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OZET

SIVAS KANGAL BALIKLI KAPLICADAKI BALIKLARDA
(CYPRINIDAE), ANTIOKSIDAN ENZIM AKTIVITELERI UZERINE DEGISIK
STRES KAYNAKLARININ ETKILERI

Merve Goksin KARAASLAN
Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Danisman : Dog.Dr. Senay CETINUS
2010, 73 sayfa

Bu c¢alismada, baliklardaki cesitli stres kaynaklarinin antioksidatif roliiniiniin
belirlenmesi amaci ile Sivas balikli Kaplica’dan getirilen Cyprinion macrostomus ve
Garra rufa obtusa baliklarinin kas dokularindaki bazi biyokimyasal parametreler
lizerine stres etkileri incelendi.

Baliklar agir metal, sicaklik, oksijen eksikligi, besin eksikligi, pH ve selenyum gibi
degisik stres kaynaklarina maruz birakilarak, kas dokularinda glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) ve katalaz enzim aktiviteleri belirlendi. Lipid peroksidayonu ve ¢oziiniir
peroksit diizeyindeki degisimler aragtirildu.

Degisik stres kaynaklarina maruz kalmis gruplarin enzim aktivitelerinde, lipid
peroksidasyonu ve c¢Oziiniir peroksit diizeylerinde kontrol grubuna gore degisimler
gozlenmistir. Glutatyon peroksidaz ve katalaz aktivitesinde en fazla artisin selenyum
etkisinde oldugu gozlenirken, lipid peroksidasyon degerlerinde ise en fazla artisin pH
etkisinde oldugu saptanmistir.

Garra rufa obtusa tiirii baliklarda glutatyon peroksidaz ezim aktivitesinde en
yiiksek artis oksijen eksikligi etkisinde (%353), en yiiksek diisiis pH etkisinde (%33.4)
gozlenmistir. Stres etkileri sonucu metabolizmada artmis olan reaktif oksijen tiirlerinin
etkileri 6zellikle de ¢oziiniir hidroperoksit ve lipid peroksit miktarlar1 artan glutatyon
peroksidaz enzim aktivitesi ile etkisizlestirildigi diisiiniilmektedir. Oksidatif hasarin
artmasiyla glutatyon peroksidaz enzim aktivitesinde azalma olmasi da beklenen bir
durumdur.

Cyprinion macrostomus tiurii baliklarda, stres etkileri 6zellikle de selenyum

etkisiyle glutatyon peroksidaz ve katalaz enzimlerinin aktivitelerinde artma gozlenmekte



ve bu enzimler ortamda olusan peroksitlere etki ederek lipid peroksit seviyesini
degistirmedigi ve lipid peroksidasyonunda artma gozlenmedigi sdylenebilir.
Sivas Balikli Kaplicadaki baliklar ile yapilan bu calisma oksidatif stres

kapsamindaki ilk ¢alismay1 olusturmaktadir.

Anahtar kelimeler: Serbest radikal, katalaz, glutatyon peroksidaz, lipid peroksidasyon
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ABSTRACT

THE EFFECTS OF DIFFERENT STRESS SOURCES
ON ANTIOXIDANT ENZYME ACTIVITIES IN FISHES (CYPRINIDAE)
FROM SiVAS KANGAL FISH SPRING

Merve Goksin KARAASLAN
Master of Science Thesis, Department of Chemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Senay CETINUS
2010, 73 pages

In this study, it is aimed that determining the antioxidative role of a variety of stress
sources in fishes. Some biochemical parameters were investigated in muscle tissue of
Garra rufa and Cyprinion macrostomus exposed to stress effect from Sivas Fish Spring.

Fish was exposed to different stress sources as heavy metals, temperature, oxygen
deficiency, nutrient deficiency, pH and selenium effect. Glutathione peroxidase (GSH-
Px) and catalase activities were determined in fish muscle tissue. Lipid peroxidation and
soluble peroxide levels were investigated in fish muscle tissue.

Changes were observed in the enzyme activities, lipid peroxidation levels, and
soluble peroxide levels of groups that exposed to different stress sources in comparison
with control group. The highest increases were observed in selenium effect for
glutathione peroxidase and catalase activity. The highest increase in lipid peroxidation
values was observed for pH effect.

The highest increase in the activity of glutathione peroxidase was found in hypoxia
effect (53 %) and the highest decrease was found in pH effect (33.4 %) for Garra rufa
obtusa species. Effect of reactive oxygen species that increased in metabolism by the
stress effect of especially amount of lipid hydro peroxide and soluble hydro peroxides
can be noutralized by increased glutathione peroxidase activity. As the oxidative
damage increases, glutathione peroxidase activity decreases.

It was observed that glutathione peroxidise and catalase activities increased for
Cyprinion macrostomus species exposed to especially selenium effect. This enzymes
effected soluble peroxides and lipid peroxides that increased by stress effect and lipid

peroxidation was not occur.

il



This work is the first study about oxidative stress using fish from Sivas Fish

Spring.

Key words: Free radicals, catalase, glutathione peroxidase, lipid peroxidation
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TESEKKUR

Yiiksek lisans 6grenimim boyunca bilgi ve deneyimleriyle bana yol gdsteren, ilgi
ve anlayis gostererek her konuda beni destekleyen tez danismanim sayin Dog. Dr. Senay
CETINUS’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Bu caligma “Cyprinidae Ailesi Baliklarinin Aging (Yaslanma) ve Norodejeneretif
Hastaliklar I¢in Model Olarak Kullanilmas1” isimli CUBAP F-253 nolu grup projesinin
bir boliimiini  olusturmaktadir. Calismalarimda yardimlarin1  eksik  etmeyen,
laboratuvarindaki tim imkanlar1 saglayan ve bu projenin yiiriitiiciisii olan Cumhuriyet
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii 6gretim iiyesi saym Dog. Dr.
Yusuf TUTAR’a ¢ok tesekkiir ederim. Ayrica yardimlarini esirgemeyen C.U. Fen-
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Arastirma gorevlisi Saym Sevgi DURNA’ya ¢ok
tesekkiir ederim.

Hayatimin her doneminde yanimda olan benden maddi manevi destegini
esirgemeyen aileme, yiiksek lisans egitimim boyunca desteklerini esirgemeyen

dostlarima ve arkadasim Nazife YILAN a tesekkiirlerimi sunarim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Cd: Kadmiyum
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ROS : Reaktif Oksijen Tiirevleri
Se : Selenyum

SOD : Siiperoksit dismutaz



1.GIRIS

Giliniimiizde sanayi ve teknolojinin gelismesine bagli olarak su, hava ve topragin
saglhiga zararli maddeler ile kirlenmesi ¢evre iizerinde olumsuz etkilere neden
olmakta ve organizmalar1 farkli stres kaynaklar1 ile basa ¢ikmak zorunda
birakmaktadir.

Teknolojinin hizli gelisimine paralel olarak sanayi ve kentsel atiklarin
bulundugu kanalizasyon sulari, bosaltildig1 nehir ve golleri kirletmekte ve sucul
ortamda yasayan canli organizmalarin yagsamlarini olumsuz yonde etkilemektedir
(Sarteyupoglu ve Say, 1991).

Sularin kirlenmesi oksijen miktarinin azalmasina, bakterilerin, organik
maddelerin, metal tuzlarmin ve toksik etkili maddelerin artmasina neden
oldugundan sucul ortamda yasayan canli organizmalarin yasamlarint tehdit
etmektedir (Arda, 1974). Bu nedenle sucul ortamlarda yasayan baliklar yasadiklar
dinamik ¢evreden kaynaklanan degisikliklerle siirekli olarak fizyolojik stres
altindadir. Bu stres faktorleri doku ve hiicre homeostazi kaybina yol agmakla
birlikte serbest radikal olusumunu da tetiklemektedir.

Serbest radikaller, hiicre metabolizmasi sirasinda cereyan eden biyokimyasal
reaksiyonlar sonucu ortaya c¢ikan, en dis orbitalinde bir veya daha fazla
ortaklanmamis elektron igeren kisa dmiirlii, kararsiz, molekiiler agirlig: diisiik, ¢ok
etkin atom veya molekiiller olarak tanimlanir (Abdollahi ve ark, 2003; Van, 1993).

Hiicre ve dokular, canli organizmada normal metabolizma sirasinda ya da
patolojik yollarla ortaya ¢ikan bu serbest radikal iirlinlerini inhibe eden gii¢lii bir
savunma sistemine sahip olup serbest radikaller ve antioksidan savunma
mekanizmalarinin arasindaki denge aerobik organizmalarin fonksiyonu ve yasami
icin oldukca onemlidir. Serbest radikallerin lehine ve/veya antioksidanlar aleyhine
bir dengesizlik, onemli hiicre kompartmanlarinda geri doniisiimsiiz hasara neden
olmakta ve bu olay oksidatif stres olarak adlandirilmaktadir (Meotti ve ark, 2004)

Hem serbest radikaller ve hem de reaktif oksijen tiirevleri niikleik asitler,
serbest amino asitler, proteinler, lipidler, lipoproteinler, karbohidratlar ve bag
dokusu makromolekiilleri de dahil olmak iizere, canli organizmalarin yapisinda
bulunan hemen hemen biitiin siniflara dahil bilesiklerle reaksiyona girerek tersinir

veya tersinmez hasarlar meydana gelmektedir. (Cross ve ark., 1987).



Sivas ilinin Kangal ilgesinde deri ve romatizmal hastaliklar1 tedavi etmesiyle
iin kazanmis olan kaplica igerisinde yasayan Cyprinion macrostomus ve Garra
rufa obtusa baliklarinin diisiik oksijen miktari, asir1 sicaklik, besin kitligi, agir
metal gibi stres faktorlerinden siirekli olarak etkilenmesine ragmen hayatta
kalmalar1 bu balik tiirlerinin iyi bir model olacagini diistindiirmektedir.

Bu caligmada Sivas Kangal Balikli Kaplica da bulunan Cyprinion
macrostomus ve Garra rufa obtusa baliklarina, degisik stres etkileri
uygulandiginda  degisen g¢evreye karst baliklarin  bazi  biyokimyasal

parametrelerindeki degisimin arastiritlmasi amaglanmastir.



2. SIVAS KANGAL BALIKLI KAPLICA

Sivas ilinin Kangal ilgesinde bulunan ve tedavi 6zelligi ile bir benzerini bulmanin
mimkiin olmadig1r kaplica (¢ermik), iilkemiz boyutlarinda deri ve romatizmal
hastaliklar1 tedavi etmesiyle {in kazanmistir. Bu kaplicanin {inii ve 6nemi 6zellikle
icinde yasayan Cyprinidae tiiriine ait olan baliklardan ileri gelmekte olup, kaplica
suyunun yil boyunca 35+0,5°C de olmas1 ve kimyasal igerigi nedeniyle de ¢esitli
hastaliklara 1iyi geldigi bilinmektedir. Tahris olmus veya herhangi bir
enfeksiyondan olusmus cilt dokusundaki yaralara; egzama, cerahatli sivilceler ve
hatta tipta tedavisinin imkansiz oldugu bilinen “sedef hastalig1” gibi deri
hastaliklarina iyi geldigi kanisi ise oldukc¢a 6nem kazanmistir (Brown, 1957).

Kaplicada bulunan baliklarin tiirleri lizerine yapilan arastirmalar sonucunda,
Cyprinidae tiiriine ait olan, Cyprinion macrostomus (vurucu) ve Garra rufa obtusa
(yalayict) olarak bilinen iki farkli tiir tespit edilmistir. Terminal agiz tipli
Cyprinion macrostomus ve ventral agiz tipli Garra rufa obtusa baliklarinin
sindirim sistemleri iizerine yapilan arastirmalar sonucunda ise, her iki tip baligin
havuzlarin beton duvarlarinda ve taslar iizerinde bulunan fito ve zooplanktonlarla
beslendigi saptanmistir. Omnivor beslek olan Cyprinion macrotomus ve Garra
rufa obtusa havuzlardaki besin azligi nedeniyle karnivor beslek haline
gelmislerdir. (Ozer ve ark, 1987) .

Ayrica suyun yiiksek sicakligi ve beslenme ortaminin baliklar {izerindeki
etkileri biyokimyasal olarak arastirilmistir. Havuzlardaki suyun sicaklif
sicakkanli bir hayvanin viicut sicakligina yakin bir degerde olmas1 poliokterm olan
baliklara aktif bir hareketlilik kazandirdigindan baliklarin daha fazla besine ihtiyac
duymalarina neden olmaktadir. Fakat su ortamindaki besin miktar1 azhid
nedeniyle baliklarin besin gereksinimlerini karsilayamamakta bu da baliklarin
gelisimini ve bilyiimesini geciktirmekte, onlarin saldirgan ve predator olmalarina
neden olmaktadir. Dolayisiyla baliklar, bulunduklari havuzlara giren insanlarin
viicudunda yer alan ve suyun etkisi ile yumusayarak kolaylikla koparilabilen
hastalikli deri plakalarina dogru yonelmektedir. Bunun sonucunda insan
viicudundan kabuklar uzaklagsmakta ve suyun icerisinde yiiksek diizeyde bulunan

selenyumun etkisiyle de hastalikli deri iyilesmektedir (Ozer ve ark, 1987).



Sicaklik ve iyonik bilesim agisindan mevsimsel bir degisim gostermeyen

kaplica suyunun 6zellikleri asagida belirtilmistir; (Ozer ve ark, 1987)

Renk : Cok hafif sar1 berrak
Tortu : Yok

pH : 7.20-7.25
Toplam sertlik 0 32.23

Sicaklik . 35+£0,5°C
Cozlinmiis oksijen :4.41+£0.30
Serbest H,S : Yok

Iletkenlik : 590  (umho)
Serbest CO, : 8.88mg/ L
Radyoaktivite

Toplam alfa aktifligi : 3.77+0.81 ,Ci/L
Toplam beta aktifligi : 5.03+1.57 ,Ci/L
Radon (Rn-222) . 180 ,CI/L
Radyum (Ra-226) : 0.59 ,CI/L
Uranyum (U-238) 0 0.842 mg/L



2.1 Garra rufa obtusa

Garra rufa obtusa, en zengin ve en Onemli balik familyalarindan biri olan
Cyprinidae lyesi olup, iki tiirle temsil edilmektedir (Geldiay ve Balik, 1996).
Bunlardan 6zellikle “doktor balik” olarak adlandirilan Garra rufa obtusa Sivas
cermiklerinde yiiksek sicaklikta yasamakta, deri ve romatizmal hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir. Diinyanin farkli bolgelerine yayilmis olan Garra
cinsi Ozellikle lilkemizin giiney bdlgelerinde yaygin olarak bulunur (Goziikara ve
Cavas, 2001).

Yaglh balik ya da kaya balig1 olarak da bilinen Garra rufa bireylerinin
viicutlar1 nispeten ince uzun, silindirik yapida ve iri pullarla 6rtiiliidiir. Burun ucu
kiittiir ve iizerinde kabarciklar bulunur. Agiz ventral konumlu ve hilal seklinde
olup etrafinda iki ¢ift kisa biyik bulunur. Alt dudagina bitisik ve gayet iyi gelismis
tutunma organi (vantuz) sayesinde ¢ok hizli akan akarsu zonlarinda bile kolaylikla
yasama olana@1 bulurlar. Dorsal yiizge¢ ventral yiizgeclerin onilinden baslar ve

serbest kenar1 diizdiir (Undar ve ark., 1990).

Sekil 2.1 Garra rufa obtusa

Garra rufa obtusa bireylerinin standart boy viicut yiiksekliginin yaklasik
olarak 4,5 -5 kat1 kadar olup boyu maksimum 19 cm’dir. Renkleri genellikle ac¢ik
kahverengi olup tiim viicutta aynidir. Ancak 6zellikle sonbahar ve kig aylarinda
viicutlarinda diizensiz bir sekilde dagilmis siyah lekelerin bulundugu belirlenmistir

(Undar ve ark., 1990).



2.2 Cyprinion macrostomus

Tathh sularda en ¢ok yayilis gosteren Cyprinidae iiyesi olan Cyprinion
macrostomus bireylerinin esas yayilis sahas1 Hindistan, On Asya, Dicle ve Firat
nehir sistemlerini kapsamaktadir. Dogudan iilkemize girmistir ve Tarsus (Mersin)
civarina kadar uzanabilmistir (Geldiay ve Balik,1988).

