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ONUR SOZU

Doktora Tezi olarak sundugum “Kadmiyum, Kursun, Bakir ve
Kombinasyonlarimin Xenopus laevis Iribaslarinda Bazi Biyobelirtecler Uzerine
Etkileri” baslikli bu calismanin bilimsel ahlak ve geleneklere aykiri diisecek bir
yardima bagvurmaksizin tarafimdan yazildigin1 ve yararlandigim biitiin kaynaklarin
hem metin i¢inde hem de kaynakc¢ada yoOntemine uygun bi¢imde gosterilenlerden

olustugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.
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2012

Danisman: Prof. Dr. Murat OZMEN

Bu calismada, kadmiyum (Cd), kursun (Pb), bakir (Cu) ve bu metallerin
karisimlarinin Xenopus laevis iribaslar1 lizerine etkilerinin saptanmasi amaclandi. Bu
amagcla, secilen metallerin uygulama konsantrasyonlar1 Avrupa Birligi (AB) igme sulari
yonetmeliginde belirtilen kabul edilebilir sinir degerler ve 96 saatlik test sonucu elde
edilen ortalama o6ldiiriicii konsantrasyon (LCsg) degerlerine gore belirlendi. Buna gore,
46. evredeki Xenopus laevis iribaslar1 0.005 (AB degeri), 0.52 (LCs0/10), 2.59 (LCs0/2)
ve 5.18 mg/L (LCsp) Cd; 0.01 (AB degeri), 12.3 (LCs0/10), 61.53 (LCs0/2) ve 123.05
mg/L (LCsp degeri ) Pb; 0.01, 0.085 (LCs0/10), 0.425 (LCs0/2) ve 0.85 mg/L (LCsp) Cu
ve bu metallerin belirlenen konsantrasyonlarinin ikili karigimlarma (1:1) ve {gli
karisimina (1:1:1) 96 saatlik statik yenilemeli test sisteminde maruz birakildi. Bunun
disinda, metallerin 96 saatlik LCsy ve LCs0/2 degerleri karisimlarina 24 saat siiresince
maruz brrakildilar. Amfibi iribaslarinda metallerin, glutatyon S-transferaz (GST),
glutatyon rediiktaz (GR), asetilkolinesteraz (AChE), karboksilesteraz (CaE), glutatyon
peroksidaz (GPx), katalaz (CAT) enzimleri ve metallotiyonein (MT) miktar1 {izerine
etkileri saptandi.

Metallerin ve karigimlarinin 96 saatlik uygulamalar1 sonucunda, Pb ve Cd’un
LCso degerleri karisimimin ve Pb+Cu, Cd+Cu ve Pb+Cd+Cu karisimlarinda ise
metallerin LCsp Ve LCso/2 degerleri karisimlarinin biitiin iribaslar1 6ldirdiigi belirlendi.
Metallerin tek baslarma LCso/2 ve LCsq degerleri ile diisiik metal konsantrasyonlari
karisimlarinin  segilen biyobelirte¢ enzimleri 6nemli diizeyde etkiledigi ve MT
miktarinin konsantrasyonla iligkili olarak arttig1 saptandi. Metallerin 96 saatlik LCsg ve
LCs0/2 degerleri karisimlarina 24 saat siiresince maruz birakilan iribaslarda GST, GR ve
CAT enzimlerinin 6nemli diizeyde etkilendigi ve MT miktarinin 6nemli diizeyde arttig1
saptandi.

Arastirma sonuglar;, metallerin 46. evredeki X. laevis iribaslarinda toksik
potansiyele sahip oldugunu géstermistir. Ayrica, metallerin  karisim olarak
uygulandiklarinda, LCs¢/2 ve LCsy degerlerinden ¢ok daha diisiik konsantrasyonlarda
toksik etki gosterdigi belirlenmistir. Ayrica sonuglarimiz, X. laevis iribaslarmin sucul
ekosistemlerde, metal kirliliginin belirlenmesini amaglayan ¢aligmalar igin uygun bir
test organizmasi oldugunu ve segilen biyokimyasal belirteglerin de metal toksisitesini
1yi bir sekilde yansittigini gostermektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Kadmiyum, Kursun, Bakir, Metal Toksisitesi,
Xenopus laevis, Enzim.
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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 (LCsp). Given these, tadpoles in stage 46 were exposed to
0.005 (EU limit value), 0.52 (LCs0/10), 2.59 (LCs0/2) and 5.18 mg/L (LCs) Cd; 0.01
(EU limit value), 12.3 (LCs0/10), 61.53 (LCs0/2) and 123.05 mg/L (LCso) Pb; 0.01,
0.085 (LCs0/10), 0.425 (LCs0/2) and 0.85 mg/L (LCsp) 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 LCso/2 and LCso 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 LCsy value mixtures of Pb and Cd. Also, all tadpoles
died when exposed to LCs/2 or LCs value of metals in Pb+Cu, Cd+Cu and Pb+Cd+Cu
mixtures. The LCso/2 and LCsg 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 LCsy/2 or LCsg 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 LCso/2 or
LCso 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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SIMGELER VE KISALTMALAR

AB Avrupa Birligi

ACh Asetilkolin

AChE Asetilkolinesteraz

ACTI Asetilkolin iodid

ALP Alkalen fosfataz

ALT Alanin aminotransferaz

AST Aspartat aminotransferaz

ASTM Amerikan Standartlar1 Enstitiisii

BChE Biitirilkolinesteraz

BSA S1g1r serum alblimini

CaE Karboksilesteraz

CAT Katalaz

Cd Kadmiyum

CdCl, Kadmiyum kloriir

CDNB 1-kloro-2,4-dinitrobenzen

ChE Kolinesteraz

Cu Bakir

DSO Diinya Saglik Orgiitii

DTNB 5,5'-dithiobis (2-nitrobenzoik asit)

DTT Dithiothreitol

EDTA Etilendiamin tetraasetik asit

EROD 7-Etoksirezorufin-O-deetilaz

FETAX Frog Embryo Teratogenesis Assay-Xenopus
GR Glutatyon rediiktaz

GPx Glutatyon peroksidaz
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1. GIRIS

Insanoglu var oldugu giinden itibaren dogada distiinliik kurmaya yonelik
arayislar i¢ine girmis ve dogayr sinirsizca kullanarak cevre ile arasindaki dengenin
bozulmasina neden olmustur. Doga iizerinde yapmis oldugu tahribati ¢cok ge¢ fark eden
insanoglu, 19. ylizyilda ¢evre ile olan iliskilerinde bir¢cok sorunla kars1 karsiya kaldiktan
sonra doga ile uyum i¢inde yasamak zorunda oldugunu anlamistir. Cevrenin canli
yasamini etkileyecek sekilde bozulmasi kirlilik diizeyinin doganin kendini yenilenme
yeteneginin tlizerine ¢ikmasi ile baglamistir [1,2].

Insan aktivitelerinin artmas ile birlikte gevreye verilen kimyasallarin miktar1 da
artmaktadir. Bu kimyasallarin bir¢ogu ekosistemler ve organizmalar i¢in oldukc¢a
zararhdir [3]. Son ylizyilin en 6nemli sorunlarindan biri olan ¢evre kirliligi hizl
kentlesme, endiistriyel aktiviteler ve niifus artis1 sonucu giderek artig gostermektedir.
Cevre kirliligini olusturan temel unsurlar evsel, endiistriyel ve tarimsal atiklardir [4]. Bu
atiklar canlilar iizerinde dogrudan ya da dolayli bircok olumsuz etkiye neden olur.
Cansiz ¢evrede olusacak her tiirlii olumsuz degisim ise ekosistemin biitiiniinii etkiler ve
ekolojik dengenin bozulmasina neden olabilir [5]. Ekolojik dengeyi bozan ve bu
nedenle cevrede varligi istenmeyen ancak ¢evrede bulunurlugu her gecen giin artan
kirletici faktorlerden biri de metallerdir. Metallerden bir kismi yasam i¢in elzem
elementler iken, 6nemli bir boliimii de gevresel bir stres faktorii olabilir ve organizmalar
tizerinde ¢ok diisiik konsantrasyonlarda dahi olumsuz etkiye yol agabilir [6].

Sucul ekosistemlerdeki metal kirliligi diger biitiin insan kaynakli kimyasallardan
bir ka¢ bin yil 6nce baslamistir. Demir ve bronz ¢aglarinda siirli bir metal isletim
stireci olsa da, endiistri devrimi ile baslayan biiyiik Ol¢ekli madencilik ve maden
eritmenin hizla yayginlasmasi sonucu ekosistem metaller tarafindan da hizla
kirletilmeye baglanmistir [7]. Giliniimiizde de metaller endiistriyel tiretim, madencilik,
yanma lriinleri ve tarimsal pestisitler ile suya, havaya ve karasal ¢evreye verilmektedir
(Cizelge 1.1) [8]. Gelismis isletim siiregleri ve artan yasal diizenlemeler Bat1 Avrupa ve
Kuzey Amerika’da yayilmay: belli oranda sinirlamaktadir. Ancak endiistriyel igletim
siireglerinden ve maden ocaklarindan kaynaklanan metal kirliligi, diinyanin biiyiik

cogunlugunda devam etmektedir [7].



Cizelge 1.1. Bazi endiistri kaynaklarindan ¢evreye salinan baslica metaller [9].

Endiistri Kolu Cd Cr Cu Hg Pb Ni Sn Zn
Kagit Endiistrisi - + + + + + - -
Petrokimya + + - + + - + +
Klor-alkali Uretimi + + - + + - + +
Giibre Sanayi + + + + + + - +
Demir-Celik Sanayi + + + + + + + +
Enerji Uretimi + + + + + + + +
(Termik)

Cevreye birakilan kimyasallar, ekosistemin normal islevlerini kisa veya uzun
stireli olarak ve gecici ya da kalict sekilde degistirebilirler. Sonugta ekonomik, sosyal ve
cevresel kayiplara neden olurlar [10]. Bu potansiyel etkilerin en 6nemli sebepleri
metallerin, pestisitlerin ve diger kirlilik kaynaklarinin ¢ogunlukla bir hedef
seciciliklerinin olmamasidir. Cizelge 1.2°de ekosistem dengeleri lizerine olumsuz etkisi

olabilecek bazi kirlilik kaynaklar ve kirleticileri verilmistir.



Cizelge 1.2. Bazi kirlilik kaynaklar ve kirleticileri [11].

Kirlilik Kaynaklar: Kirleticiler
Kentsel ve Endiistriyel atiklar, Nitratlar, Fosfatlar, Metaller, Boyalar,
S1v1 Glibreler Fenoller, Diger organik kirleticiler ve Patojen

mikroorganizmalar

Pestisit Kullanimi Az veya Cok direncli bilesikler (organofosforlu
bilesikler, karbamatli bilesikler)

Endiistri Metaller, Hidrokarbonlar, Asitler, Solventler,
Radyoaktif maddeler vb.

Kentsel ve Endiistriyel Atmosferik Metaller, Dioksinler, Asitler vb.
Kirlilik Kaynakli Olarak

[Hidrokarbon Depolanan Alanlar Hidrokarbonlar

(Gaz istasyonlarindan yag depolarina

kadar)

Metaller, Mikroorganizmalar, Asitler,
Cop Depo Alanlari Endiistriyel atiklarla baglantili olarak olusan
cesitli kimyasallar, vb.

Cephanelikler ve Eski Savas Alanlari Kompleks ve direngli bilesikler

Bir ekosistem ya da bir organizma iizerinde olumsuz etkilerin saptanabilmesi
i¢in, toksik maddelerin ilk olarak laboratuvar kosullarinda cesitli tiirden organizmalar
icin olasi risk analizlerinin yapilmasi gerekir. Bu sekilde toksik ajanin verildigi alici
ortamda etkilenebilecek organizmalarin segilmesi sonucu Kirletici maddenin ekosistem
tizerindeki olasi etkilerinin saptanmasi da miimkiin olabilir [12,13].

Amfibiler filogenetik olarak baliklar ile reptiller arasinda bir pozisyona Sahip
olduklarindan ve bir metamorfoz siireci ile farkli ekosistemlerde yasamlarini
stirdiirdiiklerinden  dolaytr  metallerin  etkisinin  ¢alisgilmas1  igin ilgi  ¢ekici
organizmalardir. Yasamlarinin 6nemli bir kismini sucul habitatlarda gegirmeleri, metal
ile kirlenmis sucul ekosistemlerde metal etkisine maruz kalmalar1 agisindan amfibileri
onemli risk grubu organizmalar arasina sokmaktadir. Dogal habitatlar1 sanayilesmeden
dolayi toksik maddeler ile kirletilmektedir. Tiim bunlarin sonucu olarak son zamanlarda
amfibi populasyonlarinda bir azalma rapor edilmektedir [14]. Bu durum amfibilerin

gelisimlerinin 6zellikle erken donemlerinde ¢evresel kirleticilere karsi yliksek diizeyde
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duyarli olmalart ile iligkili olabilir. Cevresel kirleticilere amfibi embriyolarinin yiiksek
duyarlilig1, yabanil hayatin su kalitesinin degerlendirilmesinde ve ekotoksikolojik
calismalar i¢in onlar1 kullanigh kilmaktadir [15]. Xenopus laevis embriyosu, embriyonik
gelisim Tlzerine ¢evresel faktorlerin veya bilesiklerin toksisitesini belirlemek igin
kullanilan 6nemli bir omurgali modelidir [16].

Diinyada sucul ekosistemleri ve bu ekosistemlerde yasayan canlilari tehdit eden
en onemli sorunlardan biri olarak karsimiza ¢ikan metal kirliliginin sucul ekosistem
tiirleri iizerine etkilerinin anlagilmasi onemlidir. Buna bagli olarak, bulunduklari
ekosistemde organizmalarin birden fazla metale maruz kalmalart nedeniyle metal
karisimlarinin  etkilerini degerlendirmek de onem arz etmektedir. Bu nedenle bu
caligmada farkli alanlarda yaygin bigimde kullanilan ve gevresel atiklara bagli olarak
konsantrasyonu alict ortamlarda giderek artan kadmiyum (Cd), kursun (Pb), bakir (Cu)
ve bunlarin karigimlarinin subletal konsantrasyonlarinin toksik etkilerinin saptanmasi
amaglanmistir. Buna bagli olarak metal toksisitesini ortaya koyabilecek biyokimyasal
belirtegler segilerek, asetilkolinesteraz (AChE), glutatyon S-transferaz (GST), glutatyon
rediiktaz (GR), karboksilesteraz (CaE), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (CAT)
enzimleri ile toksik etki arasinda olas1 iliski degerlendirilmistir. Ayrica metal
toksisitesinde koruyucu olarak bilinen metallotiyonein (MT) miktarinin subletal
konsantrasyonlarda metal etkisine maruz kalan amfibi iribaslarinda degisiminin
gbzlenmesi amaglanmistir. BOylece sec¢ilen metallerin etkisine maruz kalan amfibi
iribaglarinda toksik etkiyi gosterebilecek biyobelirteglerin saptanmasi da amaglanmastir.
Bu nedenle, calismalar i¢in Indnii Universitesi Biyoloji Boliimii biinyesinde yer alan
Cevre Toksikolojisi Aragtirma Laboratuvarinda yasatilan X. laevis tiirii kurbagalar

model organizma olarak se¢ilmistir.

1.1. Metaller

Metaller fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerine gore tanimlanabilir. Atom
numaralar1 demir elementinden biiyiik olan ve 6zgiil yogunluklar1 5 g/cm3’ﬁn lizerinde
olan kimyasal elementler “agir metal” olarak isimlendirilir. Bu metaller periyodik
tabloda 1A, I11B, IVB, VB, VIB grup metalleri olusturur. Metaller yerkabugunda dogal
olarak bulunan bilesiklerdir. Insan viicuduna diisiik miktarlarda, gidalar, icme Suyu ve
hava yolu ile girerler. iz elementler gibi baz1 metaller (6rnegin; bakir ve ¢inko) insan

metabolizmasi i¢in O6nemlidir. Bununla birlikte, yiiksek konsantrasyonlarda toksik



olabilirler [17,18]. Biyolojik etkinliklere katilma derecelerine gére metaller, temelde
yasamsal olan ve yasamsal olmayanlar olarak ayrilirlar. Yasamsal olarak
tanimlananlarin, organizma yapisinda belirli bir derisimde bulunmasi gereklidir. Ayrica
bu metaller biyolojik tepkimelere katildiklarindan dolayi, diizenli olarak besinler
yoluyla alinmalidir. Ornegin demir, hayvanlarda ve insanlarda eritrositlerin ve birgcok
oksidasyon ve rediiksiyon tepkimesinin vazgecilmez katalizoriidiir. Buna karsin,
yasamsal olmayan metaller ¢ok diisiik derisimlerde dahi biyolojik yapiy1 etkileyerek
saglik problemlerine yol agabilir. Bir metalin yasamsal olup olmadigi dikkate alinan
organizmaya da baghdir. Ornegin nikel bitkilerde toksik etki gdsterirken, hayvanlarda
tireaz enziminin kofaktorii olarak iz diizeyde bulunmasi gereken bir elementtir [9]. Bu

nedenle metaller (elementler) ii¢ ana gruba ayrilir.

A- Organizma i¢in gerekli elementler, (Co, Cr, Cu, F, Fe, I, Mn, Se ve Zn gibi),
B- Organizma i¢in gerekli olabilen elementler (Ni, Si, Sn ve V gibi),

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

Metaller ve tuzlar1 6zellikle tarimsal ve endiistriyel aktivite artigina bagl olarak
cevresel kirleticilerin 6nemli bir grubunu olusturmaktadir. Bunlarin ortak 6zellikleri ise
toksik olmalar1 ve diger kimyasal maddelere kiyasla hayvan dokularinda
birikebilmeleridir. Metaller, metal bilesikleri ve gesitli mineraller goller, nehirler, korfez
ve okyanuslar ile bunlarin sedimentlerinde genis yayilim gosterirler. Bu mineraller
dogal olarak o yapinin bir pargasi olmalari nedeniyle veya insan faaliyetleri sonucunda
yogun olarak agiga ¢ikip, gesitli sekillerde alici ortamlara taginirlar (Sekil 1.1) [19,20].
Normal kosullarda metallerin dogadaki diizeyi diisiiktiir. Canlilarda cesitli biyolojik
islevler ve enzimatik aktivite i¢in gereksinim duyulan metallerin gerekliligi de oldukca
diisiik konsantrasyondadir. Dogal konsantrasyon diizeylerinin arttigi durumlarda,
Ornegin giimis, civa, bakir, kadmiyum ve kursun gibi metaller 6zellikle toksik etki
yaparlar [21]. Gerek dogal gerekse insan kaynakli faktorlerin etkisi ile sucul ortamdaki
derisimi artan metaller, sucul organizmalar tarafindan ortamdan alinmakta ve besin
zinciri aracilify ile iist trofik diizeylere artan derisimlerde iletilerek, metabolik bakimdan
aktif doku ve organlarda birikmekte, hiicresel veya molekiiler diizeyde yapisal ve

islevsel bozukluklara hatta 6liimlere neden olmaktadir [22,23].
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Sekil 1.1. Metallerin ekosistemde yayilis1 [24].

Cevreye insan faaliyetleri sonucu verilen bir¢ok organik bilesik canlilar
tarafindan daha az toksik metabolitlere yikilirken, metaller biyolojik olarak daha alt
bilesenlere yikilamaz, yapay olarak iiretilemez ve yok edilemezler. Metaller, organizma
tarafindan alindiklarinda veya organizmadaki derisimleri arttiginda bir tiir stres proteini
olan ve metallotiyonein (MT) olarak adlandirilan proteinlerin sentezi artar [25].
Canlilarin metal detoksifikasyonu ¢ogunlukla, bu maddeleri metallotiyonein ad1 verilen
0zgiil metal baglayic1 proteinler ile baglama veya ¢o6ziiniir olmayan formda hiicreler
arasi graniiller ve yag dokuda uzun siireli saklama seklindedir [24]. Bu nedenle su, hava
ve besinler yolu ile canlilar tarafindan alinan metaller, besin zincirinde biyolojik olarak
yiikseltgenmektedir. Biyolojik yiikseltgenmenin bir sonucu olarak metaller, 6zellikle
predator tiirlerin bobrek ve karacigerlerinde oldiiriici diizeylere ulasarak, canlilar ve

ekosistem ilizerinde yikici etkilere yol acabilir [26].



1.1.2. Toksik Etkileri Degerlendirilen Metaller

Kimyasal agidan “agir metal” terimi, yogunlugu sudan bes kat daha yiiksek olan
metaller i¢in kullanilmaktadir, ancak bazi metaller yogunluk bakimindan sudan
belirtilen diizeyde agir olmadiklart halde c¢evre kirliligine neden olabilmektedir.
Ormegin; aliiminyumun yogunlugu 2.7 g/cm® olmasina ragmen, bu metal gollerin
asitlesmesine neden olmakta ve ¢oziiniir hale gelip fauna {izerinde toksik etkilere neden
olabilmektedir. Bu nedenle ¢evre toksikolojisi a¢isindan “agir metal” terimi, c¢evre
kirliligine neden olan metaller i¢in kullanilmaktadir [27]. Buna goére baslica metaller;
Cd, Hg, Zn, Cu, Ni, Cr, Pb, Co, V, Ti, Fe, Mn, Ag ve Sn’dir.

Metaller, kalic1 kirleticiler olarak nitelendirilmektedir ve bir organizmadan digerine
besin zinciri yoluyla gecerek yiiksek yapili organizmalarda birikme 6zelligindedir.
Ozellikle kadmiyum, civa, kursun ve krom gibi metaller besin zinciriyle girdikleri canl
biinyelerinde dogal fizyolojik mekanizmalarla atilamadiklari i¢in birikime ugrarlar ve
organizmada belirli derisimlerin {izerine ¢ikmalar1 durumunda toksik olup, alici
ortamlardaki canli yasami tizerinde derisimleri ile orantili olarak toksik etki yaparlar
[28].

Metaller, genel olarak organizmada normalde yer almadiklar1 biyokimyasal
reaksiyonlarda yer alarak toksik etkilere neden olurlar. Metal sitotoksisitesinin
molekiiler mekanizmasi; protein ve lipoproteinlere baglanarak plazma membranlarina
zarar verme, Na'-K* bagimli ATPaz inhibisyonu, amino asit transportunun inhibisyonu,
lipid peroksidasyonu, enzim inhibisyonu ve rediikte glutatyonun azalmasini
icermektedir [29].

1.1.2.1. Kadmiyum

Kadmiyum (Lat: Cadmia) periyodik tabloda “Cd” sembolii ile ifade edilen, atom
numarast 48, atom agirhigr 112.411 g/mol olan ve cetvelde 2B grubunda bulunan bir
elementtir. Nispeten nadir bulunan, yumusak, biikiiliip sekil verilebilen, mavimsi beyaz
renkli, toksik bir ge¢is metalidir [30,31]. Kadmiyum 1817’de Almanya’da Friedrich

Strohmeyer tarafindan ¢inko karbonat (kalamin) igerisinde kesfedilmistir [32].



Kadmiyum, diger metallerle gore geg bir tarihte belirlendigi i¢in modern toksik
metal olarak kabul edilmektedir [33]. Dogada saf metal olarak bulunmaz, genellikle
kadmiyum oksit, kadmiyum kloriir, kadmiyum siilfat veya ¢inko ile bagli olarak
bulunur. Cinko ve kalsiyuma kimyasal olarak benzer. Toksisitesi ve biyolojik
sistemlerce alinmasi su sertliginden etkilenir [7].

Yiizyil baglarinda toksikolojik yonden sorun yaratabilecegi pek diisiiniilmeyen
kadmiyum, son yillarda endiistriyel kullanimina paralel olarak kursun ve civa gibi
ekotoksikolojik yonden énem kazanmig olan metallerden biridir [34]. Kadmiyum genis
yayilim gosteren bir gevresel kirletici olup, gesitli organlardaki toksisitesi ile karakterize
olan bir metaldir [35]. Kadmiyumun ekosistemlere baslica giris yolu madencilik ve
endiistriyel kullamm gibi kaynaklardir. Insanlar genelde besinler, sigara ve alkol
kullanim1 ile maruz kalir [36]. Genellikle ¢inko, bakir, kursun gibi bazi minerallerin
iiretiminde bir alt {iriin olarak ¢evreye yayilan bu metal, ¢esitli endiistri kollarinda da
giderek artan miktarlarda kullanilmaktadir. Ote yandan, fosfatli giibreler de 6nemli
miktarda kadmiyum igermektedir. Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Kurumu
(USEPA) ve Avrupa Birligi (AB) mevzuatinin kadmiyum i¢in igme sularinda kabul
ettigi kirletici diizeyi 0.005 mg/L iken, Diinya Saglik Orgiitiine (DSO) gore kabul edilen
deger ise 0.003 mg/L’dir [37,38].

Kadmiyum teratojenik ve karsinojenik etkileri olan toksik bir metal olarak kabul
edilir. Endiistriyel kirlenme sonucu agiga ¢ikan ve ortama karigan kadmiyum dolasim
sistemi hastaliklari, kanser ve bosaltim sistemi hastaliklar1 gibi insan sagligi agisindan
onemli hastaliklara da sebep olur [39,40]. Ozellikle de, karaciger ve bobrekte biriken bir
metaldir (Sekil 1.2) [41].
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Sekil 1.2. Kadmiyum taginimi, protein baglanmasi ve toksisitesi [24].

1.1.2.2. Kursun

Kursun (Lat: Plumbum) periyodik tabloda “Pb” sembolii ile ifade edilen, atom
numarast 82, atom agirligi 207.2 g/mol olan bir elementtir [42]. Kursun yumusak,
olduk¢a yogun, zehirleyici, kolay doviilebilen bir yeraltt minerali olup, yeni
kesildiginde mavimsi beyaz, ancak zamanla havada oksitlenmesi sonucu giimiis/mat gri

renkli hale gelmektedir [43].



Kursun, Roma oOncesi dénemde de madenciligi yapilan bir elementtir [7].
Kursun, fiziksel ve kimyasal oOzelliklerinden dolayr benzin igeriginde, akiilerde,
lehimlemede, boyalarda, metal borularda, seramiklerde bulunmakla birlikte, kalafatlama
ve diger birgok uygulamada yaygin ve uzun siireli kullanildigi igin her yerde
bulunabilmektedir [8,40]. Giiniimiizde aktif olarak maden ¢ikarilan maden ocaklarindan
ve terk edilmis ocaklarin akintilarindan kursun salimmmi devam etmektedir. Kursun
icermeyen yakitlarin kullanimindaki artis g¢evreye, ozellikle de atmosfere motorlu
tasitlardan salinan kursun miktarlarinda 6nemli diizeyde azalmaya neden olmustur.
Bircok iilkede yapilan yasal diizenlemeler, gegen yiizyilin ilk donemlerinde yiiksek
oranda kullanilarak, biiyilk oranda cevresel kirlilige neden olan, kursun igerikli
boyalarin kullanimini azaltmustir [7].

Kursun giinimiizde hem antropojenik hem de dogal kaynaklardan devamli
olarak ¢evreye giren 6nemli bir kirleticidir. Her yil biiyiik miktarlarda ¢evreye girmekte
ve canlilar ig¢in Onemli bir tehdit olusturmaktadir [44]. Aym zamanda kursun,
cevremizde ve bir¢ok iirlinde yillardir kullanilan toksik bir metal olup davranissal
problemler, felg ve 6liim gibi bir¢ok saglik sorununa neden olabilmektedir [45]. Sucul
canlilarin siirekli olarak metallerin diisiik konsantrasyonlarina maruz kalmalar1 sonucu
biyolojik birikim ve besin zinciri araciligi ile tasinmasindan dolay1 kursun gibi canli i¢in
gerekli olmayan metaller canllar i¢in oldukca toksiktir [3]. DSO ve AB mevzuatina

gore kursun igin igme sularinda kabul edilebilir sinir deger 0.01 mg/L’dir [37,38].
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Kursunun en iyi bilenen toksik etkilerinden biri hem biyosentezini
engellemesidir [46]. Kursun hem biyosentezinde gerekli olan enzimlerin aktif yerleri
igin yarisir. Bunun sonucunda kanda ve idrarda hem Onciillerinin anormal
konsantrasyonlar1 ortaya ¢ikar. Kursun zehirlenmesinin tanisinda bu bulgular
kullanilmaktadir. Kursun hem biyosentezindeki etkisini sekil 1.3’de gosterilen enzimleri
inhibe ederek gostermektedir. Kursun ile etkilenen bu mekanizmada delta-
aminoleviinilik asit ve koproporfirinojen III idrar ile atilirken, protoporfirin IX
eritrositlerde birikir. Kursun Na'/K'-ATPaz pompasini ve eritrositlerin zar yapisini

bozarak, eritrositlerin yasam siirelerini kisaltmaktadir [47].
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Sekil 1.3. Kursun’un hem biyosentezi iizerine etkisi [24].
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1.1.2.3. Bakir

Bakir (Lat. Cuprum) periyodik tabloda “Cu” semboli ile ifade edilen, atom
numarasi 29, atom kiitlesi 63.546 g/mol olan bir elementtir [48].

Dogada diger metallere kiyasla daha yaygin olarak bulunan bir elementtir. Bakir
ayni zamanda ¢ok sayida biyolojik reaksiyon ve siiregte gereklidir. Literatiir verilerine
gore civa ve kadmiyum ile karsilastirildiginda diisiik toksisiteye sahiptir. Algisit,
fungusit ve insektisit olarak yaygin kullanilan bir element oldugundan, gevrede siklikla
kullanilan ve asit madeni atiklarinda bulunan genel bilesenlerden biridir [7,49]. Yiiksek
konsantrasyonlarda toksiktir, ancak ¢ozeltilerdeki organik maddelerle kolayca kompleks
olusturdugundan, biyolojik olarak alinma oraninin nispeten daha az oldugu rapor
edilmektedir [7].

Onemli bir metalloenzim bileseni olan Cu*? lizil oksidaz, askorbik asit oksidaz,
sitokrom oksidaz, monoamin oksidaz, superoksit dismutaz enzimlerinin prostetik
grubudur ve dolayisiyla tiim 6karyotik hiicrelerin solunumlari i¢in gerekli bir elementtir.
Omurgalilarin ~ kan  plazmasinda  bulunan seruloplazmin, beyinde bulunan
serebrokuprein, karacigerde hepatokuprein ve eklem bacaklilarda solunum pigmenti
olan hemosiyanin bakir igeren proteinlerdir. Cu*?’m gosterdigi redoks 6zellik hiicresel
solunum, serbest radikal savunmasi ve hiicresel demir metabolizmasi i¢in gereklidir
[50,51].

Bu metalin baliklarda oksidatif stresi indiikleyerek yiiksek reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) olusumunu tesvik ettigi, lipid zarlar1 ve DNA bitiinligiinii bozarak
nekrotik ve apoptik hiicre 6liimlerine yol actig1 belirlenmistir. Ayn1 zamanda baliklarda
ozmoregiilasyonu ve endokrin fonksiyonlari bozdugu bilinmektedir [52]. Cd ile

karsilastirildiginda Cu’in besin yoluyla toksik etkisinin daha az oldugu belirlenmistir.
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Bu durum Cu’in metallotiyoneinler araciligiyla biyokimyasal olarak diizenlenisi ile
aciklanmaktadir [49].

