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Bu calismada tekstil atik suyunun antioksidan savunma sistemi ve lipid
peroksidasyonu lizerine etkileri Oreochromis niloticus’da karaciger ve solungag
dokularinda incelenmistir. ~ Baliklar tekstil atik suyunun o6ldiiriici olmayan
konsantrasyonlarma (% 0.1, % 1 ve % 10) farkl siirelerde (15, 30 ve 45 giin) maruz
birakilmistir.  Kontrol grubu baliklar kloru giderilmis ¢esme suyu iceren
akvaryumlarda birakilmiglardir. Karaciger ve solunga¢ dokularinda antioksidan
durumun gostergesi olarak siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) enzim
aktiviteleri, oksidasyon gostergesi olarak malondialdehid (MDA) konsantrasyonu
Ol¢iilmiistiir. SOD, CAT enzim aktiviteleri ve MDA konsantrasyonu doza baglh
degisim gostermistir. Tekstil atik suyunun % 1 ve % 10’luk dozlarinin uygulanmasi
sonucunda SOD, CAT aktivitelerinde ve MDA seviyesinde artislar oldugu
gozlenmistir. Karaciger ve solungacta 15. ve 30. giinlerde Olclilen parametrelerde
gbzlenen artislarin 45. giinde muhtemel adaptif yanita bagh olarak azaldig

belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Tekstil atik suyu, katalaz, siiperoksit dismutaz, lipit

peroksidasyonu, Oreochromis niloticus.



ABSTRACT

In this study, the effects of textile wastewater on antioxidant system and lipid
peroxidation in the liver and gill tissues of Oreochromis niloticus were investigated.
Fish were exposed to sublethal concentrations of the textile wastewater (0.1%, 1%,
10%) for different periods (15, 30, and 45 days). Control group fish were maintained
in aquaria containing dechlorinisated tap water. Superoxide dismutase (SOD) and
catalase (CAT) enzyme activities as index of antioxidant status and malondialdehyde
(MDA) concentration as index of oxidation, were measured in liver and gill tissues.
Dose dependent changes were found in the enzyme activities of SOD, CAT and
MDA concentration. Treatment with 1% and 10% dosed of textile wastewater
caused significant increases in SOD and CAT activities as well as MDA level in liver
and gill tissues. The observed increases in the measured parameters in liver and gill
tissues at the 15th and 30th days of exposure were found to be decreased at the 45th

day as a probable result of adaptive response.

Key Words: Textile wastewater, catalase, superoxide dismutase, lipid peroxidation,

Oreochromis niloticus.
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1. GIRIS

Giliniimiizde uluslararasi ¢evre sorunlarindan biri de sucul ekosistemlerin
kirlenmesidir. Sucul ekosistemlerde kirliligin biiyiik kismi endiistriyel atiklar nedeni
ile meydana gelmektedir. Genellikle tekstil boya endiistrisi, deri, igki sanayi, seker,
kagit ve kagit hamuru fabrikalarindan desarj edilen atiklar goller ve akarsular gibi
sucul sistemlere verilmektedir. Bu atiklarin bazi aritim proseslerinden gegirilip en
zararsiz hale doniistiiriilerek dogaya verilmesi gerekmektedir. Ancak gelismekte
olan tlkelerin ¢ogunda iirliin maliyetini diisiik tutmak amaciyla gerek {iretim gerek
aritim prosesinde eski teknolojiler kullanilmaktadir. Ayrica bu iilkelerde ¢evrenin
korunmas ile ilgili kanunlarin tam uygulanmamasi nedeniyle sucul ekosisteme

verilen endiistriyel atiklar 6nemli ¢evre sorunlarina yol agmaktadir.

Tekstil endiistrisi, liretim ve istihdam bakimindan Tiirkiye’nin ve Diinyanin
onemli endiistrileri arasinda yer almaktadir. Tekstil endiistrisi atik sularinda yer alan
ve Ozellikle ¢evreye zararli olan aromatik yapidaki organik maddeler boyama
islemlerinden kaynaklanmaktadir [1]. Tekstil endiistrisi atik sularinin aritilmasindan
sonra; yiiksek konsantrasyonda boyar madde, biyolojik oksijen ihtiyaci1 (BOI),
kimyasal oksijen ihtiyaci (KOI) ve askida kalan madde igeren atik sular olusmaktadir
[2]. Tekstil atik suyu boyar maddelerle birlikte igcerdigi ¢coziinmiis kat1 partikiiller,
organik bilesikler, indirgenmis agir metaller ve yiiksek pH iceriginden dolay1 ¢ok
kompleks bir yapiya sahiptir [3]. Yiiksek orandaki KOI ve renk verici maddeler, atik
suyu estetik agidan kotiilestirerek su ekosisteminde normal hayat i¢in gerekli olan
¢Oziinmiis oksijen miktarinin azalmasina neden olmaktadir [4]. Bu da sucul

ekosistemde yasayan canlilara zarar vermektedir.

Sucul ortamlarda ki canlilarda, gevresel kirleticilerin reaktif oksijen tiirleri
(ROT) olusturarak ya da antioksidan enzimler adini verdigimiz enzimlerin sentezini
etkileyerek hiicresel hasara neden olduklar1 yapilan ¢alismalarla tespit edilmistir [5,
6, 7, 8]. Canli organizmalarin ¢ogu mitokondriyel ATP {iretimi i¢in oksijene (O)
bagimhi yasarlar.  Mitokondriyel oksijenin yaklasik % 4’ii, solunum zinciri
reaksiyonlarindaki elektron akisi ile siiperoksit (O,"), hidrojen peroksit (H,O,),
singlet oksijen (‘O;), hidroksil radikali (OH") gibi reaktif oksijen tiirlerini (ROT)



olusturarak eksik rediiksiyona ugramaktadir. Biitiin dokular ve hiicreler biyolojik
reaktif ara triinlerin detoksifikasyonu ve oksidatif stresten kaynaklanan hiicresel
hasar1 onlemek veya azaltmak i¢in antioksidan adi verilen cesitli sistemler icerirler
[9]. Antioksidan savunmanin enzimatik basamagini siiperoksit dismutaz (SOD: EC
1.15.1.1), katalaz (CAT: EC 1.11.1.6) ve peroksidazlar olmak {izere {i¢ dnemli enzim
grubu olusturmaktadir [10]. Canli viicudunda oksijen radikali olusumu ile ortadan
kaldirilmasi arasinda bir denge vardir. Radikal olusumundaki artig ya da antioksidan
savunma sisteminin zarar gormesi ile bu denge bozulur ve oksidatif stres olarak
bilinen durum ortaya c¢ikar.  Yabanci kimyasallar gerek antioksidan enzim
aktivitesini azaltarak, gerekse ROT olusumunu arttirarak oksidatif strese neden
olmaktadir [11]. Bu nedenle oksidatif stres ekotoksikolojik caligmalarda giderek

Oonem kazanmustir.

Baliklar, sucul ekosistemin toksikolojik acgidan degerlendirilmesi amaciyla
calismalarda yaygin olarak kullanilmaktadir.  Baliklarla yapilan c¢aligsmalar,
kontaminantlarin biyoakiimiilasyon ve biyomagnifikasyon yoluyla insan besin
zincirine girerek yapacaklar1 zararlar hakkinda bilgi saglamaktadir [12]. Ayrica
caligmalar baliklarla memelilerin oksidatif strese kars1 benzer toksikolojik ve adaptif
yanitlar verdigini ve kirleticilerin zararlarin1 ortaya koymak icin baliklarda oksidatif

stres ile ilgili parametrelerin kullanilabilecegini gostermistir [13, 14].

Yapilan bu ¢alismada sucul ekosistemlere desarj edilen tekstil atik suyunun
olas1 toksik etkileri incelenmistir. Bu amagcla tekstil atik suyunun, kirleticilere karsi
memelilerle benzer toksikolojik ve adaptif yanitlar veren baliklardaki siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT) enzim aktiviteleri ve lipit peroksidasyonun sekonder
tirlinlerinden malondialdehit (MDA) diizeyleri {izerine etkileri arastirilmistir. Elde
edilen veriler genotoksik ve mutajenik etkileri bilinen tekstil atik suyunun
toksikolojik acidan degerlendirilmesine katki saglayacaktir. Ayrica tekstil atik
suyunun sucul ekosistemdeki etki potansiyelini degerlendirmek i¢in bundan sonra

yapilacak ¢aligsmalara basamak teskil edecektir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. TEKSTIL ENDUSTRISI VE ATIKLARI

Tekstil endiistrisi, igletim sisteminden kaynaklanan fazla miktarda atik su
olusturmasi ve bu atik sularin aromatik yapida organik bilesikler icermeleri 6nemli
cevresel sorunlara neden olmaktadir [15, 16]. Cevresel yiik getiren tekstil endiistrisi
atiklar 6zellikle boyama prosesinden kaynaklanmaktadir. Boyama isleminden gelen
atik sularin igerisinde Onemli miktarda boya kalintilar1 ve fiske olmamis boyar

maddeler bulunmaktadir [1].

Ilk sentetik boyar madde 1856 yilinda W.H. Perkin tarafindan bulunan
Mauvein’dir. Mauvein boyar maddesinin bulunmasindan 50 yil sonra boyar madde
endiistrisi ozellikle Ingiltere, Fransa, Almanya ve Isvicre’de biiyiik gelismeler
gostermistir [17]. Gilinlimiizde endiistriyel olarak yaklasik 10.000 farkli boya ve
pigment iiretilmektedir. Diinya ¢apmda bu boyalarm yilik iiretimi 7.10° tonun
tizerindedir. Bu boyalarin % 10-15’1 boyama islemleri sonucunda atik su ile alici

ortama desarj edilmektedir [18, 19, 20, 21].

Kimyasal yap1 gruplari Icerdikleri baglar

- Nitrosa grubu:.........oooviiiiiiiiiiiiiii e -NO(veya =N-OH)
- Nitro grubu c....oooii -NO, (veya =NO OH)
111- AZO @rubu  ©..ooiii -N=N-

iv-Etilen grubu :........o =C=C=

v- Karbonil grubu:.............coooiiiii =C=0

vi- Karbon-azot grubu:.................ooooi =CONH ve —-CH=N-
vii- Kiikiirt grubu @, =C=S ve =C-S-S-

Basit aromatik yapiya renk veren kromofor gruplar; yer degistirebilir ve
gorliniir spektrumda absorban bantlarinin gozlenmesini saglarlar. Kromoforlar,
boyalarin siniflandirilmasinda olduk¢a onemlidir [17]. Boyar maddeler boyama

ozelliklerine gore bazik, asidik, direkt, mordan, kiipe, inkisaf, metal kompleks,



dispersiyon, pigment, reaktif ve azo boyar maddeler seklinde siniflandirilmaktadirlar

[22].

Alict sulara verilen renkli atik sular su ortamindaki 151k gecirgenligini azaltir
ve fotosentetik aktiviteyi olumsuz etkiler. Bu baglamda boyar madde iceren tekstil
endiistrisi atik sulariin renk giderim islemleri ekolojik agidan 6nem kazanmaktadir.
Ancak kompleks kimyasal yapilarina ve sentetik kokenlerine bagli olarak, boyar

maddelerin giderilmesi oldukg¢a zor bir islemdir [23].

Boyama ve sonlandirma islemlerinde boyalar haric farkli yardimci
kimyasallar kullanilmaktadir. Bu nedenle atik sular koyulastirict ajanlar gibi fazla
miktarda organik madde bulundurmaktadir. Gerek boyamada gerekse diger
islemlerde kullanilan bu organik ve inorganik formdaki bilesiklerin cesitliligine bagh

olarak, ortaya ¢ikan atik sularin 6zellikleri de farkli olmaktadir [23, 24, 25].



Cizelge 2.1. Boyama isleminde kullanilan yardimci kimyasallar [23].

Sodyum nitrit

Kimyasal Madde Bilesim Fonksiyon

Tuzlar Sodyum kloriir, Elyafin zeta
Sodyum siilfat potansiyelini notralize

edici, yavaslatict

Asitler Asetik asit, siilfiirik asit pH kontrolii

Bazlar Sodyum hidroksit, pH kontrolii
Sodyum karbonat

Tamponlar Fosfat pH kontroli

Kompleks yapicilar EDTA Kompleks yapma

Dispers edici ve ylizey | Anyonik, katyonik ve Boyalar1 dagitma

aktif maddeler noniyonik

Okside edici maddeler | Hidrojen peroksit, Boyalar1 ¢ozlinmez

yapma

Indirgeyici maddeler Sodyum hidrosiilfit, Boyalari ¢oziinebilir
Sodyum siilfit yapma

Tastyicilar Fenilfenoller, Adsorbsiyonun
klorlubenzenler artirilmasi

Tekstil boyama endiistrilerinden alic1 ortama desarj edilen atik sular dnemli
saglik ve cevre kirliligi sorunlarina sebep olmaktadir [15].

atiklarinin, icermis oldugu boya ve ¢esitli kimyasallardan dolay1 sucul canlilarda

mutajenik ve karsinojenik potansiyele sahip oldugu bilinmektedir [26, 27].

Al-Sabti [27], mikroniikleus testi kullanarak yaptig1 ¢alismada, laboratuvar
kosullarinda tekstil atik suyunda da bulunan Klorotriazin Reaktif Azo Kirmiz1 120

tekstil boyasinin purussion carp (Carassius auratus gibelio) eritrositlerinde

mikrontikleus miktarini artirarak genotoksik etki yaptigini bildirmistir.

Farkli konsantrasyon ve siirelerde verilen tekstil atik suyunun, O. niloticus’un

eritrosit ve solunga¢ hiicrelerinde mikroniikleus miktarint ve diger niikleus

anormaliklerini arttirdig1 Cavas ve ark. [28], tarafindan bildirilmistir.

Tekstil boya endiistri



Clarias lazera ile yapilan diger bir ¢alismada da tekstil atik suyunun

mikrontikleus olusumunu arttirdig1 tespit edilmistir [29].

Sumathi ve ark. [30], komet testi kullanarak yaptiklar1 ¢calismada tekstil boya
atik suyuna maruz kalan Cyprinus carpio tiirii baliklarin eritrositlerinde ve karaciger

hiicrelerinde DNA hasarinin meydana geldigini bildirmislerdir.

Tekstil endiistrisi atik sularinda kirletici parametrelerin ¢ok ¢esitli olmasi, bu
sektore ait atik sularin aritilmasinda farkli aritma yontemlerinin kullanilmasini
gerektirir. Atik su aritim tesislerinin ilk yatirim ve isletme maliyetlerinin en aza
indirilebilmesi i¢in en uygun aritma tipinin belirlenmesi gerekir. Tekstil atik
suyunun aritimi i¢in fiziksel, kimyasal ve biyolojik metotlarin bilesiminden meydana
gelen geleneksel metotlar mevcuttur [31]. Tekstil atik suyunun aritimi sonrasinda
olusan bazi maddeler de canlilarda toksik etkilere neden olmaktadir. Azo
grubundaki boyar maddelerin bir kismi anaerobik ortamda kendini olusturan
benzidin gibi canlilar {izerinde toksik etkisi bilinen aromatik aminlere doniismektedir
[32]. Olusan aromatik bilesikler; insanlarda mesane kanseri, deney hayvanlarinda
dalak sarkomlari, hepatokarsinomlar ve niikleer anormalikler ve memeli hiicrelerinde

kromozomal aberasyonlara neden olabilmektedirler [33, 34].

