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OZET

ARSENIK TOKSISITESINE MARUZ KALAN YAVRU ALABALIKLARIN
OKSIDATIF STRES DURUMU VE APOPTOTIK MARKIRLARININ
INCELENMESI

SAC, Hasan
Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Asli CILINGIR YELTEKIN
Temmuz 2022, 99 Sayfa

Arsenik, Diinya'da en bol bulunan elementlerden biridir. Metaloid olarak
adlandirilan arsenik, bir¢cok endiistride hammadde olarak kullanilmaktadir. Arsenikli
sularin  sulama amacgh kullanilmas1 tarimda ve oOzellikle gidada ciddi riskler
olusturmaktadir. Arsenik basta insanlar olmak {izere bir¢ok canli organizmay1 olumsuz
yonde etkilemektedir. Ozellikle yeralt1 sularina karisan arsenik canli metabolizmasinda
cok ciddi saglik sorunlarina neden olabilmektedir. Arsenik, viicuda alindiginda 6ncelikli
olarak sinir sistemini etkiler ve uzun siire maruz kalindiginda dokularda birikerek toksik
etki gosterir. Ozellikle sistein iceren protein agisindan zengin olan dokularda daha fazla
birikim oldugu bilinmektedir. Bu ¢aligmada model organizma olarak yavru alabaliklar
kullanilarak insan ve diger omurgalilarin arsenige maruziyeti durumunda ortaya ¢ikacak
etkilerin arastirilmasi amaglanmistir. Arsenige maruz kalan yavru alabaliklarin beyin
dokusundaki NK-FB, TNF-a, IL-6, NRF-2, GSH, Kaspaz-3, MDA, AChE, CAT, GSH-
Px, SOD, 80HAG seviyeleri, oksidatif stres sonrasi lipid peroksidasyonu ve DNA hasari
incelenmistir.

Calismamizda yavru alabaliklara (Oncorhynchus mykiss) 96 saat boyunca 25, 50, 75
mg/L konsantrasyonlarinda arsenik (NaAsO>) uygulamasi yapilmistir. Maruziyet sonrasi
baliklarin beyin dokular1 alimip homojenize edilmistir. Yavru alabaliklarin beyin
dokusundan elde edilen siipernatantlarda SOD, GSH-Px, CAT ve MDA diizeyleri
spektrofotometrik yontemler ile belirlenmistir. NF-kB, TNF-a, IL-6, NRF-2, GSH,
Kaspaz-3, AChE ve 8-OHdG diizeyleri ise ELISA kit kullanilarak belirlenmistir.

Calisma sonrasinda baligin beyin dokusu incelendiginde NF-kB, TNF-a, IL-6,
NRF-2, Kaspza-3, MDA ve 8-OHdG diizeylerinin arttigt ve GSH, CAT, SOD, AChE ve
GSH-Px diizeylerinin azaldigi tespit edilmistir. Uygulama sonrasi baliklarin beyin
dokularinda arsenik birikmesi sonucu oksidatif stresin olustugu gozlendi. Bu oksidatif
stresin kaynag olan serbest radikallerin dokuda birikmesi ve lipid peroksidasyonunun bir
gostergesi olan MDA diizeylerinin artmasiyla bazi antioksidan belirteclerin diizeylerinin
arttig1 ve DNA hasarinin bir gostergesi olan 8-OHdG diizeyinin de arttig1 goriilmustiir.

Anahtar Kelime: Arsenik, Oksidatif stres, NF-KB, TNF-a, IL-6, NRF-2, GSH,
Kaspaz-3, MDA, AChE, CAT, GSH-Px, SOD, 80HdG.






ABSTRACT

INVESTIGATION OF OXIDATIVE STRESS AND APOPTOTIC MARKERS
OF CHILD TROUT EXPOSED TO ARSENIC TOXICITY

SAC, Hasan
MSc., Chemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Asli CILINGIR YELTEKIN

Arsenic is one of the most abundant elements on Earth. Arsenic, called
metalloid, is used as a raw material in many industries. It negatively affects many
living organisms, especially humans. Especially arsenic mixed with groundwater can
cause very serious health problems. Arsenic accumulates in the hair, nails and skin,
which are rich in chronic intake of cysteine-containing protein. Most of this
accumulation takes place in the lungs. In this study, NK-FB, TNF-a, IL-6, NRF-2,
GSH, Caspase-3, MDA, AChE, CAT, GSH-Px, SOD, 80HdG levels, lipid levels after
oxidative stress in the brain tissue of fry trout exposed to arsenic. Peroxidation and
DNA damage will be examined.

Thirty-two juvenile trout Oncorhynchus mykiss were used in our study. The
supplied fry trout (80-100 g) were randomly distributed into 8 fiberglass aquariums
(300 L). A week was waited for the adaptation of the fish. 25, 50, 75 mg/L
concentrations of arsenic-containing NaAsO2 was added to the aquariums of the
arsenic-treated groups, ensuring that their concentrations did not change for 96 hours.

After arsenic application, SOD and GSHPXx levels in the brain tissue of fry trout
were determined by UV kit, and CAT and MDA levels were determined by
spectrophotometric methods. NF-KB, TNF-a, IL-6, NRF-2, GSH, Caspase-3, AChE
and 8-OHdG levels were determined using an ELISA kit prepared for fish.

When the brain tissue of the fish was examined after the study, it was
determined that NF-KB, TNF-a, IL-6, NRF-2, Caspza-3, MDA and 80HdG levels
increased and GSH, CAT, SOD, AChE and GSH-Px levels decreased. It was observed
that oxidative stress occurred as a result of arsenic accumulation in the brain tissues of
the fish after the application. It has been observed that with the accumulation of free
radicals, which are the source of this oxidative stress, in the tissue and the increase in
MDA levels, which is an indicator of lipid peroxidation, the levels of some antioxidant
markers increase and the level of 8-OHdG, which is an indicator of DNA damage, also
increases.

Keywords: Arsenic, Oxidative stress, NF-KB, TNF-a, IL-6, NRF-2, GSH,
Kaspaz-3, MDA, AChE, CAT, GSH-Px, SOD, 80HdG.
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1. GIRIS

Balik olduk¢a fazla protein igerigi nedeniyle toplum i¢in dnemli yiyecek
kaynaklar1 i¢inde iist siralarda yer almaktadir. Toplumun gelir durumu diisiik kesimi
icin fiyat1 uygun olan kaliteli yiiksek protein kaynagidir. Bunun sonucunda balik ve
balik iirlinlerine olan talep giderek artmaktadir (Aydogan ve ark., 2020).

Gelismis iilkelerde su iiriinleri yetistiriciligi, vatandaslarinin besin ihtiyacin
gidermenin yaninda istihdam, ticaret ve lokal kalkinmaya biiyiik katkilar sagladigi
icin 6nemli liretim sektorlerinden biridir (Elbek, 1981).

Alabalik yetistiriciligi 19.yy’da dogadan alinan baliklardan yumurta
cikartilmasi ve yumurtalarin insan eliyle dollenmesi ile baglamistir. Tiirkiye’de tath
su baliklan i¢cinde en fazla yeri tutan alabalik hem yetistirilme hem de insanlar
tarafindan tercih edilme bakimindan tuzlu su baliklarina gore 6nemli bir alternatif
olusturmaktadir. Déllenmis yumurtalarin ¢atlamasiyla ortaya ¢ikan larvalardan besin
amagh tath su baligi elde etmek hedeflenir. Burada en 6nemli konu larvalarin
yiiksek yasama oranina ulagilmasidir (Korkmaz ve ark., 2008).

Tath su alabaliklar1 igerisinde en ¢ok yetistiriciligi yapilan 6zel bir tiir olan
gokkusagr alabaligi (Oncorhynchus mykiss)’dir. Bu yaygin tiir olan gokkusagi
alabalig1 bulunduklar1 ¢evre kosullarina son derece uyum saglayabilir. Yapilan iyi
yemleme sonucunda bulunduklar1 kosullarda oldukc¢a fazla gelisme gdsterir. Bunun
yaninda sagim, ¢ogaltma ve yumurtadan ¢ikan yavrularin suni yemle beslenebilmesi
ve gelistirilmesi islemlerinin olduk¢a kolay olmasi nedeniyle olduk¢a ekonomiktir.
Yetistiriciliginin ise 100 yil1 askin zamandan beri yapiliyor olmasi bu tiiriin diger
alabalik tiirlerine gore daha fazla tercih edilmesinin nedenidir (Emre ve Kiiriim,
1998).

Gokkusag1 alabaligi genellikle ‘salmonidler’ veya alabalikgiller olarak
adlandirilir ve diinyada kiiltiir tiretimi en ¢ok yapilan baliklardir (Yanik, 2009).
Diinyada en ¢ok yetistirilen tatli su balig1 olan gékkusagi alabaligi (Oncorhynchus
Mykiss) Tiirkiye’de de deniz ve i¢ sularda yetistirilen baliklar arasinda ilk siray1 alir
(Baki ve ark., 2010). Tiirkiye’de ¢ok fazla olmamakla birlikte bazi liretim hanelerde
gokkusagi alabaligi yaninda dogal alabalik iiretimi de yapilmaktadir. Arz-Talep

dengesine gore ortaya ¢ikan iirlin cesitliligi, isletmelerin bulunduklar fiziki sartlara



gore yeni tiirlerin de tliretimini tesvik etmistir. Bu sebeple gokkusagi alabaliklar1 gibi
dogal baliklarin tiretim verim 6zelliklerinin belirlenmesi, var olan tiirlerin ¢esitliligi
ve verimleri lizerine yapilan ¢alismalara fayda saglayacaktir (Baki ve ark., 2010).

Toksik o6zelligi olan Arsenik periyodik cetvelde VA grubunda bulunan
metallerle tepkimeye girdiginde ametal, ametaller ile tepkimeye girdiginde metal
gibi davranan bir metalloiddir. Dogada en yaygin bulunan formlar1 (+3) degerlikli
arsenit ve (+5) degerlikli arsenattir. Element halindeki arsenik gri ve sar1 kristaller
halinde bulunmasinin yani sira oksijen, klor veya kiikiirt ile bilesik olusturmus
haline de rastlanir. Adi gegen elementlerle bilesik olan arsenik inorganik arsenik
olarak bilinir. Organik halde bulunan arsenik ise karbon ve hidrojen ile baglanmis
halde bulunan arseniktir (Erdogan, 2005).

Arsenik Diinya lizerinde en fazla bulunan elementlerden biridir. Metaloid
olarak adlandirilan arsenik bir¢ok endiistride hammadde olarak kullanilir. Bagta
insan olmak iizere bir¢ok canl1 organizmay1 olumsuz yonde etkiler. Ozellikler yeralt:
sularina karisan arsenik ¢ok ciddi saglik sorunlarina neden olabilmektedir (Baskan
ve Pala, 2009)

Topraktan gelen arsenik genellikle kiikiirt iceren minarellerde bulunur. Bu
minareller orpiment (As.S3), realgar (AsS), arsenopirit (FeAsS), nikolit (NiAsS) ve
kobaltit (CoAsS)’tir. Bir bagska kaynak ise komiirdiir. Komiirde ise ortalama
13mg/kg arsenik bulunabilmektedir. Madencilik sektoriinde bakir, nikel ve kursun
minarellerinin ergitilmesi esnasinda ¢ok ciddi oranda arsenik agiga ¢ikmaktadir. Bu
islemler sirasinda yaklasik 62 000 ton arsenik yayilimi oldugu diisiiniilmektedir
(Bissen, 2003).

Diinyada ¢ogu yerde i¢cme sularina arsenik karigmasi nedeniyle birgok saglik
sorunu ortaya ¢ikmis ve bu saglik sorunlarinin Oniine gegcmek amaciyla Amerika
Cevre Koruma Ajansi tarafindan igilebilen sulardaki arsenik miktar1 0.05mg/L’den
0.01mg/L seviyesine ¢ekilmistir (Lee ve ark., 2003).

Deney hayvanlar ile yapilan ¢ogu ¢alisma, serbest radikallerin hayvandaki
hiicreler tizerindeki toksik etkisini ve antioksidan enzimlerin bu etkiler iizerinde
pozitif yondeki iyilestirici etkilerini gostermistir (Li ve ark., 2011).

Serbest radikaller ve bunlarin olusumuna neden olan toksik maddeler, canl

hiicrelerin DNA, protein, enzim, lipit, karbonhidrat ve diger molekiil gruplariyla



Serbest radikaller ve bunlarin olusumuna neden olan toksik maddeler, canli
hiicrelerin DNA, protein, enzim, lipit, karbonhidrat ve diger molekiil gruplariyla
etkilesime  girerek  bunlarin  metabolitik  faaliyetlerini  olumsuz  yonde
etkilemektedirler. Organizmada diisiik miktarda ortaya c¢ikan bu negatif etkiler
viicutta var olan antioksidan maddeler ve diger enzimler ile bertaraf edilmektedir
(Omata ve ark.,, 2010; Kumar ve ark., 2013). Programli hiicre oliimi olarak
adlandirilan apoptozis dokularin dengesinin korunmasinda ¢ok biiyiik role sahiptir.
Apoptozis, organizmanin gelisimi esnasinda ve gelismis organizmada bazi
hiicrelerin hasar gdrmesi sonucu hasar goren hiicrelerin kaybolmasindan
sorumludur. Apoptozis artarken hiicre sayist azalir ve apoptozis azalirken hiicre
sayisinda artig gozlenir (Thompson, 1994; Altunkaynak ve Ozbek, 2008; Hugle ve
Fulda, 2015).

Apoptoziste 6nemli rol oynayan enzimlerden biri de sistein proteaz ailesinden
olan kaspazlardir (Springer ve ark, 2000). Bunlardan en 6nemlileri hiicre dliimiiniin
diizenleyici enzimleri olan kaspaz-1 ve kaspaz-3’tiir. Merkezi sinir sisteminde
olusan hasarlar sonrasi baglayan apoptoziste en Onemli gorev kaspaz-3’e
diismektedir (Hayashi ve ark., 1998).

Sitokinler, hem dogal yolla hem de belirli immiin yanitta, bagisiklik sistem
hiicrelerinin birbirleri ile olan etkilesimini diizenleyen ¢6ziinebilen protein veya
glikoproteinlerdir (Manuel ve ark., 1999; Kokuludag ve ark., 1999).

Ad1 gecen sitokinlerden biri olan IL-6 (interlokin-6) genel olarak fagosit
hiicrelerden, T lenfositlerden, endotetyal hiicrelerden ve fibroblastlardan salinir
(Kishimoto, 1989). TNF-a (Timoér Nekroz Faktor-a) ise genellikle monosit
makrofajlar tarafindan iiretimi gerceklestirilmektedir (Camussi ve ark., 1991).

Sitokinler T hiicrelerinin, B hiicrelerinin ve hematopoetik hiicrelerin biiylimesi
ve gelismesinde, bagisiklik sisteminin uyarilmasinda ve baskilanmasinda ¢ok ciddi
rol oynamaktadirlar. Baz1 sitokinler lokal etkide bulunurken bazilarinin etki alani
cok genisleyebilir. Bu sitokinlerden biri olan Interlokin-6 (IL-6) ilk olarak 1986
yilinda klonlanmistir. Son yillarda IL-6’nin 6nemi ¢ok daha fazla hissedilmistir
(Heinrich ve ark., 2003; Taga ve ark., 1989).

Toksik maddelere maruz kalindiginda organizmada bir oksidatif stres olusur.

Bu stres esnasinda antioksidan savunma mekanizmasini harekete geciren molekiil



olarak gorev yapan maddelerden biri de NRF-2 (Niikleer Faktor Eritroid 2 ile Tliskili
Faktor 2)°dir. NRF-2 antioksidan mekanizmay1 harekete gecirirken Nrf2-Keapl-Are
komleksi olarak bu siirecte gorev alir (Chan ve ark., 1993).

Glutatyon; glutamik asit, sistein ve glisin amino asitlerinden olusur ve buna
ilaveten hemen hemen tiim hiicrelerde oldukga yiiksek miktarlarda bulunan 6nemli
bir antioksidandir. Hiicreyi, serbest radikallerin ve reaktif oksijen tiirlerinin zararli
etkilerinden korur (Rose, 1984). Hopkins tarafindan ilk defa 1921 yilinda
bulunmustur. Baglarda bir dipeptit oldugu zannedilen Glutatyon 1929 yilinda kristal
halde sentezlendikten sonra bir tripeptit oldugu anlasilmigtir (Bildik ve ark., 1998).
Reaktif oksijen tiirlerinin fazla {iretimi sonucunda oksidatif stres meydana gelir. Bu
oksidatif stres lipit peroksidasyonuna neden olur. Lipit peroksidasyonu hiicre i¢in
son derece yikici olup hiicre membran yapisinin bozulmasina yol acar. Lipit
peroksidasyonu sonucu olusan malondialdehit (MDA) miktarinin belirlenmesi lipit
peroksidasyonunun ne derecede oldugunu gosteren onemli bir belirtectir (Agarwal

ve ark., 2005).

