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OZET

PALAMUT (Sarda sarda) BALIGINDA PARAOKSONAZ ENZiM
AKTIVITESINE (E.C.3.1.8.1.) BAZI GECiS METAL iYONLARININ (Mn*2,
Co*2, Fe*?) ETKISI
Amag: Paraoksonaz (PON) enzimi HDL ile iliskili, detoksifikasyon ve antioksidan
aktiviteye sahip olan metabolizma i¢in onemli bir karaciger enzimidir. Su kirliligine
sebep olan ge¢is metallerinin beslenme ile su ortamindan baliklara gegerek kas ve
karacigerlerinde birikmesi enzim aktivitelerini olumsuz etkilemektedir. Bu baglamda
yapilan bu arastirma ile palamut (Sarda sarda) baliginin kas dokusunda PON enzimine
mangan (Mn*?), kobalt (Co*?) ve demir (Fe*?) gegis metal iyonlarmm etkilerinin

belirlenmesi amaglanmastir.

Materyal ve Metot: Arastirmada palamut (S. sarda) baliginin sezon mevsimi olan ekim
aymda Samsun bolgesi denizinden temin edilen 25 adet palamut balig1 soguk zincir ile
labortuvar ortamina getirilerek palamut baliklariin kas dokulari kullanilmistir. Mn, Co
ve Fe gecis metallerinin MnCl,, CoCl, ve FeCl; olarak ¢ozeltileri hazirlanmistir. Olgiim
yapilirken gegis metal iyonlarinin ¢ozeltilerinden farkli hacimlerde alinarak PON enzim
aktivitesi tayin edilmistir.

Bulgular: Elde edilen veriler sonucunda mangan, kobalt ve demir gecis metal iyonlarinin
enzim aktiviteleri hesaplanarak yiizde aktivite grafikleri cizilmistir. Mn*2, Co*? ve Fe*?
gecis metal iyonlarinin palamut (S. sarda) baligindaki PON enzim aktivitesini azalttigi
belirlenmistir. Bunun yani1 sira MnClz, CoCl2 ve FeCl; ¢ozeltilerinin 10 pL, 20 pL, 30 uL,
40 puL ve 50 pL igeren farkli derisimlerinin PON enzim aktivitesi tizerinde etkisinin
istatistiksel olarak ortaya konmasi icin tek yonlii varyans analizi (One-Way Anova)
yapilmistir. Her bir ¢6zeltinin farkli derisimlerinin PON enzim aktivitesi tizerine
etkilerinin istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermedigi sonucuna ulasilmigtir
(p>0,05).

Sonug: Mn*2, Co*2 ve Fe*2 gecis metal iyonlarmin PON enzim aktivitesini azalttig: tespit
edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Demir (Fe); Gegis metal iyonu; Kobalt (Co); Mangan (Mn);
Palamut (Sarda sarda); Paraoksonaz (PON)

Cizdem KIRSULEYMANOGLU, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi- Samsun, Haziran-2020



ABSTRACT

THE EFFECT of SOME TRANSITION METAL IONS (Mn*?, Co*?, Fe*?) on THE
PARAOXONASE ENZYM ACTIVITY (E.C.3.1.8.1.) in PALAMUT (Sarda sarda)
FISH

Aim: The paraoxonase (PON) enzyme is an important liver enzyme for metabolism
associated with HDL, with detoxification and antioxidant activity. The transition metals
that cause water pollution passes from the aquatic environment to the fish and accumulate
in the muscles and livers negatively affect the enzyme activities. In this context, it was
aimed to determine the effects of metal ion (Mn*2), cobalt (Co*?) and iron (Fe*?) transition
to PON enzyme in muscle tissue of bonito (Sarda sarda) fish.

Material and Method: In the research, 25 bonito fish obtained from the Samsun region
sea in October, which is the season season of bonito (S. sarda) fish, were brought to the
laboratory environment and the muscle tissues of bonito fish were used. Solutions of Mn,
Co and Fe transition metals as MnCl, CoCl; and FeCl. were prepared. While measuring,
PON enzyme activity was determined by taking different volumes of transition metal ions
from solutions.

Results: As a result of the data obtained, enzyme activities of manganese, cobalt and iron
transition metal ions were calculated and percentage activity graphs were drawn. When
the graphs were examined, it was determined that Mn*2, Co*? and Fe*? transition metal
ions reduce the PON enzyme activity in bonito (S. sarda) fish. In addition, one-way
analysis of variance (One-Way Anova) was performed to statistically demonstrate the
effect of different concentrations of MnClz, CoCl. and FeCl2 solutions on PON enzyme
activity, including 10 pL, 20 pL, 30 pL, 40 pL and 50 pL. It was concluded that the
effects of different concentrations of each solution on PON enzyme activity did not show
a statistically significant difference (p> 0,05).

Conclusion: It has been determined that Mn*2, Co*2 and Fe*? transition metal ions reduce
paraoxonase enzyme activity.

Keywords: Bonito (Sarda sarda); Cobalt (Co); iron (Fe); Mangan (Mn); Paraoxonase

(PON); Transition metal ion

Cigdem KIRSULEYMANOGLU, Master Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, June-2020
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Ni - Nikel
NacCl :Tuz
NADPH : Niikotinamid Adenin Diniikleotit Fosfat

PON : Paraoksonaz enzimi
pH : Power of hydrogen
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1.GIRIS

Glikoprotein yapisinda olan paraoksonaz (PON), hem arilesteraz (E.C.3.1.1.2)
hem de paraoksonaz (E.C.3.1.8.1) aktivitesine sahip, kalsiyum (Ca*?) bagimli bir ester
hidrolazdir (Durrington ve ark., 2001). Parathion bilesiginin katabolik iiriinii sonucu
olusan paraokson, basta sinir uyarilarinin iletiminde 6nemli rol oynayan asetilkolin
esteraz ve bazi enzimleri inhibe etmektedir. Ancak organizma bu etkilerin bir ¢oguna
kars1 savunma sistemleri olusturmustur. Bunlardan bir tanesi de PON enzimidir. Bu
enzim paraoksani hidroliz ederek onun zararl etkilerini ortadan kaldirmaktadir (Costa ve
ark., 1999; La Du ve ark., 1999). PON enzimi yapisina bagli bulunan HDL sayesinde
LDL’lerdeki lipid oksidasyonunu sinirlandirarak antioksidan bir 6zellik gosterir. Bu
sebeple paraoksonaz enzim hiicreleri oksidatif strese karsi korur ve hiicresel antioksidan
olarak gorev yapar (Elena ve ark., 2006). Ayrica PON bazi aktif, ndrotoksik organofosfat
(OP) insektisidlerinin ve kimyasal gazlarinin detoksifikasyonu igin insan ve hayvan
serumunda bulunan kritik bir enzimdir (Brophy ve ark., 2001). PON’un primer fizyolojik
rolii heniliz tam olarak belirlenememesine karst bocek ilact ve sinir gazi yapiminda
kullanilan OP bilesiklerinin hidrolizini katalizlemektedir. Bu sebeple de toksikolojik
caligmalar ve in vivo ksenobiyotik metabolizmasi agisindan 6nem tagimaktadir (Baskol
ve Kose, 2004). Ozellikle tarimda kullanilan OP’I1 pestisitleren kolay etkilenebilecek
hayvanlarda yiiksek seviyelerde bulunmustur. S6z konusu enzim; balik, kurbaga, kdpek,
sigan, koyun, fare gibi organizmalarda arastirilmis ve enziminin yapisal, kinetik
ozellikleri tespit edilmistir (Furlong ve ark., 1991; Chemnitus ve ark., 1983).

Cevre sorunlart insan ve hayvan saghgmi tehdit eden tehlikelerin baginda
gelmektedir. Sucul ortamlarin Kirlenerek tiikkenmesi ekonomik, ekolojik ve sosyolojik
acidan ciddi sorunlarin olusmasina sebep olmaktadir. Bu sorunlar, besin maddesi
iretiminin azalmasi ve sucul ortamlardaki ekolojik dengenin bozularak hastaliklarin
artmasi seklinde siralanabilmektedir (Kose ve Uysal, 2008). Endiistriyel atiklar ve bazi
pestisitler icerisinde yer alan ve sulari kirleten en 6nemli inorganik faktorlerin basinda
agir metaller gelmektedir. Bu metaller desarj edildikleri ortamda uzun siire kalabilmeleri,
sucul canlilarda zehirli etkiler meydana getirmeleri ve besin zincirinde birikim yaparak
insan sagligini tehdit etmeleri sebebiyle 6nem tagimaktadir. Normal sartlarda sucul
ortamlarda belli derisimlerde denge halinde bulunan agir metaller, kentsel ve endiistriyel

bolgelerde daha yogun olmak iizere sedimentte birikirek biota tarafindan absorbe



edilmektedir. Bu kirleticileri sedimentler uzun siire biinyesinde muhafaza eder (Wildi ve
ark., 2004). Cogu organik kirleticiler gibi agir metaller biyolojik olarak indirgenemez. Bu
nedenle organik ve inorganik maddelerle kimyasal bilesikler, kompleks yapilar seklinde
absorbe edilerek zamanla deniz diplerinde birikmekte ve uzun yillar deniz diplerinde
bagl kalmaktadir (Shrivastava ve ark., 2003). Sedimentler agir metallerle kirlenerek
sucul ekosistemlerin saghgini tehdit etmekte ve biiyiik bir stres kaynagina sebep
olmaktadir. Biriken bu metaller sedimentin iginde ve {izerinde yer alan su canlilar igin
biiyiik bir risk faktorii olusturmaktadir (Delvalls ve ark., 1998).

Canlilarda besin zincirinde alt basamaktaki biriken metaller, bir {ist basamaktaki
canlilara gegebilir ve zehirli etkilerini ortaya ¢ikarabilir. Baliklar da besin zinciri yoluyla
alt basamaktaki canlilarda bulunan bu agir metalleri biinyelerine almaktadir (Aksun,
1986). Agir metal kirliligi sadece sucul canlilar i¢in degil, insan sagligin1 da olumsuz
etkilemektedir. Esansiyel elementlerden olan demir, bakir, ¢inko ve mangan gibi metaller
canlilarda 6nemli rol oynarlar. Ayrica esansiyel elementler de asir1 miktarlarda
alindiginda canlilarda zehirli etki olusturabilmektedir (Tiirkmen ve Ciminli, 2007).

Demir (Fe), molibden (Mo), kobalt (Co), mangan (Mn), ¢inko (Zn), bakir (Cu)
ve krom (Cr) gibi elementler diisiik derisimlerde esansiyel ancak yiiksek derisimlerde
zehirli etki gosterirler (Agcasulu, 2007). Bu zehirliligi etkileyen faktorler, canlinin tireme
zamanina, tlirline ve su ortamina baghdir. Ayn1 zamanda 151k, 1s1, tuzluluk gibi fiziksel
degiskenleri ve metalin cinsine gore de degisim gostermektedir (Bryan, 1976).

