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ABSTRACT

Objective: Peroxiredoxins (Prx) belong to peroxidase type enzyme
group which reduce redox active cysteine residues. The aim of
this study was to determine the allele frequencies of Prx 6 gene
541055489 polymorphism in zebrafish and in which extent may
improve protective measures against oxidative stress indicators.

Methods: The Prx6 gene rs41055489 genotypes were deter-
mined with qPCR method in zebrafish exposed to different doses
of heavy metals. Additionally, the glutathion (GSH), malondial-
dehide (MDA) and catalase (CAT) levels were measured.
Results: The Prx6 gene 541055489 genotype frequencies were
determined respectively as 97.7% for homozygous wild type
(A/A), 2.3% for heterozygous (A/C) in group. The polymorphic
genotype (C/C) was not detected in our study group.
Conclusion: Prx6 rs41055489 heterozygous gene polymorphism
have been observed to inhibit defence mechanisms.

Keywords: Zebra fish, Peroxiredoxins 6 gene, rs41055489 poly-

morphism, heavy metal, oxidative stress

Giris

OzZET

Amag: Peroksiredoksinler (Prx), aktif redoks sistein kalintilarinin
hidrojen peroksidi indirgemesinde kullanilan peroksidaz enzim
grubuna aittir. Bu ¢alismanin amaci, zebra baligs solungaglarinda
antioksidatif etkileri bilinen Prx6 geni rs41055489 genotiplerine
bagli olarak oksidatif stres belirteclerine karsi gelistirilen koruyu-
cu 6nlemleri aragtirmakeir.

Yéntemler: Agir metallerin farkli dozlarina maruz birakilan zeb-
ra baliklarinda Prx6 geni rs41055489 genotipleri kantitatif PZR
(gPZR) yontemiyle belirlendi. Ayrica glutatyon (GSH), malon-
dialdehid (MDA) ve katalaz (CAT) diizeyleri 6l¢iildii.

Bulgular: Prx6 geni rs41055489 polimorfizmi icin genotip stk-
liklari A/A (yabanil tip), A/C (heterozigot) genotipler icin sirastyla
%97,7, %2,3 olarak tespit edildi. Caligma grubumuzda polimorfik
genotipi homozigot formda (C/C) tastyan bir baliga rastlanmadu.
Sonug: Prx6 rs41055489 gen polimorfizmini heterozigot form-
da tastyan balikta, mevcut oksidatif stres savunma mekanizmala-
rinn baskilandigi gézlendi.

Anahtar Sézciikler: Zebra baligi, Peroksiredoksin 6 geni,
541055489 polimorfizmi, agir metal, oksidatif stres

Oksidatif stres bir¢ok hastaligin olusum ve gelisiminde rol oynar. Antioksidatif enzimler, siiperoksit ve hidrojen peroksit

gibi reaktif oksijen tiirlerini uzaklagtirarak, hiicresel savunmada oksidatif strese karsi gorev yaparlar. Antioksidan enzim

diizeylerinin yiikselmesiyle sonuglanan sinyal yolaklarinin aktivitelerindeki degisiklikler ayni zamanda artan oksidatif stres

direnci ile birlikte yasam kalitesinin yiikselmesini saglar (1,2).

Peroksiredoksinler (Prx) prokaryotik ve dkaryotik organizmalarda genis bir dagilim gdsteren peroksidaz enzim ailesinin

tiyelerindendir. Peroksiredoksinler, aktif redoks sistein kalintilarindaki hidrojen peroksidin indirgenmesinde kullanilan

enzimlerdir (3). Prx’in en 6nemli gérevi, organik hidroperoksit (ROOH), peroksinitrit ve hidrojen peroksitlerin toksik

etkisini azaltarak veya inhibe ederek antioksidatif etki gostermektir (4). Literatiirde insan, maya ve Drosophilada yapilan

