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KURSUN + SELENYUM ETKILESIMINDE Oreochromis niloticus (L., 1758)’UN
DOKULARINDAKI METAL BIiRIiKIiMIi iLE BEYIN ASETILKOLINESTERAZ
AKTIVITESINE ETKIiLERI

Giilsemin SEN

0z

Bu c¢alismada amag¢ kursunun Oreochromis niloticus’da farkli dokularda birikim
potansiyeline ve kursunun neden oldugu beyin AChE inhibisyonuna selenyumun etkilerini
degerlendirmektir. Bu amagcla juvenil O. niloticus 6rnekleri 1, 7 ve 15 giin siirelerle 1 mg/L
ve 2 mg/L kursun ile 1mg/L kursun + 2mg/L selenyum ve 2mg/L kursun+4mg/L selenyum
karisimlarinin etkisinde birakilmis, solungag, beyin, karaciger ve kas dokularinda kursun
birikimi ile beyin asetilkolinesteraz (AChE, E.C.3.1.1.7 ) enzim aktivitesi belirlenmistir.

Doku oOrneklerinde kursun birikimi indiiktif olarak eslestirilmis plazma-kiitle
spektrometresi yontemiyle, beyin AChE enzim aktivitesi spektrofotometrik yontem ile analiz
edilmisgtir.

Kursunun calisilan siire ve uygulanan ortam derisimlerinin etkisinde mortalite
gozlenmemistir. Tiim dokularda silireye bagimli olarak kursun birikimi meydana gelmistir.
Denenen tiim siirelerde kursun birikimi en fazla beyin dokusunda saptanmis, bunu sirasiyla
karaciger, solunga¢ ve kas dokular1 izlemistir. Her iic deneme siiresinin sonunda 1. giin kas
dokusunda tiim Se karigimlari, 7. glin solunga¢ dokusunda 1mg/L Pb+2mg/L Se ve 7. giin
karaciger dokusunda 2mg/L. Pb+4mg/L. Se karigimlart disinda, selenyum dokularda kursun
birikiminde azalmaya neden olmustur.

Uygulanan en yiiksek derisiminde ve kisa siireli etkide kursun, AChE aktivitesinde
inhibisyona neden olmustur. Selenyum karisimi kursunun bu etkisinin giderilmesini
saglamistir. 15. giinde en yiikksek derisimde kursun ve selenyum karigimi aktivitede artisa
neden olmustur.

Selenyum, dokularda kursun birikiminde azalmaya ve kursunun neden oldugu AChE
aktivite kaybinda diizelmeye yol agmistir. Selenyumun bu etkisinin olasilikla kimyasal
antagonizma Ornegi oldugu ve bu sekilde etki merkezinde kursun derisiminin azalmasi
yoluyla AChE aktivitesinin diizeldigi diisiiniilmektedir. Sinir hiicrelerinde olas1 hasar
nedeniyle uzun siirede ve yiiksek derisimde kursun ve selenyum karistmi AChE aktivitesi
inhibisyonunda yol agmustir.

Anahtar Kelimeler: Kursun, Selenyum, AChE, Oreochromis niloticus

Damisman: Dog. Dr. Sahire KARAYTUG, Mersin Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Su
Uriinleri Ana Bilim Dali
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EFFECTS OF LEAD+SELENIUM INTERACTION ON
ACETYLCHOLINESTERASE ACTIVITY IN BRAIN AND ACCUMULATION OF
METAL IN TISSUES OF Oreochromis niloticus (L., 1758)

Giilsemin SEN

ABSTRACT

The aim of this study is to evaluate the potential accumulation of lead in different tissues of
Oreochromis niloticus and to estimate the effects of selenium in AChE inhibition caused by lead in
brain. Juvenile O. niloticus samples were exposed to combination of 1 mg/L and 2 mg/L lead and
Img/L lead + 2mg/L selenium and 2mg/L lead+4mg/L selenium for 1, 7 and 15 days respectively. The
accumulation of lead in gill, brain, liver and muscle tissues as well as brain acetylcholinesterase
(AChE, E.C.3.1.1.7) enzyme activity were also determined.

Lead accumulation in tissue samples was analyzed by Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry (ICP-MS) while brain AChE activity was analyzed by spectrophotometric
method. No mortality was observed during lead exposure in relation to time period and
exposed concentrations. Lead accumulation was occurred in all tissues in relation to time.
Maximum lead accumulation occurred in brain tissue, followed by the liver, gills and muscle
tissues in relation to time period. Selenium caused accumulation of lead in tissues (all
selenium mixtures in muscle tissue on the first day, 1mg/L Pb+2mg/L selenium in gill tissue
on the seventh day, in liver tissue on the seventh day except 2mg/L Pb+4mg/L selenium
mixtures) at the end of each of all three test periods.

Inhibition of AChE activity was caused by the highest concentration and short-term
effect of lead. Such effect of lead was eliminated by selenium mixture. Lead and selenium
mixture were resulted an increase in activity on 15th day at the highest concentration.

Selenium led to decrease in the accumulation of lead in the tissues and caused to
improvement in the loss of AChE activity. It is thought that such effect of selenium is
possibly an example of chemical antagonism, and such that the decrease in lead concentration
in central mechanism may have resulted in improved activity of AchE. High concentration
and a long period of exposure of lead and selenium mixture have led to an increase in the
activity of AchE due to possible damage to the nerve cells.

Key Words: Lead, Selenium, AChE, Oreochromis niloticus

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Sahire KARAYTUG, Mersin University, Faculty of Fisheries
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1. GIRIS

Canlilar i¢in yasamsal 6nemi olan metaller endiistri ve uygarligin temelini
olusturmaktadir. Tas Devrinde bakir1 islemeyi Ogrenen insan giderek degisik
metallerle ugrasarak bir taraftan kendisi bu metallerin etkisinde kalmis, diger taraftan
da gevresini kirletmeye baslamistir. Son yillarda da niifusun hizla artmasiyla artan
ihtiyaclarin giderilmesi i¢in teknolojik ve endiistriyel alanlardaki gelismelere paralel
olarak maden isletmelerinin say1 ve kapasitelerinin arttirilmasi, ¢arpik kentlesme,
tarimda verimi arttirmak amaciyla kimyasal bilesiklerin yaygin kullanimi gibi
antropojenik faktorlerle, jeokimyasal ve atmosferik olaylar da agir metallerin sucul

ortamdaki derisimlerinin daha da artmasina katki saglamistir [1,2].

Farkli tanimlamalar1 olmalarina ragmen agir metaller yaygin olarak fiziksel
ozellik acisindan yogunlugu 5 g/em®den daha biiyik olan metaller olarak
tanimlanmaktadir. Bu grupta yer alan kursun, kadmiyum, krom, demir, kobalt, bakir,
nikel, civa ve c¢inko basta olmak iizere altmistan fazla metal dogalar1 geregi,
yerkiirede genellikle karbonat, oksit ve siilfiir halinde kararli bilesik olarak veya

silikatlar i¢inde bulunurlar [3].

Endiistrinin  gelismesiyle birlikte su, hava ve topragin toksik maddelerle
kirlenmesi 6nemli bir gevre sorunu olarak degerlendirilmektedir. Yeryiiziindeki su
devamli bir dongli halindedir. Suyun bu dongiisii sirasinda insanlarin etkisi sonucu
ortaya ¢ikan ve suya karigan maddeler suyun fiziksel, kimyasal ve biyolojik

ozelliklerini degistirerek su kirliligine neden olmaktadir [4].

Agir metallerin ve diger ksenobiyotiklerin neden oldugu cevresel kirlilik
diinyada ¢ok Onemli bir problem haline gelmistir [5]. Metal birikiminin biiyiik
cogunlugu sularda olmaktadir. Sulardaki birikim, ¢o6ziinme seklinde olabilecegi gibi,
¢Oziinmeden sularin dibinde ¢okelme seklinde de olabilir. Bu sekilde bir kirlenme
endiistriyel ve zirai atiklardan meydana geldigi gibi herhangi bir yolla atmosfere
verilen metal tiirii maddelerden de meydana gelebilir. Atmosfere verilen bu maddeler
yeryiiziine doner ve akarsular yolu ile su yataklarmna siiriiklenirler. Metaller, organik

kirlenmeler gibi kimyasal ve biyolojik yollarla pargalanmazlar, bir metal bilesigi
1
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baska bir metal bilesigine doniisiir. Doniisiim ne olursa olsun metal iyonu kaybolmaz
[6]. Metallerin bir¢ogu ¢evrede bitki ve hayvanlarda birikerek besin zincirinin en tst

kisminda bulunan insana kadar ulagsmaktadirlar [7].

Sanayi ve kentsel atiklarin desarj edildigi kanalizasyon sulari, bosaltildigi
nehir ve golleri kirletmekte, sucul ortamda yasayan canli organizmalari tehdit

etmektedir [8].

