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0z Akuatik ekosistemler {izerine metallerin toksik etkileri baliklarda enzim aktivitelerinin lgiilmesiyle degerlendirilebilmektedir. Bu galismada civanin (Hg)
Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758)'un solungag ve kas dokularinda asetilkolinestraz (AChE), glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutamik piruvat transaminaz
(GPT) aktivitelerine etkisi incelenmistir. Baliklar 7 ve 21 gunlik strelerle 0,1 ve 0,01 ppm Hg konsantrasyonlarinin etkisine maruz birakilmistir. Dokularin enzim
aktiviteleri ultraviyole spektrofotometrik yontem ile belirlenmistir. Civa etkisinde AChE aktivitesi kontrol grubuna gore solungag ve kas dokularinda genel olarak
azalirken GPx aktivitesi artmigtir. Kas GPT aktivitesi her iki stirede de kontrol grubuna gére artmistir. Solungacta GPT aktivitesi ise ilk 7 glinliik stirede artarken 21
gunliik stirede azalmigtir. Arastirma sonuglari dlistk ve yiksek civa konsantrayonlarinin Oreochromis niloticus'un solungag ve kas dokularinda AChE, GPx ve
GPT aktivitelerinin degismesine neden oldugunu géstermistir.

Anahtar kelimeler: Oreochromis niloticus, solungag, kas, civa, enzim

Abstract: The toxic effects of the metals on the aquatic ecosystems can be found by measuring enzyme activities of fish tissues. This study aimed to analyze the
results of mercury (Hg) exposure on the change of the asetylcolinestrase (AChE), glutation peroxidase (GPx) and glutamic piruvate transaminase (GPT) activities
in gills and muscles of Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758). The fish were exposed to 0.1 and 0.01 ppm Hg for periods of 7 and 21 days. The enzyme activities
in the tissues were determined by the use of ultraviolet spectroscopy. The AChE activity decreased while the GPx activity increased in both muscle and gills as a
result to exposure to Hg in experimental group when compared to the control group. The GPT activity in gills were found to increase in the first 7 days of exposure
and decreased after the exposure of 21 days. The data obtained revealed that AChE, GPx and GPT activities in the gill and muscle tissues of Oreochromis niloticus
were observed to change as a result of the exposures of both low and high mercury concentrations.

Keywords: Oreochromis niloticus, gill, muscle, mercury, enzyme

GIiRiS
Hizli sanayilesme sonucunda a§ir metal iceren endustriyel
atiklarin  akuatik ortamlara girmesi énemli  derecede

degerlendirme  protokollerinin ~ yani  sira  toksisite
biyodeneylerinde siklikla kullaniimaktadir. Hem omurgalilarin

artmaktadir. Akuatik ortama ulagsan agir metaller, baliklarda
strese neden olmakta ve buna bagli olarak hormon, enzim,
karbonhidrat ve protein metabolizmalarini etkileyerek fizyolojik
degisikliklere yol agmaktadir. Civa, metabolizmada herhangi bir
rolii olmayan metaldir ve akuatik ortamda en tehlikeli metal
saylimaktadir. Canlilar igin gok toksiktir ve dzellikle su canlilar
bunlarin disik konsantrasyonlarinin etkisinde uzun streli
kalmalari sonucu bu metalleri biriktirerek besin yoluyla
insanlara transfer etmektedir (Chen vd., 2006; Firat ve Sahin
inandi, 2016).

Ekotoksikolojik biyomarkirlar, kirleticilere karsl erken
olumsuz (uyarici) tepkileri yansittiklari igin gevre kalite ve risk
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hem de omurgasizlarin sinir sisteminde bulunan AChE (EC
3.1.1.7), nbrotransmitter  asetilkolinin  par¢alanmasindan
sorumlu gok énemli bir enzimdir (Souid vd., 2013). Metallerin
ChE'larin anyonik bolgelerine baglanmasi nedeniyle asetilkolin
enzimle uygun bir sekilde baglanamamakta ve
indirgenememektedir. ~ Dolayisiyla  organizmanin  sinir
sisteminde bozukluklara ve hastaliklara neden olmaktadir
(Costa vd., 2007; Alves vd., 2015). Agir metaller baliklarda ve
omurgasizlarda ChE (kolinesteraz) aktivitesini inhibe eden ve
spesifik olmayan antikolinesteraz ajanlari olarak kabul
edilmektedir. GPx (EC 1.11.1.9), temel antioksidant bir
enzimdir ve redikte glutatyonun (GSH) okside glutatyona
(GSSG) oksidasyonundan sorumludur; hidrojen peroksidi
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(H202) uzaklastirmaktadir ve lipid hidroperoksidlerini ilgili
alkollerine indirgemektedir (Sevcikoca vd., 2011). Alanin
transaminaz (ALT) olarak da adlandirilan GPT (EC 2.6.1.2),
stoplazmada bulunan énemli bir enzimdir ve amino asitlerle
keto asitlerin  birbirine  donlstimini  katalizlemektedir.
Proteinlerin ve karbonhidratlarin kullaniminda gdrev alan GPT
karaciger, solungag ve kas gibi dokularda kirleticilerin neden
oldugu doku hasarlarinin teghisinde cok sik kullaniimaktadir
(De La Torre vd., 1999).