caligmalarda, Prx reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) enzimatik taginmasinda rol aldig1 ve viicut hiicrelerini oksidatif strese
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karst korudugu bildirilmistir (5-7). Peroksiredoksin enzimleri
katalitik mekanizmalarina gre; tipik 2-Cys, atipik 2-Cys ve
1-Cys olmak iizere siniflandirilirlar (8,9). Prx-6 ise, Prx aile-
sinin 1-Cys alt grubunda siniflandirilmaktadir ve antioksi-
datif olaylarda gorevlidir (7,10-12). Prx6 geni, Laternula el-
liptica (13), Chinese shrimp, Fenneropenaeus chinensis (14),
Haliotis discusdiscus (15), Crassostrea giga (16), ve Arenicola
marina (17) gibi bazi sucul tiirlerde de tanimlanmugtr. Prx6
geni Salmo salar (GenBank kodu. ACI67571), Oncorhyn-
chus mykiss (GenBank kodu. NP_001158604), Ictalurus
punctatus (GenBank kodu. ABG77029), ve Danio rerio
(GenBank kodu. NP_957099) olmak iizere sadece dort balik
tiiriinde dizilenmistir (18). Peroksiredoksin geni rs41055489
polimorfizmi 20’inci kromozomun 1719953’inci pozisyonda
bulunmaktadir (19). rs41055489 polimorfizmi A-C niikleo-
tid degisimi sonucunda olugsmaktadir (19). Literatiirde, Prx-
6 genine ait 100 adet tek niikleotid polimorfizmine (SNP)
tanimlanmugtir (19).

Agir metaller besin zinciri boyunca metabolik bakimdan aktif
doku ve organlarda birikmektedir. Bu biyobirikim hiicresel
ve molekiiler diizeyde islevsel ve yapisal bozukluklara sebep
olmaktadir. Kisa siireli kadmiyum etkisi sonrasinda sucul
canlilarda hemotolojik etkiler, kalsiyum dengesinde bozulma-
lar, bobrek, solungag ve bagirsak gibi dokularda histopatolo-
jik degisiklikler, hiicre digt sivilarin iyon seviye degisimleri ve
osmoregiilasyon kapasite farkliliklari gdzlenebilmektedir (20).
Kadmiyum, baliklarin cesitli enzim sistemlerini etkileyerek,
néroiletim, transepitelyal tasinma, bagisiklik sistemi, oksida-
zlar gibi temel fizyolojik ve biyokimyasal mekanizmalari boz-
abilir. Kadmiyumun hiicrelerdeki enzim havuzlarindan ¢inko
ve bakur ile yer degistirerek, bakir ve ¢inko dengesini bozdugu
bilinmekeedir (21). Hiicrelerde artan bakur seviyeleri genotok-
sik ve sitotoksik etkilere yol agmaktadir. Bakir toksik etkisini,
lipid peroksidasyonuna yol agarak, DNAda hasara neden
olarak ve kalsiyum dengesini bozarak gerceklestirmektedir
(22). Tatlisu baliklarinda sucul ortama giren bakir ilk olarak
baligin solungaclart ile etkilesir, daha sonra karaciger ve
bagirsaklarda toksik etkisini gosterir (23,24).

Metabolik bir element olan ¢inkonun subletal ortam
derisimlerinde balikta bilylime yavaglar, yiizme hareketleri
ve kan biyokimyasi degisir, ayni zamanda yumurtlama
kapasitesi azalir (25). Cinko birikimi en siklikla solungag ve
bagirsaklarda gézlenmekeedir.

Calismamizdaki amag, omurgali model organizma olan zebra
baliginin (Danio rerio) solungaglarinda antioksidatif etkileri
bilinen Prx6 geni rs41055489 genotiplerine bagl olarak ok-
sidatif stres belirteclerine karsi gelistirilen koruyucu énlemleri
belirlemektir.