Topraga, havaya ve suya karisan agir metallerin canli organizmaya alinimi
farkli yollarla olmaktadir. Deri, akcigerler, gastrointestinal sistem, solunga¢ gibi
organlarla olabilecegi gibi enjeksiyonla da olabilir. Bu yollarla giren metal
konsantrasyonlar1 detoksifikasyon kapasitesini astig1 andan itibaren farkli dokularda
birikir ve zararl etkilerini gosterirler. Ancak etkileri konsantrasyonlar1 yaninda metal
iyonunun yapisina, ¢oziiniirliik degerine, redoks ve kompleks olusturma yetenegine,
viicuda alinis sekline, ortamin sicakligina, pH’ sina [2,9] ve siireye [10] gore degisim
gosterdigi gibi tiire, tilirlin biyiikliigiine, cinsiyetine [11,12] gore de degisim

gostermektedir.

Agir metallerin, iyon veya bilesik formlar halinde bulunmalar1 organizmalar
tarafindan kolayca absorbe edilmelerine neden olmakta ve absorpsiyon sonrasi
proteinler, enzimler ve niikleik asitler gibi makromolekiillere baglanarak hiicrelerin

yapisal ve islevsel fonksiyonlarini olumsuz yonde etkilemektedirler [13].

Kursun (Pb), metabolik islevi olmayan ve canli organizmalarin her ortamda
karsilasabildikleri, bir elementtir. Kursun ve biyolojik sistemler arasindaki
etkilesimler, insan saglik kosullarmma olumsuz etkilere sebep olmaktadir [14].
Kursunun; asetilkolinesteraz ve monoamin oksidaz enzimlerinin aktivitesini
diisiirerek noronlarda impuls iletimini engelledigi [15], ¢esitli doku ve organlarda
kolesterol, lipit, protein ve askorbik asit diizeyini degistirdigi [16,17], anemiye neden
oldugu [18-20], dokularda patolojik degisimler yaptigi [21,22], embriyo ve larva
gelisimini yavaslattigi [23] belirtilmistir.
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Selenyum (Se), elektronik endiistrisinde “rektifier” olarak fotosellerde, solar
pillerde, cam, seramik endiistrisinde, kaugugun vulkanizasyonunda, ¢elik yapiminda,
boya ve verniklerde, bakirin rafinasyonunda kullanilmaktadir. Cesitli canlilarda iz
element olarak bulunan selenyum, metabolizmada ubikinon (Koenzim Q)
biyosentezinde, glutatyon peroksidaz ve keratinin yapisinda, antikor sentezinin

stimiilasyonunda yer almaktadir [24].

Se, organizmalarin dokularinda metallerin birikimini engelleyen 6nemli bir
elementtir. Ortamda Se bulunmasi durumunda metal birikiminin omurgasiz

hayvanlarda [25] ve baliklarda [26] azaldigi saptanmustir.

Kirleticilerin su ortaminda yasayan biyota tizerindeki etkilerini gorebilmek

icin organ, doku ve hiicre diizeyinde yapilan ¢aligsmalar 6nem kazanmaktadir.

Solungag, baliklarda solunumu saglayan ve islevinden 6tiirii kirleticilerden en
cok etkilenen organdir ve ¢oziilebilir toksik maddelerin ana giriglerinden biridir.
Solungaglarin kimyasallardan etkilenmesi baligin solunum sisteminde olumsuzluklar

ortaya ¢ikararak oliime varan ciddi zararlara neden olmaktadir [27, 28].

Beyin canlinin tiim metabolik fonksiyonlarini kontrol eder ve cevresel
kirleticilerden kaynaklanan oksidatif hasarda hedeftir [29].

Karaciger, bircok yasamsal fonksiyonu kontrol eden anahtar organdir.
Anabolik ve katabolik olaylarda gorev almasi nedeniyle fizyolojide 6nemli bir yere
sahiptir. Toksik maddelerin detoksifikasyonunda gorev alan en 6nemli organlardan
biri olan karacigerin, bu yetenegine ragmen toksik bilesenlerin yiiksek derisimlerinin

etkisinde bu mekanizmasini devre dis1 birakabildigi bildirilmistir [30,31].

Agir metalleri baglamada aktif bir doku olmayan kas dokusu, siklikla

tilketildigi i¢in diizenli analizlerinin yapilmasi toplum sagligi acisindan gerekli bir
dokudur [32].

Asetilkolinesteraz  enzimi (AChE; E.C.3.1.1.7), baliklarin sinir ve
noromuskular sistemlerindeki baslica enzimdir [64] ve akuatik organizmalarda

norotoksik etkilerin bir biyomarkir1 olarak genis bir sekilde kullanilmaktadir. AChE
3
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aktivitesinin metal etkisinde inhibe oldugu ¢esitli arastiricilar tarafindan bildirilmistir

[33].

Tiirkiye’de su iiriinlerinin, beslenmede oncelikli hayvansal protein kaynagi
olusu nedeniyle tasidig1 6nemi biiyiiktiir. Bu nedenle son yillarda, daha ekonomik ve
kaynak zenginligi yoniinden oldukga elverisli olan su {iriinlerine baska bir deyisle i¢

sular ve denizlerde balik¢iliga yonelme s6z konusudur [34].

Baliklar, su kirliligini belirlemede biyoindikator tiirler olarak tercih
edilmektedirler [35]. Bu arastirmada kullanilan Oreochromis niloticus, diinyada
yaygin olarak yetistiriciligi yapilan ve besin kalitesi bakimindan da oldukga degerli
olan bir balik tiiriidiir. Kiiltiir kosullarinda bakima ve beslenmeye uygun olmalari,
tiremelerinin kolay olmasi, kirlenme ve hastaliklara karsi direngli olmalar kiiltiir

balik¢iligindaki 6nemlerini arttirmaktadir [36].
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. KURSUN

Periyodik cetvelin 4A grubunun bir elementi olan kursunun atom numarasi
82; atom agirlig1 207,19°dur. Dogada diger metallerle, 6zellikle glimiis ve kalayla bir
arada bulunur. Pek ¢ok mineral kursun igerse de, en énemli ticari mineral (kursun
stilfiir)'dir. Diger onemli mineralleri seruzit (kursun karbonat) ve anzelezit (kursun
stilfat)'tir. Mavimsi beyaz parlak bir metaldir. Cok yumusak, ¢ok iyi doviilebilir,
bicimlendirilebilir ve nispeten iletkenligi diisiik bir metaldir. Korozyona karsin

oldukga dayanikli olan kursun havayla temas ettiginde matlasir [37].

Kursun bilesiklerinde +2 ve +4 vyiikseltgenme basamaklarinda bulunur.
Ikincisi kararsizdir ve bilesikleri yiikseltgendir. Saf metal olarak kursun, levha, yap:
kaplamalari, tel ve kablo imalatinda kullanilmaktadir. Sik ve yaygin olan bilesikleri
ise, nemlenmeye karsi astar boya olarak siiliigen; patlayici fitili olarak kursundioksit;
boya imalatinda kursun kloriir; kauguk sanayinde ve iistiibe¢ olarak kursun beyazi
kullanilmaktadir [38,39]. Ayrica, tetraetil ve tetrametil kursun gibi organometalik
bilesikleri, genellikle 1stya kars1 kararsiz olduklarindan patlamali motorlarda,
patlama onleyici olarak kullanilirlar [7,40,41].

Kursun, kalsiyuma kimyasal benzerlik gosterdiginden kalsiyumla birlikte
islenerek kemik dokuya baglanir. Buna ragmen, kemikler disinda dokular da
baliklarda Pb depolama bélgeleridir. Kaslar arasina kursun asetatin enjeksiyonundan
sonra kursun tuzlari, aktif kalsifikasyon bodlgesi olan operkulum, omurga, kuyruk

yiizgegleri ve pullarda depolanir [42].

Kursun oOncelikle voltaja duyarli kalsiyum kanallarinin agilmasini bloke
ederek kalsiyumun presinaptik inhibisyona ugrayan hiicre igerisine girmesine engel
olur ve uyarilmis norotransmitter serbest kalir. Diger yandan elde edilen sonuglar,

kursunun noronal intraseliiler ortama girdigini gostermistir [43].
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Kursun viicut i¢ine alindiginda, mimetik rol {stlenerek kalsiyum-aracili
sinaptik vezikiil salim mekanizmalarini aktive eder. Arastirmalar kursunun 6zellikle,
kalsiyum-kalmodulin yolu kullanimiyla protein kinaz II’nin aktivasyonunu

kolaylastirdigini gostermistir [44]. Genel etki, norotransmitterlerin spontane artigidir.

Kursunun kan beyin bariyerini gegcme yetenegi, kalsiyum iyonlariin yerine
gecme Ozelligine biiyiik oOlclide baghdir. Molekiiler diizeyde, kursun hiicre
fonksiyonlarindaki kalsiyumun diizenleyici gorevine miidahale eder ve pek ¢ok
intraseliiler biyolojik aktiviteyi bozar. Deneysel ¢alismalar, ayrica kursunun 6zellikle
beyin, kemik iligi, karaciger ve akciger hiicrelerinde genotoksik etkilere sebep

oldugunu gostermistir [45].

