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Evaluation of protective role of selenium on mercury toxicity by
superoxide dismutase, catalase and malondialdehyde parameters
in Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758)

Ozgiir Firat'* o Ozlem Kaya®

'Adiyaman Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Adiyaman, Tiirkiye https://orcid.org/0000-0002-9683-8945
*Adiyaman Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Bslimii, Adiyaman, Tiirkiye https://orcid.org/0000-0002-2885-1865
*Corresponding author: ofirat@adiyaman.edu.tr
Received date: 25.01.2019 Accepted date: 17.06.2019

How to cite this paper:

Firat, 0. & Kaya, 0. (2019). Evaluation of protective role of selenium on mercury toxicity by superoxide dismutase, catalase
and malondialdehyde parameters in Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758). Ege Journal of Fisheries and Aquatic Sciences,
36(3), 245-253. DOI: 10.12714/egejfas.2019.36.3.05

Oz: Bu arastirmada civa (Hg) toksisitesini ve bu toksisite tizerine selenyumun (Se) koruyucu roltini belirlemek icin Oreochromis niloticus’un
dokularindaki oksidatif stres parametreleri calisilmistir. Bu amagla baliklar 4 ve 21 gunliik strrelerle 0.01 ve 0.05 ppm Hg ile 0.01+0.01 ve
0.05+0.05 ppm Hg+Se karisimlarinin etkisine birakilmis ve solungac ve karaciger siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) aktiviteleri ile
malondialdehit (MDA) duzeyleri belirlenmistir. Hg'nin tek basina ve Se ile birlikte etkisinde incelenen oksidatif stres parametrelerinde dokuya,
ortam derisimine ve etki slresine bagh olarak 6nemli degisimlerin meydana geldigi belirlenmistir. Civanin tek basina ve civa+selenyum
karisiminin etkisinde 6zellikle de yiiksek ortam derisimlerinde solungag ve karaciger SOD ve CAT aktiviteleri, 4 guinliik stire sonunda anlamli
bir artis gosterirken (P<0.05); 21 guinliik siire sonunda ise anlamli bir azalma gostermistir (P<0.05). Hg ve Hg+Se karisiminin etkisinde her iki
dokuda 4 ginliik stire sonunda tim ortam derisimlerinde 6nemli bir degisim gostermeyen (P>0.05) MDA diizeyinin, 21 gunliik siire sonunda
yuiksek ortam derisimlerinde anlaml bir artis gésterdigi saptanmistir (P<0.05). Sonug olarak O. niloticus'ta belirlenen SOD ve CAT aktiviteleri
ile MDA diizeylerindeki artis veya azalislarin civa+selenyum karisimina oranla civanin tek basina etkisinde daha fazla oldugu ve selenyumun
civanin oksidatif toksisitesi tizerine koruyucu bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Oreochromis niloticus, civa, selenyum, antioksidan enzimler, malondialdehit

Abstract: In this research, to determine toxicity of mercury (Hg) and whether selenium (Se) has any role in protection of this toxicity, it was
investigated the alterations in oxidative stress parameters in tissues of Oreochromis niloticus. For this purpose, fish were exposed to 0.01 and
0.05 ppm Hg and 0.01 ppm Hg+0.01 ppm Se and 0.05 ppm Hg+0.05 ppm Se for 4 and 21 days and activities of superoxide dismutase (SOD)
and catalase (CAT) and levels of malondialdehyde (MDA) in gill and liver were determined. It was observed significant changes in all analyzed
parameters due to tissue, medium concentration and exposure period in the exposure of mercury alone and Hg+Se mixtures. In Hg alone, and
in combination with Se especially in their higher medium concentrations, activities of SOD and CAT in the gill and liver significantly increased
at 4 days (P<0.05), while they significantly decreased at 21 days (P<0.05).  In the exposure of Hg and Hg+Se and in the both tissues, it not
determined significant alteration in the MDA levels at 4 days (P>0.05), while they elevated in their higher concentrations at 21 days (P<0.05).
In conclusion, it was determined the increases or decreases in activities of SOD and CAT and levels of MDA in O. niloticus were higher in the Hg
alone than Hg+Se mixtures and selenium has a protective effect on oxidative toxicity of mercury.
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GiRiS

GlUnumizde canhlanin  dogal yasam alanlar
cevresel kirleticilerden ciddi boyutta etkilenmektedir.
Bu kirleticiler arasinda agir metaller énemli bir yer
tutmaktadir. Agir metaller, suda kolay c¢oziinmeleri,
kaliciliklari, organizma tarafindan alinabilmeleri,
viucutta birikebilmeleri ve parcalanma ile atilimlarinin
zor olmasi nedeniyle sucul organizmalar icin oldukca
toksiktirler (Van Dyk vd., 2007). Genel olarak metaller
biyolojik fonksiyonlardaki rollerine gore iki ana gruba
ayrilabilmektedir. Hg, kadmiyum, kursun, gibi metaller
organizmada herhangi bir roli olmayan ve dusuk
dizeylerde bile toksik oldugundan toksik metaller
olarak adlandirilirken; bakir, demir, ¢inko ve selenyum
gibi metaller ise dnemli biyolojik fonksiyonlara sahip ve
eser diizeyleri canllar icin oldukca gerekli oldugundan
esansiyal metaller olarak ifade edilebilmektedir.

