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Ozet

Crva yeryliziindeki en toksik agir metallerden biridir. Selenyum canlilar igin gerekli olan ve antioksidan 6zellikleri de
bulunan bir elementtir. Zeolit ise sucul ortamlarda agir metallerin uzaklastirilmasinda yaygin bir sekilde kullanilan bir
mineraldir. Bu aragtirmada Oreochromis niloticus’un dokularindaki glutatyon (GSH) ve GSH ile iliskili enzim sistemleri
tizerine civanin toksik etkileri ve bu biyokimyasal toksisite iizerine selenyumun ve zeolitin olasi koruyucu etkilerinin
belirlenmesi amaglanmigtir. Bu amagla baliklar 0,01 ve 0,1 mg/L civa; 0,01 mg/L civa+0,1 mg/L selenyum, 0,1 mg/L
civa+1,0 mg/L selenyum ve 0,01 mg/L civa+ 0,1 g/L zeolit, 0,1 mg/L civa+1,0 g/L zeolit derisimlerinin etkisine 7 ve 21 giin
stireler ile birakilmis ve solungag, karaciger ve kas dokularindaki GSH diizeyi ve glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon-S-
transferaz (GST) ve glutatyon rediiktaz (GR) enzim aktiviteleri belirlenmistir. Civanin tek basina ve civatselenyum ve
civatzeolit kargimlarinin etkisinde incelenen tiim biyokimyasal parametrelerde dokulara, ortam derisimlerine ve etki siiresine
bagli olarak 6nemli degisimler saptanmistir. Solungag ve karacigerde GSH diizeyi ve GR aktivitesi azalma, GPx ve GST
aktiviteleri ise artis gdstermistir. Kasta ise GST disindaki parametrelerde énemli bir degisim gozlenmemistir. Incelenen tiim
parametreler iizerine tek basina civa etkisinin selenyum ve zeolit ile birlikte etkisine gore daha yiiksek ve kimyasallarin
etkilerinin genel olarak Hg>Hg+Zeolit>Hg+Se seklinde oldugu saptanmustir. Arastirma sonuglarimiz O. niloticus’ta civanin
neden oldugu toksisite iizerine selenyum ve zeolitin koruyucu bir etkiye sahip ve selenyumun zeolite oranla koruyuculuk
etkisinin biraz daha fazla oldugunu géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Oreochromis niloticus, Civa, Selenyum, Zeolit, Glutatyon

Investigation of Protective Effects of Selenium as Antioxidant and Zeolite as Mineral on Mercury Toxicity in
Oreochromis niloticus Using Glutathione-Related Enzyme Systems

Abstract

Mercury is one of the most toxic heavy metals on earth. Selenium is an element that is essential for living things and has
antioxidant properties. Zeolite is a mineral commonly used in the removal of heavy metals in aquatic environments. In this
study, it was aimed to determine the toxic effects of mercury on glutathione (GSH) and GSH-related enzyme systems and the
possible protective effects of selenium and zeolite on this biochemical toxicity in tissues of Oreochromis niloticus. For this
purpose fish were exposed to 0.01 and 0.1 mg/L mercury; 0.01 mg/L mercury+0.1 mg/L selenium, 0.1 mg/L mercury+1.0
mg/L selenium and 0.01 mg/L mercury+ 0.1 g/L zeolite, 0.1 mg/L mercury+1.0 g/L zeolite for 7 and 21 days and and GSH
level and activities of glutathione peroxidase (GPx), glutathione-S-transferase (GST) and glutathione reductase (GR) in gill,
liver and muscle tissues were determined. Significant alterations in GSH level and GSH-related enzymes activities in the
exposure of Hg alone, Hg+Se, and Hg+zeolite mixtures were observed due to tissues, medium concentrations, and exposure
period. In the gill and liver tissues, GSH level and GR activity reduced while GPx and GST activities increased. In the
muscle, it was not observed a significant change in other parameters except for the GST. The effect of Hg alone on analyzed
all parameters were higher than in combination with Se and zeolite and the order of their effects found
Hg>Hg+zeolite>Hg+Se. Our research results show that selenium and zeolite have a protective effect on the toxicity caused
by mercury in O. niloticus and that selenium has a slightly more protective effect than zeolite.

Keywords: Oreochromis niloticus, Mercury, Selenium, Zeolite, Glutathione

306


mailto:ozfirat@adiyaman.edu.tr
https://doi.org/10.22392/actaquatr.802614
https://orcid.org/0000-0001-9010-955X
https://orcid.org/0000-0003-4315-5689

FIRAT ve KARGIN 2021 ActAquaTr 17(3), 306-316

GIRIiS

Endiistriyel ve tarimsal faaliyetlerin artmasina bagl olarak toksik agir metallerin akuatik
ortamlardaki konsantrasyonlar1 da artis gostermektedir (Firat vd, 2018). Civa (Hg) organizmada
herhangi bir biyolojik rolii bulunmayan ve g¢ok diisiik diizeylerde bile toksik etkisini gdsterebilen
oldukga tehlikeli bir metaldir. Hg tiim canlilar lizerine oldukga zararli etkileri olan kiiresel bir kirletici
olarak kabul edilmektedir (ATSDR, 2020). Kiiresel bir sorun olmasinin ana nedenleri biyolojik
bulunurlugu ve biyobirikiminin yiiksek, lipofilik karakterli, hiicresel toksisiteye sahip, viicutta
parcalanamamasi ve uzaklastirilmasinin zor olmasindan kaynaklanmaktadir (Yang vd., 2010; Firat ve
Kaya, 2019).

Selenyum (Se) selenite, selenate, selenomethionin ve selenosistein gibi ¢esitli bigimlerde
bulunmakta ve glutatyon peroksidaz, iodothyronin 5’-deiosinaz ve thioredoksin reduktaz gibi gesitli
enzimlerin yapisinda yer aldigindan basta insan olmak tizere birgok canli organizma i¢in dnemli bir
element olarak diisiiniilmektedir (Su vd., 2008). Se insanlarda ve diger hayvan tiirlerinde bir¢ok
biyolojik fonksiyona sahiptir. Se’nin bazi 6nemli biyolojik aktiviteleri sunlardir: organizmalarin
normal biliyiime ve gelisimleri igin bu elementin iz derisimlerine gereksinim duyulmaktadir (1),
homeostatik islevlerin korunmasinda ve siirdiiriilebilirliginde gorevlidir (2), giglii bir antioksidan ve
antikanser 6zellige sahiptir (3), immiin sistem i¢in gereklidir (4) (Hamilton, 2004; Cogun vd., 2012).

