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Sunulan calismada Oreochromis niloticus’un dokularindaki civa birikimi ve
glutatyon ile iligkili enzim sistemleri Uzerine civa toksisitesi ve bu toksisite (zerine
selenyum ve zeolitin olas1 koruyucu etkileri arastirilmistir. Bu amacla baliklar 0.01 ve
0.1 mg/L Hg; 0.01 mg/L Hg+0.1 mg/L Se, 0.1 mg/L Hg +1.0 mg/L Se ve 0.01 mg/L Hg
+ 0.1 g/L zeolit, 0.1 mg/L Hg+1.0 g/L zeolit derisimlerinin etkisine 7 ve 21 gin streler
ile birakilmis ve solungag, karaciger ve kas dokularindaki civa birikimi, glutatyon
(GSH) dizeyi ve glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon-S-transferaz (GST) ve glutatyon
rediktaz (GR) enzim aktiviteleri belirlenmistir.

incelenen tim dokularindaki Hg birikiminin hem civamn tek basina hem de
civa+ selenyum ve civa+ zeolit karigimlarinin etkisinde ortam derisiminin artis1 ve
sirenin uzamasina bagh olarak arttigi saptanmistir. Dokulardaki civa birikiminin Hg+Se
ve Hg+zeolit karisimlarinda civanin tek basina etkisine oranla 6nemli bir sekilde azaldig:
saptanmistir. Arastirmamiz selenyum ve zeolitin civa toksisitesi tzerine koruyucu bir
etkiye sahip oldugunu gostermistir.

Civanin tek basina ve civa+selenyum ve civa+zeolit karsimlarinin etkisinde GSH
duzeyleri ve GSH ile iliskili enzimlerin aktivitelerinde dokulara, ortam derisimlerine ve
etki slresine bagl olarak énemli degisimlerin meydana geldigi belirlenmistir. Solungac
ve karacigerde GSH duzeyi ve GR aktivitesi azalma, GPx ve GST aktiviteleri ise artis
gostermistir. Kasta ise GST disindaki parametrelerde 6nemli bir degisim
gozlenmemistir. Incelenen tiim parametreler tizerine tek basina civa etkisinin selenyum
ve zeolit ile birlikte etkisine gore daha yuksek ve kimyasallarin etkilerinin
Hg>Hg+Zeolit>Hg+Se seklinde oldugu saptanmastir.

Anahtar Kelimeler: Oreochromis niloticus, Civa, Selenyum, Zeolit, Glutatyon,
Glutatyonla Iliskili Enzimler
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In present study, it was investigated mercury (Hg) toxicity on glutathione-related
enzyme systems and Hg accumulation in tissues of Oreochromis niloticus and possible
protective effects of selenium (Se) and zeolite on this toxicity. For this purpose fish were
exposed to 0.01 and 0.1 mg/L Hg; 0.01 mg/L Hg+0.1 mg/L Se, 0.1 mg/L Hg +1.0 mg/L
Se and 0.01 mg/L Hg + 0.1 g/L zeolite, 0.1 mg/L Hg+1.0 g/L zeolite for 7 and 21 days
and Hg accumulation, glutathione (GSH) level and activities of glutathione peroxidase
(GPx), glutathione -S-transferase (GST) and glutathione reductase in gill, liver and
muscle tissues were determined.

Hg accumulation in tested all tissues elevated with increasing exposure periods
with increasing medium concentrations of Hg alone, Hg+Se and Hg+zeolite mixtures.
Hg accumulation in tissues significantly reduced in Hg+Se and Hg+zeolite mixtures than
in exposure of Hg alone.

Significant alterations in GSH level and GSH-related enzymes activities in
exposure of Hg alone, Hg+Se and Hg+zeolite mixtures were observed due to tissues,
medium concentrations and exposure peryod. In gill and liver tissues GSH level and GR
activity reduced while GPx and GST activities increased. In muscle it was not observed
a significant change in other parameters except for the GST. The effect of Hg alone on
analyzed all parameters were always higher than in combination with Se and zeolite and
the order of their effects found Hg > Hg+zeolite > Hg+Se.

Our study showed that selenium and zeolite have a protective effect against
toxicity induced by Hg.

Keywords: Oreochromis niloticus, Mercury, Selenium, Zeolite, Glutathione,
Antioxidan Enzymes



TESEKKUR

Sadece Doktora Tez ¢alismalarim esnasinda degil her zaman buyik destek ve
ilgisini gordugum, bilimselligini ve ¢alisma azmini 6rnek aldigim ve kendileriyle
caligmaktan onur duydugum degerli damsman hocam Sayin Prof. Dr. Ferit
KARGIN’a ictenlikle tesekkir ederim.

Deneysel calismalarimda bana yardimci olan Sayin Dog¢.Dr. Hikmet Y.
COGUN, Yrd.Dog.Dr. Hasan KARADAG, Ogr.Gor.Dr. Tiiziin AYTEKIN, Uzman
Biyolog Hazal S. VARKAL ve Uzman Biyolog Burcu YESILBUDAK’a ¢ok
tesekkur ederim.

Suanda yanimda olmayan ama her zaman yanimda hissettigim ve kendisini
her an ¢ok Ozledigim canim babam Huseyin OZDiS’e ve benden sevgisini ve
destegini hichir zaman esirgemeyen camm annem Ayten OZDIS’e, ablam Ozlem
YILDIZ’a, kardesim Hasan OZDiS’e ve sevimli yegenim Ekin YILDIZ’a ¢ok
tesekkilr ederim.

Tamistigimiz ilk gtinden beri yasamimi renklendiren, hayatima anlam katan,
essiz sevgisi ve destegiyle beni onurlandiran sevgili esim Ozgir FIRAT’a ve
yerylziindeki en degerli varhgim biricik oglum Deniz Mert FIRAT’a sonsuz
tesekkilr ederim.

Ayrica Cukurova Universitesi Arastirma Fonuna da tez calismamizi maddi

olarak destekledigi icin tesekkir ederim.



ICINDEKILER

AB ST R A CT .
TESEKKUR. ..ottt e e,

ICINDEKILER. .. ...ttt it oo e e e e e
(03 74 = ] =) 174 |\ | S
SEKIL DIZINI.. ..ot e e e e e e
SIMGELER VE KISALTMALAR.......uuiitiiiiie e e
L GIRIS et
2. ONCEKI CALISMALAR......ovtiiiiieee et et e,
3. MATERYAL VE YONTEM ... ..ottt e,
.l Materyal. .. ..o
3.1.1. Deneylerde Kullanilan Kimyasal Maddeler..................
3.1.2. Deneylerde Kullanilan Cihazlar................c..cooveiie
B0 o 11T o
3.2.1. Doku Orneklerinin Alinmas: ve Biyokimyasal Analizler..
3.2.1.1. Homojenatlarin Hazirlanmasi.........................
3.2.1.2. GPX YONtEMI. .. oue i e e e
3.2.1.3. GST YONEMI. .. iuieie e eie e e e v
3.2.0.4. GR YONEMI..eu e e e
3.2.1.5. GSH YONteMi....c.vi i e e,
3.2.1.6. Protein YONtemi.......cocvvvveve i viieceeaas
T (517 1)1 R
4, BULGULAR. ..ot e e e e e e e e
4.1, Cva BirKImi. ...
A.2. GSH DUZBYI. ..t e e e e e e
4.3. GSH ile Tliskili Enzim AKtiviteleri..............ccccovvvviviiniinnns.e,
4.3.1. GPX AKLIVITEST ... .. e
4.3.2. GST AKEIVITEST ... cov it
4.3.3. GR AKEVITEST. .. cvve e e e e e e e ieea



5. TARTISMA VE SONUC ... .. cv oo oo
KAYNAKLAR ... oo oo,
OZGECMIS ... .o



CIiZELGE DiziNi

Cizelge 3.1
Cizelge 3.2
Cizelge 3.3
Cizelge 3.4
Cizelge 3.5
Cizelge 4.1
Cizelge 4.2

Cizelge 4.3

Cizelge 4.4

Cizelge 4.5

Cizelge 4.6

Cizelge 4.7

Cizelge 4.8

SAYFA

Glutatyon Peroksidaz Yontemi..........ccooevviiviiiiiinin e ennnn, 25
Glutatyon S-Transferaz Yontemi.............coveveiiviinnennnn. 27
Glutatyon Redilktaz YONtemi........c.covvevi i e, 28
Glutatyon Yontemi..........coooeviiiiiiiiiiiieiiiiiiee e eieeeeen. 30
Protein YONtemMi.......ovvie it e e 31
7 gun sareyle civa etkisine birakilan O. niloticus’un

dokularindaki civa diizeyi (Mo/g K.a).....coovvviiiiiiiiinnnnn, 34
21 gln sireyle civa etkisine birakilan O. niloticus’un

dokularindaki civa diizeyi (Mo/g K.a).....coovvviiiiiiiiinnnnn, 34

7 gln sureyle civa ve civa + selenyum karisiminin etkisine

birakilan O. niloticus’un dokularindaki civa dizeyi (ug/g
- ) TP 35
21 gin sureyle civa ve civa + selenyum karisiminin etkisine
birakilan O. niloticus’un dokularindaki civa dizeyi (ug/g
= T PP 35

7 gun sureyle civa (mg/L) ve civa (mg/L) + zeolit (g/L)
karistminin etkisine birakilan O. niloticus’un dokularindaki

civa dizeyi (UG/g K.a.) ..o 38
21 gun sureyle civa (mg/L) ve civa (mg/L) + zeolit (g/L)
karistminin etkisine birakilan O. niloticus’un dokularindaki
civadizeyi (Mg/gK.a)...ooviiiiiiiiiiii, 39
7 gun sureyle civa ve civa + selenyum karisiminin etkisine
birakilan O. niloticus’un dokularindaki GSH duzeyi (umol/g

Q1 (0] (=1 1) P 42
21 glin sureyle civa ve civa + selenyum karistminin etkisine
birakilan O. niloticus’un dokularindaki GSH duzeyi (umol/g

[S1 (011 1) T 42

Vi



Cizelge 4.9

Cizelge 4.10

Cizelge 4.11

Cizelge 4.12

Cizelge 4.13

Cizelge 4.14

Cizelge 4.15

Cizelge 4.16

Cizelge 4.17

Cizelge 4.18

7 gun sireyle civa (mg/L) ve civa (mg/L) + zeolit (g/L)
karistminin etkisine birakilan O. niloticus’un dokularindaki
GSH dizeyi (umol/g protein).........coovveiiiiiiiiiiii e e, 45
21 gun slreyle civa (mg/L) ve civa (mg/L) + zeolit (g/L)
karistminin etkisine birakilan O. niloticus’un dokularindaki
GSH diizeyi (Umol/g protein)........ccovveiieiie i e, 45
7 gln sureyle civa ve civa + selenyum karistminin etkisine
birakilan O. niloticus’un dokularindaki GPx aktivitesi (U/mg

[S1 (01 1 P 48
21 gun slreyle civa ve civa + selenyum karigiminin etkisine
birakilan O. niloticus’un dokularindaki GPx aktivitesi
(U/MQ Protein).....e e e e e e e e 48
7 gln sureyle civa (mg/L) ve civa (mg/L) + zeolit (g/L)
karistminin etkisine birakilan O. niloticus’un dokularindaki
GPx aktivitesi (U/mg protein)........ccoovviviiii i iiiciiiien, 51
21 gun slreyle civa (mg/L) ve civa (mg/L) + zeolit (g/L)
karistminin etkisine birakilan O. niloticus’un dokularindaki
GPx aktivitesi (U/mg protein)..........oevviiriieiniiiiinineannns 51
7 gln sureyle civa ve civa + selenyum karistminin etkisine
birakilan O. niloticus’un dokularindaki GST aktivitesi (U/mg

[S1 (017 [ 1 TP 54
21 giin sureyle civa ve civa + selenyum karistminin etkisine
birakilan O. niloticus’un dokularindaki GST aktivitesi (U/mg
[S1(0] (=1 1) 54
7 gun sireyle civa (mg/L) ve civa (mg/L) + zeolit (g/L)
karistminin etkisine birakilan O. niloticus’un dokularindaki
GST aktivitesi (U/mg protein).......ccoovviiiiiiiiiiiiiineinnns 57
21 gin sureyle civa (mg/L) ve civa (mg/L) + zeolit (g/L)
karistminin etkisine birakilan O. niloticus’un dokularindaki
GST dizeyi (U/mg protein).........ocoveiieviiiiiniiiiiieeenen. 57

\l



Cizelge 4.19

Cizelge 4.20

Cizelge 4.21

Cizelge 4.22

7 gun sureyle civa ve civa + selenyum karisiminin etkisine
birakilan O. niloticus’un dokularindaki GR aktivitesi (U/mg
ST (0] (=1 1) P
21 glin sureyle civa ve civa + selenyum karistminin etkisine
birakilan O. niloticus’un dokularindaki GR aktivitesi (U/mg
[S1 (01 11 P
7 gin slreyle civa (mg/L) ve civa (mg/L) + zeolit (g/L)
karistminin etkisine birakilan O. niloticus’un dokularindaki
GR aktivitesi (U/mg protein)........ccoeveiiinineiiniiiiinne e,
21 gun sureyle civa (mg/L) ve civa (mg/L) + zeolit (g/L)
karistminin etkisine birakilan O. niloticus’un dokularindaki

GR aktivitesi (U/mg protein)..........ccevvviiiiiiiinie e ieens

VI

60

60

63

63






SEKIL DiziNi

Sekil 1.1
Sekil 3.1
Sekil 4.1

Sekil 4.2

Sekil 4.3

Sekil 4.4

Sekil 4.5

Sekil 4.6

Sekil 4.7

Sekil 4.8

Sekil 4.9

Zeolit molekulunde katyon degisimi..........cooovvviiiiniiiiiennns
Standart protein grafigi..........c.oooiiiiiii
Civa ve civa + selenyum ortam derisimlerinin etkisine birakilan
O. niloticus’ta solungag (A), karaciger (B) ve kas (C)
dokularindaki civa birikimi Gzerine strenin etkisi...................
Civa (mg/L) ve civa (mg/L) + zeolit (g/L) ortam derisimlerinin
etkisine birakilan O. niloticus’ta solunga¢ (A), karaciger (B) ve
kas (C) dokularindaki civa birikimi tizerine strenin etkisi .........
Civa ve civa + selenyum ortam derisimlerinin etkisine birakilan
O. niloticus’ta solunga¢g (A), karaciger (B) ve kas (C)
dokularindaki GSH diizeyi Uzerine surenin etkisi ...................
Civa (mg/L) ve civa (mg/L) + zeolit (g/L) ortam derisimlerinin
etkisine birakilan O. niloticus’ta solungag (A), karaciger (B) ve
kas (C) dokularindaki GSH diizeyi Uzerine surenin etkisi...........
Civa ve civa + selenyum ortam derisimlerinin etkisine birakilan
O. niloticus’ta solunga¢g (A), karaciger (B) ve kas (C)
dokularindaki GPx aktivitesi izerine siirenin etkisi..................
Civa (mg/L) ve civa (mg/L) + zeolit (g/L) ortam derisimlerinin
etkisine birakilan O. niloticus’ta solunga¢ (A), karaciger (B) ve
kas (C) dokularindaki GPx aktivitesi Uzerine surenin etkisi.........
Civa ve civa + selenyum ortam derisimlerinin etkisine birakilan
O. niloticus’ta solunga¢g (A), karaciger (B) ve kas (C)
dokularindaki GST aktivitesi izerine siirenin etkisi. ................
Civa (mg/L) ve civa (mg/L) + zeolit (g/L) ortam derisimlerinin
etkisine birakilan O. niloticus’ta solungag (A), karaciger (B) ve
kas (C) dokularindaki GST aktivitesi tizerine surenin etkisi........
Civa ve civa + selenyum ortam derisimlerinin etkisine birakilan
O. niloticus’un solunga¢ (A), karaciger (B) ve kas (C)

dokularindaki GR aktivitesi Uzerine strenin etkisi...................

37

40

43

46

49

52

55

58



Sekil 4.10 Civa (mg/L) ve civa (mg/L) + zeolit (g/L) ortam derigimlerinin
etkisine birakilan O. niloticus’ta solunga¢ (A), karaciger (B) ve

kas (C) dokularindaki GR aktivitesi izerine srenin etkisi.........

Xl



SIMGELER VE KISALTMALAR

g : Gram

. Litre
Mg : Mikrogram
Hg : Civa
Se . Selenyum
GSH : Redikte Glutatyon
GSSG : Okside Glutatyon
GPx : Glutatyon Peroksidaz
GST . Glutatyon S-Transferaz
GR : Glutatyon Rediktaz
CAT : Katalaz
SOD : Stiperoksit Dismutaz
MT : Metallothionein
ROT . Reaktif Oksijen Tdrleri

EDTA : Etilen Diamin Tetra Asetikasit
NADPH : Nikotinamid Adenin Dinikleotid Fosfat
H,0, : Hidrojen Peroksit

Xl



X1



1. GIRIS Ozge FIRAT

1. GIRIS

Cesitli kirleticiler tarafindan tath su ortamlarinin kirletilmesi, sadece igcme
suyunun kalitesinin bozulmasina degil ayn1 zamanda akuatik yasamin da zarar
gormesine neden olmaktadir. Ginlimiizde sucul ekosistemleri ve buralarda yasayan
organizmalar1 tehdit eden en bilyik sorunlardan biri gerek dogal gerekse
antropojenik kaynaklardan su ortamlarina giren ve her gegen giin derisimi artan agir
metallerdir. Yeryizinde belirlenmis olan en toksik 20 maddeden besini Hg, Cd, Cr,
Pb ve As gibi agir metaller olusturmaktadir (ATSDR, 2006). Agir metaller icin son
alict ortamlar olan sucul ekosistemlerdeki kirlilik, yalniz bu ortamlarin degil besin
zinciri yoluyla insana kadar birgok canlinin etkilenmesine neden olacagindan akuatik
ekosistemlerin kontrolu oldukga dnemlidir.

Akuatik organizmalar sucul habitatlardaki ekolojik cesitlilikleri ve ekonomik
onemleri  nedeniyle cevresel Kkirliligin  degerlendirilmesinde genis ¢apta
kullanilmaktadirlar. Bu organizmalarin toksisite testlerinde kullanim: sucul
ekosistemlerin korunmasinda da yararhdir. Sucul organizmalar arasinda baliklar agir
metal kirliliginden en c¢ok etkilenen canli grubudur. Baliklar akuatik ortamin
kalitesinin degerlendirilmesinde ve cevresel kirliligin belirlenmesinde biyoindikator
turler olarak genis capta kullanilmaktadirlar (Dautremepuits ve ark., 2004). Metaller
ekosistemin 6nemli bir bileseni olan baliklarin hiicresel mekanizmalarini hasara
ugratabilmektedir (Basha ve Rani, 2003).

Baliklar su ortamlarinin kirlenmesine cok duyarli canhilardir. Bu nedenle
kirleticiler baliklar tarafindan alindiginda birgok fizyolojik ve biyokimyasal
mekanizmalarinda hasarlara neden olabilmektedirler (Storm ve ark., 2000). Balik
dokularindaki agir metal birikimleri birincil dereceden besin kaynaklarin
olusturduklart insanlar iginde tehlikelidir. Agir metallerin etkisindeki baliklarda
biyokimyasal parametrelerin analizi hem organizmanin genel saglik durumu hem de
hedef organda olusturabilecegi toksik etkinin belirlenmesinde yararli olmaktadir
(Agrahari ve ark., 2007). Bu aym zamanda stres altindaki organizmalarda erken
uyarici sistemler olarak da rol oynamaktadir (Folmar, 1993).



1. GIRIS Ozge FIRAT

Agir metaller organizmadaki biyolojik rollerine gore genel olarak 3 gruba
ayrilabilmektedir; organizma icin distik diizeyde gerekli elementler (Cu, Fe, Zn, Co
gibi), organizma icin gerekli olabilen elementler (Ni, Si, Sn gibi), organizma icin ¢ok
duslik dizeylerde bile toksik olan elementler (Hg, Pb, Cd, As gibi). Agir metaller
sucul ortamdaki en 6énemli kirleticilerden olup baliklar tarafindan solungag, bagirsak
ve deri yoluyla alinmakta, metabolik olarak aktif doku veya organlarda birikmekte,
molekiler ve hicresel dizeyde Onemli hasarlara hatta O6limlere neden
olabilmektedirler.

Baliklarda solungaclar solunum, osmoregulasyon, asit-baz dengesi ve azotlu
atiklarin atilmas: gibi 6nemli fonksiyonlar: yerine getiren ¢ok fonksiyonlu bir
organdir (Pandey ve ark., 2008). Solungaclarin suda az olan oksijeni almak icin genis
bir yuzey alani1 olusturmasi ve ters akim prensibi gibi adaptasyon mekanizmalar: ayni
zamanda Kirleticilerin de alimini kolaylastirmaktadir. Viicuda giren metaller kan
yoluyla metabolik olarak aktif olan dokulara yonlendirilmekte ve burada
birikmektedirler. Onemli bir detoksifikasyon merkezi olan karaciger dokusu
metallothioneinler araciligiyla metallerin yuksek konsantrasyonlarda birikim
gosterdigi bir dokudur. Balik kas1 metal birikimi yonunden aktif bir doku olmamakla
birlikte insanlarin besinini olusturmasi bakimindan énemlidir.

Civa (Hg) yeryiziinde dogal olarak bulunan toksik bir metaldir. Erozyon ve
volkanik patlamalar gibi dogal ve/veya endistriyel ve tarimsal kullanimina bagh
olarak antropojenik kaynaklarla akuatik ekosistemlere girmektedir (Tchounwou ve
ark., 2003). Hg’nin, midye gibi sucul organizmalarin gemilerin tekne kismina zarar
vermelerini 6nlemek icin gemi boyama isleminde, fungusit olarak tarimda, ilag
endustrisinde, kagit hamurunda ve boyacilik gibi birgok yaygin kullanim alanlar
vardir. Hg tim canlilar Gzerine oldukca zararl: etkileri olan kiresel bir Kkirletici olarak
kabul edilmektedir. Kiresel bir sorun olmasinin ana nedenleri biyolojik bulunurlugu
ve biyobirikiminin yiksek, lipofilik karakterli, hicresel toksiteye sahip, viicutta
parcalanamamasi ve uzaklastirilmasinin zor olmasindan kaynaklanmaktadir (Yang ve
ark., 2010).

Hg, ozellikle de organik Hg (metilciva), insanlarda iyi bilinen bir

nérotoksindir. Hg’nin neden oldugu en 6nemli saglik sorunlari; norolojik problemler,
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kalp krizi riski, otizm, alzheimer, bébrek hasarlari, gastrointestinal hastaliklar ve
ulserdir (Tchounwou ve ark., 2003). Organik civa, beyin kan bariyerini gegerek
beyne, plasentadan da gecerek fetlise ciddi zararlar verebilen bir metaldir. Bu
nedenle gecmisten glnimuze kadar Gzerinde bircok calisma yapilmastir.
Organizmada herhangi bir biyolojik roli bulunmayan Hg cok dustk dizeylerde bile
toksik etkisini gosterebilmektedir.

Hg’nin baliklart da iceren sucul organizmalar igin tehlikeli bir cevresel
kirletici oldugu cok iyi bir sekilde bilinmektedir. Hg bir¢ok balik ttrtinde birikim
gostererek bobrek ve karaciger lezyonlarina, endokrin bozukluklarina ve merkezi
sinir sistemindeki hdcrelerin  membranlarinda degisikliklere neden olmaktadir
(Lliopoulou-Georgudaki ve Kotsanis, 2001). Akuatik ortamlardaki Hg’nin artan
duzeyleri bu metalin baliklarin dokularinda ve Ust trofik dizeylerdeki tlketicilerde
birikiminin artmasina neden olmaktadir (Gilbertson ve Carpenter, 2004) Baliklar
Hg’y1 dogrudan su ve besin yoluyla almakta ve metabolik olarak aktif organlarinda
biriktirmektedirler. Kaynagi genellikle inorganik civa olmakla birlikte baliklardaki
Hg birikimi metilciva seklinde daha yaygin olmaktadir. Genel olarak karnivor
beslenen organizmalar karnivor olmayanlara gore daha fazla Hg biriktirmektedirler
(Watras ve Huckabee, 1994).