2.2. SELENYUM

Selenyum hayvanlar igin esansiyel bir mikronutrienttir [46,47]. Selenyumun
farkli miktarlarda alinimi organizmanin farkli fonksiyonlarmni etkilemektedir. iz
konsantrasyonlarina bliyime ve gelisme i¢in ihtiyag¢ duyulmakta; orta
konsantrasyonlarinda depo edilebilmekte ve homeostatik fonksiyonlarin korunmasini

saglayabilmekte; yiiksek konsantrasyonlarda ise toksik etkilere neden olmaktadir.

Tarimsal drenaj sulari, aritma ¢amurlari, komiir santrallerinden ugan tozlar,
petrol rafinerileri, fosfat ve metal cevherleri madenciligi gibi tarimsal ve endiistriyel

faaliyetler sucul ¢evredeki selenyum derisimini arttiran kaynaklardir [48,49].

Selenyum, glutatyon peroksidaz enziminin yapisinda bulunmaktadir [50].
Glutatyon peroksit, hidrojen peroksit ve lipit peroksitlerin indirgenmesini katalize
ederek sitoplazmik yapilarin oksidatif hasarina karsi hiicresel savunma yapar [51].
Selenyum, baliklar ve sucul canlilar igin Ozellikle farkli kimyasal, fiziksel,
toksikolojik ozellikleri i¢in gerekli olan redoks durumu ve formunda 6nemli bir
etkiye sahiptir [52]. Selenyum, toksik besin seviyeleri ve temel besin gereksinimleri
arasindaki gilivenilir farktan ve kiikiirte olan kimyasal benzerliginden dolay1 diger

toksik elementlerden ayrilirlar [53-55].
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Selenyumun besleyici rolii, glutatyon peroksidazin her moliinde 4 g Se
atomunun varhigiyla iligkilidir [56]. Selenyumun iz miktarlardaki varligi, niikleik asit
ve lipitleri hepatoseliiler pargalanmanin yani sira peroksidasyondan da korur [57]. Bu
nedenle selenyumun, eritrosit ve diger seliller membranlardaki serbest radikal
hasarimi onlemek i¢in intraseliiler antioksidant olarak rol oynadig: disiiniilmektedir
[58,59]. Baliklarda selenyum eksiklik belirtileri, disiik tireme, hepatik yaralanma,
kas lezyonlari, glutatyon peroksidaz aktivitesinin diismesi ve mortalite artisidir
[60,61].

Selenyum nanometrik maddeler ve izole edilmis atomlardan farkli 6zellikler
gosterdiginden, nanoteknolojide tedavide ve besinlerde kullanimi agisindan umut

vadetmektedir [62].

Selenyum temel kimyasal ve fiziksel 6zellikleri (hidrojen siilfit, tiyosiilfat,
stilfit ve siilfatla analog formlar1 ve ayni valans degerine sahip olma) bakimindan
kiikiirtle benzerdir ve memelilerle yapilan calismalar, sentez ettikleri protein
bakimindan iki element arasinda bir farklilik olmadigini gostermistir. Siilfiir-stilfiir
baglari, proteinlerin 3’1l (heliks) yapilarini olusturmalari i¢in gereklidir. Selenyum
yiiksek konsantrasyonlarda bulundugunda, siilfiir yerine gecer ve gerekli disiilfid
baglarinin  olusumunu engelleyerek triselenyum (Se-Se-Se) baglari ya da
selenotrisiilfid (S-Se-S) baglar1 formlarinin olusumuna sebep olur. Bu olaylar,
hiicresel biyokimyasinin bozuldugu protein molekiilleri ve disfonksiyonel enzimlerin
meydana gelmesiyle sonuglanir [63,64].

Protein biyosentezinde selenyum kaynakli bozukluklar, ¢esitli sonuglar
dogurabilir. Baliklarda goriilen en Onemli semptom, iiremede teratogenez
olusumudur. Juvenil ve yetiskin bireylerde 1ise, proteinlerin formlarindaki
bozulmalar, baliklarin i¢ organlar1 ve dokularinda kronik selenozis semptomlari olan
patolojik degisikliklere sebep olur [65].

Sucul besin zincirinde selenyum biyoakiimiilasyonu, selenyumun diisiik
konsantrasyonlarinin toksik seviyelere ulasmasina neden olmaktadir ve selenyumla
kontamine olmus sediment onlarca y1l boyunca besin zinciri dongiisiine katilmaktadir

[66]. Sistemdeki diger kirleticiler ve diger baz1 faktorler tarafindan azalabilen ya da
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artabilen gercek selenyum derisimlerinin toksik olabilecegine dikkat edilmelidir.
Selenyum bazi1 metallerle etkilesime girerek biyolojik etkileri degistirebilir. Ayrica
sicaklik, besin, hastalik, farkli tiirlerin duyarliligi selenyumun farkli kimyasal
formlarmin ilgili toksisitelerindeki farkliliklar ve diger cevresel stres faktorleri

selenyum derisimlerinin toksikoz tiretmesine etki eder [67].
2.3. ASETILKOLINESTERAZ ENZiMi

Asetilkolin, kolinerjik noronlarin govdesinde kolin ile asetilkoenzim A'dan
gelen asetil'in  kolinasetiltransferaz (ChAT) tarafindan birlestirilmesi yoluyla
olugmaktadir. Olusan asetilkolin, aksonal transport yoluyla sinir uglarina taginir ve

sinaptik araliga salinir [68].

Asetilkoenzim A + kolin ===p Asetilkolin + CoA

Kolinesteraz inhibitorleri bir norotransmitter olan asetilkolin'in hidrolizini
katalizlemektedir. Farkl: tiirlerdeki kolinesterazlar, inhibitorlerine duyarliliklarina ve
substrat segiciliklerine gore farklilik gosterirler [69]. Bu farkliliklar, c¢esitli
kolinesterazlar1 siniflandirmada kriter olarak kullanilmaktadir. Substrat tercihlerine
bagli olarak 2 farkli tip enzim smiflandirilmustir [70]. Bunlardan biri asetilkolin gibi
asetil esterleri hidrolize eden asetilkolinesteraz ( AChE ) ya da asetilkolin
asetilhidralaz ( E.C.3.1.1.7. ) olarak tanimlanan enzimdir, digeri ise butirlikolin gibi
diger ester tiplerini hidrolize eden pseudokolinesteraz ya da spesifik olmayan
kolinesteraz olarak da adlandirilan butirilkolinesteraz ( BChE ) ya da agilkolin
acilhidralaz ( E.C.1.1.8.) olarak tanimlanan enzimdir. BChE dogal bilesiklerin
detoksifkasyonunda rol alan bir enzimdir [71]. Kolinesterazlar, kuarterner yapilari ve
benzer katalitik aktiviteleriyle polimorfizm gosterirler; ancak hidrodinamik
parametreleri ve iyonik ve hidrofobik etkilesimleriyle birbirlerinden farklilik

gostermektedirler.
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Asetilkolinesteraz enzimi, asetilkolinin hidrolizinden sorumludur, bu nedenle
kolinerjik sinir sistemi i¢in 6nemli bir enzimdir. AChE’nin aktif bdlgesi, negatif
yiiklii anyonik alan ve elektrofilik ve niikleoflik gruplarin katalitik atiklarini igeren
esteratik alan ve kuarterner azot bagli kisimin bulundugu pozitif yiiklii alan olmak
lizere 2 alt bolgeden olugmaktadir [72]. Periferal anyonik kisim olarak bilinen 2.
anyonik kisim, bis kuarterner bilesikleri baglayici bazinda gorev alir [73].
Niikleofilin niikleofilikligi arttiran histidin atiklariyla serin atiklar1 oldugu
varsayllmaktadir [74]. AChE bir serin hidrolazi olarak adlandirilir ve bu nedenle,

esteratik alt bolgedeki Asp-His-Ser katalitik tigliistinii igerdigi varsayilmaktadir [75].

Asetilkolinesteraz enziminin baskilanmasi kas-sinir kavsaginda asetilkolinin
birikmesine ve devamli etkin halde kalmasina neden olmaktadir. Bu ise postsinaptik
sinir hiicrelerinin stirekli depolarizasyonuna yol agmaktadir. Boylece periferik sinir
sisteminde muskarinik bolgeler, sempatik-parasempatik ganglionlarda nikotinik
bolgeler, kas-sinir kavsagindaki nikotinik bolgeler etkilendigi gibi merkezi sinir
sistemi de etkilenmektedir. Genel olarak muskarinik bolgeler {izerine etkisi devamli
iken nikotinik etkili bolgelere dnce uyarici etki yapar ardindan hiperpolarizasyon
blogu yapmak suretiyle baskilayici etkiye neden olmaktadir [76].

Asetilkolinesteraz enzimi inhibisyonunun, néromaskiiler kavsaklarda ve sinir
sinapslarinda asetilkolininin birikimine sebep olmasi anormal sonuglar dogurur, en
onemli sonuglardan biri kas dokuda asir1 aktivasyonun olusumudur [77]. Baliklarda
bu agir1 aktivasyon, hiperaktivite ve anoreksiya gibi davranmigsal degisimlere ve
asfiksi gibi fizyolojik etkilere yol acar ve bu durum o6liimle sonug¢lanabilmektedir
[78].
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2.5. ONCEKI CALISMALAR

Reichert ve ark. (1979), kursunun etkisine birakilan Oncorhyncus kisutch’da

solungag, karaciger ve bobreklerde yiiksek diizeyde birikim oldugunu belirtmislerdir
[79].

