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OZET

Yiksek Lisans Tezi

CiVA TOKSISITESI UZERINE SELENYUMUN KORUYUCU ROLUNUN
Oreochromis niloticus’UN SOLUNGAC VE KARACiIGER DOKULARINDAKI
OKSIDATIF STRES PARAMETRELERI iLE DEGERLENDIRILMESI

Ozlem KAYA

Adiyaman Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisu
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Ozgiir FIRAT
Yil: 2016, Sayfa Sayisi: 59

Jri : Dog. Dr. Ozgiir FIRAT
: Dog. Dr. Hikmet Y. COGUN
: Dog. Dr. Mustafa COSKUN

Bu arastirmada civa (Hg) toksisitesini ve bu toksisite izerine selenyumun (Se)
koruyucu rolinu belirlemek icin Oreochromis niloticus’un dokularindaki oksidatif stres
parametreleri arastirilmistir. Bu amagla baliklar 4 ve 21 giinliik siirelerle 0.01 ve 0.05
ppm Hg ile 0.01+0.01 ve 0.05+0.05 ppm Hg+Se karigimlarinin etkisine birakilmis ve
solungag ve karaciger siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) aktiviteleri ile
malondialdehit (MDA) diizeyleri belirlenmistir.

Hg’nin tek basina ve Se ile birlikte etkisinde incelenen oksidatif stres
parametrelerinde dokuya, ortam derisimine ve etki siiresine bagli olarak Onemli
degisimlerin meydana geldigi belirlenmistir.

Civanin tek basina ve crvatselenyum karisiminin etkisinde ozellikle de yiiksek
ortam derigimlerinde solungag¢ ve karaciger SOD ve CAT aktiviteleri, 4 glnluk sure
sonunda anlamli bir artig gosterirken (P<0.05); 21 giinliik siire sonunda ise anlamli bir
azalma gostermistir (P<0.05).

Hg ve Hg+Se karisimimin etkisinde her iki dokuda 4 gunliik stre sonunda tim
ortam derigimlerinde 6nemli bir degisim géstermeyen (P>0.05) MDA dizeyinin, 21
gunlik stre sonunda yiksek ortam derisimlerinde anlamli bir artis gosterdigi
saptanmistir (P<0.05).

Sonug olarak O. niloticus’ta belirlenen SOD ve CAT aktiviteleri ile MDA
diizeylerindeki artis veya azalislarin civa+selenyum karigimina oranla civanin tek basina
etkisinde daha fazla oldugu ve selenyumun civanin oksidatif toksisitesi tizerine
koruyucu bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Oreochromis niloticus, Civa, Selenyum, Antioksidan Enzimler,
Malondialdehit
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EVALUATION OF PROTECTIVE ROLE OF SELENIUM ON MERCURY
TOXICITY BY OXIDATIVE STRESS PARAMETERS IN GILL AND LIVER
TISSUES OF Oreochromis niloticus
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In this research, to determine toxicity of mercury (Hg) and whether selenium
(Se) has any role in protection of this toxicity, it was investigated the alterations in
oxidative stress parameters in tissues of Oreochromis niloticus. For this purpose fish
were exposed to 0.01 and 0.05 ppm Hg and 0.01 ppm Hg+0.01 ppm Se and 0.05 ppm
Hg+0.05 ppm Se for 4 and 21 days and activities of superoxide dismutase (SOD) and
catalase (CAT) and levels of malondialdehyde (MDA) in gill and liver were determined.

It was observed significant changes in all analyzed parameters due to tissue,
medium concentration and exposure period in the exposure of mercury alone and
mercury+selenium mixtures.

In Hg alone, and in combination with Se especially in their higher medium
concentrations, activities of SOD and CAT in the gill and liver significantly increased at
4 days (P<0.05), while they significantly decreased at 21 days (P<0.05).

In the exposure of Hg and Hg+Se and in the both tissues, it not determined
significant alteration in the MDA levels at 4 days (P>0.05), while they elevated in their
higher concentrations at 21 days (P<0.05).

In conclusion, it was determined the increases or decreases in activities of SOD
and CAT and levels of MDA in O. niloticus were higher in the Hg alone than Hg+Se
mixtures and selenium has a protective effect on oxidative toxicity of mercury.

Keywords: Oreochromis niloticus, Mercury, Selenium, Antioxidant Enzymes,
Malondialdehyde
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1. GIRIS

Giinlimiizde canlilarin dogal yasam alanlar1 ¢evresel kirleticilerden ciddi boyutta
etkilenmektedir. Bu kirleticiler arasinda diinyadaki en tehlikeli 20 toksik maddeden
besini igceren agir metallerde yer almakta olup (ATSDR 2006) bu metaller 6nemli
ekolojik sonuglara neden olmaktadirlar. Sucul organizmalarin yasam alanlar1 olan tatl
sular ve denizler ne yazik ki bu agir metal kirliginden oldukg¢a etkilenmektedir. Son alic1
ortam olan bu akuatik ekosistemlere volkanik patlamalar, erozyon ve orman yangini
gibi dogal ya da kentlesme, sanayilesme, madencilik ya da artan tarimsal aktivitelere
bagl olarak antropojenik kaynaklardan giren agir metaller hem su kalitesini bozmakta
hem de icinde yasayan hemen tiim canlilara biiyiik zararlar vermektedirler. Bu nedenle
son yillarda agir metal kirliligi, sucul ekosistemlerdeki biyobirikimi ve toksisitesi
nedeniyle diinya c¢apinda dikkatlerin iizerine g¢evrildigi, c¢ok sayida bilimsel
aragtirmalarin yapildigi ve her gegen giin artan bir ilgiyle incelenen Kiresel bir sorun
haline gelmistir.

Agir metaller, suda kolay c¢oziinmeleri, kaliciliklari, organizma tarafindan
alinabilmeleri, vlcutta birikebilmeleri ve pargalanma ile atilimlarinin zor olmasi
nedeniyle sucul organizmalar icin oldukca toksiktirler (Van Dyk vd. 2007). Akuatik
canlilar antropojenik amaclarla genis kullanimina bagli olarak gittik¢e artan diizeylerde
metal kontaminasyonuna maruz kalmaktadirlar. Bu organizmalar viicutlarina aldiklari
agir metalleri dokularda biriktirirken, tolere edilebilir diizeylerin asilmasindan sonra bu
metallerin dogrudan ya da dolayli toksik etkileri ortaya ¢ikmaktadir. Agir metallerin
dokulardaki birikim diizeyleri ve toksik etkileri tiire, metale ya da sicaklik, tuzluluk, pH,
coziinmiis oksijen, sertlik gibi suyun fizikokimyasal Ozelliklerine bagli olarak
degisebilmektedir. Yapilan galismalarda agir metallerin ¢esitli balik tiirlerinde fizyolojik
aktivite, biyokimyasal surecler, Greme ve blylme Uzerine toksik etkilere ve hatta
mortaliteye bile neden oldugu gosterilmistir (Pandey vd. 2008, El-Gazzar vd. 2014,
Firidin vd. 2015).

Genel olarak metaller biyolojik fonksiyonlardaki rollerine gore iki ana gruba
ayrilabilmektedir. Civa, kadmiyum, kursun, aliminyum gibi metaller organizmada
herhangi bir dnemli roli olmayan ve diisiik diizeylerde bile toksik oldugundan non-

esansiyal ya da toksik metaller olarak adlandirilirken; bakir, demir, ¢inko ve selenyum



gibi metaller ise onemli biyolojik fonksiyonlara sahip ve eser diizeyleri canlilar igin
olduk¢a gerekli oldugundan esansiyal ya da gerekli metaller olarak ifade
edilebilmektedir. Bu gerekli olan metallerde ylksek duzeylerde toksik bir etkiye sahip
olabilecegi gibi eksikliginde de 6nemli saglik sorunlarina neden olabilmektedir.

Akuatik organizmalar arasinda baliklar agir metalleri de iceren kirleticilere
olduk¢a hassas oldugundan sucul ekosistemlerdeki agir metal kontaminasyonun
belirlenmesinde ve ekosistemin sagliginin  degerlendirilmesinde genis ¢apta
kullanilmaktadirlar (Zaki vd. 2014). Mineraller (P, 1, K), doymamis yag asitleri (oleik
asit, linolenik ve omega 3 serisi), fosfolipidler, vitaminler (A, D) ve proteinler
bakimindan yiiksek bir besin igerigine sahip olan baliklar, besin zincirinin 6nemli bir
0gesi olup insanlarin da birinci dereceden besin kaynagini olusturmaktadirlar (Cabanero
vd. 2004). Bununla birlikte yasadiklart ortamlara kontamine olmus agir metalleri
kolayca viicutlarina alabilme ve yliksek diizeylerde birgok doku ve organlarinda
biriktirebilmeleri hem bu canlilarin hem de onlarla beslenen insanlarin sagligi i¢in bir
risk olusturmaktadir. Bu nedenle baliklardaki agir metal toksisitesini ¢alismak hem
sucul ekosistemlerin gelecegi hem de organizmalarin sagligi agisindan oldukga
onemlidir.

Cogu arastirmalarda insanlar ve diger canlilarda agir metallerin toksik ve
kanserojenik etkileri rapor edilmistir. Agir metallerin hiicrenin 6nemli bilesenleri olan
DNA, protein, lipid, karbonhidrat ve enzimler gibi biyolojik makromolekillerle
etkilesime girdigi ve bunlarin yapilarini1 bozdugu iyi bilinmektedir (Valko vd. 2005).

Kritik diizeylerde belirlendiklerinden agir metaller sucul ekosistemlerdeki en
onemli Kirleticiler olarak ifade edilmektedir. Civa, kadmiyum, kursun, bakir ve ¢inko
gibi agir metaller su ortamlarinda yiiksek diizeylerde bulunabilmekte ve baliklar
olumsuz etkileyebilmektedirler. Bu metaller, baliklarda immiin sistemi zayiflatarak
hastaliklara acgik hale getirmekte, onemli patolojik degisikliklere neden olmakta ve
uremelerini engelleyebilmektedirler. Metallerin su ic¢indeki ¢esitli formlarnin baliklara
toksik etkileri farklilik gostermektedir. Genel olarak metaller iyonik ya da basit
inorganik formlari, komplex inorganik ya da organik formlarina gore daha toksik
olabilmektedir (Authman vd. 2015).

Baliklar sudaki agir metalleri solungag ya da derileri araciligiyla dogrudan ya da

kiictik baliklar, omurgasizlar ve sucul bitkileri yemek suretiyle besinlerle bagirsaklar



araciligiyla dolayl olarak viicutlarina almakta ve kan yoluyla birikim, detoksifikasyon,
atthm ya da metabolize edebilmek (izere metabolik olarak aktif organlara
goturulmektedir. Baliklarda solungag, karaciger ve bobrekler metaller ig¢in Onemli
metabolik organlardir. Solungaglar sudaki ¢oziinmiis agir metaller i¢in en 6nemli alinim
organi olarak gorev yapmaktadir. Solungaclarin dogrudan su ile temas halinde olmasi
metallerin alimmin1 da kolaylastirmaktadir. Yine solungag dokusu yapilarindaki
metallothioneinler gibi metal baglayict proteinler sayesinde metallerin yiiksek
diizeylerde biriktigi bir organdir. Genellikle metallerden civa, kursun ve kadmiyum gibi
toksik metaller yiksek diizeylerde solungaclarda birikmektedir. Karaciger ise yine
Kirleticilerin birikimi, metabolize edilmesi ve detoksifikasyonda énemli rolu olan bir
organdir. Sahip oldugu koruyucu ve detoksifiye edici mekanizmalar ve de metal
baglayict proteinlerle metallerin  homeostazisinde Onemli roller oynamaktadir.
Solungaglara gore karaciger dokusu ise daha ¢ok Cu, Fe, Zn gibi gerekli olan metallerin
daha yiiksek diizeylerde birikim gosterdigi bir dokudur. Gerek solunga¢ gerekse de
karaciger histolojisi iizerine agir metallerin zararli etkileri metallerin derisimlerine ve
etki siirelerine bagl olarak degisebilmektedir (van Dyk vd. 2007).

Civa (Hg), diinyadaki en toksik 20 maddeden biri olarak ifade edilmektedir
(ATSDR 2006). Periyodik tablonun 80. elementi olan civa, giimiis-beyaz renkte, oda

2 ve Hg+2 olmak iizere ii¢ farkh

sicakhiginda sivi, oldukca ugucu ve Hg’ Hg*
oksidasyon durumlarinda bulunan bir metaldir. Hem organik hem de inorganik
bilesiklerin yapisinda bulunmaktadir. Tarihsel agidan bakildiginda civanin kullanimi
cok eski zamanlara dayanmaktadir. M.O. 415°de bile kirmmzi renkli crva-sulfur
(cinnobar: zincifre, suliigen) insanlar tarafindan kullanildig1 belirtilmektedir (Clarkson
ve Marsh 1982). 1800 yillarda sanayi devriminden Once altin ekstrasyonu igin
kullanilan civa giinimiizde fungusid olarak tarimsal uygulamalarda ve klor-alkali
endustrisi, elektrikli cihazlarin imalati, ila¢ sanayisi, selilloz ve kagit endustrisi ve
plastik Uretiminde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

Crva tarimsal, madencilik ya da endiistriyel alanlardaki yiiksek kullanimina bagh
olarak antropojenik ya da kara ve/veya okyanuslardaki volkanik aktivitelere bagli olarak
dogal kaynaklardan su ekosistemlere girmekte ve her gecen giin konsantrasyonlari

artmaktadir. Su ortamlarinda civa, elemental form, inorganik yada organik bilesikler

halinde bulunmaktadir (Black vd. 2007). Kirli olmayan sulardaki civa diizeyi 0.1 pg/L



duzeyini gegmemektedir (Devlin 2006). Bununla birlikte civa sanayisine yakin bolge
sularinda ise civa diizeyleri hem akuatik yasami hem de sucul canlilarla beslenen insan
sagligini tehdit eder diizeylere ulasabilmektedir. Ornegin klor-alkali, seliiloz, kagit ve
seramik endiistrisinin oldugu bolgelerde alinan su 6rneklerinde civa diizeyi 0.0005-0.23
mg/L arasinda bulunmustur (Bollen vd. 2008). Madencilik faaliyet bolgesinde ise
sudaki civa diizeyleri 0.0001-19.82 mg/L gibi oldukca yiksek diizeylere
¢ikabilmektedir (Gammons vd. 2006). Civa kontamine olmus sucul ekosistemlerde
baliklarin dokularindaki yiiksek diizeylerde civa birikimine rastlanmistir. Besin
giivenirligi agisindan ve insan tiiketimi i¢in balik dokularindaki civa diizeylerinin 0.5
Hg/g smirmi asmamasi gerektigi Diinya Saglik Orgiitii tarafindan belirtilmistir (Lima
vd. 2005).

