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Bu ¢alismada, azotlu giibre uygulamasi sonucu Capoeta capoeta (Guldenstaedt
1773) dokularinda oksidatif doku hasarinin ve antioksidan seviyelerinin

belirlenmesi amag¢lanmuistir.

Bu amagla ¢alismada, 36 adet Capoeta capoeta (Guldenstaedt 1773) kullanild.
Hayvanlar 10 giinliik adaptasyon siireci sonunda 2 deney (15 mg/L ve 30 mg/L
azotlu giibre) ve 1 kontrol olmak {izere, her grupta 12 balik bulunan 3 gruba
ayrildi. Gruplar deney siiresi boyunca 300’er litrelik su tanklarinda bekletildi.
Deney gruplarina uygulanan giibre su ortamina verildi. Kontrol grubuna herhangi
bir uygulama yapilmadi. Deney gruplarindan 15 giinlik azotlu giibre
uygulamasinin sonunda immunohistokimyasal ve biyokimyasal ¢alismalar icin
kan ve doku 6rnekleri alindi. Elde edilen plazma 6rnekleri total oksidan (TOS) ve
total antioksidan seviyelerinin (TAS) o&lgiilmesine kadar -20°C’de saklandi.
Histolojik inceleme igin alman karaciger, solungag ve bagirsak doku ornekleri ise
fosfat tamponu soliisyonu ile hazirlanmis %10°luk formaldehit solusyonunda

tespit edildi.



Baliklardan alman doku Ornekleri iizerinde yapilan histopatolojik incelemelere
gore kontrol grubuna kiyasla giibre uygulanan gruplarda; karacigerin en fazla
etkilenen organ oldugu, hepatositlerde hidropik dejenerasyon, nekroz ve hepatik
kordon dejenerasyonlari; solunga¢ dokusu incelendiginde sekonder lamellada
kiitlesme, lamella epitelinde vakuollesme; bagirsak dokusunda ise villuslarda
kiitlesme, supraniiklear boslukta azalma ve lamina propriada hiicre infiltrasyonu

gozlenmistir.

Katalaz immunoreaktivitesi incelemesine gore kontrol grubuna kiyasla giibre
uygulanan gruplarda karaciger dokusunda dejenerasyonun fazla oldugu bolgelerde
ve piknotik cekirdekli hiicrelerde immunboyama oldugu, solungaclarin sekonder
lamel epitel hiicrelerinde ve sekonder lamella tabaninda katalaz
immunoreaktivitesi oldugu, bagirsak dokularinda katalaz immunoreaktivitesi

olmadig1 saptanmistir.

SOD1 immunoreaktivitesi incelemesine gore kontrol grubuna kiyasla giibre
uygulanan gruplarda, karaciger dokusunda ¢ekirdek iizerinde SOD1
immunoreaktivitesi oldugu, solunga¢ dokularinda bazi sekonder lamella
hiicrelerinde SOD1 immunoreaktivitesi oldugu, bagirsak dokusu incelendiginde
enterosit kolumnar hiicrelerinde hafif siddette SOD1 immunoreaktivitesi oldugu

gbozlenmistir.

TAS ve TOS 6l¢iim sonuglarina gore, TAS diizeyinde 15 mg/L ve 30 mg/L giibre
uygulanan gruplarda istatistiksel olarak artis oldugu saptandi (p< 0,05). TOS
diizeylerinde artis oldugu goriildii ancak istatistiksel olarak onemli bir fark

belirlenmedi.

Anahtar Kelimeler: Oksidatif Stres, Immunohistokimya, Capoeta capoeta,
Kimyasal Giibre

2017, 102 sayfa



ABSTRACT
(Doctorate Thesis)

DETERMINATION OF OXIDATIVE TISSUE DAMAGE AND
ANTIOXIDANT LEVELS IN THE TISSUES OF Capoeta Capoeta
(GULDESTAEDT 1773) BY IMMUNOHISTOCHEMICAL AND
BIOCHEMICAL METHODS

Seda VURAL AYDIN

Kafkas University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Muhitdin YILMAZ
Supervisor II: Prof. Dr. Hasan OZEN

In this study, it was aimed to determine oxidative tissue damage and antioxidant
levels in tissues of Capoeta capoeta (Guldenstaedt 1773) which is the result of

application of nitrogen fertilizer.

For this purpose, 36 Capoeta capoeta (Guldenstaedt 1773) was used. Animals
were divided into 3 groups of 12 fish (15 mg/L and 30 mg/L nitrogenous
fertilizer) and 1 control in each group at the end of the 10-day adaptation period.
The groups were kept in 300 liter water tanks throughout the experiment. The
fertilizer applied to the experimental groups was given to the water. No treatment
was given to the control group. Blood and tissue samples were taken for
immunohistochemical and biochemical studies at the end of 15 day nitrogen
fertilizer application from experimental groups. Obtained plasma samples were
stored at -20 °C until total oxidant (TOS) and total antioxidant levels (TAS) were
measured. Liver, gill and intestinal tissue samples collected for histological

analyses were fixed in 10% phosphate buffered formaldehyde solution.

Vi



According to the histopathological studies on the tissue samples taken from the
fishes, in comparison with the control group, liver is the most affected organ,
hydropic degeneration, necrosis and hepatic cord degeneration in hepatocytes,
when the gill texture is examined, secondary to laminae laminae, vacuolization of
lamella epithelium, masses in the villi around the intestine, decrease in the

supranuclear space and cell infiltration of the lamina propria were observed.

Catalase immunoreactivity was examined in comparison with control group in
fertilizer applied groups, regions where there is excessive degeneration in the
liver, and immunoblots in picnic nucleated cells, catalase immunoreactivity in the
glandular lamellar epithelial cells of the gills and on the bottom of the laminae of
the secondary, Catalase immunoreactivity was not found in intestinal tissues.
SOD1 immunoreactivity was examined in comparison with control group in
fertilizer applied groups SOD1 immunoreactivity is on the nucleus in liver tissue,
there is SOD1 immunoreactivity in some gonadal lamella cells in the gill tissues,
When intestinal tissue was examined, it was observed that mild severe SOD1

immunoreactivity was found in enterocyte columnar cells.

According to TAS and TOS measurement results, it was found that there was a
statistically significant increase in the TAS level in 15 mg/L and 30 mg/L
fertilizer application groups (p <0,05). There was an increase in TOS levels but no

statistically significant difference was found.

Key Words: Oxidative Stress, Immunohistochemistry, Capoeta capoeta,

Chemical Fertilizer

2017, 102 pages
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1. GENEL BiLGILER
1.1. Giris

Diinya ¢apinda niifusun hizli bir sekilde artmasi sebebiyle besin ihtiyacinin da
artmasit sonucu tarimda verimin arttirilmast amaciyla tarimsal kimyasallarin
kullanimi1 son yillarda daha fazla yaygmlasmistir. Bu durum gevresel sorunlara
neden olmaktadir. Ekolojik denge ve biyolojik gelisimde olusan bozukluklar, tarim
iiriinlerindeki kimyasal artiklar insan sagligini tehdit etmeye baslamistir. Kimyasal
giibrelerin ve tarmm ilaglarinin yogun kullanimi insan ve cevre agisindan onemli
tehlikelerden biri haline gelmistir. Ulkemizde niifus artistyla ters orantili olarak
tarim alanlarinda azalma goriilmektedir. Bu durum birim alandan daha fazla {iriin
elde etme zorunlulugunu dogurmakta ve artan niifusun besin ihtiyaglarini
karsilamak amaciyla ¢evre kirliligi ve giivenligi gibi dikkat edilmesi gereken
konular g6z ardi edilebilmektedir. Boylece tarim alanlarinda kontrolsiiz olarak

kimyasal giibre ve ila¢ kullanim1 giindeme gelmektedir (Atilgan ve ark., 2007).

Kimyasal giibre kullaniminin baslamasi ile giibrenin toprak verimliligi, besin
maddelerinin niteligi ve ¢evre ilizerine etkileri tartisma konusu olmustur (Yiiksel,
1979). Diger ekonomik sektorlerle kiyaslandiginda, tarimsal faaliyetlerin pozitif
etkilerinin yani sira negatif ¢evresel etkilerinin de oldugu goriilmektedir. Tarimsal
uygulamalarin yaygin olmasi bir bolgedeki dogal ekosistemleri, iiretilen oksijen ve
bolgenin iklim kosullar1 tizerine olumlu etkileri bulunurken, yine tarimin
yaygmlastig1 alanlarda uygulanan kimyasal maddelerin artmasi ile nitrat ve fosfat
kirliligi, tarmm ilaglarindan kaynaklanan kirlilik ve toprakta tuzluluk problemleri ile

cevre lizerinde olumsuz etkiler goriilebilmektedir (Karaer ve Giirliik, 2003).

Gegmisten giiniimiize kadar ortaya konan tarimsal faaliyetlerin neden oldugu
degisimlerin biiyiik oranda olumsuz etkilerinin oldugu yapilan ¢aligmalarla ortaya
konmaktadir. Tarimsal uygulamalarda uygun tekniklerin kullanilmamasi, topragin
verimliligini kaybetmesine, erozyona duyarli hale gelmesine ve ¢oraklagsmasina
neden olmaktadir. Giibre ve tarim ilaglarmin denetimsiz ve bilingsiz olarak
kullanilmasi, toprak sistemi, su sistemi ve biyolojik c¢esitliligi olumsuz

etkilemektedir. Uygulanan giibrelerin %50’sinin bitkiler tarafindan kullanildigs,



kalan diger kismin yikanma, buharlasma ve yiizey akisi yollar1 ile diger ortamlara

karistig1 bilinmektedir (Haktanir, 2009).

Bitkisel iiretimin arttirilmast amaciyla topraga uygulanan giibreler arasinda birinci
sirada azotlu ve fosforlu giibreler bulunmaktadir. Giibreleme islemi yapilirken
uygulama miktar1 ve zamaninin uygun se¢ilmemesi durumunda azotlu giibrelerde
bulunan azot (N) mineralizasyona ugramaktadir. Azotlu giibrelerin asir1 kullanimi
sonrast yagmur sulari ile topraktan yikanan nitrat, yer alt1 sularma karigir. Buradan
yiizey sularma taginarak, sularda fauna iizerinde olumsuz etki gosterebilmekte, canli
hayatinin yok olmasma neden olabilmektedir (Algan ve Bilen, 2005; Giiler ve

Cobanoglu, 1994).

Tarimsal iiretimin 6nemli girdilerinden biri olan gilibre, yeterli uygulama
olmadiginda verim ve kalitede diisiise sebep olurken, fazla miktarda kullanildiginda
su kaynaklar1 ile hava kirliligine sebep olmaktadir (Atilgan ve ark., 2007).
Kimyasal giibre kullanim alanlarmin ve uygulanan miktarlarin artmasit sonucu
sularin bitki besin maddeleri ile kirlenmesi ve su kalitesinin diismesi gibi durumlara
asir1 giibre kullaniminin neden oldugu belirtilmektedir. Su kirliliginde baslica
kirleticiler olarak nitrat ve fosfat gosterilmektedir (Yiiksel, 1979). Nitrat ve fosfat,
su florasinin gelismesine neden olmakta ve su ortaminda siirekli organik madde
iiretilmesine neden olmaktadir. Boylece sularda oksijen miktarmin azalmasi sonucu

otrofikasyon meydana gelmektedir (Haktanir, 2009; Yiiksel, 1979).

Giintimiizde igme, kullanma, endiistri ve sucul canlilar i¢in yeterli ve kaliteli su
temin etmek 6nem kazanmistir. Mevcut kaynaklarda olusan kirlenme uygun su
kaynaklar1 bulmay1 zorlastirmaktadir. Sulardaki toksik organik atiklar metallerle
birleserek ya da baska bilesiklere doniiserek daha toksik hale gecebilmektedirler.
Boylece su canlilarina zarar verecek boyutta su kalitesinin bozulmasma neden

olarak su Kirliligine yol agmaktadir (Atamanalp ve ark., 2013).

Son yillarda su ortamlarinda tarimsal ve endiistriyel kimyasallarin oranlar1 artmugtir.
Sucul canlilar su, sediment, suda asili partikiiller ve beslenme aracilifiyla bu
kimyasallart bilinyelerine almaktadir. Bu kimyasallar, serbest radikallerle
miicadelede yer alan siireglere zarar verebilmektedir (Akbulut ve ark., 2014). Bu

sebeple pek cok arastirmada, sucul canlilar, stres ve hastaliklarin kontroliinde, doku



ve hiicresel hasarin belirlenmesinde ve oksidatif stresin dnlenmesi ¢aligmalarinda
ornek canlilar olarak yer almaktadir (Akbulut ve ark., 2014; Atamanalp ve ark.,
2003). Baliklarda hematolojik parametreler cevresel sartlarda meydana gelen
degisikliklere kisa siirede yanit verdiginden, toksikolojik c¢aligmalarda bu
parametreler yaygin olarak kullanilmakta ve bu nedenle de hastaliklara karsi
miicadele ¢aligmalarinda baliklarin savunma sistemi hakkinda bilgi edinmek 6nem

kazanmaktadir (Atamanalp ve ark., 2003; Atamanalp ve ark., 2013).
1.2.  Stres

Stres ifadesi i¢in pek ¢ok tanim yapilabilir. Ancak fizyolojik olarak tanimlanacak
olursa, canlinin kapasitesini diisiirerek onu zorlayan, saglik durumunu tehlikeye
sokan, canli ile ¢evre arasindaki etkilesim olarak tanimlanabilir. Canlinin yasamini
stirdiirdiigii ortamda olusan degisimler, canliy1 belirli bir 6lgiide etkilediginde canli

bilinyesinde stres olusmaktadir (Kayhan ve Yon, 2009).

Genel olarak canlilarda strese yanit, strese neden olan faktorlere direnmek, bu
faktorlerle basa ¢ikmaya ¢alismak i¢in doku ve organ fonksiyonlarinda degisimlerin
olugmasiyla baglar. Homeostaziden uzaklagsma seklinde sonlanir. Stres sonucu
meydana gelen degisimler canli tiirleri arasinda farklilik gdsterse de benzer
ozelliklere sahip fizyolojik yanitlardir (Donmez ve ark., 2006; Kayhan ve Yon,
2009; Schreck ve ark., 2001).

Baliklar, yasamlarmi siirdiirdiikleri ortamdan kaynaklanan etkenlerle siirekli
uyarilmaktadirlar. Baligin bu uyarilara tepki verip vermemesinin belirlenmesinde
uyarilarin siddeti ve siiresi 6nemlidir. Stres faktorlerinin, metabolik agidan enerji
maliyetine sebep olan uyarilar oldugu disiiniildiigiinde, bu faktorlerin sucul
organizmalar {izerinde hayati etkilere sahip oldugu sdylenebilir. Yasam alanlarinda
meydana gelen degisimlere bagli olarak sucul canlilarin 6zellikle besin maddesi
olarak insanlar tarafindan tiiketilen baliklarin saghigmin korunma ve balik
yetistiricilik metodlarinin farkli kosullara gore karsilastirilmasi konularinda énemli

caligmalar yapilmistir (Ogiit, 2010).



Iki tiir stresten bahsedilmektedir. Bunlar; “akut stres” ve “kronik stres”tir.
Baliklarin aniden soka girmesi ile olusan stres akut, uzun zaman iginde, kesintisiz

sekilde uyarilmasi ile olusan stres kroniktir (Kulaksiz, 2009).

Baliklarm fiziksel, kimyasal ve biyolojik tehlikelerin {istesinden gelebilmeleri igin
olusturulan fizyolojik olaylar, “Genel Adaptasyon Sendromu (GAS)” olarak
adlandirilan stres cevaplarina sebep olabilir (Kayhan ve Yon, 2009; Ogiit, 2010).
Stres etmeninin GAS’1 harekete gegiren etkisi spesifik bir etki degildir (Yurdakos,
2001). Sadeces strese sebep olan etkenlerin kronik veya akut yapisi, stres cevabinda

canlidan canliya farkhlik gdsterebilmektedir (Ogiit, 2010).

“Genel Adaptasyon Sendromu (GAS)” olarak adlandirilan stres cevaplari ii¢ evreye

ayrilir. Bunlar; Alarm, Direng ve Tiikenme Evreleri’dir.

Genel Adaptasyon Sendromu

genetik faktorler
cinsiyet
gevre

\/ \/ ) normal direng seviyesi

A B C

A: Alarm evresi
B: Direnme evresi
C: Tiikenme evresi

Sekil 1.1. : Genel Adaptasyon Sendromu Asamalari1 (Yurdakos, 2005)

1. Alarm Evresi: Canli stres etkeni ile karsilagtiginda beyindeki hipotalamik-
pituitari- interrenal (HPI) aksis aktif hale getirilir. Bobreklerden, kas ve kan
kimyasinda bazi faktorleri diizenleyen katekolaminler ve Kortikosteroitler salgilanir
(Ogiit, 2010). Stres olusmasina neden olan etkenin kuvvetli olmas1 durumunda canli
birka¢ saat veya birkag giin icinde hayatin1 kaybedebilir. Canlinin bu evrede stres
etkenine adapte olmaya calismasi ile ikinci evre yani direng evresi baglar

(Yurdakos, 2005).



2. Direng Evresi: Alarm evresinde doku katabolizmasinda artis olmasimin
aksine direng evresi anabolik bir siirectir. Strese neden olan etkenlerin ortamda var
olmaya devam etmesine ragmen fizyolojik sistem, stres vericinin negatif etkilerine
kars1 koyarak normalin Gstiinde direng gosterir. Direng evresi, Stres etkeninin giicii
ile canlinin adaptasyon giiciine baghdir. Stres etkeni ortamda var oldukga
adaptasyon giicii azalir. Adaptasyon enerjisinin tiikenmesi ile {iglincli donem olan

tilkkenme evresi baslar (Yurdakos, 2005).

3. Tikenme Evresi: Stres etkeninin miktarinin veya siiresinin fazla olmasi
halinde fizyolojik sistem fonksiyonunu kaybetmeye baslar (Ogiit, 2010).
Adaptasyon enerjisi azalir ve alarm evresi tekrar ortaya ¢ikar. Canlinin adaptasyon

enerjisinin tiikenmesi durumunda 6liim meydana gelir (Yurdakos, 2005).

Eger stres kronik bir duruma doniisiirse bu evrelere ek olarak su durumlar

goriilmektedir:

. Canlinm biitiiniinde degisikliklerin ortaya c¢ikmast: Biiyiimede ve
hastaliklara kars1 direngte azalma ile davranigsal degisiklikler iiremede aksakliga

neden olur veya hayatta kalma oranmi azaltir (Ogiit, 2010).

. Populasyon veya ckosistem seviyesinde degisikliklerin = olusmast:
Populasyon, iireme aksakligi sebebiyle azalma baslayacaktir. Ayrica besin
zincirinin  herhangi bir tropik seviyesinde meydana gelen bu degisimler,

ekosistemdeki tiir gesitliligini de azaltacak etkiler gdsterecektir (Ogiit, 2010).
1.2.1. Oksidatif Stres

Viicudun antioksidan savunma mekanizmasi ile hiicrelerde bulunan lipid
tabakasinda yaglarin yiikseltgenmesine neden olan serbest radikallerin iiretimi
arasindaki denge halinin bozulmasi yani normal “ROT (Reaktif oksijen tiirleri) /
RNT (Reaktif nitrojen tiirleri) ile homeostaz”in dengesizligi “oksidatif stres” olarak

tanmimlanabilir (Jezek ve Hlavata, 2005; Kopani ve ark., 2006; Mercan, 2004).

ROT konsantrasyonunun degismesi ya da kronik halde olmas ile oksidatif stres
kararli duruma gecer ve hiicresel metabolizmaya zarar verir. Sekil 1.2.’de ROT

konsantrasyonuna gore oksidatif stresin durumu goriilmektedir. Normal kosullarda,



ROT iiretimi ve ROT’ un ortamdan uzaklastirilmasi arasindaki denge, ROT
oraninin sabit tutulmasiyla saglanir. Oksidatif hasarm olusmasi ile kararli durumda
olan ROT seviyesi artar. Boyle bir durumda antioksidan potansiyeli yeterli seviyede
ise ROT seviyesinde meydana gelen gecici artis akut oksidatif stres olarak
tanimlanir. Antioksidan potansiyeli dengede olmadiginda ise ROT hizl bir sekilde
retilir ve boylece kronik oksidatif stres adi verilen durum ortaya ¢ikar (Akbulut,
2014).

Yari-kararh ROT savivesi j

Akut
akzidarif

ROT Konsantrasyony

Kararh durum ROT seviyesi

Zarman

Sekil 1.2: Canli organizmalarda (ROT) seviyesinin dinamik yapisi1 (Akbulut, 2014).

Oksidatif stresin artmasinda sigara kullanimi, agmr metal birikimi, radyasyon,
enfeksiyonlar gibi pek ¢ok faktor rol oynamaktadir. Oksidatif stres, lipidlerde ve
diger makromolekiillerde oksidatif hasara yol agarak dokularda hasara, kronik
hastaliklara ve hatta 6liime sebep olmaktadir (Sezer ve Keskin, 2014). Oksidatif
stres, kronik ve dejeneratif hastaliklarin bir kisminda (kanser, artrit, yaslanma,
otoimmiin rahatsizliklar, kardiovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar vb.) 6nemli
rol oynar (Kabel, 2014; Pham-Huy ve ark., 2008). Oksidatif hasara kars1 en hassas
organ beyindir. Merkezi sinir sisteminin patolojik durumlarin ¢ogunda, serbest

radikaller direkt doku hasarina neden olmaktadir (Mercan, 2004).

