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Onur Sozii

Doktora Tezi olarak sundugum “Karakaya Baraj Goliiniin Su Kalitesinin
Ekotoksikolojik Yaklasimla Degerlendirilmesi” baslikli bu ¢aligmanin bilimsel ahlak
ve geleneklere aykir1 diisecek bir yardima bagvurmaksizin tarafimdan yazildigin1 ve
yararlandigim biitiin kaynaklarin, hem metin i¢inde hem de kaynakcada ydntemine

uygun bi¢imde gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.

Abbas GUNGORDU



OZET
Doktora Tezi

KARAKAYA BARAJ GOLUNUN SU KALITESININ EKOTOKSIKOLOJIK
YAKLASIMLA DEGERLENDIRILMESI

Abbas GUNGORDU

Inonti Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Biyoloji Anabilim Dal1

125 + ix sayfa
2007

Danisman: Prof. Dr. Murat OZMEN

Bu biyolojik izleme c¢alismas1 kapsaminda, insan kaynakli cevre kirliliginin
Karakaya Baraj Goéliinde neden oldugu ekotoksikolojik sonucglar degerlendirildi. Bu
amagla 2004-2006 yillar1 arasinda farkli donemlerde, farkli istasyonlardan sazan
(Cyprinus carpio) baliklar1 ve su 6rnekleri alinarak cesitli biyobelirteg degerleri ve
suyun fiziko-kimyasal degerleri Olgiildii. Calismada karaciger 7-Etoksirezorufin-O-
deetilaz (EROD), glutatyon S-transferaz (GST), glutatyon rediiktaz (GR),
karboksilesteraz (CaE) aktiviteleri, karaciger ve plazma aspartat aminotransferaz (AST),
alanin aminotransferaz (ALT), laktat dehidrogenaz (LDH) aktiviteleri, beyin
asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesi ve plazma vitellogenin (VTG) diizeyi saptandi.
Ayrica hepatosomatik indeks ve kondisyon faktorii de hesaplandi. Sultansuyu Baraj
Goliinden de bir donemle sinirli olmak tizere balik ve su 6rnekleri alinarak, her iki bolge
karsilastirildi. Laboratuvarda yapilan bir 178-6stradiol uygulamasi ile sazan baliklarinda
VTG indiiksiyonu test edilerek, Karakaya ornekleri ile karsilastirildi.

Biyobelirte¢ degerler karsilastirildiginda ve bu degerler su fiziko-kimyasal
parametreleri ile iliskilendirilerek degerlendirildiginde, bazi parametrelerin bu
biyoizleme calismasi i¢in daha uygun oldugu sonucuna varilmstir. Ozellikle EROD,
AChE, HSI, KF, VTG gibi degerlerin dénemsel degisimleri yansittig1 ve istasyonlar
arasindaki farkin belirlenmesi agisindan daha duyarli biyobelirte¢ler oldugu ifade
edilebilir. ALT, AST, LDH, GST ve GR aktiviteleri 6zellikle baz1 donemlerde kirlilikle
ilgili 6nemli ipuclar1 saglamaktadir. Su fiziko-kimyasal degerleri bulgularina bagh
olarak, Karakaya Baraj Goliinde kimyasal kirliligin belli bir diizeyde oldugu, 6zellikle
kursun bakimindan ileri derecede bir kirliligin oldugu ifade edilmektedir. Nitrit, toplam
organik karbon, bakir ve fosfat degerleri agisindan da bazi istasyonlarda donemsel bir
kirliligin oldugu goriilmektedir. Hem biyobelirte¢ degerleri hem de suyun fiziko-
kimyasal parametreleri 6zellikle Mart 2006’da kirliligin 6nemli diizeye ulastigina ve en
kirli bolgenin Hasircilar istasyonu olduguna isaret etmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Karakaya Baraj Gélii, Biyolojik izleme, Cyprinus carpio,
Biyobelirteg, Su Kirliligi



ABSTRACT
PhD. Thesis

THE EVALUATION OF WATER QUALITY IN KARAKAYA DAM LAKE: AN
ECOTOXICOLOGICAL APPROACH

Abbas GUNGORDU

Inonu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

145 + ix pages
2007

Supervisor: Prof. Murat OZMEN (Ph.D)

Ecotoxicological results of man made environmental pollution in Karakaya Dam
Lake were evaluated in this biomonitoring study. The carp (Cyprinus carpio) captured
from different localities in the lake between 2004 and 2006 were used to determine
selected biomarkers. Also, water samples from the same region were collected to
determine some of its physico-chemical parameters. Liver 7-ethoxyresorufin O-
deethylase (EROD), glutathione S-transferase (GST), glutathione reductase (GR),
carboxylesterase (CaE) activities; liver and plasma aspartate and alanine
aminotransferase (AST and ALT), lactate dehydrogenase (LDH) activities; plasma
vitellogenin (VTG) concentration were determined. Furthermore, hepatosomatic index
and condition factor were calculated. A similar study was also conducted for one season
period in Sultansuyu Dam Lake to compare the results of these two nearby lakes. Some
fish samples were exposed to 17B-estradiol in laboratory conditions for induction of
VTG and results were compared to fish samples of Karakaya Dam Lake.

Comparison of the selected biomarker results and physico-chemical analysis of
water showed that the selected markers were most suitable for this biomonitoring study.
Especially EROD, AChE, HIS, CF and VTG results showed good correlation and more
sensitivity with sampling seasons and stational differences. ALT, AST, LDH, GST and
GR activities were also represented further evidence about water pollution. Depending
on the physico-chemical analysis results of water, we assumed that lead being the most
contributing pollutant, Karakaya Dam Lake is polluted by a number of pollutants. In
this regard, nitrite, total organic carbon level, copper and phosphate values were also
determined as seasonal pollutants in some stations. Both biomarker values and physico-
chemical parameters of water showed that the dam lake was mostly polluted in March
2006 and the most polluted station was Hasircilar region.

KEY WORDS: Karakaya Dam Lake, Biomonitoring, Cyprinus carpio, Biomarker,
Water Pollution
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TESEKKUR

Bu calismanin her agsamasinda yardim, Oneri ve destegini esirgemeden beni
yonlendiren, calisma konusunun belirlenmesinde ve c¢alisma siiresince karsilasilan
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Dr. Murat OZMEN’¢;

Tez calismasi boyunca uyar1 ve dnerileri ile beni yonlendiren Tez Izleme Komitesi
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1. GIRIS

Diinya niifusu 20. yy. da ii¢ katina ulagsmis iken, su kaynaklarinin kullanim1 alt1
kat artmistir. Gelecek 50 yil igerisinde, diinya niifusunun % 40-50 oraninda artacagi
diistiniilmektedir. Bu niifus artisinin endiistrilesme ve kentlesme ile birlesmesi, su
isteginin artmasi ile sonuglanacak ve ¢evre lizerinde ¢cok 6dnemli olumsuz sonuglara yol
acacaktir. Ge¢gmis zamanlarla kiyaslandiginda, giliniimiizde atik su iiretimi ve bunun
dagilimi zaten en iist seviyededir. Insanlar tarafindan su kullaniminmn artig1 sadece
endiistriyel ve tarimsal gelisim i¢in gerekli olan su miktarini azaltmamakta, ayrica sucul
ekosistemler ve bunlarin bagiml tiirleri i¢in yikici etkilere neden olmaktadir [1].

Cevre, endiistriyel tesisler ve yerlesim birimlerinden kaynaklanan yabanci organik
bilesiklerle kirletilmektedir. Poliklorlu bifeniller (PCB), organoklorlu (OC) pestisitler,
polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), poliklorlu dibenzofuranlar (PCDF) ve
poliklorlu dibenzo-p-dioksinler (PCDD) gibi kirleticilerin binlercesi tretilmekte ve
kismen c¢evreye verilmektedir [2, 3]. Ozellikle, gelismekte olan iilkelerde aritilmamis
endiistriyel, evsel ve tarimsal atiklar énemli bir sorundur. Atik aritim tesislerinden
yoksun endiistriyel kuruluslar, siklikla nehir yataklari ya da diger suyollar1 lizerinde yer
almaktadir. Bu kuruluglar kati ve sivi atiklarimi dogrudan veya dolayli olarak su
kaynaklarina vermektedir, bu ise nehirler araciligi ile denizlere ve okyanuslara taginarak
onemli su kirliligine neden olmaktadir [4].

Kirleticiler dogal sulara ulastiklar1 zaman sucul organizmalarin organlarinda
birikerek zararli etkiler meydana getirirler. Bu nedenle baliklar sudaki ¢evresel
kirleticilere daha duyarlidir ve kirleticiler 6nemli doku hasarlar ile sonuglanabilecek
belirli fizyolojik ve biyokimyasal siire¢lerde onemli bozukluklara neden olabilir [5].
Son yillarda gevresel kirlilige bagli olarak, populasyonlarda azalmalar oldugu ve
Ozellikle erkek birey sayisinin bazi tiirlerde 6nemli diizeyde azalis gosterdigi
kaydedilmekte ve bunun baslica nedeninin endokrin bozucu etkiye sahip ya da endokrin
taklitcisi olarak rol oynayan maddeler (ksenodstrojen ya da ¢evresel dstrojen) olduguna
isaret edilmektedir [6—8].

Endokrin bozucu kimyasallarin balik iiremesi tizerindeki etkileri 6zellikle dikkat
cekicidir[9—12]. Endiistriyel ve evsel sentetik ve dogal bilesiklerin 6nemli miktar1 sucul
cevreye verilmektedir. Bu nedenle bu bilesiklere maruz kalmanin biyobelirteglerinin

tanimlanmasi, ¢evrenin izlenmesi i¢in kullanisl araglar saglayacaktir. Cevresel Ostrojen



olarak tanimlanan maddelerin besin zinciri yolu ile insanlara kadar ulasabildigi ve
kanser dahil olmak iizere bir¢ok hastaliga neden oldugu da bilinmektedir [13—-18].

Kimyasallarin yabanil tiirlerin iireme, biliylime ve gelismesi {izerine etkilerini ve
cesitli metabolizma ve biyotransformasyon yeteneklerindeki degisimleri belirlemek i¢in
arastiricilar 6nemli diizeyde ¢aba gdstermektedir. Tiim diinyada son yillarda bu amacla
ekotoksikolojik ¢alismalar yiiriitiilmesine ve c¢evresel kirleticilerin olumsuz etkilerinin
ortaya konulmasina karsin, yurdumuzda bugiine kadar su kaynaklarimizin kirlilik
diizeyi ile kirleticilerin ekotoksikolojik etkilerini saptamaya yonelik smirli sayida
arastirma gergeklestirilmis, buna karsin kirleticiler ile Ostrojenik aktiviteleri arasinda
iliskiyi gosterebilecek bir arastirma yapilmamistir.

Bu cevresel izleme calismasinda, Karakaya Baraj Goéliinde cesitli biyobelirteg ve
kimyasallarin diizeylerinin Olciilmesi ile cevresel kirleticilerin dagiliminin ve sazan
baliklart tizerindeki etkilerinin incelenmesi ve daha Once yapilan aragtirmalar ile
karsilastirilarak ayrintili bir durum degerlendirmesinin yapilmast amaglanmistir.
Bulgulara bagli olarak, yurdumuzda ilk kez bir ekosistemde olasi gevresel Ostrojen
etkisi gosteren maddelerin sazan baliklar1 {izerine etkilerinin de belirlenmesi

hedeflenmistir.

1.1. Calisma Alani

1987 yilinda faaliyete gecen Karakaya Baraji, Firat Nehir Havzasi iizerinde
bulunan o©6nemli su rezervuarlarindan biridir (Sekil 1.1). Gol, alan1 bakimindan
Tiirkiye’nin tiglincii biiylik baraj goli olup, 38° 8'-39° 13' dogu boylamlar1 ile 38° 47'-
38° &' kuzey enlemleri arasinda yer almaktadir. Baraj goliiniin ana akarsuyunu Firat
nehri teskil etmekle birlikte, Sultansuyu ve Tohma Cay1 da baraja 6nemli su girdisi
saglamaktadir.

Daha once yapilan bazi calismalar Karakaya Baraj Goliiniin 6nemli diizeyde
kirlilik ytiki tasidigimi gdstermektedir [19-21]. Baraj gdliinlin yakininda Malatya sehir
merkezi ve diger yerlesim yerlerinin bulunmasi, kanalizasyon ve tarim alanlarindan
gelen kirleticilerin dogrudan géle girisi, kirliligin ana nedenlerini olusturmaktadir. 2003
yilina kadar Ozellikle Malatya Organize Sanayi Bolgesinden baraj goliine Onemli
diizeyde atik su desarji yapilmistir. Ayrica 2005 yilina kadar Malatya sehir
kanalizasyonu dogrudan baraja verilmis ve bu da baraj icin evsel kirleticilerin kaynagini

olusturmustur.
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Sekil 1.1. Calisma alan1 olan Karakaya Baraj Golii ve 6rnek alinan istasyonlar

1.2. Biyolojik izleme ve Biyobelirtecler

Cevreye herhangi bir materyalin girisi, bu maddenin insan veya dogal
kaynaklardan koken almasina bagli olmaksizin, biyolojik sistemler iizerinde bir etkiye
sahiptir. Bu nedenle hem insanlarin ¢evreye zarar vermedeki ahlaki sorumluluklar ve
hem de cevresel bozulmanin insanin ekosistemi kullanmasi ile tezat teskil edebilmesi
sebebiyle insan aktivitelerinin dogal ekosistemleri etkileyip etkilemediginin
belirlenmesi gerekir.

Giiniimiizde ¢evreye verilen kimyasallarin yarattifi veya yaratacagi etkilerin
belirlenmesi ve olast ¢oziim yollarimin bulunmasi amaciyla ¢esitli cevresel izleme
calismalar1 yapilmaktadir. UNEP (United Nations Environmental Program: Birlesmis
Milletler Cevre Programi) tanimina gore c¢evresel izleme: karsilagtirilabilir ve
standartlagsmis yontemler kullanilarak, belirli bir zaman ve yer iizerinde Onceden
planlanmis bir programa gore bir ya da daha ¢ok kimyasalin ya da biyolojik 68enin

belirlenen amagclar i¢in goézlenmesidir [2]. Asagida belirtilen bes cevresel izleme



metodu, organizmalar i¢in kirleticilerin yarattigi riskin ve ekosistemlerin g¢evresel
kalitesinin degerlendirilmesinde kullanilabilir.

Kimyasal Izleme (KI): Abiyotik cevresel kompartimanlarda bir dizi iyi

bilinen kirleticinin  diizeyinin ~ Olgiilmesi  ile maruz  kalmanin

degerlendirilmesi.

Biyolojik Birikimin izlenmesi (BBI): Kritik bir alanda kritik dozun

(biyolojik birikim) belirlenmesi veya biyotada kirletici diizeylerinin

6l¢iilmesi ile maruz kalmanin degerlendirilmesi

Biyolojik Etkinin izlenmesi (BEI): Kismen veya tamamen geri doniisiimlii

biyobelirteglerde erken olumsuz degisimlerin belirlenmesi ile maruz kalma

veya etkinin degerlendirilmesi.

Saghgin Izlenmesi (SI): Organizmalarda geri doniissiiz hastalik ya da

hasarlarin varligini belirleyerek etkinin degerlendirilmesi.

Ekosistemin izlenmesi (EI): Tiir kompozisyonu, yogunlugu ve cesitliligi

gibi bir envanterin yapilarak bir ekosistemin dogruluk-tamliginin

belirlenmesi.

Kimyasal izleme c¢alismalarinda kimyasallarin kabul edilebilir diizeylerinin
belirlenmesinin birka¢ olasi eksikligi s6z konusudur: (1) toksik maddelerin ¢evredeki
biyolojik bulunurluklari, askidaki partikiillere veya humik asitlere baglanma nedeniyle
degisebilir; (2) toksik maddelerin karigimlari, belirlenmesi gii¢ sinerjistik veya
antagonistik etkilere neden olabilir; (3) maruz kalan organizma kirliligin varligina
adapte olabilir ya da onun varliginda siddetli bir sekilde duyarlilasabilir.

Bu problemlerden sakinmanin olas1 mekanizmalarindan biri, her bir alanda uygun
toksik madde diizeyinin belirlenmesi, alana 06zgli su kalitesinin standardinin
belirlenmesi ve periyodik olarak bu standart degerlerin dogrulugunun yeniden
degerlendirilmesi olabilir. Bu yontem olduk¢a masrafli olacagindan ikinci olarak
biyolojik izleme veya biyoizleme (biomonitoring) onerilmektedir [22]. Cevre veya su
kalitesindeki degisimleri degerlendirmede BBI, BEi, SI ve EI ¢alismalarinda
organizmalarin diizenli ve sistematik bir sekilde kullanimi biyolojik izleme olarak
adlandirilmaktadir [23]. Van Gastel ve Van Brummelen [24], biyolojik izlemede
asagida belirtilen biyobelirtegler, biyodl¢iimler, biyoindikatorler ve ekolojik indikatorler
kullanilarak dort farkli biyolojik izleme diizeyinden olugan basamakli ve biitliinlenmis

bir ¢evresel risk degerlendirme 6nermislerdir.



Organizma  alti  diizeyde (sub-organizmal) (biyobelirtecler):
Biyokimyasal ve fizyolojik siirecler diizeyinde, normal saglik durumundan
sapmalar biyokimyasal teknikler kullanilarak belirlenebilir.

Organizmalar (biyodlciimler): Bireylerin hayatta kalma, gelisme ve

iiremeleri klasik ekotoksisite testlerinde veri (endpoint) olarak tercih edilir.

Populasyonlar (biyoindikatorler): Bu diizeyde etkiler, bir populasyonun

yogunlugu, yas durumu veya genetik yapisindaki degisimler olarak

belirlenir.

Ekosistemler (ekolojik indikatorler): Bu diizeyde, tiir kompozisyonu,

yogunlugu ve ¢esitliligindeki degisimler komiiniteler lizerinde kirleticilerin

etkilerini gosterebilir.

Biyolojik izleme ¢alismalarinda kullanilan “biyobelirte¢” terimi i¢in birkag¢ tanim
verilebilir, genel olarak kullanilan tanim “bir biyolojik sistemin kimyasal, fiziksel veya
biyolojik, potansiyel bir tehlike ile etkilesimini yansitan herhangi bir 6l¢lim”
seklindedir. Biyobelirteg, cevresel kimyasallara maruz kalma sonucu canlinin verdigi
biyolojik yanittaki bir degisim olarak da tanimlanir [2]. Biyolojik izleme ¢aligsmasinda
kullanilacak biyobelirteglerde olmasi gereken ozellikler Stegeman vd. [25]°e gore
asagidaki sekilde belirlenmistir.

1. Biyobelirtecin 6l¢iildiigii deney yontemi hassas, giivenilir ve gorece basit

olmalidir;

2. Dogal degiskenlik ve kirleticinin indiikledigi stres arasinda ayirim

yapilabilmesi i¢in biyobelirtecin konsantrasyonu/aktivitesi i¢in temel veri

bilinmelidir;

3. Kontrolsiiz degisimlerin (biliylime ve gelisme, iireme, besin kaynaklar)

etkilerinin en alt diizeye indirilmesi igin test organizmasinin temel

biyolojisi/fizyolojisi iyi bilinmelidir;

4. Biyobelirtegleri etkileyen i¢ ve dis biitiin faktorler bilinmelidir;

5. Biyobelirte¢ konsantrasyonundaki degisimlerin fizyolojik, ortama

alismadan m1 yoksa genetik adaptasyondan m1 kaynaklandigi bilinmelidir.

6. Biyobelirte¢ diizeyindeki degisimler, organizmanin “uyum giici” ve

“saglhig1” ile iliskili olmalidir.

Biyobelirtegler kullanilarak yapilan biyolojik izleme c¢aligmalari geleneksel

kimyasal 6l¢limlere gore onemli avantajlar saglamaktadir [26, 27]. Bu avantajlar:



1. Biyobelirte¢ kullanimi ile ¢evrede kirleticilerin ¢evresel kaderi, biyolojik
bulunurlugu ve kirleticilerin birbirileri ile etkilesimleri dikkate alinmaktadir.
Boylece cevredeki kimyasal kalintilarin diizeylerinin basit Olciimii ile
saglanamayacak aktiiel veya potansiyel zararli etkiler {izerinde bilgi
saglanabilir.

2. Kirleticilerin veya stresin ¢evresel diizeyinin zamana bagl
degerlendirmesi saglanabilir. Ozellikle de c¢evrede kirletici diizeylerindeki
dalgalanmalarin yiliksek oldugu gbz onilinde bulundurulursa, bu sayede sik
ornekleme ve analizlere gereksinim azaldigindan maliyet de azalir.

3. Kirleticiler ortamda parcalandiklarinda veya belirlenemez diizeye
azaldiklarinda dahi biyobelirte¢ yanitlar siklikla kalict olduklarindan, rutin
kimyasal izleme yapilamazsa da biyobelirtecler ile bu kimyasallar
izlenebilir.

4. Dokularda kirleticilerin konsantrasyonunun daha yiiksek olusu kimyasal
analizleri kolaylastirir.

5. Maruz kalma ve olumsuz etkiler kirletici ile iligkili olabilir, bu da
etkilerin mekanizmalarinin anlagilmasint ve nedensel iliski kurulmasini
saglar.

6. Biyobelirtecler cevresel kirliligin neden oldugu olumsuz etkilerin
komiinite ve populasyonlar zarar gormeden Once, erken biyolojik
degisimlerin degerlendirilmesinde iyi bir arag saglar.

7. Olgiilen biyolojik etkiler ¢evresel sonuglar ile ilgili olduklarindan, elde
edilen veriler ¢cok daha anlamli olacaktir. Bdylece cevresel sorunlar

dogrudan ve daha hizli bir sekilde belirlenebilir.

1.3. Endokrin Bozucu Kimyasallar (EBK’ler)

Endokrin bozucular olarak adlandirilan ksenobiyotikler; alkilfenolik bilesikler,
fitalatlar, polikarbonat-tliirevi iiriinler, pestisitler, PCB’ler, dioksinler, organotin
bilesikler, sentetik ve dogal Gstrojenler gibi farkli kimyasal gruplardan olusmaktadir
[28]. EBK’ler ¢ok genis bir madde grubudur. Bunlarin ¢ogu bir Ostrojen olan 17p-
ostradiol (E,) gibi hormonlardan oldukc¢a farkli kimyasal yapilara sahiptir. Bu nedenle,

bir maddenin sadece kimyasal yapisina bakilarak endokrin bozucu olup olmadigini



belirlemek miimkiin degildir. E;’ye yapisal olarak benzememesine ragmen, bircok

eksodstrojen, Ostrojenik yanit olusturabilmektedir (Sekil 1.2) [29].
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Sekil 1.2. Endokrin bozucu olarak aktivite gdsteren kimyasallara baz1 6rnekler

EBK’ler Kavlock vd. [30] tarafindan kapsamli bir sekilde tanimlanmistir. Buna
gore EBK’ler viicutta gelisim silireglerinin  diizenlenmesi ve homeostasisin
saglanmasindan sorumlu dogal hormonlarin {iretim, salgilanma, tasinma, metabolizma,
baglanma, etki ya da eliminasyonuna engel olan eksojen ajanlardir. Diger bir tanim
olan, Weybridge Workshop tanimina gore ise, EBK’ler, saglikli bir organizmada ya da
onun ileriki nesillerinde endokrin fonksiyonun degisiminin sonucu olarak olumsuz
saglik etkilerine neden olan eksojen bilesiklerdir” [31]. “Endokrin bozucu” terimi
hormon bozucu ile sinonim olarak kullanilmaktir. Ayrica endokrin bozucu kavramu,
cevresel dstrojen kavramini da kapsamaktadir.

EBK’ler ile ilgili verilerin cogu Avrupa ve ABD’deki calismalardan gelmektedir,
bununla birlikte baliklarda endokrin bozucular i¢in kanitlar Japonya ve Avustralya’da
da rapor edilmistir [32, 33].

Yabanil tath su baliklarinda endokrin bozucularin biyolojik etkileri; (1) erkek ve
ergin olmayan (juvenil) baliklarda uygun olmayan kan vitellogenin (VTG) diizeyi, (2)
inhibe olmus ovaryum ya da testis gelisimi, (3) anormal kan steroid konsantrasyonlari,
(4) interseksiialite ve/veya kaslanma veya i¢ ve dis genital organin disilesmesi, (5)
bozuk iireme verimi, (6) vaktinden once erkek ve/veya disi olgunlagmasi, (7) artan
ovarian atresia (disi baliklarda ovaryum iglevsizligi), (8) azalan yumurtlama basarist, (9)

yumurtadan ¢ikma basarisinda azalma ve/veya larval hayatta kalmada diisiis, (10)



degisen biiylime ve gelisme (tiroid hormon-benzeri etkiler) ve (11) gelisimin erken
donemlerinde degisimler seklinde 6zetlenebilir [34].

Yasamin kritik periyotlarinda maruz kalmanin siiresi, doz, viicut agirhigi,
zamanlama bir endokrin bozucunun olumsuz etkilerinin degerlendirilmesi i¢in g6z
oniinde bulundurulmasi gereken 6nemli faktorlerdir. EBK lerin etkileri, geri dontistimli
ya da geri doniisiimsiiz, dogrudan dogruya (akut) ya da belirti gostermeyen sekilde
olabilir ve bir zaman periyodu i¢in ifade edilmeyebilir [35]. EBK’lerin toksisitesini
aciklamak icin c¢ok sayida mekanizma Onerilmektedir. Sonnenschein vd. [36]
pestisitlerin ve endiistriyel kimyasallarin insan ve hayvanlarda endokrin ve iiremeye
dontik etkilerinin; (1) endojen hormonlarin taklidi (2) endojen hormonlarin etkilerini
azaltma (antagonize etme) (3) endojen hormonlarin sentezini ve metabolizmasini bozma
ve (4) hormon reseptdrlerinin sentezini ve metabolizmasini bozma yeteneklerinden

dolay1 oldugunu bildirmislerdir.

1.4. Tath Su Ekosistemlerinin Biyoindikatorleri Olarak Bahklar

Baliklar omurgalilarin en basarili guruplardir. Fizyoloji, anatomi, davranis ve
ekolojilerinde yliksek derecede heterojenlik gosterirler. 3000°in {izerinde kikirdakli
balik tiirli (Chondrichthyes), 20000’in {izerinde kemikli balik tiirii (Osteichthyes) ve
birka¢ ilkel ¢enesiz balik tiirli (lamprey ve hagfish) bulunmaktadir. Balik tiirlerinin
sadece ¢ok az bir boliimii tam olarak arastirilmistir, 6zellikle cyprinidler ve salmonidler
(her ikisi de kemikli baliklardir) literatiirde baskindir [37].

Baliklar oldukca farkli ozmatik 6zelliklere sahip sucul ¢evrelerde (tatli su, act su
ve deniz) yasamalar1 nedeniyle, diger omurgalilara gore sucul ortamin biyotik ve
abiyotik faktorlerinin etkilerine 6zellikle duyarlidir. Bu duyarlilik, baliklarin bu ortamda
daimi varliklari, poikliotermal oluslar1 ve ¢ok sayida dogal ve sentetik molekiiliin
¢oziinebildigi ve gesitli fizyolojik veya biyolojik kompartimanlarda bunlarin transforme
ve/veya konsantre edilebildigi sucul bir ekosistem ile etkilesimleri (sucul solunum,
ozmoregiilasyon, beslenme gibi) nedeniyledir [38].

Insanlarla  karsilastirildiginda, baliklarin  daha  yiikksek solunum  orani
solungaglarinin ~ solunum  yiizeyleri ile su kirliligine maruz kalmalarini
arttirabilmektedir. Ek olarak, balik solungaglarinin diger 6zellikleri (solungaglarda kan
ve suyun karst akim sistemi, ince membranlar ve genis yiizey alani) sudan bilesiklerin

alinimini ve kan akigina transferini arttirabilir [39]. Deniz kemikli baliklari, hipotonik



dogalar1 nedeniyle deniz suyu igerler, bu da baliklarin sudaki maddelere maruz
kalmalarini arttirabilmektedir. Bunun aksine, hiposmatik tath su baliklar1 (bu baliklar su
icmezler) suyu viicutlart i¢inde hareket ettirirler, bu nedenle su kirleticilerine maruz
kalmanin bir yolu yaratilmis olmaktadir [37].

Balik tiirleri, biiyiik ¢esitlilikleri ve filogenetik agacta 6zel konumlar1 nedeniyle
diger omurgalilarla ¢ok sayida benzer fizyolojik 6zellikleri paylasirlar. Baliklarda var
olan ve tiiriin varligimi devam ettirmek olarak tanimlanan {ireme fonksiyonlar1 biitiin
omurgalilara ait ¢cok genel Ozelliklerdir. Gametogenetik siiregler, eseysel davranislar,
gonadlarin multipli endokrin, parakrin ve feromonal sinyallerin kaynag1 olarak gerekli
rolii, baliklarda ve diger omurgalilarda benzerdir [38]. Bu nedenle baliklar sadece sucul
cevrenin kalitesinin hassas indikatorlerini sunmakla kalmaz, diger omurgalilar icin
gerekli biyolojik fonksiyonlar1 bozabilecek dis bozulma mekanizmalarinin anlagilmasi
icin gerekli olan modelleri de sunar.

Cogu balik tiirlinde olgunlasma siireci mevsimseldir. Yumurtlama yillik {ireme
dongiisiinde yalniz bir kere ortaya cikar. Balik liremesi kimyasal ve fiziksel stres
etkenlerine karst ¢ok hassastir. Vitellogenik dongiiniin bozulmasina neden olan
herhangi bir faktor, bir bireyin lireme basarisini (yumurtalarin sayisi, yuamurtadan ¢ikma
orant ve embriyolarin yasama kabiliyeti) carpici bir sekilde azaltabilme ve
organizmanin biitiin tireme dongiisiinii etkileme potansiyeline sahip olabilmektedir. Bir
kirleticinin lireme doneminin herhangi bir basamagi iizerinde subletal etkisi, bir
organizmanin biitlin iireme dongiislinii etkiler ve sirasiyla, tiiriin populasyonunda bir
azalmaya yol acacak daha diisiik iireme basaris1 ile sonuglanabilir (Sekil 1.3) [40, 41].

Baliklar sucul ¢evrenin hemen her yerinde bulunabilirler. Yasam dongiilerinde
baliklar algler, rotiferler, mikrokrustaseler, mikroinvertebralar, yiiksek bitkiler ve diger
baliklarla beslenebilirler, ayrica kuslar, amfibiler ve kiiciik memeliler tarafindan
avlanabilirler. Boylece sucul besin zincirinin alt diizeylerinden daha yiiksek diizeylerine
enerji transferini saglamada 6nemli bir rol oynarlar [2]. Baliklarda toksik maddelerin
alinmas1 sonucu populasyon birey sayisinda azalmaoldugu bilinmektedir [42]. Balik
populasyonlarinda goriillen degisimler daha ileri derecede ekosistemin biitiiniini
etkileyecek diizeye ulasabilir. Bu nedenle sucul ekosistemler iizerinde kimyasallarin
etkilerini 6ngdérmek veya belirlemek amaciyla, baliklarda kirleticilerin indiikledigi

biyolojik etkilerin belirlenmesi biiyiik bir 6nem tagimaktadir.



Ekosistem degisimi

EKOSISTEM ETKILERI

t

Ureme verimi populasyonun hayatta kalmasi i¢in gerekli diizeyin altina diiser
POPULASYON ETKILERI

Birey diizeyinde bozulmus tireme basarisi1 (bereketlilik, déllenme ve yumurtlamada azalama,
embriyo-larval yasama kabiliyetinde azalma, ¢arpik esey dagilimi)

T

BIREY DUZEYiNDEQI"JREME ETKILERI

immiin baskilanma, gamet Gamet kalitesinde azalma, sekonder Metamorfoz veya eseysel
miktar1 ve kalitesinde esey karakteristiklerinde degisimler  olgunlasmada gecikme bozulmus
azalma ciftlesme davramislarimi etkiler gelisim ve hayatta kalma

DAVRANISSAL VE MORFOLOJIK ETKILER

Kan hormon diizeylerinde, Noro-endokrin sistem {izerinde Gerekli enzim ve hormonlarin
VTG sentezinde degisimler etkiler (6r. Kortikosteroid tiretimi) bozuk yada yanlis sentezi

MOLEKULER, Hi‘JCREsEL VE BiYOKIMYASAL YANITLAR

Digsal endokrin bozucular Dogal endokrin bozucular E:hrin olmayan faktorler (or.
(6r. Ksenodstrojen) (6r. Cevresel stres) Beslenme bozukluklar)

POTANSIYEL CEVRESEL KiRLETiCILERE MARUZ KALMA
Sekil 1.3. Cevresel kirleticilerin ekosistemi etkileme mekanizmasi [41]

1.4.1. Cyprinus carpio (Sazan)

Baliklar, c¢evre izleme programlarinda diizenli  sekilde kullanilan
organizmalardandir. Omnivor bir balik olan sazan (Cyprinus carpio Linnaeus, 1758)
ozellikle tath su ekosistemlerinde besin zincirindeki merkezi pozisyonu nedeniyle
onemli, kozmopolit bir tiirdiir (Sekil 1.4). Sazan yaygin, yliksek diizeyde kirlenmis
sulara direngli, ding bir balik tiiriidiir [43].
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Sekil 1.4. Aynali sazan (Cyprinus carpio)

Sazan Asya ve Giiney Avrupa’ya 0zgii bir balik tlirii olmasina ragmen, insanlar
tarafindan tasinmasi ve basarili bir istilact olmasi nedeniyle diinyanin biiyiik kismina
yayilmustir. Hizli sicaklik degisimleri ve yazin fotosentetik aktiviteler sonucu ortaya
cikan ¢Oziinmiis oksijen diizeyi dalgalanmalarini tolere edebilmeleri, genis bir sicaklik
bandinda yumurtlayabilmeleri (15-28.2 °C), bireylerin yumurtadan ¢ikma siiresinin kisa
olmast (25 °C’de 2 giin), larval gelisimin ¢ok hizli olmasi ve bu nedenle avci
baskisindan daha c¢abuk kurtulabilmeleri nedeniyle ¢ok farkli ekosistemlerde basarili bir
sekilde yasayabilmektedir. Ayrica sucul vejatasyonu bozarak, suyun bulanikliligini
arttirarak ve omurgasiz kompozisyonunu degistirerek habitat ve ekosistemi
degistirebilme kabiliyetleri nedeniyle saldirgan bir tiir olarak kabul edilmektedir [44].