Zeolitler ¢evrede diizenleyici etkisi olan minerallerden olup yiiksek iyon degistirme
kapasitelerinden dolay1 sucul organizmalarda agir metal toksisitesini onlemek i¢in genis bir sekilde
kullanilmaktadirlar (Papaioannou vd., 2005). Dogal bir mineral olup volkanik kiiller ve deniz suyu
kombinasyonunda binlerce yilda olusmaktadir (Mishra ve Jain, 2011). Zeolitler ii¢ boyutlu mikro
gozenekli yapisi sayesinde olusan bosluk hacmi toplam hacmin yaklasik %50’sine kadar tekabiil
edebilmekte ve boslugun yapisina ve biyiikligiine bagh olarak Cs*, Rb*, NH,*, Sr*, Mg Na*, Al"®,
Ca'? Fe'? Hg", Cd" Pb* gibi element ve molekiilleri segici sekilde bosluklarinda tutabilmektedirler
(Mishra ve Jain, 2011).

Cogu cevresel kirleticiler ve onlarin metabolitleri akuatik organizmalarda oksidatif stres olusturma
yetenegindedir. Metaller, baliklarda hidrojen peroksit, hidroksil ve siiperoksit radikalleri gibi serbest
oksijen tiirlerini (ROT) olusturarak oksidatif strese neden olabilmektedirler (Firat vd. 2009).
Baliklarda kirleticilere karsi olusan antioksidan sistemler Onemli savunma mekanizmalaridir.
Antioksidanlar hiicresel homeostazinin korunmasinda hayati bir rol oynamakta ve bu savunma
sisteminin engellenmesi durumunda DNA hasar1, proteinlerin oksidasyonu, enzimlerin inhibisyonu ve
lipid peroksidasyonu gibi hiicresel hasarlara neden olan oksidatif stres olugsmaktadir. GSH ve GSH ile
iligkili enzim sistemleri, baliklardaki en 6nemli antioksidan sistemlerden biridir (Zirong ve Shijun,
2007). Bu sistemde, GSH bir kofaktdr olarak GST ya da Se bagli GPx yoluyla peroksitleri
uzaklastirarak, serbest radikallerin enzimatik olmayan rediiksiyonu ya non-enzimatik olarak ya da
GST araciligryla ksenobiyotiklerin konjugasyonu gibi ¢esitli yollarla baliklar1 oksidatif hasara karsi
korumaktadir (Zirong ve Shijun, 2007; Firat vd., 2009).

GSH ve onunla iligkili enzimler (GPx, GR, GST gibi) hiicre i¢inde koruyucu bir rol oynamaktadir
(Elia vd., 2003). Gergekten de kendiliginden ya da GST’nin Kkatalizledigi reaksiyonla bir
ksenobiyotige GSH’1n konjugasyonu ksenobiyotigin aksiyonunu azaltabilmekte bu molekiillerin suda
daha cok ¢ozlinmesini saglayarak hizli bir sekilde viicuttan atilmasina neden olabilmektedir. GR,
GSH’in rejenarasyonunda GPx ile ig birligi halindedir. Hiicrelerde GSH’in antioksidan rolii
konsantrasyonuna, doniisiimiine ve sentezlenme oranina baghdir (Firat vd., 2009). GSH’mn doniisiimii
GSH’1n redoks dongiisii ile olmaktadir. Bu siirecte GPx ve GR gibi enzimler énemli rol oynamaktadir
(Zirong ve Shijun, 2007).

Baliklar su ortamlarmin kirlenmesine ¢cok duyarl canlilardir. Agir metallerin etkisindeki baliklarda
biyokimyasal parametrelerin analizi hem organizmanin genel saglik durumu hem de hedef organda
olusturabilecegi toksik etkinin belirlenmesinde yararli olmaktadir. Hg baliklar i¢in en tehlikeli agir
metallerden biridir. Hg’nin bu canlilarda neden oldugu toksik etkileri azaltacak ya da iyilestirecek
mekanizmalar hem baliklar hem de birinci dereceden besin kaynaklarini olusturduklari insanlar i¢in
olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle sunulan bu ¢aligmada tatli su baligi Oreochromis niloticus’ta civanin
toksik etkileri ve bu toksisite lizerine bir antioksidan olarak selenyumun ve bir mineral olarak zeolitin
koruyucu/iyilestirici etkileri GSH ve GSH ile iligkili enzim sistemleri kullanilarak arastirilmstir.

307



FIRAT ve KARGIN 2021 ActAquaTr 17(3), 306-316

MATERYAL ve YONTEM

Sunulan ¢alismada arastirma materyali olarak Oreochromis niloticus kullanilmustir. Baliklar,
Cukurova Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi balik yetistirme havuzlarindan almarak laboratuvara
getirilmis ve icerisinde 120 L bekletilmis ¢esme suyu bulunan 40x140x40 cm ebatlarindaki stok cam
akvaryumlarda {i¢ ay siire ile bekletilerek ortam kosullarma adaptasyonlar1 saglanmigtir. Bu siire
icerisinde deneyde kullanilacak baliklar 12,07+0,21 c¢cm boy ve 32,81+0,72 g agirhiga ulagmustir.
Deneyler 25+1 °C sicaklikta yiiriitiilmiistiir. Giinde sekiz saat aydinlanma periyodu uygulanmis ve
merkezi havalandirma sistemi ile akvaryumlar havalandirilmistir. Baliklar, ticari balik yemiyle (Pinar
Balik Yemi, Tiirkiye) beslenmistir. Denemeler baslamadan iki giin dnce yem kesilmis, denemeler
stiresince baliklar viicut agirliklarinin %2’si kadar yem ile giinde iki defa beslenmistir. Deney ortam
suyunun fizikokimyasal ozellikleri; toplam sertlik 335,7+2,3 mg/L CaCQOgj, ¢6ziinmiis oksijen
7,49+0,15 mg/L, pH 8,21+0,07, sicaklik 21,1140,20 °C olarak dlgiilmiistiir.