Baliklar cevre kirliligine karsi ¢ok hassas olduklari igin su
kirliliginde indikator olarak kullanilmaktadir (Saravanan vd.,
2011). Solungaglar dig ortamla dogrudan temas halinde
olduklarindan dolayi kirleticiler tarafindan etkilenen ilk hedef
organlardir. Kas dokusu, besin olarak tliketiimesi sebebiyle
besin zincirindeki dnemi ve yiiksek AChE aktivitesinden dolayi
toksisite calismalarinda siklikla kullaniimaktadir. Toksikolojik
calismalar balik dokularinda biyokimyasal parametrelerinin
incelenmesiyle akuatik ortamlarda kirleticilerin  etkisinin
degerlendirilebilecegini gbstermektedir.

Afrika orijinli olan tropikal balik tiirlerinden O. niloticus,
gevre kosullarindaki ekstrem degisimler ve kirleticilere karsl
direncli olmasi, kolay Uretilmesi ve protein kaynagi olarak
yaygin bir sekilde kullanilmasindan dolayi arastirma materyali
olarak segilmistir.

Bu calismada civa etkisinde tatli su baligi O. niloticus'un
solungag ve kas dokusunda AChE, GPT ve GPx aktivitelerinin
Olglilmesiyle  biyokimyasal ~ degisikliklerin  belirlenmesi
amaclanmistir.

MATERYAL VE METOT

Arastirmada kullanilan Oreochromis niloticus'lar Gukurova
Universitesi  Su  Uriinleri  Fakiiltesi ballk  yetistirme
havuzlarindan alinarak laboratuvara getirilmis ve dinlendirilmis
gesme suyu bulunan akvaryumlar igerisinde iki ay stre ile
bekletilerek ortam kosullarina adaptasyonlari saglanmistir. Bu
stire igerisinde deneyde kullanilacak baliklar ortalama 12,3+6,9
cm boy ve 18,31£5,7 g agiriga ulasmistir.

Deneyler 25+1°C sicaklikta ydritilmas, akvaryumlar
merkezi havalandirma sistemi ile havalandiriimis ve glinde
sekiz saat aydinlatma periyodu uygulanmistir. Baliklar,
laboratuvar kosullarina adaptasyonlari slresince hazir balik
yemiyle (Pinar Balik Yemi, Ttirkiye) beslenmistir. Deney ortam
suyunun kimyasal 6zellikleri; toplam sertlik 351,65+8,92 mg/L
CaCOs, pH 8,28+0,92, ¢oziinmis oksijen 7,56+0,25 mgiL,
akvaryum 1sis1 22,02+0,75°C olarak 6lgtlmistdr.

Baliklar 7 ve 21 gunliik strelerle civanin (HgClz, Merck)
0,01 ve 0,1 ppm derigimlerinin etkisine birakilmistir. Her birinin
icerisinde 12 adet balik bulunan 120 litrelik 3 cam akvaryum
kullanilmigtir.  Birinci akvaryuma kontrol grubu olarak
dinlendirilmis ¢esme suyu; ikinci akvaryuma 0,01 ppm civa;
Uclncl akvaryuma ise 0,1 ppm civa ¢ozeltisi konmustur.
Deneyler d¢ tekrarli yapiimistir. Deneme slresi sonunda
baliklarin solungag ve kas dokulari disekte edilerek enzimlerde
aktivite kaybi olmamasi igin izotonik %0,59'luk soguk NaCl

cozeltisi ile yikanmistir. Dokular, analizleri yapilana kadar -
80°C 'de saklanmistir.