Sazan dis dollenme ile yumurtlayarak ¢ogalan bir cyprinid tiirtidiir [45]. Tercihen
15-25 °C arasindaki su sicakliklarinda, zeminde yasayan omnivor bir baliktir. Ureme,
Mayis-Temmuz aylar1 arasinda olur. Bu dénemde su sicakligi ortalama 20 °C’ye ulagir.
Genellikle eseysel olgunluga erkekler 2—3 yasinda, disiler ise erkeklerden bir yil sonra
ulagir [46]. Degani vd. [47]’e gore, 150 gr agirhigindaki sazan baliklar1 olgun degildir;
300 gr agirligindaki baliklarin %46°s1 olgundur; bu agirligin iizerindeki sazan baliklari
eseysel olarak olgunlagsmistir. Billard vd. [48] erkek sazan baliklarinin gelisimini 4 yil
siire ile izlemis ve baliklarin 10 aylik (73.9 gr) iken tamaminin eseysel olgunluga
erismemis oldugunu, 17 aylik (370.4 gr) iken gonadlarin belirginlestigini ve baliklarin
hepsinin olgunlagtigini (sperm verimi gerceklesmese de), ancak ilk sperm veriminin
(spermiasyon: sperm sayisinin en yiksek oldugu ve abdominal basing ile spermin

disarida belirlenebildigi asama) 3 yasinda (752.8 gr) gerceklestigini belirlemistir.
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1.4.2. Baliklarda iiremenin kontrolii

Baliklarin ve daha yiiksek omurgalilarin endokrin sistemleri arasinda hormonlar,
hormon reseptorleri, hormonlarin aktivitelerini  gerceklestirdikleri intraseliiler
sinyalleme yollar1 ve endokrin sistemin diizenlenisi agisindan 6nemli diizeyde bir
homoloji s6z konusudur [39, 49]. Omurgalilarin iireme fizyolojisi memeli ve memeli
olmayanlarda hipotalamus, hipofiz ve gonadlar1 igeren ilireme ekseninin genis yap1 ve
fonksiyonu ile korunmus ve benzerdir. Biitiin omurgalilarda hipotalamustan bir
gonadotropin-salgilatict hormonun (GnRH) salgilanmasi hipofizi, gonadlara steroid
hormonlarin sentezi sinyalini veren, gonadotropik hormonlarin (GtH) salgilamasi i¢in

stimiile eder (Sekil 1.5) [45].

Sekil 1.5. Baliklarda genel tireme ve endokrin sistem

En azindan bazi baliklar, memelilerde disi tireme dongiisiinii diizenleyen folikiil
sitimiile edici hormon (FSH) ve liiteinize edici hormonun (LH) anologlar1 iki
gonadotropine (GtH-I ve GtH-II) sahiptir (Sekil 1.6). GtH-I (FSH), ovaryumun 6stradiol
{iretimini sitiimiile eder ve vitellogenesis ve zonagenesiste yer alir. Ostradiol ise
karaciger tarafindan bir depo besini proteini olan VTG nin iiretimini indiikler. GtH-II
daha ¢ok yumurtlama Oncesi artar ve o zaman, progestogenin ovaryum tarafindan
sentezini uyarir. Progestogen ovulasyondan Once oositlerin olgunlagmasini indiikler.
Progestogen ayrica sperm olgunlasmasinda da onemli rol oynar, disi memelilerde
gerekli olan bir hormondur, ancak baliklardaki rolii bilinmemektedir. Ayrica erkek

baliklar, memelilerden farklidir; testisin temel iiriinii 11-ketotestosteron, testosterondan
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daha fazla miktarda bulunur. Baliklarin gonadlari, memelilerde steroit hormonlari
metabolitlerine doniistiiren karaciger ile iliskili baz1 6zelliklere sahiptir. Baz1 balik
tirlerinde bu metabolitler, kars1 eseyin iiyelerine eseysel sinyal (feromonlar) olarak

islev gorebilir [50].

Fotoperiyot

Steroid hormonlar
Beyin Amino asitler

Nirotransmitterler

W GnRH
Hipofiz

GTHI 178-Ostradiol

Plazma transportu

7p-Ostradi
Plazma transportu 1T Osiradiol

Protein Sentezi
Vta

Sekil 1.6. Disi kemikli baliklarda oojenik protein sentezinde hipotalamus-hipofiz-
gonad-karaciger (HPGL) ekseninin sematik gosterimi [51]

1.4.2.1. Ostrojen

Ostradiol disi kemikli baliklarda baslica dstrojendir. Androjen ve testosteron da
ayrica ovaryum tarafindan iiretilir [51]. Ostrojenler ¢ogunlukla ovaryumda oositleri
cevreleyen follikiil hiicreleri tarafindan salgilanir. Ostrojenler fenantren zinciri iizerinde
sekillenmis steroidal molekiillerdir. Omurgalilarin biitiin siniflarinda dogal olarak
bulunan ostrojenler E,, Ostron ve Ostrioldur. Steroid hormonlar lipofilik bir yapiya
sahiptir ve hiicre membran1 boyunca difflize olduktan sonra niikleusta steroid hormon
reseptorleri olarak adlandirilan goérece biliylik proteinlere baglanarak bilinen
aktivitelerini meydana getirirler. Ostrojenlerin temel fonksiyonlar1 esey belirlenmesi,
eseysel farklilagsma ve eseysel gelisimdir. Balik, amfibi ve kuslarda, memelilerden farkli

olarak, disi fenotip gelisimi Ostrojen kontrolii altindadir. Oysaki erkek fenotip dstrojen
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yoklugunda ortaya cikar. Balik ve kuslarin biitiin gruplarinda ve amfibilerin bazi
gruplarinda eseysel farklilasma steroidlerden etkilenebilir ve kararsizdir [52].

Disilerde 0Ostradiolii igeren baslica steroid hormonlar, kolesterol varliginda ve
biyosentetik enzim aktivitelerine bagl bir seri biyosentetik basamak boyunca kolesterolden
kdken alirlar. Ostrojenin sonraki metabolitleri dstron, 4-hidroksidstron, 16a-hidroksidstron,
ostriol ve karacigerde iiretilen ¢ok sayida konjiige metabolitleri igerir [53].

Plazma Ostradiol konsantrasyonlarini bir degisken olarak ele alan cesitli
calismalar, laboratuvarda ve dogal kosullarda organik kirleticilerin varliginda, birkag
istisna diginda sirkiile olan dstradiol’iin azaldigini gostermektedir. Organik kirleticilerin
Ostradiol diizeylerini etkileme siiregleri tam olarak anlagilmamistir. PAH’larin
varliginda plazma Ostradiol diizeyinin azaldig1 saptanmistir. Bu olayin safraya dstradiol
metabolitlerinin salgilanmasi ile artig gosterdigi de saptanmustir. Forlin ve Haux [54]’a
gore PAH’lara maruz kalma ile iliskili olarak Faz I ve/veya Faz Il enzim aktivitelerinin

indiiksiyonu, katabolizmay1 ve Ostradioliin safraya salgilanmasini arttirir.

1.5. Cevresel Risk Degerlendirmelerde Kullamilan Balik Biyobelirtecleri

Sucul ekosistemlerde, potansiyel olarak zararli biitiin inorganik ve organik
kirleticilerin izlenmesi imkénsiz oldugundan, c¢evresel kalitenin giivenilir bir
degerlendirmesini yapmak i¢in alternatif izleme yontemleri gelistirilmektedir. Son
yillarda baliklarda kirliligin indiikledigi yanitlarin (biyobelirteg) c¢alisilmasi amactyla
cok sayida arastirma gergeklestirilmesine ragmen, ¢ogu, biyolojik izleme
programlarinda heniiz rutin olarak kullanilmamaktadir. Aday biyobelirtecler i¢in en
onemli kriterler hassas, giivenilir, 6l¢iimii kolay, organizmanin sagligi ve uyum giicii ile
iyi bir iligki kurulabilir olmalaridir [55].

Shugart vd. [56]’e gore biyobelirte¢ “biyolojik bir sistemde ya da ornekte
Olctlilebilen  hiicresel, biyokimyasal, fizyolojik fonksiyon ya da yapilarda
ksenobiyotiklerce indiiklenen bir degisimdir”. Biyoindikator ise varligi, yoklugu ve
davraniglar1 ile bulundugu habitatin ¢evresel kosullar1 hakkinda bilgi ve ipuglart veren
bir organizma olarak tanimlanmaktadir [24]. Boylece sub-organizmal diizeyde etkiler
veya yanitlar biyobelirte¢ terimi ile populasyon diizeyinde etkiler ise biyoindikator
terimi ile ifade edilmektedir [57].

Biyobelirteglerin, organizmalara kirleticilerin ve ¢evresel stresin etkilerinin

izlenmesinde dnemli araglar oldugu diistiniilmektedir. Ancak ¢evresel durumun teshisi
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icin kullanilan ¢ok sayida biyobelirte¢ (Cizelge 1.1) arasinda kiiresel diizeyde goriilen
varyasyonlarin degerlendirilmesi ve parametrelerin iliskilendirilmesi igin bir

metodolojiye ihtiya¢ oldugu da diisiiniilmektedir [58].

Cizelge 1.1. Kimyasal stres etkenlerine baliklarin yanitinin Ol¢limii i¢in bazi
biyobelirte¢ 6rnekleri ([57] den 6zetle)

Biyobelirteg  Tip Olgiim Organ Indiikleyici kirleticiler
EROD Maruz Enzim Karaciger, PAH, PCB, HAH
kalma aktivitesi Bobrek,
Solungag
Safra Maruz HPLC, ¢esitli  Safra kesesi PAH, resin ve yag
metabolitleri kalma diger analitik asitleri, klorofenolikler
teknikler
Laktat Maruz Enzim Plazma Enfeksiyon ajanlari,
dehidrogenaz kalma aktivitesi toksikantlar
AChE Maruz Enzim Beyin v.s. Organofosfat (OP) ve
kalma/Etki aktivitesi karbamat pestisitler
VTG Maruz ELISA, RIA Plazma Cevresel Ostrojenler
kalma/Etki  v.s.
Antioksidant Maruz Enzim Karaciger, Redoks dongiisiine giren
sistemler Kalma/Etki aktivitesi Bobrek, Kas, ksenobiyotikler (or.
(GST) Solungag HAH’lar PCB’ler)

1.5.1. Biyotransformasyon enzimleri

Bir organizma, viicuttan bir kimyasali elemine etmede iki temel yola sahiptir: ya
bilesik orijinal formunda atilir ya da organizma tarafindan biyotransforme edilir.
Biyotransformasyon genellikle, atasal bilesikten daha kolay atilan, daha hidrofilik bir
bilesigin olusumuna yol agar. Yabanci bilesiklerin biyotransformasyonunda en fazla yer
alan organ fonksiyonu, pozisyonu ve kan miktar1 nedeniyle karacigerdir.
Biyotransformasyon bir bilesigin toksisitesini organizmaya yararli ya da zararh

olabilecek sekilde degistirebilir. Bir detoksifikasyon reaksiyonunun oldugu durumda
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bilesigin atilma orami artarken, bilesigin toksisitesi azalir. Biyoaktivasyon durumunda
ise, olusan iirlin ana bilesikten daha toksik, reaktif bir metabolite doniisebilir [59].
Genellikle en etkili “etki biyobelirtegleri”, biyotransformasyon enzimlerinin
aktiviteleri ve diizeylerindeki degisikliklerdir. Enzim indiiksiyonu enzim aktivitesinin
veya miktarinin veya her ikisinin artisidir. iki fazli enzim indiiksiyonunda: ilk evre,
enzimlerin aktivasyonundan ibaret bir indiiksiyon iken, ikinci evre enzimlerin de novo
sentezini igerir (Sekil 1.7). Genellikle de novo protein sentezinin en Onemli enzim
indiiksiyon siireci oldugu kabul edilmektedir. Inhibisyon ise indiiksiyonun tersidir. Bu
durumda enzimatik aktivite c¢ogunlukla enzim ve inhibitdrler arasinda giiglii bir
baglanma veya kompleks olusumu nedeniyle bloke edilir. Ksenobiyotiklerin

biyotransformasyonunda yer alan enzimler ikiye ayrilir [2].

Ksenobiyotik
Bilesik

Hepatosit

Metaholit FazIll Konjugat

BOSALTIM

Sekil 1.7. Karaciger hiicresinde ksenobiyotik bilesiklerin biyotransformasyonu. I. yol,
detoksifikasyon veya toksifikasyon i¢in olast bir mekanizma, II. yol, enzim indiiksyonu
icin olas1 bir mekanizma. Ahr, Aril hidrokarbon reseptorii; Hsp90, 90 kDa heat shock
proteini; ARNT, Ah reseptor niiclear translokatér; DRE, Dioksin yanit elementi; CYP,
Sitokrom P450 izozimleri; GST, Glutatyon S-transferazlar ([2]’den 6zetle)
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1.5.1.1. Sitokrom P4501A (EROD: 7-Etoksirezorufin-O-deetilaz)

Metabolizmanin 1. fazi1 oksidasyon, rediiksiyon ya da hidroliz reaksiyonlarini
iceren, reaktif fonksiyonel gruplarin eklenmesi ve uzaklastirilmasidir. Ksenobiyotik
bilesiklerin ¢ogunlugu icin Faz I reaksiyonlar1 mikrozomal monooksigenaz (MO)
enzimleri veya karisik fonksiyonlu oksidaz (MFO) sistemi olarak bilinen enzimlerce
katalizlenir. Bu enzimler cogunlukla Sitokrom P450, sitokrom bs ve NADPH sitokrom
P450 rediiktaz enzimleridir. Baliklarda en yiiksek aktivite gosteren Faz [
biyotransformasyon enzimleri sitokrom P450-bagli MO’lardir [59, 60].

Sitokrom P450 (CYP) siiperfamilyasinin, yaklagik 600 izozimden olustugu
bilinmektedir ve bu enzimlerin bir kismi yabanci maddeler ve endojen bilesiklerin
metabolizmasinda yer almaktadir. Yabanci, lipofilik bilesiklerin metabolizmasinda yer
alan 6nemli bir CYP subfamilyast CYP1A1’dir. Memelilerde CYP1A1 ve CYP1A2
olmak {izere iki izozim bulunmasina ragmen ¢ogu balikta sadece CYPIA1 izozimi
bulunur [61]. Bu enzimler karacigerde (bazi tiirlerde hepatopankreas) yogun olarak
bulunmaktadir. Ayrica bobrek, solungag, gastrointestinal sistemde ve diger dokularda
da vardir [2, 62].

EROD c¢evre toksikolojisi alaninda kabul gormiis ve yogun olarak kullanilan bir
biyobelirtegtir. Baliklar, 6zellikle PAH’lar ve yapisal olarak benzer bilesiklere maruz
kaldiklarinda doz iliskili bir EROD indiiksiyonunun gerceklestigi bilinmektedir. EROD
indiiksiyonu ¢ok sayida alan ¢alismasinda genel su kirliligi, kagit fabrikasi atiklart ve
petrol sizintilar1 gibi kirleticilere maruz kalmanin bir gostergesi olarak kullanilan yaygin
bir belirtectir [62].

EROD, etoksirezorufinin substrat oldugu 6zgiil bir CYP reaksiyonunu katalizler.
EROD temelde karaciger hiicrelerinin endoplazmik retikulum membraninda lokalize
oldugu i¢in karacigerde Olgiiliir. Mikrozomal fraksiyonlardaki CYPIA aracili 7-
etoksirezorufinin deetilasyonu, flourometrik olarak, hidroksillenmis olan rezorufin
tiretim miktarina bagl olarak saptanir (Sekil 1.8).

EROD aktivitesi tiir i¢ci ve tiirler arasi diizeyde onemli oranda degiskenlik
gostermektedir. Ornegin sazan baliklarinda bazal EROD aktivitesi 0-4600
pmol/dakika/mg total protein arasindan degisirken, Catostomus commersonii’de 10
pmol/dakika/mg total protein diizeyinin altinda saptanmustir. Tiir iginde goriilen biiytik

aktivite farkliligi gelisim asamalari, esey, mevsimsel dongii, diyet ve c¢aligilan 6lgiim
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metodu gibi ¢ok sayida faktoriin yani sira, ¢evresel kosullar ve kirleticilerin varligi ile

de iliskilendirilebilir [62].

C,H—O 0 0 HO 0 0
O e Oy
N \ N

7-Etoksirezorufin CH,CHO Rezorufin

Sekil 1.8.  EROD tarafindan katalizlenen deetilasyon reaksiyonu [62]

1.5.1.2. Glutatyon S-transferaz

Ksenobiyotik metabolizmasinda ikinci basamak reaksiyonlari ksenobiyotigin
konjugasyonunu igerir. Konjugasyon reaksiyonlari, yabanci bilesige polar yan gruplarin
eklenmesi olayidir ve bu reaksiyonlarda siklikla polar kimyasal gruplar ya da sekerler
veya aminoasitler gibi bilesikler kovalent olarak ilave edilir. Faz II enzimlerinin
cogunlugu konjugasyon reaksiyonlarini katalizlediginden polar gruplarin (6r. rediikte
glutatyon (GSH)) ilavesi sonucu kimyasallarin viicuttan atilmasi kolaylasir [2].

Faz II enzimlerinden en 6nemlisi elektrofilik bilesiklerin GSH ile konjugasyonunu
katalizleyen glutatyon S-transferaz (GST, EC 2.5.1.18) dir. GST ¢ok sayida endojen ve
ksenobiyotik bilesiklerin daha hidrofilik hale getirilerek tasinma veya atilmasi i¢in, bu
elektrofilik bilesiklerin ya da gruplarin tripeptid rediikte glutatyon [GSH; N-(N-L-
glutamil-L-sisteinil) glisin] ile konjugasyonunu katalizler [63, 64].

GST dimerik, multifonksiyonel bir multigen ailesidir ve hiicrede ¢ogunlukla
sitozoliktir. Ancak membran-bagli ve mitokondriyal GST izoformlar1 da bilinmektedir
[59, 65]. GST izozimlerinin konsantrasyonu dokular arasinda da degisiklik
gostermektedir. Sucul biyolojik izleme ¢alismalarinda GST aktivitesinin belirlenmesi
icin ¢ogunlukla karaciger kullanilir, ancak solungag, bobrek ve bagirsakta da yiiksek
GST konsantrasyonunun varlig1 nedeniyle bu organlarda da GST aktivitesi biyobelirteg
olarak tercih edilebilir. Cesitli organik bilesiklere maruz kalma sonrasi baliklarda
hepatik GST aktivitesinin bobrek ve solungag gibi organlardan daha fazla indiiklendigi
bildirilmistir [66].
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GST’nin substratlar1 olan kimyasal maddeler iic genel ozellige sahiptirler:
Hidrofobiktirler, bir elektrofilik atom igerirler ve GSH ile 6l¢iilebilir oranda enzimatik
olmayan reaksiyona girerler. Total hepatik GST aktivitesi lizerinde indiikleyici ajanlarin
etkileri dogal olmayan bir substrat olan 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB)
konjugasyonu dlgiilerek bircok balik tiiriinde gozlenmektedir [2]. CDNB, biitiin GST
enzimleri i¢in (Theta smifi hari¢) genel bir substrattir. Bu nedenle tiirler arasi
karsilagtirmanin yapilmasi i¢in kolaylik saglamaktadir. Yaygin olmamakla birlikte GST
icin diger bir substrat da 1,2-dikloro-4-nitrobenzendir (Sekil 1.9).

GST’ler her organizmada bulunur, ancak biitiin organizmalar aym1 GST
izozimlerine sahip degildir. Bu nedenle cevresel ksenobiyotiklere organizmalarin
duyarlilig: farklidir. Ornegin farkli yedi pestiside maruz birakilan alabaliklarda ve farkli
Avustralya balik tiirlerinde GST aktivitesinde yanit gergeklesmemis ya da az bir

indiiksiyon veya baskilanma goriilmiistiir [67].
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Sekil 1.9. GST’nin katalizledigi ksenobiyotiklerle glutatyon konjugasyonuna iki 6rnek
[59]

GST miktari, hiicre i¢inde toplam protein miktarmin % 10’unu olusturacak
diizeye ulasabilir. Bu enzimler glutatyon konjugasyonu i¢in substrat olmayan ¢ok sayida
bilesigin baglanmasi, depolanmasi1 ve/veya tasinmasinda rol alirlar. Ligandin olarak
bilinen ve hem, bilirubin, steroid, azo-boyalar ve PAH’lara baglanan sitoplazmik

bilesikler GST dir [59].
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1.5.1.3. Biyotransformasyon indeksi

Biyotransformasyon indeksi (BI) Van der Oost vd. [55] tarafindan tanimlanmig
olan, Faz I (EROD) ve Faz II (GST) enzim aktiviteleri arasinda yani biyoaktivasyon ve
biyotransformasyon arasindaki dengeyi gdsteren yeni bir biyobelirtegtir. BI ve EROD
aktivitesinde azalma, baliklarda kirleticilerin metabolize edilerek uzaklastirildigi
seklinde ifade edilmektedir. Bi ayrica organizmalarm, kanserojenik 6zelliklere sahip

toksik ksenobiyotiklere duyarliligini gosterebilmektedir [2].

1.5.2. Glutatyon rediiktaz

Glutatyon rediiktaz (GR, EC 1.6.4.2) oksidatif stres kosullarinda, GSH/GSSG
homeostasisinin saglanmasindaki rolii nedeniyle dikkate deger bir enzimdir. GR,
NADPH varliginda glutatyonun okside distlfit formunun (GSSG), rediikte forma
(GSH) trasformasyonunu katalizler (Sekil 1.10) [2]. GR aktivitesinin saptanmasinin
oksidatif stresin iyi bir belirteci olabilecegi diisiiniilmektedir, ancak bu enzim SOD ve
katalaz (CAT) enzimleri gibi antioksidant savunma sisteminde direkt olarak yer almaz
[68, 69].

Aerobik hiicrelerde, normal metabolizma esnasinda 06zellikle mitokondriyal
membranlarda oksidatif metabolizmanin bir sonucu olarak reaktif oksijen tiirleri (ROS)
tiretilir. Bu ara tirlinler oksidatif strese neden olarak hiicreye zarar verebilirler. Hiicresel
yapilar ve hiicre fonksiyonlar1 oksidatif hasarin potansiyel hedefleridir. Bu
oksidasyonun en hassas substratlari, kolayca peroksidasyona ugrayan hiicre
membranlarindaki doymamis yag asitleridir. Bu olay, kas degradasyonuna, sinir
sisteminin zayiflamasina, hiicresel metabolizmanin genel olarak kotiilesmesine ve
sonugta hiicre dliimiine neden olabilir [70]. ROS bilesiklerin detoksifikasyonunda GSH
iki sekilde yer alir: (1) GSH siiperoksit radikal anyonu, nitrik oksit veya hidroksil
radikali gibi serbest radikallerle reaksiyona girer, (2) GSH, GPx (glutatyon peroksidaz)
tarafindan gerceklestirilen peroksitlerin rediiksiyonuna elektron alicist olarak katilir. Bu
nedenle GSH miktarinda ve GSH/GSSG oraninda azalma ve GSSG diizeyinde artis
oksidatif stresin belirteci olarak kabul edilir [71].
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Sekil 1.10. Glutatyon Rediiktazin GSH metabolizmasindaki yeri

Normal metabolizma disinda, ¢ok sayida ¢evresel kirletici baliklar1 da igeren
sucul hayvanlarda oksidatif stresi indiikleme kapasitesine sahiptir. Organizmalarda,
ROS olusumu ile hiicresel bilesenlerin oksidatif hasar1 sonucu gerceklesen oksidatif
strese engel olmak i¢in, antioksidant enzimlerin aktiviteleri (GPx, GST, GR, CAT vb.)
gibi antioksidant savunma sisteminin aktivitesi artar. Ornegin kirlenmis sucul alanlarda
yasayan baliklarda daha yiiksek oranda peroksidatif bilesiklerin varli§i nedeniyle,
yiiksek GR aktivitesi belirlenmistir [72, 73]. Van der Oost vd. [2] tarafindan yapilan
baliklar ile ilgili derleme g¢aligmasinda, laboratuvar caligmalarin %55’inde ve alan
calismalarinin %18’inde GR aktivitesinde dnemli bir artis gézlenmistir. Laboratuvar
caligmalarinda PCB’ye maruz birakilmis alabaliklarda GR aktivitesi kontrol ile

karsilagtirildiginda ¢ok biiyiik bir artis gézlendigi (>%500) rapor edilmistir.

1.5.3. Esterazlar

Esterazlar basit bir sekilde ii¢ gruba ayrilarak siniflandirilabilir [74].

A esterazlar: Paraokson ve diger notral OP tioesterleri hidrolizleyen, genellikle
memelilerde bulunan, fakat kus serumlarinda bulunmayan esterazlardir. Bu grupta
bulunan enzimler hidrolizledikleri substrata gore (paraoksonaz, somanaz) veya
kimyasal yapilarina gore (fosfotriesteraz) isimlendirilirler.

B esterazlar: Serin hidrolazlarin biiyliik bir grubudur. Paraokson gibi OP

bilesikler tarafindan inhibe edilirler. Bu bilesiklerin ¢ogu i¢in hedef olan
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asetilkolinesteraz (AChE), buturilkolinesteraz (BChE) ve karboksilesteraz (CaE)
bu gruptandir.

C esterazlar: OP bilesiklerle etkilesmezler.

1.5.3.1 Karboksilesteraz

Karboksilesterazlar (CaE, EC 3.1.1.1) ¢ok sayida ester substrattan bir alkol grubu
hidrolizini katalizleyen serin hidrolazlarin bir sinifidir [75]. CaFE’ler, esterleri,
tiyoesterleri veya karboksilik asitlerin amid gruplarini hidrolizlerler. Bunlar ayrica
literatiirde aliesterazlar ve esteraz-D (insanda) olarak da adlandirilmaktadir [76].
CaE’ler lipit ve steroit metabolizmasinda onemli role sahiptirler; ayrica pestisitler
(karbofuran, pretroitler, OP, propanidler), akrilatlar, mikrotoksinler (T2 toksin) ve
nikotinik asidin esterlerinin detoksifikasyonuna katilirlar [77]. Bu enzimler
metabolizmada ve ¢ogu ksenobiyotik ve endojen bilesiklerin detoksifikasyonunda
onemlidirler [78]. Fakat her bir enzim, endojen ve ksenobiyotik esterlere karsi
karakteristik bir substrat 6zgiilliigline sahiptir [77, 79, 80].

CaE’ler, ¢ogu memeli dokusunun mikrozomal fraksiyonlarinda bulunabilen 47 ve
65 kDa arasinda molekiiler agirlikli proteinlerdir [77]. CaE omurgali ve omurgasizlarin
bircok dokusunda mevcuttur ve genellikle karacigerde yiiksek diizeyde bulunur [81].
CaE karacigerde sentezlenir ve plazmaya salgilanir, orada ¢oziinlir formda bulunur.
Ayrica akciger, merkezi sinir sistemi, testis, yag doku, kalp, kas ve lokositlerde de farkl
diizeylerde CaE bulunabilir. Aktif bolgesinde serin bulunan CaE, iki-fazli bir
reaksiyonla karboksilik asidin esterlerini hidrolizler. Ilk asamada karboksilik ester, aktif
bolgedeki serinin hidroksil grubunu asiller ve ikinci asamada serin, suyun varliginda
deasillenir. CaE’nin aktif bolgesi izolosin-fenilalanin-glisin-histidin-serin-methionin-
glisin-glisin’den olusan bir peptid igermektedir. AChE ve BChE, asetilkolin ve
butirilkolin gibi pozitif yiiklii esterler ile reaksiyona girerler ve karbamatlar tarafindan
inhibe edilirler oysa ki CaE pozitif yiiklii esterler ile reaksiyona girmez ve karbamatlar
ile inhibisyon sadece yiiksek konsantrasyonlarda ortaya ¢ikar [77].

Bir organizmanin pretroid, OP ve karbamat bilesiklere kars1 duyarliligi, o canlinin
endojen CaE aktivitesinden etkilenebilmektedir. Bu nedenle CaE aktivitesinin 6l¢iilmesi
tarimsal kimyasallarin ekosistem {izerindeki etkilerinin Onceden belirlenmesi igin
kullanigh bir ara¢ saglamaktadir. Ancak literatiirdeki veri eksikligi nedeniyle bu

konunun tam olarak degerlendirilmesi miimkiin olamamaktadir [82]. CaE’lerin {i¢ farkli
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yoldan OP bilesiklerin detoksifikasyonuna katildigi disiiniilmektedir. Birinci yol,
malatyon gibi ester baglar1 igeren OP’den bu baglarin CaE tarafinda hidrolizidir. ikinci
yol, OP’nin CaE ve diger proteinlere baglanmasidir ki bu durumda sirkiilasyondaki
serbest OP’nin konsantrasyonu azalir, boylece hayati dokularda AChE ile reaksiyona
girebilme ihtimali azalabilir (baliklarda OP’lerin karaciger CaE’yi fosforilleme
affinitesi AChE’den daha yiiksektir [83]). Uciincii yol, son zamanlarda kesfedildi ve
buna gore biitiin OPler, CaE’lerin aktif bdlgesindeki serinin hidroksil grubuna
baglanarak enzimleri fosforilleyebilirler (Sekil 1.11). Bu fosforil grubu sudan bir
hidroksil grubu alarak kendiliginden enzimden ayrilmakta ve olusan OP bilesik (or.

organofosforik asit) ana bilesikten daha az toksik hale gelmektedir [77, 84].
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Sekil 1.11. CaE’nin pestisit metabolizmasindaki yeri: (A) CaE’nin paratyon (OP
pestisit) tarafindan inhibisyon reaksiyonu. Paratyon ilk olarak MFO sistemi tarafindan
aktif “oxon” bilesigine metabolize edilmektedir. Paraoxon hidroliz siirecinde esteraza
baglanmakta, su girisi ile p-nitrofenol agiga c¢ikmaktadir. Esteraz enzimi ise kalict
olarak fosforillendiginden aktivitesini kaybetmektedir. (B) Esfenvalerat pretroit
pestisidinin esteraz tarafindan esit asit ve alkole hidrolizi [78]
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1.5.3.2. Asetilkolinesteraz

Asetilkolinesteraz (ger¢ek kolinesteraz, AChE, EC 3.1.1.7) cogunlukla sinir
dokuda bulunur ve 6zellikle beyinde lokalize olmustur. AChE bir norotransmitter olan
asetilkolini (ACh), asetik asit ve koline hidrolizleyen 6zgiil bir esterazdir (Sekil 1.12).
ACh omurgalilarda ve baliklarda sinir sisteminde, 6zellikle néromuskiiler sinapslarda,
otonomik sinir sisteminde ve beyinde birincil ndrotransmitterdir. Sinir impluslarinin
iletimi sirasinda ACh, nikotinik reseptorler veya muskarinik reseptorler gibi bir ya da
iki genel reseptore baglanir. Noromuskiiler sinapslarda ACh’nin nikotinik reseptore
baglanmasi uyarma ve kas kasilmasi ile sonuglanir. AChE postsinaptik membrana
baglanarak ACh’nin baglantisin1 keser ve bdylece kolinerjik ndral transmisyon sona

erer [85].

Presinaptik _
¥~ Niron ACKS

Asetilkolin i Asetat

Sinaptik Kolin
¥ Boshik

Asetill AChE

Asetilkolinesteraz

- Postsinaptik
ACh reseptirii ¥\ Néron

Sekil 1.12. Implus iletimi ve AChE’m implus iletimini sonlandirma mekanizmasi

AChE inhibisyonunun izlenmesi, sucul ve karasal ekosistemlerde OP
insektisitlere maruz kalmanin bir biyobelirteci olarak ve maruz kalan hayvan iizerindeki
fizyolojik etkilerin belirlenmesi i¢in yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [86]. OP’lerin
gorece kisa yari-Omiirleri, sucul cevreye girdikten gilinler veya saatler icinde
konsantrasyonlarinin analitik kimya teknikleri ile belirlenemeyecek diizeye diismesi,
cevresel 6rneklerde belirlenebilmelerini zorlastirmaktadir. Ornegin bir OP bilesik olan
kloropirofosun, ¢evre kosullarinda su igerisindeki yar1 omrii 6 saatten daha azdir. Bu
nedenle OP’lerin neden oldugu toksisitenin temel mekanizmasi olan ve ¢ogu canli

tiirlinde giinler veya haftalarca siirebilen geri doniisiimsiiz veya uzun siireli AChE
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inhibisyonunun 06l¢limii, sucul organizmalarin OP’lere maruz kalmasinin belirlenmesi
icin uygun ve etkili bir biyobelirte¢ olarak kabul edilir [86, 87].

AChE inhibisyonu, enzimin aktif alanindaki serin ile OP bilesigin reaksiyonu
sonucu ortaya ¢ikar (Sekil 1.13). Bu inhibisyon ¢ok diisiik konsantrasyonlarda ortaya
cikar ve fosforillenen enzimin yeniden aktivasyonunun saglanmasi ¢ok diisiik diizeyde
gerceklesir. Inhibe olan enzim oximler gibi bilesiklerce kimyasal olarak yeniden aktive
olabilir. Fakat bu hem inhibitére hem de tiire baghdir [79]. OP’lere maruz kalma sonrasi
gerceklesen inhibisyondan sonra, AChE aktivasyonunun geri-doniisli biiyiikk oranda
enzimin de novo sentezine baghdir ve bu genellikle baliklarda haftalar almaktadir [88].
Enzimin inhibisyonu, sinir sisteminde asetilkolin miktarinin artisina neden olur.
Boylece sinir sinyallerinin (implusun) siirekli transmisyonu, tetani ve siklikla solunum

bozukluklar1 ve nihayetinde 6liimle sonuglanabilir [80].

Lolin Periferal

haglanma alam

) | Akdif hilge
' lapi

Sekil 1.13. AChE enziminin yapisal 6zellikleri [89]

OP ve karbamat insektisitlere ek olarak, diger bazi pestisitler, agir metaller ve
deterjanlar gibi ¢evresel kirleticilere maruz kalan organizmalarda da AChE aktivitesinin

inhibisyona ugradig1 rapor edilmistir [90].
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1.5.4. Laktat dehidrogenaz

Laktat dehidrogenaz (LDH, EC 1.1.1.28) sitozolik bir enzimdir ve glikoliz
olayinda aktif durumda piruvik asidi laktik aside doniistiiriir (Sekil 1.14). Glikolizin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamasi nedeniyle, normal hiicresel fonksiyonlar i¢in
de c¢ok onemlidir. Hayvan dokularinda, glikolizde iiretilen NADH ve piruvik asidin
aerobik oksidasyonu yeterince oksijen ile desteklenmezse, LDH aktivitesi ile piruvik
asidin laktik aside rediiksiyonu sonucu NAD+ iiretimi gegeklesir [91, 92].

Omurgalilarda bes farklit LDH izozimi bulunmaktadir. Biitiin LDH izozimleri iki
farkl1 polipeptidin (M ve H) farkli oranlarda olmasi kosuluyla dort polipeptid
zincirinden olusurlar. Memelilerde iskelet kasina o6zgli LDH izozimi 4 M
polipeptidinden, kalp kasi izozimi ise 4 H polipeptidinden olusur. Tip C olarak

adlandirilan izozim ise baliklarda, 6zgiil olarak karacigerde bulunmaktadir [92, 93].

ﬁHj CH,
LDH
C=0 + H* + NADH \—__\‘ CHOH + NAD*
COOH COOH
Piruvik asit Laktik asit

Sekil 1.14. Laktat dehidrogenaz tarafindan katalizlenen reaksiyon

LDH organizmanin biitiin dokularinda vardir. Bir hastaliktan ya da toksik bir
bilesikten dolayr doku hasarmin oldugu c¢ogu durumda, LDH aktivitesinin 6nemli
diizeyde etkilendigi rapor edilmektedir. Bu gibi hiicresel bir enzimin aktivitesindeki
degisimin derecesi Oncelikle hiicresel hasarin siddetine ve bliyiikliigiine baghdir [94].
LDH’nin karaciger, bobrek ve kastaki aktivitesi plazmadakinden Onemli diizeyde
yiiksektir. Bu nedenle plazmadaki LDH aktivitesinde goriilen bir artis karaciger, bobrek
ve kas gibi organlarda hiicresel hasarin bir gostergesi olarak kabul edilir [91].