Agir metal birikiminin arastirilmasi son zamanlarda hiz kazanmisir. Baliklarin,
saglikli ve dengeli beslenmesi, insan agisindan 6nemlidir. Bu nedenle sucul ortamlardaki
baliklarda artan agir metal kirliliklerinin ne derece arttiginin ve artisa neden olan
etkenlerin arastirilmasi, hem balik hem de insan sagligi igin ¢ok 6nemli goriilmektedir
(Agcasulu, 2007). Bunun bir sonucu olarak da baliklarin iginde bulundugu sucul
organizmalar metallerin artan derisimlerinin etkisinde kalir. Protein kaynagi olarak
tiiketilen baliklarin doku ve organlarinda artan metal birikimi zehirli etki yaparak insan
saghigmni ve paraoksonaz enziminin aktivitesini olumsuz etkiler. Bu arastirmada da
palamut (S. sarda) balig1 kas dokusu tizerindeki paraoksonaz enzimi aktivitesine demir
(Fe*?), mangan (Mn*?) ve kobalt (Co*?) gegis metal iyonlarmin etkisi arastirilmis ve
enzimin yapmis oldugu antioksidan seviyesinin tespit edilebilmesi igin kas dokusu

tizerindeki toplam oksidan ve toplam antioksidan kapasite seviyeleri belirlenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Paraoksonaz Enzimi

PON enzimi, bir ester hidrolazdir ve iki farkli ester hidrolaz akivitesine sahiptir.
Bunlardan biri arilesteraz digeri de fosfinik asit ve fosforik esterlerini hidroliz
aktivitesidir. Bu aktivitelerden dolay1 iki numaraya (E.C.3.1.1.2. ve E.C.3.1.8.1.) sahiptir
ve enzim paraokson, metil paraokson, klor metil paraoksona yiiksek derecede segicilik
gostermesi sebebi ile paraoksonaz olarak isimlendirilmisir. Paraoksonazin diger isimleri;
organofosfor6z hidrolaz, fosfotriesteraz, organofosfat hidrolaz, A-esteraz, organofosfat
esteraz, paraokson esteraz, paraoksan hidrolaz, organofosfordz asit anhidraz ve
pirimifosmetilokson esterazdir (Erdem, 2004). Paraoksonun kimyasal yapist Sekil 1°de

verilmigtir.
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Sekil 1. Paraoksonun kimyasal yapisi (O, O-dietil-O-p-nitrofenil fosfat) (Mackness ve ark., 1998)

2.1.1. Paraoksonaz Enziminin Tarihgesi
PON, 1953 yilinda ilk olarak Aldridge W.N. tarafindan propiyonat, butirat ve p-

nitrofenil asetat1 hidroliz eden A-esteraz olarak tespit edilmistir. Uriel tarafindan insan
serumunda PON enzimi, 1961 wyilinda ilk kez elektroforez sonrast HDL
immunopresipitatlarinda saptanmistir (Uriel, 1961). PON aktivitesinden sorumlu genin
bir multigen ailesinin iiyesi oldugu ise 1996 yilinda tespit edilmistir ve PON enzimi
sirastyla PON1, PON2 ve PON3 olarak adlandirilmigtir (Main, 1956). PON1 enzimi
bobrek, Karaciger, bagirsak gibi dokulara genis ¢apta yayilmistir (Liang ve ark., 2003).
Serumda HDL’ye bagli olarak bulunan PON3 enzimi, PON1’¢ benzer sekilde ¢ogunlukta
karacigerden sentezlenmektedir (Rodrigo ve ark., 1999). Diger iiyelerden farkli olarak
PON2 ise plazmada bulunmamaktadir. Ancak testis, bobrek, beyin ve karaciger gibi
pek¢ok dokuda sentezlenmektedir (Bastos, 1998). Daha sonra yapilan galismalarda, PON
enziminin sadece insan serumunda degil hayvanlarda da farkli oranlarda oldugu

belirlenmistir (Furlong ve ark., 1991; Chemnitus ve ark., 1983).



2.1.2. Paraoksonaz Enziminin Yapis1
Amino asit bilesimi incelenen PON enziminin, 19sin igerigi yiiksek olmasina

ragmen, “kringle” yapisina sahip olacak kadar sistein igermedigi goriilmektedir. Bununla
birlikte, 42, 284 ve 353. konumlarinda bulunan sistein artiklarinin, PON’un fonksiyonel
ve yapisal Ozelliklerine katki sagladigi soylenmektedir. Tek disiilfid bagi, protein
yapisinda bulurak polipeptid zincirinin siklik yapida olmasina sebep olmaktadir (Baskol

ve Kose, 2004). Insan serum paraoksonaz enziminin yapist Sekil 2°de verilmistir.

Arg veya Gin
192

an
CJ

Karbonhidrat
G

Met veya Leu

Sekil 2. Insan serum paraoksonaz enziminin yapisi (Aviram ve ark., 1996)

Karacigerde sentezlendikten sonra dolagima verilen PON’un HDL ’nin yapisinda
bulundugu bilinmektedir. PON enzimi, hidrofobik N-terminal bdlgesi yardimiyla, HDL
lipidlerine kolaylikla baglanabilmektedir. PON enzimini baglayan HDL nin alt birimleri,
klusterin (Apo J) ve Apolipoprotein AL(Apo Al) proteinlerini de igerdiginden, Apo J ve
Apo Al’nin baglanmasinda énemli rol aldig: diistiniilmektedir (Baskol ve Kose, 2004).

PON enzim yapist 6 yaprakli beta tabakasi igermektedir. Her bir yaprak 4 beta
tabakasi igerir. Yapi ve Kkatalitik aktivitesinin korunmasi sebebiyle gerekli olan iki
kalsiyum (Ca) atomu PON enziminin merkez kisminda bulunur. Ca atomlarindan biri

yapisal olup yapidan uzaklastirilmasi denatiirasyona sebep olurken digeri ise katalitik



etkinlikte gorev alan Ca*? atomudur (Harel ve ark., 2004). Paraoksonaz enziminin iig

boyutlu yapisinin goriiniimii Sekil 3’te verilmistir.

Sekil 3. Paraoksonaz enziminin ii¢ boyutlu goriintiisii (a) B-kirmal tabakalar ve (b) H1, H2, H3 ile

gosterilen hidrofobik bolgelerin -kirmali tabakalara gore konumu (Harel ve ark., 2004)

PON’un genel yapisina bakildiginda ise 4 adet zincirden meydana geldigi ve 6
adet B-kirmal1 yapisinda oldugu goriilmektedir. 42. ve 353. sistein rezidiileri arasindaki
distilfit kopriisii sonlanarak ii¢ boyutlu yapisini olusturmaktadir. Enzimin yapisinda
goriilen C terminal ile N terminal uglarmin kovalent baglarla baglanmasi, B-kirmali
yapiya sahip olan enzimlerde son derece nadir goriilen bir durumdur (Jawad ve Paoli,
2002). Sekil 3’te de goriildiigii gibi; 7,4 A araliklarla B-kirmali yapilarin ortasinda iKi
(Ca*?) iyonu bulunmaktadir. Bu Ca*? iyonlarindan biri yapisaldir ve uzaklastirilmasi
doniisiimsiiz denatiirasyona neden olmaktadir. Diger Ca*? iyonu ise katalitik etkinlikle
gorev almaktadir. Ayrica 2,1-2,5 A mesafesinde bu Ca* iyonu Asn168, Asn224, Asp269,
Asn270 ve Glu 53’ den olusan 5 adet aminoasit ile etkilesim halindedir (Schaff ve ark.,
2001). PON enzimi protein yapist bulunmus olmasina ragmen PON’u saflagtirmak halen
zor olmaktadir. Bunun sebebi PON’un HDL (ApoAl) ile siki iliskisidir (Marie ve ark.,

1994). Paraoksonazin enzim mekanizmasi Sekil 4’te verilmistir.
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Sekil 4. Paraoksonaz enzim mekanizmasi (Azarsiz ve Sonmez, 2000)

PON enzimi, bir insektisit olan parathionun oksidatif desiilfiirilasyonu ile olusan
paraoksonu hidroliz etmektedir ve bunun sonucunda p-nitrofenol ve dietil hidroksi fosfat
olusumuna sebep olmaktadir. Mikrozomal sitokrom p-450 sistemi, enzim paraokson
olusumunu karaciger ile diger dokularda kataliz etmektedir (Mackness ve ark., 1998; Lee
ve ark., 2001).

355 aminoasit igeren PON enzimi yiiksek oranda 16sin aminoasiti igermektedir
ve enzimin izoelektrik noktas1 5,1°dir. Yapisindaki 284. siradaki 3 sistein aminoasiti
serbest durumdayken, tek disiilfit bagin1 42 ve 353. siradaki sistein rezidiileri yapmustir
(Mackness ve ark., 1996; Sarenson ve ark., 1995).

PON enziminin PON1, PON2 ve PON3 olmak iizere ii¢ formu vardir. PON
proteinleri dokulardaki ekspresyonlarina ve dagilimlarina gore, birbirleri arasinda
farklilik gostermistirler (Carey ve ark., 2005).

PONL1, 7. kromozomun uzun kolu iizerindeki g21.3-q22.1 bdlgesine belirlenmis,
izerinde en ¢ok caligilan, yapist ve fonksiyonlari PON2 ve PON3’e gore en iyi
aydinlatilan izoenzimdir. 354 aminoasit igeren enzim, 43-45 kDa molekiil kiitlesinde olan
bir glikoproteindir (Clendenning, 1996). 4 Farkli konumda proteine bagli olarak bulunan
PONL1 enzimi agirliginin %15,8’ini olusturarak karbohidrat tiniteleri bulundurmaktadir
(La Du ve ark.,1999). PON1 enzimi bobrek, bagirsak, karaciger gibi dokulara genis
olarak yayilmistir (Liang ve ark., 2003). Sistein artiklart PON1’in 42, 284 ve 353.
konumlarda yer alarak yapisal ve fonksiyonel 6zelliklere katki saglamaktadir. Polipeptid
zincirinin siklik yapida olmasma protein yapisinda bulunan tek disiilfid bas1 sebep
olmaktadir (La Du ve ark.,1999).



PON2, kromozom 7 21.3-22.1 iizerinde bulunan PON gen ailesinin ikinci
tiyesidir. Enzim yaklasik 44 kDa molekiil kiitlesinde, hiicre i¢i yerlesimli biiyiik bir
proteindir (Roest, 2008). PON2 serumda bulunmaz; atar damar makrofaj hiicreleri, gesitli
doku ve hiicrelerde bulunmaktadir (Shiner ve ark., 2006; Fuhrman ve ark., 2008). Bobrek,
plasenta, testis, karaciger ve Kkalpte yiiksek oranda eksprese olur. Lipit
metabolizmasindaki bazi 6nemli enzimlerin (lipoprotein lipaz, hepatik lipaz gibi)
aktiviteleri tizerine etkilidir (Roest, 2008). PON2’nin fizyolojik fonksiyonlar1 az
bilinmesine ragmen, hiicresel diizeyde antioksidan etkisi oldugu ileri stiriilmektedir
(Draganov ve Teilber, 2008; Deakin ve James, 2004). Intraselliiler oksidatif streste
PON2’nin, siiper oksit anyonunun birikimini engellemesiyle birlikte koruyucu etki
gosterdigi diistiniilmektedir (Ates ve ark; 2009; Aviram ve Rosenblat., 2004). PON2,
hiicreleri oksidatif stresten korur ve hiicresel antioksidant olarak gorev yapar. Bununla
birlikte PON2 nin mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir (Liang ve ark., 2003).
Fizyolojik ve patofizyolojik rolii ile ilgili heniiz ¢ok az bilgi bulunan PON2 enziminin
son donemde 6zellikle antioksidan 6zellikleriyle ilgili yayinlar bulunmaktadir (Rosenblat
ve ark., 2003).

PON3, 7. kromozom iizerinde, PON1 ve PON2’nin arasinda yerlesim gosteren,
molekiil kiitlesi yaklasik 40 kDa olan bir proteindir. Diger izoenzimlere gore PON3, son
zamanlarda tanimlanmis olup 6zellikleri en az bilinen proteindir. PON3 de PON1 gibi
karacigerde sentezlendikten sonra kana salmirak ve HDL’ye baglanir. PON3 de diger
izoenzimler gibi antioksidan ozelliklere sahip bir enzimdir ve okside LDL’nin sebep
oldugu monosit kemotaksisini inhibe etmektedir (Janka ve ark, 2002; Mackness ve ark,
2004). PON3 cok az arilesteraz aktivitesi gosterirken paraoksonaz aktivitesine sahip
olmadigi ileri siiriilmektedir (La Du, 2001; Sanghera ve ark, 2008).

