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Bu caligmada tatlisu baligt Oreochromis niloticus farkli sertlik diizeylerine
(30, 60 ve 120 mg Ca?*/L) sahip sularda krom, nikel, ¢inko ve civanin etkilerine akut
(3 glin) ve kronik (30 giin) olarak birakildiktan sonra, antioksidan sisteminin verdigi
tepkiler incelenmistir. Bu amag i¢in, metallerin subletal derisimlerine maruz kalan
baliklarin karacigerlerinde antioksidan sisteme 6zgiin enzimatik ve enzimatik olmayan
biyobelirteglerin tepkileri dl¢lilmiigtiir. Antioksidan sistem parametreleri farkl sertlik
diizeylerinde hem akut, hem de kronik deneylerde anlamli degisimler (P<0.05)
gostermistir. Her iki deney siirecinde, en fazla etkilenen enzimler glutatyon-S-
transferaz (GST) ve glutatyon peroksidaz (GPx) olurken, en az etkilenen enzimler
katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) olmustur. Ayrica, farkli deneylerde
enzimlerin etkilenme sekli de fark gostermistir. CAT ve SOD aktivitelerinde anlaml
artiglar olurken, GPx ve GST aktivitelerinde anlamli azalmalar gériilmiistiir. Enzimatik
olmayan glutatyon (GSH) diizeyleri ise akut deneylerde azalma gosterirken, kronik
deneylerde artiglar gostermistir. Sonuglar farkli su sertliklerinde metal etkisinde kalan
baliklarin antioksidan sistemlerinin verdigi tepkilerin de farkli oldugunu gostermistir.
Akut deneylerde, orta sertlik degerindeki sularda en az etki goriiliirken, kronik
deneylerde bunun tersi olmus olup, en fazla etki orta sertlik degerinki sularda
gOriilmistiir.

Anahtar Kelimeler: Tatlisu, Balik, Karaciger, Metal, Kalsiyum, Antioksidan
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In this study, the responses of the antioxidant system of freshwater fish
Oreochromis niloticus were investigated following exposure to chromium, nickel, zinc
and mercury in differing hardness (30, 60 and 120 mg Ca?*/L) in acute (3 days) and
chronic (30 days) durations. For this purpose, the responses of enzymatic and non-
enzymatic biomarkers belonging to the antioxidant system were measured in the livers
of fish exposed to sublethal concentrations of metals. Antioxidant system parameters
showed significant changes (P<0.05) in both acute and chronic experiments in differing
hardness. The enzymes that were most affected in both exposure durations were
glutathione-S-transferase (GST) and glutathione peroxidase (GPx), while the least
affected enzymes were catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD). Furthermore,
the responses of the enzymes also varied among different exposure types. There were
significant increases in CAT and SOD activities, while there were significant decreases
in GPx and GST activities. The levels of the non-enzymatic biomarker, glutathione
(GSH), decreased in acute exposures, while they increased in chronic exposures. The
results showed that the responses of the antioxidant systems of the fish exposed to
metals in differing water hardness were also different. It was evident that the least
effect was observed in medium-hardness in acute exposures, while the opposite was
observed in chronic exposures, as the most effects were seen in medium-hardness.

Keywords: Freshwater, Fish, Metal, Calcium, Liver, Antioxidant
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GENISLETILMIS OZET

Bilindigi gibi agir metaller biyolojik olarak gerekli olanlar ve olmayanlar
olmak {izere iki gruba ayrilmaktadir. Metabolizma i¢in gerekli olmayan metaller
toksik etkilerini metabolik dongili sirasinda gerekli metallerin yerine gecerek
gostermektedir (Rainbow, 1985). Sucul ortamlarda metal etkisine maruz kalan
baliklarin dokularinda metal birikimi baligin biyolojik 6zelliklerinin yaninda suyun
metal derisimine, etkide kalma siiresine ve diger cevresel faktorlere (tuzluluk,
sicaklik, pH ve sertlik gibi) bagl olarak degismektedir (Heath, 1995; Canli ve Atli,
2003; Baykan ve ark., 2007; Atli ve Canli, 2008; Baysoy ve ark.,2013).

Metaller 6nemli bir ekosistem bileseni oldugu kadar, besin kaynagi olarak
da tiiketilen baliklarin fizyolojik ve biyokimyasal mekanizmalarimin biitlinligiinii
bozabilmektedir (Hogstrand ve ark., 1999; Basha ve Rani, 2003). Su ortaminda
kirleticilerin bulunmasi ¢esitli enzimlerin aktivitelerinde ve birgcok fizyolojik ve
biyokimyasal parametrede degisiklikler meydana getirdiginden, bu ortamda
yasayan canlilar i¢in 6nemli bir sorun olusturmaktadir (Ariyoshi ve ark., 1990).
Baliklar ortamdaki agir metalleri besin, su ve viicut yiizeyinden alabilmektedir
(Simkiss ve Taylor, 1989; Heath, 1995). Tatl1 sularda su sertligi ile agir metallerin
toksisitesi arasinda negatif bir iligki vardir; diger bir deyisle sertlik arttikga agir
metal toksisitesinde bir azalma sz konusudur. Ornegin tatli sularda su sertligi
arttikca agir metal alimi organizmalarm Ca ve Mg gibi iyonlar1 almak i¢in
yarigsmasi nedeniyle azalmaktadir (Kim ve ark., 2001; Pyle ve ark., 2002).

Bu ¢alismada, tathisu baliklar1 (O. niloticus) farkli diizeylerde kalsiyum
(30, 60 ve 120 mg Ca2"/l) igeren sularda metallerin (Cr™®, Hg** ve Ni*?, Zn*?)
etkisine akut (3 giin) ve kronik (30 giin) siireglerde birakildiktan sonra, karaciger
dokusunda antioksidan sistemin verdigi tepkiler g¢esitli biyobelirtecler (enzimatik
ve enzimatik olmayan) aracihg ile belirlenmistir. Akut deneylerde baliklar Cr*®,
Ni*? ve Zn™*’nin 30 uM derisimlerine ayr1 ayri maruz birakilirken, Hg*’nim 0.3
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UM derisimine maruz birakilmislardir. Kronik deneylerde ise baliklar Cr*, Ni*?ve
Zn™*nin 10 pM derisimlerine ayr1 ayr1 maruz birakilirken, Hg?’min 0.03 pM
derisimine maruz birakilmistir. Metallerin derisimlerinin belirlenmesi literatiir
taramalar1 ve laboratuvarimizda yapilan 6n calismalar ile yapilmis olup, biitiin
derisimler subletal derisimler olarak belirlenmistir. Deney protokoliinde her
kalsiyum derisimi (su sertligi) i¢in ayr1 ayr1 kontroller kullanilmistir. $6yle ki; En
diisiik kalsiyum derisiminde (Casy) metal etkisinde kalan baliklarin istatistiksel
analizleri kalsiyum degeri en diisiik (30 mg Ca®*/l) olan kontrol ile yapilmustir.
Ayni sekilde orta (Cago) ve yiiksek (Caiz) diizeylerde kalsiyum igeren ortamlarda
metal etkileri incelenirken ilgili kontrol degerleri ile istatistiki karsilastirmalar
yapilmigtir. Balik antioksidan sisteminin metallere verdikleri tepkilerin
belirlenmesi i¢in karaciger dokusunda antioksidan sisteme &zgli enzim (SOD,
CAT, GPx, GR, GST) aktiviteleri ve enzimatik olmayan parametre (GSH)
diizeyleri incelenmistir. Akut ve kronik deneyler sonunda baliklarda herhangi bir
Olim gorilmemistir. Karaciger dokusundaki enzimatik ve enzimatik olmayan
parametrelerin analizi ilgili metotlar yardimi ile kisa siire igerisinde yapilmistir.
Veriler antioksidan sisteme 0zgli parametrelerin aktivitelerinde ve diizeylerinde
suyun sertlik derecesine, metal ¢esidine ve metal maruziyet siiresine bagli olarak
farkliliklar gostermistir. Kalsiyum ve/veya metal etkisinde kalan baliklarda
ortaya ¢ikan degisimler istatistiksel olarak karsilastirildi ve anlamli (P<0.05)
ve anlamsiz (P>0.05) farklar not edilmistir.

Kromun akut etkisi incelendiginde Cazp su sertliginde SOD ve CAT
aktivitesinde anlamli bir artis gézlemlenmistir. Cago ve Caino su sertliklerinde GPx
aktivitesinde, Caszp ve Cajzo su sertliginde ise GST aktivitesinde 6nemli bir azalig
goriilmiigtiir. GR aktivitesi ve GSH diizeyinde ise hicbir su sertliginde anlamli bir
degisiklik olmamistir. Kromun kronik etkisi incelendiginde Casg su sertliginde GR
aktivitesinin arttigi, CAT ve SOD aktivitesinin ise Cag su sertliginde anlamh

arttigi, GPx aktivitesinin ise anlamli bir sekilde azaldigi gorlismiistir. GSH
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diizeyleri Caszp su sertliginde anlamli bir artig gosterirken, Caix su sertliginde
anlaml1 azalislar gostermistir. GST aktivitesi ise hicbir su sertliginde krom etkisiyle
anlamli degigsimler gdstermemistir. Nikelin akut etkileri incelendiginde SOD, CAT
ve GR aktivitesinde ve GSH diizeylerinde hicbir su sertliginde anlamli bir
degisiklik goriillmemistir. Ancak, GPx aktivitesinde tiim su sertliklerinde anlaml
azaliglar goriilmiistiir. GST aktivitesi ise Cas ve Caiz su sertliklerinde anlaml
azaliglar gostermistir. Kronik deneylerde, SOD, CAT ve GR aktivitelerinde akut
etkiye benzer sekilde higbir su sertliginde anlamli bir degisiklik olmamistir. GPx
aktivitesinde ise sadece Caso su sertliginde anlamli bir azalis goriilmiistiir. GST
aktivitesinde Cagp su sertlifinde anlamli bir azalma olmustur. GSH diizeyleri
sadece Caz su sertliginde anlamli bir artis gosteritken, Casp ve Caio su
sertliklerinde anlamli  bir degisiklik olmamistir. Cinkonun akut etkisi
incelendiginde, Cazp su sertliginde CAT aktivitesinde bir artis, GPx
aktivitesinde Caizo su sertliginde GST aktivitesinde, Cazo ve Caizo su
sertliginde GSH diizeyinde ise Cago su sertliginde anlamli azalislar
goriilmiistiir. Ancak, SOD ve GR aktivitesinde herhangi bir su sertligi
anlaml bir degisiklik goriilmemistir. Cinkonun kronik etkisi incelendiginde,
SOD ve CAT aktivitesinde herhangi bir su sertliginde anlamli bir degisiklik
olmaz iken, Cag su sertliginde GPx ve GST aktivitesinde, Caizo su
sertliginde GR aktivitesinde anlamli azalislar olmustur. GSH diizeyi ise Cazo
su sertliginde anlamli bir artis gozlemlenmistir. GR aktivitesi ise sadece
Caio su sertliginde anlamli bir azalis gostermistir. Civanin akut etkileri
incelendiginde, GR aktivitesinde Caizo su sertliginde ve GST aktivitesinde
Cazo su sertliginde anlamli azaliglar goriilmistiir. GSH diizeyinde ise Caso
su sertliginde anlamli bir azalma olmustur. Kronik deneylerde, biitiin enzim

aktivitelerinde anlamli azalislar olurken, CAT aktivitesinde ise Caeo
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sertliginde anlamli bir artis olmustur. GSH diizeyinde ise hicbir metal
anlamli degisime neden olamamustir.

Bu ¢alismanin sonuglari ile metallerin (Cr™®, Hg** ve Ni*?,
Zn*?) farkli su sertliklerinde baliklarm (O. nioticus) karaciger antioksidan
sistem parametreleri lizerine olan etkileri akut ve kronik deneyler ile
gosterilmistir. Istatistiksel analizler, ortaya ¢ikan anlamli etkilerde metal
tiirlinlin, metal derisiminin, su sertliginin (kalsiyum diizeyi) ve etkilenme
stiresinin de etkili oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Boylece, bu calisma ile tatl
su baliklarinda cevre toksikolojisinin balik fizyolojisi iizerine olan etkileri
gosterilirken, suyun kalsiyum diizeyinin de g¢evresel metal toksikolojisi

calismalarinda dikkate alinmasi gerektigini vurgulanmastir.
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1. GIRIS Kadir KOCALAR

1. GIRIS

Teknolojinin gelismesine bagh olarak diinya niifusunun hizla artmasi ile
birlikte besin kaynaklar1 kirlenmekte ve insan popiilasyonu i¢in énemli problemler
yaratmaktadir. Endiistriyel alanlarda, tarim ve madencilikte siklikla kullanilan Pb*2,
Cd*?, Cr?, Co™, Fe*’, Ni*2, Hg'* ve Zn™ gibi agir metaller ¢evre kirliligi
bakimindan 6nemlidir ve ekolojik tehlike olusmasina neden olan kirleticilerin 6nde
gelenlerindendir.

Agir metaller ¢evrede dogal olarak bulunmakta olup yeralti ve yiizey
sularinda degisen seviyelerde bulunmaktadir. Bununla birlikte, antropojenik
faaliyetler metallerin dogal sucul ekosistemlere girisinin artmasina neden
olabilmektedir. Bazi durumlarda, sucul organizmalar metallerin dogal olmayan
yiiksek seviyelerine maruz kalabilmektedirler. Baliklar bulunduklari ortamlarin
fiziksel ve kimyasal degisikliklerine karsi oldukg¢a duyarhidir. Bu nedenle,
baliklardan elde edilecek biyobelirte¢ verileri belirli bir su ekosisteminin kirlilik
durumunu yansitabilir ve iyi bir gdsterge olabilmektedir. Kirliligin erken toksik
etkileri, balik davranisinda veya dis goriinimiinde oOnemli degisiklikler
tamimlanmadan once yalnizca hiicresel veya doku diizeyinde belirgin olabilir.
Histolojik inceleme ¢ok hassas bir parametre gibi goriinmektedir ve karaciger gibi
hedef organlarda meydana gelebilecek hiicresel degisiklikleri belirlemede ¢ok
onemlidir. Agir metallere maruz kalmak karacigerde histolojik degisikliklere neden
olabilir. Balik karacigeri histolojisi bu nedenle ¢evresel faktorler ile karaciger
yapilar1 ve islevleri arasindaki etkilesimleri incelemek i¢in iyi bir model organ
olarak hizmet edebilmektedir (Hinton ve Lauren, 1993; Gernhofer ve ark., 2001).

Sucul ekosistemler, yagmur sularinin yikama kabiliyetinin bir sonucu
olarak neredeyse tiim antropojenik desarjlar i¢in nihai varig noktasidir. Metaller
biyolojik olarak parcalanamadiklar1 veya ekosistemlerden elimine edilemedikleri
icin sucul ekosistemlerin baglica kirleticileri olarak kabul edilmektedirler. Bu

nedenle, asir1 endiistriyel ve antropojenik faaliyetlerin bulundugu bazi bolgelerde
1
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metaller sucul yasami ciddi sekilde tehdit etmektedir (Mance 1987; Heath 1995;
Jorgensen 2012). Nehirler ve goller hacimce daha kiigiik olduklarindan ve
genellikle insan yerlesim bdlgelerinin yakininda bulundugundan, antropojenik
kaynaklardan biiyiik miktarlarda metal alma riski tasimaktadir. Bu nedenle, bu
sular hassas ckosistemler olduklar1 icin belirli donemlerde hassas bir sekilde
kontrol edilmelidir.

Baliklarda metal birikimi metal tirine, maruz kalma siiresine, su
kimyasimna ve balik beslenme biyolojisine bagli olarak degisebilmekte ve
dokularinda yiiksek diizeylerde biriktikten sonra hem balik i¢in hem de balik ile
beslenen diger canlilar i¢in toksik olabilmektedir (Pinto ve ark. 2003; Sampaio ve
ark. 2008; Saglam ve ark. 2013). Literatiir verileri, dogal sularda Pb, Cr, Cu ve Zn
diizeylerinin sirasiyla 0,6—120, 1-10, 0,20-30 ve 0,5-10 pg/L aralifinda oldugunu,
kadmiyum diizeylerinin ise <0,1 pg/L oldugunu gostermistir. Ancak, asir1 miktarda
antropojenik girdinin bulundugu sucul sistemlerde metallerin konsantrasyonlar
dogal seviyelerinin birgok kati olabilir (Mance 1987; Heath 1995; Jorgensen 2012).
Boylece baliklarda biriken metal miktari da ¢ok fazla olabilmektedir. Metallerin
toksik etkileri, bosaltim, metabolik, depolama ve detoksifikasyon mekanizmalari
ile bertaraf edilemedigi zaman toksik etkiler baglayabilir (Heath 1995; Jorgensen
2012).

Balik dokularinda metal birikimindeki artislar hidrojen peroksit, siiperoksit
radikali ve hidroksil radikali gibi reaktif oksijen gesitlerinin (ROT) olusturdugu
oksidatif strese neden olmaktadir. Ayrica hiicresel antioksidan kapasiteyi azalttigi
gibi fizyolojik ve biyokimyasal mekanizmanin biitiinligiinii de bozmaktadir (Radi
ve Matkovics 1988; Roche ve Bogé 1996; Dautremepuits ve ark. 2002; Pinto ve
ark. 2003; Atli ve Canli 2010). Agir metaller, ROT'un hiicresel konsantrasyonunu
dogrudan arttirarak ve hiicresel antioksidan kapasitesini azaltarak oksidatif hasari
destekleyebilir (Pinto ve ark., 2003). Metallerin antioksidan sistem {izerindeki
etkileri metallerin esansiyel olup olmamasia gore degismesinin yaninda, redoks

aktif veya inaktif dogasina gore de degisebilmektedir (Wood ve ark. 2012).
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Biyobelirtecler, suda yagayan hayvanlarda tehlikeli etkiler ortaya ¢ikmadan
once “erken uyar1 sistemleri” olarak Onemlidir. Ayrica, dogal sular1 oldiiriicii
olmayan toksik madde seviyeleri icin test etmede Onemli parametreler olabilirler.
Bu nedenle biyobelirtecler son yillarda metal toksisite izleme programlari igin
onem kazanmistir. Karaciger ve bobrek gibi balik dokular1 ksenobiyotiklerin neden
oldugu oksidatif stresten korunmak i¢in bazi antioksidan sistemler (Basha ve Rani
2003; Atli ve Canli 2007; Baysoy ve ark. 2012). Dogal ve antropojenik kaynaklar
nedeniyle sucul ortamin metallerle kirlenmesi diinya capinda bir ¢cevre sorunudur.
Metallere maruz kalma, suda yasayan hayvanlarda doku hasari, solunum
degisiklikleri, biyokimyasal ve fizyolojik mekanizmalardaki degisiklikler ve
nihayetinde oliim dahil olmak {izere cesitli toksik etkilere yol acabilir (Heath
1995). Bu nedenle enzimatik ve enzimatik olmayan biyobelirtegler, organizmalarda
ciddi toksik etkiler ortaya ¢ikmadan dnce metal maruziyetlerinin etkilerini tahmin
etmek i¢in hassas araclar olarak 6onem kazanmaktadir. Aspartat transaminaz (AST)
ve alanin transaminaz (ALT), amino asit metabolizmasinda yer alan transaminazlar
olarak gorev yapan en Onemli enzimlerdir ve metal maruziyetlerine duyarli
olduklar1 bilinmektedir (Almeida ve ark. 2001; Levesque ve ark. 2002; Gravato ve
ark. 2006). Ote yandan metallerin yiiksek afiniteye sahip oldugu siilfidril grup
diizeylerinin ve toplam protein diizeylerinin belirlenmesi metal toksisitesinin
tahmin edilmesinde bir gosterge olarak kullanilabilmektedir (Gravato ve ark.
2006).

Agir metaller sucul ortamlar dahil her tiirlii ekosistemde yaygin olarak
bulunan Kkirleticilerden olup, ciddi kirlilige neden olurlar. Organizmalarda
birikebildiklerinden dolay1 besin zinciri yoluyla daha yiiksek trofik seviyelere
aktarilabilirler ve bunun sonucu olarak biiyiik ekolojik problemlere neden olurlar
(Dallinger ve ark., 1987; Chen ve Folt, 2000; Naser, 2013). Agir metallerin risk
degerlendirmeleri baglaminda, biyolojik etkileri ve etki bi¢cimleri onlarca yildir en
fazla arastirilan ekotoksikolojik konular arasinda yer almaktadir (Garrick ve ark.,

2006; Wu ve ark., 2016; Wang ve Tan, 2019). Sucul ortamlarda agir metaller
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karisimlar halinde bulunsa da, risk degerlendirmeleri ve su standartlar1 esas olarak
tek maddelerle yapilan galigmalara dayanmaktadir (ECB, 2003).

Bazi metaller, 6rnegin Cu, Zn ve Fe balik metabolizmasi i¢in gerekli
olmasina karsin, Hg, Cd ve Pb gibi metallerin biyolojik sistemlerde bilinen bir rolii
yoktur. Baliklarda normal metabolizmasi igin gerekli metaller su, yiyecek veya
sediment kaynakli olmaktadir. Hem esansiyel metalle hem de esansiyel olmayan
metaller benzer yollarla viicuda alinmaktadir. Laboratuvar deneyleri ve dogal
orneklemelerden elde edilen veriler balik dokularinda metal birikimi esas olarak
konsantrasyona, etkide kalma siiresine, suyun fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine
(sicaklik, sertlik, pH, tuzluluk v.s.) bagli oldugunu gdstermistir. Bunun yaninda,
hayvanlarin beslenme gereksinimleri, cinsiyeti ve boyutu gibi biyolojik
ozelliklerinin de dokularindaki metal birikimini etkiledigi belirtilmistir (Heath,
1987; Langston, 1990; Canli ve Furness, 1993; Roesijadi ve Robinson, 1994; Kalay
ve ark., 1999; Kalay ve Canli, 2000). Su sertliginin metal toksisitesinde énemli bir
etken oldugu ve sert sularda toksisitenin azaldigi bilinmektedir. Sert sulardaki
koruyucu etkiden sorumlu katyonlarin baginda Ca** gelmektedir (Pagenkopf,
1983). Hayvan boyutunun da metal birikiminde o6nemli oldugu gdsterilmistir.
Ozellikle civa gibi metallerde hayvan boyutu ile birikim arasinda pozitif bir iliski
oldugu, ancak diger metallerde boyle bir iliskinin varligi gosterilmemistir (Barak
ve Mason, 1990; Monteiro ve Lopes, 1990); Law ve ark., 1991; Canli ve Furness,
1993a,b). Hatta, deniz besin zincirinin en iist zinciri olan eniz kuslarinda biriken
ctva miktari ile hayvan boyutlar1 arasinda pozitif bir iligki gostermistir (Furness ve
ark., 1986). Su ile temas etti§inde rahatca ¢oziinmeleri, yok edilememeleri, canli
viicudunda birikebilmeleri ve viicuttan atilimlarinin zor olmasi gibi nedenlerden
dolay1 agir metaller suda yasayan canlilar icin son derece toksik olan
ksenobiyotiklerdendir (Van Dyk ve ark., 2007).

Hiicresel detoksifikasyon, antioksidan savunma sistem ve stres cevaplari
hayvanlarda ana savunma mekanizmalarim1 meydana getirmektedir. ROT {iretimine

karsilik enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan elemanlar1 oksidatif stres ve
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oksidatif zarara karsi hiicresel seviyede savunma yapmaktadir. Oksidatif stres,
ROT iiretimindeki artis sonucunda antioksidan koruma diizeyinin gegilmesi
sonucunda meydana gelir ve hiicrenin potansiyel olarak hasar gérmesine ve hatta
yok olmasina neden olabilir (Kubrak ve ark., 2013; Narra, 2016). Normal sartlar
altinda saglikli hayvanlarda ROT iiretimi ve elemine edilmesi denge halinde
bulunmaktadir. Katalaz (CAT), glutatyon S transferaz (GST), siiperoksit dismutaz
(SOD) gibi enzim yapili antioksidanlar biyotransformasyonda rol oynayan énemli
enzimlerdir (Limon- Pacheco ve Gonsebatt, 2009). Hiicre i¢indeki ve hiicre
disindaki viicut sivilarinda ROT diizeyleri, enzim yapisinda olan ve enzim
yapisinda olmayan antioksidan sistem elemanlari tarafindan denetlenir. CAT ve
SOD gibi enzim yapili olan antioksidanlar, antioksidan savunma sistemi (ASS)
elemanlaridir ve serbest radikalleri ortadan kaldirma kabiliyetleri vardir (Van der
Oost ve ark., 2003). Baliklarda tipki diger omurgalilar gibi enzim yapisinda olan ve
enzim yapisinda olmayan antioksidan savunma sistemleri igcermektedirler
(Trenzado ve ark., 2006). Stresin bir seri biyokimyasal, fizyolojik ve davranigsal
farkliliklara neden oldugu ve buna bagli olarak viicudun homeostazisini bozdugu
net olarak bilinmektedir (Tsigos ve ark., 2016).