Hg’nin aksine selenyum (Se) canlilar icin gerekli bir iz elementtir. Se’nin
onemli fonksiyonlari, hiicre blylmesi ve tiroid hormon metabolizmasindaki rollerine
ve antioksidan Ozelliklerine atfedilmektedir (Rayman 2002; Kryukov ve ark., 2003).
Selenyum selenite, selenate, selenomethionin ve selenosistein gibi ¢esitli bicimlerde
bulunmakta ve glutatyon peroksidaz, iodothyronin 5’-deiosinaz ve thioredoksin
reduktaz gibi cesitli enzimlerin yapisinda yer aldigindan basta insan olmak uzere
bircok canli organizma icin énemli bir element olarak dustinilmektedir (Su ve ark.,
2008). Selenyum insanlarda ve diger hayvan tirlerinde bircok biyolojik fonksiyona
sahiptir. Se’nin bazi 6nemli biyolojik aktiviteleri sunlardir: organizmalarin normal
buyime ve gelisimleri icin bu elementin iz derisimlerine gereksinim
duyulmaktadir(1), homeostatik islevlerin korunmasinda ve sirddrilebilirliginde
gorevlidir(2), gucli bir antioksidan ve antikanser 6zellige sahiptir(3), immin sistem
icin gereklidir(4) (Combs ve Lu, 2001; Hamilton, 2004).
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Se canl vicudunda birkag element ile etkilesime girebilmektedir. Bu
etkilesimler antogonistik ve sinerjik etkiler seklinde olusmaktadir (Hamilton, 2004).
Se, Hg’i de iceren cesitli agir metallerin toksik etkilerine kars: detoksifiye edici bir
etkiye sahiptir (Diplock ve ark., 1986). Se ile Hg arasindaki etkilesimler belki de
cevresel kirleticiler arasinda en iyi ¢ahsilan ve mekanizmanin aydinlatilmas: igin
uzerinde birgok calismanin yapildig: bir metal etkilesimidir (Heinz ve Hoffman,
1998). Se’nin Hg’nin toksik etkilerini azaltici etkisi balik, kus ve memeliler gibi
bircok canli gruplarinda goésterilmistir (Beijer ve Jernelov, 1978; Culvin-Aralar ve
Furness, 1991). Se’nin Hg’ye olan yiksek ilgisi bu elementlerin secici olarak
birbirine baglanmasini ve Hg’nin bu sekilde hareketsiz formda tutulmasiyla
dokularda yapacag: zararh etkilerini onlemektedir (Moller-Madsen ve Danscher,
1991). Se ve Hg arasindaki etkilesimler biyokimyasal ve toksikolojik sureclerin
cesitli asamalarinda olabilmektedir. Se’nin baliklarda ve diger canhilarda, Hg’ye
baglanarak, biyolojik bulunurlugunu azaltarak, toksik etkilerini Onleyerek yada
iyilestirerek koruyucu etkisini gosterdigi bircok arastirici tarafindan belirtilmektedir
(ElI-Demerdash, 2001; Cogun ve ark., 2012).

Su ortamlarindan agir metal katyonlarinin uzaklastirilmasinda, kimyasal
presipitasyon, adsorpsiyon, solvent ekstraksiyonu, ters ozmoz, ultrafiltrasyon yada
iyon degistirme gibi gesitli yontemler kullaniimaktadir (Fergusson, 1990). Zeolitler
iyon degistirme yontemlerinde en sik kullanilan minerallerdir (Keane, 1998).
Zeolitler molekuler elek olarak bilinen mikro gézenekli kati madde ailesinin alimina
silikat Uyesi olarak ifade edilmektedir (Mishra ve Jain, 2011).

Zeolitler cevrede dizenleyici etkisi olan minerallerdir. Bunlar evsel ve
endustriyel atik sularin aritilmasinda, nukleer atik antiminda ve diger bazi
uygulamalarda genis ¢apta kullanilmaktadir (Mishra ve Jain, 2011). Zeolitler 1954
yilindan itibaren endustride ayirma ve aritma islemlerinde adsorbant olarak
kullanilmaya baslanmistir. Bu 0zelliklerinden dolay: da glinimiizde bircok alanda
cok yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Zeolitler, kagit dolgu maddesi, ¢imento
uretimi, glbre, hayvan yemi katki maddesi, antimikrobiyal malzeme, baca gazi
temizlenmesi, petrol Grtinlerinin Gretimi, petrol sizintilarinin temizlenmesi, giines

enerjisinin depolanmasi, iyon degisim uygulamalari, radyoaktif atiklarin ve atik
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sularin temizlenmesi, akuakultir uygulamalar: gibi bir cok alanlarda kullaniimaktadir
(Mumpton, 1999; Aybal, 2001; Kibaroglu, 2008).

Ag seklindeki kristal kafes yapisiyla genis bir alana sahip olan zeolitler,
cesitli gazlari, agir metalleri, petrokimyasallari, diistik duizeyli radyoaktif elementleri
absorblayici yada adsorplayici 6zelligi olan bir maddedir (Mishra ve Jain, 2011).
Dogal bir mineral olup volkanik killer ve deniz suyu kombinasyonunda binlerce
yilda olusmaktadir (Mishra ve Jain, 2011). Dogal ve yapay olmak (zere bir¢ok ¢esidi
vardir. Klinoptilolit, kabazit, analsim ve heulandit dogal zeolitler iken sentetik
olanlardan 6énemlileri Zeolit A, X, Y ve ZMS-5’tir (Virta, 2006).

Isitildiginda patlayarak dagilmasi nedeniyle “kaynayan tas” da denen zeolitler
ilk defa Isvecli arastirict Frederic Cronstedt tarafindan 18. yy’da mineral olarak
tanimlanmistir.  Genel  formuli My, 0.Al03.xSi0,.yH,O  olmasina  ragmen
yapilarindaki ~ Si/Al oranlart ve katyon tlrleri ve miktarlari  farklilik
gosterebilmektedir (Mumpton ve Fishman, 1977). Burada M genellikle Na, K, Ca,
Mg’dir. Zeolit yapisindaki Na*, K*, Ca*? ve Mg*? iyonlar: degisebilir iyonlar olarak
bilinmektedir. Bu iyonlar, aluminosilika yapisini bozmadan, sulu soliisyonlardaki
diger katyonlar ile kolayca yer degistirebilmektedir (Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Zeolit molekiilinde katyon degisimi (http://www.gordeszeolite.com/zeolit)
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Zeolitler t¢ boyutlu mikro gdzenekli yapisi sayesinde olusan bosluk hacmi
toplam hacmin yaklasik %50°sine kadar tekabul edebilmekte ve boslugun yapisina
ve bilyikliigiine bagl olarak Cs*, Rb*, NH,", Sr*, Mg*?, Na*, Al*®, Ca*, Fe*?, Hg*,
Cd*?, Pb™ gibi element ve molekilleri secici sekilde bosluklarinda
tutabilmektedirler. Bu 0©zellikleri nedeniyle molekiiler elek olarak ifade edilen
zeolitler ticari adsorbant ve absorbant olarak kullaniimaktadirlar (Mumpton, 1999).

Zeolitler  yiksek iyon-degistirme  kapasitelerinden  dolayr  sucul
organizmalarda agir metal toksisitesini Onlemek icin genis bir sekilde
kullaniimaktadirlar (Papaioannou ve ark., 2005).  Zeolitler tarafindan metal
iyonlarinin su ortamindan uzaklastirilmasin etkileyen faktorler arasinda sicaklik, pH,
yarismaci katyon yada kompleks yapici ajanlarin varligi, zeolitin kanal hacmi yada
yuzey alanini etkileyen etmenler sayilabilir (Colella, 2007).

Yapilan bir ¢ok calismada zeolitlerin atik sulardan sezyum ve stronyum
radio-izotoplar: (Hafez ve ark., 1978), amonyumu (Kesraoui-Ouki ve ark., 1994) ve
agir metalleri (Cerjan-Stefanovi ve ark., 1992) uzaklastirdig: belirtilmistir. En ¢ok
calisilan dogal zeolit olan klinoptilolitin Hg*?, Cu*?, Cd*?, Zn*? ve Pb*? gibi metal
iyonlarina kars1 yiksek secicilik ve ilgiye sahip oldugu belirtilmistir (Curkovic ve
ark., 1997).

Zeolitler, maliyeti disuk olmasindan ve katyon degistirme yeteneklerinden
dolayr Ozellikle sulardaki agir metallerin giderilmesinde kullaniimaktadir (Orihuela
ve ark., 2005). Agir metaller ve zeolitler arasindaki etkilesimler genel olarak iyon
degistirme ve metal iyonlarini adsorplama seklinde olmaktadir (Tepe ve ark., 2004).
Bu etkilesimler nedeniyle zeolitler serbest metal bulunabilirligini azaltarak metallerin
baliklara yapacagi olumsuz etkiyi engellemektedir. Zeolitler yiksek iyon degistirme
kapasiteleri nedeniyle sulardaki metalleri (Hg*?, Cu*?, Cd*3, Pb*?), amonyumu
(NH,") ve radyoaktif iyonlar: (Cs*?, Sr*?) uzaklastirabilmektedir.

Biyolojik sistemlerdeki toksikantlarin neden oldugu degisiklikleri gosteren
biyomarkirlar, cevresel kirlilik ile etkileri arasindaki iliskiyi gostermekte ve boylece
ekosistemin saglikl: bir durumda olup olmadigi durumuyla ile ilgili Gnemli bilgilere
ulasmamiz: saglayabilmektedir (Maria ve ark., 2009). Cogu cevresel kirleticiler ve

onlarin  metabolitleri  akuatik organizmalarda oksidatif stres  olusturma
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yetenegindedir. Metaller, baliklarda hidrojen peroksit, hidroksil ve sliperoksit
radikalleri gibi serbest oksijen turlerini (ROT) olusturarak oksidatif strese neden
olabilmektedirler (Dautremepuits ve ark., 2002). Oksidatif stres, oksidanlar ile
antioksidanlar arasindaki denge bozuldugunda ortaya c¢ikmaktadir. Baliklarda
Kirleticilere kars1 olusan antioksidan sistemler 6nemli savunma mekanizmalaridir.
Antioksidanlar hiuicresel homeostazinin korunmasinda hayati bir rol oynamakta ve bu
savunma sisteminin engellenmesi durumunda DNA hasari, proteinlerin oksidasyonu,
enzimlerin inhibisyonu ve lipid peroksidasyonu gibi hicresel hasarlara neden olan
oksidatif stres olusmaktadir. ROT’larin neden oldugu hasari 6nlemek igin baliklar
genellikle glutatyon (GSH) gibi enzimatik olmayan serbest radikal temizleyicileri
yada glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon-S-tranferaz (GST), glutatyon reduktaz
(GR), slperoksit dismutaz ve katalaz gibi antioksidan enzimlerin duzeylerini
artirarak bunlarla mucadele etmektedirler (Guilherme ve ark., 2008). Bu nedenle
antioksidan savunma mekanizmalarindaki degisiklikler Kirleticilerin etkisini ve/veya
toksitesini gosterdiginden akuatik ekosistemlerin izlenmesinde yararli biyomarkirlar
olarak ifade edilmektedir (Gul ve ark., 2004; Yildirim ve ark., 2011). Antioksidanlar
deniz ve tath su organizmalarindaki mevsimsel olarak olusan oksidatif stresin yada
Kirleticilerin biyomarkirlart olarak onerilmekte ve bu sistemin aktivasyonun
kirleticilere kars1 bir tepki sonucu olustugu belirtilmistir (Borkovic ve ark., 2005).

Glutatyon, baliklardaki en énemli antioksidan sistemlerden biridir (Zirong ve
Shijun, 2007). Bu sistemde, GSH bir kofakttr olarak GST yada Se bagl GPx yoluyla
peroksitleri uzaklastirarak (Hayes ve Mclellan, 1999), serbest radikallerin enzimatik
olmayan reduksiyonu (Potter ve Hinson, 1987) ya non-enzimatik olarak yada GST
araciligiyla ksenobiyotiklerin konjugasyonu (Ketterer ve Meyer, 1989) gibi cesitli
yollarla baliklar1 oksidatif hasara kars: korumaktadir (Zirong ve Shijun, 2007). GSH
duzeyleri, cesitli enzimler tarafindan regile edilmektedir fakat esas olarak, GSH
sentez oran1 (glutamat;sistein lipaz, -glutamilsistein sentetaz enzimi), konjugasyon
orani1 (GST ile), oksidasyon orani (non enzimatik olarak yada GPx ile) ve GSSG’nin
GSH’a indirgenmesi (GR ile) arasindaki dengeye baglidir (Pefia-Llopis ve ark.,
2003).
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GSH ve onunla iligkili enzimler (GPx, GR, GST gibi) hicre iginde koruyucu
bir rol oynamaktadir (Elia ve ark., 2003). Gergektende kendiliginden yada GST’nin
katalizledigi reaksiyonla bir ksenobiyotize GSH’in konjugasyonu ksenobiyotigin
aksiyonunu azaltabilmekte bu molekillerin suda daha ¢ok ¢Ozunmesini saglayarak
hizli bir sekilde vicuttan atilmasina neden olabilmektedir (Boyland ve Chasseaud,
1969). GR, GSH’in rejenarasyonunda GPx ile isbirligi halindedir. Hicrelerde
GSH’in antioksidan rolli konsantrasyonuna, donlstimiine ve sentezlenme oranina
baghdir (Potter ve Tran, 1993). GSH’in donisimi GSH’in redoks dongusu ile
olmaktadir. Bu siiregte GPx ve GR gibi enzimler 6nemli rol oynamaktadir (Zirong ve
Shijun, 2007).

GSH, tiim hayvan hticrelerinde sentezlenen bir tripeptid olup, 6nemli hiicresel
indirgeyici ajan olarak ifade edilmektedir. Hiicrede glutatyon %98’i, indirgenmis
formda (GSH) bulunur (Orihuela ve ark., 2005). GSH dogrudan yada dolayl olarak
bircok dnemli fizyolojik fonksiyonlarda rol almaktadir. Bunlarin arasinda protein ve
DNA sentezi, amino asit transportu, tiyol- distlfid durumunun korunmasi, serbest
radikal temizleyicisi, sinyal iletimi, cesitli enzimlerin kofaktori olarak, sisteinin
toksik olmayan depo formu olarak, okside edici molekdllere ve potansiyel olarak
tehlikeli ksenobiyotiklere kars1 savunma gorevi gérmesi gibi gorevler sayilabilir (Sen
ve Packer, 1996; Cooper ve Kristal, 1997).

Organizma icin gerekli yada toksik metallerin hicre ici kaderi gucli bir
sekilde GSH gibi tiyol iceren molekillere baghdir (Foulkes, 1993). GSH
ksenobiyotikler, oksiradikaller ve metal katyonlarinin toksik etkilerine karsi hiicresel
savunmada Onemli rol oynamaktadir (Segner ve Braunbeck, 1998) Sulfidril
bakimindan zengin bir tripeptid olan GSH metal alimim ve atilim oranlarin:
degistirerek, hiicre ici metal selatorl gibi davranarak, metallerin neden oldugu reaktif
oksijen turlerini temizleyerek toksik metal iyonlarinin etkilerini engelleyebilmektedir
(Sugiyama, 1994; Firat ve ark., 2009).

Antioksidan savunma sistemleri arasinda GSH ile iliskili enzimler énemli bir
yer tutmaktadir (Cnubben ve ark., 2001). Bu enzimlerden en énemlileri GPx, GR ve
GST olup prooksidan durumlarda cesitli gevresel Kkirleticiler tarafindan

induklenmektedirler. Baslangicta oksidatif stresle basa cikmak icin aktiviteleri
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artarken sureye bagli olarak aktiviteleri dismektedir ve bu da temel biyolojik
molekillerde oksidatif hasara yol agmaktadir (Bebianno ve ark., 2005). Bircok
calisma bu antioksidan enzim aktivitesindeki degisikliklerin cesitli akuatik
organizmalarda Kirleticilerin etkilerini belirlemek icin yararli biyokimyasal
belirtecler olarak kullanilabilecegini gostermistir (Orbea ve ark., 2002; Regoli ve
ark., 2004). Dokulardaki GSH duzeylerinin regllasyonundan sorumlu GSH ile
iliskili enzimler, basta baliklar olmak tzere agir metal etkisindeki bir¢cok canl
gruplarinda incelenmistir (Canesi ve ark., 1999; Elia ve ark., 2003). Bu ¢alismalarda
GSH’1n rediiktaz ve peroksidaz enzim aktiviteleri igin 6nemli oldugu belirtilmistir.
Bu enzimlerden biri olan glutatyon peroksidaz (GPx), antioksidan savunma
ve redoks regulasyonuna katilan selenyum-bagli bir enzimdir. GPx yapisinda 4
selenyum atomu iceren tetramerik yapida sitozolik bir enzim olup hem hidrojen
peroksitleri hem de hidroperoksitleri indirgeyerek serbest radikaller ve oksidatif
hasara karst etkin bir koruma saglamaktadir (Regoli ve Principato, 1995).

Katalizledigi reaksiyonlar asagida verilmistir.

H20, + 2GSH — GSSG + 2H,0
ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,0

Yukaridaki reaksiyonlarda da gorulecegi gibi GPx aktivitesindeki bir azalma,
hidrojen peroksit birikimine ve lipid peroksidasyonuna yol acarak membran
bitunliginun bozulmasina ve hiicre hasarina yol agabilmektedir (Ralston ve
Raymond, 2010). Bu nedenle GPx, hem lipid peroksidasyonun olusumunu 6nlemede
hemde lipid peroksidasyonu sonucu olusan lipid hidroperoksitlerin metabolizmasinda
onemli roller oynamaktadir.

Glutatyon rediktaz (GR), bir flavoprotein olup GSH dizeylerinin
korunmasinda rol oynayan bir antioksidan enzimdir (Pena-Llopis ve ark., 2001).
Glutatyonun indirgenmis halde kalmasi GPx ve katalaz gibi bircok antioksidan
enzim aktivitesi icin énemlidir. GR, GPx tarafindan hidroperoksitlerin indirgenmesi
ile ortaya c¢ikan okside glutatyondan (GSSG) yeniden indirgenmis glutatyon (GSH)
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olusumunu katalizler. Katalizledigi reaksiyon asagida olup GSSG’nin indirgenmesi
icin pentoz yolunda olusan NADPH’1 kullanmaktadir:

GSSG + NADPH + H" — 2GSH +NADP*

GSH ile iligkili baska bir enzim grubu olan glutatyon-S-transferazlar (GST),
ksenobiyotiklerin GSH ile konjugasyonunu saglayarak detoksifikasyon islemlerinde
rol alan bir multienzim ailesidir (Pena-Llopis ve ark., 2001). Bu enzim o6zellikle
lineolat ve arasidonik hidroperoksitleri asit basta olmak Gzere lipit peroksitlere karsi
Se-bagli olmayan GPx aktivitesi ile antioksidan savunma yaniti olusturur.

Katalizledigi reaksiyon asagidaki gibidir:

ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,0

Organizmaya disaridan alinan yada biyotransformasyon reaksiyonlariyla
ortaya ¢ikan zararli bilesikler, ya GSH ile konjuge olarak yada GST tarafindan
katalizlenen reaksiyonlar sonucunda suda ¢6zinen merkapturik asit tlrevlerine
donustirilerek vicuttan uzaklastirilir (Sherratt ve Hayes, 2002). Boylelikle GST
konjugasyon mekanizmasiyla, ksenobiyotiklerin huicrede yapacag: zararli etkileri
Onlemektedir (Regoli ve Principato, 1995). Hiicre ici GSH dlizeyleri GST tarafindan
GSH’in ksenobiyotiklere konjugasyonu yada hicrelerden GSH metabolitlerin
cikmasi sonucu azalabilmektedir (Camera ve Picardo, 2002).

Her gecen gln artan endustriyel ve tarimsal aktivitelere bagli olarak sucul
ekosistemlerdeki Hg’y1 da iceren agir metal diizeyleri artis gostermektedir. Akuatik
organizmalar arasinda sucul ekosistemlerin 6nemli canli grubu olan ve insanlarin
birinci dereceden besinini olusturan baliklar Hg kontaminasyonunun 6nemli hedef
organizmalarindandir. Hg’nin baliklardaki birikimi ve toksik etkileri hem bu
organizmalari hem de besin zinciri araciligiyla diger canlilarin sagligini olumsuz
etkileyeceginden bu metalin toksik etkilerini azaltacak/onleyecek mekanizmalar,
ekosistemin saglikli isleyisi ve gelecegi agisindan oldukga 6nemlidir. Bu nedenle

sunulan bu calismada, sudaki metal katyonlarini kafes seklindeki yapilarinda tutarak
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serbest metal bulunurlugunu azaltan zeolit ve Ozellikle de organizmada civaya
baglanarak metali hareketsiz formda tutma 6zelliginden dolay: Se’nin O. niloticus’un
dokularindaki Hg birikimi ve bu metalin oksidatif toksitesi Uzerine koruyucu
etkilerinin saptanmasi ile civanin GSH ve bununla iliskili enzim aktiviteleri Gizerine

etkisinin belirlenmesi amaglanmastir.
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Regoli ve Principato (1995) Mytilus galloprovincialis tirti midyelerin
solungac ve bagirsak dokularindaki glutatyon ve glutatyonla iliskili enzim aktiviteleri
Uzerine agir metallerin etkilerini aragtirdiklar: ¢alismalarinda GSH diizeyinin ve GR
ile GPx aktivitelerinin azaldigin1 belirlemislerdir. Arastiricilar, GSH ve onunla
iliskili enzimlerin agir metallerin etkilerinin biyokimyasal belirtecleri olarak
kullanilabilecegini vurgulamislardr.

Bainy ve ark. (1996) yaptiklar: bir alan ¢alismalarinda kirli ve temiz bdlgeden
alinan O. niloticus’un kan, solungag, karaciger ve bobrek dokularindaki oksidatif
stres parametrelerini arastirmiglardir. Arastiricilar genel olarak dokularda GSH
duzeyinde ve GR aktivitesinde azalis, GPx aktivitesinde ise artis belirlemislerdir.

Cossu ve ark. (1997) evsel ve endistriyel atiklarla kirlenen nehirden toplanan
Unio tumidus tdrd midyelerin solunga¢c ve bagirsak dokularindaki GR, GPx
aktivitelerini ve GSH dizeylerini saptadiklar: ¢alismalarinda her iki dokuda GR ve
GPx aktivitesinin sirasiyla %60 ve %80, GSH dizeyinin ise %70 azaldiginm
belirlemislerdir.

Ahmed ve ark. (1998) akuatik ortamlardan agir metallerin uzaklastirilmasinda
zeolitin etkisini arastirdiklar1 calismalarinda nikel, bakir, kadmiyum ve kursunun
onemli 6lctide uzaklastirildigin: ve siralamanin Ni>Cu*?> Cd > Pb seklinde oldugunu
belirlemiglerdir.

Canesi ve ark. (1999) M. galloprovincialis tiri midyelerde glutatyon
metabolizmas: Uzerine agir metallerin etkilerini arastirmiglardir. Calismada 1, 4 ve 7
gunlik sirelerle Cu ve Hg’min subletal konsantrasyonlarin etkisine birakilan
midyelerin solungac ve bagirsak dokularinda glutatyon metabolizmasinda 6nemli
degisikliklere neden oldugu belirlenmistir. Arastiricilar metallerin  etkisindeki
midyelerde azalan GSH sentezine bagli olarak doku glutatyon diizeylerinin azaldigin:
bununla birlikte GST aktivitesinde 6nemli artigslarin oldugunu gézlemlemislerdir.

