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Bu biyolojik izleme ¢aliymasmda Sariyar Baraj Goli’nde ¢evre kirliliginin
belirlenmesi amaciyla iki yil silireyle baraj golinlin farkh lokasyonlardan toplanan,
farkh beslenme ahgkanliklarina sahip sazan bahgi (C. carpio), yaym bahg: (S. glanis)
ve cay balig1 (C. tinca) Orneklerinde karaciger laktat dehidrogenaz (LDH), alanin
aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST), alkalen fosfataz (ALP), asit
fosfataz (ACP) enzimleri ve beyin dokusu 6rneklerinde asetilkolin esteraz (AChE) ve
karboksil esteraz (CaE) enzimlerindeki degigimler arastiridi. Calismada karaciger ve
beyin dokusu enzimlerinin aktiviteleri mikroplaka okuyucu sistem kullamilarak
belirlendi.

Elde edilen verilerle, farkh lokasyon ve sezonlar i¢in karaciger ve beyin dokusu
enzimlerinin istatistiksel analizleri yapildifinda, enzim aktivitelerinin (Mann-Whitney
U-test) 6nemli diizeyde farkhhk gosterdigi belirlenmistir. Enzim aktivitelerindeki bu
farkliiklar, mevsimsel degisimlere ve ¢alisma alam olarak segilen baraj goliiniin,
tarrmsal ve endiistriyel faaliyetlerden dolay: kirlenmis olmasma baglanmustir. Baraj
gbliinde canli yasamum etkileyen subletal kirliliin Sakarya Nehri’'nden baraja karsan
agr metal, pliklorlu bifeniller (PCB) ve poliaromatik hidrokarboblar (PAH) ile, tarimda
kullanilan ve yikanma yoluyla baraj suyuna kansan organofosfat ve karbamat
insektisitlerin sebep oldugu diistiniilmektedir.

Bu ekotoksikolojik ¢aligmada biyobelirteg olarak kullamlan enzimlerden karaciger
LDH, AST ve ALP enzimleriyle, beyin dokusu AChE enziminin gevresel degisimlerden
daha fazla etkilendiji saptanmgtir. Bu nedenle bu tiir ekotoksikolojik ¢ahsmalarda
belirtilen enzimlerin biyobelirteg olarak kullammimin daha uygun oldugu sonucuna

variimstir.

ANAHTAR KELIMELER: Cevre kirliligi, balik, ekotoksikoloji, enzim, biyo :
biyolojik izleme. =
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The effects of environmental pollution on three commonly found fish species from
different locations of Sartyar Dam lake were investigated during two years period. Carp
(Cyprinus carpio), wels (Silurus glanis), and Capoeta tinca were the test organisms.
These all fish species have different feeding habits. Hepatic lactate dehydrogenase
(LDH), aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), acid
phosphatase (ACP), and alkaline phosphatase (ALP) activities were determined as
pollution related stress biomarkers. Also brain acetylcholinesterase (AChE) and
carboxylesterase (CaE) activities were assayed. Enzymatic activities were determined
with a microplate reader system.

Enzyme activities for hepatic and brain tissues showed statistically significant
difference in fish from different locations and also in samples taken at different seasons.
These differences of enzyme activities may attributed to seasonal changes when the
pollution level of the lake by different kinds of pollutants such as polychlorinated
biphenyls (PCBs), polyaromatic hydrocarbones (PAHs), heavy metals and pesticides
(both organophosphorus and carbamate) show variability since the level of these
chemicals considerably changes in Sakarya River, discharging into the lake, from
season to season.

Hepatic LDH, AST and ALP and brain AChE activities were found to be as the
most affected ones with environmental changes. Therefore, we could suppose that these
enzymes are suitable biomarkers for ecotoxicological investigations.

biomonitoring.
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1. GIRIS

Tim diinyada oldugu gibi yurdumuzda da sanayilesmenin artmasi ile g¢evre
kirliligi sorunlan1 her gecen giin daha biiyllkk Snem kazanmaktadir. Cevresel kirlilige
neden olan kaynaklarm baginda endiistriyel {iretim yapan, ancak atik maddeleri
dogrudan sulara ve topraga veren fabrikalar, tarmmsal amagla yogun olarak kullamlan
pestisitler, herhangi bir aritima ugratimaksizin su kaynaklarina ulasan evsel atiklar
olusturmaktadir. Cevresel kaynakh olan kimyasal maddeler, akarsu kaynaklarmin ve
biiylik su rezevuarlan olan g6l ve barajlarm kirlenmesi sonucu ekosistem dengesinin
bozulmasina yol agmaktadir [1].

Cesitli aktiviteler sonucunda olusan ve ¢ok defisken yapida olabilen ¢evre
kirleticiler, ¢esitli ortamlara atildiklarinda yer alti ve yeriistii su sSistemleri ile delta,
korfez, baraj gélleri gibi sulak alanlara tagmmmakta ve ortamlardaki sedimentlerde ve
burada yasayan organizmalarda birikim olugturmaktadirlar [2]. Bu nedenle baraj golleri
gibi biiylik su sistemlerinde yasayan balklar agisindan oldukga Onemli etkiler
yaratmaktadir. Bu sistemlerde gevre kirleticilerin neden oldugu ekotoksikolojik etkiler,
akut zehirlenmeler ve toplu balik Sliimleri gibi, kronik olarak uzun siireli etkilegimler
yaratarak, bahklarmn {ireme ve gelisme biyolojilerine olumsuz etkiler olugturarak, bahik
populasyonlarmin azalmas: ve ortamdaki ekolojik dengenin dominant ve direngli tiirler
lehine bozulmas: geklinde de olabilmektedir [3].

“Toksisite” organizmalarda negatif etkiye neden olan bir maddenin etkisi olarak
tanimlanabilir. Eger bu etki ekolojik ¢evrede hasara yol agiyor ise bunu “ekotoksisite”
olarak tanmlayabiliriz. Ekosistemde gevresel kirleticilerin toksik etkilerini saptamaya
yonelik arastirmalar son yillarda olduk¢a popiiler olup, ekotoksikoloji bilim dalinin
ortaya ¢ikmasmna yol agmustir. Sucul organizmalarda gevresel kirlenmeye bagh olarak
indiiklenen degigimleri yansttan biyobelirte¢ ¢alismalarinda bitylik bir gelisme ortaya
¢ikmustir. Biyobelirteg terimi, ksenobiyotikge indiiklenmis, biyolojik sistem veya
Orneklerde Slgiilebilen hiicresel veya biyokimyasal bilesenler, siiregler, elemanlar veya
fonksiyonlardaki degisimi ifade eder (National Research Council, 1989) [4].

Biyolojik organizasyonun birgok diizeyindeki stres biyobelirtegleri, organizma
diizeyinde ortaya ¢ikan etkilerin degerlendirilmesinde kullanilabilir [S]. Huggett et al

[6] biyobelirtegleri alti biiyiik grup altinda toplamaktadir. Bunlar; e
A % \{:i&
- Fizyolojik ve 6zgill olmayan biyobelirtegler (enzim inhibisyonu, k?frf;kimw TN
vb.) {/.9 //&?\ -




2- Ksenobiyotigin ya da endojen bilesifin metabolize edilmesi sonucu olusan

metabolitler (safra metabolitleri gibi)

3- Genotoksik bilesiklere bagh olarak olusan degisimler (DNA hasarlan gibi)

4- Toksik stresin histopatolojik gostergeleri

5- Bir organizmanin immiin sisteminde olusan degisimler (immiinolojik organ

agirhk degisimleri gibi)

6- Ozgiil metabolik enzimlerin indiiklenmesine yol agan molekiiler yanitlar

(sitokrom P450 sisteminin indiiklenmesi gibi)

Sucul organizmalarda, 6zellikle baliklarda bazi enzim aktivitelerinin incelenmesi
su kalitesinin izlenmesinde bize Snemli bilgiler saglamaktadir [7].

Biyolojik test sistemleri kullanilarak g¢evrenin izlenmesi “Biyolojik Izleme”
(biyomonit6r) olarak adlandinlmaktadir [8]. Cevresel bir ortamda kirleticilerin etkisini
belirlemek amaci ile biyobelirtegler olduk¢a duyarh indikatdrler olarak kullamilabilir.
Bu nedenle biyolojik izleme programlar: bir organizmamn ¢evresel kontaminasyonuna
ve kirlenmeye bagh olarak yanilarm: gostermede Onemlidir. Ozellikle 6zgiil
biyobelirteglerin kullamlmas: bir kimyasal kirleticinin konsantrasyonunun gevresel
ortamda ya da viicutta saptanamadifi durumlarda Gnemli bilgiler saglamaktadir.
Omegin hizh metabolize edilen poliaromatik hidrokarbonlar (PAH) ve organofosforiu
bilegikler (OP) gibi kirleticilere organizmanin maruz kalmasi durumunda biyobelirte¢
bulgulan olduk¢a kullamsh olabilmektedir [9].

Genis bir dlgekte insan kaynakh kimyasal maddelerin varhgmin farkina varimasi
dogal kaynaklarla iligkili sorumlulufun artmasma neden olmaktadir. Kirletici olarak
pestisitler, PAH’lar, Poliklorlu bifeniller (PCP), ve afir metaller tath su
ekosistemlerine tarmmsal alanlardan, kirsal ve endiistriyel {iretim alanlarindan; yagmur
sulart ve kirli su artimi gibi hepsi uzun vadeli ekotoksikolojik etkilerle sonuglanabilen
yollarla girmektedir [10].

Su kaynaklarmin kirlenmesine bagh olarak besin zinciri igerisinde sucul
ortamlarda kabuklular ve baliklar en iist diizeyde etkilenen organizmalar olarak kabul
edilmektedir [11, 12]. Dogada tiim kimyasal etkiler populasyon ya da ekosistem
diizeyinde fizyolojik ve biyokimyasal reaksiyonlarla baglar [13]. Bu nedenle
kirlenmenin canblar {izerindeki etkilerinin gesitli metrik, fizyolojik, histolojik ve
biyokimyasal parametreler kullanilarak incelenmesi ile toksikolojik agidan Tt
bilgiler saglamaktadir. \
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Bu ¢ahsma i¢in galigma alam olarak secilen Sariyar Baraji ve baraji besleyen su
kaynaklari, yurdumuzda ¢ok gesitli endiistriyel faaliyetlerin oldugu, aym zamanda
biylik yerlesim yerleri ve Onemli tarimsal alanlar ile g¢evrili olan bir bélgede
bulunmaktadir (Sekil 1.1.).

Bu nedenle Sartyar Baraji ve baraji besleyen su kaynaklar tizerinde yapilacak bu
calisma ile ¢esitli tipte kirletici unsurlara bagh olarak ekotoksikolojik bilgiye ulagmak
miimkiin olacaktir. Ayrica bu bolgede bulunan su sisteminin farkh biyolojik ve ekolojik
Ozelliklere sahip balik tlirleri icermesi ekosistemde besin zincirine bagh olarak ¢evresel
kirliligin etkisini belirlemek agisindan 6nem tagimaktadir. Diger taraftan yurdumuzda
bugiine kadar bu tipte bir aragtrmanin yapilmams olmasi da buradan elde edilecek
bulgularin dnemini arttirmaktadir.

Sartyar Baraj Goli ve baraj goliinii besleyen akarsular Ankara ili gevresinde
sanayilesmenin en yogun oldugu ve tarimsal 6nem tastyan bir b6lgede bulunmaktadir.
Sakarya Nehri {izerinde 1956 yihinda kurulmus bulunan baraj Kirmir, Aladag, Ankara
ve Porsuk ¢aylarndan beslenmektedir. Baraj golii balikgilarca avlanan ekonomik $neme
sahip 8 balik tliriiyle birlikte toplam 13 tiir bahgn bulundugu Snemli bir i¢ su triinleri
potansiyeline sahiptir [1]. Barajin ve besleyen su kaynaklarmmn biiyiik Slciide kimyasal
kirlenmeye ugradif: ve kirlilik derecesinin giin gegtikce arttig1 da bilinmektedir [14].

Bu nedenle bu ¢aligmada belirtilen kirleticilerin baliklar {izerindeki etkilerinin
belirlenmesi i¢in biyolojik izleme c¢ahigmalarinda sikhikla kullanilan karacifer dokusu
laktat dehidrogenaz (LDH), alkalen fosfataz (ALP), asit fosfataz (ACP), aspartat
aminotransferaz (AST) ve alanin aminotrasferaz (ALT) enzimlerinin degisik sezon ve
lokasyonlara gore aktivite degisimleri biyobelirte¢ olarak kullamildi. Bununla birlikte,
beyin karboksil esteraz (CaE) ve asetilkolin esteraz (AChE) aktiviteleri de saptandi
Boylece toksik etkiye bagh olarak organizmada en fazla etkilendigi bilinen karaciger
dokusu enzimlerinin aktivite deZisimlerinin saptanmasi planlandi. Ayrica bu
enzimlerin aktiviteleri {izerinde gevresel kirlilifin etkileri, mevsimsel degisime bagh
olarak saptanmaya c¢ahgildi. OP insektisitlerin dogada kaliciik ve birikim diizeyinin
nispeten az olmasi nedeniyle, bu pestisitlerin bahklar tizerindeki etkileri, beyin AChE
ve CaE enzim aktiviteleri saptanarak belirlenmeye g¢ahsidi. Béylece bu iki enzimin
inhibisyon diizeylerinin karsilagtirmah olarak incelenmesi de amaglands.
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1. 1. Su Kirliligi ve Kirlilik Etmenleri

Diinyann dértte icii suyla, geriye kalam ise toprakla kaphdir. Insanlar tarafindan
tiretilen ve kullanilan ¢ok sayida kimyasal madde sonugta su veya topraga
karigmaktadir. Su kirliliginin belirlenmesi amaciyla su ortammda bulunan kimyasal
maddeler bir ¢ok sekilde siniflandirilmaktadir. Kimyasal maddeler, endiistriyel, tarimsal
ve evsel kullammlardan su ortamma karigmakta veya dogal olarak su ortaminda
bulunmaktadar.

Endustriyel kimyasallarin tiretimi, kullammu ve uzaklastrilmas: su kirlilifine
neden olmaktadir. Bu kimyasallarin kullamilmalan sonrasinda uzaklagtiriimalan bir ¢ok
endlistri alam icin baglica problemdir. Ornegin yikamada kullanilan deterjanlar lagim
sularina ve nihai olarak mmak, gol ve akarsulara karismaktadir. Fosfath deterjanlar
algler ve diger organizmalar i¢in besin kaynad: olabilmekte, bu da su kaynaklarinda
problem yaratmaktadir. Benzer sekilde kagit Gretiminde kullamlan organik civah sularin
bosaltilmasi sonucu nehirlerin  kirlenmesi merkezi yerlesimler igin Onemli bir
problemdir. Kagit dretiminde  kullamlan difer kimyasallar da kirlilife neden
olabilmektedir [15].

Tarmmda pestisitlerin ve suni giibrelerin kullanilmasi yiizey suyu kirlilifine neden
olmaktadwr. Pestisitler bdcek, zararh ot ve bitki zararhlarmin kontrolunda
kullamimaktadir. Bu kimyasallardan bazilar1 gevrede uzun siire kalabilmekte ve bu
nedenle su sistemlerindeki hareketleri ile suda yagayan organizmalar uzun vadeli
etkileyebilmektedir. Pestisitlerin tarimda rastgele kullamlmasi, ekolojik dengenin
bozulmasi, hedef olmayan ve ekonomik Onemi olan bahk tiirlerinin zarar gormesi
seklindeki istenmeyen bir duruma neden olmaktadir [16]. Gibreler de yikama ve
sizmalarla dogal su sistemlerine karigirlar. Giibrelerin su ortamina karnigmasi ekolojik
dengenin bozulmasma ve suda Gtrifikasyona yol agmaktadir.