Civa (Hg), diinyadaki en toksik 20 maddeden
biri olarak ifade edilmektedir (ATSDR, 2018). Hg
glinimizde fungusid olarak tarimsal uygulamalarda
ve klor-alkali endustrisi, elektrikli cihazlarin imalati,
ilac sanayisi, seliloz ve kagit endustrisi ve plastik
Uretiminde yaygin bir sekilde kullaniimaktadir. Hg
hem inorganik hem de organik formda tiim canlilar
icin eser dlizeylerde bile oldukca toksik olan bir
metaldir (Plessi vd., 2001). Sucul ekosistemlerdeki
uzun kahclliklarn ve yuksek hareketlilikleri nedeniyle
Hg akuatik organizmalarda birikmekte ve besin zinciri
aracihguyla st trofik diizeydeki canlilara hatta insanlara
kadar ulagmaktadir. Civanin insanlar ve diger canlilar
icin glicli bir nérotoksik ajan oldugu iyi bilinmektedir
(Diez, 2008). Civa ayrica serbest oksijen tirlerinin
olusumuna ve oksidatif strese neden olarak hiicrelerin
onemli savunma mekanizmalarini baskilayabilmekte
ve lipid peroksidasyonuna neden olacak etkiler
gosterebilmektedir (Berntssen vd., 2003). Civa hicresel
biyomolekdillerin -SH gruplarina karsi yiiksek bir ilgiye
sahiptir. Bu nedenle viicuda alindiktan sonra civa,
sistein ve glutatyon gibi disik molekiler agirhkh
tiyollere ve tiyol iceren proteinlere baglanarak doku ve
organlarda cok uzun siire kalabilmekte lipid, protein
ve DNA oksidasyonuna neden olan serbest radikallerin
olugmasina neden olabilmektedir (Perottoni vd., 2004).

Selenyum (Se) besinsel olarak oldukca gerekli bir
eserelementolup hiicrede 6nemlifonksiyonlariolan 20-
35 enzimin aktivitesinde dogrudan ya da dolayli olarak
rol oynamaktadir (Rayman, 2000). Bu enzimler 6zellikle
de beyinde ve endokrin organlarda islevsel olup diger
Se iceren molekillerle birlikte sayisiz antioksidan
fonksiyonlarda, kanserin dnlenmesinde ve saglikl bir
imm{in sistemin desteklenmesinde gorev almaktadirlar
(Rahman, 2000; Beck vd., 2003). Selenyumun canlilar
icin 6nemli bazi biyolojik fonksiyonlari sunlardir;
normal gelisim, bliylime ve homeostazinin korunmasi;
antioksidan, antikanser ve immiin sistem duzenleyicisi;

tiroid hormon metabolizmasi ve spermatogenezdeki
rolleridir (Chien vd. 2003; Monteiro vd. 2009).
Selenyumun énemli fonksiyonlarindan biri de canlilar
icin oldukca toksik olan agir metallerle etkilesime
girerek bu metallerin toksik etkilerine karsi koruyucu
bir rol oynamasidir. Selenyum 0zellikle de baliklarda
civa toksitesinin engellenmesinde islevseldir. Hem
inorganik hem de organik civanin etkilerinin nétralize
edilmesinde selenyum hayati bir rol oynamaktadir
(Plessi vd., 2001).

Cogu ksenobiyotiklerin  sucul organizmalarda
hiicre ve doku hasarina neden olan reaktif oksijen
tirlerini (ROT) Urettigi bilinmektedir. Ksenobiyotiklerin
stperoksit anyon, singlet oksijen, hidroksil radikali
ve hidrojen peroksit gibi ROT'lari olusturduguna dair
glcli kanitlar farkl calismalarda gosterilmistir (Firat
vd., 2011; Fridin vd. 2015). Oksidatif strese neden
olan ROT'lan olusturan ksenobiyotikler icerisinde agir
metallerde 6nemli bir yer tutmaktadir. Bakir, demir, civa,
kursun, kadmiyum ve ¢inko gibi metallerin, antioksidan
enzim aktivitelerinde degisimlere, lipid, DNA ve protein
oksidasyonuna ve sonugta da hticre dlimlerine bile
yol acacak ROT'lari dogrudan ya da dolayh olarak
olusturdugu iyi bilinmektedir (Hu, 2000).

Hicreler oksidatif stresle bas etmek ve hasar
goren makromolekiilleri tamir etmek icin farkh
mekanizmalara sahiptir. Bu mekanizmalardan en
onemlisi ROT'lari temizleyen/engelleyen enzimatik ve
enzimatik-olmayan antioksidanlardir (Verma vd., 2007).
Enzimatik antioksidanlar sliperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), glutatyon-S-transferaz (GST), glutatyon
rediiktaz (GR) gibi enzimlerden olusurken; enzimatik
olmayanlar glutatyon, metallothionein, vitaminler
(E ve C gibi) gibi molekilerden olusmaktadir. Diger
omurgalilar gibi baliklarda oksidatif stresle miicadele
edebilmek i¢in bu antioksidan savunma sistemlerine
sahiplerdir. Hem enzimatik hem de non-enzimatik
antioksidanlar balik hicrelerinin redoks durumunun
korunmasinda yararlidir ve de oksidatif strese karsi
biyolojik savunmada dnemlidir (Monteiro vd., 2009).

