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ÖZET 

Doktora Tezi 

KADMĠYUM, KURġUN, BAKIR VE KOMBĠNASYONLARININ Xenopus laevis 

ĠRĠBAġLARINDA BAZI BĠYOBELĠRTEÇLER ÜZERĠNE ETKĠLERĠ 

Ertan YOLOĞLU 

Ġnönü Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

119 + x sayfa 

2012 

DanıĢman: Prof. Dr. Murat ÖZMEN 

 Bu çalıĢmada, kadmiyum (Cd), kurĢun (Pb), bakır (Cu) ve bu metallerin 

karıĢımlarının Xenopus laevis iribaĢları üzerine etkilerinin saptanması amaçlandı. Bu 

amaçla, seçilen metallerin uygulama konsantrasyonları Avrupa Birliği (AB) içme suları 

yönetmeliğinde belirtilen kabul edilebilir sınır değerler ve 96 saatlik test sonucu elde 

edilen ortalama öldürücü konsantrasyon (LC50) değerlerine göre belirlendi. Buna göre, 

46. evredeki Xenopus laevis iribaĢları 0.005 (AB değeri), 0.52 (LC50/10), 2.59 (LC50/2) 

ve 5.18 mg/L (LC50) Cd; 0.01 (AB değeri), 12.3 (LC50/10), 61.53 (LC50/2)  ve 123.05 

mg/L (LC50 değeri ) Pb; 0.01, 0.085 (LC50/10), 0.425 (LC50/2) ve 0.85 mg/L (LC50) Cu 

ve bu metallerin belirlenen konsantrasyonlarının ikili karıĢımlarına (1:1) ve üçlü 

karıĢımına (1:1:1) 96 saatlik statik yenilemeli test sisteminde maruz bırakıldı. Bunun 

dıĢında, metallerin 96 saatlik LC50 ve LC50/2 değerleri karıĢımlarına 24 saat süresince 

maruz bırakıldılar. Amfibi iribaĢlarında metallerin, glutatyon S-transferaz (GST), 

glutatyon redüktaz (GR), asetilkolinesteraz (AChE),  karboksilesteraz (CaE), glutatyon 

peroksidaz (GPx), katalaz (CAT) enzimleri ve metallotiyonein (MT) miktarı üzerine 

etkileri saptandı.  

 Metallerin ve karıĢımlarının 96 saatlik uygulamaları sonucunda, Pb ve Cd‟un 

LC50 değerleri karıĢımının ve Pb+Cu, Cd+Cu ve Pb+Cd+Cu karıĢımlarında ise 

metallerin LC50 ve LC50/2 değerleri karıĢımlarının bütün iribaĢları öldürdüğü belirlendi. 

Metallerin tek baĢlarına LC50/2 ve LC50 değerleri ile düĢük metal konsantrasyonları 

karıĢımlarının seçilen biyobelirteç enzimleri önemli düzeyde etkilediği ve MT 

miktarının konsantrasyonla iliĢkili olarak arttığı saptandı. Metallerin 96 saatlik LC50 ve 

LC50/2 değerleri karıĢımlarına 24 saat süresince maruz bırakılan iribaĢlarda GST, GR ve 

CAT enzimlerinin önemli düzeyde etkilendiği ve MT miktarının önemli düzeyde arttığı 

saptandı. 

 AraĢtırma sonuçları, metallerin 46. evredeki X. laevis iribaĢlarında toksik 

potansiyele sahip olduğunu göstermiĢtir. Ayrıca, metallerin karıĢım olarak 

uygulandıklarında, LC50/2 ve LC50 değerlerinden çok daha düĢük konsantrasyonlarda 

toksik etki gösterdiği belirlenmiĢtir. Ayrıca sonuçlarımız, X. laevis iribaĢlarının sucul 

ekosistemlerde, metal kirliliğinin belirlenmesini amaçlayan çalıĢmalar için uygun bir 

test organizması olduğunu ve seçilen biyokimyasal belirteçlerin de metal toksisitesini 

iyi bir Ģekilde yansıttığını göstermektedir.  

ANAHTAR KELĠMELER: Kadmiyum, KurĢun, Bakır, Metal Toksisitesi,                                 

Xenopus laevis, Enzim. 
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ABSTRACT 

Ph.D. Thesis 

EFFECTS OF CADMIUM, LEAD, COPPER AND THEIR COMBINATIONS ON 

SELECTED BIOMARKERS IN Xenopus laevis TADPOLES 

Ertan YOLOĞLU 

Ġnönü University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Biology 

119 + x pages 

 

2012 

Supervisor: Prof. Dr. Murat ÖZMEN 

The aim of this study was to determine the effects of cadmium (Cd), lead (Pb), 

copper (Cu), and their mixtures on Xenopus laevis tadpoles. For this aim, the 

application concentrations of metals were determined according to their acceptable limit 

values in drinking water set forth by the European Union (EU) and the 96-hour median 

letal concentration values (LC50). Given these, tadpoles in stage 46 were exposed to 

0.005 (EU limit value), 0.52 (LC50/10), 2.59 (LC50/2) and 5.18 mg/L (LC50) Cd; 0.01 

(EU limit value), 12.3 (LC50/10), 61.53 (LC50/2) and 123.05 mg/L (LC50) Pb; 0.01, 

0.085 (LC50/10), 0.425 (LC50/2) and 0.85 mg/L (LC50) Cu and the metals were applied 

as double  (1:1) and triple (1:1:1) metal mixtures in 96-hour static renewal test system. 

In addition to the 96-hour tests, tadpoles were also exposed to metal mixtures for 24-

hours using LC50/2 and LC50 values. Effects of metals on glutathione S-transferase 

(GST), glutathione reductase (GR), acethylcholinesterase (AChE), carboxylesterase 

(CaE), glutathione peroxidase (GPx), catalase (CAT) levels and amount of 

metallothionein (MT) in tadpoles were determined.  

The results from 96-hour metal or metal mixture applications showed that all 

tadpoles died when exposed to LC50 value mixtures of Pb and Cd. Also, all tadpoles 

died when exposed to LC50/2 or LC50 value of metals in Pb+Cu, Cd+Cu and Pb+Cd+Cu 

mixtures. The LC50/2 and LC50 values of metals and the lowest concentrations of metal 

mixtures significantly affected selected enzymatical biomarkers. Also, the amount of 

MT significantly increased with exposure concentrations. The GST, GR and CAT 

activities were significantly affected and amount of MT significantly increased with the 

exposure to mixtures of metals using the application concentrations of LC50/2 or LC50 of 

96-hour exposure time for 24-hour exposure for all tadpoles. 

The results indicated that metal and metal mixtures have toxic potential on         

X. laevis tadpoles in stage 46. Furthermore, when applied as mixtures, the metals 

showed a toxic effect on tadpoles at concentrations much lower than their LC50/2 or 

LC50 values. Also, our results showed that X. laevis tadpoles can be used as a suitable 

test organism and the selected biochemical markers may also serve well for studies with 

the aim of determining metal pollution in aquatic ecosystems. 

KEY WORDS: Cadmium, Lead, Copper, Metal toxicity, Xenopus laevis, Enzyme. 
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1. GĠRĠġ 

 

 Ġnsanoğlu var olduğu günden itibaren doğada üstünlük kurmaya yönelik 

arayıĢlar içine girmiĢ ve doğayı sınırsızca kullanarak çevre ile arasındaki dengenin 

bozulmasına neden olmuĢtur. Doğa üzerinde yapmıĢ olduğu tahribatı çok geç fark eden 

insanoğlu, 19. yüzyılda çevre ile olan iliĢkilerinde birçok sorunla karĢı karĢıya kaldıktan 

sonra doğa ile uyum içinde yaĢamak zorunda olduğunu anlamıĢtır. Çevrenin canlı 

yaĢamını etkileyecek Ģekilde bozulması kirlilik düzeyinin doğanın kendini yenilenme 

yeteneğinin üzerine çıkması ile baĢlamıĢtır [1,2]. 

Ġnsan aktivitelerinin artması ile birlikte çevreye verilen kimyasalların miktarı da 

artmaktadır. Bu kimyasalların birçoğu ekosistemler ve organizmalar için oldukça 

zararlıdır [3]. Son yüzyılın en önemli sorunlarından biri olan çevre kirliliği hızlı 

kentleĢme, endüstriyel aktiviteler ve nüfus artıĢı sonucu giderek artıĢ göstermektedir. 

Çevre kirliliğini oluĢturan temel unsurlar evsel, endüstriyel ve tarımsal atıklardır [4]. Bu 

atıklar canlılar üzerinde doğrudan ya da dolaylı birçok olumsuz etkiye neden olur. 

Cansız çevrede oluĢacak her türlü olumsuz değiĢim ise ekosistemin bütününü etkiler ve 

ekolojik dengenin bozulmasına neden olabilir [5]. Ekolojik dengeyi bozan ve bu 

nedenle çevrede varlığı istenmeyen ancak çevrede bulunurluğu her geçen gün artan 

kirletici faktörlerden biri de metallerdir. Metallerden bir kısmı yaĢam için elzem 

elementler iken, önemli bir bölümü de çevresel bir stres faktörü olabilir ve organizmalar 

üzerinde çok düĢük konsantrasyonlarda dahi olumsuz etkiye yol açabilir [6].  

  Sucul ekosistemlerdeki metal kirliliği diğer bütün insan kaynaklı kimyasallardan 

bir kaç bin yıl önce baĢlamıĢtır. Demir ve bronz çağlarında sınırlı bir metal iĢletim 

süreci olsa da, endüstri devrimi ile baĢlayan büyük ölçekli madencilik ve maden 

eritmenin hızla yaygınlaĢması sonucu ekosistem metaller tarafından da hızla 

kirletilmeye baĢlanmıĢtır [7]. Günümüzde de metaller endüstriyel üretim, madencilik, 

yanma ürünleri ve tarımsal pestisitler ile suya, havaya ve karasal çevreye verilmektedir 

(Çizelge 1.1) [8]. GeliĢmiĢ iĢletim süreçleri ve artan yasal düzenlemeler Batı Avrupa ve 

Kuzey Amerika‟da yayılmayı belli oranda sınırlamaktadır. Ancak endüstriyel iĢletim 

süreçlerinden ve maden ocaklarından kaynaklanan metal kirliliği, dünyanın büyük 

çoğunluğunda devam etmektedir [7].  
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    Çizelge 1.1. Bazı endüstri kaynaklarından çevreye salınan baĢlıca metaller [9]. 

 

Endüstri Kolu Cd Cr Cu Hg Pb Ni Sn Zn 

Kağıt Endüstrisi - + + + + + - - 

Petrokimya + + - + + - + + 

Klor-alkali Üretimi + + - + + - + + 

Gübre Sanayi + + + + + + - + 

Demir-Çelik Sanayi + + + + + + + + 

Enerji Üretimi 

(Termik) 

+ + + + + + + + 

 

Çevreye bırakılan kimyasallar, ekosistemin normal iĢlevlerini kısa veya uzun 

süreli olarak ve geçici ya da kalıcı Ģekilde değiĢtirebilirler. Sonuçta ekonomik, sosyal ve 

çevresel kayıplara neden olurlar [10]. Bu potansiyel etkilerin en önemli sebepleri 

metallerin, pestisitlerin ve diğer kirlilik kaynaklarının çoğunlukla bir hedef 

seçiciliklerinin olmamasıdır. Çizelge 1.2‟de ekosistem dengeleri üzerine olumsuz etkisi 

olabilecek bazı kirlilik kaynakları ve kirleticileri verilmiĢtir. 
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Çizelge 1.2. Bazı kirlilik kaynakları ve kirleticileri [11]. 

 

Kirlilik Kaynakları Kirleticiler 

Kentsel ve Endüstriyel atıklar,  

Sıvı Gübreler 

Nitratlar, Fosfatlar, Metaller, Boyalar, 

Fenoller, Diğer organik kirleticiler ve Patojen 

mikroorganizmalar 

Pestisit Kullanımı Az veya Çok dirençli bileĢikler (organofosforlu 

bileĢikler, karbamatlı bileĢikler) 

Endüstri Metaller, Hidrokarbonlar, Asitler, Solventler, 

Radyoaktif maddeler vb. 

Kentsel ve Endüstriyel Atmosferik               

Kirlilik Kaynaklı Olarak 

Metaller, Dioksinler, Asitler vb. 

Hidrokarbon Depolanan Alanlar                      

(Gaz istasyonlarından yağ depolarına 

kadar) 

Hidrokarbonlar 

 

Çöp Depo Alanları 

Metaller, Mikroorganizmalar, Asitler, 

Endüstriyel atıklarla bağlantılı olarak oluĢan 

çeĢitli kimyasallar, vb. 

Cephanelikler ve Eski SavaĢ Alanları Kompleks ve dirençli bileĢikler 

 

Bir ekosistem ya da bir organizma üzerinde olumsuz etkilerin saptanabilmesi 

için, toksik maddelerin ilk olarak laboratuvar koĢullarında çeĢitli türden organizmalar 

için olası risk analizlerinin yapılması gerekir. Bu Ģekilde toksik ajanın verildiği alıcı 

ortamda etkilenebilecek organizmaların seçilmesi sonucu kirletici maddenin ekosistem 

üzerindeki olası etkilerinin saptanması da mümkün olabilir [12,13]. 

 Amfibiler filogenetik olarak balıklar ile reptiller arasında bir pozisyona sahip 

olduklarından ve bir metamorfoz süreci ile farklı ekosistemlerde yaĢamlarını 

sürdürdüklerinden dolayı metallerin etkisinin çalıĢılması için ilgi çekici 

organizmalardır. YaĢamlarının önemli bir kısmını sucul habitatlarda geçirmeleri, metal 

ile kirlenmiĢ sucul ekosistemlerde metal etkisine maruz kalmaları açısından amfibileri 

önemli risk grubu organizmalar arasına sokmaktadır. Doğal habitatları sanayileĢmeden 

dolayı toksik maddeler ile kirletilmektedir. Tüm bunların sonucu olarak son zamanlarda 

amfibi populasyonlarında bir azalma rapor edilmektedir [14]. Bu durum amfibilerin 

geliĢimlerinin özellikle erken dönemlerinde çevresel kirleticilere karĢı yüksek düzeyde 
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duyarlı olmaları ile iliĢkili olabilir. Çevresel kirleticilere amfibi embriyolarının yüksek 

duyarlılığı, yabanıl hayatın su kalitesinin değerlendirilmesinde ve ekotoksikolojik 

çalıĢmalar için onları kullanıĢlı kılmaktadır [15]. Xenopus laevis embriyosu, embriyonik 

geliĢim üzerine çevresel faktörlerin veya bileĢiklerin toksisitesini belirlemek için 

kullanılan önemli bir omurgalı modelidir [16]. 

 Dünyada sucul ekosistemleri ve bu ekosistemlerde yaĢayan canlıları tehdit eden 

en önemli sorunlardan biri olarak karĢımıza çıkan metal kirliliğinin sucul ekosistem 

türleri üzerine etkilerinin anlaĢılması önemlidir. Buna bağlı olarak, bulundukları 

ekosistemde organizmaların birden fazla metale maruz kalmaları nedeniyle metal 

karıĢımlarının etkilerini değerlendirmek de önem arz etmektedir. Bu nedenle bu 

çalıĢmada farklı alanlarda yaygın biçimde kullanılan ve çevresel atıklara bağlı olarak 

konsantrasyonu alıcı ortamlarda giderek artan kadmiyum (Cd), kurĢun (Pb), bakır (Cu) 

ve bunların karıĢımlarının subletal konsantrasyonlarının toksik etkilerinin saptanması 

amaçlanmıĢtır. Buna bağlı olarak metal toksisitesini ortaya koyabilecek biyokimyasal 

belirteçler seçilerek,  asetilkolinesteraz (AChE), glutatyon S-transferaz (GST), glutatyon 

redüktaz (GR), karboksilesteraz (CaE), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (CAT) 

enzimleri ile toksik etki arasında olası iliĢki değerlendirilmiĢtir. Ayrıca metal 

toksisitesinde koruyucu olarak bilinen metallotiyonein (MT) miktarının subletal 

konsantrasyonlarda metal etkisine maruz kalan amfibi iribaĢlarında değiĢiminin 

gözlenmesi amaçlanmıĢtır. Böylece seçilen metallerin etkisine maruz kalan amfibi 

iribaĢlarında toksik etkiyi gösterebilecek biyobelirteçlerin saptanması da amaçlanmıĢtır.  

Bu nedenle, çalıĢmalar için Ġnönü Üniversitesi Biyoloji Bölümü bünyesinde yer alan 

Çevre Toksikolojisi AraĢtırma Laboratuvarında yaĢatılan X. laevis türü kurbağalar 

model organizma olarak seçilmiĢtir. 

1.1. Metaller 

 

  Metaller fiziksel, kimyasal ve biyolojik özelliklerine göre tanımlanabilir. Atom 

numaraları demir elementinden büyük olan ve özgül yoğunlukları 5 g/cm
3
‟ün üzerinde 

olan kimyasal elementler “ağır metal” olarak isimlendirilir. Bu metaller periyodik 

tabloda IIA, IIIB, IVB, VB, VIB grup metalleri oluĢturur. Metaller yerkabuğunda doğal 

olarak bulunan bileĢiklerdir. Ġnsan vücuduna düĢük miktarlarda, gıdalar, içme suyu ve 

hava yolu ile girerler. Ġz elementler gibi bazı metaller (örneğin; bakır ve çinko) insan 

metabolizması için önemlidir. Bununla birlikte, yüksek konsantrasyonlarda toksik 
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olabilirler [17,18]. Biyolojik etkinliklere katılma derecelerine göre metaller, temelde 

yaĢamsal olan ve yaĢamsal olmayanlar olarak ayrılırlar. YaĢamsal olarak 

tanımlananların, organizma yapısında belirli bir deriĢimde bulunması gereklidir. Ayrıca 

bu metaller biyolojik tepkimelere katıldıklarından dolayı, düzenli olarak besinler 

yoluyla alınmalıdır. Örneğin demir, hayvanlarda ve insanlarda eritrositlerin ve birçok 

oksidasyon ve redüksiyon tepkimesinin vazgeçilmez katalizörüdür. Buna karĢın, 

yaĢamsal olmayan metaller çok düĢük deriĢimlerde dahi biyolojik yapıyı etkileyerek 

sağlık problemlerine yol açabilir. Bir metalin yaĢamsal olup olmadığı dikkate alınan 

organizmaya da bağlıdır. Örneğin nikel bitkilerde toksik etki gösterirken, hayvanlarda 

üreaz enziminin kofaktörü olarak iz düzeyde bulunması gereken bir elementtir [9].  Bu 

nedenle metaller (elementler) üç ana gruba ayrılır. 

 

A- Organizma için gerekli elementler, (Co, Cr, Cu, F, Fe, I, Mn, Se ve Zn gibi), 

B- Organizma için gerekli olabilen elementler (Ni, Si, Sn ve V gibi), 

C- Organizma için toksik elementler (As, Be, Cd, Hg, Pb, Si ve Sb gibi). 

 

Metaller ve tuzları özellikle tarımsal ve endüstriyel aktivite artıĢına bağlı olarak 

çevresel kirleticilerin önemli bir grubunu oluĢturmaktadır. Bunların ortak özellikleri ise 

toksik olmaları ve diğer kimyasal maddelere kıyasla hayvan dokularında 

birikebilmeleridir. Metaller, metal bileĢikleri ve çeĢitli mineraller göller, nehirler, körfez 

ve okyanuslar ile bunların sedimentlerinde geniĢ yayılım gösterirler. Bu mineraller 

doğal olarak o yapının bir parçası olmaları nedeniyle veya insan faaliyetleri sonucunda 

yoğun olarak açığa çıkıp, çeĢitli Ģekillerde alıcı ortamlara taĢınırlar (ġekil 1.1) [19,20]. 

Normal koĢullarda metallerin doğadaki düzeyi düĢüktür. Canlılarda çeĢitli biyolojik 

iĢlevler ve enzimatik aktivite için gereksinim duyulan metallerin gerekliliği de oldukça 

düĢük konsantrasyondadır. Doğal konsantrasyon düzeylerinin arttığı durumlarda, 

örneğin gümüĢ, civa, bakır, kadmiyum ve kurĢun gibi metaller özellikle toksik etki 

yaparlar [21]. Gerek doğal gerekse insan kaynaklı faktörlerin etkisi ile sucul ortamdaki 

deriĢimi artan metaller, sucul organizmalar tarafından ortamdan alınmakta ve besin 

zinciri aracılığı ile üst trofik düzeylere artan deriĢimlerde iletilerek, metabolik bakımdan 

aktif doku ve organlarda birikmekte, hücresel veya moleküler düzeyde yapısal ve 

iĢlevsel bozukluklara hatta ölümlere neden olmaktadır [22,23]. 
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ġekil 1.1. Metallerin ekosistemde yayılıĢı [24]. 

 

Çevreye insan faaliyetleri sonucu verilen birçok organik bileĢik canlılar 

tarafından daha az toksik metabolitlere yıkılırken, metaller biyolojik olarak daha alt 

bileĢenlere yıkılamaz, yapay olarak üretilemez ve yok edilemezler. Metaller, organizma 

tarafından alındıklarında veya organizmadaki deriĢimleri arttığında bir tür stres proteini 

olan ve metallotiyonein (MT) olarak adlandırılan proteinlerin sentezi artar [25]. 

Canlıların metal detoksifikasyonu çoğunlukla, bu maddeleri metallotiyonein adı verilen 

özgül metal bağlayıcı proteinler ile bağlama veya çözünür olmayan formda hücreler 

arası granüller ve yağ dokuda uzun süreli saklama Ģeklindedir [24]. Bu nedenle su, hava 

ve besinler yolu ile canlılar tarafından alınan metaller, besin zincirinde biyolojik olarak 

yükseltgenmektedir. Biyolojik yükseltgenmenin bir sonucu olarak metaller, özellikle 

predatör türlerin böbrek ve karaciğerlerinde öldürücü düzeylere ulaĢarak, canlılar ve 

ekosistem üzerinde yıkıcı etkilere yol açabilir [26]. 

 

 

 

 



  

7 

 

1.1.2. Toksik Etkileri Değerlendirilen Metaller 

 

 Kimyasal açıdan “ağır metal” terimi, yoğunluğu sudan beĢ kat daha yüksek olan 

metaller için kullanılmaktadır, ancak bazı metaller yoğunluk bakımından sudan 

belirtilen düzeyde ağır olmadıkları halde çevre kirliliğine neden olabilmektedir. 

Örneğin; alüminyumun yoğunluğu 2.7 g/cm
3
 olmasına rağmen, bu metal göllerin 

asitleĢmesine neden olmakta ve çözünür hale gelip fauna üzerinde toksik etkilere neden 

olabilmektedir. Bu nedenle çevre toksikolojisi açısından “ağır metal” terimi, çevre 

kirliliğine neden olan metaller için kullanılmaktadır [27]. Buna göre baĢlıca metaller; 

Cd, Hg, Zn, Cu, Ni, Cr, Pb, Co, V, Ti, Fe, Mn, Ag ve Sn‟dir.  

Metaller, kalıcı kirleticiler olarak nitelendirilmektedir ve bir organizmadan diğerine 

besin zinciri yoluyla geçerek yüksek yapılı organizmalarda birikme özelliğindedir. 

Özellikle kadmiyum, civa, kurĢun ve krom gibi metaller besin zinciriyle girdikleri canlı 

bünyelerinde doğal fizyolojik mekanizmalarla atılamadıkları için birikime uğrarlar ve 

organizmada belirli deriĢimlerin üzerine çıkmaları durumunda toksik olup, alıcı 

ortamlardaki canlı yaĢamı üzerinde deriĢimleri ile orantılı olarak toksik etki yaparlar 

[28]. 

Metaller, genel olarak organizmada normalde yer almadıkları biyokimyasal 

reaksiyonlarda yer alarak toksik etkilere neden olurlar. Metal sitotoksisitesinin 

moleküler mekanizması; protein ve lipoproteinlere bağlanarak plazma membranlarına 

zarar verme, Na
+
-K

+
 bağımlı ATPaz inhibisyonu, amino asit transportunun inhibisyonu, 

lipid peroksidasyonu, enzim inhibisyonu ve redükte glutatyonun azalmasını 

içermektedir [29]. 

 

1.1.2.1. Kadmiyum 

 

Kadmiyum (Lat: Cadmia) periyodik tabloda “Cd” sembolü ile ifade edilen, atom 

numarası 48, atom ağırlığı 112.411 g/mol olan ve cetvelde 2B grubunda bulunan bir 

elementtir. Nispeten nadir bulunan, yumuĢak, bükülüp Ģekil verilebilen, mavimsi beyaz 

renkli, toksik bir geçiĢ metalidir [30,31]. Kadmiyum 1817‟de Almanya‟da Friedrich 

Strohmeyer tarafından çinko karbonat (kalamin) içerisinde keĢfedilmiĢtir [32]. 
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Kadmiyum, diğer metallerle göre geç bir tarihte belirlendiği için modern toksik 

metal olarak kabul edilmektedir [33]. Doğada saf metal olarak bulunmaz, genellikle 

kadmiyum oksit, kadmiyum klorür, kadmiyum sülfat veya çinko ile bağlı olarak 

bulunur. Çinko ve kalsiyuma kimyasal olarak benzer. Toksisitesi ve biyolojik 

sistemlerce alınması su sertliğinden etkilenir [7].  

Yüzyıl baĢlarında toksikolojik yönden sorun yaratabileceği pek düĢünülmeyen 

kadmiyum, son yıllarda endüstriyel kullanımına paralel olarak kurĢun ve civa gibi 

ekotoksikolojik yönden önem kazanmıĢ olan metallerden biridir [34]. Kadmiyum geniĢ 

yayılım gösteren bir çevresel kirletici olup, çeĢitli organlardaki toksisitesi ile karakterize 

olan bir metaldir [35]. Kadmiyumun ekosistemlere baĢlıca giriĢ yolu madencilik ve 

endüstriyel kullanım gibi kaynaklardır. Ġnsanlar genelde besinler, sigara ve alkol 

kullanımı ile maruz kalır [36]. Genellikle çinko, bakır, kurĢun gibi bazı minerallerin 

üretiminde bir alt ürün olarak çevreye yayılan bu metal, çeĢitli endüstri kollarında da 

giderek artan miktarlarda kullanılmaktadır. Öte yandan, fosfatlı gübreler de önemli 

miktarda kadmiyum içermektedir. Amerika BirleĢik Devletleri Çevre Koruma Kurumu 

(USEPA) ve Avrupa Birliği (AB) mevzuatının kadmiyum için içme sularında kabul 

ettiği kirletici düzeyi 0.005 mg/L iken, Dünya Sağlık Örgütüne (DSÖ) göre kabul edilen 

değer ise 0.003 mg/L‟dir [37,38]. 

Kadmiyum teratojenik ve karsinojenik etkileri olan toksik bir metal olarak kabul 

edilir. Endüstriyel kirlenme sonucu açığa çıkan ve ortama karıĢan kadmiyum dolaĢım 

sistemi hastalıkları, kanser ve boĢaltım sistemi hastalıkları gibi insan sağlığı açısından 

önemli hastalıklara da sebep olur [39,40]. Özellikle de, karaciğer ve böbrekte biriken bir 

metaldir (ġekil 1.2) [41]. 
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ġekil 1.2. Kadmiyum taĢınımı, protein bağlanması ve toksisitesi [24]. 

 

1.1.2.2. KurĢun 

 

KurĢun (Lat: Plumbum) periyodik tabloda “Pb” sembolü ile ifade edilen, atom 

numarası 82, atom ağırlığı 207.2 g/mol olan bir elementtir [42]. KurĢun yumuĢak, 

oldukça yoğun, zehirleyici, kolay dövülebilen bir yeraltı minerali olup, yeni 

kesildiğinde mavimsi beyaz, ancak zamanla havada oksitlenmesi sonucu gümüĢ/mat gri 

renkli hale gelmektedir [43]. 
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KurĢun, Roma öncesi dönemde de madenciliği yapılan bir elementtir [7]. 

KurĢun, fiziksel ve kimyasal özelliklerinden dolayı benzin içeriğinde, akülerde, 

lehimlemede, boyalarda, metal borularda, seramiklerde bulunmakla birlikte, kalafatlama 

ve diğer birçok uygulamada yaygın ve uzun süreli kullanıldığı için her yerde 

bulunabilmektedir [8,40]. Günümüzde aktif olarak maden çıkarılan maden ocaklarından 

ve terk edilmiĢ ocakların akıntılarından kurĢun salınımı devam etmektedir. KurĢun 

içermeyen yakıtların kullanımındaki artıĢ çevreye, özellikle de atmosfere motorlu 

taĢıtlardan salınan kurĢun miktarlarında önemli düzeyde azalmaya neden olmuĢtur. 

Birçok ülkede yapılan yasal düzenlemeler, geçen yüzyılın ilk dönemlerinde yüksek 

oranda kullanılarak, büyük oranda çevresel kirliliğe neden olan, kurĢun içerikli 

boyaların kullanımını azaltmıĢtır [7].   

 KurĢun günümüzde hem antropojenik hem de doğal kaynaklardan devamlı 

olarak çevreye giren önemli bir kirleticidir. Her yıl büyük miktarlarda çevreye girmekte 

ve canlılar için önemli bir tehdit oluĢturmaktadır [44]. Aynı zamanda kurĢun, 

çevremizde ve birçok üründe yıllardır kullanılan toksik bir metal olup davranıĢsal 

problemler, felç ve ölüm gibi birçok sağlık sorununa neden olabilmektedir [45]. Sucul 

canlıların sürekli olarak metallerin düĢük konsantrasyonlarına maruz kalmaları sonucu 

biyolojik birikim ve besin zinciri aracılığı ile taĢınmasından dolayı kurĢun gibi canlı için 

gerekli olmayan metaller canlılar için oldukça toksiktir [3]. DSÖ ve AB mevzuatına 

göre kurĢun için içme sularında kabul edilebilir sınır değer 0.01 mg/L‟dir [37,38]. 
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 KurĢunun en iyi bilenen toksik etkilerinden biri hem biyosentezini 

engellemesidir [46]. KurĢun hem biyosentezinde gerekli olan enzimlerin aktif yerleri 

için yarıĢır. Bunun sonucunda kanda ve idrarda hem öncüllerinin anormal 

konsantrasyonları ortaya çıkar. KurĢun zehirlenmesinin tanısında bu bulgular 

kullanılmaktadır. KurĢun hem biyosentezindeki etkisini Ģekil 1.3‟de gösterilen enzimleri 

inhibe ederek göstermektedir. KurĢun ile etkilenen bu mekanizmada delta-

aminolevünilik asit ve koproporfirinojen III idrar ile atılırken, protoporfirin IX 

eritrositlerde birikir. KurĢun Na
+
/K

+
-ATPaz pompasını ve eritrositlerin zar yapısını 

bozarak, eritrositlerin yaĢam sürelerini kısaltmaktadır [47]. 

 

ġekil 1.3. KurĢun‟un hem biyosentezi üzerine etkisi [24]. 
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1.1.2.3. Bakır 

 

 Bakır (Lat. Cuprum) periyodik tabloda “Cu” sembolü ile ifade edilen, atom 

numarası 29,  atom kütlesi 63.546 g/mol olan bir elementtir [48]. 

 Doğada diğer metallere kıyasla daha yaygın olarak bulunan bir elementtir. Bakır 

aynı zamanda çok sayıda biyolojik reaksiyon ve süreçte gereklidir. Literatür verilerine 

göre civa ve kadmiyum ile karĢılaĢtırıldığında düĢük toksisiteye sahiptir. Algisit, 

fungusit ve insektisit olarak yaygın kullanılan bir element olduğundan, çevrede sıklıkla 

kullanılan ve asit madeni atıklarında bulunan genel bileĢenlerden biridir [7,49]. Yüksek 

konsantrasyonlarda toksiktir, ancak çözeltilerdeki organik maddelerle kolayca kompleks 

oluĢturduğundan, biyolojik olarak alınma oranının nispeten daha az olduğu rapor 

edilmektedir [7]. 

  

 

 

 Önemli bir metalloenzim bileĢeni olan Cu
+2

 lizil oksidaz, askorbik asit oksidaz, 

sitokrom oksidaz, monoamin oksidaz, superoksit dismutaz enzimlerinin prostetik 

grubudur ve dolayısıyla tüm ökaryotik hücrelerin solunumları için gerekli bir elementtir. 

Omurgalıların kan plazmasında bulunan seruloplazmin, beyinde bulunan 

serebrokuprein, karaciğerde hepatokuprein ve eklem bacaklılarda solunum pigmenti 

olan hemosiyanin bakır içeren proteinlerdir. Cu
+2

‟ın gösterdiği redoks özellik hücresel 

solunum, serbest radikal savunması ve hücresel demir metabolizması için gereklidir 

[50,51].  

 Bu metalin balıklarda oksidatif stresi indükleyerek yüksek reaktif oksijen 

türlerinin (ROS) oluĢumunu teĢvik ettiği, lipid zarları ve DNA bütünlüğünü bozarak 

nekrotik ve apoptik hücre ölümlerine yol açtığı belirlenmiĢtir. Aynı zamanda balıklarda 

ozmoregülasyonu ve endokrin fonksiyonları bozduğu bilinmektedir [52]. Cd ile 

karĢılaĢtırıldığında Cu‟ın besin yoluyla toksik etkisinin daha az olduğu belirlenmiĢtir. 



  

13 

 

Bu durum Cu‟ın metallotiyoneinler aracılığıyla biyokimyasal olarak düzenleniĢi ile 

açıklanmaktadır [49]. 

