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Abstract:

Bu ¢aligmada farkli subletal dozlarda agir metal (bakir, ¢inko, kadmiyum) uygulanmis olan
Zebra baliklarmnm (Danio rerio)’nin solunga¢ dokularindaki Lipit peroksidasyon (LPO) Ma-
londialdehit (MDA) ile antioksidatif enzimlerden Glutatyon (GSH), Katalaz (CAT) ve total
protein seviyeleri incelenmistir. Calismada sirastyla; bakir, ¢inko ve kadmiyumun 0.1 ppm,
0.5 ppm, 1 ppm ve 5 ppm’lik subletal dozlarma maruz birakilan zebra baliklarinin solungagla-
rindaki enzim parametreleri belirlenmistir. Sonug olarak, bakir, ¢inko ve kadmiyumun en dii-
stik subletal dozlarinin bile, solunga¢ hiicrelerindeki antioksidan savunma mekanizmalarini
aktive ettigi saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Zebra baligi, Agir metal, Oksidatif stres

Effects of Heavy Metal Induction on Oxidative Stress
Parameters in Zebrafish (Danio rerio)

In our study, Lipid peroxidation (LPO) Malondialdehyde (MDA), antioxidant enzymes such as
Glutathione (GSH), Catalase (CAT) and the total protein levels in the gill tissues of zebrafish
have been analysed as a response to sublethal doses of heavy metals (Cu, Zn, Cd). The study
was performed on zebrafish exposed to 0.1 ppm, 0.5 ppm, 1 ppm and 5 ppm doses of copper,
zinc and cadmium. The MDA, GSH, CAT and total protein levels have been measured in he-
avy metal exposed zebrafish. In conclusion, the lowest sublethal doses of heavy metals have
been found activate cellular antioxidative defence mechanisms.
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Giris

Sucul ekosistemler siklikla evsel ve endiistri-
yel atiklar tarafindan kirletilirler. Sucul ekosis-
temde bulunan en 6nemli cevresel kirleticilerden
biri de agir metallerdir. Agir metaller deniz, gol
ve akarsularda fazla miktarda bulunduklarn za-
man sucul organizmalar tarafindan biinyelerine
almirlar (Ak¢ali vd., 2009; Richetti vd., 2011;
Oliva vd., 2012). Toksik agir metaller sucul can-
lilarin 6zellikle metabolik olarak aktif organla-
rinda birikme egilimindedirler. Baliklarda bu tip
kirleticiler ile ilk etkilesen organ solungaclardir.
Kirleticiler hedef organ ve dokularda birikerek
yapisal ve islevsel mekanizmalara hasar verebilir-
ler (Hsu vd., 2013; Pereira vd., 2013).

Oksidatif stres, antioksidan savunma sistemi
ile hiicrelerin lipid tabakasinin peroksidasyonuna
neden olan serbest radikal f{iretimi arasindaki
dengesizlik olarak tanimlanabilir. Proteinler, li-
pidlere oranla serbest radikallerden daha az etki-
lenirler. Serbest radikaller nedeniyle meydana ge-
lebilecek hiicre hasarlarin1 engelleyen sisteme
“antioksidan savunma sistemi” denir. Bu mole-
killer, serbest oksijen radikallerine bir hidrojen
iyonu verirler ve bu radikalleri kendilerine bag-
larlar. Bu sekilde onlar1 zayif bir molekiile gevi-
rirler ve radikal hasarin1 dnlerler. En 6nemli anti-
oksidan enzimler Siperoksit dismutaz (SOD),
Katalaz (CAT) ve Glutatyon peroksidaz (GSH)
olarak sayilabilir (Stegeman vd., 2010). Bu ca-
lismanin amaci; 96 saat siireyle farkli subletal
dozlarda (her agir metal igin sirasiyla; 0.1 ppm,
0.5 ppm, 1 ppm ve 5 ppm) bakir, ¢inko ve kad-
miyumun uygulandigi zebra baliklarinin solungag
dokularinda olusabilecek lipid peroksidasyon so-
nucu Malondialdehit (MDA) seviyesini belirle-
mektir. Ayrica antioksidatif enzimler olan Glu-
tatyon (GSH) ve Katalaz (CAT) ile total protein
seviyeleri incelemektir.