Civa hem inorganik hem de organik formda tiim canlilar i¢in eser diizeylerde
bile oldukca toksik olan bir metaldir (Plessi vd. 2001). Sucul ekosistemlerdeki uzun
kaliciliklar1 ve yiiksek hareketlilikleri nedeniyle civa akuatik organizmalarda birikmekte
ve besin zinciri araciligiyla st trofik diizeydeki canlilara hatta insanlara kadar
ulagsmaktadir. Sonugta civa kontaminasyonu bu nedenle ekosistem ve insanlar icin ciddi
bir risk olugturmaktadir. Civanin insanlar ve diger canlilar i¢in gii¢lii bir ndrotoksik ajan
oldugu iyi bilinmektedir (Diez 2008). Civanin her ii¢ formu (elemental, inorganik ve
organik form) da toksikolojik, metabolik ve biyokimyasal etkilere sahiptir. Organik civa
(metilciva) civanin en toksik formu olmasina ragmen inorganik civa, endustriyel
alanlarda sucul ortamlara kontamine olan en yaygin civa formu olup balik dokular
lizerine dnemli etkileri bulunmaktadir (Oliveira Ribeiro vd. 1996). Inorganik civa
toprak ve sudaki mikroorganizmalar tarafindan metilasyon sonucunda civanin en toksik
formu olan metilcivaya donlismektedir. Metilciva beyin kan bariyerini gegerek beyinde
ve hamilelerde plasentay1 gegerek fetiiste ciddi toksisiteye neden olmaktadir. Civanin
tim formlarinin genel olarak norotoksisite, nefrotoksisite, gastrointestinal toksisite
(Ulser ve hemoroji) gibi toksikolojik etkilere ve kalp krizi, otizim ve alzeimer
hastaligina neden oldugu rapor edilmistir (Tchounwou vd. 2003, Valko vd. 2005).

Crvanin mutajen, teratojen ve kanserinojen etkilere neden olan bir metal oldugu
bilinmektedir. Tiim civa bilesikleri tiyol metabolimasina miidahale edebilmekte ve
boylelikle tiyol ligandlar1 igeren proteinlerin inaktivasyonuna ya da inhibisyonuna

neden olmakta ve sonucta da 6nemli biyokimyasal parametrelerin normal fonksiyonunu



engellemektedirler. Civa ayrica serbest oksijen tiirlerinin olusumuna ve oksidatif strese
neden olarak hucrelerin 6énemli savunma mekanizmalarin1 baskilayabilmekte ve lipid
peroksidasyonuna neden olacak etkiler gosterebilmektedir (Berntssen vd. 2003). Civa
hicresel biyomolekiillerin -SH gruplarina kars1 yiiksek bir ilgiye sahiptir. Bu nedenle
viicuda alindiktan sonra civa, Sistein ve glutatyon gibi diisik molekiiler agirlikli
tiyollere ve tiyol iceren proteinlere baglanarak doku ve organlarda ¢ok uzun siire
kalabilmekte lipid, protein ve DNA oksidasyonuna neden olan serbest radikallerin
olusmasina neden olabilmektedir (Perottoni vd. 2004).

Organizma icin gerekli olan temel elementlerin alinmasindaki esas yol
besinlerdir. Besinler, yararli elementlerin yeterli ve dengeli bir sekilde alinmasinda
temel bir rol oynamaktadir (Plessi vd. 2001). Selenyum (Se) besinsel olarak oldukga
gerekli bir eser element olup hiicrede Onemli fonksiyonlar1 olan 20-35 enzimin
aktivitesinde dogrudan ya da dolayli olarak rol oynamaktadir (Rayman 2000). Bu
enzimler 6zellikle de beyinde ve endokrin organlarda islevsel (Kohrle vd. 2005) olup
diger Se igeren molekiillerle birlikte sayisiz antioksidan fonksiyonlarda, kanserin
onlenmesinde ve saglikli bir immiin sistemin desteklenmesinde goérev almaktadirlar
(Rahman 2000, Beck vd. 2003).

Selenyum selenit, selenat, selenomethionin ve selenosistein gibi ¢esitli formlarda
bulunmakta baliklar1 da igeren tiim canlilar i¢in yararli bir element olarak ifade
edilmekte ve Ozellikle glutatyon peroksidaz ve iodothyronine 5-deiosinaz gibi c¢ok
onemli enzimlerin yapisinda yer almaktadir (Cabanero vd. 2004). Selenyumun canlilar
icin 6nemli bazi biyolojik fonksiyonlar1 sunlardir; normal gelisim, blylme ve
homeostazinin korunmasi; antioksidan, antikanser ve immin sistem dizenleyicisi; tiroid
hormon metabolizmasi ve spermatogenezdeki rolleridir (Chien vd. 2003, Monteiro vd.
2009).

Akuatik ortamlardaki selenyum konsantrasyonlar1 0.1-0.4 g/l arasinda
degismektedir (Muscatello ve Janz 2009). Baliklar i¢in besinlerinde bulunmasi gereken
normal Se miktarlar1 0.25-0.70 pg/g olup 3 pg/g diizeyinden fazla alindiginda toksik
etkiler gostermektedir (NRC 2005). Selenyum baliklarin 6zellikle de karaciger,
gonadlar, bobrek gibi dokularinda daha fazla birikmektedir. Diisiik diizeylerde

baliklarin fizyolojisi i¢in oldukga gerekli olan selenyum yiiksek diizeylerde biiyltimenin



engellenmesi, lipid, protein ve DNA gibi 6nemli biyomolekillerde hasarlara ve
solungag, karaciger ve bobrekte nekrozlara neden olmaktadir (Miller vd. 2007).

Selenyum hiicre membranlarin yapisal biitlinliigiiniin saglanmasinda da 6nemli
roller oynamaktadir. Ozellikle de yapisinda yer aldigi glutatyon peroksidaz (GPX)
enzimi sayesinde hiicreleri lipid peroksidasyonuna karsi koruyucu bir etki
gostermektedir. Selenyum eksikliginde lipid peroksidasyonunun arttigi, hiicre zarlarinda
yapisal degisikliklerin oldugu ve hiicrenin fonksiyonlarinin bozuldugu belirtilmektedir
(Valko vd. 2005).

Selenyumun sayisiz énemli fonksiyonlarindan biri de canlilar i¢in oldukga toksik
olan agir metallerle etkilesime girerek bu metallerin toksik etkilerine kars1 koruyucu bir
rol oynamasidir. Selenyum o6zellikle de baliklarda civa toksitesinin engellenmesinde
islevseldir. Hem inorganik hem de organik civanin etkilerinin nétralize edilmesinde
selenyum hayati bir rol oynamaktadir (Plessi vd. 2001). Selenyumun Hg’nin
toksisitesini 6nlemedeki onemi yaklasik 50 yil oncesine dayanmaktadir. Hg ve Se
arasindaki etkilesime bagli olarak Se’nin antogonistik etkisi ilk 1967 yilinda rapor
edilmistir (Kaneko ve Ralston 2007). Bu tarihten sonra da baliklar1 da igeren gesitli
canlilarda bu iki metalin etkilesimi ve sonuglari tizerine bir¢ok ¢alisma yapilmstir (El-
Demerdash 2001, Firidin vd. 2015). Hg ve Se arasindaki yiiksek baglanma ilgisinden
dolay1 Se’nin koruyucu etkisinin esas mekanizmasinin Hg’ye baglanarak onu hareketsiz
bir formda tutmasindan kaynaklandigi belirtilmektedir (Kaneko ve Ralston 2007).
Yapilan laboratuvar c¢aligmalarinda Se’nin baliklardaki civanin alinim veya atilim
oranlarimi1  degistirerek metalin  balik dokularindaki  birikimini azalttigi da
gozlemlenmistir (Bjerregaard vd. 1999, 2011).

Civa ve selenyum arasindaki etkilesimler, ¢evresel kirleticiler arasindaki tim
etkilesimler arasinda en iyi bilinenlerden biridir (Heinz ve Hoffman 1998). Hg’nin
neden oldugu toksisiteye karsi selenyumun koruyucu etkisinin Hg’nin stabil halde
depolanmasi, antioksidatif etkiler, glutatyon sentezinin ve GPX aktivitesinin artirilmasi
ve yuksek selenoprotein diizeyleriyle iliskili oldugu ifade edilmektedir (Ralston ve
Raymond 2010).

Akuatik ortamlara giren Kkirleticilerin hem ¢evreye hem de iginde yasayan
canlilara ciddi olumsuz etkilere neden oldugu bilinmektedir. Bu canlilar arasinda

baliklar sudaki kirleticilere karsi olduk¢a hassas organizmalar olup, viicutlarina alinan



bu kimyasallar 6nemli fizyolojik ve biyokimyasal prosesleri bozmakta ve balik
dokularinda 6nemli hasarlara neden olabilmektedirler. Sudaki kirleticilerin ¢ogu oksijen
radikallerinin Gretimi ile bu radikallerin olusumunu engelleyen ve/veya temizleyen
prosesler arasindaki dengeyi bozmakta, bu da oksidatif stres olarak adlandirilan
durumun ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Abele vd. 2012).

Aerobik metabolizma ¢ogu hayvanlarin yasamlarimi siirdiirmeleri igin gerekli
olmasina ragmen tiim aerobik organizmalar endojen ve cksojen kaynaklardan gelen
oksidantlarin da potansiyel tehdidi altindadir. Oksijen, aerobik organizmalardaki
enerjinin agiga cikarilmasinda oldukg¢a gerekli olmasima karsin oksijen tiiketimi ayni
zamanda hicre icin tehlikeli olacak reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumuna da
neden olmaktadir (Li vd. 2010). ROT’lar elektron tasima zincirinin, enzimlerinin ve
redoks dongiisiiniin  Urlnleridir ve iretimleri ksenobiyotiklerle etkilesimde
artabilmektedir (Yonar ve Sakin 2011). ROT dizeyleri, hucrelerin antioksidan
kapasitelerini astig1 zaman hiicre i¢i redoks homeostazisi bozulmakta ve oksidatif stres
olusmaktadir ((Li vd. 2010).

Sucul organizmalardaki 0zellikle de baliklardaki oksidatif stres ile ilgili
aragtirmalar, cevresel ve akuatik toksikoloji igin olduk¢a Onemlidir. Baliklardaki
oksidatif stresin gostergeci olan parametrelerin izlenmesi, kimyasal maddelerle
etkilesimden kaynakli hasarlar ve olumsuz degisikliklerle ilgili olarak énemli bilgiler
verdigi belirtilmektedir (Van der Oost vd. 2003). Yine Kkirleticilerin toksik etkilerine
yanitta hizli bir sekilde diizeyleri degisim goOsteren oksidatif stres parametrelerini
calismak, Kirleticilerin diger molekiiler, hiicresel ve fizyolojik etkileri olusmadan once
erken bir uyarici sistem olarak da oldukga yararlidir.

Cogu ksenobiyotiklerin sucul organizmalarda hiicre ve doku hasarina neden olan
ROT’lart irettigi bilinmektedir. Ksenobiyotiklerin superoksit anyon, singlet oksijen,
hidroksil radikali ve hidrojen peroksit gibi ROT’lar1 olusturduguna dair giiglii kanitlar
farkli ¢alismalarda gosterilmistir (Firat vd. 2011, Fridin vd. 2015). Oksidatif strese
neden olan ROT’lar1 olusturan ksenobiyotikler igerisinde agir metallerde 6nemli bir yer
tutmaktadir. Bakir, demir, civa, kursun, kadmiyum ve ¢inko gibi metallerin, antioksidan
enzim aktivitelerinde degisimlere, lipid, DNA ve protein oksidasyonuna ve sonucta da
hucre 6limlerine bile yol agcacak ROT’lar1 dogrudan ya da dolayli olarak olusturdugu
iyi bilinmektedir (Hu 2000).



Son yillarda ¢esitli kirleticilerin akuatik organizmalardaki oksidatif toksisitesi
lizerine yogunlasan c¢alismalar sasirtici degildir. Ciinkii oksidatif stres bu canlilarda
kalsiyum homeostazinin bozulmasina, siilfidril gruplarin baskilanmasina, DNA
hasarina, lipid peroksidasyonuna ve kansere neden olacak ciddi toksik etkilere neden
olarak bu organizmalar1 olumsuz etkilemektedir.

Hiicreler oksidatif stresle bas etmek ve hasar géren makromolekiilleri tamir
etmek i¢in farkli mekanizmalara sahiptir. Bu mekanizmalardan en onemlisi serbest
radikalleri ve reaktif oksijen tirlerini temizleyen/engelleyen enzimatik ve enzimatik-
olmayan antioksidanlardir (Verma vd. 2007). Enzimatik antioksidanlar superoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon-S-transferaz (GST), glutatyon rediktaz (GR)
ve GPX gibi enzimlerden olusurken; enzimatik olmayanlar glutatyon, metallothionein,
vitaminler (E ve C gibi) gibi molekiilerden olugmaktadir. Diger omurgalilar gibi
baliklarda oksidatif stresle miicadele edebilmek igin bu antioksidan savunma
sistemlerine sahiplerdir. Hem enzimatik hem de non-enzimatik antioksidanlar balik
hicrelerinin redoks durumunun korunmasinda yararlidir ve de oksidatif strese karsi
biyolojik savunmada 6énemlidir (Monteiro vd. 2010).

Antioksidan enzimlerin O6nemli bir 0Ozelligi oksidatif stres altinda
indiiklenebilirligidir. Boyle indiiklenmeler bu strese karsi 6nemli bir adaptasyon yaniti
olmasina ragmen artan stres durumlarinda diizeyleri baskilanabilmektedir. SOD ve CAT
hlcrelerin en 6nemli antioksidan savunma sistemleri olup Kirleticilere kars1 ilk savunma
hattin1 olusturmaktadirlar. Aerobik organizmalarda siiperoksit anyonu ve hidroksil
radikali en tehlikeli ROT’lar olup bunlarin engellenmesi ya da temizlenmesi normal
hiicre fonksiyonlar1 i¢in olduk¢a dnemlidir. Bu iki radikalin hiicrelerde yapacagi toksik
etkiler SOD ve CAT’1n indiikledigi reaksiyonlarla 6nemli 6l¢iide engellenmekte ve bu
da SOD ve CAT’ n oksidatif stres durumlarinda biyolojik dnemini gostermektedir. Bu
nedenle antioksidan enzimler oksidatif stresin biyobelirtecleri olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadirlar (Kohen ve Nyska 2002).

