriitiilen “‘Poliaromatik Hidrokarbonlarin
(PAH) baliklardaki Kanserojen Etkisi ve Buna Bagli olarak DNA’da
Olusan Aromatik DNA Eklemeleri”” projesi, ODTU-Erdemli Deniz
Bilimleri Enstitiisii, Ingiltere’de Haddow Laboratories Institute of Cancer
Research ve Cukurova Univ. Saglik Bilimleri Enstitiisii, Biyokimya Ana-
bilim Dals (C.U.,SBE-BKABD) tarafindan misterek olarak yiiriitiilmiistiir.
Ayrica 6mek aluminda Tarim ve Kéyisleri Bakanligi, Trabzon Su Uriinleri
Aragtirma Enstitiisii’niin teknelerinden 6¢nemli 8lgiide }:fararlamhmstlr.
Katkilarmdan dolay: bu kuruluglara tesekkiir ederiz.

Bu rapor yukarida adi gegen proje ile ilgili 01.11.1994 - 01.11.1996
tarihleri arasinda yapian alan ve laboratuvar galismalarinm sonug ve

yorumlarini igermektedir.
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OZET VE ANAHTAR KELIMELER

Bu raporda, “Poliaromatik Hidrokarbonlarin (PAH) baliklardaki

Kanserojen Etkisi ve Buna Bagh Olarak Olusan Aromatik DNA-
Eklemeleri” adli proje ¢ercevesinde Karadeniz’de yasayan Kefal, Mezgit,
Gaga, Barbun, Pisi, Tirsi ve referans bolge olarak secilen ODTU-DBE
Limaninden avlanan Kefal baliklarinda aromatik DNA-eklemeleri sonuglar:
yillara gére verilmistir.
_ Adi  gecen proje, Tiirkiye Bilimsel Arastirma Kurumu
(TUBITAK)’in parasal katkisi, Ingiltere’den Institute of Cancer Research
(ICR) ve Cukurova Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Biyokimya
Anabilim Dali (C.U.-SBE-BKABD) laboratuvarlari kultamilarak Orta Dogu
Teknik Universitesi Deniz Bilimleri Enstitiist (ODTU-DBE) tarafindan
ylrtittilmistiir,

Proje igeriginde, Dogu Karadeniz Trabzon Havaalami ve Yomra
Limanindan Aralik ve Ocak aylarinda yilda bir kere ve iig yil siire ile 6rnek-
leme yapimustir. Orneklerde aromatik DNA-eklemelerinin farkl: balik tiirle-
rinde ve yillara gére degisimleri incelenmistir.

1996 yilinda baliklarda &lgiilen aromatik DNA-eklemeleri sonugla-’
rina bakildifinda kandan ve karacigerden elde edilen sonuglar tiirlere gére
farkhiliklar gostermektedir. Karaciger sonuglarina gére en yiiksek aromatik
DNA-eklemesi ODTU-DBE Limamndan avlanan ve refereans balik olarak
segilen Kefal baligmnda ol¢iilmiistir. Kanda en yiiksek deger ise Pisi

baliginda 6lgiilmiistitr.
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1996 yilinda &lgiilen poliaromatik hidrokarbon konsantrasyonu da
yine tirler arasinda farklilik gostermektedir. Buna gore Kefal (40.2 + 17.0
pglg kuru agirhk) ve Caga (402 + 17.0 rg/g kuru agirhik) baliklarinda
poliaromatik hidrokarbon (PAH) konsantrasyonu yiiksek degerlerde

dlelilmiisken, Pisi balifinda 6lgiilen PAH konsantrasyonu olduk¢a disiik
(11.5%5 pg/g kuru agirlik) diizeyde bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Kefal, Mezgit, Pisi, Barbun, Tirsi, Caca, Aromatik

DNA-eklemeleri, Dogu Karadeniz.




SUMMARY AND KEY WORDS

The present report includes the annual changes of aromatic DNA-
adducts in Grey mullet, Whiting, Sprat, Red Mullet, Flounder and Twaite
Shad living in the eastern Black Sea and in Grey mullet living in the
METU-IMS Harbour chosen as a reference area. These studies were carried
out within the framework of the project “The Carcinogenic Effects of
Polyaromatic Hydrocarbons on Fish and Aromatic Adduct Formation
in DNA”

The project was conducted by the Middle East Technical University,
Institute of Marine Sciences with the financial support of the State Planning
Office, Turkish Scientific and Technical Research Council (TUBITAK) and
in collaboration with the Institute of Cancer Research (ICR) and Cukurova
University, Institute of Health Sciences, Department of Biochemistry (C.U,
HIS-DB).

During this project, fish samples were taken offshore near Trabzon
Airport and from Yomra Harbour in the eastern Black Sea in December
and/or January of each year for a period of three years (1994, 1995 and
1996). The yearly variation of aromatic DNA-adducts was studied in
different fish species.

In 1996, the concentrations of aromatic DNA-~adducts obtained from
blood and liver samples showed species-dependent changes. The highest
aromatic DNA-adduct concentration in livers was measured in Grey mullet
collected from METU-IMS Harbour, the chosen reference area though this
was lower than DNA-adduct concentrations observed in Mersin Ha:rbour.

The highest adduct value in the blood was found in Flounder.
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The Polyaromatic Hydrocarbon (PAH) concentrations measured in

'1996, showed variations among fish species; high concentrations were

measured in Grey mullet (40.2 £ 17.0 pg/g dry weight) and in Sprat (35.1 +

22.0 pg/g dry wt.), while the Flounder contained the lowest value (11.5 +

5,0 pg/g dry wt.).

Key words: Grey muilet, Whiting, Flounder, Red mullef, Twaite shad,
Sprat, Aromatic DNA-adducts, Eastern Black Sea.




1. GIRIS

M.O 4000 yillarinda Hippokrates yaptifi deneyletle kanserlesmeyi
tespit edip admna yunanca Karkinoma demigtir. Bu kelime latince Cancer
kelimesinin karsilifidir. Kanser hakkindaki ilk bilgiler, endiistri devrimin-
den o6nce maden ve metal iglerinde galigan iggilerde yogun olarak akciger
kanserine rastlanmasindan sonra ortaya gikmugtir (Giles, 1996),

Poliaromatik hidrokarbonlar (PAH) dogadaki tam olarak yanmamig
fosil yakitlarmn bir iiriinit olarak ortaya ¢ikar (Lunde ve Bjorseth, 1977, bkz.
Giles ve ark., 1996). Kanser yapan PAH’lar metabolik olarak endoplazmik
retikulum mikrozomlarinda bulunan mixed function oxidaz (MFO) enzim
sistemi yardimiyla epoksidlere déniigiirler ve olugan bu gruplar ¢ok aktif
olup kovalent baglarla DNA, RNA, proteinler vb. baglanirlar ve aromatik
DNA-adduct’larm (DNA-eklemeleri’ni) olustururlar (Geacintov ve ark.,
1982; Gupta ve Earley, 1988; Masento ve ark., 1989; Phillips ve ark., 1990;
Giles ve ark, 1995, 1996). Bu DNA-eklemeleri canli viicudunda Kkanser
baslangicuun en énemli basamaklarindan biridir.

*P-sondan ekleme (postlabelling) teknigi oldukga hassas, spesifik
olmayan (non-specific) bir metod olup aromatik DNA-eklemeleri’nin tespiti
igin kullanulir (Gupta ve ark., 1982; Phillips ve ark., 1986; Schoket ve ark.,
1990).

Xenobiotiklerin (canli organizmaya zarar veren maddeler) §zellikle -
free radical (serbest kokler) olusturanlarnun ara , ya da son iriinlerinin
kanser etkisi 1940’lardan beri bilinmektedir (Mason ve ark., 1982). Diinya
tizerindeki sucul ortamlar giin gegtikge daha fazla miktarlarda xenobiotik’le
kirlenmektedir, Bu nedenlé denizlere, nehirlere, géllere giren yabanc: mad-

deler ve bunlarn canli sistemlere yapmis oldufu zararlar hakkinda bilim




adamlan yogun bir gekilde galigmalanu siirdiirmektedir. Bu galigmalarla
son yillarda baliklarda tiimor olusumlarmin arttigl tespit edilmigtir. Bu
nedenle xenobiotﬂderiﬁ canli organizma tarafindan alinmasi, viicuttaki
dagilim, belirli yerlerde birtkimi metabolize olusu ve digart atilmas: hak-
kinda da galigmalar yapilmigtir (Neff 1979, Hun ve Allen, 1974 in Balk ve 7
ark., 1984).

Benzo(a)pyrene PAH’lar arasinda iizerinde en ¢ok galisiian ve hem
memelilerde hemde bahklarda oldukga yiksek kanserojen etkisi oldugu
bilinen bir xenobiotiktir (Neff, 1979; Balk ve ark., 1984). Benzo(a)piren ve
birgok PAH denizlere atmosfer, karalardan denizlere akan her tirlii su
kaynaklari (nehirler, dereler v.s) ve sucul ortamlara petrolun dogrudan
akmastyla ulasir.

Yukarida da anlatildifi gibi deniz ortamlarinin giin gegtikge daha da
¢ok kirlenmesi ve denizsel besin kaynaklarnin insan saghig igin risk olug-
turmast bu konu 6zerine daha da ok egilmeyi gerektirmistir. Denizlerdeki
kirlenmenin miktarut deniz suyunda 6lgmek ¢ofu zaman miimkiin olma-
yabilir. Bu nedenle olugan kirliligi akiimiile eden canlilarla galismak hem
yapilan galismay: anlamli hale getirir hemde var olan tehlikeyi algilamakta
kolaylik saglar.