Bir tathh su baligi olan Anabas testidunes’de kursunun 30. giin sonunda en
fazla bobrek dokusunda biriktigini bunu sirasiyla solungag¢ ve karaciger dokusunun

izledigini, kas dokusunda ise birikimin ¢ok diisiik oldugunu saptamislardir [17].

Roger ve ark. (2003), Oncorhynus mykiss’de kursunun akut toksik
mekanizmas1  ile  ilgili  yaptiklart  arastirmada = kursunun  sirasiyla

solungag>bobrek>karaciger seklinde dokularda biriktigi gézlenmistir [80].

Oreochromis niloticus’da akut kursun toksisitesinin bazi fizyolojik
parametrelere etkisinin arastirildig1 ¢alismada, kursun birikiminin dokularda sirasiyla
karaciger>kan>solungaclar>bobrek>kas>dalak>sindirim kanali ucunda biriktigi

saptanmistir [81].

Onchorynchus mykiss’de selenyumun kadmiyumun toksik etkilerini giderici
Ozelliginin arastirilmasina yonelik yapilan calismada kontrol, Cd, Se ve Cd+Se
seklinde dort uygulama grubu olusturulmustur. Cd’un tek basina uygulandigi grubun
karacigerinde onemli miktarda Cd biriktigi gozlenirken, Cd+Se uygulanan grubun
karacigerinde Cd birikiminde yaklasik olarak %18’lik bir azalma oldugu
belirlenmistir [82].

Hamilton ve ark. (2001), Xyrauchen texanus’ ta arsenik — selenyum etkilesimi
ile ilgili ¢aligmalarinda, selenyumun karaciger, kas ve bobrek dokularindaki arsenik

birkimini azalttigin1 saptamigslardir [83].

Belzile ve ark. (2006) selenyumun - civa etkisine baktiklar1 ¢alismada,

selenyumun diisiik seviyelerdeki civanin Perca flavescens ve Sander vitreus’ un kas
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dokusundaki toplam birikim {izerine etkisini smirlamada 6nemli bir role sahip

oldugunu belirlemislerdir [84].

Ergin ratlarin beyninde yapilan in vitro ¢alismalarda diisik kursun
derisimlerinde (5-20 pg/L) AChE aktivitesinde degisiklik gozlenmezken, yiliksek
kursun derisimlerinde (50-100 pg/L) AChE aktivitesinde énemli oranda inhibisyon
gbzlenmistir [85].

Danio rario’da metaller tarafindan karboksilaz ve asetilkolinesterazin in vivo
Ve in vitro inhibisyonuna bakilan ¢alismada, in vitro kosullarda bakir, demir, kursun
ve kadmiyumun yiiksek derisimlerde (10-20 mmol/L) AChE aktivitesini inhibisyona
ugrattig1 belirtilmistir [86].

Seriola dumeriili’de malathion ve kadmiyum etkisinde metallotionein
seviyesi ve AChE aktivitesinin incelendigi bir ¢alismada, kadmiyum etkisinde 2.
giinde sadece 50 ug/kg derisimde AChE aktivitesinde artis gozlenirken, 100 ve 250
ug/kg derisimde sirasiyla %37 ve %85 inhibisyona neden oldugu saptanmistir [87].

Civa kirliligine ugramis Rushikalya nehrinden toplanan Arius nenga, Sillago
sihama ve Scotophagus argus tiirlerinde beyin dokusunda biriken civa diizeylerinin
ACHE aktivitesinde %26,48 inhibisyona sebep oldugu belirtilmistir [88].

Romani ve ark. (2003)’nin subletal bakir derisimlerinin etkisine birakilan
Sparus auratus orneklerinde AChE aktivitelerine baktiklar1 ¢alismada, 20 giiniin
sonunda 0,1 mg/L Cu derisimine birakilan baliklarin beyin dokusundaki AChE
aktivitelerinde degisim gozlenmezken 0,5 mg/L Cu derisiminde kontrole gére 6nemli

derecede artis oldugu belirtilmistir [89].

Mytilus edulis ile yapilan bir c¢alismada deney ortamina selenyum
eklenmesiyle civanin neden oldugu DNA hasarlarimin azaldigi belirlenmistir.
Aragstiricilar selenyumun Hg toksisitesine karst koruyucu etkiyi Se’un Hg ile
kompleks olusturarak, baglanma yeri i¢in Hg ile rekabet ederek ve oksidatif hasari

engelleyerek yapabildigini belirtmiglerdir [25].
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Liu ve ark. (2013)’nin ratlarda kursun kaynakli zihinsel disfonksiyonlara
sodyum selenitin etkisine baktiklar1 c¢alismada, 0.2 ppm civarinda selenyum
uygulamasimin kursun etkisinin sebep oldugu uzamsal hafiza bozukluklarina karsi
koruyuculuk gosterdigini ve sodyum selenit ilavesinin kursun kaynakli oksidatif
stresi azalttigini belirtmislerdir [90].

Chakraborty ve ark.(1987)’'min Rattus norvegicus’da kursun ve selenyum
etkilerine bakilan c¢alismada, kursun asetatin yol agtigi kromozomal hasara karsi

sodyum selenitin koruyucu islev gorigiinii belirtmislerdir [91].

Ratlarin beyin dokusunda kursun kaynakli degisimlere selenyumun etkisine
bakilan bir ¢aligmada, kursun uygulamasinin DNA, RNA ve protein degerlerinde
onemli diisiise sebep olurken, kursunla beraber selenyum uygulanmasinin DNA ve
RNA igerigi degerlerinde gelisme gosterdigi belirtilmistir [92].

Arsenigin yiiksek ve diisiik derisimlerinin bulundugu ortama selenyum
ilavesiyle Channa punctatus’ da AChE inhibisyonunun diizelmesinde Se’un 6nemli
bir rol oynadigi saptanmistir. Arastirmada AChE enziminin aktif bdlgesine
baglanmada As ve Se’un rekabete girdigi ve Se’un As’den daha yiiksek affiniteye
sahip olmasi nedeniyle As’in enzim {izerine yapacagl inhibiisyon etkisini

engellemede 6nemli bir rol oynadigi belirtilmistir [93].

Richetti ve ark. (2011), Danio rerio’ da agir metal etkisi ile ilgili yaptiklart
bir caligmada, civa klorit ve kursun asetatin AChE aktivitesinde énemli bir diisiise

sebep oldugunu tespit etmislerdir. [94].

Burgeot ve ark. (1996), Mullus barbatus, Sefanus hepatus, Sefanus cabrilla
da yaptiklar1 ¢alismada tarimsal ve endiistriyel faaliyetlerden yoksun bdlgelerden
toplanan 6rneklerde AChE aktivitesinde inhibisyon diisiik ¢ikarken, endiistriyel ve
evsel atiklarin yiliksek diizeyde desarj edildigi bolgelerdeki oOrneklerde AChE
aktivitesindeki inhibisyon yiiksek olmustur [95].

Kursun ve bakir etkisindeki Oncorhynchus mykiss® de selenyum (Se**)’iin
koruyucu etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, selenyumun Se-GSH-Px ve SOD

aktivitelerinin yiikselttigi, MDA seviyelerinde ise azalma oldugu gozlenmistir.
12
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Ayrica; selenyumun varligt WBC, MCV ve MCH sayilarini arttirip; eritrosit sayisi,
hemoglobin miktar1 ve hematokrit degerlerini diisiirerek hematolojik parametreleri

normal seviyelerine getirmistir [96].

Saskatchewan bolgesindeki nehirlerde uranyum maden isletmesinin sebep
oldugu selenyum birikiminin arastirildigi ¢alismada, selenyum seviyelerinin toksik
seviyelere ulastigi ve bununda baliklarin iireme faaliyetlerinde hasara yol agtig

bildirilmistir [97].

Lemly ve ark. (2002)’de tamamladiklar1 Belews goliindeki 20 tiir tizerinde 20
yilda yaptigi arastirmalari sonucunda selenyum toksik etkisinin; solungag
lamellerinde sislige; ovaryum, kalp, bobrek ve karaciger dokularinda degisimlere,
omurga, bas, agiz ve ylizgeclerde teratojenik deformasyonlara, gozde katarakt ve
ekzoftalmusa; hematokrit ve hemoglobin miktarinda diismeye ve lenfosit sayisinda

artiga ve iireme yetmezligine neden oldugunu bildirmistir [98].