Agir  metal stresi altindaki organizmalarda
CAT ve SOD aktivitelerindeki degisimler gibi lipid
peroksidasyonu da 6nemli bir oksidatif stres belirtecidir.
Agir metalleri de iceren cevresel kirleticiler, baliklarin
hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonunu baslatma
yetenegine sahiptirler. En yaygin olarak kullanilan
lipid peroksidasyon belirteci malondialdehittir (MDA).
MDA, lipid peroksidasyonun son {riini olup akuatik
organizmalardaki agir metal toksisitesinin neden
oldugu lipid peroksidasyonun bir biyobelirteci olarak
sikhikla kullaniimaktadir (Nogueira vd., 2003).

Nil tilapyasi O. niloticus cevresel kirleticilere karsi
dayanikli bir tir olup akuatik kirliligin degerlendirilmesi
calismalarinda sikhkla kullanilan uygun bir indikator
tirdir (Pathiratne vd. 2009; Firat ve Sahin inandi,
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2016). O. niloticus glcli bir immiin sisteme sahip
oldugu icin biyotik ve abiyotik stresorleri iyi bir sekilde
tolere edebilecek kapasiteye sahiptir. O. niloticus
Diinya'da genis sekilde kiiltliri yapilan bir tatli su bahg:
olup toksikolojik calismalar ve akuatik ekosistemlerin
izlenmesive degerlendirilmesiicin uygun bir organizma
olarak kullanildigindan (Min ve Kang, 2008) sunulan
calismada model organizma olarak segilmistir.

Akuatik ortamlardaki en 6nemli kirleticiler olan
agir metallerin nehirler, goller ve denizlerdeki gittikce
artan konsantrasyonlari diinya genelinde endise
uyandiracak dizeylere ulagmistir. Civa da kontamine
olmus sulardaki yuksek dlzeyleri ve canlilara olan
norotoksik, teratojenik ve mutajenik etkileri nedeniyle
her zaman izlenmesi gereken toksik bir metaldir. Hem
ekosistemin gelecegi ve hem de baliklar ve onlarla
beslenen canlilarin saghidi icin civa toksisitesine karsi
koruyucu mekanizmalar bu baglamda olduk¢ca 6nem
arz etmektedir. Bu nedenle sunulan bu calismada
baliklardaki civa toksisitesi Uzerine selenyumun
koruyucu etkisinin ve bu etkinin oksidatif stres
parametreleriyle degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu
amacla O. niloticus tath su baliklari hem civanin tek
basina hem de civa+selenyum karigimlarinin etkisine
birakilarak solungag ve karaciger dokularindaki SOD
ve CAT aktiviteleri ile MDA diizeylerindeki degisimler
arastinlmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Sunulan calisma icin gerekli Etik Kurul onayi
Cukurova Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'ndan alinmistir (Karar No:5, Tarih: 29.09.2014).
Calismamizda arastirma materyali olarak Oreochromis
niloticus kullanilmistir. Baliklar, Cukurova Universitesi
(G.0.) Su Uriinleri Fakiiltesi biinyesindeki balik yetistirme
havuzlarindan alinmis ve C.U. Fen Edebiyat Fakdiltesi
Biyoloji Boliumu Hayvan Ekofizyoloji laboratuvarina
getirilerek icerisinde 120 L bekletilmis ¢esme suyu
bulunan 40x140x40 cm ebatlarindaki 14 stok cam
akvaryumda ortam kosullarina uyumlari icin t¢ ay sure
ile birakilmislardir. Bu siire icerisinde baliklar 10.21 +
0.5 cm boy ve 27.36 + 0.7 g agirhga ulagmistir. Deneyler
25+1 °C'de yiritulmus, ginde sekiz saat aydinlanma
periyodu uygulanmistir.  Merkezi  havalandirma
sistemiyle akvaryumlarin havalandirilmasi saglanmistir.
Laboratuvar kosullarina uyumlari sirasinda baliklar,
hazir balik yemi kullanilarak (Pinar Sazan Yavru yemi,
izmir) beslenmistir. Kullanilan balik yemi cinko,
mangan, magnezyum, demir, bakir ve kobalt gibi mikro
elementler; kalsiyum, sodyum ve fosfor gibi makro
elementler ile en az % 40 dizeyinde ham protein
icermektedir. Denemelerden 48 saat 6ncesinde yem
kesilmis ve denemeler boyunca giinde iki defa olmak
lzere vicut agirliklarinin %2'si kadar yem ile balklar
beslenmistir. Deney suyunun kimyasal ozellikleri;

toplam sertlik 318+4 ppm CaCO,, ¢dziinmus oksijen
7.224+0.03 mg/L, pH 7.81£0.03 olarak 6l¢ilmustuir.