 Cu sucul ekosistemlerde yaygın olarak bulunan, konsantrasyonu 0.04-294 µg/L 

aralığında değiĢen ve ekstrem koĢullarda düzeyi 20 mg/L‟ye ulaĢabilen bir metaldir 

[52]. EPA‟nın bakır için içme sularında kabul ettiği kirletici düzeyi 1.3 mg/L‟dir.  DSÖ 

ve AB mevzuatına göre ise kabul edilen değer 2 mg/L‟dir [37,38]. 

 

1.2. Xenopus laevis 

 

Afrika tırnaklı kurbağası olarak bilinen Xenopus ilk kez 1803 yılında Fransız doğa 

bilimci Daudin tarafından keĢfedilmiĢtir (ġekil 1.4). Bu hayvana garip ayak anlamına 

gelen Xenopus adı ilk kez Wagler tarafından verilmiĢ, yaygın bir Ģekilde kullanımı ise 

bu hayvanı ilk kez doğal ortamında inceleyen Leslie tarafından yapılmıĢtır. Xenopus‟a 

genellikle Güney Afrika tırnaklı kara kurbağası adı verilmesine rağmen deri yapısından 

dolayı su kurbağasına, çiftleĢme özelliğinden dolayı da kara kurbağasına 

benzetilmektedir [53]. Xenopus‟da yumurtlama ve iribaĢ oluĢumu ilk kez Beddard 

tarafından gözlemlenmiĢ,  anatomisi ile ilgili ilk ayrıntılı inceleme ise Dreyer tarafından 

yapılmıĢtır [54,55]. X. laevis, biyolojisi iyi bilinen ve dünyanın her yerinde laboratuvar 

koĢullarına iyi adapte olmuĢ bir amfibi türüdür. Genellikle embriyoları ve iribaĢları, 

teratojenite ve geliĢimsel toksikoloji çalıĢmalarında yaygın olarak kullanılan bir test 

organizmasıdır [56].  

 

ġekil 1.4. DiĢi (A) ve erkek (B) ergin yabanıl tip Xenopus laevis türü kurbağalar. 
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1.2.1. Xenopus laevis’in Morfolojisi ve Anatomisi 

 

X. laevis‟in vücudu diğer kurbağa türlerine göre dorsa-ventral yassı olup, 

gövdesi baĢına göre oldukça geniĢtir. Kısa olan ön ayaklar ile zarla bağlı uzun 

parmaklar taĢıyan uzun arka bacaklar kara kurbağalarında olduğu gibi gövdenin altına 

doğru değil yanlara doğru bir açılım göstermektedir. Vücutlarının bu Ģekli ve duruĢu 

karada yürüme yerine suda yüzmeye elveriĢli hale getirmektedir [57]. Ön ayaklar 

hareket veya vücudun desteklenmesinden çok beslenme esnasında besinin alınabilmesi 

için gereken hareketleri gerçekleĢtirmektedir [58]. X. laevis’in baĢ bölgesi de gövdesi 

gibi yassı olup gözler karada yaĢayan diğer kurbağalara oranla daha küçük ve daha az 

belirgindir. Vücutlarının sırt tarafı yeĢilimsi gri renkli iken karın tarafı sarımsı beyaz 

renktedir. Erkek ve diĢilerin renkleri birbirlerine benzemekle beraber, diĢiler 

erkeklerden daha büyüktür ve kloaklarında papillalar bulunur [57]. Xenopus‟da kara 

kurbağalarında olduğu gibi dıĢtan görülebilen bir kulak zarı bulunmaz. Kulak zarının 

hava aracılığıyla gelen ince sesleri almak için özelleĢmiĢ bir organ olması ve yaĢamını 

tümüyle suda geçiren omurgalılarda bulunmaması nedeniyle ilkel bir karakteristik 

olarak kabul edilmektedir. Lateral çizgi organları diğer anuralardan (kuyruksuz 

kurbağa) farklı olarak X. laevis‟de metamorfoz esnasında kaybolmamakta ve eriĢkin 

yaĢam boyunca da kalmaktadır. Bu kurbağalarda su içerisindeki hareketlilik lateral çizgi 

organları tarafından algılanmaktadır. Xenopus‟da akciğerlerin vücut büyüklüğüne oranı 

diğer amfibilere göre çok daha büyüktür. Akciğerler, larvanın dalacağı su derinliğinin 

düzenlenmesinde yardımcı olmak için larva yumurtadan çıkar çıkmaz geliĢmeye 

baĢlamaktadır [58].  

 

1.2.2. Xenopus laevis’in Sistematiği 

 

 Xenopus cinsinin coğrafik dağılımı Sahra‟nın Güneyinde tüm Afrika olup, 6 türü 

7 alt türü vardır [58]. 

Xenopus laevis‟ in sistematiği Ģöyledir; 

Regnum : Animalia 

Filum  : Chordata 

Subfilum : Vertebrata 

Superclass : Tetrapoda 

Class  : Amphibia 



  

15 

 

Ordo  : Anura 

Familya : Pipidae 

Subfamilya : Xenopodinae 

Genus  : Xenopus 

Species : Xenopus laevis 

 

1.2.3. Xenopus laevis’in Beslenmesi ve Bakımı 

 

X. laevis laboratuvar ortamına iyi adapte edilmiĢ bir türdür. Tüm dünyada çeĢitli 

laboratuvar çalıĢmalarında yaygın olarak kullanılan bir omurgalı modeldir [53]. Amfibi 

embriyolarının erken evrelerinde bol miktarda bulunan yolk, geliĢimin önemli bir 

bölümünde canlı için gerekli tüm besinleri içerir. Larvalar yumurtadan çıktıktan sonra 

embriyonik bağırsak ile kalça ektodermi arasında bulunan bu yolku kullanarak günlerce 

yaĢamlarını sürdürebilirler [59]. 

Anuralarda 25. evreye kadar beslenme ihtiyacı görülmez ancak daha ileri 

evrelerde anuraların en uygun besini az kaynatılmıĢ ıspanak ve maruldur [60,61]. X. 

laevis larvaları için piĢirilmiĢ, kurutulmuĢ ve ince toz haline getirilmiĢ sığır ciğeri, yeĢil 

sebzelere ve alglere ek olarak kullanılabilecek besin takviyesidir. Kullanılan diğer 

besinler arasında toz halinde yumurta sarısı, kurutulup toz haline getirilmiĢ unla 

karıĢtırılmıĢ bakto-beef ekstresi, kıyılmıĢ çiğ karaciğer, algler ve protozoanlar vardır 

[53]. Metamorfoz sonrası sindirim kanalı değiĢikliğe uğradığı için gereksinim 

duydukları besinlerin türü de değiĢim gösterir. Bira mayası ve balık yağına daldırılmıĢ 

balık eti, memeli ve tavuk karaciğeri yeni metamorfozdan çıkmıĢ kurbağalar için ideal 

besinlerdir [54]. Genel olarak hızla geliĢen postmetamorfik hayvanların iyi beslenmeleri 

gereklidir. Yetersiz beslenen hayvanlar, cinsel olgunluğa eriĢseler dahi vücut 

büyüklükleri geri kalır. Ġskelet anomalilerini ve kemik yumuĢamasını engellemek için 

yavru ve ergin hayvanlara düzenli olarak besinlerine eklenmiĢ D vitamini ve kalsiyum 

takviyesi yapılmalıdır [53]. 

 Laboratuvarda X. laevis için ideal su sıcaklığı 20-23°C ve ortam sıcaklığı ise   

21-23°C arasında olmalıdır. Daha yüksek sıcaklıklar bireylerin yeterince 

beslenememesine, metabolizmanın bozulmasına ve bağıĢıklık sisteminin 

baskılanmasına neden olabilir. Bundan dolayı hem ortam sıcaklığının, hem de su 
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sıcaklığının mümkün olduğunca sabit tutulması ve 1°C sıcaklık değiĢimlerini 

aĢmamasına dikkat edilmelidir [54]. 

 Normal amfibi geliĢimi için ıĢığın gerektiğini gösterir çok fazla bilgi yoktur. 

Ancak doğada yaĢayan larvalar gıdalarını alglerden sağladıkları için ve alg geliĢimi için 

ıĢığa ihtiyaç duyulduğundan dolayı normal ıĢık sağlanmalıdır [53]. 

Laboratuvarımızda yetiĢtirilen X. laevis türü eriĢkin kurbağalar haftada iki kez 

kıyılmıĢ tavuk karaciğeri ile beslenmektedir. Besleme yapıldıktan yaklaĢık 30 dakika 

sonra akvaryumların suları boĢaltılıp temizlendikten sonra daha önceden dinlendirilmiĢ 

olan su akvaryumlara yeterli düzeyde doldurulmaktadır. Ayrıca laboratuvarımızdaki 

kurbağalar sürekli olarak 23°C±1°C sıcaklıkta ve 12:12 saat aydınlık:karanlık ıĢık 

peryodunda barındırılmaktadır.  

 

1.2.4. Xenopus laevis’in Üremesi, Embriyo ve Larva GeliĢimi 

 

X. laevis cinsel olgunluğa yaklaĢık iki yaĢında eriĢir ve diĢi bireyler tek bir 

yumurtlamada binlerce yumurta dökebilir ancak bu yumurtaların tamamı döllenmez. 

Sağlıklı bir yumurta 1.5 mm çapta olup jel kılıfla beraber 3 mm kadardır [53]. 

Ovaryumların geliĢmesi ve ovaryumdan hormon salınmasının devamlılığı hipofiz bezi 

tarafından sağlanan uyarılmayla kontrol edilmektedir. Laboratuvar ortamında tutulan 

hem diĢi hem de erkek bireylerde ticari gonadotropin hormonunun etkili olduğu 

bilinmektedir [4,58]. 

 AraĢtırmalara göre, X. laevis diĢileri yumurtalıklarındaki tüm yumurtaları tek bir 

döllenme periyodunda dökmezler, fakat çiftleĢmeden sonra yumurtalıklar yavaĢ yavaĢ 

geriler ve ovaryumlarda meydana gelen mevsimsel değiĢiklik hipofiz hormonları 

tarafından yönetilir. Üreme mevsiminde erkek X. laevis‟de en belirgin özellik çiftleĢme 

sırasında diĢinin kavranmasında rol oynayan ön kolların iç yüzeyinde siyah ve yapıĢkan 

kılların belirmesidir. Bu kılların görülmesi testiste sperm üretildiğinin bir iĢaretidir. 

ÇiftleĢmeye hazır erkek X. laevis„in diĢiyi önkolları ile kavrama eğilimi bütünüyle 

refleks bir yanıttır (ġekil 1.5) [4,58]. 

 Laboratuvar koĢullarında, X. laevis diĢileri aylarca üreme düzeyinde 

tutulabilmektedir. Yumurtlama ve spermatogenez, erkek ve diĢiye dorsal lenf 

bezlerinden uygulanan gonadotropik hormon enjeksiyonu ile indüklenebilir  [62,63].  
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ġekil 1.5. Üreme davranıĢı gösteren erkek ve diĢi Xenopus laevis türü kurbağalar. 

 

X. laevis larvası yumurtadan ilk çıktığı zaman yaklaĢık olarak 4 mm boyunda ve 

1 mm enindedir. Yumurtadan çıktıktan sonraki 2 ile 7. günler arasında (45-49. evre) 

bulunan larvaya iribaĢın 1. formu; 7. günden itibaren baĢlayan aktif beslenmeden 

yaklaĢık 35. günde görülen arka bacak tomurcuklarının belirmesine (49-56. evre) kadar 

olan dönemdeki larvaya iribaĢın 2. formu; 5 ile 10. haftalar arasında bulunan larvaya da 

(56-60+ evreler) iribaĢın 3. formu denir [58]. ġekil 1.6 ‟da X. laevis‟in 46. evreye kadar 

olan bazı metamorfoz evreleri gösterilmiĢtir. 

 

 

 ġekil 1.6.  Xenopus laevis’in bazı metamorfoz evreleri [64]. 
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1.3. Toksisitenin Değerlendirilmesinde Kullanılan Biyobelirteçler 

 

 Biyobelirteçlerin, kirleticilerin ve çevresel stresin organizmalara etkilerinin 

izlenmesinde önemli araçlar olduğu kabul edilmektedir [65,66]. Shugart vd. [67]‟e göre 

biyobelirteç “biyolojik bir sistemde ya da örnekte ölçülebilen hücresel, biyokimyasal, 

fizyolojik fonksiyon ya da yapılarda ksenobiyotiklerce indüklenen bir değiĢimdir”. 

 

1.3.1. Enzimatik Biyobelirteçler 

 

 1.3.1.1. Asetilkolinesteraz 

 

Kolinesterazlar (ChE), kolin esterlerinin hidrolizini katalizleyen bir enzim grubu 

olup, temel olarak kolinerjik nörotransmisyonla ilgili serin hidrolazların bir 

sınıfındandır. Bu enzimler büyük oranda omurgalılarda ve böceklerde çalıĢılmaktadır. 

Ancak, yumuĢakçalarla da yapılan birkaç çalıĢma vardır [68]. ChE‟lerin bilinen iki tipi 

vardır. Bunlardan ilki, asetilkoline ilgisi olan asetilkolinesteraz (AChE), ikinciside 

bütirilkoline ilgisi olan bütirilkolinesterazdır (BChE). BChE‟ler ayrıca, özgül olmayan 

esteraz veya pseudokolinesterazlar olarak da bilinirler [69]. 

Asetilkolinesteraz (AChE, EC 3.1.1.7), asetilkolin bağımlı nörotransmisyonda 

önemli bir rol oynayan özgül bir esterazdır ve nöral transmisyonu sonlandırmadaki 

önemli fizyolojik fonksiyonları nedeniyle AChE çeĢitli kolinerjik toksinler için bir 

hedeftir [70,71]. 

Asetilkolin (ACh) merkezi sinir sisteminde, birkaç rolü olan klasik bir 

nörotransmitterdir. Asetilkolin serbest kaldıktan sonra, tip B karboksilesterazlar ailesine 

dahil olan ve asetilkolini (ġekil 1.7), kolin ve asetik asite hidrolizleyen 

asetilkolinesteraz tarafından sinaptik boĢluktan hızlı bir Ģekilde uzaklaĢtırılır (ġekil 1.8). 

 

 

 

ġekil 1.7. Asetilkolin‟in genel kimyasal yapısı. 
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ġekil 1.8.  Asetilkolin ve asetilkolinesteraz arasındaki hidroliz reaksiyonu. 

 

Sinir impulslarının iletimi sırasında ACh, kolinerjik reseptörler olan nikotinik 

reseptörler veya muskarinik reseptörler gibi bir ya da iki genel reseptöre bağlanır. 

Nöromusküler sinapslarda ACh‟nin nikotinik reseptöre bağlanması uyarma ve kas 

kasılması ile sonuçlanır. AChE postsinaptik membrana bağlanarak ACh‟nin bağlantısını 

keser ve böylece kolinerjik nöral transmisyon sona erer [72]. 

 

ġekil 1.9. Ġmpuls iletimi ve AChE‟ın impuls iletimini sonlandırma mekanizması [66]. 
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AChE‟ın inhibisyonu, sucul ekosistemler üzerine antropojenik kirleticilerin 

özellikle de OP ve karbamatlı pestisitler gibi kirleticilerin etkilerinin izlenmesinde 

duyarlı ve kullanıĢlı bir biyobelirteç olarak yaygın bir Ģekilde kullanılırken, AChE 

aktivitesindeki değiĢimlerde metaller ve organik ksenobiyotikler gibi diğer kirleticilere 

maruz kalmaya dayandırılmaktadır [66,73]. AChE inhibisyonu, enzimin aktif 

merkezindeki serin ile OP bileĢiğin reaksiyonu sonucu ortaya çıkar. Bu inhibisyon çok 

düĢük konsantrasyonlarda ortaya çıkar ve fosforillenen enzimin yeniden 

aktivasyonunun sağlanması çok düĢük düzeyde gerçekleĢir [74]. OP‟lere maruz kalma 

sonrası gerçekleĢen inhibisyondan sonra, AChE aktivasyonunun geri dönüĢü büyük 

oranda enzimin de novo sentezine bağlıdır [75]. Enzimin inhibisyonu, sinir sisteminde 

asetilkolin miktarının artıĢına neden olur. Böylece sinir impulslarının sürekli 

transmisyonu, tetani ve sıklıkla solunum bozuklukları ve nihayetinde ölümle 

sonuçlanabilir [76]. 

 OP ve karbamatlı pestisitlere ek olarak, diğer bazı pestisitler, metaller ve 

deterjanlar gibi çevresel kirleticilere maruz kalan organizmalarda da AChE aktivitesinin 

inhibisyona uğradığı rapor edilmiĢtir [77]. Cd toksisitesi üzerine yapılan bazı 

çalıĢmalarda, Cd‟a maruz bırakılmıĢ hem hayvan hem de insanlarda AChE 

aktivitesindeki inhibisyon veya indüksiyondan dolayı kolinerjik nörotransmisyon ve 

davranıĢsal bozuklular arasında bir iliĢki olduğu saptanmıĢtır [78]. 

 

1.3.1.2. Glutatyon S-transferaz 

 

Glutatyon S-transferaz (GST, EC 2.5.1.18), faz II biyotransformasyon enzimidir. 

Reaktif oksijen metabolizmasına karĢı hücrelerin korunmasından sorumludur. Çoğu 

ksenobiyotiğin toksisitesi GST indüksiyonu ile belirlenebilir. GST, redükte glutatyon 

(GSH) ile elektrofilik bileĢiklerin konjugasyonunu katalizleyen sitozolik bir enzimdir. 

GST‟nin, prostaglandinlerin ve lökotrienlerin biyosentezi ve hücre içi taĢımadaki 

önemli fonksiyonlarının dıĢında, oksidatif hasara, DNA‟nın ve lipidlerin peroksidatif 

ürünlerine karĢı savunmada da kritik bir rolü vardır  [69].  

 GST gibi faz II biyotransformasyon enzimleri, faz I metabolizmasının 

ürünlerinin büyük, polar, suda-çözünür gruplarına atak yaparak eliminasyonlarını 

sağlarlar. Özellikle sitokrom P450 tarafından üretilen ara ürünleri çeĢitli 

makromoleküllere bağlayarak ya da glutatyon ile reaksiyona sokarak detoksifikasyonu 

sağlarlar [69,79]. GST‟nin substratları olan kimyasal maddeler üç genel özelliğe 
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sahiptirler. Bunlar; hidrofobiktirler, bir elektrofilik atom içerirler ve GSH ile ölçülebilir 

oranda enzimatik olmayan reaksiyona girerler [69]. 

 

 

ROOH + 2GSH         GSSG + ROH + H2O             

 

Bu enzim aslında sitozolik olmasına rağmen, membranda bağlı formlarının 

bulunduğu da bilinmektedir [80]. Ergin X. laevis karaciğerinde aynı özellikleri taĢıyan; 

mu, alfa ve sigma sınıfına ait üç alt ünitesinin bulunduğu ve bu izozimlerin sucul 

çevreden karasal ortama geçiĢi kuvvetle desteklediği bildirilmektedir [81]. GST ile 

iliĢkili olarak, GST proteinleri 2 süper gen ailesi içerir. Sitozolik enzim 16 gen ailesi ile 

mikrozomal enzim en az 6 gen ailesi ile temsil edilmektedir. Bu iki GST ailesinin 

oksidatif strese ve toksik kimyasallara karĢı hücresel korunmada önemli bir rolü 

olduğuna inanılmaktadır [82,83]. 

 

1.3.1.3. Karboksilesteraz 

 

 Lipolitik enzimler iki büyük sınıfı kapsarlar; bunlar, ester içeren molekülleri 

katalizleyen karboksilesterazlar ve triaçilgliserollerin hidrolizini katalizleyen lipazlardır. 

Bu enzimler hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda yaygın bir Ģekilde bulunur 

[84].  

 Karboksilesteraz (CaE, EC 3.1.1.1) esterlerin, amidlerin ve tioesterlerin 

hidrolizini katalizleyen esterazların serin hidrolazlar süper ailesinin üyesidir [85]. 

Pestisitler için alternatif fosforilizasyon alanları olduklarından dolayı CaE‟ların veya B-

esterazların inhibisyonu, kolinesterazlardan daha hızlıdır. Karboksilesterazın bir 

organofosfat toksisite tampon enzimi olduğu düĢünüldüğünde, kolinesterazlar rekabet 

açısından CaE tarafından korunmuĢ olabilirler. Bu nedenle CaE, pestisit maruziyetine 

karĢı kolinesterazlardan daha duyarlı bir biyobelirteç olarak kullanılabilir [86].  

Memeli karboksilesterazları, birçok dokuda hücrenin endoplazmik 

retikulumunda lokalize olmuĢtur. Hayvanların çeĢitli dokuları arasında, en yüksek 

substrat hidroliz aktivitesi tipik olarak karaciğerde bulunmuĢtur. Fakat testis, böbrek ve 

plazma gibi bazı dokularda da aktivite gözlenmiĢtir. Çok çeĢitli ilaçlar CaE tarafından 

metabolize edildiği için,  bu enzimlerin her bir dokuda değiĢen aktiviteleri klinik açıdan 

GST 
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da önemlidir. Bununla birlikte insanların CaE izoenzimlerinin hidrolitik kabiliyetleri ve 

yapılarındaki farklılıklar hakkında çok az Ģey bilinmektedir. Ġnsan karaciğerinde hCaE-

1 ve hCaE-2 olarak adlandırılan iki önemli karboksilesteraz tanımlanmıĢtır [85,87]. 

Son zamanlarda, lipazlar ve esterazlar gibi enzimler ucuz ve çevreci iĢlemlerde 

hidroliz ve esterifikasyon yeteneklerinden dolayı, kiral ilaçların üretiminde potansiyel 

kullanımlarına dikkat çekilmektedir [88]. 

   

1.3.1.4. Glutatyon Redüktaz  

 

Glutatyon redüktaz (GR, EC 1.6.4.2) oksidatif stres koĢullarında, GSH/GSSG 

homeostazisinin sağlanmasındaki rolü nedeniyle önemli bir enzimdir. GR, NADPH 

varlığında glutatyonun okside disülfit formunun (GSSG), redükte forma (GSH) 

dönüĢmesini katalizler [89]. Organizmalarda GR aktivitesinin saptanmasının oksidatif 

stresin iyi bir belirteci olabileceği düĢünülmektedir, ancak bu enzim süperoksit dismutaz 

(SOD) ve katalaz (CAT) enzimleri gibi antioksidan savunma sisteminde doğrudan yer 

almaz [90,91]. 

GSH, çevredeki oksidan moleküllerin etkisini kendi üzerine çekerek hücrenin 

fonksiyonel proteinlerinin oksidasyonunu engelleyen bir tripeptitdir. Aynı zamanda 

oksijen radikallerinin biyolojik moleküllere saldırması sonucunda meydan gelen 

peroksitleri ortadan kaldırmak için bazı peroksidaz enzimleri tarafından da kofaktör 

olarak kullanılmaktadır. Bunun sonucunda kendisi oksitlenerek okside glutatyona 

dönüĢmekte ve oluĢan bu okside glutatyonun da redükte glutatyon haline dönüĢümü GR 

enzimi tarafından katalizlenmektedir (ġekil 1.11). GR, oksidasyon/redüksiyon 

tepkimelerinde önemli bir redükleyici role sahip olan GSH‟ın hücre içi düzeyi azalınca 

aktive olmakta ve organizmadaki sınırlı olan GSH deposunu tamamlanmaktadır [92,93]. 

 

 

ġekil 1.10. Bir tripeptid olan glutatyonun açık formülü [94]. 
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ġekil 1.11. Glutatyon redüktazın GSH metabolizmasındaki yeri [66]. 

 

Aerobik hücrelerde, normal metabolizma esnasında özellikle mitokondriyal 

membranlarda oksidatif metabolizmanın bir sonucu olarak reaktif oksijen türleri (ROS) 

üretilir. Bu ara ürünler oksidatif strese neden olarak hücreye zarar verebilirler. Hücresel 

yapılar ve hücre iĢlevleri oksidatif hasarın potansiyel hedefleridir. Bu oksidasyonun en 

hassas substratları, kolayca lipid peroksidasyonuna uğrayan hücre membranlarındaki 

doymamıĢ yağ asitleridir. Bu olay, kas yıkımına, sinir sisteminin zayıflamasına, 

hücresel metabolizmanın genel olarak bozulmasına ve sonuçta hücre ölümüne neden 

olabilir [95]. ROS bileĢiklerin detoksifikasyonunda GSH iki Ģekilde yer alır: 1- GSH 

süperoksit radikal anyonu, nitrik oksit veya hidroksil radikali gibi serbest radikallerle 

reaksiyona girer, 2- GSH, GPx (Glutatyon Peroksidaz) tarafından gerçekleĢtirilen 

peroksitlerin redüksiyonuna elektron vericisi olarak katılır. Bu nedenle GSH miktarında 

ve GSH/GSSG oranında azalma ve GSSG düzeyinde artıĢ oksidatif stresin belirteci 

olarak kabul edilir [96].  

Normal metabolizma dıĢında, çok sayıda çevresel kirletici sucul organizmalarda 

oksidatif stresi indükleme kapasitesine sahiptir. Organizmalarda, ROS oluĢumu ile 

hücresel bileĢenlerin oksidatif hasarı sonucu gerçekleĢen oksidatif strese engel olmak 

için, antioksidan enzimlerin aktiviteleri artar [97,98]. 
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1.3.1.5. Glutatyon Peroksidaz 

 

 Glutatyon peroksidaz, (GPx, EC 1.11.1.9) hidrojen peroksit ve büyük moleküllü 

lipid hidroperoksitlerinin redüklenmesinden sorumlu bir enzimdir. Sitozolde yerleĢiktir, 

dört selenyum atomu içeren tetramerik yapıya sahiptir. Karaciğerde en yüksek; kalp, 

akciğer ve beyinde orta; kasta düĢük aktivite gösterir. GPx, aĢırı hidrojen peroksit 

varlığında glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG) oksidasyonunu katalizler, bu 

arada H2O2‟de suya dönüĢtürülerek detoksifiye edilmiĢ olur [99]. 

 GPx enziminin selenyuma bağımlı ve bağımsız olmak üzere iki izomeri 

bulunmaktadır. Se-bağımlı GPx, H2O2„in ve lipid hidroperoksitlerinin, Se-bağımsız GPx 

ise sadece lipid hidroperoksitlerinin temizlenmesinden sorumludur. GPx aĢağıdaki 

reaksiyonları katalizleyerek, hidrojen peroksitin ve organik hidroperoksitlerin (ROOH) 

redüklenmesini sağlamaktadır [100]. 

 

2GSH + H2O2                                2H2O + GSSG 

 
  

 GPx‟in iki substratı vardır. Substratlardan biri olan peroksitler alkole 

indirgenirken, diğer substrat olan glutatyon (GSH) ise okside glutatyona (GSSG) 

yükseltgenir. Okside glutatyon (GSSG), glutatyon redüktaz enziminin katalizlediği 

baĢka bir reaksiyon ile tekrar redükte glutatyona dönüĢtürülür [101]. Enzimin aktivitesi, 

hidrojen kaynağı olan redükte glutatyonun (GSH) varlığına ve enzimin 4 alt ünitesinde 

bulunan selenyuma bağlı olarak değiĢir. Se eksikliği GPx aktivitesinde azalmaya ve 

lipid peroksidasyonunda artıĢlara yol açar [102]. 

 

1.3.1.6. Katalaz 

 

 Katalaz, (CAT, EC 1.11.1.6. ) esas olarak peroksizomlarda bulunan ve yapısında 

dört “hem” grubu içeren bir hemoproteindir. Karaciğer ve eritrositlerde en yüksek 

aktiviteye sahiptir. Katalaz, bütün memeli hücrelerinde, bitkilerde ve aerobik 

mikroorganizmalarda bulunur. Anaerobik hücrelerde katalaz bulunmaz.  Katalaz 

hidrojen peroksiti su ve moleküler oksijene parçalayan bir enzimdir [101,103].   

(ROOH) (ROH) 

GPx 



  

25 

 

 

2H2O2                            2 H2O + O2 
 

  

 H2O2„i suya ve oksijene parçalayarak lipid peroksidasyonuna karĢı koruyucu rol 

oynar. Katalaz, hidrojen peroksit (H2O2) varlığında bir takım küçük substrat 

moleküllerine karĢı peroksidatik aktivite gösterir [104]. Enzim iki tip tepkime 

kullanarak etkisini gösterir: 

 

 1- H2O2‟nin dismutasyonu (katalitik tepkime) 

 2- Alifatik alkollerin peroksidasyonu (peroksidatik tepkime) [105]. 

 

 Enzimin indirgen özelliği ve peroksidatik aktivitesi hidrojen peroksit ve metil, 

etil hidroperoksitleri gibi küçük moleküllere özgüdür. Büyük moleküllü lipid 

hidroperoksitlerine etki etmez [101]. 

 

1.3.2. Enzimatik Olmayan Biyobelirteç Olarak Metallotiyonein 

 

 Metallotiyonein (MT) ilk defa 1957 yılında Margoshes ve Valee tarafından at 

böbreğinde “kadmiyum bağlayıcı protein” olarak tanımlanmıĢtır [8]. Ancak ilk olarak 

Kagi ve Vallee tarafından saflaĢtırılarak karakterize edilmiĢtir [106]. 

Metallotiyoneinlerin bakterilerde, omurgalılarda ve omurgasızlarda bulunduğu 

bilinmektedir [8]. Genellikle sitozolde bulunan MT‟ler düĢük molekül ağırlığında (6-7 

kDa), metal bağlayan, sisteince zengin, aromatik amino asit bileĢikleri bulunmayan ve 

metal tiyolat gruplarından oluĢmuĢ bir proteindir [8,23,107]. MT genel olarak sitozolde 

bulunsa da çekirdekte, lizozomda ve mitokondrinin zarlar arası boĢluğunda da 

belirlenmiĢtir [108]. 

 MT‟ler 61–68 amino asitten oluĢan N-terminalinde asetilmetiyonin ve karboksil 

terminalinde alanin bulunan tek zincirli polipeptidlerdir. Amino asitlerin %30‟undan 

fazlası metal bağlayıcı merkezler olan sistein rezidülleridir. Her bir MT, 20 sistein metal 

tiyolat kompleksi ile iki değerlikli 7 adet iyon bağlayabilmektedir [109]. MT‟lerin, 

metal bağladıktan sonra polipeptid zincir yapıları değiĢtiği için proteoliz olmaları 

kolaylaĢır [110]. Canlılar ve dokular arasındaki MT-metal bileĢenleri arasındaki 

farklılık, maruz kalınan metal çeĢidine ve maruz kalma Ģekline göre farklılık 

CAT 
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göstermesine rağmen MT‟lerin değiĢik metalleri bağlama yönünde ilgisi 

Zn
+2

<Pb
+2

<Cd
+2

<Cu
+2

<Ag
+2

=Hg
+2

=Bi
+3

 Ģeklinde bir sıralama göstermektedir 

[110,111]. 

 MT‟lerin MT1, MT2, MT3 ve MT4 olmak üzere dört farklı izoformu vardır. 

Bunlardan MT1 ve MT2 birçok dokuda sentezlenen ve en çok çalıĢılan izoformlarıdır. 

Bu iki izoformun benzer yüklerde oldukları ve yapısal olarak bazı küçük farklılıkları 

olduğu gösterilmiĢtir [112,113]. 

 

1.3.2.1. Metallotiyoneinlerin Görevleri 

 

 

 Metallotiyoneinler ilk defa 1957 yılında keĢfedilmesine rağmen, tanımlanması 

ve biyolojik iĢlevlerinin anlaĢılması uzun yıllar sürmüĢtür. MT‟lerin, protein yapıları ile 

ilgili yapılan çalıĢmalar bu proteinlerin bazı biyolojik fonksiyonlarının anlaĢılmasını 

sağlamıĢtır. MT moleküllerindeki metal-tiyolat grupları, gruplar arasında ve diğer MT 

molekülleriyle, metal iyonlarının hızlı bir Ģekilde yer değiĢtirmesini sağlamaktadır 

[114]. Metal iyonlarının taĢınmasındaki karakteristik görevinden dolayı, önemli 

biyolojik iĢlevlerde MT‟lerin rol oynadığı düĢünülmektedir [115]. 

Metallotiyoneinlerin baĢlıca görevleri; 

 

 Metal absorbsiyonu, metal taĢınımı ve atılımı, 

 Esansiyel metallerin homeostazisi ve metabolizması, 

 Metal detoksifikasyonu, 

 Serbest radikal süpürücüsü, 

 Zn tutucusu olduğundan hücre çoğalmasında ve hücre yenilenmesinde, 

 Apoptoz ve intraselüler redoks dengesinin ayarlanması gibi fonksiyonlarının 

bilinmesine rağmen, metallotiyoneinlerin değiĢik izoformlarının hücreye özgü 

olarak gen seviyesinde ifade edilmesi, bu proteinin biyolojik iĢlevleri ile ilgili 

aydınlatılamamıĢ karmaĢık yönleridir [24,116]. 