Yontemler

Caligma grubu
Ticari olarak temin edilen 43 adet zebra balifi, arastirma
laboratuvarina poliiiretan torba igerisinde getirilmigtir. Ze-

bra baliklar1 biiyiiklitkleri 70x30x45 cm olan 7 adet cam
deney akvaryumuna gruplara ayrilarak yerlestirildi. Baliklarin
bulundugu akvaryumlardaki su sicakligi 26-28°C arasinda ve
pH 7 olacak sekilde sabitlenerek, akvaryumlara bir hava mo-
toru yardimi ile yeterli diizeyde (9-12 mg/L) oksijen verildi.
Deneyde baliklarin beslenmesi i¢in toz balik yemi kullanildi.
Yemleme, baliklar doyana kadar sabah ve aksam olmak tizere
giinde 2 kez tekrarlandi. Toksikolojik deneyler esnasinda yem-
leme yapilmad: (26). Baliklarin ortama uyumlar: saglandiktan
sonra akvaryumlara 24 saat siireyle artan farkli dozlarda bakir
(0,1 ppm Cu, n=6; 0,5 ppm Cu, n=5), ¢inko (0,1 ppm Zn,
n=7; 0,5 ppm Zn, n=06) ve kadmiyum (0,1 ppm Cd, n=8;
0,5 ppm Cd, n=5) eklendi. Kontrol grubuna da (n=6) aym
fiziksel sartlar uygulandi. Deney siiresince baliklara herhangi
bir stres onleyici anestezik madde verilmedi. Belirlenen deney
siireleri sonunda baliklar -20°Cde 3-5 dakikalik soguk sok
ile uyusturulduktan sonra solunga¢ dokular: hizlica disekte
edildi. Her baliktan alinan solungag érnekleri ikiye ayrilarak
biri genotip belirlenmesi, digeri biyokimyasal analizler i¢in

kullanild:.

DNA izolasyonu ve genotiplerin belirlenmesi

Solunga¢ dokularina ait DNA izolasyonu, High Pure PCR
Template Preparation Kit protokoliine uygun olarak yapild:
(Roche, Almanya). rs41055489 polimorfizmi Real-Time
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) yontemi ile LightCy-
cler 2.0 Instrument (Roche Diagnostics, Almanya) sistemi
kullanilarak belirlendi. Caligmada LightCycler 2.0 qPZR
cihazina uygun LightCycler® FastStart DNA Master Hyb-
Probe kiti ve Hibridizasyon prob (FRET) (TibMolBiol Kiti)
kullanilarak Prx-6 geni rs41055489 polimorfizminin genotip
belirlenmesi yapildi. Cu, Zn, Cd gibi agir metallere maruz
birakilan balik gruplart ve kontrol grubu baliklarin solungag
doku 6rneklerinden High Pure PCR Template Preparation
Kit (ROCHE) kullanilarak genomik DNA’lart izole edildi
(27). Calismamizda rs41055489 genotiplerini belirlemek
amaciyla hibridizasyon prob ve primer dizileri kullanildi.
1541055489 tek niikleotid polimorfizmine ait hibridizasyon
prob kullanilarak LightCycler FastStart DNA Master kiti ile
hedef bolge kantitatif olarak qPCR LightCycler 2.0 sistemi ile
cogaluldi. Erime egrisi (Melting curve) analizi kullanilarak,
uygun erime sicakliklarinin incelenmesiyle genotipler be-
lirlendi.

%10 Doku homojenatinin hazirlanmasi

Solungag¢ doku érnekleri ayri ayri serum fizyolojik ile yikanip
kant temizlendikten sonra bir siizge¢ kagidi ile kurutularak
tartldi. Gerekli miktarda serum fizyolojik ve cam bon-
cuk yardimiyla dismembranatérde parcalandi. Her doku
homojenati ayr1 ayr1 ependorf tiipler icerisine konuldu, etik-
etlendi ve -20°Cde analiz edilene kadar saklandh.

Solunga¢ dokusunda malondialdehit (MDA) tayini

Dokularda olugan lipid peroksidasyonunun (LPO) goster-
gesi olan MDA ile tiyobarbiitirik asit arasindaki reaksiyon so-
nucu olugan pembemsi rengin absorbanst spektrofotometrik
olarak dlciildii. Doku homojenatinda LPO diizeyleri MDA
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icin saptanmis ekstinksiyon kat sayist (1.56.105 M'cm™)
kullanilarak nmol MDA/mg protein cinsinden hesaplandi (28).