Boyar maddelerin aktiflestirilmesinde kullanilan krom, nikel, kobalt ve ¢inko
gibi toksik agir metallerde aritim islemleri sonrasinda atik sulara geger [35]. Ayrica
tekstil endiistrisinde tekstil iirlinlerinin korunmasinda kullanilan pestisitler ve diger
yardimc1 kimyasallarin igerdigi organohalojen bilesikler, amonyak, florlu karbonlar,
formaldehit gibi toksik etkisi olan bilesikler de aritim islemi sonrasinda tekstil atik

sularia gegmektedir [36].



2.2. SERBEST OKSIJEN RADIKALLERI

Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa
Omiirlii, kararsiz, molekiiler agirhigr diisiik ve ¢ok etkin molekiiller olarak tanimlanir.
Serbest radikal, atomik ya da molekiiler yapilarda ciftlenmemis tek elektron
boliimlerine verilen isimdir. Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller,
oksijenden olusan radikallerdir ve aerobik organizmalarda oksijen kullaniminin
dogal sonucu olarak meydana gelmektedir. Oldukga reaktif olan bu bilesikler reaktif
oksijen tiirleri (ROT) olarak adlandirilir. Basta mitokondriyal elektron transportu
olmak iizere ksenobiyotik metabolizmasi, fagositik aktivasyon, ¢esitli sentez ve
degradasyon reaksiyonlarinda ROT olusmaktadir [37]. Oksijenden olusan baslica

reaktif tiirler sunlardir.

2.2.1. Siiperoksit (0,")

Siiperoksit radikali (O,”) hemen hemen tiim aerobik hiicrelerde molekiiler
oksijenin (O;) bir elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur. Indirgenmis gecis

metallerinin otooksidasyonu da siiperoksit radikali meydana getirebilir.

FezJr + 0, — Fe3+ +0,”

Cu" + 0,— Cu' +0,"

Stiperoksit radikali kendisi direkt olarak zarar vermez. Bu radikal anyonun
as1il onemi, hidrojen peroksit (H,O;) kaynagi olmasi ve geg¢is metalleri iyonlarinin
indirgeyicisi olmasidir. Siiperoksit radikali diisiik pH degerlerinde daha reaktiftir.
Siiperoksit radikali ile perhidroksi radikali birbirleriyle reaksiyona girince biri okside

olur digeri indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonunda O, ve H,O, meydana gelir.

HO," +0," +H" — 0, + H,0,



Stiperoksit radikalli hem oksitleyici hem indirgeyici oOzellige sahiptir.
Ornegin; ferrisitokrom ¢ ya da nitroblue tetrazolium ile reaksiyonunda indirgeyici

olarak davranarak bir elektron kaybeder ve molekiiler oksijene okside olur.

Sitc (Fe;) + 0," — 0, + Sitc (Fey)

Ayrica siiperoksit radikali epinefrinin oksidasyonunda oksidan olarak

davranarak bir elektron alir ve H,O, indirgenir [38].

Stiperoksit, noétrofillerin bakterisidal aktivitesi, apoptozis, inflamasyon ve
vaskiiler fonksiyonlarin regiilasyonu gibi yararh etkilere sahiptir. Azalmis siiperoksit
diizeyleri bakteriyal enfeksiyonlara artmis bir yatkinliga yol agabilir. Artmis
stiperoksit diizeyleri ise siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi ile H,O, ve oksijene
doniistiiriilerek azaltilir. Bdylece hiicresel siiper oksit diizeyleri siki bir sekilde

kontrol altinda tutulur [39, 40].

2.2.2. Singlet Oksijen ('O,)

Yapisinda eslesmemis elektronu bulunmamasi nedeniyle serbest radikal
olmadig1 halde ROT’leri arasinda yer alan singlet oksijen, serbest radikal
reaksiyonlarinin baglamasina neden olmasi agisindan 6nem tasimaktadir. Delta ve
sigma olmak tizere iki tipi mevcuttur. Sigma tipi daha reaktif oldugu i¢in hizla delta
tipine doniigiir.  Singlet oksijen, oksijen elektronlarindan birinin disaridan enerji
almas1 sonucu kendi doniis yOniiniin tersi yonde olan farkli bir yoriingeye yer
degistirmesi neticesi olusabilecegi gibi siiper oksit radikallerinin dismutasyonu ve
hidrojen peroksitin hipoklorit ile reaksiyonu sonucunda da olusabilir. Viicutta deri
ve retina gibi giin 151¢1na maruz kalan bolgelerde sik¢a olustugu tespit edilmistir.
Singlet oksijen, notrofillerin aktivitesi sirasinda ve O, ’in dismutasyonu sirasinda da

meydana getirilmektedir [41].



2.2.3. Hidrojen Peroksit (H,0;)

Hidrojen peroksit (HO,), siiperoksidin c¢evresindeki molekiillerden bir
elektron almasi veya molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron

almas1 sonucu olusan peroksitin iki proton (H") ile birlesmesi sonucu meydana gelir.

0, + ¢ + 2H" — H,0,
0, +2¢ + 2H" — H,0,

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil iiretimi, siiperoksidin (O,")
dismutasyonu ile olur. Iki siiperoksit molekiilii, siiperoksidin dismutasyonu

reaksiyonunda iki proton alarak H,O, ve O, olustururlar.

20, + 2H" — H,0, + 0,

Bu reaksiyon, radikal olmayan iirlinler meydana geldiginden dismutasyon
reaksiyonu olarak bilinir, ya spontan gerceklesir ya da SOD enzimi tarafindan
katalizlenir. Spontan dismutasyon pH 4,8'de en hizlidir, enzimatik dismutasyon ise
spontan dismutasyonun nispeten yavas oldugu noétral ya da alkali pH'ta daha
belirgindir. H,O; bir serbest radikal olmadig1 halde reaktif oksijen tiirleri (ROT)
kapsamina girer ve serbest radikal biyokimyasinda 6nemli bir rol oynar. Ciinkii Fe*"
veya diger gecis metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu sonucu, siiperoksit
radikalinin (O,") varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve zarar
verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikalini (OH") olusturur. Siiperoksit
radikalinin lipit ¢Oziiniirliigii simirli oldugu halde H,O, lipitte ¢Oziiniirdiir. Bu
nedenle H,O, kendisinin olustugu yerden uzakta olan Fe?* iceren membranlarda
hasar olusturabilir [41]. Bu reaktif oksijen tiirii de bakterilere karsi lokositer

savunmasinin diger onemli bir unsurudur [40].



2.2.4. Hidroksil (OH’)

Hidroksil radikali (OH®), Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu
sonucu hidrojen peroksitten olugmaktadir. Ayrica suyun yiiksek enerjili iyonize
radyasyona maruz kalmasi sonucunda da olusur. Hidroksil radikali son derece
reaktif bir oksidan radikaldir, yarilanma 6mrii ¢cok kisadir. Amino asitler, niikleik
asitler, organik asitler, fosfolipitler ve sekerler gibi biyomolekiillerin bir¢oguyla
reaksiyona girebilir. Hidroksil radikali ROT’ nin en gii¢liisiidiir. Olustugu yerde
tiyoller ve yag asitleri gibi ¢esitli molekiillerden bir proton kopararak tiyil radikalleri
(RS®), karbon merkezli organik radikaller (R®), organik peroksitler (RCOQ®) gibi
yeni radikallerin olugmasina neden olarak biiyiik hasarlarin meydana gelmesine

neden olurlar [41].

Fenton Reaksivonu Haber-Weiss Reaksivonu
Fe™2 05
+ +
Fe'™? 0,
+ -
OH" H,O
+ +
OH™ OH"

Sekil 2.1. Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlar1 sonucunda hidroksil radikali (OH")

olusumu [41].
2.2.5. Hipokloréz Asit (HOCI)
Hipokloréz asit de radikal olmadigi halde ROT arasinda yer almaktadir.

Fagositik hiicrelerce bakterilerin dldiiriilmesinde 6nemli rol oynar. Aktive olan

nétrofiller, monositler ve makrofajlar, eozinofiller O, iiretirler. Ozellikle nétrofiller
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icerdikleri myeloperoksidaz enzimi aracihifiyla O," in dismutasyonuyla olusan
hidrojen peroksidi kloriir iyonuyla birlestirerek giiclii bir antibakteriyal ajan olan

HOCI dondistiiriir [41].

2.2.6. Peroksil (ROO)

Karbon merkezli radikaller hizli bir sekilde oksijenle reaksiyona girerek
peroksil radikallerini olustururlar. Bu peroksil radikali lipit peroksidasyonunu

baslatan radikal olup uzun omiirlidiir [41].

2.2.7. Perhidroksil (H,O3")

Stiperoksit radikalinin diisiik pH’ta daha reaktif olup protonlanarak
kendisinden daha kuvvetli bir oksidan olusturmasiyla meydana gelen bir radikaldir

[41].

2.3. SERBEST OKSIJEN RADIKALLERININ MAKROMOLEKULLERE
ETKIiLERI

2.3.1. Serbest Radikallerin Lipitlere Etkisi

Lipit peroksidasyonu, membranda bulunan doymamis yag asitlerinin, serbest
oksijen radikalleri tarafindan peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri,
etan ve pentan gibi c¢esitli rlinlere yikilmasi reaksiyonudur. Lipit
hidroperoksitlerinin yikimi ile olusan ve biyolojik olarak aktif olan aldehitler ya
hiicre diizeyinde metabolize edilirler ya da baslangictaki etki alanlarindan diffiize
olup hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayarlar. Lipit peroksidasyonu, biyolojik
zarlarin 6zelliklerinde ciddi hiicre hasarlarina yol acan degisiklikler yaparlar [42, 43].
Lipit peroksidasyonu ¢ok iyi tanimlanmig bir hiicresel hasar mekanizmasi olup doku
ve hiicrelerde oksidatif stresin bir gostergesi olarak kullanilir [10].  Lipit
peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler ve

oldukg¢a zararhdir. Hiicre membranlarinda lipit serbest radikalleri (L*) ve lipit

11



peroksit radikallerinin (LOO®) olusmasi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) neden
oldugu hiicre hasarinin énemli bir 6zelligi olarak kabul edilir. Serbest radikallerin

sebep oldugu lipit peroksidasyonuna "nonenzimatik lipit peroksidasyonu" denir [44].

L‘-'-Gz_—"

LOO*+1TH —i 1T.OOH + 1L*°

.

Q
<
T [ N

LOO"

R

O

1

O
- — 1 _— X
- W W v

LOOH

Lipit Perolcsit

Sekil 2.2. Lipit peroksidasyonun zincirleme reaksiyonu [44].

Biyolojik sistemlerde; lipitlerin peroksidasyonu; baglama, yayilma ve
sonlanma olmak {izere ii¢ evreden meydana gelmektedir [19]. Lipit peroksidasyonu
genellikle yag asitlerindeki konjuge ¢ift baglardan bir elektron igeren hidrojen
atomlarinin ¢ikarilmasi ve bunun sonucunda yag asidi zincirinin bir lipit radikali
niteligi kazanmasiyla baslar. Lipit radikali (L*) dayaniksiz bir bilesiktir bir dizi
degisiklige ugrar. L"nin molekiiler oksijenle (O,) etkilesmesi sonucu lipit peroksit
radikalleri (LOO®) olusur. LOO®, membran yapisindaki diger doymamis yag
asitlerini etkileyerek yeni lipit radikallerinin olusumuna yol agarken, kendileride
aciga cikan hidrojen atomlari alarak lipit peroksitlerine (LOOH) doniisiirler.
Boylece olay kendi kendini katalizleyerek devam eder. Lipit peroksidasyonu;
plazma membran1 ve subselliiler organellerin membranlarinda serbest radikallerle

uyarilabilir ve gecis metallerinin varliginda artar [44].
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Aerobik organizmalarda lipit peroksidasyon iiriinleri DNA hasarina ve
glutamat tasiyicilar1 gibi proteinlerin inhibisyonuna neden olurlar [45]. Artan lipit
peroksidasyonu ve azalan antioksidan korumalar sonucu epoksitler olusur. Bunlar
hiicre i¢inde niikleofilik merkezler ile spontan olarak reaksiyona girerek DNA, RNA
ve proteinlere kovalent olarak baglanirlar [46].  Boylece bu reaksiyonlar

sitotoksisiteye, alerjiye, mutajeniteye ve karsinojenezise neden olurlar [47].

2.3.2. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkisi

Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme derecesi aminoasit
kompozisyonlarina baglidir. Doymamis baglar ve kiikiirt igeren triptofan, tirozin,
fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi aminoasitlere sahip olan proteinler
serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler. Bu etki sonucunda 6zellikle siilfiir

radikalleri ve karbon merkezli organik radikaller olusur [44].

Proteinlerin reaktif oksijen tiirleri veya oksidatif stres iiriinleriyle kovalent
modifikasyonu sonucu protein oksidasyonu meydana gelir [48]. Protein oksidasyonu
esas olarak hidroksil radikali ile baslar. Diger taraftan oksidasyon siirecinde
molekiiler oksijenle birlikte stiperoksit anyon radikali ve siiperoksitin protonlanmis
formu olan hidroperoksil (HO2')’in varligi da gereklidir. Adi gegen bu reaktif
oksijen tiirleri aminoasitlerin yan zincirlerinin oksidasyonuna, protein-protein ¢apraz
baglarinin olusumuna ve protein omurgasinin oksidasyonu yolu ile protein
fragmentayonuna neden olurlar [49, 50]. Protein molekiillerinde, tiyolasyon,
metilasyon ve karbonilasyonu igeren ¢ok farkli sekillerde oksidatif hasar meydana
gelebilir. Bunlardan tiyolasyon ile metilasyon doniistimliidiir ve bu molekiiller bazi
antioksidan fonksiyonlarda rol oynar [51]. Diger taraftan protein karbonilasyonu
olusumu doniistimsiizdiir ve proteinlerin enzimatik par¢alanmasina yol agar. Ayrica
protein karbonillerin olusumu, serbest radikallerin yaglar, karbonhidratlar ve niikleik
asitler gibi diger hiicresel bilesenlerle etkilesmesi sonucunda olusan ikincil

tepkimelerle de gerceklesir [52].
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Sekil 2.3. Protein karbonil olusum reaksiyonlari [49].