Oksidatif stres, toksisiteyi ortaya koyan bir mekanizma olarak son yillarda
toksikolojik ¢alismalar igin temel olugturmaktadir (Kopani, 2006; Mercan, 2004).
Serbest radikal olusum mekanizmalar1 ile bu radikallere karst olusturulan yanit,

oksidatif stresin degerlendirilmesi agisindan dnemlidir (Yazici ve Kose, 2004).



1.3. Serbest Radikaller

Elektron, proton ve nétronlardan olusan atomlar, maddenin en kiigiik yap1 birimidir.
Cekirdegin etrafinda donen elektronlar, partikiil ve dalga 6zelligine sahiptirler. Bu
sebeple 151k hizi ile hareket ederler. Isik hiziyla hareket eden elektronlarin ¢ekirdek
etrafindaki yerleri belirlenemediginden tarif edilemez. Ancak bulunma ihtimalinin
en yiiksek oldugu yerden bahsedilmektedir ve elektronlarin bulunma ihtimalinin
bulundugu bu alan “orbital” olarak isimlendirilmektedir. Her bir orbitalde, zit yonlii
iki elektron bulunabilmektedir. Elektronlar farkli enerji diizeylerine sahiptirler ve
sayllarma gore farkli orbitallerde bulunurlar. Elektronlarm enerji seviyeleri
cekirdekten uzaklastikga artmaktadir. Atom tiliriine bagli olarak yoriinge tiiri,
orbitallerde bulunan elektron sayis1 ve elektron dagilimlar1 farklilik gostermektedir

(Kiling ve Kiling, 2002).

Dis orbitallerinde eslesmemis elektron iceren kimyasal tiirlere radikal adi
verilmektedir. Radikaller basit yapili bir atom ya da karmasik yapili organik bir
molekiil yapisina sahip olabilmektedir. Kimyasal ve biyokimyasal tepkimeler,
atomlarmm dis orbital seviyelerinde meydana gelmektedir. Dis orbitallerde
eslesmemis elektron bulunmasi radikallerin reaktivitesini arttrmaktadir (Kiling ve

Kiling, 2002).

Ortamda serbest radikal bulunmasi canlilarda hastaliklara ve yaslanmaya neden
olmaktadir. Zararli etkilere sahip olan serbest radikallerin bazi antioksidan sistemler
tarafindan kontrol edilebilir oldugu yaklasik elli yillik bir siiredir bilinmektedir
(Halliwell, 1995). 1954 yilinda Gerschmann ve arkadaslari, canlilar tarafindan
oksijenin kullanilmas1 sonucu iyonize radyasyona benzer bir etkiye neden
olabilecek reaktif lirlinlerin meydana gelebilecegini ileri siirmiislerdir (Gerschmann
ve ark., 1954). Bu iiriinler, fizyolojik ve patolojik tepkimeler esnasinda olusabilen,
orbitallerinde bir veya birden fazla sayida eslenmemis elektronu bulunan, bagimsiz
olarak varligim siirdiirebilme yetenegine sahip, kararsiz, etkinlik orani yiiksek ve
molekiiler agirligr diisiik, yiiksek reaktiviteli ve serbest radikal (SR) adi verilen
atom, iyon veya molekiillerdir (Akpoyraz ve Durak, 1995; Bahorun ve ark., 2006;
Kabel, 2014; Kopani ve ark., 2006; Young ve Woodside, 2001) Kisaca serbest

radikaller, bagimsiz bir sekilde var olan, en az bir 'eslesmeyen elektron' iceren



herhangi bir kimyasal tiir olarak tanimlanabilir (Tokoyuni, 1999). Eslenmemis
elektron bulundurmalar1 sebebiyle nétralize olabilmek igin diger maddelerden
elektron alma egilimindedirler. Oksijen ve nitrojen kaynakli olabilirler (Dervis,
2011). Kimyasal bag kirilmasi yoluyla olusan, her parcasi bir elektron tutan
molekiillerden ve redoks tepkimeleri yoluyla olusturulur (Bahorun ve ark., 2006;
Pham-Huy ve ark., 2008).

Giiniimiizde genel olarak radikal ve serbest radikal terimleri birbirlerinin yerine
kullanilmaktadir ancak radikal terimi, serbest radikallerinin su molekiilleri
tarafindan tutulan baghh formunu ifade etmektedir. Tarihsel olarak bakildiginda
reaksiyon sirasinda yapist degismeyen atom gruplarini ifade etmek amaciyla radikal
kelimesi kullanilmaktadir. Giiniimiizde bu tanim biiyliik 06lgiide kullanimdan

kalkmistir (Cakatay ve Kayali, 2006).

Eslestirilmemis bir elektronun var olmasi ortak 6zelliklere sahip pek ¢ok radikal
tarafindan paylasilmasina neden olmaktadir. Radikaller zayif bir manyetik alana
dogru cekilirler ve bu 6zellikleri sebebiyle paramanyetik oldugu sdylenmektedir.
Bir¢ok radikal oldukca reaktiftir ve bu sebeple bir elektron bagislar veya diger
molekiillerden bir elektron ¢ikarmaktadir. Boylece oksitleyiciler veya indirgeyiciler
olarak hareket etmektedir. Yiiksek reaktivitenin sonucu olarak, bazi radikal
tiirlerinin varliklarmi uzun siire korumalarina ragmen pek ¢ok radikal biyolojik
sistemlerde ¢ok kisa bir yar1 émre (6-10 saniye veya daha az) sahiptir. Birgok
hastalik basta siiperoksit ve hidroksil radikali olmak {izere oksijen tiirevi olan
onemli serbest radikallerden kaynaklanmaktadir. Viicutta radikaller, endojenler ve
cevresel faktorleri iceren gesitli mekanizmalarla olusmaktadir (Sekil 1.3) (Young ve
Woodside, 2001).
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Sekil 1.3: Viicutta iiretilen serbest radikallerin kaynaklar1 ve serbest radikal

hasarmin sonuglar1 (Young ve Woodside, 2001).

Serbest radikal olusumu ve noétralizasyonu arasinda bir dengesizlik olmasi
durumunda oksidatif stres meydana gelmektedir. Ornegin; hidroksil radikali ve
peroksinitritin fazla miktarda olmasi, lipid peroksidasyonu olarak adlandirilan bir
reaksiyonla hiicre zarina ve lipoproteinlere zarar verebilir. Bu reaksiyon, sitotoksik
ve mutajenik Ozellikte olan malondialdehit ve konjuge dien bilesiklerinin
olugsmasma neden olur. Lipid peroksidasyonu, basgladiktan sonra hizla yayilan ve
cok sayida lipid molekiiliinii etkileyen bir zincir reaksiyonu seklinde meydana
gelmektedir (Kabel, 2014).

Viicut, hiicrelerin enerji liretme silirecinin bir parcasi olan oksijenle siirekli olarak
etkilesim halindedir. Bu kimyasal etkilesimler molekiillerin oksidasyonunu ve
rediiksiyonunu igerir. Bu aktivitenin bir sonucu olarak, serbest radikal adi1 verilen

yiiksek miktarda reaktif molekiiller iiretilmektedir (Kopani ve ark., 2006).

Hiicresel metabolizma olaylar1 esnasinda enzimatik reaksiyonlarda ara {iriin olarak
serbest radikaller siirekli meydana gelmektedir. Bu reaksiyonlar sonucu iiretilen
serbest radikallerin molekiiler oksijen ile etkilesmesi durumunda serbest oksijen
radikalleri olusmaktadir (Schreck ve ark., 2001).

Bu baglamda biyolojik serbest radikaller, kararsizligi oldukg¢a yiiksek, cesitli

organik substratlarla tepkimeye uygun elektronlara sahip olan molekiillerdir. Hiicre



icinde gergeklesen diger molekiillerle etkilesim oksidatif hasara sebebiyet verebilir.
Serbest radikaller, hiicrelerin 6nemli yapisal bilesenleri olan lipid, protein ve
niikleik asit gibi bilesenlere zarar verebilirler. Serbest radikaller, agirlikli olarak
hiicresel solunum ve normal metabolizma esnasinda {retilen, yiiksek reaktif

ozellikli molekiillerdir (Kopani ve ark., 2006).

Canli sistemlerde olusan biyolojik serbest radikaller, dayaniksiz olmalarma ragmen
reaktif ozellikleri yiiksek oldugundan hiicresel molekiillerle etkilesmek suretiyle
oksidatif hasara yol agmaktadirlar (Cakatay ve Kayali, 2006).

Oncelikle mitokondrideki O’li solunum sirasinda elektron transfer sistemi (ETS)
olmakla birlikte, fagositik hiicrelerde meydana gelen solunum patlamasi, sitokrom
p450 sistemi, sitoplazmik, peroksizomal, lizozomal ya da membrana bagli oksidaz
aktiviteleri gibi fizyolojik sartlarda ger¢eklesen pek cok hiicresel siiregc de ROT
olusumuna neden olmaktadir (Yazic1 ve Kose, 2004; Yerer ve Aydogan, 2000).
Ayrica ROT diizeylerini etkileyen faktorler olarak agir egzersizler, aromatik
hidrokarbonlar, antibiyotikler, anestezikler, radyasyon, sigara dumani ve hava
kirliligi gibi cevresel faktdrler de gosterilebilir. Intraseliiler ROT diizeyi, ¢evresel
faktorlere ve hiicre tipine bagli olarak degisiklik gostermektedir. Genel olarak
notrofiller, monositler ve makrofajlar ROT {iretimi agisindan yiiksek aktiviteli

hiicrelerdir (Yazic1 ve Kose, 2004).

Hiicreler enerji tiretmek i¢in oksijen kullandiklarinda mitokondriler tarafindan, ATP
(Adenozin trifosfat) iiretiminin bir sonucu olarak, yan iiriin olarak serbest radikaller
olusturulur. Bu yan iiriinler genellikle hiicresel redoks tepkimeleri sonucu olusan
reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve reaktif azot tiirleri (RNT)’dir. Bu iirlinler hem
toksik hem de yararli olmak iizere ikili bir role sahiptir. Bu iki antagonistik etki
arasindaki hassas denge yasam agisindan énemlidir (Pham-Huy ve ark., 2008). ROT
ve RNT c¢esitli reaksiyonlar i¢in 6nemlidir ancak oksijenli solunum yapan canlilar
icin ROT ¢ok 6nemli olup, fizyolojik ve patolojik kosullarda olusabilir. Normal
seyrinde olan metabolik aktiviteler sirasinda yaklasik %1 oraninda ROT meydana
gelir (Dervis, 2011; Kasnak ve Palamutoglu, 2015). Hiicresel metabolizmanin
hizlanmasina sebep olan egzersiz gibi aktiviteler esnasinda, enfeksiyonlar, kronik

inflamatuar hastaliklar, alerjik hastaliklarin varliginda, oksijen basincinin yliksek
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oldugu durumlarda, hava kirliliginin yogun oldugu yerlerde, sigara dumani, pestisit,
insektisit, radyasyon, ilag, kontamine sular ve ¢esitli toksik maddelere
maruziyetlerde ve yaslanma siirecinde ROT iiretimi artar (Dervis, 2011; Kabel,

2014; Kasnak ve Palamutoglu, 2015; Koca ve Karadeniz, 2003).

Diistik ya da orta diizeyde ROT ve RNT, bagisiklik fonksiyonu ve hiicresel
yanitlarda yararli etkilere sahiptir (Pham-Huy, 2008). Diisiik seviyelerde ROT
cesitli molekiillerin kontrollii oksidasyonunu saglar (Dervis, 2011). Yiksek
konsantrasyonlarda, hiicresel yapilarda hasara neden olan oksidatif strese neden
olurlar (Pham-Huy, 2008). ROT diizeyinin artis1 ile hiicre proliferasyonu,

farklilagsmasi, apoptoz, immiin cevaplar olusur (Dervis, 2011).
1.3.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Oksijen, organik molekiillerin yapisinda bulunmasi ve aerobik canlilarin enerji
metabolizmalarinda rol oynamasi sebebiyle canlilar i¢in vazgecilmez bir elementtir
(Kabel, 2014; Kiling ve Kiling, 2002). Pek ¢ok hidroksilaz ve oksidaz enzimi
substrat1 olarak oksijeni kullanmak suretiyle molekiil yapilarina oksijen katilimini

saglar (Kiling ve Kiling, 2002).

Tim hayvanlar ve bitkiler, anaerobik kosullar altinda yasayacak sekilde 6zel olarak
adapte edilmis olan organizmalar haricinde verimli enerji iiretimi i¢in oksijen

gerektirirler (Tokoyuni, 1999).

Aerobik canlilar molekiiler oksijene ihtiya¢ duyarken anaerobik canlilar oksijene
gereksinim duymazlar. Zorunlu anaerobik olan canlilar i¢in oksijen toksiktir. Bunun
nedeni, biyolojik molekiillerin oksijenden kaynaklanan reaktif tiirler tarafindan
oksitlenmeleri ve anaerobik canlilarda da bu durum i¢in bir savunma sisteminin
olmayisidir. Herhangi bir canlinin oksijenli ortamda yasamini siirdiirebilmesi i¢in
oksijenden kaynaklanan radikallere kars1 bir savunma mekanizmasina sahip olmas1

gerekmektedir (Kiling ve Kiling, 2002).

Aerobik canlilar i¢in de oksijen elementinin toksik etkileri bulunmaktadir. Aerobik

canlilarda oksijen toksisitesi iki mekanizma ile olusmaktadir;
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- Molekiiler oksijen, reaktif tiirlerinden bagimsiz olarak bazi enzimleri inhibe
edebilmektedir. Ornegin; nitrojenaz enzimleri, ribuloz bifosfat karboksilaz gibi
enzimler oksijen tarafindan kompetetif inhibisyona ugrarlar. Glutamat
dekarboksilaz enziminin de oksijen tarafindan inhibe edilmesiyle GABA (Gama-

aminobiitirik asit) derigiminin diismesine neden olmaktadir (Kiling ve Kiling, 2002).

- Oksijenin kendisinden kaynaklanan toksik etkiler, oksijen radikalleri olarak
tanimlanan, oksijenin metabolizma sirasinda meydana gelen reaktif tiirlerden

kaynaklanmaktadir (Kiling ve Kiling, 2002).

4e
= > 2H,0
4H 4
o, H/ é\W
L_® s o0r— > HO,—2—» OH +°OH

2H

O, +e- — O2e- Siiperoksit Anvonu

Oje- + e- + 2H+ + H,O — H,0,; Hidrojen Peroksit
H>O, + e- + H+ — OH-e~ Hidroksil Radikali

OH-+ + e- + H+ — H>O Su

Sekil 1.4: Canlilarda oksijen metabolizmasi ve ROT arasmdaki doniisiim (Akbulut,
2014)

Molekiiler iki degerlikli oksijen, tanim olarak, bir serbest radikaldir (Tokoyuni,
1999). Oksijen molekiilii reaktivitesi diisiik olan ancak diradikal olarak adlandirilan
bir yapiya sahiptir. Herhangi bir molekiiliin oksijenle tepkimeye girebilmesi i¢in,
oksijenin diradikal 6zelligi sebebiyle, oksijen molekiiliine benzer bir yapiya sahip
olmas1 gerekmektedir. Diger organik molekiillere bakildiginda, molekiillerin sahip
oldugu orbitallerde yer alan elektronlar paralel olmayan ve eslesmemis sekilde
bulunurlar veya paylasilmayan elektronlar kovalent baglara katilmislardir. Bu
durum oksijenin reaktivitesini kisitlamaktadir. Spin kisitlamasi olarak adlandirilan
bu kisitlamanin canlilar tarafindan asilmasi icin oksijene elektron transferi

gerceklestirmeleri  gerekmektedir. Canlilar elektron transferi icin  gecis
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elementlerinden bazi metal iyonlarin1 kullanirlar. Dis orbitallerinde bir veya birden
fazla sayida paylasilmamis elektron igeren demir (Fe), Bakir (Cu), Mangan (Mn),
Kobalt (Co) ve Molibden (Mo) gecis elementleri viicudun ihtiyacinin oldugu
elementlerdir. Biyolojik sistemlerde oksijeni kullanan enzimler veya oksijenle
etkilesim halinde olan proteinler bu elementlerden en az birini igermek

zorundadirlar (Kiling ve Kiling, 2002).

c*2p

e 11 TLTTILT | 1=
s2p 1LTL TLTL TLTL 10l 1L
S A I P

02 Oy~ 05 1570, 150,

Molekiiler., . Siiperoksit  Peroksi Singlet Singlet
Oksijen Anyonu Anvonu Oksijen Oksijen

Sekil 1.5: Molekiiler oksijenin farkli formlarinin 2p orbital elektron konfigiirasyonu

(Kiling ve Kiling, 2002).

Enerji liretmek amaciyla oksijen kullanildiginda, mitokondriden ATP {iretiminin bir
sonucu olarak serbest radikaller olusmaktadir. Bu firiinler, hiicresel redoks
isleminden kaynaklanan ve hem toksik hem de faydali bilesenler olarak ikili bir rol
oynayan reaktif oksijen tiirleri (ROT) olarak adlandirilir. Diisiik veya orta diizeyde
ROT, hiicresel yanitlar ve bagisiklik fonksiyonu iizerinde faydal etkiler saglarken,
yiiksek konsantrasyonlarda oksidatif strese neden olmaktadirlar. Bu durum tiim

hiicresel yapilara zarar verebilecek zararh bir siirectir (Kabel, 2014).

Biyolojik sistemler icin oksijenden olusan serbest radikaller oldukca Onemlidir
(Akkus, 1995; Kulaksiz, 2009). Kararsiz yapida olan oksijenin, bir diger oksijenin
dis yoriingesinde bulunan elektronlar1 ortak kullanmasi sonucu oksijen radikalleri

meydana gelmektedir (Kulaksiz, 2009).

Reaktif oksijen tiirleri (ROT), oksijen atomu veya bunlarin esdegerleri ile baglantilt

olan serbest radikallerdir ve molekiiler oksijen (O2) ile diger molekiillerden daha

13



giiclii bir reaktiviteye sahiptirler. Reaktif oksijen tiirleri genellikle asagidaki dort
tiire isaret eder: (i) siiperoksit anyonu (Oz); (ii) hidrojen peroksit (H,0O,); (iii)
hidroksil radikal (-OH); ve (iv) biyolojik agidan 6nemli serbest radikallerin biiylik
bir bdliimiinii olusturan singlet oksijen (*0,). H,0, ve 'O, tanimi geregi serbest

radikal degildir, ancak bu tiirler serbest radikaller gibi davranirlar (Tokoyuni, 1999).

ROT'un en belirgin 6zellikleri diger molekiillerle olan yiiksek reaktivitesidir.
Burada, O,  veya H;O;'nin kendiliginden diger molekiillerle olan reaktivitesinin
oldukea diisiik oldugunu, ancak az miktarda bir gecis metalinin varliginda, Fenton
veya Haber-Weiss reaksiyonu ile OH radikaline donistirildigii akilda
tutulmalidir. OH {iretmek i¢in yapilan reaksiyonun 100 yildan fazla siiredir
bilinmekte oldugunu unutmamak gerekir. Bir Ingiliz kimyager olan Fenton, 1894
yilinda FeSO,4 ve H,O,'nin kostik alkali ilavesiyle menekse rengi veren tartarik asit
oksidasyonuna neden oldugunu bildirmistir (Fenton, 1894). Giiniimiizde, ROT ile
baglantili yiizlerce reaksiyonun insan viicudunda israrla ¢alistigi bilinmektedir

(Tokoyuni, 1999).

Bu verimli g¢alismalarin basarisi, McCord ve Fridovich'in 1968'de siiperoksit
dismutaz enzimini kesfetmesidir. 1970'lerde ve 1980'lerde, biyokimyacilar ve
radyasyon biyologlari, biyolojik molekiillerin yapisini geri dondiiriilemez bigimde
zararh hale getirmek igin ROT'un roliinii yogun bir sekilde incelemistir. Bununla
birlikte, 19901 yillarda, ROT'un molekiillerdeki geri dondiiriilebilir yapisal
degisikliklere dahil oldugu bulundu ve bu, daha sonra kisaca gézden gecirilecek
olan ROT ve transkripsiyon faktorleri arasindaki iliski tizerine kapsamli arastirma

faaliyetlerine yol agmustir (Tokoyuni, 1999).

ROT'un mutasyon, karsinogenez, yaslanma, arteroskleroz, radyasyon veya
ultraviyole maruziyeti, inflamasyon, iskemi-reperfiizyon hasari, diabetes mellitus ve
ndrodejeneratif hastaliklar gibi c¢esitli biyolojik fenomenlerde yer aldig:
saptanmistir. Dahasi, ROT, oksijeni biiylik bir enerji kaynagi olarak kullandigi
siirece her hiicrede kalic1 olarak iiretilir. Hazirlanmis antioksidan mekanizmalar
ROT yiikiinii tamamen telafi etmedikge, hiicrenin icinde veya disinda iiretilen

reaktif oksijen tiirleri "oksidatif stres" olustururlar (Tokoyuni, 1999).
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Son calismalarin sonuglarina gore nispeten diisiik seviyelerde oksidatif stresin
dejenerasyona veya o6liime neden olmaktan ziyade hiicre proliferasyonunu artirdigi
kabul edilmektedir. Ornegin, kiiltiirli kanser hiicrelerinde herhangi bir uyari
yapilmaksizin biiyilkk miktarda H,O, iiretilir. Kanser hiicreleri bu nedenle non-
neoplastik hiicrelere gore daha fazla oksidatif strese maruz kalir, ancak stres
apoptoz veya nekroza neden olacak kadar giiglii degildir (Tokoyuni, 1999). Belirli
kosullarda oksijenin indirgenmesi ile gii¢lii oksidan 6zelligine sahip ve kisa dmiirlii

olan serbest oksijen radikalleri olusmaktadir (Kulaksiz, 2009).