Proje ¢aligmalarinda farkli ortamlarda yagayan ve farkh besinlerle
beslenen beg balik tiirii kullanitmigtir:

Mezgit Balg1 (Merlangius merlangus euxinus); Genellikle kiy1 sularinda
camurlu sedimanda yasarlar. Yagadiklan derinlikler 30-120 m arasmda'
olmasmna kargin genellikle en gok tercih ettikleri derinlik 85 m. civarindadir.
Genel olarak ¢aga, hamsi, barbun, kiigitk kabuklular ve kurtlarla beslenirler.

Beslenme aligkanliklari mevsime gore degisic (Fisher, 1973 ve Ismen,
1995).




Caca Balig (Sprattus sprattus phalericus); Pelajik bir tir olan Caga balifiy
stiriiler halinde hareket ederler. Mevsimsel gogleri vardir. Zooplankton

(kopepod), balik yumurtalar1 baglica besin kaynaklaridir (Fisher, 1973 ve
Avsar, 1993).

Pisi Bahf (Platichtys flesus luscus); Karadenizde yagayan bir tirdiir. Si
ve yumugak deniz diplerinde yagarlar. Aci sularda yagamay tercih ederler.

Besinlerini kabuklular, kiigiik yumugakgalar ve kurtlar olugturmaktadir
(Fisher, 1973).

Kefal Bahgi; Sii sularda gruplar halinde yagarlar. Yagama alanlan oldukga
genistir, lagiinler, aci sular, farkli tuzluluktaki demizlerde rahatga yagaya-
bilirler. Bu ¢alismada Lisa ramada, Oedolechilus labeo, ve Mugil saliens
tirleri kullanimugtir. Dipte yagayan canlilar, planktonik organizmalar,
askida organik maddelerle beslenirler (Fisher, 1973).

Barbun Balhg (Mullus barbatus ponticus), Si1f sularda kumlu ve gakillt
diplerde yasar. Tercih ettikleri ortalama derinlik 30m dir. Kiigiik kabullular
(kurt ve yengeg) baslica besin kaynaklandir (Fisher, 1973).

Tirsi Bahifi (dlosa fallax nilotica); Pelajik deniz balifidir. Gruplar halinde
bulunurlar ve gog ederler. Kiigiik baliklar, zooplanktonlar temel besin kay-
nagidr (Whitehead ve ark., 1989).




2. PROJEYI DESTEKLEYEN VE ISBIRLIGI
YAPILAN KURULUSLAR

Projeyi destekleyen ve igbirligt yapan kuruluslar sunlardir:
- Tiirkiye Bilimsel ve Teknik Aragturma Kurumu (TUBITAK)
- Orta Dogu Teknik Universitesi-Erdemli Deniz Bilimleri Enstitiisii
(ODTU-DBE)
- Institute of Cancer Research - Ingiltere
- Cukurova Universitesi- Saglik Bilimleri Enstitiisii, Biyokimya Anabilim
Dali (C.U.- S.B.E., B.A.B.D)

2.1. TURKIYE BILIMSEL ve TEKNIK ARASTIRMA
KURUMU-TUBITAK

Calisma Tirkiye Bilimsel ve Tekni Aragtirma Kurumu biinyesindeki
Yer Deniz Atmosfer Bilimleri ve Cevre Arastuma Grubu (YDABCAG)
tarafindan YDABCAG-35 Projesi kapsamunda desteklenmigtir.

2.2. INSTITUTE OF CANCER RESEARCH
(Kanser Arastirma Enstitiisii)

Ingiltere’deki bu enstitii, 1993 ve 1994 yillarinda baliklardan izole
edilerek gonderilen DNA. &rneklerinde aromatik DNA eklemelerini sapta-
mistir. 1995 yilinda 60 tane 6rnek yine bu labaratuvarda analiz edilmistir.
1996 yilinda toplanan yaklagik 150 érnek ODTU-DBE tarafindan yine aynll
enstitiiniin alet ve kimyasallar: kullanilarak analiz edilmugtir.
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2.3. CUKUROVA UNIVERSITESI SA(”;L;K BILIMLERI
ENSTITUSU BIYOKIMYA ANABILiM DALI
(C.U.- SBE-BKABD)

1996 yilina kadar olan tiim laboratuvar galigimalari bu enstitiiniin
labaratuvarlarninda yapilmigtir.,

2.4. ORTA DOGU TEKNIK UNIVERSITESI DENizZ
BILIMLERI ENSTITUSU

1996 yilindaki son ¢meklemede toplanan baliklardan DNA izolas-
yonu bu enstitiide yapilmustir. Ayrica projenin tim ara raporlan yine bu
enstitii tarafindan hazirlamp TUBITAK a sunulmugtur.




3. PROJENIN AMACLARI

Poliaromatik  hidrokarbonlarmn (PAH) dogada var olus kaynaklan
dogal olarak, petrol ve insan (anthropogenic) kékenlidir. Su ve deniz orta-
minda var obma sebebi ise insan kaynakhdir (Cossa ve ark., 1983). Bazi
poliaromatik hidokarbonlarin ise yitksek oranda kanserojen olduklari
bilinmektedir (Dipple, 1976; Gelboin ve Pop, 1981; IARC, 1978; Crouch ve
Harshbager,1985; Stein ve ark., 1990; Phillips ve ark., 1995). PAH’la{
oksitlenerek hidodiol ve hidrodiol epoksitlere déniisiirler ve olugan bu yapi-
lar kovalent bagla DNA’ya baglanarak aromatik DNA-eklemeleri (aromatic
DNA-adducts) olustururlar (Hawkins ve ark., 1990; Ashurst ve ark., 1983;
Phillips ve ark., 1986; Varanasi ve ark., 1989). Olugsan bu DNA-eklemeleri
DNA'min kendini onarma yetenefiine bagl olarak geri doniigiimlir yani
DNA kendini onararak normal hale doénebilir. DNA hasarli kisimlarni
enzimler yardimiyla tamir etme yetenegine sahiptir. Bu tip tamirler genelde
ultraviyole 1sinlarinin neden oldufu hasarlar ve kimyasallarin olusturduklan
DNA-eklemelerinde goriilir (Bohr ve ark., 1987). Kalici aromatik DNA-
eklemeleri ise kanser olugumunun baglangicidir, PAH’m in vive olarak
metabolize olugu canlilarda (6rnegin, insanda ve balikta) birbirine benze-
mektedir (Varanasi et al., 1989).

Yukaridaki bilgilerin 151finda bu projenin uzun vadede amaci;

- Kansere neden olan poliaromatik hidrokarbonlarin baliktaki
mekenizmasinn belirlenmesi,

- Insandaki kanser biyokimyasi ve fizyolojisinin belirlenmesinde hangi
baligm model olarak kullamlabilecegi seklinde 6zetlenebilir.

Temel amac ise;

- Karadenizde yagayan baliklardaki PAH konsantrasyonu ile aromatik DNA

eklemelerinin olugumu arasindaki ilgkiyi belirlemek,




- Tiirk karasularinda kanserojen maddelerin DNA iizerindeki kanser etkisini
kolayca gorebilecegimiz balik tiirlerini segmek ve

- Baliklarda aromatik DNA-eklemeleri ile yagam igin gerekli olan enzimler
arasindald iligkiyi belirlemektir.




4. PROJEDE UYGULANAN METODLAR
4.1. ORNEKLERIN TOPLANMASI VE SAKLANMASI

Mezgit, Caga, Barbun ve Pisi 6rnekleri Trabzon havaalam aciklarin-
dan ve Kefal 6mekleri Yomra’daki kiigiik limandan 1994,1995 ve 1996
Ocak-Jubat aylarinda yilda 1 kez trol ya da gugur aglanyla toplanda.
Referans bolge olarak segilen ODTU-DBE limanindan alinan kefal ornek-
lei ise germe (mani) ag1 ile avlandi. Toplanan balik dmeklerinin karaciger-
lerinde PAH, kan ve karacigerinde aromatik DNA eklemeleri tespit edildi.

Canli olarak yakalanan baliklarnn kuyruklar kesilerek kanlari, igeri-
sinde hazir olarak etilen diamintetra asetik asitli (EDTA) bulunan tiiplere
alindi, tiipler 5-6 kez alt-iist edilerek yavasea kanstirildi ve deney
yapilincaya kadar buz dolabinda (+4 °C) sakland). Kam alman baligin

karacigeri de gikarihip aliminyum folyoya sarilarak deney yvapilincaya kadar
-20 °C’de saklandi.

4.2. DNA 1ZOLASYONU (AYRIMI)

DNA’nin balik kanindan ve karacigerinden izolasyon metodu temel

olarak Gill ve ark. (1985) ve Gupta (1984) tarafindan tammlanmigtr,
Aragtirmada bu metotlar kullamlmigtir.

