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OZET

Doktora Tezi

FARKLI KONSANTRASYONLARDA KADMIYUM VE BAKIR
IYONLARINA MARUZ BIRAKILAN SARIAGIZ BALIGININ
(Argyrosomus regius) BAZI DOKULARINDAKI ANTIOKSIDANT
ENZIM AKTIiVITELERININ INCELENMESI

Faruk PAK

Isparta Uygulamah Bilimler Universitesi
_ Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Su Uriinleri Yetistiriciligi Anabilim Dal

Damsman: Dog. Dr. Mehmet Riistii OZEN

Cevre kirliliginin bir gostergesi olarak; oOzellikle yumusakcalar ve baliklar gibi
canlilarda dl¢iilen metalik kirleticiler, yasadiklar1 ortamda bulunan konsantrasyonlarina
bagli olarak belirli, hatta tehlikeli diizeylere erisebilmektedir. Sucul organizmalarda agir
metal birikimi ve bunun s6z konusu canlilarda olusturdugu tahribat ile hasarlarin
aragtirtlmasi, bir taraftan agir metallere karst duyarliligi yiiksek olan tiirlerin
belirlenmesini saglarken, diger taraftan da anilan canlilarin viicut mekanizmalarindaki
isleyislerdeki parametrelerde olusabilecek reaksiyonlarin saptanmasi noktasinda
olduk¢a 6nemlidir. Bakir (Cu), metabolik enzimlerin temel bir bileseni oldugu i¢in canlt
organizmalarda hiicresel metabolizma i¢in temel bir eser element ve mikro besindir.
Bununla birlikte, suda yasayan hayvanlarda normal seviyelerden yiiksek
konsantrasyonlarda hiicre i¢i mekanizmalar igin toksik olabilmektedir. Kadmiyum (Cd)
dogada mevcut, diisiik konsantrasyonlarda dahi organizmalar1 etkileyecek derecede
toksik, parcalanamayan, uzun biyolojik yar1 dmrii nedeniyle sucul canlilar i¢in atilimi
neredeyse imkansiz olan ve bu nedenle viicutta ¢esitli organlarda birikme egiliminden
dolay1 ¢evresel kaygilari artiran bir elementtir. Sariagiz, Argyrosomus regius, Akdeniz
kiyilarinda yetistiriciligi yapilan alternatif bir tiirdiir. Iz metaller de dahil olmak iizere
A. regius'daki biyokimyasal parametreler diyetten ve deniz suyunun g¢evresel
parametrelerinden etkilenebilmekte ve balik sagligi ve et kalitesi kismen deniz suyunun
bilesimine bagl olarak degisebilmektedir. Bu calismada, kadmiyum ve bakir iyonlarinin
A. regius iizerindeki akut toksisitesi belirlenmistir. Ilaveten bu metallerin subletal
konsantrasyonlarina kronik olarak maruz birakilan A. regius’un kas, karaciger ve
solunga¢ dokularindaki metal birikimi ile bireylerin biyokimyasal aktivitelerindeki
degisiklikleri izlemek i¢in siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glukoz 6 fosfat
dehidrogenaz (G6PD) ve glutamat piruvat transaminaz (GPT) enzim aktiviteleri ve
ayrica lipid peroksidasyonunun gostergesi olan malondialdehit (MDA) diizeyleri
belirlenmistir.

Sariagiz baliklarinda bakir ve kadmiyumun 96 saatlik akut toksisite testleri statik deney
kosullarinda yapildi ve LCso probitanaliz metodu ile belirlendi. 96 saatlik LCso degerleri
bakir igin 1,643 mg/L ve kadmiyum i¢in 6,699 mg/L olarak tespit edildi. A. regius igin



bakirin kadmiyumdan yaklasik 4 kat daha toksik oldugu belirlendi. Subletal
konsantrasyonlarda 30 giin siire ile bakir ve kadmiyuma maruz birakilan baliklarin kas,
karaciger ve solunga¢ dokularindaki metal birikiminin her iki metal i¢in de en fazla
karacigerde, takiben solungagda ve en az da kas dokusunda oldugu belirlendi.

Bu ¢alismada bakir ve kadmiyum uygulamalar1 A. regius dokularinda oksidatif stres
biyobelirteglerinde bazi1 degisiklikler meydana getirmistir. A. regius’da belirli bir siirede
dokularda SOD ve CAT enzim aktiviteleri lizerine bakir ve kadmiyum etkileri akut ve
kronik olarak degerlendirildi. Hem 4. Giinde hemde 30. giinde artan metal
konsantrasyonuyla kas ve solunga¢ dokusunda her iki enzim aktivitesinin arttigi
karacigerde ise azaldig1 tespit edildi. Her iki metal de G6PD enzim aktivitesinin
karaciger dokusunda azalmasina, solungag ve kas dokularinda ise artmasina neden oldu.
A. regius’da incelenen tiim dokularda artan bakir ortam konsantrasyonu ile GPT enzim
aktivitesinin artig gosterdigi, artan kadmiyum ortam konsantrasyonu ile GPT enzim
aktivitesinin kas ve solunga¢ dokusunda artis gosterdigi, karaciger dokusunda ise
azaldigi belirlendi. A. regius’un degisik konsantrasyonlarda bakir ve kadmiyuma maruz
birakilmasi, kontrol ile karsilastirildiginda kas, solunga¢ ve karacigerde tiim siire
boyunca LPO'nun artmasia neden oldu. Ayrica, en yikksek MDA diizeyindeki artig
karacigerde (% 68), ardindan solungagda (% 37) ve en diisiik kas dokusunda (%6)
gerceklesti. Incelenen tiim dokularda meydana gelen lipid peroksidasyonunun
konsantrasyona ve siireye bagli oldugu tespit edildi.

Bu ¢alisma, bakir ve kadmiyumun, balik dokularindaki MDA diizeylerinde belirlenen
artigla gosterildigi gibi, oksidatif stresten sorumlu oldugunu ve buna karsilik olarak
antioksidan savunma mekanizmalarini etkilendigini ortaya koymustur. A. regius’un
bakir ve kadmiyuma maruz birakilmasinin lipid peroksidasyonu ve antioksidan enzimler
tizerindeki etkisinin, doku, konsantrasyon ve zamana bagli oldugu bulunmustur. Bu
etkilere, dokularin, islev, antioksidan kapasiteleri, oksidatif hasara yatkinlik ve serbest
radikal olusturma hizlarindaki farkliliklar sebep olmustur.

Anahtar Kelimeler: Argyrosomus regius, Bakir, Kadmiyum, Toksisite, Antioksidan
enzim aktivitesi, Lipid peroksidasyonu.

2019, 132 sayfa
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INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT ENZYME ACTIVITY IN SOME
TISSUES OF MEAGRE (Argyrosomus regius) EXPOSED TO CADMIUM AND
COPPER IONS IN DIFFERENT CONCENTRATIONS

Faruk PAK

Isparta University of Applied Sciences
The Institute of Graduate Education
Department of Aquaculture

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mehmet Riistii OZEN

As an indicator of environmental pollution; metallic pollutants, especially measured in
living things such as mollusks and fish, can reach certain, even dangerous levels,
depending on their concentration in the environment. Accumulation of heavy metals in
aquatic organisms and the destruction of these organisms and the investigation of
damages are very important for determining the species that are sensitive to heavy
metals on the one hand and determining the reactions that may occur in the functioning
mechanisms of the organisms in the body. Since copper (Cu) is an essential component
of metabolic enzymes, it is an essential trace element and micronutrient for cellular
metabolism in living organisms. However, it may be toxic to intracellular mechanisms
at concentrations higher than normal levels in aquatic animals. Cadmium (Cd) is an
element that is present in nature, toxic enough to affect organisms even at low
concentrations, which is almost impossible to be excreted for aquatic organisms due to
its long biological half-life and therefore increases environmental concerns due to its
tendency to accumulate in various organs in the body. Meagre, Argyrosomus regius, is
an alternative species cultivated on the Mediterranean coast. Biochemical parameters in
A. regius, including trace metals, can be influenced by diet and environmental
parameters of seawater, and fish health and meat quality may vary partly depending on
the composition of seawater. In this study, acute toxicity of cadmium and copper ions
on A. regius was determined. In addition, by the accumulation of metal in the muscle,
liver and gill tissues of A. regius, which is chronically exposed to subletal concentrations
of these metals, superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glucose 6 phosphate
dehydrogenase (G6PD) and glutamate pyruvate transaminase (GPT) enzyme activities
and also malondialdehyde (MDA\) levels which are indicative of lipid peroxidation were
determined.

Acute toxicity tests of copper and cadmium in meagre fish were performed under static
experimental conditions and determined by LCso probitanalysis method. The LCso
values for 96 hours were 1.643 mg/L for copper and 6.699 mg/L for cadmium. It was
determined that copper was approximately 4 times more toxic for A. regius than
cadmium. The accumulation of metal in the muscle, liver and gill tissues of the fish



exposed to copper and cadmium at subletal concentrations for 30 days was found to be
mostly in the liver, followed by the gill and at least in the muscle tissue.

In this study, Cd and Cu exposures caused some changes in oxidative stress biomarkers
in A. regius tissues.The effects of Cd and Cu on the SOD and CAT enzyme activities in
tissues were determined to be acute and chronic in A. regius at a certain time period. It
was determined that both enzyme activities increased in the muscle and the gill tissues
and decreased in the liver with the increasing metal concentration on day 4 and day 30.
Both metals decreased G6PD enzyme activity in liver tissue and increased in gill and
muscle tissues. It was determined while GPT enzyme activity increased with increasing
Cu media concentration in all tissues of A. regius, GPT enzyme activity increased within
the muscle and the gill tissue and decreased in liver tissue with increasing cadmium
ambient concentration. Compared to the control group, the exposure of A. regius to
copper and cadmium at different concentrations resulted in the increase of LPO for the
whole period for all of the muscle, gill, and liver. In addition, the highest MDA levels
occurred in liver (68%), followed in the gills (37%), and the lowest in the muscle tissue
(6%). The peroxidative damage that occurred in all tissues examined depended on the
concentration and the duration.

This study showed that Cu and Cd were responsible for oxidative stress as indicated by
the increase in lipid peroxidation of fish tissue and the antioxidant defense mechanisms
were also affected. The effect of exposure of A. regius to copper and cadmium on lipid
peroxidation and antioxidant enzymes was found to be dependent on tissue,
concentration and time. These effects were caused by differences in tissues' function,
antioxidant capacity, susceptibility to oxidative damage and free radical formation rates.

Key Words: Argyrosomus regius, Copper, Cadmium, Toxicity, Antioxidant Enzyme
Activity, Lipid peroxidation.

2019, 132 pages
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1. GIRiS

Niifusun ve buna bagli olarak beslenme sorunlariin hizla arttig1 diinyamizda, zengin
protein kaynaklar1 olan su Uriinlerinin 6nemi giderek artmaktadir. Bu baglamda, su
tirtinleri stoklar1 korunarak siirdiiriilebilirliginin saglanmasi, yetistiricilik yoluyla elde
edilen su iirtinleri tiretiminin arttirilmasi ve dolayisiyla protein ihtiyacinin énemli bir

kisminin su iirtinlerinden karsilanmasi gerekliligi ortaya ¢ikmaya baslamistir.

Tiirkiye denizleri ve i¢ sulart birbirlerinden farkli ekolojik 6zellikleri sebebiyle,
biyogesitliligin yiiksek olmasimi saglamaktadir. Ulke sularinda denizlerde 512,
tatlisularda ise 371 tiir balik bulunmaktadir (Bilecenoglu vd., 2014; Kuru vd., 2014).
Tiirkiye’nin su {irlinleri Uretimi dlinya su {irlinleri {iretiminin % 0,3’lni
olusturmaktadir. Tiirkiye’de en fazla yetistiriciligi yapilan {i¢ tiir; tath su baliklarindan
gokkusagi alabaligi ve deniz baliklarindan levrek ile gipuradir. Bunlara ilaveten fangri,
minekop, grany6z (sariagiz), sinagrit, sivriburun karagdz ve tranca gibi deniz

baliklariin alternatif olarak yetistiriciligi yapilmaktadir.

Akdeniz’e 6zgii deniz baliklari liretiminin en 6nemli iki tlirli olan ¢ipura ve levregin
son yillarda iiretim protokollerinin basari ile uygulanmasi sonucu iiretim ve satis
miktarlart artmistir. Bununla birlikte bu iki tiir i¢in yasanan pazar doygunlugunun
asilabilmesi i¢in alternatif deniz baliklar1 iiretimi arayiglarinin basglanmasi zorunlu bir
hale gelmistir. Son yillarda denizel tiirlerimizden biri olan ve grany6z olarak da bilinen
sariagiz baligi (Argyrosomus regius, Asso, 1801)’nin yetistiriciligi bazi firmalarca
yapilmaktadir. Sariagiz baligi ticari degeri yiliksek deniz baliklarindandir. Son
yillardaki akuakiiltiir galigmalarinda bu tiiriin yetistiriciligine iliskin ¢aligmalarda da
artig goriilmiistiir. Ulkemizde 2016 yilinda 2463 ton granydz balig iiretilmis olup, bu
deniz baliklan yetistiriciliginde % 1,62 lik bir orana karsilik gelmektedir.

Sariagiz, Argyrosomus regius, Akdeniz kiyilarinda yaygin olarak yetistirilmeye
baslanmig alternatif bir tiirdiir. Bu nedenle, sariagizdaki daha fazla iiretim; insan
beslenmesi igin 6nemli olan daha fazla protein ve yag asitleri kaynagr anlamina
gelecektir. Bunun yanisira iz metaller de dahil olmak {izere baliklardaki biyokimyasal
parametreler, beslenme ve deniz suyunun gevresel parametrelerinden etkilenebilir

(Serra vd.,1996; Carpene vd., 1999) Boylece balik sagligi ve et kalitesi kismen deniz
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suyunun temel bilesimine bagli olarak degisir. Metal kirliligi, endiistriyel faaliyetlerin
sucul ¢evre lizerindeki en tehlikeli sonuglarindan biridir. Kalict yapilar1 ve yavas
elimine olmalar1 nedeniyle, kadmiyum (Cd), ¢inko (Zn) ve bakir (Cu) gibi metaller en
biiyiik ve en yaygin mikro Kirletici gruplari arasindadir (Knapen vd., 2004; Minghetti
vd., 2008). Deniz ortamina bagli olarak, Akdeniz'deki Cd, agik okyanustaki
degerlerden bir veya iki kat daha yiiksek degerlere ulasabilmektedir (Suren vd., 2007).
Iskenderun kérfezi deniz suyundaki Cd konsantrasyonu 55, Cu konsantrasyonu 65,2
ug/L olarak bildirilmistir (Tirkmen ve Aras, 2011). Coban vd. (2009) ise Bati
Karadeniz’de 14 istasyonda yaptiklari caligmada deniz suyunda Cd konsantrasyonunu
enaz 0,29 en fazla 1,71 pg/L, Cu konsantrasyonunu ise en az 2,84 en fazla 7,73 pg/L
olarak bildirilmiglerdir. Accornero vd. (2004) tarafindan Adriyatik denizinde yapilan
bir caligmada Giiney Adriyatik’te Cu konsantrasyonu 0,30-4,87 ng/L, Cd
konsantrasyonu 0,01-0,22 upg/L  olarak verilmistir. Akdeniz agiklarinda Cu
konsantrasyonu 0,04-0,70 pg/L, Cd konsantrasyonu 0,004-0,06 pg/L olarak
bildirilmistir.

Toksisite testleri, bir biyoindikator olarak uygun organizmalari tanimlamak ve
kimyasallar i¢in su kalitesi standartlarin1 elde etmek noktasinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Toksisite testleri, su ekosistemlerindeki toksik maddelerin etkisini
ve akibetini degerlendirmek icin onemli bir aractir. Ulkemizde, &zellikle
organizmalarin biyoindikatdr olarak kullanilmasinda agir metal arastirmalari halen
azdir. Bu nedenle, metal toksisitesi hakkinda veri toplamak, organizmanin
hassasiyetini belirlemek ve Tirkiye’nin su topluluklarinin korunabilmesi i¢in izin
verilebilir bir sinir elde etmek i¢in kullanilabilecek yerel organizmalar ile ¢alismalarin
yapilmas1 6nemli olacaktir. Bakir ve kadmiyum gibi agir metaller, potansiyel insan
saglig1 tehlikeleri nedeniyle son yillarda bilim diinyasinda biiyiik ilgi gérmiistiir. Bakir
stilfat seklindeki bakir, bir yosunit olarak ve cesitli ektoparaziter ile bakteriyel
enfeksiyonlar i¢in terapotik bir kimyasal olarak kullanilirken; kadmiyum ise evsel ve
endiistriyel atiklarda gesitli organik ve inorganik maddeler seklinde kirlilige 6nemli

etkilerde bulunmaktadir (Shuhaimi-Othman vd., 2010).

Aerobik organizmalarda temel hiicresel metabolizma, oksijensiz radikallerin ve
radikal olmayan reaktif tiirlerin (reaktif oksijen tiirleri olarak adlandirilir; ROT)

iiretilmesini igerir. Onemli hiicresel biyomolekiillerde oksidatif hasara neden oldugu

2



bilinen siiperoksit anyon ve hidroksil radikalleri ile hidrojen peroksit en ¢ok calisilan
ROT'dur. Aerobik organizmalar, ROT'un hiicresel hasarini 6nlemek i¢in tasarlanmis
antioksidan savunma mekanizmalarina sahiptirler. Ozellikle agir metaller gibi toksik
kimyasal Kkirleticilere maruz kalmak, endojen ve eksojen ROT arasinda bir
dengesizligin ardindan antioksidan savunmalarin azalmasina neden olabilir. Bu durum
biyolojik sistemlerdeki oksidatif stresi, dokulara verilen hasari, iltihaplart ve
dejeneratif hastaliklarin baglamasina neden olur (Sohal vd., 2002; Finkel ve Holbrook,
2000). Canli aerobik organizmalardaki ROT ve antioksidan savunmalar arasindaki
etkilesim, rolleri reaktif radikalleri engellemek ve etkisiz hale getirmek olan bir dizi

hiicre i¢i antioksidan enzim ile baglantilidir (Davies, 1995).

Lipid peroksidasyonu ve antioksidan enzimler gibi biyokimyasal bilesenler, farkli
Kirleticilere maruz kalan organizmalarin potansiyel biyobelirtegleridir (Livingstone
2003; Regoli vd., 2004; Bechard vd., 2008). Bu biyobelirtegler, 6l¢iilmesi daha kolay,
daha hassas ve daha az degisken olma gibi avantajlara sahiptirler (Agrahari vd., 2007).
Antioksidan enzimlerin oksidatif strese ve dokuya 6zgii hasara karsi korumak i¢in
birlikte veya sinerjik bir sekilde ¢alistig1 gosterilmistir. Bu enzim sistemleri, kirletici
maruziyete aracilik eden reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) biyobelirtegleri olarak ve
cevresel risk degerlendirmesinde potansiyel bir ara¢ olarak Onerilmistir (Kohen ve
Nyska 2002; Livingstone 2001). ROT, proteinler, lipitler ve niikleik asitler gibi
makromolekiilleri hasarlara kars1 koruyan bir dizi antioksidan enzim ile detoksifiye

edilir (Lushchak vd., 2001; Ozmen vd., 2004).

Cevre kirliliginin bir gostergesi olarak canlilarda 6lgiilen metalik kirleticiler, 6zellikle
su triinlerinde ortamda bulunan konsantrasyonlarina bagli olarak tehlikeli diizeylere
erisebilmektedir. Alternatif ve stratejik bir gida maddesi olan sucul organizmalarda,
agir metal birikimi ve olusturdugu hasarlarin arastirilmasi, bir taraftan agir metallere
kars1 duyarliligr yiiksek olan tiirlerin belirlenmesini saglarken, diger taraftan da anilan
canlilarin viicut mekanizmalarindaki isleyisler ile ilgili parametrelerde olusabilecek
reaksiyonlarin saptanmasi noktasinda oldukca 6nemli olacaktir. Dogal ortamda olmasi
kuvvetle muhtemel etkileri yakalayabilmek ve somutlastirabilmek i¢in kronik subletal

testlere ihtiya¢ duyulmaktadir (Cetinkaya, O., 2010).



Tiirkiye ve diinyada tathi su baliklar iizerine ¢ok sayida toksikolojik ¢alismalar
yapilmis olmakla birlikte, iilkemizde deniz baliklarina yonelik toksikolojik caligsmalar
smirli kalmistir. Diinyada ise Sparus aurata ve Dicentrarchus labrax’a yonelik
calismalar yapilmakla birlikte Argyrosomus regius ile ilgili metal maruz birakilmasina
yonelik calismalara rastlanmamaktadir. Tiirkiyede gelisen deniz baliklar
yetistiriciligi i¢in 6nemi giderek artan alternatif bir tiir olan sariagiz baliklar tizerinde
yapilacak her konudaki arastirmaya ihtiya¢ bulunmaktadir. Gliniimiizde her balik
tiirliniin yetistiriciligi i¢in su kalite kriterleri tam olarak mevcut degildir. Gelecekte
akuakdiltiir sistem standartlar1 olusturulurken sariagiz baligi i¢in buradan elde edilecek

veriler, bu standartlarin olusturulmasina temel olusturacaktir.

Bu c¢alismada, kadmiyum ve bakir iyonlarmin farkli A. regius iizerindeki akut
toksisitesi belirlenmistir. Ilaveten bu metallerin subletal konsantrasyonlarmakronik
olarak maruz birakilan A. regius’un kas, karaciger ve solunga¢ dokularindaki metal
birikimi ilebireylerin biyokimyasal aktivitelerindeki degisiklikleri izlemek igin
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glukoz 6 fosfat dehidrogenaz (G6PD)
ve glutamat piruvat transaminaz (GPT) enzim aktiviteleri ve ayrica lipid

peroksidasyonunun gostergesi olan malondialdehit (MDA) diizeyleri belirlenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Oksidatif Stres

Biyolojik sistemlerde serbest radikallerin metabolizmasi son yarim yiizyilda en gok
arastirilan konular arasinda yer almaktadir. Serbest radikaller, eslesmemis elektron
iceren atom, molekiil ve iyonlardir (Halliwell ve Gutteridge, 1989). Bu eslesmemis
elektronlar, genellikle kimyasal reaksiyonlarda gorev alan yiiksek oranda reaktif
radikallerdir. Singlet oksijen (*O2), siiperoksit anyon (O2"), hidrojen peroksit (H202)
ve hidroksil radikali (OH) en sik karsilasilan reaktif oksijen tiirleri (ROT)’ dir. Singlet
oksijen (*O2) yapisinda eslesmemis oksijen igermedigi icin serbest radikal degildir.
Bununla birlikte dénme yonlerinin farkliligindan dolayi, oksijenin yiiksek reaktif
formudur ve oksijenden daha hizli bir biyolojik molekiildiir. H2O> radikal olmamasina
ragmen, oksijenden daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu icin reaktif tiirdiir. Cesitli

ROT tiirleri arasindaki dontisiim ve iliskiler Sekil 2.1’de verilmistir.

4¢
- e + 240
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0, H eH
- ; : / ,
S —or 2:. »H,0,—2—» OH" + 'OH

0, +e- — O2¢- Siiperoksit Anyonu

O,¢- + e- + 2H+ + H,O — H,0, Hidrojen Peroksit

H,0, + e- + H+ — OHe Hidroksil Radikali

OHe + e- + H+ — H,O Su
Sekil 2.1. Organizmalardaki oksijen metabolizmasi ve reaktif oksijen tiirleri arasindaki

dontisim (Akbulut vd., 2014)

ROT, molekiiler oksijenin (O2) kismi indirgenmesi sonucu olusan iiriinlerdir.
Genellikle O2, su (H20) olusumuyla sonuglanan mitokondriyal elektron tagima zinciri
tarafindan dort elektron (4-e) mekanizmasi ile indirgenir. Ancak tek bir elektronun
molekiiler oksijene sirali eklenmesi sonucu siiperoksit anyonu olusur. Ayrica, hidrojen
peroksite ve son olarak da hidroksil radikaline ve hidroksil anyonuna (OH") indirgenir.
Zincir, hidroksil radikaline elektron ve proton eklenmesi sonucu su olusumuyla

tamamlanir.



Yukarida belirtildigi gibi, reaktif oksijen tiirleri c¢esitli tipteki antioksidanlarla
detoksifiye edilebilir ya da hiicre veya hiicre dis1t komponentlerle etkilesebilir. ROT
metabolizmasi yiiksek oranda zarar verme kapasitesi ve biyolojik aktivitesi nedeniyle
hiicre kontrolii altindadir ve hiicre i¢i konsantrasyonlar1 genellikle 1078 molar1 gegmez
(Foyer ve Noctor, 2009). Bazi durumlarda ROT konsantrasyonlari degisebilir. Ciinkii
ROT siirekli iiretilir ve harcanir. Buna ragmen bazi nedenlerle ROT konsantrasyonu
oksidatif stres adi verilen redoks durumunun degismesine bdylece hiicre, doku ve
organlarin hasar gormesine yol agabilir. Oksidatif stresin kararli durumu, ROT
konsantrasyonunun degistigi ya da kroniklestigi, hiicresel metabolizmay1 zedeleyip
hiicre bilesenlerine zarar verdigi bilinen bir durumdur. Normal kosullar altinda,
ROT’un iiretimi ve ortadan kaldirilmasi arasindaki denge ROT seviyesinin Stabilize

edilmesiyle saglanir (Akbulut vd., 2014).

Biyolojik sistemlerde ROT iiretiminin pek ¢ok mekanizmasi vardir ve genellikle
oksijen metabolizmasinin yan {Uriinleri olarak iiretilir. Organizmalar tarafindan
tiiketilen oksijenin % 90’ 1dan fazlasi enerji tiretimiyle ilgili elektron transportunun 4-
e mekanizmas: ile kullanilir (Papa ve Skulachev, 1997). Okaryotlarda mitokondriyal
sistem bulunurken, prokaryotlarda elektron tagima zincirleri plazma membraninda
bulunur. Koenzim Q ve kompleks III, elektronlarin molekiiler oksijen ile etkileserek
stiper oksit anyonunun olusturdugu mitokondriyal elektron transport zincirinin en
onemli bilesenleridir (Demin vd., 1998). Endoplazmik retikulumdaki (ER) elektron
transport zinciri ikinci en énemli ROT kaynagidir (Malhotra ve Kaufman, 2007).
Hiicresel ve yabanci kimyasallarin katabolizmasi sitokrom P450 ile redoks agamalarin
icerir ve ER’deki ROT iiretiminden sorumludur. Belirli miktardaki ROT, sitozol ve
peroksizomlarda cesitli oksidazlar tarafindan iiretilir. Ornegin, triptofan dioksijenaz,
ksantinoksidaz ve sitokrom P450 rediiktaz gibi enzimler esas olarak siiper oksit
anyonunu tretirken bunlar gibi aminoasit ve glukozoksidazlar esas olarak hidrojen
peroksit tiretir (Lushchak, 2011).

Belirli hiicresel bilesenlerin ve ksenobiyotiklerin otooksidasyonu (agik havada oksijen
ve/veya UV radyasyon varliginda peroksitler olusturarak olusan oksidasyon) onemli
miktarda ROT tiretiminden sorumlu olabilir. Organizmalarda dogal olarak olusan
katekolaminler ve bazi diger bilesikler spesifik fizyolojik durumlar altinda 6nemli

ROT iireticileri olarak rol oynayabilirler ve hatta hastalik ve yagslanmaya yol agabilirler
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(McAnulty vd., 2003). ROT’un ana grubunu olusturan Kkirleticiler oncelikle agir
metaller, aromatik hidrokarbonlar, pestisitler, poliklorlubifeniller, dioksinler ve benzer
formiilasyonlu ¢evresel kirleticilerdir (Lushchak, 2008; Alak vd., 2013). ROT
iiretimine yol acan mekanizmalar ¢ok ¢esitli olabilir ancak reaktif tiiriin iiretimiyle

birbirini tamamlamaktadir (Valko vd., 2007).

Bir organizma igindeki antioksidan mekanizmalarin iiretilmesi ve ROT'un
notiirlestirilmesi arasindaki dengesizlige oksidatif stres denir (Davies, 1995). Oksidatif
stres karasal ve sucul toksikoloji i¢in 6nemli bir konu haline gelmistir (Valavanidis

vd., 2006).

2.2. Metal Kaynakh Oksidatif Hasar

Metaller, cesitli ¢evresel alanlarda ¢ok 6nemli ve yiiksek derecede toksik kirletici
olarak kabul edilir. Baliklar, sudaki besin zincirinin en stiinde yer aldigindan, metal
kirlenmesinin uygun biyoindikatorleridir. Metaller iyi bilinen oksidatif stresin
indiikleyicileridir ve baliklarda oksidatif hasar ve antioksidan savunmalarin

degerlendirilmesi, su ortaminin metal kirlenmesini yansitabilmektedir (Livingstone,

2003).

Bircok metal canli organizmalar i¢in hayati onem tasir. Ancak bazilar1 yiiksek
konsantrasyonlarda zehirli olabilir. Demir (hemoglobin yapisinda), bakir (solunum
pigmentlerinde), ¢inko (enzimlerde), kobalt (B12 Vitamininde), molibden ve mangan
(enzimlerde), sodyum (Na), potasyum (K) ve kalsiyum (Ca) gibi hafif metaller
biyolojik sistemde 6nemli bir rol oynayabilmektedir. Fe, Cu, Co ve Mn gibi gegis
metalleri  gerekli ~ olmalarina  karsin  yiiksek  konsantrasyonlardatoksik
olabilmektedirler. Hg, Pb, Sn, Ni, Se, Cr ve As gibi metaller genellikle metabolik
aktivite i¢in gerekli degildir ve olduk¢a diisiik konsantrasyonlarda bile canli

organizmalar i¢in toksiktir (Mahboob vd., 2013).

Metallerin 6zellikleri, ¢oziiniirliikleri ve komplekslesmeleri, metallerin su ortamindaki
toksisitesini etkileyen onemli faktorlerdir. Coziinmiis metal miktar1 temel olarak su
pH'ina baglidir. Metallerin etkilesimi sucul hayvanlar tizerindeki toksik etkilerini hem

olumlu hem de olumsuz yonde degistirebilir (Jezierska ve Witeska, 2001). Metallere
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maruz kalma sekli de toksisitede rol oynar. Baliklar metalleri solungaglardan, sindirim

sisteminden ve viicut ylizeyinden alir (Kamunde vd., 2002).

Metallerin oksidatif hasara katilimi ¢ok yonliidiir. Genel olarak, metaller iki sekilde
serbest radikalleri tiretir. Demir, bakir, krom ve vanadyum gibi redoks aktif metalleri
redoks dongiisii boyunca ROT olusturur. Civa, nikel, kursun ve kadmiyum gibi redoks
potansiyeli olmayan metaller, ozellikle tiyol iceren antioksidanlari ve enzimleri
igerenleri antioksidan savunmalarini bozar (Stohs ve Bagchi, 1995).Serbest radikal
iretiminin t¢lincii 6nemli mekanizmasi, demir (II) iyonunun hidrojen peroksit ile
ferrik demire (111), bir hidroksil radikaline ve bir hidroksil anyonuna oksitlendigi
Fenton reaksiyonudur (Valko vd., 2005).

2.2.1. Bakir (Cu)

Bakir (Cu), metabolik enzimlerin temel bir bileseni oldugu i¢in canli organizmalarda
hiicresel metabolizma i¢in temel bir eser metal ve mikro besindir. Bununla birlikte,
suda yasayan hayvanlarda normal seviyelerden yiiksek konsantrasyonlarda hiicre ici
mekanizmalar i¢in agir1 toksik olabilir. Genis yayilan kullanimi ile bakir dogal mineral
olarak olusan bol bir elementtir. Bakir kirliligi, mantar 6ldiriiciiler, alg 6ldiiriiciiler,
yumusakea oldiirticiiler, bocek oldiiriiciiler ve atiklarin desarjinin yaygin bir sekilde
kullanilmas1 sonucu ortaya ¢ikar. Bakir siilfat (CuSOa), ticari ve hobi amaglh balik
havuzlarinda, fitoplankton ve filamentli alglerin bityimesini kontrol ve bazi balik

hastaliklarini kontrol etmek i¢in bir algesit olarak kullanilir (Valko vd., 2005).

Yiiksek redoks potansiyeline sahip olan bakir, fotosentez ve solunum, bag dokusu
olusumu, demir metabolizmasi, serbest radikalleri yok etme ve noérolojik fonksiyon
gibi ¢esitli biyolojik reaksiyonlarinda rol oynayan proteinler i¢in bir kofaktor gorevi
goriir (Valko vd., 2005). Sucul hayvanlarda bakir homeostazi, memelilere benzer
sekilde diizenlenmis alim, tasima ve atilim prosesine sahiptir. Bununla birlikte, bu
islemlerin, bagirsak boyunca emilimininyani sira sucul canlilarda solungaclar gibi bazi
ozellikleri vardir. Her iki yol da etkilidir. Ancak bir¢ok faktore bagl olarak oldukca
diizenli siireglerdir (Kamunde vd., 2002). Baliklarda Cu toksisitesi ve sudaki biyo-
yararlanim1 suyun fizikokimyasal Ozelliklerine, yani pH, alkalinite, askida kati

maddeler, organik bilesik igerigi ve sertlige bagl olarak degismektedir (DiGiulio vd.,
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1989). Serbest bakir konsantrasyonu su asitligi ile artar bununla birlikte bakir

hidroksit, pH 8.0 ve daha yiiksek sularda baskindir (Tao vd., 2001).

Hiicresel ihtiyaglar1 asan bakir, serbest radikal liretimine ve lipitlerin, proteinlerin ve
DNA'nin dogrudan oksidasyonuna aracilik eder. Bu nedenle, bakirin hiicre i¢i ve hiicre
dis1 igerikleri arasindaki denge, alim, atim ve hiicre i¢i boliimlendirmeyi diizenleyen
hiicresel tasima sistemleri tarafindan yonlendirilir (Lage vd., 2006). Bakir gereksinimi
ve toksisite arasindaki denge hem hiicresel diizeyde, hem de doku ve organ diizeyinde
saglanir (Nayak vd., 2007). Hiicresel toksisite, bakir iyonlarmin reaktif oksijen
tiirlerinin (ROT) olusumuna katilmaya egilimli oldugu varsayimindan gelir. Bakir ve
bakir iyonlar1 oksidasyon ve indirgeme reaksiyonlarinda etkili olabilirler. Askorbik
asit veya glutatyon (GSH) gibi biyolojik indirgeyicilerin mevcudiyetinde bakir (II)
iyonu, Fenton reaksiyonu yoluyla hidrojen peroksitin ayrismasi ile reaktif hidroksil
radikallerinin (OH") olusumunu katalize edebilen bakir (I) iyonuna indirgenebilir
(Cavas vd., 2005).