Bazi1 biyolojik molekiiller, serbest oksijen radikalleri tarafindan zarar gorebilirler.
Kararsiz yapida olan oksijen, ¢evresinde bulunan molekiiller ile reaksiyona girerek
kararli hale gelmektedir. Bilinen en Onemli radikaller, cesitli reaksiyonlar
sonucunda olusan siiperoksit (O;"), hidrojen peroksit (H,O;) ve hidroksil (OH")
radikalleridir. Bunlara ek olarak, serbest radikal etkisi ile alkoksil, peroksil
radikalleri ve oksijen merkezli olmayan radikaller de olusmaktadir. Bunlarin tiimii
reaktif oksijen tiirleri adin1 almaktadir. Reaktif oksijen tiirlerine maruz kalma
miktarina ve siiresine bagli olmak iizere hiicre fonksiyonlar1 bozulmaktadir

(Kulaksiz, 2009).

Farkli tiirlerdeki antioksidanlarla reaktif oksijen tiirlerinin etkinli§i ortadan
kaldirilabilecegi gibi reaktif oksijen tiirlerinin hiicresel bilesenlerle etkilesimi de s6z
konusu olabilir. ROT metabolizmasinin canlilarda zararh etki potansiyeli yiiksek
oldugundan hiicre kontrolii altindadir ve hiicre i¢i konsantrasyonlar1 genel olarak 8-
10 molar civarindadir. ROT, siirekli {retilip harcandigindan hiicre ici
konsantrasyonu degisiklik gdsterebilir. Uretilip harcanan ROT miktarlar1 esit

durumda oldugunda kararli duruma geg¢ilir (Akbulut ve ark., 2014).
1.3.1.1. Siiperoksit Radikali

Siiperoksit (O, *) oksijene bir elektron eklenmesiyle iiretilir ve cesitli mekanizmalar
ile in vivo olarak iretilmektedir. Siiperoksit iiretiminde, adrenalin, flavin
niikleotitleri, tiyol bilesikleri ve glikoz dahil olmak {izere pek ¢ok molekiil oksijen
varliginda oksitlenebilir (ylikseltgenebilir) ve bu reaksiyonlar demir veya bakir gibi
gecis metallerinin varhigmda biiylik olglide hizlandirilmaktadir. Mitokondri ig

zarinda yer alan elektron transfer zinciri oksijenin suya indirgenmesini
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gerceklestirir.  Bu kimyasal islemler sirasinda genellikle transfer zincirinin
bilesenlerine siki bir sekilde bagli olan serbest radikal ara iriinleri olusturulur.
Ancak mitokondri matriksi i¢inde birka¢ elektronun sabit bir sizintis1 s6z konusudur
ve bu durumun sonucu olarak siiperoksit olusur. Karacigerde bulunan sitokrom
p450 oksidaz ve adrenal hormonlarin sentezinde gorev alan enzimler gibi bazi
enzimlerin aktivitesi sitoplazma g¢evresine ve dolayli olarak da siiperoksit yapisina
birkag elektronun sizmasina yol agar. Ayrica vaskiiler endotelyum tarafindan nitrik
oksidi noétralize etmek amaciyla, diger hiicreler tarafindan hiicre biiylimesini ve
farklilagmasmi diizenlemek ve fagositik solunumsal patlama sirasinda siiperoksit

iiretimi gerceklesmektedir (Young ve Woodside, 2001).

Canli sistemlerde siiperoksit radikali olusumuna neden olan olaylar iki grupta
toplanabilir (Tekkes, 2006):

1. Cesitli fiziksel ve kimyasal ¢evresel faktorler siiperoksit olusumuna neden
olabilmektedir. Beta, gama ve X 1smlarinin stiperoksit olusumuna neden olmasi bu

duruma 6rnek olarak verilebilir (Tekkes, 2006).

2. Molekiiler oksijeni metabolize eden canlilar, radikal olusumuna neden olan
cevresel kosullardan izole edilmis olsalar dahi, organizmalarda gerceklesen redoks
tepkimeleri esnasinda yine siiperoksit iiretimi gerceklesebilir. Oksidaz enzimlerinin
ve hidroksilaz enzimlerinin katalizledigi tepkimelerde ara iiriin olarak radikaller

iiretilebilmektedir (Tekkes, 2006).

Genel olarak oksijenli solunum yapan canlilarda, oksijen bir elektron alarak

indirgenmektedir. Boylece siiperoksit radikali (O,") olusmaktadir (Akkus, 1995):
O,+e ——— O, (Siiperoksit radikali) (Akkus, 1995)

Stiperoksit radikalinin dogrudan bir zarar1 yoktur. Hidrojen peroksit kaynagi olmasi
ve gecis metalleri iyonlar1 i¢in indirgeyici olmasi agisindan onemlidir. Siiperoksit
radikali ile nitrik oksit radikali birlesmesi sonucunda peroksinitrit meydana
gelmektedir. Peroksinitritlerin olugmasiyla NO”in etkisi ortadan kalkar. Ancak

peroksinitler proteinler {izerinde zararh etkilere sahiptir (Akkus, 1995).

16



0, +NO" ____ , ONOO (Akkus, 1995)

pH degerinin diisiik oldugu kosullarda, siiperoksit radikalinin reaktivitesi artar ve

perhidroksil radikali (HO;") olusturmak amaciyla protonlanir (Akkus, 1995).

Stiperoksit anyonunun hem oksitleyici hem de rediikleyici o6zelligi vardir.
Rediikleyici ozellik olarak, ferrisitokrom c’nin rediiksiyon reaksiyonunda bir
elektron kaybederek oksijene okside olmasi 6rnek olarak verilebilir. Sitokrom ¢
indirgenme reaksiyonunun SOD (siiperoksit dismutaz) tarafindan inhibe edilmesi
sayesinde O,  tayini yapilmaktadir. Oksitleyici 6zelligine 6rnek olarak, epinefrin
oksidasyonu sirasinda bir elektron almak suretiyle hidrojen perokside
indirgenmektedir (Akkus, 1995).

Stiperoksit ve perhidroksil radikallerinin birlikte girdikleri dismutasyon
reaksiyonunda birinin okside olmasi digerinin indirgenmesi ile oksijen (Oz) ve
hidrojen peroksit (H20;) olusmaktadir (Akkus, 1995).

HO, +0, +H" — 5 0,+H,0, (Akkus, 1995)

Stiperoksit radikalinin olustugu bir diger reaksiyon da indirgenen gecis metallerinin

otooksidasyonudur (Akkus, 1995).
Fe,"+0, ——» Fes'+0,"  (Akkus, 1995)
Cu"+0, — > Cu"'+0; (Akkus, 1995)
1.3.1.2. Hidroksil Radikali

O, ve H;02'nin sebep oldugu hasarin biiylik ¢cogunlugunun in vivo olarak hidroksil
radikali ('OH) gibi daha reaktif tirlere doniismesinden kaynaklandigi
distiniilmektedir. "'OH radikalinin olusumu en az dort mekanizma ile

gerceklesmektedir (Halliwell, 1995):

I. Ozellikle demir ve bakir iyonlar: tarafindan gerceklestirilen gecis metali

iyonlarmin katalize edilmesi

ii. Radyasyona maruz kalma
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iii. Peroksinitrit olusturmak iizere O2-NO, reaksiyonu (Proksinitrit, tamamen
sitotoksik olan ve fizyolojik pH'da pargalanabilen, nitronyum iyonu (NO,"), azot

dioksit (NO;") ve ‘OH igeren zararh triinlerdir).
Iv. HOCI ile O2™ 'nin reaksiyonu (Halliwell, 1995).

Ortamda gec¢is metallerinin bulunmasi durumunda hidrojen peroksit indirgenmesi
ya da su molekiillerinin radyasyona ugramasi sonucu hidroksil radikali (‘OH)

olugmaktadir (Akkus, 1995).
1.3.1.3. Singlet (Tekli) Oksijen (‘O3 )

Singlet oksijen, serbest radikal olmayan bir oksijen molekiilii olmasma ragmen
serbest radikal reaksiyonlari sonucunda olusabilmekte veya serbest radikal
olusumuna sebep olan reaksiyonlar1 tetikleyebilmektedir. Oksijen atomunda
bulunan elektronlardan birinin enerji alma yoluyla ters yonde baska bir orbitale
gecisiyle singlet oksijen olugsmaktadir. Uyarilan elektronlarin daha diisiik enerji
seviyelerine inmesi sonucu singlet oksijen 151k yaymaktadir. Singlet oksijenin
kimyasal etkilesimler sonucu ortaya ¢ikan bu kimyasal 1sinim ROT tayininde direkt

yontem olarak kullanilmaktadir (Akkus, 1995).
1.3.1.4. Hidrojen peroksit (H,0,)

Mitokondrilerde hidrojen peroksit iiretiminin gergeklestigi ilk olarak 1970'lerde
arastirtlmis ve ifade edilmistir (Boveris ve Chance, 1973; Loschen ve ark., 1971).
Hayvan hiicrelerinde bulunan mitokondrilerde H,O, {iretimi, aerobik kosullar

altinda fizyolojik bir olay olarak ortaya ¢ikmaktadir (Boveris ve Chance, 1973).

Stiperoksit radikalinin bir elektron almasi veya molekiiler oksijenin iki elektron
almas1 sonucunda peroksit molekiilii olugmaktadir. Peroksit molekiiliiniin iki
hidrojen atomuyla birlesmesi ile hidrojen peroksit (H,O2 ) olusmaktadir. Hidrojen
peroksit (H20;) uzun 6miirlii bir radikaldir ve membranlardan kolay bir sekilde
gegebilmektedir (Akkus, 1995).

0, +e +2H" — H,0, (Akkus, 1995)

0,+2e +2H" — 5 H,0, (Akkus, 1995)
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Canli sistemlerde hidrojen peroksit {iretimi stiperoksit molekiiliiniin dismutasyonu
sonucu gergeklesir. ki siiperoksitin iki proton almasi sonucu hidrojen peroksit ve

molekiiler oksijen olusmaktadir (Akkus, 1995).
20, +2H"  —— » H,0,+ 0, (Akkus, 1995)

Hidrojen peroksit ve molekiiler oksijenin olustugu bu reaksiyon sonucu olusan
iriinler radikal olmadigindan dismutasyon reaksiyonu olarak bilinmektedir.
Hidrojen peroksiti olusturan bu disumutasyon reaksiyonu, spontan olabildigi gibi
stiperoksit dismutaz enziminin katalizlemesi ile de olabilir. Serbest radikal
ozelliginde olmayan hidrojen peroksit, siiperoksit molekiilii ile reaksiyona girmek
suretiyle reaktif ve en zararh radikal olan hidroksil radikalinin olusumuna neden
olmaktadir. Bu sebeple hidrojen peroksit reaktif oksijen tiirlerinden biri olarak
smiflandirilmaktadir (Akkus, 1995).

H,0,+0,; _—__ , "‘OH+OH +0, (Akkus, 1995)
1.4. Serbest Radikal Kaynaklar

Serbest radikal kaynaklarinin hiicreye ve organel yiizeylerine yakmlig1 agisindan
bakildiginda metabolik dirtinlerin  sitozolik, membran ve ekstraselliiler
komponentleri etkileyebilme olasiliginin  ¢ok Onemli bir durum oldugu
goriilmektedir. Uriiniin ¢dziiniirliigii, diffizyon mesafesi gibi faktorler serbest
radikalin etki derecesini ortaya koymaktadir. Serbest radikalin reaktivitesi, temelde
diflizyon mesafesi ile ilgilidir. Ornegin; hidroksil radikalinin reaktivitesi oldukca
yiiksektir. Bundan dolayr meydana geldigi hiicre boliimiinden daha uzaga diflize
olmasina gerek kalmadan hemen reaksiyona girebilmektedir. Siiperoksit radikaline
bakildiginda ise reaktivitesi hidroksil radikalinden az oldugundan meydana geldigi
hiicre bdlgesinden daha uzak bolgelere difiize olabilmektedir. Hidrojen peroksit
mitokondrial membranlar, peroksizomal membranlar ve plazma membranindan
kolaylikla diffiize olarak toksik etkilerini, agiga ¢iktig1 noktadan daha uzak hiicre
boliimlerinde giighii bir sekilde gosterebilir (Kavas, 1989).
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1.4.1. Endojen Kaynaklar

Molekiiler oksijen, aerobik organizmalar i¢cin baslica serbest radikal kaynagidir.
Oksijenin rediiksiyonu ve aerobik hiicrelerde gerceklesen enzimatik oksidasyon
sirasinda  siiperoksit radikali (02 ") agiga ¢ikmaktadir (Kavas, 1989). Serbest
radikaller genellikle hiicrelerde elektron transfer reaksiyonlartyla meydana
gelmektedirler. Serbest radikal olusumuna neden olan reaksiyonlar enzimlerin
etkisiyle ya da nonenzimatik gecis metalleri iyonlarinin redoks tepkimeleri yoluyla

gerceklesmektedirler (Akkus, 1995).

Mitokondriyal elektron transport zincirinin 6nemli bilesenleri olan Koenzim Q ve
kompleks III yapilari, molekiiler oksijenin elektronlar ile etkilesmesini saglayarak
stiperoksit anyonunu olustururlar. Bir diger ROT kaynagi, endoplazmik retikulum
(ER) elektron transport zinciridir. Hiicresel ve canliya yabanci olan kimyasal
maddelerin katabolizmasi sitokrom p450 ve redoks basamaklarmi igermektedir

(Akbulut ve ark., 2014).

karigik fonksiyonlu oksidaz elekiron transporty
sitokrom p450 ve b,

miyelpperoksidaz
joksidatil paflama:fagositler)

ksantin pksidaz
hemag lobin
tibeflavin

. 0" kategolaminler

WA

[ P — elektion Hansport sistem|

lipie frbakasi

ohsidaziar

favoproteinker COOOOO0

gecis metalberi “"“-.,
lipoksijenaz

prostaglandin sentezl
HADPH oksidaz (oksidatil patlama fagosities)

Sekil 1.6: Biyolojik kaynaklarin ROT {iretimine etkisi (Akbulut ve ark., 2014)
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Mitokondri

Hiicresel diizeyde serbest radikal olusumuna neden olan en biiylik kaynak elektron
transport sisteminde (ETS) meydana gelen elektron sizmtilaridir. Hiicrelerde enerji
iiretimini saglayan mitokondrilerin i¢ zarlarinda bulunan oksidatif fosforilasyon
sistemi elemanlarmin indirgenmesi ile mitokondriyal siiperoksit radikallerinin

olusum orani artmaktadir (Akkus, 1995).

Ik kez 1966°da yapilan calismalar ile mitokondrial hidrojen peroksit iiretiminin
oldugu saptanmistir. Sonraki c¢alismalar ile mitokondiral hidrojen peroksitin
cogunlugunun, superoksit radikallerinin dismutasyonundan meydana geldigi
gosterildi. Molekiiler oksijenin, mitokondrial sitokrom c¢ oksidaz tarafindan suya
rediiksiyonunda serbest radikal halinde ara maddelerin rol oynamadig: bir elektron
transferi meydana gelmektedir. Mitokondrial superoksit radikali yapiminda
sitokrom bir kaynak olusturmamaktadir. I¢ mitokondrial zarda lokalize olan
respiratuar zincir tagiyicilari yiiksek oranda indirgendiginde mitokondrial siiperoksit
radikalinin aci8a ¢ikis1 biiylik oranda artmaktadir. Bu durum, mitokondrial radikal
yapimini etkileyen endojen faktorlerin, respirasyonu diizenleyen faktorler oldugunu
diistindiirmektedir. Respirasyonu diizenleyen faktorler, kullanima hazir NAD-linked
(bagli) substratlar, siiksinat, ADP ve oksijendir. Eger oksijen, sitokrom oksidaz
tarafindan suya rediiksiyonu sinirli olacak miktarlarda bulunursa, artan respiratuar
zincir rediiksiyonu ve hiicre i¢inde rediikte ko-faktorlerin birikimi, iskemik

hiicrelerde superoksit radikali yapimini kolaylastirabilir (Kavas, 1989).
Enzimler

Katalitik dongiileri esnasinda, pek ¢ok enzim serbest radikallerin agiga ¢ikmasina
neden olmaktadir. Bunlardan, iizerinde en ¢ok calisilan1 ksantin oksidaz enzimidir.
Bu enzim, oksijenin hidrojen peroksite rediiksiyonu sirasinda superoksit radikalini
meydana getirmektedir. In vivo iskemia, ksantin oksidaz1 dehidrogenaz formundan
oksidaz formuna doniistiiriirken superoksit radikalini a¢iga ¢ikarir. Serbest radikal
olusumunda rol oynayan bir diger enzim NADPH oksidazdir. Rediikte nikotinamid
adenin diniikleotid fosfatin (NADPH), NADPH oksidaz tarafindan okside edilmesi
esnasinda pksijen siiperoksit iyonuna doniistiiriilir. Olusan siiperoksit iyonu

dismutasyon reaksiyonu ile hidrojen peroksite doniistiiriiliir (Kavas, 1989).
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Oksidaz
20, + NADPH —— 20, + NADP" + H*

Benzer sekilde, serbest radikal olusturan diger enzimler flavoprotein dehidrogenaz,

triptofan dioksijenazdir (Kavas, 1989).
Endoplazmik Retikulum ve Niikleer Membran Elektron Transport Sistemleri

Endoplazmik retikulum ve ¢ekirdek zarinda serbest radikallerin olusturulmasi zara
bagli olan sitokromlarin oksidasyonundan kaynaklanmaktadir (Akkus, 1995; Kavas,
1989). Bir¢ok enzimin Kkatalitik dongiileri esnasinda da serbest radikaller

olusmaktadir (Akkus, 1995).

Olusan serbest radikaller hem intraorganel ve hem de sitozolik reaksiyonlari
baslatabilmektedirler. Niikleer membrandan acgiga c¢ikan radikaller ozellikle

DNA’da harabiyete sebep olmaktadir (Kavas, 1989).

Endoplazmik retikulum ve niiklear membranlar ayn1 elementleri (sitokrom Pyso Ve
bs) icerdiklerinden doymamis yag asitlerini, ksenobiyotikleri okside edebilir ve
dioksijeni indirgeyebilirler (Kavas, 1989; Konukoglu, 2007). Ayrica, flavoprotein
iceren sitokrom rediiktazlar da otoksidasyonla superoksit radikali ve hidrojen
peroksit olustururlar. Mikrozomal ve niiklear membran sitokromlar1 bir elektron
transferinin direkt olarak superoksit radikali ya da peroksi-sitokrom komplekslerini

¢ozmesi ile hidrojen peroksit meydana getirebilirler (Kavas, 1989).
Plazma Membranlari

Plazma membrani, serbest radikal reaksiyonlar1 agisindan oldukga kritik bir yerdir.
Ekstraselliiler olarak meydana gelen serbest radikaller hiicrenin diger bilesenleri ile
reaksiyona girebilmek i¢in 6ncelikli olarak ya plazma membranini agmalidir ya da
toksik reaksiyonlarmi mambranda baslatmalidir. Membranda var olan doymamis
yag asitleri (fosfolipidler, glikolipidler, gliseridler, steroller) ve okside olabilen
amino asitleri igeren transmembran proteinleri serbest radikal harabiyetine agiktir.
Ayrica serbest radikaller tarafindan baglatilan lipid peroksidasyonu veya yapisal
acidan Onemli proteinlerin oksidasyonu, transmembran iyon grandiyentinin

bozulmasina, salgilama fonksiyonu kaybina ve birbirine entegre olan hiicresel
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metabolik siire¢lerin inhibisyonuna neden olabilmektedir. (Sekil 1.7) (Freeman ve
Crapo, 1982).
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Sekil 1.7: Serbest radikallerin membranlar tizerinde zararlar1 (Freeman ve Crapo,
1982)

Serbest radikaller, kisa zincirli yag agil tiirevleri ve malondialdehit iiretimesine
neden olmak suretiyle lipidleri etkileyebilir. Capraz baglanma reaksiyonlarmin
cesitliligi, malondialdehid reaksiyonlar vasitasiyla saglanabilir. Ayrica serbest
radikaller, aminoasit oksidasyonu, protein-protein ¢apraz baglanmasini ve protein

ipliklerinin ayrilmasmi katalize edebilir (Freeman ve Crapo, 1982).

Hidrojen peroksitin membranlardan gecisi neredeyse su kadar kolaydir. Superoksit
radikali de membranlar1 gecebilir ve transmembran anyon kanallar1 araciligi ile

hiicre i¢ine ulasir (Freeman ve Crapo, 1982).