Deneylerde kullanilan civa ¢ozeltileri 1M civa kloriir [(HgCl),] (SIGMA) stok ¢ozeltisinden,
selenyum ¢ozeltileri 1M sodyum selenit [(Na,SeO3)] (SIGMA) stok ¢ozeltisinden ve zeolit ¢ozeltileri
(<75 mikron ¢apinda, Istanbul Rota Madencilik AS) stok ¢ozeltisinden seri seyreltmeler yontemi ile
hazirlanmistir. Deneyler civa, civa + selenyum ve civa + zeolit karigimlar1 dikkate alinarak tg seri
olacak sekilde yiriitilmistir. Deneyler her bir seride igerisinde 12 adet balik bulunan ii¢ cam
akvaryumda yapilmustir. Baliklar birinci seride civanin 0,01 mg/L ve 0,1 mg/L; ikinci seride civa +
selenyumun 0,01 mg/L Hg + 0,1 mg/L Se ve 0,1 mg/L Hg + 1,0 mg/L Se ve iiglincii seride ise civa +
zeolitin 0,01 mg/L Hg+0,1 g/L zeolit ve 0,1 mg/L Hg+1,0 g/L zeolit derisimlerinin etkisine 7 ve 21
giin siirelerle birakilmigtir. O. niloticus igin Hg’nin 96 saat-LCsy degeri 0,2 mg/L olarak saptanmistir
(Ishikawa vd., 2007). Caliymamizda test edilen Hg’nin 0,01 ve 0,1 mg/L derisimleri, bu LCs
degerinin sirasiyla 1/20 ve 1/2'si baz alinarak subletal konsantrasyonlar olarak se¢ilmistir.

Deneylerde birinci seride bulunan 3 akvaryumun ikisine 120 L farkli Hg ¢ozeltileri; ikinci serideki
3 akvaryumun ikisine Hg+Se karigimlari; iicilincli serideki 3 akvaryumun ikisine ise Hgtzeolit
karigimlar1 konulmus, her serideki tiglincii akvaryuma ise 120 L dinlenmis ¢esme suyu konarak kontrol
grubu olarak kullanilmustir. Deneyler alti tekrarli olarak ve her tekrarda bir balik kullanilarak
yiiritiilmistiir. Deney akvaryumlarinda kullanilan kimyasal ¢6zeltilerinin derisimlerinde buharlagma,
adsorbsiyon ve akiimiilasyon gibi nedenlerle degisim olabilecegi dikkate alinarak ¢ozeltiler birer giin
arayla taze hazirlanan stok ¢ozeltilerden uygun seyreltmeler yapilarak degistirilmistir.

Denenen siireler sonunda deney akvaryumlarindan rastgele segilen baliklar, ¢esme suyuyla
yikanarak temizlenmis, yiizeylerinde bulunan su damlaciklar1 kurutma kagidiyla alinmis ve boy ve
agirliklar: saptanarak diseksiyona hazir hale getirilmistir. Baliklar diseksiyondan 6nce spinal yapilarak
oldirilmiistiir. Steril aletlerle solungag, karaciger ve kas dokular1 buz iizerinde disekte edilmis ve bir
kisim dokular biyokimyasal analizler icin % 0,59 NaCl ile yikanarak agirliklari alindiktan sonra
analize kadar -80°de muhafaza edilmislerdir. Dokular 1/10 agirlik/hacim (w/v) olacak sekilde
icerisinde 0,25 M siikroz bulunan 0,05 M sogutulmus Na-P tamponu (pH: 7,4) ile buz igerisinde ultra-
turrax homojenizatorde 3 dakika siireyle 10000 rpm’de homojenize edilmistir. Homojenatlar +4 °C
sicaklikta 30 dakika siireyle 10000 rpm’de santrifiij edilmis ve elde edilen siipernatantlarda GPx, GST
ve GR aktivitesi ile GSH ve protein diizeyleri spektrofotometrik yontemlerle belirlenmistir. GPX
aktivitesi Beutler (1984); GST aktivitesi Habig vd., (1974); GR aktivitesi Carlberg ve Mannervik
(1975), GSH diizeyi Beutler (1984) ve toplam protein miktari ise Lowry vd. (1951) oOnerdigi
yontemlere gore belirlenmistir. Dokularin enzim aktiviteleri U/mg protein, GSH diizeyleri ise pmol/g
protein olarak hesaplanmistir.

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi IBM SPSS Statistics 21 paket programi kullanilarak One
Way-ANOVA ve takiben Student — Newman Keul’s Test (SNK) ve student t Test kullanilarak
yapilmugtir.

BULGULAR

Civa, civatselenyum ve civatzeolit karigimlarimin denenen tiim ortam derisimlerinde ve her iki
etki siiresinde O. niloticus’un dokularindaki GSH diizeyi ve GSH ile iligkili enzim aktivitelerindeki
degisimler Tablo 1-4’te verilmistir. Denenen siireler dikkate alindiginda GSH diizeyinde hem civanin
tek basina hem de civatselenyum ve civatzeolit karigimlarinin tiim ortam derisimlerinde solungagta
onemli bir azalma izlenirken (Tablo 1, P<0,05), karacigerde 21. giinde diisiik civa ve civat+selenyum
ve civatzeolit derisimleri digindaki diger derisimlerinde 6nemli bir azalma saptanmustir (Tablo 1,
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P<0,05). Kas dokusunda ise denenen tiim kimyasallarm ortam derisimlerinde 6nemli bir degisim
gbzlenmemistir (Tablo 1, P>0,05). 7 giinliik siire sonunda 0,1 mg/L Hg ve 0,1 mg/L Hg +1,0 mg/L Se
ve 0,1 mg/L Hg+1,0 g/L zeolit karisiminin etkisinde GSH diizeyinde sirasiyla, solungagta %53, %35
ve %40 ve karacigerde ise %57, %40 ve %42 diizeyinde azalig goriilmiistir. Bu durum, GSH
diizeyinde saptanan azalmanin civanin selenyum ve zeolitle birlikte etkisine oranla dogrudan civanin
etkisinde daha fazla oldugunu gostermektedir.