2.2.2. Kadmiyum (Cd)

Kadmiyum dogal olarak ortaya ¢ikan ve viicut i¢in gerekli olmayan bir iz elementtir.
Canli organizmalarda siklikla tehlikeli seviyelerde birikme egilimi vardir. Bundan
dolay1 ¢evresel kaygilar1 arttirmaktadir (Kalman vd., 2010; Lio vd., 2011). Kadmiyum
tretimi, tiikketimi ve ¢evreye emisyonlari, 20. yiizy1l boyunca endiistriyel kullanimi
(bataryalar, galvanik kaplamalar, plastik stabilizatorler, pigmentler) nedeniyle ¢arpict
bir sekilde artmis ve sonug olarak su habitatlarinin kirlenmesine yol agmistir (Jarup,
2003). Esas itibariyle su ortamindaki Cd kaynagi endiistriyel faaliyetlerden
kaynaklanir (Stohs ve Bagchi, 1995). Pargalanamayan kiimiilatif bir kirletici madde
olarak, kadmiyumun vyiizyillarca sudaki trofik seviyelerini degistirebildigi
diigiiniilmektedir. Bu agir metal baliklarmesas olarak (yaklagik % 75) bobrek,
karaciger ve solunga¢ dokularinda birikir, daha az bir oranda da kalp ile diger

dokularda birikir (Authman vd., 2015).

Cd, dogrudan ROT iiretmez, ancak glutatyon (GSH) seviyelerini degistirebilir ve
hiicre tiyol durumunu etkileyerek karacigerde metalotiyoninlerin olusmasini

indiikleyebilir. GSH ve MT'lerde meydana gelen degisiklikler hiicre zarinin yag
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peroksidasyonunaneden olabilir. Cd, mitokondride elektron tagima zincirine girerek
stiperoksit radikallerini olusturan elektronlar1 tasiyan ubikinonlarindengesiz
birikmesine neden olur. Cd ayrica antioksidan enzimleri, 6zellikle SOD ve CAT'i de
etkiler ve Cu ile Fe'i gesitli proteinlerde degistirebilir. Bu metalleri daha sonra Fenton
reaksiyonuna katilmak tizere serbest birakir (Ercal vd., 2001). Metalotiyoninler,
kadmiyumun detoksifikasyonunda 6nemli bir rol oynarlar ve bu siire¢ dokulara
Ozgudiir (De Smed vd., 2001).

Kadmiyuma maruz kalan baliklarin karacigerinde morfolojik ve histolojik
degisiklikler meydana gelebilmektedir (Thophon vd., 2003). Kadmiyum
solungaglarda kalsiyum alimini inhibe eder ve iz elementlerinin Zn ve Cu gibi normal
doku dagilimini etkileyerek gerekli iz elementin metabolizmasin1 degistirebilir
(Verbost vd., 1987; Li vd., 1995). Kadmiyum eritrositlerin yikimma neden olarak
hematokrit degerini ve hemoglobin konsantrasyonunu azaltir ve anemiye yol acar (Gill
ve Epple, 1993). Ayrica, kadmiyum karbonhidratlarin metabolizmasini degistirir, bazi
deniz ve tath su baliklarinda hiperglisemiye neden olur ve glutamat oksaloasetat
transaminaz (GOT) ve glutamat piruvat transaminaz (GPT) enzim aktivitelerine etki
eder (Zikic vd., 2001). Kadmiyumun endokrin bozucu oldugu diisiiniiliir ve testislerde
hormon sentezini degistirdigi, steroid, yumurta ve sperm olusumunu engelledigi
bildirilmistir (Vetillard & Bailhache, 2005). Ayrica, uzun siire kadmiyuma maruz
kalmanin olgunlasma ve larva gelisimi {izerine olumsuz etkisi kaydedilmistir (Giari
vd., 2007). Yine diisiik konsantrasyonlarda kadmiyuma maruz kalma, DNA hasarina

ve strese neden olabilmektedir (Jia vd., 2011).

2.3. Antioksidan Savunma Sistemleri

Sucul organizmalardaki antioksidan sistemler hem diisiik hem de ytliksek molekiiler
agirlikli antioksidanlart igerirler (Livingstone, 2001). Diisiik molekiil agirlikhh
antioksidanlar, glutatyon, askorbik asit (C vitamini) gibi suda ¢6ziinen ve karotenoid
(B-karotendabhil), retinol (A vitamini), ve a-tokoferol (E vitamini) gibi yagda ¢ozilinen
bilesiklerde tanimlanmistir. Bunlar genellikle serbest radikalleri ortamdan
uzaklastirmada gorev alirlar. Ornegin; bu bilesikler GSH, GPx ya da GST gibi

antioksidan ve detoksifikasyon enzimlerinin kofaktorii olarak rol oynar. Belirli bir
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grup olan antioksidan enzimler; siiperoksit dismutaz (SOD), katalazlar (CAT), Se-
bagimli glutatyon peroksidazlar (Se-GPx), DT-diaforaz gibi enzimleri igerir ve
glutatyon rediiktaz (GR), glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PDH) gibi gerekli
kofaktorleri saglar. Metalotiyoninler ve ferritin gibi spesifik olmayan yiiksek
molekiiler agirlikli antioksidanlar, metal iyonlarina (6zellikle demir ve bakir gibi)

baglanarak ROT kaynakl1 hasar1 dnleyen proteinlerdir.

2.4. Caliymada Kullanilan Biyokimyasal Parametreler

Cevresel kirlilik, kirletici unsurlarin mevcudiyeti ile dogaya zarar verir. Giiniimiizde
bu unsurlarin canlilara verdigi zarar diizeylerinin boyutlar1 konusunda Onemli
caligmalar yapilmaktadir. Bu konuda Kirletici etmenlerin canlilarin viicutlarinda
olusturdugu etki ve hasarlari ortaya koymak i¢in farkli perspektifler kullanilmaktadir.
Bunlardan biri de biyokimyasal parametrelerdir. Caligmamizda biyokimyasal
parametreler olarak antioksidan enzimlerden katalaz (CAT), superoksit dismutaz
(SOD) ve glukoz 6 fosfat dehidrogenaz (G6PD) enzimleri kullanilmistir. Yine
hiicresel hasarin gostergeleri lipid peroksidasyon triinii malondialdehit (MDA) ve
karaciger hasarinin tesbiti i¢in kullanilan ve bir hiicre i¢i enzim olan glutamat piruvat

transaminaz (GPT) degerlendirilmistir.

2.4.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

1968 yilinda McCord ve Fridovich tarafindan tanimlanan SOD reaktif oksijen tiirlerine
kars1 ilk savunma islemini yapan enzimdir (Karabulut ve Giilay 2016). SOD,
superoksit radikalini (O2"), hidrojen peroksit ile molekiiler oksijene katalizleyen bir
antioksidandir. Hidrojen peroksit daha sonra katalaz ya da glutatyon peroksidaz (GPx)

ile molekiiler oksijen ve suya doniistiiriilerek ortamdan uzaklastirilir.

SOD’un farkli formlar1 bulunur. Bunlardan bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) igeren siiperoksit
dismutaz (Cu/Zn SOD) sitozolde, mangan (Mn) igeren siiperoksit dismutaz (Mn SOD)
mitokondride ve ekstraselliiler siiperoksit dismutaz (EC SOD) hiicre dis1 sivilarda
bulunur (Cavdar vd., 1997; Young ve Woodside, 2011). Cu/Zn SOD, her bir alt
tinitesinde bir Cu ve bir Zn atomu igerir. Hiicrelerde en bol bulunan SOD formudur

(Nordberg ve Arner, 2001; Mruk vd., 2002). Mn SOD, mitokondriyal bir enzim olup
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dort esit alt iiniteye sahiptir. Aktif bolgesinde Mn*? bulundurmaktadir. Farkliliklara
ragmen Cu/Zn SOD ile ayni reaksiyonu katalizlemektedir (Orbea vd., 2000).
Ekstraselliiler siiperoksit dismutaz, her bir alt tinitesinde bir Cu ve bir Zn atomu igerir.
Bakir ve ¢inko enzimatik aktivite i¢in gereklidir. Ekstraselliiler stiperoksit dismutazin
oncelikli yeri ekstraselliiler matriks ve hiicre yiizeyleridir. Bu bolgelerde plazmada
bulunandan daha yiiksek yogunlukta bulunur. Ekstraselliiler siiperoksit dismutaz,
fibroblast hiicreleri, glia hiicreleri ve endotel hiicreleri tarafindan salgilanmakta ve

sentezlenmektedir (Karabulut ve Giilay, 2016).

2.4.2. Katalaz (CAT)

Hidrojen peroksit, bir radikal olmamasina ve biyolojik 6nemi olan molekiillerin ¢ogu
ile reaksiyona girmemesine ragmen, Cu ve Fe iyonlarmin katalizérligiinde Fenton
reaksiyonu ile en reaktif oksijen tiirli olan hidroksil radikali (OH") olusumunda bir 6n
madde olarak rol oynamaktadir (Cheung vd., 2001; Karabulut ve Giilay 2016). Bu
fonksiyonu nedeniyle ortamdan elimine edilmesi gerekmektedir. H2O2’nin hiicre
icinde yikimini temin eden enzimlerden biri katalaz enzimidir. Katalaz enzimi
H202’den kaynakli oksidatif hasar1 yok eden kuvvetli bir antioksidandir (Kuru, 2007).
Katalaz enzimi, superoksit dismutaz (SOD) faaliyeti neticesinde olusan hidrojen
peroksit (H202) molekiiliiniin indirgenerek su ve oksijen molekiillerine doniisiimlerini
katalizler (Atabeyoglu, 2011). Katalaz, perooksizomlarin yaninda mitokondri,
endoplazmik retikulum ve sitozolde de bulunur. Daha ¢ok karaciger, bobrek ve ¢izgili

kas hiicrelerinde yiiksek bir etkinlige sahiptir (Kuru, 2007; David vd., 2008).

2.4.3. Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimi alyuvarlarda kan hiicrelerini oksidasyon
tepkimelerine kars1 koruyan 6nemli bir enzimdir. Normal alyuvarlarda stirekli olarak
glukozun % 90’1 aerobik glikolizle yakilirken %10’u heksoz monofosfat yolu ile
metabolize edilir ve NADPH elde edilir (Fairbanks ve Klee, 1977). Heksoz monofosfat
yolunun aktivitesi oksidatif stres durumunda agik bir sekilde artis gostermektedir
(Fairbanks ve Klee, 1977). Bu enzim pentoz monofosfat yolunun ilk seviyesini
katalizleyen anahtar bir enzimdir (Shreve ve Levy, 1977). Glukoz 6 fosfat

dehidrogenaz bitki ve hayvanlarda bulunur ( Scott, 1975). Genellikle sitoplazmada ve
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organellerinde bulunmaktadir (Antonenkov, 1989). G6PD enzimi, glukoz 6-fosfat’dan

6-fosfoglukonolakton ve NADPH olusum reksiyonunu Katalizler.

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, glutatyonun hiicre i¢i seviyesinin korunmasinda
gerekli olan nikotinamid adenin diniikleotit fosfat’in (NADPH) yapiminda rol
almaktadir. Glutatyon ise dig faktorlerin etkisiyle eritrositler icinde meydana gelen
oksidan maddelerin yok edilmesinden sorumludur. G6PD eksikliginde alyuvarlari
oksitleyici bir strese ugradiklarinda glutatyonu indirgenmis durumda tutamadiklar
icin hemoliz gelisir. Alyuvarlarda oksidatif hasara karst gelisen savunma, mevcut
enzim aktivasyonu ile orantilidir (Glader, 2008). Cogunlukla stoplazmada, ayrica
lizozom, endopalzik retikulum, peroksizom, kloroplast ve mitokondri gibi gesitli

organellerde de bulunmaktadir (Bublitz ve Steavenson, 1988).

2.4.4. Glutamat piruvat transaminaz (GPT)

Glutamat piruvat transaminaz (GPT) sitoplazmada bulunan 6nemli bir transaminazdr.
Transminazlar bir aminoasidin amino grubunu bir keto aside aktarmasini katalize eden
bir grup enzimdir. Bu enzim alanin transaminaz olarakta adlandirilir. Glutamat piruvat
transminaz (GPT), karaciger, solungac ve kas gibi dokularda kirleticilerin neden
oldugu doku hasarlarinin teshisinde ¢ok sik kullanilan 6nemli bir enzimdir (De la Torre
vd., 1999).

Transminazlar gerek hayvan ve gerekse bitki dokularinda mevcut olup, azot
metabolizmasi i¢in oldukga etkindirler. Ozellikle kanda transaminazlarin yiikselmesi
karaciger ve kalp hasarinin gostergesi seklinde bilinir. Bu enzimin katalizérlgunde L-
alanin’in amino grubu, a-ketogulatarik aside aktarilmasi glutamik asit ve piruvik asit

olusturma tepkimesi Sekil 2.2°de verilmistir.
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Sekil 2.2. GPT katalizorliigiinde L-alanin'in amino grubu, alfa-ketoglutarik asite
aktarilmasi ile glutamik asit ve piruvik asitin olusmasi tepkimesi
(Yiizereroglu, 2011)

2.4.5. Malondialdehit (MDA)

Oksidatif stres; viicutta birgok molekiiliin yapisina zarar verebilmektedir. Bu zararlar
oksijen radikallerinin amino asit yan zincir yapilarmi etkileyerek protein
kiimelesmelerinin olusmasina neden olur. Bu da peptid baglarinin kopmasina yol
acabilir. Bunun yaninda DNA’ya tesir ederek, hiicrede mutasyon ve hiicre 6liimiine
kadar bir takim 6nemli sonuglar1 olusturacak biyolojik siire¢lere neden olur. Yine lipid
peroksidasyonu zar iglevlerini olumsuz etkileyerek bagli bulundugu reseptor ve
enzimlerin etkinligini smirlar. Ayn1 zamanda zar akigkanligmma da zarar vererek
gecirgenliginin artmasina sebebiyet verir. Lipid perodiksiyonunun en 6nemli {iriinii
MDA’dir. Yukarida bahsedilen membrana etkilere MDA sebep olur (Morales vd.,
2004). Malondialdehit (MDA), doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu sonucunda
olusan baslica bir sekonder iiriin olup, bu iiriinlin uzun 6miirlii ve yliksek reaktiviteye
sahip olmasi sebebiyle dokulardaki diizeyleri peroksidasyonun siddetini belirlemek

i¢in kullanilmaktadir (Aldini vd., 2007).

2.5. Argyrosomus regius’un Dagilim Alanlari ve Genel Ozellikleri
Akdeniz, Ege ve Marmara denizlerini kapsayacak sekilde Dogu Atlantik, Norveg’ten

Cebelitarik bogazina ve Kongo’ya kadar bir dagilim gosterir (Gonzalez-Quiros vd.,
2011) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Argyrosomus regius (Asso,1801)’un dagilim alanlar1 (Turan, 2007)

Ince uzun viicutlu ve nispeten kafa biiyiiktiir. Ag1z terminal konumlu ve biyiksizdir.
Gozler oldukea kiigiik, yanal ¢izgi belirgin, kuyruk yiizgecine kadar uzar. Ikincil
dorsal ylizgeg birinci dorsal yiizgecten daha uzundur. Anal yilizgecte birinci kisa diken
radiuslarina ve ikinciler daha incedirler. Cok biiyiik otolitleri vardir. Viicut rengi
giimiisi-gri dorsalde bronzumsudur. Yiizge¢ tabanlar1 kirmizimsi—kahverengi ve agiz

boslugu sar1 veya portakal rengindedir (Sekil 2.3) (Turan, 2007).

Sekil 2.4. Argyrosomus regius (Asso,1801)

Total viicut uzunlugu 180 cm ve canli viicut agirligi ise 50 kg’a kadar ulasabilir. Kiy1
baliklarindan biridir. Ozellikle akarsularin denizlerle birlestigi nehir agizlar ile 80
metreden daha az derinliklerinde bulunurlar. Anadrom bir tiir olup, genellikle mayis
sonlarinda nehir agizlarina girer ve yumurtlarlar. Daha sonra kiy1 6tesine gogerler.
Buna karsin Argyrosomus regius (Asso, 1801)’un bazi bolgelerde Ocak- Mayis aylari
arasinda oldugu da rapor edilmistir. Juvenilleri ¢ogunlukla kii¢iik demersal baliklar ve
krustaseler iizerinden beslenirler. 40 cm’den sonra pelajik ve sefalopodlar1 tercih

ederler. Su sicaklig1 olduk¢a 6nemli bir faktordiir. Trofik gb¢ ve iiremenin tayininde
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oldukg¢a 6nemli bir rol oynar. Bilyiime i¢in en uygun su sicaklig1 17-21 °C’dir. Olgun
bir disi birey maksimum 800.000 yumurta verebilir. Yumurtlama 17-22 °C’de olusur.
Doéllenmis yumurta 990 pum capindadir. 90 saatten sonra vitelliis kesesi tiiketilir ve
agiz acilir. Son arastirmalara gore; otolit okumalarindan anlasilacagi iizere en yiiksek
yas okumasi 182 cm’lik boy uzunlugundan 36 yas olarak belirlenmistir. Ancak farkli
aragtiricilar 41 ve 42 yil olarak da belirlemislerdir. Ayni arastiricilar ilk cinsel

olgunlugu 61.6 cm erkek, 70-110 cm boy uzunlugunu ise disiler i¢in hesaplamislardir

(Gonzalez-Quiros vd., 2011).

Son yillardaki akuakiiltiir ¢aligmalarinda bu tiiriin yetistiriciligine iliskin ¢aligmalar
artis gostermistir. ik yetistiricilik caligmalar1 Fransa’da baslamis sonra Italya’da
devam etmistir. Italya’daki ilk ticari iiretim y1l1 2002 olarak bildirilmistir. Ulkemizde
ise 2000 yilinin sonunda ilk yetistiricilik ¢aligmalart baslamis, 2005 yilinda basariya
ulasmistir (Toksen vd., 2007). Giiniimiizde de Fransa, italya ve Misir gibi pekgok
iilkede yetistiriciligi yapilmaktadir.

2.6. Baliklarda Bakir ve Kadmiyumla ilgili Yapilan Cahsmalar

2.6.1. Baliklarda bakir ve kadmiyum toksisitesi

Wong vd. (1999), bakirin toksisitesini yerel kiiltiir balik¢ilarindan temin edilen gliimiis
cipura Sparus sarba fingerlinglerinde (9,4+2,1 g) ve juvenillerinde (85,5+27,1 Q)
incelemiglerdir. 96 saatin {izerinde yapilan statik testler, juvenillerin daha kii¢iik
fingerlinglere gore daha toleransli olmadigini gostermistir. 24 saat, 48 saat, 72 saat ve
96 saat LCsp; fingerlingler igin sirasiyla 2,01 mg Cu/L, 1,28 mg Cu/L, 1,17 mg Cu/L
ve 1,03 mg Cu/L olarak, juveniller igin sirasiyla 2,36 mg Cu/L, 1,52 mg Cu/L, 1,34
mg Cu/L ve 1,24 mg Cu/L olarak hesaplamislardir. 30 giinliik bakir maruz birakma
deneylerinde; S. sarba'nin 96 saatlik LCso degerinin % 13, % 25 ve % 40'ina tekabiil
eden bakir konsantrasyonlari, biiylime hizi iizerindeki etkilerini incelemek igin
kullanilmigtir. Fingerling'in bitylime hizi1 juvenillere gore yaklasik yiiz kat daha yiiksek
bulunmustur. Hem fingerling hem de juvenil igin, 0,15 mg Cu/L'de (96 saatlik LCsg
degerinin % 40'1) disiik biiylime gozlenmistir. Biiyiimenin, toksisite testleri igin

mortaliteden daha hassas bir son nokta olarak ortaya ¢iktigini bildirmislerdir.
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Mazon ve Fernandes (1999), Brezilya’ya 6zgii 6nemli bir ticari tiir olan Prochilodus
scrofa juvenillerinde (W=15-25 g; L=10-15 cm) bakir (LCsp) toksisitesini belirlemeyi
amacladiklar1 calismada 96 saat siireyle farkli konsantrasyonlarda bakira maruz
birakmiglardir. Kontrol ve 16 pg Cu/L’ye maruz kalan baliklarda deneyler sirasinda
olim gozlemlenmemis, ancak 51 pg Cu/L maruz kalan P. scrofa'nin tiimii 72 saat
maruz kaldiktan sonra 6lmiistiir. P. scrofa igin 96 saatlik LCso degeri 29+3 ug Cu/L
olarak bulunmustur. P. scrofa i¢in hesaplanan 96 saatlik LCso, benzer sertlik, pH ve
sicakliktaki suda P. promelas, C. auratus ve P. reticulatus i¢in bulunanlara benzer
bulunmustur. P. scrofa iizerindeki bakir toksisitesinin balik biyiikligi ile iliskili
oldugunu ve bakir iyonlarina karsi P. promelas ve S. clarki'den daha duyarli oldugunu

bildirmistir.

Zyadah ve Abdel-Baky (2000), endiistriyel tesisler, kanalizasyon drenaji, atmosferik
kirlilik ve agir metal kirliligine yol agan diger dogal kaynaklar dahil olmak iizere farkli
kaynaklardan desarjlar alan kiy1 i¢ sularindan topladiklari Mugil cephalus, Tilapia zilli
ve Mysis sp. juvenillerinde 144 saat siireyle farkli konsantrasyonlarda Cu, Cd ve Zn
metal iyonlarina bireysel olarak maruz birakmislar ve LCso degerini hesaplamislardir.
Ayrica M. cephalus bakir ve ¢inko karisimina 144 saat boyunca maruz birakilarak
toksisitesi incelenmistir. M. Cephalus igin 24, 48, 96, 120 ve 144 saat Cu LCso
degerlerini sirasiyla 6,3; 5,33; 4,35; 3,58 ve 2,65 mg/L Cu olarak hesaplamislardir.
Tilapia zilli ve Mysis sp. igin 24, 48, 72 ve 96 saat LCso degerlerini sirasiyla 9,2; 5,5;
4,5; 3,5 mg/L Cu, 5,46; 4,47; 3,55; 0,78 mg/L Cd ve 4,86; 2,89; 2,04; 1,44 mg/L Cu,
0,8; 0,47; 0,36; 0,31 mg/L Cd olarak belirlemislerdir. M. cephalus igin bakir ve ¢inko
karigimlarinda 72, 96, 120 ve 144 saat LCso degerleri sirasiyla 1,7; 1,1; 0,8 ve 0,6 mg/L
olarak belirlenmistir. Hem bakir hem de kadmiyum toksisitesi bakimindan Mysiss

Sp.’nin balik tiirlerinden daha hassas oldugunu bildirmistir.

Oliva vd. (2007), yaptiklar1 ¢alismada, bakira maruz kalmanin (mortalite ve morfolojik
degisiklikler) ¢ipura (Sparus aurata)nin erken yasam evrelerine (Yumurtalar/
embriyolar ve larvalar) etkilerini incelemislerdir. Yumurta/embriyo testlerinde 0,001
ila 10 mg/L arasinda degisen bakir; embriyo testlerinde ise 0,025 ila 0,5 mg/L arasinda
degisen bakir konsantrasyonlarinda, embriyolar i¢in 48 saat ve larvalar i¢in 96 saat
stireyle maruz birakilmiglardir. 0,1 mg/L'ye maruz kalan embriyolarda (% 97,2) ve 0,5

mg / L'ye maruz kalan larvalarda yiiksek oranda (% 100) 6liim gozlenmistir. LCso 48
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saat olarak ifade edilen akut toksisite, embriyolar i¢in 0,054 (0,048-0,058) mg/L ve
larvalar i¢in 0,261 (0,182-0,375) mg/L olarak hesaplamistir. Embriyolardaki
morfolojik degisiklikler veya anormallikleri, diizensiz koryon, opaklik ve vitellus
dejenerasyonu olarak; larvalarda ise, yiizme, titreme, myoskeletal defektler, opaklik
ve egzoftalmi olarak bildirmistir. Bu calismadan elde edilen sonuglar, Sparus
aurata'nin erken yasam evrelerinin bakir iyonlarina yiiksek hassasiyetini ve 6liimciil

etkilerin kaliciligin1 gostermistir.

Levy vd. (2009), bolgelerindeki kulugkahanelerde bulunabilen ve metallere karsi
yiiksek hassasiyet gostermesi nedeniyle toksikolojik ¢aligmalarda tercih edilen yerli
iki tiir olan Prochilodus vimboides ve Leporinus macrocephalus igin bakir ve
kadmiyumun oldiiriicii konsantrasyonlarmi (96 saatlik LCsp) belirlemek tizere
laboratuvarda doksan alt1 saatlik statik biyodeneyler gergeklestirmistir. Prochilodus
vimboides ve Leporinus macrocephalus igin 96 saatlik LCso degerleri bakir igin,
sirastyla 0,047 ve 0,090 mg/L ve kadmiyum igin 3,16 ve 7,42 mg/L olarak
hesaplamiglardir. Metaller arasinda akut toksisitede farkliliklar gézlenmis ve bakirin

test edilen baliklar i¢in kadmiyumdan 75 kat daha toksik oldugu tespit edilmistir.

Liang vd., (2010), tarafindan mercan’in (Pagrus major) embriyonik ve larvalarinda
bakirmn akut (0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6 mg Cu / L) ve kronik (0, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08,
0.10, 0.110 mg Cu/L) toksisitesi, 18 °C'de (suda ¢ozlinmiis organik karbon, 1.8 mg
C/L; sertlik, 6,183 mg CaCO0z/L; tuzluluk, 33 ppt) statik biyodeney kosullarinda
arastirilmistir. Bakirin embriyolar i¢in 24 ve 48 saat LCso degerleri 0,23 ve 0,15 mg/L,
larvalar icin 48, 72 ve 96 saat LCso degerleri sirasiyla 0,52, 0,19 ve 0,13 mg/L olarak
hesaplanmistir. Bu sonuglar embriyolarin Cu toksisitesine larvalardan daha duyarl
oldugunu gostermistir. 0,06 mg konsantrasyondaki bakir maruziyetleri, diisiik
kulugkalama basarisi, embriyolarin kulugka doneminde bir gecikme ve larvalarin
bliylimesinde azalmaya neden olurken, 0,08 mg/L'den daha yiiksek
konsantrasyonlarda embriyo ve larvada yiiksek mortalite ve morfolojik bozukluklar
meydana gelmistir. Bakir konsantrasyonu embriyolarin kalp atis hizin1 6nemli 6lgiide
etkilememistir, ancak Cu konsantrasyonu 0,08 mg/L oldugunda, yeni ¢cikmis larvalarin
kalp atis hizin1 6nemli 6l¢iide azaltmistir, bu da yiiksek konsantrasyonlarda kirmizi
¢ipuranin kalp atiglariin larva agamasinda embriyonik agamada oldugundan daha

kolay etkilendigini goOstermistir. Yumurtadan ¢ikma basarisi, yumurtadan g¢ikma
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sliresi, bliyiime hizi, morfolojik anormallik ve kalp atim hizi Cu konsantrasyonuna
bagimli bulunmus ve dogada mercan’in erken yasam evrelerinde Cu toksisitesini

degerlendirmek icin etkili son noktalar oldugu ifade edilmistir.

Paruruckumani vd. (2015), ac1 ve tath su yetistiriciligi i¢in 6nemli bir aday balik tiirii
olarak kabul edilen Asya levrek (Lates calcarifer) baliginin genglerinde bakirin akut
toksisitesini arastirmiglardir. Denemeler, standart yonergelere gore statik biodeney test
kosulunda gergeklestirilmistir. LCsg degerleri, probit analizi ile 24 saat, 48 saat, 72 saat
ve 96 saat maruz birakma igin hesaplamistir. Levrek yavrulart igin % 95 giiven
araliginda 24, 48, 72 ve 96 saat LCso degerleri 110.83, 93.58, 76.71 ve 68.32 mg/LCu*?

olarak hesaplanmustir.

Javed vd. (2016), Kadmiyumunun akut toksisitesini ti¢ balik tiirii i¢in (Channa
marulius, Mystus seenghala ve Wallago attu) belirlemislerdir. Bu toksisite testleri,
sabit su sicakliginda (28 °C), pH 8 ve 250 mg/L toplam sertlikte, her balik tiirtinden ti¢
uzunluk grubu (50, 100, 150 mm) ile yapilmistir. 96 saat LCso Cd konsantrasyonlari
% 95 giiven araliginda probit analiz yontemi kullanilarak analiz edilmistir. Channa
marulius’da 5 cm, 10 cm ve 15 cm baliklarda sirastyla 96 saat LCso degerlerini 86,74;
97; 120,01 mg/L; Mytus seenghala’da 5 cm, 10 cm ve 15 cm baliklarda sirasiyla 96
saat LCso degerleri 23,86; 27,95; 39,04 mg/L; Wallago attu’da 5 cm, 10 cm ve 15 cm
baliklarda sirasiyla 96 saat LCso degerlerini 29,45; 39,04; 49,65 mg/L olarak
hesaplanmustir. Ug etcil balik tiirii arasinda, M. seenghala, Cd toksisitesine, W. attu ve
C. marulius’dan belirgin sekilde daha yiiksek hassasiyet gostermistir. Bununla
birlikte, her ti¢ balik tiiriiniin 50 mm uzunluk grubu, Cd'ye kars1 belirgin bir sekilde
daha yiiksek hassasiyet sergilemistir. Bunu takiben 100 ve 150 mm uzunluk

gruplarinin geldigi ve farkin anlamli oldugu bildirilmistir.

2.6.2. Dokularda bakir ve kadmiyum birikimi

Wong vd. (1999), biyobirikimini giimiis ¢ipura Sparus sarba fingerlinglerinde
(9,4£2,1 g) ve juvenillerinde (85,5+£27,1 g) incelemislerdir. 96 saatlik LCso degerinin
% 13, % 25 ve % 40'ma tekabiil eden bakir konsantrasyonlari, S. sarba'nin 30 giinliik
bakir maruz birakma deneylerinde dokulardaki birikim tizerindeki etkilerini incelemek

icin kullanilmistir. 30 giin boyunca bakira maruz kalan baliklar, kontrol
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hayvanlarindan daha fazla bakir igerdigi tespit edilmistir. Hem fingerling hem de
juveniller i¢in en yiiksek bakir konsantrasyonlari bagirsakta bulunmus ve dokularda
biriken bakir konsantrasyonlari, bagirsak> karaciger> gonad> solungaglari> deri ve

kas seklinde belirlenmistir.

Mazon ve Fernandes (1999), Brezilya’da bulunan nehirlerde bakir
konsantrasyonlarinin siirekli artmasindan sonra o bdlgeye 6zgii 6nemli bir ticari tiir
olan Prochilodus scrofa nin dokularindaki bakir birikimini test edebilmek amaciyla P.
scrofa juvenilleri 20, 25 ve 29 pg/L bakira 96 saat boyunca maruz biraktiktan sonra
solungag, karaciger, bobrek, beyaz kas ve bagirsak dokularindaki bakir miktarlarini
Olgmiislerdir. 96 saat boyunca 25 ve 29 pg Cu/L'ye maruz kaldiktan sonra P. scrofa'da
bakir birikimi, kontrol baliklarina kiyasla, karaciger, bagirsak, bdbrekler ve
solungaglarda belirgin sekilde daha yiliksek bulunurken beyaz kasta biriken bakirda
anlamli bir fark tespit edilmistir. Karacigerde bakir birikimi diger dokularla
karsilastirildiginda en fazla bulunmus, bunu bagirsak ve bobrek izlemistir. Karaciger
ve bobreklerin toksik maddelerin detoksifikasyonunda ve atiliminda énemli bir rol
oynadigini, bu durumun da bu organlardaki ytiksek bakir birikimini agikladigini ifade
etmislerdir. Bununla birlikte, P. scrofa'da oldugu gibi bagirsakta biriken bakirin, diger
iki tlirde, sazan (Cyprinus carpio) ve tilapia (Oreochromis mossambicus) da

bulunanlarla benzer oldugu bildirilmistir.

Cengiz vd. (1999), 25 giin boyunca 1, 2 ve 3 mg/L bakir ve ¢inkoya maruz biraktiklar
Cyprinus carpio’nun gesitli organlarindaki metal birikimini inceledikleri aragtirmada,
test siiresince dokulardaki Cu ve Zn birikiminin arttigini belirlediler. En ytliksek bakir
birikimini bobrekte, takiben sirasiyla karaciger, solungag, yumurtalik ve kasta
oldugunu bildirmistir. Bobrekteki birikimin kastan 2-3 kat daha fazla oldugu ifade
edilmistir. Cinko icin, en fazla birikimin karacigerde olmakla birlikte dokularda bakir

ile benzer birikim gosterdigi belirtilmistir.

Yine Cinier vd. (1999), sazan (Cyprinus carpio) baliklarini, deneysel olarak
kirlenmeye maruz birakarak kadmiyum birikimi ve eliminasyonu acisindan test
etmislerdir. Baliklari, siirekli bir su akis1 (8 L/dk) olan ve kuyu suyu ile beslenen iki
adet 1000 L'lik kapalt beton akvaryumlara dagitip, kadmiyum konsantrasyonu 53

mg/L ve 443 mg/L olan akvaryumlarda 127 giin boyunca tutmuslardir. Maruz kalma
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evresini 43 giinliik bir temiz suda bekletme donemi takip etmistir. Karaciger, bobrek
ve kasta kadmiyum birikimini ICP-MS ile 6lgmiislerdir. Veriler, kadmiyuma maruz
kaldikca dokularin 6nemli bir sekilde kadmiyum alimi yaptigini gostermistir.
Kadmiyum konsantrasyonlar1 bobrek ve karacigerde belirgin bir sekilde yiikselirken,
kastaki kirletici madde seviyesi yalnizca 106 giin sonra anlamli bulunmustur. 127
ginlik Cd maruz birakilmasindan sonra (53 mg/L), bobrekteki kadmiyum
konsantrasyonu karacigerden 4 kat daha fazla, kas’a kiyasla 50 kat daha yiiksek
bulunmustur. 443 mg/L Cd konsantrasyonlarinda ise bobregin kadmiyum igerigi
karacigerden 2 kat, kastan 100 kat daha yliksek olarak saptanmistir. Bobrek ve
karacigerde, sudaki kirletici madde konsantrasyonu arttik¢a toksik konsantrasyonunun
arttig1 belirlenmistir. 43 giinliik temiz suda kalmasiyla, biriken kadmiyum kayb1 hizli,
fakat kasta orta siddetliyken, tersine, bobrek ve karacigerde kadmiyum kaybi

gozlenmemistir.