2.1.3. Paraoksonaz Gen Polimorfizmi
PON aktivite polimorfizminin molekiiler temeli, PON’un kodlanma

bolgesindeki iki amino asitin kendiliginden meydana gelen mutasyonlarla yer
degistirmesi ile dogrudan iliskilidir. Kodlanma bolgesinin 192. kodonunda glutaminden
(Q) arjinine (R) olan degisim bu mutasyonlardan birincisidir (Humbert ve ark.,1993).
Kodlanma bolgesindeki ikinci degisim ise 55. pozisyonda losinden (L) metiyonine (M)
meydana gelen degisimdir. PON’un aktivitesi tizerinde serumdaki protein seviyesi daha

cok etkili olurken mutasyonun etkisinin daha az oldugu tespit edilmistir. PON enziminin



Q alleline gore paraoksan hidroliz aktivitesi R allelinin kodlandig1 bélgedeki proteininden
sekiz kat daha yiiksektir (Azarsiz ve Sonmez, 2000). Ayrica PON, yiikseltgenmis HDL
ve LDL’nin metabolize edilmesinde Q formu R formundan daha etkili olmustur (Aviram
ve ark., 2000). Serum protein derisimlerini bu genetik polimorfizm de etkilemektedir.
Homozigot Q bireylere gére homozigot R bireyler daha yiiksek enzim derisimlerine
sahiptir (Mackness ve ark., 1996). Farkli popiilasyonlardaki polimorfik dagilim, bireyler
arasinda tiir ici ¢esitlilige neden olmaktadir (Aynacioglu ve ark., 1999). Kalitatif ve
kantitatif olarak PON allozimlerinin farkli olduklarinin kesfiyle fenotipleme metodlari
gelistirilmistir. 1983’te Eckerson tarafindan ilk kez iki izoenzimin tuz ve pH’a farkli
cevaplarimni temel alarak iki fenotip tanimlanmistir (Eckerson ve ark., 1983). Paraoksana
karst homozigot R allozim (RR), tuz (NaCl) varliginda daha yiiksek enzim aktivitesi
gostermektedir (Brophy ve ark., 2001; James ve Deakin, 2004). Paraoksonaz enzimi gen

polimorfizmleri Sekil 5’te verilmistir.
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Sekil 5. Paraoksonaz enzimi gen polimorfizmleri (Azarsiz ve S6nmez, 2000)

PON’un kodlanma bolgesinde PONQ/R192 ve M/L55 polimorfizmleri
bulunmaktadir. Bu polimorfizmlerin yanisira promoter bolgesinde de en az bes adet daha
belirlenmistir. Bunlar -107/-108 (C/T), -126 (C/G), -160/-162 (A/G), -824/-832 (A/G) ve
-907/-909 (C/G) promoter bolgelerinde bulunmaktadir (Sekil 5.) (Brophy ve ark., 2001;



James ve Deakin, 2004). PON genindeki promoter polimorfizmlerinin, enzimlerin serum
diizeyleri ve gen expresyonu iizerinde giiglii bir etkiye sahip oldugu bulunmustur (Leviev
ve James, 2000; Liang ve ark.,2003). Hep G2 hiicrelerindeki lusiferaz geninde yapilan
calismalarda; promoter igersindeki GACC polimorfizmleri -909, -832, -162, ve -108
pozisyonlarinda CG GT’ye gore iki kat daha aktiftir (Leviev ve James, 2000). -107T, -
824G ve -907G polimorfizmleri en yiiksek derisim ve aktivite gosteren polimorfizmlerdir
ve -107T polimorfizmi, PON gen expresyonu tizerinde dominant etkiye sahiptir (Leviev,
2000; Liang ve ark., 2003). Promoter aktivitesi i¢ersindeki bu varyasyonlar, serum PON
derisimi ve aktivitesi icersindeki anlamli fakliliklarla iligski halindedir (Leviev ve James,
2000). Aym1 zamanda promoter polimorfizmleri, PON 14 geninin 3 okunmayan
bolgesinde ortaya ¢ikarilmistir ancak bunlarin 6nemi tam olarak bilinmemektedir (Bropy
ve ark., 2001). iki populasyonun haplotip analizi gostermistirki C (108) T
polimorfizminin serum PON varyasyonunda %23-24 oraninda esas katilimcidir. Ayrica,
az da olsa A (-162) G polimorfizmi de %]1,1 oraninda etki etmektedir (Bropy ve ark.,
2001; Deakin ve ark., 2003).

2.1.4. Paraoksonaz Sentezlenmesi ve Salgilanmasi
Serumdaki PON seviyesini belirleyen en temel faktor karaciger fonksiyonlaridir

ve PON sentezi karaciger tarafindan gergeklesmektedir. Serumdaki PON aktivitesi
kisiden kisiye farkliliklar gosterebilmektedir (Blatter ve ark., 1994). Bu farkliligin sebebi
enzim aktivitesini ve peptit derisimlerini etkileyen PON geninin kodlanma ve promotor
bolgesinde ¢ok fazla oranda polimorfizm gostermesi olmustur. PON’un en Onemli
polimorfizmi serumdaki aktivitesini ve derisimini belirleyen promotor aktivitesi tizerinde
-107 pozisyonundadir (Deakin ve ark., 2003). Karaciger hiicrelerindeki kolesterol
dengesi, PON sentezinde 6nemli olan bir diger faktordiir. Herhangi bir hastalik durumu
karacigerden PON’un sentezlenmesini de etkilemektedir (Feingold ve ark., 1998; Cabana
ve ark., 2003).

PON’nun serumda HDL’ye ya da karacigerde mikrozomlara baglanabilmesi i¢in
karacigerden sentezlendikten sonra, sentez sirasinda N-terminal hidrofobik bdlgesi
olmasi gerekmektedir. Baglanmada ve salgilanmada N-terminal hidrofobik bdlgesi
onemli bir role sahiptir (Hassett ve ark., 1991). Yapilan ¢aligsmalarda insan hepatosit
hiicresi ve hamster ovaryum hiicresine transfer edilen PON’nun, hiicre zarmin dis

yiizeyine sentezlendikten sonra baglandigi gosterilmistir (Deakin ve ark., 2002).



Karacigerde PON’nun sentezlenmesinden sonra ilk olarak mikrozomlara, sonrasinda ise
hiicrenin dis yiizeyine baglandigi diisiiniilmektedir (Kuo ve La Du, 1998). Hiicre zarinin
dis yilizeyinden salinan PON’nun HDL’ye baglanmasi tesadif degildir. Fosfolipit
kompleksi HDL’ye baglanmada 6nemli rol oynamaktadir. HDL’deki fosfolipit igerigi
PON’un hiicreden salinmasi ve HDL’ye baglanmasi i¢in yeterli degildir (Sinan, 2005;
Sorenson ve ark., 1999; Deakin ve ark., 2002).

2.1.5. Paraoksonazin Fonksiyonel Onemi
Paraoksonaz enziminin en iyi bilinen koruyucu fonksiyonu aromatik karboksilik

asit esterleri, OP norotoksinleri ve insektisitleri hidroliz edebilme yetenegidir (Mackness

ve ark., 1996). Organofosfat bilesigi genel formiilii Sekil 6’da verilmistir.

R-R,= Metil, etil, izopropil
X=Degisken grup

Sekil 6. Organofosfat bilesigi genel formiilii (Hughes ve Courage, 2002)

Organfosfat bilesikleri, tarimda pestisit olarak {irin verimini arttirma ve
veteriner ilaglart yapiminda kullanilan fosforik asitlerin triesterleridir. OP’larin etki
mekanizmas1 sinir sistemi igersindeki asetilkolinesteraz (AChE) inhibisyonu ile
iligkilidir. Asetilkolinesteraz merkezi, somatik ve parasempatik sinir sistemindeki
asetilkolinleri ve 6nemli norotransmitterleri hidroliz eden bir enzimdir. Asetil kolinleri
yikan Koliesterazlar paraoksonda potent inhibitoridir ve ardisik olarak néronlarla
uyarilmas: sinaptik bileskelerde asetilkolin birikimine yol agmaktadir. Memelilerde
karacigerdeki detoksifikasyondan kagan herhangi bir okson, OP etki alanina girmeden
once kanda serum PON enzimiyle hidroliz edilebilmektedir. Bu enzimin inhibisyonu ile
OP zehirlenmeleri ve sinir sisteminde bozukluklar meydana gelir (Lucio ve ark., 2005).
OP, tarimdaki faydalarinin yani sira insanlarin hayatini 6nemli derecede tehdit eden
toksik kimyasallar arasinda yer alir. PON enzimi savunma sistemi olusturarak OP’larin

zararli etkilerini ortadan kaldirmaktadir. Soman, sarin ve tabun gibi organofosfat sinir
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gazlarini hidroliz ederek bunlar1 daha az zararl bilesiklere donlismesini saglamaktadir

(Hughes ve Courage, 2002). Sinir gazlarmin hidrolizi Sekil 7°de verilmistir.

OR, Rt ot OR, R
N/ N/

P 0o P + HX
O/ \X o O/ \OH
R4=N(CHj3), R,=CH,CHj, X=CN Etil N-dimetilfosforoamidosiyanid (Tabun)
R4=CHj; R,=CH(CH5), X=F |zopropil metilfosfonofluoridat (Sarin)
R4=CHj4 R,=CH(CH3)C(CH3); X=F  Pinakolil metilfosfonofluoridat (Soman)

Sekil 7. Sinir gazlarmin hidrolizi (Draganov ve La Du, 2004)

Klorpirifos, parationve diazinon gibi ¢ok fazla sayida insektisitin zehirli okson
metabolitlerini hidrolizleyebilen, insan serum PON enzimidir (La Du, 1992; Costa ve
ark., 2002). PON akut seviyede norotoksik olarak bilinen OP pestisidlerin zehirli okson
tirevlerini metabolize edebilmektedir (La Du ve ark., 1999). Organofosforus

insektisitlerin detoksifikasyonu Sekil 8’de verilmistir.

R—O OC,H R—O OC,H OH OC,H
N/ 7 CytPaso N " PoNt W
/p\ _— / p\ W— / p\ + ROH

2
s/ OC,Hs o/ OC,Hs o/ 0C,Hs
O2N”, cl

R= Klorprifoz okson Diazokson

R= Paraokson

Cl

Sekil 8. Organofosforus insektisitlerin detoksifikasyonu (Draganov ve La Du, 2004)

Fenilasetat gibi ester substratlarini da hidrolizleyebilen PON enzimi bunun yanisira
PON enzimi smiflandirilmada yer alir ve Aesteraz grubunda bulunmaktadir (Sinan, 2005).

Aromatik esterlerin hidrolizi Sekil 9°de verilmistir.
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Sekil 9. Aromatik esterlerin hidrolizi (Draganov ve La Du, 2004)

HDL’nin LDL’yi oksidasyona kars1 koruyucu etkisi ile yani antioksidan 6zelligi
ile A ve E vitaminlerinden daha etkilidir (Rousselot ve ark., 1999; Mackness ve ark.,
1991). LDL oksidasyonunun énlenmesinde PON, LDL oksidasyonu tizerinde HDL’nin
koruyucu etkisinden sorumlu HDL ana bilesenidir. HDL, antioksidant ve antiemflamatur
ozelliklere sahiptir ve LDL oksidasyonunu buna bagli olarak da arterosklerozisi
geciktirir. Sahip oldugu laktonaz aktivitesi ile PON, arterosklerozise karsi
koruyuculugunu gostermektedir. Enzim 4 tane atomdan 7 tane atoma kadar degisen
lakton halkasini igine alarak en az 30 tiir laktonu hidrolizleyebilmektedir (Jakubowski,
2000). PON enzimi igerisindebazi lakton ve siklik karbonatlar1 bulunduran ilaglart ve
ilaglarin &n maddelerini de hidroliz edebilmektedir. Ornegin, siklik karbonat olan
prulifloksasini aktif kinolon antibiyotigi NM394°e hidroliz ederek diiiretik bir ilag olan
3-hidroksimetilglutaril-KoA ve spironolakton rediiktaz inhibitérleri olan lovastatin,
simvastatin ve mevastatin PON enzimi tarafindan hidrolizlenir. S6z konusu enzimin
statinaz aktivitesi olarak tanimlanmasmin nedeni Onceleri yapilan ¢aligmalarda
hidroksimetil  glutaril-KoA  rediiktaz  inhibitorlerinin ~ hidroliz  edilmesinden
kaynaklanmaktadir. Ayrica, istenmeyen sistemik etkilerin metabolize edilmesinde PON
glukokortikoid 6-laktonlart da rol oynamaktadir (Dragonov ve La Du, 2004).