Kimyasallarin evsel kullanimt da su kirlilijine neden olabilmektedir. Evsel atiklar
¢ofu zaman lagmm su sistemlerinde yogunlagmakta ve bu da suda agir metallerin yogun
olarak ortaya ¢ikigina neden olmaktadw. Sularmn, igme suyu elde edilmesi amaciyla
antilmasinda, belirli organik kimyasallarm klorlanmas1 ile kanserojen klorlu
hidrokarbonlar olugabilmektedir [17].

Metaller, mineraller, bitki ve hayvan toksinleri gevrede bulunan su siste




insan aktiviteleri sonucu bazi kimyasallarin agir1 iiretimi veya dogada bulunan bazi
kimyasallarin hareketi ile bu maddeler, ortamda yasayan organizmalara zarar
verebilecek bir konsantrasyona ulagabilmektedir [18].

Agr metallerin neden oldugu kirlilik diinya Olgeginde Oneme sahip bir
fenomendir. AZir metaller i¢inde kurgun (Pb), civa (Hg), kadmiyum (Cd), arsenik (As),
krom (Cr), ¢inko (Zn) ve bakir (Cu) en fazla bilinenleri olmalarna ragmen son {i¢
metal, hayvanlarm saglikh beslenmesinde $nemli role sahiptir. Bu metaller endiistride,
Ozellikle metal-is ya da metal-kaplama ve elektronikte genis olarak kullamimaktadir.
Bunlar ayrica boya, plastik, ve pestisit {iretiminde de kullamimaktadir. Bu metaller
tiretim, kullanim ve atma yolu ile sulara kangirlar {19].

Madencilik, endiistriyel ve tarimsal aktiviteler, nehir, rmak vb. su ortamlarinda
subletal konsantsantrasyonlarda bile sucul biotada zararh etkilerle sonuglanabilen metal
konsantrasyonu artigma peden olmaktadr [20]. Ozellikle agrr metaller iyon halinde
veya bilesik formlan i¢inde suda ¢6ziinmils olduklarindan ve organizmalar tarafindan
kolaylikla absorbe edilebildiklerinden oldukga toksik maddelerdir. Absorbsiyon sonrasi
metaller fonksiyonel proteinler, enzimler ve niikleik asitler gibi hayati hiicre
makromolekiillerine baglanarak hiicrelerin fonksiyonlarm etkilerler [21].

Son yillarda halojenli aromatik bilesiklere olan ilgi ¢evresel kirletici olarak
etkilerinden dolay: artmustir. PCB’ler iyi bilinen ve her yerde bulunan su kirleticileridir
[22]. Cesitli amaglarla kullanilan klorlu fenoller ylizey suyunda ve igme suyunda
belirlenmigtir. PCB’lerin ¢ogu ¢evrede istisnai durumlarda kalicidr ancak bazilari
organoklorlu insektisitlere goére daha kahcidr. Bu maddelerin lipofilik olmalar:
biyolojik birikimlerini kolaylagtrmakta ve uzun vadeli etki gostermelerine neden
olmaktadir. Aragtirmalar PCB’lerin yabaml hayat ve deney hayvanlarinda iiremeyi
etkiledigini de gdstermistir [23].

Organofosfat ve karbamat insektisitler kimyasal savag ajanlar1 olarak yaygin
kullamlan bilesiklerdir. Bu bilesikler bazm durumlarda ekstrem diizeyde toksik
olmalarina ragmen halojenli organik bilesiklerle kargilastinldiklarinda genel olarak
cevrede daha kisa Omiirliidiirler. Bunlar AChE enzimini karbamilleyerek veya fosforile
ederek enzim inhibisyonuna neden olurlar.

OP ve karbamatlarm sucul biota {izerindeki uzun vadeli etkilerinin
degerlendirilmesi bu bilesiklerin nispeten yar Smiirleri, yiiksek qﬁzﬁnﬁrlﬁkle)r(_iﬁ?“%%
genelde diigiik biyolojik birikim oranlar1 nedeniyle zordur [24]. “’f e N




1. 2. Tath Su Bahklan

1. 2. 1. Tarihge

Ekotoksikolojinin ayri bir bilim dah olarak kabul g6érmesinden &nce, (1960’larin
sonlarinda) aragtirmalar, fiziksel ve kimyasal ajanlarin bahklara etkileri iizerinde
yogunlagmaktaydi. O zamandan simdiye kadar cabigmalarin gesitli hedefleri vardi:
Irmaklarn kirlilifinin aragtilmasi, kirlenmis sistemlerde yapilan alan gozlemlerinin
destegiyle laboratuvarlarda toksik etkilerin belirlenmesi ya da, 6zellikle son zamanlarda
tarmm, endiistri veya evsel kaynakli kimyasallarin sucul organizmalar tizerindeki etkileri
lizerine aragtirmalara daha gok yer verilmekte idi [25]. Dogal suyun kirlili§i baliklarda
Onemli doku hasarlarna neden olabilmektedir. Bu nedenle baliklar, etkilerin niteligini
kontrol etmede biyolojik &l¢lim igin ya da evsel veya endiistriyel kullanim i¢in suyun
kontaminasyonunun Onceden belirlemesinde kullamlmaktadw. Amerikan Standartlar
Enstitiisit (ASTM) ve Tiirk Standartlar: Enstitiisti (TSE)’ne gore de balik biyodeneyleri
cesitli toksik ajanlarm etkisini saptamada kullanilmaktadir [26, 27].

1. 2. 2, Tath su bahklarmn ekotoksikolojik 6nemleri

Tath su baliklarmin ekotoksikolojideki 6nemi, ekonomik &neme sahip oluslarmdan
ve besin zincirinin 6nemli ve st basamafinda bulunmalarindan kaynaklanmaktadir.
Baliklar ekosistemlerinin ilk predatér niglerini iggal ederler. Cogu omnivor veya
herbivor olmalarma ragmen, yasam donglileri boyunca ¢ok farkh gekillerde beslenerek
gelisirler. Biiylik bir kisnu go¢ etmez ya da wrmak zemininde kiiglik go¢ hareketleri
yaparken, diger bir kismu ise katadrom (liremek igin nehirlerden denizlere gegen
baliklar) veya anaromdur (iiremek i¢in denizlerden nehirlere gegen baliklar). Bahklar
gb¢ esnasinda sik sik denize (6rnegin ergin yilan balklary) veya tath suya (6rnegin yilan
bahi yavrulan ve g¢ok sayida salmonid) gecerler [28].

Benzer nedenlerden dolayr babklar tath su ¢evresinin saghfi i¢in ndbetgi
organizmalar olarak kabul edilmektedir. Sucul habitatmn biitiin zonlarmda suyun hiz,
tirbiilansi, oksijen icerigi ve Kkalitesinin uygun oldugu durumlarda yagayabilirler. Buna
ragmen sucul gevrede su kalitesine egit veya daha yiiksek duyarhlbia sahip gok. RN
tiir vardir. Bahklar, tek bagma hacimleri ve ticari balikgilarca onlara verilef"i&len:d. 'ﬁ,@




Yasam  dongiilerinde  baliklar  algler,  rotiferler,  mikrokrustaseler,
mikroinvertebralar, yiiksek bitkiler ve diger baliklarla beslenebilirler. En biiyiik
ayricaliklan kuglar, amfibiler ve kiigiik memeliler tarafindan bile avlanabilmeleridir.
Balbiklarin ¢ogu beslenme alanlarinda ¢ok sayida etkilesim i¢indedir; az sayida besleyici
tire bagh kalmazlar. Suyun yiizeyinde, orta derinlikte ya da wrmagin veya goliin
zemininde beslenebilirler. Bu gesitlilik bahklar, tiirler arasi etkilesimin ve tiir igi
rekabetin lizerinde kimyasallarin olasi etkilerinin incelenmesine izin veren
ekotoksikolojik ¢ahismalar i¢in kullamigh nesneler haline getirir [30]. Buna ragmen
dogal veya dogala yakin ekosistemlerdeki balklarda biyolojik birikimin gahgilimas,
son olarak balifa girmeden 6nce bir kimyasalin olasi rotasmn gesitliligi nedeniyle son
derece karigik bir hal alir [31].

Baliklarn gd¢ sekilleri, beslenme alanlar1 ve iireme stratejileri ile baglantihdur.
Ornegin katadrom tiirlerin larvalan kirleticilerin tath su kimyas: ile asla etkilesmezken,
ergin anadrom baliklar sadece yumurtlamaya gegislerinde kirleticiler ile kargiagirlar.
Bu nedenle kimyasallara maruz kalma potansiyelleri Gizerinde gog, baghca bir etkiye
sahip olabilir [32].

Baliklar ksenobiyotik bilesikleri, 6zellikle suda ¢8ziinirligii az olanlari, sudan ya
da besinlerden alarak viicutlarinda biriktirirler. Sudan ksenobiyotik almmu kimyasallari
tasiyan soliisyon ve siispansiyon halindeki ortam ile gok siki iliski nedeniyledir. Ayrica
baliklar ortamdan oksijen almak i¢in muazzam miktarda suyu solungaglarindan
gecirmek zorundadirlar [33]. Buna bagh olarak, ortamda bulunan kirleticilere maruz
kalrlar. Sonug olarak, balklar sudaki kirletici etmenlere tim viicutlart ile maruz
kalmaktadur.

Son yillarda suyun kimyasal maddelerle kirlenmesi ve teleost balk saghgi
arasinda Onemli bir iligki oldufu saptanmistr. Kamitlar, g6l, rmak ve denizlerde
kimyasallarin artigmin  yasam i¢in smirlayict bir faktér olmaya bagladigin
gostermektedir [34]. Belirtilen nedenlerden dolayr baliklar ekotoksikoloji
cahsmalarinda 6nemli bir yere sahiptirler.




1. 3. 3. Bahk tiirlerinin secimi

Sarryar Baraj goliinde 8’i ekonomik Oneme sahip olmak iizere 13 tiir babk
yasamaktadir [1].

Goldeki babk tiirleri; Sazangiller (Ciprinid) Albornus orontis (giimiis balig),
Barbus plebejus (biyikh balik), Capoeta capoeta (iki biyikkl in baldy), Capoeta tinca
(dort bryikh in bahdi), Chondrostoma nasus (kababurun), Cyprinus carpio (sazan),
Leuciscus cephalus (tath su kefali), Tinca tinca (kadife bahi§1), Vimba vimba (egrez),
Silurus glanis (yaym), Cobitis simplicispina ve Orthrias sp.’dir.

Sartyar Baraj Goli'nde kirliligin arastmildin bu ¢ahsmada, balik tiirlerinin
segiminde besin zincirindeki konumlan dikkate alinmgtir. Yaym bah@: karnivor olmasi
nedeniyle Oncelikle pisivor (balik yiyen balik) olma 5zelligi nedeniyle ayrica dip bah@
olmasi nedeniyle tercih edilmistir. G6lde yagayan tek pisivor balik yaym baligidir.

Sazan balifi omnivor beslenme oOzellijine sahip olup baraj gdéliindeki Snemli
ekonomik tlirlerden biridir. Eti yaymndan sonra en ¢ok tercih edilen balik olmasmn
yam sira, Avrupa ve Asya’daki en yaygin tath su baliklarindan biridir. Sazan yavrulan
yayma yem olabildikleri gibi, bentik omurgasizlarla beslenerek ¢esitli toksik
maddelerin birikiminin arastirilabilecegi 6nemli bir biyolojik materyaldir.

1. 3. 1. Cyprinus carpio:

Cyprinus cinsine ait baliklar Avrupa, Kuzey Amerika ve Anadolu’da durgun ya
da yavag akan, yazn sicakh@ yiikksek olan sularda yagarlar. Kigm ¢ok diigiik
sicakhklara dayanabilirler. Omnivor zemin baliklaridir. Boylarn 100-150 cm.,
agirhiklan 15-30 kg’a kadar ulagabilir [28].

Avrupa ve Asya’min ihman bdlgelerinin yerli baliklar1 olan bu tiir, Tiirkiye’nin
bir ¢ok bdlgesinde yaygindir. Anadolu’ya insanlar tarafindan getirilmigtir. Orta
boylular1 bolgesel olarak go¢ eder; kigi, sularm derin yelerine ¢ekilerek ya da
camurlara girerek besin almadan gegirirler. Yavrular, rotatoria, infusoria ve
mikroorganizmalarla beslenirler. Erigkinlerin besinleri, planktonlar 6zellikle su pireleri
(Daphnia), Chironomidler gibi dip hayvanlari, bazi midyeler, keza fitoplanktonlar,
hatta su bitkileridir.




1. 3. 2. Silurus glanis:

Kuzey Yarm Kiirede, 6zellikle Avrupa’da genis olarak yayimgtirlar. Kemikh
baliklarin en biyilk tiriidir. Boyu 3-4 m., agwhg 250-300 kg. kadar olanlara
rastlanmigtir. Genellikle 1 m. boyunda 10 kg. agirhfida olurlar. Viicudu siimiiksii
mukus salgiyla kayganlasmustir. Bag1 ¢ok tipik olarak yassi; afzi ¢ok genistir. Derin
sular1 severler. Yavag yiizerler. Su bitkilerinin arasina, ¢camurlarn i¢ine gizlenirler. Her
¢esit hayvanla beslenirler. Gengken omurgasizlar, erginlestiklerinde balk ve
kurbagalar baglica besin kaynaklarmi olugturmaktadir [28]. Geceleri aktiftirler.
Anadolu’daki Firat-Dicle havzas: hari¢ birgok g6l ve nehirde yasarlar. Nehirlerin alt
kisimlarindaki durgun sularda, géllerde ve bazen aci sularda bulunurlar [35].

1. 3. 3. Capoeta tinca:

Viicutlan ig seklinde uzun; bir ya da iki ¢ift bryklari vardir. Temmuz- eyliil
aylarinda 2.000-20.000 yumurta birakirlar; erkekleri 2, disileri 3 yaginda olgunlagirlar.
Boylar1 8-15 cm. arasindadir. Erkekler daha kiugiiktlir. Kuzey ve Orta Anadolu’da

(Trakya hari¢) yasarlar.
1. 4. Karacigerin Dokusunun Kullanilma Nedenleri

Karaciger, viicudun hemen biitlin sistemleriyle iligkisi bulunan ve son derece
karmagik ve Onemli fonksiyonlar: olan bir organdw. Karacigerin, karbonhidratlarin
depolanmas1 ve metabolizmasmin kontrolii, safra yapmmi, keton bilesiklerinin yapimu,
plazma proteinlerinin sentezi, gesitli ilag ve zehirlerin detoksifikasyonu, dire yapmm bazi
hormonlarm inaktivasyonu, ya metabolizmasi gibi fonksiyonlar1 vardwr [36].
Karacigerin bu 6nemli fonksiyonlar1 baghca ti¢ grupta toplanabilir. Bunlar;

a) Kanm depolanmas: ve filtrasyonu ile ilgili olan vaskiiler fonksiyonlar.

b) Sindirim sistemiyle ilgili olarak safra yapim ve sekresyonu fonksiyonlar1.