Cicik (2003), yaptig1 ¢alismada, Cu, Zn ve Cut+Zn karisiminda sazan (Cyprinus
carpio)’ nin karaciger, solungag¢ ve kas dokularindaki metal birikimini aragtirmistir.
Calisma sonunda, Cu+Zn karisiminin etkisinde solunga¢ dokusundaki Zn birikimi
istisna edilirse, maksimum Cu ve Zn birikimi karacigerde olurken, minimum birikim
kas dokusunda meydana gelmistir. Karisimin etkisinde doku ve organlardaki Cu ve
Zn birikimi, metallerin tek tek etkisinden saptanan birikimden diisiik seviyede

olmustur.

Cogun vd. (2003), balik biiytikliigiiniin dokulardaki bakir ve kadmiyum birikimine
etkisini inceledikleri ¢alismada, ortalama uzunlugu 10-11 cm ve 17-19 cm olan O.
niloticus’u 30 giin siireyle 0,1 ve 1 mg/L bakir ve kadmiyuma maruz birakmiglardir.
Tiim dokularda, bakir ve kadmiyum birikimi, orta ve 30 giinliikk maruz kalma siiresinin
sonunda artan bakir ve kadmiyum konsantrasyonlar1 ile 6nemli bir artis gostermistir.
Konsantrasyonlardaki on katlik bir artis, doku birikiminde 1,5-2 kat artisa neden
olmustur. Her iki maruz kalma konsantrasyonunda, bakir dokuda her zaman en ytiksek
seviyelerde birikmistir. Bunun nedeni; bakir, muhtemelen protein icerisinde bulunan
disiilfiir grubu yoluyla metalotiyonin ve metaloenzimler karmasik tiirler olusturmak
icin dokuda depolanmistir. Test edilen tiim konsantrasyonlarda, hem bakirin hem de
kadmiyumun birikimi biiylikten kii¢lige dogru karaciger, solungag, kas seklinde

olmustur. Baliklardaki karacigerlerin kirletici maddeler i¢in bir biyoindikatér organ

21



olarak uygun oldugu kabul edilmistir. Bu muhtemelen, karacigerin ¢esitli tiirlerden
kirletici maddeleri g¢evrelerinden daha yiiksek seviyelerde biriktirme egilimine

baglanabilir.

Vineeta vd. (2007), Channa punctatus yetiskinlerini 96 saat boyunca ayr1 ayr1 ¢inko
(18,62 mg/L), kadmiyum (11,8 mg/L) ve bakir (0,56 mg/L) metallerinin LCso
konsantrasyonlarina maruz birakarak dokulardaki birikimleri inceledikleri ¢alismada
metallerin konsantrasyonunu karacigerde maksimum ve kaslarda minimum olarak
tespit etmiglerdir. Bes doku arasindaki birikim derecesi farklilik gostermis ve sirasiyla:
Zn maruz birakmasinda, solunga¢> karaciger> bobrek> kan> kas, Cd maruz
birakmasinda, solungaglar> bobrek> kan> karaciger> kas ve Cu maruz birakmasinda

solunga¢> bobrek> kan> karaciger> kas olarak belirlemislerdir.

Cirillo vd. (2012), yaptiklar1 ¢aligmada, ¢ipurayi (Sparus aurata) 11 giin boyunca 0,1
mg/L kadmiyuma maruz birakarak, Cd birikim yollarini aragtirmislardir. Deneyin
sonucunda en ¢ok metal birikiminin oldugu organlardan solunga¢ ve karacigerlerde
ortalama Cd konsantrasyonlari sirastyla 209,4 ve 371,7 pug/g olarak hesaplanmistir. 11
giin boyunca kaslarda herhangi bir Cd birikiminin olmadigin1 bildirmislerdir.

Souid vd. (2013), yaptiklart ¢alismada, atomik absorpsiyon kullanilarak Sparus
aurata'nin farkli dokularinda Cd (0,5 mg/L)'un kisa siireli maruz kalmasi (2, 4 ve 24
saat) altinda birikimini arastirmislardir. Sonuglar1 farkli dokulardaki Cd birikiminin
metale maruz kalma siiresinin uzunluguna bagli olarak degistigini gostermistir.
Gergekten de, en yiiksek konsantrasyonlari 24 saat sonra elde etmislerdir. Dokulardaki
Cd birikimlerini biiyiikten kiicige dogru su sekilde bulmusglardir: Bagirsaklar,
karaciger, solungag, dorsal kas. Bu sonuglar, Sparus aurata'nin kadmiyuma (0,5mg/L)
kisa siireli maruz kalmasinin bagirsakta 6nemli bir metal birikiminine neden oldugunu

gostermistir.

Yesilbudak ve Erdem (2014) kadmiyumun Cyprinus carpio ve Oreochromis
niloticus'un solungag, karaciger, kas ve bobrek dokularindaki birikimi, kontrollii
laboratuar kosullarinda 1, 15 ve 30 giin boyunca 0,5 mg/L kadmiyuma maruz kalan
baliklarda incelenmistir. Solungag, karaciger, bobrek ve kasta, C. carpio ve O.

niloticus'un 1, 15 ve 30 giin boyunca metale maruz kalan dokularinda kadmiyum
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birikmesi, kontrol grubuna gore, O. niloticus'un kas dokusu harig, anlamli derecede
arttigi bulunmustur (p <0.05). Cd birikiminde, maruz kalma siirelerinin artmasi ile
birlikte genel bir artis gézlenmistir. Her iki tiirde de bobreklerde en yiiksek metal
birikimi ve ardindan karaciger, solungag ile kas dokulari izlemistir. Karaciger Cd
birikimi C. carpio'da O. niloticus'a gore daha yiiksek iken, metalin bobrek birikimi O.

niloticus'ta C. carpio'dan daha yiiksek bulunmustur.

Qu vd. (2014), yaptiklar1 ¢alismada kadmiyum, hidroksillenmis ¢ok duvarli karbon
nanotlipler (OH-MWCNT) ve bunlarin karigiminin metal birikimi igin test
organizmasi olarak Carassius auratus baligini kullanarak incelemislerdir. Baliklar, 3
ve 12 giin boyunca 0,1 mg/L Cd, 0,5 mg/L OH-MWCNT veya 0,1 mg/L Cd + 0,5
mg/L OH-MWCNT'ye maruz birakilarak, daha sonra solungag, karaciger ve kasta Cd
konsantrasyonlarini belirlemislerdir. Deney siiresi boyunca siirekli bir Cd birikimi
gozlenmigtir. Dokularda Cd birikimi su sirayla gergeklestirilmistir: 3 giinde,
solungag>karaciger>kas, 12 giinde karaciger>solunga¢>kas. Cd+OH-MWCNTlerin
kombinasyonuna maruz kalan balik tiirinde Cd konsantrasyonlari, 12 giin maruz
kalmadan sonra her iki kimyasal maddeye tek e tek maruz kalanlardan 6nemli 6lgiide

daha yiiksek bulunmustur.

Melissa vd. (2016), kronik su kaynakli bakir (Cu) ve kadmiyumun (Cd) dokuya 6zgii
metal birikimi ve Pimephales promelas’in iiremesi tizerindeki etkilerini incelemek igin
3 balik (1 erkek: 2 disi) 21 giin boyunca belirtilen konsantrasyonlarda bakir ve
kadmiyuma maruz birakilmustir [(i) kontrol (Cu veya Cd eklenmemis), (ii) su kaynakli
Cu (75 g /L), (iii) su bazli Cd (5 pg/L) ve (iv) Cu ve Cd karigimi (sirasiyla 75 ve 5
ng/L)]. Ureme ciktisinin (kiimiilatif yumurta iiretimi) Cu tarafindan énemli 6lciide
azaldig, ancak Cd ile azalmadig: tespit edildi. Bununla birlikte, ilging bir sekilde, su
bazli Cu ve Cd karisimina maruz kalan baliklarda herhangi bir yumurtlamanin
meydana gelmedigi belirtilmistir. Genel olarak, hedef dokularda (solungag, karaciger,
gonad ve karkas) hem Cu hem de Cd birikimi, Cu ve Cd karisimina maruz kalan
baliklarda 6nemli 6l¢iide arttig1 ve karaciger disinda, hi¢bir dokuda Cu ve Cd birikimi
arasinda bir etkilesim gozlenmedigi bildirilmistir. Disi hepatik Ostrojen reseptorii
genlerinin (ER-a ve ER-P) ekspresyonu, Cu ve Cd karisimina maruz kalan baliklarda
en belirgin sekilde yiikseldigi ve benzer sekilde, metalotiyoninin hepatik

ekspresyonunun, en ¢ok Cu ve Cd karisimina maruz kalan baliklarda énemli 6lgiide
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yukart dogru diizenlendigi bildirilmistir. Genel olarak, bu ¢alisma ile, kronik su
kaynakli Cu ve Cd maruz birakilmasinin, baliklarda tireme ¢iktisi tizerinde ilave bir

etkiye neden olabilecegi ifade edilmistir.

Javed vd. (2016), ti¢ balik tiiriinii (Channa marulius, Mystus seenghala ve Wallago
attu) 96 saat siireyle kadmiyuma maruz birakarak dokulardaki birikimi
incelemislerdir. Akut deneylerin sonunda G6lii balik organlart (solungag, bobrek,
karaciger, kaslar) Cd birikimi i¢in analiz edilmistir. Tiim balik tiirlerinin organlar1 Cd
biriktirme yeteneklerinde onemli farkliliklar gostermistir. Bununla birlikte, C.
marulius, dokularinda Cd biriktirme kabiliyetini 6nemli 6l¢iide (p <0.05) daha yiiksek
bir sekilde gostermistir, bunu W. attu ve M. seenghala izlemistir. Balik organlari
arasinda karaciger ve bobrek, metalin akut maruz kalmasi sirasinda Cd biriktirme
kabiliyetine 6nemli 6l¢iide daha fazla sahip olduklarini gostermistir. Bu ¢aligsmanin,
etcil balik tiirlerinin Pakistan'in dogal su kiitlelerinde siirdiiriilebilir bir sekilde

korunmasina yardimci olacagini belirtmislerdir.

Sidoumou vd. (2005), giiney Afrika Atlantik sahilinden farkli balik tiirlerinin
dokularindaki iz element konsantrasyonlarini arastirdiklart ¢alismada sariagiz (A.
regius) baliginin kas ve karacigerinde Cd, Cu ve Zn metallerini sirasiyla 0.005, 0.46

ve 8.63 nug/g olarak tespit etmislerdir.

Durrieu vd. (2005), Fransanin Gironde hali¢cinde 8 farkli balik tiirlinde agir metal
kirliliklerini arastirdiklart makalede farkli boylardaki sariagiz baligimmin farkh
dokularindaki kadmiyum igeriginin artan boy ile azaldigini tespit etmislerdir.
Ortalama 21 cm uzunlugunda olan baliklarin kadmiyum igerikleri solungagda 0.18,
karacigerde 1.28, kasda 0.007 ve bobrekte 0.74 pg/g olarak tespit edilirken; ortalama
43 cm uzunlugundaki baliklarda bu degerler sirasiyla 0.13, 0.59, 0.08 ve 0.27 ng/g

oldugu bulunmustur.

Carvalho vd. (2005), Portekiz’de tiiketilen 10 ticari balik tiiriiniin kas dokusunda bazi
esansiyel ve toksik elementlerin konsantrasyonlarini belirlemeyi amagladiklar
calismada sariagiz hari¢ ¢alisilan biitiin balik tiirlerinde stransiyumun rubidyumdan
daha yiiksek konsantrasyonda oldugunu tespit etmislerdir. Sariagiz balifinin kas

dokusunda bakir 1.0 pg/g, kadminyum 0.03 pg/g olarak bildirilmistir.
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Saad (2013), Misir da kiiltiire alinmig deniz baliklarinda bakterilerin izolasyonu ve
belirlenmesi ve ayrica suda ve balik dokusunda bulunan agir metaller arasindaki
iliskiyi incelemistir. Biitiin baliklarda agir metal konsantrasyonlar1 solungaglarda
kastan daha fazla birikim gOstermistir. Sariagiz baliginda Zn, Cu ve Fe
konsantrasyonlar1 solunga¢ ve kas da miisaade edilebilir seviyeden daha diisiik
bulunmasina ragmen, Hg ve Pb’un tolere edilebilir seviyenin iistiinde oldugu tespit
edilmistir. Cd ve Ni solungagta izin verilebilir seviyenin {lizerinde; kas dokusunda ise

daha diisiik tespit edilmistir.

2.6.3. Bakir ve kadmiyumun antioksidan enzimlere etkileri

Lopes vd. (2001), ekotoksikolojik c¢alismalarda antioksidan enzim aktivite
Olclimlerinin 6nemini gosteren bir calisma yapmislardir. Bakir madeni alaninda
yasayan endemik golyon baliginin (Leuciscus alburnoides) karacigerlerine cesitli
antioksidan enzimlerinin, siiperoksit dismutazin (SOD) ve glutatyon S-transferazlarin
(GST), bu enzimler iizerindeki agir metallerin ve selenyum etkisini aragtirmiglardir.
Kirli alandan yakalanan baliklarda referans alan popiilasyonlarina kiyasla daha yiiksek
hepatik bakir ve selenyum seviyeleri gézlenmis ve bu durum cevresel izleme
sonuclarint yansitmistir. Gonad olgunlasmast ile iliskili olabilecek her iki popiilasyon
i¢in de ¢inko ve selenyum seviyelerinde bir mevsimsel dalgalanma gozlenmistir. SOD
aktivitesi 6nemli derecede bolgesel degisiklikler gostermedigi, ancak muhtemelen
Leuciscus’un yasam dongiisii ile iligkili mevsimsel bir degisiklik meydana geldigi
ifade edilmistir. GST aktivitesi ilkbahar hari¢ kirli alandaki balik popiilasyonunda
daha yiiksek bulunmus ve her iki bolge karsilastirildiginda GST degiskenligi selenyum
ve bakir diizeyleriyle iliskilendirilmistir. Artan GST aktivitesi muhtemelen bu
baliklarin bu elementlerin daha yiliksek seviyelerine siirekli maruz kalmasina

metabolik bir adaptasyon olusturdugunu belirtmislerdir.

Almeida vd. (2002), Nil tilapyasinda, (Oreochromis niloticus) oksidatif stresin
biyobelirteglerin ve kadmiyuma maruz kalmada metabolik degisimlerini
degerlendirmislerdir. Bunun i¢in baliklar 60 giin boyunca suda 0.35, 0.75, 1.5 ve 3.0
mg/L konsantrasyonlarinda Cd?* (CdCl,)'ye maruz birakilmistir. Kadmiyuma maruz
kalan yasayan baliklar, viicut agirliginin artmasi i¢in metabolik bir degisim ve telafi

edici bir gelisme gostermistir. Beyaz kasta glikoz aliminda azalma ve glikojen
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igeriginde diisiis gozlenmistir. Laktat dehidrojenaz (LDH) ve kreatin fosfokinaz (CK)
aktiviteleri de azalmistir. Bu durum dokulardaki glikolitik kapasitenin azaldigim
gostermektedir. Kadmiyuma maruz kalmasi nedeniyle beyaz kastaki toplam protein
muhtevasinda herhangi bir degisiklik gozlenmemistir. Bu sonug¢ karbonhidrat
metabolizmasinin  metabolik olarak kas protein rezervinin = korundugunu
gostermektedir. Kadmiyuma maruz kalan baliklarin kirmizi kasinda glikoz ve CK
aktivitesinde artis ve LDH aktivitesinde belirgin bir artis olmustur. Lipoperoksit
konsantrasyonunda hi¢bir degisiklik gézlenmediginden, karacigerde ve kadmiyuma
maruz kalan baliklarda kirmizi ve beyaz kaslarinda antioksidan enzimler glutatyon
peroksidaz (GPx) ve siiperoksit dismutaz (SOD) degismistir. Oksijensiz radikallerin
kadmiyum toksisitesinin bir sonucu olarak iiretildigi sonucuna varmislardir. Direng
gelisimi, lipoperoksit olusumunu engelleyen kadmiyum hasarma karsi korunmada
onemli olan antioksidan enzimlerin aktivitelerinin artmasiyla iligkili oldugunu ifade

etmislerdir.

Hansen vd. (2006), metal sebepli oksidatif stresi i¢eren proteinler ve enzimler i¢in gen
transkripsiyonunun indiiksiyonunu, Orta Norveg, Roros bolgesinde Cu ile kontamine
olmus bir nehre transfer edilen kahverengi alabalikta incelenmistir. Metalotiyonin
(MT), Cu/Zn-stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyonperoksidaz (GPx)
ve glutatyon rediiktaz (GR) gen transkripsiyonuna ek olarak, SOD ve CAT'in enzim
aktivitelerinin protein seviyeleri solungag, karaciger ve bobrekte analiz edilmistir.
Solungaglarda MT protein seviyelerinde bir artis gézlenmemistir. SOD ve CAT enzim
diizeyleri, maruz kalma sirasinda tiim dokularda etkilenmistir. Solungaglarda SOD ve
CAT aktiviteleri arasinda negatif bir korelasyon goézlenmistir. Bu enzimlerin
aktivitelerinin sadece transkripsiyondan etkilenmedigi diisiiniilmektedir. GPx ve GR
transkripsiyon seviyeleri solungaglarda ve karacigerde pozitif olarak korelasyon
gostermistir. MT seviyeleri ve metal kaynakli oksidatif stres ile ilgilenen SOD ve CAT
aktivitesinin sadece gen transkripsiyonu ile degil, ayn1 zamanda translasyon sonrasi

mekanizmalar yoluyla da diizenlendigi bildirilmistir.

Vlahogianni vd. (2007), Yunanistan’in Saronikos Korfezi'ndeki, yerli midyeleri iig
kirli alanda ve kirlenmemis bir alanda agir metal kirliligini izlemek i¢in kullanmaistir.
Antioksidan savunma enzimlerinin, siiperoksit dismutazin (SOD) ve katalazin (CAT)

ve ayrica lipid peroksidasyon (LP) aktivitesinin mevsimsel degisimleri,

26



solungaclarindaki iz metallerinin konsantrasyonlarina bagl olarak {i¢ yillik bir siire
icinde biyolojik belirtegler olarak olgmiislerdir. SOD aktivitesinin Kirli sahalarda
kontrol bolgesine kiyasla en az 2 kat arttigim1 belirlemistir (yiiksek aktivite bahar
doneminde kaydedilmistir). CAT etkinligi kirli bolgelerde 2-3 kat artmis, kis ve
ilkbahar mevsiminde ise kontrol alanina gore daha yiiksek aktivite gostermistir. LP
konsantrasyonu ise ayni mevsimsel degisimi izleyerek kirli bolgelerde iki kat daha
yiiksek bulunmustur. Kirlenmis alanlardan toplanan midyelerde bulunan iz metal
igerikleri, kontrol bolgesine kiyasla 3-4 kat daha yliksek ¢ikmis ve aylar arasinda ilimli
bir degisim gostermistir. Elde edilen sonuglar, Elefsis Korfezi'ndeki (en kirli kiy1
bolgesi) metal kirliliginin, hiicresel oksidasyon olusumu nedeniyle midye dokularinda
nispeten orta diizeyde oksidatif strese neden oldugunu gostermistir. Alandaki ilk
arastirma olan bu ¢alismada, deniz kiyilar1 ekosistemlerinde uzun vadeli izleme i¢in
antioksidan savunma enzimlerinin ve LP konsantrasyonlarinin midyelerde mevsimsel
degisimlerinin, potansiyel toksisite belirtecleri olarak kullanilabilecegi ifade

edilmistir.

Varo vd. (2007), kiiltiir balik¢iliginda rutin olarak kullanilan bakir siilfat banyosu
islemlerinin, ¢ipuranin (Sparus aurata) erken yasam evrelerinin 6nemli fizyolojik
fonksiyonlarini etkileyip etkilemedigini arastirmiglardir. Fingerling'ler (80-90 giinliik,
0.27+0.06 @), 24 saat boyunca 0, 0.25, 0.5 ve 1.5 mg/L konsantrasyonlarinda bakir
stilfat banyolarina maruz birakildi. Santral sinir fonksiyonu iizerindeki etkiler, beyin
asetilkolin esteraz aktivitesinin (AChE) analiz edilmesi ile degerlendirmis, 6teyandan
oksidatif stres ise, lipit peroksidasyonunun (LP) miktariyla degerlendirilmistir. S.
aurata fingerlinglerinin bakir siilfata maruz birakilmasi, artmis lipid peroksidasyonuna
neden olmustur. Buna karsilik, AChE aktivitesi, HSP70 seviyeleri, RNA/DNA orani
veya GST aktivitesinde ise onemli bir degisiklik olmamustir. Ozellikle, GST
aktivitesindeki cevabin yoklugu, en yiiksek dozlarda (peroksidasyon seviyeleri ile
kanitlanan) tedavilerden kaynaklanan sinirli hasar miktarina isaret eder, ¢iinkii bu
enzim redoks siklik iiriinleri iceren detoksifikasyon islemlerinde dogrudan yer alir.
Sonuglar, test edilen kosullarda bakir siilfat banyolarinin S. aurata fingerlingleri i¢in

giivenli tedaviler oldugunu gdstermistir.
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Ferreira vd. (2008), metallerin ¢cevresel olarak her yerde bulundugunu belirterek, deniz
suyunda yiiksek konsantrasyonlarda ve ardindan deniz organizmalarinda
Olctilebilecegini ifade etmislerdir. Ayrica redoks potansiyeli yiiksek metaller biyolojik
dokularda zararh etkileri olan oksidatif stres mekanizmalarin tetikleyebilecegini ve
sucul tiirlerde, oksidatif stres, dokulardaki antioksidan enzim aktivitelerini ve oksidatif
hasarlarinin belirlenebilecegine vurgu yapmislardir. Karaciger ve kastaki metal
kalintilar (Cu, Cd, As ve Pb) ayrica oksidatif stres biyobelirtecleri, kiiltiir kosullarinda
ve dogal numunelerde, market boyunda D. sargus 'un yasam dongisiindedi farkli
asamalarinda degerlendirmislerdir. Dokulardaki metal konsantrasyonlar1 diisiik ve
belirlenen sinirlarin altinda bulmuslardir. Bununla birlikte dogal D. sargus un kiiltiir
orneklerine gore daha fazla metal birikimine sahip oldugu goriilmiistiir. Katalaz (CAT)
ve siiperoksit dismutaz (SOD) diye isimlendirilen antioksidan enzimler metal birikimi
ile iligkilidir. Dokularda oksidatif hasarlar diisiik olup, dogal D. Sargus o6rneklerinde
kiiltiir baliklarina nazaran daha diisiik seviyelerde hasar goriilmistiir. Anilan
calismalarina gore, D. sargus’un, metallerin varligindan kaynakli dokulardaki
oksidatif hasarlar1 azaltabilen iyi bir antioksidan savunma sistemine sahip oldugu

gorilmiustir.

Pandey vd. (2008), toksik etkilerinin bireysel olarak degerlendirilmesi, biyolojik
stiregler lizerindeki etkilerinin gergekc¢i bir tahminini ortaya koymadigini belirterek
dort temel ve toksik metal karisiminin (Cu, Cd, Fe ve Ni) ¢cevresel konsantrasyonlarini
kullanarak tatli su baligi Channa punctata'nin solungaglarinin biyokimyasal ve
morfolojik 6zellikleri tizerindeki etkilerini incelemislerdir. Calismaya gore baliklar, 7,
15 ve 30 giin boyunca tank sularinda metal karistmina maruz birakilmistir. Yapisal
degisikliklerin yan1 sira, katalaz (CAT), glutatyon S-transferaz (GST) ve siiperoksit
dismutaz (SOD) gibi antioksidan enzimlerin aktiviteleri maruz kalan baliklarin
solungaclarinda 6nemli 6l¢iide degismistir. Azalan glutatyon (GSH) istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde (p <0.001) azalirken, lipid peroksidasyon (LPO) anlamli olarak (p
<0.001) artmistir. Bu ¢alismanin sonuglari, iz metallerin karisimina maruz kalan balik
solungaglarinda toksik tepkilerin yan1 sira adaptif oldugunu da géstermistir. Iz metalin
diisiik konsantrasyonlar1 solungacglarin antioksidan savunmasini tehlikeye atar gibi
goriinmektedir. Diisiik konsantrasyonlu iz metallerin etkisinin neden oldugu solungag

morfolojisindeki lezyonlar, fonksiyonel degisikliklere ve maruz kalan balik
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popiilasyonlarinda osmoregiilasyonun korunmasi, gaz degisimi ve ksenobiyotik

metabolizmasi gibi temel islemlerle etkilesime neden oldugu sonucuna varilmistir.

Messaoudi vd. (2009), Salaria basilisca mn kadmiyum (Cd) kontaminasyonuna
duyarliligini test ettikleri ¢alismada, Cd ile kontamine olmus su (CdCl> olarak 2 mg
Cd/L) igerisinde 14 ve 28 giin boyunca maruz biraktiklar1 S. basilisca'nin
karacigerinde, karaciger somatik indeksi (LSI), Cd birikimi, katalaz (CAT), siiperoksit
dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi antioksidan enzimlerin
aktivitelerini 6lgmiislerdir. Sonuglar, LSI'nin 14 ve 28 giinlilk Cd maruziyetinden
sonra 6nemli 6l¢iide azaldigini gostermistir. Karacigerdeki Cd biyoakiimiilasyonu, 28
giin maruz kaldiktan sonra 42 g/g kuru agirliga kadar artan bir alimla sonuglanmistir.
CAT ve SOD aktiviteleri, maruz kalma siiresinin artmasiyla birlikte 6nemli dlciide
artmistir. Cd etkisi altinda GPx aktivitesinde anlamli bir artig, 14 giinliikk maruz kalma
sliresi boyunca gozlenmistir (p <0.001). Bununla birlikte, kontrol baliklarina gére bu
aktivitede Onemli bir diisiis (p <0.05), 28 giinlik Cd maruziyetinden sonra
kaydedilmistir. Bu sonuglar, S. basilisca'nin karacigerinde Cd birikiminin, antioksidan
enzim aktivitelerindeki degisikliklerle gosterildigi gibi oksidatif strese neden
olabilecegini gostermistir. Sonuglar ayrica, S. basilisca'nin Cd maruziyetine duyarli

bir tiir olarak degerlendirilebilecegini gdstermistir.

Cao vd. (2010), Cd maruz birakilmasinin erken dénemlerde Japon pisi baliginda
(Paralichthys  olivaceus), oksidatif  biyobelirteglerin  nasil  etkilendigini
aragtirmiglardir. Baliklar, embriyonik donemden juvenil evrelere kadar 80 giin
boyunca su bazli kadmiyuma (0-48 pg/L) maruz birakilmistir. Arastiricilar biiyliime,
Cd birikimi, stiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon S-transferaz ve glutatyon (GSH)
ile lipid peroksidasyon seviyelerini (LPO) ii¢ gelisim evresinde incelemistir. Cd
konsantrasyonu arttikca pisi baligindaki Cd birikimi artmis. Metamorfoz larvalarinda,
Cd konsantrasyonlarini artirarak, LPO yiikselirken, CAT ve SOD aktiviteleri inhibe
edilmis ve GSH seviyesinde ylikselme olmustur. CAT ve GST yerlesme larvalarinin
aktiviteleri engellenmistir. Ancak GSH seviyesi, yiiksek Cd konsantrasyonlarinda
artmistir. Juvenillerde, SOD aktivitesi ve LPO seviyesi artmasina karsin, GST
aktivitesi Cd konsantrasyonu arttik¢a inhibe edildigi goriilmistiir. Erken donemde pisi
balig1 i¢indeki antioksidanlar oksidatif strese karsi savunmak i¢in yumusak tepkiler

gelistirebilmislerdir, buna karsin kadmiyuma maruz kalma nedeniyle LPO’nun
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oliimciil oldugu bildirilmistir. Bu biyokimyasal parametrelerin, deniz ortamlarinda Cd
kontaminasyonunu ve toksisitesini degerlendirmek igin etkili oksidatif biyobelirtegler

olarak kullanilabilecegi belirtilmistir.

Sevcikova vd. (2011), metallerin baliklarda oksidatif stres gelisimine katkisi
konusundaki giincel bilgileri derleyerek &zetlemislerdir. Metallerin suda yasayan
organizmalardaki 6nemli oksidatif stres indiikleyicileri ve iki mekanizma yoluyla
reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu tesvik ettiklerini ifade etmislerdir. Redoks aktif
metalleri redoks ¢evrimi yoluyla reaktif oksijen tiirleri {iretirken, redoks potansiyeli
olmayan metaller antioksidan savunmalarini, 6zellikle tiyol igeren antioksidanlari ve
enzimleri engelledigi, reaktif oksijen tiirlerinin yiiksek seviyeleri, lipit
peroksidasyonu, protein ve DNA oksidasyonu ve enzim inaktivasyonu gibi oksidatif
hasara yol actigin1 belirtmislerdir. Antioksidan savunmalari, enzim sistemini ve diigiik
molekiiler agirlikli  antioksidanlar1 igerdiginden, ferritin, seruloplazmin ve
metalotiyoninler ~ gibi  metal = baglayic1  proteinler, toksik  metallerin
detoksifikasyonunda 6zel fonksiyonlara sahip olup, ayn1 zamanda esansiyel metallerin
metabolizmasinda ve homeostazinda rol oynarlar. Biyobelirtegler olarak
metalotiyoninlerin yakin zamandaki ¢alismalari, metalotiyonin genlerinin mRNA
ekspresyonunun kantitatif analizinin, yiikksek metal seviyelerinde ve balik dokusunda
oksidatif hasar kaniti bulunmadigi durumlarda uygun olabilecegini belitmislerdir.
Antioksidan savunmanin bilesenleri oksidatif stresin biyokimyasal belirtecleri olarak
kullanildigindan, bu belirtegler, sahada veya laboratuvar calismalarinda bulunan

sonuglardan farkl sekilde gosterilebilecegini ifade etmislerdir.

Falfushynska vd. (2011), 14 giin maruz birakmadan sonra kirlenmis (B) ve
kirlenmemis (Z) bolgelerdeki Carassius auratus gibelio tizerindeki prooksidant bakir
(Cu?*, 0.005 ve 0.050 mg/L) veya mangan (Mn?*, 0.17 ve 1.7 mg/L) etkisini
belirlemisglerdir. B sahasindan elde edilen baliklarda yiiksek seviyelerde lipit
peroksidasyonu, diisiik seviyelerde metalotiyonin (MT) ile ilgili metal, toplam
glutatyon (GSH), redoks indeksi, siiperoksitdismutaz (Cu, Zn- ve Mn-SOD),
glutatyon-S-transferaz (GST) ve kolin esteraz (ChE) aktiviteleri ve ayrica karaciger ile
solungaclarda daha yiiksek MT ile iligkili tiyol konsantrasyonu gozlemlemislerdir.
Maruz kalmanin yaygin bir etkisi, genotoksisite, GSH'de azalma ve karacigerde

mikrozomaletoksiresorufin O-deilaz aktivitesinde bir artis ile iliskili olarak ifade
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edilmistir. Ancak, MT'lerin bu baliktaki duyarliligi bozulurken, oksidatif stres ve
biyotransformasyon sistemlerinin kirli alandaki baliklarda daha etkili oldugu

bildirilmistir.

Trivedi vd. (2012), su iriinleri endiistrisinde genel bir biyosit olarak ve ev
akvaryumlarinda bir tedavi segenegi olarak siklikla kullanilan bakir siilfat
uygulamalar1 sirasinda ortaya ¢ikan oksidatif stresi anlamak igin artan bakir sulfat
pentahidrat (CuSO4.5H20) konsantrasyonlarina 24 saat maruz biraktiklar1 Carassius
auratus karacigerindeki etkisini aragtirmistir. Baliklar bakir siilfat pentahidrat'a maruz
birakilarak MDA seviyeleri, glutatyon (GSH) ve toplam askorbik asit igerigi ile
enzimatik gostergeleri (glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz) incelenmistir. 24
saat degisik dozlarda (0.1, 0.5, 1.0 ve 1.5) bakir sulfat pentahidrata maruz kaldiktan
sonra glutation-s-transferaz (GST), katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD)
aktiviteleri karacigerde ol¢iilmiistiir. Sonuglar, 0,1 mg/L dozaj seviyesinde, sadece
MDA seviyelerinde, toplam askorbik asit igeriginde, CAT, SOD, GPx aktivitelerinde
onemli degisikliklerin elde edildigini ve kontrol ile karsilastirildiginda diger
parametrelerde anlamli olmayan degisikliklerin elde edildigini belirtmislerdir.
Bununla birlikte, 0,5-1,5 mg/L dozaj seviyesinde tiim parametreler, bakir sulfatin
Carassius auratus’un Omriinii azaltabilecek ve popiilasyonda erken O6liime yol
acabilecek 6nemli oksidatif strese neden oldugunu dogrulayan kontrole kiyasla 6nemli
degisiklikler gosterdigi bildirilmistir. Bu nedenle, 0.1 mg/L bakir sulfat
konsantrasyonunun, akvaryumlarda tedavi ig¢in uygulanan diger yiiksek

konsantrasyonlardan daha giivenilir oldugu ifade edilmistir.

Cirillo vd. (2012), ¢ipuray1 (Sparus aurata) 11 giin boyunca 0,1 mg/L kadmiyuma
maruz birakarak, lipit oksidasyonunu ve antioksidan savunma tepkisini
arastirmiglardir. Glutatyon (GSH) konsantrasyonlar1 ve GSH rediiktaz ve GSH
peroksidazin antioksidan enzim aktiviteleri genel bir azalma egilimi gostermistir. Ek
olarak, lipit ve sulu hidroperoksit seviyeleri onemli bir degisiklik gostermemistir. Cd
tarafindan dolayli olarak iiretilen oksidatif stres, hiicresel hasar1 azaltmak igin
uyarlanmig farkli biyokimyasal sistemler tarafindan denklestirilmistir. Dokulardaki Cd
birikiminin olumsuz etkilerinin muhtemelen MT'nin indiiksiyonu ile telafi edildigi

fikri agiklanmistir.
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Souid vd. (2013), Sparus aurata'nin farkli dokularinda Cd (0,5 mg/L)'nin kisa siireli
maruz kalmasi (2, 4 ve 24 saat) altinda oksidatif stres biyobelirteglerinin ve
asetilkolinesteraz aktivitesinin (AchE) etkisini aragtirmiglardir. 24 saat kadmiyum
uygulamasina maruz kaldiktan sonra, katalaz aktivite (CAT), glutatyon diizeyi (GSH)
ve malondialdehit tiretiminin (MDA) artti81, aksine, ayn1 metale maruz kaldiktan sonra
AchE aktivitesinde ise bir azalma oldugu saptanmustir. 4 saat sonra en yiiksek seviyeye
ulasan siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi disinda, maruz kalmadan 2 ve 4 saat sonra
oksidatif stress biyobelirteglerinde 6nemli bir degisikligin olmadig1 goriilmistiir. Bu
sonuclar, Sparus aurata'nin kadmiyuma (0,5mg/L) kisa siireli maruz kalmasinin

belirgin bir sekilde oksidatif stres tepkisini indiikledigini gdstermistir.