Beni balig1 olarak da bilinen bu tiiriin viicudu yanlardan yassilasmis olup her
tarafi iri pullarla ortiiliidiir. Terminal agiz tiplidir ve alt dudak iist dudaga nazaran
cok kalin ve piirtiiksiizdiir. Ag1z etrafinda gayet kisa bir ¢ift biyik bulunur. Dorsal
yiizgecin en uzun basit 1511 gayet kuvvetli kemiklesmis olup arka kenar testere
disi gibi tirtiklidir. Kuyruk yiizgeci derin girintili ve loplarinin ucu sivridir. Boyu
15-17 cm civarindadir (Geldiay ve Balik, 1988).

Sekil 2.2 Cyprinion macrostomus

Viicut rengi genellikle her tarafta homojen olup, peritoneum siyah renklidir.
Viicudun yan taraflarinda diizensiz sekilli ve sayilar1 6-8 arasinda degisen siyah
renkli benekler vardir. Ayrica solungac kapaklar iizerinde de gri-esmer kiigiik
lekeler bulunur. Bu baliklar, akarsularin zemini kumlu ve ¢akilli olan zonlarina
yakin yerlerinde yasarlar. Biyolojileri hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir
(Geldiay ve Balik, 1988).



3. SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller, hiicre metabolizmasi sirasinda cereyan eden biyokimyasal
reaksiyonlar sonucu ortaya ¢ikan, en dis orbitalinde bir veya daha fazla
ortaklanmamis elektron iceren kisa omiirlii, kararsiz, molekiiler agirhigr diisik,
cok etkin atom veya molekiiller olarak tanimlanir (Abdollahi ve ark, 2003; Van,
1993).

Bir serbest radikaldeki ortaklanmamis elektron, bagka atom veya molekiiler
ile elektron alis verisi yapincaya kadar reaktiftir ve tek elektronlarini ¢iftlemek
tizere diger atom ya da molekiillerle hizla reaksiyona girmeye dolayisiyla onlarin
yapilarin1 degistirmeye egilimlidir (Del Maestro, 1980; Slater, 1984). Serbest
radikaller; pozitif yiiklii (katyon), negatif yiiklii (anyon) veya elektriksel olarak
ndtral durumda bulunabilir (Cheeseman ve Slater, 1993). Kimyasal sembollerinin
iist taraflarina en dis orbitallerindeki ¢iftlenmemis elektron sayisi kadar konulan
nokta ile gosterilir.

Serbest radikaller baslica li¢ temel mekanizma ile olusur (Cheeseman ve
Slater, 1993) .
1- Kovalent bagli normal bir molekiiliiniin, her bir parcasinda ortak elektronlardan
biri kalacak sekilde homolitik boliinmesi,
Yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar ve yiiksek sicaklik kimyasal baglarin
kirilmasina neden oldugundan bag yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayn
atomlar {iizerinde kalmakta ve iki adet yiliksek reaktiviteli serbest radikal
olugsmaktadir (Wu ve Cederbaum, 2003) .

X:Y X-+Y.

2- Normal bir molekiilden tek bir elektronun kayb1 veya bir molekiiliin heterolitik
boliinmesi,

Radikal 6zelligi bulunmayan bir molekiiliin elektron kaybetmesi sonucu dis
orbitalindeki eslesmemis elektron serbest radikalleri olustururken, heterolitik
bolinmede kovalent bagi olusturan her iki elektronun atomlardan birinde

kalmasiyla serbest radikaller degil iyonlar olusmaktadir.



X:Y X +Y

3- Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi,

Radikal 06zelligi bulunmayan bir molekiile tek elektron transferi sonucu dis
orbitalinde eslesmemis elektron olusmasi ile serbest radikaller meydana gelebilir.
Ornegin molekiiler oksijenin radikal formu olan siiperoksitin olusumu, molekiiler
oksijenin tek elektron ile indirgenmesi sonucu gozlenmektedir (Cheeseman ve

Slater, 1993).
X+e

X.
3+ 2+ 2+

Viicudun gereksinim duydugu baslica eser elementler olan Fe , Cu , Mn

5+

ve Mo gibi gecis metalleri de dis orbitallerinde bir veya daha fazla sayida
ortaklanmamis elektron tagimalarina ragmen serbest radikal olarak kabul
edilmemektedir. Serbest radikal kabul edilen atom ve molekiiller elektron
dagilimlarinin yani sira termodinamik yapilart ve lokal kinetik reaktiviteleri ile
degerlendirilir (Aslan ve ark., 1995; Byung, 1994; Aust ve ark., 1985). Ancak
serbest radikal 6zelligi gdstermeyen bu geg¢is metalleri serbest radikal olusumunda
onemli rol oynar.

Serbest radikaller baslica oksijen molekiiliinden tiiremektedir. Ancak
organizmada oksijen tiirevi serbest radikallerin diginda karbon ve kiikiirt merkezli

radikallerde olusmaktadir (Haliwell ve ark., 1992; Uysal, 1999).

Cizelge 3.1 Hiicrede olusabilen reaktif oksijen radikalleri ile oksijen iceren bazi

reaktif tiirler;
Tiir Adx Tur Adi

'0, Singlet oksijen HO, Hidroperoksil radikali
0" Siiperoksit NO’ Nitrik oksit
OH’ Hidroksil radikali NO; Nitrojen dioksit
H,0; Hidrojen peroksit NO, " Nitril katyonu
ROO’ Peroksil radikali ONOO"  Peroksinitrit
ROOOH Hidroperoksit ONOO" Peroksinitrit radikali
RO Alkoksil radikali N»0; Dinitrojen trioksit




Canlilar icin biiyilk 6neme sahip olan ve biyolojik sistemlerdeki varlig ilk
olarak 1954 yilinda Gerschman ve arkadaslari tarafindan tespit edilen serbest
oksijen radikalleri oksijenin belirli kosullarda kismen indirgenmesi sonucu
olusan, ¢ok kisa omiirlii ve giiclii oksidan nitelikli metabolitlerdir. Hiicre ve
dokular, canli organizmada normal metabolizma sirasinda ya da patolojik yollarla
ortaya ¢ikan bu serbest radikal {iriinlerini inhibe eden giiclii bir savunma sistemine
sahip olup, reaktif oksijen tiirevleri serbest radikaller ve antioksidan savunma
mekanizmalarinin arasindaki denge aerobik organizmalarin fonksiyonu ve yasami
icin olduke¢a 6nemlidir. Serbest radikallerin lehine ve/veya antioksidanlar aleyhine
bir dengesizlik, 6énemli hiicre kompartmanlarinda geri doniisiimsiiz hasara neden
olmakta ve bu olay oksidatif stres olarak adlandirilmaktadir (Meotti ve ark.,
2004).

Bir bagka deyisle oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin derigimi ile
viicudun antioksidatif savunma mekanizmalarinin derisimi arasindaki dengesizligi

gostermekte kullanilan bir terimdir.

Hem serbest radikaller ve hem de reaktif oksijen tiirleri niikleik asitler, serbest
amino asitler, proteinler, lipidler, lipoproteinler, karbohidratlar ve bag dokusu
makro molekiilleri de dahil olmak {izere, canli organizmalarin yapisinda bulunan
hemen hemen biitiin siniflara dahil bilesiklerle reaksiyona girerek tersinir veya
tersinmez hasarlar meydana getirilebilmektedirler (Cross ve ark., 1987). Bu

hasarlarin bazilar1 soyle siralanabilir.
v" Membran hidrofiligine etki ederek membran biitiinliigiiniin bozulmasi

V' Eritrositlerde demirin degerligine etki ederek methemoglobin olusturmasi

ve oksijen baglanmasinin engellenmesi
v" Akciger de alveolleri harap ederek solunumun ortadan kaldirilmasi

v’ Proteinlerdeki SH gruplarini  degistirerek normal fonksiyonunun

bozulmasina sebep olurlar (Masuda ve ark., 1993; Peden ve ark.,1994).



3.1 Reaktif Oksijen Tiirleri
3.1.1 Siiperoksit Radikali (O, = )

Molekiiler oksijen dis orbitallinde eslesmemis iki elektron igerir. Bu elektronlar
paylasilmadiginda, ayr1 ayr orbitallerde bulunduklarinda ve spinleri ayni yonde
oldugu zaman en diisiik enerji seviyesine sahiptir. Bu dis orbitallerden her biri
elektron alabilmekte ve tek elektron almasi ile siiperoksit radikali (O, = ), iki

elektron almasi ile de peroksi anyonu olusmaktadir.

0:0 + ¢ :0:0OF
Molekiiler oksijen Stiperoksit radikali

OQ 1 e O ;Q:T

Molekiiler oksijen Peroksid

. e . LA - - . e L4 2-
0:0" + ¢ :0 : O:
Siiperoksit radikali Peroksid

Hem cevresel etkenler, hem de organizmalardaki enzimatik ve enzimatik
olmayan tepkimelerle en ¢ok ve en kolay olusan oksijen radikali siliperoksit

radikalidir (Yigit ve Yurdakok, 1996).

Canlilarda olustugu ilk gosterilen radikal olan siiperoksit, baslica su
mekanizmalarla meydana gelmektedir.
»  Goriiniir bolge 1sinlart da dahil olmak {izere biitliin yiiksek enerjili
elektromanyetik dalgalar her oksijenli ortamda siiperoksit radikali olusturabilir
(Yigit ve Yurdakok, 1996).
»  Cesitli enzimatik tepkimelerde siiperoksit radikali olusabilmektedir. Hiicre
zarindaki siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzimleri sitoplazmadaki ksantin
oksidaz ve triptofan dehidrogenaz enzimleri araciligiyla da O,"  olusumu
gozlenmektedir. Kullanilan oksijenin %2’si siiperoksit haline doniismektedir
(Zimmerman ve Granger, 1994; Kontos ve ark., 1985; Mcintyre ve ark., 1999;
Kose, 1997).
>  Indirgeyici 6zellikteki biyomolekiiller oksijene tek elektron verip kendileri
oksitlenirken siiperoksit radikali olusturabilirler. Hidrokinonlar, flavinler (flavin

mononiikleotidler, flavadoksin, riboflavin gibi ) tiyoller (glutatyon), indirgenmis
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niikleotidler, ferrodoksinler, tetrahidropteridin ve hemoproteinlerin otooksidasyon
tepkimelerinde siiperoksit radikali meydana getirebilirler. Bu reaksiyonlarla
olugsan siiperoksit radikalinin iyon transportunda, primidin biyosentezinde,
oksihemoglobin-methemoglobin oranlarinin diizenlenmesinde gorev aldigi
bilinmektedir (Petkau, 1986).
»  Canlilarda stiperoksit radikalinin en fazla iiretildigi sistem, hiicrelerin enerji
sagladiklari, molekiiler oksijenin suya indirgendigi mitokondri elektron tasima
sistemidir. Mitokondrideki enerji metabolizmas1 sirasinda oksijen kullanilirken,
tiiketilen oksijenin % 1 ile % 4 oraninda siiperoksit yapimi ile sonlanmaktadir.
Mitokondri elektron tagima sisteminde siiperoksit iiretimi, bir flavoprotein olan
NADH dehidrogenaz ve koenzim Q gibi elektron tasiyicilarindan oksijene
elektron kacagi nedeniyle gerceklesmektedir (Tras, 1997; Perez ve ark., 1993;
Aslan, 1997; Akkus, 1995).
»  Aktiflesen fagositik hiicreler (ndtrofil, eozinofil, makrofajlar) mitokondri
dis1 oksijen kullaniminda ani artis ile olusan solunum patlamasi sonucu siiperoksit
radikali olusturabilmektedir (Steinman, 1982).

Antibakteriyel etki i¢cin gerekli olan bu radikal yapimi, daha reaktif tiirlerin
olusumunu da baslatmaktadir (Hampton, 1998).

Stiperoksit, bir serbest radikal olmakla birlikte, kendisi dogrudan fazla
hasara neden olmaz. Siiperoksit’in asil 6nemi, H,O,’e kaynaklik etmesi ve gegis
metal iyonlarinin indirgeyicisi olmasindan kaynaklanmaktadir. Uzun bir yar1 dmre
ve lipofilik 6zellige sahip oldugundan, olustugu yerden uzak bolgelere difiizyonla
yayilabilmekte bunun sonucunda ise olustuklar1 ortamdan hemen uzaklastirilmasi
gerekmektedir. Aksi takdirde kendisinden ¢ok daha reaktif ve toksik etkili

radikallerin olusumuna neden olmaktadir (Yigit ve Yurdakdk, 1996).

e _ n e e
0:0" + " +2H H:0: O:H
Siiperoksit radikali Hidrojen peroksit

Siiperoksit  radikallerinin ~ ortamdan  uzaklastirilldigi  reaksiyonlara,
dismutasyon tepkimesi adi verilmekte ve bu tepkimeler ya dogal olarak ya da

stiperoksit dismutasyon (SOD) katalizi ile gerceklesebilir.
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3.1.2 Hidrojen Peroksit

Dogal oksijen molekiiliiniin bagka bir molekiilden iki elektron almasiyla veya
stiperoksit radikalinin bir elektron almasiyla peroksit olusumu gozlenir. Olusan

peroksit molekiilii ise iki hidrojen ile birleserek H>O,’1 meydana getirir.

O, +2¢ +2H" H,0,

H,0,, siiperoksit dismutaz tarafindan katalizlenen dismutasyon reaksiyonu
sonucu veya spontan olarak da iiretilebilir. Iki O,"~ molekiilii iki proton alarak
H,0; ve molekiiler oksijeni olusturmakta ve reaksiyon sonucu radikal olmayan
iriinler meydana gelir. Bu reaksiyon dismutasyon reaksiyonu olarak adlandirilir

(Ozdemir, 1993).

20, + 2H" H,0, + O,

H,0,, kendisi radikal olmadig1 halde, reaktif oksijen tiirleri igine girer ve
serbest radikal biyokimyasinda &nemli rol oynar. Uretildigi bolgede kalan
siiperoksidin aksine membranlar1 gecen, sitozole diffiize olan ve uzun émiirlii bir
oksidan olarak bilinir. Bu nedenle siiperoksidin ulasgamadigi membranla korunan

yapilara kolaylikla ulasabilir.

H,O,, sliperoksit ile reaksiyona girerek en reaktif ve zarar verici radikal olan

hidroksil radikali olusturmak tizere kolaylikla yikilabilir.

Haber-weiss reaksiyonu olarak bilinen bu reaksiyon, katalizorli veya
katalizorsiliz olarak gerceklesebilmektedir. Katalizorsiliz reaksiyon yavas ilerlerken
demir gibi ge¢is metal iyonlar1 varliginda katalizlenen reaksiyon ¢ok daha hizh
gergeklesir. Katalizorsiiz ortamda H,O, ve O, antioksidanlar tarafindan
kolaylikla yok edildiginden bu reaksiyon ger¢eklesmeyebilir (Sies, 1991;
Kozumbo ve ark, 1985; Unal, 1999a).

0; +Fe" 0, + Fe''
Fez+ + H202 Fe3++ OH + OH_
H,O, + Oé_ O, + OH + OH"
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Bu reaksiyonlardan da anlasilacagi gibi siiperoksit hem hidrojen peroksit
kaynagi hem de gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisidir. Indirgenmis gecis
metalleri de okside formlara gore hidrojen peroksit ile daha reaktiftirler
(Cheeseman ve Slater, 1993).

H,0, {iretimi, tiroid hiicreleri, bircok bakteri tiirii, fagositik hiicreler ve
spermatozoa gibi hiicrelerde olustugu gibi mitokondri, mikrozomlar ve
peroksizomlarda da olugmaktadir. H,O, hiicre zarlarin1 kolaylikla gecerken
0O, gegemez. Bu nedenle DNA hasari yapma riski fazladir ve sitoplazmadaki
katalaz enziminin inhibisyonu hasarinin artmasina neden olmaktadir(Akkus,
1995).

3.1.3 Hidroksil Radikali
Hidroksil radikali biyolojik sistemde bulunan en giiglii radikal olup, H,O, ’in
gecis metalleri varlifinda indirgenmesi (Haber-Weiss reaksiyonu) sonucu olusan
reaktif bir radikaldir (Cheeseman ve Slater, 1993).

0; 0, + F&’'

3+
+ Fe

Fez+ + H202 F63++ OH + OH

Katalizorlii ve katalisorsiiz gergeklesen bu reaksiyon katalizorsiiz ¢ok yavas

oldugu halde Fe™ katalizorliigiinde ¢ok hizli gerceklesmektedir.

H,0, + O, O, + OH + OH"

Viicutta olusacak olan OH radikalinin derisimi vicutta tretilen H,O,
derisimi ve serbest metal iyonunun varligina bagl olup hem H,0, olusumuna
kaynaklik eden hem de metalleri indirgeyici bir tiir olan siiperoksit radikalinin
biyolojik kosullarda viicuttaki liretiminin artmasi ortamda hidroksil radikalinin de

artmasina neden olacaktir.