 

 Metallotiyoneinler çinko ve bakır gibi esansiyel metallerin homeostazisinde 

önemli rol oynarlar [117].  ÇeĢitli fizyolojik ve biyokimyasal olaylar için hücre ve 

dokular bu esansiyel metallere gereksinim duyduklarında MT‟ler tarafından buralara 

taĢınmaktadırlar. Böylece metallotiyoneinler aracılığıyla bu metaller arasındaki 

homeostazi sağlanır [118]. 
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 MT‟ler doğrudan metal bağlayıcı oldukları için metallerin hücre içerisinde 

serbest dolaĢarak hücreye zarar vermelerini engellemektedir [119]. Bunun dıĢında, 

MT‟ler metalleri sadece metal bağlama kapasiteleri ile değil aynı zamanda hücreleri 

oksidatif hasardan koruyarak da detoksifiye etmektedirler  [120]. MT‟ler tarafından 

metal detoksifikasyonları, maruz kalınan hücrenin tipine, metalin özelliğine ve metalin 

konsantrasyonuna göre değiĢir. Yapılan çalıĢmalarda, düĢük miktarlardaki Cd 

maruziyetinin dahi MT miktarını arttırdığı gösterilmiĢtir. Genel olarak; kısa süreli 

metale maruz kalma sonucu artan MT sentezi ile metal detoksifiye edilebilmekte, ancak 

metale kronik olarak maruz kalma sonucunda ise Cd-MT formunun karaciğerden 

böbreklere taĢınarak, nefrotoksik etkiye neden olduğu ileri sürülmektedir [121,122]. 

 Metallotiyoneinler ve glutatyon (GSH) sülfhidril grubunca zengin, serbest 

radikaller veya lipid peroksitlerin neden olduğu oksidatif strese karĢı hücreyi koruyan, 

hepatositlerde fazla bulunan proteinlerdir [118]. MT‟de bulunan tiyol gruplarının 

hidroksil radikalleri için tutucu olduğu düĢünülmektedir  [123]. Bunun dıĢında, Cd ve 

Zn gibi serbest metaller hücre membranları ile etkileĢerek, bağlanma bölgesi ile 

yarıĢarak ya da yapısal değiĢikliklere sebep olarak, demir redoks reaksiyonunu 

engellemekte ve böylece H2O2‟in hidroksil radikaline (OH
•
) dönüĢümü azaltılmaktadır. 

Bu etki de MT‟nin serbest radikal süpürücüsü olarak görev yaptığını desteklemektedir. 

Metabolik aktivitesi yüksek olan dokularda, metallotiyonein miktarındaki artıĢ onun 

serbest radikal süpürücüsü olarak görev yaptığının baĢka bir göstergesidir [111]. 
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ġekil 1.12. Metallotiyonein miktarındaki artıĢ ile biyolojik sonuçlar (olaylar) arasındaki 

iliĢkiye genel bir bakıĢ [108]. 
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2. KAYNAK ÖZETĠ 

 

2.1. Alan ÇalıĢmaları 

 

 Sucul ekosistemlerde metal kirliliğinin etkileri genel olarak balık türleri 

kullanılarak belirlenmiĢtir. Bununla birlikte doğal yaĢam ortamlarından alınan amfibiler 

ile yapılan çok az sayıda çalıĢma mevcuttur.  

 Cooper ve Fortin [124], yoğun bir Ģekilde tarım yapılan yamaska nehri  (Quebec, 

Kanada) kıyı Ģeridi boyunca gübrelemeye bağlı olarak oluĢan metal kirliliğini nehirden 

toplanan boğa kurbağalarında (Rana catesbeiana) araĢtırmıĢtır. AraĢtırmacılar, 

çalıĢmada karaciğer, böbrek ve ince bağırsakda metal miktarı ile karaciğer 

metallotiyonein miktarını değerlendirmiĢlerdir. Genel olarak çözünmüĢ metal 

konsantrasyonları ve boğa kurbağalarında birikmiĢ metal konsantrasyonlarında bölgeler 

arasında çok fazla bir farklılık tespit edilmemiĢtir. Karaciğer Cu ve Zn 

konsantrasyonlarında, nehre giren farklı akarsulardan alınan kurbağalar arasında önemli 

düzeyde farklılıklar tespit edilmiĢtir. Karaciğer metallotiyonein içeriğinde ise nehre 

giren farklı akarsulardan alınan kurbağalar arasında önemli bir farklılık 

gözlemlenmemesine rağmen, metallotiyonein düzeyi iki bölgede Cu içeriği ile, bir 

bölgede ise Cd içeriği ile korelasyon göstermiĢtir.   

 Othman ve arkadaĢları [125], yabanıl Fejervarya limnochairs türü kurbağalarda 

karaciğer Cd düzeyleri ile karaciğer GST ve MT düzeyleri arasındaki iliĢkiyi 

incelemiĢlerdir. AraĢtırma sonuçları kirli bölgeden alınan kurbağa örneklerinde GST 

aktivitesi ve MT miktarının kontrol grubu olarak seçilen bölgedeki kurbağalardan 

önemli düzeyde yüksek olduğunu göstermiĢtir. Ayrıca araĢtırıcılar karaciğer Cd miktarı 

ile GST aktivitesi arasında pozitif bir iliĢki olduğu ancak karaciğer MT düzeyi ile Cd 

miktarı arasında pozitif bir iliĢki olmadığı sonucuna varmıĢlardır. 

 Yapılan baĢka bir çalıĢmada kullanılmayan bir uranyum maden ocağı 

gölcüğünden ve referans bölgeden alınan su örneklerindeki metal içeriği ile her iki 

bölgeden alınan Pelophylax perezi türü kurbağaların çeĢitli doku ve organlarındaki 

GST, CAT, GR, GPx, LDH aktiviteleri ile lipid peroksidasyon düzeyleri 

karĢılaĢtırılmıĢtır. AraĢtırmacılar metallerin maden ocağı gölcüğünden alınan örneklerin 

dokularında yüksek konsantrasyonlarda olduğunu özelliklede uranyumun referans 

bölgedeki örneklere göre 1350 kat daha fazla olduğunu saptamıĢlardır. Ayrıca hiçbir 

dokuda lipid peroksidasyonunda farklılık gözlenmemiĢ ve maden ocağı gölcüğünden 
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alınan örneklerin karaciğer dıĢındaki bütün organlarında total GPx aktivitesinde bir artıĢ 

belirlenmiĢtir. Ancak akciğerde CAT enziminin önemli düzeyde baskılanmasının 

muhtemel bir sonucu olarak GPx aktivitesindeki artıĢın sadece akciğerde önemli 

düzeyde olduğu rapor edilmiĢtir [126]. 

 Fenoglio vd. [127] Ġtalya‟nın Pavia Ģehri yakınlarındaki iki farklı bölgeden 

aldıkları Rana esculenta türü kurbağalarda kirliliğe bağlı olarak ortaya çıkan histolojik, 

morfolojik ve bazı enzim aktivitelerindeki değiĢimleri araĢtırmıĢlardır. AraĢtırmacılar 

tarafından böbrek parankimasında bazı yapısal modifikasyonlar gözlemlenmiĢ ancak 

nekrotik bir oluĢum belirlenmemiĢtir. Ayrıca referans bölgeye göre kirli olduğu 

düĢünülen bölgedeki kurbağalarda asit fosfataz, NOS bağımlı nikotinamid adenin 

dinükleotid fosfataz, katalaz enzim aktivitelerinin ve indüklenebilir NOS düzeyinin 

arttığı rapor edilmiĢtir.  

 Yapılan bir çalıĢmada batı Ukrayna‟da bulunan bir nehirden alınan Rana 

ridibunda türü kurbağaların karaciğerinde mevsimsel ve bölgesel farklılıklara bağlı 

olarak metal birikimindeki değiĢimler araĢtırılmıĢtır. AraĢtırmacılar karaciğer 

ağırlığının bahardan, yaz/sonbahara doğru arttığı ve kurbağa karaciğerindeki metal 

mevcudiyetinin Fe>Cu~Zn>Mn>Cd Ģeklinde olduğu sonucuna varmıĢlardır. Ayrıca, en 

yüksek bakır konsantrasyonuna ilkbahar aylarında rastlanırken diğer metallerin en 

yüksek konsantrasyonlarına yaz aylarında rastlanmıĢtır. Kırsal bölgede tarım yapılan 

alanlara yakın yerlerden alınan kurbağalarda en yüksek bakır konsantrasyonu 

belirlenmiĢ iken kadmiyum hem kentsel hem de kırsal bölgeden alınan örneklerde 

saptanmıĢtır [128].   

 Kadmiyumun farklı çevresel konsantrasyonlarına maruz kalan Fejervarya 

limnochairs türü kurbağaların karaciğer, böbrek, testis ve ovaryumlarında metal 

birikimini incelemeyi amaçlayan bir çalıĢma yapılmıĢtır. AraĢtırma sonuçları kirlenmiĢ 

bölgedeki kurbağaların karaciğer, testis ve böbrek Cd düzeylerinin referans olarak 

seçilen bölgedeki kurbağalarınkinden önemli düzeyde yüksek olduğunu göstermiĢtir 

[129].   

 BaĢka bir araĢtırmada Arjantin‟in kurak bölgesinde bulunan yapay bir gölü 

üreme dönemlerinde kullanan altı farklı kara kurbağası türünde Cd ve Pb düzeyleri 

incelenmiĢtir. AraĢtırma sonuçları her bir türün bütün bireylerinde Pb düzeyinin 1.19 ile 

5.57µg/g kuru ağırlık aralığında Cd düzeyinin ise 1.09 ile 6.86 µg/g kuru ağırlık 

aralığında olduğunu göstermiĢtir. Ayrıca daha fazla kirlenmiĢ güney kıyısından 
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toplanan kara kurbağalarında daha az bozulmuĢ kuzey kıyısındaki kurbağalara göre Cd 

birikiminin %21, Pb birikiminin ise %40 daha fazla olduğu saptanmıĢtır [130]. 

 Lopes vd. [131] tarafından Güneybatı Portekiz‟de bakır madeni atıkları ile 

kirlenmiĢ bir nehirdeki Leuciscus alburnoides türünden balıklarda metal kirliliğinin 

değerlendirildiği bir çalıĢmada, mevsimsel olarak GST aktivitesi, karaciğer dokusunda 

çeĢitli metallerin düzeyi ve suyun fiziko-kimyasal parametreleri ölçülmüĢtür. Kontrol 

alanı ile karĢılaĢtırıldığında suda sülfat (8.1-1136 mg/L), Mg (18-40 mg/L), Mn (0.7-36 

nM), Fe (0.5-21 µM) ve Cu (12-110 nM) değerinin ve balıklarda hepatik Cu ve Se 

düzeyinin yüksek belirlendiği alanda GST aktivitesi kontrol alanından önemli düzeyde 

yüksek bulunmuĢtur. GST aktivitesindeki artıĢ, bu elementlerin yüksek 

konsantrasyonlarına devamlı maruz kalma sonucu balıkların metabolik adaptasyonu ile 

iliĢkilendirilmiĢtir. 

Aarab ve arkadaĢları [132], Güneybatı Fransa‟da beĢ nehrin kirlilik düzeyini 

izledikleri bir çalıĢmada kirliliğin balıklar üzerindeki etkisini değerlendirmiĢlerdir. 

AraĢtırmacılar balıklarda EROD, karaciğer GST ve beyin AChE aktiviteleri ile safra 

PAH metabolit değerlerini biyobelirteç olarak kullanmıĢtır. Biyoindikatör tür olarak 

belirlenen Leuciscus cephalus balık türünde AChE aktivitesinin, metal bakımından 

(özellikle Cd) kirli olduğu önceden belirlenmiĢ bir alanda kontrol alanı olarak seçilen 

gölden önemli düzeyde düĢük olduğu; EROD aktivitesinin ise kontrol alanından yüksek 

olduğu belirlenmiĢtir. Yine aynı balık türünde safra metabolitlerinin yüksek belirlendiği, 

kimya sanayi atık suyunun verildiği bir alanda EROD aktivitesinin de önemli düzeyde 

yüksek olduğu gösterilmiĢtir.  

Levesque vd. [133] tarafından, Kanada‟da (Quebec) madencilik alanından 

kaynaklanan Cd, Zn ve Cu elementleri ile yüksek oranda kirlenen üç gölde yapılan bir 

çalıĢmada, Perca flavescens türü balıklarda böbrek metal birikimi ve karaciğer AST, 

ALT ve LDH aktiviteleri ölçülmüĢtür. Yaz ve sonbahar mevsimlerinde alınan balık 

örneklerinde, böbrek Cd ve Zn düzeylerinin kontrol alanı olarak seçilen iki göle kıyasla 

önemli düzeyde yüksek olduğu belirlenmiĢtir. Sonbaharda maden alanına en yakın ve 

yüksek oranda kirlenmiĢ olan gölde balıklarda karaciğer AST aktivitesinin önemli 

düzeyde arttığı saptanmıĢtır. 

 Çevresel ve endüstriyel atıklarla kirlenmiĢ Nil nehrinin bazı bölgelerinden 

yakalanan balık türlerinde kirliliğin belirteçleri olan çeĢitli antioksidan enzim 

aktivitelerindeki değiĢimler çalıĢılmıĢtır. Ġncelenen türlerden Oreochromis niloticus‟un 

karaciğer ve böbrek dokularındaki GR, GST ve GPx aktivitesinin kirlenmiĢ 
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bölgelerdeki balıklarda kontrol grubu balıklarına oranla daha yüksek olduğu 

gözlenmiĢtir. SDS-PAGE ile O. niloticus ve Clarias lazera‟nın karaciğer ve böbrek 

örneklerinin elektroforetik separasyonuyla elde edilen metal bağlayıcı proteinlerin 

yoğunluğunda artıĢ bulunmuĢtur [134]. 

 Doğal ortamlarındaki ve yetiĢtirme havuzlarındaki Anguilla anguilla‟nın kan, 

karaciğer, böbrek ve kas dokularında Zn, Cd, Cu, Hg, Fe, Pb ve Mn gibi metallerin ve 

MT düzeylerinin belirlenmesine yönelik bir araĢtırmada en yüksek Cd düzeyleri 

yetiĢtirme havuzlarındaki balıkların karaciğer ve böbreklerinde saptanırken, doğal 

ortamlarında yakalanan balıkların kanında Pb, böbreklerinde ise Zn yüksek düzeyde 

bulunmuĢtur. YetiĢtirme havuzlarındaki balıkların böbreklerinde Cd ile MT; doğal 

ortamdaki balıkların ise karaciğerinde Cu ile MT arasında doğrusal bir iliĢki 

saptanmıĢtır [135]. 

Özmen vd. [136] tarafından, Karakaya Baraj Gölü‟nde 2000-2001 yılları 

arasında kirlilik düzeyinin mevsimsel olarak saptanması ve bu kirliliğe bağlı olarak 

sazan balıkları (Cyprinus carpio) üzerine toksik etkilerin belirlenmesini amaçlayan bir 

çalıĢma yapılmıĢ ve balık dokularında çeĢitli metallerin birikimi de izlenmiĢtir. 

AraĢtırma sonuçlarına göre, baraj gölünde çeĢitli metal düzeylerinin ve diğer 

kirleticilerin miktarının yüksek düzeyde olduğu, balık dokularında kadmiyum, kurĢun 

ve bakır gibi metallerin biriktiği saptanmıĢtır. Ayrıca, baraj gölünden yakalanan 

balıklarda çeĢitli enzim değerlerinin de kirlilik düzeyine ve lokasyonlara göre önemli 

düzeyde değiĢtiği bulunmuĢtur.  

  Özmen vd. [137] tarafından, Karakaya Baraj Gölü‟nde C. carpio kullanılarak 

yapılan bir baĢka araĢtırmada kimyasal analiz sonuçları, baraj gölü‟nün su, sediment 

örneklerinde ve balıkların solungaç dokusunda çeĢitli metallerin varlığını göstermiĢtir.  

  Schmitt ve arkadaĢları [138], kurĢun ve çinko madenlerinin bulunduğu 

Güneydoğu Missouri (Amerika) bölgesindeki üç balık türünde (Campostoma oligolepis, 

Lepomis megalotis, Hypentelium nigricans) yaptıkları çalıĢmalarda balıkların kan 

dokusundaki metal düzeylerinin özellikle de kurĢun düzeyinin çok yüksek olduğunu ve 

karaciğer dokusunda MT indüksiyonun özellikle çinkonun etkisinde artığını 

belirlemiĢlerdir. 
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2.2. Laboratuvar ÇalıĢmaları 

 

Amfibi türlerinde metal toksisitesinin saptanması amacıyla laboratuvar 

ortamında yapılmıĢ olan çalıĢma sayısı alan çalıĢmalarına göre daha fazladır. Ancak bu 

çalıĢmalarda daha çok amfibilerin farklı geliĢim dönemlerinde metallerin toksik etkileri 

araĢtırılmıĢtır. 

 Yapılan bir araĢtırmada, Cd, Cu ve Pb‟nun X. laevis embriyolarının geliĢimi 

üzerine toksik etkileri kurbağa embriyogenezi ve teratojenite testi (FETAX) ile 

incelenmiĢtir. AraĢtırmacılar ayrıca amfibi iribaĢlarında submitokondriyal GST, GR, 

AChE, CaE, LDH, AST ve ALT enzim aktivitelerini değerlendirerek toksik etkiyi 

belirlemiĢtir. ÇalıĢmada, metallerin 96 saatlik LC50 değerleri Cd için 1.6 mg/L, Pb için 

96.1 mg/L ve Cu için 1.37 mg/L olarak belirlenmiĢtir. Ayrıca teratojenik indeks (TI)  

Cd için 1.1, Pb için 1.22 ve Cu için 0.52 olarak hesaplanmıĢtır. TI değerleri bu 

metallerin ASTM değerlerine göre X. laevis embriyoları için teratojen olmadığını 

göstermiĢtir. Metallerin enzim aktiviteleri üzerine etkilerine bakıldığında önemli 

değiĢimler saptanmıĢ ve bu enzimlerin uygun biyokimyasal biyobelirteçler olduğu 

belirtilmiĢtir [139]. 

Lienesch ve arkadaĢları [140], kadmiyumun X. laevis‟de oosit geliĢimi üzerine 

etkilerini çalıĢmıĢlardır. CdCl2 diĢi X. laevis’lere 21 günde bir enjekte edilmiĢ, sonuçta 

oogenezin her evresindeki oosit yüzdesi azalırken, atretik oosit populasyonu önemli 

düzeyde artmıĢtır. AraĢtırmacılar Cd‟nin oogeneze engel olduğunu ve Xenopus gamet 

geliĢim evrelerinin, çevresel kirleticilerin üreme kapasitesi üzerindeki etkilerinin 

belirlenmesinde kullanılabilir bir parametre olduğunu belirtmiĢlerdir. 

Xenopus iribaĢlarında yapılan bir baĢka araĢtırmada sudan ve sedimentten gelen 

kurĢunun organizmada birikip birikmediği araĢtırılmıĢ ve maruz kalma süresi arttıkça 

iribaĢların geliĢimlerinin inhibe olduğu gözlenmiĢtir. Bu çalıĢmalar, iribaĢ geliĢiminin 

baskılanmasındaki artıĢın, vücuttaki kurĢun birikimiyle doğru orantılı olduğunu 

göstermiĢtir [15].  

Duttaphrynus melanosticus türü su kurbağası iribaĢları dört gün süreyle Cu, Cd, 

Zn, Pb, Ni, Fe, Al ve Mn‟nin çeĢitli konsantrasyonlarına maruz bırakılarak ölüm 

oranları, ortalama ölüm zamanları (LT50) ve LC50 değerleri araĢtırılmıĢtır. AraĢtırma 

sonuçlarına göre bütün metal uygulamalarında metal konsantrasyonu ve maruz kalma 

süresinin azalması ile LT50 ve LC50 değerlerinin arttığı rapor edilmiĢtir.                  
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Ayrıca Cu, Cd, Zn, Pb, Ni, Fe, Al ve Mn için 96 saatlik LC50 değerleri sırasıyla 0.03, 

0.3, 4.2, 1.5, 8.8, 0.4, 1.9 ve 39 mg/L olarak belirlenmiĢtir [141].  

Selvi ve arkadaĢları [142] tarafından yapılan bir çalıĢmada, CdCl2‟ün farklı 

konsantrasyonlarına maruz bırakılan Rana ridibunda türü ergin su kurbağalarında bu 

metal tuzunun akut toksisitesi ve sebep olduğu davranıĢsal değiĢiklikler araĢtırılmıĢtır. 

ÇalıĢma sonunda metal tuzunun 96 saatlik LC50 değeri 51.2 mg/L olarak belirlenmiĢtir. 

Bunun yanında artan metal tuzu konsantrasyonu ile beraber maruz kalan kurbağalarda 

yüzeye yakın yüzme, solunum güçlüğü, mukus salgılanmasında artıĢ,  hareket 

yavaĢlaması, denge kaybı gibi davranıĢsal değiĢimler gözlemlenmiĢ ve en yüksek iki 

konsantrasyonda ise bütün bireylerin öldüğü rapor edilmiĢtir.    

Yapılan bir çalıĢmada X. laevis‟in yaĢaması, geliĢmesi ve metamorfoz süreci 

üzerine radyoaktivitesi %60 oranında azaltılmıĢ uranyumun etkisinin araĢtırılması 

amaçlanmıĢtır. Bu amaçla ilk önce, embriyolar (8-47. evre) 4.8 ile 77.7 mg/L 

aralığındaki farklı uranyum konsantrasyonlarına 96 saatlik FETAX testi ile maruz 

bırakılmıĢlardır. Daha sonra ise 64 günlük kronik deneyde embriyolar (8-66. evre) 6.2 

ile 54.3 mg/L aralığındaki farklı uranyum konsantrasyonlarına maruz bırakılmıĢlardır. 

AraĢtırmacılar 96 saatlik FETAX testi sonucunda radyoaktivitesi azaltılmıĢ uranyumun 

teratojen bir metal olmadığını ve ölüme, malformasyonlara ve geliĢim üzerine herhangi 

bir olumsuz etkiye yol açmadığını belirtmiĢlerdir. 64 günlük deneyde ise malformasyon 

ve ölümün gözlenmediği, sadece 13.1 ile 54.3 mg/L aralığındaki uranyum 

konsantrasyolarına maruz kalan örneklerde kontrol grubundaki örneklere göre 

metamorfozda gecikme olduğu rapor edilmiĢtir [143]. 

BaĢka bir çalıĢmada ise bir uranyum ocağının havuzunda yaĢayan geliĢiminin 

erken evrelerindeki Rana perezi türü kurbağalarda maden ocağı atığının etkisi 

incelenmiĢtir. Bu amaçla yumurtalar ve larvalar 96 saat süreyle maden ocağı atığının 

farklı dilusyonlarına maruz bırakılmıĢlardır. ÇalıĢma sonunda atığın en yüksek 

konsantrasyonunun larvalarda kuyruk deformitesi ile pigmentasyonda artıĢ, boy 

uzunluğunda önemli bir azalıĢ olduğunu rapor etmiĢlerdir [144]. 

Kostaropoulos vd. [145] tarafından kadmiyum ve kromun Rana ridibunda‟nın 

çeĢitli dokularındaki GST ve P450 Monooksigenaz aktiviteleri üzerine etkisini 

araĢtırmaya yönelik yapılan bir çalıĢmada ergin kurbağalar 10 mg/L Cr ve 10 mg/L Cr + 

10 mg/L Cd karıĢımına 14 gün süreyle maruz bırakılmıĢtır. AraĢtırmacılar kontrol 

grubundaki hayvanlarda en yüksek ve en düĢük P450-MO aktivitesinin sırasıyla 

karaciğer ve bağırsakta gözlemlerken en yüksek GST aktivitesini ise karaciğer ve 
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böbrekte gözlemlemiĢlerdir. Bundan baĢka Cr ya da Cr+Cd karıĢımının kurbağalarda 

karaciğer GST ve P450-MO ile böbrek GST aktivitelerinde bir azalıĢa neden olduğunu 

ve hem GST hem de P450-MO aktiviteleri ile metal karıĢımına maruz kalan bireylerin 

karaciğerindeki her iki metalin konsantrasyonu arasında negatif bir korelasyon 

olduğunu rapor etmiĢlerdir.   

Embriyonik geliĢimlerinin sonundaki Bufo arenarum embriyoları 10 günlük 

uygulama protokolü ile kadmiyuma adapte edilmiĢ ve kurbağa embriyoları MT 

izolasyonu, Cd ve Zn içeriğinin ölçülmesi için kullanılmıĢtır. AraĢtırma sonuçları; 

embriyolardaki Cd alınımı 7 mg/g embriyo (yaĢ ağırlık)  miktarı ile uygulama 

yapılmamıĢ ortamlardakinden 255 kez daha fazla olduğunu, büyük MT benzeri bir 

fraksiyonun Cd tarafından kontrol grubu embriyolarından yaklaĢık 8 kat daha fazla 

indüklendiğini, Zn konsantrasyonun yaklaĢık olarak 44 mg Zn/g embriyo (yaĢ ağırlık)  

olduğunu ve bu değerin önemli bir değiĢiklik olmadığı fakat adapte edilmiĢ 

embriyolarda iz metalin metallotiyoneinlerden serbest bırakıldığını göstermiĢtir. Ayrıca 

artan MT sentezi ve doğal metallotiyoneinlerden Zn serbest bırakımının adaptasyon 

fenomeni ile iliĢkisi tartıĢılmıĢtır [146].  

Loumbourdis ve arkadaĢları [117] tarafından yapılan bir çalıĢmada, Rana 

ridibunda türü kurbağalarda krom ve krom+kadmiyum karıĢımının etkisinde karaciğer, 

böbrek ve bağırsaktaki metal (Cr, Cd) birikimi ve MT sentezi incelenmiĢtir. Her iki 

metalin incelenen dokular arasında en çok böbreklerde biriktiği ve bu dokuda saptanan 

Cr düzeyinin Cr+Cd karıĢımının etkisinde kromun tek baĢına etkisinde oranla iki kat 

daha fazla olduğu gözlenmiĢtir. MT sentezinin Cr+Cd karıĢımının etkisindeki 

organizmalarda kontrol grubuna oranla 2-6 katlık artıĢ gösterdiğini saptamıĢtır. 

AraĢtırıcılar, bağırsakta gözlenen bu yüksek MT sentezindeki artıĢın, bu proteinlerin 

metal iyonlarının bağırsaktan kan dokusuna geçiĢinde etkili olmasından kaynaklandığını 

belirtmiĢlerdir. 

 Yapılan baĢka bir çalıĢmada, CuCl2‟e maruz bırakılan ergin diĢi Rana ridibunda 

türü kurbağalarda farklı dokulardaki Cu birikimi ve karaciğer MT düzeyi araĢtırılmıĢtır. 

AraĢtırmacılar ergin kurbağaları 5, 15 ve 30 gün süresince Cu‟ın 50 ve 100 mg/L 

konsantrasyonlarına maruz bırakmıĢlar ve karaciğer, böbrek, ventral deri ve 

bağırsaktaki bakır birikimi ile karaciğer MT düzeyini belirlemiĢlerdir. AraĢtırma 

sonuçlarına göre, Cu‟ın ilk olarak deri yoluyla vücuda girdiği daha sonra kalın 

bağırsakta biriktiği, en son olarak karaciğerde Cu konsantrasyonuna ve maruz kalma 

süresine bağlı olarak giderek artan bir birikim olduğu belirlenmiĢtir. En yüksek metal 
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düzeyi 30 gün 100 mg/L Cu‟a maruz kalma sonucunda böbreklerde belirlenmiĢtir. 

Buda, muhtemelen karaciğerde aĢırı miktarda bakır birikmesinden sonra, böbreklerin 

Cu detoksifikasyonunda ikinci bir yol gibi davrandığını göstermiĢtir. Karaciğer MT 

düzeylerinin ise 5. ve 15. günlerde Cu konsantrasyonunun artıĢı ile birlikte arttığı 

belirlenmiĢtir. Ancak araĢtırmanın sonunda MT düzeyinde bir azalıĢ görülmüĢtür [147]. 

 Metallerin ve metal karıĢımlarının etkileri ile ilgili balıklar kullanılarak 

laboratuvar koĢullarında yürütülmüĢ olan çok sayıda araĢtırma literatür kayıtlarında 

mevcuttur. Ancak bu çalıĢmaların hemen hepsinde yüksek metal konsantrasyonlarının 

etkisi değerlendirilmiĢtir. 

Yapılan bir çalıĢmada, farklı sürelerde Zn,  Cd ve Zn+Cd‟nin farklı ortam 

deriĢimlerine bırakılan Nil tilapiasının (Oreochromis niloticus) kan parametreleri 

üzerine metallerin etkisi incelenmiĢtir. AraĢtırma sonucunda,  O. niloticus‟da Zn, Cd ve 

Zn+Cd karıĢımı uygulamaları kan ve serum parametrelerinde çeĢitli değiĢikliklere 

neden olmuĢtur. Maruz kalma süresi ve ortam deriĢiminin artıĢıyla alyuvar, akyuvar, 

hematokrit, hemoglobin, kolesterol, trigliserid, Ca
++

, Na
+
 ve Cl

-
 düzeyleri ile AChE 

aktivitesinde azalma, CAT, G6PD, ALT, AST, ALP, LDH ve LP aktivitesi ile GSH, 

serum albumin, transferrin, seruloplazmin, IgA, IgG, kortizol, glukoz, total protein ve K 

düzeylerinde artıĢ rapor edilmiĢtir. Ġncelenen bütün kan parametreleri üzerine metallerin 

etkisinin düĢük deriĢimlerine oranla yüksek deriĢimlerinde daha fazla ve bu etkilerinin 

Zn+Cd>Cd>Zn Ģeklinde olduğu saptanmıĢtır [148]. 

 Yapılan bir baĢka çalıĢmada ise, O. niloticus Zn (200 mg/L), Cu (60 mg/L) ve 

Zn+Cu (100+30 mg/L) etkisine 24, 48, 72 ve 96 saatlik sürelerle maruz bırakılarak 

karaciğer, solungaç ve kas dokularındaki metal birikimi incelenmiĢtir. AraĢtırmacılar 

balık ölümlerinin bakır ve çinkoya oranla çinko+bakır karıĢımının etkisinde daha fazla 

olduğunu ve en yüksek bakır birikiminin karaciğerde, en yüksek çinko birikiminin ise 

solungaçlarda olduğunu belirlemiĢlerdir. Ayrıca, bakır birikimin çinko varlığında 

azaldığını ancak ortamda bulunan bakırın dokulardaki çinko birikimini etkilemediğini 

rapor etmiĢlerdir [149]. 

 O. niloticus’un 0.018+0.16 mg/L ve 0.03+0.3 mg/L Cd+Zn karıĢımlarının 

etkisine 24 ve 672 saat süresince maruz bırakılarak yapılan bir çalıĢmada metal 

karıĢımlarının karaciğer dokusunda neden olduğu histopatolojik değiĢiklikler 

incelenmiĢtir. AraĢtırıcılar, her iki metal karıĢımının ortam deriĢimlerinin etkisinde de 

benzer histolojik değiĢiklerin meydana geldiğini ve bu değiĢikliklerin; hiyalinizasyon, 
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hepatositlerde vakuol oluĢumu, hücresel ĢiĢme ve kan damarlarındaki aĢırı kan akıĢı 

Ģeklinde olduğunu saptamıĢlardır [150]. 

 Atlı ve Canlı [151] tarafından yapılan bir çalıĢmada, 10 gün süreyle 1 mg/L Cd, 

Cu, Zn, Pb ve Fe etkisine maruz bıraktıkları O. niloticus‟un karaciğer homojenatının 

Sephadex G-75 ile dolu kolondan elde edilen metallotiyonein benzeri protein 

fraksiyonlarına karĢılık gelen düĢük molekül ağırlıklı protein fraksiyonunda kontrol 

grubuna göre Cd düzeyinin arttığını gözlemiĢlerdir. Aynı zamanda karaciğerde ölçülen 

toplam metal düzeyi sonuçlarına göre metal etkilerinde bu metallerin artıĢ gösterdiği 

belirtilmiĢtir.  

 Tatlı su balığı olan O. niloticus üzerine yapılan bir çalıĢmada, balıklar 14 gün 

süreyle 1 mg/L deriĢimindeki kadmiyum, çinko ve bakırın tek olarak ve karıĢımlarının 

etkisine maruz bırakılmıĢlardır. Karaciğer dokusu homojenatları Sephadex G-75 kolonu 

ile saflaĢtırılmıĢ ve karaciğer dokusundaki proteinlerin jel filtrasyon profilleri 

belirlenmiĢtir. Ayrıca karaciğerdeki toplam metal ve protein düzeyleri de belirlenmiĢ ve 

sülfhidril gruplarının, metallotiyonein benzeri proteinlerin ve bu proteinlere bağlı 

metallerin analizi yapılmıĢtır. AraĢtırma sonunda yüksek molekül ağırlıklı proteinlerin 

(YMAP, >80000 Da), orta molekül ağırlıklı proteinlerin (OMAP, ~ 43000 Da) ve düĢük 

molekül ağırlıklı proteinlerin (DMAP, ~ 6500 Da) bulunduğu fraksiyonlarda üç adet pik 

gözlenmiĢtir. Kadmiyumun YMAP'lerin düzeyini azalttığı, OMAP ve DMAP'lerin 

düzeylerini ise arttırdığı, bakırın ise bunun tam tersi olarak YMAP'lerin düzeyini 

arttırdığı, OMAP ve DMAP'lerin düzeylerini ise azalttığı, çinkonun ise herhangi bir 

değiĢikliğe neden olmadığı rapor edilmiĢtir. Ayrıca karaciğerdeki total metal ve total 

protein düzeyleri ile metale maruz kalma arasında bir korelasyon belirlenmiĢtir [152]. 

 Atlı ve Canlı [153] tarafından yapılan baĢka bir çalıĢmada ise, Cu, Zn, Cd ve 

Pb‟na maruz bırakılan O. niloticus türü tatlı su balığında GSH ve MT düzeyleri 

araĢtırılmıĢtır. AraĢtırmacılar, balıkları 14 gün süreyle bu metallerin 0, 5, 10 ve 20 

µM‟lık konsantrasyonlarına maruz bırakmıĢlardır. Metal ve GSH düzeylerini karaciğer, 

solungaç, kas ve kanda, MT düzeyini ise karaciğerde incelemiĢlerdir. AraĢtırma 

sonuçlarına göre; Cu birikimi sadece solungaçta, Zn birikimi sadece kas dokuda, Pb 

birikimi karaciğer ve solungaçta, Cd birikimi ise bütün dokularda belirlenmiĢtir. 