James (2000) O. mossambicus’ta hematolojik parametreler tzerine Cd’nin
neden oldugu toksik etkileri Gzerine zeolitin koruyucu etkilerini arastirdig

calismasinda 45 gin boyunca farkli Cd ve Cd + Zeolit karistmlarinin etkisine
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birakilan baliklarin hematolojik parametrelerinde Cd’nin tek basina etkisinde
meydana gelen olumsuz degisikliklerin zeolit varliginda duzeldigi belirlenmistir.

El- Demerdash (2001) Hg ve Se’un tek basina ve Hg + Se karisiminin 0.5
pmol/mL  etkisine 5 gun sureyle birakilan sicanlarin dokularindaki enzimatik
aktiviteleri arastirmistir. Hg’nin tek basina etkisinde kan ve karaciger dokusundaki
GST, ALP ve asetilkolin esteraz aktiviteleri diiserken AST ve LDH aktivitelerinin
arttig1 belirlenmistir. Hg’nin tek basina neden oldugu toksik etkiler, Se’un varliginda
duzelme gostermistir. Arastirici  civanin  toksik etkilerine karst  selenyumun
antigonistik etkiye sahip oldugunu vurgulamstir.

Basha ve Rani (2003) 5.0 ppm Cd derisiminin etkisine 30 giin sureyle
birakilan O. mossambicus’un Kkaraciger ve bobrek dokularindaki antioksidan
savunma mekanizmalarinin arastirildigi  calismalarinda deney sdresi sonunda
bobrekte GPx, karacigerde ise GST aktivitesi 6nemli diizeyde artis gostermistir.

Elia ve ark. (2003) 35, 70 ve 140 pg/L Hg’nin etkisine birakilan Ictalurus
melas’in  karacigerinde antioksidan yanitlart ve biyobirikimi arastirdiklar
calismalarinda Hg birikiminde, GPx ve GST aktivitelerinde artis, GSH dizeylerinde
azalis ve GR aktivitesinde ise 6nemli bir degisimin olmadig: belirlenmistir.

Pandey ve ark. (2003) yaptiklari alan calismalarinda Yamuna nehrinin
(Hindistan) temiz ve kirli bolgelerinde toplanan tath su baligi Wallago attu’nun
karaciger, solunga¢ ve bobrek dokularinda glutatyon ve glutatyonla iliskili enzim
aktivitelerini incelemislerdir. Arastiricilar genel olarak dokularda GR aktivitesi ve
GSH diizeyinde bir artis, karaciger GPx aktivitesinde ise bir azalis belirlemisglerdir.

Pena-Llopis ve ark. (2003) Avrupa yilan baligi Anguilla anguilla’da
glutatyon metabolizmas: Uzerine organofosfor insektisit olan dichlorvos etkisini
arastirdiklari galismalarinda pestisit etkisinde karacigerde GSH diizeyinde, GR ve
GST aktivitelerinde azalis belirlemelerine ragmen N-asetilsistein 6n muamelesine
birakilan baliklarda pestisitin bu biyokimyasal parametreler tizerine etkisinin azaldig:
belirlenmistir.

Inglezakis ve ark. (2004) zeolitlerin katyonlara karsi olan ilgilerini
arastirdiklar1 calismalarinda kursun, bakir, demir ve kromu incelemislerdir. Calisilan

metaller icerisinde zeolitin en az kroma ilgisinin oldugu belirlenmistir.
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Tepe ve ark. (2004) dogal zeolitin, sazan baliklarinda kursun toksitesi Uzerine
etkisinin arastirildigi bir calismada; 35 gun boyunca kursun nitratin subletal
derisimlerine maruz kalan sazanlarda zeolitin baliklardaki Pb birikiminde ve zararh
etkilerinde azalmaya neden oldugu belirlenmistir.

Wang ve ark. (2004) Hg alinimi ve birikimi Uzerine farkli Se tirlerinin
(selenite, selenate ve selenomethionin) etkilerini Perna viridis midyesinde
arastirmiglar ve selenite ve selenate oranla selenomethionin énemli dizeyde Hg
alinimint ve birikimini azaltmistir. Arastiricilar ayrica Hg toksitesi (izerine Se’un
koruyucu bir etkiye sahip oldugunu vurgulamislardr.

Zhang ve ark. (2004) tatli su bahg: Carassius auratus’un Kkaraciger
dokusundaki  antioksidan  sistemler  Uzerine  2,4-diklorofenoliin  etkisini
arastirmiglardir. Baliklar 40 gun streyle farkli ortam derisimlerinin etkisine
brrakildiklarinda GPx aktivitesi 6nemli dlgude artarken GSH diizeyi azalmistir. GR
ise baslangicta azalirken stirenin uzamasiyla kontrol diizeylerine gelmistir. GST ise
az bir artig gostermistir.

Cabanero ve ark. (2005) yaptiklar: bir laboratuvar calismalarinda tek basina
Hg ve Hg + Se karisimli yemlerle beslenen tavuklarda Hg birikiminin en fazla
bobrek ve karacigerde oldugunu ancak Se varliginda bu birikimin azaldigin
belirlemislerdir.

Orihuela ve ark. (2005) 7 gun sureyle 30, 60, 120 ve 200 mg/kg Al etkisine
birakilan sicanlarda yiiksek derisimlerin etkisinde GSH dizeyinin azaldigini, GST
aktivitesinin ise arttigin: belirlemislerdir.

Chaurasia ve Jain (2006) Hg, zeolit ve Hg + zeolit karisimlarinin etkisine
birakilan kemikli balik Heteropneustis fossilis’in farkli dokularindaki protein
duzeylerindeki  degisimleri  arastirmiglardir. ~ Arastinnicilar  Hg’min  protein
metabolizmas: (zerine olan toksik etkilerinin zeolit varhiginda 6nemli Olcude
azaldigint belirlemislerdir.

Matos ve ark. (2007) 0.25 ve 0.50 mg/L karbarilin 21 gln sireyle etkisine
birakilan O. niloticus’un karaciger dokusundaki biyokimyasal parametreleri
incelemislerdir. Arastiricilar, karbarilin GR ve GST aktivitelerini azalttigini, GSH

diizeyinde ise artigsa neden oldugunu belirlemiglerdir.
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Tirkmen ve ark. (2007) bakir ve bakir+zeolit karisimlarinin etkisine birakilan
O. niloticus’un karacigerindeki bakir birikiminin, bakirin tek basina olan etkisine
oranla Cu+zeolit etkisine birakilan balhiklarda ©6nemli dizeylerde azaldig:
gOzlenmistir. Arastiricilar zeolitlerin iyon degistirme yeteneklerinin bir sonucu
olarak sudaki bakir derisimini azaltarak dokularda metal birikimini azalttigin
vurgulamslardir.

Zirong ve Shijun (2007) 1, 5, 10, 20 ve 40 gunlik surelerle 3 mg/L Cd
etkisine birakilan O. niloticus’un karaciger dokusunda glutatyon metabolizmasim
incelemislerdir. Arastiricilar, GSH diizeyinin énemli 6l¢ude azaldigini, GPx, GST ve
G6PD enzim aktivitelerinin ise baslangigta arttigini ve siirenin uzamasiyla azaldigini
ve kontrol duizeylerine dusttgini belirlemislerdir.

GOk ve ark. (2008) O. niloticus’un karaciger, solungac ve kas dokularindaki
Cu ve Pb birikimleri zerine EDTA’nin etkisini arastirmiglardir. Cu ve Pb’nin tek
basina ve Cu+EDTA ve Pb+EDTA karisgimlarinin etkisinde dokulardaki metal
duzeylerinin 6nemli olacak sekilde arttigi ancak bu artiglarin metallerin tek basina
etkisinde daha fazla oldugu ve EDTA varhiginda Cu ve Pb birikiminin azaldig
belirlenmistir.

Pandey ve ark. (2008) tatl su baligi Channa punctata’da solunga¢ dokusunda
biyokimyasal parametreler lizerine Cu + Cd + Ni karistmlarinin 7, 15 ve 30 glnlik
surelerle etkilerini arastirdiklar1 calismalarinda GSH dizeyinin 6nemli 6lcude
azaldigi,, GST ve diger antioksidan enzim akivitelerinde onemli degisiklikler
oldugunu ve buna bagli olarak da lipid peroksidasyonunun arttigini belirlemislerdir.

Su ve ark. (2008) sican dokularindaki Hg ve oksidatif stres Uzerine Se etkisini
arastirmiglar. Sicanlar Hg’nin tek basina Hg + Se karisiminin agiz yoluyla etkisine
biraktiklarinda bobrek dokusunda Hg birikiminin Se varhiginda onemli 6Olcude
azaldig1 ve yine Hg’nin neden oldugu GSH diizeyindeki azalislarin Se varliginda
normale dondigu belirlenmistir.

Talas ve ark. (2008) Oncorhynchus mykiss’te Cd ve Cr’un tek basina ve Se ile
birlikte etkilerinde karaciger dokusundaki GPx, CAT ve SOD aktivitelerini
arastirmiglardir. Arastiricilar Cd ve Cr’un tek basina etkisinde enzim aktivitelerinin

6nemli olacak sekilde azaldigini, bununla birlikte ortamda Se bulundugunda enzim
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aktivitelerinin kontrol grubu degerlerine yakin oldugunu ve Se’un Cd ve Cr
toksitesine kars1 koruyucu bir etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir.

Firat ve ark. (2009) 0.5 ve 5.0 mg/L Zn, 0.1 ve 1.0 mg/L Cd ve 0.5 + 0.1
mg/L Zn + Cd ve 5.0 + 1.0 mg/L Zn + Cd etkisine 7 ve 28 gunlik surelerle birakilan
O. niloticus dokularindaki metal birikimi ve antioksidan yanitlari incelemislerdir.
Aragtiricilar ortam derisimi ve etkilesim siresi arttikca solunga¢ ve Kkaraciger
dokularindaki Zn ve Cd birikiminin ve GSH duzeylerinin arttigin1 bu artiglarin
Zn+Cd kanisimlarinin etkisine oranla metallerin tek basina etkisinde daha fazla
oldugunu belirlemiglerdir.

Mishra ve Jain (2009) yaptiklar bir laboratuvar ¢alismalarinda Pb toksitesi
Uzerinde dogal bir iyon degistirici olan zeolit tirt olan chabazitenin koruyucu
etkisini H. fossilis’te arastirmiglardir. Bu ¢alismada baliklar 60, 90, 120 ve 180
gunluk surelerle kursun nitrat, kursun nitrat+chabazite ve yalmzca chabazitenin
etkisine birakilmis ve Pb nitratin tek basina etkisinde olumsuz etkilenen protein
metabolizmasinin  chabazitenin varliginda normal duzeylerine geri dondigi
belirlenmistir.

Firat ve Kargin (2010) yaptiklar: bir laboratuvar calismalarinda Cu etkisinde
Cyprinus carpio’da meydana gelen yanit mekanizmalarinin Cu birikimi ile iligkisini
incelemislerdir. Bu amacla baliklar 0.1 ve 1.0 ppm Cu etkisine 10 ve 20 gunlik
surelerle birakilmis ve hedef doku olarak secilen solunga¢ dokusunda Cu
diizeylerinin derisim ve etki suresine bagl olarak arttigini ve bu birikimin bir sonucu
olarak da GSH diizeyinin de arttigini belirlemiglerdir.

Hegazi ve ark. (2010) 5.0 ve 10 mg/L amonyumun etkisine 70 gin sureyle
birakilan O. niloticus’un karaciger ve kas dokusundaki oksidatif stres ve antioksidan
enzim aktivitelerini calismiglardir. Arastiricilar deney suresi sonunda amonyumun
etkisinde dokulardaki GPx, GST ve GR aktivitelerinde o6nemli artislar
belirlemislerdir.

Huang ve ark. (2010) akuatik ortamlarda amonyumun uzaklastiriimasi
Uzerine zeolitin etkisini arastirdiklar1 caligmalarinda zeolitin 6nemli oranlarda

amonyumu uzaklastirdig: belirlenmistir.
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Radwan ve ark. (2010) Cu, Pb ve Zn’nun Theba pisana’da oksidatif stres
parametreleri Uzerine olan toksik etkilerini arastirmislardir. Metallerin etkisinde GSH
duzeyinde bir azalma, GPx ve GST aktivitelerinde ise 6nemli bir artis belirlenmistir.

Cogun ve ark. (2012) Hg toksitesi izerine Se’un koruyucu etkilerini saptamak
icin Hg ve Hg +Se karisgimlarinin farkli ortam derisimlerinin etkisine 7 ve 14 ginluk
strelerle  birakilan  O. niloticus’ta hematolojik ve serum biyokimyasal
parametrelerindeki degisimleri incelemislerdir. Hg’nin tek basina etkisinde alyuvar,
akyuvar, hemoglobin ve hemotokrit dlzeylerinin ve Kkolinesteraz aktivitesinin
azaldig;; ALT, AST aktiviteleri ve Kkortizol ve glukoz duzeylerinin arttig
belirlenmistir. Se’un varliginda ise yukarida belirtilen parametreler Gzerine Hg nin
olumsuz etkisi tamamen yada kismen ortadan kaldirilmistir. Arastiricilar Se’un Hg
toksitesini azaltici bir etkiye sahip oldugunu vurgulamiglardir.

Cogun ve Sahin (2012) O. niloticus’ta Pb toksitesi tzerine zeolitin etkisini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda baliklart kursun ve kursun+zeolit karisimlarinin farklh
ortam derisimlerinin etkisine birakarak doku ve organlardaki Pb birikimini
belirlemislerdir. Karaciger, solungag, bobrek ve kas dokularindaki Pb birikimi ortam
derisimi ve surenin uzamasiyla artmisken, zeolit varhiginda ise Pb birikiminin
azaldig1 saptanmistir. Zeolitin Ozellikle de bobrek ve karaciger dokularindaki Pb
birikiminde 6nemli 6lciide azalmaya neden oldugu belirlenmistir.

Balasubramanian ve Kumar (2013) farkl: ortam derisimlerinde 15 guin siireyle
arsenik ve arsenik + zeolit karisimlarinin etkisine birakilan H. fossilis’te lipid
metabolizmasini arastirdiklar: ¢alismalarinda biyokimyasal parametrelerde arsenik
tek basina etkisinde gozlenen artiglarin zeolit varliginda normal diizeylere geldigi
belirlenmistir. Arastiricilar akuatik canlilarda arsenik toksitesi (zerine zeoilitin
koruyucu bir etkisi oldugunu vurgulamisglardr.

Cimrin Reyhan (2014) O. niloticus’ta Cu ve Cd birikimi lizerine kalsiyum ve
zeolitin etkilerini arastirdig1 ¢alismasinda solungag, karaciger ve bobrek dokularinda
Cu ve Cd birikiminin metallerin tek basina etkisinde meydana gelen artiglarin
kalsiyum ve zeolit varhgindaki etkilerinden daha fazla oldugunu ve zeolitin
kalsiyuma oranla metal birikimlerini daha fazla azalttigin1 saptamstir.
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EL- Gazzar ve ark. (2014) O. niloticus’un karaciger ve solunga¢ dokularinda
Cd’nin neden oldugu oksidatif stres ve biyokimyasal degisiklikler Gzerine C
vitaminin koruyucu etkisini arastirmislardir. Arastiricilar Cd’un tek basina etkisinde
GST aktivitesinde ve GSH dlzeyinde artis, GPx aktivitesinde ise azalis
belirlemiglerdir. Cd’un neden oldugu oksidatif stres C vitaminin uygulandigi

gruplarda ortadan kalkmustir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Sunulan c¢ahsmada arastirma materyali olarak Oreochromis niloticus
kullaniimistir. Baliklar, Cukurova Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi balik yetistirme
havuzlarindan alinarak laboratuvara getirilmis ve icerisinde 120 L bekletilmis ¢esme
suyu bulunan 40x140x40 cm ebatlarindaki stok cam akvaryumlarda U¢ ay sure ile
bekletilerek ortam kosullarina adaptasyonlar: saglanmistir. Bu slre icerisinde
deneyde kullanilacak baliklar 12.07 £ 0.21 cm boy ve 32.81 £ 0.72 g agirliga
ulasmastr.

Deneyler 25 + 1 °C sicaklikta yiritilmustir. Ginde sekiz saat aydinlanma
periyodu uygulanmis ve merkezi havalandirma sistemi ile akvaryumlar
havalandirilmistir. Bahiklar, hazir balik yemiyle (Pinar Balik Yemi, Turkiye)
beslenmistir. Denemeler baslamadan iki giin 6nce yem kesilmis, denemeler stiresince
baliklar vicut agirliklarinin %2’si kadar yem ile gunde iki defa beslenmistir. Deney
ortam suyunun kimyasal 6zellikleri; toplam sertlik 335.7+2.3 ppm CaCOg, ¢6zunmds
oksijen 7.49+0.15, pH 8.21+0.07, akvaryum suyu sicakhgi, 21.11+0.20 °C olarak

Olculmastdr.

3.1.1. Deneylerde Kullamlan Kimyasal Maddeler

Tris HCI (Sigma)

Tris Baz (sigma)

Etilendiamintetraasetikasit (EDTA, Sigma)

Redikte Glutatyon (GSH, Sigma)

Okside Glutatyon (GSSG, Sigma)

Glutatyon Rediiktaz (GR, Sigma)

Nikotin Amid Adenindinikleotit Fosfat (NADPH, Sigma)
tert-Butil Hidroperoksit (Sigma)
1-Chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB, Sigma)
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Disodyum Fosfat (Na,HPO,4, Merck)
Monosodyum Fosfat (NaH,PO4.H,0, Sigma)
Meta-Fosforik Asit (Sigma)

Sodyum Klorir (NaCl, Merck)

5,5’-Dithiobis 2-nitrobenzoikasit (DTNB, Sigma)
Sodyum Karbonat (Na,CO3, Merck)

Bakir (1) Sulfat pentahidrat (CuSQO4.5H,0, Sigma)
Dipotasyum hidrojen fosfat (K,HPO4.3H,0, Merck)
Folin Ciocalteu Fenol Ayiraci (Merck)

Sigir Serum Albimini (Merck)

Sukroz (C1,H12011, Sigma)

Hidro Klorik Asit (HCI, Merck)

Sodyum Hidroksit (NaOH, Merck)

3.1.2. Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Spektrofotometre : SHIMADZU UV-1800
Homojenizator : WISETIS HG-15D
Santriflj : Nive NF400

Sogutmali Santrif(yj : Hettich Universal 320R
Derin Dondurucu (-80°C) : New Brunswich Scientific U410 Premium
Hassas Terazi : OHAUS Pioneer PA214C

Su Banyosu : Jeio Tech BS-11

pH metre : Thermo Scientific Orion 2 Star
Manyetik Karstirici : VELP Scientifica ARE
Distile Su Cihazi : Millipore Rios 8

Vortex : Labort Multi-Mixer MVS-1
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3.2. Yontem

Deneylerde kullanilan civa ¢ozeltileri 1M civa klorur [(HgCl),] (SIGMA)
stok c¢ozeltisinden, selenyum cozeltileri 1M sodyum selenit [(Na,SeOs3)] (SIGMA)
stok cozeltisinden ve zeolit cozeltileri (<75 mikron capinda, Istanbul Rota
Madencilik AS) stok c¢ozeltisinden seri seyreltmeler yontemi ile hazirlanmastir.

Deneyler civa, civa + selenyum ve civa + zeolit karisimlar: dikkate alinarak
uc seri olacak sekilde yarutilmusttr. Deneyler her bir seride igerisinde 12 adet balik
bulunan ¢ cam akvaryumda yapilmistir. Baliklar birinci seride civanin 0.01mg/L ve
0.1 mg/L; ikinci seride civa + selenyumun 0.01 mg/L Hg + 0.1 mg/L Se ve 0.1 mg/L
Hg + 1.0 mg/L Se ve (clnci seride ise civa + zeolitin 0.01 mg/L Hg+0.1 g/L zeolit
ve 0.1 mg/L Hg+1.0 g/L zeolit derisimlerinin etkisine 7 ve 21 gin surelerle
brrakilmistir.

Deneylerde birinci seride bulunan 3 akvaryumun ikisine 120 L farkli Hg
cozeltileri; ikinci serideki 3 akvaryumun ikisine Hg+Se karisimlari; t¢tnct serideki
3 akvaryumun ikisine ise Hg+zeolit karisimlart konulmus, her serideki Uglncl
akvaryuma ise 120 litre dinlenmis cesme suyu konarak kontrol grubu olarak
kullanilmigtir. Deneyler alti tekrarli olarak ve her tekrarda bir balik kullanilarak
yurltulmastir. Deney akvaryumlarinda kullanilan  kimyasal  ¢6zeltilerinin
derisimlerinde buharlasma, adsorbsiyon ve akimdilasyon gibi nedenlerle degisim
olabilecegi dikkate alinarak c¢ozeltiler birer gin arayla taze hazirlanan stok
cozeltilerden uygun seyreltmeler yapilarak degistirilmistir.

3.2.1. Doku Orneklerinin Alinmasi ve Biyokimyasal Analizler

Denenen sireler sonunda deney akvaryumlarindan rastgele secilen baliklar,
cesme suyuyla yikanarak temizlenmis, ylzeylerinde bulunan su damlaciklar
kurutma kagidiyla alinmis ve boy ve agirliklari saptanarak diseksiyona hazir hale
getirilmistir. Bahklar diseksiyondan once spinal yapilarak olduralmustdr. Steril
aletlerle solungag, karaciger ve kas dokular1 buz tzerinde disekte edilmis ve bir
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kistm dokular biyokimyasal analizler igin % 0.59 NaCl ile yikanarak agirliklari
alindiktan sonra analize kadar -80’de muhafaza edilmislerdir.

Dokularin bir kismz ise civa analizleri igin petri kabina konularak etiivde 72
saat sureyle 150 °C sicaklikta kurumaya birakilmistir. Strenin sonunda dokularin
kuru agirliklari ahinarak cam tliplere aktarilmis ve Gzerlerine sirayla 2 mL nitrik asit
(Merck, %65, d:1.40) ve 1 mL perklorik asit (Merck, %60, d:1.53) eklenerek U¢ saat
stre ile ceker ocakta yakilmistir. Yakim isleminden sonra Ornekler polipropilen
tiplere aktarilarak distile su ile 10 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan 6rneklerdeki

civa diizeyi ICP yontemiyle saptanmstir.

3.2.1.1. Homojenatlarin Hazirlanmasi

Dokular 1/10 agirlik/hacim (w/v) olacak sekilde icerisinde 0.25 M siikroz
bulunan 0.05 M sogutulmus Na-P tamponu (pH: 7.4) ile buz igerisinde ultra-turrax
homojenizatérde 3 dakika sureyle 10.000 rpm’de homojenize edilmistir.
Homojenatlar +4 °C sicaklikta 30 dakika stireyle 10.000 rpm’de santrifiije edilmis ve
elde edilen supernatantlarda GPx, GST ve GR aktivitesi ile GSH ve protein diizeyleri

spektrofotometrik yontemlerle belirlenmistir.
3.2.1.2. GPx Yontemi
Prensip: T-butil hidroperoksitin varliginda GPx’in olusturdugu okside glutatyon,

glutatyon rediiktaz ve NADPH’in NAD"ya yiikseltgenmesi esnasindaki absorbans
farkinin 37 °C’de 340 nm’de okunmasiyla saptamir (Beutler, 1984).