Bu ¢aligmada, baliklarda birikim potansiyeli [99] ve AChE enzim inhibe edici
etkisi [94] oldugu bilinen kursunun selenyum varliginda Oreochromis niloticus’un
farkli dokularinda birikim potansiyeli ile beyin dokusunda AChE aktivitesine etkileri
ile ilgili bir literatiire rastlanmamustir. Bu ¢alismada amag, O. niloticus’da selenyum
varliginda, kursunun farkli dokularda birikim potansiyelinin ve beyin AChE
aktivitesinin degerlendirilmesidir. Bulunduklar1 sularda kursunu da igeren farkh
metallerin etkisinde kalan baliklarda bu metallerin etkilesiminin anlasilmasi
bilingsizce ¢evreye salmman bu tip kirleticilerin biyotada neden oldugu etkilerin

anlasilmas1 bakimindan yararhdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. MATERYAL

Materyal olarak jiivenil tilapyalar (Oreochromis niloticus (L.,1758))
kullanilmistir. Baliklar C.U. Su Uriinleri Fakiiltesi Tathisu Baliklar1 Uretim ve
Arastirma Istasyonu’ndan saglanmistir. Deneyler, Mersin Universitesi, Su Uriinleri
Fakiiltesi Uygulama Birimleri’nde yer alan 25 = 1 °C duragan sicakliga sahip, 12 saat
aydinlik 12 saat karanlik fotoperiyodu uygulanan Temel Bilimler Arastirma
Laboratuvari’nda yiiriitiilmistiir. Toksisite denemelerinde yaklasik ayn1 boy (12,40 +
0,57 cm boy) ve agirlikta (29,59 + 2,68 g) baliklar kullanilmistir.

Laboratuvara getirilen baliklar, aragtirmaya baslamadan denemelerden Once
her biri 40X100X40 cm boyutlarinda olan, icerisinde 120L dinlendirilmis ¢esme
suyu bulunan 7 adet cam akvaryum igerisinde 60 giin siireyle bekletilerek laboratuvar
kosullarmma uyumlart saglanmistir. Denemede kullanilan dinlendirilmis ¢esme
suyunun fizikokimyasal parametreleri; ¢6ziinmiis O; 8,54 + 0,37 mg/L, pH 8,32 +
0,20, sicaklik 21,07 £ 0,66°C, toplam alkalinite 325 + 0,80 mg/L, toplam sertlik 230
+ 6,36 mg/L CaCOs seklinde belirlenmistir.

3.1.1. Kimyasal Maddeler

5,5’-Ditiyo-bis (2-Nitrobenzoik Asit) (DTNB) Sigma
Asetilkolintiyoiyodiir Sigma

Bakir Siilfat (CuS0O4.5H,0) Sigma

di-Potasyum Hidrojen Fosfat K,HPO, Merck
di-Sodyum Hidrojen Fosfat Na,HPO,.7H,0O Merck
Etopropazin Sigma

Folin-Ciocalteu’s Fenol Ayiraci Sigma

14



SEN, G. 2013. Kursun + Selenyum Etkilegiminde Oreochromis niloticus (L., 1758) ‘un Dokularindaki Metal Birikimi Ile Beyin

Asetilkolinesteraz Aktivitesine Etkileri, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

Potasyum Dihidrojen Fosfat KH,PO, Merck
Potasyum kloriir KCI Merck

Sigir Serum Albumini Sigma

Sodyum Dihidrojen Fosfat NaH,PO,4.2H,0O Merck
Sodyum Hidroksit NaOH Merck

Sodyum Karbonat Na,CO3; Merck

Sodyum Kloriir NaCl Merck

Sodyum Potasyum Tartarat Merck

Nitrik Asit HNO3; Sigma

Perklorik Asit HCIO, Sigma

3.1.2. Cihazlar ve Diger Gerecler

Analitik Terazi Denver TP 214

Distile Su Cihazi Mes Mp Mini Pure
Homojenizator WiseStir HS 30E

Oksijenmetre

Otomatik Pipetler Isolab, Axypet, Brand

Masa Tipi pH metre Hanna Instruments HI 2211-02
Sogutmali Santrifiij Beckman Coulter Microfuge 22R Centrifuge
Terazi Neck JCS-B

UV-Visible Spektrofotometre Shimadzu UV 1208

Vortex IKALAB Dancer Vortex
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3.2. YONTEM

Arastirmadaki subletal derigimler literatiir bilgileri [100,101] gbéz Oniinde
bulundurularak kursun i¢in (Pb(NOs3),) 1 ve 2 mg/L; Selenyum i¢in ise (Na,SeOs) 2
ve 4 mg/L olarak belirlenmistir. Denemeler 3 seri halinde yliriitiilmiis ve her seride
40x100x40 cm boyutlarinda 7 adet cam akvaryum kullanilmistir. 3 tekrarli olarak
yiiriitiilen arastirmada baliklar 1, 7 ve 15 giin siirelerle Cizelge 3.2.1°de gosterilen

kursun ve selenyum ortam derisimlerinin etkisine birakilmistir.

Cizelge 3.2.1. Deneme gruplarinda kullanilan metaller ve derigim

METAL DERISIM
Kontrol -
Pb(NO3), 1 mg/L
Pb(NO3), 2 mg/L
Pb(NO3),+ Na,SeO3 1+2 mg/L
Pb(NO3),+ Na,SeO3 2+4 mg/L

Akvaryumlarda havalandirma, merkezi havalandirma sistemi ile saglanmustir.
Baliklar giinde bir kez toplam biyomasin %2’si kadar hazir balik yemi (Camli Balik
Yemi San., Izmir, Ham Protein: %45; Ham Yag: %19; Nem: %12) ile beslenmistir.
Adsorbsiyon, presipitasyon ve evaporasyon gibi nedenlerle deney c¢ozeltilerinin
derisiminde zaman icerisinde degisimler olabileceginden, deneyler siiresince deney
ve kontrol akvaryumlarindaki su iki giinde bir kez tamami1 bosaltilarak ayni ortam

kosullarinda bulunan dinlenmis su ile hizla degistirilerek ortam yenilenmistir.

1, 7 ve 15. giinlerde 6rnekleme yapilmis ve her diseksiyondan hemen 6nce
baliklar akvaryumlardan g¢ikarilarak buzda bayiltilmis, beyin omurilik baglantilar

kesilerek oldiiriilen baliklardan oncelikle beyin dokular1 ¢ikartilip %0,59’luk serum
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fizyolojik ile yikandiktan sonra yas agirlhigi tartilarak AChE analizleri
gerceklestirilinceye kadar -80 °C’de saklanmistir. Solungag, beyin, karaciger, ve kas
dokular1 da metal birikim analizleri i¢in 150°C ayarhi etiivde 72 saat siireyle
bekletilerek sabit tartima getirilmis, siire sonunda kuru agirliklar1 belirlenen dokular
deney tiiplerine aktarilarak 2 mL nitrik asit (Merck, %65, d:1.40) ve 1 mL perklorik
asit (Merck, %60, d:1.53) eklenerek 3 saat siireyle yakilmistir [102,103]. Yakimi
tamamlanan Ornekler kapakli tiiplere aktarilmis, saf su ile 5 mL ye tamamlanarak
metal analizi i¢in hazir hale getirilmistir. Doku ve organlardaki metal analizi indiiktif
Olarak Eslestirilmis Plazma-Kiitle Spektrometresi (ICP-MS) (Agilent 7500ce) ile

belirlenmistir.

AChE enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in derin dondurucudan ¢ikartilan
dokular iizerine 1/10 oraninda 0.05 M Na-K Fosfat tamponu (pH=7.4) eklenerek
10.000 rpm’de 3 dk buz igerisinde homojenize edildikten sonra +4°C’de 9.500xg’de
30 dk santrifiijlenerek elde edilen siipernantlarda AChE enzim aktivitesi

spektrofotometrik yontemlerle belirlenmistir.

3.2.1. Analiz Yontemleri
3.2.1.1. Asetilkolinesteraz Yontemi

Kolinesterazlar, asetilkolinin tiyokolin ve asetata parcalanmasi tepkimesini
katalizlerler. Uriin olarak aciga ¢ikan tiyokolin ile DTNB nin reaksiyonu sonucu sar1
renk veren 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit olusur. Olusan rengin siddeti 412 nm’de 6l¢iiliir
[104].

Asetiltiyokolin iyodiir —> Tiyokolin
Tiyokolin + DTNB

>5-tiyo-2 nitrobenzoik asit (sar1 renk)

17



SEN, G. 2013. Kursun + Selenyum Etkilegiminde Oreochromis niloticus (L., 1758) ‘un Dokularindaki Metal Birikimi Ile Beyin
Asetilkolinesteraz Aktivitesine Etkileri, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi

Ayrraclar:
1. 0.1 M Na-K Fosfat Tamponu (pH 8.0)
2. 0.1 M Na-K Fosfat Tamponu (pH 7.0)
3. 0.01 M DTNB
4, 8.52x 10° M Etopropazin (BChE Inhibitérii)
5. 0.015 M Asetilkolintiyoiyodiir
Yontem

Asetilkolinesteraz enzim aktivitesini 6l¢gmek icin ¢ozeltiler kor ve oOrnek

olmak tizere farkli kiivetlere agsagidaki sekilde eklenir (Cizelge 3.2.1.1).

Cizelge 3.2.1.1. Asetilkolinesteraz Y ontemi

Cozeltiler ve Ayraclar Kér (uL) | Ornek (uL)
Fosfat Tamponu (0.1M, pH 8.0) 2700 2550
Ornek 200 200

DTNB (0.01M) (0.1M, pH 7.0 Na-K Fosfat) | 100 100
Etopropazin (8.52x10-3M) 50
Calkalanir ve 30°C’de 5 dakika inkiibe edilir.