Protein oksidasyonun biyokimyasal sonuglari; enzim aktivitesinde azalma,
protein fonksiyonlarinin kaybi, proteaz inhibitor aktivitenin kaybi, protein
agregasyonu, reseptdr aracili endositozun bozulmasi, gen transkripsiyonundaki

degisimler, immiinojen aktivitedeki artig olarak siralanabilir [53, 54].

2.3.3. Serbest Radikallerin Niikleik Asitlere Etkisi

ROT olusumundaki artma, antioksidan enzim diizeylerindeki azalma ve DNA
onarim enzimlerinde defekt olmast oksidatif DNA hasarimin artmasina yol
acmaktadir. Oksidatif hasara bagli olarak DNA’da tek ve ¢ift zincir kiriklari, abazik
alanlar, baz modifikasyonlar1 (baz katilimi, bazlarda yeniden diizenlenme), seker
hasar1 meydana gelebilir veya DNA ile proteinler arasinda ¢apraz baglanma olabilir

[55, 56].
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Sekil 2.4. Serbest radikal aracili oksidatif DNA hasar1 [55].

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller DNA'y1 etkileyerek
hiicrede mutasyona ve 6liime yol agarlar. Hidroksil radikali (OH") deoksiriboz ve
bazlarla kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere yol acar. Aktive olmus
nétrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit (H,O,) membranlardan kolayca gecer,
hiicre ¢ekirdegine ulasarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre
Oliimiine yol acabilir. Oksidatif modifikasyon sonucunda DNA antijenik karakter
kazanmakta ve antiDNA antikorlar1 olusmaktadir. Siiperokside (O,") maruz kalan
DNA molekiilleri hayvanlara enjekte edildiklerinde daha fazla antijenik 6zellik
gosterirler ki bu oldukca 6nemli bir etkidir [44].

Mitokondriyal DNA (mtDNA) da oksidatif hasar ve bu hasara bagh
mutasyonlarin gerceklesmesi yaslanma siirecinde 6nemli rol oynar. ROT’lerin
artmasina bagli olarak mitokondride membran potansiyeli azalir, ATP sentezinde
azalma olur, potansiyel toksisitesi olan Ca™ iyonlarimin tutulumu azalir. Oksidatif

strese bagli olarak, mutasyonel yiik artarken koruyucu ve onarici proteinlerin
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azalmasi veya zarar gérmesi mitokondrilerin hasar ve mutasyonunu artirir. Bunun

sonucunda da hiicresel yaslanma hizlanir [57].

2.3.4. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkisi

Serbest radikallerin karbonhidratlar iizerinde de oOnemli etkileri vardir.
Monosakkaritlerin otoooksidasyonu sonucunda hidrojen peroksit, peroksitler ve
oksoaldehitler meydana gelir, bunlar ¢esitli patolojik siire¢glerde 6énemli rol oynarlar.
Diyabet ya da diyabet komplikasyonlarmin gelisimi, koroner kalp hastaligi,
hipertansiyon, psoOriyazis, romatit artrit, Behget hastaligi, cesitli deri ve goz
hastaliklari, kanser gibi bircok hastalikta ve yashilikta serbest radikal iiretiminin

artt1g1, antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersiz oldugu gosterilmistir [44].

2.4. SERBEST RADIKALLERE KARSI SAVUNMA MEKANIZMALARI

Canlilarda ROT olusumunu ve ROT’nin meydana getirdigi hasar1 dnlemek
i¢in bir¢ok savunma mekanizmasi vardir. Bu mekanizmalar "antioksidan savunma
sistemleri" veya kisaca "antioksidanlar" olarak bilinirler. Antioksidanlar, endojen
kaynakli veya eksojen kaynakli olabilirler. Endojen antioksidanlar, enzimatik

olmayan ve enzimatik antioksidanlar olmak tizere iki sinifa ayrilirlar [44].
Endojen enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar hem ROT’nin

zararsiz metabolitlere doniistiiriilmesi hem de normal hiicresel metabolizmanin ve

fonksiyonlarin korunmasi ve devamliliginda 6nemlidirler [58].
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Cizelge 2.2. Hiicrede bulunan baz1 endojen antioksidanlar.

Endojen Antioksidanlar
Enzimatik antioksidanlar Enzimatik olmayan antioksidanlar
Stiperoksit dismutaz Melatonin
Glutatyon peroksidaz Seruloplazmin
Glutatyon S-Transferazlar Transferin Miyoglobin
Katalaz Hemoglobin Ferritin
Mitokondriyal sitokromoksidazlar | Bilirubin Glutatyon
Hidroperoksidazlar Sistein Metiyonin
Urat Laktoferrin
Alblimin Vitaminler

Antioksidanlar dort ayr sekilde etki ederler;

1) Toplayici Etki; Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutma veya
daha zayif yeni molekiile ¢evirmedir. Antioksidan enzimler, trakeobronsiyal mukus
ve kiiclik molekiiller bu tip etki gosterirler.

2) Bastiric1 Etki; Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen
aktararak aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistirmedir. Vitaminler,
flavanoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler.

3) Zincir Kirict Etki, Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip
fonksiyonlarin1 engelleyici etkidir. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir

kiric1 etki gosterirler.

4) Onarict Etki; Serbest radikallerin olusturduklari hasarin onarilmasidir.

2.4.1. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Enzimatik olmayan antioksidanlarin etkisi asagidaki reaksiyonda oldugu gibi

antioksidan (X) molekiile bir elektron veya hidrojen transferi seklinde 6zetlenebilir.

AH+X — A*+ XH
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Olusan antioksidan tiirevli radikal, bir rediiksiyon potansiyeline sahip olmakla
beraber kimyasal reaktivitesi ¢ok distliktiir. Boylece yiiksek reaktiviteye sahip
oksidanin zararl etkisi azaltilmis olur [44]. Enzimatik olmayan antioksidantlardan
en Onemlileri; E vitamini (a-tokoferol), C vitamini (askorbik asit), glutatyon (GSH),
melatonin, seruloplazmin, transferin, miyoglobin, hemoglobin, ferritin, bilirubin,

sistein, metiyonin, laktoferrin, albiimindir [59].

2.4.2. Enzimatik Antioksidanlar

Bir diger antioksidan savunma sistemi, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon S transferaz (GST) gibi antioksidan
enzimlerle olan savunmadir. Bu enzimler dioksijen rediiksiyonu ara bilesiklerini

veya oksidan zararina ugramis bilesikleri dogrudan uzaklastirabilirler.

2.4.2.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

SOD (EC 1.15.1.1) O," radikalinin O, ve H,0, dismutasyonunu

katalizleyerek oksidatif zarara karsi koruma saglar [60].

20, +H — 0, + H,0,

Bu dismutasyon reaksiyonu siiperoksit radikalinin anyon ve katyon
formlarinin esit oranlarda bulundugu pH 4,8’de kendiliginden meydana gelir. Ancak
fizyolojik sartlarda yani pH 7,35-7,45 arasinda bu reaksiyon ¢ok daha yavas olur.
SOD enzimi varliginda ve pH’in 7,4 oldugu kosullarda bu reaksiyon dort kat daha
hizli gerceklesir [61].

SOD enzimi, aktif merkezinde bulunan metale gore bakir-¢cinko (CuZnSOD),
mangan (MnSOD) ve demir (FeSOD) olmak iizere ii¢ g¢esittir. MnSOD ve
CuZnSOD hayvanlarda baskin olan formlardir. FeSOD ise bazi alg ve yiiksek yapili
bitkilerde bulunmasina karsin genellikle prokaryotlarda bulunan formdur. SOD

aktivitesi omurgasizlarda biiyiik dl¢lide degiskenlik gosterir, fakat omurgalilara gore
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aktivitesi genellikle daha diigiiktiir. Omurgasiz CuZnSOD formu memelilerdekine
benzer ozellik gosterir, amfibilerdeki SOD beyinde en yiiksek aktivite ve akcigerde
en diisiik aktiviteyi gosterirken yliksek omurgalilarda karacigerde aktivite genellikle
en yliksektir. CuZnSOD 32 kDa ortalama agirliga sahip dimerik bir proteindir.
Bir¢ok izoenzimi oldugu rapor edilmistir. MnSOD 86 kDa ortalama molekiiler
agirhiga sahip tetramerik bir proteindir. FeSOD 41 kDa molekiiler agirlikli dimer bir
proteindir. Metal kofaktdrleri olmaksizin biitiin SOD formlar1 O, dismutasyonunda

benzer mekanizma ve hiz1 paylasirlar [59].

SOD’m fizyolojik fonksiyonu oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit
radikalinin lipit peroksidasyonu gibi zararli etkilerine kars1 korumaktir. SOD,
fagosite edilmis bakterilerin intraselliiler oldiiriilmesinde de rol oynar. SOD
aktivitesi yliksek oksijen kullanimi olan dokularda fazladir ve doku parsiyel oksijen

basinci (pO,) artistyla artar. SOD’1n ekstraselliiler aktivitesi yoktur [44].

2.4.2.2. Katalaz (CAT)

CAT (EC 1.11.1.6) hiicresel metabolizma sonucu olusan H,O,’in molekiiler

oksijene ve suya doniismesini katalizler [44].

2H,0, — 2H,O + O

Enzim genellikle bir birinin aynist olan dort alt tiniteden olusan yaklagik 240
kDa agirliginda tetramerik bir molekiildiir. Aerobik hiicrelerin ¢ogunda bulunur.
CAT genellikle H,O, iireten enzimlerin lokalize oldugu peroksizomlarda
bulunmaktadir. Baliklarda, amfibilerde ve memelilerde karaciger, bobrek, kalp ve
beyinde yiiksekten en diisiige dogru aktivite dagilimi gostermektedir. CAT kan
plazmasi, dokular arasi sivi, sinoviyal sivi gibi hemen higbir ekstraselliiler sivida

bulunmaz [59].
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CAT hiicreyi kendi solunumsal patlamasina karsi koruma islevini de gortir.
Hiicrede olusan H,0,’i hidroksil (OH") serbest radikali olusumunu 6nlemek igin

ortamdan kaldirir [44].

2.5. OKSIDATIF STRES

Hiicrede olusan ROT’1 antioksidan savunma sistemleri olarak bilinen
mekanizmalarla ortadan kaldirilmaktadir. Normal fizyolojik kosullarda viicutta
olusabilen ROT (siiperoksit, hidroksil, hidrojen peroksit vb.) ve antioksidan
ozellikteki enzimler denge halinde calismakta ve herhangi bir saglik sorunu ortaya
citkmamaktadir. Yasamin devami i¢in her iki sisteme de ihtiyag vardir. Ancak
endojen ya da eksojen nedenlerle bu dengenin oksidanlar lehine bozulmasi oksidatif
stresin olusumuna yol agmaktadir [41]. Oksidatif strese neden olan tehlikeli reaktif
oksijen tiirleri ¢esitli biyolojik molekiillerle kolaylikla etkilesebilmektedir. Bu

etkilesimin siddetli olmasi, hiicre ya da dokularda hasara neden olmaktadir [56, 57].

2.5.1. Toksikolojide Oksidatif Stres

Bir¢ok kirletici hiicre i¢i ROT miktarin1 arttirarak, DNA hasari, lipit
peroksidasyonu ve enzim inhibisyonu gibi toksisitede 6nemli rol oynayan oksidatif
stres biyomarkerlarinin olusmasina neden olur. Deney hayvanlarinda serbest
radikaller tarafindan olusturulan oksidatif stresi 6lgmek i¢in ¢esitli biyomarkerler
kullanilir. Kullanilan biyomarkerler, radikaller tarafindan olusturulan birincil ya da
ikincil iirlinler olabildigi gibi, radikallere kars1 koyan antioksidan savunma sistemi
elemanlar1 olabilir [5]. Pek ¢ok cevresel Kkirleticinin toksisite mekanizmasinda
serbest radikallerin rol oynadigi tespit edilmis, bu nedenle oksidatif stres

ekotoksikolojik calismalarda yaygin sekilde kullanilmaya baslanmistir [62].

Endiistriyel kirleticileri iceren atik sular sucul ortamlara geger ve burada
yasayan canlilar tarafindan almirlar.  Atik sular; aromatik hidrokarbonlar,
organoklorlu yada organik fosfatli pestisitler, endiistriyel iirlinler, heterosiklik

bilesikler, organometalik bilesikler ve agir metalleri [kadmiyum (Cd), krom (Cr),
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¢inko (Zn), kursun (Pb), bakir (Cu), civa (Hg)] iceren biiyiik oranda organik ve
metalik kirleticilerden olusmaktadirlar. Atik sulardaki bu kirleticilerin ¢ogu etkili
oksidanlarin olusumuna yol acar, zararl etkilerini oksidatif strese neden olarak
gosterirler [63]. Sturve ve ark. [64], yaptiklar1 ¢calismada, Kuzey Denizinde petrol ve
alkilfenole maruz kalan Gadus morhua’nin karacigerinde CAT enzim aktivitesinin

yliksek oldugunu; ancak karacigerde MDA miktarinin degismedigini bildirmislerdir.

Vieira ve ark. [65], petrokimyasal kirleticilerden benzopiren, anthrasin ve
benzine maruz kalan Pomatoschistus microps karacigerinde CAT ve SOD enzim

aktivitelerinin artigini bildirmislerdir.

Ali ve ark. [66], cevresel kirletici olarak termik santrallerin bacalarindan
¢ikan ugucu kiillere maruz biraktiklar1 Channa punctatus’un karaciger ve solungag
dokularinda; CAT enzim aktivitelerinin ve MDA konsantrasyonun arttigini

bildirmislerdir.

Kentsel, endiistriyel ve zirai atiklarin dogrundan karistig1 kirli sulara maruz
kalmis Mugil cephalus ve Platichthys flesus’un karaciger dokularinda MDA

konsantrasyonlarinin arttig1 Ferreira ve ark. [67] tarafindan bildirilmistir.

Kagit fabrikast atik sular ile yapilan ¢alismada, C. punctatus’un karaciger
MDA diizeyinin sabit kaldigi; bobrek ve solungaglarda MDA da artislar meydana
geldigi, CAT enzim aktivitesinin zamana bagl olarak karacigerde artarken bobrek ve
solungagta azaldigi bildirilmistir [68]. Oakes ve ark. [69], Catostomus catostomus
tiri kullanarak yaptiklart ¢alismada kagit, kagit hamuru ve yerel tesislerden gelen
atik sulara maruz kalmig baliklarda karacigerde lipit peroksidasyonu miktarinda

artiglar oldugunu bildirmislerdir.

SOD, CAT ve MDA agir metal toksisitesi ve pestisit toksisitesi

caligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
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Bhattacharya ve ark. [70], agir metallerden arsenige maruz birakilan Clarias
batrachus’un karaciger SOD enzim aktivitesinin artigini, CAT enzim aktivitesinin
azaldigmi bildirmiglerdir. Ayni calismada karacigerde lipit peroksidasyonunun

artt1g1 bildirilmistir.