Haber-weiss reaksiyonunun yani sira gama radyasyona maruz kalan
dokularda da hidroksil radikali olugabilir. Alinan enerji hiicre suyu tarafindan
absorbe edilmekte ve sudaki oksijen-hidrojen kovalent baginin parcalanmasina
neden olmaktadir. Sonug olarak dis orbitalinde ortaklanmamis elektron bulunan

hidrojen ve hidroksil radikallerin olusumu gozlenir.
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H-OH H- + -OH

Biyolojik sistemlerin tanidigi en aktif tiir olan hidroksil radikali yiiksek
reaktivitesinden Otiiri istenmeyen toksik etkilere sahip olmasina ragmen
iiretilmesi normal biyolojik sistemler i¢in gereklidir. Uretildigi yerde hemen her
tir molekiil ile tepkimeye girebilmekte ve radikal tepkimelerini
baslatabilmektedir (Yigit ve Yurdakdk, 1996; Lunec ve Blake, 1990). Hidroksil

radikalinin katildig1 baslica tepkimeler;

¢ Elektron transfer reaksiyonlari
% Hidrojen ¢ikarma tepkimeleri
% Katilma tepkimeleri
Hidroksil radikali hemen hemen tiim hiicresel molekiillerle reaksiyon
verebilir, fakat baslica ve en onemli etkileri lipidler, proteinler, sitokromlar ve

niikleik asitler tizerine olan etkileridir (Akkus, 1995).

3.1.4 Singlet Oksijen

Ortaklanmamis elektronu olmadigr i¢in serbest radikal olmayan ancak serbest
radikallerin reaksiyonlar1 sonucu olusan veya serbest radikal reaksiyonlarini
baslatabilen tek atom halinde bulunan reaktif bir molekiildiir (Gutteridge, 1995).

Molekiiler oksijende paylagilmamis iki dis elektron ayni ydnde, ayri
yoriingelerde bulunurken singlet oksijende ise iki dis elektron ayr1 ayri veya ayni
orbitali iggal edebilmektedir.

Iki elektron ayni orbitalde bulunur ve spinleri birbirine zit ise biyolojik
olarak daha uzun omre sahip olan delta singlet oksijen formu olusurken, iki
elektron ayr1 ayri orbitallerde ise ¢ok kisa Omiirlii olan sigma singlet oksijen
formu olusmaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 1989; Unal, 1999b).

Singlet oksijen, siiperoksidin dogal dismutasyonu ve hidroksil radikalinin
olusumuna neden olan Haber-weiss reaksiyonu ile meydana gelir.

Olusan singlet oksijenin kimyasal bir bilesik ile etkilesimi sonucu
kemiluminesas olusmakta ve kemiluminesas Ol¢lilmesi sonucunda da reaktif
oksijen tiirlerinin direkt tayini yapilabilmektedir.

Ayrica karotenler, biluribin, histidin, metiyonin ve bazi kimyasal bilesikler
singlet oksijeni temizleyerek, singlet oksijen bagimli tepkimeleri inhibe

etmektedir.
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3.1.5 Nitrik Oksit (NO)

Canlilarda ¢ok Onemli biyolojik fonksiyonlar1 yerine getirebilen nitrik oksit,
kolaylikla nitrit (NO, ) ve nitrata (NO;3 ) okside olabilen azot merkezli bir
radikaldir. Viicuda giren nitro bilesiklerinin metabolize edilmesi sirasinda olusan
NO disinda hiicrede NO olusturan tek kaynak nitrik oksit sentetaz (NOS) enzimi
olup yar1 esansiyel amino asit olan L-arjininden oksidatif deminasyon sonucunda
nitrik oksit sentezlenmesine neden olmaktadir (Richard, 1994).

Radikal olarak aktivitesi diisiik olan NO radikali, metal i¢ceren merkezler ve
radikaller ile reaksiyona girerek dokularda serbest radikallerin asir1 birikimini
onlemektedir. Ozellikle lipid radikallerle tepkimeye girmesi NO’e antioksidan bir
etki kazandirmaktadir. NO radikalinin reaktif oksijen tiirevi olan siiperoksit ile
tepkimeye girmesi sonucu yiiksek aktiviteli peroksinitrit (ONOQO') oksidani
olugsmaktadir. Yiksek aktiviteye sahip olan peroksinitrit, radikal tepkimeleri
baslatmakta ve biyomolekiillerin nitrasyonuna neden olmaktadir (Butler ve ark.,
1995).

Azot oksitler; NO, NO, , NO,, NO; , N,O olmak {izere bes farkli molekiil
seklinde hiicre i¢inde olusabilmektedir. Bu reaktif tiirler NO’in dolayh
etkilerinden sorumlu olup hiicresel proteinlerin, enzimlerin inaktivitasyonuna

neden olabilirler (Murph, 1999).
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PEROKSIZOM

P450 oksidaz € Glutatyon

rediiktaz
Sitokrom b s

SITOZOL

i_\'on kanalh

Mitokondriyel elektron

transport zinciri
pA

Mn-SOD

O

pA Hipoksi

Y

Sekil 3.1 Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve olusan hasara karsi savunma

mekanizmalar1 (Mates ve ark., 1999)

3.2 Serbest Radikallerin Kaynaklari
Biyolojik sistemlerde serbest radikal olusumu, normal metabolik olaylarin seyri
sirasinda olabildigi gibi, organizmada yabanct maddelerin metabolize edilmesi
sirasinda ve organizmanin dis etkenlere maruz kalmasi sonucunda da
olusabilmektedir.

Bu nedenle normal yasam siiresi igerisinde oksidan molekiilerin artmasi
olarak degerlendirilen serbest radikal olusumu endojen ve ekzojen kaynaklar

olmak uzere iki kisimda incelenmektedir.
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Endojen kaynaklar
= Mitokondri elektron tagima zinciri
= Mikromozomal zar elektron tasima zinciri
= Kloroplast elektron tagima sistemi
» (Oksidan enzimler;
v Ksantin Oksidaz
v Galaktoz Oksidaz
v’ Siklooksijenaz
v' Lipooksijenaz
v" Monoamin Oksidaz
= Fagositik hiicreler;
v’ Nétrofil
v Makrofaj
v" Monosit
v Endotelyal Hiicreler vb (Halliwell ve ark., 1987)
= Otooksidasyon reaksiyonlar1 (Fe ™, Epinefrin)
»  QOksidatif stres yapict durumlar (iskemi, travma) (Ozkan ve Fiskin,
2004)
Ekzojen kaynaklar
» flaglar (parasetamol, CCly,)
* Iyonize radyasyon
= Qiines 15181
=  Xsinlari, UV 1sinlart
= [s1soku
= Ozon
* Glutatyonu okside eden maddeler
* Sigara dumani, egzos gazlari vb.
= Antineoplastik ajanlar (nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin ve
adriamisin gibi )
= Alkol ve uyusturucular gibi aligkanlik yapict maddeler

= Stres
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3.3 Serbest Radikallerin Etkileri
Serbest radikaller, savunma mekanizmasinin kapasitesini asacak miktarlarda
olustuklart1 zaman hiicrelerin lipid, protein, karbonhidrat ve DNA gibi tiim

bilesenlerine etki ederek yapisal ve metabolik degisikliklere neden olurlar.
Serbest oksijen radikalleri,
(1) Hiicre membrani proteinlerini yikarak hiicreleri oldiiriir.

(i1) Membran lipid ve proteinlerini yok ederek hiicre membranini sertlestirip

hiicre fonksiyonunu engeller.

(i)  Cekirdek membranini yararak g¢ekirdekteki genetik materyale etki edip

DNA’yi1 kirilma ve mutasyonlara agik hale getirir.

(iv) Immiin sistemdeki hiicreleri yok ederek immiin sistemi bozar.

—_—

' / Solunum \\
Howr W%g e B

C%\sen \ \

Y
R Gegirgenlikte

Lipid Peroksidasyorm

Sekil 3.2 Radikallerin yol actig1 hiicre hasar1 (Antmen, 2005)
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3.3.1 Protein Uzerine Etkileri

Oksidatif stresin bir sonucu olarak serbest radikallerin artis1 proteinler de dahil
olmak tizere hiicresel molekiillerdeki oksidatif modifikasyonlarin artisina yol
acmaktadir (Usmar ve Halliwell, 1996; Shacter, 2000).

Serbest radikallere karsi lipitlere oranla daha az hassas olan proteinler
ozellikle aminoasit diziliglerine bagl olarak etkilenmektedir. Aminoasit dizilisinin
yanisira proteinlerin serbest radikallere duyarliligl; proteinin tamir edilip
edilmemesi, proteinin hiicre i¢indeki lokalizasyonuna ve serbest radikallerin
ozelliklerine baglidir (Sinclair ve ark., 1990; Freeman ve Crapo, 1982).

Yapisinda doymamis bag ve tiyol (-SH) gurubu iceren aminoasitlerden
olusan proteinler (triptofan, tirozin, histidin, metiyonin, sistein) serbest
radikallerden kolaylikla etkilenmekte ve proteinlerin peptid omurgasinda meydana
getirdigi oksidatif hasara bagl olarak siilfiir radikalleri ve karbon merkezli organik
radikaller olusturabilmektedir. Siilfidril gruplarmmin degisik mekanizmalarla
distilfitlere ve oksiasitler gibi diger oksitlenmis tiirevlere doniisiimii, serbest
radikal etkisiyle meydana gelen protein oksidasyonunun ilk godzlenen
belirtilerindendir. Karbon merkezli radikaller ise karbonil proteinlerin olusumuna
neden olmakta ve hiicrede olusan oksidatif protein hasari bu proteinlerin 6l¢iilmesi
ile degerlendirilmektedir. Protein oksidasyonunu belirlemede protein karbonil
diizeylerinin saptanmasi duyarli ve genel olarak kabul gérmiis bir yontemdir
(Dalle-Donne ve ark,. 2003; Standman ve Levine, 2003; Rangan ve Bulkey,
1993).

Protein oksidasyonunun biyokimyasal sonuglari; enzim aktivitesindeki
azalma, protein fonksiyonlarinin kaybi, proteaz inhibitér aktivitenin kaybi,
protein agregasyonu, proteolize artmis/azalmis yatkinlik, reseptér aracili
endositozun bozulmasi, gen transkripsiyonundaki degisimler, immiinojen
aktivitedeki artis olarak siralanabilir (Shacter, 2000).

Serbest radikaller tarafindan proteinlerin oksidatif modifikasyonu, bir dizi
bozukluk ve hastaligin ilerlemesinde rol oynar. Bu hastaliklarin baslicalari;
alzheimer, amiyotrofik lateral skleroz, katarakt olusumu, kronik bobrek
yetmezligi, kistik fibroz, diyabet, iskemi ve reperfiizyon hasari, parkinson,

romatoid artrit ve sepsis olarak siralanabilmektedir.
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3.3.2 Lipid Uzerine Etkileri

Reaktif oksijen tiirlerinin derisimi ile viicudun antioksidatif savunma
mekanizmalarinin  derigsimi  arasindaki dengesizligi gostermekte kullanilan
oksidatif stres durumunda serbest radikal olusumunun artmasi organizmada basta
lipidler olmak {izere biyomolekiillerin tiim siniflarin1 etkilemektedir. Serbest
radikallerin biyolojik dokulardaki doymamis yag asitleri lizerindeki etkileri lipid
peroksidasyonu olarak bilinmekte ve oksidatif stresin bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir (Canorug ve ark., 2001).

Coklu doymamig yag asitlerinin oksidatif yikimi olarak bilinen lipid
peroksidasyonu bir zincir tepkimesi seklinde baslamakta, daha ileri
peroksidasyonu baslatacak serbest radikaller i¢in kesintisiz bir kaynak
olusturmaktadir (Murray ve ark, 1996). Kendi kendini devam ettiren zincir
reaksiyonu seklinde ilerleyen bu reaksiyonlar sonrasinda agiga ¢ikan triinler ise
membran gecirgenligini ve akigkanligini ciddi sekilde etkilemekte ve membran
iizerinde geri doniisiimii olmayan hasarlar meydana getirmektedir (Arda, 1974;
Ozkan ve Fiskin, 2004).

Lipid peroksidasyonu, serbest radikallerin, ¢oklu doymamis yag asiti
zincirinin metilen gruplarindan bir hidrojen atomu koparmasiyla baglar. Koparilan
hidrojen atomu karbon atomunun eslesmemis elektron icermesine neden
oldugundan karbon merkezli radikal olusur ve bunun sonucu yag asidi zinciri bir
lipid radikali 6zelligi kazanir. Molekiil i¢i ¢ift baglarin pozisyonlarini diizenleyen
lipid radikali konjuge dien yapisina doniismekte ve molekiiler oksijenle
reaksiyona girerek lipid peroksi radikalini (LOO") olusturmaktadir. Bu peroksi
radikali membran yapisindaki diger ¢oklu doymamis yag asitlerini etkileyerek
yeni lipid radikallerinin olusumuna yol agmakta ve kendileri de agiga ¢ikan
hidrojen atomlarini alarak lipid hidroperoksitlere doniismektedir. Ilerleme
reaksiyonu olarak adlandirilan bu reaksiyon sonucunda lipid peroksidasyonunun
ilk irinii olan lipid hidroperoksitleri olusmaktadir (Hassun, 1983; Deby ve
Pincemail, 1988; Yagi, 1987 ).
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(1) Baslama reaksiyonu

+
ROOH + metal™ ROO- + metal™" 4+ HY

X + RH R- + XH
(2) ilerleme Reaksiyonu
R-+ O, ROO-
ROO- + RH ROOH + RO-
(3) Sonlanma Reaksiyonu
ROO- + ROO- ROOR + O
ROO- + R- ROOR
R- + R- RR

Lipid peroksidasyonunun zincir reaksiyonlar1 (Murray ve ark., 1996).

Lipid perosidasyonu sonucu olusan iiriinlerin baslicalari; Malondialdehit, 4-
hidroksinonenal, 4-hidroksi-2,3-transnonenal olup olusan bu aldehit tiirevlerinin
diger karbonil bilesikler ile etan, pentan gibi ugucu gazlara donligmesi seklinde
sonlanmaktadir (Guttridge, 1995; Thomas, 1999). Olusan tiim bu iiriinler kantitatif
olarak belirlenebilir.

Lipid peroksidayonu sonucu olusan lipid hidroperositleri yiiksek sicaklik
veya demir, bakir gibi gecis metalleri katalizi ile yikildiginda ¢ogu zararli olan
aldehitler olusmaktadir (Sodergen, 2000).

Aldehitler membran bilesenlerinin ¢apraz baglanmasina ve polimerizasyona
neden olmakla beraber membran reseptdr ve enzimlerini inaktive ederek membran
proteinlerinde de ciddi hasarlar meydana getirebilmektedir (Slater, 1984; Canorug
ve ark., 2001).

Dokularda bir aldehit olan MDA seviyesinin artmasi koroner arter
hastaligina, akciger kanseri ile diger akciger hastaliklarina, DNA’ya baglanarak
mutasyonlara ve iltithaplanmalara yol agtig1 da bildirilmektedir (El-Yassin ve ark.,

2005).
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3.3.3 Niikleik Asit ve DNA Uzerine Etkileri

Hiicre icerisinde ¢esitli etkilerden dolayr meydana gelen serbest radikaller, basta
hidroksil radikali olmak ftizere niikleik asitler ve DNA iizerinde toksik etkiye
sahiptir. Hidroksil radikali deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girerek
niikleik asit bazlarinin modifikasyonuna ve DNA seridi kirilmasina neden olurken
aktif fagositlerden kaynaklanan hidrojen peroksit, hiicre membranindan kolayca
gecerek hiicre ¢ekirdegine ulasmakta ve DNA hasarina, hiicre fonksiyon kaybina,
hatta hiicre olimiine neden olmaktadir. Giiglii bir oksitleyici olan siiperoksit
anyonu ise guanin gibi yiiksek elektron yogunluklu bdlgeler iceren molekiillerle
tepkimeye girerek etki gostermektedir (Lunec ve Blake, 1990; Winrow ve ark.,

1993; Cheeseman ve Slater, 1993; Halliwell, 1994) .

Tiim bu reaksiyonlar sonucunda olusan oksidatif DNA hasar1 kanser
olusumuna, hiicre yaslanmasina ve hiicre oliimiine kadar gidebilen siire¢ iginde
ana faktor olarak rol oynar (Del Maestro, 1980; Freeman ve Crapo, 1982;

Halliwell ve ark., 1987).