Membran enzimlerinden lipooksijenaz ve siklooksijenaz enzimleri serbest radikal
olusumuna neden olmaktadir. Bu enzimlerin katalize ettigi reaksiyonlar sonucunda
prostaglandinler, tromboksanlar, lokdtrienler ve anafilaksinin yavag etkili maddesi
sentezlenir (Konukoglu, 2007). S6z konusu olan enzimlerin substrati olan
aragidonik asitin biyolojik olarak giiclii {iriinlere doniislimii sirasinda serbest

radikaller ortaya ¢ikmaktadir (Freeman ve Crapo, 1982).
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Peroksizomlar

Peroksizomlar yiiksek oranda oksidaz igerdiklerinden giiclii bir hiicresel hidrojen
peroksit kaynagidir. Bu yapilar, D-amino asit oksidaz, tirat oksidaz, L-alfa-hidroksi
asit oksidaz ve agil-KoA oksidazdan ¢ok zengin olup bu enzimlar hidrojen peroksit

ac1ga cikarici ozellige sahiptirler (Kavas, 1989, Konukoglu, 2007).
1.4.2. Eksojen Kaynaklar

Elektromanyetik radyasyona (x 1sinlari, gamma 1sinlar1) ve partikiillii radyasyona
(elektronlar, protonlar, notronlar, alfa ve beta partikiilleri) organizmanm maruz
kalmast sonucu primer radikaller agiga ¢ikmaktadir. Bunlara ek olarak,
fotokimyasal hava kirleri, hiperoksia, sigara dumani ve genel olarak aromatik
hidrokarbonlar gibi ¢ok c¢esitli ¢cevresel ajanlar da serbest radikallerin meydana

gelmesine neden olmaktadirlar (Kavas, 1989).
1.5.  Serbest Radikal Olusumunda Rol Oynayan Mekanizmalar

Yasam alanlarimizda siirekli olarak olusan kimyasal olaylar sonucu serbest radikal
olugmaktadir. Bunun yani sira canli yapisinda da hiicresel diizeyde serbest radikal
iiretimi s0z konusudur. Radikal olusturan baslica mekanizmalar sunlardir (Kiling ve

Kiling, 2002):
1.5.1. Kovalent Baglarin Homolitik Kirilmasi ile Radikal Olusumu

Enerjisi yiiksek olan elektromanyetik dalgalara ve yiiksek sicakliga (500-600°C)
maruz kalmmasi ile kimyasal baglarda kirilmalar meydana gelmektedir. Bu
kirilmalar swrasinda bag yapisinda bulunan iki elektronun ayri atom iizerinde
kalmas1 durumuna homolitik kirilma denmektedir. Homolitik kirilma sonucu her iki
atom {lizerinde paylagilmamis elektron kalmaktadir. Bu durumda da ortaya ¢ikan

riinler reaktif tirtinlerdir (Kiling ve Kiling, 2002).
1.5.2. Normal Bir Molekiiliin Elektron Kaybetmesi Ile Radikal Olusumu

Molekiillerin elektron kaybi esnasinda dis orbitallerinde paylasilmamis elektron
kalmas1 durumunda radikal formlar olusmaktadir. Ornegin, bazi hiicresel

antioksidanlar (glutatyon, askorbik asit ve tokoferoller gibi) radikalleri indirgemek
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amaciyla onlara bir elektron verir ancak kendi radikal formlar1 olusur. Glutatyonun
(GSH) radikalleri indirgerme reaksiyonu sonucu tiyil radikali (GS’) meydana gelir
(Kiling ve Kiling, 2002).

1.5.3. Normal Bir Molekiile Elektron Transferi ile Radikal Olusumu

Indirgenme reaksiyonu sonucu molekiile elektron aktarildiginda, bu molekiiliin dis
orbitalinde paylasilmamis elektron olusmasi durumunda serbest radikal olusumu
gerceklesir. Ornegin, siiperoksit radikali (O, ) molekiiler oksijenin tek elektron ile
indirgenmesi sonucu olusmaktadir. Biyolojik sistemlerde en yaygin goriilen radikal
olusum mekanizmasi bu yolla gerceklesendir. Siiperoksit radikali hem enzimatik
hem de enzimatik olmayan reaksiyonlarda iiretilebilmektedir. Siiperoksit radikalinin
artis1 oksijenin diger radikal tiirlerinin olusmasini baslatan bir fonksiyona sahiptir
(Kiling ve Kiling, 2002).

1.6.  Serbest Radikallerin Biyolojik Etkileri

Biyolojik ortamlarda olusan ve difiizyon yarigap1 ¢ok kiiclik olan serbest radikaller
son derece aktif durumdadir. Yapilan ¢alismalar, Cl3C’ ve HO™ gibi radikallerin
biyolojik ortamlardaki yar1 Omiirlerinin ¢ok kisa oldugunu gostermektedir.
Diflizyon hizlar1 yiiksek olan ancak aktivitesi diisilk olan radikaller, hiicrede
hasarlara neden olmamaktadirlar. Serbest radikal olusumuna neden olan
reaksiyonlar genel olarak {i¢ basamakli zincir reaksiyonlardir. Bu zincir
reaksiyonun baglama sathasi serbest radikal olusumunu kapsamaktadir. Baglama
sathasini takip eden ilerleme basamagi, ara iirin olarak meydana gelen serbest
radikaller tizerinden devam eder. Bu esnada hiicre zarar gormeye baslar (Tablo1.1).
Ilerleme reaksiyonlar1 radikal yakalayicilar reaksiyonu sonlandirmadik¢a sonsuz
devam edebilir. Radikal yakalayicilar, serbest radikalleri tutamazsa sitotoksisite

meydana gelir (Akpoyraz ve Durak, 1995).

Antioksidan savunma mekanizmasinin serbest radikaller tarafindan asilmasi ile
cesitli bozukluklar ortaya ¢ikmaktadwr (Kulaksiz, 2009). Hiicrelerin 6nemli
bilesikleri olan lipid, protein, DNA ve karbonhidrat basta olmak {izere tiim hiicre
bilesenlerinin serbest radikaller tarafindan etkilenmesi sonucu hiicrede yapisal ve

metabolik degisiklikler goriilmektedir (Akkus, 1995; Kulaksiz, 2009).
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Etkilenen Bilesik Sonugclar

-Protein denaturasyonu

Doymamis amino asitler ve -Capraz baglanma

kiikiirt iceren aminoasitler -Enzim inhibitasyonu
-Organ ve hiicre gecirgenliginde degisiklikler

Niikleik asitler -Hiicre gelisiminde degisimler
-Mutasyon

Karbonhidratlar -Hiicre yiizeyi reseptorlerinde degisimler

Doymamus lipidler -Kolesterol ve yag asitlerinin oksidasyonu
-Nikotinamid ve flavin igeren kofaktorlerin aktifliginde

Kofaktorler azalma

o -Askorbat ve porfirin oksidasyonu

Antioksidanlar -Tokoferol ve karoten gibi antioksidanlarin etkinliginde
azalma

Proteinler -Denzfltur.asyoln
-Peptit zincirinde kirilmalar

DNA -B?Z modiﬁkasyonlarl
-Zincirde kirilmalar

Tablo 1.1: Hiicresel serbest radikallerin etkiledigi molekiiller (Akpoyraz ve Durak,
1995)

1.6.1. Serbest Radikallerin Proteinler Uzerine Etkileri

Serbest radikallerin aminoasitler ile direkt veya dogrudan etkilesime girmesi sonucu
protein yapilart bozulmaktadir (Akkog¢, 2008). Doymamis ve siilfiir iceren
bilesiklerin serbest radikallerle aktivitesi yiiksektir. Bu yiizden sistein, metiyonin,
tyrozin, histidin, triptofan ve fenilalanin gibi aromatik yapili aminoasitler
oksidasyondan en fazla etkilenen molekiillerdir (Akkog, 2008; Akpoyraz ve Durak,
1995; Kulaksiz, 2009). Oksidasyon reaksiyonlar1 sonucunda proteinlere ait
sckonder ve tersiyer yapilarda degisiklikler meydana gelmektedir. Bu
degisikliklerin protein fonksiyonlari {izerinde olumsuz etkileri vardir. Enzim veya
reseptor Ozellikli zar proteinleri, serbest radikallerin olusumuna duyarl

olduklarindan 6nemli hiicresel fonksiyonlar zarar gérmektedir (Akkog, 2008).

Sitoplazmik ve membran proteinlerinde ¢apraz baglanma sonucu molekiiler
kiimelesme, serbest radikallerin etki etmesiyle meydana gelebilmektedir (Akpoyraz,
2008; Kulaksiz, 2009). Yukarida adi gecen aminoasitlere bagli olan papain ve
gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz gibi enzimler, serbest radikal etkisi altinda

kaldiklarinda inhibe olmaktadirlar. Aktivitesi yiikksek olan HO® radikalleri,
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aminoasit yapilarinda hidroksilasyon reaksiyonlarinin olusumuna yol agarak yap1 ve
fonksiyon bozukluklarma neden olurlar (Akpoyraz ve Durak, 1995). Serbest
radikaller, proteinlerde molekiiler kiimelesme, boliinme, kars1 bag olusumuna neden
olurlar. Serbest radikallerin proteinler {izerinde neden olduklar1 hasarin

derecelendirilmesi aminoasit kompoziyonuna baglidir (Kulaksiz, 2009).
1.6.2. Serbest Radikallerin Karbonhidratlar Uzerine Etkileri

Karbonhidratlar {izerinde serbest radikallerin Onemli etkileri bulunmaktadir.
Monosakkaritlerin otooksidasyonu ile peroksitler ve okzoaldehidler olusmaktadir.
Okzoaldehidler DNA, RNA ve proteinlere baglanarak antimitotik etki
gostermektedirler. Bu sekilde serbest radikaller kanser ve yaslanma gibi olaylarda
rol oynamaktadirlar (Akkus, 1995).

Fizyolojik kosullarda glikoz, mannoz ve deoksi sekerlerin otooksidasyona ugramasi
ile hidrojen peroksit ve siliperoksit radikalinin olustugu bildirilmektedir (Kulaksiz,
2009).

1.6.3. Serbest Radikallerin Niikleik Asitler ve DNA Uzerine Etkileri

Canli hiicrelerde normal hiicresel metabolizma veya ekzojen kaynaklarla olusan
oksijen tiirevlerinin, mutagenez, karsinogenez, iireme hiicresi 6liimii ve yaslanma
gibi biyolojik siireclerde nedensel bir rol oynadigi diistiniilmektedir (Zastawny,
1995). Molekiiler oksijen tiirlerinin asir1 iiretimi veya yok edilmemesine baglh
olarak aktive edilmis formunun artmasi, DNA yapisinda hasara neden olabilir ve
boylece mutasyonlara, kromozomal sapmalara ve Kkarsinogenezise neden
olabilmektedir (Y1lmaz ve ark., 2006).

Reaktif oksijen tiirlerinin, hiicrede saldirdigi énemli makromolekiillerden biri de
niikleik asitlerdir (Akkog, 2008). Radyasyonun her tipi (UV, goriiniir 151k, 151 ve X
ismlar1 v.b.), hiicrelerde serbest radikal olusumuna yol agmaktadir (Akpoyraz ve
Durak, 1995). Niikleotidleri olusturan purin ve pirimidin bazlar1 serbest radikallerin
niikleik asitler iizerinde etkilerinin goriildiigii alanlardir. Ozellikle guanin bazmnin
hidroksilasyonu sonucu DNA’ nin yapisi degismekte ve mutasyonlar goriilmektedir
(Akkog, 2008). Serbest radikallerin DNA molekiiliinii etkilemesi {izerine tek ve ¢ift

iplik kirilmalarina, baz dizilerinde degisikliklere ve baz eksilmelerine neden
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olmaktadir (Koca ve Karadeniz, 2003). Enzimatik radikal yakalayicilar 6ncii HO"
radikallerinin konsantrasyonunu diisiirerek DNA’y1 korumaktadirlar (Akpoyraz ve

Durak, 1995).
1.6.4. Serbest Radikallerin Hiicre Zar1 ve Membran Lipidleri Uzerine Etkileri

Serbest radikallerin en Onemli etkisi lipidler iizerinedir ve bu etki lipid
peroksidasyonu olarak adlandirilan bir reaksiyon ile goriilmektedir. Aerobik
metabolizmanin geregi olarak lipid peroksidasyonu siirekli gerg¢eklesmektedir
(Kulaksiz, 2009). Lipid peroksidasyonu, doymamis yag asitleri, oksijen ve metal
katalizorlerinin ortamda bulundugu durumlarad serbest radikal olusumuna neden
olmaktadir. Lipid peroksidasyonu, biyolojik membranlarda yayginlastiginda hiicre
bilesenlerinde ve fonksiyonlarinda hasarlar meydana gelmektedir. Hiicresel
yapilarda meydana gelen hasar derecesine gore, hiicre zar1 akiskanliginin ve zar
potansiyelinin azalmasi, membran gecirgenlikte degisiklik, membrana enzimlerinin
aktivitesinde azalma gozlenmektedir. Lizozomal ve mitokondrial membranlariyla
ilgili olarak ileri derecede lipid peroksidasyonu sonucu organel iceriginin hiicre
icine salinmasi ile proteoliz hizi artmaktadir ve doku hasar1 siddetlenmektedir

(Akkog, 2008).

Zar yapisinda bulunan poliansatiire (doymamis) yag asitleri, ¢cok sayida ¢ift bag

icermesi sebebiyle serbest radikal hasarmma karst en hassas olan lipidlerdir

(Kulaksiz, 2009).

Doymamig yag asitlerinin baglari, serbest radikallerle reaksiyona girmesi ile
peroksidasyona ugramaktadirlar. Bu reaksiyon sonucu lipid peroksitler, lipid
alkoller ve aldehit yapili yan iiriinler olusmaktadir. Ug veya daha fazla sayida cift
bag iceren yag asitlerinin peroksidasyona ugramasi ile malondialdehit meydana
gelir. Lipidlerin genel peroksidasyon reaksiyonu asagida gosterilmistir (Akpoyraz
ve Durak, 1995).
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Sekil 1.8: Lipidlerin genel peroksidasyon semasi (Akpoyraz ve Durak, 1995)

Bu tip reaksiyonlarda, radikal baslaticilarin etkisi ile c¢okludoymamis yag
asitlerinden (PUFAH) H' ve PUFA radikalleri olusur. PUFA radikalinin molekiiler
oksijen (O,) ile reaksiyonu sonucunda lipid peroksit ara iirinleri (PUFA-O-O)
olusmaktadir. Radikalik reaksiyon bittiginde aldehitler ve hidroksi-yag asitleri ile
yag asidi peroksidasyonu sonucu kisa zincirli bilesikler olusmaktadir. Bu bilesikler,
malondialdehit (OHC-CH,-CHO), ROOH, RCOOH, RCHO ve ROH yapisinda
olan, membran gegirgenligi ve membran mikrovizkozitesini biiyiikk Ol¢iide

degistiren bilesiklerdir (Akpoyraz ve Durak, 1995).

Malondialdehit, membran komponentlerinin ¢apraz baglanmasmna yol agarak
membran iyon gegirgenligini ve enzim aktivitelerini degistirmek suretiyle pek ¢ok
olumsuz duruma neden olmaktadir. Malondialdehit kii¢iik bir molekiil olmasi
sebebiyle kolay diflizlenebilir ve bu sayede DNA bazlar1 ile raksiyona girmektedir.
Sebep oldugu olumsuz etkiler, malondialdehite mutajenik, kanserojenik ve

genotoksik 6zellikler vermektedir (Akpoyraz ve Durak, 1995).
1.7.  Antioksidanlar

Radikaller, hemen hemen her hiicresel bilesene hasar verecek sekilde kararsiz bir
sekilde reaksiyona girme kapasitesine sahip olduklarindan, organizmalarda serbest

radikallerin zararli etkilerine karsi koruyucu mekanizmalar bulunmaktadir
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(Kulaksiz, 2009; Young ve Woodside, 2001). Bunlardan bazilar1 serbest radikal
olusumunu Onlerken bazilar1 da var olan serbest radikallerin zararli etkilerini
onlemektedir (Kulaksiz, 2009). Serbest radikalleri yakalama yeteneginde olan ve
serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonlar1 Onleyen veya yavaglatan
molekiillere “antioksidan” adi verilmektedir (Kabel, 2014; Young ve Woodside,
2001). Tanimmdan da anlasilacagi iizere antioksidanlarin fizyolojik rolii, serbest
radikal iceren kimyasal reaksiyonlarin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan hiicresel

bilesenlerin hasar gormesini 6nlemektir (Young ve Woodside, 2001).

Oksidasyon reaksiyonlari, hiicrelerde hasara yol acan serbest radikal {iretimine
neden olabilir. Antioksidanlar, ara maddeleri radikaller olan zincir reaksiyonlarda,
radikalleri c¢ikararak oksidasyon reaksiyonlarmi kendileri oksitlemek suretiyle
reaksiyonlar1 inhibe ederler. Bu sebeple, antioksidanlar genellikle tiyoller veya

polifenoller gibi indirgeyici ajanlardir (Kabel, 2014).

Antioksidan savunma sistemleri serbest radikallerin baglangictaki {iretimini
engellemek, oksidanlar1 temizlemek veya daha az toksik bilesiklere doniistiirmek,
toksik metabolitlerin ikincil Uretimini bloke etmek, sekonder oksidanlarin
cogalmasini onlemek, serbest radikaller tarafindan indiiklenen molekiiler hasari
onarmak yoluyla iglev goriir. Bu savunma mekanizmalari, viicudu oksidatif stresden

korumak i¢in birlikte hareket eder (Kabel, 2014).

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusmasmi Onleyenler ve mevcut serbest
radikalleri etkisiz hale getirenler seklinde kategorize edildigi gibi endojen kaynakli
(dogal) ve ekzojen kaynakli olarak da smiflandirilmaktadir. Bunlarin yaninda
nonenzimatik ve enzimatik antioksidanlar seklinde de gruplandirilmaktadir

(Kulaksiz, 2009).

Antioksidan etkisi, giiniimiize kadar belirlenen mekanizmalar ile goriilmektedir. Bu
mekanizmalar bagimsiz veya birlikte igbirligi yaparak isleyebilmektedir (Kulaksiz,
2009):

1. Oksijen ile reaksiyona girmek suretiyle ya da oksijenin yerini alarak

bdlgesel olarak oksijen seviyesini diisiirebilirler.
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2. Peroksidasyon baglangicin1 dnlemek suretiyle hidroksil (OH-) radikalinin
yapisinda bulunan atomlari, bag olusturabilecek yapidaki tiriinleri temizleyebilirler.
3. Dogrudan membran lipidlerine etki ederek peroksit olusturabilen singlet
oksijeni (*Oy) ortamdan uzaklastirabilirler.

4. Metal iyonlarmi baglayarak reaktif gruplarin veya lipid peroksitlerden
peroksil ve alkoksil radikallerinin olusumunu dnleyebilirler. Peroksitleri, alkol gibi
nonradikal {iriinlere ¢evirebilirler.

o. Zincir olusumuna neden olabilen serbest radikallerle reaksiyona girerek yag
asidi zincirlerinden siirekli hidrojen iyonu salinimini engelleyebilirler. Burada,
vurgulanmasi gereken nokta antioksidanlarin pek ¢ogunun birden fazla mekanizma

ile as1l etkisinin goriilebilecegidir (Kulaksiz, 2009).

Serbest Radikal Uretimi

Enzim anticksidanlar k

sSuperoksit dismtaz 0. H.O-

sEatalas _ —» 07" a0 Metal baglayan

-G]ular_ronpe_rmudaz proteinler

sSamloplazmum T farri
sFarritin
«Laktoferrm

Zmeir bozuen antioksidanlar

+  Serbazt radikalleri  dogrudan

« Atk ziderme islemi srasmda Geciy metalleri Fe' = Cu'

Aleatilic

Lipid fa= Bulu fa=

*Tokoferol vAskorbat

*Ubiquinal «Lrat
sEarotenoidler =Ghitznon ve difer
tiyollar

aFlamromnidler

OH-

Dok gasan

e

Tamir mekanizmalan

Sekil 1. 9: Serbest radikal saldirisina karsi antioksidan savunmalar1 (Young ve
Woodside, 2001)
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Sekil 1.10: Serbest radikal savunma mekanizmalar1 (Kavas, 1989)

Antioksidan enzimler, genellikle hiicre i¢i ortamda serbest radikal tiirlerinin
parcalanmasini katalize eder. Gegis metali baglayici proteinler, demir ve bakir gibi
gecis metallerinin hidrojen peroksit ve siiperoksit ile reaksiyona giren hidroksil
radikalleri ile etkilesimini Onler. Zincir bozucu antioksidanlar gii¢lii elektron
vericileridir ve Onemli hedef molekiiller hasar gormeden Oncelikle serbest
radikallerle reaksiyona girerler. Bunu yaparken, antioksidan oksitlenmektedir. Bu

nedenle rejenere edilmeli veya degistirilmelidir (Young ve Woodside, 2001).
1.7.1. Enzimatik Antioksidanlar

Biyolojik sistemlerde firetilen reaktif oksijen tiirleri (ROT), antioksidan
savunmalariyla detoksifikasyona ugrar (Uner ve ark., 2005). Viicuttaki tiim hiicreler
gliclii antioksidan enzimler igerir. Antioksidan enzimlerin {i¢ ana smifi siiperoksit
dismutazlar, katalazlar ve glutatyon (GSH) peroksidazlardir. Buna ek olarak,
oksidanlarla reaksiyona giren ve oksitleyicileri detoksife eden ¢ok sayida ozel
antioksidan enzim vardir (Kabel, 2014). Bu antioksidan enzimlerin 6nemli
ozelliklerinden birisi, oksidatif stres kosullar1 altinda indiiklenebilirlik 6zelligidir ve
bu indiiksiyon kirleticilerin neden oldugu strese 6nemli bir adaptasyon olusturabilir

(Uner ve ark., 2005).
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1.7.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Siiperoksit dismutazlar, siiperoksit anyonunun oksijen ve hidrojen peroksite
parcalanmasini katalizleyen bir metalloenzim grubudur (Kabel, 2014; Kulaksiz,
2009). Hiicrelerin sitosoliinde, mitokondrilerinde ve plazmada bulunurlar (Kulaksiz,

2009).

Neredeyse tiim aerobik hiicrelerde ve hiicre dist sivilarda bulunurlar. Bakir, ¢inko,
manganez veya demir olabilen metal iyonlar1 igerirler. Ekstraseliiler sivilardaki
aktif yerlerinde bakir ve ¢inko iceren li¢lincii bir siiperoksit dismutaz formu da
bulunmaktadir. Siiperoksit dismutaz, bir bozunma reaksiyonunu Kkatalizleyerek
oksijeni giderir. Siiperoksit dismutaz yoklugunda, bu reaksiyon nonenzimatik
olarak, ancak ¢ok yavas bir hizda gergeklesir (Kabel, 2014). Siiperoksit dismutaz
enzimi, siiperoksit anyonunun (-O"), hidrojen peroksit (H,O>) ve oksijene ¢evrimini
katalizleyerek bu serbest radikallerin zararli etkilerini diisiirebilmektedirler (Koca
ve Karadeniz, 2003).