4.2.1. KANDAN DNA 1ZOLASYONU

a) 500 pl kan 6regi 1.5 ml tampon gozeltinin (0.01 M Tris-HCL 0.01 M
EDTA, 0.1 M NaCl, %2 sodyum dodesil silfat - SDS, pH 8.0 ) igine

konuldu, iizerine 75-100 pl Proteinase K (10mg/ml) eklenerek 37 °C’de
1 gece inkube edildi,




b) Omek distile edilmis esit hacimde (~2 ml) fenol ile 5 dk,
4000 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi,

karistirilds ve

c¢) Ustteki siipernatant (siv1) kisimu alind;, 1 ml fenol ve 1 ml sevag
(kloroform: izoamil alkol, 24:1) eklendi, tekrar 5 dk, kanigtirilip 10 dk. 4000
rpm’ de santrifiij edildi,

d) Yine iistteki siipernatant alindi ve 2 ml sevag ile-aym islem tekrarlandi,
e) Ustteki siipernatant fazma 0.1 hacim (200 ul) 5 M NaCl ve 1-2 hacim
(2-4 ml) daha onceden -20 °C’de sofutulmus etanol eklenerek DNA nin
¢Okelmesi saglandi. Cokelen DNA %70°1ik etanol ile tekrar yikandi,

f) Bu DNA 2 ml 1/100’1lik SSC (150 mM NaCl ve 15 mM Na-sitrat)
igerisinde ¢oziildii,

g) DNA’dan RNA artiklarimi temizlemek igin, 240 pl 50 mM Tris (pH 7.4)
igerisine 30 pl RNAse T1 (150 unit) ve 30 pl RNAse A (300 pg) konuldu,
hazirlanan gézeltiye DNA eklendi ve 37 °C’de 15 dk. inkiibe edildi,

e) Kangima 1 hacim (~2ml) sevag eklenerek 5 dk. galkalandi ve 4000

rpm’de 10 dk. santrifiij edildi. Daha sonra iistteki siipernatant kism alinarak
ayni islem bir kez daha tekrar edildi,

h) DNA 2 ml 1/100°liik SSC iginde ¢oziildii ve -20 °C de saklandi.

4.2.2. BALIK KARACIGERINDEN DNA iZOLASYONU

a) 0.5 g donmug balik karacigeri tampon ¢ézeltinin (0.01M Tris-HCI, 0.01
MEDTA, 0.1 M NaCl, %2 SDS, pH 8.0 ) iginde homojenize edilip tizerine
100 ul Proteinase K (10 mg/ml) eklendi ve 37 °C’de 1 gece inkube edildsi,
b) Distile edilmig esit hacimde (~2ml) fenol ile 5 dk. karigtinlds ve 40004
rpm’de 10 dk. santrifiij edildi,

c) Ustteki siipernatant (stvi) kismu almdi, 1 ml fenol ve 1 ml sevag

(kloroform : izoamil alkol, ‘24:1) karigim ile 5 dk. karigtinlip 10 dk. 4000
rpm’de santrifiij edildi,
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d) Tekrar iistteki siipernatant alindi ve esit hacimde (2 ml) sevag ile ayn
iglem tekrarland;,

e) Ustteki siipernatant fazima 0.1 hacim (200 ul} 5M NaCl ve 1-2 hacim (2-4
ml) daha énceden -20 °C’de sofutulmus etanol eklenerek DNA’ mn
¢okelmesi saglandi. Cékelen DNA, %70 lik etanol ile tekrar yikandi ve 2 ml
1/100°luk SSC’de g¢oziildii,

f) Coziinen balik karaciger DNA’smi glikojenden ayirmak igin 100,000
rpm’de 1 saat santrifiij edildi. Daha sonra RNA artiklarindan temizlemek
igin 240 pl 50 mM Tris (pH 7.4) igine 30 pl RNAse T1(150 unit) ve 30 pl
RNAse A (300 pg) eklenerek hazirlanan ¢ozeltiye bu DNA eklendi ve 37
°C’de 15 dk. inkiibe edildi, |

g) Karigima 2 ml sevag eklenerek 5 dk. galkaland: ve 4000 rpm’de 10 dk.
santrifij edildi. Daha sonra istteki siipernatant kismi igin aynl iglem

tekrarlandi,

h) Elde edilen DNA 2 ml 1/100’liik SSC iginde ¢éziildii ve -20 °C de
sakland.

4.3. AROMATIK DNA-EKLEMELERININ
BELIRLENMESI (OLCULMESI)
[zole edilen DNA’mn 230-260-280 nm dalga boylarindaki absor-
bansi 6lgiildii. 230/260 optik dansite oranimn 0.390-0.420, 260/280 optik

dansite oranimin ise 1.85-1.88 aralifinda olmast DNA’nin saf ve veriminin

yiiksek oldufunu gésterir. ,

Aromatik DNA-eklemelerinin belirlenmesi igin uygun DNA mik-
tart 4 g olup bu miktar 260 nm optik dansiteden hesaplandi; 260x500 (500
sabitedir). Bu 4 pg DNA kuruyuncaya kadar solvent (goziict) uguruldu ve
daha sonra 1.2 pl mikrokokal niikleas (MN) - spleen fosfodiesteraz (SPD)

(0.12 U MN/ul + 1pg SPD) karisum, 0.8ul CaCl2-Na succinate (1:1)




B

kariginu ve 2.8l saf su eklenerek 37 °C’de biitiin gece inkiibe edildi. Daha
sonra eklemeli ve normal DNA’lar nuclease P1 veya butanol ydntemiyle
birbirinden ayrildi (extraction). Yapilan galigmalarda her iki metod da
kullanildi. Butanol extaksiyonu gok zaman alict bir metod olmasina karsin

baliklar igin daha uygun oldugu diginiilerek rapora sadece butanol

extraksiyon sonuglart konuldu.

Biitanol ekstraksiyonu:

Yukarida enzimlerle pargalanan DNA mn toplam hacmi yaklagik 5ul
olup bu hacmi 50 pl’ye tamamlamak igin 45 pl saf su eklendi. 15pl tampon
A (100m M amonyum format, pH 3.5) ve 15ul tampon B (10 mM tetrabiitil
amonyum klorit) ve 70ul saf su ile bir kargim olugturuldu. Bu karigim
(100ul), dmegin bulundugu tipiin kenarma birakddi (DNA 6megi ile
karigmamalr) ve hemen ardindan 150ul 1-bitanol (damitilmus ve su ile
doyurulmusg) eklenerek 30 saniye kanstncida (vortex) kangstinldi ve 90
saniye 10.000 rpm’de santrifiij edildi. Ust faz (biitanol faz1) temiz bir tiipe
alindi ve dipte kalan kisma tekrar 150 pl biitanol eklenerek eksraksiyon ve
santrifij islemleri tekrarlandi. Ust faz tekrar almip bir 6nceki alimig
biitanoliin iizerine cklendi. Bu kangima 200 pl saf su (biitanol ile
doyurulmus su} eklendi, 20 saniye karigturilip daha sonra 90 saniye 10.000
rpm’de santrifi)j edildi. Kalan drnegin iizerine 3 pl 200m M Tris (pH 9.5)
eklenip vortexle kangtaildi. Daha sonra Girovac aleti yardumyla vakumlu
bir ortamda ve biitanoliin yogunlasmasmi saglayan kuru buz dolu bir-
yakalayicinn (trap) oldugu sistemde kurutuldu, Daha sonra 10 pl saf su
eklenip tiipiin geperleri yikand: son olarak ta santriifiyj edilerek ornekler

tiipiin altinda toplandi. Hazirlanan &rnek **P-sondan ekleme ( **P-post-

labelling) deneyi igin hazir hale getirildi.
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32p. Postlabelling:

Biitanol extraksiyonu yapilan érnege 1.0 pl Kinaz tamponu, 6U T4
Kinaz ve yarilanma 6mrii goz oniinde tutularak hesaplanan ve konsan-
trasyoﬁu 50 pCi olacak sekilde *P ~ATP’den gerekli miktarda eklendi, lyice -
kanstmldl ve 1 saat 37 "C’de inkiibe edildi. Bu arada énceden yikanmig
(pre-washed) ve kurutulmus ince tabaka kagitlari (TLC) 10x20 ebatlarinda
kesilip uglarina whatman-1 kumlma kapid: zumbalanarak hazirland: ve
hazirlanan 6mek pipet yardimiyla TLC’ye damlatildi (yaklagik 14 ul).
TLC’ler 100 ml D1 tamponu (I M fosfat pH 6.0) igeren tanklara konularak
1 gece ¢oziicinin TLC ‘nin ucuna dogru yiiriimesi (run) sagland:. Ertesi
gin TLC kagitlarina ekli kurutma kagitlars gikanldi, TLC kagitlarinimn yans:
kesildi ve drnegin uygulandif taraf alinarak diger taraf atildi. 10x10 cm’lik
TLC kagutlar: 10 dk. 500 ml distile su iginde yikandi. Daha sonra D2 (2.5 M
amonyum format, pH 3.5) tampununda (20 ml D2, 500 ml distile su) 5 dk.
yikandi, sa¢ kurutina makinas: ile sofuk hava akumiyla 5 dk. kurutuldu.
Daha sonra D3 (3.5 M lityum format, 8.5 M iire, pH 3.5) tamponu (100 ml),
TLC kagitlarinm D2 yéniinde alt kismu suda islatildiktan sonra bu kagitlar
lizerinde yaklagik 2.5 saat yiiriitiilldii. Bu arada tankin agzi kapali olmali.
Yirime igi tamamlamnca tankin kapagi agildi ve 15 dk. beklendi. TLC
kagitlar,, 5 ml 1.3 M Tris ve 500 ml saf su karnisum iginde 10 dk. yikand:.
Daha sonra 5 dk. saf su ile yikandi ve kurutuldu. Kuruyan TLC kagitlarin
D4 yéniinde yiiriitmek igin yine alt kismu biraz saf su ile 1slatilip bu sefer
D4 (0.8 M lityum klorit, 0.5 M Tris-HCI, 8.5 M iire, pH 8.0) tamponuna 2.54
saat siire ile (100 ml) konup kapafi kapatildi. Yiiriime islemi tamamlan-
diktan sonra tankin kapagi 15 dk. siire ile agildi ve TLC kagitlar tanktan
g¢ikariip 10 dk. saf su ile yikandi ve kurutuldu. Daha sonra Autograph

aletinde TLC kagidindaki radyoaktifite sayildi. Sonug adduct /10® niikleotid
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olarak verildi. TLC kagitlarindaki aromatik DNA-eklemelerinin gériiniir
hale gelmesi igin bu kagitlar rontgen filmi ile birlikte 2.5 giin 70 °C’de
derin dondurucuda bekletilir. Bu siire sonunda TLC kagstlart iizerindeki
radyoaktivite bu arada aromatik DNA-eklemeleri filmlere alinmis olur. Bu
filmler gerektiginde kullanilmak iizere saklamur,

