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Abstract: Aquatic organisms are exposed to significant amounts of heavy metals and pesticides due to many anthropogenic activities, particularly industrial and
agricultural. Heavy metal and pesticide accumulation may cause an increase in Reactive Oxygen Species (ROS) leading to oxidative stress in fish. These
environmental toxicants can promote oxidative damage by directly increasing the cellular concentration of ROS and by reducing the cellular antioxidant capacity.
This paper reviews the studies on effects of heavy metals and pesticides exposure on the oxidative stress biomarkers and antioxidant defenses of fish.
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Ozet Sucul organizmalar endiistriyel ve tarimsal basta olmak {izere birgok antropojenik aktivite nedeniyle énemli miktarlarda agjir metal ve pestisitlere maruz

kalirlar. Agir metal ve pestisitlerin baliklarda birikmesi oksidatif strese nedeni olan reaktif oksijen tlrlerinin (ROT) artmasina sebep olur. Bu tip gevresel
kirleticiler, reaktif oksijen tirlerin hiicrelerde direkt olarak artmasina neden olur ve antioksidan kapasiteyi azaltirlar. Bu derleme galismasinin amaci a§ir metal ve

pestisitlere maruz kalan baliklarda oksidatif stres belirtegleri ve antioksidan savunma mekanizmalarini irdelemektir.

Anahtar kelimeler: Oksidatif stres, agir metal, pestisit, balik

GIRIS

Biyolojik sistemlerde hastalik ve yaslanmaya sebep olan
serbest radikallerin varligi ve bunlarin zararli etkilerinin bazi
spesifik antioksidan sistemler ile kontrol edilebilir oldugu elli
yil agkin bir stiredir bilinmektedir (Harman, 1956). Oksijen pek
cok canli icin oldugu gibi baliklar icin de yasamsal bir
elementtir. Oksijen, organizmalar igin yasamsal éneme sahip
olmakla birlikte ayni zamanda ¢ok tehlikeli toksik formlar olan
serbest radikallere de donlsebilmektedir. Serbest radikaller,
dis halkalarinda bir ya da daha fazla eslesmemis elektron
bulunan, kisa 6mirli reaktif atom, iyon veya molekiillerdir.
Serbest radikallerin blyik hiicresel hasar, mutasyon, kanser
ve biyolojik yaslanmadan sorumlu oldugu bilinmektedir
(Bliylikguizel, 2013). Baliklarda serbest radikallerin olusumu,
agir metaller, pestisitler ve c¢evre kirliligi gibi nedenlerle
baglamakta ve artmaktadir (Gokpinar vd., 2006). Tim
organizmalar, serbest radikallerin hiicrelerde sebep oldugu
hasarlari 6nlemek amaciyla, serbest radikal seviyelerini
kontrol altinda tutmaya calisirlar (Kelestemur Tuna, 2012;
Valavanidis vd., 2006).
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Su kitleleri 6zellikle son yillarda artan oranda tarimsal ve
endustriyel kimyasallar icermektedir. Bu kimyasallarin sucul
canllar tarafindan bunyelerine alinmasi, su, sediment, suda
asi  partikil madde ve besin yoluyla olmaktadir.
Organizmalarca metabolizmaya alinan gevresel Kkirletici
kimyasallar, serbest radikaller ile miicadelede rol oynayan
metabolik stregleri alt dst edebililer. Bu nedenle sucul
organizmalar, doku ve hiicresel hasarin belilenmesi, hastalik,
yaslanma gibi fizyolojik etkilere sebep olan serbest
radikallerden korunma siirecinde model organizma olarak pek
¢ok arastirmada kullanilimaktadir. Bu derlemede gevresel
faktorler tarafindan, sucul canlilarda oksidatif stresi indiikledigi
iyi bilinen bazi mekanizmalari (6rnegin; baliklarda reaktif
oksijen tirlerin (ROT) olusum ve yok edilme mekanizmalarini,
oksidatif stres yolaklarini) irdelemek amaciyla bir araya
getirilmigtir.

