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Oz: Bu caligmada bakir’'in Oreochromis niloticus’da glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PD) aktivitesi {izerine etkileri arastirilmistir.
Baliklar 0.6, 3.0 ve 6.0 mg/L Cu derisimlerinin etkisine 15 ve 30 14 giinliik siirelerle birakilarak karaciger, solungag, bobrek ve kas dokularinda
glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PD) aktiviteleri belirlenmistir. Bakirin farkli derigsimlerinin etkisine birakilan O. niloticus'un karaciger, bobrek,
solunga¢ ve kas dokularinda glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PD) enzim aktivitesi kontrol degerleriyle ile karsilastirildiginda 6nemli
degisiklikler belirlenmistir. Bakirin denenen tiim derisimleri karaciger ve bobrek dokusunda glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PD) aktivitesinin
azalmasina, solunga¢ dokusunda ise bir artisa neden olmustur.

Anahtar sozciikler: Bakir, Oreochromis niloticus, doku, G6PD, toksisite.

Effect of Copper on G6PD Activity in the Liver, Gill, Kidney and Muscle
Tissues of Oreochromis niloticus

Abstract: In this study, the effects of copper on the glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PD) activity in Oreochromis niloticus were
investigated. Fishes were exposed to 0.6, 3.0 and 6.0 mg/L Cu for 15 and 30 days to determine glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PD) activities in
liver, gill, kidney and muscle tissues. The significant changes were determined in glukoz-6-fosfat dehydrogenase (G6PD) activities in liver, gill,
kidney and muscle tissues of O. niloticus exposed to copper compared to controls. In all the concentrations tested, copper caused a decrease in
glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) activity in the liver and kidney while it caused an increase in the gill.

Keywords: Copper, Oreochromis niloticus, tissue, G6PD, toxicity.
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GIRIiS

Son yiiz yilda hizli niifus artisina bagli olarak artan
cevre kirliligi, yasam kaynaklarimin daha fazla kirlenmesine
neden olmus ve sonugta ekosistemin bozulmasi giderek ¢ok
daha ciddi bir durum almistir. Agir metaller akuatik ortamda
dogal olarak ¢ok az bulunurlar. Bununla birlikte endiistride
yogun bir sekilde kullanimi nedeniyle ortama girmekte,
yogunlagmakta ve diger formlara doniiserek su organizmalari
lizerine toksik etki yapmaktadirlar.

Bakir madencilikte, elektrik, boya ve cam
sanayinde, tarimda ve kiiltiir balikgiliginda, su bitkilerini
kontrol altina almada kullanilmaktadir. Su ortaminda artan
bakir derigsimleri, baliklarda bu metalin birikiminin giderek
artmasina neden olmaktadir. Bakir birikiminin baliklarda kan
parametreleri (Couture & Kumar, 2003), enzim aktiviteleri
(Lopes vd., 2001) ve iiremeleri {izerine (Roch & McCarter,
1984) 6nemli etkileri vardir.

Agir metal iyonlarinin bitkisel, mikrobiyal ve
hayvansal enzimler iizerine olumsuz etkileri vardir (Isamah
vd., 2000; Ali vd., 2003). Su organizmalarinda agir metaller
enzimlerin fonksiyonel gruplarina (siilfidril, karboksil,
imidazol) baglanarak veya enzimdeki faydali bir metalin
yerini alarak enzim aktivitelerini degistirebilmektedir
(Viarengo, 1985; Lionetto vd., 1998).

Antioksidan
stirdiiriilmesinde

homeostasisinin
oynamaktadirlar.  Bir¢ok
omurgali ve omurgasiz hayvanda oksiradikallerin
detoksifikasyonunda antioksidan enzimlerin 6nemli bir rol
oynadigi belirtilmistir (Regoli & Principato, 1995).
Antioksidan enzimler, oksidatif stresi gdstermede iyi bir
molekiiler indikatordiirler ve genelde metallerin etkisine
birakilan organizmalarda bir tepki olarak olusmaktadirlar.
Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PD), azalan NADPH’mn
saglanmasinda anahtar bir enzimdir ve kirleticilerin etkisinde
su organizmalarmin karaciger ve solungaglarinda arttigt
belirlenmistir  (Sridevi  vd., 1998). Glukoz-6- fosfat
dehidrojenazin aktivitesindeki artigin oksidatif stres altindaki
organizmalara ilave enerjiyi saglamak amaciyla oldugu
saptanmigtir.

enzimler hiicre

6nemli rol

Bu arastirmada, bakirin O. niloticus’un karaciger,
solungag, bobrek ve kas dokularinda glukoz-6-fosfat
dehidrojenaz (G6PD) enzim aktivitesi iizerine etkisinin
belirlenmesi amag¢lanmistir.

MATERYAL ve METOT

Aragtirma materyali olarak kullanilan O. niloticus
omekleri C.U. Su Uriinleri Fakiiltesi
havuzlarindan alinarak  40x120x40

akvaryumlarda 25 + 1°C de bir ay siire ile laboratuvar

Yetistirme
cm boyutlarindaki

kosullarina adaptasyonlar1 saglanmistir. Bu siire igerisinde
baliklar 11.8 = 0.7 cm boy ve 255 *
ulagmiglardir.