Berntssen ve ark. [71], metil civa ve inorganik civaya maruz birakilan Salmo
salar karacigerinde SOD enzim aktivitesi ve lipit peroksidayonunun artigini

bildirmislerdir.

Vega-Lopez ve ark. [72], polikorobifenile maruz birakilan Girardinichtys
viviparus’un karacigerinde SOD enzim aktivitesinin azaldigini, CAT enzim

aktivitesinin ve lipit peroksidasyonunun arttigini bulmuslardir.

Potasyum dikromata maruz birakilan havuz baliklarinda karaciger SOD ve

CAT enzim aktivitelerinin azaldig1 Lushchak ve ark. [73], tarafindan rapor edilmistir.

Endosulfona maruz birakilan C. punctatus’un karaciger ve solungag
dokularinda CAT enzim aktivitelerinin azaldigi, MDA konsantrasyonun arttig1 tespit

edilmistir [74].

Sayeed ve ark. [75], tarafindan yapilan c¢aligmada deltamethrine maruz
birakilan C. punctatus’un karaciger ve solunga¢ dokularinda CAT enzim

aktivitelerinin azaldigi, MDA miktarinin arttig1 bildirilmistir.

Zhang ve ark. [76], C. auratus ile yaptiklari ¢aligmada, 2,4-diklorofenol
maruziyeti sonucunda karacigerde CAT enzim aktivitesinin arttigini bildirilmistir.
Ayn1 calismada karacierde SOD enzim aktivitesinin  2,4-diklorofenol

konsantrasyonu artigina bagl olarak degistigi bildirilmistir.

Matos ve ark. [77], karbarile maruz birakilan O. niloticus’un karaciger

dokusunda CAT ve SOD enzim aktivitelerinin azaldigini bildirmiglerdir.

22



O. niloticus ile yapilan diger bir ¢alismada, diazonin mariziyetinde solungag
dokusuda SOD enzim aktivitelerinde degisimler oldugu; ancak CAT enzim aktivitesi
ve MDA konsantrasyonunda anlamli bir degisim olmadigi Durmaz ve ark. [78],

tarafindan bildirilmistir.

Song ve ark. [79], tarafindan C. carpio ile yapilan ¢alismada,
hekzaklorobenzen maruziyeti sonucunda karacigerde diisiik dozlarda SOD enzim
aktivitesinde anlamli bir degisim olmadigi, yiiksek dozlarda ise SOD enzim

aktivitesinin azaldig1 bildirilmistir.

Sun ve ark. [80], C. auratus ile yaptiklar ¢calismada, fenanthren maruziyeti
ile karacigerde SOD enzim aktivitesinin siireye bagli olarak artigini bildirmislerdir.
Ayni c¢alismada karacigerde CAT enzim aktivitesinin kisa siireli maruziyetlerde

azaldig1; ancak uzun siireli maruziyetlerde artig1 bildirilmistir.

Peixoto ve ark. [81], oksiflorfen maruziyeti sonucunda O. niloticus’ta
karaciger CAT enzim aktivitesinin arttigini, SOD enzim aktivitesinin ise siireye bagl

olarak azaldigini bildirmislerdir.

Ahmad ve ark. [82], su ekosistemlerine atik sularla tasinan ve ulagtiklar
yerdeki canlilarda toksik etkisi bilinen polisiklik aromatik hidrokarbonlardan -
naftoflavon ve agir metalerden krom kombinasyonuyla yaptiklar1 ¢alismada, bu
kirleticilere maruz kalan Anguilla anguilla’da solunga¢ ve boébrek dokularinda
LPO’da artiglar oldugunu bildirmislerdir. Ayni calismada kroma maruz kalmis
baliklarin solunga¢ ve bobrek dokularinda CAT aktivitesinde diisiisler oldugu
bildirilmistir.

Ferrari ve ark. [83], karbarilin pestisitinin Oncorhynchus mykiss’in karaciger

dokularinda CAT enzim aktivitesini artirdigini; buna karsilik azinfosmetilin

pestisitinin CAT enzim aktivitesini diislirdiigiinii bildirmislerdir.
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Tekstil endiistrisi Tiirkiye’nin en ¢ok iiretim yapan sanayi kolu olup; ihracat
sektoriinde onemli bir yere sahiptir. Tiirkiye % 3,5’lik tiretimi ile diinya tekstil
tiretiminde ilk alt1 i¢inde yer almaktadir, Cin’in ardindan Avrupa Birligine tekstil
iriinleri ihra¢ eden ikinci biiyiik iilkedir [84]. Tekstil endiistrisi atiklari; tekstil
tiriinleri hammaddelerinin elde ediliginden, iirlinlin son haline kadar gegen siirecte
kullanilan kimyasal maddeler nedeniyle olduk¢a kompleks bir yapiya sahiptir.
Tekstil atik suyunun yapisinda boyalarla birlikte ¢ok farkli organik ve inorganik
maddeler bulunmaktadir. Bu maddeler cevre ve insan saghigi igin zararh
olabilmektedir [85]. Tekstil atik suyunun genotoksik etkilerinin yaygin sekilde
calisilmasina ragmen, oksidatif stres iizerine etkisi ile ilgili calismalar oldukca

sinirlidir.

Sucul ortamlara gegen cok miktarda ¢evresel kirleticinin ROT olusturarak
oksidatif hasara yol actig1 bilinmektedir [86]. Bundan dolayr sucul canlilar,
memelileri de i¢eren karasal canlilara gore ¢evresel faktorlerin etkisiyle olusan ROT
maruziyetlerine ve toksisiteye daha duyarhdirlar [87]. Toksikolojide oksidatif stresin
hiicresel bilesenlere nasil zarar verdiginin, hiicresel yanitlarin nasil oldugunun,
olusan hasarlarin nasil diizeltildiginin ve oksidatif stresin hastaliklara nasil yol
actiginin arastirilmasinda sucul organizmalarin kullanilmasi 6nem kazanmistir [88,
89]. Bu nedenle ¢alismada tekstil atik suyunun toksik etkisini 6lgmek icin test
materyali olarak balik kullanilmigtir. Atik suyun letal olmayan {i¢ farkli dozu 15, 30
ve 45 gilin boyunca baliklara uygulanmis, maruziyet sonrasi karaciger ve solungag

CAT, SOD ve MDA degisimleri incelenmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. MATERYAL

Calismada test materyali olarak Nil tilapyasi olarak da bilinen Oreochromis
niloticus (Pisces: Cichlidae) kullamilmistir. O. niloticus nehir, g6l ve sulama
kanallar1 gibi tathh su habitatlarinda yasayan tropikal bir tiirdiir. Sicaklik ve pH
tolerans1t genistir, omnivor olarak beslenir [90]. Bu tiir, ekonomik 6neme sahip
olmasi, yaygin olarak yetistiriciliginin yapilmasi, kolay temin edilebilmesi [91]

nedeniyle tercih edilmistir.

Calismada 45,2 + 2,54 g agirhiginda ve 13 £ 2 cm boyundaki baliklar
kullamlmustir.  O. niloticus &rnekleri Mersin Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi
yetistirme havuzlarindan alinarak, laboratuarimizda dinlendirilmis musluk suyu
iceren 100 L’lik cam stok akvaryumlarda bir ay siireyle laboratuvar kosullarina
adapte edilmislerdir. Baliklar deneme siiresince giinde bir kez ayn1 saatlerde toplam

agirhigin % 3’1 kadar hazir balik yemiyle (Pinar Yem, Tiirkiye) beslenmistir.

3.2. KULLANILAN KiMYASALLAR VE TECHIZATLAR

3.2.1. Kimyasallar

3-siklo heksilamino-1 propan siilfonoik asit Sigma
Asetik Asit CH;COOH Merck
Bakar Siilfat CuS04.5H,0 Fluka

di-Sodyum Hidrojen Fosfat Na,HPO4.2H,0 Merck
Etilendiamin Tetraasetik Asit EDTA Sigma
Folin-Ciocalteu Fenol Ayiraci Merck
Hidrojen peroksit H,0, Merck
Ksantin Sigma
Ksantin Oksidaz Sigma
n-Butanol Merck

25



Sodyum Dihidrojen Fosfat NaH,P04.2H,0 Merck

Sodyum Dodesil Siilfat SDS Merck
Sodyum Hidroksid NaOH Merck
Sodyum Karbonat Na,COs Merck
Sodyum Potasyum Tartarat Merck
Piridin Merck
p-iyodonitrotetrazoliyum Sigma
Tiyobarbitiirik Asit TBA Sigma

3.2.2. Teghizatlar

Analitik Terazi Kern ALJ 220-4
Benmari Nahita

Buz Makinesi Ugur — buzal 60
Distile Su Cihazi GFL

Homojenizator Heidoph DIAX900
Otomatik Pipetler Biohit/Gilson

pH Metre WTW inoLab pH Level 1
Sogutmal1 Santrifii Hettich Universal 32 R
Santrifiij Niive NF 815

Kaba Terazi SCALTEC

Ultra Derin Dondurucu Nunre

UV-Visible Spektrofotometre
Vorteks

3.3. DENEY PLANI

Perkin Emler Lambda EZ210
Velp Scientifica

Kumas boyama iinitesinden ¢ikan ve boyar madde igeren atik sular
dengeleme havuzuna alindiktan sonra aerobik aritim {initesine alinmaktadir. Aerobik
arittim Uinitesinde savaklardan siiziilen antilmis atik su ¢oktiirme {initesine

gonderilmekte ve ardindan alict ortama desarj edilmektedir. Caligmada kullanilan
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atik su numunesi aritilmis atik suyun desarjindan hemen dnce alinmistir. Atik suyun
kimyasal analizleri Mersin Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Cevre Miihendisligi
Boliimiin’de yaptirilmistir. Analizde su kirliligi ¢aligmalarinda 6lgiilmesi gereken
parametrelerden pH, biyolojik oksijen ihtiyact (BOI), kimyasal oksijen ihtiyact

(KOI), fenol, siilfat ve ¢inko degereleri dl¢iilmiistiir.

Calismada kullanilacak atik su konsantrasyonlarinin belirlenmesi icin, ortam
% 50 konsantrasyonda atik su igerecek sekilde hazirlanmis ancak kullanilan bu
konsantrasyon baliklarin 6liimiine neden olmustur. Caligmada uzun siireli maruziyet
planlandig1 (15, 30 ve 45 giin) ve % 50 konsantrasyonda hazirlanan ortamda
baliklarin 6lmesinden dolayi letal olmayan daha diistik dozlarin (% 0,1, % 1 ve %

10) kullanilmasina karar verilmistir.

Denemeler 20 L dinlendirilmis musluk suyu ile doldurulmus 4 cam
akvaryumda yiiriitiilmiistiir. Her bir akvaryumda 21 balik olacak sekilde baliklar
adaptasyona birakilmistir. Deney baliklari; tekstil atik suyunun % 0,1, % 1 ve %
10’luk ti¢ farkli konsantrasyonunda 15, 30 ve 45 giin siireyle yasatilmistir. Tekstil
atik suyu iceren akvaryumlardaki su, doz etkinliginin saglanmasi amaciyla 24 saatlik

araliklarla baliklar aktarilarak yenilenmistir.

Deney gruplart;

1. Akvaryum: Kontrol

2. Akvaryum: % 0,1 tekstil atik suyu ( Doz 1)

3. Akvaryum: % 1 tekstil atik suyu (Doz 2)

4. Akvaryum: % 10 tekstil atik suyu (Doz 3) olarak diizenlenmistir.

Her siire sonunda her doz grubundan 7 balik akvaryumlardan cikarilip
agirliklart tartilarak dekapitasyon uygulanmustir. Karaciger ve solungag dokulari
disekte edilerek, serum fizyolojik ile yikandiktan sonra tartilmis ve analizlere kadar

-70 °C’de saklanmustir.
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Analiz 6ncesi dokular 0,05 M Na-P tamponu ile pH 7,4 ayarlanmis 0,25 M
siikroz ile 1/10 agirlik/hacim (w/v) olacak sekilde Heidolph DIAX900 homojenizator
ile 10000 rpm’de 3 dakika homojenize edilmistir. Homojenatlar +4 °C’de 10000
rpm’de 30 dakika santrifiijlenmistir. Elde edilen silipernatant, siiperoksitdismutaz
(SOD) ve katalaz (CAT) enzim aktiviteleri ile malondialdehit (MDA) ve protein

miktarlarinin belirlenmesinde kullanilmustir.

3.4. ANALIZ YONTEMLERI

3.4.1. Siiperoksid Dismutaz (SOD) Ydntemi

SOD, O," radikalinin su ve molekiiler oksijene dismutasyonunu kataliz eder.
Ksantin ve ksantin oksidaz (XOD) kullanilarak olusturulan siiperoksit radikalleri 2-
(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-(feniltetrazoliyum  klorid) ile kirmuzi renkli
formazon boyasi olusturur. Eger ortamda SOD varsa siiperoksit radikalleri ortamdan
uzaklastirildig: i¢in formazon olusumu inhibe olur. SOD enzim aktivitesi 505 nm

dalga boyunda formazon olusumunun % inhibisyonu ile ol¢iiliir [92].

Ayrraglar:

1. 3-siklo heksilamino-1 propan siilfonoik asit (CAPS) tamponu (pH 10.2)
Sub strat karisimi

Glinliik substrat karigimi

Ksantin oksidaz (80 U/L)

0.01 M Fosfat tamponu (pH 7)

A

Standart Grafigin Hazirlanmasi:
Liyofilize olarak hazirlanmig, SOD standart1 (S6), 10 mL bidistile su ile
sulandirilir.  Standart egri ¢iziminde kullanilacak diger SOD derisimleri fosfat

tamponu ile asagidaki sekilde hazirlanir (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. SOD standart grafigi ¢izmek igin stok standartdan elde edilen derigimler.

Tiip no Kullanilan 0,01 M SOD derisimi
standart fosfat tamponu (U/mL)
S5 S6 5 mL 5mL 2,8
S4 S5 5mL 5 mL 1,4
S3 S4 5 mL 5 mL 0,7
S2 S3 3 mL 6 mL 0,23
Cizelge 3.1°de belirtildigi sekilde hazirlanan standartlar kullanilarak

ayraclarla beraber tiiplere asagidaki sekilde eklenir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. SOD standart egri grafiginin hazirlanmasi.

Cozeltiler Kor Standart
Standart B 25 uL
Fosfat tamponu 25 uL _
Substrat karigimi 850 uL 850 uL
Tyice karistirilir
Ksantin oksidaz 125 uLL 125 pLL

Tekrar karistirildiktan 30 sn sonra 37 °C’de 505 nm dalga boyunda baslangi¢
absorbansi 0. dak okunur (A1), 3. dakika sonra son absorbans okunur (A2). Calisma
korti SOD igermedigi igin inhibisyona ugramamis reaksiyon olarak kabul edilir ve

degeri % 100 olarak alinir. Tiim standartlar i¢cin % de inhibisyon degeri bunlara ait

degerin caligsma korii ile oranlanarak 100’den ¢ikarilmasi ile bulunur.