Tablo 1. Civa (mg/L), civa (mg/L)+selenyum (mg/L) ve civa (mg/L)+zeolit (g/L) etkisine
birakilan O. niloticus’un dokularinda GSH diizeyi (umol/g protein)

Doku 7 giin 21 giin
Solungag¢

Kontrol 1,69+0,04 ax 1,77+0,03 ax
0,01 Hg 1,02+0,05 bx 1,30+0,02 by
0,01 Hg+0,1Se 1,28+0,03 cx 1,25+0,04 bx
0,01 Hg + 0,1 Zeolit 1,10+0,06 bx 1,35+0,02 by
Kontrol 1,69+0,04 ax 1,77+0,03 ax
0,1 Hg 0,80+0,02 bx 1,11+0,04 by
0,1 Hg + 1,0 Se 1,10+0,02 cx 1,19+0,02 bx
0,1 Hg + 1,0 Zeolit 1,01+0,03 cx 1,07+0,06 bx
Karaciger

Kontrol 1,29+0,03 ax 1,32+0,04 ax
0,01 Hg 0,69+0,04 bx 1,22+0,07 ay
0,01 Hg + 0,1 Se 0,97+0,02 cx 1,25+0,06 ay
0,01 Hg + 0,1 Zeolit 0,89+0,03 cx 1,28+0,05 ay
Kontrol 1,29+0,03 ax 1,32+0,04 ax
0,1 Hg 0,55+0,03 bx 0,82+0,03 by
0,1 Hg + 1,0 Se 0,78+0,04 cx 1,07+0,02 cy
0,1 Hg + 1,0 Zeolit 0,74+0,02 cx 1,03+0,03 cy
Kas

Kontrol 1,96+0,05 ax 1,98+0,04 ax
0,01 Hg 1,90+0,07 ax 1,94+0,06 ax
0,01 Hg + 0,1 Se 1,9340,06 ax 1,92+0,08 ax
0,01 Hg + 0,1 Zeolit 1,9740,05 ax 1,93+0,06 ax
Kontrol 1,96+0,05 ax 1,98+0,04 ax
0,1 Hg 1,92+0,04 ax 1,93+0,04 ax
0,1Hg +1,0Se 1,9140,05 ax 1,9540,07 ax
0,1 Hg + 1,0 Zeolit 1,9540,03 ax 1,96+0,05 ax

Veriler Aritmetik ortalama+Standart hata seklinde sunulmustur (n=6). “a, b ve ¢” harfleri
aynt dokudaki derisimler “x ve y” harfleri ise aym derisimdeki etkilesim siireleri
arasindaki aymrimim gostermek icin kullanilmigtir. Farkli harfler, veriler arasindaki
istatistiksel ayrim oldugunu gostermektedir (P<0,05).

Belirlenen etki stireleri dikkate alindiginda solunga¢ GPx aktivitesi kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda 7 glinliik siire sonunda 0,01 ve 0,1 mg/L Hg etkisinde artarken (P<0,05),
civatselenyum ve civatzeolit karigimlarinin etkisinde 7 ve 21 giinliik siireler sonunda 6nemli bir
degisim gostermemistir (P>0,05) (Tablo 2). Karaciger GPx aktivitesi her iki civa ortam derisiminde ve
denenen her iki siire sonunda 6nemli diizeyde artarken, civa+selenyum karigimlarinin yiiksek ortam
derisiminde, civa+zeolit karigtmlarinin her iki derisiminde 7 giinliik siire sonunda, arttig1 belirlenmistir
(Tablo 2, P<0,05). 7 giinlik siire sonunda Hg, Hg+Se ve Hg+zeolit gruplarmin yiiksek ortam
derisiminin etkisinde karaciger GPx aktivitesinde sirasiyla, %75, %29 ve %35 diizeyinde artis
belirlenmistir. Kas dokusunda ise hem civanmin dogrudan hem de selenyum ve zeolit ile birlikte
etkisinde denenen tiim ortam derisimlerinde anlamli bir degisim gozlenmemistir (Tablo 2, P>0.,05).
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Tablo 2. Civa (mg/L), civa (mg/L)+selenyum (mg/L) ve civa (mg/L)+zeolit (g/L) etkisine
birakilan O. niloticus’un dokularinda GPx aktivitesi (U/mg protein)

Doku 7 Giin 21 Giin
Solungac¢

Kontrol 0,55+0,02 ax 0,53+0,04 ax
0,01 Hg 0,68+0,01 bx 0,52+0,03 ay
0,01 Hg+0,1Se 0,56+0,02 ax 0,54+0,02 ax
0,01 Hg + 0,1 Zeolit 0,57+0,01 ax 0,51+0,02 ax
Kontrol 0,55+0,02 ax 0,53+0,04 ax
0,1 Hg 0,75+0,03 bx 0,60+0,02 ay
0,1 Hg + 1,0 Se 0,54+0,03 ax 0,57+0,04 ax
0,1 Hg + 1,0 Zeolit 0,53+0,04 ax 0,56+0,05 ax
Karaciger

Kontrol 0,48+0,03 ax 0,49+0,02 ax
0,01 Hg 0,72+0,04 bx 0,64+0,02 bx
0,01 Hg+0,1Se 0,51+0,02 ax 0,50+0,01 ax
0,01 Hg + 0,1 Zeolit 0,58+0,01 cx 0,63+0,03 bx
Kontrol 0,48+0,03 ax 0,49+0,02 ax
0,1 Hg 0,84+0,03 bx 0,65+0,03 by
0,1 Hg + 1,0 Se 0,62+0,02 cx 0,47+0,03 ay
0,1 Hg + 1,0 Zeolit 0,65+0,01 cx 0,50+0,02 ay
Kas

Kontrol 0,22+0,03 ax 0,21+0,02 ax
0,01 Hg 0,20+0,02 ax 0,21+0,03 ax
0,01 Hg + 0,1 Se 0,21+0,04 ax 0,22+0,02 ax
0,01 Hg + 0,1 Zeolit 0,20+0,04 ax 0,20+0,03 ax
Kontrol 0,22+0,03 ax 0,21+0,02 ax
0,1 Hg 0,21+0,04 ax 0,22+0,02 ax
0,1 Hg + 1,0 Se 0,2140,02 ax 0,23+0,03 ax
0,1 Hg + 1,0 Zeolit 0,224+0,02 ax 0,20+0,03 ax

Veriler Aritmetik ortalama+Standart hata seklinde sunulmustur (n=6). “a, b ve ¢” harfleri
ayni dokudaki derisimler “x ve y” harfleri ise aymi derisimdeki etkilesim siireleri arasindaki
aymrimini gostermek i¢in kullanilmustir. Farkli harfler, veriler arasindaki istatistiksel ayrim
oldugunu gostermektedir (P<0,05).

