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Bu c¢alismada, selenyumun baliklarda antioksidatif roliinii belirlemek amaciyla krom,
kadmiyum ve selenyumun goékkusagi alabaliinin (Oncorhynchus mykiss Walbaum,1792)
karaciger ve solunga¢ dokularindaki bazi biyokimyasal parametreler {izerine etkileri
arastirilmistir.

Cd (2 ppm), Cr (2 ppm), Se (2 ppm), Cd+Se (2 ppm Cd + 2 ppm Se) ve Cr+Se (2 ppm Cr
+ 2 ppm Se)’a bir hafta siireyle maruz birakilan gokkusagi alabaliklarinin karaciger ve
solunga¢ dokularinda selenyum bagimli Glutatyon peroksidaz (Se-GSHPx), Siiperoksit
dismutaz (SOD) ve Katalaz aktiviteleri ile malondialdehit (MDA) diizeyindeki degisimler
incelenmistir.

Calisma sonucunda Cd, Cr, Cd+Se ve Cr+Se’a maruz kalmis gruplarin enzim
aktivitelerinde kontrole gore istatistiksel agidan 6nemli oranda diisiislerin oldugu (p<0.05)
gozlenmistir. Ayrica Cd, Cr, Cd+Se ve Cr+Se’a maruz kalmis gruplarin MDA diizeylerinde
kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli artiglarin oldugu (p<0.05) belirlenmistir. Se maruzati
ise enzim aktiviteleri ile MDA diizeylerinde 6nemli degisimler yaratmamustir.

Bu sonuglar, agir metallere maruz birakilmis gruplarin biyokimyasal parametrelerinde
meydana gelen olumsuz etkilerin, Se ilavesi ile giderilebilecegini ortaya koymaktadir.

ANAHTAR KELIMELER: Kadmiyum (Cd), Krom (Cr), Selenyum (Se), Oksidatif stres,
Antioksidan savunma sistemi
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ABSTRACT

Master Thesis

RESEARCHING OF ANTIOXIDANT ENZYME ACTIVITIES IN RAINBOW
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Supervisor: Asst. Prof. Dr. ibrahim ORUN

In this study, the effects of cadmium, chromium and selenium on some of the biochemical
markers in the liver and gill tissues of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792)
were investigated to determine antioxidative role of selenium in fish.

The activities of Se-dependent Glutathione peroxidase (Se-GSHPx), Superoxide
dismutase (SOD), Catalase (CAT) and the changes in levels of malondialdehyde (MDA) were
analysed in liver and gill tissues of rainbow trouts exposed to Cd (2 ppm), Cr (2 ppm), Se (2
ppm), Cd+Se (2 ppm Cd + 2 ppm Se) and Cr+Se (2 ppm Cr + 2 ppm Se) for a week.

As a result of this study, it was observed that there were statistically significant decreases
in enzyme activities of the groups exposed to Cd, Cr, Cd+Se and Cr+Se compared to control
(p<0.05). In addition, it was observed that there were statistically significant increases in
MDA levels of the groups exposed to Cd, Cr, Cd+Se and Cr+Se compared to control
(p<0.05). The selenium exposure did not cause to changes significantly in enzyme activities
and MDA levels.

These results suggest that the negative effects occured on the biochemical markers of the
groups exposed to heavy metals can be eliminated as a result of selenium supplementation.

KEY WORDS: Cadmium (Cd), Chromium (Cr), Selenium (Se), Oxidative stress,
Antioxidant defence
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1. GIRIS

Endiistrinin gelismesine paralel olarak su, hava ve topragin sagliga zararli maddeler
ile kirlenmesi son yillarda 6nemli bir ¢evre sorunu olarak insanligin karsisina ¢ikmuistir.
Yeryliziindeki su devamli bir dongii i¢indedir. Suyun bu dongiisii sirasinda insanlarin
etkisi sonucu ortaya ¢ikan ve suya karisan maddeler suyun fiziksel, kimyasal ve
biyolojik 6zelliklerini degistirerek su kirliligine neden olur [1].

Kirletici olarak agir metaller sucul ortamlara; tarimsal alanlardan, kirsal ve
endiistriyel iiretim alanlarindan, yagmur sulart ve kirli su aritimi gibi uzun vadeli
ekotoksikolojik etkilerle sonuglanabilen yollarla girebilmektedir [2]. Bu toksikolojik
etkiler populasyon ya da ekosistem diizeyinde fizyolojik ve biyokimyasal reaksiyonlarla
baslar. Bu nedenle kirlenmenin canlilar {iizerindeki etkilerinin ¢esitli fizyolojik,
histolojik, hematolojik ve biyokimyasal parametrelerle incelenmesi sonucunda 6nemli
bilgiler elde edilmektedir [3].

Sularin kirlenmesi, sucul ortamlarda yasayan canlilar iizerinde ¢esitli olumsuzluklar
meydana getirmektedir. Suda oksijen miktar1 azalirken bakterilerin, organik maddelerin,
metal tuzlarmin ve toksik maddelerin miktar1 artar. Bundan dolay1 su ortaminda
yasayan bitkiler, baliklar ve diger sucul organizmalar 6lebilir veya zehirli maddeleri
biinyelerinde saklayarak onlar1 besin zinciri yoluyla diger canlilara ulastirabilir [4]. Agir
metaller, iyon halinde veya bilesik formlar1 i¢inde suda ¢ézlinmiis olduklarindan ve
organizmalar tarafindan kolayca absorbe edilebildiklerinden dolay1 oldukca toksik
maddelerdir. Absorpsiyon sonrasi metaller fonksiyonel proteinler, enzimler ve niikleik
asitler gibi hayati hiicre makromolekiillerine baglanarak hiicrelerin fonksiyonlarini
etkilerler [5].

Besin zincirinin bir halkasini olusturan ve onemli bir protein kaynagi olarak
tiikketilen baliklarin agir metal kirliligine maruz kalmalarinin etkilerinin arastirilmasi,
ekolojik dengenin korunmasi ve insan saglhigi acisindan gerekli hale gelmistir. Agir
metaller besin zinciriyle ya direkt olarak planktonlar araciligiyla ya da sudaki tiiketici
diger organizmalar yolu ile baliklara gegmektedir [6]. Agir metallerin suda bulunan
tuzlar1 ve bunlarin baliklara olan etkisi suyun yogunlugu, osmotik basinci, pH’si,
sertligi, serbest oksijen miktar1 ve suyun sicakligina bagli olarak degisir [1].

Biyokimyasal parametreler baliklarin saglik durumlarinin bir gostergesi olarak sikca
kullanilmaktadir. Bu bakimdan herhangi bir stresin gostergesi olarak biyokimyasal

metotlarin kullanimi, bu degisen c¢evreye karsi baliklarin fizyolojik tepkileri hakkinda



onemli bilgiler saglamaktadir. Ozellikle subletal toksisite ¢alismalari, meydana gelen
fizyolojik ve biyokimyasal degisiklikleri anlamak ve letal etkilerin olusturdugu tehdidi
tahmin etmeyi miimkiin kilmaktadir [6].

Selenyum diisiik konsantrasyonda insan ve hayvanlarin biiyiimesi i¢in gerekli olan
esansiyel bir elementtir. Fakat yliksek konsantrasyonlarda toksik 6zelliklere sahiptir [7].
Selenyum yiyeceklerde esas olarak selenometiyonin ve selenosistein gibi organik
bilesikler halinde bulunur. Buna karsilik selenyumun disardan alindigi durumlarda
kullanilan bilesigin sodyum selenit olmasi nedeniyle &zellikle deneysel selenyum
caligsmalar1 selenit metabolizmasi lizerinde yogunlagmustir [8].

Selenyumun biyolojik agidan 6nemli olusunun nedenlerinden biri, hiicrelerin birincil
antioksidan savunma sisteminde anahtar role sahip olan Glutatyon peroksidazin (GSH-
Px) kofaktorii olmasidir [9]. GSH-Px, hiicre ortaminda olusan peroksitleri metabolize
ederek serbest radikal olusumunu engeller. Yine bu metabolizmadaki serbest radikal
kacaklarinin 6nemli bir gostergesi Siiperoksit dismutaz (SOD)’dir. SOD, siiperoksit
radikalini metabolize eden enzimdir ve dolayli olarak GSH-Px aktivitesi ile
baglantilidir. Agir metal toksisitesi sonucu gelisen lipid peroksidasyonunun en belirgin
tiriinic malondialdehit (MDA)’tir. Bu nedenle lipid peroksidasyonunu belirlemede
kullanilir. MDA, olusum yerinden kolayca difiize olabilir, membran yapisindaki lipid ve
proteinlere ¢apraz baglanarak membran gecirgenliginde degisikliklere yol agabilir [10].

Bu bilgiler 1s18inda, belli dozlarda agir metal (krom, kadmiyum) stresine maruz
birakilmis ve ayni dozda selenyum ilave edilmis gokkusagi alabaliklarinin solungag ve
karaciger dokularinda Se-GSHPx, SOD, Katalaz enzim aktiviteleri ile birlikte MDA

diizeylerindeki degisimlerin gdozlenmesi amaglanmigtir.



2. GENEL BILGI

2.1. Agir Metaller

Agir metaller, kalict kirleticiler olarak nitelendirilmektedir ve bir organizmadan
digerine besin zinciri yoluyla gecerek yiliksek yapili organizmalarda birikme
ozelligindedirler. Ozellikle kadmiyum, civa, kursun ve krom gibi agir metaller, besin
zinciriyle girdikleri canli biinyelerinde dogal fizyolojik mekanizmalarla atilamadiklar
icin birikime ugrarlar ve biinyede belirli derisimlerin iizerine ¢ikmalart durumunda
toksik olup, alici ortamlardaki canli yasami iizerinde derisimleri ile orantili olarak
toksik etki yaparlar [11].

Metallerden bahsedildiginde sik sik ‘iz metal’ (canlinin yasamasi ve bilyiimesi i¢in
gerekli temel mineraller) ifadesi kullanilir. Bu sekilde ifade edilen bir¢ok metal eser
miktarlarda canlilarin normal fizyolojik fonksiyonlar1 igin gereklidir. Ancak bu
miktarlar farkl tiirler arasinda 6nemli degisiklikler gosterir. Onemli iz metallere bakir,
demir, ¢inko, kobalt, molibden, nikel, manganez, selenyum, kalay ve brom dahildir.
Bunlardan bir veya birka¢ tanesinin eksikligi veya fazlaligi hiicrede fizyolojik
fonksiyonlart degistirir [12].

Endiistriyel ve tarimsal faaliyetler sonucu organik ve inorganik kirleticiler yollarmi
cevrede bulurlar. Tath sularda bulunan agir metaller Pb, Cr, Cu, Ni, Co, Mn, Hg ve
Zn’dir. Insan saghgmin bu agir metallerden etkilenmesi sadece onlarm varhigi ve
toksisitesinden kaynaklanmaz, ayni zamanda onlarin besin zinciri yoluyla 6nemli
konsantrasyonlarda  birikmesinden kaynaklanir. Ayrica bu elementler dip
sedimentlerinde de birikebilir ve besin zinciri yoluyla konsantrasyonlar1 daha da artarak
canlilar iizerinde akut ya da kronik etkiler olusturabilirler. Bu elementler toksisiteye ¢cok
fazla duyarli olan sindirim sistemi ya da renal tiibiiler hiicrelere saldirabilirler [13].

Agir metallerin canli bilinyelerinde birikimi sonucunda sularda yasayan baliklar ve
diger canlilar Olebilir. Hatta bu tiir su iriinleriyle beslenen insanlarin yasami da
tehlikeye girebilir. Toksik maddeler suda diisiik konsantrasyonlarda bulunmalar1 halinde
bile (6rnegin 1 mg/L) insan sagligina zarar vererek hastaliklara ve hatta 6liime sebep
olabilirler [12].

Son yillarda {ilkemizde hizli niifus artis1 ve endiistrilesme, mevcut iilke
kaynaklariin hizli tiikketimini ve biiyiik boyutlara ulasan ¢evre kirliligini de beraberinde
getirmistir. Sucul ortamlar igme ve kullanma suyu temini, rekreatif amagla kullanim ve

artan protein ihtiyacini karsilamada 6nemli bir yere sahiptir [14].



Su kaynaklarinda kirlenmeye neden olan kirletici etkenleri temel olarak biyolojik,
fiziksel ve kimyasal olmak tizere {i¢ grupta toplayabiliriz. Sularda kimyasal kirlenmeye
neden olan 6nemli unsurlardan birisi de agir metallerdir. Agir metaller su ortamlara
maden endistrilerinden, metal endistrilerinden ve cesitli sanayi kuruluslarindan
birakilmaktadir. Bu gibi kuruluslarda yikama amaci ile bol miktarda su kullanilmakta ve
bu su alict ortamlara birakilmaktadir [14]. Endiistriyel atik sularla atilan metal
iyonlarinin bozulmadan kalabilmeleri sularin kirlenmesi agisindan oldukca biiyiik 6nem
tasir. Ozellikle sanayi atiklarmda bulunan metal ve metalloidler sularin kirlenmesi ve
baliklarin 6liimiinde énemli rol oynamaktadir. Ornegin Cr, Cd, Pb, Fe, Cu, Zn, Al, As
ve bircok metal ve metalloidler sanayi atiklarinda bulunmakta ve bunlar toprakta yok
olmadiklar1 i¢in yagmur sulariyla ve erozyonla sulara tasinmaktadir [1]. Baslica metal
enddistrilerini olusturan metal kaplama sanayi, otomotiv sanayi, elektrik ve elektronik
malzemeleri, mutfak ve ev esyalar1 islenmesi esnasinda kullanilan su igerisinde bol
miktarda agir metal tespit edilmistir. Sularda kirlenmeye neden olan agir metaller
genelde inorganik karakterli olup cogunlukla asidiktir. Bu metaller c¢ok kiigiik
konsantrasyonlarda dahi suda yasayan canli organizmalar i¢in 6ldiiriicii olabilir. Ayrica
ekosistem igerisindeki besin zincirine girerek insan saghigini da tehdit edebilir [14].
Agir metaller sularda ¢ozlinmiis halde (iyon, selat iyon, kompleks iyon ve molekiiler)
ve partikiil halde (kolloidal, yogunlagmis ve adsorblanmig) bulunurlar. Sudaki mevcut
metal yapist ve organizmalar1 etkileyen fizyolojik faktorler; pH, sicaklik, ¢oziinmiis
oksijen, 151k ve tuzluluktur. Organik kokenli kimyasal maddeler toprakta ve suda
genellikle bozunmaya ugrar ve yan {iriin olarak inorganik maddeler agiga ¢ikarir. Fakat
bazi organik maddelerin parcalanmasi zor veya uzun siire alir. Inorganik ve radyoaktif
maddelerin uzaklasmasi ise olduk¢a zordur [1].

