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Onur Sozii

Yiksek Lisans olarak sundugum “Phanerochaete chrysosporium’® un
Antioksidatif Sistemi Uzerine Astrazon Kirmizi FBL Tekstil Boyasmmn Etkisi”
bashikli bu calismanin bilimsel ahlak ve geleneklere aykir1 diisecek bir yardima
bagvurmaksizin tarafimdan yazildigim ve yararlandigim biitiin kaynaklarin, hem metin
icinde hem de kaynak¢ada yontemine uygun bi¢imde gosterilenlerden olustugunu

belirtir, bunu onurumla dogrularim.
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Phanerochaete chrysosporium’UN ANTIOKSIDATIF SISTEMI UZERINE
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53+ ix sayfa

2006
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Dilek Asma

Cevre kirliligi, zarar derecesi bakimindan, belki biitiin diinyada en temel ekolojik
sorunlardan biridir. Bu sorunun ortaya c¢ikip gelismesinde en biiyiik etken, son 40-50 yil
icinde yasadigimiz hizli teknolojik gelisimlerdir. Bircok kirletici madde kontrolsiiz bir
sekilde dogal kaynaklara birakilmaktadir. Bu nedenle tiim canlilar ¢esitli ksenobiyotik ya
da toksik maddelere maruz kalmaktadir. Bu maddelerden bazilar1 da tekstil boyalaridir.
Tekstil boyalarinin biyodegredasyonu sonucunda olusan metabolitler kanserojenik,
mutajenik ya da toksik olabilmektedir.

Canlilarin katalaz (CAT), glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon S-transferaz (GST)
gibi enzimlerden olusan antioksidan savunma sistemi bu ksenobiyotik ve toksik
maddelerden korunabilmede de islev gormektedir. Bu enzimler hiicrede olusan oksidatif
stresin giiclii belirtegleridir.

Bu calismada Astrazon Kirmizi tekstil boyasinin farkli konsantrasyonlarinin
tiremenin farkli donemlerindeki Phanerochaete chrysosporium {izerindeki etkisi ve
antioksidan sistemin nasil etkilendigini arastirilmistir ve CAT, GST, GR enzimlerinin
aktivitelerindeki ve total GSH seviyesindeki degisimler belirlenmistir. Diistik
konsantrasyon (20 ppm) boya uygulamasinin erken donemlerinde CAT, GST ve GR
aktivitesinde ve GSH seviyesinde bir yiikselme ge¢ evresinde ise bir inhibisyon
belirlenmigtir. ~ Yiiksek konsantrasyon (50 ppm) boya uygulamasinin erken ve geg
sathasinda enzim aktiviteleri ve total GSH seviyesinde inhibisyon tespit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Tekstil boya kirliligi, antioksidan enzimler, astrazon kirmizi,

Phanerochaete chrysosporium



ABSTRACT
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THE EFFECT OF ASTRAZONE RED FBL TEXTILE DYES ON
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Environmental pollution, in respect of its level of harm, is perhaps one of the most
important basic problems in all over the world. The most important factor which has
enhanced this problem is the technological advancements that we have in the last 40-50
years. A numerous amount of polluting substances are disposed to natural resources in
an uncontrolled manner. Due to this, all livings have been subjected to different
“xenobiotic’’ or toxic substances. And some of these substances are textile dyes.
Metabolites, formed as a result of biodegradation of textile paints can be carcinogenic,
mutagenic or toxic materials.

Antioxidant protection system, made up of enzymes of the living such as catalase
(CAT), glutathione reductase (GR), glutathione S-transferase (GST) , has function for
protection from these xenobiotic and toxic materials as well. These enzymes are the
strong biomarkers of oxidative stress formed in cell.

In this work the effect of different concentrational of textile dyes on the different
seasonal Phanerochaete chrysosporium and how antioxidant system is affected have
been investigated and changes in CAT, GST, GR enzyme activities and in total level of
GSH have been determined. An induction in CAT, GST and GR activity in the early
phase of low concentration (20 ppm) paint application and GSH level, and an inhibition
in the late phase have been determined. Enzyme activities in the early and late phase of
high concentration (50 ppm) paint application and inhibition in total GSH level have
been determined.