Metallere maruz kalma sonucu kan, kas ve solungaç GSH düzeylerinde önemli bir 

değiĢim belirlenmemesine rağmen, Cd, Zn ve Cu‟nun karaciğer GSH düzeyini önemli 

düzeyde arttırdığı belirlenmiĢtir. Karaciğer MT düzeyinin, sadece Cd‟ye maruz 
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bırakılan balıklarda önemli düzeyde arttığı diğer metallerde önemli bir değiĢimin 

olmadığı belirlenmiĢtir. 

 Shah ve Altındağ [154] tarafından, kadife balığında (Tinca tinca) Hg, Cd ve Pb 

birikimini ve bu birikime bağlı olarak 96 saatlik LC50 değerlerindeki değiĢim 

araĢtırılmıĢtır. Balıklarda Hg, Cd ve Pb konsantrasyonları sırasıyla 0.011, 0.32 ve 1.59 

mg/g ve 96-saatlik LC50 değerleri ise 1.0, 6.5 ve 300 mg/L Ģeklinde bulunmuĢtur. Bu 

metallerin genel birikim sırası ve ilgili 96-saatlik LC50 değerleri Hg< Cd< Pb olarak 

bulunmuĢtur. En az metal birikimi belirlenen balıklar için 96-saatlik LC50 değerlerinin 

de düĢük olduğu gözlenmiĢtir. AraĢtırıcılar balıklarda metal birikiminin 96-saatlik LC50 

değerleri üzerinde önemli bir etkisi olduğunu rapor etmiĢlerdir. 

Oliveira vd. [52] tarafından Cu‟ın yılan balıkları (Anguilla anguilla)  üzerinde 

toksik etkisinin değerlendirildiği çalıĢmada, 0.2 µmol/L bakıra (CuCl2) maruz bırakılan 

hayvanların karaciğer metallotiyonein düzeyinde önemli bir artıĢ gözlenmiĢtir. 

Belirtilen Cu uygulamasının plazma kortizol ve plasma serbest triiodotironin düzeyinin 

azalmasına neden olduğu ve eritrositik nükleer anormalliklerin arttığı ve bunun 

genotoksik etkiden dolayı olduğu iddia edilmektedir.  

 Yapılan bir çalıĢmada araĢtırmacılar, Halichoerus grypus‟un (fok) lökositlerini 

in vitro koĢullarda çinko ve kadmiyumun etkisine maruz bırakarak MT‟lerin 

indüksiyonunu incelemiĢlerdir. AraĢtırıcılar, in vitro Zn ve Cd etkisinde lökositlerde iki 

farklı MT izoformunun (MT1 ve MT2) sentezinin meydana geldiğini ve metallerin 

regülasyonunda bu proteinlerin önemli roller üstlendiğini belirtmiĢlerdir  [155].  
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

3.1. Xenopus laevis Yumurta ve ĠribaĢlarının Sağlanması 

 

ÇalıĢmada kullanılan Xenopus laevis türü amfibi iribaĢları, Ġnönü Üniversitesi 

Biyoloji Bölümü Çevre Toksikolojisi AraĢtırma Laboratuvarında yaĢatılmakta olan 

koloniden elde edildi. ÇalıĢmada yumurta elde edilirken her seferinde farklı ergin diĢi 

ve erkek X. laevis bireyleri kullanıldı. Bu laboratuvarın ortam sıcaklığı devamlı olarak 

23±1ºC‟de tutulmakta olup; deneysel çalıĢmalarda aynı ortamda yürütüldü ve tüm 

çalıĢmalar ergin bireylerin yaĢatılmakta olduğu ortam koĢullarında sürdürüldü.  Ayrıca, 

çalıĢma ortamında 12:12 saat aydınlık:karanlık ıĢık periyodu uygulandı. ÇalıĢmada 

kontrol amaçlı kullanılan ve içerisinde yumurta ve iribaĢ geliĢiminin sağlandığı FETAX 

solüsyonu,  Tip I ASTM standartlarına uygun Ģekilde hazırlandı [156]. Buna göre 1 L 

distile suda 625 mg NaCl, 96 mg NaHCO3, 30 mg KCl, 15 mg CaCl2, 60 mg 

CaSO4.2H2O ve 75 mg MgSO4 olacak Ģekilde FETAX solüsyonu her kullanımdan önce 

taze olarak hazırlandı.  

 Uygulama öncesi erkek ve diĢi erginler 100 x 40 x 60 cm (Boy:En:Derinlik) 

boyutlarında ayrı akvaryumlara alınarak 48 saat süreyle bekletildi. Yumurta eldesi 

amacıyla Birhanlı tarafından uygulanan protokol kullanıldı [4]. Yumurtaların elde 

edilmesi istenen günden 36 saat önce, erkek kurbağaya 200 IU insan koryonik 

gonadotropin hormonu (hCG) (Pregnyl
®
 5000 IU, Organon) dorsal lenf bezlerinden 

enjekte edildi. 36 saatin sonunda diĢiye 600 IU, önceden hormon uygulanmıĢ erkeğe ise 

300 IU hCG enjekte edildi. Enjeksiyon için 1 ml‟lik insülin enjektörleri (0.3x8 mm) 

(Becton Dickinson) kullanıldı. Enjeksiyon tamamlandıktan sonra erkek ve diĢi 

kurbağalar aynı akvaryuma konup, karartma amacıyla akvaryumun üzeri örtüldü ve 

sessiz bir ortam sağlandı. Hormon enjeksiyonunu takiben 2 ile 6 saat sonra ampleksus 

baĢladı ve 10-16 saat yumurta dökme devam etti. Yumurtalar metal toksisitesinde 

kullanılacakları 46. evreye kadar (4 gün 10 saat) içinde FETAX solüsyonu bulunan ve 

sürekli havalandırılan plastik küvette bekletildi. 
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3.2. Metallerin LC50 Değerlerinin ve Uygulama Konsantrasyonlarının Belirlenmesi 

  

 ÇalıĢmada Cd, Pb ve Cu‟ın toksisitesini belirlemek amacı ile CdCl2 (Sigma-

Aldrich), PbCl2  (Sigma-Aldrich) ve CuCl2 (Merck)  tuzları kullanıldı. Bu metallerin 

uygulama konsantrasyonları Avrupa Birliği (AB) içme suları yönetmeliğinde [38] 

belirtilen kabul edilebilir sınır değerler ve 96 saatlik test sonucu elde edilen ortalama 

öldürücü konsantrasyon (LC50) değerlerine bağlı olarak belirlendi. Buna göre metallerin 

uygulama konsantrasyonları; 

  

  Cd için;  0.005 (AB limit değeri), 0.52 (LC50/10), 2.59 (LC50/2) ve 5.18 mg/L (LC50)   

  Pb için; 0.01 (AB limit değeri), 12.3 (LC50/10), 61.53 (LC50/2) ve 123.05 mg/L (LC50)   

  Cu için; 0.01, 0.085 (LC50/10), 0.425 (LC50/2) ve 0.85 mg/L (LC50) olarak belirlendi. 

 

3.3. Metal Toksisitesinin Belirlenmesi 

 

Cd, Pb, Cu ve bunların karıĢımlarının, X. laevis iribaĢları üzerindeki subletal 

etkilerinin değerlendirilmesi amacıyla iki farklı uygulama grubu kuruldu. Birinci 

uygulama grubunda, 46. evredeki amfibi iribaĢları her bir metalin ve bunların 

karıĢımlarının bir seri subletal konsantrasyonuna 96 saat süre ile statik yenilemeli test 

ortamında maruz bırakıldı. ĠribaĢlar uygulamanın baĢlatılmasını takiben 24., 48., 72. ve  

96. saatlerde kontrol edildi. Ölü iribaĢlar ortamdan alındıktan ve sayıları kaydedildikten 

sonra, metal çözeltileri yenilendi. Ġkinci uygulama grubunda ise metallerin 96 saatlik 

LC50 ve LC50/2 değerlerinin karıĢımlarına iribaĢlar 24 saat süresince maruz bırakıldı. 

Her iki uygulama grubunda, her bir konsantrasyon için sekiz ayrı kapta, 20 Ģer iribaĢ 

olacak Ģekilde deney düzeneği kuruldu (ġekil 3.1). Her iki uygulama sonunda ortamdaki 

ölü iribaĢlar uzaklaĢtırıldıktan sonra, kalan iribaĢlar ependorf tüplerine aktarıldı ve buz 

üzerinde uyuĢmaları sağlanarak enzim aktivitesi ve metallotiyonein tayininin yapılacağı 

zamana kadar -80C‟de derin dondurucuya kaldırıldı. 
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           ġekil 3.1. Metal toksisitesi deney düzeneği. 
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3.4. Ortam pH’sının Saptanması 

 

 Deneylerde statik yenilemeli test sistemi kullanıldığından, iribaĢların maruz 

kaldıkları ortamın pH değerleri de ölçüldü. Bu amaçla farklı konsantrasyonlarda metal 

çözeltisi bulunan kaplar için 0., 24., 48., 72., ve 96. saatlerdeki pH değerleri periyodik 

olarak kaydedildi. Böylece toksik etkinin ortamdaki pH değiĢimine bağlı olarak ortaya 

çıkıp çıkmadığının saptanması amaçlandı.   

 

3.5. Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi 

 

Bütün enzim aktivitesi ve toplam protein miktarı ölçüm iĢlemleri, dokuların 

homojenizasyonu ve santrifüj iĢleminden hemen sonra, örnekler bekletilmeksizin 

mikroplaka okuyucu sistem (Versamax
®
, Molecular Devices Corp., USA) kullanılarak 

yapıldı. Enzim aktivitesi ve toplam protein miktarı ölçümlerinde, her bir örnek için üç 

tekrarlı absorbans okuması yapıldı. Aynı örnek için elde edilen değerler arasında % 

10‟dan daha büyük korelasyon farkı bulunduğunda, okuma iĢlemi yinelendi. Bütün 

enzimlerin aktiviteleri, örneklerdeki toplam protein düzeyleri ölçüldükten sonra spesifik 

aktivite (nmol/dk/mg total protein) cinsinden ifade edildi. 

 

3.5.1. ĠribaĢların Homojenizasyon ve Santrifüj ĠĢlemleri 

 

 Örneklerin homojenizasyonuna baĢlamadan önce, iribaĢların bulunduğu 

ependorf tüpleri buz üzerinde çözülmeye bırakıldı ve su damlacıkları pastör pipeti ile 

uzaklaĢtırıldıktan sonra tartıldı. Homojenizasyon toplam iribaĢ ağırlığının 4 katı 

hacminde (w/v) soğutulmuĢ homojenizasyon tamponu (0.1 M, pH 7.4 potasyum fosfat 

tamponu içinde; 0.15 M KCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT) içinde yapıldı. ĠribaĢ örnekleri 

buz kabı içinde cam-teflon homojenizatör (Heidolph
®
 RZ 2021) kullanılarak, 2000 

rpm‟de 30 saniye süreyle parçalandı. Homojenizasyon sonrası homojenatlar ependorf 

tüplerine aktarıldı. Homojenat 4C‟de 16,000 xg devirde 20 dakika süre ile santrifüj 

(Sigma
®
 2-16k) edildi. Santrifüj sonrası süpernatant kısmı alınarak S16 fraksiyonlarında 

enzim aktiviteleri ölçüldü. ÇalıĢmaların tüm aĢamalarında örnekler buz içerisinde 

korundu. 
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3.5.2. Glutatyon S-transferaz Aktivitesi 

 

S16 fraksiyonlarında GST aktivitesini belirlemek amacı ile mikroplaka okuyucu 

sistem kullanıldı. Substrat olarak, %96‟lık etanol içinde hazırlanan 20 mM 1-kloro-2,4- 

dinitrobenzen (CDNB)  kullanıldı. Reaksiyonda kofaktör olarak redükte glutatyon 

(0.002 M)  kullanıldı [157]. Mikroplaka kuyucuklarına sırası ile 10 µL süpernatant, 100 

µL fosfat tamponu (0.1 M, pH 6.5) + 100 µL GSH karıĢımı ve son olarak 10 µL CDNB 

pipetlendi. KarıĢım mikroplaka okuyucu sisteme yerleĢtirildikten sonra 15 sn süre ile 

karıĢtırıldı ve 25°C‟de 2 dakika süre ile 344 nm‟de absorbans değiĢimi kaydedildi. 

Spesifik GST aktivitesi nmol/dk/mg protein cinsinden hesaplandı. 

 

3.5.3. Glutatyon Redüktaz Aktivitesi 

 

S16 fraksiyonlarında GR aktivitesi tayini Cribb vd. [158] tarafından kullanılan 

mikroplaka sistemi ile ölçüm yöntemine göre yapıldı. Reaksiyon solüsyonu 0.1 mM, 

150 µl 5,5′-dithiobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB), 1.2 mM, 20 μl NADPH ve 20 μl 

örnek içermektedir. Yirmi μl, 3.25 mM GSSG‟nin ilavesi ile reaksiyon baĢlatıldı. Bütün 

çözeltiler, 1 mM EDTA içeren, 0.1 M potasyum fosfat tamponunda (pH 7.5) hazırlandı. 

Reaksiyon ilerledikçe GSSG‟den GSH oluĢumu nedeniyle azalan DTNB miktarı oda 

sıcaklığında 3 dakika süre ile 405 nm‟de izlendi ve elde edilen absorbans değerlerinden 

spesifik GR aktivitesi nmol/dk/mg protein cinsinden hesaplandı. 

 

3.5.4. Karboksilesteraz Aktivitesi 

 

 S16 fraksiyonlarında CaE aktivitesini belirlemek amacı ile önerilen 

spektrofotometrik yöntem mikroplaka okuyucu sisteme uyarlandı. Aktivite tayininde 26 

mM  %96‟lık etanol içinde hazırlanan p-nitrofenol asetat (PNPA) substrat olarak 

kullanıldı [159,160]. Bu amaçla 5 µL örnek ve 250 µL, 0.05 M trizma pH 7.4 tamponu 

(Sigma-Aldrich, T7693)  kuyucuklara pipetlendi ve 25°C‟de 3 dakika ön inkübasyona 

bırakıldı. Daha sonra, son konsantrasyon 0.5 mM olacak Ģekilde 5 µL p-nitrofenol asetat 

kuyucuklara ilave edildi ve 2 dakika süreyle 405 nm‟de OD okuması yapıldı. Kör olarak 

distile su kullanıldı. Spesifik CaE aktivitesi nmol/dk/mg protein cinsinden hesaplandı. 
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3.5.5. Asetilkolinesteraz Aktivitesi 

 

 S16 fraksiyonlarında AChE aktivitesi spektrofotometrik yöntem ile tayin edildi. 

Bu amaçla Ellman vd. [161] tarafından kullanılan yöntemin, Özmen vd. [162] 

tarafından modifiye edilmiĢ ve mikroplaka okuyucu sistemine uyarlanmıĢ Ģekli 

kullanıldı. Enzim aktivitesi ölçümünde asetilkolin iodid (ACTI) substrat olarak 

kullanıldı ve renk değiĢimine bağlı olarak ürün oluĢumu saptandı. ĠribaĢlardan elde 

edilen süpernatant toplam reaksiyon karıĢımında 10 µl olacak Ģekilde mikroplaka 

kuyucuklarına pipetlendi. Süpernatantın üzerine son reaksiyon karıĢımında 0.701 mM 

ACTI ve 0.136 mM DTNB olacak Ģekilde, 0.1 M trizma pH 8.0 tamponu (Sigma-

Aldrich, T8483) içerisinde hazırlanmıĢ karıĢımdan 200 µl ilave edildi. KarıĢım 

mikroplaka okuyucuya yerleĢtirildi ve 10 saniye süreyle çalkalandı. 25°C‟de 1 dakika 

süre ile 412 nm dalga boyunda absorbans değiĢimi kaydedildi. Spesifik AChE aktivitesi 

nmol/dk/mg protein cinsinden hesaplandı. 

 

3.5.6. Katalaz Aktivitesi 

 

S16 fraksiyonlarında CAT aktivitesi Aebi (1974) tarafından önerilen 

spektrofotometrik yöntem ile tayin edildi [163]. Enzim aktivitesinin, 240 nm dalga 

boyunda substrat olarak kullanılan hidrojen peroksitin  (H2O2) tüketimine bağlı olarak 

saptanması amaçlandı. Bu amaçla 1 ml‟lik kuvartz küvete,  20 µl örnek ve 480 µl 12.5 

mM H2O2 içeren 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.0) pipetlendi. 25°C‟de 1 

dakika süreyle absorbans değiĢimi kaydedildi. Spesifik CAT aktivitesi nmol/dk/mg 

protein cinsinden hesaplandı. 

3.5.7. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi 

 

 S16 fraksiyonlarında GPx aktivitesi Bell vd. [164] tarafından önerilen 

spektrofotometrik yöntemin modifiye edilmiĢ ve mikroplaka okuyucu sistemine 

uyarlanmıĢ Ģekli kullanıldı. Enzim aktivitesi ölçümünde H2O2 substrat olarak, sodyum 

azid (NaN3) ise katalaz inhibitörü olarak kullanıldı. Bu amaçla, mikroplaka 

kuyucuklarına 10 µl süpernatant ve 160 µl 1 mM GSH, 0.1 mM NADPH, 0.32 ünite 

GSH-redüktaz, 1 mM EDTA, 2 mM NaN3 içeren 50 mM pH 7.4 fosfat tamponu 

pipetlendikten sonra bu karıĢım 20°C‟de 6 dakika inkübe edildi. Ġnkübasyondan sonra 
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kuyucuklara 30 µl 1.67 mM H2O2 pipetlenerek reaksiyon baĢlatıldı. NADPH 

oksidasyonuna bağlı olarak absorbans değiĢimi 25°C‟de 3 dakika süreyle 340 nm‟de 

kaydedildi. Spesifik GPx aktivitesi nmol/dk/mg protein cinsinden hesaplandı. 

 

3.6. Metallotiyonein Tayini 

 

Subletal metal konsantrasyonlarına maruz bırakılan iribaĢların spektrofotometrik 

ve elektroforetik-florimetrik olarak metallotiyonein miktarı ölçümü için Viarengo vd. 

[165] tarafından önerilen yöntem modifiye edilerek kullanıldı. Spektrofotometrik 

yöntem   mikroplaka okuyucu sisteme (Versamax®, Molecular Devices Corp., USA) 

uyarlandı ve her bir örnek için üç tekrarlı absorbans okuması yapıldı. 

 

3.6.1. ĠribaĢların Homojenizasyon ve Santrifüj ĠĢlemleri 

 

 Homojenizasyona baĢlamadan önce iribaĢların bulunduğu ependorf tüpleri buz 

üzerinde çözülmeye bırakıldı ve daha sonra ependorflardaki iribaĢlar tartıldı. ĠribaĢlar, 

her bir ependorfdaki toplam iribaĢ ağırlığının 3 katı hacminde (w/v) soğutulmuĢ 

homojenizasyon tamponu (0.5 M sükroz, 0.5 mM PMSF ve 0.01% ƅ-merkaptoetanol 

içeren 20 mM tris-HCl pH 8.6) içinde cam-teflon homojenizatör kullanılarak, 2000 

rpm‟de 30 saniye süreyle parçalandı. Homojenizasyon sonrası homojenatlar ependorf 

tüplerine aktarıldı ve 4C‟de 15,000 xg devirde 30 dakika süre ile santrifüj edildi. 

Santrifüj sonrası süpernatant kısmı alınarak metallotiyonein tayini için kullanıldı. 

ÇalıĢmanın tüm aĢamalarında örnekler buz içerisinde korundu. 

 

3.6.2. Metallotiyoneinin YoğunlaĢtırılması, SaflaĢtırılması ve Miktar tayini   

 

 Homojenize edilmiĢ iribaĢ örnekleri 15,000 xg‟de 30 dakika santrifüj edildikten 

sonra çeĢitli iĢlemlerden geçirildi. Bu iĢlemler hem spektrofotometrik hem de 

elektroforetik-florimetrik MT tayini için belirli bir noktaya kadar ortak iken, daha sonra 

örnekler farklı iĢlemlere tabii tutuldular. Her iki yöntemde de ortak olan iĢlemler 

aĢağıda belirtildiği gibi yapıldı. Bunlar sırasıyla; 

 

1- Santrifüj sonrası elde edilen süpernatantın her 1 ml‟si baĢına 80 µL 

kloroform ve 1.05 ml soğuk etanol eklendi. Bu karıĢım 6000 xg‟de 10 dakika 

santrifüj edildi.  
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2- Santrifüj sonrası elde edilen süpernatanta 3 katı hacminde soğuk etanol 

eklendi ve -20°C‟de 1 saat bekletildi. Bu örnekler daha sonra 6000 xg‟de 10 

dakika santrifüj edildi.  

3- Santrifüj sonrası süpernatant uzaklaĢtırıldı. Elde edilen pelet %87 etanol ve 

%1 kloroform içeren homojenizasyon tamponu ile yıkandı.  Bu örnekler 10 

dakika 6000 xg‟de santrifüj edildi. 

 

3.6.2.1. Metallotiyoneinin Spektrofotometrik Olarak Tayini  

 

 Santrifüj sonrası süpernatant uzaklaĢtırıldı ve pelet 300 µl 1 mM EDTA içeren 5 

mM tris-HCl (pH 7) içinde resüspanse edildi. Daha sonra resüspanse edilmiĢ örneklere 

0.43 mM DTNB içeren 0.2 M sodyum-fosfat tamponundan (pH 8) 4.2 ml eklendi. Bu 

örnekler 30 dakika oda sıcaklığında bekletildikten sonra 3000 xg‟de 5 dakika santrifüj 

edildi ve hemen ardından mikroplaka kuyucuklarına 250 µl örnek pipetlenerek 412 

nm‟de absorbans ölçümü yapıldı. Elde edilen absorbans değerleri oluĢturulan GSH 

standart eğrisindeki değerler ile karĢılaĢtırılarak örneklerdeki MT miktarı tayin edildi. 

MT miktarı 1 nmol GSH = 1 nmol –SH = 0.055 nmol MT eĢitliğine göre hesaplandıktan 

sonra nmol MT / gr yaĢ ağırlık olarak ifade edildi.  

 

      

 ġekil 3.2. GSH standart eğrisi. 
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3.6.2.2. Metallotiyoneinin Elektroforetik-Florimetrik Olarak Tayini 

 

 Santrifüj sonrası süpernatant uzaklaĢtırılarak elde edilen pelet ve protein belirteci 

olarak kullanılan tavĢan karaciğer MT II‟si (Alexis Biochemicals®, Enzo Life 

Science®, Switzerland), 6 mM tiyolat (momobromobimane-mBBr; Sigma-Aldrich, 

USA) içeren 100 µl 150 mM tris-HCl (pH 7) içinde resüspanse edildi. mBBr çözeltisi 

öncelikle asetonitril içinde 92 mM‟lık stok solüsyon olarak hazırlandı ve bu stok 

solüsyondan 150 mM tris-HCl (pH 7) içinde 6 mM olacak Ģekilde kullanıldı. Örnekler 

daha sonra karanlıkta oda sıcaklığında 30 dakika inkübe edildi. Ġnkübasyondan sonra 

her örneğe %4‟lük SDS (Sodyum Dodesil Sülfat) çözeltisi eklendi ve örnekler 37°C‟de 

30 dakika inkübe edildi. Bromfenol mavisi (%0.05)  ve gliserol içeren örnekler 2-3 

dakika ısıtıldı. Örnekler oda sıcaklığına kadar soğutulduktan sonra her örnekten jele 

yükleme yapıldı.    

SDS-PAGE elektroforez uygulamasında mini-PROTEAN
®
 TGX Stain-Free

™ 

(BIO-RAD) marka hazır elektroforez jelleri kullanıldı. Örnekler ve protein belirteci 

kuyucuklara yüklendikten sonra içinde yürütme tamponu bulunan yürütme tankına 

(mini-PROTEAN
®
 Tetra cell; BIO-RAD) alındı ve 40 mA/jel sabit akımda yaklaĢık 30 

dakika süreyle yürütüldü. Yürütme iĢleminden sonra protein bantlarındaki florensans 

ıĢımayı görüntüleyebilmek için jel UV/White Light transilluminatör (Spectroline
®
, BI-

O-VISION
™

) üzerine alındı ve fotoğrafı çekildi (Nikon D3000).  Daha sonra jeller Zehr 

vd. [166] tarafından oluĢturulan protokole bağlı olarak coomassie brilliant mavi R-250 

ile boyandı ve fotoğrafı çekildi. Bu protokole göre %10 etanol (v:v), %5 glasiyel asetik 

asit (v:v) ve %0.005 (w/v) coomassie brilliant mavi R-250 içeren çözelti distile su 

içinde hazırlandı. 

 

3.7. Toplam Protein Miktarı Tayini 

 

ĠribaĢ homojenatlarında toplam protein miktarları Bradford [167] tarafından 

geliĢtirilen yönteme göre, mikroplaka okuyucu sisteme uyarlanarak tespit edildi. 

Süpernatant örnekleri 1/4 oranında sulandırıldıktan sonra, sulandırılmıĢ örneklerden 5 

µl mikroplaka kuyucuklarına pipetlendi ve üzerine 250 µl Bradford çözeltisi (Sigma 

B6916, USA) eklendi. Reaksiyon karıĢımı oda sıcaklığında karanlıkta en az 15 dakika 

süreyle inkübe edildi. Renk değiĢimine bağlı olarak, 595 nm dalga boyunda absorbans 

değeri ölçüldü. Örneklerdeki toplam protein değerleri bir bilgisayar paket programı 
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(Slide) kullanılarak, elde edilen değerler ile BSA standart eğrisi değerleri 

karĢılaĢtırılarak hesaplandı. Daha sonra sulandırım faktörü göz önünde bulundurularak 

süpernatantlardaki toplam protein değerleri hesaplandı. Elde edilen toplam protein 

değerleri, spektrofotometrik okuma değerlerine göre hesaplanan S16 fraksiyonları 

enzim aktivitesi değerleri kullanılarak, spesifik aktivite değerlerinin hesaplanmasında 

kullanıldı.  

 

ġekil 3.3. BSA standart eğrisi. 

 

3.8. Ġstatistiksel Analiz ve Hesaplamalar 

 

 Bulguların istatistiksel olarak değerlendirilmesi amacıyla istatistik paket 

programları kullanıldı. ĠribaĢlarda enzimatik analiz sonucunda elde edilen bulguların 

analizi için SPSS programı (SPSS Inc., USA), LC50 (ortalama öldürücü konsantrasyon)  

değerlerinin saptanması için EPA tarafından geliĢtirilen Finney‟in probit analizi paket 

programı kullanıldı. Ölüm oranlarının ve enzim aktivitelerinin uygulama gruplarına 

bağlı olarak test edilmesi amacıyla varyans analizi (One-Way ANOVA) yöntemi 

uygulandı. Gruplar arası farklılık düzeyi en az %95 olasılık ile (p0.05 için) önemli 

olarak değerlendirildi. Buna bağlı olarak, gruplar arası farklılığın önemli olup olmadığı 

p0.05 düzeyinde önem seviyesine göre saptandı. Gruplar arası farklılığın önemli 

olduğu saptandığında enzim aktiviteleri için örnekler ikili karĢılaĢtırma ile non-

parametrik Mann-Whitney U testine göre kontrol grubu verileri ile karĢılaĢtırıldı. 

NOAEC ile LOAEC değerlerinin hesaplanmasında ve ölüm oranları için örneklerin ikili 

karĢılaĢtırılmasında Dunnett-t testi kullanıldı. Grup içi farklılığın p0.05 ve p<0.01 

düzeyinde önemli bulunduğu gruplar saptandı. 
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4. BULGULAR 

  

 Tez çalıĢmasında iki farklı uygulama süresinde metal toksisitesini ve etkilerini 

belirlemek üzere tüm aĢamalarda iki farklı uygulama grubu kuruldu. Öncelikle 46. 

evredeki Xenopus laevis iribaĢları metal ve metal karıĢımlarının belirlenen bütün 

konsantrasyonlarına 96 saat statik yenilemeli test düzeneğinde maruz bırakıldı. Buna 

bağlı olarak seçilen metal ve metal karıĢımlarının ortalama öldürücü konsantrasyon 

(LC50) değerleri belirlendi. ÇalıĢmanın ikinci aĢamasında ise 46. evredeki X. laevis 

iribaĢları 96 saatlik uygulama sonuçlarına göre hesaplanan LC50 ve LC50/2 değerlerine 

24 saat süresince maruz bırakılarak, biyobelirteç olarak seçilen enzimlerin ve 

metallotiyonein düzeylerindeki değiĢimin saptanması amaçlandı.  

 ÇalıĢmada homojenizasyon iĢlemleri, santrifüj iĢlemleri ve kullanılan 

kimyasallar farklı olduğu için, bireylerin metal toksisitesine maruziyeti sonucunda 

seçilen enzimatik biyobelirteçlerde ortaya çıkan yanıtları belirlemede ayrı, 

metallotiyonein tayininde kullanmak için de ayrı metal ve/veya karıĢım uygulamaları 

kuruldu. Uygulama sürecinin hiçbir aĢamasında deneylerde kullanılan iribaĢlar 

beslenmedi. Her bir metal ve/veya metal karıĢımı uygulamasında 800 adet iribaĢ 

gerektiği için uygulamalarının hepsi aynı zamanda kurulamamıĢ olup, çalıĢmalar 

süresince farklı dönemlerde gereksinim duyulan yumurtaların eldesinde farklı ergin diĢi 

ve erkek kurbağalar kullanıldı ve elde edilen iribaĢlarla farklı zamanlardaki uygulamalar 

çalıĢıldı. Bundan dolayı farklı zamanlarda kurulan her metal ve/veya metal karıĢımı 

uygulamasında ayrı kontrol grupları oluĢturuldu. Bütün istatistiksel değerlendirmeler 

uygulamaların kendilerine ait kontrol grupları ile karĢılaĢtırılmasına göre yapıldı. Farklı 

ebeveynlerden elde edilen iribaĢların metal toksisitesine verdiği yanıtlar 

karĢılaĢtırılarak, deneyler arasında korelasyon olup olmadığı analiz edildi ve farklı 

deneyler arasında bir korelasyon olduğu saptandı.  

 ÇalıĢmada, iki farklı uygulama grubu olduğu için, bulgular değerlendirilirken 24 

ve 96 saatlik iki ayrı grup olarak incelendi.    
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4.1. 96 Saatlik ÇalıĢmalar Ġle Ġlgili Bulgular 

 

4.1.1. 96 Saatlik LC50, NOAEC ve LOAEC Değerleri 

 

 ÇalıĢmada kullanılan kadmiyum (Cd), bakır (Cu) ve kurĢun (Pb)‟un LC50 

değerlerinin belirlenmesi amacıyla, yapılan ön çalıĢma verileri göz önünde 

bulundurularak, seçilen konsantrasyonlarda her bir metal/metal karıĢımı etkisine maruz 

bırakılan iribaĢlar için 46. evrede 96 saatlik LC50, NOAEC ve LOAEC değerleri 

hesaplandı. Bu çalıĢmalar sonucu elde edilen değerler çizelge 4.1‟de verilmiĢtir. Bu 

verilere göre metallerin 96 saatlik LC50, NOAEC ve LOAEC değerleri bakımından 

Pb>Cd>Cu Ģeklinde bir iliĢki saptanmıĢtır.  

 Çizelge 4.1. Metallerin 96 saatlik LC50, NOAEC ve LOAEC değerleri. 

Metal LC50 (mg/L) NOAEC (mg/L) LOAEC(mg/L) 

Cd 5.18 3.5 4.9 

Pb 123.05 105.8 121.67 

Cu 0.85 0.410 0.655 

 LOAEC;  Olumsuz etki görülen en düĢük konsantrasyon. 

 NOAEC;  Hiçbir olumsuz etkinin görülmediği konsantrasyon. 

  

4.1.2.  96 Saatlik Uygulamalarda Ortamların pH Değerleri 

 

 Seçilen metallere organizmaların maruz kalacakları ortamda uygulamalar 

esnasında 24 saatlik periyotlarda bir pH değiĢiminin olup olmadığının saptanması 

önemlidir. Çünkü 24 saatlik aralıklarla kaplardaki metal çözeltileri yenilendiği için, 

ortamın pH değiĢimi toksisiteyi etkileyen bir faktör olabilir. Bu nedenle çalıĢmada 

kullanılan metal tuzu çözeltilerinin pH değerleri 0., 24., 48., 72. ve 96. saatlerde ölü 

iribaĢlar ortamdan  uzaklaĢtırıldıktan sonra kaplardaki çözeltiler yenilenmenden önce 

ölçülerek kaydedildi. ÇalıĢmada, enzim çalıĢmaları için ayrı (Grup A), metallotiyonein 

(MT) çalıĢmaları için ayrı (Grup B) deney düzenekleri kurulduğundan, 96 saat 

sonundaki ortalama pH değerleri gruplar halinde çizelge 4.2‟de gösterilmiĢtir. 

 Çözelti pH‟larının 96 saat sonundaki ortalama değerlerine göre metal ve 

karıĢımların pH değerlerinde toksisiteyi etkileyecek düzeyde değiĢim belirlenmemiĢtir. 
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Çizelge 4.2. 96 saatlik çalıĢmalarda elde edilen ortalama pH değerleri. 