3.3.4 Karbonhidrat Uzerine Etkileri

Serbest oksijen radikallerine kars1 en dayanikli hiicresel yap1 olan karbonhidratlar,
fizyolojik sartlarda otooksidasyona ugrayarak hidrojen peroksit, peroksitler ve
okzoaldehitler meydana getirir. Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere
baglanabilme ve aralarinda capraz baglar olusturma Ozelliklerinden o&tiirii
antimitotik etki gdstermekte, kanser ve yaslanmaya neden olmaktadir (Ceballos-
Picot ve ark, 1992).

Ayrica monosakkaritlerin otooksidayonu protein ¢apraz baglanmalarinin
sonucu olarak agregasyona sebep oldugu gibi bazal zar kalinlagmasina da neden
olur. Serbest radikaller bu etkilerden dolay:r diabet, koroner kalp hastaligi,
hipertansiyon, psoriasis, romatoid gibi bircok hastaligin patogenezinde rol

oynarlar (Ames, 1993).
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4 ANTIOKSIDAN SAVUNMA MEKANIZMALARI

Hiicre ve dokular, canli organizmada normal metabolizma sirasinda ya da

patolojik yolla ortaya ¢ikan radikal iirlinleri ve reaksiyonlarini inhibe eden

giiclii bir savunma sistemine sahiptir. Radikallerle hizla reaksiyona girerek

zararli etkilerini 6nleyen maddelerin tiimiine birden genel olarak "antioksidan

savunma sistemleri" veya kisaca '"antioksidanlar" denir (Mccord ve

Fridowich, 1969).

Antioksidan savunma sistemleri, ‘enzimatik antioksidan savunma’ ve

‘enzimatik olmayan antioksidan savunma’ olarak iki grupta incelenir. Diger

yandan antioksidanlar spesifik rollerinin ortaya c¢ikmasiyla hiicresel zara ait

‘endojen kaynakll’ ve hiicre dis1 ‘eksojen kaynakli ‘antioksidanlar olarak

siniflandirilabilirler.

Cizelge 4.1. Antioksidan Savunma Sistem Elemanlari

Enzimatik

Enzimatik Olmayan

Stiperoksit dismutaz

Katalaz

Glutatyon peroksidaz

Glutatyon rediiktaz

Glutatyon S-transferaz

Sitokrom oksidaz

Vitamin E (« -tokoferol)

Vitamin C (askorbat)

p -karoten

Albumin

Seruloplazmin

Flavonoidler

Urat

Bilirubin
Haptoglobin
Transferrin
Melatonin
Sistein
Ferritin

Laktoferrin
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Antioksidanlar birbirinden bagimsiz veya bir arada fonksiyon gosteren
alt1 degisik mekanizma ile etkilerini gosterirler (Akkus, 1995).

Bu mekanizmalar;

1. Oksijen ile reaksiyona girerek ya da yerini alarak lokal oksijen
derisimini azaltabilirler.

2. OH’" radikali yapisinda yer alan hidrojen atomlar1 bag olusturabilecek
yapidaki tiriinleri temizleyerek peroksidasyonun baslamasini dnleyebilirler.

3. Zar lipidlerine direkt etki yaparak peroksit olusturabilen singlet oksijeni
baskilayabilir veya temizleyebilirler.

4. Metal iyonlarin1 baglamak yoluyla reaktif gruplarin veya lipid
peroksitlerden peroksil ve alkoksil radikallerinin olusumunu 6nleyebilirler.

5. Peroksitleri, alkol gibi radikal olmayan {iriinlere ¢evirebilirler.

6. Zincir olusumuna yol acabilen serbest radikallerle reaksiyona girebilir
ve yag asidi zincirlerinden siirekli hidrojen iyonu salinigin1 6nleyebilirler.

Serbest radikallerin olusum hiz1 ile etkisizlestirme hiz1 antioksidan
savunma mekanizmast dengede oldugu siirece, organizma bu bilesiklerden
etkilenmez. Ancak serbest radikallerin olusum hizi sistemin savunma giiciinii
agarsa veya savunma azalirsa, denge bozulur ve serbest radikallere bagli zararl
etkiler ortaya ¢ikabilir (Akkus, 1995) .

Bu mekanizmalarla normal biyokimyasal olaylar sirasinda az miktarda
olusan radikaller etkisiz hale getirilebilir. Hiperoksi, iskemi sonrasi
reperfiizyon, dokularda reaktif oksijen radikalleri olusturan ksenobiyotiklere
maruz kalma ve bu radikalleri bol miktarda olusturan aktive edilmis
noétrofillerle diger fagositlerin dokularda toplanmasi oksidan/antioksidan
dengenin bozulmasina, antioksidan mekanizmalarin tiikenmesine ve sonugta
sitotoksik radikal etkinliginin artmasina bagli olarak hiicre zedelenmesine ve

olimiine neden olur (Akkus, 1995)
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4.1 Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz 1957°de Mills tarafindan kesfedilen bir antioksidandir
(Knapen ve ark, 1999). Glutatyon peroksidaz enzimi hiicre i¢i bir enzim olup her
biri birbirinden ayri dort alt {initeden olusur. Tetramerik yapidaki enzim aktif
merkezinde enzime kovalent bagli selenosistein formunda selenyum atomu
icermektedir. Mitokondri, sitozol ve hiicre membranlarinda bulunan glutatyon
peroksidazin molekiil agirlig1 yaklasik olarak 85000 dalton’dur (Deaton ve Marlin,
2003; Akkus, 1995) .

Glutatyon peroksidaz, elektron kaynagi olarak glutatyonu kullanarak
hidrojen peroksit ve organik hidroperoksitlerin rediiksiyonunu katalize etmekte ve
oksidatif stresden hiicrenin korunmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Deaton ve

Marlin, 2003). Glutatyon peroksidaz asagidaki reaksiyonlar1 katalizler.

ROOH +2GSH —S8-PX___ ROH +GSSG + H,0

H0, +2GSH —22FX . GSSG + 2H,0

GSH-Px iki adet tiyol grubu ihtiva eden glutatyonu, glutatyon disiilfite
yiikseltgerken  organik  hidroperoksitleri  (lipit  hidroperoksitler, DNA
hidroperoksitler) ve H,O, ‘yi indirgemektedir.

GSH-Px enziminin selenyuma bagimli ve bagimsiz olmak iizere iki formu
bulunmakta olup selenyum bagimli enzim hem H,O, hem de lipid
hidroperoksitlere etki ederken selenyuma bagimli olmayan lipid hidroperoksitlerin
yikiminda gorev almaktadir ( Kutsky, 1981; Halliwell, 1994).

GSH-Px’in substratlara 6zgli ve farkli doku dagilimli sitozolik GSH-Px,
fosfolipit hidroperoksit GSH —Px, plazma GSH-Px ile mide ve bagirsaklarla ilgili
dort farkli izoformu bulunmaktadir (Brigelius-Flohe, 1999).

GSH-Px eritrositlerde oksidan strese karsi en etkili antioksidan olup, fagositik
hiicrelerde ~ solunum  patlamasi  sirasinda  olusan  serbest  radikal
peroksidasyonundan fagositik hiicrelerin zarar gormesini engellemede Onemli

fonksiyonlara sahiptir (Mayes, 1993).
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4.1.1 Glutatyon

Glutatyon peroksidaz enziminin substrat olarak kullandig1 glutatyon (GSH) hemen
hemen biitiin canlilarda mevcut oldugu bilinen, glutamik asit, sistein ve glisinden
olusan diisiik molekiil agirlikli ve serbest siilthidril grubuna sahip 6nemli bir
tripeptittir (Meister ve Anderson, 1983; Meister, 1994).

Maya, bakteri, bitki ve hayvan hiicrelerinde c¢ok yaygin olarak bulunan
glutatyon kaslarda, karacigerde, eritrositlerde, beyin ve bobreklerde bol miktarda
bulunmaktadir ( Emerk ve Onat, 1997; Champe ve Harvey, 1997).

Hiicrenin yilikseltgenme indirgenme dengesini koruyan énemli bir indirgen
olan glutatyon proteinlerin siilfidril grubunun korunmasinda, disiilfiit degisim
tepkimelerinde, membran boyunca aminoasit tasinmasinda ayrica eritrositlerde
hemoglobinin doniisiimsiiz oksidasyonunu engellemede ve bagirsaklardan demir
emilimini kontrol etmede gorev almaktadir (Deneke ve Fanburg, 1989; Ambrosia
ve ark., 1992; Meister ve Anderson, 1983).

Glutatyon tiim bu hiicresel fonksiyonlar1 disinda, GSH-Px enzimi
katalizorliigiinde hidrojen peroksit ve organik peroksitleri metabolize etmesiyle
antioksidan olarak hiicre savunmasinda da 6nemli bir goreve sahiptir (Deneke ve

Fanburg, 1989; Ambrosia ve ark, 1992; Meister ve Anderson, 1983).

T
O ([:-— NH — C‘[,I-Iz
1
C—NH ~—<13H COQH
éH ) cH,— sg Glisin
| Sistein
T
|
COOH
Glutamik asit

Glutatyonun Yapist
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4.1.2 Glutatyon Sentezi ve Dongiisii

Glutatyon hayvan hiicrelerinin hemen hemen hepsinde yiiksek miktarda
sentezlenmektedir. Bu sentez y-glutamil sistein sentetaz enziminin GSH ‘i onciil
aminoasitleri olan L-glutamat ve L-sisteinden y—glutamil sistein olsumunu
katalizlemesi ile bagslar ve glutatyon sentetaz enzimi araciligiyla, y-glutamil sistein
ve L-glisinden glutatyon olusumu ile sonlanir. Gergeklesen reaksiyonlar sirasinda
kofaktor olarak Mn kullanilmakta ve bir molekiil GSH sentezi i¢in iki molekiil
ATP’nin hidrolizi gerekmektedir (Cochrane, 1991; Champe, 1997; Nural, 2005)
(Sekil 4.1)

5 CH,SH
Vi | oy ghuternil sistein sentetaz, M 2
HOOC —CH—CH,—CH,™— C\ + H,N—CH—COCH >
: OH
NHZ //\\
\\s
Ghutarnik asit Sisteln AT ADP+?
0
V4 CH,SH
EOOC —CH—CH,~CH,~ € | + H,N—CH,CO0H —»
| NE—CH— COOH
NH,
¥~ glutamil - sistein Glisin
glutatyon sentetaz, Ma'2 //0 CH,SH
> HOOC -—(I:H—CH2~ CH,~ 3 .
—CH--(C0 —NH — CH,— COOH
,/‘”“‘\\.,, N, NH—CH-CO —NH —CH,
ATP ADP4P

ghutatyon (7 - glutarad -sisteiral- glisin)

Sekil 4.1 Glutatyon sentezi
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Sentezlenen glutatyon, oksidatif stres sonucu olusan reaktif oksijen
iirlinlerinin hiicre lizerindeki etkilerini 6nlemek amaciyla, glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) enzimi katalizorliigiinde, yiikseltgenmis dimer formu GSSG’ye
dontismektedir.

Serbest radikallerinin etkisi azaltabilmek icin siirekli olarak GSH ihtiyag
duyuldugundan GSH ve GSSG arasindaki dinamik dengenin korunabilmesi
gerekmektedir. Bu ylizden glutatyonun yiikseltgenmis formu (GSSG) glutatyon
rediiktaz enzimi araciligiyla geri donen bir dongii ile tekrardan glutatyona
indirgenmektedir (Ambrosia ve ark., 1992; Mutah, 1990; Luberda, 2005; Zhao,
2001) ( Sekil 4.2).

Sist m\ Glutamat
'\\\“
A’I‘P ‘\ \

I - y—Glutamdl sistein sentetaz

/
ADP+P /

y—Glutamil sistein
Glisin

ATP ~
) Glutatyon sentetaz

ADP+P / L

4

Indirgenmnis Glutatyon
NADP . GSH 2H,O,
'\\ / \ /
"
%

! )

——

—wor

Glutatyon Rediiktaz Glutatyon peroksidaz

\ /
;N /
NADPH assa’” 2820
4 Yilseltgenmis Glutatyon
(Glutatyon distilfit)

\"-—

ATP
i’sk:emi

Salgilanma
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Sekil 4.2 Yiikseltgenmis glutatyonun indirgenmis glutatyona doniistimii

Glutatyon’un yiikseltgenmis formunun indirgenmis formuna doniisiimii,
pentoz fosfat yolundan sentezlenen NADPH-H" ve glutatyon rediiktaz enzimi ile
gerceklesmektedir. Eritrositlerde NADPH’in tek kaynagi olan pentoz fosfat
yolunun meydana gelmemesi veya yetersiz olmasi durumunda ise glutatyon
indirgenmesi azalir. Bunun sonucunda hemoglobindeki Fe* den Fe’™ e
yiikseltgenmekte ve eritrositlerin dmriiniin kisalmasina neden olan methemoglobin

birikimine sebep olmaktadir (Pamuk, 2000).

Glutatyon rediiktaz

GSSG +NADPH + H' 2GSH + NADP'

3+ NADH, Sitokrom b5 rediiktaz

Methemoglobin + Fe Hemoglobin + F ¢

Glutatyon hiicrede olusan hidrojen peroksit ve organik peroksitleri
metobolize etmede, protein yapisindaki siilfidril gruplarinin korunmasinda ve
hemoglobin, membran proteinleri ile enzimlerde meydana gelebilecek hasari
onlemede 6nemli bir role sahip oldugundan, hiicre igindeki varlig1 ve yeniden elde

edinimi bliyiik 6nem tagimaktadir (Goziikara, 2001).

4.2 Katalaz (CAT)

Bir hem protein olan (protoporfirin IX halkas1 igeren ) katalaz, hidrojen akseptorii
olan hidrojen peroksiti substrat olarak kullanir. Katalazin mikroorganizmalarda ve
hemen biitiin hayvan hiicrelerinde katalitik aktivitesi mevcuttur ve mol kiitlesi
250000 dalton olup, dort esit biiylikliikte alt birimi bulunmaktadir. Aminoasit
strasi tayin edilmis olup, optimum pH’1 7, izoelektrik noktas1 5.4 “tiir. Aktivator ve

kofaktore ihtiyact bulunmamaktadir (Valentina, 1964)

Katalaz, hiicrede olusan siiperoksit radikalinin siiperoksit dismutaz enzimi
yikimi1 ile ortaya c¢ikan hidrojen peroksitin su ve molekiiler oksijene

dismutasyonunu katalizler.

0 H202 Katalaz . 02 + 2 Hzo

Katalaz esas olarak peroksizomlarda olmak {izere endoplazmik retikulum ve
sitozolde yogun olarak bulunmaktadir. Ozellikle karaciger, bébrek, miyokard,

cizgili kaslar ve eritrositlerde yiiksek aktiviteye rastlanir (Akkus, 1995).
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Ayrica katalaz‘in indirgeyici aktivitesi hidrojen peroksit ve metil, etil
hidroperoksitleri gibi kiiciik molekiillere karst olup biiyiikk molekilli lipid

hidroperoksitlerine etki etmemektedir (Jenkins ve Tengi, 1981).

5 AGIR METALLERIN GENEL OZELLIKLERI
Metaller icerisinde 6zgiil agirhigt 5 g/cm 'den biiyiikk ve atom numarast 22'den
92'ye kadar olan elementler agir metal olarak tanimlanir. Bazi agir metallerin
belirli derisim araliklarinda alinimi organizmanin saglikli biiyiimesi ve gelismesi
icin gerekli iken bazi agir metaller ise metabolizma icin gerekli olmadig gibi
hiicrede toksik etkiye neden olabilir (Forstner ve Wittmann, 1981).
Canlilarda agir metaller 3 ana gruba ayrilabilir.
1. Organizma i¢in gerekli olan agir metaller,
Co, Cr, Cu, F, Fe, I, Mn, Se ve Zn.
2. Tedavi amagh olarak kullanilabilen ancak gerekli olmayan agir
metaller,
Al, Au, Bi, Li, Ga ve Pt.
3. Organizma i¢in toksik elementler,
Pb, Cd, Ag, Ni, As, Hg, Sb, Te ve Ti’ dir.