Reaktif Oksijen Turleri ve Oksidatif Stres: Biyolojik
sistemlerde serbest radikallerin metabolizmasi son yarim
ylzyillda en ¢ok arastirilan konular arasinda yer almaktadir.
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Serbest radikaller, eslesmemis elektron iceren atom, molekil
ve iyonlardir (Halliwell ve Gutteridge, 1989). Bu eslesmemis
elektronlar, genellikle kimyasal reaksiyonlarda gérev alan
yiksek oranda reaktif radikallerdir. Codu zaman singlet
oksiien (102) gibi molekiller, slperoksit anyon (02.-),
hidrojen peroksit (H202), hidroksil radikali (.OH) ve bunlarin
tlrevleri gibi bazi reaktif oksijen tirleri (ROT) ile karigtirilir.
Ornegin; 102 yapisinda eslesmemis oksijen icermedigi igin
serbest radikal degildir. Bununla birlikte donme yonlerinin
farklilgindan dolayr oksijenin yliksek reaktif formudur ve
oksijenden daha hizli bir biyolojik molekildiir. H202 radikal
olmamasina ragmen, oksijenden daha yiiksek aktiviteye sahip
oldugu igin reaktif tiirdir. Cesiti ROT tirleri arasindaki
doniisim ve iliskiler Sekil 1'de verilmistir. ROT, molekiiler
oksijenin (02) kismi indirgenmesi sonucu olusan riinlerdir.
Genellikle 02, su (H20) olusumuyla sonuglanan mitokondriyal
elektron tasima zinciri tarafindan dort elektron (4-e)
mekanizmasi ile indirgenir. Ancak tek bir elektronun molekiler
oksijene sirali eklenmesi sonucu superoksit anyonu olugur.
Ayrica, hidrojen peroksite ve son olarak da hidroksil radikaline
ve hidroksil anyonuna (OH-) indirgenir. Zincir, hidroksil
radikaline elektron ve proton eklenmesi sonucu su olusumuyla
tamamlanir.
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Sekil 1. Organizmalardaki oksijen metabolizmasi ve reaktif oksijen turleri
arasindaki dénustim.

Figure 1. Routes of oxygen metabolism and reactive oxygen species in
organisms.

Yukarida belirtildigi gibi, reaktif oksijen turleri gesitli tipteki
antioksidanlarla detoksifiye edilebilir ya da hiicre veya hiicre
disi komponentlerle etkilesebilir. ROT metabolizmasi yiksek
oranda zarar verme kapasitesi ve biyolojik aktivitesi nedeniyle
hicre kontroll altindadir ve hicre ici konsantrasyonlari
genellikle 10-8 molari gegmez (Foyer ve Noctor, 2009). Bazi
durumlarda ROT konsantrasyonlari degisebilir; ¢linkii ROT
strekli ~ dretilir ve  harcanir.  Kararli  durum  ROT
konsantrasyonlarinda genellikle Gretilen ROT  miktar,
harcanan ROT miktarina esittir. Buna ragmen bazi nedenlerle
ROT konsantrasyonu oksidatif ya da indirgeyici stres adi
verilen redoks durumunun degismesine boylece hiicre, doku
ve organlarin hasar gdrmesine yol agabilir. Oksidatif stresin