1.1. Tiirkiye’de Su Uriinleri

Tatli su balik¢iligi; oncelikler baliklar, yumusakcalar, kabuklular ve diger su
bitkileri dahil olmak iizere sudaki canli organizmalarin kontrollii bir sekilde
cogaltilmasi, biiyiitiilmesi ve gelistirilmesini ifade etmektedir (FAO, 2013).

Balik protein icerigi agisindan ¢ok zengin oldugundan insanlar i¢in 6nemi ¢ok
biiyiiktiir. Toplumun gelir diizeyi diisiik kesimleri icin uygun fiyat1 ve igerigi ile
vazgecilmez besin kaynaklarindandir (Subasinge, 2003).

Ulkemizde denizde ve karada balik iiretimi son yillarda giderek artma
egilimindedir. Ancak Tirkiye’de alabalik {retimi tarihi ancak 40 yila
dayanmaktadir. Alabalik, 1969 yilinda ilk defa Zonguldak-Yedi Goller Parki’na
basarili bir sekilde uygulanmis ve 70’11 yillarin baglarinda tam olarak yetistiriciligine
baslanmistir (Uysal ve Alpaz, 2002).

Tath su balig1 yetistiriciligi ve endiistrisi beraber degerlendirildiginde, temiz

gida erisimi, istthdamda goriilen artis, altyapinin gelismesi, yoksullugun azalmasi ve



ihracatin artisina biiyilk katki saglamasi gibi biylik etkileri s6z konusudur
(Brummett ve ark., 2008).

Tiirkiye’de yaygin olarak yapilan tatli su balig1 yetistiriciliginde Gokkusagi
Alabalig1 (Oncorhynchus mykiss) ilk sirayr almaktadir. Ulkenin farkli bolgelerinde
yaygin olarak yapilan gokkusagi alabalig: yetistiriciligi o bolgelerdeki su kalitesi ve

sicakligina uyum saglamaktadir.
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Sekil 1.1. Gokkusagi alabaligi Oncorhynchus mykiss



Yasam alani olarak berrak, soguk ve ¢oziinmiis oksijen bakimin zengin sularda
rahat olarak yetisen alabalik insanlar tarafindan etinin lezzetli olusu ile de tercih
edilen besinler arasinda ilk siralarda yer alir. Alabalik tiirleri Salmonidae
familyasinin iiyeleri arasinda bulunur. Yap1 ve sekil olarak yag yiizgeci ile belirgin
karakterize olurlar. Sofralik alabalik yetistiriciliginde uygulanan iiretim teknikleri ve
ciftliklerin fiziksel 6zellikleri belirgin olarak birbirlerine benzerlik gostermektedirler

(Kayapinar, 2007).

1.1.1. Alabalik Tiirleri ve Ozellikleri

Alabaliklar Salmonidae familyasina aittirler. Bu familyadaki alabaliklar
ekonomik yetistiricilik ve iilkedeki tatl sularin baliklandirilmasi i¢in en 6nemli ii¢

cinsi barindiran tirdiir.

Bu Cinsler:
a- Salmo
b- Salvelinus

c- Oncorhynchus

Ayrica diinya genelinde en ¢ok bulunan ve tanman alabalik tiirleri asagida

siralanmistir (Bruno ve Pope, 1996).

-Salmo solar Linnaeus (Atlantik somonu)

-Salmo trutta f. trutta Linnaeus (Deniz Alabaligr)

- Salmo trutta f. fario Linnaeus (Dere Alabaligr)

- Oncorhynchus mykiss Walbaum (Gokkusagi Alabaligi)
- Salvelinus fontinalis Mitchill (Kaynak Alabalig1)

- Salvelinus alpinus Linnaeus (Alp Alabaligr)

- Salvelinus namaycush Walbaum (Gol Alabalig)

Ulkemizde yetisen alabalik tiirleri ise sdyledir (Celikkale, 1994).



-Salmo trutta macrostigma Dumeril (Anadolu Dag Alabalig)
- Salmo trutta abanticus Tortonose (Abant Alabaligr)

- Salmo trutta caspius Kessler (Aras Alabaligi)

- Salmo trutta labrax Pallas (Karadeniz Alabaligr)

- Salmo trutta f. lacustris Linnaeus (Go6l Alabaligi)

Tirkiye’de tathh ve tuzlu su ortamlarinda iiretimi yapilan su iiriinleri
yetistiriciligi sektorii siirekli gelismektedir. Yetistirilen baliklar diistiniildiigiinde
tatlu sularda iiretimi yapilan en 6nemli tiir gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss)’dir. Ulkemiz sularinda gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) iiretimi
havuzlarda ve ag kafeslerde yapilmaktadir (Tiifek ve Yalgin, 2007).

Gokkusagi alabaliklarinin yetiskin olanlarinin boylar1 35-40 ¢cm civarinda olup
dis ylizeyinde ¢ok sayida siyah, yildiza benzer sekilde benekler bulunur. Sirt kismi
mavi renkte olup yanlara dogru agik renklidir. Kirmizimsi renk agirlikli olarak
govde boyunca uzanan ve tiire adin1 vermis belirtilen renkte uzun bir bant bulunur.
Ureme zamaninda bu renkler belirgin hale gelir. Baligin alt bolgesi sartya calan bir
renktedir. Gokkusag1 alabaliklar1 dogal yetisme alanlarinda sinek larvalar1 ve suya
diisen sineklerle beslenir (Atay, 1987).

Alabalik yetistiriciligi yapilan yerlerde baliklara diizenli bir sekilde kalitesi
ayn1 olan su temin edilmelidir. Ayrica verilen su miktar1 da énemlidir. Bunun i¢in su
kalitesi ve miktarindaki ani degisimler baliklar1 olumsuz etkilemektedir. Alabalik
yetistiriciligl yapilan tesislerde su sicakligi en fazla 20°C, oksijen miktari en az 7

ml/It su ve pH seviyesi 5.5-8.5 arasi olmalidir (Lindhorst-Emme, 1990).

1.2.Arsenik

Arsenik yeryiiziinde en ¢ok rastlanan elementlerden biridir. Periyodik cetvelin
VA grubunda yer alir. Hem metal hem de ametal 6zellik gosteren metaloid olarak
adlandirilir. Basta tarim ve eczacilik olmak tlizere bir¢ok endiistri dalinda sikca

kullanilmasina ragmen ¢ogu canli organizma iizerinde toksik etkisi vardir. Ozellikler



yer alt1 sularinin gectikleri kayaglardaki arsenigi ¢ozerek arsenigin suya karigsmasi
sonucu su kaynaklarinda bir miktar arsenik bulunabilir (Baskan ve Pala, 2009).

Arsenik glimiis-gri renkte olup, kristal formunda bulunur. Atom agirhig: 74.9,
yogunlugu 5.73 g/ml ve kaynama noktas1 da 613 °C olan bir yar1 metaldir. Dogada
arsenoik asit, arsenit, arsenat, metil arsenik asit, dimetil arsenik asit ve arsin
molekiilleri halinde bulunur. Genellikle (As™®) ve (As*®) degerlikli olmak iizere iki
formu bulunur (Mohan ve Pittman, 2007).

Arsenigin (0) degerlikli element hali ve -3 degerlikli arsin formlar1 da
mevcuttur. Sulu ortamlarda en yaygin olanlari arsenat ve arsenitin asitleri ile
tuzlaridir (Bissen ve Fritz, 2003).

Indirgen ortamlarda As (lII) elementinin H3AsOs, H2AsOs, HAsO3* ve
AsOs* iyonlar1 halinde, yiikseltgen ortamlarda ise As (V) elementinin HsAsa,
H2AsOs", HAsO4? ve AsO4* iyonlar1 halinde bulundugu bilinmektedir (Loukidou ve
ark., 2003).

Birgok arsenik bileseni toksik 6zellik gostermektedir. En zehirli olaninin arsin
gazi (AsHs) oldugu bilinmektedir. Arsin gazi i¢in 30 dk’lik etki siiresinde lethal doz
250 mg/m*tiir. Diger bilesiklerinden olan arsenik trioksitin LDso degeri 34.5mg/kg,
sodyum arsenitin 4.5mg/kg, sodyum arsenatin 14-18mg/kg, mono etil arsenik asitin
(MMA) 1800mg/kg ve dimetil arsenik asitin (DMA) 1200mg/kg’dir (Bissen ve
Fritz, 2003).

Arsenik viicuda sindirim ve solunum yollari ile alinabilir. inorganik arsenigin
gastrointestinal alinma hizi oldukga fazla olup, en ¢ok ince bagirsakta gerceklesir.
Nefes yolu ile alinan arsenik %80 sistemik adsorbsiyon ile sonuglanir (Bissen ve
Fritz, 2003).

Arsenik, kronik alimda sistein igeren protein bakiminda zengin olan sag, tirnak
ve ciltte birikir. Bu birikimin en fazlasi cigerde gerceklesir. Yapilan ¢aligmalarda
icme sularimizda yiiksek miktarda arsenigin bulunmasinin ciger, bobrek, dalak ve
cilt kanserine yakalanma riskinin arttigi goriilmistiir. Ayn1 zamanda viicuda alinan
arsenigin sinir sitemini etkileyerek viicutta salgilanan hormonlarin salgilanma
diizeyini bozdugu saptanmistir (Lenoble ve ark., 2002).

Arsenik, topragin kirlenmesi ve igme sularina karigmasi ile besin zincirine

katilabilir. Suda kolay ¢oziinen bir metaloid olan arsenik, bu 6zelliginden dolay1 nehir,



akarsu ve g0l sularina kolaylikla karisabilir. Bu sebepten otiirii insanlar arsenigi en
kolay i¢cme sular1 aracilig1 ile almaktadirlar (Flora, 2015).

Arsenik inorganik formda oldugunda ¢ogu karasal canlilarda kanser, deride sert
goriiniis, damar bozukluklari, kangren, seker, yiiksek tansiyon, kalp hastaligi ve kara
ayak hastaligi gibi 6liimciil olan gesitli hastaliklara neden olabilir (Yagmur ve Hanci,
2002; Flora, 2015).

Arsenik, element halinde iken suda ¢ok zor ¢oziiniir. Ancak diger elementler ile
bilesik olusturdugunda ortamin asitlik derecesine de bagli olarak genis bir ¢éziinme
spektrumuna sahip olabilmektedir (Flora, 2015).

Aktif volkanik faaliyetler ve kara pargasindaki minarellerin asinmasi olaylari
sonucunda atmosferde birikmesi ve akarsu, nehir gibi kaynaklar yardimai ile su ortamina
taginabilir. Arsenik ile kirlenmis su varliklar1 canli organizmalarda birikim yapmakta ve
bu canlilarda fiziksel hasar meydana getirmektedir. Gokkusag1 alabalig: ile yapilan bir
calismada arsenige maruz kalma sonucunda alabalikta karaciger hasar1 ve lipit
peroksidasyonu oldugu anlasilmistir (Minokoshi ve ark., 1988).

Arsenik diinya iizerinde dogal olarak bulunan elementlerden biridir. Yeryiiziinde
dogal asmma stiregleri ile yilda yaklasik olarak 40.000 ton arsenik dogaya
salinmaktadir. Bu miktar insan kaynakli prosesler sonucu salinan arsenik miktariin
yaklasik iki katidir. Arsenik en ¢ok kaya benzeri yapilarda ¢okca birikmektedir.
Kayalarin ruzgar ve su ile aginmasi, sicak su kaynagi jeotermal hareketler ve aktif
volkanik hareketler arsenigin ag1ga ¢ikmasinda 6nciil durumlardir. Insanligin faaliyetleri
sonucu; Ornegin madencilik, madende yiiriitiilen prosesler, pestisit kullanim1 ve fosil
yakitlarin endiistride ¢okg¢a kullanilmasi gibi unsurlar ile arsenigin dogaya salinmasi
ciddi miktarlara ulasmistir (Ulu, 2010).

Arsenigin sorunlu bir kirletici olmasinin iki énemli sebebi vardir. Bunlardan
birincisi indirgenebilir olmasi ikincisi ise oksitlenebilir olmasidir. Uygun indirgenme
kosullar1 altinda arsenik konsantrasyonu olduk¢a yiiksek seviyelere ¢ikabilir. Arsenik
ayrica ¢ok gecirgen yapilarda hizli bir konsantrasyon farki olusturabilir. Yani birbirine
yakin iki su kaynagmin bulundugu kuyularda arsenik konsantrasyonu g¢ok farkl
diizeylerde olabilir. Arsenik (III) ve arsenik (V) elementleri birbirinden ¢ok farkl
adsorbsiyon izotermlerine sahiptir. Bu sebeple sulu ortamlarda taginma hizlan

birbirinden ¢ok farklidir (Claesson ve Fagerberg, 2003).
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2006 yilinda yayimlanan Birlesmis Milletlere ait bir raporda, sularinda arsenik
miktar1 en cok olan iilkeler arasinda Tiirkiye de yer almaktadir. Ulkemizde bazi
bolgelerde bulunan i¢me sularinda bulunan arsenik miktarmin 10pug/L seviyesinin
tizerinde oldugu goriilmiistiir. Son zamanlarda Tiirkiye’de igme sularinda bulunmasi
gereken maksimum arsenik miktar1 50pg/L seviyesinden 10ug/L seviyesine ¢ekilmistir.
Bununla ilgili yasal c¢alismalar yapilmig ve yerel yonetimlere gerekli caligsmalari

yapmalari i¢in belirli bir stire verilmistir (Ulu, 2010).

1.2.1. Endiistride Arsenik Kullanimi

Sularda bulunan arsenigin 6nemli bir nedeni de antropojenik kaynaklardir.
Diinyada arsenik uzun zaman boyunca sagliktan tarima bir¢ok endiistride
kullanilmistir. Bu sebeptendir ki penisilin bulunana kadar frengi gibi cesitli
hastaliklarin tedavisinde ilaglarin igeriginde arsenik bulunmaktaydi. Ayrica metal
sanayi, cam ve seramik sanayi, ahsap ve mobilya endiistrisi, oto lastik ve plastik
tiretim endiistrisi, boya ve vernik sanayi, petrol rafinasyonu ve organik ve inorganik
kimya sanayisinde arsenik icerdigi bilinen atiklarin ¢iktig1 ve yeterli diizeyde kontrol
edilemedigi bilinen endiistrilerdir (Bas ve Demet, 1992).

Birinci Diinya Savasindan dnceki zamanlarda diinya iizerinde arsenik trioksit
tiretimi yaklasik olarak 10.000 ton idi. Bocek ilaglarina olan talep ve iiretiminin
artmasi ile 1920’lerde bu tiretim miktar1 25.000 ton/yil’a ¢ikmis ve 1931°de 45.000
ton/y1l’1 bulmustur. Diinyada 2013 yilinda ise yilda 50.000 ton arsenik fiiretilip
kullanilmaktadir (Matschullat, 2000).

Adi1 gecen faaliyetler sonucu ortaya cikan arsenik atifi su ve topragin
kirlenmesine neden oldugu gibi o6zellikle tarimsal faaliyetler sonucunda i¢cme
sularimiza kadar ulasabilmektedir. Arsenikle kirlenmis sularin sulama amagli olarak
kullanilmasi tarimda ve 6zellikle gidalarda ciddi riskler olusturur (Lee ve ark., 2003).

Elementel arsenigin kullanim alanlar1 genelde ¢ok sinirlidir. Bunlarin bazilari;
tiifek fisekleri i¢in kursun ile alasim yapilmasi, havai fisek iiretimi yapan tesisler ve
metal sanayinde dayanikliligi arttirmak i¢in bazi metaller ile alasim yapilmasidir.

Orman sanayinde ahsaplarin koruyucu malzemesi olarak ¢inko arsenat ile beraber krom
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arsenatlar kullanilmaktadir. Diinya {izerinde siiregelen savaslarda zehirli gaz olarak
arsenik bilesikleri de kullanilmistir (Yagmur ve Hanci, 2002).

Diinyamiz {izerinde insan etkileri ile aciga ¢ikan arsenigin baslica kaynaklar;
boya sanayi, cam ve metal sanayi, seramik endiistrisi, lastik ve petrokimya sanayi,
kimya endiistrisinde kullanilan bazi arsenik iceren atiklar, kimya endiistrisinde son iiriin
olarak meydana gelen arsenik iceren atiklarin yeterince aritilmamasidir (Yazici ve ark.,

2015).

1.3.Antioksidanlar

Reaktif oksijen tiirlerinin olugmasini Onlemek, reaktif oksijen tiirlerinin
olusturdugu hasarlar1 6nlemek ve detoksifikasyonu saglamak i¢in canli organizmada
gérev yapan savunma sistemlerine ‘antioksidan savunma sistemleri’ ya da
‘antioksidanlar’ denir (Sener ve Yegen, 2009).

Antioksidan maddeler, olusan radikaller ile ¢ok hizli bir sekilde reaksiyona
girerek otooksidasyon peroksidasyonunu Onlerler (Diindar ve Aslan, 1999).
Antioksidanlarin islevleri arasinda fazla olan radikallerin etkisizlestirilmesi, olusan
serbest radikallerin zararli etkilerinden hiicreleri korumak ve hastaliklar1 6nlemeye
katki saglamak sayilabilir (Pham-Huy ve ark., 2008).