Cu sucul ekosistemlerde yaygin olarak bulunan, konsantrasyonu 0.04-294 ng/L
araliginda degisen ve ekstrem kosullarda diizeyi 20 mg/L’ye ulasabilen bir metaldir
[52]. EPA’nin bakir i¢in igme sularinda kabul ettigi kirletici diizeyi 1.3 mg/L’dir. DSO
ve AB mevzuatina gore ise kabul edilen deger 2 mg/L’dir [37,38].

1.2. Xenopus laevis

Afrika tirnakli kurbagasi olarak bilinen Xenopus ilk kez 1803 yilinda Fransiz doga
bilimci Daudin tarafindan kesfedilmistir (Sekil 1.4). Bu hayvana garip ayak anlamina
gelen Xenopus adi ilk kez Wagler tarafindan verilmis, yaygin bir sekilde kullanimi ise
bu hayvani ilk kez dogal ortaminda inceleyen Leslie tarafindan yapilmistir. Xenopus’a
genellikle Giiney Afrika tirnakli kara kurbagasi adi verilmesine ragmen deri yapisindan
dolay1 su kurbagasina, c¢iftlesme oOzelliginden dolay1 da kara kurbagasina
benzetilmektedir [53]. Xenopus’da yumurtlama ve iribas olusumu ilk kez Beddard
tarafindan gozlemlenmis, anatomisi ile ilgili ilk ayrintili inceleme ise Dreyer tarafindan
yapilmistir [54,55]. X. laevis, biyolojisi iyi bilinen ve diinyanin her yerinde laboratuvar
kosullarina iyi adapte olmus bir amfibi tiiriidiir. Genellikle embriyolar1 ve iribaglari,
teratojenite ve gelisimsel toksikoloji ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan bir test

organizmasidir [56].

Sekil 1.4. Disi (A) ve erkek (B) ergin yabanil tip Xenopus laevis tiirii kurbagalar.
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1.2.1. Xenopus laevis’in Morfolojisi ve Anatomisi

X. laevis’in viicudu diger kurbaga tiirlerine gore dorsa-ventral yassi olup,
govdesi basina gore oldukca genistir. Kisa olan on ayaklar ile zarla bagl uzun
parmaklar tagiyan uzun arka bacaklar kara kurbagalarinda oldugu gibi gévdenin altina
dogru degil yanlara dogru bir agilim gdstermektedir. Viicutlarinin bu sekli ve durusu
karada yiiriime yerine suda yiizmeye elverisli hale getirmektedir [57]. On ayaklar
hareket veya viicudun desteklenmesinden ¢ok beslenme esnasinda besinin alinabilmesi
icin gereken hareketleri gerceklestirmektedir [58]. X. laevis’in bas bolgesi de govdesi
gibi yass1 olup gozler karada yasayan diger kurbagalara oranla daha kiiclik ve daha az
belirgindir. Viicutlarinin sirt tarafi yesilimsi gri renkli iken karin tarafi sarimsi beyaz
renktedir. Erkek ve disilerin renkleri birbirlerine benzemekle beraber, disiler
erkeklerden daha biiyiiktiir ve kloaklarinda papillalar bulunur [57]. Xenopus’da kara
kurbagalarinda oldugu gibi distan goriilebilen bir kulak zar1 bulunmaz. Kulak zarinin
hava araciligiyla gelen ince sesleri almak igin 6zellesmis bir organ olmasi ve yasamini
timiiyle suda gegiren omurgalilarda bulunmamasi nedeniyle ilkel bir karakteristik
olarak kabul edilmektedir. Lateral ¢izgi organlari diger anuralardan (kuyruksuz
kurbaga) farkli olarak X. laevis’de metamorfoz esnasinda kaybolmamakta ve erigkin
yasam boyunca da kalmaktadir. Bu kurbagalarda su igerisindeki hareketlilik lateral ¢izgi
organlan tarafindan algilanmaktadir. Xenopus’da akcigerlerin viicut biiyiikliigiine orani
diger amfibilere gore ¢ok daha biiyiiktiir. Akcigerler, larvanin dalacagi su derinliginin
diizenlenmesinde yardimci olmak i¢in larva yumurtadan c¢ikar ¢ikmaz gelismeye

baglamaktadir [58].

1.2.2. Xenopus laevis’in Sistematigi

Xenopus cinsinin cografik dagilimi Sahra’nin Giineyinde tim Afrika olup, 6 tiirii
7 alt tiirti vardir [58].

Xenopus laevis’ in sistematigi soyledir;

Regnum : Animalia
Filum : Chordata
Subfilum : Vertebrata

Superclass  : Tetrapoda

Class : Amphibia
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Ordo : Anura

Familya : Pipidae
Subfamilya : Xenopodinae
Genus . Xenopus
Species : Xenopus laevis

1.2.3. Xenopus laevis’in Beslenmesi ve Bakimi

X. laevis laboratuvar ortamina iyi adapte edilmis bir tiirdiir. Tiim diinyada gesitli
laboratuvar ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan bir omurgali modeldir [53]. Amfibi
embriyolarmin erken evrelerinde bol miktarda bulunan yolk, gelisimin &nemli bir
boliimiinde canli igin gerekli tiim besinleri igerir. Larvalar yumurtadan ¢iktiktan sonra
embriyonik bagirsak ile kalga ektodermi arasinda bulunan bu yolku kullanarak giinlerce
yasamlarini siirdiirebilirler [59].

Anuralarda 25. evreye kadar beslenme ihtiyaci goriilmez ancak daha ileri
evrelerde anuralarin en uygun besini az kaynatilmis 1spanak ve maruldur [60,61]. X.
laevis larvalar i¢in pisirilmis, kurutulmus ve ince toz haline getirilmis sigir cigeri, yesil
sebzelere ve alglere ek olarak kullanilabilecek besin takviyesidir. Kullanilan diger
besinler arasinda toz halinde yumurta sarisi, kurutulup toz haline getirilmis unla
karistirllmis bakto-beef ekstresi, kiyilmis ¢ig karaciger, algler ve protozoanlar vardir
[53]. Metamorfoz sonrast sindirim kanali degisiklige ugradigi igin gereksinim
duyduklari besinlerin tiirii de degisim gosterir. Bira mayasi ve balik yagina daldirilmig
balik eti, memeli ve tavuk karacigeri yeni metamorfozdan ¢ikmis kurbagalar i¢in ideal
besinlerdir [54]. Genel olarak hizla gelisen postmetamorfik hayvanlarin iyi beslenmeleri
gereklidir. Yetersiz beslenen hayvanlar, cinsel olgunluga erigseler dahi viicut
biiyiikliikleri geri kalir. Iskelet anomalilerini ve kemik yumusamasini engellemek icin
yavru ve ergin hayvanlara diizenli olarak besinlerine eklenmis D vitamini ve kalsiyum
takviyesi yapilmalidir [53].

Laboratuvarda X. laevis igin ideal su sicakligir 20-23°C ve ortam sicakligi ise
21-23°C arasinda olmalidir. Daha yiiksek sicakliklar bireylerin  yeterince
beslenememesine,  metabolizmanin  bozulmasina ve  bagisiklik  sisteminin

baskilanmasimna neden olabilir. Bundan dolayr hem ortam sicakliginin, hem de su
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sicakliginin  miimkiin oldugunca sabit tutulmasi ve +1°C sicaklik degisimlerini
agsmamasina dikkat edilmelidir [54].

Normal amfibi gelisimi icin 151831n gerektigini gosterir ¢ok fazla bilgi yoktur.
Ancak dogada yasayan larvalar gidalarini alglerden sagladiklari i¢in ve alg gelisimi igin
1s18a ihtiya¢ duyuldugundan dolay1 normal 1s1k saglanmalidir [53].

Laboratuvarimizda yetistirilen X. laevis tiirii eriskin kurbagalar haftada iki kez
kiyllmis tavuk karacigeri ile beslenmektedir. Besleme yapildiktan yaklasik 30 dakika
sonra akvaryumlarin sular1 bosaltilip temizlendikten sonra daha 6nceden dinlendirilmis
olan su akvaryumlara yeterli diizeyde doldurulmaktadir. Ayrica laboratuvarimizdaki
kurbagalar siirekli olarak 23°C+1°C sicaklikta ve 12:12 saat aydinlik:karanlik 1s1k
peryodunda barindirilmaktadir.

1.2.4. Xenopus laevis’in Uremesi, Embriyo ve Larva Gelisimi

X. laevis cinsel olgunluga yaklasik iki yasinda erisir ve disi bireyler tek bir
yumurtlamada binlerce yumurta dokebilir ancak bu yumurtalarin tamami doéllenmez.
Saglikli bir yumurta 1.5 mm ¢apta olup jel kilifla beraber 3 mm kadardir [53].
Ovaryumlarin gelismesi ve ovaryumdan hormon salinmasinin devamlilig1 hipofiz bezi
tarafindan saglanan uyarilmayla kontrol edilmektedir. Laboratuvar ortaminda tutulan
hem disi hem de erkek bireylerde ticari gonadotropin hormonunun etkili oldugu
bilinmektedir [4,58].

Aragtirmalara gore, X. laevis disileri yumurtaliklarindaki tiim yumurtalar tek bir
dollenme periyodunda dokmezler, fakat ciftlesmeden sonra yumurtaliklar yavas yavas
geriler ve ovaryumlarda meydana gelen mevsimsel degisiklik hipofiz hormonlar
tarafindan yonetilir. Ureme mevsiminde erkek X. laevis’de en belirgin 6zellik ¢iftlesme
sirasinda diginin kavranmasinda rol oynayan 6n kollarin i¢ yiizeyinde siyah ve yapiskan
killarin belirmesidir. Bu killarin goriilmesi testiste sperm iiretildiginin bir isaretidir.
Ciftlesmeye hazir erkek X. laevis‘in disiyi 6nkollar1 ile kavrama egilimi biitliniiyle
refleks bir yanittir (Sekil 1.5) [4,58].

Laboratuvar kosullarinda, X. laevis disileri aylarca iireme diizeyinde
tutulabilmektedir. Yumurtlama ve spermatogenez, erkek ve disiye dorsal lenf

bezlerinden uygulanan gonadotropik hormon enjeksiyonu ile indiiklenebilir [62,63].
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Sekil 1.5. Ureme davranis1 gosteren erkek ve disi Xenopus laevis tiirii kurbagalar.

X. laevis larvas1 yumurtadan ilk ¢iktig1 zaman yaklasik olarak 4 mm boyunda ve
1 mm enindedir. Yumurtadan g¢iktiktan sonraki 2 ile 7. giinler arasinda (45-49. evre)
bulunan larvaya iribagin 1. formu; 7. giinden itibaren baglayan aktif beslenmeden
yaklagik 35. glinde goriilen arka bacak tomurcuklarinin belirmesine (49-56. evre) kadar
olan donemdeki larvaya iribagin 2. formu; 5 ile 10. haftalar arasinda bulunan larvaya da
(56-60+ evreler) iribasin 3. formu denir [58]. Sekil 1.6 *da X. laevis’in 46. evreye kadar

olan bazi metamorfoz evreleri gosterilmistir.

S )
TN P

27. Evre / Lateral Girtiiniim
1 Giin 7 Saat 15 Dalk.

8. Evre (Blastula) / Animal Gariiniim 35.-36. Evre / Lateral Giriiniim
5. Saat / Animal Géritindinm 2 Gun 2 Saat

8. Evre (Blastula)Dorsal Géariin iim 42. Evre / Lateral Giértiiniim
5. Saat 3 Giin 8 Saat

8. Evre (Blastula) / Ventral Gériiniim 42, Evre / Ventral Giritiniim
5. Saat 3 Giin 8 Saat

11. Evre / Vejetal Giriiniim 45, Evre / Lateral Giériiniim
11 Saat 45 Dak. 4 Giin 2 Saat
————— e ——

== e =
27. Evre/ Dorsal Giriiniim 46. Evre / Lateral Giériiniim
1 Giim 7 Saat 15 Dak. 4 Giim 10 Saat

Sekil 1.6. Xenopus laevis’in bazi metamorfoz evreleri [64].
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1.3. Toksisitenin Degerlendirilmesinde Kullanilan Biyobelirtecler

Biyobelirteglerin, Kkirleticilerin ve g¢evresel stresin organizmalara etkilerinin
izlenmesinde 6nemli araglar oldugu kabul edilmektedir [65,66]. Shugart vd. [67] e gore
biyobelirte¢ “biyolojik bir sistemde ya da ornekte Olciilebilen hiicresel, biyokimyasal,
fizyolojik fonksiyon ya da yapilarda ksenobiyotiklerce indiiklenen bir degisimdir”.

1.3.1. Enzimatik Biyobelirtecler

1.3.1.1. Asetilkolinesteraz

Kolinesterazlar (ChE), kolin esterlerinin hidrolizini katalizleyen bir enzim grubu
olup, temel olarak kolinerjik norotransmisyonla ilgili serin hidrolazlarin bir
siifindandir. Bu enzimler biiyiik oranda omurgalilarda ve boceklerde ¢alisiimaktadir.
Ancak, yumusakgalarla da yapilan birkag ¢alisma vardir [68]. ChE’lerin bilinen iki tipi
vardir. Bunlardan ilki, asetilkoline ilgisi olan asetilkolinesteraz (AChE), ikinciside
biitirilkoline ilgisi olan biitirilkolinesterazdir (BChE). BChE’ler ayrica, 6zgiil olmayan
esteraz veya pseudokolinesterazlar olarak da bilinirler [69].

Asetilkolinesteraz (AChE, EC 3.1.1.7), asetilkolin bagimli ndrotransmisyonda
onemli bir rol oynayan 0zgiil bir esterazdir ve noral transmisyonu sonlandirmadaki
onemli fizyolojik fonksiyonlari nedeniyle AChE g¢esitli kolinerjik toksinler icin bir
hedeftir [70,71].

Asetilkolin (ACh) merkezi sinir sisteminde, birka¢ rolii olan Klasik bir
norotransmitterdir. Asetilkolin serbest kaldiktan sonra, tip B karboksilesterazlar ailesine
dahil olan ve asetilkolini (Sekil 1.7), kolin ve asetik asite hidrolizleyen

asetilkolinesteraz tarafindan sinaptik bosluktan hizli bir sekilde uzaklastirilir (Sekil 1.8).

C
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Sekil 1.7. Asetilkolin’in genel kimyasal yapisi.
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Sekil 1.8. Asetilkolin ve asetilkolinesteraz arasindaki hidroliz reaksiyonu.

Sinir impulslarinin iletimi sirasinda ACh, kolinerjik reseptorler olan nikotinik
reseptorler veya muskarinik reseptorler gibi bir ya da iki genel reseptdre baglanir.
Noromuskiiler sinapslarda ACh’nin nikotinik reseptore baglanmasi uyarma ve kas
kasilmasi ile sonuclanir. AChE postsinaptik membrana baglanarak ACh’nin baglantisin

keser ve boylece kolinerjik noral transmisyon sona erer [72].

Presinaptik
»_ Noron

—" Sinaptik
* Bosluk

Asel:l].ko].l.nesteraz 7
- Postsinaptik
'ACh rcseptdrii B N Sron

Sekil 1.9. impuls iletimi ve AChE 1 impuls iletimini sonlandirma mekanizmas1 [66].
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AChE’1in inhibisyonu, sucul ekosistemler iizerine antropojenik Kirleticilerin
ozellikle de OP ve karbamatli pestisitler gibi kirleticilerin etkilerinin izlenmesinde
duyarli ve kullanigh bir biyobelirte¢ olarak yaygin bir sekilde kullanilirken, AChE
aktivitesindeki degisimlerde metaller ve organik ksenobiyotikler gibi diger kirleticilere
maruz kalmaya dayandirilmaktadir [66,73]. AChE inhibisyonu, enzimin aktif
merkezindeki serin ile OP bilesigin reaksiyonu sonucu ortaya ¢ikar. Bu inhibisyon ¢ok
diisik konsantrasyonlarda ortaya ¢ikar ve fosforillenen enzimin yeniden
aktivasyonunun saglanmasi ¢ok diisiik diizeyde gergeklesir [74]. OP’lere maruz kalma
sonrast gerceklesen inhibisyondan sonra, AChE aktivasyonunun geri doniisii biiyiik
oranda enzimin de novo sentezine baglidir [75]. Enzimin inhibisyonu, sinir sisteminde
asetilkolin miktarinin artisina neden olur. Boylece sinir impulslarinin = stirekli
transmisyonu, tetani ve siklikla solunum bozukluklari ve nihayetinde Oliimle
sonuglanabilir [76].

OP ve karbamatli pestisitlere ek olarak, diger bazi pestisitler, metaller ve
deterjanlar gibi ¢evresel kirleticilere maruz kalan organizmalarda da AChE aktivitesinin
inhibisyona ugradigi rapor edilmistir [77]. Cd toksisitesi {iizerine yapilan baz1
calismalarda, Cd’a maruz birakilmis hem hayvan hem de insanlarda AChE
aktivitesindeki inhibisyon veya indiiksiyondan dolayi kolinerjik ndrotransmisyon ve

davranigsal bozuklular arasinda bir iligski oldugu saptanmistir [78].
1.3.1.2. Glutatyon S-transferaz

Glutatyon S-transferaz (GST, EC 2.5.1.18), faz 11 biyotransformasyon enzimidir.
Reaktif oksijen metabolizmasina karsi hiicrelerin korunmasindan sorumludur. Cogu
ksenobiyotigin toksisitesi GST indiiksiyonu ile belirlenebilir. GST, rediikte glutatyon
(GSH) ile elektrofilik bilesiklerin konjugasyonunu katalizleyen sitozolik bir enzimdir.
GST’nin, prostaglandinlerin ve l16kotrienlerin biyosentezi ve hiicre i¢i tasimadaki
onemli fonksiyonlarinin disinda, oksidatif hasara, DNA’nin ve lipidlerin peroksidatif
tirlinlerine kars1 savunmada da kritik bir rolii vardir [69].

GST gibi faz Il biyotransformasyon enzimleri, faz I metabolizmasinin
tirlinlerinin  bilyiik, polar, suda-¢oziiniir gruplarina atak yaparak eliminasyonlarini
saglarlar. Ozellikle sitokrom P450 tarafindan iiretilen ara fiiriinleri gesitli
makromolekiillere baglayarak ya da glutatyon ile reaksiyona sokarak detoksifikasyonu

saglarlar [69,79]. GST’nin substratlari olan kimyasal maddeler ii¢ genel Ozellige
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sahiptirler. Bunlar; hidrofobiktirler, bir elektrofilik atom igerirler ve GSH ile dlgiilebilir
oranda enzimatik olmayan reaksiyona girerler [69].

GST
ROOH + 2GSH

GSSG + ROH + H,0

Bu enzim aslinda sitozolik olmasma ragmen, membranda bagli formlarinin
bulundugu da bilinmektedir [80]. Ergin X. laevis karacigerinde aymi 6zellikleri tasiyan;
mu, alfa ve sigma simifina ait ti¢ alt iinitesinin bulundugu ve bu izozimlerin sucul
cevreden karasal ortama gecisi kuvvetle destekledigi bildirilmektedir [81]. GST ile
iligkili olarak, GST proteinleri 2 siiper gen ailesi icerir. 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 karsi hiicresel korunmada onemli bir rolii

olduguna inanilmaktadir [82,83].
1.3.1.3. Karboksilesteraz

Lipolitik enzimler iki biiyiik smifi kapsarlar; bunlar, ester iceren molekiilleri
katalizleyen karboksilesterazlar ve triacilgliserollerin hidrolizini katalizleyen lipazlardir.
Bu enzimler hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda yaygin bir sekilde bulunur
[84].

Karboksilesteraz (CaE, EC 3.1.1.1) esterlerin, amidlerin ve tioesterlerin
hidrolizini katalizleyen esterazlarin serin hidrolazlar siiper ailesinin tyesidir [85].
Pestisitler i¢in alternatif fosforilizasyon alanlar1 olduklarindan dolay1 CaE’larin veya B-
esterazlarin inhibisyonu, kolinesterazlardan daha hizhidir. Karboksilesterazin bir
organofosfat toksisite tampon enzimi oldugu diistiniildiigiinde, kolinesterazlar rekabet
acisindan CaE tarafindan korunmus olabilirler. Bu nedenle CaE, pestisit maruziyetine
kars1 kolinesterazlardan daha duyarli bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilir [86].

Memeli  karboksilesterazlari, birgok  dokuda  hiicrenin  endoplazmik
retikulumunda lokalize olmustur. Hayvanlarin gesitli dokular1 arasinda, en yiiksek
substrat hidroliz aktivitesi tipik olarak karacigerde bulunmustur. Fakat testis, bobrek ve
plazma gibi bazi dokularda da aktivite gézlenmistir. Cok c¢esitli ilaglar CaE tarafindan

metabolize edildigi i¢in, bu enzimlerin her bir dokuda degisen aktiviteleri klinik agidan
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da 6nemlidir. Bununla birlikte insanlarin CaE izoenzimlerinin hidrolitik kabiliyetleri ve
yapilaridaki farkliliklar hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Insan karacigerinde hCaE-
1 ve hCaE-2 olarak adlandirilan iki 6nemli karboksilesteraz tanimlanmustir [85,87].

Son zamanlarda, lipazlar ve esterazlar gibi enzimler ucuz ve ¢evreci islemlerde
hidroliz ve esterifikasyon yeteneklerinden dolayi, kiral ilaglarin liretiminde potansiyel

kullanimlarina dikkat ¢ekilmektedir [88].

1.3.1.4. Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon rediiktaz (GR, EC 1.6.4.2) oksidatif stres kosullarinda, GSH/GSSG
homeostazisinin saglanmasindaki rolii nedeniyle énemli bir enzimdir. GR, NADPH
varliginda glutatyonun okside disiilfit formunun (GSSG), rediikte forma (GSH)
dontigmesini Katalizler [89]. Organizmalarda GR aktivitesinin saptanmasinin oksidatif
stresin iyi bir belirteci olabilecegi diisiiniilmektedir, ancak bu enzim siiperoksit dismutaz
(SOD) ve katalaz (CAT) enzimleri gibi antioksidan savunma sisteminde dogrudan yer
almaz [90,91].

GSH, ¢evredeki oksidan molekiillerin etkisini kendi {izerine ¢ekerek hiicrenin
fonksiyonel proteinlerinin oksidasyonunu engelleyen bir tripeptitdir. Ayni zamanda
oksijen radikallerinin biyolojik molekiillere saldirmasi sonucunda meydan gelen
peroksitleri ortadan kaldirmak igin bazi peroksidaz enzimleri tarafindan da kofaktor
olarak kullanilmaktadir. Bunun sonucunda kendisi oksitlenerek okside glutatyona
doniismekte ve olusan bu okside glutatyonun da rediikte glutatyon haline doniistimii GR
enzimi tarafindan Kkatalizlenmektedir (Sekil 1.11). GR, oksidasyon/rediiksiyon
tepkimelerinde 6nemli bir rediikleyici role sahip olan GSH’1n hiicre igi diizeyi azalinca

aktive olmakta ve organizmadaki sinirli olan GSH deposunu tamamlanmaktadir [92,93].
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Sekil 1.10. Bir tripeptid olan glutatyonun ag¢ik formiilii [94].
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Sekil 1.11. Glutatyon rediiktazin GSH metabolizmasindaki yeri [66].

Aerobik hiicrelerde, normal metabolizma esnasinda 6zellikle mitokondriyal
membranlarda oksidatif metabolizmanin bir sonucu olarak reaktif oksijen tiirleri (ROS)
iretilir. Bu ara {riinler oksidatif strese neden olarak hiicreye zarar verebilirler. Hiicresel
yapilar ve hiicre islevleri oksidatif hasarin potansiyel hedefleridir. Bu oksidasyonun en
hassas substratlari, kolayca lipid peroksidasyonuna ugrayan hiicre membranlarindaki
doymamig yag asitleridir. Bu olay, kas yikimina, sinir sisteminin zayiflamasina,
hiicresel metabolizmanin genel olarak bozulmasma ve sonugta hiicre 6liimiine neden
olabilir [95]. ROS bilesiklerin detoksifikasyonunda GSH iki sekilde yer alir: 1- GSH
stiperoksit radikal anyonu, nitrik oksit veya hidroksil radikali gibi serbest radikallerle
reaksiyona girer, 2- GSH, GPx (Glutatyon Peroksidaz) tarafindan gergeklestirilen
peroksitlerin rediiksiyonuna elektron vericisi olarak katilir. Bu nedenle GSH miktarinda
ve GSH/GSSG oraninda azalma ve GSSG diizeyinde artis oksidatif stresin belirteci
olarak kabul edilir [96].

Normal metabolizma disinda, ¢cok sayida ¢evresel kirletici sucul organizmalarda
oksidatif stresi indiikleme kapasitesine sahiptir. Organizmalarda, ROS olusumu ile
hiicresel bilesenlerin oksidatif hasar1 sonucu gerceklesen oksidatif strese engel olmak

i¢in, 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 biiyiik molekiilli
lipid hidroperoksitlerinin rediiklenmesinden sorumlu bir enzimdir. Sitozolde yerlesiktir,
dort selenyum atomu igeren tetramerik yapiya sahiptir. Karacigerde en yiiksek; kalp,
akciger ve beyinde orta; kasta diisiik aktivite gosterir. GPx, asir1 hidrojen peroksit
varliginda glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG) oksidasyonunu katalizler, bu
arada H,0,’de suya doniistiiriilerek detoksifiye edilmis olur [99].

GPx enziminin selenyuma bagimli ve bagimsiz olmak iizere iki izomeri
bulunmaktadir. Se-bagimli GPx, H,O,‘in ve lipid hidroperoksitlerinin, Se-bagimsiz GPx
ise sadece lipid hidroperoksitlerinin temizlenmesinden sorumludur. GPx asagidaki
reaksiyonlar1 katalizleyerek, hidrojen peroksitin ve organik hidroperoksitlerin (ROOH)

rediiklenmesini saglamaktadir [100].

GPx

2GSH + H,0, 2H,0 + GSSG
(ROOH) (ROH)

A 4

GPx’in iki substrati vardir. Substratlardan biri olan peroksitler alkole
indirgenirken, diger substrat olan glutatyon (GSH) ise okside glutatyona (GSSG)
yiikseltgenir. Okside glutatyon (GSSG), glutatyon rediiktaz enziminin katalizledigi
baska bir reaksiyon ile tekrar rediikte glutatyona doniistiiriiliir [101]. Enzimin aktivitesi,
hidrojen kaynagi olan rediikte glutatyonun (GSH) varligina ve enzimin 4 alt {initesinde
bulunan selenyuma bagli olarak degisir. Se eksikligi GPx aktivitesinde azalmaya ve

lipid peroksidasyonunda artiglara yol agar [102].
1.3.1.6. Katalaz

Katalaz, (CAT, EC 1.11.1.6. ) esas olarak peroksizomlarda bulunan ve yapisinda
dort “hem” grubu igeren bir hemoproteindir. Karaciger ve eritrositlerde en yiiksek
aktiviteye sahiptir. Katalaz, biitin memeli hiicrelerinde, bitkilerde ve aerobik
mikroorganizmalarda bulunur. Anaerobik hiicrelerde katalaz bulunmaz. Katalaz

hidrojen peroksiti su ve molekiiler oksijene pargalayan bir enzimdir [101,103].
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CAT
2H->0, » 2 H,O + O,

H,0,‘1 suya ve oksijene parcalayarak lipid peroksidasyonuna kars1 koruyucu rol
oynar. Katalaz, hidrojen peroksit (H,O;) varliginda bir takim kiiglik substrat
molekiillerine kars1 peroksidatik aktivite gosterir [104]. Enzim iki tip tepkime

kullanarak etkisini gosterir:

1- H,07’nin dismutasyonu (katalitik tepkime)
2- Alifatik alkollerin peroksidasyonu (peroksidatik tepkime) [105].

Enzimin indirgen 6zelligi ve peroksidatik aktivitesi hidrojen peroksit ve metil,
etil hidroperoksitleri gibi kiigiik molekiillere 06zgiidiir. Biiyiikk molekiillii lipid
hidroperoksitlerine etki etmez [101].

1.3.2. Enzimatik Olmayan Biyobelirte¢ Olarak Metallotiyonein

Metallotiyonein (MT) ilk defa 1957 yilinda Margoshes ve Valee tarafindan at
bobreginde “kadmiyum baglayict protein” olarak tanimlanmistir [8]. Ancak ilk olarak
Kagi ve Vallee tarafindan saflastirilarak  karakterize edilmistir  [106].
Metallotiyoneinlerin ~ bakterilerde, omurgalilarda ve omurgasizlarda bulundugu
bilinmektedir [8]. Genellikle sitozolde bulunan MT’ler diisiik molekiil agirliginda (6-7
kDa), metal baglayan, sisteince zengin, aromatik amino asit bilesikleri bulunmayan ve
metal tiyolat gruplarindan olusmus bir proteindir [8,23,107]. MT genel olarak sitozolde
bulunsa da c¢ekirdekte, lizozomda ve mitokondrinin zarlar arasi boslugunda da
belirlenmistir [108].

MT’ler 61-68 amino asitten olusan N-terminalinde asetilmetiyonin ve karboksil
terminalinde alanin bulunan tek zincirli polipeptidlerdir. Amino asitlerin %30’undan
fazlas1 metal baglayic1 merkezler olan sistein rezidiilleridir. Her bir MT, 20 sistein metal
tiyolat kompleksi ile iki degerlikli 7 adet iyon baglayabilmektedir [109]. MT lerin,
metal bagladiktan sonra polipeptid zincir yapilar1 degistigi i¢in proteoliz olmalar
kolaylagir [110]. Canlilar ve dokular arasindaki MT-metal bilesenleri arasindaki

farklilik, maruz kaliman metal c¢esidine ve maruz kalma sekline gore farklilik
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gostermesine ragmen MT’lerin  degisik metalleri baglama yoniinde ilgisi
Zn*’<Pb*<Cd*"?<Cu*?<Ag**=Hg**=Bi*®* seklinde bir siralama  gdstermektedir
[110,111].

MT’lerin MT1, MT2, MT3 ve MT4 olmak tizere dort farkli izoformu vardir.
Bunlardan MT1 ve MT2 birgok dokuda sentezlenen ve en ¢ok c¢alisilan izoformlaridir.
Bu iki izoformun benzer yiiklerde olduklari ve yapisal olarak bazi kiigiik farkliliklar
oldugu gosterilmistir [112,113].

1.3.2.1. Metallotiyoneinlerin Gorevleri

Metallotiyoneinler ilk defa 1957 yilinda kesfedilmesine ragmen, tanimlanmasi
ve biyolojik islevlerinin anlasilmasi uzun yillar siirmiistiir. MT lerin, protein yapilart ile
ilgili yapilan caligmalar bu proteinlerin bazi biyolojik fonksiyonlarinin anlasilmasini
saglamistir. MT molekiillerindeki metal-tiyolat gruplari, gruplar arasinda ve diger MT
molekiilleriyle, metal iyonlarinin hizli bir sekilde yer degistirmesini saglamaktadir
[114]. Metal iyonlarinin tagimmasindaki karakteristik gorevinden dolayi, Onemli
biyolojik islevlerde MT lerin rol oynadig: diistiniilmektedir [115].