Enzim aktiviteleri ve protein miktarlarinin belirlenmesi igin
dokular izerine agirliklarinin 1/10’u oraninda homojenizasyon
tamponu eklenerek (250 mM sukroz, 20 mM Trizma-Baz, 1mM
EDTA, pH: 7,8) 9500 rpm'de 1,5 dk stireyle buz (stinde
homojenize edilmistir. Homojenatlar 10.000 g'de +4°C’de 20 dk
santriftj edilmis ve elde edilen stpernatantlarda AChE (Ellman
vd., 1961), GPx (Beutler, 1984) GPT (Reitman ve Frankel,
1957) aktiviteleri ve protein miktari (Lowry vd., 1951)
spektrofotometrik (Varian Cary 50 UV-Vis Spectrophotometer)
olarak olgtilmstdr.

Analizlerden elde edilen verilerin istatistik analizi (Aritmetik
Ortalama + Standart Hata), IBM SPSS Statistics 20.0 paket
programinda yapilmistir. Konsantrasyonlara bagli olarak deney
gruplari arasindaki istatistiksel ayrimlar Tek Yonli Varyans
Analizi takiben coklu karsilagtirma testlerinden Student —
Newman Keul's (SNK) Testi ve slreye bagli olarak deney
gruplar arasindaki istatistiksel ayrimlar ise Student-t testi
kullanilarak belirlenmistir (Sokal ve Rholf, 1969).

BULGULAR

Civa derisimlerinin etkisine 7 ve 21 glin stireyle birakilan O.
niloticus'un solungag ve kas dokularindaki AChE, GPx ve GPT
aktivitelerindeki degisiklikler Tablo 1 ve 2'de verilmistir.

Solungag AChE aktivitesi, 21 giinliik etki siresinde kontrol
grubuna gore 0,01 ve 0,1 ppm civa derisimlerinde %69 ve %93
azalma gostermistir. Etki suresinin uzamasina bagl olarak,
AChE aktivitesi yuksek civa derigsiminde %88 oraninda inhibe
olmustur. Ayrica ilk etkilesim siresinde (7. glin) solungag AChE
aktivitesi 0,01 ppm civa etkisinde (0,039+0,015 U/mg protein),
kontrole (0,082+0,008 U/mg protein) gére azalmis ancak Tablo
1'de de gorilecedi gibi bu azalma istatistik olarak Gnemli
olmamigtir  (P>0,05). Kas AChE aktivitesi kontrole
(0,1981+0,020 U/mg protein) gére 0,01 ppm Hg (0,1001+0,013
U/mg protein) etkisinde 7 glnlik sirede 6nemli azalma
gosterirken 0,1 ppm Hg etkisinde (0.1411+0,016 U/mg protein)
istatistik olarak degisiklik gdstermemistir (P>0,05). Diisiik ve
yiksek civa derisimlerinin etkisinde, kas AChE aktivitesi 7
gunlik sirede kontrole gére yaklasik olarak sirasiyla %49 ve
%29 oraninda inhibisyon gostermistir (Tablo 2).

Solunga¢ GPx aktivitesi 0,1 ppm civa etkisinde kontrol
grubuna gére 7 ginlik sire sonunda yaklasik olarak 5 katlik,
21 gunliik stire sonunda 9 katlik artis gdstermistir. Her iki ortam
derisiminde de siireye bagli olarak (0.01 ppm Hg: 7. giin
0,918+0,35 U/mg protein; 21. gin 3,291+1,129 U/mg protein,
0.1 ppm Hg: 7. gin 3,723£0,86 U/mg protein; 21. gin
4,899+1,202) 6nemli fark g6zlenmemistir (P>0,05). Tablo 1'de
goruldigu gibi civanin 0,01 ppm etkisinde 7. ginde
(0,918+0,35 U/mg protein) kontrole (0,681+0,171 U/mg
protein) gére dnemli degisiklik olmamistir (P>0,05). Kas GPx
aktivitesi (0,01 ppm Hg: 7. gin 0,1720+0,12; 21. gin
0,2487+0,036 U/mg protein, 0,1 ppm Hg: 7. glin 0,2543+0,031
U/mg protein; 21. gin 0,3583+0,119 U/mg protein) streler
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arasinda herhangi bir degisiklik gdstermemistir (P>0,05).
Disuk civa etkisinde kas GPx aktivitesinde, 7 ve 21 gunliik
sureler sonunda kontrole gére herhangi bir degisiklik olmazken
yliksek civa derisiminde %78 ve %96 oraninda artis olmustur
(Tablo 2).