10 em
1] B,

10 cm

Sekil 2. Ince tabaka kromatografi kagidinda D1, D3
ve D4 gozeltilerinin yitriime ydnleri

4.4. BALIK KARACIGERINDE PAH OLCUMU

Balik karacigeri diigiik baswng altinda 40 °C’de kurutuldu. Kuruyan
omekten 0.2 g alimp 0.75 g potasyum hidroksit ve 20 ml etanol eklenerek
90-120 dakika extract edildi. Daha sonra bu karistma 20 ml hekzan
eklenerek oda sicakhiginda sogutulur. Bir miktar arik su (distilled water)
ekleyerek 2 faz olusturuldu. Ust faz hekzan faz olup bu fazi baska bir -
balona alind1. Su fazina tekrar 20 ml hekzan eklenerek tekrar ekstrakt edildi.
Toplanan &mek miktariin hacmi 60 ml oldugu kaydediidi. Omegin

floresans degeri spektroflorometrede 310 sénme (extintion) ve 360 nm’de
yayma (emmision) dalga boylari olgiildi. Daha sonra émege 0.8 ug

chrysene ilave edilip tekrar 6l¢iildii (UNEP/FAQ/IOC/IAEA, 1986).
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5. ELDE EDILEN BULGULAR

Mezgit, Caga, Barbun ve Pisi baliklars Trabzon havaalam agikla-
rindan ve Kefal 6rnekleri Yomra’daki kiigiik limandan 1994, 1995 ve 1996
Ocak-Subat aylarinda, yilda bir kez avlanmug ve avianan bu balik
omeklerinin sadece karacigerinde PAH, kan ve karacigerinde aromatik
DNA-eklemeleri dlgiilmiigtiir,

Toplanan tim o&rneklerin boy ve auliklar 6lgiillmiis, esey tayini
yapilmig ve diger 6lglim sonuglar ile birlikite tablolar halinde verilmigtir
(Tablo 1, 2, 3a, 3b, 3¢, 4 ve 5).

5.1. BALIK TURLERINDE AROMATIK
DNA-EKLEMELERININ SAPTANMASI

5.1.1. KEFAL BALIGI

Trabzon Yomra limanindan toplanan Kefal baliklarindaki aromatik
DNA eklemeleri Tablo 1 ve 3b’de gosterilmustir. Kefal baliimun kan ve
karacigerinden izole edilen DNA’da, materyal ve metod da anlatilan
yéntemle aromatik DNA-eklemeleri tespit edibmigtir. Yomra limanmdan
1994 ve 1996 yillarinda toplanan kefal baliklarinin kan ve karacigerinde
6lgiilen DNA-cklemelerinin ortalama degerleri sirasiyla kanda 23.1 £+ 5.0 ve
21.3 + 9.0 karacigerde ise 35.5 £ 11.0 ve 15.7 % 9 olarak bulunmustur
(Tablo 1 ve 3b). Sonuglar ayrica Sekil 3 ve 5b’de gosterilmistir, 1994
yilinda avlanan kefal baliklarinin karacigerinde 6lgiilen DNA-eklemelerinin

miktari kandakine gore daha yuksek olmasina karsin (Sekil 3), 1996 yilinda

tam tersi sonuglar elde edilmis ve analiz edilen tim &meklerde kandaki

DNA-eklemelerinin degeri daha yiiksek bulunmusgtur (Sekil 5b).
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Kefal balifinin karacigerindeki PAH miktarlari Tablo 6’da gériildiigii
gibi 16.0-149.0 pg/g (kuru afirlik) arasinda defigmektedir. Bu degerler
ayrica ekil 8a’da da gosterilmigtir. Tablo 6 ve Sekil 8a’dan da goriilecei
gibi bu.tiirde 6lgillen PAH konsantrasyonlan diger tirlerden daha yiiksek
bulumugtur. Ciinkii kefal kiyida yagayan bir balik tiiriidir. Ayrica drnekler,
petrol kirliliginin yiiksek olabilecegi Yomra limamndan almmistir. Halbuki
diger tirler bu limana gére daha temiz olan bolgeden (havaalam acifindan)

almmugtir. Bu nedenle kefal baliklarmin  diger tirlere gore yitksek PAH

konsantrasyonlan igermesi dogaldir.

5.1.2. CACA BALIGI

Gaga baligi dmeklemesi de 1994 ve 1996 yillarinda yapilmustir. Bu
balik tiiriiniin 1994 yilinda trolden alinan drnekleri canh giktifi igin kan
omekleri alinabilmis, buna kargin 1996 yilinda gugir teklerinden alman
baliklar tekneye dlmiis olarak giktigindan kan &rneklerinde aromatik DNA-
eklemeleri Slgiilememigtir. Her iki 6rnekleme zamaninda 6lgiilen aromatik
DNA-eklemelerinin miktarlari Tablo 1 ve 3b’de gosterilmistir. 1996 yili
dmekleme ortalamast (16.4  5.0), 1994’den (30.6 + 24.0) daha kiigiik gibi
goriinse de 1994 yili igin bulunan yiiksek standard sapma aralarinda fark:
Onemsiz kilmaktadir. 1994 ve 1996 yillart aromatik DNA-eklemeleri
sonuglar1 ayrica Sekil 3 ve 5b’°de sunulmustur. Ozellikle 1994 yilinda bu
tiirlin karacigerinde gerek diger tiirlere, gerekse kandakine gore olduk¢a
yiksek aromatik DNA-eklemeleri 6lgiilmiigticr (Sekil 3). Oysaki 1996
yilmnda karacigerde olgiilen aromatik DNA-eklemeleri barbun hari¢ diger
tirlerle yaklagik aym diizeydedir (Tablo 5b).

Caga balifinin karacigerinde 6lgiilen poliaromatik hidrokarbonlarin
konsantrasyon ortalamasi 35.1 + 22,0 pg/g kuru agirlik olarak lgiilmiig ve
Tablo 6 ile $ekil 8a’da gosterilmistir. Her ne kadar ortalama deger, kefal
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harig diger tirlere gore yiiksek ise de, bu sadece ikj Omekte (13 ve 14)
olgiilen yiiksek konsantrasyondan kaynaklanmaktadir (Tablo 6). Diger
omeklerin degerleri ayn1 zamanda avlanan Mezgit ve Barbun baliklariyla
yaklagik aymi diizeydedir (Sekil 8a,b).

5.1.3. MEZGIT BALICI

Mezgit baligmin 1994-1995-1996 yilinda 6rreklemesi yapilmstr,
Sonuglar Tablo 1,2 ,ve 3a’da gosterilmigtir. 1994 yilinda yapilan érnekle-
mede kullanilan ekipmanimn yetersiz olmasi nedeniyle sadece ¢ adet balik
ornegi ahnbilmigtir. Bu 6reklerde 6lgiilen ortalama aromatik DNA
eklemeleri (adducts/ 10 niikleotid) karacigerde 24.0 £ 6.0, kanda ise 31.4 +
1.0 olarak bulunmugtur. 1995 yili sonuclar ise kanda 4.4 + 5.0 iken
karaciferde 4.3 £ 7.0 olarak élgiilmiigtiir (Tablo 1, 2).

1996 yilinda elde edilen sonuglar, 1994 ve 1995 yilarinda olgitlen
degerlerin arasinda bir defer gostermistir. Buna gore kanda 11.8 & 7.0 iken
karacigerde 11.0 + 3.0 adduct/10® niikleotid bulunmugtur. Sonuglarin
standard sapmalan dikkate alindignda bile yillar arasinda fark oldugu
goriilmektedir (Tablo 1, 2 ve 3a). 1995 yilindaki sonuglar olduk¢a farkli
oldufu igin sadece 1994 ve 1996 yili deerleri kargilagtinloustir. Sonug-
larinin bu denli farkli olmasimn nedeni tam olarak anlagilamainasina karsin
bu farkin 6lgiim hatasindan kaynaklandigi diigiintilmektedir. 1994 ve 1996
yillarindaki sonuglarin az gok birbirine yakin olmalari 1995 yilinda bir hata
olasiligim arttirmaktadir. |

Aym zamanda 1996 yilinda avlanan Mezgit bahiginin karacigerinde
PAH miktan da olgillmils ve sonuglar Tablo 6 ‘da ve Sekil 8b’de sunul-
mustur. Mezgit bahginda ortalama PAH miktart 25.2 + 16.0 neg/g kuru

agirhk olarak bulunmustur. Bu yiksek ortalama deger, iig drnekte (4, 9 ve
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12) dlgulen yiiksek degerlerden kaynaklanmaktadir. Diger 6meklerin PAH
konsantrasyonlar1 10 ile 20 pg/g arasinda degigmektedir. Yiiksek standard
sapma da 6lgtim degrleri arasindaki fark: yansitmaktadir.