Baliklar ekosistem igerisinde insan tarafindan tiiketilen Onemli bir protein
kaynagidir. Agir metallerin baliklara olan etkisinin metalin cinsi ve konsantrasyonuna,
su kalitesine ve baligin tiir ve yasina bagli olarak degistigi belirlenmistir. Baz1 agir
metaller mikro diizeylerde toksik olmasa dahi canlinin fizyolojisini etkileyerek
gelismesini yavaglatmakta veya lireme yetenegini kaybetmesine sebep olmaktadir. Agir
metaller toksik Ozelliklerinin yami sira, su canlilarinin viicudunda birikme egilimi
gosterirler. Agir metallerin balik viicudundaki birikimi hem beslendigi besinlerle hem
de solungaclari ile suyu slizdiigii esnada olmaktadir. Baliklar i¢in son derece toksik olan
agir metallerin bazilari iz miktarda balik igin son derece gereklidir. Ornegin;

alabaliklarla yapilan bir deneyde ¢inko eksikliginde gozlerde katarakt olusmustur [14].



Agir metallere maruz kalan bir balikta gozlenen baslica semptomlar; yiiksek
konsantrasyonlarda yogun balik 6liimleri, diisiik konsantrasyonlarda ise yavas biiylime,
omurgada deformasyonlar, yilizme bozukluklari, anemi, i¢ organlarda fonksiyon
bozukluklari, kisirlik, solunum gii¢liigli ve iyon dengesinde bozulma sayilabilir. Ayrica
cogu su canlilarimin viicudunda depolanabilen bu metallerin konsantrasyonu besin
zinciri boyunca artmakta ve bu canlilar iizerinden beslenen insan hayatin1 da tehdit
etmektedir. Su canlilar1 i¢in toksik olan agir metallerin etkisi metalin tiirii ve
konsantrasyonuna, su kalitesine, maruz kalan canlinin tiirii ve yasina ve agir metallerin

birbirleriyle olan etkilesimine bagli olarak degismektedir [14].

2.1.1. Kadmiyum

Kadmiyum dogada sar1 renkli kadmiyum siilfiir (CdS) seklinde ¢inko filizi ile
birlikte bulunur [15]. Kadmiyum, endiistriyel islemler ya da diger antropojenik
faaliyetler sonucu meydana gelen atik sularin dogal su kaynaklarina karismasi sonucu
her yerde siklikla mevcut olabilmektedir [16]. Yer kabugunda bulunan Cd insan
aktiviteleri, volkanik aktiviteler ve erozyon yoluyla genis ol¢iide yayilir. Toksik bir
metaldir ve biyolojik bir iglevi yoktur. Kadmiyum normalde reaktif tiirlere kars1 koruma
saglayan tiyoller ya da enzimlerle reaksiyona girerek serbest radikal toksisitesine neden
olur. Kadmiyuma maruz kalma kemik mineral yogunlugu ve bobrek fonksiyonunu
etkileyebilir [17]. Kadmiyum organizmaya basta solunum yolu olmak {izere, daha az
olarak da besinler ve igilen sularla sindirim yolundan girmektedir. Kanda biiyiik 6l¢iide
hemoglobine bagli olarak dolasir ve bir transport ve depolama proteininin
(metalloprotein) —SH gruplarina baglanmis sekilde bobrek ve karacigerde toplanir [15].
Baliklarda kadmiyum karaciger, solunga¢ ve bobreklerde birikir. Kadmiyum ve
bilesikleri sularda genelde eser miktarlarda bulunur ve bu 0.001 mg/L diizeyini agsmaz,
cok ender durumlarda 0.010 mg/L’ye ulasir [18].

Endiistride kadmiyumlu mineraller, kadmiyum igeren plastik ve metal atiklarindan
cevreye yayilan kadmiyum hava, su ve toprag: kirletmektedir. Toprak ve suda biriken
kadmiyum ise sudaki organizmalara ge¢mekte, buradan besin zinciriyle hayvan ve
insanlara ulagmaktadir [19]. Havada bulunan kadmiyum partikiillerinin insan igin
Sldiiriicii dozu (LDsg) 2900 mg/m’’diir. 0.3-0.5 pm biyiikligiindeki partikiiller
solundugunda yaklasik %10-151 akcigerlerde tutulur. Kadmiyum sigara dumani iginde

de bulunur (20 sigarada 20-25 pg) [15].



Kadmiyum baliklar iizerine diisiik konsantrasyonda bile toksik olabilmektedir.
Baligin solungag, karaciger, bobrek ve mide-bagirsak bolgesinde birikir. Memelilerde
biriken Cd safra, idrar ve fecesle salgilanirken, baliklarda ise bagirsaklar safra ve
solungaglar vasitastyla salgilanir [20].

Subletal dozlarda suda ¢oziinmiis kadmiyuma kronik maruz kalmanin fizyolojik
etkilerinin bazilar1 solunumda bozukluk, biitiin viicutta ya da plazma iyon diizeninde
bozukluk, hematolojik degisiklikler, baliklarda stres gostergesi olan kortizol ve glukoz
gibi diger kan parametrelerinde degisiklikler seklinde acikga ortaya koyulur [21].

Kadmiyum endiistride demir, ¢elik, bakir, ¢inko gibi metallerin korozyonuna karsi
kaplamalarda, kursunla alasim seklinde kablo kaplamalarda, insektisit iiretiminde, nikel-
kadmiyum pili yapiminda, niikleer reaktorlerde nétron absorblayicisi olarak, boya ve
cam Uretiminde, plastiklerde stabilizator olarak kullanilmaktadir [19]. Kadmiyumun
cesitli tuzlar1 (asetat, bromid, karbonat, kloriir, florid, oksit, iyodit, nitrat, salisilat,
siyanit, tungstat) serbest ya da ¢inko, nikel, giimiis ve kursunla alasim seklinde
endiistride elektroplatin, aliiminyum lehimleri, fotoelektrik hiicreler, dis¢ilikte amalgam,
fotograf malzemeleri, niikleer malzeme, vakum tiipleri, porselen, kadmiyum lambalari,

akiimiilator yapiminda kullanilmaktadir [15].



2.1.2. Krom

Krom (Cr) dogada kromit (FeCr,0O4) seklinde bulunur [19]. Diinyada bol bulunan
bir elementtir Cr*”dan Cr°“ya kadar sirasiyla gesitleri vardir fakat sadece trivalent
Cr(I1T) ve hekzavalent Cr(VI) formlarinin biyolojik 6énemi vardir. Trivalent daha yaygin
bulunan seklidir ancak kromat gibi hekzavalent formlarinin daha biiylik endiistriyel
onemi vardir. Sodyum kromat ve dikromat, biitiin krom kimyasallarinin iiretimi igin
esas maddelerdir. Kromun en biiylik kaynagi kromit madenidir. Kromatlar madenin
eritilmesi, kizdirilmasi ve saflastirilmasi yoluyla iiretilir. Havadaki krom kaynagini
endiistriyel faaliyetlerden, 6zellikle ferrokrom iiretimi, maden aritimi, ¢imento yapimi
ve fosil yakitlarinin yanmasindan alir. Krom ¢okeltileri ve kalintilar1 toprak ve suda
birikir, topraktakiler sonunda yagmur sular1 aracilifiyla suya taginarak sedimentlerde
birikir. Insanlarda zararli etkileri oldugu bilinen krom formu hekzavalent formudur ve
bu zararh etkileri, Cr(VI)’nin Cr(IIl)’e indirgenmesi ve hiicrelerarasi makromolekiillerle
kompleksler olusturmasiyla ilgili olabilir. Cr(IIl) bilesikleri Cr(VI) bilesiklerine gore
daha az toksiktir ve tahris etme ya da asindirma 6zellikleri yoktur [22].

Krom eser miktarlarda viicuda gereklidir. Ug degerlikli krom canlilar igin esansiyel
olup ozellikle dokulara tasinir. Glukoz ve lipid metabolizmasinda kontroliin
saglanmasinda 6nemli rolii vardir. Krom metalinin organizmadaki esas gorevi, glukoz
tolerans faktor (GFT yapist = Cr (+3) + nikotinik asit + glutamik asit + glisin + kiikirtli
aminoasit)’lin yapisinda yer almasidir. Diyabet hastalarina krom verilmesi glukoz
toleransini artirir. Krom (+3) metalinin plazma proteinlerine baglandigi ve deri, akciger,
kaslar ve yagda bulundugu bildirilmektedir. Alt1 degerlikli krom deride ve mide
asidinde ii¢ degerlikli forma doniigiir. Krom bilesiklerinin toksisitesi bilesigin tiirii,
oksidasyon basamagi, konsantrasyonu ve pH’sina goére degisir. Sucul organizmalarda
Cr(IIT) ve Cr(VI)’nin toksisitesi genellikle diistiktiir. Baliklar iizerine etkisi sicaklik, pH
ve tire bagh olarak degisir. Viicuda alman Cr(VI) formunun bagirsaklardaki
absorpsiyon hizi Cr(IIl) formundan daha fazla oldugundan Cr(VI) daha toksiktir. Dogal
ortamlarda Cr(VI) kolaylikla Cr(Ill)’e indirgenebilir ve bdylece toksik etkisi azalabilir.
Krom bilesiklerine ve kronik asit buharlarina maruz kalma sonucu deride tahrisler,
solunum yolu rahatsizliklari, dermatitler, iilserlesme, solunum yolu kanserleri ve sinir
sisteminde bozukluklar meydana gelebilir [23].

Bir dizi in vivo ve laboratuar ¢aligmalari, Cr(VI)’nin genomik DNA hasar1 ve lipid

ve proteinlerin oksidatif bozunmasina neden olan reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS)



iretimini arttirmak suretiyle bir oksidatif stres yarattigimi gostermektedir. Siiperoksit
anyonu ve hidroksil radikallerinin iiretiminin artmast sonucu, yiiksek lipid
peroksidasyonu ve genomik DNA fragmentasyonu, hiicre i¢i oksidize durumlarin
modulasyonu, protein kinaz C’nin, apoptotik hiicre Oliimiiniin aktivasyonu ve gen
ifadesinin degisimini igeren bir oksidatif stres olusur. Cr(VI)’nin insan ve hayvanlarda
toksik ve karsinojenik etkilerinin yami sira, deride alerjilere neden oldugu da
bilinmektedir [24].

Kromun alabaliklar i¢in su kalitesine bagli olarak 28-80 ppm araliginda toksik
olabilecegi belirtilmektedir [14]. Cr(VI)’nin neden oldugu toksisitenin mekanizmasinin
cok iyl bilinmemesine ragmen, oksidatif stresin onemli bir rol oynadigma inanilir.
Malondialdehit (MDA) kroma mesleki maruz kalmanin bir biyolojik gostergesi olarak
kullanilabilir [17].

Cesitli bilesik (kromik asit, kromatlar ve bikromatlar) ve alagimlar (kromit) seklinde
iilkemizde de ¢ok bulunan krom tiirevleri metaliirji, tekstil, elektronik, boya ve kimya
gibi cesitli endiistri kollarinda yaygin olarak kullanilir [15]. Cr(VI) endiistriyel ve
kimyasal alanda yaygin olarak boyacilik, metal cilalanmasi, paslanmaz c¢eligi de
kapsayan c¢elik imalati, dayanikli alasimlar ve ahsap islenisinde kullanilir. Krom
polinikotinat, krom klorid ve krom pikolinat gibi Cr(IIl) tuzlann ise daha ¢ok gida
katkilar1 olarak kullanilir [24].



2.2. Oksidatif Stres ve EtKileri
2.2.1. Serbest radikaller:

Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir ya da daha fazla paylasilmamis elektronlar
olan kimyasal tiirlerdir. Serbest radikallerin reaktivitesi, karsi spin yoniiniin bir
elektronunu kazanma isteginden dolay1r olusur [25]. Her tiirden kimyasal ve
biyokimyasal tepkime daima atomlarin dig orbitallerindeki elektronlar seviyesinde
gergeklesir. Dis orbitallerinde paylagilmamis elektron bulunmasi s6z konusu kimyasal
tiirlin reaktivitesini olaganiistii arttirdig1 icin radikaller reaktivitesi ¢ok yiiksek olan
kimyasal tiirlerdir. Serbest radikaller kanser ve kalp hastaligi gibi kronik hastaliklarin
gelisimine katkida bulunabilir [26].

Biitiin hiicreler her an binlerce serbest radikal tarafindan koétii bir sekilde etkilenir.
Serbest radikaller normal hiicresel metabolizmanin {irlinii olarak ¢evremizdeki
kimyasallar tarafindan tiretilir [27].

Radikaller baslica tli¢ temel mekanizma ile olusur:

1- Kovalent baglarin homolitik kirilmast ile

2- Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi ile

3- Normal bir molekiile elektron transferi ile [28].

Baslica serbest radikal kaynaklarini su sekilde siniflandirabiliriz:

1- Biyolojik Kaynaklar
Antineoblastik ajanlar (nitrofrontoin, bleomisin, doxorubicin gibi kanser
tedavisinde kullanilan ilaglar), aligkanlik yapan maddeler, ¢evresel ajanlar (hava
kirliligi yapan fotokimyasal maddeler), radyasyon ve stres serbest oksijen
radikallerinin biyolojik kaynaklar1 i¢inde yer almaktadir.

2- Intraseliiler Kaynaklar
Kiicik molekiillerin (tioller, katekolaminler, flavinler, tetrahidropterinler,
hidrokinonlar, antibiyotikler) otooksidasyonu, enzimler ve proteinler (triptofan
dioksijenaz, ksantin oksidaz, hemoglobin), mitokondrial elektron transport zinciri,
endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport sistemleri
(sitokrom P-450 ve sitokrom b5 gibi), peroksizomlar (oksidazlar, flavoproteinler),
plazma membran1 (lipoksijenaz, prostaglandin sentetaz, lipid peroksidasyonu,
fagositlerde NADPH oksidaz) ve oksidatif stres yapici durumlar (iskemi, travma,

intoksikasyon) [29].