2.2. Oksidan ve Antioksidan
Oksijen insan yasami i¢in vazgegilmezdir. Bazi reaktif oksijen tiirleri normal

metabolizma sirasinda iiretilmis olsada insan viicudun yiiksek derecede zarar verme
ihtimaline sahiptir (Diplock, 1998). Reaktif oksijen tiirlerinin bir¢ogunu da serbest
radikaller olusturur (Nawar, 1996). Stabil olmayan dis atomik orbitallerinde bir ya da
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daha fazla ¢ift olusturmamis elektron igeren serbest radikaller, yiiksek enerjili
bilesiklerdir. Serbest radikaller biiyiik bir reaktiflik kazandiran bu ¢iftlenmemis elektron;
protein, lipid, DNA ve niikleotid koenzimler gibi birgok biyolojik maddeye zarar
vermelerine sebep olmaktadir (Diplock, 1998). Canli hiicrelerde oksijen tiirevi serbest
radikallerin olusmasinda; oOksijen metabolizmasi, c¢evre Kirleticileri, radyasyon,
pestisitler, farkli tibbi tedavi yontemleri ve kontamine sular etkilidir. Bu radikallerin 6nde
gelenleri peroksi (ROO-), tekli oksijen (*O2), alkoksi (RO-), siiperoksit anyonu (-O?) ve
hidroksi (-OH) radikalleridir (Kaur ve Kapoor, 2001). Viicuttaki farkli dogal savunma
sistemleri reaktif oksijen tiirlerinin zararlarina karsilik serbest radikalleri kontrol altinda
tutmaktadir. Farkli hiicrelerde ve farkli serbest radikaller {izerinde bu dogal savunma
sistemleri rol oynadiklarindan dolay1 birbirlerini tamamlayici nitelikte olmaktadir
(Diplock, 1998). Tablo 1°de oksidan faktorler ve antioksidan savunma sistemleri

arasindaki denge gosterilmektedir.

Tablo 1. Oksidan kaynaklar1 ve antioksidan savunma sistemleri (Diplock, 1998)

Oksidan Antioksidan Savunma
Karsinojenler E vitamini

Atesli hastaliklar C vitamini

Sigara dumani Glutatiyon Ubikinon
Egzersiz Selenyum

Cevre Siiperoksit dismutaz

Iskemi Katalaz

Kirleticiler Glutatiyon peroksidaz
Radyasyon Urik asit

Antioksidan, serbest radikallerin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi
hasarlar1 azaltmak igin etki gosteren molekiillere denir. Biyolojik sistemler ¢ok fazla
antioksidan savunma sistemleri gelistirmistir. Canli hiicrelerinde bulunan DNA, lipid,
karbonhidrat ve protein gibi okside olma ihtimali olan maddelerin oksidasyonunu
engelleyen ya da geciktirebilen maddelere antioksidan, gerceklesen olaya da antioksidan
savunma denir. Giiglii savunma sistemlerinin varligi ile biitiin hiicreler oksidatif strese
kars1 savasmaktadirlar. Bu savunma sistemleri serbest radikal tutuculari1 ve bazi enzimleri
meydana getirmektedir ve savunma sisteminde ilk olarak enzim sistemleri etkili
olmaktadir. Omiirleri ¢ok kisa olmasina ragmen igerdikleri paylasilmamis elektronlar
sebebiyle serbest radikaller protein, niikleik asitler, lipid ve karbonhidrat gibi
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makromolekiillerle etkilesmektedir. Serbest radikaller hiicre yap1 ve organellerinde ve
fonksiyonlarinda 6nemli hasarlara yol agabilmektedir (Akkus, 1995; Aydilek ve Aksakal,
2003; Yildirim, 2003).

Fenoller, aromatik aminler ve en yaygin olan a- tokoferoller zincir kirici
antioksidanlar arasinda yer alirlar. Baliklarda hiicre i¢i enzim yapisina sahip
antioksidanlar glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon-S-transferaz, glutatyon peroksidaz
(GPx), katalaz (KAT) ve siiperoksit dismiitaz (SOD) enzimleridir (Heiske, 2005; Filho,
2007).

Antioksidan bir enzim olan siiperoksit dismutaz, siiperoksit serbest radikalinin
hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene dontisiimiinii gerg¢eklestirir. SOD'un fizyolojik
fonksiyonu, oksijeni metabolize eden hiicreleri ve siiperoksit serbest radikalinin lipit
peroksidasyonu gibi zararl etkilere karst korumaktir. SOD’un insanda iki izomer tipi
bulunmaktadir. Mitokondride bulunan mangan (Mn) SOD, tetramerik yapidadir ve
siyanitle inhibe olmamaktadir. Sitozilde bulunan bakir ve ¢inko (Cu ve Zn) SOD ise Cu
ve Zn igerir, dimerik yapida olup siyanitle inhibe edilebilmektedir. Genellikle hiicrede en
¢ok bulunan izomer sitozolik yapida olan Cu-Zn SOD'dur. Glutatyon peroksidaz,
hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir. Organik hidroperoksitlerin ve
hidrojen peroksitin uzaklastirtlmasindan sorumludur. GPx ve GR sitoplazma, mitokondri
ve niikleusta bulunan enzimlerdir. GPx, indirgenmis glutatyonu hidrojen dondrii olarak
kullanarak hidrojen peroksiti suya metabolize eder. Glukoz 6 fosfat dehidrogenaz ile
olusturulan NADPH kofaktoriinii kullanarak GR glutatyon disiilfiti glutatyona geri
cevirir. Katalaz, hidrojen peroksidi oksijen ve suya pargalayarak etki gosterir (Gutteridge,
1995). Katalaz bircok dokuda peroksizomlarda bulunan ve demir igeren bir enzimdir.
Katalaz eritrositlerde yiiksek oranda, kalp kasi ve endotelde ise diisiik oranda bulunur
(Simsek, 1999).

Hiicre i¢i enzim olmayan lipid faz antioksidanlar; 3-karoten (vitamin A’nin 6n
maddesi) ve vitamin E (o- tokoferol formu)’dir. Hiicre i¢i sivi faz nonenzim
antioksidanlari; albumin, transferrin, vitamin C (askorbik asit), sistein, bilurubin,
flavanoidler, iirat, glutatyondur (Quiles ve ark., 2002). Askorbik asit en ¢ok caligilan
gliclii antioksidanlardan biridir. Askorbik asit; siiperoksit, hidroksil radikali ve singlet
oksijeni uzaklastirarak ve askorbat peroksidaz reaksiyonu ile hidrojen peroksiti suya

indirgeyerek etki gosterir (Blokhina ve ark., 2003). Antioksidan korumasindaki azalig
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reaktif oksijen tiirlerinde (ROS) artisa sebep olur. Bunun sonucunda serbest radikaller
birikir. Bunlarin birikimi de anahtar organik substratlarin (¢oklu doymamis yag asitleri,
proteinler ve DNA) oksitlenmesiyle zehirli etki gosterir. Bu siireg, oksidatif stres olarak
tanimlanir. Viicuttaki normal fonksiyonlara zarar verir. Kanser, ateroskleroz, kistik
fibrozis, alzhemier ve parkinson gibi genis bir spektrumda patolojik sonuglar dogurur

(Levy ve ark., 2007). Oksidatif denge Sekil 10°da verilmistir.

Oksidatif denge Yaslanma
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Sekil 10. Oksidatif denge (Ozcan ve ark., 2015)

Reaktif oksijen tiirleri hiicresel defansi etkileyerek DNA zincir kiriklarina, zar
iyon transport sisteminde, enzimlerde, proteinlerde lipitlerde yeniden diizenlenmelere ve
hasara yol agabilir. Prooksidan ve antioksidan dengesindeki bozukluk nedeniyle artmisg
oksidatif stres hipertansiyon, ateroskleroz, diyabet ve kronik bobrek hastaliklar1 gibi
cesitli patolojilerle iliskilidir. Yeterli antioksidan miktar1 agir1t ROS tiretiminin etkilerini
ortadan kaldirir. PON enzimi Onceleri sadece OP bilesiklerini hidrolize eden bir enzim
olarak bilinmekteyken daha sonraki yillarda antioksidan ve antiinflamatuvar etkiye sahip
oldugu gosterilmistir (Precourt ve ark., 2009). Oksidatif hasar ile uyarilmis zarari
onlemek icin antioksidanlar serbest radikalleri nétralize ederek 6nemli rol oynarlar.

Enzimatik olmayan oksidanlar (a tokoferol, ¢ vitamini ve retinoit) oksijen ve peroksitleri
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uzaklastirmaya izin veren kimyasal bir yaprya sahiplerdir. insanlar, siiperoksitlerin
oksijen ve hidrojen peroksitlere doniisiimiinii saglayan ve organik molekiillere gore daha
az reaktif olan hidrojen peroksitin su ve oksijene dismutasyonuna izin veren siiperoksit
dismutaz, hem grubu i¢eren katalaz ve hidrojen peroksit rediiksiyonunun katalizi ile aktif
oksijenleri detoksifiye eden glutatyon peroksidaz gibi endojen enzimatik antioksidanlara
sahiptir (Levy ve ark., 2007).

Antioksidan maddeler organizmada meydana gelen anabolik ve katabolik
olaylar1 ve tiim metabolizmay1 etkilemektedir (McCarth ve ark., 2001). Serbest radikalleri
notralize eden antioksidan vitaminler, organizmayi koruyan onemli maddelerdir.
Antioksidan savunma sistemi organizmada tek bir antioksidan madde ya da enzimle
olabilecegi gibi bircok antioksidan madde ve enzimin bir araya gelmesiyle de
olusabilmektedir (Brauner, 1999). Son zamanlarda yapilan arastirmalar, antioksidan
katilan yemlerin canli gelisimi igin bir¢ok yararinin oldugunu tespit etmislerdir (Choi ve
ark., 2004).

2.3. Palamut Bahig (Sarda sarda)
Palamut baligi (Sarda sarda) Scombridae familyasinin {iyesi olan epipelajik bir

tirdiir. Akdeniz, Karadeniz ve Atlantik kiyilarinda siiriiler halinde dagilim
gostermektedir (Collette ve Nauen, 1983). Ekonomik agidan {ilkemizde dnemli olan bu
tiir Canakkale ve Istanbul Bogazlar1 araciligiyla Ege Denizi ve Karadeniz arasinda iireme
ve beslenme amagli gécerler (Niimann, 1955). Karadeniz ve Marmara’nin en yaygin tiirii
palamut (S. sarda) baligidir. Protein ihtiyacimizin karsilanmasinda 6nemli bir yeri olan
bahar aylarinda beslenmek ve gonadlarini olgunlagtirarak yumurtlamak amaciyla
Karadeniz’e girig yapar. Obur ve yirtict olan bu baliklar ve yavrulart her iki yonlii gocler
sirasinda bol miktarda av verirler. Siiriiler halindeki hamsi, kolyoz, uskumru, istavrit,
sardalya gibi baliklarla beslenir (Polat ve Ergiin, 2008). Boylar1 1 m, agirliklar1 12 kg
kadar olabilmektedir. Genellikle biiyiik siiriiler halinde ¢ok uzun mesafelere gog ederler.
Cok hizli sekilde yiizerler. Viicutlar: tipik olarak fusiform sekildedir. Viicutlar1 ¢iplaktir
ve iki yasindan sonra eseysel olgunluga erisir. Ilkbaharda Karadeniz'e yumurta birakirlar
ve agustos sonunda tekrar Marmara Denizine doner. Yumurta verimi 450.000-1.000.000
civarinda olmaktadir (Kuru, 1994). Arastirmada kullanilan Palamut (S. sarda) baliginin

genel goriintisii Sekil 11°de verilmistir.
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Sekil 11. Palamut (Sarda sarda) balig1 genel goriiniisii

2.4. Cevre Kirliligi ve Agir Metaller
Dogaya zarar veren tarimsal uygulamalar, orman alanlarinina zarar verilmesi,

madencilik sektoriiniin yarattigi kirlilik ve topragin erozyonu sucul ortamlarin
kirlenmesine sebep olmaktadir. Su ekosistemine zarar veren bu kirlenmeler, su kalitesini
bozmakta ve suyun siirdiirebilirligini de olumsuz etkilemektedir. Bu kirleticiler arasinda
kanalizasyondan disar1 atilan organik maddeler, tarimsal giibreler ve tarim ilaglari, hava
kirliligi sonucu olusan asit yagmurlari, madenciligin ve sanayi uygulamalarinin yarattigi
zararlar bulunmaktadir. Bu Kirleticiler sadece suyun kirlenmesine sebep olmamakla
beraber su dongiistiiniinda etkilemektedir. Ayn1 zamanda suyun kirlenmesiyle suda
yasayan canlilar zarar gérmekte, sucul ortamlardan elde edilen su iiriinlerinin azalmasi
gibi sorunlar olusmaktadir. Kirli sularm kullanilmasi, insan saghiginda da tehdit
olusturmaktadir (Akiiziim ve ark, 2010).