SOD, oksijenin toksik etkilerine karsi hiicrede koruma gorevi olan bir
antioksidandir. Bu enzim, hiicrenin yapisal elemanlar1 i¢in olduk¢a toksik olan
stiperoksit anyonun uzaklastirilmasinda biyolojik bir 6neme sahiptir. Katalizledigi

reaksiyon asagidaki gibidir;
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Bu reaksiyonla SOD, superoksit anyonun hicreler icin daha az tehlikeli olan
hidrojen perokside doniistiirerek oksidatif strese karsi dnemli bir savunma yaniti
olusturmaktadir. SOD hiicre i¢i bir enzim olup yapisindaki metallere gore Cu-Zn-SOD
ya da Mn-SOD seklinde sitozolde ya da mitokondride yer almaktadir.

CAT, SOD’nun Kkatalizledigi reaksiyon sonucunda olusan H,O,’nin fenton
reaksiyonlariyla (Fe**+ H,0,—OH +OH"™+Fe*3) hiicreler icin en tehlikeli radikal olan
hidroksil radikaline dénlismeden elemine edilmesinde hayati bir rol oynayan enzimdir
(Dantas vd. 1996). CAT sitozolik bir enzim olup Kkirleticilerin etkisinde
indlklenebilmektedir. CAT hidrojen peroksiti, molekiler oksijen ve suya kataliz eden

onemli bir antioksidan enzimdir. Katalizledigi tepkime asagidaki gibidir;
2H,0, — 2H,0+ 0O,

CAT yapisinda demir atomlar1 yer aldigindan bir hemoprotein olarak ifade
edilmekte olup hicrelerde peroksizomlar ile sitozolde lokalize olmustur. Baliklarin
Ozellikle de detoksifikasyon organi olan karaciger dokusunda daha yiiksek diizeylerde
bulunmaktadir.

Yapilan laboratuvar (Talas vd. 2008, Monteiro vd. 2010) ve alan ¢alismalarinda
(Karadag vd. 2014) agir metallerin etkisinde baliklarin gesitli dokularinda oksidatif
strese yanitta CAT ve SOD enzim aktivitelerinde O6nemli degisikliklerin meydana
geldigi gosterilmistir. Ve bu ¢alismalarda aragtiricilar antioksidan enzimlerin ROT’ larin
zararl etkilerinin giderilmesinde olduk¢a 6nemli oldugunu belirtmiglerdir.

Agir metal stresi altindaki organizmalarda CAT ve SOD aktivitelerindeki
degisimler gibi lipid peroksidasyonu da onemli bir oksidatif stres belirtecidir. Hucre
zarinin stabil yapisi normal hiicre i¢i prosesleri i¢in olduk¢a 6nemlidir. Hiicre zarlarinin
yapisin1 bozacak herhangi bir ksenobiyotik ya da ¢evresel faktorler sadece zarlarin yari
gecirgen Ozelliklerinin degil ayni zamanda hiicreyi Olime kadar goétlrecek bir dizi
reaksiyonlara da neden olabilir. Agir metalleri de igeren gevresel kirleticiler, baliklarin
hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonunu baslatma yetenegine sahiptirler. Zar lipidlerinin
oksidasyonu hiicrelerin ve icerisindeki organelllerin membran biitiinliiglinii bozarak
patolojik durumlarin ortaya cikmasina neden olabilmektedir (Girotti 1998). Balik
dokular1 yiiksek diizeyde ¢oklu doymamis yag asitleri igerdiginden bu yapilar agir



metallerin 6nemli toksik hedefleri arasindadir. Lipid peroksidasyonu hiicre zarlarinin
akigskanligini azaltan ve bu zarlarin yikimina neden olan karmasik bir siire¢ olarak ifade
edilmektedir (Talas vd. 2008). En yaygin olarak kullanilan lipid peroksidasyon belirteci
malondialdehittir (MDA). MDA, lipid peroksidasyonun son urunu olup akuatik
organizmalardaki agir metal toksisitesinin neden oldugu lipid peroksidasyonun bir
biyobelirteci olarak siklikla kullanilmaktadir (Nogueira vd. 2003). MDA duzeyleri
serbest radikaller tarafindan olusturulan hiicresel toksisitenin dogrudan bir kanitini
olusturmaktadir (Sieja ve Talerczyk 2004). Diger omurgalilar gibi baliklarda da MDA,
doymamis yag asitlerinin oksidasyonu ile meydana gelmekte ve hiicrede olusan
oksidatif stres toksisitesinin en énemli belirteclerinden biridir (Morales vd. 2004).

Akuatik ortamlardaki en 6nemli kirleticiler olan agir metallerin nehirler, goller
ve denizlerdeki gittikge artan konsantrasyonlar1 diinya genelinde endise uyandiracak
diizeylere ulasmistir. Ozellikle de sanayinin yogun oldugu bélgelerde agir metal
kontaminasyonu besin givenirligi a¢isindan yasal olarak izin verilen diizeylerin izerine
cikarak canli yasaminmi tehdit etmektedir. Civa da kontamine olmus sulardaki yiiksek
diizeyleri ve canlilara olan norotoksik, teratojenik ve mutajenik etkileri nedeniyle her
zaman izlenmesi gereken toksik bir metaldir. Hem ekosistemin gelecegi ve hem de
baliklar ve onlarla beslenen canlilarin saglig1 icin civa toksisitesine karsit koruyucu
mekanizmalar bu baglamda olduk¢a 6nem arz etmektedir. Bu nedenle sunulan bu
calismada baliklardaki civa toksisitesi iizerine selenyumun koruyucu etkisinin ve bu
etkinin oksidatif stres parametreleriyle degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu amagla O.
niloticus tatli su baliklart hem civanin tek basina hem de civatselenyum karisimlarinin
etkisine birakilarak solunga¢ ve karaciger dokularindaki CAT ve SOD aktiviteleri ile
MDA diizeylerindeki degisimler aragtirtlmigtir.
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2. KAYNAK OZETLERI

El-Demerdash (2001), 5 giin streyle 0.5 pmol/ml selenyum ve civanin tek
basina ve birlikte etkisine birakilan sicanlarin plazma, karaciger ve beyin dokularindaki
enzimatik aktivite ve lipid peroksidasyonu fiizerine etkilerini arastirmistir. Calismada
oksidatif stres parametrelerinden plazma GST aktivitesinin ve beyin lipid peroksidasyon
diizeylerinde artiglarin oldugu rapor edilmistir. Bununla birlikte Hg’nin selenyumla
birlikte etkisinde kismen ya da tamamen bu parametrelerde iyilesmeler gdzlemlenmistir.
Arastirict selenyumun civa toksitesi Uzerine antogonistik bir etkiye sahip oldugunu
belirtmistir.

Basha ve Rani (2003), 5 ppm kadmiyum etkisine 7, 15 ve 30 gunlik etki
stireleriyle birakilan tatli su baligi O. mossambicus’ta karaciger ve bobrek dokularindaki
antioksidan savunma mekanizmalarin1 aragtirdiklar1 ¢aligmalarinda kadmiyumun 7
gunlik sire sonunda her iki doku SOD, CAT, GPX ve GST aktivitelerini artirirken
sireye bagl olarak ozellikle de 30 gunlik sure sonunda bu enzim aktivitelerini
azalttigini rapor etmislerdir.

Kiling vd. (2003), chlorpyrifos-etilin etkisine birakilan ratlarda melatonin,
vitamin C ve vitamin E’nin koruyucu etkilerini arastirmiglardir. Pestisit ve koruyucu
maddelerin etkisinde plazma lipid peroksidasyon ve antioksidan potansiyel dizeyleri
Ol¢iilmiistiir. Calismada chlorpyrifos-etil etkisinde lipid peroksidasyonunda artis,
antioksidan potansiyel diizeylerinde ise anlamli bir diisiis belirlenmistir. Bununla
birlikte melatonin ve vitamin C ve E uygulamasini1 takiben incelenen parametrelerde
iyilesmeler gozlemlenmis ve arastiricilar, melatonin ve vitamin uygulamalarinin
pestisitin neden oldugu toksik etkiler (zerine koruyucu bir etkiye sahip oldugunu
vurgulamiglardir.

Berntssen vd. (2003), dort ay boyunca HgCl, (0, 10 ve 100 pg/kg) ve metilciva
(0, 5 ve 10 mg/kg) iceren diyetlerle beslenen Salmo salar’in beyin dokusu lipid
peroksidasyonu, oksidatif stres parametreleri ve histopatolojik  degisiklikleri
incelemislerdir. Hem inorganik hem de organik civanin beyin dokusunda o6nemli
duzeylerde biriktigi belirlenmistir. Civanin tiiriine ve derisimlerine bagli olarak beyin
lipid peroksidasyon ve antioksidan enzim aktivitelerinde anlamli degisiklikler

belirlenmistir. Civanin lipid peroksidasyon iirlinii olan TBARS diizeylerini arttirdigi
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SOD aktivitesini ise diislirdiigii saptanmustir. Arastiricilar S. salar’in civanin toksik
etkisinden énemli dlizeylerde etkilendigini belirtmislerdir.

Atessahin vd. (2005), siganlardaki cypermethrinin indiikledigi oksidatif stres
lizerine selenyum ve vitamin E’nin etkilerini belirlemislerdir. Sicanlar 100 mg/kg
vitamin E, 0.1 mg/kg selenyum ve vitamin E+Se’nin U¢ gun sire ile verilmesinden
sonra bes giin siire ile 50 mg/kg cypermethrin verilerek dokulardaki CAT ve GPX
aktivitesi ile MDA diizeyleri 6l¢iilmiistiir. Dogrudan cypermethrin etkisinde karaciger,
bobrek ve beyin dokularinda MDA diizeylerin arttigi CAT aktivitesinin ise azaldig
belirlenmistir. Vitamin E’nin oksidatif stresi azalttigi, selenyumun ise CAT enzim
aktivitesinde artisa neden oldugu saptanmustir. Arastiricilar ¢alisma sonuclarinin test
edilen insektisitin sicanlarda oksidatif stresi indiikledigini ve vitamin E’nin ise bu
insektisitin metabolizmasinda degisikliklere neden olarak oksidatif strese karsi
koruyucu bir rol oynadigin1 vurgulamiglardir.

Hansen vd. (2006), S. trutta’da bakirin oksidatif stresle iliskili parametreler
izerine etkilerini arastirdigi alan calismalarinda, Norveg’in Roros Bolgesindeki bakir
kontamine olmus nehrinden alinan alabaliklarin dokularindaki SOD, CAT, GPX ve GR
aktivitelerini belirlemislerdir. Arastiricilar karaciger, solungac ve bobrek dokularindaki
SOD ve CAT aktivitelerin bakir etkilesimine yanitta onemli diizeylerde arttigini
saptamiglardir. Yine ¢aligmada incelenen dokularin metallothionein diizeyleri ile diger
oksidatif stres parametrelerinde bakirin 6nemli degisikliklere yol ag¢tifi da
belirlenmistir.

Hoyle vd. (2007), besin yoluyla verilen bakirin Clarias gariepinus’un solungag,
karaciger ve bagirsak dokularindaki oksidatif stres parametreleri Uzerine etkilerini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda incelenen dokularda bakir birikiminin bir sonucu olarak,
total glutatyon dizeylerinin ve lipid peroksidasyonunun bir belirteci olan TBARS
dizeylerinin anlamli olacak sekilde arttigini rapor etmislerdir.

Pandey vd. (2008), 7, 15 ve 30 gunluk sirelik Cu + Cd + Fe + Ni karisimlarinin
etkisine birakilan Channa punctata’nin hedef doku olarak segilen solungag
dokularindaki biyokimyasal, histolojik Ve ultrayapisal Ozellikleri inceledikleri
caligmalarinda SOD, CAT aktivitelerinde énemli degisiklikler MDA diizeylerinde ise

artiglar belirlemislerdir.
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Su vd. (2008), rat dokularindaki oksidatif stres ve metal birikimleri (zerine
selenyum ve civa etkilesimini incelemislerdir. Bu amagcla si¢canlar Hg’nin 1.20 mg/kg,
ve Hg+ Se’nin ise 0.6+0.5, 1.2+0.5 ve 2.4+0.5 mg/kg etkisine birakilmis ve dokulardaki
civa ve selenyum diizeyleri ile SOD aktivitesi ile GSH ve MDA diizeylerine bakilmistir.
Karaciger ve bobrek dokulardaki civa diizeylerinin civanin tek basina ve selenyumla
birlikte etkisinde arttigi ancak bu artisin civanin dogrudan etkisinde daha fazla oldugu
belirlenmistir. Yine ¢alismada civanin etkisinde dokulardaki SOD aktivitesi ve GSH
dizeylerinin azaldigi, MDA diizeylerinin ise arttig1 belirlenirken, selenyum varliginda
SOD ve GSH’1n arttigit MDA’nin ise azaldigi belirlenmistir. Arastiricilar selenyumun
civa birikim ve toksisitesi izerine antogonistik bir etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir.

Talas vd. (2008), Oncorhynchus mykiss’te agir metallerin toksik etkileri Uzerine
selenyumun antioksidatif etkilerini aragtirmislardir. Bu amagla baliklar Cd ve Cr ile
Cd+Se ve Cr+Se’un 2 ppm konsantrasyonlarinin etkisine 7 giin siireyle birakilmis ve
karaciger dokusundaki CAT, SOD ve GPX aktiviteleri ile MDA duzeyleri
belirlenmigtir. Metallerin tek baslarina etkilerinde karaciger CAT ve SOD aktivitesi
azalirken MDA diizeyleri artmis, selenyumla birlikte etkisinde ise bu parametreler
tizerine Cd ve Cr’un neden oldugu toksik etkilerin engellendigi ve selenyumun bu
metallerin toksik etkilerin giderilmesinde kullanilabilecegi belirtilmistir.

Jihen vd. (2009), ratlarda kadmiyumun oksidatif toksisitesi tizerine selenyum ve
cinkonun Kkoruyucu etkilerini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda siganlar 35 giin siireyle
kadmiyum, kadmiyum-+ginko, kadmiyum+selenyum ve kadmiyum-+ginko+selenyum
etkisine birakilmis ve karaciger dokusundaki oksidatif stres parametrelerin diizeyleri
Olgtilmistiir. Cd’nin tek basina etkisinde karaciger total SOD, CuZnSOD, GPX ve CAT
aktivitesi azalirken MDA diizeyleri artmistir. Bununla birlikte Zn, Se ve ikisinin birlikte
etkisinde ise kadmiyumun bu parametreler iizerindeki toksik etkilerinin 6nlendigi ve
Cd’nin Se ya da Zn ile birlikte etkisine oranla Zn+Se ile birlikte etkisinde daha yuksek
koruyucu etki goriilmiistiir.