Serbest radikaller hiicredeki biitiin makromolekiillere, lipidlere, DNA’ya,
hiicre membran1 ve proteinlere saldirarak onlar1 zarara ugratirlar. Asagidaki sekil

bu aciklamay1 detayli bir sekilde gostermektedir [10].
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2.2.2. Oksijen, oksijen radikalleri ve oksidatif stresin tanimi

Molekiiler oksijen dis orbitallerinde paylasilmamis iki elektron igerir. Radikal
tanimina gore oksijen diradikal yapiya sahip bir molekiildiir. Oysa oksijenin reaktivitesi
beklenenin aksine ¢ok diisiiktiir. Diradikal bir yapiya sahip olan oksijenin herhangi bir
molekiil ile tepkimeye girebilmesi icin tepkimeye girecegi molekiiliin de benzer yapiya
(farkl1 orbitallerde spinlerin aym1 yonde elektron igermesi) sahip olmasi gerekir. Oysa
basta organik molekiiller olmak iizere, atom ve molekiiller orbitallerinde elektronlari
anti paralel ve eslesmis olarak igerirler. Veya paylasilmamis elektronlar kovalent
baglara katilmislardir. Bunun sonucu olarak oksijenin diger molekiillere olan
reaktivitesi son derece kisitlanmigstir. Bu kisitlama “spin kisitlamasi” olarak adlandirilir.
Canlilarin  oksijeni kullanabilmesi i¢in oksijene elektron transferi yaparak spin
kisitlamasini agmalar1 gerekir. Bu islem i¢in canlilar baz1 metal iyonlarindan (Fe, Cu,
Mn, Zn) yararlanirlar. Oksijen bulunan bir ortamda cesitli fiziksel ve kimyasal
etkenlerle oksijen radikalleri yapilabilir. Diisiik derisimlerdeki reaktif tiirler hiicrelerin
antioksidan sistemleri tarafindan inaktive edildiklerinden, 6nemli toksik etkilere neden
olmazlar. Ancak bu radikallerin yapimlari ¢esitli patolojik durumlarda artabilir [28].

Serbest radikaller ve oksijenin radikal olmayan tiirleri toplu olarak reaktif oksijen
tirleri (ROS) olarak adlandirilir [25]. Aerobik organizmalarda normal fizyolojik ve
metabolik siiregler sonucunda tiretilen reaktif oksijen tiirleri (ROS) c¢ok toksiktir ve
birgok biyomolekiilii oksitleyerek hiicre oliimlerine ve doku hasarlarina yol agarlar. Bu
reaktif oksijen tiirleri insan viicudunda devamli olusturulurlar ve normal sartlar altinda
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemleri tarafindan ortadan
kaldirilirlar. Prooksidanlar ve antioksidanlar arasindaki denge, aerobik organizmalarin
fonksiyonu ve yasami i¢in Onemlidir. Prooksidanlar lehine ve/veya antioksidanlar
aleyhine bir dengesizlik, canli viicudunda giiclii bir sekilde hasara yol acar ve bu
oksidatif stres olarak adlandirilir [30]. Bir baska deyisle oksijen radikallerinin fazla
yapiminin neden oldugu etkilerin toplami oksidatif stres olarak adlandirilir [28]. Serbest
oksijen radikallerinin uzaklastirilmasinda bir azalma oldugu zaman ya da asir
iiretilmeleri durumunda patolojik bir durum olusabilir. ROS’lar dogal koruma

sistemlerini gectigi zaman viicuda ekzojen antioksidan bilesikler gonderilmelidir [30].
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Oksijenden olusan baslica reaktif oksijen tiirleri:
1. Oy (Siiperoksit radikali)

HO' (Hidroksil radikali)

H,0, (Hidrojen peroksit)

HOCI (Hipoklordz asit)

0,™ (Singlet oksijen)

ROO' (Peroksil radikali)

RCOO' (Organik peroksit radikali)

R (Alkil radikali)

RO (Alkoksil radikali)

HO; (Perhidroksil radikali) [27, 31].

° ® N v kWD

._
e

0" ( Siiperoksit) radikali :
Molekiiler oksijenin (O;) bir elektron alarak indirgenmesiyle kararsiz bir yap1 olan

O, radikali olusur:

O2 +e — 02'_

H,O; ( Hidrojen peroksit ):

O, e bir elektron eklenirse ( siiperoksit dismutasyonu ) veya O,’nin direkt olarak
indirgenmesiyle hidrojen peroksit olusur. Dismutasyon kendiliginden veya Siiperoksit

dismutaz (SOD) enzimi araciligiyla katalize olabilir.

- +
202 +2H —>02+H202

Hidrojen peroksit bircok oksidant olusturabilir ancak en reaktif olanlardan iki tanesi;

hidroksil radikali (OH") ve hipokloroz asittir (HOCI) [25].
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HO' ( Hidroksil ) radikali, Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari:

1. Fenton reaksiyonu: Hidrojen peroksit Fe™ ve diger gecis (transition) elementleri

(Cu, Zn, Mn, Cr, Co, Ni, Mo) varliginda indirgenerek HO' radikali olusur:

Fet?2 +H,0, —Fe'> +HO +OH"

272

2. Haber-Weiss reaksiyonu: Hidrojen peroksit O, ile reaksiyona girerek hidroksil

radikalini olusturur. Bu reaksiyon bakir ve demir tarafindan katalizlenir [25].

- + .
O2 +H202+H - 02+H20+HO

ROO' (peroksil radikali) ve lipid peroksidasyonu:

Karbon merkezli radikaller hizli bir sekilde oksijen ile reaksiyona girerek peroksil
radikalini olustururlar. Bu peroksil radikali lipid peroksidasyonunu baslatan radikaldir.
Lipid peroksidasyonu serbest radikaller tarafindan sebep olunan oksidatif stresin bir
gostergesi olarak en yaygin kullanilan metotlardan biridir. Membrandaki kolesterol ve
yag asitlerinin doymamus baglar1 serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek
peroksidasyon iiriinleri olustururlar. Poliansatiire yag asitleri (PUFA) grubu serbest
radikallerle olan reaksiyonlara karsi ¢ok hassastir. Yag asitlerinde lipidlerin
peroksidasyonu bir radikal zincir reaksiyonuna sebep olabilir ve bu reaksiyon kendi
kendine katalizlenerek devam eder [10].

Lipid peroksidasyonu agir metallerin varliginda artar. Bu metaller siiperoksit ve
hidrojen peroksitin daha giiclii oksidanlara doniisiimiinii katalize ederler. Lipid
peroksidasyonu, poliansatiire yag asitlerinin zincirleme bir radikal reaksiyonudur. HO’
radikali, bir yag asitinin (LH) metilen kismindan bir hidrojen atomu (H") kopararak bir
lipid radikali olusturur.

HO +LH —» H20+L'
Zincirleme reaksiyon olusan lipid radikaline O, ilavesi ile devam eder ve lipid peroksil
radikali (LOQ) ile lipid peroksit (LOOH) olusur.

L +O2 — LOO-

LOO +LH - LOOH +L

Tek elektron lizerinden yeniden yapilanma lipidin par¢alanmasi ile sonuglanir.
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Lipid peroksidasyonu sonucu olusan iiriinlerin baslicalar1 MDA, 4-hidroksinonenal,
4-hidroksi-2,3-transnonenaldir. Zincir reaksiyonu antioksidanlar (Vitamin E gibi)
tarafindan  sonlandirilabilir. Lipid peroksitlerinin  konsantrasyonlart  arttikca,
membranlarin akigkanliklar1 azalir ve kalsiyum gibi iyonlarin hiicre igine gecisi
kolaylasir ve sonugta hiicre fonksiyonlarinda bozukluklar ortaya ¢ikar. Lipid
hidroperoksitleri iiretildikleri yerden yayilip proteinleri ya da DNA’y1 oksitleyerek
hasarlar olusturabilen malondialdehit ve 4-hidroksi-2-nonenal gibi bir¢ok aldehitlere
ayrisabilir. Lipid peroksidasyonu markirlar: siklikla oksidatif hasarin gostergeleri olarak
kullanilir [25,31]. Lipid peroksidasyonunun gostergeleri; pentan, malondialdehit
(MDA),  4-hidroksinonenal = (4-HNE), konjuge yag  asitleri  (6zellikle
hidroksioktadekadienoik asitler (HODESs) ), izoprostanlar ve LPO iiriinlerinin DNA’ya
eklenmesinden tlirevlenen tiriinlerdir [32].

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan lipid hidroperoksitlerinin yikimi i¢in gecis
metalleri iyon katalizi gerekir. Lipid hidroperoksitleri yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak
aktif olan aldehitler olusur. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler ya da
baslangigtaki etki alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayarlar.
Uc veya daha fazla cift bag ihtiva eden yag asitlerinin peroksidasyonunda tiobarbiitirik
asitle Olciilebilen malondialdehit (MDA) meydana gelir. Malondialdehit lipid peroksid
seviyelerinin 6l¢iilmesinde siklikla kullanilir. MDA, yag asidi oksidasyonunun spesifik
ya da kantitatif bir indikatorii degildir fakat lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi
korelasyon gosterir. MDA, membran komponentlerinin ¢apraz baglanma ve
polimerizasyonuna sebep olur. Bu da deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve
hiicre ylizey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran 6zelliklerini degistirir
[33].

Bakir, krom, nikel ve kadmiyum gibi metaller ve selat kompleksleri lipid

peroksidasyonunda ve sonrasinda karsinojenezisin tesvik edilmesinde rol oynarlar [31].
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2.3. Antioksidan Savunma Sistemleri

Normal fizyolojik kosullarda hiicreler, olusan serbest radikal {iriinleri ve peroksitler
gibi molekiillerin neden olabilecegi oksidatif hasara karsi antioksidan savunma
sistemleri tarafindan korunur. Bu sistemler enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlar olmak {iizere iki gruba ayrilir. Enzimatik olanlar; Siiperoksit dismutaz
(SOD), Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), Katalaz (CAT), Glutatyon-S-Transferaz (GST)
ve Glutatyon rediiktaz (GR)’dir. Enzimatik olmayanlar ise; Vitamin E, Vitamin C,
Vitamin A gibi vitamin tiirleri ile Flavinoidler, Melatonin, Hemoglobin, Miyoglobin,
Askorbik asit, Transferrin, Laktoferrin, Alblimin, Sistein, Bilirubin, Mannitol, Lipoik
asit, Hemopeksin, Glutatyon, Koenzim Q, karotenoidler ve bazi eser elementlerdir
[10, 25, 31]. Ozellikle enzimatik savunma sistemleri reaktif oksijen tiirevleri, reaktif
nitrojen tlirevleri ve onlarin ara irilinlerini ortadan kaldirma, nétralize etme ya da

sliplirme yetenegine sahip molekiilleri icerir [27].

2.3.1. Enzim yapisindaki antioksidanlar
2.3.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD; Siiperoxide Oxidorediictase: EC 1.15.1.1)

[k olarak 1968 yilinda Mc Cord ve Fridovich tarafindan tanimlanan Siiperoksit
dismutaz enzimi, toksik ve reaktif olan siiperoksit anyon radikalinin (O,”) daha az
reaktif olan hidrojen peroksite (H»O,) indirgenmesini katalize eder. Hidrojen iyonu

kullanir ve oksijen iiretir.

SOD

= +

Aktif merkezlerinde bulunan gecis metalinin tipine gére SOD’lar 3 sekilde
siniflandirilabilir. Bunlar; bakir/cinko (Cu/Zn) SOD, manganez (Mn) SOD ve demir
(Fe) SOD’dur. Cu/Zn SOD oncelikle dkaryotlarin sitozoliinde, kloroplastlarda ve bazi
bakteri tiirlerinde bulunur, Mn-SOD o&karyotlar ve prokaryotlarin mitokondrisinde ve
Fe-SOD da prokaryotlarda bulunur. Genel olarak hiicrede en bol bulunan izomer
sitozolik Cu-Zn SOD’dur [27].

Enzimin fizyolojik fonksiyonu, oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit serbest
radikallerinin zararl etkilerine kars1 korumaktir. Boylece lipid peroksidasyonunu inhibe
eder. SOD aktivitesi, yiiksek oksijen kullanimi1 olan dokularda fazladir ve doku pO,

artis1 ile artar. Normal metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yiiksek oranda

15



siiperoksit tiiretimi olmasina ragmen bu enzim sayesinde intraseliiler siiperoksit

diizeyleri diisiik tutulur. SOD’un ekstraseliiler aktivitesi ¢cok diistiktiir [33].
2.3.1.2. Katalaz (CAT; H,0O, Oxidorediictase: EC 1.11.1.6)

Katalaz, molekiil agirligt 24000 olan ve aktif merkezinde 4 tane ferrihem grubu
bulunduran bir enzimdir. Hidrojen peroksiti (H,O;) suya ve molekiiler oksijene katalize
eder.

Katalaz
2H202 —eees s 2H2O + O2

Katalaz, kataliz gorevini iki farkli yoldan gergeklestirir:
1) H,O,’nin parcalanmasi (katalitik reaksiyon)
2) Alifatik alkollerin peroksidasyonu (peroksidik reaksiyon) [34].
Katalaz kofaktor olarak demire ihtiya¢ duyar ve aktivitesi oksidatif kas fibrillerinde

en yiiksektir [25].

2.3.1.3. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px; Glutathione: H,O, Oxidorediictase
EC 1.11.1.9)

Glutatyon peroksidaz, elektron kaynagi olarak glutatyonu kullanarak hidrojen
peroksit ve organik hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir. Mitokondri,
sitozol ve hiicre membranlarinda bulunur [25]. Glutatyon peroksidazin molekiil agirligt
yaklagik olarak 85000 D.’dur. Tetramerik, 4 selenyum atomu ihtiva eden sitozolik bir
enzimdir [33]. Bu enzim, hiicre membranlarini, lipid peroksidasyonundan kaynaklanan
hasarlardan korur. Selenyum, bu biiyiik hiicresel antioksidan enzimin aktivasyonu i¢in
gerekli bir kofaktordiir. Glutatyon peroksidaz enziminin selenyuma bagimli ve bagimsiz
iki izomeri vardir. Selenyum bagimli GSH-Px enziminin aktif merkezinde enzime
kovalent bir sekilde bagli selenosistein formunda selenyum bulunmaktadir. Selenyum
bagimli Glutatyon peroksidaz enzimi, hidrojen peroksit (H,O) ve lipid peroksitlerine
kars1 aktiftir. Enzimin aktivitesi, enzim i¢in tek hidrojen veren Glutatyon (GSH) un bol
miktar1 ve enzimin dort alt iinitesinin her birindeki Se varligina baglidir. Se eksikligi
GSH-Px aktivitesinde azalmaya, dolayisiyla lipid peroksidasyonunda artiglara yol
acmaktadir. GSH-Px, rediikte glutatyon (GSH)’u okside glutatyon (GSSG)’a

doniistiirerek, hidrojen peroksiti ortadan kaldirir.