Pretroid insektisitler, halojenli benzen ve fenoller, petrol hidrokarbonlar1 ve OC
bilesikler gibi kimyasallarin baliklarda oksijenli solunumu etkiledikleri bilinmektedir.
Oksijenli solunum diizeyindeki artis ve azalislara bagli olarak canlinin anaerobik
solunum kapasitesindeki degisimler, LDH aktivitesine gore degerlendirilebilir. Ornegin,

endiistriyel kirlenmenin olmadigi, olas1 kirliligin tarimsal aktivitelerden ve evsel atik
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sulardan kaynaklanabilecegi diisliniilen bir hali¢ sistemindeki Acanthopagrus butcheri
balik tiirliniin karaciger ve solunga¢c LDH aktivitelerindeki artisin, aerobik solunum
kapasitesindeki yetersizlik (mitokondriyal membranin bozulmas: sonucu elektron
transfer sisteminin islevsizligi) nedeniyle ortaya cikan enerji agiginin giderilmesine
yonelik oldugu ileri siiriilmiistiir [95].

Mishra vd. [96] tarafindan yapilan, Clarias batrachus balik tiiriiniin karaciger
LDH aktivitesi lizerinde endosiilfan pestisidinin inhibe edici etki mekanizmasinin
degerlendirildigi calismada, LDH aktivitesindeki azalmanin, enzim molekiilleri ile
endosiilfan veya onun metabolitlerinin verimli-olmayan baglanmalarindan ve/veya
enzim sentezinin bloke edilmesinden kaynaklandigr belirlenmistir. Bulgular,
endosiilfanin enzim ve enzim-substrat kompleksine baglandigini, enzim ile substratin
verimli kompleks yapamadigin1 ve bunun sonucu olarak endostiilfana maruz birakilmis

baligin anaerobik metabolizmasinin verimliliginin azaldigin1 gostermistir.

1.5.5. Aminotransferazlar

Aminotransferazlar, amino gruplarinin transferi ile aminoasitlerin o-ketoasitlere
dontistimiinii katalizleyen bir enzim grubudur (Sekil 1.15). Proteinlerde bulunan 20 L-
aminoasidin a-amino gruplari, aminoasitlerin oksidatif yikimlar1 gerceklesirken
uzaklastirilir. Bu transaminasyon reaksiyonlarinda a-amino gruplari, o-ketoglutaratin o-
karbon atomuna transfer edilir, geriye aminoasidin anologu olan uygun a-keto asit kalir.
Reaksiyon sonrasi olusan amin gruplari, yeni aminoasitlerin ya da azotlu iiriinlerin
sentezinde kullanilmiyorsa basit bosaltimla sonuclanan bir iiriin halinde atilir. Sucul
organizmalar azotu amonyak (NH4") halinde kolayca su ortamina verirler [92].

Alanin aminotrasferaz (ALT, EC 2.6.1.2) ve aspartat aminotransferaz (AST, EC
2.6.1.1) karacigere 6zgii enzimlerdir ve hepatotoksisite ve histopatolojik degisimlere
cok hassas olan enzimlerdir. ALT, (Glutamat piruvat transaminaz (GPT) olarak da
bilinmektedir) alanin aminoasidinden amino grubunu a-ketoglutarata transfer ederek
glutamat ve piruvat olusumunu katalizler.

AST ise L-aspartat ve 2-oksoglutarat ile glutamat ve oksaloasetat arasinda geri
doniislii transaminaz reaksiyonunu Kkatalizler. Glutamat oksaloasetat transaminaz
(GOT) olarak da adlandirilmaktadir [97]. Elektroforetik olarak AST iki temel forma
ayrilmistir. Biri ¢oziiniir ya da sitozolik form (c-AST) ve digeri mitokondrial form (m-

AST); ki bu iki form ¢ok sayida hayvansal ¢alismada rapor edilmistir. Her iki izozim
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de aminoasit metabolizmasina iire ve sitrik asit dongiisii arasinda bir baglant1 olarak
katilmaktadir. Sitozolik izozim &zellikle daha yogun olarak glikoneogenesis siirecinde
yer almaktadir [98].

Kalp krizi (miyokardial enfarktiis) sonrasi plazma transaminaz aktivitesi
artmaktadir. Ancak AST’nin ALT’ ye oranla daha fazla arttig1 belirlenmistir. Bu, kalp
kast AST miktarinin gorece fazla olusu ile iligkilendirilmektedir. Karaciger tahribati
sonras1 ise plazma AST ve ALT enzimlerinin aktivitesinde artig belirlenmektedir.

Ancak, ALT daha ¢ok karacigere 6zgiil bir enzim olarak diisiiniilmektedir [2].

C‘OO' COoOr
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C‘Hz - OHNe | L Aminotrasferaz THZ . (|::O
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Sekil 1.15. Aminotransferaz tarafindan katalizlenen reaksiyon

Aminotransferazlar plazmada ¢ok az miktarda bulunan intraseliiler enzimlerdir.
Ancak karaciger hiicre hasarlari, biiyiikk konsantrasyon gradienti nedeniyle enzimlerin
plazmaya sizmasi ile sonuglanir [99]. Kan plazmasi aminotransferaz aktivitesinin
belirlenmesi, karaciger hiicre hasarinin siddeti hakkinda bilgi saglayabilir. Ayrica
organizmada aminotransferaz aktivitesinin saptanmasinin gesitli toksik ajanlara veya
kirlenmis c¢evreye maruz kalmis baliklarda biyokimyasal stres indikatorii olarak
kullanigli biyobelirtecler oldugu da rapor edilmistir [100]. AST ve ALT gibi belirli
enzimlerin inhibisyonu ya da aktivasyonunun neden oldugu protein metabolizmasindaki
degisimler, toksik maddelerin karacigerde neden oldugu olumsuz etkiler arasinda rapor
edilmektedir. Biyokimyasal stres biyobelirteci olarak bu enzimlerin fonksiyonu ve
aktivitesindeki degisimler karaciger gibi farkli organlarin hasarlarinin belirlenmesine
izin vermektedir [101].

Agir metallerin sucul organizmalar T{zerindeki etkileri aminotransferaz

aktivitesindeki ~ degisimlere bakilarak  degerlendirilebilir.  Ornegin  baliklarda
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kadmiyumun hedef organlar olan karaciger ve bobrekte yavasca biriken bir agir metal
oldugu iyi bilinmektedir. Baliklarin bu metalin diisiik konsantrasyonuna maruz
kalmalar1 bile doku hasari, omurga degisimleri, solunum degisimleri ve son olarak
oliimii de igeren birgok toksik etkiye neden olabilir. Degisimler karbonhidrat ve protein
metabolizmast gibi biyokimyasal ve fizyolojik diizeylerde de goriilebilir. Metal
toksisitesi sonucu protein metabolizmasi indiiklenmekte ve metallotionein {iretimi
artmaktadir. Bu proteinlere Cd’nin baglanmasi diger hiicresel molekiillere metalin yan
etkisini dnlemektedir. Bu nedenle metal toksisitesine karst korumay1 saglamaktadir. Bu
proteinlerin sentezi ve yikimi nedeniyle, total protein icerigi ve serbest aminoasit
konsantrasyonu artmakta, bununla iliskili olarak da proteaz ve transaminaz aktivitesinde

degisiklikler gozlenmektedir [102].

1.5.6. Vitellogenin indiiksiyonu

Vitellogenezis oositlerin depo besini biriktirerek ovaryumda olgunlastigi bir
stirectir (Sekil 1.16). Oogenez’de ilkin olay, depo besini Onciil proteini vitellogeninin
(VTG) karaciger tarafindan sentezi ve oositlerce alimmasidir. Oogenez, ¢evresel
faktorler tarafindan tetiklenir ve bir seri diizenleyici hormon tarafindan kontrol edilir.
Fotoperiyot ve/veya sicakligin etkisi altinda beyin, hipofiz bezini, gonadotropin
hormonlarini salgilamasi i¢in sitiimiile eder. Bunlar omurgalilarda gonadal fonksiyonu
diizenleyen hormonlardir ve ayrica mayotik olgunlasmayr ve ovulasyonu
kolaylastirirlar. Hipofizin salgilama fonksiyonlari, hipotalamus tarafindan salgilanan
GnRH gibi beyin ndrohormonlarinca diizenlenir [40].

Ik olarak oogenez tetiklenir, gonadotropinler kana verilir ve ovaryuma tasinir,
orada oosit gelisimini ve sonug¢ olarak ovulasyonu indiiklerler. Gonadotropinler ayrica,
folikiil hiicrelerinde dstradiol sentezini uyarir. Ostradiol daha sonra plazmaya saliverilir

ve orada albuminler ya da steroid-baglayan proteinlere baglanir [40].
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Sekil 1.16. Baliklarda oosit gelisimi ve farklilagmasinin hormonal diizenlenmesi ve
yumurta olgunlagsmasi ve ovulasyon [40]

Ostradiol karaciger hiicrelerine difiizyon ile girer ve bir 6zgiil reseptdr proteine
(ER: Ostrojen reseptorii) yiiksek affinite ile baglanmak suretiyle hedef hiicrelere alinir.
Bu, VTG’nin transkripsiyonunun aktivasyonu ile sonuglanir (Sekil 1.17). VTG fosfor,
lipitler, karbonhidratlar, kalsiyum ve demir igeren 6zgil bir disi proteinidir ve ¢ogu
ovipar omurgalilarda yumurta depo besini Onciilii olarak tanimlanir. Bu dimerik
glikolipofosfoprotein, iki depo proteini olan lipovitellin ve fosvitinden olusmaktadir.
Ayrica yapisinda molekiil basina bir ¢inko atomu ve iki kalsiyum atomu bulunmaktadir.
Lipovitellin ve fosvitin birlikte VTG olarak tasinir ve kalsiyum iki proteinin stabil

formunda yer alir [103, 104].
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Sekil 1.17. Dogal ve c¢evresel Ostrojelerin hiicrede VTG iiretimini indiikkleme
mekanizmas1 ([51]’den Ozetle). ER, Ostrojen reseptorii; Hsp90, 90 kDa heat shock
proteini; ERE, 0strojen yanit elementi

VTG sonradan kana saliverilir ve ovaryumlara tasinir. VTG folikiiliin teka
tabakasi i¢inde yerlesmis bir kapiller ag1 yoluyla folikiile ulagir. Kapillerlerden ¢iktiktan
sonra, VTG folikiil hiicreleri arasindaki kanallar1 gegerek oosit ylizeyine ulagir.
Gonadotropin etkisi altinda, VTG reseptor-aracili endositozis ile depo besini kiirecikleri
icerisinde birlesir; orada proteolitik olarak hizlica depo besini proteinlerinden
lipovitellin ve fosvitine ayrisir [40].

Disilerde VTG’nin miktar1 eseysel olgunlasma ile gittikce artar. Bazi balik
tirlerinde olgun disilerin plazma VTG diizeyleri, olgunlasmamis disilerle
kiyaslandiginda 1 milyon kere (mg/ml plazma) artabilmektedir. Ayrica erkek baliklarda
da VTG geni bulunur, ancak erkek bireylerde sirkiile olan plazma 6strojen diizeyleri ¢cok
diisiik oldugundan VTG geni biiyiik oranda ifade edilmez. Biitiin tiirlerde normal olarak

yasam boyunca erkek bireylerde VTG diizeyleri oldukca diisiiktiir ve <0.002 ile 2 pg/ml
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araligindadir. Olgunlagsmamis disilerde VTG diizeyi tiire bagh olarak 0.3 ile 65 pug/ml
arasinda degismektedir. Vitellogenezis asamasinda bu oranlar artmakta, maksimum
seviyeye ulagmakta ve ovulasyon asamasinda tekrar azalmaktadir [105].

Vitellogenezis erkek ve ergin olmayan baliklarda inaktiftir ve belirli EBK’lere (6r:
alkilfenoller, fitalatlar, baz1 pestisitler, PCB’ler, dogal ve sentetik 0strojen) maruz kalma
sonrast indiiklenmektedir [106, 107]. Bu nedenle erkek ve ergin olmayan baliklarda
VTG o6l¢iimii EBK’lere maruz kalmanin biyobelirteci olarak kullanilmaktadir [108-
111].

1.5.7. Fizyolojik Parametreler

Morfolojik parametreler, alanla ilgili toksikolojik c¢alismalarda baliklarin genel
saglik durumunu degerlendirmekte siklikla kullanilir [101]. Organ agirliginin viicut
agirh@ina orani; c¢ogunlukla da karaciger agirhigmmin  viicut agirhina orani
(hepatosomatik indeks: HSI) stres-iliskili calismalarda kullanilmaktadir. HSI’ye benzer
sekilde kondisyon faktorii (KF) de biyotik ve abiyotik faktére duyarli, baliklarin
beslenme durumunu gdsteren, genel ve 6zgilil olmayan bir saglik durumu belirtecidir
[112].

Karaciger agirhgindaki artislar (¢ogunlukla HSI’de artis), toksik kimyasallarmn
varligina yamit olarak artan detoksifikasyon aktiviteleri ile iliskilendirilmektedir. HSI’de
azalmalar da farkli kimyasallarla strese sokulan balik populasyonlarinda
gosterilmektedir ve bu durum stres kosullarinda artan enerji ihtiyacini karsilamak
amactyla karacigerde depo edilen maddelerin kullanilmasina baglanmaktadir [112,
113]. Ayrica HSI degerinin, disi baliklarda VTG’nin hepatik sentezinin arttig
donemlerde arttig1 da bildirilmistir [114].

Baz1 balik tiirlerinde (Platichthys flesus) KF yaz aylarinda baliklarin yogun
beslendigi donemlerde artmakta, vitellogenezisin baslangi¢ asamasinda maksimuma
ulagsmaktadir. Yumurtlama periyodunda viicut enerji kaynaklarmin kullanilmast ve
seyrek beslenme nedeniyle azalmaya baglamaktadir [115]. Diger bir tiirde ise
(Micropterus salmoides) karacigerin agirhiginin mevsimsel olarak degistigi, HSI
degerinin lireme donemini de igine alan ilkbahar ve kisin en yliksek noktaya ¢iktigi, yaz

aylarinda ise en diisiik diizeye indigi rapor edilmistir [116].
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1.6. Suyun Fiziko-Kimyasal Degerleri

Daha once belirtildigi gibi tek basina suyun fiziko-kimyasal degerlerinin
Ol¢iimiiniin  ¢evresel kirliligi ve kirliligin populasyonlar {izerindeki etkisini
yansitmamasi nedeniyle, biyobelirteg¢ degerlerin Olglimiine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Ancak biyobelirteg degerlerde goriilen degisimlerin canlilarin  dogal yasam
dongiilerinden mi yoksa kirletici etkenlerden mi kaynaklandiginin belirlenmesi
acisindan, canlilarin maruz kaldiklar1 suda, inorganik ve/veya organik maddelerin
diizeylerinin belirlenmesi ve bu degerlerin varsa standart degerlerle karsilagtirilmasi
gerekmektedir. Giiniimiizde ekotoksikoloji ¢caligmalarinda canlilarin yagami i¢in hayati
onem tastyan parametrelerden dzellikle sicaklik, ¢dziinmiis oksijen (CO) diizeyi, pH,
kimyasal oksijen istemi (KOI), azotlu bilesiklerin diizeyi (nitrit, amonyum, toplam azot)
fosfatlar, siilfatlar ve c¢esitli agir metallerin (Pb, Zn, Cd, Cu) diizeyi rutin olarak

Olciilmektedir [101, 117, 118].
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2. KAYNAK OZETi

Niifusun yogun oldugu yerlesim yerlerinin evsel atik sular1 ve yogun endiistriyel
ve tarimsal aktivitelerden kaynaklanan kirlenmis sular ¢ok ¢esitli organik ve inorganik
maddeler icermektedir. Bu kirleticilerin sucul ekosistemlerdeki organizmalarda neden
oldugu toksik etkiler ¢esitli biyobelirtecler kullanilarak belirlenmektedir. Bir¢ok arazi
ve laboratuvar calismasinda, ¢esitli biyotarsformasyon enzimleri (EROD, GST, CaE),
tireme ile ilgili endokrin parametreler (VTG), oksidatif stres parametreleri (GR),
hematolojik parametreler (AST, ALT, LDH), norotoksik parametreler (AChE),
fizyolojik/morfolojik parametreler (HSI, KF) biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir.

2.1. Arazi Cahismalan

Evsel ve endiistriyel atik sularin, dogal ve sentetik Ostrojenler ve ksenodstrojenler
(0strojen taklitgileri) icerdigi, aritilarak veya aritilmadan nehir ve gollere verilen bu
sularin erkek ve ergin olmayan baliklarda Ostrojen gibi davranarak Ostrojenik etki
gosterdigi bilinmektedir [52]. Bu konu ile ilgili ilk alan ¢alismalarindan biri Purdom vd.
[119] tarafindan Ingiltere’de yapilmistir. 1980’lerde sentetik Ostrojenlerin (dogum
kontrol haplar1) belirlendigi bir nehirde her iki esey karakteristigine de sahip olan
baliklar yakalanmistir. Rutilus rutilus tiiriine ait hermafroditik baliklar, evsel atik su
aritim tesisinden ¢ikan sularin nehirle karistigt noktada yakalanmistir. Arastiricilar
dogum kontrol haplarinin yaygin kullaniminin ve etinilostradiol’un (atik aritim tesisleri
yolu ile) sik salinmasinin, bu hermafrodit baliklarin ortaya ¢ikisinin nedeni olabilecegini
ileri siirmiistiir. Bu diisiinceden hareketle 1986-89 yillar1 arasinda yapilan bes seri alan
calismasinda, atik su aritim tesislerinin akintilarina yerlestirilmis kafeslerde yetistirilen
erkek alabaliklardan elde edilen verilere gore (plazma VTG diizeyindeki ylikselme), atik
aritim tesislerinin akintilarinin  §lciilebilir diizeyde 0Ostrojenik maddeler icerdigi
belirtilmistir [35].

Bu konuda oOncii c¢alismalardan biri de Harries vd. [108] tarafindan yine
Ingiltere’de atik su aritim tesislerinin ¢ikis suyunun verildigi bes nehir iizerinde
yapilmistir. Calismada erkek alabaliklar nehirlerin atik su verilen noktalarina, bu
noktalarin iist ve alt kisimlarina kafes igerisinde yerlestirilmis ve 3 hafta bu nehirlerin
suyuna maruz birakilmigtir. Calisilan bes nehirden dordiinde bulunan baliklarda plazma

VTG diizeyi kontrol bolgesi ile kiyaslandiginda énemli diizeyde yiikselmistir. Maruz
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birakilmadan 6nce baliklardaki VTG diizeyi 10 ng/L diizeyinde iken, ii¢ haftanin
sonunda 1000 veya 10000 kat artig saptanmustir.

Sol¢ vd. [43] tarafindan Ispanya’da yapilan bir arazi ¢alismasinda, atik aritim
tesisi ¢ikis suyunun verildigi bir nehir sisteminde, aritim tesislerinden kaynaklanan
evsel ve endiistriyel atiklarin sazan baliklarinda mevsimsel etkisi, plazma ve hepatik
VTG diizeyi ve mikrozomal EROD aktivitesi belirlenerek degerlendirilmistir. Nehirde
endiistriyel atik arittim suyunun verildigi bolgeden 25 km asagida (akis yoni
bakimindan) yliksek oranda nonilfenol belirlenmistir (suda 15 pg/L; sedimentte 645
ug/L). Bu bolgeden alinan erkek baliklarda kontrol alanindan (atik aritim suyunun
verildigi bolgenin 5 km yukarisi) alinan baliklara gore plazma VTG diizeyi biitlin
donemlerde (Ocak, Mart, Mayis, Haziran) yiiksek belirlenmistir. Yine erkek baliklarda
Mart ve Haziran aylarinda kontrol alanina gére EROD aktivitesi yiiksek belirlenmistir.
Enzim aktivitesindeki bu artis belirtilen donemlerde erkek baliklarda hepatik VTG
diizeyinin yiiksek olusu ile iliskilendirilmistir.

Haligler, diger su sistemleri ile karsilastirildiginda tath ve tuzlu suyun karigim
noktas1 olmasi nedeniyle, fiziko-kimyasal olarak dinamik, zengin ve farkli ekolojik
sistemlerin var oldugu, ayn1 zamanda insan kaynakli kirletici faktorlerin nehirler
aracihigi ile denizlere girdigi bdlgelerdir. Kirby vd. [115] tarafindan Ingiltere’de gesitli
kimyasallarla kirlendigi bilinen yedi hali¢ lizerinde yapilan bir ¢calismada, PAH ve PCB
ile kirlenmis olan bolgelerden yakalanan Platichthys flesus baliklarinda EROD
indiiksiyonu, HSI ve KF degerlerinde artis belirlenmistir. Yine bu bolgelerde, baliklarda
VTG indiiksiyonunun da belirlenmesi EROD ve VTG parametreleri arasinda pozitif bir
korelasyona isaret etmektedir. Ancak cesitli Ostrojenik bilesiklerin EROD baskilayici
olarak islev gordiigii bilindiginden [120], bu tir ileri derecede kirlenmis olan
bolgelerde, biyobelirte¢ yanitlarin yiiksek MFO indiikleyici ve Ostrojenik kirletici
konsantrasyonu nedeniyle belirsizlestigi bildirilmektedir.

ABD’de (Florida) kagit fabrikasi atiklarinin 40 giinliik biyolojik aritimdan sonra
verildigi ¢ay ve baglantili nehir sisteminde yakalanan Micropterus salmoides tirii
baliklarin disi bireylerinde plazma VTG konsantrasyonlarinda bir azalmanin oldugu, bu
azalmanin su kirliliginden kaynaklanan gonadlardaki korelme ile baglantili olabilecegi
iddia edilmektedir. Kagit fabrikasi atitk suyuna maruz kalan baliklarda EROD
aktivitesinin yiikseldigi, ancak referans alanlarin birinde de EROD aktivitesinin arttig1
ve bunun da baliklarin kirlenmis alan ve referans alanlar arasinda hareket ettiginin

gostergesi olabilecegi ifade edilmektedir [116].
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Baliklarin mevsimsel iireme dongiilerinde plazma hormon diizeyleri 6nemli
Olciide degisimler gosterir. Bu hormonlar CYP aktivitelerinde esey iligkili farkliliklara
neden olmaktadir. Alabaliklar iizerinde yapilan calismalarda bir {ireme dongiisii
boyunca takip edilmis olan erkek baliklarin hepatik CYP aktivitelerindeki artisin,
plazma androjen diizeyleri ile paralellik gosterdigi saptanmustir. Disilerde ise geg iireme
sathalar1 boyunca CYP aktiviteleri azalirken, plazma testosteron ve Ostradiol diizeyleri
artmustir. Disilerde goriilen CYP diizeyleri ve CYP aktivitelerinin azaliginin 6stradiol
aracilig1 ile oldugu diisiiniilmektedir [121]. Bu konu ile ilgili olarak Baltik Denizi’nde
Perca fluviatilis’in saglik durumunun uzun bir zaman periyodunda degerlendirildigi bir
caligmada, 1988-2000 yillar1 arasinda PAH konsantrasyonun artisi ile baglantili olarak
baliklarin EROD aktivitesinin siirekli olarak arttig1 belirlenmistir. Diger taraftan
gonadosomatik indeks degerinin EROD’la ters orantili olarak azaldigi, gonad kiigiilmesi
nedeniyle Ostradiol iiretimin azaldigit ve bunun EROD aktivitesindeki baskilanmay1
azaltmis olabilecegi ileri siirtilmiistiir [122].

Ispanya’da Haziran 2004’de bir nehre kaza sonucu 20000 L fuel-oil sizmustir.
Hizl1 miidahale edilerek fuel-oil’in yayilmasi engellense de, ¢ogu toksik bilesen suda
¢oOziinerek ya da sediment partikiillerine baglanarak sucul ¢evrede kalict olabilmektedir.
Bu nedenle petrol sizmasi sonrasi kisa ve uzun-kalici biyolojik etkiler ortaya
cikmaktadir. Nitekim yapilan ¢alismada sizintidan heniiz bes ay sonra bdlgeden alinan
sedimentte yiiksek oranda petrol tiirevi bilesikler tespit edilmistir. Sizintinin oldugu
bolgeden alinan baliklar (Barbus meridionalis) ile sizintinin oldugu noktadan 10 km
Otedeki bir alandan alinan baliklar ve referans alan olarak tespit edilen bolgeden (baska
bir nehir) alinan baliklarin EROD aktivitesi agisindan 6nemli diizeyde farklilik tespit
edilmistir (sirasiyla 72-36-19 pmol/ dakika/mg protein) [123].

Ulkemizde, Izmir Korfezi’nde sehirlesme, endiistriyel ve tarimsal aktiviteler ve
deniz tasimaciligi nedeniyle gerceklesen organik kirliligin (PCB, PAH) baliklar
tizerindeki etkisinin degerlendirildigi bir calismada, yakalanan kefal (Liza saliens) ve dil
balig1 (Solea vulgaris) tiirlerinde mikrozomal EROD aktivitesi ve CYP1A1l protein
diizeyi ol¢iilmiistiir. Korfezin dort ayr1 noktasindan alinan kefal baliklarinin hem EROD
aktivitesi hem de CYP1A1 protein diizeyi korfez disinda bir bélgeden alinan baliklara
gbre Onemli diizeyde yiiksek belirlenmistir. Farkli lokasyonlarda olmak kosuluyla, dil
baliklarinda da kirlilige bagli EROD aktivitesinde bir artis belirlenmistir [124].

Portekiz kuzeybati sahilindeki hali¢lerde Pomatoschistus microps balik tiirii

tizerinde ¢evresel kimyasallarin yarattig1 etki karaciger EROD, beyin AChE aktiviteleri
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ve diger birkac biyobelirteg kullanilarak degerlendirilmistir. Calismada kontrol grubu
ile kiyaslandiginda AChE aktivitesinin, ¢esitli kirletici etkenlerle kirlendigi diisliniilen
biitlin lokasyonlarda en az bir mevsimde % 20°’den daha fazla inhibe oldugu
belirlenmistir. Bu veri, ortamda antikolinesteraz ajanlarin varlig: ile iligkilendirilmistir.
Secilen alanlar iginde yliksek oranda aritilmamis evsel ve endiistriyel atik alan bir
bolgede ise onemli diizeyde EROD indiiksiyonu belirlenmistir [63].

EROD aktivitesi ve diger biyobelirtecler cevresel kirliligin baliklar ve sucul
ekosistemler iizerindeki etkisini degerlendirmekte yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Ancak su sicakligi ve diger mevsimsel degisimler, tireme donemi gibi faktorlerin bu
biyobelirtegleri etkileyebilece§i de gbéz Oniinde bulundurulmalidir. Buna gore,
kullanilacak indikator tiiriin  6zelliklerinin ve biyobelirtecin hangi donemde
kullantminin uygun olacagiin bilinmesi 6nem kazanmaktadir. Bu dogrultuda Kuzey
Denizinde (Almanya) Limanda limanda balik tiirii tizerinde yapilan bir ¢aligmada, tiiriin
karaciger EROD aktivitesinin biyolojik izleme calismalarinda biyobelirteg olarak
kullanilip kullanilmayacagi belirlenmeye ¢alisilmistir. Arastirma kapsaminda 1995-
2003 yillar1 arasinda, farkli mevsimlerde toplam 610 ergin disi balik yakalanmistir.
Arastirma bulgularina gére EROD aktivitesinde yillik bir dongii goriilmektedir. En
yliksek EROD aktiviteleri yaz baglarinda (Mayis-Temmuz aralifi) en diisiik aktivite ise
kisin (Ocak-Mart araligl) gozlenmistir. Arastirmacilar sayet yilin belirli bir doneminde
izleme yapilacak ise bunun, sicaklik degisimin eseysel dongiiyii tetiklemeyecegi, diger
donemlere oranla diisiik ve daha kararli bir EROD aktivitesinin gézlendigi sonbaharda
(Agustos-Eyliil) yapilmas1 gerektigini onermislerdir [125].

Giineybat1 Fransa’da bes nehrin kirlilik diizeyinin izlendigi ve kirliligin baliklar
tizerindeki etkisinin degerlendirildigi bir ¢alismada EROD, karaciger GST ve beyin
AChE aktiviteleri ve safra PAH metabolit diizeyi biyobelirte¢ olarak kullanilmustir.
Biyoindikatér tiir olarak belirlenen Leuciscus cephalus balik tiirinde AChE
aktivitesinin, agir metal bakimindan (6zellikle Cd) kirli oldugu 6nceden belirlenmis bir
alanda kontrol alanmi olarak secilen golden onemli diizeyde diisiik oldugu; EROD
aktivitesinin ise kontrol alanindan yiiksek oldugu belirlenmistir. Yine ayni balik tlirtinde
safra metabolitlerinin yiiksek belirlendigi, kimya sanayi atik suyunun verildigi bir
alanda EROD aktivitesinin de dnemli diizeyde yiiksek oldugu gosterilmistir. Belirtilen
alanlarda, kontrol alanina oranla GST aktivitesi bakimindan istatistiksel agcidan énemli

bir fark bulunmamustir [126].
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Isve¢’in bat1 sahillerinde referans alan olarak secilen bir bdlgeden yakalanan
Zoarces viviparus balik tiiriinde secilen biyobelirtecler 1989-2001 araliginda 13 yil
stireyle izlenmistir. Bu siire igerisinde her y1l ayni donem ve yerlerde yakalanan disi
baliklarda karaciger GST, GR ve EROD aktiviteleri ve KF ve HSI degerleri ve birkag
diger belirteg ile erkek baliklarda EROD aktivitesi belirlenmistir. Bu siire icerisinde disi
baliklarda HSI degeri 1989-2000 arasinda degisim gostermezken, 2001°de % 1.8
oraninda artmistir. KF degerinde, GST ve GR aktivitelerinde yillar arasinda énemli
dalgalanmalar gerceklesmemistir. 1996 ve 2000 yillarinda 6nemli diizeyde EROD
indiiksiyonu belirlenmistir. Bu indiiksiyonun aglik, sicaklik gibi faktorlerden ziyade,
bolgede calisma doneminde gerceklesen petrol sizintilarindan veya 5 yillik uzun siireli
donemsel EROD indiikleyicisi tasiyan akintilardan kaynaklanabilecegi ileri
striilmiistiir. Diger bir iddia ise, belirtilen donemlerde yogun alg iiremesi sonrasi
yayilan toksinlerin EROD indiiksiyonuna neden olabilecegi seklindedir [127].

Italya’da bir lagiindeki Anguilla anguilla ve Mugil cephalus baliklarinda gesitli
biyobelirte¢lerin mevsimsel (Ocak, Mart, Agustos, Ekim) degisimlerinin incelendigi bir
calismada, EROD aktivitesi sadece 4. anguilla’da Ekimde; GST, GPx ve CAT
aktivitesi her iki balikta Agustos ayinda, diger aylara kiyasla énemli diizeyde yiiksek
belirlenmistir. Ekim ayinda safra metabolit diizeyinin diisiik olusu (Ocak ayina kiyasla)
nedeniyle, EROD aktivitesindeki artig, belirtilen donemin yumurtlama dénemi olmasi
ve bu donemde tlireme aktivitesindeki artisa baglanmistir. Agustos ayinda GST, GPx ve
CAT enzimlerin aktivitelerinin yiliksek olmasi, yiiksek giines 1s1gina bagl olarak suyun
s1g oldugu bolgelerde, suda ¢oziinmiis organik karbonun fotokimyasal olarak reaktif
oksijen tiirlerine (ROS; H,0,, ‘OH) yikiminin artmasina ve antioksidant sistemin pro-
oksidant baskisina maruz kalmasina baglanmistir [ 128].

Kuzey Amerika’da kirliligi bilinen ti¢ goldeki Ameiurus nebulosus balik tiirtinde
hepatik EROD aktivitesi, safra fliioresan aromatik bilesik (FAB) diizeyi ve HSI
degerleri Olciilerek referans iki bolge ile karsilagtirnllmistir. Eseyler arasinda EROD
aktivitesi acisindan bir farklilik belirlenmemisken, kirli g6l alanlarinda EROD
aktivitesinin referans alandan 2-3 kat daha yiiksek oldugu saptanmistir. Caligmada
yiiksek miktarda aromatik hidrokarbonlarla kirlenmis alanlarda HSI ve EROD
aktivitelerinin benzeri artislar gosterdigi belirtilmektedir. Laboratuvar caligmalarinda
hepatik EROD ve safra FAB diizeyi arasinda dogrusal bir iligkinin varligindan
bahsedilirken, bu c¢alismada boyle bir iliski bulunamamustir. Ancak aromatik

hidrokarbon kirliligin oldugu bolgelerde FAB diizeyi yiiksek belirlenmistir [129].
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Bir OP insektisit olan kloropirofos ile kirlendigi bilinen bir gélde Micropterus
salmoides, Lepomis macrochirus ve Notemigonus crysoleucas tiirlerinden baliklarinin
oldiigii, Gambusia affinis tiirine ait baliklarin ise 6lmedigi belirlenmistir. Bu sonugtan
hareketle golde bulunan degisik balik tiirlerinin kloropirofos’a karst duyarliliginin
degerlendirildigi ¢alismada, maruz kalmadan {i¢ giin sonra dort tiirlin de bireylerinin
karacigerinde analitik kimya teknikleriyle kloropirofos belirlenmistir. Ancak kontrol
bolgesi olarak secilen bir goélden alinan baliklarla karsilastinldiginda G. affinis
baliklarinda beyin AChE inhibisyonu sadece %77 oraninda gerceklesirken, diger
tirlerde bu oran %87-93 diizeyinde belirlenmistir. Karaciger aliesteraz (AliE-CaE)
aktivitesi ise M. salmoides, N. crysoleucas ve G. affinis’de %90’dan daha fazla inhibe
olurken, L. macrochirus’da inhibisyon %77 oraninda bulunmustur. Yine aym
calismanin laboratuvar ayaginda, maruz kalmis baliklar laboratuvar ortaminda
yasatilmis ve enzim aktivitesinin geri doniisli belirlenmeye caligilmistir. 60 giin sonunda
G. affinis’de beyin AChE aktivitesi tamamen, karaciger CaE aktivitesi ise %50 oraninda
geri donmiistiir. Sonug¢ olarak gol baliklarinda goriilen akut toksisitenin asil
belirleyicisinin beyin AChE oldugu ve bu enzimin degisik tiirlerde, kimyasallara farkli
duyarlilik gosterdigi belirlenmistir.  Kloropirofosa maruz kalma sonrasi karaciger
CaE’nin inhibisyonunun toksisitede rol oynamadigi, ancak inhibisyonun insektisidin
aktif metabolitlerinin hayati dokulardaki metabolik siire¢leri bozmasina engel oldugu
ileri siiriilmektedir [130].