5.0 g agirliga
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Deneylerde 40X120X40 cm. boyutlarinda olan ve
her birinin igerisinde 12 balik bulunan 4 cam akvaryum
kullamilmistir. Bu akvaryumlardan {igiine 120’ser litre 0.6,
3.0 ve 6.0 mg/L Cu ¢ozeltileri, dordiincii akvaryum kontrol
olarak  kullanilmigtir.  Deneyler ¢ tekrarli
yiiriitiilmiistiir ve her tekrarda iki balik kullanilmusgtir.

Deney ortaminda bakir derisimlerinde siireye bagh
olarak degisimler olabilecegi dikkate alinarak deney
stiresince akvaryum c¢ozeltileri iki giinde bir degistirilmistir.
Deneylerde kullanilan bakir kloriir (CuCl,.2H,O, Merck)
cozeltilerinin akvaryumda homojen dagilmasi ve ¢okelmeyi
onlemek igin trisodyum sitratla (C¢HsNasO;. 2H,O Merck)
¢oOzeltisi kullanilmistir.

Belirtilen siireler sonunda her akvaryumdan 6 balik
cikarilarak iizerlerinde bulunan su damlaciklart kurutma
kagidi ile almarak karaciger, bobrek, kas ve solungag
dokular1  disekte edilmistir. Dokular glukoz-6-fosfat
dehidrojenaz (G6PD) enzim analizleri igin %0.59’luk NaCl
damlatildiktan -80°C’ lik derin
saklanmustir. Derin dondurucudan ¢ikartilan dokular {izerine
1/10 oraninda 0.25 M siikroz (pH:7.4) eklenerek buz
igerisinde teflon homojenizatérde 5 dk siireyle homojenize
edildikten sonra +4°C’de 10.000 rpm’de 30 dakika
santrifiijlendikten sonra G6PD
aktiviteleri belirlenmistir.

Glukoz-6-Fosfat Dehidrojenaz (G6PD) Yéntemi:
Glukoz-6-fosfattan 6-fosfoglukanolaktan olugmasi sirasinda
indirgenen NADP miktar1 bu tepkimeyi katalizleyen G6PD
enziminin aktivitesi ile dogru orantilidir. Enzim aktivitesinin
6lgiilmesi tepkime sirasinda olusan NADPH’1n 340 nm dalga
boyunda verdigi
saptanmasi esasina dayanir (Beutler, 1975).

Istatiksel Analiz: Deneylerden elde edilen verilerin
istatistik analizleri SPSS 10.0 bilgisayar paket programi
kullanilarak “Regresyon Analizi” ve “Student Newman
Keul’s (SNK)” testleri uygulanarak yapilmustir.

olarak

sonra dondurucuda

stipernatantlarda enzim

birim zamanda absorbans farkinin

BULGULAR

O. niloticus’ da belirli bir siirede dokularda G6PD
aktivitesi iizerine bakirin derisime baglh etkileri Cizelge 1 ve
2’ de verilmigtir. 15. giinde kas dokusu hari¢ diger dokularda
denenen yiiksek ortam derisimlerinde G6PD aktivitesinin
degistigi gozlenmistir. Karaciger ve bobrek G6PD aktivitesi
azalirken solunga¢ dokusu G6PD aktivitesinin arttig
belirlenmistir (Cizelge 1, SNK; P<0.05). 30. giinde denenen

yiiksek ortam derigsimlerinde karaciger ve bdbrek dokusu

G6PD  aktivitesi azalirken solunga¢ dokusu G6PD
aktivitesinin ise arttig1 saptanmustir (Cizelge 2, SNK;
P<0.05).

Bakir derisimlerinin siireye bagli olarak O.

niloticus’un farkli dokularinda G6PD aktivitelerine etkileri
Sekil 1. A, B, C ve D’ de verilmistir. 30. gilin en yiiksek bakir
ortam derisiminde karaciger ve bobrek dokusu G6PD
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aktivitesi sirastyla %41 ve %26 oraninda azalirken, solungag
dokusu G6PD aktivitesi ise %49 oraninda arttig1
belirlenmistir (Sekil 1B ve D). Kas dokusunda herhangi bir
degisimin olmadig1 saptanmustir.

Tablo 1. O. niloticus’ da 15 giinliik siire sonunda bakirin doku ve
organlarda G6PD aktivitesi (U/mg protein) iizerine etkisi.

Dokular
Derisim Karacigerx Bobrek* Kas* Solungac#*
X+Sx X +Sx X *Sx X £ Sx
Kontrol 0.202+0.001 x 0.048+0.005 x 0.0017+0.0002 x 0.043£0.002 x
0,6 ppm Cu 0.183£0.010 xy 0.038+0.004 xy 0.0021+0.0002 x 0.05240.002 y
3,0 ppm Cu 0.166£0.005 y 0.033£0.005 y 0.0021+0.0002 x 0.052£0.002 y
6,0 ppm Cu 0.162+0.004 y 0.034+0.002 y 0.0022+0.0002 x 0.052 £0.003 y

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmistir.
# : Ayni siitunda farkl harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde ayirim vardir.