AA/dak standart = A2-A1/ 3 dak
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Hesaplama yapildiktan sonra yatay eksene SOD degerlerinin logaritmik
doniisiim degeri, dikey eksene standartlara ait % de inhibisyon degerleri yazilarak

standart egri grafigi elde edilir (Sekil 3.1).
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(@]
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z

=

- y=39,215x + 51,9

R? =0,0942
10 -
I T O T 1
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Sekil 3.1. SOD Standart Egrisi.
Yontem:
SOD aktivitesini 6lgmek igin ¢ozeltiler kor ve Ornek olmak iizere farkli

kiivetlere agsagidaki sekilde eklenir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Siiperoksit dismutaz yontemi.

Cozeltiler Kor Ornek
Ornek B 25 uL
Fosfat tamponu 25 uL _
Substrat karigimi 850 uL 850 uL
Tyice karistirilir
Ksantin oksidaz 125 pLL 125 puL
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Ksantin oksidaz eklendikten sonra tekrar karistirilir. 37 °C’de 30 saniye
sonra 505 nm dalga boyunda 0. ve 3. dakikalarin absorbanslar1 kaydedilir. Orneklere
ait % de inhibisyon degeri asagidaki sekilde hesaplanir.

AA/dak sme= A2-Al/ 3 dak

% inhibisyon gmek = 100 — (AA/dak gandare X 100/ AA/dak catigma korii)

Orneklere ait % de inhibisyon degerine karsilik gelen SOD degeri standart
egriden bulunur. Orneklere ait protein degerine boliinerek spesifik aktivite

hesaplanir.

3.4.2. Katalaz (CAT) Yontemi

CAT enzimi H,O;’in H,O ve O;’e doniisiimiinii kataliz eder. CAT enzim
aktivitesi H»O,’in 240 nm dalga boyunda 15181 absorbe etmesinden yararlanilarak

spektrofotometrik olarak olgiiltir [93].

Ayrraglar:
1. 50 Mm Fosfat tamponu (pH 7.0)
2. H,0; (30mM): Stoktan %3’liikk H,O,.

Yontem:

240 nm dalga boyuna ayarlanmis spektrofotometrede kiivete saf su katilir ve
absorbans sifirlanir, daha sonra tamponun absorbansi okunur. % 3’liikk stok H,O; ile
hazirlanmis olan % 30’luk H,O, ile tamponun optik dansitesi 0.5’e ayarlanir. Optik
dansite 0.5 olduktan sonra spektrofotometre kiivetine 3 ml tampon konur, 10 pl
ornek eklenir, 0. ve 2. dakikadaki absorbanslar okunur, protein miktar1 6lgiilerek

CAT spesifik aktivitesi hesaplanir.
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3.4.3. Malondialdehit (MDA) Y 6ntemi

Malondialdehit (MDA) lipit peroksidasyonun sekonder bir {iriinii olup,

lipitlere ait peroksidasyonun belirlenmesinde kullanilan 6nemli bir parametredir.

MDA tiyobarbitiirik asit (TBA) ile aerobik kosullarda pH 3,5’te ve 95 °C’de

reaksiyona girerek pembe renkli bir kompleks olusturur ve bu kompleksin

spektrofotometrede 532 nm dalga boyunda 6l¢lilmesiyle MDA 6l¢iimii yapilir [94].

Ayiraglar:

l.

% 8,1°lik SDS

2. % 20’lik Asetik asit (HAc) (pH 3.5)
3.
4

% 0,8’lik TBA (pH 3.5)

. n-Butanol-Piridin: 14/1 oraninda hazirlanir.

Standart Grafigin Hazirlanmasi:

Glnliik standart; 400 nmol/mL’lik giinliik standarttan hazirlanan 10, 20, 40,

60, 80, 100 nmol/mL’lik calisma standartlar1 standart egri ¢izimi i¢in kor ve ornek

olmak tizere farkl tiiplere agsagidaki sekilde eklenir (Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.4. Malondialdehit Standart Grafiginin Hazirlanmas.

Standart
Cozeltiler  Kor
(nmol )
Derisim 10 20 40 60 80 100
Standart(puL) - 50 50 50 50 50 50
SDS (uL) 100 100 100 100 100 100 100
Hac (uL) 750 750 750 750 750 750 750
TBA (uL) 750 750 750 750 750 750 750
Saf su (uL) | 400 350 350 350 350 350 350
95 °C de 30 dakika inkiibe edilir
Saf'su (uL) | 500 | 500 500 500 500 500 500
nBut/ piridin | 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
(mL)

(Cozeltilerin eklenmesi bitikten sonra vorteks edilir. 4000 rpm’de 15 dakika
santrifiij edilir. Usteki organik kisim alinir ve 532 nm dalga boyunda absorbanslar

okunur. Standart egri grafigi ¢izilir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Malondialdehit Standart Egrisi.
Yontem:
MDA miktarini 6lgmek i¢in ¢ozeltiler kor ve 6rnek olmak tizere farkl tiiplere

asagidaki sekilde eklenir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. Malondialdehid Y ontemi.

Cozeltiler Kor Ornek

Ornek B 50 uL

SDS 100 uL 100 uL

Hac 750 uL 750 uL

TBA 750 uL 750 uL

Saf su 400 pL 350 uL
95°C’de 30 dakika inkiibe edilir.

Saf su 500 uL 500 uL

n-Butanol/Pridin 2.5mL 2.5mL

Cozeltilerin eklenmesi bitikten sonra vorteks edilir. 4000 rpm’de 15 dakika

santrifiij edilir. Usteki organik kisim alinir ve 532 nm dalga boyundaki absorbanslar
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kaydedilir. Olgiilen absorbansa karsilik gelen MDA konsantrasyonu standart egriden

bulunur.
3.4.4. Protein Miktarmnin Olgiilmesi

Doku protein miktarlar;; MDA degerleri, CAT ve SOD spesifik enzim

aktivitelerini hesaplamak amaciyla dl¢iilmiistiir.

Proteinlerin ¢ogu tirozin, triptofan veya her iki amino asidi de icerirler. Bu
amino asitler serbest veya katlanmamis bir polipeptid zincirinde mavi renk
olusturmak Ttzere fosfotungustik asit-molibdik ayiracini (Folin-Ciocalteu ayiract)
indirgerler. Bu yontemde proteinler bakir-peptid bagi komplekslerini olusturmak
iizere alkali ¢ozeltilerde Cu™? ile reaksiyona girerler. Ortama Folin-Ciocalteu ayiraci
eklendiginde indirgenme siireci igerisinde bakir-protein kompleksleri ile tirozin,
triptofan rezidiileri birlesirler. Renklendirilmis ¢6zeltinin absorbanst 750 nm dalga

boyunda olgtiliir [95].

Ayrraglar:

1. Aymra¢ A: NaOH iginde ¢6ziilmiis % 2’lik Na,COs

Ayirag B,: % 1’lik CuSO4.5H,0

Ayirag B: % 2’°lik Na-K Tartarat

Ayirag C: 50ml Ayirag A + 0.5 ml Ayirag B, + 0.5 ml Ayirag B karisimi

A T

Folin-Ciocalteu: 1/1.5 oraninda sulandirilarak hazirlanir.

Standart Grafigin Hazirlanmas:

Sigir serum albumini kullanilarak 1000 pg/mL’lik stok protein ¢ozeltisi
hazirlanir. Calisma i¢in bu ¢oézelti 100, 200, 300, 400, 500 pg/mL derisimlerde
seyreltilir. 750 nm dalga boyunda bu konsantrasyonlara karsilik gelen absorbans

degerleri okunarak standart egri ¢izilir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Protein Standart Egrisi.

Y Ontem:

Orneklerin protein miktarin1 belirlemek amaciyla ¢ozeltiler kor ve drnek

olmak iizere farkli kiivetlere asagidaki sekilde eklenir (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6. Protein yontemi.

Cozeltiler Kor Ornek
Saf su 300 uL _
Ornek _ 300 uL

Ayirag C 3.0 mL 3.0 mL

Tiipler karistirilir, 15 dakika oda sicakliginda bekletilir.

Folin-Ciocalteu 300 puL 300 uL

Oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra 750 nm dalga boyunda kdore

kars1 okunan absorbanslar kaydedilir. Olgiilen absorbansa karsilik gelen protein

konsantrasyonu standart egriden bulunur.
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3.4.5. Istatistiksel Analiz
Elde edilen verilere gore doz ve siirenin etkisini belirlemek amaciyla tek

yonlii varyans analizi (ANOVA) yapilmistir. Varyans analizinde grup ici ve gruplar

arasi karsilagtirmalarda LSD ( Least Significant Difference) testi uygulanmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. BULGULAR

Calismada kullanilan tekstil atik suyunun analiz sonuglart ve su kirliligi
kontrol yonetmeligi degerleri karsilastirilmali olarak Cizelge 4.1°de verilmistir. Elde
edilen veriler karsilastirlldiginda kullanilan tekstil atik suyu degerlerinin

yonetmeliklerde belirtilen limit degerlerin tizerinde oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.1.Tekstil fabrikast aritma ¢ikis suyu analiz degerleri.

Olgiilen Parametreler Su Kirliligi Kontrol Kullanilan Atik Suyun
Yonetmeligi Degerleri Analiz Degerleri

pH 6-9 6,4

BOI- mg/L 80 203,63

KOI- mg/L 300 1024

Fenol- mg/L 0,5 1,80

Siilfat- mg/L 0,1 64

Cinko- mg/L 10 186

Calismada tekstil fabrikasi atik suyunun % 0,1, % 1 ve % 10’luk ti¢ farkh
konsantrasyonu kullanilmig, baliklar atik suya 15, 30 ve 45 giin boyunca maruz
birakilmistir.  O.niloticus’da karaciger ve solunga¢ dokularinda antioksidan
enzimlerden siliperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) aktiviteleri ile lipit
peroksidasyonu  gostergesi olarak malondialdehit (MDA) konsantrasyonu

Ol¢llmiistiir.

Elde edilen verilerin istatistik degerlendirmeleri yapilmis bulgular ¢izelge ve
grafikler halinde diizenlenmistir. Cizelgelerde doz gruplarinin, kontrol grubu ile

22 32)

karsilastirilmasinda istatistiksel dnem simgesi ile ifade edilmistir. Doz gruplari

etkileri agisindan kendi aralarinda degerlendirilmis ve istatistiksel onemi belirtmek
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icin harfler kullanilmistir. Ayni harf doz gruplar1 arasinda istatistiksel olarak farkin

olmadigini, farkli harfler dozlar arasi istatistiksel farkin oldugunu ifade etmektedir.

4.1.1. Tekstil Fabrikas1 Atik Suyunun Karacigerde SOD Enzim Aktivitesi

Uzerine Etkisi

Tekstil fabrikasi atik suyunun % 0,1, % 1 ve % 10’luk konsantrasyonlarina
15, 30 ve 45 giin boyunca maruz kalan O. niloticus karacigerinde SOD enzim

aktivitesi degisimi Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Tekstil fabrikasi atik suyunun karaciger SOD enzim aktivitesi (U/mg
prot) iizerine etkisi (ort = SH).

Tekstil atik
suyu
Uygulama Kontrol grubu %0,1 %1 %10
stiresi
15 giin 0,17+0,01 €0,24+0,04  °0,39+0,02%%* 30 5840,05%**
30 giin 0,16+0,02 ©0,31+0,02 °0,57+0,1%%% 30 67+0,02%%*
45 giin 0,21+0,02 °0,19+0,02 ®0,32+0,04 90,7340,09%**

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001

15 giinliik tekstil atik suyu uygulama sonrast % 0,1, % 1 ve % 10’luk doz
gruplarinda SOD enzim aktivitesi kontrole gore artmis, % 1 ve % 10’luk doz
gruplarindaki artislar istatistiksel olarak énemli bulunmustur (p<0,001). 15 giinliik
uygulama sonrasi dozlarin etkisi kendi aralarinda karsilastirildiginda; % 0,1, % 1 ve
% 10’luk doz gruplar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur
(p<0,001). Karaciger SOD enzim aktivitesi 15 giinliik uygulamada doz artigina bagh

olarak artmistir.

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda 30 giinliik uygulama sonrasinda % 1 ve

% 10’luk dozlarda artis istatistiksel olarak 6nemli bulunmugstur (p<0,001). 30 giinliik
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uygulamada SOD enzim aktivitesi lizerine dozlarin etkisi kendi aralarinda
karsilastirildiginda; % 0,1°lik doz grubu, % 1’lik doz ve % 10’luk doz gruplan ile
karsilastirildiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,01).
Karaciger SOD enzim aktivitesi 30 giinliilk uygulama sonrasi da doz artisina baglh

olarak artmis, en fazla artis % 10’luk doz grubunda meydana gelmistir.

SOD enzim aktivitesi doz gruplarinda 45 giinlik uygulama sonrasinda
kontrole gore artmis, istatistiksel olarak Onemli artis % 10’luk doz grubunda
meydana gelmistir (p<0,001). 45 giinliikk uygulama sonras1 dozlar kendi aralarinda
karsilastirildiginda; SOD enzim aktivitesi % 10’luk doz grubunda, % 0,1’lik ve %
1’lik dozlara gore istatistiksel olarak 6dnemli derecede artmistir (p<<0,001). % 0,1’lik

ve % 1’°lik dozlar arasinda ise fark 6nemli bulunmamistir(p>0,05).

Kontrol ve doz gruplarinda karacigerde SOD enzim aktivitesi degisimi siireye

bagl olarak degerlendirilmis elde edilen veriler Sekil 4.1°de verilmistir.

I 15 Giin
0,8 1 | m30 Gin
0,7 -4 | 045 Giin

SOD (U/mgprotein)
=
SN
*

Kontrol 0,1% 1,0% 10%

Sekil 4.1. Dozlarin karaciger SOD enzim aktivitesi {izerine siireye bagl etkisi.
*
p<0,05

Kontrol grubunda 15, 30 ve 45 giinliik uygulamalar sonundaki SOD enzim

aktiviteleri karsilastirildiginda, SOD enzim aktivitesinde az miktarda degisimlerin
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oldugu ve bu degisimlerin istatistiksel olarak anlamli olmadigr bulunmustur (p>
0,05). Kontrol grubunda 15. giin degeri 0,17+0,01, 30 giin degeri 0,16+0,02 ve 45.
giin degeri 0,21+0,02 olarak dl¢iilmiistiir.