Ayiraglar:

1- 1 M Tris Tamponu (pH: 8.0)
Tris HCI 8.80¢g

Tris Baz 5409

EDTA 0.14 g

alinir ve distile suyla 100 mL’ye tamamlanur.
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2-0.1M GSH:

0.0155 g GSH alinir ve 0.5 mL saf su eklenir.

3-10 U/mL GR:

50 pL GR alinir ve 2450 mL saf su eklenir.

4- 2 mM NADPH:

0,0045 g NADPH tartilir ve 2500 ml saf su eklenir.
5- 7 mM T-butil Hidroperoksit:

5 uL T-butil hidroperoksit alinip 5 mL saf su eklenir.

Yontem: GPx aktivite tayini igin iki kiivet alinir ve gizelge 3.1°te belirtilen ayiraglar

konur.

Cizelge 3.1. Glutatyon Peroksidaz Ydntemi

Cozeltiler Kor (uL) Ornek (uL)
Distile Su + 660
Tris Tamponu - 100
GSH - 20
GR - 100
NADPH - 100
Ornek - 10

37 °C’de 10 dakika inkiibe edilir

t- butil hidroperoksit - 10

Kor icin distile su kullanilir. Tepkime 37 °C sicaklikta 340 nm dalga boyunda
0., 2.5 ve 5. dakikalarda absorbans degeri ile izlenir.
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Hesaplama:

DOD Vit
X

GPx Aktivitesi (U/mL)= =
t 6.22 xVO

AOD= Zamana bagl1 olarak absorbans degisimi

V= Toplam hacim

t= Zaman

V= Ornek hacim

6.22= 1 nmol NADPH’1n 1 cm’lik 151k yolundaki absorbans degeri

GPxAktivit  esi
Pr oteinMikta r:

GPx Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) =

3.2.1.3. GST Yontemi

Prensip: Enzim aktivitesi CDNB’nin glutatyonla konjugasyonu esnasindaki

absorbans farkinin 340 nm’de okunmasiyla saptanmaktadir (Habig ve ark., 1974).

Ayiraglar:
1- 100 mM Tris Tamponu (pH=7.4)
Tris HCI 3.2846 g

Tris Baz 0.5036 ¢

Alinir ve distile suyla 250 mL’ye tamamlanr.

2- 20 mM CDNB (%95’lik 10 mL alkolde ¢ozulir.)

0.0405 g CDNB tartilir Gizerine 9.52 mL mutlak alkol konur. 0.44 mL su eklenir.
3- Rediikte Glutatyon (taze hazirlanir)

0.0030 g GSH alinir tizerine 10 mL tris tamponu eklenir.

26



3. MATERYAL VE YONTEM Ozge FIRAT

Yontem: GST aktivite tayini igin iki kiivet alinir ve gizelge 3.2°te belirtilen ayiraglar

konur.

Cizelge 3.2. Glutatyon S-Transferaz YOntemi

Cozeltiler Kor (uL) Ornek (uL)
Tris Tamponu 1100 1050
CDNB 50 50
GSH 50 50
Ornek - 50

25 °C sicaklhikta 340 nm dalga boyunda0. ve 2. dakikalarda okunur.

Hesaplama:

DOD X Vvt
t 0.0096 xVoO

GST Aktivitesi (U/mL)=

AOD= Zamana bagl1 olarak absorbans degisimi

V= Toplam hacim

t: zaman

V= Ornek hacim

0,0096= 1 mM CDNB’nin 1cm’lik 151k yolundaki absorbans degeri

GSTAKktivit  esi

GST Spesifik Aktivitesi (U /mg protein) = —
Pr oteinMikta r:

3.2.1.4. GR Yontemi

Prensip: Enzim aktivitesi NADPH’IN NADP™a yiikseltgenmesi esnasindaki

absorbans farkinin 340 nm’de okunmasiyla saptanir (Carlberg ve Mannervik, 1975).
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Ayiraglar:

1- 100mp Na-P Tamponu (pH=8.0)
Na;HPO,.7H,O 5.7554 g
NaH,PO,.2H,O 0.5328 ¢
Alinir ve distile su ile 250 ml’ye tamamlanr.

2- Gunluk Tampon
0.12 mM NADPH ve 1mM GSSG’nin tampon icinde ¢ozilmesiyle hazirlanir.

0.0165 g GSSG + 0.002 g NADPH 27 mL 100 mM Na-P i¢inde ¢ozulir.

Yontem: GR aktivite tayini icin iki kuvet alinir ve cizelge 3.3’te belirtilen ayiraclar

konur.

Cizelge 3.3. Glutatyon Reduktaz Ydntemi

Cozeltiler Kor (uL) Ornek (uL)
Distile su 100 -
Gunluk tampon 900 900
Ornek - 100

Calkalanir ve 37 °C sicakhkta 340 nm dalga boyunda 0. ve 5. dk.’larda kore

kars1 absorbans degerleri lcilir.

Hesaplama:

D ODxVt
6.22 xVO

GR Aktivitesi (U/mL)=
AOD= Zamana bagl1 olarak absorbans degisimi

V= Toplam hacim

V= Ornek hacmi

6,22= 1 nmol NADPH’in 1 cm’lik 151k yolundaki absorbans degeri
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3. MATERYAL VE YONTEM Ozge FIRAT

GRAKktivite si
Pr oteinMikta r:

GR Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) =

3.2.1.5. GSH Yontemi

Prensip: DTNB, sulfidril bilesikleri tarafindan redukte edilen bir distlfit bilesigi
olup sar1 renkli bir anyon olusturmaktadir. Ornek ile DTNB’nin olusturdugu sari
renkli kompleksin renk siddeti ortamdaki GSH konsantrasyonu ile dogru orantilidir;
412 nm’de spektrofotometrik olarak degerlendirilir (Beutler, 1984).

Ayiraglar:

1. Coktartcu ¢ozelti
Galsiyel metafosforik asit 1.67 9
Disodyum EDTA 0.20¢g
NaCl 30.0g

Alinir ve distile suyla 100 mL’ye tamamlanir.
2.0.3 M NayHPO,

Na;HPO, 42.59 g

Alinir ve distile suyla 100 mL’ye tamamlanir.

3. 900.02 DTNB ¢ozeltisi
DTNB 20 mg

Alinir ve %1’lik sodyum sitratla 100 mL’ye tamamlanr.
Yontem:

200 pL slpernatant Uzerine 2 mL saf su ilave edilir ve 200 pL’si protein tayini icin

kullanilir. GSH tayini icin iki tlp alinir ve ¢gizelge 3.4’te belirtilen ayiraclar konur.
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3. MATERYAL VE YONTEM Ozge FIRAT

Cizelge 3.4. Glutatyon YoOntemi

Cozeltiler Kor (mL) Ornek (mL)
Ornek - 2
Distile su 2 -
Coktaracu 3 3

5 dakika bekletilir, filtre kagidindan stzaldr;

Stzuntu 2 2
0.3 M Na;HPO, 8 8

412 nm dalga boyunda kdore kars1 okunur (OD;). Tlplere;
%0.02 DTNB 1 1

Eklenir ve 412 nm dalga boyunda kdre karsi okunur (ODy).
Hesaplama:
GSH miktar1 pmol/g protein olarak hesaplanir.

C :(ODz—ODl)XE SXQ

X
1000 13600 2 2 Pro

_ (OD2-0D1)x101
)= :
Pr otein

C (umol/g Protein

13600: GSH ve DTNB etkilesimi esnasinda meydana gelen sari rengin molar
ekstinksiyon katsatyisi

1000: pmol’e donusum katsayist

C: pumol glutatyon

OD;: DTNB eklenmeden 6nce 412 nm’de 6lgllen absorbans

OD,: DTNB eklendikten sonra 412 nm’de 0Olctlen absorbans

11/2 ve 5/2: Sulandirma katsayilari.
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3.2.1.6. Protein Yontemi

Prensip: Proteinler alkali ortamda bakir sulfat eklenmesiyle fosfotungustik-
fosfomolibdik asidi redukleyerek mavi renk olustururlar. Bu renkli bilesigin
absorbans degeri 750 nm’de Olgllerek protein miktarlari tespit edilir (Lowry vd.
1951).

Avyrraclar:
1. Alkali Na,CO3 Cozeltisi
2. Bakir Silfat-Sodyum Potasyum Tartarat Cozeltisi
%1 CuSQO,4.5H,0
%2 Na-K tartarat
3. Alkali Cozelti (Glnluk hazirlanmakta): 50 mL alkali Na,CO3 ¢ozeltisi 1 mL Bakir
Silfat-Sodyum Potasyum Tartarat ¢ozeltisiyle karistirilarak hazirlanir.
4. Folin-Ciocalteu Ayiract: 1 mL Folin-Ciocalteu, 1.5 mL distile suyla seyreltilerek

hazirlanir.

Yontem : Protein tayini icin iki tip alinir ve gizelge 3.5’te belirtilen ayiraglar konur.

Cizelge 3.5. Protein Yontemi

Cozeltiler Kor (mL) Ornek (mL)
Distile Su 0.3 -

Ornek - 0.3

Alkali Cozeltisi 3.0 3.0

Oda 1s1s1nda 15 dakika bekletilir.

Folin-Ciocalteu 0.3 0.3

Yine oda 1sisinda 30 dakika bekletilir ve 750 nm dalga boyunda absorbans

degerleri olgulr.
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Hesaplama

Protein dizeyleri sigir serum albumini kullanilarak hazirlanmig olan standart

grafikten yararlanarak hesaplanmistir (Sekil 3.1).

1,2 -

0,8 -
y =2,2755x

R?=0,986
0,6 -

04 -

w O 9 T = O uw T >

0,2 -

0 T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Derisim (mg/ml)

Sekil 3.1. Standart protein grafigi

3.3. Istatistik
Elde edilen verilerin istatistiksel analizi IBM SPSS Statistics 21.0 paket

programi kullanilarak One Way-ANOVA ve takiben Student — Newman Keul’s Test
(SNK) kullanilarak yapilmastir.
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4. BULGULAR

Sunulan ¢alismada 7 ve 21 giin surelerle civa, civat+selenyum ve civa+zeolit
karisimlarinin farkli ortam derisimlerinin etkisine birakilan O. niloticus’un solungag,
karaciger ve kas dokularindaki civa birikimleri, GSH dizeyleri ve GSH ile iligkili
enzim (GPx, GST ve GR) aktiviteleri arastirllmistir. Kimyasallarin denenen tiim
derisimlerinde etkilesim suresince baliklarda 6lim gozlenmemesine ragmen civanin
tek basina yada selenyum ve zeolitle birlikte etkisinde, 6zellikle yiliksek ortam
derisimlerinde, besin aliniminda azalma, kontrolsiiz yiizme, renklerinde koyulasma

gibi baz1 morfolojik ve davranis degisiklikleri belirlenmistir.

4.1. Civa Birikimi

Denenen tim etki suresi ve ortam derisimlerinde O. niloticus’un solungag,
karaciger ve kas dokularinda 6 tekrarli olarak belirlenen civa birikimlerinin aritmetik
ortalamalar1 ve standart hatalar: Cizelge 4.1 — 4.2 *de gosterilmistir. Belirli bir sirede
ve ayni ortam derisimde civa birikimi yoninden dokular arasindaki ayrim: saptamak
ve yine ayn etki suresinde belirli bir doku ve organdaki civa birikimi tzerine ortam
derisimlerinin etkisini saptamak amacyla veriler SNK testiyle analiz edilmis ve
sonuclar Cizelge 4.1 ve 2’de verilmistir. “a ve b” harfleri ayn: dokudaki derisimler
arasindaki; “x, y ve z” harfleri ise aynt derisimdeki dokular arasindaki metal
dizeylerinin ayirnmini gostermek icin kullanilmistir. Cizelgedeki farkli harfler,
veriler arasinda P<0.05 duizeyinde istatistiksel bir ayrim oldugunu gdstermektedir.

Belirli bir etki suresinde ortamda bulunan civa ortam derisimi arttikga O.
niloticus’un test edilen tim dokularinda civa dizeyinin arttigi belirlenmistir (Cizelge
4.1- 4.2, P<0.05). Civa ortam derisimindeki on katlik bir artis, bu dokularin civa
duzeylerinde yaklasik olarak 1.5-4.5 katlik bir artis olusturmustur. 7 ve 21 ginluk
streler sonunda belirli bir ortam derisimi dikkate alindiginda civa birikimi
bakimindan dokular arasinda da 6nemli farkliliklar oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.1
ve 4.2, P<0.05). Civa birikiminin en yiiksek solungagta oldugu, bunu da karaciger ve

kas dokusunun izledigi saptanmistir. 21 gunlik sire sonunda 0.1 mg/L Hg
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etkisindeki baliklarin solunga¢ dokusundaki civa birikimi, karacigerdeki birikimin
yaklasik 5 kat1 kadar oldugu saptanmustur.

Belirli bir ortam derisiminde etki suresine bagl olarak dokulardaki civa
birikiminin arttig1 saptanmistir. 0.01 mg/L Hg derisiminde O. nioticus’un solungag
ve karaciger dokularindaki civa diizeyi, 7 gunluk etki stresiyle karsilastirildiginda 21
gunlik stre sonunda yaklasik olarak 3 kat kadar artis gostermistir (Cizelge 4.1 ve
4.2, P<0.05).

Cizelge 4.1. 7 guin sureyle civa etkisine birakilan O. niloticus’un dokularindaki civa
dizeyi (ng/gk.a.)

DERISIM (mg/L) SOLUNGAC KARACIGER KAS

0.0 SP SP SP

0.01 Hg 8.92+0.15 ax 2.07+0.07 ay 0.19+0.02 az
0.10 Hg 20.12+0.44 bx 5.96+0.18 by 0.86+0.03 bz

Veriler Aritmetik ortalamatStandart hata seklinde sunulmustur. “a ve b” harfleri aym dokudaki
derisimler arasindaki metal dizeylerinin ayrimini belirlemek amaciyla kullanilmstir. “x, y ve z”
harfleri ise ayni derisimdeki dokular arasindaki metal dizeylerinin ayirimin gdéstermek icin
kullanilmigtir. Farkl harfler, veriler arasindaki istatistiksel ayrim oldugunu gdéstermektedir (P<0.05).
SP: Saptanamamustir.

Cizelge 4.2. 21 giin sireyle civa etkisine birakilan O. niloticus’un dokularindaki
civa dizeyi (pg/g k.a.)

DERISIM (mg/L) SOLUNGAC KARACIGER KAS

0.0 SP SP SP

0.01 Hg 24.19+0.21 ax 6.04+0.14 ay 0.32+0.03 az
0.10 Hg 43.52+0.31 bx 9.27+0.17 by 1.27+0.05 bz

Veriler Aritmetik ortalamat+Standart hata seklinde sunulmustur. “a ve b” harfleri aym dokudaki
derigimler arasindaki metal dizeylerinin ayrimint belirlemek amaciyla kullanilmigtir. “x, y ve z”
harfleri ise aym derisimdeki dokular arasindaki metal duzeylerinin ayirmmint gostermek igin
kullanilmigtir. Farkl harfler, veriler arasindaki istatistiksel ayrim oldugunu gdéstermektedir (P<0.05).
SP: Saptanamamustir.
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Selenyumun civa birikimi Gzerine etkisini belirlemek icin verilerin
istatistiksel analizi yapilmis ve sonuclar Cizelge 4.3 ve 4.4’da verilmistir. 7 ve 21
gunlik sureler sonunda her iki ortam derisiminde de civa+selenyum karisimlarinin
etkisinde solungag, karaciger ve kas dokularindaki civa birikiminin dogrudan civanin
etkisine birakilanlara oranla daha disik oldugu belirlenmistir. Dokulardaki bu
azalmanin istatistik olarak dnemli oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.3 ve 4.4, P<0.05).
Selenyumun varliginda incelenen tum dokulardaki civa birikimi dnemli dizeylerde
azalmistir. 21. glin sonunda 0.1 mg/L Hg + 1.0 mg/L Se karistmindaki baliklarin
dokularindaki civa birikimi 0.1 mg/L Hg etkisine oranla solungacta %32, karacigerde
%37 ve kasta %33 dlzeyinde azalmistir

Cizelge 4.3. 7 gun slreyle civa ve civat+selenyum karigiminin etkisine birakilan O.
niloticus’un dokularindaki civa diizeyi (ug/g k.a.)

DERISIM (mg/L) SOLUNGAC KARACIGER KAS

0.0 SP SP SP

0.01 Hg 8.92+0.15 ax 2.07+0.07 ay 0.19+0.02 az
0.01 Hg+0.1 Se 6.11+0.09 bx 1.41+0.08 by 0.11+0.02 bz
0.0 SP SP SP

0.1 Hg 20.12+0.44 ax 5.96+0.18 ay 0.86+0.03 az
0.1 Hg+1.0 Se 13.95+0.21 bx 4.21+0.06 by 0.63+0.04 bz

Veriler Aritmetik ortalamatStandart hata seklinde sunulmustur. “a ve b” harfleri aym dokudaki
derigimler arasindaki metal dizeylerinin ayrimint belirlemek amaciyla kullanilmigtir. “x, y ve z”
harfleri ise aym derisimdeki dokular arasindaki metal duzeylerinin ayirmmint gostermek igin
kullanilmigtir. Farkl harfler, veriler arasindaki istatistiksel ayrim oldugunu géstermektedir (P<0.05).
SP: Saptanamamustir.

Cizelge 4.4. 21 gln sureyle civa ve civa+selenyum karisiminin etkisine birakilan O.
niloticus’un dokularindaki civa diizeyi (ug/g k.a.)

DERISIM (mg/L) SOLUNGAGC KARACIGER KAS

0.0 SP SP SP

0.01 Hg 24.19+0.21 ax 6.04+0.14 ay 0.32+0.03 az
0.0l Hg+0.1Se  17.25+0.12 bx 4.43+0.08 by 0.20£0.02 bz
0.0 SP SP SP

0.1 Hg 43.52+0.31 ax 9.27+0.17 ay 1.27+0.05 az
0.1 Hg+1.0 Se 29.64+0.19 bx 5.88:+0.20 by 0.85+0.02 bz

Veriler Aritmetik ortalamatStandart hata seklinde sunulmustur. “a ve b” harfleri ayn1 dokudaki
derisimler arasindaki metal dizeylerinin ayrimini belirlemek amaciyla kullanilmstir. “x, y ve z”
harfleri ise ayni derisimdeki dokular arasindaki metal dizeylerinin ayirimini gdstermek icin
kullanilmigtir. Farkl harfler, veriler arasindaki istatistiksel ayrim oldugunu gdéstermektedir (P<0.05).
SP: Saptanamamustir.
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Selenyum ortam derisimlerinin stireye bagli olarak belirli bir dokuda civa
birikimine etkisini belirlemek icin verilerin istatistiksel analizi yapilmis ve sonuglar
Sekil 4.1 (A, B, C)’de gosterilmistir. Aynt ortam derisiminde etki stresine baglh
olarak dokulardaki civa birikiminin arttigi gozlenmistir. Solungag, karaciger ve kas
dokularinda stireye bagl olarak gozlenen civa diizeyindeki artigin, civa+selenyum
karistmina oranla civamin tek basina etkisinde daha yuksek oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.1, P<0.05). 0.1 mg/L Hg ve 0.1 mg/L Hg + 1.0 mg/L Se etkisinde 7 gunlik
streye oranla 21 gunlik sire sonunda dokulardaki civa diizeyi, sirasiyla, solungacta
%116 ve %112, karacigerde %56 ve %39 ve kas dokusunda %48 ve %35 diizeyinde
arttig1 saptanmstir. Denenen her iki stirede de civa+selenyum karigiminin etkisindeki
baliklarin dokularindaki civa diizeyi, civanin tek basina etkisine birakilanlara oranla
daha distk oldugu belirlenmistir. Selenyum, her iki derisim ve slrede de
dokulardaki civa birikimini dnemli miktarda distrmustir (Sekil 4.1, P<0.05).

Solunga¢ dokusunda civa duizeyi, her iki ortam derisiminde de siireye bagh
olarak artis gostermistir. Solunga¢ dokusunda civa dizeylerinin calisilan selenyum
ortam derisimlerinin etkisinde 6nemli dizeyde azaldig1 belirlenmistir (Sekil 4.1 A).
0.1 mg/L Hg + 1.0 mg/L Se ortam derisimindeki azalis 7 gunlik stire sonunda %30
ve 21 ginlik sire sonunda ise %32 diizeyinde oldugu saptanmistir.

Karaciger dokusu civa duzeylerinde ayn: ortam derisiminde etki strenin
uzamasiyla artis belirlenmistir. Civa diizeyleri, denenen tim selenyum derisimlerinde
Onemli duzeylerde azalis gostermistir (Sekil 4.1 B). 0.1 mg/L Hg + 1.0 mg/L Se
karisimindaki azalma ilk etki slresi sonunda %29 ve son etki siiresi sonunda ise %37
duzeyinde gerceklesmistir.

Kas dokusundaki civa dizeylerinin de denenen ortam derisimlerinde etki
siresine bagh olarak arttigi belirlenmistir. Her iki selenyum ortam derigiminde de
kas dokusundaki civa birikiminde énemli bir azalma gozlenmistir (Sekil 4.1 C). 0.1
mg/L Hg + 1.0 mg/L Se karisimindaki azalma 7. ginde %26 ve 21. ginde %33
duzeyinde gerceklesmistir.
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Sekil 4.1. Ciwva ve civatselenyum ortam derisimlerinin etkisine birakilan
Oreochromis niloticus’ta solunga¢ (A), karaciger (B) ve kas (C)
dokularindaki civa birkimi Uzerine siirenin etkisi. “#” isareti aym
derisimde slreler arasindaki istatistiksel ayrimi gostermektedir
(P<0.05).
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Zeolitin civa birikimine etkisini saptamak amaciyla verilerin istatistik
analizleri yapilmis ve sonuglar Cizelge 4.5 ve 4.6’da verilmistir. Her iki etki stresi
sonunda her iki ortam derisiminde civa+zeolit karisgtminin etkisindeki baliklarin tim
dokularindaki civa birikiminin civamin tek basina etkisindeki baliklara oranla
istatistiksel olarak daha disuk oldugu saptanmistir (P<0.05). 21 gunlik sonunda
yuksek civatzeolit karigiminlarinin  etkisindeki baliklarin  dokularindaki civa
birikiminde yiiksek civa ortam derisiminin tek basina etkisine oranla solungagcta

%20, karacigerde %26 ve kasta %22 dlzeyinde azalis oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.5. 7 gun sureyle civa (mg/L) ve civa (mg/L) + zeolit (g/L) karisiminin
etkisine birakilan O. niloticus’un dokularindaki civa dizeyi (ug/g

k.a.)
DOKULAR

SOLUNGAGC KARACIGER KAS
DERISIM
0.0 SP SP SP
0.01 Hg 8.92+0.15 ax 2.07+0.07 ay 0.19+0.02 az
0.01 Hg+0.1 Zeolit  7.25+0.07 bx 1.71+0.05 by 0.13+0.02 bz
0.0 SP SP SP
0.1 Hg 20.12+0.44 ax 5.96+0.18 ay 0.86+0.03 az
0.1 Hg+1.0 Zeolit  17.09+0.13 bx 5.02+0.09 by 0.68+0.02 bz

Veriler Aritmetik ortalamatStandart hata seklinde sunulmustur. “a ve b” harfleri ayn1 dokudaki
derisimler arasindaki metal dizeylerinin ayrimini belirlemek amaciyla kullanilmistir. “x, y ve z”
harfleri ise ayni derisimdeki dokular arasindaki metal dizeylerinin ayirimin gdéstermek icin
kullanilmigtir. Farkl harfler, veriler arasindaki istatistiksel ayrim oldugunu gdéstermektedir (P<0.05).
SP: Saptanamamustir.
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Cizelge 4.6. 21 gun sureyle civa (mg/L) ve civa (mg/L) + zeolit (g/L) karisiminin
etkisine birakilan O. niloticus’un dokularindaki civa dizeyi (ug/g

k.a.)
DOKULAR
SOLUNGAC KARACIGER KAS

DERISIM

0.0 SP SP SP

0.01 Hg 24.19+0.21 ax 6.04+0.14 ay 0.32+0.03 az
0.01 Hg+0.1 Zeolit 20.33+0.28 bx 5.12+0.08 by 0.26+0.02 bz
0.0 SP SP SP

0.1 Hg 43.52+0.31 ax 9.27+0.17 ay 1.2740.05 az
0.1 Hg+1.0 Zeolit  34.98+0.19 bx 6.88+0.20 by 0.99+0.03 bz

Veriler Aritmetik ortalamatStandart hata seklinde sunulmustur. “a ve b” harfleri ayn1 dokudaki
derisimler arasindaki metal dizeylerinin ayrimini belirlemek amaciyla kullanilmistir. “x, y ve z”
harfleri ise ayni derisimdeki dokular arasindaki metal dizeylerinin ayirimini gdstermek icin
kullanilmigtir. Farkl harfler, veriler arasindaki istatistiksel ayrim oldugunu gdéstermektedir (P<0.05).
SP: Saptanamamustir.