KEYWORDS: Textile dye pollution, antioxidant enzymes, astrazone red,
Phanerochaete chrysosporium
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1.GIRiS
1.1.Cevre ve Cevre Kirliligi

Canlilarin bulundugu yerdeki fiziksel-kimyasal kosullar ve diger canlilar bir
canliin ¢evresini olusturur [1]. Cevre kirligi ise canlilarin 6zelliklerini bozan yabanci
maddelerin, hava, su ve topraga yogun bir sekilde karismasi olayidir. Kirlilik tek bir
organizmanin zayiflamasmma ya da Oliimiin neden olabilecegi gibi populasyon ve
ekosistem seviyesinde de olumsuz yonde etkili olabilir [2].

Insanoglu varolusundan bu yana yasadig1 mekani olusturan dogadan ¢ok y&nlii
olarak yararlana gelmis, ancak bu ortam iizerindeki olumsuz etkisini 20. yiizyilin ikinci
yarisindan sonra algilamaya baglamistir. Zira bu tarihten sonraki hizli niifus artisi, agir1
kentlesme, endiistrilesme ve buna bagli olarak hizlanan dogal kaynak kullanimi ve
tiketimi gelismiglik diizeyine bakilmaksizin tiim diinya iilkelerinde g¢evre sorunlari
olgusunu ortaya ¢ikarmistir. Bu durum gelismis iilkelerin karsilastiklar1 bir olay

olmaktan ¢ikmis tiim insanlig1 ilgilendiren bir boyut kazanmstir.

1.2 Su Kaynaklarindaki Tekstil Boyar Madde Kirliligi

Su, dogal yasamin siirdiiriilebilirligi i¢in ¢ok dnemlidir. Bu nedenle son yillarda
su kirliliginin kontrolii biiylik 6nem kazanmigtir. Su Kirliligi, su kaynaginin kimyasal,
fiziksel, bakteriyolojik, radyoaktif ve ekolojik 6zelliklerinin olumsuz yonde degismesi
seklinde gozlenen ve dogrudan veya dolayli yoldan biyolojik kaynaklarda, insan
saglhiginda, balik¢ilikta, su kalitesinde ve suyun diger amaglarla kullanilmasinda
engelleyici bozulmalar yaratacak madde ve enerji akintilarinin bosaltilmasi olarak
tanimlanabilir [3].

Atik sular, evsel lagim sular1 veya endiistriyel islemlerden kaynaklanan
materyaller olup, toplum sagligina etkileri ve estetik faktorlerden dolay: aritilmadan gol
ve akarsulara bosaltilmamalidir. Sudaki istenmeyen ve toksik maddeler ya
uzaklagtirnlmali ya da zararsiz hale doniistiiriilmelidir. Kil, silt ve diger kalintilar
kimyasal ve fiziksel metotlarla uzaklastirilirlar. Ancak dogadaki uzaklastirilacak madde
organik ise aritim genelde organik maddeyi oksitleyerek CO;’e donistiiriilen

mikroorganizmal faaliyetleri icerirler. Atik su aritimi, hem fiziksel hem de biyolojik



aritim  basamaklarin1 igeren ¢ok basamakli bir islemdir. Atik su aritiminda
mikroorganizmalar 6nemli roller almaktadir.

Tekstil endiistrileri, yas dokuma islemleri i¢cin ¢ok biiyilk miktarlarda su ve
kimyasal tiiketmektedirler [4]. Diinyadaki sentetik boyalarin toplam {iretiminin bir yilda
~800,000 ton oldugu tahmin edilmektedir ve sentetik boya iirlinlerinin yaklasik % 15’1
endiistriyel atik sularda ortaya ¢ikmaktadir [5, 6]. Tekstil endiistrisinden kaynaklanan
atiksular yiiksek miktarda boya, tuzlar, asitler, alkaliler, beyazlatici ajanlar ve agir
metaller (kadmiyum, bakir ¢inko, krom, demir) gibi ¢ok cesitli kirleticiler icermektedir
[7]. Bu nedenle endiistriyel atiksular igerisinde tekstil ve boyar madde endiistrisinden
kaynaklanan boyali atiksularin aritimi1 en zor olanlardandir. Ayrica alici sulara verilen
boyanin ¢ok az miktar1 (10-50 mg/L) bile yiiksek oranda, su saydamligim1 ve gaz
coziinlirliiligiinii etkiledigi icin boyali atiksular su ortamindaki 151k gecirgenligini
azaltir ve fotosentetik aktiviteyi olumsuz yonde etkiler [4, §].