Birgok ksenobiyotik maddenin sucul canlilarin hiicrelerinde ve dokularinda
cesitli toksik etkilere neden olan ROT artigina neden oldugu bilinmektedir. Yapilan
degisik caligmalarda siiperoksit anyonu, singlet oksijen, hidroksil radikali ve
hidrojen peroksit gibi ROT’lar1 metal ve benzeri ksenobiyotiklerin meydana
getirdigine iliskin literatiir verileri bulunmaktadir (Firat ve ark., 2011; Fridin ve
ark., 2015). Agir metaller, oksidatif stresin sebebi olan ROT’larin olugmasina
neden olan ksenobiyotikler arasinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Cu, Fe, Hg, Pb Cd
ve Zn gibi metallerin, enzim yapili antioksidan etkinliginde farkliliklara, yaglarin,
proteinlerin ve DNA’nin oksidasyonuna neden olabilmektedirler. Bunun sonucu
dogrudan veya dolayl olarak hiicre oliimiine neden olduklari bilinmektedir (Hu,

2000).
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Hiicrelerin oksidatif stresin tistesinden gelebilmek ve zarara ugrayan biiyiik
yapili molekiillerini onarabilmek adina degisik mekanizmalar1 bulunmaktadir.
Bunlar arasinda ROT’lar1 ortadan kaldiran ya da engelleyen enzim yapili olan ve
enzim yapili olmayan antioksidanlardir (Verma ve ark., 2007). Enzim yapisinda
olan antioksidanlar siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon-S-
transferaz (GST), glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi
enzimlerden olusurken; enzim yapisinda olmayanlar ise glutatyon, metallothionein,
E vitamini ve C vitamini gibi yapilardan olusmaktadir. Baliklarda tipki diger
omurgalilar gibi oksidatif stresin iistesinden gelebilmek icin enzimatik veya
enzimatik olmayan savunma sistemleri bulundururlar. Enzim yapisinda olan ve
enzim yapisinda olmayan antioksidanlar baliklarin hiicrelerindeki redoks
durumunun korunmasinda faydalidir ve biyolojik acidan oksidatif stresin
olusumuna karst korumada oOnemlidir (Monteiro ve ark., 2009). Glutatyon
metabolizmasinda yer alan GPX, GST, GR, indirge glutatyon (GSH) ve okside
glutatyon (GSSG), metallerin neden oldugu oksidatif stres ve diger ¢evresel stres
faktorleri ile bag etmede 6nemli antioksidanlar arasinda yer almaktadir (Pinto ve

ark. 2003; Tripathi ve ark. 2006).

1.1. Sucul Canlilarda Metal Diizeyleri

Sucul ortamdaki agir metallerin baliklar tarafindan biinyelerine alinmasi en
fazla solungagclar, viicut yiizeyi ve sindirim sistemi ile olmaktadir. Bunun nedeni
agir metal iceren solunum suyunun en genis ylizey alanina sahip olan solungag
lamelleri ile etkilesmesidir. Solunga¢ epitelinde cevresel kirlenmeye fizyolojik
tepki olarak goriilebilecek hiperplazi (organ ve dokuda, ihtiyaci karsilamak igin
boliinebilme kabiliyeti olan hiicre sayisindaki artig), mukoz hiicrelerin fazla aktif
olmasi, primer lamellerin ayrilmas1 gibi defektler biyolojik yanitlarin sadece
bazilaridir. Degisik yollardan canli biinyesine aliman agir metaller her organ ve
dokuda farkli diizeyde birikirler. Canli biinyesinde c¢esitli metabolik yollara

katildiktan sonra viicut digina atilabilen metallerden fizyolojik éneme sahip olanlar
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depolanir. Eger bunlar toksik metallerden biri ise, enzimlerin yapisim
bozabilmektedir (Yazkan ve ark., 2004). Baliklarda kas dokusu agir metal
baglamada fazla etkili olan bir organ degildir (civa gibi metaller hari¢). Bununla
birlikte, insanlar tarafindan tiiketildigi ve saglik riski tasidigi i¢in kas dokusu
analizlerinin yapilmasi da gereklidir (Flos ve ark., 1979).

Sucul organizmalarda stres sonrast gelisen primer yanit siiresince agiga
cikan faktorlerin fizyolojik etkilerinden sekonder yanitlar gelisir (Sekil 1.1).
Sekonder yanitlar bazi histolojik, histopatolojik, biyokimyasal ve hematolojik
parametrelerdeki degisimlerle saptanabilmektedir. Baliklarda c¢evresel etkiler
sonucu gelisen stres sonrasinda homeostazisi saglamak amaciyla, hematolojik,
osmolalitik, hormonal ve enerji metabolizmasini diizenleyen bazi fizyolojik
degisiklikler sekillenir (Donmez ve ark., 2006, Acerete ve ark., 2004, Yavuzcan
Yildiz ve Pulatsu, 1999). Bazi agir metallerin sucul canlilar iizerindeki etkileri
farkli agiklanabilir. Ornegin; arsenigin (As) etki mekanizmas kiikiirt ihtiva eden
enzimlerle reaksiyona girmesine baglanmaktadir. As 6zellikle karaciger, kemik
doku, deri ve tirnakta birikmektedir (Francesconi ve ark., 1999, Sener ve Yildirim,
2000, Clowes ve Francesconi, 2004, Kayhan, 2007). Deniz iirlinlerinde arsenik
miktar1 tolerans siirlar iizerine ¢ikabilir. Ornegin Morina’nin karaciger yaginda,
yengecte ve planktonik organizmalarda yiiksek oranda As saptandigi bazi
caligmalar vardir (Yagmur ve Hanci, 2002). As’ in organizmalardaki birikimi ve
etkileri, As bilesiginin 6zelliklerine baglidir ve embriyolarda kronik etkilere, DNA
hasarlarina veya kanserlere sebep olabilir (Dons ve Beck, 1993, Berg ve ark.,

1997).
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TOKSIK ELEMENTLER
Toksik elementlerin lig_fand baglar olusturmasi
Hiicre Metabo%izmasum Giris
Biyokimyasal Fonksil}'onlarda Bozukluklar
Fizyolojik F onksiycl)nlarda Bozukluklar

| !

v
Hiicre Oliimii Bivokimyasal Adaptasyon
| | l
CANLININ OLUMU  Fizyolojik adaptasyon DNA kirtlmas:
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Sekil 1.1 Toksik elementlerin organizmadaki fizyolojik yollar1 ve biyolojik
yanitlar1 (Kayhan ve ark., 2009)

1.2. Agir Metallerin Detoksifiye Mekanizmalari

Agir metaller; 5 g/cm®iin iizerinde yogunluga sahip olan ve
pargalanamayan metalik bilesenlerdir. Demir (Fe), bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) gibi
bazi agir metaller temel iz elementler iken civa (Hg), kadmiyum (Cd) ve kursun
(Pb) gibi agir metaller yararli biyolojik etkileri olmayan ve ¢ok diisiik miktarlarda
bile toksik etki gosteren elementlerdir. Cd, Pb, Hg ve As en toksik agir metaller
olarak kabul edilmektedir. Agir metal kirliligi, insan sagligini tehdit etmesinin yani
sira dogada dogal olarak parcalanmayarak, tehlikeli ve toksik olmalari nedeniyle
cevresel acidan da ciddi sorunlara yol agmaktadir (Gerbino ve ark., 2011; Bhakta
ve ark., 2012). Agir metallerin detoksifikasyonu genelde; niikleoprotein bilesikleri
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(Hg ve metil Hg, Cd), fosfolipid bilesikleri (As), lipofuskin tanecikleri (As, Au,
Cd, Cu, Fe, Hg, Pb, Pu, Th, Zn), fosfat tanecikleri (Fe, Zn, Al, Cu, Sr), O, tasiyict
proteinleri ve metallothionein gibi 0zgiin metal baglayan proteinler seklinde

olmaktadir (George, 1982).

1.3. Tarihte Meydana Gelen Baz1 Agir Metal Felaketleri

Japonya’nin 50.000 niifuslu Minamata ilgesinde yasayan halkin temel
gecim ve besin kaynagi baliklardir. 1932-1968 seneleri arasinda yiiksek yogunlukta
(100 mg/l civar1) civa igerikli atiklar Minamata Korfezi’ne bosaltilmis ve bunun
sonucunda hem suda yasayan canlilarda hem de ge¢imini ve besinini bu sulardan
saglayan Minamata halkinda bazi belirtiler goriilmeye baslamistir. Cok sayida
insan Ozelliklede balikcilikla ugrasan kisiler yiliksek civa derisiminden kaynakli
civa zehirlenmesi sonucunda ya engelli kalmis ya da yasamini yitirmistir. Civa
zehirlenmesi olan kisilerde goriilen belirtiler genellikle gérmede bozukluk, beyinde
hasarlar, sinir sisteminde bozukluk ve felgtir. 1975 yilina kadar Minamata’da
goriilen bu felaketteki kurban sayis1 800’e kadar ¢ikmis, bunlar arasindan 107 kisi
yasamini yitirmistir. Fakat bu felaketten etkilenen insan sayisinin binlerle ifade
edilebilecegi bildirilmistir (Salvatore ve ark., 1977; Mance, 1987). Buna benzer bir
baska olay yine Japonya’da 1965 senesinde Agamo nehri civarlarinda yasayan
halkta goriilmiistiir. Burada da temel neden yine civadir. Insanlar civadan
etkilenmis baliklar tiikettikleri i¢in ya metabolik faaliyetleri bozulmus ya da
yasamlarmi yitirmislerdir (Clark, 1989). Yine Japonya’ nin bu kez Jintsu nehri
civarlarinda iiretilen piringler ¢inko dékiimhanesinden bosaltilan yiiksek seviyede
kadmiyum ile kirlenmis bu piringleri tiiketen insanlarda “itai itai” hastali1 ortaya
cikmistir. Yiiksek seviyedeki kadmiyumun neden oldugu bu hastalik tipki civa
zehirlenmesinde oldugu gibi yiizlerce insanm yasamini yitirmesine binlercesinin de

farkli sekillerde etkilenmelerine neden olmustur (Goyer, 1991).
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1.4. Sucul Canhlarda Metaller ile Yapilan Toksisite Calismalar:

Yiiksek depolama potansiyeline sahip solungaglar agir metal birikiminde
onemli rol oynamaktadir (Shah, 2002). Solunum igin baliklar tarafindan alinan
sudaki ¢6zlinmiis oksijen solungaclar araciligryla viicuda alinirken, solungaclardaki
lameller vasitasiyla viicuda sularda bulunan agir metaller de girmektedir (Heath,
1987). Yiizey alani genis olan solunga¢ lamelleri ile etkilesime giren agir metal
iceren solunum suyu, solungaclar ve lameller vasitasiyla siirekli olarak viicuda agir
metal alinmasina neden olmaktadir (Kalay ve ark., 2004). Ayrica baliklarda en ¢cok
meydana gelen zehirlenmeler agiz yolu ile alinan agir metal atiklar tarafindan
ortaya ¢ikmaktadir. Dolayisiyla sindirim ile emilimi bir hayli 6nem arz etmektedir.
Agiz araciligiyla alinan agir metal emiliminin gerceklestigi yer ince bagirsaklardir.
Sindirim yoluyla emilen agir metaller, kan yolu ile viicudun her yerine dagilarak
bir zehirlenme durumu meydana getirir. Bu durum, viicutta emilen zehirli
maddenin miktarina ve tiiriine baglidir. Baliklarin derileri de sucul ortamda zehirli
maddelere maruz kalmakta bu durum deriden emilimini arttirmaktadir (Dokmeci,
1988). Baliklarda viicuda alinan agir metallerin dolagim sisteminde izleyebilecegi
yol semasi asagida (Sekil 1.2) verilmistir. Dig ortamdan alinan agir metaller
cogunlukla proteinlere baglanarak kan vasitasiyla, depo bdlgelerine veya
transformasyon ya da depolama igin karacigere iletilmektedir. Karaciger tarafindan
transforme edilen agir metaller burada depolanmakta veya safraya gonderilmekte
ya da bobrekler tarafindan atilmak iizere kana geri gonderilmektedir (Kivrakdal,

2010).
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Sekil 1.2 Balik dolasim sistemine alinan agir metallerin izleyebilecegi yollar
(Heath, 1987).

Aragstiricilar metal karisiminin baliklardaki etkilerinin tek tek verilmelerine
gore farkli olup olmadigini arastirmiglardir. Bunlardan bir tanesinde Saglamtimur
ve ark. (2003) Oreochromis niloticus’da bakirtkadmiyum karigiminin gesitli
dokularda (solungag, karaciger, bobrek, kas) meydana getirdigi etkileri
incelemislerdir. Oncelikle bakir birikiminin, tek basina bakir verildiginde ve
kadmiyum ile karisiminda ¢ok farkli etkiler gosterdigini gosterirken, ayni zamanda
metal birikiminin de farkli oldugunu belirtmislerdir. Diger yandan dokularda
metallerin etkisiyle metal baglayici proteinlerin sentezinde artis oldugunu da rapor
etmislerdir. Diger yandan, metal birikiminin akut ve kronik siireglerde farklilik
gosterdigi de baz1 calismalarda vurgulanmistir. Ornegin farkli derisimlerdeki
kadmiyumun Cyprinus carpio nun karaciger ve bobrek gibi metabolik olarak aktif
organlarda kisa siire igerisinde hizla birikmesine karsin, kas dokusundaki metal
birikimi ancak 106 giinliik bir maruziyetten sonra anlamli bir sekilde arttigi

gozlemlenmistir. Bunun nedeni olarak, kas dokusunun karaciger ve bobrege oranla
11
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metabolik olarak daha yavas olmasi gosterilmigtir. Kas dokusu besin kaynagi
olarak Onemli olmakla beraber, g¢evresel Ol¢limlerde sadece kas dokusunun
degerlendirilmesi yaniltict sonuglar verebilir. Zira balik sagligi icin diger dokular
daha onemli olabilir (De Conto ve ark., 1999). Benze sekilde, omurgasiz
hayvanlarda da metal birikimi gesitli faktdrlere bagh olarak degismektedir. Ornegin
Venedik Lagiinii'nden (italya) toplanan midyelerde (Mytilus galloprovincialis)
arsenik birikimi ve dokular arasindaki dagiliminin incelendigi bir calismada en
fazla arsenik birikiminin midyenin hepatopankreasinda oldugu gdsterilmistir
(Argese ve ark., 2005). Midyeler beslenme sartlar1 nedeniyle suyun fiziksel ve
kimyasal degisiminden cabuk etkilenirler ve bu nedenle iyi bir indikatér hayvan
olarak kabul edilirler. Varlik (1991) midyelerin hassa oldugunu ve cok diisiik
derisimlerde bile toksik etkiler ortaya ¢ioktigin1 belirtmistir. Arastirict midye
larvalarinin diisiik derisimlerde kadmiyum ve kursun bulunan ortamlarda midye
larvalarinin  %97’sinde anormallik oldugunu gozlemlemistir. Ayn1 zamanda
kadmiyumun kursuna gore daha toksik oldugu da vurgulanmistir. Benzer sekilde,
teke karidesinde (Palaemon serratus) yapilan bir g¢aligmada metal birikimi
incelenmis ve hayvan boyutunun kadmiyum birikimi agisindan ¢ok énemli oldugu
ve kiiglik bireylerin biiyliklere gore daha fazla kadmiyum biriktirdigi gdzlenmistir.
Aragtiricilar yaptiklart yorumda, bu durumun nedeni olarak kiigiik karideslerin
biiyiiklere gore daha fazla aktif olmasini gostermislerdir (Egemen ve Sunlu, 2003).
Baliklardaki durum bir miktar farkli olmakla beraber temelde ayni sayilabilir.
Bilindigi gibi baliklar suda bulunan metali farkli yollardan viicutlarina alsa da
temel alinim yolu solungaglardir. Buradan da kan yoluyla biitiin viicuda
dagilmaktadir (Hollis ve ark., 1999, Wong ve Wong, 2000). Metallerin baliklarin
hematolojik parametreleri {izerine olan etkileri konusunda ¢ok sayida aragtirma
vardir. Baz1 arastiricilar metallerin Kadmiyumun, Japon baliklarinda (Carassius
auratus) eritrosit olusumuna zarar verdigini ve bu etkinin ¢inko ve bakir eklenen
ortamlarda daha da koétiilestigini belirtirken, dogada metal karigimlar1 etkisinde

kalan baliklarda yasanan strese dikkat ¢ekmislerdir (Houston ve Keen, 1984,
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Atamanalp ve ark., 2003). Akut siirecte kadmiyum etkisinde kalan somonlarda
(Salmo gairdneri) kan glikoz diizeyi ve karacigerde glikojen miktarinda azalmanin
yaninda oldugu, karacigerde biiylime oldugu gozlenmistir. Kadmiyuma maruz
kalan baliklarda (Perca fluviatilis) c¢esitlik anemi tiplerinin ortaya cikabilecegi
belirtilmistir (Lowe-Jinde ve Nimi, 1986, Larsson ve ark., 1985). Benzer sekilde
kadmiyum etkisinde kalan Kaya baliklarinda (Gobius niger) yliksek diizeyde
kadmiyum birikimini takiben, histopatolojik bulgular oldugu, immatiire ve dejenere
olmus eritrosit sayisinin da arttig1 bildirilmistir (Katalay ve Parlak, 2004). Benze
etkiler sazan baliklarinda da goriilmiistiir. Kadmiyum etkisinde kalan balliklarda
(Cyprinus carpio) hemoglobin ve hematokrit diizeylerinin 6nemli oranda azaldig1
ve anemik durumlarin ortaya ciktigi belirtilmistir. Ayni zamanda karaciger
dokularinda ¢esitli patolojik durumlarin oldugu gozlemlenmistir (Koyana ve Ozaki,
1984). Dogal sucul orneklemelerinde de benze etkiler ortaya c¢ikmaktadir. Ege
Denizi’nde Kirma Mercanin (Pagellus erythrinus) organlarinda metal derigimleri
Ol¢iilmils ve en fazla birikimin karacigerde oldugunu belirlemislerdir Uluturhan
(2004). Bu calisma da diger Ornekler gibi karacigerde metal birikimini ve
karacigerin detoksifikasyondaki roliinii gostermesi agisindan 6nemlidir. Bunun da

temel nedeni karacigerin metabolik aktivitesinin fazla olmasidir.

1.5. Halk Saghgi Standartlari

Diinya saglik orgiitii (DSO) gegmiste yasanmus olan ¢ok sayidaki metal
toksisitesi felaketinden sonra besinlerde bulunabilecek maksimum agir metal
seviyelerini belirlemistir. Buna gére DSO civanin haftalik bazda tolere edilebilir
diizeyini; metil civa i¢in 0.02 mg, inorganik civa i¢in 0.3 mg olmasi gerektigini
bildirmigtir. DSO kadmiyumun haftalik tolere edilebilir degerinin ise 0.1-0.25 mg
arast olmasi gerektigini bildirmistir (Clark, 1989; Hapke, 1991). Kursun besin
zincirinde etkin bir dolagima sahip degildir. Bu nedenle 6nemli bir saglik sorununa
yol agmamakla birlikte haftalik 4 mg kursun zararsiz olarak kabul edilmekle

birlikte daha yiliksek miktarlarda kursun ciddi saglik problemlerine neden
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olabilmektedir (Hapke,1991). Insanlarda 100 mg bakir alinmmi  bakir
zehirlenmesine neden olmaktadir. Ancak 5-6 mg/kg arasinda bakir bulunduran
gidalarin tatlar insanlarca alinabildigi ve bu tadin tiksindirici olmasi sebebiyle
insanlarda bakir zehirlenmesi ve buna bagli olarak 6nemli saglik sorunlari ¢ok

fazla goriilmemektedir (Clark, 1989).

1.6. Antioksidan Sistem
1.6.1. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Yoriingesinde bir ya da daha ¢ok sayida eslenmemis elektron bulunduran
yapilara serbest radikal denilmektedir. Bu aciklamaya gore hidrojen atomu oksijen
ve cok sayida gecis elementi serbest radikal olarak tanimlanmaktadir (Halliwell ve
Gutteridge, 1990). Serbest radikaller kisa Omiirlii reaktif atom, iyon ya da
molekiiller olup biiyiik hiicresel hasarlara, mutasyonlara, kansere ve biyolojik
yaslanmaya neden oldugu bilinmektedir (Buyukguzel, 2013). Oksijenli solunum
yapan canlilar i¢in oksijen her ne kadar vazgecilmez bir molekiil olsa da molekiiler
oksijen (O;) siiper oksit radikali (O7), hidroksil radikali (HO") ve hidrojen
peroksit’ e (H.O,) doniisebildiginden dolayr oldiiriicii etkilere de sahip
olabilmektedir (Fridovich, 1995). Ozellikle O, metabolik faaliyetler ve cevre
etkileriyle olusup enzimli ve enzimsiz tepkimelere etki ederek isleyisi bozar ve
toksik etki gosterebilir. Ilk olarak O, radikali olusur daha sonra bir dizi
tepkimelerle diger serbest radikallerin meydana gelmesine sebep olabilir (Kelly ve
ark., 1998). Sekil 1.3° te de gorildiigii gibi canlilardaki ROT {iretimi ile
antioksidan sistem arasindaki dengenin oksidanlar yoniinde bozulmasina oksidatif

stres denir (Radak ve ark., 2011).
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Oksidatif stres

Sekil 1.3. Reaktif oksijen tiirleri iiretilmesi ve giderilmesi arasindaki dengenin
bozulmasi (Cheung ve ark., 2001).

1.6.1.1. Siiperoksit Anyon Radikali

Molekiiler oksijenin distaki katmanlarindan her biri birer elektron daha
alabilir. Bu katmanlarin bir elektron almasiyla siiperoksit anyonu (siiperoksit
radikali, Oy"), iki elektron almasiyla da peroksi anyonu (O>2) olusur (Halliwell ve
Gutteridge, 1990). Daha sonra peroksi anyonu iki proton alip H,O radikalini
olusturur. O, ise aldig1 elektronu farkli elektron alicisina aktararak indirgeyici rol
oynayip oksijenin oksitlenmesine neden olabilir (Nordberg ve Arner, 2001). Bu
tepkimelerin sonucunda O, yok edilmis olur bu olaya da dismutasyon tepkimesi
adi verilir. Canlilarda O»~ olusmasina sebep olan reaksiyonlarin basinda sunlar

gelmektedir.

a) Farkli indirgenmis boyalar, ferrodoksin, tetrahidropteridinler ve

hemoprotein otooksidasyonu sonucunda O~ olusabilir.
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b) Ksantin oksidaz, dihidroorotat dehidrojenaz ve flavoprotein
dehidrojenaz gibi bir takim enzim tepkmeleri sonucunda O, meydana gelebilir.

c) Oksidaz ve hidroksilaz gibi enzim tepkimelerinde ara {iriin olarak O,~
olusabilir.

d) Fagositoz yapabilen hiicreler de (makrofajlar, nétrofil eozinofil gibi)
Onemli miktarda O~ olusturabilirler ancak sulu ortamlarda O, fazla miktarda
birikemez ve dismutasyona ugrayarak kendi kendine temizlenir.

Oksijenli solunum yapan canlilarda mitokondri kristalarinda bulunan
elektron tagima sistemi (ETS) molekiiler oksijenin kullanildigi en énemli kisimdir.
Bundan dolay1 da mitokondri bu canlilarda O, iiretildigi en 6nemli organeldir.
Mitokondri kristasinda bulunan ETS’de hareket eden elektronu son olarak tutan
molekiil oksijendir. Kristada meydana gelen bu olayda elektronlar 6nce koenzim
Q’ya (ubikinon), sonra sitokramlara aktarilir. Daha sonra, sitokrom asz’e bagh
oksijen ETS tarafindan aktarilan bu elektronlar1 yakalar. Mitokondride ETS’de O»~
olugmasina neden olan iki bolge oldugu bilinmektedir. Mitokondride olusan Oy~
nin 1/3” ii flavoprotein olan NADH dehidrojenazdir. Olusan O»" nin 2/3” liik kismi
ise koenzim Q- sitokrom b kismidir. Dogal kosullarda ETS’de kullanilan oksijenin
% 1.5 gibi kiiglik bir miktar1 O, olusumu ile neticelenir. Hangi nedenle olursa
olsun olusan O birtakim reaksiyonlarla diger oksijen radikallerinin olusmasina
sebep olabilir (Sekil 1.4). Oncelikle belirtilen tepkimelerle kendi kendine
dismutasyona ugrayabilir, bulundugu bolgeden bir adet proton (H*) alip
perhidroksi radikalin, (HO,) olusturabilir, H»O, ile tepkimeye girip hidroksil raikali
(OH) ve singlet oksijeni ('O,) olusturabilir (Kiling, 1985).
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Sekil 1.4. Organizmalardaki oksijen metabolizmas1 ve reaktif oksijen tiirleri
arasindaki doniisiim (Akbulut ve ark., 2014).

1.6.1.2. Hidroksil Radikali

Ik olarak 1934 senesinde O» ‘nin hidrojen peroksit (H,0.) ile tepkimeye
girmesi sonucu hidroksil radikalinin (OH') olustugu Haber ve Weiss tarafindan
bildirilmistir. Sonraki c¢alismalarda redoks katalizorii olarak gorev yapan selat
yapmis demir gibi bir geg¢is metalinin Haber-Weiss reaksiyonunun biyolojik
sistemlerde de olusabildigi ve bu sekilde OH- olustugu gosterilmistir (Ahmad,
1995). Diger taraftan O, nin bir kismi dismutasyona ugrayip kendi kendine H,O,
olusturur. Biriken H>O, O, ile etkilesime girip OH meydana getirir. Fenton
tepkimesi in vivo ortamda OH- neden olan dnemli bir tepkime olarak gosterilse de
Haber-Weiss tepkimesinin ayni ortamda OH' iretiminde en onemli reaksiyon
oldugu gosterilmistir. Oksijen radikalleri i¢inde en reaktif olan OH~ dir. Bu
ozelliginden dolay1 da en ¢ok toksik etki gosteren oksijen radikalidir (Halliwell ve

Gutteridge, 1990).
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1.6.1.3 Singlet Oksijen

Ortamdaki Oy~ ve H2O, birikimine bagl olarak Singlet oksijen ('O2) olusur
(Khan ve Kasha, 1994). O>™* nin kendi kendine dismutasyonu, O,~ ve OH
etkilesimi ve Haber-Weiss reaksiyonu gibi ¢esitli reaksiyonlar 'O, olusmasina

neden olabilir (Ahmad, 1995).