kararll durumu, ROT konsantrasyonunun degistigi ya da

kroniklestigi, hicresel metabolizmay! zedeleyip hiicre
bilesenlerine zarar verdigi bilinen bir durumdur. Indirgenmis
stres de benzer sekilde tanimlanabilir ancak tek farki, kararli
durum ROT konsantrasyonunun diismesidir. Oksidatif stres
gelisimi, hicresel ROT kaynaklari ve antioksidan sistemler
asagidaki boélimde aciklanmistir (Sekil 2). Normal kosullar
altinda, ROT'un dretimi ve ortadan kaldirlmasi arasindaki
denge ROT seviyesinin stabilize ediimesiyle saglanir. Olusan
oksidatif hasar, kararli durum ROT seviyesini artirir ve eger
antioksidan potansiyeli yeterli ise, ROT diizeyindeki gegici
artis “akut oksidatif stres” olarak isimlendirilir. Antioksidan
sisteminin verimliligi dengede olmadigi zaman hizli bir sekilde
ROT {retilir ve sistemde “kronik oksidatif stres” olusur.
Curcuminin, Gokkusagi alabaligrnda (Oncorhynchus mykiss)
bazi antioksidan parametrelere etkisinin incelendigi bir
calismada, karaciger, bobrek ve dalak dokularinda
malondialdehit (MDA) ve rediikte glutatyon (GSH) ile glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediktaz (GR) ve glutatyon S-
transferaz (GST) enzim aktiviteleri incelenmistir. Calismada,
21 gun slreyle curcuminin farkli dozlari (10, 20, 40 mg/kg)
uygulanan baliklarda MDA seviyesinin dlstigi, GSH-Px, GR
ve GST aktiviteleri ile GSH diizeylerinin ise arttigi rapor
edilmistir (Mise Yonar vd., 2014).
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$Sekil 2. Canli organizmalarda reaktif oksijen tiirii seviyesinin dinamik yapisi
(Lushchak, 2011’den).

Figure 2. The dynamics of level of reactive oxygen species in living
organisms (from Lushchak, 2011).

Baliklarda Reaktif Oksijen Tiirlerinin Uretilmesi: ilging bir
sekilde hem hayvanlarda hem de insanlardaki antioksidan
savunma sistemleri birbirine ¢ok benzemektedir. Biyolojik
sistemlerde ROT Uretiminin pek gok mekanizmasi vardir ve
genellikle oksijen metabolizmasinin yan drtnleri olarak Gretilir.
Organizmalar tarafindan tiiketilen oksijenin %90'indan fazlasi
enerji tretimiyle ilgili elektron transportunun 4-e mekanizmasi
ile kullaniir (Papa ve Skulachev, 1997). Okaryotlarda
mitokondriyal sistem bulunurken, prokaryotlarda elektron
tasima zincirleri plazma membraninda bulunur. Koenzim Q ve
kompleks I, elektronlarin molekiler oksijen ile etkileserek
stiper oksit anyonunun olusturdugu mitokondriyal elekiron
transport zincirinin en 6nemli bilesenleridir (Demin vd., 1998).
Endoplazmik retikulumdaki (ER) elektron transport zinciri ikinci
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en onemli ROT kaynagidir (Malhotra ve Kaufman, 2007).
Hilcresel ve yabanci kimyasallarin katabolizmasi sitokrom
P450 ile redoks asamalarini igerir ve ER'deki ROT
uretiminden sorumludur. Belirli miktardaki ROT, sitozol ve
peroksizomlarda gesitli oksidazlar tarafindan retilir. Omegin,
triptofandioksijenaz (Li vd., 2007), ksantinoksidaz (Shmarakov
ve Marchenko, 2008; Kelley vd., 2010), ve sitokrom P450
rediktaz (Cederbaum, 1989) gibi enzimler esas olarak siiper
oksit anyonunu (retirken bunlar gibi aminoasit ve
glukozoksidazlar esas olarak hidrojen peroksit Uretir
(Bonnefont-Rousselot, 2002).