Materyal ve Metot

Zebra Bah@g (Danio rerio Hamilton-
Buchanan, 1882): Zebra Baligi (Danio rerio)
Cyprinidae familyasina ait tropikal bir tiirdir.
Anavatan1 Gilineydogu Asya olan zebra baliklar
yogun olarak Pakistan ve Hindistan’da i¢ sularda
bulunmaktadir. Baligin gévdesi 1518a bagli olarak
koyu mavi, glimiis beyazi veya altin saris1 ¢izgi-
lerle ortiiliidiir. Son yillarda, ekotoksikoloji aras-
tirmalarinda zebra baligi dokulari, yumurtalar1 ve
embriyolar1 siklikla kullanilmaya baslanmustir.
Zebra balig1, dayanikli bir tiir olmasi, kolay elde
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edilmesi, laboratuar ortaminda kolay bakilabil-
mesi ve ¢ogaltilmasi, ergin disilerin haftalik ara-
liklarla yiizlerce yumurta birakabilmesi, yumurta
ve larva gelisimlerinin kolay izlenebilmesi, iire-
me zamaninin kisa olmasi ve embriyolarinin tok-
sik ajanlara duyarl olusu gibi nedenlerle toksiko-
loji ¢alismalarinda siklikla kullanilan model or-
ganizmalarin basinda gelmektedir
(www.fishbase.org).

Calismada kullanilacak olan Zebra baliklari
ticari firmalardan temin edilmistir. Marmara Un-
iversitesi, Biyoloji Boliimii, Zooloji Aragtirma
Laboratuarina plastik torbalar ile getirilmistir.
Zebra baliklar gruplara ayrilarak, her grupta 10
balik olacak sekilde (toplam 130 balik) biiyiik-
lukleri 70x30x45 cm olan cam akvaryumlarda
ortama uyumlar1 saglanmistir. Baliklarin bulun-
dugu akvaryumlardaki su piyasadaki ticari igme
sularindan hazirlanmistir.  Akvaryumlardaki su
sicakligr 22-23°C, pH 7 ve aydinlik: Kkaranlik
(12:12) olacak sekilde sabitlenmistir. Akvaryum-
lara bir hava motoru yardimu ile yeterli diizeyde
(9-12 mg/1) siirekli oksijen verilmis, deneme sU-
resince olugan buharlagma minimum seviyede
oldugu icin su eklenmemistir. Denemede balikla-
rin beslenmesi icin toz balik yemi kullanilmistir.
Yemleme, yeter miktarda sabah ve aksam olmak
lUzere giinde iki 6giin tekrarlanmgstir. Yemleme-
ye, toksikolojik testlerin baslangicina iki gun ka-
lana kadar devam edilmis ve toksikolojik deney-
ler esnasinda yemleme yapilmamistir (OECD,
1999). Baliklarin ortama uyumlar1 saglandiktan
sonra akvaryumlara 96 saat siireyle farkli artan
dozlarda bakir (0.1 ppm Cu, 0.5 ppm Cu, 1 ppm
Cu ve 5 ppm Cu), ¢inko (0.1 ppm Zn, 0.5 ppm
Zn, 1 ppm Zn ve 5 ppm Zn) ve kadmiyum (0.1
ppm Cd, 0.5 ppm Cd, 1 ppm Cd ve 5 ppm Cd)
eklenmigstir. Kontrol grubu ise (10 balik) aym fi-
ziksel sartlara sahip olarak birakilmis, deney su-
resinin kisaligi nedeniyle baliklara herhangi bir
stres Onleyici anestezik madde uygulanmamustir.
96 saat devam eden test sliresince akvaryum sula-
rinin fizikokimyasal 6zelliklerini kontrol etmek
amaciyla toksik madde ilavesi yapildiktan sonra
suyun sicakligi, ¢6zlinmiis oksijeni, pH's1, toplam
sertligi, alkalinitesi, amonyak ve nitrit konsant-
rasyonlar1 glinde bir defa olmak iizere deneme
siiresince Ol¢lilmiistiir. Zebra baliklarinin bulun-
dugu akvaryumlar pH degerleri Thermo Orion
420A model pH metre kullanilarak 6l¢iilmiis, agir
metal iceren akvaryum sularinin ¢ézlinmiis oksi-
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jen degeri 6.36 £0.47 mg/L, sicaklik 19.2 £0.1°C,
pH 7.64 +0.12, toplam sertlik 34.0 1.5 mg/L
(CaCO3 olarak), alkalinite 23.5 £2.2 mg/L (Ca-
CO3 olarak), amonyak 11+5 ng/L ve nitrit 8.5
+5.0 pg/L olarak belirlenmistir. Belirlenen deney
siireleri sonunda baliklar derin dondurucuda 3-5
dakikalik soguk soku ile uyusturulduktan sonra
solungacg dokulart hizlica dekapiye edilmistir.