Konsantrasyon 

(mg/L)  
Cd Pb Cu

b
 Cd+Cu Pb+Cd Pb+Cu Pb+Cd+Cu 

Kontrol-A 
7.85 7.98 7.75 7.66 7.66 7.63 7.74 

AB Değeri-A
a 8.00 8.09 7.81 7.77 7.82 7.76 7.85 

LC50/10-A
a
 

8.05 8.09 7.86 7.80 7.83 7.76 7.86 

LC50/2
 
-A

a
 

8.04 7.98 7.89 7.75 7.72 7.62 7.50 

LC50-A
a
 

7.99 7.80 7.98 7.70 7.45 7.29 7.11 

Kontrol-B 
7.85 7.80 7.63 7.74 7.74 7.80 7.80 

AB Değeri-B
a 8.04 7.75 7.77 7.78 7.78 7.64 7.67 

LC50/10-B
a
 

8.05 7.72 7.81 7.76 7.73 7.72 7.69 

LC50/2
 
-B

a
 

8.05 7.61 7.85 7.91 7.74 7.60 7.47 

LC50-B
a
 

7.98 7.25 7.84 7.79 7.62 7.06 7.05 

Grup-A; Enzim çalıĢmaları, Grup-B; MT çalıĢmaları. 
a
: AB Değeri: Cd için; 0.005, Cu için; 0.01, Pb için; 0.01 mg/L 

    LC50/10: Cd için; 0.52, Cu için; 0.085, Pb için; 12.3 mg/L  

    LC50/2: Cd için; 2.59, Cu için; 0.425, Pb için; 61.53 mg/L 

    LC50: Cd için; 5.18, Cu için; 0.85, Pb için; 123.05 mg/L 
b
: Cu için belirlenen en düĢük konsantrasyon AB sınır değeri değildir.

 

 

4.1.3. 96 Saatlik ÇalıĢmalarda Belirlenen Ölüm Oranları  

 

 Metal ve metal karıĢımlarının etkisine 96 saat süresince maruz bırakılan 46. 

evredeki iribaĢlarda meydana gelen ölümler test süresince kaydedildi.  MT çalıĢmaları 

ve enzimatik çalıĢmalar için ayrı deney düzenekleri kurulduğu için her iki çalıĢmaya ait 

ölüm oranları çizelge 4.3 ve 4.4‟de verilmiĢtir.  Hem enzim hem de MT çalıĢmalarında 

metallerin ve karıĢımlarının özellikle LC50/2 ve LC50 değerlerinde görülen ölümler 

kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli bulundu (p<0.01).             
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Çizelge 4.3. 96 saatlik enzim çalıĢmalarında belirlenen ölüm oranları. 

Konsantrasyon 

(mg/L) 
n 

Cd Pb Cu
b
 Cd+Cu Pb+Cd Pb+Cu Pb+Cd+Cu 

Toplam 

Ölüm 

Ölüm 

Oranı 

(%) 

Toplam 

Ölüm 

Ölüm 

Oranı 

(%) 

Toplam 

Ölüm 

Ölüm 

Oranı 

(%) 

Toplam 

Ölüm 

Ölüm 

Oranı 

(%) 

Toplam 

Ölüm 

Ölüm 

Oranı 

(%) 

Toplam 

Ölüm 

Ölüm 

Oranı 

(%) 

Toplam 

Ölüm 

Ölüm 

Oranı 

(%) 

Kontrol 160 2 1.25 2 1.25 0 0 8 5 8 5 0 0 9 5.63 

AB Değeri
a 

160 3 1.88 1 0.63 3 1.88 9 5.63 11 6.88 2 1.25 11 6.88 

LC50/10
a
 160 3 1.88 2 1.25 1 0.63 7 4.38 7 4.38 3 1.875 12 7.5 

LC50/2
a
 160 20

*
 12.5 5 3.13 10 6.25 160

*
 100 6 3.75 138

*
 86.25 160

*
 100 

LC50
a
 160 100

*
 62.5 66

*
 41.25 72

*
 45 160

*
 100 160

*
 100 160

*
 100 160

*
 100 

 
*: p<0.01 kontrol ile karĢılaĢtırıldıklarında istatistiksel önemliliği göstermektedir.

 

 a
: AB Değeri: Cd için; 0.005, Cu için; 0.01, Pb için; 0.01 mg/L 

         LC50/10: Cd için; 0.52, Cu için; 0.085, Pb için; 12.3 mg/L  

                LC50/2: Cd için; 2.59, Cu için; 0.425, Pb için; 61.53 mg/L 

                LC50: Cd için; 5.18, Cu için; 0.85, Pb için; 123.05 mg/L 

 
b
: Cu için belirlenen en düĢük konsantrasyon AB sınır değeri değildir.
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Çizelge 4.4. 96 saatlik MT çalıĢmalarında belirlenen ölüm oranları. 

Konsantrasyon 

(mg/L)  
n 

Cd Pb Cu
b
 Cd+Cu Pb+Cd Pb+Cu Pb+Cd+Cu 

Toplam 

Ölüm 

Ölüm 

Oranı 

(%) 

Toplam 

Ölüm 

Ölüm 

Oranı 

(%) 

Toplam 

Ölüm 

Ölüm 

Oranı 

(%) 

Toplam 

Ölüm 

Ölüm 

Oranı 

(%) 

Toplam 

Ölüm 

Ölüm 

Oranı 

(%) 

Toplam 

Ölüm 

Ölüm 

Oranı 

(%) 

Toplam 

Ölüm 

Ölüm 

Oranı 

(%) 

Kontrol 160 5 3.13 2 1.25 0 0 9 5.63 9 5.63 2 1.25 2 1.25 

AB Değeri
a 

160 1 0.63 2 1.25 0 0 11 6.88 12 7.5 6 3.75 2 1.25 

LC50/10
a
 160 2 1.25 0 0 0 0 8 5 9 5.63 5 3.13 13

*
 8.13 

LC50/2
a
 160 18 11.25 3 1.88 21

*
 13.13 160

*
 100 6 3.74 148

*
 92.5 160

*
 100 

LC50
a
 160 97

*
 60.63 76

*
 47.5 75

*
 46.88 160

*
 100 160

*
 100 160

*
 100 160

*
 100 

 
*: p<0.01 kontrol ile karĢılaĢtırıldıklarında istatistiksel önemliliği göstermektedir.

 

 a
: AB Değeri: Cd için; 0.005, Cu için; 0.01, Pb için; 0.01 mg/L 

         LC50/10: Cd için; 0.52, Cu için; 0.085, Pb için; 12.3 mg/L  

                LC50/2: Cd için; 2.59, Cu için; 0.425, Pb için; 61.53 mg/L 

                LC50: Cd için; 5.18, Cu için; 0.85, Pb için; 123.05 mg/L 
 b

: Cu için belirlenen en düĢük konsantrasyon AB sınır değeri değildir.
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4.1.4. 96 Saatlik Cd Uygulamasının Biyobelirteç Enzimler Üzerine Etkisi 

 

 Kadmiyumun belirlenen konsantrasyonlarına 96 saat süreyle maruz kalan 

Xenopus laevis iribaĢlarında çeĢitli enzim aktivitelerinde meydana gelen değiĢimler 

çizelge 4.5‟ de verilmiĢtir. Cd‟un en düĢük uygulama konsantrasyonu olan 0.005 

mg/L‟nin (AB mevzuatına göre su kaynakları için kabul edilebilir sınır değer) çalıĢılan 

enzimler üzerinde çeĢitli değiĢimlere neden olduğu ancak, bu değiĢimlerin kontrol 

grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli olmadığı bulundu (p>0.05). 

 Diğer taraftan, GST aktivitesinin daha yüksek düzeyde Cd konsantrasyonuna 

maruz kalan iribaĢlarda konsantrasyonla iliĢkili olarak arttığı ve en yüksek GST 

aktivitesinin kontrol grubuna kıyasla yaklaĢık olarak %700 oranında artıĢ ile 

820.59±56.36 nmol/dk/mg protein olarak 5.18 mg/L Cd‟da (LC50 değeri) saptandı ve bu 

artıĢ kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli bulundu (p<0.01). 

Aynı Ģekilde, GST aktivitesinin 0.518 mg/L (LC50/10 değeri) ve 2.59 mg/L (LC50/2 

değeri) Cd konsantrasyonlarında arttığı ve bu artıĢların da kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli olduğu saptandı (p<0.01). 

 GR aktivitesinin, GST enzimi gibi Cd konsantrasyonlarıyla iliĢkili bir Ģekilde 

arttığı bulundu. Buna göre, en yüksek GR aktivitesi kontrol grubuna kıyasla yaklaĢık 

olarak %450 oranında artıĢ ile 56.46±2.55 nmol/dk/mg protein olarak 5.18 mg/L Cd‟da 

(LC50 değeri) ölçüldü ve bu artıĢ kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak 

önemli bulundu (p<0.01). Kadmiyumun 2.59 mg/L (LC50/2 değeri)  konsantrasyonuna 

maruz kalan iribaĢlarda GR aktivitesinin arttığı ve bu artıĢında kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli olduğu bulundu (p<0.01). 

 GPx aktivitesinde, Cd konsantrasyonlarıyla iliĢkisi olmayan değiĢimler 

belirlendi. En yüksek ve en düĢük GPx aktivitesi sırasıyla 2.59 mg/L (LC50/2 değeri) ve 

0.005 mg/L (AB değeri) Cd uygulamasında 8.82±0.57 ve 5.53±0.57 nmol/dk/mg 

protein olarak ölçüldü. GPx aktivitesinde kontrol grubuna kıyasla 2.59 mg/L Cd 

konsantrasyonunda meydana gelen yaklaĢık %60 oranındaki artıĢ (p<0.01) ile 0.518 

mg/L Cd‟da (LC50/10 değeri) meydana gelen artıĢ (p<0.05) istatistiksel olarak önemli 

bulundu. 

 CAT aktivitesinin genel olarak Cd konsantrasyonu maruziyeti ile ilintili bir artıĢ 

sergilediği ve en yüksek CAT aktivitesinin kontrol grubuna kıyasla 5.18 mg/L (LC50 

değeri) Cd maruziyeti ile yaklaĢık olarak %100 arttığı (57.043±8.89 nmol/dk/mg 

protein) bulundu. Bu artıĢ ise kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak 
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önemli bulundu (p<0.01). 0.518 mg/L Cd‟da (LC50/10 değeri)  meydana gelen CAT 

aktivitesindeki artıĢ da kontrol grubuna kıyasla önemli bulundu (p<0.05). 

CaE aktivitesinde, 0.518 mg/L (LC50/10 değeri) Cd konsantrasyonuna kadar 

konsantrasyonla iliĢkili artıĢ daha yüksek konsantrasyonlarda ise konsantrasyonla 

iliĢkili inhibisyon gözlenmesine rağmen, bu değiĢimlerin bütün Cd 

konsantrasyonlarında kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli 

olmadığı bulundu (p>0.05). En yüksek ve en düĢük CaE aktivitesi sırasıyla 0.518 mg/L 

ve 5.18 mg/L Cd‟de (LC50 değeri) 222.66±9.86 ve 204.18±7.21 nmol/dk/mg protein 

olarak ölçüldü. 

 AChE aktivesinde, Cd konsantrasyonlarıyla ile iliĢkisi olmayan değiĢimler 

belirlenmesine rağmen, bu değiĢimlerin bütün Cd konsantrasyonlarında kontrol grubu 

ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli olmadığı saptandı (p>0.05). En yüksek 

ve en düĢük AChE aktivitesi sırasıyla 0.005 mg/L (AB değeri) ve 5.18 mg/L Cd‟de 

(LC50 değeri)  186.28±10.81 ve 142.63±7.14 nmol/dk/mg protein olarak ölçüldü. 
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Çizelge 4.5. 96 saatlik Cd uygulamasının enzim aktiviteleri üzerine etkisi (nmol/dk/mg protein ± standart hata). 

 

Konsantrasyon 

(mg/L) 

 

n GST CaE AChE GR GPx CAT 

Kontrol 8 116.03±4.51
 

208.58±5.30 169.21±6.22 12.93±0.45 5.95±0.26 28.427±2.12 

0.005 8 129.44±5.38
 

210.42±7.97 186.28±10.81 14.86±0.53 5.53±0.57
 

30.416±4.64 

0.518 8 210.26±11.27**
 

222.66±9.86 158.32±9.30 16.48±2.08 7.82±0.85*
 

39.191±3.15* 

2.59 8 574.24±26.55**
 

220.41±11.08 170.05±8.49 51.66±1.47**
 

8.82±0.57**
 

38.426±6.79 

5.18 8 820.59±56.36**
 

204.18±7.21
 

142.63±7.14
 

56.46±2.55**
 

5.94±0.32 57.043±8.89** 

 *: p<0.05, **: p<0.01 kontrol ile karĢılaĢtırıldıklarında istatistiksel önemliliği göstermektedir. 
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4.1.5. 96 Saatlik Pb Uygulamasının Biyobelirteç Enzimler Üzerine Etkisi 

 

KurĢunun belirlenen konsantrasyonlarına 96 saat süreyle maruz kalan Xenopus 

laevis iribaĢlarında çeĢitli enzim aktivitelerinde meydana gelen değiĢimler çizelge 

4.6‟da verilmiĢtir. Pb‟nin en düĢük uygulama konsantrasyonu olan 0.01 mg/L‟nin (AB 

mevzuatına göre su kaynakları için kabul edilebilir sınır değer) çalıĢılan enzimler 

üzerinde çeĢitli değiĢimlere neden olduğu ancak bu değiĢimlerin kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli olmadığı bulundu (p>0.05). 

 Buna karĢın, GST aktivitesinin Pb konsantrasyonlarıyla iliĢkili olarak arttığı ve 

en yüksek GST aktivitesi ise kontrol grubuna kıyasla yaklaĢık olarak %280 oranında 

artıĢ ile 447.52±42.88 nmol/dk/mg protein olarak 123.05 mg/L Pb‟da (LC50 değeri) 

belirlendi ve bu artıĢ kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli 

bulundu (p<0.01). Benzer Ģekilde, GST aktivitesinin 12.3 mg/L (LC50/10 değeri) ve 

61.53 mg/L (LC50/2 değeri) Pb konsantrasyonlarında arttığı ve bu artıĢların kontrol 

grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli olduğu saptandı (p<0.01). 

 GR aktivitesinde, 12.3 mg/L Pb (LC50/10 değeri) konsantrasyonuna kadar 

konsantrasyonla ilintili inhibisyon, daha yüksek konsantrasyonlarda ise konsantrasyonla 

ilintili artıĢ görüldü. 0.01 mg/L (AB değeri) ve 12.3 mg/L Pb‟da meydana gelen 

inhibisyonlar kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli bulundu 

(sırasıyla p<0.05 ve p<0.01). 61.53 mg/L (LC50/2) ve 123.05 mg/L (LC50) Pb 

konsantrasyonlarında meydana gelen artıĢların ise kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında 

istatistiksel olarak önemli olmadıkları saptandı (p>0.05). KurĢun maruziyetine bağlı 

olarak en yüksek ve en düĢük GR aktiviteleri, sırasıyla 123.05 mg/L ve 12.3 mg/L 

Pb‟de 16.6±5.40 ve 4.84±0.80 nmol/dk/mg protein olarak ölçüldü. 

 GPx aktivitesinin Pb konsantrasyonlarıyla iliĢkili olarak inhibe olduğu ancak, 

123.05 mg/L (LC50 değeri) Pb‟daki inhibisyon dıĢında diğer konsantrasyonlardaki 

inhibisyonların kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli olmadığı 

bulundu (p>0.05). En düĢük GPx aktivitesi, 123.05 mg/L kurĢunda yaklaĢık olarak %45 

oranında inhibisyon (4.02±1.64 nmol/dk/mg protein) saptandı ve bu inhibisyon kontrol 

grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli bulundu (p<0.01). 

 CAT aktivesinde, 12.3 mg/L (LC50/10 değeri) dıĢındaki Pb konsantrasyonlarında 

genel olarak artıĢ gözlenmesine rağmen, bu artıĢların bütün Pb konsantrasyonlarında 

kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli olmadığı bulundu 
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(p>0.05). En yüksek ve en düĢük CAT aktivitesi sırasıyla 12.3 mg/L ve 123.05 mg/L 

Pb‟da (LC50 değeri ) 30.03±3.64 ve 22.86±1.85 nmol/dk/mg protein olarak ölçüldü. 

 CaE aktivitesinde, genel olarak inhibisyon gözlenmesine rağmen, bu 

inhibisyonların kurĢun konsantrasyonlarıyla iliĢkili olmadığı ve bütün Pb 

konsantrasyonlarında kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli 

olmadığı saptandı (p>0.05). En düĢük CaE aktivitesi ise 0.01 mg/L (AB değeri) 

kurĢunda (137.11±7.25 nmol/dk/mg protein) belirlendi. 

 AChE aktivesinin ise Pb konsantrasyonlarıyla lineer iliĢkili olmasa da önemli 

düzeyde inhibe olduğu ve en düĢük AChE aktivitesinin kontrol grubuna kıyasla yaklaĢık 

olarak %35 oranında inhibisyonla 12.3 mg/L Pb (LC50/10 değeri) uygulama grubunda 

olduğu saptandı ve enzim aktivitesi 89.88±5.41 nmol/dk/mg protein olarak ölçüldü. Bu 

artıĢın kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli olduğu bulundu 

(p<0.01). Benzer Ģekilde, AChE aktivitesi 61.53 mg/L (LC50/2 değeri) ve 123.05 mg/L 

(LC50 değeri) Pb konsantrasyonlarında inhibe oldu ve bu inhibisyon düzeyleri kontrol 

grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli bulundu (p<0.01). 
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Çizelge 4.6. 96 saatlik Pb uygulamasının enzim aktiviteleri üzerine etkisi (nmol/dk/mg protein ± standart hata). 

 

Konsantrasyon 

(mg/L) 

 

n GST CaE AChE GR GPx CAT 

Kontrol 8 116.38 ± 18.86
 

169.08 ± 19.85 139.02 ± 7.24
 

9.19 ± 1.07 7.10±1.03 23.98±1.95 

0.01 8 153.07 ± 15.70 137.11±7.25 132.67 ± 5.99
 

5.74 ± 0.66* 6.81±1.84 25.37±1.01 

12.3 8 308.36 ± 19.57**
 

141.92 ± 5.74 89.88 ± 5.41**
 

4.84 ±
 
0.80** 5.63±0.89 22.86±1.85 

61.53 8 399.05 ± 14.79 **
 

162.36 ± 5.78 100.00±4.46 **
 

10.02 ± 2.37 5.93±0.54 24.44±1.20 

123.05 8 447.52 ± 42.88**
 

141.09 ± 10.48 93.96±7.48 **
 

16.6 ± 5.40 4.02±1.64**
 

30.03±3.64 

 *: p<0.05, **: p<0.01 kontrol ile karĢılaĢtırıldıklarında istatistiksel önemliliği göstermektedir. 
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4.1.6. 96 Saatlik Cu Uygulamasının Biyobelirteç Enzimler Üzerine Etkisi 

 

Bakırın belirlenen konsantrasyonlarına 96 saat süreyle maruz kalan Xenopus 

laevis iribaĢlarında çeĢitli enzim aktivitelerinde meydana gelen değiĢimler çizelge 

4.7‟de verilmiĢtir. Cu‟ın en düĢük uygulama konsantrasyonu olan 0.01 mg/L‟nin 

çalıĢılan enzimler üzerinde çeĢitli değiĢimlere neden olduğu ancak, bu değiĢimlerin 

GST dıĢındaki enzimlerde kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak 

önemli düzeyde olmadığı bulundu (p>0.05). 

GST aktivitesinin 0.01 mg/L ve 0.085 mg/L Cu (LC50/10 değeri) 

konsantrasyonlarında kontrol grubuna kıyasla inhibe olduğu bulundu ve 0.01 mg/L 

uygulama konsantrasyonunda gözlenen inhibisyon değerinin istatistiksel olarak önemli 

olduğu belirlendi (p<0.05). 0.85 mg/L (LC50 değeri) ve 0.425 mg/L (LC50/2 değeri) 

konsantrasyonlarına maruz kalan iribaĢlarda GST enzim aktivitesini arttırdığı belirlendi. 

Bu artıĢlar kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak da önemli bulundu 

(p<0.01). En yüksek ve en düĢük GST aktivitesi ise sırasıyla 0.85 mg/L ve 0.01 mg/L 

uygulama konsantrasyonlarında 227.91±6.14 ve 137.75±12.12 nmol/dk/mg protein 

olarak ölçüldü. 

GR aktivitesinde ise 0.085 mg/L (LC50/10 değeri) Cu uygulama 

konsantrasyonuna kadar olan gruplarda konsantrasyonla iliĢkili inhibisyon görülürken, 

daha yüksek konsantrasyonlarda enzim aktivitesi artıĢı belirlendi. Ancak, 0.01 mg/L ve 

0.085 mg/L bakır uygulama konsantrasyonlarında görülen inhibisyon ile 0.425 mg/L 

(LC50/2 değeri) uygulama konsantrasyonunda gözlenen artıĢın kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli olmadığı saptandı (p>0.05). Buna karĢın, 

GR aktivitesinin 0.85 mg/L (LC50 değeri) Cu uygulamasında yaklaĢık olarak %30 

oranında arttığı ve bu artıĢın kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak 

önemli düzeyde olduğu bulundu (p<0.05). Cu etkisine bağlı olarak en yüksek ve en 

düĢük GR aktiviteleri, sırasıyla 0.85 mg/L ve 0.085 mg/L Cu‟da 16.70±1.29 ve 

11.30±0.94 nmol/dk/mg protein olarak ölçüldü. 

 GPx aktivitesinin artan bakır konsantrasyonlarıyla iliĢkili olarak inhibe olduğu 

görülmesine rağmen, 0.085 mg/L (LC50/10 değeri) ve 0.85 mg/L (LC50 değeri) bakır 

uygulama konsantrasyonlarının yol açtığı inhibisyonların dıĢında, diğer uygulama 

konsantrasyonlarında saptanan enzim inhibisyonlarının kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli olmadığı bulundu (p>0.05). En düĢük GPx 

aktivitesi, kontrol grubuna kıyasla yaklaĢık olarak %20 oranında inhibisyon ile 0.85 
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mg/L Cu‟a maruz kalan iribaĢlarda (6.15±0.18 nmol/dk/mg protein) belirlendi ve bu 

inhibisyon kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli bulundu 

(p<0.01). Benzer Ģekilde GPx aktivitesinin 0.085 mg/L Cu uygulaması ile inhibe olduğu 

belirlendi ve bu inhibisyonda kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak 

önemli bulundu (p<0.05). 

 CAT aktivesinde genel olarak Cu uygulama konsantrasyonlarıyla ilintili artıĢlar 

gözlenmesine rağmen, 0.85 mg/L (LC50) Cu‟a maruz kalan iribaĢlarda enzim aktivitesi 

değerleri kontrol grubuna benzer bir eğilim sergiledi. En yüksek CAT aktivitesi 0.425 

mg/L Cu (LC50/2 değeri ) uygulaması ile kontrol grubuna kıyasla yaklaĢık olarak %28 

oranında artıĢ göstererek 37.99±3.08 nmol/dk/mg protein olarak ölçüldü ve bu artıĢ 

istatistiksel olarak önemli bulundu (p<0.05). 

CaE aktivitesinin en yüksek Cu konsantrasyonu olan 0.85 mg/L‟ye (LC50 değeri)  

kadar konsantrasyonla iliĢkili olarak artıĢ sergilediği ancak bu artıĢların kontrol grubu 

ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli olmadığı (p>0.05) bulundu. 0.85 mg/L 

Cu konsantrasyonunda ise CaE aktivitesinin yaklaĢık olarak %15 oranında inhibe 

olduğu ve bu inhibisyonun kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında önemli olduğu saptandı 

(p<0.05). En yüksek ve en düĢük CaE aktiviteleri ise sırasıyla 0.425 mg/L (LC50/2 

değeri) ve 0.85 mg/L Cu‟da 249.42±10.38 ve 183.57±7.09 nmol/dk/mg protein olarak 

ölçüldü. 

 AChE aktivitesinin en yüksek Cu uygulama konsantrasyonu olan 0.85 mg/L‟e 

(LC50 değeri)  kadar konsantrasyonla iliĢkili olarak arttığı gözlendi. Özellikle 0.085 

mg/L (LC50/10) ve 0.425 (LC50/2) mg/L Cu uygulaması ile enzim aktivitesinde 

gözlenen bu artıĢın kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli 

düzeyde olduğu bulundu (p<0.01).  AChE aktivitesinin 0.85 mg/L Cu uygulaması ile 

meydana gelen inhibisyonunun ise kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel 

olarak önemli olmadığı saptandı (p>0.05). En yüksek ve en düĢük AChE aktiviteleri 

sırasıyla, 0.425 mg/L ve 0.01 mg/L bakır uygulamasına maruz kalan iribaĢlarda 

207.66±5.29 ve 165.57±3.81 nmol/dk/mg protein değerinde olduğu belirlendi. 
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Çizelge 4.7. 96 saatlik Cu uygulamasının enzim aktiviteleri üzerine etkisi (nmol/dk/mg protein ± standart hata). 

Konsantrasyon 

(mg/L) 
n GST CaE AChE GR GPx CAT 

Kontrol 8 148.96 ± 9.56
 

214.82 ± 10.93 151.78 ± 6.17 13.29 ± 0.45 7.86±0.44 29.39±1.09 

0.01 8 137.75 ± 12.12* 227.08 ± 6.61 165.57 ± 3.81 12.23 ± 0.82 7.06±0.45 29.21±2.23 

0.085 8 147.89 ± 3.20 239.74 ± 10.71 177.85 ± 4.25 ** 11.30 ± 0.94 6.64±0.33*
 

32.47±1.97
 

0.425 8 203.44 ± 9.98** 249.42 ± 10.38 207.66 ± 5.29 ** 15.24 ± 0.93 6.79±0.46 37.99±3.08*
 

0.85 8 227.91 ± 6.14** 183.57 ± 7.09* 142.62 ± 3.15 16.70 ± 1.29 * 6.15±0.18**
 

30.60±1.36 

 *: p<0.05, **: p<0.01 kontrol ile karĢılaĢtırıldıklarında istatistiksel önemliliği göstermektedir. 
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4.1.7. 96 Saatlik Cd+Cu Uygulamasının Biyobelirteç Enzimler Üzerine Etkisi 

 

 Kadmiyum ve bakırın belirlenen konsantrasyonlarının 1:1 oranında karıĢımlarına 

96 saat süreyle maruz kalan Xenopus laevis iribaĢlarında çeĢitli enzim aktivitelerinde 

meydana gelen değiĢimler çizelge 4.8‟de verilmiĢtir. Cd+Cu uygulamasının LC50/2 ve 

LC50 değerlerinin 1:1 oranındaki karıĢımları bütün iribaĢları öldürdüğü için, bu 

konsantrasyonlarda metal karıĢımına maruz kalan iribaĢ örneklerinde enzim aktiviteleri 

tayin edilemedi.  

 Diğer uygulama konsantrasyonlarında ise; GST aktivitesi, 0.005 mg/L Cd (AB 

değeri)+0.01 mg/L Cu karıĢımı uygulanan örneklerde kontrol grubuna kıyasla 

inhibisyona uğrasada, bu inhibisyonun istatistiksel olarak önemli olmadığı bulundu 

(p>0.05). 0.52 mg/L Cd+0.085 mg/L Cu karıĢımında ise GST aktivitesinin kontrol 

grubuna kıyasla yaklaĢık olarak %20 oranında arttığı (550.70±20.17 nmol/dk/mg 

protein) belirlendi ve bu artıĢ kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak 

önemli bulundu (p<0.01).  

 GR aktivitesinde, kadmiyum ve bakır karıĢımı konsantrasyonları ile iliĢkili 

olarak iribaĢ örneklerinde enzimin inhibe olduğu bulundu. GR aktivitesi,  0.52 mg/L 

Cd+0.085 mg/L Cu (LC50/10 değerleri) karıĢımında kontrol grubuna kıyasla yaklaĢık 

olarak %20 inhibisyon ile 15.42±1.53 nmol/dk/mg protein olarak belirlendi ve bu 

inhibisyon kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli bulundu 

(p<0.05).  

 GPx aktivitesinin Cd+Cu karıĢımı konsantrasyonlarıyla iliĢkili bir artıĢ 

sergilediği ancak, her iki konsantrasyonda da meydana gelen artıĢların kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli olmadığı bulundu (p>0.05). En yüksek 

GPx aktivitesi LC50/10 değerleri karıĢımı uygulamasında 8.484±0.38 nmol/dk/mg 

protein olarak belirlendi. 

 CAT aktivitesinin, GR enzimine benzer Ģekilde kadmiyum ve bakır karıĢımı 

konsantrasyonlarıyla iliĢkili olarak inhibe olduğu, en düĢük CAT aktivitesinin 0.52 

mg/L Cd+0.085 mg/L Cu‟a (LC50/10 değerleri) maruz kalan iribaĢlarda 24.411±1.98 

nmol/dk/mg protein düzeyinde olduğu saptandı. Bu inhibisyon kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli bulundu (p<0.01).                                                 

 ĠribaĢların Cd+Cu karıĢımına maruz kalmalarının CaE aktivitesinde bazı 

değiĢimlere yol açsa da, bu değiĢimlerin kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında 

istatistiksel olarak önemli olmadığı bulundu (p>0.05). En yüksek CaE aktivitesi 0.52 

mg/L Cd+0.085 mg/L Cu karıĢımı uygulamasına bağlı olarak 231.89±8.77 nmol/dk/mg 

protein düzeyinde olduğu bulundu. 

 AChE aktivitesinde 0.52 mg/L Cd+0.085 mg/L Cu karıĢımına maruz kalan 

iribaĢlarda kısmen inhibisyon görülse de, bu inhibisyonun kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli olmadığı bulundu (p>0.05).
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Çizelge 4.8. 96 saatlik Cd+Cu uygulamasının enzim aktiviteleri üzerine etkisi (nmol/dk/mg protein ± standart hata). 

Konsantrasyon 

(mg/L) 
n GST CaE AChE GR GPx CAT 

Kontrol 8 464.79 ± 15.26
 

228.25 ± 8.29 143.13 ± 3.65 17.36 ± 0.53 7.494±0.19 31.418±2.38 

0.01 Cu + 

0.005 Cd 
8 421.11 ± 21.93 221.09 ± 11.65 145.85 ± 5.33 15.23 ± 0.91 7.417±0.44 30.468±2.13 

0.085 Cu + 

0.52 Cd 
8 550.70 ± 20.17** 231.89 ± 8.77 134.19 ± 3.95 15.42 ± 1.53* 8.484±0.38

 
24.411±1.98** 

0.425 Cu + 

2.59 Cd 
8 

N/A N/A N/A N/A N/A N/A 

0.85 Cu + 

5.18 Cd 
8 

N/A N/A N/A N/A N/A N/A 

*: p<0.05, **: p<0.01 kontrol ile karĢılaĢtırıldıklarında istatistiksel önemliliği göstermektedir. 
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4.1.8. 96 Saatlik Pb+Cu Uygulamasının Biyobelirteç Enzimler Üzerine Etkisi 

 

 KurĢun ve bakırın belirlenen konsantrasyonlarının 1:1 oranında karıĢımlarına 96 

saat süreyle maruz kalan Xenopus laevis iribaĢlarında çeĢitli enzim aktivitelerinde 

meydana gelen değiĢimler çizelge 4.9‟da verilmiĢtir. Pb+Cu uygulamasının LC50/2 ve 

LC50 değerlerinin 1:1 oranındaki karıĢımları bütün iribaĢları öldürdüğü için bu 

konsantrasyonlara maruz kalan iribaĢ örneklerinde enzim aktiviteleri tayin edilemedi. 

 GST aktivitesinde, Pb+Cu karıĢımına maruz kalan iribaĢlarda enzim 

aktivitesinin konsantrasyon artıĢı ile birlikte lineer olmayan artıĢ sergilediği belirlendi. 

GST aktivitesi, 0.01 mg/L Pb (AB değeri)+0.01 mg/L Cu karıĢımına maruz kalan 

iribaĢlarda kontrol grubuna kıyasla yaklaĢık olarak %230 oranında artıĢ ve 12.3 mg/L 

Pb+0.085 mg/L Cu (LC50/10 değerleri) karıĢıma maruz kalan iribaĢlarda ise yaklaĢık 

olarak %50 oranında artıĢ ile indüklendiği gözlendi. Bu aktivite artıĢlarının kontrol 

grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak da önemli olduğu bulundu (p<0.01). 

 GR aktivitesinin kurĢun ve bakır karıĢımı konsantrasyonlarına maruz kalma 

sonucunda arttığı ve en yüksek GR aktivitesinin 12.3 mg/L Pb+0.085 mg/L Cu (LC50/10 

değerleri) karıĢımına maruz kalan iribaĢlarda kontrol grubuna kıyasla yaklaĢık olarak 

%60 oranında arttığı belirlendi. Bu aktivite artıĢı kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında 

istatistiksel olarak da önemli bulundu (p<0.01).   

 GPx aktivitesinin Pb+Cu karıĢımına maruz kalmanın bir sonucu olarak, 

konsantrasyonlarla doğrusal iliĢkili olmayan değiĢimler sergilediği saptandı. En yüksek 

GPx aktivitesi, 0.01 mg/L Pb (AB değeri)+ 0.01 mg/L Cu karıĢımına maruz kalan 

bireylerde saptandı ve bu artıĢ kontrol grubuna kıyasla yaklaĢık olarak %10 düzeyinde 

gerçekleĢti. Bu artıĢın kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak da önemli 

olduğu bulundu (p<0.05). 