% 0,1’lik doz grubunda 15 giinlik uygulama sonrast SOD aktivitesi
0,24+0,04 olarak olgiilmistiir. 30 giinliik uygulama sonrasi aktivite 0,31+0,02 ye
yiikselmis, 45. giinde ise 0,19+0,02 degerine diismiistiir. 15. giin ile 30. giin ve 45
giinler aras1 fark istatistiksel olarak dnemli degil (p>0,05) , 30 giin ve 45. giinler aras1
istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05). SOD aktivitesi bakimindan bu doz
grubunda en yiiksek deger 30. giinde, en diisiik deger 45. giinde dl¢lilmiistiir.

Karaciger SOD enzim aktivitesi % 1’lik doz grubunda da giinlere baglh
olarak degismistir. 15. giinde 0,39+0,02 olan SOD aktivitesi 30. glinde 0,57+0,1’¢
ylkselmis, 45. glinde ise 0,32+0,04’e diigsmiistiir. 30.giin ile karsilastirildiginda, 45.

giinde azalma istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05).

% 10’Iuk doz grubunda SOD enzim aktivitesinde gilinlere bagli olarak artis
meydana gelmistir. Karaciger SOD aktivitesi 15. giinde 0,58+0,05, 30. gilinde
0,67+0,02 ve 45. giinde 0,73+0,09 olarak Ol¢iilmiistiir. % 10’luk doz grubunda
giinlere bagli olarak meydana gelen aktivite artislar1 istatistiksel olarak Onemli

degildir (p>0,05).

4.1.2. Tekstil Fabrikas1 Atik Suyunun Karacigerde CAT Enzim Aktivitesi

Uzerine Etkisi
Tekstil fabrikasi atik suyunun % 0,1, % 1 ve % 10’luk dozlarina 15, 30 ve 45

giin boyunca maruz kalan O.niloticus karacigerinde CAT enzim aktivitesi degisimi

Cizelge 4.3 te verilmistir.
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Cizelge 4. 3. Tekstil fabrikas1 atik suyunun karaciger CAT enzim aktivitesi (U/mL)
lizerine etkisi (ort + SH).

Tekstil atik
suyu
Uygulama Kontrol %0,1 %1 %10
stiresi grubu
15 glin 0,35+0,05 °0,46+0,04 £0,53+0,03%*  %0,72+0,03%%**
30 giin 0,40+0,05 %0,62+0,03***  %0,71+0,04***  %0,7040,01***
45 giin 0,19+0,02 °0,28+0,02* £0,32+0,03%*  %0,40+0,02%%**

* p<0,05; ** p< 0,01; *** p<0,001

15 giinliik tekstil atitk suyu uygulama sonrasi, % 1 ve % 10’luk doz
gruplarinda CAT enzim aktivitesi kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli sekilde
artmistir (p<0,01; p<0,001). 15 giinlik uygulamada dozlar kendi aralarinda
karsilastirildiginda; % 0,1 ve % 1’lik doz gruplar arasinda CAT enzim aktivitesi
artigt istatistiksel olarak 6nemli degilken (p>0,05), % 0,1’lik doz ile % 10’luk doz
arasinda ve % 1’lik doz ile % 10’luk doz arasindaki farklar istatistiksel olarak
onemlidir (p<0,01). CAT enzim aktivitesi 15 giinlik uygulamada en yiiksek %

10’luk doz grubunda bulunmustur.

30 giinlik wuygulama sonrasinda dozlarin etkisi kontrol grubuyla
karsilastirildiginda % 0,1, % 1 ve % 10’luk {i¢ doz grubunda da CAT enzim
aktivitesi kontrole gore artmustir (p<0,001). 30 giinliik uygulamada dozlar kendi
aralarinda karsilagtirildiginda; en fazla artis % 1°’lik dozda meydana gelmistir ve

dozlar arasi fark istatistiksel olarak dnemli bulunmamastir (p>0,05).

CAT enzim aktivitesi 45 giinliik uygulama sonrasinda % 0,1, % 1 ve %
10°luk doz gruplarinda kontrole gore artmistir (p<0,05; p< 0,01; p<0,001). Doz
gruplarmi kendi aralarinda karsilastirdigimizda; % 0,1 ve % 1°’lik dozlar arasinda

fark istatistiksel olarak 6nemsizken (p>0,05), % 0,1’lik ve % 10’luk dozlar arasi
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(p<0,01); % I’lik ve % 10’luk dozlar aras1 fark istatistiksel olarak Onemlidir
(p<0,05). 45 giinliik uygulamada en yiiksek artis % 10 luk doz grubunda meydana

gelmistir.

Kontrol ve doz gruplarinda meydana gelen CAT enzim aktivitesi degisimi

giinlere bagl olarak degerlendirilmis elde edilen veriler Sekil 4.2°de verilmistir.

0,9 -
’ 015 Gin

0,8 1|/ m30 Gin sk
0,7 - 45 Gin

3k

0,6 -
0,5 T
0,4 - ok

kk

KAT (U/ml)

0,3
0,2 4
0,1 -

0
Kontrol 0,1% 1,0% 10%

Sekil 4.2. Dozlarin karaciger CAT enzim aktivitesi lizerine siireye bagli etkisi.
* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001

Kontrol grubunda 15. giinde 0,35+0,05 olan CAT enzim aktivitesi degeri 30.
giinde 0,40+0,05’e yiikselirken 45. giinde 0,19+0,02’e diismiistiir.

% 0,1’lik doz grubunda CAT enzim aktivitesi 15. giinde 0,46+0,04 olarak
belirlenmistir. CAT enzim aktivitesi 30. glinde 15. giine gore onemli sekilde artmis
0,62+0,03 (p<0,01); ancak 45. giinde 15. giine ve 30. giine gére Onemli sekilde
azalmistir 0,28+0,02 (p<0,01).

CAT enzim aktivitesi % 1’lik doz grubunda 15. giinde 0,53+0,03, 30. giinde

0,71+0,04 ve 45. giinde 0,32+0,03 olarak oSlgiilmiistiir. % 1’lik doz grubunda en
yiiksek aktivite 30 giinliikk uygulamada, en diisiik aktivite 45 giinliik uygulama
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sonrasi belirlenmistir. 15. giinle karsilastirildiginda 30. ve 45. gilinlerdeki degisim

istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,01).

% 10’luk doz grubunda CAT enzim aktivitesi 15 giinliik uygulama sonrasi
0,72+0,03 olgiilmiistiir. Daha sonraki glinlerde CAT enzim aktivitesi azalmis, 30
glinliik uygulama sonras1 0,70+0,01, 45 giinliik uygulama sonrasi da 0,40+0,02
olarak belirlenmistir. CAT enzim aktivitesi degisimi bakimindan 15. ve 30. giinler
arasi fark istatistiksel olarak 6nemli degil (p>0,05), 15 ve 45 giinliik uygulamalar
arasi fark ise dnemli bulunmustur (p<0,001). Yine 30 ve 45 giinlik uygulamalar
sonunda meydana gelen aktivite azalmasi istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur

(p<0,001). En diistik aktivite 45. giinde dl¢iilmiistiir.

4.1.3. Tekstil Fabrikasi Atik Suyunun Karacigerde MDA Konsantrasyonu

Uzerine Etkisi

Tekstil fabrikasi atik suyunun % 0,1, % 1 ve % 10’luk dozlarma 15, 30 ve 45
giin boyunca maruz kalan O.niloticus’da karaciger MDA konsantrasyonu degisimi

ile ilgili elde edilen bulgular Cizelge 4.4 te verilmistir.

Cizelge 4.4. Tekstil fabrikasi atik suyunun karaciger MDA konsantrasyonu
(nmol/mL) tizerine etkisi (ort =SH).

Tekstil atik
suyu
Uygulama Kontrol grubu % 0,1 % 1 % 10
suresi
15 giin 376 +03  °4,17+03 °5,14 + 0,45% 96,46 + 0,58%**
30 giin 591+0,47  *7.81+£0,79%  8,62+0,54%* 99,11 + 0,6%**
45 giin 521+0,3  *7,61£0,52%% 27,51 £0,56%* 8,33 £ 0,5%**

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001
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Bulgulara gore; 15 giinliikk uygulama sonrasinda % 0,1’°lik doz grubundaki MDA
konsantrasyonu artisi istatistiksel olarak dnemli bulunmamistir (p>0,05). % 1’lik ve
% 10’luk doz gruplarinda MDA konsantrasyonu artmustir. Kontrolle
karsilastirildiginda artiglar istatistiksel olarak énemli bulunmustur (p<0,05; p<0,001).
15 gilinliik uygulamada dozlar1 kendi aralarinda karsilastirdigimizda en yiiksek artis
% 10’luk doz grubunda meydana gelmistir. % 10’luk doz ile % 0,1 ve % 1’lik dozlar
arasi fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,001). % 0,1’lik doz ile %

1’lik dozlar arasindaki fark ise istatistiksel olarak énemli degildir (p>0,05).

30 giinliik uygulama sonrasinda % 0,1, %1 ve % 10’luk doz gruplarinin
hepsinde kontrole gore MDA konsantrasyonu anlamli sekilde artmistir. Artiglarin
istatistiksel anlam sinir1t % 0,1 doz i¢in p<0,05, % 1 doz grubu i¢in p< 0,01 ve %
10’luk doz grubu i¢in p<0,001 olarak belirlenmistir. 30 giinliikk uygulamada doz
gruplarinin etkisi kendi aralarinda karsilastirildiginda dozlar arasi fark istatistiksel

olarak 6nemli bulunmamaistir (p>0,05).

45 glinliik uygulama sonrasinda % 0,1, % 1 ve % 10’luk doz gruplar1 kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda MDA konsantrasyonu istatistiksel olarak 6nemli sekilde
artmistir (p<0,01; p<0,001). 45 giinliikk uygulamada da dozlar aras1 fark istatistiksel
olarak 6nemli degildir (p>0,05). Karacigerde MDA iizerine dozlarin etkisi genel
olarak degerlendirildiginde 15., 30. ve 45. giinlerde kontrole gore doz gruplarinda

farkl diizeylerde artislarin oldugu belirlenmistir.
Karacigerde MDA konsantrasyonu bakimindan kontrol ve doz gruplarinda

meydana gelen degisimler siireye bagli olarak degerlendirilmis elde edilen veriler

Sekil 4.3’te verilmistir.
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Sekil 4.3. Dozlarin karaciger MDA konsantrasyonu iizerine siireye bagli etkisi.
* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001

Kontrol grubunda 15, 30 ve 45 giinliik uygulamalar sonunda karaciger MDA
konsantrasyonunda degisimler olmustur; ancak bu degisimler istatistiksel olarak
onemli degildir. MDA konsantrasyonu % 0,1’lik doz grubunda 15. giinde 4,17 + 0,3
iken 30. glinde 7,81 = 0,79 ve 45. giinde 7,61 + 0,52 olarak belirlenmigtir. Artiglar
istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,001). % 0,1’lik doz grubunda MDA

konsantrasyonundaki en fazla artig 30. giinde meydana gelmistir.

% 1’lik doz grubunda 15, 30 ve 45 giinliik uygulamalar sonunda karaciger
MDA konsantrasyonunda artiglar olmustur. 15. giinde 5,14 + 0,45 olan MDA
konsantrasyonu 30. giinde 8,62 + 0,54 ve 45. giinde 7,51 + 0,56 olarak belirlenmistir.
15. giine gore 30. ve 45. giinlerde meydana gelen MDA artiglan istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (p<0,01). MDA konsantrasyonunda en yiiksek deger 30 giinliik

uygulamada 6lgiilmiistiir.
% 10’luk doz grubunda 15. giinde 6,46 = 0,58 olan MDA konsantrasyonu 30.

giinde 9,11 £ 0,6 ve 45. ginde 8,33 £ 0,5 olarak Olgllmiistiir. 15. giinle
karsilastirildiginda 30. ve 45. giinlerde meydana gelen MDA konsantrasyonu artisi
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istatistiksel olarak 6nemli bulunmus, en yiiksek MDA artis1 30. giinde meydana
gelmistir (p<0,05).

4.1.4. Tekstil Fabrikas1 Atik Suyunun Solungagta SOD Enzim Aktivitesi

Uzerine Etkisi

15, 30 ve 45 giin boyunca tekstil fabrikasi atik suyunun % 0,1, % 1 ve %
10’luk konsantrasyonlarina maruz kalan baliklarda solunga¢ SOD enzim aktivitesi

Olciilmiis elde edilen degerler Cizelge 4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.5. Tekstil fabrikasi atik suyunun solungag SOD enzim aktivitesi (U/mg
prot) iizerine etkisi (ort £SH).

Tekstil atik
suyu
Uygulama Kontrol grubu % 0,1 % 1 % 10
stiresi
15 giin 0,2340,03 °0,33+0,09 ©0,56+0,12%  %0,68+0,15%*
30 giin 0,17+0,06 ®0,25+0,11 ®0,22+0,03 90,6140,13**
45 giin 0,15+0,03 °0,23+0,01 °0,274£0,02%  %0,60+0,04%**

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001

Tekstil atik suyunun 15 giinliik uygulama sonrasinda doz gruplarinda SOD
aktivitesi artmustir. Dozlar kontrol grubu ile karsilagtirdigimizda; % 0,1 doz ile
kontrol grubu arasinda istatistiksel fark yok (p>0,05) , %1 ve %10’luk doz gruplar1
ile kontrol grubu arasinda istatistiksel fark vardir (p<0,05; p< 0,01). 15 giinlik
uygulamada doz gruplar kendi aralarinda karsilagtirildiginda, % 1°lik doz ile % 0,1
ve % 10’luk dozlar arasinda istatistiksel fark yok; % 0,1 ve doz % 10’luk dozlar arasi

istatistiksel fark vardir (p<0,05).
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30 giinliik uygulama sonrasinda kontrol grubuyla karsilastirildiginda %
0,1°1ik ve % 1’lik doz gruplarinda SOD enzim aktivitesi artis1 istatistiksel olarak
onemli degildir (p>0,05). % 10’luk doz grubu kontrol grubuyla karsilastirildiginda
ise SOD enzim aktivitesi istatistiksel olarak 6nemli derecede artmistir (p<<0,01). 30
giinliik uygulamada dozlar kendi aralarinda karsilagtirildiginda; % 0,1 ve % 1’lik doz
gruplan arasinda SOD enzim aktivitesi bakimindan fark istatistiksel olarak 6nemli
degildir (p>0,05). 30 giinliik uygulamada en yiiksek aktivite % 10’luk doz grubunda
Olciilmiistir. Diger dozlarla (% 0,1°lik doz ve % 1) karsilastirildiginda bu dozdaki
artis istatistiksel olarak énemlidir (p<0,01).

45 giinliik uygulama sonrasinda SOD enzim aktivitesi bakimindan % 0,1’lik
doz grubu ile kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak onemli degildir
(p>0,05). Kontrol grubuyla karsilastirildiginda % 1’lik ve % 10’luk doz
gruplarindaki artiglar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05; p<0,001). 45 giinlik
uygulamada dozlarin etkisini kendi aralarinda karsilastirdigimizda; % 0,1 ve % 1’lik
doz gruplart arasinda fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (p>0,05). % 10’luk doz
grubu ile % 0,1’lik ve % I’lik doz gruplar1 karsilastirildiginda aralarindaki fark

istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,001).