Deneylerde kullanilan metaller civa klorir [(HgCI)Z]
(Sigma) ve sodyum selenit [(Na,SeO,)] (Sigma) olup
bu kimyasallarin 1 M stok ¢ozeltileri deiyonize su ile
taze hazirlanmistir. Bu hazirlanan ¢ozeltilerden uygun
derisimler uygun seyreltmelerle deney akvaryumlarina
uygulanmistir (Ranzani-Paiva vd., 2011). Deneyler
civa ve civa + selenyum karisimlan dikkate alinarak
iki seri olacak sekilde yurGttlmustir. Baliklar birinci
seride civanin 0.01 ve 0.05 ppm; ikinci seride ise civa
+ selenyumun 0.01 ppm Hg + 0.01 ppm Se ve 0.05
ppm Hg + 0.05 ppm Se derisimlerinin etkisine 4 ve
21 giin surelerle birakilmistir. Cahismamizda kullanilan
selenyum selenitin 96 saat-LC_, degeri O. niloticus
icin 442 mg/L olarak belirlenmistir (Ranzani-Paiva
vd., 2011). Yine O. niloticus icin Hg'nin 96 saat-LC50
degeri ise 0.2 ppm olarak saptanmistir (Ishikawa vd.,
2007). Cahsmamizda test edilen civanin 0.01 ve 0.05
mg/L derisimleri, bu LC,  degerinin sirasiyla 1/20 ve
1/4'0 baz alinarak subletal konsantrasyonlar olarak
secilmistir. Deneylerde her birinin icerisinde 12 adet
balikk bulunan toplamda 5 akvaryum kullaniimistir.
Deneylerde akvaryumlarin ilk ikisine civa ¢ozeltileri;
Uglinct ve dordiinci akvaryumlara civa + selenyum
¢ozeltilerinden 120'ser litre ve besinci akvaryum
ise kontrol grubu olarak kullanilarak icerisine ayni
hacimde (120 L) dinlendirilmis cesme suyu konmustur.
Deney akvaryumlarinda kullanilan metal ¢ozeltilerinin
derisimlerinde zamana baglh olarak degisim olabilecegi
dikkate alinarak cozeltiler her gin yeni hazirlanan
stok c¢ozeltilerden uygun seyreltmeler yapilarak
degistirilmistir. Her stirenin sonunda (4. ve 21. giinler)
deney ve kontrol akvaryumlarin her birinden 6 balik
cikartilarak deneyler alti tekrarli olarak yapilmistir (n=6).

Belirlenen  her  slirenin  sonunda  deney
akvaryumlarindan rastgele secilen baliklar, ¢esme
suyuyla  yikanarak  temizlenmis,  ylzeylerinde
bulunan su damlaciklari kurutma kagidiyla alinmis
ve boy ve adirliklari saptanarak diseksiyona hazir
hale getirilmistir. Baliklar diseksiyondan 6nce spinal
yapilarak oldurilmustir. Steril aletlerle solungag ve
karaciger doku ornekleri buz lizerinde disekte edilmis,
bu ornekler % 0.59 NaCl ile yikanmis ve agirliklari
alindiktan sonra biyokimyasal analize kadar -80 °C'de
muhafaza edilmislerdir. Disekte edilen dokular 1/10
agirhk/hacim (w/v) olacak sekilde 0.25 M siikroz
iceren 0.05 M sogutulmus Na-P tamponu (pH: 7.4)
ile buz icerisinde ultra-turrax homojenizatérde 3
dakika siureyle 10.000 rpm'de homojenize edilmistir.
Homojenatlar +4°C'de 10.000 rpm'de 30 dakika suireyle
santrifij edilmis ve elde edilen siipernatantlarda
SOD ve CAT aktiviteleriyle MDA ve protein dlzeyleri
kinetik-spektrofotometrik yontemlerle belirlenmistir.
SOD aktivite tayini, ksantin ve ksantin oksidazin
reaksiyonuyla olusan slperoksit anyon radikallerinin,
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nitrobluetetrazolium ile olusturdugu mavi renkli
formazan boyasinin 560 nm'deki absorbansinin
okunmasi esasina dayanmaktadir (Sun vd., 1988).
Katalaz aktivite tayini, H,0,'nin 240 nm dalga boyundaki
absorbansinin enzim ile etkilesiminden sonra zamana
bagh olarak azalmasi dikkate alinarak yapilmistir
(Lartillot vd., 1988). MDA 90 °C sicaklikta thiobarbutirik
asit ile pembe renkli bir kompleks olusturmakta ve bu
kompleksin spektrofotometrede 535 nm'de dl¢lilmesi
sonucunda MDA diizeyi hesaplanmaktadir (Dubovskiy
vd., 2008). Total protein miktari ise Lowry vd. (1951)
onerdigi yontemlere gore belirlenmistir. Bu yonteme
gore proteinler alkali ortamda bakir siilfat eklenmesiyle
fosfotungustik-fosfomolibdik asidi rediikleyerek mavi
renk olustururlar. Bu renkli bilesigin absorbans degeri
750 nm'de Olcilerek protein miktarlari tespit edilir
(Lowry vd. 1951). Yapilan hesaplamalar sonucunda
SOD ve CAT aktiviteleri U/mg protein; MDA diizeyleri
ise nmol/mg protein olarak verilmistir.

Analizlerden elde edilen verilerin istatistik analizi,
IBM SPSS Statistics 21.0 paket programinda yapilmistir.
Analizler, her parametre icin alti tekrarh olarak
yapilmis ve veriler aritmetik ortalamazstandart hata
seklinde duzenlenmistir. Deney gruplari arasindaki
istatistiksel ayrimlar One Way-ANOVA'y1 takiben coklu
karsilastirma testlerinden Student — Newman Keul’s
Test kullanilarak yapilmistir. Stireye bagli olarak deney
gruplari arasindaki istatistiksel ayrim icin ise Student-t
Testi kullanilmistir. Tablolarda istatistiksel ayirmlar
isaretleme sistemiyle gdsterilmistir. Sonuglar P<0.05
diizeyinde ise 6nemli kabul edilmistir.