Sentetik boyalar yogun renklerinden ve boyalarin degradasyonu sonucu olusan
benzidin ve diger aromatik bilesiklerden dolayi, cok diisiik konsantrasyonlarda bile
toksik, genotoksik ve karsinojenik olmalar1 nedeniyle 6nemli bir ¢evre kirleticisi olarak
nitelendirilmektedir [9].

Calismamizda kullandigimiz Astrazon kirmizi FBL bir azo boyadir. Azo boyalar
bir ya da daha fazla azo bagi (-N=N-) ve aromatik halka igeren ksenobiyotik
bilesiklerdir. Ksenobiyotikler serbest radikallerin olusumuna neden olmaktadir [5, 10].
Antioksidanlar ise olusan serbest radikalleri ve aktif oksijen tiirlerini ortadan kaldiran ve
biyolojik molekiillerle reaksiyona girmelerini 6nleyen dogal molekiillerdir [11].

Son yillarda ksenobiyotikler, serbest radikaller, bunlarin etkileri ve bunlara karsi
savunma mekanizmalar1 hakkinda yogun aragtirmalar yapilmaktadir [12, 13, 14] .
Serbest radikaller sonucu olusan oksidatif stres bu serbest radikallerin uzaklastiriimadigi
durumlarda olusmaktadir. Cevre ve canlilar agisindan en tehlikeli olay kimyasal
bilesenlerin toksik forma doniisiip bunlarin birikmesidir. Bu toksik maddeler
ekosistemde ya biyotransformasyona ugramakta, ya daha tehlikeli bir kimyasala
donistiirilmekte veya CO, ve H;O’ya yikilarak tamamen zararsiz hale
dontstiiriilmektedir. Mikroorganizmalar bazi ksenobiyotikleri karbon ve enerji kaynagi
olarak kullanilabilmelerinden dolayr bu yikimda gorev almaktadirlar. Fakat bazi
ksenobiyotikler mikrobiyal yikima direngli olduklarindan, dogada geri doniilmez
bozunmalar olusturmaktadirlar. Bu kirleticiler ve onlarin metabolitleri oksidatif stresle

iliskili olarak toksisiteye neden olabilen ¢ok yonlii zararlar1 olan maddelerdir. Bu



organik maddeler beyaz ciiriik¢iil fungus, maya, bakteri ve alg gibi mikroorganizmalar
tarafindan belirli hizda yikilmaktadir [32, 33, 35, 36]. Bu amagla mikroorganizmalar
kullanilarak besin endiistrisi atiklarinin aritimi, komiir sivilastirilmasi, odun ve
samandan lignin uzaklastirimi, agir metallerin biyosorpsiyonu, pestisitlerin yikima,
tekstil ve boya fabrikasi atiklarmin aritimi ve renginin giderimi gibi bazi calismalar
yapilmaktadir [15, 16, 17, 18, 19, 21]. Beyaz ciiriik¢iil funguslar yiiksek enzim
sentezleme kapasitesine sahiptirler. Lakkaz, Mn-Peroksidaz, ligninaz, glikoz oksidaz ve
NADH peroksidaz gibi hiicre dis1 enzimler ¢evre biyoteknolojisinde onemli yer
tutmaktadir [19, 20]. Toksik maddelerin bulundugu ortamlarda, bu enzimler {izerine ¢ok
fazla oranda aragtirma yapilmasina ragmen antioksidatif savunma sisteminde yer alan
hiicre i¢i enzimler hakkinda ayrintili bilgi yoktur [21, 22]. Bu nedenle son yillarda ciddi
cevre problemlerine neden olan boyar maddeler, ksenobiyotikler, serbest radikaller,
bunlarin organizmalara etkileri ve bunlara karsi savunma mekanizmalar1 hakkinda
yogun arastirmalar yapilmaktadir. Boyar maddelere maruz kalmasma bagli olarak,
organizmalarda detoksifikasyon enzimlerinin ve proteinlerinin verdigi cevaplar
degismektedir. Normal olarak hiicreler siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon rediiktaz
(GR), glutatyon S-transferaz (GST), glutatyon peroksidaz (GPX) ve katalaz (CAT) gibi
antioksidatif ve detoksifikasyon enzimlerini iceren hiicresel savunma sistemleri
tarafindan ksenobiyotik, agir metal ve oksidan/pro-oksidan toksisitesine karsi
korunurlar.