Serbest oksijen radikalleri, stiper oksit anyonu (O2°), hidroksil (OH"), alkoksil
radikali (RO) ve peroksil radikali (ROO) ile hidrojen peroksit (H203), hipokloréz asit
(HOCI) ve siglet oksijen (*O2) gibi radikal olarak adlandirilmayan g¢iftlesmemis
elektron ile veya elektronsuz oksijen ara iiriin tastyicit metabolitler olarak bilinen ROS,
diger bilesikleri okside eder ve onlarin serbest radikal olmasini saglayarak siklikla

yeni serbest radikal olusturabilen zincir reaksiyonlarin1 baslatabilirler (Pham-Huy ve
ark., 2008).

1.3.1 TNF-a (Tiim6r Nekroz Faktor Alfa)

1975’te Lloyd Old ve arkadaslar1 bazi deney hayvanlarinda yaptiklar

calismada ‘Basil Calmette-Guerin’ (BCG) ile retikiiloendotelyal sistemin aniden
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uyarilmasi ile lipopolisakkarit (LPS) enjeksiyonu sonucunda dolagim sistemine bir
protein tiiriiniin salgilandigini fark etmisler ve bu proteine de Tiimdr Nekrozis Faktor
(TNF) adin1 koymuslardir (Carswell ve ark., 1975).

157 adet amino asitten sentezlenip olusan Tiimor Nekroz Faktorii 6zellikle
memeli canlilarda bagisiklik ve hiicresel homeostazide énemli gorevleri bulunan ve en
cok incelenen sitokinlerin baginda gelir (Silke ve ark., 2013).

TNF’nin birbirinden farkli iki yapis1 vardir. Bunlar alfa ve beta olarak
adlandirilir. Alfa olan kisim genellikle monosit/makrofajlardan, beta olan kisim ise
genellikle T lenfositler ve 6ldiriicii hiicrelerden salinmaktadir (Neta ve ark., 1987).

TNF-a polipeptit yapida olan biyolojik etki spektrumu genis yer kaplayan bir
hormondur. Baglica monosit ve makrofajlar tarafindan iiretilmektedir. TNF-a reseptor
kompleksi, belirlenen hedef hiicrede fazla sayida biyolojik aktivitenin baslamasina
neden olur (Basaran ve ark., 1993). TNF-a’'nin dogal ya da sonradan edinilmis
immiinite, kaseksi, antitoksik sok, inflamasyon, dokunun yeniden olusmasi,
enfeksiyon ve immiinite, sitotoksisite, apoptozis (hiicre 6liimii) olaylarinda ¢ok dnemli
rolii vardir (Camussi ve ark., 1991).

TNF- a genellikle iltihabi durumlarda 6nemli rol oynadigi, etyolojik ajanlarin
varhiginda veya doku hasar1 olugsmasi sirasinda 8 saat i¢inde TNF’nin arttigi
gozlemlenmis ve 24 saatte maksimum seviyeye ulasmis oldugu rapor edilmistir (Neta

ve ark., 1987)

1.3.2 1L-6 (interlokin-6)

Interlokin-6 ilk defa 1986 yilinda klonlanmis fakat 6nemi son yillarda daha
fazla anlagilan bir sitokin tiiriidiir. Hem dogal veya sonradan kazanilmis bagisiklik
sistemleri lizerine olan etkisi hem de sistemik etkisi agisindan inflamatuar hastaliklarin
patogenezinde c¢ok Onemli rolii vardir. Bu etki sonucunda da ¢ok cazip bir tedavi
hedefi konumuna gelmistir (Heinrich ve ark., 2003; Taga ve ark., 1989).

IL-6, organizmadaki savunma mekanizmalarinda merkezi role sahiptir. IL-

6’nin hematopoetik iizerinde olumlu etkisi kanitlanmistir. in vivo kosullarda énemli
Olciide spesifik antikor olusumunu arttirdigi gozlemlenmistir (Matsuda ve Hirano,

1990).
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Enflamasyonda gorev alan sitokinler aym1 zamanda timoér hiicre
proliferasyonunda da etkin rol oynamaktadirlar. Interlokin-6 pro ve anti-enflamatuvar
ozellikleri bulunan bir sitokin tiirii olmaktadir. Bununla beraber in vitro ortamda
antitimor ozellik gosterdigi de belirtilmistir (Dethlefsen ve ark., 2013).

IL-6 insanda 26 kd molekiil agirliginda olan bir proteindir. Monosit, fibroblast
ve endotelyal hiicreler gibi bir¢ok hiicrenin uyarilmasi sonucu sentez edilerek ortama
salinir (Emery ve Lugmani, 1993).

IL-6, sitotoksik T-hiicreleri, megakaryositler ve diger hemopoetik hiicrelerde
proliferasyon ve farklilasim saglayici etkileri vardir. Bu etkilerin yaninda hepatik akut
faz proteinlerinin ve plazma hiicreleri tarafindan immiinglobiinlerin yapiminin
uyarimini sagladigi bildirilmistir (Dasgupta ve ark., 1992).

IL-1, IL-6 ve TNF gibi sitokin gruplar1 inflamasyon etki gostererek cesitli
patojenlerin yok edilmesini hizlandirmaya ve inflamatuvar durumun giderilmesine
yonelik bagisiklik sistemini harekete gecirmekte gorev alirlar (Kronfol ve Remick,

2000).

1.3.3. NRF-2 (Niikleer Faktor Eritroid-2)

Nrf-2 (Niikleer Faktor Eritroid-2), ksenobiyotikler, elektrofiller, radyasyon ve
en onemlisi Oksidatif stres tarafindan aktivasyona ugrayan ve ugradigi bu stres
aninda stres kosullarina karst son derece aktif olarak gorev yapan hiicresel koruma
kalkanidir (Zang, 2006). Niikleer faktor eritroid-2 ile bagintili faktor 2, oksidatif
stres aninda direng gosterebilen, cesitli digsal stres yaraticilara karsi uygun bir yanitt
olusturabilen bir transkripsiyon faktoriidiir (Hayes ve Dinkova, 2014).

Ayn1 zamanda Oksidatif stres karsisinda sensor vazifesi goriip, oksijen tiirevi
serbest radikallere kars1 hiicresel diren¢ olusmasini saglayan bir diizenleyicidir (Ma,
2013).

Canli organizmada, 6zellikle insan viicudunda karacigerde, ayrica sinir sistemi,
bobrekler, akcigerler, kalp ve makrofajlar da dahil olmak iizere ¢esitli doku ve
organlarda bulunur (Chan ve ark., 1993; Chan ve ark., 1995).

Hiicrede olusan oksidatif strese karsi savunma sistemlerinin ana belirleyicisi

olan Nrf2/Keapl sinyal yolagi, hasar gormiis makro molekiillerin hasarmnin
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giderilmesi veya tamamen yok edilmesinde aktif rol oynayan ¢esitli hiicre koruyan
protein aglarina ait gen ekspresyonlarini diizenleyerek, hiicrenin oksidatif stres altinda
hayatta kalmasini saglayan en 6nemli etmenlerden biridir (Dinkova ve Kostov, 2012).

Nrf2, hiicre igerinde sitoplazmada Keapl molekiiliine bagl olarak bulunur.
Oksidatif stres altinda olusan reaktif oksijen tiirleri, antioksidan kapasitenin iistiine
ciktiginda Keapl molekiilii Nrf2’yi serbest birakir. Nrf2 serbest kaldiginda bazi
transkripsiyon faktorleri yardimi ile g¢ekirdege geger. Nrf2’nin ¢ekirdege gegmesi
glutatyon (GSH) olusumundan sorumlu olan bazi antioksidanlarin ve sitoprotektif
proteinlerin ve enzimlerin hiicre i¢inde aktif olmasina neden olur (Kavian ve ark.,
2018).

Normal sartlar altinda, Nrf2 hiicre i¢cinde stoplazmaya yerlesir. Burada bir
protein tiirii olan Keapl ile etkilesime girerek aktive hale gelir. Hiicre i¢inde oksidatif
stresin arttig1 kosullarda hiicre i¢ine gegmis olan Nrf2’yi aktive eder (Kobayashi ve
Yamamoto, 2005).

Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda sitoprotektif gen ekspresyonunun
diizenleyici mekanizmanin O6nemli bir pargasi olarak, Nrf2’nin mitokondrideki
mekanizmalart etkiledigi anlasilmigtir. Hiicre icindeki artan Nrf2 aktivitesi, reaktif

oksijen tiirlerine kars1 koruma saglar (Holmstrom ve ark., 2016).

1.3.4. GSH (Glutatyon)

Glutatyon o6zellikle karacigerde olmak ile beraber pek ¢ok dokuda yiiksek
diizeyde bulunur. Glutatyon; glutamat, sistein ve glisinden sentezlenen bir tripeptittir.
Serbest radikaller ve peroksitler ile reaksiyona girerek hiicreleri Oksidatif hasara karsi
korur (Oztiirk ve ark., 2001; Yalgim, 1998). Ozellikle karacigerde bulunan ve her
hiicrede sentezlenebilmesi miimkiin olan glutatyon viicutta bulunan en Onemli
antioksidanlardan biridir. Hiicrede bulunan ve bir oksidatif stres kaynagi olan hidrojen
peroksit konsantrasyonunu diisiiriir ve bazi radikalleri ve toksik olan bilesikleri
temizler. Nonenzimatik bir antioksidan olan glutatyon hiicre icerisinde reaktif oksijen
tiirlerine kars1 savunma sisteminin onemli bir parcasidir. Hastalik aninda kullanilan

ilaglarin pozitif etkisinin yaninda antioksidan o6zelliginin de olmas1 tedavi basari
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yiizdesini arttirmakta ve oksidatif strese bagli hastaliklarin meydana gelmesini kismen
bloke edebilmektedir (Senol, 2021).

Glutatyon ¢ogu aerobik canlilarda en fazla bulunan ¢ok diisiik molekiil agirhiga
sahip hiicre i¢inde bulunan tiyol bilesigi olmakla beraber tiim canli organizma
hiicrelerinde 05-10 mM, plazmalarda ise pM seviyesinde derigimlerde bulunur.
Tripeptit yapisina sahip olan glutatyon molekiilii iki kistmdan olugsmaktadir. Bunlar
gamma-glutamil kopriisii ve siilfidril gruplaridir (Meister ve Anderson, 1983).

Glutatyon hiicre igerisinde en fazla bulunan protein yapisinda olmayan 6nemli
bir molekiildiir. Hiicre i¢inde olusan reaktif oksijen tiirlerinin yarattig1 oksidatif stresin
giderilmesi ve enzimatik olmayan yollarla hiicre koruma gorevini yerine getirirler.
Bagisiklik sistemi i¢in son derece dnem arz eden fibrogenez, hiicre proliferazyonu ve
apoptotik yollarda son derece dnemli gorev almaktadir (Kesebir, 2021).

Glutatyon molekiiliinlin rediikte ve okside olmak iizere birbirine doniisebilen
iki formu bulunmaktadir. Peroksidaz enzimi tarafindan katalizlenen bir reaksiyonda
rediiklenmis halde bulunan glutatyon hidrojen peroksit ve lipit peroksit gibi oksidatif
stres kaynaklari ile reaksiyona girerek bu istenmeyen molekiillerin eliminasyonunda
yer alir. Kendisi ise bir diger glutatyon molekiilii ile disiilfit kopriisii yaparrak
glutatyonun okside formuna doniisiir. Serbest radikallerin eliminasyonunun devam
etmesi i¢cin okside halde bulunan glutatyonun rediikte forma geri donmesi
gerekmektedir. Bunun i¢in bir reaksiyonda NADPH kullanilir ve glutatyon rediiktaz
enzimi katalizorliigiinde yeniden rediikte hali olan glutatyon formuna geri doner

(Coteli ve ark., 2019).

2GSH + H202  Glutatyon Peroksidaz ~ 2H20 + GSSG

2H20 + GSSG » NADPH+H+NADPH" +2GSH
Glutatyon Rediiktaz

1.3.5. Kaspaz-3
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Apoptoz esnasinda hiicre Oliimiinii saglayan multigen ailesinde yer alan
sistein-proteaz grubu enzimlerden biri olan kaspazlar ‘Cysteine Aspartate Specific
ProteASES- CASPASE’ olarak isimlendirilir. Bu enzimler ilk basta inaktif olarak
sentezlenirler. Daha sonra ¢esitli yollar ile aktive olup hiicre i¢indeki tetrapeptit
motifleri tanir ve bazi hiicrede bulunan proteinleri aspartik asit rezidiilerinden ayirir.
Bu yolla hiicreyi kontrollii bir sekilde 6liime gotiiriirler. Bu enzimlerden olan kaspaz-3
apoptozisi ylriiten ve olduk¢a 6nemli olan efektor kaspazlardandir (Nicholson, 1999).

Kaspazlar molekiilleri biribirinden farklt yapisal Ozelliklere sahiptirler.
Kaspazlar bu farkliliklara gore siniflandirilirlar. Memelilerde olusan apoptos sirasinda
gorev alanlar; kaspaz-3, kaspaz-6, kaspaz-7, kaspaz-8 ve kaspaz-9’dur. Apoptozisteki
rollerine gore iki sinifa ayrilirlar. Bunlar baslatici kaspaz kategorisinde yer alan
kaspaz-8 ve kaspaz-9’dur. Sonlandirici kaspazlar ise kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-
7°dir. Apoptoz siirecinde ¢ok Onemli gorevi olan bu tiirlerin hatali bir sekilde
aktivasyonu ve olusan yetersiz hiicre O6liimii canlidaki tiimor olusumunu arttirip
destekleyebilir (Balkan ve ark., 2020).

Cok 1iyi organize olmus bir silire¢ olan apoptozisin merkezinde kaspazlar
bulunmaktadir. Aktif bolgelerinde sistein proteaz barindiran kaspazlar hedefteki
proteinlerin aspartat igeren kalintilarindan sonraki kisimlarindan pargalayarak aktif
hale gelirler. Inaktif formda bulunan ve prokaspaz olarak adlandirilan bu molekiiller
proteolitik yolagin etkin hale gelmesiyle aktif hali olan kaspazlara donlismektedirler

(Molaoglu, 2021).

1.3.6. MDA (Malondialdehit)

Malondialdehit lipit peroksidasyonunda olusan son {irlindiir. Lipit
peroksidasyonunun en duyarli belirte¢lerinden biri oldugu kabul edilmektedir.
Antioksidan ozellige sahip oldugu bilinen antioksidan markirlardan biridir
(Gutteridge, 1995; Esterbauer ve ark., 1991).

Lipit peroksidasyonu sonucu olusan reaktif karbon bilesiklerinden biri olan
malondialdehit miktarinin 6l¢iimii dokularda meydana gelen lipit peroksidasyonunun
derecesini gostermektedir (Draper ve Haddly, 1990). Cogu omurgali canlilarda oldugu

gibi tath su baliklarinda da lipid peroksidasyonu sonucu olusan malondialdehit,
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doymamis durumdaki yag asitlerinin yiiksekltgenmesi sonucu olusan ve hiicre i¢inde
meydana gelen oksidatif stresin belirteglerinden biridir (Morales ve ark., 2004).

Diger canlilarda oldugu gibi tatl su baliklar1 da olusan oksidatif stres ve bunun
sonucunda meydana gelen olumsuzluklar1 bertaraf etmek i¢in organizmada bir¢ok
savunma mekanizmasi gelistirilmistir. Bu mekanizmalar antioksidan savunmasi olarak
bilinir ve enzim yapisindaki SOD, CAT, GSH-Px, GST ile nonenzimatik rediikte
edilmis glutatyon ve ¢esitli vitaminler (A vitamini, E vitamini, C vitamini) tarafindan
olusturulurlar (Dautremepuits ve ark., 2003; Trenzado ve ark., 2006).

Dokularda meydana gelen lipid peroksidasyonu olusumu ve bununla birlikte
malondialdehit miktarinin artisi, hiicrede membran yapisinin bozulmasina,
gecirgenligin artmasina, hiicre igerisine iyon gecisinin hizlanmasi sonrasi enerji
kaybina, DNA hasarina ve hiicre 6liimii ile sonuglanabilen birtakim bozukluklara
neden olabilmektedir (Kelestemur ve ark., 2010).

Lipid peroksidasyonu olarak bilinen olayda meydana gelen {iriinlerden
malondialdehit ve 4-hidroksi-nonenal bulunduklari yerden c¢ok kolay bir sekilde
difiize olarak hiicrenin baska boliimlerinde ciddi hasara yol acgarlar. Hiicrede olusan
oksidatif stres sonucu olusan malondialdehit, membrani olusturan etmenlerin ¢apraz
olarak baglanmasina ve polimerizasyonuna neden olur. Bu olay sonrasinda hiicrede
deformasyon, iyon gecisi, enzim aktivitesi ve hiicreyi olusturan bilesenlerin fiziksel ve

kimyasal 6zelliklerinin degismesine neden olur (Yontiirk, 2017).