+2GSH —SSH-PX . 593G + 2H.0

272
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Hidroperoksitlerin rediikte olmasi ile meydana gelen GSSG, glutatyon rediiktazin

katalizledigi reaksiyon ile tekrar GSH’a doniisiir [35, 36].

Glutatyon rediiktaz

GSSG + NADPH+H™ > 2GSH + NADP™

Fosfolipid hidroperoksid glutatyon peroksidaz da (PLGSH-Px) molekiil agirlig
20.000 dalton olan, monomerik, selenyum atomu ihtiva eden sitozolik bir enzimdir.

Membran fosfolipid hidroperoksidlerini, alkollere indirger [33].

ROOH + 2GSH — ROH + H20+GSSG
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2.3.2. Enzimatik olmayan savunma sistemleri

Enzimatik olmayan savunma sistemlerine Vitamin E, Vitamin C, Vitamin A gibi
vitamin tiirleri ile Flavinoidler, Melatonin, Hemoglobin, Miyoglobin, Askorbik asit,
Transferrin, Laktoferrin, Alblimin, Sistein, Bilirubin, Mannitol, Lipoik asit,
Hemopeksin, B-karoten, Glutatyon, Koenzim Q, karotenoidler ve bazi eser elementler

girer [25].

2.3.2.1. Bir antioksidan eser element olan selenyumun biyolojik ozellikleri

Selenyum, kiigiik miktarlarda alindiginda hiicreleri ve dokular1 serbest radikal
hasarindan koruyan ¢ok Onemli bir antioksidan, fakat daha biiyiilk miktarlarda
alindiginda toksik olabilen temel eser bir mineraldir [37].

Selenyum VI A grubunda siilfiir ile tellurium arasinda ve periyodik tablonun 4.
periyodunda arsenik ve brom arasinda yer alan bir metalloiddir. Bir¢cok kimyasal
ozellikleri bakimindan siilfiire ¢ok benzer. 1817°de Isvec kimyaci Jons Jacob Berzelius
tarafindan kesfedilmistir [38]. Insanlar ve hayvanlar i¢in gerekli bir element oldugu
gibi, bitkiler yasamlarini siirdiirmek icin selenyuma gereksinim duymazlar. Selenyuma,
selenoproteinler olarak da bilinen selenyum bagimli enzimlerin bir¢ok fonksiyonu i¢in
ihtiyag duyulur [37].

Selenyumun organik ve inorganik olmak iizere iki formu bulunmaktadir. Organik
selenyum formlar1; selenosistein, selenometiyonin, dimetilselenit gibi aminoasitlere
bagli metile formlardir. Organik selenyum bilesikleri agir metallerle baglanir ve onlarin
viicuttan atilmasina yardim eder. Inorganik selenyum tuzlaridan en énemlileri sodyum
selenat ve sodyum selenittir. inorganik selenyum bitkisel kaynaklidir ve toprakta da bol
miktarda bulunur [39,40]. Selenyum dogada ve biyolojik sistemlerde selenat (Se'®),
selenit (Se™), elementel selenyum (Se’) ve selenid (Se*?) olarak meydana gelir.
Bitkilerde ve hayvanlarda dogal olarak selenosistein, selenometionin ve diger benzer
siilfiir aminoasit yapilarinda bulunur [22]. insanda ortalama viicut selenyum diizeyi 14.6
mg’dir. Viicutta daha ¢ok karaciger, bobrek ve dalakta birikir [15].

Selenyumun Vitamin E eksikligi olan hayvanlarda karaciger nekrozunu dnlemede
gerekli bir element oldugunun 1957°de kesfedilmesinden dolayi, selenyumla ilgili
caligmalara ilgi 6zellikle ¢iftlik hayvanlar1 endiistrisinde 6nemli derecede artmistir.
1973’te selenyum her molekiiliinde Se bulunan 4 atomlu bir tetramerik protein olarak

tanimlanan Glutatyon peroksidazin énemli bir bileseni olarak tanimlandi [38].
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Selenyum bir antioksidan enzim olan Glutatyon peroksidazdaki roliinden dolay1
insanlar ve hayvanlar icin gerekli temel eser bir mineraldir. Bu enzim hiicre
membranlarini, lipid peroksidasyonundan dolayr meydana gelen hasarlardan korur.
Reaktif oksijen tiirevlerinin iiretimini engelleyerek oksidatif hasara karsi hiicreler arasi
savunma mekanizmasina yardimct olur. 1980’lerde selenoproteinlerin  kesfi,
selenyumun sadece antioksidan aktivitesinin olmadigini, memeli metabolizmasinin
bircok yoniinde roliiniin oldugu bulundu. Daha sonralari selenyum, Thioredoxin
rediiktazda fonksiyonel bir selenoprotein olarak Iyodotrin deiodinazin &nemli bir
bileseni olarak gosterildi. Selenoproteinlerin ve diger selenyum metabolitlerinin
bagisiklik sisteminde 6nemli oldugu ve kanser riskini azalttigina dair birgok delil vardir
[38].

Selenyumun biyolojik aktivitesinin 3 diizeyi vardir:

1- 1z miktarlarda normal biiyiime ve gelisme i¢in ihtiya¢ duyulur

2- Orta miktarlarda depo edilebilir ve homeostatik fonksiyonlar siirdiirtiliir

3- Yiiksek konsantrasyonlar1 toksik etkilerle sonuglanabilir.

Endiistriyel ve tarimsal aktiviteler selenyumun jeolojik kaynaklardan salinimini
hizlandirmakta ve onu diinyanin etrafindaki karasal ve sucul ekosistemlerdeki yabanil
hayvanlar ve baliklar icin mevcut kilmaktadir. Tarimsal faaliyetler sonucu salinan atik
sular, lagim camuru, komiirle yanan elektrik santrallerinin ucan kiilleri, yag rafinerileri,
fosfat ve metal madenlerin iglenmesi gibi faaliyetlerin hepsi sucul ortamlardaki Se
kontaminasyonunun kaynagidir. Selenyumun biota ile alinimi, su ya da besin yoluyla
olabilir. Suda ¢oziinmiis Se baliklar ve yaban hayvanlari tarafindan solungaglar, deri ya
da ag1z yoluyla alinmaktadir [41].

Selenyumun besinsel ya da ilave formlari, selenosistein (SeCys) ve selenometiyonin
(SeMet) gibi aminoasitler, Se-metilselenosistein (SeMSC) gibi aminoasit tlirevleri ve
selenit ve selenat gibi Se tuzlaridir. Bu formlarin her biri selenyumun metabolik yoluna
farkli bir noktadan girerler ve bundan dolay1 her birinin farkli metabolik sonucu vardir

[42].
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Selenyumun ana rolii, Se-GSHP(x) enziminde bir kofaktor olarak gérev yapmasidir.
Glutatyon peroksidazin her molekiilii 4 atom selenyum i¢cermektedir. Organik selenyum
bilesikleri agir metallere baglanir ve onlarin viicuttan atilmasina yardim eder. Viicudu
civa, kadmiyum, giimiis, arsenik ve kursunun zararl etkilerine karsi korur. Yeterli
derecede Se alan insanlarda sigara, alkol, oksidize yaglar, Hg ve Cd toksisitesi daha az
goriiliir. Selenyum 6zellikle erkeklerde protein sentezi, biiylime, gelisme ve liremeye
yardimct olur. Sperm tiretimi ve hareketliligini diizenledigi gosterilmistir. Erkeklerin
viicutlarinda bulunan selenyumun asagi yukari yarisi testislerde toplandigi i¢in erkekler
disilere gore selenyuma daha cok ihtiya¢ duyarlar. Selenyumun hidrojen peroksitin
yikilmasinda roliiniin oldugu ve antioksidan bir etken olan E vitamininin etkisini
destekledigi diisiiniilmektedir. E vitamini ile birlikte calisir ve lipidleri oksidatif
hasardan koruyarak hiicre membran biitiinliiglinlin korunmasina yardim eder. Selenyum
Vitamin E ile birlikte immiin sistemin koruyucu fonksiyonunu 20-30 kat daha fazla
diizenler ve birlikte sinerjistik etki gosterirler. Detoksifiye antibadilerin artisinda ve
dolayisiyla hastaliklara karsit direngte kullanilmaktadir. Selenyum, kanser riskini
yaklasik %40 diistirebilir ayrica kanserden 6liim oranin1 %50 diisiirebilir. Bundan dolay1
bu madde antikarsinojenik bir antioksidan olarak adlandirilabilir. Hayvanlarla yapilan
caligmalarda 1-4 ppm selenyumun besinlere eklenmesiyle kanser oranlarinda diisme
gozlenmistir. Giinde 200 pg selenyum aliminin kanserden 6liim oranini %50 azalttiginm
bulmustur. Ayrica besinlerine selenyum ilave edilmis olan insanlarin %63 daha az
prostat kanseri, %58 daha az bagirsak kanseri, %46 daha az akciger kanseri ve %37
daha az biitiin kanserlere yakalandg1 tespit edilmistir. Selenyum ayrica kirmizi kan hiire
metabolizmasina yardim eder ve doku kiiltiirlerinde kromozom kirilmalarint 6nler [43].
Selenyum, bir prohormon olan tiroksini (T4) homonun aktif formu olan triiyodotronine
(T3) doniistirmek icin ihtiya¢ duyulan Iyodotronin deiodinaz enziminin bir
komponentidir. Dolayisiyla Se eksikligi, tiroid hormon fonksiyonunu zayiflatir ve
hipotiroidizm ortaya ¢ikar [44].

Selenyum 6l¢iim miktar1 pg birimiyle ifade edilir. Besin ve Beslenme Kurulu (FNB)
besinlerden giinliik 50-200 pg Se aliniminin giivenli ve yeterli olabilecegini belirtmistir.
Erkekler i¢in giinlilk minimum 70ug, kadmlar i¢cin 55ug, bebek ve 14 yasina kadar
cocuklar icin 10-45 pg Se alinmasi tavsiye edilmistir. Selenyum toksisitesi maksimum
tavsiye edilen dozun iizerine ¢ikildiginda gozlenmektedir. Maksimum tavsiye edilen
doz, glinde 400 pg’dir. Giinliik inorganik olarak 1000ug, organik olarak 2000-3000 ug

selenyumun tirnaklarda kayba ve gerilemeye yol actig1 saptanmustir [43, 44].
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Selenyum viicuda fazla miktarlarda alindiginda toksik etkiler gostermektedir. Se
toksisitesi ilk olarak 1930’larda selenyumca zengin topraklarin bulundugu alanlarda
otlanan ¢iftlik hayvanlarinda alkali hastalig1 ve Blind staggers diye bilinen hastaliklarin
ortaya ¢ikmasiyla kesfedilmistir. Alkali hastaligi, 5’in iizerinde fakat 50 mg/kg’dan
daha az Se igeren bitkilerin siirekli yenmesiyle atlarin ve sigirlarin  kronik
zehirlenmesidir. Bu oranlarda Se biriktiren bitkiler, ikincil indikator bitkiler olarak
adlandirilir. Bu hastalik, tirnaklarda ¢iiriime ve tiiylerde dokiilmelerle karakterize edilir.
Selenyum toksisitesinin ilk gézlemleri Marco Polo’nun 13.YY’da Cin’in baz1 bolgelere
seyahati esnasinda yiiksek selenyum iceren topraklarin oldugu yerlerde atlarda toynak
dokiilmesinin oldugunun fark edilmesiyle yapilmistir. Blind staggers (kor sendeleme)
de dogal olarak 1000 mg/kg’dan fazla Se biriktiren birincil indikator bitkiler olarak
simiflandirilan bitki tiirleriyle beslenen hayvanlarda goriilen bir kronik zehirlenmedir.
Bu hastaligin belirtileri; kilo kaybi, korliikk, saldirma, yonelememe ve solunum
glicliiglidiir. Hayvanlarda selenozise neden olan bitkiler, Morina reticulata ve Nepturia
amplexicaulis bitkileridir. Selenyumun insanlardaki ¢evresel toksisitesi nadirdir ancak
selenyumla ¢alisan is¢ilerin uzun siireli maruz kalmalar1 sonucunda tirnaklarda ¢iiriime,
hipokromik anemi ve l6kopeniye neden oldugu rapor edilmistir. Selenyum toksisitesi
sadece tiiketilen elementin miktarina ve kimyasal sekline bagli degildir, ayn1 zamanda
maruz kalanin tiirli, yasi, fizyolojik durumu ve beslenme sekli gibi bir¢ok faktorlere
baglidir [38].

Biyokimyasal 6zellikleri agisindan selenyum siilfiire ¢ok benzer. Selenyum fazla
miktarlarda oldugunda, hiicreler anahtar fonksiyonlarindan birini (protein sentezini)
yerine getirirken, ikisi arasinda iyi ayirim yapamazlar. Selenyum yanlishkla hiicrelerin
icinde olusan proteinlerdeki siilfiiriin yerine geger. Siilfiir-siilfiir baglari, proteinlerin
3’li (heliks) yapilarini olusturmalart ig¢in gereklidir. Selenyumun normal kimyasal
baglanmay1 bozarak siilfiiriin yerine ge¢mesi, uygunsuz ve fonksiyonsuz protein ya da

enzimlerin olugsmasiyla sonuglanir [45].
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2.3.2.2. Selenyumun kullanim alanlarn

Selenyum elektronik endiistrisinde rektifier olarak, fotosellerde, solar pillerde, cam
ve seramik endiistrisinde, celik yapiminda, boya ve verniklerde kullanilir. Ayrica
insektisit, fungusit ve tipta kepek onleyici olarak kullanilir. Endiistride selenyum ve
selenyum dioksit tozlarina en ¢ok bakirin rafinasyonu ve diger siilfiir filizlerinin
kavrulmasi, cam, seramik endiistrisinde; organik buharlarima ise kimya, plastik
endiistrileri ile kauguk vulkanizasyonu esnasinda rastlanir [19].