Her iki etkilesim siiresi dikkate alindiginda solunga¢ GST aktivitesi kontrol grubuyla
karsilastirildiginda 7 giinliik siire sonunda tek basma civa ile civatselenyum ve civatzeolit
karigimlarmin distik ve yiliksek ortam derisimlerinin etkisinde artmustir (Tablo 3, P<0,05). Bununla
birlikte 21 giinliik siire sonunda 0,1 mg/L. Hg ortam derisimi hari¢ denenen tiim ortam derigimlerinde
solunga¢ GST aktivitesinde 6nemli bir degisim gozlenmemistir (P>0,05). Karaciger GST aktivitesi
diisiik ve yiiksek ortam derisimlerinde civanin dogrudan etkisinde 7 ve 21 giinliik siireler sonunda,
cvatselenyum ve civa+zeolit karigimlarinda ise 7 gilinliik siire sonunda 6nemli bir artig géstermistir
(Tablo 3, P<0,05). Kas GST aktivitesinde ise sadece 7 giinliik siirenin sonunda denenen tiim kimyasal
gruplarinin yiiksek ortam derigimlerinde 6nemli bir artis saptanmustir (Tablo 3, P<0,05). 7 giinliik siire
sonunda Hg, Hg+Se ve Hg+zeolit gruplarmin yiiksek ortam derisimlerinin etkisinde GST aktivitesi
sirastyla, solungacta %64, %35 ve %34 ile karacigerde %61, %29 ve %36 diizeyinde artis
gostermistir.
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Tablo 3. Civa (mg/L), civa (mg/L)+selenyum (mg/L) ve civa (mg/L)+zeolit (g/L) etkisine
birakilan O. niloticus’un dokularmda GST aktivitesi (U/mg protein)

Doku 7 Giin 21 Giin
Solungac¢

Kontrol 12,03+0,21 ax 12,1940,17 ax
0,01 Hg 15,26+0,33 bx 12,56+0,24 ay

0,01 Hg+0,1Se
0,01 Hg + 0,1 Zeolit
Kontrol

14,90+0,29 bx
15,11+0,43 bx
12,03£0,21 ax

11,95+0,38 ay
12,87+0,65 ay
12,19+0,17 ax

0,1 Hg 19,71+0,42 bx 15,81+0,41 by
0,1 Hg + 1,0 Se 16,29+0,19 cx 12,9340,19 ay
0,1 Hg + 1,0 Zeolit 16,17+0,24 cx 11,7340,57 ay
Karaciger

Kontrol 22,15+0,44 ax 23,48+0,57 ax
0,01 Hg 28,45+0,20 bx 27,24+0,15 bx

0,01 Hg +0,1Se
0,01 Hg + 0,1 Zeolit
Kontrol

0,1 Hg

0,1Hg + 1,0 Se

0,1 Hg + 1,0 Zeolit

25,1940,31 cx
25,05+0,21 cx
22,15+0,44 ax
35,72+0,68 bx
28,63+0,54 cx
30,10+0,32 cx

22,85+0,78 ax
24,11+0,48 ax
23,48+0,57 ax
30,18+0,34 bx
24,09+0,17 ax
26,29+0,15 cx

Kas

Kontrol

0,01 Hg

0,01 Hg +0,1Se
0,01 Hg + 0,1 Zeolit
Kontrol

0,1 Hg

0,1Hg +1,0Se

0,1 Hg + 1,0 Zeolit

4,17£0,05 ax
4,22+0,07 ax
4,20+0,06 ax
4,25+0,08 ax
4,17+0,05 ax
4,810,04 bx
4,59:£0,03 bx
4,72+0,07 bx

3,98+0,07 ax
3,830,09 ax
3,90£0,05 ax
3,870,06 ax
3,98+0,07 ax
4,0240,06 ay
3,89+0,07 ay
3,92+0,09 ay

Veriler Aritmetik ortalama+Standart hata seklinde sunulmustur (n=6). “a, b ve ¢” harfleri
aynt dokudaki derisimler “x ve y” harfleri ise ayni derisimdeki etkilesim siireleri
arasindaki aymrimini gostermek igin kullanilmigtir. Farkli harfler, veriler arasindaki
istatistiksel ayrim oldugunu gostermektedir (P<0,05).

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda 7 giinliik siire sonunda solungag ve karaciger GR aktiviteleri
cwvanin dogrudan ve selenyum ve zeolit ile birlikte etkisinde diisiik ve yiiksek ortam derigimlerinin
etkisinde azaldig (P<0,05) ve bu azalisin yiiksek ortam derisimlerinde civanin tek basma etkisinde
daha fazla oldugu belirlenmistir (P<0,05) (Tablo 4). 21 giinliik siire sonunda ise 0,1 mg/L Hg etkisinde
solungag ve karaciger dokularinda GR aktivitesindeki azalis (P<0,05) disinda denenen diger gruplarin
ortam derisimlerinde 6nemli bir degisim gozlenmemistir (Tablo 4, P>0,05). 7. giin sonunda 0,1 mg/L
Hg, 0,1 mg/L Hg+1,0 mg/L Se ve ve 0,1 mg/L Hg+1,0 mg/L zeolit gruplarmmin etkisinde GR aktivitesi
sirastyla, solungagta %43, %29 ve %40, karacigerde %48, %32 ve %29 diizeyinde bir azalig
gostermistir. Kas GR aktivitesinde 7 ve 21 giinliik siirelerde civa, civatselenyum ve civa+zeolit
gruplarinin tiim ortam derisimlerinde anlamli bir degisim belirlenmemistir (Tablo 4, P>0,05).
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Tablo 4. Civa (mg/L), civa (mg/L)+selenyum (mg/L) ve civa (mg/L)+zeolit (g/L) etkisine
birakilan O. niloticus’un dokularinda GR aktivitesi (U/mg protein)