Zeolit ortam derisimlerinin sireye bagl olarak belirli bir dokuda civa
birikimine etkisini belirlemek icin verilerin istatistik analizi yapilmis ve sonuclar
Sekil 4.2 (A, B, C)’de gosterilmistir. Ayn1 ortam derisiminde etkilesim stresinin
uzamasi ile balik dokularindaki civa birikiminde bir artis saptanmustir. incelenen tiim
dokulardaki slireye bagli olarak gozlenen civa duzeyindeki artisin, civatzeolit
karisimina oranla civanin tek basina etkisinde daha yiiksek oldugu belirlenmistir. 0.1
mg/L Hg ve 0.1 mg/L Hg + 1.0 g/L Zeolit etkisinde 7 ginlik siireye oranla 21
gunlik stre sonunda dokulardaki civa diizeyi, sirasiyla, solungagta %116 ve %104,
karacigerde %56 ve %37 ve kas dokusunda %48 ve %45 dizeyinde artigi
saptanmistir. Calisilan her iki siirede de civanin tek basina etkisindeki baliklarla
karsilastirildiginda civa+zeolit karisgimlarinin etkisindeki baliklarin dokularindaki
civa duzeyinin daha dislk oldugu belirlenmistir. Zeolitin, denenen tim derisim ve
strelerde solungag, karaciger ve kas dokularindaki civa birikimini anlamh
duzeylerde azalttigi belirlenmistir (Sekil 4.2, P<0.05).
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B001Hg @001+01Hg+Zeolit HBHO01Hz MWO1+10Hz+Zeolit
Sekil 4.2. Civa (mg/L) ve civa (mg/L) + zeolit (g/L) ortam derisimlerinin etkisine
birakilan Oreochromis niloticus’ta solungag (A), karaciger (B) ve kas (C)
dokularindaki civa birikimi Gzerine slrenin etkisi. “#” isareti ayni
derisimde sireler arasindaki istatistiksel ayrimi gostermektedir (P<0.05).
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Solunga¢ dokusu civa diizeyinin tim ortam derisimlerinde etkide kalinan
stireye bagl olarak arttigi saptanmistir. Solunga¢ dokusu civa diizeylerinde her iki
zeolit ortam derisiminde 6nemli dlzeylerde azalis oldugu belirlenmistir (Sekil 4.2
A). 0.1 mg/L Hg + 1.0 g/L Zeolit karisimindaki azalma 7. glinde %15 ve 21. glinde
%20 duzeyinde gerceklesmistir.

Karaciger dokusu civa dizeyleri her iki ortam derisiminde etki suresine baglh
olarak artis gostermistir. Civa duizeylerinin, tim zeolit ortam derisimlerinin etkisinde
O6nemli diizeyde azaldig1 belirlenmistr (Sekil 4.2 B). 0.1 mg/L Hg + 1.0 g/L Zeolit
karisimindaki azalis 7 gunluk siire sonunda %16 ve 21 ginlik sure sonunda ise %26
duizeyinde gerceklesmistir.

Kas dokusu civa duzeylerinin ise test edilen her iki derisimin etkisnde etki
stresine bagh olarak arttig1 belirlenmistir. Her iki zeolit ortam derisiminde de kas
dokusundaki civa birikiminde dnemli miktarlarda azalma gozlenmistir (Sekil 4.2 C).
0.1 mg/L Hg + 1.0 g/L Zeolit karistmindaki azalis 7 gunlik stre sonunda %20 ve son

etkilesim siresi sonunda ise %22 diizeyinde gerceklesmistir.

4.2. GSH Duzeyi

O. niloticus’ta belirli bir surede dokularda GSH duzeyi (izerine civa ve civa +
selenyum karigimlarinin derisime bagl etkileri Cizelge 4.7 ve 4.8’de verilmistir.
Denenen sireler dikkate alindiginda GSH duzeyinde civa ve civa+selenyum
karisimlarinin tim ortam derisimlerinde solungagta 6nemli bir azalma izlenirken
(P<0.05), karacigerde 21. glinde disuk civa ve civat+selenyum derisimleri disindaki
diger derisimlerinde 6nemli bir azalma saptanmistir (P<0.05). Kas dokusunda ise
civanin hem dogrudan hem de selenyumla birlikte etkisinde denenen tim ortam
derisimlerinde énemli bir degisim gdzlenmemistir (P>0.05). 7 gunlik stire sonunda
0.1 mg/L Hg ve 0.1 mg/L Hg + 1.0 mg/L Se karisiminin etkisinde GSH duzeyinde
sirasiyla, solungacta %53 ve %35 ve karacigerde ise %57 ve %40 duzeyinde azalis
gorulmustir. Bu durum, GSH dizeyinde saptanan azalmanin civatselenyum
karigiminin  etkisine oranla dogrudan civanin etkisinde daha fazla oldugunu

gostermektedir.
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Cizelge 4.7. 7 gun sureyle civa ve civa+selenyum karisiminin etkisine birakilan O.
niloticus’un dokularindaki GSH diizeyi (umol/g protein)

DERISIM (mg/L) SOLUNGAC KARACIGER KAS

0.0 1.69+0.04 a 1.29+0.03 a 1.96+0.05 a
0.01 Hg 1.02+0.05 b 0.69+0.04 b 1.90+0.07 a
0.01 Hg+0.1Se  1.28+0.03c 0.97+0.02 ¢ 1.93+0.06 a
0.0 1.69+0.04 a 1.29+0.03 a 1.96+0.05 a
0.1 Hg 0.80+0.02 b 0.55+0.03 b 1.92+0.04 a
0.1 Hg+1.0 Se 1.1040.02 0.78+0.04 ¢ 1.91+0.05 a

Veriler Aritmetik ortalamatStandart hata seklinde sunulmus olup “a, b ve ¢” harfleri aym dokudaki
derigimler arasindaki ayrimi saptamak icin kullanmilmstir. Farkli harfler, veriler arasindaki istatistiksel

ayrim oldugunu gostermektedir (P<0.05).

Cizelge 4.8. 21 gun slreyle civa ve civa+selenyum karistminin etkisine birakilan O.

niloticus’un dokularindaki GSH dizeyi (umol/g protein)

DERISIM (mg/L) SOLUNGAC KARACIGER KAS

0.0 1.7740.03 a 1.3240.04 a 1.98+0.04 a
0.01 Hg 1.30+0.02 b 1.2240.07 a 1.94+0.06 a
001 Hg+0.1Se  1.25+0.04 b 1.25+0.06 a 1.92+0.08 a
0.0 1.7740.03 a 1.3240.04 a 1.98+0.04 a
0.1 Hg 1.11+0.04 b 0.82+0.03 b 1.93+0.04 a
0.1 Hg+1.0 Se 1.19+0.02 b 1.0740.02 ¢ 1.95+0.07 a

Veriler Aritmetik ortalamazStandart hata seklinde sunulmus olup “a, b ve c¢” harfleri aym dokudaki
derigimler arasindaki ayrimi saptamak icin kullanmilmstir. Farkli harfler, veriler arasindaki istatistiksel

ayrim oldugunu gostermektedir (P<0.05).
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Sekil 4.3. Civa ve civatselenyum ortam derisimlerinin etkisine birakilan
Oreochromis niloticus’ta solunga¢ (A), karaciger (B) ve kas (C)
dokularindaki GSH dulzeyi Uzerine surenin etkisi. “#” isareti ayni
derisimde sireler arasindaki istatistiksel ayrimi gostermektedir
(P<0.05).
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O. niloticus’un belirli bir dokusundaki GSH duzeyi Uzerine civa ve
civatselenyum karigimlarinin streye baglh etkileri Sekil 4.3. (A, B ve C)’de
gosterilmistir. Ayni ortam derisiminde sireye bagl: olarak solungag GSH diizeyinde
civanin dogrudan etkisinde her iki ortam derisiminde de artig gozlenirken (P<0.05);
civat+selenyum karistminin her iki derisiminde anlamli bir degisim gozlenmemistir
(P>0.05). Karaciger dokusundaki GSH duzeyi hem civanin tek basina hem de
selenyumla birlikte etkisinde slrenin uzamasiyla Onemli bir sekilde arttig
saptanmistir  (P<0.05). 7 gunlik sireye oranla 21 gunlik etkilesim peryodunun
sonunda karaciger GSH diizeyi 0.1 mg/L Hg ve 0.1 mg/L Hg + 1.0 mg/L Se
karisiminda sirasiyla, %49 ve %37 dizeyinde artis gostermistir. Kas dokusunda ise
anlamli bir degisim ortam derisimlerinde oldugu gibi etki stresine bagl olarak da
belirlenmemistir (P>0.05).

Belirli bir surede O. niloticus’ta incelenen tim dokularin GSH duzeyleri
Uzerine civa ve civatzeolit karisgimlarinin derisime bagl etkileri Cizelge 4.9 ve
4.10°da verilmistir. Her iki etki siresi dikkate alindiginda ortamda bulunan civa ve
civa+zeolit derigimi arttikca solunga¢ GSH dizeyinin kontrole gore azaldigi
belirlenmistir (P<0.05). Yuksek ortam derisimlerinde 7 ve 21 gunluk surelerde
civanin dogrudan etkisindeki azalmanin civa+zeolit karigiminin etkisine oranla daha
fazla oldugu gozlenmistir (P<0.05). Karaciger GSH duzeyi 21 glnlik strede distk
ortam derisimleri hari¢c denenen tim ortam derisimlerinde O6nemli bir azalma
gostermis (P<0.05) ve bu azalislarin civanin dogrudan etkisine oranla civa+zeolit
karisimlarinin etkisinde daha az oldugu saptanmistir (P<0.05). 7 giinliik siire sonunda
0.1 mg/L Hg ve 0.1 mg/L Hg + 1.0 g/L Zeolit karisiminin etkisinde GSH duizeyinde
sirasiyla, solungacta %53 ve %40 ve karacigerde ise %57 ve %42 duzeyinde azalis
gorulmustir. Kas GSH diizeyinde ise hem civanin dogrudan hem de zeolitle birlikte
etkisinde denenen tiim ortam derisimlerinde her iki etkilesim stiresinde de anlamli bir

degisim belirlenmemistir (P>0.05).
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Cizelge 4.9. 7 gln slreyle civa (mg/L) ve civa (mg/L) + zeolit (g/L)karisiminin
etkisine birakilan O. niloticus’un dokularindaki GSH diizeyi (umol/g

protein)

DERISIM SOLUNGAC KARACIGER KAS

0.0 1.69+0.04 a 1.29+0.03 a 1.96+0.05 a
0.01 Hg 1.02+0.05 b 0.69+0.04 b 1.90+0.07 a
0.01 Hg+0.1 Zeolit 1.10+0.06 b 0.89+0.03 c 1.97+0.05 a
0.0 1.69+0.04 a 1.29+0.03 a 1.96+0.05 a
0.1 Hg 0.80£0.02 b 0.55+0.03 b 1.92+0.04 a
0.1 Hg+1.0 Zeolit  1.01+0.03c 0.74+0.02 c 1.95+0.03 a

Veriler Aritmetik ortalamatStandart hata seklinde sunulmus olup “a, b ve c¢” harfleri aym dokudaki
derigsimler arasindaki ayrim: saptamak icin kullanmilmistir. Farkli harfler, veriler arasindaki istatistiksel
ayrim oldugunu gostermektedir (P<0.05).

Cizelge 4.10. 21 giin sureyle civa (mg/L) ve civa (mg/L) + zeolit (g/L) karisiminin
etkisine birakilan O. niloticus’un dokularindaki GSH diizeyi (umol/g

protein)

DERISIM SOLUNGAC KARACIGER KAS

0.0 1.77+0.03 a 1.32+0.04 a 1.98+0.04 a
0.01 Hg 1.30+0.02 b 1.22+0.07 a 1.94+0.06 a
0.01 Hg+0.1 Zeolit 1.35+0.02 b 1.28+0.05 a 1.93+0.06 a
0.0 1.77+£0.03 a 1.32+0.04 a 1.98+0.04 a
0.1 Hg 1.11+0.04 b 0.82+0.03 b 1.93+0.04 a
0.1 Hg+1.0 Zeolit  1.07%0.06 b 1.03+0.03 c 1.96+0.05 a

Veriler Aritmetik ortalamazStandart hata seklinde sunulmus olup “a, b ve c¢” harfleri aym dokudaki
derigsimler arasindaki ayrim: saptamak icin kullanmlmustir. Farkli harfler, veriler arasindaki istatistiksel
ayrim oldugunu gostermektedir (P<0.05).

45



4. BULGULAR Ozge FIRAT

A)
= 2.4 -
; 1.3 - T )
= #
= 12
= T
2
=06
L I:' ,
7 21
B) 2
S 15-
0 T r # i )
EREEY #
=
B
o 0.5 -
|}
7 21
O _ 4.
E T T —T—__'r I
_?_—E 1.3 4 i
S 12
S
S 0.6

Siire (Gim) o
Sekil 4.4. Civa (mg/L) ve civa (mg/L) + zeolit (g/L) ortam derisimlerinin etkisine
birakilan Oreochromis niloticus’ta solungag (A), karaciger (B) ve kas (C)
dokularindaki GSH duzeyi (zerine surenin etkisi. “#” isareti aym
derisimde sureler arasindaki istatistiksel ayrimi gostermektedir (P<0.05).
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O. niloticus’un belirli bir dokusundaki GSH duzeyi Uzerine civa ve
civatzeolit karisimlarinin  streye bagh etkileri Sekil 4.4. (A, B ve C)’de
gosterilmistir. Ayni1 ortam derisiminin etkisinde solunga¢ GSH dlzeyi civanin
dogrudan etkisinde her iki ortam derisiminde, civa+zeolit karisiminin ise disuk
ortam derisimlerinde siirenin uzamasina bagl olarak artis gostermistir (P<0.05).
Karaciger GSH diizeyi sirenin uzamasina bagl olarak hem civanin tek basina hem
de zeolitle birlikte etkisinde her iki ortam derisimlerinde de énemli olacak sekilde
arttigr belirlenmistir (P<0.05). 7 glnlik slreye oranla 21 glnlik sire sonunda
karaciger GSH diizeyi 0.1 mg/L Hg ve 0.1 mg/L Hg + 1.0 g/L Zeolit karisiminda
sirasiyla, %49 ve %39 diizeyinde artis gostermistir. Kas dokusunda ise test edilen
tim civa ve civatzeolit ortam derisimlerinde 7 ve 21 gunluk sureler arasinda 6nemli

bir degisim saptanmamistir (P>0.05).

4.3. GSH ile Tliskili Enzim Aktiviteleri

4.3.1. GPx Aktivitesi

O. niloticus’ta belirli bir stirede dokularda GPx aktivitesi Uzerine civa ve
civatselenyum karisimlarinin  derisime bagl etkileri Cizelge 4.11 ve 4.12°de
verilmistir. Denenen siireler dikkate alindiginda solunga¢g GPx aktivitesi kontrol
grubuyla karsilastirildiginda 7 giinliik stire sonunda 0.01 ve 0.1 mg/L Hg etkisinde
artarken (P<0.05), civatselenyum karigimlarinin etkisinde O6nemli bir degisim
gostermemistir (P>0.05). 21 gunluk siire sonunda denenen tiim ortam derisimlerinin
etkisinde civanin tek basina ve selenyumla birlikte etkisinde ise solunga¢ GPx
aktivitesinde 6nemli bir degisim g6zlenmemistir (P>0.05). Karaciger GPx aktivitesi
her iki civa ortam derisiminde ve denenen her iki sire sonunda 0nemli duzeyde
artarken, civa+selenyum karisimlarinin ise yiksek ortam derisiminde 7 glnluk stre
sonunda arttig1 belirlenmistir (P<0.05). 7. gun sonunda gdzlenen artisin yuksek civa
ve civatselenyum karisimlar: arasinda 6nemli istatistik ayrim gosterdigi saptanmastir
(P<0.05). 7 glnluk stre sonunda 0.1 mg/L Hg ve 0.1 mg/L Hg + 1.0 mg/L Se
karisiminin etkisinde karaciger GPx aktivitesinde sirasiyla, %75 ve %29 dlzeyinde
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artis belirlenmistir. Kas dokusunda ise hem civanin dogrudan hem de selenyumla

birlikte etkisinde denenen tim ortam derisimlerinde anlamli bir degisim

g6zlenmemistir (P>0.05).

Cizelge 4.11. 7 gun sireyle civa ve civa+selenyum karisiminin etkisine birakilan O.

niloticus’un dokularindaki GPx aktivitesi (U/mg protein)

DERISIM (mg/L) SOLUNGAGC KARACIGER KAS

0.0 0.55+0.02 a 0.48+0.03 a 0.22+0.03 a
0.01 Hg 0.68+0.01 b 0.72+0.04 b 0.20+0.02 a
001 Hg+0.1Se  0.56+0.02 a 0.51+0.02 a 0.21+0.04 a
0.0 0.55+0.02 a 0.48+0.03 a 0.22+0.03 a
0.1 Hg 0.75:0.03 b 0.84+0.03 b 0.21+0.04 a
0.1 Hg+1.0 Se 0.54+0.03 a 0.62+0.02 0.21+0.02 a

Veriler Aritmetik ortalamazStandart hata seklinde sunulmus olup “a, b ve c¢” harfleri aym dokudaki
derisimler arasindaki ayrim: saptamak icin kullanmlmustir. Farkli harfler, veriler arasindaki istatistiksel

ayrim oldugunu gostermektedir (P<0.05).

Cizelge 4.12. 21 glin sureyle civa ve civa+selenyum karisiminin etkisine birakilan

O. niloticus’un dokularindaki GPx aktivitesi (U/mg protein)

DERISIM (mg/L)  SOLUNGAGC KARACIGER KAS

0.0 0.53+0.04 a 0.49+0.02 a 0.21+0.02 a
0.01 Hg 0.52+0.03 a 0.64+0.02 b 0.21+0.03 a
0.0l Hg+0.1Se  0.54+0.02 a 0.50+0.01 a 0.22+0.02 a
0.0 0.53+0.04 a 0.49+0.02 a 0.21+0.02 a
0.1 Hg 0.60+0.02 a 0.65+0.03 b 0.22+0.02 a
0.1 Hg+1.0 Se 0.57+0.04 a 0.47+0.03 a 0.230.03 a

Veriler Aritmetik ortalamatStandart hata seklinde sunulmus olup “a ve b” harfleri aym dokudaki
derigimler arasindaki ayrimi saptamak icin kullanmilmstir. Farkli harfler, veriler arasindaki istatistiksel
ayrim oldugunu gostermektedir (P<0.05).
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Sekil 4.5. Civa ve civatselenyum ortam derisimlerinin etkisine birakilan
Oreochromis niloticus’ta solunga¢ (A), karaciger (B) ve kas (C)
dokularindaki GPx aktivitesi Uzerine surenin etkisi. “#” isareti ayni
derisimde slreler arasindaki istatistiksel ayrimi gostermektedir
(P<0.05).
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O. niloticus’un belirli bir dokusundaki GPx aktivitesi (zerine civa ve
civatselenyum karigimlarinin streye baglh etkileri Sekil 4.5. (A, B ve C)’de
gosterilmistir. Solungag GPx aktivitesinde civanin dogrudan etkisinde her iki ortam
derisiminde de sure arttikca bir azalis go6zlenirken (P<0.05); civatselenyum
karigiminin her iki ortam derisiminde anlamli bir degisim gozlenmemistir (P>0.05).
Karaciger GPx aktivitesi sureye bagli olarak hem civamin tek basina hem de
selenyumla birlikte etkisinde yuksek ortam derisimlerinde 6nemli diizeyde azalmistir
(P<0.05). 7 gunluk streye oranla 21 gunlik sure sonunda karaciger GPx aktivitesi
0.1 mg/L Hg ve 0.1 mg/L Hg + 1.0 mg/L Se karisiminda sirasiyla, %22 ve %24
dizeyinde azalis gostermistir. Bununla birlikte kas dokusunda sureye bagli olarak
tim ortam derisimlerinde 6nemli bir degisim saptanamamistir (P>0.05).

Denenen sureler sonunda O. niloticus’un dokularindaki GPx aktivitesine civa
ve civatzeolit karnisimlarimin derisime baglh etkileri Cizelge 4.13 ve 4.14°de
verilmistir. Etkilesim sureleri dikkate alindiginda solunga¢g GPx aktivitesinin sadece
7 gunlik sire sonunda ve civanin tek basina etkisinde disik ve yuksek ortam
derigsimlerinde 6nemli bir degisim gosterdigi ve kontrol grubuyla karsilastirildiginda
arttigi belirlenmistir (P<0.05). Karaciger GPx aktivitesi, disuk ve yiksek civa
derisimlerinin etkisinde denenen sireler sonunda, civa+zeolit karisimlarinin 7 gunlik
stire sonunda her iki ortam derisiminde, 21 gunlik slrenin etkisinde ise sadece dusuk
ortam derisiminde artis gostermistir (P<0.05). Karaciger GPx aktivitesinde gozlenen
bu artis 7 gunlik sire sonunda distk ve yiksek civa ve civatzeolit karisimlar:
arasinda 6nemli oldugu (P<0.05) ve civanin dogrudan etkisinde bu artisin daha fazla
oldugu saptanmustir. 7 gunlik stre sonunda 0.1 mg/L Hg ve 0.1 mg/L Hg + 1.0 g/L
Zeolit kanistminin etkisinde karaciger GPx aktivitesinde sirasiyla, %75 ve %35
duzeyinde artis belirlenmistir. Kas dokusunda ise hem civanin dogrudan hem de
zeolit birlikte etkisinde denenen tim ortam derisimlerinde anlaml:i bir degisim

g6zlenmemistir (P>0.05).
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Cizelge 4.13. 7 gln sureyle civa (mg/L) ve civa (mg/L) + zeolit (g/L)karisiminin
etkisine brrakilan O. niloticus’un dokularindaki GPx aktivitesi
(U/mg protein)

DERISIM SOLUNGAC KARACIGER KAS

0.0 0.55+0.02 a 0.48+0.03 a 0.22+0.03 a
0.01 Hg 0.68+0.01 b 0.72+0.04 b 0.20+0.02 a
0.01 Hg+0.1 Zeolit 0.57+0.01 a 0.58+0.01 c 0.20+0.04 a
0.0 0.55+0.02 a 0.48+0.03 a 0.22+0.03 a
0.1Hg 0.75+£0.03 b 0.84+0.03 b 0.21+0.04 a
0.1 Hg+1.0 Zeolit  0.53+0.04 a 0.65+0.01 c 0.22+0.02 a

Veriler Aritmetik ortalamatStandart hata seklinde sunulmus olup “a, b ve c¢” harfleri aym dokudaki
derigsimler arasindaki ayrim: saptamak icin kullanmilmistir. Farkli harfler, veriler arasindaki istatistiksel
ayrim oldugunu gostermektedir (P<0.05).