Kontrol ve doz gruplarinda solunga¢ SOD enzim aktivitesinin giinlere gore

dagilimi Sekil 4.4°de verilmistir.
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Sekil 4.4. Dozlarin solunga¢ SOD enzim aktivitesi lizerine siireye bagl etkisi.

* p<0,05

Bulgulara gore kontrol grubunda 15. giinde 0,23+0,03 olan SOD aktivitesi
30. glin ve 45. gilinlerde azalmig degerler sirasiyla 0,17+0,06 ve 0,15+0,03 olarak
Olclilmiistiir. Yapilan istatistiksel analiz sonucu kontrol grubunda giinlere bagh

degisimler istatistiksel olarak 6nemli degildir (p>0,05).

% 0,1’lik doz grubunda uygulama siiresine bagli olarak SOD aktivitesinde
azalma gozlenmektedir. 15. giinde SOD aktivitesi 0,33+0,09, 30. giinde 0,25+0,11
ve 45. giinde 0,23+0,01 olarak olgiilmistiir. Giinlere bagh olarak istatistiksel fark
onemli degildir (p>0,05).

% 1’lik doz grubunda 15, 30 ve 45 giinliik uygulamalar sonunda SOD enzim
aktivitesinin degistigi gozlenmistir. SOD enzim aktivitesinde en biiyiik artis 15
giinlik uygulamada gerceklesmistir (0,56+0,12). 30 giinliik uygulamada aktivite
0,22+0,03 olarak olgiiliirken; 45 giinlik uygulamadan sonra 0,27+0,02 olarak
Olclilmiigtiir.  30. ve 45. giinler aras1 fark istatistiksel olarak 6nemli degilken; 15.

glin, 30. ve 45. giinler ile karsilastinnldiginda fark istatistiksel olarak 6nemli
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bulunmustur (p<0,05). % 1°lik doz grubunda zaman abagli olarak SOD aktivitesinin

azaldigini soyleyebiliriz.

% 10’luk doz grubunda 15., 30. ve 45. giinlerde elde edilen SOD aktivite
degerleri sirasiyla 0,68+0,15; 0,61+£0,13 ve 0,60+0,04 olarak Ol¢ililmiistlir. Yapilan

istatistiksel analizde giinler arasi fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (p>0,05).

4.1.5. Tekstil Fabrikast1 Atik Suyunun Solungagta CAT Enzim Aktivitesi

Uzerine Etkisi

Tekstil fabrikasi atik suyunun % 0,1, % 1 ve % 10’luk dozlarina 15, 30 ve 45
giin boyunca maruz kalan baliklarda solungag CAT enzim aktivitesi degisimi Cizelge

4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6. Tekstil fabrikasi atik suyunun solunga¢ CAT enzim aktivitesi (U/mL)
tizerine etkisi (ort =SH).

Tekstil atik
suyu
Uygulama Kontrol grubu % 0,1 % 1 % 10
sliresi
15 giin 0,11+0,01 ®0,2440,06 °0,22+0,07 90,49+0,11%*
30 giin 0,1240,01 °0,13+0,01 °0,18+0,02  %0,30+0,05%%**
45 giin 0,1240,01 °0,15+0,02 °0,18+£0,02  %0,26:+0,03%**

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001

15 giinliik tekstil atik suyu uygulanmasindan sonra doz gruplarinda CAT
aktivitesinin artti§1 gozlenmistir.  Kontrolle karsilastirildiginda % 10°luk doz
grubunda meydana gelen artis istatistiksel olarak énemli bulunmustur (p<0,01). Bu
uygulama stiresinde dozlarin etkisi kendi aralarinda karsilastirildiginda; % 0,1 ve %
I’lik doz gruplan arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli degilken (p>0,05), %
10’luk doz grubu ile % 0,1 ve % 1’lik doz gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
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onemli bulunmustur (p<0,05). 15 giinliik maruziyette en yiiksek aktivite % 10’luk

doz grubunda 6l¢iilmiistiir.

Atik suyun 30 giinlik uygulanmasindan sonra CAT enzim aktivitesinde
degisimler olmus, kontrole gore Onemli istatistiksel artis % 10’luk doz grubunda
meydana gelmistir  (p<0,001). 30 giinlik wuygulama sonrasi dozlari
karsilagtirdigimizda; % 0,1 ve % 1°lik doz gruplar1 arasindaki fark istatistiksel olarak
onemli degildir (p>0,05). En fazla artis % 10’luk dozda meydana gelmis, % 0,1’lik
ve % 1’lik doz ile karsilastirildiginda bu doz grubundaki artig istatistiksel olarak

onemli bulunmustur (p<0,05).

45 giinliik uygulama sonrasinda % 0,1, % 1 ve % 10’luk dozlarda CAT
enzim aktivitesi artis gostermistir. Kontrolle karsilastirildiginda, % 0,1’lik ve %
I’lik doz gruplarinda meydana gelen artislar istatistiksel olarak onemli degildir
(p>0,05). % 10’luk doz grubunda meydana gelen artis kontrolle karsilastirildiginda
istatistiksel olarak onemli bulunmustur (p<0,001). 45 giinlik uygulama sonrasi
dozlarin etkisi kendi aralarinda karsilastirildiginda; % 0,1 ve % 1’lik doz gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak onemli degil, % 10’luk doz ile % 0,1’lik ve %
1I’lik doz arasindaki farklar istatistiksel olarak dnemli bulunmustur (p<0,05). Sonug
olarak; solunga¢ CAT aktivitesinde tiim uygulama siirelerinde en yiiksek ve dnemli

artis % 10’luk doz grubunda meydana gelmistir.

Solunga¢ CAT aktiviteleri bakimindan kontrol ve doz gruplarinda meydana

gelen degisimlerin siireye bagli dagilimlar Sekil 4.5°te verilmistir.
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Sekil 4.5. Dozlarin solungag CAT enzim aktivitesi lizerine silireye bagl etkisi.

Kontrol grubunda 15. giinde CAT aktivitesi 0,11+£0,01 olarak 6l¢iilmiig, 30
giinde 0,12+0,01 olan aktivite 45. giinde degismemistir. Kontrol grubunda CAT

aktivitesi giinlere bagl olarak degismemistir.

% 0,1’lik doz grubunda CAT aktivitesi 15. giinde 0,24+0,06 olarak 6l¢iilmiis,
30. giinde azalmis aktivite 0,13%0,01 ve 45. giinde ise 0,15+0,02 olarak Sl¢iilmiistiir.
Siireler istatistiksel olarak birbiri ile karsilastirildiginda % 0,1 lik dozda giinler aras1

degisimler istatistiksel olarak 6nemli degildir (p>0,05).

% 1’lik uygulama grubunda 15, 30 ve 45 giinlik CAT aktiviteleri sirastyla
0,22+0,07; 0,18+0,02; 0,184+0,02 olarak ol¢iilmiistiir. Bu doz grubunda da giinler
arasi fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (p>0,05).

% 10’luk doz grubunda 15. giinde CAT enzim aktivitesi 0,49+0,11
Olctlmiistiir. 30. ve 45. gilinlerde aktivite azalmis, sirasiyla 0,30+£0,05 ve 0,26+0,03
olarak Ol¢iilmiistiir. Yapilan istatistiksel analiz sonras1t CAT aktivitesi bakimindan

giinler aras fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (p>0,05).
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4.1.6. Tekstil Fabrikast Atik Suyunun Solungag MDA Konsantrasyonu

Uzerine Etkisi

Tekstil fabrikasi atik suyunun % 0,1, % 1 ve % 10’luk konsantrasyonlarina
15, 30 ve 45 giin maruz kalan O.niloticus’ta solungag MDA konsantrasyonu degisimi

ile ilgili elde edilen veriler Cizelge 4.7 de verilmistir.

Cizelge 4.7. Tekstil fabrikast atik suyunun solungag MDA konsantrasyonu
(nmol/mL) tizerine etkisi (ort =SH).

Tekstil atik
suyu
Uygulama Kontrol grubu % 0,1 % 1 % 10
suresi
15 giin 559+0,61  °7,85+0.84  °15,59+3,55*% 923,5543,96%**
30 giin 5,84+0,5 7.8+1,08  “10,06+1,18%%*  912,17+0,34%%**
45 giin 6,3+0,5 ©7,7340,52  °10,98+0,41%%*  *11,15+0,64%%*

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001

Tekstil atik suyunun 15 giin uygulanmasi sonrast MDA konsantrasyonu artigi
% 0,1’lik doz grubunda istatistiksel olarak onemli degilken (p>0,05); % 1 ve %
10’luk dozlarda MDA artis1 kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (p<0,05; p<0,001). 15 giinlik uygulamada dozlar kendi
aralarinda karsilastirildiginda MDA konsantrasyonundaki en biiyiik artis % 10’luk
doz grubunda meydana gelmis, % 0,1’lik ve % 1°lik dozlara gore bu doz grubundaki

artis istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05).

30 giinlik uygulama sonrasinda doz gruplarinda MDA konsantrasyonu
artmistir.  Kontrol grubu ile karsilastirildiginda % 0,1°’lik doz grubunda artis
istatistiksel olarak onemli degildir (p>0,05). % 1 ve % 10’luk doz gruplarindaki

artiglar kontrole goére onemli bulunmustur (p<0,001). 30 giinliik uygulama sonrasi
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dozlarin etkisi kendi aralarinda karsilagtirildiginda, MDA konsantrasyonundaki en
biiylik artis yiiksek doz olan % 10’luk doz grubunda meydana gelmistir. % 10’luk
doz grubu ile % 0,1’lik doz grubu arasindaki fark 6nemli iken (p<0,001), % 1 doz ile

arasindaki fark 6nemli degildir.

45 giinliik uygulama sonrasinda % 0,1 doz grubunda meydana gelen MDA
konsantrasyonu artisi kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli
degildir (p>0,05). % I'lik ve % 10’luk doz gruplart kontrol grubu ile
karsilastirildiginda MDA konsantrasyonu her iki dozda da artmistir ve MDA
konsantrasyonundaki artiglar kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur
(p<0,001). 45 giinliik uygulamada doz gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda
doz artisina bagli olarak MDA konsantrasyonun arttig1 gézlenmistir. En fazla artis %
10’luk doz grubunda ol¢iilmiistir. % 0,1 ile karsilastirildiginda % 1 ve % 10’luk
dozlarda meydana gelen artis istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,001). Sonug olarak
solungag MDA konsantrasyonu doz gruplarinda tiim uygulama siirelerinde artmis, en

fazla artis % 10’luk doz grubunda meydana gelmistir.

Kontrol ve doz gruplarinda solungagta MDA konsantrasyonu degisimi

giinlere bagli olarak degerlendirilmis elde edilen sonuglar Sekil 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.6. Dozlarin solungag MDA konsantrasyonu iizerine siireye bagli etkisi.

% p< 0,01

Kontrol grubunda 15. giinde 5,59+0,61 olan MDA konsantrasyonu 30. giinde
5,84+0,5 ve 45. glinde 6,3+0,5 olarak Ol¢iilmiistiir. Kontrol grubunda 15, 30 ve 45
giinlik uygulamalar sonunda solungagta MDA konsantrasyonundaki degisimler

istatistiksel olarak 6nemli degildir (p>0,05).

% 0,1’lik doz grubunda 15, 30 ve 45 giinliik uygulamalar sonunda solungacta
MDA konsantrasyonundaki degisimler istatistiksel olarak énemli degildir (p>0,05).
MDA konsantrasyonu sirastyla 7,85+0,84; 7,8+1,08; 7,73+0,52 olarak 6l¢iilmiistiir.

% 1’lik doz grubunda 15. giinde MDA 15,59+3,55’iken; 30. giinde azalmis
10,06+1,18 ve 45. giinde de 10,984+0,41 olarak Ol¢iilmiistiir. ~ Siirelere bagh
degisimler istatistiksel olarak 6nemli degildir (p>0,05).

% 10’luk doz grubunda 15, 30 ve 45 giinliik uygulamalar sonunda solungag

MDA konsantrasyonunda degisimler olmustur. 15. giinde 23,55+3,96 olan MDA
konsantrasyonu 30. giinde 12,17+0,34 ve 45. giinde 11,15+0,64 olarak 6lclilmiistiir.
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% 10’luk doz grubunda MDA konsantrasyonunda 30. ve 45. giinlerde meydana gelen

azalma istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,01).
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4.2. TARTISMA

SOD ve CAT enzim sistemi; oksijen toksisitesine karsi ilk savunma sistemini
olusturur.  SOD siiperoksit radikalinin (O,"), HO ve H,0,’e¢ doniisiimiinii
katalizlerken, olusan H;0O, CAT tarafindan detoksifiye edilir.  Kirleticilere
maruziyette bu enzim sistemleri stirekli stimiile edilir. Diger omurgali sistemlerle
karsilastirildiginda baliklarda SOD ve CAT bazal aktivitesi oldukca diisiiktiir ancak

kirleticilere maruz kalindiginda aktivite artis1 gézlenmektedir [96].

Calismamizda tekstil atik suyu uygulanan O. niloticus’un karacigerinde SOD
enzim aktivitesi % 1 ve % 10’luk dozlarda artmis, CAT enzim aktivitesi de % 0,1, %
1 ve % 10’luk doz gruplarinda atmustir. Solungaglarda SOD aktivitesi % 1 ve %
10’luk doz grubunda 6nemli sekilde artmis, solungag CAT aktivitesi % 10’luk doz
grubunda yiiksek bulunmustur. Tekstil atik sular1 boyama prosesinde gerekli olan;
tagiyict bilesiklerden fenil fenoller, klorlu benzenler, indirgeyicilerden sodyum
hidroksil, sodyum siilfit, oksitleyici olark sodyum nitrit, hidrojen peroksit, pH
kontroliinde sodyum hidroksit, sodyum karbonat, asetik asit ve siilfiirik asit gibi

yardime1 kimyasallar1 da icermektedir [23].

Yapilan ¢alismalarda kirli alanlarda yasayan ve cesitli kimayasallara maruz

kalan farkl1 balik tiirlerinde SOD aktivitesinin yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Agir metaller, fenol, inorganik ve organik bilesikleri igeren; zirai, endiistriyel
ve kentsel atik sularla kirlenen bir sucul ortam ¢alismasinda, balik tiirii olan Wallago
attu karaciger ve solunga¢ dokularinda SOD enzim aktivitesinin arttig1 bildirilmistir.
Bu artisin kirleticilerin etkisiyle yiiksek oranda siiperoksit radikalinin olugumuyla

iliskili oldugu rapor edilmistir [97].