Tablo 1. Civanin (ppm) etkisine 7 ve 21 glnliik siirelerle birakilan O.
niloticus'un solungag dokusunda enzim aktiviteleri (U/mg protein)
Table 1. Enzyme activities in the gill tissue of O. niloticus exposed to
mercury (ppm) for 7 and 21 days (U/mg protein)

Siire
AChE (U/mg 7, Gln 21, Glin
protein)
Kontrol 0,082+0,008 ax 0,0913+0,015 ay
0,01 Hg 0,039+0,015 ax 0,0280+0,007 bx
0,1 Hg 0,051£0,019 ax 0,0058+0,001 cy
GPx (U/mg
protein)
Kontrol 0,681+0,171 ax 0,510+0,181 ax
0,01 Hg 0,918+0,35 ax 3,291+1,129 abx
0,1 Hg 3,723+0,86 bx 4,899+1,202 bx
GPT (U/mg
protein)
Kontrol 3,591+1,058 ax 5,224+1,299 ax
0,01 Hg 5,433+1,330 abx 4,141£0,585 ax
0,1 Hg 8,698+0,430 bx 0,832+0,409 by

a, b, ¢ harfleri konsantrasyonlar; x, y harfleri ise sureler arasi ayrimi belirlemek
amaci ile kullaniimigtir. Farkli harflerle gdsterilen veriler arasinda P<0,05
diizeyinde istatistik ayrim vardir. (Aritmetik Ortalama + Standart Hata). Letters
a, b and c indicate differences between concentrations and letters x and y
indicate statistical differences between time for the same group. There is
statistical difference between the data shown with different letters at level
P<0,05. (MeanzStandard Error)

Tablo 2. Civanin (ppm) etkisine 7 ve 21 glinliik sirelerle birakilan O.
niloticus'un  kas dokusunda enzim aktiviteleri (U/mg protein)
Table 2. Enzyme activities in the muscle tissue of O. niloticus exposed
to mercury (ppm) for 7 and 21 days (U/mg protein)

Siire
AChE (U/mg 7. Gln 21. Gilin
protein)
Kontrol 0,1981£0,020 ax 0,1606+0,017 ax
0,01 Hg 0,100140,013 bx 0,1810+0,005 ay
0,1 Hg 0,1411+£0,016 ax 0,1743+0,014 ax
GPx (U/mg
protein)
Kontrol 0,1430+0,09 ax 0,1827+0,018 ax
0,01 Hg 0,1720+0,12 ax 0,2487+0,036 ax
0,1Hg 0,2543£0,031 bx 0,3583£0,119 bx
GPT (U/mg
protein)
Kontrol 1,874+0,368 ax 2,0280£0,395 ax
0,01 Hg 2,31740,107 ax 3,424+0,505 abx
0,1 Hg 3,65+0,929 ax 5,699+1,227 bx

Solunga¢ GPT aktivitesi, dlslik ve ylksek civa
derisimlerinde ilk etkilesim siiresi sonunda kontrole gore 1,5 ve
2 katlik artis gostermistir. YUksek civa etkisinde GPT aktivitesi,
kontrole gdre 7 ginlik stre sonunda artarken 21 ginlik sire
sonunda azalmigtir ve etki siresinin uzamasina bagl olarak 10

katlik azalma kaydedilmigtir. Kontrole gére 21 ginluk etki siresi
sonunda, distk civa etkisinde dnemli degisiklik olmazken
yiiksek civa etkisinde 6 katlik azalma olmustur (Tablo 1). Kas
GPT aktivitesi, 7 giinliik siire sonunda civa derigimlerinin (0,01
ppm Hg: 2,317+0,107 U/mg protein; 0,1 ppm Hg: 3,650,929
U/mg protein) etkisinde kontrole (1,874+0,368 U/mg protein)
gore istatistik olarak onemli degisiklik gostermemistir (P>0,05).
Disuk ve yiksek civa derigsimlerinin etkisinde kontrol grubuna
gore kas GPT aktivitesi, 21 glnliik etki stresi sonunda yaklasik
olarak 1,7 ve 2,8 kat artmigtir (Tablo 2).

TARTISMA VE SONUG

Dokulardaki ezim aktivite degisikliklerinin belirlenmesi,
baliklarin fizyolojik durumlarinin izlenmesinde ve hastaliklarin
tanisinda onemlidir. Bu galismada civanin O. niloticus’un
solungag ve kas dokularinda AChE, GPx ve GPT aktivitelerini
ortam derigsimine ve etkisi stresine bagli olarak degistirdigi
belirlenmistir. Bir elementin toksisitesi kimyasal yapisina,
konsantrasyonuna, etki slresine, ortamdaki fizikokimyasal
faktorlere, dokularin islevsel ve fizyolojik durumuna bagl olarak
degisebilmektedir (Karthikeyan vd., 2007).