%10 Doku homojenatinin hazirlanmasi: So-
lungag ornekleri ayr1 ayri serum fizyolojik ile yi-
kanip temizlendikten sonra siizge¢ kagidi ile ku-
rutulmus ve tartilmigtir. Bistlri yardimiyla kiigiik
parcalara ayrilmis ve gerekli miktar serum fizyo-
lojik ve cam boncuklar yardimiyla homojeniza-
torde pargalanmustir. Her doku homojenati epen-
dorf tiiplere konularak etiketlenmis ve -20°C’de
analiz zamanina kadar saklanmustir.

Solunga¢ Dokusunda Malondialdehit (MDA)
Tayini (Ledwozyw Yontemi): LPO drund olan
MDA ile tiyobarbitiirik asit (TBA) arasindaki re-
aksiyon sonucu olusan pembemsi rengin absor-
bans1 spektrofotometrik olarak degerlendirilmis,
doku homojenatinda LPO diizeyleri MDA igin
saptanmig ekstinksiyon kat sayis1 (1.56.105 M-1
cm-1) kullanilarak nmol MDA/mg protein cin-
sinden hesaplanmistir (Ledwozyw vd., 1986).

Solunga¢ dokusunda Indirgenmis Glutatyon
(GSH) Tayini (Beutler Yontemi): Elmann ayi-
raci, 5-5’ ditiyobis 1-2 nitro benzoikasid (DTNB)
ile stlfidril gruplarinin reaksiyonu sonucu olusan
renkli Urtin spektrofotometrik olarak degerlendi-
rilmis, homojenatta GSH dizeyleri, seyreltme
faktorii ve olusan sar1 renkli {iriiniin 412 nm’de
ekstinksiyon katsayist (13600/M-1cm-1) kullani-
larak GSH pg/mg protein cinsinden hesaplanmig-
tir (Beutler, 1975).

Solunga¢ Dokusunda Katalaz Aktivitesi
(CAT) Tayini (Aebi Yontemi): CAT enzimi;
H>O,’nin, H.O’ya doniisim reaksiyonunu kata-
lizlemektedir. Bu doniisiim 240 nm’de absorban-
sin azalmasi ile takip edilebilmekte, bir dakika-
daki absorbans azalmasi katalaz aktivitesi ile ilis-
kilidir. Slpernatantta katalaz aktivitesi bu deney
icin belirlenmis ekstinksiyon katsayist 0.004
(0.00394) mM-1/ mm-1 kullanilarak ve yapilan
seyreltmeler gdz dniine alinarak U/mg protein dk
cinsinden hesaplanmustir (Aebi, 1984).

Solunga¢ Dokusunda Protein Tayini (Brad-
ford Yontemi): Coomassie Brilliant Blue G-250
boyasinin proteinlere baglanmast sonucunda
olusturdugu renkli ¢ézeltilerin 595 nm’de absor-
bansinin Sl¢tilmesi ilkesine dayanmaktadir. Bu-

nun igin % 10 mg albiimin stok ¢6zeltisi hazir-
lanmus, 10 mg albumin az distile suda tamamen
¢ozuldikten sonra hacmi 100 mL’ye distile su ile
tamamlanmus, protein ¢aligma standart ¢ozeltileri
stok cozeltiden uygun hacimler alinarak % 20,
40, 60, 80 pg albumin ihtiva edecek sekilde disti-
le su ile seyreltilerek hazirlanmigtir. Bradford re-
aktifi stok ¢6zeltiden kullamilmug, standartlarin
grafigi ilizerinden protein miktar1 hesaplanmistir
(Bradford, 1976).

Istatistiksel Analizler: Istatistiksel analizler
SPSS 17.0 paket programi kullanilarak yapilmis,
tamimlayici istatistiklerde ise surekli élcumli de-
giskenler i¢in ortalama + standart hata (SH) ve
medyan (minimum-maksimum) olarak verilmis-
tir. Kategorik degiskenler gozlem sayisi ve (%)
deger olarak gosterilmistir. Gruplar arasi karsilas-
tirmalarda normal dagilim gosteren degisken igin
Student’s t testi, normal dagilim gdstermeyen de-
giskenler i¢in Mann-Whitney-U testi kullanilmis-
tir. Biyokimyasal parametrelerin gruplar arasin-
daki farkliliklar1 Varyans analizi ile tespit edil-
mis, Bonferroni testi ile her bir parametre icgin
gruplar bire bir kargilagtirilmistir. p<0.05 degeri
Uzerinden istatistiksel olarak anlamlilik kabul
edilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Caligmamizda farkli subletal dozlarda agir
metal (bakir, kadmiyum ve ¢inko) uygulanmis
zebra baliklarinin solunga¢ dokularindan belirle-
nen lipid peroksidasyon (MDA), antioksidatif en-
zimler (GSH, CAT) ve total protein seviyeleri her
bir agir metal i¢in ayr1 tablolarda verilmistir. Ay-
rica tek yonlii varyans analizi ile metalin biyo-
kimyasal seviyede etkisi belirlenmistir. Solungag
dokusunda olgulen MDA seviyeleri kontrol gru-
bunda, farkli dozlarda uygulanan bakir gruplarina
kiyasla anlamli olarak yiliksek bulunmus, 0.1-5
ppm arasindaki bakir dozlarinin balik solungag
dokusundaki MDA seviyeleri Uzerine etkili ol-
madig1 gézlemlenmistir. Herhangi bir agir metal
uygulanmamig (Kontrol grubu) olan Grup-1’deki
GSH seviyeleri, 0.1 ppm Cu uygulanmis balikla-
rin (Grup-2) solungaglarinda ol¢iilen GSH sevi-
yelerinden istatistiksel olarak daha diisiik bulun-
mustur (p< 0.05).