Ksenobiyotiklerin ve serbest radikallerin detoksifikasyonuyla ilgili caligmalar
memelilerde genis 6l¢iide yapilmasina ragman prokaryot ve funguslarda bu sistem genis
olarak gdzden gecirilmemistir [23, 24, 25, 26]. Dolayisiyla bakteriler ve funguslarda bu
enzim sistemleri hakkinda bilgi heniiz yeterli diizeye ulasmamustir. Bu nedenle bu
enzimler ve glutatyonun beyaz cliriik¢iil funguslarda da tespit edilmesi, ¢alismamizin
amaglar1 arasindadir. Bu amag icin, énemli bir ¢evre kirleticisi olan astrazon kirmizi
FBL tekstil boyasinin Phanerochaete chrysosporium’un antioksidan enzimleri ve
glutatyon miktarindaki degisimler belirlenmis ve funguslarin antioksidan cevaplari
arastirilmistir. Beyaz ¢iiriik¢iil funguslarin ¢ok ¢esitli atik ve ksenobiyotikleri yikabilme
ve ¢esitli  enzimleri sentezleyebilme yeteneklerinden dolayr bunlar iizerinde
detoksifikasyonlarla ilgili calismalar giin gectik¢e artmaktadir [27, 28, 29].Herhangi bir
kirleticinin ¢evre ya da organizmalar {lizerine etkisini belirlemek icin kullanilan giiglii

belirtegler serbest radikaller ve antioksidan enzimleridir.



1.3. Beyaz Ciiriikciil Funguslar

Beyaz ¢iiriik¢lil funguslar, Basidiomycetes sinifina dahil olup odunun
bilesenlerini parcalarlar ve odunda beyaz renkli bir kalinti olusumuna neden olurlar
[10].

Bu funguslara Phanerochaete chrysosporium, Coriolus versicolor, Funalia
trogii, Pleurotus ostreatus, Pleurotus sajor-caju, Pleurotus eryngii Ornek olarak
verilebilir.

Beyaz c¢iirkgiil funguslar yiiksek oksidatif potansiyeli olan ligninaz, lakkaz ve
Mn-peroksidaz gibi enzimlere sahip olduklarindan dolay1r pek ¢ok calismalarda
kullanilmaktadir [30].

Bunlara bazilari;

- Boyar maddelerin ve tekstil fabrikasi atik sularinin renginin gideriminde
kullanimaktadir [31]

- Zeytin yag fabrikasi atik sularinin aritiminda kullanilmaktadir [32, 33]

- Polisiklik aromatik hidrokarbonlarin arittminda kullanilmaktadir [34]

- Pestisitlerin yikiminda kullanilmaktadir [35]

- Agir metallerin biyolojik absopsiyonunda kullanilmaktadir [36]
- Hormon iiretiminde kullanilmaktadir [37]

- Testil boyalarinin detoksifikasyonunda kullanilmaktadir [38]

Giiniimiizde ¢evre kirleticileri igerisinde yer alan kimyasal maddelerin biyolojik
yikimi i¢in biyokatalizorler olarak beyaz ciiriik¢iil funguslarin kullanilmasi izerine
bircok arastiric1 ¢alismaktadir. Bu funguslarin biyolojik yikima ugrattig1 cevre kirletici
kimyasallar arasinda lignin gibi heteropolimerler, poliklorlu aromatik yapidaki DDT,
endosiilfan ve lindan gibi insektisitler yer almaktadir. Biyolojik yikim fungus tarafindan
sentezlenen bazi enzimlerin gorev aldigi indirek oksidasyon veya indirgenme
tepkimeleri sonucunda gerceklesmektedir. Lignin yikimi sirasinda oksidasyon disinda,

aktive olmus oksijenler olarak adlandirilan nonenzimatik ara iiriinlerin de rol aldigi

bilinmektedir [39].