5.1.4. BARBUN BALIGI

Barbun babifimin 1994 ve 1996 yillannda 6meklemesi yapilmugtir,
Bu yillara ait kan ve karacigerdeki aromatik DNA-eklemeleri sonuglar
sonuglari Tablo 1 ve 3c’de verilmigtir. Ortalama degerler ise, 1994 yili igin
kanda 23.8 £ 2.0, karacigerde 18.6 £ 4.0, 1996 yili i¢in kanda 17.4 + 8.0 ve
karacigerde 22.6 + 5.0 adduct/10® nukleotid’dir. Standard sapmalara bakil-
diginda yillara gére balik ornekleri arasinda biiyiikk bir fark olmadip
gorilmektedir (Sekil 3 ve 5c). Organlar kendi aralarinda karsilagtirildiginda,
1994 yilinda karacigerde olgiilen aromatik DNA-eklemeleri kandakinden
daha ditsitk, 1996 yilinda ise daha yiiksek bulunmustur. Bu farkm boy,
dolayisiyla yag ile bir ilgisi olabilir. Ciinkii 1994 yilinda analiz igin
kullanilan barbun baliklarinin boyu 9-10 cm, 1996 yilinda kullanilaniarin
ise 17-18 cm’dir. Diger bir anlatumla 1996 yilinda kullarulan barbun
baliklari, 1994 de kullamilanlara gére boy olarak iki kati daha biiyiik
dolayisiyla yas olarak da daha yashidirlar.

Barbun balifinda &lgiillen PAH miktarlarina ait minimum ve maksi-
mum degerler 7.7-55.1 ug/g kuru agirhk olarak Tablo 6’da verilmiy ve Sekil
8b’de gosterilmistir. Yiiksek deger (55.1 pg/g) sadece bir drnekte Slgiilmig-
tiir. Diger Omeklerde PAH konsantrasyonlart 10 ile 20 pg/g arasinda

degismektedir ki bu degerler kefal harig diger balik tiirleri ile yaklagik aym
diizeydedir.




5.1.5. PiSi BALIGI

Pisi balig1 6rneklemesi 1995 ve 1996 yillarinda yapilnustir. Aromatik
DNA eklemeleri sonuglani 1995 yilinda, 1996 yilina gére oldukga diigiik
bulunmugtur. Yukarida de deginildigi gibi 1995 yilindaki lgiimler diger iki
yila gore gok farkli (az) bulunmugtur. Omegin 1995 yilinda kanda 3.3 + 3.0,
karacigerde 3.5 + 2.0 aromatik adduct/10* niikleotid iken 1996 yilinda -
kanda 30.6 + 15.0, karacigerde 14.6 = 9.0 adduct/10® nukleotid 6lgalmiigtiir
(Tablo 2 ve 3a; Sekil 4 ve 5a). Bu fark i¢in diisiniilebilecek tek ‘sebep bir
olgiim hatasiun olabilecegidir. 1996 yilinda kandaki degerin karacigere
gore yiiksek olmasi, kirleticinin (PAH) viicuda yeni alindifn ve heniiz
karaciere ulagmadig1 seklinde agiklanabilir.

Pisi bahf karacigerinde olgitlen PAH miktart Tablo 6°da sunul-

mugtur. Minimum ve maximum degerler 5.7-21.3, ortalama defier ise 11.5 +

5.0 ng/g kuru agirliktir. Bu ortalama deger, analiz edilen diger tiirlere gore
oldukga diisiik diizeydedir. Bu fark, bu tiiriin yasadipt ortamdan aldifi
PAH"1n heniiz karacigerine ulagmadigimu géstermektedir. Ciinkii yukarida

agiklanan aromatik DNA-eklemelerinin sonuglar: da bu varsayimi destek-

lemektedir.

5.1.6. ODTI"J:DBE LIMANINDAN YAKALANAN KEFAL
BALIGI
Cok kiigiik bir liman olmas: ve kimyasal girdilerinin az olmasi nede- -
niyle referans bélge olarak segilen bu limandan tutulan kefal baligindan elde
edilen aromatik DNA-eklemeleri sonuglan aslinda bu bélgenin santldipi
kadar temiz olmadigim gostermigtir. Buna karsin sudaki PAH miktan
agisindan bityiik limanlarla kargilagtirildiginda oldukga temiz oldugu yapilan

Olgiimlerle tespit edilmigtir. Kefal bahgi, hem Karadeniz hemde Akdeniz’de
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bulunmasi ve uzun siireli gozlemlerde kullamma uygun olmas: nedeniyle
segilmistir .

1995 yilinda sadece karaciger sonuglari, 1996 yilimda hem kan hem
de karaciger sonuglar1 Tablo 4 ve 5°de sunulmustur. 1995 yilt ortalamas:
karaciger igin 3.3 % 2.0 iken 1996 yili karaciger ve kan degerleri sirasiyla

252 + 6.0 ve 11.6 * 8.0 adduct/10® niikleotid olarak bulunmugtur (Sekil
6ve 7).

5.2. FARKLI BALIK TURLERINDE T_ESPiT EDILEN
AROMATIK DNA-EKLEMELERININ
KARSILASTIRILMASI

Tablo 1- 5°de goriildiigii gibi 1995 yili hari¢ 1994 ve 1996 yillarinda
elde edilen aromatik DNA ¢lgiim sonuglar genel olarak birbirini tamam-
lamaktadir. Caligma siiresince analiz edilen bazi balik tirlerinde, kandaki
aromatik DNA-eklemeleri daha fazla élgiilmiisken karacigerde buna gore
daha az miktarlarda tespit edilmigtir, Sunuglarin genel olarak birbirine
benzemesine karsin tek tek bakildiginda ortaya gikan bu farkliliklar canlinm
yasadigi ortamdaki giinliik veya haftalik degisimlerin bir sonucu olarak
kabul edilebilir. Baliklarin yasadifi cevrede meydana gelen ani degisiklikler
(6megin ortama ani PAH girdisi) 6nce bu canlilarin vasikiiler (yani dolagim)
sistemlerinde tespit edilir. Ortamdan alnan kirleticilerin kana ve karacigere
ulagma siiresi saatler ve giin diizeyinde olmaktadir (Shugart ve ark., 1987).
Kan bir depo orgami olmayip yasam igin gerekli birgok maddenin ve
kirleticilerin taginma yollarindan biridir. Karaciger ise lipofilik (vag seven)
kirleticilerin (PAHlarin) depolandigi énemli organlardan biridir. Poliaro-
matik hidrokarbon kirliliginin oldugu bir ortamda yagayan baliklarda PAH
oncelikle kanda ve daha sonra karacifier ve difer organlarda tespit edilir.

Kirlilik etkeni ortadan kalktiginda, yani yeni girdilerin olmamasi ve' var
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olanlarin  sedimana g¢okmesi ve/veya mikroorganizmalar tarafindan
pargalanmasi halinde, kandaki kirletici seviyesi azalirken karacigerdeki
miktart kan yoluyla taginanlarin etkisiyle bir siire daha artmakta ve uzunca
bir siire bu organda depolanmaktadir. Mevcut ¢ahsmada elde edilen
sonuglar da bu farklilij agikga ortaya koymaktadir. Buna gére; 1994 yilinda
Barbun bahginda ortalama aromatik DNA eklemeleri kanda 23.8 + 2.0,
karaciferde 18.6 + 4.0 adduct/10® nikleotid olarak olgiilmiigtir. Bu
durumda Barbun bahgmun kisa siire énce PAH kirliligi olan bir bslgede
kaldif1 soylenebilir. 1996 yilinda ise kan ve karaciger sonuglari 1994°iin
tam tersini gostermektedir (kanda 17.4 + 8.0 ve karacigerde 22.6 + 5.0 ),
1994 yilinda Mezgit ve Tirsi babigmda da kandaki aromatik DNA-
eklemeleri miktar1 karaciger gére daha fazia dlgiilmiistiir. Kefal baligi ve
Caga baliginda durum ise tersinedir yani kandaki aromatik DNA-eklemeleri
miktart karacigerdekine gore daha az bulunmustur (Tablo1).

1994 yilinda avlanan baliklarda karaciger sonuglar iizerinden deger-
lendirme yapildiginda Kefal balii en fazla aromatik DNA-eklemesi igiilen
balik tiirii iken Tirsi balig1 en diisiik konsantrasyona sahiptir. Karadeniz’den
yakalanan Kefal baligi Yomra limanindan avlanmistir ve burada kiiltiir
balikgiligt yapilmaktadir. Baliklar balik yemi ile beslenmektedir. Arta kalan
atiklar Yomra Limani’nin tabaninda birikmekte ve kefal baliklar ¢ofunlukla
bu atik yemler tizerinden beslenmektedirler. Yine bu limanda kiigiik balikg
kayiklar bulunmaktadir. Béyle verimli ve az su hareketinin oldugu yerde
yasayan kefal baliklarinda yiiksek miktarda aromatik DNA-eklemelerinin
bulunmasi sagirtict degildir. Tirsi baligs ise agik denizlerde |, pélajik (su
kolonunda yagayan) bir tiir oldugu igin daha az konsantrasyonda aromatik
DNA-ekiemesi tespit edilmistir.