Sucul ortamlarda bulunan agir metaller, bolgenin jeolojik yapisina bagli olarak
farkli oranlarda bulunabilmektedir. Bununla birlikte yeralti sularinin ¢ikarilmasi, sanayi
uygulmalari, tarimsal aktiviteler ve madencilik gibi insanin meydana getirdigi etkiler bu
derisimi daha da artirmaktadir. Suda yasayan canlilar ise agir metallerin sudaki
yogunluguna oranla viicutlarinda, daha yiiksek Olgiilerde biriktirmektedirler. Besin
piramidine birikim yoluyla giren metaller, besin zincirinin en alt basamagindan en {ist
basamagina kadar birikip zehirli sonuglar dogururlar (Tekeli ve ark., 2016). Bu agir
metallerin baliklardaki derisimi, baligin dokular1 ve organlari arasinda farkli oldugu kadar
balik tiiriiniin beslenme aligkanligi ile de ilgilidir (Kir ve Tumantozlu, 2012). Agir
metallerin alim ve mekanizmasinda, sucul ortamdaki agir metallerin baliklar tarafindan

viicutlarina alinmasi en fazla sindirim sistemi, solungagclar ve deri ile olmaktadir. Bunun
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sebebi solungag lamelleri ile agir metal igeren solunum suyunun en genis yiizey alaninin
etkilesmesidir. Cevresel kirlenmeyle solunga¢ epitelinde fizyolojik tepki olarak
goriilebilecek organ ve dokuda mukoz hiicrelerin fazla aktif olmasi, ihtiyacini karsilamak
amaciyla boliinebilme yetenegi olan hiicre sayisindaki artma ve primer lamellerin
ayrilmasi gibi defektler biyolojik cevaplarin sadece bazilarini olugturmaktadir (Kargin ve
Erdem, 1991). Balik tarafindan agir metallerin biinyelerine alinmasi, suyun ve sedimentin
sahip oldugu fiziksel ve kimyasal 6zelliklere baghdir. Viicut yiizeyinden absorbsiyon
oldukga azdir ve en fazla agir metal emilimi solungaglarla gergeklesmektedir (Amundsen
ve ark., 1997). Deriden emilim de ise deri genellikle zehirli maddelerle daha ¢ok temas
halindedir. Viicut yiizeyinin agir metallere kars1 fazla gegirgen olmamasi baliklarin daha
az seviyede zehirlenmelerini saglamaktadir. Bunun sebebi epidermik bir bariyer olarak
gorev yaparak birgok kimyasal maddenin deriden gegisini 6nleyen, deride epidermis
bolgesinde bulunan stratum corneum (iist derinin siirekli asinan, boynuzlasmis en {ist
katmani) tabakasinin varligidir (Carpene ve Vasak, 1989; Carpene ve ark., 1990).
Bagirsaklardan ve solungaglardan kana transfer edilerek emilen iz elementler viicudun
diger kisimlarina dagitilir (Hogstrand ve Hanx, 1991).

Insanlarda énemli bir protein kaynag: olarak tiiketilen ve biyolojik dongiiniin bir
halkasin1 olusturan baliklarin biinyelerinde giderek artan metal birikimi baliklarda zehirli
etki olusturmaktadir ve dolayli yoldan insan sagligin1 da olumsuz etkilemektedir (Dural
ve ark., 2007). Cesitli metabolik yollarla canlilarin viicuduna giren agir metallerin, viicut
disina atilabileri arasindan fizyolojik oneme sahip olanlar1 viicutta depolanir. Eger bu
metaller zehirli etkiye sahipse enzimlerin yapisini bozabilmektedir (Yazkan ve ark.,
2004). Zehirli maddelerin eritrositlerin membran yapilarini, iyon gegirgenligini ve hiicre
metabolizmasini dogrudan ya da dolayli olarak bozdugu da tespit edilmistir.
Arastirmacilar, kirliligi saptamada kullanilabilecek herhangi bir fizyolojik cevap i¢in,
arastirtlan canlinin tireme déneminin gbz Oniine alinmasi, bu ¢alismalarin mevsimsel
donemler halinde gergeklestirilmesi gerektigini nermektedir (Nikinma, 1992; Widdows,

1985). Agir metallerin viicuda alim1 ve dagilimi Sekil 12°de verilmistir.
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Sekil 12. Agir metallerin viicuda alinmasi ve dagilimi (Dékmeci, 1988)

2.4.1. Demir (Fe)
Yer kabugunda yaygin olarak bulunan Fe elementinin yogunlugu 7,874 g/cm?®

tir. Latince karsiligi ferrum olan Fe elementinin atom numasi 26 ve atom kiitlesi 55,85
g/mol’diir. Fe’nin kaynama noktas1 2750 °C’dir ve 1535 °C sicaklikta erimeye baglar
(Tuncel ve ark., 2017). Elektron alip verme Ozelligi gostermesi sebebi ile Fe,
metabolizmada RNA, DNA, protein sentezinde, enerji tiretimi ve 0ksijen taginmasi gorev
almaktadir. Birgok enzimin yapisina katilip hiicresel fonksiyonun gergeklesmesinde etkin
rol alan Fe metali, canli organizmalar i¢in metabolik olaylarda temel fonksiyonlara sahip
onemli bir elementtir (Uysal, 2007). Fe hemoglobin, katalaz, peroksidaz, myoglobin ve
sitokrom gibi demir-protein bilesiklerininin g¢esitli oksidasyon ve rediiksiyon
reaksiyonlarmin meydana gelmesinde gorev alir (Cakir, 2009). Fe, ¢esitli hiicre
fonksiyonlart igin gerekli bir metaldir. Fe alimi, tasinmasi, depolanmasi ve kullanimi
arasinda sabit bir dengenin olusmasi i¢in Fe homeostazisini korumak gerekmektedir
(Nadadur ve ark, 2008). Viicuda yetersiz Fe alimi oksijenin hiicrelere iletilmesini
giiclestirmekte ve oksijene bagli olarak enerji metabolizmasinda aksamalar meydana
getirmektedir (Ozkan, 2009; Tanidir ve ark, 2012).

Fe, dogada elemental olarak nadir bulunurken daha ¢ok oksitler seklinde bulunur.

Ciinkii hidroksitleri, karbonatlari ve siilfiirleri olusturmak i¢in demir iyonlar1 Fe*? ve Fe*3,
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kiikiirt ve oksijen i¢eren bilesiklerle kolayca birleserek oksitlenmektedir (Knepper, 1981).
Atmosferdeki Fe orani ise sehir igi bolgelerde yaklasik 1,3 pg/m?® iken sehir dis1 alanlarda
yaklasik bu oran 50-90 pug/m? seviyelerinde olmaktadir (NRC, 1979). Nehirlerin Fe
derisimleri ise yaklasik olarak 0,7 mg/L olmaktadir. Fe derisimi igme suyunda normalde
0,3 mg/L’den diisiik seviyededir. Fakat ¢okeltme ajani olarak su aritma tesislerinde gesitli
Fe tuzlarmin kullanilmasi, su iletimi ig¢in kullanilan borularin galvanizli demir, dokme
demir ve gelikden yapilmasi igme suyundaki bu diizeyi daha da yiikseltebilmektedir
(WHO, 2003).

Toprakta dogal olarak bulunan Fe; nehirler, akarsularyoluyla deniz ve gollere
tasinmaktadir (Tuncay, 2007). Dogal ve insan aktiviteleri sonucu sucul ortama giren
Fekirli olmayan ag¢ik denizlerdeki derigimi 2,8 ile 2,9 ng/L seviyeler arasinda olmaktadir.
Suda asili sediment partikiilleri ise 50 000 ppm’e kadar Fe igerebilmektedirler. Bu durum
da suyu filtre eden ve sediment yiyen canlilarin yiiksek diizeyde Fe biriktirmelerine sebep
olmaktadir. Fe’nin zehirli etkisi deniz organizmalari iizerinde oldukca yiiksektir. Ornegin,
baliklarda en yiiksek Fe derisimi kan hiicrelerinde 564 ppm ve en diisiik olarak ise ette 6
ppm bulunmustur. Ulkemizdeki baliklarda ise, Fe derisimi 50 ppm’in altinda bulunmustur
(Topcuoglu ve ark., 1995). Yapilan arastirmalarda da Fe metalinin sediment ve balik
dokularinda en ¢ok biriktigini bildirilmistir (Mendil ve Uludzii, 2007). Su ortamindaki
kollaidal Fe ¢ok yogun oldugunda solungaglarda birikerek baliklarin 6limiine sebep
olabilir (Tekin-Ozan ve ark., 2004).

Fe hayvanlarda fizyolojik devinimler i¢in elzem olmasima ragmen canl
organizmalarda optimum kosullardan ileri seviyede yliksek derisim durumlarinda zararl
olabilmektedir (Davies, 1991; Misra ve Mani, 1992). 1,0 mg/L’den fazla olan Fe
derisiminin yavru baliklarin beslenmesini etkiledigi, uzun siireli strese ve biiylimenin
azalmasina neden oldugu gozlemlendi (Smith ve ark, 1973). Ayrica demir
maruziyetinden sonra mrigal (Chirrhinus mrigala), catla (Catla catla) ve roho labeo
(Labeo rohita) larvalarinda davranissal degisikliklerin, beslenme hizinda diisiisiin ve
bliyiimenin azaldigint One silirmiislerdir. Bunun yani sira bu tir degisimlerin
solungaglardaki Fe nedeniyle gereklesecegini ve bu sebeple de osmogiilasyon ve
solunumun bozuldugunu ileri siirmiistir (Debnath ve ark., 2012). Ayrica baliklarin
dokularinda fazla miktarda Fe birikmesiyle birlikte besin olarak tiiketilen baliklar, insan

sagligini olumsuz olarak etkileyebilmektedir (Tekin-Ozan ve ark., 2004).
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2.4.2. Mangan (Mn)
Dogal olarak su, toprak, kaya ve gidalarda bulunan Mn, canlilarin ihtiyag

duydugu 6nemli bir elementir (Santamaria, 2008). Periyodik tablonun 4. periyot 7B
grubunda yer alan Mn elementinin atom numarasi 25°tir. Yer kabugunda en ¢ok bulunan
on ikinci elementtir. Atom kiitlesi 54,93 g/mol olan Mn elementi giimiis metalik renge
sahiptir ve siv1 haldeki yogunlugu 5,95 g/cm? tiir (De Vos ve ark., 2006).

Organizmada ¢ok diisiik diizeylerde bulunan Mn metabolizmada gesitli
islevlerin yerine getirilmesi bakimindan gerekli olan bir elementtir. Piruvat karboksilaz
ve izositrat glukoneojenik enzimlerdir. Mn dehidrojenazin aktivatorii ve mitokondriyal
zarlarin stiperoksit dismutaz yoluyla korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Glikosil
transferaz1 aktive eden Mn mukopolisakkarit sentezinde de gorev yapar (Takeda, 2003).
Fe kemik ve bag dokusunun biiylimesinde, hiicresel enerjinin diizenlenmesinde ve kanin
pihtilagsmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Ayn1 zamanda Fe ndrotransmiter sentezi ve
metabolizmasinda ¢esitli enzimler igin kofaktor olarak gorev alir (Erikson ve Aschner,
2003). igme sularinda Mn bulunmas1 kalp ve damar hastaliklarinda 6liime engel olmak
icin Onerilmektedir (Glirbiliz, 2005). Canlilarda bulunan enzimlerin yapisal biitlinliigii
bakimindan Mn gerekli bir elementtir. Mn eksikligi kemiklerde biikiilme, kisirlik ve boy
kisaligina sebep olmaktadir (Yolagan, 2005). Yiiksek diizeyde mangana maruz kalmak
oral, parenteral veya inhalasyon yoluyla doku seviyelerinde artisa ve sinirsel etkilere
sebep olabilmektedir (Avila ve ark, 2013).

Mn dogada saf halde bulunmayan bir elementtir. Yapilan arastirmalar Mn
minerallerinin genellikle oksitlerden ibaret oldugunu ortaya koymustur. Bu oksitlerinde
psilomelan, piroluzit, wad ve manganit oldugu ortaya konulmustur. Mn genellikle kimya,
metaliirji ve batarya sanayisinde, ¢elik yapiminda kullanilan yardimci metallerin en
onemlisidir (Atesok, 1979).