Tekstil endiistrisinde kumas agartilmasinda kullanilan temizleyici maddelerin
yapisinda bulunan kimyasallardan sodyum dodesilbenzen siilfonat (SDBS) ve
sodyum dodesil siilfatta (SDS) maruz birakilan Lateolabrax japonicus karaciger

dokularinda; 6, 12 ve 18 giinliikk uygulamalar sonucunda bu kimyasallarin
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biyotransformasyonu ile artan ROT miktarina bagli olarak SOD aktivitesinin artig1

bildirilmistir [98].

Gil ve ark. [99], sucul ortamlarda kirliligin artisina bagli olarak yaptiklar
calismada, kirli alanda yasayan sazanlarin karacigerinde SOD enzim aktivitesinin
temiz alanda yasayanlardan yiiksek oldugunu rapor etmislerdir. SOD artis1 hiicre

icinde yiiksek miktarda H>O, olusumuyla iliskilendirilmistir.

Bainy ve ark. [100], kirli sularda yasayan O. niloticus’un karacigerinde artan
stiperoksit radikali liretimine bagli olarak SOD enzim aktivitesinin 6énemli derece de
artigini, fakat SOD’da ki bu adaptif yanitin ROT tarafindan olusturulan zarara karsi

hiicreleri korumak i¢in yeterli olmadigini belirtmiglerdir.

P. microps ile yapilan ¢alismada, petrokimyasal Kkirleticilerden olan
benzopiren, anthrasin ve fuel oille maruz birakilan baliklarda karaciger SOD enzim

aktivitelerinin artig1 bulunmustur [65].

Calismamizda tekstil atik suyu uygulama gruplarinda SOD aktivitesinin
yiiksek olmasi, diger calismalarda da rapor edildigi gibi O,” olusumunun
artmasindan kaynaklanabilir. Tekstil atik sularinin igerdigi agir metaller, fenol ve
stlfiir bilesikleri, inorganik ve organik maddeler ROT olusturma potansiyeline
sahiptir.  Ortamda SOD aktivitesinin artis1 ile H,O, artmis buda CAT enzim
aktivitesinin artmasina neden olmus olabilir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda, gegis
metalleri, kinonlar, nitroaraomatik bilesikler ve bifenil iskeletine sahip molekiillerin
sitokrom P 450 enzim sisteminden CYP 1 A’y1 indiikleyerek ROT olusumuna neden
oldugu, bununda CAT aktivitesini arttirdigi bulunmustur [101, 102, 103].

Ayrica ¢esitli atik su veya kirleticiye maruz kalan baliklarda CAT enzim

aktivitesinin degistigi cesitli arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir.

Ahmad ve ark., % 1’lik kagit fabrikasi atik sularina maruz birakilan C.

punctatus karaciger dokularinda CAT enzim aktivitesinin  kontrollerle

58



karsilastirildiginda, 15 ve 30 giinliik uygulamalarda azaldigini; 60 ve 90 giinliik uzun
siireli maruziyetlerde CAT enzim aktivitesinin artigini bildirmislerdir. Buna karsilik
solungacta 15, 30, 60 ve 90 giinliik uygulamalarin tiimiinde CAT enzim aktivitesinin

azaldigin bildirmislerdir [68].

A. anguilla ile yapilan ¢alismada da zirai kimyasallar, agir metaller ve evsel
atik sularla kirlenen dogal su ortaminda yasiyan balik solungaglarinda CAT

aktivitesinin artig1 belirtilmistir [ 104].

Petrole ve petrol-alkil fenol birlesimine 15 giin siiresince maruz birakilan G.
morhua’da karaciger CAT enzim aktivitesinin artig1 Sturve ve ark. [64], tarafindan

rapor edilmistir.

Ferreira ve ark. [67]'nin dogal su ortamlarinda ki kirlilikle iligkili olarak
yaptiklar1 alan c¢aligmasinda, cesitli kirleticilere maruz kalinmasiyla artan ROT
olusumuna bagli olarak M. cephalus ve P. flesus’un karaciger dokularinda CAT

enzim aktivitelerinin arttigini bulmuslardir.

Deterjan ve diger temizleyici {irlinlerin yapiminda kullanilan sulfofenil
karboksilik asitler (SPCs) ile yapilan c¢alismada, 200, 500 ve 800ug/1
konsantrasyonlarda SPCs’e maruz birakilan Solea senegalensis solungag dokusunda
CAT enzim aktivitesinin SPCs’nin biyotransformasyonuna bagli olarak artig

belirtilmistir [105].

2,4-diklorofenol (2,4-DCP) ile yapilan diger bir calismada, 40 giinlik
uygulama sonrasinda C. auratus karaciger CAT enzim aktivitesinin kontrollerle
karsilagtirildiginda arti@i bulunmustur. CAT aktivitesinin 0.1 mg/l konsantrasyonda
en fazla oldugu; buna karsilik 0.1 mg/I’den biiyiikk konsantrasyonlardaki
maruziyetlerde CAT enzim aktivitesinin kontrol degerlerine diistiigii belirtilmistir

[76].

59



Tekstil atik sular1 yliksek miktarda boyar madde de icermektedir. Bu boyar
maddeler de antioksidan enzim sistemlerini etkileme potansiyeline sahiptir. Tekstil
boya endiistrisinde kullanilan azo boyalardan orange 7°nin degradasyonu sirasinda
yiiksek konsantrasyonda orange 7’nin SOD ve CAT aktivitelerini inhibe ederken,

diisiik konsantrasyonunun SOD ve CAT aktivitelerini artirdigi bulunmustur [106].

Calismamizda CAT aktivitesi artigi, SOD aktivitesine bagli olarak artan H,O,

nedeni ile meydana gelmis olabilir.

Lipitler serbest radikallerin etkilerine karsi en hassas olan biyomolekiillerdir.
Doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi lipit peroksidasyonu olarak bilinir. Lipit
peroksidasyonu genellikle yag asitlerindeki konjuge ¢ift baglardan bir elektron iceren
hidrojen atomlarinin ¢ikarilmasi ve bunun sonucunda yag asidi zincirinin bir lipit
radikali niteligi kazanmasiyla baslar. Lipit radikali (L") dayaniksiz bir bilesiktir ve
bir dizi degisiklige ugrar. Lipit peroksidasyonu zincirleme reaksiyonlarimin son
tiriinleri hidroperoksitler ve siklik endoperoksitlerdir. Bunlar metal komplekslerinin
varhiginda  oOzellikle bakir iyonlarmin  varliginda  sitotoksik  aldehitlere
(malondialdehit) dontistirler [107]. Lipit peroksidasyonu ksenobiyotiklerin
indiikledigi oksidatif stresin bir gostergesi olarak kullanilmaktadir [13].

Karaciger MDA konsantrasyonu da % 0,1, % 1 ve % 10’luk doz gruplarinda
kontrole gore yiiksek bulunmustur. Solungag MDA konsantrasyonu % 1 ve %

10’luk dozlarda yiiksek bulunmustur.

Farkli endiistriyel atiklarla yapilan ¢alisma sonuglari elde ettigimiz sonuglari
desteklemektedir. Oakes ve ark. [108], kagit ve kagit hamuru fabrikalar1 ile kentsel
atik sulara maruz kalan C. catostomus karacigerinde kimyasal kirleticilerin ROT

olusumuna yol agmasiyla MDA miktarinin artigini bildirmislerdir.
Gul ve ark. [99], sucul ekosistemlerdeki kirlige bagli olarak yaptiklar:

calismada, kirleticilerin yogun oldugu ortamdaki sazanlarin karacigerinde MDA

konsantrasyonun anlamli olarak artigin1 bulmuslardir.
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Ahmad ve ark.,, % 1’lik kagit fabrikasi atik suyuna maruz kalan C.
punctatus’ta 60 giinliik uygulama sonucunda kontrollere gore karacigerde MDA
konsantrasyonunun daha diisiikk oldugunu bulmuslardir. Buna karsilik solungacta
MDA konsantrasyonun 60 giinliik uygulama sonucunda c¢alismamiza benzer olarak

arttig1 belirtilmistir [68].

Poliaromatik hidrokarbonlardan fenanthrene (PHE) maruz kalan Sparus
aurata karaciger dokusunda, 4 giinlikk maruziyet sonrasinda 0.11pM uygulama
grubunda artan ROT miktarina bagli olarak MDA miktariin kontrolle gore artigs;
fakat PHE konsantrasyonundaki artisla birlikte GST aktivitesinin artmasiyla MDA
miktariin azaldig belirtilmistir [109].

In vivo bakir siilfat ve fenol bilesiklerden tanik asit ve ikisinin birlesimine
maruz kalan C. carpio karaciger dokularinda kontrollerle karsilastirildiginda MDA
miktarinin 24 ve 48 saatlik silireler sonunda iic uygulama grubunda arttig1
bildirilmistir. MDA miktarindaki bu artis tanik asidin biyotransformasyonu sonucu
olusan prooksidanlarin etkisiyle gerceklestigi, ayrica tanik asidin kismen de olsa

antioksidan enzimleri inhibe edebildigi belirtilmistir [110].

Lipit peroksidasyonundaki artig, O," olusturmak {izere molekiiler oksijenin
oksidasyonu yoluyla meydana gelmektedir. Bu reaksiyon aym: zamanda H,O,
kaynagidir. Bu radikallerin iiretimi, membranlarda doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonun baglamasi ile MDA diizeyinde bir artisa neden olur [111].
Bulgularimiza gore SOD ve CAT aktivitesinin artmast ROT olusumunun arttigini
gostermektedir.  Enzimatik savunmanin yeterli olmamasi lipit peroksidasyonu
artisina yol acmustir.  Sonuglara goére kullandigimiz atiin icerdigi organik ve
inorganik maddelerin, fenolik bilesiklerin ROT olusturma potansiyeline sahip

oldugunu soyleyebiliriz.
Calismamizda bulgular1 giinlere bagli olarak degerlendirdigimizde CAT ve

SOD aktivitesinin karacigerde 30. giinde; solungacta en fazla 15. glinde arttig1 tespit

edilmistir.  Baliklarda solungaclar ¢evresel su kirleticileriyle dogrudan temas
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etiklerinden sucul toksikantlarin alinimi en ¢ok bu organlarda gerceklesir [112].
Ayrica solungagta bulunan enzimatik veya enzimatik olmayan antiosidanlarin
karacigerdekilerden daha yavas aktivite gostermesinin bu organlarin reaktif oksijen
radikallerinden daha kolay etkilenmelerine neden oldugu belirtilmistir [68, 89, 113,
114]. Bu nedenle solungaclarda 15. glinde daha yiiksek degerlerin elde edildigi

sOylenebilir.

Yine bulgular1 giinlere bagli olarak degerlendirdigimizde CAT ve SOD
aktiviteleri ve MDA konsantrasyonlarinin her iki dokuda da 45. giinde 15. ve 30.
gline gore azaldigi belirlenmistir. Bu durum uzun siireli maruziyette bagl adaptif
yanit ile agiklanabilir. Daha 6nce Ahmad ve ark. [68], tarafindan yapilan ¢alismada
kagit fabrikasi atigina kronik olarak maruz kalan baliklarda oksidatif strese karsi
adaptif yanitin gelistigini, yiikselen enzimatik aktivitenin siireye bagli azaldigi rapor
edilmistir. Benzer sekilde bizim ¢alismamizda da dokularda 15. gilinde yiiksek olan

degerler 45. giinde azalmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

(Calismada elde edilen sonuclari su sekilde siralayabiliriz;

Kullanilan tekstil atik suyunun karaciger ve solunga¢ dokularinda doz
gruplarinda antioksidan enzimlerden SOD ve CAT aktivitelerini arttirdigi

saptanmustir.

Calismada tekstil atik suyunun karaciger ve solungacta lipit peroksidayonuna

neden olarak MDA konsantrasyonu arttirdig1 saptanmistir.

Elde edilen bulgulara gore, doz artigina bagl olarak atik suyun etkisinin arttigt

tespit edilmistir ve % 10’luk yliksek dozun en etkili doz oldugu belirlenmistir.

Kullanilan atiga karst ilk yanit solunga¢ dokusunda meydana gelmis,
solungaglarda 15 giinlik uygulama sonrasi incelenen parametreler artarken,

karacigerde 30. giinde artislar meydana gelmistir.

Ayrica ¢alismada uzun siireli maruziyete bagl olarak baliklarda adaptif yanit
gelistigi, 15. ve 30. giinde artan SOD, CAT enzim aktiviteleri ile MDA

konsantrasyonunun 45. giinde azaldig1 tespit edilmistir.

Elde edilen sonuglara gore;

Toksikolojik caligmalarda oksidatif stres parametreleri yaygin olarak
kullanilmaktadir. Calismada kullanilan SOD, CAT ve MDA oksidatif stresi
uygun sekilde ifade eden parametreler olarak degerlendirilebilinir. Bundan
sonraki caligmalarda bu parametreler yaninda radikal olusum miktarinin da

Olciilmesi enzimatik bulgular1 destekler nitelikte olacaktir.

Bulgular tekstil atik sularinin sucul organizmalarda zararli etkiler olusturma

potansiyeline sahip oldugunu gostermistir. Calisma, olduk¢a kompleks yapiya
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sahip atik suyun zararli etkisinin hangi parametreden kaynaklandigini tespit
etmek i¢in yapilacak caligmalara Onciil olma niteligindedir. Bundan sonra
yapilacak calismalarda atig1 olusturan bilesiklerin oksidatif stres iizerine etkileri

calisilabilinir.

Tiirkiye gibi gelismekte olan iilkelerde aritilmamis veya kismen aritilmis kentsel
ve endiistriyel atik sular su habitatlarina aktarilmaktadir. Bu da sucul
ekosistemde yasayan canlilari olumsuz sekilde etkilemektedir.  Gelismis
tilkelerde ¢evrenin korunmasi ile ilgili kanunlar ve yonetmelikler oldukg¢a siki
kontrol edilmektedir. Ulkemizde de ¢evreye verilen atiklarm kirlilik oranlar1 ve
kriterleri belirlenmis, standartlar olusturulmustur. Ancak calismada kullanilan
atiga ait degerler, standart degerlerin ¢ok iistiinde bulunmustur ve toksik etki
olusturma potansiyeline sahip odugu tespit edilmistir. Bu nedenle endiistriyel
atiklarin desarjinda atik suyun limit degerlere uygunlugu diizenli olarak kontrol
edilmeli, toksikoljik veriler g6z Onilinea alinarak limit degerler tekrar

diizenlenmelidir.

Tekstil sanayinde kumaglarin boyanmasit ve yikama asamalarinda c¢ok fazla
mikatarda kimayasal ve su tiiketilmekte, olugsan atik miktar1 artmaktadir. Bu
atiklarda toksik olabilmektedir. Cevreyi korumanin bir yolu da atik miktarini
azaltmaktir. Bu nedenle tekstil endiistrisinde atik olusumunun azaltilmasina

yonelik yeni yontem ve teknolojiler gelistirilmelidir.
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