1995 yilinda Karadeniz'den avlanan baliklardan elde edilen 6lgiim

sonuglari diger iki yilda elde edilen sonuglardan daha digiik ditzeyde oldugu
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icin Vériler sadece tablo (Tablo 2) ve grafikler (Sekil 4) halinde sunulmug
olup 1994 ve 1996 verileri ile karsilagtinlmanuglardir.

1996 yilinda avlanan balik tiirlerinde ilging sonuglar, referans bolge
olarak segilen ODTU Limant’ndan yakalanan kefal baliklarindan elde edil-
mistir. Elde edilen (6zellikle 1996°da) yiiksek DNA-eklemeleri sonuglarina
gore bu liman samldifi kadar izole bir ortam degildir. Bir diger varsayun da
kefal baliklariun gezginci olmalan nedeniyle bir yerde siirekli kalmay1p ¢ok
uzun mesafeler olmasada kisa mesafelere giinliik veya haftalik gocler
yapabildigidir. Bu nedenden dolay: ODTU limanmdan avlanan kefal balik-
laruin bir kismi Mersin Limanindan gelip tesadiifen yakalanmus olabilirler.
Kurulec ve ark., (1989) da benzer sonuglar elde etmislerdir.

1996 yilinda avianan baliklarin karacigerlerinde aromatik DNA-
eklemeleri ile birlikte Poliaromatik Hidrokarbon konsantrasyonlar1 da
olgiilmistiir. Tablo 6°da da goriilecegi gibi en yiiksek PAH konsantrasyonu
Yomra’dan yakalanan Kefal balifinda tespit edilmistir. Bunu Caga baligi
takip etmektedir. Aslinda Gaga balifinin pelajik bir balik olmasina kargin 69
Hg/g gibi yiksek diizeyde PAH igermesi anormal bir durum gibi gériinmek-
tedir. Yapilan ¢rnekleme sirasinda hemen tium Gaga babiklarimn kara-
cigerleri parazit tarafindan istila edilmigti. Bazilarmun karacigeri sanki
parazit dolu bir kese halini almust. Bu denli parazit istilasina ugrayan Caga
balig1 karacigerinin normal fonksiyonlarim yapmast beklenemez, Karacige-
rin fonksiyonlarini yapamamasindan dolay1 metabolize olmayan ve dolayi-
styla pargalanip vucuttan atilamayan PAH, karacigerde depolanmug olabilir.
Bu nedenle Caga baliginda  yiiksek miktarlarda PAH konsantrasyon bulun-
mas1 dogaldir.

1996 yilinda yakalanan baliklarin kan ve karacigerinde olgiilen
aromatik DNA-eklemeleri ﬁe PAH konsantrasyonu ile bu baliklarin boy ve

aguliklart arasinda bir iligkinin olup olmadifm saptamak igin Spearman
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Rank Korelasyonu yapilmig ve elde edilen sonuglar Tablo 7-11de gdste-
rilmigtir. Karadeniz Yomra Limanmdan yakalanan Kefal bahklamﬁn kan ve
karacigerinde 6lgiilen aromatik DNA-eklemeleri arasinda pozitif bir iliski
(Pygs) bulunmugtur (Tablo 7). Pisi bahiginda ise karaciferde 6lgitlen DNA-
eklemeleri ile yine aym organda o&lgiillen PAH miktar arasinda negatif,
buna kargin boy ile pozitif bir iliski (Pgos) goriihnektedir (Tablo 8). Barbun
ve Caga baliklariun sadece boy uzunlugu ile PAH miktan arasinda ters bir
iligki bulunmus, diger parametreler arasinda herhangi bir 1ligki
gozlenmemigtir (Tablo 9 ve 11). Mezgit balifinda parametreler arasinda
negatif va da pozitif bir iliski saptanamamugtir (Tablo 10).

1996 yilinda élgiilen poliaromatik hidrokarbon konsantrasyonu ise
tirler arasinda farklilik gostermektedir, Buna gore Kefal (40.2 + 17.0 pg/g
kuru agulik) ve Caga (40.2 £ 17.0 pg/g kuru agirhik) baliklarinda PAH
konsantrasyonu yiiksek degerlerde 6lgillmiisken, Pisi balignda en diisik
defier 11.55 pg/p kuru agurhik) bulunmugtur.




2
6. KARSILASILAN GUCLUKLER

Proje siiresince iig Enstiti (ODTU-Deniz Bilimleri Enstitiisii, C.U.-
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Biyokimya Aanabilim Dah ve Institute of Cancer
Research-ingiltere) arasindaki miikemmel isbirligihe kargin tilketim madde-
lerinin (6zellikle kimyasallarin) saglanmasinda bazi zorluklar ve olanak-
sizhklarla kargilagtimig, bu da iglerin yavaslamasina ve zaman kaybina
neden olmustur. Diger yandan ODTU-DBE’niin destegi ve parasal katki-
siyla bu Enstitiide kurulmas: planlanan Biyokimya laboratuvan su anda
bitme agamasindadir, Bu da gekilen giigliiklerin bir 6diilii olarak degerlen-
dirilebilir.

Yukarida da agiklandipt gibi 6lgiumler ii¢ ayri Enstitiide ve bazen

farkli kigiler tarafindan yapilmistir. Bu da sonuglarda bazi farkliliklarin
dogmasina neden olmustur. Bu nedenle 1995 yilindaki émekleme sonug-
larmun diger iki yildan farkl olmasi, belki de farkli kiilerin 6lgiim yapma-
sindan kaynaklanmaktadir,
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7. SONUCLAR

1994-1996 wyillani arasinda Dofu Karadeniz Bélgesinde Trabzon
dolaylarindan avlanan 6 farkl: balik tiirii; Kefal, Barbun, Pisi, Mezgit, Caca
ve Tirsi ve referans bélge olarak segilen ODTU - Deniz Bilimleri Enstitiisii
Limanindan avlanan Kefal baliklarinda tlgiilen aromatik DNA-eklemeleri
belirlenmigtir. Elde edilen bu sonuglara bakildiginda balik tiirleri arasinda
yillara gore 6nemli bir konsantrasyon farki gozlenmemesine karsin bu
tirlerin kan ve karaciferde 6lgiilen aromatik DNA-eklemeleri arasinda
farklar gézlenmistir. Her iki organdaki aromatik DNA-eklemeleri konsan-
trasyonu, balik tirlerinin yagadigi ortama ve/veya go¢lerine baglh olarak
degismektedir. Elde edilen sonuglarm birbirlerine yakin olmasi bu calig-
mada uygulanan yontemin ne kadar saglikli ve bagsarili oldugunu goster-
mektedir.

DNA- eklemeleri sonuglarmin aksine, 1996 yilinda élgiilen poliaro-
matik hidrokarbon konsantrasyonlar: tiirler arasmda farklilik gostermek-
tedir. Buna gore Kefal baliklarinda PAH konsantrasyonu yiiksek degerlerde
dlgiilmiisken, Pisi balifinda en ditsiik deger bulunmusgtur,




8. HARCAMALAR
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Proje biitgesi ve harcamalarm dagilum (TL)

Harcama istenen ve kabul Bugiine kadar Kalan
Cesitleri edilen 6denek yapilan harcamalar | miktar
Techizat sabit 325.000.000

yatirum 324,485,000 | 515.000
Seyahat ve

nakliye 9.900.000 9.880.000 20.000
Bilgi islem

harcamalari 29.900.000 29.778.000 122.000
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Tablo 1. 1994 yihmda Karadeniz'den” avianan balik runeklerine ait biyolojik
parametreler (seks, boy, agirlik) ve aromatik DNA-eklemeleri olgiim
sonuglart (adduct/10°® niikleotid) (*)

Aromatik DNA- eklemeleri
Balik Seks Boy Agirhik
tiirleri (**) {cm) (gr.) Kan Ort, K.ciger  Ort.
Kefal 1 1E 22.5 94.5 21.1 231+50 406 355%11.0
Kefal 2 1E 23.8 113.6 . 29.5 46.7
Kefal 3 1D 243 117.9 23.6 -
Kefal 4 1E 17.3 45.8 18.3 21.0
Kefal 5 1E 21.0 74.4 -~ 33.8
Barbun1 4D;1E 10.6 6.7 229  23.8+20 197 18.6x4.0
Barbun 2 4D;1E 9.8 4.5 223 22.0
Barbun 3 5D 9.3 4.0 26.3 14.0
Caca 1 1D 10.2 5.6 - 22490 160 30.6+ 24.0
Caca 2 4D;1E 10.1 5.6 11.2 374
Caca 3 4D;1E 10.0 5.2 373 11.5
Caca d 5D 10.1 5.6 23.1 73.6
Caga 5 JE;2D 9.3 4.1 28.8 14.5
Caca6 - 5D 9.4 4.1 14.4 147.7
Caca 7 413;,1E 9.2 4.3 17.7 78.7
(Caca 8 4D;1E 11.2 5.6 29.1 195.8
Caca 9 3D;2E 10.8 5.7 -- 23.1
Cacga 10 3D;2E 10.8 5.7 - - 23.1
Caca 11 5D 9.7 4.8 17.6 8.2
Mezgit1  2D:1E 14.2 16.6 -~ 31.4+£10 279 24.6+6.0
Mezgit 2 1D;2E 12.9 14.5 30.6 28.5
Mezgit3 2D;1E 13.4 18.9 321 17.5
Tirsi 1 ID 27.0 134.7 10.8 283£140 78 13.3+3.0
Tirsi 2 1E 275 477 - 13.9
Tirsi 3 1D 23.5 843 453 15.6
Tirsi 4 1D 237 94.4 26.4 15.3
Tirsi § 1E 22.0 76.7 30.7 13.9

(1) Kefal baliklari Yomra limamundan, Barbun, Caga, Mezgit ve Tirsi baliklar Trabzon
Havaalami agigindan avianmustir.,

(*) Barbun, Caga ve Mezgit &rnekleri kompozit olarak, Kefal ve Tirsi drnekleri ise bireysel
olarak degerlendirilmigtir.