¢) Tim viicut dokulariyla ilgili olarak metabolik fonksiyonlar

Bir gevresel kimyasal bir organizmaya girdikten sonra viicutta kimyasalin yapismi
degistiren reaksiyonlar ortaya ¢ikar. Bu metabolik degistirme '
biyotransformasyon olarak bilinir. Biyotransformasyon bagirsak, akciger,
ve karaciger gibi birgok organ ve dokuda goriiliir.
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Bu kimyasal reaksiyonlarm biiyiik bir c¢ofunluu Kkaracigerde gergeklesir.
Karaciger viicudun maruz kaldifi yabanci kimyasal meddelerin ¢ogunu metabolize
eder. Karaciferdeki biyotransformasyon genis ¢esitlilikteki cevresel kimyasallarn
toksik etkilerine karg1 viicudu koruyan kritik bir faktordiir [37]. Karaciger, reaksiyonlar
katalizleyen bir gok 6zgiil olmayan enzimi igerdifinden biyotransformasyonda baglica
rol oynar. Siirecin sonunda ksenobiyotik daha kolay atilabilen ve sudaki ¢Sziiniirligi
daha fazla olan formiara doniistiiriiliir. Bu gibi metabolik siireglerin amaci kimyasallarin
toksisitesini azaltmak iken, bu durum daima bu gekilde ger¢eklesmez. Ara sira
metabolik siire¢ ksenobiyotigi karaciger hiicre bilesenleri ile etkilegerek hasarlara neden
olan reaktif bir maddeye doniistiiriir (Sekil 1.2. ve Sekil 1.3.) [38].

Ksenobiyotik ——> Metabolit —> Eliminasyon alil esterler
J esteraz'lar
reaktif ara {irlin y A
alkol
l dehidrogenaz
kovalent baglanma akrolein
l \ lnon—enzimatik
hasar > haPten) mutasyon doku makromolekiillerine
nekroz antijen kanser kovalent baglanma
Sekil 1.2. Bir ksenobiyotigin biyoaktivasyonu Sekil 1.3. Alil esterin
ve biyotransformasyonu bioaktivasyonu
arasindaki iligki

Karaciger biyosit ve ksenobiyotiklerin toksik aktiviteleri i¢in hedef organlardan
biridir. Baliklarda OP bilesiklere kronik maruz kalma karacigerde hiicresel bag yitimi,
baglayic1 doku hasar, sitoplazmolizis ve hepatositlerin genisleme ve nekrozlarm
iceren ¢esitli histopatolojik degisimleri indiikkler [39]. Bundan dolayr karaciferin
kimyasal maddelerin detoksifikasyonu igin metabolik bir merkez oldugu kabul
edilmektedir [40].
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2. KAYNAK OZETLERi
2. 1. Biyobelirte¢ Olarak Kullanilan Enzimler
2. 1. 1. Karboksil esteraz

Karboksil esteraz (EC 3. 1 .1 .1) (CaE), ester substratlarinin bir tiiriinden alkol
baginin hidrolizini katalizleyen, serin hidrolazlar smifindandir. CaE, organofosfath
kolinesteraz inhibitdrlerinin varhginda geri donfigsiiz fosforilasyon gosterdiginden B
esteraz smifina ait goriinmektedir. CaE aktivitesi omurgali ve omurgasiz tiirlerinin
dokularmm birgogunda vardr [41]. CaE’m birgok izoenzimi izole edilmis ve hatta
saflagtirlmig halde bile genis substrat 6zgiilliigii gosterirler.

CaE’larmn fizyolojik fonksiyonlar: belirsizdir; ancak spesifik lipidlerin tagmmasinda
ve depolanmasinda, ksenobiyotik ve biyolojikk esterlerin asimilasyonunda ve
diizenleyici fonksiyon olarak 6zgiil hormonlarin biyoinaktivasyonunda iglev gériiyor
olabilirler [42].

Organofosforlar ve karbamatlar tarimda fungus ve bdceklerin kontroliinde genis
olarak kullamimaktadir. Bu bilesiklerin nehirlere karigtifi ve bazen de denizlere
ulastigy, cesitli sucul ekosistemlerde kirlilige neden oldugu bilinmektedir [43]. Ozgiil
olmayan esterazlar, organofosforlu bilesikler ve sentetik pretroidler detoksifikasyonunu
iceren 6nemli bir role sahip olan hidrolitik enzim grubunu igerir [44-48].

Sucul g¢evrede esterlerin biylik varhgina ragmen baliklarda CaE’m aktivitesinin
cevresel kirlenmenin belirteci olarak kullamilmaya baglanmas: ancak son yillarda 6nem
kazanmugtir. Esterli bilegiklerin 6nemli simflarimi temsil eden herbisit ve fitlat esterleri
cogunlukla CaE tarafindan biotransforme edilirler. Esterli bilegiklerle ilgili sirh
sayidaki aragtirmalar, bahklarin yiiksek esteraz aktivitesine sahip olduklarmi ve ester
hidrolizinin, hidrofobik kirleticilerin biyolojik birikimini Onemli oranda azalttigim
gostermektedir [49, 50]. Ozellikle son yillardaki gahsmalar, CaE’m memelileri ve
baliklann organofosfat ve organofosforotiot insektisitlerin toksik etkilerine karsi
koruyucu role sahip oldugunu da géstermektedir [51, 52].

Malatyon tarmmsal uygulamada gokga kullanilan bir organofosforlu insektisittir. Bu

nedenle baliklarin zarar gérmesi ile sonuglanan su kaynaklarm: kirletme &h ef:'\\
Onemli bir potansiyele sahiptir [53, 54]. Cook et al. [55] ve Gantberg et [§6] |

malatyon baliklarda dnemli dlgiide CaE tarafindan hidrolize edilmektedir (Sek
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Sekil 2.1. Malatyonun karboksil esteraz tarafndan yikim reaksiyonu

Malaxon, malatyonun aktif bir metabolitidir. Deuterman’a gore [44], malaxon
sadece bir substrat degildir, ayrica bir karboksil esteraz inhibitériidiir. Benzer olarak
diger OP bilesikler ve metabolitlerinin de benzer aktivitelere sahip oldugu
diistintilmektedir.

Cesiti  substratlarm hizh  biyotransformasyonunun g¢evresel kirleticilerin
biyokonsantrasyonunu azalttig: bilinmektedir [57, 58]. Smirh sayidaki ester substrati
fizerindeki ¢ahigmalar, baliklarm serum ve karacigerde yiiksek CaE aktivitesine sahip
olduklarii ve ester hidrolizinin bir ¢ok hidrofobik esterin birikimini Gnemli Slgiide
azalttifim gOstermistir [59]. CaE aktivitesinin segici aktif-bdige mhﬂmorﬁ bis-
nitrofenil fosfat ile inhibisyonu, triclopyr biitoksietil esterin bwokonsantrasypﬂundﬂE C{’%
tahminen yedi kat ve di-2etilheksil fitlat biyokonsantrasyonunda ise tahmmen
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artisa neden olmugstur [40-41]. Bu CaE’m biyotransformasyondaki etkinliini gésteren
Onemli bir Srnektir.

2. 1. 2. Asetilkolin esteraz

Asetilkolin esteraz (“gergek”™ kolinesteraz, AChE, EC 3.1.1.7) bir nérotransmitter
olan asetilkolini, asetik asit ve koline hidrolizleyen 6zgiil bir esterazdir (Sekil 2.2.).

CH,
|
C=0
OH
| CH, |
<|) . EC3.1.1.7 | . CH
L H,0 — C=0 |
2 I
- CH2
| 0 1
(?Hz N*+(CH,),
N(CH,),
Asetil kolin Asetik asit Kolin

Sekil 2.2. Asetilkolin esteraz enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyon.

Omurgalilarda ve baliklarda asetilkolin (ACh) sinir sisteminde, Ozellikle
" n6romuskiiler sinapslarda, otonomik sinir sisteminde ve beyinde birincil
norotransmitterdir. Sinir impluslarmin iletimi srasinda ACh, nikotinik reseptorler veya
muskarinik reseptSrier gibi bir ya da iki genel reseptére baglamr. Noromuskiiler
sinapslarda ACh’in nikotinik reseptdre baglanmasi uyarma ve kas kasimas: ile
sonuglanir, AChE postsinaptik membrana baglanarak ACh’in baglantisim keser ve
bdylece kolinerjik noral transmisyon sona erer [60].

Bahk AChE aktivitesindeki degisimler tireme, davrams ve motor aktivitelerdeki
degisimlere baghdir [20]. Organofosforlu bilesik igeren bir ¢ok pestisitin
belirlenmesinde AChE enziminin aktivitesindeki azalma belirte¢ olarak kullambir [61].
Baliklarda karbamath pestisitler ve organofosforlar AChE inhibitorleri olarak b
ve kolmegik noronlarda sinaptik transmlsyonu bloke ederek sinir zehnkmcv/ﬁktwn;‘r @’\\
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fosfor baglar1 gibi bilegikteki fosfatin yiizeyinden ayrlan gruplar ile ilintilidir. OP
insektisitler, oxon metabolitlerine aktive olduklarmda AChE’m aktif bolgesinde
bulunan bir serin hidroksil grubu ile fosforile olarak enzimin aktivitesini inhibe
ederler. OP’ye maruz kalmanin sonrasinda aktif bilgenin kahci inhibisyonu ndrotoksik
etkiye neden olur [63].

Yukarida belirtildigi gibi AChE inhibisyénu ve inhibisyonun etkileri, éncelikli
olarak OP ve karbamat pestisitlerin neden oldugu g¢evresel kirliliin belirlenmesinde
belirteg olarak kullanilmug; ancak az sayida galigmada ise uzun siireli, metallere in vivo
maruz kalmammn etkileri arastinilmugtr. Suresh et al. [64] ve Verma et al. [65]
tarafindan bildirdigine gore, bakira maruz bwakilmis Sacobranchus fossilis’te ve
subletal konsantrasyondaki civa ve g¢inko’ya maruz birakilmig sazanda degigik
organlarin AChE aktivitesinde 6nemli diiglisler olmustur.

2. 1. 3. Alkalen fosfataz ve asit fosfataz

Alkalen fosfataz (ALP; EC 3.1.3.1) organik esterlerden u¢ fosfat grubunu kiran
bir enzimdir [66]. Fosfataz bir fosfat formunu bir gruptan digerine tagiyarak alkol ve
ikinci bir fosfat bilesiginin olusumunu saglar (Sekil 2.3.). Su fosfat alicisi iken,
reaksiyon sonucu ortofosfat olugturulur. Bu enzim optimum aktiviteyi yakiagik olarak
pH 10°da gosterir. ALP maksimum aktivite ve kararhlik i¢in Mg*? ve Zn? iyonlarma
ihtiyag duyar; Ca*? ve inorganik fosfat tarafindan ise inhibe edilir [62]. ALP esas
olarak hiicre membranma lokalize olmustur. Karaciger hiicrelerdeki herhangi bir
degisim ALP aktivitesinin degisimi ile sonuglanabilir [67].

0
I ALP
H,0 * R—O0—PO ﬁ R—OH * HPO*
P
0

Sekil 2.3. Alkalen fosfataz enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyon.

Asit fosfataz (ACP, EC 3.1.3 2) asidik bir pH’da fosforik monoesterieri
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membranda lokalize oldugu bilinmektedir. Pestisitler hiicresel nekroz veya otolitik
yikimla bu enzimin sitoplazmada ortaya ¢ikmasimna neden olurlar [40].

ACP
Rl -0 —PO3H2 + RQ —"'OH ;—I—? Rl ""'OH + R2 —'O _P03H2

Organik fosfat esteri Alkol Yeni alkol  Yeni fosfat esteri

Sekil 2.4. Asit fosfataz enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyon.

Lizozomlarda bulunan ACP ve ALP gibi birka¢ hidrolitik enzimin, hiicre
pargalanmasi sonucu hiicre sistemindeki diizeylerinde bir artigm goriilecegi Duve
[67] tarafindan g&sterilmistir. Onemli organofosforlu pestisitlerin  indiikledigi
dejeneratif histopatolojik degisimler sonucu C. punctatus bahfinmn karaciger, kas, ve
bsbrek ALP ve ACP aktivitelerinin arttif1 rapor edilmigtir [68, 69]. Bu aragtirmacilar
farkli organlarda pestisitlerin giiglii toksik etkilerinin neden oldugu lizozom ve hiicre
membram yikiminmn, bu iki enzimin aktivitelerini arttirdifimi ve hiicre sisteminde bu
hidrolazlarm serbest kalmasmn otolizi kolaylagtirdifim g&stermiglerdir. Karbafurana
maruz birakilmis C. punctatus karaciferinde ALP ve ACP diizeylerinde
karsilagtmlabilir yilkkselme bu enzimlerin, hepatositlerin canlihifm yitirmesi ve
lizozomlarin yikimi sonucu hepatik hiicre sisteminde birikimlerini gostermektedir
[70].

Ram ve Sing [40] ise karbafuran muamele edilmiy C. punctatus babklarmn
karacifer ALP ve ACP aktivitelerinin diizeylerinde bir ylikselme oldugunu bulmustur.
Fakat Sharma [71] endosulfana maruz brrakilmis C. gachua baliklarinda bu enzimlerin
aktivitelerinin azaldigmm rapor etmistir.

Farkh organoklorin pestisitler arasmda endosiilfan, ¢esitli tarmsal zararhlan
kontrol etmede en yaygm kullanilan insektisittir. Balklar endosulfana asm duyarhdr;
gdl ve mmaklara endosulfan sizmasi sonucu bahk Gltimleri rapor edilmigtir.
Endosiilfanlarin ¢ok sayida teleost tath su bahiginda karacier, kas, bobrek ve beyin
ALP aktivitesini artirdif1 g6sterilmistir [72].

Organofosfat pestisitler baliklarn farkhi dokularnda niikleik asit septemimimeg,
olumsuz etkileyerek ALP ve ACP aktivitelerini inhibe ederler [73]. Be \seﬁjﬁeg .
organofosfath bir pestisit olan quinalphos’un subletal konsantrasyo a
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brrakilmis bahklarda karacifer tahribati ALT ve AST aktivitelerindeki degisimlerle
belirlenebilirken; ek olarak stres altindaki metabolik degisimler i¢in ACP, ALP ve
LDH aktiviteleri 6nemli biyobelirtegler olarak kullamlabilir [40].

2. 1. 4. Laktat dehidrogenaz

Laktat dehidrogenaz (LDH, EC 1.1.1.28) hiicresel sitoplazmada bulunur ve
glikolizde aktif durumda piruvik asit tizerinden glukozu laktik asite doniigtiiriir [74].

CH, CH,
| on |
C—=0 * H**+ NADH ———>CHOH * NAD*
Joor Loon

Piruvik asit Laktik asit

Sekil 2.5. Laktat dehidrogenaz enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyon

LDH glikolitik yolda sitoplazmik bir biyobelirtegdir [75]. Glukolizisin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar ve bu nedenle normal hiicresel fonksiyonlar i¢in
¢ok Onemlidir. LDH gercekte organizmanin biitlin dokularnda bulunur. Ancak
karaciger, bobrek ve kastaki aktivitesi serumdan 6nemli 6lgiide yiiksektir [76].

Memelilerde iki tip LDH izoenzimi bulunmaktadir: M subiiniteleri iskelet kasimn
karakteristigi, H subiiniteleri kalp kasin karakteristigidir. Tip C olarak adlandirilan
izoenzimi ise baliklarda, &zgiil olarak karacigerde bulunmaktadir [77].