Belirli hlcresel bilegenlerin ve ksenobiyotiklerin (acik
havada oksijen velveya UV radyasyon varliginda peroksitler
olusturarak olusan oksidasyon) otooksidasyonu Onemli
miktarda ROT dretiminden sorumlu olabilir. Organizmalarda
dogal olarak olusan katekolaminler ve bazi diger bilesikler
spesifik fizyolojik durumlar altinda &énemli ROT (reticileri
olarak rol oynayabilirler ve hatta hastalik ve yaslanmaya yol
acabilirler (McAnulty vd.,2003). ROTun ana grubunu
olusturan kirleticiler Oncelikle agir metaller, aromatik
hidrokarbonlar, pestisitler, poliklorlubifeniller, dioksinler ve
benzer formilasyonlu gevresel kirleticilerdir (Lushchak, 2008;
Alak vd., 2013). ROT Uretimine yol agan mekanizmalar ¢ok
cesitli olabilir ancak reaktif tirlin Uretimiyle birbirini
tamamlamaktadir (Valko vd.,2007). Oksidatif stres gelisiminin,
énemli herhangi bir stres bileseni oldugunu belirtmek gerekir.
Pek ¢ok sucul organizma belirli reaktif tiirlerin kontrolli bir
sekilde dretimi icin Ozel tasarlanmis sistemlere sahiptir.
Omnegin, siyaniir duyarsiz oksidatif patilama ilk kez I6kositlerde
tanimlanmis  (Dri vd.,1979), benzer islemler, daha sonra
hayvanlarin pek ¢ok hiicre tipinde ve bitkilerde de
bulunmustur (Asai vd., 2008; Foyer ve Noctor, 2009). ROT
Uretiminin  dlizenlenmis molekdler mekanizmalari, NADPH
oksidaz tarafindan NADPH'In enzimatik oksidasyonuna
baghdir. Bu sistem mikroorganizmalari hedef alarak hiicresel
ROT seviyesini kontrol eder. Bir diger reaktif tirlerin
uretimindeki 6zel sistem ise, nitrik oksit sentaz tarafindan nitrik
oksit (NO) dretilmesi yoluyla gerceklesir (Agnisola, 2005).
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$Sekil 3. Endojen kaynaklarin reaktif oksijen tirlerinin tiretimine etkisi.
Figure 3.Effects of endogenous resources on production of reactive oxygen
species.

Hicresel fraksiyonlar kullanilarak yapilan galismalar hem

endojen kaynaklarin hem de gevresel kirleticilerin tegvikiyle
artan ROT diretimine 1sik tutar. Ornegin, endojen kaynakli
NADPH-bagimli ROT retim siireci Morina bali§i (Gadus
morhua) karaciger, hava kesesi, solungag ve kas dokularinda
incelenmistir (Lemaire vd., 1994). Kirleticilerin redoks déngusu
Uzerine etkilerinin arastinldigi in vitro calismalar; O2'nin
aliminda (Garcia Martinez vd., 1995), O2.- (retiminde
(Lemaire  ve Livingston, 1997), 02.-nin H202ye
dénisiiminde (Sjolin ve Livingston, 1997), H202'den OH-
uretiminde (Kitamura ve Tatsumi, 1997) sitokrom P450
rediktazin katalitik roliyle NADPH-bagimli katalizi Uzerine
yogunlagmistir. Cevresel kirleticilerden olan herbisitlerin bazi
balik tirlerinin doku ve organlarinda ROT Uretimini artirarak
oksidatif stres gelistirme potansiyeli bazi  yonleriyle
arastinimigtir. Ornegin; yaygin kullanilan bir herbisit olan
Diquat, sazan (Cyprinus carpio) karaciger hiicrelerinde
(Wright vd., 2000) ve gbkkusagd alabaligi O. mykiss solungag
dokularinda (Hook vd., 2006) ROT uretimini uyarmistir. Japon
baligi (Carassius auratus) karaciger ve bdbreklerinde suda
bulunan  demirin serbest radikal surecine etkilerinin
arastinldigi galismada, protein karbonil gruplari, proteinlerin
oksidatif modifikasyon belirte¢ seviyeleri artmig, fakat lipit
peroksitlerin  konsantrasyonu azalmistir (Bagnyukova vd.,
2006). Hibrid Amazon baligina (Pseudoplatystoma sp.)
glikofosat herbisitinin  farkli dozlarinin 96 saat siireyle
uygulandigi bir akut calismada baliklarin oksidatif stres
parametreleri ve antioksidan savunma mekanizmalari
degderlendirilmistir. Aragtirmacilar, baliklarin karaciger ve beyin
dokularinda antioksidan aktivitenin arttigini, karaciger ve kas
dokularinda TBARS seviyelerinin yiikseldigini rapor etmislerdir
(Sinhorin vd., 2014). Potasyum dikromat maruziyeti Avrupa
yilan baligi (Anguilla anguilla) solungag ve bdbrek dokularinda
oksidatif stresi olduk¢a artirmigtir (Ahmad vd., 2006). Bir
insektisit grubu olan klorlu hidrokarbonlar, sazan'da deri timor
hiicrelerinde (Ruiz-Leal ve George, 2004) ve kaplan balig
(Hoplias malabaricus) hepatositlerinde (Filipak Neto vd., 2008)
oksidatif stresi arttirmiglardir. Dioktil adipatin (DOA) ¢ipura
(Sparus aurata) karaciger ve solunga¢ dokulari (izerine
etkilerinin arastirildi§i bir makalede, bir dizi hepatoselliler
degisim beraberinde her iki dokuda da kimyasalin artan
konsantrasyonuna bagli olarak ¢oklu histolojik degisimler
rapor edilmistir (Ureten ve isisag Ugiinci, 2013). Halometan
uygulanan Goodea gracilis tirii baliklarda doza bagl olarak
ROT Uretiminin arttigi ve oksidatif stres olustugu gézlenmistir
(Dzul-Caamal vd., 2013). Zebra bali§i beyin dokusunda dislk
dozda arsenik trioksitin ROT uretimini artirarak oksidatif strese
neden oldugu bildirilmistir (Sarkar vd., 2014).