1.6.2. Oksidatif Stresten Korunma Mekanizmalari
1.6.2.1. Antioksidanlar

Antioksidanlar, oksijenin tahrip edici reaksiyonuna (oksidasyon) karsi
koruyucu o6zellik gosteren maddelerdir. Organizmalar gerek i¢ (sindirim, solunum,
hastalik, yaralanma vb.), gerekse dis (gevresel faktorler) etkenlerin uyarilariyla
siirekli zorlanmaktadir. Bu zorlanmalar sirasinda ve sonrasinda olusan oksidan
molekiiller hiicrelere ve dokulara saldirarak tahribata neden olur (Quiles ve ark.,
2002)

Organizmada, reaktif oksijen tiirlerini ve diger prooksidanlari, diisiik
molekiil agirlikli serbest radikal gidericiler ve antioksidan enzimlerle siirekli
etkisizlestiren bir sistem mevcuttur. Reaktif oksijen tiirlerine karsi hiicre igi ve
hiicre digt enzim ve nonenzim (enzim olmayan) savunma mekanizmasina
antioksidan savunma sistemi denilmektedir (Ritola ve ark., 2002, McLean ve ark.,
2005). Antioksidan savunma sistemi ROT'u ortadan kaldirir; bu nedenle, sucul
organizmalarin metal maruz kaldiktan sonra olusan etkilerinin biyobelirtecleri
olarak kullanilmasi 6nerilmistir (Li ve ark. 2009; Atli ve Canli 2010).

Baliklarda 6zellikle karaciger ve bobrek, metallerin neden oldugu oksidatif
stresten korumak icin katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD) vb.'den olusan
antioksidan savunma sistemleri ile donatilmistir (Basha ve Rani, 2003).
Antioksidan enzimler, Cu** ve/veya Fe** varliginda siiperoksit radikali ve hidrojen
peroksit arasindaki Haber-Weiss reaksiyonu yoluyla {retilen reaktif ve zararh

hidroksil radikalinin nispeten diisiik bir seviyesinin korunmasina katkida bulunur
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(Hidalgo ve ark., 2002; Sanchez ve ark., 2005). Antioksidanlar 4 farkli mekanizma

ile oksidanlarin zararlarini 6nlerler (Wang ve ark., 2006).

a. Temizleme etkisi: Enzimler tarafindan oksidan molekiilleri zayif hale
getirilmesi ve oksijen ile reaksiyona girerek ya da onun yerini alip lokal oksijen
konsantrasyonunu azaltabilmeleri,

b. Baskilama etkisi: Oksidanlara bir hidrojen molekiilii verilerek hidroksil
radikali yapisinda yer alan hidrojen atomlari ile bag olusturabilecek yapidaki
iiriinleri temizleyip peroksidasyonun baslamasini 6nleyebilmeleri,

c. Onarma etkisi: Serbest radikallerin olusturdugu hasarlarn
onarabilmeleri,

d. Zincir koparma etkisi: Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarin
engelleyen bu etki hemoglobin, seruplazmin ve E vitamini tarafinda yapilir. Zincir
kirict antioksidanlar arasinda fenoller, aromatik aminler ve en yaygin olan o-

tokoferoller yer almaktadir.

Baliklarda hiicre i¢i enzim yapisina sahip antioksidanlar; siiperoksit
dismiitaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon-S-
transferaz, glutatyon rediiktaz (GR) enzimleridir (Heiske, 2005, Filho, 2007).
Hiicre i¢i nonenzim lipid faz antioksidanlar; vitamin E (a- tokoferol formu), B-
karoten (vitamin A’nin 6n maddesi)’dir. Vitamin C (askorbik asit), iirat, sistein,
bilurubin, albumin, transferrin, flavanoidler, glutatyon hiicre i¢i sivi faz nonenzim
antioksidanlardir (Quiles ve ark., 2002). Hiicrenin antioksidan savunma

mekanizmasi Sekil 1.5’te goriilmektedir (Jhonsson, 2003).
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Sekil 1.5. Hiicrenin antioksidan savunma mekanizmasi (Tuna Kelestemur ve
Ozdemir, 2011).

1.6.3. Antioksidan Sistem Enzimleri
1.6.3.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Reaktif oksijen tiirlerine karsi ilk savunma hattin1 olusturur (Sen ve ark.,
2010, Sen ve Chakraborty, 2011). Siiperoksit dismutaz, siiperoksit radikalini (O2")
hidrojen
peroksit (H.O,) ve molekiiler oksijene (O,) Kkatalizleyen enzimatik bir
antioksidandir. Hidrojen peroksit daha sonra, katalaz (CAT) ya da glutatyon
peroksidaz (GPx) ile ortamdan uzaklastirilir (Young ve Woodside, 2001).

SOD
202+ 2H = H202 + 02

Insanlarda SOD’un {i¢ formu bulunur. Bunlardan bakir (Cu) ve ¢inko (Zn)

iceren siiperoksit dismutaz (Cu/Zn SOD) sitozolde, manganez (Mn) igeren
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stiperoksit dismutaz (Mn SOD) mitokondride ve ekstraselliiler siiperoksit dismutaz
(EC SOD) hiicre dis1 sivilarda bulunur (Sen ve Chakraborty, 2011, Young ve
Woodside, 2001).

Stiperoksit dismutaz izoenzimlerinden sitozolik dimerik Cu/Zn SOD, 32
kDa molekiil agirligina sahiptir ve iki esit alt iiniteden olugur. Her bir alt iinitesinde
bir Cu ve bir Zn atomu igerir. Hiicrelerde en bol bulunan SOD formudur (Mruk ve
ark., 2002, Nordberg ve Arner, 2001). Bir diger SOD izoenzimi olan Mn SOD, 80
kDa molekiil agirligina sahiptir. Mitokondriyal bir enzim olup dort esit alt iiniteye
sahiptir. Aktif bdlgesinde Mn* bulundurmaktadir. Farkliliklara ragmen Cu/Zn
SOD ile ayn1 reaksiyonu katalizlemektedir (Fridovich, 1995, Orbea ve ark., 2000).

Ekstraselliiler siiperoksit dismutaz (EC SOD), 135,000 kDa molekiiler
agirhiga sahiptir. Organizmalarda Oncelikli olarak homotetramer formda
bulunmasina ragmen, tetramer, dimer ya da multimer formlarda da bulunabilir.
Ekstraselliiler siiperoksit dismutaz, her bir alt iinitesinde bir Cu ve bir Zn atomu
igerir. Bakir ve c¢inko enzimatik aktivite i¢in gereklidir. Ekstraselliiler siiperoksit
dismutazin oncelikli yeri ekstraselliller matriks ve hiicre yiizeyleridir. Bu
bolgelerde plazmada bulunandan daha yiiksek yogunlukta bulunur. Ekstraselliiler
siiperoksit dismutaz, fibroblast hiicreleri, glia hiicreleri ve endotel hiicreleri
tarafindan salgilanmakta ve sentezlenmektedir. Akciger dokusunda tip II epitel
hiicrelerinin ve solunum yollari ile kan damarlarini ¢evreleyen diiz kas hiicrelerinin
yogunluguna bagli olarak EC SOD seviyeleri yliksektir. Ekstraselliiler diizeyde
enzimatik olarak O»’leri etkisizlestirebilen tek antioksidan olmasi sebebiyle, EC
SOD oksidan hasari, yangi ve fibrozis gibi birgok akciger hastaliklaridan

korunmada ¢ok 6nemli bir role sahiptir (Gao ve ark., 2008)

1.6.3.2. Katalaz (CAT)
Katalaz, dort protein alt birimden meydana gelir. Her bir alt birim, bir hem
grubu ve bir NADPH molekiilii igerir (Young ve Woodside, 2001, Kirkman ve

ark., 1987). Bir¢ok katalazda NADPH molekiilii ylizeye yakin ve sikica baglidir
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(Zamocky ve Koller, 1999). Katalaz, biiyiik 6l¢iide peroksizomlar gibi hiicre igi
organellerde ve daha az olarak mitokondri ve endoplazmik retikulumda bulunur.
Hidrojen peroksitin, H O ve O’ye déniisiimiinii katalize eder (Limon-Pacheco ve
Gonsebatt, 2009). Siiperoksit radikali, SOD araciligryla H>O, doniistiiriiliir.
Hidrojen peroksit bir radikal olmamasina ve biyolojik 6nemi olan molekiillerin
cogu ile reaksiyona girmemesine ragmen, Cu ve Fe iyonlarinin katalizorliigiinde
Fenton reaksiyonu ile en reaktif oksijen tiirii olan hidroksil radikali (OH)
olusumunda bir 6n madde olarak rol oynamaktadir (Cheung ve ark., 2001, Larson,

1988).

CAT
2ZHz2O2 > Hz20 + Oz

Fenton reaksivonu

H:07 + Cu/Fe™l > QH + OH- + Cu2Fe3

1.6.3.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz, hiicrelerin sitoplazmasinda bulunup H>O’den
kaynaklanan oksidatif hasara karsi hiicreleri korur. Béylece H>O.’den OH-’nin
olugmasini engeller. Glutatyon peroksidaz, dort protein alt biriminden olusur. Her
bir alt birim bir selenyum atomu igerir (Sen ve Chakraborty, 2011). Glutatyon
peroksidaz, elektron kaynagi olarak glutatyonu (GSH) kullanarak H,O’yi ve
organik hidroperoksitleri (lipit hidroperoksitler, DNA hidroperoksitler) metabolize
eden bir enzimdir. Glutatyon peroksidaz enziminin iki ana tipi saptanmistir.
Bunlardan biri aktif bolgesinde selenyum igeren selenyuma bagimli glutatyon
peroksidaz (Se-GPx)’dir. Selenyuma bagimli glutatyon peroksidaz, H,O, ve
organik hiperoksitlere karsi etkilidir. Selenyuma bagimmli olmayan glutatyon
peroksidaz (GST) ise daha ¢ok organik hidroperoksitlerin metabolize edilmesinde
faaliyet gosterir (Cnubben ve ark., 2001, Reiter ve ark., 1995). Bu metabolize etme
raksiyonlar sirasinda GSH, hidrojen verici olarak hareket ettiginden dolayr H,O:

ve hidroperoksitler indirgenirken GSH okside olur (Reiter ve ark., 1995).
22



1. GIRIS Kadir KOCALAR

GPx
H20: + 2GSH > G55G + 2H:0

1.6.3.4. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz, flavin adenin diniikleotid (FAD) iceren flavoprotein
bir enzimdir. Glutatyon rediiktaz, NADPH nin bir elektronunu okside glutatyonun
distilfid baglarma aktararak yeniden GSH’ye doniistiiriiliir. Bu nedenle NADPH
serbest radikal hasarim1 engellemek igin gereklidir ve en énemli kaynagi heksoz
monofosfat (pentoz fosfat) yoludur (Sen ve ark., 2010, Ozkan ve Fiskin, 2004).
Okside glutatyon, glutatyon disiilfittir (GSSG). Glutatyon rediiktaz (GR) enzimi
varliginda okside glutatyon rediikte glutatyon haline geri indirgenir. Bu indirgenme
reaksiyonu esnasinda GR elektron vericisi olarak NADPH’yi kullanir (Sen ve

Chakraborty, 2011, Reiter ve ark., 1995).

GR
2GS55G + NADPH +H- > 2GSH + NADP~

1.6.3.5. Glutatyon-S-Transferaz (GST)

Glutatyon S-transferazlar cesitli izoformlar1 (6rn., GST-mu, GST-teta,
GST-kappa ve GST-sigma) iceren bir hiicresel antioksidan enzim grubudur.
GST'ler, glutatyonu (GSH) birlestirerek ksenobiyotikleri detoksifiye eder ve lipid
hipoperoksitler, yag asidi hipoperoksit ve kolesteril hidroperoksit gibi endojen
bilesikleri detoksifiye ederek hiicresel ROT’lar1 azaltabilir (Hayes ve ark., 2005).

1.6.4. Glutatyon Metabolizmasi ve Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
Glutatyon, hemen hemen biitiin 6karyotik hiicrelerde sentezlenir. Bundan
dolay1 yiiksek yogunluklarda bulunur. Glutatyon bir antioksidan olarak hareket
eder ve ayrica hiicrenin redoks durumunu korumada, detoksifikasyon sisteminin
calismasinda, eikosonoidlerin sentezlenmesinde, hiicre sinyal mekanizmasinin
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diizenlenmesinde, gen eckspresyonunda ve apoptozisde de antioksidan olarak
faaliyet gosterir (Townsend ve ark., 2003). Glutatyonun yaklasik olarak %85-90’1
sitoplazma da bulunur. Fakat bazen GSH sitoplazmada sentezlendikten sonra
mitokondri, ¢ekirdek, peroksizomlar ve endoplazmik retikulumda da bulunabilir
(Green ve ark., 2006, Kalinina ve ark., 2014).

Glutatyonun sentezlenmesi iki onemli asamada olur. Ilk olarak glutamin-sistein

ligaz (GCL), glutamin ve sisteini baglayarak y-glutamilsisteini olusturur.

GCL
Glutamin + Sistein > y-ghitamilsistein

Ikinci olarak glutatyon sentetaz (GSS), y-glutamilsisteine glisini

baglayarak GSH molekiiliinii meydana getirir.

GSS
v-ghitamilsistein + Glisin = (Glhtatyon

Glutamin-sistein ligaz, katalitik (GCLC) ve diizenleyici (GCLM) alt
birimlerden olusmaktadir. Glutamin-sistein ligazin katalitik alt birimi, katalitik
aktivite i¢in sistein ve glutaminin baglanmasindan sorumludur. Glutamin-sistein
ligazin diizenleyici alt birimi ise GCLC’nin etkisini artirir (Lagman ve ark., 2015,
Pei ve ark., 2013).

GSH, glutatyon peroksidaz tarafindan  yonetilen peroksitlerin
indirgenmesinde bir elektron dondrii gorevi gorerek GSH disiilfid (GSSG)
olusumuna yol acar. GSSG, GR vasitasiyla elektron donérii olarak NADPH
tiketimi ile GSH'ye doniistiiriilir. GSH/GSSG oram genellikle hiicre ve
dokulardaki oksidatif stresi belirtmek ve bir hiicrenin redoks durumunu ifade etmek
icin kullanilir (Sevgiler ve ark. 2007).
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Toplam GSH seviyeleri, GSH-S-konjugatlarinin olugsumu sirasinda veya
hiicrelerden GSH metabolitlerinin salinmasiyla diiser. GPX, katalizi yoluyla
peroksit veya hidroperoksitleri deaktive eden bir enzimdir. Oksidasyon indirgeme
islemi sirasinda peroksitler suya, hidroperoksitler ise hidroksil bilesiklerine
indirgenir (Pinto ve ark. 2003; De Zoysa ve ark. 2009). Diger antioksidan bilesikler
tilkkendiginde, toksik maddelerin neden oldugu oksidatif strese karst koyma
cabasinda glutatyon metabolizmasi ¢ok oOnemlidir (Radi ve Matkovics 1988;
Martinez-Alvarez ve ark. 2005).

GSH plazma membranindan aminoasit transportunu saglar, bazi énemli
antioksidanlar1 yeniden olusturur. Vitamin E ve vitamin C GSH tarafindan
diizenlenir. Ornegin GSH direkt olarak vitamin E’nin tokoferol radikalini, dolayli
olarak da askorbati semidehidroaskorbata indirgeyebilir (Sen ve Chakraborty,
2011).

1.6.5. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Homeostazisi ve Hiicre Bilesenlerine
Zararlan
1.6.5.1. Reaktif Oksijen Tiirlerinini Homeostazisi

Okaryotlarda aerobik kosullar altinda kullamlan oksijenin %90'ndan
fazlas1 mitokondrideki elektron tasima sisteminde (ETS) reaktif oksijen tiirleri
(ROT) iretimi olmadan dort elektronlu mekanizmalar kullanilarak sitokrom
oksidaz tarafindan direkt olarak suya indirgenir (Ott et al. 2007; Skulachev 2012).

Organizmalar tarafindan oksijenini %90’dan fazlas1 Adenozin tri fosfat
(ATP) seklindeki enerjiyi iiretmek icin kullanilmasina ragmen (ETS’nin oksidatif
fosforilasyonla birlesme yoluyla), kullanilan oksijenin %10°dan ¢ok daha azi
molekiiler oksijenin siiperoksit anyon radikaline (O»") ¢evirimi ile baslayan tek
elektronlu sirali yollarla indirgenir (Sekill.6). Tek elektronlu mekanizma yoluyla
art arda hidrojen peroksit (H,O,), hidroksil radikali (HO") ve son olarak su (H,O)
olusturmak i¢in daha da indirgenebilir. Olugsan ara maddelerden O,” ve HO' dis

elektron orbitallerinde eslesmemis elektronlara sahiptir ve bu nedenle serbest
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radikaller olarak adlandirilirlar. H,O> bu g¢esit elektronlara sahip olmadigi igin
serbest radikal degildir. O>", H,O», HO' her ii¢ tiir de molekiiler oksijenden daha
aktiftir ve topluca ROT adimi alirlar. ROT’lerin reaktivitesinin HO> O,™> H»0,
seklinde azaldig1 bilinmektedir (Halliwell ve Gutteridge 1989).

Birgok ROT, mitokondri elektron tasima sisteminden molekiiler oksijene
kacan elektronlarin sonucunda iiretilir. Kagan bu elektronlar molekiiler oksijen ile
etkilesime girerek siiperoksit anyon radikalini (O,") iiretir sonrasinda kendi kendine
ya da enzimatik yollarla hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikaline (HO")
doniigiirler. ETS’ den kacan elektron miktar1 canlinin fizyolojisine ve ortamdaki
oksijen varligina baglhh olarak degismektedir. Belirli bir miktarda ROT,
endoplazmik retikulum (ER), plazma ve ¢ekirdek membranlarinda bulunan ETS’de
de iiretilmektedir. Baz1 karbohidratlar, aminoasitler, heterosiklik ve diger bilesikler

iizerinde etkili olabilen farkli oksidazlarda ROT fiiretir (Bartosz 2009).

CeP®O" o=®
xS
Sekil 1.6. Molekiiler oksijenin bir elektron ve dort elektronla indirgenmesi ve
birinci ve ikinci sira antioksidan enzimler (Lushchak, 2016)
1.6.5.2. Reaktif Oksijen Tiirlerinini Hiicre Bilesenlerine Zararlari
ROT’un lipitler, karbonhidratlar, proteinler, niikleik asitler v.s. gibi

neredeyse biitlin hiicresel bilesenlerle etkilesime girebildigi iyi bilinmektedir.
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ROT’nin modifiye ettigi lipitler ile karbonhidratlar, toksik son iiriinlere
donistiiriilebilir. Birkag istisna disinda benzer bir durum, oksitlenmis proteinler
belirli sistemler tarafindan indirgendiginde de meydana gelir (Lushchak 2007).
ROT’nin etkiledigi RNA bozulmakla birlikte, hasar ¢ok biiyiik degilse, spesifik

onarim sistemleri aracilifiyla DNA onarilir.

1.7. Deneyde Kullanilan Agir Metallerin Ozellikleri ve Kullamim Alanlar
1.7.1. Civa

Civa; kimyasal, atom numarast 80 ozgil agirhigi 13,6 gr/cm® olan bir
elementtir. Civa normal sartlarda element formundadir ve normal sicaklik
degerlerinde sivi olan tek metaldir. Civanin rengi glimiisidir. Isitildiginda da, oda
sicakliginda da buharlagabilir ve civadan ¢ikan buhar zehirlidir. Zehirliligin
Ol¢iilmesindeki en Onemli etken civanin yapisidir. Toksisite agisindan biiyiik
Ooneme sahip olan ve civanin en toksik hali olan metil civa kolayca gevrede ve
hayvan dokularinda birikebilir (Vural, 1993). Metil civa ve diger yapay ve organik
civa bilesikleri 1900’ lerin ilk yillarinda mantarlara karst tahil tohumlarii
korumada kullanilmis fakat sonradan alkil civa bilesiklerinin tohumlarda
kullanilmasi diinyada yasaklanmistir.

Civa diinyada bulunan en zehirli yirmi madde arasinda gdsterilmektedir
(ATSDR, 2018). Civa kloralkali endiistrisinde ve tarimsal c¢alismalarda,
mantarlarla miicadelede, elektrikli aletlerin {iretiminde, ila¢ endiistrisinde, seliiloz
ve plastik imalatinda siklikla kullanilan bir elementtir. Civa ister inorganik isterse
organik formda olsun biitiin canlilarda eser miktar1 dahi ¢ok zehirli olan bir
elementtir (Plessi ve ark. 2001). Civanin akuatik ortamlardaki kaliciliklarinin uzun,
hareketliliginin yiiksek olmasindan dolay1 sucul canlilarda birikerek besin zinciri
yoluyla insanlarda dahil besin zincirinin {ist basamaklarina gecis yapmaktadir.
Insanlar i¢in norotoksik bir ajan olan civamin diger canlilar iginde norotoksik etki
gosterdigi iyi bilinmektedir (Diez, 2008). Bunun disinda civa serbest oksijen

radikallerinin meydana gelmesine ve oksidatif strese sebep olarak hiicreler i¢in
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Oonemli olan savunma mekanizmalarimi bastirabilmekte ve lipit peroksidasyonuna
sebep olabilecek etkiler gostermektedir (Berntssen ve ark. 2003). Biyomolekiillerde
bulunan siilthidril (-SH) gruplarina Hg biiyiik ilgi gdstermektedir. Bundan dolay1
Hg viicuda girdikten sonra molekiil agirlig1 diisiik olan sistein ile glutatyon gibi
tiyoller iletiyol icerikli proteinlere tutunup dokularda ve organlarda uzun zaman
kalarak protein, yag ve DNA oksidayonuna sebebiyet veren serbest radikallerin
meydana gelmesine sebep olabilmektedir (Perottoni ve ark. 2004).

Civa; hava, su ve toprakta farkli sekillerde bulunur. Maden filizi olarak ve
komiir, petrol gibi fosil yakitlarda dogal olarak bulunur. Bunlar, elementel civa,
inorganik ve organik civa bilesikleri seklindedir (Bahgebasi, 2011). Gelismis
teknolojide civa ve bilesenleri, tarimsal ilaclarda, boya, kagit ve diger endiistri
kollarinda yogun bir sekilde kullanilmaktadir.

Dis hekimlerinin dis dolgusunda kullandigi amalgamda civa bulunmaktadir
ve amalgamdaki civa, agizda yemekler ¢ignenirken ve sicak ya da pH’ 1 yediden
diistik besinlerin etkisiyle agiz i¢inde civa buhar1 meydana gelir (Pehlivan ve ark.,
1993; Bahgebasi, 2011). Gida Saghik Orgiitii (FAO) ve Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) gidalardaki civa diizeyinin en fazla 0,05 ppm (mg/kg) olmasi gerektigini
bildirmistir.

Fosil yakit kullanimi, madencilik alaninda civa bulunduran kayalarin
parcalanmasi, kati atiklarin biriktirildigi bolgelerde olusan sizintilar, atik
bataryalarin gelisi giizel atilmasi, dis hekimlerinin kullandigi amalgam dis
dolgular ve civa igeren ev aletlerinin kirilmasi gibi insan etkenleriyle senede 20
bin ton civa dogaya gecmektedir. Bu da hem havada hem de suda civa seviyesinin
artmasina neden olmaktadir. Civa ile kirletilmemis yer tistii sularinda belirlenen
civa seviyesi 0,1 mg/L’ den azdir. Fakat civa ile kirlenmis olanlardaki civa degeri

0,03 mg/L’ den fazla oldugu goriilmiistiir (Gray, 2008).
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1.7.2. Krom

Tabiatta her ortamda rastlanabilen bir metal olan krom, kirlenmemis
sularda yaklasik 1 pg/L diizeyinde bulunurken, havada bu oran >0,1 pg/m?
seklindedir. Viicuttaki insiilin dolagimini gerceklestirerek karbonhidrat, su ve
protein metabolizmasina etki eder. Cogu toprakta eser miktarda (2-60 mg/kg)
bulunurken, krom kirliligi olmayan topraklarda bu 4 g/kg’a kadar yiikselmektedir.

I¢inde bulundugumuz dénemde krom alasim elementi seklinde kullanilir.
Krom bulunduran mineral maddelerin endiistri alanindaki oksidasyonu ile petrol,
komiir gibi fosil yakacaklarin, aga¢ ve kagit mamullerinin yanmasi sonucunda

tabiatta krom meydana gelmektedir (Kahvecioglu ve ark. 2004).

1.7.3. Nikel

Nikel yirmi sekiz atom numarasina sahiptir. Kayaglarin aginmasi ile olusan
topragin yapisinda iz element olarak bulunur. Nikel toprakta Fe ve Al silikatlarinin
kristal yapisinda bulunur. Nikele genellikle siilfat ile oksitler seklinde rastlanir.
Taskiirede rastlanma sikligt bakimindan yirmi dordiincii siradadir. Ortalama
yogunlugu %0,008 Ni’ nin miktar1 100 mg/kg’ i gectiginde toksik tesir
yaratmaktadir (Yildiz, 2001). Kadmiyum gibi pil ve akii liretiminde, metal parada,
elektronik, ¢elik ve besin endiistrisinde kullanilir. Bununla beraber nikelin nebati
yaglarin hidrojenle doyurulmasinda katalitik gorevi vardir. Ni en biiyiik kirlilik
kaynaklar1 arsindadir. Organik sekli inorganik seklinden daha toksiktir. Deriyi
tahris eder bununla birlikte dolasim sistemine zarar1 biiyiiktiir ve kansere neden
olan bir metaldir. Bunca zararh etkisine karsilik Ni ve Ni tuzlartyla zehirlenmeye
ender sekilde rastlanir (Kartal ve ark., 2004). Buna ek olarak Ni’ nin gelismis yapili

bitkilere gerekli oldugu anlagilmistir.

1.7.4. Cinko
Cinko, rengi maviye benzer agik gri olan kirilabilen bir metaldir. Periyodik

cetvelde gecis elementleri arasinda bulunur. Dikkat edilmesi gereken
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ozelliklerinden birisi kaynama noktasinin diisiik olmasidir. Zn’ nin toksik etkisi
diger agir metallere gore daha diisiiktiir. Zn tuzlarinin toksisitesi Zn kismindan
daha fazla, birlikte bulundugu bilesigin anyonik tarafinin toksisitesine bagldir.
Ornegin; ZnCrO,’ iin (¢inko kromat) yiiksek toksik ve kanser yapici ozelligi
¢inkodan degil anyonik CrO4> (kromat) kismi nedeniyledir (Habashi, 1997).