Lopes vd. [131] tarafindan Giineybati Portekiz’de bakir madeni atiklari ile
kirlenmis bir nehirdeki Leuciscus alburnoides balik tiirlinde agir metal kirliliginin
degerlendirildigi bir ¢aligmada mevsimsel olarak, GST aktivitesi, karaciger dokusunda
cesitli agir metallerin diizeyi ve suyun fiziko-kimyasal parametreleri Ol¢iilmiistiir.
Kontrol alani ile karsilastirildiginda suda siilfat (8.1-1136 mg/L), Mg (18-40 mg/L), Mn
(0.7-36 nM), Fe (0.5-21 uM) ve Cu (12-110 nM) degerinin ve baliklarda hepatik Cu ve
Se diizeyinin yiiksek belirlendigi alanda GST aktivitesi kontrol alanindan 6nemli
diizeyde yiliksek bulunmustur. GST aktivitesindeki artis, bu elementlerin yiiksek
konsantrasyonlarina devamli maruz kalma sonucu baliklarin metabolik adaptasyonu ile
iliskilendirilmistir.

De la Torre vd. [101] tarafindan Arjantin’de yapilan bir caligmada, yogun niifuslu
bir sehrin yakinlarinda bulunan ve insan kaynakli kirleticilerle kirlendigi diisiiniilen bir
nehrin, yaz mevsiminde su kimyasal analizleri yapilmistir. Ayrica, ayni donemde

nehirden yakalanan Cresterodon decemmaculatus balik tiirtinde beyin AChE, karaciger
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AST ve ALT aktiviteleri ve HSI ve KF degerleri 6lgiilerek, kontrol alam olarak
belirlenen yapay bir gélden alinan baliklarla bu biyobelirte¢ degerleri ve su kimyasal
degerleri karsilastirilmistir. Su kimyasal degerleri agisindan kontrol alani ile 6nemli bir
farklihgin oldugu, ézellikle KOI (81-<10 mg/L), amonyum (13.1-<0.8 mg N-NH,/L),
fosfat (11.2-<0.1 mg PO,>/L), Cu (3.5-<1 pg/L), Pb (7.5-<5ug/L) ve Cd (2.2-<Iug/L)
degerlerinin kontrol alanindan onemli diizeyde yiiksek, ¢oziinmiis oksijen (0.4-8.2
mg/L) diizeyinin ise diisiik oldugu belirlenmistir. Balik biyobelirte¢lerine bakildiginda
nehirden alinan baliklarm AChE ve ALT aktiviteleri ve HSI degeri kontrol alanindan
alman baliklardan 6nemli diizeyde diisiik, AST aktivitesi ise onemli diizeyde yiiksek
belirlenmistir. KF degerinde ise bir degisiklik gozlenmemistir.

Kanada’da (Quebec) madencilik alanindan kaynaklanan Cd, Zn ve Cu elementleri
ile yiiksek oranda kirlenen ii¢ gol lizerinde yapilan bir ¢alismada Perca flavescens balik
tiirlinde bobrek metal birikimi, HSI ve KF degerleri ve karaciger AST, ALT ve LDH
aktiviteleri Olglilmiistiir. Yaz ve Sonbahar mevsimlerinde alinan balik orneklerinde,
bobrek Cd ve Zn diizeylerinin kontrol alani olarak segilen iki gdle kiyasla Onemli
diizeyde yliksek oldugu belirlenmistir. Yine su metal diizeyinin yiiksek oldugu gollerde
baliklarin HSI degerinde bir degisim gozlenmezken, KF degerinin kirlenmis géllerden
aliman baliklarda O6nemli diizeyde azaldigi belirlenmistir. Yazin balik enzim
aktivitelerinde bir degisimin olmadig1 ve sonbaharda maden alanina en yakin ve yiiksek
oranda kirlenmis olan golde baliklarda karaciger AST aktivitesinin dnemli diizeyde

arttig1 saptanmugstir [132].

2.2. Laboratuvar Calismalar

Gilintimiizde evsel ve endiistriyel atiklarin belirli diizeylerde PAH igerdigi ve bu
maddelerin sucul biota {izerinde olumsuz etkilere neden olabilecegi diisiincesinden
hareketle yapilan bir calismada, Oreochromis mossambicus balik tiirii saf fenantrene ve
icerisindeki total PAH miktar1 (478 ug/L) bilinen yag rafinerisi ¢ikis suyuna maruz
birakilmistir. 6-32 pg/g fenantren enjekte edilen ve 3 giin sonunda biyobelirte¢ olarak
karaciger EROD ve GST aktiviteleri belirlenen baliklarda, hem EROD hem de GST
aktivitelerinde kontrol grubuna gore onemli diizeyde artis belirlenmistir. Calismanin
ikinci kisminda % oraninda sulandirilmis rafineri ¢ikis suyuna iki hafta siireyle maruz

birakilan baliklarin safralarinda yiliksek oranda benzo(a)piren (B(a)P) tipi PAH
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metaboliti belirlenmistir; ayrica EROD aktivitesinin de onemli diizeyde ylikseldigi
gbzlenmistir [133].

EROD aktivitesinin dl¢iimii PCDD’ler, PCDF’ler, PCB’ler ve PAH’lar1 igeren,
CYPI1A indiikleyici bilesiklere baliklarin maruz kalmasi durumunda biyobelirte¢ olarak
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Modern fabrikalarin atiklari, bu klorlu kalici
bilesiklerin ¢ogundan yoksun olmasina ragmen, arastirmacilar bu atiklarin baliklarda
EROD’u indiikleyebildigini gostermislerdir. Ornegin klor icermeyen bir kagit
fabrikasinin ¢ikis suyuna maruz kalan alabaliklarda (Oncorhynchus mykiss) EROD,
GST ve GR aktivitelerinin arttig1 rapor edilmistir [ 134].

Cin’de evsel ve endiistriyel atik sularin artiminin yapildigr biiytik olgekli (1
milyon m’/giin) bir aritim sistemi ¢ikis suyunun toksisite ve Ostrojenisitesinin
degerlendirildigi bir calismada, Oryzias latipes balik tiriiniin erginleri degisik
konsantrasyonlarda (% 5, 10, 20, 40, 50) c¢ikis suyuna, 28 giin siireyle maruz
birakilmistir. Uygulamanin biitiin konsantrasyonlarinda erkek bireylerde VTG ve her iki
eseyde EROD indiiksiyonu ger¢eklesmesine karsin, indiiksiyon doz iligkili degildir. En
yiiksek indiiksiyon her iki parametre i¢in %20 konsantrasyonda gerceklesmis, daha
yiiksek konsantrasyonlarda indiiksiyonda bir azalma goriilmiistiir. HSI degeri disi ve
erkek baliklarda sirasiyla %10 ve %20 konsantrasyonlarda onemli dl¢iide artmis, %40
ve %50 konsantrasyonlarda ise diigmiistiir. Buna gore %20 ve alt1 konsantrasyonlarda
cevreye verilen c¢ikis suyunun baliklarda Ostojenik oldugu ve %40 ve %50
konsantrasyonlarda ise dogrudan karaciger bozukluguna neden oldugu ileri siiriilmiistiir
[135].

Diniz vd. [136] tarafindan yapilan bir ¢alismada 200 bin niifuslu bir sehrin biiyiik
oranda evsel atik su ve belirli miktarlarda sanayi atik suyundan olusan atik suyunun,
aritim sisteminden gectikten sonraki Ostrojenitesi belirlenmistir. Calismada giinliik
52500 m’ atik artimi yapabilen atik artim tesisinden farkli dénemlerde alinan
(ilkbahar, kis) ¢ikis suyu g¢esitli oranlarda sulandirarak (% 0, 25, 50, 100), sazan
baliklar1 28 giin siireyle bu suya maruz birakilmistir. Alinan atik su aritim tesisi ¢ikis
suyunun doz iliskili olarak hem erkek hem de disi baliklarda VTG iiretimini indiikledigi
ve kis donemi indiiksiyonunun ilkbahar doneminden daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Benzeri diger bir caligmada atik aritim sistemi suyunun degisik konsantrasyonlarina
gelisimin erken donemlerinde (tiir i¢in embriyonik gelisim ve eseysel farklilasmanin

oldugu donem) uzun siireli olarak (300 giin) maruz birakilan R. rutilus balik tiiriinde,
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uygulamanin yiiksek dozlarinda disilesmis balik yiizdesinde ve plazma VTG diizeyinde
onemli artiglar tespit edilmistir [137].

Portekiz’de kirlendigi diisiiniilen bir halicte farkli donemlerde yakalanan Mugil
cephalus baliklar1 belli bir siire (1, 4 ve 8 ay) laboratuvar ortaminda yasatildiktan sonra,
karaciger EROD ve GST aktiviteleri ile HSI ve KF degerleri dl¢iilmiis ve ilk alman
orneklerin degerleri ile bu degerler karsilastirilmistir. Laboratuvar kosullarina alinan
baliklarin EROD aktivitelerinin bir aymn sonunda dnemli oranda diistiigii belirlenmistir.
GST aktivitesinde bir degisim gerceklesmemistir. Yakalanan donemler arasinda HSI
degeri agisindan bir degisim gdzlenmezken, laboratuvar kosullarinda HSI degerinin
biitlin gruplarda azaldig1 belirlenmistir. Bu durumun laboratuvar beslenme kosullari ile
veya baliklarin kirlenmis ortamdan alindiktan sonra toksik madde bakisindan kurtulmasi
sonucu karaciger biiyiimesindeki gerileme ile ilgili olabilecegi ileri siirtilmistiir. KF
degeri agisindan farkli dénemlerde farkli seyirler gozlenmistir. iki dénemde zamana
bagl olarak laboratuvar kosullarinda KF degeri 6nemli oranda diiserken, {ic donemde
KF degeri zamanla yiikselmistir [138].

EROD aktivitesi lizerinde Ostrojenin baskilayici bir rol oynadigi ve en azindan
kismi olarak mevsimsel degiskenlige neden oldugu bilinmektedir. Forlin ve Hansson
[139] alabaliklarda hipofizin yoklugunda Gstradioliin, hem steroid hem de ksenobiyotik
substratlar1 katalizleyen hepatik CYP sistemini inhibe ettigini gostermislerdir. Ayrica
Ostrojenik bir kimyasal olan 4-nonilfenol’un Salmo salar balik tiiriinde ksenobiyotik ve
steroid biyotransformasyon enzimleri {iizerindeki etkisinin degerlendirildigi bir
calismada, maruz kalma sonras1t EROD aktivitesinde doz bagimli bir azalisin oldugu
belirlenmistir. Bunun EROD aktivitesinden ziyade, CYP1A protein diizeyinin
azalmasindan kaynaklandigi rapor edilmistir [120].

Ancak her &strojenik maddenin EROD baskilayict oldugu sdylenemez. Ornegin
bir insektisit olan pentaklorofenol’iin Oryzias latipes tirii {izerindeki etkisinin
degerlendirildigi bir c¢alismada, 28 giin boyunca su ortaminda 10-200 pg/L
konsantrasyonlarinda insektiside maruz birakilan baliklarda doz/yanit iliskisi acisindan
bir dogrusallik olmasa da, erkek baliklarin hem plazma VTG konsantrasyonunda hem
de EROD aktivitesinde 6nemli diizeyde bir artig belirlenmistir [ 140].

Bir PCB karisimi olan Aroklor 1254’iin Akdeniz’in farkli bolgelerinde yakalanan
yilan baliklarinda (4Anguilla anguilla) belirlenmesi nedeniyle, bu PCB karisiminin
kastaki birikim miktar1 ve neden oldugu EROD indiiksiyonu bir laboratuvar ¢alismasi

ile degerlendirilmistir. Calismada, baliklar ¢esitli dozlarda (0-50 mg/kg) Aroklor 1254°e
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8 giin siireyle maruz birakilmislardir. Kastaki PCB miktar1 (0.05-6.15 pg/g) ve
mikrozomal EROD aktivitesinin (4.1-91.4 pmol/dakika/mg protein) benzer sekilde doz
iligkili olarak arttigi, ancak karistgmin TCDD, B(a)P ve ANF gibi diger g¢evresel
kirleticilere gore daha zayif bir EROD indiikleyici oldugu belirlenmistir [141].

PCB’ler ve c¢esitli diger organik bilesiklerin, baliklarda ksenobiyotikleri
metabolize eden CYP1A izozimlerini indiikledigi ve organik kirleticilerin yani sira
cesitli steroid hormonlarin, ¢evre sicakligi ve besin bulunabilirliginin EROD aktivitesini
etkiledigi uzun siiredir bilinmektedir. Ag¢lk, yag doku ve/veya karaciger yag
damlaciklarindan yagin hareket etmesini tetikler, boylece yag dokuda depo edilen
lipofilik toksikantlar da hareket eder. Oreochromis mossambicus balik tliriinde besin
yolu ile PCB 126 bilesigine maruz birakildiktan sonra hapsedilerek yaratilan stresin ve
acligin EROD indiiksiyonu iizerindeki etkisinin degerlendirildigi calismada, aclik
oncesi hem 0.5 pg/L hem de 50 pg/L PCB uygulamasinin karaciger ve bobrek EROD
aktivitesinin indiiklendigi, indiiksiyonun hapsedilmis baliklarda daha da artig1
belirlenmistir. 3 haftalik aglik periyodu sonrasi karaciger EROD aktivitesinin PCB
tarafindan indiiklendigi, hapsedilmenin indiiksiyonu arttirdig1, ancak ac¢ligin indiiksiyon
tizerinde etkili olmadig1 gozlenmistir. Bobrekte ise aclik periyodu hem PCB hem de
hapsedilmeden kaynaklanan EROD indiiksiyonunu arttirmistir [142].

Karbaril (karbamat) ve azinfos metil (organofosfat) pestisitlerinin subletal
dozlarinin, ergin olmayan Oncorhynchus mykiss’in detoksifikasyon enzimleri iizerine
etkisinin degerlendirildigi bir ¢calismada her iki pestisidin, farkli uygulama siirelerinde
(24, 48, 96 saat) karaciger CaE aktivitesini inhibe ettigi belirlenmistir. Bu sonugtan
hareketle hepatik CaE’nin belirtildigi gibi beyin AChE’i korumak i¢in alternatif bir
hedef olarak kullanilamayacag: iddia edilmistir. 24 saatlik karbaril uygulamasinda hem
karaciger ve bobrekte GST aktivitesinin hem de karaciger CYP1A diizeyinin 6nemli
oranda arttig1 tespit edilmistir. Boylece karbarilin temelde GST tarafindan metabolize
edilmedigi, Faz I reaksiyonlar1 sonrasi olugsan metabolitlerin GST indiiksiyonuna neden
oldugu sonucuna varilmistir. Azinfos metil, ne GST ne de CYP1A indiiksiyonuna neden
olmustur [143].

B(a)P ve sodyum dodesilbenzen siilfonat (SDBS) benzen halkasi igeren, tarimsal
ve endiistriyel aktivitelerden ve evsel atik sulardan kaynaklanan tipik kirletici
bilesiklerdir. Bu kimyasallarin Lateolabrax japonicus baliklarinda antioksidant sistem
enzimleri ve AChE {izerindeki etkisi degerlendirilmistir. Buna gore 2 ve 20 ug/L B(a)P

uygulamasi sonrasi baliklarda GST aktivitesi 6. giinde inhibe olmus, 18. giinde ise
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kontrol grubuna gore onemli diizeyde artmistir. SDBS uygulamasinda ise, GST
aktivitesi sadece 12. giinde 0.1 mg/L uygulamasinda artmistir. B(a)P uygulamasinda
beyin AChE aktivitesinde bir degisim gozlenmezken; 6, 12 ve 18 giinliik SDBS
uygulamasinda enzim aktivitesi énemli diizeyde artmustir. AChE aktivitesindeki bu
dikkat cekici artisin; SDBS’nin anyonik yapida olmasi, enzim ile birlesebilmesi ve
enzimin konformasyonunda degisime neden olmasi sebebiyle olabilecegi ileri
stiriilmiistiir [144].

Ru vd. [83] tarafindan yapilan bir ¢calismada, bir OP pestisit olan monokrotofos’un
subletal konsantrasyonlarina (0, 0.5, 1, 1.5 ve 2 mg/L) maruz birakilan Sciaenops
ocellatus tirlinde beyin AChE ve karaciger CaE aktivitesindeki inhibisyonlar
degerlendirilmistir. Calismada 4 giin siireyle 2 mg/L pestiside maruz birakilan
baliklarda AChE aktivitesinin % 85.8 diizeyinde inhibe oldugu, ancak baliklarin bu
inhibisyonu tolere edebildigi belirlenmistir (6liim goriilmemistir). 7 gilin siireyle 0.5
mg/L. pestiside maruz birakilan baliklarda AChE aktivitesinde zamana bagli bir
inhibisyon s6z konusu iken, CaE aktivitesi en kisa stireli (4 giin, % 89.8) ve en diisiik
dozda pestisit (0.25 mg/L, %83.2) uygulamalarinda bile 6nemli diizeyde inhibe
olmustur. Bu verilerin 1s18inda CaE’nin monokrotofos ile etkileserek geri doniisiimsiiz
fosforillenmesinin, AChE’yi bu bilesigin ataklarindan korudugu ileri siirtilm{istir.

Kauguk katki maddelerinin Oncorhynchus mykiss balik tiirii lizerinde toksik
etkisinin degerlendirildigi bir ¢alismada, 20 m uzunlugunda kauguk bir borudan verilen
suya (300 ml/dakika) bir hafta maruz birakilan baliklarda mikrozomal EROD ve
karaciger GR aktivitesinin 6nemli diizeyde arttig1r belirlenmistir. Yine bu calismada
maruz birakilan baliklarin safra iceriklerinde ve/veya uygulama suyunda kauguk katki
maddelerinden 2-merkaptobenzotiazol ve bunun tiirevi bilesiklerin bulunmasi
nedeniyle, bu maddeden 20 mg/kg’in enjeksiyonla verildigi baliklarda GST, GR ve
GSH diizeylerinin uygulamayi takip eden 2. giinde 6nemli diizeyde arttig1 belirlenmistir
[145].

Fenol ve tiirevleri endiistriyel atik sularda ve spesifik olmayan pestisit, herbisit,
bakterisit ve fungusitlerde yaygin olarak bulunan maddelerdir. 2 ppm diizeyinde fenol
iceren suya 4 giin siireyle maruz birakilan Brycon cephalus balik tiiriiniin ergin olmayan
bireylerinde karaciger ve kas ALT, AST ve LDH aktivitelerinde 6nemli degisimler
gozlenmistir. LDH aktivitesindeki artis maruz kalma siiresince hepatik detoksifikasyon
enzimlerinin sentezinde artis sonucu artan enerji ihtiyact ile iliskilendirilmistir.

Karaciger glikojen miktarinin diisiisii bunu dogrular niteliktedir. Calismada ALT
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aktivitesi maruz kalma sonrasi artarken, AST aktivitesi onemli diizeyde diismiistiir
[146]. Fenole maruz kalma sonrasi artan enerji ihtiyacim1 karsilamak i¢in proteinlerin
alternatif enerji kaynaklarina doniisebildigi ve bununla iliskili olarak AST ve ALT
aktivitesinde artig, protein igeriginde ise azalma oldugu baska galigmalarda bildirilmistir
[147, 148].

Bir organo-karbamat pestisit olan karbofuranin periferal ve ayrica merkezi
organlarda, beyinde ve néromuskular baglantilarin sinapslarinda AChE inhibisyonuna
neden oldugu bilinmektedir [149]. Karbofuranin diisiik konsantrasyonlarina (0.01-0.02
mg/L) maruz birakilan Clarias batrachus’un farkli dokularinda (karaciger, kalp,
bobrek, beyin, solunga¢ ve kas) LDH aktivitesinde ve protein igeriginde Snemli
azalmalarin oldugu belirlenmistir. C. batrachus’un fakli organlarinda LDH
aktivitesindeki azalma karbofuran konsantrasyonu ve uygulama siiresindeki (4-15 giin)
artisla dogrusal bir iligki gostermistir. Bulgular pestisidin bu terminal glikolitik enzim
tizerindeki inhibe edici etkisinin enzim-inhibitér kompleksinin olusumundan
kaynaklanabilecegini gdstermektedir. Bunun sonucu olarak LDH aktivitesindeki
azalma C. batrachus’un karbonhidrat metabolizmasinin bozulmasina neden olmaktadir
[94].

Karbofuran insektisidinin C. batrachus balik tiiriinde indiikledigi biyokimyasal
degisimlerin degerlendirildigi diger bir calismada, 6 giin siireyle insektiside maruz
birakilmig, maruz birakildiktan sonra 6 giin siireyle temiz suya alinmig ve bir de kontrol
grubu olmak iizere {i¢ balik grubu olusturulmus, sonugta karaciger total protein,
aminoasit, amin diizeyleri ve AST ve ALT aktivitesi belirlenmistir. Bu calismada
aminoasit, amin diizeyleri ve transaminaz aktiviteleri maruz birakilan baliklarda kontrol
baliklarina oranla artmis ve maruz birakildiktan sonra temiz su ortamina alinan
baliklarda ise belirtilen parametreler kontrol baliklarindaki diizeylere inmistir [150].

Dietil fitalat (DEP) plastik sanayinde esnekligi artirict madde olarak ve parfiimeri
sanayinde cesitli amaclarla yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bu maddenin Cirrhina
mrigala tath su baligindaki toksik etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan bir ¢alismada,
3 giin stireyle 25 ppm DEP’e maruz birakilan baliklarda, karaciger ALT ve AST
aktivitelerinin 6nemli diizeyde arttigi gozlenmistir. DEP’e maruz kalma sonrasi
gerceklesen doku hasarinin giderilmesi amaciyla protein yapim ve yikimi ve solunum
hizinin artmasi ve bununla ile iliskili olarak transaminaz aktivitesinin de arttig1 ileri
striilmistiir. Calismada uygulama sonrasi beyin AChE aktivitesinin ileri diizeyde

azaldig1 ve bunun baliklarda uyusukluga neden oldugu goriilmiistiir [151].
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Oreochromis mossambicus ile yapilan bir calismada decise (deltamethrin 98%)
(0.1 mg/L), potasa (giibre kaustik potas, % 45 KOH) (300 mg/L) ve her iki bilesige
birlikte (0.1 mg/L + 300 mg/L) 28 giin siireyle maruz birakilan baliklarda plazma ve
karaciger AST ve ALT aktivitesi degerlendirilmistir. Maruz birakilan baliklarda degisik
onemlilik diizeylerinde plazma AST ve ALT aktivitesi artarken, karaciger transaminaz
aktivitesi onemli diizeyde azalig gdstermistir. Transaminazlar protein sentezi siirecinde
serbest aminoasit dengesinin saglanmasinda yer alirlar. Karaciger dokusunda bu
enzimlerdeki degisimlerin, kimyasal stres kosullarinda protein metabolizmasindaki olas1
degisimlerden kaynaklandig1 diigiiniilmektedir. Plazmada transaminaz aktivitelerindeki
artisin diger ¢alismalara benzer sekilde dokulardaki olasi hiicresel bozulmalar ile ilgili
oldugu belirtilmistir [152].

Giiney Brezilya’da piring tariminda, zararli otlarin yok edilmesi i¢in yaygin olarak
kullanilan klomazon herbisidinin, piring tarimi yapilan arazilerin yakinlarindaki
nehirlerde yiliksek oranda belirlenmesi nedeniyle, herbisitin baliklar {izerindeki olumsuz
etkisi belirlenmeye caligilmistir. Bu amagla herbisitin Rhamdia quelen balik tiiriinde
protein parametreleri, hematolojik parametreler ve karbonhidrat metabolizmasi tizerine
etkisinin degerlendirildigi calismada, plazma AST ve ALT diizeylerin uygulama
periyodu siiresince arttigi, baliklar temiz suya alindiklarinda ise artisin kalic1 olmadigi
belirlenmistir. Bunun aksine karaciger AST ve ALT enzimlerinin uygulama periyodu
stiresince artmig, ancak bu artis sadece AST i¢in geri doniisiim periyodu boyunca kalict

olmustur [153].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Balik Orneklerinin Saglanmasi

Arastirma i¢in, diger balik tiirleri ile karsilastirildiginda baraj goliinde yogun
olarak bulunan, ekonomik ©Onemi nedeniyle yogun olarak avlanan ve beslenme
aliskanliklar1 nedeniyle ¢evresel kirleticilerin etkisini iyi temsil eden bir tiir olan sazan
balig1 (Cyprinus carpio, Linnaeus, 1758) kullanildi. Baliklar farkli istasyonlardan
(Adagoren, Boran, Egribiik ve Hasircilar) ve farkli donemlerde yakalandi. Caligsma alani
olarak sec¢ilen Karakaya Baraj Golii ve Orneklerin toplandigi istasyonlar Sekil 1.1°de
gosterilmistir.

Balik ornekleri farkli donemlerde, barajdaki olasi kirliligi ve degisik kirlilik
yiiklerini temsil ettigi diisliniilen dort istasyondan, her biri 200 metre uzunlugunda olan
fanyali aglar atilarak (gézenek biiyiikliigii 65x65 mm) yakalandi. Kasim, Aralik 2004;
Nisan, Mayis, Temmuz, Eyliil, Ekim 2005; Mart, Nisan 2006 donemlerinde 6rnekler
toplanarak dort mevsimde de kirliligin balik populasyonu iizerindeki etkisinin
belirlenmesi amacglandi. Ayrica yumurtlama 6ncesi (Mart, Nisan 2006), yumurtlama
(Nisan, Mayis, Temmuz 2005 ) ve yumurtlama sonrasi (Eyliil, Ekim 2005) dénemlerde
baraj goliinden alinan balik 6rneklerinde olasi endokrin bozucu etkinin varligi tespit
edilmeye ¢alisildi.

Baliklar agdan canli olarak alindiktan sonra, igerisinde trikain metanstilfonat
(MS222, 1 mg/10 L su) bulunan kaba konuldu. Boylece kisa siireli olarak uyusturulan
balik Orneklerinden, heparinli enjektorler (2TIU, 2 ml hacimli) kullanilarak kaudal
venadan kan oOrnekleri alindi. Plazma enzim diizeylerinin belirlenecegi ornekler igin
icerisinde sadece heparin bulunan tiipler kullanilirken, VTG analizinin yapilacagi
plazma Orneklerinin alinacagi tiiplere ayrica fenilmetilsiilfonil florid (PMSF, son
konsantrasyonu 0.1 M) ilave edildi. Bu sayede proteolitik enzimlerin VTG tizerindeki
etkisinin dnlenmesi amaglandi. Alinan kan 6rnekleri (her bir balik 6rneginde 2+2=4 ml)
arazi kosullarinda bir jenerator yardimi ile ¢alistirilan santrifiij ile 5000 rpm’de 5 dakika
siire ile santrifiij edilerek, plazma elde edildi ve eppendorf tiiplerine aktarilan 6rnekler
buz icerisinde olabildigince hizli (yaklasik 1-2 saat icinde) bir sekilde laboratuvara
tagindi. Kan orneklerinin alinmasindan sonra kafalarina sert bir cisimle, siddetli bir
sekilde vurulmak suretiyle o6ldiiriilen balik 6rnekleri de buz igerisinde diger 6rneklerle

birlikte laboratuvara tasindi.
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Laboratuvarda balik 6rneklerinin agirliklar1 ve boylan 6l¢iildiikten sonra karaciger
ve beyin dokulari1 alindi. Dokular, her istasyon icin ornekleme istasyonu, yakalanis
tarihi ve 0rnek numarasi belirtilen bir etiket ile aliiminyum folyoya sarildiktan sonra
enzimatik analizler i¢in dokularin homojenize edilecegi giine degin —80 °C derin
dondurucuda saklandu.

Balik 6rneklerinin alindigi donemlerde ayrica su ornekleri alinarak kahverengi

siseler igerisinde, buz iizerinde laboratuvara tasindi.

3.2. Biyolojik Parametrelerin Hesaplanmasi

Yakalanarak laboratuvara getirilen balik 6rneklerinin bas-kuyruk arasi boylar1 ve
agirliklar1 6lgiildii. Kondiisyon faktorii “KF: 100 x viicut agirhgr (g)/ [boy (cm)]*”
formiilii kullanilarak hesaplandi. Karaciger Ornekleri, enzimatik ¢alismalar igin
homojenize edilmeden oOnce tartildi ve elde edilen agirlik degerlerine gore
hepatosomatik indeks, “HSI: 100 x karaciger agirhigi (g)/ viicut agirhg (g)” formiilii ile

hesaplandi.

3.3. Karaciger Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi

Homojenizasyon amaci ile dondurucudan alinan dokularin buz {izerinde
coziinmesi saglandi. Karaciger dérneklerinin homojenizasyonu amactyla tartilan dokular,
politron homojenizatdrde (Ika Instruments, Germany) 18,000 rpm devirde 2 kez 15’er
saniye siire ile parcalandi. Par¢alama, doku agirliginin 4 kat1 hacimde (w/v) sogutulmus
homojenizasyon tamponu (pH 7.4, 0.1 M potasyum fosfat tamponu i¢inde: 0.15 M KClI;
1 mM EDTA; 0.05 mM DTT bulunmaktadir) ile bir buz kabinda yapildi. Caligmalarin
tiim agamalarinda 6rnekler buz igerisinde korundu.

Homojenizasyon sonrast homojenatlarin 1/10’u alinarak sitozolik enzimlerin
eldesi amaci ile eppendorf tiiplerine aktarildi. Homojenat 4 °C’de 16,000 xg devirde 20
dakika siire ile santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi supernatant kismi alinarak,
beklemeksizin sitozolik enzim aktiviteleri 6l¢iildii.

Homojenatin geriye kalan kismi mikrozom eldesi i¢in kullanildi. Homojenatlar
ultrasantrifiij tliplerine alinarak yeterince tampon eklendikten sonra, ilk olarak 10,000
rpm’de 4 °C’de 20 dakika siire ile santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi supernatant alinarak

ikinci kez 30,000 rpm’de 4 °C’de 60 dakika santrifiij edildi. Bu santrifiij isleminin
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sonunda ise supernatant kismi atilarak pellet cam-teflon homojenizatoérde 8-10 vurus ile
yeniden siispanse edildi ve 30,000 rpm’de 4 °C’de 60 dakika siire ile son kez santrifiij
edildi. Elde edilen pellet kism1 1/1 (w/v) oraninda saklama tamponu (20 ml gliserol + 80
ml homojenizasyon tamponu) kullanilarak cam-teflon homojenizatérde 8-10 vurus ile
siispanse hale getirildi ve bekletilmeden mikrozomal EROD aktivitesi 6lgiimiinde

kullanildi.

3.4. Beyin Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi

Doku homojenizasyonuna baslanirken, oOrnekler buz {izerinde c¢o6zlilmelerini
takiben, aliiminyum folyolardan alinarak tartildi. Her bir doku 6rnegine, agirliginin 35
mg’t i¢in 1 ml trizma tamponu (pH 7.4, 0.1M), (Sigma Corp., USA) olacak sekilde
tampon eklendi. Doku 6rnekleri buz kabi i¢cinde cam-teflon homojenizatdr kullanilarak,
12-15 vurus ile 6,000 rpm’de pargalandi.

Pargalanan dokular eppendorf tiiplerine aktarilarak, 4°C’de 20 dakika siireyle
16,000 xg’de santrifiij (Microcentrifuge 157. mp, Ole Dich Instrumentmakers,
Denmark) edildi. Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatant bekletilmeden beyin AChE

ve CaE enzim aktivitelerinin dlglimleri i¢in kullanildi.

3.5. Enzimatik Calismalar

Biitiin sitozolik ve mikrozomal enzim aktivitesi ve toplam protein miktar1 6l¢lim
islemleri santrifiij isleminden hemen sonra, Ornekler bekletilmeksizin, mikroplaka
okuyucu sistemleri (Versamax® ve Gemini XS, Molecular Devices Corp., USA)
kullanilarak yapildi. Enzim aktivitesi ve toplam protein miktar1 6l¢timlerinde, her bir
ornek i¢in dort tekrarli absorbans okumasi yapildi. Ayni 6rnek icin elde edilen degerler
arasinda % 10’dan daha biiylik korelasyon farki bulundugunda, okuma islemi yinelendi.
mOD (milioptik densite) cinsinden alinan absorbans degerleri OD’ye (optik densite)
cevrilerek hesaplamalar yapildi. Karaciger ve beyin dokularinda ¢alisilan biitiin
enzimlerin aktiviteleri, 6rneklerdeki toplam protein diizeyleri dl¢iildiikten sonra spesifik

aktivite cinsinden ifade edildi.
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3.5.1. Karaciger GST aktivitesi

Karaciger dokusu GST aktivitesi, sitozolik fraksiyonlarda, substrat olarak 1-kloro-
2,4-dinitrobenzen (CDNB) kullanilarak belirlendi. Calismada Habig vd. [154]’nin
gelistirdigi yontem, baz1 modifikasyonlar yapilarak kullanildi. Buna gére 1/10 oraninda
distile su ile diliie edilmis 6rnekten 10 pl alinarak, icerisinde potasyum fosfat tamponu
(0.1 M, 100 pl pH 6.5), rediikte glutatyon (2 mM, 100 ul GSH) ve CDNB (20 mM, 10
ul) bulunan ortamda reaksiyon baslatildi ve 2 dakika siireyle 344 nm dalga boyunda
okuma yapildi. GSH reaksiyonda kofaktor olarak kullanildi.

3.5.2 Karaciger GR aktivitesi

GR aktivitesi Cribb vd. [155] tarafindan kullanilan mikroplaka sistemi ile 6l¢iim
yontemine gore hepatosit sitozoliinde 6l¢iildii. Reaksiyon soliisyonu 0.1 mM, 150 ul 5,
5'-dithiobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB), 12 mM, 20 ul NADPH ve 20 pl 6rnek
icermektedir. 20 pl, 3.25 mM GSSG’nin ilavesi ile reaksiyon baglatildi. Biitiin
cozeltiler, ImM EDTA igeren, 0.1 M potasyum fosfat tamponunda (pH 7.5) hazirlandi.
Reaksiyon esnasinda GSSG’den GSH olusumu nedeniyle DTNB miktar1 azalmistir.
DTNB azalis1 oda sicakliginda 405 nm’de izlendi ve elde edilen absorbans degerlerinde

GR aktivitesi hesaplandi (DTNB i¢in €=14,151 M cm™).

3.5.3. Karaciger ve beyin CaE aktivitesi

Karaciger ve Beyin CaE aktivitesi belirlenirken, Nousiainen ve Torronen [156]
tarafindan gelistirilen yoOntem, Santhoshkumar vd. [157] tarafindan belirtilen
spektrofotometrik uygulamadan mikroplaka okuyucu sisteme wuyarlandi. Enzim
aktivitesi Ol¢limiinde p-nitrofenolasetat (PNPA) substrat olarak kullanildi. Buna gore
mikroplakalara 5 pl 6rnek pipetlendikten sonra ortama 250 pl, 0.05 M trizma 7.4
eklendi. 3 dakikalik inkiibasyon sonrasinda ortama 5 pl PNPA (karisimdaki
konsantrasyonu 0.5 mM olacak sekilde) eklenerek reaksiyon baslatildi. 405 nm dalga
boyunda 2 dakika boyunca okuma yapildu.

50



3.5.4. Karaciger ve plazma LDH aktivitesi

Karaciger ve plazma LDH enzim aktivitesi o0l¢iimiinde, 340 nm dalga boyunda
LDH diagnostik kiti (Biolabo cod: 92111, BIOLABO., Fransa) substrat olarak
kullanildi. Karaciger doku homojenatlarindan elde edilen supernatant 6rnekleri distile
su ile 1/10 oraninda sulandirildiktan sonra; plazma 6rnekleri ise sulandirilmaksizin,
toplam reaksiyon karigiminda 5 pl olacak sekilde mikroplaka cukurlarina pipetlendi.
Uretici firmanin belirttigi protokole gore, icerisinde LDH substratt bulunan ¢ozelti
hazirlandi. Bu ¢ozeltiden 200 pl, 6rneklerin iizerine seri olarak ¢ok kanalli mikropipet
ile pipetlendi. Karigim 15 saniye siireyle mikroplaka okuyucuda ¢alkalandi ve 25 °C’de
2 dakika siire ile 340 nm’de absorbans degisimi kaydedildi.