Metallotiyoneinlerin baslica gorevleri;

e Metal absorbsiyonu, metal taginimi ve atilima,

e Esansiyel metallerin homeostazisi ve metabolizmasi,

e Metal detoksifikasyonu,

e Serbest radikal siipiiriiciisii,

e Zn tutucusu oldugundan hiicre ¢ogalmasinda ve hiicre yenilenmesinde,

e Apoptoz ve intraseliiler redoks dengesinin ayarlanmasi gibi fonksiyonlarinin
bilinmesine ragmen, metallotiyoneinlerin degisik izoformlarinin hiicreye 6zgi
olarak gen seviyesinde ifade edilmesi, bu proteinin biyolojik islevleri ile ilgili

aydilatilamamis karmagik yonleridir [24,116].

Metallotiyoneinler ¢inko ve bakir gibi esansiyel metallerin homeostazisinde
onemli rol oynarlar [117]. Cesitli fizyolojik ve biyokimyasal olaylar i¢in hiicre ve
dokular bu esansiyel metallere gereksinim duyduklarinda MT’ler tarafindan buralara
tasinmaktadirlar. Boylece metallotiyoneinler araciligiyla bu metaller arasindaki
homeostazi saglanir [118].

26



MT’ler dogrudan metal baglayicit olduklari i¢in metallerin hiicre igerisinde
serbest dolasarak hiicreye zarar vermelerini engellemektedir [119]. Bunun disinda,
MT’ler metalleri sadece metal baglama kapasiteleri ile degil ayn1 zamanda hiicreleri
oksidatif hasardan koruyarak da detoksifiye etmektedirler [120]. MT’ler tarafindan
metal detoksifikasyonlari, maruz kalinan hiicrenin tipine, metalin 6zelligine ve metalin
konsantrasyonuna gore degisir. Yapilan calismalarda, diisiik miktarlardaki Cd
maruziyetinin dahi MT miktarimi arttirdigi gosterilmistir. Genel olarak; kisa siireli
metale maruz kalma sonucu artan MT sentezi ile metal detoksifiye edilebilmekte, ancak
metale kronik olarak maruz kalma sonucunda ise Cd-MT formunun karacigerden
bobreklere taginarak, nefrotoksik etkiye neden oldugu ileri siiriilmektedir [121,122].

Metallotiyoneinler ve glutatyon (GSH) siilthidril grubunca zengin, serbest
radikaller veya lipid peroksitlerin neden oldugu oksidatif strese karsi hiicreyi koruyan,
hepatositlerde fazla bulunan proteinlerdir [118]. MT’de bulunan tiyol gruplarinin
hidroksil radikalleri i¢in tutucu oldugu disiiniilmektedir [123]. Bunun disinda, Cd ve
Zn gibi serbest metaller hiicre membranlart ile etkileserek, baglanma bolgesi ile
yarigarak ya da yapisal degisikliklere sebep olarak, demir redoks reaksiyonunu
engellemekte ve boylece H,O,’in hidroksil radikaline (OH’) doniistimii azaltilmaktadir.
Bu etki de MT’ nin serbest radikal siipiiriiciisii olarak gorev yaptigin1 desteklemektedir.
Metabolik aktivitesi yiiksek olan dokularda, metallotiyonein miktarindaki artis onun

serbest radikal siiptiriiciisii olarak gérev yaptiginin baska bir gostergesidir [111].
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iliskiye genel bir bakis [108].
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2. KAYNAK OZETi

2.1. Alan Calismalari

Sucul ekosistemlerde metal kirliliginin etkileri genel olarak balik tiirleri
kullanilarak belirlenmistir. Bununla birlikte dogal yasam ortamlarindan alinan amfibiler
ile yapilan ¢ok az sayida ¢aligma mevcuttur.

Cooper ve Fortin [124], yogun bir sekilde tarim yapilan yamaska nehri (Quebec,
Kanada) kiy1 seridi boyunca giibrelemeye bagli olarak olusan metal kirliligini nehirden
toplanan boga kurbagalarinda (Rana catesbeiana) arastirmistir. Arastirmacilar,
calismada karaciger, bobrek ve ince bagirsakda metal miktar1 ile karaciger
metallotiyonein miktarin1  degerlendirmislerdir. Genel olarak ¢o6ziinmiis metal
konsantrasyonlar1 ve boga kurbagalarinda birikmis metal konsantrasyonlarinda bolgeler
arasinda c¢ok fazla bir farklihik tespit edilmemistir. Karaciger Cu ve Zn
konsantrasyonlarinda, nehre giren farkli akarsulardan alinan kurbagalar arasinda 6nemli
diizeyde farkliliklar tespit edilmistir. Karaciger metallotiyonein igeriginde ise nehre
giren farkli akarsulardan alinan kurbagalar arasinda Onemli bir farklilik
gbézlemlenmemesine ragmen, metallotiyonein diizeyi iki bolgede Cu igerigi ile, bir
bolgede ise Cd igerigi ile korelasyon gostermistir.

Othman ve arkadaslar1 [125], yabanil Fejervarya limnochairs tiirii kurbagalarda
karaciger Cd diizeyleri ile karaciger GST ve MT diizeyleri arasindaki iligkiyi
incelemislerdir. Arastirma sonuclar1 kirli bolgeden alinan kurbaga 6rneklerinde GST
aktivitesi ve MT miktarinin kontrol grubu olarak secilen bolgedeki kurbagalardan
onemli diizeyde yiiksek oldugunu gostermistir. Ayrica arastiricilar karaciger Cd miktari
ile GST aktivitesi arasinda pozitif bir iligski oldugu ancak karaciger MT diizeyi ile Cd
miktar1 arasinda pozitif bir iliski olmadig1 sonucuna varmislardir.

Yapilan bagka bir c¢alismada kullanilmayan bir uranyum maden ocagi
golciiglinden ve referans bolgeden alinan su orneklerindeki metal igerigi ile her iki
bolgeden alinan Pelophylax perezi tiirii kurbagalarin gesitli doku ve organlarindaki
GST, CAT, GR, GPx, LDH aktiviteleri ile lipid peroksidasyon diizeyleri
karsilastirilmistir. Arastirmacilar metallerin maden ocagi golciigiinden alinan 6rneklerin
dokularinda yiiksek konsantrasyonlarda oldugunu o6zelliklede uranyumun referans
bolgedeki orneklere gore 1350 kat daha fazla oldugunu saptamislardir. Ayrica higbir

dokuda lipid peroksidasyonunda farklilik gézlenmemis ve maden ocagi golctigiinden
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alinan 6rneklerin karaciger disindaki biitiin organlarinda total GPx aktivitesinde bir artis
belirlenmistir. Ancak akcigerde CAT enziminin 6nemli diizeyde baskilanmasinin
muhtemel bir sonucu olarak GPx aktivitesindeki artisin sadece akcigerde onemli
diizeyde oldugu rapor edilmistir [126].

Fenoglio vd. [127] italya’nin Pavia sehri yakinlarindaki iki farkli bolgeden
aldiklar1 Rana esculenta tiirii kurbagalarda kirlilige bagl olarak ortaya ¢ikan histolojik,
morfolojik ve bazi enzim aktivitelerindeki degisimleri arastirmiglardir. Arastirmacilar
tarafindan bobrek parankimasinda bazi yapisal modifikasyonlar gézlemlenmis ancak
nekrotik bir olusum belirlenmemistir. Ayrica referans bolgeye gore kirli oldugu
diisiiniilen bolgedeki kurbagalarda asit fosfataz, NOS bagimli nikotinamid adenin
dintikleotid fosfataz, katalaz enzim aktivitelerinin ve indiiklenebilir NOS diizeyinin
arttig1 rapor edilmistir.

Yapilan bir ¢alismada bati Ukrayna’da bulunan bir nehirden alinan Rana
ridibunda tiirii kurbagalarin karacigerinde mevsimsel ve bolgesel farkliliklara bagh
olarak metal birikimindeki degisimler aragtirllmigtir. Arastirmacilar karaciger
agirhiginin bahardan, yaz/sonbahara dogru arttigi ve kurbaga karacigerindeki metal
mevcudiyetinin Fe>Cu~Zn>Mn>Cd seklinde oldugu sonucuna varmiglardir. Ayrica, en
yiikksek bakir konsantrasyonuna ilkbahar aylarinda rastlanirken diger metallerin en
yiiksek konsantrasyonlarina yaz aylarinda rastlanmistir. Kirsal bolgede tarim yapilan
alanlara yakin yerlerden alman kurbagalarda en yiiksek bakir konsantrasyonu
belirlenmis iken kadmiyum hem kentsel hem de kirsal bolgeden alinan o6rneklerde
saptanmigtir [128].

Kadmiyumun farkli ¢evresel konsantrasyonlarima maruz kalan Fejervarya
limnochairs tiirii kurbagalarin karaciger, bobrek, testis ve ovaryumlarinda metal
birikimini incelemeyi amaglayan bir ¢alisma yapilmistir. Arastirma sonuglar1 kirlenmis
bolgedeki kurbagalarin karaciger, testis ve bobrek Cd diizeylerinin referans olarak
secilen bolgedeki kurbagalarinkinden onemli diizeyde yiiksek oldugunu gostermistir
[129].

Bagka bir arasgtirmada Arjantin’in kurak bolgesinde bulunan yapay bir goli
ireme donemlerinde kullanan alti farkli kara kurbagasi tiiriinde Cd ve Pb diizeyleri
incelenmistir. Arastirma sonuglar1 her bir tiiriin biitiin bireylerinde Pb diizeyinin 1.19 ile
5.57ug/g kuru agirhik araliginda Cd diizeyinin ise 1.09 ile 6.86 pg/g kuru agirlik

araliginda oldugunu gostermistir. Ayrica daha fazla kirlenmis giliney kiyisindan
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toplanan kara kurbagalarinda daha az bozulmus kuzey kiyisindaki kurbagalara gére Cd
birikiminin %21, Pb birikiminin ise %40 daha fazla oldugu saptanmistir [130].

Lopes vd. [131] tarafindan Giineybati Portekiz’de bakir madeni atiklari ile
kirlenmis bir nehirdeki Leuciscus alburnoides tiiriinden baliklarda metal kirliliginin
degerlendirildigi bir ¢alismada, mevsimsel olarak GST aktivitesi, karaciger dokusunda
cesitli metallerin diizeyi ve suyun fiziko-kimyasal parametreleri 6l¢iilmiistiir. Kontrol
alani ile karsilastirildiginda suda siilfat (8.1-1136 mg/L), Mg (18-40 mg/L), Mn (0.7-36
nM), Fe (0.5-21 uM) ve Cu (12-110 nM) degerinin ve baliklarda hepatik Cu ve Se
diizeyinin yliksek belirlendigi alanda GST aktivitesi kontrol alanindan énemli diizeyde
yilksek  bulunmustur. GST aktivitesindeki artis, bu elementlerin  yiiksek
konsantrasyonlarina devamli maruz kalma sonucu baliklarin metabolik adaptasyonu ile
iliskilendirilmistir.

Aarab ve arkadaslar1 [132], Giineybati Fransa’da bes nehrin kirlilik diizeyini
izledikleri bir ¢alismada kirliligin baliklar iizerindeki etkisini degerlendirmislerdir.
Aragtirmacilar baliklarda EROD, karaciger GST ve beyin AChE aktiviteleri ile safra
PAH metabolit degerlerini biyobelirte¢ olarak kullanmistir. Biyoindikator tiir olarak
belirlenen Leuciscus cephalus balik tirtinde AChE aktivitesinin, metal bakimindan
(6zellikle Cd) kirli oldugu 6nceden belirlenmis bir alanda kontrol alani olarak secilen
golden 6nemli diizeyde diisiik oldugu; EROD aktivitesinin ise kontrol alanindan yiiksek
oldugu belirlenmistir. Yine ayn1 balik tiiriinde safra metabolitlerinin ytiksek belirlendigi,
kimya sanayi atik suyunun verildigi bir alanda EROD aktivitesinin de 6nemli diizeyde
yiiksek oldugu gosterilmistir.

Levesque vd. [133] tarafindan, Kanada’da (Quebec) madencilik alanindan
kaynaklanan Cd, Zn ve Cu elementleri ile yiiksek oranda kirlenen ii¢ gélde yapilan bir
caligmada, Perca flavescens tiiri baliklarda bobrek metal birikimi ve karaciger AST,
ALT ve LDH aktiviteleri Ol¢lilmiistiir. Yaz ve sonbahar mevsimlerinde alinan balik
orneklerinde, bobrek Cd ve Zn diizeylerinin kontrol alani olarak secilen iki gole kiyasla
onemli diizeyde yliksek oldugu belirlenmistir. Sonbaharda maden alanina en yakin ve
yiikksek oranda kirlenmis olan golde baliklarda karaciger AST aktivitesinin dnemli
diizeyde arttig1 saptanmistir.

Cevresel ve endiistriyel atiklarla kirlenmis Nil nehrinin bazi bolgelerinden
yakalanan balik tiirlerinde kirliligin belirtegleri olan ¢esitli antioksidan enzim
aktivitelerindeki degisimler calisilmistir. incelenen tiirlerden Oreochromis niloticus’un

karaciger ve bobrek dokularindaki GR, GST ve GPx aktivitesinin Kkirlenmis
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bolgelerdeki baliklarda kontrol grubu baliklarina oranla daha yiiksek oldugu
gozlenmistir. SDS-PAGE ile O. niloticus ve Clarias lazera’nin karaciger ve bobrek
orneklerinin elektroforetik separasyonuyla elde edilen metal baglayici proteinlerin
yogunlugunda artis bulunmustur [134].

Dogal ortamlarindaki ve yetistirme havuzlarindaki Anguilla anguilla’nin kan,
karaciger, bobrek ve kas dokularinda Zn, Cd, Cu, Hg, Fe, Pb ve Mn gibi metallerin ve
MT diizeylerinin belirlenmesine yonelik bir arastirmada en yiliksek Cd diizeyleri
yetistirme havuzlarindaki baliklarin karaciger ve bobreklerinde saptanirken, dogal
ortamlarinda yakalanan baliklarin kaninda Pb, bobreklerinde ise Zn yiiksek diizeyde
bulunmustur. Yetistirme havuzlarindaki baliklarin bobreklerinde Cd ile MT; dogal
ortamdaki baliklarin ise karacigerinde Cu ile MT arasinda dogrusal bir iligki
saptanmustir [135].

Ozmen vd. [136] tarafindan, Karakaya Baraj Goli’nde 2000-2001 yillar:
arasinda kirlilik diizeyinin mevsimsel olarak saptanmasi ve bu kirlilige bagl olarak
sazan baliklar1 (Cyprinus carpio) iizerine toksik etkilerin belirlenmesini amaglayan bir
calisma yapilmis ve balik dokularinda ¢esitli metallerin birikimi de izlenmistir.
Arastirma sonuglarina gore, baraj goliinde c¢esitli metal diizeylerinin ve diger
kirleticilerin miktarinin yiiksek diizeyde oldugu, balik dokularinda kadmiyum, kursun
ve bakir gibi metallerin biriktigi saptanmistir. Ayrica, baraj goliinden yakalanan
baliklarda cesitli enzim degerlerinin de kirlilik diizeyine ve lokasyonlara gore onemli
diizeyde degistigi bulunmustur.

Ozmen vd. [137] tarafindan, Karakaya Baraj Golii’nde C. carpio kullanilarak
yapilan bir bagka arastirmada Kimyasal analiz sonuglari, baraj golii’niin su, sediment
orneklerinde ve baliklarin solunga¢ dokusunda gesitli metallerin varligin1 gostermistir.

Schmitt ve arkadaslar1 [138], kursun ve ¢inko madenlerinin bulundugu
Gilineydogu Missouri (Amerika) bolgesindeki ii¢ balik tiiriinde (Campostoma oligolepis,
Lepomis megalotis, Hypentelium nigricans) yaptiklari calismalarda baliklarin kan
dokusundaki metal diizeylerinin 6zellikle de kursun diizeyinin ¢ok yiiksek oldugunu ve
karaciger dokusunda MT indiiksiyonun Ozellikle ¢inkonun etkisinde artigini
belirlemiglerdir.
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2.2. Laboratuvar Calismalari

Amfibi tiirlerinde metal toksisitesinin saptanmasi amaciyla laboratuvar
ortaminda yapilmis olan ¢alisma sayis1 alan ¢alismalarina gore daha fazladir. Ancak bu
calismalarda daha ¢ok amfibilerin farkli gelisim donemlerinde metallerin toksik etkileri
arastirilmistir.

Yapilan bir arastirmada, Cd, Cu ve Pb’nun X. laevis embriyolarin gelisimi
tizerine toksik etkileri kurbaga embriyogenezi ve teratojenite testi (FETAX) ile
incelenmistir. Aragtirmacilar ayrica amfibi iribaglarinda submitokondriyal GST, GR,
AChE, CaE, LDH, AST ve ALT enzim aktivitelerini degerlendirerek toksik etkiyi
belirlemistir. Caligmada, metallerin 96 saatlik LCsp degerleri Cd i¢in 1.6 mg/L, Pb igin
96.1 mg/L ve Cu i¢gin 1.37 mg/L olarak belirlenmistir. Ayrica teratojenik indeks (TI)
Cd i¢in 1.1, Pb i¢in 1.22 ve Cu i¢in 0.52 olarak hesaplanmistir. TI degerleri bu
metallerin ASTM degerlerine gore X. laevis embriyolar igin teratojen olmadigini
gostermistir. Metallerin enzim aktiviteleri lizerine etkilerine bakildiginda Onemli
degisimler saptanmis ve bu enzimlerin uygun biyokimyasal biyobelirtecler oldugu
belirtilmistir [139].

Lienesch ve arkadagslar1 [140], kadmiyumun X. laevis’de oosit gelisimi iizerine
etkilerini ¢alismiglardir. CdCl; disi X. laevis’lere 21 giinde bir enjekte edilmis, sonugta
oogenezin her evresindeki oosit yilizdesi azalirken, atretik oosit populasyonu onemli
diizeyde artmistir. Arastirmacilar Cd’nin oogeneze engel oldugunu ve Xenopus gamet
gelisim evrelerinin, cevresel kirleticilerin {ireme kapasitesi iizerindeki etkilerinin
belirlenmesinde kullanilabilir bir parametre oldugunu belirtmislerdir.

Xenopus iribaglarinda yapilan bir bagka arastirmada sudan ve sedimentten gelen
kursunun organizmada birikip birikmedigi arastirilmis ve maruz kalma siiresi arttikca
iribaglarin gelisimlerinin inhibe oldugu gézlenmistir. Bu caligmalar, iribas gelisiminin
baskilanmasindaki artisin, viicuttaki kursun birikimiyle dogru orantili oldugunu
gostermistir [15].

Duttaphrynus melanosticus tiirii su kurbagasi iribaslar1 dort giin siireyle Cu, Cd,
Zn, Pb, Ni, Fe, Al ve Mn’nin ¢esitli konsantrasyonlarina maruz birakilarak 6lim
oranlari, ortalama 6liim zamanlar1 (LTsp) ve LCsp degerleri arastirilmistir. Arastirma
sonuglarina gore biitiin metal uygulamalarinda metal konsantrasyonu ve maruz kalma

siiresinin azalmast ile LTsp ve LCsy degerlerinin arttigi rapor edilmistir.
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Ayrica Cu, Cd, Zn, Pb, Ni, Fe, Al ve Mn igin 96 saatlik LCs degerleri sirasiyla 0.03,
0.3,4.2,1.5, 8.8, 0.4, 1.9 ve 39 mg/L olarak belirlenmistir [141].

Selvi ve arkadaslar1 [142] tarafindan yapilan bir ¢alismada, CdCl,’tin farkli
konsantrasyonlarina maruz birakilan Rana ridibunda tiirii ergin su kurbagalarinda bu
metal tuzunun akut toksisitesi ve sebep oldugu davranissal degisiklikler arastirilmistir.
Caligsma sonunda metal tuzunun 96 saatlik LCsq degeri 51.2 mg/L olarak belirlenmistir.
Bunun yaninda artan metal tuzu konsantrasyonu ile beraber maruz kalan kurbagalarda
ylizeye yakin yiizme, solunum gii¢liigli, mukus salgilanmasinda artis, hareket
yavaglamasi, denge kaybi gibi davranigsal degisimler gozlemlenmis ve en yiiksek iki
konsantrasyonda ise biitlin bireylerin 6ldiigii rapor edilmistir.

Yapilan bir ¢alismada X. laevis’in yasamasi, gelismesi ve metamorfoz siireci
tizerine radyoaktivitesi %60 oraninda azaltilmis uranyumun etkisinin arastiriimasi
amaclanmistir. Bu amagcla ilk once, embriyolar (8-47. evre) 4.8 ile 77.7 mg/L
araligindaki farkli uranyum konsantrasyonlarina 96 saatlik FETAX testi ile maruz
birakilmiglardir. Daha sonra ise 64 giinliik kronik deneyde embriyolar (8-66. evre) 6.2
ile 54.3 mg/L araligindaki farkli uranyum konsantrasyonlarina maruz birakilmislardir.
Arastirmacilar 96 saatlik FETAX testi sonucunda radyoaktivitesi azaltilmig uranyumun
teratojen bir metal olmadigini ve 6liime, malformasyonlara ve gelisim iizerine herhangi
bir olumsuz etkiye yol agmadigini belirtmislerdir. 64 giinliik deneyde ise malformasyon
ve Olimiin gozlenmedigi, sadece 13.1 ile 54.3 mg/L araligindaki uranyum
konsantrasyolarina maruz kalan Orneklerde kontrol grubundaki Orneklere gore
metamorfozda gecikme oldugu rapor edilmistir [143].

Bagka bir ¢aligmada ise bir uranyum ocaginin havuzunda yasayan gelisiminin
erken evrelerindeki Rana perezi tiri kurbagalarda maden ocagi atigmin etkisi
incelenmistir. Bu amacgla yumurtalar ve larvalar 96 saat siireyle maden ocagi atiginin
farkli dilusyonlarina maruz birakilmislardir. Calisma sonunda atifin en yiiksek
konsantrasyonunun larvalarda kuyruk deformitesi ile pigmentasyonda artig, boy
uzunlugunda 6nemli bir azalig oldugunu rapor etmislerdir [144].

Kostaropoulos vd. [145] tarafindan kadmiyum ve kromun Rana ridibunda’nin
cesitli dokularindaki GST ve P450 Monooksigenaz aktiviteleri {izerine etkisini
arastirmaya yonelik yapilan bir ¢alismada ergin kurbagalar 10 mg/L Cr ve 10 mg/L Cr +
10 mg/L Cd karisimina 14 giin siireyle maruz birakilmistir. Arastirmacilar kontrol
grubundaki hayvanlarda en yiiksek ve en diisiik P450-MO aktivitesinin sirasiyla

karaciger ve bagirsakta gozlemlerken en yiiksek GST aktivitesini ise karaciger ve
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bobrekte gozlemlemislerdir. Bundan baska Cr ya da Cr+Cd karisimiin kurbagalarda
karaciger GST ve P450-MO ile bobrek GST aktivitelerinde bir azalisa neden oldugunu
ve hem GST hem de P450-MO aktiviteleri ile metal karisimina maruz kalan bireylerin
karacigerindeki her iki metalin konsantrasyonu arasinda negatif bir korelasyon
oldugunu rapor etmislerdir.

Embriyonik gelisimlerinin sonundaki Bufo arenarum embriyolar1 10 giinliik
uygulama protokolii ile kadmiyuma adapte edilmis ve kurbaga embriyolar1 MT
izolasyonu, Cd ve Zn igeriginin Ol¢lilmesi i¢in kullanilmistir. Arastirma sonuglari;
embriyolardaki Cd almimi 7 mg/g embriyo (yas agirlik) miktar1 ile uygulama
yapilmamis ortamlardakinden 255 kez daha fazla oldugunu, biiyik MT benzeri bir
fraksiyonun Cd tarafindan kontrol grubu embriyolarindan yaklagik 8 kat daha fazla
indiiklendigini, Zn konsantrasyonun yaklasik olarak 44 mg Zn/g embriyo (yas agirlik)
oldugunu ve bu degerin Onemli bir degisiklik olmadig1 fakat adapte edilmis
embriyolarda iz metalin metallotiyoneinlerden serbest birakildigin1 géstermistir. Ayrica
artan MT sentezi ve dogal metallotiyoneinlerden Zn serbest birakiminin adaptasyon
fenomeni ile iliskisi tartisilmistir [146].

Loumbourdis ve arkadaslar1 [117] tarafindan yapilan bir ¢alismada, Rana
ridibunda tiirti kurbagalarda krom ve krom-+kadmiyum karisiminin etkisinde karaciger,
bobrek ve bagirsaktaki metal (Cr, Cd) birikimi ve MT sentezi incelenmistir. Her iki
metalin incelenen dokular arasinda en ¢ok bobreklerde biriktigi ve bu dokuda saptanan
Cr diizeyinin Cr+Cd karisiminin etkisinde kromun tek basina etkisinde oranla iki kat
daha fazla oldugu go6zlenmistir. MT sentezinin Cr+Cd karistminin etkisindeki
organizmalarda kontrol grubuna oranla 2-6 kathk artis gdsterdigini saptamustir.
Arastiricilar, bagirsakta gozlenen bu yiikksek MT sentezindeki artigin, bu proteinlerin
metal iyonlarinin bagirsaktan kan dokusuna gegisinde etkili olmasindan kaynaklandigin
belirtmislerdir.

Yapilan bagka bir ¢alismada, CuCl,’e maruz birakilan ergin disi Rana ridibunda
tiirii kurbagalarda farkli dokulardaki Cu birikimi ve karaciger MT diizeyi arastirilmistir.
Aragtirmacilar ergin kurbagalar1 5, 15 ve 30 giin siiresince Cu’in 50 ve 100 mg/L
konsantrasyonlarina maruz birakmislar ve karaciger, bobrek, ventral deri ve
bagirsaktaki bakir birikimi ile karaciger MT diizeyini belirlemislerdir. Arastirma
sonuglarma goére, Cu’mn ilk olarak deri yoluyla viicuda girdigi daha sonra kalin
bagirsakta biriktigi, en son olarak karacigerde Cu konsantrasyonuna ve maruz kalma

siiresine bagl olarak giderek artan bir birikim oldugu belirlenmistir. En yliksek metal
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diizeyi 30 giin 100 mg/L Cu’a maruz kalma sonucunda bobreklerde belirlenmistir.
Buda, muhtemelen karacigerde asirt miktarda bakir birikmesinden sonra, bobreklerin
Cu detoksifikasyonunda ikinci bir yol gibi davrandigin1 géstermistir. Karaciger MT
diizeylerinin ise 5. ve 15. giinlerde Cu konsantrasyonunun artisi ile birlikte arttigi
belirlenmistir. Ancak arastirmanin sonunda MT diizeyinde bir azalis gorilmistiir [147].

Metallerin ve metal karigimlarinin etkileri ile ilgili baliklar kullanilarak
laboratuvar kosullarinda yiiriitiilmiis olan ¢ok sayida arastirma literatiir kayitlarinda
mevcuttur. Ancak bu ¢alismalarin hemen hepsinde yiiksek metal konsantrasyonlarinin
etkisi degerlendirilmistir.

Yapilan bir calismada, farkli siirelerde Zn, Cd ve Zn+Cd’nin farkli ortam
derisimlerine birakilan Nil tilapiasinin (Oreochromis niloticus) kan parametreleri
tizerine metallerin etkisi incelenmistir. Arastirma sonucunda, O. niloticus’da Zn, Cd ve
Zn+Cd karigimi uygulamalari kan ve serum parametrelerinde ¢esitli degisikliklere
neden olmustur. Maruz kalma siiresi ve ortam derigiminin artisiyla alyuvar, akyuvar,
hematokrit, hemoglobin, kolesterol, trigliserid, Ca**, Na* ve CI diizeyleri ile AChE
aktivitesinde azalma, CAT, G6PD, ALT, AST, ALP, LDH ve LP aktivitesi ile GSH,
serum albumin, transferrin, seruloplazmin, IgA, 1gG, Kkortizol, glukoz, total protein ve K
diizeylerinde artis rapor edilmistir. Incelenen biitiin kan parametreleri iizerine metallerin
etkisinin diisiik derisimlerine oranla yiiksek derisimlerinde daha fazla ve bu etkilerinin
Zn+Cd>Cd>Zn seklinde oldugu saptanmistir [148].

Yapilan bir baska c¢alismada 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 siirelerle maruz birakilarak
karaciger, solunga¢ ve kas dokularindaki metal birikimi incelenmistir. Arastirmacilar
balik 6liimlerinin bakir ve ¢inkoya oranla ¢inko+bakir karisiminin etkisinde daha fazla
oldugunu ve en yiiksek bakir birikiminin karacigerde, en yiiksek ¢inko birikiminin ise
solungaglarda oldugunu belirlemislerdir. Ayrica, bakir birikimin ¢inko varliginda
azaldigin1 ancak ortamda bulunan bakirin dokulardaki ¢inko birikimini etkilemedigini
rapor etmislerdir [149].

O. niloticus’'un 0.018+0.16 mg/L ve 0.03+0.3 mg/L Cd+Zn karisimlarinin
etkisine 24 ve 672 saat siiresince maruz birakilarak yapilan bir ¢alismada metal
karigimlarinin ~ karaciger dokusunda neden oldugu histopatolojik degisiklikler
incelenmistir. Arastiricilar, her iki metal karisiminin ortam derisimlerinin etkisinde de

benzer histolojik degisiklerin meydana geldigini ve bu degisikliklerin; hiyalinizasyon,
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hepatositlerde vakuol olusumu, hiicresel sisme ve kan damarlarindaki asiri kan akist
seklinde oldugunu saptamislardir [150].

Atl1 ve Canli [151] tarafindan yapilan bir ¢alismada, 10 giin stireyle 1 mg/L Cd,
Cu, Zn, Pb ve Fe etkisine maruz biraktiklar1 O. niloticus’un karaciger homojenatinin
Sephadex G-75 ile dolu kolondan elde edilen metallotiyonein benzeri protein
fraksiyonlarina karsilik gelen diigiik molekiil agirlikli protein fraksiyonunda kontrol
grubuna gore Cd diizeyinin arttigin1 gozlemislerdir. Aynm1 zamanda karacigerde dl¢iilen
toplam metal diizeyi sonuglarina gore metal etkilerinde bu metallerin artis gosterdigi
belirtilmistir.