0.1 ppm Cu (Grup-2) ve 0.5 ppm Cu (Grup-3)
uygulanan baliklarin GSH seviyeleri arasinda an-
lamli bir fark saptanmamustir (p >0.05). 1 ppm
(Grup-4) ve 5 ppm (Grup-5) gibi ylksek dozlarda
bakir uygulanan gruplarda ise antioksidatif stres
mekanizmalariin engellendigi belirlenmistir. 0.1
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ve 0.5 ppm Cu uygulanan gruplar ile kontrol gru-
bu arasinda katalaz enzim aktivitesi acisindan an-
laml1 bir fark olmadig1 gézlenmistir. Ancak 1 ve
5 ppm Cu uygulanan gruplarda CAT aktivitesinin
azaldig1 belirlenmistir. Kontrol grubunun (Grup-
1) protein seviyeleri, 0.1 ppm Cu (Grup-2) ve 1
ppm Cu (Grup-4) uygulanmis baliklarin solun-
gaclarinda Olgiilen protein seviyelerinden istatis-
tiksel olarak yiiksek bulunmustur (p< 0.05) (Tab-
lo.1).

Kontrol grubunda 6lgiilen GSH, CAT ve pro-
tein seviyeleri ile 0.1 ppm Zn (Grup-6) ve 0.5
ppm Zn (Grup-7) uygulanmig baliklarin solun-
gaglarinda olgiilen GSH, CAT ve protein seviye-
leri seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunamamustir (p >0.05). Kontrol grubu
baliklarin solungaglarinda 6lgilen MDA seviye-
leri, 0.1 ppm ve 0.5 ppm Zn uygulanan baliklarin
MDA duzeylerinden daha yiiksek bulunmustur.
(p<0.01). 0.1 ppm Zn uygulanan baliklarin so-
lunga¢ doku MDA diizeyleri, 0.5 ppm Zn uygu-
lanan baliklara gore daha yuksek bulunmustur

(p<0.05). 1 ppm’den daha yuksek ¢inko uygula-
nan gruplarda ise CAT aktivitesinin hizla azaldig:
gozlemlenmistir (Tablo.2).

Kontrol grubuna ait GSH ve CAT seviyeleri,
0.1 ppm Cd uygulanmig baliklar (Grup-10) ile
farklilik gostermezken, 0.5 ppm Cd (Grup-11)
uygulanmig grup ile karsilastirildiginda GSH du-
zeylerinin daha diisiik (p<0.05); CAT duzeyleri-
nin ise daha ylksek oldugu belirlenmistir
(p<0.05). 0.1 ppm Cd (Grup-10) ve 0.5 ppm Cd
(Grup-11) uygulanan baliklarin solunga¢ doku
MDA seviyelerinin, kontrol grubuna gére daha
disiik oldugu gézlenmistir. 0.5 ppm Cd uygula-
nan gruba ait MDA seviyelerinin, 0.1 ppm Cd
uygulanan baliklarin MDA seviyelerinden daha
fazla oldugu goriilmiistiir (p<0.05). Kontrol gru-
buna ait total protein seviyeleri, 0.1 ppm Cd uy-
gulanan gruba oranla daha yuksek bulunmustur.
0.1 ppm Cd uygulanan grubun total protein sevi-
yeleri ise, 0.5 ppm Cd uygulanan gruba kiyasla
daha diisiik oldugu gozlenmistir (p<0.05).