Agir metaller arasinda cinko cesitli bigimlerde kullanilir ve sonunda nehir
veya denize ulasir. Fazla miktarda ¢inko, madencilik, kursun ve kadmiyum
cevherlerinin aritilmasi, komiiriin yakilmasi1 ve atiklarin yakilmasi gibi insan
faaliyetleri sonucunda ¢evreye girer. Normal gelisim ve metabolizma icin kii¢iik
miktarlarda ¢inko gerekli olsa da (Srivastava ve Kaushik, 2001), seviyesi fizyolojik
gereksinimleri asarsa, toksik madde olarak hareket edebilir. Bu, baliklarda genel
halsizlik, biiylime geriligi ile sonuclanir ve viicutta cesitli organlarda metabolik ve
patolojik degisikliklere neden olabilir. (Ambrose ve ark., 1994; Sharma ve Sharma,
1994; Singh ve Gaur, 1997). Agir metallerin ilgili tiim parametreler iizerinde
olumsuz etkisi oldugu ve baliklarda histopatolojik degisikliklere neden oldugu
kaydedilmistir. Cinko viicuttaki en Gnemli eser elementlerden biridir ve gesitli
protein ve enzimlerin biyolojik iglevine katilir (Maity ve ark., 2008). Cinko, temel
bir eser element olmasina ragmen, belirli konsantrasyonlarin iizerinde g¢ogu

organizma igin toksiktir (Ho, 2004).

1.8. Oreochromis niloticus (Linnaeus 1758)

Tilapialar, Cichlidae ailesine ait tath su baliklaridir ve 6zellikle Afrika ve
Orta Dogu ile iligkilidir (Trewaves, 1983). Cevreyi olumsuz ydnde etkileyen
kirleticilere karst giiclii bir tiir olan Oreochromis niloticus sucul kirlilik
degerlendirilmesi deneylerinde ¢ok sik kullanilan elverigli bir biyoindikator tiirdiir
(Pathiratne ve ark., 2009; Firat ve Sahin Inandi, 2016). Cevresel degisimlere
dayanikli ve kolayca kiiltiirii yapilabilen Oreochromis niloticus énemli bir tath su
kiiltir bahgidir. (Ueng ve ark.,1996). Nil tilapiasi (Oreochromis niloticus),

diinyada kiiltiirii yapilan ilk balik tiirlerinden biridir. Misir mezarlarindan alinan
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cizimler, Nil tilapialarinin 4.000 yi1ldan daha uzun bir siire 6nce, yani sazanin Cin'e
tanitilmasindan yaklagik 1000 y1l 6nce kiiltiirlendigini ileri siiriilmiistiir (Balarin ve
Hatton, 1979). Pillay (1990), tilapialarm 20. yiizyilin ikinci yarisinda diinyanin
bircok tropikal, subtropikal ve iliman bolgesine adapte edildigini bildirmistir.
Tilapialar diinya capinda en ¢ok kiiltiirii yapilan baliklar arasindadir. Aslinda,
tilapialarin {iretimi, baligi, 100'den fazla iilkede ticari olarak da yiikselen 21. yiizyil
su iriinleri yetistiriciligi i¢in en 6énemli tlirlerden biri haline getirdi (Fitzsimmons,
2000).

2000 il i¢in tahmini kiiresel tilapia iiretimi, 1970 yilinda sadece 28.260
metrik tona kiyasla 1.5 milyon metrik ton idi. Benzer sekilde, ciftlikte yetistirilen
tilapialarin degeri de 1984'te yaklasik 154 milyon ABD dolarindan 2002'de 1.800,7
milyon ABD dolarma yiikseldi (FAO, 2004). Cin tek bagina 706.585 metrik ton
ciftlik tilapisi iiretti (toplam diinya iiretiminin %50'sini temsil ediyor), onu Misir
(167,7 metrik ton), Filipinler (122,4 metrik ton), Endonezya (109,8 metrik ton),
Tayland (100,6 metrik ton), Tayvan (85,1 metrik ton) izledi. Diger iilkelerden
Brezilya (42 metrik ton), Kolombiya (24 metrik ton), Malezya (20,8 metrik ton) ve
Laos (20,8 metrik ton) tilapya liretimim ile bilinmektedir. Ciftlikteki tilapialar 2004
yilinda diinya ¢apinda 2 milyon metrik tonu agmist1 (FAO, 2004; El-Sayed, 2006).

Tilapialar dayaniklidir ve ¢ok cesitli ¢evresel kosullar tolere edebilir; bu
nedenle, tilapialarin kiiltiirlenmesi i¢in diisiik teknoloji sistemi ile ¢ok az ¢evresel
degisiklik gereklidir (Pullin ve LoweMcConnell, 1982; Welcomme, 1988;
Beveridge ve McAndrew, 1998; Nandlal ve Pickering, 2004).

Baslangicta, tilapialarin diger kiiltiir balik tiirlerine kiyasla bakteriyel,
parazitik, mantar ve viral hastaliklara karsi daha direngli oldugu diisiiniiliiyordu.
Bununla birlikte, daha yakin zamanlarda, tilapialarin hem bakteriyel hem de
paraziter hastaliklara duyarli oldugu bulunmustur. Yaygin tilapia patojenleri
arasinda Streptococcus sp., Flavobacterium columnare, Aeromonas hydrophila,
Edwarsiella tarda, Ichthyophitirius multifillis, Tricodhina sp. ve Gyrodactylus

niloticus bulunur (Klesius ve ark., 2008). Streptokok enfeksiyonlarimin tilapia
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yetistiriciliginde onemli bir sorun haline geldigini ve ciddi ekonomik kayiplara

neden oldugunu belirtmek dnemlidir (Shoemaker ve Klesius, 1997).

1.9. Karaciger

Karaciger dokusu agir metallerin taginmasinda ve detoksifikasyonunda
gbrev yapan metal baglayici proteinler ve buna benzer proteinlerin baslica sentez
yerlerinden biri oldugu icin, kadmiyum detoksifikasyonundaki islevi oldukca
fazladir (De Conto ve ark., 1999, De Smet ve Blust, 2001, Serafim ve ark., 2002).
Karaciger, ksenobiyotik metabolizmanin birincil orgamidir ve oksitlenebilen
substratlar bakimindan zengin olduklari icin peroksidatif hasara kars1 duyarlidir
(Mudipalli, 2007).

Baliklarin karacigeri, genel boslugun kraniyal bolgesinde ventral olarak
bulunan yogun bir organdir. Boyutu, sekli ve hacmi, diger i¢ organlar arasindaki
bosluga uyarlanmistir. Birgok teleostei tiirlinde karaciger ii¢ loba boliinmiistiir.
Ancak, bazi teleosteilerde lobiilasyon ayirt edilmemistir (Bruslé ve Anadon, 1996).
Balik karacigeri diger omurgalilardaki gibi ¢ok sayida yasamsal fonksiyonlart
denetleyen 6nemli bir organ olup yapim ve yikim tepkimelerinde rol oynadigindan
balik fizyolojisi ¢aligmalarinda kilit bir 6nemi bulunmaktadir (Brusle ve Anadon,
1996). Baliklarda baglica metal depolama ve atilim yeri olan karacigere,
metabolizmadaki onemli rolii ve g¢evredeki metallere duyarliliginin bir sonucu

olarak, toksikolojik arastirmalarda 6zel 6nem verilmistir (Parvez ve ark. 2006).

1.9.1. Karacigerin Gorevleri

a. Yeni Alyuvarlart Yapar ve Yaslilarim1 Yikar: Yaglanan alyuvarlar
karacigerde tahrip edilerek hemoglobinden safra pigmentleri ve yeni alyuvarlarin
hemoglobini yapilir. Kansizlik halinde alyuvarlari1 meydana getirir. Siniislerin
ceperindeki retililo-endotel hiicreleri ile yeni alyuvarlan yapar, kupfer hiicreleri ile

pargalar.
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b. Safray1 Uretir ve Salgilar: Karaciger sag lobunun alt yiizeyinde safra
kesesi (0d kesesi) bulunur. Karaciger kanali, karacigerden c¢iktiktan sonra ikiye
ayrilir. Bir kol fazla salgiy: safra kesesine gotiiriir. Koledok kanali adin1 alan diger
kol ise safray1 12 parmak bagirsagindaki water kabarcigina akatir.

c. Karbonhidrat Metabolizmasmi Diizenler: Insiilin yardimiyla kandaki
glikozu glikojen seklinde depolar, gerektiginde glukagon yardimiyla glikojeni
tekrar yikarak kana verir. Glikozun depolanandan da fazlasin1 bagka besinlere (yag)
dontistiiriir.

¢.Vitamin Uretir ve Depolar: Provitamin halindeki karoteni A vitaminine
doniistiiriir (Kupfer hiicrelerinde yapar). A, D, E ve K vitaminleri ile demir ve bakir
gibi bazi minareleri depolar.

d. Protein Metabolizmasin1 Diizenler: Proteinlerin yapisinda yer alan 20
¢esit amino asidin 12 ¢esidini sentezler ve depolar. Fazla proteini yaglara gevirir.

e. Yag Metabolizmasin1 Diizenler: Karbonhidrat ve proteinlerin fazlasim
yaga cevirir, yaglar1 depolar.

f. Ure Sentezini Gergeklestirir: Dokularda aminoasitlerin yikimiyla olusan
ve ¢ok zehirli bir madde olan NHs(amonyak) daha az zararli iireye doniistiiriliir.
NH;, CO; ile birlesir.

g. Pihtilasmada Rol Oynar: Kanama sirasinda pihtilasmayi saglayan
protrombin ve fibrinojeni ireterek kana verir. Kanin damar igerisinde
pihtilagmasini engelleyen heparini meydana getirir.

§. Toksik Maddeleri Etkisiz Hale Getirir: Besinlerle ve kanla gelen toksik
(zehirli) maddeleri pargalar (Kupfer hiicreleri). Bunlardan en énemlilerinden ikisi
H,S ve H,O, dir. Hidrojen peroksit katalaz enzimi ile su ve oksijene pargalanir.

h. Viicut Isisinin Diizenlenmesine Etkisi: Karaciger 1s1 iireterek kana
verirler.

1. Savunmaya Katkisi: Karaciger hiicreleri lenf yapiminda da goérevlidirler.

Ayn1 zamanda antikorlarin biiyiik bir kismini da yaparlar.
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1.10. Amacg

Hizl niifus artisina bagh olarak endiistrilesme de hizlanmaktadir. Bunun
neticesinde de cevre kirliligi artmakta ve Ozellikle sucul ekosistemlerin ve bu
ekosistemlerde yasayan canlilarin sagligi bozulmaktadir. Olusan bu kirliligin sucul
ekosistemlere olumsuz etkilerinin neler oldugu bu olumsuz etkilerin geri
doniigiimiiniin imkansiz hale gelmeden ya da onarilmasi ¢ok giic hasarlar
birakmadan 6nce nasil oniine gegilebilecegi son zamanlarda tiim diinyada 6nemli
arastirma konularindan birisi haline gelmistir.

Yaptigimiz bu calismanin amaci farkli kalsiyum derisimlerinde (30, 60,
120 mg Ca/L) farkli metal tiirlerine (Cr*®, Ni*?, Zn*? ve Hg**’) maruz birakilan
model organizma Oreochromis niloticus 'un karacigerinde SOD, CAT, GPx, GR,
GST ve GSH gibi enzimatik ve enzimatik olmayan (GSH) antioksidan sistem
biyobelirteclerinin tepkilerini belirlemektir. Bu deneylerin bulgularindan yola
cikarak farkli sertlik degerlerine sahip dogal sularda metal etkisinde kalan
baliklarin yasamis oldugu stres hakkinda yorum yapmak ta bu ¢alismanin amaglari

arasindadir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Lopes ve ark. (2001), bakir madeni bélgesinde yakalanan iber endemik
Leuciscus alburnoides’ de komple karaciger dokusundaki antioksidan enzimler
olan siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon S-transferazlarin (GST) cesitleri
iizerine agir metaller ve selenyumun etkisini arastirmislardir. ilkbahar mevsimi
hari¢ olmak iizere kirletilmis bdlgeden getirilen baliklarin GST etkinliginin daha
yiiksek oldugunu ve iki bolge karsilastirildiginda da GST’deki bu degisikligin
selenyum ve bakir seviyeleriyle iliskili oldugunu, SOD aktivitesinin ise
karsilastirilan bolgelerde 6nemli bir degisiklik gostermedigini bildirmislerdir.

Parvez ve Raisuddin (2006), 10 ppb bakir maruziyetinin 0,75 pg/L
deltametrin ile indiiklenen oksidatif sters lizerindeki modiilator etkisini tath su
baligi Channa punktata (Bloch)’ da arastirmislar ve bakira maruz kalan grubun
karacigerinde deltametrine maruz kalan grupla kiyaslandiginda glutatyon diizeyinin
onemli seviyede azaldigini tespit etmisler.

Atli ve ark. (2006), tatli su balig1 Oreochromis niloticus’ u 96 saat boyunca
oksidatif strese neden oldugu bilinen giimiis (Ag*), kadmiyum (Cd*?), krom (Cr*®)
ve ¢inkonun (Zn*?) farkli konsantrasyonlarma maruz birakmislar ve sonrasinda
karaciger, bobrek, solungag, barsak ve beyindeki katalaz (CAT) etkinligini
dlgmiislerdir. In vivo calismalarda katalazin giimiis disinda diger tiim metallerle
uyarildigim, en fazla artisin (% 183) 1,0 mg Cd**/L maruziyetinde oldugunu buna
karsilik 0,5 mg Ag*/L de keskin bir azalisin (% 44) oldugunu belirtmislerdir.
Kadmiyum ve ¢inkonun Tilapia bobregindeki CAT etkinligine énemli bir etkisinin
olmadigini fakat 0,1 mg Cr*%/L maruziyetinin katalaz etkinliginde azalmaya (% 44)
sebebiyet verdigini acgiklamislardir. Solungagtaki katalaz etkinligini kadmiyum ve
cinkonun Onemli derecede etkilemedigini ancak 0,5 mg Ag*/L maruziyetinde
katalaz etkinliginin artis (% 66), 1,5 mg Cr*®/L maruziyetinde ise azalis (% 97)
oldugunu bildirmislerdir. Bagirsakta bakir digindaki tiim metallerde katalaz

aktivitesinde biiyiik distisler goriildiigii, beyinde ise 1,0 mg Zn*?/L’ de katalaz
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aktivitesinde (%126), 1,5 mg Ag*/L’ de bir azalmanin (%54) oldugu
bildirmislerdir. in vitro ¢alismalarda ise bobrekte giimiis ve bakir disinda tiim
metaller ¢aligilan biitlin dokularda katalaz etkinligini 6nemli olglide azalttigim
belirtmislerdir. Sonu¢ olarak katalazin antioksidan savunma mekanizmasinin
duyarli bir biyobelirteci olarak kabul edilebilecegini vurgulamiglardir.

Vutukuru ve ark. (2006), 96 saat boyunca bakirin subletal (0.55 mg/L) ve
letal (5.5 mg/L) dozlarima maruz biraktiklart Esomus danricus’un siiperoksit
dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) aktivitesi gibi biyokimyasal stres cevaplarini
Olemiisler ve bakirin baliklar i¢in son derece toksik oldugunu, calistiklari tim
biyokimyasal parametrelerde 6nemli diisiislere neden oldugunu bulmuslardir.
Sonug¢ olarak su ortamindaki bakir kirliligine karst E. danricus’ un antioksidan
cevaplarinin  oksidatif  stresin  biyomarkirlari  olarak  kullanilabilecegini
acgiklamislardir.

Firat ve Kargin (2009), 7 ve 14 giin boyunca 5,0 mg/L ¢inko (Zn), 1,0
mg/L kadmiyum (Cd) ve 5,0 mg/L ¢inko (Zn) + 1,0 mg/L kadmiyum (Cd)
karigimlarina birakilan Oreochromis niloticus’un alyuvar antioksidan sistemlerine
etkisini belirlemek i¢in indirgenmis glutatyon (GSH), katalaz (CAT) ve glukoz-6-
fosfat dehidrojenaz (G6PD) etkinliklerini aragtirmiglar ve alyuvar GSHdiizeyi ile
CAT ve G6PD enzim etkinliklerinin hem tek hem de kombine Zn ve Cd’da artis
gosterdigini belirlemiglerdir. CAT etkinligindeki artisin tek Zn’ de tek Cd ve
Cd+Zn karigimindan daha diisiik oldugunu belirlemisler. Sonug¢ olarak metallerin
baliklarin alyuvarlarinda oksidatif strese sebep oldugunu ve buna karsi koruma
amaciyla CAT ve G6PD etkinlikleri ile GSH diizeyinde artis oldugunu
bildirmislerdir.

Jos ve ark. (2009) balik hiicre hatlarinda pro-oksidan kaynakli GSH
iceriklerindeki degisimleri 6lgmek amaciyla ii¢ floresan boyanin (monoklorobiman
(mBCl), 5-klorometilfloresein diasetat (CMFDA) ve 7-amino-4-klorometilkumarin
(CMAC- Mavi) hassasiyetini ve Ozgilliigiinii 6lgmeyi hedefledikleri ¢aligmada

EPC ve BF-2 olmak lizere iki hiicre dizisi incelemislerdir EPC dizisini Cyprinus
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carpiomun deri tiimoriinden, BF-2 hiicre dizisini Lepomis macrochirus'un
yiizgeg¢lerinden olusturmuslardir. Hiicreleri 6 ile 24 saat siiresince hidrojen peroksit
(H20), parakuat (PQ), bakir ve GSH sentez inhibitorii L-butiyonin-SR-siilfoksimin
(BSO) dahil olmak iizere diisiik sitotoksik pro-oksidan yogunluklarina birakmislar
ve sonugta EPC ve BF-2 hiicreleri arasindaki GSH cevabindaki farkliligin orta
seviyede oldugunu ama dort pro-oksidan i¢in GSH cevabinin farkliliklarinin
belirgin biiyiikliikte oldugunu gostermislerdir. Ayrica, GSH boyasinin se¢imi,
CMFDA'nin GSH i¢in mBCl ve CMAC-mavi'den daha az spesifik oldugu ortaya
cikarmislar ve bunun sonuglar kritik bir sekilde etkileyecegini belirtmislerdir.

Monteiro ve ark. (2009), tath su baligi Brycon amazonicus’un karaciger,
solungag, cizgili kas ve kalp dokusunda, dldiiriicii olmayan 0.15 mg/L. HgCl,’ye
(civa kloriir) 96 saat birakilmasinin oksidatif stres biyoindikatorleri ile biyolojik
birikimi tizerindeki etkilerini ¢alismiglardir. Sonug olarak; ¢izgili kas GR etkinligi
ile GPx hari¢ HgCl»’ye maruz kalan dokularda SOD, CAT, GPx, GST ve GR’ de
artiglarin goriildiigiinii bununla beraber karaciger ve solungacta da indirgenmis
glutatyonda (GSH) onemli artislarin gozlendigini bildirmislerdir. Diger taraftan
HgCl, maruziyeti ¢izgili kasta GSH diizeylerinde belirgin bir diisiise,
yiikseltgenmis glutatyonda (GSSG) ise artiga sebep olurken kalp kasinda GSH ve
GSSG’nin her ikisinin diizeylerinin 6nemli derecede artisa neden olmustur.

Mieiro ve ark. (2011), yaptiklar1 calismada klor alkali endiistri atiklarindan
etkilenen bir nehir agz1 bolgesinden (Laranjo havzasi, Ria de Averio, Portekiz)
yakalanan vahsi Avrupa levreklerinin ( Dicentrarchus labrax) beyin pro-oksidan
durumunu belirleyerek bu baliklarin civa norotoksisitesine karst direncini
degerlendirmislerdir. Bunun icin katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx),
glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon S-transferaz (GST) etkinliklerini ve toplam
glutatyon (GSHt) gibi beyin antioksidan tepkilerini ol¢miislerdir. Hem civa
birikimi hem de oksidatif stres {iizerinde mevsimsel degisikliklerini etkisini
belirlemek i¢in c¢aligmalarini sicak ve soguk zamanlarda yiiriitmiislerdir. Sicak

donemde civa ile kirlenmis bolgelerde yakalanan baliklarin beyninde GR
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etkinliginin artmas1 CAT etkinliginin azalmasi gibi diizensiz antioksidan tepkilerin
oldugunu belirlemigler ve bunu da koruyucu bir uyum isareti ve oksidatif stres
tehdidine karsi artan bir hassaslik olarak kabul etmisler. Soguk donemde higbir
bolgede oksidatif stres degisikligi tespit edememisler ve bdylece sicak donemin
oksidatif stresin sicak donemde kritik oldugunu belirlemisler.

Sevcikova ve ark. (2011), derleme c¢alismalarinda metallerin sucul
canlilarda oksidatif stresin 6nemli indiikleyicisi oldugunu ve iki yolla reaktif
oksijen tiirlerinin olusumuna neden oldugunu belirtmislerdir. Redoks aktif metaller,
reaktif oksijen cesitlerini redoks dongiisiiyle tiretirken, redoks kuvveti bulunmayan
metaller, Ozellikle tiyol icerikli antioksidanlarin ve enzimlerin antioksidan
defansin1 bozacagini belirtmislerdir.

Sampaio ve ark. (2012), pacu (Piaractus mesopotamicus) lizerine bakir
(Cu) ve yiiksek sucul karbondioksitin (hiperkarbi) tek veya kombine halde
verebilecegi potansiyel zararh etkilerini aragtirmiglar, bakirin sudaki CO; diizeyine
bagli olmaksizin karaciger siiperoksit dismutaz etkinliginde artisa neden oldugunu,
diger taraftan bakirin karaciger glutatyon peroksidaz etkinliginin sudaki CO-
diizeyine bagli oldugunu belirtmisler. Bakir ve hiperkarbinin kombinasyonunun
karaciger katalaz etkinligini etkilemedigini bildirmislerdir.

Moteiro ve ark. (2013), inorganik civaya beslenme basamagi ve subkronik
maruziyetin oksidatif stres biyomarkirlar1 {izerine etkilerini canli Brycon
amazonicus yavrulariyla beslenen tath su balig1 Hoplias malabaricus’ un karaciger,
solungag, cizgili kas ve kalpteki biyolojik birikim potansiyelini degerlendirmek
icin bir calisma yapmuslar. Elde ettikleri veriler 1s18inda inorganik civanin
karaciger, c¢izgili kas, ve kalpte siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon-S-transferaz (GSH) ve glutatyon rediiktaz
(GR) etkinliginin arttirdigin1 belirlemisler. Bunlara ek olarak solunga¢ CAT
etkinliginin degismedigini GPx ve GR degerlerinin ise énemli 6l¢iide diistiigiini
gostermislerdir. Karaciger ve solungagta civanin indirgenmis GSH ve

yiikseltgenmis GSSG igeriginde 6dnemli derecede artisa sebep olurken GSH/GSSG
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oraninda Onemli derecede bir diisiise neden oldugunu belirtmislerdir. Kalp
dokusunda ise GSH seviyesinde artis ve buna bagli olarak da GSH/GSSG oraninda
yiikselis oldugunu bildirmislerdir.

Srikanth ve ark. (2013), baliklarda antioksidan savunma sisteminin énemli
bir bileseni olan tripeptit glutatyon (GSH), reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) ve
reaksiyon {riinlerinin ortadan kaldirilmasint dogrudan veya dolayli olarak
diizenledigini ve bununla birlikte, GSH rediiktaz, GSH peroksidaz ve GSH
stilfotransferaz, glutatyon-S-transferaz (GST) gibi GSH ile alakali diger bir takim
enzimleri, baliklar1 kiimiilatif olarak ROT'a, toksik metallere ve metaloitlere, stres
kosullarindan dolayr meydana gelen anormalliklere kars1 korudugunu
bildirmislerdir.

Eroglu ve ark. (2014), calismalarinda metallere (Bakir (Cu), Kadmiyum
(Cd), Krom (Cr), Kursun (Pb), Cinko (Zn)) farkl siirelerde (1, 7, 14 giin) maruz
birakilan tatli su baligi Oreochromis niloticus'un karaciger dokusundaki glutatyon
metabolizmasinin cevabini arastirmislardir. Enzim olan antioksidanlar, metalin
cesidine ve metalde kalma zamanlarina bagli olarak metal maruziyetlerine farkli
tepkiler verdigini belirtmislerdir. Sonug¢ olarak glutatyon peroksidaz (GPx)
etkinligi sadece Cd’ da yiikselirken, glutatyon S transferaz (GST) etkinliginin tiim
metallerde 7 giin sonra arttigini , Glutatyon rediiktaz (GR) etkinliginin ise g¢ogu
durumda degismedigini gdzlemlemislerdir. Toplam GSH ve GSH/GSSG
diizeylerinin, oOzellikle 7 giin gectikten sonra genel anlamda azaldigim
bildirmislerdir. Sonuglarin metal etkisinin 6zellikle 7. giinde, antioksidan sistem
cevabin1 6nemli derecede degistirdigini ve 14 giin sonra bir miktar iyilesme
oldugunu gosterdigini belirtmislerdir.

Hauser-Davis ve ark. (2014), Pacu (Piaractus mesopotamicus) 6rnekleri ile
normoksik ve hipoksik kontrollii deneyler yaparak karaciger ve safradaki
metallotiyoneyin (MT) seviyelerini Olglilmiiglerdir. Calismalarinda karacigerde
oksidatif stres Dbelirteci olan indirgenmis glutatyon (GSH) ve lipid

peroksidasyonunu belirten tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler (TBARS)
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saptamiglardir. Sonug olarak, hipoksik baliklarda metallotiyoneyin diizeylerinin
karacigerde ve safrada onemli seviyede daha diisiik oldugu ayrica glutatyon
diizeylerinin karacigerde daha diisiik oldugunu, buna karsilik hipoksik baliklar ile
normoksik baliklar arasinda lipit peroksidasyonu acisindan belirgin bir farklilik
olmadigini belirlemiglerdir.