3.5.5. Karaciger ve plazma AST aktivitesi

Karaciger ve plazma orneklerinde AST aktivitesi Olgiiliirken, diagnostik kitler
(Biolabo cod: 80025, BIOLABO., Fransa) kullanildi. Oncelikli olarak 20 pl karaciger
supernatant veya plazma 6rnegi mikroplaka cukurlarina pipetlendi. Uretici firmanimn
belirttigi protokole gore, hazir kite 10 ml distile su eklenerek icerisinde AST substrati
bulunan ¢6zelti hazirlandi. Bu ¢6zeltiden 6rneklerin tizerine 200 pl eklenerek reaksiyon

baslatildi. Absorbans degisimi, 25 °C’de, 340 nm’de 2 dakika siire ile okundu.

3.5.6. Karaciger ve plazma ALT aktivitesi

Karaciger ve plazma orneklerinde ALT aktivitesi dlgiiliirken, diagnostik kitler
(Biolabo cod: 80027, BIOLABO., Fransa) kullanildi. Oncelikli olarak 20 pl drnek
mikroplaka gukurlarina pipetlendi. Uretici firmanin belirttigi protokole gére, hazir kite
10 ml distile su eklenerek igerisinde ALT substratt bulunan ¢ozelti hazirlandi. Bu
cOzeltiden Orneklerin iizerine 200 pl eklenerek reaksiyon karistmi 1 dakika inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonras1 25 °C’de, 340 nm’de 2 dakika siire ile absorbans degisimi

belirlendi.
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3.5.7. Karaciger mikrozomal EROD aktivitesi

Karaciger mikrozomal EROD aktivitesi Olgiilirken, o©rneklerden 20 pl
mikroplakalara (Grainer, black flat-bottom) pipetlendi (kor olarak fosfat tamponu
kullanildi). Daha sonra ortama sirasiyla 220 pl potasyum fosfat tamponu (0.1 M, pH
7.7) ve 20 pl etoksirezorufin (50 uM) eklendi. Son olarak 10 pl, NADPH (10 mM;
0.00833 g/ml fosfat tamponu) eklendi. Enzim aktivitesi mikroplaka Olger
spektrofluorometre (Gemini XS, Molecular Devices, USA) ile 6l¢iildii. Bunun igin
cihaz Ex (excitation): 530, Em (emission): 586 nm dalga boylarina ayarlandi. 30 °C’de
10 dakika siireyle spektrofotometrik 6lgtim yapildi [62].

EROD aktivitesinin belirlenmesi i¢in rezorufin standardi olusturuldu. Bu amagla
80 uM stok rezorufin, 0.1 M NaCl igerisinde hazirland1 ve derisik NaOH c¢ozeltisi ile
pH 10'a getirildi. Bu stok soliisyondan, 50 mM Tris-Base (pH 7.8; 0.1 M NaCl igeren)
kullanilarak mikroplaka igerikleri 270-0.27 pmol, olacak sekilde bir seri diliisyon
yapildi. Elde edilen absorbans degerleri ile rezorufin standart egrisi olusturuldu ve bu
egriye gore mikroplaka ¢ukurlarinda bulunan mikrozom Orneklerindeki enzim
aktivitesine bagli olarak olusan rezorufin miktart pmol/cukur cinsinden hesaplandi.
Cukurdaki protein miktar1 da mg protein cinsinden hesaplandiktan sonra, zamana bagl

spesifik mikrozomal EROD aktivitesi pmol/dakika/mg protein cinsinden hesaplandi.

3.5.8. Biyotransformasyon indeksinin hesaplanmasi

Karaciger mikrozomal EROD ve GST enzimlerinin spesifik aktiviteleri
hesaplandiktan sonra, “Biyotransformasyon indeksi (BI): EROD aktivitesi
(pmol/dakika/mg protein)/ GST aktivitesi (nmol/dakika/mg protein)” formiilii
kullanilarak hesaplandi.

3.5.9. Beyin AChE aktivitesi

Beyin dokusu AChE aktivitesi spektrofotometrik yontemle, mikroplaka okuyucu
sisteminde &l¢iildii. Bu amacla Ellman vd. [158] tarafindan kullanilan yéntemin, Ozmen
vd. [159] tarafindan modifiye edilmis ve mikroplaka okuyucu sistemine uyarlanmig
sekli kullanildi. Enzim aktivitesi dl¢iimiinde 412 nm dalga boyunda asetiltiokolin iodid

(ACTI)’in substrat olarak kullanilmas1 ve renk degisimine bagli olarak {iriin
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olusumunun saptanmasi amaglandi. Beyin doku homojenatlarindan elde edilen
supernatant toplam reaksiyon karisiminda 10 pl olacak sekilde mikroplaka cukurlarina
pipetlendi. Supernatantin {izerine son reaksiyon karisiminda 0.701 mM ACTI (Sigma
Corp., USA) ve 0.136 mM DTNB (Aldrich, USA) olacak sekilde, trizma tamponu
icerisinde (0.1 M, pH 8.0) hazirlanmis karisimdan 200 pl ilave edildi. Karisim
mikroplaka okuyucuya yerlestirildi ve 10 saniye siireyle ¢alkalandi. 25 °C’de 1 dakika
stire ile absorbans degisimi kaydedildi. Beyin dokusu spesifik AChE aktivitesi

nmol/dakika/mg protein cinsinden hesaplandi.

3.5.10. Karaciger mikrozom, sitozol ve beyin 6rneklerinde toplam protein tayini

Beyin dokusu homojenatlarinda ve karaciger hiicrelerinde toplam protein
miktarlart Bradford [160] tarafindan gelistirilen yonteme gore, mikroplaka okuyucu
sistemi kullanilarak tespit edildi. Supernatant 6rnekleri 1/20, mikrozom 6rnekleri ise
1/10 oraninda sulandirildiktan sonra, sulandirilmis orneklerden 5 pl mikroplaka
pipetlendi ve iizerine 250 pl Bradford g¢ozeltisi (Sigma B6916) eklendi. Reaksiyon
karisimi oda sicakliginda karanlikta 15 dakika siireyle inkiibe edildi. Renk degisimine
bagl olarak, 595 nm dalga boyunda absorbans degeri 6l¢iildii. Elde edilen degerler BSA
(Bovine Serum Albumin) standart egrisi degerleri ile karsilastirilarak, drnekteki toplam
protein miktarlar1 saptandi. Tiim 6rneklerden elde edilen toplam protein degerleri, elde
edilen enzim aktivite degerleri ile birlikte, spesifik enzim aktivitesi degerlerinin

hesaplanmasinda kullanildi.

3.6. Plazma VTG Analizi

VTG analizi yapilirken, sazan baliklarinin plazma o6rneklerindeki VTG’nin
dlgiilmesi igin 6zgiil baglanma antikorlarinin kullanildigi sazan bahigi VTG-ELISA
kitleri (Biosense Laboratories, Norveg) kullanildi. VTG analizinde, kitleri iireten
firmanin 6nerdigi protokol bire bir uygulandi.

Kullanilan ELISA mikroplaka cukurlarinda, ilave edilecek VTG standart
soliisyonlarinda veya Ornekte bulunan VTG’yi tutuklayan, 6zgiil bagli antikorlar
bulunmaktadir. Ortama Ornekler ve standartlar ilave edildikten sonra diger bir VTG
0zgil belirleme antikorunun ¢ukura ilave edilmesi, VTG ve antikorlar arasinda sandvig

yapisinin olusumuna neden olacaktir. Ortama enzim tasiyan sekonder antikor ilave
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edildiginde, sekonder antikor sandvi¢ yapisina tutunur. Boylece ortama sekonder
antikora bagli enzimin substrat1 eklendiginde, spektrofotometrik olarak olciilebilecek bir
renk olusur ve dl¢iilen absorbans degerlerinden, standarlara bagl olarak, 6rnekteki VTG

miktar1 saptanir (Sekil 3.1).

E ' E ' E . E ' | ___—ELISA pleyt cukuru
l __1L—Sekonder Antikor

p p

A——-——-——'Belirleme Antikoru

r 4
V ——Ornek/VTG standard
L i i )"""—-—Tutuklanmls Antikor

Sekil 3.1. Plazma VTG analizinde kullanilan sandvi¢ ELISA modeli

Buna gore deney giinii derin dondurucudan alman, VTG o6l¢iimii i¢in arazide
hazirlanmis olan plazma 6rnekleri buz iizerinde tutularak oda kosullarinda ¢6ziinmeleri
beklendi. Ayn1 zamanda yine buz lizerinde olmak kosuluyla, taze olarak hazirlanan
VTG standart stokundan bir diliisyon serisi olusturuldu. Standart seriler 250 ng sazan
VTG/ml’den baglayarak 11 diliisyon basamagi icerir ve 0.24 ng sazan VTG/ml ile
sonlanir. Bu diliisyon serileri her ¢calismada tekrar olusturuldu.

Plazma oOrneklerinin igeriginde (matrikste) bulunan bilesikler deneyde non-
spesifik olarak bozunabilmektedir. Bu da genellikle diisik 6rnek dilisyonlarinda
VTG’ nin belirlenemez bir diizeyde ¢ikmasina yol agmaktadir. Bu matriks etkisinden
sakinmak icin tavsiye edilen minimum diliisyon, plazma i¢in 1/20 dir. Bu nedenle
dilisyon tamponu kullanilarak plazma Ornekleri erkek baliklarda 1/20, disilerde
1/200,000 oraninda diliie edildi.

VTG standardi ve plazma ornekleri igin gerekli diliisyonlar yapildiktan sonra,
belirtilen standart ve Orneklerin kitte bulunan 96-¢ukurlu mikroplakalara pipetleme
islemine baglandi. Bu amagla Sekil 3.2°de goriildiigii gibi kor amagh diliisyon tamponu,
standartlar ve 36 diliie 6rnekten ikiserli olmak tizere 100 ul mikroplaka ¢ukurlarina
pipetlendi. Mikroplaka, pipetlemeyi takiben plakanin iizerine yapisma 6zelligi olan bir

film ile ortiildii ve 1 saat siireyle 37 °C’de etiivde inkiibe edildi.
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1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12
S1 | S2 S3 | S4 | S5 | S6 | S7 | S8 | S9 | S10 | S11
‘1 S2 S3 | S4 | S5 | S6 | S7 | S8 | S9 [ S10 | S11
P1 (P2 | P3| P4 (PS5 | P6| P7 | P8 | P9 |P10| P11 | P12
P1 (P2 | P3| P4 | PS5 | P6| P7| P8 | P9 |P10| P11| P12
P13 | P14 | P15 | P16 | P17 | P18 | P19 | P20 | P21 | P22 | P23 | P24
P13 | P14 | P15 | P16 | P17 | P18 | P19 | P20 | P21 | P22 | P23 | P24

P25 | P26 | P27 | P28 | P29 | P30 | P31 | P32 | P33 | P34 | P35 | P36
P25 | P26 | P27 | P28 | P29 | P30 | P31 | P32 | P33 | P34 | P35 | P36

o QmE DA W e

Sekil 3.2. 96 ¢ukurlu mikroplakada pipetleme semas1 (NSB: diliisyon ¢ozeltisi, S1-S11:
VTG standart diliisyonlari, P1-P36: diliie 6rnekler)

Bu arada belirleme antikorunu 1/500 oraninda hazirlamak icin; 22 ul belirleme
antikoruna 11 ml diliisyon ¢ozeltisi eklendi (deneydeki her bir plaka i¢in). Etiivden
alian plaka veya plakalarin, her bir ¢gukuru 3 kez, her seferinde 300 ul yikama tamponu
ile manuel olarak yikandi. Yikamay1 takiben her ¢ukura 100 pl diliie edilmis belirleme
antikoru eklendi. Mikroplakalarin iizeri pipetlemeyi takiben bir film ile ortiildii ve tekrar
1 saat siireyle 37 °C’de etiivde inkiibe edildi.

Inkiibasyon devam ederken, sekonder antikoru 1/2000 oraninda hazirlamak icin; 6
ul sekonder antikora 12 ml diliisyon ¢ozeltisi eklendi (deneydeki her bir plaka igin).
Etlivden alinan plaka veya plakalarin, her bir ¢ukuru 3 kez, her seferinde 300 pul yikama
tamponu ile tekrar yikandi. Yikamayi takiben her ¢ukura 100 pl diliie edilmis sekonder
antikor eklendi. Mikroplakalarin iizeri pipetlemeyi takiben tekrar bir film ile ortiildii ve
yeniden 1 saat siireyle 37 °C’de etiivde inkiibe edildi.

Son olarak mikroplakalar etiivden alinmadan hemen Once, substrat soliisyonu
hazirland1. Etiivden alinan mikroplaka veya mikroplakalarin her birinde ¢ukurlar 5 kez,
her seferinde 300 pl yikama tamponu ile yikandi. Yikamayi takiben her ¢ukura 100 pl
substrat soliisyonu eklendi. Mikroplakalar aliiminyum folyo ile kaplanarak oda
sicakliginda (20-25 °C) karanlikta 30 dakika inkiibe edildi. Siirenin sonunda her bir
cukura 50 pul, 2 M H,SOj4 eklenerek reaksiyon durduruldu. 5 dakika sonra, mikroplaka
okuyucu sistemde 492 nm’de absorbans okundu.

Olciim sonrast VTG diizeyleri hesaplanirken, kullanilan mikroplaka okuyucu

sisteme ait “SoftMax Pro 4.6” programi kullanildi. Program kullanilarak log-log, 4-

55



parameter ve linear standart egriler olusturuldu. Bu egrilerden yararlanilarak regresyon

analizleri yapildi ve VTG miktar1 ng/ml cinsinden hesaplandi.

3.7. Su Orneklerinin Fiziko-Kimyasal Degerleri

Balik orneklerinin alindigi her calisma doéneminde ve balik Orneklerinin
alimmadig1 Agustos 2006°da belirlenen istasyonlardan, kiyidan 200-300 metre uzaklikta
yaklasik 1 metre derinlikten su Ornekleri alindi. Su 6rneginin alindigi noktanin su
sicakhigi ve c¢oziinmiis oksijen (CO) diizeyi 4 metre derinlikte arazi tipi
oksijen/pH/kondiiktivite metre cihazi (YSI model, USA) kullanilarak belirlendi. Alinan
su Ornekleri buz icerisinde renkli cam siselerde laboratuvara tasindi, filtre edilerek ve en
cok 48 saat iginde bir su kimyasi analiz cihazi (Merck, NOVA60, Almanya) ve bu
cihaza uygun analiz kitleri kullanilarak kimyasal parametre degerleri belirlendi.
Laboratuvar ortammda pH, kimyasal oksijen istemi (KOI), toplam organik karbon
(TOK), klor (CI), sodyum (Na), siilfat (SO4), fosfat (PO4-P), toplam azot (3N), nitrit
(NOz-N), amonyum (NH4-N), kursun (Pb), kadmiyum (Cd), bakir (Cu), mangan (Mn),
ferrik demir (Fe™) ve ferrum demir (Fe™) diizeyleri “Birlesik Devletler Cevre Koruma
Ajans1” (USEPA) standartlarina uygun olarak belirlendi. Belirtilen parametreler,
Spectroquant Nova 60 fotometre cihazi kullanilarak, test kitleri (Merck, Almanya) ile,

kitleri lireten firmanin yonergesine uygun olarak dl¢tildi.

3.8. Su Orneklerinin Toksisitesinin FETAX (Frog Embryo Teratogenesis Assay-

Xenopus) Testi ile Belirlenmesi

FETAX, 96 saat siiren ve test materyalinin gelisimsel toksisitesini belirlemede
kullanilabilen bir embriyo teratojenite belirleme testidir. FETAX testi Giiney Afrika
tirnakli kurbagasi Xenopus laevis’in embriyolariin kullanimi iizerine dizayn edilmistir.
Caligmamizda Karakaya Barajindan alinan su orneklerinin toksik ve/veya teratojenik
olup olmadig: belirlenmeye ¢alisildi. Bu maksatla, barajdan 11.09.2005 ve 09.08.2006
olmak tizere iki donemde, barajin ¢alisilan her istasyonundan beser litrelik su 6rnekleri
alind1 ve bu orneklerle, Amerikan Standartlar1 Enstitiisii (ASTM) tarafindan 6nerilen
standart FETAX testi yapildi [161].

Calisgma boyunca laboratuvar ortaminin sicakligi 24+2 °C’de tutuldu. Ayrica

calisma ortaminda 12 saat giindiiz/12saat gece dongiisiinde foto-periyot uygulandi.
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Calismada kontrol amagl kullanilan FETAX soliisyonunun igerigi, Tip I ASTM suyuna
uygun sekilde hazirlandi. Buna gore 1 L deiyonize veya distile suda 625 mg NaCl, 96
mg NaHCO3, 30 mg KCI, 15 mg CaCl2, 60 mg CaSO4.2H20 ve 75 mg MgS0O4 olacak
sekilde pH’s1 7.6 ile 7.9 araliginda olan FETAX soliisyonu hazirlandi [161].

Calismada  kullamlan X. laevis kurbagalari, Universitemiz ~ Arastirma
Laboratuvarinda g¢ogaltilan koloniden alindi. Calismada yumurta elde edilirken ergin
disi (en az li¢ yasinda) ve erkek (en az iki yasinda) X. laevis bireyleri kullanildi.
Uygulama oncesi Erkek ve disi kurbagalar ayr1 akvaryumlara alinarak 48 saat
bekletildiler. Yumurtalarin elde edilmesi istenen giinden 36 saat 6nce, erkek kurbagaya
200 IU insan koryonik gonadotropin hormonu (hCG) dorsal lenf bezlerinden enjekte
edildi. 36 saatin sonunda disiye 600 IU, 6nceden hormon uygulanmis erkege ise 300 IU
hCG enjekte edildi. Bu amagla Tiirkiye’de ticari olarak iiretilen Pregnyl (5000 IU)
(Organon) kullanildi. Enjeksiyon i¢in 1 ml’lik insiilin enjektorleri (0.3x8 mm) (Becton
Dickinson) kullanildi. Enjeksiyon tamamlandiktan sonra erkek ve disi kurbagalar ayni
akvaryuma konup, karartma amaciyla akvaryumun iizeri ortiildii ve sessiz bir ortam
sagland1i. Hormon enjeksiyonunu takiben 2 ile 6 saat sonra ampleksus bagladi ve 10-16
saat yumurta dokme devam etti. Bu siire igerisinde elde edilen yumurtalar derhal
ortamdan petri kaplarina alindi, fertilite ve kaliteleri kontrol edildi.

Normal béliinmiis embriyolar testte kullanilmak icin secildi [162]. Hangi
embriyolarin normal olduklarini belirlemek i¢in embriyolar mikroskop altinda kontrol
edildi. Normal bolinmiis embriyolar, Oncelikle taze FETAX soliisyonu bulunan
petrilere ayrildi. Sonra bdliinme devam ederken kisa bir periyotta sadece normal
embriyolar secilecek sekilde, embriyolar tekrar ayristirildi. 8. safhadan Once secilen
embriyolarda sonradan anormal boliinmeler gergeklestigi, ayrica satha 11. sathadan
sonra ise seg¢ilen embriyolarda organogenesis basladigindan, embriyolar orta blastula (8.
safha) ile erken gastrula (11. safha) evrelerinde iken teste baslandi. Embriyolar genis
uclu plastik bir pipet yardimiyla, zedelemeksizin test ortamlarina transfer edildi.

FETAX testinde embriyolar test siiresi boyunca test edilen soliisyona maruz
kalmaya devam ederler. Her bir baraj istasyonundan alinan su 6rnekleri i¢in, her birinde
25 ml baraj suyu ve 20 veya 25 embriyo bulunan 5 petri kab1 kullanildi. 96 saatlik test
stiresi boyunca sicakligin 24+2°C olmasi saglandi. Embriyolar, test petrileri i¢in
tesadiifen secildi. Olii embriyolar 96 saatlik test siiresi boyunca her 24 saat sonunda, su
ornekleri degistirilirken uzaklastirildi. Sayet 06lii embriyolar uzaklastirllmaz ise,

mikrobiyal gelisim yasayan embriyolarin Oliimiine neden olacaktir. 24. saatte (27.
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Satha) oOliim, embriyolarin deri pigmentasyonu, yapisal tamamlik ve tahris ile
belirlenebilir. 48. saatte (35. Satha), 72. saatte (42. Satha) ve 96. saatte (46. Satha) kalp
atisinin eksikligi, 6liimiin kesin bir isaretidir. Maruz kalmanin 96. saatinde 6li sayisi
kaydedildi. Olii iribaglar uzaklastirildi ve geriye kalan iribaslar % 3’liik formaldehit
icinde fikse edildi. Bu iribaslar daha sonra bir diseksiyon mikroskobu altinda

incelenerek, her bir 6rnekte bulunan malformasyonlar saptandi.

3.9. Kontrol Calismasi

Cogu biyolojik izleme ¢alismasinda oldugu gibi, ¢calismamizda da Karakaya Baraj
Goliinden segilen bolgelerin organik Kkirletici yiiklerinin (PCB’ler, PAH’lar; OP,
karbamat, pretroit insektisitler... vb) durumunun bilinmemesi ve Onceden yapilan
calismalarda barajin ¢esitli istasyonlarinda belirlenen su parametre degerlerinin benzer
olusu secilen istasyonlardan birinin kontrol bdlgesi olarak degerlendirilmesini
zorlagtirmistir. Hem bir kontrol bolgesi saglanmasi, hem de dstrojen uygulamasi sonucu
erkek baliklarda VTG indiiksiyonun ve bu indiiksiyonun biyobelirtegler iizerindeki
etkisinin saptanmasi ic¢in bir kontrol (laboratuvar kosullarinda yapilan bir kontrol)
caligmas1 diizenlendi. Bu amagla, asagida belirtildigi sekilde bir c¢alisma programi

diizenlendi.

3.9.1. Kontrol amach balik 6rneklerinin saglanmasi

Kontrol ¢aligmasinda bes grup balik 6rnegi kullanildi.

I. Grup: Karakaya Barajindan Mart 2006’de yakalanan biitiin baliklar (KI),

II. Grup: Karakaya Baraj Goliinden yakalandiktan sonra herhangi bir uygulama
yapilmaksizin 25 giin siireyle laboratuvarda yasatilan baliklar (KII),

II. Grup: Mart 2006’da Sultansuyu Barajindan yakalanarak, bekletilmeksizin
arazide kan oOrnekleri, ayn1 giin laboratuvar ortaminda dokulari alinan balik
ornekleri (SI),

IV. Grup: Belirtilen tarihte Sultansuyu Barajindan yakalandiktan sonra, 13 giin
siireyle laboratuvarda yasatilan baliklar (SII),

V. Grup: Belirtilen tarihte Sultansuyu Barajindan yakalandiktan sonra 3 giin
siireyle laboratuvarda kosullarinda bekletilen ve takiben laboratuvarda 10 giin

stireyle 17-f ostradiol’e (E;) maruz birakilan baliklar (SIII).
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3.9.2. 17-p ostradiol uygulamasi

Her iki barajdan yakalanarak laboratuvar ortaminda belirli bir siire yasatilan II. ve
IV. Grup baliklar ile E; uygulamasinin yapildigi baliklar, her tankta 3-4 balik olacak
sekilde, 100 litre hacimli tanklarda bir akvaryum kompresorii ile hava tas1 kullanilarak
havalandirilan ortamlarda barindirildi. Bu balik 6rnekleri laboratuvar kosullarinda 20+2
°C’de alabalik yemi ile (ad libitum) beslendi. Akvaryum sular1 her giin dinlendirilmis ve
havalandirilmis su ile % oraninda degistirildi. E, uygulamasi yapilan baliklarin
bulundugu akvaryumlarin suyuna her giin DMSO igerisinde ¢oziinmiis 400 ng/L E;
(Fluka) eklendi. Belirtilen siirelerin sonunda, alan caligmasina benzer sekilde, biitiin
baliklarin kan ve doku Ornekleri alinarak parametrik Ol¢timleri yapildi. Alinan doku
orneklerinde daha onceki boliimlerde belirtilen sekilde biyobelirte¢ degerlerin dlglimii

yapild.

3.10. istatistiksel Analiz

Elde edilen bulgularin istatistiksel olarak degerlendirilmesi amaciyla, istatistiksel
paket program (SPSS Inc., USA) kullanildi. Calisma bulgular1 varyans analizi ile
(ANOVA) orneklerin toplandig1 istasyonlara ve drnek toplama donemlerine bagli olarak
Kruskal Wallis testi ile test edildi. Gruplar arasi farkliligin 6nemli olup olmadig1 P<0.05
diizeyinde onemlilik derecesine gore saptandi. Gruplar arasi farkliligin 6nemli oldugu
saptandiginda, Ornekler ikili karsilastirma ile Mann Whitney-U testine gore
karsilagtirildi. Buna bagli olarak, grup i¢i farkliligin P<0.05 diizeyinde Onemli

bulundugu gruplar saptandi.

59



4. ARASTIRMA BULGULARI

Karakaya Baraj goliinde daha Onceden yapilan caligmalar dikkate alinarak,
ornekleme yapilacak olan istasyonlar Adagdren, Boran, Egribiik ve Hasircilar olarak
belirlendi. Yapilan c¢alisma mevsimsel degisimlerin ve ¢evre kirliliginin baliklar
lizerinde yarattig1 toksik ve endokrin bozucu etkilerin belirlenmesine yonelik oldugu
icin, baraj istasyonlarindan dort mevsimi temsil eden donemlerde; 6zellikle de baliklarin
yumurtlama (iireme) donemi, yumurtlama sonrasi donem ve bu donemi takip eden
yumurtlama dncesi donemde balik 6rnekleri alindi.

Calisma bulgular1 Karakaya Baraj Golii ana ¢alismasi ve kontrol ¢alismasi olarak

ayr1 ayr1 degerlendirildi.
4.1. Balik Orneklerinde Parametrik Bulgular

Kasim, Aralik 2004; Nisan, Mayis, Temmuz, Eyliil, Ekim 2005 ve Mart, Nisan
2006 olmak {lizere 9 donemde barajin Adagoren, Boran, Hasircilar ve Egribiik
istasyonlarindan sazan (Cyprinus carpio) érnekleri alinmistir (Cizelge 4.1). Belirlenen

istasyonlardan 150 erkek ve 136 disi olmak iizere toplam 286 balik 6rnegi yakalanmustir.

Cizelge 4.1. Karakaya Baraj Goliinden alinan baliklarin donemlere gore esey durumlari

Donem  Tarih Toplam Birey Sayisi 3 (n) Q (n)
1 30-31.10.2004 38 13 25
2 18-19.12.2004 35 16 19
3 23-24.04.2005 34 21 13
4 28-29.05.2005 35 21 14
5 13-14.07.2005 33 17 16
6 10-11.09.2005 35 22 13
7 29-31.10.2005 33 17 16
8 04-05.03.2006 15 8 7
9 15-16.04.2006 28 15 13

Cizelge 4.2°de yakalanan balik ornekleri icin ortalama fizyolojik parametre

degerleri verilmistir. Tiim calisma boyunca yakalanan baliklarin boy ve agirliklari
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sirastyla ortalama 33.57+0.29 cm ve 685.5£21.6 g’dir. Bu sonuglara bagli olarak
hesaplanan KF ve HSI degerleri biitiin istasyonlarda Mart 2006°da en yiiksek seviyeye
ulagmaktadir. En yiiksek ve en diisiik KF degerleri sirastyla Mart 2006’da Adagéren
(2.160) ve Ekim 2005°de Hasircilar (1.540) istasyonunda belirlendi. En yiiksek HSI
degeri Mart 2006°da Boran (0.442) ve en diisiik HSI degeri Nisan 2006°da Hasircilar
(0.182) istasyonunda belirlendi.

Donem ortalamalar1 dikkate alindiginda en yiiksek KF ve HSI degerleri Mart
2006’da saptandi (sirasiyla 1.919 ve 0.376); en diisiik degerler ise Eylil 2005°de
belirlendi (sirastyla 1,638 ve 0.221). istasyon ortalamalar1 dikkate alindiginda ise en
yiksek KF degeri Adagdren istasyonunda (1.761) en diisiik deger ise Hasircilar
istasyonunda (1.683) saptands; yine istasyon ortalamalarina gore en yiiksek HSI degeri
Boran istasyonunda (0.258) en diisiik deger ise Hasircilar istasyonunda (0.231)
belirlenmistir. Ayrica Hasircilar ve Boran istasyonlarmin HSI ve KF ortalama degerleri

Adagoren ve Egribiik istasyonlarindan énemli diizeyde yiiksek bulundu (p<0.05).
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Cizelge 4.2. Karakaya Baraj Goliinden alinan baliklarin biyolojik parametre degerleri

Istasyon Dénem n Boy(cm)xSH  Agirhk(g)+SH KF+SH HSIi(%)+SH
Adagoren | 9  31.22+0.641 496.67£35.82  1.614+0.033  0.210+0.018
2 6  30.92+1.044 533.33+52.70  1.792+0.109  0.258+0.037
3 6 35.92+3.534 1037.50+430.70 1.806+0.104  0.311+0.049
4 7 35.57+£1.395 838.00+89.75  1.831+0.056%  0.264+0.032
5 10 36.70+0.554 868.10+44.16  1.744+0.037®  0.261%0.020
6 8  29.63+0.420 440.00+£16.98  1.690+0.037"  0.204+0.008*
7 9  29.89+1.169 490.00£65.29  1.785+0.067"  0.276+0.029%
8 2 33.00+4.000 843.504378.50  2.160+0.253  0.38620.042
9 9  32.67+1.479 614.44+51.65  1.77240.094  0.246+0.021%"
Boran 1 11 31.64+0.615 518.18433.83  1.617+0.032™  0.244+0.010
2 10 29.70+0.351 446.00+£17.27  1.698+0.041 0.263+0.018
3 10 35.2042.507 909.00+234.96  1.790+0.060"  0.261+0.021
4 8  40.75+2.169 1187.88+192.38 1.690+0.106*  0.235+0.016*
5 3 36.83+£1.424 778.33+75.85  1.549+0.030°  0.273+0.024
6 9  34.11+0.551 649.44+34.73  1.624+0.028  0.242+0.020
7 9  30.39+1.585 526.11+76.81  1.789+0.040*" 0.250+0.019*F
8 2 31.25%+1.750 565.00+85.00  1.839+0.030  0.442+0.106
9 7 30.57+1.347 530.71+51.44  1.838+0.066™  0.271+0.0224H
Egribiik 1 9  31.94+1.925 605.00+132.57 1.702+£0.060  0.242+0.018
2 9  31.83+0.595 506.11428.67  1.566+0.067  0.249+0.018
3 7 36.43+£2.183 924.43+193.92  1.787+0.048*"  0.237+0.021
4 10 38.60+2.418 1102.204206.81 1.765+0.053  0.249+0.022
5 10 34.55+1.045 709.50+87.79  1.666+£0.079  0.230+0.017
6 9  35.11+£0.247 732.33422.61  1.692+0.051 0.229+0.014
7 7 30.57+1.032 4714344795  1.628+0.072 0.198+0.006*3
8 6 27.67+1.364 418.67+65.57  1.917+0.068*  0.377+0.076%
9 4 43.00+0.816 1315.00+67.39  1.653+£0.051*  0.203+0.026
Hasiralar 1 9 31.44+0.959 548.89+36.61  1.759+0.068°  0.217+0.015
2 10 30.85+0.628 484.00£31.70  1.590+0.050  0.247+0.023
3 11 35.77+0.840 776.27+67.89  1.653+0.033%F 0.233+0.027
4 10 34.30+1.606 759.10+£111.02  1.818+0.114  0.248+0.017
5 10 38.85+0.734 958.10+£37.04  1.634+0.040  0.227+0.021
6 9 34.39+0.588 632.44+27.89  1.553+0.038%  0.206+0.017
7 8  34.56+0.477 635.63£21.07  1.5404+0.040"® 0.21240.012
8 5 29.30+£2.217 485.40+102.97  1.858+0.070%  0.345+0.024%*
9 8  33.44+1.447 640.63+42.34  1.823+0.284*® (.182+0.015%*B

*Olgiim degeri bir 6nceki dénemle kiyaslandiginda aradaki fark nemlidir (p<0.05).
Cizelgede kullanilan harfler istasyonlarin bas harfleri olup (A:Adagdren, B:Boran,
E:Egribiik, H:Hasircilar), karsilagtirilan istasyonla aralarindaki farkin énemli oldugunu
gostermektedir (p<0.05).
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4.2. Enzimatik Biyobelirte¢ Bulgular:

4.2.1 Beyin AChE ve CaE enzim aktiviteleri

Beyin AChE aktivitesi donemler arasinda Onemli diizeyde sapmalar
gostermektedir. AChE aktivitesi Ozellikle Nisan, Mayis 2005 donemlerinde diger
donemlere oranla 6nemli diizeyde yiiksek bulundu. Yapilan istatistiksel karsilagtirmalar
sonucunda bu donemler ile diger donemler arasinda; ayrica ayni donemler dikkate
alindiginda istasyonlar arasinda istatistiksel olarak Onemli farklilik bulundu. Mart
2006’da AChE aktivitesi biitiin istasyonlarda en diisiik diizeyde saptandi.

Donem ortalamalari dikkate alindiginda en yiliksek AChE aktivitesi Nisan 2005°de
(153.7 nmol/dakika/mg protein) ve en diisiikk aktivite ise Mart 2006’da (61.5
nmol/dakika/mg protein) belirlendi. Istasyon ortalamasmna gore en diisiik aktivite
Adagoren istasyonunda (93.2 nmol/dakika/mg protein) en yiiksek aktivite ise Boran
istasyonunda saptandi (104.3 nmol/dakika/mg protein).

Beyin CaE aktivitesi biitiin istasyonlarda Temmuz, Eyliil, Ekim 2005 ve Mart
2006 donemleri arasinda onemli sapmalar gostermektedir (Cizelge 4.3). En yiiksek
donem ortalamasi1 Kasim 2004’de 401.0 nmol/dakika/mg protein; en diisiik donem
ortalamasi ise Ekim 2005°de 124.9 nmol/dakika/mg protein olarak belirlendi. Istasyon
ortalamalar1 ise Hasircilar<Adagdren<Egribiik<Boran (300.6, 279.5, 277.7, 263.0
nmol/dakika/mg protein) seklindedir.