Monteiro vd. (2009), organofosfat insektisit metil-parathion etkisindeki Brycon
cephalus’ta oksidatif stres parametreleri tizerine selenyumun etkisini aragtirmiglardir. 4
gun sureyle 2 ppm insektisit etkisindeki baliklarda solungag, karaciger ve kas dokusu
CAT, GPX, SOD, GST, GSH ve lipid peroksidasyonu dzeyleri (zerine metil-

parathionun toksik etkileri ve bu etki Gzerine selenyumun Kkoruyucu etkisi
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degerlendirilmistir. Arastirmada, insektisitin baliklarin dokularinda genel olarak SOD,
CAT ve GST aktivitelerini ve LPO diizeyleri arttirdigim1 GPX ve GSH duzeylerini ise
azalttig: belirlenmistir. Bununla birlikte selenyumun etkisinde pestisitin neden oldugu
toksik etkilerin ortadan kalktigi ve selenyumun metil-parathion toksisitesi (zerine
koruyucu bir etkiye sahip oldugu saptanmustir.

Mieiro vd. (2010), Liza aurata’nin beyin dokusundaki antioksidan sistemler
lizerine civanin toksik etkilerini arastirmak i¢in bu metalin yiiksek diizeylerde
kontamine oldugu Ria de Aveiro’nun kiyilarinda (Portekiz) toplanan baliklari
incelemislerdir. Calismada civa dizeyleri ve CAT, GR ve GPX aktiviteleri ile GSH
duzeyleri gibi antioksidan parametreler arastirilmistir. Baliklarin beyin dokularinda
yuksek diizeylerde civa biriktigi ve bu birikimin bir sonucu olarak da incelenen tim
antioksidan parametrelerde azalmalarin oldugu belirlenmistir. Arastiricilar antioksidan
savunma sisteminin baskilanmasiin civanin toksik etkilerinin bir belirteci oldugunu
vurgulamiglardir.

Monteiro vd. (2010), tropikal tatli su baligi olan Brycon amazonicus’ta inorganik
civa birikimi ve bu birikime bagli olarak olusan toksisitenin belirteci olarak oksidatif
stres parametrelerini ¢alismiglardir. Bu amagla baliklar 96 saat siireyle 0.15 ppm
HgCl,’iin etkisine birakilmis ve solungag, karaciger, kas ve kalp dokularindaki metal
duzeyleri ve SOD, CAT, GPX, GST ve GR gibi oksidatif stres parametrelerindeki
degisimler arastirillmigtir. TUm dokularda civanin anlamli diizeylerde biriktigi
belirlenmistir. Incelenen biyokimyasal parametrelerde ise dokuya o6zgii yamtlarin
olustugu belirlenmistir. HgCl, kas GR ve karaciger GPX aktivitesi disinda incelenen
tim dokularda SOD, CAT, GPX, GR ve GST aktivitelerinde artislara neden olmustur.
Arastiricilar, bu sonuglarin, inorganik civaya yanitta oksidatif stresin baliklardaki bu
metal tarafindan indiiklenen esas toksisite sonucunu gosterebilecegini belirtmislerdir.

El-Gazzar vd. (2014), O. niloticus’ta Cd’nin neden oldugu oksidatif stres ve bu
stres iizerine vitamin C’nin koruyucu etkilerini inceledikleri arastirmalarinda baliklar
Cd’nin tek basina ve vitamin C ile birlikte etkisine birakilmis ve solungag ve karaciger
dokular1 CAT, GST ve GPX aktiviteleri ile MDA ve GSH diizeyleri saptanmistir.
Calismada karaciger dokusunda Cd etkisinde CAT ve GST aktiviteleri ile LPO
diizeyleri artmistir. Solunga¢ dokusunda ise GSH diizeyi artmig, LPO diizeyi ve

antioksidan enzim aktivitelerinde belirgin bir degisim saptanmamistir. Vitamin C
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uygulamasinda ise Cd’nin neden oldugu yukardaki parametreler iizerindeki olumsuz
etkilerin ortadan kalktig1 ve vitamin C’nin Cd toksisitesi Uzerine koruyucu bir etkiye
sahip oldugu belirlenmistir.

Firidin vd. (2015), civa ve civatselenyum etkisine birakilan O. niloticus’ta
antioksidan savunma sistemlerini, lipid peroksidasyonu ve asetilkolin esteraz enzim
aktivitelerindeki degisiklikleri incelemislerdir. Bu amagla baliklar 7 ve 14 ginlik
stirelerle 0.01 ve 0.1 ppm Hg ile 0.01+0.1 ve 0.1+1.0 ppm Hg+Se etkisine birakildiktan
sonra beyin ve bobrek dokularindaki CAT, GST, AChE, total glutatyon ve MDA
diizeyleri ol¢iilmiistiir. Sonuglar, her iki Hg derisiminde ve siireye bagli olarak CAT,
GST aktivitesi ile MDA diizeylerinde artis diger parametrelerde ise azalis oldugunu
gostermistir.  Bununla Dbirlikte selenyumla birlikte etkisinde civanin yukaridaki
parametreler {izerine olan toksik etkilerinin azaldig1 belirlenmistir. Arastiricilar

selenyumun civanin toksik etkileri tizerine koruyucu bir etkisi oldugunu belirtmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Sunulan ¢alisma igin gerekli Etik Kurul onayr Cukurova Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alinmistir (Karar No:5, Tarih: 29.09.2014, EK-1).
Calismamizda arastirma materyali olarak Oreochromis niloticus kullanilmuistir. Baliklar,
Cukurova Universitesi (C.U.) Su Urinleri Fakiiltesi biinyesindeki balik yetistirme
havuzlarindan almmis ve C.U. Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Hayvan
Ekofizyoloji laboratuvarina getirilerek icerisinde 120 L bekletilmis ¢esme suyu bulunan
40x140x40 cm ebatlarindaki 14 stok cam akvaryumda ortam kosullarina uyumlari i¢in
uc ay sure ile birakilmiglardir. Bu siire igerisinde baliklar 10.21 £ 0.5 cm boy ve 27.36
0.7 g agirliga ulagmustir.

Deneyler 25+1 °C’de yiiriitiilmiis, giinde sekiz saat aydinlanma periyodu
uygulanmistir.  Merkezi havalandirma sistemiyle akvaryumlarin havalandirilmasi
saglanmigtir. Laboratuvar kosullarina uyumlar1 sirasinda baliklar, hazir balik yemi
kullanilarak (Pmar Balik Yemi, Tiirkiye) beslenmistir. Denemelerden 48 saat oncesinde
yem kesilmis ve denemeler boyunca glinde iki defa olmak Uzere viicut agirliklarinin
%?2’si kadar yem ile baliklar beslenmistir. Deney suyunun kimyasal 6zellikleri; toplam
sertlik 318+4 ppm CaCOj;, ¢oziinmiis oksijen 7.22+0.03 mg/L, pH 7.81+0.03,
akvaryum suyunun sicaklig1 ise 21.49+0.29 °C olarak olgiilmiistiir.

Deneylerde kullanilan civa ¢ozeltileri 1M civa kloriir [(HgCl)2] (SIGMA) stok
cozeltisinden ve selenyum c¢ozeltileri 1M sodyum selenit [(Na,SeO3)] (SIGMA) stok

cozeltisinden seri seyreltmeler yontemi ile hazirlanmistir.

3.1.1.Deneylerde kullamlan kimyasal maddeler

Bakir (1) Siilfat pentahidrat (CuSO4.5H,0, Sigma)
1,1,3,3, Tetrametoksipropan (Sigma)

Sodyum Fosfat (Na,HPO4, Merck)

Sodyum Karbonat (Na,CO3, Merck)
Etilendiamintetraasetikasit (EDTA, Sigma)
Nitrobluetetrazolium (NBT, Sigma)
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Hidro Klorik Asit (HCI, Merck)
Hidrojen Peroksit (H,O,, Merck)
Dipotasyumhidrojenfosfat (K,HPO,4.3H,0, Merck)
Sodyum Hidroksit (NaOH, Merck)
Ksantin Oksidaz (XOD, Sigma)
Amonyum Silfat ( (NH4)2SO4, Merck)
Thio Barbutirik Asit (TBA, Merck)
Triklor Asetik Asit (TCA, Merck)
Sukroz (C12H12,01;, Sigma)

Sigir Serum Albiimini (Merck)

Bakar Kloriir (CuCI,.H,0, Merck)
Folin Ciocalteu Fenol Ayiract (Merck)

3.1.2. Deneylerde kullanilan cihazlar

Spektrofotometre : SHIMADZU UV-1800
Homojenizator : WISETIS HG-15D

Santrifuj : Nive NF400

Sogutmal1 Santrifiij : Hettich Universal 320R
Derin Dondurucu (-80°C) : New Brunswich Scientific U410 Premium
Hassas Terazi : OHAUS Pioneer PA214C

Su Banyosu : Jeio Tech BS-11

pH metre : Thermo Scientific Orion 2 Star
Manyetik Karistirict : VELP Scientifica ARE
Distile Su Cihaz1 : Millipore Rios 8

Vortex : Labort Multi-Mixer MVS-1

3.2. Yontem

Deneyler civa ve civa + selenyum karisimlart dikkate alinarak iki seri olacak

sekilde yiriitiilmiistiir. Baliklar birinci seride civanin 0.01 ve 0.05 mg/L; ikinci seride
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ise civa + selenyumun 0.01 mg/L Hg + 0.01 mg/L Se ve 0.05 mg/L Hg + 0.05 mg/L Se
derisimlerinin etkisine 4 ve 21 giin siirelerle birakilmstir.

Deneylerde her birinin icerisinde 12 adet balik bulunan toplamda 5 akvaryum
kullanilmistir. Deneylerde birinci seride bes akvaryumun ilk ikisine civanin 0.01 ve
0.05 mg/L c¢Ozeltileri; ikinci seride Ugunci ve dordunci akvaryumlara civa +
selenyumun 0.01 + 0.01 ve 0.05 + 0.05 mg/L ¢ozeltilerinden 120’ser litre ve son
akvaryum ise kontrol grubu olarak kullanilarak igerisine aynmi hacimde (120 L)
dinlendirilmis ¢esme suyu konmustur. Deney akvaryumlarinda kullanilan metal
cozeltilerinin derisimlerinde zamana baglh olarak degisim olabilecegi dikkate alinarak
cozeltiler her gin yeni hazirlanan stok ¢ozeltilerden uygun seyreltmeler yapilarak
degistirilmistir. Deneyler alt1 tekrarli olarak yiritilerek her tekrarda bir balik

kullanilmistir.

3.2.1. Doku Orneklerinin alinmasi ve biyokimyasal analizler

Belirlenen her sturenin sonunda deney akvaryumlarindan rastgele secilen
baliklar, ¢esme suyuyla yikanarak temizlenmis, yiizeylerinde bulunan su damlaciklari
kurutma kagidiyla alinmis ve boy ve agirliklar1 saptanarak diseksiyona hazir hale
getirilmistir. Baliklar diseksiyondan once spinal yapilarak 6ldiiriilmiistiir. Steril aletlerle
solungag ve karaciger doku ornekleri buz Uzerinde disekte edilmis, bu drnekler % 0.59
NaCl ile yikanmis ve agirliklar1 alindiktan sonra biyokimyasal analize kadar -80 °C’de

muhafaza edilmislerdir.

3.2.1.1. Doku homojenatlarimin hazirlanmasi

Disekte edilen dokular 1/10 agirlik/hacim (w/v) olacak sekilde 0.25 M siikroz
iceren 0.05 M sogutulmus Na-P tamponu (pH: 7.4) ile buz icerisinde ultra-turrax
homojenizatorde 3 dakika streyle 10.000 rpm’de homojenize edilmistir. Homojenatlar
+4 °C’de 10.000 rpm’de 30 dakika sireyle santriflij edilmis ve elde edilen
sipernatantlarda SOD ve CAT aktiviteleriyle MDA ve protein dizeyleri

spektrofotometrik yontemlerle belirlenmistir.
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3.2.1.2. SOD aktivite tayini

Prensip: Enzim aktivite tayini, ksantin ve ksantin oksidazin reaksiyonuyla olusan
stperoksit anyon radikallerinin, nitrobluetetrazolium ile olusturdugu mavi renkli
formazan boyasinin 560 nm’deki absorbansinin okunmasi esasina dayanmaktadir (Sun

vd. 1988).

Ayrraclar:
1. Reaktif:
a. 0.3 mM Ksantin: 9.13mg alinip 200 mL saf suda ¢oziilmiistiir.
b. 0.6 mM EDTA: 22.3 mg alinip 100 ml saf suda ¢oziilmiistiir.
c. 150 pg/L N.B.T.: 12.3 mg alinip 100 mL saf suda ¢6ziilmiistiir.
d. 400 mM Na,COs;: 2.544 g alinip 60 mL saf suda ¢6ziilmiistiir.
e. 1g/L Sigir serum: 30 mg alinip 30 mL saf suda ¢6ziilmiistiir.
2. Ksantin Oksidaz (167 U/L): 18 ul alinip 3 ml 2 M (NH4)2SO, da ¢6ziilmiistiir.
3. CuCl;.2H,0 (0.8 mM): 13.6 mg alinip 100 ml’ye saf su ile tamamlanmustir.

Yontem: Enzim aktivite tayini icin iki tip alinmis ve Cizelge 3.1°te belirtilen ayiraglar

konmustur.

Cizelge 3.1. Superoksit Dismutaz Y ontemi

Cozeltiler Kor Numune
Reaktif 2.85 mi 2.85 ml
Numune - 0.1ml

Ksantin oksidaz 50 uL 50 uL

25 °C’de oda sicakliginda 20 dakika bekletilip

CuCl», 0.1ml 0.1 ml

Numune 0.1ml -

560 nm dalga boyunda absorbans degerleri distile suya karsi okunmustur.
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Hesaplama:

K6rOD — NumOD X
KoérOD

SOD Aktivitesi (U/mL)= 20

20: zaman (dakika)

SOD Aktivitesi
Protein Miktari

SOD Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) =

3.2.1.3. CAT aktivite tayini

Prensip: Katalaz aktivite tayini, H,O,’nin 240 nm dalga boyundaki absorbansinin
enzim ile etkilesiminden sonra zamana bagli olarak azalmasi dikkate alinarak

yapilmustir (Lartillot vd. 1988).

Ayrraclar:
a. 50 mM Fosfat Tamponu (pH 6.8): 2.482 g K,HPO, ve 4.864 g KH,PO, alinir
ve pH ayarlandiktan sonra saf su ile 1000 mL’ye tamamlanir.
b. 10 mM H,0;: %30’luk peroksitten 10 puL alinir ve 9990 pL saf suyla
tamamlanir.
c. 1 M HCI: %37°lik HCI’den 43 pL aliir ve fosfat tamponuyla 50 mL’ye

tamamlanir

Yontem: 50 mmol/L fosfat tamponu (pH 6.8) icerisinde 10 mmol/L H,O, olacak
bi¢cimde substrat ¢ozeltisi hazirlanmigtir. 20 uL 6rnek Gzerine 2.5 ml substrat ¢ozeltisi
eklenerek 37 °C sicaklikta iki dakika bekletilmis ve tepkimeyi durdurmak igin {izerine
0.5 ml 1 M HCI c¢ozeltisi eklenerek 240 nm dalga boyundaki absorbansi (Ar)
Olcllmiistiir.