Siiperoksit dismutaz, stiperoksitin hidrojen peroksite dismutasyonunu katalizler:
0, +0,; +2H" —> H,0, + O, (Young ve Woodside, 2001)

1.7.1.2. Katalaz (CAT)

Redoks reaksiyonlariimn olusumunu tesvik eden en etkili enzimlerden biri katalaz
enzimidir. Siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi faaliyeti sonucunda meydana gelen
toksik hidrojen peroksit (H20,), katalaz enziminin etkisiyle su ve oksijene
doniistiiriilmektedir (Koca ve Karadeniz, 2003). Katalaz (H,O, oksidorediiktaz),
tim hiicre tiplerinde farkli konsantrasyonlarda bulunan dort polipeptit zincirinin
tetrameri olup, her biri 500 aminoasit uzunlugunda, her biri bir haem grubu ve bir
NADPH molekiilii igceren dort protein alt biriminden olusur (Young ve Woodside,
2001; Kabel, 2014; Kulaksiz, 2009).

Katalaz, hidrojen peroksitin su ve oksijene iki asamali doniisimiinii katalize eder:

catalase—Fe(I11) + H,O, — compound |
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compound | + H,O, catalase—Fe(lll) + 2H,O + O, (Young ve
Woodside, 2001)

Katalaz, enzimatik aktivitenin iki farkli moduyla katalize edilen reaksiyonlarda
hidrojen peroksit (H20-) 'yi pargalayabilir: aktivasyonun katalitik modu (2H,0; —
O, + 2H,0) ve peroksidatik aktivite modu (H.O, + AH, — A + 2H,0). Katalaz
alisilmadik bir enzimdir, ¢linkii hidrojen peroksit tek substrat1 olmasina ragmen bir
pingpong mekanizmasini izler. Burada, onun kofaktdrii bir hidrojen peroksit
molekiilii ile oksitlenir ve daha sonra baglanmis oksijenin ikinci bir substrat

molekiiliine aktarilmasiyla rejenere olur (Kabel, 2014).

Katalaz, tim enzimlerin en yiiksek devir hizlarindan birine sahiptir (~ 107 M / sn)
(Kabel, 2014; Young ve Woodside, 2001). Bir katalaz molekiilii milyonlarca
hidrojen peroksit molekiiliinii saniyede suya ve oksijene doniistiiriir. Katalazin
katalitik aktivitesi ile H,O, ayrisimi, birinci derece reaksiyon modeli izler ve hizi
H,0; konsantrasyonuna baghdir (Kabel, 2014).

Katalaz, tiim prokaryotlarda ve dkaryotlarda bulunur (Kabel, 2014). Katalaz biiyiik
oranda hidrojen peroksit iiretebilen enzimlerin ¢ofunu igeren peroksizom
hiicrelerinde bulunur. Sitoplazmada ve diger hiicre alti bdliimlerdeki katalaz
miktar1 belirsizligini korumaktadir, zira peroksizomlar hiicrelerin manipiilasyonu
sirasinda kolaylikla kopar. En biiylik aktivite karaciger ve eritrositlerde bulunur

ancak bazi katalazlar tiim dokularda bulunur (Young ve Woodside, 2001).

Katalazin hiicre ve dokular1 oksidatif strese kars1 savunmadaki rolii kapsamli o larak
incelenmistir. Katalazin asir1 ekspresyonu, hiicreleri, H,O, ve oksidan aracili
yaralanma toksisitesine karsi daha direngli hale getirir (Kabel, 2014). H,O,
biyolojik olarak dnemli olan molekiillerin pek ¢oguyla reaksiyona girmezken, OH
radikali gibi diger reaktif oksdianlarin olusumunda rol oynamaktadir. Peroksidazlar

da katalaz enzimiyle ayni1 etkiye sahiptir (Koca ve Karadeniz, 2003).
1.7.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon sistemi glutatyon, glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon
S-transferazi kapsamaktadir. Glutatyon peroksidaz hidrojen peroksit ve organik

hidroperoksitlerin parcalanmasmi katalize eden bir enzimdir. Glutatyon S-
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transferazlar, lipit peroksitlerle yiiksek aktivite gosteren bagka bir glutatyon bagimli
antioksidan smifidir. Bu enzimler karacigerde yiiksek seviyededir ve ayrica

detoksifikasyon metabolizmasinda yardimci olurlar (Kabel, 2014).

Indirgenmis glutatyon (GSH) varliginda hidrojen peroksit ve lipit peroksitlerinin
par¢alanmasinda rol oynayan bu enzim ilk olarak 1957 yilinda Mills tarafindan
kesfedilmistir. Aktif bolgesinde prostetik grup olarak selenyum bulunur. Membran

lipidlerini lipid peroksidasyonunun zararli etkilerinden korur (Mills, 1957).

Tiyol gruplari, enzimatik reaksiyonlar araciligiyla serbest radikalleri yakalamada rol
oynayan hiicresel antioksidanlardir. Glutatyon, tiyol grubu tasiyan bir tripeptiddir
ve serbest radikallerin yikic1 etkilerini Onleyen veya azaltan transferazlar,
peroksidazlar gibi birgok enzimin substrati olarak gérev yapmaktadir. Glutatyon,
suda c¢oziinebilmekte ve hiicrede yiiksek miktarda bulunmaktadir. Biyolojik
membranlar1 enzimatik olarak lipid peroksidasyonuna kars1 korumaktadir (Koca ve

Karadeniz, 2003).

GSHPx
2 GSH + H,0, —» GSSG + 2 H,0 (Koca ve Karadeniz, 2003)

Glutatyon ayni zamanda hiicre i¢inde tekli oksijen (*O,), siiperoksit anyonu (-Oy),
hidroksi (-OH) radikalleri gibi bir¢ok zararli oksidanla enzim katalizi olmaksizin da

reaksiyona girmektedir (Koca ve Karadeniz, 2003).

Glutatyon rediiktaz (GR), onemli bir hiicresel antioksidan sistem olan NADPH-
bagimli mekanizmasi ile glutatyon disiilfid (GSSG) 'yi sulfhidril formuna (GSH)
indirgeyen kritik bir enzimdir. GR, NADPH tarafindan indirgenebilen bir proteaz
grubu olarak iki FAD molekiiliinii iceren bir flavoproteindir. GR, termostabil
enzimlerden biridir. GR, organizmay1 kimyasal ve oksidatif strese karst koruyan
savunma sistemine aittir. Eksikliginde, eritrosit membranlarm H;0,'ye
duyarliliginin artmasi nedeniyle hemoliz ile karakterizedir ve bir¢ok hastaligin

patogenezinde anahtar rol oynayan oksidatif strese katkida bulunur (Kabel, 2014).
ROOH +2GSH __, GSSG + H,0 + ROH (Young ve Woodside, 2001)

Lipid hidroperoksitleri de dahil olmak {izere diger peroksitler bu enzimler i¢in alt

tabaka olarak da gorev yapabilirler ve bu nedenle bu enzimler lipid
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peroksidasyonundan kaynaklanan hasarin onarilmasinda rol oynayabilir. Hiicreler
icinde en yiiksek konsantrasyonlar karacigerde bulunur, ancak neredeyse tiim
dokularda yaygin olarak bulunur. Enzimin aktivitesi, indirgenmis glutatyonun
stirekli bulunabilirligine baghdir. (Young ve Woodside, 2001):

S
GSSG + NADPH + H* 2GSH + NADP" (Young ve Woodside, 2001)

Azalan glutatyonun tekrar olusmasi i¢in gereken NADPH pentoz fosfat yoluyla
saglanmaktadir. NADPH'yi1 kullanan herhangi bir rekabet yolu (aldoz rediiktaz yolu
gibi) indirgenmis glutatyon eksikligine yol agabilir ve bu nedenle glutatyon
peroksidazin etkisi bozulabilir. Glutatyon rediiktaz, flavin niikleotid bagimli bir
enzimdir ve glutatyon peroksidazina benzer bir doku dagilimina sahiptir (Young ve

Woodside, 2001).

H;!Uz Okside Olma Durumu
Serbest ;ﬂ \ GSSG NADP
Radikaller / \ A \
."l Supercksit I. / ' ) 7
| dismutaz |/ Glutatyon .
I.I / Percksidaz |
I', J Glutatyon i
\ /ﬁ Rediiktaz |
\ £\ | Hicresel
H20 Y \ Enerji
indirgenme Durumu N 'd NADPH
GSH

Sekil 1.11: Okside ve rediikte glutatyon olusmasinda glutatyon peroksidazin ve
glutatyon rediiktazin rolii (Urso ve Clarkson, 2003)

1.7.2. Non-Enzimatik Antioksidanlar
1.7.2.1. Glutatyon (GSH)

Rediikte glutatyon (GSH), aerobik canlilarin ¢ogunda, glutamik asit, sistein ve
glisin i¢eren bir tripeptittir (Kabel, 2014; Kulaksiz, 2009). Aktif bir siilfidril (-SH)
grubu igerir (Kulaksiz, 2009). Sistein tiol grubu indirgeyici bir ajandir, tersine
cevrilebilir ve indirgenebilir. Bu sayede glutatyon antioksidan Ozellik

gostermektedir (Kabel, 2014). GSH’nin biiylik kismi karacigerde, genetik bilgiye
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ihtiyag duyulmaksizin iki asamada sentezlenmektedir. Onemli bir antioksidan olan
GSH, serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif strese
kars1 korur (Kulaksiz, 2009; Young ve Woodside, 2001). Glutatyonun en 6nemli
islevi, enzim ve proteinlerin tiyol gruplarmm (-SH) indirgenmesi ile rediikte
formlarmin yeterli diizeylerde kontroliinii saglamaktir. Tiyol grubu bulunduran pek
cok enzim diisik hizda okside olarak ya da O2’nin direkt etkisiyle hizla
aktivitelerini kaybederler. Tiyol gruplarmin indirgenerek aktivasyonlarinin
saglanmasi icin GSH okside olmaktadir. GSH nin oksitlenme 6zelliginden 6zellikle
H202’nin elimine edilmesinde faydalanilmaktadir (Kulaksiz, 2009). Glutatyon,
hiicrelerde sentezlendiginden diyette almak gerekli degildir. Hiicrelerde, glutatyon
diistik sekildeki glutatyon rediiktaz tarafindan korunur ve diger metabolitleri ve
enzimleri azaltir ve dogrudan oksidanlarla reaksiyona girer. Yiksek
konsantrasyonunun ve hiicrenin redoks durumunun siirdiiriilmesindeki merkezi rolii

nedeniyle, glutatyon en 6nemli hiicresel antioksidanlardan biridir (Kabel, 2014).

1.7.2.2. Vitaminler
Vitamin E (a-tokoferol)

Tokoferoller (a, B, v, and 6) bir kromanol halkasina ve bir fitil kuyruguna sahiptir
ve halkadaki metil gruplarmm sayisi ve konumu farklidir (Young ve Woodside,
2001). Dogada en yaygin bulunan vitamin E, yagda ¢6ziinen ve hiicre
membranlarindaki en 6nemli zincir kiric1 antioksidandir (Kulaksiz, 2009). Serbest
oksijen radikallerine kars1 membran lipitlerinde bulunan doymamis yag asitlerini
koruma gorevi olan vitamin E ¢ok giiclii bir antioksidandir (Kabel, 2014; Kulaksiz,
2009). Antioksidan aktiviteleri altinci karbonda bulunan hidroksil grubundan
kaynaklanmaktadir. Vitamin E, peroksil radikali ile reaksiyona girer ve bu radikale
bir hidrojen verir. Boylece tokoferoksil radikaline doniiserek oksitlenir ve protein,
lipid, enzim gibi molekiillerin oksitlenmesini engeller. Bu sayede lipid

peroksidasyon zinciri kirilir (Kulaksiz, 2009).
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a-tokoferol CHs; CH; CH;

p-tokoferol CHs H CHs
y-tokoferol H CHs CHjs
6-tokoferol H CHjs CHjs

Sekil 1.12: Dogal tokoferol yapilar1 (Pekiner, 2003)

Antioksidan rolii yani sira, E vitamini membranlar1 dengelemek i¢in yapisal bir role
de sahip olabilir. Hiicrenin membranlarinda ve lipoproteinlerde E vitamininin
onemli antioksidan fonksiyonu, peroksil radikallerini yakalamak ve lipid
peroksidasyon zincir reaksiyonunu kirmaktir. E vitamini, lipid agisindan zengin bir
ortamda karbon merkezli radikallerin olusumunu engellemez, ancak ikincil
radikaller olusumunu en aza indirir. o-Tocoferol, tokoferollerin en giiglii

antioksidandir ve ayni zamanda insanlarda en bol antioksidandir (Young ve

Woodside, 2001).
Vitamin C (Askorbik asit)

Askorbik asit veya vitamin C hem hayvanlarda hem de bitkilerde bulunan bir
monosakkarit antioksidandir ancak insanlarda sentezlenemez ve diyetten alinmasi
gerekir. Hiicrelerde, glutatyon ile reaksiyona sokularak indirgenmis halde tutulur.
Askorbik asit, hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tiirlerini azaltabilen ve bdylece

notralize edebilen bir indirgeyici ajandir (Kabel, 2014).

Vitamin A ve E nin aksine vitamin C hidrofiliktir yani sulu ortamda etkindir.

Antioksidan olarak, dogrudan singlet oksijen (O2") ve hidroksil radikali (OH") gesitli
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lipid peroksitlerle etkilesir. Vitamin C’nin en O6nemli fonksiyonu vitamin E
radikaline yeniden antioksidan aktivite kazandirmaktir. Diger suda ¢oOziiniir
antioksidanlara kiyasla, vitamin C plazma lipid peroksidasyonuna karst en etkili

korumay1 saglar (Kulaksiz, 2009).

Cogu durumda, tam enzimatik aktivite elde etmek i¢in metal iyonlarmi indirgenmis
bicimde gerektiren enzimler i¢in elektron saglar. Bilinen en iyi rolii, kollajenin
sentezinde prolil ve lisil oksidazlarm bir kofaktoridiir. Bir enzim kofaktorii rolii
yaninda, askorbatin diger onemli fonksiyonu sulu fazda antioksidan kirma anahtar
zinciridir. Askorbatin stiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikali, hipokloréz
asit, sulu peroksil radikalleri ve singlet oksijeni inhibe ettigi gosterilmistir.
Antioksidan etkisi sirasinda, askorbat, basta semidihidroaskorbil radikaline ve daha
sonra da dehidroaskorbate olmak tizere iki elektron indirgeme islemine tabi tutulur.
Semidihidrosaskobil radikali, {i¢ oksijen atomu tizerinde tek bir elektron varlig: ile
iliskili yiik dagilimina bagl olarak nispeten kararhidir ve artmis serbest radikal
iiretimi varligda viicut sivilar1 i¢indeki elektron spin rezonansi ile kolaylikla tespit
edilebilir. Dehidroaskorbat nispeten dengesizdir ve kolaylikla oksalik aside
ayristirilan  diketogiiloik aside hidroliz eder. Dehidroaskorbatin askorbata
indirgenebilecegi iki mekanizma tanimlanmistir; Biri selenoenzim tioredoksin
rediiktaz vasitasiyla, digeri indirgenmis glutatyonu kullanan enzim aracili olmayan
bir reaksiyontur. Plazmada bulunan Dehidroaskorbat muhtemelen geri doniisiim
oncesinde kirmizi kan hiicreleri tarafindan hizla almnir, bdylece plazmada

dehidroaskopat var ise ¢ok az olur (Young ve Woodside, 2001).

Vitamin A

Karotenoidlerin en 6nemli fizyolojik islevlerinden biri, hayvanlarda A vitamini
onciilii olmalaridir. Bir karotenoidin A vitamini Onciisii olabilmesi i¢in en az bir
terminal B-iyon halkas1 igermesi gerekir (Sekil 1.13) (Bragadottir, 2001).
Karotenoidler, izoprenoit karbon iskeletine dayanan bir grup lipid c¢oziiniir
antioksidandir (Young ve Woodside, 2001). Karotenler, dogada yaygin bulunan ve
hiicre korumasinda 6nemli gorevlere sahip olan pigmentlerdir (Kulaksiz, 2009). B-

karotenin, singlet oksijeni bastirabildigi, sliperoksit radikalini temizledigi ve peroksi
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radikalleri ile direkt olarak etkileserek antioksidan olarak rol oynadig: bildirilmistir
(Kabel, 2014; Kulaksiz, 2009).

CH.,OH
AN NN RN NN 2

Sekil 1.13: A vitamini kimyasal yapis1 (Bragadottir, 2001)

Serbest radikal patoloji ac¢isindan, karotenoidlerin en Onemli biyolojik
fonksiyonlari, antioksidan dogasi, singlet oksijenlerini sondiirme yetenekleri ve
bagisiklik tepkilerinin arttirilmasinda ve mutajenezin inhibisyonunda olas1 roller

gibi goziikmektedir. (Bragadottir, 2001).
1.7.2.3. Koenzim Q10 (CoQ10)

Koenzim Q10 (CoQ10), mitokondriyal elektron tasima zinciri Kompleks Il'de
elektron tastyicisi gorevi goren bir bilesiktir. CoQ10 yagda c¢oziinebilen bir
antioksidandir ve yiiksek konsantrasyonlarda O;"yi temizler (Johansen ve ark.,
2005).

1.7.2.4. Melatonin

Lipofilik 6zellige sahip olan melatonin, hidroksil radikalini yakalayip ortadan
kaldiran ¢ok gii¢lii bir antioksidandir (Kulaksiz, 2009). Melatonin, karanlikta pineal
bezden salgilanan, uyku, iireme ve immiinite gibi pek ¢ok biyolojik fonksiyonun
diizenlenmesinde rol oynayan bir hormondur (Yazici ve Kose, 2004). Melatonin,
epifizde triptofan amino asidinden, serotonin {izerinden sentezlenir (Reiter ve ark.,
2000).

CH.E:_@[\ ! CH;CHNHCOCH,
1-""--.._ J
I~

H

Sekil 1.14: Melatoninin (5-Metoksi-N-Asetiltriptamin) kimyasal yapis1 (Yazici ve
Kose, 2004)
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Melatonin HO', H,0,, '0,, HOCI, NO*, ONOO gibi oksidatif strese yol agabilen
serbest radikalleri detoksifiye ederek, serbest radikallerin biyomolekiiller iizerindeki
zararll etkilerini Onler. Farmakolojik diizeylerdeki melatonin, SOD, GSH-PX,
glukoz-6-fosfat dehidrogenaz gibi bazi antioksidan enzimlerin aktivitelerini

arttirmak suretiyle oksidatif stresi baskilar (Yazic1 ve Kose, 2004).

Oksidatif fosforilasyon  Oksijenden tireyen Adezyon
etkinliini artur radikalleri detoksifiye eder molekiillerini azaltr
Antioksidan enzimleri T /
u}w; sidan e Erl , Pro-inflamatuvar
| ) '\ MELATONIN 0 .r’_,/” sitokinleri azaltr
(Genig ve yaygm hiicre 0 HJ‘
ii dagihm giisterir 4 H:C NFTCh,

N . Nitrojenden tiireven
T morfofzyolojik  iere membranm radjki]leri detukgiﬁye eder
hariyerleri gecer stahilize eder

Sekil 1.15: Melatoninin sahip oldugu antioksidan 6zellikler (Yazici ve Kose, 2004)

1.8. Baliklarda Reaktif Oksijen Tiirlerinin Uretimi ve Antioksidan

Savunma Sistemi

Pek ¢ok organizma i¢in oldugu gibi baliklar i¢in de oksijen hayati 6neme sahip olan
bir elementtir. Oksijen, hayati 6neme sahip olmasina ragmen, ¢ok tehlikeli toksik
formlar olan serbest radikallere de doniisebilmektedir. Agir metaller, pestisitler ve
cevre kirliligi gibi nedenler, baliklarda serbest radikal olusumuna neden olmaktadir.
Serbest radikallerin sebep oldugu hiicresel hasar1 dnlemek i¢in, tiim canlilar serbest

radikal seviyelerini kontrol altinda tutmaya ¢aligirlar (Akbulut ve ark., 2014).

Hiicrelerde bulunan karbonhidrat, lipid, protein ve DNA gibi maddelerin
oksidasyonunu 6nleyen veya oksidasyonunu geciktiren maddelere antioksidan adi
verilmektedir. Bu olaya da antioksidan savunma denmektedir (Cavdar ve ark.,
1997). Hem hayvanlarda hem de insanlardaki antioksidan savunma sistemleri
birbirine ¢ok benzemektedir (Akbulut ve ark., 2014). Bagisiklik sistemi
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fonksiyonlarmin birbirleriyle etkilesim halinde olmasi ile homeostasis durumu
saglanmaktadir. Bu sistemin ¢aligmasi ile normal fizyolojik faaliyetlerin hakim
olmas1 durumunu bozacak ani degisimler dnlenmektedir (Ogiit, 2010). Organizma
oksidatif strese maruz kaldiginda antioksidan savunma sistemi, antioksidan
enzimlerin sentezini artirarak yanit olusturabilmektedir (Halliwell ve Gutteridge,
1999). Antioksidan savunma sistemi, oksitatif stresin ortadan kaldirilmasinda etkili
olursa dokularda herhangi bir hasar olusmazken, stresin ortadan kaldirilmasinda
antioksidan sistemin yetersiz kalmas1 durumunda antioksidan enzimler inhibisyona;
proteinler, lipitler, DNA ve diger temel molekiiller oksidasyona ugramaktadir.

Boylece, hiicre ve dokularda hasar meydana gelmektedir (Reznick ve ark., 1998).