 Pb+Cu karıĢımına maruz kalan iribaĢlarda CAT aktivitesinin maruz kalınan 

konsantrasyonla ilintili olarak artıĢ sergilediği saptandı. En yüksek CAT aktivitesi 12.3 

mg/L Pb+0.085 mg/L Cu (LC50/10 değerleri) karıĢımına maruz kalan iribaĢlarda kontrol 

grubuna kıyasla yaklaĢık olarak %65 oranında artıĢ ile 25.15±1.18 nmol/dk/mg protein 

düzeyinde olduğu bulundu. Bu artıĢın kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel 

olarak da önemli olduğu bulundu (p<0.01). Benzer Ģekilde CAT aktivitesinin 0.01 mg/L 

Pb (AB değeri)+0.01 mg/L Cu karıĢıma maruz kalan gruplarda da arttığı saptandı ve bu 

artıĢın kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli düzeyde olduğu 

bulundu (p<0.05). 
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CaE aktivitesinin Pb+Cu karıĢımına maruz kalmanın bir sonucu olarak 

uygulanan konsantrasyon artıĢı ile iliĢkili olarak inhibe olduğu ve en düĢük CaE 

aktivitesinin kontrol grubuna kıyasla yaklaĢık olarak %20 oranında inhibisyon ile 

224.44±5.97 nmol/dk/mg protein değeri ile 12.3 mg/L Pb+0.085 mg/L Cu (LC50/10 

değerleri) karıĢımına maruz kalan iribaĢlarda ortaya çıktığı saptandı. Bu inhibisyon 

düzeyi kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak da önemli bulundu 

(p<0.01).                                                  

 AChE aktivitesi kurĢun ve bakır karıĢımına maruz kalan bireylerde, iribaĢların 

metal karıĢımlarına maruz kaldıkları konsantrasyon artıĢı ile lineer bir iliĢki 

göstermeyen inhibisyona uğradığı bulundu. AChE aktivitesi 0.01 mg/L Pb (AB 

değeri)+0.01 mg/L Cu karıĢımına maruz kalan organizmalarda kontrol grubuna oranla 

yaklaĢık olarak %30 oranında inhibe olduğu ve saptanan 127.61±6.77 nmol/dk/mg 

protein değerinin en düĢük aktivite düzeyi olduğu saptandı. Bu uygulama ile enzim 

aktivitesinde ortaya çıkan inhibisyon kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel 

olarak önemli bulundu (p<0.01). Benzer Ģekilde AChE aktivitesi 12.3 mg/L Pb+0.085 

mg/L Cu (LC50/10 değerleri) karıĢımı uygulama grubunda da kontrol grubuna göre 

önemli düzeyde bir inhibisyon gösterdi (p<0.05). 
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Çizelge 4.9. 96 saatlik Pb+Cu uygulamasının enzim aktiviteleri üzerine etkisi (nmol/dk/mg protein ± standart hata). 

Konsantrasyon 

(mg/L) 
n GST CaE AChE GR GPx CAT 

Kontrol 8 300.90 ± 9.20 273.32 ± 11.65 182.24 ± 6.48 11.05 ± 0.64 13.430±0.604 15.87±0.75 

0.01 Pb + 

0.01 Cu 
8 1002.06 ± 33.92** 247.05 ± 10.53 127.61 ± 6.77**

 
13.96 ± 1.98  14.719±0.267*

 
19.69±0.99*

 

12.3 Pb + 

0.085 Cu 
8 446.90 ± 20.33 **

 
224.44 ± 5.97**

 
168.06 ± 2.83*

 
17.95 ± 1.31**

 
11.481±0.597 25.15±1.18**

 

61.53 Pb + 

0.425 Cu 
8 

N/A N/A N/A N/A N/A N/A 

123.05 Pb + 

0.85 Cu 
8 

N/A N/A N/A N/A N/A N/A 

 *: p<0.05, **: p<0.01 kontrol ile karĢılaĢtırıldıklarında istatistiksel önemliliği göstermektedir. 
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4.1.9. 96 Saatlik Pb+Cd Uygulamasının Biyobelirteç Enzimler Üzerine Etkisi 

 

 KurĢun ve kadmiyumun belirlenen konsantrasyonlarının 1:1 oranında 

karıĢımlarına 96 saat süreyle maruz kalan Xenopus laevis iribaĢlarında çeĢitli enzim 

aktivitelerinde meydana gelen değiĢimler çizelge 4.10‟da verilmiĢtir. Pb+Cd 

uygulamasının LC50 değerlerinin 1:1 oranındaki karıĢımları bütün iribaĢları öldürdüğü 

için, bu konsantrasyonlarda metal karıĢımına maruz kalan iribaĢ örneklerinde enzim 

aktiviteleri tayin edilemedi. 

 GST aktivitesi kurĢun ve kadmiyum karıĢımına maruz kalan iribaĢlarda 

konsantrasyon iliĢkili olarak artıĢ gösterdi. En yüksek enzim aktivitesi 61.53 mg/L 

Pb+2.59 mg/L Cd (LC50/2 değerleri) karıĢımında kontrol grubuna kıyasla yaklaĢık 

olarak %190 oranında artıĢ gösterdi. Bu konsantrasyona maruz kalan iribaĢlarda 

saptanan aktivite artıĢı kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli 

düzeyde bulundu (p<0.01). Benzer Ģekilde, GST aktivitesinin 0.01 mg/L Pb+0.005 

mg/L Cd (AB değerleri) ve 12.3 mg/L Pb+0.52 mg/L Cd (LC50/10 değerleri) karıĢımları 

uygulaması ile de arttığı ve artıĢın kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında önemli olduğu 

bulundu (p<0.01).  

Pb+Cd karıĢımına 61.53 mg/L Pb+2.59 mg/L Cd (LC50/2 değerleri) ve daha 

düĢük konsantrasyonlarındaki uygulama gruplarında maruz kalan iribaĢlarda gözlenen 

GR aktivitesi değiĢiminin istatistiksel olarak önemli olmadığı saptandı (p>0.05). Buna 

karĢın, en yüksek GR aktivitesi ise 12.3 mg/L Pb+0.52 mg/L Cd (LC50/10 değerleri) 

karıĢımda kontrol grubuna göre yaklaĢık olarak %75 oranında arttı. Hem 0.01 mg/L 

Pb+0.005 mg/L Cd (AB değerleri), hem de 12.3 mg/L Pb+0.52 mg/L Cd karıĢımında 

meydana gelen enzim aktivitesi artıĢları kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel 

olarak önemli bulundu (p<0.01).   

 GPx aktivitesi Pb+Cd karıĢımına maruz kalan iribaĢlarda konsantrasyon artıĢı ile 

paralel olmayan değiĢimler gösterdi. Bütün kurĢun ve kadmiyum karıĢımı uygulama 

gruplarında meydana gelen değiĢimlerin kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında 

istatistiksel olarak da önemli olmadığı saptandı (p>0.05).  

 Pb+Cd karıĢımına maruz kalan iribaĢlarda CAT aktivitesinin, konsantrasyon 

artıĢından bağımsız değiĢimler sergilediği saptandı. 61.53 mg/L Pb+2.59 mg/L Cd 

karıĢımı uygulama grubunda CAT aktivitesinin kontrol grubuna kıyasla yaklaĢık olarak 

%25 oranında inhibisyona uğradığı ve bu inhibisyon 24.41±1.89 nmol/dk/mg protein 
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düzeyinde ölçüldü. Bu inhibisyonun kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel 

olarak da önemli olduğu bulundu (p<0.05).  

 CaE aktivitesinin kurĢun ve kadmiyum karıĢımına maruz kalan organizmalarda 

konsantrasyon artıĢı ile birlikte arttığı saptandı. En yüksek CaE aktivitesinin 61.53 mg/L 

Pb+2.59 mg/L Cd karıĢımına maruz kalan iribaĢlarda 336.90±69.62 nmol/dk/mg protein 

düzeyinde olduğu belirlendi. Bu artıĢ kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel 

olarak önemli bulundu (p<0.01). Benzer Ģekilde, enzim aktivitesinin 12.3 mg/L Pb+0.52 

mg/L Cd karıĢımı uygulama grubunda da arttığı ve bu artıĢ da kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli düzeyde bulundu.  (p<0.01).  

 AChE aktivitesinin 0.01 mg/L Pb+0.005 mg/L Cd (AB değerleri) karıĢımına 

maruz kalan iribaĢlarda arttığı ancak daha yüksek konsantrasyondaki Pb+Cd karıĢımı 

uygulama gruplarında konsantrasyon artıĢı ile iliĢkili olarak inhibisyona uğradığı 

saptandı. En yüksek ve en düĢük enzim aktiviteleri sırasıyla,  61.53 mg/L Pb+2.59 mg/L 

Cd ve 0.01 mg/L Pb+0.005 mg/L Cd karıĢımına maruz kalan uygulama gruplarında 

169.76±3.78 nmol/dk/mg protein ve 118.18±2.14 nmol/dk/mg protein düzeyinde olduğu 

belirlendi. Her iki uygulama grubundaki iribaĢlarda meydana gelen enzim aktivitesi 

değiĢimlerinin kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli olduğu 

bulundu (p<0.01). Bunun yanı sıra, 12.3 mg/L Pb+0.52 mg/L Cd karıĢımı uygulama 

konsantrasyonu maruz kalan iribaĢlarda enzim aktivitesinin inhibisyonuna yol açtığı 

belirlendi. Bu inhibisyonun kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak da 

önemli olduğu saptandı (p<0.05).  
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Çizelge 4.10. 96 saatlik Pb+Cd uygulamasının enzim aktiviteleri üzerine etkisi (nmol/dk/mg protein ± standart hata). 

Konsantrasyon 

(mg/L) 
n GST CaE AChE GR GPx CAT 

Kontrol 8 464.79 ± 15.26 228.25 ± 8.29 143.13 ± 3.65 17.43 ± 0.57 7.494±0.190 31.418±2.38 

0.01 Pb + 

0.005 Cd 
8 987.41 ± 45.54** 252.92 ± 11.35 169.76 ± 3.78**

 
28.62 ± 8.58** 7.498±0.281 33.855±3.64 

12.3 Pb + 

0.52 Cd 
8 1076.14 ± 35.29** 329.67 ± 13.16** 127.96 ± 3.17*

 
30.04 ± 2.31** 7.094±0.277

 
32.44±1.54 

61.53 Pb  + 

2.59 Cd 
8 1358.66 ± 31.12** 336.90 ± 69.62** 118.18 ± 2.14**

 
21.01 ± 3.83 7.365±0.177 24.41±1.89*

 

123.05 Pb + 

5.18 Cd 
8 

N/A 

 
N/A N/A N/A N/A N/A 

 *: p<0.05, **: p<0.01 kontrol ile karĢılaĢtırıldıklarında istatistiksel önemliliği göstermektedir. 
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4.1.10. 96 Saatlik Pb+Cd+Cu Uygulamasının Biyobelirteç Enzimler Üzerine Etkisi 

 

 Pb, Cd ve Cu‟nun belirlenen konsantrasyonlarının 1:1:1 oranında karıĢımlarına 

96 saat süreyle maruz kalan Xenopus laevis iribaĢlarında çeĢitli enzim aktivitelerinde 

meydana gelen değiĢimler çizelge 4.11‟de verilmiĢtir. Pb+Cd+Cu uygulamasının LC50/2 

ve LC50 değerlerinin 1:1:1 oranındaki karıĢımları bütün iribaĢları öldürdüğü için, bu 

konsantrasyonlarda metal karıĢımlarına maruz kalan iribaĢ örneklerinde enzim 

aktiviteleri tayin edilemedi. 

 Pb+Cd+Cu karıĢımına maruz bırakılan iribaĢlarda GST aktivitesinin 

konsantrasyon artıĢı ile arttığı gözlendi. 12.3 mg/L Pb+0.52 mg/L Cd+0.085 mg/L Cu 

(LC50/10 değerleri) karıĢımı uygulama grubundaki iribaĢ örneklerinde enzim 

aktivitesinin kontrol grubuna kıyasla yaklaĢık olarak %300 oranında artıĢ ile en yüksek 

değere ulaĢtığı saptandı.  Hem 0.01 mg/L Pb+0.005 mg/L Cd+0.01 mg/L Cu hem de, 

12.3 mg/L Pb+0.52 mg/L Cd+0.085 mg/L Cu karıĢımlarına maruz kalan iribaĢlarda 

görülen enzim aktivitesinde ki artıĢların kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel 

olarak önemli olduğu bulundu (p<0.01). 

GR aktivitesinin, GST aktivitesine benzer bir eğilim göstererek, Pb+Cd+Cu 

karıĢımına maruz kalan iribaĢlarda konsantrasyon artıĢı ile lineer iliĢkili olarak arttığı 

saptandı. En yüksek GR aktivitesinin 12.3 mg/L Pb+0.52 mg/L Cd+0.085 mg/L Cu 

karıĢımı uygulama grubunda 85.75±2.77 nmol/dk/mg protein düzeyinde olduğu 

belirlendi. ĠribaĢlarda hem 0.01 mg/L Pb+0.005 mg/L Cd+0.01 mg/L Cu (AB 

değerleri), hem de 12.3 mg/L Pb+0.52 mg/L Cd+0.085 mg/L Cu karıĢımı 

konsantrasyonlarının neden olduğu artıĢlar kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında 

istatistiksel olarak önemli düzeyde bulundu (p<0.01). 

 Pb+Cd+Cu karıĢımı konsantrasyonlarının, maruz kalan iribaĢlarda GPx 

aktivitesinde değiĢimlere neden olduğu ancak meydana gelen bu değiĢimlerin kontrol 

grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli düzeyde olmadığı saptandı 

(p>0.05).  

 CAT aktivitesi Pb+Cd+Cu karıĢımı uygulama gruplarındaki iribaĢlarda 

konsantrasyon artıĢı ile doğrusal olarak artıĢ gösterdi. En yüksek CAT aktivitesi 

36.20±2.38 nmol/dk/mg protein düzeyi ile 0.01 mg/L Pb+0.005 mg/L Cd+0.01 mg/L 

Cu karıĢımına maruz kalan iribaĢ örneklerinde saptandı. Ayrıca, 12.3 mg/L Pb+0.52 

mg/L Cd+0.085 mg/L Cu karıĢımının da iribaĢlarda enzim aktivitesi artıĢına neden 

olduğu görüldü. Her iki uygulama grubunda iribaĢ örneklerinde meydana gelen artıĢlar 
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kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli düzeyde bulundu 

(p<0.01). 

 CaE aktivitesinde 0.01 mg/L Pb+0.005 mg/L Cd+0.01 mg/L Cu karıĢımı 

uygulamasının maruz kalan örneklerde inhibisyona neden olduğu ancak bu 

inhibisyonun kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında önemli olmadığı saptandı (p>0.05). 

12.3 mg/L Pb+0.52 mg/L Cd+0.085 mg/L Cu karıĢımının iribaĢlarda kontrol grubuna 

kıyasla yaklaĢık olarak %35 oranında artıĢa yol açtığı gözlendi. Bu artıĢın kontrol grubu 

ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak da önemli olduğu bulundu (p<0.01). 

 AChE aktivitesinde 12.3 mg/L Pb+0.52 mg/L Cd+0.085 mg/L Cu karıĢımı 

maruz kalan iribaĢlarda kısmen inhibisyona yol açsa da bu inhibisyonun kontrol grubu 

ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli olmadığı saptandı (p>0.05).  
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Çizelge 4.11. 96 saatlik Pb+Cd+Cu uygulamasının enzim aktiviteleri üzerine etkisi (nmol/dk/mg protein ± standart hata). 

Konsantrasyon 

(mg/L) 
n GST CaE AChE GR GPx CAT 

Kontrol 8 200.24 ± 10.87 238.72 ± 13.76 142.14 ± 4.68 10.80 ± 0.63 5.462±0.233 18.84±0.98 

0.01 Pb + 

0.005 Cd + 

0.01 Cu 

8 378.47 ± 13.42**
 

232.14 ± 8.14 142.87 ± 3.05 18.89 ± 0.77**
 

5.498±0.173 36.20±2.38**
 

12.3 Pb + 

0.52 Cd + 

0.085 Cu 

8 810.74 ± 16.19**
 

325.51 ± 8.52**
 

134.61 ± 2.20 85.75 ± 2.77**
 

5.816±0.260
 

34.61±0.59**
 

61.53 Pb + 

2.59 Cd + 

0.425 Cu 

8 
N/A 

 
N/A N/A N/A N/A N/A 

123.05 Pb + 

5.18 Cd + 

0.85 Cu 

8 
N/A 

 
N/A N/A N/A N/A N/A 

 *: p<0.05, **: p<0.01 kontrol ile karĢılaĢtırıldıklarında istatistiksel önemliliği göstermektedir. 
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4.1.11. 96 Saatlik Metal ve Metal KarıĢımı Uygulamalarının Metallotiyonein 

Miktarına Etkisi 

 

Metal ve/veya metal karıĢımlarının belirlenen konsantrasyonlarına 96 saat 

süreyle maruz kalan Xenopus laevis iribaĢlarında metallotiyonein miktarında meydana 

gelen değiĢimler spektrofotometrik yöntemle belirlenerek hesaplandı. Bu çalıĢmalara 

bağlı olarak elde edilen veriler çizelge 4.12‟de verilmiĢtir. Metallerin ve metal 

karıĢımlarının en düĢük uygulama konsantrasyonu olan AB sınır değeri 

konsantrasyonlarına maruz kalmanın iribaĢlarda MT miktarı üzerinde kısmen 

değiĢikliğe yol açtığı ancak bu değiĢimin kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında 

istatistiksel olarak önemli düzeyde olmadığı bulundu (p>0.05). Aynı zamanda Pb+Cd 

karıĢımı dıĢında bütün metal karıĢımlarının LC50/2 ve LC50 uygulama konsantrasyonları 

ile Pb+Cd karıĢımının ise sadece LC50 uygulama konsantrasyonu bütün iribaĢları 

öldürdüğü için bu konsantrasyonlarda MT miktarı spektrofotometrik olarak tayin 

edilemedi. 

Kadmiyum uygulaması sonucunda, MT miktarının konsantrasyonla doğrusal 

iliĢkili olarak özellikle 2.59 mg/L Cd ve 5.18 mg/L Cd konsantrasyonlarında metale 

maruz kalan iribaĢlarda arttığı belirlendi ve en yüksek MT miktarı 5.18 mg/L 

uygulamasında kontrol grubuna kıyasla yaklaĢık olarak %100 oranında artıĢ gösterdi. 

Bu organizmalarda MT 36.13±1.17 nmol MT/gr yaĢ ağırlık olarak ölçüldü. Hem 2.59 

mg/L hem de 5.18 mg/L Cd uygulama konsantrasyonlarındaki artıĢlar kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli bulundu (p<0.01). 

KurĢun etkisine bağlı olarak MT miktarında konsantrasyonla doğru iliĢkili 

olarak 61.53 mg/L Pb konsantrasyonuna kadar iribaĢlarda artıĢ gözlenirken 123.05 

mg/L uygulama konsantrasyonunda ise kısmi bir azalıĢ saptandı. En yüksek MT miktarı 

kontrol grubuna kıyasla yaklaĢık olarak %60 oranında artıĢ (33.81±0.75 nmol MT/gr 

yaĢ ağırlık) ile 61.53 mg/L Pb‟da belirlendi. KurĢun uygulamasının 12.3 mg/L, 61.53 

mg/L ve 123.05 mg/L konsantrasyonlarına maruz kalan bireylerde MT miktarında 

meydana gelen artıĢların kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak da 

önemli olduğu saptandı (p<0.01). 

Bakır maruziyetinde ise MT miktarının konsantrasyonla iliĢkili olarak lineer bir 

artıĢ sergilediği bulundu. En yüksek MT miktarı 0.85 mg/L uygulama 

konsantrasyonunda kontrol grubuna kıyasla yaklaĢık %40 oranında artıĢ ile 33.99±1.47 

nmol MT/gr yaĢ ağırlık olarak ölçüldü. Bu artıĢ kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında 
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istatistiksel olarak da önemli bulundu (p<0.01). Benzer Ģekilde, 0.085 mg/L bakır 

uygulamasında görülen artıĢın da kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel 

olarak önemli olduğu saptandı (p<0.05). 

KurĢun ve kadmiyum karıĢımı uygulamasında MT miktarının konsantrasyonla 

ilintili bir artıĢ sergilediği belirlendi ve en yüksek MT miktarı 61.53 mg/L Pb+2.59 

mg/L Cd karıĢımı uygulama konsantrasyonunda kontrol grubuna kıyasla yaklaĢık olarak 

%40 oranında artıĢ ile 32.37±0.97 nmol MT/gr yaĢ ağırlık olarak ölçüldü. Hem 12.3 

mg/L Pb+0.52 mg/L Cd, hem de 61.53 mg/L Pb+2.59 mg/L Cd karıĢımına maruz kalan 

iribaĢlarda meydana gelen artıĢlar kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel 

olarak da önemli bulundu (p<0.01). 

Kadmiyum ve bakır karıĢımı uygulama gruplarında ise MT miktarının 

uygulanan konsantrasyon ile bağlantılı olmayan bir artıĢ gösterdiği saptandı. En yüksek 

MT miktarı kontrol grubuna kıyasla yaklaĢık olarak %13 oranında artıĢ ile 0.005 mg/L 

Cd+0.01 mg/L Cu karıĢımında 26.30±0.79 nmol MT/gr yaĢ ağırlık olarak ölçüldü. 

Ancak MT miktarındaki bu artıĢ kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak 

önemli bulunmadı (p>0.05). 

KurĢun ve bakır karıĢımı uygulamasına bağlı olarak MT miktarında 

konsantrasyon artıĢına paralel olmayan değiĢim belirlendi. En yüksek MT miktarı 

kontrol grubuna kıyasla yaklaĢık olarak %30 oranında artıĢ ile 12.3 mg/L Pb+0.085 

mg/L Cu karıĢımında saptandı. Bu grup için MT değeri 27.30±1.22 nmol MT/gr yaĢ 

ağırlık olarak ölçüldü. Bu artıĢın kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak 

önemli olduğu bulundu (p<0.05). 

Metallerin üçlü karıĢımı (Pb+Cd+Cu) uygulaması ise maruz kalan bireylerin MT 

miktarının konsantrasyonla iliĢkili olarak artıĢına yol açtı. En yüksek MT miktarı 0.52 

mg/L Cd+0.085 mg/L Cu+12.3 mg/L Pb uygulamasına maruz kalan iribaĢlarda gözlendi 

ve kontrol grubuna kıyasla yaklaĢık olarak %50 oranında artıĢa yol açtı.  Belirlenen 

artıĢın kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak da önemli olduğu 

bulundu (p<0.01). 
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Çizelge 4.12. 96 saatlik metal ve metal karıĢımı uygulamalarının MT miktarına etkisi (nmol MT/gr yaĢ ağırlık ± standart hata). 

Konsantrasyon 

(mg/L) 
n Cd Pb Cu

b
 Pb+Cd Cd+Cu Pb+Cu Pb+Cd+Cu 

Kontrol 
8 18.79 ± 0.37 21.05 ± 1.83 23.91 ± 0.65 23.17 ± 1.27 23.17 ± 1.27 21.05 ± 1.83 21.05 ± 1.83 

AB Değeri
a 8 18.68 ± 0.72 24.99 ± 1.08 23.30 ± 1.16 24.50 ± 0.82 26.30 ± 0.79 20.69 ± 0.56 23.36 ± 1.56 

LC50/10
a
 

8 18.51 ± 0.54 29.49 ±1.17**
 

25.56 ± 0.49*
 

29.07 ± 1.19**
 

24.44 ± 0.76 27.30 ± 1.22*
 

32.54 ± 1.07**
 

LC50/2
 a
 

8 30.66 ± 0.32**
 

33.81 ± 0.75**
 

26.44 ± 1.99 32.37 ± 0.97**
 

N/A N/A N/A 

LC50
a
 

8 36.13 ± 1.17**
 

29.81 ± 0.90**
 

33.99 ± 1.47**
 

N/A N/A N/A N/A 

           *: p<0.05, **: p<0.01 kontrol ile karĢılaĢtırıldıklarında istatistiksel önemliliği göstermektedir.
 

 a
: AB Değeri: Cd için; 0.005, Cu için; 0.01, Pb için; 0.01 mg/L 

         LC50/10: Cd için; 0.52, Cu için; 0.085, Pb için; 12.3 mg/L  

                LC50/2: Cd için; 2.59, Cu için; 0.425, Pb için; 61.53 mg/L 

                LC50: Cd için; 5.18, Cu için; 0.85, Pb için; 123.05 mg/L 

 
b
: Cu için belirlenen en düĢük konsantrasyon AB sınır değeri değildir.
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4.1.12.  96 Saatlik Elektroforetik-Florimetrik ÇalıĢmalar Ġle Ġlgili Bulgular 

  

 Metal ve/veya metal karıĢımlarının belirlenen konsantrasyonlarına 96 saat 

süreyle maruz kalan Xenopus laevis iribaĢlarında metallotiyoneinin nitel olarak varlığını 

belirleyebilmek için protein elektroforezi yapıldıktan sonra iki farklı görüntüleme 

tekniği kullanıldı. Bu çalıĢmalara bağlı olarak elde edilen veriler Ģekil 4.1, 4.2, 4.3, ve 

4.4‟de verilmiĢtir.  

 

 

ġekil 4.1. A; mBBr ile etiketlenmiĢ MT‟nin SDS-PAGE elektroforezinden sonra UV-

Florensans görüntüsü. B; MT‟nin SDS-PAGE elektroforezinden sonra comassie 

brilliant mavi ile boyanmıĢ görüntüsü. 1- Kontrol (FETAX) 2- Cu (LC50 değeri) 3- Cu 

(LC50/2 değeri) 4- Cu (LC50/10 değeri) 5- Cu (0.01 mg/L) 6- Pb (LC50 değeri) 7- Pb 

(LC50/2 değeri) 8- Pb (LC50/10 değeri) 9- Pb (AB sınır değeri) 10- TavĢan Karaciğer 

MT II. 

 

 

 

A 

B 
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ġekil 4.2. A; mBBr ile etiketlenmiĢ MT‟nin SDS-PAGE elektroforezinden sonra UV-

Florensans görüntüsü. B; MT‟nin SDS-PAGE elektroforezinden sonra comassie 

brilliant mavi ile boyanmıĢ görüntüsü. 1 ve 7- TavĢan Karaciğer MT II 2- Kontrol 

(FETAX) 3- Cd (AB sınır değeri) 4-  Cd (LC50/10 değeri) 5- Cd (LC50/2 değeri) 6- Cd 

(LC50 değeri).  

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

B 
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ġekil 4.3. A; mBBr ile etiketlenmiĢ MT‟nin SDS-PAGE elektroforezinden sonra UV-

Florensans görüntüsü. B;MT‟nin SDS-PAGE elektroforezinden sonra comassie brilliant 

mavi ile boyanmıĢ görüntüsü. 1 ve 7- TavĢan Karaciğer MT II 2- Kontrol (FETAX) 3- 

Pb+Cu (AB sınır değerleri karıĢımı) 4- Pb+Cu (LC50/10 değerleri karıĢımı) 5- 

Pb+Cd+Cu (AB sınır değerleri karıĢımı) 6- Pb+Cd+Cu (LC50/10 değerleri karıĢımı).  

 

 

 

 

 

 

B 

A 
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ġekil 4.4.  A; mBBr ile etiketlenmiĢ MT‟nin SDS-PAGE elektroforezinden sonra UV-

Florensans görüntüsü. B; MT‟nin SDS-PAGE elektroforezinden sonra comassie 

brilliant mavi ile boyanmıĢ görüntüsü. 1 ve 8- TavĢan Karaciğer MT II 2- Kontrol 

(FETAX) 3- Cd+Cu (AB sınır değerleri) 4- Cd+Cu (LC50/10 değerleri karıĢımı) 5- 

Pb+Cd (AB sınır değerleri karıĢımı) 6- Pb+Cd (LC50/10 değerleri karıĢımı) 7- Pb+Cd 

(LC50/2 değerleri karıĢımı).  

 

 

 

 

B 

A 
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4.2. 24 Saatlik ÇalıĢmalar Ġle Ġlgili Bulgular 

 

4.2.1. 24 Saatlik Uygulamalarda Ortamların pH Değerleri 

 

 ÇalıĢmada kullanılan metal karıĢımı çözeltilerinin pH değerleri 0. ve 24. 

saatlerde ölçüldü. Enzim çalıĢmaları için ayrı (Grup A), MT çalıĢmaları için ayrı (Grup 

B) deney düzenekleri kurulduğundan 24 saat sonundaki ortalama pH değerleri gruplar 

halinde çizelge 4.13‟de verilmiĢtir. 

 Çözelti pH‟larının 24 saat sonundaki ortalamalarına bakıldığında, metal 

karıĢımlarının bulunduğu ortamın pH değerlerinde toksisiteyi etkileyecek düzeyde bir 

değiĢim belirlenmemiĢtir. 

  

        Çizelge 4.13. 24 saatlik çalıĢmalarda elde edilen ortalama pH değerleri. 

Konsantrasyon 

(mg/L) 
Cd+Cu Pb+Cd Pb+Cu Pb+Cd+Cu 

Kontrol-A 
7.37 7.59 7.59 7.37 

LC50/2-A
a
 

7.51 7.52 7.47 7.49 

LC50-A
a
 

7.50 7.26 7.35 7.27 

Kontrol-B 
7.53 7.53 7.53 7.37 

LC50/2-B
a
 

7.56 7.37 7.55 7.49 

LC50-B
a
 7.42 7.23 7.23 7.27 

      
Grup-A; Enzim çalıĢmaları, Grup-B; MT çalıĢmaları.

 

 a
: LC50/2: Cd için; 2.59, Cu için; 0.425, Pb için; 61.53 mg/L 

         LC50: Cd için; 5.18, Cu için; 0.85, Pb için; 123.05 mg/L 

 

4.2.2. 24 Saatlik ÇalıĢmalarda Belirlenen Ölüm Oranları 

 

 Metallerin etkisine 24 saat süreyle maruz kalan 46. evredeki iribaĢlarda meydana 

gelen ölümler deney sonunda kaydedildi.  MT çalıĢmaları ve enzimatik çalıĢmalar için 

ayrı deney düzenekleri kurulduğu için her iki çalıĢmaya ait ölüm oranları çizelge 

4.14‟de verilmiĢtir. ÇalıĢmada uygulanan kontrol grupları için gözlenen ölüm oranları 

kabul edilebilir sınırlar içinde bulunmuĢtur. Her iki çalıĢmada da LC50/2 uygulama 

gruplarında tüm metal karıĢımı uygulamaları için düĢük oranda öldürücü toksik etki 
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saptanırken,  LC50 uygulama gruplarında Cd+Cu ve Pb+Cd+Cu uygulamaları %100 

ölüme neden oldu. 

 Hem enzim hem de MT çalıĢmalarında metallerin ikili karıĢımların LC50/2 

değerlerinde, metallerin üçlü karıĢımının LC50/2 ve LC50 değerlerinde meydana gelen 

ölümlerin kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli olduğu 

bulundu (p<0.01).      

                        

Çizelge 4.14. 24 saatlik çalıĢmalarda belirlenen ölüm oranları. 

Konsantrasyon 

(mg/L) 
n 

Cd+Cu Pb+Cd Pb+Cu Pb+Cd+Cu 

Toplam 

Ölüm 

Ölüm 

Oranı 

(%) 

Toplam 

Ölüm 

Ölüm 

Oranı 

(%) 

Toplam 

Ölüm 

Ölüm 

Oranı 

(%) 

Topla

m 

Ölüm 

Ölüm 

Oranı 

(%) 

Kontrol-A 160 1 0.63 0 0 0 0 1 0.63 

LC50/2-A
a
 160 2 1.25 1 0.63 2 1.25 21

*
 13.13 

LC50-A
a
 160 160

*
 100 88

*
 55 29

*
 18.13 160

*
 100 

Kontrol-B 160 0 0 0 0 0 0 2 1.25 

LC50/2-B
a
 160 4 2.5 1 0.63 0 0 16

*
 10 

LC50-B
a
 160 160

*
 100 60

*
 37.5 28

*
 17.5 160

*
 100 

Grup-A; Enzim çalıĢmaları, Grup-B; MT çalıĢmaları. 

*: p<0.01 kontrol ile karĢılaĢtırıldıklarında istatistiksel önemliliği göstermektedir.  
a
: LC50/2: Cd için; 2.59, Cu için; 0.425, Pb için; 61.53 mg/L 

    LC50: Cd için; 5.18, Cu için; 0.85, Pb için; 123.05 mg/L 

 

 

4.2.3. 24 Saatlik Cd+Cu Uygulamasının Biyobelirteç Enzimler Üzerine Etkisi 

 

 Kadmiyum ve bakırın belirlenen konsantrasyonlarının 1:1 oranında karıĢımlarına 

24 saat süreyle maruz kalan Xenopus laevis iribaĢlarında çeĢitli enzim aktivitelerinde 

meydana gelen değiĢimler çizelge 4.15‟de verilmiĢtir. 

 GST aktivitesinde kadmiyum ve bakır karıĢımı etkisine bağlı olarak, uygulama 

gruplarında konsantrasyonla iliĢki göstermeyen aktivite değiĢimleri saptandı. Buna göre 
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en yüksek GST aktivitesi ise kontrol grubuna kıyasla yaklaĢık olarak %30 oranında artıĢ 

göstererek 220.85±8.74 nmol/dk/mg protein düzeyinde 2.59 mg/L Cd+0.425 mg/L Cu 

(LC50/2 değerleri) karıĢımına maruz kalan iribaĢlar için saptandı. Bu artıĢ kontrol grubu 

ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak da önemli bulundu (p<0.01). LC50 değerleri 

karıĢımına maruz kalan iribaĢlarda ise GST aktivitesinin kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında bir inhibisyona uğradığı ve bu inhibisyon düzeyinin istatistiksel 

olarak önemli olduğu bulundu (p<0.05). 