Doku hasarmmn oldugu ¢ogu durumda, hastalk durumundan ya da toksik bir
bilesikten dolayr LDH aktivitesinin 6nemli bir sekilde etkilenmis oldugu rapor
edilmigtir [76]. Patolojik LDH degerleri enfeksiyon, sok, zehirlenme nedeniyle hiicre
membran hasarlar1 veya doku nekrozlarmin olugmasy; ya da karaciger, iskelet ve kalp
kasi oOzgiill hasarlarmmm olusmas1 ile agiklanmr [78]. Bundan dolayt serum
aktivitelerindeki patolojik degisimler genelikle hiicresel hasari izleyen sitoplazmik

LDH’m sizmasmm bir sonucudur [66]. AT
Endosiilfan birikimi deniz ve tath su hayvanlarinda rapor edilmistir [79 (s
ve arkadaglarma gére [80] endosiilfana maruz birakilmis baliklarda (€,
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LDH aktivitesindeki azalma, enzim molekiilleri ile endiisulfan veya onun
metabolitlerinin verimli-olmayan baglanmalarndan ve/veya enzim sentezinin bloke
edilmesinden kaynaklanmugtir. Bulgular endosiilfanin enzim ve enzim-substrat
kompleksine baglandifini gostermistir. Buna ragmen endosiilfamin baglanma egilimi,
saflagtinilmis ve ham LDH’m her ikisi igin de daha gok enzime karsidir. Sonug olarak
enzim verimli kompleks yapamadifindan endosiilfana maruz brrakimig bahgm
anaerobik metabolizmasmn verimlili§i azalir. Endosiilfan olas1 niteliksel inhibisyon
mekanizmasi su ekilde formiile edilebilir:

E + S&ES<E +P

1 Endosiilfan

E-END

Burada E, LDH-NADH/NAD" y1, S, LDH-NADH-piriivat kompleksini, P, laktati
ve E-END, LDH-endosulfan kompleksini géstermektedir [82].

Karbofuranin (2,3-dihidro-2,2-dimetil-7-benzofuranil metilkarbamat) periferal ve
ayrica merkezi organlarda, beyinde ve ndromuskular baglantilarin sinapslarinda
asetilkolinesteraz inhibisyonu ile hiperkolinerjik aktivite tirettigi bilinmektedir {81].
Karbafuranin diigiik konsantrasyonlarda C. batrachus’un farkh dokularmda LDH ve
protein icerifinde Onemli degisikliklere neden olarak, zararh etkiler gsterdigi
Rajendra ve arkadaglar1 [75] tarafindan rapor edilmistir. C. batrachus’un fakh
organlarinda LDH aktivitesindeki azalma karbafuran konsantrasyonundaki ve muamele
periyodundaki artigla dogrusal bir oranti gostermistir. Karbofuramin etkilerini
degerlendirmeye yonelik in-vitro g¢ahsmalar, pestisitin C. batrachus’un dokularndan
izole edilmis LDH aktivitesini kuvvetli bir sekilde inhibe ettigini gdstermistir. Bulgular
organokarbamat pestisitlerin bu terminal glikolitik enzim {izerindeki inhibe edici
etkisinin  enzim-inhibitdr =~ kompleksinin  olusumundan  kaynaklanabilecegini
gostermektedir. Bunun sonucu olarak LDH aktivitesindeki azalma C. batrachus’un
karbonhidrat metabolizmasimn bozulmasma neden olmaktadir. Bir organokarbamat
pestisit olan Kkarbaril subakut konsantrasyonlarda balik dokularmda laktik asitin
diizeyinde giddetli yiikselmelere neden olmaktadir. Pestisite maruz kalmis C. batrachus
dokularinda LDH aktivitesindeki olasi inhibisyon ve laktik asit diizeyindeki artis,
teleost babiklarma gore  dokulardaki glikoliz orammin daha yiikksek ve TCA
dénglistiniin oranmnin ise daha diigiik g&stermigtir. Karbafurana maruz b
dokularmda laktik asit birikimi ve LDH aktivitesinin inhibisyonu pesnsffm
enerji metabolizmasina da engel oldugunu gostermektedir [82]. hi 5
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Bir hiicresel enzimin aktivitesindeki degisim derecesi ncelikle hiicre hasarmmn
biyiikliigiine ve etkinliine baghdr [76]. Kanda baz1 enzimlerin varlig: partikiiler bir
organda hiicresel hasar1 gosterir. Birka¢ rapor toksik maddeye maruz kalmammn bir
sonucu olarak baliklarda LDH, ALP ve ACP degisimine 6zel olarak dikkat ¢ekmekte
olmasma ragmen, en biiylik teshis potansiyelini gGsteren iki enzimin ALT ve AST
oldugunu belirtmektedir [83].

2. 1. 5. Aspartat aminotransferaz ve alanin aminotransferaz

Aspartat aminotransferaz (AST; L-aspartat: 2-oksoglutarat aminotransferaz, EC:
2.6.1.1) glutamat oksaloasetat transaminaz (GOT) olarak da adlandirihir. Bu enzim L-
aspartat ve 2-oksoglutarat, glutamat ve oksaloasetat arasinda geri déhﬁslﬁ transaminaz
reaksiyonunu katalizler. Enzimin varhg; ilk olarak Cohen [74] tarafindan gdsterilmigtir.

Elektroforetik olarak enzim iki temel forma ayrimgtir. Biri ¢6ziinlir ya da
sitozolik form (c-AST) ve digeri mitokondrial form (m-AST); ki bu iki form ¢ok sayida
hayvansal ¢alismada rapor edilmistir. Her iki izoenzim de amino asit metabolizmasina,
iire ve sitrik asit dongiisti arasinda bir baglant: olarak katilmaktadir. Sitozolik izoenzim
dzellikle daha yogun olarak glikoneogenesis stirecinde yer almaktadir [84].

Alanin aminotransferaz, (ALT; L-alanin: 2-oksoglutarat aminotransferaz, EC
2.6.1.2) glutamat-piruvat transaminaz (GPT) olarak da adlandirilir. ALT, L-alanin ve
L- glutamat arasinda bir amino grubunun transferini katalizler. Bu in vivo reaksiyon

{ire dongiisii i¢in nitrojen kaynaf: saglamak amaciyla saga dogru gergeklesir [61].

cl:oo (':oo

(|3 =0 CoO0- H3N+—(I3_H COO-
THz ; H3N+—(|3——H —_ fHZ + (I:—_.-o
Hy ' T !
Co0- CoO-

Ketoglutarat ~ L-Amino asit L-Glutamat

Sekil:2.6. Alanin aminotransferaz tarafindan katalizlenen reaksiyon
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Azot metabolizmasi, gevresel degisimlere yanit olarak uyum saglayici degigimler
goOsteren hassas fizyolojik sistemlerden biridir [85].

Proteinlerde bulunan 20 L-amino asitin a-amino gruplari, amino asitlerin oksidatif
yikimlan gergeklesirken uzaklagtirilir. Sayet yeni amino asitlerin ya da azotlu iriinlerin
sentezinde kullamlmiyorsa bu amino gruplari basit bogaltimla sonuglanan bir tiriin
halinde atilir. Sucul organizmalar azotu, NH4 (amonyak) halinde kolayca su ortamina
verirler.

Cogu L-amino asitin katabolizmasmn ilk basamag olan o-amino gruplarmn
uzaklagtirlmas), aminotrasferaz ya da transaminaz enzimlerince Kkatalizlenir. Bu
transaminasyon reaksiyonlarmda o-amino gruplari, o-ketoglutaratin a-karbon atomuna
transfer edilir, geriye amino asidin anologu olan uygun a-keto asit kalir [86].

a-ketoglutarat + L-amino asit « L-glutamat + a-keto asit
a-ketoglutarat + L-alanin <> L-glutamat + privat
a-ketoglutarat + L-aspartat <« L-glutamat + oksaloasetat

Reaksiyonlardan da goriilecegi iizere; ortada net bir amino grubu kaybi
gbzlenmez. Gortildtgl gibi bir amino asit a-amino grubunu kaybederken bir a-keto
asite doniigmekte ve amino grubunu alan o-ketoglutarat ise bir amino asit olan L-
glutamata déntigmektedir. Meydana gelen L-glutamat diger pek g¢ok biyosentetik yolda
amino grubu dondrii olarak rol oynamakta veya amino grubu azotlu atik maddeye
doéniigttirtilerek viicut digina atimaktadir.

Biitin aminotransferazlar genel bir prostetik grup ve genel bir reaksiyon
metabolizmasim paylagirlar. Prostetik grup, vitamin B, veya pridoksinin koenzim formu
olan pridoksal fosfattr (Sekil 2.7.). Pridoksal fosfat, amino transferazlarm aktif
bolgesine amin gruplarmm ara tasiyicisi olarak islev goriir. Enzim reaksiyonu
katalizlerken geriye doniislii olarak aldehit formu olan piridoksal fosfat halinde bir
amino grubu alarak piridoksamin fosfata déniigmekte, daha sonra ise bu amino grubu a-
ketoglutarata veya bir bagka a-keto asite vermektedir [87].
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Sekil 2.7. Piridoksal fosfat

Transaminazlar serumda ¢ok az miktarda bulunan intraseliiler enzimlerdir. Ancak
karacifer hiicre hasarlari, bilyllk konsantrasyon gradienti nedeniyle enzimlerin
plazmaya sizmasi ile sonuglanabilir [40].

Kan plazmasi mAST aktivitesinin belirlenmesi, karaciger hiicre hasaninin giddeti
tizerinde gerekli bilgiyi saglayabilmektedir. AST’nin, ayrica gesitli toksik ajanlara veya
kirlenmiy gevreye maruz kalmis balikta biyokimyasal stres indikatSrii olarak kullamsh
oldugu kanitlanmigtir [88].

Agir metallerin sucul organizmalar tizerindeki etkileri transaminaz aktivitesindeki
degisimlere bakilarak degerlendirilebilmektedir. Kadmiyum (Cd) her yerde bulunan ve
zararh agr metal olarak kabul edilen bir toksikanttir. Baliklarm bu metalin diigiik
konsantrasyonuna maruz kalmalani bile doku hasar, omurga' degisimleri, solunum
degisimleri ve son olarak Olimd de igeren birgok toksik etki ile sonuglanabilir.
Degisimler ayrica karbonhidrat ve protein metabolizmasi gibi biyokimyasal ve
fizyolojik diizeyde de goriilebilir.

Metal toksisitesince indiiklenmis protein metabolizmas: ile ilgili ¢ogu ¢alisma
sliphesiz metallotionein (MT) {iretimi ile ilgilidir. Metalotioneinler diigik molekiiler
agirhkh sisteinerik metal-bagli proteinlerdir. Metale maruz kalma sonrasmda bu
maddelerin sentezinin artmasi birkag bahk tiirlinde gahgilmistir. Bu proteinlere Cd’nin
baglanmas1 diger hiicresel molekiillere metalin yan etkisini Snlemektedir; bu nedenle
metal toksisitesine karst korumay: saglamaktadir. Hayvanlarm metabohzmasfﬁ%&«
proteinlerin temel bilesen olmasi, afir metallerin de bu molekiillerin normﬁl{' _

JI
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stireglerinde yer alabilmeleri gergeginden dolayn metale maruz kalma protein
metabolizmasindaki de@isimlerin ¢ahgiimasinda daha ileri detay i¢in Onemlidir.
Degisimler, proteinlerin sentezinde ve yikiminda belirli enzimlerin aktivasyonunda ve
inhibisyonunda ortaya ¢ikabilir. Bunlar, total protein igerigi, serbest amino asit (SAA)
konsantrasyonu, proteaz aktivitesi ALT-AST  aktivitesindeki degigimler olarak
g6zlenebilir.

Bakar igeren fungusitlerde bakir (Cu), fungusit etkiye sahiptir. Yiiksek dozda bakir
iyonlar1 yasayan organizmalar, 6zellikle suda yasayanlar igin tehlikelidir.

‘Bakir iyonlarnin  yagayan organizmalar tizerindeki toksik etkileri ¢esitli
deneylerle kontrol edilmistir. Ozellikle tehlike altindaki hayvan tiirleri, sucul
organizmalar ve sucul besin zincirinin zirvesinde yer alan bahklardr. Balik viicudunda
bakir iyonlarmin birikimi, Cd’a benzer bir sekilde, doku nekrozu nedeniyle serum ALT
ve AST diizeyinde bir artiga neden olmaktadir [89].

Trifluralin herbisit olarak kullamlan bir dinitroanilin bilesigidir [90]. Trifluralin
sucul ekosistemlere sizma ve yer alti sular1 ile girmekte; benzer sekilde su
kaynaklarinin yakimnlarinda kullanilan diger herbisitlerde ekosistemlere girmektedir. Bu
bilesigin sucul ekosistemlere ulasabilen konsantrasyonlarmin temiz su ekosistemlerinin
biyotik bilesikleri {izerindeki etkileri Vidmanic et al., [91] tarafindan g&sterilmigtir .

Degisik konsantrasyonlarda trifluraline maruz brakilmiy sazanda; karacifer ve
kan serum AST aktivitesinde istatistiksel agidan 6nemli bir artigm oldugu bulunmustur.
Trifluraline maruz birakilmis baliklarin serum ve solungag transaminaz aktivitesindeki
arti, hasar gérmils plazma membranlarindan enzimlerin sizmas: ve/veya dokulardaki
enzim sentezinin artmas: sonucu oldugu rapor edilmigtir [90].
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3. MATERYAL VE YONTEM
3. 1. Balik Orneklerinin Saglanmasi

Bu aragtirma igin ¢algilan bahk ornekleri TUBITAK-TARP projesi kapsaminda
gergeklestirilen bir arastrma icin toplanmugtr (Ekmekei vd. 2000). Baliklar farkh
istasyonlardan (Sakarya, Usakbiikii, Cayirhan, Sariyar, Aladag) ve farkli donemlerde
yakalanmigtr. Cahigma alami olarak segilen Saryar Baraji ve orneklerin toplandif
istasyonlar Sekil 1.1°de gosterilmektedir.

Bu aragtirma i¢in farkh ekolojik &zellikler ve farkh beslenme ahskanhklarma
sahip olan baliklar lizerinde g¢ahgmalar ylirtitlilmigtiir. Arasgtrmada ii¢ bahk tiiri;
Cyprinus carpio (sazan), Silurus glanis (yaym) ve Capoeta tinca (gay bahf) ile
gahgiimigtir. Boylece farkl istasyonlardan, farkhi zaman periyotlarmda avlanan baliklar
kullamlarak  ¢evresel kirlilik  etkilerinin  kargilagtrmali  olarak  belirlenmesi
amaglanmigtir. Babk Ornekleri belirtilen istasyonlardan Haziran 1998, Kasim 1998,
Mart 1999, Nisan 1999 ve Kasim 1999 tarihlerinde yakalanmmsgtr.

Babk 0Ornekleme istasyonlarindan avlanan balklarmin tiir tayinleri arazide
yapildiktan sonra, karaciger ve beyin dokular1 ¢ikanidi. Dokular, her istasyon igin tiir
adi, 6rnekleme lokasyonu, yakalams tarihi ve drnek numarasi belirtilen bir etiket ile svi
nitrojen i¢inde enzimatik analizlerin yapilmasi amaciyla laboratuvarmmiza transfer
edildi. Laboratuvarimzda Ornekler sivi nitrojenden almarak, enzimatik analizler igin
dokularm homojenize edilecefi giine degin Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim dah
laboratuvarinda bulunan —85 °C derin dondurucuda sakland.