Baliklarda bagisiklik sistemi, enfeksiyon olusumuna engel olan, olusan enfeksiyona
viicudun kars1 koymasmi saglayan faktorleri kapsamaktadir. Bagisiklik sistemi
diger omurgali canlilarda oldugu gibi baliklarda da spesifik ve spesifik olmayan
bagisiklik seklinde iki kisma ayrilmaktadir. Memelilerle kiyaslandiginda baliklarin
temel savunma mekanizmasi spesifik olmayan sisteme dayanir. Bu acidan
baliklarm giigsiiz bir savunma sistemine sahip oldugu diisiiniilse de spesifik
olmayan sistemde yabanci (antijen, bakteri, viriis vs.) tanmmasima ihtiyag
olmamasi, ¢ok kisa siirede cevap verilmesi ve nispeten sicakliga bagimli olmadan
caligmasi gibi avantajlara sahiptir (Atamanalp ve ark., 2013). Baliklarda, bir stres
tepkisine neden olabilecek faktorler; fiziksel, kimyasal ve biyolojik faktorler olarak

siiflandirilabilir (Ogiit, 2010):
Fiziksel stres faktorleri; sicaklik, 151k, ses ve ¢dziinmiis gazlar (Ogiit, 2010).

Kimyasal stres faktorleri; diisiik su kalitesi, diisiik ¢6ziinmiis O, optimal olmayan
pH, biling¢li veya bilingsiz meydana gelen kirlilik, diyet icerikleri, nitrojen igerikli
atik maddeler (disk1 yada atik yem kaynakli maddeler) (Ogiit, 2010).

Biyolojik stres faktorleri; diger balik tiirleri (rekabet, yer ihtiyaci vs.),

mikrocanlilar (patojenik olan ve olmayanlar), makrocanllar (i¢ ve dig parazitler)

(Ogiit, 2010).
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1.9. Giibre Ve Giibreleme

Tohumun ¢imlenmesinden olgunluk evresinin sonuna kadar bitkinin toprak alt1 ve
toprak iistii organlar1 tarafindan alinarak bitkilerde gelismeyi uyaran maddeler
giibre olarak adlandirilmaktadir. Bu maddelerin topraga veya bitkisel yapilara

verilmesi iglemine de giibreleme denmektedir (Danisman ve Bellitiirk, 2007).

Glibreler tarmmsal {iretim sonucunda toprakta azalan bitki besin maddelerini tekrar
topraga kazandrran, topragin verim giicii ile gida kalitesini yiikselten etkin
maddelerdir. Diinya niifusundaki hizli artis, beslenme aligkanliklarinin degismesi
sonucu gida gereksiniminde artig ve ekilebilir alanlarin azalmasi durumlari, birim
alandan daha fazla miktarda bitkisel liretime ihtiyag duyulmasina neden olmustur.
Bu ylizden giibrelerin tarimin en onemli girdilerinden biri olmas1 kaginilmazdir.
Gilintimiizde bir¢ok iilke, gelecekteki ¢ikarlarini g6z Oniinde bulundurarak ulusal

giibre endiistrileri kurmuslardir (Eraslan ve ark., 2010).
1.9.1. Giibrelerin Simiflandirilmasi

Dogru miktarlarda kullanildigi takdirde tarim tiriinlerinin verim ve kalitesi lizerinde
pozitif etkisi bulunan giibreler dogal ve yapay olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir.
Bu ayrim giibrelerin igerigi olan organik ve inorganik bitki besin maddelerinden

kaynaklanmaktadir (Verep ve Odiin, 2016).
1.9.1.1. Organik Giibreler

Organik giibreler, bitkilere gereken azot, fosfor gibi elementleri bitki ve
hayvanlardan saglarlar. Bu giibreler, yavas etki gosterirler ve bu sayede yeni filiz
koklerine zarar vermezler. Organik giibreler yiliksek maliyetleri sebebiyle modern
tarimda fazla tercih edilmezler (Verep ve Odiin, 2016). Ancak ¢evre bilincinin
yayginlagmasiyla organik giibrelere karsi ilginin artmasi beklenmektedir (Kagar ve
Katkat, 2014). En onemli organik giibreleri, ahir giibresi, kompostlar ve yesil
giibre olarak siralamak miimkiindiir (Verep ve Odiin, 2016).

Ahir giibresi olarak adlandirilan organik giibreler, biiyiik ve kiigiikbas hayvanlarin
digkilarindan olusmaktadir. Bu giibrelerin toprak yapisi ve iirlin miktar1 iizerine

olumlu etkileri bulunmaktadir. Kompost giibreler, bitkisel ve hayvansal kaynakl
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organik atiklardan olusmaktadir. Bitki saplari, yapraklar, mutfak artiklari gibi
atiklar fermentasyona birakilmak suretiyle kompostlastirilmaktadir. Yesil giibre,
organik madde olusumunu saglamak i¢in yetistirilen bitkilerin belirli geligim
evrelerinde ve bitki heniiz yesil iken siiriilmesiyle toprak altina getirilmesi ile

olusturulmaktadir (Soyergin, 2003).
1.9.1.2. Kimyasal Giibreler

Kimyasal giibreler, modern tarimin en 6nemli girdilerinden biridir (Haktanir, 2009).
Kimyasal giibreler grubunda temel olarak azotlu giibre, fosforlu giibre ve
potasyumlu giibre olmak tizere ii¢ tip glibreden bahsedilebilir. Azotlu giibreler,
diinya genelinde en fazla tiiketilen ve bitkisel tiretimde 6zel yeri olan bir giibre
grubudur. 2013'te diinya genelinde tiiketilen toplam hektar basina giibre icerisinde
% 47.90'ik payiyla azotlu gilibreler 6nemli bir yer isgal etmektedir. Tiiketim
acisindan azotlu giibreleri potasyumlu giibreler (K20) ve fosforlu giibreler (P,0s)
izlemektedir (Sahin, 2016). Kimyasal giibrelerin sivi ve kat1 formlar1 bulunmakla
birlikte tasima ve depolama kolayligi acisindan kat1 haldeki giibreler daha cok
tercih edilmektedir. Toprak yapisi ve bitki tiiriine gore azot, fosfor ve potasyum

iceren kimyasal giibreler tercih edilebilir (Verep ve Odiin, 2016).

Azotlu kimyasal giibrelerin yapitasi amonyak (NHs)’tir. NHz, amonyum nitrat,
sodyum nitrat, kalsiyum nitrat gibi nitrath giibrelerin tiretimi i¢in gerekli ara tiriin

olan nitrik asit iretiminde kullanilir (Kagar ve Katkat, 2014).
1.9.2. Kimyasal Giibrelemenin Neden Oldugu Cevresel Sorunlar

Artan kimyasal glibre talebini karsilamak amaciyla kimya endiistrisinin bu yondeki
yatirim hizi artmaktadir (Karaer ve Giirliik, 2003). Diinya genelinde giibre tiiketimi
yildan yila artmakla birlikte, tarimda kullanilan bu giibrelerin sadece %50’si bitkiler
icin faydalidir. Geriye kalan %50’lik kisim yikanma, ylizey akis ve buharlagma gibi
yollarla topraktan uzaklasarak diger ortamlara ulagmaktadwr. Bu ortamlarda
giibrelerin yol actig1 besin zenginligi, 6trofikasyon veya asir1 nitrat birikimi sonucu
saglik problemlerinin artmasi gibi sorunlara neden olmaktadir. Bilingsiz giibre

tilkketimi ¢evre sorunlarina neden olurken gidalardaki bazi karsinojen maddelerin
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insan sagligini olumsuz etkilemesi ve topraklarin agir metal kirlenmesine maruz

kalmasi1 gibi problemleri de giindeme getirmektedir (Haktanir, 2009).

Kimyasal giibre kullanimmnin en yaygin ¢evresel sorunlar1 toprak, hava ve suda
olusan kimyasal kirliliktir (Sahin, 2016). Bilingsizce kullanilan giibre ve tarim
ilaglari, toprak yapisini etkilemesinin yani sira ozellikle su sistemi ve biyolojik
cesitliligi de olumsuz etkilemektedir (Haktanir, 2009). Asir1 ve yanlig giibre
uygulamalari, bitkilerde agir metal gibi kimi maddelerin birikimine neden
olabilmektedir. Fosforlu giibre liretiminde kullanilan fosforlu kayalarin bilesiminde
bulunan agir metaller toprak kirliligi riski meydana getirmektedir (Karagal ve
Tifenk¢i, 2010). Ayrica topraktan azot giderilmesi islemi yavas bir siireg
oldugundan, giibre kullanimin artis1 toprakta azot birikimine de sebebiyet
vermektedir (Karaer ve Giirliik, 2003).

Su ekosisteminde olusan kirlilik, kiiresel iklim degisiklikleri ve temiz su
kaynaklarinda artan niifusun olusturdugu baski gibi nedenlerle su ekosistemi
acisindan kirliligin kontrolii 6zellikle 6nem kazanmaktadir. Fosfath giibreler basta
olmak {izere kimyasal giibrelerin suya karigsmasi sonucu ortaya ¢ikan otrofikasyon
zamanla su ekosisteminde ¢okmeye sebep olmaktadir. Yagis, evaporasyon, sulama
gibi islemler sonuca kimyasal giibrelerin erimesi ile sulara karisan azot bilesikleri
de otrofikasyona neden olmakta ve hava, su, toprakta olusan nitrat kirliligi ile
meydana gelen ciddi ¢evresel sorunlarin yami swra insan saglimi da tehdit
etmektedir (Nuhoglu ve Oymeni 1993; Sahin, 2016). Ozellikle gol ekosistemlerinde
alg lretimini kisitlayan temel besin maddeleri azot ve fosfordur. Bu elementlerin
miktarindaki artig asir1 alg liremesine sebep olmaktadir. Zamanla 6len algler suyun
dibine ¢0kmek ve c¢iirimek suretiyle sularda ¢Oziinmiis oksijen seviyesini
diisiirmektedir. Bdylece dtrofikasyon olay1 baslamaktadir. Otrofikasyonun meydana
geldigi su ekosistemlerinde ¢6ziinmiis oksijene ihtiya¢ duyan canli tiirleri yok
olmaktadir (Karacal ve Tiifenkci, 2010; Nuhoglu ve Oymen, 1993; Savci, 2012). Bu
durum insanlarin beslenmesinde Onemli bir yeri olan su ekosistemlerinden elde
edilen besin kaynaklarinin azalmasina neden olmaktadir. Ayrica su kaynaklarinda
olusan nitrat kirliligi, cocuk ve hayvanlarda goriilen methemoglobinemia
sendromuna neden olmaktadir. Diger azotlu bilesikler de kanserojen maddeler olan

nitrozaminleri olusturmaktadir. Yine NO73’lin taze olarak tiliketilen sebzelerde
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birikmesi ile insan sagligi olumsuz etkilenmektedir (Algan ve Bilen, 2005).
Nitrifikasyon ve suni giibreler araciligiyla topraga karisan NO73’lin denitrifikasyon
bakterileri tarafindan rediikte edilmesi sonucu azot oksitler hava kirliligine

sebebiyet vermektedir (Algan ve Bilen, 2005; Karacal ve Tiifenkgi, 2010).

Glinlimiizde azotlu giibre kullanimmin g¢evre {izerine etkileri daha iyi
anlagilmaktadir. Tarim alanlarinda bulunan azot drenaj, siiziilme ve su aksi ile
sulara karigmaktadir. Nitrat stiziilimii 6zellikle gilibreleme ve ekim islemleriyle
baglantilidir. Baz1 kurak ve yar1 kurak bolgelerde tarim arazilerinin sulanmasi ile
topraktaki nitrat birikimi buharlasma ile birlikte artmaktadir. Toprakta bulunan
giibreler mikroorganizmalar tarafindan nitrifikasyonla nitrata doniistiiriiliir. Bu
sayede negatif yikli nitrat, yeralt1 sularina ulasabilmektedir. Normal kosullarda
bitkiler topraga uygulanan azotlu giibrelerin %50'sini kullanirken, %2-20'si
buharlagsmayla kaybedilir. %15-25'1 organik bilesiklerle tepkimeye girer ve kalan
%2-10'u yiizey ve yeralt1 sularma bulagsmaktadir. Azotlu giibrelerin gogunlugunun
emilimi yoktur ve bu yilizden hem yiizey sularma hem de yer alti sularma

bulagmaktadirlar (Savci, 2012).

Insan faaliyetleri sonucu {iretilen reaktif azot, kiiresel azot dongiisiinde
degisikliklere yol a¢maktadir ve endise verici sekilde g¢evresel etkilere neden
olmaktadir (Shindo ve ark., 2006). Giibrelerden kaynaklanan kirlilik kapsaminda
iizerinde en fazla durulmasi gereken ve en fazla risk unsuruna sahip olan kirlilik
cesidi sulardaki nitrat kirliligidir. Ciinkii nitrat, tarimsal iiretimde kullanilan
giibrelerle giin gectikge artan miktarlarda kullanilmakta ve toprakta birikmektedir.
Biriken bu nitrat kosullara gore degisen miktarlarda yikanarak toprak derinligine
hareket etmektedir. Toprakta mikroorganizmalar tarafindan nitrifikasyonla nitrata
doniismekte ve nitratin negatif yiiklii olmasi nedeniyle yikanarak taban suyuna
ulagmaktadir (Sonmez ve ark., 2008). Reaktif azotun cevrede fazla miktarda
bulunmasi, yer alti sularinda nitrat kirliligine, gollerde o6trofikasyona, kiy1
bolgelerinde gelgitlere ve azotlu gazlarin yiiksek miktarda ¢evreye yayilmasina

neden olmaktadir (Shindo ve ark., 2006).
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1.10. Cahsma Alam1 Hakkinda Genel Bilgi

Calismamizda kullanilan baliklar Kars Cayi’nda yaygin olarak bulunmaktadir ve

Kars Cay1’ndan temin edilmistir.

Allahuekber daglarindan Arpacay Baraj Golii'ne kadar uzanan Kars Cayi,
Sarikamis Cayi, Keke¢ Cayi, Katranli Cayi, Bayburt Suyu, Susuz Cayi, Cildir
Golayagi, Karahan Cay1 ve Tazekent Suyu olarak adlandirilan yan kollarin
birlesmesi ile olugsmustur. Uzunlugu yaklasik 93 km’dir. Kars Cayi, biyolojik
cesitlilik bakimindan 6nemli bir yere sahip olan tipik bir tath su ekosistemidir. Kars
Cay1, sahip oldugu morfolojik 6zelliklerden dolayi, 6zellikle baliklar basta olmak
iizere gesitli tlirler icin uygun bir yasama ortamidir. Kars Cayi’nda siklikla goriilen
balik tiirleri; Squalius cephalus, Luciobarbus capito, Carassius gibelio, Capoeta
capoeta ve Silurus glanis’ tir. Cay’da hakim olan tiir Capoeta capoeta olarak
bildirilmektedir. Kars Cayi, yoredeki tarim, hayvancilik ve endistriyel
faaliyetlerden etkilenmektedir. Evsel atiklar, endiistriyel atiklar, giibre ve zirai
miicadele ilaclar1 iceren atiklarin Cay’a bulasmasi ile kirlilik meydana gelmekte ve

Cay’daki agir metal yiikii artmaktadir (Karakus ve Gey, 2006).
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2. MATERYAL VE METOT
21. MATERYAL
2.1.1. Hayvan Materyali

Bu calismada, agirliklar1 120-170 g arasinda degisen 36 adet Capoeta capoeta
(Guldenstaedt, 1773) kullanildi. Baliklar Kars Cayi’'ndan yakalandi. Hayvanlar
deney siiresi boyunca laboratuvar ortaminda, 300’er litrelik su tanklarinda
bekletildi. Calismayla ilgili olarak Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’ndan ¢alisma izni alind1 (Karar Say1 No: 2015-068).

2.1.2. Cahsmada Kullanilan Aletler

o Etiiv (Labart, DHG-9140A, Giiney Kore)

o Vorteks (IKA, Works Inc, Amerika Birlesik Devletleri)

. Hassas terazi (Precisa, 205A SCS, Isvicre)

o Buzdolabi ( Argelik, Tiirkiye)

o Ayarlanabilir otomatik pipetler (0,5-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl,
Ependorf, Varipette, Almanya)

o Isik mikroskobu (Olympus BX51, Japonya)

o Spektrofotometre (Microplate Reader Epoch)

. Mikrodalga firin

2.1.3. Cahsmada Kullamlan Kimyasal Maddeler

o TOS (Total Oksidan Status) Kiti (Rel Assay Diagnostics, Clinical Chemistry
Solutions, Gaziantep, Tiirkiye)

o TAS (Total Oksidan Status) Kiti (Rel Assay Diagnostics, Clinical Chemistry
Solutions, Gaziantep, Tiirkiye)

o Etanol (Merck)

o Formaldehit (Merck)

. %33’liik Azotlu Giibre (% 16.5 Nitrat % 16.5 Amonyum) (Yilfert Gemlik

o SODL1 antibody (Rabbit polyclonal) (Katalog No: GTX100659; Genetex)
o Catalase antibody (Rabbit polyclonal) (Katalog No: GTX110704; Genetex)
° Histostain-Plus Kit (HRP, Broad spectrum) (Invitrogen)
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o DAB Plus substrate (Labvision)
2.2.  Metot
2.2.1. Deney Diizenegi

Deney hayvanlari,10 giin siireyle ortama adaptasyonlar1 saglandiktan sonra her
grupta 12 balik olmak tizere 3 ayr1 grup olusturuldu. 1. gruptaki baliklar normal su
ortaminda, II. ve III. gruptaki baliklar ise sirastyla 15 ve 30 mg/L, %33’lik azotlu
giibre (% 16.5 Nitrat azot % 16.5 Amonyum azot, YILFERT Gemlik A.S.) iceren
su ortamlarinda 15 giin stireyle bekletildi. Calisma siiresi sonunda biyokimyasal ve
immunohistokimyasal ¢alismalar igin baliklardan kan ve doku 6rnekleri alind1. Jelli
tiiplere alman kan numuneleri +4 °C ve 3000 rpm’ de 10 dk santrifiij edilerek
serumun ayrilmasi saglandi. Elde edilen serumlar analizler yapilincaya kadar —20
°C' de saklandi. Doku Ornekleri ise histopatolojik inceleme i¢in fosfat tampon

soliisyonu ile hazirlanmis %10’luk formaldehit soliisyonuna alinarak tespit edildi.
2.2.2. Baliklardan Kan Alma

Baliklarin kuyruklarindan yeterli miktarda kan alabilmek i¢in baliklar canli iken bas
kism1 yukarida, kuyruk kismi asagida olacak sekilde statife bagl bir kiskacla tespit
edildi. Baliklar, pediinkiil hemoskiilator ile kan damarlarim1 kapatmayacak sekilde
sikistirildiktan sonra keskin bir bigakla kuyruk tek darbede kesildi ve dorsal aorttan

akan kan direkt olarak tiiplere alindu.
2.2.3. Biyokimyasal Analizler

Baliklardan alinan serum Orneklerinde antioksidan ve oksidan miktarlari, Total
Antioksidan Status (TAS) Assay Kit ve Total Oksidant Status (TOS) Assy Kit (Rel
Assay Diagnostic, Clinical Chemistry Solutions, Gaziantep, Tirkiye) kullanilarak
spektrofotometrik olarak 6lgiildii (Erel, 2004; Erel, 2005).