Hu ve ark. (2014), hidrojen peroksit (H,O») yiiklemesi yapildiktan sonra
glutaminin potansiyel tamir roliinii arastirdiklar1 calismada glutaminin, H»O,
yiiklemesinden sonra balik enterositlerinde onarim aktivitesini iyilestirdigini
gostermislerdir.

Kanak ve ark. (2014), uzunluklar1 hemen hemen iki kat agirliklar1 ise
hemen hemen bes kat farkli olan O. niloticus baliklar1 arasindaki antioksidan
yanitlar1 karsilagtirmiglar. Bunun i¢in her iki grubu da bakir ve kroma ( 1pg / ml)
maruz birakmiglar. Gruplardan birini 48 saat 20 uM digerini ise 6 giin boyunca 10
UM konsantrasyonlara maruz birakarak siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GPX), glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon S transferaz
(GST) ve glutatyon gibi antioksidanlarin diizeylerini karacigerde 6lgmiisler, kiiciik
olan baliklarin biiyiiklere kiyasla Cu ve Cr’den daha fazla etkilendigini tespit
etmiglerdir. Kiiglik baliklarin akut ¢alismalarda bakir ve kromun SOD ve CAT
etkinliginde 6nemli artiglar oldugunu, 6 giinliik ¢alisma sonucunda ise kroma
maruz birakilan kii¢iik baliklarda CAT, GPx ve GST etkinliklerinde onemli bir
artis oldugunu fakat bakira birakilanlardaki degisikligin 6nemli olmadigini
belirlemislerdir. Biiyiik baliklarda ise antioksidan diizeyleri genellikle azaldigindan
dolay1 degisik antioksidan yanitlar verdigini belirtmislerdir.

Mela ve ark. (2014), beslenme basamagina bagli olarak maruziyet sonrasi
neotropik balik Hoplias malabaricus’ta civa dagilimi, civa biyobirikimi ve
oksidatif stres parametrelerini inceledikleri ¢aligmada deney baliklarini bes giinde
bir on dort doz metilcivaya maruz birakmiglardir. Calisma sonunda barsak,
karaciger ve bobrekte doza bagimli civa dagilim belirlenmis buna gore

indirgenmis glutatyon derisimi, glutatyon peroksidaz katalaz ve glutatyon S-
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transferaz 1,05 pg/g dozunda karacigerde onemli 6l¢iide diistiiglinii fakat glutatyon
rediiktazin arttigini belirtmislerdir.

Qu ve ark. (2014), Zn ve pH’ 1n Carassius auratus’daki metal birikimi ve
oksidatif stres biyomarkirlar {izerine etkisini incelemek icin 3, 12 ve 30 giinler
boyunca 5,0, 7,25 ve 9,0 pH degerlerinde 0,1 ve 1,0 mg Zn / L’ ye birakarak
baligin karacigerinde Zn, Fe ve Cu igeriklerini 6lgmiislerdir. 12 ve 30 giin ¢inkoda
kalan baliklarin karacigerlerinde Zn ve Cu birikiminin arttigin1 buna karsin Fe
iceriginin azaldigini belirlemislerdir. Ortamdaki Zn konsantrasyonunun artigina
bagli olarak Zn birikiminin de arttigin1 gozlemlemislerdir. 3 giinliik caligsma
sonucunda SOD, CAT, GPx ve GSH’ deki diisiiler reaktif oksijen tiirlerini etkisiz
hale getirmede antioksidan savunma mekanizmasinin bagarisiz oldugunu 12 ve 30.
giin ¢alismalarinda ise antioksidanlarin geri kazanilmasindan dolay1 bir detoksifiye
edildigini bildirmiglerdir.

Saglam ve ark. (2014), iki degisik sertlik sinifindaki su ortaminda
kadmiyum (Cd) ve bakirin (Cu) (1 mg/L) tathisu baligt Oreochromis niloticus’ un
antioksidan sistemine toksik etkilerini arastirmislardir. O. niloticus sert su (320 mg
CaCOs/L, iletkenlik 5.80 mS/cm) ve yumusak suda (80 mg CaCOs/L, iletkenlik
1.77mS/cm) 1, 7 ve 14 giin boyunca metal etkisine birakildiktan sonra antioksidan
enzim ( slperoksit dismutaz, SOD; katalaz, CAT; glutatyon peroksidaz GPx;
glutatyon rediiktaz GR ve glutatyon S-transferaz, GST) etkinlikleri ve toplam
glutatyon (GSH) seviyelerini spektrofotometrede Olgmiigler. Yapilan Olgiimler
sonucunda metallerin yumusak suda sert suya gore antioksidan sistem iizerinde
daha cok etkili oldugunu belirtmiglerdir. Duyarlilik agisindan CAT, SOD ve GPx
gibi bir siralamanin oldugunu, CAT ile GSH seviyelerinde artig egilimi gozlenirken
SOD ve GPx’te diisiis egilimi gozlendigini vurgulamislardir

Branddo ve ark (2015), civa ile kirletilmis Portekiz’in Aveiro Lagiinii’ nde
bulunan altin kefal (Liza aurata) karacigerinde antioksidan yanitlarinda belirgin
degisimlerin gdzlemlendigini ve buna bagh olarak saglik durumlarinin tehlike

altina girdigini belirtmislerdir. Yapilan analizler kirletilmis ve kirletilmemis
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bolgeler arasinda farkliligin net oldugunu ve antioksidan savunma mekanizmasi da
dahil olmak iizere bircok parametre {iizerine etki ettigini gostermislerdir.
Oksidaditif stres biyomarkirlarindan glutatyon S-transferaz, katalaz ve glutatyon
peroksidaz etkinliklerinde azalma,ii buna karsin toplam glutatyon igeriginde artis
goriildiigini  ayrica civanin antioksidan sistem tepkilerini tetikledigini
gostermislerdir.

Costa-Silva ve ark. (2015), yaptiklar1 c¢alismada Brezilya’nin Vacacai
Nehri’nde tarimsal ve sehirsel atiklara maruz kalan Astyanax sp. ve Danio rerio
baliklarinda potansiyel su kirliligi biyobelirteclerini incelemislerdir. Kirlenmis
bolgelerdeki baliklarda kolinesteraz etkinliginde, metallotiyonein ekspresyonunda,
antioksidan enzimlerde, glutatyon diizeylerinde ve antioksidan cevabi sinyal
yollarmin  aktivasyonunda 6nemli degisikliklere neden olan c¢evresel
kontaminasyon belirtileri gostermislerdir. Bu sonuglara bagli olarak, sehirsel ve
tarimsal faaliyetlerin, ¢aligma alanindaki su kaynaklarinin ¢evresel kalitesi i¢in risk
olusturdugu kanitlamiglardir.

Nunes ve ark. (2015), 96 saat ¢inko pirition’a maruz birakilan Gambusia
holbrooki’de meydana gelebilecek potansiyel ekotoksisiteyi degerlendirmek igin
yaptiklar1 c¢aligmada katalaz ve glutatyon-S-transferaz gibi oksidatif stres
biyomarkirlarin higbirinde prooksidatif etkilerin meydana gelmedigini bundan
dolay1 da ¢inko pirition maruziyetinin temel toksikolojik sonucu olmadigin
bildirmislerdir.

Sevcikova ve ark (2015), Cekya’nin civa ile kontamine olmus Skalka
Rezervuarindaki Aspius aspius, Esox lucius, Sander lucioperca, Abramis brama ve
Rutilus rutilus isimli bes baligin karaciger, solungag, bobrek ve beyin gibi
organlarindaki antioksidan savunma ve oksidatif hasarii uzun vadede
degerlendirmislerdir. Sonu¢ olarak GR, GPx ve GST gibi enzimatik
antioksidanlarin civa kirliligine 6nemli derecede yanit vermedigini buna karsilik
toplam glutatyon diizeyleri ile indirgenmis/yiikseltgenmis glutatyon oraninin

spesifik organ dagilimlariyla beraber civa kirliliginden etkilendigini bildirmislerdir.
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Srivastava ve ark. (2015), calismalarinda Channa punctatus’un bulundugu
tath suda hem tek tek hem de kombine halde kursun ve civa ile kirletilmesinden
kaynakl: stresi degerlendirmislerdir. Baliklarin stres dereceleri ile suyun agir metal
kirliligi sonucunda baliklarda meydana gelen hasar1 degerlendirmek i¢in katalaz
(CAT), stiperoksit dismutaz (SOD), DNA derisimi, lipid peroksidasyonu (LPO) ve
indirgenmis glutatyon (GSH) gibi olgiitleri kullanmislardir. Sonug¢ olarak C.
punctatus’ un antioksidan savunma sistemini agir metallerin etkiledigini baligin
karacigerindeki SOD, CAT ve GSH etkinliklerini azalttigini (p < 0.05)
gozlemlemislerdir.

Atli ve ark. (2016), Nil tilapyasinin alyuvarlarinda kursun ve kadmiyumun
akut (20 uM, 2 giin) ve sub-kronik (10puM, 20 giin) etkisinde osmoregiilasyon
(Na*/K*-ATPase, Mg™-ATPase, Ca*>-ATPase) ve antioksidan sistem
parametrelerinin (CAT, SOD, GPx, GR, GST, tGSH, rGSH, GSSG, GSH/GSSG)
yanitini arastirmiglardir. Metalin ¢esidine ve etki ettigi zamana gore antioksidan
sistem parametrelerinde degisiklikler oldugunu ve bu degisiklerde Pb’nin daha
etkili oldugunu gozlemlemislerdir. En fazla GSH’ m o6zellikle sub-kronik Pb’de
degistigini buna karsilik CAT ile GPx etkinliklerinin azaldigini, akut Pb’de GPx’ in
distigini, GST etkinliginin arttigini, akut ve sub-kronik Pb degerleri
karsilastirildiginda GSH/GSSG oraninda farkliliklarin oldugunu bildirmiglerdir.
Akut Cd’de GSSG seviyesi ile GSH/GSSG oraninin diisiisii ve sub-kronik Cd’de
GST etkinligindeki diisiisten bagka diger antioksidan sistem parametrelerinde etkili
olmadigini raporlamiglardir.

Kim ve Kang (2016), calismalarinda geng Sebastes schlegelii’ yi dort hafta
boyunca farkli krom (Cr*®) konsantrasyonlarma (0, 30, 60, 120 ve 200 mg/kg)
maruz birakmiglar ve dort haftalik slire¢ sonucunda karaciger ve solungaclardaki
stiperoksit dismutaz (SOD) etkinligi, glutatyon S transferaz (GST) etkinligi ve
glutatyon (GSH) diizeylerini degerlendirmislerdir. iki haftanin ardindan 240 mg/kg
derisimde karaciger ve solunga¢ SOD’ile GST etkinliginde ve ayrica dort haftanin

sonunda 120 mg/kg’ 1n tizerindeki derisimde yine SOD ve GST etkinliklerinde
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onemli derecede artis gozlemlemislerdir. Buna karsin iki haftanin ardindan 240
mg/kg derisimde, dort haftanin sonunda ise 120 mg/kg’in lizerindeki derisimde
GSH diizeyinde 6nemli bir diisiis oldugunu belirtmislerdir.

Bano ve ark. (2017), ii¢ farkli ekosistemdeki (Pakistan, Pencap'taki balik
ciftligi, kulugkahane ve Indus Nehri) su ve Cirrhina mrigala bahiginda zehirli
maddelerin seviyelerini, biyolojik birikimlerini ve baligin solungac, karaciger ve
bobrek gibi hayati organlarindaki siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve
peroksidaz (POD) gibi antioksidan enzimleri iizerindeki etkilerini calismiglardir.
Calismalar1 sonucunda nehir suyundaki agir metallerin (Zn, Cu ve Ni)
fazlaligindan dolayr nehir baliklarinda metal birikiminin en fazla karacigerde
oldugunu bunu ise bobrek ve solungacin izledigini bildirmislerdir. indus nehri
baliklar1 ¢iftlik ve kuluckahane baliklar ile karsilastirildiginda calisilan biitiin
organlarda SOD aktivitesinin en ¢ok nehir baliklarinda oldugunu ortaya koymuslar,
CAT etkinliginin ise ¢iftlik baliklariin bobrek ve solungaglarinda kulugkahane
balikariin karacigerine oranla daha fazla oldugunu kaydetmislerdir. En yiiksek
POD aktivitesinin ise kulugkahane baliklarinin karaciger, bobrek ve
solungaglarinda oldugunu ortaya koymuslar bunun sonucunda da antioksidan
savunma sisteminin erken uyari araci olarak yararli olabilecegini vurgulamiglardir.

Feng ve ark. (2017), yaptiklar1 ¢calismada 8 hafta boyunca besine eklenerek
verilen farkli fenilalanininin (Phe) seviyeleri (3.4 — 16.8 g / kg'!) igeren alt1 farkli
deney grubundaki gen¢ Crtenopharyngodon idella bireylerinin solungaglarinda
antioksidan cevaplar, apoptoziz ve siki baglanti protein transkripsiyonu iizerindeki
olas1 Onleyici etkilerini arastirmiglardir.

Caligmalarinin sonucunda fenilalanin eksikliginin balik solungag¢larinda
Cu/Zn stiperoksit dismutaz (CuZnSOD), katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon
rediiktaz ve glutatyon igerigini ve etkinligini ayrica mRNA diizeyini diislirerek
protein oksidasyonunu ve lipid peroksidasyonunu indiikledigini belirtmislerdir.

Taju ve ark. (2017) Lates calcarifer, Etroplus suratensis ve Catla catla

isimli balik tiirlerini dort giin siireyle farkli krom derisimlerine ( 0, 10, 20, 30, 40
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ve 50 mg/L) maruz birakmislar ve bu siire sonunda kroma maruz birakilan
baliklarin incelenen biitlin hiicre dizilerinde katalaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon
S-transferaz ve glutatyon peroksidaz gibi antioksidan parametre seviyelerinde
kayda deger bir diisiis olmasina karsin lipid peroksidasyonunda yiikselis oldugunu
belirtmislerdir. Sonu¢ olarak krom maruziyeti deneylerinde oksidatif stresi
degerlendirebilmek i¢in baligin tamami yerine hiicre hatlarinin kullanilabilecegini
yaptklar1 caligsma ile dogrulamislardir.

Wu ve ark. (2017), kolin azligimma bagli olarak oksidatif hasarin,
hepatopankreas ile bagirsakta antioksidan enzim ve Nrf2/Keapl sinyal
molekiillerinin transkripsiyonundaki farkliliklarla alakali olduguna dair yeni
kanitlar sunmuslar ve ayrica ¢alismalarinda ilk olarak kolin eksikliginin farklt GPx
ve GST izoformlarinin ¢esitli degisim modellerini uyardigini gostermislerdir. Bu
arada, bagirsakta kolin azligiin sebep oldugu bazit GPx ve GST izoformlarindaki
degisimlerin hepatopankreastakilerin aksine oldugunu sunmuslardir.

Aliko ve ark. (2018), yaptiklart calismada, tath su baligi Carassius
auratus,manganezin (Mn*?) iki farkli dozuna (3.88 + 0.193 mg/L ve 7.52 + 0,234
mg/L Mn*?) 96 saat maruz birakilip manganezin kan antioksidan tepkisi, bagisiklik
durumu ve eritron profili izerindeki akut letal olmayan etkilerini belirlemislerdir.
Mn*? nin farkl iki dozuna maruz birakilan C. Auratus’ ta siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon-S-transferaz (GST) gibi kan enzimatik
antioksidan etkinliginde 6nemli artiglar gozlemlemislerdir.

Li ve ark. (2018), 28 giin boyunca su bazli selenyuma (0, 50, 100, 200 ve
400 pg/L) biraktiklart Channa argus'un biyobirikim, oksidatif stres, bagisiklik
tepkileri ve bagisiklikla alakali genlerin disavurumu {izerindeki toksik etkilerini
incelemiglerdir. 28. giiniin sonunda dokularda Se birikimi siras1 ile bobrek,
karaciger, dalak, bagirsak, solungag, kas seklinde oldugunu belirlemiglerdir. C.
argus'un karaciger ve dalagindaki antioksidan parametreleri, su kaynaklh

selenyumda oksidatif strese neden oldugunu gostermislerdir.
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Atli ve ark. (2020), Zn kirliliginden etkilenen Ispanya’daki Osor
Nehri’nden alinan Barbus meridionalis’ in karaciger antioksidanlarim karakterize
etmek ve in vitro ortamda 200 ve 400 ZnSOs pg/l etkisini belirlemek amaciyla
yaptiklart c¢alismada, c¢inkonun dogrudan etkisinin antioksidan sisteminde
dengesizlik yarattig1 ve ¢ogunlukla ¢inkonun diisiik konsantrasyonuna karsi GPx
etkinliginin azaldig1 (% 95-100) buna karsilik CAT, GR ve GST nin artt1g1 (%36-
1543) sonucuna ulagmiglardir. GSH sonuglarinin dokulardaki farkliliklardan dolay1
uyarildigini (% 290) ya da inhibe edildigini (%85-93) bildirmislerdir.

Li ve ark. (2020), su sicakligl ve/veya civanin (Hg) Ctenopharyngodon
idella’nin (ot sazan1) antioksidan parametreler (SOD, siiperoksit dismutaz; CAT,
katalaz; MDA, malondialdehit; TAOC, toplam antioksidan kapasite), stres
proteinleri (HSP70, 1s1 soku proteini 70; MTs, metallothionein) ve stres hormonu
(COR, kortizol hormonu) iizerine etkilerini incelemislerdir. Bunun i¢in baliklar
(45,3743,58g) 15, 20, 25, 30 ve 35° C’ye adapte etmisler ve {i¢ grup halinde dort
hafta boyunca 0,0 veya 0,039 mg/L HgCl,’e maruz birakmiglardir. Siire sonunda
antioksidan enzim etkinliklerinin su sicakliginin 30°C’ye arttirilmasiyla onemli
Olciide arttigini 35°C’ ye ¢ikarildiginda ise 6nemli dl¢iide azaldigini belirtmislerdir.
Buna ek olarak HSP70 ve MTs diizeyleri sicakligin 35°C’ye ylikseltilen suda
arttigin1 fakat Hg’ye maruz birakilan baliklarin Hg’s1z sudakibalik gruplarina gore
HSP70 ve MTs’ nin diisiik seviyeler gosterdigini bildirmislerdir.

Moniruzzaman ve ark. (2020), ¢caligmalarinda Liza persia (pelajik, hepgil),
Amblypharyngodom mola (ylizey besleyici, otgul) ve Mystus gulio ( bentik, etcil)
gibi canlilarin kas dokusunda nis ve beslenme durumlarina gére metal birikim
diizeyindeki degisiklikleri ve bu degisikliklerin canlinin kas antioksidanlarini ve
glikoz metabolizmasimi nasil etkiledigini bulmaya calismiglardir. Calisma ig¢in
Hindistan’in Bat1 Bengal tarafindan Malancha, Diamond, Harbour ve Chandanpiri
bolgelerinden baliklar1 toplamislar, sudaki, sedimentteki ve balik kaslarindaki Pb,
Zn, Cd ve Cr konsantrasyonlarini belirlemislerdir. Sonug¢ olarak Malancha ve

Chandanpiri bolgelerinden toplanan L. parsia’ da malonaldehit, siiperoksit
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dismuatz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon S transferaz (GST), glutatyon rediiktaz
(GR) ve kortizol diizeylerinde artis oldugunu tespit etmisler.

Fadl ve ark. (2021), kursun asetat toksisitesinin (5-10 mg kursun asetat/L)
Dunaliella algi (11 g / kg diyet) eklenmis besinin etkisini ve bunlarin Nil
tilapia’sindaki etkilesimini 60 giinliik bir ¢aligma ile arastirmiglar ve sonug olarak
Pb’nin serum antioksidan enzim etkinligini ve karaciger antioksidan enzimlerinin
gen ifadesini diisiirdiigiinii ortaya koymuslar.

Seco ve ark. (2021), Giiney Okyanusu’ndaki Antarktika krili (Euphausia
superba), Electrona antarctica, Gymnoscopelus bruaeri ve G. nicholsi’ nde civa
derigimlerinin bu canlilarin biyokimyasal performansin1 ve olasi etkilerini analiz
etmislerdir. E. superba miktofitlerin biiylik bir kismindan yiiksek metabolik
etkinlige sahip oldugunu, antioksidan enzim etkinliklerinin ise genel olarak E.

superba’da miktofid canlilara gére daha diisiik oldugunu degerlendirmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Deneyde Kullanilan Kimyasal Malzemeler

3.1.1.1.

3.1.1.2.

Deneyde Kullanilan Metaller

Civa (II) Klortiir (HgCl», Merck)

Cinko Kloriir (ZnCl,, Merck)

Nikel (II) Kloriir Hexahidrat (NiCl,.6H,O, Merck)
Potasyum Kromat (K,CrO4, Merck)

Antioksidan Enzim Aktivitesi Olciimiinde Kullamlan Kimyasallar
Hypoxanthine (CsH4N4O, Sigma)
NADPH (Sigma)

Vinil piridin

Cytochrome c (Sigma)

CHP

Metanol

CDNB (Sigma)

Hidrojen peroksit (H.O», Merck)
Xanthine oxidase (Sigma)

Sodyum kloriir (NaCl, Merck)
Sodyum sitrat (CsHsNa3;O7, Merck)
Na,EDTA (Merck)

Glutathion S- transferase (Sigma)
Fosforik asit (H;PO4, Merck)
Potasyum hidroksit (NaOH, Merck)
Rediikte glutatyon (Sigma)
Glutathion S- transferase (Sigma)

Beta nikotin amid adenin diniikleotit fosfat (C»1H29N707P3*, Merck)
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3.1.1.3.

3.1.14.

Okside glutatyon (Sigma)

Hidroklorik asit (HCI, Merck)

1-kloro-2,4-dinitro benzen (Merck)

Potasyum kloriir (KCIl, Merck)

Glutatyon rediiktaz (Sigma)

Trizma-Base (Tris [hidroksimetil] aminometan); C4H11NO3s, Sigma)
Metafosforik asit ( HPO3;, Merck)

Etanol (C,HsO, Merck)

Protein Analizinde Kullamilan Kimyasallar

Potasyum sodyum tartarat tetrahidrat (CsH4KNaQOs.4H,O, Merck)
Sodyum karbonat (Na,COs, Fluka)

Sodyum hidroksit (NaOH, Merck)

Folin Ciocalteu Fenol Ayiraci (Sigma)

Bakar(IT) sulfat penta hidrat (CuSO4.5H,0O, Merck)

Bovin Albumin%35 (Sigma)

Kalsiyum ve Sertlik Tayininde Kullamilan Kimyasallar
Kalsiyum kloriir (CaCl>x2H»0, Merck)

Kalsiyum karbonat (CaCOs3, Merck)

Amonyum kloriir (NH4Cl, Merck)

EDTA (Etilendiamintetraasetikasit, Merck)

Miireksit (Ammonium purpurate, Merck)

Sodyum hidroksit (NaOH, Merck)

Sodyum kloriir (NaCl, Merck)

Eriochrome Black T (Merck)

Hidroklorik asit (HCl % 37, Merck)
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3.1.2. Kullanilan Aletler
Coklu 6lgtim cihazi (ThermoOQrionstar 5)
Hassas Terazi (Sartorius Analytic ATL-224-I)
pH metre (Hanna HI 8314 membran pH metre)
Su Banyosu (Wise Bath WSB-30)
Spektrofotometre (Schimadzu UV-1800)
Karistirict (Vortex SO 200)
Derin dondurucu (- 80 °C) (Revco Ultima II)
Manyetik Karistirici (Janke&Kunkel IKAMAG RH)
Homojenizator (Janke&Kunkel Ultra Turrax T25)
Santrifiij (Sigma 2-16 K)
Otomatik Biiret (0.1 bolmeli)
Erlen Mayer

3.2. Yontem

Caligmada kullanilan tatlisu baligi (Oreochromis niloticus) Cukurova
Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Tatlisu Arastirma Istasyonu’nda Balik Uretim
ve yetistirme havuzlarindan temin edilmistir. Bu havuzlarindan alinan baliklar
uygun kosullarda hizli bir sekilde (30 dk igerisinde) deney akvaryumlarinin
(40x40x100 cm) bulundugu laboratuvara getirilmistir. Baliklarin deney kosullarina
uyum saglamalari igin sicakligi 21.740.2 °C olan sularda (Nestle Pure Life marka
dogal kaynak suyu) 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik rejimi uygulanarak bir ay
siire ile adaptasyonlar1 saglanmistir. Deneyde kullanilan sularin fiziksel ve
kimyasal oOzellikleri Cizelge 3.1.°de verilmistir. Baliklar hem adaptasyon
doneminde, hem de deneyler esnasinda giinde bir defa hazir balik yemi (Piar balik
yemi, Pelet no:2, Izmir) ile kiitlelerinin % 2-3’ii oraninda beslenmislerdir. Balik
yemindeki mikro elementlerin oranlart 70 mg Zn**kg, 25 mg Mn*%/kg, 25 mg
Mg*? /kg, 2 mg Fe*?/kg, 0.7 mg I'/kg, 1 mg Cu*?/kg, 0.2 mg Co*3/kg, 0.03 mg Se-
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/kg, Makro elementlerin oranlar1 Ca*?* % 2-2,5, Na* % 0,2- % 1, P % olup % 40

ham protein icermektedir.

cizelge 3.1. Deney akvaryumlarindaki suyun fiziksel ve kimyasal ozellikleri.
Veriler (n=20) aritmetik ortalamayr ve standart sapmay1

gostermektedir.
Cain
A Cax Caa
Ozellik (120 mg
(30mg Cal) (60 mg CalL)
Cal)

Ca Sertligi
: ; ) 2982037 60.1=0.40 117£0.95
mg/L CaCO;
pH 7122005 7.00£0.05 6.91=0.05
Tletkenlik

165=7.98 328=2.84 670=4.63
(uS/em)
Toplam
Sertlik 93 9+768 1852663 365104
(mg/L CaCO;)
\lalini
(mgL CaCo,) 102=3.34 101=3.27 102+3 31
mg/L CaCO;
Sicakhk
©) 21.7£019 21.7£019 21.620.18
Oksijen
(L) 5302014 5272015 5.30=017
mg

Caligmalar esnasinda akvaryumlardaki sularin fiziksel ve kimyasal
ozelliklerin (sertlik dl¢timleri harig) ¢oklu 6l¢iim cihazi (Thermo Orion Star 5) ile
Ol¢iilmiigtiir. Deneylerde Nestle Pure Life marka dogal kaynak suyu kullanilmig
olup, deney akvaryumlarinin suyu iki giine bir yine aym1 marka su ile

degistirilmistir. Nestle Pure Life marka dogal kaynak suyunun iz element ve iyon
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derigimleri aliiminyum 4 pg/L, 0.02 mg/L’ den az amonyum, 1.2 mg/ L klor, 1 pg/
L’ den az demir, 1 pg/ L’ den az mangan, 7 mg/ L siilfat, 1.26 mg/ L sodyumdur.
Suyunun sertligi de Calgon titrasyon yontemi ile 15 mg/L olarak Ol¢iilmiistiir.
Deney asamasinda kullanilan sularin Ca sertlikleri; sirasiyla 30 mg Ca/L (Casp), 60
mg Ca/L (Cago) ve 120 Ca mg/L (Caizo) seklinde CaClx2H,O (Merck) kullanilarak
ayarlanmustir.