Tablo 1. Farkli miktarlarda bakir uygulanan Zebra baligi solungaclarinda MDA, GSH, CAT ve Pro-
tein seviyeleri ile kontrol grubu.
Table 1.  Effects of different Cu amounts on the MDA, GSH, CAT and Protein levels in gill tissues of
Zebrafish and control group.
MALONDIALDEHIT | GLUTATYON KATALAZ PROTEIN
(MDA) (ug/ml) (GSH) (ug/ml) (CAT) (ug/ml) (ng/ml)
Ort. + SH; (Medyan) Ort. + SH; (Medyan) | Ort. + SH; (Medyan) | Ort. + SH; (Medyan)
Grup-1 0.7112 +0.049 0.0109 £0.0025 | 6.1543 +0.9810 | 0.4375 +0.0084
(Kontrol) n=10 (0.548) (0.0098) (7.1086) (0.4294)
Grup-2 0.1182 +0.0438 0.1050 £0.0722 | 6.1338 +0.6573 | 0.2999 + 0.0368
(0.1 ppm Cu) n=10 (0.0696) (0.0337) (5.4078) (0.2851)
Grup-3 0.2166 +0.0384 0.1337 £0.1023 | 8.3627 +£3.2675 | 0.3915 + 0.0381
(0.5 ppm Cu) n=10 (0.2282) (0.0310) (6.0225) (0.3857)
Grup-4 0.292 +0.03 0.0280 +0.003 0.1525 +0.07 0.299 +0.07
(1 ppm Cu) n=10 (0.087) (0.026) (0.134) (0.297)
Grup-5
(5 ppm Cu) n=10 0.117 0.035 0.198 0.311

Degerler ortalama + standart hata (SH); (medyan) olarak ifade edildi. n: Ornek sayis1. Cu: Bakir.
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Tablo 2. Farkli miktarlarda ¢inko uygulanan Zebra baligi solungaglarinda MDA, GSH, CAT ve
Protein seviyeleri ile kontrol grubu.
Table 2.  Effects of different Zn amounts on the MDA, GSH, CAT and Protein levels in gill tissues of
Zebrafish and control group.
MALONDIALDEHIT | GLUTATYON KATALAZ PROTEIN
(MDA) (pg/ml) (GSH) (ug/ml) (CAT) (ug/ml) (ng/ml)
Ort. + SH; (Medyan) Ort. £ SH; Ort. £ SH; Ort. £ SH;
(Medyan) (Medyan) (Medyan)
Grup-1 0.7112 +0.049 0.0109 £0.0025 | 6.1543 +0.9810 | 0.4375+0.0084
(Kontrol) n=10 (0.548) (0.0098) (7,1086) (0.4294)
Grup-6 0.5342 +0.172 0.0113 £0.0121 | 7.9442 +1.0526 | 0.4243 +0.0327
(0.1 ppm Zn) n=10 (0.626) (0.0085) (7.9488) (0.4286)
Grup-7 0.1711 +0.0667 0.0711 £0.0453 | 5.8586 +1.5727 | 0.4447 +0.0314
(0.5 ppm Zn) n=10 (0.1558) (0.0326) (4.7520) (0.4452)
Grup-8 0.5455 +0.004 0.0182 +0.004 0.1800 +0.02 0.3165 +0.004
(1 ppm Zn) n=10 (0.566) (0.017) (0.09) (0.296)
Grup-9
(5 ppm Zn) n=10 0.1516 0.038 0.075 0.333

Degerler ortalama + standart hata (SH); (medyan) olarak ifade edildi. n: Ornek sayis1. Zn: Cinko.

Tablo 3. Farkli miktarlarda kadmiyum uygulanan Zebra balig1 solungaglarinda MDA, GSH, CAT ve

Protein seviyeleri ile kontrol grubu.

Table 3. Effects of different Cd amounts on the MDA, GSH, CAT and Protein levels in gill tissues of Zebrafish

and control group.

MALONDIALDEHIT GLUTATYON KATALAZ PROTEIN
(MDA) (pg/ml) (GSH) (pg/ml) (CAT) (pg/ml) (ng/ml)
Ort. + SH; (Medyan) Ort. + SH; (Medyan) Ort. + SH; Ort. + SH;
(Medyan) (Medyan)
Grup-1 0.7112 +£0.049 0.0109 +0.0025 6.1543 £0.9810 | 0.4375 +£0.0084
(Kontrol) n=10 (0.548) (0.0098) (7,1086) (0.4294)
Grup-10 0.0392 +0.0084 0.0143 +0.0056 6.2397 £1.0498 | 0.2724 +£0.0352
(0.1 ppm Cd) n=10 (0.0405) (0.0087) (6.2479) (0.2960)
Grup-11 0.1813 +0.0763 0.1930 +0.1159 5.9303 £0.209 | 0.4148 +£0.0535
(0.5 ppm Cd) n=10 (0.0396) (0.0239) (3.7203) (0.3389)
Grup-12 0.068 +£0.04 0.0285 £0.02 0.2075 £0.01 0.323 0.1
(1 ppm Cd) n=10 (0.05) (0.029) (0.310) (0.29)
Grup-13 0.116 0.064 0.316 0.297
(5 ppm Cd) n=10

Degerler ortalama + standart hata (SH); (medyan) olarak ifade edildi. n: Ornek sayis1. Cd : Kadmiyum.