Selenyumun bu endiistriyel kullanim alanlarinin yaninda tipta da bir¢ok kullanim
alan1 vardir. Selenyum Vitamin E, ¢inko, beta-karoten ve Vitamin C ile besinsel
antioksidan terapinin bir pargasi olarak selenometiyonin formunda (aktif form olan
selenosisteini iiretecektir) bircok enfeksiyonel hastaliklari tedavi etmede yardimei
olabilir. Artritis ve bazi otoimmiin problemleri ¢ozebilir. Selenyumun kardiyovaskiiler
hastaliklarin 6nlenmesine yardimci oldugu ve carpinti ve kalp krizleri riskini azalttigi
(muhtemelen platelet agregasyonunu indirgeyerek) bilinmektedir. Selenyum toprakta
bol oldugu yerlerde ya da besinlere eklendiginde bir antikarsinojenik etki sergiler.
Kansere yakalanma riskini ve kanserden 6liim oranini azaltir, 6zellikle meme,bagirsak,
prostat, akciger, ovaryum, mesane, pankreas ve deri kanserlerine kars1 koruyucu oldugu
bilinmektedir. Selenyumun immiin sistemi uyarici etkisinden dolay1 birgok bagisiklik
sistemi hastaliklarinin  6nlenmesinde kullanilir. Selenyum 6zellikle Vitamin E ile
birlikte antioksidan 6zelliklerinin sayesinde tip diinyasinda gii¢lii bir tedavi etme araci
olarak kullanilir. Selenyum direncimizi arttirarak hastaliklardan korunmamiza yardimci
olur. Selenyumun hiicre memranlarmni koruyucu ve doku elastisisesini arttirict 6zelligi
onun yaslanmay1 geciktirici 6zelliginin bir gostergesidir. Vit. E ile birlikte selenyum
akne tedavisinde de kullanilir. Deri sagliginin korunmasinda ve kepek Onleyici olarak

da kullanilir [43].
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3. KAYNAK OZETLERI

Berntssen ve arkadaslart (2000), ¢alismalarinda somon alabaligina (Salmo salar L.)
yiiksek diizeylerde besinsel bakir ve kadmiyum uygulanmasi sonucunda Se bagiml
GSH-Px aktivitesini ve doku lipid peroksidatif yanitlarin diizeyini Olgmiislerdir.
Baliklarin besinine 1 ayligina esansiyel olmayan kadmiyum (0.7 ya da 204 mg Cd/kg
DW) ya da esansiyel olan bakir (0,34 ya da 691 mg Cu/kg DW) eklemislerdir. Sonugta,
204 mg/kg’lik kadmiyuma maruz birakilan baliklarda ince bagirsak ve karacigerde
kontrol grubuna gore Se bagimli GSH-Px aktivitesinde onemli disiislerin oldugu
gozlenmistir. Kadmiyumun en yiiksek besinsel konsantrasyonda (204 mg/kg ) oksidatif
savunma sistemini hasara wugratarak doku lipid peroksidasyonunu indiikledigi
bulunmustur [47].

Bir bagka calismada ise farkli dozlarda in vivo kadmiyum kontaminasyonuna maruz
birakilan tath su ¢ipurasinda (Oreochromis niloticus) olusan oksidatif stres ve metabolik
degisikliklerin degerleri ol¢lilmiistiir. 0.35, 0.75, 1.5 ve 3.0 mg/L’lik konsantrasyonlarda
Cd*"un (CdCl,) suya karistirilmas: suretiyle 60 giinlik uygulama siiresi sonucunda
SOD ve GSH-Px aktiviteleri baligin karacigeri ile kirmizi ve beyaz kaslarinda
Olclilmiistiir. Bu oOlgiimlere dayanilarak, balikta kadmiyum toksisitesinin bir gostergesi
olarak serbest oksijen radikallerinin iiretildigi gézlenmis ve 0.35 mg/L’den daha yiiksek
konsantrasyonlarda (1.5mg/L ve 3.0 mg/L) kadmiyumun toksik oldugu ve baliklarda
Olumlere yol agtig1 saptanmistir [48].

Chowdhury ve arkadaglar1 (2004), gokkusagi alabaliklarina kadmiyum uygulanmasi
sonucunda solunum, iyon regiilasyonu ve stres parametrelerinde meydana gelebilecek
degisiklikleri incelemislerdir. Besinsel kadmiyum subletal diizeyde (500 mg/kg diet ) 45
giinliigline her 72 saatte bir 10 ug/L olacak sekilde baliklara uygulanmistir. Kontrol
grubuna gore hematokrit ve hemoglobinde sirasiyla %49 ve %74 oraninda bir artis
gozlenirken, plazma total amonyum ve glukoz diizeylerinde sirasiyla %43 ve %49
oraninda bir azalma oldugu saptanmistir. Ayrica kadmiyum uygulanan gruplarda
solunum asidozisi de goézlenmistir. Bu olaylar 72 saatlik bir uygulama sonucunda
meydana gelmis, 45 gilinliik uygulama sonucunda ise, uygulamanin artik kroniklestigi
ve alabaliklarin suda ¢oziinmiis Cd tarafindan yaratilan fizyolojik streslerden korundugu

saptanmugtir [21].
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Kadmiyumun antioksidatif savunma sistemi {izerine etkilerinin arastirilmasina
yonelik yapilan ¢aligmalardan birinde, CdCl,’nin kemikli balik Sparus aurata’ya 3 ve 6
giinlik uygulanmasinin sonucunda karacigerindeki enzim aktivite degisimleri
incelenmistir. Karacigerde antioksidan enzimler olan Glutatyon peroksidaz, Glutatyon
rediiktaz ve Katalazin aktivitesinin 3 ve 6 gilinlik Cd uygulamasi sonucunda 6nemli
derecede diistiigli gozlenmistir [49].

Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada ise kadmiyumun, sazan baligmin (Cyprinus
carpio) karaciger ve kas dokularinda serum ve glikojen depolarinda glukoz diizeyi
tizerine etkileri aragtirllmigtir. Baliklar 0.05, 0.1, 0.5 ve 1.0 mg/L subletal derisimlerde
kadmiyuma 10 giinliigiine maruz birakilmislardir. Kadmiyumun belirtilen derisimlerde
uygulanmasi sonucunda baligin kas ve karaciger dokularindaki glikojen diizeyi kontrole
gore onemli Ol¢iide azalmistir. Serum glikoz diizeyi ise kontrole gdre metalin ortam
derigsimindeki artisina paralel olarak artmistir. Buradan, glikoz diizeyinin artmasi,
kadmiyumun sazanin karbohidrat metabolizmasini 6nemli derecede degistirdigini,
glikojen diizeyinin azalmasi ise, glikojenoliziste gorev yapan enzimlerin aktivitesinin
Cd tarafindan uyarilmasinin bir sonucu olarak diisiintilebilir [50].

Agir metal toksisitesi tlirlin yani sira, ayni tiiriin degisik yasam evrelerinde de
degisiktir. Calta (1996), yaptig1 bir ¢alismada gokkusagi alabaligr i¢in toksik olan 0.5
ppm Cd’un aymi tiriin i¢ beslenme evresindeki bir larva igin toksik olmadigini
belirtmistir. Ayn1 ¢alismada besin kesesini tamamen absorbe edip dis beslenmeye gecen
larvalarin ¢ogunun birkag giin i¢inde 6ldiigli gdzlenmistir [14].

Bir baska calismada Krom (VI)’nin insan periferal kan tek cekirdekli hiicrelerinde
oksidatif stres, apoptotik hiicre 6liimii ve p53 tiimor baskilayict genin olusumu iizerine
etkileri incelenmistir. Krom (VI)’nin bu hiicrelerde oksidatif doku ve DNA hasarini
olusturmasinin yani sira, reaktif oksijen tiirevlerinin olusumuna neden oldugunu tespit
edilmistir. Ayrica krom (VI)’nin, p53°ii eksik farelerde daha belirgin oksidatif hasara
neden oldugu bulunmustur. Bu sonug, apoptotik diizenleyici protein olan p53’iin krom
(V1) ile oksidatif stres ve toksisitede biiyiik bir rol oynadigin1 gostermektedir [24].

Roberts ve arkadaglart (2004), hekzavalent kroma (Cr VI) maruz birakilan
gokkusagi alabaliklarinda birgok biyobelirte¢ cevaplarini gézlemlemislerdir. Gokkusagi
alabaliklarim1 sert suda (63.5 mg/L CaCOs) 10 mg/L’lik subletal konsantrasyonda
hekzavalent kroma 28 giinlii§iine maruz birakmislar ve bircok biyolojik gostergeler

3+,

baligin solunga¢ ve karacigerinde ol¢iilmiistir. Cr®’nin Cr’™ a indirgenmesinin bir

sonucu olarak oksidatif stresin meydana geldigi bulunmustur. Metallothionein
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indiiksiyonu ile SOD aktivitesi, lipid peroksidasyonu, hiicresel morfoloji ve biiylimede
kontrol grubuna gore oOnemli farkliliklar oldugu gozlenmistir. Ayrica, solungag
dokusunun karacigere gore Cr toksisitesine daha duyarl oldugu bulunmus olup, bu da
bize karacigerin kroma zamanla adapte oldugunu gdsterir [51].

Bir ¢alismada da aliiminyuma maruz kalmis siganlarda Vitamin E ve Selenyumun
lipid peroksidasyonu, enzim aktiviteleri ve biyokimyasal parametreler iizerine
antioksidan etkisi arastirilmis ve sonugta aliiminyum kloriirtin (AICl;) serbest radikalleri
onemli derecede indiikledigi gozlenmistir. Vitamin E ya da selenyumun tek basina
serbest radikallerin, total lipidlerin, kolesterol, {ire ve biluribinin diizeyini diistirdiigi
fakat plazma total proteini ve albiimin diizeyini arttirdigi bulunmustur. Vitamin E ve
Selenyumun tek baslarina ya da birlikte uygulanmalarmin c¢alisilan parametrelerde
aliminyumun toksik etkilerini giderdigini bulunmustur [46].

Tinggi (2003), Se eksikliginin insanlarda ve hayvanlarda saglik problemlerine yol
actigini, yiiksek dozlarda ise selenozise yol agabilecegini belirtmistir. Avustralya’da Se
eksikliginin ¢iftlik hayvanlarinda saglik sorunlarima yol actigini ve hayvanlarin
besinlerine Se ilave sonucunda bu sorunlarin giderildigini bulmustur [38].

Bir baska calismada ise aril ve alkil diselenitlerin lipid peroksidasyonu iizerine
koruyucu etkisi fare ve sicanlarda arastirilmistir. Her iki bilesigin de lipid
peroksidasyonunu azaltan onemli antioksidanlar oldugu bulunmustur. Ayrica diaril
diselenitlerin alkil diselenitlere gore tiyol peroksidaz aktivitesi agisindan daha yliksek
bir potansiyel sergiledigi ve daha gii¢lii bir antioksidan oldugu tespit edilmistir.
Diselenitlerin lipid peroksidasyonuna karsi koruyucu etkisinin fare ve siganlarda farkl
oldugu bulunmustur. Test edilen bilesiklerin farenin beyninde sicanlara gore daha
yiiksek bir antioksidan potansiyeli sergiledigi de saptanmustir [30].

Oriin ve arkadaslar1 (2005), farkli dozlarda sodyum selenitin gokkusagi alabaliginda
(Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792) bazi1 biyokimyasal ve hematolojik parametreler
izerine etkisini arastirmiglardir. Gozlenen tiim biyokimyasal ve hematolojik veriler
dogrultusunda sodyum selenitin gokkusag: alabaliginda 2 ve 4 ppm konsantrasyonlarda
antioksidatif savunmaya 6nemli bir katkida bulundugunu, 6 ppm de ise artik letal dozun
olusabilecegini tespit etmislerdir [52].

Yine selenyumun antioksidan koruyucu etkisinin arastirilmasina yonelik yapilan bir
calismada yiiksek selenyum igerikli brokolinin siganlari kanserden koruyucu etkisi
arastirilmistir. Kimyasal olarak indiiklenen meme ve bagirsak kanserlerine karsi yiiksek

selenyum igerikli brokoli ve brokoli tohumlarmin koruyucu etkisini tespit etmek
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amaciyla 2 farkl sigan irkinin (Sparague-Dawley, F-344) besinlerine brokoli katilmistir.
Sonucta 3.0 pg/g oraninda selenyum igeren brokoliyi tiiketen Sparague-Dawley
sicanlarinda hi¢ selenyum bulunmayan ya da 0.1 pg selenit formunda selenyum igeren
brokolileri tiikketen siganlara gore daha az meme tiimorlerinin olustugu gézlenmistir. Bir
diger deneyde ise 2.0 ug/g oraninda selenyum igeren brokolileri tiikketen F-344 soyu
sicanlarin 0.1 pg Se ya da hi¢ selenyum igermeyen brokolileri tiiketen siganlara gore
daha az bagirsak tiimorleri olusturdugu bulunmustur. Sonugta yiiksek selenyum igerikli
brokolinin meme ve bagirsak kanserlerine karsi koruyucu roliiniin oldugu tespit
edilmigtir [42].

Bir bagka ¢alismada civa klorid ve sodyum selenitin mavi gourami (7richogaster
trichopterus, Pollus)’un bazi immiin cevaplar iizerine etkisini arastirilmistir. Bu iki
metalin baliklara toksik diizeylerde uygulanmasi sonucunda baliklarin bagisiklik
sisteminin bozuldugu ve 2. haftadan itibaren antikor {iretiminin azaldig1 tespit edilmistir

[53].
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4. MATERYAL VE METOT
4.1. Materyal

Arastirma materyali olarak kullanilan gékkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss
Walbaum, 1792), Karakaya Baraj Goli alabalik kafes iiretme ciftliginden temin edildi
(Malatya). Baliklar (8m x 5m x 1,5m) ebadindaki stok havuzda 15 giin siireyle
beslenerek (APYP 9-26073, Pinar yem) ortama adaptasyonlart saglandi. Adaptasyon
sonrasi baliklar laboratuara getirilerek her biri 250 It hacimdeki, (Im x 30cm x 45cm)
ebadindaki cam akvaryumlara konuldu. Her bir akvaryuma onar adet balik konuldu ve
bir hafta diizenli beslenmeleri saglanarak buraya adaptasyonlari saglandi. Deneyde
ortalama 214.36+8.14 g agirliginda ve 27.22+0.51 cm boyunda baliklar kullanildi.
Akvaryumlarda kullanilan suyun sicakligi deney baslangicinda 10°C, sonrasinda 12°C
iken, pH’s1 deney baslangicinda 7,4 sonrasinda ise 8,0’dir. Coziinmiis oksijen diizeyi ise
7,56+0,51 ppm’dir (¢aligma siiresince ¢oziinmiis oksijen diizeyi bir hava kompresorti ile

yeterli seviyede tutulmaya ¢alisildi).