Deney asamasinda 33x33x40 cm boyutlarindaki akvaryumlara altisar adet
balik rastgele yerlestirilmistir. Baliklar akut ve kronik siire¢ler olmak iizere, her
dizide 3 farkli kalsiyum (Caszo, Cago ve Caix) diizeyleri olacak sekilde metallerin
(Hg, Ni, Cr, Zn) farkli derisimlerine maruz birakilmistir. Deneyler 40 litre deney
ortami igeren akvaryumlarda siirdiiriilmiistiir. Akut etki deneyleri yetmis iki saat
stirmiis olup Cr, Ni ve Zn i¢in 30 pM derisim, Hg i¢in 0.3 puM derisim
kullanilmistir. Kronik deneyler 30 giin siirmiis olup Cr, Ni ve Zn i¢in 10 pM, Hg
icin 0.03 uM derisim kullanilmigtir. Hem akut hem de kronik siireglerde metal
icermeyen ve farkli diizeylerde kalsiyum iceren Nestle Pure Life marka dogal
kaynak sular1 kontrol (her kalsiyum diizeyi igin ayr1 kontrol) olarak kullanilmustir.
Deneylerde toplam 30 adet akvaryum hazirlanmis olup, toplam 180 adet balik
kullanilmistir. Deney ortamlar1 her iki giinde bir Nestle Pure Life marka dogal
kaynak suyu kullanilarak yenilenmis olup, kalsiyum ve metal derigimleri de uygun
sekilde ayarlanmistir. Boylece akvaryum yiizeyine metallerin ve kalsiyumun
tutunmasi veya sicakliktan dolayr akvaryum suyunun buharlasmasi gibi sebepler
nedeni ile deney ¢oOzeltilerinin  de§ismesi minimuma  indirilmistir.
Laboratuvarimizda O. niloticus ile daha once yapilan bir calismada balik
biiyiikliigiiniin metal toksisitesinde ve antioksidan sistem tepkisinde dnemli
olacag1 belirtilmistir (Kanak ve ark., 2014). Bu durum dikkate alinarak
caligmalarda benzer boylardaki baliklar kullanmis olup, kullanilan baliklarin

ortalama boy (15.56+013 cm) ve agirliklart (60.26+1.14 gr(?)) arasinda

istatistiksel olarak anlamli (p>0.05) fark bulunamamistir. Akut ve kronik
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deney siirecleri sonunda baliklar teker teker akvaryumlarindan alinarak su ile
yikanmis ve kurutma kagidi ile kurulandiktan sonra spinal edilerek oldiiriilmiistiir.
Daha sonra steril disseksiyon aletleri kullanilarak her baligin karaciger dokusu

alinmis ve kodlandiktan sonra analize kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.1. Doku Homojenatlarinin Hazirlanisi

Homojenizasyona baglamadan once antioksidan sistem parametrelerinin
Ol¢climiine uygun olan bir homojenizasyon tamponu ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Bunun
icin 100 mM KPOy, 100 mM KCl ve 1 mM EDTA ile hazirlanan tampon ¢6zeltinin
pH degeri 7.4 olarak ayarlanmigtir. Derin dondurucuda saklanan karaciger
ornekleri 6nce oda sicakliginda ¢6zdiiriilmiis ve daha sonra buz {izerinde tutularak
homojenizasyon islemlerine baslanmistir. Her baliktan yaklasik 200 mg karaciger
dokusu hassas terazide tartildiktan sonra cam tiiplere aktarilmis ve iizerine
agirliklarinin 9 kati homojenizasyon tamponu ilave edilmistir. Kiigiik buz dolu bir
beher icine konan bu tiiplerde homojenizasyon iglemi homojenizatdrde 9500 rpm
de 90 saniye kadar siire ile yapilmistir. Homojenatlar eppendorf tiiplere aktarilarak
10,000 g de (+4 °C) santrifiij edilmis ve siipernatant kisimlart dikkatli bir sekilde
almarak bagska eppendorf tiiplere aktarilmistir. Bu siipernatantlar antioksidan sistem

parametreleri ve protein 6lgtimlerinde kullaniimistir.

3.2.2. Antioksidan Sistem Parametrelerinin Olciimii

Karaciger dokusundaki CAT aktivitesi Lartillot ve ark. (1988), SOD
aktivitesi McCord ve Fridovich (1969), GST aktivitesi Habig ve ark. (1974), GR
aktivitesi Carlberg ve Mannervik (1975), GPX aktivitesi Livingstone ve ark. (1992)
ve glutatyon (GSH ve GSSG) diizeyleri Beutler ve ark. (1963)’in kullandiklari

yontemlere gore belirlenmistir.
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3.2.2.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivite Ol¢iimii

SOD siiperoksit radikalini (O2) hidrojen peroksit (H,O) ve oksijene (O2)
donisiimiinii  saglayan antioksidan sisteme ait bir enzimdir. Ksantinin ve
ksantinoksidazin (XOD) bulundugu durumlarda O  olusur. Olusan bu O, 2-(4-
iyodofenil)-3(4-nitrofenol)-5- feniltetrazolyum kloridle tepkimeye girerek kirmizi
renkli formazon bilesigini olusturur. SOD aktivitesi formazonun inhibisyonunun
550 nm dalga boyunda okunmasi ile belirlenmektedir (McCord ve Fridovich,
1969). SOD aktivitesi olgtiliirken kullanilan materyaller Cizelge 3.2°de verilmistir
(Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2SOD aktivitesi 6l¢iim tablosu. 4
Ayiraglar ve Cozeltiler |Kor (jul) Ornek (pl)

Fosfat tamponu 911 886
(50 mM; pH 7.4)

Hipoksantin 33 33
(1.5 mM)

Sitokrom C 33 33
Ornek miktari - 25
calkalanir

XOD (56.6 U/mL) 33 33

Tiipler iyice ¢alkalanmis ve 30 sn boyunca 37 °C’de bekletilip 550 nm’de
spektrofotometre cihazinda kore karst kinetik olarak okunmustur. Sifirinct
dakikada ilk absorbans (A1) okunduktan sonra 60 sn boyunca ikinci absorbans
(A2) okunarak, aradaki fark hesaplanmistir. Bu deger SOD aktivitesinin
hesaplanmasinda kullanilmustir.

SOD aktivitesinin hesaplamast;

A/dakika cinsinden siire = OD;-ODy/ 1 = net absorbans
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% inhibisyon = koér OD-(OD;-ODy) / kor OD
Vt = Toplam hacim

V6 = Ornek hacim

Yukarida verilen formiiller sonucu elde edilen % inhibisyon ornekteki total
protein miktarina boliinlip normalize edilerek SOD aktivitesi belirlenmistir.

Aktivite U/mg protein olarak verilmistir.

%inh 1U Vit 1
SOD aktivitesi = X X X
50 ml Vo mg protein/ml

3.2.2.2. Katalaz (CAT) Aktivitesi Ol¢iimii

Katalaz H»O,’yi pargalayip onu suya ve molekiller oksijene
donistiirmektedir. Bu yontem H>O,’nun H>O’ya doniisme hizinin 240 nm dalga
boyunda kinetik (0-1 dakika) olarak spektrofotometrede Olgiilmesi esasina
dayanmaktadir. Bir dakika sonunda absorbanstaki azalma H>O, nin parcalandigini
gostermektedir. Katalaz aktivitesinin hesaplanmasinda 240 nm’de H»O»
ekstinksiyon katsayis1 elde edilmektedir ve bu deger katalaz aktivitesinin
hesaplanmasinda kullanilmaktadir (Beutler, 1984).

Deneyin yapilisi;

1. 980 pL fosfat tamponu (75mM-pH 7.0 KPO,) tiiplere konur.

2. 25 mM H,O; eklenir.

3. 20 pL 6rnek eklenir.

4. Bekletmeden hemen 240 nm’de 0-1 dakika arasinda kinetik Sl¢iim

yapilir.
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— 20 pL 6rnek
— 980 },lL KPO4 + 25 mM H202

N
"~

N

CAT aktivitesinin hesaplanmast;

OD= 0 ile 1 dakika Ol¢limleri arasindaki farktir.
V= Toplam hacim

V= Ornek hacmi

t= Zaman

0,0392= H,0’nin 240 nm’deki ekstinksiyon katsayis1

CAT aktivitesi hesaplanmasinda kullanilan formiil;

OD (Or.-Kér) x V,
= pmol H>O»/mg prot./dk

0,0392 x Vsx t x (mg prot./mL)

3.2.2.3. Glutatyaon S-Transferaz (GST) Aktivitesi Ol¢iimii

Glutatyon S-transferaz’m goérevi GSH’a bagli SH grubunun elektrofilik
bilesiklerle tepkimeye girmesini katalizlemektir. GSH ve 1-kloro-2,4-
dinitrobenzenin (CDNB) konjugasyonu sirasinda meydana gelen absorbansin
spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda kinetik olarak okunmasi ile GST
aktivite Ol¢limii yapilmaktadir (Habig ve ark., 1974). GST aktivitesini Slglimii
yapmak icin asagidaki ¢ozeltiler, kor ve 6rnek gerekmektedir.

Deneyin yapilist;
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1. 880 puL fosfat tamponu (100mM-pH 7.4 KPO,) tiiplere konur.
2. 50 uL GSH (20mM) eklenir.

3.50 pL CDNB (20mM) eklenir.

4. 20 pL 6rnek eklenir.

5. 340 nm’de 0-1 dakika arasinda kinetik 6l¢tim yapilir.

7
N_/
T— 20 pL 6rnek
T 50 uL CDNB
T > 50uLGSH
> 880 L KPO,
\__/

GST aktivitesinin hesaplanmasi;

GST aktivitesi hesaplamanin formiilii;

OD (Or.-Kér) x V,

= umol /mg prot./dk
9.6 X Vsx t x (mg prot./mL)

OD= 0 ile 1 dakika 6l¢iimleri arasindaki fark

V& = Ornek hacmi

Vt = Toplam hacim

9.6 =20 mM CDNB’nin 1 em’lik 151k yolunda verdigi OD degeri

3.2.2.4. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivitesi Ol¢iimii

T-bitil hidroperoksit bulunan ortamda glutatyonun (GSH) okside
glutatyona (GSSG) oksidasyonu gergeklestiren enzim glutatyon peroksidaz’dir.
Okside glutatyonun tekrar GSH’a indirgenmesi igin glutatyon rediiktaz (GR) ve
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NADPH gerekmektedir. Bu yonteme gore GPx aktivitesinin oOlglimii igin
NADPH’1in NADP*’ye oksidasyonu gerekmektedir. Bu reaksiyonda meydana gelen
kompleksin absorbansimin 340 nm dalga bounda kinetik olarak okunmasi ile

aktivite 6l¢iimii yapilmaktadir (Livingston ve ark., 1992).

Deneyin yapilisi;

1.

2. 37,5 uL GSH (40mM) eklenir.

3. 37,5 uL NADPH (2.4mM) eklenir.
4. 37,5 pL GR (40 units) eklenir.

5. 20 pL 6rnek eklenir.

6. 75 puL CHP (30mM) eklenir.

7.

O
N

/

542,5 pL fosfat tamponu (100mM-pH 7.4 KPOy) tiiplere konur.

340 nm’de 0-1 dakika arasinda kinetik dl¢tim yapilir.

<+— 75 uL CHP

420 pL 6rnek
37,5 uL GR
37,5 uL NADPH

<«— 37,5 uL GSH
542,5 uL KPO4

GPx aktivitesinin hesaplanmast;

OD= 0 ile 1 dakika 6l¢limleri arasindaki farktir.

V6 = Ornek hacmi

Vt = Toplam hacim

6.22 =1 umol NADPH’1n 1 ecm’lik 151k yolunda verdigi OD degeri

GPx aktivitesi formili;
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OD (Or.-Kér) x V,

= pmol /mg prot./dk
6.22 x Vs x t X (mg prot./mL)

3.2.2.5. Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivitesi Ol¢iimii

NADPH bulunan ortamda okside glutatyonun (GSSG) GSH’ye
indirgenmesini katalizleyen enzim glutatyon rediiktazdir. NADPH in NADP*’ye
yiikseltgenmesi sirasinda bir absorbans farki olusmaktadir. Bu farkin 340 nm dalga
boyunda kinetik olarak okunmasi ile GR aktivitesi Ol¢iilmektedir (Carlberg ve
Mannervik, 1975).

Deneyin yapilist;

1. 624 pL fosfat tamponu (100mM-pH 7.4 KPO,) tiiplere konur.
2. 31,25 uL NADPH eklenir.

3. 20 uL 6rnek eklenir.

4. 75 uL GSSG eklenir.

5. 340 nm’de 0-1 dakika arasinda kinetik dl¢iim yapilir.

"
N
+—  75uL GSSG
+— 20 pL 6rnek
4—
31,5 uL NADPH
624 uL KPOy
N

GR aktivitesinin hesaplanmasi;

OD= 0 ile 1 dakika 6l¢limleri arasindaki fark

Vo6 = Ornek hacmi
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Vt = Toplam hacim
6.22 = 1 umol NADPH’1n 1 ecm’lik 151k yolunda verdigi OD degeri

GR aktivite hesaplama formiilii;

OD (Or.-Kér) x V,

= pmol /mg prot./dk
6.22 x Vs x t x (mg prot./mL)

3.2.2.6. Total Glutatyon (GSH) Miktarimn Ol¢iimii

Toplam GSH miktarmin Ol¢imi  spektrofotometrede 412 nm dalga
boyunda elde edilen absorbans ile yapilmaktadir. Bu yontem glutatyonun DTNB
tarafindan okside edilmesi sirasinda ortaya ¢ikan sart renkli olusumun (2-nitro-5-
tiyobenzoik asit) 412 nm dalga boyunda Olgiilmesi esasina dayanmaktadir.
Ortamda bulunan GSSG ve GR NADPH’in indirgenmesi esnasinda GSH’yi
meydana getirmektedir (Griffith, 1980).

Deneyin yapilist;

1. 750 pL fosfat tamponu (75SmM-pH 7.5 KPOs) + DTNB (6 mM)
tiiplere konur.

165 uL dH.O

50 uL NADPH (0.3 mM) eklenir.

25 pL 6rnek eklenir.

10 uL GR (75 U/mL) eklenir.

AN S

Bekletmeden hemen 412 nm’de 0-1 dakika arasinda kinetik 6lgiim

yapilir.
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YN
N 10 uL GR

25 uL 6rnek
50 uL NADPH
165 uL. dH,O

750 uL KPO4+DTNB

AR

N

GSH miktarinin hesaplanmasi;

GSH diizeyinin belirlenmesi i¢in Oncelikle bir seri GSH standardinin
hazirlanmas1 gerekmektedir. Hazirlanan bu seri standartlarin absorbanslarinin 412
nm de okunmasi sonucu elde edilen dogru ile orneklerdeki GSH diizeyleri

hesaplanmaktadir.

Standartlarin Hazirlanmast:

GSH olgtimii i¢in oncelikle 1 mM GSH stok ¢ozeltisi hazirlanir ve uygun
seyreltmelerle bir seri GSH standardi elde edilir (10, 25, 50, 75, 100 uM). Her GSH
derigimine ait absorbans degerleri kullanilarak bir regresyon esitligi (y=0.0005x)
bulunur. Bu formiil kullanilarak orneklerdeki GSH diizeyleri umol/mg

protein/dk olarak ifade hesaplanir.
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Cizelge 3.3. GSH standard1 absorbans degisim grafigi
0.06 A

y=0,0005x

005 4

=

[

&
!

Absorbans
=
=
(K}

002 A

001 -

0 EI 0 4ID 'E:ID BI'D lill a 1 é 0
GSH derisimi (uM)

3.2.2.7. Okside Glutatyon (GSSG) Miktarimn Ol¢iimii

Okside glutatyon ol¢iimii de GSH o6l¢iimii ile ayn1 esaslara uygun olup,
ayni ¢ozeltiler ve yontemler kullanilmaktadir. En 6nemli fark, GSH’nin baglanmasi
saglamak icin S-siilfosalisilik asit iceren homojenatlara 2-vinilpiridin eklenmesidir
(NaOH ile pH 7.0). Bu karisim oda sicakliginda ve karanlikta 1 saat bekletilerek
inkiibe edilmektedir. Daha sonra, ortamda kalan GSH miktarinin 6l¢iimii ile GSSG
diizeyleri belirlenmis olmaktadir (Griffith, 1980).

Deneyin yapilist;

1. 750 pL fosfat tamponu (75SmM-pH 7.5 KPO4) + DTNB (6 mM)
tiiplere konur.

165 uL dH,O

50 uL NADPH (0.3 mM) eklenir.

25 pL 6mek eklenir.

10 pL GR (75 U/mL) eklenir.

A
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6. Bekletmeden hemen 412 nm’de 0-1 dakika arasinda kinetik dlgiim

yapilir.

3.2.2.8. Rediikte Glutatyon (rGSH) miktarimin hesaplanmasi;

Rediikte glutatyon miktarinin hesaplanmasit basit olarak toplam GSH
miktarindan GSSG miktarinin ¢ikarilmasia dayanmaktadir. Bu sayede elde edilen
GSH ve GSSG diizeyleri ile GSH/GSSG orani da hesaplanabilmektedir. Toplam
GSH, rGSH ve GSSG diizeylerinin normalize edilmesi i¢in elde edilen degerlerin

siipernatant igerisinde bulunan toplam proteine boliinmesi gerekmektedir.

3.2.3. Total Protein Analizi

Balik karaciger dokusuna ait homojenatlarda protein analizi i¢in Lowry
yontemi (Lowry ve ark., 1951) kullanilmistir. Bu metot proteinlerin alkali bakir
stilfat ve fosfotungstik asit ile mavi renkli bir bilesik meydana getirmesi esasina
dayanir. Mavi olan bu bilesik ise 750 nm dalga boyunda spektrofotometrede
absorbansi Olgiiliip niceliksel olarak protein diizeyi tayin edilmektedir. Bir ¢ok
proteinde tirozin ya da triptofan ya da hem triozin hem de triptofan aminoasitleri
denk seviyelerde bulunmaktadir. Aminoasit olan triozin ve triptofan, fosfotungstik-
fosfomolibdik asidi (folin-ciocalteu ile) indirgeyerek mavi renk olusturmaktadir.
Lowry yontemiyle ile proteinler dncelikle bazik ortamda bakir iyonuyla tepkimeye
girerek bakir-protein bilesigini olusturmakta, daha sonrada ortama fosfotungstik-
fosfomolibdik asit ¢ozeltisi ilave edildiginde bakir-protein bilesigi, tirozin ve

triptofanla birlesmektedir.

Ayiraclar;

1. 2 gr %2’ lik Na,COs ( 0,1 N sodyum hidroksit (NaOH) i¢inde )
tartilip 0,1 N sodyum hidroksitte (NaOH) ¢o6ziinmesi saglanarak

Ayirag A hazirlanmigtir.
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2. % 1 CuSOs. 5H,0. 1 g CuS04.5H,0 tartilarak, distile su 100 mL’ye
tamamlanarak Ayira¢ B hazirlanmistir.

3. % 2 Na-K-Tartarat. 2 g Na-K-Tartarat tartilarak distile su ile 100
ml’ye tamamlanarak Ayira¢ B, hazirlanmstir.

4. A ayiracindan 50 hacim alinip iizerine 0.5 hacim B; ayirac1 ve 0.5
hacim B, ayiract konularak karistirilip (giinliik hazirlandi) Ayirag C
hazirlanmustir.

5. Folin-Ciocalteu Cozeltisi saf suile 1’ ¢ 1,5 oraninda sulandirilmustir.

6. Standart BovinAlbumin Cozeltisi: 1 ml’sinde 1 mg (1000 pg/ml)
bovin albumin bulunduracak sekilde bovin albumin ¢ozeltisi stok
olarak hazirlanmistir. Hazirlanan bovin albiimin stok ¢ozeltisinden
uygun sulandirmalar yapilarak mili litresinde 50-100-200-300-400-
500-600 pg/ml bulunduran standart ¢ozeltiler olusturulmustur.

Standartlarin Hazirlanmasi

1. Standart 100 pg : 0.1 ml stok bovin albumine 0.9 ml saf su eklenerek
hazirlanir.

2. Standart 200 pg : 0.2 ml stok bovin albumine 0.8 ml saf su eklenerek
hazirlanir.

3. Standart 300 pg : 0.3 ml stok bovin albumine 0.7 ml saf su eklenerek
hazirlanir.

4. Standart 400 pg : 0.4 ml stok bovin albumine 0.6 ml saf su eklenerek
hazirlanir.

5. Standart 500 pg : 0.5 ml stok bovin albumine 0.5 ml saf su eklenerek
hazirlanir.

6. Standart 600 pg : 0.6 ml stok bovin albumine 0.4 ml saf su eklenerek

hazirlanir.
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Deneyin Yapilisy;
1. asamada tiiplere 0,3’ er ml 6rnekler ve standart ¢ozeltiler konulur.
2. asamada ayira¢ C’den tiiplerin iizerine 3ml eklenir.
3. asamada vortex ile karistirilan tiipler oda 1sisinda 15 dakika bekletilir.
4. asamada tliplere Folin-Ciocalteu c¢ozeltisinden 0,3 ml eklenerek

homojen hal almasi i¢in tiipler iyice karistirilir.

asamada tiipler 30 dakika boyunca oda 1sisinda bekletilir.

asamada spektrofotometre aletinde 750 nm dalga boyunda absorbans
degerleri okunur.

asamada elde edilen degerler 50, 100, 200, 300, 400, 500 ve 600
pg/ml bovin serum albumini c¢ozeltisinden hazirlanarak bulunan

standart egri sonuglarina gore degerlendirilir.

Cizelge 3.4. Bovin serum albiimininden hazirlanmis olan standart derisimler ve

Absorbans

1.2 -

0,8 -

0,6

04 -

0,2

absorbans arasindaki dogrusal iliskiyi gosteren grafik

y =0.0017x
R2=0.968

100 200 300 400 500 600 700

Bovin Serum Albumin Derigimi (ug/ml)
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Buna gore 0.3 uM etkisinde 1 nolu baligin karaciger dokusunda akut

sonunda total protein diizeyi;

y =0.0017x
Absorbans: y = 0.611

0.611
Derigim (x) =

0.0017
Derisim = 0.359 mg prot./mL

Seyreltme miktarinin ¢arpilmast ile elde edilen degerin doku yas agirligina

boliinmesi ile protein diizeyi mg protein/g yas agirlik olarak verilmektedir.

3.2.4. Kalsiyum ve Sertlik Tayini
3.2.4.1. EDTA Metoduyla Su Sertliginin Belirlenmesi

EDTA metoduyla su sertliginin belirlenmesi i¢in kullanilan titrasyon
yonteminde etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) c¢ozeltisi kullanilmaktadir.
Kalsiyum sertligi ve toplam sertlik bu yontemle belirlenmistir. EDTA ¢ozeltisi 1
ml EDTA 1°F’ne yani 10 ppm CaCOj’e ekivalent olacak sekilde hazirlanir. Bu da
1/50 N veya 0.01 M EDTA c¢ozeltisidir.

Kullanilan Cozeltiler
a) 0.01 M EDTA ¢ozeltisi
b) EDTA’nin ayarlanmasi i¢in standart ¢ozelti: Bu 20 °F sertliginde
standart ¢ozeltidir.
¢) NH4OH + NH4ClI tampon ¢6zeltisi (Toplam sertlik igin)

d) 1 M NaOH c¢ozeltisi (Ca sertligi igin)
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e) Eriochrome black T indikatorii (Toplam sertlik i¢in)
f) Miireksit indikatorii (Ca sertligi i¢in)

Deneyin Yapihisi:

Kalsiyum Sertligi: 25 ml olarak alinan su 6rnegi iizerine 1-2 ml 1 M NaOH
cozeltisi ilave edilir. Bunun iizerine 0.1 g miireksit indikatoriiniin eklenmesinin
ardindan mevcut olan pembe renk menekse rengine doniisiinceye kadar 0.01 M
EDTA ile titrasyon islemi yapilir. Harcanan EDTA miktar1 Ca sertligi hesab1 igin
kayzt edilir.