Cizelge 4.14. 21 giin sureyle civa (mg/L) ve civa (mg/L) + zeolit (g/L) karisiminin
etkisine brrakilan O. niloticus’un dokularindaki GPx aktivitesi
(U/mg protein)

DERISIM SOLUNGAC KARACIGER KAS

0.0 0.53+0.04 a 0.49+0.02 a 0.21+0.02 a
0.01 Hg 0.52+0.038 a 0.64+0.02 b 0.21+0.02 a
0.01 Hg+0.1 Zeolit 0.51+0.02 a 0.63+0.03 b 0.20+0.03 a
0.0 0.53+0.04 a 0.49+0.02 a 0.21+0.02 a
0.1 Hg 0.60+0.02 a 0.65+0.03 b 0.22+0.02 a
0.1 Hg+1.0 Zeolit  0.56+0.05 a 0.50+0.02 a 0.20+0.08 a

Veriler Aritmetik ortalamatStandart hata seklinde sunulmus olup “a ve b” harfleri ayn1 dokudaki
derigimler arasindaki ayrim: saptamak icin kullanmlmstir. Farkl harfler, veriler arasindaki istatistiksel

ayrim oldugunu gostermektedir (P<0.05).
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Sekil 4.6. Civa (mg/L) ve civa (mg/L) + zeolit (g/L) ortam derisimlerinin etkisine
birakilan Oreochromis niloticus’ta solungag (A), karaciger (B) ve kas (C)
dokularindaki GPx aktivitesi Uzerine surenin etkisi. “#” isareti aym
derisimde sureler arasindaki istatistiksel ayrimi gostermektedir (P<0.05).
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4. BULGULAR Ozge FIRAT

O. niloticus’un belirli bir dokusundaki GPx aktivitesi (zerine civa ve
civat+zeolit karisimlarinin streye bagl etkileri Sekil 4.6. (A, B ve C)’de
gosterilmistir. Solunga¢ GPx aktivitesi ayn1 ortam derisimin etkisinde sire arttikca
dusuk ve vyiiksek civa ortam derisimlerinde bir azalis gosterirken (P<0.05);
civa+tzeolit karistminin her iki ortam derisiminde etki siiresine bagli olarak anlaml
bir degisim gostermemistir (P>0.05). Karaciger GPx aktivitesi hem civanin tek
basina hem de civa+zeolit karisiminin etkisinde yiiksek ortam derisimlerinde etki
stiresine bagl olarak anlamli bir sekilde azalmigstir (P<0.05). 7 giinliik sureye oranla
21 glnlik stre sonunda karaciger GPx aktivitesi 0.1 mg/L Hg ve 0.1 mg/L Hg + 1.0
g/L Zeolit karisiminda sirasiyla, %22 ve %23 duzeyinde azalis gostermistir. Bununla
birlikte kas dokusunda streye bagli olarak tim ortam derisimlerinde 6nemli bir

degisim saptanamamistir (P>0.05).

4.3.2. GST Aktivitesi

O. niloticus’ta belirli bir siirede dokularda GST aktivitesi lzerine civa ve
civat+selenyum karisimlarinin derisime bagl etkileri Cizelge 4.15 ve 4.16°’da
verilmistir. Her iki etkilesim suresi dikkate alindiginda solunga¢ GST aktivitesi
kontrol grubuyla karsilastirildiginda 7 glnlik siire sonunda civa ve civa+selenyum
karigimlarinin dustik ve yiksek ortam derisimlerinin etkisinde arttigi (P<0.05) ve bu
artisin civanin yuksek ortam derisimlerinin etkisinde daha fazla oldugu belirlenmistir
(P<0.05). Bununla birlikte 21 gunlik stire sonunda 0.1 mg/L Hg ortam derisimi hari¢
denenen tim ortam derisimlerinde solunga¢ GST aktivitesinde énemli bir degisim
gozlenmemistir (P>0.05). Karaciger GST aktivitesi disuk ve yiksek ortam
derigsimlerinde civanin dogrudan etkisinde 7 ve 21 glnlik streler sonunda,
civat+selenyum karisimlarinda ise 7 ginlik stire sonunda 6nemli bir artis gostermistir
(P<0.05). Kas GST aktivitesinde ise sadece 7 ginlik sirenin sonunda 0.1 mg/L Hg
ve 0.1 mg/L Hg + 1.0 mg/L Se karistminin etkisinde énemli bir artis saptanmistir
(P<0.05). Analiz edilen tim dokularda 7 gunlik sure sonunda yiksek ortam
derisimlerinde civa ve civa+selenyum karisimlar: arasinda gézlenen artislarin énemli

oldugu belirlenmistir (P<0.05). 7 gilinltik stre sonunda 0.1 mg/L Hg ve 0.1 mg/L Hg
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4. BULGULAR Ozge FIRAT

+ 1.0 mg/L Se karisiminin etkisinde GST aktivitesi sirasiyla, solungacta %64 ve
%35, karacigerde %61 ve %29, kasta ise %15 ve %10 dlizeyinde artis gostermistir.

Cizelge 4.15. 7 glin sureyle civa ve civa+selenyum karisiminin etkisine birakilan O.
niloticus’un dokularindaki GST aktivitesi (U/mg protein)

DERISIM (mg/L) SOLUNGAGC KARACIGER KAS

0.0 12.030.21 a 22.15+0.44 a 4.17+0.05 a
0.01 Hg 15.26+0.33 b 28.45+0.20 b 4.22+0.07 a
0.01 Hg+0.1Se  14.90+0.29 b 25.19+0.31 ¢ 4.20+0.06 a
0.0 12.030.21 a 22.15+0.44 a 4.17+0.05 a
0.1 Hg 19.71+0.42 b 35.72+0.68 b 4.81+0.04 b
0.1 Hg+1.0 Se 16.29+0.19 28.63+0.54 ¢ 4.59+0.03 ¢

Veriler Aritmetik ortalamatStandart hata seklinde sunulmus olup “a, b ve c¢” harfleri aym dokudaki
derisimler arasindaki ayrim: saptamak icin kullamlmustir. Farkli harfler, veriler arasindaki istatistiksel
ayrim oldugunu gostermektedir (P<0.05).

Cizelge 4.16. 21 glin sireyle civa ve civa+selenyum karisiminin etkisine birakilan
O. niloticus’un dokularindaki GST aktivitesi (U/mg protein)

DERISIM (mg/L) SOLUNGAC KARACIGER KAS

0.0 12.19+0.17 a 23.48+0.57 a 3.98+0.07 a
0.01 Hg 12.56+0.24 a 27.24+0.15 b 3.83+0.09 a
0.01 Hg+0.1Se  11.95+0.38a 22.85+0.78 a 3.90+0.05 a
0.0 12.19+0.17 a 23.48+0.57 a 3.98+0.07 a
0.1 Hg 15.81+0.41 b 30.18+0.34 b 4.02+0.06 a
0.1 Hg+1.0 Se 12.93+0.19 a 24.09+0.17 a 3.89+0.07 a

Veriler Aritmetik ortalamatStandart hata seklinde sunulmus olup “a ve b” harfleri aym dokudaki
derigimler arasindaki ayrimi saptamak icin kullanmilmstir. Farkli harfler, veriler arasindaki istatistiksel
ayrim oldugunu gostermektedir (P<0.05).
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47. Cwva ve civatselenyum ortam derisimlerinin etkisine birakilan

Oreochromis niloticus’ta solunga¢ (A), karaciger (B) ve kas (C)
dokularindaki GST aktivitesi Uzerine siirenin etkisi. “#” isareti ayni
derisimde slreler arasindaki istatistiksel ayrimi gostermektedir
(P<0.05).
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4. BULGULAR Ozge FIRAT

O. niloticus’un belirli bir dokusundaki GST aktivitesi Uzerine civa ve
civatselenyum karigimlarinin streye bagh etkileri Sekil 4.7. (A, B ve C)’de
gosterilmistir. Ayn1 ortam derisimin etkisinde sire arttik¢a solungag GST aktivitesi
hem civanin hem de civa+selenyum karisiminin her iki ortam derisiminde azalis
gostermistir (P<0.05). Karaciger GST aktivitesinde slreye bagli olarak hem civanin
tek basina hem de selenyumla birlikte etkisinde tim ortam derisimlerinde anlaml1 bir
degisim saptanmamistir (P>0.05). Kas GST aktivitesi ise yuksek civa ve
civat+selenyum karisiminin etkisinde sireye bagli olarak bir azalhs gostermistir
(P<0.05). 7 gunluk sureye oranla 21 ginlik siire sonunda GST aktivitesi 0.1 mg/L
Hg ve 0.1 mg/L Hg + 1.0 mg/L Se karisimin etkisinde sirasiyla, solungagta %20 ve
%21, kasta ise %16 ve %15 diizeyinde azalmastir.

O. niloticus’ta belirli bir strede dokularda GST aktivitesi Uzerine civa ve
civa+tzeolit karisimlarinin derisime bagh etkileri Cizelge 4.17 ve 4.18’de verilmistir.
Denenen sireler dikkate alindiginda solunga¢ GST aktivitesi kontrol grubuyla
karsilastirildiginda 7 gunluk siire sonunda civa ve civatzeolit karigimlarinin disuk
ve yiksek ortam derisimlerinde, 21 gunlik siire sonunda ise sadece 0.1 mg/L Hg
etkisinde 6nemli bir artis kaydetmistir (P<0.05). Karaciger GST aktivitesi 7 gunliik
siire sonunda civa ve civatzeolit karistmlarinin her iki ortam derisimlerinde de
artarken ve 21 gunlik sire sonunda 0.01 Hg mg/L + 0.1 g/L Zeolit derisimi hari¢
diger ortam derisimlerinin etkisinde artis gostermistir (P<0.05). Solunga¢ ve
karaciger dokularinda gozlenen artislarin 7 gunlik sire sonunda yiksek ortam
derisimlerinde civa ve civa+zeolit karisimlar: arasinda anlamli oldugu belirlenmistir
(P<0.05). 7 gunluk stre sonunda 0.1 mg/L Hg ve 0.1 mg/L Hg + 1.0 g/L Zeolit
karisiminin etkisinde GST aktivitesi sirasiyla, solungagta %64 ve %34, karacigerde
%61 ve %36 dizeyinde artis gostermistir. Kas GST aktivitesi ise sadece 7 gunluk
siire sonunda 0.1 mg/L Hg ve 0.1 mg/L Hg + 1.0 g/L Zeolit karistminin etkisinde

onemli bir artis gostermistir (P<0.05).
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Cizelge 4.17. 7 gun sureyle civa (mg/L) ve civa (mg/L) + zeolit (g/L) karisiminin
etkisine birakilan O. niloticus’un dokularindaki GST aktivitesi
(U/mg protein)

DERISIM SOLUNGAC KARACIGER KAS

0.0 12.03+0.21 a 22.15+0.44 a 4.17+0.05 a
0.01 Hg 15.26+0.33 b 28.45+0.20 b 4.22+0.07 a
0.01 Hg+0.1 Zeolit 15.11+0.43 Db 25.05+0.21 ¢ 4.25+0.08 a
0.0 12.03+0.21 a 22.15+0.44 a 4.17+0.05 a
0.1 Hg 19.71+0.42 b 35.72+0.68 b 4.81+0.04 b
0.1 Hg+1.0 Zeolit  16.17+0.24 c 30.10+0.32 ¢ 4.72+0.07 b

Veriler Aritmetik ortalamatStandart hata seklinde sunulmus olup “a, b ve c¢” harfleri aym dokudaki
derigsimler arasindaki ayrim: saptamak icin kullanmilmistir. Farkli harfler, veriler arasindaki istatistiksel
ayrim oldugunu gostermektedir (P<0.05).

Cizelge 4.18. 21 giin sureyle civa (mg/L) ve civa (mg/L) + zeolit (g/L) karisiminin
etkisine birakilan O. niloticus’un dokularindaki GST duizeyi (U/mg

protein)

DERISIM SOLUNGAC KARACIGER KAS

0.0 12.19+0.17 a 23.48+0.57 a 3.98+0.07 a
0.01 Hg 12.56+0.24 a 27.24+0.15 b 3.83+0.09 a
0.01 Hg+0.1 Zeolit 12.87+0.65 a 24.11+0.48 a 3.87+0.06 a
0.0 12.19+0.17 a 23.48+0.57 a 3.98+0.07 a
0.1 Hg 15.81+0.41 b 30.18+0.34 b 4.02+0.06 a
0.1 Hg+1.0 Zeolit  11.73+0.57 a 26.29+0.15 ¢ 3.92+0.09 a

Veriler Aritmetik ortalamazStandart hata seklinde sunulmus olup “a, b ve c¢” harfleri aym dokudaki
derigsimler arasindaki ayrim: saptamak icin kullanmlmustir. Farkli harfler, veriler arasindaki istatistiksel

ayrim oldugunu gostermektedir (P<0.05).
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Sekil 4.8. Civa (mg/L) ve civa (mg/L) + zeolit (g/L) ortam derisimlerinin etkisine
birakilan Oreochromis niloticus’ta solungag (A), karaciger (B) ve kas (C)
dokularindaki GST aktivitesi (zerine sirenin etkisi. “#” isareti aym
derisimde sireler arasindaki istatistiksel ayrimi gostermektedir (P<0.05).
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O. niloticus’un belirli bir dokusundaki GST aktivitesi Uzerine civa ve
civatzeolit karisimlarinin  streye bagl etkileri Sekil 4.8. (A, B ve C)’de
gosterilmistir. Ayni1 ortam derisiminin etkisinde sure arttik¢a solunga¢ GST aktivitesi
0.01 ve 0.1 mg/L Hg ve 0.1 mg/L Hg + 1.0 g/L Zeolit karistminda azalis géstermistir
(P<0.05). Karaciger GST aktivitesinde sureye bagl olarak civa ve civatzeolit
karigimlarinin  tim ortam derisimlerinde anlamli bir degisim saptanmamistir
(P>0.05). Kas GST aktivitesinde ise civanin tek basina ve zeolitle birlikte etkisinde
yuksek ortam derigsimlerinde slireye bagl olarak bir azalis belirlenmistir (P<0.05). 7
gunlik streye oranla 21 gunlik stre sonunda GST aktivitesi 0.1 mg/L Hg ve 0.1
mg/L Hg + 1.0 g/L Zeolit karisimin etkisinde sirasiyla, solungagta %20 ve %27,

kasta ise %17 ve %16 dizeyinde azalmistir.

4.3.3. GR Aktivitesi

Denenen sirelerde O. niloticus’un dokulardaki GR aktivitesine civa ve
civat+selenyum karisimlarinin derisime bagli etkileri Cizelge 4.19 ve 4.20°de
verilmistir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda 7 ginlik stre sonunda solungag ve
karaciger GR aktiviteleri civanin dogrudan ve selenyumla birlikte etkisinde diistik ve
yuksek ortam derisimlerinin etkisinde azaldig1 (P<0.05) ve bu azalisin yuksek ortam
derigsimlerinde civanin tek basina etkisinde daha fazla oldugu belirlenmistir (P<0.05).
21 gunlik stre sonunda ise 0.1 mg/L Hg etkisinde solungag ve karaciger dokularinda
GR aktivitesindeki azahs (P<0.05) disinda denenen diger ortam derisimlerinde
6nemli bir degisim gozlenmemistir (P>0.05). 7. giin sonunda 0.1 mg/L Hg ve 0.1
mg/L Hg + 1.0 mg/L Se kanisiminin etkisinde GR aktivitesi sirasiyla, solungagcta
%43 ve %29, karacigerde %48 ve %32 diizeyinde bir azalis gostermistir. Kas GR
aktivitesinde 7 ve 21 glnlik slrelerde civa ve civatselenyum karigimlarinin tim

ortam derisimlerinde anlamli bir degisim belirlenmemistir (P>0.05).
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Cizelge 4.19. 7 gun slreyle civa ve civa+selenyum karistminin etkisine birakilan O.
niloticus’un dokularindaki GR aktivitesi (U/mg protein)

DERISIM (mg/L) SOLUNGAGC KARACIGER KAS

0.0 0.084+0.002 a 0.056+0.003 a 0.008+0.002 a
0.01 Hg 0.065:£0.003 b 0.037+0.002 b 0.007+0.001 a
0.01 Hg+0.1Se  0.067+0.001 b 0.040+0.002 b 0.008+0.002 a
0.0 0.084+0.002 a 0.056+0.003 a 0.008+0.002 a
0.1 Hg 0.048+0.004 b 0.029:+0.004 b 0.008+0.002 a
0.1 Hg+1.0 Se 0.060+0.003 ¢ 0.038+0.002 ¢ 0.007+0.001 a

Veriler Aritmetik ortalamatStandart hata seklinde sunulmus olup “a, b ve ¢” harfleri aym dokudaki
derigimler arasindaki ayrimi saptamak icin kullanmilmstir. Farkli harfler, veriler arasindaki istatistiksel

ayrim oldugunu gostermektedir (P<0.05).

Cizelge 4.20. 21 glin sireyle civa ve civa+selenyum karisiminin etkisine birakilan
O. niloticus’un dokularindaki GR aktivitesi (U/mg protein)

DERISIM (mg/L) SOLUNGAGC KARACIGER KAS

0.0 0.083+0.003 a 0.054:+0.002 a 0.009+0.002 a
0.01 Hg 0.075:0.004 a 0.052+0.003 a 0.008+0.001 a
0.01 Hg+0.1Se  0.076+0.003 a 0.052:+0.004 a 0.009+0.001 a
0.0 0.083+0.003 a 0.054+0.002 a 0.009+0.002 a
0.1 Hg 0.0630.002 b 0.040+0.001 b 0.008+0.002 a
0.1 Hg+1.0 Se 0.082:0.002 a 0.051+0.002 a 0.008+0.001 a

Veriler Aritmetik ortalamatStandart hata seklinde sunulmus olup “a ve b” harfleri ayn1 dokudaki
derisimler arasindaki ayrim: saptamak icin kullanmilmistir. Farkli harfler, veriler arasindaki istatistiksel

ayrim oldugunu gostermektedir (P<0.05).
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4.9. Civa ve civatselenyum ortam derisimlerinin etkisine birakilan
Oreochromis niloticus’ta solunga¢ (A), karaciger (B) ve kas (C)

dokularindaki GR aktivitesi Uzerine sdrenin etkisi. “#” isareti ayn
derisimde slreler arasindaki istatistiksel ayrimi gostermektedir

(P<0.05).
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O. niloticus’un belirli bir dokusundaki GR aktivitesi (zerine civa ve
civatselenyum karigimlarinin streye baglh etkileri Sekil 4.9. (A, B ve C)’de
gosterilmistir. Ayn1 ortam derisimin etkisinde siire arttikga solunga¢ GR aktivitesi
test edilen tim ortam derisimlerinde artis gostermis ve bu artisin 0.1 mg/L Hg ve 0.1
mg/L Hg + 1.0 mg/L Se karigtminda anlamli oldugu belirlenmistir (P<0.05).
Karaciger GR aktivitesinde sureye bagli olarak hem civanin tek basina hem de
selenyumla birlikte etkisinde tim ortam derisimlerinde énemli bir artis ve bu artis da
istatiksel olarak anlaml: oldugu bulunmustur (P<0.05). 7 gunluk stireye oranla 21
gunlik sure sonunda GR aktivitesi 0.1 mg/L Hg ve 0.1 mg/L Hg + 1.0 mg/L Se
karisimin etkisinde sirasiyla, solungagta %31 ve %37, karacigerde ise %38 ve %34
duzeyinde artmistir. Kas GR aktivitesi ise streye bagli olarak disuk ve yiiksek ortam
derigsimlerinde civa ve civatselenyum karisimlarinda o6nemli  bir degisim
gostermemistir (P>0.05).

O. niloticus’ta belirli bir surede dokulardaki GR aktivitesi zerine civa ve
civa+zeolit karisimlarinin derisime bagl etkileri Cizelge 4.21 ve 4.22°de verilmistir.
Kontrol grubuyla karsilastirildiginda solungag GR aktivitesi 7 ginlik sire sonunda
civanin dogrudan ve zeolitle birlikte distik ve ylksek ortam derisimlerinin etkisinde
(P<0.05), 21 glnllk stre sonunda ise sadece 0.1 mg/L Hg etkisinde 6nemli bir azals
gostermistir (P<0.05). Karaciger GR aktivitesi, hem civa hemde civa+zeolit
karisimlarinin etkisinde 7 glnlik stire sonunda her iki ortam derisiminde; 21 glnlik
siire sonunda ise sadece yiiksek ortam derisiminin etkisinde anlaml: olacak sekilde
azalmistir (P<0.05). Karaciger dokusunda gozlenen bu azalis 7 gunliik stire sonunda
yuksek civa ve civatzeolit karisimi arasinda istatistiksel ayrim gostermis olup
civanin tek basina etkisinde GR aktivitesinin daha fazla azaldigi saptanmistir
(P<0.05). 7 gunluk siire sonunda 0.1 mg/L Hg ve 0.1 mg/L Hg + 1.0 g/L Zeolit
karistminin etkisinde GR aktivitesi karacigerde %48 ve %29 dizeyinde bir azalis
gostermistir. Kas GR aktivitesinde ise belirlenen silireler sonunda civa ve civatzeolit
karisimlarinin tim ortam derisimlerinde istatistiksel bir degisim saptanmamstir
(P>0.05).
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Cizelge 4.21. 7 gun sureyle civa (mg/L) ve civa (mg/L) + zeolit (g/L) karisiminin
etkisine birakilan O. niloticus’un dokularindaki GR aktivitesi (U/mg

protein)

DERISIM SOLUNGAC KARACIGER KAS

0.0 0.084+0.002 a 0.056+0.003 a 0.008+0.002 a
0.01 Hg 0.065+£0.003 b 0.037£0.002 b 0.007+£0.001 a
0.01 Hg+0.1 Zeolit 0.069+0.002 b 0.038+£0.003 b 0.008+0.001 a
0.0 0.084+0.002 a 0.056+0.003 a 0.008+0.002 a
0.1 Hg 0.048+0.004 b 0.029+£0.004 b 0.008+0.002 a
0.1 Hg+1.0 Zeolit  0.050+0.002 b 0.040£0.004 c 0.009+0.001 a

Veriler Aritmetik ortalamatStandart hata seklinde sunulmus olup “a, b ve c¢” harfleri aym dokudaki
derigsimler arasindaki ayrim: saptamak icin kullanmilmistir. Farkli harfler, veriler arasindaki istatistiksel

ayrim oldugunu gostermektedir (P<0.05).