Tiirkiye’de Mn kullanim alanlar1 diinyadaki kullanim alanlariyla paralellik
gostermektedir. Kimya sanayinde kullanilan Mn degisik alanlarda ve miktarlarda olmak
izere; oto boyasi, refrakter, ¢cimento, suni giibre, cam, pil, seramik, ilag, fotograf¢ilik,
elektronik ve petrokimya endiistrisinde kullanilmaktadir (Giirbiiz, 2005). Minerallerden
gecmis Mn elementine toprakta rastlanir. Toprak ya da tortul kiitlelerdeki Mn atmosferik
olaylarin etkisiyle ¢6ziinerek suya gegmektedir. Yiizeysel sularda bulunan Mn, genellikle
g0l ve barajlarin dip ¢okeltisi olangamurlarin i¢inden indirgeyici ortamlarda, ¢amurdan

suya geger. Mn’nin sudaki miktarinin artmasinin zarari sanayi Sularinda hemen hemen Fe
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etkisinin aynisidir. Bu etki manganin sularda bazi bakterilerin miktarinin artmasina neden
oldugu gibi borularin tikanmasina Fe daha fazla sebep olmaktadir. Yiyeceklerde Mn
miktar1 6nemli oranda farklilik géstermektedir. Siit iiriinlerinde Mn diistik derisimlerde
bulunmaktadir. Etlerde 0-0,8 mg/kg, balikta ise 0-0,1 mg/kg Mn bulunmaktadir. Agir
metaller, organizmalar i¢in gerekli olsun ya da olmasin yiiksek derisimlerde zehirli
olabilmektedir (Agcasulu, 2007). Yapilan bir aragtirmada en yiiksek Mn derigimi Erdemli
istasyonundan elde edilen M. barbatus tiiriiniin kas dokularinda tespit edilmistir (Ersoysal
ve ark., 2018).

Manganin Vantuz balig1 iizerine etkileri i¢in yapilan bir arastrmada, Mn ile
tedavi edilen baliklarin toplam eritrosit sayisini, hemoglabin ve hemostiti azalttig1 tespit
edilmistir. Aynt zamanda Mn toksititesinin hematopoitetik organlarin etkilenmesine
neden oldugunu ve bu nedenle de genel kan dolasimina uygun kirmizi kan hiicrelerini

serbest birakamayacagini belirlemislerdir (Sharma ve Langer, 2014).

2.4.3. Kobalt (Co)
Cesitli kullanim alanlar1 olan kobalt (Co), gri bir metaldir (Slack ve ark, 2017).

Tung Cagi'ndan bu yana genellikle cam ve seramiklere mavi bir renk vermek amaciyla
kullanilmigtir. Co Georg Brandt tarafindan 1735 yilinda kesfedilmistir. 4. Periyot 8B
grubunda yer alan Co elementininatom numarasi 27 dir ve 58.93 g/mol atom kiitlesine
sahiptir (LANL, 2001). Kararl1 olan tek izotopu *°Co olan Co, dogal olarak olusan bir
metaldir ve 26 radyoaktif izotopu bulunmaktadir. Co’nun ii¢ oksidayon hali vardir ve
bunlar: Co® Co*2ve Co* dur. Suyu okside edebilen ve oksijeni serbest birakabilen giiclii
oksitleyici 6zellik gosteren bir ajandir. Co*2, Co*3 e gore daha kararli yapiya sahiptir. Oda
sicakliginda yogunlugu 8.9 g/cm?® olan Co’nun erime noktas1 1493 °C’dir (Kim ve ark,
2006). Yeryliziinde en az siklikla bulunan gegis elementleri grubunda yer alan Co,
ortalama 25 mg/ton’dur. Okyanus diplerindeki Mn yumrular1 (%0,25 Co) disinda,
tahmini rezerv 5,7x106 ton oldugu ileri siiriilmektedir (Rether, 2002). Co metali denizde
0,1 pg/L miktarinda ve baslica Co*? iyonu seklinde bulunmaktadir (Giiven, 2005).

Co metali ve inorganik Co bilesikleri ugucu olmadiklarindan dolay1 partikiil
formda atmosfere salinmaktadirlar. Co derigimleri, havadaki Co kaynagina yakin
bolgelerde 10 ng/m?® ii gecebilmektedir. En yiiksek ortalama atmosferik Co metal derisimi
48 ng/m® olarak Galler'deki nikel rafinerisinde &l¢iilmiistiir (Carson ve Smith, 1981).

Elemental Co, toz halinde alinirak akcigerlerde ¢oziintir kana ve idrara karismaktadir.
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Bunun sonucu olarak da Co tozu partikiillerine uzun siire maruz kalindiginda alerjik
tepkiler olusmaktadir (Kahvecioglu ve ark, 2004; NTP, 2014). Viicutta B1> vitaminin
temel bileseni olan Co, yasam i¢in esasansiyel bir element niteligindedir (Pribilla, 1962).
Co zehir etkisi farkli formlarina gore degisim gostermektedir. Ornegin; aliiminyum-
kobalt alasimmin kanser riski bulunmazken tungsten-kobalt akciger kanseri riski
tasimaktadir (Kim ve ark, 2006).

Co derisimi fosil yakitlarin tiiketimi sonucu ¢evrede artmaktadir. Bu sebeple
besinlerle insan metabolizmasina viicuduna Co alinmasi da anlamlilik igermektedir.
Viicuda aliman Co diizeyinin havadan, toprak ile temastan ve igilen sudan anlamsiz
oldugu belirtilmis, besinle alinan miktarin ise 6nemli olduguna deginilmistir. En yiiksek
Co derisimi makroalg tiirlerinde 8,7; midyede 5,4; deniz salyangozunda 1,5 iken balikta
1,7 ng/g kuru agirlikta bulunmustur (Giiven, 2005). Suda ¢6ziinen Co bilesikleri oral yolla
alindiginda %75’ i tekrar disar1 atilmaktadir. Geriye kalan Co ise akciger, bobrek, kan,
karaciger, testisler ve bagirsaklarda toplanmaktadir (Rether, 2002). Besin piramidinde,
disar1 atilamayan gegis metallerin birikimi ireticilerden tiiketicilere dogru gidildikge
artmaktadir. Canlilar belirli miktarda birikici etki gostermeye baslayan metalleri
uzaklastirmak isterler fakat alt siralarindaki canlilarda biriken metaller, besin zinciriyle
beraber iist siradaki canlilara gecer ve zehirlenmeye sebep olurlar (Usenmez, 1985).
Co’in ¢evresel derisimleri cogu zaman birgok tatl su teleostu i¢in Sliimciil seviyenin
altindadir. Salmonidlerde, toksik dozlarin chinook somonu (Oncorhynchus tshawytscha)
icin 0,02 mg/L ve gokkusagi alabalig i¢in 0,2 mg/L (Oncorhynchus mykiss) olarak rapor
edilmistir (Hansen ve ark., 1999). 96 saatlik LC50 degeri, gokkusagi alabalig1 i¢in genel
olarak 0,4-1,4 mg/L araliginda oldugu bildirilmistir (Marr ve ark., 1998). Bunun yani
sirabazi metabolik islemler i¢in diisik dozda Co gerekmektedir (Mohammed ve ark.,
2014). Co’in, yem veya suya kobalt klorid ya da kobalt nitrat ilave edildiginde sazan
baliklarinda biiyiimeyi hizlandirdig1 ve hemoglobin tesekkiiliiniin arttig1 belirtilmektedir
(Akyurt, 1994).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Hayvan Materyali

Arastirmanin materyalini ortalama agirliklart 600-800 g arast boyu 40-45 cm
olan 25 adet palamut (S. sarda) baligi olusturmaktadir. Arastirmada palamut (S. sarda)

baliginin sezon mevsimi olan ekim ayinda Samsun bolgesi denizinden alinip soguk zincir

ile laboratuvar ortamina getirilen palamut baliklarinin kas dokusu kullanilmstir.

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler
Aragtirmada kullanilan kimyasal maddeler;

Paraoksan;(C10H14NOsP); (Sigma)

Tris; (C4H11NO3); (Sigma)

Demir II kloriir (Fe2Cl); (Merc)

Kobalt II kloriir (C0o2Cl); (Merc)

Mangan II kloriir (Mn2Cl); (Merc)
Hidroklorik asit (HCI); (Sigma)

Total antioksidan kiti (Rel Assay Diagnostics)
Kalsiyum kloriir (CaCly); (Merc)

Aseton; (C3HgO); (Merc)

Total oksidan Kiti (Rel Assay Diagnostics).

3.1.3. Kullanilan Alet ve Cihazlar
Arastirmada kullanilan alet ve cihazlar;

Homojenizator (Bio-Gen PRO200),

-20 °C derin dondurucu (Niive DF 290/490/590),
Distile su cihazi (Niive NS 112),

pH metre (Mettler Toledo),

Hassas terazi (Explorer EP214C),

Sogutmal1 santrifiij,

ELISA cihazi (Tecan infinite F50) kullanildi.

3.1.4. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi
Arastirmada kullanilan ¢ozeltiler agagida belirtildigi gibi hazirlandi.
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HCI ¢ozeltisi (0,1M): 10 mL’lik 1 M HCI ¢6zeltisinin hacmi, distile su ile 100 mL’ye
tamamlandi.

Tris ¢ozeltisi (0,1M): 1,21 g tris, distile suda ¢oziildii ve hacmi 100 mL’ye tamamlandi.
Tris-HCI tamponu (20 mM, pH: 8): 29 mL 0,1M HCI ¢ozeltisi ile 50 mL 0,1M tris
cozeltisi karigtirildi, pH’s1 8’e ayarlandi ve pH’s1 8 ayarlanan karisimin hacmi distile su
ile 100 mL’ye tamamlandi.

Cahsma ayiraci [kalsiyum Kloriir (2 mM)-paraokson (2 mM)]: 29,4 mg kalsiyum
kloriir (CaClz.2H20), bir miktar tris-HCI tamponunda ¢6ziildii, tizerine 1,5 mL asetonda
¢ozilinen, 44 uL paraokson eklenerek tris-HCI tamponu ile hacmi 100 mL’ye tamamlandi.
Demir II Kloriir (FeCl2) ¢ozeltisi: 0,001 MFeCl» ¢6zeltisi hazirlamak i¢in 0,019 g FeCl»
alinarak distile su ile hacmi 100 mL' ye tamamlandi.

Kobalt II Kloriir (CoCl2) ¢ozeltisi: 0,001 M CoCl; ¢ozeltisi hazirlamak igin 0,0271 g
CoCl; alinarak distile su ile hacmi 100 mL' ye tamamlandi.

Mangan II Kloriir (MnCl2) ¢ozeltisi: 0,001 M MnCl> ¢ozeltisi hazirlamak igin 0,0136

g MnCl; alinarak distile su ile hacmi 100 mL' ye tamamlandi.

3.2. Metot

3.2.1. Doku Homejenizasyonu

Palamut (S. sarda) baligindan alinan doku numuleri 0,3 g tartilarak kuru santrifiij
tiipline alindiktan sonra iizerine 1,5 mL HCI-Tris tamponu eklendi ve homojenizatorde
tamamen pargalanincaya kadar homojenize edildi. Sogutmali santrifijde +4 °C’de ve
3000 rmp devirde 30 dk santrifiij edilerek siipernantlarin ayrilmasi saglandi. Ayrilan

slipernatantlar ayn1 giin i¢erisinde kullanildi.

3.2.2. Gegis Metallerinin Paraoksonaz Enzimi Uzerindeki Aktivite Tayini
Paraoksonaz enzim aktivite tayini i¢in Giilcli ve Giirsu (2003), paraoksonaz

enzim aktivite tayin metodu kullanilmistir.

Demir Il Kloriir (FeCl2) Bilesiginin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi
Paraoksonaz enzim aktivite tayininde 50 pL Tris-HCI tamponu, 50 pL kalsiyum

kloriir+paraokson ve 50 pL enzim ¢ozeltisi kiivete ilave edilerek ELISA’da 37 °C ve 405
nm absorbanstaki degeri 30 saniyede okundu. Daha sonra 6lgiimii yapilan kiivetin {izerine
farkli hacimlerde (10 uL, 20 uL, 30 uL, 40 uL ve 50 uL) 0,001 M FeCl> ¢ozeltisi ilave
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edildi ve son durumda enzim aktivitesinde meydana gelen degisim go6zlemlendi.