3. 2. Karaciger Doku Homojenatlanmm Hazirlanmasi:

Homojenizasyon amaci ile dondurucudan alman dokularin ¢Sziinmesi saglandi.
Karaciger Orneklerinin homojenizasyonu amaciyla tartilan dokular, polithron
homojenizatérde (Tka Instruments, Germany) 18.000 rpm devirde 2 kez 5’er saniye siire
ile parcalandi Paralama, doku afwhfmn 7 kati hacimde (w/v) sogutulmus
homojenizasyon tamponu (KH,PO4, 0.1 M; KC1 0.15 M; EDTA, 1 mM; DTT, 0.05
mM) ortammnda yapildi Cahgmalarm tim asamalarinda Ornekler buz /qéﬁfg%\
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Homojenizasyon sonrast homojenatlar supernatant eldesi amaci ile eppendorf
tiiplerine aktarildi. Homojenat 4 °C’da 16.000 xg devirde 20 dakika siire ile santrifiij
edildi. Elde edilen siipernatant temiz eppendorf tiiplerine aktaridi ve enzimatik Slgiim
¢aligmalarma kadar —40 °C’da derin dondurucuda sakland:.

3. 3. Beyin Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasa:

Beyin doku Ornekleri arazi kosullarmda ahndiktan sonra, sivi nitrojen iginde
laboratuvara tagindi. = Laboratovarimizda dewar kabindan alman Ormekler
homojenizasyon gilinline degin -85 °C derin dondurucuda saklandi. Doku
homojenizasyonuna baglamrken; Ornekler, oda sicakhfinda ¢o6ziilmelerini takiben
aliiminyum folyolardan alinarak tartildi. Her bir doku 6rnegine Ozmen ve arkadaglarmmn
(1998) Onerdigi sekilde agrhgmin 35 mg’s igin 1,0 ml olacak gekilde trizma tamponu
(pH 7.4, 0.1M), (Sigma Corp., USA) eklenerek buz kabi iginde cam-teflon
homojenizat6r kullanilarak, 12-15 vurus ile 6,000 rpm’de parcaland:.

Parcalanan dokular eppendorf tliplere aktarilarak, 4°C’da 20 dk sfireyle 16,000
xg’de santriifij (Ole Dich Instrumentmakers, Microcentrifuige 157. mp, Denmark)
edildi. Elde edilen silipernatant temiz eppendorf tiiplerine aktarilarak, enzimatik
¢alismalara kadar -40°C’da derin dondurucuda sakland:.

3. 4. Enzimatik Cahsmalar:

Yapilan biitiin enzim aktivitesi tayin islemlerinde mikroplaka okuyucu sistemi
(Molecular Devices Corp., Versamax®) kullamids.

3. 4. 1. Karaciger laktat dehidrogenaz aktivitesi :
Karaciger supernatant LDH enzim aktivitesi Sl¢limiinde, 340 nm dalga boyunda

LDH diagnostik kiti (Sigma Corp., USA) substrat olarak kullamldi. Doku
homojenatlarmdan elde edilen supematant toplam reaksiyon kansxmmda 5 ul olacak

eklenerek hazirlandi. Bu ¢6zeltiden 100 pl supernatant, drneklerinin {izerine s’er@o ara
¢ok kanalli mikropipet ile pipetlendi. Kangm 15 saniye siireyle mikroplak& oﬁdy\iq@ﬁ N
&g,-'-.
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calkalandh ve 25 °C’da 1 dk stire ile absorbans degisimi kaydedildi. Her &rnek igin iki
tekrarh okuma yapildi Aym Srnek icin elde edilen degerler arasinda % 10’dan daha
biiyiik korelasyon farki bulundufunda okuma iglemi yinelendi. mOD cinsinden alinan
absorbans degerleri OD’ye gevrilerek hesaplamalar yapildi.

3. 4. 2. Karaciger asit fosfataz aktivitesi :

Karaciger doku 6rneklerinde ACP aktivitesi Slgiimiinde, 405 nm dalga boyunda
ACP diagnostik kiti (Sigma, 435-A) substrat olarak kullanildi. ACP reagent, hazir kite
10 ml distile su eklenerek hazrlandi. Karacifer stipernatant homojenatindan 10’ar pl
mikroplaka gukurlarma pipetlendi ve lizerine 100 ul ACP reagent eklendi. Kargim 5 dk
stireyle 25 °C’da mikroplaka okuyucu sistem iginde inkiibe edildikten sonra, 5 dk siire
ile absorbans defisimi okundu. Her &rnek igin iki tekrarh okuma yapildy; aym 6rnek
icin elde edilen degerler arasinda % 10’dan daba fazla korelasyon farki bulundugunda
okuma islemi tekrarlandi. mOD cinsinden alinan absorbans degerleri OD’ye gevrilerek
hesaplamalar yapildi.

3. 4. 3. Karaciger alkalen fosfataz aktivitesi:

Karaciger supernatant Orneklerinde ALP aktivitesi Olglimii amaciyla, ALP
diagnostik kiti (Sigma, 435-A, infinity) kullanildi. C6zelti 10 ml distile su eklenerek
hazirlandi. Ve infiniti olarak enzimatik aktivite Olglimiinde kullamildi. Karaciger
supernatant Srneklerinden 10°ar pl mikroplaka gukurlarina pipetlendi ve iizerine 100 pl
ALP reagent pipetlendi. 25 °C sicaklikta 5 dakika sfireyle inki{ibasyon sonrasinda 5
dakika 405 nm’de absorbans degisimi okundu. Her 6mek i¢in iki tekrarh okuma yapilds;
aym Ornek i¢in elde edilen degerler arasinda % 10°dan daha fazla korelasyon farki
bulundugunda okuma islemi tekrarlandi. mOD cinsinden alnan absorbans degerleri
OD’ye gevrilerek hesaplamalar yapilds.

3. 4. 4. Karaciger alanin aminotransferaz aktivitesi:

Karaciger supernatant Orneklerinde ALT aktivitesi Olgiimi yaplhrkenf/ QET gi‘v
diagnostik kitleri (Sigma, DG 159-K) kullanildi. Supernatant 6mek1ermd,é/m"’5’§x/6\ ® f:'i
)
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mikropaka g¢ukurlarma pipetlendi; bunun tizerine 200 pl ALP reagent pipetlendi.
Pipetlemenin ardindan 25 °C’da 2 dk silire ile 340 nm dalga boyunda absorbans
degerleri okundu. Her 6rnek igin iki tekrarli okuma yapildi; aym &rnek icin elde edilen
degerler arasinda % 10’dan daha fazla korelasyon farki bulundugunda okuma iglemi
tekrarlandi. mOD cinsinden alman absorbans degerleri OD’ye ¢evrilerek hesaplamalar
yapildi.

3. 4. 5. Karaciger aspartat aminotransferaz aktivitesi:

Karaciger supernatant drneklerinde AST aktivitesi Slgiiliirken, GOT-A ve GOT-B
diagnostik kitleri (sigma) kullanidi Oncelikli olarak 5’er pl 6rnek mikroplaka
¢ukurlarma pipetlendi. Bu Orneklerin {izerine 200 pl A reagent eklendi kangm 10 sn
siireyle ¢alkalandi. Karisima son olarak 10 pl B reagent eklenerek reaksiyon baglatildi.
Absorbans degisimi, 25 °C’da, 340nm’de 2 dk siire ile okundu. Her 6rnek igin iki
tekrarh okuma yapildi; aym: 6mek icin elde edilen degerler arasinda %10’dan daha
fazla korelasyon farki bulundugunda okuma islemi tekrarlandi. mOD cinsinden alinan
absorbans degerleri OD’ye gevrilerek hesaplamalar yapildi.

3. 4. 6. Karaciger total protein tayini:

Karaciger total protein miktan Lowry ve arkadaglarmmn (1951) gelistirdigi
yonteme gére, mikroplaka okuyucu sistemi kullamlarak tespit edildi. 5 pl 1/10 oraninda
sulandmimig slipernatant Ornekleri mikroplakalara pipetlendi ve {izerine 200 pl
reaksiyon A karigimi (0,1 M NaOH ¢6zeltisinde %2 Nay,CO;: 100ml; %2 NaK Tartarat:
1 ml; %1 CuSO4: 1 ml) eklendi. Reaksiyon karigimm oda sicakliginda 10 dk karanhkta
inkiibe edildi. Ardindan, 20 pl folin regent (Merck Corp, Germany) (1/1 v/v reagent:
distile su) ilave edilerek 45 dk siireyle yeniden karanhkta inkiibe edildi. Renk
degisimine bagh olarak 695 nm dalga boyunda absorbans 6iglildii. Elde edilen degerler
BSA standart egrisi degerleri ile kargilagtirilarak, Ornekteki total protein degerleri
saptandi. Sulandrma faktoriine bagh olarak, supernatanttaki total protein degeri
hesaplandi.
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3. 4. 7. Enzim spesifik aktivitesi:

Karacifer enzimleri igin supernatant Orneklerinde olclilen aktivite degerleri
hesaplandiktan sonra, her 6rnek igin total protein degerine bagh olarak spesifik aktivite
degerleri hesaplandi.

3. 4. 8. Beyin karboksil esteraz aktivitesi:

Karaciger supernatant drneklerinde CaE aktivitesi ol¢filiirken, Indnii Universitesi
Fen Edebiyat Fakiiltesi Organik Kimya Anabilim Dali Laboratuvarinda Dog. Dr. Ahmet
Mete tarafindan hazirlanan ve BUTAT olarak adlandiriian bir madde substrat olarak
kullamldi. Bu maddenin CaE ve AChE i¢in 6zgiil bir substrat oldugu, in vitro kogullarda
Porcine karacigeri karboksil esteraz ve elektrikli yilan bahg (eel, Electrtophorus)
asetilkolin esteraz (Type V1-S) (Sigma Corp, USA) enzimleri kullamiarak test
edilmistir (Ozmen vd., 2001).

10 pl, 1/2 orannda sulandirilnmg siipernatant Grnekleri mikroplaka gukurlarma
pipetlendi ve {izerine igerginde % 0,015 DTNB, % 0,01 BSA ve 1 ml 0,02 M BUTAT
(44 ul BUTAT/ 10 ml % 96 EtOH) bulunan100 ml 0,05 M pH 7.4 fosfat tamponundan
200 pl eklenerek reaksiyon baglatildi. Enzim aktivitesi 25 °C’da, 405 nm dalga
boyunda 1 dk siire ile absorbans okundu. Okuma siiresince karigmmm her 10 sn’de bir
calkalanmas: saglandi. Her 6rnek i¢in iki tekrarh okuma yapildy; aym Srnek icin elde
edilen deferler arasinda %10°dan daha fazla korelasyon farki bulundugunda okuma
iglemi tekrarlandi. Beyin dokusu AChE aktivitesi U/l enzim aktivitesi cinsinden
hesaplandL

3. 4. 9. Beyin asetilkolin aktivitesi:

Beyin dokusu AChE aktivitesi spektrofotometrik yontemle, mikroplaka okuyucu
sisteminde Olciildii. Bu amagla Ellman ve arkadaglar1 (1961) tarafindan kullamlan
yontemin, Ozmen ve arkadaglari (1998) tarafindan modifiye edilmis ve mikroplaka
okuyucu sistemine uyarlanmig sekli kullamldi. Enzim aktivitesi Slglimiinde 412 nm
dalga boyunda Asetil thiokolin iodid (ACTI) in substrat olarak kul]am]ma51




sekilde mikroplaka gukurlarina pipetlendi. 0.0417 M ACTI (Sigma Corp., USA) stok
¢Ozelti hazirlandi. Son konsantrasyonda 9,697x10™ m olacak sekilde pipetlendi. DTNB
(Aldrich, USA) 0,00404 M olacak sekilde Trizma tampon kullanilarak ( pH 8,0; 0,1 M)
ve ortama NaHCOj; eklenerek hazirlandi. Reaksiyon karigimma 200 pl trizma tamponu
(0,1 M; pH 8,0) ve son olarak son konsantrasyonda 9,39x10°> M DTNB olacak sekilde
pipetlendi. Karigim mikroplaka okuyucuya yerlestirildi ve 10 saniye siireyle galkalandi
25 °C’da 1 dk. siire ile absorbans defigimi kaydedildi. Her 6rnek icin dort tekrarh
okuma yapildi ve aym Ornek igin elde edilen deferler arasmda %10’dan daha fazia
korelasyon farki bulundugunda okuma islemi tekrarlandi. mOD degeri cinsinden alnan
absorbans degerleri OD degeri olarak hesaplandi. Beyin dokusu AChE aktivitesi U/L

enzim aktivitesi cinsinden hesaplandi.
3.5. Istatistiksel Analiz:

Elde edilen bulgularin istatiksel olarak degerlendirilmesi amaciyla istatiksel paket
program (SPSS Inc., USA) kullamldi. Cahsma bulgulari varyans analizi ile (ANOVA)
orneklerin toplandid: istasyonlara ve 6rnek toplama donemlerine bagh olarak Kruskal
Wallis’ testi ile test edildi. Gruplar arasi farkliifm Onemli olup olmadigi P<0.05
diizeyinde Onemlilik derecesine goére saptandi Gruplar arasi farkliigm Snemli oldugu
saptandifinda, Ornekler ikili karsilagtuma ile Mann Whitney-U testine gore
karsilagtiriidi. Buna bagh olarak grup i¢i farkhhgm P<0.05 diizeyinde Onemli
bulundugu gruplar saptandi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Sakarya, Usakbiikli, Cayrhan ve Sartyar istasyonlarindan yakalanan bahk
ornekleri icin karaciger veya beyin dokularinda segilmis enzim aktiviteleri ilk olarak
Ornekleme tarihlerine bagh olmaksizin degerlendirildi. Cevresel kirlilife bagh olarak
organizmada olas1 etkiyi belirlemeyi amaglayan enzim aktivite degerlerinin istatistiksel
analizi yapildi. Buna gore, yaym baliklarinda beyin ve karacifer enzim aktivitelerinin
lokasyonlar arasinda istatistiksel olarak Onemli diizeyde farkhhk gostermedigi
bulunmugtur (p>0,05). Sazan bahklarinda Ugakbiikii ve Cayirhan lokasyonlan
karsilagtinldiginda ALP ve AST, Sakarya ve Cayrrhan lokasyonlar karsilastinldigmda
ise CaE enzim aktivitelerinde istatistiksel olarak Onemli diizeyde farkhhigm oldugu
belirlenmistir (p<0,05). Benzer sekilde ¢ay baliklarinda Usakbiikii ve Cayrrhan
lokasyonlar1 kargilagtinldiginda LDH ve ALT, Usakbiikii ve Sariyar lokasyonlan
karsilagtirildiinda ise ALP ve ALT enzim aktivitelerinin istatistiksel olarak 6nemli
diizeyde farkhlik gdsterdiBi saptanmgtir (p<0,05).

Sekil 4.1., Sekil 4.3. ve Sekil 4.5. swasiyla farkhh 6rnekleme istasyonlarindan
yakalanan sazan, yaym ve ¢ay baliklarinda Ornekleme donemlerine bagh olmaksizin
karaciger LDH, AST, ALT, ACP ve ALP aktivitelerinin dagilumm gostermektedir.
Benzer sekilde, Sekil 4.2., Sekil 4.4. ve Sekil 4.6. ise farkhi 6rnekleme istasyonlarmdan
yakalanan sazan, yaym ve ¢ay baliklarinda 6rnekleme donemlerine bagh olmaksizin
beyin dokusu AChE ve CaE aktivitelerinin dagilimim gostermektedir. Bu verilere gore,
biyobelirteg olarak secilen enzim aktivitelerinin Srneklemenin yapildif istasyonlarda
kendi i¢inde genig bir dagilim sergiledigi goriilmektedir.