Kor i¢in 2.5 ml 50 mmol/L fosfat tamponu (pH 6.8) ve 0.5 ml 1 M HCI igeren
¢ozelti kullanilmastir.

H,02’in baslangi¢ absorbans (As) degerini saptamak i¢in 2.5 ml substrat ve 0.5
ml 1 M HCI igeren ¢6zeltinin absorbansi 6lgiilmiistiir.

Proteinin neden oldugu absorbansi (At) tespit etmek igin 20 uL 6rnek, 2.5 ml

fosfat tamponu ve 0.5 ml 1 M HCl igeren ¢ozeltinin absorbansi 6l¢tilmiistiir.
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Hesaplama:
Enzimatik aktivite kaynakli absorbans (A) degisimi:
A = (As + At)- Ar

Enzim aktivitesi hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanilmistir.

AVt
ctVo

CAT aktivitesi (U/mL) =

Vt = Toplam reaksiyon hacmi (mL)
V6 = Ornek hacmi (mL)
& = H,05nin molar ekstinksiyon katsayisi (0.0396 cm?/umol)

t = Reaksiyon zamani (dakika)

CAT Aktivitesi
Protein Miktar1

CAT Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) =

3.2.1.4. MDA duzeyi tayini

Prensip: Malondialdehid 90 °C sicaklikta thiobarbutirik asit ile pembe renkli bir
kompleks olusturmakta ve bu kompleks spektrofotometrede 535 nm’de 6lctlmektedir
(Dubovskiy vd. 2008).

Ayriraclar:

TBA (%0.8): 0.8 g TBA tartilir ve 100 ml distile suda ¢oziiliir.
TCA (%20): 20 g TCA 100 ml distile suda eritilir.

Stok Standart: 1,1,3,3 Tetrametoksipropan.

Yontem: MDA aktivitesi tayini icin supernatanttan alinan 250 pl érnek, 125 pl %20
TCA ile kanstirilir. Bu karisim 15000 g’de, 10 dakika stireyle +4 °C’de santrifij edilir.
Tiipteki stipernatant (300 pl), 200 pl TBA ile karigtirilir ve 60 dakika siireyle sicak su
banyosunda (90 °C) bekletilir. Bu islem sonunda 535 nm de spektrofotometrede okuma

yapilir.
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Hesaplama:

Sonuglar  standart egride degerlendirilir. ~ Standart olarak 1,1,3,3
Tetrametoksipropan kullanilacaktir. Stok standarttan 6.6 pl alinir ve distile suyla 100
ml’ye tamamlanir. Bu ¢o6zeltiden 10, 20, 40, 60, 80 ve 100 nmol/mL’lik ¢alisma
standartlar1 hazirlanir ve 6rneklere yapilan islemin aynisi yapilarak standart egri ¢izimi
gergeklestirilir. Bu egriden yararlanilarak MDA miktar1 hesaplanir. MDA miktari
belirlenip, protein miktarma boliiniip, sonuglar nmol MDA/mg protein cinsinden

bulunur.

3.2.1.6. Protein duzeyi tayini

Prensip: Proteinler alkali ortamda bakir siilfat eklenmesiyle fosfotungustik-
fosfomolibdik asidi redlkleyerek mavi renk olustururlar. Bu renkli bilesigin absorbans

degeri 750 nm’de 6lgiilerek protein miktarlari tespit edilir (Lowry vd. 1951).

Ayrraglar:

1. Alkali Na,COj3 ¢ozeltisi

2. Bakir Siilfat-Sodyum Potasyum Tartarat Cozeltisi
%1 CuS0O4.5H,0
%2 Na-K tartarat

3. Alkali Cozelti (Giinliik olarak hazirlanmakta): 50 mL alkali Na,CO3 ¢ozeltisi 1
mL Bakir Sulfat-Sodyum Potasyum Tartarat cozeltisiyle karistirilarak
hazirlanmistir.

4. Folin-Ciocalteu Ayiraci: 1 mL Folin-Ciocalteu, 1.5 mL distile su ile

seyreltilerek hazirlanmistir.
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Yontem : Protein tayini i¢in iki tiip alinir ve Cizelge 3.2’te belirtilen ayiraglar konur.

Cizelge 3.2. Protein Yontemi

Cozeltiler Kaér (mL) Ornek (mL)
Distile Su 0.3 -

Ornek - 0.3

Alkali Cozeltisi 3.0 3.0

25 °C’de 15 dakika bekletilmis,

Folin-Ciocalteu 0.3 0.3

Ilave edilip oda sicakliginda 30 dakika bekletilerek 750 nm dalga boyunda

absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir.

Hesaplama

Protein diizeyleri sigir serum albumini kullanilarak hazirlanmig olan standart grafikten

yararlanarak hesaplanmistir (Sekil 3.1).

w 5 9 T = 0 w T >

1,2 +

0,8 -

0,6 -

0,4 -

0,2 -

O T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Derisim (mg/ml)

Sekil 3.1. Standart protein grafigi
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3.3. istatistik

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi IBM SPSS Statistics 21.0 paket
programi kullanilarak One Way-ANOVA (Tek YOnlli Varyans Analizi)-Student —
Newman Keul’s Test (SNK) ve Student-t Test (Independent-Sample t Test) kullanilarak
yapilmistir.
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4. BULGULAR

Sunulan bu aragtirmada civanin tek basina ve selenyumla birlikte etkisine 4 ve
21 glnlik sdreleri ile birakilan O. niloticus’un solungag ve karaciger dokusundaki bazi
antioksidan enzim (SOD ve CAT) aktiviteleri ile lipid peroksidasyonunun belirteci olan
MDA diizeyleri arastirilmistir. Civa ve civat+selenyum karigimlarinin denenen tum

ortam derigsimlerinde etki siireleri boyunca baliklarda 6liim gézlenmemistir.

4.1. SOD Aktivitesi

Belirli bir etkilesim suresinde O. niloticus’un solunga¢ dokusu SOD aktivitesi
lizerine civa ve civa + selenyum karigimlariin derigime bagl etkileri Cizelge 4.1°de
verilmistir. Etki streleri dikkate alindiginda kontrol grubuyla karsilastirildiginda SOD
aktivitesinin 4 gunlik sure sonunda civanin her iki ortam derisiminde ve civatselenyum
karisiminin ise yiiksek ortam derisiminin etkisinde anlamli bir sekilde arttig1
saptanmustir (P<0.05). 21 ginliik siire sonunda ise civa ve civatselenyum karisimlarinin
diistik ortam derisimlerinde Onemli bir degisim gostermeyen (P>0.05) SOD
aktivitesinde yiiksek ortam derisimlerinin etkisinde anlamli bir azalhs saptanmistir
(P<0.05). 0.05 ppm Hg ve 0.05+0.05 ppm Hg+Se etkisinde ilk etkilesim siiresi sonunda
SOD aktivitesi sirasiyla %76 ve %40 duzeyinde artarken; 21 gunlik siire sonunda ise
tam tersine %47 ve %24 diizeyinde bir azalma gostermistir. SOD aktivitesindeki artig ya
da azalislar civatselenyum karigiminin etkisine oranla dogrudan civanin etkisinde daha

fazla olmustur.
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Cizelge 4.1. Civa ve civatselenyumun farkli ortam derisimlerinin O. niloticus’un

solungac dokusu SOD aktivitesi (U/mg protein) tzerine etkileri

Derisim (ppm) 4 GUn 21 Gin

0.0 17.19+0.67 a 18.59+0.47 a
0.01 Hg 22.72+0.39b 16.21+0.58 a
0.01 Hg+0.01 Se 18.02+0.17 a 17.70+0.82 a
0.0 17.19+0.67 a 18.59+0.47 a
0.05 Hg 30.26+0.89 b 9.81+0.33 b
0.05 Hg+0 .05 Se 24.12+0.20 c 14.22+0.18 ¢

Veriler Aritmetik ortalama + Standart hata seklinde verilmistir. Ayni etkilesim siiresindeki derisimler
arasindaki enzim aktivitelerinin ayrimini gostermek i¢in a, b ve ¢ harfleri kullanilmigtir. Farkli harfler
veriler arasindaki istatistiksel ayrim oldugunu gostermektedir (P<0.05).

Belirli bir ortam derisiminde O. niloticus’un solunga¢ dokusu SOD aktivitesi
Uzerine civa ve civatselenyum karisimlarinin siireye bagl etkileri Sekil 4.1°de
gosterilmistir. Etki siiresine bagl olarak SOD aktivitesinin dogrudan civanin etkisinde
her iki ortam derisiminde, selenyumla birlikte etkisinde ise yiiksek ortam derisiminde
anlaml bir sekilde azaldigi belirlenmistir (P<0.05). Ilk etkilesim stiresine oranla 21
gunlik sire sonunda SOD aktivitesi, yiksek civa ve civatselenyum karisiminda
sirastyla, %68 ve %41 duzeyinde bir azalma gostermistir. Etkilesim siiresi artikga SOD
aktivitesinde gozlenen azalis selenyumla birlikte etkisine oranla civanin tek basina

etkisinde daha fazla olmustur.
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Sekil 4.1. O. niloticus’un solunga¢ dokusu SOD aktivitesi (zerine civa ve
civatselenyumun siireye bagh etkileri. “#” isareti ayni1 derisimde siireler arasindaki
istatistiksel ayrimi gostermektedir (P<0.05).

Denenen etki surelerinde O. niloticus’un karaciger dokusu SOD aktivitesi
lizerine civa ve civa + selenyum karisimlarinin derisime bagl etkileri Cizelge 4.2 de
verilmistir. Ik etki suresi sonunda SOD aktivitesi 0.05 ppm Hg etkisinde anlamli bir
sekilde artis gostermistir (P<0.05). Son etkilesim siiresi sonunda ise civanin tek basina
ve selenyumla birlikte etkisinde yiiksek ortam derigimlerinde enzim aktivitesinin 6nemli
bir sekilde azaldigi belirlenmistir (P<0.05). 0.05 ppm Hg etkisinde 4 glnlik stre
sonunda %32 diizeyinde artan SOD aktivitesi, 21 gunlik slre sonunda ise yiiksek civa
ve civatselenyum karigiminin etkisinde sirasiyla; %37 ve %19 dizeyinde bir azalma
gostermistir. SOD aktivitesindeki azaliglar civa+selenyum karigiminin etkisine oranla

dogrudan civanin etkisinde daha fazla olmustur.
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Cizelge 4.2. Civa ve civatselenyumun farkli ortam derisimlerinin O. niloticus’un

karaciger dokusu SOD aktivitesi (U/mg protein) tzerine etkileri

Derisim (ppm) 4 GUn 21 Gin

0.0 25.13+0.44 a 27.04+0.71 a
0.01 Hg 27.28+0.35a 25.31+0.69 a
0.01 Hg+0.01 Se 26.09+0.51 a 25.49+0.73 a
0.0 25.13+0.44 a 27.04+0.71 a
0.05 Hg 33.27£0.80 b 17.11+0.23 b
0.05 Hg+0 .05 Se 27.81+0.33 a 21.88+0.19 ¢

Veriler Aritmetik ortalama + Standart hata seklinde verilmistir. Ayni etkilesim siiresindeki derisimler
arasindaki enzim aktivitelerinin ayrimini gostermek i¢in a, b ve ¢ harfleri kullanilmigtir. Farkli harfler
veriler arasindaki istatistiksel ayrim oldugunu gostermektedir (P<0.05).

Belirli bir ortam derisiminde O. niloticus’un karaciger dokusu SOD aktivitesi
Uzerine civa ve civatselenyum karisimlarinin siireye bagl etkileri Sekil 4.2°de
gosterilmigstir. Sureye bagli olarak SOD aktivitesi, diisiik civa ve civatselenyum
karisimlarinda istatistiksel olarak anlamli bir degisim gostermezken (P>0.05); ylksek
civa ve civatselenyum karigiminda ise anlamli bir azalma gostermistir (P<0.05). 4
gunlik etkilesim siiresine oranla 21 gunlik siire sonunda SOD aktivitesinde 0.05 ppm
Hg ve 0.05+0.05 ppm Hg+Se etkisinde sirasiyla, %49 ve %21 duzeyinde bir azalma
saptanmistir. Bu durum etkilesim siiresine bagli olarak SOD aktivitesinde gozlenen
azalmanin civanin tek basina etkisinde selenyumla birlikte etkisine oranla 2 kattan daha

fazla oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.2. O. niloticus’un karaciger dokusu SOD aktivitesi lizerine civa ve
civatselenyumun siireye bagh etkileri. “#” isareti ayn1 derisimde siireler arasindaki
istatistiksel ayrimi gostermektedir (P<0.05).

4.2. CAT Aktivitesi

Denenen sirelerde O. niloticus’un solunga¢ dokusu CAT aktivitesi (zerine
civa ve civa + selenyum karigimlarinin derigime bagh etkileri Cizelge 4.3’te verilmistir.
CAT aktivitesi 4 gunluk siire sonunda civa ve civa+selenyum karisiminin yiiksek ortam
derisiminin etkisinde anlamli bir sekilde artis gostermistir (P<0.05). 21 gunlik stre
sonunda ise civanin her iki ortam derisiminde ve civat+selenyum karigiminin ise yiiksek
ortam derisiminin etkisinde CAT aktivitesinde anlamli bir azalma belirlenmistir
(P<0.05). 0.05 ppm Hg ve 0.05+0.05 ppm Hg+Se etkisinde 4 ginlik stre sonunda CAT
aktivitesi sirasiyla %80 ve %42 diizeyinde artarken; 21 gunlik siire sonunda ise %59 ve
%28 diizeyinde bir azalma gostermistir. CAT aktivitesindeki artis ya da azaliglar
civatselenyum karigiminin etkisine oranla dogrudan civanin etkisinde daha fazla

olmustur.
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Cizelge 4.3. Civa ve civatselenyumun farkli ortam derisimlerinin O. niloticus’un
solungac dokusu CAT aktivitesi (U/mg protein) tzerine etkileri

Derigim (ppm) 4 GUn 21 Gin

0.0 164+10 a 173+13 a
0.01 Hg 17518 a 130+11 b
0.01 Hg+0.01 Se 167+12 a 169+14 a
0.0 164+10 a 173+13 a
0.05 Hg 295122 b 71+19Db
0.05 Hg+0 .05 Se 232+15¢c 124+10c

Veriler Aritmetik ortalama + Standart hata seklinde verilmistir. Ayni etkilesim siiresindeki derisimler
arasindaki enzim aktivitelerinin ayrimini gostermek i¢in a, b ve ¢ harfleri kullanilmigtir. Farkli harfler
veriler arasindaki istatistiksel ayrim oldugunu gostermektedir (P<0.05).