1.3.7. NF-KB (Niikleer Faktor Kappa-B)

NF-kB (Niikleer Faktor Kappa-B) apoptozis ve inflamasyon sirasinda genlerin
regiilasyonu 1ile ilgili olan dimerik transkripsiyon faktoriidiir (Baeuerle, 1998;
Waddick ve Uckun, 1999).

NF-kB 1986 senesinde Baltimore ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢aligma
sonucunda bulunmustur. Baslarda B lenfositlerinin merkezlerinde 10 baz ¢ifti kadar
uzunlukta bir DNA bolgesine bagli olarak RNA’ya bilgi aktarim faktorii olarak
isimlendirilen NF-kB, zaman gegtikce birgok canli organizmada ve ¢ogu hiicre tipinde
var olup, ¢cogu gen ekspresyonunun diizenlemesinde elzem bir yOnetici protein tiirii

oldugu anlasilmistir. Yapilan bazi c¢aligmalarda tiimérde NF-kB’nin komple veya



18

devamli baskilanmasinin hiicre sayisinin artigint  6nledigi, hiicre i¢i dongiiyii
engelledigi ve apoptozis yolu ile hiicre dliimiine neden oldugu goriilmiistiir (Kalmaz,
2018).

P50 ve p65 proteinlerinin heterodimer bir olusumu olan NF-KB hiicrelerin
stoplazmasinda sentezlenmektedir. NF-KB hiicrenin stoplazmasinda inaktif halde
bulunur. Hiicre biiylimesi, diferensiyasyonu, apoptozisin regiilasyonu ve sitokin
tiretiminden sorumlu olan ¢ok sayida gen ekspiresyonunu kontrol eder (Andela ve
ark., 2000; Blackwell ve Christman, 1997; Pahl, 1999; Baldwin, 1996).

Inflamasyon ve immiin yanitin diizenlenmesinde énemli rol oynayan NF-kB
ile ilgili yapilan ¢alismalarda baslica roliiniin onkogenezde oldugu gosterilmigtir. NF-
kB bir¢ok kanser tiiriinde aktif rol oynar. Kanser ile ilgili birgok yolakta NF-kB’nin
aktivasyonundan s6z edilmektedir (Fong ve ark., 2009; Karin ve Greten, 2005).

NF-kB, bagisiklik ve yangi ve iltihaplanma yanitlarini da igeren ¢ogu gen igin
regililator olarak onemli bir rol istlenir. Bunun i¢in NF-kB’nin dogal ve sonradan
kazanilmis immiin yanitlarda c¢ok Onemli diizenleyici etmen olabilecegi

diistiniilmektedir (Qiu ve ark., 2020).

1.3.8. Asetilkolinesteraz (AChE)

Asetilkolinesteraz enzimi canli organizmada esteraz enzim grubunun bir {iyesi
olarak bulunmaktadir. Asetilkolinesteraz (AChE) enzimi canli organizmanin
dokularinda serbest halde veya fosfolipidler ile kompleks yapmis halde bulunan
asetilkolinin hidrolizlenmesini saglayan bir enzimdir. Genellikle canlilarin karaciger ve
beyin dokularinda meydana gelir. Bu enzimin ana islevi asetilkolinin kolin ve asetata
doniismesi isleminin gergeklesmesini saglamaktir. Bu enzim tilirii viicutta hiicre
yenilenmesi, bazi etmenler nedeniyle olusan oksidatif strese yanit olusturmak gibi
durumlarda 6nemli rol oynamaktadir (Giiven, 2000).

Asetilkolinesteraz ¢ok biiyiik 6nemi olan bir enzimdir. Bu enzimin birgok gorevi
vardir. Bu gorevler arasinda en 6nemlileri, sinir hiicreleri arasindaki iletisimi saglamak,
kas hiicrelerinin kasilma aninin baslatilmas1 ve kas lifleri boyunca iletisimin saglanmasi
amaciyla elektriksel akimin olusmasinda ana rol oynamaktir. Gorevi sona eren

asetilkolin molekiilii, Asetilkolinesteraz (AChE) tarafindan ikiye parcalanir. Bu gruplar
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kolin ve asetat pargalaridir. AChE enzimi bu gorevlerinin yani sira, hiicrenin kendini
yenilemesi, degismesi ve ¢esitli serbest radikal kaynaklarinin varligi ile olusan oksidatif

strese yanit verilmesi gibi durumlarda da rol oynar (Kuscuoglu, 2004).

1.3.9. Katalaz (CAT)

Katalaz enzimi iizerinde en ¢ok calisilan enzimlerden biridir. Katalaz terimi ilk
kez 1901 senesinde bir arastirmacit olan Loew tarafindan kullanilmis ve hidrojen
peroksiti (H202) hidroliz eden enzim olarak tanimlanmus ve literatiirdeki yerini almistir.
Substratinin kolay ulasilabilen ve maliyeti diisiik olmasi sebebiyle ve aktivitesinin
Olclimiiniin diger enzimlere gore daha kolay olmasi nedeniyle bir¢cok bilim insani bu
enzimle ¢alismaktadir. Katalaz enzimi hidrojen peroksitin parcalanmasi reaksiyonunu
katalizler (Chelikani ve ark., 2004).

Katalaz
2H202 — 2H>0 + O3

Katalaz enzimleri hiicrenin Omriine etki eden antioksidan enzim gruplarn
igerisinde bulunur. Hiicrede olusan reaktif oksijen tiirlerinin varliginda meydana gelen
oksidatif stresin giderilmesine katki sagladiklarindan dolayr bu 6nemi kazanmislardir.
Bazi1 arastirmalarda hiicre igerisinde katalaz enzimi tiretilmesi igerisinde katalaz enzimi
tiretilmeyen hiicrelere gore hidrojen peroksit varlifinda daha uzun siire yasadiklarin
ortaya koymustur (Volkert ve ark., 1994).

Hidrojen proksitin hiicreden uzaklastirilmasi, hiicre yasam siiresinin uzatilmasi
ve virlis mikrobunun olusturdugu patojenligi ortadan kaldirma gibi 6zelliklerinin
yaninda etanol ve metanol gibi alkol metabolizmalarinda da O©nemli gorev
iistlenmektedir. Bu 6zelliklerini yaninda oksidatif stres kaynagi olan hidrojen peroksitin
miktarin1 ¢ok diisiik seviyelere ¢ekmesi ile hiicreler arasi iletisimi tetikleyip sinyal
etkilesimin saglayip hiicre biiyliimesini kismen uyarabildigi yapilan arastirmalar sonucu
anlagilmistir. Katalazin tiim bu o6zellikleri g6z Oniine alindiginda katalazin heniiz
bilinmeyen bir¢ok rolii oldugu diisiiniilmektedir (Mate ve ark., 2001; Comporti ve ark.,
2010; Gough ve Cotter, 2011; Takebe ve ark., 2007).
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1.3.10. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz enzimi oksidatif stres kaynagi olan peroksitlerin
indirgenmesini saglayarak hiicre i¢i stresi azaltmaya calisir. Yapisi tetramerik olup
merkezinde 4 selenyum atomu barindiran bu enzim sitozolik bir enzimdir. Glutatyon
peroksidaz agaida gosterdigimiz reaksiyonlarin katalizlenmesini saglar (Helle ve ark.,

1997).

H20, + 2GSH » GSSG + 2H:0

ROOH + 2GSH —» GSSG + ROH + H20

Rediikte Glutatyon (GSH) bir tiyol bilesigi olup bazi reaksiyonlarda Glutatyon
Peroksidazi substrat olarak kullanir. Glutatyon bir tripeptit olup hiicre i¢inde olusan
serbest oksijen radikallerini kendi bagina veya bir enzim araciligi ile yakalar. Glutatyon
peroksidaz enzimi ¢ogu peroksit molekiillerinin olusturdugu oksidatif stresi ortadan
kaldirdigr gibi hidrojen peroksiti de ortadan kaldirarak hiicre zari lipidlerini ve
hemoglobini koruma altina alabilir (Mayers, 1993).

Glutatyon Peroksidaz enziminin iki farkli yapisi bulunmaktadir. Bunlardan
birinde selenyum atomu bagli iken digerinde selenyum atomu bulunmamaktadir.
Selenyum atomunun bagl olarak bulundugu glutatyon peroksidaz enziminin Oksidatif
stres kaynagi olan hidrojen peroksit ve diger organik peroksitlerin indirgenmesini
saglayan bes iiyesi bulunmaktadir. Selenyum atomu bulundurmayan glutatyon
peroksidaz enzimi ise hidrojen peroksit ve ¢ok diisiik bir aktiflige sahip olan diger

organik peroksitlerin eliminasyonunu saglar (Atalay, 2012).

1.3.11. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz enzimi ilk defa 1968 yilinda oksijenli solunum yapan canli
organizmalarda tespit edilmistir. SOD enzimi, siiperoksit molekiiliiniin hidrojen peroksit
ve oksijene parcalanmasini saglayan reaksiyonun katalizorii olarak goérev yapar. Bu

reaksiyon sonucunda olusan hidrojen peroksit molekiilii daha sonra farkli iki enzim
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aracilifi ile (Glutatyon Peroksidaz ve Katalaz) bertaraf edilir. Siiperoksit dismutaz
enzimi hiicre boliinmesi sirasinda olusan siiperoksit radikalinin diizeylerini kontrol

altinda tutma gorevini tistlenir (Fridovich, 1983).

20, + 2H SoD . H02+ 0

Insanda Siiperoksit dismutazin iki farkli yapist bulunmaktadir. Bunlardan
birincisi sitozolde bulunur ve yapisinda bakir ve ¢inko barindirir (Cu-Zn SOD). Ikincisi
ise mitokondride bulunur ve yapisinda mangan atomu barindirir (Mn SOD). Bu iki
tirden hiivre icerisinde en c¢ok bulunan bakir ve ¢inko bulunan Cu-Zn SOD
molekiiliidiir (Helle ve ark., 1997).

Stiperoksit dismutaz enziminin en énemli 6zelligi hiicre i¢inde olusan siiperoksit
radikallerini bertaraf ederek hiicreyi oksidatif stres kaynaklarindan korumaktir. Bunun
sonucunda lipit peroksidasyonunu bertaraf etmis olur. Canli organizmanin oksijen
kullantminin ¢ok fazla oldugu dokularinda Siiperoksit dismutaz enziminin aktivitesi
oldukea yiiksektir. Metabolik faaliyetler esnasinda hiicrede ¢ok fazla siiperoksit radikali
tiretimi olsa da bu enzimin varlig1 sayesinde hiicrede bu miktar oldukga diisiik oranlarda
tutulmaktadir. SOD enziminin hiicre disinda ise etkinligi olduk¢a az miktardadir.
Enzimin siiperoksit radikaline kars1 etkisi soyle olmaktadir. Siiperoksit radikali bir
elektronunu Cu*? iyonuna verirken Cu® ve oksijen molekiili meydana gelir. Bu
reaksiyon sonrasinda bir baska siiperoksit anyonu Cu® iyonundan bir elektron alir ve

sonucunda hidrojen peroksit olusur (Yal¢in, 2007).

SOD-Cu*?+ 0y~ » SOD-Cu*+ 0>
SOD-Cu* + Oy +2H* —» SOD-Cu*? + H,0>
1.4. DNA Hasan

Organizmalarda genetik bilgiyi tasima rolii iistlenen DNA molekiilleri,
cevresel etkiler ya da kendiliginden zarar gorebilir. Metabolik isleyis ve cevresel

etkiler sebebiyle her gilin canli organizma hiicreleri icerisinde bir milyon civari hiicre
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zarar gorebilmektedir. Bu dis etkiler DNA’nin yapisini olduk¢a degistirebilir. Bunun
sonucunda genetik bilginin gelecek nesillere aktarimida ciddi sorunlar yasanabilir. I¢
ve dis etkilerin altinda molekiil yapilarmin biitiinliigiinde meydana gelen bu
degisimlere DNA hasar1 denmektedir (Dinant ve ark. 2008).

Baliklar ve insanlar da dahil olmak iizere biitiin canli organizmalar, hiicrelerini
olusabilecek DNA hasarindan korumak ve evrim siireci boyunca hiicrelerdeki genetik
materyalin bozulmadan kalmasinin saglamak iizere bazi onarim mekanizmalari
gelistirmistir (Valerie ve Povirk, 2003).

DNA hasarinin giderilmesi; canli organizmadaki hiicrenin 6liimi, replikasyon
sorunlar;, mutasyon, genomdaki dengesizlikler ve DNA’da olusabilecek hatalarin
stirekliligini azaltmak icin kullanilan bir siirectir (Lord ve Ashwort, 2012; Rossetto ve
ark., 2012).

Oksidatif stres kaynaklarinin gesitli yollar ile DNA iizerinde ¢esitli lezyonlara
neden olarak hiicre i¢inde hasara neden oldugu bilinmektedir. DNA iizerinde meydana
gelen bu oksidatif stres, mutagenezis ve karsinogenesiz gibi bazi durumlarin
olustugunun kanit1 olarak gosterilmektedir. DNA’nin bilesenleri arasinda bulunan
guanin, en digik iyonizasyon potansiyeli derecesine sahip oldugundan dolay:
oksidatif stresi tetikleyen reaktif oksijen tiirlerinin saldirilarina karsi ¢ok agiktir.
Guaninde bulunan karbonlardan sekizincisine yapilan radikallerin saldirilar1 sonucu
olugan 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (§OHdG) DNA hasarinin olustugunun en bilyiik
kanitidir (Valavanidis ve ark., 2009).

8-OHdG, DNA’da tahribat oldugunun ve oksidatif stresin olustugunun ok
giicli bir kanitidir. DNA siirekli igeriden ve disaridan etki eden oksidatif tahribata
ugrar. Oksidatif stres sonucu reaktif oksijen tiirlerinin saldiris1 ile DNA hasarinin
olustugu ve bunun sonucunda 8-OHdG konsantrasyonunun arttigr gézlemlenmistir.
Etil alkol, demir, asbest ve arsenik gibi agir metallerin canli organizmalarin beyin,
karaciger ve bobrek dokularinda 8-OHdG miktarlarini fazla miktarda arttirdig1 yapilan
calismalar sonucunda bilinmektedir (Kasai, 1997).

Iyi diizenlenmis bir yapiya sahip bir baz olan 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin,
reaktif oksijen tiirlerinin DNA’da meydana getirdigi hasarin bir sonucu olarak
meydana gelen bir iirlin olup guaninde bulunan karbon atomlarinin sekizincisine bir

hidroksil radikalinin baglanmasi sonucunda olusan ve DNA hasarinin meydana
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geldiginin gdsteren en biiyiik belirteglerden biridir. Reaktif oksijen tiirlerinin meydana
getirdigi DNA hasar1 sonucu olusan ve en ¢ok karsimiza ¢ikan bu triindiir. Hidroksil
radikali guanin yapisindaki sekizinci karbon atomuna eklenmesi sonucu meydana
gelen C8-OH yapisindan bir elektron ve proton kaybetmesi sonucunda 8-OHdG’ye
okside olur (Yokus ve Cakir, 2002; De Martinis ve De Lourdes, 2002).
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2. LITERATUR BIiLDIiRiSLERI

Trivedi ve arkadaglarinin benekli yilabasi balig1 iizerinde yaptiklari bir
calismada baliklar 15,30 ve 45 giin boyunca civa kloriire maruz birakilmis ve uygulama
sonunda baliklarin karaciger dokularinda GSH diizeyleri incelendiginde kontrol grubu
baliklara gore bu diizeyin belirgin oranda arttig1 gériilmiistiir (Trivedi ve ark., 2022).

Cheng ve arkadaslarmin 2022 yilinda ¢amur yengeci iizerinde yaptiklari bir
calismada yengecler farkli konsantrasyonlarda kadminyuma maruz birakilmistir.
Yengeglerin uygulamadan 48 saat sonra pankreas dokulari incelendiginde olusan
oksidatif stres kaynakli olarak NRF-2 diizeylerinde o6nemli 0lgiide artis oldugu
goriilmistiir (Cheng ve ark., 2022).

Wang ve arkadaslarinin orfoz baliklari iizerinde yaptiklart bir ¢aligmada baliklar
farkli konsantrasyonlarda mangan kloriir’e 30 giin boyunca maruz birakilmislardir.
Uygulama sonrast kontrol grubu baliklara gére uygulama yapilan baliklarin karaciger,
kas, solunga¢ ve bagirsak dokulari incelenmis ve bu dokularda IL-6 diizeylerinin
oldukea yiikseldigi goriilmiistiir (Wang ve ark., 2022).

Han ve arkadaglarinin kerevietler iizerinde yaptiklar1 bir ¢aligmada, kerevitler
farkli miktarlarda arsenige maruz birakilmistir. Bu uygulama sonrasi kerevitlerin kas
dokularinda GSHPx diizeylerinin olusan oksidatif strese bagli olarak diistiigi
gorilmistir (Han ve ark., 2022).