Sucul ekosistemlerle iliskili ekotoksikolojik
etkilerin arastirilmasinda c¢esitli omurgasiz ve
omurgali test organizmalart kullanilmaktadir.
Ozellikle son on yilda model organizma olarak
cesitli tiirde baliklarin kullanilmasi oldukga yay-
ginlagsmustir. Glutatyon (GSH), oksijen radikali
yakalayicist1 olarak antioksidant savunmada
onemlidir. GSH diizeyindeki degisim, canlinin
detoksifikasyon yeteneginin énemli bir belirteci-
dir. GSH sistemi baliklarda oksidatif hasara karsi
farkli yollardan kofaktor gibi davranarak calisir.
Hicrelerde glutatyonun anti-oksidatif fonksiyo-
nu, konsantrasyon, reaksiyon hizi ve sentez hizi-
na bagli olarak meydana gelmektedir. Metal GSH
konjugasyon islemi metallerin safra ile atilmasini

sagladigindan istenen bir durum olmasina karsin
glutatyonu tiiketmesine bagli olarak antioksidant
savunma kapasitesini azaltmaktadir (Firat vd.,
2009; Loro vd., 2012; Hsu vd., 2013). Hucresel
GSH miktar1 hiicresel islevlerin korunmasinda
onemlidir ve detoksifikasyon ve oksidatif stres
durumunda azalabilmektedir. Ancak devam eden
stres durumunda GSH/GSSG orami adaptif meka-
nizmalarin etkisi ile oksidatif strese karsi koya-
bilmek tizere artmaktadir (Zhang vd., 2005).

Stres sartlari altinda ve bazi hastaliklarda ba-
kir iyonlari, GSH ile etkilesime girerek redoks
aktif bakir formunda dokulardan salinir. Glutat-
yon L-askorbik asitin suda ¢ozllebilir antioksi-
danlar olarak ¢esitli reaktif oksijen tiirlerini orta-
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dan kaldirdigi gosterilmistir. Ciinkii hidrojen pe-
roksit ile etkilesen bakir, hidroksil radikali olus-
turarak hucrede lipit, protein ve nikleik asitleri
hasarlayan reaktif oksijen tiirleri gibi davranirlar
(Halliwell ve Gutteridge, 1990). Kadmiyum, su-
cul ortamlarda yer alan en zararli agir metal kirle-
ticilerden biridir. Literatiirde kadmiyum toksite-
sinin reaktif oksijen tiirleri ile birlikte gelisen ok-
sidatif hasar ile iliskisi ¢esitli calismalarda goste-
rilmigtir (Bagchi, 2000; Shi, 2005; Tas vd.,
2009). Baliklarda kadmiyumun glutatyon meta-
bolizmasina etkilerini inceleyen sinirh sayida ca-
lisma bulunmaktadir. Baliklarda kadmiyum biri-
kimin hedef organi bobrek ve karaciger oldugun-
dan calismalar bu yonde yogunlagsmistir (Kim
vd., 2004). Bakir ve kadmiyum dogrudan ya da
dolayli olarak hiicresel demir diizeylerinin yiik-
selmesine neden olarak antioksidan aktiviteyi en-
geller, hiicresel glutatyon kullanimina neden olur
ya da glutatyon ile iligkili enzimleri inhibe eder
(Kang, 1997). Pek c¢ok enzimatik ve non-
enzimatik detoksifikasyon reaksiyonlarinin subst-
rat1 olan glutatyon, kirleticilere maruz kalan ba-
liklarda etkin bir biyobelirte¢ olarak ele alinmak-
tadir.