Kirleticiler icin oldukga hassas bir enzim olan AChE
aktivitesinin dlgliimesi bazi ekotoksikolojik ¢alismalarda siklikla
kullanilmaktadir ve dusik AChE aktivitesi ndrotoksisitenin
biyomarkiri olarak degerlendirilmektedir (Badiou ve Belzunces,
2008). Bu calismada civanin, solungag¢ AChE aktivitesini ortam
derisimine ve etki slresine bagli olarak azalttigi belirlenmistir.
Kas AChE aktivitesi, civa etkisinde ilk etkilesim suresi sonunda
azalirken 21 glnlik etki stiresi sonunda degismemistir.
Sonuglar baliklarin toksikantlara maruz kalmasiyla AChE
fonksiyonunun degistigini géstermektedir. Enzim aktivitesindeki
azaliglar enzim yapisindaki sulfidril gruplarina metallerin
baglanmasi  ve  dokudaki  yapisal  farkliliklardan
kaynaklanabilmektedir. Metilciva etkisinin dederlendirildigi bir
calismada Hoplias malabaricus'un (kaplan baligi) kas
dokusunda ChE aktivitesinin kontrol grubuna gore azaldigi
bildirilmistir (Costa vd., 2007). Karides (Penaeus monodon)
larvalari ile yapilan bir calismada AChE aktivitesinin duiglk civa
derisiminde arttigi, yiksek civa derisiminde ise azaldigi rapor
edilmistir (Harayashiki vd., 2016). Vieria vd.  (2009),
Pomatoschistus microps (kliglk kaya baligi) ile yaptiklari bir
calismada civa ve bakir etkisinde dokularda AChE
inhibisyonunun ~ oldugunu  ve  toksikantlarin  AChE
inhibisyonuyla ndrotoksik etkilere sebep oldugunu, bdylece
balik nérolojik ve néromuskular fonksiyonunun bozulabildigini
bildirmislerdir. Metilciva etkisinin Oryzias latipes (medeka)
baliginin beyin, karaciger, solungag ve kas dokularinda AChE
inhibisyonuna neden oldugu belirtilmistir (Liao vd., 2006).

Serbest radikal temizleyicisi olan GPx organizmayi olasi
ndropatolojik kosullar ve hiicre hasarina kargi korumaktadir
(Hussain vd., 1999). Yiksek GPx aktivitesi, peroksit
toksisitesine karsi savunma mekanizmasini artirmaktadir
(Hasspieler vd., 1994). Bu calismada civa etkisinde GPx
aktivitesi solungag ve kas dokularinda artmis ve bu artis 21
gunlik etki siresinde 7 glne gére daha fazla olmustur. GPx
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aktivitesindeki artisin H202 ve serbest radikallerin olumsuz
etkilerinden organizmay! korumak amaciyla oksidatif strese
karsi bir yanit olabilecegi disiiniimektedir. Civa etkisine
birakilan tatli su baliklarindan Brycon amazonicus ile yapilan
bir calismada GPx aktivitesinin karacigerde degismedigi
solungag, kas ve kalpte artis gosterdigi bildirilmistir (Monteiro
vd., 2010). Zheng vd. (2016) civa derigiminin Pseudosciaena
crocea baliginin  karacijer GPx aktivitesinde  etki
gostermedigini belirtmislerdir. Berntssen vd. (2003)'nin Salmo
salar (somon bali§i) ile yaptigi bir calismada GPx aktivitesi,
metil-civa etkisinde beyinde azalirken karaciger ve bdbrekte
artmis; inorganik civa etkisinde ise karacigerde artmis, beyinde
azalmis ve bobrekte degismemistir. Diplodus cervinus baliginin
beyin, karaciger ve bobrek dokularinda GPx aktivitesi izerine
civanin etkisinin olmadig bildirilmistir (Branco vd., 2012).

O. niloticus ile yapilan bu calismada civa etkisinde GPT
aktivitesi kasta artmis, solungagta ise 7 glnlik etki sonunda
artarken 21 glnlik etki sonunda azalmistir. Bu azalmanin,
biylk bir olasilikla civanin enzimin cesitli fonksiyonel
gruplarina baglanarak enzim yapisini degistirmesi nedeniyle
olabilecegi dustinlimektedir. Civanin etkisine birakilan yayin
baliklarindan Clarias batrachus ile yapilan bir galismada bobrek
GPT aktivitesi ve protein miktarinin azaldigini, civanin bu tir
icin etkili toksikant oldugunu ve bdbrek fizyolojisini degistirdigini
ileri stirmUglerdir (Tiwari vd., 2014). Kadmiyum ile yapilan diger
calismalarda karaciger GPT aktivitesinin C. carpio'da (De La
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