[ran’da bulunan Firoozkooh sehrindeki Arjomant balik ¢iftliginden temin
edilen yetiskin gokkusagi alabaliklarina farkli konsantrasyonlarda arsenige maruz
kalmasinin sonucunda lipid peroksidasyonunun durumu incelenmis ve dokulardaki
CAT, GPx, SOD ve GST enzim seviyelerinin yliksek konsantrasyonda arsenik
uygulanan baliklarda arttig1 gozlenmistir (Milan ve ark., 2021).

Xue ve arkadaglarinin yaptigi bir calismada Yeni Zelanda beyaz tavsanlar
kullanilmis ve beyaz tavsanlar belirli oranlarda kadminyuma maruz birakilmistir. Bu
maruziyet sonrasinda beyaz tavsanlarin beyin dokusu incelenmis ve uygulama yapilan
gruplarda kontrol grubuna gore NRF-2 diizeylerinde belirgin bir artis oldugu
goriilmiistiir (Xue ve ark., 2021).

Li ve arkadaslarmin 2021 yilinda yilanbasi baligi iizerinde yaptiklart bir

caligmada baliklar 28 giin kursuna maruz birakilmis ve uygulama sonunda baliklarin
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karaciger, solungag, bobrek, bagirsak ve kas dokularinda GSHPx enzim aktivitesi
Olciilmiis ve enzim diizeylerinde belirgin bir diisiis oldugu saptanmistir. Buna karsin adi
gecen dokulardaki Kaspaz-3, TNF-a, NF-KB ve IL-6 diizeylerinde ciddi oranda artig
oldugu goriilmistiir (Li ve ark., 2021).

Ge ve arkadaslarinin yaptiklari bir ¢alismada 100 adet yetiskin tavuk kullanilmig
ve bu tavuklar 5 gruba ayrilmistir. Kadminyum uygulanan gruptaki tavuklarin kalp
dokusundan alinan orneklerde NF-KB diizeylerinin kontrol grubuna goére oldukca
farklilik gosterdigi ve bu artigin istatiksel olarak anlamli bulundugu goriilmiistiir (Ge ve
ark., 2021).

Hu ve arkadaslarimin nil tilapyasi baligi {izerinde yaptiklar1 bir caligmada
baliklar farkli konsantrasyonlarda kadminyuma maruz birakilmis ve uygulama sonrasi
baliklarin karaciger dokusundaki GSHPx enzim aktivitesinin oksidatif strese baglh
olarak distiigli goriilmiistiir. Ayn1 zamanda uygulama sonrasit baliklarin karaciger
dokusunda DNA hasarinin bir gostergesi olan 8-OHdG diizeylerinin 6nemli oranda
arttig1 gorillmiistiir (Hu ve ark., 2021).

Choudhury ve arkadaslarinin 2021 yilinda yilan basi baligi ile yaptiklart bir
calismada, baliklara yedi giin boyunca kadminyum uygulanmistir. Bu siire sonunda
baliklarin karaciger dokusu incelendiginde, reaktif oksijen tiirlerinin varligi oksidatif
stresi tetiklemis ve bu strese tepki olarak TNF-a, Kaspaz-3 ve NRF-2 diizeylerinde
belirgin bir artis oldugu goriilmistiir (Choudhury ve ark., 2021).

Hanana ve arkadaslarmin yaptiklar1 bir ¢aligmada yavru alabaliklar 96 saat
boyunca terbiyum kloriir ve praseodimyum kloriire maruz birakilmistir. Calisma
sonucunda terbiyum kloriir uygulanan gruplardaki baliklarin karaciger dokularinda
SOD ve CAT enzim aktivitelerinde artis gozlenirken, praseodimum kloriir uygulanan
baliklarin karaciger dokularinda SOD enzim aktivitesi diiserken CAT enzim aktivitesi
artmistir (Hanana ve ark.,2021).

Mahamood ve arkadaslarinin Rohu baliklar1 iizerinde yapmis olduklari bir
calismada, baliklar agir metal kirliligi oldugu bilinen Yamuna nehrinden alinmig ve
baliklarin solunga¢ ve karaciger dokularinda SOD ile CAT enzim aktiviteleri
incelenmigstir. Kirliligie maruz kalmayan kontrol grubu baliklara gore, agir metal

kirliligi oldugu bilinen bdlgeden alinan baliklarin solunga¢ ve karaciger dokularinda
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SOD enzim aktivitesinin arttifi, CAT enzim aktivitesinin azaldigi goriilmiistiir
(Mahammod ve ark., 2021).

Nil nehrinin agir metal kirliligi oldugu bilinen bolgesinden alinan nil tilapyasi
balig1 iizerinde yapilan bir ¢alismada baliklarin karaciger, bobrek ve beyin dokular
incelendiginde kirlilik olmayan bolgesinde yasayan baliklara gore AChE diizeylerinin
belirgin oranda diistiigii goriilmiistiir. Yine kirlilik oldugu bilinen bolgede baliklarin
karaciger, bein ve bobrek dokularinda, kirlili§e maruz kalmayan baliklara gére GSH,
SOD, CAT ve MDA enzim aktivitelerinin arttigir goriiliirken; IL-6 ve TNF-a sitokin
diizeylerinde de onemli Olgiide artis oldugu goriilmiistiir. Bu diislis istatiksel olarak
anlamli bulunmustur (Hossain ve ark., 2021).

Sherif ve arkadaslarinin tilapya baliginda yaptiklar bir calismada baliklar farkli
boyulardaki titanyum dioksit nano partikiillerine maruz birakilmistir. Uygulama sonrasi
baliklarin bobrek ve karaciger dokular incelendiginde kontrol grubu baliklara gore 11.-6
diizeylerinde maruziyete bagli olarak dnemli artis oldugu goézlenmistir (Sherif ve ark.,
2021).

90 adet Nil Kedi Baligi iizerinde yapilan bir g¢alismada baliklar farkli
konsantrasyonlarda sodyum arsenata maruz birakilmis ve sonucunda baliklarin
karacigerlerinde MDA aktivitelerinde artis gozlenmistir. Bunun arsenige maruz kalan
baliklarin karacigerlerinde arsenik kaynakli oksidasyonun iirettigi serbest radikaller
sonucu gerceklestigi diisiiniilmektedir (Moneeb ve ark., 2020).

Cin’de japon baliklar1 lizerinde yapilan bir calismada baliklara 10 ve 20 giin
boyunca icerisinde As (III) ve As(V) olan yemler verilmistir. Bu siire sonunda
baliklarin dalak, bobrek, karaciger ve kas dokularinda As (111) ve As(V) birikimi
gbzlenmis ve buna bagli olarak adi1 gegen dokularda SOD, CAT, GSH ve MDA enzim
aktivitelerinde 6nemli degisimler oldugu anlasilmistir (Cui ve ark., 2020).

Tayland’da 2020 yilinda yapilmis bir calismada afrika yaym balhigi 2, 4 ve 6 ay
boyunca kadminyuma maruziyeti sonucunda baligin karaciger ve bobrek dokularinda
AChHE aktivitesi degerlendirilmistir. Uygulama sonucunda kadminyuma maruz kalmis
baliklarin dokularinda kontrol grubuna gore belirgin bir diisiis gortilmustiir
(Suwanprasert ve ark., 2020).

Hu ve arkadaglarinin yaptig1 bir calismada zebra baliklarina kadminyun kloriir

ve giimiis nitrat belli periyotlarla uygulanmis ve baliklardan alinan embriyolardaki
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NRF-2 diizeyleri Olclilmiistiir. Kontrol grubuna gdre uygulama yapilan zebra balik
embriyolarinda NRF-2 diizeylerinin belirgin oranda arttig1 goriilmiistiir (Hu ve ark.,
2019).

Sabullah ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir calismada sazan baliklarinin ¢esitli ag1
metallere (Civa, Giimiig, Bakir, Krom, Arsenik, Kadminyum, Kursun) maruz kalmasi
sonucu baliklarin beyin dokular1 incelenmistir. Agir metale maruz kalan baliklarin beyin
dokularinda AChE’nin inhibisyonu sonucunda diizeylerinde 6nemli miktarda azalma
oldugu goriilmiistiir (Sabullah ve ark., 2019).

Jiao ve arkadaglarinin yetigkin siganlar iizerinde yaptiklari bir calismada si¢anlar
dort gruba ayrilmis ve kontrol grubu hari¢ diger {i¢ gruba kadminyum uygulamasi
yapilmstir. Uygulamadan 15 giin sonra si¢anlarin bobrek dokularinda NRF-2
diizeylerinin kontrol grubuna gore belirgin bir sekilde artis oldugu goriilmustiir (Jiao ve
ark., 2019).

Misir’da bulunan Zagazig tiniversitesinde yapilan bir ¢alismada 50 adet beyaz
tiiylii erkek sigan kullanilmis ve bes gruba ayrilmistir. Bu gruplardan {igiinciisiine belli
oranda kobalt kloriir uygulanmis ve uygulamadan on bes giin sonra {igiincii grup
sicanlarin korteks dokularinda NF-KB diizeylerinin istatiksel olarak anlamli bir sekilde
arttig1 gérilmiistiir (Mohamed ve ark., 2019).

Asya bataklik yilan balig1 ile yapilan bir ¢alismada baliga belirli oranlarda agir
metaller uygulanmis (Giimiis, Arsenik, Kadminyum, Krom, Kobalt, Bakir, Civa, Nikel,
Cinko, Kursun) ve uygulama sonrasinda yilan baliginin beyin dokusu incelenmistir.
Inceleme sonrasinda uygulanan tiim metal gruplari icin beyin dokusunda AChE enzim
aktivitesinin inhibe edildigi ve diizeylerinin Onemli oranda distiigii gorilmiistiir
(Khalidi ve ark., 2019).

Ozderk ve arkadaglarinin yaptigi bir calismada ratlar iizerinde yapilan bir
calismada, ratlar 28 giin boyunca tuzlu su i¢inde ¢éziinmiis 50 mg/kg kursun ¢ozeltisi
enjekte edilmis ve ratlarin bobrek dokusundaki 8-OHAG diizeyleri dl¢iilmiistiir. Bu siire
sonunda dlgiilen 8-OHdAG diizeylerinde 6nemli 6lciide artis meydana gelmistir (Ozdek
ve ark., 2019).

Tays1 ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada rastgele segilen 85 adet gokkusagi
alabaligindan olusan gruplardan kontrol grubu hari¢ diger gruplar 96 saat boyunca Civa

Kloriire maruz birakilmistir. Maruziyet sonrasi baliklarin beyin dokusundaki 8-OHdG
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diizeyleri olgiilmiistiir. Agir metalin yarattig1 oksidatif stres ve DNA hasar1 neticesinde
8-OHdG seviyelerinde 6nemli 6l¢iide artis oldugu goriilmiistiir (Taysi, 2019).

Yavru pasifik kirmizi baliklar ile yapilan bir ¢alismada baliklarin agir metale
maruz kaldiktan sonra buna bagli olarak gelisen oksidatif stres ve lokositlerinde
meydana gelen apoptoz yolaklarindaki degisim incelenmistir. Baliklara metilciva,
kadmiyum ve arsenik (III) uygulanmis ve bunun sonucunda baliklarda oksidatif
stresin  arttigit ve apoptoz yolaklarindaki kaspaz-2, kaspaz-3 ve kaspaz-7
aktivitelerinde degisiklik oldugu gézlenmistir (Becerril ve ark., 2019).

85 adet gokkusagi alabalig1 lizerinde yapilan bir ¢aligmada baliklarin bazilari
96 saat boyunca HgCl> (Civa (II) Kloriir)’e maruz birakilmig ve neticesinde
baliklarin beyin dokularinda MDA ve 8-OHdG seviyeleri yiikselmis, beyin
dokusunda oksidatif stres olustugu anlasilmistir (Taysi, 2019).

96 saat boyunca farklt Pb konsantrasyonlarda maruz birakilan Gammarus
pulex bireylerinde GPx ve CAT enzim aktivitelerinin 6nemli derecede azaldigi
goriilmistliir. Bunun nedeninin enzim molekiillerinin aktif bdlgelerindeki -SH
gruplarina metal baglanmasi oldugu diistiniilmektedir (Serdar ve ark., 2019).

Zhao ve arkadaslarimin tavuklar tizerinde yaptiklar1 bir calismada tavuklar 4,8 ve

12 hafta boyunca bakir ve arsenige maruz birakilmislardir. Uygulama sonrasi tavuklarin
iskelet kas dokular1 incelendiginde agir metal maruziyetine bagl olarak oksidatif stres
kaynakli NF-kB, kaspaz-3 ve TNF-a diizeylerinde belirgin bir artis yasandigi
goriilmiistiir (Zhao ve ark., 2018).

Sazan baliklarinda (Cyprinus carpio L.) yapilan bir ¢alismada 7,15 ve 30 giin
boyunca baliklar krom, kadmiyum ve kursuna maruz birakilmiglar ve bu zaman
sonunda baliklarin kas, solungag, karaciger, bobrek ve barsak dokularinda MDA,
TNF-a ve IL-6 konsantrasyonlarinda énemli 6l¢iide artis gozlenmistir. Bu artisin
agir metale maruz kalan sazan baliklarinin dokularinda metal birikimi ve sonrasinda
oksidatif stresten kaynaklandig: diisiiniilmektedir (Rajeshkumar ve ark., 2017).

Brovana nehrinden temin edilen 30 adet vahsi gokkusagi alabaligi farklh
konsantrasyonlarda arsenige maruz birakilmis ve sonucunda baliklarin ylizgeg,
solungag, karaciger, bobrek, kas ve gonad dokularinda MDA ve SOD enzim

aktivitelerinin arttig1 gozlemlenmistir (Greani ve ark., 2017).
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Yapilan bir ¢aligmada bes farkli agir metal (Al, As, Cd, Co, Cr) iki farkl
konsantrasyon serisi ile 5, 10, 20 giinliik periyotlar ile yetigkin zebra baliginin
yasadig1 akvaryuma uygulanmis ve uygulama sonucunda zebra baliklar1 solungag
dokularinda As artis1 gozlemlenmistir. Hesaplanan GST diizeyleri zamana ve doza
bagli olarak azaldig1 gézlemlenmistir (Kanev, 2016).

Kore’de yavru kaya baliklari tizerinde yapilan bir ¢calismada baliklar dort farkls
dozda arsenige 10 ve 20 gilin boyunca maruz maruz birakilmis ve bunun sonucunda
baliklarin kas, solungag, karaciger, bobrek ve dalak dokularinda SOD ve GST
aktiviteleri incelenmistir. Her iki zaman sonucunda enzim aktivitelerinin dokularda
arsenik birikimini ve olusan oksidatif stres sonucu olarak artig gosterdigi tespit
edilmistir (Kim ve Kang, 2015).

Farkli subletal dozlarda bir agir metal olan bakir zebra baliklarina uygulanmis
ve 0.1 ppm uygulama yapilan balik solunga¢ dokularinda GSH seviyelerinde artis
gdzlemlenmistir (Unver ve ark, 2014).

Gokkusag alabaligi lizerinde yapilan bir calismada 21 giin boyunca baliklara 2
farkl1 dozda PbClz uygulanmis ve uygulama sonucunda kontrol gruplarindan farkl
olarak uygulama yapilan baliklarin karaciger, bobrek ve kas dokularinda CAT,
SOD, GPx aktivitelerinin ve MDA seviyelerinin arttigi gozlenmistir. Bunun
sonucunda agir metal kirliligine maruz kalmis alabaliklarin dokularinda kursun
birikiminin canli sagligina olumsuz etki yarattig1 anlasilmistir (Alak ve ark., 2013).

Farkl1 dozlarda Deltametrin ve Kadminyum uygulanan kilickuyruk baliklarinin
dokularinda lipit peroksidasyonu sonucu olusan malondialdehit miktarlarinda
onemli Olclide artis gbézlemlenmistir. Bu parametrenin degismesi Deltametrin ve
Kadminyum uygulanan kilickuyruk baliginin dokularinda lipit peroksidasyonu
olustugunun gostergesidir (Kaymak, 2011).

Agir metaller viicuttaki miktarlar1 yiiksek konsantrasyonlara ulasinca
depolanmakta ve belirli limiti asmadigi siirece toksik etki belirtisi gdstermemektedir
(Kar, 2011).

Lagos lagilinliniin agir metal kirliligi olusmus bdlgesinden alinan tilapya
baliginda yapilan incelemede kirlilik olmayan bolgedeki baliklara gore agir metale
maruz kalmis baliklarin GSH diizeyleri incelenmis ve kirliligin oldugu bolgedeki

baliklarin GSH diizeylerinin ytikseldigi goriilmiistiir (Doherty ve ark., 2010).
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Disaridan aliman agir metaller genellikle proteinlere baglanarak kan
aracilifiyla, transformasyon ve depolama i¢in karacigere iletilmektedir. Karaciger
iletilen agir metaller burada depolanmakta veya bobrekler tarafindan bertaraf
edilmek tizere kana geri yollanmaktadir (Kivrakdal, 2010).