Caligmamizda baliklara uygulanan 0.1 ve 0.5
ppm’lik bakir dozlarinin kontrol grubu baliklara
kiyasla daha yiiksek seviyelerde olmasi, balik so-
lungaclarinda bulunan GSH varligina baglh olarak
bakir tutulumunu gostermektedir. Calismamizda
0.5 pmm Cu uygulanan grupta, kontrole oranla
daha yiiksek GSH seviyeleri goriilmiistiir. Ancak
1 ppm ve daha yilksek dozlarda benzeri bir etki
gorulmeyip, kontrol grubu ile benzer sonuglar el-
de etmemiz, artan bakir miktarinin GSH tarafin-
dan tutuldugunu ve muhtemelen bébreklere tagi-
narak atildigin1 diisindiirmektedir. Calismamiza
ait tim ¢alisma gruplar1 arasinda sadece 0.5 ppm
Cd (Grup-11) uygulanmig grupta yiiksek GSH
yanitt gozlenmistir. MDA, lipit peroksidasyonu
sonucu olusan lriinlerden biridir ve oksidatif ha-
sar1 gostermede yaygin olarak kullanilan bir pa-
rametredir. MDA miktarinin yiiksek bulunmasi
lipit peroksidasyonuna isaret etmektedir. Lipit
peroksidasyonu meydana gelmemesi veya diigiik
diizeylerde olmasi oksidatif enzimlerin koruyucu
etkilerinin gdstergesidir. Oksidatif stresin pek
cok biyolojik hedefleri arasinda yer alan lipitler
okside olarak bir¢ok ikincil {iriin olustururlar. Bu
ikincil iriinler arasinda yer alan MDA c¢oklu
doymamis peroksidasyon flriinii olarak olusur.
MDA, DNA ve proteinler ile etkilesime girebil-
diginden potansiyel bir mutajendir. MDA’ nin
niikleik asit ve proteinler ile etkilesimi, hiicrenin
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fonksiyonel kapasitesini belirleyen mekanizmala-
rin geri doniisiimsiiz olarak bozulmasina neden
olur (Hsu vd., 2013).

Bakar, lipit peroksidasyonunu hizlandiran bir
metaldir. Lipid peroksidasyonunu baslatici ajan
olarak gorev yapan bakir, ayn1 zamanda sonraki
reaksiyon basamaklarinda Katalizor olarak rol
alir. LPO’nun primer iriinleri olarak meydana
gelen lipit hidroperoksitler bakir ve demir gibi
metaller ile reaksiyona girerek alkoksil ya da pe-
roksil radikallerini olustururlar. Deltametrin ve
kadmiyumun, Channa punctata (Spotted snake-
head)’da oksitatif stres etkilerinin arastirildig1 bir
caligmada lipid peroksidasyonunun 6nemli 6l¢ii-
de artt1g1, solunga¢ dokuda en fazla sadece del-
tametrin verilen gruplarda (%53 kontrole oranla)
saptanmistir (Atif vd., 2005). Seyhan Baraj Go-
I0’nde kirli ve temiz olmak tizere iki ayr1 istas-
yondan toplanan sazangiller ailesine ait tathi su
baliklarinin karaciger dokusunda malondialdehit
diizeyleri karsilastirilmus ve kirli alandan topla-
nan orneklerde malondialdehitin énemli diizeyde
arttigl  bildirilmistir (Kamunde ve MacPhail,
2010). Yapilan bir tez ¢aligmasinda, Kiligkuyruk
Balig1 (Xiphophorus hellerii)’nin solunga¢ doku-
su Uzerine farkli dozlarda uygulanan deltametrin
ve kadmiyumun oksidatif strese neden olmast se-
bebiyle malondialdehit duzeylerinde artis goriil-
miistiir. Indirgenmis glutatyon miktarinin ise ok-
sidatif strese kars1 koyabilmek {izere arttigi ve
oksidatif stresle olusan oksijen radikallerinin ka-
talaz enzim aktivitesini inhibe ettigi rapor edil-
mistir (Kaymak, 2011). Cesitli agir metallerin
olusturduklar oksidatif hasarlar sonucu artan do-
ku spesik GSH seviyeleri ve antioksidan enzim
aktivitelerindeki degisiklikler halen tartisma ko-
nusudur. Baliklarn karaciger ve bobrek dokulari,
metaller tarafindan olusan oksidatif stresden ko-
runmak amaciyla CAT ve SOD gibi antioksidan
savunma sistemlerince zengindir (Basha ve Rani,
2003; Lushchak, 2011).

Katalaz (CAT), H,0;’i substrat olarak kulla-
narak oksijen ve suya parcalayan ve bdylece
H20, detoksifikasyonunu saglayan peroksidaz-
lardandir. Katalazin ksenobiyotik etkisinde farkli
yanitlar verdigi saptanmustir. Asir1 O tlketiminin
CAT aktivitesini inhibe edebilme ozelligi ile
CAT aktivitesini azaltabilecegi belirtilmistir (Su-
vetha vd., 2010). CAT, tim biyolojik membran-
lardan gegip, bazi enzimleri inaktivite eder. Me-
talik ya da organik kirleticilere maruz kalan ba-
liklarda doza bagl olarak katalaz aktivite yanitla-
rinin indiiklenme ya da inhibe olma yd&niinde
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farklilik gosterdigi bilinmektedir. Bu nedenle ba-
liklarda zararli etkiler olusmadan hemen 6nce be-
lirlenen CAT aktivitesinin oksidatif stres igin
hassas bir biyobelirte¢ oldugu kabul edilmektedir
(Romeo vd., 2000; Gul vd., 2004). Metallerin
(Cu, Cd, Fe ve Ni) Channa punctata’nin solun-
gaclarmin biyokimyasal ve morfolojik 6zellikle-
rine etkilerinin incelendigi bir ¢alismada CAT,
GST ve SOD gibi antioksidant enzim aktivitele-
rinde zamana bagh azalmalar gozlenmistir
(Sanchez vd., 2005).