1.4. Boya ve Boyalarin Siniflandiriimasi

1.4.1. Boya

Baska nesnelere renk vermekte kullanilan maddelere "Boyarmadde" denir.

Boyarmaddeleri baslica iki gruba ayirabiliriz [40].

a) Boyalar: Cogunlukla elyaf boyamada kullanilmaktadir. Coziiniirken kristal
yapilar1 yok olan boyarmaddelerdir. Genelde organik maddeler olup yapilarinda
aromatik gruplar bulunmaktadir.

b) Pigmentler: Herhangi bir ¢oziiciide ¢oziinmeden ve kristal yapilar
bozulmadan kullanilan boyar maddelerdir. Pigmentlerin ¢ogunlugu inorganik olmakla

birlikte son yillarda organik kokenli pigmentler de yaygin olarak kullanilmaktadir.

Boyalarin temel yapilar1 kromojen ve oksokrom gruplardan olusmaktadir.

Boya = Kromojen + Oksokrom

Kromojen, aromatik gruba bagli kromofor grup demektir. Kromofor kelime
anlami olarak "renk verici" anlamma gelir. Kromofor grup yanliz basma renk
olusturmaya yeterli degildir. Aromatik grup, boya molekiiliindeki rezonansi arttirarak
renk olusumunu kolaylastirir. Baslica kromofor gruplar; Nitrozo (-N=0), Nitro (NO,),
Azo (-N=N-), Etilenik ¢ift bag (C=C), Karbonil (C=0O) gruplaridir [40].

Oksokrom gruplar ise boyanin rengine katkida bulunan, boyanin suda
¢Oziinmesini ve elyafa baglanmasimi saglayan gruplardir. Baslica oksokrom gruplar;
Hidroksil (-OH), Amin (-NH,), Siilfo (-SOs;H), Karboksil (-COOH), Metoksi (-OCH3)
gruplardir [40].

1.4.2. Boyalarin Simiflandirilmasi

Boyalar birkag¢ sekilde siniflandirilabilir. Siniflandirmada ¢6ziiniirliik, kimyasal

yapi, boyama Ozellikleri, kullanig yerleri gibi ¢esitli karakteristikler gbz Oniine

alinmaktadir [41].



1.4.2.1. Boyalarin Coziiniirliiklerine Gore Siniflandirilmasi

A) Suda Coziinen Boyalar

Boyarmaddenin sentezinde kullanilan baslangi¢ molekiilleri suda ¢oziindiiriicii
grup icermiyorsa bu grup molekiile sonradan eklenerek de ¢oziiniirlikk saglanabilir.
Ancak tercih edilen yontem, boyar madde sentezinde baslangic maddelerinin iyonik

grup igermesidir. Suda ¢o6ziinebilen boyalar tuz teskiledebilen grubun karakterine gore

tice ayrilir [41].
L. Suda ¢oziinen anyonik boyalar
II. Suda ¢oziinen katyonik boyalar

III.  Zwitter iyon karakterli boyalar

B) Suda Coziinmeyen Boyalar

Tekstil ve diger alanlarda kullanilan boyalar suda ¢dziinmeyen boyalardir.

Bunlar;
L. Substratta ¢dziinen boyalar
II. Organik ¢oziiciilerde ¢oziinen boyalar
I1I. Gegici ¢oziiniirliigii olan boyalar

IV.  Polikondensasyon boyalar
V. Elyaf i¢inde olusturulan boyalar
VI.  Pigmentler

1.4.2.2 Boyama Ozelliklerine Gére Simflandirma

L. Bazik (katyonik) boyalar
II. Asid boyalar

I1I. Direkt (sustantif) boyalar
IV.  Mordan boyalar



V. Reaktif boyalar

VI.  Kiipe boyalar

VII.  Inkisaf boyalar

VIII. Metal-kompleks boyalar
IX.  Dispersiyon boyalar

X. Pigment boyalar

1.4.2.3 Kimyasal Yapiya Gore Siniflandirma

Boyalar kimyasal yapisina gore smiflandirilmalarinda, kromofor gruplara ve

kromofor gruplar1 igeren organik yapi gruplarina gore siniflandirilir [40].