Yiriiyen kedi baliklarinda yapilan bir c¢alismada baliklar  disiik
konsantrasyonlarda arsenige maruz birakilmis ve baliklarin bobreklerinde arsenige
bagli olarak kaspaz-3 aktivasyonu sonucu apoptoz yolaklarinin aktif oldugu
anlasilmistir (Datta ve ark., 2009).

Agir metallerin baliklarin organlarinda veya dokularinda birikme diizeyi;
ortamda var olan agir metal miktarina, baligin agir metale maruz kalma siiresine,
baligin yasina, agir metalin tiirline ve miktarina, baligin metabolik olarak
aktivitesine, gelisim olarak hangi evrede bulunduguna, doku ve organlarin yani sira
icinde bulundugu suyun kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine gore farklilik gosterebilir
(Kose ve Uysal, 2008).

Karakaya baraj goliinden alinan gékkusagi alabaliklarina 1 hafta boyunca belli
oranlarda bazi agir metaller suya karistirilarak uygulanmis ve uygulama sonucunda
gokkusagi alabaliklarinin bazi dokularinda MDA (Malondialdehit) miktarlarinda
artis gozlemlenmistir (Alkan, 2005).

Metabolik aktivite i¢in gerekli olmayan fakat diisiik konsantrasyonlarda bile
toksik etki yapan metaloidlerin Hg, Pb, Cd ve As oldugu belirtilmistir. Genelde en
fazla depolama karacigerde olurken en az depolama kas dokularinda olugsmaktadir.
Bu durum oldiiriicii olmayan miktarlardaki agir metallerin, metabolik olarak
baliklarin genellikle aktif organlarinda depolanmasindan kaynaklanmaktadir (Kargin
ve Erdem, 1992).

Sistein bakiminda olduk¢a zengin bir tripeptit olan glutatyon, agir metalleri
baglayarak toksik etkilerin giderilmesinde gorev yapar (Hodson, 1998; Chan ve
Cherian, 1992).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Otuz iki adet yavru alabalik Oncorhynchus mykiss ticari olarak satist yapilan
Van-Catak il¢esinde bulunan tesislerden temin edildi. Temin edilen yavru alabaliklar
(80-100 g) 8’er adet fiberglass dort akvaryuma (300 L) rastgele dagitildi. Baliklarin
adaptasyonu igin bir hafta beklendi. Baliklar ticari bir yem ile giinde iki kez sabah ve
aksam olmak tiizere beslendi. Baliklar 18,0 = 1 °C sicaklikta dogal bir fotoperyod
stirecinde ve stirekli hava tasi ile havalandirildi. Akvaryumlardan biri kontrol grubu

diger iiciide As konsantrasyon uygulama gruplari i¢in kullanildi.

Sekil 3.1. Kontrol grubu yavru alabaliklar
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Sekil 3.2. Arsenik uygulanmis birinci, ikinci ve ligiincii grup yavru alabaliklar

Akvaryumlardan biri kontrol grubu digerleri de As konsantrasyon
uygulamalari i¢in kullanildi. Arsenik uygulama gruplari i¢in her bir akvaryuma 4 adet,
kontrol grubu icin 4 adet yavru alabalik akvaryuma dagitildi. Arsenik uygulanan
gruplarin akvaryumlarma 25, 50, 75 mg/L konsantrasyonlarinda arsenik iceren
NaAsO: eklenilerek 96 saat boyunca konsantrasyonlarnin degismemesi saglandi.
Lethal doz tayini Buhl ve Hamilton (1991), arsenik ¢alismasina gore belirlenmistir.
Arsenik uygulamasi yapildiktan 96 saat sonra baliklar MS222 (0.1 g/L) ile anestezi
ortamimna alinarak baliklarin beyin dokular1 ayrildi. Ayrilan dokular homojenize

edilerek analize kadar -24 °C de donduruldu.
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Sekil 3.4. Yavru alabaliklarin i¢ organlar1 goriiniimii
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3.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Cam Tiip Vida kapakli 10 ml

Derin Dondurucu (Samsung)
Eppendorf Tiip 1.5 ml

Etiiv (Thermo Scientific)

Hassas Terazi (Shimadzu ATX224R)
Homojenizator (Isolab)

Manyetik Karistirici (Daihan Scientific MSH-20D)
Mikro Plate Okuyucu (Allsheng AMR-100)
Mikropipet 5000 UL BRAND 704780
Nester

Parafilm

Pens

pH metre (Milwaukee Mi-150)

Pipet Ucu 1000UL

Pipet ucu 1-5 ml

Pipet ucu 5-50 UL

Plastik Tiip 10 ml

Santriifiij (Universal 320)
Spektrofotometre (Hitachi U-2900)
Su Banyosu (Wisebath)

Tiiplik

3.3. Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

1.1.3.3-Tetraetoksipropan (TEP)(Sigma)
Caspase Elisa Kit (Biolab)

Deiyonize Saf Su (H.0)

EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetik Asit) (Sigma)
GSH Elisa Kit (Biolab)

GSH-Px Randoks Kit

Hidrojen Peroksit (H20.) (Merck)
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Hidrojenperoksit (H202) (Merck)

IL-6 Elisa Kit (Biolab)

NK-FB Elisa Kit (Biolab)

NRF-2 Elisa Kit (Biolab)
Potasyumdihidrojenfosfat (KH2PO4) (Merck)
SOD Randoxs Kit

Tiobarbiitirik Asit (TBA)(Sigma)

TNF-a Elise Kit (Biiolab)

Triklor Asetik Asit (TCA)(C2HCI302) (Merck)

3.4. Yontem

3.4.1. Numunelerin Analize Hazirlanmasi

Arsenik uygulamasi sonrasinda sirayla anestezi altina alinan kontrol ve diger ii¢
grup yavru alabaliklar labboratuvar ortamina sogutucu kiivet ile tasindi. Anestezi

altindaki baliklarin beyin dokular1 alinda.

3.4.2. Doku Homojenatimin Hazirlanmasi

1.46 g EDTA ¢ozeltisi tarilir ve tizerine 3.4 g KH2POg ilave edilerek saf su ile
500 ml’ye tamamlanir. Doku homojenat ¢ozelti pH’s1 7 olmalidir. Beyin dokular
tartilip tizerine homojenat tampon ¢ozeltisi ilave edilip homojenizator ile par¢alanan
karistm 10 ml’lik plastik tiiplere alindi. Plastik tiiplerdeki ¢ozelti santriifiij edilerek
istte kalan siv1 kisim 1.5 ml’lik eppendorf tliplere alinarak analize kadar -24 °C’de

sogutucuda muhafaza edildi.
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3.4.3. Malondialdehit (MDA) Ol¢iimii

MDA diizeyi tiyobarbiturik asit (TBA) ve MDA reaksiyonu sonucu olusan
pembe renk absorbansinin spektrofotometrik Olgiimii esasina dayali Placer ve ark.
(1966)’ nin yontem ile dl¢iilecektir.

Bu yontem lipit peroksidasyonunun bir sonucu olan malondialdehit ile
tiobarbitiirik asit reaksiyonuna dayanmaktadir. Olusan MDA, TBA ile pembe rekte bir
kompleks olusturmaktadir. Pembe renkte kompleks olusturmus ¢ozeltinin absorbansi
532 nm’de spektrofotometre cihazinda Olgiilerek peroksidasyonun derecesi

saptanmaktadir.

3.4.3.1. Metodun ayraclari

1. 2-Tiobarbitiirik Asit (TBA): 0.67 g TBA 80 ml %10’luk perklorik asitte ¢oziiliir ve
100 ml’ye distile su ile diliie edilir.

2. %10 Trikloroasetik Asit (TCA): Distile su ile hazirlanir, koyu renkli sisede oda
sicakliginda saklanir.

3. Standart: 1,1,3,3 Tetractoxipropan (TEP)

4. Renk Ayraci: ii¢ kisim trikloroasetik asit soliisyonu ve bir kissm TBA soliisyonu
reaktif siseye konularak 1 dakika magnetik karistiricida karigtirilir. Ayirag giinliik

hazirlanir.

3.4.3.2.Deneyin Yapihisi

Kér (ml) Standart (ml) Ornek (ml)
Ornek - - 0.25
Standart - 0.25 -
Serum Fizyolojik  0.25 - -

Renk Ayraci 2.25 2.25 2.25

Sekil 3.5. Doku Lipid Peroksidasyonu Olgiimii
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Tipler karistirildiktan sonra 100°C sicaklikta su banyosunda 20 dakika
bekletildi. Sogutma isleminden sonra tiipler 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek

ust faz absorbansi 532 nm’de okundu.

3.4.3.3. Dokuda Lipid Peroksidasyon Diizeyinin Hesaplanmasi

Ornegin Absorbansi

MDA: X Standartin Konsantrasyonu

Standartin Absorbansi
Dokudaki MDA nmol/g doku olarak hesaplanda.

3.4.4. Kaspase-3 parametresinin 6l¢ciimii

Balik i¢in hazirlanmis olan ELISA kit kullanilmistir. Analiz esnasinda

kullanilacak tiim ajanlar, standart soliisyonlar ve numuneler oda sicakligina getirilmistir.

1. BT Lab’dan temin edilen ELISA kit igerisindeki Microelisa Strip Plate
kuyucuklarindan standart i¢in ayrilmis kuyucuga standart ¢ozelti eklendi.

2. Plate tizerindeki diger kuyucuklara numunelerden 40ul ve tizerine 10ul anti-CASP3
antikoru eklendi. Ardindan numune kuyularina ve standart kuyusuna 50pul streptavidin-
HRP eklendi. Plate iyice karistirild1 ve iizeri ortiilerek 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi.
3. Inkiibe edilen numunelerin oldugu plaka 300 ml yikama tamponu ile 5 kez yikandh.

4. Her bir kuyucuga 50ul substrat soliisyonu A ve ardindan yine her bir kuyucuga
substrat soliisyonu B eklendi. Plate’in {izeri kapatildi ve karanlikta 37°C sicaklikta 10
dakika inkiibe edildi.

5. Plateteki her bir kuyucuga 50ul stop soliisyonu eklendi. Stop soliisyonu eklenince
kuyucuklardaki ¢ozeltilerin mavi rengi hemen sariya dondiigii gozlemlendi.

6. Stop soliisyonu eklendikten sonra Microelisa Strip Plate {iretici firma protokolii
uygulanarak absorbansi 450 nm olan ELISA (Plate Reader) cihazinda 6l¢tim yapildi.

7. Standartlarin optik dansitelerine ve konsantrasyonlarina uygun asagidaki Standart

grafigi cizilerek olusturulan formiile gore drneklerdeki diizeyler hesapland1 (Sekil 3.2.).
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Sekil.3.6. Caspaz -3 standart grafigi

3.4.5. TNF-a diizeylerinin dl¢iimii

Balik ic¢in hazirlanmis olan ELISA kit kullanilmistir. Analiz esnasinda

kullanilacak tiim ajanlar, standart soliisyonlar ve numuneler oda sicakligina getirilmistir.

1. BT Lab’dan temin edilen ELISA kit icerisindeki Microelisa Strip Plate
kuyucuklarindan standart i¢in ayrilmis kuyucuga standart ¢ozelti eklendi.

2. Plate iizerindeki diger kuyucuklara numunelerden 40ul ve iizerine 10ul anti-TNF-a
antikoru eklendi. Ardindan numune kuyulara ve standart kuyusuna 50pul streptavidin-
HRP eklendi. Plate iyice karistirild1 ve tlizeri Ortiilerek 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi.
3. Inkiibe edilen numunelerin oldugu plaka 300 ml ytkama tamponu ile 5 kez yikandi.

4. Her bir kuyucuga 50ul substrat soliisyonu A ve ardindan yine her bir kuyucuga
substrat soliisyonu B eklendi. Plate’in tizeri kapatildi ve karanlikta 37°C sicaklikta 10
dakika inkiibe edildi.

5. Plateteki her bir kuyucuga 50ul stop soliisyonu eklendi. Stop soliisyonu eklenince
kuyucuklardaki ¢ozeltilerin mavi rengi hemen sariya dondiigii gézlemlendi.

6. Stop soliisyonu eklendikten sonra Microelisa Strip Plate iiretici firma protokolii
uygulanarak absorbanst 450 nm olan ELISA (Plate Reader) cihazinda o6l¢iim
yapilmistir.

7. Standartlarin optik dansitelerine ve konsantrasyonlarina uygun asagidaki standart

grafigi cizilerek olusturulan formiile gore drneklerdeki diizeyler hesaplandi (sekil 3.3.).



39

3 /
2,5
vy =1,2273In(x) - 2,2167
2 R?=0,9987
1,5
os |/

0 20 40 60 80 100 120 140

Sekil. 3.7. TNF-a standart grafigi

3.4.6. GSH diizeyinin ol¢iilmesi

Balik i¢in hazirlanmis olan ELISA kit kullanilmistir. Analiz esnasinda
kullanilacak tiim ajanlar, standart soliisyonlar ve numuneler oda sicakligina

getirilmistir.

1. BT Lab’dan temin edilen ELISA kit igerisindeki Microelisa Strip Plate
kuyucuklarindan kor olanlara substrat soliisyonu A, substrat soliisyonu B ve stop
soliisyon eklendi.

2. Standart kuyucuklara oda sicakligina getirilmis numunelerden 50ul ilave edilmis ve
tizerine 50ul biotinlenmis antijen ilave edilip i1yice karistirildi. Kuyucuklarin oldugu
plakanin tizeri ortiilerek 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi.

3. Inkiibe edilen numunelerin oldugu plaka 300 ml yikama tamponu ile 5 kez yikandh.
4. Standart kuyucuga 50ul avidin eklenerek plaka tizeri kapatilmis 37°C’de 60 dakika
inkiibe edildi.

5. Her bir kuyucuga 50ul substrat soliisyon A ve ardindan substrat soliisyon B
eklenerek kuyucuklarin bulundugu plaka 37°C’de karanlikta 10 dakika bekletildi.

6. Plaka tizerindeki her bir kuyucuga 50ul stop soliisyonu eklenerek Microelisa Strip
Plate iretici firma protokolii uygulanarak absorbansi 450 nm olan ELISA (Plate

Reader) cihazinda 6l¢iim yapildi.
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7. Standartlarinin optik dansitelerine ve konsantrasyonlarina uygun asagidaki standart

grafigi ¢izilerek olusturulan formiile gére drneklerdeki diizeyler hesaplandi.

5

4 K y =-1,056In(x) + 6,0109

\\ R? = 0,9957
3

Sekil. 3.8. GSH standart grafigi

3.4.7. interlokin-6 diizeyinin dlciilmesi

Balik i¢in hazirlanmis olan ELISA kit kullanilmistir. Analiz esnasinda
kullanilacak tiim ajanlar, standart soliisyonlar ve numuneler oda sicakligina

getirilmistir.

1. BT Lab’dan temin edilen ELISA kit igerisindeki Microelisa Strip Plate
kuyucuklarindan kor olanlara substrat soliisyonu A, substrat soliisyonu B ve stop
soliisyon eklendi.

2. Plate tizerindeki standart kuyucuga 50ul standart ¢ézelti eklendi.

3. Plate tizerindeki diger kuyucuklara 40ul numune ¢6zelti eklendi ve ardindan 10ul
anti-IL-6 antikoru eklendi. Ardindan numune ve standart kuyucuklara 50ul
streptavidin-HRP ¢ozeltisi eklendi. Kuyulardaki ¢ozeltiler karistirilip plakanin iizeri
ortiilerek 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi.

4. Inkiibe edilen numunelerin oldugu plaka 300 ml yikama tamponu ile 5 kez yikandh.
5. Her bir kuyucuga 50ul substrat soliisyon A ve ardindan substrat soliisyon B
eklenerek kuyucuklarin bulundugu plaka iizeri ortiilerek karanlik ortamda 10 dakika
boyunca 37°C’de inkiibe edildi.

6. Her bir kuyucuga 50ul stop soliisyonu eklendi ve ¢ozeltideki mavi rengin hemen

sartya dondiigi gozlemlendi.
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7. Standartlarinin optik dansitelerine ve konsantrasyonlarina uygun asagidaki standart
grafigi cizilerek olusturulan formiile gore orneklerdeki diizeyler hesaplandi (Sekil.

35.).
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Sekil. 3.9. IL-6 standart grafigi

3.4.8. NF-kB diizeyinin dl¢iilmesi

Balik icin hazirlanmis olan ELISA kit kullanilmistir. Analiz esnasinda
kullanilacak tiim ajanlar, standart sollisyonlar ve numuneler oda sicakligina

getirilmistir.

1. BT Lab’dan temin edilen ELISA kit igerisindeki Microelisa Strip Plate
kuyucuklarindan kor olanlara substrat soliisyonu A, substrat soliisyonu B ve stop
soliisyon eklendi.

2. Plate tizerindeki diger kuyucuklara 40pul numune ¢6zelti eklendi ve ardindan 10pul
anti-NF-kB antikoru eklendi. Ardindan numune ve standart kuyucuklara 50ul
streptavidin-HRP ¢ozeltisi eklendi. Kuyulardaki ¢ozeltiler karistirilip plakanin iizeri
ortiilerek 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi.