 GR aktivitesi 5.18 mg/L Cd+0.85 mg/L Cu (LC50 değerleri) karıĢımına maruz 

kalan iribaĢlarda kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında yaklaĢık %30 oranında inhibisyon 

ile 5.61±0.49 nmol/dk/mg protein olarak ölçüldü. Bu inhibisyon düzeyi kontrol grubu 

ile karĢılaĢtırıldığında da istatistiksel olarak önemli bulundu (p<0.01). 

 GPx aktivitesinde, uygulanan Cd+Cu karıĢımı konsantrasyonları artıĢı ile 

paralellik sergileyen bir inhibisyon belirlenmesine rağmen, enzim aktivitesinde ki bu 

baskılanmanın kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli olmadığı 

saptandı (p>0.05).  

 CAT aktivitesinin, Cd+Cu karıĢımı konsantrasyon artıĢları ile iliĢkili olarak artıĢ 

göstermesine rağmen, bu aktivite artıĢı kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel 

olarak önemli bulunmadı (p>0.05).  

 CaE aktivitesinin ise metal karıĢımlarının konsantrasyon artıĢı ile iliĢkili olarak 

inhibisyona uğradığı ve en düĢük CaE aktivitesinin 5.18 mg/L Cd+0.85 mg/L Cu 

karıĢımında yaklaĢık %30 oranında inhibisyon ile 134.14±8.78 nmol/dk/mg protein 

değerinde olduğu bulundu. Enzim aktivitesindeki bu baskılanma kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak da önemli bulundu (p<0.05).  

 AChE aktivitesinin 5.18 mg/L Cd+0.85 mg/L Cu karıĢımında kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında yaklaĢık %10 oranında arttığı ve bu aktivite artıĢının istatistiksel 

olarak da önemli olduğu saptandı (p<0.05). 
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 Çizelge 4.15. 24 saatlik Cd+Cu uygulamasının enzim aktiviteleri üzerine etkisi (nmol/dk/mg protein ± standart hata). 

Konsantrasyon 

(mg/L) 
n GST CaE AChE GR GPx CAT 

Kontrol 8 173.78±4.33 189.31±13.00 117.21±3.32 8.13±0.36 11.35±0.81 
 

12.26±0.63 

 

2.59 Cd + 

0.425 Cu 
8 220.85±8.74** 172.97±6.29 116.33±5.08 8.96±0.88 10.30±0.78 

 

15.18±1.71 

 

5.18 Cd + 

0.85 Cu 
8 149.41±7.63* 134.14±8.78* 127.37±2.64* 5.61±0.49** 8.65±1.87 15.09±1.58 

*: p<0.05, **: p<0.01 kontrol ile karĢılaĢtırıldıklarında istatistiksel önemliliği göstermektedir. 
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4.2.4. 24 Saatlik Pb+Cu Uygulamasının Biyobelirteç Enzimler Üzerine Etkisi 

 

 KurĢun ve bakırın belirlenen konsantrasyonlarının 1:1 oranında karıĢımlarına 24 

saat süreyle maruz kalan Xenopus laevis iribaĢlarında çeĢitli enzim aktivitelerinde 

meydana gelen değiĢimler çizelge 4.16‟da verilmiĢtir. 

 GST aktivitesinin Pb+Cu karıĢımına maruz kalan iribaĢlarda konsantrasyon 

artıĢı ile paralellik sergileyen bir artıĢ gösterdiği bulundu. En yüksek enzim aktivitesi, 

123.05 mg/L Pb+0.85 mg/L Cu uygulamasına maruz kalan iribaĢlarda yaklaĢık %90 

oranında arttığı saptandı. GST aktivitesinin 123.05 mg/L Pb+0.85 mg/L Cu veya bu 

değerlerin yarısı kadar metal içeren (LC50/2 değerleri) karıĢımdaki artıĢının kontrol 

grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak da önemli olduğu saptandı (p<0.01).  

 GR aktivitesinin Pb+Cu karıĢımı uygulamasında konsantrasyon artıĢı ile iliĢkili 

olarak arttığı saptandı. Metallerin LC50 ve LC50/2 karıĢımlarına maruz kalan iribaĢlarda 

GR aktivitesinde meydana gelen artıĢların kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında 

istatistiksel olarak önemli olduğu bulundu (p<0.01).  

 GPx aktivitesinin kurĢun ve bakır karıĢımı uygulaması gruplarında 

konsantrasyon artıĢı ile iliĢkili olarak arttığı ancak bu artıĢın kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli olmadığı saptandı (p>0.05). 

 Pb+Cu karıĢımı uygulama gruplarında CAT aktivitesinin konsantrasyon artıĢı ile 

ilintili olarak arttığı gözlendi. CAT aktivitesinin 123.05 mg/L Pb+0.85 mg/L Cu (LC50 

değerleri) karıĢımına maruz kalan iribaĢlarda kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında 

yaklaĢık %110 oranında arttığı saptandı ve aktivite artıĢı istatistiksel olarak önemli 

düzeyde bulundu (p<0.05). 

 KurĢun ve bakır karıĢımına maruz kalan bireylerde CaE aktivitesinin 

konsantrasyon artıĢı ile lineer bir Ģekilde artmasına rağmen bu artıĢın kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli olmadığı belirlendi (p>0.05).  

 Pb+Cu karıĢımı uygulaması sonucu iribaĢlarda AChE aktivitesinin 

konsantrasyon artıĢı ile iliĢkili olarak artmasına yol açtığı ancak bu artıĢın kontrol grubu 

ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli olmadığı saptandı (p>0.05). 
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Çizelge 4.16. 24 saatlik Pb+Cu uygulamasının enzim aktiviteleri üzerine etkisi (nmol/dk/mg protein ± standart hata). 

 

Konsantrasyon 

(mg/L) 
n GST CaE AChE GR GPx CAT 

Kontrol 8 413.37 ± 22.80 226.17 ± 22.08 92.70 ± 4.33 9.49 ± 0.57 13.12±1.58 10.06±1.41 

61.53 Pb + 

0.425 Cu 
8 649.64 ± 25.49** 235.33 ± 13.65 96.15 ± 1.72 23.55 ± 0.88** 13.32±1.09 11.74±1.90 

123.05 Pb + 

0.85 Cu 
8 775.42 ± 47.86** 236.36 ± 9.96 97.68 ± 4.14 32.45 ± 1.75** 16.18±0.99 21.62±3.93* 

    *: p<0.05, **: p<0.01 kontrol ile karĢılaĢtırıldıklarında istatistiksel önemliliği göstermektedir. 
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4.2.5. 24 Saatlik Pb+Cd Uygulamasının Biyobelirteç Enzimler Üzerine Etkisi 

 

 KurĢun ve kadmiyumun belirlenen konsantrasyonlarının 1:1 oranında 

karıĢımlarına 24 saat süreyle maruz kalan Xenopus laevis iribaĢlarında çeĢitli enzim 

aktivitelerinde meydana gelen değiĢimler çizelge 4.17‟de verilmiĢtir. 

 GST aktivitesinin Pb+Cd karıĢımı uygulamasında konsantrasyon artıĢı ile iliĢkisi 

olmayan değiĢim gösterdiği belirlendi. En yüksek enzim aktivitesinin 61.53 mg/L 

Pb+2.59 mg/L Cd (LC50/2 değerleri) karıĢımına maruz kalan iribaĢlarda gözlendi ve bu 

aktivite artıĢının kontrol grubuna kıyasla yaklaĢık %90 düzeyinde olduğu saptandı. Hem 

123.05 mg/L Pb+5.18 mg/L Cd  (LC50) hem de 61.53 mg/L Pb+2.59 mg/L Cd karıĢımı 

uygulanan gruplardaki enzim aktivitesi artıĢı kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında 

istatistiksel olarak önemli bulundu (p<0.01). 

 KurĢun ve kadmiyum karıĢımı uygulamasının GR aktivitesinde konsantrasyon 

artıĢları ile iliĢkili olarak artıĢa yol açtığı ve en yüksek GR aktivitesi kontrol grubuna 

kıyasla %265 oranında artıĢ ile metallerin LC50 değerleri karıĢımına maruz kalan 

bireylerde saptandı. GR aktivitesinde LC50 ve LC50/2 değerleri karıĢımlarının neden 

olduğu artıĢın kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli olduğu 

bulundu (p<0.01).  

GPx aktivitesinin Pb+Cd karıĢımının artan konsantrasyonları ile ilintili olarak 

baskılandığı belirlenmesine rağmen bu baskılanmanın kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli olmadığı saptandı (p>0.05).  

 Pb+Cd karıĢımı uygulamasının CAT aktivitesinde konsantrasyonla ile iliĢkili bir 

Ģekilde artıĢa neden olduğu ve en yüksek enzim aktivitesi,  123.05 mg/L Pb+5.18 mg/L 

Cd karıĢımına maruz kalan iribaĢlarda belirlendi. Bu aktivite artıĢının kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında yaklaĢık %90 düzeyinde gerçekleĢtiği ve istatistiksel olarak da 

önemli olduğu bulundu (p<0.01). 

 CaE aktivitesinin kurĢun ve kadmiyum karıĢımı uygulamasının sonucu olarak 

çeĢitli değiĢimler gösterdiği ancak bu değiĢimlerin kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında 

istatistiksel olarak önemli olmadığı saptandı (p>0.05).  

 AChE aktivitesinin CaE gibi, Pb+Cd karıĢımına maruz kalan iribaĢlarda 

konsantrasyon ile iliĢkili olmayan değiĢimler sergilemesine rağmen bu değiĢimlerin 

kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli olmadığı saptandı 

(p>0.05).  
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Çizelge 4.17. 24 saatlik Pb+Cd uygulamasının enzim aktiviteleri üzerine etkisi (nmol/dk/mg protein ± standart hata). 

Konsantrasyon 

(mg/L) 
n GST CaE AChE GR GPx CAT 

Kontrol 
8 413.37 ± 22.80 226.17 ± 22.08 92.70 ± 4.33 9.49 ± 0.57 13.13±1.58 10.06±1.41 

61.53 Pb + 

2.59 Cd 
8 780.36 ±12.47**

 
242.44 ± 11.63 102.81 ± 3.12 23.49 ± 0.43**

 12.34±0.51 11.07±1.12 

123.05 Pb + 

5.18 Cd 
8 704.59 ±94.80**

 
216.38 ± 26.51 94.29 ± 13.47 33.77 ±1.93**

 9.26±2.41 19.06±1.29** 

*: p<0.05, **: p<0.01 kontrol ile karĢılaĢtırıldıklarında istatistiksel önemliliği göstermektedir. 
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4.2.6. 24 Saatlik Pb+Cd+Cu Uygulamasının Biyobelirteç Enzimler Üzerine Etkisi 

 

 Pb, Cd ve Cu‟nun belirlenen konsantrasyonlarının 1:1:1 oranında karıĢımlarına 

24 saat süreyle maruz kalan Xenopus laevis iribaĢlarında çeĢitli enzim aktivitelerinde 

meydana gelen değiĢimler çizelge 4.18‟de verilmiĢtir. 

 GST aktivitesinde Pb+Cd+Cu karıĢımına maruz kalan iribaĢlarda konsantrasyon 

artıĢı ile iliĢkili olmayan değiĢimler gösterdiği belirlendi. En yüksek enzim aktivitesi 

61.53 mg/L Pb+2.59 mg/L Cd+0.425 mg/L Cu (LC50/2 değerleri) karıĢımı 

uygulamasında kontrol grubuna kıyasla yaklaĢık %60 artıĢ ile 281.45±37.49 

nmol/dk/mg protein değerinde saptandı. Bu artıĢ kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında 

istatistiksel olarak da önemli bulundu (p<0.05). 

 GR aktivitesinin de GST enzimi gibi bir eğilim göstererek Pb+Cd+Cu karıĢımı 

uygulamasında konsantrasyon artıĢı ile paralel olmayan değiĢimler gösterdiği ve en 

yüksek GR aktivitesinin 15.86±2.36 nmol/dk/mg protein düzeyi ile 61.53 mg/L Pb+2.59 

mg/L Cd+0.425 mg/L Cu karıĢımına maruz kalan iribaĢlarda saptandı. Bu artıĢ kontrol 

grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak da önemli bulundu (p<0.01). 

 GPx aktivitesinin Pb+Cd+Cu karıĢımına maruz kalan bireylerde konsantrasyon 

artıĢı ile lineer olarak baskılandığı ve en düĢük enzim aktivitesi metallerin LC50 

değerlerine maruz kalan iribaĢlarda saptandı. Bu inhibisyonun kontrol grubuna kıyasla 

yaklaĢık %40 oranında gerçekleĢtiği ve istatistiksel olarak da önemli olduğu belirlendi 

(p<0.05). 

 CAT aktivitesinin Pb+Cd+Cu karıĢımına maruz kalmanın bir sonucu olarak 

artan metal karıĢımı konsantrasyonları ile iliĢkili olmayan değiĢimler gösterdiği ve en 

düĢük CAT aktivitesi kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında yaklaĢık %50 düzeyinde 

inhibisyon ile 123.05 mg/L Pb+5.18 mg/L Cd+0.85 mg/L Cu karıĢımına maruz kalan 

iribaĢlarda saptandı. Bu inhibisyon kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel 

olarak da önemli bulundu (p<0.01). 

 CaE aktivitesinde Pb+Cd+Cu karıĢımı etkisinde konsantrasyon artıĢı ile doğrusal 

olarak inhibisyon saptandı. En düĢük CaE aktivitesi, 123.05 mg/L Pb+5.18 mg/L Cd 

+0.85 mg/L Cu karıĢımına maruz kalan iribaĢlarda kontrol grubu ile karĢılaĢtırıdığında 

yaklaĢık %40 oranında inhibisyon ile 118.59±8.75 nmol/dk/mg protein düzeyinde 

ölçüldü. Enzim aktivitesindeki bu inhibisyon kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında 

istatistiksel olarak da önemli bulundu (p<0.05). 

AChE aktivitesinin Pb+Cd+Cu karıĢımı uygulaması sonucu iribaĢlarda 

konsantrasyon artıĢı ile iliĢkili olmayan değiĢimler sergilemesine rağmen bu 

değiĢimlerin kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli olmadığı 

saptandı (p>0.05).  
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Çizelge 4.18. 24 saatlik Pb+Cd+Cu uygulamasının enzim aktiviteleri üzerine etkisi (nmol/dk/mg protein ± standart hata). 

Konsantrasyon 

(mg/L) 
n GST CaE AChE GR GPx CAT 

Kontrol 8 173.78±4.33 189.31±13.00 117.21±3.32 8.13±0.36 11.35±0.81 12.26±0.63 

61.53 Pb + 

2.59 Cd + 

0.425 Cu 

8 281.45±37.49* 177.41±10.71 121.09±3.47 15.86±2.36**
 

9.80±0.92 18.06±2.95 

123.05 Pb + 

5.18 Cd + 

0.85 Cu 

 

8 159.72±16.27 118.59±8.75* 106.22±4.32 9.47±1.39
 

7.82±0.87* 6.02±0.51** 

      *: p<0.05, **: p<0.01 kontrol ile karĢılaĢtırıldıklarında istatistiksel önemliliği göstermektedir. 
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4.2.7. 24 Saatlik Metal KarıĢımı Uygulamalarının Metallotiyonein Miktarına Etkisi 

 

Metallerin LC50/2 ve LC50 değerlerinin 1:1 veya 1:1:1 oranındaki karıĢımlarına 

24 saat süreyle maruz bırakılan Xenopus laevis iribaĢlarında spektrofotometrik yöntem 

ile ölçülen metallotiyonein miktarları ve gruplar arasında ortaya çıkan değiĢimler 

çizelge 4.19‟da verilmiĢtir.  

KurĢun ve kadmiyum karıĢımı uygulamasında MT miktarının iribaĢlara 

uygulanan konsantrasyonla iliĢkili olarak paralel bir artıĢ sergilediği belirlendi. En 

yüksek MT miktarı 123.05 mg/L Pb+5.18 mg/L Cd karıĢımına maruz kalan iribaĢlar 

için kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında yaklaĢık olarak %37 oranında arttı ve 

26.83±1.32 nmol MT/gr yaĢ ağırlık olarak ölçüldü. Hem 61.53 mg/L Pb+2.59 mg/L Cd 

hem de 123.05 mg/L Pb+5.18 mg/L Cd karıĢımına maruz kalan iribaĢlarda gözlenen 

artıĢ kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak önemli bulundu (p<0.01). 

Kadmiyum ve bakır karıĢımı etkisine maruz bırakılan iribaĢlardaki MT 

miktarının konsantrasyonla bağlantılı olarak artıĢ sergilediği ve buna bağlı olarak 

saptanan en yüksek MT miktarı kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında yaklaĢık olarak 

%35 oranında artıĢ ile 5.18 mg/L Cd+0.85 mg/L Cu uygulamasına maruz kalan 

iribaĢlarda saptandı. Hem 2.59 mg/L Cd+0.425 mg/L Cu hem de 5.18 mg/L Cd+0.85 

mg/L Cu uygulama gruplarında saptanan artıĢlar kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında 

istatistiksel olarak önemli bulundu (p<0.01). 

KurĢun ve bakır karıĢımı uygulaması sonucunda konsantrasyonla bağlantılı 

olarak MT miktarının arttığı bulundu. En yüksek MT miktarı 123.05 mg/L Pb+0.85 

mg/L Cu uygulanan organizmalarda kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında yaklaĢık %35 

oranında arttı ve 26.48±1.48 nmol MT/gr yaĢ ağırlık olarak ölçüldü. Elde edilen veriler 

61.53 mg/L Pb+0.425 mg/L Cu ve 123.05 mg/L Pb+0.85 mg/L Cu uygulama 

gruplarında gözlenen bu artıĢların kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel 

olarak da önemli olduğunu göstermiĢtir (p<0.01). 

Metallerin üçlü karıĢımına (Pb+Cd+Cu) maruz kalan iribaĢlarda ise diğer metal 

karıĢımı uygulamalarında olduğu gibi, MT miktarının uygulanan konsantrasyon artıĢı 

ile paralel bir artıĢ gösterdiği belirlendi. En yüksek MT miktarı 123.05 mg/L Pb+5.18 

mg/L Cd+0.85 mg/L Cu karıĢımının uygulandığı iribaĢlarda bulundu ve bu değerin 

kontrol grubuna göre yaklaĢık %38 oranında daha yüksek olduğu hesaplandı. Bu 

uygulama grubunda iribaĢlar için saptanan MT miktarının, kontrol grubuna göre 

istatistiksel olarak da önemli olduğu saptandı (p<0.01). 
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Çizelge 4.19. 24 saatlik metal karıĢımı uygulamalarının MT miktarına etkisi            

(nmol MT/gr yaĢ ağırlık ± standart hata). 

Konsantrasyon 

(mg/L) 
n Pb+Cd Cd+Cu Pb+Cu Pb+Cd+Cu 

Kontrol 8 19.23 ± 0.23 19.23 ± 0.23 19.23 ± 0.23 16.89 ± 0.30 

LC50/2
a
 8 24.18 ± 0.95**

 
22.66 ± 0.54**

 
23.28 ± 0.78**

 
20.51 ± 1.43 

LC50
a
 8 26.83 ± 1.32**

 
26.15 ± 1.76**

 
26.48 ± 1.48**

 
22.75 ± 1.98**

 

*:p<0.05, **:p<0.01 kontrol ile karĢılaĢtırıldıklarında istatistiksel önemliliği 

göstermektedir.  
a
: LC50/2: Cd için; 2.59, Cu için; 0.425, Pb için; 61.53 mg/L 

    LC50: Cd için; 5.18, Cu için; 0.85, Pb için; 123.05 mg/L 

 

4.2.8.  24 Saatlik Elektroforetik-Florimetrik ÇalıĢmalar Ġle Ġlgili Bulgular 

 

 Metallerin LC50/2 ve LC50 değerlerinin 1:1 veya 1:1:1 oranındaki karıĢımlarına 

24 saat süreyle maruz bırakılan Xenopus laevis iribaĢlarında metallotiyoneinin nitel 

olarak varlığını belirleyebilmek için protein elektroforezi yapıldıktan sonra iki farklı 

görüntüleme tekniği kullanıldı. Bu çalıĢmalara bağlı olarak elde edilen veriler Ģekil 

4.5‟de verilmiĢtir. 
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ġekil 4.5. A;  mBBr ile etiketlenmiĢ MT‟nin SDS-PAGE elektroforezinden sonra UV-

Florensans görüntüsü. B; MT‟nin SDS-PAGE elektroforezinden sonra comassie 

brilliant mavi ile boyanmıĢ görüntüsü. 1-Pb+Cd+Cu (LC50 değerleri karıĢımı) 2- 

Pb+Cd+Cu (LC50/2 değerleri karıĢımı) 3- Pb+Cd (LC50 değerleri karıĢımı) 4- Pb+Cu 

(LC50/2 değerleri karıĢımı) 5- Pb+Cd (LC50 değerleri karıĢımı) 6- Pb+Cd (LC50/2 

değerleri karıĢımı) 7- Cd+Cu (LC50 değerleri karıĢımı) 8- Cd+Cu (LC50/2 değerleri 

karıĢımı) 9- Kontrol (FETAX) 10- TavĢan Karaciğer MT II. 

 

 

 

 

A 

B 
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5. TARTIġMA VE SONUÇ 

 

Ekolojik dengeyi bozan ve çevrede varlığı her geçen gün artan kirletici 

faktörlerden biri de metallerdir. Metallerin artan insan aktiviteleri sonucu çeĢitli 

Ģekillerde çevreye yüksek miktarlarda verildiği ve özellikle de geliĢmekte olan 

ülkelerde gerekli yasal düzenlemelerin ve yaptırımların eksikliği nedeniyle, baĢlıca 

çevresel kirleticiler arasında bulunduğu bilinmektedir. Metallerin farklı ekosistemlerde 

ve farklı canlı türlerinde etkilerinin değerlendirildiği çok sayıda bilimsel çalıĢma 

bulunmaktadır. Ancak bu çalıĢmalar daha çok metallerin tek baĢlarına etkilerini 

değerlendirmektedir. Özellikle amfibilerde metal karıĢımlarının etkilerinin 

değerlendirildiği bilimsel çalıĢmalar sınırlı sayıdadır. Tatlı su ekosistemleriyle ilgili 

biyolojik izleme çalıĢmalarında ve çevresel kirleticilerin etkilerinin değerlendirildiği 

laboratuvar çalıĢmalarında daha çok balık türleri kullanılmaktadır. Oysa ki amfibiler 

farklı geliĢimsel dönemlerinde suya bağımlı organizmalardır ve özellikle erken geliĢim 

evrelerinde çok düĢük konsantrasyonlardaki kirleticiler dahi önemli toksik etkilere 

neden olabilir. Bundan dolayı sucul ekosistemlerdeki çevresel sorunların belirlenmesi 

için iyi bir biyoindikatör tür olarak kabul edilirler. Biyolojisi iyi bilinmesine ve çok 

sayıda bilimsel çalıĢmada deney hayvanı olarak kullanılmasına rağmen X. laevis’de 

metal toksisitesinin değerlendirildiği çalıĢma sayısı sınırlıdır. Aynı zamanda X. 

laevis’de biyobelirteç enzimler ve MT düzeyi kullanılarak çevresel kirliliğin izlendiği 

çalıĢma sayısı balık türlerine oranla çok azdır. Buna karĢın ekosistemde genelde 

birarada bulunan metallerin karıĢımının çalıĢıldığı araĢtırma ise bulunamamıĢtır. 

Yapılan bu araĢtırmanın sonuçlarına göre, test materyali olarak kullanılan üç 

farklı metalin ve bunların karıĢımlarının X. laevis iribaĢları üzerinde toksik etkilere 

neden oldukları görülmektedir. Bununla birlikte, hipotezimize uygun olarak uygulanan 

metal karıĢımlarının metallerin tek baĢlarına olan etkilerine kıyasla daha toksik 

oldukları belirlendi. Her üç metal (Cd, Pb, Cu) ve metal karıĢımları ile yapılan 

çalıĢmalarda özellikle yüksek konsantrasyonlarda ölüm oranlarında artıĢ gözlendi, hatta 

metal karıĢımlarının yüksek konsantrasyonlarında bütün iribaĢların kısa sürede öldüğü 

saptandı.  Yapılan toksisite çalıĢmaları sonucunda Cu, Cd ve Pb‟nin LC50 değerleri 

sırası ile 0.85, 5.18 ve 123.05 mg/L olarak hesaplanmıĢ olup, metallerin ortalama 

öldürücü konsantrasyonları arasında Pb>Cd>Cu iliĢkisi belirlenmiĢtir. Ayrıca metallerin 

NOAEC ve LOAEC değerleri arasında da benzer bir iliĢki saptanmıĢtır.  Metaller 

arasındaki bu iliĢki daha önce de laboratuvarımızda X. laevis iribaĢları üzerinde 
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yapılmıĢ olan metal toksisitesi çalıĢması ile uyumludur [139]. Özellikle Cu ve Cd‟un 

LC50 değerlerinin oldukça düĢük konsantrasyonda hesaplanması, bu metallerin iribaĢlar 

için yüksek toksik etkiye sahip oldukları Ģeklinde değerlendirilebilir.  

AraĢtırmada kullanılan metallerin ve karıĢımlarının seçilen biyobelirteç enzimler 

üzerinde farklı etkilere yol açtığı görülmektedir. Bu da metallerin toksisite 

mekanizmalarının farklı olabileceğini göstermektedir. Buna karĢılık, metallotiyonein 

(MT) düzeyi üzerinde ise hem ayrı ayrı metallerin hem de karıĢımlarının benzer etkilere 

neden olduğu belirlenmiĢtir. 

AraĢtırma sonuçlarımıza göre 96 saat süreyle kadmiyuma maruz kalan X. laevis 

iribaĢlarında GST, GR, GPx ve CAT aktivitesinin önemli düzeyde arttığı görülmektedir 

(p<0.01 ve p<0.05). Özellikle antioksidan savunma sisteminin elemanları olan bu 

enzimlerdeki artıĢlar, literatürdeki farklı türlerle yapılan çalıĢmalardan elde edilen 

veriler ile de benzerlik göstermektedir. Basha ve Rani, Cd‟a maruz bırakılan 

Oreochromis mossambicus‟un karaciğer ve böbrek dokularında CAT enzim 

aktivitesinin arttığını göstermiĢ ve bunu Cd etkisine karĢı verilen bir detoksifikasyon 

yanıtı olarak değerlendirmiĢlerdir. Bu araĢtırmacılar Cd‟a maruz kalma sonrası ilk yanıt 

olarak, diğer detoksifikasyon mekanizmalarının indüksiyonundan önce, serbest 

radikallerin etkisinden organizmayı korumak için antioksidan savunma sistemlerinin 

indüklendiğini de vurgulamıĢlardır [168]. Yapılan baĢka bir çalıĢmada ise O. 

niloticus‟un karaciğer ve böbrek dokularındaki GR, GST ve GPx aktivitesinin kirlenmiĢ 

bölgelerdeki balıklarda kontrol grubu balıklarına oranla daha yüksek olduğu rapor 

edilmiĢtir [134]. Yine baĢka bir çalıĢmada araĢtırmacılar çeĢitli dozlarda Cd‟a maruz 

bırakılmıĢ sıçanların karaciğerinde konsantrasyona bağlı olarak GST aktivitesinin 

arttığını belirtmiĢlerdir [169]. ÇalıĢmamızda Cd uygulamasına bağlı olarak iribaĢların 

AChE ve CaE aktivitelerinde çeĢitli dalgalanmalar görülse de, istatistiksel olarak 

kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında önemli bir değiĢim belirlenmedi. Bu verilerden 

yola çıkarak, X. laevis iribaĢlarında kadmiyum toksisitesinin belirlenmesinde bu 

enzimlerin iyi birer biyobelirteç olmadığı ifade edilebilir. Ancak bu enzimlerin çok 

fazla etkilenmemesinde antioksidan savunma sisteminin koruyucu bir rolünün 

olabileceği de düĢünülebilir.  Bu anlamda literatürde de çeĢitli veriler bulunmaktadır. 

Yapılan bir çalıĢmada Monodonta lineata türü gastropodlarda kadmiyumun AChE 

aktivitesi üzerinde etki göstermediği, Nucella lapillus türünde en yüksek Cd 

konsantrasyonunun AChE aktivitesini önemli düzeyde arttırdığı ve bu artıĢın literatür 

ile uyuĢmadığı, ancak literatürde de Cd uygulamalarının farklı canlı türlerinde AChE 
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aktivitesinde farklı seyirlere neden olduğu belirtilmiĢtir. Aynı çalıĢmada, Cd uygulaması 

sonucu Daphnia magna‟da AChE aktivitesinin değiĢmediği, Oncorhynchus mykiss‟de 

AChE aktivitesinin yükseldiği ve Barbus conchonius‟da ise AChE aktivitesinin azaldığı 

ifade edilmiĢtir [170]. Diğer taraftan literatür verileri ve çalıĢmamızda elde edilen 

sonuçlar birlikte değerlendirildiğinde CaE aktivitesinin çok fazla etkilenmemesinden 

dolayı, bu enziminde X. laevis iribaĢlarında Cd toksisitesinin belirlenmesinde majör bir 

biyokimyasal belirteç olmadığından söz edilebilir. 

 ÇalıĢmamızda, kadmiyumun metal detoksifikasyon sisteminde önemli rolü olan 

metallotiyonein miktarı üzerine etkisine bakıldığında, MT miktarının beklentilerimizde 

olduğu gibi konsantrasyon artıĢına bağlı olarak önemli düzeyde arttığı görülmektedir. 

Yüksek konsantrasyonlarda MT miktarında görülen bu artıĢ, metallotiyoneinlerin metal 

iyonlarını tutarak hücresel hasarı engellemedeki koruyucu rolünü ortaya koymaktadır. 

Bu konu ile ilgili daha önce yapılmıĢ bazı çalıĢmalarda bulgularımızı destekler 

niteliktedir. Serra ve arkadaĢlarının [171], kadmiyum etkisine bıraktıkları Scapharca 

inaequivalvis türü deniztarağının çeĢitli dokularında Cd düzeyini ve metal bağlayıcı 

proteinleri araĢtırdıkları bir çalıĢmada, Cd‟nin özellikle böbrek, solungaç, kas ve kan 

gibi dokularda biriktiği ve Cd‟nin dokularda metal bağlayıcı proteinlere bağlandığı 

belirlenmiĢtir. Halichoerus grypus‟un (fok) lökositlerini in vitro koĢullarda çinko ve 

kadmiyumun etkisine maruz bırakarak MT‟lerin indüksiyonunun araĢtırıldığı bir 

çalıĢmada ise, araĢtırıcılar in vitro Zn ve Cd etkisinde lökositlerde iki farklı MT 

izoformunun (MT1 ve MT2) sentezinin meydana geldiğini ve metallerin 

regülasyonunda bu proteinlerin önemli roller üstlendiğini belirtmiĢlerdir [159].  

 Farklı konsantrasyonlarda kurĢuna 96 saat süreyle maruz kalan iribaĢlarda ise 

biyobelirteç olarak seçilen enzimlerden glutatyon S-transferaz (GST) aktivitesinde 

Avrupa Birliği içme suları yönetmeliğine göre Pb için kabul edilebilir konsantrasyon 

olan 0.01 mg/L dıĢındaki diğer konsantrasyonlarda önemli artıĢlar saptandı (p<0.01). 