Son yillarda tarimsal tliretim ve endiistrideki gelismeler (¢cimento iiretimi,
demir celik sanayi, termik santraller, cam {iiretimi, ¢6p ve atik camur yakma
tesisleri gibi) sonucu biiyiik 6l¢iide cevre kirligine neden olan agir metaller,
ozellikle alict ve uzaklagtirict ortamlar olarak goriilen tathh su sistemlerine
birakilmaktadir. Bu ise sulardaki inorganik kirlenmenin en 6nemli kaynagini
olusturmaktadir. Agir metallerin sudaki birikimi; erozyonla tasinan kaya
parcalarindan, rlizgarin tasidig1 tozdan, volkanik aktivitelerden, ormanlarin
yanmasindan, bitki Ortiisiinden, kentsel bolgelerde insan atiklarindan
kaynaklanabildigi gibi atmosferde bulunan kimyasal kirleticilerin riizgar ve
yagislarla su ortamina gegcmesinden de olusabilmektedir (Fergusson, 1990).

Sularin kirlenmesi oksijen miktarinin azalmasina, bakterilerin, organik
maddelerin, metal tuzlarmin ve toksik etkili maddelerin artmasina neden
oldugundan sucul ortamda yasayan canli organizmalarin yasamlarint tehdit

etmektedir (Arda, 1974).
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Su i¢inde yasayan organizmalarin yasamlarini siirdiirebilmeleri i¢in diigiik
derisimlerde dahi Fe, Mn, Cu, Zn, Co, Cr, Ni, Se ve V gibi eser elementlerden
mutlaka almalar gerekmektedir. Bu elementler organizmada organik molekiillerle
ve proteinlerle birleserek metal—protein komplekslerini olusturmakta ayrica birgok
enzimin de yapisina katilmaktadir. Ancak 6zellikle Hg, Cd, Pb, Au ve Ag gibi agir
metaller su i¢inde yasayan canlilarin metabolizmas1 i¢in gerekli olmamakla
birlikte dogal fizyolojik mekanizmalarla atilamadiklar1 i¢in birikmekte ve toksik
etki gostermektedirler (Rainbow, 1985).

Agir metallerin, su i¢inde yasayan canli organizmalara toksik etkisi ve
birikimi metalin tlirli ve derisimine, suyun; sicakligi, oksijen miktari, sertligi,
organik bilesimi, pH degerine, maruz kalan canlinin; genel fizyolojik davranisina,
yasina, spesifik ve mevsimsel degisebilirligine ve beslenme aligkanligina bagh
olarak degisebilmektedir (Calta ve Girgin, 1998; Forstner ve Wittmann, 1981).

Agir metaller beslenme zinciriyle, ya dogrudan planktonlarla ya da su
ortamindaki diger tiiketici organizmalarla baliklara gegmekte ve her bir tiir ayni
zamanda bir alt kademeden aldig1 agir metali biriktirmektedir (Merlini, 1971). Bu
agir metallerin organizmalara toksik etkileri, metabolik dongii i¢in gerekli olan
metallere benzer kimyasal 6zellik gostermesi nedeniyle bu metallerin yerine
gecmesi ve metabolik dongliyii engellemesinden kaynaklanmaktadir (Rainbow,
1985).

Baliklar viicutlart igerisine agir metal alimini ii¢c sekilde gergeklestirirler.
Agir metallere karsi gecirgen olmayan ve en az agir metal absorpsiyonunun
gozlendigi viiciit ylizeyinden, alimim sekli nedeniyle en fazla zehirlenmelerin
goriildiigii sindirim sisteminden ve en fazla agir metal absorbsiyonunun goézlendigi
solungaclarindan viicut icerisine iz elemetler absorbe olmaktadir. Absorbe olan bu
iz elementler solungaglardan ve bagirsaklardan kana transfer edilip viicutun tim
bolgelerine dagilmaktadir (Heath, 1987; Dokmeci, 1988).

Sonu¢ olarak agir metale maruz kalan baliklarda; ylizme bozukluklari,
anemi, i¢ organlarda fonksiyon bozukluklari, kisirlik, solunum gii¢liigli, iyon
dengesinde bozulma, omurgada deformasyonlar, yiiksek derisimlerde yogun balik
oliimleri, diisiik derisimlerde ise yavas biiylime gibi etkiler gozlenebilir (Calta ve

Girgin, 1998).
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5.1 Kadmiyum

Ik defa 1817 yilinda Friedrich Stromeyer tarafindan kesfedilen kadmiyum, ¢inko
ve kursun iiretimi sirasinda ara madde olarak elde edilmektedir. Dogada serbest
olarak ¢ok az bulunan kadmiyum genellikle sar1 renkli kadmiyum siilfiir (CdS)
seklinde ¢inko filizi ile birlikte bulunmaktadir (Dékmeci, 2001).

Kadmiyum giiniimiizde pek ¢ok alanda kullanilmaktadir. Endistride
nikel/kadmiyum pillerde, elektrikli kaplama islerinde, cesitli metallerle (nikel,
giimis, bakir) alasim olusturulmasinda, cam sanayisinde boya ve pigmentlerin
tiretiminde (CdS sar1 pigment olarak kullanilir), niikleer reaktdrlerde ndtron tutucu
olarak, kuru bataryalarda katot olarak, korozyona kars1 6zellikle denizel kosullara
dayanikli olmasi nedeniyle gemi sanayinde ve ucak sanayinin ¢esitli kollarinda
kullanilmaktadir (Sastry ve Subhadra, 1985).

Kadmiyum agir metaller icerisinde suda c¢oziinme o6zelligi en yiiksek
element olup bu oOzelliginden otiirii bitki ve hayvanlar tarafindan biyolojik
sistemlere alinmaktadir. Organizmalar i¢in herhangi bir islevi bulunmayan
kadmiyum su ve besin yoluyla baliklar tarafindan alinmakta ve dokularinda
birikime neden olmaktadir. Balik dokularinda kadmiyum birikimi ile ilgili yapilan
arastirmalar sonucunda birikimin bdbrek karaciger ve solunga¢ dokusunda daha
fazla oldugu ve birikimin alinan kaynaga gore degisiklik gdsterdigi tespit
edilmistir (Kargin, 1996; Cinier ve ark., 1999; Mcgeer ve ark., 2000). Kalsiyuma
benzer Ozellik gosteren kadmiyum baliklarda genellikle solungacglarla viicut
igerisine alinmaktadir

Kadmiyum, baliklarda genellikle solungaglarla alindigi (Woo ve ark., 1993)
ve solungaglardaki kalsiyum tasiyict klor hiicrelerinin kadmiyum igin Onemli
alinim yerleri olduklar1 belirtilmistir (Verbost ve ark., 1987, 1989).

Kadmiyumun viicutta serbest radikallere kars1 koruma saglayan tiyoller ya
da enzimlerle reaksiyona girerek serbest radikal toksisitesine neden oldugu
bilinmektedir (Kakkar ve Jaffery, 2005).

Kadmiyum diisiik derisimlerde dahi baliklar {izerinde toksik etkili
olabilmekte ve solunumda aksakliklara, (De Smet ve Blust., 2001) doku
harabiyetine, iyon diizeyinde bozukluklara (Torre ve ark., 2000) endokrin
sisteminde cesitli aksakliklara (Suresh ve ark., 1993) neden olabilmektedir. Ayrica
baliklarda stresin gostergesi olarak kabul edilen kortizol ve glukoz gibi kan

parametrelerinde de degisiklikler g6zlenmektedir (Chowdhury ve ark., 2004).
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6. ANTIOKSIiDAN ESER ELEMENT OLAN SELENYUMUN BiYOLOJIK
OZELLIKLERI

Ilk kez 1818 yilinda Isve¢‘li kimyaci Berzelius tarafindan siilfiirik artiklarinda
kesfedilen selenyum, insan ve hayvan organizmalarinin normal gelismesi i¢in
diisiik derisimlerde bile olsa gerekli olan esansiyel iz elementlerinden biridir
(Raymond, 1986; Oldfield, 1987; Diken ve ark., 1994 ). Periyodik ¢izelgede VI A
grubunda bulunan selenyum, siilfiir ile tellurium arasinda ve periyodik tablonun 4.
periyodunda arsenik ve brom arasinda yer almaktadir. Atom numarasi 34, Atom
agirhgl 78.96 gr/mol, erime sicakligi 217 °C, kaynama sicakhigi 684,9 °C ve
yogunlugu 4,79 g cm™ olan selenyum dogada 74, 76, 78, 80 ve 82 kiitle numarali
izotoplar1 halinde bulunmakta ve yerkabugunun % 107 sini (milyarda birini)
olusturmaktadir (Ozer ve ark., 1987).

Onemli bir antioksidan olan selenyumun, diisiik miktarlardaki varlig
hiicreleri ve dokular1 oksidatif stres sonucu olusabilecek hasarlara kars1 korurken,
yiliksek miktarlarda alindiginda toksik etkilere neden olmaktadir (Rayman, 2000).
1957 yilinda Fortz tarafindan karaciger dejenerasyonun olusmasinda selenyum
eksikliginin rol oynadiginin kesfedilmesi, uzun siire toksik madde olarak kabul
edilen selenyumun canli organizmasi i¢in gerekli bir element oldugunun kabul
edilmesini saglamistir (Combs, 1986).

Selenyum; selenosistein, selenometiyonin, dimetilselenit gibi aminoasitlere
bagli metile formlar1 seklinde organik yapida bulunurken sodyum selenat ve
sodyum selenit gibi inorganik formda da bulunmaktadir (Sasakura ve Suzuki,
1998; Suzuki ve Ogra, 1999). insanda ortalama viicut selenyum diizeyi 14.6 mg
olup karaciger, bobrek ve dalakta yiiksek derisimlerde mevcuttur (Doékmeci,
2001). Normal yetigkin bir insanda selenyum derisimleri kanda 57-340 pg/L;
serum ya da plazmada 78-320 pg/L; idrarda 5-100 pg/L; sagta 0,6-2,6 pg/g oldugu
belirlenmistir (Ozer ve ark., 1987).

Insanlar ve hayvanlar i¢in gerekli temel eser bir element olan selenyumun
onemi glutatyon peroksidaz enzimindeki roliinden kaynaklanmaktadir. GSH—Px
karaciger, iskelet ve kalp kaslari, alyuvarlar, bobrekler, damar endoteli ve hiicresel
zar metabolizmasinda 6nemli gorevlere sahip olup enzimin en énemli fizyolojik

gorevi hidrojenperoksit ve organik hidroperoksitlerin rediiksiyonunu katalize
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ederek oksidatif stres sonucu olusan radikallerin yikict etkisinden hiicreyi
korumaktir (Deaton ve Marlin, 2003; Karakilgik ve Aksakal, 1993).

Ayrica selenoproteinlerin kesfi ile selenyumun sadece bir antioksidan olarak
gorev almadigi memeli metabolizmasinin birgok kisminda énemli gorevlere sahip
oldugu bulunmustur. Selenyumun, mide bagirsak kanalindan lipitlerin ve
tokoferollerin normal absorpsiyonunun saglanmasindan sorumlu olan pankreas
lipazinin tretiminde etkili oldugu bilinmektedir. Bunun yanisira selenyum
pankreasin normal yapisi i¢in gerekli oldugu ve antioksidan bir etken olan E
vitamini tastyicis1 gorevi yaparak tokoferolerin bozulmasinin Onlenmesinde,
emiliminde ve dolayisiyla E vitamininin biyolojik aktivitesinin artmasinda
etkilidir. Ayrica E vitamini ile birlikte bagisiklik sistemini giiclendirdigi de bilinir
(Church ve Pond, 1982; Korner ve Vollm, 1976; Desai ve Scott, 1965; Oldfield,
1987).

Selenyumun kanser ile iliskisinin arastirilmast sonucunda ise, belirli bazi
kanserojen aktif metabolitlerin detoksifikasyonunu sagladig1 yani antikanserojenik
ozelligi oldugu oOne siiriilmiistiir. Hayvanlarla yapilan calismalarda 1-4 ppm
selenyumun besinlere eklenmesiyle kanser oranlarinda diisme gozlenmistir.
Ayrica besinlerine selenyum ilave edilmis olan insanlarin %63 daha az prostat
kanseri, %58 daha az bagirsak kanseri, %46 daha az akciger kanseri ve %37 daha
az biitiin kanserlere yakalandig tespit edilmistir (Higdon, 2001)

Metabolizma igerisinde bir ¢ok Onemli goreve sahip olan selenyumun
eksikliginde, tiire, yasa ve beslenme aligkanligina bagli olarak biiylime geriligi,
kas ve ozellikle kalp kas1 bozuklugu, karaciger bozukluklari, pankreas liflenmesi
ve tiroid hormon fonksiyonunda zayiflama gibi etkilere sahipken, fazla miktarda
alinmasi ise toksik etkilere neden olmakta ve sa¢ tirnak ve deride olumsuz etkileri
oldugu bildirilmektedir (Ozer ve ark., 1987).

Ayrica biyokimyasal 6zellikleri agisindan siilfiire ¢ok benzeyen selenyumun
fazla miktarlarda alinmasi, hiicrelerin protein sentezi sirasinda siilfiir ve selenyum
arasinda ayirim yapamamasina ve siilfiirin yerine selenyumun ge¢mesine neden
olmaktadir. Bu olusum, proteinlerin ii¢’lii (heliks) yapilarini olusturmalart igin
gerekli olan siilflir-siilfiir baglarinin meydana gelmesini engellemekte ve sonugta

uygunsuz ve fonksiyonsuz protein ya da enzimler olusmaktadir (Lemly, 1997)
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7 MATERYAL VE METOT

7.1 Baliklarin Kaphcadan Laboratuvara Tasinmasi

Aragtirma materyali olarak kullanilan Cyprinion macrastomus ve Garra rufa
obtusa Sivas ilinin Kangal il¢esinde bulunan kaplica havuzlarindan temin edildi.
Kaplica havuzlarindan biiyiik kepgeler kullanilarak yakalanan baliklar, icerisinde
kaplica suyu bulunan ve siirekli hava motoru ile havalandirilan agzi agik kaplar
igerisine yerlestirildi. Yaklasik bir bucuk saatlik seyahat siiresinde hava oksijeni
yeterli olmadig icin bu siirede baliklara oksijen tiipii kullanilarak saf oksijen
verildi ve saglikli bir sekilde laboratuara ulastirilmas: saglandi. Ayrica baliklarla
birlikte bol miktarda kaplica suyu da getirildi. Baliklar kaplica suyu ile doldurulan
ve termostat ile sicaklig1 yaklasik 32-34°C ye ayarlanan, igerisinde hava motoru,
kum, filtre ve termometre olan 50 litre hacmindeki (65x33x23cm) akvaryumlara
yerlestirildi. Baliklar giinde bir kez Has ordovr balik yemi ile beslendi. Baliklarin
ortama adaptasyonunu saglanmak amaciyla bir hafta herhangi bir stres faktori
uygulanmadi. Bir haftalik siire sonrasinda baliklara agir metal etkisi, pH etkisi,
selenyum etkisi, sicaklik etkisi, oksijen eksikligi, aglik etkisi, gibi stres faktorleri
uygulandi. Stres uygulanmayan baliklar ise kontrol grubu olarak kullanildi.
Deneyde kullanilan baliklar yaklagik 4-8 cm uzunlugunda kii¢iik baliklar olduklar
icin calisilirken her boyda baliklarin kullanilmasina dikkat edildi ve her bir

calismada iki tiir baliktan yaklasik onbes adet kullanildi.

Sekil 7.1 Baliklarin akvaryumdan goriintisii
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7.2 Stres Kaynaklarinin Uygulanmasi

7.2.1 Agir Metal Etkisi

Stres verebilmek i¢in 24 litre hacimli (50x18,5x26cm) kiigiik akvaryum kullanildi.
Akvaryumun hava motoru, kumu, filtresi ve termometresi tam olarak kurulduktan
sonra kaplica suyu ile doldurulup sicaklik 32°C sicakliga geldiginde baliklar bu
akvaryuma alindi. Baliklarin akvaryum suyuna agir metal katildi. Bu amacla agir
metal olarak Cd(NOsj) ¢ozeltisi kullanildi. Toplam 6,0 ppm Cd(NO;) olacak
sekilde kademeli bir sekilde agir metal ¢ozeltisi akvaryuma eklendi ve karistirildi.
Bir hafta boyunca bu baliklar giinde bir kez beslendi. Dayaniksiz olanlar 6ldiiler.
Bir hafta sonunda kalan baliklar 100 mg/L MS222 (Tricaine Methane Sulfonate)
kullanilarak anesteziyle oldiiriildii. Baliklar daha sonra homojenizasyon isleminde

kullanilmak {izere -20 °C sicaklikta sakland.