63



Cizelge 4.3. Karakaya Baraj Goliinden alinan baliklarin beyin AChE ve CaE spesifik
aktiviteleri (nmol/dakika/mg protein)

Istasyon Donem n AChE+SH Cae £SH

Adagoren 1 9 93.88+5.63F 371.03+46.31
2 6 88.78+7.91 369.86+50.03
3 6 144.05+7.40*B 362.55+26.62
4 7 130.51+4.66" 314.79+24.13
5 10 79.3243.69%BH 249.50+17.47*
6 8 75.44+3 531 354.94+10.57*
7 9 89.00+4.59 118.7846.61%
8 2 62.38+4.11 287.22419.87*
9 9 74.7342.14 268.38+10.29

Boran 1 11 104.05+4.11 379.68+20.64F
2 10 78.514+3.62% 346.84+25.42
3 10 165.4243.54%MEF 358.89+21.97
4 8 143.51+13.72* 324.65+29.03
5 3 94.88+0.81 % 203.56+7.79*
6 9 77.364+5.33% 345.91+14.25%
7 9 88.69+2.44H 123.74+6.27*
8 2 53.85+0.02* 234.33+10.20%
9 7 82.60+2.64 249.61£10.02

Egribiik 1 9 113.79+5.224 453.12+30.80°
2 9 89.57+4.33* 343.25+16.94*
3 7 145.68+4.87*" 351.36+16.62
4 10 141.84+4.84 367.83+21.23
5 10 85.01+1.83%BH 231.59+9.50*
6 9 77.8143.63 325.05+9.05%
7 7 84.89+6.04 131.69+5.03*
8 6 62.99+4.56* 265.29+13.55%
9 4 75.03+1.98 270.83£15.45

Hasircilar 1 9 110.88+6.38 400.24+17.37
2 10 83.28+3.61% 372.94:+24.32
3 11 153.38+3.71% 362.87+27.86
4 10 147.97+4.37* 328.66+24.07
5 10 94.2643.01%*F 233.49+9.11%*
6 9 87.42+2.827 340.09+16.20*
7 8 73.88+4.49%"P 125.45+9.67*
8 5 62.304+2.45 285.37+15.59*
9 8 78.61+1.58% 255.98+7.71

*Qlgiim degeri bir dnceki dénemle kiyaslandiginda aradaki fark onemlidir (p<0.05).
Cizelgede kullanilan harfler istasyonlarin bas harfleri olup (A:Adagéren, B:Boran,
E:Egribiik, H:Hasircilar), karsilagtirilan istasyonla aralarindaki farkin énemli oldugunu
gostermektedir (p<0.05).
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4.2.2. Karaciger GR, GST ve CaE enzim aktiviteleri

Hasircilar disindaki istasyonlarda, GST aktivitesi agisindan donemler arasinda
onemli bir farklilik goriilmemektedir. Hasircilar istasyonunda Mayis, Temmuz ve Eyliil
2005 orneklerinde bir onceki doneme gore istatistiksel olarak 6nemli diizeyde farklilik
bulundu (p<0.05). Ayni donemde istasyonlar karsilastirildiginda Kasim 2004’de
Adagoren ve Boran; Nisan 2005°de ise Egriblik ve Hasircilar istasyonlar1 arasinda
onemli diizeyde farklilik tespit edildi (p<0.05) (Cizelge 4.4).

GR aktivitesi genellikle bahar ve yaz aylarinda (Nisan, Mayis, Temmuz 2005;
Mart ve Nisan 2006) sonbahar ve kis aylarina (Kasim, Aralik 2004; Eyliil, Ekim 2005)
gore daha diisiik belirlendi (Cizelge 4.4). Donemlerin ortalama degerlerine bakildiginda,
en diisiik deger Mart 2006 (6.69 nmol/dakika/mg protein) doneminde en yiiksek deger
ise Kasim 2005 (10.92 nmol/dakika/mg protein) doneminde belirlendi. GR aktivitesinde
Eyliil-Ekim 2005 donemlerinde tekrar artis kaydedildi. Istasyonlarin ortalama degerleri
dikkate alindiginda, en yiliksek GR aktivitesi Hasircilar istasyonunda, en diisiik deger ise
Adagoren istasyonunda (sirasiyla 9.81 ve 8.63 nmol/dakika/mg protein) saptandi.

Temmuz 2005°de bir onceki doneme gore karaciger CaE aktivitesi istatistiksel
acidan onemli diizeyde artmistir (p<0.05). Ayni donemler dikkate alinarak istasyonlar

kiyaslandiginda istatistiksel agidan bir farklilik belirlenmedi.

65



Cizelge 4.4. Karakaya Baraj Goliinden alinan baliklarin karaciger GR, GST ve CaE

enzim aktivite degerleri (nmol/dakika/mg protein)

Istasyon Dénem |n GR+SH GST+SH CaE+SH
Adagéren | 9  11.224+0.805 49.35+4.426" 168.37+18.20
2 6  10.833+1.452 46.60+3.020 159.07421.07
3 6 8.816+0.864 46.96+4.353 142.61+14.61
4 7 6.316+0.785 42.56+2.650 135.91+16.43
5 10 7.386+0.849 51.0343.452 192.05+7.31*
6 8  8.955+1.048 41.28+1.828 171.36+10.78
7 9  9.761+0.5511 38.12+1.811 234.13+41.71
8 2 7.482+3.235 40.92+3.376 121.91438.18
9 9  6.721x1.366" 48.66+2.613 151.71+12.96
Boran 1 11 11.751%0.609 39.04+3.664" 166.25+12.54
2 10 12.201+1.475 48.26+3.938 164.23+12.80
3 10 7.125£1.569 51.8843.039 146.62+18.63
4 8  7.346+1.293 49.17+2.862 145.63+9.80
5 3 5.134+0.809 48.24+4.228""  169.38+15.72
6 9  11.899+1.255% 50.83+4.629 189.89+19.03
7 9  11.091+0.704 43.72+3.290 198.14+19.88
8 2 5.034+1.667* 32.5440.658 138.85+28.50
9 7 8.245+0.649 37.23+4.8571 151.04+11.96
Egribiik 1 9  10.569+0.771 42.16+5.982 172.17+12.84
2 9  10.196+2.406 48.78+4.115 178.90+13.48
3 7 10.885+1.649 45.07+4.179" 155.55+13.19
4 10 7.679+0.614 44.83+2.811 142.53+12.46
5 10 8.587+0.599 50.30+2.188" 208.22412.94%*
6 8  9.057+0.629 43.78+4.793 178.5449.209
7 7 9.632+0.779 39.6342.671 157.95+14.86
8 6  7.301+0.631 41.1243.265 182.39427.01
9 4 10.133£1.685 44.40+7.447 148.18+12.75
Hasircilar 1 9 9.943+0.958 50.56+4.431 177.91+£17.65
2 10 10.235+1.362 48.39+2.301 194.68+14.57
3 11 11.303+0.848 62.89+5.604" 154.33+11.52
4 10 6.650+1.133% 40.1242.730% 124.84+9.92
5 10 8.647+0.884 59.59+4.369*%  228.06+19.50*
6 9  10.923+0.853 43.4143.736% 181.654+21.74
7 8  10.614+1.338* 47.40+3.829 202.33421.65
8 5 6.304+0.768* 40.08+2.909 127.53+16.35
9 8  12.706+0.382**  51.03+5.617"° 156.11+6.64

*Qlgiim degeri bir dnceki dénemle kiyaslandiginda aradaki fark onemlidir (p<0.05).
Cizelgede kullanilan harfler istasyonlarin bas harfleri olup (A:Adagéren, B:Boran,
E:Egribiik, H:Hasircilar), karsilagtirilan istasyonla aralarindaki farkin énemli oldugunu
gostermektedir (p<0.05).
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4.2.3. Karaciger ve plazma LDH, AST ve ALT enzim aktiviteleri

Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6’da karaciger ve plazma LDH, AST ve ALT aktiviteleri
verilmistir. Donem ve istasyon ortalamalar1 dikkate alindiginda, en yiiksek ve en diisiik
karaciger LDH aktiviteleri sirasiyla 437.8-204.7 nmol/dakika/mg protein (Aralik 2004-
Mart 2006) ve 311.9-292.9 nmol/dakika/mg protein (Egribiikk-Adagdren) olarak
belirlendi. Yine dénem ve istasyon ortalamalarina goére en yiiksek ve en diisiik plazma
LDH aktiviteleri ise 1162.2-491.1 U/L (Kasim 2004-Mayis 2005) ve 767.2-608.0 U/L
(Egribiik-Hasircilar) olarak belirlendi. Ortalamalarina benzer sekilde, dort istasyonda da
Aralik 2004°de karaciger LDH aktivitesi en yiiksek diizeyde bulundu. Yine en diisiik
LDH aktiviteleri her dort istasyonda da Mart 2006’da belirlendi.

Karaciger AST aktivitesi de LDH’ye benzer bir durum sergilemektedir. Ddnem
ortalamalar1 dikkate alindiginda karaciger AST aktivitesi Mart 2006’da (33.14
nmol/dakika/mg protein), plazma AST aktivitesi ise Mayis 2005’de (66.0 U/L) en diistik
seviyeye ulasirken; en yiliksek enzim aktiviteleri karaciger i¢in Aralik 2004’de (56.65
nmol/dakika/mg protein) plazma igin Mart 2006°da (175.1 U/L) belirlendi. Istasyon
ortalamalar1 agisindan degerlendirildiginde ise en yiiksek ve en diisiikk AST aktiviteleri
karaciger i¢in sirasiyla 47.14-43.63 nmol/dakika/mg protein (Hasircilar-Egribiik),
plazma i¢in 109.1-89.58 U/L (Hasircilar-Boran) seklindedir. Karaciger AST
aktivitesinin Temmuz 2005’de Boran istasyonunda diger istasyonlara oranla 6nemli
diizeyde diisiik oldugu belirlendi (p<0.05).

Donem ortalamalari dikkate alindiginda karaciger ve plazma ALT aktivitesi
Temmuz 2005°de en diisiikk seviyeye ulasirken (2.9 nmol/dakika/mg protein ve 5.1
U/L); en yiiksek enzim aktiviteleri karaciger i¢cin Kasim 2004’de (4.69 nmol/dakika/mg
protein) plazma igin Mart 2006’da (25.83 U/L) belirlendi. Istasyon ortalamalari
acisindan degerlendirildiginde ise en yiiksek ve en diisiik ALT aktiviteleri karaciger igin
strastyla 3.99-3.35 nmol/dakika/mg protein (Hasircilar-Adagdren), plazma i¢in 12.74-
8.92 U/L (Egribiik-Boran) seklindedir.
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Cizelge 4.5. Karakaya Baraj Goliinden alinan baliklarin karaciger LDH, AST ve ALT
(nmol/dakika/mg protein) enzim aktivite degerleri

Istasyon ~ Donem |n LDH+SH AST+SH ALT+SH
Adagiéren 1 9  379.5+26.09 55.23+5.653 4.689+0.358
2 6  440.8+56.89 53.36+6.469 3.739+0.373
3 6 278.4+18.59% 45.3142.249 3.5294+0.267"
4 7 269.5+27.87 31.2642.727% 2.419+0.358"
5 10 392.94£29.86* 50.16+3.785*®  2.789+0.363
6 8  297.1x14.15* 47.30+1.933 3.299+0.349
7 9  283.4+15.72 43.47+2.673 3.390+0.194
8 2 171.6£23.74% 29.92+5.430% 3.071+0.692
9 9  289.6+15.47*BF 457742470 3.183+0.3711
Boran 1 11 316.4£16.70 46.43+1.670 5.143+0.212
2 10 396.0+31.80%F  54.17+4.336* 4.126+0.239%
3 10 291.14£25.13* 44.03+3.334 4.006+0.312
4 8  320.9+23.61 39.14+2.728 3.066+0.366
5 3 239.8+11.63*%H 33 11+1.493%H  1.950+0.257
6 9  357.1+37.51 56.10+4.646%%  4.800+0.661*H
7 9  326.2+19.20 48.82+2.346 3.856+0.232
8 2 175.7433.15% 28.3743.941* 2.867+0.542
9 7 236.4+1431%  3731£1.736  3.37240.276
Egribiik 1 9  340.0+18.01 47.65+3.229 4.805+0.306
2 9 494.0+35.68*B  60.77+3.787* 4.595+0.444
3 7 283.0£37.04% 42.81+4.881% 3.435+0.503
4 10 284.1+17.50 32.46+1.074 2.713+0.373%
5 10 382.7+26.54*®  46.21+3.005*®  2.483+0.347
6 8  266.8+21.59% 39.7443.103" 2.899+0.135%
7 7 275.0+13.34 45.64+3.114 3.795+0.532
8 6  203.9£16.73* 33.99+2.893* 3.971+0.580
9 4 228542056 37.36+3.101" 3.137+0.321%
Hasircillar | 9  326.9+23.08 48.44+4.664 4.093+0.293
2 10 426.2423.46% 57.2242.441 5.295+0.584
3 11 347.9+22.55 48.7142.809% 4.324+0.240*
4 10 319.5+20.23 34.9242.093* 3.648+0.286MF
5 10 428.2+21.64*8  50.0142.334*®  3.671+0.696
6 9 299.9+27.48% 46.83+3.031 3.108+0.244®
7 8  341.6+33.67 50.06+4.888 3.884+0.344
8 5 230.5+14.90* 35.3042.971% 2.969+0.241%
9 8 300.9+12.70%*®F  47.29+2.265*BF  4.540+0.408**F

*Qlgiim degeri bir dnceki dénemle kiyaslandiginda aradaki fark onemlidir (p<0.05).
Cizelgede kullanilan harfler istasyonlarin bas harfleri olup (A:Adagéren, B:Boran,
E:Egribiik, H:Hasircilar), karsilagtirilan istasyonla aralarindaki farkin énemli oldugunu
gostermektedir (p<0.05).
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Cizelge 4.6. Karakaya Baraj Goliinden alinan baliklarin plazma LDH, AST ve ALT
(U/L) enzim aktivite degerleri

Istasyon  Dénem |n LDH+SH AST+SH ALT+SH
Adagoren | 9  989.2+88.61 117.93+18.40 7.456+1.602
2 6  557.8+54.42%" 63.53+12.81%%  6.867+1.133
3 6  714.6+110.96" 77.23+11.49 11.405+1.545
4 7 492.1+27.341 63.75+6.80 16.562+3.7915%H
5 10 597.6£97.51 61.19+11.85° 3.463+0.463%F
6 8  607.0+97.27 25.16+4.02*H 9.040+2.822°
7 9  435.5+41.67 95.74+16.29% 13.555+1.683
8 2 616.3+50.01 77.63+13.04 15.8314+2.371
9 9  560.1+92.48 241.11+43.29%F  26.119+5.773"
Boran 1 11 1152.2+132.16 116.46+18.96 5.165+1.259
2 10 739.4+52.05%* 93.53+10.80**  5.756+0.618
3 10 626.2+82.08" 70.26+16.24 10.51040.834
4 8  704.5+99.47%H 107.86+19.11%"  4.764+1.336F
5 3 535.6+128.65 31.49+13.50%"  3.222+0.618*F
6 9  525.2466.30 79.63+34.87* 6.597+2.822F
7 9 933.1+269.09 84.61+30.97* 20.739+5.319
8 2 719.5+237.12 154.61424.98 24.755+7.296
9 7 402.8+56.21 73.70+13.06"  10.930+1.6024"
Egribiik 1 9  1476.4+242.55 148.67+30.78 9.811+4.648
2 9  818.5+106.58* 107.88423.15 5.721+0.598%*
3 7 726.3+67.06" 85.70+20.77 10.214+1.249%
4 10 432.0+30.17*® 58.85+5.408 25.050:4.482%BH
5 10 746.6+56.27* 99.42+11.14%*®  5.417+0.401%*®
6 8  368.9+62.48% 74.634+33.74% 2.521+0.906%*B
7 7 427.6+91.51 74.29+12.66" 12.956+2.031%
8 6  1404.2£290.6* 242.05+42.74*  38.390+8.859*
9 4 468.1+41.19* 52.91+12.39**"  10.568+1.005*
Hasircillar 1 9  1033.2+129.22 99.94+19.53 10.778+2.364
2 10 918.1+139.24 113.55424.18 6.073+1.027
3 11 391.0+56.07**®F  59.49+10.39 12.067+3.914
4 10 378.8+45.6548 45.32+11.878 7.125+1.8614F
5 10 718.4+75.48% 112.84+21.75*®  6.989+1.908
6 9  551.3+101.44 89.14+27.334 6.842+2.082
7 8  453.8469.09 143.69+22.89%  14.313+1.834
8 5 594.14312.57 133.77£107.85  15.178+8.926
9 8  402.5+54.03 226.48+39.25%F  17.533+1.831%

*Qlgiim degeri bir dnceki dénemle kiyaslandiginda aradaki fark onemlidir (p<0.05).
Cizelgede kullanilan harfler istasyonlarin bas harfleri olup (A:Adagéren, B:Boran,
E:Egribiik, H:Hasircilar), karsilagtirilan istasyonla aralarindaki farkin énemli oldugunu
gostermektedir (p<0.05).

69



4.2.4. Karaciger mikrozomal EROD aktivitesi

EROD aktivitesi Nisan-Mayis 2005 donemlerinde diger donemlerle
karsilastirildiginda en yiiksek diizeyde bulundu. Kasim 2004 dénemi sonrasinda Aralik
2004 ve Nisan 2005 donemlerinde gozlenen aktivite artis1 bir 6nceki doneme gore
istatistiksel olarak 6nemli diizeydedir (p<0.05). En yiiksek EROD aktivitesi Mayis
2005°te Egribiik’te (3186 pmol/dakika/mg protein) en diisiik aktivite ise yine Egribiik
istasyonunda Ekim 2005°te (612 pmol/dakika/mg protein) belirlendi. Aralik 2004’de
yakalanan balik 6rneklerinde EROD aktivitesi Adagoren’de diger istasyonlardan yiiksek
bulundu. Adagoren istasyonunda EROD aktivitesindeki yiikseklik Boran ve Egribiik
istasyonlar1 ile karsilastirildiginda istatistiksel acidan dnemli bulundu (p<0.05). Alinan
erkek ve disi baliklarin EROD aktivitesi ortalamasi 1636.7+87.01 pmol/dakika/mg
protein disilerde 1774.2+91.37 pmol/dakika/mg protein olarak belirlendi.
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Cizelge 4.7. Karakaya Baraj Goliinden alinan baliklarin karaciger EROD aktivitesi

(pmol/dakika/mg protein) ve BI degerleri

Istasyon Dénem n EROD+SH Bi+SH
Adagoren 1 9  1144.5+167.1 23.83+4.05
2 6  2260.0+145.4%BE 49.88+5.25%
3 6 2823.1+217.5 63.27+8.89
4 7 1992.9+466.0 48.39+12.71
5 10 1242.5+139.1 24.49+2.28
6 8 1576.1+415.8 39.26+11.44
7 9  1139.6+226.2 30.1446.07
8 2 1670.1£975.4 50.69+19.77
9 9  1270.2+171.8 27.13+4.09
Boran 1 11  757.1£66.4 22.47+£3.99
2 10 1525.84315.9%* 37.44+9.68
3 10 2687.5+152.9* 52.49+3.01
4 8  2750.7£512.0 59.65+13.16
5 3 1233.4+439.9 24.57+6.90
6 9  2702.1+548.3" 52.30+8.85H
7 9  611.8+£140.0% 15.844+4.51%
8 2 1765.1+£395.4 43.43421.64
9 7 1891.5+253.7 61.95+14.96
Egribiik 1 9 842.6+59.4 23.42+3.99
2 9  1517.8£219.3%4 36.94+8.80
3 7 2432.1+245.8% 55.8346.26
4 10 3186.1+463.0 72.58+11.75
5 10 1485.44206.5* 29.35+3.47%
6 8 1516.4+379.8 34.88+8.70
7 7 901.4+209.3 23.25+5.75
8 6 1868.7+471.6 45.17+11.11
9 4 1155.2+1422 28.39+6.06
Hasircilar 1 9 977.0+109.2 19.43+1.58
2 10 1608.14224.3%* 34.5445.47%
3 11 2266.6+265.5% 44.88+5.12
4 10 2261.14304.5 56.4146.30
5 10 2047.0+387.8 34.49+6.36%
6 9  876.9+204.7%B 19.18+3.148
7 8 1101.3+216.4 25.71+6.27
8 5 1182.6+319.2 32.54+11.13
9 8  1937.7+364.1 39.40+6.48

*Qlgiim degeri bir dnceki dénemle kiyaslandiginda aradaki fark onemlidir (p<0.05).
Cizelgede kullanilan harfler istasyonlarin bas harfleri olup (A:Adagéren, B:Boran,
E:Egribiik, H:Hasircilar), karsilagtirilan istasyonla aralarindaki farkin énemli oldugunu
gostermektedir (p<0.05).
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4.3. Plazma VTG Diizeyleri ile Tlgili Bulgular

Caligma kapsaminda alinan 213 balik Orneginden 208’inin VTG 6l¢iimii
yapilmistir. Bunlardan 121 erkek balik 6rneginden 102’sinin, 87 disi balik 6rneginin ise
82’sinin VTG degeri belirlenebilmistir. Erkek baliklar i¢in ortalama VTG degeri
138.62+47.83 ng/ml disi baliklar i¢in ise 1.583+0.536 mg/ml diizeyinde belirlendi.

Istasyonlar dikkate almmaksizin, donemlere gore erkek baliklarda VTG diizeyi
incelendiginde, en yiliksek VTG diizeyi Eyliil 2005°de (606.43+326.84 ng/ml) en diisiik
VTG ise Nisan 2006’da (31.04+£9.36 ng/ml) saptand1 (Sekil 4.1). Disi baliklarda ise en
ylksek VTG degeri Temmuz 2005°de (3.8624+2.579 mg/ml) ve en diisiik deger ise Mart
2006°da (0.052+0.018 mg/ml) belirlendi.
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Nisan 2005 | Mayis 2005 |Temmuz 2005| Eyliil 2005 | Ekim 2005 Mart 2006 | Nisan 2006

O Erkek 58,88 32,71 143,23 606,43 100,34 44,86 31,04
M Disi 2590539,6 357061,9 3861588,2 911317,1 637267,2 52626,9 1508770,0

Sekil 4.1. Balik 6rneklerinin avlanma donemlerine gore plazma VTG (ng/ml) diizeyleri.
Barlarin iizerindeki sayilar Ol¢limii yapilan baliklardan VTG degeri belirlenebilen
baliklarin sayisin1 gostermektedir

Ureme donemleri dikkate aliarak her istasyondaki erkek ve disi baliklarm VTG
degerleri degerlendirildiginde, erkek baliklarda VTG diizeyinin yumurtlama sonrasi
donemde Adagdren ve Egribiik istasyonunda dnemli diizeyde yiiksek oldugu belirlendi

(Sekil 4.2). Ozellikle Adagéren istasyonundaki yiiksek VTG diizeyi dikkat ¢ekicidir.
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Erkek Baliklarda
Plazma VTG Diizeyi (ng/ml)

Adagiren Boran Egribiik Hasireillar

O Yumurtlama Done mi 93,27 22,61 167,18 34,05
B Yumurtlama Sonrasi Donem 558,46 14,94 736,80 5,26
O Yumurtlama Oncesi Dinem 73,09 16,01 7,53 23,39

Sekil 4.2. Erkek balik orneklerinin iireme donemlerine gore plazma VTG (ng/ml)
diizeyleri. Barlarin iizerindeki sayilar Ol¢limii yapilan baliklardan VTG degeri
belirlenebilen baliklarin sayisin1 géstermektedir

Disi baliklarda tireme doneminde biitiin istasyonlarda VTG yiiksek diizeyde
belirlendi. Ureme sonrasi dénemde Hasircilar istasyonunda VTG diizeyi diger
istasyonlara oranla yiiksek diizeyde belirlendi (Sekil 4.3). Egribiik istasyonunda ise

tireme sonrasi donemde VTG degerinin diger istasyonlara oranla yiiksek diizeyde

oldugu belirlendi.
100000000 1
—_ 78
E 10000000 1 o 12712 6/7
&b
= 1000000 4/5
_g e 4/5
Iy 100000 - 35 55
= S
= _ 10000 -
m O
z 5 1000 -
="
= 100
N
=
= 10 4
1
Adagoren Boran Egribiik Hasircilar
O Yumurtlama Done mi 6045604,6 1561538,8 978458,3 21249329
B Yumurtlama Sonrasi Dinem 262631,9 49726,1 346479 26368839
O Yumurtlama éncesi Dinem 143882.1 50393,1 2918947.9 26606,4

Sekil 4.3. Disi balik orneklerinin lireme donemlerine gore plazma VTG (ng/ml)
diizeyleri. Barlarin iizerindeki sayilar Ol¢imii yapilan baliklardan VTG degeri
belirlenebilen baliklarin sayisini gostermektedir

73



4.4. Su Orneklerinde Saptanan Fiziko-Kimyasal Degerler

Baraj suyunun fiziko-kimyasal 6zelliginin degerlendirilmesi i¢in her donem ve
istasyonda (Agustos 2006 dahil) barajin 4 metre derinliginde su sicaklig1 ve ¢éziinmiis
oksijen (CO) diizeyi belirlendi. Ayn1 zamanda, balik &rnegi alinan her donem, dort
istasyondan yaklasik 1 metre derinlikten su 6rnekleri alinarak 16 parametre Olciildii
(Cizelge 4.8). Parametre degerleri, Tiitk Cevre Mevzuatinin, Su Kirliligi Kontrolii
Yonetmeliginde yer alan “Kitai¢i Su Kaynaklarimin Smiflarina Gore Kalite Kriterleri”
ile karsilagtirilmistir. Belirtilen yonetmelige gore igme suyu temin edilecek olan 1. sinif
sularda dezenfeksiyon yeterli goriilmekte; 2. siif sularda ise ileri veya uygun bir
aritma Ongoriilmektedir. 3. ve 4. smif sular ise igme suyu teminine uygun
goriilmemektedir. Igme suyu elde edilebilirlik durumu dikkate almarak I. ve II. sinif su
kimyasal degerleri uygun, bu degerlerin disindaki degerler yiiksek kabul edilebilir.
Buna gore barajin biitiin dénem ve istasyonlarinda CO, KOI, CI, Na, Cd, Mn, Fe, Siilfat
ve amonyum degerlerinin I. veya II. siif su kalitesinde oldugu belirlendi. Pb diizeyleri
bakimindan ise biitlin istasyon ve donemlerde su kalitesinin IV. smif su niteliginde
oldugu saptandi. TOK, Cu, fosfat ve nitrit degerleri bazi donem ve istasyonlarda III ve
IV. smif su seviyesinde belirlendi. Baraj suyunun, nitrit degerleri bakimindan 9.
donemde istasyonlarin tiimiinde, 1., 3. ve 8. donemlerde Hasircilar istasyonunda, 3. ve 7.
donemlerde Boran istasyonunda III. veya IV. smf su kalitesinde oldugu belirlendi.
Fosfat degerinin sadece 6. donemde Hasircilar istasyonunda, bakir degerinin ise sadece
9. donemde Egribiik istasyonunda II. sinif su diizeyinin iizerinde oldugu saptandi.

Baraj suyunun ortalama pH diizeyi 8.5 olarak belirlendi ve Aralik 2004 dénemi
disinda 6nemli sapmalar goriilmedi. Ancak barajda en yiliksek pH degerinin belirlendigi
Agustos 2006’da, Hasircilar istasyonunda pH, III. sinif su kalitesi diizeyindedir. Barajda
en yiiksek su sicaklig1 Agustos 2006°da (27.75 °C), en yiiksek CO diizeyi ise Temmuz
2005°de (14.16 mg/L) belirlendi. Genelde baraj goliinde segilen istasyonlarda saptanan
CO degeri yiiksek seviyededir.
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Cizelge 4.8. Karakaya Baraj Goliinden alinan su orneklerinin fiziko-kimyasal degerleri. a, degerin belirlendigini, ancak 6lgiim araliginin disinda

oldugunu gostermektedir

o Sicaklik  CO KOi  TOK Cl Na Pb cd Cu Mn Fe'?  Fe® SO, POsP YN NO,-N NH;N
(°C)  (mg/L) (mg/l) (mg/L) (mg/l) (mg/L) (mgL) (mgL) (mgLl) (mgL) (mgL) (mgL) (mgL) (mgL) (mglL) (mgL) (mgL)

Olgiim 4.0- 5.0- 0.010- 0.010- 0.02-  0.010- 0.010- 0.010- 0.010-  0.5- 0.005-  0.010-
Aralig 40.0 80.0 125 10300 1.000 0300 120  2.000  1.000  1.000 25300 1.000 150 0200  0.500
L. simif 6.5-85 25 8 25 5 25 125 0.010  0.003  0.02 0.10 0.30 200 0.02 0.002 02
ILsmf  65-85 25 6 50 8 200 125 0.020  0.005  0.05 0.50 1.00 200 0.16 0.010 1
0L smif  6.0-9.0 30 3 70 12 400 250 0.050  0.010 020  3.00 5.00 400 0.65 0.050 2
IV. simf 6.0-9.0
Su Kol disnda >30 <3 >70 >12 >400  >250  >0.050 >0.010 >020 >3.00 >5.00 >400  >0.65 >0.050 >2
1. Donem
Adagoren 8.6 17.8 8.30 8.45 8.15 18 11 0.062  <0.025 0.03 0.012  0.027 0.024 79 <0.01  0.30<* 0.004<" 0.032
Boran 8.7 18.1 9.25 95 9.30 18 14 0.066  <0.025 0.02 0.040  0.038 0.010 75 <0.01 130  0.004<* 0.053
Egribik 8.7 18.5 8.50 1250  6.20 18 11.83  0.056 <0.025 0.05 0.021  0.038  0.003 81 <0.01 0.7 0.003<*  0.023
Hasircilar 8.7 17.9 9.50 1223 1120 22 14.5 0.072  <0.025 0.04 0024 0052 0012 104 <0.01 095 0.011  0.053
2. Donem
Adagbren  7.01 10.7 7.87 13.5 9.1 16 9.00<*  0.088  <0.025 0.02 0.013 0019 0042 73 0.008<* <0.5  0.004<* 0.021
Boran 7.26 10.0 8.85 8.20 8.3 16 10 0.069  <0.025 0.03 0.011  0.024 0.001 62 <0.01 <05 0006  0.032
Egribiik ~ 7.03 10.8 7.20 8.70 10.5 17 12 0.060  <0.025 0.02 0.011  0.030 0.002 64 0012 <05  0.006  0.034
Hasircilar — 6.86 10.3 9.05 12.3 12.3 20 17 0.067  <0.025 0.03 0.020  0.024 0019 83 0.035 <05  0.006  0.090
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Cizelge 4.8. (devami)

oH Sicaklik  CO KOI TOK Cl Na Pb Cd Cu Mn Fe" Fe* SO, PO,-P YN NO,-N  NH,-N
(°C)  (mg/L) (mgL) (mg/L) (mgL) (mgL) (mgL) (mgL) (mgLl) (mgL) (mgl) (@mgL) (mgL) (@mgL) (mgL) (mgL) (mglL)

Olgiim 4.0- 5.0- 0.010- 0.010- 0.02- 0.010- 0.010-  0.010- 0.010-  0.5- 0.005- 0.010-
Aralig1 40.0 80.0 1 10-300 1.000 0.300 1.20 2.000 1.000 1.000 25300 1.000 15.0 0.200 0.500
3. Déonem
Adagdren  8.60 14.5 11.70 38 13.3 21 12 0.092 <0.025 0.03 0.020 0.034 0.023 63 <0.01 <0.5 0.009 0.014
Boran 8.57 16.6 12.47 9.1 7.0 19 11 0.109 <0.025 0.04 0.033 0.040 0.003 89 <0.01 <0.5 0.011 0.042
Egribiik 8.60 14.6 11.14 8.8 6.9 17 13 0.086 <0.025 0.03 0.023 0.039 0.008 65 <0.01 <0.5 0.008 0.017
Hasircilar  8.47 15.6 11.61 15.9 7.1 21 10 0.106 <0.025 0.04 0.032 0.037 0.011 91 <0.01 <0.5 0.012 0.052
4. Donem
Adagdren  8.76  21.2 9.93 11.2 <5.0 19 14 0.080 <0.025 0.04 0.018 0.031 0.005 61 <0.01 <0.5 0.002<*  0.018
Boran 8.73 213 10.54 22.0 0.9<* 20 16 0.077 <0.025 0.03 0.024 0.032 0.008 77 <0.01 <0.5 0.006 0.034
Egribiik 8.75 20.2 10.51 14.3 0.8<* 19 15 0.072 <0.025 0.03 0.024 0.033 0.015 65 <0.01 <0.5 0.003<*  0.048
Hasircilar ~ 8.71  21.7 12.40 16.7 1.8<* 21 16 0.080 <0.025 0.02 0.015 0.024 0.014 81 <0.01 <0.5 0.008 0.036
5. Donem
Adagéren  8.68 25.5 12.33 18.3 6.1 20 14 0.087 <0.025 0.02 0.026 0.034 0.003 68 <0.01 2.5 0.002<*  0.059
Boran 8.77 258 12.72 18.4 7.5 22 15 0.075 <0.025 0.03 0.014 0.024 0.012 112 <0.01 0.7 0.003<*  0.057
Egribiik 8.72 250 12.60 19.0 6.9 21 13 0.073 <0.025 0.03 0.007<*  0.020 0.009 78 <0.01 0.6 0.003<*  0.046
Hasircilar  8.96  25.0 18.98 15.6 17.9 21 15 0.080 <0.025 0.02 0.018 0.021 0.008 90 <0.01 1.7 0.004<*  0.040
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Cizelge 4.8. (devami)

oH Sicaklik  CO KOI TOK Cl Na Pb Ccd Cu Mn Fe" Fe® SO, PO,-P SN NO,-N  NH,-N
(°C)  (mg/L) (mgl) (mg/L) (mgLl) (mgL) (mgL) (mgL) (mgL) (mgL) (mg/L) (mgL) (mgLl) (mgL) (mgL) (mg/L) (mgL)

Olgiim 40- 5.0 0.010-  0.010- 0.02-  0.010-  0.010- 0.010- 0.010-  0.5-  0.005-  0.010-
Aralig1 40.0 80.0 1 10-300 1.000 0.300 1.20 2.000 1.000 1.000 25300 1.000 15.0 0.200 0.500
6. Donem
Adagoren 8.74 233 11.79 15.8 10.9 20 14 0.090 <0.025 0.03 0.016 0.020 0.026 65 <0.010 0.7 0.003<*  0.008<*
Boran 8.81 238 11.85 14.8 7.9 20 13 0.086 <0.025 0.02 0.013 0.022 0.009 68 0.009<* 0.6 0.003<*  0.038
Egribiik 879 235 10.66 21.3 10.6 20 12 0.072 <0.025 0.03 0.021 0.021 0.010 69 <0.010 0.5 0.003<*  0.042
Hasircilar 8.69 233 10.65 16.7 7.6 24 18 0.100 <0.025 0.03 0.019 0.024 0.009 105 0.024 1.1 0.003<*  0.065
7. Déonem
Adagoren 831 16.1 7.95 20.2 9.1 20 14 0.078 <0.025 0.02 0.015 0.014 0.031 81 <0.010 09 0.005 0.063
Boran 841 152 9.85 12.6 8.9 24 15 0.101 <0.025 0.02 0.015 0.016 0.013 84 0.003<* 2.7 0.013 0.105
Egribiik 829 152 8.32 15.8 9.4 20 14 0.075 <0.025 0.03 0.020 0.011 0.016 80 <0.010 09 0.005 0.057
Hasircilar 835 156 9.02 16.0 10.2 22 14 0.097 <0.025 0.02 0.017 0.018 0.009 97 <0.010 1.1 0.006 0.077
8. Dénem
Adagoren 841 10.0 12.51 14.8 7.4 13 7<? 0.108 <0.025 0.03 0.015 0.021 0.006 57 0.003<* 1.5 0.010 0.084
Boran 8.53 99 13.10 6.7 7.3 12 12 0.110 <0.025 0.03 0.012 0.018 0.008 61 <0.010 0.6 0.008 0.074
Egribiik 8.66 9.8 10.89 14.9 17.7 18 9<? 0.104 <0.025 0.02 0.011 0.022 0.013 58 <0.010 0.8 0.008 0.031
Hasircilar 8.70 10.0 13.23 214 41.6 19 5<? 0.140 <0.025 0.03 0.015 0.049 0.009 68 <0.010 0.8 0.011 0.142
Sultansuyu 8.57 10.07 11.02 17.0 13.8 3<? 5<? 0.118 <0.025 0.01<* 0.002<* 0.026 0.005 39 0.018 1.6 0.026 0.004<*
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Cizelge 4.8. (devami)

- Sicaklik  CO KOl  TOK Cl Na Pb Cd Cu Mn Fe”  Fe® SO, POsP SN NOyN NH;N
p

0 (mgL) (mgll) (mgL) (mglLl) (mgL) (mgl) (mglL) (mgl) (mgLl) (mgLl) (mgL) (mgLl) (mgL) (mgL) (mgL) (mgL)
Olgiim 4.0- 5.0- 0.010- 0.010- 0.02-  0.010- 0.010- 0.010- 0.010- 0.5 0.005-  0.010-

5-125  10-300 25-300

Aralig1 40.0  80.0 1.000 0300  1.20  2.000  1.000  1.000 1.000 150 0200  0.500
9. Dénem
Adagoren 8.84 155 13.51 207 10.3 19 13 0.159  <0.025 0.05 0055  0.101 0018 65 0.004<* 0.7 0.021  0.023
Boran 8.52 162 1372 144 157 22 15 0.162 <0.025 005 0051 0070 0018 84 0.003<* 0.5 0.016  0.046
Egribiik 877 147 970 219 9.0 19 13 0.121 <0.025 006 0071 0053 0017 69 0.001<* 04<* 0013  0.022
Hasircilar 871 159 9.11 219 143 22 15 0.158 <0.025 0.04 0052 0064 0022 88 <0.010 13 0.020  0.067
10. Dénem
(09.08.2006)
Adagéren 8.81 272 9.54 13.2 12.8 23 18 0.095 <0.025 0.03  0.002<* 0.021  0.010 65 <0.010 12 0.003<* 0.033
Boran 9.00 28.7 1246 22.1 12.5 22 16 0.086 <0.025 0.03 0019 0024 0014 75 <0010 12 0.003<*  0.041
Egribiik 8.84 27.8 9.73 174 118 23 15 0.092 <0.025 004 0012 0032 0003 80 <0.010 L1 0.003<*  0.041
Hastreilar 8.81 273 11.84 166 76 24 16 0.095 <0.025 003 <0.010 0012 0016 74 1.6 0.003<*  0.057

<0.010




4.5. FETAX Testi ile Tlgili Bulgular

Farkli iki donemde, baraj suyu kullanilarak yapilan FETAX deneylerine gore
(Tablo 4.9) baraj suyu toksik ve/veya teratojenik degildir. Yapilan ¢alismalarda FETAX
kontrol suyunda % o6liim diizeyi 10’un altinda belirlenmistir. Bu da yapilan ¢alismanin
dogru seyrettigine isaret etmektedir. Agustos 2006’da alinan su Orneklerinin
toksisitesinde, onceki doneme gore goreceli bir azalma gozlenmektedir. Ancak Ekim
2005 doneminde de baraj suyunun toksik olmadigi goriilmektedir. Yasayan birey
sayilart karsilastirildiginda Hasircilar istasyonunda, Eylil 2005 doneminde alinan
sularin oldiriiciiliigiiniin gorece yiiksek oldugu goriilmektedir, ancak kontrol grubu ile

karsilastirildiginda istatistiksel agidan 6nemli bir fark belirlenememistir.