Asetilkolintiyoiyodiir (0.015M) --- 100

Ornek ve kor kiivetlerinin 412 nm dalga boyunda, 0. ve 5. dakikadaki

absorbanslar 6l¢iiliir.
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Hesaplama

A0 44

AChE aktivitesi (U/mL) = — X x 136

AOD = Zamana gore absorbans degigimi
t=Zaman

Vt = Toplam hacim

V6 = Ornek hacmi

AChE Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) = AChE Aktivitesi / Protein Miktar1

3.2.1.2. Protein Yontemi

Beyin dokusunda protein miktarlari AChE spesifik enzim aktivitelerini
hesaplamak amaciyla ¢alisilmistir. Proteinlerin ¢ogu tirozin, triptofan veya her iki
amino asiti de icerirler. Bu amino asitler serbest veya katlanmamis bir polipeptid
zincirinde mavi renk olusturmak iizere fosfotungustik asit-molibdik asit ayiracin
(Folin-Ciocalteu’s ayiraci) indirgerler. Bu yontemde proteinler bakir-peptid bagi-
protein kompleksini olusturmak iizere alkali ¢ozeltide Cu*? ile reaksiyona girerler.
Ortama Folin-Ciocalteu’s ayiraci eklendiginde indirgeme siireci igerisinde bakir-
protein kompleksleri ile tirozin, triptofan rezidiileri birlesirler. Renklendirilmis

¢ozeltinin absorbanst 750 nm dalga boyunda 6lgiiliir [105].
Ayrraclar
1. Alkali Na,CO3 ¢ozeltisi

2. Bakir siilfat-Sodyum potasyum tartarat ¢ozeltisi %1 CuSO4.5H,0 %2 Na-K

tartarat kullanilacagi zaman bu ¢ozeltiler esit hacimde karigtirilarak hazirlanir.

3. Alkali ¢ozelti (Giinliik olarak hazirlanir.): 50 mL alkali Na2CO3 ¢ozeltisi 1

mL bakir siilfat-Sodyum potasyum tartarat ¢ozeltisi ile karistirilarak hazirlanir.
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4. Folin-Ciocalteu’s ayiraci: 1 mL Folin-Ciocalteu 1.5 mL saf su olacak sekilde

hazirlanir.
Standart Grafigin Hazirlanmasi

Sigir serum albumini kullanilarak 1000 pg/mL’lik stok protein ¢ozeltisi
hazirlanir. Calisma i¢in bu ¢ozelti 100, 200, 300, 400, 500 pg/mL derisimlerde

seyreltilerek grafik ¢iziminde bu standartlarin absorbans degerleri kullanilmistir.
Yontem

Ornek ¢ozeltiden 0.3 mL alinir, iizerine 3 mL alkali ¢dzelti ilave edilip 15
dakika oda sicakliginda bekletilir. 0.3 mL Folin-Ciocalteu’s ayiract eklenerek 30
dakika oda sicakliginda bekletilir ve bu siire sonunda 750 nm dalga boyunda

spektrofotometrede okunur. Ayni islem 0.3 mL saf su kullanilarak kor i¢in uygulanir.
Hesaplama

Omneklerin igerdigi protein miktar1 yumurta albumini kullanilarak cizilen

standart grafikten degerlendirilir (Sekil 3.2.1.2.1).

1,2

y =0,0013x
1 R2=0,9862

0,8
0,6 / ¢ Seril

/ —— Dogrusal (Seri 1)
0,4

0,2
Vg

0 T T T T 1
0 200 400 600 800 1000

Sekil. 3.2.1.2.1. Protein analizi standart grafigi
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3.2.2. Istatistiksel Degerlendirme

Denemelerde elde edilen verilerin istatistiksel analizleri SPSS 16.0 istatistik
programi kullanilarak yapilmistir. Veriler dncelikle homojen dagilimlarini test etmek
tizere Levene’s homojenlik testine tabi tutulmuslardir. Ayni siirede etki gruplari
arasindaki istatistiksel ayrim Oncelikle tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile
degerlendirilmistir. ANOVA analizinde onem gosteren veriler, homojen dagilim
gostermisse Duncan c¢oklu karsilagtirma testi, homojen dagilim gostermemisse
Tamhane’s T2 testi ile analiz edilmistir. Gruplar arasi farklar P<0,05 olarak

degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

Biyolojik olarak balik davraniglari ile fizyolojik ve ekolojik siirecler arasinda
bir bag bulunmaktadir. Bu nedenle karmasik balik davranislari, duyusal, hormonal,
norolojik ve metabolik sistemlerin entegrasyonunun {iriinii oldugundan, sucul
Kirleticilerin etkilerini gozlemlemek agisindan ¢ok oOnemlidir [9]. Bu ¢alismada
deneme siiresi boyunca mortalite gézlenmemistir. Agir metal etkisindeki baliklarda,
etki siiresinin baslangicinda ylizmede koordinasyon bozuklugu, besine karsi
duyarsizlik, operkulum hareketlerinde artig gibi ¢esitli davramis degisiklikleri
meydana gelmekte, etkide kalma siliresinin uzamasi ile davranislarda goézlenen
degisimler ortadan kalkmaktadir [106]. Bu calismada da yiizmede koordinasyon
bozuklugu, operkulum hareketinde artis ve renkte kararma gibi degisiklikler
gozlenmigtir. FEtkide kalma siiresinin uzamast ile bu degisikliklerin diisiik
derisimlerde (Img/L Pb, 2mg/L Se, 1mg/L Pb+2mg/L Se) ortadan kalktig1, yiiksek
derisimlerde (2mg/L Pb, 4mg/L Se, 2mg/L Pb+4mg/L Se) ise yem aliminin 10.
giinden sonra tamamen durdugu ve saldirganlagma gibi davranig degisikliklerinin

devam ettigi saptanmistir.

4.1. DOKULARDA KURSUN BiRiKiMINE SELENYUMUN ETKIiSi

O. niloticus’da 1., 7. ve 15. giin sonunda solungag, beyin, karaciger ve kas
dokularinda selenyumun kursun birikimi {izerine etkileri sirasiyla Cizelge 4.1.1-
4.1.4’te verilmistir.

Kursun, etkisine birakilan tiim baliklarin dokularinda siireye bagimli birikim
gostermistir. Denenen tiim siirelerde Pb birikimi en fazla beyin dokusunda saptanmis
olup, bunu sirastyla karaciger, solungac ve kas dokular1 izlemistir.

Her {i¢ deneme siiresinin sonunda 1. giin kas dokusunda tiim Se karigimlari, 7.
giin solunga¢ dokusunda 1mg/L Pb+2mg/L Se ve 7. giin karaciger dokusunda 2mg/L
Pb+4mg/L Se karisimlart disinda, Se dokularda Pb birikiminde azalmaya neden

olmustur.
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Solungag¢ dokusunda 1mg/L Pb+2mg/L Se ve 2mg/L Pb+4mg/L Se
karigimlarinda kursun birikimindeki azalma sirasiyla 1. giin sonunda %73 ve %74; 7.
giin sonunda %5 ve %61; 15. giin sonunda ise %28 ve %39 olarak gerceklesmistir.

Beyin dokusunda 1mg/L Pb+2mg/L Se ve 2mg/L Pb+4mg/L Se
karigimlarinda kursun birikimindeki azalma sirasiyla 1. giin sonunda %14 ve %54; 7.
giin sonunda %40 ve %31; 15. glin sonunda ise %60 ve %70 olarak gerceklesmistir.

Karaciger dokusunda Img/L Pb+2mg/L Se ve 2mg/L Pb+4mg/L Se
karisimlarinda kursun birikimindeki azalma sirasiyla 1. giin sonunda %18 ve %42;
15. giin sonunda ise %76 ve %55 olarak gergeklesmistir. 7. giin sonunda 1mg/L
Pb+2mg/LL Se, Pb birikimini %352 azaltmasinda karsin, 2mg/L Pb+4mg/L Se
karisiminda birikim, %42 oraninda artmustir.

Kas dokusunda 1. giin sonunda 1mg/L Pb+2mg/L Se ve 2mg/L Pb+4mg/L Se
karigimlarinda kursun birikiminde sirastyla %33 ve %158 artis meydana gelmistir.
Img/L Pb+2mg/L Se ve 2mg/L Pb+4mg/L Se karisimlarinda kursun birikimindeki
azalma sirasiyla 7. giin sonunda %65 ve %48; 15. giin sonunda ise %44 ve %19

olarak gerceklesmistir.
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Cizelge 4.1.1. O. niloticus’da solunga¢ dokusunda 1., 7. ve 15. giinlerde farkli

derigimlerde kursunun birikimi iizerine farkli selenyum derisimlerinin etkisi (ug Pb/g

k.a.)