Qu vd. (2014), kadmiyum, hidroksillenmis ¢ok duvarli karbon nanotiipler (OH-
MWCNT) ve bunlarin karigtminin antioksidan savunmasi iizerindeki etkileri igin test
organizmasi olarak Carassius auratus akvaryum baligini kullanarak incelemislerdir.
Baliklar, 3 ve 12 giin boyunca 0,1 mg/L Cd, 0,5 mg/L OH-MWCNT veya 0,1 mg/L
Cd + 0,5 mg/L OH-MWCNT'ye maruz birakilarak hepatik antioksidan enzim aktivitesi
(stiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz), glutatyon seviyesi ve
malondialdehit igerigini de 6l¢miislerdir. Karisim, SOD, CAT ve GPx aktivitesinin
onemli inhibisyonu, GSH seviyesinde goze carpan bir azalma ve eszamanli MDA
igeriginin gosterdigi gibi, maruz kalan balikta ciddi derecede oksidatif stres
olusturmustur. Bu sonuglar, birlesik faktorlerin metal birikimi ve oksidatif stres
biyobelirtegleri {izerindeki etkisinin, daha uzun maruz kalma siirelerinde, tek

faktorlerden daha belirgin oldugunu bildirmislerdir.

Ransberry vd. (2015), tatli suda bakir toksisitesinin temel mekanizmasinin ¢ogu
karakterize edilmis olmasina ragmen, deniz suyundaki toksisite mekanizmasinin daha
tam anlamiyla anlagilmadigimi ifade etmislerdir. Calismalarinda ergin Fundulus
heteroclitus bireylerinde tuzlulugun Cu ile indiiklenen oksidatif stres ve metabolik
tepkiler lizerine etkilerini arastirmislardir. Bu baliklar diigiik bakir (50 pg/L) ve yiiksek
bakir (200 pg/L) konsantrasyonlarinda deniz suyu ile tath suda 96 saat maruz
birakilmis ve bakir olmayan benzer tuzluluk konsantrasyonuna sahip kontrol grup ile
karsilastirmislardir. Genel olarak, Cu solungagc, karaciger ve bagirsakta katalaz enzim
(CAT) aktivitesini arttirirken, stiperoksit dismutaz (SOD) doku tipine bagl olarak ya
azalmis ya da hi¢ degismedigini belirtmislerdir.
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Zheng vd. (2016a), yaptiklar1 g¢alismada kadmiyumun (Cd), suda yasayan
organizmalar ve bunlarin ekosistem birligi i¢in ciddi risklere sahip ¢evresel bir kirletici
oldugunu ifade ederek; kadmiyumun neden oldugu oksidatif stres ve immiino toksisite
altinda yatan mekanizmalarin biiyiik 6l¢iide bilinmedigine vurgu yapmuslardir. Ote
yandan c¢aligmalarinda, yetiskin digi zebra baligi, 24 saat ve 96 saat boyunca 0
(kontrol), 1 mg/L kadmiyuma maruz birakilmis ve Cd tarafindan indiiklenen oksidatif
stres ve enflamatuar tepkiler, beyin, karaciger ve yumurtalikta degerlendirilmistir. Cd
uygulamasindan sonra beyin ve karacigerde reaktif oksijen tiirleri (ROT), nitrik oksit
(NO) ve malondialdehit (MDA) zamana bagl bir sekilde artmigtir. Bu artis, mRNA,
protein ve aktivite seviyelerinde bakir ve ¢inko siiperoksit dismutaz (Cu/Zn-SOD),
katalaz (CAT), indiiklenebilir nitrik oksit sentez ve siklooksigenaz-2 dahil olmak tizere
genlerin bozulmasindan kaynaklandigi belirtilmistir. Yumurtalikta ROT, NO ve MDA
kadmiyumdan onemli derecede etkilenmemis olmasina ragmen, Cu/Zn-SOD, CAT,
indiiklenebilir nitrik oksit sentez ve siklooksigenaz-2'nin {ist regiilasyonunun

gbzlendigi bildirilmistir.

Zheng vd. (2016b), zebra baliklarinin karacigerindeki 5 hafta boyunca kronik Zn (180
ug/L) ve Cd maruz birakilmasinin (30 pg/L) biiylime, hayatta kalma, histoloji ve
oksidatif stres iizerindeki etkilerini karsilastirmislardir. Biliylime performansi ve
hayatta kalma oran1 Zn stresi altinda nispeten sabit kalirken, Cd’a maruz birakilmasi
altinda azalma gosterdigini tespit etmislerdir. Kadmiyuma maruz birakilmasi
hepatositlerde Onemli derecede lipit igerigini indiiklemis ve ayrica karaciger
hiicrelerinde yag igeriklerinde ©nemli degisimlere neden olmustur. Ancak, bu
durumlarin Zn’ya maruz birakilmasit altinda belirgin olmadigini ifade etmislerdir.
Kadmiyumun neden oldugu olumsuz etkiler, artan lipid peroksidasyon (LPO) ve
protein karbonilasyon (PC) seviyelerinin yansittigi gibi hepatik oksidatif hasardaki bir
artigla agiklanmistir. Cu/Zn-siiperoksit dismutaz (Cu/Zn-SOD) ve katalazin (CAT)
azaltilmis aktivitesi, artan hepatikoksidatif hasara yol acabilecegi, ancak her iki genin
mRNA ve protein seviyeleri sirasiyla arttig1 ifade edilmistir. Buna karsin, Zn, diisiik
LPO seviyelerine katkida bulunabilecek olan mRNA, protein ve Cu/Zn-SOD
aktivitesini yiikseltmistir. Bununla birlikte, keskin bir sekilde regiile edilen CAT
mRNA seviyeleri, Zn stresi altinda CAT"1n protein ve aktivite seviyelerinde bir artisa
neden olmamistir. Sonug olarak; elde edilen veriler sonucunda, esansiyel ve esansiyel

olmayan metallerin baliklarda oksidatif hasarlarda bazi farkliliklar yarattiginm
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gostermistir. Bu  farkliliklarin  ilgili  genlerin transkripsiyon seviyesinden

kaynaklanmadig1, ancak transkripsiyon sonrasi degisikliklere baglandigi saptanmustir.

Juliana vd. (2016), bakirmn akut maruz birakilmasmin etkilerini arastirdiklari
caligmada; Prochilodus lineatus'un yavrularini, 96 saat boyunca cevresel olarak ilgili
su bazli Cu konsantrasyonlarina (5, 9 ve 20 pg/L) maruz birakarak, glutatyon-S-
transferaz (GST), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), stiperoksit dismutaz
(SOD) aktivitesi, indirgenmis glutatyon (GSH) ve lipid peroksidasyon (LPO)
seviyesini belirlemislerdir. Test edilen herhangi bir Cu konsantrasyonuna maruz kalan
baliklar, karaciger MT konsantrasyonunun ve LPO seviyesinin arttigini, balik basina
eritrositlerde daha yiiksek sayida hasarli niikleotidin oldugunu gostermis ve kas AChE
aktivitesini inhibe etmistir. Ayrica, 9 ve 20 pg/L Cu’ya maruz kalan baliklarda
karaciger SOD aktivitesinde artis gozlendigi, 5-9 pg/L Cu degerine maruz kalan
baliklarin daha az ylizme stiresi geg¢irdigi bildirilmistir. 9 pg/L bakira maruz kalan
baliklar, artan yiiziis mesafesi ve hiz1 gosterirken, 20 pg/L bakira maruz kalanlarin
yiizme mesafeleri ve hizlar1 daha diisiik bulunmus, bunun yani sira, kontrol grubunda
su stitununun alt tabakasinda yukarilara kiyasla daha az zaman gegirdikleri ifade
edilmistir. Bu bulgular, bakirin g¢evresel olarak ilgili konsantrasyonlarda (mevcut
Brezilya su Kkalitesi kriterlerinin altinda veya yakininda) maruz kalmasinin neotropik
balik P. lineatus'ta onemli biyolojik (histolojik, biyokimyasal ve genetik) ve ekolojik
(yizme ve kesif kabiliyetleri) zararlar verdigini gdostermistir. Ayrica, MT
konsantrasyonu, DNA hasar1 (kuyruklu yildiz tahlili), LPO, SOD ve AChE
aktivitesinin, yiizme davranisi analizleri ile birlikte, Cu'dan tatli suda etkilenen alanlari
degerlendirmek ve izlemek i¢in potansiyel biyolojik isaretleyiciler oldugunu one

stirmiislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalanilmistir.

Oksijenmetre: YSI

pHmetre: YSI

Sogutmali Santrifiij: Hettich micro 22V
Santrifiij: Niive

Homojenizator: IKA
Spektrofotometre: Hach DR6000 Uv-Vis
Karistirict: Vortex, Isolab

Hassas Terazi: AND

Otomatik pipetler: Eppendorf
Manyetik Karistirict: Isolab

Saf su cihazi: Isolab

Ultra saf su cihazi: Millipore Q3
Mikrodalga firin: Berghoft MWS-2
ICP-MS: Perkin Elmer

3.2. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi:

Arastirma stiresince kullanilan ¢ozeltilerin kullanilis yerleri ve hazirlanis sekilleri

asagidaki gibidir (Kuru, 2007).
1. Fosfat Tamponu (pH:7.4; 50mM) (Doku homojenizasyonunda): 5,3398 gram
K2HPO4 ve 2,6322 gram KH2POg tartilip deiyonize su igerisinde ¢ozdiiriildii ve hacmi

1 L’ye tamamlandi.

2. % 10’1luk Trikloroasetik asit (TCA) Cozeltisi (Malondialdehit Tayininde): 10 g TCA

tartilarak 100 mI’lik balon jojeye alind1 ve 100 ml deiyonize su igerisinde ¢ozdiiriildii.
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3. % 0.675’1lik Thiobarbutirik asit (TBA) Cozeltisi (Malondialdehit Tayininde): 0,675
gram TBA tartilarak 100 m1’lik balonjojeye konuldu ve 100 ml deiyonize su igerisinde

¢Ozdiriildii.

4. bisl,1,3,3-tetractoksi propan ¢ozeltisi, 1 mM, (MDA tayininde standart olarak):
Yogunlugu 0,919 g/L olan %96’ ik MDA standart ¢ozeltisinden (4 M) 6nce 1 ml alinip
50 ml ye tamamlandi. Daha sonra bu ara stoktan (0,8 M) 0,625 ml alinarak 50 ml ye
tamamlanarak 1mM’lik stok MDA standart1 hazirland.

5. standart sigir albumin (BSA) ¢ozeltisi, 1 mg protein/1 ml (Protein Tayininde
standart olarak): 100 mg protein hassas bir sekilde tartilarak balonjojeye alinir ve

deiyonize su igerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra 100 ml ye tamamlanarak hazirlandi.

6. Coomassie brillant blue G-250 renk reaktifi (Proteinlerin kantitatif tayininde
kullanilan ¢6zelti): 100 mg coomassie brillant blue G-250, 50 ml % 95°lik etanolde
¢oziildii. Bu ¢ozeltiye % 95 lik 100 ml fosforik asit ilave edildi. Cozeltinin hacmi

deiyonize su ile 1 litreye tamamlandi.

7. Fosfat Tamponu (pH:7; 50mM) (Katalaz Aktivite Tayininde): 3,3686 gram K:HPO4
ve 4,1722 gram KH2POj4 tartilip deiyonize su igerisinde ¢ozdiiriildii ve hacmi 1 L’ye

tamamlandi.

8. H20, Cozeltisi (Katalaz Aktivite Tayininde): % 35 (V/V)’lik H202 ¢ozeltisinden
0,170 ml alinarak 100 mI’lik balonjojeye alind1 ve fosfat tamponu (ph 7) ile hacim 100

ml ye tamamlandi.

9. 1 mMKCI ¢ozeltisi (0,01 M HCI igeren) (6-OHDA’in ¢oziiciisii- SOD Aktivite
Tayini): 0,03725 g KCl suda ¢oziildii ve 0,440 mL derisik HCI (% 35°1lik, d=1,184

g/mL) ilave edildi, hacmi suyla 500 mL’ye tamamlandi.

10. 0,01 M 6-OHDA Cozeltisi (SOD Aktivite Tayininde): 0,005 g 6-OHDA 2 ml 1
mM’likKCl ¢dzeltisinde ¢oziildii. KCI ¢ozeltisi azot gaziyla doyuruldu.
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11. 0,05 M pH 7,4 Fosfat Tamponu (SOD Aktivite Tayininde): 1 Tablet PBS suda

coziilerek hacmi 40 mL’ye tamamlandi.

12. GPT Substrat: (GPT Aktivite Tayininde): 0.0336 g a-ketoglutarik asit (2 mM/L)
ve 1.78 g DL-alanin (200 mM/L) tartildi ve kiigiik bir behere konularak tamamen
c¢oziiliinceye kadar 1 N NaOH ilave edildi. pH:7.4’e ayarlandi. 0.1 M Fosfat tamponu

ile 100 mL’ye tamamlandi.

13. Piruvat Standart Cozeltisi (GPT aktivite tayininde standart egri olusturulmasinda
kullanilan ¢ozelti): 0.022 g sodyum piruvat (2mM/L) 0.1 M Fosfat tamponunda

¢oziilerek 100 mL’ye tamamlandi.

14. 1 mM/L 2,4-DNPH (GPT Aktivite Tayininde): 0,0198 g 2,4-DNPH 1 N HCl ile

coziilerek 100 mL’ye tamamlanda.

15. 1 N NaOH Cozeltisi (pH ayarlamalarinda kullanilan ¢ozelti): 40 g NaOH bir miktar

suda ¢oziilerek son hacmi 1 litreye tamamlandi.

16. 0.4 N NaOH Cozeltisi (GPT aktivite tayininde): 16 g NaOH bir miktar suda

¢oziilerek son hacmi 1 litreye tamamlandi.

17. 1M Tris, 5 mM EDTA (pH:8) Cozeltisi (G6PD enzim aktivite tayininde kullanilan
tampon): 6,05 g (0,05 mol) Tris ve 0,0605 g EDTA (2,5 x 10*mol) alinarak bir miktar
deiyonize suda ¢oziildii. pH, HCl ile 8’e ayarlandi. Daha sonra toplam hacim deiyonize

su ile 50 ml’ye tamamlandi.

18. 0,1 M MgCl, Cozeltisi (GO6PD enzim aktivite tayininde kullanilan aktivator): 0,475
g MgCl; (5x10mol) almip bir miktar suda ¢oziildii. Hacmi deiyonize su ile 50 ml’ye

tamamlandi.

19. 2 mM NADP* Cozeltisi (G6PD enzim aktivite tayininde): 0,0765 g NADP* (1x10°

*mol) alinip ¢6ziildii. Hacmi deiyonize su ile 50 ml’ye tamamlandu.
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20. 6 mM G6DP-Na Cozeltisi (GOPD enzim aktivite tayininde kullanilan subsrat):
0,091 g G6PD-Na (3x10“*mol) almip ¢oziildii. Hacmi deiyonize su ile 50 ml’ye

tamamlandi.

3.3. Toksisite Denemeleri

Arastirmada deneme materyali olarak kullanilan sariagiz baliklari (Argyrosomus
regius) Kili¢ Holding’den temin edilerek kontrollii ortam kosullarindaki laboratuvara
getirilip, onceden hazirlanan akvaryumlara yerlestirilmistir (Sekil 3.1). Akut ve kronik
denemelerden 6nce, icerisinde %o 38’lik ultraviyoleden gegirilmis deniz suyu bulunan
40x60x35 cm boyutlarindaki 60 L’lik cam akvaryumlarda 15 giin bekletilerek
baliklarm ortam kosullarma alismalar1 saglanmistir. Denemeler Akdeniz Su Uriinleri
Arastirma Uretme ve Egitim Enstitisii Miidiirliigii Kepez birimi akvaryum iinitesinde
yuritilmistir.  Akut ve kronik deneyler merkezi havalandirma sistemi ile
havalandirilan 20+1 °C sicakliklarda, 12 saat aydinhik ve 12 saat karanlik fotoperiyod
uygulamasi ile yapilmigtir. Denemelerde; baliklarin maruz birakilmasi planlanan

cozeltilerin hazirlanmasinda, kadmiyum kloriir monohidrat (CdCl..H2O) ve bakir

stilfat pentahidrat (CuSO4.5H20) tuzlar: kullanilmustir.

Sekil 3.1.Toksisite denemelerine ait bazi resimler
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3.3.1. Akut toksisite denemeleri

Iki tekrarl olarak yiiriitiilen olan kadmiyum ve bakir akut toksisite denemelerinde; her
iki metal i¢in de 8 farkli konsantrasyon ve bir kontrol grubu olacak sekilde tasarlanan
akvaryumlara, ortalama uzunlugu 12 cm olan 10 ar adet balik konulmustur (Sekil 3.2).
Baliklar, Cu ve Cd i¢in 4 giin siireyle 0.1 mg/L’den baglanilarak 0.50, 1.0, 2.0, 5.0,
10.0, 20.0 ve 40.0 mg/L konsantrasyonlardaki metal maruziyetine birakilarak akut
konsantrasyonlar tespit edilmistir. Deneme siiresince baliklara yem verilmemis ve her
kaba konulan bireyler, konulduktan 1, 2, 4, 8, 12, 16, 20 ve 24 saat sonra izlenmis,
ayni zamanda bu donemlerin bitimindeki 12 saatlik siirelerde de gozlemlenmistir.
Deneme boyunca suyun fiziko-kimyasal parametreleri kontrol edilerek, deneme
gruplarinda saatlik ve giinliik 6liimler ile morfolojik gézlemler kaydedilmistir. Akut
toksisite testi, oksijen takviyeli statik biyo-deney (O-SBD) olarak gergeklestirilmis ve
LCso degerleri probit analiz yontemiyle belirlenmistir (OECD, 1992: Zahedi’den,
2012; Cetinkaya, 2015). Akut toksik konsantrasyon (LCso) belirlendikten sonra

sublethal konsantrasyonlar kronik metal maruz birakma denemelerinde kullanilmustir.
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3.3.2. Kronik toksisite denemeleri

Kronik denemelerde; bakir ve kadmiyum i¢in 3 farkli subletal konsantrasyon, LCso nin
belli oranlart dikkate alinarak olusturulmus ve kontrol grubu olarak %0 38’lik temiz
deniz suyu kullanilmistir. Kontrol grubu ile birlikte toplam 7 grup olan denemeler 3
tekrarl olarak yiiriitiilmiistiir. Bu denemelerde 9 bakir, 9 kadmiyum ve 3 kontrol grubu
olacak sekilde hazirlanan 40x60x35 cm boyutlarindaki toplam 21 adet cam
akvaryumun her birisine ortalama 13 cm uzunlugundaki 8 er adet balik konulmustur

(Sekil 3.3).

Denemeler yar1 statik (1/3 su degisimi/giin) biyo-deney diizeninde yapilmistir.
Denemenin her glinlinde baliklarin davraniglar1 gozlemlenmis ve dlen ya da agir
bicimde etkilenen balik varsa bunlar denemeden ¢ikartilmistir. Baliklar, giinde bir kez
viicut agirliginin % 2’ si kadar, ticari levrek biiyiitme yemi ile beslenmistir. Deney
stiresince kontrol ve deney grubundaki akvaryumlarda giinliik 1/3 oraninda (20 L) su
degisimi yapilmis ve yerine ayni konsantrasyonda su ilave edilmistir. 4. ve 30. giin
sonunda her akvaryumdan 4 balik olacak sekilde her gruptan 12, her bir siire sonunda
84 ve toplamda 168 balik kronik denemelerin sonucunu verecek analizlerde

kullanilmistir.
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Kronik toksisite denemelerinde akut toksisite denemelerinden elde edilen LCso’nin %
3, % 15 ve % 30’u alinarak bakir ve kadmiyum ic¢in 3 farkli konsantrasyon
olusturularak kullanilmistir. Bakir i¢in 0.05, 0.25 ve 0.50 mg/L, Kadmiyum i¢in ise
0.2, 1 ve 2 mg/L konsantrasyonlarinda 30 giin siireyle kronik toksisite denemeleri

yiritilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Kronik toksisite testlerinde kullanilan oranlar ve konsantrasyonlar

) .. LCso
96 Saatlik Toksisite (mg/L)
Akut Bakir Toksmte 1,643
Testi
Akut Kadmiyum
Toksisite Testi 6,699
Kullanilan LCsp Oranlari 0,03 0,15 0,3

Kronik Toksisite Testleri| Kons.1 | Kons. 2 Kons. 3

Bakir Toksisite Testi 0,05 0,25 0,5
Kadmiyum Toks. Testi 0,2 1 2

3.4. Amonyum ve Nitrit Analizleri

Kronik toksisite testleri boyunca (30 giin) akvaryumlardaki amonyum ve nitrit
azotlarindaki konsantrasyon degisimlerini belirleyebilmek i¢in, akvaryumlardan 0., 4.,
11., 18., 25. ve 30. giinlerde alinan su numunesi Orneklerinde amonyum ve nitrit
analizleri gerceklestirilmistir. Su degisimi sirasinda sifonlama ile alinan su 6rnekleri,
0,45 um’lik por ¢apina sahip bir membran filtre ile filtrelendikten sonra analizlerde
kullanilmistir. Nitrit analizi kolorimetrik metot kullanilarak (SM 4500B, 1995),
amonyum analizi fenat metodu kullanilarak (SM 4500F, 1995) spektrofotometre ile

gergeklestirildi.
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3.5. Bakir ve Kadmiyum Analizleri

3.5.1. Su numunelerinde bakir ve kadmiyum analizleri

Deniz suyu orneklerinde, kadmiyum ve bakir analizleri Perkin Elmer marka ICP-MS

cihazinda dogrudan okuma yapilarak gergeklestirilmistir (SM 3120B, 1995).

3.5.2. Doku 6rneklerinde bakir ve kadmiyum analizleri

Doku 6rneklerinin ayrilmasinda ve homojenizasyonunda paslanmaz ¢elikden yapilmis
diseksiyon aletleri kullanilmistir. Doku 6rnekleri ¢oziiniirlestirme islemine kadar -20
°C’de muhafaza edilmistir. Analizler i¢in yaklasik 0.5 g homojenize edilmis doku
Ornegi par¢alama kaplarina alindiktan sonra tizerlerine 8 ml konsantre nitrik asit ve 2
ml hidrojen peroksit ilave edilmis ve mikrodalga pargalama yontemi (Berghof MWS-
2) kullanilarak belirli sicaklik ve basing altinda uygun programda ¢ozdiiriilmiis, sonra
tiplere alinmis ve deiyonize su ile 50 ml ye tamamlanarak analize hazir hale
getirilmistir. Metal analizleri 3 tekrarli olacak sekilde ICP-MS ile analiz edilmistir
(EPA METHOD 3051, 1998).

3.6. Enzim Aktivite Tayin Yontemleri

3.6.1. Homojenat hazirlanmasi

Derin dondurucudan ¢ikartilan dokular iizerine 1/10 oraninda fosfat tamponu (pH:7,4)
eklenerek buz igerisinde teflon homojenizatorde 5 dk siireyle homojenize edildikten
sonra +4°C’de 10.000 rpm’de 30 dk santrifiij edilerek enzim c¢alismalarinda

kullanilmak iizere siipernatant hazirlanmastur.

3.6.2. Protein tayini

Bradford yontemi, coomassie brillant blue G-250'nin fosforik asitli ortamda
proteinlere baglanmasi esasina dayanan bir yontemdir. Olusan yapi, absorbans

degerini 595 nm'de maksimum gosterir. Proteinin boya ile etkilesimi ve baglanmasi
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cok hizli gergeklesir (2 dakika). Protein-boya kompleksi ¢6zeltilerde uzun siire kalir.
Bu yontemin hassasiyeti 1-100 ug arasindadir (Bradford, 1976).

Tayin islemlerinde; 1 mL'sinde 1 mg protein bulunduran standart sigir albumin (BSA)
¢ozeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 uL alinip, saf su ile tiim
tiiplerinhacmi 0.1mL’ye tamamlandi. 5 mL coomassie brillant blue G-250 reaktifi
tiiplere ilave edilip vorteks ile karistirildi. 10 dakika sonunda 595 nm de 3 mL’lik
kiivetlerde absorbans degerleri kore kars1 okundu. Ko6r olarak, 0,1 mL ayn1 tampon ve
5 mL coomassie brillant blue G-250 reaktifinden olusan karisim kullanildi. Absorbans
degerlerine karsilik gelen mikrogram protein degerleri standart grafik halinde Sekil
3.4’de verilmektedir. Protein standart grafigi kullanilarak numunelerin

konsantrasyonlar1 hesaplanmastir.

Protein Standart Grafigi
0,9
0.8 ®
0,7
0.6 e
0.5
0.4 y = 0,7718x + 0,0463

Absorbans
]

> P 2= 10,9976
0.2 e

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0.8 0,9 1
mg protein/ml

Sekil 3.4. Protein standart grafigi

3.6.3. Katalaz (CAT) aktivitesi tayin yontemi

Bu yontem, 240 nm dalga boyunda hidrojen peroksidin (H202) verdigi absorbans
degerinin katalaz enzimi aktivitesi sebebiyle zaman igerisinde azalma gostermesi ve
buazalmanin spektrofotometrik olarak izlenmesi temeline dayanir. H202’in

spektrofotometrik olarak 240 nm dalga boyunda absorbansindaki diismenin 1 dakika
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izlenmesi ile katalaz aktivitesi belirlenir (Aebi, 1984). Deney, Cizelge 3.2’de belirtilen

sira takip edilerek yapildi.

Cizelge 3.2. Katalaz (CAT) aktivitesi 6l¢gme yontemi

Deney Tanik deney
Fosfat tamponu 0,01 mL
H20> ¢ozeltisi 3,00 mL 3,00 mL
Numune (Homojenat) 0,01 mL

Deney ve tanik deney ¢ozeltilerinin absorbanslarindaki degisim, damitik suya karsi

240 nm dalga boyunda 1 dakika boyunca spektrofotometrik olarak izlenerek okundu.

Katalaz aktivitesi hesaplanmasi:

Bir dakika sonundaki absorbans degisimleri arasindaki fark (AA/t dakika), H2O2’nin
molar absorpsiyon katsayisi (¢) ve 10 uL numune alinarak yapilan deneylerde katalaz

aktivitesi asagidaki bagintiyla hesaplandi (Kuru, 2007).

H20’in molarabsorpsiyon katsayisi (enz02) = 40,98 Mtcm?

CAT akt.= [(AAN/t)-(AAT/Y)] X (/er202) X (1/€) X (V1/VNm) X SF

CAT spesifik aktivitesi (U/mg protein)= CAT aktivitesi/Protein kons. (mg/mL)
AAN: Numunenin absorbans farki, AAt: Tanik ¢6zeltinin absorbans farki

t: siire (dakika), €:1s1k yolu (cm), SF: Seyreltme faktorii

V7: toplam kiivet hacmi, Vn: Numune hacmi

3.6.4. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi tayin yontemi

Aktivite tayin metodu, 6-hidroksidopaminin (6-OHDA) otooksidasyonuna,
SOD’nininhibisyon etkisinin spektrofotometrik olarak l¢iilmesine dayanir (Heikkila
ve Cabbat, 1976; Tarhan ve Tilizmen, 2000; Aydemir ve Tarhan, 2001). SOD ig¢in 1
enzim tnitesi (EU), “bir dakikada, 6-OHDA’in otooksidasyon baslangi¢ hizin1 % 50
azaltan enzim miktar1” olarak kabul edilmis ve spektrofotometrik dlgtimler 490 nm’de

oksidasyonun 60. saniyesine kadar yapilmistir. Ciinkii 60. saniyeye kadar

44



otooksidasyon hizinin egimi sabittir. Reaksiyon ortaminda SOD mevcut olmasi
durumunda siiperoksit anyonu uzaklastirilacagi igin, sliperoksitten gelen reaksiyon
hizina etki ortadan kalkacak ve reaksiyon hizi azalacaktir. Bu azalma oraninin,
reaksiyonda olusan oksidasyon tiriinlerinin 490 nm’de absorbans vermeleri nedeni ile

takip edilebilmekte ve enzim {initesi (EU) tanim1 yapilabilmektedir.

Kontrolde (6-OHDA’in otooksidasyonu) numune yerine fosfat tamponu (0,05 M,
pH7,4) kullanilir. Numune miktarinin azaltilmas1 gerektigi durumlarda azaltilan
numune miktar1 kadar tampon ¢ozelti kiivetlere ilave edilir. Deney, Cizelge 3.3’de

belirtilen sira takip edilerek yapildi.

Cizelge 3.3. 50 pL’lik numune hacmi g6z 6nilinde bulundurularak hazirlanmis SOD
aktivitesi 6l¢lim prosediirii

Kor Kiiveti | Numune
0,05 M fosfat tamponu (pH 7,4) 670 uL 670 uL
Numune 50 uL 50 pL
Oksijen gazi uzaklastirilmis ImM KCI ¢ozeltisi 30 uL -
0,01 M 6-OHDA ¢ozeltisi ilavesi - 30 uL
Toplam 750 uL 750 uL

Aktvite agagidaki sekilde hesaplanmistir (Kuru, 2007).

Aktivite (EU/ml)= (AAs.onba—AAN)/(AAs-oHDA/2) X V1/VN X 1 mI/VN X SF

SOD spesifik akt.(U/mg protein)= SOD aktivitesi (EU/ml) / Protein miktari (mg/ml)

AAeg-oHpa: 6-Hidroksidopaminin absorbans farki, AAn: Numunenin absorbans farki

V1: toplam kiivet hacmi, Vn: Numune hacmi, SF: Seyreltme faktorii

3.6.5. Glutamat piruvat transaminaz (GPT) aktivitesi tayin yontemi

L-alanin’in amino grubu, a-keto glutarik asite transfer edilerek glutamik asit ve piruvik
asit meydana gelir. Piruvat, 2,4-DNPH ve NaOH bulunan ortamda spektrofotometrede

okunabilecek bir renk meydana getirir (Reitman ve Frankel, 1957).
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Ayiraglar tiiplere Cizelge 3.4’de gosterilen sirada eklendi. Tipler ¢alkalanip 5 dk
bekletildikten sonra spektrofotometrede 510 nm dalga boyunda absorbans degerleri
okundu ve standart egri grafigi olusturuldu (Sekil 3.5).

Cizelge 3.4. GPT standart egrisinin hazirlanmasi.

Kor
Ayiraglar (mL) I.tip(mL) 2.tip(mL) 3.tip(mL) 4.tip(mL)
GPT standart1 - 0.1 0.2 0.3 0.4
Saf su 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Substrat 1.0 0.9 0.8 0.7 0.6
Tiipler hafifce calkalanir ve 37°C’de 30 dk inkiibe edilir.
2,4-DNPH 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Tipler calkalanir ve 20 dk oda sicakliginda bekletilir.
0.4 N NaOH 10 10 10 10 10
GPT Standart Egrisi
0.5
0.45 s
0.4 -
.-'..
0,35
E 0.3 . y =0,0046x + 0,0134
5 0,25
§ 0.2 e R2=0,9988
0,15
0,1 L4
0,05
0
0 20 40 60 80 100 120

Konsantrasyon (U/L)

Sekil 3.5. GPT standart egrisi.
Ayiraglar tiiplere Cizelge 3.5°de gosterilen sira ile eklendi. Tiipler ¢alkalandi ve 5 dk
bekletildikten sonra spektrofotometrede 510 nm dalga boyunda absorbans degerleri

okundu. Absorbanslara karsilik gelen konsantrasyonlar standart egri (Sekil 3.5)

kullanilarak hesaplandi.
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Cizelge 3.5. GPT aktivite tayini yontemi

Ayiraglar Kér (mL)  Standart (mL)  Ornek (mL)
GPT substrati 1.0 1.0 1.0

Saf su 0.2 - -

GPT standart1 - 0.2 -
Ornek - - 0.2

Tiipler hafifce calkalanir ve 37°C’de 30 dk inkiibe edilir.
2,4-DNPH 1.0 1.0 1.0
Tipler calkalanir ve 20 dk oda sicakliginda bekletilir.
0.4 N NaOH 10 10 10

3.6.6. Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) aktivitesi tayin yontemi

Glukoz-6-fosfattan 6-fosfoglukanolakton olusmas: sirasinda indirgenen NADP
miktar1 bu tepkimeyi katalizleyen G6PD enziminin aktivitesi ile dogru orantihidir.
Enzim aktivitesinin Ol¢iilmesi tepkime sirasinda olusan NADPH’in 340 nm dalga
boyunda birim zamanda verdigi absorbans farkinin saptanmas: esasina dayanir
(Beutler, 1975).

Cizelge 3.6. G6PD aktivite tayini yontemi

Ayrraglar Kor (ul) Ornek (ul)
Saf su 1200 1100
1 M Tris, 5 mM EDTA Tamponu (pH:8) 200 200
0,1 M MgCl» 200 200
6 mM G6P-Na 200 200
2 mM NADP* 200 200
Homojenat - 100

Cozeltiler gizelgedeki gibi tiiplere konulduktan sonra 37 °C’de 10 dakika inkiibe edildi.
Sonra kontrole karst numunenin absorbans artislar1 340 nm’de 3 dakika siireyle
kaydedildi (Beutler, 1975). Dokulardaki G6PD enzim aktivitesi asagidaki Enzim

tinitesi formiilii kullanilarak hesaplanda.
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G6PD AktIVItESI (EU/ml)= (AA X Vtoplam/ 6,22 X Vhomojenat X t) X SF

G6PD spesifik akt. (U/mg protein)= G6PD Aktivitesi (EU/mI) / Protein mik. (mg/ml)

AA: 340 nm’deki absorbans degisimi, t: siire (dakika)

Vioplam: toplam kiivet hacmi, Vhomojenat: kullanilan numune hacmi

6,22: NADP*’nin milimolar absorpsiyon katsayisi, SF: seyreltme faktorii

3.6.7. Malondialdehit (MDA) analizi

MDA lipit peroksidasyonunun sekonder bir tirtinii olup lipitlere ait peroksidasyonun
belirlenmesinde kullanilan 6nemli bir parametredir. Aerobik sartlarda tiyobarbutirik
asit (TBA) ile 90°C’de inkiibasyonu sonucu pembe renkli kompleks meydana getirir.
Bu olusan kompleksin absorbansi spektrofotometrede 532 nm dalga boyunda okunur
(Draper ve Hadley, 1990).