Reaktif Oksijen Tiirlerinin Yok Edilmesi ve Antioksidanlar:
Sucul organizmalardaki antioksidan sistemler hem dustk hem
de yiksek molekiler agirlikh  antioksidanlar igerirler
(Livingstone, 2001). Distk molekdl agirlikli antioksidanlar,
glutatyon, askorbik asit (C vitamini) gibi suda ¢bdzlnen ve
karotenoid ( B-karotendahil), retinol (A vitamini), ve a-tokoferol
(E vitamini) gibi yagda ¢ozlinen bilesiklerde tanimlanmistir.
Bunlar genellikle serbest radikalleri ortamdan uzaklastirmada
gérev alirlar. Ornegin; bu bilesikler GSH, GSH-Px ya da GST
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gibi antioksidan ve detoksifikasyon enzimlerinin kofaktdrd
olarak rol oynar. Belirli bir grup olan antioksidan enzimler;
stiperoksit dismutaz (SOD), katalazlar (CAT), Se-bagimii
glutatyon peroksidazlar (Se-GPx), DT-diaforaz gibi enzimleri
icerir ve glutatyon redilktaz (GR), glukoz-6-fosfat dehidrojenaz
(G6PDH) gibi gerekli kofaktorleri sadlar. Metalotiyoneinler ve
ferritin gibi spesifik olmayan yiksek molekiler agirlikii
antioksidanlar, metal iyonlarina (dzellikle demir ve bakir)
baglanarak ROT kaynakli hasari &nleyen proteinlerdir.
Antioksidanlarin  kararll  durum seviyeleri, alim/sentez,
ulastirma, metabolizasyon, etkisiz hale gelme ve atilim
arasindaki denge ile saglanir. En ¢ok Uretilen tokoferol ve
karotenoidler gibi bazi antioksidanlar ise beslenme yoluyla
sucul organizmalar tarafindan alinir. llging bir sekilde,
antioksidan (retimi genellikie organizmalarin ihtiyaglarina
karsilik gelir ve aktif diizenlemeye tabi tutulur (Kelley vd.,
2010). Reaktif oksijen turlerinin ortadan kaldiriimasi ve
Uretilmesi arasindaki denge ile potansiyel biyolojik etki ve
organizma fonksiyonundaki degisiklikler Sekil 3'de verilmistir.
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Sekil 4. Reaktif oksijen tirlerinin olusum ve eliminasyon dengesi ile
potansiyel biyolojik etkileri (Lushchak, 2011’den).