Solunga¢ dokusunda indirgenmis glutatyon (GSH) tayini
Elmann ayiraci, 5-5' ditiyobis 1-2 nitro benzoikasid ile siilfid-
ril gruplarinin reaksiyonu sonucu olugan renkli tiriin spektro-
fotometrik olarak degerlendirilir. Homojenatta GSH diizey-
leri, seyreltme fakedrii ve olusan sart renkli tirtiniin 412 nm'de
ekstinksiyon katsayist (13600/M"cm™) kullanilarak GSH pg/
mg protein cinsinden hesaplandi (29).

Solunga¢ dokusunda katalaz aktivitesi (CAT) tayini
Katalaz aktivitesi enzimi; H,O,’nin, H O’ya déniisiim reak-
siyonunu katalizler. Bu doniisiim 240 nm'de absorbansin
azalmast ile takip edilebilir. Bir dakikadaki absorbans azalmasi
katalaz aktivitesine karsilik gelir. Siipernatantdaki katalaz
aktivitesi belirlenmis ekstinksiyon katsayist 0,004 (0,00394)
mM/mm™ kullanilarak, yapilan seyreltmeler 8lciisiinde U/
mg protein/dk cinsinden hesapland: (30).

Istatistiksel analiz

[statistiksel analizler SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences Chicago, IL, ABD) 17,0 paket programi kullanilarak
yapildi. Tanimlayicr istatistikler siirekli olgiimlii degiskenler
icin ortalama * standart hata (SH) ve medyan (minimum-
maksimum) olarak verildi. Kategorik degiskenler gzlem sayist
ve (%) deger olarak gosterildi. Gruplar arasi kargilagtirmalarda
normal dagilim gdsteren degisken i¢in Student’s-t testi, normal
dagilim géstermeyen degiskenler icin Mann-Whitney U testi
kullanildi. Biyokimyasal parametrelerin gruplar arasindaki
farkliliklar Varyans analizi ile tespit edildi. Bonferroni testi ile
her bir parametre icin gruplar bire bir kargilagtirildi. P<0,05
degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

Bu caligma, agir metallere karsi antioksidatif savunma
mekanizmalarinin gostergesi olan antioksidan enzim sevi-
yeleri ile peroksiredoksin6 (Prx6) rs41055489 gen polimor-
fizmi arasindaki iligkilerin incelendigi ve iilkemizde rapor
edilen ilk aragtirmadir.

Calismamizda grup ayirmaksizin zebra baliklarina ait Prx6
geni 1541055489 genotip sikliklari Tablo 1'de verildi. Prx6
geni 1541055489 polimorfizmi icin genotip sikliklart A/A
(yabanil tip), A/C (heterozigot) genotipler icin sirastyla
%97,7, %2,3 olarak tespit edildi. Calisma grubumuzda po-
limorfik genotipi homozigot formda (C/C) tastyan bir baliga
rastlanmad: (Tablo 1).

Calismamizda yer alan kontrol ve agir metal uygulanan zebra
baliklarina ait Prx6 geni rs41055489 genotip sikliklar1 Tablo
2de verildi. Deney gruplarimizdaki 0,5 ppm Cd uygulanan
(grup 7) grup icerisinde sadece bir baligin prx6 rs41055489
genotipi heterozigot olarak tespit edilmis olup, diger gru-
plarda yer alan baliklarin tiimii yabanil tipte genotipe sahip
bulunmustur (Tablo 2).

Tablo 1. Zebra baliklarina ait prx6 peni rs41055489 peno-
tip dagiimlari

Prx6 geni rs41055489 genotip sikliklari

Homozigot Heterozigot = Homozigot

yabanil tip (A/C), n (%) polimorfik

(A/A), n (%) (C/C), n (%)
Zebra Balig 42 (97,7) 1(2,3) 0(0)

Sonuglar sayi (%) deger olarak ifade edilmistir. n: Ornek sayisi.