Her deney tiipiine 2,5 mL %10’luk trikloro asetikasit (TCA) konuldu ve iizerine de 0,5
mL numune eklendi. Bu ¢ozelti vorteksle karistirildiktan sonra, tiiplin agz1 kapatilip
90°C’ deki su banyosunda 15 dakika bekletildi. Su banyosundan alinan tiipler, buz
icerisinde 15 dakika bekletildikten sonra, oda sicakligina gelmesi saglandi. 3000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant elde edilmistir. 2 mL siipernatant
alarak bagka tiiplere aktarildi ve {lizerlerine % 0,675’lik TBA’dan 1 mL ilave
edilerek, 90 °C’deki su banyosunda 15 dakika bekletildi. Ornekler tekrar buz dolu kap
icerisinde 15 dakika bekletildikten sonra, oda sicakligina gelmesi beklendi. Ardindan
spektrofotometrede tistteki organik kisim alinip 532 nm’de kor tiipiine kars1 absorbans
degerleri okundu. Kor tiipii hazirlanirken, arastirma baslangicindaki numune yerine
0,5 mL distile su alinip konulmustur ve diger islemlerin aynist uygulanmistir. Doku

orneklerinde MDA analizinin yapilis1 Cizelge 3.7 de verilmistir.
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Cizelge 3.7. MDA analizinin yapilis semasi

Kor Ornek

% 10 luk TCA 2.5 mL 2.5 mL

Doku - 0.5mL
Distile Su 0.5mL -

90 °C su banyosunda 15 dakika bekletildi

15 dakika buz icerisinde bekletildi

Stipernetant 2mL 2 mL

% 0.0675'lik TBA 1mL 1mL

90 °C su banyosunda 15 dakika bekletildi. 15 dakika buz igerisinde bekletildi.

Standart olarak MDA bis (1,1,3,3-tetractoksipropan) kullanildi. Doku yerine 0.5mL
hazirlanan standartlar eklenerek diger islemlerin aynisi uygulandi. Elde edilen
sonuglara gore konsantrasyon—absorbans grafigi elde edildi (Sekil 3.6). Numunelerin

konsantrasyon degerleri bu grafik goz oniinde bulundurularak hesaplanmistir.

MDA Standart Grafigi

&
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h

ot

y=0,0179x +0,0165

Absorbans
[a]
[e%]
®

=
—
h
@

R2=10,9989

=~
—
{ ]

0,05 .

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Konsantrasyon (nmol/ml)

Sekil 3.6. MDA standart grafigi

3.7. istatistiksel Analizler

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan bakir ve kadmiyum iyonlarinin Sariagiz
baliginin (Argyrosomus regius) 4. ve 30. giindeki kas, solunga¢ ve karaciger
dokularinda antioksidan enzim aktivitelerinin 6nemli derecede farklilik gosterip

gostermedigini belirlemek amaci ile istatiksel analizler gergeklestirilmistir. Iki ayri
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grup karsilastirmalar1 i¢in bagimsiz iki Ornekli t-testi, ikiden daha fazla grup
karsilastirmalari i¢in ise ANOVA testi ile birlikte gruplar arasi farkin oldugu durumda,
farkliligin hangi gruptan kaynakli oldugunu tespit i¢in Bonferroni posthoc ¢oklu
karsilastirma testi kullanilmistir. Istatiksel analizler igin SPSS paket programi

(versiyon 25) kullanilmis ve 6nem derecesi o= 0.05 olarak secilmistir (Cetinkaya,
2015).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Akut Toksisite Denemeleri

Akut bakir ve kadmiyum denemeleri asagida belirtilen su Kkalitesi ve fotoperiyot

sartlarinda gergeklestirilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Akut toksisite denemelerinin gergeklestirildigi su kalitesi ve fotoperiyot

sartlar1
Sicaklik 20 °C
Tuzluluk 38 ppt
Oksijen Doygunlugu > % 85
pH 8,4
T

Kullanilan deniz suyunun pH’st 8,4 olmakla birlikte bakir toksisite denemelerinde
bakir sulfat ilavesiyle pH’da degisiklikler tespit edilmistir. Bu durumdan bakir

toksisite denemesinde bahsedilecektir.

4.2. Akut Bakir Toksisite Testi Bulgular:

Denemenin yiiriitiildiigii 4 giin boyunca kontrol (A1/A2), 0.1 mg/L (B1/B2) ve 0.5
mg/L (C1/C2) deneme gruplarinda herhangi bir 6lim goériilmemis ve baliklarin
morfolojik ve davramigsal gozlemlerinde de herhangi bir olumsuzluga
rastlanilmamustir. Tlk 24 saat icinde 20 mg/L (H1/H2) ve 40 mg/L (J1/J2) gruplarinda
bulunan baliklarin tamaminin 6ldigi gorilmistir. 10 mg/L (G1/G2) deneme
grubundaki baliklar 48 saat, 5 mg/L (F1/F2) de bulunan baliklar ise 72 saat i¢inde
tamami Olmiistiir. 4 giin sonunda, 1 mg/L. (D1/D2) deneme grubunda % 20, 2 mg/L
(E1/E2) deneme grubunda % 70’lik 6lim gozlenmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Akut bakir toksisite testi 24, 48, 72 ve 96 saatlik 6liim oranlari

1. tekerriir 6l 2. tekerriir Ortalama

Siir-!-;;'[b(lsta 0 Gruplar Kon(sr?]rét/rgs YO patik sayi1st olii balik Oliim
(adet) sayisi (ad) Orani (%)
Al/A2 Kontrol 0 0 0
B1/B2 0,1 0 0 0
C1/C2 0,5 0 0 0
D1/D2 1 0 0 0
24 E1/E2 2 2 2 20
F1/F2 5 5 4 45
G1/G2 10 7 8 75
H1/H2 20 10 10 100
J1/32 40 10 10 100
Al/A2 Kontrol 0 0 0
B1/B2 0,1 0 0 0
C1/C2 0,5 0 0 0
D1/D2 1 0 0 0
48 E1/E2 2 4 5 45
F1/F2 5 7 7 70
G1/G2 10 10 10 100
H1/H2 20 10 10 100
J1/32 40 10 10 100
Al/A2 Kontrol 0 0 0
B1/B2 0,1 0 0 0
C1/C2 0,5 0 0 0
D1/D2 1 1 2 15
72 E1/E2 2 6 5 55
F1/F2 5 10 10 100
G1/G2 10 10 10 100
H1/H2 20 10 10 100
J1/32 40 10 10 100
Al/A2 Kontrol 0 0 0
B1/B2 0,1 0 0 0
C1/C2 0,5 0 0 0
D1/D2 1 2 2 20
96 E1/E2 2 7 7 70
F1/F2 5 10 10 100
G1/G2 10 10 10 100
H1/H2 20 10 10 100
J1/32 40 10 10 100
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1 mg/L deneme grubunda (D1-D2) denemenin ilk iki giinii baliklarda herhangi bir
davranis bozuklugu gozlenmemistir(toplam 20 balik). Daha sonra baliklarin
bazilarmin suyun yiizeyine dogru yiizdiikleri ve soluma hareketleri yaptiklari
gdzlenmistir. Tk 6liim zaman1 48 ila 72 saat araliginda gergeklesmistir. 72 saat siire

sonunda Sliim oran1 % 15, 96 saat siire sonunda % 20 olarak ger¢eklesmistir.

2 mg/L (E1-E2) grubunda deneme baslangicindan ilk 12 saat boyunca normal davranis
gosterdikleri gézlenmis, siire ilerledik¢e davranis bozukluklar1 kendini gostermeye
baslamistir. Daha sonra baliklarin suyun ylizeyine yaklasarak yiizdiikleri goriillmekle
beraber zamanla kontrolsiiz ve yan yiizme hareketleri gézlenmistir. Ilk 6liim 18. saatte
gbzlenmis ve 24 saat deneme siiresince 6liim oran1 % 20 olarak gerceklesmistir. 96

saat siire sonunda baliklarin % 70’1 6lmiistiir.

5 mg/L (F1-F2) grubunda deneme baslangicindan ilk 2 saat boyunca normal
davraniglar gosterdikleri goézlenmistir. Daha sonra baliklarin suyun ylizeyine
yaklasarak ytizdiikleri goriilmiis ve kontrolsiiz yiizme, suyun disina kagma hareketleri
ve su yiizeyine yaklagarak soluma hareket tarzlari gézlenmistir. Bu belirtiler deneme
ilerledikge artmstir. ilk 6liim 10. saatte gdzlenmistir. Tlk 24 saatlik deneme siiresince
6lim orani1 % 45 olarak gerceklesmistir ve 72 saat de baliklarin tamaminin 6ldigi

belirlenmistir.

40, 20 ve 10 mg/L deneme gruplarinda (J1/J2, H1/H2 ve G1/G2) deneme
baslangicindan ilk 30 dakika i¢inde baliklarda yiizeyde toplanma, ters ve yan
yiizmeler, hizli kontrolsiiz yiizme, suyun disina kagma hareketleri ve su ylizeyine
yaklagarak soluma hareketleri gozlenmistir. Bu belirtiler deneme ilerledikce artmistir.
Bunu takiben 40 mg/L (L1-L2) gruplarinda 4, 20 mg/L (H1-H2) gruplarinda 8 ve 10
mg/L (G1-G2) gruplarinda 30. saatte baliklarin tamami Slmiistiir.

40 mg/L konsantrasyon gruplarinda ilk 6liim 2. saat i¢inde gortiliirken, konsantrasyon
azaldik¢a ilk Oliim zamanlarinin arttigi goriilmistir. 20 ve 10 mg/L bakir
konsantrasyonuna maruz birakilan gruplarda bu siire 4 saate ve 1 mg/L konsantrasyon

gruplarinda ise 72 saate ¢ikmaktadir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. Akut bakir toksisite denemelerindeki bazi degiskenler

Konsantrasyon 1lk Oliim Zamani Etkili
(mg/L) (saat) Konsantrasyon
Kontrol - -

0,1 - -
0,5 - -
1 72 X
2 24 X
5 10 X
10 4 X
20 4 X
40 2 X

Bakirin sariagiz baliklari iizerindeki 96 saatlik akut toksisitesi (0,5 probite karsilik
gelen ve bireylerin yarisinin (%50) 6liimiine neden olan konsantrasyon) LCso= 1,643
mg/L olarak bulunmustur. Bu degerin % 95 giiven siirlarinda alt sinir1 1,407 ve {ist
siir1 da 1,962 mg/L olarak probit analizi ile belirlenmistir. Ayrica bakirin sariagiz
baliklar1 tizerinde 24 saat LCso= 6,702 mg/L, 48 saat LCso= 3,598 mg/L ve 72 saat
LCso= 3,454 mg/L olarak bulunmustur (Cizelge 4.4). Siire uzadik¢a bakir LCso degeri
azalma gostermistir. Sariagiz baliklari ilk 24 saat iginde daha biiyiik konsantrasyonlari
tolere edebilirken zaman ilerledikce daha diisiik konsantrasyonlara tolerans

gostermistir.

Cizelge 4.4. Akut bakir toksisite testinde farkl: siireler i¢in belirlenen LCso degerleri
ve % 95 lik giiven sinirlar

Maruz Birakma % 95 lik Guiven Sinirlari
. LCso (mg/L) -
Stiresi (saat) Alt Siir Ust Sinir
24 6,702 5,593 8,244
48 3,598 2,989 4,459
72 3,454 2,716 4,604
96 1,643 1,407 1,962

Gerek akvaryumlardaki gergek bakir konsantrasyonlari (Cizelge 4.5) ve gerek pH’daki
azalma (Cizelge 4.6) dikkate alindiginda hem bakir iyonlarimin hem de hidroksil
iyonlarinin azaldig1 goriilmektedir. Bu durum yiiksek konsantrasyona sahip hidroksit
ve bakir iyonlarinin, bakir hidroksitin ¢6ziiniirliigiiniin diisiik olmasindan dolay1

cokelek olusturmasindan kaynaklanmaistir.
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Cizelge 4.5. Deneme siiresince akvaryumlardaki bakir iyonu konsantrasyon (mg Cu/L)

degisimi (X+SD)

Nominal Bakir

Baslangic

24. saat kons.

48. saat kons.

72. saat kons.

96. saat kons.

Kons. (mg/L)  Kons. (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Kontrol <0,010 <0,010 <0,010 <0,010 <0,010
01 0,108+£0,011  0,106+0,019 0,102+0,013  0,097+0,008  0,090+0,004
0,5 0,523+0,027  0,500+0,050 0,502+0,032  0,492+0,025 0,474+0,010
1 0,955+0,031  0,962+0,019 0,943+0,019 0,936+0,011 0,928+0,015
2 1,794+0,054  1,825+0,030 1,747+0,062 1,742+0,055 1,725+0,006
5 4,252+0,047  4,137+0,026 4,103+0,021
10 7,15340,099  7,191%0,098
20 13,344+0,629
40 25,387+0,698

Deneme siiresince pH’daki degisimin aynm1 grup icin 1 birimden fazla degisim
gostermesi istenmez. Gruplarin kendi igerisindeki pH degisimleri yaklagik 0,1 birimlik

bir degisim gostermistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Deneme siiresince bakir ilaveli akvaryumlardaki pH degisimi

Cu Kontrol n?g}L n?g?L 1mg/L 2mg/L 5mg/L mlgeL ngcl)L mAg/)L
Baslangic 8,45 8,38 8,33 8,28 8,2 8,10 7,95 7,62 7,33
24 saat 8,42 8,36 8,33 8,27 8,15 8,05 7,92
48 saat 8,40 8,35 8,32 8,27 8,12 8,01
72saat 8,39 8,35 8,32 8,26 8,15
96 saat 8,41 8,35 8,32 8,24 8,15

4.3. Akut Kadmiyum Toksisite Testi Bulgular

Denemenin yiiriitildiigii 4 giin boyunca kontrol (A1/A2), 0.1 mg/L (B1/B2), 0.5 mg/L
(C1/C2), 1 mg/L (D1/D2) ve 2 mg/L (E1/E2) deneme gruplarinda herhangi bir 6liim
goriilmemis ve baliklarin morfolojik gdzlemlerinde de herhangi bir olumsuzluga

rastlanilmamustir.
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5 mg/L (F1-F2) grubunda deneme baslangicindan ilk 24 saat boyunca normal davranis
gosterdikleri gozlenmis, siire ilerledik¢e davranig bozukluklar1 kendini gostermeye
baslamistir. Daha sonra baliklarin suyun ylizeyine yaklasarak ytlizdiikleri goriilmekle
beraber zamanla kontrolsiiz ve yan yiizme hareketleri gdzlenmistir. ilk 6liim 40. saatte
gbzlenmis ve 48 saat deneme siiresince 6liim oran1 % 10 olarak gerceklesmistir. 96

saat siire sonunda baliklarin % 40’1 dlmiistiir.

20 vel0 mg/L deneme gruplarinda (H1/H2 ve G1/G2) deneme grubunda ilk 12 saat
icerisinde dnemli derecede morfolojik ve davranis degisiklikleri gézlenmemistir. Siire
ilerledik¢e baliklarda ylizeyde toplanma, ters ve yan ylizmeler, hizli kontrolsiiz yiizme,
suyun digina kagma hareketleri ve su ylizeyine yaklasarak soluma hareketleri
gbozlenmeye baslanmistir. Bunu takiben ilk 6liim 18. saatte gozlenmis ve 48 saat

sonunda baliklarin tamami dlmiistiir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Akut kadmiyum toksisite denemelerindeki ilk 6liim zamanlari ve etkili
konsantrasyonlar

Konsantrasyon 1lk Oliim Zamani Etkili
(mg/L) (saat) Konsantrasyon
Kontrol - -

0,1 - -
0,5 - -
1 - -
2 - -
5 40 X
10 18 X
20 18 X
40 12 X

40 mg/L (J1/J2) deneme grubunda ilk 6 saat igerisinde 6énemli derecede morfolojik ve
davranis degisiklikleri gézlenmemistir. Siire ilerledikce baliklarda yiizeyde toplanma,
ters ve yan yiizmeler, hizli kontrolsiliz ylizme, suyun disina kagma hareketleri ve su
yiizeyine yaklagarak soluma hareketleri gézlenmeye baslanmistir. Bu belirtiler deneme
ilerledik¢e daha da artmustir. Bunu takiben ilk 6liim 12. saatte gozlendi ve 18. saat
sonunda baliklarin tamaminin 61diigii goriildii. Denemelerde belirlenen 61iim oranlar

cizelge 4.8°de verilmistir.
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Cizelge 4.8. Akut kadmiyum toksisite testi 24, 48, 72 ve 96 saatlik 6liim oranlari

1. tekerriir 0l 2. tekerrir  Ortalama

Sijr-le:z}tzlsia 0 Gruplar Kon('sril]rét/ri\; YO bank sayis1 oli balik Olim
(adet) sayisi (ad) Orani (%)
Al/A2 Kontrol 0 0 0
B1/B2 0,1 0 0 0
Cc1/c2 0,5 0 0 0
D1/D2 1 0 0 0
24 E1/E2 2 0 0 0
F1/F2 5 0 0 0
G1/G2 10 2 3 25
H1/H2 20 5 5 50
J1/J2 40 10 10 100
Al/A2 Kontrol 0 0 0
B1/B2 0,1 0 0 0
C1/C2 0,5 0 0 0
D1/D2 1 0 0 0
48 E1/E2 2 0 0 0
F1/F2 5 1 1 10
G1/G2 10 4 5 45
H1/H2 20 10 10 100
J1/J2 40 10 10 100
Al/A2 Kontrol 0 0 0
B1/B2 0,1 0 0 0
Cc1/c2 0,5 0 0 0
D1/D2 1 0 0 0
72 E1/E2 2 0 0 0
F1/F2 5 3 2 25
G1/G2 10 7 7 70
H1/H2 20 10 10 100
J1/J2 40 10 10 100
Al/A2 Kontrol 0 0 0
B1/B2 0,1 0 0 0
Cc1/c2 0,5 0 0 0
D1/D2 1 0 0 0
96 E1/E2 2 0 0 0
F1/F2 5 4 4 40
G1/G2 10 8 9 85
H1/H2 20 10 10 100
J1/J2 40 10 10 100
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Kadmiyumun sariagiz baliklar {izerindeki 96 saatlik akut toksisitesi (0,5 probite
karsilik gelen ve bireylerin yarisinin (%50) 6liimiine neden olan konsantrasyon) LCso=
6,699 mg/L olarak bulunmustur. Bu degerin % 95 giiven simirlarinda alt sinirt 5,717
mg/L ve Ust smir1 da 7,930 mg/L olarak probit analizi ile belirlenmistir. Ayrica
kadmiyumun sariagiz baliklar tizerinde 24 saat LCso= 18,645 mg/L, 48 saat LCso=
10,171 mg/L ve 72 saat LCso= 8,049 mg/L olarak bulunmustur (Cizelge 4.9). Siire

uzadik¢a kadmiyumun LCsg degeri azalma gostermistir.

Cizelge 4.9. Akut kadmiyum toksisite testinde belirlenen LCso degerleri ve %95°lik
giiven sinirlari

Maruz Blrakma LCso (Mg/L) % 95 lik Giiven"Slmrlarl
Siiresi (Saat) Alt Siur Ust Simir
24 18,645 15,858 22,922
48 10,171 8,700 12,586
72 8,049 6,899 9,593
96 6,699 5,717 7,930

Deneme siiresince pH degerlerinde kaydedeger bir degisiklik gozlenmemistir (Cizelge
4.10). Deneme siiresince pH’daki degisimin ayni grup i¢in 1 birimden fazla degisim
gostermesi istenmez. Gruplarin kendi igerisindeki pH degisimleri yaklasik 0,05

birimlik bir degisim gostermistir.

Cizelge 4.10. Deneme siiresince kadmiyum ilaveli akvaryumlardaki pH degisimi

Cd kontrol mo/L mg/L 1mg/L 2mg/L 5mg/L mg/L mg/L mg/L

baslangic 8,45 8,42 8,38 8,41 8,43 8,42 8,44 8,39 8,37
24 saat 8,42 8,38 8,41 8,39 8,42 8,43 8,39 8,44 8,41
48 saat 8,4 8,41 8,42 8,44 8,37 8,4 8,42 8,42 8,39
72saat 8,39 8,37 8,45 8,38 8,4 8,41 8,43 8,41 8,4
96 saat 8,41 8,4 8,42 8,4 8,4 8,44 8,42 8,43 8,42

Deneme siiresince kadmiyum konsantrasyonlarinda ortalama % 4 civarlarinda bir
degisim gozlenmistir. Bu da beklenen ve kabul edilebilirdir. En az degisim % 2,9 ile
10 mg/L grubunda, en fazla degisim de % 7,8 ile 0,1 mg/L grubunda belirlenmistir
(Cizelge 4.11).
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Cizelge 4.11. Deneme siiresince akvaryumlardaki kadmiyum iyonu konsantrasyon
(mg Cd/L) degisimi (X+SD)

Nominal Cd Baglangi¢ 24. saat kons.  48. saat kons. 72. saat kons. 96. saat kons.
Kons. (mg/L)  Kons. (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Kontrol <0,010 <0,010 <0,010 <0,010 <0,010
0,1 0,102+0,013  0,097+0,020  0,104+0,027  0,094+0,025 0,094+0,005
0,5 0,497+0,024  0,503+0,028 0,496+0,026 0,489+0,019 0,480+0,011
1 1,018+0,064  1,004+0,041 1,007+0,045 0,986+0,026 0,976+0,019
2 2,048+0,038  2,002+0,025  1,969+0,040 1,992+0,022 1,966+0,079
5 5,042+0,068  5,005+0,110  4,949+0,059 4,853+0,094 4,870+0,029
10 9,772+0,106  9,856+0,078  9,770+0,167  9,492+0,149  9,490+0,142
20 19,614+£0,477 19,392+0,135
40 39,530+1,242

4.4. Kronik Toksisite Denemeleri

Bakir ve kadmiyumun dokular iizerindeki etkilerini inceleyebilmek icin subletal
kronik toksisite testleri ger¢eklestirilmistir. Bu amagla akut toksisite testlerinden elde
edilen LCso degerlerinin % 3, % 15 ve % 30 oranlari alinarak 3 farkli konsantrasyon
olusturulmustur. Baliklar bakirin 0,050 mg/L, 0,250 mg/L ve 0,500 mg/L subletal
konsantrasyonlarina; Kadmiyumun 0,200 mg/L, 1,000 mg/L ve 2,000 mg/L subletal
konsantrasyonlarina birakilmis ve denemeler 3 tekrarli olarak asagida belirtilen su

kalitesi ve fotoperiyot sartlarinda gerceklestirilmistir (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12. Kronik toksisite denemelerinin gerceklestirildigi su Kalitesi ve
fotoperiyot sartlar

Sicaklik 20°C
Tuzluluk 38 ppt
Oksijen doygunlugu > % 85
pH 8,4

. 12 saat aydinlik
Fotoperiyot 12 saat karanlik
Maruz birakma siiresi 30 giin

Kronik toksisite testleri boyunca (30 giin) akvaryumlarda 0., 4., 11., 18., 25. ve 30.
giinlerde aliman su numunesi Orneklerinde kadmiyum ve bakir iyonlarmin

konsantrasyonlarindaki degisimleri Cizelge 4.13 ve 4.14°de verilmistir.
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Kronik bakir toksisitesi denemesi sonunda adsorpsiyon, c¢okelme, emilim gibi
nedenlerden dolay1 30 giin sonunda bakir konsantrasyonlar1 0,05 mg/L Cu tanklarinda
% 29, 0,250 mg/L Cu tanklarinda % 26 ve 0,500 mg/L Cu tanklarinda % 16 oraninda
azaldig tespit edildi (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13. Kronik bakir toksisitesi biyodeney tanklarindaki bakir iyonu
konsantrasyonundaki (mg/L Cu) degisimi (X£SD)

Kontrol 0,05 mg/L Cu 0,250 mg/L Cu 0,500 mg/L Cu
0.giin <0,010 0,051+0,003 0,255+0,007 0,514+0,009
4.giin <0,010 0,048+0,003 0,230+0,005 0,489+0,006
11.giin <0,010 0,044=+0,002 0,222+0,004 0,464+0,009
18.gilin <0,010 0,042+0,002 0,208+0,006 0,450+0,008
25.glin <0,010 0,041+0,001 0,195+0,006 0,436=+0,006
30.giin <0,010 0,036+0,002 0,190+0,006 0,430+0,007

Kronik Kadmiyum toksisitesi denemesi sonunda adsorpsiyon, ¢okelme, emilim vb.

nedenlerden dolayr 30 giin sonunda kadmiyum konsantrasyonlarinin % 5 ila % 19

arasinda azaldigi tespit edildi (Cizelge 4.14).

Cizelge 4.14. Kronik kadmiyum toksisitesi biyodeney tanklarindaki kadmiyum iyonu
konsantrasyonu (mg/L Cd) degisimi (X£SD)

Kontrol 0,2 mg/L Cd 1 mg/L Cd 2 mg/L Cd
0.glin <0,010 0,204+0,010 1,009+0,020 1,986+0,008
4.glin <0,010 0,189+0,003 0,962+0,013 1,963+0,010
11.giin <0,010 0,179+0,003  0,947+0,010 1,937+0,006
18.giin <0,010 0,172+0,004  0,936+0,011 1,916+0,005
25.glin <0,010 0,167+0,004 0,923+0,010 1,894+0,008
30.giin <0,010 0,165+0,003 0,916+0,009 1,889+0,007

Kronik toksisite testleri boyunca (30 giin) akvaryumlarda 0., 4., 11., 18., 25. ve 30.

giinlerde alinan su numunesi Orneklerinde amonyum Ve nitrit azotlarindaki

konsantrasyon degisimleri Cizelge 4.15 ve 4.16’da verilmistir.
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Cizelge 4.15. Kronik subletal toksisite biyodeney tanklarindaki amonyum azot
konsantrasyonlarmin (mg NH4"-N/L) zamansal degisimi (X+SD)

NH4*-N Konsantrasyonu (mg/L)

Gruplar
0.glin 4.giin 11.giin 18.giin 25.glin 30.glin

Kontrol 0,051+0,012  0,069+0,004  0,099+0,012  0,151+0,007 0,202+0,011 0,286+0,019
0,05mg/LCu  0,051£0,016  0,069+0,005  0,107+0,025 0,135+0,007 0,194+0,018 0,256+0,032
0,25mg/LCu  0,053+£0,008  0,074+0,011  0,097+0,010  0,155+0,007 0,216+0,005 0,274+0,012
0,50 mg/L Cu  0,055+0,010  0,073+£0,011  0,101+0,005  0,148+0,005 0,198+0,022 0,261+0,021
0,2 mg/L Cd 0,057+0,013  0,094+0,022  0,101+0,014  0,169+0,025 0,187+0,008 0,302+0,013
1 mg/L Cd 0,049+0,011 0,074+£0,011  0,109+0,014  0,150+0,016 0,200+0,016 0,289+0,024
2mg/L Cd 0,055+0,009  0,070+0,006  0,087+0,016  0,153+0,012 0,195+0,018 0,279+0,047

Deneme siiresince zamanla tanklardaki amonyum ve nitrit konsantrasyonlari
beslenmeye bagli artis gostermistir (Cizelge 4.15 ve 4.16). Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda kadmiyum ve bakira maruz birakilan tanklardaki amonyum ve nitrit

miktarlar1 benzer davranis gostermis ve istatistiki bir fark tespit edilememistir.

Cizelge 4.16. Kronik subletal toksisite biyodeney tanklarindaki nitrit azot
konsantrasyonlarinin (mg NO>™-N /L) zamansal degisimi (X+SD)

NO2-N Konsantrasyonu (mg/L)

Gruplar
0.giin 4.glin 11.glin 18.glin 25.glin 30.gilin

Kontrol 0,049+0,004  0,087+0,005 0,111+0,014 0,280+0,009 0,353+0,012  0,437+0,029
0,05 mg/L Cu 0,050+0,007  0,092+0,015 0,110+0,022 0,268+0,030 0,344+0,010  0,460+0,036
0,25 mg/L Cu 0,054+0,002  0,096+0,025 0,130+0,018 0,277+0,009 0,354+0,009  0,447+0,022
0,50 mg/L Cu 0,045+0,004  0,082+0,005 0,121+0,004 0,284+0,029 0,352+0,006  0,437+0,035
0,2 mg/L Cd 0,050+0,003  0,086+0,009 0,123+0,014 0,291+0,025 0,358+0,010  0,440+0,034
1 mg/L Cd 0,048+0,007  0,093+0,009 0,123+0,021 0,283+0,020 0,349+0,008  0,468+0,016
2mg/L Cd 0,054+0,007  0,095+0,015  0,132+0,020 0,287+0,011  0,363%0,006  0,438+0,027

Kir vd. (2015), nitrit igin A. regius’da 96 saat LCso degerini 18 °C’de 177,63 mg/L
NO2 -N oldugunu bildirmistir. Ayrica Kir vd. (2016) amonyum i¢in A. regius’da 96
saat LCso degerini 18 °C’de 19,79 mg/L NH4*-N oldugunu bildirmistir.
Akvaryumlarda tespit edilen amonyum ve nitrit konsantrasyonlart bu verilen
degerlerin c¢ok altinda oldugu goriilmektedir. Bundan dolayr deneme siiresince

akvaryumlarda olusan amonyum ve nitritin baliklar iizerinde olumsuz bir etki

gostermeyecegi diistiniilmektedir.
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4.5. Dokulardaki Metal Birikimleri

A. regius’da belirlenen konsantrasyon ve siirede karaciger, kas ve solungag¢ dokulari
i¢in li¢ tekrarli olarak saptanan metal diizeylerinin aritmetik ortalamalar1 ve standart
sapmalar1 Cizelge 4.17 verilmistir. 4. regius’da 30 giinliik zaman siirecinde ortamda
bulunan bakir konsantrasyonu arttik¢a dokulardaki bakir birikimi de 6nemli oranlarda
artmustir (Cizelge 4.17). Bu artis, denenen biitiin dokularda tiim konsantrasyonlar
arasinda istatistik Onem tasimaktadir (Cizelge 4.17, P<0.05). Ortam
konsantrasyonunda 10 katlik bir artig 30. giinde karaciger ve solunga¢ dokularindaki
bakir birikiminde yaklasik 1,5 katlik bir artisa neden olmustur. A. regius ‘da belirli bir
stirede ve farkli ortam konsantrasyonunda bakir birikimi bakimindan dokular arasinda
onemli farkliliklar bulundugu belirlenmistir (Cizelge 4.17). Birikim en fazla
karacigerde olmus bunu solungag ve kas dokusu izlemistir. 30. giin sonunda 0,5 mg/L
ortam konsantrasyonunda karacigerde biriken bakir, incelenen dokularda biriken

bakirin % 96’simi olusturmaktadir.

Cizelge 4.17. Farkli bakir ortam konsantrasyonlarina 30 giin siireyle birakilan A.
regius’un kas, solungag ve karaciger dokularindaki bakir birikimi (ug

Cu/g yas agirlik)
Doku
Konsantrasyon -
Kas Solungag Karaciger
Kontrol T.S.A. T.S.A. 1,545 + 0,046

0,050 mg/L Cu 0,698 £0,045 a 4,961 £0,114 a 1303+ 11,5a
0,250 mg/LCu 0,813 +£0,030 b 5,977+ 0,132 b 156,2+ 18,1 b

0,500 mg/LCu 0,971 +0,012 ¢ 7,485 £ 0,558 ¢ 196,8+ 19,9 ¢

Degerler aritmetik ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

a, b ve ¢ harfleri konsantrasyonlar arasi farki belirtmek tizere kullanilmistir.
Farkl1 harflerle gosterilen veriler arasinda istatistik farklilik vardir (P<0.05).
T.S.A. Tayin smirinin altinda

A. regius’da 30 giinliik zaman siirecinde ortamda bulunan kadmiyum konsantrasyonu
arttikca doku ve organlardaki kadmiyum birikiminin arttigi saptanmistir (Cizelge
4.18). 30. giinde denenen biitiin dokularda ve tiim konsantrasyonlar arasinda istatistik
fark tespit edilmistir (Cizelge 4.18, P<0.05). Ortam konsantrasyonunda 10 katlik bir
artis 30. giin sonunda yaklasik karacigerde 3,5, solungaglarda ise 2 kat daha fazla
kadmiyum birikimine neden olmustur. 4. regius ‘da belirli bir stirede ve farkli ortam

konsantrasyonunda kadmiyum birikimi bakimindan dokular arasinda 6nemli farklarin
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bulundugu goriilmiistiir. Birikim en fazla karacigerde olmus bunu solungac ve kas

dokusu izlemistir.

Cizelge 4.18. Farkli kadmiyum ortam konsantrasyonlarina 30 giin siireyle birakilan A.
regius’un kas, solungag¢ ve karaciger dokularindaki kadmiyum birikimi

(ng Cd/g yas agirlik)
Doku
Konsantrasyon -
Kas Solungag Karaciger
Kontrol TS.A. TS.A. TS.A.

0,2 mg/L Cd 0,817+0,024 a 8,991 £ 0,054 a 25,14+0,777 a
1,0 mg/L Cd 1,094 +£ 0,114 b 13,68 £0,801 b 50,74 +£3,615b
2,0 mg/L Cd 1,347 £ 0,207 ¢ 18,15+0,537 ¢ 87,21 £ 6,054 ¢

Degerler aritmetik ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

a, b ve ¢ harfleri konsantrasyonlar arasi farki belirtmek tizere kullanilmistir.
Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda istatistik farklilik vardir (P<0.05).
T.S.A. Tayin sinirinin altinda

4.6. Metallerin Antioksidan Enzim Aktivitelerine Etkileri

4.6.1. Bakirin dokularda katalaz enzim aktivitesine etkisi

A. regius’da dokulardaki CAT aktivitesi lizerine bakirin siireye bagl etkileri Cizelge
4.19’da gosterilmistir. Uygulanan biitiin konsantrasyonlarda kas ve solungag
dokularinda, bakirin etkisinde 30 giinliik etki siiresinde 4. giine oranla CAT enzimi
aktivitesinde artis gozlenirken karaciger dokusunda azalma gostermis ve fark anlamli
bulunmustur (P<0.05). Bu degisim kas dokusunda % 29 oraninda ve solungag
dokusunda % 24 oraninda gerceklesmistir. Karaciger dokusunda ise 0,050 ve 0,250
mg/L konsantrasyonlarda %13 civarinda olurken 0,500 mg/L konsantrasyon grubunda

% 25 oraninda gergeklesmistir (Cizelge 4.19).
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Cizelge 4.19. Farkli bakir ortam konsantrasyonlarmin etkisinde sariagiz baliginin (A.
regius) kas, solungag ve karaciger dokularindaki bakir birikiminin CAT
enzim aktivitesi (U/mg protein) iizerine siireye bagl etkisi

Siire
Doku Koprfgfirgsj’ on 4. Giin 30. Giin
X +SD X +SD
Kontrol 0,036 +0,0010 a 0,037 £ 0,0039 a
K 0,050 0,035+ 0,0010 a 0,045 +0,0010 b
as
0,250 0,035+ 0,0007 a 0,043 +£0,0012 b
0,500 0,036 +0,0012 a 0,048 +0,0024 b
Kontrol 0,535+0,0171 a 0,553 £0,0239 a
0,050 0,530+ 0,0135a 0,672+0,0271b
Solungag
0,250 0,534 +0,0154 a 0,670 £0,0334 b
0,500 0,528 £0,0161 a 0,639 +0,0177 b
Kontrol 4,883 +0,1329 a 4,867 £0,3602 a
) 0,050 4,774 £ 0,1029 a 4,188 £0,3778 b
Karaciger
0,250 4,070 £0,1308 a 3,565 +0,1340 b
0,500 3,914+ 0,0779 a 2,939 +0,1665b

Degerler aritmetik ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Ayni satirda farklh
harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde farklilik vardir.