SURE (GUN)

1. Giin 7. Giin 15. Giin
DERISIM

X + 5% X + S® X + 5%
Kontrol D.A? D.A2 D.A?
1mg/L Pb 7,84 + 0,33 ™ 44,59 + 1,85 % 76,79 + 2,08
1mg/L Pb+2mg/L Se 2,16 £0,31 & 42,28 +1,10% 55,36+ 0,47
2mg/L Pb 11,86+ 0,75 ™ 78,28 +1,76 ™ 110,33+ 0,52 ™
2mg/L Pb+4mg/L Se 3,06 + 0,52 % 30,70 £ 0,04 & 67,83 + 0,29 *

*. a, b ve c harfleri Se karisiminin kontrol ve karsilik gelen Pb grubu arasindaki; x, y

ve z harfleri ise siireler arasindaki ayrimi belirlemek amaciyla kullanilmistir. Farkl

harflerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P<0.05, N = 3).

X + 5% : Aritmetik ortalama + Standart hata
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Cizelge 4.1.2. O. niloticus’da beyin dokusunda 1., 7. ve 15. giinlerde farkli

derigimlerde kursunun birikimi tizerine farkli selenyum derisimlerinin etkisi (ug Pb/g

k.a.)

SURE (GUN)

1. Giin 7. Giin 15. Giin
DERISIM

X + 5% X + 5% X + 5%
Kontrol D.A? D.A? D.A?
1mg/L Pb 47,97 + 0,85 ™ 173,70 £3,23%  251,23+0,86 ™

1mg/L Pb+2mg/L Se 41,13 2,62 % 104,57 £ 0,72 ¢ 100,57 £ 0,20 ¢

2mg/L Pb 83,64 + 0,62 ™ 233,97+0,06” 363,30 +2,97 ™

2mg/L Pb+4mg/L Se 38,19 + 1,85 % 162,67 £3,20 ¢ 109,53 £ 0,44 ¢

*. a, b ve c harfleri Se karisiminin kontrol ve karsilik gelen Pb grubu arasindaki; x, y
ve z harfleri ise stireler arasindaki ayrimi belirlemek amaciyla kullanilmistir. Farkl
harflerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P<0.05, N = 3).

X + 5% : Aritmetik ortalama + Standart hata
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Cizelge 4.1.3. O. niloticus’da karaciger dokusunda 1., 7. ve 15. giinlerde farkli

derigimlerde kursunun birikimi iizerine farkli selenyum derisimlerinin etkisi (ug Pb/g

k.a.)

SURE (GUN)

1. Giin 7. Giin 15. Giin
DERISIM

X + Sx X + 5% X + 5%
Kontrol D.A? D.A2 D.A?
1mg/L Pb 12,99 + 0,85 ™ 112,13+ 1.40%  139,94+2,76 ™

1mg/L Pb+2mg/L Se 10,72 + 0,37 &

53,36 + 0,36 ¢

33,83+£1,91%

2mg/L Pb 8,72 + 0,83 ™

2mg/L Pb+4mg/L Se 5,04 + 0,44

98,20+ 1,10 ™

139,00 £2,82 ¢

146,00 + 3,46 ™

66,26 + 1,25

*. a, b ve c harfleri Se karisiminin kontrol ve karsilik gelen Pb grubu arasindaki; x, y

ve z harfleri ise siireler arasindaki ayrimi belirlemek amaciyla kullanilmistir. Farkl

harflerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P<0.05, N = 3).

X + 5% : Aritmetik ortalama + Standart hata
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Cizelge 4.1.4. O. niloticus’da kas dokusunda 1., 7. ve 15. ginlerde farkli

derigimlerde kursunun birikimi iizerine farkli selenyum derisimlerinin etkisi (ug Pb/g

k.a.)

SURE (GUN)

1. Giin 7. Giin 15. Giin
DERISIM

X + 5= X + 5% X + 5%
Kontrol D.A? D.A? D.A?
1mg/L Pb 5,25+ 0,50 ™ 20,24 + 0,64 Y 42,16 +3,10 ™
1mg/L Pb+2mg/L Se 6,98 + 0,10 & 7,16 0,23 < 23,81 +2,43%

2mg/L Pb

2mg/L Pb+4mg/L Se

15,47 + 0,59 ™

39,97+ 1,15

16,48 + 1,25 ™

8,56 +0,29 ¢

40,02 = 1,66 >

32,37+0,58 %

*. &, b ve c harfleri Se karisiminin kontrol ve karsilik gelen Pb grubu arasindaki; x, y
ve z harfleri ise siireler arasindaki ayrimi belirlemek amaciyla kullanilmistir. Farkl
harflerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P<0.05, N = 3).

X + 5% : Aritmetik ortalama + Standart hata

4.2. BEYIN DOKUSUNDA KURSUN VE SELENYUM KARISIMLARININ
AChE AKTIVITESINE ETKILERI

O. niloticus’da beyin dokusunda 1., 7. ve 15. giin sonunda kursun ve selenyum
karisimlarinin AChE aktivitesi tizerine etkisi Cizelge 4.2.1’de gosterilmistir.

Beyin dokusunda 1. giinde Pb denenen en yiiksek derisiminde AChE spesifik
aktivitesinin %48 oraninda azalmasimna neden olmustur (Sekil 4.2.1). 4mg/L Se

uygulamasi, 2mg/L Pb’nin neden oldugu AChE aktivite kaybini engellemistir.
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Karigim grubunda aktivite, kontrole yakin diizeyde olmakla birlikte, 2mg/L. Pb

verilen gruba gore %77 oraninda artig géstermistir.

7. gliinde tiim deneme gruplarinda AChE aktivitesinde herhangi bir degisim

belirlenmemistir. 15. giinde 1mg/L Pb+2mg/L Se karisim grubunda AChE aktivitesi

kontrole ve 1mg/L Pb grubuna gore sirasiyla %41 ve %50 artis gostermistir (Sekil

4.2.2). Bu siirede Pb, AChE aktivitesinde herhangi bir degisime neden olmamuistir.

Cizelge 4.2.1. O. niloticus’da beyin dokusunda 1., 7. ve 15. giinlerde farkli

derisimlerde kursun ve selenyum karisimlarinin AChE spesifik aktivitesine

(uM/dak/mg protein) etkileri

AChE Spesifik Aktivitesi

1. Giin 7. Giin 15. Giin
DERISIM
X + 5% X + 5% X + 5%

Kontrol 0,24+0,01° 0,23+0,03 0,17+0,01°
1mg/L Pb 0,19+0,00%° 0,17+0,02 0,160,01°
1mg/L Pb+2mg/L Se  0,28+0,03% 0,18+0,05 0,24+0,03"
2mg/L Pb 0,13+0,01° 0,14+0,00 0,10+0,01°
2mg/L Pb+4mg/L Se  0,23+0,02% 0,13+0,01 0,15+0,01°

*: a ve b harfleri derisimler arasindaki ayrimi belirlemek amaciyla kullanilmistr.

Farkl: harflerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P<0.05, N = 3).

X + 5% : Aritmetik ortalama =+ Standart hata
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[\
o

—_
(]

o

Kontrole gore % degisim

-50 *
1mg/L Pb 1mg/L Pb+2mg/L Se 2mg/L Pb 1mg/L Pb+2mg/L Se
Derisim
Sekil 4.2.1. O. niloticus’da beyin dokusunda AChE spesifik aktivitesinin 1. giinde Pb
ve Se karisimlarinda kontrol grubuna gore yilizde degisimi

*. Kontrol grubuna gore istatistik ayrimi1 gostermektedir (P<0.05).

= N W B
o o o o

L
o o o

Kontrole gore % dedisim
)
(=]

1 mg/L Pb 1mg/L Pb+2mg/L Se 2mgiL Pb 1mg/L Pb+2mg/L Se
Derisim

Sekil 4.2.2. O. niloticus’da beyin dokusunda AChE spesifik aktivitesinin 15. giinde
Pb ve Se karisimlarinda kontrol grubuna gore yiizde degisimi

*. Kontrol grubuna gore istatistik ayrimi géstermektedir (P<0.05).
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5. TARTISMA

Baliklarda agir metal gibi toksik maddelerin atilim mekanizmalari, alinimi
kargilamadigi durumlarda, bunlarin doku ve organlarda birikimine neden olmaktadir.
Metal birikim miktar1, metalin etki siiresine ve derisimine bagl olarak artmaktadir.
Baliklarda farkli agir metaller farkli doku ve organlarda farkli oranlarda birikirler
[107] ve belirli bir metalin hangi doku veya organda 6ncelikle depo edilecegi tiirlere
gore degisim gostermektedir [108]. Procambarus clarkii’de dokularda kursun
birikiminin kursunun ortam derisimine ve siireye bagl olarak arttigi belirtilmistir
[109]. Carassius auratus’da kursun birikimiyle ilgili yapilan ¢alismada ortamdaki
kursun derisiminin artisina paralel olarak dokudaki birikimin de arttig1 saptanmistir
[110].