Tatli su baligi olan O. niloticus {izerine yapilan bir ¢alismada, baliklar 14 giin
siireyle 1 mg/L derisimindeki kadmiyum, ¢inko ve bakirin tek olarak ve karisimlarinin
etkisine maruz birakilmiglardir. Karaciger dokusu homojenatlar1 Sephadex G-75 kolonu
ile saflagtirtlmis ve karaciger dokusundaki proteinlerin jel filtrasyon profilleri
belirlenmistir. Ayrica karacigerdeki toplam metal ve protein diizeyleri de belirlenmis ve
stilfhidril gruplarinin, metallotiyonein benzeri proteinlerin ve bu proteinlere bagl
metallerin analizi yapilmistir. Arastirma sonunda yiiksek molekiil agirlikli proteinlerin
(YMAP, >80000 Da), orta molekiil agirlikli proteinlerin (OMAP, ~ 43000 Da) ve diisiik
molekiil agirlikli proteinlerin (DMAP, ~ 6500 Da) bulundugu fraksiyonlarda ti¢ adet pik
gozlenmistir. Kadmiyumun YMAP'lerin diizeyini azalttigi, OMAP ve DMAP'lerin
diizeylerini ise arttirdigi, bakirin ise bunun tam tersi olarak YMAP'lerin diizeyini
arttirdigi, OMAP ve DMAP'lerin diizeylerini ise azalttigl, ¢cinkonun ise herhangi bir
degisiklige neden olmadig rapor edilmistir. Ayrica karacigerdeki total metal ve total
protein diizeyleri ile metale maruz kalma arasinda bir korelasyon belirlenmistir [152].

Atl ve Canli [153] tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada ise, Cu, Zn, Cd ve
Pb’na maruz birakilan O. niloticus tiirii tath su baliginda GSH ve MT diizeyleri
arastirillmistir. Arastirmacilar, baliklar1 14 giin siireyle bu metallerin 0, 5, 10 ve 20
uM’lik konsantrasyonlarina maruz birakmiglardir. Metal ve GSH diizeylerini karaciger,
solungag, kas ve kanda, MT diizeyini ise karacigerde incelemislerdir. Arastirma
sonuglarina gore; Cu birikimi sadece solungacta, Zn birikimi sadece kas dokuda, Pb
birikimi karaciger ve solungacta, Cd birikimi ise biitiin dokularda belirlenmistir.
Metallere maruz kalma sonucu kan, kas ve solungag GSH diizeylerinde 6nemli bir
degisim belirlenmemesine ragmen, Cd, Zn ve Cu’nun karaciger GSH diizeyini dnemli

diizeyde arttirdigr belirlenmistir. Karaciger MT diizeyinin, sadece Cd’ye maruz
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birakilan baliklarda 6nemli diizeyde arttigi diger metallerde 6nemli bir degisimin
olmadigi belirlenmistir.

Shah ve Altindag [154] tarafindan, kadife baliginda (Tinca tinca) Hg, Cd ve Pb
birikimini ve bu birikime bagli olarak 96 saatlik LCsy degerlerindeki degisim
arastirtlmistir. Baliklarda Hg, Cd ve Pb konsantrasyonlar sirasiyla 0.011, 0.32 ve 1.59
mg/g ve 96-saatlik LCsy degerleri ise 1.0, 6.5 ve 300 mg/L seklinde bulunmustur. Bu
metallerin genel birikim sirasi ve ilgili 96-saatlik LCsy degerleri Hg< Cd< Pb olarak
bulunmustur. En az metal birikimi belirlenen baliklar i¢in 96-saatlik LCsy degerlerinin
de diisiik oldugu gozlenmistir. Arastiricilar baliklarda metal birikiminin 96-saatlik LCsy
degerleri tizerinde 6nemli bir etkisi oldugunu rapor etmislerdir.

Oliveira vd. [52] tarafindan Cu’in yilan baliklart (Anguilla anguilla) {izerinde
toksik etkisinin degerlendirildigi ¢aligmada, 0.2 pmol/L bakira (CuCly) maruz birakilan
hayvanlarin karaciger metallotiyonein diizeyinde O6nemli bir artis gozlenmistir.
Belirtilen Cu uygulamasinin plazma kortizol ve plasma serbest triiodotironin diizeyinin
azalmasma neden oldugu ve eritrositik niikleer anormalliklerin arttigi ve bunun
genotoksik etkiden dolay1 oldugu iddia edilmektedir.

Yapilan bir ¢alismada arastirmacilar, Halichoerus grypus’un (fok) lokositlerini
in vitro kosullarda ¢inko ve kadmiyumun etkisine maruz birakarak MT’lerin
indiiksiyonunu incelemislerdir. Arastiricilar, in vitro Zn ve Cd etkisinde 16kositlerde iki
farklit MT izoformunun (MT1 ve MT2) sentezinin meydana geldigini ve metallerin

regiilasyonunda bu proteinlerin 6nemli roller tstlendigini belirtmislerdir [155].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Xenopus laevis Yumurta ve Iribaslarinin Saglanmasi

Calismada kullamlan Xenopus laevis tiirii amfibi iribaslar1, indnii Universitesi
Biyoloji Boliimii Cevre Toksikolojisi Arastirma Laboratuvarinda yasatilmakta olan
koloniden elde edildi. Calismada yumurta elde edilirken her seferinde farkli ergin disi
ve erkek X. laevis bireyleri kullanildi. Bu laboratuvarin ortam sicakligi devamli olarak
23+1°C’de tutulmakta olup; deneysel c¢alismalarda ayni ortamda yiiriitildi ve tim
caligmalar ergin bireylerin yasatilmakta oldugu ortam kosullarinda stirdiiriildii. Ayrica,
calisma ortaminda 12:12 saat aydmnlik:karanlik 1s1k periyodu uygulandi. Calismada
kontrol amacl kullanilan ve igerisinde yumurta ve iribas gelisiminin saglandigi FETAX
soliisyonu, Tip I ASTM standartlarina uygun sekilde hazirlandi [156]. Buna gére 1 L
distile suda 625 mg NaCl, 96 mg NaHCO3; 30 mg KCI, 15 mg CaCl,, 60 mg
CaS0,4.2H,0 ve 75 mg MgSO, olacak sekilde FETAX soliisyonu her kullanimdan dnce
taze olarak hazirlandi.

Uygulama 6ncesi erkek ve disi erginler 100 x 40 x 60 cm (Boy:En:Derinlik)
boyutlarinda ayri akvaryumlara alinarak 48 saat siireyle bekletildi. Yumurta eldesi
amaciyla Birhanli tarafindan uygulanan protokol kullanildi [4]. Yumurtalarin elde
edilmesi istenen glinden 36 saat Once, erkek kurbagaya 200 IU insan koryonik
gonadotropin hormonu (hCG) (Pregnyl® 5000 U, Organon) dorsal lenf bezlerinden
enjekte edildi. 36 saatin sonunda disiye 600 U, 6nceden hormon uygulanmis erkege ise
300 IU hCG enjekte edildi. Enjeksiyon i¢in 1 ml’lik insiilin enjektorleri (0.3x8 mm)
(Becton Dickinson) kullanildi. Enjeksiyon tamamlandiktan sonra erkek ve disi
kurbagalar ayn1 akvaryuma konup, karartma amaciyla akvaryumun iizeri ortiildii ve
sessiz bir ortam saglandi. Hormon enjeksiyonunu takiben 2 ile 6 saat sonra ampleksus
bagladi ve 10-16 saat yumurta dokme devam etti. Yumurtalar metal toksisitesinde
kullanilacaklar1 46. evreye kadar (4 giin 10 saat) iginde FETAX soliisyonu bulunan ve
stirekli havalandirilan plastik kiivette bekletildi.
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3.2. Metallerin LCsy Degerlerinin ve Uygulama Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Calismada Cd, Pb ve Cu’in toksisitesini belirlemek amaci ile CdCl, (Sigma-
Aldrich) PbCl, (Sigma-Aldrich) ve CuCl, (Merck) tuzlari kullanildi. Bu metallerin
uygulama konsantrasyonlari Avrupa Birligi (AB) igme sulart yonetmeliginde [38]
belirtilen kabul edilebilir sinir degerler ve 96 saatlik test sonucu elde edilen ortalama
oldiirticti konsantrasyon (LCs) degerlerine bagli olarak belirlendi. Buna gore metallerin

uygulama konsantrasyonlart;

e Cd icin; 0.005 (AB limit degeri), 0.52 (LCs0/10), 2.59 (LCs0/2) Ve 5.18 mg/L (LCso)
e Pb icin; 0.01 (AB limit degeri), 12.3 (LCs0/10), 61.53 (LCs0/2) ve 123.05 mg/L (LCso)
e Cuicin; 0.01, 0.085 (LCs/10), 0.425 (LCs0/2) ve 0.85 mg/L (LCso) olarak belirlendi.

3.3. Metal Toksisitesinin Belirlenmesi

Cd, Pb, Cu ve bunlarin karisgimlarmin, X. laevis iribaslar tizerindeki subletal
etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla iki farkli uygulama grubu kuruldu. Birinci
uygulama grubunda, 46. evredeki amfibi iribaslar1 her bir metalin ve bunlarin
karisimlarinin bir seri subletal konsantrasyonuna 96 saat siire ile statik yenilemeli test
ortamida maruz birakilds. Iribaslar uygulamanin baslatilmasini takiben 24., 48., 72. ve
96. saatlerde kontrol edildi. Olii iribaslar ortamdan alindiktan ve sayilar1 kaydedildikten
sonra, metal ¢dzeltileri yenilendi. ikinci uygulama grubunda ise metallerin 96 saatlik
LCso ve LCso/2 degerlerinin karigimlarina iribaslar 24 saat siiresince maruz birakildi.
Her iki uygulama grubunda, her bir konsantrasyon i¢in sekiz ayri kapta, 20 ser iribas
olacak sekilde deney diizenegi kuruldu (Sekil 3.1). Her iki uygulama sonunda ortamdaki
oli iribaslar uzaklastirildiktan sonra, kalan iribaglar ependorf tiiplerine aktarildi ve buz
tizerinde uyusmalar1 saglanarak enzim aktivitesi ve metallotiyonein tayininin yapilacagi

zamana kadar -80°C’de derin dondurucuya kaldirildu.
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Sekil 3.1. Metal toksisitesi deney diizenegi.
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3.4. Ortam pH’sinin Saptanmasi

Deneylerde statik yenilemeli test sistemi kullanildigindan, iribaglarin maruz
kaldiklar1 ortamin pH degerleri de 6lgiildii. Bu amagla farkli konsantrasyonlarda metal
¢ozeltisi bulunan kaplar igin 0., 24., 48., 72., ve 96. saatlerdeki pH degerleri periyodik
olarak kaydedildi. Boylece toksik etkinin ortamdaki pH degisimine bagl olarak ortaya

cikip ¢ikmadiginin saptanmasi amaglandi.
3.5. Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Biitiin enzim aktivitesi ve toplam protein miktar1 6l¢lim islemleri, dokularin
homojenizasyonu ve santrifiij isleminden hemen sonra, Ornekler bekletilmeksizin
mikroplaka okuyucu sistem (Versamax®, Molecular Devices Corp., USA) kullanilarak
yapildi. Enzim aktivitesi ve toplam protein miktar1 6l¢iimlerinde, her bir 6rnek icin ii¢
tekrarli absorbans okumasi yapildi. Ayni O6rnek i¢in elde edilen degerler arasinda %
10’dan daha biiyiik korelasyon farki bulundugunda, okuma islemi yinelendi. Biitiin
enzimlerin aktiviteleri, drneklerdeki toplam protein diizeyleri dl¢iildiikten sonra spesifik

aktivite (nmol/dk/mg total protein) cinsinden ifade edildi.
3.5.1. Iribaslarin Homojenizasyon ve Santrifiij Islemleri

Orneklerin  homojenizasyonuna baslamadan o6nce, iribaglarin  bulundugu
ependorf tiipleri buz tizerinde ¢oziilmeye birakildi ve su damlaciklart pastor pipeti ile
uzaklastirildiktan sonra tartildi. Homojenizasyon toplam iribas agirliginin 4 kati
hacminde (w/v) sogutulmus homojenizasyon tamponu (0.1 M, pH 7.4 potasyum fosfat
tamponu icinde; 0.15 M KCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT) iginde yapild1. iribas rnekleri
buz kabi i¢inde cam-teflon homojenizatér (Heidolph® RZ 2021) kullanilarak, 2000
rpm’de 30 saniye siireyle parcalandi. Homojenizasyon sonrasi homojenatlar ependorf
tiiplerine aktarildi. Homojenat 4°C’de 16,000 xg devirde 20 dakika siire ile santrifiij
(Sigma® 2-16k) edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant kismi alinarak S16 fraksiyonlarinda
enzim aktiviteleri Olgiildii. Calismalarin tiim asamalarinda Ornekler buz igerisinde

korundu.
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3.5.2. Glutatyon S-transferaz Aktivitesi

S16 fraksiyonlarinda GST aktivitesini belirlemek amaci ile mikroplaka okuyucu
sistem kullanildi. Substrat olarak, %96’lik etanol i¢inde hazirlanan 20 mM 1-kloro-2,4-
dinitrobenzen (CDNB) kullanildi. Reaksiyonda kofaktdr olarak rediikte glutatyon
(0.002 M) kullanildi [157]. Mikroplaka kuyucuklarina sirasi ile 10 pL siipernatant, 100
uL fosfat tamponu (0.1 M, pH 6.5) + 100 uL. GSH karisim1 ve son olarak 10 uL CDNB
pipetlendi. Karisim mikroplaka okuyucu sisteme yerlestirildikten sonra 15 sn siire ile
karistirildi ve 25°C’de 2 dakika siire ile 344 nm’de absorbans degisimi kaydedildi.
Spesifik GST aktivitesi nmol/dk/mg protein cinsinden hesaplandi.

3.5.3. Glutatyon Rediiktaz Aktivitesi

S16 fraksiyonlarinda GR aktivitesi tayini Cribb vd. [158] tarafindan kullanilan
mikroplaka sistemi ile 6l¢iim yontemine gore yapildi. Reaksiyon soliisyonu 0.1 mM,
150 ul 5,5'-dithiobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB), 1.2 mM, 20 ul NADPH ve 20 ul
ornek igermektedir. Yirmi pl, 3.25 mM GSSG’nin ilavesi ile reaksiyon baslatildi. Biitiin
cozeltiler, | mM EDTA igeren, 0.1 M potasyum fosfat tamponunda (pH 7.5) hazirlandi.
Reaksiyon ilerledikge GSSG’den GSH olusumu nedeniyle azalan DTNB miktar1 oda
sicakliginda 3 dakika siire ile 405 nm’de izlendi ve elde edilen absorbans degerlerinden

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

3.5.4. Karboksilesteraz Aktivitesi

S16 fraksiyonlarinda CaE aktivitesini belirlemek amaci ile Onerilen
spektrofotometrik yontem mikroplaka okuyucu sisteme uyarlandi. Aktivite tayininde 26
mM  %96’lik etanol iginde hazirlanan p-nitrofenol asetat (PNPA) substrat olarak
kullanildi1 [159,160]. Bu amagla 5 puL 6rnek ve 250 uL, 0.05 M trizma pH 7.4 tamponu
(Sigma-Aldrich, T7693) kuyucuklara pipetlendi ve 25°C’de 3 dakika 6n inkiibasyona
birakildi. Daha sonra, son konsantrasyon 0.5 mM olacak sekilde 5 uL p-nitrofenol asetat
kuyucuklara ilave edildi ve 2 dakika siireyle 405 nm’de OD okumas1 yapildi. Kor olarak
distile su kullanildi. Spesifik CaE aktivitesi nmol/dk/mg protein cinsinden hesaplandi.
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3.5.5. Asetilkolinesteraz Aktivitesi

S16 fraksiyonlarinda AChE aktivitesi spektrofotometrik yontem ile tayin edildi.
Bu amacgla Ellman vd. [161] tarafindan kullanilan ydntemin, Ozmen vd. [162]
tarafindan modifiye edilmis ve mikroplaka okuyucu sistemine uyarlanmis sekli
kullanildi. Enzim aktivitesi Ol¢timiinde asetilkolin iodid (ACTI) substrat olarak
kullanild1 ve renk degisimine bagli olarak iiriin olusumu saptandi. Iribaslardan elde
edilen siipernatant toplam reaksiyon karigiminda 10 pl olacak sekilde mikroplaka
kuyucuklarma pipetlendi. Siipernatantin {izerine son reaksiyon karisiminda 0.701 mM
ACTI ve 0.136 mM DTNB olacak sekilde, 0.1 M trizma pH 8.0 tamponu (Sigma-
Aldrich, T8483) igerisinde hazirlanmis karigimdan 200 pl ilave edildi. Karisim
mikroplaka okuyucuya yerlestirildi ve 10 saniye siireyle calkalandi. 25°C’de 1 dakika
stire ile 412 nm dalga boyunda absorbans degisimi kaydedildi. Spesifik AChE aktivitesi

nmol/dk/mg protein cinsinden hesaplandi.
3.5.6. Katalaz Aktivitesi

S16 fraksiyonlarinda CAT aktivitesi Aebi (1974) tarafindan Onerilen
spektrofotometrik yontem ile tayin edildi [163]. Enzim aktivitesinin, 240 nm dalga
boyunda substrat olarak kullanilan hidrojen peroksitin (H,0,) tiiketimine bagl olarak
saptanmast amaclandi. Bu amagcla 1 ml’lik kuvartz kiivete, 20 pl 6rnek ve 480 ul 12.5
mM H,0, igeren 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.0) pipetlendi. 25°C’de 1
dakika siireyle absorbans degisimi kaydedildi. Spesifik CAT aktivitesi nmol/dk/mg

protein cinsinden hesaplandi.

3.5.7. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesi

S16 fraksiyonlarinda GPx aktivitesi Bell vd. [164] tarafindan Onerilen
spektrofotometrik yontemin modifiye edilmis ve mikroplaka okuyucu sistemine
uyarlanmis sekli kullanildi. Enzim aktivitesi 6l¢timiinde H,O, substrat olarak, sodyum
azid (NaN3) ise katalaz inhibitorii olarak kullanildi. Bu amagla, mikroplaka
kuyucuklarina 10 pl siipernatant ve 160 ul 1 mM GSH, 0.1 mM NADPH, 0.32 iinite
GSH-rediiktaz, 1 mM EDTA, 2 mM NaNj; igeren 50 mM pH 7.4 fosfat tamponu
pipetlendikten sonra bu karistm 20°C’de 6 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
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kuyucuklara 30 pl 1.67 mM H,O, pipetlenerek reaksiyon baslatildi. NADPH
oksidasyonuna bagli olarak absorbans degisimi 25°C’de 3 dakika siireyle 340 nm’de
kaydedildi. Spesifik GPx aktivitesi nmol/dk/mg protein cinsinden hesaplandi.

3.6. Metallotiyonein Tayini

Subletal metal konsantrasyonlarina maruz birakilan iribaglarin spektrofotometrik
ve elektroforetik-florimetrik olarak metallotiyonein miktar1 6l¢timii i¢in Viarengo vd.
[165] tarafindan Onerilen yontem modifiye edilerek kullanildi. Spektrofotometrik
yontem  mikroplaka okuyucu sisteme (Versamax®, Molecular Devices Corp., USA)

uyarlandi ve her bir 6rnek igin ii¢ tekrarli absorbans okumasi yapildi.
3.6.1. iribaslarin Homojenizasyon ve Santrifiij Islemleri

Homojenizasyona baglamadan once iribaslarin bulundugu ependorf tiipleri buz
lizerinde ¢oziilmeye birakild1 ve daha sonra ependorflardaki iribaslar tartildi. iribaslar,
her bir ependorfdaki toplam iribag agirliginin 3 kati hacminde (w/v) sogutulmus
homojenizasyon tamponu (0.5 M siikroz, 0.5 mM PMSF ve 0.01% b-merkaptoetanol
iceren 20 mM tris-HCI pH 8.6) icinde cam-teflon homojenizator kullanilarak, 2000
rpm’de 30 saniye siireyle pargalandi. Homojenizasyon sonrasi homojenatlar ependorf
tiplerine aktarildi ve 4°C’de 15,000 xg devirde 30 dakika siire ile santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi siipernatant kismi alinarak metallotiyonein tayini i¢in kullanildi.

Calismanin tiim asamalarinda 6rnekler buz igerisinde korundu.
3.6.2. Metallotiyoneinin Yogunlastirilmasi, Saflastirilmasi ve Miktar tayini

Homojenize edilmis iribas 6rnekleri 15,000 xg’de 30 dakika santrifiij edildikten
sonra ¢esitli iglemlerden gegirildi. Bu islemler hem spektrofotometrik hem de
elektroforetik-florimetrik MT tayini i¢in belirli bir noktaya kadar ortak iken, daha sonra
ornekler farkli islemlere tabii tutuldular. Her iki yontemde de ortak olan islemler

asagida belirtildigi gibi yapildi. Bunlar sirasiyla;

1- Santrifiij sonrasi elde edilen slipernatantin her 1 ml’si basmma 80 uL
kloroform ve 1.05 ml soguk etanol eklendi. Bu karigim 6000 xg’de 10 dakika
santrifiij edildi.
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2- Santrifij sonrasi elde edilen siipernatanta 3 kati hacminde soguk etanol
eklendi ve -20°C’de 1 saat bekletildi. Bu 6rnekler daha sonra 6000 xg’de 10
dakika santrifiij edildi.

3- Santriflij sonrasi siipernatant uzaklastirildi. Elde edilen pelet %87 etanol ve

%1 kloroform i¢eren homojenizasyon tamponu ile yikandi. Bu 6rnekler 10

dakika 6000 xg’de santrifiij edildi.

3.6.2.1. Metallotiyoneinin Spektrofotometrik Olarak Tayini

Santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirildi ve pelet 300 ul 1 mM EDTA igeren 5
mM tris-HCI (pH 7) i¢inde resiispanse edildi. Daha sonra resiispanse edilmis drneklere
0.43 mM DTNB igeren 0.2 M sodyum-fosfat tamponundan (pH 8) 4.2 ml eklendi. Bu
ornekler 30 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 3000 xg’de 5 dakika santrifiij
edildi ve hemen ardindan mikroplaka kuyucuklarina 250 pl 6rnek pipetlenerek 412
nm’de absorbans Ol¢limii yapildi. Elde edilen absorbans degerleri olusturulan GSH
standart egrisindeki degerler ile karsilastirilarak 6rneklerdeki MT miktari tayin edildi.
MT miktar1 1 nmol GSH =1 nmol —SH = 0.055 nmol MT esitligine gére hesaplandiktan
sonra nmol MT / gr yas agirlik olarak ifade edildi.
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Sekil 3.2. GSH standart egrisi.
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3.6.2.2. Metallotiyoneinin Elektroforetik-Florimetrik Olarak Tayini

Santrifiij sonrasi stipernatant uzaklastirilarak elde edilen pelet ve protein belirteci
olarak kullanilan tavsan karaciger MT II’si (Alexis Biochemicals®, Enzo Life
Science®, Switzerland), 6 mM tiyolat (momobromobimane-mBBr; Sigma-Aldrich,
USA) iceren 100 ul 150 mM tris-HCI (pH 7) iginde resiispanse edildi. mBBr ¢ozeltisi
oncelikle asetonitril iginde 92 mM’lik stok soliisyon olarak hazirlandi ve bu stok
soliisyondan 150 mM tris-HCI (pH 7) iginde 6 mM olacak sekilde kullanildi. Ornekler
daha sonra karanlikta oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
her 6rnege %4’liikk SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) ¢ozeltisi eklendi ve drnekler 37°C’de
30 dakika inkiibe edildi. Bromfenol mavisi (%0.05) ve gliserol igeren ornekler 2-3
dakika 1sitildi. Ornekler oda sicakligina kadar sogutulduktan sonra her drnekten jele
yiikleme yapildi.

SDS-PAGE elektroforez uygulamasinda mini-PROTEAN® TGX Stain-Free™
(BIO-RAD) marka hazir elektroforez jelleri kullamldi. Ornekler ve protein belirteci
kuyucuklara yiiklendikten sonra iginde yiirlitme tamponu bulunan yiiriitme tankina
(mini-PROTEAN® Tetra cell; BIO-RAD) alindi ve 40 mA/jel sabit akimda yaklasik 30
dakika siireyle yiiriitiildii. Yiriitme isleminden sonra protein bantlarindaki florensans
1s1may1 goriintiileyebilmek igin jel UV/White Light transilluminator (Spectroline®, Bl-
O-VISION™) iizerine alind1 ve fotografi gekildi (Nikon D3000). Daha sonra jeller Zehr
vd. [166] tarafindan olusturulan protokole bagl olarak coomassie brilliant mavi R-250
ile boyand:1 ve fotografi ¢ekildi. Bu protokole gore %10 etanol (v:v), %5 glasiyel asetik
asit (v:v) ve %0.005 (w/v) coomassie brilliant mavi R-250 igeren ¢ozelti distile su

i¢inde hazirlandi.

3.7. Toplam Protein Miktar1 Tayini

Iribas homojenatlarinda toplam protein miktarlari Bradford [167] tarafindan
gelistirilen yonteme gore, mikroplaka okuyucu sisteme uyarlanarak tespit edildi.
Stipernatant 6rnekleri 1/4 oraninda sulandirildiktan sonra, sulandirilmis 6rneklerden 5
ul mikroplaka kuyucuklarina pipetlendi ve iizerine 250 pl Bradford ¢ozeltisi (Sigma
B6916, USA) eklendi. Reaksiyon karisimi oda sicakliginda karanlikta en az 15 dakika
siireyle inkiibe edildi. Renk degisimine bagl olarak, 595 nm dalga boyunda absorbans
degeri olgiildii. Orneklerdeki toplam protein degerleri bir bilgisayar paket programi
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(Slide) kullanilarak, elde edilen degerler ile BSA standart egrisi degerleri
karsilastirilarak hesaplandi. Daha sonra sulandirim faktorii g6z 6nitinde bulundurularak
stipernatantlardaki toplam protein degerleri hesaplandi. Elde edilen toplam protein
degerleri, spektrofotometrik okuma degerlerine gore hesaplanan S16 fraksiyonlari
enzim aktivitesi degerleri kullanilarak, spesifik aktivite degerlerinin hesaplanmasinda

kullanildi.
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Sekil 3.3. BSA standart egrisi.

3.8. Istatistiksel Analiz ve Hesaplamalar

Bulgularin istatistiksel olarak degerlendirilmesi amaciyla istatistik paket
programlar1 kullanildi. Iribaslarda enzimatik analiz sonucunda elde edilen bulgularin
analizi i¢in SPSS programi (SPSS Inc., USA), LCx (ortalama oldiiriicii konsantrasyon)
degerlerinin saptanmasi i¢in EPA tarafindan gelistirilen Finney’in probit analizi paket
programi kullanildi. Oliim oranlarinin ve enzim aktivitelerinin uygulama gruplarina
bagli olarak test edilmesi amaciyla varyans analizi (One-Way ANOVA) yontemi
uygulandi. Gruplar aras1 farklilik diizeyi en az %95 olasilik ile (p<0.05 i¢in) 6nemli
olarak degerlendirildi. Buna bagh olarak, gruplar arasi farkliligin 6nemli olup olmadig:
p<0.05 diizeyinde onem seviyesine gore saptandi. Gruplar arasi farkliligin onemli
oldugu saptandiginda enzim aktiviteleri igin ornekler ikili karsilastirma ile non-
parametrik Mann-Whitney U testine gore kontrol grubu verileri ile karsilastirildi.
NOAEC ile LOAEC degerlerinin hesaplanmasinda ve 6liim oranlari i¢in drneklerin ikili
karsilagtirillmasinda Dunnett-t testi kullanildi. Grup igi farkliligin p<0.05 ve p<0.01

diizeyinde 6nemli bulundugu gruplar saptanda.
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4. BULGULAR

Tez ¢alismasinda iki farkli uygulama siiresinde metal toksisitesini ve etkilerini
belirlemek iizere tiim asamalarda iki farkli uygulama grubu kuruldu. Oncelikle 46.
evredeki Xenopus laevis iribaslari metal ve metal karisimlarinin belirlenen biitiin
konsantrasyonlarina 96 saat Statik yenilemeli test diizeneginde maruz birakildi. Buna
bagl olarak segilen metal ve metal karigimlarinin ortalama oldiiriicii konsantrasyon
(LCsp) degerleri belirlendi. Calismanin ikinci asamasinda ise 46. evredeki X. laevis
iribaglart 96 saatlik uygulama sonuglarina gére hesaplanan LCsp ve LCs0/2 degerlerine
24 saat siiresince maruz birakilarak, biyobelirteg olarak segilen enzimlerin ve
metallotiyonein diizeylerindeki degisimin saptanmasi amaglandi.

(Calismada homojenizasyon islemleri, santrifiij islemleri ve kullanilan
kimyasallar farklt oldugu icin, bireylerin metal toksisitesine maruziyeti sonucunda
secilen enzimatik biyobelirteglerde ortaya ¢ikan yanitlar1 belirlemede ayri,
metallotiyonein tayininde kullanmak i¢in de ayr1 metal ve/veya karisim uygulamalari
kuruldu. Uygulama siirecinin hicbir asamasinda deneylerde kullanilan iribaglar
beslenmedi. Her bir metal ve/veya metal karisimi uygulamasinda 800 adet iribas
gerektigi i¢in uygulamalarinin hepsi ayni zamanda kurulamamis olup, calismalar
stiresince farkli donemlerde gereksinim duyulan yumurtalarin eldesinde farkl ergin disi
ve erkek kurbagalar kullanildi ve elde edilen iribaslarla farkli zamanlardaki uygulamalar
calisildi. Bundan dolay1 farkli zamanlarda kurulan her metal ve/veya metal karigimi
uygulamasinda ayr1 kontrol gruplart olusturuldu. Biitiin istatistiksel degerlendirmeler
uygulamalarin kendilerine ait kontrol gruplari ile karsilastirilmasina gore yapildi. Farkl
ebeveynlerden elde edilen iribaglarin metal toksisitesine verdigi yanitlar
karsilagtirilarak, deneyler arasinda korelasyon olup olmadigi analiz edildi ve farkl
deneyler arasinda bir korelasyon oldugu saptandi.

Calismada, iki farkli uygulama grubu oldugu i¢in, bulgular degerlendirilirken 24
ve 96 saatlik iki ayr1 grup olarak incelendi.
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4.1. 96 Saatlik Calismalar ile Tlgili Bulgular

4.1.1. 96 Saatlik LCsp, NOAEC ve LOAEC Degerleri

Calismada kullanilan kadmiyum (Cd), bakir (Cu) ve kursun (Pb)’un LCsg
degerlerinin belirlenmesi amaciyla, yapilan ©on calisma verileri goz Oniinde
bulundurularak, secilen konsantrasyonlarda her bir metal/metal karigimi etkisine maruz
birakilan iribaslar i¢in 46. evrede 96 saatlik LCsg, NOAEC ve LOAEC degerleri
hesaplandi. Bu caligmalar sonucu elde edilen degerler cizelge 4.1°de verilmistir. Bu
verilere gore metallerin 96 saatlik LCsy, NOAEC ve LOAEC degerleri bakimindan
Pb>Cd>Cu seklinde bir iligki saptanmistir.

Cizelge 4.1. Metallerin 96 saatlik LCsp, NOAEC ve LOAEC degerleri.