Tablo 2. O. niloticus’ da 30 giinliik siire sonunda bakirin doku ve
organlarda G6PD aktivitesi (U/mg protein) iizerine etkisi.

Dokular
Derisim Karaciger* Bobrek* Kas* Solungac*
X+Sx X +Sx X =*S8x X £ Sx
Kontrol 0.23940.006 x 0.04610.005 x 0.0027+0.0002 x 0.047+0.004 x
0,6 ppm Cu 0.2110.006 xy 0.038+0.003 xy 0.0026+0.0002 x 0.053+0.003 xy
3,0 ppm Cu 0.190+0.004 y 0.036+0.002 y 0.0033£0.0001 x 0.06610.004 yz
6,0 ppm Cu 0.141+0.015 z 0.03440.003 y 0.0033+0.0002 x 0.070 £ 0.005 z

Degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak verilmistir.
* : Aynt siitunda farkl harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde ayirim vardr.

o
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G6PD Aktivitesi
(Uimg protein)

=
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=

GGPD Aktivites
{Wimg protein)

les)

GEPD Aktivitesi
U/mg protein)

GEPD Aklivitesi
(Uimg protein)

30
Siire (giin)

D

‘ OKontrol DOGppMCU @30 ppmCu  O6.0 ppm CU |
Sekil 1. O. niloticus’ un karaciger (A), bobrek (B), kas (C) ve

solunga¢ (D) dokusunda GO6PD aktivitesi iizerine bakir ortam
derisimleri ve siirenin etkisi.

TARTISMA ve SONUC

Bu arastirmada O. niloticus’da 6.0 ppm Cu ortam
derisiminde deneylerin sona erdirildigi 30 giinliik siire
icerisinde Oliim gozlenmemistir. Agir metallerin baliklarda
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yiiksek derisimlerde mortaliteye neden olmamalar1 ¢esitli
akklimasyon ve detoksifikasyon mekanizmalarinin iyi
olmasindan kaynaklanmaktadir.

Akuatik hayvanlarda savunma sistemleri oksiradikal
forumlara kars1 gelismektedirler. Farkli metallerin etkisinde
oksiradikallerin diizeyi artabilmektedir. Oksiradikallerin
varlig1 antioksidan enzimlerin olusumuna neden olmakta ve
metallerin indiikledigi oksidatif stres esnasinda artarak
metallerin etkilerine  karst  organizmay1
korumaktadirlar.  Kirleticilere  karst  organizmalardaki
antioksidan tepkiler doku, derisim ve siireye bagli olarak
degismektedir (Hansen vd., 2006).

Glukoz-6-Fosfat Dehidrojenaz (G6PD) &nemli bir
antioksidan enzim olup pentozun cevrilmesinde Snemli bir
bilesendir. G6PD, NADP niikleotidinin indirgenmesinde
anahtar bir enzimdir. Oksidatif stres hiicre igi glutatyonu
tilketir, bunun onarilmasi glutatyon rediiktaz tarafindan
geceklesir ki burada kullanilan NADP G6PD tarafindan
saglanir (Venugopal vd., 1997). G6PD, NADP’de koenzim
olarak kullanilir ve lipid sentezi i¢in kullanilan NADPH’nin

olumsuz

olusumunu saglar (Levesque vd., 2002).

Bakirin etkisine 15 ve 30 siirelerle birakilan O.
niloticus’un karaciger ve bobreklerinde G6PD aktivitesi tim
derisimlerde azalirken solunga¢ dokusunda ise artis
gostermistir. 30.glin sonunda Cu’m etkisinde 6.0 ppm ortam
derigiminde karacigerde G6PD aktivitesi %41, bobrekte %26
azalirken, solunga¢ dokusunda ise %49 oraninda arttig
saptanmustir. Cu’in etkisinde karaciger ve bobrekte G6PD
aktivitesindeki azalma, Cu’in —SH guruplarina baglanmas1 ve
oksidatif stresten kaynaklanabilir. Kas dokusunda denenen
tiim bakir ortam derigimlerinin etkisinde ve siirelerde G6PD
aktivitesi herhangi bir degisim gostermedigi belirlenmistir.
Kirlenmis nehirlerden alinan O. niloticus’un karacigerinde
G6PD aktivitesinin azaldig1 belirtilmistir (Bainy vd., 1996).
Sastry & Agrawal (1979) civa kloriiriin etkisine 96 saat ve 30
giin siireyle biraktiklart C.  punctatus’un  bobrek ve
ovaryumunda G6PD aktivitesinin azaldigini ve bu azalmanin
mitokondriyal hasar nedeniyle hiicrenin metabolizmasindaki
bozukluklara baglanabilecegini belirtmislerdir.
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