Belirli bir ortam derisiminde O. niloticus’un solunga¢ dokusu CAT aktivitesi
Uzerine civa ve civatselenyum Karisimlarinin siireye bagl etkileri Sekil 4.3’te
gosterilmigtir. Etki siiresine bagli olarak CAT aktivitesi, 0.01 ve 0.05 ppm Hg ve
0.05+0.05 ppm Hg+Se derisiminde anlamli bir azalis gostermistir (P<0.05). 4 gunluk
stireye oranla 21 ginliik stre sonunda CAT aktivitesinde yiiksek civa ve civatselenyum
karisiminda sirasiyla, %76 ve %47 duzeyinde bir azalma saptanmigtir. Bu durum etki
stiresi uzadik¢a CAT aktivitesinin, selenyumla birlikte etkisine oranla civanin dogrudan

etkisinde daha fazla azaldigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.3. O. niloticus’un solunga¢ dokusu CAT aktivitesi Tlizerine civa ve
civatselenyumun siireye bagh etkileri. “#” isareti ayni derisimde siireler arasindaki
istatistiksel ayrimi gostermektedir (P<0.05).

Denenen etki surelerinde O. niloticus’un karaciger dokusu CAT aktivitesi
lizerine civa ve civa + selenyum karigimlarinin derisime bagl etkileri Cizelge 4.4°te
verilmistir. CAT aktivitesi, 4 gunlik sure sonunda 0.01 ve 0.05 ppm Hg etkisinde
anlamli bir artig gosterirken (P<0.05); civatselenyum karigtiminin her iki ortam
derisiminin etkisinde 6nemli bir degisim gostermemistir (P>0.05). Son etkilesim siresi
sonunda ise hem civanin hem de civat+selenyum karisimimnin her iki ortam derigiminin
etkisinde enzim aktivitesinde anlamli bir azalma saptanmistir (P<0.05). 0.01 ve 0.05
ppm Hg etkisinde ilk etkilesim siiresi sonunda sirasiyla %23 ve %36 diizeyinde artis
gosteren CAT aktivitesi; 21 gunluk slre sonunda yiiksek civa ve civatselenyum
etkisinde ise sirasiyla %43 ve %26 dizeyinde bir azalma goOstermistir. Son etki
stresinde CAT aktivitesinde gozlenen azalislar dogrudan civanin etkisinde daha fazla

olmustur.
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Cizelge 4.4. Civa ve civatselenyumun farkli ortam derisimlerinin O. niloticus’un
karaciger dokusu CAT aktivitesi (U/mg protein) tzerine etkileri

Derisim (ppm) 4 GUn 21 Gin

0.0 285+22 a 29719 a
0.01 Hg 349+16 b 171+12 b
0.01 Hg+0.01 Se 293+11a 21017 c
0.0 285+22 a 297+19 a
0.05 Hg 387+28 b 168+23 b
0.05 Hg+0 .05 Se 301+14 a 219+13c

Veriler Aritmetik ortalama + Standart hata seklinde verilmigtir. Ayn1 etkilesim siiresindeki derigimler
arasindaki enzim aktivitelerinin ayrimini gostermek i¢in a, b ve ¢ harfleri kullanilmigtir. Farkli harfler
veriler arasindaki istatistiksel ayrim oldugunu gostermektedir (P<0.05).

Aym ortam derisiminde O. niloticus’un karaciger dokusu CAT aktivitesi
Uzerine civa ve civatselenyum Kkarisimlarinin siireye bagli etkileri Sekil 4.4’te
gosterilmistir. Belirli bir ortam derisiminde etkide kalma siiresi uzadikga CAT
aktivitesi, hem civanin dogrudan hem de selenyumla birlikte etkisinde her iki ortam
derisiminde anlamli bir azalis gostermistir (P<0.05). 4 gunluk siireye oranla 21 ginlik
slire sonunda CAT aktivitesinde yiksek civa ve civatselenyum karisiminda sirasiyla,
%57 ve %27 duzeyinde bir azalma saptanmistir. Siireye bagli olarak CAT aktivitesi,

selenyumla birlikte etkisine oranla civanin dogrudan etkisinde daha fazla azalmistir
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Sekil 4.4. O. niloticus’un karaciger dokusu CAT aktivitesi (zerine civa ve
civatselenyumun siireye bagh etkileri. “#” isareti ayni1 derisimde siireler arasindaki
istatistiksel ayrimi gostermektedir (P<0.05).

4.3. MDA Diizeyi

Belirli bir etkilesim siiresinde O. niloticus’un solunga¢ dokusu MDA diizeyi
lizerine civa ve civa + selenyum karigimlarinin derisime baglh etkileri Cizelge 4.5°te
verilmistir. Etki siireleri dikkate alindiginda MDA duzeyi, 4 gunlik stre sonunda hem
civanin hem de civatselenyum karigiminin diisiik ve yiliksek ortam derisimlerinin
etkisinde 6nemli bir degisim gostermemistir (P>0.05). 21 gunlik etki sliresi sonunda ise
0.01 ve 0.05 ppm Hg ve 0.05+0.05 ppm Hg+Se derisiminin etkisinde MDA dizeyinde
onemli bir artis belirlenmistir (P<0.05). Son etkilesim siiresi sonunda yiiksek civa ve
civatselenyum karigiminin etkisinde MDA diizeyi sirasiyla %121 ve %37 diizeyinde bir
artig gostermistir. Bu durum, MDA dizeyindeki artisin civanin tek basina etkisinde,
ortamda selenyum bulundugundaki etkisine oranla 3 kattan daha fazla oldugunu

gostermektedir.
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Cizelge 4.5. Civa ve civatselenyumun farkli ortam derisimlerinin O. niloticus’un

solungac dokusu MDA duzeyi (nmol/mg protein) Gzerine etkileri

Derisim (ppm) 4 GUn 21 Gin

0.0 0.79+0.02 a 0.82+0.04 a
0.01 Hg 0.77+0.04 a 1.10£0.05b
0.01 Hg+0.01 Se 0.80+0.03 a 0.84+0.02 a
0.0 0.79+0.02 a 0.82+0.04 a
0.05 Hg 0.81+0.01 a 1.81+0.06 b
0.05 Hg+0 .05 Se 0.78+0.02 a 1.12+0.04 c

Veriler Aritmetik ortalama + Standart hata seklinde verilmistir. Ayni etkilesim siiresindeki derisimler
arasindaki ayirimi gostermek icin a, b ve ¢ harfleri kullanilmistir. Farkli harfler veriler arasindaki
istatistiksel ayrim oldugunu gostermektedir (P<0.05).

Belirli bir ortam derisiminde O. niloticus’un solunga¢ dokusu MDA dizeyi
Uzerine civa ve civatselenyum karisimlarinin siireye bagl etkileri Sekil 4.5°te
gosterilmistir. Ayn1 ortam derigimi dikkate alindiginda etkilesim siiresi uzadikga MDA
diizeyinin, 0.01 ve 0.05 ppm Hg ve 0.05+0.05 ppm Hg+Se ortam derisiminde anlamli
bir sekilde arttig1 belirlenmistir (P<0.05). Ilk etki siiresine oranla 21 ginlik sire
sonunda MDA duzeyinde yiiksek civa ve civatselenyum karisiminda sirasiyla, %124 ve
%44 duzeyinde bir artis saptanmistir. Bu durum etki siiresine bagli olarak MDA
dizeyinin, civanin dogrudan etkisinde selenyumla birlikte etkisine oranla daha fazla

arttigin1 géstermektedir.
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Sekil 4.5. O. niloticus’un solunga¢ dokusu MDA duzeyi iizerine civa ve
civatselenyumun siireye bagh etkileri. “#” isareti ayn1 derisimde siireler arasindaki
istatistiksel ayrimi gostermektedir (P<0.05).

Denenen sirelerde O. niloticus’un karaciger dokusu MDA diizeyi tizerine civa
ve civa + selenyum karigimlarinin derisime bagl etkileri Cizelge 4.6’te verilmistir. 4
gunlik etki suresi sonunda MDA dizeyinde civanin dogrudan ve selenyumla birlikte
etkisinde test edilen her iki ortam derisiminde de 6nemli bir degisim g0zlenmemistir
(P>0.05). 21 giinliik etki suresi sonunda ise yiiksek civa ve civa+selenyum karisiminin
etkisinde MDA diizeyinde 6nemli bir artis saptanmustir (P<0.05). 21 glnlik sire
sonunda 0.05 ppm Hg ve 0.05+0.05 ppm Hg+Se derisiminin etkisinde MDA diizeyi
sirastyla, %51 ve %23 diizeyinde bir artig gostermistir. Bu durum, civanin tek basina
etkisinde, ortamda selenyum bulundugundaki etkisine oranla MDA diizeyinin 2 kattan

daha fazla arttigin1 gostermektedir.
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Cizelge 4.6. Civa ve civatselenyumun farkli ortam derisimlerinin O. niloticus’un

karaciger dokusu MDA diizeyi (hmol/mg protein) tzerine etkileri

Derisim (ppm) 4 GUn 21 Gin

0.0 1.63+0.04 a 1.65+0.03 a
0.01 Hg 1.65+0.02 a 1.68+0.04 a
0.01 Hg+0.01 Se 1.62+0.02 a 1.66+0.03 a
0.0 1.63+0.04 a 1.65+0.03 a
0.05 Hg 1.69+0.03 a 2.49+0.05Db
0.05 Hg+0 .05 Se 1.61+0.03 a 2.03+0.04 c

Veriler Aritmetik ortalama + Standart hata seklinde verilmistir. Ayni etkilesim siiresindeki derisimler
arasindaki ayirimi gostermek icin a, b ve ¢ harfleri kullanilmistir. Farkli harfler veriler arasindaki
istatistiksel ayrim oldugunu gostermektedir (P<0.05).

Ayni ortam derisiminde O. niloticus’un karaciger dokusu MDA diizeyi Uzerine
civa ve civatselenyum karigimlarinin siireye bagl etkileri Sekil 4.6’da gosterilmistir.
Belirli bir ortam derisimi dikkate alindiginda etkilesim siiresi uzadikga MDA
diizeyinde, 0.05 ppm Hg ve 0.05+0.05 ppm Hg+Se ortam derisiminde anlamli bir
sekilde artis saptanmustir (P<0.05). 4 gunlik siireye oranla 21 gunlik slre sonunda
MDA diizeyinde ylksek civa ve civatselenyum karisiminda sirasiyla, %47 ve %26
diizeyinde bir artis belirlenmistir. Bu durum etki siiresine bagli olarak MDA diizeyinin,

civanin dogrudan etkisinde daha fazla arttigini gostermektedir.
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0.0

0.01 Hg
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Derisim (ppm)

0.05 Hg

0.05 Hg+0.05 Se

niloticus’un karaciger dokusu MDA diizeyi {lizerine civa ve

civatselenyumun siireye bagh etkileri. “#” isareti ayn1 derisimde siireler arasindaki
istatistiksel ayrimi gostermektedir (P<0.05).
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5. TARTISMA VE SONUC

Civa ¢ok diisiik diizeylerde bile baliklar1 etkilemektedir. Toksik metaller
baliklarin i¢ dinamiklerinde degisiklikler olusturabilme potansiyeline sahiptir. Baliklar
tarafindan viicuda alinan bu metaller 6nce organ ve dokularda birikmekte daha sonra
enzimlerin inaktivasyonu, lipid, protein ve DNA gibi biyomolekdllerin oksidasyonu gibi
subletal etkilere neden olabilmektedir. Siddetli bir stres durumunda ise metal
toksisitesinin oldirtici etkisi sonucu baliklarda mortalite de goziikebilmektedir. Sunulan
calismada civanin toksik etkisi sonucu antioksidan enzim aktivitelerinde inhibisyon ve
lipid peroksidasyon diizeylerinde ise artiglar gibi subletal etkiler belirlenmisken
deneylerin sona erdirildigi 21 giinliik siire sonunda ve yiiksek civa ortam derisimlerinin
etkisinde O. niloticus’ta mortalite gozlenmemistir. Yiiksek metal derisimli sularda
baliklarin yagamlarini siirdiirebilmeleri, bu metallere gosterecekleri uyumla yakindan
iliskilidir. Baliklar gelismis bir adaptasyon yeteneklerine bagli olarak metallerin
oldiiriicli etkisi ile bas edebilmektedirler. Bu canlilarin solungag, karaciger ve bobrek
gibi metabolik olarak aktif organlar1 metallerin alinim, atilim, depolanmasi, metabolize
ve detoksifiye edilmesindeki etkin rollerinin bir sonucu olarak baliklar1 agir metallerin
zararh etkilerinden korumasinda onemli islevlere sahiptir. Sunulan ¢alismada da O.
niloticus’ta Ozellikle karaciger ve solunga¢ dokularindaki yiiksek savunma ve
detoksifikasyon mekanizmalarinin ve hasar goren hiicre bilesenlerinin tamirinde rol
oynayan giliclii bir onarim sisteminin varligina bagli olarak mortalite gézlenmemis
olabilir. Benzer sekilde Firidin vd. (2015) yaptiklar1 ¢alismalarinda da 14 giin siireyle
0.1 mg/L civa etkisine birakilan O. niloticus’ta mortalite gozlenmemistir.