BULGULAR

Belirli bir ortam derisiminde ve denenen etki
strelerinde O. niloticus'un solunga¢ ve karaciger
dokusu SOD aktivitesi lizerine civa ve civa + selenyum
karisimlarinin etkileri Tablo 1'de verilmistir. Solungag

SOD aktivitesinin 4 ginliik stire sonunda civanin her
iki ortam derisiminde ve civa+selenyum karisiminin
ise ylksek ortam derisiminin etkisinde anlamli bir
sekilde arttigi (P<0.05); 21 ginlik sire sonunda
ise ylksek ortam derisimlerinin etkisinde kontrol
grubuyla karsilastirildiginda anlaml bir sekilde azaldig
saptanmistir (P<0.05). 0.05 ppm Hg ve 0.05+0.05 ppm
Hg+Se etkisinde ilk etkilesim stiresi sonunda solungag
SOD aktivitesi sirasiyla %76 ve %40 diizeyinde artarken;
21 glinlik sure sonunda ise tam tersine %47 ve %24
diizeyinde bir azalma gOstermistir. Karaciger SOD
aktivitesi ise son etkilesim siiresi sonunda civanin tek
basina ve selenyumla birlikte etkisinde yiiksek ortam
derisimlerinde 6nemli bir sekilde azalis gostermistir
(P<0.05). Karaciger SOD aktivitesi 21 gunlik sire
sonunda yuksek civa ve civa+selenyum karisiminin
etkisinde sirasiyla; %37 ve %19 diizeyinde bir azalma
gostermistir.

O. niloticus'un solungac ve karaciger CAT aktivitesi
Uzerine civa ve civa + selenyum karigimlarinin derisime
ve slreye bagl etkileri Tablo 2'te verilmistir. Solungag
CAT aktivitesi civa ve civa+selenyum karisiminin
yuksek ortam derisiminin etkisinde kontrol grubuyla
karsilastirildiginda 4 ginlik siire sonunda anlamli bir
artis  (P<0.05), 21 gunlik sire sonunda ise anlamli
bir azalma gostermistir (P<0.05). 0.05 ppm Hg ve
0.05+0.05 ppm Hg+Se etkisinde 4 glinliik stire sonunda
solunga¢ CAT aktivitesinde sirasiyla %80 ve %42
diizeyinde bir artis; 21 glinlik stire sonunda ise %59
ve %28 dlizeyinde bir azalis belirlenmistir. Karaciger
CAT aktivitesi, 4 glinlik slire sonunda 0.01 ve 0.05 ppm
Hg etkisinde anlamli bir artis gosterirken (P<0.05);
Son etkilesim siiresi sonunda ise hem civanin hem de
civa+selenyum karisiminin her iki ortam derisiminin
etkisinde anlaml bir azalma gdstermistir (P<0.05).
21 glnlik sitire sonunda karaciger CAT aktivitesinde
yuksek civa ve civa+selenyum etkisinde sirasiyla %43
ve %26 diizeyinde bir azalma saptanmistir.

Tablo 1. O. niloticus'ta dokularin SOD aktivitesi (U/mg protein) lizerine civa ve civa+selenyumun etkileri
Table 1. Effects of mercury and mercury+selenium on CAT activity (U/mg protein) of tissues of O. niloticus

Solungag Karaciger
Derisim (ppm) 4 Giin 21 Giin 4 Giin 21 Giin
Kontrol 17.19+0.67 ax 18.59+0.47 ax 25.13+0.44 ax 27.04+0.71 ax
0.01 Hg 22.72+0.39 bx 16.21+0.58 ay 27.28+0.35 ax 25.31+0.69 ax
0.01 Hg+0.01 Se 18.02+0.17 ax 17.70+0.82 ax 26.09+0.51 ax 25.49+0.73 ax

Kontrol 17.19£0.67 ax 18.59+£0.47 ax 25.13+£0.44 ax 27.04+£0.71 ax
0.05 Hg 30.26+0.89 bx 9.81+0.33 by 33.27+0.80 bx 17.11£0.23 by
0.05 Hg+0.05 Se 24.12+0.20 cx 14.22+0.18 cy 27.81+£0.32 ax 21.88+0.19 cy

Veriler Aritmetik ortalama + Standart hata seklinde verilmistir. Enzim aktivitesinde ayni etkilesim stiresinde derisimler arasindaki
ayrimi gostermek icin a, b ve c harfleri; belirli bir ortam derisiminde sureler arasindaki ayrimi géstermek icin ise x ve y harfleri
kullanilmistir. Farkh harfler veriler arasindaki istatistiksel ayrim oldugunu gostermektedir (P<0.05)
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O. niloticus'un incelenen dokularindaki MDA diizeyi
Uzerine civa ve civa + selenyum karisimlarinin etkileri
Tablo 3'te verilmistir. 4 glinlik etki siiresi sonunda
cvanin dogrudan ve selenyumla birlikte etkisinde
test edilen her iki ortam derisiminde de 6nemli bir
degisim gostermeyen (P>0.05) MDA dtizeyi, 21 glinlik
etki slresi sonunda ylksek civa ve civa+selenyum

karisiminin etkisinde 6nemli bir artis gostermistir
(P<0.05). Son etkilesim siresi sonunda 0.05 ppm
Hg ve 0.05+0.05 ppm Hg+Se derisiminin etkisinde
MDA dizeyinde solungacta sirasiyla %121 ve %37
diizeyinde; karacigerde ise %51 ve %23 dlizeyinde bir
artis saptanmistir.