Toplam Sertlik: Su 6reginden 100 ml alinip iizerine tampon ¢o6zeltisinden
(NH4CI+NH4OH) 0.5-2.0 ml eklenir. Toplam sertlik belirteci eriochrome black
T’den 0.1 g ilave edilir. Olusan sarap kirmizisi renk mavi renge doniisiinceye kadar
0.01 M EDTA eklenerek titrasyon islemi yapilir ve harcanan EDTA miktar1 toplam
sertlik hesabi i¢in kayit edilir.

3.2.4.2. Kalsiyum Sertligi ve Toplam Sertligin Hesaplanmasi

Harcanan EDTA (ml) x 0.01 x 40
Ornek (ml) x 1/1000

Kalsiyum Sertligi (mg CaCOs/L) =

Harcanan EDTA (ml) x 1000
Ornek (ml)

Toplam Sertlik (mg CaCOs/L) =

Akut 30uM Cr*® igin;

M = m/MAxV => 0.0000003 = m/51.996 x 1 => m = 0.00155998 g

__ Coziinen (g)

6
ppm = Cozelti (ml) x10
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0.00155998
=——22"94106

ppm=— => ppm = 1.55998

3.2.5. Istatistiksel Analizler

Deney sonucu elde edilen sonuglarn istatistik degerlendirmeleri, SPSS
v15.0 programi aracilifiyla “Regresyon Analizi” ve “One-way ANOVA” ile
gerceklestirilmistir. Kontrol grubu ile deney gruplar arasinda istatistiksel bir
farklihigin olup olamadigi “One-way ANOVA” ile test edilmistir. Istatistiksel
farkin 6nemli (p<0,05) oldugu durumlarda, farkliligin hangi grup ya da gruplarda
oldugunu belirlemek adina “post-hoc” testlerinden Duncan-test kullanilmigtir. Elde
edilen sonucglarin grafik ¢izimlerinin olusturulmasinda Microsoft Excel
programindan yararlanilmistir. Veriler aritmetik ortalama + standart hata olarak

verilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA Kadir KOCALAR

4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular
4.1.1. Akut Etki

Farkli sertlik (Caso, Cago ve Caiz) degerlerine sahip sularda akut olarak
Cr*S, Ni*2, Zn*? ve Hg**’ ye maruz birakilan baliklarin karacigerindeki SOD enzim

aktiviteleri Sekil 4.1., 4.2., ve 4.3.”de gosterilmistir.
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Cazg/Akut Metal Etkis

Sekil 4.1. Caso (30 mg Ca*?/L) ortaminda akut (3 giin) olarak metal etkisinde kalan
baliklarin karaciger SOD aktiviteleri (Veriler ortalama (n=6) ve standart
hatay1 gdstermektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlamli (p<0.05)
farki gostermektedir.)
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*2/L) ortaminda akut (3 giin) olarak metal etkisinde kalan

baliklarin karaciger SOD aktiviteleri (Veriler ortalama (n=6) ve standart

Sekil 4.2. Cago (60 mg Ca

hatay1 gdstermektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlamli (p<0.05)

farki gostermektedir)
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Kontrol

Sekil 4.3. Cajz (120 mg Ca*™?/L) ortaminda akut (3 giin) olarak metal etkisinde

kalan baliklarin karaciger SOD aktiviteleri (Veriler ortalama (n=6) ve

standart hatay1 gostermektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlamli

(p<0.05) farki gostermektedir)
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Cazy, Casp ve Caip konsantrasyonlarinda SOD aktivitesi yalnizca Casg
sertlik ortaminda Cr’a maruz birakilan baliklarda (140.1 pmol/mg protein/min)
kontrole gore (81.16 pmol/mg protein/min) onemli Olglide artmis ve bu artig
istatistik olarak 6nemli olmusturtir (p<<0.05).

Farkli sertlik (Casy, Cago ve Caiz) degerlerine sahip sularda akut olarak

Cr*S, Ni*2, Zn*?> ve Hg'* ye maruz birakilan baliklarin karacigerindeki CAT

aktiviteleri Sekil 4.4., 4.5 ve 4.6.’da gosterilmistir.
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Kontrol Cr Ni Zn Hg
Cayo/ Akut Metal Etkisi

Sekil 4.4. Caso (30 mg Ca*?/L) ortaminda akut (3 giin) olarak metal etkisinde kalan
baliklarin karaciger CAT aktiviteleri (Veriler ortalama (n=6) ve standart
hatay1 gostermektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlamli (p<0.05)
farki gostermektedir)
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*2/L) ortaminda akut (3 giin) olarak metal etkisinde kalan

baliklarin karaciger CAT aktiviteleri (Veriler ortalama (n=6) ve standart

Sekil 4.5. Cago (60 mg Ca

hatay1 gostermektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlamli (p<0.05)

farki gostermektedir)
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Sekil 4.6. Caix (120 mg Ca**/L) ortaminda akut (3 giin) olarak metal etkisinde

standart hatay1 gostermektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlamli

kalan baliklarin karaciger CAT aktiviteleri (Veriler ortalama (n=6) ve
(p<0.05) fark1 gostermektedir)
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CAT aktivitesi Cagp ve Caip gruplarinda anlamli bir degisiklik
gostermemekle birlikte (p>0.05), su sertliginin en az oldugu Casy grubunda Cr
(292,31 umol H»>O»/mg protein/min) ve Zn (277,67 pmol H,O»/mg protein/min)
etkisinde kalan baliklarda kontrole gore (186,36 pmol H>O»/mg protein/min)
anlamli olarak artmuistir (p<0.05).

Farkli sertlik (Casy, Cago ve Caiz) degerlerine sahip sularda akut olarak
Cr*S, Ni*2, Zn*> ve Hg'® ye maruz birakilan baliklarin karacigerindeki GPx

aktiviteleri Sekil 4.7., 4.8. ve 4.9.da gosterilmistir.
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E—

GPX Aktivitesi
(umol/mg protein/min)

0,2

Kontrol Cr Ni Zn Hg
Cayo/ Akut Metal Etkisi

Sekil 4.7. Caso (30 mg Ca*?/L) ortaminda akut (3 giin) olarak metal etkisinde kalan
baliklarin karaciger GPX aktiviteleri (Veriler ortalama (n=6) ve standart
hatay1 gdstermektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlamli (p<0.05)
farki gostermektedir)
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Kontrol Cr Ni Zn Hg
Cago/Akut Metal Etkisi
Cago (60 mg Ca*™?/L) ortaminda akut (3 giin) olarak metal etkisinde kalan
baliklarin karaciger GPX aktiviteleri (Veriler ortalama (n=6) ve standart
hatay1 gostermektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlamli (p<0.05)
farki gostermektedir)
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Kontrol
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Ca,o/Akut Metal Etkisi

Cai (120 mg Ca*?/L) ortaminda akut (3 giin) olarak metal etkisinde
kalan baliklarin karaciger GPX aktiviteleri (Veriler ortalama (n=6) ve
standart hatayr gostemektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlamli
(p<0.05) farki gostermektedir)
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GPx aktivitesi Casp grubunda yalnizca Ni’ye maruz birakilan baliklarda
(0,11 pmol /mg protein/min) kontrole gore (0,78 umol /mg protein/min) anlaml
azalig gostermistir. Caso grubunda bu azalma Cr (0,48 pmol /mg protein/min) ve Ni
(0,35 pmol /mg protein/min) ye maruz birakilan baliklarda gozlenmis ve Cr’daki
azalis istatistik olarak 6nemli bulunurken , Caiy grubunda ise Cr, Ni ve Zn’ye
maruz birakilan baliklarda sirasiyla 0,13 pmol /mg protein/min, 0,54 pmol/mg
protein/min ve 0,63 pmol /mg protein/min olarak gergeklesmis ve bu azalislar
istatistiksel olarak énemli olmustur. (p<0.05).

Farkli sertlik (Caso, Cago ve Caiz) degerlerine sahip sularda akut olarak
Cr*S, Ni*2, Zn*?> ve Hg'> ye maruz birakilan baliklarin karacigerindeki GR

aktiviteleri Sekil 4.10., 4.11. ve 4.12° de gdsterilmistir.
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Sekil 4.10. Cas (30 mg Ca**/L) ortaminda akut (3 giin) olarak metal etkisinde
kalan baliklarin karaciger GR aktiviteleri (Veriler ortalama (n=6) ve
standart hatay1 gostermektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlamli
(p<0.05) farki gostermektedir)
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Sekil 4.11. Cagp (60 mg Ca**/L) ortaminda akut (3 giin) olarak metal etkisinde

kalan baliklarin karaciger GR aktiviteleri (Veriler ortalama (n=6) ve

standart hatay1 gostermektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlaml

(p<0.05) farki gostermektedir)
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Kontrol

Sekil 4.12. Caiz (120 mg Ca**/L) ortaminda akut (3 giin) olarak metal etkisinde

kalan baliklarin karaciger GR aktiviteleri (Veriler ortalama (n=6) ve

standart hatay1 gostermektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlaml

(p<0.05) farki gostermektedir)
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GR aktivitesi Caszp ve Caso gruplarinda hicbir metalin etkisi ile istatistiksel
olarak anlamli bir degisiklik gostermemistir (p>0.05). Caix grubunda ise sadece
Hg’ye maruz birakilan baliklarda (0,02 pmol /mg protein/min) GR aktivitesi
kontrole gore (0,06 pmol /mg protein/min) anlamli olarak azalmistir (p<0.05).

Farkli sertlik (Caso, Cago ve Caiz) degerlerine sahip sularda akut olarak
Cr*S, Ni*2, Zn™ ve Hg'> ye maruz birakilan baliklarin karacigerindeki GST

aktiviteleri Sekil 4.13, 4.14 ve 4.15° de gosterilmistir.
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Kontrol Cr Ni Zn Hg
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Sekil 4.13. Caz (30 mg Ca**/L) ortaminda akut (3 giin) olarak metal etkisinde
kalan baliklarin karaciger GST aktiviteleri (Veriler ortalama (n=6) ve
standart hatay1 gostermektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlaml
(p<0.05) farki gostermektedir)
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Kontrol Cr Ni Zn Hg
Cago/Akut Metal Etkisi

Sekil 4.14. Cago (60 mg Ca**/L) ortaminda akut (3 giin) olarak metal etkisinde
kalan baliklarin karaciger GST aktiviteleri (Veriler ortalama (n=6) ve
standart hatay1 gostermektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlaml
(p<0.05) farki gostermektedir)
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Kontrol Cr Ni Zn Hg
Ca,,o/Akut Metal Etkisi

Sekil 4.15. Caizo (120 mg Ca*?/L) ortaminda akut (3 giin) olarak metal etkisinde
kalan baliklarin karaciger GST aktiviteleri (Veriler ortalama (n=6) ve
standart hatay1 gostermektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlaml
(p<0.05) farki gostermektedir)
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GST aktivitesi Cas grubunda denenen tiim metallerde kontrole gore
onemli olglide azalmistir (p<0.05). Cago grubunda GST aktivitesinde higbir metalin
etkisine anlaml1 bir tepki vermemis olup (p>0,05), Caiz grubunda Cr, Ni ve Zn’ye
maruz birakilan baliklarda GST aktivitesi sirastyla 0,65 pmol /mg protein/min,
0,62 pumol /mg protein/min ve 0,23 pmol /mg protein/min olarak 6l¢iilmiis ve
kontrol grubuna gore (1,29 pumol /mg protein/min) azaliglar istatistiksel olarak
onemli olmustur (p<0.05).

Farkli sertlik (Cazy, Cago ve Caiz) degerlerine sahip sularda akut olarak
Cr*®, Ni*?, Zn™ ve Hg'® ye maruz birakilan baliklarin karacigerindeki GSH

diizeyleri Sekil 4.16, 4.17 ve 4.18’de gosterilmistir.
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Sekil 4.16. Caz (30 mg Ca**/L) ortaminda akut (3 giin) olarak metal etkisinde
kalan baliklarin karaciger GSH diizeyleri (Veriler ortalama (n=6) ve
standart hatay1 gostermektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlamli
(p<0.05) farki gostermektedir)
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Sekil 4.17. Casp (60 mg Ca**/L) ortaminda akut (3 giin) olarak metal etkisinde
kalan baliklarin karaciger GSH diizeyleri (Veriler ortalama (n=6) ve
standart hatay1 gostermektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlaml
(p<0.05) farki gostermektedir)
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Kontrol Cr Ni Zn Hg
Ca,,o/Akut Metal Etkisi

Sekil 4.18. Caiz (120 mg Ca*™/L) ortaminda akut (3 giin) olarak metal etkisinde
kalan baliklarm karaciger GSH diizeyleri (Veriler ortalama (n=6) ve
standart hatay1 gostermektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlaml
(p<0.05) farki gostermektedir)
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GSH diizeylerinde Cas ve Caixp gruplarinda metallere bagli olarak
herhangi bir 6énemli degisiklik olmamakla beraber (p>0.05), Caso grubunda Zn
(0,75 umol /mg protein/min) ve Hg (0,85 umol /mg protein/min) etkisinde kalma
sonucu GSH diizeyi kontrole gore (1,57 pumol /mg protein/min) azaliglar

istatistiksel olarak 6nemli olmustur. (p<0.05).

4.1.2. Kronik Etki
Farkli sertlik (Cazo, Cago ve Caiz) degerlerine sahip sularda kronik olarak
Cr*®, Ni*?, Zn™ ve Hg'® ye maruz birakilan baliklarin karacigerindeki SOD

aktiviteleri Sekil 4.19, 4.20 ve 4.21° de gosterilmistir.
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Cag/Kronik Metal Etkisi

Sekil 4.19. Casz (30 mg Ca**/L) ortaminda kronik (30 giin) olarak metal etkisinde
kalan baliklarin karaciger SOD aktiviteleri (Veriler ortalama (n=6) ve
standart hatay1 gostermektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlamli
(p<0.05) fark: gostermektedir)
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Sekil 4.20. Cago (60 mg Ca**/L) ortaminda kronik (30 giin) olarak metal etkisinde

kalan baliklarin karaciger SOD aktiviteleri (Veriler ortalama (n=6) ve

standart hatay1 gostermektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlamli

(p<0.05) fark: gostermektedir)

D T T T T ororor]
ot e e
A
Peiraaananananananaananasnny

e
R R M R e e ]
S S S R R R R R R R R ]
et

300

—
o o o o o
LN o N o n
o~ [a\] — —

(utw/ureroad Sw/jowr)
1S9UAIY dOS

Hg

Zn

Kontrol

Ca,,o/Kronik Metal Etkisi

Sekil 4.21. Cajz (120 mg Ca**/L) ortaminda kronik (30 giin) olarak metal etkisinde

kalan baliklarin karaciger SOD aktiviteleri (Veriler ortalama (n=6) ve

standart hatay1 gostermektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlamli

(p<0.05) fark1 gostermektedir)
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SOD enzim aktivitesi Casp grubunda metal etkisine bagl olarak anlamli bir
degisiklik gostermemistir (p>0.05). Cagp grubunda Cr’ye maruz birakilan
baliklarda SOD aktivitesi (193,79 umol /mg protein/min) kontrole gore (136,84
pmol /mg protein/min) 6nemli Olciide artarken, Caix grubunda Hg’ye maruz
birakilan baliklarda (136,83 pmol /mg protein/min) SOD aktivitesi kontrole gore
(236,67 pmol /mg protein/min) azalislar1 istatistiksel olarak 6nemli olmustur
(p<0,05).

Farkli sertlik (Cazo, Cago ve Caiz) degerlerine sahip sularda kronik olarak
Cr*®, Ni*?, Zn™ ve Hg'” ye maruz birakilan baliklarin karacigerindeki CAT

aktiviteleri Sekil 4.22, 4.23 ve 4.24° de gosterilmistir.
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Sekil 4.22. Casz (30 mg Ca**/L) ortaminda kronik (30 giin) olarak metal etkisinde
kalan baliklarin karaciger CAT aktiviteleri (Veriler ortalama (n=6) ve
standart hatay1 gostermektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlamli
(p<0.05) farki gostermektedir)
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Sekil 4.23. Cago (60 mg Ca**/L) ortaminda kronik (30 giin) olarak metal etkisinde

kalan baliklarin karaciger CAT aktiviteleri (Veriler ortalama (n=6) ve

standart hatay1 gostermektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlamli

(p<0.05) farki gostermektedir)
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Sekil 4.24. Cajz (120 mg Ca**/L) ortaminda kronik (30 giin) olarak metal etkisinde

kalan baliklarin karaciger CAT aktiviteleri (Veriler ortalama (n:

standart hatay1 gostermektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlamli

(p<0.05) farki gostermektedir)
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CAT aktivitesi Cazp ve Caix gruplarinda metal etkisinde kalan baliklarda
anlamli olarak degigsmemistir (p>0.05). Cago grubunda ise Cr (500,7 pumol HO»/mg
protein/min) ve Hg (504,8 umol H>O»/mg protein/min) etkisinde kalma sonucu
CAT aktivitesi kontrol grubuna gére (306,75 pumol H,O»/mg protein/min) artislar
istatistik olarak 6nemli olmustur (p<0.05).

Farkli sertlik (Cazo, Cago ve Caiz) degerlerine sahip sularda kronik olarak
Cr*S, Ni*2, Zn*> ve Hg'® ye maruz birakilan baliklarin karacigerindeki GPx

aktiviteleri Sekil 4.25, 4.26 ve 4.27 de gosterilmistir.
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Sekil 4.25. Casz (30 mg Ca**/L) ortaminda kronik (30 giin) olarak metal etkisinde
kalan baliklarin karaciger GPX aktiviteleri (Veriler ortalama (n=6) ve
standart hatay1 gostermektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlamli
(p<0.05) fark: gostermektedir)
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Sekil 4.26. Cag (60 mg Ca**/L) ortaminda kronik (30 giin) olarak metal etkisinde
kalan baliklarin karaciger GPX aktiviteleri (Veriler ortalama (n=6) ve
standart hatay1 gostermektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlamli
(p<0.05) farki gostermektedir)
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Sekil 4.27. Caja (120 mg Ca*/L) ortaminda kronik (30 giin) olarak metal etkisinde
kalan baliklarin karaciger GPX aktiviteleri (Veriler ortalama (n=6) ve
standart hatay1 gostermektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlamli
(p<0.05) farki1 gostermektedir)
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Metal etkisinde kalan baliklarda GPx aktivitesinde Casy ve Cajxo
gruplarinda anlamli bir degisiklik olmamakla birlikte (p>0.05), Casp grubunda
denenen tiim metaller GPx aktivitesinde kontrole gore (1,42 pmol /mg protein/min)
azalislar istatistik olarak dnemli olmuslardir (p<0.05).

Farkl1 sertlik (Caszo, Cago ve Caiz) degerlerine sahip sularda kronik olarak
Cr*S, Ni*2, Zn*?> ve Hg'> ye maruz birakilan baliklarin karacigerindeki GR

aktiviteleri Sekil 4.28, 4.29 ve 4.30° da gosterilmistir.
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Sekil 4.28. Casz (30 mg Ca**/L) ortaminda kronik (30 giin) olarak metal etkisinde
kalan baliklarin karaciger GR aktiviteleri (Veriler ortalama (n=6) ve
standart hatay1 gostermektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlamli
(p<0.05) fark: gostermektedir)
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Sekil 4.29. Cago (60 mg Ca**/L) ortaminda kronik (30 giin) olarak metal etkisinde
kalan baliklarin karaciger GR aktiviteleri (Veriler ortalama (n=6) ve
standart hatay1 gostermektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlamli
(p<0.05) farki gostermektedir)
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Sekil 4.30. Cajzo (120 mg Ca*/L) ortaminda kronik (30 giin) olarak metal etkisinde
kalan baliklarin karaciger GR aktiviteleri (Veriler ortalama (n=6) ve
standart hatay1 gostermektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlamli
(p<0.05) fark1 gostermektedir)
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GR aktivitesi Cazp grubunda Cr etkisi ile (4,35 pmol /mg protein/min)
kontrole gore (3,41 umol /mg protein/min) artis 6nem gosterirken (p<0.05), Hg
etkisinde kalan baliklarda GR aktivitesi (2,41 umol /mg protein/min) kontrole gore
anlamlt azalislar gostermistir (p<0.05). Cago grubunda ise metal etkisi ile GR
aktivitesindeki degisiklik istatistik olarak onemli olmamstir (p>0.05). Caio
grubunda ise Zn (2,27 pmol /mg protein/min) ve Hg'ye ( 2,48 pmol /mg
protein/min) maruz birakilan baliklarda GR aktivitesi kontrole gore (3,55 pmol /mg
protein/min) azalmis ve istatistik olarak dnemli bulunmustur (p<0.05).

Farkli sertlik (Cazo, Cago ve Caiz) degerlerine sahip sularda kronik olarak
Cr*S, Ni*2, Zn™ ve Hg'> ye maruz birakilan baliklarin karacigerindeki GST

aktiviteleri Sekil 4.31, 4.32 ve 4.33°de gosterilmistir.
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Sekil 4.31. Casz (30 mg Ca**/L) ortaminda kronik (30 giin) olarak metal etkisinde
kalan baliklarin karaciger GST aktiviteleri (Veriler ortalama (n=6) ve
standart hatay1 gostermektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlamli
(p<0.05) fark:1 gostermektedir)
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Sekil 4.32. Cago (60 mg Ca**/L) ortaminda kronik (30 giin) olarak metal etkisinde
kalan baliklarin karaciger GST aktiviteleri (Veriler ortalama (n=6) ve

standart hatay1 gostermektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlamli
(p<0.05) fark: gostermektedir)
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Sekil 4.33. Cajao (120 mg Ca*™/L) ortaminda kronik (30 giin) olarak metal etkisinde
kalan baliklarin karaciger GST aktiviteleri (Veriler ortalama (n=6) ve
standart hatay1 gostermektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlamli
(p<0.05) farki gostermektedir)
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GST aktivitesi Caip grubunda metal etkisi sonucu degisiklik istatistik
olarak onem gostermemigtir (p>0.05). Casp grubunda ise Ni (0,39 umol /mg
protein/min) ve Zn’ye maruz birakilan baliklarda (0,30 pmol /mg protein/min)
GST aktivitesi kontrole gore (0,85 pmol /mg protein/min) azalis istatistik olarak
onemli olmustur. (p<0.05).

Farkl1 sertlik (Cazo, Cago ve Caiz) degerlerine sahip sularda kronik olarak
Cr*S, Ni*2, Zn*?> ve Hg'* ye maruz birakilan baliklarin karacigerindeki GSH

diizeyleri Sekil 4.34, 4.35 ve 4.36’da gosterilmistir.
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Sekil 4.34. Casz (30 mg Ca**/L) ortaminda kronik (30 giin) olarak metal etkisinde
kalan baliklarin karaciger GSH diizeyleri (Veriler ortalama (n=6) ve
standart hatay1 gostermektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlamli
(p<0.05) fark: gostermektedir)
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Sekil 4.35. Cago (60 mg Ca**/L) ortaminda kronik (30 giin) olarak metal etkisinde
kalan baliklarin karaciger GSH diizeyleri (Veriler ortalama (n=6) ve
standart hatay1 gostermektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlaml
(p<0.05) farki gostermektedir)
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Sekil 4.36. Caja (120 mg Ca*™/L) ortaminda kronik (30 giin) olarak metal etkisinde
kalan baliklarin karaciger GSH diizeyleri (Veriler ortalama (n=6) ve
standart hatay1 gostermektedir. *kontrole gore istatiksel olarak anlamli
(p<0.05) fark1 gostermektedir)
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Caszo grubunda GSH diizeyleri Cr, Ni ve Zn’ye maruz birakilan baliklarda
sirastyla 1,0, 1,51 ve 1,32 pmol /mg protein/min olarak ol¢lilmiistiir. Bu metallerin
etkisinde kalan baliklarda GSH diizeyleri kontrol grubuna gore (0,06 pmol /mg
protein/min) artiglar istatistik olarak 6nemli olmustur (p<0.05). Ca¢ grubunda
metal etkisinde kalma sonucu GSH diizeylerinde degisiklikler énemli olmamistir
(p>0,05). Cajz grubunda ise kontrol grubuna gore tek 6nemli fark Cr’ye maruz
birakilan baliklarda (0,72 umol /mg protein/min) goriilmiistiir.

Cizelge 4.1.°de farkli su sertliklerinde akut ve kronik olarak Cr*®, Ni*?,
Zn** ve Hg**’ ye maruz birakilan baliklarin karaciger dokusundaki antioksidanlar

kontrol grubuna gére degisim oranlar1 yiizde olarak toplu sekilde gosterilmistir.
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Cizelge 4.1. Farkli su sertliklerinde Cr*®, Ni*?, Zn*?> ve Hg*>’ ye maruz birakilan
baliklarin enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlarinda meydana
gelen degisikliklerin yiizdelik(%) oranlar1

Antioksidanlar Krom (Cr) Nikel(Ni) Cinko(Zn) Civa(Hg)
(Akut Etki)
Caip_ Casm Camo | Cazp Cam Camo | Cazp Cam Camo | Can. Cam Camn
SOD 413 26 a0 |72 16 2% [=6 <4 19 [+ 4 3
CAT AR R R
GPx s |40 |ss s s6 [0 |0 a1 |4 |12 3-8
GR G B 5 S 5 & e £ P T
GST |57 3 S0 |e 45 |m2||st 4 |51 23 a6
GSH R R T N T T
Antioksidanlar Krom (Cr) Nikel(Ni) Cinko(Zn) Civa(Hg) |
(Kronik Ftki)
Cap  Cam Camo| Capp Cam Camo | Cayp Cam Camo | Casp Cam Cam
SOD L N e T oL B B U 6 |4
CAT 4 T+ 43| o6 I8 s a5 425
GPx 1 [s w6 |45 w7 |46 |67 27|00 [0 7
GR T+ 415 a5 |-l S Tl a3 362w 26 |30
GST S03 N s s ol ls e S| |an 13 4
GSH T+67 2 S0+ o+19 ;3| Te0 a5 2| 03

4.2. Tartisma

Bu calismada, metal ve/veya kalsiyum hem akut hem de kronik deneylerde
herhangi bir balik 6liimiine neden olmamistir. Bu da deney kosullarinin baliklar
icin letal olmadigim1 gostermektedir. Buna ilave olarak baliklarda herhangi bir
anormal yiizme aktivitesi veya beslenme istahsizligi belirtisi de goriilmemistir.