Inhibitdrsiiz ortamda tayin edilen enzim aktivitesi ise %100 aktivite olarak kullanilds.

Kobalt Il Kloriir (CoCl2) Bilesiginin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi
Paraoksonaz enzim aktivite tayininde 50 pL Tris-HCI tamponu, 50 uL kalsiyum

kloriir+paraokson ve 50 puL enzim ¢dzeltisi kiivete ilave edilerek ELISA’da 37 °C ve 405
nm absorbanstaki degeri 30 saniyede okundu. Daha sonra 6l¢iimii yapilan kiivetin iizerine
farkli hacimlerde (10 pL, 20 uL, 30 pL, 40 uL ve 50 L) 0,001 M CoCl> ¢ozeltisi ilave
edildi ve son durumda enzim aktivitesinde meydana gelen degisim go6zlemlendi.

Inhibitdrsiiz ortamda tayin edilen enzim aktivitesi ise %100 aktivite olarak kullanilds.

Mangan 11 Kloriir (MnCl2) Bilesiginin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi
Paraoksonaz enzim aktivite tayininde 50 uL Tris-HCI tamponu, 50 pL kalsiyum

kloriir+paraokson ve 50 pL enzim ¢dzeltisi kiivete ilave edilerek ELISA’da 37 °C ve 405
nm absorbanstaki degeri 30 saniyede okundu. Daha sonra 6l¢timii yapilan kiivetin tizerine
farkli hacimlerde (10 puL, 20 pL, 30 puL, 40 uL ve 50 puL) 0,001 M MnCl; ¢ozeltisi ilave
edildi ve son durumda enzim aktivitesinde meydana gelen degisim go6zlemlendi.

Inhibitdrsiiz ortamda tayin edilen enzim aktivitesi ise %100 aktivite olarak kullanild:.

3.2.3. Toplam Oksidan Kapasite (TOK)
Toplam oksidan seviyesi 6l¢limii, siipernatantlarin igerdigi oksidan molekiillerin

ferr6z iyonunu ferrik iyon akiimiilatif olarak oksitlemesine dayanmakta kalorimetrik bir
yontemdir. Kalibratér olarak hidrojen peroksit kullanilir. Kalibrator olarak Hidrojen
Peroksit kullanilir. Sonuglar pumol H202Equiv/Lolarak ifade edilir.

Standart ve drnekler 15 pL pipetlendi.

Uzerine Reagant 1°den 100 pL eklendi ve 530 nm de okundu (A1).

Uzerine Reagant 2°den 5 pL eklendi ve 37 °C’de 5 dakika inkiibe edildikten

sonra 530 nm de okundu (A2).

Prosediirde yer alan formiile gore hesaplamalar yapildi.

TOK Hesaplama: A2-A1= Aabs

Sonug = Aabs 6rnek x 10 / Aabs Standart

3.2.4. Toplam Antioksidan Kapasite (TAK)
Toplam antioksidan seviye Ol¢iimii, siipernatant da bulunan tiim antioksidan

molekiillerin koyu mavi yesil rengindeki ABTS katyonik radikalini rediiklemesi sonucu
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renkli radikali antioksidan molekiillerin toplam derisimleriyle orantili olarak dekolorize
olmasi esasina dayanir. Kalibrator olarak E vitamininin suda ¢oziiniir bir analogu olan
Trolox kullanilir. Sonuglar mmol TroloxEquiv/L olarak ifade edilir.

Standart, su ve drnekler 6 pL pipetlendi.

Uzerine 100 uL Regant 1°den eklendikten sonra 620 nm de okundu (A1).

Uzerine 15 puL Regant 2°den eklenerek 37 °C’de 5 dakika inkiibe edildikten

sonra 620 nm de okundu (A2).

Prosediirde yer alan formiile gore hesaplamalar yapildi.

TAS Hesaplama: A2-A1= Aabs

Sonu¢= (Aabs Su- Aabs 6rnek) / (Aabs Su- Aabs Standart)

3.2.5. Oksidatif Stres indeksi (OSI) tayini
Toplam oksidan kapasite (umol H202Equiv/L) / Toplam antioksidan kapasite

(mmol TroloxEquiv/L) x10 formiilasyonu iizerinden hesaplanarak elde edildi.

3.2.6. Verilerin Analizi
Verilerin analizi igin SPSS istatistik paket programi kullanilarak varyans analizi

yapilmistir. Varyans analizi, i¢ ya da daha fazla grup ortalamasi arasinda istatistiksel
olarak farklilik olup olmadigini test etmek i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu yonemin
amaci ise deneyi etkileyen faktor veya faktorlerin etkisinin belirlenmesidir (Celik, 2012).

Bu arastirmada CoClz, MnCl; ve FeCl; ¢ozeltilerinin farkli derisimlerine (10 pL,
20 pL, 30 puL, 40 pL ve 50 pL) karsilik gelen enzim aktivite iizerine etkisini belirmek
icin verilerin dagilimina bakilmistir. Veriler normal dagilim gosterdiginden Tek Yonli

Varyans Analizi (One-Way Anova) ile yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1.Gecis Metallerin Paraoksonaz Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi
Paraoksonaz enzim aktivitesi i¢in reaksiyon ortamina enzim ¢dozeltisi ve

hazirlanan ¢ozeltiler (FeCly, CoCl, ve MnCly) ilave edilerek son durumda enzim

aktivitesinde meydana gelen degismeler gézlemlenmistir. FeClz, CoCl, ve MnCl; farkli

hacimlerde alinarak yapilan oOlgiimleri tekrarlanip, bulunan sonuglarin ortalamasi

hesaplanarak enzim aktivite tayin ¢izelgesi ve grafigi ¢izilmistir.

Farkli derisimlerdeki (10 pL, 20 uL, 30 uL, 40 uL ve 50 uL) CoCl; ¢6zeltileri

kullanilarak elde edilen paraoksonaz enzim % aktivite degerleri Tablo 2’de verilmisir.

Tablo 2. Paraoksonaz enziminin CoCl,’li ortamda belirlenen % aktivite degerleri

Tris-HCI Enzim Subsrat Metal
Gecis Tamponu Cozelti Cozelti Cozelti Metal AOD Aktivite %
Metali (uL) Hacmi Hacmi Hacmi Derisimi (405nm) | (U/mLda | Aktivite
(nL) (nL) (nL) (1x10*M) K)
1,3206 21,6610 100,00
10 0,6 1,5230 24,9809 115,33
Co 50 50 50 20 1,1 1,5201 24,9332 115,11
30 1,6 1,4521 23,8175 109,95
40 2,1 1,4506 23,7933 109,84
50 2,5 1,4239 23,3562 107,83

derigimleri ve % aktivite grafigi Sekil 13’te verilmistir.

1x10-4 M

&
[0

1,6

1,1

0,6

Co

Paraoksonaz enzimi i¢in CoCl2li ortamda Tablo 2’de belirtilen inhibitor

0 20 40 60 80 100 120
%AKTIVITE
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Sekil 13. CoCl,’li ortamda paraoksonaz enzim igin aktivite tayin grafigi

Sekil 13 incelendiginde reaksiyon ortamina 10 pL CoCl; ¢ozeltisi eklendikten

sonra enzim aktivitesi %115,33 olarak belirlenirken artan CoCl, derisimleri sonucu enzim

aktivitesinin diistiigii ve 50 pL’de %107,83’¢ ulastig1 goriilmektedir. Yapilan dl¢timler

sonucunda Co0™? gegis metal iyonunun paraoksonaz enzim aktivitesini azaltig

belirlenmistir.

CoCl; ¢ozeltisinin farkli derisimleri (10 pL, 20 pL, 30 pL, 40 pL ve 50 pL)

arasinda istatistiksel bir fark olup olmadigini belirlemek i¢in Tek Yonlii Anova analizine

iliskin veriler Tablo 3'te gosterilmistir.

Tablo 3. CoCl; ¢6zeltisinin farkli derisimlerine ait tek yonlii anova analiz sonuglar

Gruplar
arasl

Grup ici

Toplam

Toplam
kareler

1406,7360

74334,052

75740,788

SD

4

95

99

Ortalama
kare

351,684

F

0,449

0,773

arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark olmadig1 gériilmektedir (p> 0,05).
Farkli derigimlerdeki (10 puL, 20 pL, 30 pL, 40 pL ve 50 uL) MnCl2 ¢ozeltileri

Tablo 3'te gorildugi gibi, CoCl ¢ozeltisinin kullanilan farkli derisimleri

kullanilarak elde edilen paraoksonaz enzim % aktivite degerleri Tablo 4’te verilmisir.

Tablo 4. Paraoksonaz enziminin MnCl’li ortamda belirlenen % aktivite degerleri

Tris-HCI Enzim Subsrat Metal
Gegis Tamponu | Cozeltisi Cozeltisi Cozeltisi Metal AOD Aktivite %
Metali (uL) Hacmi Hacmi Hacmi Derisimi (405nm) (U/mL Aktivite
(uL) (uL) (L) | (1x10*M) dak)
1,1549 18,9435 100,00
10 0,6 1,2040 19,7497 104,25
Mn 50 50 50 20 1,1 1,1955 19,6089 103,51
30 1,6 1,2005 19,6918 103,95
40 2,1 1,1826 19,3975 102,40
50 2,5 1,1651 19,1110 100,88
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MnCl2’li ortamda paraoksonaz enzim i¢in Tablo 4’te belirtilen inhibitor
derisimleri ve % aktivite grafigi Sekil 14°de verilmistir.

s

<

3 Mn
&

2,5 _

2,1 _

e (I
(e

os [

0 20 40 60 80 100 120
%AKTIVITE

Sekil 14. MnCl;’li ortamda paraoksonaz enzim i¢in aktivite tayin grafigi

Sekil 14 incelendiginde reaksiyon ortamina 10 pL MnCl; ¢ozeltisi eklendikten
sonra enzim aktivitesi %104,25 olarak belirlenirken artan MnCl; derisimleri sonucu
enzim aktivitesinin distiigii ve 50 pL’de %100,88’e ulastigi goriilmektedir. Yapilan
dl¢iimler sonucunda Mn*? gegis metal iyonunun paraoksonaz enzim aktivitesini azalttig
belirlenmistir.

MnCI; ¢6zeltisinin farkli derisimleri (10 uL, 20 pL, 30 uL, 40 uL ve 50 uL)
arasinda istatistiksel bir fark olup olmadigini belirlemek i¢in Tek Yo6nlii Anova analizine

iliskin veriler Tablo 5'te gosterilmistir.

Tablo 5. MnCl; ¢ozeltisinin farkli derisimlerine ait tek yonlii anova analiz sonuglar1

Toplam Ortalama

kareler = kare 3 >
Gruplar 506,7070 4 126,677 0,421 0,793
arasl
Grup ici 28590,277 95 300,950
Toplam 29096,984 99
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Tablo 5'te goriildiigi gibi, kullanilan farkli derisimler arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark olmadigi ancak artan derisimlerine bagli olarak enzim

aktivitesinde azalma oldugu belirlenmistir (p> 0,05).

Farkli derisimlerdeki (10 pL, 20 pL, 30 puL, 40 uL ve 50 uL) FeCl> ¢ozeltileri

kullanilarak elde edilen paraoksonaz enzim % aktivite degerleri Tablo 6’da verilmisir.

Tablo 6. Paraoksonaz enziminin FeCl,’li ortamda belirlenen %aktivite degerleri.

Tris-HCI Enzim Subsrat Metal
Gegis Tamponu Cozeltisi Cozeltisi Cozeltisi Metal AOD Aktivite %
Metali (nL) Hacmi Hacmi Hacmi Derisimi (405nm) (U/mL Aktivite
(uL) (nL) (L) | (1x10“Mm) dak)
0,9949 16,3186 100,00
10 0,6 1,1542 18,9319 116,01
Fe 50 50 50 20 1,1 1,1361 18,6350 114,20
30 1,6 1,1322 18,5714 113,81
40 2,1 1,1338 18,5969 113,96
50 2,5 1,1211 18,3882 112,68

derisimleri ve % aktivite grafigi Sekil 15°te verilmistir.