Bakirin etkisinde kas ve solunga¢ dokusunda CAT enzim aktivitesi, 4. glinde tiim
konsantrasyonlarda kontrole oranla herhangi bir degisim gostermemis (P>0.05), 30
giinliik etki siiresinde ise tiim konsantrasyonlarda kontrole oranla artig gostermistir
(P<0.05). Karaciger dokusunda Cu etkisinde ¢alisilan her iki siirede de CAT aktivitesi
kontrole oranla azalmis ve bu azalma istatistiksel olarak dnemli bulunmustur (P<0,05)
(Sekil 4.1). Karaciger CAT aktivitesi en yiiksek ortam konsantrasyonunda (0,500
mg/L Cu) kontrole gore 4. giinde % 20, 30. giinde % 40 diizeyinde azalmistir. 0,050
mg/L konsantrasyon grubunda ise, bu azalma, 4. giinde % 2 oraninda iken 30. giinde
% 14 oraninda gerceklesmistir. Buradan CAT enzim aktivitesinin, artan siire ve artan

bakir konsantrasyonundan daha fazla etkilendigi goriilmektedir.
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Sekil 4.1. Sariagiz baliginin (A. regius) kas, solungag ve karaciger dokularinda bakir
ortam konsantrasyonlarinin CAT enzim aktivitesi lizerine etkisi.

4.6.2. Kadmiyumun dokulardaki katalaz enzim aktivitesine etkisi

Kadmiyum konsantrasyonlarinin siireye bagli olarak A. regius’un farkli dokularinda
CAT aktivitelerine etkileri ¢izelge 4.20°de gosterilmistir. Calisilan  tiim
konsantrasyonlar ve dokularda kadmiyumun etkisinde 30 giinliikk etki siiresinde 4.

giine oranla CAT enzimi aktivitesinin arttig1 belirlenmistir (P<0.05).

Kadmiyumun etkisinde kas ve solunga¢ dokularinda her iki siirede de CAT aktivitesi
kontrole oranla artis gostermistir ve bu artis istatistiksel olarak énemli bulunmustur
(P<0,05). Karaciger dokusunda her iki siirede de CAT aktivitesi kontrole oranla azalis

gostermis ve bu azalma kadmiyum konsantrasyonlari arasinda istatiksel olarak anlamli
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bulunmustur (P<0,05) (Sekil 4.2). 4. giinde 2,0 mg/L Cd konsantrasyonunda karaciger
dokusu CAT aktivitesi % 9 azalirken, 30 giinde % 35 azalis gostermis, 1,0 mg/L’de
ise 4. giinde % 7 ve 30. glinde % 29 azalma gostermistir.

Cizelge 4.20. Farkli kadmiyum ortam konsantrasyonlarinin etkisinde sariagiz baliginin
(A. regius) kas, solungag ve karaciger dokularindaki kadmiyum
birikiminin CAT enzim aktivitesi (U/mg protein) iizerine siireye bagl

etkisi.
Siire
Konsantrasyon

Doku /L cg 4. Giin 30. Giin

X +SD X +SD
Kontrol 0,036 + 0,0010 a 0,037 + 0,0039 a
b < 0,2 0,038 + 0,0010 a 0,045 + 0,0022 b
1,0 0,043 + 0,0012 a 0,045 + 0,0023 b
2,0 0,042 £0,0010 a 0,048 £ 0,0017 b
Kontrol 0,535+ 10,0172 a 0,553 + 0,0240 a
0,2 0,571 £0,0167 a 0,670 +0,0147 b

Solungag
1,0 0,639 £0,0157 a 0,726 £ 0,0266 b
2,0 0,638 +0,0184 a 0,726 + 0,0358 b
Kontrol 4,883 +0,1329 a 4,867 +0,3602 a
. 0,2 4724 +0,1323 a 3,774 +£0,1226 b
Karaciger

1,0 4557 +0,1032 a 3,458 £ 0,0837 b
2,0 4,426 +0,0730 a 3,177 +0,0657 b

Degerler aritmetik ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Ayn1 satirda farkl

harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde farklilik vardir.
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Sekil 4.2. Sariagiz baligiin (A. Regius) kas, solunga¢ ve karaciger dokularinda
kadmiyum ortam konsantrasyonlarinin CAT enzim aktivitesi lizerine etkisi.

4.6.3. Bakirin dokulardaki superoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesine etkisi

Farkli bakir konsantrasyonlarinin etkisine birakilan baliklarin kas ve solungag
dokularinda 30 giinliik etki siiresinde 4. giine oranla SOD enzim aktivitesinde artig
gbzlenmistir (P<0.05). Karaciger dokusu SOD enzim aktivitesi 0,050 mg/L ortam
konsantrasyonunda 30 giinliik etki siiresinde 4. giline oranla azalig gosterirken, diger

ortam konsantrasyonlarinda degisim gostermemistir (Cizelge 4.21).
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Cizelge 4.21. Farkli bakir ortam konsantrasyonlarmin etkisinde sariagiz baliginin (A.
regius) kas, solungag ve karaciger dokularindaki bakir birikiminin SOD

enzim aktivitesi (U/mg protein) iizerine siireye bagl etkisi.

Siire
Konsantrasyon
Doku molL o 4. Giin 30. Giin
X +SD X +SD
Kontrol 0,225+ 0,008 a 0,223 £ 0,007 a
K 0,050 0,260+0,018 a 0,361 +£0,017b
as
0,250 0,325+0,014 a 0,418+0,012b
0,500 0,412+ 0,008 a 0,622 +0,021 b
Kontrol 0,489 + 0,037 a 0,461 £0,018 a
0,050 0,532 +0,021 a 0,610+ 0,031 b
Solungag
0,250 0,754 £ 0,041 a 1,054 +£ 0,041 b
0,500 0,774 £ 0,046 a 1,371 £ 0,046 b
Kontrol 1,796 £ 0,019 a 1,775 £ 0,062 a
] 0,050 1,658 £ 0,023 a 1,613 +£0,044 b
Karaciger
0,250 1,450+ 0,040 a 1,437+ 0,027 a
0,500 1,283+ 0,030 a 1,271 £ 0,034 a

Degerler aritmetik ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Ayni satirda farklh
harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde farklilik vardir.

Kas ve solunga¢ dokularinda bakirin etkisinde SOD enzim aktivitesi 4 ve 30 giinliik
etki stirelerinde tiim konsantrasyonlarda kontrole oranla artis gosterirken, karaciger
dokusunda SOD enzim aktivitesi azalmigtir (P<0,05)(Sekil 4.3). Her iki siirede de kas
ve solungag dokularinda konsantrasyondaki artisa bagli olarak enzim aktivitesinin
artt1g1, karacigerde ise konsantrasyondaki artiga bagl olarak enzim aktivitesindeki
azalmanin daha fazla oldugu goézlenmistir (P<0.05). SOD enzim aktivitesi; kas
dokusunda 4. giinde % 86 oraninda, 30. giinde % 182 oraninda, solunga¢ dokusunda
ise 4. glinde % 57 oraninda, 30. giinde % 198 oraninda artmistir. Karaciger dokusunda

SOD enzim aktivitesi 4. ve 30. giinlerde % 29 oraninda azalmistir.
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Sekil 4.3. Sariagiz baliginin (A. regius) kas, solungag ve karaciger dokularinda bakir
ortam konsantrasyonlarinin SOD enzim aktivitesi {izerine etkisi.

4.6.4. Kadmiyumun dokulardaki superoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesine
etkisi

Uygulanan biitiin kadmiyum konsantrasyonlarinin etkisine birakilan baliklarin kas ve
karaciger dokularinda 30 giinliik etki siiresinde 4. gline oranla SOD enzim
aktivitesinde artis gozlenmistir. Solunga¢ dokusunda ise sadece 2 mg/L Cd ortam

konsantrasyonunda siireler arasinda artis gézlenmistir (P<0.05) (Cizelge 4.22).
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Cizelge 4.22. Farkli kadmiyum ortam konsantrasyonlarinin etkisinde sariagiz baliginin
(A. regius) kas, solungag ve karaciger dokularindaki bakir birikiminin
SOD enzim aktivitesi (U/mg protein) iizerine siireye bagh etkisi (EU).

Siire
Konsantrasyon
Doku oL o 4. Giin 30. Giin
X +SD X +SD
Kontrol 0,225+ 0,008 a 0,223 £ 0,007 a
K 0,2 0,242 +£0,018 a 0,278+ 0,021 b
as
1,0 0,294 £0,018 a 0,380+ 0,023 b
2,0 0,306+ 0,014 a 0,408 £ 0,026 b
Kontrol 0,490 + 0,037 a 0,461 £ 0,018 a
0,2 0,499 +£ 0,038 a 0,501 £0,038 a
Solungag
1,0 0,520+0,018 a 0,540 £ 0,037 a
2,0 0,550+0,031 a 0,632 +0,021 b
Kontrol 1,796 £ 0,019 a 1,775+ 0,061 a
] 0,2 1,596 + 0,050 a 1,651+0,057b
Karaciger
1,0 1,470 £ 0,062 a 1,538 £0,046 b
2,0 1,462 £ 0,049 a 1,534 +£0,026 b

Degerler aritmetik ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Ayni satirda farklh
harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde farklilik vardir.

Kas ve solunga¢ dokularinda kadmiyumun etkisinde SOD enzim aktivitesi 4 ve 30
ginliik etki siirelerinde tiim konsantrasyonlarda kontrole oranla artis gosterirken,
karaciger dokusunda SOD enzim aktivitesi azalmistir (P<0,05). 30 giinliik etki
stiresinde kas ve solunga¢ dokularinda konsantrasyondaki artisa bagl olarak enzim
aktivitesinin  arttigi, karacigerde (2,0 mg/L Cd konsantrasyonu harig)
konsantrasyondaki artisa bagli olarak enzim aktivitesindeki azalmanin daha yiiksek
oldugu gozlenmistir (P<0.05) (Sekil.4.4). SOD aktivitesi; kas dokusunda 4. giinde %
41 oraninda, 30. giinde % 86 oraninda, solunga¢ dokusunda ise 4. giinde % 12
oraninda, 30. giinde % 37 oraninda artmistir. Karaciger dokusunda SOD aktivitesi 4.

ve 30. giinlerde % 18-14 oraninda azalmistir.
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Sekil 4.4. Sariagiz baligmm (A. regius) kas, solungag ve karaciger dokularinda
kadmiyum ortam konsantrasyonlarinin SOD enzim aktivitesi lizerine etkisi.

4.6.5. Bakirin dokulardaki glukoz 6 fosfat dehidrogenaz (G6PD) enzim

aktivitesine etkisi

A. regius’ da G6PD aktivitesine bakir iyonlarinin etkileri Cizelge 4.23 ve Sekil 4.7°de
verilmistir. Siireler arasinda, denenen bakir konsantrasyonlarinin etkisinde A. regius’
da kas, karaciger ve solungac (0.050 mg/L hari¢) dokularinda 30 giinliik etki siiresinde
4. gline oranla G6PD enzim aktivitesinde artis gozlenmis ve bu artisin istatiksel olarak

onemli oldugu saptanmistir (P<0.05) (Cizelge 4.23).
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Cizelge 4.23. Farkli bakir ortam konsantrasyonlarmin etkisinde sariagiz baliginin (A.
regius) kas, solungag ve karaciger dokularindaki bakir birikiminin G6PD
enzim aktivitesi (U/mg protein) iizerine siireye bagl etkisi.

Siire
Konsantrasyon . .
Doku 4. Giin 30. Giin
mg/L Cu - 2
X +SD X +SD
Kontrol 0,0031 + 0,0006 a 0,0036 + 0,0004 a
K 0,050 0,0035 + 0,0003 a 0,0052 +0,0009 b
as
0,250 0,0033 + 0,0009 a 0,0057 + 0,0006 b
0,500 0,0033 £+ 0,0003 a 0,0059 + 0,0006 b
Kontrol 0,0623 + 0,0087 a 0,0662 + 0,0079 a
0,050 0,0717 £ 0,0063 a 0,0724 £ 0,0141 a
Solungag
0,250 0,0678 £ 0,0070 a 0,0839+0,0146 b
0,500 0,0694 £ 0,0179 a 0,0911 +0,0131 b
Kontrol 0,2138 £0,0136 a 0,2213 +£0,0140 a
‘ 0,050 0,1987 +0,0154 a 0,2146 + 0,0087 b
Karaciger
0,250 0,1719 +0,0059 a 0,2037 £ 0,0073 b
0,500 0,1758 £ 0,0090 a 0,1619 +£0,0040 b

Degerler aritmetik ortalama * standart sapma olarak verilmistir. Ayn1 satirda farkl
harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde farklilik vardir.

Bakirin etkisinde kas ve solunga¢ dokulart G6PD enzim aktivitesi 4. giinde tiim
konsantrasyonlarda kontrole oranla herhangi bir degisim gdstermezken, 30 giinliik etki
siiresinde tiim konsantrasyonlarda kontrole oranla artis goOstermistir. Karaciger
dokusunda G6PD enzim aktivitesi her iki siirede ve denenen tiim bakir
konsantrasyonlarinda (30. giin 0.05 mg/L hari¢) kontrole oranla azalmistir (P<0,05)
(Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Sariagiz baliginin (A. regius) kas, solungag ve karaciger dokularinda bakir

4.6.6. Kadmiyumun dokulardaki glukoz 6 fosfat dehidrogenaz (G6PD) enzim

ortam konsantrasyonlarinin G6PD enzim aktivitesi iizerine etkisi.

aktivitesine etkisi

Sariagiz baligiin dokularindaki G6PD aktivitesine kadmiyum iyonlarin etkileri
Cizelge 4.24 ve Sekil 4.8’de verilmistir. Uygulanan kadmiyum konsantrasyonlarinin
etkisinde A. regius’ da kas dokusunda 30 giinliik etki siiresinde 4. giine oranla G6PD
enzim aktivitesinde artis goriilmiistiir (P<0.05). Karaciger ve solungag¢ dokularinda ise
yiiksek ortam konsantrasyonlarinda 30 giinliik etki siiresinde 4. giine oranla G6PD

enzim aktivitesinde artis goriiliirken (P<0.05), 0,2 mg/L konsantrasyonunda anlamli

bir degisim gozlemlenmemistir (Cizelge 4.24).
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Cizelge 4.24. Farkli kadmiyum ortam konsantrasyonlarinin etkisinde sariagiz baliginin
(A. regius) kas, solungag ve karaciger dokularindaki bakir birikiminin
G6PD enzim aktivitesi (U/mg protein) iizerine siireye bagl etkisi.

Siire
Konsantrasyon
Doku malL cg 4. Giin 30. Giin
X +SD X +SD
Kontrol 0,0032 = 0,0006 a 0,0036 + 0,0004 a
Kas 0,2 0,0028 + 0,0003 a 0,0051 + 0,0005 b
1,0 0,0032 + 0,0006 a 0,0061 = 0,0004 b
2,0 0,0031 + 0,0004 a 0,0058 + 0,0008 b
Kontrol 0,0623 + 0,0087 a 0,0662 + 0,0079 a
0,2 0,0748 + 0,0200 a 0,0856 + 0,0144 a
Solungag
1,0 0,0841 + 0,0208 a 0,1079 + 0,0183 b
2,0 0,0787 + 0,0134 a 0,1022+0,0116 b
Kontrol 0,2138 +0,0136 a 02213 +0,0140 a
» 0,2 02113 +0,0162 a 0,2178 10,0128 a
Karaciger
1,0 02018 +0,0144 a 0,2248 +0,0100 b
2,0 0,1840 + 0,0088 a 0,2108 + 0,0154 b

Degerler aritmetik ortalama =+ standart hata olarak verilmistir. Ayn1 satirda farkl
harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde farklilik vardir.

Kadmiyumun etkisinde kas dokusu G6PD enzim aktivitesi 4. giinde tim
konsantrasyonlarda kontrole oranla herhangi bir degisim gdstermezken, 30 giinliik etki
stiresinde tiim konsantrasyonlarda kontrole oranla artig gdstermistir. Solungag¢ dokusu
(4. glin 0.2 mg/L Cd hari¢) denenen tiim siire ve konsantrasyonlarda kontrole oranla
artis gostermis ve fark anlamli bulunmustur (P<0,05). Karaciger dokusunda G6PD
enzim aktivitesi 4. giinde artan konsantrasyon ile azalma gostermis ancak sadece 2
mg/L konsantrasyon i¢in fark anlamli bulunmustur (P<0,05). 30 giinliik etki siiresinde
ise karacigerde sadece 1 mg/L konsantrasyon i¢in fark anlamli diger konsantrasyonlar

icin 6nemsiz bulunmustur (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Sariagiz baligmin (A. regius) kas, solunga¢ ve karaciger dokularinda
kadmiyum ortam konsantrasyonlarmin G6PD enzim aktivitesi iizerine
etkisi.

4.6.7. Bakirin dokulardaki glutamat piruvat transaminaz (GPT) enzim

aktivitesine etkisi

A. regius’ da dokulardaki GPT aktivitesi {izerine bakirin siireye bagl etkileri Cizelge
4.25’de gosterilmistir. 0.050 ve 0.250 mg/L bakir konsantrasyonlarinin etkisinde A.
regius’ da kas dokusunda 30 giinliik etki siiresinde 4. giine oranla GPT enzim aktivitesi
artig gosterirken, karacigerde (0,05 mg/L hari¢) 30 giinliik etki siiresinde 4. giine oranla
GPT enzim aktivitesinde artis gozlenmistir (P<0.05) (Cizelge 4.25). Solungag

dokusunda GPT enzim aktivitesinde kontrol ve 0,05 mg/L gruplarinda siireler arasinda
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bir fark tespit edilmezken, 0,250 mg/L grubunda artma, 0,500 mg/L grubunda azalma
belirlenmistir (Cizelge 4.25).

Cizelge 4.25. Farkli bakir ortam konsantrasyonlarmin etkisinde sariagiz baliginin (A.
regius) kas, solungag ve karaciger dokularindaki bakir birikiminin GPT

enzim aktivitesi tizerine (U/mg protein) siireye bagl etkisi.

Siire
Konsantrasyon
Doku mglL Cu y 4. Giin 30. Giin
X +SD X +SD
Kontrol 0,0096 + 0,0005 a 0,0098 + 0,0008 a
K 0,050 0,0105 + 0,0009 a 0,0125+0,0010 b
as
0,250 0,0101 £ 0,0006 a 0,0140 £0,0013 b
0,500 0,0124 + 0,0009 a 0,0132 +£0,0012 a
Kontrol 0,0074 + 0,0007 a 0,0078 £ 0,0010 a
0,050 0,0093 £0,0017 a 0,0094 + 0,0008 a
Solungag
0,250 0,0102 +0,0007 a 0,0116 £0,0009 b
0,500 0,0128 £ 0,0013 a 0,0112 + 0,0006 b
Kontrol 0,1243 + 0,0056 a 0,1268 + 0,0072 a
) 0,050 0,1456 +0,0056 a 0,1502 +0,0050 a
Karaciger
0,250 0,2042 + 0,0046 a 0,2273 £0,0041 b
0,500 0,2573 £ 0,0068 a 0,2658 + 0,0066 b

Degerler aritmetik ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Ayn1 satirda farkl
harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde farklilik vardir.

Bakirin etkisinde kas dokusu GPT enzim aktivitesi (4. giinde 0,25 mg/L harig¢) tiim
slire ve konsantrasyonlarda kontrole oranla artis gostermistir. GPT enzim aktivitesi
karaciger ve solungag¢ dokusunda artan bakir konsantrasyonu ile artig gostermis ve fark
anlamli bulunmustur (P<0,05) (Sekil 4.7). Karaciger dokusunda GPT enzim aktivitesi
0,5 mg/L konsantrasyonunda kas dokusunda % 35, solungacta % 44 ve karacigerde %

110 oraninda artis gostermistir.
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Sekil 4.7. Sariagiz baliginin (A. regius) kas, solungag ve karaciger dokularinda bakir
ortam konsantrasyonlarinin GPT enzim aktivitesi {izerine etkisi.
4.6.8. Kadmiyumun dokulardaki glutamat piruvat transaminaz (GPT) enzim

aktivitesine etkisi

A. regius’ da dokulardaki GPT aktivitesi lizerine kadmiyumun siireye bagli etkileri
Cizelge 4.26’da gosterilmistir. 0,2 ve 2,0 mg/L kadmiyum konsantrasyonlarinin
etkisinde A. regius’ da kas dokusunda 30 giinliik etki siiresinde 4. giine oranla GPT
enzim aktivitesi artig gosterirken, karaciger ve solungac¢ dokularinda denenen tiim
konsantrasyonlarda 30 giinliik etki siiresinde 4. giine oranla GPT enzim aktivitesinde

artis gozlenmistir (P<0.05) (Cizelge 4.26).
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Cizelge 4.26. Farkli kadmiyum ortam konsantrasyonlarinin etkisinde sariagiz baliginin
(A. regius) kas, solungag ve karaciger dokularindaki bakir birikiminin

GPT enzim aktivitesi (U/mg protein) iizerine siireye bagh etkisi.

Siire
Konsantrasyon . .
Doku mg/L Cd 4. Gun 30. Giin
X +SD X +SD
Kontrol 0,0096 + 0,0005 a 0,0098 + 0,0008 a
K 0,2 0,0098 + 0,0008 a 0,0133 £ 0,0017 b
as
1,0 0,0117 £+ 0,0006 a 0,0119 + 0,0005 a
2,0 0,0105 +0,0014 a 0,0132 £ 0,0007 b
Kontrol 0,0074 + 0,0007 a 0,0078 + 0,0010 a
0,2 0,0082 +0,0012 a 0,0097 + 0,0006 b
Solungag
1,0 0,0085 + 0,0010 a 0,0101 £ 0,0009 b
2,0 0,0084 + 0,0005 a 0,0101 £ 0,0014 b
Kontrol 0,1243 + 0,0056 a 0,1268 + 0,0072 a
‘ 0,2 0,1054 + 0,0065 a 0,1283 +0,0072 b
Karaciger
1,0 0,0758 £ 0,0035 a 0,0897 + 0,0055 b
2,0 0,0579 £ 0,0042 a 0,0742 £ 0,0068 b

Degerler aritmetik ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Ayni satirda farklh
harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde farklilik vardir.

Kadmiyumun etkisinde kas ve solunga¢ dokusu GPT enzim aktivitesi tiim siire ve
konsantrasyonlarda kontrole oranla artis gostermistir. Karaciger dokusunda GPT
enzim aktivitesi (30. gin 0,2 mg/L Cd harig) her iki siirede ve tiim ortam
konsantrasyonunda kontrole oranla azalmistir (P<0,05) (Sekil 4.8). Kas dokusunda
GPT enzim aktivitesi 1 mg/L grubunda 4. giinde % 22 oraninda artis géstermisken, 2
ve 0,5 mg/L gruplarinda 30. giinde % 35 artis gostermistir. Solunga¢ dokusunda en
yiiksek ortam konsantrasyonunda (2 mg/L Cd) 4. giinde % 15, 30. giinde % 30
oraninda GPT enzim aktivitesi artmistir. Karaciger dokusunda ise incelenen giinlerde

yaklasik % 50 oraninda enzim aktivitesinde azalma kaydedilmistir.
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Sekil 4.8. Sariagiz baliginin (A. regius) kas, solunga¢ ve karaciger dokularinda

kadmiyum ortam konsantrasyonlarinin GPT enzim aktivitesi tizerine etkisi.
4.7. Bakir ve Kadmiyumun Dokulardaki Lipid peroksidasyonu (LPO)
Uzerindeki Etkileri

Sucul organizmalarda agir metal kirliligi tarafindan indiiklenen LPO, tiyobarbitiirik
asit reaktif madde testi ile ikincil LPO {irliniinii temsil eden malondialdehit (MDA)
olusumuyla ifade edilir (Draper vd., 1993; Janero 1990). MDA, c¢esitli hiicresel
bilesenlerle yogun bir sekilde reaksiyona girebilir ve béylece enzimler ve membranlar
ciddi sekilde hasar goriir ve membrandz elektrik direnci ve akiskanlig diiser (Kelly
vd.,1998). Metal toksisitesinin biyokimyasal degerlendirmesinde, MDA seviyesi LPO
derecesi i¢in uygun bir gosterge olarak kabul edilmektedir (Nogueira vd., 2003;
Sayeed vd., 2003; Blaha vd., 2004; Almroth vd., 2005). Bundan dolay1 bakir ve
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kadmiyum wuygulamalarinin A. regius dokularinda meydana getirdigi lipid
peroksidasyon derecesinin belirlenebilmesi icin MDA diizeyleri belirlenmis ve

sonuglar degerlendirilmistir.

4.7.1. Bakirin dokulardaki malondialdehit (MDA) diizeylerine etKisi

A. regius’ da bakir maruz birakilmasimin dokulardaki MDA seviyelerine etkileri
Cizelge 4.27 ve Sekil 4.11°de verilmistir. Bakir konsantrasyonlarinin etkisinde A.
regius’ da kas ve solungag¢ dokusunda 30 giinliik etki siiresinde 4. giine oranla MDA
diizeyleri artig gostermistir. Bu fark kas dokusunda 0,500 mg/L ve solunga¢ dokusunda

0,250 mg/L konsantrasyonunda 6nemsiz bulunmustur (Cizelge 4.27).

Cizelge 4.27. Farkli bakir ortam konsantrasyonlarinin etkisinde sariagiz baliginin (A.
regius) kas, solungag ve karaciger dokularindaki bakir birikiminin MDA
diizeyleri lizerine siireye baglh etkisi.

Siire
Doku Kopﬁgfirg’ on 4. Gin 30. Giin
X +SD X+ SD
Kontrol 1,256 + 0,020 a 1,277+ 0,024 a
0,050 1,274 +0,025 a 1,298+ 0,016 b
Kas 0,250 1,313+0,016 a 1,3324£0,019b
0,500 1,344 + 0,015 a 1,354+0,019 a
Kontrol 3,258+ 0,027 a 3,264+ 0,037 a
0,050 3,322 40,025 a 3,414+0,020 b
Solungag 0,250 36270019 3,651+ 0,029 a
0,500 4,125+ 0,036 a 4467 +0,033b
Kontrol 5,46 + 0,034 a 5,67 + 0,026
0,050 5,455 + 0,034 a 5,986 + 0,040 b
Karaciger 0,250 5,831+ 0,030 a 7,455 + 0,044 b
0,500 6,542 0,026 a 8,839 + 0,038 b

Degerler aritmetik ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Ayni satirda farkl

harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde farklilik vardir.
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Karaciger dokusunda denenen tiim konsantrasyonlarda 30 giinliik etki siiresinde 4.

giine oranla MDA diizeylerinde artis gdzlenmistir (P<0.05).

Bakirin etkisinde kas, solungag ve karaciger dokularinda MDA diizeyleri tiim siire ve
konsantrasyonlarda kontrole oranla artis gostermis ve fark istatiksel olarak anlamli
bulunmustur (P<0.05) (Sekil 4.9). Kas dokusunda MDA diizeyi 4. giinde % 7 oraninda,
30. giinde % 6 oraninda artis gdstermistir. Solungac dokusunda MDA diizeyi 4. glinde
% 27 oraninda artig gosterirken, 30. giinde % 37 artis gostermistir. Karaciger dokusu

MDA diizeyleri 4. giinde % 25 oraninda artig gosterirken, 30. giinde % 68 artis

gostermistir.
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Sekil 4.9. Sariagiz baliginin (A. regius) kas, solungag ve karaciger dokularinda bakir
ortam konsantrasyonlarinin MDA diizeyleri {izerine etkisi.
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4.7.2. Kadmiyumun dokulardaki malondialdehit (MDA) diizeylerine etkisi

A. regius’un kadmiyuma maruz birakilmasimin dokulardaki MDA seviyelerine etkileri
Cizelge 4.28 ve Sekil 4.10°da verilmistir. Kadmiyum konsantrasyonlarinin etkisinde
A. regius’ da kas dokusunda 30 giinliik etki siiresinde 4. giine oranla MDA diizeyleri
artis gostermis ve fark 0,200 mg/L konsantrasyon grubu hari¢ anlamli bulunmustur.
Solungag ve karaciger dokusunda da denenen tiim konsantrasyonlarda 30 giinliik etki
siiresinde 4. giine oranla MDA diizeylerinde artis gozlenmis ve fark Onemli

bulunmustur (P<0.05) (Cizelge 4.28).

Cizelge 4.28. Farkli kadmiyum ortam konsantrasyonlarinin etkisinde sariagiz baliginin
(A. regius) kas, solungag ve karaciger dokularindaki bakir birikiminin
MDA diizeyleri iizerine siireye bagl etkisi.

Siire
Konsantrasyon

Doku malL Cd. 4. Giin 30. Giin

X +SD X +SD
Kontrol 1,256 +0,020 a 1277 £0,024
02 1,286 +0,027 a 1,305 +0,015 a
Kas A 1322+0,015a 1,356+ 0,014 b
20 1,351+0,017 1,385+ 0,018 b
Kontrol 3,258 +0,027 a 3,264+ 0,037 a
0.2 3,364+ 0,027 a 3,418+0,018 b
Solungag 10 3,944+ 0,027 a 4,135+0,024 b
20 4224+0,018a 4,578 +0,021 b
Kontrol 5,246+ 0,034 a 5,267 + 0,026 a
0.2 5,545+ 0,026 6,684 % 0,026 b
Karaciger 10 6,122+£0,022 a 8,127+ 0,018 b
20 7,127+0,028 a 9,891 % 0,025 b

Degerler aritmetik ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Ayn1 satirda farkl

harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde farklilik vardir.
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Kadmiyumun etkisinde incelenen tiim dokularda MDA diizeyleri tim siire ve

konsantrasyonlarda kontrole oranla artis gostermis ve fark istatiksel olarak anlamli

bulunmustur (P<0.05) (Sekil 4.10). Kas dokusunda MDA diizeyleri hem 4. giinde hem

de 30. giinde % 8 artig gdstermistir. Solunga¢ dokusunda MDA diizeyi 4. giinde % 30

oraninda artig gosterirken, 30. giinde % 40 artig gostermistir. Karaciger dokusu MDA

diizeyleri 4. giinde % 36 oraninda artig gosterirken, 30. giinde % 88 artig gostermistir.
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Sekil 4.10. Sariagiz baliginin (A. regius) kas, solunga¢ ve karaciger dokularinda
kadmiyum ortam konsantrasyonlarinin MDA diizeyleri iizerine etkisi.

83



5. TARTISMA VE SONUCLAR

Cevre kirliliginin bir gostergesi olarak; ozellikle yumusakgalar ve baliklar gibi
canlilarda  Olgiilen  metalik  kirleticiler,  yasadiklar1  ortamda  bulunan
konsantrasyonlarina bagli olarak belirli, hatta tehlikeli diizeylere erisebilir. Sucul
organizmalarda agir metal birikimi ve bunun séz konusu canlilarda olusturdugu
tahribat ile hasarlarin arastirilmasi, bir taraftan agir metallere karst duyarlilig yiiksek
olan tiirlerin belirlenmesini saglarken, diger taraftan da anilan canlilarin viicut
mekanizmalarindaki isleyislerdeki parametrelerde olusabilecek reaksiyonlarin
saptanmasi noktasinda olduk¢a onemlidir. Sediment, su kiitlesi ve bu ortamlarda
yasayan canlilarda kirlilik izleme programlar1 ve ekotoksikolojik risk degerlendirme
calismalar1 agir metal yiikii oldugu diisiiniilen ortamlarda periyodik olarak takip
edilmelidir. Bu kapsamda sucul ekosistemlerle iliskili ekotoksikolojik etkilerin
arastirilmasinda ¢esitli omurgasiz ve omurgali test organizmalar1 kullanilmaktadir.
Ozellikle son yillarda model organizma olarak gesitli tiirde baliklarin kullanilmasi

oldukga yayginlagmistir (Atasayar vd, 2014).

Toksisite testleri, bir biyoindikatér olarak uygun organizmalari tanimlamak ve
kimyasallar i¢in su kalitesi standartlari1i elde etmek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Toksisite testleri, su ekosistemlerindeki toksik maddelerin etkisini
ve kaderini degerlendirmek igin onemli bir aractir. Ulkemizde, &zellikle
organizmalarin biyoindikator olarak kullanilmasinda agir metal arastirmalari halen
azdir. Bu nedenle, metal toksisitesi hakkinda veri toplamak, organizmanin
hassasiyetini belirlemek ve Tiirkiye’nin su topluluklarini koruyabilmesi i¢in izin
verilebilir bir sinir elde etme noktasinda, kullanilabilecek yerel organizmalar ile

caligmalar yapilmas1 6nem arzetmektedir.

Bu arastirmada canli materyal olarak kullanilan sariagiz baligi (Argyrosomus regius)
ticari degeri yiiksek deniz baliklarindan olup, hizli biiyiimesi, yem doniisiim oraninin
yiikksek olmasi, genis tuzluluk aralifinda yasayabilmesi ve kaliteli et yapisi ile
yetistiricilik i¢in biiyiik potansiyele sahip alternatif bir tiir olarak kabul edilmektedir.
Bu tiirdeki uygulamalarda olas1 Cu ve Cd birikimi ile biyokimyasal etkileri konusunda

bilimsel veriler elde etmek icin deneysel caligmalar yapilmistir.
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5.1. Argyrosomus regius’da Akut Bakir Toksisitesi

Sparague vd. (1969), akut toksisite testlerini, maddenin konsantrasyonunun organizma
i¢in Oldiiriicii oldugunu kanitladigi, bir maddenin kisa siireli 6liimiiniin 6l¢timii olarak
ifade etmislerdir (Paruruckumani vd., 2015). Paruruckumani vd. (2015), LCso
degerinin uygulanmasi, sucul yasamdaki kimyasal kirletici maddelerin potansiyel
olumsuz etkilerini degerlendirmek i¢in en yiiksek diizeyde belirleyici bir test oldugunu

bildirmistir.