7.2.2 pH etkisi:

Kiiclik akvaryum tek distile su ile dolduruldu. Akvaryumun hava motoru, kumu,
filtresi ve termometresi tam olarak kurulduktan sonra sicaklik 32°C sicakliga
geldiginde baliklar bu akvaryuma alindi. Suyun pH’1 1.0 M HCI ile yavas yavas
4,0’e disiiriildi. Zamanla pH 6,0’ya c¢iktig1 gozlendi. Giinde dort kez yiikselen
pH’in diisiiriilme islemi yinelendi. Bazi baliklarin hareketlerinde yavaslama
gbzlendi, bazilar1 oldiiler. Bes gilin sonra kalan baliklar anestezi ile Sldiirtildii.
Baliklar daha sonra homojenizasyon isleminde kullanilmak {izere -20 °C sicaklikta

saklandi.

7.2.3 Selenyum Etkisi:

Kiiclik akvaryum tek distile su ile dolduruldu. Akvaryumun hava motoru, kumu,
filtresi ve termometresi tam olarak kurulduktan sonra sicaklik 32°C sicakliga
geldiginde baliklar bu akvaryuma alindi. 500 ppm sodyum selenit (Na,SeOs3) stok
cozeltisi hazirlandi. Bu ¢6zeltiden akvaryum suyuna her giin artan miktarda giinde
bir defa son derisim 100 ppm olacak sekilde (1, 2, 3, 5, 20 ve 100 ppm) sodyum
selenit c¢ozeltisi eklendi. Altinct giinde toplam 100 ppm sodyum selenit
derisiminde baliklarin sersemledikleri gozlendi. Altinci giiniin sonunda kalan
baliklar anestezi ile oldiiriildii. Baliklar daha sonra homojenizasyon isleminde

kullanilmak {izere -20 °C sicaklikta saklandi.
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7.2.4 Sicakhik Etkisi:

Kiigiik akvaryum kaplica suyu ile dolduruldu. Akvaryumun hava motoru, kumu,
filtresi ve termometresi tam olarak kurulduktan sonra termostat ¢alistirilmadi.
Akvaryum sicakligi 18°C olarak 6l¢iildii. Daha sonra baliklar akvaryuma alindi ve
bir giin 18°C sicaklikta birakildiktan sonra termostat ¢alistirilip sicaklik her giin
iki derece santigrat artirildi. On giinde sicaklik 3840 °C’a kadar ¢ikarildi. Bu
sicakliktan sonra baliklarin hareketlerinde yavaglama gozlenirken, bazilarinin ise
oldiigii goriildii. Onuncu giinlin sonunda kalan baliklar anestezi ile oldiiriildii.
Baliklar daha sonra homojenizasyon isleminde kullanilmak {izere -20 °C sicaklikta

saklandi.

7.2.5 Oksijen Eksikligi:

Kii¢iik akvaryum kaplica suyu ile dolduruldu. Akvaryuma kum, filtre, termometre
ve termostat yerlestirildi. Hava motoru kurulmadi. Sicaklik 32°C sicakliga
geldiginde baliklar bu akvaryuma alindi ve beslendiler. Akvaryumun kapagi siki
kapatilarak hava girisi 6nlendi. Aksama dogru oksijen yetersizliginden hareketleri
yavasladi. Baliklar 6lmek {izereyken ayni giin anestezi ile oldirildi ve

homojenizasyon isleminde kullanilmak {izere -20 °C sicaklikta saklandi.

7.2.6 Besin Eksikligi:

Akvaryumun hava motoru, kumu, filtresi ve termometresi tam olarak kurulduktan
sonra kaplica suyu ile doldurulup sicaklik 32°C sicakliga geldiginde baliklar bu
akvaryuma alindi. Baliklar beslenmedi. Filtreleri haftada iki kere temizlendi.
Baliklarin acliga dayanikli oldugu gozlendi. Bir ay baliklar beslenmeden
yasadilar, daha da yasayabilecek goziikmekteydiler. Bu siire¢ icerisinde farkl
giinlerde gece olen iki balig1 yedikleri gozlendi. Diger 6len birka¢ balik ise
yememeleri i¢in hemen akvaryumdan c¢ikarildi. Bir ay sonra herhangi bir
olumsuzluk olmamasina ragmen baliklar anestezi ile 6ldiiriiliip islem sonlandirildi.

Baliklar homojenizasyon isleminde kullanilmak tizere -20 °C sicaklikta saklandi.
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7.3 Baliklarin Homojenizasyon Islemine Hazirlanmasi

Agir metal, pH, selenyum, sicaklik, oksijen eksikligi, besin eksikligi etkilerinin
sonucunda -20 °C sicaklikta saklanan baliklar ¢oziindiiriildiikten sonra buz
tizerinde steril bir bisturi kullanilarak yiizgec, kuyruk ve bas kisimlari ayrildi.
Karinlar agilarak i¢ organlari ¢ikarilip, kaslar kiiglik pargaciklar haline getirildi
ve ornekler tartildi. Herhangi bir aktivite kaybina sebebiyet vermemek i¢in biitiin

islemler buz iizerinde gergeklestirildi.

Balik kaslarinin homojenize edilmesi;

Kiiclik parcalara ayrilan baliklarin kaslart 6nce 1/1 (w/v) oraninda serum
fizyolojik (% 0,9 NaCl) ile ii¢ kez yikandi. Yikanan balik kaslar iizerine 1/1 (w/v)
oraninda Tris tamponu (10 mmolL! Tris-HCI, pH =7,5, 10 mmolL"! NacCl, 0,1
mmol L' EDTA, ImmolL" PMSF ) eklenerek bir kez daha yikama iglemi
gerceklestirildi (Sean ve Gretchen, 2001). Uzerine tekrar 1/1 (w/v) oraninda Tris
tamponu eklenerek buz {izerinde Ultra Turrax homojenizatorii kullanilarak 9500-
13500 (devir dk) araliginda 5 dakika homojenize edilmesi ile hiicrelerin
parg¢alanmasi saglandi. Homojenize edilen 6rnekler Eppendorf —Cantrifiij 5810R
sogutmali santrifiij cihazinda 4 °C sicaklikta 12000 rpm’de, 30 dakika santrifiiriij
edildi ve elde edilen siipernatantlar dekantasyonla ayrilip steril edilmis hacmi 1.5
ml olan eppendorf tiipler igerisine paylastirildi. Enzim aktivitelerinin arastirilmasi

amaciyla siipernatantlar -20 °C sicaklikta derin dondurucuda saklandi.

Sekil 7.2 Homojenizasyon isleminde kullanilan Cyprinion macrastomus
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7.4 Enzim Aktivite Tayinleri

7.4.1 Glutatyon peroksidaz aktivitesinin tayini

Elektron kaynagi olarak glutatyonu kullanarak hidrojen peroksit ve organik
hidroperoksitlerin rediiksiyonunu katalizleyen glutatyon peroksidaz aktivitesi

“GSH-Px Assay Kit (Cayman)” kullanilarak belirlendi.

Glutatyon peroksidaz aktivitesinin saptanmasinda kullanilan yontem, GSH-Px
enziminin iki adet tiyol grubu ihtiva eden glutatyonu, glutatyon disiilfite
yiikseltgerken organik hidroperoksitleri ve H,O; ‘i indirgemesi ve olusan okside
glutatyonun nikotin adenin diniikleotid fosfat hidrojen (NADPH) ve glutatyon

rediiktaz enzimi ile yeniden indirgen forma doniistiirtilmesi ilkesine dayanir.

ROOH +2GSH —SSHPX___ ROH +GSSG +H,0

Glutatyon rediiktaz

GSSG +NADPH + H' -~ 2GSH + NADP"

NADPH’in NADP"’ya oksidasyonu spekrofotometrede 340 nm’deki
absorbans diisiisii ile belirlenmektedir. Asidik kosullar altinda GSH-Px aktivitesi
hiz simirlayict basamagi olusturmakta ve 340 nm’deki absorbans diismesi
dogrudan ornekteki GSH-Px aktivitesi ile orantili olarak degismektedir. GSH-Px
Assay Kit’i (Cayman) kullanilarak plazma, eritrosit, doku ve hiicrelerdeki tiim
glutatyon bagimli peroksidazlarin aktivitesi 6l¢iilebilmektedir (Ursini ve ark.1985;

Forstrom ve ark. 1978, Paglia ve Valentine, 1967).

Kullanilan kit ¢ozeltileri :

5 mM EDTA igeren 50 mM Tris-HCI (pH: 7,0) tamponu,

Kontrol i¢in glutatyon peroksidaz enzimi,

NADPH, glutatyon ve glutatyon rediiktaz igeren kosubstrat karisimi,

Kiimen hidroperoksit ¢ozetisi
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Kor Pozitif Kontrol Ornek

Tampon 600uL 500uL 550uL
Co-substrat 250 uL 250 uL 250 uL
GSH-Px - 100 uL 50 uL homojenat
Kiimen-peroksit 100 pL 100 pL 100 uLL

Kor, pozitif kontrol ve drnek tiipleri yukarida belirtildigi gibi hazirlandi. Kiimen
hidroperoksit  ¢ozeltisi  eklenir  eklenmez ~ Shimadzu  UV/VIS-1201
spektrofotometrede 340 nm'de dakikadaki sogurumlar1 Olgiilerek glutatyon
peroksidaz aktivitesi belirlendi. Glutatyon peroksidaz enzim aktivite 6l¢giim islemi
her bir 6rnek icin ii¢ kez tekrarlandi. Zamana kars1 absorbans grafiginin dogrusal

kismindan AA/AT degeri belirlenip asagidaki formiilden aktivite hesaplandi.

GSH-Px aktivitesi (umol / mg protein.dk)

A4,/ dk x 0,950mL

= — —— X seyrelme faktorii
0,00622M ~'x 0.1 mL (6rnek hacmi)x C protein (mgml ™)
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7.4.2 Katalaz (CAT) aktivitesinin tayini

Serbest katalaz aktivitesinin saptanmasinda kullanilan yontem hidrojen peroksitin
asagidaki tepkimeye gore pargalanmasinin 240 nm dalga boyunda

spektrofotometrede izleme ilkesine dayanir.

0 H202 Katalaz . 02 + 2 Hzo

Baslangi¢ hizinin dogrusal kesiminden dakikadaki sogurum degisimi AA

bulunarak asagidaki formiilden 6zgiil aktivite hesaplanir.

Ozgiil aktivite = —22lam AA
ed.CpVe AT

Fosfat tamponunda (50mM KH2PO4/K2HPO4, pH:7) hazirlanan 10 mM H;0,
cozeltisinden 2.9 mL alinarak igerisine tris tamponunda hazirlanmis homojenatdan
0.1 mL katilarak tepkime baglatildi. Shimadzu UV spektrofotometre de 240 nm’
deki sogurum degeri 10 saniye aralikla okundu. Tepkime 2 dakika izlenerek
zamana kars1 optik dansite (sogurum) grafiginin dogrusal kismindan AA/AT

degerleri belirlenip 6zgiil aktivite hesaplandi. Islemler ii¢ kez tekrarland1 (Aebi,

1981).

V¢: Toplam hacim ( 3 mL)
V.: Enzim hacmi (0.1 mL)
d : Kiivet kalinligi (1 cm)
C, : Protein derisimi ( mg protein mL™)

& : Molar sogurum katsayisi (0.040 cm? p mol™)(Tijssen,1985)

Protein tayini: Protein miktar1 Bradford metoduna gore hazir reaktif cozelti
(Bioguant) kullanilarak belirlendi. Ornek ¢dzetisinden 50 pL alinarak iizerine 2.5
mL bioguant reaktif ¢ozeltisi eklenerek iki dakika beklenip kore karst 595 nm’de
sogurum oOl¢iildii. Protein standart egrisi bir seri albliimin ¢ozeltisi kullanilarak

cizildi ve protein derigimleri saptandi (Bradford, 1976).
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7.4.3 Lipit Peroksidasyonu ve Coziiniir Peroksit Tayini

Coklu doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi olarak bilinen ve oksidatif
stresin bir gostergesi olarak kabul edilen lipid peroksidasyonu ve ¢dziiniir peroksit
miktar1 “peroksi tayin kiti (Sigma)” kullanilarak gerceklestirildi.

Lipid peroksidasyonu ve ¢Oziiniir peroksit miktarinin saptamasinda
kullanilan ydntem, peroksitlerin asidik ortamda Fe*" iyonunu Fe’" iyonuna
yiikseltgenmesine, olusan Fe’" iyonunun ksilenol oranj tepkimeye girmesi ve
meydana gelen renkli bilesigin 560 nm dalga boyunda spektrofotometrede

Ol¢iilmesi ilkesine dayanir (Nouroozzadeh ve ark, 1994).

Fe" + ROOH Fe'' + RO" + OH
3+ 3+
Fe . XO Fe + XO
Ksilenol oranj Renkli bilesik

Standart egri c¢izebilmek i¢in 200 pM t-butil hidroperoksit standart

cozeltisinden artan derisimlerde ¢ozeltiler asagidaki gibi hazirlandi.

200 uM t-BuOOH (uL) Methonal (uL)
0 100
5 95
10 90
20 80
40 60
60 40
80 20

Hazirlanan standart ¢ozeltilerinden 100 pL alinarak tizerine 1,0 mL ¢alisma
reaktifinden eklenip kanistirildi. Renkli kompleks olusmasi icin 30 dk oda
sicakliginda bekletilip Shimadzu UV spektrofotometre de 560 nm’deki
sogurumlar &lgiildii. Olgiilen sogurum degerlerinden ¢izilen standart egriden

[Aseo (1 nmol peroksit)] degeri belirlendi.
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100 pL 6rnek c¢ozeltileri tizerine 1,0 mL calisma reaktifinden eklenerek 30
dk oda sicakliginda bekletilip Shimadzu UV spektrofotometre de 560 nm’deki
sogurumlar &l¢iildii. Islemler ii¢ kez tekrarland1 ve asagidaki formiil kullanilarak

mililitredeki nmol peroksit miktar1 hesaplandi.

nmol peroksit / mL = [(As, (Ornek) — Asq, (kor)]x seyrelme faktorii

[Asq, (1 nmol peroksit)]x 6rnekhacmi

7.5 Verilerin Istatistiksel Analizi

Kas dokusunda glutatyon peroksidaz, katalaz enzim aktiviteleri ve lipid
peroksidasyonu diizeyinin istatistiksel olarak belirlenmesi amaciyla verilerin
degerlendirilmesinde Kruskal Wallis Testi ve Mann Whitney U Testi uygulandi.
Calismanin verileri SPSS (Ver:14) programi ile incelendi. Elde edilen veriler
tabloda aritmetik ortalama + standart sapma seklinde belirtilip yanilma diizeyi

0,05 olarak alindi.
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8 BULGULAR

8.1 Enzim Aktivite Sonuclar:

8.1.1 Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivitesi

Hiicrede hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu olan glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) enziminin aktivitesindeki degisiklikleri arastirmak {iizere, Cyprinion
macrotomus ve Garra rufa obtusa baliklarina farkli stres kaynaklart (pH, agir
metal, selenyum, sicaklik, oksijen eksikligi, besin eksikligi) uygulanarak kas

dokusundaki enzim aktivite degerleri belirlendi ve elde edilen veriler grafige

gecirildi.
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Sekil 8.1 Cesitli stres kaynaklarinin uygulanmast sonucu Garra rufa obtusa

baliklarinin kas dokularindaki GSH-Px aktiviteleri

Sekil 8.1’de farkli stres kaynaklarina maruz kalan Garra rufa obtusa
baliklarinin glutatyon peroksidaz aktivitesindeki degisiklikler kontrol grubu ile
birlikte verilmistir. Sekil 8.1’e gore calisma gruplart kontrol grubu ile
karsilastirildiginda; agir metal grubunda % 27.0, selenyum grubunda %40.0,
hipoksi grubunda %53, besin eksikligi grubunda %39.8 artma goézlenirken, pH
grubunda %33.4, sicaklik grubunda  %27.7 azalma gozlenmistir. Caligma
gruplart aktivite sonuglari ile kontrol grubu tek tek karsilastirildiginda GSH-Px
enziminin aktivitesindeki degisimlerin hepsinin istatiksel agidan 6nemli oldugu

gbzlenmistir (p<0.05).
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Cizelge 8.1 Garra rufa obtusa baliklarinda GSH-Px enzim aktivite sonuglari

Calisma Gruplan GSH-Px
X+ SDS
(umol / mg protein.dk)

GR-K GR-Kontrol 20.61 +1.90
GR-A GR-Agir metal 26.17 £2.71 Ky: 17.53
GR-pH GR- pH 13.72 £0.06 P:0.008
GR-Se GR-Selenyum 28.95+4.75 P<0.05
GR-H GR-Hipoksi 31.53+1.21
GR-T GR-Sicaklik 14.90 + 1.89
GR-A¢ GR-A¢hk 28.82+0.74
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Sekil 8.2 Cesitli stres kaynaklarinin uygulanmasi sonucu Cyprinion macrastomus

baliklarinin kas dokularindaki GSH-Px aktiviteleri
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Cizelge 8.2 Cyprinion macrastomus baliklarinda GSH-Px enzim aktivite sonuglari

Cahisma Gruplan GSH-Px
X+ SDS
(umol / mg
protein.dk)
CYP-K CYP-Kontrol 14.67 £0.58
CYP-A CYP-Agir metal 16.76 £ 0.85 Kw: 19.030
CYP- pH CYP-pH 2828 +1.24 P:0.04
CYP-Se CYP -Selenyum 36.93 + 3.49 P<0.05
CYP-H CYP -Hipoksi 23.00+2.27
CYP-T CYP -Sicaklik 15.45 £ 0.64
CYP-Ac¢ CYP —Ac¢hk 22.00 £0.55

Sekil 8.2°de farkli stres kaynaklarina maruz birakilan Cyprinion macrotomus
baliklarinin glutatyon peroksidaz aktivitesindeki degisiklikler kontrol grubu ile
birlikte verilmistir. Sekil 8.2’ye gore calisma gruplari kontrol grubu ile
karsilastirildiginda; agir metal grubunda %14.2, pH grubunda %92.7, selenyum
grubunda %152, hipoksi grubunda %56.8, sicaklik %5.3, besin eksikliginde %50
artma gozlenmistir. Agir metal, pH, selenyum, oksijen eksikligi ve besin eksikligi
uygulanan gruplarin GSH-Px enzim aktivite sonucglari kontrol grubu ile
karsilastirildiginda degisikliklerin istatiksel olarak 6nemli oldugu gozlenirken
(p<0.05), sicaklik uygulanmis grupta bu degisimin Onemli olmadig1 tespit
edilmistir (p >0.05).