Agir metallerin letal olmayan derisimlerde, genellikle baliklarin karaciger
gibi metabolik olarak aktif olan organlarinda daha fazla biriktigi bildirilmistir [102].
Karaciger dokusu agir metallerin tasinmasinda ve detoksifikasyonunda gorev yapan
metal baglayict proteinlerin baslica sentez yerlerinden biri olmast nedeniyle, kursun
detoksifikasyonundaki islevi oldukg¢a fazladir. Cyprinus carpio’da dokularda kursun
birikiminin farklilik gosterdigi ve bobrek ile karaciger gibi organlarda kursun
birikiminin yiiksek diizeylere ulastigi saptanmistir [111]. C. carpio’da karaciger
dokusunda kursun birikimi ortam derisimi ve etkide kalma siiresine bagli olarak artis
gosterirken kas dokusunda belirli bir derisimden sonra siireye bagli olarak siirekli
azalma gostermistir ve karacigerde kas dokusuna oranla birikim daha fazladir [112].

Sucul ekosistemlere ulasan kursun, baliklar tarafindan solungaclar ve sindirim
yolu ile alinabilir. Yumusak dokulara kolaylikla gecebilen kursun; bobrek, beyin,
solungag, kemik ve karaciger gibi dokularda birikim yapar [113]. Nil tilapyasi
(Oreochromis niloticus)’nda 0.1mg/L Pb ve 1.0mg/L Pb derisimlerinde en yiiksek
kursun birikimi bobrek dokusunda iken, bunu solungag, karaciger ve kas dokusu
izlemistir [114]. O. mykiss’de diger dokulara oranla solungacin kursunun toksik
etkisinde ilk hedef organ oldugu ve birikimin bu dokuda yiiksek diizeye ulastigi
belirtilmistir [80].
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Kursun solungag, karaciger ve bobrek gibi dokularin yani sira beyin ve kemik
dokularinda da 6nemli oranda birikmektedir [115,116]. Tilapia zillii’de kursunun
bobrek dokusundan sonra en fazla beyin dokusunda biriktigi belirtilmistir [117].

Baliklarda kas dokusu agir metalleri biriktirmede metabolik olarak aktif bir
doku degildir. C. carpio ve O. niloticus’un kas dokusunda kursun birikiminin
denenen tiim ortam derisim ve siirelerde diger organlara oranla oldukea diisiik oldugu
saptanmustir [118,119].

Bu calismada kursun birikiminin siire ve derisime bagli olarak arttigi ve
dokulardaki birikimin sirastyla beyin, karaciger, solunga¢ ve kas dokularinda oldugu
tespit edilmistir. Kalsiyum iyonlarinin (Ca+2) yerine gecen kursunun kan beyin
bariyerini hizla agarak beyin dokusunda yogunlastigi ve bu nedenle beyin dokusunda
birikimin fazla oldugu disiiniilmektedir. Anabas testudineus’da beyin ve kemik
dokularinda yiiksek diizeyde kursun biriktigi belirlenmistir [17].

Baliklardaki agir metal birikimi doku ve organa bagl olarak degistigi gibi,
ortamda bulunan metaller arasindaki etkilesime bagli olarak da degisir [120].
Burkina Faso’da tath su rezervuarinda bulunan baliklarla yapilan ¢aligmada arsenik
ve civanin selenyuma antagonistik etki gosterdigi saptanmistir [121]. O. aureus’ta
kursunun kadmiyum ve civa ile etkilesiminde bobrekte kursun birikiminin kursunun
tek basina olan etkisinden daha az, karaciger ve kas dokularinda ise daha fazla
oldugu saptanmustir [122]. C. carpio’da bakir-¢inko karigiminin etkisinde incelenen
doku ve organlardaki metal birikimi, bakir ve ¢inkonun tek basina etkisinden daha
diisiik diizeyde olmustur [123].

Kursun ve selenyum kompleksi kursun selenit (PbSe) olarak tanimlanmis
olup boyle bir kompleks olusumunun viicutta serbest kursun iyonlarinin varligini
azalttig1 bildirilmistir [124,125]. Selenyumun kadmiyum, kursun, giimiis gibi agir
metallerle kompleks olusturdugu ve boylece bu metallerin hiicresel bilesiklere daha
az zarar vermesine neden oldugu belirtilmistir [92]. Bu calismada selenyumun
dokulardaki kursun birikimini azalttigi saptanmistir. Bunun sebebi selenyumun
kursuna kimyasal antagonistik etki gostermesi olabilir.

AChE inhibisyonu beyinde asetilkolinin birikimini artirarak kolinerjik

reseptorlerin asir1 uyarilmasina neden olur. Sonucta sinir ve kas kontroliinde genel
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bir diisiis meydana gelir. Buna bagh olarak, kirleticilerin etkisinde goriilen
norotoksik etkiler, normal davranisdaki degisiklikler ile iligskilendirilmistir [126].

Bu c¢alismada kursunun uygulanan en yiiksek derisiminde ve yalnizca ilk 24
saat sonunda AChE aktivitesinde inhibisyona sebep oldugu saptanmistir. Birgok
farkli yoldan canli biinyesine alinan agir metaller her organ ve dokuda farkli diizeyde
birikirler. Canli biinyesinde ¢esitli metabolik yollara katildiktan sonra viicut disina
atilabilen metallerden fizyolojik oneme sahip olanlar depolanir. Depolanan metal
toksik ise enzimlerin yapisin1 bozabilmektedir [127]. Onemli bir enzim inhibitdrii
olan kursun, ozellikle selenyum ve siilfiir igeren enzimlerde denatiirasyona ve
aktivite kaybina neden olmaktadir [128,129]. Danio rerio’nun beyin dokusunda
AChE aktivitesinin kursun ve civa gibi metaller tarafindan inhibe edildigi
belirlenmistir [94]. Kursun etkisinde AChE aktivitesindeki inhibisyonun imidazol,
silfidril ve karboksil gruplar gibi proteinlerin islevsel gruplarmma metallerin
baglanmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir [130]. Islevsel gruplardaki bu tip
degisimlerle katalitik aktivite kayb1 gergeklesir [131].

Se oksidatif stresin Onlenmesinde O6nemli bir rol oynayan antioksidan
ozellikteki GPx enziminin yapisinda bulunur. Se’nin biyolojik dnemi bu enzimin bir
kofaktorii olmasindan kaynaklanmaktadir. Her alt {initesinde selenosistein seklinde
bir adet Se atomu igeren GPx, hiicre i¢inde hidrojen peroksitin ( H,O, ) suya
indirgenmesinde rol oynamaktadir [132]. As’nin yiiksek ve diigiikk derisimlerinin
bulundugu ortama Se ilavesiyle Channa punctatus’da AChE inhibisyonun da azalma
meydana geldigi belirlenmistir [93]. /n vivo civa toksisitesine Se’nin thioredoksin
rediiktaz aktivitesinin inhibisyonuna karsi koruyucu rol aldigi saptanmistir [133].

Bu ¢alismada kursunun neden oldugu AChE enzim inhibisyonuna kars
selenyumun koruyucu etkisinin kursun ile gostermis oldugu kimyasal antagonizm
nedeniyle olabilecegi diisliniilmektedir. Bilindigi iizere, bir toksikantin hedefinde
etkili olabilmesi i¢in dncelikle o hedefte yeteri miktarda birikmesi gerekir [134].

Bu caligmada 15. giinde en yiiksek derisimdeki kursun ve selenyum
karisimiin AChE aktivitesinde artisa neden oldugu saptanmigtir. Sodyum selenit
gibi inorganik selenyum formlari, tavuk sinir kas preparasyonunda, membranin dis

kisminda, membran proteinlerinin siilfidril gruplarina baglanarak kasta devaml
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kasilmaya neden olmakta ve bu etki ekstraseliiler Ca** miktar ile azalmaktadir [135].
Yiiksek doz sodyum selenitin Caenorhabditis elegans’da presinaptik asetilkolin
saliniminda diizensizlige neden oldugu ve noronlarda hasara yol agtig1 belirlenmistir
[136]. Pestisid imidakloprid etkisindeki si¢anlarda beyin dokusunda AChE aktivite
artisinin hiicre i¢ine Ca®* alinimu ile indiiklenen apoptotik olaylar nedeniyle meydana
gelebilecegi bildirilmistir [137]. Asetilkolin miktarinda azalma saglayan AChE
aktivitesindeki  artisin  asetilkolin  reseptorlerinde  islev  kayb1  sonucu

norodejenerasyona isaret ettigi de belirtilmektedir.
Sonug olarak;

1. Kursun uygulanan derisiminde en ¢ok beyin dokusunda, daha sonra
sirastyla karaciger, solungac ve kas dokularinda birikim gostermistir.

2. Selenyumun kursuna kimyasal antagonistik etki yaparak dokularda
kursun birikimini azalttig1 diisliniilmektedir. Bu sekilde kursunun kisa
stireli etkisinde yiiksek derisimde neden oldugi AChE inhibisyonuna kars1
da selenyumun yararl etki gosterdigi belirlenmistir.

3. Kursun etkisindeki baliklarda selenyumun uzun siirede ve yiiksek
derisimde neden oldugu AChE aktivite artisinin nérodejenerasyona isaret
ettigi diisliniilmektedir.

4. Selenyumun kursuna karst koruyucu etkisi derisime ve siireye bagimli

olabilir. Bunun i¢in daha yeni ¢aligmalara gereksinim vardir.
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