4.1, Sazan Baliklan (Cyprinus carpio) i¢in Enzim Aktiviteleri ile ilgili Bulgular

Cizelge 4.1.’de sazan bahklan igin biyobelirteg olarak segilen karacifer enzim
aktivite degerleri 6zet olarak sunulmaktadir. Sonuglara gore en yiiksek LDH degeri
Nisan 1999°da Usakbiikii istasyonunda, en diigiik aktivite Haziran 1998’de Sariyar’da
saptanmugtir. AST i¢in en yiiksek aktivite Nisan 1999°da Sartyar’da bulunurken, en
diigiik enzim aktivitesinin Kasim 1999°da Usakbiikii’'nde bulundufu; ALT igin en

goriilmektedir.
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aktivitelerinin dagihm (A: LDH, B: ACP, C: ALT, D: ALP, E: AST).
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ACP aktivitesi en yiiksek Mart 1999°da Cayirhan lokasyonunda , en diigiik aktivite
ise Kasim 1998’de Usakbiikli’'nde belirlenmigtir. ALP aktivitesi ise Mart 1999°da
Sarryar’da en ytiksek iken, Kasim 1998’de Usakbiikii istasyonu &rneklerinde en diigik
diizeydedir.

Varyans analizi sonuglarma gore biyobelirteg olarak segilen karaciger ACP, AST
ve ALT enzim aktivitelerinde grup igi farkhlik istatistiksel olarak 6nemli degilken,
LDH ve ALP enzim aktivitelerinde grup i¢i farkliik istatiksel olarak 6nemlidir (LDH
i¢in p<0,01 , ALP i¢in p<0,05) . Aym tarih dikkate almarak farkh lokasyonlar arasinda
yapilan varyans analizinde ise istatistiksel agidan 6nemli diizeyde bir farkin olmadig:
belirlenmigtir. Bu baliklarda en yiiksek LDH enzim aktiviteleri Nisan-1999°da Sartyar
ve Usakbiikii lokasyonlarinda belirlenmistir. Buna gbre enzim aktivitesi degerleri
strayla 67.05 ve 68.94 nM/dk/mg total protein olarak saptanmustir En diisiik LDH enzim
aktivitesi ise Kasim ayma ait olup, Kasim aylarma ait aktivitelerin gérece daha diigiik
oldugu saptanmustir. Bu aylarda belirlenen enzim aktiviteleri ortalama 19.67 nM/dk/mg
total protein diizeyindedir.

ALP i¢in en yiiksek enzim aktivite degeri Mart-1999 sezonunda Sarryar’da, 0.504
nM/dk/mg total protein olarak; en diisiik enzim aktivite degeleri ise Kasim-1998’de
Sakarya ve Usakbiikii lokasyonunda yakalanan baliklar i¢in sirasiyla 0.041 ve 0.021
nM/dk/mg total protein olarak belirlenmigtir.

LDH enzimi i¢in Nisan-1999°de Usakbiikii’'nden yakalanan bahk &rnekleri diger
gruplar ile kargilastirnldigmda; Kasim-1999 Usakbiikii, Kasim-1998 Cayrhan, Mart-
1999 Cayrhan, Kasm-1999 Cayrrhan, Kasim-1998 Sariyar gruplan ile arasinda
istatistiksel agidan Onemli bir farkin oldugu belirlenmistir (p<0,05). Kasim-1999
donemine ait Usakbiikii 6rnekleri ile diger lokasyonlardan yakalanan balik Srnekleri
karsilastinldiginda Mart-1999 Cayirhan, Nisan-1999 Cayrhan, Mart-1999 Sariyar ve
Nisan-1999 Sariyar ile arasinda istatistiksel agidan Onemli bir farkin oldugu
g6zlenmigtir.

Ayni enzim i¢in Kasim-1999 Caywrhan ile diger gruplar karsilagtmildiginda; Mart-
1999 Cayrrhan, Nisan-1999 Cayrhan ve Mart-1998 Sanyar gruplan ile arasmda
istatistiksel a¢idan Onemli bir farkm oldugu belirlenmistir (p<0,05). Mart-1999
Cayrrhan ile diger gruplar karsﬂastlrﬂdlgmda Kasm-1999 Cayrrhan, Kasim-1998
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Cayrrhan ile dier gruplar kargilagtirldiginda; Mart-1999 Sariyar, Nisan-1998 Sariyar
ile arasinda istatistiksel agidan Snemli bir farkn oldugu belirlenmistir (p<0,05).

Ayni enzim igin Kasim-1998 Sariyar ile diger gruplar karsilastirildiginda; Mart-
1999 Sariyar, Nisan-1998 Sarnyar ile arasmda istatistiksel agidan 6nemli bir farkin
oldugu g6zlenmistir.

Benzer sekilde ALP enzimi i¢in gruplar arasi karsilagtirma yapildiginda; Kasim-
1999 Cayrrhan ile difer gruplar kargilagtirldiginda Kasim-1998 Cayirhan, Kasim-1998
Sartyar ile arasinda istatistiksel agidan 6nemli bir farkin oldugu belirlenmistir. Aym
enzim ig¢in Kasim-1998. Cayrhan ile difer gruplar karsilastirildiginda Kasim-1999
Cayrhan, Mart-1999 Sariyar ile arasinda istatistiksel agidan Snemli bir farkin oldugu
belirlenmistir. Kasim-1998 Sartyar ile diger gruplar karsilagtnidiginda ise Mart-1999
Saryar ile arasinda istatistiksel agidan Snemli bir farkin oldugu saptanmugtir,

Cizelge 4.2.’de sazan baliklan i¢in biyobelirteg olarak segilen beyin dokusu enzim
aktiviteleri 8zet olarak sunulmustur.

Varyans analizi sonuglarina gdre biyobelirteg olarak kullanilan beyin dokusu
enzimlerinden sadece AChE i¢in grup i¢i farklilik istatistiksel olarak Gnemlidir. Aym
tarih dikkate ahnarak farkh lokasyonlar arasinda yapilan grup ici varyans analizinde
istatistiksel agidan Gnemli bir fark bulunamamustir. Ancak aym tarih dikkate almarak
farkli lokasyonlar arasinda gruplar arasi yapilan varyans analizinde Kasim-1998 tarihli
Sakarya ve Sarryar lokasyonlan arasinda; Nisan-1999 tarihli Caywhan ve Sariyar
lokasyonlan arasinda istatistiksel olarak $nemli bir farkin oldugu saptanmugtir (p<0,05).

AChE enzimi igin yapilan grup i¢i karsilastirmalarda Nisan-1999 Usakbiikii ile
Kasm-1998 Cayirhan, Kasim-1999 Cayrhan ve Kasim-1999 Sartyar ile arasinda
istatistiksel agidan 6nemli bir farkin oldugu belirlenmistir (p<0,05).

4.2. Yayn Bahklan (Silurus glanis) I¢in Enzim Aktiviteleri ile flgili Bulgular

Yaym babklarinda karacifer dokusu enzim aktivite degerleri Cizelge 4.3.’de
sunulmaktadir. Sonuglara gére en yliksek LDH degeri Nisan 1999’da Usakbiikii
istasyonunda, en diisiik Kasim 1999’da Cayirhan’da saptanmugtir. AST i¢in en yliksek
aktivite Nisan 1999°da Usakbiikiin’de bulunurken, en diisiik enzim aktivitesinin Haz:r,,abt,l&\
1998’de Usakbiiki'nde bulundugu; ALT igin en yiksek degerin Mart 5999@ z”%“”\
Sartyar’da en diisik degerin Kasim 1999°da  Usakbiikii lokasyonundag:,%”_‘ arige A

baliklarda saptandif: goriilmektedir. #

35




/

ﬂ/

- ?
£
N

"IIpaRjowli[aq Tuisides JourQ uefisife)) :u "Ipajyoun}o opejl IULIFop Biey BWeeMOo tmc:aammJ

9L0°0

00L°0

- 001C - 006'8LC -  00¥°9C 1 wngyesl 6661 umsey

- 6o - 0E¥0 - 0089 < 00L°6TC -  008°sT 1 ueynke) 6661 wisey
PIT'OF 10V°0 L60°0F LLL'O S89°0F 0S8°L ¥8L'SLF LIG'S6E OEH'8F LIFH.L 9 MINQYRSN 6661 UBSIN
- 9G€'0 - 009T - 0088 - 001'86C - 00S‘0L 1 Ielueg 6661 MBI
YZ0°0F TPO'0 SOT°0F S09°0 O0STOF 0S6°T OSY'POIF 0S8SLE OSIVPF 0SE1€ ¢ ueyuke)  gg6l unsey
610°0F 6€0°0 TLO0F 06S°0 8S9'IF €EI'L [L96EF 00T08T 9€S°0F L90°LT € Jekues g6l unsey
950°0F 911°0 ¥¥0'0F TI8°0 SLITF B8ES'L 009°THF 88E0IT 6SLb+ €IT°LT 8 WQNESN 8661 uenzey

Ique],
was JIvy wes JOvV wds TV was ISV wes H u co\hmﬁmﬁ swisppPuwIn

dOV ‘L'TV ‘1SV ‘HA'1 epunsnyjop 1ogioerey uapjouiQ (uikek) suvys g ueue|do) S«EE@%S& S €'y a3p9z1)

"(urs301d [103 S Ry D{RP/IAU) 1I0[19FaD SNIAIDE NIsods UTULIS[WIZUD JTV 9A




JIPRPIILIL[Aq TUISIALS NOUIQ UBIISI[RY) (U "JIpapjouns opeji [ULISFOD BBy BWEBLIO LIBPUL)SF [WSS

- 009y - 0T9°611 I mngyesn 6661 wisey]
001°0% 00£°0 IhEveT 82601 (4 TeAureg 6661 wisey]
109°0F 000°S 6S1°SF 0LZ‘18 ¥ mgyes) 6661 UESIN

- 001°C - 0¥8°101 1 TeALieg 6661  MEN
OLEOF L9ST [€8°GIF LO9*0ET 3 ueyre)) 8661 unsey]
09+°0F 620°C L TARE: 09€°€T L Tefureg 8661 syl
LOT°0F £€8°0 S L68°STI 9 mogesn 8661 uenzeyy
wos qe)D wos YOV u zo%mﬁmw jue], swdpPwIg

(/1) 1op1egap ananpye
UIULIS[WIZUS HED) 9A UV epunsmyop ulkaq Lopjourg (uikex) s1up}3 g ueuejdoy uepiejuosessy i8]y *pp a8fez1




' A Bj
o a 2,5-
o
[ L y
g gi,s-
e S
§ 204 I ) ! g i
i i 551 8
§ (] § 9.0
Ugakbidi Cahan Sanysr Usaicbiiii Camhan Sam
LOKASYOHR LOKASYDN
B
i44
124 s54
— 30 4 —_—
g 24 g 94
2 . £
¥ i
20 ' 4 0.0 ! c 8
Ugakbiddi Cagwhan Samar Ugakbiddi Cagwhan Sama
LOKASYON LOKASYDY
760 E
00 4
SO0 o
i
3= .
£~ |
Tl
% o
Ugakbiddii Cagihan Sawar

LOKASYORH

Sekil 4.3, Farkh: lokasyonlardan yakalanan yaym baliklannda karaciger’ Qnmﬁlr
aktivitelerinin dagilum (A: LDH, B: ACP, C: ALT, D: ALP, E: AST).
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ACP aktivitesi en yiiksek Mart 1999°da Sariyar lokasyonunda , en diisiik aktivite
ise Kasim 1999°da Cayrhan’da belirlenmistir. ALP aktivitesi ise Kasim 1999°da
Cayrrhan’da en yliksek iken, Kasim 1998’de Sartyar istasyonu Srneklerinde en diisik
diizeydedir.

Varyans analizi sonuglarmna gore biyobelirteg olarak segilen karaciger ACP, ALP,
AST, ALT enzim aktivitelerinde grup i¢i farkhilik istatistiksel olarak Snemli degilken,
LDH enzim aktivitelerinde grup i¢i farkhlik istatiksel olarak oOnemlidir (LDH igin
p<0,05). Bu baliklarda en yiiksek LDH enzim aktiviteleri Mart ve Nisan 1999
donemlerinde Sartyar ve Usakbiikii lokasyonlarinda belirlenmigtir. Buna gore enzim
aktivitesi degerleri sirayla 70.5 ve 74.41 nM/dk/mg total protein olarak saptanmistir. En
digik LDH enzim aktivitesi ise Kasim 1998-1999 ve Haziran 1998 d6nemlerine ait
olup, bu aylarda belirlenen enzim aktiviteleri ortalama 27.0 nM/dk/mg total protein
diizeyindedir. Aym tarihler dikkate alinarak farkli lokasyonlar arasinda yapilan varyans
analizinde gruplar aras: farklihgm istatistiksel agidan Snemli olmadi@ bulunmugtur,

LDH enzimi i¢in Haziran-1998’de Usakbiikii’'nden yakalanan &rnekler ile diger
gruplar karsilagtiriidiginda, Nisan-1999 Usakbiikii ile arasinda istatistiksel agidan
Onemli bir farkin oldugu belirlenmistir (p<0,05). Nisan-1999 Usakbiikti difer gruplarla
kargllagtinldiginda Kasim-1998 Cayirhan, Kasim-1998 Sartyar ile arasinda istatistiksel
agidan Snemli bir farkm oldugu saptanmgtir (p<0,05).

Cizelge 4.4.’de yaym baliklan i¢in biyobelirteg olarak segilen beyin dokusu enzim
aktiviteleri 6zet olarak sunulmugtur.

Varyans analizi sonuglarina gore biyobelirteg olarak kullamlan beyin dokusu
enzimlerinden CaE aktivitesi ig¢in grup igi farkhibk istatistiksel olarak Onemli
bulunurken (p<0,05), AChE enzimi igin farkhhk istatistiksel agidan Onemli degildir.
Aym tarih dikkate alinarak farkh lokasyonlar arasmda yapilan varyans analizinde
gruplar arasi farkhilign istatistiksel agidan 6nemli olmadig1 belirlenmistir (p>0,05).

Yaym balklarinda AChE aktivitesi en diigik Nisan 1999°da Usakbiikii
istasyonundan ahnan baliklarda saptamirken, en yliksek aktivite Kasim 1998’de
Cayrrhan Orneklerine aittir. CaE aktivitesi Kasim 1999°da Sariyar istasyonunda en
diistik, Nisan 1999°da Usakbiikii’'nde ise en yiiksek diizeydedir.

CaE enzimi igin yapilan gruplar arasi karglastirmalara gore; Kasim-1998°de
Sakarya lokasyonundan yakalanan balklar ile diger gruplar karsllastlnldxgm \
1999 Usakbiikli, Nisan-1999 Cayrhan, Kasim-1999 Cayrhan, Kasxm-1998f~’S ar, - &
Nisan-1999 Sariyar, Kasim-1999 Sariyar ile arasinda istatistiksel at;ldm?ngl{lg/ E?g \;}

ooENE2 ;‘}% ?j
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farkin oldugu belirlenmistir (p<0,05). Benzer sekilde Haziran-1998 Usakbiikii ile diger
gruplar karsilagtinldifinda Nisan-1999 Sariyar, Nisan-1999 Sariyar ile aralarmda
istatistiksel agidan Onemli bir farkin oldugu saptanmstrr (p<0,05). Nisan-1999
Usakbiikii ile diger gruplar karsilastirldiginda ise Kasim-1999 Usakbiikii ile aralarinda
istatistiksel agidan nemli bir farkm oldugu bulunmugtur (p<0,05).