Doku 7 Giin 21 Giin
Solungac¢

Kontrol 0,084+0,002 ax 0,083+0,003 ax
0,01 Hg 0,065+0,003 bx 0,075+0,004 ax
0,01 Hg +0,1Se 0,067+0,001 bx 0,076+0,003 ax
0,01 Hg + 0,1 Zeolit 0,069+0,002 bx 0,078+0,004 ax
Kontrol 0,084+0,002 ax 0,083+0,003 ax
0,1 Hg 0,048+0,004 bx 0,063+0,002 by
0,1Hg+1,0Se 0,060+0,003 cx 0,082+0,002 ay
0,1 Hg + 1,0 Zeolit 0,050+0,002 bx 0,079+0,003 ay
Karaciger

Kontrol 0,056+0,003 ax 0,054+0,002 ax
0,01 Hg 0,037+0,002 bx 0,052+0,003 ay
0,01 Hg +0,1Se 0,04040,002 bx 0,052+0,004 ay
0,01 Hg + 0,1 Zeolit 0,038+0,003 bx 0,055+0,003 ay
Kontrol 0,056+0,003 ax 0,054+0,002 ax
0,1 Hg 0,029+0,004 bx 0,040+0,001 by
0,LHg+1,0Se 0,038+0,002 cx 0,051+0,002 ay
0,1 Hg + 1,0 Zeolit 0,040+0,004 cx 0,04140,002 bx
Kas

Kontrol 0,008+0,002 ax 0,009+0,002 ax
0,01 Hg 0,007+0,001 ax 0,008+0,001 ax
0,01 Hg + 0,1 Se 0,008+0,002 ax 0,009+0,001 ax
0,01 Hg + 0,1 Zeolit 0,008+0,001 ax 0,008+0,002 ax
Kontrol 0,008+0,002 ax 0,009+0,002 ax
0,1 Hg 0,008+0,002 ax 0,008+0,002 ax
0,1 Hg + 1,0 Se 0,007+0,001 ax 0,008+0,001 ax

0,1 Hg + 1,0 Zeolit

0,009+0,001 ax

0,009+0,001 ax

Veriler Aritmetik ortalama+Standart hata geklinde sunulmustur (n=6). “a, b ve ¢” harfleri
ayni dokudaki derisimler “x ve y” harfleri ise ayni derisimdeki etkilesim siireleri arasindaki
aymrmint gostermek icin kullanilmustir. Farkli harfler, veriler arasindaki istatistiksel ayrim
oldugunu gostermektedir (P<0,05).

TARTISMA ve SONUC

Sunulan ¢alismada, civanin yiiksek ortam derisiminde ve 21 giinliik deney siiresince baliklarda
Olim gozlenmemistir. Metallerin yiiksek ortam derigimlerinin etkisinde organizmalarin hayatta
kalabilmeleri, metal iyonlarimin hiicre i¢i konsantrasyonlarinin regiile edilebilme kapasitesiyle
yakindan iligkilidir (Azevedo vd., 2007). O. niloticusun gii¢lii immiin sistemi ve koruyucu/savunma
mekanizmalarina bagli olarak mortalite gozlenmedigi diistiniilmektedir. Benzer sekilde baska bir
laboratuvar ¢alismasinda da 0,1 mg/L civa etkisine 14 giin siireyle birakilan O. niloticus’ta 6liim
gozlenmemistir (Firidin vd., 2015).

Akuatik ortamlara giren Kirleticiler hem sucul ekosistemlere hem de burada yasayan canl
organizmalara ciddi zararlar verdiginden, son yillarda ekotoksikolojik calismalarda kirleticilerin
indiikledigi oksidatif strese karsi sucul organizmalardaki yamt mekanizmalarmin ¢alisilmasina biiyiik
bir 6nem verilmektedir (Soares vd., 2008). Cogu kirleticiler serbest radikaller olusturarak veya
antioksidan enzim sistemleri degistirerek oksidatif hasara neden olmaktadir. Bununla birlikte sucul
organizmalar oksidatif strese karsi hem enzimatik hem de enzimatik olmayan antioksidan
mekanizmalari ile bir yanit olusturmaktadirlar. Bu yanit mekanizmalarin en 6nemlilerinden biri de
GSH ve onunla iligkili enzim sistemleridir (GPx, GR ve GST gibi).

Oreochromis niloticus diinyada yaygin sekilde kiiltiirii yapilan tath su baliklarindan birisidir.
Ekotoksikolojik c¢aligmalarin ¢ogunda bu tiir, akuatik ekosistemlerdeki kirleticilerin etkilerini
degerlendirmek amaciyla kullanilmaktadir. O. niloticus yiiksek biiyime hizi, farkli diyetlere
adaptasyondaki yetenegi, hastaliklara ve tasima esnasindaki streslere diren¢ gostermeleri, kolay
iiremeleri ve agir metal stresini de iceren cesitli toksik maddelere karsi genis tolerans yetenegi gibi
farkl 6zellikleri nedeniyle toksikolojik ¢alismalarda kullanilan iyi bir biyolojik modeldir (Fontainhas-
Fernandes, 1998).
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GSH, antioksidan ve detoksifikasyon savunma mekanizmalariin 6nemli proeseslerine katilan tek
sistein residiisiine sahip enzimatik olmayan bir antioksidan ve tripeptidtir. GSH, indirgeyici ajan,
serbest radikal temizleyici ve GSH ile iligkili enzimler igin kofaktor olarak davrandigindan aktif
oksijen tiirlerinin neden oldugu oksidatif strese karsi hiicresel savunmada rol oynayan en 6nemli
faktorlerden biri olarak ifade edilmektedir (Verma vd., 2007). Bu molekiil, ilk savunma hatt1 olarak
metallerin hiicrelerin 6nemli molekiiler yapilarina yapacagi etkiyi engellemede Onemli bir tiyol
kaynagi olarak rol oynamaktadir. Sunulan ¢alismada O. niloticus’ta her iki etkilesim siiresinde GSH
diizeyleri civanin dogrudan etkisinde solungac¢ ve karaciger dokularinda azalirken kas dokusunda
onemli bir degisim gostermemistir. Civa ortam derisimi arttikga dokularin GSH diizeylerindeki azalma
oraminin da arttigi saptanmugtir. O. niloticus’un solungag ve karaciger GSH diizeylerindeki azaliglar
civanin toksik etkilerinin bir sonucu olabilir. Civa, -SH gruplarna yiiksek ilgisi olan bir metaldir.
Civanin GSH yapisinda bulunan -SH gruplarina dogrudan baglanmasi ya da bu tiyol molekiiliiniin
oksidasyonunu arttirmasimin bir sonucu olarak dokulardaki GSH diizeylerinde azalma olabilecegi
diistiniilmektedir. Buldugumuz sonuglara benzer olarak Elia vd. (2003) yaptiklar1 bir galisgmada 35, 70
ve 140 mg/L Hg etkisine birakilan Ictalurus melas’in karaciger dokusunda GSH diizeylerinde derisime
bagli olarak 6nemli azalmalarin oldugunu belirlemislerdir. Arastiricilar karaciger GSH diizeyindeki bu
azalmanin, civanin GSH’a baglanmasi ya da GSH’in GSSG’ye oksidasyonu sonucu olabilecegini
belirtmiglerdir. Agir metallerin etkisinde organizmalarin dokularindaki GSH diizeylerinde 6nemli
degisiklikler olusmaktadir. 40 giin siireyle 3 mg/L Cd etkisine birakilan O. niloticusun karaciger
dokusundaki GSH diizeylerin azaldigi rapor edilmistir (Zirong ve Shijun, 2007). Arastiricilar Cd’un
neden oldugu oksidatif strese karsi GSH’in hizli bir koruma meydana getirdigini ancak zamanla
GSH’in GSSG’ye oksidasyonu sonucu diizeyinde azalmalarin oldugunu belirtmislerdir.