Tablo 4.9. Karakaya Barajindan alinan su 6rneklerinin FETAX uygulamasi sonuglari

Malformasyon Tiirleri

Istasyon n ny nm |bd yo go mf ms dp ke
10.09.2005

FETAX-Kontrol 100 95 3 -3 - - - - -
Adagoren 100 93 0 - - - - - - -
Boran 100 93 2 1 - 1 - 1 - 1
Egribiik 100 93 2 - 1 - - - - 1
Hasircilar 100 87 1 - - 1 - 1 - -
09.08.2006

FETAX-Kontrol 125 122 3 1 2 - - - - -
Adagoren 125 122 3 - 2 - - - - 1
Boran 125 120 1 1 - - - - - -
Egribiik 125 123 4 - - 1 - 1 -2
Hasircilar 125 122 3 1 1 - - 1 - 1

n: testte kullanilan birey sayisi, ny: test sonunda yasayan birey sayisi, nm: malforme
birey sayisi, FETAX testi sonrasi goriilen ve goriilmesi muhtemel malformasyon tiirleri;
bo: basta 6dem, yo: yolkta 6dem, go: goz ortada, mf: mikroftalmi (kiigiik gozliiliik), ms:
mikrosefali (kii¢iik baslilik), ke: kuyruk egriligi ve dp: depigmentasyon seklinde ifade

edilmistir.
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4.6. Kontrol Cahismasimda Kullanilan Bahik Ornekleri

Tez kapsaminda yapilan alan calismasinin yam sira, Karakaya Baraj Goli ve
Sultansuyu Baraj Goliinden o6rnekler alinarak bir kontrol ¢alismasi yapildi. Bu
calismada balik ornekleri 5 grup olarak degerlendirildi ve kiyaslamalar bu 5 grup
arasinda yapild1 (Cizelge 4.10). Kontrol amagh yapilan bu calismada Mart 2006’da
Karakaya Baraj Goliine su girdisi saglayan Sultansuyu Cay1 lizerinde kurulu Sultansuyu
Barajindan 22 balik 6rnegi alindi. Bunlarin 9’unun kan ve doku 6rnekleri hemen alindi
(SI). 6 6rnek laboratuvar kontrolii i¢in (SII), 7’si ise 17 B-Ostradilol (E,) uygulamasi i¢in
kullanildi (SIII). Mart 2006’da Karakaya Baraj Goliinden alman 15 balik 6rnegi
Karakaya Baraj Goliinti temsil ederken (KI), Karakaya Baraj goliinden alinarak 25 giin
siireyle laboratuvar kosullarinda yasatilan 8 6rnek, laboratuvar kosullarini temsil amagh

kullanild: (KII).

Cizelge 4.10. Kontrol ¢alismasina ait baliklarin esey durumlari

Grup Tamm Toplam dm) 2(m)
Birey
Sayis1
KI Mart 2006’da Karakaya Barajindan yakalanan baliklar 15 8 7
KII Karakaya Baraj Goliinden yakalandiktan sonra herhangi bir 8 6 2
uygulama yapilmaksizin 25 giin siireyle laboratuvarda yasatilan
baliklar
SI Mart 2006’da Sultansuyu Barajindan yakalanan baliklar 9 5 4
SII Mart 2006’da Sultansuyu Barajindan yakalanan ve 13 giin siireyle 6 5 1

laboratuvarda yasatilan baliklar

SIII  Mart 2006’da Sultansuyu Barajindan yakalanan ve 3 giin 7 4 3
laboratuvar kosullarinda bekletildikten sonra, 10 giin siireyle

laboratuvarda 400 ng/L, 17-B-6stradiol uygulanan baliklar

4.6.1. Kontrol ¢calismasinda kullanilan balik 6rnekleri ile ilgili bulgular

Kontrol ¢aligmasinda kullanilan baliklardan saglanan fizyolojik degerler Cizelge
4.11°de verilmistir. SI ve SII gruplar arasinda istatistiksel agidan fark gozlenmezken,
SIII (E; uygulamas: yapilan) balik drneklerinin KF degerinin SII’ye gdre istatistiksel
olarak énemli diizeyde arttig1 (p<0.05), HSI degerinin ise SII’ye gére azaldig1 (p<0.05)
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belirlendi. KI &rnekleri ile SI &rnekleri arasinda hem KF hem de HSI degeri acisindan

istatistiksel olarak 6nemli diizeyde farklilik saptandi (p<0.05). Yine KI ve KII gruplari

arasinda da KF ve HSI degerleri agisindan farklilik belirlendi (p<0.05).

Cizelge 4.11. Kontrol caligmasina ait baliklarin biyolojik parametre degerleri

Grup n Boy(cm)=SH Agirhk(g)tSH KF+SH HSI(%)+SH
KI 15 29.40+1.076 517.07466.29 1.919+0.049 0.376+0.033
KII 8 344440586 580.00429.40  1.414+0.081° 0.246+0.026°
SI 9 34.89+0.696 556.11+30.89  1.300+0.024* 0.139+0.013"
SII 6 32.58+1.012 485.83+4547  1.389+0.045 0.191+£0.018
SII 7 33.21£0.987 548.57+70.77  1.479+0.060° 0.131£0.014"

a:KI ve SI, ¢: KI ve KII, e: SI ve SIII, f: SII ve SIII gruplar1 arasindaki farkin
istatistiksel agidan 6nemli oldugunu gdstermektedir (p<0.05).

Kontrol ¢aligmasinda kullanilan baliklara ait beyin AChE ve CaE aktiviteleri
incelendiginde dstrojen uygulamasi sonrasi (SIII) AChE aktivitesinin énemli diizeyde
arttigi (p<0.05), CaE aktivitesinin E, uygulamasindan etkilenmedigi goriillmektedir
(Cizelge 4.12). Yine SI ve KI; SII ve KII gruplar1 arasinda AChE aktivitesi a¢isindan
istatistiksel olarak 6nemli diizeyde bir farklilik belirlendi (p<0.05).

Cizelge 4.12.Kontrol ¢aligmasina ait baliklarin beyin AChE ve CaE spesifik aktiviteleri
(nmol/dakika/mg protein)

Grup n AChE+SH Cae +SH
KI 15 61.46+2.08 270.84+8.68
KII 8 64.5242.98  226.5+9.50°
SI 9  68.04+£3.02* 244.2+11.60
SII 6 78.35£1.91" 259.4+16.31
SIII 7 85.04+4.88%" 2552+8.14

a:KI ve SI, b: KII ve SII, c: KI ve KII, e: SI ve SIII, f: SII ve SIII gruplar1 arasindaki
farkin istatistiksel agidan 6nemli oldugunu gostermektedir (p<0.05).

Kontrol ¢alismasinda kullanilan baliklara ait karacier GR, GST ve CaE

aktiviteleri incelendiginde, SIII balik 6rneklerinde SI ve SII gruplarna oranla enzim
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aktivitelerinde istatistiksel olarak onemli bir degisiklik belirlenmedi (Cizelge 4.13).
Ancak GST aktivitesine bakildiginda KI ve SI; KII ve SII arasinda farklilik 6nemli
diizeyde bulundu (p<0.05).

Cizelge 4.13. Kontrol ¢alismasina ait baliklarin karaciger GR, GST ve CaE enzim
aktivite degerleri (nmol/dakika/mg protein)

Grup n GR+SH GST+SH CaE+SH

KI 15 6.691+0.534 39.61+£1.733  150.2+14.21
KII 8 7.288+1.341 40.41+3.184 129.9+11.67
SI 9 8.478+1.471 56.13+4.154* 174.1£12.73
SII 6 9.022+0.754 55.82+1.972" 165.8+25.93
SIT 7 7.504£1.190 52.11£3.240 180.7+£27.54

a:KI ve SI, b: KII ve SII gruplar arasindaki farkin istatistiksel acidan énemli oldugunu
gostermektedir (p<0.05).

Kontrol c¢aligmasinda kullanilan baliklarin karaciger LDH, AST ve ALT
aktiviteleri incelendiginde, SIII balik 6rneklerinde belirtilen enzimlerin aktivitelerinde
SI ve SII gruplarina gore bir degisim gozlenmedi (Cizelge 4.14). KI ve SI, KI ve KII
gruplart i¢in LDH enzim aktivitesi agisindan istatistiksel olarak 6nemli diizeyde bir

farklilik bulundu (p<0.05).

Cizelge 4.14. Kontrol ¢alismasina ait baliklarin karaciger LDH, AST ve ALT enzim
aktivite degerleri (nmol/dakika/mg protein).

Grup n LDH+SH AST+SH ALT+SH

KI 15 204.7£10.55 33.13+1.707 3.370+0.280
KII 8 355.5+40.80° 44.01+4.026 3.022+0.426
SI 9 316.8+15.84" 50.59+£2.751 4.001+0.765
SII 6  299.6£30.88 43.95+4.952 4.334+0.460
SIII 7 289.7£28.93 41.74+£3.442 6.228+1.423

a:KI ve SI, c¢: KI ve KII gruplar arasindaki farkin istatistiksel agidan 6nemli oldugunu

gostermektedir (p<0.05).
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Kontrol ¢alismasinda kullanilan baliklarda plazma LDH, AST ve ALT aktiviteleri
incelendiginde, SI grubuna gore SII ve SIII balik orneklerinde belirtilen enzimlerin
aktiviteleri i¢in 6nemli diizeyde farklilik gozlendi (p<0.05). SII grubundaki azalma SIII
grubuna gore daha fazla gergeklesti (Cizelge 4.15). KI ve KII gruplar arasinda LDH ve
AST, KI ve SI gruplari arasinda ise sadece AST enzimi i¢in istatistiksel olarak onemli

diizeyde bir farklilik belirlendi (p<0.05).

Cizelge 4.15. Kontrol calismasina ait baliklarin plazma LDH, AST ve ALT enzim
aktivite degerleri (U/L)

Grup n LDH+SH AST+SH ALT+SH
KI 15 937.79+179.97  175.13+37.03  25.827+5.247
KII 8 249.55439.59°  122.19+12.82° 13.884+3.263
SI 9 970.10+69.05 227.82+37.73* 19.970+3.233
SII 6 578.46+109.87™" 50.15£14.95™ 6.387+0.224™¢
SIII 7 345.00£77.01°  54.60+10.61°  9.503+2.445°

a:KI ve SI, b: KII ve SII, c: KI ve KII, d: SI ve SII e: SI ve SIII gruplart arasindaki
farkin istatistiksel agidan 6nemli oldugunu gostermektedir (p<0.05).

Kontrol ¢alismasinda kullanilan baliklara ait karaciger mikrozomal EROD ve BI
degerlerinin E, uygulamasi sonrasinda kismen artti§i saptandi, ancak bu artiglar

istatistiksel agidan dnemli diizeyde bulunmadi (p>0.05) (Cizelge 4.16).

Cizelge 4.16. Kontrol ¢alismasina ait baliklarin karaciger EROD aktivite degerleri
(pmol/dakika/mg protein)

Istasyon n EROD +SH Bi+SH

KI 15 1599.7+242.0 24.72+6.38
8 1667.5+371.1 39.20+13.86
9 1612.3+185.9 31.84+6.04

SII 6 1685.2+345.7 29.80+5.67
7 1906.1+253.5 38.49+6.82

Kontrol c¢aligsmasinda kullanilan baliklara ait plazma VTG degerleri

incelendiginde, E, uygulamasi sonrasi erkek baliklarda VTG diizeyinin hem alan hem
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de laboratuvar kontrol baliklarina gore istatistiksel agidan onemli diizeyde arttigi
gozlendi (p<0.05). Benzer sekilde disi baliklarda da VTG konsantrasyonunun 6nemli
diizeyde arttig1 belirlendi (Sekil 4.4.). SI grubuna ait erkek baliklarda VTG diizeyi
uygulama grubu haricindeki diger gruplardan yiiksek belirlendi.

Plazma VTG Diizeyi (ng/ml)
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100000 A
10000 -
1000 A

100 A

10 A

KI

K1I

S1

S

SII
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400,13

33,09

1575,77

B Disi

52626,85

26494,14

3721848,05

672866,35

6158959,70

Sekil 4.4. Kontrol ¢aligmasina ait baliklarin VTG plazma (ng/ml) diizeyleri
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1. Su Orneklerinin Fiziko-Kimyasal Degerleri ile Ilgili Degerlendirmeler

Calismamiz ile ilgili degerlendirmeler yapilirken, suda o6lgiilen fiziko-kimyasal
degerlerden hareketle biyobelirtec degerlerdeki degisimler yorumlanmistir. Baraj
goliinde Olgiilen parametreler genellikle balik populasyonu i¢in sorun yaratacak diizeyde
degildir. Ancak bazi parametreler i¢in donemsel, bazilar1 i¢in ise istasyonlar arasinda bir
farklilik s6z konusudur. Ayrica sudaki organik madde diizeyi (pestisitler, endiistriyel
kimyasallar gibi) belirlenemedigi icin sadece oOl¢iilen fiziko-kimyasal parametrelerden
yola ¢ikarak baraj suyunun temiz oldugunu sdylemek miimkiin degildir.

Vidal vd. [163] yaptiklar1 ¢aligmada uzun siireli izlenen su sisteminde su sicakligi
ve CO diizeyi arasinda bir paralellik tespit etmislerdir. Calismamizda bu ydénde bir
paralellik olmasa da iki parametre arasinda yakin bir iliski belirlenmistir (Sekil 5.1).
Mart 2006°da su sicakhiginin diigmesine ragmen CO diizeyinin yiikselmesi, ilkbahar
donemindeki yagislar ve su miktarinin degisken olmasi ile iliskilendirilebilir. Barajda en
yiiksek su sicaklik Agustos 2006°da (27.75 °C), en yiiksek CO diizeyi ise Temmuz
2005°de (14.16 mg/L) belirlendi. Su CO diizeyleri, hem Tiitk Cevre Mevzuatinin, Su
Kirliligi Kontrolii Yonetmeliginde yer alan “Kitaig¢i Su Kaynaklarinin Siniflarina Gore
Kalite Kriterleri’ne gore (8 mg/L) hem de USEPA’nin (USEPA, Goldbook) tatli su
baliklarinin yasami igin gerekli gordiigii degere (5 mg/L) kiyasla oldukca yiiksek
diizeyde bulundu [164,165]. CO miktarmin yiiksek olusu suda bulunan alg miktarinin
yiiksek diizeyde olmasi ile de iliskili olabilir. Bu durumda golde o6trifikasyon riskinden
s0z edilebilir.

Tiirk Cevre Mevzuatina gore, biitiin istasyon ve donemlerde CO, KOI, Cl, Na, Cd,
Mn, Fe, siilfat ve amonyum degerleri I. veya II. siif su kalitesinde belirlenmistir. Pb
diizeyleri ise biitlin istasyon ve donemlerde IV. smif su kalitesi seviyesindedir. TOK,
Cu, fosfat ve nitrit degerleri bazi istasyon ve donemlerde III. veya IV. siif su kalitesi
seviyesinde belirlenmistir. Fosfat degeri sadece 6. donemde Hasircilar istasyonunda,
bakir degeri ise sadece 9. donemde Egribiik’de II. siif su kalitesi seviyesinin iizerinde

belirlenmistir.
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Sekil 5.1. Karakaya Baraj Goliinden alinan su érneklerinin CO ve sicaklik degerlerinin
istasyon ve donem ortalamalar1

Baraj suyunun ortalama pH diizeyi 8.5 olarak belirlenmistir ve Aralik 2004
donemi (7.04) disinda 6nemli sapmalar goriilmemektedir. pH acisindan istasyon
ortalamalar1 dikkate alindiginda, ©nemli bir fark belirlenememistir. pH degeri
organizmalar lizerinde dogrudan bir etkiye sahip olmasmin yani sira, sudaki belirli
kimyasallarin toksisitesi iizerinde dolayli etkiye sahiptir. USEPA, Redbook’a [166]
gore, tath su ekosistemlerinde pH 6.5-9 araliginda olmalidir. Calisma periyodu boyunca
alian degerler belirtilen araligin disina ¢ikmamstir.

Barajin biitiin istasyon ve donemlerinde Mn, Fe, degerleri bakimindan su kalitesi
I. veya II. sinif su niteligindedir. Fe, Mn ve Pb degerlerinin donemlere gore izledigi
seyrin benzerligi de dikkat c¢ekicidir. Her ii¢c metalin sudaki miktarlar1 Nisan 2006 da en
iist diizeye ulagsmistir, ancak Fe ve Mn miktar1 sudaki organizmalarin sagligin

etkileyecek diizeyde degildir. Biitiin istasyon ve donemlerde o6lgiilen Pb degerinin
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yuksekligi, bu element acisindan agir metal kirliliginin yiiksek derecede oldugunu
gostermektedir (Sekil 5.2). Daha 6nce Karakaya Baraj Goliinde tarafimizca yapilan bir
calismada [21] Pb diizeyi bu calismada elde edilen degerlere gore oldukca diisiik
diizeyde belirlenmistir. USEPA, Goldbook’a gore [165] Pb i¢in insan i¢gme suyunda
kabul edilebilir iist sinir 50 pg/L’dir. Baraj suyunda biitiin donemlerde Pb diizeyi insan
sagligr icin gerekli iist sinirin {izerindedir. Hatta Nisan 2006’da 140 pg/L diizeyine
ulagmaktadir. Bu durum, baraj g6liiniin igme suyu olarak kullanilmasinin riskinin
yaninda, baraj goliindeki baliklarda ayrtili sekilde agir metal birikiminin 6l¢iilmesi
gerektigini gostermektedir. Baraj goliinde Pb kirliligine yol a¢an unsurlarin saptanmasi

ve gerekli onlemlerin alinmasi da biiyiik 6nem tagimaktadir.
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Sekil 5.2. Karakaya Baraj Goliinden alinan su 6rneklerinin Pb degerlerinin istasyon ve
dénem ortalamalari

Barajin Hasircilar istasyonunda bes donemde alinan sularin TOK diizeyi, suyun
IV. sinif su kalitesinde oldugu goriilmektedir. Cogu biyobelirteg ve su parametresi

acisindan diger donemlerden onemli diizeyde farkli olan Mart 2006’da, Hasircilar
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istasyonunda TOK degeri (41.6 mg/L) diger istasyonlara ve donemlere oranla oldukga
yiiksek belirlenmistir. Bu deger bdlgenin organik karbon bakimindan ileri derecede kirli
oldugunun bir gdstergesidir. Istasyon ortalamalarina goére Hasircilar istasyonunda TOK
diizeyi 13.16 mg/L degeri ile diger istasyonlardan oldukc¢a yiiksektir. Baraj suyunda
biitliin istasyon ve donemler i¢inde belirlenebilen en yiiksek fosfat degeri (6l¢lim
araliginda belirlenebilen tek deger) yine Hasircilar istasyonunda Eylil 2005°de
belirlenmistir. Bu deger II. sinif su seviyesinin iizerinde bir degerdir. Biitlin bu degerler
bu bolgede otrifikasyon riskinin diger istasyonlardan daha yiiksek oldugu fikrini
destekler niteliktedir. Daha Once yapilan ¢alisma sonuglarina benzer bulgularin elde
edilmis olmasi, kirlilik diizeyinde 6nemli bir azalma olmadigin1 gostermektedir [21]. Bu
bulgular baraj goliine organize sanayi kaynakli kirleticilerin verilmeye devam ettigini
distindiirmektedir.

Baraj suyunun nitrit degerleri 9. donemde biitiin istasyonlarda, 1., 3. ve 8.
donemlerde Hasircilar istasyonunda, 3. ve 7. donemlerde Boran istasyonunda III. veya
IV. smif su kalitesinde belirlenmistir. Donem ortalamalarina gore ise en yiiksek nitrit
diizeyi Nisan 2006’da belirlenmistir (Sekil 5.3). Nitrit, azotlu atiklar ve/veya
nitrifikasyon ve denitrifikasyon gibi bakteriyel siireclerindeki dengesizligin bir sonucu
olarak kiy1 sularinda biriken yiiksek oranda reaktif bir kimyasaldir. Shailaja vd. [167]
tarafindan yapilan bir calismada PAH iceren atik ortamina nitrit eklendiginde
Oreochromis mossambicus balik tlirinde EROD aktivitesi ve safra metabolit
diizeylerinin arttig1 belirlenmistir. Hasircilar istasyonunda nitrit diizeyinin yiiksek olusu
baraj goliine halen sanayi kaynakli atiklarin gizli olarak desarj edilmeye devam ettigini
akla getirmektedir. Diger kirleticiler ve 6zellikle Pb degerinin yiiksek diizeyde olusu ile
birlikte degerlendirildiginde, bu iddianin goz ard1 edilmemesi gerektigi diisiiniilebilir.

Baraj suyunun toksik ve/veya teratojenik olup olmadigini belirlemek i¢in yapilan
FETAX c¢alismasi sonuglarima gore, su orneklerinin toksik ve teratojenik olmadigi
sOylenebilir. Bu calisma kapsaminda yapilmasi disiiniilen ve su Orneklerinin
toksisitesinin biyoluminesent bakteriler kullanilarak belirlenmesini amaglayan calisma
dogrudan in vivo etkiyi belirlemeye yonelik FETAX calismasinda yeterli bulgu elde
edilmesi ve duyarlh FETAX testinin sonuglar1 ile suyun teratojenik etkisinin

saptanmadig diisiincesinden hareketle yapilmamistir.
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Sekil 5.3. Karakaya Baraj Goliinden alinan su orneklerinin nitrit degerlerinin istasyon
ve donem ortalamalari

5.2. Biyobelirte¢ Degerleri ile ilgili Degerlendirmeler

Biyobelirteg bulgular1 degerlendirilirken 6rnek toplanan istasyon ve ddnem
sayisinin fazlali§i nedeniyle, tek tek donemlerin ve istasyonlarin karsilastirilmasinda
yasanacak karmasikligin giderilmesi i¢in bazi degerlendirmeler dénem ve istasyon
ortalamalar1 dikkate alinarak yapilmistir. Bu ¢alismada yas ve biiyiikliikten
kaynaklanacak farkliliklarin yaratacagi sorunlarin giderilmesi i¢in, eseysel olgunluga
erismis (2 + yas) baliklar tercih edilmistir. Ancak, bazi dénem ve istasyonlarda
ornekleme sayisinin azligi nedeniyle, fizyolojik parametreler ve diger biyobelirtecler
(VTG harig) esey ayirimi yapilmaksizin degerlendirilmistir.

Ulkemizde vyiiriitiilen cesitli calismalar incelendiginde, sazan baliklarinda {ireme
doneminin bolgesel olarak farklilik gdsterdigi goriilmektedir. Ornegin Egirdir, Aksehir
ve Cavuslu Gollerinde iireme doneminin Mayis ayimnin ikinci yarist ile Temmuz ayini,

Todiirge Goliinde (Sivas) Haziran ayindan Agustos ayina kadar olan zaman araligini,
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Hirfanli Baraj Goélii'nde (Kirsehir) Mayis ayinin sonlarindan Temmuz ayimin ikinci
yarisina kadar olan donemi, Cildir Goliinde (Kars) ise Haziran basi ile Temmuz ayinin
sonuna kadar olan donemi kapsadigi rapor edilmistir [168-170]. Karakaya Baraj
Goliinde iireme (yumurtlama) doneminin Nisan sonu ile Temmuz ayinin ortalari
arasinda oldugu diisiiniilmektedir [171]. Ancak baliklarda iklim kosullaria bagli olarak
tireme donemlerinde yillara gére sapmalar goriilebilmektedir.

Baliklarda HSI degeri yumurtlama déneminin baslamasi ile birlikte azalmaktadir
[172]. Kokokiris vd. [173] tarafindan Pagrus pagrus balik tiirlinde uzun siireli olarak,
mevsimsel dongiide VTG diizeyi izlenmis ve maksimum VTG diizeyinin yumurtlama
doneminin baslangicinda veya yumurtlama doneminde ve en diisik VTG diizeyinin
yumurtlama doneminin sonunda oldugu belirlenmistir. Vitellogenezisin gergeklestigi
donemde karaciger aktivitesindeki artisa bagl olarak HSI degeri artmaktadir.
Calismamizda iireme dncesi dénem olarak degerlendirilen Mart 2006°da HSI degerinde
artis goriilmektedir. Takip eden dénem iiremenin basladig1 donem olmas itibarryla HSI
ve KF degerlerinde 6nemli azalis belirlenmistir (Sekil 5.4). Ancak belirtilen azalisin
Nisan-Eyliil 2005 donemleri aralifinda oldugu gibi, lireme dénemi boyunca, kademeli
bir sekilde olmamasi, bu artis ve azalisin lireme donemi ile iligkili olmayabilecegini
diistindiirmektedir.

Aym  zamanda omurgalilarda HSI  degerlerinin, organik bilesiklerin
detoksifikasyonu i¢in hepatik mikrozomal EROD aktivitesinin deneysel olarak
indiiklendigi calismalarda ve kimyasal kirleticiler (PAH gibi) ile kontamine olmus
sularda yasayan baliklarda arttigi belirlenmistir [136, 174]. Stephensen vd. [175]
tarafindan yapilan bir ¢calismada, izlanda’da uzun siireli kirlilige maruz kalmis bir liman
bolgesinden alinan ve safralarinda yiliksek miktarda PAH belirlenen Myoxocephalus
scorpius tiiriiniin erkek bireylerinde HSI degerinin kontrol alanina gére 6nemli diizeyde
yiiksek oldugu belirlenmistir. Artan HSI degerleri kirleticilerin neden oldugu metabolik
bozukluklar veya ksenobiyotik metabolizmast enzimlerinin artan aktivitesi ile

iligkilendirilmektedir.
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Sekil 5.4. Karakaya Baraj Géliinden alinan sazan baliklarmnda HSI ve KF degerlerinin
istasyon ve donem ortalamalari. *Olgiim degeri bir énceki dénemle kiyaslandiginda
aradaki fark onemlidir (p<0.05). Grafikte kullanilan harfler istasyonlarin bas harfleri
olup (A:Adagoren, B:Boran, E:Egribiikk, H:Hasircilar), karsilagtirilan istasyonla
aralarindaki farkin 6nemli oldugunu gostermektedir (p<<0.05)

Calismamizda HSI ve KF degerinin 6nemli derecede yiikseldigi Mart 2006’da
plazma transaminaz ve LDH aktivitelerinin de artmasi, buna karsin beyin AChE
aktivitesinin bu donemde en diisiik diizeye inmesi canli-ksenobiyotik madde
etkilesimini destekler niteliktedir. Mart 2006’nin yani sira, Nisan ve Mayis 2005
donemlerinde de KF degerinin yiikseldigi gozlenmistir. Bu artisin, baliklarin iireme

donemi ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Ureme doneminde KF ve HSI degerinin
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yukseldigi literatiir verileri ile desteklenmekte [115] ve bulgularimizi da
desteklemektedir.

Istasyon ortalamalarma gére hem HSI degeri hem de KF degeri Hasircilar
istasyonunda diger istasyonlardan daha diisiik bulunmustur. Bu degerler Karakaya Baraj
Géliinde, Ozmen vd. [21] tarafindan daha 6nce yapilan ¢alismada elde edilen veriler ile
benzerlik gdstermektedir. Yine belirtilen galismada dort istasyonun HSI ve KF degerleri
ortalamasi ayn1 yaslarda balik 6rnekleri i¢in sirastyla 1.794 ve 0.179 iken, ¢calismamizda
1.715 ve 0.248 olarak belirlenmistir. HSI agisindan iki ¢alisma arasinda biiyiik bir
degisim gozlenmezken, KF degerinin her iki calisma arasinda farklilik gosterdigi
gozlenmektedir. Verilerden hareketle iki g¢alismanin yapildigi donemler arasinda
baliklarin beslenmelerinde meydana gelmis bir degisimin bu duruma neden olabilecegi
sOylenebilir.

AChE aktivitesinin OP ve karbamat bilesikler tarafindan inhibe edildigi
bilinmektedir. Ancak Romani vd. [176]’¢ gore wuzun slireli subletal Cu
konsantrasyonuna maruz birakilan Sparus auratus’un beyin dokusunda, Cu birikimi
gerceklesmedigi halde, beyin AChE aktivitesi 6nemli diizeyde artmigtir. Ayrica lireme
aktivitesi ile ilgili fizyolojik degisimlerin AChE aktivitesini arttirdigi daha onceki
caligmalarda gosterilmistir [177]. Calismamizda iireme donemi olarak degerlendirilen
Nisan, Mayis 2005 donemlerinde beyin AChE aktivitesi, istasyonlarin hepsinde, diger
donemlere oranla onemli diizeyde yiiksek bulunmustur (Sekil 5.5). Baraj goliini
cevreleyen genis arazilerde tarimsal amagla yogun olarak OP pestisitlerin kullanildig:
da dikkate alindiginda, AChE aktivitesindeki artis, baliklarda mevsimsel ve iiremeye
bagli biyolojik davranis degisikliklerin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmis olabilir. AChE
aktivitesinin Ozellikle Boran ve Hasircilar istasyonlarinda donemler arasinda biiyiik
dalgalanmalar gosterdigi goriilmektedir. Bu da belirtilen istasyonlarin su kalitesinin
cevresel sularin etkisine bagli olarak degiskenlik gosterdigini diisiindiirmektedir.

Midye ve baliklar iizerinde yapilan, su sicakliginin ve mevsimsel dongiiniin AChE
aktivitesi lizerindeki etkisinin degerlendirildigi ¢alismalarda, su sicakligt ve AChE
aktivitesi arasinda ileri diizeyde bir uyumun oldugu iddia edilmektedir [172, 178-180].
Poiklioterm canlilarda ¢ogu enzimatik aktiviteler ¢evre sicakligi ile degisir. Ancak
AChE aktivitesindeki degisimler sadece cevre sicakligina bagli olmayip, fizyolojik
degisimler de aktivite iizerinde etkilidir [181]. Calismamizda Mart 2006’da AChE
aktivitesi biitiin istasyonlarda en diisiik diizeyde belirlendi. Bu déonemde su sicakligi da

en diisiik seviyededir. Ancak diger donemlerde su sicakligi ile AChE aktivitesi arasinda

92



dogrusal bir iliskinin olmamasi ve Mart doneminde diger biyobelirte¢ parametrelerde de
istatistiksel acidan dnemli sapmalarin varligi, bu dénemin kirlilik, 6zellikle de OP ya da
diger pestisitlere baglh bir kirlenme agisindan onemli olabilecegini akla getirmektedir.
Yaz aylar1 sonunda ve erken bahar aylarinda AChE aktivitesinin inhibisyonu, ortamda

kirletici konsantrasyonunun mevsimsel olarak artisi ile de ilgili olabilir.
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Sekil 5.5. Karakaya Baraj Golinden alnan sazan baliklarinda AChE aktivitesinin
istasyon ve donem ortalamalari. *Ol¢iim degeri bir onceki donemle kiyaslandiginda
aradaki fark onemlidir (p<0.05). Grafikte kullanilan harfler istasyonlarin bas harfleri
olup (A:Adagoéren, B:Boran, E:Egribiik, H:Hasircilar), karsilastirilan istasyonla
aralarindaki farkin 6nemli oldugunu gostermektedir (p<0.05)

Baliklarin karaciger CaE aktivitesi OP bilesiklerce AChE’den daha yiiksek
affinite ile fosforillenmektedir ve bdylece detoksifikasyonda énemli bir rol almaktadir.
Bir OP bilesik olan monokrotofos’un subletal konsantrasyonlarina maruz birakilan
Sciaenops ocellatus’un beyin AChE ve karaciger CaE aktivitesinde énemli derecede

azalis belirlenmistir. Ancak inhibisyon oranlarina bakildiginda CaE inhibisyonunun

daha yiiksek oldugu ve bunun AChE inhibisyonunu azalttig1 ileri stirilmustiir [83].
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Calismamizda karaciger CaE aktivitesinde istasyonlar arasinda bir farklilik
bulunamamigstir. Yine donemler arasinda da AChE aktivitesi ile kiyaslandiginda énemli
sayilabilecek bir degisim s6z konusu degildir. Adagdren, Egribiikk ve Hasircilar
istasyonlarinda Mayis 2005°de, Nisan 2005 donemine gore istatistiksel agidan onemli
bir artis ger¢eklesmistir (p<0.05). Bu sonuglardan hareketle yukarida belirtildigi sekliyle
AChE ve CaE arasinda bir iliskinin oldugunu sdylemek giic olacaktir. Ayrica
istasyonlar arasinda yapilan karsilagtirmalarda dnemli diizeyde fark belirlenememesi bu
enzimin donemsel degisimlerden kismen etkilendigini, ancak bolgesel farkliliklar:
yansitmamasi nedeniyle, Karakaya Baraj Goliinde biyolojik izleme calismalari igin
uygun bir belirteg olarak degerlendirilemeyecegi gostermektedir.