4.3. Cay Bahklan (Capoeta tinca) I¢in Enzim Aktiviteleri ile Ilgili Bulgular

Cizelge 4.5.°de c¢ay babklari igin biyobelirteg olarak segilen karacifer enzim
aktiviteleri 6zet olarak sunulmustur. Sonuglara gore en yliksek LDH degeri Nisan
1999°da Usakbiikii istasyonunda, en diigiik aktivite Kasim 1998°de Sariyar’da
saptanmugtir. AST igin en yiiksek aktivite Kasim 1999°da Usakbiikii’de bulunurken, en
diigiik enzim aktivitesinin Kasmm 1999°da Sartyar’de bulundugu; ALT igin en yiiksek
degerin Kasim 1999’da Usakbiikii’de en disiik degerin Kasim 1998°de Sariyar
lokasyonunda yakalanan baliklarda saptandigi gériilmektedir. ACP aktivitesi en yliksek
Kasim 1998’de Sartyar lokasyonunda , en diiglik aktivite ise Nisan 1999’da Cayrhan’da
belirlenmistir. ALP aktivitesi ise Nisan 1999°da Usakbiikii’nde en yiiksek iken, Kasim
1998’de Sariyar istasyonu 6rneklerinde en diigiik diizeydedir

Varyans analizi sonuglarma gore biyobelirteg olarak segilen karaciger ACP, ALP
ve ALT enzim aktivitelerinde grup i¢i farklhihk istatistiksel olarak Onemli degilken
(p>0.05), LDH ve AST enzim aktivitelerinde grup i¢i farkhbik istatiksel olarak
6nemlidir (LDH i¢in p<0.001 , AST igin p<0.05) . Bu baliklarda en yiiksek LDH enzim
aktiviteleri Mart ve Nisan aylarmda Sarryar, Usakbiikii ve Cayrhan lokasyonlarinda
belirlenmigtir. Diger bahklarda oldufu gibi bu baliklarda da en diigik LDH enzim
aktivitesi ise Kasim aymna ait olup, Kasim dénemlerine ait aktivitelerin difer donemlerle
kargilagtirddifinda g6rece daha diigiik oldugu saptanmustr. En yiksek AST enzim
aktiviteleri Mart-1999 Sariyar ve Kasm-1999 Usakbiikii gruplarmda elde edilmigtir.
Buna gore enzim aktivite degerleri sirasiyla 234.0 ve 239.4 nM/dk/mg total protein
olarak belirlenmistir. Bu enzim i¢in en diigilk deger Kasim-1998 Sariyar d6nemine ait
olup enzim aktivite degeri 83.75 nM/dk/mg total protein olarak olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.5. Farkh lokasyonlardan yakalanan g¢ay baliklarmda Kkar:

aktivitelerinin dagilmu (A: LDH, B: ACP, C: ALT, D: ALP, E: AST).
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Sekil 4.6. Farkh lokasyonlardan yakalanan ¢ay baliklarmda beyin AC

enzim aktivitelerinin dagilim



Aym tarih dikkate alinarak farkh lokasyonlar arasinda yapilan varyans analizinde
yapilan grup i¢i kargilasgtmalarda; Nisan-1999°de Usakbiikii’nden yakalanan &rnekler
ile kargilagtirildifinda, Sartyar lokasyonunda LDH enzimi bakimindan ve Caymrhan
lokasyonunda LDH ve ALP enzimleri bakimindan istatistiksel agidan Snemli bir farkin
oldugu belirlenmistir (p<0.05). Kasim-1999’de Usakbiikii’nden yakalanan Srnekler ile
kargilagtinldiinda ise Cayrrhan lokasyonunda ACP ve ALT enzimleri bakimindan
istatistiksel agidan 6nemli bir farkin oldugu g6zlenmigtir (p<0.05).

Bu balik tiirli i¢in Ornekleme tarihleri ve istasyonlar1 dikkate alnarak yapilan
gruplar aras: kargilagtirmalarda su sonuglar elde edilmistir:

LDH enzimi i¢in yapilan gruplar arasi kargilagtirmalara gore; Nisan-1999°da
Usakbiikii lokasyonundan yakalanan baliklar Mart-1999 Cayrhan, Nisan-1999
Cayrrhan, Kasm-1999 Cayrrhan, Mart-1999 Sariyar, Nisan-1999 Sariyar ve Kasm-
1999 Sariyar ile karsilagtirildiklarmda aralarinda istatistiksel agidan nemli diizeyde bir
farkin oldugu belirlenmigtir (p<0.05). Aymi enzim icin Mart-1999 Cayrrhan ile diger
gruplar karsilagtrildiginda Kasim-1999 Cayirhan ve Kasim-1999 Saryar, ile aralarinda
istatistiksel a¢idan 6nemli diizeyde bir farkin oldugu gézlenmistir. Nisan-1999 Cayirhan
ile diger gruplar kargilastirldifinda ise Kasim-1999 Cayrrhan ve Kasim-1999 Sariyar
ile aralarmda istatistiksel agidan Onemli diizeyde bir farkn oldufu saptanmustir
(p<0,05).

Aym enzim i¢in Kasim-1999’da Cayrrhan lokasyonunda yakalanan bahklar ile
diger d6nem ve lokasyonlarda yakalanan babklar kargilagtmidiklarinda Mart-1999
Sartyar ve Nisan-1999 Sariyar ile aralarmda istatistiksel agidan Snemli diizeyde bir
farkin olduu belirlenmigticr (p<0.05). Mart-1999 Sarryar ile diger gruplar
karsilagtrldiginda Kasm-1999 Sariyar ile aralarmda istatistiksel agidan Onemli
diizeyde bir farkm oldugu saptanmgtir. Son olarak Nisan-1999 Sariyar ile diger gruplar
karsilastirildiginda ise Kasim-1999 Sariyar ile aralarmda istatistiksel agidan &nemli
diizeyde bir farkn oldugu belirlenmistir (p<0,05).

Grup i¢i kargilagtirmalarda aralarinda Snemli diizeyde fark belirlenen diger enzim,
AST igin gruplar aras: kargilagtirmalarda ise su sonuglar elde edilmigtir: Nisan-1999°da
Usakbiikii lokasyonundan yakalanan baliklar ile diger gruplar kargilagtmldifinda Mart-
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ile aralarinda istatistiksel agidan Snemli diizeyde bir farkin oldugu belirlenmistir. Son
olarak Mart-1999 Saryar ile karglastmidignda Kasm-1999 Saryar ile aralarmda
istatistiksel a¢idan Snemli diizeyde bir farkm oldugu belirlenmistir (p<0,05).

Cizelge 4.6.’da ¢ay bahklan icin biyobelirteg olarak segilen beyin dokusu enzim
aktiviteleri 6zet olarak sunulmugtur.

Varyans analizi sonuglarina gére biyobelirteg olarak kullamlan beyin dokusu
enzimlerinden CaE ve AChE aktiviteleri i¢in grup ici farkhhk istatistiksel olarak
Onemlidir (p<0.05). Bu enzimler i¢in aym dénem dikkate alnarak farkli lokasyonlar
arasinda yapilan varyans analizinde gruplar arasi farkhhifin yalnizca Kasim-1999
doneminde Caywrhan ve Sartyar lokasyonlari arasmda AChE enzimi agisindan
istatistiksel olarak 6nemli diizeyde bir farkliigmn oldugu belirlenmistir (p<0.05).

Bu balik tiirii igin CaE ve AChE enzimleri i¢in 6rnekleme tarihleri ve lokasyonlar
dikkate alnarak yapilan gruplar arasi kargilastirmalarda elde edilen bulgular asagida
Ozetlenmigtir: Nisan-1999°da, Usakbiikli lokasyonunda yakalanan babklar ile diger
gruplar kargilagtinldiinda her iki enzim i¢in de Kasim-1998 Cayirhan, Kasim-1999
Cayrrhan ve Kasim-1999 Sariyar ile aralarinda istatistiksel agidan 6nemli diizeyde bir
farkin oldugu belirlenmistir (p<0.05). ;

Ancak difer gruplar arasindaki fark iki enzimden yalmz birinde goriilmiigtiir.
Kargilagtirmalarda yalniz AChE enzimi i¢in istatistiksel agidan onemli diizeyde fark,
Kasim-1998’de Cayirhan lokasyonunda yakalanan baliklar ile Nisan-1999 Cayirhan ve
Kasim-1999 Sariyar gruplar kargilastinldifinda; Mart-1999 Cayirban ile Kasim-1999
Cayrhan ve Kasm-1999 Sartyar kargilastimldiginda; Nisan-1999°da  Cayirhan
lokasyonunda yakalanan babklar ile Kasm-1999 Cayirhan ve Kasim-1999 Sariyar
gruplan karsilastmldiginda; Kasim-1999°da Cayirhan lokasyonunda yakalanan balklar
ile Mart-1999 Sariyar ve Kasim-1999 Sariyar gruplan karsilastiriidiginda belirlenmigtir
(p<0.05).

Kargilagtirmalarda yalniz CaE enzimi i¢in istatistiksel agidan Snemli diizeyde fark,
Kasm-1998 Cayirrhan grubu ile Kasim-1999 Cayrhan ve Nisan-1999 Sariyar gruplan
kargilagtiriidiginda; Nisan-1999 Sartyar grubu ile Kasm-1999 Sariyar gruplan
karsilagtinldiginda belirlenmistir (p<0.05).
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5. TARTISMA ve SONUC

Cevrenin izlenmesinde biyolojikk izleme yontemleri ve biyobelirteg olarak
adlandinlan ySntemlerin kullamlmasi, ¢evre ve insan saghf: iizerinde g¢evresel
kirleticilerin  zararlariin  belirlenmesinde yararh bilgiler sajlamaktadir. Biyolojik
izleme programlart kapsaminda ¢esitli tiirden organizmalar, yabanci maddelerin
varhiginin ve etkilerinin belirlenmesinde yararh araglar olarak kullamlmaktadir. Kirletici
etkisine maruz kalan organizmalarin segiminde, Ozellikle Kkirletici kaynaklarn
brrakildi1 ahci ortamin 6zellikleri 6nemlidir. Buna bagh olarak, baraj, g6l, deniz gibi
alic1 ortamlara bosaltilan ya da gesitli yollarla bu su kaynaklarina ulagan kirleticilerin
etkilerinin saptanmasinda baliklar 6nemli test organizmalaridir ve besin zincirinin en {ist
halkalarindan birini olugtururlar. Ozellikle beslenme ahskanbklarma bagh olarak
omnivor ve karnivor baliklar agwr metaller, pestisitler ve poliaromatik hidrokarbonlu
bilesikler gibi bilesiklerin dokularda birikimi sonucu sucul ekosistemde en st diizeyde
etkilenirler. Bu organizmalarda ¢evresel kirlenmenin etkilerini saptamak izere,
fizyolojik, hematolojik, histolojik ve biyokimyasal gesitli biyobelirtegler kullanilabilir.
Toksik maddeye maruz kalma sonucu enzim aktivitelerinde ortaya ¢ikan degigimler
gevresel etkinin belirlenmesinde kullanilabilecek en iyi biyobelirteglerden birisidir.

Cevresel kirliligin belirlenmesinde kimyasal yontemler de kullamimaktadir ancak,
kimyasal gzlem ve analizlerin olduk¢a pahah olmasi, ¢ahsmalarn ¢evredeki az sayida
toksik kimyasal ile ilgili olmasi, elde edilen verilerin ¢ok azmn biyolojik agidan
anlamh olmasi ve izlenen sistemlerin kompleksliginin g6z ardi edilmesi gevresel
kirliligin belirlenmesi ve izlenmesinde kimyasal yontemleri problemli hale
getirmektedir. Buna ilave olarak, organizmalarm zamanla, ortama bagh olarak
maddeleri wviicutlarmda biriktirmeleri ve maddelerin biyolojik bulunurtukiarmin
biyolojik etkiler agisindan ortamda bulunan toplam madde miktarndan daba Onemli
olmasi, ¢evre izleme programiarmda biyolojik test sistemlerini daha Snemli kilmaktadr
[92].

Sariyar Baraj Golii, ¢ok uzun yillar boyunca hem Sakarya Nehri havzas: hem de
Baraj Go6lti g¢evresindeki termik santral gibi tesislerin olugturdufu tarmsal ve
endiistriyel kokenli kirleticilerin tehdidi altinda kalmugtir. Cevre kirliligi y6niinden uzun
yillar boyunca olugan kirlilik yiikiintin bu ortamda besin piramidinin iist kade
yer alan bahklarda toksik etkilerinin ortaya ¢ikmasi kagmilmazdir. Bara_!/'éélﬁ"m N\

kirliligin su ortammdaki boyutlar analitik verilere gdre ¢ok yojun de%@_. \,: ™ R
- ?:: "’éw» ,‘; 7 ’.-;
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ozellikle Sakarya Nehri ile tarmsal ve endiistriyel kokenli kirleticilerin géle tagmdi3
elde edilen bulgular ile ortaya ¢ikmugtir. Bu kirlilifin Sariyar Baraj Golii'ne giineydogu
yoniinden giri§ yapan Sakarya Nehri ve Kirmir Cay1 ile tagindifi, Baraj Golii’niin
Ozellikle Cayrrhan ve Usakbiikii bélgelerinde biriktidi ve bu kirleticilerin baliklarda
ylikseltgendigi agir metal ve organoklorlu pestisit kalmt1 analizleri ile saptanmugtir [93].
Yapilan bu ¢alijma sonucunda kullanim ilkemizde yasaklanmus olmasma kargm
organokloriu pestisitler ve bunlarin kalintilarmin su, sediment ve balk dokularinda
yliksek miktarlarda bulundugu belirlenmigtir.

Ulkemizde baraj gollerinin mevcut kirlilik durumu ve kirlilizin balklarda
olugturdugu toksik etkilerin boyutu kapsamhca ¢aligilmamigtir. Bu nedenle, bu ¢ahgma
ile Sartyar Baraj Go6li’nde cevresel kirleticilerin etkileri, cesitli karacifer ve beyin
dokusu enzimleri biyobelirte¢ olarak kullanilarak belirlenmeye ¢alisildl.  Mevsimsel
kirlilige bagh olarak yapilan biyolojik izleme ¢aligmalarmda lokasyonlardaki kirliligin
belirlenmesi i¢in herhangi bir kontrol grubu kullamimadi. Buna karsin degisik sezon ve
tarihlerde farkh istasyonlardan yakalanan bahklarin enzim aktiviteleri kargilagtirildi ve
kargilagtirma sonuglarindan hareketle ¢evresel kirliliginin boyutlar1 ve organizmalar
lizerindeki etkilerinin saptanmasi amaglandi. Cevresel etkiye bagh olarak, belirtilen
enzimlerde goriilen dedisimler bu c¢ahgmada kullamlan ti¢ babk tirii i¢in ayn ayn
degerlendirildi.

Sazan balklarmda ve diger iki balik tiirlinde en Onemli varyasyon g®steren
enzimin LDH oldugu ve bu enzimin ozellikle Nisan-Mart donemlerinde Kasim
dénemlerine oranla Onemli diizeyde yliksek olduu saptanmugtr. Kirlilik halinde
karaciger tahribati nedeniyle bu enzimin kandaki orammnin artmasmna bagh olarak kan-
LDH aktivitesinin artt11, buna kargin karacifer LDH aktivitesinin enzim inhibisyonu
nedeniyle distligi bilinmektedir. Bununla birlikte stres periyotlarmda (kirlilik gibi)
laktik asit oranmin artifi da rapor edilmistir [74]. Laktik asit oraminda artigm olmasi
LDH aktivitesinde de artign oldufunu gésterir. Bundan dolay: belirtilen enzimin
aktivitesinin nispeten yliksek olusu kirlilik artii  nedeniyle karbonhidrat
metabolizmasimdaki degisime baglanabilir.