Figure 4. Balance between production and elimination of reactive oxygen
species and their potential biological effects (from Lushchak, 2011).

Cevresel kirleticilerin baliklarda oksidatif stres olugturma
yollarindan biri antioksidan enzimleri inhibe etme seklindedir.
SOD ve CAT gibi antioksidan enzimleri inhibe eden herbisitler
cesitli bilesik gruplarindan olusur. Hai vd. (1997) dietil ditiyo
karbamatin (DDC) sazan dokularinda pro/antioksidan sistemi
modifiye etmesine ragmen, ayni zamanda kendi yapisinda
tiyol gruplarinin varli§i nedeniyle antioksidan olarak gorev

KAYNAKLAR

Agnisola, C., 2005. Role of nitric oxide in the control of coronary resistance in
teleosts. Comp. Biochem. Physiol. A. Mol. Integr. Physiol., 142: 178-
187. doi:10.1016/j.cbpb.2005.05.051

Ahmad, I, Maria, V.L., Oliveira, M., Pacheco, M., Santos, M.A., 2006.
Oxidative stress and genotoxic effects in gill and kidney of Anguilla
anguilla L. exposed to chromium with or without pre-exposure to-
naphthoflavone. Mutat. Res., 608: 16-28.
doi: 10.1016/j.mrgentox.2006.04.020

yaptigini belirlemiglerdir (Hai vd., 1997). Bir fungusit olan
Prokloraz 6zellikle sitokrom P450 enzim aktivitelerini
etkileyerek sucul organizmalar Uzerinde olumsuz etkiler
meydana getirebilir. Ayni madde (¢ dikenli balkta
(Gasterosteus aculeatus) glutatyon havuzunu tiiketmis ve
antioksidan enzimlerde gegici bir artisi induklemistir (Sanchez
vd., 2008). Sazan embriyolarinda 48 giin streyle Cyfluthrin
pestisitinin  subletal dozunun (10 wg/L) uygulandigi bir
arastirmada baliklarin beyin dokularinda MDA diizeylerinin
artti§i rapor edilmistir (Sepici vd., 2009). Pestisitlere kars! akut
ve kronik maruziyetin (7, 20, 30 giin) sebep oldugu
dedisikliklerin  incelendigi  bir  calismada,  Gokkusagi
alabaligina Propiconazole (PCZ)'nin farkli dozlarini (0.2, 50,
500 pgll) uygulayan arastirmacilar, oksidatif stres gostergeleri
olarak (LPO ve ROT) ve antioksidan (SOD, CAT, GR ve GPx)
enzim aktivitelerini élgmslerdir. Calismaya gore; 7 gin
sonunda antioksidan savunma sistemi, kimyasalin etkisine
kars! adaptasyonla cevap vermis, 20 ve 30 glnlik surelerde
ise antioksidan enzimlerde inhibisyon gérliimis ve uzun streli
uygulamalarin ciddi oksidatif hasarlara yol agtigi rapor
edilmistir (Li vd., 2010). Mieiro vd. (2010) civa bilesiklerine
maruz kalmanin Altinbas Kefal'de (Liza aurata) antioksidan
aktivitesinin azaldigini belirlemiglerdir. Atrazinin, neotropikal
balik tirlerinde akut etkisinin belirlendigi bir ¢alismada farkli
hiicre tiplerinde herbisitin antioksidan enzimleri inhibe ettigi
gozlenmigtir (Santos ve Martinez, 2012). Kizilgéz balg
(Rutilus rutilus) ile yapilan bir arastirmada, diazonin maddesi
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