1x10-4 M

20

40

60

%AKTIVITE

80 100

=
()}

120

Fe

Sekil 15. FeCl’li ortamda paraoksonaz enzim i¢in aktivite tayin grafigi
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Sekil 15 incelendiginde reaksiyon ortamina 10 uL. FeCl; ¢ozeltisi eklendikten
sonra enzim aktivitesi %116,01 olarak belirlenirken artan FeCl derisimleri sonucu enzim
aktivitesinin diistiigli ve 50 pL’de %112,68’¢ ulastig1 goriilmektedir. Yapilan 6l¢timler
sonucunda Fe*? gecis metal iyonunun paraoksonaz enzim aktivitesinde azalmaya
(p>0,05) neden oldugu belirlenmistir.

FeClz ¢ozeltisinin farkli derigsimleri (10 pL, 20 pL, 30 pL, 40 uL ve 50 pL)
arasinda istatistiksel bir fark olup olmadigini belirlemek i¢in Tek Y6nlii Anova analizine

iligskin veriler Tablo 7'de gésterilmistir.

Tablo 7. FeCl; ¢ozeltisinin farkli derigimlerine ait tek yonlii anova analiz sonuglari

Toplam Ortalama

kareler =B kare F P
Gruplar 46338,3940 4 11584,599 0,596 0,666
arasil
Grup ici 1846411,61 95 19435,912
Toplam 1892750,00 99

Tablo 7'de goriildiigii gibi, kullanilan farkli derigimler arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark olmadigi ancak artan derisimlerine bagli olarak enzim

aktivitesinde azalma oldugu belirlenmistir (p> 0,05).

4.2. Toplam Oksidan Kapasite ve Toplam Antioksidan Kapasite Ol¢iimii
Analizler sonucunda elde edilen verilerin ortalama ve standart sapmalari

hesaplanmustir. Tablo 8’de verilen TOK ve TAK diizeyleri kullamlarak OSI degeri

bulunmustur.

Tablo 8. Toplam antioksidan kapasite, toplam oksidan kapasiteleri ile oksidatif stres indeksinin ortalama

standart sapma degerleri

Ort + Std
TAK (mmol TroloxEquiv/L) 0,69 + 0,32
TOK (umol H202Equiv/L) 10,79 4,51
OSI (AU) 1,88 1,59
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5. TARTISMA

Bu arastirmada insektisit ve sinir gazi olarak yaygin kullanim sahasina sahip
olan organofosfat bilesiklerinin hidrolizinde, palamut (S. sarda) baligi kas dokusunda
bulunan, antioksidan ve antibakteriyel aktiviteye sahip paraksonaz enzimi iizerine demir
(Fe*?), mangan (Mn*?) ve kobalt (Co*?) gegis metal iyonlarinin etkisi incelenmistir.

Paraoksonaz enzimi, organofosfat bilesiklerini hidroliz edebilen 6nemli bir
antioksidan enzimdir. Cevresel kirlilik nedeniyle sularda biriken gegis metallerinin
baliklardaki PON enzimini etkilemesi, enzim aktivasyonlarmi kan parametrelerini
biliylime ve gelismeyide etkileyerek olumsuz sonuclara yol agmaktadir. Fe, Co ve Mn
gecis metallerinin hazirlanan ¢ozeltileri, (FeClz, CoCl, ve MnCl,) palamut (S. sarda)
baligindaki PON enzim aktivitesi {izerine etkileri aragtirilmustir.

C0* ve Mn*? gecis metal iyonlarmin paraoksonaz enzim aktivitesi iizerindeki
etkisine bakildiginda kullanilan farkli hacimler sonucunda elde edilen aktiviteler arasinda
anlamli bir farklilik olmadigi tespit edilerek istatistiksel olarak anlamli olmadig
belirlenmistir (p>0,05). Fakat istatistiksel olarak anlamli olmasada Co*? ve Mn*? gegis
metal iyonlarinin artan derisimleri paraoksonaz enzim aktivitesinde azalma gostermistir.
Yapilan bir arastirmada rat karacigerinde saflastirilmis PON enzimi iizerine Co*?, Cu'*?,
Mn*2 ve Hg*? inibisyon tipleri belirlenerek PON icin Hg en kuvvetli inhibitér oldugu
tespit edilmistir. Saflastirilan PON i¢in, inhibisyon giicii kuvvetliden zayifa dogru
Hg*?>Co*2>Mn*2>Cu*?seklinde siralanmustir (Pla ve ark., 2007). Yapilan bu arastirmada
Co*2 gegis metal iyonunun PON enzim aktivitesinde Mn*? gecis metal iyonundan daha
fazla azalmaya sebep oldugu saptanmustir.

Yapilan diger bir arastirmada ise yaygin olarak kullanilan agir metallerden Co*?,
Mn*2, Hg*?, Cd*?, Cu*?ve Ni*? merinos ve kivircik irki koyunlarda serum PON enzim
aktivitesini in vitro olarak etkiledigi tespit edilmistir (Erol, 2011). PON enzim
aktivitesinde yapilan bu arastirmada da palamut (S. sarda) baligindaki Fe*?, Co*2 ve Mn*?
gecis metal iyonlarinin, merinos ve kivircik koyun irklarindaki enzim aktivitesindeki
azalmaya benzer sekilde etki gosterdigi goriilmektedir.

Sazan baliklarinda yapilan bir arastirmada Fe metalinin paraoksonaz enzim
aktivitesini inhibe ettigi tespit edilmistir (Beyaztas ve ark., 2007). Bu aragtirmada da
palamut (S. sarda) baligindaki Fe*? gecis metal iyonunun paraoksonaz enzim aktivitesi

tizerindeki etkisine bakildiginda artan derisimler sonucunda elde edilen aktiviteler
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arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 belirlenmistir (p>0,05). Fakat Fe*?
gecis metal iyonunun artan derisimleri paraoksonaz enzim aktivitesinde azalma
gostermistir.

Scyliorhinus canicula tiirii baliklarda yapilan bir arastirmada PON enzim
aktivitesi saflastirilmistir. PON enzim aktivitesine Cu*2, Ni*2, Cd*? ve Hg'? metal
iyonlarinin inhibitdr etkisi in vitro olarak aragtirilmistir. Sonug¢ olarak PON enzim
aktivitesine Hg*?, Ni*2, Cd*? ve Cu*?metal iyonlarmin hepsinin inhibitér etki gosterdigini,
bunun yaninda en giiclii inhibitor etkiyi Cu*? metal iyonunun olusturdugu belirlenmistir
(Saym, 2012).

Capoeta capoeta baliklarinda ¢inko siilfat (ZnSOs) formundaki Zn metali
Kullanilarak yapilan bir aragtirmada 5 ve 10 mg/L derisimlerde 10 giin boyunca Zn
uygulanmistir. Zn’nun C. capoeta baliklarinda plazma PON aktivitesini kontrol grubuna
gore azalttigi tespit edilmistir. Sonug olarak PON aktivitesinin metallere karsi ¢ok duyarli
oldugu saptanmistir (Deveci ve ark, 2015).

Sazanlarda (C. carpio) yapilan bir arastirmada ise 28 giin boyunca baliklara 15,
30 ve 60 ppb derisimlerinde krom oksit (CrOs) formundaki krom (Cr) kullanildiginda
Fe*?, Co™ ve Mn*2 gecis metal serum PON ve ARE aktivitesinin diistiigii belirlenmistir
(Yonar ve ark., 2012). Yapilan bagka bir ¢aligmada da C. carpio baliklar i¢in agir metaller
kadar zehirli oldugu bilinen malathionun uygulanmasiyla PON enzim aktivitesinin
azaldig1 goriilmistiir (Kilig, 2016).

Neotropikal dort balik tiiriinden olan Hypostomus punctatus, Piaractus
mesopotamicus, Brycon cephalus, Salminus brasiliensis' in serumunda ise PON enzim
aktiviteleri sirasiyla 6,1, 6,6, 1,5 ve 35,2 nmol x dk’* x mL™ olarak belirlenmistir (Bastos
ve ark., 2004). Bunun yani sira PON aktivitesi ile ilgili son zamanlarda yapilan
arastirmalarin hemen hemen tamaminda, baliklarda bazi pestisitlerin (Altinok ve ark.,
2012) ve agir metallerin (Beyaztas ve ark., 2007; Deveci ve ark., 2015; Yonar ve ark.,
2012) PON enzim {izerine etkileri arastirilmistir.

Baliklarda yapilan arastirmalarin g¢esitli maddelerin serum ve karaciger PON
enziminde inhibisyona sebep oldugu tespit edilmistir (Ganzalvo ve ark., 1997; Debord ve
ark., 2003; Ciftci ve ark., 2000; Debord ve ark., 1998). Ornegin insan karacigerinden
saflastirilan PON enzimi iizerinde EDTA bilesiginin, Mg*2, Co*?, La*®, Zn*?, Cu*?, Ba™,

Hg*? gibi metallerin ve p-hidroksiciva benzoatin inhibisyon etkisi arastirilmistir. EDTA,
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bakir, baryum, lantan ve p-hidroksiciva benzoat bilesiginin yarismali bir inhibisyona
sebep oldugu ve ¢inkonun ise yarismasiz bir inhibisyon etkisi gosterdigi bulunmustur

(Pellin ve ark., 1990).
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6. SONUC VE ONERILER

Paraoksonaz enzim aktivitesi CoCl,'li ortamda, Co*? gegis metal iyonunun 10
ulL-0,6 M'mda %115,33 olarak belirlenirken artan derisimler sonucunda 50 pl-2,5
M'inda %107,83 olarak belirlenmis ve paraoksonaz enzim aktivitesinde azalma oldugu
belirlenmistir.

Paraoksonaz enzim aktivitesi FeCl,'li ortamda, Fe*? gegis metal iyonunun 10 pL-
0,6 M'inda %116,01 olarak belirken artan derisimler sonucunda 50 pL-2,5 M'inda
%112,68 olarak belirlenmis ve paraoksonaz enzim aktivitesinde azalma oldugu
belirlenmistir.

Paraoksonaz enzim aktivitesi MnCl2'li ortamda, Mn*? gecis metal iyonunun 10
uL-0,6 M'inda %104,25 olarak belirken artan derisimler sonucunda 50 puL-2,5 M'inda
%100,88 olarak belirlenmis ve paraoksonaz enzim aktivitesinde azalma oldugu
belirlenmistir.

Yaygin olarak kullanilan Fe*?, Co*? ve Mn*? gegis metal iyonlarin PON enzim
aktivitesini azalttig1 saptanmustir.

Palamut (S. sarda) kas dokusunda MnCl, CoClz ve FeCl; ¢ozeltilerinin 10 pL,
20 uL, 30 pL, 40 puL ve 50 pL igeren farkli derisimlerinin paraoksonaz enzim aktivitesi
tizerinde etkisinin istatistiksel olarak ortaya konmasi i¢in tek yonlii varyans analizi (One-
Way Anova) yapilmistir. Her bir ¢ozeltinin farkli derigsimlerinin paraoksonaz enzim
aktivitesi lizerine etkilerinin istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermedigi
belirlenmistir (p>0,05).

Palamut (S. sarda) kas dokusunda bulunan toplam oksidan ve toplam
antioksidan seviyeleri belirlenmistir. TOK degeri 10,79 umol H20:Equiv/Lve TAK
degeri 0,69 mmol TroloxEquiv/L olarak hesaplanmistir. TOK ve TAK diizeyleri
kullanilarak OSI degeri 1,88 AU hesaplanmustir.

Yapilan literatiir taramalarinda palamut baliginda bulunan antioksidan enzimler
tizerine sinirli sayida arastirma oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle gesitli gegis metallerinin
farkli dokulardaki PON enzimini nasil etkilenecegi belirlenebilir.

Arastirmada palamut (S. sarda) baligindaki antioksidan bir enzim olan
paraoksonaz enzim aktivitesi tizerine gecis metal iyonlarinin etkisi arastirilabilir. Bu
gecis metallerinin palamut baliginda bulunan farkli antioksidan enzimler iizerindeki

etkileri belirlenebilir.
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Arastirmada kullanilan Fe*?, Mn*? ve C0*? gecis metal iyonlarmin farkli balik

tiirlerindeki PON enzim aktivitesi iizerine etkileri arastirilabilir.
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