Tablo 2. O. niloticus'ta dokularin CAT aktivitesi (U/mg protein) lizerine civa ve civa+selenyumun etkileri
Table 2. Effects of mercury and mercury+selenium on CAT activity (U/mg protein) of tissues of O. niloticus

Solungacg Karaciger

Derisim (ppm) 4 Gin 21 Giin 4 Giin 21 Giin

Kontrol 160£10 ax 17313 ax 285+22 ax 297+19 ax
0.01 Hg 175+18 ax 130+11 by 349+16 bx 17112 by
0.01 Hg+0.01 Se 167+12 ax 169+14 ax 29311 ax 21017 cy
Kontrol 160£10 ax 17313 ax 285+22 ax 297+19 ax
0.05 Hg 295422 bx 71£19 by 387428 bx 168+23 by
0.05 Hg+0.05 Se 232+15 ex 124+10 cy 301+14 ax 219+13 ¢y

Veriler Aritmetik ortalama + Standart hata seklinde verilmistir. Enzim aktivitesinde ayni etkilesim siiresinde derisimler arasindaki
aynmi gostermek icin a, b ve c harfleri; belirli bir ortam derisiminde sireler arasindaki ayrimi gostermek icin ise x ve y harfleri
kullanilmistir. Farkh harfler veriler arasindaki istatistiksel ayrim oldugunu géstermektedir (P<0.05)

Tablo 3. O. niloticus'ta dokularin MDA diizeyi (hmol/mg protein) lizerine civa ve civa+selenyumun etkileri
Table 3. Effects of mercury and mercury+selenium on MDA level (nmol/mg protein) of tissues of O. niloticus

Solungag Karaciger

Derigim (ppm) 4 Giin 21 Giin 4 Giin 21 Giin

Kontrol 0.79+0.02 ax 0.8210.04 ax 1.63+0.04 ax 1.65+0.03 ax
0.01 Hg 0.77+0.04 ax 1.10+0.05 by 1.65+0.02 ax 1.68+0.04 ax
0.01 Hg+0.01 Se 0.80+0.03 ax 0.84+0.02 ax 1.62+0.02 ax 1.66+0.03 ax
Kontrol 0.7940.02 ax 0.82+0.04 ax 1.63+0.04 ax 1.65+0.03 ax
0.05 Hg 0.81+0.01 ax 1.81+0.06 by 1.69+0.03 ax 2.49%0.05 by
0.05 Hg+0.05 Se 0.78+0.02 ax 1.12+0.04 cy 1.61+0.03 ax 2.03+0.04 cy

Veriler Aritmetik ortalama + Standart hata seklinde verilmistir. MDA dlzeyinde ayni etkilesim stiresinde derisimler arasindaki ayrimi
gostermek icin a, b ve ¢ harfleri; belirli bir ortam derisiminde stireler arasindaki ayrimi gostermek icin ise x ve y harfleri kullaniimistir.

Farkl harfler veriler arasindaki istatistiksel ayrim oldugunu gostermektedir (P<0.05)
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TARTISMA VE SONUC

Sunulan calismada civanin toksik etkisi sonucu
antioksidan enzim aktivitelerinde inhibisyon ve lipid
peroksidasyon dizeylerinde ise artislar gibi subletal
etkiler belirlenmisken deneylerin sona erdirildigi 21
gunliikstresonundaveyiksekcivaortamderisimlerinin
etkisinde O. niloticus'ta mortalite gdzlenmemistir.
Yuksek metal derisimli sularda baliklarin yasamlarini
strdurebilmeleri, bu metallere gosterecekleri uyumla
yakindan iliskilidir. Baliklar gelismis bir adaptasyon
yeteneklerine bagh olarak metallerin 6ldirici etkisi
ile bas edebilmektedirler. O. niloticus'ta 0Ozellikle
karaciger ve solunga¢ dokularindaki yliksek savunma
ve detoksifikasyon mekanizmalarinin ve hasar goren
hiicre bilesenlerinin tamirinde rol oynayan giglu bir
onarim sisteminin varligina bagh olarak mortalite
gOzlenmemis olabilir. Benzer sekilde Firidin vd.
(2015) yaptiklari cahsmalarinda da 14 gun siireyle 0.1
mg/L civa etkisine birakilan O. niloticus'ta mortalite
go6zlenmemistir.

Civanin  biyomolekiillerin  yapisinda bulunan
sulfidril gruplarina yiiksek ilgisi oldugu bilinmektedir.
Civa redoks-inaktif metal olup redoks doéngusiine
dogrudan katilmamakla birlikte &zellikle tiyol-iceren
glutatyon gibi antioksidan ve enzimler gibi hiicrelerin
onemli antioksidanlariyla etkilesime girmekte ve bu
molekdllerin  aktivitelerini engelleyerek ROT'larin
dolayl olarak Giretimine neden olabilmektedirler (Stohs
ve Bagchi, 1995). ROT’lar ise oksidatif strese neden
olarak membran lipidlerini, proteinleri, enzimleri ve
nikleik asitler gibi hiicresel elemanlarda aktivite kaybi
ve oksidasyon gibi hasarlara yol agmaktadir. Bununla
birlikte ROT’lar ve zararli etkilerine karsi en 6nemli
koruyucu mekanizmalar olan SOD, CAT gibi enzimatik
ve glutatyon, metallothionein gibi enzimatik olmayan
antioksidan savunma sistemleriyle hiicreler bu oksidatif
stres toksisitesini notralize edebilme yeteneklerine
sahiptirler.