Bryan (1976), c¢ozeltide agir metallerin toksisitesini etkileyen bir dizi faktor
listelemistir. Bunlar, ¢0zlinmiis metal formunu, diger metallerin varligin1 ve
organizmalarin fizyolojisi ile davranisini etkileyen faktorleri igerir (Paruruckumani
vd., 2015). Bakir, baliklar i¢in oldukga toksiktir ve mevcut arastirmamizda A. regius
icin akut bakir toksisite testinde ilk 6liim zamanlar1 1 mg/L konsantrasyonunda 72.
saat, 2 mg/L’de 18. saat, 5 mg/L’de 10. saat, 10 ve 20 mg/L’de 4. saat ve 40 mg/ L’de
ise 2. saat olarak kaydedilmistir. Ayrica deneme sonunda 96 saat LCso 1,643 mg/L Cu

olarak tespit edilmistir.

Wong vd. (1999), giimiis ¢ipura Sparus sabra fingerlinglerinde ve juvenillerinde 96
saat LCso degerlerini sirasiyla 1,03 ve 1,24 mg/L Cu olarak belirlemislerdir.
Istatistiksel olarak da bakir toleransi bakimindan fingerling ve juveniller arasinda bir
fark bulamamislardir (Cizelge 5.1). Yang ve Chen (1996), juvenil japon yilan balig
(Anguilla japonica) i¢in 96 saat LCsg degerini 0,34 mg/L Cu olarak belirlemislerdir.
Birdsong ve Avault (1971), juvenil Trachinotus carolinus igin 96 saat LCso degerini
1,97 mg/L Cu oldugunu bildirmislerdir (Wong vd., 1999). Krishnani vd. (2003), asya
levregi (Lates calcarifer) yavrularinda (11mm) 96 saat LCso degerini 1,3 mg/L Cu*?
olarak bildirmislerdir (Olivia vd., 2007). Paruruckumani vd. (2015) ise asya levregi
(Lates calcarifer) juvenillerinde 24, 48, 72 ve 96 saat LCso degerlerini 110.83, 93.58,
76.71 ve 68.32 mg/LCu*? olarak belirlemislerdir. Ayrica Emad vd. (2005), deniz balig
Mugil seheli fingerlinglerinde bakir igin 96 saat LCso degerini 1,64 mg/L Cu*?olarak
bildirmislerdir.
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Cizelge 5.1. Sparus sarba i¢in elde edilmis bakir LCso degerleri (Wong vd., 1999)

LCso (Mg/L Cu)
Sparus sarba
24 saat 48 saat 72 saat 96 saat
Fingerling 2,01 1,28 1,17 1,03
(1,69-3.29) (0,98-1,56) (0,86-1,47) (0,71-1,31)
Juvenil 2,36 1,52 1,34 1,24

(2,14-3,07) (1,18-1,88) (1,00-1,53) (0,84-1,57)

Olivia vd. (2007), ¢ipura (Sparus aurata) embriyo ve larvalarinda 48 saat LCso
degerlerini sirasiyla 0,054 ve 0,261 mg/L Cu*? olarak belirlemislerdir. Bu yiizden
cipura embriyolarinin ¢ipura larvalarina kiyasla bakira karsi 4-5 kat daha hassas
olduklarin1 gormiislerdir. Ayrica Liang vd. (2010), mercan (Pagrus major) embriyo
ve larvalarinda bakir igin 48 saat LCso degerlerini 0,15 ve 0,52 mg/L Cu*? olarak
belirlemigler ve embriyolarin bakira karsi larvalardan yaklasik 3 kat daha duyarh

olduklarini tespit etmislerdir (Cizelge 5.2).

Cizelge 5.2. Sparus aurata (Olivia vd., 2007) ve Pagrus major (Liang vd., 2010)
embriyo ve larvalari i¢in elde edilmis bakir LCso degerleri

Sparus aurata LCso (mg/L)
(Olivia vd., 2007) 24 saat 48 saat 72 saat 96 saat
Embriyo 0,076 0,054
(0,068-0,093) (0,048-0,058)
Larva 0,261 0,083 0,064
(0,182-0,375) (0,062-0,097) (0,048-0,081)
Pagrus major LCso (mg/L)
(Liang vd., 2010) 24 saat 48 saat 72 saat 96 saat
Embriyo 0,23 0,15
(0,19-0,27) (0,13-0,17)
Larva 0,52 0,19 0,13

(0,46-0,60)  (0,16-0,23)  (0,11-0,14)

Baliklarin 96 saatlik LCso degerleri, tiirlere, cinsiyete, yasa, biiylikliige, sicakliga,
pH’ya, suyun sertligine ve 6zellikle tuzluluga bagl olarak degisiklik gosterir (Emad
vd., 2005). Cizelge 5.3’de tath sularda yasayan farkli balik tiirlerine yonelik yapilmis

bakir toksisitesi denemelerinden elde edilmis LCsp degerleri verilmistir.
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Cizelge 5.3. Farkli balik tiirleri i¢in bakir LCsp degerleri

-~ .. LCso
Kaynaklar Balik Tiirii Siire (mg/L Cu)
24 saat | 1,837
. 48 saat | 1,114
Bulut vd., 2014 Oncorhynchus mykiss
72 saat | 1,093
96 saat | 1,054
24 saat | 0,740
. . .. 48 saat | 0,560
Zahedi vd., 2012 Rutilus frisii kutum
72 saat | 0,454
96 saat | 0,454
48 saat | 6,48
Vutukuru vd., 2006 Esomus danricus 72 saat | 4,90
96 saat | 5,50
24 saat | 1,58
) ) ’ 48 saat | 0,98
Joshi ve Prakash, 1990 Noemacheilus rupicola
72 saat | 0,60
96 saat | 0,23
Channa marulius 96 saat | 32,96
Batool vd., 2014
Wallago attu 96 saat | 0,60
Giindogdu 2008 Oncorhynchus mykiss 96 saat | 0,094
Oncorhynchus mykiss 96 saat | 0,020
Eyckman vd., 2011 Cyprinus carpio 96 saat | 0,065
Carassius auratus gibelio 96 saat | 0,150
Chen vd., 2012 Oreochromis mossambicus 96 saat | 2,55
o Rasbora sumutrana 96 saat | 0,006
Shuhaimi-Othman vd., 2010 — -
Poecilia reticulata 96 saat | 0,038
C_urlm_ata prochilodus 96 saat | 0.047
Levy vd., 2009 vimboides
Piaculeorinus macrocephalus |96 saat | 0,090
Ictalurus punctatus 96 saat | 1,75
Straus, 2006
Marone chrysops 96 saat | 0,85
Mazon ve Fernandes, 1999 | Prochilodus scrofa 96 saat | 0,029
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Bulut vd. (2014), Oncorhynchus mykiss i¢in 96 saat LCso degerini 1,054 mg/L Cu*?
olarak belirlerken; Giindogdu (2008), 0,094 mg/L Cu*? olarak, Eyckman vd. (2011)
ise 0,020 mg/L Cu*? olarak belirlemislerdir. Ayrica Eyckman vd. (2011), bakir i¢in 96
saat LCso degerini Cyprinus carpio icin 0,065 mg/L Cu*? oldugunu, Carassius auratus
gibelio igin 0,150 mg/L Cu*? oldugunu ve Onchynchus mykiss’in bakira diger balik

tiirlerinden daha hassas oldugunu bildirmisglerdir.

Shuhaimi-Othman vd. (2010), Rasbora sumutrana’nin Poecilia reticulata’dan bakira
karsi ¢ok daha duyarli oldugunu belirtmislerdir. Levy vd. (2009)’de Piacu leorinus
juvenillerinin  Curimata prochilodus juvenillerine kiyasla bakirdan daha az
etkilendigini bildirmislerdir. Cizelge 5.3’deki tiirler incelendiginde bakira karsi en
hassas tiirin Rasbora sumutrana’nin oldugu, en dayanikli tiiriin de Channa
marulius’un oldugu goriilmektedir. Channa marulius igin 96 saat LCsp degeri 32,96
mg/L Cu*? olarak bulunmustur (Batool vd., 2014).

Bu sonuclar, deniz baliklar1 ile tatli su baliklarinin bakir1 tolere edebilme
yeteneklerinde, farkliliklarin oldugunu gostermektedir. Bu etki kismen baliklarin
fizyolojisinin farkli tuzluluktaki sularda farkli olmasi ve bakir toksisitesine dayanma
yeteneklerinde degisikliklere yol agmasi nedeniyle olabilir. Tuzluluga ek olarak, su
sertliginin artmasi baliklarin bakir toksisitesine duyarliligini azaltabilmektedir (Liang
vd., 2010). Sert sularda balik solungaglarindan daha az metal viicuda alinmaktadir. Su
sertligine bagli subletal toksisite degisimleri de letal degisimlere paralellik

gostermektedir (Cetinkaya ve Karatas, 2010).

Gerek tatli gerekse de tuzlu su baliklarinin bakir i¢in hesaplanmis LCso degerleri
Argyrosomus regius igin bizim elde etmis oldugumuz degerle (1,643 mg/L Cu*?)
kiyaslandiginda bakirin Argyrosomus regius i¢in oldukca toksik oldugu sdylenebilir.
Literatiirlerle karsilastirildiginda bu degerin ¢ogu balik igin elde edilmis degerlerle
parelellik gosterdigi goriilmektedir. Bu da suda ¢6ziinmiis bakirm A. regius igin

oldukga tehlikeli oldugunu gostermektedir.
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5.2. A. regius’da Akut Kadmiyum Toksisitesi

Kadmiyumun sariagiz baliklar1 {izerindeki 96 saatlik akut toksisitesi LCso= 6,699
mg/L olarak bulunmustur. Ayrica kadmiyumun sariagiz baliklar1 iizerinde 72 saat
LCso= 8,049 mg/L, 48 saat LCso= 10,171 mg/L ve 24 saat LCso= 18,645 mg/L olarak

bulunmustur. Siire uzadik¢a kadmiyumun LCso degeri azalma gostermistir.

Liang vd. (2010), mercan (Pagrus major) embriyolarinda kadmiyum igin LCso
degerlerini 24 saat i¢in 9,8 mg/L ve 48 saat i¢cin 6,6 mg/L olarak, larvalarda ise 24, 48,
72 ve 96 saat LCsg degerlerini sirastyla 18.9, 16.2, 8.0 ve 5.6 mg/L olarak belirlemigler
ve embriyolarin kadmiyum toksisitesine larvalardan daha hassas olduklarim
belirtmislerdir. 0,8 mg/L'den yiiksek kadmiyum konsantrasyonlar1 diisiikk kulugka
verimine, kulugka siliresinin uzamasma, yiiksek mortaliteye, morfolojik

anormalliklere, embriyo ve larvalarin uzunlugunun azalmasina yol agmustir.

Thophon vd. (2003), 30 ppt tuzluluga sahip dogal deniz suyu kullanarak siirekli
havalandirmanin oldugu statik biyodeney kosullarinda L. calcarifer yavrular ile
yaptiklari ¢alismada kadmiyum igin 96 saat LCso degerini 20,12 mg/L olarak ve
maksimum kabul edilebilir toksikant konsantrasyonunu (MATC) 7,79 mg/L olarak
bulmuslardir. Emad vd. (2005), deniz baligi Mugil seheli fingerlinglerinde kadmiyum
i¢in 96 saat LCsg degerini 5,36 mg/L olarak belirlemislerdir. Hamed (1992) ise Mugil
seheli i¢in kadmiyumun 72 saat LCsg degerini 4,87 mg/L oldugunu bildirmistir (Emad
vd., (2005). Ayrica EI-Moselhy (2001)’de kadmiyumun Mugil seheli'ye toksisitesinin,
maruz kalma siiresinin artmasiyla azaldigin1 ve LCso degerlerini 24, 48, 72 ve 96
saatlerde sirasiyla 12.34, 8.92, 6.01 ve 3.45 mg/L oldugunu belirtmistir. Kadmiyuma
duyarliligi bakimidan LCsp degerleri karsilastirildiginda A. regius’un L. calcarifer e
gore daha hassas oldugu, ancak Mugil seheli ile benzer 6zellik gosterdigi

goriilmektedir.

Tatlhi su balik tiirleri iizerinde yapilmis c¢alismalarda da kadmiyum toksisitesi
bakimindan benzer sonuglar elde edilmistir. Levy vd. (2009), kadmiyumun 96 saat
LCso degerini Prochilodus vimboides juvenilleri i¢in 3,16 mg/L ve Leporinus
macrocephalus i¢in 7,42 mg/L olarak; Garcia-Santos vd. (2006), Nil tilapiasinda
(Oreochromis niloticus) kadmiyumun 96 saat LCso degerini 7,42 mg/L olarak; Shukla
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vd. (2007), Channa punctatus juvenilleri i¢in kadmiyumun 96 saatlik LCso degerini
11,8 mg/L olarak; Suresh vd. (1993), Cyprinus carpio’da LCso’yi 17,1 mg/L olarak
bildirmislerdir. Shuhaimi-Othman vd. (2010), kadmiyuma en hassas tiirlerin R.
Sumatrana ile P. reticulata oldugunu ve kadmiyumun 96 saat LCso degerlerini bu
tiirler i¢in sirastyla 0,102 mg/L ve 0,168 mg/L olarak bildirmislerdir. Javed vd. (2016),
kadmiyuma en dayanakli tiiriin Channa marulius oldugunu ve 96 saat LCso degerlerini
Channa marulius, Mystus seenghala ve Wallagu attu i¢in sirasiyla 101.25, 53.28 ve
39.38 mg/L Cd*? olarak saptamislardir.

Bu galismadaki toksisite testinin sonuglari Cu iyonik formunun Argyrosomus regius’a
gore kadmiyumun iyonik formundan daha toksik oldugunu ve juvenillerin kadmiyuma
kiyasla bakir toksisitesine karsi daha duyarli oldugunu gostermistir. Denton ve
Burdon-Jones (1986); Cui vd. (1987) ve Wu vd. (1990) bakirin larva ve yetiskin balik
tiirleri i¢in kadmiyuma gore daha toksik oldugunu (Emad vd., 2005), ayrica Levy vd.
(2009); Emad vd. (2005); Shuhaimi-Othman vd. (2010); ve Shukla vd. (2007) yavru
(juvenil) baliklar i¢inde bakirin kadmiyumdan daha toksik oldugu bildirmislerdir.

Akut toksisitedeki farkliliklar, su kalitesindeki ve test tiirlerindeki degisikliklerden
kaynaklanabilmektedir. Balik tiirlerinin belirli bir agir metale duyarliligi, LCso
seviyeleri i¢in ¢ok 6nemli bir faktortiir. Bir metalin toksisitesine kars1 oldukga hassas
olan baliklar, ekosistemdeki metalin ayni seviyesindeki baska bir metalin toksisitesine
daha az veya daha duyarli olabilmektedir. Buna karsilik, diisiik konsantrasyonlarda
balik tiirlerine yliksek derecede toksik olan bir metal ayn1 veya daha yiiksek
konsantrasyonlarda diger tiirlere gore daha az veya hatta toksik olmayabilir. Stres
tepkisinin bir biitilin olarak fizyolojik degisiklikler ile karakterize oldugu yaygin olarak
kabul edilmektedir. Akut toksisite ¢aligmalari, baligin su kalitesinin belirlenmesinde
ilk adimdir. Bu ¢alismalar, goriiniiste kisa dozlamalarda bile balik 6liimiine neden olan
toksik konsantrasyonlari (LCso) ortaya koymaktadir. Bu nedenle, agir metallerin suda
yasayan organizmalarda, 6zellikle baliklarda, ksenotoksik etkilerinin duyarliligini
gosteren c¢alismalara ihtiya¢ vardir. Bu nedenle, bu calismadan, sariagiz baligi A.

regius’un bakira ve kadmiyuma kars1 oldukga duyarli oldugu sonucuna vartlmistir.
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5.3. Kronik Subletal Cu Konsantrasyonlarmma Maruz Birakilan A. regius
Dokularindaki Cu Birikimi

Amiard vd. (1987), baliklarda agir metal birikiminin, doku ve organlar arasinda
farklilik gostermekle birlikte genellikle metabolik bakimdan aktif doku ve organlarda
yiiksek konsantrasyonlarda meydana geldigini bildirmistir (Cicik, 2003). A. regius’da
belirlenen siire ve ortam konsantrasyonunun etkisinde bakir birikimi en fazla
karacigerde olmus bunu solungag ve kas dokusu izlemistir. Metal birikimi bakimindan
doku ve organlar arasinda saptanan bu ayrim, doku ve organlarin islevlerindeki
farklilikla agiklanabilir (Cicik, 2003). A. regius’da incelenen tiim dokularda artan
maruz kalma konsantrasyonu ile dokularda biriken bakir miktarida artig gostermistir.

Yani birikim konsantrasyona bagimlh gergeklesmistir.

Bu ¢alismadan elde edildigi gibi, Cogun vd. (2003), O. niloticus ile 0,1 ve 1 mg/L Cu’a
30 giin maruz biraktiklar1 ¢alismada; dokulardaki birikimi karaciger>solunga¢> kas
seklinde belirlemisler ve konsantrasyon artis1 ile dokulardaki birikiminde arttigini ve
ayn1 zamanda viiciit bliytikliigiiniin kas dokusundaki bakir birikimini etkilemedigini,
ancak solungag ile karaciger dokularimi etkiledigini bildirmislerdir. Yine Wong vd.
(1999), bakirin biyobirikimini giimiis ¢ipura Sparus sarba fingerlingleri ve juvenilleri
icin 0.15, 0.30 ve 0.45 mg/L Cu*?’ya 30 giin siireyle maruz kalan baliklarin kontrol
hayvanlarindan daha fazla bakir i¢erdigini tespit etmisler ve hem fingerling hem de
juveniller i¢in en yiiksek bakir konsantrasyonlari bagirsakta bulunmus ve bizim
calismadakine benzer bir sekilde, dokularda biriken bakir konsantrasyonlarini,
bagirsak> karaciger> gonad> solungaglar> deri ve kas seklinde belirlemiglerdir.
Ayrica Cicik (2003), sazan (Cyprinus carpio) fingerlingleri 0,5 ve 5 mg/L Cu’a 15 giin
stireyle maruz biraktiklar1 ¢alismada maksimum Cu birikimi karacigerde olurken,

minimum birikimin kas dokusunda meydana geldigini bildirmislerdir.

Erdem ve Kargin (1990), 20 giin siireyle 0.1, 1.0 ve 10.0 mg/L konsantrasyonlarinda
bakirin etkisine maruz birakilan bahklarin (Tilapia nilotica) ¢alisilan doku ve
organlarindaki bakir birikiminin siire ve konsantrasyon diizeyi ile orantili olarak
arttigini saptamiglardir. Bakar birikiminin en fazla dalak en az kas dokusunda oldugu
belirlenmigtir. Bakir birikimi bakimindan dokular arasindaki iliski sirasi ile soyle

bulunmustur: Dalak > Karaciger > Bagirsak > Mide > Solungag¢ > Kas. Yine Kargin
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ve Erdem (1991), 10, 20, 30, 45 ve 60 giin siireyle 0.01, 0.10, 1.00 ve 10 ppm bakir
konsantrasyonu maruziyetine birakilan Sazan (Cyprinus carpio)’larin tim ortam
konsantrasyonlarinda doku ve organlardaki bakir birikiminin ortam konsantrasyon
diizeyi ve ortamda bekletilme siiresi ile orantili olarak arttigi bulunmustur. Bakir
birikiminin en yiiksek karacigerde, en diisiik ise kasta oldugu saptanmistir. Bakir
birikimi bakimindan dokular arasindaki iliski ise soyle bulunmustur: Karaciger >
Dalak > Mide > Bagirsak > Solunga¢ > Kas. Ayrica Kargin ve Erdem (1992), kisa
stireli (96 saat) 60 mg/L bakir etkisine birakilan Tilapia (Tilapia nilotica)’ nin
karaciger, solungag¢ ve kas dokularindaki metal birikimini en yiiksek karacigerde ve
takiben solungag¢ ve kas dokularinda belirlemislerdir. Tiim bu sonuglarin A. regius

dokularinda elde edilen verilerle uyum igerisinde oldugu goriilmektedir.

Mazon ve Fernandes (1999), P. scrofa juvenillerini ¢esitli konsantrasyonlarda bakira
96 saat boyunca maruz biraktiktan sonra solungag, karaciger, bobrek, kas ve bagirsak
dokularindaki bakir miktarlarini arastirdiklar1 ¢alismada, Karacigerde bakir birikimi
diger dokularla karsilastirildiginda en fazla bulunmus, bunu bagirsak ve bobrek
izlemigtir. Karaciger ve bobreklerin toksik maddelerin detoksifikasyonunda ve
atillminda 6nemli bir rol oynadig: bilinmektedir. Bu da anilan organlardaki yiiksek
bakir birikimini agiklamaktadir. Diger yandan, en az birikimin solungac ve kas
dokusunda oldugunu bildirmislerdir. Solungaglarin, 6zellikle su ile temas eden genis
yiizey alani ve hayvanin dis ve i¢ ortamini ayiran ¢ok ince bariyer nedeniyle, baliklarin
bakir alimi i¢in ana alan oldugu varsayilmaktadir. Bu durumda, Solungaglardan ve
daha az yogun bir sekilde viicut yiizeyinden metal alimimin karacigere kan akimi
yoluyla taginmasi, metabolize edilmesi ve daha sonra safra yoluyla atilmasi kabul
edilir. Sudaki artan metal seviyeleri, bakira bagli hepatositlerde depolanan
metalotiyoninler gibi metal baglayici proteinlerin iiretimine yol agar. Metal fazlalig
karacigerdeki a-globuline baglanir, seruloplazmin iiretir ve bobreklerden atilir. Cok
yiiksek bakir seviyelerine maruz kalma meydana geldiginde ve karacigerin bakir
cikarma kapasitesi asildiginda, daha toksik olan bakir tiirleri kan dolasimindan diger

organlara tagiabilir.
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5.4. Kronik Subletal Cd Konsantrasyonlarmma Maruz Birakilan A. regius
Dokularindaki Cd Birikimi

Agir metal gibi toksik elementlerin balik, deniz memelileri ve deniz iirlinlerinin
dokularinda biyolojik olarak biriktigi bilinmektedir (Cicik, 2003).Baliklar tarafindan
agir metal alinimi su,besin, solungaglar ve tiim viicut yiizeyinden absorbsiyon yolu ile
olsa da dolasim sistemi araciligiyla karaciger, bobrek ve dalak gibi metabolik
bakimdan aktif organlara tasinarak birikmektedir. Cesitli balik tiirleri ile yapilan
arastirmalarda, dokulardaki metal birikiminin metale (Allen, 1995a,b), metalin ortam
konsantrasyonuna (Gill vd, 1992), etkide kalma siiresine (Suresh et al., 1993), tiire
(Erdem ve Kargin, 1990) ve tiiriin gelisme evresine (Beaumont et al., 2000) bagl
olarak degisim gosterdigi gibi suyun fiziko—kimyasal 6zelliklerine (Pagenkopf, 1983)

o

baglh olarak da degistigi saptanmisgtir (Erdem vd., 2005).

A. regius ile yiiriitillen buarastirmada kadmiyumun 0,20, 1,00 ve 2,00 mg/L ortam
konsantrasyonlarinin 30 giin siireli etkisinde mortalite gozlenmemesi belirlenen siirede
calisilan konsantrasyonlarin tiiriin tolere edebilir sinir igerisinde oldugunu
gostermektedir. Baliklarda kadmiyumun doku birikimi, ortam konsantrasyonu ve
etkide kalma siiresine bagli olarak artis gostermistir. Kadmiyumun belirlenen
konsantrasyonlardaki etkisi incelenen dokulardaki metal birikimini kontrole oranla
onemli diizeyde arttirmigtir. Metal birikimi bakimindan incelenen dokular arasinda en
fazla birikimin karacigerde, en az birikimin ise kas dokusunda oldugu saptanmustir.
Diger deniz baliklar1 gibi, A. regius da metale maruz kaldiktan 30 giin sonra kasta
diisiik bir Cd konsantrasyonu gostermistir. Bu durum, toplam balik agirliginin biiyiik
bir kismin1 kas dokusunun olusturmasi ile agiklanabilir ve boylece metal; bagirsak,
karaciger, bobrek ve solungac¢ gibi diger organlarla karsilastirildiginda, 6nemli

miktarda beyaz kas dokusunda seyreltilmis olur (Cao vd., 2012).

Suda yasayan hayvanlarin dokularindaki metal birikiminin maruz kalma
konsantrasyonuna, siiresine ve ayrica tuzluluk, sicaklik, etkilesime giren ajanlar ve
ilgili dokunun metabolik aktiviteleri gibi baz1 diger faktorlere bagli oldugu kabul edilir
(Shukla vd., 2007).
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Cirillo vd. (2012), yaptiklar1 ¢calismada, ¢ipurayi (Sparus aurata) 11 giin boyunca 0,1
mg/L kadmiyuma maruz birakarak, Cd birikim yollarini arastirdiklar1 ¢aligmada en
cok metal birikiminin karacigerlerde ve solungacta biriktigini ve kas dokusunda
herhangi bir Cd birikiminin olmadigimi bildirmislerdir. Souid vd. (2013), Sparusa
urata'nin farkli dokularinda Cd (0,5 mg/L)'un kisa siireli maruz kalmasi (2, 4 ve 24
saat) altinda birikimini arastirdiklar1 ¢alismada sonuglarin farkli dokulardaki Cd
birikiminin metale maruz kalma siliresinin uzunluguna bagli olarak degistigini ve
dokulardaki Cd birikimleri biiyiikten kiigige dogru; Bagirsaklar, karaciger, solungag
ve kas seklinde oldugunu bildirmistir. Buradan elde edilen bilgiler dogrultusunda
kadmiyum birikimi bakimindan sariagiz (A. regius) i¢in bu ¢alismada elde edilen

bulgular ile gipura (S. aurata)’nin benzer 6zellik gosterdigi anlagilmaktadir.

Shukla vd. (2007), Channa punctatus’u 11,8 mg/L kadmiyuma 4 giin siireyle maruz
biraktiktan sonra dokulardaki metal birikimini inceledikleri ¢alismada maksimum
kadmiyum birikiminin solungaglarda oldugunu bildirmislerdir. Solungaclar ortamla
dogrudan temas ettiginden kisa siireli maruz birakmalarda baslangigta solungaglarda
birikim fazla olmakta siire uzadik¢a birikimin azaldigi ifade edilmistir. Costa vd.
(2012), solungaglarin metali detoksifiye eden en etkili organ oldugunu bildirmistir.
Metal iyonu uzun siireli maruz birakmalarda genellikle solungaglarda daha az birikir.
Ciinkii bunlar Cd birikiminin gecici bir hedef organidir ve daha sonra Cd sindirim ve

iireme organlarina aktarilir ve burada birikir (Wu vd., 2007).

Cattani vd. (1996), levrek D. labrax’10,5 ve 5 pg/L kadmiyuma maruz biraktiklarinda
7 glin sonunda her iki konsantrasyon i¢in de dokulardaki birikimi azalan sirayla
bobrek, karaciger ve solungac seklinde bulmuslardir. Kuroshima (1992), tatli suda 0,3
mg/L kadmiyuma sazan Cyprinus carpio’yu ve deniz suyunda ise 10 mg/L kadmiyuma
mercan Pagrus major, 96 saat siireyle maruz birakmislar ve dokulardaki birikimi
incelemiglerdir. Sazanin kadmiyuma maruz kalmasi solungaglarda en yiiksek birikime
neden olurken, ardindan bdbrek, bagirsak ve karacigerde azalan sirayla birikim
gostermistir. Akut kadmiyuma maruz kalan mercanda ise en yiiksek birikim
karacigerde olmus ve ardindan bobrek, bagirsak ve solungaglara gore azalan sirayla
sonuclanmistir. C. carpio’da kadmiyumun 127 giin siireli etkisinde 53 pg/L ortam
konsantrasyonunda, bdbreklerdeki kadmiyum konsantrasyonu karacigerden 4 Kkat,

kastan 50 kat daha yiiksek bulunmus, 443 pg/L Cd konsantrasyonunda ise bobrek

94



kadmiyum igerigi karacigerden 2 kat, kastan 100 kat daha yiiksek bulunmustur.
O.mykiss’de kadmiyum birikimi bakimindan incelenen dokularin
bobrek>karaciger>solungag>kas seklinde siralandigi belirlenmistir (Melgar vd.,
1997). Baliklarda kadmiyum etkisi, bobrek dokusunun yani sira karaciger ve dalak
gibi metabolik bakimdan aktif dokularda molekiil agirhigr diisiik, metal baglayici
proteinlerin sentezini arttirmaktadir (Hogstrand ve Haux, 1990). Bu arastirmada en
fazla kadmiyum birikiminin karaciger dokusunda saptanmasi, metalin metal baglayici
proteinlere baglanarak bu dokularda alikonmasi, lizozomal vezikiiller tarafindan
fagosite edilerek tutulmasi ve dejenere eritrositlerin dalaga tasinarak pargalanmasi

nedeniyle olabilecegini ifade etmislerdir.

Cogun vd. (2003), ¢esitli su tiirleriyle yapilan ¢alismalarda, karacigerin metal birikimi
icin ana organ oldugunu ve aym1 zamanda metallerin depolanmasi, yeniden
dagitilmasi, detoksifikasyonunda veya donilislimiinde 6nemli bir rol oynadigini
bildirmistir. Baliklardaki karacigerlerin kirletici maddeler i¢in iyi bir biyoindikator
organ olarak uygun oldugu kabul edilmektedir. Bu, muhtemelen karacigerin,
cevrelerinden daha yiiksek seviyelerde cesitli tiirlerdeki kirleticileri biriktirme
egiliminden kaynaklanmaktadir (Galindo vd., 1986). Cogun vd. (2003), O. niloticus
ile 0,1 ve 1 mg/L kadmiyuma 30 giin maruz biraktiklar1 ¢aligmada dokulardaki
birikimi karaciger>solunga¢> kas seklinde belirlemislerdir. Yesilbudak ve Erdem
(2014), C. carpio ve O. niloticus’ 0,5 mg/L kadmiyuma 30 giin maruz biraktiktan sonra
bobrek, karaciger, solungag ve kas dokusunda Cd birikimini inceledikleri ¢calismada,
kadmiyum birikiminin kas dokusu disindaki tiim dokularda maruz kalma siirelerinin
artmastyla arttigin1 bildirmislerdir. Solungag, bobrek ve karaciger dokularindaki 30.
giinde goriilen bu artig, ilk giine gore sirasiyla yaklasik 2, 3 ve 6 kat olarak
bulunmustur. Kadmiyum birikimi, C. carpio'nun boébrek dokusunda en yiiksek oldugu
ve bunu takiben tiim maruz kalma siirelerinde karaciger, solunga¢ ve kas dokularinda
en yiiksek oldugu goriilmiistiir. O. niloticus'un dokularinda Cd birikiminde belirgin
artis, kas dokusu disinda uzun siireli maruz kalma siirelerinde gézlenmistir. Solungag
kadmiyum seviyeleri 30. giinde 1. giine gore dokuz kat artis géstermistir. En yiiksek
Cd birikimi de bobrek dokusunda, ardindan C. carpio'daki gibi karaciger, solungag ve

kas dokularinda saplamislardir.

95



Kadmiyumun biyolojik bir iglevinin olmadigi bilinmektedir ve atilim i¢in su ve diger
metabolik atiklarla birlikte bobrege tasinir. Bu islem sirasinda, metalotiyoninler gibi
metal baglanma proteinlerine yeniden emilimi ve baglanmasi, diger dokularla
karsilastirildiginda bdobreklerde ve karacigerde bulunan yiiksek seviyelerde
kadmiyumu agiklayabilir (Yesilbudak ve Erdem, 2014). Kadmiyum birikimi tiirden
tire farklilik gosterir ve maruz kalma siiresine baglhidir (Velma vd., 2009). Agir
metallerin nadiren balik dokularinda diizgiin dagildig1 ve belirli hedef organlarla
biriktigi iyi bilinmektedir. Her doku i¢in metal metabolizmasinin spesifik bir roliiniin
gelistirildigi  kabul edilmistir (Cinier vd., 1999). Tiirler arasinda dokulardaki
birikimlerde meydana gelen farkliliklar osmoregiilasyon ve detoksifikasyon

mekanizmalarindaki farkliliklar ile agiklanabilir.

5.5. Subletal Bakir ve Kadmiyuma Maruz Birakilan A. regius’un Dokularmdaki

Antioksidan Enzim Aktivitelerinin incelenmesi

5.5.1. Bakir ve kadmiyumun dokulardaki superoksit dismutaz (SOD) enzimi

uizerindeki etkileri

Baliklarin, metallerin etkisinden kaynaklanan oksidatif strese karsi enzimatik veya
enzimatik olmayan savunma kullandigi bilinmektedir (Basha ve Rani, 2003). SOD'ler,
stiperoksitin molekiiler oksijene ve H20'ya ayrismasini katalize eden, oksijenden
tiiretilmis serbest radikallere karst énemli bir savunma hattin1 olusturan énemli bir
metaloenzimdir (Fridovich, 1995). Bu ¢alismada, bakir ve kadmiyum uygulamalari A.
regius dokularinda oksidatif stres biyobelirteglerinde bazi degisiklikler meydana
getirmistir. A. regius’da belirli bir siirede dokularda SOD aktivitesi {izerine bakirin
konsantrasyona bagli etkileri 4. ve 30. giinlerde degerlendirilmis ve hem 4. giinde hem
de 30. gilinde artan bakir konsantrasyonuyla kas ve solunga¢ dokusunda SOD
aktivitesinin arttig1, karacigerde ise azaldigi tespit edilmistir. Ay sekilde
kadmiyumun etkisine birakilan A. regius dokularindaki SOD aktivitesinde de benzer

degisiklikler gbzlenmistir.