Metal LCso(mg/L)  NOAEC (mg/L) LOAEC(mg/L)
Cd 5.18 35 4.9
Pb 123.05 105.8 121.67
Cu 0.85 0.410 0.655

LOAEC; Olumsuz etki goriilen en diisiik konsantrasyon.
NOAEC,; Higbir olumsuz etkinin gériilmedigi konsantrasyon.

4.1.2. 96 Saatlik Uygulamalarda Ortamlarin pH Degerleri

Segilen metallere organizmalarin maruz kalacaklar1 ortamda uygulamalar
esnasinda 24 saatlik periyotlarda bir pH degisiminin olup olmadiginin saptanmasi
onemlidir. Ciinkli 24 saatlik araliklarla kaplardaki metal ¢ozeltileri yenilendigi igin,
ortamin pH degisimi toksisiteyi etkileyen bir faktor olabilir. Bu nedenle calismada
kullanilan metal tuzu ¢ozeltilerinin pH degerleri 0., 24., 48., 72. ve 96. saatlerde &li
iribaglar ortamdan uzaklastirildiktan sonra kaplardaki ¢ozeltiler yenilenmenden o6nce
olgtilerek kaydedildi. Calismada, enzim ¢aligmalari i¢in ayr1 (Grup A), metallotiyonein
(MT) calismalar1 i¢in ayr1 (Grup B) deney diizenekleri kuruldugundan, 96 saat
sonundaki ortalama pH degerleri gruplar halinde gizelge 4.2°de gosterilmistir.

Cozelti pH’larinin 96 saat sonundaki ortalama degerlerine goére metal ve

karisimlarin pH degerlerinde toksisiteyi etkileyecek diizeyde degisim belirlenmemistir.
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Cizelge 4.2. 96 saatlik calismalarda elde edilen ortalama pH degerleri.

Kon?;gt,gsyon cd Pb Cu’ Cd+Cu Pb+Cd Pb+Cu Pb+Cd+Cu
comtroLa 185 798 775 766 766  7.63 774
ABDegeriat 800 809 78L 777 782 776 7.85
LCoio.As 805 809 786 780 783 776 7.86
LCup.A® 804 798 789 775 772 762 7.50
L CopA? 799 780 798 770 745  7.29 7.11
comrong 785 780 763 774 774 1.0 7.80
ABDegerip® 804 775 771 178 778 764 7.67
LCoiomt 805 772 181 776 773 772 7.69
LCup.p 805 761 785 791 774 7.0 e
L Cor B 798 725 784 779 762  7.06 7.05

Grup-A; Enzim ¢alismalari, Grup-B; MT calismalari.
% AB Degeri: Cd icin; 0.005, Cu icin; 0.01, Pb icin; 0.01 mg/L
LCs0/10: Cd igin; 0.52, Cu igin; 0.085, Pb igin; 12.3 mg/L
LCso/2: Cd i¢in; 2.59, Cu i¢in; 0.425, Pb igin; 61.53 mg/L

LCso: Cd i¢in; 5.18, Cu i¢in; 0.85, Pb i¢in; 123.05 mg/L
b Cu i¢in belirlenen en diisiik konsantrasyon AB sinir degeri degildir.

4.1.3. 96 Saatlik Calismalarda Belirlenen Oliim Oranlari

Metal ve metal karisimlarinin etkisine 96 saat siiresince maruz birakilan 46.

evredeki iribaglarda meydana gelen oliimler test siiresince kaydedildi. MT ¢alismalari

ve enzimatik calismalar i¢in ayr1 deney diizenekleri kuruldugu icin her iki calismaya ait

Oliim oranlan ¢izelge 4.3 ve 4.4’de verilmistir. Hem enzim hem de MT caligmalarinda

metallerin ve karisimlarmin 6zellikle LCso/2 ve LCsy degerlerinde goriilen oliimler

kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak onemli bulundu (p<0.01).
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Cizelge 4.3. 96 saatlik enzim ¢alismalarinda belirlenen 6liim oranlari.

Cd Pb cuP Cd+Cu Pb+Cd Pb+Cu Pb+Cd+Cu
(mg/L) n Toplam Oliim Toplam Ollim Toplam Oliim Toplam Oliim Toplam Ollim Toplam Ollim Toplam Ollim
Oliim Orant Oliim Orant Oliim Orani Oliim Orani Oliim Orant Oliim Orani Sliim Orani
(%) (%) (%) (%) (%) (%) ! (%)
Kontrol 160 2 1.25 2 1.25 0 0 8 5 8 5 0 0 9 5.63
AB Degeri® 160 3 1.88 1 0.63 3 1.88 9 5.63 11 6.88 2 1.25 11 6.88
LCs0/10° 160 3 1.88 2 1.25 1 0.63 7 4.38 7 4.38 3 1.875 12 75
LCso/2? 160 20" 12,5 5 3.13 10 6.25 160" 100 6 3.75 138" | 86.25 | 160 100
LCs? 160 | 100" | 625 66" 41.25 72" 45 160" 100 160 100 160" 100 160" 100

*: p<0.01 kontrol ile karsilastirildiklarinda istatistiksel onemliligi gostermektedir.
4 AB Degeri: Cd icin; 0.005, Cu i¢in; 0.01, Pb i¢in; 0.01 mg/L

LCs0/10: Cd igin; 0.52, Cu igin; 0.085, Pb i¢in; 12.3 mg/L

LCs0/2: Cd i¢in; 2.59, Cu i¢in; 0.425, Pb i¢in; 61.53 mg/L

LCsp: Cd igin; 5.18, Cu i¢in; 0.85, Pb i¢in; 123.05 mg/L
P: Cu i¢in belirlenen en diisiik konsantrasyon AB sinir degeri degildir.
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Cizelge 4.4. 96 saatlik MT c¢alismalarinda belirlenen 6liim oranlari.

Cd Pb cuP Cd+Cu Pb+Cd Pb+Cu Pb+Cd+Cu
K t X . N\ . P .. N\ . 2 .. 2 .. P .
onsan /rasyon n Toplam Oliim Toplam Olim Toplam Olim Toplam Oliim Toplam Oliim Toplam Oliim Toplam Olim
(mg/L) Oliim Orani Oliim Orani Oliim Orani Oliim Orani Oliim Orani Oliim Orani Oliim Orani
i (%) i (%) () i (%) (o) T () ! (%)
Kontrol 160 5 3.13 2 1.25 0 0 9 5.63 9 5.63 2 1.25 2 1.25
AB Degeri® 160 1 0.63 2 1.25 0 0 11 6.88 12 75 6 3.75 2 1.25
LCs,/10? 160 2 1.25 0 0 0 0 8 5 9 5.63 5 3.13 13" 8.13
LCso/22 160 18 11.25 3 1.88 21" 13.13 | 160 100 6 3.74 148" 92.5 160" 100
LCs? 160 97" 60.63 76 475 75" | 46.88 | 160 100 160" 100 160" 100 160" 100

*: p<0.01 kontrol ile karsilastirildiklarinda istatistiksel 6nemliligi gdstermektedir.
4 AB Degeri: Cd icin; 0.005, Cu i¢in; 0.01, Pb i¢in; 0.01 mg/L

LCs0/10: Cd igin; 0.52, Cu i¢in; 0.085, Pb igin; 12.3 mg/L

LCs0/2: Cd i¢in; 2.59, Cu i¢in; 0.425, Pb igin; 61.53 mg/L

LCsp: Cd igin; 5.18, Cu i¢in; 0.85, Pb i¢in; 123.05 mg/L
b Cu i¢in belirlenen en diisiik konsantrasyon AB sinir degeri degildir.
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4.1.4. 96 Saatlik Cd Uygulamasinin Biyobelirtec Enzimler Uzerine Etkisi

Kadmiyumun belirlenen konsantrasyonlarina 96 saat silireyle maruz kalan
Xenopus laevis iribaglarinda cesitli enzim aktivitelerinde meydana gelen degisimler
cizelge 4.5’ de verilmistir. Cd’un en diisik uygulama konsantrasyonu olan 0.005
mg/L’nin (AB mevzuatina gore su kaynaklari i¢in kabul edilebilir sinir deger) ¢alisilan
enzimler iizerinde ¢esitli degisimlere neden oldugu ancak, bu degisimlerin kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli olmadigi bulundu (p>0.05).

Diger taraftan, GST aktivitesinin daha yiiksek diizeyde Cd konsantrasyonuna
maruz kalan iribaslarda konsantrasyonla iligkili olarak arttigi ve en yiiksek GST
aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla yaklasik olarak %700 oraninda artis ile
820.59+56.36 nmol/dk/mg protein olarak 5.18 mg/L Cd’da (LCsp degeri) saptandi ve bu
artis kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0.01).
Ayni sekilde, GST aktivitesinin 0.518 mg/L (LCso/10 degeri) ve 2.59 mg/L (LCso/2
degeri) Cd konsantrasyonlarinda arttigit ve bu artislarin da kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli oldugu saptandi (p<0.01).

GR aktivitesinin, GST enzimi gibi Cd konsantrasyonlartyla iligkili bir sekilde
arttigi bulundu. Buna gore, en yliksek GR aktivitesi kontrol grubuna kiyasla yaklasik
olarak %450 oraninda artis ile 56.464+2.55 nmol/dk/mg protein olarak 5.18 mg/L Cd’da
(LCsp degeri) 6l¢iildii ve bu artis kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak
o6nemli bulundu (p<0.01). Kadmiyumun 2.59 mg/L (LCs0/2 degeri) konsantrasyonuna
maruz kalan iribaglarda GR aktivitesinin arttigi ve bu artisinda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli oldugu bulundu (p<0.01).

GPx aktivitesinde, Cd konsantrasyonlartyla iliskisi olmayan degisimler
belirlendi. En yiiksek ve en diisiik GPx aktivitesi sirasiyla 2.59 mg/L (LCso/2 degeri) ve
0.005 mg/L (AB degeri) Cd uygulamasinda 8.82+0.57 ve 5.53+0.57 nmol/dk/mg
protein olarak oOl¢iildii. GPx aktivitesinde kontrol grubuna kiyasla 2.59 mg/L Cd
konsantrasyonunda meydana gelen yaklasik %60 oranindaki artig (p<0.01) ile 0.518
mg/L Cd’da (LCs0/10 degeri) meydana gelen artis (p<0.05) istatistiksel olarak 6nemli
bulundu.

CAT aktivitesinin genel olarak Cd konsantrasyonu maruziyeti ile ilintili bir artis
sergiledigi ve en yiiksek CAT aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla 5.18 mg/L (LCso
degeri) Cd maruziyeti ile yaklasik olarak %100 arttigi (57.043+8.89 nmol/dk/mg
protein) bulundu. Bu artis ise kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
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onemli bulundu (p<0.01). 0.518 mg/L Cd’da (LCso/10 degeri) meydana gelen CAT
aktivitesindeki artis da kontrol grubuna kiyasla 6nemli bulundu (p<0.05).

CaE aktivitesinde, 0.518 mg/L (LCso/10 degeri) Cd konsantrasyonuna kadar
konsantrasyonla iliskili artis daha yiiksek konsantrasyonlarda ise konsantrasyonla
iligkili ~ inhibisyon = gbzlenmesine ragmen, bu degisimlerin  biitin  Cd
konsantrasyonlarinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak onemli
olmadigi bulundu (p>0.05). En yiiksek ve en diisiik CaE aktivitesi sirasiyla 0.518 mg/L
ve 5.18 mg/L Cd’de (LCsp degeri) 222.66+9.86 ve 204.18+7.21 nmol/dk/mg protein
olarak olguldii.

AChE aktivesinde, Cd konsantrasyonlariyla ile iligkisi olmayan degisimler
belirlenmesine ragmen, bu degisimlerin biitiin Cd konsantrasyonlarinda kontrol grubu
ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli olmadigi saptandi (p>0.05). En yiiksek
ve en diisik AChE aktivitesi sirasiyla 0.005 mg/L (AB degeri) ve 5.18 mg/L Cd’de
(LCsp degeri) 186.28+10.81 ve 142.63+7.14 nmol/dk/mg protein olarak dl¢tildii.
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Cizelge 4.5. 96 saatlik Cd uygulamasinin enzim aktiviteleri {izerine etkisi (nmol/dk/mg protein =+ standart hata).

Konsantrasyon GST CaE AChE GR GPx CAT

(mg/L)

Kontrol 8  116.03+4.51 208.58+5.30 169.2146.22 12.93+0.45 5.95+0.26 28.42742.12
0.005 8  129.44+5.38 210.42+7.97 186.28+10.81 14.8620.53 5.5340.57 30.416+4.64
0.518 8 210.26+11.27%* 222.66+9.86 158.32+9.30 16.48+2.08 7.8240.85%  39.191+3.15*
2.59 8  574.24426.55%*  220.41+11.08 170.0548.49 S1.66E1.47%%  8.82+0.57*%  38.426+6.79
5.18 8  820.59+56.36%* 204.18+7.21 142.6347.14 56.46+2.55%* 5944032 57.043+8.89%*

*: p<0.05, **: p<0.01 kontrol ile karsilastirildiklarinda istatistiksel dnemliligi gostermektedir.
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4.1.5. 96 Saatlik Pb Uygulamasinin Biyobelirte¢ Enzimler Uzerine Etkisi

Kursunun belirlenen konsantrasyonlarina 96 saat siireyle maruz kalan Xenopus
laevis iribaslarinda c¢esitli enzim aktivitelerinde meydana gelen degisimler ¢izelge
4.6’da verilmistir. Pb’nin en diisiik uygulama konsantrasyonu olan 0.01 mg/L’nin (AB
mevzuatina gore su kaynaklari icin kabul edilebilir sinir deger) c¢alisilan enzimler
tizerinde c¢esitli degisimlere neden oldugu ancak bu degisimlerin kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli olmadigi bulundu (p>0.05).

Buna karsin, GST aktivitesinin Pb konsantrasyonlariyla iliskili olarak arttig1 ve
en yiiksek GST aktivitesi ise kontrol grubuna kiyasla yaklasik olarak %280 oraninda
artig ile 447.52+42.88 nmol/dk/mg protein olarak 123.05 mg/L Pb’da (LCsp degeri)
belirlendi ve bu artis kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli
bulundu (p<0.01). Benzer sekilde, GST aktivitesinin 12.3 mg/L (LCs0/10 degeri) ve
61.53 mg/L (LCso/2 degeri) Pb konsantrasyonlarinda arttigi ve bu artiglarin kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli oldugu saptandi (p<0.01).

GR aktivitesinde, 12.3 mg/L Pb (LCs¢/10 degeri) konsantrasyonuna kadar
konsantrasyonla ilintili inhibisyon, daha yiiksek konsantrasyonlarda ise konsantrasyonla
ilintili artis goriildi. 0.01 mg/L (AB degeri) ve 12.3 mg/L Pb’da meydana gelen
inhibisyonlar kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli bulundu
(swrasiyla p<0.05 ve p<0.01). 61.53 mg/L (LCs0/2) ve 123.05 mg/L (LCsp) Pb
konsantrasyonlarinda meydana gelen artislarin ise kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak onemli olmadiklar1 saptandi (p>0.05). Kursun maruziyetine bagh
olarak en yiiksek ve en diisiik GR aktiviteleri, sirasiyla 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 olgiildii.

GPx aktivitesinin Pb konsantrasyonlariyla iligkili olarak inhibe oldugu ancak,
123.05 mg/L (LCso degeri) Pb’daki inhibisyon disinda diger konsantrasyonlardaki
inhibisyonlarin kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli olmadig:
bulundu (p>0.05). En diisiik GPx aktivitesi, 123.05 mg/L kursunda yaklagik olarak %45
oraninda inhibisyon (4.02+1.64 nmol/dk/mg protein) saptandi ve bu inhibisyon kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0.01).

CAT aktivesinde, 12.3 mg/L (LCso/10 degeri) disindaki Pb konsantrasyonlarinda
genel olarak artis gézlenmesine ragmen, bu artiglarin biitiin Pb konsantrasyonlarinda

kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak onemli olmadigi bulundu
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(p>0.05). En yiiksek ve en diisiik CAT aktivitesi sirasiyla 12.3 mg/L ve 123.05 mg/L
Pb’da (LCsp degeri ) 30.03£3.64 ve 22.86+1.85 nmol/dk/mg protein olarak 6lgiildii.

CaE aktivitesinde, genel olarak inhibisyon gozlenmesine ragmen, bu
inhibisyonlarin  kursun konsantrasyonlariyla iliskili olmadigi ve biitiin Pb
konsantrasyonlarinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli
olmadig1 saptandi (p>0.05). En diisiik CaE aktivitesi ise 0.01 mg/L (AB degeri)
kursunda (137.11+7.25 nmol/dk/mg protein) belirlendi.

AChE aktivesinin ise Pb konsantrasyonlariyla lineer iligkili olmasa da 6nemli
diizeyde inhibe oldugu ve en diisiik AChE aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla yaklasik
olarak %35 oraninda inhibisyonla 12.3 mg/L Pb (LCs¢/10 degeri) uygulama grubunda
oldugu saptandi ve enzim aktivitesi 89.88+5.41 nmol/dk/mg protein olarak &lgiildii. Bu
artisin kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli oldugu bulundu
(p<0.01). Benzer sekilde, AChE aktivitesi 61.53 mg/L (LCs/2 degeri) ve 123.05 mg/L
(LCso degeri) Pb konsantrasyonlarinda inhibe oldu ve bu inhibisyon diizeyleri kontrol

grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0.01).
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Cizelge 4.6. 96 saatlik Pb uygulamasinin enzim aktiviteleri iizerine etkisi (nmol/dk/mg protein + standart hata).

Konsantrasyon GST CaE AChE GR GPx CAT
(mg/L)
Kontrol 8 11638+ 1886  169.08+19.85  139.02+7.24 9.19 < 1.07 7.1041.03 23.98+1.95
0.01 8 153.07 £ 15.70 137.117.25 132.67 + 5.99 5.74 + 0.66* 6.81+1.84 25.37+1.01
12.3 8 30836+ 19.57%% 141924574  89.88 £5.41%*%  4.84+0.80%* 5.63+0.89 22.86+1.85
61.53 8 399.05+ 1479 %%  162.36+5.78  100.0044.46 **  10.02 +2.37 5.93+0.54 24.4441.20
123.05 8 44750 £42.88%*%  141.09+ 1048  93.96+7.48 ** 16.6 + 5.40 4.0041.64% 30.0343.64

*: p<0.05, **: p<0.01 kontrol ile karsilagtirildiklarinda istatistiksel onemliligi géstermektedir.
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4.1.6. 96 Saatlik Cu Uygulamasinin Biyobelirtec Enzimler Uzerine Etkisi

Bakirin belirlenen konsantrasyonlarina 96 saat siireyle maruz kalan Xenopus
laevis iribaslarinda c¢esitli enzim aktivitelerinde meydana gelen degisimler ¢izelge
4.7°de verilmistir. Cu’in en disiik uygulama konsantrasyonu olan 0.01 mg/L’nin
calisilan enzimler iizerinde ¢esitli degisimlere neden oldugu ancak, bu degisimlerin
GST disindaki enzimlerde kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
onemli diizeyde olmadigi bulundu (p>0.05).

GST aktivitesinin  0.01 mg/L ve 0.085 mg/L Cu (LCso/10 degeri)
konsantrasyonlarinda kontrol grubuna kiyasla inhibe oldugu bulundu ve 0.01 mg/L
uygulama konsantrasyonunda gozlenen inhibisyon degerinin istatistiksel olarak onemli
oldugu belirlendi (p<0.05). 0.85 mg/L (LCso degeri) ve 0.425 mg/L (LCso/2 degeri)
konsantrasyonlarina maruz kalan iribaslarda GST enzim aktivitesini arttirdigi belirlendi.
Bu artislar kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak da 6énemli bulundu
(p<0.01). En yiiksek ve en diisiik GST aktivitesi ise sirasiyla 0.85 mg/L ve 0.01 mg/L
uygulama konsantrasyonlarinda 227.91+6.14 ve 137.75+£12.12 nmol/dk/mg protein
olarak olciildi.

GR aktivitesinde ise 0.085 mg/L (LCs¢/10 degeri) Cu uygulama
konsantrasyonuna kadar olan gruplarda konsantrasyonla iliskili inhibisyon goriliirken,
daha yiiksek konsantrasyonlarda enzim aktivitesi artis1 belirlendi. Ancak, 0.01 mg/L ve
0.085 mg/L bakir uygulama konsantrasyonlarinda goriilen inhibisyon ile 0.425 mg/L
(LCs0/2 degeri) uygulama konsantrasyonunda gozlenen artisin kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak dnemli olmadig: saptandi (p>0.05). Buna karsin,
GR aktivitesinin 0.85 mg/L (LCsy degeri) Cu uygulamasinda yaklagik olarak %30
oraninda arttig1 ve bu artisin kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
onemli diizeyde oldugu bulundu (p<0.05). Cu etkisine bagh olarak en yiiksek ve en
diisik GR aktiviteleri, sirastyla 0.85 mg/L ve 0.085 mg/LL Cu’da 16.70+£1.29 ve
11.30+0.94 nmol/dk/mg protein olarak dl¢iildii.

GPx aktivitesinin artan bakir konsantrasyonlariyla iligkili olarak inhibe oldugu
goriilmesine ragmen, 0.085 mg/L (LCs¢/10 degeri) ve 0.85 mg/L (LCso degeri) bakir
uygulama konsantrasyonlarinin yol agtig1 inhibisyonlarin disinda, diger uygulama
konsantrasyonlarinda  saptanan enzim inhibisyonlarinin ~ kontrol  grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak dnemli olmadigi bulundu (p>0.05). En diisiik GPx

aktivitesi, kontrol grubuna kiyasla yaklasik olarak %20 oraninda inhibisyon ile 0.85
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mg/L Cu’a maruz kalan iribaglarda (6.15+0.18 nmol/dk/mg protein) belirlendi ve bu
inhibisyon kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak 6nemli bulundu
(p<0.01). Benzer sekilde GPx aktivitesinin 0.085 mg/L Cu uygulamasi ile inhibe oldugu
belirlendi ve bu inhibisyonda kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
6nemli bulundu (p<0.05).

CAT aktivesinde genel olarak Cu uygulama konsantrasyonlariyla ilintili artiglar
gbzlenmesine ragmen, 0.85 mg/L (LCsp) Cu’a maruz kalan iribaglarda enzim aktivitesi
degerleri kontrol grubuna benzer bir egilim sergiledi. En yliksek CAT aktivitesi 0.425
mg/L Cu (LCso/2 degeri ) uygulamasi ile kontrol grubuna kiyasla yaklasik olarak %28
oraninda artig gostererek 37.99+£3.08 nmol/dk/mg protein olarak o6l¢iildii ve bu artis
istatistiksel olarak onemli bulundu (p<0.05).

CaE aktivitesinin en yiiksek Cu konsantrasyonu olan 0.85 mg/L’ye (LCso degeri)
kadar konsantrasyonla iliskili olarak artis sergiledigi ancak bu artislarin kontrol grubu
ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli olmadigi (p>0.05) bulundu. 0.85 mg/L
Cu konsantrasyonunda ise CaE aktivitesinin yaklasik olarak %15 oraninda inhibe
oldugu ve bu inhibisyonun kontrol grubu ile karsilastirildiginda énemli oldugu saptandi
(p<0.05). En yiiksek ve en diisiik CaE aktiviteleri ise sirasiyla 0.425 mg/L (LCso/2
degeri) ve 0.85 mg/L Cu’da 249.42+10.38 ve 183.57+7.09 nmol/dk/mg protein olarak
olgiildii.

AChE aktivitesinin en yiiksek Cu uygulama konsantrasyonu olan 0.85 mg/L’e
(LCso degeri) kadar konsantrasyonla iliskili olarak arttigi gdzlendi. Ozellikle 0.085
mg/L (LCso/10) ve 0.425 (LCs¢/2) mg/L Cu uygulamasi ile enzim aktivitesinde
gozlenen bu artisin kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak Onemli
diizeyde oldugu bulundu (p<0.01). AChE aktivitesinin 0.85 mg/L Cu uygulamasi ile
meydana gelen inhibisyonunun ise kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak onemli olmadig1 saptandi (p>0.05). En yiiksek ve en diisiik AChE aktiviteleri
sirastyla, 0.425 mg/L ve 0.01 mg/L bakir uygulamasina maruz kalan iribaslarda

207.66+5.29 ve 165.57+3.81 nmol/dk/mg protein degerinde oldugu belirlendi.
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Cizelge 4.7. 96 saatlik Cu uygulamasinin enzim aktiviteleri tizerine etkisi (hmol/dk/mg protein + standart hata).

Konsantrasyon
GST CaE AChE GR GPx CAT

(mg/L)

Kontrol 148.96 £ 9.56 214.82 £10.93 151.78 £ 6.17 13.29 £ 0.45 7.86+0.44 29.39+1.09
0.01 137.75 £ 12.12* 227.08 £ 6.61 165.57 + 3.81 12.23 £0.82 7.06+0.45 29.21+2.23
0.085 147.89 + 3.20 239.74 £ 10.71 177.85+4.25**  11.30 = 0.94 6.64+0.33* 32.47+1.97
0.425 203.44 + 9.98** 249.42 £ 10.38 207.66 +£5.29 ** 1524 +£0.93 6.79+0.46 37.99+3.08*
0.85 227.91 + 6.14%** 183.57 £ 7.09* 142.62+3.15 1670+ 1.29*  6.15+£0.18** 30.60+1.36

*: p<0.05, **: p<0.01 kontrol ile karsilastirildiklarinda istatistiksel dnemliligi gostermektedir.
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4.1.7. 96 Saatlik Cd+Cu Uygulamasinin Biyobelirtec Enzimler Uzerine Etkisi

Kadmiyum ve bakirin belirlenen konsantrasyonlarinin 1:1 oraninda karigimlarina
96 saat siireyle maruz kalan Xenopus laevis iribaslarinda ¢esitli enzim aktivitelerinde
meydana gelen degisimler ¢izelge 4.8’de verilmistir. Cd+Cu uygulamasinin LCs/2 ve
LCso degerlerinin 1:1 oranindaki karigimlart biitiin iribaglart 6ldiirdigli i¢in, bu
konsantrasyonlarda metal karisimina maruz kalan iribas 6rneklerinde enzim aktiviteleri
tayin edilemedi.

Diger uygulama konsantrasyonlarinda ise; GST aktivitesi, 0.005 mg/L Cd (AB
degeri)+0.01 mg/L Cu karistmi uygulanan Orneklerde kontrol grubuna kiyasla
inhibisyona ugrasada, bu inhibisyonun istatistiksel olarak 6nemli olmadigi bulundu
(p>0.05). 0.52 mg/L Cd+0.085 mg/L Cu karisiminda ise GST aktivitesinin kontrol
grubuna kiyasla yaklasik olarak %20 oraninda arttigi (550.70+20.17 nmol/dk/mg
protein) belirlendi ve bu artis kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
onemli bulundu (p<0.01).

GR aktivitesinde, kadmiyum ve bakir karisimi konsantrasyonlari ile iligkili
olarak iribag orneklerinde enzimin inhibe oldugu bulundu. GR aktivitesi, 0.52 mg/L
Cd+0.085 mg/L Cu (LCs0/10 degerleri) karisiminda kontrol grubuna kiyasla yaklagik
olarak %20 inhibisyon ile 15.42+1.53 nmol/dk/mg protein olarak belirlendi ve bu
inhibisyon kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak onemli bulundu
(p<0.05).

GPx aktivitesinin Cd+Cu karisimi konsantrasyonlariyla iliskili bir artig
sergiledigi ancak, her iki konsantrasyonda da meydana gelen artiglarin kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak onemli olmadigi bulundu (p>0.05). En yiiksek
GPx aktivitesi LCso/10 degerleri karigimi uygulamasinda 8.484+0.38 nmol/dk/mg
protein olarak belirlendi.

CAT aktivitesinin, GR enzimine benzer sekilde kadmiyum ve bakir karigimi
konsantrasyonlariyla iligkili olarak inhibe oldugu, en diisik CAT aktivitesinin 0.52
mg/L Cd+0.085 mg/L Cu’a (LCs¢/10 degerleri) maruz kalan iribaglarda 24.411+1.98
nmol/dk/mg protein diizeyinde oldugu saptandi. Bu inhibisyon kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0.01).

Iribaglarn Cd+Cu karisimina maruz kalmalarimin CaE aktivitesinde bazi
degisimlere yol agsa da, bu degisimlerin kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak 6nemli olmadigi bulundu (p>0.05). En yiiksek CaE aktivitesi 0.52
mg/L Cd+0.085 mg/L Cu karisimi uygulamasina baglh olarak 231.89+8.77 nmol/dk/mg
protein diizeyinde oldugu bulundu.

AChE aktivitesinde 0.52 mg/L Cd+0.085 mg/L Cu karisimina maruz kalan
iribaglarda kismen inhibisyon goriilse de, bu inhibisyonun kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda  istatistiksel ~olarak 6nemli olmadigi  bulundu (p>0.05).
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Cizelge 4.8. 96 saatlik Cd+Cu uygulamasinin enzim aktiviteleri iizerine etkisi (nmol/dk/mg protein + standart hata).

Konsantrasyon GST CaE AChE GR GPx CAT
(mg/L)
Kontrol 8 4647941526  228.25+8.29 143.13 + 3.65 1736 +£053  7.49440.19  31.418+2.38
0.01 Cu +
s o 8 4211142193  221.09+11.65  145.85+533 15234091 74174044  30.468+2.13
0'8%52%‘3* 8 55070 +£20.17%%  231.89+8.77 134.1943.95 1542+ 1.53% 84844038  24.411+1.98%*
0425Cu+ ¢ N/A N/A N/A N/A N/A N/A
2.59 Cd
085Cu+ g N/A N/A N/A N/A N/A N/A
5.18 Cd

*: p<0.05, **: p<0.01 kontrol ile karsilastirildiklarinda istatistiksel onemliligi gostermektedir.
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4.1.8. 96 Saatlik Pb+Cu Uygulamasinin Biyobelirte¢ Enzimler Uzerine Etkisi

Kursun ve bakirin belirlenen konsantrasyonlariin 1:1 oraninda karigimlarina 96
saat silireyle maruz kalan Xenopus laevis iribaslarinda ¢esitli enzim aktivitelerinde
meydana gelen degisimler gizelge 4.9°da verilmistir. Pb+Cu uygulamasinin LCsq/2 ve
LCso degerlerinin 1:1 oranindaki karigimlart biitiin iribaslar1 6ldiirdigii i¢in bu
konsantrasyonlara maruz kalan iribag 6rneklerinde enzim aktiviteleri tayin edilemedi.

GST aktivitesinde, Pb+Cu karissmina maruz kalan iribaslarda enzim
aktivitesinin konsantrasyon artis1 ile birlikte lineer olmayan artis sergiledigi belirlendi.
GST aktivitesi, 0.01 mg/L Pb (AB degeri)+0.01 mg/L Cu karisimina maruz kalan
iribaglarda kontrol grubuna kiyasla yaklagik olarak %230 oraninda artis ve 12.3 mg/L
Pb+0.085 mg/L Cu (LCs¢/10 degerleri) karisima maruz kalan iribaglarda ise yaklasik
olarak %50 oraninda artig ile indiiklendigi gozlendi. Bu aktivite artiglarinin kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak da 6nemli oldugu bulundu (p<0.01).