Baliklarda SOD ve CAT oksidatif strese karsi
savunmada oldukca 6nemli antioksidan enzimlerdir.
SOD siiperoksidi hidrojen perokside dismutasyonunu,
CAT ise hidrojen peroksiti su ve oksijene doniisimini
katalizleyerek dogrudan veya dolayli olarak oksiradikal
olusumunu ve/veya bu radikallerden oksidatif strese
gidecekreaksiyonlariengelleyerek hiicresel savunmada
onemli roller oynamaktadirlar (Bainy vd. 1996). Bu
nedenle SOD ve CAT oksidatif hasarin biyobelirtecleri
olarak siklikla kullanilmaktadirlar (Regoli ve Principato,
1995).

Arastirmamizda O. niloticus'un  solunga¢ ve
karaciger dokularindaki SOD aktivitesinin  hem
cvanin tek basina hem de civa+selenyum karisiminin
etkisinde Ozellikle de yiiksek ortam derisimlerinde 4

gunlik etki stiresi sonunda arttigi; 21 glinlik etki stiresi
sonunda ise azaldigi belirlenmistir. SOD aktivitesindeki
artis ve azalslar, civa+selenyum karisimina oranla
cvanin dogrudan etkisinde daha fazla olmustur.
Civanin etkisinde baslangicta dokulardaki yiiksek
SOD aktivitesinin artan superoksit anyon radikaline
karsi bir adaptasyon yaniti sonucunda olustugu
ongorilmektedir. Bununla birlikte stirenin uzamasiyla
enzim aktivitesi civanin artan toksik etkisinin sonucu
olarak azalmis olabilir. Firidin vd. (2015) civanin O.
niloticus'ta antioksidan enzim sistemleri tizerine toksik
etkilere neden oldugunu belirtmislerdir. Azalan SOD
aktivitesi sUperoksit radikallerine karsi hicrelerin
koruma kabiliyetinde bir azalisi gosterebilir ki bu durum
hiicrelerin oksidatif stresten daha ¢ok etkilenmesine
yol acabilir. Carvalho vd. (2012) metallerin etkisinde
baliklarda artan SOD aktivitesinin metallerin toksik
etkilerinin detoksifikasyonunda 6nemli oldugunu ve
baliklarin bu enzim aktivitesindeki artisa bagl olarak
stperoksit radikalinin toksik etkilerine karsi kendilerini
koruduklarini  belirtmislerdir. Balik dokularindaki
yuksek SOD aktivitesinin metal etkilesimine yanitta
onemlioldugu vurgulanmaktadir (Fernandes vd., 2008).
Lopez-Lopez vd. (2011) ise yaptiklari ¢alismalarinda
kirleticilerin ~ etkisinde baliklardaki azalan SOD
aktivitesinin asiri ROT Uretimine bagh olarak SOD'nin
hasar gérmesi sonucunda olustugunu belirtmislerdir.
Keza Dimitrova vd. (1994) de asin superoksit radikal
uretiminin kendisi veya déniisimi ile olusan H,0,'nin
SOD’deki sisteinin oksidasyonuna neden olarak enzim
aktivitesini dlstirdiglini rapor etmislerdir.

Genellikle SOD ve CAT aktivitesinde es zamanl
induksiyon yaniti kirleticilerin etkisinde gézlenmektedir
(Dimitrova vd., 1994). Calismamizda da boyle bir iliski
go6zlenmistir. Sunulan arastirmada civanin dogrudan ve
selenyumla birlikte etkisinde 6zelikle de yiiksek ortam
derisimlerinde O. niloticus'un solungag¢ ve karaciger
dokularinda CAT aktivitesi SOD aktivitesinde oldugu
gibi 4 gunlik sire sonunda artis; 21 ginlik sire
sonunda ise azalis gostermistir. Enzim aktivitesindeki
artis ve azalislarin, selenyumla birlikte etkisine
oranla civanin dogrudan etkisinde daha fazla oldugu
saptanmistir. Hiicresel yapilari H,0,'nin zararli etkilerine
karsi korumak icin ilk etkilesim siiresi sonunda CAT
aktivitesinin artigi ancak slirenin uzamasiyla artan civa
stresinin sonucunda ve yiksek tretim durumlarinda
enzim aktivitesini inhibe ettigi belirlenen siiperoksit
anyon radikaline bagli olarak CAT aktivitesinin azaldig
dusinidlmektedir. Benzer sekilde Firat ve Kargin (2010)
de Zn, Cd ve Zn+Cd etkisine birakilan O. niloticus'ta
CAT enzim aktivitesinin metallerin toksik etkilerinin
sonucunda artigini ve artan enzim aktivitesinin
yuksek H,0, Gretimiyle iligkili oldugunu ve metallerin
indiikledigi oksidatif strese karsi bu enzimin biyolojik
onemini gosterdigini belirtmislerdir. Talas vd. (2008)
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de laboratuvar calismalarinda O. mykiss'te kadmiyum
ve kromun karaciger dokusu CAT aktivitesinde onemli
azalislara neden oldugunu belirlemislerdir.