Tablo 2. Farkli dozlarda Cu, Zn ve Cd uygulanmis zebra
baliklarinda prx6 geni rs41055489 genotip dagilimlari

Prx6 geni rs41055489 genotip sikliklar

Homozigot Heterozigot Homozigot
yabaniltip (A/C),n (%) polimorfik

(A/A), n (%) (C/C),n (%)
Grup 1 (Kontrol) 6(100) 0(0) 0(0)
Grup2 (0,1 ppm Cu) 6 (100) 0(0) 0(0)
Grup 3 (0,5 ppm Cu) 5(100) 0(0) 0(0)
Grup 4 (0,1 ppm Zn) 7 (100) 0(0) 0(0)
Grup 5 (0,5 ppm Zn) 6 (100) 0(0) 0(0)
Grup 6 (0,1 ppm Cd) 8(100) 0(0) 0(0)
Grup 7 (0,5 ppm Cd) 4(80) 1(20) 0(0)

Sonuclar sayi (%) deger olarak ifade edilmistir. n: Ornek sayisi. Cu: Bakir,
Zn: Cinko, Cd: Kadmiyum.

Ticari olarak temin edilen zebra baliklarina farkli subletal do-
zlarda agir metaller (bakir, kadmiyum ve ¢inko) uygulanmug
ve solunga¢ dokularinda lipid peroksidasyon (MDA), an-
tioksidatif enzimler (GSH, CAT) ve total protein seviyeleri
her bir agir metal icin ayri tablolarda verilmigtir (Tablo 3).
Heterozigot genotipte oldugu saptanan (grup 7) baligin GSH
diizeyi 0,08804 pg/mL olup, ayni diizeyde Cd uygulanmig
gruptaki baliklara kiyasla daha diisitk; MDA diizeyi 0,36417
pg/mL olup, ayni diizeyde Cd uygulanmis gruptaki baliklara
kiyasla daha yiiksek; CAT diizeyi ol¢iilebilir sinirlarin altinda
oldugundan belirlenememistir (Tablo 3).

Tartigma

Genetik toksikoloji, canlilarin kalium materyali olan DNA
iizerinde meydana gelen toksik etkileri inceleyen bilim dalidur.
DNAda kodlanan genetik bilgiler, kopyalandiktan sonra
aslina uygun olacak sekilde gelecek nesillere aktarilir. Nor-
mal biyolojik siirecte fiziksel, kimyasal ve biyolojik etkenlerin
DNA ile etkilesimleri sonucunda genetik yapida bozulmalar
meydana gelebilir. Sucul ekosistemlerle iligkili genotoksik et-
kilerin arastirilmasinda baliklar son on yilda model organizma

olarak siklikla kullanilmaktadir (31).

Glutatyon (GSH), oksijen radikali yakalayicist olarak antio-
ksidan savunmada énemlidir. GSH diizeyindeki degisim,

canlinin detoksifikasyon yeteneginin énemli bir gdstergesi-
dir. GSH sistemi baliklarda oksidatif hasara kars1 farkli yol-

39
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Tablo 3. Farkli agir metaller uygulanmis zebra baliklarindaki antioksidatif ve lipid peroksidasyon parametreleri

Grup 1 (Kontrol )

Grup2 (0,1 ppm Cu)

Grup 3 (0,5 ppm Cu)

Grup 4 (0,1 ppm Zn)

Grup 5 (0,5 ppm Zn)

Grup 6 (0,1 ppm Cd)

Grup 7 (0,5 ppm Cd)

Glutatyon

(GSH) (ug/mL)
OrtiSH; Medyan

(minumum-maksimum)

0,0120+0,0026; 0,0109
(0,0043-0,0207)

0,1193+0,0837; 0,0391
(0,0152-0,5370)

0,1532+0,1229; 0,0261
(0,0054-0,6413)

Ornek sayisi yetersiz

0,0380+0,0224; 0,0222
(0,0119-0,0739)
0,0154£0,0073; 0,0043
(0,0011-0,0478)
0,1950+0,1597; 0,0239;
(0,0142-0,8315)

Malondialdehit
(MDA) (ug/mL)
OrtiSH; Medyan

(minumum-maksimum)

0,26740,1361; 0,2052
(0,0688-0,5280)
0,1084+0,0703; 0,0353
(0,0167-0,4570)
0,1606£0,0394; 0,1533
(0,0456-0,2664)
0,0689+0,0383; 0,0893
(0,0246-0,928)
0,19080,1590; 0,1890
(0,0066-0,3787)
0,0432+0,0105; 0,0473
(0,0062-0,0806)
0,0930+0,0679; 0,0285
(0,0163-0,3641)