4.2. Metot

Deneylerde; Kadmiyum siilfat (3CdSO4+8H>0), Krom (III) nitrat (Cr(NO3)3+9H,0)
ve sodyum selenit pentahidrat tuzlarinin (Na;SeO;+5H,0) 2 ppm’lik dozlar1 baliklara
akvaryum suyuna karistirilmak suretiyle uygulandi. Baliklar 7 giin siire ile agir metal
uygulamasina maruz birakildi. Testten 12 saat Oncesi baliklar a¢ birakildi. Calisma,

dogal 151k ve sicaklik ortaminda yapild.

Deney ¢aligma gruplar asagidaki gibi kuruldu:
1. Grup: Kontrol Grubu
Grup: Krom (Cr) Grubu (2 ppm dozunda)
Grup: Kadmiyum (Cd) Grubu (2 ppm dozunda)
Grup: Selenyum (Se) Grubu (2 ppm dozunda)
Grup: Krom+ Selenyum (Cr+Se) Grubu (2ppm Cr + 2 ppm Se)

A

Grup: Kadmiyum+ Selenyum (Cd+Se) Grubu (2 ppm Cd + 2 ppm Se)
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4.2.1. Diseksiyon islemi ve doku numunelerinin hazirlanmasi

Baliklar bas kisimlarina darbe vurularak bayiltildi. Karin kisimlari agilarak
karaciger ve solungaclar1 c¢ikarilip % 0,9’luk NaCl (sodyum kloriir) ile muamele
edilerek dokulardaki kanin uzaklastirilmasi saglandi. Bu islemlerden sonra dokular
derin dondurucuda -70°C’de muhafaza edildiler. Dokular enzimatik aktiviteleri ile lipid
peroksidasyonunun belirlenmesi amaciyla iki parcaya ayrildilar. Enzim analizi i¢in
kullanilacak olan 6rnekler dncelikle tartildi ve 1/5 w/v oraninda PBS tamponu (fosfatla
tamponlanmis tuz soliisyonu) (pH 7,4) eklenerek buz izolasyonu altinda Ultra Turrax
homojenizator kullanilarak homojenize edildi. Homojenize edilen 6rnekler Niive NF-
800-R sogutmali santrifiijde 17000 rpm’de 15 dakikalik santrifiij edildi ve elde edilen
stipernatanlar hemen -70°C’de derin dondurucuda muhafaza edildi.

Dokularin ikinci pargasi lipid peroksidasyon analizleri i¢in kullanildi. Dokular 1/10
w/v oraninda % 1,15’lik KCI’de (potasyum kloriir) homojenize edildi. Homojenatlar

analiz yapilincaya kadar -70°C’de derin dondurucuda saklandi.

4.2.2. Protein tayini
Karaciger ve solunga¢ dokularindan elde edilen silipernatanlarda protein miktarini
belirlemek i¢in Lowry yontemi kullanildi [54].

Bu yontem i¢in kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanislart soyledir:

A ¢ozeltisi:
%2’lik Na,CO3’mn 0.1 N NaOH’teki ¢ozeltisi : 100 hacim
%2’lik Na,K-Tartarat ¢ozeltisi : 1 hacim
%1°1lik CuSOy4 ¢ozeltisi : 1 hacim

A c¢ozeltisi, yukaridaki c¢ozeltilerin belirtilen hacim oranlarinda karistirilmasiyla

deneyden hemen 6nce hazirlandi.

B cozeltisi:
Folin Fenol Belirteci : 1 hacim
Bidestile su : 1 hacim

B ¢ozeltisi, bu iki ¢dzeltinin belirtilen hacim oranlarina karistirilmasiyla hazirlandi.
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BSA cozeltisi:

Standart protein ¢ozeltisi olarak kullanilan BSA ( Bovine Serum Albumin) 1 mg/mL

konsantrasyonunda stok ¢ozelti olarak hazirlandi ve orneklerin ¢alisma araligina gore

10, 20, 30, 40, 50, 60, ... ng/mL’lik ¢ozeltileri hazirlanarak kullanildi.

Protein tayini asagidaki gibi yapildi:

[
1

Her deney icin 2 kor, drnegin calisma araligina gore degisik konsantrasyonlarda
BSA’lar ve Ornek tiipleri hazirlandi. Biitlin tiiplere A ¢ozeltisinden 2.5 mL
eklendi.

BSA tiiplerine belirtilen hacimlerde BSA ¢dzeltisi, 6rnek tiiplerine ise deney
sartlarina bagh olarak 5, 10, 20, 30 pL’lik 6rnek cozeltileri tliplin duvarlarina
damlaciklar seklinde birakildi.

Tipler 2 kez vorteksle karistirilarak 10 dak. bekletildi.

1:1 oraninda hazirlanan Folin-fenol belirtecinden tiim tiiplere 250 pL eklendi.
Tiipler tekrar 2 kez vortekslenerek renk olusumu i¢in karanlikta 45 dak.
beklemeye birakildi.

Bu siirenin bitiminde karanlik ortamdan c¢ikarildi ve Shimadzu UV-1601-UV
visible spektrofotometresi kullanilarak 6rneklerin 695 nm’deki absorbans
degisimi okundu.

Standart BSA c¢ozeltileri ile hazirlanan kalibrasyon grafiginden yararlanilarak

her 6rnek tiipiindeki siipernatanin 1 mL’sindeki protein miktar1 hesaplandi.
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4.2.3. Enzim aktivite tayinleri

4.2.3.1. Selenyum bagimh Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivite tayini
Se-bagimli GSH-Px enziminin aktivite tayini i¢in Lawrance ve Burk yontemi

kullanildi [55].

Kullanilan reaktifler
Tampon Cozelti : 50 mM KH,PO4 + K,HPO,4 + 5 mM EDTA igeren pH: 7 olan
¢ozelti, tampon ¢ozelti olarak kullanildi.

NaNj3 (Sodyum azid) ;1 mM

H202 :0.25 mM
NADPH :0.2 mM
GSH (Rediikte glutatyon) : 2 mM
GSSG rediiktaz : 1.2 U/mL
Deneyin yapihisi:

Yukaridaki derisimlerde hazirlanan ¢dzeltilerle Once kor ardindan da ornek
deneyleri yapildi. Kor i¢in spektrofotometre kiivetine 1 mL tampon, 10 uL GSH, 10 uL
NADPH, 10puL NaNj; ve 2 pL GSSG rediiktaz ¢ozeltileri kondu. 37°C’de 5 dak. siire ile
inkiibasyona tabii tutulan ¢ozelti karisimma 10pL H>O, ilave edildi ve Shimadzu UV-
1601-UV visible spektrofotometrede 340 nm’deki absorbans degisimi (1 dak.) gozlendi.
Ornek deneyleri icin ise ¢ozelti karistmina belirli miktarlarda siipernatan ilave
edildikten sonra 37°C’de 5 dak. siire ile inkiibasyona tabii tutulup 340 nm’deki

absorbans degisimi okundu.

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesinin hesaplanmasi

Enzim aktivite tayini asagidaki formiille hesaplandi.

AOD

= A OD : Optik dansite farki
6220/ mL
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4.2.3.2. Katalaz (CAT) aktivite tayini

Katalaz enziminin aktivite tayini Luck yontemine gore yapildi [56].
Kullanilan reaktifler

1/15 M konsantrasyonda Na, K-fosfat tamponu ( Na,HPO4-KH,PO4 ) pH: 7
Derisik H,O, ¢ozeltisi

Deneyin yapilisi

Na, K-fosfat tampon ¢ozeltisinin 100 mL’sine 160 uL H,O, ¢ozeltisi eklendi ve bu
¢ozeltiden 1000 pL almip kor olarak kullamldi. Orneklerin katalaz icerigini belirlemek
amaciyla hazirlanan bu karisimdan 1000 pL alinip kiivete kondu ve iizerine ¢alisma
araligina bagl olarak 30puL’den baslayarak gittik¢e artan konsantrasyonlarda siipernatan
eklendi ve bir kez karistirtlip Shimadzu UV-1601-UV visible spektrofotometrede 240

nm dalga boyunda 30 sn. siireyle absorbans degisimi okundu.

Katalaz (CAT) aktivitesinin hesaplanmasi
Okunan absorbans degisimlerinden mL’deki enzim iinite sayis1 asagidaki formiile

gore hesaplandi.

AODx1000

C=
0.036 x uL siipernatan x 1dk
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4.2.3.3. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivite tayini
SOD enziminin aktivite tayini McCord ve Fridovich yodntemine gore yapildi [57].
Yontemin esasit ksantin-ksantin oksidaz sisteminde {iretilen siiperoksit radikallerinin

sitokrom-C’yi indirgemesinin SOD tarafindan inhibisyonu temeline dayanir.

Kullanilan reaktifler

A Cozeltisi:

5 pmol ksantinin 0.001 N NaOH’daki ¢6zeltisi: 10 hacim

2 umol sitokrom-C’nin 50 mM pH 7.8 ve 0.1 mM EDTA igeren fosfat tamponundaki
¢oOzeltisi: 100 hacim

A ¢ozeltisi, belirtilen hacim oranlarinda karistirilarak hazirlandi. Bu ¢ozelti +4°C’de 3

giin kararlidir.

B cozeltisi:
Ksantin oksidazin 0.1 mM EDTA’daki ¢6zeltisi 0.2 U/mL. B ¢ozeltisi deneyden hemen

Once taze olarak hazirlanir.

Deneyin yapilisi

1- 3 mL’lik spektrofotometre kiivetine 2.9 mL A ¢ozeltisi eklendi.

2- 50 pL ornek ilave edildi.

3- Tepkime 50 pL B ¢ozeltisinin eklenmesiyle baslatildi.

4- Daha sonra Shimadzu UV-1601-UV visible spektrofotometrede 550 nm’deki
absorbans degisimi (1 dak.) okundu.

5- Kor okumast yapilirken 6rnek yerine 50 pL bidestile su eklendi.

6- Kalibrasyon grafigi ¢izmek icin belli konsantrasyondaki ( 5.107 M ) SOD
cozeltisinin 5 pL, 10uL ve 15pl’deki bilinen degerlerine karsilik elde edilen %
inhibisyon degerleri grafige gecirildi.

SOD aktivitesinin hesaplanmasi

Orneklerin % inhibisyon degerleri asagidaki formiille hesaplandi.

A OD ( Ornek )
X
A OD (Kér)

100

% Inhibisyon =
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4.2.4. Lipid peroksidasyonunun belirlenmesi
Lipid peroksidasyonu, son fliriin olan malondialdehit (MDA) diizeyinin Beuge

yontemine gore dl¢lilmesiyle bulundu [58].

Kullanilan reaktifler

% 15’lik TCA ¢ozeltisi : 1 hacim

% 0.375’1ik TBA ¢ozeltisi : 1 hacim

% 0.25 N’lik HCI ¢ozeltisi : 1 hacim

Yukaridaki ii¢ ¢ozeltinin belirtilen hacim oranlarinda karigtirllmasiyla bir soliisyon
hazirlandi.

Deneyin yapilisi

1) 10 mL’lik santrifiij tlipleri alind1 ve biitiin tiiplere hazirlanan soliisyondan 4 mL
kondu.

2) Kor tiipleri harig tutularak 6rnek tiiplerine 1 mL homojenat kondu.

3) Bir kez vortekslendi.

4) Kaynar suda ( 95-100°C’de ) 15 dak. bekletildi.

5) Daha sonra tiipler sogutuldu ve 3500 rpm’de 10 dak. santrifiij edildi.

6) Elde edilen siipernatanin absorbansi 535 nm dalga boyunda Shimadzu UV-1601-UV

visible spektrofotometresinde okundu.

Malondialdehit (MDA) diizeyinin hesaplanmasi
Malondialdehit miktar1 asagidaki formiille hesaplandi.
MDA-TBA kompleksi i¢in molar absorbans katsayist: € : 1.56 x 10° M cm’

OD Total Hacim

X
S Numune Hacmi

C=
1.56 x10

4.2.5. Verilerin istatistiksel analizi

Doku ve doza bagl olarak enzim aktiviteleri ve lipid peroksidasyonu diizeyinin
istatistiksel olarak belirlenmesinde gruplar arasi karsilastirmada Kruskal-Wallis H testi;
grup i¢i karsilastirmalarda ise Mann-Whitney U testi kullanilarak (SPSS for Windows
Paket programinda) p<0.05 seviyesinde tespit edildi.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. Solunga¢ Dokusundaki Enzim Aktivite ve MDA Sonug¢lar:

Gokkusagt alabaliklarina (Oncorhynchus mykiss, Walbaum 1792) farkli agir metal

(krom, kadmiyum) uygulanmasi ve selenyum ilavesi sonucunda solunga¢ dokusunda

selenyum bagimli Glutatyon peroksidaz (Se-GSHPx), Siiperoksit dismutaz (SOD),
Katalaz (CAT) aktiviteleri ile Malondialdehit (MDA) diizeyleri Cizelge 5.1.°de

detaylica gosterilmistir.

Cizelge 5. 1. Solunga¢ dokusundaki enzim aktivite ve MDA (*) sonuclari

Uveul Grupl GSH-Px SOD CAT MDA
ygulama Lrupiart (Unite/mg prot.) | (ng/mg prot.) |(Unite/mg prot.) | (nmol/mg prot.)
Kontrol 94.81+£2.48 5.24+0.34 30.73+1.36 6.34+0.92
Selenyum 84.07+1.34%* 5.08+0.31 29.60+1.38 7.824+0.61
Krom 53.90+1.84* 3.16+0.07* 23.38+1.82* 15.55+0.69*
Krom+Selenyum 61.71+£2.34%* 3.9240.14* 24.17+0.55* 8.98+0.18*
Kadmiyum 46.234+2.69* 3.37+0.02* 20.32+1.45* 19.21+1.71%*
Kadmiyum+Selenyum 59.99+1.47* 3.77+0.05* 24.17+1.85* 10.47+0.47*

*Mann-Whitney U testine gore her bir siitundaki ortalama degerler kontrol grubu ile

karsilastirilmistir (p<0.05).

A Tabloda verilen degerler ortalamazstandart hata degeri olarak ifade edilmektedir.
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5.1.1. Solunga¢ dokusundaki enzim aktivite sonuclari

5.1.1.1. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi

Hiicrede hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu olan Glutatyon peroksidaz
enziminin (GSH-Px) aktivitesindeki degisiklikler kontrol grubu ile karsilastirilarak
degerlendirilmistir. Buna gore; Se, Cr, Cr+Se, Cd ve Cd+Se gruplarindaki GSH-Px
aktivite degerlerinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli bir fark oldugu
saptanmistir (p<0.05). Bu gruplardaki farklilik GSH-Px enzim aktivitelerinin azalisi
yoniindedir. Ayrica, hem Cr ve Cr+Se hem de Cd ve Cd+Se uygulanmis gruplar kendi
aralarinda karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak 6nemli bir farkin oldugu

tespit edilmistir (p<0.05).