(**) Tiirlerin karsisindaki sayilar 6rnek numaralarin: gostermektedir (1.,2. drnek vb.)
E: Erkek ; D: Disi
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Tablo 2. 1995 yilinda Karadeniz’den"” avlanan balik érneklerine ait biyolojik
parametreler (seks, boy, agirhik) ve aromatik DNA-eklemeleri dl¢iim
sonuglart (adduct/10” niikleotid)
Aromatik DNA-eklemeleri
Balik Seks Boy Aguhk
tiirleri (*) (cm) (gr.) Kan Ort. K.ciger Ort.
Pisi 1 1D 24.0 1200 115 3.30+3.0 157 3.50+12.0
Pisi 2 1D 25.5 150.0 8.42 3.56
Pisi 3 1D 26.5 160.0 1.88 4.44
Pisi 4 1D 26.5 160.0 4.01 6.46
Pisi 5 1D 250 1300 0.54 3.08
Pisi 6 1D 285 2100 0.10 6.05
Pisi 7 1D 26,0  170.0 0.36 1.20
Pisi 8 ID 27.0  190.0 2.96 1.64
Pisi 9 ID 26,0  160.0 4.10 -
Pisi 10 1D 21.5 20.0 9.60 --
Pisi 11 1E 19.5 66.0 - 3.12
Mezgit 1 1D 21.3 70.0 2509 4.40+5.0 1.50 43+7.0
Mezgit 2 1D 20.8 60.0 0.46 1.03
Mezgit 3 1D 21.0 60.0 0.62 3.00
Mezgit 4 1D 20.3 60.0 1.57 1.33
Mezgit 5 1D 20.8 60.0 1.35 I.12
Mezgit 6 1E 20.0 60.0 4.99 5.27
Mezgit 7 1D 19.4 40.0 11.24 4.82
Mezgit 8 1D 20.5 60.0 2.13 3.34
Mezgit 9 1D 19.0 50.0 5.04 3.77
Mezgit 10 1D 20.8 70.0 0,89 3.18
Mezgit 11 1E 20.8 70.0 1.94 2.45
Mezgit 13 1E 20.8 55.0 -- 3.38
Mezgit 14 1E 19.4 60.0 0.47 6.13
Mezgit 15 1E 17.0 35.0 0.34 1.02
Mezgit 16 1D 19.6 50.0 -- 3.86
Mezgit 17 1E 18.8 50.0 -- 5.12
Mezgit 18 1E 17.8 42.0 - 9.74
Mezgit 19 1D 18.4 50.0 - 23.49
Mezgit 20 1E 18.4 50.0 -- 2.27

(1) Tim balik ttrleri Trabzon Havaalam agifindan avianmistir,
(*) Turlerin kargisindaki sayilar 6rnek numaralanni géstermektedir (1.,2. ek vb.)
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Tablo 3a. 1996 yilinda Karadeniz’den™ avlanan baliklara ait biyolojik parametreler
(seks, boy agirhik) ve aromatik DNA-eklemeleri dl¢iim senuglar:
(adduct/10° niikleotid)
Balik Seks  Boy Aguhk Aromatik DNA-eklemeleri
tiirleri (*) (cm)  (gr.) Kan Ort. K.ciger Ort.
Mezgit 1 ID 27.0 89.5 11.7 11.8 £ 7.0 72 11.0 £ 3.0
Mezgit 2 1D 27.0  200.2 28.7 8.4
Mezgit 3 1D 245 131.1 8.2 : 7.8
Mezgit 4 1D 23.0 1066 10.7 9.4
Mezgit 5 1D 235 1419 7.9 7.9
Mezgit 6 1D 31.0 2682 15.9 -~
Mezgit 7 1D 27.0 190.8 6.7 11.1
Mezgit 8 1D 26,5 144.1 6.0 12.8
Mezgit 9 ib 250 138.7 8.3 11.9
Mezgit 10 iDb 24.0 118.3 19.6 -
Mezgit 11 1D 27.0 177.2 8.2 16.5
Mezgit 12 1D 25.0 121.8 12,8 14.8
Mezgit 13 1D 27.0 176.2 10.5 i6.2
Mezgit 14 1D 21.5 90.4 -- --
Mezgit 15 1D 22.0 86.9 6.2 .17
Pisi 1 1D 235 1223 13.0  30.6 +15.0 -- 14,6 £ 9.0
Pisi 2 1D 245 1175 27.9 13.6
Pisi 3 1D 26.0 166.5 276 305
Pisi 4 1D 27.0  180.0 46.4 -
Pisi 5 1D 26.0  179.0 18.9 --
Pisi 6 1E 27.0 189.2 - 10.3
Pisi 7 1D 27.5 1903 17.6 36.5
Pisi 8 ID 25.0 168.7 40.3 15.0
Pisi 9 ID 330 2794 25.2 20.0
Pisi 10 1D 30.0 3015 12.9 -
Pisi 11 1D 30,0 2656 46.2 -
Pisi 12 1D 30.5 2695 41.3 12.4
Pisi 13 1D 18.0 2255 31.7 10.3
Pisi 14 1D 305 2815 67.5 13.0
Pisi 15 1E 22.5 98.1 43.7 12.3
Pisi 16 1E 22.0 874 9.7 8.8
Pisi 17 1D 25.5 171.2 18.4 13.1
Pisi 18 1E 19.0 62.0 44 4 19.4
Pisi 19 1E 200 . 673 194 10.4
Pisi 20 1E 18.0 50.0 29.9 11.9
(1) : Ttm balk tiirleri Trabzon Havaalani agigindan avianmstir,
(*) : Tiirlerin kargisindaki sayilar drnek numaralarint gostermektedir (1.,2. 6rnek vb.)
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Tablo 3b. 1996 yilinda Karadeniz’den'” avlanan baliklara ait biyolojik parametreler
(seks, boy agurlik) ve aromatik DNA-eklemeleri dlciim sonuglar
(adduct/10° niilleotid)
Aromatik DNA-eklemeleri
Bahk Seks Boy  Afirlik
tiirleri (*) {cm) (gr.) Kan Ort.  K.ciger Ort,
Kefal 1 1E 29.0 206.7 163 213490 8.1 15.7 £ 9.0
Kefal 2 1E 24.6 134.4 17.3 19.6
Kefal 3 1J 27.5 179.2 - 9.9
Kefal 4 ID 298 2319 9.8 .-
Kefal 5 ID 285 218.2 26.0 17.2
Kefal 6 IE 225 106.5 19.1 26.2
Kefal 7 - 27.5 186.1 16.2 13.0
iKefal 8 1] 23.5 118.2 13.1 14.1
Kefal 9 1J 23.0 104.3 14.0 10.2
Kefal 10 1] 21.8 80.4 31.2 24.8
Kefal 11 24.0 114.9 28,7 226
I efal 12 1J 21.5 87.1 229 20.4
Kefal 13 - 25.5 149.9 41.1 29.6
Kefal 14 IE 243 1243 - 9.2
Caca 1 5D 11.3 8.8 -- 222 16.4+5.0
Caga 2 5D 122 11.4 . 9.7
Caca 3 5D 12.2 10.9 -- 14,0
Caca 4 5D 12.1 10.9 - 11.7
Caga 5 3D 12.8 12.1 -- 18.6
Caca 6 5D 11.9 9.8 -- 154
Caca 7 5D 12.4 11.2 - 13.8
Caca 8 5D 11.4 9.1 - 20.5
Caca 9 5D 11.9 9.9 - 17.5
Cacal0 5D 11.9 9.9 - 31.2
Caca 11 5D 11.6 9.6 -- 13.6
Cagal2 5D 121 9.9 - 13.3
Caca 13 5D 11.7 9.5 -- 17.8
Caca 14 5D 11.5 9.6 -- 143
Caca 15 5D 10.8 1.7 - 16.4
(1) : Kefal baliklar: Yomra limarundan, Caga baliklart Trabzon Havaalans agifindan

avlanmstir.