Katalaz

(CAT) (ug/mL)
OrtiSH; Medyan

(minumum-maksimum)

6,8969+0,7585; 7,2008
(3,4611-9,0553)
6,261610,7627;5,5614
(4,3627-9,3012)
7,2469+7,9295; 4,0758
(2,0266-18,8094)
9,6189:0,8769; 8,9839
(7,3545-12,7848)
7,7684+2,3059; 5,5102
(2,7438-15,5512)
7,3622+0,9286; 7,8566
(4,0758-10,7151)
3,7210+1,4188; 3,5840
(2,3750-5,2028)

Degerler ortalama + standart hata (SH); medyan (minumum-maksimum) olarak ifade edildi. n: 6rnek sayisi; Cu: bakir; Zn: ¢inko; Cd: kadmiyum

lardan kofaktér gibi davranarak ¢aligir. Hiicrelerde glutatyo-
nun anti-oksidatif fonksiyonu konsantrasyon, reaksiyon hizi
ve sentez hizina bagli olarak ortaya ¢ikar. Metal-GSH kon-
jugasyon islemi metallerin safra ile atilmasini sagladigindan,
GSH'1 tiiketmesine bagli olarak antioksidan savunma kapa-
sitesini azaltmaktadir (32). GSH miktar1 hiicresel iglevlerin
korunmasinda 6nemli olup detoksifikasyon ve oksidatif stres
durumunda azalabilmektedir. Ancak devam eden stres du-
rumunda GSH/GSSG (indirgenmis/okside formdaki glu-
tatyon) orani adaptif mekanizmalarin etkisi ile oksidatif strese
karst koyabilmek iizere artmaktadir (33). Pek ¢ok enzimatik
ve non-enzimatik detoksifikasyon reaksiyonlarinin substrat
olan glutatyon, kirleticilere maruz kalan baliklarda etkin bir
biyobelirteg olarak ele alinmaktadir. GSH, yapisinda bulunan
yiiksek oranda reaktif siilfidril gruplarina metalleri baglayarak
uzaklagtirir (34). Calismamizda baliklara uygulanan 0,1
ve 0,5 ppm’lik Cu dozlarinin kontrol grubuna kiyasla daha
yiiksek seviyelerde olmasi, balik solungaglarinda bulunan
GSH varligina bagl olarak bakirin tutuldugunu gostermek-
tedir. Caligmamizda, prx6 geni rs41055489 varyasyonu icin
yabanil tipte genotipe sahip baliga bakir uygulanan gruplarin
hicbirinde rastlamadigimiz icin, gen polimorfizminin glutaty-
on seviyeleri iizerine etkileri hakkinda yorum yapilamamgtir.

Peroksiredoksin 6 rs41055489 gen polimorfizmi tiim
calisma gruplarinda bulunan baliklardan sadece 0,5 ppm Cd
uygulanmis grup icerisinde 1 adet heterozigot formda ze-
bra baliginda bulunmugtur. Gen polimorfizmini heterozigot
olarak tagtyan bu balikta ol¢iilen GSH diizeyi (0,08804 pg/
mL), 0,5 ppm Cd uygulanan ve homozigot yabanil tipte

gen polimorfizmine sahip diger baliklara (0,2217 pg/mlL)
kiyasla daha diisitk bulunmugtur. GSH diizeyinde belirlen bu
azalmanin, prx6 genindeki inaktif durumda olan allelin in-
hibitor etkisinden kaynaklaniyor olabilecegi diisiincesindeyiz.