Kadmiyum ve ¢inkonun Tilapya Balig1 (Ore-
ochromis niloticus)’nda eritrosit antioksidan sis-
temleri (zerine etkisinin arastirildig: bir galisma-
da 5 mg/l Zn, 1 mg/l Cd ve ikisinin kombinasyo-
nu olmak tiizere ii¢ grup olusturulmus ve GSH ve
CAT aktiviteleri arastirilmustir. Her iki antioksi-
dan sistemin tiim gruplarda arttigi bildirilmistir
(Pandey vd., 2008). Bizim g¢aligmamizda 1 ve 5
ppm bakir dozlariin CAT aktivitesini inhibe et-
tigi gozlenmistir. Katalaz enziminin ¢esitli kirle-
ticiler etkisinde farkli yanitlar verdigi saptanmis-
tir. Asir1 O tiiketiminin CAT aktivitesini inhibe
edebilme 6zelligi ile CAT aktivitesini azaltabile-
cegi belirtilmistir. Bu konuyla ilgili yapilan diger
bir calismada, Hindistan’in Yamuna Nehri’nin
agir metallerce kirlendigi diisiiniilen Panipat ve
Agra bdlgelerinden yakalanan Wallago attu
(Mully Catfish) tiirii baliklarin karaciger, solun-
ga¢ ve bobrek dokularinda CAT, GSH ve lipit
peroksidasyon diizeyleri incelenmistir. Avlanan
baliklarda GSH ve lipid peroksidasyonunun yuk-
sek oldugu, CAT aktivitesinin solungag, karaci-
ger ve bobrekte onemli derecede azaldigi belir-
tilmistir (Pandey vd., 2003). Benzer sonuclara
pestisitlerle yapilan calismalarda da rastlanmak-
tadir. Cipura (Sparus aurata) tiirii baliklara farkli
dozlarda kadmiyum uygulamasi sonucunda, kata-
laz enzim aktivitesininde onemli diisiisler goz-
lendigi bildirilmistir (Goel vd., 2005).

Subletal dozlarda kadmiyum uygulanan gok-
kusagi alabaligi (Oncorhynus mykiss) solungag
dokularinda bazi antioksidan enzim aktivitelerin-
deki degisimler incelenmistir. Bu ama¢ dogrultu-
sunda ii¢ grup halindeki baliklara yedi glin stirey-
le 1 ve 5 ppm Cd uygulanmigtir. Deneylerin
Uclincu guniinde superoksit dismutaz, glutatyon
peroksidaz ve katalaz enzim aktivitelerinin so-
lungac dokusunda 6nemli derecede (p<0.05) art-
t1g1, besinci giinden itibaren ise azaldigi belirtil-
migtir. Subletal dozlardaki kadmiyumun, gokku-
sagl alabaliklarinda oksidatif strese sebep oldugu
ve diger antioksidan enzimlerin bu stresin 6n-

lenmesinde rol oynadiklart rapor edilmistir (Alak
ve Hisar, 2008).

Sonug

Cevre kirliliginin bir gostergesi olarak canli-
larda olctlen metalik kirleticiler 6zellikle su
irtiinlerinde siklikla yiiksek seviyelere ulasabilir.
Gunlimuzde artan nufus yogunlugu ve besin ihti-
yacina baglh olarak insan ve gevre saglhigt bu ne-
denle biiyiik 6nem kazanmustir. Sucul organizma-
larda agir metal birikim ve hasarlarinin incelen-
digi arasgtirmalarin yapilmasi, agir metallere karsi
duyarliligr yiiksek olan tiirlerin belirlenmesinin
yanisira sucul organizmalarin biyokimyasal ve
fizyolojik parametrelerinde meydana gelebilecek
degisikliklerin belirlenmesi agisindan da 6nemli-
dir. Su kaynaklarina yakin yerlerdeki endustriyel
faaliyetler ilgili kurumlarca siklikla denetlenme-
lidir. Su ortami ve sucul canlilarda kirlilik izleme
programlar1 ve ekotoksikolojik risk degerlendir-
me calismalar: agir metal yiikii oldugu diistiniilen
ortamlarda periyodik olarak izlenmelidir.
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