120 -

_ 100 -

\

Solungag / GSH-Px (nmol/mg protein

Kontrol Se Cr Cr+Se Cd Cd+Se
Agir metaler

Sekil 5.1: Baliklarin solunga¢ dokularindaki krom (Cr), kadmiyum (Cd) uygulanmasi
ve selenyum (Se) ilavesi sonucu selenyum bagimli Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

aktiviteleri.
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5.1.1.2. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi

Hiicrede siiperoksit radikallerinin hidrojen peroksit ve suya dismutasyonunu
katalizleyen Siiperoksit dismutaz enziminin (SOD) aktivitesindeki degisiklikler kontrol
grubu ile karsilagtirilarak degerlendirilmistir. Buna gore; kontrol grubu ile diger gruplar
(Cr, Cr+Se, Cd ve Cd+Se) karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel agidan 6nemli bir
fark goriiliirken (p<0.05), selenyum uygulanmis grupta bu farkin 6nemli diizeyde
olmadig1 tespit edilmistir (p>0.05). SOD enzim aktiviteleri diger gruplarda kontrol
grubuna gore istatistiksel agidan Onemli bir azalis gosterirken (p<0.05), selenyum
uygulanmis gruptaki azalisin istatistiksel agidan Onemli olmadigi belirlenmistir
(p>0.05). Ayrica, hem Cr ve Cr+Se hem de Cd ve Cd+Se uygulanmis gruplar kendi
aralarinda karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak onemli bir farkin oldugu

tespit edilmistir (p<0.05).
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Agir metaller

Sekil 5.2: Baliklarin solunga¢ dokularindaki krom (Cr), kadmiyum (Cd) uygulanmasi

ve selenyum (Se) ilavesi sonucu Siiperoksit dismutaz (SOD) aktiviteleri.
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5.1.1.3. Katalaz (CAT) aktivitesi

Hiicrede hidrojen peroksitin (H,O,) suya ve oksijene indirgenmesini katalizleyen
katalaz enzim aktivitesi kontrol grubuna kiyasla degerlendirilmistir. Buna gore; kontrol
grubu ile diger gruplar (Cr, Cr+Se, Cd ve Cd+Se) karsilastirildiginda aralarinda
istatistiksel agidan 6nemli bir fark goriiliirken (p<0.05), selenyum uygulanmis grupta bu
farkin 6nemli olmadig1 tespit edilmistir (p>0.05). Katalaz enzim aktiviteleri diger
gruplarda kontrol grubuna gore istatistiksel acidan Onemli bir azalis gosterirken
(p<0.05), selenyum uygulanmis gruptaki azalisin istatistiksel agidan énemli olmadigi
belirlenmistir (p>0.05). Ayrica, Cr ve Cr+Se ile Cd ve Cd+Se uygulanmis gruplar kendi
aralarinda karsilagtirildiginda aralarinda istatistiksel olarak onemli bir farkin olmadigi

tespit edilmistir (p>0.05).
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Sekil 5.3: Baliklarin solungag¢ dokularindaki krom (Cr), kadmiyum (Cd) uygulanmasi

ve selenyum (Se) ilavesi sonucu katalaz (CAT) aktiviteleri.
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5.1.2. Solunga¢ dokusundaki MDA diizeyi

Lipid peroksidasyonunun onemli bir gostergesi olan malondialdehit (MDA)
diizeyleri de kontrol grubuna kiyasla degerlendirilmistir. Buna gore; kontrol grubu ile
diger gruplar (Cr, Cr+Se, Cd ve Cd+Se) karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel
acidan onemli bir fark goriiliirken (p<0.05), selenyum uygulanmis grupta bu farkin
onemli olmadig: tespit edilmistir (p>0.05). MDA diizeyleri diger gruplarda kontrol
grubuna gore istatistiksel acidan Onemli bir artis gosterirken (p<0.05), selenyum
uygulanmis gruptaki artigin istatistiksel agidan dnemli olmadig1 belirlenmistir (p>0.05).
Ayrica, hem Cr ve Cr+Se hem de Cd ve Cd+Se uygulanmis gruplar kendi aralarinda
karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak oOnemli bir farkin oldugu tespit

edilmistir (p<0.05).
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Sekil 5.4: Baliklarin solunga¢ dokularindaki krom (Cr), kadmiyum (Cd) uygulanmasi
ve selenyum (Se) ilavesi sonucu Malondialdehit (MDA) diizeyleri.
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5.2. Karaciger Dokusundaki Enzim Aktivite ve MDA Sonuglari

Gokkusagt alabaliklarina (Oncorhynchus mykiss, Walbaum 1792) farkli agir metal

(krom, kadmiyum) uygulanmasi ve selenyum ilavesi sonucunda karaciger dokusunda

selenyum bagimli Glutatyon peroksidaz (Se-GSHPx), Siiperoksit dismutaz (SOD),
Katalaz (CAT) aktiviteleri ile Malondialdehit (MDA) diizeyleri Cizelge 5.2.°de

detaylica gosterilmistir.

Cizelge 5.2. Karaciger dokusundaki enzim aktivite ve MDA (*) sonuglari

Doz Gruplar GSH-Px SOD CAT MDA

P (Unite/mg prot.) (ng/mg prot.) (Unitel/mg prot.) | (nmol/mg prot.)
Kontrol 99.81+0.44 1,55+£0.16 82.23+1.53 0.54+0.03
Selenyum 96.89+0.64* 2.01+0.31 79.75+£2.05 0.61+0.08
Krom 60.79+1.79%* 0.57+0.02* 57.93+5.80%* 4.15+0.12%*
Krom+Selenyum 73.10+0.82* 1.15+£0.04* 65.44+0.57* 2.51+0.06*
Kadmiyum 56.48+1.43%* 0.34£0.02* 55.80+0.82%* 5.40+0.21%*
Kadmiyum+Selenyum 69.29+1.19* 0.75+0.09* 66.80+1.68* 2.89+0.13*

*Mann-Whitney U testine gore her bir siitundaki ortalama degerler kontrol grubu ile

karsilagtirilmistir (p<0.05).

A Tabloda verilen degerler ortalamazstandart hata olarak ifade edilmistir.
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5.2.1. Karaciger dokusundaki enzim aktivite sonuclari

5.2.1.1. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi

Karacigerde Glutatyon peroksidaz enziminin (GSH-Px) aktivitesindeki degisiklikler
solungac¢ dokusunda oldugu gibi kontrol grubu ile karsilagtirilarak degerlendirilmistir.
Buna gore; Se, Cr, Cr+Se, Cd ve Cd+Se gruplarindaki GSH-Px aktivite degerlerinde
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak énemli bir fark oldugu saptanmistir (p<0.05).
Baliklarin test edilen metallere maruz kalmasi, GSH-Px diizeyinin diismesine neden
olmustur. Ayrica, hem Cr ve Cr+Se hem de Cd ve Cd+Se uygulanmis gruplar kendi
aralarinda karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak 6nemli bir farkin oldugu
tespit edilmistir (p<0.05). Cr+Se ve Cd+Se gruplarinda GSH-Px enzim aktivitelerindeki
azalis, kontrol grubu ile karsilastirildiginda Cr ve Cd uygulama gruplarina gére daha

azdir.
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Sekil 5.5: Baliklarin karaciger dokularindaki krom (Cr), kadmiyum (Cd) uygulanmasi
ve selenyum (Se) ilavesi sonucu selenyum bagimli Glutatyon peroksidaz

(GSH-Px) aktiviteleri.
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5.2.1.2. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi

Karacigerde Siiperoksit dismutaz enziminin aktivitesindeki degisiklikler solungag
dokusunda oldugu gibi kontrol grubu ile karsilastirilarak degerlendirilmistir. Buna gore;
kontrol grubu ile diger gruplar (Cr, Cr+Se, Cd ve Cd+Se) karsilastirildiginda aralarinda
istatistiksel acidan 6nemli bir fark goriiliirken (p<0.05), selenyum uygulanmis grupta bu
farkin 6nemli olmadig tespit edilmistir (p>0.05). Cr, Cr+Se, Cd ve Cd+Se gruplarinda
kontrol grubuna gore istatistiksel agidan Onemli bir azalig goriiliirken (p<0.05), Se
uygulanmis grupta kontrol grubuna gore bir artis gozlenmis, ancak bu artisin
istatistiksel agidan 6nemli olmadigr saptanmistir (p>0.05). Ayrica, hem Cr ve Cr+Se
hem de Cd ve Cd+Se uygulanmig gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda aralarinda

istatistiksel olarak 6nemli bir farkin oldugu tespit edilmistir (p<0.05).
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Sekil 5.6: Baliklarin karaciger dokularindaki krom (Cr), kadmiyum (Cd) uygulanmasi
ve selenyum (Se) ilavesi sonucu Siiperoksit dismutaz (SOD) aktiviteleri.
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5.2.1.3. Katalaz (CAT) aktivitesi

Karacigerde katalaz enzim aktivitesi de kontrol grubuna kiyasla degerlendirilmistir.
Buna gore; kontrol grubu ile diger gruplar (Cr, Cr+Se, Cd ve Cd+Se) karsilastirildiginda
aralarinda istatistiksel agidan Onemli bir fark goriilirken (p<0.05), selenyum
uygulanmig grupta bu farkin 6nemli olmadig tespit edilmistir (p>0.05). Katalaz enzim
aktiviteleri diger gruplarda kontrol grubuna gore istatistiksel agidan 6nemli bir azalig
gosterirken (p<0.05), selenyum uygulanmis gruptaki azalisin istatistiksel agidan 6nemli
olmadig1 belirlenmistir (p>0.05). Ayrica, Cr ile Cr+Se gruplar1 arasinda istatistiksel
acidan Onemli bir farkin olmadigi (p>0.05), Cd ile Cd+Se gruplari arasinda ise
istatistiksel olarak 6nemli bir farkin oldugu tespit edilmistir (p<0.05).
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Sekil 5.7: Baliklarin karaciger dokularindaki krom (Cr), kadmiyum (Cd) uygulanmasi

ve selenyum (Se) ilavesi sonucu Katalaz (CAT) aktiviteleri.
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5.2.2. Karaciger dokusundaki MDA diizeyi

Karacigerde MDA diizeyleri de kontrol grubuna kiyasla degerlendirilmistir.Buna
gore; kontrol grubu ile diger gruplar (Cr, Cr+Se, Cd ve Cd+Se) karsilastirildiginda
aralarinda istatistiksel agidan Onemli bir fark gorilirken (p<0.05), selenyum
uygulanmis grupta bu farkin 6nemli olmadig: tespit edilmistir (p>0.05). MDA diizeyleri
diger gruplarda kontrol grubuna gore istatistiksel acidan onemli bir artis gosterirken
(p<0.05), selenyum uygulanmig gruptaki artisin istatistiksel agidan 6nemli olmadigi
belirlenmistir (p>0.05). Ayrica, hem Cr ve Cr+Se hem de Cd ve Cd+Se uygulanmis
gruplar kendi aralarinda karsilastirilldiginda aralarinda istatistiksel olarak onemli bir

farkin oldugu tespit edilmistir (p<0.05).
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Sekil 5.8: Baliklarin karaciger dokularindaki krom (Cr), kadmiyum (Cd) uygulanmasi

ve selenyum (Se) ilavesi sonucu Malondialdehit (MDA) diizeyleri.
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6. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismada ergin olmayan gokkusagr alabali§i (Oncorhynchus mykiss,
Walbaum1792)’na farkli agir metal (kadmiyum ve krom) uygulanmasi ve selenyum
ilavesi sonucu karaciger ve solunga¢ dokularinda antioksidan enzim (GSH-Px, SOD ve
CAT) aktiviteleri ile lipid peroksidasyonu {iriinii olan malondialdehit (MDA)
diizeylerindeki degisimler istatistiksel olarak belirlendi. Yapilan bu c¢alismada
kadmiyum, krom ve selenyumun 2 ppm’lik dozlar1 baliklara akvaryum suyuna
karigtirtlmak suretiyle bir hafta siireyle uygulandi.

Baliklar gibi sucul omurgalilar, solungaglar1 vasitasiyla gevreyle ¢ok yakin iliski
icerisinde yasarlar ve bu da onlar1 sucul kirleticilere ¢cok yatkin yapar. Tatli su baliklari
homeostasis i¢in gerekli olan iyonlarin ¢ogunu sudan solungaglar1 vasitasiyla alir [16].
Agir metaller, subletal ortam derisimlerinin etkisinde karaciger, bobrek ve dalak gibi
metabolik aktivitenin yogun oldugu doku ve organlarda birikmektedir. Baliklarda
kadmiyum ve diger agir metaller Oncelikle solungaglarda birikir. Bunun nedeni,
solungaclarin sudaki ¢6zlinmiis agir metallerle dogrudan dogruya etkilesim halinde
kalmasidir [59]. Bu yiizden ¢alismamizda ilk hedef organ olarak solunga¢ se¢ilmistir.

Karaciger, kirleticilerin depolanmasi, yeniden dagitimi, detoksifikasyonu ya da
doniistimiinde 6nemli rol oynar ve ayrica kirleticiler tarafindan sebep olunan patolojik
etkilerin aktif bolgesi olarak davranir [13]. Baliklarda karaciger, agir metalleri
baglayarak toksik etkilerinin giderilmesinde islev gdéren metallothionein ve glutatyon
gibi metal baglayict proteinlerin baslica sentez yerlerinden biridir. Cesitli balik
tiirlerinde metal birikimi ile ilgili yapilan ¢alismalarda karacigerdeki metal derisiminin
diger doku ve organlara goére 6nemli diizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu da
karacigerin baliklarda metal baglamada etkin bir rol oynadiginin bir gdstergesidir [59].
Bu nedenlerden dolay1 ¢alismamizda ikinci hedef organ olarak karaciger secilmistir.

Baliklar ekosistem igerisinde insan tarafindan tiiketilen Onemli bir protein
kaynagidir. Agir metallerin baliklara olan etkisinin, metalin cinsi ve konsantrasyonuna,
su kalitesine ve baligin tiir ve yasmna bagli olarak degistigi belirlenmistir [14].
Kadmiyum ve bilesikleri sularda genelde eser miktarlarda bulunur ve bu 0.001 mg/L
diizeyini asmaz, c¢ok ender durumlarda 0.010 mg/L’ye ulasir. Baliklarla yapilan
caligmalarda 57 mg/L konsantrasyonda kadmiyumun baliklarda embriyo gelisimini

zayiflattigr fakat 4.5-37 mg/L diizeyindeki kadmiyumun ise biiylime ve lireme {izerine
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olumsuz bir etkisinin olmadig1 tespit edilmistir [18]. S6z konusu dozla ilgili
calismamizda baliklara 2 mg/L kadmiyum uygulanmustir.