3. Inkiibe edilen numunelerin oldugu plaka 300 ml ytkama tamponu ile 5 kez yikandu.
4. Her bir kuyucuga 50ul substrat soliisyon A ve ardindan substrat soliisyon B
eklenerek kuyucuklarin bulundugu plaka 37°C’de karanlikta 10 dakika bekletildi.

5. Her bir kuyucuga 50ul stop soliisyonu eklendi ve ¢ozeltideki mavi rengin hemen

sartya dondiigi gozlemlendi.
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6. Plaka tlizerindeki her bir kuyucuga 50ul stop soliisyonu eklendikten sonra
Microelisa Strip Plate iiretici firma protokolii uygulanarak absorbansi 450 nm olan
ELISA (Plate Reader) cihazinda 6l¢iim yapildi.

7. Standartlarinin optik dansitelerine ve konsantrasyonlarina uygun asagidaki standart
grafigi c¢izilerek olusturulan formiile gore Orneklerdeki diizeyler hesaplandi

(Sekil.3.6.).
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Sekil. 3.10. NF-kB standart grafigi

3.4.9. NRF-2 diizeyinin dl¢iilmesi

Balik i¢in hazirlanmis olan ELISA kit kullanilmistir. Analiz esnasinda
kullanilacak tiim ajanlar, standart soliisyonlar ve numuneler oda sicakligina

getirilmistir.

1. BT Lab’dan temin edilen ELISA kit igerisindeki Microelisa Strip Plate
kuyucuklarindan kor olanlara substrat soliisyonu A, substrat soliisyonu B ve stop
soliisyon eklendi.

2. Plate tizerindeki diger kuyucuklara 40ul numune ¢ozelti eklendi ve ardindan 10ul
anti-NRF-2 antikoru eklendi. Ardindan numune ve standart kuyucuklara 50ul
streptavidin-HRP ¢ozeltisi eklendi. Kuyulardaki ¢ozeltiler karistirilip plakanin iizeri
ortiilerek 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi.3. Inkiibe edilen numunelerin oldugu plaka
300 ml yikama tamponu ile 5 kez yikandi.
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4. Her bir kuyucuga 50ul substrat soliisyon A ve ardindan substrat soliisyon B
eklenerek kuyucuklarin bulundugu plaka 37°C’de karanlikta 10 dakika bekletildi.

5. Her bir kuyucuga 50ul stop soliisyonu eklendi ve ¢ozeltideki mavi rengin hemen
sartya dondiigi gozlemlendi.

6. Plaka tizerindeki her bir kuyucuga 50ul stop soliisyonu eklendikten sonra
Microelisa Strip Plate iiretici firma protokolii uygulanarak absorbansi 450 nm olan
ELISA (Plate Reader) cihazinda 6l¢iim yapildi.

7. Standartlarinin optik dansitelerine ve konsantrasyonlarina uygun asagidaki standart
grafigi c¢izilerek olusturulan formiile gore Orneklerdeki diizeyler hesaplandi

(Sekil.3.7.).
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Sekil. 3.11. NRF-2 standart grafigi

3.4.10. Siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi tayini

Prensip: Siiperoksit dismutaz enziminin en 6nemli islevi, metabolizmada {iretilen ya da
uyar1 sonucu olusan ve toksik 6zellik gosteren siiperoksit radikalinin hidrojen peroksite
ve molekiiler oksijene doniistimiinii saglamaktir. Bu metotda ksantin ve ksantin oksidaz
beraber kullanilarak olusan siiperoksit radikali, 2-(-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-
phenyltetrazolium chloride (I.N.T.) ile beraber kirmizi renkli bir goériintii alir. Bunun
sonunda Siiperoksit dismutaz enziminin aktivitesi, bu reaksiyonun inhibisyon derecesi
ile 6l¢iildii (Flohe ve Otting, 1984; Xia ve ark., 1995).
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Ksantin Oksidaz

Ksantin > Urik Asit + Siiperoksit (O2")

Oz
IIN-T. ———— Formazon (Renkli bilesik)
SOD

207 > 02+ H207

Deneyin yapiulisi: Stiperoksit dismutaz enzim aktivitesi Randox -Ransod enzim Kkiti ile

beraber 505 nm’de 37°C'de spektrofotometrede absorbans degerleri dlgiilerek belirlendi.
Analiz i¢in hazirlanan siipernatantlardan her 6rnek igin ependorf tiiplere 15 ul ilave

edilerek asagida ayrintili verilen pipetleme islemleri yapildi.

Avyirac kori Standartlar Sulandirilmis
ornek
Sulandirilmig 6rnek - e 15 pl
Standart e S5l e
Fosfat Tamponu 5wl - e
Karigik Substrat 500 pl 500 pl 500 pl
Ksantin oksidaz 75 ul 75 ul 75 ul

Igerik karismas: saglandiktan 30 saniye sonra ilk absorbans degeri A1 okundu ve
es zamanli olarak zaman baslatildi. Birinci okuma isleminden sonra ikinci absorbans ise
A 3 dakika sonra dlgiilerek kaydedildi.

Numuneler igin spektrofotometreden aldigimiz absorbans degerleri asagida

gosterilen formiilde hesaplanarak SOD enziminin % inhibisyonlar1 hesaplandi.

(AAstdpk.x100)
100 -  —-=-emmemmemeeeeeeee- = % Inhibisyon
(AABIank Dk.)
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(AAOmekpk-X100)
100 - =--=-mmeemeemememeeeeee- = % Inhibisyon
(AABIank Dk.)
Stiperoksit dismutaz enzim aktivitesi, yapilan standart ¢aligmasi sonucu elde

edilen standart konsantrasyon grafigine gore hesaplandi.

3.4.11. Katalaz (CAT) enzim aktivitesinin tayini

Prensip: Hidrojen peroksitin (H20) katalaz enzimi tarafindan su ve molekiiler oksijene
parcalanmasi prensibine dayanmaktdir. Bu islem Aebi (1984)’nin UV spektrofotometrik
metodu kullanilmustir.

Katalaz hidrojen peroksidi suya ve oksijene pargalar.

oH,0, alaz_ o0 + 0,

Deneyin _yapulisi: CAT enzim aktivitesi, Aebi (1984)’nin yoOntemine dayanarak
otoanalizérde 240 nm’de 6l¢iildii. Ornekler kiivete asagidaki ayiraclar pipetlendi:

Numune Kor

0,500 ml numune 0.250 ml fosfat tamponu (tampon
karigimi)

0.250 ml H20>

Katalaz peroksit reaksiyonu gerceklesmesi ile zamanin bir fonksiyonu olarak
belirgin bir sekilde azalan absorbans degerleri 0 sn ve 15 sn siiresince 240 nm’de

okundu. Katalaz enzim aktivitesi absorbans degerinin zamanla azalis1 asagidaki gibidir.

A1:0sn

A2:15 sn

K= (2.3/15) (log A1/ A2)
K=0.153(log A1/ A2) U/mg
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3.4.12. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim aktivitesi tayini

Prensip: GSH-Px, asagida gosterildigi gibi kiimen hidroperoksit ile indirgenmis hale
getirilen glutatyon (GSH)’nu oksitleyerek glutatyona (GSSG) yiikseltger. Ortamda
glutatyon rediiktaz (GR) enzimi ve nikotinamid adenin diniikleotid fosfat hidrojen
(NADPH) bulunuyorsa yiikseltgenmis halde olan glutatyon (GSSG), NADPH’in
NADP’ye yiikseltgenmesi ile GSH’a indirgenir (Paglia ve Valentine, 1967; Flohe ve
Gunzler, 1984).

GSH-Px

2GSH + ROOH — > ROH + GSSG + H20

GR

GSSG + NADPH +H*Y —— NADP* + 2GSH

Deneyin vapilisi: GSH-Px enzim aktivitesi, Randox-Ransel enzim Kkitleri ile beraber

spektrofotometre cihazinda 340 nm’de 37°C'de 6l¢iildii. Asagida gortildiigii gibi kiivete
asagidaki ayraglar pipetlendi.

Avyirag kori Sulandirilmis érnek
Sulandirilmig 6rnek - 10 pl
Distile Su now
Ayirag 500 pl 500 pl
Kiimen 20 ul 20 ul

Kivetler 6rnekler karistirildi, 6rnek ve koriin absorbans degerleri 1 dakika sonra
cihazdan okundu. Siire tutularak, 1 ve 2 dakika sonra absorbans degerleri tekrar okundu.

Her iki stire arasindaki absorbans degisimi hesaplandi.

U/l Hemolizat = 8412 x AA 340 nm / dakika.
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3.4.13. 8-Hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG) diizeyinin belirlenmesi

Baligin  beyin  dokusundaki ~ 8-Hidroksi-2’-Deoksiguanozin  (8-OHdG)

diizeylerinin belirlenmesi amaciyla Fish(8-OHdG) ELISA kit (Catalogue No:201-00-

0041) (SunRed marka) kullamldi. Ol¢iimii baslatmasan yarim saat 6nce kit malzemeleri

odada 30 dakika bekletilerek oda sicakligina getirildi (Standart, Standard diluent,
Mcroelisa Strip Plate, Str-HRP-Conjugate Reagent, 30X Wash solution, Biotin-(8-
OHdG) Ab, Chromogen Solution A, Chromogen Solution B, Stop Solution).

1. 8-OHdG standardi 6l¢iim yapmak tizere standard diluent ile birlikte hazirlanir.

Hazirlanmis olan standartlar Mcroelisa Strip Plate igerisine 50 ul olarak sekilde

eklenir. Bos bir kuyucuk da blank olarak se¢ildi.

1.
2.

Diger herbir kuyucuklara 40 pul numune 6rneklerinden ilave edildi.

Her bir kuyucuga 50 pl Str-HRP-Conjugate Reagent ilave edildi ve sadece
numune Ornekleri bulundugu kuyucuk iizerine 10 pl Biotin-(8-OHdG) Ab
eklenerek pleytin iizeri ortiildii.

Pleyt, 37°C sicakliginda Plate Shaker yardimi ile 1 saat siireyle inkiibe edildi.
Pleyt kuyucuklari, bidistile saf su ile 30 defa dilue edilen 30X Wash Buffer ile
(300 pl /kuyucuk olacak sekilde), 1-2dk stirecek sekilde 5 defa yikandi.

Yikama sonrasinda herbir tiipe 50 ul Chromogen Solution A ve daha sonra 50 pl
Chromogen Solution B ilave edildi.

Karanlikta ve 37°C sicakliginda Plate Shaker’inda 10 dk sbekletilerek
inkiibasyon saglandi.

Inkiibe edilen numunelerin bulundugu plate kuyucuklarina 50 pl Stop Solution
ilave edilerek 10 dakika igerisinde absorbansi 450 nm olan ELISA (Plate
Reader) cihazinda 6l¢iim yapilarak degerler okundu.

8-OHdG standartlarinin optik dansitelerine ve konsantrasyonlarina uygun olacak
sekilde standrat grafigi ¢izilerek hazirlanmis formiile gére drneklerdeki 8-OHAG
diizeyi hesaplanda.
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3.4.14. Asetilkolinesteraz aktivite analizi

Kontrol, DMSO kontrol ve bununla beraber 4.28 mh/L MP uygulamas1 yapilan
baliklardan alinan beyin dokusundaki AChE aktiviteleri, Elman ve ark. (1961)’nin
olusturdugu renk siddeti degisimi metoduna gore hesaplandi. Asagida gosterilen

islemler uygulandi.

a) Herbir beyin dokusundan 1 g 6rnek alindi, 10 mL tampon ¢6zelti eklenerek (buz
tizerinde) ultrasonik homojenizator cihazi (Ultrasonic processor, Jencons ScientificLtd.)
kullanilarak homojenize hale getirildi.

Homojenat tampon ¢ozelti hazirlanist:

0.356 g sodyum fosfat ((Na2HPO4) ve 8.25 g sakkaroz tartilarak 50 ml distile suda
¢oziildiibuislem sonrasinda ¢ozelti pH’s1 7.4°e getirildi. Elde edilen soliisyona saf su
ilave edilerek ¢ozelti hacmi 100 ml’ye tamamlandi.

b) Hazirlanan homojenatlar 4 °C sicaklikta ve 30 dk boyunca 9000 rpm’de santrifiij
(Hettich Zentrifugen Universal 320) edilerek elde edilen siipernatantlar, aktivite tayini
Olctimii yapilmak tizere saklandi.

c) Bir tane kor numune ve bir tane de enzim aktivitesinin tayini 6lgtimii igin iki tiip
ornek alindi ve 6rneklerin kondugu tiiplerin her birisine 100 ul 1 M 5,5'-ditiyobis 2
nitrobenzoik asit (DTNB) ve 100 pl daha 6nce hazirlanmis siipernatant eklendi

1 M 50 ml DTNB hazirlanisi:

0.4375 g Sodyum Fosfat Dihidrat (NaH2PO4.2H20) ve 0.075 g Sodyum Bikarbonat
(NaHCO3) tartilarak iizerine 20 ml saf su eklenerek ¢oziildii ve pH’s1 7 de dengede
olacak sekilde ayarlandi. Anlatildigi gibi hazirlanmig soliisyona 0.198 g DTNB ilave
edildi ve karigima saf su ilave edilerek hacmi 50 ml’ye tamamlandi.

d) Kor olarak kullanilacak tiipler 65 °C sicaklikta 3 dakika boyunca su banyosunda
bekletildi ve enzimin inaktif olmasi saglandi.

e) Her iki tiipe de 2.7 ml hacminde sodyum tamponu ¢6zeltisinden (0.05 M, Ph: 8) ilave
edilerek karistirildi.

Orneklerin inkiibe edilmesinden sonra absorbans degerleri, 412 nm dalga boyunda
spektrofotometrede kor ornek baz alinarak ayarlama yapildiktan sonra cihazdaki

degerler okundu. Her bir 6l¢tim iki kez tekrar edildi.
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AChE aktivitesi;

AOD Vc
=—X—X
13.6 Ve

Formiiliine gore hesaplandi. Formiil iizerinde yer alan;

A . Aktivite

AOD : 412 nm’de optik densitenin her bir dakikadaki degisimi
Ve : Kiivetin hacmi

VE : Kiivette bulunan siipernatant hacmi

F : Seyreltme faktorii

13.6 : 37 °C sicaklik ve 412 nm’de 3 mM asetilyokolin iyodiir ve

butiriltiyokolin iyodiir’iin indirgenmei ile okunan sabit degerdir. (ekstinksiyon sabiti:
1.36x10* mol/cm)

Olarak kullanildi (Giiloglu ve ark., 2006).
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Calismada arsenige maruz kalmig gokkusagi alabaliklarinin (Onchorhynchus
mykiss) beyin dokusunda NK-FB, TNF-a, 1L-6, NRF-2, GSH, Kaspaz-3, MDA,
AChE, CAT, GSH-Px, SOD ve SOHAG diizeyleri tespit edildi.

4.1. NF-kB aktivitesi sonuclari

400
390
380
370
360
350
340
330
320
310

NF-kB (ng/ml)

Kontrol grubu

Arsenik 1. grup Arsenik 2. grup

Arsenik 3. grup

Sekil 4.1. Gokkusagi alabaligi beyin dokusundaki NF-KB aktivite diizeylerinin

degisimi.

Sekil 4.1. incelendiginde baliklarin beyin dokusundaki NF-kB diizeyinin

kontrol grubundaki baliklara nazaran arttigi gozlenmistir. Bu protein tiiriiniin

diizeyinin artis1 tiim grup baliklarda belirgin diizeyde olmustur. Bu artis istatiksel

acgidan anlamli bulunmustur.
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4.2. TNF-a aktivitesi sonuclar:

TNF-a(ng/L)

90 -
80 A
70 A
60 -
50 A
40 -~
30 A
20 A
10 A

0 T T T
Kontrol grubu Arsenik 1. grup Arsenik 2. grup Arsenik 3. grup

Sekil 4.2. Gokkusagi alabaligi beyin dokusundaki TNF-a aktivite diizeylerinin

degisimi.

Sekil 4.2. incelendiginde baliklarin beyin dokusundaki TNF-o diizeyinin
kontrol grubundaki baliklara gore arttigi gézlenmistir. Beyin dokusundaki bu sitokin
tiiriiniin birinci ve ikinci gruplardaki artis1 belirgin goriiliirken ti¢iincii grup baliklarda

artis daha az olmustur. Bu verilerin istatiksel olarak anlamli oldugu anlagilmistir.

4.3. IL-6 aktivitesi sonuclari

Sekil 4.3. incelendiginde baliklarin beyin dokusundaki IL-6 diizeyinin uygulama
gruplarinda belirgin bir sekilde arttig1 goriilmiistiir. Alabaliklarin beyin dokusundaki IL-
6 diizeylerindeki artis uygulama yapilan birinci ve iiglincli grup baliklarda yiiksek
miktarda olurken ikinci grup baliklarda daha az miktarda olmustur. Kontrol grubuna
gore arsenik uygulamasi yapilan baliklarin beyin dokusundaki IL-6 diizeylerindeki bu

artis istatiksel olarak uygun goriilmektedir.
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IL-6 (ng/L)

12

Kontrol grubu Arsenik 1. grup Arsenik 2. grup Arsenik 3. grup

Sekil 4.3. Gokkusagi alabaligi beyin dokusundaki IL-6 aktivite diizeylerinin degisimi.