Cevresel kirleticilerin olumsuz etkilerini degerlendirmek i¢in farkli dokulardaki
CaE diizeyleri belirlenmistir. Farkli dokularda ayni enzimin calisilmasi hem etkilenen
organ veya dokunun belirlenmesi agisindan hem de doku veya organlarin
ksenobiyotiklere verdikleri tepkinin belirlenmesi agisindan énemli ipuglar1 saglayabilir.
Bu agidan degerlere bakildiginda, CaE aktivitesinde beyin ve karaciger organlari
arasinda farklilik goriilmektedir (Sekil 5.6). CaE aktivitesinin organlar arasinda farklilik
gostermesi, enzimin farkli organlarda farkli izozimler igerdigi ve bu izozimlerin farkl
metabolik silireglerde yer aldigimi akla getirmektedir. Beyin CaE aktivitesinde de
Karaciger CaE aktivitesine benzer sekilde istasyonlar arasinda onemli bir farklilik
bulunamamistir. Ancak farkli olarak beyin CaE aktivitesinde Temmuz 2005-Mart 2006
donemleri arasindaki dort donemde, onceki donemle kiyaslandiginda istatistiksel olarak
onemli diizeyde bir farkliligin oldugu bir dalgalanma goriilmektedir. Belirtilen
donemlerde karaciger CaE aktivitesinde de istatistiksel agcidan dnemli olmasa da tersine
bir dalgalanma s6z konusudur. Ancak bu verilerden hareketle CaE aktivitesinde kirlilik

iligkili bir degisimin oldugunu séylemek giictiir.
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Sekil 5.6. Karakaya Baraj Goéliinden alinan sazan baliklarinda karaciger ve beyin CaE
aktivitelerinin istasyon ve dénem ortalamalari. *Olgiim degeri bir 6nceki donemle
kiyaslandiginda aradaki fark oOnemlidir (p<0.05). Grafikte kullanilan harfler
istasyonlarin bas harfleri olup (A:Adagoéren, B:Boran, E:Egribiik, H:Hasircilar),
karsilagtirilan istasyonla aralarindaki farkin 6nemli oldugunu gostermektedir (p<<0.05)

Son yillarda cevresel kirleticiler ile iliskili olarak organizmada saglik durumunun
belirlenmesinde EROD anahtar belirte¢ olarak kabul edilmektedir. Hepatik EROD
aktivitesinin ksenobiyotikler, sicaklik, esey, eseysel gelisim, hormonlar, beslenme ve
saglik durumu gibi ¢ok sayida faktorden etkilendigi bildirilmistir [62]. Ancak EROD
aktivitesi ile ilgili birka¢ ¢alismada donemsel sicaklik degisimi ile EROD aktivitesi
arasinda bir iliski kurulamamustir [172, 182]. Calismamizda da EROD aktivitesinde
eseyler arasinda istatistiksel acidan bir fark ve sicaklik iliskili bir degisim
bulunamamistir. Ancak Ronisz vd. [127] tarafindan yapilan bir g¢alismada bazi
donemlerde yogun alg iiremesi sonrasi yayilan toksinlerin baliklarda EROD

indiiksiyonuna neden olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Calismamizda Nisan ve Mayis 2005
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donemlerinde ani sicaklik artisi, yogun alg liremesine ve suda toksik madde artisina
neden olarak belirtilen donemlerde EROD aktivitesi artisina neden olmus olabilir (Sekil
5.7).

Istasyon ortalamalar1 dikkate alindiginda, EROD aktivitesinde istasyonlar
arasinda  istatistiksel  bir  farklibk  bulunamamistir.  Doénem  ortalamalari
karsilagtirildiginda ise Aralik 2004, Nisan 2005 ve Mart 2006 donemlerinde artis
gbzlenirken, Temmuz-Ekim 2005 donemlerinde bir dnceki doneme oranla bir azalma
dikkati ¢gekmektedir. Bu gorece artisin 6zellikle bahar aylarinda gézlenmesinin, tarimsal
aktivitelere bagl kirletici unsurlar ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. EROD
aktivitesindeki artis birgok ¢alismada ksenobiyotik indiiksiyonu ile iliskilendirilmistir

[2, 55].
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Sekil 5.7. Karakaya Baraj Goliinden alinan sazan baliklarinda karaciger mikrozomal
EROD aktivitelerinin istasyon ve donem ortalamalari. *Ol¢iim degeri bir &nceki
donemle kiyaslandiginda aradaki fark 6nemlidir (p<0.05)
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Baliklarda iireme Oncesi ve lireme donemlerinde Ostrojen ve VTG diizeyinin
artmast ve EROD aktivitesinin azalmasi beklenmektedir. Ayrica nonilfenol ve
alkilfenoller gibi Gstrojenik bilesikler ve dstrojen gibi maddelerin tahminen ER ve AhR
arasindaki capraz bir etkilesim nedeniyle balik CYPIA ifadesini engelledigine
inanilmaktadir [120, 183, 184]. Ancak Sturve vd. [185] tarafindan yapilan bir calismada
yiiksek miktarda PAH iceren petrol ve alkilfenol karisimina maruz birakilan Gadus
morhua’da EROD aktivitesi onemli dilizeyde artmustir. Bu agidan bakildiginda
calismamizda Ozellikle Nisan, Mayis 2005 aylar1 iireme donemi olsa da, EROD
aktivitesinin bu aylardaki yiiksekligi, baraj suyunun bu aylarda diger donemlere oranla
onemli diizeyde ksenobiyotik icerdigini ifade edebilir. Ayrica Eyliil 2005 déneminde
erkek bireylerde VTG diizeyi en iist seviyede iken EROD aktivitesindeki kismi artis
biyobelirte¢ yanitlarin, MFO indiikleyici ve oOstrojenik Kkirletici konsantrasyonuna
birlikte maruz kalma nedeniyle belirsizlestigi seklinde yorumlanabilir (Sekil 5.8). Disi
baliklarda ise EROD aktivitesi ve VTG diizeyi arasinda diger ¢alismalarda belirtildigi

gibi ters bir orant1 bulunamamustir.
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Sekil 5.8. Karakaya Baraj Goliinden alinan erkek sazan baliklarinda karaciger
mikrozomal EROD aktivitesi ve plazma VTG degerlerinin istasyon ve donem
ortalamalari

Biyotransformasyon indeksi (Bi) ve EROD aktivitesinde azalma, baliklarda
kirleticilerin metabolize edilerek uzaklastirildigi seklinde ifade edilmektedir [138].
Calismanizda Bi ve EROD aktivitesinde artis ve azalis biiyilk oranda paralellik
gostermektedir; sadece Nisan 2004’de GST aktivitesindeki artisa bagli olarak BI
degerinde bir diisiis gézlenmistir.

Ksenobiyotik metabolizmasinda yer alan GST’nin ksenobiyotiklere maruz
kalmanin bir biyobelirteci olarak kullanilabilecegi, bir¢cok laboratuvar ve arazi
calismasinda onceden gosterilmistir. GST aktivitesinin artis1, kirleticilerin yarattigi
strese organizmanin gdsterdigi adaptasyon olarak degerlendirilmektedir [186]. Ornegin,
tarimda yabani otlarin kontrolii i¢in kullanilan parakuat herbisitine maruz birakilan

Oreochromis niloticus balik tiirlinde GST aktivitesi her iki eseyde de artmaktadir [187].
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Benzer sekilde PAH ve PCB gibi kirleticilerin GST aktivitesini indiikledigi
bilinmektedir [68, 133, 188]. Ancak kirleticilerin GST indiiksiyonuna neden oldugu
iddiast kesin bir durum degildir. Kimyasala maruz kalma sonucu enzim aktivitesinin
degismedigi veya aktivitenin inhibe oldugu c¢alismalar da bildirilmistir. Birkag
calismada alabalik, Dicentrarchus labrax, Diplodus annularis, Lepomis macrochirus
tirlerinde PCDD, pestisitler veya PAH’lara maruz kalmanin GST aktivitesinde
azalmaya neden oldugu gosterilmistir [2]. Yine parakuat herbisitinin GST aktivitesini
arttirdigr bildirildigi halde, Martinez-Lara vd. [189] tarafindan yapilan bir ¢aligmada
parakuata maruz birakilan Sparus aurata’da enzim aktivitesi azalmis, bu inhibisyon
kirleticinin yarattiZit ROS nedeniyle gerceklesen inaktivasyon ile iliskilendirilmistir.

(Calismamizda Hasircilar istasyonu disindaki istasyonlarda donemler arasinda
GST aktivitesi agisindan bir dalgalanma s6z konusu degildir. Bu istasyonda Nisan ve
Temmuz 2005 donemlerinde bir dnceki doneme kiyasla GST aktivitesinde bir artis
gozlenmektedir (p<0.05) (Sekil 5.9). Ayrica, GST i¢in istasyon ortalamalari
degerlendirildiginde, enzim aktivitesinin uzun siire Malatya sanayi atik suyunun
aritilmadan verildigi Hasircilar istasyonunda diger istasyonlara oranla yiiksek oldugu,
Egribiik istasyonundan yiiksekligin istatistiksel agidan 6nemli oldugu belirlenmistir
(p<0.05). Ancak GST aktivitesi ile diger biyobelirte¢ degerler ve suyun fiziko-kimyasal
degerleri karsilastirildiginda enzim aktivitesindeki degisimleri herhangi bir degere
baglamak miimkiin gériinmemektedir.

Baliklar maruz kaldiklar1  oksidatif stres kosullarina uyum saglama
egilimindedirler. Bu nedenle kirlenmis su sistemlerinde yiiksek peroksidatif bilesikler,
bu alanlarda bulunan baliklarda GR aktivitesinin artmasina yol agmaktadir. Degisik
arastirmacilar tarafindan yapilan ¢ok sayida ¢alismada cesitli kirleticiler (6r. PAH) ile
kirlenmis sularda yasayan baliklarda karaciger GR ve GST aktivitesinin 6nemli diizeyde
arttig1 belirlenmistir [72, 175]. Calismamizda en diisiik GR aktiviteleri Mayis-Temmuz
2005 ve Mart 2006 donemlerinde belirlenmistir. Bu agidan bakildiginda Kasim, Aralik
2004 ve Eyliil, Ekim 2005 aylarinda GR aktivitesinin artmasi, sonbahar ve ki mevsimi
baslarinda donemsel olarak baraj su diizeyinin diismesi ve bununla baglantili olarak
sudaki kirletici konsantrasyonunun artmasina baglanabilir (Sekil 5.9). GST’ye benzer
sekilde istasyon ortalamalar1 dikkate alindiginda en yiiksek GR aktivitesi de Hasircilar
istasyonunda belirlenmistir. Ayrica Adagoren istasyonu ile karsilagtirildiginda, bu

deger istatistiksel acidan da oOnemlidir (p<0.05). Hem GST hem de GR gibi iki
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antioksidant enzimin benzer sekilde Hasircilar istasyonunda yiiksek olmasi yine bu

bolgenin uzun siireli olarak kirleticiler ile maruz kalmasina baglanabilir.
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Sekil 5.9. Karakaya Baraj Goliinden alinan sazan baliklarinda karaciger GST ve GR
aktivitelerinin istasyon ve dénem ortalamalari. *Olgiim degeri bir dnceki dénemle
kiyaslandiginda aradaki fark Onemlidir (p<0.05). Grafikte kullanilan harfler
istasyonlarin bas harfleri olup (A:Adagéren, B:Boran, E:Egribiik, H:Hasircilar),
karsilastirilan istasyonla aralarindaki farkin 6nemli oldugunu gostermektedir (p<0.05)

Karaciger LDH ve transaminaz (AST ve ALT) enzimleri hepatoksisite ve
histopatolojik degisimlerin daha hassas ve daha kisa siirede degerlendirilmesinde
kullanilabilen karaciger 6zgiil enzimleridir. Kirleticilere maruz kalma sonrasi karaciger
tahribat1 nedeniyle bu enzimlerin karacigerdeki aktiviteleri diiserken, plazmada enzim
aktivitelerinin arttig1 bilinmektedir [190]. Ancak ksenobiyotiklerin etkileri nedeniyle
gergceklesen doku tahribatinin bir sonucu olarak gerceklesen hipoksik kosullarda,

mitokondride oksidatif fosforilasyon engellendigi i¢in ATP iiretimi azalirken, karaciger
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LDH aktivitesinin arttig1 belirlenmistir [191]. Ornegin amonyak (NH3-H) varliginda,
doku oksijen diizeyinin azaldigi anoksik durumlarda; solunum metabolizmasinin
aerobikten aneorobige doniistiigii ve glikoliz oraninin ve LDH aktivitesinin arttig1
bildirilmistir [192]. Benzer sekilde transaminaz enzimlerin protein ile karbonhidrat
metabolizmasi arasinda bir baglant1 olarak islev gordiigii bilinmektedir. Pestisitlere (6r.
karbamat) maruz kalan baliklarda, stres nedeniyle karsilagilan enerji ihtiyacinin artmasi
sonucu, glukoneogenezisin indiiklendigi ve stres kosullarina adaptasyonu saglamak
amaciyla karaciger, beyin ve kas dokularindaki transaminaz aktivitesinin arttig1
bildirilmistir [193].

Sonug olarak cesitli stres kosullarina maruz kalan veya cesitli maddelere maruz
birakilan organizmalarin LDH ve transaminaz aktivitelerinin farkli davranabildigi
goriilmektedir. Stres kosullarinda ya enerji ihtiyact nedeniyle enzim aktiviteleri
artmakta ya da ksenobiyotik madde enzim inhibisyonuna neden olabilmektedir. Ayrica
stres kosullarina maruz kalan organizmalarda karaciger tahribati nedeniyle karaciger
dokusundaki enzim aktiviteleri azalirken, plazmada ayni enzimlerin aktiviteleri
artabilmektedir.

Calismamizda, genel olarak karaciger LDH ve AST nin benzer seyirler gosterdigi
goriilmektedir. Bu da iki enzimin benzeri siire¢lerden etkilendigini gostermektedir. Her
iki enzimin karacigerdeki aktivitesi Mart 2006’da en diisiik seviyededir. Bu donemde
plazma AST aktivitesi Boran ve Egribiikk istasyonlarinda en yiiksek diizeye
ulagmaktadir. Adagéren ve Boran istasyonlarinda ise Nisan 2006’da plazma AST
aktivitesi en yliksek diizeye ulagsmaktadir. Belirtilen donemlerde karaciger LDH ve AST
aktivitelerinin diisiik olmasi, ayni enzimlerin plazma aktivitelerinin ise genel olarak
yiiksekligi baliklarin  hepatotoksik  bir faktdr veya faktorlerle etkilestigini
diisiindiirmektedir. Cesitli biyobelirte¢ (AChE, HSI, KF) ve bazi su fiziko-kimyasal
degerlerinin (Pb, Nitrit) bu donemlerde izledigi seyir bu diisiinceyi destekler
niteliktedir. Mayis 2005 ve Mart 2006 donemlerinde plazma ALT diizeyi 6nemli
oranda yiikselirken, bu donemlerde karaciger ALT aktivitesi nispeten diisliktiir. Yine
ALT’ye benzer sekilde plazma AST aktivitesi Mart 2006 doneminde en yliksek degerde
bulunurken, bu dénemde karaciger AST diizeyi en disiik seviyededir. Her iki
transaminaz aktivitesi de Nisan 2006 doneminde plazmada azalmakta karacigerde ise
gorece artmaktadir.

Baliklarda dstrojenlere en hassas yanitlardan biri, Ostrojenik kimyasallara maruz

kalmanin bir biyobelirteci olarak kullanilan VTG’nin indiiksiyonudur. Esey hormon
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dengesindeki degisimlere bagli olarak disilerde anormal VTG diizeyleri, potansiyel
tireme bozukluklarinin belirlenmesinde giivenilir bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilir.

Calismamizda Adagoren ve Egribiik istasyonlarinda yakalanan baliklarda, diger
iki istasyondakilere oranla VTG diizeyi yliksek belirlenmistir (sirasiyla 558.46 ve
736.80 ng/ml). Erkek bireylerde plazma VTG diizeyinin kismi yiiksekligi Karakaya
Baraj Goliinde zay1f da olsa endokrin bozucu kimyasal etkisini gosterebilir. Yine erkek
bireylerde VTG diizeyinde Eyliil 2005°te diger donemlere oranla énemli diizeyde artis
gostermistir (606.43 ng/ml). Bu durum, baraj goliinde su miktarindaki mevsimsel
azalmaya bagli dstrojenik kirletici konsantrasyonu artisina ya da donemsel bir kirlilik
artisina baglanabilir. Ancak endokrin bozucu etkinin varligi iddia edilse de, ileri
diizeyde kimyasal analizler yapilmaksizin, sadece elimizdeki verilere bagl kalarak
kaynagin tiirlinli saptamak olanaksizdir.

Bu caligmada Karakaya Baraj Goliinde yasayan erigkin digi baliklarda plazma
VTG diizeyi 1 mg/ml diizeyinde ulasmaktadir. Ancak iireme donemi olarak kabul edilen
Mayis 2005°de disi baliklarda VTG diizeyi (0.357+0.14 mg/L) Nisan ve Temmuz
2005’e gore oldukca diisiik belirlenmistir. Bu ayda alinan baliklarin plazma VTG
diizeyindeki azalig disi baliklarda iireme baskilayici bir etkinin varligina isaret olarak
kabul edilebilir. Ayrica yumurtlama o©ncesi donemde Egribiik istasyonunda ve
yumurtlama sonrast donemde ise Hasircilar istasyonunda VTG diizeyi (sirastyla
2.919£2.0 ve 2.637£1.4 mg/ml) lireme doneminden yiiksek belirlenmistir. Bu durum
sazan baliklarinin  iireme donemlerinin yakin bolgelerde dahi  degisiklik
gosterebilecegini gostermektedir.

Karakaya Baraj Goliinde, endokrin bozucu etkiye ve toksik etkiye neden
olabilecek kimyasallarin evsel atiklardan, endiistriyel kimyasallardan veya tarimsal
pestisitlerden kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak tek bir kimyasalin yani
sira bu tiir bir etkiye kimyasal karisimlar da neden olabilir. Calismamizda lireme sonrasi
donem olarak kabul edilen Eyliil, Ekim 2005 aylarinda Egribiik istasyonundan
yakalanan erkek baliklarda plazma VTG diizeyinin yiiksek belirlenmesi, bu bdlgenin
Malatya Sehri evsel ve endiistriyel atik sularinin verildigi noktalardan akis yonii
acisindan farkli bir mevkide bulunmasi nedeniyle, tarimsal kirlilikle iliskilendirilebilir.
Baraj1 ¢evreleyen bolgede tarimsal amagli yogun giibreleme ve ilaglama caligsmalari
sonucu baraja giren kimyasallar suda endokrin bozucu etkiye yol a¢cmis olabilir.
Tarimsal amagli  kullanilan OC  pestisitlerin ~ baliklar  {izerindeki etkisinin

degerlendirildigi bir ¢alismada, tarim arazilerinin yakinindaki nehirden yakalanan erkek
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baliklarin VTG diizeyinin sudaki OC bilesiklerle paralellik gosterdigi belirlenmistir
[194].

Endiistriyel alanda kullanilan alkilfenol polietoksilatlar ve bunlarin metabolitleri
olan nonilfenol ve oktilfenol bilesiklerinin baliklarda zayif strojenik aktiviteye sahip
oldugu gosterilmistir [195]. Ayrica evsel atiklarda var olan dogal ve sentetik steroidlerin
o6nemli endokrin bozucular oldugu ve bunlarin bir kisminin atik aritim sistemlerinde tam
olarak giderilemedigi rapor edilmistir. italya’da ¢ok sayida atik aritim sistemi iizerinde
yapilan bir ¢alismada, aktif ¢amur muamelesi sonrasi Ostriol (E3-%95), ostradiol (E;-
%87) ve etinildstradiol (EE»-%85) etkili bir sekilde uzaklastirilmisken, dstronun (E;-
%61) etkili bir sekilde uzaklastirilamadigi rapor edilmistir [196, 197]. Kanalizasyon
atiklarinda bulunan bu insan kaynakli dogal ve sentetik atiklar glukoronit ya da sulfonit
konjugat1 olarak viicuttan atilmaktadir. Atik aritim tesislerinde ve sucul ¢evrede E, ve
17-a-etinilostradiol gibi serbest steroidal dstrojenlerin belirlenmesinin, aritim siirecinde
konjuge Ostrojenlerin bakteriler tarafindan serbest ve aktif forma dekonjugasyonu
nedeniyle oldugu ileri siiriilmiistiir [195].

Malatya Sehir kanalizasyon sulari 2005’e kadar Karakaya Baraj Goéliine direk
olarak verilmis iken, 2005’ten bu yana ise aritim sisteminden gegirilen sularin baraja
verildigi iddia edilmektedir. Yukarida belirtildigi sekilde dogrudan atik suyun verilmesi
onemli bir problem iken, atik aritim sisteminden gecirilen sularin baraja verilmesi de bu
yondeki problemi tam olarak gidermemektedir. Barajin Adagdren istasyonu diger
istasyonlardan akis yonii agisindan degerlendirildiginde birikimin daha fazla olacag:
bolge olarak diisiiniilmektedir. Bu nedenle hem evsel atiklarin uzun siire verilmis
oldugu Boran ve sanayi atiginin verilmis oldugu Hasircilar, hem de Firat nehrini temsil
eden Egribiik istasyonlarindan gelen atik kimyasallarin Adagdren istasyonunda

birikecegi diisliniilebilir.

5. 3. Kontrol Cahsmalar ile Tlgili Degerlendirmeler

Cok sayida cevresel bilesigin, Ostrojenik aktivite gostererek baliklar ve yabanil
hayatta lireme ve gelisim {izerine toksik etkilere neden oldugu bilinmektedir. Cesitli
kimyasallarin Gstrojenik etkisi belirlenirken, E, uygulamasi genellikle pozitif kontrol
olarak kullanilmaktadir. Kontrol ¢alismamizda hem E;nin erkek sazan baliklarinda

VTG indiiksiyonu test edilmis, hem de Sultansuyu Baraj Goliinden alinan baliklarin
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biyobelirte¢ degerleri ile Karakaya Baraj Goliinden alinan baliklarda belirlenen degerler
karsilagtirilarak degerlendirilmistir.

Ostrojenin baliklar {izerindeki etkisi uzun siiredir ¢alisilmaktadir. Mills ve
Chichester [45] EBK’lerin baliklar {izerindeki etkilerini ¢ok sayida laboratuvar ve alan
caligmasini dikkate alarak degerlendirmislerdir. Bu caligmaya gore, erigskin erkek
sazanlar su igerisinde 1 ug/L E,’ye maruz birakilirsa, sperm iiretimi gerceklesmemekte
ve gonadosomatik indeks (GSI) azalmaktadir [198]. Yine bu c¢alismada yer alan ve
Gimeno vd. [199] gore erigskin olmayan ve genetik olarak erkek olan bireyler 50 ile 110
giin siire ile 9 ya da 23 pg/L E;’ye maruz birakildiklarinda, biitiin bireylerin disilestigi
gozlenmistir.

Ostrojen ve strojenik bilesiklerin baliklar {izerindeki etkilerinin degerlendirildigi
diger bir caligmada E;’ye ve 4-nonilfenole maruz birakilan Micropterus salmoides balik
tirinde karaciger biyobelirteclerinin degisimleri belirlenmistir. Calismada ergin
olmayan bireylere 5 ve 50 mg/kg olmak iizere iki farkli dozda nonilfenol uygulanmais,
ayrica bir ligiincii gruba 2 mg/kg E, enjekte edilmistir. 2 giin sonunda E, uygulamasi
sonucu plazma VTG diizeyi 4.94 mg/ml’ye ulagsmistir. Ayrica biitiin gruplarda VTG
diizeyi kontrol gruplarindan 6nemli diizeyde yiiksek bulunmustur. Ayni ¢alismada GST
aktivitesi E, uygulamasinda gorece yiiksek olmakla birlikte, sadece 2 giinliik uygulama
sonunda ve sadece E, uygulamasinda GST aktivitesi kontrolden 6nemli diizeyde yiiksek
bulunmustur [200]. Buna karsin 0.1, 0.5, 2.5 ve 5 mg/kg E, uygulandiktan sonra 3., 7.,
14. ve 28. giinlerde GST ve EROD aktiviteleri belirlenen Dicentrarchus labrax tiiriinde
tam bir doz-yanit iligkisi olmamakla birlikte, yliksek dozlarda EROD aktivitesinin
azaldig1 ve 28. giinde ise enzim aktivitesinin tekrar arttig1 tespit edilmistir [201].

Teles vd. [202] tarafindan yapilan bir ¢alismada, 4000 ng/L E,’ye maruz birakilan
Sparus aurata’da 4., 8., 12. ve 16. saatlerde EROD, GST aktivitesi ile HSI ve diger
birka¢ biyobelirtecin degisimi degerlendirilmistir. Bu ¢alismada EROD aktivitesi 4., 8.
ve 12. saatlerde Onemli diizeyde azalmistir. GST aktivitesi 8. ve 12. saatlerde
yiikselmistir. Her iki enzimde de 16. saatte E,;’nin etkisinin azaldig ileri siirilmiistiir.
16. saatte HSI degeri kontrol grubundan énemli diizeyde yiiksek belirlenmistir.

Calismamizdaki E, uygulamast VTG indiiksiyonuna yonelik oldugu igin,
belirtilen ¢alismalardan daha diisiik miktarda (400 ng/L) E, kullanilmistir ve bu miktar
erkek baliklarda VTG indiiksiyonu i¢in yeterli olmustur (Sekil 4.4.). E, uygulamasi
sonrast EROD aktivitesinde gorece bir yiikselme, GST aktivitesinde gorece bir azalma

olmasina karsin, bu degisimler istatistiksel acidan 6énemli degildir. Yapilan ¢alismalar
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ile karsilastirildiginda ¢alismamizda EROD ve GST indiikksiyonu veya inhibisyonu
gerceklesmemistir. Buna gore, diisiik dozlarda ve kisa siireli E, uygulamast VTG
indiiksiyonuna yol agarken, biyotransformasyon enzimleri {izerinde etkili olmamuigtir.
AChE aktivitesi SIII grubunda, hem SI hem de SII grubuna gore yiiksek
bulunmustur (Sekil 5.10). Karakaya Baraj Golii ¢alismasinda da lireme doneminde
AChE aktivitesi yumurtlama doneminde oOnemli diizeyde yiiksek belirlenmistir.
Ozellikle KF degeri SI grubuna oranla SII ve SIII gruplarinda daha yiiksektir. Bu
yiikselme beslenmede kullanilan diyetle iligkili olabilir. Ancak SIII grubunda KF
degerinin SII grubuna oranla yiiksek olusu, E, indiiksiyonu ile iliskilendirilebilir. HSI
degerinin SI grubuna kiyasla, SII ve SIII uygulama grubunda birbirinden farkli seyirler

izlemesi E; uygulamasinin karaciger iizerinde yikici etkisini gdsterebilir.
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Sekil 5.10. Sultansuyu Baraj Goliinden alinan balik 6rneklerinde istatistiksel agidan
onemli olan bazi degerler. d: SI ve SII, e: SI ve SIII, f: SII ve SII gruplart arasindaki
farkin istatistiksel agidan 6nemli oldugunu gostermektedir (p<0.05)

Mart 2006’da her iki baraj golinden alinan balik Ornekleri (KI ve SI)
karsilastirilarak, Karakaya Baraj Golii ile karsilastirilabilecek bir kontrol bdlgesi
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saglanmaya calisilmistir. Sultansuyu Baraj Golii, Karakaya Barajina su saglayan
Sultansuyu Cay1 tizerinde kurulmus olmasina ve aradaki mesafenin azligina ragmen, her
iki bolge balik populasyonlarina ait biyobelirteglerin birbirinden farkli olmasi dikkat
cekicidir. HSI ve KF degerleri Mart 2006°doneminde Karakaya Barajinda en iist degere
ulagmigken, Sultansuyu Barajindan alinan balik 6rneklerinde (SI), hem Mart 2006 (KI)
hem de diger biitlin donemlere oranla Karakaya Baraj Go6li baliklarindan oldukca

dustiktiir (Sekil 5.11).

__ 80 70 A 2.5
£ i a
Z 70 1 I 2 60 T
z © - . 2 21 o
§=6ﬂ" T Z 2 50 -
= = o
g E501 Z E 40 £ 5 -
m;‘ﬂ)' ﬁ;so_ @)
2= 3 =2 1
DS T = 20
<320 = ok
E“J“ Elo-
0 . 0 0
KI SI KI SI KI SI
0,5 350 - a = 300 1
T E | S 3
- - - 4
041 Lo E S 250 [
Z 2 250 A £ | |
s o0 = 200 {
0,3 A a g T =
7 = £ 200 T = l
- Q= = 150 -
0,2 - T = 150 1 on
oo S < 100
5 =2 100 4 =
0,1 A EE 5 § 50
R =
0 0 0
KI SI KI SI KI S1

Sekil 5.11. Her iki barajdan alinan baliklar karsilastirildiginda istatistiksel agidan
onemli olan bazi degerler. a, gruplar arasindaki farkin istatistiksel ag¢idan Gnemli
oldugunu gostermektedir (p<0.05)

Her iki barajdan alinan ve belli bir siire laboratuvar kosullarin yasatilan baliklar
(KII ve SII) kiyaslandiginda GST, AChE ve plazma LDH aktivitelerinin alandaki (KI ve
SI’e gore) farkliligmi korudugu (Sekil 5.11 ve 5.12), KF ve HSI degerlerinin farkli
olmakla birlikte aralarindaki farkin istatistiksel agidan 6nemli olmadig1 goriilmektedir.
Bu degerler acisindan bakildiginda, laboratuvar kosullarinda balik 6rnekleri hala
alandaki degisimleri yansitmaktadir. Ancak transaminaz aktiviteleri alandan farkh
seyirler gostermektedir. Bu degisim laboratuvar kosullari, beslenme diyeti ve ortam

sicaklig ile iligkilendirilebilir.
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Sekil 5.12. Her iki barajdan alinan ve herhangi bir uygulama yapilmaksizin belli bir siire
laboratuvarda yasatilan baliklar karsilastirildiginda istatistiksel agidan 6nemli olan bazi
degerler. b, gruplar arasindaki farkin istatistiksel agidan Onemli oldugunu
gostermektedir (p<0.05)

Belirtilen biyobelirte¢ ve su fiziko-kimysal degerlerinden hareketle Karakaya
Baraj Goliinde kimyasal kirliligin belli bir diizeyde oldugu goriilmektedir. Kirliligin
hem kanalizasyon atiklar1 hem de endiistriyel atiklardan kaynaklanabilecegi, ancak
kirlenmede Onemli diizeyde tarimsal faaliyetlerin etkili oldugu diistiniilmektedir.
Bolgede bitki Ortiisiiniin zayif olusu ve erozyon etkisinin de fazla olmasi nedeniyle,
tarimda kullanilan kimyasal maddelerin (pestisitler, giibreler) kirlenmedeki roliiniin
daha 6nemli oldugu varsayilmaktadir.

Baraj goliinde Pb bakimindan ileri derecede bir kirliligin oldugu goriilmektedir.
Yine nitrit, TOK, Cu ve fosfat degerleri agisindan bazi istasyonlarda donemsel bir
kirliligin oldugu goriilmektedir. Ancak belirlenen degerlerin genelinde standart
degerlerden 6nemli diizeyde sapmalar goriilmemektedir. Bu agidan, kimyasal izleme
calismalarinin tek basina, olas1 kirliligin canlilar iizerindeki etkisini belirlemede yeterli
olamayacagi da gosterilmistir.

Hem biyobelirte¢ degerler hem de suyun fiziko-kimyasal parametreleri 6zellikle
Mart 2006°da kirliligin énemli bir diizeye ulastigin1 géstermektedir. Ancak takip eden
Nisan 2006’da belirtilen degerlerden bazilar1 tekrar diger donemlere benzer diizeylere

ulagmaktadir. Bu durumda baraj goliinde kirlilik diizeyinin mevsimsel olarak degistigi,
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kirliligin istasyonlara ve donemlere gore degiskenlik gosterdigi ileri siiriilebilir. Yine
belirtilen degerlere gore kirlilik bakimindan en problemli bolgenin Hasircilar istasyonu
oldugu soylenebilir.

Caligilan biyobelirtec degerler kiyaslandiginda ve bu degerler, su fiziko-kimyasal
parametreleri ile iliskilerine gore degerlendirildiginde, bazi parametrelerin bu tiir
biyoizleme g¢aligmalari igin daha uygun oldugu sonucuna varilabilir. Ozellikle EROD,
AChE, HSI, KF, VTG degerlerinin dénemsel degisimleri yansittigi ve istasyonlar
arasindaki farkin belirlenmesi agisindan daha hassas biyobelirtegler oldugu ileri
stiriilebilir. Diger biyobelirteg degerlerden plazma ve karaciger transaminaz ve LDH
aktiviteleri ve GST ve GR aktiviteleri 6zellikle bazi1 donemlerde kirlilikle ilgili 6nemli
ipuclar1 saglamaktadir. CaE aktivitesinin beyin ve karacigerde izledigi farkli seyir iki
dokuda enzimin farkli biyolojik silireclerde islev gordiigiini gostermektedir.
Biyotransformasyonda yer aldigi ve AChE inhibisyonuna engel oldugu ileri siiriilen
karaciger CaE ile ilgili 6l¢glimlerden, istasyonlar ve donemler arasindaki kirlilik farki ile
ilgili degerlendirmelerin yapilmasi zordur.

Baraj goliinde kirliligin bazi donemlerde balik populasyonlar1 ve ekosistem
tizerinde hayati sorunlara neden olabilecek diizeye ulagtigi goriilmektedir. Hem kirletici
kaynaklarin tespiti hem de donemsel kirlilige neden olan faktorlerin tespiti i¢in baraj
goliinilin kisa araliklarla biyolojik olarak izlenmesi, C. carpio disinda bagka balik tiirleri
ve diger organizmalar ile de benzer caligmalarin yapilmasi, bu ¢alisma bulgularini
destekleyici olabilecek ve baraj goliiniin kirlilik durumunun belirlenmesi ve alinacak

onlemler konusunda daha net bir 6ngorii saglayabilecektir.
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