Kadmiyum normalde reaktif tiirlere kars1 koruma saglayan tiyoller ya da enzimlerle
reaksiyona girerek serbest radikal toksisitesine neden olur. Cd’a maruz kalma kemik
mineral yogunlugu ve bobrek fonksiyonunu etkileyebilir [17]. Kadmiyum organizmaya
basta solunum yolu olmak {izere, daha az olarak da besinler ve i¢ilen sularla sindirim
yolundan girmektedir. Kanda biiytlik 6l¢iide hemoglobine bagli olarak dolasir ve bir
transport ve depolama proteininin (metalloprotein) —SH gruplarina baglanmis sekilde
bobrek ve karacigerde toplanir [15].

Baz1 ksenobiyotiklere 6zellikle toksik kimyasal kirleticilere maruz kalma, endojen
ve ekzojen reaktif oksijen tiirleri (ROS) arasinda bir dengesizlik ve sonugta antioksidan
savunma sisteminde bir azalma olusturabilir. Bu durum, biyolojik sistemlerde oksidatif
stres, dokularin hasara ugramasi, enfeksiyonlar, dejeneratif hastaliklar ve yaslanmay1
baslatir. Kimyasal toksik kirleticiler biyolojik sistemlerde reaktif oksijen tiirevlerinin
onemli kaynaklaridir [49].

Kadmiyum antioksidan enzimleri (SOD, CAT ve GSH-Px) bozmak suretiyle lipid
peroksidasyonuna neden olur. Cd tarafindan GSH-Px aktivitesinde meydana gelen
diisiis, sonradan yag asitlerinin oksidasyonuna sebep olabilen hidroksil radikallerinin
olusumunu ve hidrojen peroksitlerin diizeyini arttirir. Besinsel Cd’la indiiklenmis lipid
peroksidasyonu, o-tokoferol, selenyum ve glutatyon gibi antioksidanlarin besine
eklenmesiyle Onlenebilir. Yapilan bir ¢alismada 204 mg/kg kadmiyuma 4 haftalik
maruz birakilan baliklarda ince bagirsak ve karacigerde kontrol grubuna goére Se
bagimli GSH-Px aktivitesinde énemli diisiislerin oldugu gozlenmistir. Kadmiyumun en
yiiksek besinsel konsantrasyonda (204 mg/kg ) oksidatif savunma sistemini hasara
ugratarak doku lipid peroksidasyonunu indiikledigi bulunmustur [47]. Bir bagka
calismada, CdCl,’nin kemikli balik Sparus aurata’ya 2.5 mg/kg oraninda 3 ve 6 giinliik
uygulanmasinin sonucunda karacigerinde antioksidan enzimler olan Glutatyon
peroksidaz, Glutatyon rediiktaz ve katalazin aktivitesinin Onemli derecede distiigii
gozlenmistir. Bu etki, Cd’un sézkonusu enzimlerin kofaktorleriyle etkileserek enzim
yapisinda modifikasyonlara neden oldugu ve bundan dolay1 aktivitede diisiis meydana
getirdigi seklinde yorumlanabilir [49]. Yapmis oldugumuz calismada da kadmiyumun
GSH-Px, Katalaz, SOD aktivitesini diisiirdiigii ve lipid peroksidasyonu iiriinii olan
MDA’y1 arttirdigr yoniindeki bulgularimiz yukaridaki calismalar ile paralellik

gostermektedir.
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Krom (VI) ile yapilmis olan bir dizi ¢alismalar sonucunda, krom (VI)’nin genomik
DNA hasari ile lipid ve proteinlerin oksidatif bozunmasina neden olan reaktif oksijen
tiirevlerinin (stiperoksit ve hidroksil radikalleri) iiretimini arttirmak suretiyle bir
oksidatif stres yarattigi gozlenmistir. Siiperoksit anyonu ve hidroksil radikallerinin
liretiminin artmas1 sonucunda, yiiksek lipid peroksidasyonu ve genomik DNA
fragmentasyonu, hiicre i¢i oksidize durumlarin modulasyonu, protein kinaz C’nin,
apoptotik hiicre 6liimiiniin aktivasyonu ve gen ifadesinin degisimini iceren bir oksidatif
stres olusur. Cr(VI)’nin insan ve hayvanlarda toksik ve karsinojenik etkilerinin yan1
sira, deride alerjilere neden oldugu da bilinmektedir [24]. Krom (Cr)’un alabaliklar i¢in
su kalitesine bagl olarak 28-80 ppm araliginda toksik olabilecegi belirtilmektedir [14].
Cr(VI)’nin neden oldugu toksisitenin mekanizmasinin ¢ok iyi bilinmemesine ragmen,
oksidatif stresin 6nemli bir rol oynadigma inanilir. Malondialdehit (MDA) kroma
mesleki maruz kalmanin bir biyolojik gostergesi olarak kullanilabilir [17].

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan lipid hidroperoksitlerinin yikimi i¢in gegis
metalleri iyon katalizi gerekir. Lipid hidroperoksitleri yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak
aktif olan aldehitler olusur. Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler ya da
baslangigtaki etki alanlarindan diffiize olup hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayarlar.
Ug veya daha fazla ¢ift bag ihtiva eden yag asitlerinin peroksidasyonunda tiobarbiitirik
asitle Ol¢iilebilen malondialdehit (MDA) meydana gelir. Malondialdehit lipid peroksit
seviyelerinin dl¢lilmesinde siklikla kullanilir. MDA, yag asidi oksidasyonunun spesifik
ya da kantitatif bir indikatorii degildir fakat lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi
korelasyon gosterir. MDA, membran komponentlerinin ¢apraz baglanma ve
polimerizasyonuna sebep olur. Bu da deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve
hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran 6zelliklerini degistirir
[33].

Cr(VI)’nin gokkusagi alabaliklarina 10 mg/L’lik subletal konsantrasyonda 28

. . 6+ 3+
giinliik uygulanmas1 sonucunda Cr” ’nin Cr’”’

a indirgenmesinin bir sonucu olarak
karaciger ve solunga¢ dokularinda oksidatif stresin meydana geldigi bulunmustur.
Metallothionein indiiksiyonu ile SOD aktivitesi, lipid peroksidasyonu, hiicresel
morfoloji ve biiyiimede kontrol grubuna goére 6nemli farkliliklar oldugu gézlenmistir.
Ayrica, solunga¢ dokusunun karacigere gore Cr toksisitesine daha duyarli oldugu

bulunmus bu da bize karacigerin kroma zamanla adapte oldugunu gdosterir [S1].
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Biz de yapmis oldugumuz c¢alisma sonuclarma dayali olarak, kromun lipid
peroksidasyonunu artirarak ve antioksidan enzimler olan SOD, GSH-Px ve Katalazin
aktivitesini diigiirerek hiicrelerde bir oksidatif stres yarattigini soyleyebiliriz.

Selenyum bir antioksidan enzim olan Glutatyon peroksidazin (GSH-Px) tam
olusumu ve fonksiyonu i¢in gereklidir. Glutatyon peroksidazin her molekiilii 4 atom
selenyum icermektedir. Selenyum bu enzimde bir kofaktdr olarak goérev yapar ve bu
roliinden dolay1 insan ve hayvanlar i¢in gerekli temel eser bir mineraldir. Glutatyon
peroksidaz hiicre membranlarii lipid peroksidasyonundan dolayr meydana gelen
hasarlardan korur. Reaktif oksijen tiirevlerinin iiretimini engelleyerek oksidatif hasara
kars1 hiicreleraras1 savunma mekanizmasina yardimci olur [38].

Selenyumun antioksidan etkisinin arastirilmasina yonelik yapilan bir doz taramasi
calismasinda Oriin ve arkadaslar1 farkli dozlarda sodyum selenitin gokkusag
alabaliginda (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792) bazi1 biyokimyasal ve hematolojik
parametreler Tlizerine etkisini aragtirmiglardir. Gozlenen tiim biyokimyasal ve
hematolojik veriler dogrultusunda sodyum selenitin gékkusagi alabaliginda 2 ve 4 ppm
konsantrasyonlarda antioksidatif savunmaya 6nemli bir katkida bulundugunu, 6 ppm de
ise artik letal dozun olustugunu tespit etmislerdir [52]. Bizim de c¢alismamizda
selenyumun 2 ppm’lik dozu ¢alisma gruplarina uygulanmustir.

Selenyumun antioksidan koruyucu etkisinin arastiritlmasina yonelik yapilan bir
calismada yiiksek selenyum igerikli brokolinin siganlari kanserden koruyucu etkisi
arastirilmistir. Kimyasal olarak indiiklenen meme ve bagirsak kanserlerine karsi yiliksek
selenyum igerikli brokoli ve brokoli tohumlarmin koruyucu etkisini tespit etmek
amactyla 2 ¢esit sigcanin besinlerine brokoli katilmistir. Sonucta yiiksek selenyum
icerikli brokolinin meme ve bagirsak kanserlerine karsi koruyucu roliiniin oldugu tespit
edilmigtir [42].

Selenyumun kadmiyumun toksik etkilerini giderici 0Ozelliginin arastirilmasina
yonelik yapilan bir ¢calismada kontrol, Cd, Se ve Cd+Se seklinde dort uygulama grubu
olusturulmustur. Cd farelere giinlik 8 mg/kg (kg viicut agirligt basina mg Cd), Se
sodyum selenit formunda giinliik 0.35 mg/kg (kg viicut agirligi basina mg Se), Cd+Se
ise 8 mg/kg Cd + 0.35 mg/kg Se oraninda oral yolla 8 haftalik uygulanmistir. Cd’un tek
basina uygulandigi grubun karacigerlerinde énemli miktarda Cd biriktigi gozlenirken,
Cd+Se uygulanan grubun karacigerlerinde Cd konsantrasyonunda yaklasik olarak
%18’1lik bir azalma oldugu gozlenmistir. Ayrica Cd’la muamele edilmis grubun

karacigerindeki GSH-Px aktivitesinde 6nemli oranda bir diisiis olurken, Se ilave edilmis
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grupta GSH-Px aktivitesinin (p<0.05) seviyesinde 6nemli derecede yiikseldigi tespit
edilmistir. Sadece Se uygulanmis grupta ise GSH-Px aktivitesinde kontrol grubuna gore
onemli bir degisim olmamistir. Bu sonuclar, kadmiyuma selenyum ilave edilmesinin
kadmiyumun karacigerdeki birikimini 6nemli derecede diislirdiiglinli ve ayni zamanda
bir antioksidan enzim olan GSH-Px’i kadmiyumun hasar yapici etkisinden korudugu
yoniindeki bulgularimiz ile paralellik gdstermektedir [60].

Bir baska calismada da kadmiyuma maruz kalmis siganlarin karacigerinde
selenyumun antioksidan savunma sistemi {izerine olan etkileri arastirilmistir. Kontrol,
Cd, Se ve Cd+Se seklinde 4 tane grup olusturulmustur. Kadmiyum grubuna 15
mg/kg/giin Cd, selenyum grubuna 7pg/kg/giin Se, Cd+Se grubuna ise 15 mg Cd + 7 pg
Se / kg/glin Cd+Se uygulanmistir. Kadmiyumun si¢anlarin karacigerinde SOD, CAT ve
GSH-Px aktivitesinde diisiislere neden oldugu bulunmustur. Kadmiyumun tersine,
selenyumun bu enzimlerin aktivitesinde énemli bir artis yaratti§i bulunmustur. Cd+Se
uygulanmis grupta ise Cd’un bahsedilen enzimlerin aktivitesi lizerine olan toksik
etkilerinin Se tarafindan giderildigi tespit edilmistir [61]. Bizim yapmis oldugumuz
deneyde de Cd’un SOD, CAT ve GSH-Px aktivitesini diisiirdiigii, Cd’a Se ilave
edilmesiyle olusturulmus grupta ise (Cd+Se) bu enzimlerin aktivitesinin tekrar
yiikseldigi tespit edildi.

Stiperoksit dismutaz siiperoksit radikallerinin (O,~), Glutatyon peroksidaz ve
Katalaz da reaktif oksijen tiirleri olan siiperoksit (O,") ve hidroksil (OH’) radikallerinin
irlinii olan hidrojen peroksitin (H,0,) siipiiriilmesinden sorumludur. Bu iyonlar protein
ve membranlarda birgok hasarlara neden olurlar. SOD, CAT ve GSH-Px enzimlerinin
aktivasyonlarinin inhibe olmasi, bu zararl iyonlarin olusumunu artirmakta ve sonugta
mitokondri ve endoplazmik retikulum membranlarinda ve protein yapilarinda
bozukluklar meydana gelmektedir. Bu da Cd gibi agir metallerin varhiginda
olabilmektedir. Selenyumun o6zellikle akut uygulamalarda kadmiyuma kars1 bir
antagonistik element oldugu belirlenmistir. Kadmiyumun Glutatyon peroksidazin
aktivitesini diislirmesi, kadmiyumun selenyumla bir kompleks olusturmasi, bu ylizden
de serbest selenyumdan yararlanmanin azaldigi vu bunun da Glutatyon peroksidaz
aktivitesinde diisiis ile yansitildig1 seklinde yorumlanabilir. Kadmiyum uygulanmasi
sonucu katalazin inhibisyonu, substrati olan hidrojen peroksitin diizeyinin diigmesine ya
da Cd’un hiicreleraras1 konsantrasyonunun artmasinin bir sonucu olarak bu enzimin

sentezinin azalmasi seklinde yorumlanabilir. Hiicreleraras1 alanda kadmiyumun
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konsantrasyonun artmasi, oksijen tiikketimini ve elektron tasiyicilarin redoks oranini
olumsuz bir sekilde etkiler [62].

Sonu¢ olarak; krom ve kadmiyum metal stresine maruz kalmis gokkusagi
alabaliklarinda olusan oksidatif stresin ve lipid peroksidasyonunun bu caligmada
gosterildigi gibi diisiik diizeyde de olsa indirgenmesinde selenyumun bir roliiniin
olabilecegi diistinlilmektedir. Bununla birlikte c¢alisma sonuglarinin daha ayrintili

calismalar ile test edilmesi gerekmektedir.
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