4.4, NRF-2 aktivitesi sonuclari

NRF-2(ng/ml)

bc

<3

20 A

15 A

Kontrol grubu Arsenik 1. grup Arsenik 2. grup Arsenik 3. grup

Sekil 4.4. Gokkusagi alabaligi beyin dokusundaki NRF-2 aktivite diizeylerinin

degisimi.
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Sekil 4.4. incelendiginde baliklarin beyin dokusundaki NRF-2 diizeyinin
kontrol grubundaki baliklara gore arttig1 gozlenmistir. Uygulama yapilan alabaliklarin
beyin dokusundaki NRF-2 artisinin her ii¢ grupta da belirgin oldugu goriildiigiinden

bu artis istatiksel olarak anlamli bulunmustur.

4.5. GSH aktivitesi sonuclari

GSH (nmol/ml)

4,4 -

ab

3,8 1

Kontrol grubu Arsenik 1. grup Arsenik 2. grup Arsenik 3. grup

Sekil 4.5. Gokkusagi alabaligi beyin dokusundaki GSH aktivite diizeylerinin degisimi.

Sekil 4.5. incelendiginde baliklarin beyin dokusundaki GSH diizeyinin
uygulama sonrasi distigi goriilmistiir. Arsenige maruz kalan c¢alisma grubu
baliklarin birinci ve ikinci grubundaki GSH diizeylerindeki diisiis ¢ok belirgin
olmasina karsin iicilincii grup baliklarda bu diisiisiin ikinci gruba gére daha az oldugu

goriilmektedir.

4.6. Kaspaz-3 aktivitesi sonuglari

Sekil 4.6. incelendiginde baliklarin beyin dokusundaki Kaspaz-3 diizeyinin

kontrol grubundaki baliklara gore artis oldugu gozlenmistir. Calismamizdaki
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bulgularda arsenik uygulamasi sonrasi baliklarin beyin dokusundaki Kaspaz-3
diizeyindeki artis birinci ve ikinci grup baliklarda az miktarda oldugu goriiliirken,
ticiincli grup baliklarda bu artisin daha yiiksek oranda oldugu goriilmiistiir. Uygulama

gruplarindaki bu artis istatiksel olarak anlamli bulunmustur.

Kaspaz-3 (ng/ml)

ab

Kontrol grubu Arsenik 1. grup Arsenik 2. grup Arsenik 3. grup

Sekil 4.6. Gokkusagi alabaligr beyin dokusundaki Kaspaz-3 aktivite diizeylerinin

degisimi.

4.7. MDA aktivitesi sonuglari

Sekil 4.7. incelendiginde baliklarin beyin dokusundaki MDA diizeylerinde
belirgin bir artis oldugu goriilmektedir. Calismamizda uygulama yapilan her ii¢ grup
baliklarin beyin dokusundaki MDA diizeylerininde dogrusal olarak bir artis

gorildiiglinden elde edilen veriler istatiksel olarak anlamli bulunmustur
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MDA (nmol/g)

1,4 ~

1,2 A b
ab

0,8 -

O T T T 1
Kontrol grubu Arsenik 1. grup Arsenik 2. grup Arsenik 3. grup

Sekil 4.7. Gokkusagr alabaligi beyin dokusundaki MDA aktivite diizeylerinin

degisimi.

4.8. AChE enzim aktivitesi sonug¢lari

AChE(EU/mg)

0,16 -

0,14 -

0,12 A

0,1 -

Q

0,08 -
0,06 -
0,04 A
0,02 -

Kontrol grubu Arsenik 1. grup Arsenik 2. grup Arsenik 3. grup

Sekil 4.8. Gokkusagi alabaligi beyin dokusundaki AChE aktivite diizeylerinin

degisimi.
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Sekil 4.8. incelendiginde baliklarin beyin dokusundaki AChE diizeyinde
uygulama sonrasi birinci ve {igiincii grup baliklarda belirgin bir diisiis gozlenirken
ikinci grup baliklardaki diisiis birinci grup baliklara gore daha az oldugu goriilmiistiir.

Beyin dokusundaki AChE diizeylerindeki bu azalma anlamli bulunmustur.

4.9. Katalaz enzim aktivitesi sonuglari

CAT (Ul/ml)

ab ab

Kontrol grubu Arsenik 1. grup Arsenik 2. grup Arsenik 3. grup

Sekil 4.9. Gokkusag alabalig1 beyin dokusundaki CAT aktivite diizeylerinin degisimi.

Sekil 4.9. incelendiginde arsenige maruz kalan baliklarin beyin dokusundaki
CAT diizeyinin arsenige maruz kalmayan grubuptaki baliklara gore diisiis oldugu
gozlenmistir. Uygulama yapilan baliklarin birinci ve li¢lincii grupta bulunanlarda bu

diisiis cok belirgin iken ikinci grup baliklarda bu diisiis daha az olmustur.

4.10. Glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi sonuglari

Sekil 4.10. incelendiginde arsenik uygulanmis baliklarin beyin dokusundaki

GSH-Px diizeyinin kontrol grubundaki baliklara gore diisiis oldugu gozlenmistir.
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GSH-Px diizeylerinde her ii¢ grupta da ¢ok belirgin olan bu diisiis istatiksel olarak

anlamli bulunmustur.

GSH-Px (U/mg)

bc

O T T T T
Kontrol grubu Arsenik 1. grup Arsenik 2. grup Arsenik 3. grup

Sekil 4.10. Gokkusagi alabaligr beyin dokusundaki GSH-Px aktivite diizeylerinin

degisimi.

4.11. Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi sonuclari

SOD (U/g Prot.)

bc

b
30 - = ~

25 A

20 A
15 A
10 A

0 T T T T
Kontrol grubu  Arsenik 1. grup  Arsenik 2. grup  Arsenik 3. grup

Sekil 4.11. Gokkusagr alabaligi beyin dokusundaki SOD aktivite diizeylerinin

degisimi.
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Sekil 4.11. incelendiginde arsenik uygulanmig baliklarin beyin dokusundaki
SOD diizeyinde kontrol grubundaki baliklara gore her li¢ grupta da belirgin diisiis

oldugu saptanmis olup bu diisiis anlamli bulunmustur.

4.12. 8OHAG diizeyi sonug¢lar:

8-OHdG (ng/ml)

3,5 1

2,5 1

15 -~

0 T T T T
Kontrol grubu Arsenik 1. grup Arsenik 2. grup  Arsenik 3. grup

Sekil 4.12. Gokkusagi alabaligi beyin dokusundaki 8-OHdAG aktivite diizeylerinin

degisimi.

Sekil 4.12. incelendiginde arsenik wuygulanan balik gruplarinin beyin
dokularindaki 8-OHdG diizeylerinde kontrol grubuna goére belirgin bir artis
goriilmektedir. Her uygulama grubunda goriilen bu artig istatiksel olarak anlamli

bulunmustur.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alisma ile arsenige maruz kalmis yavru alabaliklarin (Oncorhynchus
mykiss) beyin dokusundaki antioksidan enzimlerin ve bazi parametrelerin degisimleri
(NF-kB, TNF-a, IL-6, NRF-2, Kaspaz-3, MDA, GSH, AChE, CAT, GSH-Px, SOD,
MDA ve 8-OHdG) incelenerek elde edilen veriler degerlendirilmistir.

Arsenik, kronik alimda sistein igeren protein bakiminda zengin olan sag, tirnak
ve ciltte birikir. Bu birikimin en fazlasi cigerde gerceklesir. Yapilan ¢aligmalarda igme
sularimizda yiliksek miktarda arsenigin bulunmasinin ciger, bobrek, dalak ve cilt
kanserine yakalanma riskinin artti§1 goriilmiistiir. Ayni zamanda viicuda alinan
arsenigin sinir sitemini etkileyerek viicutta salgilanan hormonlarin salgilanma
diizeyini bozdugu saptanmistir (Lenoble ve ark., 2002). Arsenik Diinya iizerinde en
fazla bulunan elementlerden biridir. Metaloid olarak adlandirilan arsenik birgcok
endiistride hammadde olarak kullanilir. Basta insan olmak {izere bir¢cok canli
organizmay1 olumsuz yonde etkiler. Ozellikler yeralt: sularina karisan arsenik ¢ok
ciddi saglik sorunlarina neden olabilmektedir (Baskan ve Pala, 2009).

Deney hayvanlari ile yapilan ¢ogu ¢alisma, serbest radikallerin hayvandaki
hiicreler tizerindeki toksik etkisini ve antioksidan enzimlerin bu etkiler iizerinde
pozitif yondeki iyilestirici etkilerini gostermistir (Li ve ark., 2011).

Li ve arkadaglarinin yaptigt bir c¢alismada yilanbast baligina kursun
uygulamasi yapilmig ve baliklarin karaciger, solungag, bobrek, bagirsak ve kas
dokularinda kaspaz-3, TNF-a, NF-kB ve IL-6 diizeylerinde ciddi oranda artis oldugu
gorilmiistiir (Li ve ark., 2021). Ayrica Cheng ve arkadaglainin yapmis oldugu bir
calismada camur yengeci farkli konsantrasyonlarda kadminyuma maruz birakilmstir.
Yengeclerin uygulamadan 48 saat sonra pankreas dokulari incelendiginde olusan
oksidatif stres kaynakli olarak NRF-2 diizeylerinde onemli 6l¢iide artis oldugu
goriilmiistiir (Cheng ve ark., 2022). Yaptigimiz ¢aligmada arsenik uygulamasi yapilan
baliklarin beyin dokusundaki TNF-a, IL-6, NRF-2 ve NF-kB diizeylerindeki artis bu
calisma ile uyumlu sonu¢ vermis oldugunu gordiik. TNF-a ve IL-6 gibi sitokinler
inflamasyon ve oksidatif stres aninda tepki gostererek patojenlerin yok edilmesi amaci
ile bagisiklik sistemini harekete gecirdigi bilinmektedir. Hiicrede olusan oksidatif

strese karst savunma sistemlerinin ana belirleyicisi olan Nrf2/Keapl sinyal yolagi,
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hasar gormiis makro molekiillerin hasarmin giderilmesi veya tamamen yok
edilmesinde aktif rol oynayan cesitli hiicre koruyan protein aglarina ait gen
ekspresyonlarin1 diizenleyerek, hiicrenin oksidatif stres altinda hayatta kalmasini
saglayan en onemli etmenlerden biridir (Dinkova ve Kostov, 2012). NF-kB, bagisiklik
ve yangi ve iltihaplanma yanitlarini da igeren ¢cogu gen i¢in regiilator olarak onemli
bir rol iistlenir. Bunun i¢in NF-kB’nin dogal ve sonradan kazanilmis immiin yanitlarda
cok Onemli diizenleyici etmen olabilecegi diistiniilmektedir (Qiu ve ark., 2020).
Baliklarin arsenige maruz kalmasi ile olusan oksidatif strese karsi kalkan olmak ve
makro molekiillerin hasarin1 gidermek veya tamamen yok etmek amaci ile NRF-2 ve
NF-kB diizeylerinin arttigi goriilmistiir.

Civa (II) kloriire maruz kalan gokkusagi alabaliklarinin beyin dokularinda
MDA ve 8-OHdG seviyeleri yiikselmis, beyin dokusunda oksidatif stres olustugu
anlagilmistir (Taysi, 2019). Ayrica agir metale maruz kalan pasifik kirmizi
baliklarinda oksidatif stresin arttig1 ve apoptoz yolaklarindaki kaspaz-2, kaspaz-3 ve
kaspaz-7 aktivitelerinde artis oldugu gozlenmistir (Becerril ve ark., 2019). Arsenik
uygulamasi yaptigimiz caligmada baliklarin beyin dokusunda MDA ve 8-OHdG
seviyelerindeki belirgin bir artis goriilmiistiir. Yaptigimiz ¢alismanin sonuglarinin
yukarida belirtilen iki ¢alisma ile uyum igerisinde oldugu goriilmektedir. Ayrica
calismamizda arsenik uygulamasi sonrasi baliklarin beyin dokularinda kaspaz-3
diizeylerinin arttig1 da goriilmiistiir. Apoptoz yolaginin baglatic1 kaspazi olan kaspaz-
3’lin olusan oksidatif stres sonucu hasar goren hiicrelerde bu hasar1 gidermek i¢in
diizeylerinin arttigi diisiiniilmektedir. Calismamiz Becerril ve arkadaslariin (2019)
yaptig1 ¢alisma ile benzer sonuglar gostermistir.

Serdar ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢aligmada farkli Pb konsantrasyonlarina
(10png, 20pg, 30pg) maruz birakilan Gammarus pulex bireylerinde tiim
konsantrasyonlarda GPx ve CAT enzim aktivitelerinin 6nemli derecede azalma
meydana gelmistir. SOD enzim aktivitesinde 1. ve 3. grup bireylerde fazla degisim
gozlenmezken 2. grup bireylerde enzim aktivitesinde fark edilir bir diisiis oldugu
goriilmiistiir. Bunun nedeninin enzim molekiillerinin aktif bdlgelerindeki -SH
gruplarina metal baglanmasi oldugu diisiiniilmektedir (Serdar ve ark., 2019).

Calismamizda her {i¢ enzim aktivitesinin de yukar1 caligmaya benzer sekilde diistiigii
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goriilmiistiir. SOD, CAT ve GPx enzimlerinin aktivitelerinin diisiis sebebi, arsenik
maruziyeti sonrasi artan serbest radikal olusumu olabilir.

Suwanprasert ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢alismada afrika yayin baliklarina
2, 4 ve 6 ay boyunca kadminyum uygulanmis ve uygulama sonucunda baligin karaciger
ve bobrek dokularinda AChE aktivitesi degerlendirilmistir. Uygulama sonucunda
kadminyuma maruz kalmig baliklarin dokularinda kontrol grubuna gore belirgin bir
diisiis oldugu bulunmustur (Suwanprasert ve ark., 2020). Arsenik uygulamasi ile ilgili
yaptigimiz  ¢alismada yukaridaki caligmaya benzer sekilde baliklarin beyin
dokularindaki AChE diizeylerinde belirgin bir diislis oldugu saptanmistir. Bu diisiis
istatiksel olarak anlamli bulunmustur. Oksidatif stres altinda artan siiperoksit radikali
neticesinde olusan toksit etki AChE enzim inhibisyonu ile sonuglanabilir. Arsenik
AChE enziminin yapisin1 bozup katalitik bolgelere baglanmasini engellemis olabilir.
Enzimin yapisinin bozulmasi da ndrotoksisiteye sebebiyet verebilir.

Fatima ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢calismada agir metale maruz kaldigi bilinen
baliklarin ¢esitli dokular1 incelendiginde dokularinda GSH diizeylerinin referans
baliklara gore belirgin bir diisiis oldugu gézlenmistir (Fatima ve ark., 2015). Yaptigimiz
calismada yukaridaki caligmaya benzer sekilde baliklarin beyin dokularindaki GSH
diizeylerinin diistiigiinii gérmekteyiz. Hiicre koruma goérevini yerine getiren GSH,
arsenik kaynakli olarak olusan oksidatif strese bagli olarak seviyesinde diisiis
gerceklesmis olabilir.

Yapilan bu arastirma sonucuna gore; canlilarin yagsam alanlarinin agir metal ile
kirletilmesi ve oOzellikle uzun siire maruziyeti sonucu canli dokularinda arsenik
birikimi ve bunun sonucu olarakda oksidatif stres meydana geldigi goriilmistiir. Bu
oksidatif stresin kaynagi olan serbest radikallerin dokuda birikmesiyle antioksidan
enzimlerin ve sitokinlerin bazilarmm diizeylerinin arttigi, lipit peroksidasyonunun
gostergesi olan MDA ve DNA hasarmin bir gostergesi olan 8-OHdG diizeylerinin de
artigr gozlenmistir. Dokularinda arsenik birikimi olan ayvru alabaliklarin hem
gelisimi siireci olumsuz etkilenmekte hem de agir metal birikimi olan baliklarin
tilketilmesi, canlilarin organizmalarda toksisiteye sebep olmaktadir. Bu sebeple
alabalik tiretimi yapan ciftliklerin sularinin belli periyotlar ile su analizi yaparak suda
agir metallerin giderimi yapilmalidir. Ayrica arsenigin model organizma {iizerinde

olumsuz etkileri gozlenerek tiim canlilarin arsenige maruziyetinin engellenmeye
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calisilmasi gerektigi tespit edilmistir. Bu tez ¢aligmasi, an1 zamanda arsenik toksisitesi
icin daha sonra yapilabilecek ileri diizeydeki arastirma ¢aligmalari igin kaynak teskil

etmektedir.
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