Ayrıca, AChE aktivitesinin konsantrasyon artıĢı ile paralel olmasa da, önemli düzeyde 

inhibe olduğu belirlendi (p<0.01).  Glutatyon redüktaz (GR) aktivitesinin 12.3 mg/L 

(LC50/10) ve 0.01 mg/L (AB değeri) konsantrasyonlarında önemli oranda inhibe olduğu 

(p<0.05 ve p<0.01) daha yüksek konsantrasyonlarda ise kontrol grubuna yaklaĢan bir 

eğilim gösterdiği belirlendi. Glutatyon peroksidaz (GPx) enziminde ise konsantrasyon 

ile iliĢkili bir inhibisyon söz konusu olup sadece LC50 değerinde görülen inhibisyon 

önemli bulundu. Karboksilesteraz (CaE) ve katalaz (CAT) aktivitelerinde ise çeĢitli 

değiĢimler görülmesine rağmen, bu değiĢimlerin önemli düzeyde olmadığı belirlendi. 
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Bundan önce yapılan çalıĢmalarda pestisitler, metaller ve deterjanlar gibi çevresel 

kirleticilere maruz kalan organizmalarda AChE aktivitesinin inhibisyona uğradığı rapor 

edilmiĢtir [77]. Özellikle organofosforlu ve karbamatlı pestisitler için sinir sistemi 

AChE enziminin hedef olduğu bilinmektedir [66,77]. Diğer taraftan, sinir sisteminin 

kurĢun içinde öncelikli hedef olduğu ve dolayısıyla kolinerjik sistemi etkilediği 

bilinmektedir [172,173]. Bu çalıĢmada, artan Pb konsantrasyonlarına bağlı olarak AChE 

aktivitesinde görülen inhibisyon, kurĢunun X. laevis iribaĢları için nörotoksik bir metal 

olduğunu göstermektedir. ÇeĢitli ksenobiyotiklerin etkilerinin belirlenmesinde GST‟nin 

kullanıĢlı bir biyokimyasal belirteç olduğu birçok çalıĢmada gösterilmiĢtir. GST 

aktivitesinin artıĢı, kirleticilerin neden olduğu strese organizmanın gösterdiği 

adaptasyon olarak değerlendirilmektedir [66]. Güngördü vd. tarafından yapılan bir 

çalıĢmada kurĢuna maruz kalan X. laevis iribaĢlarında Pb konsantrasyonu ile GST 

aktivitesi arasında pozitif bir iliĢki olduğu rapor edilmiĢtir [139]. Yaptığımız bu çalıĢma 

sonucu olarak, GR aktivitesinde Pb etkisine bağlı meydana gelen değiĢimler literatür 

kayıtları ile de uyuĢmaktadır. Antioksidan enzimlerin inhibisyonu subletal metal 

toksisitesinin potansiyel bir belirteci olarak düĢünülmektedir. GR aktif bölgesinde bir 

disülfid bağına sahiptir ve kurĢununda bu bağa affinitesi yüksektir. Bundan dolayı 

kurĢun GR enzimini inhibe edebilir. Böylece kurĢun toksisitesine maruz kalan X. laevis 

iribaĢlarında meydana gelen inhibisyon, GSSG‟nin redüksiyonunun engellenerek 

hücrelerin oksidatif hasara daha duyarlı hale geldiğini düĢündürmektedir.  Diğer 

taraftan, bazı çalıĢmalarda GR aktivitesi üzerine metallerin herhangi bir etkisinin 

olmadığı da bildirilmektedir [174,175]. Bu çalıĢmada en yüksek kurĢun konsantrasyonu 

uygulaması ile iribaĢlarda görülen GPx inhibisyonunun metabolik bir baskılanmaya 

uğradığı veya Pb‟un enzimin aktif bölgesine bağlanması nedeniyle bu inhibisyonun 

gerçekleĢtiği düĢünülebilir. Literatürde de GPx‟in aktive olmak için selenyuma ihtiyaç 

duyduğu ve kurĢun ve selenyumun bir kompleks oluĢturduğu durumlarda enzimin 

inhibe olabileceği rapor edilmiĢtir [174]. Bu durum bizim çalıĢma sonuçlarımızı 

destekler niteliktedir.  Diğer enzimlerle karĢılaĢtırıldığında CAT aktivitesinde meydana 

gelen kısmi değiĢimler, bu enzimin Pb için öncelikli hedef olmadığını veya enzimin 

aktivasyonu için gerekli olan serbest oksijen radikallerinin diğer antioksidan enzimler 

tarafından elimine edildiğini akla getirmektedir. Bu bağlamda Labrot vd. tarafından 

yapılan bir çalıĢmada, Brachydanio rerio, Corbicula sp. ve Eisenia fetida kurĢuna 

maruz bırakıldıktan sonra CAT aktivitesinin Corbicula sp.‟de düĢtüğü, Eisenia fetida’da 

düĢtüğü ancak bu düĢüĢün çok az düzeyde olduğu ve Brachydanio rerio‟da ise CAT 
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aktivitesinin düĢük konsantrasyonlarda azaldığı yüksek konsantrasyonlarda ise arttığı 

rapor edilmiĢtir [176]. Bu çalıĢmada X. laevis iribaĢlarında CaE aktivitesinde meydana 

gelen değiĢimler ise Güngördü vd. tarafından X. laevis iribaĢlarında yapılmıĢ bir çalıĢma 

ile de paralellik göstermektedir [139]. 

Metallotiyonein miktarı üzerine kurĢunun etkisi incelendiğinde ise, artan kurĢun 

uygulama konsantrasyonları ile paralel olarak MT miktarının da arttığı ancak en yüksek 

maruz kalınan konsantrasyon ile birlikte MT miktarında kısmen bir azalıĢ olduğu Ģekil 

5.1‟ de görülmektedir. Bu durum iribaĢlarda toksik etkiye bağlı olarak genel protein 

sentezi inhibisyonunun bir sonucu olabilir. Daha önce farklı organizmalar üzerinde 

yapılmıĢ benzer çalıĢmalarda bulgularımızı destekler niteliktedir. Örneğin, Lampito 

mauritii türü toprak solucanlarında Pb ve Zn‟nin doku metallotiyonein düzeyleri üzerine 

etkisinin araĢtırıldığı bir çalıĢmada, çinko ve kurĢun ile kontamine olmuĢ toprakda 

yaĢayan solucanlarda doku metallotiyonein düzeyinde önemli bir artıĢ gözlenmiĢtir 

[177]. Yapılan baĢka bir çalıĢmada ise Perca fluviatilis türü balıklarda MT miktarının 

kurĢun konsantrasyonu ile iliĢkili olarak arttığı rapor edilmiĢtir [178].  

 Bakırın 96 saatlik test sonucu 46. evredeki iribaĢlarda biyobelirteç olarak seçilen 

enzimler üzerindeki etkisi incelendiğinde, 0.01 mg/L ve LC50/10 değerlerinde Cu 

uygulamasının Cd ve Pb uygulamalarından farklı olarak, GST aktivitesinde inhibisyona 

neden olduğu görülmektedir. 0.085 mg/L (LC50/10) ve 0.425 mg/L (LC50/2) Cu 

uygulamalarının AChE, GR, CaE ve CAT enzim aktivitelerinde artıĢa, ancak en yüksek 

Cu konsantrasyonun bu enzimlerde inhibisyona neden olduğu gözlenmiĢtir. Bu durum 

yüksek konsantrasyonda metal maruziyetinin ortaya çıkardığı genel bir toksik etki ile 

iliĢkilendirilebilir. Oysaki Cu‟ın özellikle AChE enzim aktivasyonu için önemli bir 

kofaktör olduğu bilinmektedir.  GPx aktivitesinin de özellikle LC50 değerinde Cu 

uygulaması ile baskılandığı görülmektedir. AChE, GR, CaE ve CAT enzimlerinde genel 

olarak görülen aktivite kaybının iribaĢların ölüm periyoduna girmeleri nedeniyle protein 

sentezinin baskılanmasının bir sonucu olarak meydana geldiği düĢünülebilir. Yapılan 

çeĢitli çalıĢmalardan elde edilen sonuçlar ile verilerimiz benzerlik göstermektedir. 

Örneğin, uzun süreli subletal Cu konsantrasyonuna maruz kalan Sparus aurata‟nın 

beyin AChE aktivitesinin önemli düzeyde arttığı bildirilmiĢtir [179]. Yine Monodonta 

lineata ve Nucella lapillus türü iki gastropod ile yapılan bir çalıĢmada, her iki türde Cu 

uygulamasının AChE aktivitesi üzerinde herhangi bir etkiye neden olmadığı, N. lapilus 

türünde Cu uygulamasının GST aktivitesini inhibe ettiği, M. lineata türünde ise 60 µg/L 

Cu uygulamasının dahi GST aktivitesini etkilemediği bildirilmiĢtir [170]. Bakır 
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uygulamasına bağlı olarak CaE aktivitesinde görülen eğilim daha önce 

laboratuvarımızda yapılan diğer bir çalıĢma ile de benzerlik göstermektedir [139].  

Cu‟ın bir tatlı su midyesi olan Anodonta anatina üzerine etkisinin değerlendirdiği bir 

çalıĢmada CAT, GR, SOD ve GPx aktivitelerinin düĢük konsantrasyonlarda arttığı, 

ancak Cu hasarı nedeniyle protein sentez kapasitesinin engellendiği ve böylece enzim 

aktivitelerinin doku ağırlığına ve Cu konsantrasyonuna bağlı olarak baskılandığı 

gözlemlenmiĢtir [180]. Tüm bu çalıĢma sonuçları X. laevis üzerine Cu‟ın yol açtığı 

toksisiteye bağlı hasarı destekler niteliktedir. 

 Bakıra maruz kalan X. laevis iribaĢlarında MT miktarının hem Cd hem de Pb 

uygulamalarına benzer Ģekilde konsantrasyon artıĢı ile doğrusal olarak arttığı 

görülmektedir. Ancak bakırın neden olduğu artıĢ kadmiyum ve kurĢuna maruz kalan 

iribaĢlarda görülen artıĢa göre kontrol grupları ile karĢılaĢtırıldığında daha düĢük 

düzeydedir (ġekil 5.1). Bakır uygulamasında MT miktarındaki artıĢın diğer metal 

uygulamaları sonucu gözlenen MT miktarı artıĢına göre daha az düzeyde olması, 

bakırın iz element olarak çeĢitli biyolojik süreçlere katılmasına bağlı olarak belirli bir 

hücresel konsantrasyona eriĢtikten sonra toksik etkiye neden olduğunu akla 

getirmektedir.   

 

 

    ġekil 5.1. 96 saatlik Cd, Pb ve Cu uygulamalarının MT miktarına etkisi. 
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 ÇalıĢmamızda elde ettiğimiz veriler ile literatür verileri karĢılaĢtırıldığında, 

sonuçlarımızın literatür ile benzerlik gösterdiği görülmektedir. Cooper vd. [124] 

tarafından yapılan bir çalıĢmada bir nehre giren farklı akarsulardan alınan Rana 

catesbeiana türü kurbağalarda karaciğer metallotiyonein düzeyi iki bölgede Cu içeriği 

ile, bir bölgede ise Cd içeriği ile pozitif korelasyon göstermiĢtir. Yine yapılan baĢka bir 

çalıĢmada, doğal ortamlarından alınan balıkların karaciğer MT konsantrasyonu ile Cu 

maruziyeti arasında doğrusal bir iliĢki olduğu rapor edilmiĢtir [135]. AraĢtırmacıların 

ergin Rana ridibunda türü kurbağaları 5, 15 ve 30 gün süresince Cu‟ın 50 ve 100 mg/L 

konsantrasyonlarına maruz bıraktıkları bir çalıĢmada, en yüksek metal düzeyi 30 gün 

süreyle 100 mg/L Cu‟a maruz kalma sonucunda böbreklerde belirlenmiĢtir. Bu durum,  

karaciğerde aĢırı miktarda bakır birikmesinden sonra, böbreklerin Cu 

detoksifikasyonunda ikinci bir yol gibi davrandığını göstermiĢtir. Aynı çalıĢmada 

karaciğer MT düzeylerinin ise 5. ve 15. günlerde Cu konsantrasyonunun artıĢı ile 

birlikte arttığı belirlenmiĢtir. Ancak araĢtırmanın sonunda MT düzeyinde bir azalıĢ 

görülmüĢtür [147]. 

 ÇalıĢmamızda bütün metal karıĢımlarının biyokimyasal belirteçler üzerine 

etkileri değerlendirilirken, hem 96 saatlik hem de 24 saatlik çalıĢmalar ile ilgili bulgular 

birlikte ele alınmıĢtır.  

 Bu çalıĢmada, kurĢun ve kadmiyumun LC50/2 değerlerinin karıĢımı dıĢında 

bütün metallerin ikili ve üçlü kombinasyonlarında, LC50/2 ve LC50 değerlerinin 

karıĢımlarına maruz kalan iribaĢların hepsinin öldüğü görülmektedir. Bu da metallerin 

LC50 ve LC50/2 değerleri karıĢımlarının öldürücü etki düzeyinin, tek baĢlarına metallerin 

belirtilen konsantrasyonlarının öldürücü etki düzeylerinden yüksek olduğunun bir 

göstergesidir.  Ayrıca 96 saat süreyle metal karıĢımlarına maruz kalan iribaĢlarda 

belirlenen enzim aktiviteleri ve MT miktarı üzerine olan etkileri incelendiğinde, 

metallerin her birinin tek baĢına düĢük konsantrasyonlarına maruz kalan gruplarda 

enzimlerin çoğunda çok önemli değiĢimler gözlenmemiĢtir. Ancak düĢük 

konsantrasyonlarda metal karıĢımı uygulanan gruplarda ise önemli düzeyde aktivite 

değiĢimleri belirlenmiĢtir. Sucul ekosistemlerde kirleticiler genelde birçok toksik 

etmenin karıĢımlar halinde bulunması nedeniyle bir toksik etkiye yol açabilir. Bu 

durumda bir kirletici kaynaktan gelen birçok farklı metal düĢük konsantrasyonlarda dahi 

ekosisteme giriĢ yaparsa, tek baĢlarına ancak daha yüksek konsantrasyonlardaki toksik 

etkilerine göre önemli toksisite artıĢına yol açabiliceğini düĢünebiliriz. Bu nedenle bu 

çalıĢmada esas olarak metal karıĢımlarının her birinin AB mevzuatına göre kabul 
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edilebilir sınır değerlerininde birlikte (karıĢım halinde) olası toksik etkilerinin 

saptanması amaçlanmıĢtır.    

 DüĢük konsantrasyonlardaki kadmiyum ve bakır karıĢımına 96 saat süreyle 

maruz kalan iribaĢlarda GST aktivitesindeki artıĢ ile birlikte GR ve CAT aktivitelerinde 

bir azalma görülürken, diğer enzim aktivitelerinde önemli bir değiĢim görülmemektedir. 

Buna karĢın, 24 saat süreyle Cd+Cu karıĢımının yüksek konsantrasyonlarının 

uygulandığı gruplarda GST aktivitesinde önce artıĢ, sonra azalıĢ; CaE ve GR 

aktivitelerinde baskılanma; AChE aktivitesinde ise artıĢ belirlendi.  Metallerin tek 

baĢlarına etkileri göz önünde bulundurulduğunda, Cd+Cu karıĢımının düĢük 

konsantrasyonlarına maruz kalan iribaĢlarda enzim aktivitelerinin kısmen daha fazla 

etkilendiği görülmektedir. Verilerimiz doğrultusunda enzim aktivitelerinde görülen 

değiĢimlerin tek baĢına Cd uygulamasından daha çok Cu uygulamasına benzediğini ve 

X. laevis iribaĢları için bakırın kadmiyum ile birlikte uygulanmasının, Cu‟a olan 

duyarlılığı ve toksik etkiyi arttırdığını söyleyebiliriz.  

 ĠribaĢlarda Pb ve Cu karıĢımı uygulamasına bağlı olarak 96 saat süreyle 

metallerin düĢük konsantrasyonlarının karıĢımına maruz kalma sonucunda GST, GR, 

GPx ve CAT aktivitelerinde, 24 saat süreyle yüksek konsantrasyonlarının karıĢımına 

maruz kalma sonucunda ise GST, GR ve CAT aktivitelerinde artıĢ belirlenmiĢtir. Buna 

karĢın 96 saat süreyle metal karıĢımının düĢük konsantrasyonlarına maruz kalan 

bireylerde CaE ve AChE aktivitelerinde inhibisyon belirlenmesine rağmen, yüksek 

konsantrasyonlara 24 saat süreyle maruz kalan iribaĢlarda önemli bir değiĢim 

görülmemektedir. Bunun yanı sıra, 0.01 mg/L Pb (AB değeri) ve 0.01 mg/L Cu 

konsantrasyonlarının tek baĢlarına enzimleri etkilemediği ancak bu metallerin karıĢım 

halinde GST, AChE, GPx ve CAT enzimlerinde önemli düzeyde değiĢimlere neden 

olduğu gözlenmiĢtir. Ayrıca bu metallerin enzimler üzerinde tek baĢlarına 

oluĢturdukları etkiler ile karıĢım halinde oluĢturdukları etkiler, AChE enzimi dıĢında 

benzer bir eğilim göstermektedir. Tek baĢına bakır AChE aktivitesinde artıĢa, tek baĢına 

kurĢun ise inhibisyona neden olurken, bu metallerin karıĢımı özellikle düĢük 

konsantrasyonlarda inhibisyona neden olmuĢtur (ġekil 5.2). Bu doğrultuda Pb ve Cu 

karıĢımının düĢük konsantrasyonlarda bile yüksek toksik etkiye neden olduğu, ancak 

kurĢunun neden olduğu AChE inhibisyonunun Cu‟ın antagonistik etkisi nedeniyle 

kısmen azaldığı düĢünülmektedir.  
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ġekil 5.2. 96 saatlik düĢük konsantrasyonlardaki Pb, Cu ve Pb+Cu uygulamalarının 

AChE aktivitesi üzerine etkisi. 

 

 KurĢun ve kadmiyumun LC50/2, LC50/10 ve AB mevzuatı değerleri karıĢımlarına 

96 saat süreyle maruz kalan X. laevis iribaĢlarında görülen enzimatik değiĢimlerin, 

metallerin tek baĢlarına neden oldukları enzimatik değiĢimlerden farklı bir eğilim 

gösterdiği belirlenmiĢtir. Metallerin AB mevzuatına göre içme sularında kabul edilebilir 

düzeyde bulunmasına izin verilen konsantrasyonlarının tek baĢlarına uygulanması 

sonucunda belirlenen enzimlerin çok fazla etkilemediği, ancak karıĢım halinde 

uygulandıklarında GST, GR ve AChE aktivitesinde artıĢa neden oldukları gözlenmiĢtir.  

Her iki metal ayrı ayrı uygulandığında CaE aktivitesinde önemli değiĢimlere yol 

açmamıĢ ancak karıĢım halinde konsantrasyon artıĢı ile paralel olarak enzim 

aktivitesinin artmasına neden olmuĢlardır. AChE aktivitesinin ise Cd etkisinde çok fazla 

değiĢmediği, Pb etkisinde baskılandığı ve Pb+Cd etkisinde ise önce aktive olduğu daha 

sonra ise inhibe olduğu görülmektedir. Bunun dıĢında, GPx aktivitesinin tek baĢına 

Pb‟na maruz kalan hayvanlarda LC50/2 değeri ve daha düĢük konsantrasyonlarında 

kısmen inhibe olmasına karĢın, tek baĢına Cd etkisinde indüklendiği belirlenmiĢtir. 

Pb+Cd karıĢımında ise GPx aktivitesinde önemli bir değiĢim görülmemektedir. Bu 

durum ise metallere karıĢım halinde maruz kalmanın X. laevis‟de antogonist bir etkiye 

neden olabileceğini akla getirmektedir.   Diğer taraftan, ayrı ayrı metal uygulamalarında 

CAT aktivitesinde artıĢ gözlenirken, metallerin LC50/2 değerleri karıĢımının 24 saatlik 

uygulama sonucunda enzim aktivitesini arttırdığı, buna karĢın 96 saatlik uygulamada ise 

aktivitenin önemli düzeyde inhibe olduğu gözlenmiĢtir (ġekil 5.3). Bunun da enzimlerin 
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akut ve subakut maruziyette farklı yanıtlar vermesinin bir sonucu olarak meydana 

geldiği ve CAT aktivitesinin baskılanması sonucu serbest radikallerin birikimi 

nedeniyle bir toksik hasarın ortaya çıkabileceğini düĢündürmektedir.   

 

 

ġekil 5.3. Pb ile Cd‟un LC50/2 değerlerinin tek baĢına ve karıĢım halinde CAT aktivitesi 

üzerine etkisi. 

 

 Metallerin AB mevzuatı sınır değerleri ve LC50/10 değerlerinin üçlü karıĢımına 

96 saat süreyle maruz bırakılan X. laevis iribaĢlarında özelikle GST, CaE, GR ve CAT 

aktivitelerinin önemli düzeyde arttığı saptanmıĢtır. Ancak daha önceden de bahsedildiği 

gibi, özellikle metallerin tek baĢına AB sınır değerleri konsantrasyonları genel olarak 

enzimler üzerinde önemli bir değiĢime yol açmamıĢtır. Özellikle 96 saatlik metal 

uygulama grupları kendi içinde değerlendirildiğinde kontrol gruplarına kıyasla düĢük 

konsantrasyonların karıĢımında görülen GST aktivitesindeki artıĢ oranı, metallerin bu 

konsantrasyonlarının tek baĢlarına uygulamalarında görülen artıĢ oranından çok daha 

yüksek olduğu gözlenmiĢtir (ġekil 5.4). Bu da metallerin tek baĢlarına oluĢturdukları 

etkilere göre ortamda karıĢım Ģeklinde bulunduklarında çok daha toksik olduklarının bir 

göstergesi olarak düĢünülebilir. Bu durum çeĢitli ülkelerde içme ve kullanım sularında 

mevcudiyeti sınır değerleri aĢmadığı sürece metallerin sınır değerlerde, ancak karıĢım 

halinde olduğunda sağlık bakımından önemli bir risk oluĢturabileceğinin bir 

göstergesidir. Metallerin tek baĢlarına enzimler üzerindeki etkileri göz önünde 

bulundurulduğunda, karıĢım halinde iken birbirleri ile etkileĢime girerek ya da 

birbirlerinin antogonisti olarak davranmalarının bir sonucu olarak risk oluĢturabileceği 
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sonucunu çıkarabiliriz. Metallerin üçlü karıĢımına 24 saat süreyle maruz bırakılan 

iribaĢlarda, özellikle en yüksek konsantrasyon olan LC50 karıĢımlarının enzimlerin 

çoğunda aktivite kaybına yol açtığı gözlenmektedir. Burada yüksek konsantrasyondaki 

metal karıĢımının metabolik baskılanmaya neden olarak protein sentezini 

engellemesinden ve akut düzeyde sucul ekosistemlerin kirlenmesinin hemen ardından, 

ortamdaki metal konsantrasyonu seyrelmeye uğramadan önce önemli bir risk unsuru 

olabileceği de değerlendirilmelidir. 

    

ġekil 5.4. 96 saatlik Cd, Pb, Cu ve karıĢımları uygulamasının GST aktivitesine etkisi. 

 

 Her üç metalin farklı konsantrasyonlardaki karıĢımlarına maruz kalan iribaĢlarda 

MT miktarındaki değiĢimlere bakıldığında, 96 saatlik uygulama sonucunda metallerin 

AB mevzuatı tarafından kabul edilebilir sınır değerlerinin MT miktarında önemli bir 

değiĢime neden olmadığı görülmektedir. Bu da metal toksisitesi sonucu MT 

indüksiyonunun gerçekleĢmesi için daha yüksek metal konsantrasyonlarının gerektiğini 

akla getirmektedir. Ancak kadmiyum ve bakır karıĢımı dıĢındaki karıĢımlarda,  metal 

konsantrasyonunun artıĢı ile birlikte MT miktarında artıĢlar olduğu görülmüĢtür. 

Metallerin yüksek konsantrasyonlarına 24 saat süreyle maruz kalan iribaĢlarda ise MT 

miktarının önemli düzeyde arttığı belirlenmiĢtir. Bu veriler MT sentezinin artması için 

hücrelerin belirli bir metal konsantrasyonuna ulaĢması sonucu olarak MT sentezinin 

arttığı ve MT miktarındaki artıĢın bir savunma mekanizması gibi iĢlediğini 

düĢündürmektedir. Bir bakıma bunu MT aracılığı ile gerçekleĢen ve bir immün sistem 
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veya biyotransformasyon sistemi gibi görev yapan bir koruma mekanizmasına 

benzetebiliriz. Yapılan elektroforez çalıĢmalarında da 24 saatlik uygulamalardan elde 

edilen görüntülerdeki protein bantlarının 96 saatlik uygulamalardan elde edilenlerden 

daha belirgin olduğu da görülmektedir.  

  ÇalıĢmamızda metal karıĢımları uygulamaları sonucu elde ettiğimiz veriler ile 

doğrudan iliĢkilendirilebilecek literatür verisi sınırlı sayıda olmakla birlikte, farklı 

biyoindikatör türlerin, biyokimyasal belirteçlerin ve metal karıĢımlarının kullanıldığı 

çok sayıda çalıĢma mevcuttur. Literatürdeki bu çalıĢmalar elde ettiğimiz veriler ile 

büyük oranda benzerlikler göstermektedir. Bu konuda yapılan bir çalıĢmada, 

kullanılmayan bir uranyum maden ocağı gölcüğünden ve referans olarak seçilen 

bölgeden alınan su örneklerindeki metal içeriği ile her iki bölgeden alınan Pelophylax 

perezi türü kurbağaların çeĢitli doku ve organlarındaki GST, CAT, GR, GPx, LDH 

aktiviteleri ile lipid peroksidasyon düzeyleri karĢılaĢtırılmıĢtır. AraĢtırmacılar metallerin 

maden ocağı gölcüğünden alınan örneklerin dokularında yüksek konsantrasyonlarda 

olduğunu özellikle de uranyumun referans bölgedeki örneklere göre 1350 kat daha fazla 

olduğunu saptamıĢlardır. Maden ocağı gölcüğünden alınan kurbağaların karaciğer 

dıĢındaki bütün organlarında total GPx aktivitesinde bir artıĢ belirlenmiĢtir. Ancak 

akciğerde CAT enziminin önemli düzeyde baskılanmasının muhtemel bir sonucu olarak 

GPx aktivitesindeki artıĢın sadece akciğerde önemli düzeyde olduğu rapor edilmiĢtir 

[126]. Fenoglio vd. [127]  iki farklı bölgeden aldıkları Rana esculenta türü kurbağalarda 

kirliliğe bağlı olarak bazı enzim aktivitelerindeki değiĢimleri araĢtırılmıĢtır. 

AraĢtırmacılar tarafından referans bölgeye göre kirli olduğu düĢünülen bölgedeki 

kurbağalarda asit fosfataz, NOS bağımlı nikotinamid adenin dinükleotid fosfataz, 

katalaz enzim aktivitelerinin ve indüklenebilir NOS düzeyinin arttığı rapor edilmiĢtir. 

Özmen ve arkadaĢları tarafından yapılan bir baĢka çalıĢmada Karakaya Baraj Gölünden 

yakalanan balıkların dokularında kadmiyum, kurĢun ve bakır gibi metallerin biriktiği 

saptanmıĢtır. Ayrıca GST, CaE, AST, LDH ve ASP aktivitelerinin kirlilik düzeyine ve 

lokasyonlara göre önemli düzeyde değiĢtiği bildirilmiĢtir [137]. O. niloticus‟un Zn, Cd 

ve Zn+Cd karıĢımına maruz bırakılması sonucu maruz kalma süresi ve ortam 

deriĢiminin artıĢıyla ChE aktivitesinde azalma, CAT, G6PD, ALT, AST, ALP, LDH ve 

LP aktivitesinde artıĢ rapor edilmiĢtir. Ġncelenen bütün biyokimyasal belirteçler üzerine 

metallerin etkisinin düĢük deriĢimlere oranla yüksek deriĢimlerde daha fazla ve bu 

etkilerin Zn+Cd>Cd>Zn Ģeklinde olduğu saptanmıĢtır [148]. BaĢka bir çalıĢmada 

çevresel ve endüstriyel atıklarla kirlenmiĢ Nil nehrinin bazı bölgelerinden yakalanan 
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O. niloticus‟un karaciğer ve böbrek dokularındaki GR, GST ve GPx aktivitesinin 

kirlenmiĢ bölgelerdeki balıklarda kontrol grubu balıklarına oranla daha yüksek olduğu 

gözlenmiĢtir [134]. Kostaropoulos vd. [145] tarafından kadmiyum ve kromun Rana 

ridibunda‟nın çeĢitli dokularındaki Cr ya da Cr+Cd karıĢımının kurbağalarda karaciğer 

GST ve P450-MO ile böbrek GST aktivitelerinde bir azalıĢa neden olduğunu ve hem 

GST hem de P450-MO aktiviteleri ile metal karıĢımına maruz kalan bireylerin 

karaciğerindeki her iki metalin konsantrasyonu arasında negatif bir korelasyon 

olduğunu rapor etmiĢlerdir. Yapılan bir baĢka çalıĢmada ise, O. niloticus türü balıklar 

Zn, Cu ve Zn+Cu etkisine maruz bırakıldığında balık ölümlerinin bakır ve çinkoya 

oranla çinko+bakır karıĢımının etkisinde daha fazla olduğunu bildirmiĢlerdir [149]. 

Arjantin‟in Ushuaia koyundan referans olarak seçilen bir bölge ile farklı düzeyde 

kontamine olmuĢ dört bölgeden alınan sediment örneklerinde lokal amfipodların 

(Gammarid: Paramorea)  biyolojik yanıtları ve sediment metal konsantrasyonları 

araĢtırılmıĢtır. En fazla etkilenen alanlardan alınan sediment örneklerine maruz 

bırakılan amfipodlarda AChE aktivitesinde inhibisyon, GST aktivitesinde ise aktivasyon 

gözlenmiĢtir. Organizmaların biyolojik yanıtları ile sediment metal konsantrasyonu ve 

ötrofikasyon düzeyini iliĢkilendirmek için temel bileĢen analizi yapılmıĢtır.  Cd ve Cr 

düzeyi ile AChE inhibisyonu ve GST‟deki artıĢ arasında bir iliĢki saptanmıĢtır. CAT 

aktivitesi ve lipid peroksidasyon düzeyinde çoğu sediment örneğinde artıĢ gözlenmiĢtir, 

ancak bu artıĢın kirletici konsantrasyonları ile doğru orantılı olmadığı saptanmıĢtır 

[181]. Lopes vd. [131] tarafından bakır madeni atıkları ile kirlenmiĢ bir nehirdeki 

Leuciscus alburnoides türü balıklarda metal kirliliğinin değerlendirildiği bir çalıĢmada, 

mevsimsel olarak GST aktivitesi, karaciğer dokusunda çeĢitli metallerin düzeyi ve 

suyun fiziko-kimyasal parametreleri ölçülmüĢtür. Kontrol alanı ile karĢılaĢtırıldığında 

suda sülfat, Mg, Mn, Fe ve Cu düzeyi ile balıklarda hepatik Cu ve Se düzeyinin yüksek 

belirlendiği alanda GST aktivitesi kontrol alanından önemli düzeyde yüksek 

bulunmuĢtur. GST aktivitesindeki artıĢ, bu elementlerin yüksek konsantrasyonlarına 

devamlı maruz kalma sonucu balıkların metabolik adaptasyonu ile iliĢkilendirilmiĢtir. 

Yapılan benzer bir çalıĢmada ise Güneybatı Fransa‟da beĢ nehrin kirlilik düzeyini 

izlendiği bir çalıĢmada kirliliğin Leuciscus cephalus türü balıklar üzerindeki etkisi 

araĢtırılmıĢtır. AraĢtırmacılar karaciğer GST ve beyin AChE aktivitelerinin, metal 

bakımından kirli olduğu önceden belirlenmiĢ bir alanda kontrol alanı olarak seçilen 

gölden önemli düzeyde düĢük olduğu bildirilmiĢtir [132]. Kamel ve arkadaĢları [73] 

tarafından yapılan bir çalıĢmada, Tunus‟un kıyı kesimlerine deĢarj edilen iĢlenmiĢ 
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kentsel atıkların %0, %1, %3 ve %10‟luk atık konsantrasyonlarına 7 ve 14 gün süre ile 

maruz bırakılan Ruditapes decussatus türü midyelerin sindirim bezinde önemli düzeyde 

Cu, Cd ve Zn birikimi ve önemli biyokimyasal değiĢimler gözlemlenmiĢtir. Kentsel 

atıkların artan konsantrasyonlarına bağlı olarak midyelerin hem sindirim bezi hem de 

solungaçlarındaki CAT aktivitesi, lipid peroksidasyon düzeyleri ve MT düzeyleri 

indüklenmiĢ, AChE aktivitesi ise inhibe olmuĢtur. Sonuç olarak araĢtırmacılar, 

Ruditapes decussatus’un solungaç ve sindirim bezi CAT, GST, AChE aktiviteleri ile 

MT ve lipid peroksidasyon düzeylerinin, sucul ekosistemler üzerine antropojenik 

kirleticilerin, özellikle de kompleks atıkların etkilerinin izlenmesinde duyarlı ve 

kullanıĢlı biyobelirteçler olduğunu önermiĢlerdir. BaĢka bir çalıĢmada ise krom ve 

krom+kadmiyum karıĢımının etkisine maruz bırakılan Rana ridibunda türü 

kurbağalarda, MT sentezinin Cr+Cd karıĢımında kontrol grubuna oranla 2-6 katlık artıĢ 

gösterdiğini saptamıĢtır [117]. Cooper ve Fortin [124], yoğun bir Ģekilde tarım yapılan 

bir nehrin kıyı Ģeridi boyunca gübrelemeye bağlı olarak oluĢan metal kirliliğinin 

nehirden toplanan boğa kurbağaları (Rana catesbeiana) üzerindeki etkisini 

incelemiĢlerdir. AraĢtırıcılar karaciğer metallotiyonein içeriğinde nehre giren farklı 

akarsulardan alınan kurbağalar arasında önemli bir farklılık gözlemlenmediğini, 

metallotiyonein düzeyinin iki bölgede Cu içeriği ile, bir bölgede ise Cd içeriği ile 

korelasyon gösterdiğini rapor etmiĢlerdir.   

 ÇalıĢmamızın sonuçları, insan aktiviteleri sonucu çeĢitli Ģekillerde çevreye 

verilen metallerin 46. evredeki X. laevis iribaĢlarında toksik potansiyele sahip olduğunu 

göstermiĢtir. Bu durum test organizmasının geliĢim evresinde, özellikle organogenez 

esnasında düĢük konsantrasyonlarda dahi metallerin ortamda bir karıĢım halinde 

bulunduklarında yüksek toksisite riski taĢıyabileceklerinin bir göstergesi olabilir. Ayrıca 

çalıĢma sonuçları X. laevis iribaĢlarının metal toksisitesinin belirlenmesi için uygun bir 

biyoindikatör tür ve seçilen biyobelirteçlerden özellikle GST, AChE, GR, CAT ve 

MT‟nin bu amaçla kullanıĢlı biyokimyasal belirteçler olduğunu ortaya koymaktadır. 

 ÇalıĢma verilerimizden yola çıkarak, doğal habitatları toksik maddeler ile 

kirletildiğinden, son zamanlarda populasyonlarında bir azalma görülen amfibiler ile 

ilgili olarak bu kirleticilerin tek baĢlarına etkilerinden çok, karıĢım halindeki ve düĢük 

konsantrasyonlardaki etkilerinin belirlenmesinin çok daha önemli olduğu sonucunu 

doğurmaktadır.  
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