8.1.2 Katalaz (CAT) aktivitesi
Hiicrede hidrojen peroksidin (H,O;) suya ve oksijene dismutasyonunu
katalizleyen katalaz enzim aktivitesindeki degisiklikleri arastirmak {izere,
Cyprinion macrotomus ve Garra rufa obtusa baliklarina farkli stres kaynaklari
(pH, agir metal, selenyum, sicaklik, oksijen eksikligi, besin eksikligi) uygulanarak
kas dokusundaki enzim aktivite degerleri belirlendi ve elde edilen veriler grafige

gecirilmistir.
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Sekil 8.3 Cesitli stres kaynaklarinin uygulanmast sonucu Garra rufa obtusa

baliklarinin kas dokularindaki katalaz aktiviteleri.

Cizelge 8.3 Garra rufa obtusa baliklarinda katalaz enzim aktivite sonuglari

Calisma Gruplan Katalaz
X+ SDS
(umol / mg
protein.dk)
GR-K GR-Kontrol 24.32+0.88
GR-A GR-Agir metal 20.47 £0.55 Kw:19.050
GR-Ph GR- pH 6.23 +0.69 P:0.004
GR-Se GR-Selenyum 19.30 £ 0.63 P<0.05
GR-H GR-Hipoksi 18.85+0.17
GR-T GR-Sicaklik 9.85 £0.24
GR-Ac¢ GR-A¢lik 10.28 £1.98

Sekil 8.3°de farkl: stres kaynaklarina maruz kalan Garra rufa obtusa baliklarinin
katalaz aktivitesindeki degisiklikler kontrol grubu ile birlikte verilmistir. Sekil
8.3’¢ gore c¢alisma gruplart konrol grubu ile karsilagtirildiginda; agir metal
grubunda % 15.8, pH grubunda %74.3, selenyum grubunda %20.6, hipoksi
grubunda %22.5, sicaklik grubunda %59.5, besin eksikligi grubunda %57.7
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azalma gozlenmistir. Calisma gruplart aktivite sonuglari kontrol grubu ile

karsilastirildiginda katalaz enziminin aktivitesinde ki degisikliklerin istatiksel

acidan 6nemli oldugu gézlenmistir (p<0.05).
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Sekil 8.4 Cesitli stres kaynaklarimin uygulanmasi sonucu Cyprinion macrastomus

baliklarinin kas dokularindaki katalaz aktiviteleri.

Cizelge 8.4 Cyprinion macrastomus baliklarinda

katalaz enzim aktivite

sonugclari
Calisma Gruplan Katalaz
X+ SDS
(umol / mgprotein.dk)

CYP-K CYP-Kontrol 17.28 £0.31
CYP-A CYP-Agir metal 22.40 £ 1.38 Ky: 18.507
CYP- pH CYP-pH 1527 £2.73 P:0.005
CYP-Se CYP -Selenyum 29.76 £ 1.47 P<0.05
CYP-H CYP -Hipoksi 24.05 + 1.86
CYP-T CYP -Sicaklik 11.00 £0.57
CYP-A¢ CYP —-A¢hk 16.15+£0.61
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Sekil 8.4’de farkli stres kaynaklarima maruz kalan Cyprinion macrostomus
baliklarinin  katalaz aktivitesindeki degisiklikler kontrol grubu ile birlikte
verilmistir. Sekil 8.4’e gore ¢alisma gruplar1 konrol grubu ile karsilagtirildiginda;
agir metal grubunda %29.6, selenyum grubunda %72.2, hipoksi grubunda %39.2,
besin eksikligi grubunda % 27.3 artma gozlenirken, pH grubunda %11.6, sicaklik
grubunda %36.3 azalma gozlenmistir. Agir metal, sicaklik, selenyum, oksijen
eksikligi ve besin eksikligi uygulanan gruplarin katalaz enzim aktivite sonuclari
kontrol grubu ile karsilastirildiginda aralarinda istatiksel olarak onemli bir fark
olustugu goézlenirken (p<0.05), pH uygulanmis grupta bu farkin 6nemli olmadigi
tespit edilmistir (p >0.05).

8.2 Lipid Peroksidasyon Diizeyi
Coklu doymamig yag asitlerinin oksidatif yikimi1 olarak bilinen lipid
peroksidasyonun miktar tayini arastirilmak tiizere, Cyprinion macrotomus ve
Garra rufa obtusa baliklarina farkli stres kaynaklar1 (pH, agir metal, selenyum,
sicaklik, oksijen eksikligi, besin eksikligi) uygulanarak kas dokusundaki lipid
peroksidasyon diizeyleri belirlendi ve elde edilen veriler grafige gecirildi.
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Sekil 8.5 Cesitli stres kaynaklarinin uygulanmasi sonucu Garra rufa obtusa

baliklarinin kas dokularindaki lipid peroksidasyon degerleri.
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Sekil 8.5 ‘de farkli stres kaynaklarina maruz kalan Garra rufa obtusa
baliklarinin lipid peroksidasyon degerindeki degisiklikler kontrol grubu ile birlikte
verilmistir. Sekil 8.5’e gore calisma gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda;
pH grubunda % 8, seleyum grubunda %2.6, hipoksi grubunda %2.6, sicaklik
grubunda %5.3, besin eksikligi grubunda 9%5.3 artma gozlenirken, agir metal
grubunda %13.2 azalma gozlenmistir. pH, sicaklik ve besin eksikligi uygulanan
gruplarin ~ lipid  peroksidasyon diizeyi sonuglar1  kontrol grubu ile
karsilastirildiginda degisimlerin istatiksel olarak onemli oldugu gozlenirken
(p<0.05), agir metal, selenyum ve oksijen eksikligi uygulanmis gruplarda bu

degisimin dnemli olmadig1 tespit edilmistir (p >0.05).

Cizelge 8.5 Garra rufa obtusa baliklarinda lipid peroksidasyon degerleri

Calisma Gruplan Lipid peroksit
X+ SDS
(nmol peroksit / mL)
GR-K GR-Kontrol 0.38 £0.01
GR-A GR-Agir metal 0.35+0.05 Ky: 17.501
GR-pH GR- pH 0.41 £0.005 P:0.008
GR-Se GR-Selenyum 0.39+0.007 P<0.05
GR-H GR-Hipoksi 0.39 £ 0.005
GR-T GR-Sicaklik 0.40 £ 0.00
GR-A¢ GR-Ac¢lik 0.40 = 0.00

Sekil 8.6’de farkli stres kaynaklarina maruz kalan Cyprinion macrostomus
baliklarinin lipid peroksidasyon degerindeki degisiklikler kontrol grubu ile birlikte
verilmistir. Sekil 8.6’e gore calisma gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda;
agir metal grubunda % 1.3, pH grubunda % 1.3, besin eksikligi grubunda %1.3
artma gozlenirken, selenyum grubunda % 0.5, hipoksi grubunda %7.3, sicaklik
grubunda %1.2 azalma gdzlenmistir. Calisma gruplar lipid peroksidasyon diizeyi
sonuglart ile kontrol grubu karsilastirildiginda aralarinda istatiksel olarak 6nemli

bir fark olmadig1 tespit edilmistir (p >0.05).
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Sekil 8.6 Cesitli stres kaynaklarinin uygulanmasi sonucu Cyprinion macrastomus

baliklarinin kas dokularindaki lipid peroksidasyon degerleri

Cizelge 8.6 Cyprinion macrastomus baliklarinda lipid peroksidasyon degerleri

Calisma Gruplan Lipid peroksit
X+ 3DS
(nmol peroksit / mL)

CYP-K CYP-Kontrol 0.395 +0.00

CYP-A CYP-Agir metal 0.40 = 0.00 Ky: 17.062
CYP-pH CYP - pH 0.40 £ 0.00 P:0.009

CYP-Se CYP -Selenyum 0.393 +0.00 P <0.05

CYP-H CYP -Hipoksi 0.366+ 0.01

CYP-T CYP -Sicaklik 0.39 +0.00

CYP-A¢ CYP -A¢hk 0.40+ 0.00

8.3 Coziiniir Peroksit Diizeyi
Cyprinion macrotomus ve Garra rufa obtusa baliklarina farkli stres kaynaklari
(pH, agir metal, selenyum, sicaklik, oksijen eksikligi, besin eksikligi) uygulanarak
kas dokusundaki enzim aktivite degerleri belirlendi ve elde edilen veriler grafige

gecirildi.
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Sekil 8.7 Cesitli stres kaynaklarinin uygulanmasi sonucu Garra rufa obtusa

baliklarinin kas dokularindaki ¢oziiniir peroksit degerleri.

Cizelge 8.7 Garra rufa obtusa baliklarinda ¢oziiniir peroksit degerleri

Calisma Gruplan Coziiniir peroksit
X+ 3DS
(nmol peroksit / mL)

GR-K GR-Kontrol 2.28+0.05

GR-A GR-Agir metal 1.65 £0.04 Ky: 19.226
GR-pH GR- pH 1.43+0.03 P:0.004
GR-Se GR-Selenyum 2.82+0.49 P<0.05
GR-H GR-Hipoksi 1.88 £ 0.05

GR-T GR-S1caklik 1.43 +0.005

GR-Ac¢ GR-Ac¢lik 1.37 £0.005

Sekil 8.7°de farkli stres kaynaklarina maruz kalan Garra rufa obtomus
baliklarinin ¢oziiniir peroksit degerindeki degisiklikler kontrol grubu ile birlikte
verilmistir. Sekil 8.7’ye gore calisma gruplari konrol grubu ile karsilastirildiginda;
selenyum grubunda %23.7 artma go6zlenirken, agir metal grubunda % 27.6, pH
grubunda % 37.2, hipoksi grubunda %17.5, sicaklik grubunda %37.2, besin
eksikligi grubunda %40 azalma goézlenmistir. Agir metal, pH, sicaklik, oksijen
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eksikligi ve besin eksikligi uygulanan gruplarin ¢6ziiniir peroksit diizeyi sonuglari
kontrol grubu ile karsilagtirildiginda aralarinda istatiksel olarak 6nemli bir fark
olustugu gozlenirken (p<0.05), selenyum uygulanmis grupta bu farkin 6nemli

olmadig tespit edilmistir (p >0.05).
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Sekil 8.8 Cesitli stres kaynaklarinin uygulanmasi sonucu Cyprinion macrastomus

baliklarinin kas dokularindaki ¢oziiniir peroksit degerleri.

Cizelge 8.8 Cyprinion macrastomus baliklarinda ¢6ziiniir peroksit degerleri

Calisma Gruplan Coziiniir peroksit
X+ SDS
(nmol peroksit / mL)

CYP-K CYP-Kontrol 1.73+£0.03

CYP-A CYP-Agir metal 1.46 £ 0.06 Ky: 19.350
CYP- pH CYP-pH 1.31 £0.08 P:0.004
CYP-Se CYP -Selenyum 1.95+0.06 P <0.05
CYP-H CYP —Hipoksi 1.89+0.02

CYP-T CYP —Sicaklik 1.52+0.03

CYP-A¢ CYP —Ac¢lik 1.39+0.00
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Sekil 8.8°de farkli stres kaynaklarina maruz kalan Cyprinion macrostomus
baliklarinin ¢oziiniir peroksit degerindeki degisiklikler kontrol grubu ile birlikte
verilmistir. Sekil 8.8’e gore calisma gruplar1 kontrol grubu ile karsilagtirildiginda;
selenyum grubunda %12.7, hipoksi grubunda % 9.2 artma gozlenirken, agir metal
grubunda %27.6, pH grubunda %24.3, sicaklik grubunda % 12.1, besin eksikligi
grubunda % 19.6 azalma gozlenmistir. Caligma gruplart kontrol grubu ile
karsilastirildiginda ¢6ziiniir peroksit diizeylerindeki degisimlerin istatiksel agidan

onemli oldugu gozlenmistir (p<0.05).
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9 TARTISMA VE SONUCLAR

Bu c¢aligmada, Sivas Kangal balikli kaplicadaki Cyprinion macrastomus ve Garra
rufa obtusa baliklarina degisik stres kaynaklarinin uygulanmasi sonucu kas
dokusunda antioksidan enzim aktiviteleri ile lipid peroksidasyon diizeylerindeki
degisimler incelenmistir.

Garra rufa obtusa baliklarinin glutatyon peroksidaz ezim aktivitesindeki
degisiklikler kontrol grubu ile karsilastirildiginda (Sekil 8.1) agir metal, selenyum,
oksijen eksikligi ve besin eksikligi etkilerinin enzim aktivitesinde artisa sebep
oldugu gozlenirken, pH ve sicaklik etkilerinde enzim aktivitelerinde azalma
oldugu gozlenmistir. En yiiksek artis oksijen eksikligi etkisinde go6zlenirken
(%53), en yliksek diisiis pH etkisinde (%33.4) goriilmiistiir. Stres etkileri sonucu
metabolizmada artmis olan reaktif oksijen tiirlerinin etkileri 6zellikle de ¢oziiniir
hidroperoksit ve lipid peroksit miktarlar1 artan glutatyon peroksidaz enzim
aktivitesi ile etkisizlestirildigi diisiiniilebilir. Bu nedenle glutatyon peroksidaz
enziminin arttigini sdyleyenebilir. Ayrica pH ve sicaklik etkilerinde oksidatif
hasarin olustugu diisiintilerek glutatyon peroksidaz enzim aktivitesinde azalma
olmasi da beklenen bir durumdur.

Cyprinion marostomus baliklarinin glutatyon peroksidaz enzim aktivitesinde
elde edilen sonuglar kontrol grubu ile karsilagtirildiginda (Sekil 8.2) biitiin stres
etkilerinde glutatyon peroksidaz enzim aktivitesinin artmis oldugu gozlenirken en
yiiksek artigin selenyum etkisinde (%152) oldugu saptanmistir. Yine burada da
metabolizmada artmis olan reaktif oksijen tiirlerinin etkileri 6zellikle de ¢oziiniir
hidroperoksit ve lipid peroksit miktarlar1 artan glutatyon peroksidaz enzim
aktivitesi ile etkisizlestirildigi diistiniilebilir. Oksidatif stres etkisine karsi enzim
aktivitesi artarak hiicre ve dokularin daha az hasar gérmesi saglanmis olabilir.
Ayrica selenyum glutatyon peroksidaz enziminin sentezini artirmis ve
aktivasyonunu saglamis olabilecegi de diisiiniilebilir.