Cizelge 4.22. 21 gun sureyle civa (mg/L) ve civa (mg/L) + zeolit (g/L) karistminin
etkisine birakilan O. niloticus’un dokularindaki GR aktivitesi (U/mg

protein)

DERISIM SOLUNGAGC KARACIGER KAS

0.0 0.083+0.003 a 0.054+0.002 a 0.009+0.002 a
0.01 Hg 0.075+0.004 a 0.052+0.003 a 0.008+0.001 a
0.01 Hg+0.1 Zeolit 0.078+0.004 a 0.055+0.003 a 0.008+0.002 a
0.0 0.083+0.003 a 0.054+0.002 a 0.009+0.002 a
0.1 Hg 0.063+0.002 b 0.040+0.001 b 0.008+0.002 a
0.1 Hg+1.0 Zeolit  0.079+0.003 a 0.041+0.002 b 0.009+0.001 a

Veriler Aritmetik ortalamatStandart hata seklinde sunulmus olup “a ve b” harfleri ayn1 dokudaki
derigimler arasindaki ayrimi saptamak icin kullanmlmstir. Farkli harfler, veriler arasindaki istatistiksel

ayrim oldugunu gostermektedir (P<0.05).
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0.02 -
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) 0.01 -

0.008 -

0,006
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G Aktivitesi (U /m g/ rotein

! Siire (Giin)
000 ©001Hz ®001+01Hg+Zeolit =0.1Hg ®0.1+1.0Hg+Zeolit

Sekil 4.10. Civa (mg/L) ve civa (mg/L) + zeolit (g/L) ortam derisimlerinin etkisine

birakilan Oreochromis niloticus’ta solunga¢ (A), karaciger (B) ve kas

(C) dokularindaki GR aktivitesi Uzerine sirenin etkisi. “#” isareti aym

derisimde sireler arasindaki istatistiksel ayrimi gostermektedir (P<0.05).
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O. niloticus’un belirli bir dokusundaki GR aktivitesi (zerine civa ve
civatzeolit karigimlarinin  streye bagh etkileri Sekil 4.10. (A, B ve C)’de
gosterilmistir. Ayni ortam derisimin etkisinde siire arttikga solunga¢ GR aktivitesi
hem civanin tek basina hem de zeolitle birlikte etkisinde tim ortam derisimlerinde
artis gostermis ancak bu artisin 0.1 mg/L Hg ve 0.1 mg/L Hg + 1.0 g/L Zeolit
karisiminda istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05). 7 gunlik sureye oranla
21 gunluk sure sonunda GR aktivitesi 0.1 mg/L Hg ve 0.1 mg/L Hg + 1.0 g/L Zeolit
karisimin etkisinde sirasiyla, solungacta %31 ve %58 duzeyinde artmistir. Karaciger
GR aktivitesi sureye bagl olarak civanin her iki ortam derisiminde, civa+zeolit
karisiminin ise disik ortam derisiminde énemli bir artis gostermistir (P<0.05). Kas
dokusundaki GR aktivitesinde dusik ve ylksek ortam derisimlerinde civa ve
civatzeolit kansimlarinda etki  sdreleri  arasinda istatistiksel  bir ayrim

belirlenmemistir (P>0.05).
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5. TARTISMA VE SONUC

Sunulan calismada, civanin yiksek ortam derisiminde ve 21 glnlik deney
stresince baliklarda 6lim gozlenmemistir. Metallerin yuksek ortam derisimlerinin
etkisinde organizmalarin hayatta kalabilmeleri, metal iyonlarinin hiicre igi
konsantrasyonlarinin regile edilebilme kapasitesiyle yakindan iligkilidir (Azevedo ve
ark., 2007). Sucul ortamlarda bulunan toksik agir metallerin ¢ogu, akuatik
organizmalarin i¢ dinamiklerinde dnemli degisikliklere neden olmaktadir (Nussey ve
ark., 1995). Bununla birlikte akuatik organizmalarin ¢ogu antioksidan sistem ve
detoksifikasyon mekanizmasi gibi koruyucu mekanizmalariyla belirli dizeylerdeki
agir metal Kirliligi bulunan ortamlarda yasamlarini surdirebilmektedir (Geret ve
Bebianno, 2004). Ozellikle metalin kronik etkisinde molekiiler ve hiicresel
duzeylerdeki koruyucu mekanizmalar toksik metal stresine uyumda 6énemli bir rol
oynamaktadir (Maracine ve Segner, 1998)

Akuatik organizmalar arasinda balhklar, cesitli agir metallerin zararh
etkilerine maruz kalmalar1 nedeniyle sucul ekosistemlerdeki metal Kirliliginin
izlenmesinde en 6nemli organizmalar olarak kullanilmaktadirlar (Van der Oost ve
ark., 2003). Baliklar agir metallerle kontaminasyon sureclerinde, metallerin ya
dogrudan solungac epiteli ve deri yoluyla veya dolayl olarak bagirsaklar araciligiyla
biyolojik bariyerleri gecerek viicuda alindig: ve solungag, karaciger ve bobrek gibi
metabolik olarak aktif dokularda biriktigi belirlenmistir (Mzimela ve ark., 2003). Bu
nedenle toksik metallerin alinim ve birikiminin kontroll, canli organizmalar igin
oldukga onemlidir. Sudaki besin zincirinin énemli bir 6gesi olan baliklar tizerinde
olumsuz bir etkinin olusmasi, ekosistemin gelecegi icin risk olusturacagindan
baliklarda civa birikiminin ve toksik etkilerinin c¢alisilmas: dnemlidir. Boylece
Ozellikle basta baliklar olmak Uzere akuatik organizmalardaki metallerin
biyobirikiminin belirlenmesi ayn1 zamanda sucul ortamlardaki agir metallerin
duzeylerinin belirlenmesine de olanak saglayacaktir. Baliklar, sudaki besin zincirinin
son halkasini olusturmalar: ve insanlar tarafindan besin kaynag: olarak tiketilmesi

nedeniyle, bircok ekotoksikolojik c¢alisma baliklardaki agir metal birikiminin
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belirlenmesine yonelik olarak yapilmistir (Cogun ve ark., 2006; Alhas ve ark., 2009;
Firat ve ark., 2009).

Tilapia (Oreochromis sp.) dinyada yaygin sekilde kaltirt yapilan tath su
baliklarindan birisidir. Ekotoksikolojik c¢aligmalarin  ¢ogunda bu tlr, akuatik
ekosistemlerdeki kirleticilerin etkilerini degerlendirmek amaciyla kullanilmaktadir.
Tilapia yiksek buyime hizi, farkli diyetlere adaptasyondaki yetenegi, hastaliklara ve
tasima esnasindaki streslere diren¢ gostermeleri, kolay uremeleri ve agir metal
stresini de iceren cesitli toksik maddelere karsi genis tolerans yetenegi gibi farkh
oOzellikleri nedeniyle toksikolojik calismalarda kullanilan iyi bir biyolojik modeldir
(Fontainhas-Fernandes, 1998).

Sunulan caligmada O. niloticus’un karaciger, solunga¢ ve kas dokularindaki
Hg birikiminin hem civanin tek basina hem de civa+ selenyum ve civa+ zeolit
karisimlarinin - ortam derisimlerinin etkisinde ve sireye bagli olarak arttigi
saptanmistir. Balik dokularindaki metal birikiminin metallerin konsantrasyonuna,
etki siresine, suyun kimyasal 6zelliklerine ve baliklarin metabolik aktivitelerine
bagl olarak farklilik gosterebildigi belirtilmektedir (Heath, 1995). 28 gun sureyle Zn,
Cd ve Zn+Cd karigimlarinin etkisine birakilan O. niloticus’un solungag ve karaciger
dokularindaki metal diizeylerinin tim ortam derisimlerinde 6nemli bir sekilde arttig
belirlenmistir (Firat ve ark., 2009). Hg birikimiyle ilgili yapilan bir ¢calismada Hg’nin
farkl ortam derigsimlerinin etkisine birakilan 1. melas’in karaciger dokusundaki Hg
birikiminin derisime ve sureye bagh olarak arttigi belirlenmistir (Elia ve ark., 2003).
Cu, Cu+EDTA, Pb ve Pb+ EDTA’1n etkisine birakilan O. niloticus’un dokularindaki
metal duzeylerinin arastirlldigi bir c¢alismada solungag, Kkaraciger ve kas
dokularindaki Cu ve Pb duzeylerinin ortam derisimi ve slreye bagl olarak arttig
ancak bu artisin ortamda EDTA bulundugunda EDTA’nin selator etkisine bagh
olarak azaldig: belirtilmistir (Gok ve ark., 2008).

Bu arastirmada denenen tim ortam derisimlerinin etkisinde ve calisilan
strelerde civa birikiminin en fazla solunga¢ dokusunda oldugu ve bunu sirasiyla
karaciger ve kas dokusunun izledigi saptanmistir. Kas dokusunda diger iki dokuya
oranla oldukca disik duzeyde Hg birikimi oldugu go6zlenmistir. Solungag

dokusundaki metal birikimi, baliklarin yasadigi ortamdaki metal dizeylerini
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yansitirken, karacigerdeki birikimi metallerin depo dizeylerini gostermektedir (Rao
ve Padmaja, 2000). Bu nedenle baliklardaki karaciger ve solunga¢ dokulari,
baliklarin diger dokularina oranla, su Kirliliginin indikatér dokulari olarak kabul
edilmektedir (Karadede ve ark., 2004). Farkl: balik tirlerinde yapilan ¢alismalarda
agir metallerin karaciger ve solunga¢ gibi metabolik olarak aktif dokularda daha
yuksek dlzeylerde biriktigi gozlenmistir (Kargin ve Erdem, 1991; Cogun ve ark.,
2006 Alhas ve ark., 2009).

Balik solungaclari, yalmizca bir solunum organi degil aym zamanda
osmoregilasyon ve bosaltim gibi gesitli fizyolojik fonksiyonlarin da yarutildigu bir
dokudur. Solungaclar, su ile dogrudan temasi ve genis yizey alanina sahip olmalar
nedeniyle cevresel Kirleticilere karsi ¢ok duyarlidir (Monteiro ve ark., 2008). Bu
nedenle solungaclar sudaki kirleticilerin toksik etkilerinden en fazla etkilenen doku
olarak dusunulmektedir. Solungaclar suda ¢oziinmiis metal iyonlarin alinmasinda ve
birikiminde 6énemli bir dokudur (McDonald ve Wood, 1993). Bu nedenle solungag
dokusundaki koruyucu prosesler toksik metal stresine akklimatasyonda énemli rol
oynamaktadir (Firat ve Kargin, 2010). Solunga¢ dokusunun sudaki metalin
alintminda ilk yol oldugu iyi bilinmektedir. Solungaclar su icin genis yiizey alanina
sahip olmasi, su ile kan arasindaki difizyon mesafesinin kisa olmasina bagl olarak
dis ve i¢ ortam arasinda ¢ok yakin bir temasin olusmasini saglayan bir doku olarak
O6nem tasimaktadir (Firat ve Kargin, 2010). Tum organizmalarda karaciger, temel
metabolik olaylarda islevi olan ve genelde toksik maddelerin pargalanmasi, atilim,
biyotransformasyonu ve birikimde esas organ olarak islev gérmektedir (Triebskorn
ve ark., 1997). Balik karacigerindeki biyokimyasal ve histolojik degisiklikler,
kirleticilerin neden oldugu etkilerin izlenmesinde 6nemli belirteclerdir (Biagianti-
Risbourg, 1997). Solungag, karaciger ve bdbrek gibi metabolik olarak aktif dokular
kas gibi diger dokulara oranla daha fazla metal biriktirebilmektedirler (Alhas ve ark.,
2009). Onceki calismalarla benzer sekilde arastirmamizda da kas dokusuna oranla
solungag ve karacigerin daha ylksek miktarlarda civa biriktirdigi belirlenmistir.

Baliklar, tatl su sistemlerinde metal Kirlilik dizeylerin belirlenmesinde,
kullanilan en 6nemli indikator tlrlerden biri olarak refere edilmektedir (Rashed,
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2001). Ekonomik ve yenilebilir tirler metallerin insan saghigina olas: etkilerini
belirlemek icinde arastiriimaktadirlar.

Arastirmamizda O.niloticus’un tim dokularinda civa birikiminin civanin tek
basina etkisine oranla Hg+Se karisimlarinda anlamli bir sekilde azaldigi saptanmastir.
Selenyumun baliklarda civa alimim yada atilim oranlarini etkileyerek dokulardaki
metal birikimini azalttigi disuntlmektedir. O. mykiss’te intraperitonal olarak verilen
Hg’ nin dokularda birikimi Uzerine besin yoluyla verilen Se’un etkisinin incelendigi
bir calismada dokulardaki Hg birikiminin Se varliginda azaldigi saptanmistir
(Bjerregaard ve ark., 1999). Arastiricilar bu azalmanin selenyumun civanin vicuttan
atilmint saglayarak gerceklestirdigini ve bu nedenle selenyum civanin alinimin
engellemesinden ¢ok atilimini saglayarak Hg birikimini azalttigini belirtmislerdir.
Danio rerio’da vicuttaki civa birikiminin  yaklasik  %15’nin  selenyum
uygulamasindan sonra 48 saat i¢inde vicuttan atildig: rapor edilmistir (Bjerregaard
ve ark., 2011). Yine selenyumun turna baliginin (Esox lucius) dokularindaki Hg
birikimini azalttigi belirlenmistir (Klaverkamp ve ark., 1983). Arastiricilar
selenyumun civa alimimini azaltarak yada civanin atilimini arttirarak baliklardaki
metal birikimini azalttigint belirtmislerdir. Perna viridis turi midyelerde Hg’nin
birikimi  Uzerine Se etkisinin arastirildigi calismada selenyumun varliginda
dokulardaki Hg birikiminin 6nemli oranlarda azaldigi belirlenmistir (Wang ve ark.,
2004). Arastiricilar selenyumun Hg toksitesi Uzerine koruyucu bir etkiye sahip
oldugunu belirtmislerdir.

Calismamizda O. niloticus’un solungag, karaciger ve kas dokularindaki civa
birikiminin civanin tek basina etkisine oranla civa+zeolit karisimlarinda anlamli bir
sekilde azaldigi belirlenmistir. Zeolitin iyon degistirme yetenegi ve molekiler elek
Ozelligine sahip olmasi nedeniyle ortamdaki serbest civa bulunurlugunu azaltarak
dokulardaki civa birikimini distrdigi distnulmektedir. Zeolitlerin agir metallere
kars1 ilgisi ¢ok ylksektir. Bazi arastirmalarda katyon degistirebilme yeteneklerinden
dolay:r zeolitlerin sucul ortamlardan agir metallerin uzaklastirilmasinda kullanildig:
bircok arastirici tarafindan rapor edilmistir (Mishra ve Jain, 2009; Cogun ve Sahin,
2012). Zeolitlerin etkisiyle akuatik ekosistemlerdeki agir metal derisiminin azalmasi
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sonucu balik dokularindaki metal diizeylerinin de azaldig: belirtilmistir (Jain ve ark.,
1997; Shrivastava ve ark., 2001).

Yapilan birgok caligmada zeolit varhiginda dokularda metallerin birikim
duzeylerinin azaldigi rapor edilmistir. Kursun ve kursun+zeolit karigimlarinin
etkisine birakilan C. carpio’nun dokularinda kursun duizeylerinin kursunun tek
basina etkisine oranla zeolitle birlikte etkisinde azaldig1 rapor edilmistir (Tepe ve
ark., 2004). O. niloticus’ta bakir birikimi (zerine zeolitin etkisinin arastirildig:
calismada dokulardaki Cu birikiminin Cu’in tek basina etkisine oranla Cu+Zeolit
karisimlarinin etkisinde azaldigir saptanmistir (Dinler, 2005). Arastiricilar, zeolitin
iyon degistirme yetenegi nedeniyle su ortamindaki bakirin serbest bulunurlugunu
azaltarak Cu birikimini azalttigin1 belirtmiglerdir. Pb ve Pb+Zeolitin farkli ortam
derigsimlerin etkisinde O. niloticus’un Kkaraciger, solungag, bobrek ve kas
dokularindaki kursun birikimini arastirildigi bir c¢alismada Pb dizeyinin ortam
derisimi ve sirenin artistna bagli olarak tum dokularda arttigin1 ancak bu artisin
metabolik olarak daha aktif olan solungag, bobrek ve karaciger dokularinda kasa
oranla daha yuksek oldugunu gozlemlemisler (Cogun ve Sahin, 2012). Arastiricilar,
tim dokulardaki Pb birikiminin Pb+Zeolit karisimlar: etkisinde Pb’nin tek basina
etkisine oranla daha disik oldugunu rapor etmislerdir. Cu ve Cd’nin tek baslarina ve
Ca ve Zeolit ile birlikte etkisinde O. niloticus’un solungag, karaciger ve bobrek
dokularindaki metal birikimleri ile ilgili yapilan bir calismada metal birikiminin
metallerin tek tek etkilerine oranla metal+Ca ve metal+zeolit derisimlerinde azaldigi
ve Ca ile zeolitin metallerin biyobirikimi tzerine koruyucu bir etkiye sahip oldugu
belirtilmistir (Cimrin Reyhan, 2014).

Baliklar yasadiklari dogal ortamlarinda bircok farkli kirleticilerin etkisi
altinda kalabilmektedir. Baliklardaki fizyolojik ve biyokimyasal parametreler bu
cevresel Kirleticilerin olumsuz etkilerinin duyarl biyobelirtecleri olarak toksikolojik
calismalarda kullanilmaktadir (Almeida ve ark., 2002). Agir metallerin etkisinde
baliklarin dokularindaki stres yanitlarinin analizi, hem bu canlilarin saglik durumlar:
hakkinda bilgi vermesi hem de metallerin toksik etki mekanizmalar: ve bunlara karsi
olusan savunma proseslerini anlamaya yardimci olmasi bakimindan 6énemlidir.

Metallerin canli viicudunda dogrudan yada dolayl: olarak ROT’lar1 olusturdugu iyi
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bilinmektedir. Cu, Cr ve Fe gibi redoks-aktif metaller dogrudan redoks déngustyle,
Hg, Cd ve Pb gibi redoks-inaktif metaller ise 6zellikle de tiyol iceren molekiiller ve
enzimler gibi hicredeki énemli antioksidanlari baskilayarak oksidatif strese neden
olmaktadir (Quig, 1998). Hem redoks-aktif hem de redoks-inaktif metaller ROT
olusumuna neden olarak proteinler, DNA ve hiicresel lipidlerde hasarlara neden
olmaktadir (Pinto ve ark., 2003).

Akuatik ortamlara giren kirleticiler, hem sucul ekosistemlere hem de burada
yasayan canli organizmalara ciddi zararlar verdiginden, son yillarda ekotoksikolojik
calismalarda Kirleticilerin indlkledigi oksidatif strese karsi sucul organizmalardaki
yanit mekanizmalarinin galisilmasina buydk bir énem verilmektedir (Soares ve ark.,
2008). Cogu Kkirleticiler serbest radikaller olusturarak veya antioksidan enzim
sistemleri degistirerek oksidatif hasara neden olmaktadir. Bununla birlikte sucul
organizmalar oksidatif strese karst hem enzimatik hem de enzimatik olmayan
antioksidan mekanizmalar1 ile bir yanit olusturmaktadirlar. Bu yanit mekanizmalarin
en onemlilerinden biri de GSH ve onunla iliskili enzim sistemleridir (GPx, GR ve
GST gibi).

Glutatyon (L-v-glutamil-sistein-glisin) hucre igi indirgeyici ve nukleofil
olarak davranan hiicrede esas olarak indirgenmis formda (GSH) bulunan bir tiyoldir
(Pena-Llopis ve ark., 2001). GSH, selatlayici, detoksifiye edici, oksiradikal stpuricu
ve glutatyon peroksidazlarin katalizledigi detoksifikasyon reaksiyonlarindaki rolleri
ile agir metallere kars1 hiicrenin ilk savunma hattin1 olusturdugu ifade edilmektedir
(Sies, 1999). GSH batin htcrelerde bulunan ve antioksidan 6zellikleri olan bir
molekdl olup protein yapisi digindaki sulfidril iceriginin buytk bir kismini (yaklasik
%90°n1) olusturmaktadr.

GSH, antioksidan ve detoksifikasyon savunma mekanizmalarinin 6nemli
proeseslerine katilan tek sistein residtsune sahip enzimatik olmayan bir antioksidan
ve tripeptidtir. GSH, oksijen radikallerini temizleyerek hicre zarlarini lipid
peroksidasyonuna karsi koruyan en 6nemli antioksidanlardan biridir (Meister, 1989).
Kirleticilerin indtkledigi oksidatif strese kars1t GSH’in koruyucu ve adapte edici
roliniin oldugu akuatik hayvanlarin birgok farkli grubunda cok iyi bir sekilde
belirlenmistir (Otto ve Moon, 1995; Regoli ve Principato, 1995).
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GSH, indirgeyici ajan, serbest radikal temizleyici ve GSH ile iliskili enzimler
icin kofaktor olarak davrandigindan aktif oksijen tirlerinin neden oldugu oksidatif
strese karsi hiicresel savunmada rol oynayan en 6nemli faktorlerden biri olarak ifade
edilmektedir (Verma ve ark., 2007). Bu molekdl, ilk savunma hatt: olarak metallerin
hicrelerin 6nemli molekiler yapilarina yapacag: etkiyi engellemede 6nemli bir tiyol
kaynagi olarak rol oynamaktadir. Bununla birlikte siddetli oksidatif stres
durumlarinda GSH duzeyleri, okside formu olan GSSG’ye donustimine bagl olarak
azalabilmektedir (Chen ve Lin, 1977). Sunulan calismada civanin etkisinde O.
niloticus’ta GSH duzeylerinde, galisilan dokulara, metalin ortam derisimlerine ve
etkide kalinan strelere bagli olarak 6nemli degisimlerin oldugu belirlenmistir. Her
iki etki suresinde de GSH dlzeyleri civanin dogrudan etkisinde solungag¢ ve
karaciger dokularinda azalirken kas dokusunda dnemli bir degisim gostermemistir.
Civa ortam derisimi arttikca dokularin GSH dizeylerindeki azalma oraninin da
arttigi saptanmistir. Bununla birlikte etkide kalinan siire uzadikga solungag ve
karaciger GSH duzeylerinin arttig1 belirlenmistir. Ancak bu artiglarin sonucunda bile
GSH duzeyleri kontrol degerlerine gore anlaml: olacak sekilde dustuk kalmaya
devam ettigi saptanmastir.

O. niloticus’un solungac ve karaciger GSH dizeylerindeki azalislar civanin
toksik etkilerinin bir sonucu olabilir. Civa, -SH gruplarina yuksek ilgisi olan bir
metaldir. Civanin GSH yapisinda bulunan -SH gruplarina dogrudan baglanmas: yada
bu tiyol molekdlinin oksidasyonunu arttirmasinin bir sonucu olarak dokulardaki
GSH duzeylerinde azalma olabilecegi dusunilmektedir. Buldugumuz sonuglara
benzer olarak Elia ve ark. (2003) yaptiklar1 bir calismada 35, 70 ve 140 mg/L Hg
etkisine birakilan 1. melas’in karaciger dokusunda GSH duzeylerinde derisime baglh
olarak 6nemli azalmalarin oldugunu belirlemislerdir. Arastiricilar karaciger GSH
dizeyindeki bu azalmanin, civanin GSH’a baglanmasi yada GSH’in GSSG’ye
oksidasyonu sonucu olabilecegini belirtmislerdir.

Agir metal katyonlarinin —SH gruplarina kars: oldukca yiksek bir ilgiye sahip
olduklar ve bu ilginin metaller arasindaki siralamasinin
Hg">Cu*'>Cd**>Cu**>Zn*? seklinde oldugu belirtilmektedir (Viarengo, 1994). Bu

nedenle organizmaya giren Hg*? hiicrede tiyol iceren proteinlere, GSH ve sistein gibi
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dustik molekiler agirlikl: tiyollere baglanabilmektedir. Buna ek olarak Hg hiicrenin
onemli yapilarina zarar veren serbest radikallerin olusumuna da neden olabilmektedir
(Perottoni ve ark., 2004).

GSH, tiyol grubundaki sulfur atomu (zerinden metallere baglanarak GS-
metal kompleksini olusturmaktadir (Rabestein ve ark., 1985). Hg, SH gruplarina
yuksek ilgisi nedeniyle GSH’a baglanabilme 06zelligindedir. GSH agir metal
katyonlariyla kompleks yapmasi ve onlar1 detoksifiye edici yeteneginden dolay: agir
metal sitotoksitesine karsi ilk savunma hattint olusturdugu belirtilmektedir
(Naganuma ve ark., 1990). Agir metaller dokularda birikmekte hem GSH’a
baglanarak hem de okside ederek GSH diizeyini azaltabilmektedirler (Canesi ve ark.,
1999).