Nil tilapyasi O. niloticus c¢evresel kirleticilere karst dayanikli bir tiir olup akuatik
kirliligin degerlendirilmesi ¢aligmalarinda siklikla kullanilan uygun indikator bir tiirdiir
(Gold-Bouchot vd. 2006, Pathiratne vd. 2009). O. niloticus gucli bir immin sisteme
sahip oldugu i¢in biyotik ve abiyotik stresOrleri iyi bir sekilde tolere edecek kapasiteye
sahiptir (Min ve Kang 2008). O. niloticus Diinya’da genis sekilde kiiltiirii yapilan bir
tathh su balig1 olup toksikolojik c¢aligmalar ve akuatik ekosistemlerin izlenmesi ve
degerlendirilmesi igin uygun bir organizma olarak kullanildigindan (Min ve Kang 2008)

sunulan ¢alismada model organizma olarak se¢ilmistir.
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Agir metallerin balik dokularinda fizyolojik ve biyokimyasal parametrelerde
degisikliklere ve patolojik durumlara neden oldugu bilinmektedir. Baliklarin bazi
dokular1 agir metal toksisitesinden daha cok etkilenebilmektedir. Balik solungaglar1 ve
karacigeri, metallerin neden oldugu kimyasal stresin etkilerinin degerlendirilmesinde
akuatik toksikolojik ¢aligmalarda en siklikla kullanilan dokulardir. Balik solungaglarinin
havaya gore suda daha az bulunan oksijeni alabilmek icin genis yiizey alani, su ile
dogrudan temas ve ters akim prensibi (su ile kanin akis yoniiniin zit olmasi) gibi uygun
mekanizmalara sahip olmasi ayn1 zamanda suda ¢éziinmiis olan kirleticilerin de ylksek
diizeylerde viicuda girisini kolaylastirmaktadir. Bu nedenle solungaglar metal
toksisitesinin  ilk hedef dokular1 olarak ifade edilmektedir. Karaciger ise
ksenobiyotiklerin metabolizmasinda ve bunlar1 suda ¢Oziiniir forma doniistiirerek
viicuttan atilimimi kolaylastiran bir organdir. Karaciger bu nedenle Onemli bir
detoksifikasyon organi olarak ifade edilmektedir. Bu dokunun toksikolojik
caligmalardaki 6neminden biri de c¢oklu oksidatif reaksiyonlarin ve yiiksek serbest
radikal iretiminin oldugu bir doku olmasidir (Avci vd. 2005). Antioksidan enzimler
baliklarin  tiim  dokularinda  bulunmasina ragmen ROT’larin  enzimatik
transformasyonunda ve kimyasallarin birikiminde ©nemli rol oynayan karaciger
dokusunda daha yiiksek diizeyde bulunmaktadir (Ji vd. 2012). Bu nedenle sunulan bu
arastirma solungac ve karaciger dokular1 hedef dokular olarak dikkate alinmistir.

Sucul ekositemlerde baliklar, birgok farkli kirleticilerin etkisi altindadir ve bu
kirleticilerin etkilerini degerlendirmek ekotoksikolojik aragtirmalar igin oldukga
onemlidir (Carvalho vd. 2012). Akuatik ortama giren kirleticilerin sucul ekosistemlere
ve iginde yasayan organizmalara ciddi hasarlar verdigi iyi bilindiginden toksikantlar
tarafindan akuatik organizmalarda olusan oksidatif stres yanitlarini ¢alismak onemlidir
(Soares vd. 2008). Bu nedenle son yillarda 6zellikle de akuatik toksikoloji alaninda
yapilan bilimsel arastirmalarda sucul organizmalarda cesitli toksikantlar tarafindan
indlklenen oksidatif toksisite caligmalarina oldukga yer verilmektedir (Livingstone
1998).

Akuatik ortamlar gevresel kirleticilerin biiyiik miktarlarda girdigi sistemler olup
bu ortamlara giren Kirleticiler potansiyel olarak baliklarda oksidatif strese neden

olabilmektedirler (Oliveira vd. 2008). Cogu kirleticiler antioksidan enzim sistemlerini
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degistirerek ve/veya serbest radikallerin Gretimi ile oksidatif hasara neden olmaktadirlar
(Huang vd. 2007).

Oksitatif stres aslinda normal metabolizmanin bir sonucu olarak surekli Gretilen
ROT’larla iligkili bir durumdur. Bununla birlikte ROT’lar toksin ya da
ksenobiyotiklerin biyotransformasyon reaksiyonlarinin iiriinleri tarafindan da kolaylikla
yiiksek diizeylerde olusturulabilmektedirler (Sureda vd. 2006). Hicresel antioksidan
sistemler, asir1t ROT {iretiminin neden oldugu oksidatif stresin adaptasyonunda oldukca
Oonemlidir (Sureda vd. 2004). ROT’lar keza hicresel oksidan — antioksidan
homeostazinin korunmasi i¢in redoks — duyarli sinyal verici yolaklarla adaptif yanitlarin
aktivasyonu i¢in mesajc1 molekiiller olarak da davranmaktadirlar (Sureda vd. 2006).
Hicresel antioksidan durum, g¢evresel bir strese karsi organizmalarin yeteneklerinin
degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (Frenzilli vd. 2004). Oksidatif stresin 6zellikle de
uzun donem kimyasal etkilesimlerinde canlilarda dejeneratif hastaliklara, immiin ve
iireme sistemlerinin bozulmasina ve yasam siiresinin kisalmasina neden oldugu
belirtilmektedir (Banerjee vd. 1999).

Crvanin biyomolekiillerin yapisinda bulunan siilfidril gruplarina yiiksek ilgisi
oldugu bilinmektedir. Civa redoks-inaktif metal olup redoks doéngiisiine dogrudan
katilmamakla birlikte 6zellikle tiyol-iceren glutatyon gibi antioksidan ve enzimler gibi
hiicrelerin  6nemli antioksidanlariyla etkilesime girmekte ve bu molekillerin
aktivitelerini engelleyerek ROT’larin dolayli olarak Uretimine neden olabilmektedirler
(Stohs ve Bagchi 1995). ROT’lar ise oksidatif strese neden olarak membran lipidlerini,
proteinleri, enzimleri ve nukleik asitler gibi hiicresel elemanlarda aktivite kayb1 ve
oksidasyon gibi hasarlara yol agmaktadir. Bununla birlikte ROT’lar ve zararl etkilerine
karst en 6nemli koruyucu mekanizmalar olan SOD, CAT gibi enzimatik ve glutatyon,
metallothionein gibi enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemleriyle hiicreler bu
oksidatif stres toksisitesini notralize edebilme yeteneklerine sahiptirler.

Antioksidan savunma sistemleri, cevresel izleme sistemlerinde biyokimyasal
belirtegler olarak etkinliklerinden dolayi siklikla ¢alisilmaktadir (Winston ve Di Giulio
1991, Rai ve Sharma 2007). Baliklar metabolik fonksiyonlarmi degistirerek ya da
adapte ederek kirleticilerin etkilerine kars1 yanitlar olusturmaktadir. Metallerin subletal
konsantrasyonlarina etkilesimlerinde antioksidan enzim aktivitelerindeki degisiklikler

ROT lara adaptif bir yanit olarak olusabilmektedir. Antioksidan enzimler prooksidan
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kosullar altinda ¢esitli ¢cevresel kirleticilerin etkisinde indiiklenebilmekte ve baglangicta
oksidatif stresle miicadele etmek igin aktiviteleri artarken uzun dénemli etkilesimler
aktivitelerini inhibe etmekte ve bu da temel biyolojik molekullerde oksidatif hasara yol
acmaktadir (Bebianno vd. 2005). Bu enzimler, akuatik ortamlardaki ¢esitli
organizmalardaki oksidatif strese neden olan Kirleticilerin biyobelirtecleri olarak ifade
edilmektedir ve bunlarin indiiksiyonu Kkirleticilere spesifik bir yaniti gostermektedir
(Borkovic vd. 2005).

Baliklarda SOD ve CAT oksidatif strese karsi savunmada oldukca onemli
antioksidan enzimlerdir. SOD stperoksidi hidrojen perokside dismutasyonunu, CAT ise
hidrojen peroksiti su ve oksijene doniisiimiinii katalizleyerek dogrudan veya dolayli
olarak oksiradikal olusumunu ve/veya bu radikallerden oksidatif strese gidecek
reaksiyonlart engelleyerek hiicresel savunmada onemli roller oynamaktadirlar (Bainy
vd. 1996). Bu nedenle SOD ve CAT oksidatif hasarin biyobelirtegleri olarak siklikla
kullanilmaktadirlar (Regoli ve Principato 1995). SOD ve CAT, toksikantlar tarafindan
tiretilen hiicresel reaktif oksijen tiirlerinin uzaklastirilmasindan sorumlu iki 6nemli
antioksidan enzimdir (Ma vd. 2014). SOD ve CAT’in karaciger dokusunda
ksenobiyotiklerin biyoaktivasyonu sirasinda olusan ROT’larla miicadele eden 6nemli
enzimler oldugu rapor edilmistir (Doyotte vd. 1997). Ozellikle de SOD, oldukga reaktif
ve potansiyel olarak toksik olan siperoksit radikallerini uzaklastirmada kritik bir rol
oynamaktadir (Reddy ve Sreenivasula 1997, Kumar vd. 2003). CAT da yine oldukca
reaktif olan hidroksil radikalinin kaynag1 olan H,O;’yi uzaklastiracagindan énemli bir
rol oynamaktadir. Bu nedenle SOD ve CAT sisteminin ROT’lara kars1 ilk savunma
hattin1 olusturdugu belirtilmektedir (Ma vd. 2014). Sunulan ¢alismada civanin etkisinde
O. niloticus’un solungag ve karaciger dokularinda CAT ve SOD enzim aktivitelerinde
ortam derigimlerine ve etki siirelerine bagl olarak Onemli degisikliklerin oldugu
belirlenmis olup enzim aktivitelerindeki bu degisikliklerin oksidatif strese yol acan
ROT’larin Uretiminde rol oynayan civanin toksik etkileri ile iliskili oldugu
diisiiniilmektedir. Onceki c¢alismalarda da balik dokularindaki antioksidan enzim
aktivitelerinde azalig/artiglarin civayi da igeren ¢esitli agir metallerin etkisinde meydana
geldigi ve bu degisikliklerin metalin derisimine, etkilesim siiresine ve calisilan dokulara

bagli oldugu rapor edilmistir (Talas vd. 2008, Firidin vd. 2015).
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Bu ikili enzim sisteminden slperoksit anyon radikalini molekdiler oksijen ve
hidrojen peroksite doniisiimiinii katalizleyen SOD, ROT’lara kars1 hiicrenin ilk savunma
hattin1  olusturarak siiperoksitin neden olacagi oksidatif hasara kars1 hiicreleri
korumaktadir (Fridovich 1989). Arastirmamizda O. niloticus’un solungag¢ ve karaciger
dokularindaki SOD aktivitesinin hem civanin tek basmna hem de civatselenyum
karisiminin etkisinde ozellikle de yiiksek ortam derisimlerinde 4 gunluk etki suresi
sonunda arttig; 21 ginlik etki stresi sonunda ise azaldigi belirlenmistir. SOD
aktivitesindeki artis ve azaliglar, civatselenyum karigimina oranla civanin dogrudan
etkisinde daha fazla olmustur. Civa ve civatselenyum karisiminin yiliksek ortam
derisimlerinde ilk etkilesim siiresi sonunda solungacgta sirasiyla %76 ve %40 ve
karacigerde %32 ve %11 dlizeylerinde bir artis gosteren SOD aktivitesi, 21 gunlik siire
sonunda ise solungagta sirasiyla %47 ve %?24; karacigerde ise sirasiyla %37 ve %19
diizeylerinde bir azalma gostermistir.

Civanin etkisinde baslangigta dokulardaki yuksek SOD aktivitesinin artan
siiperoksit anyon radikaline karst bir adaptasyon yaniti sonucunda olustugu
ongorilmektedir. Bununla birlikte siirenin uzamasiyla enzim aktivitesi civanin artan
toksik etkisinin sonucu olarak azalmis olabilir. Azalan SOD aktivitesi slperoksit
radikallerine kars1 hiicrelerin koruma kabiliyetinde bir azalis1 gosterebilir ki bu durum
hlcrelerin oksidatif stresten daha ¢ok etkilenmesine yol acabilir. Carvalho vd. (2012)
metallerin etkisinde baliklarda artan SOD aktivitesinin metallerin toksik etkilerinin
detoksifikasyonunda 6nemli oldugunu ve baliklarin bu enzim aktivitesindeki artisa bagl
olarak siperoksit radikalinin toksik etkilerine kars1 kendilerini koruduklarin
belirtmislerdir. Balik dokularindaki yiiksek SOD aktivitesinin metal etkilesimine yanitta
onemli oldugu vurgulanmaktadir (Fernandes vd. 2008). Lopez — Lopez vd. (2011) ise
yaptiklar1 ¢alismalarinda kirleticilerin etkisinde baliklardaki azalan SOD aktivitesinin
asirt ROT iiretimine bagli olarak SOD’nin hasar gérmesi sonucunda olustugunu
belirtmislerdir. Keza Dimitrova vd. (1994) de asir1 stiperoksit radikal tiretiminin kendisi
veya donisiimii ile olusan H,O;’nin SOD’deki sisteinin oksidasyonuna neden olarak
enzim aktivitesini diigiirdiigiinii rapor etmislerdir.

Yapilan caligmalarda agir metalleri de igeren ¢esitli toksikantlarin etkisinde
farkl1 balik tiirlerinde SOD aktivitesinde dnemli degisikliklerin oldugu belirlenmistir. 5

mg/L kadmiyum etkisine birakilan O. mossambicus’un dokularinda SOD enzim
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aktivitelerinde Onemli artiglar saptanmistir (Basha ve Rani 2003). Arastiricilar
kadmiyumun karaciger ve bobrek dokular1 SOD aktivitesini %86.61 ve %86.32
diizeylerinde artirdigini belirtmislerdir. Hansen vd. (2006) yaptiklar1 ¢aligmalarinda S.
trutta’nin solungag, karaciger ve bobrek dokularinda SOD aktivitesinin bakir
etkilesimine yanitta arttigin1 rapor etmislerdir. Bununla birlikte Berntssen vd. (2003) ise
baliklardaki civa toksisitesini arastirdiklart laboratuvar ¢alismalarinda hem inorganik
hem de organik civanin uzun donemli etkisine birakilan S. salar’in beyin dokusunda
SOD aktivitesinin anlamli diizeylerde azaldigin1 saptamislardir. Arastiricilar civanin
toksik etkisinin bir sonucu olarak enzim aktivitesinin azaldigin1 vurgulamislardir.
Karadag vd. (2014) agir metaller tarafinda kontamine olmus sulardan aldiklar1 C.
carpio’nun kan dokusundaki oksidatif stres parametreleri Uzerine cevresel Kirleticilerin
etkilerini inceledikleri alan ¢aligmalarinda kan SOD aktivitesinde azaliglar
belirlemislerdir.