Arastirmamizda civa+selenyum ve civatzeolit ortam derigimlerinin etkisinde solungag ve karaciger
GSH diizeylerinde azaliglar gézlemlenmistir. Ancak bu azaliglarin civanin tek bagina etkisinde daha
yiiksek oldugu saptanmistir. Arastirma sonuglarimizla paralel olarak Su vd. (2008) Hg’nin neden
oldugu oksidatif stres iizerine selenyum etkisini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda Hg ve Hg+Se etkisindeki
siganlarin dokularmdaki GSH diizeylerinde Hg’nin tek basma etkisinde goriilen azalislarin Se
varliginda kontrol degerlerine dondiigii belirlenmistir. Bagka bir ¢alismada da civa toksitesi {izerine bir
antioksidan olan vitamin C’nin koruyucu etkisinin arastirildigi ¢alismada civanin tek basina etkisinde
Oncorhynchus mykiss’in karaciger dokusundaki GSH diizeylerinin onemli oOl¢iide azaldigi ancak
vitamin C’nin uygulanmasiyla metalin toksik etkisinin Onlendigi ve civanin neden oldugu GSH
diizeylerindeki azalislarin engellendigi rapor edilmistir (Mozhdeganloo vd., 2015).

Sunulan ¢alismada civanin tek basina ve civat+selenyum ve civa+tzeolit karisimlarinin etkisinde O.
niloticus’un dokularindaki GSH ile iliskili enzimlerin (GPx, GST ve GR) aktivitelerinde dokuya,
ortam derisimine ve etkide kalinan siireye bagli olarak 6nemli degisimlerin meydana geldigi
belirlenmistir. 1. melas’in karacigerinde GSH ve GSH ile iliskili enzimlerin 96 saatlik farkli Hg
derisimlerinden (100, 200, 400 mg/L) etkilendigi rapor edilmistir (Elia vd., 2000). Calismada yiiksek
metal derigimlerinin enzim aktivitelerinde azalmalara neden oldugu belirtilmistir.

GPx hem hidrojen peroksitleri hem de hidroperoksitleri indirgeyerek serbest radikaller ve oksidatif
hasara karsi etkin bir koruma saglamaktadir. Arastirmamizda civanin tek basina etkisinde her iki ortam
derisiminde de GPx aktivitesinin solunga¢ dokusunda 7 giinliik siire sonunda, karacigerde ise denenen
her iki siirede arttig1 saptanmistir. Bununla birlikte civanin selenyum ve zeolitle birlikte etkisinde ise
solunga¢ GPx aktivitesinde onemli bir degisim saptanmamis iken karaciger GPx aktivitesinde genel
olarak bir artis saptanmistir. Ancak karaciger enzim aktivitesindeki bu artisin civanin tek basina
etkisine oranla civat+selenyum ve civatzeolit karigimlarinin etkisinde daha az oldugu goriilmiistiir.
Kas GPx aktivitesinde ise civa, civat+selenyum ve civatzeolitin tiim ortam derigimlerinin etkisinde ve
denenen her iki siirede de 6nemli bir degisim saptanmamustir.

Caligmamizda O. niloticus’un dokularinda artan GPx aktivitesinin civanin toksik etkilerine kars1 bir
yanit olarak olustugu ve civanin neden oldugu oksidatif strese karsi koruyucu bir rol oynadigi
distiniilmektedir. Arastirma sonuglarimizla benzer sekilde 4 giin siire ile 35 pg/L HgCl, etkisine
birakilan 1. melas’in karaciger dokusundaki GPx aktivitesinde onemli artislar saptanmustir (Elia vd.,
2003). Berntssen vd. (2003) yaptiklari bir deneysel calismada 100 mg/kg civa igeren diyetlerle
beslenen Salmo salar’m karaciger ve bobrek dokularinda GPx aktivitesinin artigini belirlemislerdir
Aragstiricilar bu artisin dokularda civanin neden oldugu oksidatif strese bir adaptasyon yaniti olarak
olustugunu ifade etmislerdir.
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GST, ksenobiyotiklerin GSH ile sentetik konjugasyon reaksiyonlarim katalizleyerek oksidatif
strese kars1 balik dokularim koruyan detoksifikasyon enzimlerinin énemli bir grubunu olusturmaktadir
(Luo vd., 2006). Sunulan ¢alismada O. niloticus’un solungag ve karaciger GST aktivitelerinin civanin
dogrudan etkisinde her iki ortam derisiminde artig1 belirlenmistir. Yine civa+selenyum ve civatzeolit
karigimlarmin etkisinde 7 giinliik siire sonunda bu dokularin GST aktivitelerinde de artis saptanmistir.
Ancak bu artiglarin civanin tek basina etkisinde civat+selenyum ve civa+zeolit karigimlarima oranla
daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Kas GST aktivitesi ise denenen tiim kimyasallarin etkisinde
yalnizca 7 gilinliik siire sonunda bir artig gostermistir. Dokularin GST aktivitesinin civanin neden
oldugu oksidatif strese bir adaptasyon yaniti olarak metal toksisitesini nétralize etmek amaciyla artigi
diistiniilmektedir. Monteiro vd. (2010) yaptiklar1 bir ¢alismada tatli su baligt Brycon amazonicus’un
solungag, karaciger, kas ve kalp dokularinda GST enzim aktivitesinin civanin etkisinde artigini
belirlemislerdir. Aragtiricilar GST aktivitesindeki artiglarm metalin neden oldugu oksidatif hasarin
onlenmesinde énemli bir rol oynadigini ileri siirmiislerdir. GST nin ¢ok ¢esitli elektrofilik bilesikleri
GSH araciligiyla konjuge ederek daha az toksik bilesiklere doniistiirebildigi ve bu aktivitesi sayesinde
toksik bilesiklerin detoksifikasyonunda onemli gorevler oynadigi belirtilmektedir (Van Der Oost vd.,
2003). Bu nedenle O. niloticus’un dokularinda artan GST aktivitesinin detoksifikasyon proseslerinin
indiiklenmesinde énemli oldugu diisiiniilmektedir.