Agir metallerin etkisinde organizmalarin dokularindaki GSH duzeylerinde
onemli degisiklikler olusmaktadir. 40 giin siireyle 3 mg/L Cd etkisine birakilan O.
niloticus’un karaciger dokusundaki GSH diizeylerin azaldig: rapor edilmistir (Zirong
ve Shijun, 2007). Arastiricilar Cd’un neden oldugu oksidatif strese karst GSH’1in hizh
bir koruma meydana getirdigini ancak zamanla GSH’in GSSG’ye oksidasyonu
sonucu dizeyinde azalmalarin oldugunu belirtmislerdir. Yine GSH duzeylerinde bir
azalis Cu etkisindeki A. anguilla’min  solunga¢ ve bdbrek dokularinda
gozlemlenmistir (Ahmad ve ark., 2005). Arastiricilar GSH diizeylerindeki azalmanin
bakirin oksidatif strese neden olan serbest radikal tretimini engellemek icin GSH’1n
fazla miktarda kullaniminin bir sonucu oldugunu ifade etmislerdir. Baska bir
calismada da Munzur Nehrinin Kirli bolgelerinden yakalanan Capoetta trutta’nin
dokularinda GSH duzeylerinin azaldigin1 ve bu azalmanin Kirleticilerin neden oldugu
oksidatif stres aninda GSH’in GSSG’ye donusumindeki artis yada GSH’1in
rejenerasyonundaki yetersizligine bagl: olarak olustugu rapor edilmistir (Yildirim ve
ark., 2011). Benzer sekilde C. carpio’nun kan dokusunda (Karadag ve ark., 2014)
GSH diizeylerinin agir metalleri de iceren gesitli kirleticilerin etkisinde azaldig: rapor
edilmistir.

GSH duzeylerinin azalmasiyla hicrelerin savunma mekanizmalarinin
zayiflamasi sonucu oksidatif stresin kendini daha siddetli olarak gdstermesine neden
olabilir (Yin ve ark., 2011). Zhang ve ark. (2004) siddetli bir oksidatif stresin adaptif
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mekanizmalari bozmasina baglh olarak GSH dizeylerini baskilayacagi ve
organizmalarin  savunma yeteneklerini  sinirlayacagint  ifade etmektedirler.
Calismamizda, civanin etkisinde GSH duizeylerinin azalmasi sonucu O. niloticus’un
bu metale kars1 koruyucu yeteneginin de azaldig: distintlmektedir.

Aragtirmamizda civa+ selenyum ve civa+zeolit ortam derisimlerinin etkisinde
solungag ve karaciger GSH duzeylerinde azalislar gozlemlenmistir. Ancak bu
azaliglarin civanin tek basina etkisinde daha ylksek oldugu saptanmistir. GSH
duzeyindeki azalislar solunga¢ dokusunda civanin tek basina etkisinde %053,
civatselenyum ve civa+zeolit karisiminin etkisinde ise sirasiyla %35 ve %40
duzeyinde olurken karacigerde dogrudan civanin etkisinde %57, civat+selenyum ve
civatzeolit karisiminin etkisinde ise sirasiyla %40 ve %42 dizeyinde olmustur.
Arastirma sonucglarimizla paralel olarak Su ve ark. (2008) Hg’nin neden oldugu
oksidatif stres tzerine selenyum etkisini arastirdiklar1 calismalarinda Hg ve Hg+Se
etkisindeki sicanlarin dokularindaki GSH dizeylerinde Hg’nin tek basina etkisinde
gorulen azahslarin Se varliginda kontrol degerlerine dondugu belirlenmistir. Baska
bir calismada da civa toksitesi tzerine bir antioksidan olan vitamin C’nin koruyucu
etkisinin arastirildigi ¢alismada civanin tek basina etkisinde O. mykiss’in karaciger
dokusundaki GSH dizeylerinin O6nemli Olgide azaldigi ancak vitamin C’nin
uygulanmasiyla metalin toksik etkisinin onlendigi ve civanin neden oldugu GSH
duzeylerindeki azahislarin engellendigi rapor edilmistir (Mozhdeganloo ve ark.,
2015).

Hicre i¢ci GSH dizeylerinin korunmasi normal hiicre fonksiyonlar: igin
gereklidir. Bu amagla GSH, ya »-glutamil sistein sentetaz enzimi araciligiyla
dogrudan sentezlenmekte yada GR tarafindan okside glutatyonun rediikte glutatyona
donustirilmesiyle saglanmaktadir. GSH, antioksidan enzimlerin substrati ve bir
radikal temizleyicisi olarak radikallerin neden oldugu hasara kars: hcreleri
korumada 6nemli roller oynamaktadir. Bu tripeptid, rediiktaz ve peroksidaz enzim
aktiviteleri icin oldukca gereklidir. Glutatyon metabolizmas: cesitli enzimler
tarafindan diizenlenmektedir. Bu enzimlerden GST ksenobiyotiklerin GSH ile
konjugasyonunu saglamaktadir. GPX, GSH’a bagli mekanizma ile oksidasyona karsi

hiicre membranlarin1 korumaktadir (Pena-Llopis ve ark., 2001). Bu nedenle GSH
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duzeyindeki ve GSH ile iliskili antioksidan enzimlerin aktivitelerindeki degisimler
civay: da iceren agir metallerin etkisinin biyobelirtegleri olarak degerlendirilmektedir
(Doyotte ve ark., 1997).

Civa, oksidatif strese neden olan bir prooksidan olarak ifade edilmektedir
(Stohs ve Bagchi, 1995). Civamin hicresel toksitesinin esas mekanizmasi
proteinlerdeki sulfidril gruplarina (-SH) dogrudan baglanmalaridir (Guilherme ve
ark., 2008). Bu etki protein konformasyonunda degisime neden olmakta ve bu
molekdllerin normal fonksiyonlarin1 engellemektedir (Quig, 1998). Yine civa
enzimlerde bulunan metallerle yer degistirerek yada enzimlerin fonksiyonel
gruplarina baglanarak enzim aktivitelerini degistirebilmektedir (Viarengo, 1985). Hg
etkisinde GSH duzeylerinde ve onunla iliskili enzim aktivitelerindeki degisimler
calisiimis ve bu yanitlarin calisilan tire, etki siiresine ve metalin derisimine bagh
olarak farklilik gosterdigi belirlenmistir (Maracine ve Segner, 1998; Canesi ve ark.,
1999; Elia ve ark., 2000; El-Demerdash, 2001). Sunulan galismada da civanin tek
basina ve civat+selenyum ve civatzeolit karisimlarinin etkisinde O. niloticus’un
dokularindaki GSH ile iligkili enzimlerin (GPx, GST ve GR) aktivitelerinde dokuya,
ortam derisimine ve etkide kalinan sureye baglh olarak énemli degisimlerin meydana
geldigi belirlenmistir. 1. melas’in karacigerinde GSH ve GSH ile iligkili enzimlerin
96 saatlik farkli Hg derisimlerinden (100, 200, 400 mg/L) etkilendigi rapor edilmistir
(Elia ve ark., 2000). Calismada yuksek metal derisimlerinin enzim aktivitelerinde
azalmalara neden oldugu belirtilmistir. Alan ve laboratuvar calismalarinda metallerin
etkisindeki organizmalarda antioksidan enzimlerin yanitlari (aktivitelerindeki
azahlig/artiglar) etkide kalinan doza, streye ve calisilan tirlere bagl olarak degistigi
gozlenmistir (Elia ve ark., 2000; Firat ve ark., 2009; Karadag ve ark., 2014).

GSH cesitli toksik bilesiklerin atilimint yada detoksifikasyonunu katalizleyen
bircok enzim icin kofaktor olarak rol oynamaktadir (Regoli ve Principato, 1995). Bu
enzimler arasinda GPx hem hidrojen peroksitleri hem de hidroperoksitleri
indirgeyerek serbest radikaller ve oksidatif hasara karsi etkin bir koruma
saglamaktadir (Regoli ve Principato, 1995). Arastirmamizda civanin tek basina
etkisinde her iki ortam derisiminde de GPx aktivitesinin solunga¢ dokusunda 7

gunluk sure sonunda, karacigerde ise denenen her iki slirede arttigi saptanmustir.
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Bununla birlikte civanin selenyum ve zeolitle birlikte etkisinde ise solungag GPx
aktivitesinde énemli bir degisim saptanmamis iken karaciger GPx aktivitesinde genel
olarak bir artis saptanmistir. Ancak karaciger enzim aktivitesindeki bu artigin civanin
tek basina etkisine oranla civa+selenyum ve civa+zeolit karisimlarinin etkisinde daha
az oldugu goralmistir. Kas GPx aktivitesinde ise civa, civatselenyum ve
civa+zeolitin tim ortam derisimlerinin etkisinde ve denenen her iki stirede de énemli
bir degisim saptanmamustur.

Calismamizda O. niloticus’un dokularinda artan GPx aktivitesinin civanin
toksik etkilerine karsi bir yanit olarak olustugu ve civanin neden oldugu oksidatif
strese karst koruyucu bir rol oynadig: dustinilmektedir. Nordberg ve Arner (2001)
GPx’in H,O,’yi suya ve hidroperoksitleri (LOOH) de stabil alkole (LOH)
donustirerek oksidatif strese karsi hicreleri korumada 6nemli rol oynayan bir
antioksidan oldugunu ifade etmislerdir. Van der Oost ve ark. (2003) GPx’in lipid
peroksidasyonuna karsi hiicre membranlarinin korunmasinda ¢ok 6nemli gorevier
yaptigi ve enzim aktivitesinde meydana gelen bir artis kimyasallarin indikledigi
oksidatif stresin etkilerinin giderilmesinde 6nemli oldugunu belirtmislerdir.
Arastirma sonuclarimizla benzer sekilde 4 gin sure ile 35 pg/L HgCl, etkisine
brrakilan 1. melas’in karaciger dokusundaki GPx aktivitesinde onemli artiglar
saptanmistir (Elia ve ark., 2003). Berntssen ve ark. (2003) yaptiklar1 bir deneysel
calismada 100 mg/kg civa iceren diyetlerle beslenen Salmo salar’in karaciger ve
bobrek dokularinda GPx aktivitesinin artigint belirlemislerdir Arastiricilar bu artisin
dokularda civanin neden oldugu oksidatif strese bir adaptasyon yaniti olarak
olustugunu ifade etmislerdir. Cesitli cevresel Kirleticilerin etkisinde baliklarin
dokularinda GPx enzim akitivitesinde artislarin oldugu birgok arastirici tarafindan
rapor edilmistir. Kadmiyum etkisinde O. niloticus (Almeida ve ark., 2002) ve 2,4
diklorofenol etkisinde ise C. auratus’ta (Zhang ve ark., 2004) GPx enzim aktivitesi
artis gostermistir.

GST, ksenobiyotiklerin GSH ile sentetik konjugasyon reaksiyonlarini
katalizleyerek oksidatif strese karst balik dokularini koruyan detoksifikasyon
enzimlerinin 6nemli bir grubunu olusturmaktadir (Luo et al., 2006). Sunulan

calismada O. niloticus’un solunga¢ ve karaciger GST aktivitelerinin civanin
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dogrudan etkisinde her iki ortam derisiminde artigi belirlenmistir. Yine
civatselenyum ve civatzeolit karisimlarinin etkisinde 7 ginlik sire sonunda bu
dokularin GST aktivitelerinde de artis saptanmistir. Ancak bu artislarin civanin tek
basina etkisinde civat+selenyum ve civa+zeolit karisimlarina oranla daha yiksek
oldugu belirlenmistir. Solunga¢ dokusu GST aktivitesindeki artis, civanin dogrudan
etkisinde %64, civa+selenyum ve civa+zeolit karisiminin etkisinde ise sirasiyla %35
ve %34 duzeyinde olurken; karacigerde tek basina civanin etkisinde %61,
civatselenyum ve civatzeolit karisiminin etkisinde ise sirasiyla %29 ve %36
diizeylerinde olmustur. Kas GST aktivitesi ise denenen tim kimyasallarin etkisinde
yalnizca 7 gunlik sire sonunda bir artis gostermistir. Benzer sekilde Dabas ve ark.
(2012) da kadmiyum etkisine yanmitta C. punctatus’un solungag, karaciger ve bobrek
GST aktivitesinin artigint rapor etmislerdir. Yapilan birgcok ¢alismada da civanin
GST aktivitesini indukledigi gosterilmistir (Canesi ve ark., 1999; Ferrat ve ark.,
2002; Larose ve ark., 2008).

Dokularin GST aktivitesinin civanin neden oldugu oksidatif strese bir
adaptasyon yaniti olarak metal toksisitesini noétralize etmek amaciyla artig
distinulmektedir. Monteiro ve ark. (2010) yaptiklar: bir galismada tath su balig
Brycon amazonicus’un solungag, karaciger, kas ve kalp dokularinda GST enzim
aktivitesinin  civamin  etkisinde artigini - belirlemiglerdir.  Aragtiricilar - GST
aktivitesindeki artiglarin metalin neden oldugu oksidatif hasarin 6nlenmesinde
onemli bir rol oynadigint ileri sirmislerdir. GST’nin ¢ok cesitli elektrofilik
bilesikleri GSH araciligiyla konjuge ederek daha az toksik bilesiklere
donustlrebildigi  (Van der Oost ve ark., 2003) ve bu aktivitesi sayesinde toksik
bilesiklerin detoksifikasyonunda 6nemli gorevler oynadig: belirtilmektedir (Banerjee
ve ark., 1999). Bu nedenle O. niloticus’un dokularinda artan GST aktivitesinin
detoksifikasyon proseslerinin indiiklenmesinde 6nemli oldugu disunilmektedir.

GR, bir flavoprotein olup kofaktér olarak NADPH’1 kullanarak GSSG’nin
GSH’a indirgenmesini katalizlemekte ve GSH dizeylerini korumaktadir (Pena-
Llopis ve ark., 2001). Boylece GR hiicre i¢i GSH/GSSG oranini yikselterek —SH/-
SS- oramini da korumaktir. GR aktif merkezlerinde flavin adenin diniikleotid (FAD)

iceren iki protein alt biriminden olusan dimerik yapida bir enzimdir. Enzimin
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antioksidan yetenegi NADPH varliginda okside glutatyonu indirgenmis glutatyona
dondstirmesinden kaynaklanmaktadir. Reaksiyon asamasinda GR’nin  aktif
bolgesinde GSSG’nin sistein reziduleri arasindaki distlfid bagina NADPH tarafindan
FAD’in indirgenmesi sirasindaki elektronlarin aktarilmasiyla iki sulfidril grubu
olusurken GSSG’de iki GSH’a donlismektedir. En 6nemli kaynag: pentoz yolu olan
NADPH bdylelikle oksidatif stresin etkilerinin giderilmesinde dolayli olarak rol
oynamaktadir (Nordberg ve Arner, 2001). Calismamizda O.niloticus’un solungag ve
karaciger GR aktivitesinin civanin tek basina etkisinde azaldigi belirlenmistir.
Benzer sekilde civa+selenyum ve civatzeolit karisimlarinin etkisinde de 7 ginlik
stire sonunda bu dokularin GR aktivitelerinde bir azalis saptanmistir. Ancak enzim
aktivitesindeki azalislar 6zellikle de yiksek ortam derisimlerinde civanin tek basina
etkisinde daha fazla olmustur. Solunga¢ dokusu GR aktivitesindeki azalislar civanin
dogrudan etkisinde %43, civat+selenyum ve civatzeolit karisiminin etkisinde ise
sirasiyla %29 ve %40 diizeyinde olurken karacigerde tek basina civanin etkisinde
%48, civatselenyum ve civa+zeolit karisiminin etkisinde ise sirasiyla %32 ve %29
duzeylerinde olmustur. Kas dokusunda ise GR aktivitesi denenen tim kimyasallarin
etkisinde anlamli bir degisim gostermemistir.

Sunulan arastirmada civa toksisitesinin bir sonucu olarak doku GR
aktivitelerinin azaldigi 6ngortlmektedir. Azalan GR aktivitesi buylk bir olasilikla
civanin enzim aktivitesi tzerine olan dogrudan yada NADPH uretimi Uzerine olan
toksik etkisinin sonucunda bu nikleotidin iceriginin azalmasina baglh olarak
gerceklestigi dusunulmektedir. Eroglu ve ark. (2015) O. niloticus’un karaciger
glutatyon metabolizmasi tzerine Cd, Cu, Cr, Pb, Zn’nin etkilerini arastirdiklar
calismalarinda Cr etkisinde GR enzim aktivitesinin azaldigint saptamislardir.
Crupkin ve Menone (2013) ise kadmiyumun farkli ortam derisimlerinin etkisine
birakilan Australoheros facetus tirt baliklarin beyin dokusunda GR aktivitesinde
onemli azalislar belirlemislerdir. Yine bakir etkisine birakilan M. galloprovincialis
trd midyelerde GR aktivitesinin azaldig:1 saptanmistir (Regoli ve Principato, 1995).
Zhang ve ark. (2004) 40 gun sureyle 2,4 diklorofenolun farkli derisimlerinin etkisine
biraktiklar: C. auratus’un karacigerindeki GR aktivitesisin 0.05 ve 0.01 mg/L pestisit

etkisinde anlaml: olacak sekilde azaldigini belirlemislerdir. Arastiricilar diisik ortam
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derisimlerinde azalan GR aktivitesinin ylksek ortam derisimlerinde ise artigin1 ve
GR aktivitesindeki bu degisimlerin enzim aktivitesi icin 6nemli olan ve pentoz fosfat
yolunda dretilen NADPH’in  bulunurlugundaki degisimle iliskili oldugunu
belirtmislerdir. Bainy ve ark. (1996) da farkl: kirleticilerin etkisinde O. niloticus’un
karaciger GR aktivitesinde 6nemli azaliglarin oldugunu rapor etmislerdir.

GPx ve GST kofaktor olarak GSH’1t kullanarak prooksidan suregleri
etkisizlestirmek icin birlikte ¢alismaktadirlar (Monteiro ve ark., 2010). Bu enzimler
tarafindan GSSG’ye yiikseltgenen GSH daha sonra GR’nin katalizledigi reaksiyonda
NADPH kullanilarak GSSG’den tekrar olusmaktadir. GSH sisteminin kapasitesi
GPx, GR, GST ve pentoz fosfat yolu enzimlerin aktivitelerine baglidir (Larose ve
ark., 2008). Bu nedenle hucre ici GSH duzeylerindeki degisimler bu enzimlerle
oldukga yakin iligkilidir. Sunulan calismada da civanin etkisinde O.niloticus’un
dokularinda azalan GSH duizeylerinin GPx, GST ve GR enzim aktiviteleriyle iliskili
oldugu dustnulmektedir. Dokularin artan GPx ve GST aktivitelerine bagli olarak bu
enzimler tarafindan GSH’in substrat olarak kullanimi GSH dizeylerini distrmdas
olabilir. Keza azalan GR aktivitesine bagli olarak GSSG’den tekrar GSH’in
olusturulmasinin azalmas: da diisen GSH diizeylerini agiklayabilir. GR tarafindan
GSH’1n tekrar olusturulmasina oranla GSSG’nin olusumu daha hizli gerceklesirse,
bu GSSG’ler dnce hiicrede birikmekte ancak daha sonra asirt NADPH tiketiminden
kacinmak icin bunlar hicre disina tasinmaktadir ki bu da GSH dizeylerinin
azalmasina neden olabilmektedir (Pena-Llopis ve ark., 2001). Elia ve ark. (2003)
calismamizdaki sonuclara benzer olarak I. melas’in dokularinda civa etkisinde GSH
duzeyinde ve GR aktivitesinde azalma, GPx ve GST aktivitesinde ise artis
gozlemlemislerdir. Arastiricilar artan GPx ve GST aktivitesine ve azalan GR
aktivitesine baglh olarak GSH diizeylerinin azaldigint belirtmislerdir. Canesi ve ark.
(1999) yaptiklar: ¢alismalarinda bakir ve civa etkisinde midyelerin dokularinda GST
aktivitesinin artigtn1 be bunun sonucu olarak da GSH duzeylerinin azaldigim
bildirmislerdir. Metallerin etkisinde GSH dizeylerinde belirlenen azalislar genel
olarak GST aktivitesindeki artisa baglanmaktadir (Elia ve ark., 2003).

Aragtirmamizda dokuya-6zgu antioksidan yanitlar belirlenmistir. Antioksidan

kapasitelerindeki farkliliklarin dokularin metalleri alma kapasiteleri, dagihm ve
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depolanmalarindaki metabolik aktivitelerine (Ahmad ve ark., 2006), ROT (retme
oranlarina ve antioksidan yeteneklerine (Monteiro ve ark., 2010) bagh oldugu
belirtilmektedir. Calismamizda civanin etkisinde GSH diizeyleri ve onunla iliskili
enzimlerin aktivitelerindeki degisikliklerin solunga¢ ve karacigerde yuksek oldugu
belirlenirken, kas dokusunda ise GST aktivitesi hari¢ diger enzim aktivitelerinde
onemli bir degisim goézlenmemistir. Bu durumun dokularda civa birikim dizeyi ve
dokularin antioksidan kapasiteleriyle iligskili oldugu dustnulmektedir. Kas
dokusunun distk mitokondri icerigine ve duslik yogunlukta oksidatif metabolizmaya
sahip oldugu ifade edilmektedir (Lushchak ve ark., 2005). Monteiro ve ark. (2010)
da calismalarinda civa etkisinde B. amazonicus’un antioksidan enzim aktiviteleri ve
GSH dizeylerindeki degisimlerin karaciger ve solunga¢ dokularina gore kas
dokusunda daha az oldugunu belirtmislerdir. Solunga¢ ve 6zellikle de karaciger,
metallerin metabolizmasinda 6nemli roller oynamasi, ROT olusumunun bu
dokularda asir1 gergeklesmesi ve antioksidan kapasitelerinin yiiksek olmasi nedeniyle
bu dokularin metallere kars1 oksidatif stres yanitlar: daha belirgin olmaktadir.

Sonug olarak sunulan ¢alismada civanin O. niloticus’un dokularinda GSH ve
GSH ile iliskili enzimleri etkiledigi belirlenmistir. GSH metabolizmasinda civanin
dogrudan etkisinde meydana gelen degisimlerin civatselenyum ve civa+zeolit
karisimlarina oranla daha yiksek oldugu gorilmistur. Selenyum veya zeolit
varliginda civanin GSH ve GSH ile iliskili enzimler Gzerine olan olumsuz etkilerinin
azaldig: yada iyilestigi saptanmistir. Arastirma sonuglarimiz gerek selenyum gerekse
de zeolit uygulamasinin civa toksisitesi (izerine koruyucu bir roli oldugunu
gostermektedir. Farkli baliklar (zerine bircok laboratuvar calismasinda da hem
selenyumun (El-demerdash, 2001; Wang ve ark., 2004; Talas ve ark., 2008; Cogun
ve ark., 2012) hem de zeolitin (James, 2000; Dinler, 2005; Chaurasia ve Jain, 2006;
Mishra ve Jain, 2009; Cogun ve Sahin, 2012) civa toksitesi Uzerine koruyucu bir
etkiye sahip oldugu rapor edilmistir. Selenyumun koruyucu etkisini civanin alinim ve
atilim oranlarint etkileyerek, Hg-Se kompleksi olusturarak hiicredeki serbest civa
bulunurlugunu azaltarak yada antioksidan kapasitesine bagli olarak gerceklestirdigi
dustnilmektedir. Zeolitin ise kafes seklindeki yapisi icerisinde Hg’yi tutarak suda

serbest civa bulunurlugunu azaltarak koruyucu etki gosterdigi ongorilmektedir.
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Genel olarak calisilan parametreler Uzerine selenyumun koruyucu etkisinin zeolite

oranla daha yuksek oldugu gozlenmistir.
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