2.2.3.1. Total Antioksidan Seviye (TAS) Olciimii

Prensip: Bu islem, mavi-yesil renkli olan 2,2'-Azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-
sulfonik asit) (ABTS) radikal katyonunun renk kaybi1 prensibine gore
gerceklesmektedir. Ornekte bulunan antioksidanlar, mavi-yesil renkli olan ABTS

radikalini renksiz ABTS formuna indirgerler. Ornekte bulunan antioksidan miktar:
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ile spektrofotometrede 660 nm’deki absorbans degisikligi baglantilidir. Trolox
Equivalent adi verilen ve E vitamini analogu olan standart antioksidan soliisyonu ile
kalibre edilir. Elde edilen sonuglarin birimi mmol Trolox Equiv/L olarak ifade

edilir.
Kullanilan Reaktif ve Standartlar

Reaktif 1: Test tamponu
Reaktif 2: Renklendirilmis ABTS
Standart 1: 0.0 mmol Trolox Equiv./L (K&r soliisyonu)

Standart 2: 1.0 mmol Trolox Equiv./L soliisyonu

Metot:
Absorbans 1 (660 nm) Absorbans 2 (660 nm)
2Ugrreakiilggy 12 1 Standart 1 + 30 pl reaktif 2
standart 1
Standart 1
Standart 1’in ilk Oda 1si1sinda 10 dakika ya da 37 °C’de 5
absorbansi dakika inkiibasyon
200 pl reaktif 1+ 12 ulf gondart 2 + 30 l reaktif 2
standart 2
Standart 2
Standart 2’nin ilk Oda 1s1sinda 10 dakika ya da 37 °C’de 5
absorbansi dakika inkiibasyon
200 pl reaktif 1+ 12 ulf ey 1439 ul reaktif 2
- ornek
Ornek 1
Oda 1s1sinda 10 dakika ya da 37 °C’de 5
Ornegin ilk absorbansi dakika inkiibasyon

Sonuclarin Hesaplanmasi

[(AAbs Std1) - (AAbs Ornek)]

Sonug = X20

[(AAbs Std1) - (AAbs Std2)]

A Standart 1’in absorbansi = (Std 1’in ikinci absorbansi - Std 1’in ilk absorbansi)
A Standart 2’nin absorbansi = (Std 2’in ikinci absorbansi - Std 2’in ilk absorbansi)

A Ornegin absorbans1 = (Ornegin ikinci absorbansi - Ornegin ilk absorbansi)
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2.2.3.2. Total Oksidan Seviye (TOS) Ol¢iimii

Prensip: Ornekte bulunan oksidanlar ferréz iyon-o-dianisidine kompleksini ferrik
iyona oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak yaklasik {i¢
katina g¢ikarmaktadir. Ferrik iyonlar asidik ortamda xylenol orange ile renkli bir
bilesik olustururlar. Ornekte bulunan oksidanlarin miktartyla iliskili olan rengin
siddeti spektrofotometrik olarak Olgiilmektedir Sonucglar hidrojen peroksit ile

kalibre edilir. Birimi pumol H,O, Equiv./L’dir.
Kullanilan Reaktif ve Standartlar

Reaktif 1: Test tamponu

Reaktif 2: Prokromojen soliisyonu

Standart 1 (Stn 1): Kor soliisyonu (deiyonize su)

Standart 2 (Stn 2): Stabilize edilmis standart stok soliisyonu (SSSS) (800 mM H,0,
Equiv./L)

Metot
Absorbans 1 (530 nm) Absorbans 2 (530 nm)
300 pl reaktif 1+ 45 wll g ndart 2 + 15 pl reaktif 2
standart 2
Standart 2 o )
Standart 2’nin ilk Oda 1sisinda 10 dakika ya da 37
absorbansi °C’de 5 dakika inkiibasyon
300l reaktif 1+ 45 ulleg 41 415 ul reaktif2
N ornek
Ornek 1 )
Oda 1s1sinda 10 dakika ya da 37
Ornegin ilk absorbansi °C’de 5 dakika inkiibasyon

Sonuc¢larin Hesaplanmasi

(AAbs Ornek)
Sonug = X20 (Std 2 degeri)

(AAbs Std2)

AAbs Ornek = Ornegin ikinci absorbansi — &rnegin ilk absorbansi
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AADbs Std2 = Standart 2’nin ikinci absorbansi — standart 2’nin ilk absorbansi
Std 2 degeri = 20 umol H,O,Equiv./L
2.2.4. Histopatolojik Incelemeler

Deney siireci sonunda her 3 gruptaki baliklarin tiimiinden solungag, karaciger ve
bagirsak doku drnekleri alinarak fosfat tampon soliisyonu ile hazirlanmig %10’ luk
formaldehit icerisinde 48 saat tespit edildi. Dokularmn tespit islemini takiben rutin
islemlerden gecirilen doku ornekleri parafin igerisine gomiilmek suretiyle parafin
bloklar hazirlandi. Parafin bloklardan 5 p kalinliginda kesitler mikrotomda
kesilmek suretiyle elde edilen doku kesitleri rutin islemlerden gecirilerek
hematoksilen-eozin (HE) ile boyandi ve Entallen vasitasiyla lamel kapatilarak
incelemeye hazir hale getirildi. HE boyali doku kesitleri mikroskopta incelenerek

patolojik degisikliklerin varligi yoniinden degerlendirildi.
2.2.5. Immunohistokimyasal Incelemeler

Dokularda meydana gelen hasarin mekanizmasimi arastirmak amaciyla doku
hasarinda siklikla rol alan molekiiller olan Katalaz ve Siiperoksit dismutaz 1
(SOD1) immunohistokimyasal ekspresyonu arastirildi. Bu amagla solungag,
karaciger ve bagwrsak doku Orneklerinden hazirlanan parafin bloklardan 4 p
kalmhiginda kesitler alinarak Poly-L-Lysine kapli lamlar iizerine yerlestirildi. Doku
kesitleri ksilende deparafinize edilerek %100 den %70’e azalan derecelerde alkol
serisinden gecirildi. Endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek amaciyla dokular
%3’liik hidrojen peroksit icerisinde 15 dakika tutuldu. Antijenik reseptorlerin agiga
¢ikarilmasi amaciyla 0.1 M Sodyum sitrat soliisyonu (pH 6,0) igerisinde mikrodalga
firmda doku kesitleri 1s1l isleme maruz birakildi. Spesifik olmayan antikor
boyanmasini engellemek maksadiyla non-immun serum ile dokular 30 dakika
inkiibe edildi. Takibinde doku kesitleri nemlendirilmis bir kap igerisinde uygulanan
boyamaya gore anti-katalaz antikoru (Katalog Numarasi: GTX110704; GENETEX)
fosfat tampon soliisyonu ile 1: 500 oraninda sulandirilmig) veya anti-SOD 1
antikoru (Katalog Numarasi: GTX100659; GENETEX) fosfat tampon soliisyonu ile
1: 500 oraninda sulandirilmis) ile oda 1sisinda 1 saat siire ile inkiibasyona birakild.

Primer antikor ile inkiibasyonu takiben kesitler 3 defa fosfat tampon soliisyonu ile
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5’er dakika yikandi. Doku kesitleri biyotinlenmis sekonder antikor ile 30 dakika
muamele edildikten sonra daha once tarif edildigi lizere fosfat tampon soliisyonu ile
yikand1 ve sonrasinda horse-radish peroksidase ile 30 dakika inkiibe edilerek tekrar
fosfat tampon soliisyonu ile yikandi. Sonrasinda Diaminobenzidine/hidrojen
peroksit soliisyonu kullanilarak immunohistokimyasal boyanmanin gdstergesi olan
renk kahverengi olusumunun olusup olusmadigi goézlendi ve renk olusumu
gozlendiginde reaksiyona distile su ile son verildi. Hematoksilen ile zemin
boyamasi yapilan kesitler rutin iglemlerden gegirilerek Entallen ile lamel kaplanarak

mikroskopta incelendi ve fotograflandi.
2.2.6. Istatistiki Analiz

[statistik hesaplamalarinda, kontrol ve deney gruplarindan elde edilen biyokimyasal
veriler kullanilarak, gruplar aras1 ve grup i¢i verilerde anlaml degisiklilerin olup
olmadig: tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile belirlendi. Sonucglar ortalama +

standart sapma (X £ SD) olarak belirlendi ve p<0.05 istatistiksel farklilig1 goriildii.

Hesaplamalar IBM SPSS 20,0 for Windows istatistik paket programi kullanilarak
yapildi.
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3. BULGULAR
3.1. Makroskobik Bulgular

Calismanin yapildig: siire igerisinde, kontrol ve deney grubunda bulunan baliklarin
hareketlerinde ve yem alma isteklerinde herhangi bir degisiklik tespit edilmedi.
Baliklarin dis ylizeylerinde mukus salgisinin artmis oldugu gézlemlendi. Ayrica 13.
giiniin sonunda 15 mg/L azotlu giibre uygulanan baliklardan 1 adet, 30 mg/L azotlu

giibre uygulanan baliklardan 2 adet olmak iizere toplam 3 baligin 6ldiigii tespit
edildi.

3.2. Total Antioksidan Diizeyleri

Gruplarin Total Antioksidan Seviyelerinde (TAS) gozlenen degisimler Tablo 3. 1
ve Grafik 3.1°de gosterilmistir.

Kontrol grubu, 15 mg/L azotlu giibre uygulanan ve 30 mg/L azotlu giibre uygulanan
gruplarda serum TAS diizeyleri karsilastirildiginda, TAS seviyelerinin istatistiksel
olarak 15 mg/L ve 30 mg/L azotlu giibre uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore

artmis oldugu tespit edilmistir (p<0.05).

Gruplar P
Kontrol 15mg/L Azotlu giibre 30 mg/L Azotlu giibre
n=8 n=9 n=8
1.65+1.87° 1.83+0.44" 1.86+0.09° 0.003

a-b, a-C : p< 0’05

Tablo3.1: Total Antioksidan Seviyeleri (mmolTrolox Equiv./L)
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TAS mmolTrolox Equiv./L

Kclnml 15mgT Azothy gitbre 30 mgL Azotlu giibre

Grafik 3.1: Total Antioksidan Seviyeleri
3.3.  Total Oksidan Diizeyleri

Gruplarin Total Oksidan Seviyelerinde (TOS) goézlenen degisimler Tablo 3.2 ve
Grafik 3.2’de gosterilmistir.

Kontrol grubu, 15 mg/L azotlu giibre uygulanan ve 30 mg/L azotlu giibre uygulanan
gruplarda serum TOS diizeyleri karsilastirildiginda TOS seviyelerinde meydana

gelen degisikliklerin istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu belirlenmistir.

Gruplar P
Kontrol 15mg/L Azotlu giibre 30 mg/L Azotlu giibre
n=8 n=9 n=8
13.48+2.73 15.51+5.83 15.47+5.45 0.639

b, % p>0,05

Tablo 3.2: Total Oksidan Seviyeleri (umol H,O, Equv./L)
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TOS5 pmol H,O, Equv./L

Kontral 15mo/T. Azotl giibre 30 mg/T Azotlu giibre

Grafik 3.2: Total Oksidan Seviyeleri
3.4. Histopatolojik Bulgular
Karaciger Dokusu

Kontrol grubu baliklarin karacigerlerinin normal goriiniimlii hepatositleri iceren
hepatik kordonlara sahip olduklar1 ve safra kanalikiillerinin normal goriiniimlii
olduklar1 belirlendi (Sekil 3.1A). Giibre uygulanarak tutulan her iki gruptaki
baliklarm doku morfolojileri genel olarak birbirlerine benzerlik gdstermekteydi. Bu
gruplardaki baliklarin karacigerleri incelenen dokular arasinda en fazla etkilenen
organdi. Karacigerde orta dereceden siddetliye degisen derecelerde hasarin olustugu
gozlemlendi. Hepatositlerde hidropik dejenerasyonun mevcut oldugu yer yer
nekrozlarm bulundugu goézlemlendi. Hepatik kordonlarin dejenerasyona ugrayan
alanlarda bozuldugu ve hiicresel yapilarin doku igerisinde yaygin bigimde yer aldig1
gozlemlendi. Genel olarak 30mg/L azotlu giibre uygulanan baliklarda (Sekil 3.1C)
gbozlemlenen bu degisikliklerin daha siddetli seyrettigi 15mg/L azotlu giibre
uygulanan grupta (Sekil 3.1B) ise ortadan siddetliye degisen derecelerde oldugu
dikkat cekti.
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Sekil 3.1: Karaciger dokusu histolojik kesiti. A) Kontrol Grubu B) 15 mg/L Azotlu
Giibre Uygulanan Grup. Hidropik dejenerasyon (ok), nekroz (N). C) 30 mg/L
Azotlu Giibre Uygulanan Grup. Hidropik dejenerasyon (ok), nekroz (N). H-E,
100pm.

Solunga¢ Dokusu

Kontrol grubu baliklarin solungaclarinda lamellar yapilarin normal histomorfolojide
oldugu ve hiicresel yapilarin normal olduklar1 gézlemlendi (Sekil 3.2A). Giibre
uygulanan gruptaki baliklarin solungaglarinda degisen derecelerde dejenerasyonlar
gozlemlendi. Her iki dozda giibre uygulanan baliklarm solungaglarinda
gbzlemlenen lezyonlarin siddeti bakimindan ise belirgin bir fark dikkati ¢ekmedi.

Bu gruplarda, degisen alanlarda solungaglarda sekonder lamellalarin kiitleserek yer
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yer asosiasyonlarin olugmaya basladigi, diger alanlarda ise bazi lamel epitellerinde

vakuollesme ile karakterize degisikliklerin olustugu dikkati ¢ekti (Sekil 3.2 B, C).

o A

~

Sekil 3.2: Solunga¢ dokusu histolojik kesiti. A) Kontrol Grubu B) 15 mg/L Azotlu
Giibre Uygulanan Grup. Sekonder lamellada kiitlesme (siyah ok), lamel
epitellerinde vakuollesme (mavi 0k). C) 30 mg/L Azotlu Giibre Uygulanan Grup.
Sekonder lamellada kiitlesme (siyah ok), lamel epitellerinde vakuollesme (mavi ok).
H-E, 200um.

Bagirsak Dokusu

Bu baliklarin ince bagirsak yapilarinin da normal goriiniimde olduklari, villuslarin
ve enterositler ile goblet hiicrelerinin normal morfolojilerde olduklar: tespit edildi
(Sekil 3.3 A). Giibre uygulamasi yapilan baliklarin bagirsaklarindaki villuslarda yer
yer kiitlesmeler olarak boylarinin kisaldig1 ve genel olarak suprantiiklear bosluklarda

azalmalarin mevcut oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 3.3 B, C). Lamina propriada ise
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degisen derecelerde olmak iizere hiicre infiltrasyonu gozlemlendi. Enterosit
kolumnar epitel hiicrelerinde ise belirgin dejeneratif bir degisiklige rastlanmadi. Her

iki giibre uygulanan grup arasinda belirgin bir fark belirlenmedi.

200 pm |

Sekil 3.3: Bagirsak dokusu histolojik kesiti. A) Kontrol Grubu B) 15 mg/L Azotlu

200 ym |

Giibre Uygulanan Grup. Villuslarda kiitlesme (siyah ok), hiicre infiltrasyonu (mavi
ok) C) 30 mg/L Azotlu Giibre Uygulanan Grup. Villuslarda kiitlesme (siyah ok),
hiicre infiltrasyonu (mavi ok) H-E, 200pum.

3.5. Immunohistokimyasal Bulgular

3.5.1. Katalaz immunoreaktivitesi
Karaciger Dokusu

Kontrol grubu baliklarin karacigerlerinde belirgin bir katalaz immunoreaktivitesi
gozlemlenmedi (Sekil 3.4 A). Bu gruptaki baliklarin karaciger hepatositlerinde

olsun Kupffer hiicrelerinde olsun belirgin bir immunoreaktiviteye rastlanmadi.
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Hepatositlerde tek tiik boyamalar nadiren gézlemlendi. Giibre uygulamasma maruz
birakilan her iki grupta katalaz immunoreaktiviteleri birbirlerine benzerlik
gostermekteydi. Bu gruplarda 6zellikle dejenerasyonun fazla sekillendigi alanlarda
immunboyanmalara rastlandi. immunboyanmalar vakuoler dejenerasyona ugrayan

hepatositlerde bulunmakla birlikte bunlarda genel olarak immunboyanma daha hafif

siddetteydi. Dejenerasyon bulunan alanlarda piknotik c¢ekirdekli hiicrelerde ise
immunboyanma siddetli sekilde dikkati ¢ekti (Sekil 3. 4 B, C).

Sekil 3.4: Karaciger dokusu katalaz immunoreaktivitesi (siyah ok) A) Kontrol
Grubu B) 15 mg/L Azotlu Giibre Uygulanan Grup. C) 30 mg/L Azotlu Giibre
Uygulanan Grup.

Solunga¢ Dokusu

Kontrol grubu baliklarin solungaglarinda belirgin bir katalaz immunoreaktivitesine

rastlanmadi (Sekil 3.5 A). Gilibre uygulamasmma maruz birakilan baliklarda
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solungaclarin sekonder lamel epitel hiicrelerinde degisen derecelerde olmak {izere
katalaz immunoreaktivitesine rastlandi (Sekil 3.5 B,C). Katalaz immunoreaktivitesi
sekonder lamellerin primer lamelleye baglandigi taban kisimlarina yakm olan
bolgelerde belirgin olarak gézlemlendi. Ancak 6zellesmemis hiicrelerin bulundugu

primer lamella kisimlarda herhangi bir immunboyanmaya rastlanmadi. Katalaz

immunoreaktivitesi genel olarak yliksek doz giibreye maruz birakilan baliklarda

daha siddetliydi.

Sekil 3.5: Solunga¢ dokusu katalaz immunoreaktivitesi (siyah ok). A) Kontrol
Grubu B) 15 mg/L Azotlu Giibre Uygulanan Grup C) 30 mg/L Azotlu Giibre
Uygulanan Grup.

Bagirsak Dokusu

Calismada kullanilan {i¢ gruptaki baliklarin bagirsak kesitlerinin hi¢birinde belirgin

bir katalaz immunoreaktivitesine rastlanmadi (Sekil 3.6 A, B, C).
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Sekil 3.6: Bagwsak dokusu katalaz immunoreaktivitesi A) Kontrol Grubu
B) 15 mg/L Azotlu Giibre Uygulanan Grup C) 30 mg/L Azotlu Giibre Uygulanan
Grup

3.5.2. SOD1 immunoreaktivitesi

Karaciger Dokusu

Kontrol grubundaki baliklarin karaciger dokularinda SOD1 immunoreaktivitesi
gozlemlenmedi (Sekil 3.7 A). Diisiik doz giibre uygulamasi yapilan grupta belirgin
bir SOD1 immunoreaktivitesi gézlemlenmedi. Ancak bu grupta bazi deneklerin
karaciger dokusunda hafif siddette olmak iizere immunboyanmalara rastlandi (Sekil
3.7 B). Yiiksek doz giibre uygulanan baliklarda ise denekler arasinda farklar
gozlemlenmekle beraber SOD1 immunoreaktivitesi genelde ortadan siddetli
dereceye degisen miktarlarda gozlemlendi (Sekil 3.7 C). SOD1 immunoreaktivitesi

bulunan hiicrelerde immunboyanmalar ¢ekirdek {izerinde gdzlemlendi.
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Sekil 3.7: Karaciger dokusu SODI1 immunoreaktivitesi (siyah ok) A) Kontrol
Grubu B) 15 mg/L Azotlu Giibre Uygulanan Grup C) 30 mg/L Azotlu Giibre
Uygulanan Grup.

Solunga¢ Dokusu

Solunga¢ dokusunda kontrol grubundaki baliklarda herhangi bir SODI
immunoreaktivitesi gozlemlenmedi (Sekil 3.8 A). Nadiren bireysel hiicre olarak
boyanmalara rastlanabildi. Giibre uygulamasi yapilan baliklarda SODI1
immunoreaktivitesi birbirine benzerlik gostermekteydi. Bu gruplarda hafif siddette
ve az sayida olmak iizere bazi sekonder lamella hiicrelerinde immunboyanmalara
rastland1 (Sekil 3.8 B, C).
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Sekil 3.8: Solunga¢ dokusu SOD1 immunoreaktivitesi (siyah ok) A) Kontrol Grubu
B) 15 mg/L Azotlu Giibre Uygulanan Grup C) 30 mg/L Azotlu Giibre Uygulanan
Grup

Bagirsak Dokusu

Bagirsaklarda SOD1 immunoreaktivitesi kontrol grubu baliklarda gdzlemlenmedi
(Sekil 3.9 A). Glibre uygulanan bazi deneklerde ise oldukga hafif gsiddette olmak
iizere enterosit kolumnar hiicrelerinde boyanma gézlemlendi (Sekil 3.9 B, C). Diger
deneklerde ise kontrol grubundakilere benzer olarak belirgin bir boyanmaya

rastlanmadi.
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Sekil 3.9: Bagirsak dokusu SOD1 immunoreaktivitesi (siyah ok) A) Kontrol Grubu
B) 15 mg/L Giibre Uygulanan Grup C) 30 mg/L Azotlu Giibre Uygulanan Grup
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4. TARTISMA VE SONUC

Canli yapismi olusturan temel elementlerden biri olan azot elementi, canli
materyalin % 5’ini olusturmaktadir (Benli, 2006). Aminoasitler yapilarinda yiiksek
oranda azot ihtiva etmektedirler (Svobodova ve ark., 1993). Hayvanlarda azotlu
uriinler gesitli aktivitelerde (bosaltim, osmoregiilasyon, yiizme, asit-baz dengesini
saglama gibi) son iriin olarak ortaya ¢ikmaktadir (Wright, 1995). Su ortaminda
bulunan azot bilesiklerini azot, organik azot, iyonize olmamig amonyak, amonyum,
toplam amonyak, nitrit ve nitrat olusturmaktadir (Benli, 2006). Sucul ortamda
amonyak ve nitrit en toksik azotlu bilesiklerdir (Lawson, 1995). Iyonize olmamis
amonyak, solunga¢ membranindan kolay bir sekilde gecebildiginden sucul
organizmalar i¢in daha toksik bir bilesiktir. Normal sartlarda su ile doku yiizeyi
arasinda bir pH dengesi vardir. Iyonize olmamis amonyagm artmasiyla bu alanda
pH diisiisiiyle amonyak solunga¢ epiteline ve kana, burdan da diger dokulara
ulagsmaktadir (Svobodova ve ark., 1993). Azotlu iriinler farkli hayvan gruplarinda
bosaltim, asit-baz dengesi, osmoregiilasyon ve yilizme yetene8i gibi degisik
fizyolojik fonksiyonlarda son iiriin olarak goriilmektedir (Wright, 1995). Buna ek
olarak ortalama % 25 civarinda azotlu iiriin yemlerle ya da organik ve inorganik
giibreler gibi diger besleyicilerle ortama katilabilmektedir. Bu sekillerde ortama
katilabilen azot atiklar1 birikerek havuzlarin asimilasyon kapasitesinin iistiine ¢ikar.
Su kalitesinin bozulmasma neden olan bu olay ayni1 zamanda sucul organizmalar

icin toksik etki yapmaktadir (Hargreaves, 1998).