(*) : Turlerin karsisindaki sayilar 6rnek numaralarin gostermektedir (1.,2. 6rnek vb.)
E: Erkek ; D: Disi ; J: Juvenil
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Tablo 3c¢. 1996 yilinda Karadeniz’den” avianan bahklara ait biyolejik parametreler
(seks, boy agirlik) ve aromatilk DNA-eklemeleri l¢iim sonuglarn
(adduct/10" niikleotid)

Aromatik DNA-eklemeleri
Balk Sels Boy Agirhk =
tiirii (*) (cm)  (gr.) Kan Ort. K.ciger Ort,
Barbun 1 1D 17.5 56.7 229 17.4 £ 8.0 -- 22.6 +5.0
Barbun 3 1D 19.0 85.5 28.9 -
Barbun 4 1D 17.5 592 25.7 20.2
Barbun 6 1D 18.5 63.7 11.6 22.8
Barbun 7 1D 17.5 63.2 8.9 --
Barbun 8 1D 17.0 56.0 18.8 -
Barbun 9 1D 18.5 71.9 134 --
Barbun 10 1E 16.0 48.4 9.1 -
Barbun 11 iD 15.0 41.4 - 32.7
Barbun 12 1D 173 57.3 - 194
Barbun 13 1E 15.0 41.9 - 294
Barbun 14 1D 16.5 54,1 - 18.9
Barbun 15 1D 17.0 49.6 - 18.8
Barbun 16 1D 18.0 64.3 - 18.7
Barbun 17 iD 16.0 50.2 -- -
Barbun 18 1D 17.2 62.9 - -
Barbun 19 1D 16.2 48 4 - --
Barbun 20 1D 15.6 41.8 - -

(1) : Tiim balik tirleri Trabzon Havaalam agigindan avlanmghr,
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Tablo 4. 1995 yihinda ODTU-DBE Limanndan avlanan Kefal Baligina
ait biyolojik parametreler (seks, boy, agirhik) ve aromatik
DNA-eklemeleri élciim sonuclart (adducts/10° niikleotid)

Bahk Seks Boy Agirhk Aromatik DNA-elkdemeleri
tiirii {*) (cm}  (gr.) K.ciger Ort.
Kefal 2 1E 36.0 4146 3.89 3.3£2.0
Kefal 4 IE 30,0 2239 1.83

Kefal 5 1E 32.0  268.0 1.80

Kefal 6 IE 40.0 6775 0.97

Kefal 7 IE 41.0  698.6 1.63

Kefal 8 IE 340 3836 3.95

Kefal 11 I1E 25.5 152.2 2.77

Kefal 12 1E 31,5 2397 8.23

Kefal 13 I1E 27.5 188.9 2.40

Kefal 15 1E 26.5 162.7 5.88

(*) : Tirlerin kargisindaki sayilar 8rnek numaralanini gostermektedir
(1.,2. érnek vb.)

Tablo 5. 1996 yihinda ODTU-DBE Limanindan avianan Kefal Bahgina
ait biyolojik parametreler (seks, boy, agirhik) ve aromatik
DNA-eklemeleri dlgiim sonuglart (adducts/10" niikleotid)

Balk Seks Boy Agwrhk Aromatik DNA-eklemeleri
tiirii (*) (gr.) Kan Ort. K.ciger Ort.
Kefal 1 IE 270 1405 6.6 11.6+£8.0 313 252+6.0
Kefal 2 ID 293 2145 9.8 19.1

Kefal 3 1D 290 2020 117 26.0

Kefal 4 ID 280 1620 - 23.8

Kefal 5 IE 270 167.0 122 --

Kefal 6 IE 280 1906 5.7 33.1

Kefal 7 IE 303 213.0 6.3 -

Kefal 8 1D 27.0 1698 292 --

Kefal 9 IE 260 1330 -~ 17.9

(*) Tiirlerin kargisindaki sayilar érnek numaralarim géstermektedir (1.,2. drnek vb.)
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Tablo 6. Ocal 1996 yihnda Karadeniz’den™ avlanan balklarin karacigerinde
dlgtilen poliaromatik hidrokarben (PAH) konsantrasyonlari.
PAH , PAH
Tiirler (vg/e K.A)  Ortalama | Tiirler (ne/g K.A) Ortalama
Kefal 6 16.0 40.2 £17.0 | Barbun 1 12.9 17.9 + 10.0
Kefal 7 28.0 Barbun 3 11.8
Kefai 8 35.0 Barbun 4 15.1
Kefal 10 49.0 Barbun 6 11.0
Kefal 11 51.0 Barbun 7 14.5
Kefal 12 62.0 Barbun 8 234
Kefal 13 149.0 Barbun 9 11.1
Caca 3 15.0 35.1 £22.0 | Barbun 10 19.3
Caca d i8.4 Barbun 11 203
Caca 5 25.0 Barbun 12 7.7
Caca 7 26.0 Barbun 13 19.2
Caca 14 57.0 Barbun 14 14.4
Cacga 14 69.0 Barbun 15 15.8
Pisi 1 5.7 11.5+£5.0 | Barbun 16 10.8
Pisi 2 11.7 Barbun 17 21.1
Pisi 3 5.7 Barbun 18 153
Pisi 6 11.7 Barbun 19 23.6
Pisi 9 11.7 Barbun 20 55.1
Pisi 10 5.7
Pisi 11 11.7
Pisi 12 117
Pisi 13 11.7
Pisi 15 213
Pisi 16 21.3
Pisi 19 8.2
Mezgit 4 43.0 252 +16.0
Mezgit 5 13.0
Mezgit 7 210
Mezgit 8 13.0
Mezgit 9 52.0
Mezgit 10 21.0
Mezgit 11 73
Mezgit 12 52.0
Mezgit 13 21.0
Mezgit 14 21.0
Mezgit 15 13.0 :
(1) : Kefal baliklart Yomra limanindan, diger tiirler Trabzon Havaalant agigindan avlanmgtir.
(*) : Turlerin kargisindaki sayilar érnek numaralarini gostermektedir (1.,2. érnek vb.)
K.A.: Kuru agirlik
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Tablo 7.1996 yilinda avlanan Kefal baliginmn kan ve karacigerinde blgiilen
aromatik DNA-eklemeleri ile boy, agirlik ve karacigerdeki PAH
- miktar arasindaki iliski

n Kan Karaciger  Boy Agichk PAH
Kan 7 1.000
Karaciger 7 0.750%%  1.000
Boy 7 -0.071 -0.143 1.000
Agirlik 7 -0,281 -0.285 0.929* 1.000
PAH 7 0.714 0321  —0.071 -0.071 1.000

Tablo 8. 1996 yilinda avlanan Pisi baliginin kan ve karacigerinde 8lgiilen
aromatik DNA-eklemeleri ile boy, afirhk ve karacigerdeki PAH
miktar arasindaki iligki

n Kan Karaciger Boy Agirlik PAH

Kan 14 1.000

Karacifer 14  0.160 1.000

Boy 14 0.240 0.577++ 1.000

Agirhk 14 0.336 0.270 0.760%*  1.000

PAH 14 0217 ~0.524%*  —0.128 -0.128 1.000

Tablo 9. 1996 yilinda avlanan Barbun bahZimn kan ve karacigerinde olgiilen
aromatik DNA-eklemeleri ile boy, agirhk ve lmr’tc:gerdekl PAH
mikiars arasindaki iligki

n Kan Karaciger Boy Agirhk PAH
Kan 8 1.000
Karaciger 8 0.381 1.000
Boy 8 0.381 0.295 1.000
Aguhik 8 0.262 0.310 0.970* 1,000
PAH 8 -0.048 ~(.048 ~0.872*%*  —0.810**  1.000
Py
*: Po.os

Kan: Balik kaninda §lgillen aromatik DNA-eklemeleri
Karaciger: Balik karacigerinde 6igiilen aromatik DNA-eklemeleri
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Table 10. 1996 yihinda avlianan Mezgit bah@inn kan ve karacigerinde olgiilen

aromatik DNA-eklemeleri ile boy, agirhk ve karacigerdeki PAH
miktan arasindaki iliski

1 Kan Karaciger Boy Apgrhik PAH

Kan 11 1.000

Karacifer 11 -0.203 1.000

Boy 11 0.195 0.093 1.000

Agirhik 11 -0.049 0.357 0.642 1.000

PAH 11 -0.196 -0.330 -0.227 -0.301 1.000

Tablo 11. 1996 yilinda avlanan Caca bahfinin kan ve karacigerinde élgiilen
aromatik DNA-eklemeleri ile boy, agirhk ve karacigerdeki PAH
miktar1 arasindaki iligki

n Karaciger Boy Agirlik PAH
Karacifer 15 1.000
Boy 15 -0.417 1.000
Agirlik 15 -0.433 0.969* 1.000
PAH 6 0.371 —0.542** ~0.464 1.000

**: Poor
*: Po.os

Kan: Balik kaninda 6lgiilen aromatik DNA-eklemeleri
Karaciger: Balik karacigerinde oigiilen aromatik DNA-eklemeleri
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Sekil 4. 1995 yilinda Karadeniz'den avlanan Pisi (P) ve Mezgit (M) baliklarinda 6lgiilen aromatik DNA- eklemeleri
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Sekil 5b. 1996 yilinda Karadeniz'den avianan Kefal (K) ve Caga (C) baliklarnda élgiilen aromatik DNA- eklemeleri
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Sekil 6. 1995 yilinda ODTU-DBE limanindan avlanan kefal balikiarinda
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Sekil 7. 1996 yilinda ODTU-DBE limanindan avlanan kefal baliklarinda
dlgitlen aromatik DNA- eklemeleri.
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