Civa baliklarda antioksidan savunma
sistemlerde degisiklige neden olarak oksidatif stresi
olusturabilmekte bu da hicrelerin dlimine yol
acabilecek lipid peroksidasyonuna ve dokularda
patolojik durumlarin olusmasina yol ag¢maktadir
(Verlecar vd., 2008). MDA, hicre membran
fosfolipidlerine ve dolasimdaki lipidler (zerine
oksidatif hasardan kaynaklanan lipid peroksidasyonu
drtinlerinden biridir ve diizeyleri dogrudan kirleticiler
tarafindan indiiklenen oksidatif hasarin derecesini
gOsterir (Banerjee vd., 1999). Sunulan calismada O.
niloticus'un solunga¢ ve karaciger dokularindaki
MDA duzeyleri 21 gunlik etki stiresinde hem civanin
dogrudan hem de civa+selenyum karisiminin yiiksek
ortam derisimlerinin etkisinde artis g&stermistir.
MDA dizeyindeki bu artislarin civanin  dogrudan
etkisinde daha yuksek oldugu belirlenmistir. MDA
dizeylerindeki artislar civanin O. niloticus'un solungag
ve karaciger dokularinda lipid peroksidasyonuna yol
actigini gostermektedir. Karadag vd. (2014) C. carpio'da
MDA diizeylerinin kirleticilerin neden oldugu oksidatif
stresin bir sonucu olarak arttigini belirtmislerdir. Yine
El-Gazzar vd. (2014) de calisma sonuclarimiza benzer
olarak kadmiyum etkisinde O. niloticus'un karaciger
dokusunda MDA dizeylerinin anlamli olacak sekilde
arttigini - saptamislardir.  Arastiricilar  yiksek MDA
diizeylerinin oksidatif hasara bagh olarak olusan
lipid peroksidasyonunun bir gostergeci oldugunu
vurgulamiglardir.

Oksidatif stres calismalarinda MDA dizeyleri
genel olarak antioksidan savunmalarin etkinligini
degerlendirmek icin Olcllmektedir. Calismamizda
solunga¢ ve karaciger dokusundaki yiiksek MDA
dizeyleri cvanin, belirgin  bir oksidatif stresi
indukledigini gostermektedir. Yiiksek MDA diizeylerinin
antioksidan enzimlerdeki azalisla iliskili oldugu
ongorilmektedir. SOD ve CAT reaktif oksijen tirlerinin
oksidatifataklariylaolusabileceklipid peroksidasyonuna
karsi hiicreleri koruyan en 6nemli antioksidanlardandir;
¢linkl, bunlar serbest radikal temizleyicileri olarak
islevseldirler. Bu nedenle calismamizda baliklarin
solungac ve karaciger dokularinda azalan SOD ve CAT
aktivitelerine bagh olarak ROT'larin toksik etkilerinin
notralize edilemedigi ve bunun sonucunda da lipid
peroksidasyonunun arttigi dustnilmektedir. Talas
vd. (2008) yaptiklari calismalarinda agir metallerin
etkisinde balik dokularinda SOD ve CAT aktivitesinin
azaldigini ve metallerin antioksidan enzim aktivitelerini
baskilanmasinin bir sonucu olarak da MDA diizeylerinin
arttigini belirtmislerdir.

Sunulan arastirmada O. niloticus'un solungag¢ ve

karaciger dokularinda saptanan artan veya azalan
SOD ve CAT aktivitesiyle artan MDA dizeylerinin
civa+selenyum karisimina oranla civanin tek basina
etkisinde daha fazla olmustur. Calismamiz civanin
bu oksidatif stres parametreleri lizerine olan toksik
etkilerinin  selenyumun varlhiginda azaldigini ya
da tamamen iyilestigini gdstermektedir. Onceki
calismalarda da selenyumun civanin toksik etkilerini
engelledigi ve civa toksisitesine karsi antogonistik bir
etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Fridin vd. (2015) civa
ve civa+selenyum karisimlarinin etkisine birakilan O.
niloticus'un beyin ve bobrek dokularinda CAT aktivitesi
ve MDA dizeylerinin civanin tek basina etkisinde
daha fazla arttigini ve selenyumun civanin toksik
etkilerini azalttigini saptamislardir. Su vd. (2008) de
ratlarla yaptiklari calismalarinda civa ve civa+selenyum
iceren diyetlerle beslenen hayvanlarda karaciger ve
bobrek dokularinda civanin dogrudan etkisinde SOD
aktivitesinin azaldigi MDA duzeylerinin ise arttigs;
bununla birlikte, selenyum varliginda ise enzim
aktivitesinin arttigi ve MDA diizeylerinin ise azaldig
rapor edilmistir. Arastiricilar civa toksisitesi Uzerine
selenyumun antogonistik bir etkiye sahip oldugunu
vurgulamiglardir.

Sonuc olarak solunga¢ ve karaciger dokularinda
civanin etkisinde azalan SOD ve CAT aktivitesi ve buna
bagl olarak artan MDA diizeyi O. niloticus'ta oksidatif
stresin olustugunu gostermektedir. Bununla birlikte
cvanin selenyumla birlikte etkisinde antioksidan
enzimler ve lipid peroksidasyonu Uzerindeki civa
toksisitesinin azaldigi ya da tamamen engellendigi
belirlenmistir. Arastirmamiz selenyumun civa toksisitesi
lzerine koruyucu bir roli oldugunu godstermektedir.
Selenyumun, baliklardaki civa alinim dizeylerini
azaltarak ya da metalin vicuttan atihm oranlarini
artirarak dokulardaki civa birikimini azaltarak, civaya
baglanarak Hg-Se kompleksi olusturup civanin
hareketsiz bir formda kalmasini saglayarak ya da
antioksidan aktivitesine bagli olarak civa toksisitesi
Uzerine antogonistik etki gosterdigi diistinilmektedir.
Arastirmamiz  sucul organizmalardaki agir metal
toksisitesinin  belirlenmesinde  ve  selenyumun
bu toksisite Uzerine olan koruyucu roliiniin
degerlendirilmesinde  bir  biyobelirte¢  olarak
oksidatif stres parametrelerinin kullanilabilecegini de
gostermektedir.
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