GR aktivitesinin kursun ve bakir karisimi konsantrasyonlarina maruz kalma
sonucunda arttig1 ve en yiiksek GR aktivitesinin 12.3 mg/L Pb+0.085 mg/L Cu (LCs0/10
degerleri) karistmina maruz kalan iribaslarda kontrol grubuna kiyasla yaklasik olarak
%060 oraninda arttig1 belirlendi. Bu aktivite artisi kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak da 6nemli bulundu (p<0.01).

GPx aktivitesinin Pb+Cu karisimmma maruz kalmanin bir sonucu olarak,
konsantrasyonlarla dogrusal iliskili olmayan degisimler sergiledigi saptandi. En ytliksek
GPx aktivitesi, 0.01 mg/L Pb (AB degeri)+ 0.01 mg/L Cu karigimina maruz kalan
bireylerde saptandi ve bu artis kontrol grubuna kiyasla yaklasik olarak %10 diizeyinde
gerceklesti. Bu artisin kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak da 6nemli
oldugu bulundu (p<0.05).

Pb+Cu karisimina maruz kalan iribaglarda CAT aktivitesinin maruz kalinan
konsantrasyonla ilintili olarak artis sergiledigi saptandi. En yiiksek CAT aktivitesi 12.3
mg/L Pb+0.085 mg/L Cu (LCs0/10 degerleri) karisimina maruz kalan iribaglarda kontrol
grubuna kiyasla yaklasik olarak %65 oraninda artis ile 25.15+1.18 nmol/dk/mg protein
diizeyinde oldugu bulundu. Bu artigin kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak da 6nemli oldugu bulundu (p<0.01). Benzer sekilde CAT aktivitesinin 0.01 mg/L
Pb (AB degeri)+0.01 mg/L Cu karisima maruz kalan gruplarda da arttig1 saptandi ve bu
artisin kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak 6nemli diizeyde oldugu
bulundu (p<0.05).
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CaE aktivitesinin Pb+Cu karistmina maruz kalmanin bir sonucu olarak
uygulanan konsantrasyon artist ile iligkili olarak inhibe oldugu ve en diisilk CaE
aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla yaklasik olarak %20 oraninda inhibisyon ile
224.44+5.97 nmol/dk/mg protein degeri ile 12.3 mg/L Pb+0.085 mg/L Cu (LCso/10
degerleri) karisimina maruz kalan iribaslarda ortaya ¢iktig1 saptandi. Bu inhibisyon
diizeyi kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak da 6nemli bulundu
(p<0.01).

AChE aktivitesi kursun ve bakir karisimina maruz kalan bireylerde, iribaslarin
metal karigimlarima maruz kaldiklart konsantrasyon artist ile lineer bir iligki
gostermeyen inhibisyona ugradigi bulundu. AChE aktivitesi 0.01 mg/L Pb (AB
degeri)+0.01 mg/L Cu karisimina maruz kalan organizmalarda kontrol grubuna oranla
yaklasik olarak %30 oraninda inhibe oldugu ve saptanan 127.61+6.77 nmol/dk/mg
protein degerinin en diigiik aktivite diizeyi oldugu saptandi. Bu uygulama ile enzim
aktivitesinde ortaya ¢ikan inhibisyon kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel
olarak 6nemli bulundu (p<0.01). Benzer sekilde AChE aktivitesi 12.3 mg/L. Pb+0.085
mg/L Cu (LCso/10 degerleri) karisimi uygulama grubunda da kontrol grubuna gore
onemli diizeyde bir inhibisyon gosterdi (p<0.05).
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Cizelge 4.9. 96 saatlik Pb+Cu uygulamasinin enzim aktiviteleri tizerine etkisi (nmol/dk/mg protein + standart hata).

Konsantrasyon GST CaE AChE GR GPx CAT
(mg/L)
Kontrol 8 300.90 + 9.20 27332+£11.65 182.24+648  11.05+0.64 13.430+0.604 15.87+0.75
0.01 Pb +
001 Cu 8 1002.06+33.92%%  247.05+10.53 127.61 +6.77**  13.96+1.98  14.71940267*  19.69+0.99*
sy 8 446902033 224.44 +5.97 168.06 +2.83*  17.95 + 1.31 11.48140.597  25.15+1.18
6153Pb+ N/A N/A N/A N/A N/A N/A
0.425 Cu
12305Pb+ g N/A N/A N/A N/A N/A N/A
0.85 Cu

*: p<0.05, **: p<0.01 kontrol ile karsilastirildiklarinda istatistiksel onemliligi gostermektedir.
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4.1.9. 96 Saatlik Pb+Cd Uygulamasinin Biyobelirte¢ Enzimler Uzerine Etkisi

Kursun ve kadmiyumun belirlenen konsantrasyonlarinin 1:1 oraninda
karisimlarina 96 saat siireyle maruz kalan Xenopus laevis iribaslarinda gesitli enzim
aktivitelerinde meydana gelen degisimler c¢izelge 4.10°da verilmistir. Pb+Cd
uygulamasinin LCsy degerlerinin 1:1 oranindaki karigimlari biitlin iribaglar1 6ldiirdiigi
icin, bu konsantrasyonlarda metal karisimina maruz kalan iribas orneklerinde enzim
aktiviteleri tayin edilemedi.

GST aktivitesi kursun ve kadmiyum karisimina maruz kalan iribaslarda
konsantrasyon iliskili olarak artis gosterdi. En yiliksek enzim aktivitesi 61.53 mg/L
Pb+2.59 mg/L Cd (LCso/2 degerleri) karisiminda kontrol grubuna kiyasla yaklasik
olarak %190 oraninda artis gosterdi. Bu konsantrasyona maruz kalan iribaslarda
saptanan aktivite artis1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli
diizeyde bulundu (p<0.01). Benzer sekilde, GST aktivitesinin 0.01 mg/L Pb+0.005
mg/L Cd (AB degerleri) ve 12.3 mg/L Pb+0.52 mg/L Cd (LCs0/10 degerleri) karisimlari
uygulamasi ile de arttig1 ve artisin kontrol grubu ile karsilastirildiginda énemli oldugu
bulundu (p<0.01).

Pb+Cd karigimina 61.53 mg/L Pb+2.59 mg/L Cd (LCso/2 degerleri) ve daha
diisiik konsantrasyonlarindaki uygulama gruplarinda maruz kalan iribaglarda gozlenen
GR aktivitesi degisiminin istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 saptandi (p>0.05). Buna
karsin, en yiiksek GR aktivitesi ise 12.3 mg/L Pb+0.52 mg/L Cd (LCs¢/10 degerleri)
karisimda kontrol grubuna gore yaklasik olarak %75 oraninda artti. Hem 0.01 mg/L
Pb+0.005 mg/L Cd (AB degerleri), hem de 12.3 mg/L Pb+0.52 mg/L. Cd karisiminda
meydana gelen enzim aktivitesi artiglart kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak 6nemli bulundu (p<0.01).

GPx aktivitesi Pb+Cd karisimina maruz kalan iribaglarda konsantrasyon artisi ile
paralel olmayan degisimler gosterdi. Biitiin kursun ve kadmiyum karisimi1 uygulama
gruplarinda meydana gelen degisimlerin kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak da 6nemli olmadigi saptandi (p>0.05).

Pb+Cd karisimina maruz kalan iribaslarda CAT aktivitesinin, konsantrasyon
artisindan bagimsiz degisimler sergiledigi saptandi. 61.53 mg/L Pb+2.59 mg/L Cd
karisimi uygulama grubunda CAT aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla yaklasik olarak

%25 oraninda inhibisyona ugradig1 ve bu inhibisyon 24.41+1.89 nmol/dk/mg protein
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diizeyinde Ol¢iildii. Bu inhibisyonun kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak da 6nemli oldugu bulundu (p<0.05).

CaE aktivitesinin kursun ve kadmiyum karigimina maruz kalan organizmalarda
konsantrasyon artisi ile birlikte arttig1 saptandi. En yliksek CaE aktivitesinin 61.53 mg/L
Pb+2.59 mg/L Cd karisimina maruz kalan iribaslarda 336.90+69.62 nmol/dk/mg protein
diizeyinde oldugu belirlendi. Bu artis kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak 6nemli bulundu (p<0.01). Benzer sekilde, enzim aktivitesinin 12.3 mg/L Pb+0.52
mg/L Cd karisimi uygulama grubunda da arttigt ve bu artis da kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak 6nemli diizeyde bulundu. (p<0.01).

AChE aktivitesinin 0.01 mg/L Pb+0.005 mg/L Cd (AB degerleri) karigimina
maruz kalan iribaslarda arttig1 ancak daha yiiksek konsantrasyondaki Pb+Cd karisimi
uygulama gruplarinda konsantrasyon artisi ile iligkili olarak inhibisyona ugradigi
saptandi. En yiiksek ve en diisiik enzim aktiviteleri sirasiyla, 61.53 mg/L Pb+2.59 mg/L
Cd ve 0.01 mg/L Pb+0.005 mg/L Cd karisimina maruz kalan uygulama gruplarinda
169.76+3.78 nmol/dk/mg protein ve 118.18+2.14 nmol/dk/mg protein diizeyinde oldugu
belirlendi. Her iki uygulama grubundaki iribaslarda meydana gelen enzim aktivitesi
degisimlerinin kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak 6nemli oldugu
bulundu (p<0.01). Bunun yan1 sira, 12.3 mg/L Pb+0.52 mg/L Cd karisimi1 uygulama
konsantrasyonu maruz kalan iribaslarda enzim aktivitesinin inhibisyonuna yol actigi
belirlendi. Bu inhibisyonun kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak da

onemli oldugu saptandi (p<0.05).
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Cizelge 4.10. 96 saatlik Pb+Cd uygulamasinin enzim aktiviteleri tizerine etkisi (hnmol/dk/mg protein + standart hata).

Konsantrasyon

GST CaE AChE GR GPx CAT
(mg/L)
Kontrol 8 464.79 £ 15.26 228.25 +8.29 143.13 £ 3.65 1743 +£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
12.3Pb + ok ok * ok
052 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 + . % % %
259 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 + 8 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
5.18 Cd

*: p<0.05, **: p<0.01 kontrol ile karsilastirildiklarinda istatistiksel dnemliligi gostermektedir.
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4.1.10. 96 Saatlik Pb+Cd+Cu Uygulamasinin Biyobelirte¢ Enzimler Uzerine Etkisi

Pb, Cd ve Cu’nun belirlenen konsantrasyonlarinin 1:1:1 oraninda karisimlarina
96 saat siireyle maruz kalan Xenopus laevis iribaslarinda cesitli enzim aktivitelerinde
meydana gelen degisimler ¢izelge 4.11°de verilmistir. Pb+Cd+Cu uygulamasimnin LCsy/2
ve LCsp degerlerinin 1:1:1 oranindaki karigimlart biitiin iribaglar1 6ldiirdiigli i¢in, bu
konsantrasyonlarda metal karisimlarina maruz kalan iribas Orneklerinde enzim
aktiviteleri tayin edilemedi.

Pb+Cd+Cu karisimina maruz birakilan iribaslarda GST  aktivitesinin
konsantrasyon artisi ile arttigi gozlendi. 12.3 mg/L Pb+0.52 mg/L Cd+0.085 mg/L Cu
(LCs0/10 degerleri) karistmi  uygulama grubundaki iribas Orneklerinde enzim
aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla yaklasik olarak %300 oraninda artis ile en yiiksek
degere ulastig1 saptandi. 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/LL Cd+0.085 mg/L Cu karigimlarina maruz kalan iribaslarda
goriilen enzim aktivitesinde ki artislarin kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak 6nemli oldugu bulundu (p<0.01).

GR aktivitesinin, GST aktivitesine benzer bir egilim gostererek, Pb+Cd+Cu
karisimina maruz kalan iribaslarda konsantrasyon artisi ile lineer iliskili olarak arttig1
saptandi. En yiiksek GR aktivitesinin 12.3 mg/L Pb+0.52 mg/L Cd+0.085 mg/L Cu
karisimi uygulama grubunda 85.7542.77 nmol/dk/mg protein diizeyinde oldugu
belirlendi. Iribaglarda hem 0.01 mg/L Pb+0.005 mg/L Cd+0.01 mg/L Cu (AB
degerleri), hem de 12.3 mg/L Pb+0.52 mg/L Cd+0.085 mg/L Cu karigimi
konsantrasyonlarinin neden oldugu artislar kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak 6nemli diizeyde bulundu (p<0.01).

Pb+Cd+Cu karisimi konsantrasyonlarinin, maruz kalan iribaslarda GPx
aktivitesinde degisimlere neden oldugu ancak meydana gelen bu degisimlerin kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak onemli diizeyde olmadigi saptandi
(p>0.05).

CAT aktivitesi Pb+Cd+Cu karisimi  uygulama gruplarindaki iribaglarda
konsantrasyon artis1 ile dogrusal olarak artis gosterdi. En yiikksek CAT aktivitesi
36.20+2.38 nmol/dk/mg protein diizeyi ile 0.01 mg/L Pb+0.005 mg/L Cd+0.01 mg/L
Cu karisimina maruz kalan iribas orneklerinde saptandi. Ayrica, 12.3 mg/L. Pb+0.52
mg/L Cd+0.085 mg/L Cu karisimimin da iribaslarda enzim aktivitesi artisina neden

oldugu goriildii. Her iki uygulama grubunda iribag 6rneklerinde meydana gelen artiglar
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kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak oOnemli diizeyde bulundu
(p<0.01).

CaE aktivitesinde 0.01 mg/L Pb+0.005 mg/L Cd+0.01 mg/L Cu karigimi
uygulamasmin maruz kalan Orneklerde inhibisyona neden oldugu ancak bu
inhibisyonun kontrol grubu ile karsilastirildiginda 6nemli olmadigi saptandi (p>0.05).
12.3 mg/L Pb+0.52 mg/L Cd+0.085 mg/L Cu karisiminin iribaslarda kontrol grubuna
kiyasla yaklasik olarak %35 oraninda artisa yol actigi gozlendi. Bu artigin kontrol grubu
ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak da 6nemli oldugu bulundu (p<0.01).

AChE aktivitesinde 12.3 mg/L Pb+0.52 mg/L Cd+0.085 mg/L Cu karigimi
maruz kalan iribaglarda kismen inhibisyona yol a¢sa da bu inhibisyonun kontrol grubu

ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli olmadigi saptandi (p>0.05).
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Cizelge 4.11. 96 saatlik Pb+Cd+Cu uygulamasinin enzim aktiviteleri tizerine etkisi (hnmol/dk/mg protein = standart hata).

Konsantrasyon
(mg/L)

GST

CaE

AChE

GR

GPx

CAT

Kontrol

0.01Pb +
0.005 Cd +
0.01Cu

12.3Pb +
0.52Cd +
0.085 Cu

61.53 Pb +
259 Cd +
0.425 Cu

123.05 Pb +
518 Cd +
0.85 Cu

8

8

8

200.24 +10.87

378.47 + 13.42%*

810.74 £ 16.19**

N/A

N/A

238.72 +£13.76

232.14+8.14

325.51 + 8.52%**

N/A

N/A

142.14 £ 4.68

142.87 +3.05

134.61 £ 2.20

N/A

N/A

10.80 £ 0.63

18.89 £ 0.77**

85.75 £ 2.77**

N/A

N/A

5.462+0.233

5.498+0.173

5.816+0.260

N/A

N/A

18.84+0.98

36.20+2.38%*

34.61+0.59**

N/A

N/A

*: p<0.05, **: p<0.01 kontrol ile karsilastirildiklarinda istatistiksel onemliligi gostermektedir.
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4.1.11. 96 Saatlik Metal ve Metal Karisini Uygulamalarinin Metallotiyonein
Miktarina Etkisi

Metal ve/veya metal karisimlarinin belirlenen konsantrasyonlarina 96 saat
stireyle maruz kalan Xenopus laevis iribaslarinda metallotiyonein miktarinda meydana
gelen degisimler spektrofotometrik yontemle belirlenerek hesaplandi. Bu ¢alismalara
bagli olarak elde edilen veriler ¢izelge 4.12°de verilmistir. Metallerin ve metal
karigimlarinin  en  diisik uygulama konsantrasyonu olan AB smir degeri
konsantrasyonlarina maruz kalmanin iribaglarda MT miktar1 tizerinde kismen
degisiklige yol actifi ancak bu degisimin kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak 6nemli diizeyde olmadigi bulundu (p>0.05). Ayn1 zamanda Pb+Cd
karisimi diginda biitiin metal karigimlarinin LCs/2 ve LCsp uygulama konsantrasyonlari
ile Pb+Cd karisiminin ise sadece LCsp uygulama konsantrasyonu biitiin iribaslar
6ldiirdiigii icin bu konsantrasyonlarda MT miktar1 spektrofotometrik olarak tayin
edilemedi.

Kadmiyum uygulamasi sonucunda, MT miktarinin konsantrasyonla dogrusal
iligkili olarak ozellikle 2.59 mg/L Cd ve 5.18 mg/L Cd konsantrasyonlarinda metale
maruz kalan iribaslarda arttigi belirlendi ve en yiiksek MT miktar1 5.18 mg/L
uygulamasinda kontrol grubuna kiyasla yaklasik olarak %100 oraninda artis gosterdi.
Bu organizmalarda MT 36.13+1.17 nmol MT/gr yas agirlik olarak 6l¢iildii. Hem 2.59
mg/L hem de 5.18 mg/L Cd uygulama konsantrasyonlarindaki artislar kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0.01).

Kursun etkisine bagli olarak MT miktarinda konsantrasyonla dogru iliskili
olarak 61.53 mg/L Pb konsantrasyonuna kadar iribaslarda artis gozlenirken 123.05
mg/L uygulama konsantrasyonunda ise kismi bir azalis saptandi. En yiliksek M T miktari
Kontrol grubuna kiyasla yaklasik olarak %60 oraninda artig (33.81+0.75 nmol MT/gr
yas agirlik) ile 61.53 mg/L Pb’da belirlendi. Kursun uygulamasinin 12.3 mg/L, 61.53
mg/L. ve 123.05 mg/L konsantrasyonlarina maruz kalan bireylerde MT miktarinda
meydana gelen artiglarin kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak da
onemli oldugu saptandi (p<0.01).

Bakir maruziyetinde ise MT miktarmin konsantrasyonla iliskili olarak lineer bir
artis  sergiledigi bulundu. En yiksek MT miktar1 0.85 mg/L uygulama
konsantrasyonunda kontrol grubuna kiyasla yaklasik %40 oraninda artis ile 33.99+1.47
nmol MT/gr yas agirlik olarak 6lciildii. Bu artis kontrol grubu ile karsilastirildiginda
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istatistiksel olarak da onemli bulundu (p<0.01). Benzer sekilde, 0.085 mg/L bakir
uygulamasinda goriilen artisin da kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak onemli oldugu saptandi (p<0.05).

Kursun ve kadmiyum karisimi uygulamasinda MT miktarinin konsantrasyonla
ilintili bir artis sergiledigi belirlendi ve en yliksek MT miktar1 61.53 mg/L Pb+2.59
mg/L Cd karisimi uygulama konsantrasyonunda kontrol grubuna kiyasla yaklasik olarak
%40 oraninda artis ile 32.37+0.97 nmol MT/gr yas agirlik olarak olgiildii. Hem 12.3
mg/L Pb+0.52 mg/L Cd, hem de 61.53 mg/L Pb+2.59 mg/L Cd karisimima maruz kalan
iribaglarda meydana gelen artislar kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel
olarak da 6nemli bulundu (p<0.01).

Kadmiyum ve bakir karigimi uygulama gruplarinda ise MT miktarinin
uygulanan konsantrasyon ile baglantili olmayan bir artis gosterdigi saptandi. En yiiksek
MT miktar1 kontrol grubuna kiyasla yaklasik olarak %13 oraninda artis ile 0.005 mg/L
Cd+0.01 mg/L Cu karisiminda 26.30+0.79 nmol MT/gr yas agirlik olarak olgiildii.
Ancak MT miktarindaki bu artis kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
o6nemli bulunmadi (p>0.05).

Kursun ve bakir karisimi uygulamasina bagli olarak MT miktarinda
konsantrasyon artigina paralel olmayan degisim belirlendi. En yiliksek MT miktari
kontrol grubuna kiyasla yaklasik olarak %30 oraninda artis ile 12.3 mg/L Pb+0.085
mg/L Cu karisiminda saptandi. Bu grup i¢in MT degeri 27.30+1.22 nmol MT/gr yas
agirlik olarak 6lgiildii. Bu artisin kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
onemli oldugu bulundu (p<0.05).

Metallerin ti¢lii karigimi1 (Pb+Cd+Cu) uygulamasi ise maruz kalan bireylerin MT
miktarinin konsantrasyonla iligkili olarak artisina yol agti. En yliksek MT miktar1 0.52
mg/L Cd+0.085 mg/L Cu+12.3 mg/L Pb uygulamasina maruz kalan iribaglarda gézlendi
ve kontrol grubuna kiyasla yaklasik olarak %50 oraninda artisa yol a¢ti. Belirlenen
artisin kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak da onemli oldugu
bulundu (p<0.01).
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Cizelge 4.12. 96 saatlik metal ve metal karisimi1 uygulamalarinin MT miktarina etkisi (nmol MT/gr yas agirlik + standart hata).
Konsantrasyon
yo n Cd

(mg/L)

Pb cuP Pb+Cd Cd+Cu Pb+Cu Pb+Cd+Cu
Kontrol 8  18.79+0.37 21.05+1.83 23914065  23.17+127  23.17+127 21.05+1.83 21.05+1.83
ABDegeri® 8 18.68£072 24.99 + 1.08 2330+1.16  2450+0.82  2630+£0.79 20.69+0.56 23.36+1.56
L Coy/10° 8  1851+0.54  29.49+1.17*%*  2556+0.49*% 29.07+ 1.19%*  24.44+0.76 27.30+1.22% 32.54+ 1.07**
LCeyf2 8  30.66+0.32%* 33.81+0.75%*  2644+1.99  32.37+0.97** N/A N/A N/A
LCos® 8 36.13+117** 29.81+0.90%*  33.99 + | 47%* N/A N/A N/A N/A

*: p<0.05, **: p<0.01 kontrol ile karsilastirildiklarinda istatistiksel onemliligi gostermektedir.
4 AB Degeri: Cd icin; 0.005, Cu i¢in; 0.01, Pb icin; 0.01 mg/L

LCs0/10: Cd igin; 0.52, Cu igin; 0.085, Pb i¢in; 12.3 mg/L
LCso/2: Cd i¢in; 2.59, Cu i¢in; 0.425, Pb igin; 61.53 mg/L

LCso: Cd igin; 5.18, Cu i¢in; 0.85, Pb i¢in; 123.05 mg/L
P- Cu i¢in belirlenen en diisiik konsantrasyon AB sir degeri degildir.
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4.1.12. 96 Saatlik Elektroforetik-Florimetrik Calismalar ile lgili Bulgular

Metal ve/veya metal karigimlarinin belirlenen konsantrasyonlarina 96 saat
slireyle maruz kalan Xenopus laevis iribaglarinda metallotiyoneinin nitel olarak varligini
belirleyebilmek igin protein elektroforezi yapildiktan sonra iki farkli goriintileme
teknigi kullanildi. Bu ¢aligmalara bagli olarak elde edilen veriler sekil 4.1, 4.2, 4.3, ve

4.4°de verilmistir.

A1 2 3 4
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Sekil 4.1. A; mBBr ile etiketlenmis MT’nin SDS-PAGE elektroforezinden sonra UV-
Florensans goriintiisi. B; MT’nin SDS-PAGE elektroforezinden sonra comassie
brilliant mavi ile boyanmis goriintiisii. 1- Kontrol (FETAX) 2- Cu (LCsp degeri) 3- Cu
(LCs0/2 degeri) 4- Cu (LCs0/10 degeri) 5- Cu (0.01 mg/L) 6- Pb (LCsp degeri) 7- Pb
(LCs0/2 degeri) 8- Pb (LCs0/10 degeri) 9- Pb (AB sinir degeri) 10- Tavsan Karaciger
MT II.
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Sekil 4.2. A; mBBr ile etiketlenmis MT’nin SDS-PAGE elektroforezinden sonra UV-
Florensans goriintiisi. B; MT’nin SDS-PAGE elektroforezinden sonra comassie
brilliant mavi ile boyanmis goriintiisii. 1 ve 7- Tavsan Karaciger MT II 2- Kontrol
(FETAX) 3- Cd (AB sinir degeri) 4- Cd (LCs0/10 degeri) 5- Cd (LCso/2 degeri) 6- Cd
(LCsp degeri).
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Sekil 4.3. A; mBBr ile etiketlenmis MT nin SDS-PAGE elektroforezinden sonra UV-
Florensans goriintiisii. B;MT’nin SDS-PAGE elektroforezinden sonra comassie brilliant
mavi ile boyanmis goriintiisii. 1 ve 7- Tavsan Karaciger MT II 2- Kontrol (FETAX) 3-
Pb+Cu (AB simir degerleri karisimi) 4- Pb+Cu (LCso/10 degerleri Kkarigimi) 5-
Pb+Cd+Cu (AB sinir degerleri karisimi) 6- Pb+Cd+Cu (LCs/10 degerleri karigimi).
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Sekil 4.4. A; mBBr ile etiketlenmis MT’nin SDS-PAGE elektroforezinden sonra UV-
Florensans goriintiisii. B; MT’nin SDS-PAGE elektroforezinden sonra comassie
brilliant mavi ile boyanmis goriintiisi. 1 ve 8- Tavsan Karaciger MT 1I 2- Kontrol
(FETAX) 3- Cd+Cu (AB simir degerleri) 4- Cd+Cu (LCs/10 degerleri karigimi) 5-
Pb+Cd (AB simir degerleri karisimi) 6- Pb+Cd (LCs¢/10 degerleri karisimi) 7- Pb+Cd
(LCs0/2 degerleri karigimi).
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4.2. 24 Saatlik Cahismalar ile Tlgili Bulgular

4.2.1. 24 Saatlik Uygulamalarda Ortamlarin pH Degerleri

Calismada kullanilan metal karisimi ¢ozeltilerinin pH degerleri 0. ve 24.
saatlerde olglildli. Enzim ¢aligmalari igin ayr1 (Grup A), MT ¢alismalari i¢in ayr1 (Grup
B) deney diizenekleri kuruldugundan 24 saat sonundaki ortalama pH degerleri gruplar
halinde ¢izelge 4.13°de verilmistir.

Cozelti pH’larinin 24 saat sonundaki ortalamalarma bakildiginda, metal
karigimlarmin bulundugu ortamin pH degerlerinde toksisiteyi etkileyecek diizeyde bir

degisim belirlenmemistir.

Cizelge 4.13. 24 saatlik ¢alismalarda elde edilen ortalama pH degerleri.

Kon?rigggsyon Cd+Cu Pb+Cd Pb+Cu Pb+Cd+Cu
Kontrol-A 7.37 7.59 7.59 7.37
L Coy/2-A? 7.51 7.52 7.47 7.49
L Cso-A 7.50 7.26 7.35 7.27
Kontrol-B 7.53 7.53 7.53 7.37
LCso/2-B? 7.56 T 7.55 7.49
LCso-B* 7.42 7.23 7.23 7.27

Grup-A; Enzim c¢alismalari, Grup-B; MT ¢alismalart.
& LCso/2: Cd igin; 2.59, Cu igin; 0.425, Pb i¢in; 61.53 mg/L
LCsp: Cd icin; 5.18, Cu igin; 0.85, Pb i¢in; 123.05 mg/L

4.2.2. 24 Saatlik Calismalarda Belirlenen Oliim Oranlan

Metallerin etkisine 24 saat siireyle maruz kalan 46. evredeki iribaglarda meydana
gelen Oliimler deney sonunda kaydedildi. MT galismalar1 ve enzimatik ¢alismalar igin
ayr1 deney diizenekleri kuruldugu i¢in her iki ¢alismaya ait 6liim oranlarn cizelge
4.14’de verilmistir. Calismada uygulanan kontrol gruplar1 i¢in gozlenen 6liim oranlari
kabul edilebilir smirlar i¢inde bulunmustur. Her iki ¢alismada da LCse/2 uygulama

gruplarinda tiim metal karisimi uygulamalar i¢in diisilk oranda dldiiriicii toksik etki
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saptanirken, LCsp uygulama gruplarinda Cd+Cu ve Pb+Cd+Cu uygulamalar1 %100
6liime neden oldu.

Hem enzim hem de MT calismalarinda metallerin ikili karigimlarin LCso/2
degerlerinde, metallerin {iglii karistminin LCso/2 ve LCsy degerlerinde meydana gelen

Olimlerin kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak ©nemli oldugu
bulundu (p<0.01).

Cizelge 4.14. 24 saatlik ¢alismalarda belirlenen 6liim oranlari.

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

Konsantrasyon n | Toolam Oliim Tonlam Oliim Toolam Olim | Topla Oliim
(mg/ L) O? Oran1 O? Orani Oi) Orant m Orant

B ORI CONN I B CONN I D)

Kontrol-A 160 1 0.63 0 0 0 0 1 0.63

*

LCso/2-A* 160 2 1.25 1 0.63 2 125 | 21 13.13

LCgo-A? 160 | 160° | 100 | 88 55 29 18.13 | 160" | 100

Kontrol-B 160 0 0 0 0 0 0 2 1.25

LCs/2-B? 160 4 2.5 1 0.63 0 0 16 10

* *

LCso-B? 160 | 160" | 100 | 60 375 | 28 175 | 160" | 100

Grup-A; Enzim ¢aligmalari, Grup-B; MT calismalari.
*: p<0.01 kontrol ile karsilagtirildiklarinda istatistiksel 6nemliligi gdstermektedir.
8. LCso/2: Cd igin; 2.59, Cu igin; 0.425, Pb igin; 61.53 mg/L

LCso: Cd igin; 5.18, Cu i¢in; 0.85, Pb i¢in; 123.05 mg/L

4.2.3. 24 Saatlik Cd+Cu Uygulamasimin Biyobelirte¢ Enzimler Uzerine Etkisi

Kadmiyum ve bakirin belirlenen konsantrasyonlarinin 1:1 oraninda karigimlarina
24 saat siireyle maruz kalan Xenopus laevis iribaslarinda ¢esitli enzim aktivitelerinde
meydana gelen degisimler ¢izelge 4.15°de verilmistir.

GST aktivitesinde kadmiyum ve bakir karisimi etkisine baglh olarak, uygulama

gruplarinda konsantrasyonla iliski géstermeyen aktivite degisimleri saptandi. Buna gore
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en yiiksek GST aktivitesi ise kontrol grubuna kiyasla yaklasik olarak %30 oraninda artis
gostererek 220.85+8.74 nmol/dk/mg protein diizeyinde 2.59 mg/L Cd+0.425 mg/L Cu
(LCs0/2 degerleri) karisimina maruz kalan iribaslar i¢in saptandi. Bu artis kontrol grubu
ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak da 6nemli bulundu (p<0.01). LCsy degerleri
karisimina maruz kalan iribaslarda ise GST aktivitesinin kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda bir inhibisyona ugradigi ve bu inhibisyon diizeyinin istatistiksel
olarak onemli oldugu bulundu (p<0.05).