Karaciger oksidatif stres karsisinda diger dokulardan daha giiclii oldugu ve antioksidan

enzim aktivitelerinin en yiiksek oldugu 6nemli bir organdir. Bu, karacigerin ¢oklu
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oksidatif reaksiyonlarin ve maksimal serbest radikal olusumlarmin hedef bolgesi
olmasi1 nedeniyle ilgili olabilir (Giil vd., 2004: Avci vd., 2005: Messaoudi vd.’den,
2009). SOD-CAT sistemi oksijen toksisitesine karsi ilk savunma saglar. SOD, CAT
aktivitesi ile detoksifiye edilen siiperoksit anyon radikalinin su ve hidrojen peroksite
dismutasyonunu katalize eder. Hem saha hem de laboratuvar galismalarinda organik
veya metalik Kirletici maddelere maruz kalan hayvanlarda SOD ve CAT
aktivitelerinde cesitli tepkiler gozlenmistir. Bu enzimlerin doza, tlire veya maruz
kalma yoluna bagli olarak metaller tarafindan indiiklendigi veya inhibe edildigi
gosterilmistir (Rom'eo vd., 2000; Atli vd., 2006). Dimitrova vd. (1994) genellikle,
kirleticilere maruz kalindiginda baliklarin SOD ve CAT aktivitelerinde eszamanli bir

etkilesim yanit1 gézlendigini bildirmislerdir (Messaoudi vd., 2009).

Ransberry vd. (2015) Fundulus heteroclitus’ u tatli su ve deniz suyunda 50 pg/L ve
200 pg/L 96 saat boyunca bakira maruz birakip solungag¢ ve karacigerdeki etkilerini
arastirdiklar1 ¢alismada karacigerde deniz suyunda diisiik konsantrasyonda bakirin
SOD aktivitesini bir miktar artirdigimi ancak farkin istatistiki olarak anlamsiz
oldugunu, ancak yiiksek konsantrasyondaki bakira (200 pg/L konsantrasyon) maruz
kalan tatli sudaki balik solungaglarinda ve diisiik konsantarasyona (50ug/L
konsantrasyon) maruz kalan deniz suyunda bulunan baliklarin solungaglarinda SOD
aktivitelerinin azaldigin1 bildirmiglerdir. Bu durum kisa siireli bakira maruz birakilan
A. regius karacigeri ile benzer olmakla birlikte solungaglarda tersi bir durum ile
karsilagilmistir. Eyckman vd. (2011), akut ve kronik bakirin etkisine biraktiklari 3
balik tiirlinde solungag SOD aktivitesi ilgili yaptiklari calismada, O.mykiss ve
C.carpio’da incelenen her iki konsantrasyonda da (2 ve 50 pg/L; 6,5 ve 50ug/L)
solunga¢ SOD aktivitesinin sadece 3. giinde arttigini diger siirelerde (30 giine kadar)
degismedigini, Carassius auratus gibelio’da ise (15 ve 50 pg/L) akut maruz
birakmalarda degismedigi kronik maruz birakmalarda ise arttigini bildirmislerdir.
Regoli ve Pricipato (1995), farkli bakir konsantrasyonlarina maruz biraktiklari M.
galloprivincialis’in solunga¢ dokusunda SOD aktivitesinin arttigini1 bildirmislerdir.
Radi ve Matkovics (1998), farkli konsantrasyonlarda bakira 24 saat maruz biraktiklar
C. carpio’nun kas, solungag ve karaciger dokularindaki SOD aktivitesinin azaldigini
bildirmislerdir. Viyavel vd. (2006) cesitli konsantrasyonlarda bakira 96 saat maruz
biraktiklar1 Terapon jarbua’nin karaciger, bobrek ve dalak dokularinda SOD

aktivitesinin azaldigini bildirmislerdir.
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Calismamizda 4 ve 30 giinliik siirelerle Cu'ya maruz kalan baliklarda, SOD aktivitesi,
stirenin uzamastyla dnemli bir degisim gostermistir. SOD aktivitesindeki bu degisim,
Cu etkisinde oksidatif stresin artmasi ile iligskilendirilebilir (Atl1 vd., 2006). Dokularda
SOD'nin aktivitesindeki artis, yliksek miktarda siiperoksit anyon radikalinin {iretimini

gosterirken, aktivitedeki azalma SOD enziminin inhibe oldugunu gdstermektedir.

Kadmiyuma maruz kalan balik dokularinda SOD aktivitelerinde gesitli tepki seviyeleri
gbzlenmistir. Shi vd. (2005), 5 mg/L kadmiyuma maruz kalan Carassius auratus
karacigerinde SOD aktivitesini arttirdigini bildirmistir. Kahverengi alabalik (Salmo
trutta) 15 giin boyunca Cd'ye maruz birakildiktan sonra solungag ve karacigerde SOD
aktivitesi artmis ancak bobrek dokusunda degismeden kalmistir (Hansen vd., 2006). 2,
4 ve 8 mg/L Cd’a 28 giin maruz birakilan japon pisi baliginin karacigerinde ytiksek
konsantrasyonda (8 mg/L) indiiklendigi, solunga¢ dokusunda ise yiiksek
konsantrasyonda (8 mg/L) inhibe edildigi goriilmistiir (Cao vd., 2012). Messaoudi vd.
(2009), deniz balig1 Salaria basilisca 2 mg/L Cd’a 14 ve 28 giin siireyle maruz
biraktiklari caligmalarinda, karaciger dokusundaki SOD aktivitesinin 28. giinde daha

fazla olmak tizere her iki siirede de arttigini bildirmistir.

Bu aragtirma bulgularinin aksine Souid vd. (2013), 0,5 mg/L kadmiyuma 24 saat
slireyle maruz biraktiklar: S.aurata karaciger dokusunda SOD aktivitesinin ilk 4 saat
de artis gosterdigini 24 saat de ise degismedigini bildirmistir. Yine Almedia vd. (2002)
¢esitli kadmiyum konsantrasyonlarina 60 giin siireyle maruz birakilan O.niloticus’un
kas ve karaciger dokularinda SOD aktivitesinin arttigin1 belirtmislerdir. Ayni sekilde
Alak vd. (2013) 2 mg/L kadmiyuma maruz birakilan Salmo trutta fario’nun kas ve
solunga¢ dokularinda SOD aktivitesinin azaldigini bildirmislerdir. Zikic vd. (2001)
Carassius auratus gibelio, Asagba vd. (2008) Clarias gariepinus’da farkli siire ve
konsantrasyonlarda kadmiyumun etkisine birakilan baliklarin karacigerinde SOD
aktivitesinin azaldigin1 bildirmislerdir. Bu bulgular A. regius karacigerinde SOD

aktivitesindeki azalmayla uyum gostermektedir.

Karaciger Cd’un detoksifikasyon ve birikimi i¢in balikta hedef doku oldugundan
(Messaoudi vd., 2009), bu dokuda biriken yiiksek Cd konsantrasyonu dogrudan MT
ve SOD’u etkilemektedir (Cao vd., 2012). SOD’un kadmiyuma toleransi, MT'nin
etkisine baglanmistir. MT, kadmiyumu baglayarak toksisitesini azaltir (Fowler 1989;

98



Wimmer vd., 2005). Karacigerin bu c¢alismada Cd kaynakli oksidatif stresi tolere
edememesi, bu organin MT'yi hizli ve verimli bir sekilde yeterince
sentezleyemediginden kaynaklandigi sdylenebilir (Asagba vd., 2008). Cd kaynakl
enzimlerin inhibisyonunda ¢esitli mekanizmalar bulunmaktadir. Bunlardan biri
metallerin aktif metaloenzim boélgesinden ayrilmasidir. SOD yapisinda Zn, Cu ve Mn
gibi metalleri bulunduran bir metaloenzimdir (G6tz vd., 1994). Bu nedenle; Cd
enzimin yapisinda bulunan Zn, Cu ve Mn ile yer degistirmesi sonucu karacigerde

SOD’un aktivitesinin azalmasina neden oldugu séylenebilir.

5.5.2. Bakir ve kadmiyumun dokulardaki katalaz (CAT) enzimi iizerindeki

etkileri

CAT enzimi organizmalarda antioksidan mekanizmada anahtar 6neme sahip bir
detoksifikasyon enzimidir ve H>Oz’yi molekiiler oksijen ve suya metabolize eder ve
boylece SOD-CAT sistemi oksidatif toksisiteye karsi ilk savunma hattini olusturur
(Asagba vd., 2008). Bundan dolayr SOD ve CAT aktivitelerinde eszamanli bir yanit
beklenir ve birbirleriyle tanimli olarak hareket ederler (Cao vd., 2012). A. regius’da
SOD enzim aktivitesinde oldugu gibi bakir ve kadmiyumun etkisinde dokularda stire
ve konsantrasyonun artisiyla CAT aktivitesi kas ve solunga¢ dokularinda artis,
karaciger dokusunda ise azalma gostermistir. Karaciger CAT aktivitesindeki bu
azalma yliksek bakir konsantrasyonlarinin etkisinde strese girmeleri nedeniyle bakira

bir tepki sonucu oldugu diistiniilmektedir

Eyckman vd. (2011), bakirin 3 balik tiirliniin solungag CAT aktivitesi iizerine etkisini
inceledikleri ¢alismada, O. mykiss’de diisiik konsantrasyonda (2 pug/L) hem akut hem
de kronik etkisinde solunga¢ CAT aktivitesi artmis, yiiksek konsantrasyonda (50 ug/L)
akut maruz birakmada CAT aktivitesi degismezken uzun siireli maruz birakmada artis
gostermistir. C. carpio’da ise diigiik konsantrasyonda (6,5 ng/L) CAT aktivitesi kisa
siireli uygulamalarda artarken uzun siireli maruz birakmada azalmis, yiiksek
konsantrasyonda ise (50 pg/L) CAT aktivitesi degisim gostermemistir. C. auratus
gibelio’da uygulanan her iki konsantrasyonda da (15 ve 50 ug/L) akut ve kronik maruz
birakma siirelerinde CAT aktivitesinde bir degisim gozlemlememislerdir. Atasayar vd.
(2014), zebra baligi (Danio rerio)’n1 96 saat siireyle 0.1, 0.5, 1 ve 5 mg/L bakira maruz
biraktiklarinda solunga¢ CAT aktivitesinin diisiik konsantrasyonlarda (0,1 ve 0,5
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mg/L) degismedigini, yliksek konsantrasyonlarda (1 ve 5 mg/L) azaldigim
bildirmislerdir. Yine Sampaio vd. (2008), Piaractus mesopotamicus’u 0,4 mg/L bakira
48 saat maruz biraktiklarinda kas ve solunga¢ dokularinda CAT aktivitesinin
azaldigin1 gérmuslerdir. Atli vd. (2006), Nil tilapiasi (O. niloticus)’n1 96 saat siireyle
0.1, 0.5, 1 ve 1,5 mg/L bakira maruz biraktiklari calismada CAT aktivitesinin bobrek
ve karaciger dokularinda degismedigini solunga¢ dokusunda ise diisiik
konsantrasyonda (0,1 mg/L) azaldigi diger konsantrasyonlarda arttigini
bildirmislerdir. Radi ve Matkovics (1998), farkli konsantrasyonlarda bakira 24 saat
maruz biraktiklart C. carpio’nun kas, solunga¢ ve karaciger dokularindaki CAT
aktivitesinin azaldigini bildirmislerdir. Liu vd. (2006), 40 giin siireyle 1 mg/L bakirin
etkisine biraktiklari Carassius auratus’un karaciger dokusunda CAT aktivitesinin
azaldigini belirtmiglerdir. Yapilan ¢aligmalar ve bu arastirma sonuglarindan, baliklarin
bakirin etkisine kisa ya da uzun siireli birakilmasi sonucu, kas, solungag ve karaciger
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CAT aktivitesinin degistigi goriilmektedir.

Bu calismada kadmiyuma maruz kalan balik dokularindaki CAT aktivitelerinde artis
veya azalma gozlenmistir. Shi vd. (2005), 5 mg/L kadmiyuma maruz kalan Carassius
auratus karacigerinde CAT aktivitesini azalttigin1 bildirmistir. Kahverengi alabalik
(Salmo trutta) 15 giin boyunca Cd'ye maruz birakildiktan sonra solunga¢ dokusunda
CAT aktivitesi artmis ancak karaciger ve bobrek dokusunda degismeden kalmistir
(Hansen vd., 2006). 2, 4 ve 8 mg/L Cd’a 28 giin maruz birakilan japon pisi baliginin
karaciger, bobrek ve solungaclarinda incelenen tiim konsantrasyonlarda CAT
aktivitesinin degismedigi goriilmistiir (Cao vd., 2012). Messaoudi vd. (2009), deniz
balig1 Salaria basilisca 2 mg/L Cd’a 14 ve 28 giin siireyle maruz birakilarak karaciger
dokusundaki CAT aktivitesinin 28 gilinde daha biiyiik bir artis olmakla birlikte her iki
siirede de arttigini bildirmistir. Asagba vd. (2008) ¢esitli konsantrasyonlarda Cd’a 21
giin maruz birakilan Clarias gariepinus un kas, solunga¢ ve karaciger dokularinda
CAT aktivitesinin degismedigini, Ath vd. (2006) 96 saat kadmiyuma (0.1, 0.5, 1 ve
1.5 mg/L) maruz birakilan O.niloticus solungag, bobrek ve karaciger dokularindaki
CAT aktivitesinin degismedigini, Zikic vd. (2001) 20 mg/L Cd’a 15 giin siireli maruz
biraktiklar1 C. auratus gibelio karacigerinde artan siire ile CAT aktivitesinin azaldigini

bildirmislerdir.
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Bu caligmada goriilen karaciger CAT aktivitesindeki azalmanin, kadmiyumun
antioksidan savunma sistemi {izerindeki inhibitdr etkisi nedeniyle olabilecegi

distiniilmektedir.

5.5.3. Bakir ve kadmiyumun dokulardaki glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD)

enzimi iizerindeki etkileri

Glukoz-6-Fosfat Dehidrojenaz (G6PD), NADPH niikleotidinin indirgenmesindeki
onemli roliinden dolay1 sitozolik redoks durumunun siirdiiriilmesi i¢in gerekli olan
kritik bir sitosolik antioksidan enzimdir. NADPH, oksidatif stres durumunu dnleyen
glutatyon reoksidasyonu igin énemli bir kofaktordiir. Bu nedenle uzun zamandir bir
antioksidan enzim olarak taninmistir ve baliklarda karsinogeneze neden olan kirliligin
bir biyobelirteci olarak kullanilmaktadir. Ayrica G6PDH’m metabolizmada
kirleticilere kars1 yiiksek duyarliliga sahip anahtar faktor oldugu bildirilmistir (Alaa
vd., 2010). Yapilan bu caligmada A. regius’da kas ve solunga¢ G6PD aktivitesi 4.
giinde bakirdan etkilenmezken, 30. giinde artis gostermis, karaciger G6PD aktivitesi
ise bakir konsantrasyonunun artisiyla azalmis ve bu azalma Cu konsantrasyonlari
arasinda anlamli bulunmustur. G6PD aktivitesindeki artig, mitokondri tarafindan
reaktif oksijen tiirlerinin {iretiminin artisiyla ilgili olabilir. Bununla birlikte G6PDH
aktivitesindeki azalma ise, indirgenmis glutatyon (GSH) yoluyla detoksifikasyon
islevinde olas1 bir eksikligi gdstermektedir. Buna karsilik, bu tiir bir eksiklik kismen,
Carvalho ve arkadaglar: tarafindan bildirildigi gibi ayn1 kosullarda tutulan baliklarin
karacigerindeki metalotiyonein konsantrasyonunun artisiyla telafi edilebilecegi
bildirilmigtir. Carvalho ve Fernandes (2008) farkli sicaklik ve pH’larda cesitli
konsantrasyonlarda 96 saat siireyle bakira maruz biraktiklar1 Prochilodus lineatus
juvenillerinin karacigerinde G6PD aktivitesinin azaldigini bildirmislerdir. Kiric1 vd.
(2017), 96 saat siireyle farkli konsantrasyonlarda CuSO4.5H20’a maruz birakilan
Capoeta umbla solungag, bobrek ve karaciger dokularinda artan konsantrasyon ve
maruz kalma siiresi ile G6PD enzim aktivitesinde azalma kaydetmislerdir. Bu
calismada 4 ve 30 giin siire ile kadmiyuma maruz birakilan A. regius’un kas dokusunda
G6PD aktivitesi 4. giinde etkilenmemis, 30. glinde ise artmistir, solunga¢ G6PD
aktivitesi incelenen her iki siirede de artis gostermis, karaciger G6PD aktivitesi ise
bakir konsantrasyonun artisiyla azalmis ve 4. glinde sadece 2 mg/L. Cd, 30. giinde ise

1 mg/L Cd konsantrasyonlarinda fark anlamli bulunmustur.
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Zirong ve Shijun (2007), Tilapia’da (O. niloticus) hepatik glutatyon (GSH)
metabolizmasi arastirdiklar ¢alismalarinda, tilapia’lari 1, 5, 10, 20 ve 40 giin siireyle
3 mg/L Cd’a maruz birakmislardir. G6PD aktivitesinin baslangigta arttigini, daha
sonra azaldigini ancak yinede kontrole kiyasla daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir.
Firat vd., (2008), Oreochromis niloticus’u 0.1 ve 1 mg/L Cd’a 7 ve 28 giin siireyle
maruz birakmislar, solungag ve karaciger dokularinda G6PD enzim aktivitesindeki
degisimi inceledikleri ¢calismada, solungac ve karaciger dokularinda her iki siirede de
G6PD aktivitesinin arttigi, diisiik konsantrasyonda ise her iki dokuda da 7. giinde
degismedigini 28. gilinde ise azaldigimi bildirmislerdir. Hisar vd., (2009), Cd’un O.
mykiss’de 1, 3, 5 ve 7 giin siireyle 1, 3 ve 5 mg/L Cd’a maruz birakmislar ve solungacg,
karaciger ile bobrek dokularinda G6PD enzim aktivitesindeki degisimi
incelemislerdir. Tiim dokularda konsantrasyon arttikca G6PD aktivitesinin arttigini,
yiikksek konsantrasyonlarda (5 mg/L Cd) en yiiksek G6PD aktivitesinin ilk giin
goriildiigiinii, diisiik konsantrasyonlarda. (1 ve 3 mg/L Cd) ise en yiiksek aktivitenin
3. giinde ve en diistik aktivitenin 7. giinde tespit edildigini bildirmislerdir. Chen vd.
(2013), 6 hafta siireli 0,49 ve 0,95 mg/L Cd’a maruz biraktiklar sar1 yaym baligi
Pelteobagrus fulvidraco juvenillerinin kas ve karacigerindeki G6PD aktivitesinin
arttigini, Pierron vd. (2007) 5 pg/L Cd’a 30 giin biraktiklart Avrupa yilan baliginin
karacigerinde benzer bir artis oldugunu bildirmislerdir. Gargiula vd (1996), 10 mg/L
kadmiyuma 40 giin maruz biraktiklar1 Carassius auratus bobreginde G6PD
aktivitesinin azaldigini bildirmislerdir. Benzer bir sekilde 15, 30, 60 ve 120 giin 1,12
mg/L.  kadmiyuma maruz birakilan Channa punctatus karacigerinde G6PD
aktivitesinde azalma tespit edilmistir (Sastry ve Shukla, 1994). Bainy vd. (1996),
Kirlenmis nehirlerden topladiklart O. niloticus’un solungag, bobrek ve karaciger

dokularinda G6PD aktivitesinin azaldigin bildirmiglerdir.

Sonug olarak, glikolitik yolun ve G6PD'nin aktivitesinde meydana gelen artma ve
azalmalar ortamda bulunan bakir ve kadmiyumun pentoz fosfat yolundaki aktiviteler
tizerine dogrudan etkisi oldugunu gostermektedir. Bakir ve kadmiyuma maruz kalan
A. regius karacigerindeki glikolitik enzim aktivitelerindeki azalma, bakir ve
kadmiyumun olasi toksik etkilerini azaltmak i¢in glikoz metabolizmasi yoluyla enerji
kullanilabilirligini azalttigi diigiiniilmektedir. Dolayisiyla, bu ¢aligmada G6PD'min
aktivitesinde gozlenen artma ve azalmalar, NADPH'nin varligiyla dogrudan baglantil

olarak, metal stresi sonrasi metabolik dengesizligi yansitmaktadir.
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5.5.4. Bakir ve kadmiyumun dokulardaki glutamat piruvat transaminaz (GPT)

enzimi iizerindeki etkileri

Glutamat piruvat transaminaz (GPT), karaciger, kas ve solungag gibi c¢esitli
dokulardaki kirletici maddelerin neden oldugu hasarin teshisinde siklikla kullanilan
bir enzimdir (De la Torre vd., 1999). A. regius’da incelenen tiim dokularda artan bakir
ortam konsantrasyonu ile glutamat piruvat transaminaz (GPT) enzim aktivitesi artis
gOstermis ve gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0,05).
GPT enzim aktivitesinde en fazla artis karaciger dokusunda en az ise kas dokusunda

tespit edilmistir.

Kim ve Kang (2004) Sebastes schlegeli juvenillerini farkli konsantrasyonlarda bakir
iceren yemle 60 giin siire ile besledikleri ¢aligmada serumdaki GPT aktivitesinin 40
giin sonra 500 mg/kg'da ve 50 giin sonra tiim maruziyet gruplarinda anlamli bir sekilde
yiikseldigini bildirmislerdir. McKim vd. (1970), 38,2 ve 69,2 ng/L Cu'ya 21 giinlik
maruz kalma sonucunda dere alabaligi (Salvelinus fontinalis) serumunda GPT’nin
artmasma neden oldugunu ve bunun Cu tarafindan karacigerin hasar gérmesinden
kaynaklandigini ileri siirmiistiir. Vaglio ve Landriscina (1999) karacigerin GPT
bakimindan zengin oldugunu ve metallerin karacigerde birikimindeki artis1 sonucu, bu
enzimin biiyiik miktarlarda kanda serbest kalmasina yol agabilecegini 6ne stirmiistiir.
Bu nedenle, A. regius dokularinda meydana gelen GPT aktivitelerinde artig, bakirin

karacigerde neden oldugu hasarin bir sonucu oldugu diisiintilmektedir.

Bu ¢aligmada kadmiyum ortam konsantrasyonun artis1 ile kas ve solunga¢ dokusunda
glutamat piruvat transaminaz (GPT) enzim aktivitesi artis gosterirken, karaciger
dokusunda azalmistir. Konsantrasyonlar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli

bulunmustur (P<0,05).

Balik karacigerinde GPT'nin etkinliginin olduk¢a degisken oldugu bildirilmistir
(Moon ve Foster, 1995). Ayrica baliklarda kadmiyumun GPT iizerindeki etkisi de
oldukga degiskenlik gostermektedir. Gill vd. (1991) Barbus conchonius’u, in vivo 12,6
mg/L kadmiyum kloriire ve in vitro 10°® M kadmiyum kloriire 48 saat maruz
biraktiklar1 ¢alismalarinda, in vivo denemelerde kadmiyumun karaciger, solungac ve

bobreklerde GPT aktivitesini inhibe ettigini, in vitro denemelerde de karaciger,
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solungaclar ve bobreklerde GPT aktivitesini azalttigini bildirmislerdir. De la Torre vd.
(2000), 14 giin siireyle 1,6 mg/L kadmiyuma maruz biraktiklar1 C. carpio’nun
karacigerinde GPT aktivitesinin 2 kat artis gosterdigini bildirmislerdir. Vaglio ve
Landriscina (1999) 2,5 mg/kg kadmiyumun etkisine 3 ve 6 giinliik siirelerle birakilan
Sparus aurata’da karaciger GPT aktivitesinde, 3 giin sonra % 40 ve 6 giin sonra 44
oraninda bir azalmanin oldugunu, serumdaki GPT aktivitesinin, kontrol grubundan
onemli Ol¢lide daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir. GPT enzim aktivitelerindeki
artis, baliklarda zehirlenme ve su Kkirliliginin bir gostergesi olarak sikca
kullanilmaktadir (Bucher ve Hofer, 1990). Karaciger GPT bakimindan zengin oldugu
icin, bu dokuda kirleticilerin neden oldugu hasar, bu enzimin biiylik miktarlarmnin
kanda serbest kalmasina neden olabilir. Sastry ve Shukla (1994) Cd’un etkisine 120
glin siireyle biraktiklar1 Channa punctatus’da GPT aktivitesi karaciger ve kas
dokularinda arttigin1 belirtmislerdir. Bu arastirmada A. regius’da kadmiyumun
etkisiyle karaciger GPT aktivitesinde gozlenen azalma, muhtemelen kadmiyumun

enzim yapisini degistirmesi sonucu olabilecegi fikri ile agiklanabilir.

Antioksidan sistemin ¢esitli dokulardaki oksidatif strese tepkisi, dokuya 0Ozgii
antioksidan potansiyellerden kaynaklanan farkliliklar1 gostermektedir (Ahmad vd,
2000). Bu ¢alismada, kas, solunga¢ ve karaciger dokularinin antioksidan tepkilerinde
ve kapasitelerinde farkliliklar bulunmustur. Doku antioksidan potansiyellerindeki
farkliliklarinin, serbest radikal olusum hizlarindaki farkliklar, oksidatif hasara
yatkinlik veya dokularin farkli antioksidan kapasitelerine bagli olabilecegi

diistiniilmektedir.

5.5.5. Bakir ve kadmiyumun dokulardaki lipid peroksidasyonu (LPO) iizerindeki

etkileri

Sucul organizmalarda agir metal kirliligi tarafindan indiiklenen LPO, tiyobarbitiirik
asit reaktif madde testi ile ikincil LPO {iriiniinii temsil eden malondialdehit (MDA)
olusumuyla ifade edilir (Draper vd.,1993; Janero 1990). MDA, cesitli hiicresel
bilesenlerle yogun bir sekilde reaksiyona girebilir ve boylece enzimler ve membranlar
ciddi sekilde hasar gorebilirler (Kelly vd.,1998). Metal toksisitesinin biyokimyasal
degerlendirmesinde, MDA seviyesi LPO derecesi i¢in uygun bir gosterge olarak kabul

edilmektedir (Nogueira vd., 2003; Blaha vd., 2004; Almroth vd., 2005). Livingstone
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(2001)’a gore, MDA olarak 6lgiilen LPO, bakir, kadmiyum ve demire maruz kalan
baliklarda toksik kirleticilerin etkili bir biyobelirteci olarak kullanilmaktadir.

Bakirin farkli konsantrasyonlarinin etkisine birakilan A. regius’un kas, solungag¢ ve
karaciger dokularinda LPO diizeyleri kontrol baliklariyla karsilastirildiginda denenen
her iki stirede de artig gdstermistir. En yiiksek peroksidatif hasar veya MDA diizeyleri
karacigerde 30. giinde (% 68) gergeklesmis bunu solungag 30. giinde (% 37) ve kas
dokusu (% 6) izlemistir. incelenen tiim dokularda meydana gelen peroksidatif hasarin
doza ve siireye bagimli oldugu goriilmiistiir. Benzer bulgular kadmiyum etkisine

birakilan A. regius’un kas, solungag ve karaciger dokularinda da tespit edilmistir.

Bakirin etkisinde MDA diizeyinde meydana gelen inhibisyon ve indiiksiyon
aktiviteleri, farkli balik tiirlerinde ¢esitli ¢alismalarda bildirilmistir. Yonar vd. (2016)
bakir siilfatin alabalik solunga¢ ve karaciger MDA seviyelerinde bir artisa neden
oldugunu bildirmistir. Trivedi vd. (2012) farkli konsantrasyonlarda 24 saat bakir
sulfata maruz birakilan Carassius auratus karacigerinde MDA seviyesinin arttigini,
fakat doza bagimli olmadigini tespit etmistir. Juliana vd. (2016) 5, 9 ve 20 pg/L bakira
96 saat maruz birakilan Prochilodus lineatus juvenillerinin karaciger LPO diizeyinin
arttigini bildirmiglerdir. Vieira vd. (2009) 0,568 mg/L bakira 96 saat maruz birakilan
hali¢c baligi Pomatoschistus microps karacigerinde LPO seviyesini arttigini

bildirmiglerdir.

A. regius'ta olgiilen LPO degerleri, ¢esitli balik tiirleri i¢in bildirilenlerle uyum
icindedir (Flohe vd., 1997; Almeida vd., 2002; Pandey vd., 2008). Souid vd. (2013),
2, 4 ve 24 saat siireyle 0,5 mg/L Cd’ye maruz biraktiklart ¢ipura (Sparus aurata)
karaciger dokusunda 2 ve 4. saatlerde MDA diizeyinin degismedigini, fakat 24 saat de
MDA diizeyinin yaklasik % 50 oraninda arttigini bildirmistir. Cd, ROS olusumunda
bir artiga yol actig1, bununda karaciger, bobrekler ve solungaglarda peroksidatif hasara
neden oldugu bildirilmistir (Stohs vd., 2000; Miyamoto vd., 2003). Bu c¢aligmada A.
regius'un incelenen dokularinda kontrol ile kiyaslandiginda MDA ’daki gézlenen artis,
kadmiyuma maruz kaldiktan sonra biiyiik bir olasilikla ROS‘un asirt olusumuna

baglanabilir.
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Baliklar ortamda bulunan yiiksek konsantrasyonlardaki agir metalleri dokularinda
biriktirirler ve bu metaller reaktif oksijen tiirlerini (ROS) iiretebilirler. Bu da LPO ve
antioksidan enzim aktivitelerinde degisikliklerine neden olur (Soares vd., 2008).
Florence vd. (2002) bakirin lipid peroksidasyonuna neden olan toksik hidroksil
radikali (OH') tiretimini katalize ettigini bildirmistir. Ayni sekilde, Souid vd. (2013)
kadmiyumun, siiperoksit anyonunun ve hidrojen peroksitin bir hidroksil radikaline
donlistimiine yardimci olan fenton reaksiyonunun katalizorii olarak gorev
yapabilecegini ve bu molekiil tiirlerinin siklikla lipit peroksidasyonunun bir

tetikleyicisi oldugunu (Stohs ve Bagchi, 1995; Filho, 1996) bildirmislerdir.

Bu ¢aligma, bakir ve kadmiyumun, balik dokularinda lipid peroksidasyonunda artisa
neden oldugu gibi oksidatif stresten sorumlu oldugu ve antioksidan savunma
mekanizmalarint  etkiledigini ortaya koymustur. Bakir ve kadmiyumun lipid
peroksidasyonu ve antioksidan enzim aktiviteleri iizerindeki etkisi doku,
konsantrasyon ve siireye bagli oldugu bulunmustur. Karaciger c¢alisilan dokular
arasinda en yiliksek LPO indiiksiyonunu gostermis ve tiim dokular metallerin farkli
konsantrasyon ve siirelerinin etkisinde antioksidan enzim aktivitelerinde degisiklik

gostermislerdir.

5.6. Sonug¢

Akut toksisitedeki farkliliklar, su kalitesindeki ve test tiirlerindeki degisikliklerden
kaynaklanabilmektedir. Bir metalin toksisitesine karsi olduk¢a hassas olan baliklar,
ekosistemdeki metalin ayn1 seviyesindeki bagka bir metalin toksisitesine daha az veya
daha duyarl olabilmektedir. Buna karsilik, diisiik konsantrasyonlarda balik tiirlerine
yiiksek derecede toksik olan bir metal ayni1 veya daha yiiksek konsantrasyonlarda diger
tirlere gére daha az veya hatta toksik olmayabilir. Elde edilen sonuglardan, bakir ve
kadmiyum konsantrasyonlarmmin sariagiz baliklarinin  LCso degerleri iizerinde
dogrudan etkisi oldugu agiktir. Bu nedenle, bu ¢alismadan, sariagiz baligi A. regius’un
bakira ve kadmiyuma kars1 olduk¢a duyarl oldugu sonucuna varilabilir. Bu da suda
¢oziinmiis bakir ve kadmiyumun A. regius igin olduk¢a tehlikeli oldugunu

gostermektedir.
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Baliklarda agir metal birikimi, doku ve organlar arasinda farklilik gostermekle birlikte
genellikle metabolik bakimdan aktif doku ve organlarda yiiksek konsantrasyonlarda
meydana gelmektedir. A. regius’da belirlenen siire ve ortam konsantrasyonunun
etkisinde bakir ve kadmiyum birikimi en fazla karacigerde olmus bunu solungag ve
kas dokusu izlemistir. Metal birikimi bakimindan doku ve organlar arasinda saptanan
bu farklilik, doku ve organlarin iglevlerindeki farkliliklardan kaynaklanmaktadir. A.
regius’da incelenen tiim dokularda artan maruz kalma konsantrasyonu ile dokularda
biriken bakir ve kadmiyum miktarida artis gostermis, birikim konsantrasyona bagimli

gerceklesmistir.

Kadmiyum ve bakir; antioksidan enzim aktiviteleri bakimindan Sariagiz baliginin
dokular arasinda (kas, karaciger ve solungag) farkl: tepkiler géstermistir ve en fazla
degisim karaciger dokusunda tespit edilmistir. Yine maruz birakma siiresi ve

konsantrasyon artis1 ile enzim aktivitelerinde belirgin degisimler goriilmiistiir.

Kadmiyum ve bakir gibi metal iyonlarina maruz kalan sariagiz baliklarinda, doza bagh
olarak antioksidan enzim aktivite yanitlart indiiklenme ya da inhibe olma yoniinde
farklilik gostermistir. Metallere karsi dokulardaki antioksidan enzimlerin verdigi
tepkiler ¢aligmalara gore farklilik gostermektedir. Bu celiskilerden dolay1 sucul
organizmalarda agir metal birikim ve hasarlarinin incelendigi arastirmalarin yapilmasi,
bu metallere karst duyarliligi yiiksek olan tiirlerin belirlenmesinin yani1 sira
organizmada meydana gelebilecek biyokimyasal, fizyolojik, yapisal ve islevsel

bozukluklarin belirlenmesi agisindan da 6nem tasimaktadir.

Bu ¢alismanin sonuglari risk belirlenmesinde bakir ve kadmiyum’un etkileri hakkinda
bilgi saglamaktadir. Bulgular A. regius’a konsantrasyonlarmin potansiyel etkilerine ait
bilgilerin ortaya c¢ikarilmasinda katkida bulunacaktir. Calismamizin sonuglari,
baliklarda oksidatif stres i¢in biyolojik belirteclerin degerlendirilmesinde bir katki
saglayacag diisiiniilmektedir. Bakir ve kadmiyum’un A. regius’un dokularinda LPO
miktarlar1 ve SOD, CAT, GPT, G6PD enzim aktivitesine etkileri ile ilgili yeni bilgiler
saglamasi nedeniyle toksikoloji alanindaki ¢alismalara katki saglayacaktir.

Bulgularimiz dogada siirdiiriilen kirlilik izleme programlarinda kullanilabilecektir.
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