Hidrojen peroksit sitotoksik bir ajan olarak ifade edilmekte ve hiicresel diizeyleri
antioksidan enzim aktiviteleriyle kontrol edilmektedir (Halliwell vd. 2000). CAT
hidrojen peroksidi su ve oksijene doniigiimiinii katalize ederek hiicreleri bu ajanin toksik
etkilerinden korumada 6nemli bir rol oynayan antioksidan enzimdir. Genellikle SOD ve
CAT aktivitesinde es zamanli indiiksiyon yanit1 kirleticilerin etkisinde gézlenmektedir
(Dimitrova vd. 1994). Calismamizda da boyle bir iliski gozlenmistir. Sunulan
aragtirmada civanin dogrudan ve selenyumla birlikte etkisinde 6zelikle de yiiksek ortam
derisimlerinde O. niloticus’un solungag¢ ve karaciger dokularinda CAT aktivitesi SOD
aktivitesinde oldugu gibi 4 giinliik slire sonunda artis; 21 giinliik siire sonunda ise azalis
gostermistir. Enzim aktivitesindeki artis ve azalislarin, selenyumla birlikte etkisine
oranla civanin dogrudan etkisinde daha fazla oldugu saptanmustir. 21 ginlik etki
siresinde civa ve civatselenyum karigiminin yiiksek ortam derisimlerinde CAT
aktivitesi solungacta sirasiyla %59 ve %28; karacigerde ise sirasiyla %43 ve %26
diizeylerinde bir azalis gostermistir. HUcresel yapilart H,O nin zararh etkilerine karsi
korumak ig¢in ilk etkilesim siiresi sonunda CAT aktivitesinin artigi ancak siirenin
uzamastyla artan civa stresinin sonucunda ve yiiksek iiretim durumlarinda enzim
aktivitesini inhibe ettigi belirlenen siiperoksit anyon radikaline bagli olarak CAT
aktivitesinin azaldig1 diisiiniilmektedir. Benzer sekilde Firat ve Kargin (2010) de Zn, Cd
ve Zn+Cd etkisine birakilan O. niloticus’ta CAT enzim aktivitesinin metallerin toksik

43



etkilerinin sonucunda artigini ve artan enzim aktivitesinin yiksek H,O, Uretimiyle
iliskili oldugunu ve metallerin indiikledigi oksidatif strese kars1 bu enzimin biyolojik
onemini gosterdigini belirtmislerdir. CAT 1in oksidatif strese toleransta énemli bir rol
oynadig1 belirtilmektedir (Hunt vd. 1998). Baska bir ¢alismada da organoklorlu bir
insektisit olan endosulfan etkisinde Carassius carassius’ta CAT aktivitesinde
baslangicta bir artis, etkide kalma siiresinin uzamasiyla bir azalis rapor edilmistir (Dar
vd. 2015). Arastiricilar CAT aktivitesindeki artisin HoO’ye bir yanit olarak olustugunu
belirtirken; yuksek konsantrasyonlarda enzim aktivitesindeki azaliglarin  CAT
aktivitesini inhibe ettigi rapor edilen (Ballesteros vd. 2009) siiperoksit radikallerinin
artan diizeyleriyle iligkili oldugunu ifade etmislerdir.

CAT enzim aktivitesindeki artis ve/veya azaliglar metalleri de igeren g¢esitli
toksikantlarin etkisine yanitta farkli canli gruplarinda rapor edilmistir. Bakir siilfatin
subletal derisimlerinin etkisinde Brachydanio rerio tiirii baliklarin karaciger
dokularinda CAT enzim aktivitesi artis gostermistir (Paris-Palacios vd. 2000). Fridin vd.
(2015) yaptiklar1 calismalarinda da 14 giin siireyle 0.01 ve 0.1 mg/L civa etkisine
birakilan O. niloticus’un beyin ve bobrek dokularinda CAT aktivitesinde anlamli artiglar
belirlenmistir. Ratlarda kadmiyumun oksidatif stres toksisitesi iizerine yapilan bir
calismada 35 giin siireyle Cd etkisine birakilan hayvanlarin karaciger dokusunda CAT
aktivitesinin azaldig1 ve oksidatif stresin olustugu rapor edilmistir (Jihen vd. 2009).
Ratlarla yapilan baska bir ¢aligmada ise piretroid insektisit olan cypermetrinin etkisinde
karaciger, bobrek ve beyin dokularinda pestisit toksisitesinin bir sonucu olarak CAT
aktivitesi azalis gostermistir (Atessahin vd. 2005). 0.25 ppm bakir etkisine birakilan C.
carpio karaciger CAT aktivitesi 4 gunlik siire sonunda azalis 8 giinliik siire sonunda ise
kontrol degerlerine dogru bir artis gostermistir (Dautremepuits vd. 2004). Talas vd.
(2008) de laboratuvar caligmalarinda O. mykiss’te kadmiyum ve kromun karaciger
dokusu CAT aktivitesinde 6nemli azaliglara neden oldugunu belirlemislerdir.

Civa baliklarda antioksidan savunma sistemlerde degisiklige neden olarak
oksidatif stresi olusturabilmekte bu da hicrelerin 6limune yol acabilecek lipid
peroksidasyonuna ve dokularda patolojik durumlarin olusmasina yol ag¢maktadir
(Banerjee vd. 1999, Verlecar vd. 2008). Lipid peroksidasyonu organ ya da dokularda
serbest radikallerin ataklar1 sonucunda olusan ve oksidatif hasarin oldukca ylksek

zararh etkileri olarak kabul edilen bir stregtir (Shi vd. 2005). MDA, hiicre membran
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fosfolipidlerine ve dolasimdaki lipidler Uzerine oksidatif hasardan kaynaklanan lipid
peroksidasyonu iriinlerinden biridir ve diizeyleri dogrudan Kkirleticiler tarafindan
indlklenen oksidatif hasarin derecesini gosterir (Banerjee vd. 1999). Sunulan ¢alismada
O. niloticus’un solunga¢ ve karaciger dokularindaki MDA diizeyleri 21 giinlik etki
siiresinde hem civanin dogrudan hem de civatselenyum karisimmin yiksek ortam
derisimlerinin etkisinde artis gostermistir. MDA diizeyindeki bu artiglarin civanin
dogrudan etkisinde daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Civa ve civatselenyum
karisiminin yiiksek ortam derisimlerinde 21 gunlik sure sonunda MDA dizeyi
solungagta sirasiyla %121 ve %37; karacigerde ise sirastyla %51 ve %23 diizeylerinde
bir artis gostermistir. MDA diizeylerindeki artiglar ctvanin O. niloticus’un solungag ve
karaciger dokularinda lipid peroksidasyonuna yol actigin1 géstermektedir. Karadag vd.
(2014) C. carpio’da MDA dizeylerinin kirleticilerin neden oldugu oksidatif stresin bir
sonucu olarak arttigimi belirtmislerdir. Yine El-Gazzar vd. (2014) de c¢alisma
sonuglarimiza benzer olarak kadmiyum etkisinde O. niloticus’un Kkaraciger dokusunda
MDA diizeylerinin anlamli olacak sekilde arttigin1 saptamislardir. Arastiricilar yiiksek
MDA duzeylerinin oksidatif hasara bagli olarak olusan lipid peroksidasyonunun bir
gostergeci oldugunu vurgulamislardir.

Lipid peroksidasyonu ve MDA diizeylerinin agir metaller ve pestisitler gibi
toksikantlarla yapilan bir¢ok c¢alismada farkli balik tiirlerinde arttigi belirlenmistir.
Farkli siirelerle Cu + Cd + Fe + Ni karisgimlarina birakilan C. punctata’da solungac
dokusu MDA diizeylerinin metallerin etkisinde 6nemli diizeylerde arttig1 saptanmistir
(Pandey vd. 2008). Monteiro vd. (2009) organofosfat insektisit metil-parathionun B.
cephalus tiiri baliklarin solunga¢ ve karaciger dokularinda lipid peroksidasyonuna
neden oldugunu rapor etmislerdir. Baska bir ¢alismada da bakirin C. gariepinus’un
solungag, karaciger ve bagirsak dokularinda lipid peroksidasyonuna neden oldugu
belirlenmistir (Hoyle vd. 2007). Yine O. mykiss’te kadmiyum ve kromun tek basina
etkilerinde karaciger MDA diizeyleri artis gostermistir (Talas vd. 2008).

Son yillarda yapilan arastirmalarda antioksidan enzimler ve MDA akuatik
canlilardaki oksidatif hasara neden olan Kkirleticilerin biyobelirtegleri olarak siklikla
kullanilmaktadir (El-Gazzar vd. 2014, Karadag vd. 2014, Fridin vd. 2015). Oksidatif
stres ¢aligmalarinda MDA diizeyleri genel olarak antioksidan savunmalarin etkinligini

degerlendirmek i¢in Slglilmektedir. Caligmamizda solungag ve karaciger dokusundaki
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yuksek MDA dizeyleri civanin, belirgin bir oksidatif stresi indukledigini
gostermektedir. Yiiksek MDA diizeylerinin antioksidan enzimlerdeki azaligla iliskili
oldugu ongoriilmektedir. SOD ve CAT reaktif oksijen turlerinin oksidatif ataklariyla
olusabilecek lipid peroksidasyonuna karst hiicreleri koruyan en Onemli
antioksidanlardandir; ¢lnkd, bunlar serbest radikal temizleyicileri olarak islevseldirler.
Bu nedenle ¢alismamizda baliklarin solungag ve karaciger dokularinda azalan SOD ve
CAT aktivitelerine bagli olarak ROT’larin toksik etkilerinin notralize edilemedigi ve
bunun sonucunda da lipid peroksidasyonunun arttig1 diistiniilmektedir. Ural (2013) balik
dokularindaki lipid peroksidasyonunun toksikantlar tarafindan olusturulan oksijen
radikallerinin antioksidan enzimler tarafindan tamamen uzaklastirilmamasinin sonucu
olustugunu ifade etmistir. Talas vd. (2008) yaptiklar1 caligmalarinda agir metallerin
etkisinde balik dokularinda SOD ve CAT aktivitesinin azaldigin1 ve metallerin
antioksidan enzim aktivitelerini baskilanmasinin bir sonucu olarak da MDA
diizeylerinin arttigini belirtmislerdir.

Sunulan arastirmada O. niloticus’un solungag ve karaciger dokularinda saptanan
artan veya azalan SOD ve CAT aktivitesiyle artan MDA diizeylerinin civatselenyum
karigimina oranla civanin tek basina etkisinde daha fazla olmustur. Caligmamiz civanin
bu oksidatif stres parametreleri tzerine olan toksik etkilerinin selenyumun varliginda
azaldigini ya da tamamen iyilestigini gostermektedir. Onceki c¢aligmalarda da
selenyumun civanin toksik etkilerini engelledigi ve civa toksisitesine karsi antogonistik
bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Fridin vd. (2015) civa ve civatselenyum
karisimlarinin etkisine birakilan O. niloticus’un beyin ve bobrek dokularinda CAT
aktivitesi ve MDA diizeylerinin civanin tek basina etkisinde daha fazla arttigin1 ve
selenyumun civanin toksik etkilerini azalttigini saptamislardir. Su vd. (2008) de ratlarla
yaptiklar1 ¢alismalarinda civa ve civa+selenyum igeren diyetlerle beslenen hayvanlarda
karaciger ve bobrek dokularinda civanin dogrudan etkisinde SOD aktivitesinin azaldigi
MDA diizeylerinin ise arttigi; bununla birlikte, selenyum varliginda ise enzim
aktivitesinin arttigt ve MDA diizeylerinin ise azaldig1 rapor edilmistir. Arastiricilar civa
toksisitesi izerine selenyumun antogonistik bir etkiye sahip oldugunu vurgulamislardir.
Yine baska metaller ile yapilan c¢alismalarda da selenyumun Kkoruyucu etkisi
gosterilmistir. Jihen vd. (2008) selenyumun ratlarda kadmiyumun oksidatif toksisitesi

tizerine koruyucu roliinii rapor etmislerdir. O. mykiss’te bir hafta streyle 2 mg/L Cr ve
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Cd’nin tek baglarina ve selenyumla birlikte etkisinde karaciger SOD ve CAT
aktivitelerindeki azalis ve MDA diizeylerinde ise artisin Cr+Se ve Cd+Se karisimlarinin
etkisine oranla metallerin tek tek etkilerinde daha fazla oldugu saptanmistir (Talas vd.
2008). Arastiricilar selenyumun agir metallerin olumsuz etkilerin giderilmesinde
kullanilabilecegini vurgulamislardir.

Sonug olarak sunulan ¢alismada O. niloticus’un dokularindaki oksidatif stress
parametrelerinin civa toksisitesinden etkilendigi ve bu etkinin metalin diisiik ortam
derisimine oranla yiiksek ortam derisimlerinde ve siireye baghh olarak arttif
belirlenmistir. Solungag ve karaciger dokularinda civanin etkisinde azalan SOD ve CAT
aktivitesi ve buna bagli olarak artan MDA diizeyi O. niloticus’ta oksidatif stresin
olustugunu gostermektedir. Bununla birlikte civanin selenyumla birlikte etkisinde
antioksidan enzimler ve lipid peroksidasyonu iizerindeki civa toksisitesinin azaldig1 ya
da tamamen engellendigi belirlenmistir. Arastirmamiz selenyumun civa toksisitesi
izerine koruyucu bir rolii oldugunu gostermektedir. Selenyumun, baliklardaki civa
alimm diizeylerini azaltarak ya da metalin viicuttan atilim oranlarini1 artirarak
dokulardaki civa birikimini azaltarak, civaya baglanarak Hg-Se kompleksi olusturup
civanin hareketsiz bir formda kalmasini saglayarak ya da antioksidan aktivitesine bagli
olarak civa toksisitesi tizerine antogonistik etki gosterdigi diisiiniilmektedir.
Arasgtirmamiz sucul organizmalardaki agir metal toksisitesinin belirlenmesinde ve
selenyumun bu toksisite iizerine olan koruyucu roliiniin degerlendirilmesinde bir
biyobelirte¢ olarak  oksidatif stres parametrelerinin  kullanilabilecegini  de

gOstermektedir.
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BASKAN Prof. Dr . Ergin SINGIRIK
Arastirmact Uzman Uye
Farmakoloji A.B.D. Ogretim Uyesi

UYELER Dog. Dr. Yusuf Kenan DAGLIOGLU
Veteriner Hekim
CUTF-DETAUM Mudiirti

Prof. Dr. Fatih KOKSAL
Arastirmact Uzman U){;
Mikrobiyoloji A.B.D. Ogretim Uyesi

Prof. Dr. Mustafa EMRE
Aragtirmact Uzman Uye
Biyofizik A.B.D. Ogretim Uyesi

Prof .Dr.Giilsah SEYDAOGLU
Aragtirmaci Uzman Uye
Biyoistatistik A.B.D. Ogretim Uyesi

Dog. Dr. Selim KADIOGLU
Tip Etigi Uzmam Uye
Deontoloji ve Tip Tarihi A.B.D. Ogretim Uyesi

Dog. Dr. Bertan YILMAZ
Aragtirmact Uzman Uye
Tibbi Biyoloji A.B.D. Ogretim Uyesi

Av. Mehmet Ali AKGUL
Sivil Toplum Kurulusu Uyesi
[Meslek Digi ve Kurum Digi Uye]

Sezgin KERTMEN
Sivil Uye

[Meslek Disi ve Kurum Disi Uye] _7’14_ ......
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