GR aktivitesi 5.18 mg/L Cd+0.85 mg/L Cu (LCso degerleri) karisimina maruz
kalan iribaslarda kontrol grubu ile karsilastirildiginda yaklasik %30 oraninda inhibisyon
ile 5.61+0.49 nmol/dk/mg protein olarak 6lgiildii. Bu inhibisyon diizeyi kontrol grubu
ile karsilastirildiginda da istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0.01).

GPx aktivitesinde, uygulanan Cd+Cu karistmi konsantrasyonlari artis1 ile
paralellik sergileyen bir inhibisyon belirlenmesine ragmen, enzim aktivitesinde ki bu
baskilanmanin kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli olmadigi
saptand1 (p>0.05).

CAT aktivitesinin, Cd+Cu karisimi konsantrasyon artiglar ile iliskili olarak artis
gostermesine ragmen, bu aktivite artis1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak 6nemli bulunmadi (p>0.05).

CaE aktivitesinin ise metal karigimlarinin konsantrasyon artisi ile iliskili olarak
inhibisyona ugradigi ve en diisik CaE aktivitesinin 5.18 mg/L Cd+0.85 mg/L Cu
karisiminda yaklagik %30 oraninda inhibisyon ile 134.14+8.78 nmol/dk/mg protein
degerinde oldugu bulundu. Enzim aktivitesindeki bu baskilanma kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak da 6nemli bulundu (p<0.05).

AChE aktivitesinin 5.18 mg/L Cd+0.85 mg/L Cu karisiminda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda yaklasik %10 oraninda arttigi ve bu aktivite artisinin istatistiksel
olarak da 6nemli oldugu saptandi (p<0.05).
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Cizelge 4.15. 24 saatlik Cd+Cu uygulamasinin enzim aktiviteleri lizerine etkisi (nmol/dk/mg protein + standart hata).

Konsantrasyon | GST CaE AChE GR GPx CAT
(mg/L)
Kontrol 8 173784433  18931413.00 117214332  8.13+0.36 11354081  12.26+0.63
259 Cd +
o 8 220.8548.74%% 172974629  116.33+5.08  8.96+0.88 10304078 15.18+1.71
5.18 Cd +
vy 8 149.4147.63* 134.1448.78% 127.3742.64*  5.61£0.49%%  8.65:1.87  15.09+1.58

*: p<0.05, **: p<0.01 kontrol ile karsilastirildiklarinda istatistiksel onemliligi gostermektedir.
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4.2.4. 24 Saatlik Pb+Cu Uygulamasinin Biyobelirte¢ Enzimler Uzerine Etkisi

Kursun ve bakirin belirlenen konsantrasyonlarinin 1:1 oraninda karisimlarina 24
saat silireyle maruz kalan Xenopus laevis iribaslarinda gesitli enzim aktivitelerinde
meydana gelen degisimler ¢izelge 4.16’da verilmistir.

GST aktivitesinin Pb+Cu karistmma maruz kalan iribaslarda konsantrasyon
artig1 ile paralellik sergileyen bir artis gosterdigi bulundu. En yiiksek enzim aktivitesi,
123.05 mg/L Pb+0.85 mg/L Cu uygulamasina maruz kalan iribaglarda yaklasik %90
oraninda arttig1 saptandi. GST aktivitesinin 123.05 mg/L Pb+0.85 mg/L Cu veya bu
degerlerin yaris1 kadar metal igeren (LCso/2 degerleri) karisimdaki artiginin kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak da 6nemli oldugu saptandi (p<0.01).

GR aktivitesinin Pb+Cu karigimi uygulamasinda konsantrasyon artisi ile iligkili
olarak arttig1 saptandi. Metallerin LCsp ve LCso/2 karisimlarina maruz kalan iribaglarda
GR aktivitesinde meydana gelen artislarin kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak 6nemli oldugu bulundu (p<0.01).

GPx aktivitesinin kursun ve bakir karigtmi  uygulamasi  gruplarinda
konsantrasyon artis1 ile iligkili olarak arttigi ancak bu artisin kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak 6nemli olmadig saptandi (p>0.05).

Pb+Cu karisimi uygulama gruplarinda CAT aktivitesinin konsantrasyon artisi ile
ilintili olarak arttig1 gozlendi. CAT aktivitesinin 123.05 mg/L Pb+0.85 mg/L Cu (LCsp
degerleri) karisimina maruz kalan iribaslarda kontrol grubu ile karsilastirildiginda
yaklasik %110 oraninda arttig1 saptandi ve aktivite artisi istatistiksel olarak onemli
diizeyde bulundu (p<0.05).

Kursun ve bakir karigtmma maruz kalan bireylerde CaE aktivitesinin
konsantrasyon artisi ile lineer bir sekilde artmasina ragmen bu artisin kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak 6nemli olmadigi belirlendi (p>0.05).

Pb+Cu karistimi  uygulamasi sonucu iribaslarda AChE aktivitesinin
konsantrasyon artis1 ile iligkili olarak artmasina yol ag¢ti1 ancak bu artisin kontrol grubu

ile Kkarsilagtirlldiginda istatistiksel olarak Onemli olmadigi saptandi (p>0.05).
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Cizelge 4.16. 24 saatlik Pb+Cu uygulamasinin enzim aktiviteleri tizerine etkisi (hnmol/dk/mg protein + standart hata).

Konsantrasyon

(mg/L) GST CaE AChE GR GPx CAT

Kontrol 8 413.37+22.80 226.17+22.08 9270 +4.33 9.49 + (.57 13.12£1.58 10.06+1.41
Gg_fzgspguJ’ 8 649.64+2549%% 23533+13.65 96.15+1.72  23.55+0.88%* 13.32£1.09 11.74£1.90
123.'355 (F:)B T8 77542+47.86%%  23636+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 karsilastirildiklarinda istatistiksel onemliligi gostermektedir.
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4.2.5. 24 Saatlik Pb+Cd Uygulamasinin Biyobelirte¢ Enzimler Uzerine Etkisi

Kursun ve kadmiyumun belirlenen konsantrasyonlarinin 1:1 oraninda
karisimlarina 24 saat siireyle maruz kalan Xenopus laevis iribaslarinda gesitli enzim
aktivitelerinde meydana gelen degisimler ¢izelge 4.17°de verilmistir.

GST aktivitesinin Pb+Cd karisimi uygulamasinda konsantrasyon artisi ile iliskisi
olmayan degisim gosterdigi belirlendi. En yiiksek enzim aktivitesinin 61.53 mg/L
Pb+2.59 mg/L Cd (LCso/2 degerleri) karisimina maruz kalan iribaslarda gézlendi ve bu
aktivite artisinin kontrol grubuna kiyasla yaklasik %90 diizeyinde oldugu saptandi. Hem
123.05 mg/L Pb+5.18 mg/L Cd (LCsp) hem de 61.53 mg/L Pb+2.59 mg/L Cd karigimi
uygulanan gruplardaki enzim aktivitesi artis1 kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0.01).

Kursun ve kadmiyum karisimi uygulamasinin GR aktivitesinde konsantrasyon
artislart ile iligkili olarak artisa yol agtig1 ve en yliksek GR aktivitesi kontrol grubuna
kiyasla %265 oraninda artis ile metallerin LCso degerleri karigimma maruz kalan
bireylerde saptandi. GR aktivitesinde LCsp ve LCso/2 degerleri karisimlarinin neden
oldugu artisin kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak 6nemli oldugu
bulundu (p<0.01).

GPx aktivitesinin Pb+Cd karigtminin artan konsantrasyonlar: ile ilintili olarak
baskilandig1  belirlenmesine ragmen bu baskilanmanin  kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli olmadig saptandi (p>0.05).

Pb+Cd karisim1 uygulamasimin CAT aktivitesinde konsantrasyonla ile iligkili bir
sekilde artisa neden oldugu ve en yiiksek enzim aktivitesi, 123.05 mg/L Pb+5.18 mg/L
Cd karisimina maruz kalan iribaslarda belirlendi. Bu aktivite artisinin kontrol grubu ile
karsilastinlldiginda yaklasik %90 dilizeyinde gerceklestigi ve istatistiksel olarak da
onemli oldugu bulundu (p<0.01).

CaE aktivitesinin kursun ve kadmiyum karisimi uygulamasinin sonucu olarak
cesitli degisimler gosterdigi ancak bu degisimlerin kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 saptandi (p>0.05).

AChE aktivitesinin CaE gibi, Pb+Cd karistmmna maruz kalan iribaslarda
konsantrasyon ile iligkili olmayan degisimler sergilemesine ragmen bu degisimlerin
kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak Onemli olmadigi saptandi

(p>0.05).
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Cizelge 4.17. 24 saatlik Pb+Cd uygulamasinin enzim aktiviteleri lizerine etkisi (hnmol/dk/mg protein + standart hata).

Konsantrasyon

GST CaE AChE GR GPx CAT
(mg/L)
it 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 + 8 780.36£12.47** 24244 +11.63 102.81 +3.12 23.49 £0.43%* 12.34+0.51 11.07+1.12
2.59 Cd
123.05 Pb + 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**
5.18 Cd

*: p<0.05, **: p<0.01 kontrol ile karsilastirildiklarinda istatistiksel onemliligi gostermektedir.
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4.2.6. 24 Saatlik Pb+Cd+Cu Uygulamasinin Biyobelirtec Enzimler Uzerine Etkisi

Pb, Cd ve Cu’nun belirlenen konsantrasyonlarinin 1:1:1 oraninda karigimlarina
24 saat siireyle maruz kalan Xenopus laevis iribaslarinda ¢esitli enzim aktivitelerinde
meydana gelen degisimler ¢izelge 4.18’de verilmistir.

GST aktivitesinde Pb+Cd+Cu karisimina maruz kalan iribaslarda konsantrasyon
artig1 ile iliskili olmayan degisimler gosterdigi belirlendi. En yiliksek enzim aktivitesi
61.53 mg/L Pb+2.59 mg/L Cd+0.425 mg/L Cu (LCso/2 degerleri) karisimi
uygulamasinda kontrol grubuna kiyasla yaklasik %60 artis ile 281.45+£37.49
nmol/dk/mg protein degerinde saptandi. Bu artis kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak da 6nemli bulundu (p<0.05).

GR aktivitesinin de GST enzimi gibi bir egilim gostererek Pb+Cd+Cu karigimi
uygulamasinda konsantrasyon artisi ile paralel olmayan degisimler gosterdigi ve en
yiiksek GR aktivitesinin 15.86+2.36 nmol/dk/mg protein diizeyi ile 61.53 mg/L Pb+2.59
mg/L Cd+0.425 mg/L Cu karisimina maruz kalan iribaglarda saptandi. Bu artig kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak da 6nemli bulundu (p<0.01).

GPx aktivitesinin Pb+Cd+Cu karisimina maruz kalan bireylerde konsantrasyon
artist ile lineer olarak baskilandigi ve en diisiik enzim aktivitesi metallerin LCsg
degerlerine maruz kalan iribaglarda saptandi. Bu inhibisyonun kontrol grubuna kiyasla
yaklasik %40 oraninda gerceklestigi ve istatistiksel olarak da dnemli oldugu belirlendi
(p<0.05).

CAT aktivitesinin Pb+Cd+Cu karisimma maruz kalmanin bir sonucu olarak
artan metal karisimi konsantrasyonlar ile iligkili olmayan degisimler gosterdigi ve en
diisiik CAT aktivitesi kontrol grubu ile karsilastirildiginda yaklagik %50 diizeyinde
inhibisyon ile 123.05 mg/L Pb+5.18 mg/L Cd+0.85 mg/L Cu karisimina maruz kalan
iribaglarda saptandi. Bu inhibisyon kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak da 6nemli bulundu (p<0.01).

CaE aktivitesinde Pb+Cd+Cu karisimi etkisinde konsantrasyon artisi ile dogrusal
olarak inhibisyon saptandi. En diisiik CaE aktivitesi, 123.05 mg/L Pb+5.18 mg/L Cd
+0.85 mg/L Cu karisimina maruz kalan iribaslarda kontrol grubu ile karsilastiridiginda
yaklasik %40 oraninda inhibisyon ile 118.59+8.75 nmol/dk/mg protein diizeyinde
olgiildii. Enzim aktivitesindeki bu inhibisyon kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak da 6nemli bulundu (p<0.05).

AChE aktivitesinin Pb+Cd+Cu karistimi uygulamasi sonucu iribaslarda
konsantrasyon artis1 ile iliskili olmayan degisimler sergilemesine ragmen bu
degisimlerin kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak énemli olmadigi
saptand1 (p>0.05).
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Cizelge 4.18. 24 saatlik Pb+Cd+Cu uygulamasinin enzim aktiviteleri tizerine etkisi (nmol/dk/mg protein + standart hata).

Konsantrasyon

n GST CaE AChE GR GPx CAT
(mg/L)

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 +
259 Cd + 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

0.425 Cu
123.05 Pb +

5.18 Cd + 8  159.72+16.27 118.59+8.75% 106.22+4.32 9.47+1.39 7.8240.87* 6.02+0.51**
0.85Cu

*: p<0.05, **: p<0.01 kontrol ile karsilastirildiklarinda istatistiksel onemliligi gostermektedir.
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4.2.7. 24 Saatlik Metal Karisimu Uygulamalarinin Metallotiyonein Miktarina Etkisi

Metallerin LCso/2 ve LCsy degerlerinin 1:1 veya 1:1:1 oranindaki karisimlarina
24 saat siireyle maruz birakilan Xenopus laevis iribaslarinda spektrofotometrik yontem
ile olgiilen metallotiyonein miktarlar1 ve gruplar arasinda ortaya cikan degisimler
cizelge 4.19°da verilmistir.

Kursun ve kadmiyum karisimi uygulamasinda MT miktarinin iribaglara
uygulanan konsantrasyonla iliskili olarak paralel bir artis sergiledigi belirlendi. En
yiiksek MT miktar1 123.05 mg/L Pb+5.18 mg/L Cd karigimina maruz kalan iribagslar
icin kontrol grubu ile karsilastirildiginda yaklasik olarak %37 oraninda artti ve
26.83+1.32 nmol MT/gr yas agirlik olarak 6l¢iildii. Hem 61.53 mg/L Pb+2.59 mg/L Cd
hem de 123.05 mg/L Pb+5.18 mg/L Cd karisimina maruz kalan iribaslarda gbzlenen
artig kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0.01).

Kadmiyum ve bakir karisimi etkisine maruz birakilan iribaglardaki MT
miktariin konsantrasyonla baglantili olarak artis sergiledigi ve buna bagl olarak
saptanan en yiilksek MT miktar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda yaklasik olarak
%35 oraninda artig ile 5.18 mg/L Cd+0.85 mg/L Cu uygulamasina maruz kalan
iribaglarda saptandi. Hem 2.59 mg/L Cd+0.425 mg/L Cu hem de 5.18 mg/L Cd+0.85
mg/L Cu uygulama gruplarinda saptanan artiglar kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak onemli bulundu (p<0.01).

Kursun ve bakir karisimi uygulamasi sonucunda konsantrasyonla baglantili
olarak MT miktarinin arttig1 bulundu. En yiiksek MT miktar1 123.05 mg/L Pb+0.85
mg/L Cu uygulanan organizmalarda kontrol grubu ile karsilastirildiginda yaklagik %35
oraninda artt1 ve 26.48+1.48 nmol MT/gr yas agirlik olarak 6l¢iildii. 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
gruplarinda gozlenen bu artiglarin kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak da 6nemli oldugunu gostermistir (p<0.01).

Metallerin t¢lii karisimina (Pb+Cd+Cu) maruz kalan iribaglarda ise diger metal
karisimi uygulamalarinda oldugu gibi, MT miktarinin uygulanan konsantrasyon artisi
ile paralel bir artis gosterdigi belirlendi. En yiiksek MT miktar1 123.05 mg/L Pb+5.18
mg/L Cd+0.85 mg/L Cu karisiminin uygulandigi iribaglarda bulundu ve bu degerin
kontrol grubuna gore yaklasik %38 oraninda daha yiiksek oldugu hesaplandi. Bu
uygulama grubunda iribasglar icin saptanan MT miktarinin, kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak da 6nemli oldugu saptandi (p<0.01).
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Cizelge 4.19. 24 saatlik metal karisimi uygulamalarinin MT miktarina  etkisi
(nmol MT/gr yas agirlik = standart hata).

Konsantrasyon

Pb+Cd Cd+Cu Pb+Cu Pb+Cd+Cu
(mg/L)

Kontrol 8 19.23+0.23 19.23 +£0.23 19.23 £ 0.23 16.89 + 0.30

LCso/2° 8 24.18+0.95** 22.66+0.54** 23.28+0.78%*  20.51 +1.43

LCso? 8 26.83+1.32%* 2615+ 1.76%* 26.48 + 1.48%** 22.75+1.98**

*:p<0.05, **:p<0.01 kontrol ile karsilastirildiklarinda istatistiksel Onemliligi
gostermektedir.
8. LCso/2: Cd igin; 2.59, Cu igin; 0.425, Pb i¢in; 61.53 mg/L

LCso: Cd i¢in; 5.18, Cu i¢in; 0.85, Pb i¢in; 123.05 mg/L

4.2.8. 24 Saatlik Elektroforetik-Florimetrik Calismalar le ilgili Bulgular

Metallerin LCs/2 ve LCso degerlerinin 1:1 veya 1:1:1 oranindaki karisimlarina
24 saat siireyle maruz birakilan Xenopus laevis iribaslarinda metallotiyoneinin nitel
olarak varligint belirleyebilmek icin protein elektroforezi yapildiktan sonra iki farkli
goriintiileme teknigi kullanildi. Bu calismalara bagli olarak elde edilen veriler sekil

4.5°de verilmistir.
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Sekil 4.5. A; mBBr ile etiketlenmis MT’nin SDS-PAGE elektroforezinden sonra UV-
Florensans goriintiisi. B; MT’nin SDS-PAGE elektroforezinden sonra comassie
brilliant mavi ile boyanmisg gorintiisii. 1-Pb+Cd+Cu (LCsp degerleri karisimi) 2-
Pb+Cd+Cu (LCso/2 degerleri karisimi) 3- Pb+Cd (LCso degerleri karigimi) 4- Pb+Cu
(LCso/2 degerleri karigimi) 5- Pb+Cd (LCsp degerleri karisimi) 6- Pb+Cd (LCso/2
degerleri karisimi) 7- Cd+Cu (LCsp degerleri karisimi) 8- Cd+Cu (LCso/2 degerleri
karisimi) 9- Kontrol (FETAX) 10- Tavsan Karaciger MT II.
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5. TARTISMA VE SONUC

Ekolojik dengeyi bozan ve c¢evrede varligi her gecen giin artan Kkirletici
faktorlerden biri de metallerdir. Metallerin artan insan aktiviteleri sonucu cesitli
sekillerde c¢evreye yiiksek miktarlarda verildigi ve Ozellikle de gelismekte olan
iilkelerde gerekli yasal diizenlemelerin ve yaptirnmlarin eksikligi nedeniyle, baslica
cevresel kirleticiler arasinda bulundugu bilinmektedir. Metallerin farkli ekosistemlerde
ve farkli canli tiirlerinde etkilerinin degerlendirildigi ¢ok sayida bilimsel c¢alisma
bulunmaktadir. Ancak bu c¢aligmalar daha ¢ok metallerin tek baglarina etkilerini
degerlendirmektedir.  Ozellikle amfibilerde metal karisimlarmin  etkilerinin
degerlendirildigi bilimsel ¢alismalar smirli sayidadir. Tath su ekosistemleriyle ilgili
biyolojik izleme c¢alismalarinda ve c¢evresel kirleticilerin etkilerinin degerlendirildigi
laboratuvar ¢alismalarinda daha ¢ok balik tiirleri kullanilmaktadir. Oysa ki amfibiler
farkli gelisimsel donemlerinde suya bagimli organizmalardir ve 6zellikle erken gelisim
evrelerinde ¢ok diisiik konsantrasyonlardaki kirleticiler dahi 6nemli toksik etkilere
neden olabilir. Bundan dolay1 sucul ekosistemlerdeki ¢evresel sorunlarin belirlenmesi
igin 1yi bir biyoindikator tiir olarak kabul edilirler. Biyolojisi iyi bilinmesine ve ¢ok
sayida bilimsel ¢alismada deney hayvani olarak kullanilmasina ragmen X. laevis 'de
metal toksisitesinin degerlendirildigi calisma sayist sinirhidir. Ayni zamanda X.
laevis de biyobelirteg enzimler ve MT diizeyi kullanilarak ¢evresel kirliligin izlendigi
calisma sayis1 balik tiirlerine oranla ¢ok azdir. Buna karsin ekosistemde genelde
birarada bulunan metallerin karisiminin ¢alisildig1 arastirma ise bulunamamaistir.

Yapilan bu arastirmanin sonuglarina gore, test materyali olarak kullanilan {i¢
farkli metalin ve bunlarin karigimlarinin X. laevis iribaslar1 {lizerinde toksik etkilere
neden olduklar1 goriilmektedir. Bununla birlikte, hipotezimize uygun olarak uygulanan
metal karigimlarinin metallerin tek baglarina olan etkilerine kiyasla daha toksik
olduklar1 belirlendi. Her ii¢ metal (Cd, Pb, Cu) ve metal karigimlari ile yapilan
caligmalarda 6zellikle yiiksek konsantrasyonlarda 6liim oranlarinda artig gdzlendi, hatta
metal karisimlarimin yiiksek konsantrasyonlarinda biitiin iribaglarin kisa siirede 6ldiigi
saptand1. Yapilan toksisite ¢alismalar1 sonucunda Cu, Cd ve Pb’nin LCsy degerleri
sirast ile 0.85, 5.18 ve 123.05 mg/L olarak hesaplanmis olup, metallerin ortalama
oldiiriicii konsantrasyonlar1 arasinda Pb>Cd>Cu iliskisi belirlenmistir. Ayrica metallerin
NOAEC ve LOAEC degerleri arasinda da benzer bir iliski saptanmistir. Metaller

arasindaki bu iliski daha once de laboratuvarimizda X. laevis iribaslar1 tlizerinde
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yapilmis olan metal toksisitesi calismasi ile uyumludur [139]. Ozellikle Cu ve Cd’un
LCso degerlerinin oldukea diisiik konsantrasyonda hesaplanmasi, bu metallerin iribaglar
icin yiiksek toksik etkiye sahip olduklar1 seklinde degerlendirilebilir.

Arastirmada kullanilan metallerin ve karisimlarinin segilen biyobelirteg enzimler
tizerinde farkli etkilere yol actigi goriilmektedir. Bu da metallerin toksisite
mekanizmalarinin farkli olabilecegini gostermektedir. Buna karsilik, metallotiyonein
(MT) diizeyi tizerinde ise hem ayr1 ayr1 metallerin hem de karisimlarinin benzer etkilere
neden oldugu belirlenmistir.

Aragtirma sonuglarimiza gore 96 saat siireyle kadmiyuma maruz kalan X. laevis
iribaglarinda GST, GR, GPx ve CAT aktivitesinin 6nemli diizeyde arttig1 goriillmektedir
(p<0.01 ve p<0.05). Ozellikle antioksidan savunma sisteminin elemanlari olan bu
enzimlerdeki artiglar, literatiirdeki farkli tiirlerle yapilan g¢alismalardan elde edilen
veriler ile de benzerlik gostermektedir. Basha ve Rani, Cd’a maruz birakilan
Oreochromis mossambicus’un Kkaraciger ve bobrek dokularinda CAT enzim
aktivitesinin arttigin1 gostermis ve bunu Cd etkisine kars1 verilen bir detoksifikasyon
yanit1 olarak degerlendirmislerdir. Bu aragtirmacilar Cd’a maruz kalma sonrasi ilk yanit
olarak, diger detoksifikasyon mekanizmalarinin indiiksiyonundan Once, Serbest
radikallerin etkisinden organizmay: korumak i¢in antioksidan savunma sistemlerinin
indiiklendigini de wvurgulamislardir [168]. Yapilan baska bir c¢alismada ise O.
niloticus’un karaciger ve bobrek dokularindaki GR, GST ve GPx aktivitesinin Kirlenmis
bolgelerdeki baliklarda kontrol grubu baliklarina oranla daha yiiksek oldugu rapor
edilmistir [134]. Yine baska bir ¢alismada arastirmacilar ¢esitli dozlarda Cd’a maruz
birakilmis siganlarin karacigerinde konsantrasyona bagli olarak GST aktivitesinin
arttigin1 belirtmiglerdir [169]. Calismamizda Cd uygulamasina bagl olarak iribaglarin
AChE ve CaE aktivitelerinde c¢esitli dalgalanmalar goriilse de, istatistiksel olarak
kontrol grubu ile karsilastirildiginda dnemli bir degisim belirlenmedi. Bu verilerden
yola cikarak, X. laevis iribaglarinda kadmiyum toksisitesinin belirlenmesinde bu
enzimlerin iyi birer biyobelirte¢ olmadig ifade edilebilir. Ancak bu enzimlerin ¢ok
fazla etkilenmemesinde antioksidan savunma sisteminin koruyucu bir roliiniin
olabilecegi de diisiiniilebilir. Bu anlamda literatiirde de gesitli veriler bulunmaktadir.
Yapilan bir ¢alismada Monodonta lineata tiirii gastropodlarda kadmiyumun AChE
aktivitesi lizerinde etki gostermedigi, Nucella lapillus tirinde en yiiksek Cd
konsantrasyonunun AChE aktivitesini énemli diizeyde arttirdigi ve bu artisin literatiir

ile uyusmadigi, ancak literatiirde de Cd uygulamalarinin farkli canli tiirlerinde AChE
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aktivitesinde farkli seyirlere neden oldugu belirtilmistir. Ayni ¢alismada, Cd uygulamasi
sonucu Daphnia magna’da AChE aktivitesinin degismedigi, Oncorhynchus mykiss’de
AChE aktivitesinin yiikseldigi ve Barbus conchonius’da ise AChE aktivitesinin azaldigi
ifade edilmistir [170]. Diger taraftan literatiir verileri ve ¢alismamizda elde edilen
sonuclar birlikte degerlendirildiginde CaE aktivitesinin ¢ok fazla etkilenmemesinden
dolay1, bu enziminde X. laevis iribaslarinda Cd toksisitesinin belirlenmesinde major bir
biyokimyasal belirte¢ olmadigindan soz edilebilir.

Calismamizda, kadmiyumun metal detoksifikasyon sisteminde 6nemli rolii olan
metallotiyonein miktar1 tizerine etkisine bakildiginda, MT miktarinin beklentilerimizde
oldugu gibi konsantrasyon artisina bagli olarak énemli diizeyde arttigi goriilmektedir.
Yiiksek konsantrasyonlarda MT miktarinda goriilen bu artis, metallotiyoneinlerin metal
iyonlarini tutarak hiicresel hasar1 engellemedeki koruyucu roliinii ortaya koymaktadir.
Bu konu ile ilgili daha oOnce yapilmis bazi g¢aligmalarda bulgularimizi destekler
niteliktedir. Serra ve arkadaslariin [171], kadmiyum etkisine biraktiklari Scapharca
inaequivalvis tiirti deniztaragimin ¢esitli dokularinda Cd diizeyini ve metal baglayici
proteinleri arastirdiklar1 bir calismada, Cd’nin 6zellikle bobrek, solungag, kas ve kan
gibi dokularda biriktigi ve Cd’nin dokularda metal baglayici1 proteinlere baglandig:
belirlenmistir. Halichoerus grypus’un (fok) 16kositlerini in vitro kosullarda ¢inko ve
kadmiyumun etkisine maruz birakarak MT’lerin indiiksiyonunun arastirildigi bir
calismada ise, arastiricilar in vitro Zn ve Cd etkisinde l6kositlerde iki farkli MT
izoformunun (MT1 ve MT2) sentezinin meydana geldigini ve metallerin
regililasyonunda bu proteinlerin 6nemli roller iistlendigini belirtmislerdir [159].

Farkli konsantrasyonlarda kursuna 96 saat siireyle maruz kalan iribaglarda ise
biyobelirteg olarak se¢ilen enzimlerden glutatyon S-transferaz (GST) aktivitesinde
Avrupa Birligi igme sular1 yonetmeligine gore Pb i¢in kabul edilebilir konsantrasyon
olan 0.01 mg/L disindaki diger konsantrasyonlarda onemli artiglar saptandi (p<0.01).
Ayrica, AChE aktivitesinin konsantrasyon artisi ile paralel olmasa da, énemli diizeyde
inhibe oldugu belirlendi (p<0.01). Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesinin 12.3 mg/L
(LCs0/10) ve 0.01 mg/L (AB degeri) konsantrasyonlarinda 6nemli oranda inhibe oldugu
(p<0.05 ve p<0.01) daha yiiksek konsantrasyonlarda ise kontrol grubuna yaklasan bir
egilim gosterdigi belirlendi. Glutatyon peroksidaz (GPx) enziminde ise konsantrasyon
ile iligkili bir inhibisyon s6z konusu olup sadece LCsy degerinde goriilen inhibisyon
onemli bulundu. Karboksilesteraz (CaE) ve katalaz (CAT) aktivitelerinde ise gesitli

degisimler goriilmesine ragmen, bu degisimlerin 6nemli diizeyde olmadigi belirlendi.
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Bundan o6nce yapilan caligmalarda pestisitler, metaller ve deterjanlar gibi cevresel
kirleticilere maruz kalan organizmalarda AChE aktivitesinin inhibisyona ugradigi rapor
edilmistir [77]. Ozellikle organofosforlu ve karbamatli pestisitler i¢in sinir sistemi
AChE enziminin hedef oldugu bilinmektedir [66,77]. Diger taraftan, sinir sisteminin
kursun iginde Oncelikli hedef oldugu ve dolayisiyla kolinerjik sistemi etkiledigi
bilinmektedir [172,173]. Bu ¢alismada, artan Pb konsantrasyonlarina bagli olarak AChE
aktivitesinde goriilen inhibisyon, kursunun X. laevis iribaslari i¢in nérotoksik bir metal
oldugunu gostermektedir. Cesitli ksenobiyotiklerin etkilerinin belirlenmesinde GST’nin
kullanighi bir biyokimyasal belirte¢ oldugu bircok c¢alismada gosterilmistir. GST
aktivitesinin artig1, kirleticilerin neden oldugu strese organizmanin gosterdigi
adaptasyon olarak degerlendirilmektedir [66]. Glingdrdii vd. tarafindan yapilan bir
caligmada kursuna maruz kalan X. laevis iribaslarinda Pb konsantrasyonu ile GST
aktivitesi arasinda pozitif bir iliski oldugu rapor edilmistir [139]. Yaptigimiz bu ¢alisma
sonucu olarak, GR aktivitesinde Pb etkisine bagli meydana gelen degisimler literatiir
kayitlar1 ile de uyusmaktadir. Antioksidan enzimlerin inhibisyonu subletal metal
toksisitesinin potansiyel bir belirteci olarak diistiniilmektedir. GR aktif bolgesinde bir
disiilfid bagina sahiptir ve kursununda bu baga affinitesi yiliksektir. Bundan dolay1
kursun GR enzimini inhibe edebilir. Bdylece kursun toksisitesine maruz kalan X. laevis
iribaglarinda meydana gelen inhibisyon, GSSG’nin rediiksiyonunun engellenerek
hiicrelerin oksidatif hasara daha duyarli hale geldigini diigiindiirmektedir. Diger
taraftan, bazi ¢aligmalarda GR aktivitesi ilizerine metallerin herhangi bir etkisinin
olmadigi da bildirilmektedir [174,175]. Bu ¢alismada en yiiksek kursun konsantrasyonu
uygulamasi ile iribaglarda goriilen GPx inhibisyonunun metabolik bir baskilanmaya
ugradigr veya Pb’un enzimin aktif bolgesine baglanmasi nedeniyle bu inhibisyonun
gerceklestigi diistintilebilir. Literatiirde de GPx’in aktive olmak i¢in selenyuma ihtiyag
duydugu ve kursun ve selenyumun bir kompleks olusturdugu durumlarda enzimin
inhibe olabilecegi rapor edilmistir [174]. Bu durum bizim c¢alisma sonuglarimizi
destekler niteliktedir. Diger enzimlerle karsilagtirildiginda CAT aktivitesinde meydana
gelen kismi degisimler, bu enzimin Pb i¢in oncelikli hedef olmadigimi veya enzimin
aktivasyonu i¢in gerekli olan serbest oksijen radikallerinin diger antioksidan enzimler
tarafindan elimine edildigini akla getirmektedir. Bu baglamda Labrot vd. tarafindan
yapilan bir ¢aligmada, Brachydanio rerio, Corbicula sp. ve Eisenia fetida kursuna
maruz birakildiktan sonra CAT aktivitesinin Corbicula sp.’de distiigii, Eisenia fetida 'da

diistiigi ancak bu diisiisiin ¢cok az diizeyde oldugu ve Brachydanio rerio’da ise CAT
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aktivitesinin diisiilk konsantrasyonlarda azaldigi yiiksek konsantrasyonlarda ise arttig
rapor edilmistir [176]. Bu ¢alismada X. laevis iribaglarinda CaE aktivitesinde meydana
gelen degisimler ise Giingérdii vd. tarafindan X. laevis iribaslarinda yapilmis bir ¢alisma
ile de paralellik gostermektedir [139].