Garra rufa obtusa baligimin katalaz enzim aktivitelerine ait sonuglar
incelendiginde, uygulan streslerin verileri kontrol grubu ile karsilastirildiginda
(Sekil 8.3) calisma gruplarinin enzim aktivitesinde azalma gozlenirken en fazla
diisis pH etkisinde (%74.3) bulunmustur. Bu baliklarin katalaz enzimi
aktivitesinde azalma gozlenmesinin sebebi metabolizmada stres etkileri sonucu

olusabilen oksidatif hasar olarak diistiniilebilir.
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Cyprinion marostomus baliklarinin katalaz enzim aktivite degerleri kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda (Sekil 8.4) agir metal, selenyum, besin eksikligi ve
oksijen eksikliginde enzim aktivitesinde artis gozlenmekte ve oksidatif strese karsi
koyarak enzimin sentezi artmaktadir. pH ve sicaklik etkilerinde ise enzim
aktivitesinde azalma oldugu oksidatif hasarin arttig1 soylenebilir. En yliksek artigin
selenyum etkisinde (%72.2), en fazla azalmanin sicaklik etkisinde (%36.3)
oldugu bulunmustur. Reaktif oksijen tiirlerinden kaynaklanan hidrojen peroksitin
uzaklastirilamamasindan dolay1 oksidatif hasar meydana gelmis olabileceginden
enzim aktivitesinde azalma gozlenebilir. Selenyum etkisinde ise katalaz enzimi
aktivitesinin artmast oksidatif strese karst koymak ic¢in enzim sentezinin
artmasindan kaynaklanabilecegi diisiintilmektedir.

Garra rufa obtusa baliklarinin lipid peroksidasyonu sonuglar1 kontrol grubu
ile karsilagtirlldiginda (Sekil 8.5) biiyiik degisimler gozlenmemistir. Lipit
peroksidasyonunda en fazla artis pH etkisinde (%7.9) goriiliirken, en fazla azalma
agir metal etkisinde (%13.2) gozlenmistir. Glutatyon peroksidaz enzim
aktivitesinin artmasiyla peroksitler etkisizlestirildiginden lipit peroksidasyonu
diisiik ¢ikmigtr.

Cyprinion macrostomus baliklarinin lipit peroksidasyon sonuglart kontrol
grubu ile karsilastirildiginda (Sekil 8.6) selenyum, oksijen eksikligi ve sicaklik
etkilerinin lipit peroksidasyonunda azalma gozlenirken, agir metal, besin eksikligi
ve pH etkilerinde ise artis gdzlenmistir. Elde edilen veriler kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda lipit peroksidasyon diizeyindeki en fazla azalmanin oksijen
eksikligi etkisinde oldugu (%7.3) goriilmiistiir. Stres etkileri 6zellikle de selenyum
etkisiyle glutatyon peroksidaz veya katalaz enzimlerinin aktivitelerindeki artma
sonucunda bu enzimler ortamda olusan peroksitlere etki ederek lipit peroksit
seviyesini ¢cok bilyiik oranlarda deliismesini engellemiglerdir.

Garra rufa obtusa baliklarinin ¢oziiniir peroksit miktarlar1 kontrol grubu ile
karsilastirlldiginda (Sekil 8.7) selenyum etkisinde artma oldugu diger stres
etkilerinde ise azalma oldugu gozlenmistir. En fazla artma selenyum etkisinde
(%23.7) gozlenirken, en fazla azalma besin eksikligi etkisinde (%40) gézlenmistir.
Selenyum etkisi sonucu ¢oziiniir peroksit miktarindaki artma glutatyon peroksidaz
enziminin selenyuma bagli olmadigin1 yalmzca lipit peroksitlere etki ederken

¢oOziinlir peroksitlere etkili olmadig1 diisiincesini uyandirmaktadir.
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Yada selenyumun glutatyon peroksidaz enzimine belli bir derisimden sonra
inhibitor etki gdstermesi ¢Oziiniir peroksit miktarinin ortamda artmasina neden
oldugu disiiniilebilir. Katalazin aktivitesindeki diismeye paralel olarak ¢oziiniir
peroksit miktar1 da artabilir.

Cyprinion macrostomus baliklarinin ¢oziiniir peroksit miktarlar1 kontrol
grubu ile karsilastirildiginda (Sekil 8.8) selenyum ve oksijen eksikliginde artma,
agir metal, pH, besin eksikligi ve sicaklik etkilerinde azalma oldugu goézlenmistir.
En fazla artma selenyum etkisinde (%12.7) g6zlenirken en fazla azalma agir metal
etkisinde (%27.6) gézlenmistir. Burada da glutatyon peroksidazin selenyuma bagl
olmadig1 i¢in ¢oziiniir peroksitlere etki gostermedigi ve oksidatif hasarin arttigi
sOylenebilir veya yukarida soyledigimiz gibi selenyumun glutatyon peroksidaz
enzimine belli bir derisimden sonra inhibitér etki gostermesi ¢Oziiniir peroksit
miktarinin artmasina neden oldugu diisiiniilebilir.

Elde edilen verilere istatistik degerlendirmeler yapilmis ve calisma
gruplarinin kontrol ile karsilastirilmasi sonucunda degisimlerin anlamli oldugu
(p<0.05) bulunmustur.

Bu caligmada uygulanan stresler daha sonraki ¢aligmalarda ayrintili olarak
incelenip daha kesin sonuglar elde edilebilir. Ornegin artan agir metal etkisi, artan
selenyum etkisi incelenerek, oksidatif stresi artiran ya da azaltan, inhibisyon veya
aktivasyona sebep olan agir metal derisimleri belirlenebilir. Bu c¢alisma
kapsaminda diger antioksidan enzim aktiviteleri ve protein karbonil diizeyleri
aragtirilarak ¢aligmanin genisletilmesi planlanmaktadir.

Literatiir calismalar1 incelendiginde, daha dnce baliklar {izerine yapilan bir
calismada somon alabaligina (Sa/mo salar L.) yiiksek diizeylerde besinsel bakir ve
kadmiyum uygulanmasi sonucunda selenyum bagimli glutatyon peroksidaz
aktivitesini ve doku lipid peroksidatif yanitlarin diizeyini dl¢miislerdir. Arastirma
sonucunda oksidatif savunma sistemini hasara ugratan kadmiyumun doku lipid
peroksidasyonunu arttirdigi, GSH-Px enzim aktivitesini ise azalttig1 gézlenmistir.
( Berntssen ve ark., 2000).

Akpinar, (1998) Kangal balikli kaplicasinda (Sivas) bulunan Cyprinion
Macrostomus Heckel iizerinde yaptig1 calismada, farkli sicakliklarda beslenmesi
ve a¢ birakilmasi suretiyle yag asidi bilesiminde meydana gelen degisimler

incelenmistir. Arastirma sonucunda farkli sicakliklarda beslenen ve a¢ birakilan
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baliklarda en fazla degisime ugrayan yag asitlerinin uzun zincirli asir1 doymamis
yag asitleri oldugunu saptamistir.

Almedia ve arkadaslar1 (2002) tath su ¢ipurasi (Oreochromis niloticus) ile
yaptiklar1 ¢aligmada ise, farkli dozlarda kadmiyuma maruz birakilan baliklarin
karaciger ve kas dokularinda olusan oksidatif stres ve metabolik degisikliklerin
degerleri Olciilmiistiir. Calisma sonucunda baligin karacigeri ile kirmizi ve beyaz
kaslarinda SOD ve GSH-Px aktivite degerleri belirlenmis ve Olglimlere
dayanilarak, balikta kadminyum toksisitesinin bir gostergesi olarak serbest oksijen
radikallerinin varlig tespit edilmistir. Ayrica kadmiyumun toksik etki gosterdigi
ve baliklarda geri donlisiimii olmayan hasarlar meydana gedirdigi ve balik
oliimlerine yol actig1 saptanmistir.

Mates ve arkadaslar1 (1999) yaptiklar1 calismada toksik etkili oksijen
tiirlerine kars1 insan hiicreleriyle birlikte ¢alisan antioksidan enzimlerin, siiperoksit
dismutazin, glutatyon peroksidazin ve katalazin Onemini, bunlarin birtakim
patohistolojik siireclerle ve trapatik implikasyonlariyla iligkilerini incelemislerdir.
caligma sonucunda patolojik bir olayin oksidatif etki ile birlikte, koruma sistemi
enzimlerinin regiilasyonunu arttirdig1 saptanmistir.

Jamba ve arkadaslari ise (1997) fareler iizerine yaptiklar1 calismada
kadmiyumun toksitesi {izerine selenyum etkisini incelemislerdir. Calisma
sonucunda farelerin bobrek ve karaciger dokularinda onemli Slgiide kadmiyum
biriktigini ve bobrek proksimal kivrik tiibiillerin (PCT) icinde belirgin patolojik
degisiklikler oldugunu ve antioksidan enzimlerin 6nemli kisminin inhibe oldugunu
saptamislardir. Ancak farelere kadminyum ile birlikte selenyum uygulanmasiyla
bu olumsuz etkilerin giderildigi belirtilmistir.

Vaglio ve ark.(1999) antioksidatif savunma sistemi iizerine kadmiyumun
etkisini izlemek iizere yapilan caligmada ise, CdCl,’lin kemikli balik Sparus
aurata’ya 3 ve 6 giinlik uygulanmasinin sonucunda karacigerindeki enzim
aktivite degisimleri incelenmistir. inceleme sonucunda karacigerde antioksidan
enzim olarak gorev yapan glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve katalaz
aktivitesinin 6nemli derecede diistiigli gozlenmistir.

Jamba ve arkadaslarinin (2000) fareler lizerine yaptiklari diger bir ¢calismada
ise kadmiyumun karaciger dokusundaki etkilerini incelemislerdir. Calisma
sonucuda Cd‘a maruz kalmis grubun karacigerinde 6nemli derecede kadmiyum

birikimi gozlenirken, Cd + Se ‘a maruz kalmis grubun karacigerinde kadmiyum

58



birikiminin %18 azaltig1 saptanmistir. Ayrica Cd uygulanmis grubun GSH-Px
aktivitesinde azalma gozlenirken, Cd+Se wuygulanmig grubun GSH-Px
aktivitesinde artma oldugu tespit edilmistir (p<0.05).

Finley ve arkadaslar1 (2001) ise iki farkli si¢an tiirii (Sparague-Dawley, F-
344) iizerine yaptiklar1 ¢alismada, yiiksek selenyum igerikli brokoli ve brokoli
tohumlarinin koruyucu etkisini arastirmiglardir. Arastirma sonucunda yiiksek
selenyum igerikli brokolinin meme ve bagirsak kanserlerine kars1 koruyucu biri
roliiniin oldugu tespit edilmistir.

Diger bir arastimada ise, Channa punctata (bloch) tatll su balig1 {izerine
ucan kiil sizintisi uygulayarak (FAL) meydana gelen oksidatif stresin belirteci
olarak lipid katalaz, glutatyon S-transferaz ve lipid peroksidasyon degerleri
incelenmis ve arastirma sonucunda ugan kiil bilesenlerinin balikta oksidatif strese
neden oldugu ve solungaclarin en hassas organ oldugu belirlenmistir ( Ali ve ark.,
2004).

Chowdhury ve arkadaslar1 (2004) ise yaptiklar1 g¢alismada, gokkusagi
alabaliklarina kadmiyum uygulanmasi sonucunda solunum, iyon regiilasyonu ve
stres parametrelerinde meydana gelebilecek degisiklikleri incelemislerdir.
Arastirma sonucunda kontrol grubuna gore hematokrit ve hemoglobinde sirasiyla
%49 ve %74 oraninda bir artis gozlenirken, plazma total amonyum ve glukoz
diizeylerinde sirasiyla %43 ve %49 oraninda bir azalma oldugu saptanmistir. Bu
olaylar 72 saatlik bir uygulama sonucunda meydana gelmis, 45 giinliik uygulama
sonucunda ise, uygulamanin artik kroniklestigi ve alabaliklarin suda ¢ézlinmiis Cd
tarafindan yaratilan fizyolojik streslerden korundugu saptanmaistir.

Oriin ve arkadaslar1 (2005) yaptiklar1 arastirmada gokkusagi alabaligina
(Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792) farkli dozlarda sodyum selenit uygulamis
ve ¢aligma sonucunda sodyum selenit’in antioksidatif savunma sistemine katkida
bulundugu tespit edilmistir.

Alkan (2005), selenyumun baliklarda antioksidatif roliinii belirlemek
amaciyla yaptig1 calisma sonucunda, Cd, Cr, Cd+Se ve Cr+Se’a maruz kalmis
gruplarin enzim aktivitelerinde kontrole gore istatistiksel agidan onemli oranda
diisiislerin oldugu (p<0.05) gozlemistir. Ayrica Cd, Cr, Cd+Se ve Cr+Se’a maruz
kalmis gruplarin MDA diizeylerinde kontrole gore istatistiksel olarak onemli

artiglarin oldugunu (p<0.05) belirlemistir.
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Heise ve ark (2006) yaptiklar1 aragtirma sonucunda Zoarces viviparus tiiri
baliklar 1-5 °C sicakliklarda strese maruz birakildiklarinda 12 °C sicaklikta
bulunan baliklara gore oksidatif stres parametrelerinde artis gozlemistir. Ayni
baliklara yiiksek sicaklik stresi uygulandiginda (18, 22, 26 °C) oksidatif hasar
degerlerinde artigin siiperoksit dismutaz enzim aktivitesindeki azalma ile birlikte
gerceklestigi gozlenmistir (Heise ve ark., 2006).

Baska bir g¢alismada farkli tipteki cevresel kirliliklere maruz birakilan
baliklar incelenmis, karaciger glutatyon-S-transferaz aktiviteleri, karaciger 1s1 sok
protein Hsp70 miktar1 ve plazma steroidleri miktarlar ile kirlilik arasindaki iligki
aragtirtlmistir (Mayon ve ark., 2006).

Diger bir calismada ise evde beslenen baliklarda ¢inkonun toksik etkisinin
stres proteinleri ve antioksidan sistemler iizerine etkileri arastirilmis, antioksidan
enzim aktivitelerinde dnemli diistisler oldugu gézlenmistir (Franco ve ark., 2006).

Atencio ve arkadaslar1 (2008) ise oksidatif stres iizerine selenyumun etkisini
arastirdiklart calismada, tilapi baliginda (Oreochromis niloticus) mikrokistin
(MCs) iceren siyonobakteriyel hiicreler tarafindan histapatolojik degisiklikleri
incelemislerdir. Tilapi baliginin bdbrek ve karacigerinde, lipid peroksidasyon
seviyelerindeki degisikleri, rediikte glutatyon/okside glutatyon (GSH/GSSG)
oranini ve katalaz (CAT), siiperoksid dismutaz (SOD), glutatyon rediiktaz (GR),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon-S-transferaz (GST) aktivitelerini
incelemek iizere baliklar1 farkli tozlarda sodyum selenit ile beslemislerdir (1.5,
3.0, ve 6.0 mg Se/g). Calisma sonucunda farkli dokularda farkli dozlarda
selenyumun koruyucu etkisi oldugu saptanmistir. Bu nedenle selenyumun hiicre
ve dokularinda neden olabilecegi negatif sonuglardan kaginmak ve yararh etkileri
saglamak i¢in miktarinin 6zenle belirlenmesi gerektigi belirlenmistir.

Hayvanlarin 0Ozellikle de baliklarin  kullanildigir biitiin  bu ¢alismalar
sonucunda, hayvanlarin ¢esitli stres kaynaklarina maruz birakilmasiyla Slgiilen
biyokimyasal degerleri, kullanilan hayvanin 6zelliklerine, uygulanan strese, stresin
uygulanma sekline ve bunun gibi bir¢ok etkene gore farkliliklar gosterdigi
bilinmektedir. Calismamizda elde edilen sonuglar ile literatiir sonuglari
karsilastirildiginda kimi durumda benzer sonuclar elde edilirken kimi durumda
farkliliklar goriilmiistiir. Bu ise her bir organizmanin stres etkilerine karsi

savunmasinin da farkliliklar i¢erebilecegini gostermektedir.

60



Oksidatif stres konusunda model olarak hayvanlarin kullanildigi yukarida
belirtilen ¢aligmalarin yani sira ¢ok daha fazla ¢alisma bulunmaktadir (Su ve ark.,
2008; Sturve ve ark., 2008). Ancak oksidatif stres kapsaminda Sivas Balikli
Kaplica’daki baliklar ile ilgili bu calisma alaninda yapilmis ilk ¢aligma olup

bundan sonraki ¢aligmalara yon verecegi i¢in 6nem tagimaktadir.
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Dogum Yeri ve Tarihi
Medeni Hali

Yabanci Dil

Iletisim Adresi
E-posta Adresi

Egitim ve Akademik Durumu

Lise

Lisans

Yiiksek Lisans
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