GR, bir flavoprotein olup kofaktér olarak NADPH’1 kullanarak GSSG’nin GSH’a indirgenmesini
katalizlemekte ve GSH diizeylerini korumaktadir (Pena-Llopis vd., 2001). Boylece GR hiicre igi
GSH/GSSG oranini yiikselterek —SH/-SS- oranim1 da korumaktir. Calismamizda O. niloticus’un
solungag¢ ve karaciger GR aktivitesinin civanin tek basina etkisinde azaldigi belirlenmistir. Benzer
sekilde civa+tselenyum ve civatzeolit karigimlarmin etkisinde de 7 giinliik siire sonunda bu dokularin
GR aktivitelerinde bir azalis saptanmistir. Ancak enzim aktivitesindeki azalislar 6zellikle de yiiksek
ortam derigsimlerinde civanin tek basina etkisinde daha fazla olmustur. Kas dokusunda ise GR
aktivitesi denenen tiim kimyasallarin etkisinde anlamli bir degisim gostermemistir. Sunulan
aragtirmada civa toksisitesinin bir sonucu olarak doku GR aktivitelerinin azaldigi dngoriilmektedir.
Azalan GR aktivitesi biiyiik bir olasilikla civanin enzim aktivitesi tizerine olan dogrudan ya da
NADPH iiretimi iizerine olan toksik etkisinin sonucunda bu niikleotidin igeriginin azalmasina bagli
olarak gerceklestigi diistiniilmektedir. Eroglu vd. (2015) O. niloticus’un Kkaraciger glutatyon
metabolizmasi tlizerine Cd, Cu, Cr, Pb ve Zn’nin etkilerini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda Cr etkisinde
GR enzim aktivitesinin azaldigini saptamglardir.

GPx ve GST kofaktor olarak GSH’1 kullanarak prooksidan siiregleri etkisizlestirmek igin birlikte
calismaktadirlar (Monteiro vd., 2010). Bu enzimler tarafindan GSSG’ye yiikseltgenen GSH daha sonra
GR’nin katalizledigi reaksiyonda NADPH kullanilarak GSSG’den tekrar olusmaktadir. GSH
sisteminin kapasitesi GPx, GR, GST ve pentoz fosfat yolu enzimlerin aktivitelerine baglidir (Larose
vd., 2008). Bu nedenle hiicre i¢i GSH diizeylerindeki degisimler bu enzimlerle olduk¢a yakin
iligkilidir. Sunulan ¢alismada da civanin etkisinde O. niloticus’un dokularmda azalan GSH
diizeylerinin GPx, GST ve GR enzim aktiviteleriyle iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Dokularin artan
GPx ve GST aktivitelerine bagli olarak bu enzimler tarafindan GSH’1n substrat olarak kullanimi GSH
diizeylerini diisiirmiis olabilir. Keza azalan GR aktivitesine bagh olarak GSSG’den tekrar GSH’1n
olusturulmasinin azalmasi da diisen GSH diizeylerini agiklayabilir. Elia vd. (2003) ¢alismamizdaki
sonuglara benzer olarak I. melas’in dokularinda civa etkisinde GSH diizeyinde ve GR aktivitesinde
azalma, GPx ve GST aktivitesinde ise artis gozlemlemislerdir. Arastiricilar artan GPx ve GST
aktivitesine ve azalan GR aktivitesine baglh olarak GSH diizeylerinin azaldigini belirtmislerdir.

Sonu¢ olarak sunulan ¢alismada civanin O. niloticus™un dokularinda GSH ve GSH ile iliskili
enzimleri etkiledigi belirlenmistir. GSH metabolizmasinda civanin dogrudan etkisinde meydana gelen
degisimlerin civatselenyum ve civat+zeolit karigimlarma oranla daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Selenyum veya zeolit varliginda civanin GSH ve GSH ile iliskili enzimler lizerine olan olumsuz
etkilerinin azaldig1 ya da iyilestigi saptanmistir. Arastirma sonuglarimiz gerek selenyum gerekse de
zeolit uygulamasinin civa toksisitesi tizerine koruyucu bir rolii oldugunu gostermektedir. Selenyumun
koruyucu etkisini civanin alimim ve atilim oranlarimi etkileyerek, Hg-Se kompleksi olusturarak
hiicredeki serbest civa bulunurlugunu azaltarak ya da antioksidan kapasitesine bagl olarak
gerceklestirdigi diisiiniilmektedir. Zeolitin ise kafes seklindeki yapisi icerisinde Hg’yi tutarak suda
serbest civa bulunurlugunu azaltarak koruyucu etki gosterdigi ongoriilmektedir. Genel olarak ¢aligilan
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parametreler iizerine selenyumun koruyucu etkisinin zeolite oranla biraz daha yiiksek oldugu
gozlenmistir.

TESEKKUR

Bu ¢alisma “Civa, Civa-Selenyum ve Civa-Zeolit Karisimlarina birakilan Oreochromis niloticus’ta
Civanin, Dokulardaki Birikimi ve GSH ile Iliskili Enzim Aktivitelerine Etkisi” baslikl1 ve YOK Ulusal
Tez Merkezi Referans Nosu “414359” olan Doktora tez ¢alismasindan iiretilmistir. Bu arastirma
FEF2012D1 nolu Cukurova Universitesi Bilimsel Arastirma Projesi ile yiiriitiilmiistiir.
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