Kargilagtirmalarda lokasyonlar arasmda LDH enzim aktivitesi bakimindan 6nemli
farkhliklar belirlenmesine kargm aym sezon s6z konusu oldugunda enzim aktiviteleri




bahar aylarmda LDH enzimi aktivitesinde artigin olmas: kirlilik artist yerine,
sicakliklarm etkisiyle metabolizmadaki degisimlere de baglanabilir.

Sazan babklarmda kargilagtirmalarda istatistiksel ag¢idan Onemli farkhliklar
gosteren difer enzim ALP’dir. Organofosfat pestisitlerin bahkiarm farkh dokularmda
niikleik asit sentezini olumsuz etkileyerek ALP aktivitesini inhibe ettigi bilinmektedir.
Yapilan kargilagtirmalarda Haziran-Kasim 1998’de Sariyar ve Sakarya lokasyonlarmda
enzim aktivitesinin gorece daha disiik oldugu belirlenmigtir. Haziran ayinda enzim
aktivitesindeki degisiklik mevsimsel degisim ile ilgili olabilir; ancak Kasim ayindaki
degisiklik kirlilifin varhgm g6stermektedir.

ALP aktivitesinde mevsimsel degisimlerin meydana geldigi; alababklarda ALP
aktivitesinin sonbaharda en yliksek seviyede oldufu Folmar [94] tarafindan rapor
edilmistir. ALP aktivitesindeki mevsimsel deZigimin, sicaklk degisiminden
kaynaklandigy; sicakhgm diismesi durumunda ALP aktivitesinin arttin McDonals ve
Milligan [96] tarafindan bildirilmigtir. Benzer sekilde sazan babklarmda Haziran ayma
gore Kasim aymda ALP enzim aktivitesinde artigin oldugu belirlenmigtir. Yine Mart ve
Nisan aylarmdaki ALP aktivitesinin gorece yiikseklifi de, bahar aylarmmn Haziran
ayma gbre daha sofuk olmasina baglanabilir. Diger taraftan, enzim aktivitesi kirlilik
stresine bagh olarak artiy gOsteriyor ise, bu durum ilkbaharda yagislarin artis1 sonucu
Ozellikle tarimsal alanlardan su kaynaklarma pestisitlerin yikanarak karigmasi sonucu
da ortaya gikabilir.

Bu bahk tiirii igin beyin dokusu enzimlerinin bulgularm degerlendirildiinde
Ozellikle AChE aktivitesinin 6nemli diizeyde farkliik gésterdigi goriilmektedir. AChE
enzimi yiliksek sicakliklarda maksimum aktivite g&sterirken, sicakhk diisiigiine bagh
olarak enzimin kimyasal reaksiyon yetenegi de azalmaktadwr. Bahkiarm poiklotermal
organizmalar olmas1 ¢evresel sicakhk degisimi sonucu metabolik faaliyetlerin
yavaglamas1 ya da artigim agiklamaktadir. CaE ve AChE enzimlerinin aktivitesinin
mevsime bagh olarak degisiklik gosterdigi ve degisim farkmn biyilk oldugu
bildirilmigtir. Buna gore, baliklarda AChE, Ocak aymnda en yiiksek aktivite degerine
sahipti. Buna karsin bu donemde ortamda OP ve karbamat bilesiklerin
konsantrasyonlar1 ya ¢ok diigiiktlir ya da bu bilesikler ortamda hi¢ bulunmazlar.
AChE’nin Nisan aymnda ise en diiglik aktiviteyi gosterdigi bildirilmektedir. CaE
aktivitesinin Eyliil-Jubat déneminde en yiiksek, Nisan-Agustos doneminde ise en
disiik diizeyde oldugu saptanmugtir [95].
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Literatiire gdre Nisan ayinda en diigiik diizeyde bulunan AChE aktivitesi bu
aragtirmada sazan baliklar1 i¢in belirtilen ayda en yiiksek diizeyde bulunmugtur. Kasim
aylani difer aylarla kargilagtirildifinda enzim aktivitesinde 6nemli bir disiigiin oldugu
goriilmektedir. CaE enzim aktivitelerinin AChE enzimine gére gok daha az farkhhk
g6sterdigi saptanmigtrr. Bu da AChE enziminin ¢evresel degisimlere daba duyarh
oldufunu gostermektedir. Ancak CaE enzimi de AChE enzimine benzer olarak
literatiirde belirtilenin aksi sonuglar vermistir. Literatiir sonuglan ile bulgularmizin
uyusmamasl, yurdumuzda 6zellikle aragtrmamn ylirtitiildiigt b6lgede mevsimler arasi
yagis farkina baglanabilir. Yaz aylarinda azalan yagislar, g6l ve baraj gibi kaynaklarda
su diizeyinin azalmasma neden olmaktadir. Sonugta kirletici unsurlarm konsantrasyonu
sularda artmakta ve bu nedenle, yaz ve izleyen mevsimlerde kirliliJe bagh olarak
organizmalarm daha fazla etkilenebilece@ini akla getirmektedir. Bu durum aragtwrma
bulgularmuz ile de desteklenmektedir.

Baraj goliinde kirletici maddelerin tagindi: yerin Sakarya Nehri olmas: itibariyla
en yiiksek kirliligin beklendigi yer burasidw. Yapian histopatolojik analizler ve agir
metal, organoklorlu pestisit kalint1 analizi sonuglari, bu bdlgenin dier bélgelere oranla
daha kirli oldufunu kanitlamaktadir. Sazan babkilan CaE aktivitesinin Sakarya
lokasyonunda biitiin lokasyonlara oranla daha diigiikk olmasi bu bolgede kirliligin daha
yiiksek oldugu yoniindeki goriisii desteklemektedir.

Bu ¢ahsmada kullamlan yaymm balig, karnivor olmasi itibanyla cevresel
kirleticilerin karnivor organizmalar {izerindeki etkilerinin belirlenmesi agismdan
olduk¢a Snemlidir. Bu bahk tiirii i¢in yapilan kargilagtirmalarda sadece LDH enzimi
icin grup ici karglagtirmalar istatistiksel olarak 6nemli diizeyde belirlenmistir. Elde
edilen sonuglar sazan baliklan ile uyumludur. Benzer gekilde bu enzimin ozellikle
Nisan-Mart dénemlerinde Kasim dénemlerine oranla Gnemli diizeyde yiksek oldugu
saptanmigtir. Bu balk tiirii igin beyin dokusu AChE ve CaE enzimleri arasindaki iligki
mevsime ve lokasyona bagh olarak dnemli bir korelasyon gdstermemektedir. Ozellikle
AChE enziminin Nisan-1999 Usakbiikii’de en diigikk aktiviteyi gOstermesi literatlirle
uyusmaktadr ancak CaE’m da benzer bir sekilde diigiik aktivite gOstermesi
beklenirken, bu enzimin belirtilen gruptaki aktivitesinin en yiiksek degeri vermesi
dikkat gekicidir. Veriler dikkate alindiginda AChE ve CaE enzimleri arasmda
korelasyon olmadif1 goriilmektedir. @ @

Enzimatik biyotransformasyon sistemlerinde kirleticilerin mdﬁkled;é'iz: v 3
aktivite artigmm, PCP ve PAH gibi organik kirleticilerin varhklarmm behﬂénmeif Ve ¢ ?
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etkilerinin degerlendirilmesi igin kullamsh oldugu distiniilmektedir. Benzer sekilde
CaE enzimi ester bilegiklerinin biyotransformasyonunda yer almasi ve aym zamanda
kirletici maddelerin varhgmda aktivitesinin inhibe olmasi nedeniyle biyolojik izleme
¢ahgmalarmda &nemli bir yere sahiptir. Enzim aktivitesindeki artis1 ester bilegiklerinin
varhginda enziminin biyotransformasyondaki roliine baglamirken enzim aktivitesindeki
diiglis ise afir metal ve pestisit kirliliinin enzimin aktivitesini inhibe etmesine

Cay balign LDH enzimi i¢in diger iki balik tiriindeki degerlere benzer degerler
vermistir. Bu veriler enzimin mevsimsel degigimlerden etkiledii yoniindeki goriisii
kuvvetlendirmektedir. Ancak pestisit olarak kullamlan g¢evre kirleticilerinin
organizmada aneorobik metabolizmay: etkileyerek LDH enzim aktivitesini artirdif:
bildirilmigtir. Bu balik tiirii igin LDH aktivitesinde Mart-Nisan aylarmdaki ani artis, bu
d6nemlerde tarmmsal ve endiistriyel aktivitelerin artigma bagh olarak su ortamina
verilen kirleticilerin miktarina da baglanabilir.

Bu bahk tlirinde grup i¢i karsilastrmalarda istatistiksel agidan Onemli degerler
veren diger karacifer dokusu enzimi AST’dir. Baliklarda iki temel aminotransferaz
(ALT, AST) aktivitesindeki artis, serbest amino asitlerin TCA doéngiisli ve/veya
glokoneogenesis yolu i¢in transaminasyonlarmdan dolayr olabilmektedir. Her iki
enzimin aktivitesinde degisik metal stresleri sonucu; Grnefin civaya maruz birakilmig
sazanlarda solungag, bdbrek ve kas transaminaz aktivitesinin arttif bulunmustur [96)].

Hans de Smet ve arkadaglarmm [97] bildirdigine gore, Cyprinus’da akut
kadmiyum muamelesi bobrek ve karacifer proteaz aktivitesinde, yiikselmeye neden
olmugtur. Serbest amino asit (SAA) diizeyindeki artiy da Cd’un hiicresel hasan
indiiklemesi sonucu proteaz aktivitesindeki bu yiikselme ile agiklanmmgtir. KaraciBer ve
bobrek SAA diizeylerindeki artis ile eszamanh olarak her iki organda AST ve ALT
aktiviteleri artmmgtir.

Bu ¢ahymada Mart-Nisan 1999’da Sariyar lokasyonunda, Kasm-1999 itibarryla
ise Usakbiikii lokasyonunda yakalanan baliklarda AST aktivitesinin difer gruplara
oranla daha yiiksek olmasi, belirtilen tarih ve lokasyonlarda afwr metal kirlilifinin
varhgm gdstermektedir. Ugakbiikii lokasyonunun kirlilik etkeni olan Sakarya Nehri’ne
yakin bir yerde bulunmasi bu bdigede agr metal birikimine neden olmaktadir. Nitekim
yapilan agir metal kalint1 analizleri bu diislinceyi desteklemektedir.

Cay bahg: tirii icin belirlenen diger bir veri ise, difer bahk fﬁﬁ;
kargilagtiildifinda ALP enzim aktivitesinin yaklagik on kat daha

52




Grup i¢i ve gruplar aras: kargilagtirmalarda bu enzim igin istatistiksel agidan 6nemli bir
farkhhk bulunmazken enzim aktivitesindeki gorece yiikseklik balik tiirliniin fizyolojik
Ozelligine baglanabilir.

C. tinca’da beyin dokusu enzimlerinden CaE igin diger iki bahk tiirtinde oldugu
gibi literatiiriin aksine en ytiksek enzim aktivitesi Nisan ayinda belirlenmigtir. Benzer
sekilde AChE enzimi literatiiriin aksi sonuglar vermigtir. Cay baliklar1 ¢ahigma igin
segilen difer babklarin tersine olduk¢a hareketli organizmalardir. Sazan baliklarmin ve
Ozellikle yaymn babklarmin bulundukiari lokasyonlardan kolay aynimadiklar1 hatta
yaym babklarinm biiyiikk oranda yasam alanlarina bagh olduklarn bilinmektedir
(Ekmekgi, kigisel gériisme). Oysa ki ¢ay baliklan siirekli hareket halinde bulunurlar.
Ozellikle akarsu agizlart ve i¢ bolgelerine hareket etme egilimindedirler. Kirliligin
yogun oldugu bolgelerden uzaklagma egilimi gsterirler. Ayrica beslenme ahskanhkiari
bakmindan da herbivor 6zellik sergilerler. Bu nedenle bu baliklarda kirletici unsurlara
bagh olarak enzim aktivitesinin degisim gostermedigi diistintilmektedir.

Lokasyonlar arasindaki iligki degerlendirildifinde, biitlin sezonlarda Sartyar
lokasyonunda AChE aktivitelerinin diSer lokasyonlara oranla en diisik oldugu
gOriilmektedir. Buna kargin biitlin sezonlarda Cayirhan lokasyonunda belirtilen enzimin
aktivitesinin en yiiksek diizeyde olmasi, ayrica Usakbiikii lokasyonunun ise orantih
olarak iki lokasyonun arasinda degerler vermesi, bu enzim aktiviteleri dikkate almarak
OP ve karbamat pestisitlerin yarattif1 kirlilik ile ilgili sonuglara varlabilir. Buna gore
belirtilen pestisitler agisindan en kirli bélge Sartyar olup en temiz bdlge Cayrhan’dir.
Ancak bu veriler belirtilen lokasyonlarda pestisit kalnti analizleri ile tespit edilen
degerler ile uyum géstermemektedir.

Bu calismada elde edilen sonuglardan gruplar arasi varyasyonu en fazla gosteren
enzim olmasi nedeniyle LDH enziminin biyobelirteg olarak kullanima daha uygun
oldugu sonucuna varilabilir. Yine benzer sekilde gruplar arasi farkin yiiksek oldugu
diger iki enzim, ALP ve AST de biyobelirte¢ olarak kullamma uygundur. Karaciger
enzimlerinden ACP ve ALT igin gruplar arasmdaki farkm istatistiksel olarak Gnemsiz
olmas: bu enzimlerin ¢evresel kirlilie daha az duyarh olduklarm, en azindan ortamda
bulunan kirleticilerin bu enzimlerin aktivitesini etkileyecek dfizeyde olmadif
gostermektedir. Beyin dokusu enzimlerinden AChE gruplar arasi kargilagtirmalarda

AChE enzimine baglt kirlilik degerlendirmeleri daha kolay olmustur.
dokusu enziminin arasinda korelasyon olup olmadifma dair degerlendi
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iki enzim arasinda istatistiksel agidan bir baglanti bulunamamugtir. Beyin dokusunda
CaE aktivitelerinin ¢ok diisik bulunmasi nedeniyle, bu enzimin pestisit etkisini
gosteren iyi bir biyobelirteg olamayacag diigiiniilmektedir.

Balik tiirleri kargilagtinldiginda &zellikle sazan baliklarmda 6rnek sayismun fazla
olmas1 bu balik tirti ile ilgili degerlendirmeleri kolaylagtrmugtir. Cahsilan diger iki
tirde ise Ornek sayismn azh@: degerlendirmeleri gliclestirmigtir. Ayrica bu tiir
¢alismalarda, ¢ahgma alanimin komplekslifi, canh sistemlerin 6zelliklerinin gesitlilifi
ve son olarak g¢aligmalarda konrol grubunun olmamast bu tiir ¢aligmalar1 giiclestiren
diger etkenlerdir.

' Sonug¢ olarak Sariyar Baraj Golii’nde kirlilifin belirlenmesi i¢in yapilan bu
¢abgmada ii¢ farkh babk tiiriinde farkhi dokularin farkh enzimlerinin mevsimsel veya
kirlilife bagh olarak lokasyonlar arasmmda farkhhk gdsterdifi ve kargilagtirmalarla elde
edilen istatistiksel verilerle Sartyar Baraj Golii’nde bazi bolgelerin kirlilikten daha fazla

etkilendigi belirlenmistir.
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