Bu ¢alisma ayrica farkli kalsiyum seviyelerindeki metallerin O. niloticus'ta

antioksidan sistem biyobelirteclerinin tepkisi lizerindeki etkilerini de gdstermistir.
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Mevcut veriler, O. niloticus'un antioksidan sistem biyobelirte¢lerinin, maruz kalma
stirelerinden bagimsiz olarak tiim kalsiyum seviyelerinde metallere tepki verdigini
gostermistir. Ayrica genel olarak, veriler kalsiyumun tek basina biyobelirteglerin
yanitlarini degistiremedigini de gostermistir. Yine de, biyobelirteclerdeki en
yiiksek anlamli degisiklikler, en diisiik kalsiyum seviyelerinde meydana gelmistir.
Diger yandan, hem akut hem de kronik siireclerde metal maruziyetinden sonra
enzimlerin davramslarinda da farkliklar oldugu géze carpmustir. Ornegin CAT ve
SOD aktiviteleri her iki siirede de artarken glutatyon metabolizmasina ait
enzimlerin aktiviteleri azalmistir. Civa, giimiis ve bakir gibi bazi metaller baliklar
icin son derece toksik olmasina karsin, demir ve nikel gibi bazi metaller daha az
toksik oldugu bilinmektedir (Wood ve ark., 2012a ve b). Mevcut veriler ayrica tiim
metallerin biyobelirteclerin tepkilerini degistirdigini, ancak en az degisimin nikele
maruz kalan baliklarda meydana geldigini gostermistir. Bu, tiim metallerin
hayvanlar iizerinde c¢ok ciddi etkilere neden olmadigini ve metaller arasinda
mekanizmalarin veya etki bi¢cimlerinin degisebilecegini diigiindiirmektedir.
Baliklarda metal birikimi, metallerle etkilesim siiresine ve metal
konsantrasyonuna ve baliklarin beslenme ekolojisine bagli olmakla birlikte, aynm
zamanda suyun tuzluluguna, sicakliina, organik madde miktaria, pH’sina, diger
metallerle etkilesimine ve EDTA gibi kompleks olusturucu ajanlarla olan iligkilere
baglidir (Heath, 1987; Canli ve Furness, 1993). Genel olarak toksisite ¢aligmalarina
goz atildiginda ¢esme sularimin nispeten sert oldugu goriilmektedir. Su sertligi
arttikca  solungaglardan metal alimminin azalmasi1 sebebiyle toksisite
calismalarinda nispeten sert olan ¢esme sulari ile yapilan galigmalarda metallerin
diisiik toksisite gosterdigi belirtilmistir (Heath 1995; Bury ve ark., 2002; Monserrat
ve ark., 2007). Kadmiyum ve ¢inko etkisinde kalan kalan hayvanlarda bobrek ve
epidermiste (Somasundaram ve ark., 1985), solungaglarda (Grobler ve ark., 1989),
ve karacigerde (Morsey ve Protasowicki, 1990; Van Dyk ve ark., 2007) cesitli tipte
doku patolojisi ortaya ¢iktigi bulunmustur. Bunlara ek olarak Abdel-Tawwab ve
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ark. (2007) bakir etkisinde kalan Oreochromis niloticus un karaciger, bobrek ve
solungaglarinda histopatolojik bulgular ortaya ¢iktigini belirtmiglerdir.

Diger taraftan, Pourkhabbaz ve ark. (2011) yaptiklart bir c¢alismada
Gambusia holbrooki’de yumusak, sert ve ¢ok sert (25, 125, 350 mg/L. CaCOs)
sularda bakirin ve ¢inkonun akut toksisitesinin degisik etkiler gosterdigini
vurgulamislardir. Su sertliginin azalmasi ile G. holbrookinin Cu ve Zn
toksisitesine karsi daha hassas hale geldigi gosterilmistir. Bakir ve c¢inkonun
yumusak, sert ve ¢cok sert sularda G. holbrooki iizerine etkileri karsilastirildiginda,
bakirin yumusak sularda balik i¢in ¢ok daha toksik oldugunu gozlemlemislerdir.
Sonug olarak su sertligindeki artisin, 96 saatlik akut deneylerde bakirin ve ¢inko
toksisitesini azaltti§1 vurgulanmistir. Diger yandan, metal karisimlarinin etkisinin
arastirildigl birgok caligma vardir. Sucul ¢evrede metal karigimlarinin etkilerini
degerlendirmek i¢in yapilan bir ¢alismada farkli zaman dilimlerinde (7, 15 ve 30
giin) Cr, Cd ve Pb karisimina maruz birakilan sazan baliklarinin (Cyprinus carpio)
kas, solungag, karaciger, bobrek ve bagirsak gibi farkli dokularinda SOD
aktivitesinin kontrol grubuyla kiyaslandiginda oOnemli bir artis gozlendigi
belirlenmistir (Rajeshkumar ve ark., 2017).

Metallerin siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri gibi
ROT iiretimini uyararak oksidatif strese neden oldugu bilinmektedir. Ozellikle
redoks aktif metaller redoks dongiisiine girerken, redoks aktif olmayan metaller
antioksidan kaynaklarin, 6zellikle SH igeren molekiillerin tiikenmesine neden
olmaktadir. ROT {iretimini takiben antioksidan enzimlerin tepkisindeki artis,
ozellikle oksidan ve antioksidan arasindaki denge oksidanlar lehine degistiginde
oksidatif strese yol agmaktadir. Asagida metallerle yapilan literatiir ¢aligmalar tek

tek ele alinarak tartisilmis ve yorumlanmisgtir.

4.2.1. Krom Etkisi
Dogan ve ark (2014), yaptiklar1 ¢alismada O. niloticus’u 80 ve 320 mg

Ca/L sertligindeki sulara birakarak Cu ve Cr’un 20 uM ve 10 pM derisimlerinin
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etkilerine akut ve kronik maruz biraktiktan sonra karacigerde bazi antioksidan
enzim aktivitelerini Ol¢miiglerdir. Sert ve yumusak sular karsilastirildiginda
yumusak suda yasayan kontrol O. niloticus’ larda sert suya gore SOD ve CAT
aktivitelerinde anlamli azalmalar oldugunu gozlemlerken, diger antioksidan
enzimlerin aktivitelerinin su sertliginden etkilenmedigi goriilmiistiir. Bu ¢alismada
tersi bir durum olarak Cr’ nin akut etkisi incelendiginde Cas’da SOD ve CAT
etkinliginde kontrol grubuna goére onemli bir artig gézlemlenmistir. Caso ve Caizo
su sertliklerinde GPx aktivitesinde, Casz ve Caip su sertliginde ise GST
aktivitesinde onemli bir azalis goriilmektedir. GR ve GSH aktivitesinde ise su
sertligine bagli herhangi bir degisiklik goriilmemistir. Calismamizdaki Cr’ nin
kronik etkisi incelendiginde Caso su sertliginde GR aktivitesinin arttigini, CAT ve
SOD’ nin Cago su sertliginde kontrol grubuna gdre aktivitesinin arttigini, yine ayni
su sertlik derecesinde ise GPx aktivitesinin kontrol grubuna gore dnemli bir azalig
gostermistir. GSH aktivitesi incelendiginde Caszp su sertliginde kontrol grubuna
gore bir artig, Cajoo su sertliginde ise dnemli bir azalig oldugu goriilmektedir. GST
aktivitesi ise higbir su sertliginden etkilenmemistir.

Bu ¢aligmada akut Cr etkisine bagl olarak diisiik su sertliginde (Caszp) SOD
enzim aktivitesindeki artisin olusan oksidatif strese bagli olarak bir tepki oldugu
diistiniilebilir. Cr redoks aktif bir metal olup fenton reaksiyonuna benzer bir
reaksiyon sonucu oksidatif strese yol acar (Pinto ve ark. 2003). SOD enziminin
aktivitesinde meydana gelen artig, oksidatif stres altinda enzimatik antioksidan
savunma sistemin ilk reaksiyonu olarak énemlidir (Kayis, ve ark., 2012). Artan su
sertliginde (60 ve 120 mg) ise SOD enzim aktivitesinde kontrole gore herhangi bir
degisikligin olmamas1 solungaclarda su sertligindeki artisa paralel olarak metal
almiminin inhibisyonu ile metallerin toksik etkilerinin azaldig1 (Heath 1995; Bury
ve ark., 2002; Monserrat ve ark., 2007) ile ilgili calismalarla 6rtlismektedir. Kronik
Cr maruziyetinde ise SOD aktivitesi sadece Ca60 grubunda bir artig gostermistir.
Bununla birlikte en yiiksek su sertliginde SOD aktivitesinde herhangi bir degisiklik

gozlenmemistir. Caligmamizda orta sertlik derecesi olarak kullanilan Ca60
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grubundaki bu etkinin Cr’a maruziyet siiresindeki artistan kaynaklandig
diistiniilmektedir. Hem akut hem de kronik Cr maruziyeti sonucu CAT enzim
aktivitesindeki degisiklikler SOD enzim aktivitesine paralel olarak degisiklik
gostermistir. Bilindigi gibi CAT aktivitesi dogrudan H,O. konsatrasyonu ile
diizenlenmektedir (Fornazier ve ark.,. 2002). Fakat enzimin yiiksek Km degerinden
dolay1 diisiik H>O, konsatrasyonlarinda CAT ¢ok fazla aktif degildir (Felton ve
Duffey 1992). Bu ¢aligmada Ca30 su sertliginde artan CAT enzim aktivitesi Cr*®
toksisitesi altinda artan siiperoksit radikallerinin SOD enzimi tarafindan ortadan
kaldirilmast sonucu olusan H,O,’ nin ortadan kaldirilmasina yonelik bir artis
seklinde yorumlanabilir. SOD enzim aktivitesine benzer sekilde, sert sularda CAT
enzim aktivitesinde herhangi bir degisikligin gézlenmemesi yine metal aliniminin

inhibisyonu sonucu gerceklesmis olabilecegini diistindiirmektedir.

4.2.2. Nikel Etkisi

Metal etkinliklerinin kiyaslandigi bazi deneylerde Ni’in toksik etkisinin
oldukc¢a az oldugu bildirilmistir. Wood ve ark. (2012) raporuna gore, farkli balik
tiirleriyle yaptiklari ¢aligmalarda Cd, Cu, Ni, Pb ve Zn gibi bes metalin akut
toksisite degerlerini karsilagtirmiglar ve Ni’in genel anlamda Cd, Cu ve Pb’ye gore
diisiik, Zn’ye ise es bir toksisite gdsterdigini bildirmiglerdir. Bir bagka c¢aligmada
Buhl ve Hamilton (1991), aktif bir sekilde ¢alisan maden yataklar1 civarindaki
nehirlerde bulunan Thymallus arcticus, Oncorhynchus kisutch ve Oncorhynchus
mykiss ile yaptiklart calismada sekiz farkli metal (Cd (Kadmiyum) >Ag
(Gimiis) >Hg (Civa) > Ni (Nikel) > Au (Altin) > As (Arsenik) > Selenit >
Selenat > Cr (Krom)) arasinda Ni’in toksisite olarak dordiincii sirada oldugunu
bildirmislerdir. Kronik olarak degisik yogunluktaki su bazli Ni’e maruz birakilan
baliklarda  karbonhidrat  metabolizmasinda  baz1  degisiklikler  ortaya
cikabilmektedir. Su bazli Ni konsantrasyonlarinin artmasi karaciger ve kastaki

glikojen miktarinda azalmalara sebep olurken plazmadaki glikoz ve laktik asit
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yogunluklarinda artiglar belirlenmistir (Chaudhry, 1984; Chaudhry ve Nath, 1985;
Ghazaly, 1992; Al-Kahem, 1995b; Jha ve Jha, 1995; Canli, 1996).

Bu c¢alismada akut etki incelendiginde SOD, CAT, GR ve GSH
etkinliginde hicbir su sertligi derecesinde kontrol grubuna gore herhangi bir
degisiklik olmamistir. Bu durum yukarida bahsedilen ve Ni’in nispeten diisiik
toksisitesinden kaynaklanmis olabilir. GPx etkinliginde tiim su sertliklerinde
kontrol grubuna gére dnemli azalislar goriilmiistiir. Caszp ve Caip su sertliginde
GST etkinligi kontrole gore azalis gostermistir. Kronik etki caligsmalarinda ise
SOD, CAT ve GR etkinliklerinde kontrol grubuna gore akut etkiye benzer sekilde
higbir su sertliginde bir degisiklik olmamistir. GPx etkinliginde akut etkiden farkli
olarak sadece Cago su sertliginde bir azalis goriilmiistiir. GST etkinligi tipki kronik
GPx te oldugu gibi Cago su sertliginde bir diisiis olmustur. Calismamizdaki GSH
etkinligi sadece Casg su sertliginde kontrole gore nemli bir artig gdsterirken Caso
ve Cajy su sertliginde kontrole gore onemli bir degisiklik gostermemistir. Elde
edilen veriler akut maruziyet sonucu GPx aktivitesindeki tiim su sertlik
derecelerinde ve GST aktivitesinde 30 ve 120 mgCa/L su sertliklerindeki azalma
Ni’in enzimlerin aktif bolgelerindeki -SH gruplarmin direkt inhibisyonu sonucu
olabilecegi seklinde yorumlanabilir. Kronik etki siirecinde ise akut etkiye benzer
sekilde SOD ve CAT aktivitelerinde herhangi bir degisiklik olmazken GPx ve GST
aktivitelerinde 60mgCa/L de meydana gelen azalma metale maruziyet sliresinin
etkisi seklinde yorumlanmistir. GSH aktivitesinde kronik maruziyetin bir sonucu
olarak GSH aktivitesinin uygulanan en diisiik su sertligi olan 30mgCa/L’de artmasi
ve 60 ve 120mgCa/L de ise herhangi bir degisiklik olmamasi su sertligi ve metal

toksisitesi arasinda daha 6nce bahsedilen iliskiyi agiklamasi bakimindan 6nemlidir.

4.2.3. Cinko Etkisi
Abdel-Warith ve ark. (2011) ¢aligsmalarinda Oreochromis nilotucus tiirii
baliklar1 iki deney grubuna ayirmus, birinci grubu 2,4 ve 6 mg/L ZnCl,’e bir hafta

(akut) siireyle, ikinci grubu ise yine ayni konsantrasyonlarda dort hafta (kronik)
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siireyle ZnCl,’e maruz birakarak O.miloticus’ un karaciger dokusu iizerine ¢inko
toksisitesinin etkilerini incelemislerdir. Metale maruz kalma siiresinin énemli bir
etkisi olmaksizin doza bagl bir sekilde mortalite oraninin arttigini bildirmislerdir.
Bu calismada ise ¢inkonun herhangi bir dozunda mortalite gergeklesmemistir.
Sonug olarak karacigerdeki histolojik degisikliklerin derecesinin baliklarin metale
maruz kalma siiresinden etkilendigini belirlemislerdir. Bundan dolay1 O. niloticus
karacigerinin ¢inko maruziyetinin biyolojik belirteci olarak kullanilabilecegi
sonucuna varilabilecegini belirtmislerdir. Du ve ark. (2019) diet Zn’ nin bentik
balik Paramisgurnus dabrynausun gelisimi ve antioksidan kapasitesi iizerine
etkisini yaptiklar bir ¢aligma ile incelemisglerdir. Calismalarinda besine sirasiyla 0,
20, 40, 80, 120 ve 160 mg/kg ¢inko metionin (ZnM) ilave ederek sirasiyla 24.38,
28.03, 31.68, 38.98, 46.28 ve 53.58 mg/kg diyet Zn konsantrasyonu elde etmisler
ve baslangigtaki viicut kiitleleri 5,21+0,15 g olan P.dabryanus tiirii baliklar1 8 hafta
boyunca Zn katkili bu diyetle beslemisler. Sonug olarak plazma GPx, toplam SOD,
plazma CAT ve toplam antioksidan kapasitesinde benzer sekilde baslangigta bir
artis 31.58 (ZnM-40 grubu) ve 38.78 mg/kg (ZnM-80 grubu) bir zirve ve daha
sonra bir azalis goriilmiigtiir. Bu ¢aligmada ise Zn’ nin akut etkisi incelendiginde
kontrole kiyasla Cajzo su sertliginde CAT aktivitesinde bir artis, GPx etkinliginde
Caip su sertliginde, GST etkinliginde Casz ve Caj su sertliginde, GSH
etkinliginde ise Caso su sertliginde bir azalis oldugu goriilmiistiir. SOD ve GR
etkinliginde herhangi bir su sertligi derecesinde Onemli bir degisiklik
goriilmemistir. Bu ¢alismadaki Zn’nun kronik etkisi incelendiginde SOD ve CAT
etkinliginde kontrole kiyasla herhangi bir su sertliginde 6nemli bir degisiklik olmaz
iken Cagy su sertliginde GPx ve GST etkinliginde, Caiz su sertliinde GR
etkinliginde kontrole gore azalig, GSH etkinliginde ise Caso su sertliginde kontrol
grubuna gore Onemli bir artis gdzlemlenmistir. Ayrica bu calismada ¢inko
maruziyeti sonucu higbir su sertlik derecesinde ve akut ve kronik maruziyete gore
SOD enzim aktivitesinde degisiklik meydana gelmemesi ilgi ¢ekicidir. Zn, SOD

+2

enzimin yapisinda bulunmakla beraber disardan alinan Zn**’nin SOD enzim

102



4. BULGULAR VE TARTISMA Kadir KOCALAR

aktivitesi lizerine pozitif bir etkisinin olmadig: bildirilmistir (Harris ve ark. 2005).
Cinko, demir (Fe*® veya Fe™) ve bakir (Cu* veya Cu*?) gibi diger biyoaktif
metallerin aksine, iki degerlikli bir katyon (Zn*?) olarak kararlidir ve dogrudan
redoks reaksiyonlarina girmez (Haas ve Franz, 2009). Fakat fazla miktarda Zn*?,
elektron tasima sisteminde inhibisyona yol agarak ROT olusumun ozellikle de
H>0O» miktarini arttirdigr bilinmektedir (Lee 2018). Elde edilen sonuglarda Caszo su
sertliginde gozlenen CAT aktivitesindeki artis, ¢inkonun yukarida belirtilen
ozelliginden kaynakli olarak H»O, miktarindan kaynaklanmis olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bunun yaninda Caso ve Caix su sertliklerinde bdyle bir artigin
meydana gelmemesi su sertligine bagli olarak Zn’un aliniminin inhibisyonu
seklinde yorumlanmistir. Cinko hem prooksidan hem de antioksidan ozelliklere
sahip bir metaldir (Lee, 2018). Bu calismada Zn maruziyeti sonucu diger
antioksidan enzim aktivitelerinde ortaya ¢ikan artma ve azalmalar akut ve kronik
maruziyetlere gore oldukga farklilik géstermistir. Antioksidan enzimlerde meydana
gelen bu farkli tepkilerin, maruziyet siireleri yaninda farkli su sertliklerine bagl
olarak Zn  almiminin inhibisyon derecesine goére Zn’nun proksidan veya

antioksidan 6zelliginin ortaya ¢iktigi seklinde yorumlanmustir.

4.2.4 Civa Etkisi

Inorganik Hg’nin nérotoksikolojik etkilerinin oldugu bilinmektedir. Bu
etkinin sonucu olarak baliklarda denge kaybi, hareketsizlik, solunum bozukluklar
goriilebilmekte ve hatta yiiksek yogunluklarda oOliime bile sebebiyet
verebilmektedir (Wood ve ark., 2012). Yapilan bir calismada, 100 pg/l Hg
etkisinde bir giin maruz kalan sazanlarm kas, karaciger ve solungaglarinda %60
oraninda O, tiikketiminin azaldig1 tespit edilmistir (Radhakrishnaiah ve ark., 1993).
Yiksek yogunluktaki Hg baliklarin bazi histolojik yapilarimi  olumsuz
etkilemektedir. Bu olumsuz etkilerin bir kismu solunga¢ bdlgesinde kanlanma,
hiperplazi ve nekroz ile derideki mukus iiretiminde artig gibi etkiler oldugu

belirtilmistir (Jagoe ve ark., 1996; Ribeiro ve ark., 2000; 2002; Giari ve ark., 2008).
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Hg mitokondri zar yapisim1 olumsuz etkileyip iyon akisi ve mitokondri zarinda
bulunan elektron tasima sistemini negatif etkileyerek, oksidatif fosforilasyonun
gerceklesmesini engelleyerek oksidatif metabolizmay1 bozdugu belirtilmektedir
(Zaman ve Pardini, 1996). Bircok arastirict Hg’nin neden oldugu bu yapisal
bozukluklar sonucu su bazli Hg’nin osmoregiilasyona hasar verdigini
bildirmislerdir (Lock ve ark., 1981; Jagoe ve ark., 1996; Oliveira ve ark., 1996).
Bizim ¢alismamizdaki akut etki ¢alismalarinda SOD, CAT ve GPx etkinliklerinde
higbir su sertliginde kontrole gore bir degisiklik olmamistir (p>0.05). GR etkinligi
Caiy su sertliginde kontrole gore dnemli bir azalig goriilmiis (p<0.05) diger su
sertliklerinde ise 6nemli bir fark kaydedilmemistir. GST etkinligi incelendiginde
Casp su sertliginde kontrole gore kayda deger bir azalis goriilmiis (p<0.05), GSH
etkinliginde ise Cago sertlik derecesinde kontrole gore bir azalis goriilmistiir
(p<0.05). Kronik etki ¢alismalarinda ise SOD etkinligi Caia sertlik derecesinde
kontrol grubuna gore dnemli bir azalis (p<0.05) CAT ve GPx etkinlikleri ise Caeo
sertlik derecesinde 6nemli bir artis gostermistir. GR etkinligi incelendiginde Caszo
ve Caiy sertliklerinde kontrole gore bir azalis goriilmektedir (p<0.05). GST ve
GSH etkinliklerinde ise kontrol grubuna goére onemli bir fark goriilmemistir
(p>0.05). Civanin antioksidan enzimler {izerine akut etkileri incelendiginde higbir
enzim aktivitesinde artiy meydana gelmemesi enzim aktiviteleri {izerine direkt
inhibisyon etkisine neden oldugunu diisiindiirmektedir. Redoks inaktif bir metal
olan Hg’nin (Pinto ve ark., 2003), bu etkisi enzimlerin SH gruplarina baglanarak
enzim aktivitelerindeki azaltici etkisinden kaynaklandig diigiiniilmektedir.

Sonug olarak O. niloticus karacigerinde, antioksidan enzim aktivitelerinin
maruz kalinan metale ve akut veya kronik maruziyet siirelerine gore Onemli
degisiklik gosterdigi, bunun yaninda suyun sertlik derecesinin muhtemelen metalin
viicuda almiminda etkili olmas1 ve dolayisiyla toksik etkisinin ortaya ¢ikmasinda
rolliniin biiylik oldugu ortaya konulmustur. Ek olarak ¢alismamizda arastirilan
antioksidan enzimlerin metal toksisite c¢aligmalarinda biyomarkir olarak

kullanilabilecegi belirlenmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuglar

Caligmamizda Caso, Caso ve Caizo kalsiyum su sertliklerinde akut 3 giin 30
uM Cr*®, Ni*?, Zn*? ve 0,3 uM Hg*? ile kronik 30 giin 10 pM Cr*S, Ni*?, Zn*? ve
0,03 uM Hg*® nin etkileri ayri ayr1 incelenmistir. Caligma siireleri sonunda
karaciger dokusunda SOD, CAT, GPx, GR GST ve GSH gibi antioksidanlarin
aktiviteleri incelenmistir.

Caz su sertliginde metal tiiri ve maruz kalma siliresine bagli olarak
antioksidan aktivitesinde anlamli artis ve azalislar goriilmiistiir. Anlamli olan bu
degisiklikler akut c¢alismada genellikle azalis egilimi gosterirken kronik
calismalarda ise degisim artis seklinde olmustur.

Cago su sertliginde yine ayni sartlara bagli olarak anlamli degisiklikler
goriilmiistiir. Anlamhi olan degisiklikler akut calismalarda azalis yoniinde iken
kronik calismalarda hem azalis hem de artis yonlii olmustur.

Caiyo su sertliginde ise hem akut hem de kronik calismalarda antioksidan

aktivitesinde anlaml1 azaliglar gériilmiistiir.

5.2. Oneriler

1. Son donemlerde endiistrilesmenin hizla gelismesine bagli olarak ¢evre
kirliligi de artmaktadir. Bu nedenle diger agir metallerin de incelendigi
arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir.

2. Caligmamizda sadece balik karaciger dokusundaki enzimatik ve
nonenzimatik antioksidanlar kullanilarak degerlendirmeler yapilmistir. Bu
degerlendirmeleri bobrek gibi diger dokularda hatta farkli canli tiirlerinde de
yaparak farkli doku ve canlilar tizerindeki etkisinin de arastirilmasi agir metallerin
etkisinin daha net bir sekilde anlasilmasina katki saglayacaktir.

3. Ister dogal ister insan kaynakli olsun yagmur sularmin yikama

etkisinden dolay1 agir metal bilesiklerinin nihai varig noktas1 sucul ekosistemlerdir.
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Bu sebeple agir metallerin toksik etkilerinin sucul ekosistemlerde incelenmesi hem
ekosistemin saglig1 hem de ¢evre kirliliginin canlilar lizerine etkilerinin anlagilmasi
bakimindan 6nemlidir. Bu nedenle buna benzer ¢aligmalarin sayisinin arttirtlmasi

Onem arz etmektedir.
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