Metallotiyonein miktar1 {izerine kursunun etkisi incelendiginde ise, artan kursun
uygulama konsantrasyonlart ile paralel olarak MT miktarinin da arttig1 ancak en yiiksek
maruz kalinan konsantrasyon ile birlikte MT miktarinda kismen bir azalis oldugu sekil
5.1’ de goriilmektedir. Bu durum iribaslarda toksik etkiye bagli olarak genel protein
sentezi inhibisyonunun bir sonucu olabilir. Daha 6nce farkli organizmalar iizerinde
yapilmis benzer ¢alismalarda bulgularimizi destekler niteliktedir. Ornegin, Lampito
mauritii tiirii toprak solucanlarinda Pb ve Zn’nin doku metallotiyonein diizeyleri iizerine
etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, ¢inko ve kursun ile kontamine olmus toprakda
yasayan solucanlarda doku metallotiyonein diizeyinde onemli bir artis gozlenmistir
[177]. Yapilan bagka bir ¢alismada ise Perca fluviatilis tiirii baliklarda MT miktarinin
kursun konsantrasyonu ile iliskili olarak arttig1 rapor edilmistir [178].

Bakirin 96 saatlik test sonucu 46. evredeki iribaglarda biyobelirteg olarak segilen
enzimler tizerindeki etkisi incelendiginde, 0.01 mg/L ve LCsy/10 degerlerinde Cu
uygulamasinin Cd ve Pb uygulamalarindan farkli olarak, GST aktivitesinde inhibisyona
neden oldugu goriilmektedir. 0.085 mg/L (LCs0/10) ve 0.425 mg/L (LCsp/2) Cu
uygulamalarinin AChE, GR, CaE ve CAT enzim aktivitelerinde artisa, ancak en yiiksek
Cu konsantrasyonun bu enzimlerde inhibisyona neden oldugu gozlenmistir. Bu durum
yiiksek konsantrasyonda metal maruziyetinin ortaya c¢ikardigr genel bir toksik etki ile
iliskilendirilebilir. Oysaki Cu’in 6zellikle AChE enzim aktivasyonu igin onemli bir
kofaktér oldugu bilinmektedir. GPXx aktivitesinin de ozellikle LCso degerinde Cu
uygulamasi ile baskilandig goriilmektedir. AChE, GR, CaE ve CAT enzimlerinde genel
olarak goriilen aktivite kaybinin iribaglarin 6liim periyoduna girmeleri nedeniyle protein
sentezinin baskilanmasinin bir sonucu olarak meydana geldigi diisiiniilebilir. Yapilan
cesitli calismalardan elde edilen sonuglar ile verilerimiz benzerlik gostermektedir.
Ornegin, uzun siireli subletal Cu konsantrasyonuna maruz kalan Sparus aurata’nin
beyin AChE aktivitesinin 6nemli diizeyde arttig1 bildirilmistir [179]. Yine Monodonta
lineata ve Nucella lapillus tiirii iki gastropod ile yapilan bir ¢aligmada, her iki tiirde Cu
uygulamasinin AChE aktivitesi lizerinde herhangi bir etkiye neden olmadigi, N. lapilus
tiirlinde Cu uygulamasinin GST aktivitesini inhibe ettigi, M. lineata tiiriinde ise 60 pg/L

Cu uygulamasmin dahi GST aktivitesini etkilemedigi bildirilmistir [170]. Bakar
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uygulamasina bagli olarak CaE aktivitesinde gorillen egilim daha Once
laboratuvarimizda yapilan diger bir ¢alisma ile de benzerlik gostermektedir [139].
Cu’1n bir tatli su midyesi olan Anodonta anatina tizerine etkisinin degerlendirdigi bir
calismada CAT, GR, SOD ve GPx aktivitelerinin diisiik konsantrasyonlarda arttigi,
ancak Cu hasar1 nedeniyle protein sentez kapasitesinin engellendigi ve bdylece enzim
aktivitelerinin doku agirligina ve Cu konsantrasyonuna bagli olarak baskilandig:
gozlemlenmistir [180]. Tiim bu ¢alisma sonuglar1 X. laevis iizerine Cu’m yol agtigi
toksisiteye bagli hasar1 destekler niteliktedir.

Bakira maruz kalan X. laevis iribaslarinda MT miktarinin hem Cd hem de Pb
uygulamalarina benzer sekilde konsantrasyon artisi ile dogrusal olarak arttig
goriilmektedir. Ancak bakirin neden oldugu artis kadmiyum ve kursuna maruz kalan
iribaglarda goriilen artisa gore kontrol gruplarn ile karsilastirildiginda daha diisiik
diizeydedir (Sekil 5.1). Bakir uygulamasinda MT miktarindaki artisin diger metal
uygulamalar1 sonucu gozlenen MT miktar1 artisina gére daha az diizeyde olmast,
bakirin iz element olarak ¢esitli biyolojik siireclere katilmasia bagli olarak belirli bir
hiicresel konsantrasyona eristikten sonra toksik etkiye neden oldugunu akla

getirmektedir.
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Sekil 5.1. 96 saatlik Cd, Pb ve Cu uygulamalarinin MT miktarina etkisi.
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Calismamizda elde ettigimiz veriler ile literatiir verileri karsilastirildiginda,
sonuglarimizin literatiir ile benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Cooper vd. [124]
tarafindan yapilan bir calismada bir nehre giren farkli akarsulardan alinan Rana
catesbeiana tiirii kurbagalarda Karaciger metallotiyonein diizeyi iki bolgede Cu igerigi
ile, bir bolgede ise Cd igerigi ile pozitif korelasyon gdstermistir. Yine yapilan baska bir
calismada, dogal ortamlarindan alinan baliklarin karaciger MT konsantrasyonu ile Cu
maruziyeti arasinda dogrusal bir iliski oldugu rapor edilmistir [135]. Arastirmacilarin
ergin Rana ridibunda tiirti kurbagalar1 5, 15 ve 30 giin siiresince Cu’in 50 ve 100 mg/L
konsantrasyonlarina maruz biraktiklari bir ¢alismada, en yiiksek metal diizeyi 30 giin
stireyle 100 mg/L Cu’a maruz kalma sonucunda bobreklerde belirlenmistir. Bu durum,
karacigerde asir1  miktarda bakir  birikmesinden sonra, bdobreklerin  Cu
detoksifikasyonunda ikinci bir yol gibi davrandigini gostermistir. Ayni calismada
karaciger MT diizeylerinin ise 5. ve 15. giinlerde Cu konsantrasyonunun artigi ile
birlikte arttigi belirlenmistir. Ancak arastirmanin sonunda MT diizeyinde bir azalig
gorilmistir [147].

Calismamizda biitlin metal karisimlarinin biyokimyasal belirtecler {izerine
etkileri degerlendirilirken, hem 96 saatlik hem de 24 saatlik calismalar ile ilgili bulgular
birlikte ele alinmustir.

Bu calismada, kursun ve kadmiyumun LCsp/2 degerlerinin karisimi disinda
biitin metallerin ikili ve tUgli kombinasyonlarinda, LCso/2 ve LCsy degerlerinin
karisimlarina maruz kalan iribaslarin hepsinin 61diigii goriilmektedir. Bu da metallerin
LCso ve LCs0/2 degerleri karisimlarinin dldiirticii etki diizeyinin, tek baglarina metallerin
belirtilen konsantrasyonlarmin o6ldiiriicii etki diizeylerinden yiiksek oldugunun bir
gostergesidir.  Ayrica 96 saat siireyle metal karigimlarma maruz kalan iribaglarda
belirlenen enzim aktiviteleri ve MT miktar1 {izerine olan etkileri incelendiginde,
metallerin her birinin tek basina diisik konsantrasyonlarina maruz kalan gruplarda
enzimlerin ¢ogunda ¢ok Onemli degisimler gbézlenmemistir. Ancak diisiik
konsantrasyonlarda metal karisimi uygulanan gruplarda ise 6nemli diizeyde aktivite
degisimleri belirlenmistir. Sucul ekosistemlerde Kirleticiler genelde bir¢ok toksik
etmenin karisimlar halinde bulunmasi nedeniyle bir toksik etkiye yol agabilir. Bu
durumda bir kirletici kaynaktan gelen birgok farkli metal diisiik konsantrasyonlarda dahi
ekosisteme giris yaparsa, tek baglarina ancak daha yiiksek konsantrasyonlardaki toksik
etkilerine gore dnemli toksisite artisina yol agabilicegini diisiinebiliriz. Bu nedenle bu

calismada esas olarak metal karisimlarinin her birinin AB mevzuatina gore kabul
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edilebilir smir degerlerininde birlikte (karisim halinde) olasi toksik etkilerinin
saptanmast amaglanmaistir.

Diisiik konsantrasyonlardaki kadmiyum ve bakir karisimma 96 saat siireyle
maruz kalan iribaslarda GST aktivitesindeki artis ile birlikte GR ve CAT aktivitelerinde
bir azalma goriiliirken, diger enzim aktivitelerinde 6nemli bir degisim goriilmemektedir.
Buna karsin, 24 saat siireyle Cd+Cu karigiminin yiiksek konsantrasyonlarinin
uygulandigr gruplarda GST aktivitesinde once artis, sonra azalis; CaE ve GR
aktivitelerinde baskilanma; AChE aktivitesinde ise artis belirlendi. Metallerin tek
baslarina etkileri géz Oniinde bulunduruldugunda, Cd+Cu karigiminin diisiik
konsantrasyonlarina maruz kalan iribaglarda enzim aktivitelerinin kismen daha fazla
etkilendigi goriilmektedir. Verilerimiz dogrultusunda enzim aktivitelerinde goriilen
degisimlerin tek basina Cd uygulamasindan daha ¢ok Cu uygulamasina benzedigini ve
X. laevis iribaglar1 i¢in bakirin kadmiyum ile birlikte uygulanmasimin, Cu’a olan
duyarlilig1 ve toksik etkiyi arttirdigini sdyleyebiliriz.

[ribaglarda Pb ve Cu karisimi uygulamasina bagli olarak 96 saat siireyle
metallerin diisiikk konsantrasyonlarinin karistmina maruz kalma sonucunda GST, GR,
GPx ve CAT aktivitelerinde, 24 saat siireyle yliksek konsantrasyonlarinin karigimina
maruz kalma sonucunda ise GST, GR ve CAT aktivitelerinde artig belirlenmistir. Buna
karsin 96 saat silireyle metal karistminin diisilk konsantrasyonlarima maruz kalan
bireylerde CaE ve AChE aktivitelerinde inhibisyon belirlenmesine ragmen, yiiksek
konsantrasyonlara 24 saat siireyle maruz kalan iribaglarda onemli bir degisim
goriilmemektedir. Bunun yani sira, 0.01 mg/L Pb (AB degeri) ve 0.01 mg/L Cu
konsantrasyonlarinin tek baslarina enzimleri etkilemedigi ancak bu metallerin karisim
halinde GST, AChE, GPx ve CAT enzimlerinde 6nemli diizeyde degisimlere neden
oldugu gozlenmistir. Ayrica bu metallerin enzimler iizerinde tek baslarina
olusturduklar1 etkiler ile karisim halinde olusturduklart etkiler, AChE enzimi disinda
benzer bir egilim gostermektedir. Tek basina bakir AChE aktivitesinde artisa, tek basina
kursun ise inhibisyona neden olurken, bu metallerin karisimi 6zellikle diisiik
konsantrasyonlarda inhibisyona neden olmustur (Sekil 5.2). Bu dogrultuda Pb ve Cu
karisiminin diisilk konsantrasyonlarda bile yiiksek toksik etkiye neden oldugu, ancak
kursunun neden oldugu AChE inhibisyonunun Cu’in antagonistik etkisi nedeniyle

kismen azaldig1 diistintilmektedir.
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Sekil 5.2. 96 saatlik diisik konsantrasyonlardaki Pb, Cu ve Pb+Cu uygulamalarinin
ACHhE aktivitesi lizerine etkisi.

Kursun ve kadmiyumun LCsy/2, LCs0/10 ve AB mevzuati degerleri karigimlarina
96 saat siireyle maruz kalan X. laevis iribaslarinda goriilen enzimatik degisimlerin,
metallerin tek baglarina neden olduklari enzimatik degisimlerden farkli bir egilim
gosterdigi belirlenmistir. Metallerin AB mevzuatina gore igme sularinda kabul edilebilir
diizeyde bulunmasina izin verilen Konsantrasyonlarinin tek baslarmma uygulanmasi
sonucunda belirlenen enzimlerin ¢ok fazla etkilemedigi, ancak karisim halinde
uygulandiklarinda GST, GR ve AChE aktivitesinde artisa neden olduklar1 gézlenmistir.
Her iki metal ayr1 ayr1 uygulandiginda CaE aktivitesinde 6nemli degisimlere yol
agmamis ancak karisim halinde konsantrasyon artis1 ile paralel olarak enzim
aktivitesinin artmasina neden olmuslardir. AChE aktivitesinin ise Cd etkisinde ¢ok fazla
degismedigi, Pb etkisinde baskilandig1 ve Pb+Cd etkisinde ise dnce aktive oldugu daha
sonra ise inhibe oldugu goriilmektedir. Bunun disinda, GPx aktivitesinin tek basina
Pb’na maruz kalan hayvanlarda LCso/2 degeri ve daha diisiik konsantrasyonlarinda
kismen inhibe olmasina karsin, tek basma Cd etkisinde indiiklendigi belirlenmistir.
Pb+Cd karisiminda ise GPx aktivitesinde onemli bir degisim goriilmemektedir. Bu
durum ise metallere karisim halinde maruz kalmanin X. laevis’de antogonist bir etkiye
neden olabilecegini akla getirmektedir. Diger taraftan, ayr1 ayr1 metal uygulamalarinda
CAT aktivitesinde artis gozlenirken, metallerin LCs/2 degerleri karigiminin 24 saatlik
uygulama sonucunda enzim aktivitesini arttirdigi, buna karsin 96 saatlik uygulamada ise

aktivitenin 6nemli diizeyde inhibe oldugu gozlenmistir (Sekil 5.3). Bunun da enzimlerin
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akut ve subakut maruziyette farkli yanitlar vermesinin bir sonucu olarak meydana
geldigi ve CAT aktivitesinin baskilanmasi sonucu serbest radikallerin birikimi

nedeniyle bir toksik hasarin ortaya ¢ikabilecegini diistindiirmektedir.
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Sekil 5.3. Pb ile Cd’un LCs0/2 degerlerinin tek basina ve karisim halinde CAT aktivitesi
tizerine etkisi.

Metallerin AB mevzuati sinir degerleri ve LCs/10 degerlerinin tiglii karigimina
96 saat siireyle maruz birakilan X. laevis iribaslarinda 6zelikle GST, CaE, GR ve CAT
aktivitelerinin 6nemli diizeyde arttig1 saptanmigtir. Ancak daha 6nceden de bahsedildigi
gibi, ozellikle metallerin tek basina AB smir degerleri konsantrasyonlar1 genel olarak
enzimler iizerinde onemli bir degisime yol agmamustir. Ozellikle 96 saatlik metal
uygulama gruplart kendi i¢inde degerlendirildiginde kontrol gruplarma kiyasla diisiik
konsantrasyonlarin karigiminda goriilen GST aktivitesindeki artis orani, metallerin bu
konsantrasyonlarinin tek baslarina uygulamalarinda goriilen artis oranindan ¢ok daha
yiiksek oldugu gozlenmistir (Sekil 5.4). Bu da metallerin tek baslarina olusturduklari
etkilere gore ortamda karisim seklinde bulunduklarinda ¢ok daha toksik olduklarinin bir
gostergesi olarak disiiniilebilir. Bu durum gesitli tilkelerde igme ve kullanim sularinda
mevcudiyeti sinir degerleri agsmadigi siirece metallerin sinir degerlerde, ancak karisim
halinde oldugunda saglik bakimindan O6nemli bir risk olusturabileceginin bir
gostergesidir. Metallerin tek baslarina enzimler {iizerindeki etkileri goz Oniinde
bulunduruldugunda, karisim halinde iken birbirleri ile etkilesime girerek ya da

birbirlerinin antogonisti olarak davranmalarinin bir sonucu olarak risk olusturabilecegi
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sonucunu ¢ikarabiliriz. Metallerin iicli karistmina 24 saat siireyle maruz birakilan
iribaglarda, ozellikle en yiiksek konsantrasyon olan LCsp karigimlarinin enzimlerin
cogunda aktivite kaybina yol actig1 gézlenmektedir. Burada yiliksek konsantrasyondaki
metal karistmmin  metabolik  baskilanmaya neden olarak protein sentezini
engellemesinden ve akut diizeyde sucul ekosistemlerin kirlenmesinin hemen ardindan,
ortamdaki metal konsantrasyonu seyrelmeye ugramadan O6nce dnemli bir risk unsuru

olabilecegi de degerlendirilmelidir.
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Sekil 5.4. 96 saatlik Cd, Pb, Cu ve karisimlari uygulamasinin GST aktivitesine etkisi.

Her ti¢ metalin farkli konsantrasyonlardaki karisimlarina maruz kalan iribaslarda
MT miktarindaki degisimlere bakildiginda, 96 saatlik uygulama sonucunda metallerin
AB mevzuat: tarafindan kabul edilebilir smir degerlerinin MT miktarinda énemli bir
degisime neden olmadigr goriilmektedir. Bu da metal toksisitesi sonucu MT
indiiksiyonunun gerceklesmesi i¢in daha yiiksek metal konsantrasyonlarinin gerektigini
akla getirmektedir. Ancak kadmiyum ve bakir karigimi disindaki karigimlarda, metal
konsantrasyonunun artig1 ile birlikte MT miktarinda artiglar oldugu goriilmiistiir.
Metallerin yiiksek konsantrasyonlarina 24 saat siireyle maruz kalan iribaslarda ise MT
miktarmin 6nemli diizeyde arttig1 belirlenmistir. Bu veriler MT sentezinin artmast igin
hiicrelerin belirli bir metal konsantrasyonuna ulagmasi sonucu olarak MT sentezinin
artign ve  MT miktarindaki artisin bir savunma mekanizmas: gibi isledigini

diistindiirmektedir. Bir bakima bunu MT aracilig1 ile gerceklesen ve bir immiin sistem
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veya biyotransformasyon sistemi gibi gorev yapan bir koruma mekanizmasina
benzetebiliriz. Yapilan elektroforez galismalarinda da 24 saatlik uygulamalardan elde
edilen goriintiilerdeki protein bantlarinin 96 saatlik uygulamalardan elde edilenlerden
daha belirgin oldugu da goriilmektedir.

Calismamizda metal karigimlari uygulamalar1 sonucu elde ettigimiz veriler ile
dogrudan iligkilendirilebilecek literatlir verisi siirli sayida olmakla birlikte, farkl
biyoindikator tiirlerin, biyokimyasal belirteclerin ve metal karisimlarinin kullanildigi
cok sayida ¢alisma mevcuttur. Literatiirdeki bu c¢alismalar elde ettigimiz veriler ile
bliylikk oranda benzerlikler gostermektedir. Bu konuda yapilan bir ¢alismada,
kullanilmayan bir uranyum maden ocagi golciigiinden ve referans olarak segilen
bolgeden alinan su 6rneklerindeki metal igerigi ile her iki bolgeden alinan Pelophylax
perezi tiirii kurbagalarin ¢esitli doku ve organlarindaki GST, CAT, GR, GPx, LDH
aktiviteleri ile lipid peroksidasyon diizeyleri karsilagtirilmistir. Arastirmacilar metallerin
maden ocagi golcligiinden alinan 6rneklerin dokularinda yiiksek konsantrasyonlarda
oldugunu 6zellikle de uranyumun referans bolgedeki drneklere gore 1350 kat daha fazla
oldugunu saptamislardir. Maden ocagi golciiglinden alinan kurbagalarin karaciger
disindaki biitiin organlarinda total GPx aktivitesinde bir artis belirlenmistir. Ancak
akcigerde CAT enziminin énemli diizeyde baskilanmasinin muhtemel bir sonucu olarak
GPx aktivitesindeki artisin sadece akcigerde 6nemli diizeyde oldugu rapor edilmistir
[126]. Fenoglio vd. [127] iki farkli bolgeden aldiklar1 Rana esculenta tiirii kurbagalarda
kirlilige bagli olarak bazi enzim aktivitelerindeki degisimleri arastirilmistir.
Aragtirmacilar tarafindan referans bdlgeye gore kirli oldugu diisiiniilen bolgedeki
kurbagalarda asit fosfataz, NOS bagimli nikotinamid adenin diniikleotid fosfataz,
katalaz enzim aktivitelerinin ve indiiklenebilir NOS diizeyinin artti1 rapor edilmistir.
Ozmen ve arkadaslari tarafindan yapilan bir baska ¢alismada Karakaya Baraj Géliinden
yakalanan baliklarin dokularinda kadmiyum, kursun ve bakir gibi metallerin biriktigi
saptanmistir. Ayrica GST, CaE, AST, LDH ve ASP aktivitelerinin kirlilik diizeyine ve
lokasyonlara gore onemli diizeyde degistigi bildirilmistir [137]. O. niloticus’un Zn, Cd
ve Znt+Cd karisimina maruz birakilmasi sonucu maruz kalma siiresi ve ortam
derisiminin artistyla ChE aktivitesinde azalma, CAT, G6PD, ALT, AST, ALP, LDH ve
LP aktivitesinde artis rapor edilmistir. Incelenen biitiin biyokimyasal belirtegler iizerine
metallerin etkisinin diisliik derisimlere oranla yiiksek derisimlerde daha fazla ve bu
etkilerin Zn+Cd>Cd>Zn seklinde oldugu saptanmistir [148]. Baska bir calismada

cevresel ve endistriyel atiklarla kirlenmis Nil nehrinin bazi bolgelerinden yakalanan
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O. niloticus’un karaciger ve bobrek dokularindaki GR, GST ve GPx aktivitesinin
kirlenmis bolgelerdeki baliklarda kontrol grubu baliklarina oranla daha yiiksek oldugu
gozlenmistir [134]. Kostaropoulos vd. [145] tarafindan kadmiyum ve kromun Rana
ridibunda’nin ¢esitli dokularindaki Cr ya da Cr+Cd karisiminin kurbagalarda karaciger
GST ve P450-MO ile bobrek GST aktivitelerinde bir azalisa neden oldugunu ve hem
GST hem de P450-MO aktiviteleri ile metal karigtmina maruz kalan bireylerin
karacigerindeki her iki metalin konsantrasyonu arasinda negatif bir korelasyon
oldugunu rapor etmislerdir. Yapilan bir baska ¢alismada ise, O. niloticus tiirii baliklar
Zn, Cu ve Zn+Cu etkisine maruz birakildiginda balik liimlerinin bakir ve ¢inkoya
oranla ¢inko+bakir karigiminin etkisinde daha fazla oldugunu bildirmislerdir [149].
Arjantin’in Ushuaia koyundan referans olarak segilen bir bolge ile farkli diizeyde
kontamine olmus dort bolgeden alinan sediment Orneklerinde lokal amfipodlarin
(Gammarid: Paramorea) biyolojik yanitlar1 ve sediment metal konsantrasyonlari
arastirilmistir. En fazla etkilenen alanlardan alinan sediment Orneklerine maruz
birakilan amfipodlarda AChE aktivitesinde inhibisyon, GST aktivitesinde ise aktivasyon
gozlenmistir. Organizmalarin biyolojik yanitlart ile sediment metal konsantrasyonu ve
otrofikasyon diizeyini iliskilendirmek i¢in temel bilesen analizi yapilmistir. Cd ve Cr
diizeyi ile AChE inhibisyonu ve GST’deki artig arasinda bir iliski saptanmistir. CAT
aktivitesi ve lipid peroksidasyon diizeyinde ¢ogu sediment drneginde artis gézlenmistir,
ancak bu artigin kirletici konsantrasyonlar1 ile dogru orantili olmadigi saptanmistir
[181]. Lopes vd. [131] tarafindan bakir madeni atiklari ile kirlenmis bir nehirdeki
Leuciscus alburnoides tiirii baliklarda metal kirliliginin degerlendirildigi bir ¢alismada,
mevsimsel olarak GST aktivitesi, karaciger dokusunda cesitli metallerin diizeyi ve
suyun fiziko-kimyasal parametreleri 6lgiilmiistiir. Kontrol alani ile karsilastirildiginda
suda stilfat, Mg, Mn, Fe ve Cu diizeyi ile baliklarda hepatik Cu ve Se diizeyinin yiiksek
belirlendigi alanda GST aktivitesi kontrol alanindan 6nemli diizeyde yiiksek
bulunmustur. GST aktivitesindeki artis, bu elementlerin yiiksek konsantrasyonlarina
devamli maruz kalma sonucu baliklarin metabolik adaptasyonu ile iliskilendirilmistir.
Yapilan benzer bir calismada ise Glineybati Fransa’da bes nehrin kirlilik diizeyini
izlendigi bir ¢alismada kirliligin Leuciscus cephalus tiirii baliklar {izerindeki etkisi
aragtirtlmistir. Arastirmacilar karaciger GST ve beyin AChE aktivitelerinin, metal
bakimindan Kirli oldugu 6nceden belirlenmis bir alanda kontrol alani olarak secilen
golden onemli diizeyde diisikk oldugu bildirilmistir [132]. Kamel ve arkadaslar1 [73]

tarafindan yapilan bir ¢alismada, Tunus’un kiy1 kesimlerine desarj edilen islenmis
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kentsel atiklarin %0, %1, %3 ve %10’luk atik konsantrasyonlarina 7 ve 14 giin siire ile
maruz birakilan Ruditapes decussatus tiirii midyelerin sindirim bezinde énemli diizeyde
Cu, Cd ve Zn birikimi ve 6nemli biyokimyasal degisimler gézlemlenmistir. Kentsel
atiklarin artan konsantrasyonlarina bagli olarak midyelerin hem sindirim bezi hem de
solungaclarindaki CAT aktivitesi, lipid peroksidasyon diizeyleri ve MT diizeyleri
indiiklenmis, AChE aktivitesi ise inhibe olmustur. Sonu¢ olarak arastirmacilar,
Ruditapes decussatus’un solungag¢ ve sindirim bezi CAT, GST, AChE aktiviteleri ile
MT ve lipid peroksidasyon diizeylerinin, sucul eckosistemler iizerine antropojenik
kirleticilerin, ozellikle de kompleks atiklarin etkilerinin izlenmesinde duyarli ve
kullanigh biyobelirte¢ler oldugunu onermislerdir. Baska bir ¢alismada ise krom ve
krom+kadmiyum karisgiminin  etkisine maruz birakilan Rana ridibunda tiirii
kurbagalarda, MT sentezinin Cr+Cd karisgtminda kontrol grubuna oranla 2-6 katlik artis
gosterdigini saptamistir [117]. Cooper ve Fortin [124], yogun bir sekilde tarim yapilan
bir nehrin kiyr seridi boyunca giibrelemeye bagli olarak olusan metal kirliliginin
nehirden toplanan boga kurbagalari (Rana catesbeiana) {izerindeki etkisini
incelemislerdir. Arastiricilar karaciger metallotiyonein igeriginde nehre giren farkli
akarsulardan alinan kurbagalar arasinda O6nemli bir farklilik gozlemlenmedigini,
metallotiyonein diizeyinin iki bolgede Cu igerigi ile, bir bolgede ise Cd igerigi ile
korelasyon gosterdigini rapor etmislerdir.

Calismamizin sonuglari, insan aktiviteleri sonucu cesitli sekillerde g¢evreye
verilen metallerin 46. evredeki X. laevis iribaglarinda toksik potansiyele sahip oldugunu
gostermistir. Bu durum test organizmasinin gelisim evresinde, 6zellikle organogenez
esnasinda diisiik konsantrasyonlarda dahi metallerin ortamda bir karisim halinde
bulunduklarinda yiiksek toksisite riski tagiyabileceklerinin bir gostergesi olabilir. Ayrica
caligma sonuglar1 X. laevis iribaglarinin metal toksisitesinin belirlenmesi igin uygun bir
biyoindikator tiir ve secilen biyobelirteclerden 6zellikle GST, AChE, GR, CAT ve
MT nin bu amagla kullanigh biyokimyasal belirtecler oldugunu ortaya koymaktadir.

Calisma verilerimizden yola c¢ikarak, dogal habitatlar1 toksik maddeler ile
Kirletildiginden, son zamanlarda populasyonlarinda bir azalma goriilen amfibiler ile
ilgili olarak bu kirleticilerin tek baslarina etkilerinden ¢ok, karisim halindeki ve diistik
konsantrasyonlardaki etkilerinin belirlenmesinin ¢ok daha 6nemli oldugu sonucunu

dogurmaktadir.
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