Malondialdehit, lipid peroksidasyonu sonucu olusan
iirtinlerden biridir ve oksidatif hasar1 gdstermede yaygin
olarak kullanilan bir parametredir. MDA miktarinin yiik-
sek bulunmas: lipid peroksidasyonuna isaret etmektedir.
Lipid peroksidasyonunun meydana gelmemesi veya diisiik
diizeylerde olmasi oksidatif enzimlerin koruyucu etkile-
rini ifade eder. MDA, DNA ve proteinler ile etkilesime
girebildiginden hiicrenin fonksiyonel kapasitesini belirleyen
mekanizmalarin geri déniisiimsiiz olarak bozulmasina neden
olur (35). MDA'nin, DNA iplikleri arasinda ¢apraz baglar
olusturarak biyolojik etkiler gosterdigi rapor edilmistir (36).
Ayrica. MDAnin DNA ve proteinler arasinda da capraz
baglar olusturdugu bilinmektedir (37). MDA'nin bahsedi-
len genotoksik aktivitelerinin hiicrelerde yol agtug1 sonuglar
tam olarak bilinmemekle birlikte mutasyonlara sebep oldugu
distintilmektedir. Bakirin DNA’ya hasar verici etkisi MDA
ile etkilesimi sonucu meydana gelir. Hiicreye giren bakirin
%95’i ilk 20 dakika i¢cinde indirgenerek ya da okside olarak
bilinen etkileri yapmak iizere aktiflestirilir. Calismamizda
prx6 1541055489 polimorfizmi igin homozigot yabanil
tipteki baliklarda uygulanan metallerin (Cu, Zn, Cd) artan
dozlari ile beraber MDA seviyelerinde saptanan azalmanin,
metallerin solunga¢ dokusunda meydana getirdigi zararlari
ortadan kaldirmak tizere LPO aktivitesini azaltug: seklinde
yorumlanabilir. Oysa ki, prx6 rs41055489 polimorfizmi
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icin heterozigot balikta saptanan belirgin diizeydeki MDA
arugt (0,36417 pg/mL), polimorfik allelden dolay1 beklenen

diisiisiin gerceklesmemesini agiklamaktadir.

Baliklarin karaciger ve bdbrek dokulari, metaller tarafindan
olusan oksidatif stresten korunmak amaciyla CAT ve SOD
gibi antioksidan savunma sistemlerince zengindir (38).
Katalaz, H,O,’i substrat olarak kullanarak, oksijen ve suya
parcalayan ve boylece H,O, detoksifikasyonunu saglayan
peroksidazlardandir. CAT, tiim biyolojik membranlardan
gecip, bazi enzimleri inaktivite eder. Inorganik veya or-
ganik kirleticilere maruz kalan baliklarda doza bagli olarak
katalaz aktivite yanitlarinin inditklenme ya da inhibe olma
yoniinde farklilik gosterdigi rapor edilmistir (39). Bu nedenle
baliklarda zararli etkiler olusmadan hemen énce belirlenen
CAT aktivitesi oksidatif stres icin hassas bir biyobelirteg
olarak kabul gormiistiir (40). Agir metaller tarafindan zarar
goren DNA harabiyetinin artan katalaz aktivitesi ile tama-
men ortadan kaldirilmaya calisildigs hiicre kiiltiirii deney-
leri ile gdsterilmigtir. Tamir edilemeyen DNA kiriklarinin
bulundugu hiicreler programli hiicre éliimiine ydnlendiril-
irken, transkripsiyonel aktivite tamamen durdurulur (41).

Metallerin  (Cu, Cd, Fe ve Ni) Channa punctatanin
solungaglarinin biyokimyasal ve morfolojik &ézelliklerine et-
kilerinin incelendigi bir ¢calismada CAT, GST ve SOD gibi
antioksidan enzim aktivitelerinde zamana bagli azalmalar
gozlenmistir (42). Literatiirde zebra baliginda agir metal ve
genotiksik etkilesimi gosteren bir ¢alisgmaya rastlanmamustur.
Bu ¢alismada 0,5 ppm Cd uygulanan ve prx6 rs41055489
heterozigot genotipli balikta beklenen CAT aktivitesinin
diismesi nedeniyle; CAT aktivitesi spektrofotometrik olarak
olciilebilecek sinirin altinda oldugu icin belirlenemedi.

Sonug

Bu caligma ile agir metallerin en diisitk subletal dozlarinin
bile hiicredeki antioksidan savunma mekanizmalarini aktive
ettigi belirlenmigtir. Prx6 rs41055489 gen polimorfizminin
heterozigot formunun, mevcut savunma mekanizmalarinin

calismasini engelledigi gozlenmistir.
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