Giibre, tarmmsal iiretimin 6nemli araglarindan biri olmakla birlikte, yeterli
uygulamasi yapilmadiginda verim ve kalitede diisiikliige neden olmakta, buna
karsin asir1 uygulanmasi ile 6zellikle azot ve fosforlu giibrenin yikanmasi ile taban
ve ylizey sularinda kirlilige, azot oksit (NO, N,O, NO;) emisyonu ile hava
kirliligine neden olmaktadir (Atilgan ve ark., 2007). Uygulanan kimyasal giibrelerin
belirli bir kismi bitkiler tarafindan kullanilmakta, geriye kalan kisim ise yer alt1 ve
yiizey sularina karigarak insan, bitki ve hayvan sagligini tehdit ettigi goriilmektedir.
Ayrica gilinlimiizde artan giibre ihtiyacin1 karsilamak i¢in kurulan iretim
tesislerinden, ¢evreye yayilan atik sular da dikkate alindiginda, sorunun ne kadar
ciddi boyutlarda oldugu goriilmektedir. Bu giibreleri {iireten tesislerin atik

sularindaki amonyum azotu ve nitrat azotu yonetmeliklerde belirtilen miktarlarin
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cok tistiinde oldugu goriilmektedir (Anonymous, 2004). Yapilan bir aragtirmada kis
aylarinda yetistiriciligi yapilan 1spanak ve marul gibi bazi bitkilerdeki nitrat
iceriginin smir degerlerin iizerinde oldugu bildirilmistir (Karaman ve ark., 2000).
Glibre uygulamasi yapilmayan ¢ayir mera arazilerinde taban suyunda nitrat miktari
Img/ml iken, normal Ol¢iide gilibre uygulanan arazilerde bu deger 31mg/ml’ye
kadar ¢ikabilmektedir. Su ortaminda azotun amonyak formuna doniismesi

baliklarda yasami kisitlayici etkiye sahip olmaktadir (Karaman, 2006).

Amonyak, Ozellikle sucul canlilar i¢in zararli g¢evresel bir toksikanttir. Sucul
sistemlerde amonyak konsantrasyonu tarimsal faaliyetler ve biyolojik atiklarin
ayrismasi ile artmaktadir (Chezhian ve ark., 2012). Suda amonyak miktarinin
artmasi, baligin biiylimesinde ve ilremesinde azalmaya, serebral enerji
metabolizmasinda bozukluklara, solungag, karaciger, bobrek, tiroit dokusunda
zararlara, denge kaybi, koma ve sonunda Oliimlere neden oldugu saptanmustir

(Twitchen ve Eddy, 1995).

Canli sistemine ait tiim bilesenlerin reaktif oksijen tiirlerine kars1 birlikte ¢aligmasi
antioksidan savunma sisteminin en 6nemli 6zelligidir (Chaudiere ve Ferrai-lliou,
1999). Bu ylizden tiim antioksidanlar canlida i¢ dengenin saglanmasinda hayati
oneme sahiptirler (Kaya ve ark., 2014). Bir kisim oksidan ve antioksidanlarin
kanda birlikte ¢aligmasi ile tek basina gosterdikleri etkiden daha fazla oksidan ve
antioksidan etkisi ortaya ¢ikmaktadir. Bu sebepten total oksidan/antioksidan
dengesinin saptanmasi i¢in tek tek Ol¢iim yerine total oksidan (TOS) ve total
antioksidan (TAS) 6l¢iimiiniin daha faydali olabilecegi bildirilmektedir (Erel, 2004;
Erel, 2005).

Kanada Ontorio’da gokkusagi alabaligi ciftliklerinde Nisan-Mayis aylarinda suda
amonyak artig1 sonucu 48 saat icerisinde 13000 pazarlik baliktan 4000’nin 61diigii
bildirilmigtir. Baliklar iizerinde yapilan patolojik inceleme sonucu solungag
lamellalarinda telangiektazi goriilmiistiir (Speare ve Backman, 1988). Pullu sazan
baliklarinin, 72 saat sireyle farkli amonyak (10, 20 ve 30 mg/L TA-N)
miktarlarmin uygulandig1 bir c¢aliymada,  solungag, karaciger ve bdbrekler
histopatolojik olarak incelenmistir. Ug organda da hipertrofi ve nekroz gibi doku

degisimlerine neden olmustur. (Yang ve Chun, 1986). Giibre iiretiminde kullanilan
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bilesikler iizerinde yapilan incelemelerde Cd, Pb, Ni ve As gibi agir metal
konsantrasyonlarinin smir degerlerin oldukga tizerinde oldugu belirtilmistir (Koleli
ve Kantar, 2005). Tarimsal faaliyetler sonucu o6zellikle fosfath giibrelerin yiiksek
miktarda kullanimi ile kadmiyum su kaynaklarma desarj edilmekte ve sucul
canlilarda birikmektedir (Aslan ve ark. 2012). Kadmiyum kaynakli karaciger
toksisitesinde oksidatif stresin etkisi onemlidir. Oksidatif stres sonucu agiga ¢ikan
serbest oksijen radikalleri, hiicre membran lipid ve proteinlerini yikarak, hiicre
membranini sertlestirip hiicre fonksiyonunu engelleyerek, niikleer membrani gecip
nukleustaki genetik materyale etki edip DNA'y1 kirilma ve mutasyonlara agik hale
getirerek viicutta ciddi hasarlara neden olabilirler (Aydogdu ve ark., 2007; El-
Sokkary ve ark., 2010). Kadmiyumun olusturdugu hasar1 6nlemeye veya ortadan
kaldirmaya yonelik yapilan calismalar incelendiginde, kullanilan antitoksik
ajanlarm, antioksidan veya serbest radikal giderici 6zelliklerinden yararlanildig:
goriliir.  Antioksidan savunma sisteminin  bozuklugu, kadmiyum bagh
hepatotoksisitede kritik bir olay olarak kabul edilir (Wajsbrot ve ark., 1993).
Cevrede yaygin olarak bulunan ve giibreler araciligi ile de bulasabilen kursun
elementinin canlilarda oksidatif stresi uyardig: bildirilmistir (Caylak ve ark., 2007).
Agir metallerin, reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi araciligiyla hiicre membranlarinda
hasara, hiicre dejenerasyonu ve Oliimiine neden oldugu ifade edilmektedir
(Pourahmad ve ark., 2003). Agir metallerden arsenigin, bitkilerde bulunma oraninin
su kirliligine, hava kirliligine ve giibre kullanimma bagli olarak degistigi, ayrica
baliklarda ytliksek miktarda biriktigi bildirilmistir (Ayaz ve Yurttagil, 2008). Agir
metallere maruz kalma sonucunda yapilan immiinohistokimyasal analizlerde 1s1 sok

proteinlerinin ekspresyonunda degisiklikler oldugu géze ¢arpmaktadir (Tekkesin ve
ark., 2011).

Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) iizerine yapilan bir ¢aligmada azot
uygulamasi ile histolojik olarak baligin bobreginde, deri, solungaglar, karaciger ve
pankreas dokularinda lezyonlar meydana geldigi, epidermiste bosluklu epithelial
hiicreleri olustugu, mikrokistik dilatasyon, ve mukus hiicresinde intraselliiler 6dem,
karacigerde siskinlik ve lenf bezi yapisini kaybetmeyen hepatositlerle birlikte
hematopoetik dokularin, bobregin proximal tubullerinde nekroz ve vakuoler
dejenerasyonlar tespit edilmis ve dolayisiyla da en ¢ok etkilenmis organlarin, deri,

karaciger ve bobrek oldugu bildirilmistir (Capkin ve ark., 2009). Yine gokkusagi
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alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) 2 saat siire ile 0,1 mg/L NHs’e maruziyet
sonucu lamella ylizeyinin tamamen, filament ve lamella epitelinin ise ylizeysel
olarak katlandigi, ayn1 konsantrasyonda 24 saat sonunda ise filament iizerindeki
lamellalarda telangiektazi goriilmiistiir. 0.5 mg/L NH3’e maruz kalmis solungaglarin
lamellalarinda daha fazla kivrilma ve katlanma meydana geldigi, 24 saat sonunda
ise epiteldeki deformasyonlarm daha derin ¢ukurlar seklinde oldugu gozlenmistir.
Ayrica mukus ve klorit hiicrelerde artma ile mukus hiicrelerinde sekil bozuklugu
saptanmustir (Kirk ve Lewis, 1993). Yirmi giin siireyle, yaklagik 2,5 aylik olan
cipura (Sparus aurata) yavrularinin kullanildigr kronik toksisite c¢aligmasinda,
amonyagin biiylime ve yasama orani tizerine etkisi incelenmistir. 20 giiniin sonunda
13 mg/L TA-N’ a maruz kalan ¢ipura yavrularinda agirlik kazanci kontrol grubuna
gore % 39 oraninda azaldig1 gézlenmistir. Yasama oranlari ise 15,7 mg/L TA-N’ na
maruz kalan ¢ipura yavrularinda kontrol grubuna goére % 50 oraninda diistigi
saptanmigtir. Ayni deneyde arastiricilar, her amonyak konsantrasyonundan iki
baligm solungag, karaciger, bobrek ve dalaklarmi histolojik olarak incelemislerdir.
Amonyaga maruz kalan baliklarda karaciger hiicrelerinin merkezinde bir miktar yag
vakuolizasyonu ve hiicre sitoplazmasinin c¢ogunlukla graniiler oldugunu
saptamiglardir. Karaciger dokusundaki bu lezyonlar 8,2 mg/L TA-N ve 13 mg/L
TA-N dozlarinda arasinda gozlenmistir. Ayrica karacigerde hepatositlerde bir
miktar atrofi, sitoplazmada ayrisma ve yag vakuolasyonu goriilmiistiir. Solungac,
bobrek ve dalakta ise herhangi bir patolojik bulguya rastlanmamistir (Wajsbrot ve
ark., 1993). Pullu sazan baliklarinin solunga¢ dokular1 {izerinde letal ve subletal
amonyagin etkilerinin arastirildig1 bir ¢alsmada, pH 9 ve sicakhigin 20°C oldugu
kosullarda, 96 saat (250-1340 ug/L NH3) ve 28 giin (30-370 ug/L NH3) siire ile
incelemeler yapilmistir. 96 saatlik siire sonunda solungag¢ epitelinde siskinlik,
solunga¢ dokularmda o6demler, telangiektazi, hipertrofi ve hiperplazi oldugu
goriilmiistiir. 28 giin sonunda, 370 pg/L NHjz konsantrasyonunda ise solungaglarda
hiperemi, telangiektazi ve pillar hiicrelerde hasar saptanmistir (Malik ve ark., 1986).
Yine pullu sazan baliklarinda, 24 saat amonyak uygulamasi sonucu yapilan
histopatolojik incelemelerde, solunga¢ dokusunda hiperemi, 6dem ve anevrizma ile
karaciger dokusunda hiperemi, dejenerasyon ve nekrozlarin yaygin olarak
gortldiigii bildirilmistir (Peyghan ve Takamy, 2002).Pullu sazan baliklarinda

amonyagin bilylime parametreleri {izerine etkisinin incelendigi bir caligmada
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uygulanan amonyak dozlarinin artigi ile biiylimenin geriledigi saptanmistir (Mallet
ve Sims, 1994). Sazan baliklar1 (Cyprinus carpio) ile yapilan bir diger ¢aligmada,
farkli amonyak konsantrasyonlarmin baliklar lizerine etkisi arastirilmis ve solungag
lamellerinde fiisyon, 6dem, hiperplazi, klorit hiicrelerinde proliferasyon gibi
bulgulara rastlanmistir (Chezhian ve ark., 2012). Yapilan bir ¢alismada Channa
punctatus (Bloch) bireyleri iizerinde alt1 aylik bir periyotta 100 ppm ve 500 ppm
amonyum siilfat gilibresi uygulanmig ve canlilarin karaciger ile tiroid dokulari
incelenmistir. Calisma sonucunda hepatositlerde degraniilasyon, piknotik c¢ekirdek
ve fokal nekroz; tiroid folikiillerinde hipertrofi, hiperplazi, hiperemi gézlenmistir
(Ram ve Stahyanesan, 1987). NPK (Azot- Fosfor- Potasyum kompoze) giibresinin
uygulandigi Mystus M. vittatus (BL.) tiirlinde solunga¢ dokusu incelenmis ve
sekonder lamellada kiitlesme, mukus salgisinda artis, solungac epitelinde
parcalanmalar ve giibre uygulanan baliklarin 96 saat sonunda %40 nin 6ldigi
gozlenmistir (Pande ve Pande, 1988). Yapmis oldugumuz bu c¢alismada da suda
amonyak konsantrasyonunun artis1 ile meydana gelen, karaciger dokularinda
nekroz, hiropik dejenerasyon ve hepatik kordon dejenerasyonlari, solungag
dokularinda sekonder lamellada meydana gelen kiitlesmeler ve vakuollesmeler ile
bagirsak dokularinda hiicre infiltrasyonlar1 ile villuslarda kiitlesmelerin daha 6nce

yapilan benzer ¢aligmalarla uygun oldugu goriilmiistiir.

Son yillarda su ortamlarindaki toksisitenin belirlenmesinde baliklar indikator
canlilar olarak kullanilmaktadir. Buna ek olarak tarimda kullanilan kimyasallarin
insanlar tzerinde etkisi olup olmadigini anlamak i¢in de detoksifikasyon
mekanizmalarmm benzer olmasi sebebiyle yine baliklar test canlisi olarak
kullanilabilmektedir (Stegeman ve Lech, 1991). Sucul canlilar, insanlarin besin
kaynaklar1 arasinda da 6nemli bir yere sahip oldugundan baliklarda olusabilecek
toksik etkiler Ozellikle arastirilmaktadir (Kaya ve ark., 2014). Toksik etkilerin
arastirilmasinda histolojik analizler cok duyarl parametreler olarak bilinir ve hedef
organlarda hiicresel degisimlerin belirlenmesinde gereklidir. (Ugar ve Atamanalp,
2009). Immunohistokimyasal analizler, tiim doku sivilari, viicut sivilar1 ve igne
aspirasyon materyallerinde uygulanir. Bu materyallerdeki hiicrelerin 6zellikle
sitoplazmalarindaki  intermedier flamentler, mikrotiibiiller, mikroflamanlar,
ndroflamanlar ve hiicre zar1 reseptdr proteinleri incelenir. Bu yapilar antijen kabul

edilerek disarda 6zel olarak iiretilen antikorlar; anahtar-Kilit, koenzim-substrat
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orneginde oldugu gibi olusturulan Antijen-Antikor kompleksi 6zel boyalar ile
boyanir. Yani bu kompleks goriiliir hale getirilir (Yilmaz, 2007). Dolayisiyla
0zelde balik populasyonlarmin genelde sucul ekosistemin saglik durumunu ortaya
koymak amaciyla histolojik arastirmalarin yapilmasi olduk¢a &nemlidir. insan
beslenmesinde Onemli yeri olan baliklar kirleticilere maruz kaldiklarinda insan

sagligmi da tehdit eder duruma gelirler (Ugar ve Atamanalp, 2009).

Biyolojik sistemlerde antioksidan savunmaya katilan farkli enzimler ve enzimatik
olmayan bilesikler vardir. Bu enzimlerden SOD, siiperoksit anyonunu (O"Z)
H,0,'ye dontistiirmektedir. CAT, H,0,'yi suya indirgemektedir ve oksijen ile GSH-
Px kullanarak hem H,O,'yi hem de organik hidroperoksitleri (ROOH) detoksifiye
etmektedir (Ansaldo ve ark., 2000). Baliklardaki karaciger dokulari, su kirliliginin
diger organlardan daha ¢evreci bir gostergesi olarak onerilmektedir (Yilmaz ve ark.,
2006). Ortamda toksik maddelerin fazla miktarda bulunmasi, plazma membranina,
hiicresel bilesiklere ve enzimlere zarar verirken, reaktif oksijen radikalleri gibi
sitotoksik tiirlerin tiiretilmesine de neden olmaktadir (Lowry ve ark., 1951).
Ornegin; farkli balik tiirleri {izerinde agir metal etkisinin arastirildig1 bir ¢alismada,
en fazla etkilenen organin karaciger oldugu, SOD aktivitesinin artarken CAT
aktivitesinin azaldig1 belirtilmistir. SOD aktivitesindeki artis, hiicrelerin siiperoksit
radikallerine kars1 korunmasi i¢in daha fazla proteinin gerekli oldugunu, buna
karsilik CAT aktivitesindeki bir azalmanin ise hiicreleri H,O;'ye karsi koruma
yeteneginin azaldigin1 gostermektedir (Papagiannis ve ark., 2004). Tarimsal
kimyasallardan olan pestisitlerin de sucul canlilar {izerinde oksidatif stresi arttirici
etkileri gesitli ¢alismalarla ortaya konmustur. Farkli balik tiirlerine (Oreochromis
niloticus, Cyprinus carpio) farkli pestisitlerin (2,4-D ve azinphosmethyl)
uygulandigr bir calismada enzim aktiviteleri arastirilmis ve ¢alisma sonunda
solunga¢ dokularinda SOD aktivitesinin arttig1 belirtilmistir (Orug ve ark., 2004).
Channa punctatus tiirii tizerine pestisit uygulamasi yapilarak Kkaraciger
dokularindaki antioksidan enzim aktivitelerinin arastirildigi bir baska caligmada
katalaz (CAT) aktivitesinin arttig1 ve lipid peroksidasyonunun indiiklendigi
goriilmistir (Sayeed ve ark., 2003). Oreochromis niloticus ile yapilan bir
aragtirmada farkli konsantrasyon ve siirelerde pestisite maruz birakilan baliklarda
CAT ve SOD aktivitelerinde artis oldugu bildirilmistir (Peixoto ve ark., 2006).

Pestisit uygulamasinin oksidatif stres ve antioksidan enzimler (SOD, CAT, GR ve
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GPx) iizerindeki etkisinin arastirildig1 bir calismada, Oncorhynchus mykiss tiirtiniin
7 giinliik uygulama sonucunda antioksidan savunma sisteminin ortama adaptasyon
gostererek cevap verdigi, 20-30 giinlik uygulama siirelerinde antioksidan
enzimlerde inhibisyon oldugu, daha uzun siireli uygulamalarda ciddi boyutlarda
oksidatif hasara yol a¢tig1 gozlenmistir (Li ve ark., 2010). Oreochromis niloticus ile
yapilan bir ¢alismada paraquat adli bir herbisit uygulanmis, sonu¢ olarak SOD
aktivitesinde artis oldugu belirtilmistir (Figueiredo-Fernandes ve ark., 2006).
Diazinon isimli bir insektisitin Cyprinus carpio ve Oreochromis niloticus tiirlerine
uygulandigi farkli ¢alismalarda, ¢esitli dokularda SOD ve CAT aktivitelerinde artig
oldugu bildirilimistir (Durmaz ve ark., 2005; Orug ve Usta, 2007). Channa punctata
(Bloch)’nin deltametrin adli insektisite maruziyeti sonucu, enzimatik olmayan
antioksidan yapilarmin zarar gordigi ve glutatyon seviyesinin diistiigi
kaydedilmistir (Parves ve Raisuddin, 2006). Oncorhynchus mykiss’ e pestisit
uygulanan bir diger caligma ile baliklarm CAT aktivitelerinde diisiis oldugu
bildirilmistir (Dorval ve Hontela, 2003). Calismamizda goriilen karaciger, solungag
ve bagmrsak dokularmmda meydana gelen SOD1 immunoreaktivitesi, tarim
kimyasallarinin neden oldugu oksidan artisina cevap olarak oksidanlar1 pargalamak
suretiyle bu dokularda H,0; seviyesini arttirdigini gostermektedir. Ayrica karaciger
ve solunga¢ dokularinda meydana gelen CAT immunoreaktivitesi, bu dokularda
artan H,O;’nin pargalanmasi ile oksidan seviyesini diisiirerek, oksidatif strese karsi

baliklarm cevap verdigi goriilmektedir.

Sucul organizmalarda antioksidan sistemlerin icerdigi temel enzim (SOD, GPx,
CAT) gruplarmin reaktif oksijen tiirleri lizerinde inhibe edici etkilerinin oldugu ve
pestisit gibi toksik etkili kimyasallardan kaynaklanan serbest radikallerin zararli
etkilerine kars1 hiicresel sistemi koruyabildikleri ve s6z konusu enzimlerin kirlilik
calismalar1 ve ekotoksikolojik risk degerlendirmelerinde uygun ve giivenli
indikatorler olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Alak ve ark., 2011).
Calismamizda sularda azotlu bilesiklerin, antioksidan/oksidan denge durumu
tizerinde etkisini gérmek amaciyla baliklardan alinan kan 6rnekleri {izerinde TAS
ve TOS o&lciimleri yapilmistir. Olgiimler sonucunda TAS seviyesinin kontrol
grubuna kiyasla 15 mg/L ve 30 mg/L azotlu giibre uygulanan deney gruplarinda

artmis oldugu, TOS seviyesinde ise li¢ grup arasinda anlamli bir fark olmadig1
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goriilmiistiir. Antioksidan enzim seviyelerinde goriilen artisin, baliklar {izerinde

meydana gelen oksidatif hasar1 azalttig1 diistiniilmektedir.

Calismamiz ile giibrelemenin sularda amonyak miktarini arttirmasi sonucu
baliklarin dokularinda olumsuz etkilerinin bulundugu ve giibre konsantrasyonu
artiginin baliklarda oksidatif stresi arttirdigi ortaya konmustur. Uygulanan %33’liik
azotlu gilibrenin, Capoeta capoeta’ya ait karaciger, solunga¢ ve bagirsak
dokularinda histopatolojik dejenerasyonlar, CAT ve SODI aktivitelerinde artis,
antioksidan seviyelerinde artis oldugunun gozlenmesi, yiikksek miktarda kimyasal
giibre kullanimmin balik gibi sucul organizmalar i¢in toksik hasara yol actigi ve
sistemlerine zarar verdigi gézlenmistir. Elde edilen sonuglar, tarim uygulamalarinda
kullanilan kimyasallarin etkilerinin sucul canlilar agisindan oksidatif stres
olusturdugunu ve bunun ortaya konmasinda immuhistokimyasal ve biyokimyasal
yontemlere basvurulabilecegini de ortaya koymustur. Tarim uygulamalarinda
belirlenen yontemler disina ¢ikarak bilingsiz ve yogun kimyasal giibre
uygulamasinin sucul canlilarin yasaminda olumsuz etkiye neden olabilecegi

sonucuna varildi.
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