L. Nitro boyalar

II. Nitrozo boyalar

III.  Azo boyalar

IV.  Difenil metan boyalar
V. Trifenil metan boyalar
VI.  Ksanten boyalar

VII.  Kinon-imin boyalar
VIII. Heterosiklik boyalar
IX.  Vatboyalar

X. Antrakinoid boyalar
XI.  Siilfiir boyalar

XII.  Ftalosiyanin boyalar

1.5. Azo Boyalar

Azo boyalar yapilarindaki kromofor grup olan azo (-N=N-) grubu ile karakterize
edilmektedir. Bu gruptaki azot atomlari karbon atomlarina baglanmaktadir. Azo
grubuna bagli karbon atomlarina biri aromatik (benzen, naftalen ve tlirevleri)
heterosiklik halka, digeri ise enollesebilen alifatik zincire bagli bir grup olabilir. Bu
nedenle molekiilde en az bir tane aril grubu bulunur [41].

Azo boyalarin genel formiilii; Ar-N=N-R seklindedir.

R: Aril, heteroaril veya etanollesebilen alkildir.



Azo boyalar biitiin tekstil boya malzemeleri iiriinlerinin énemli bir kismin
olusturmakta (%60-70) ve tekstil, yiyecek, kagit yapimi, deri, kozmetik endiistrilerinde
cok yaygin olarak kullanilan sentetik boyalardir [42, 43]. Bu nedenle tekstil fabrikasi
atik sular1 genelde su kalitesini etkileyen boya kalintilar1 igermektedirler. Bazi azo
boyalar ve onlarin metabolitleri de (aromatik aminler v.b) yliksek diizeyde toksik ve
potansiyel olarak kanserojenik ve sitotoksik olabilmektedir [44, 45]. Bu calisma
kullanilan Astrazon kirmizi FBL nin (C.I. Basic Red 46) kimyasal yapist Sekil 1.1°de

verilmistir [46].
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Sekil 1.1. C.I Basic Red 46

1.6. Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest radikaller, bir atom ya da molekiil yoriingesinde eslesmemis bir elektron igeren
yiiksek oranda reaktif kimyasal tiirlerdir. Hiicrelerde dogal metabolik yollarla serbest
radikaller olusabilecegi gibi iyonize radyasyon, agirmetaller, organik c¢oziictiler,
pestisitler, boyar maddeler ve diger kimyasal maddeler gibi eksojen kaynaklarin
etkisiyle de olugmaktadir. Antioksidan sistemlerle bu olusan serbest radikaller ortadan
kaldirildigindan, herhangi bir sitotoksisite ortaya ¢ikmamaktadir. Ancak bu isleyisin
radikaller lehine bozuldugu durumlarda oksidatif stres ortaya ¢ikmaktadir [47]. Serbest

radikaller ve antioksidanlar arasindaki iliski Sekil 1.2.’de 6zetlenmistir [48].
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Sekil 1.2. Oksidatif Stres

Serbest radikaller, bulundugumuz ¢evrede cesitli fiziksel etkenler ve kimyasal
olaylar nedeniyle devamli olugsmaktadir. Hiicrelerde de ciddi bir miktarda ve gesitlilikte
radikal tiretilmektedir. Nerede ve nasil iiretildiklerine bakilmaksizin radikaller baslica 3
temel mekanizma ile olusur.

[.Kovalent baglarin homolitik kirilmast ile;

Yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar ve yiliksek sicaklik (500-600°C)
kimyasal baglarin kirilmasina neden olmaktadir. Kirilma sirasinda bag yapilarindaki iki
elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar iizerinde kaliyorsa, bu tiir kirilmaya homolitik
kirilma denir ve her iki atom iizerinde de paylasiimamis elektron kalmaktadir. Organik
molekiillerdeki baglarin heterolitik kirilmasi durumunda zit yikli iyon ¢iftleri
olusmaktadir ve bu tiirler de reaktiftir.

II. Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi ile;

Radikal ozelligi bulunmayan bir molekiilden elektron kaybi sirasinda dig
orbitalinde paylasilmamis elektron kaliyorsa, radikal formu olusmaktadir.
III. Normal bir molekiile elektron transferi ile;

Radikal 6zelligi tasimayan bir molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde
paylasilmamig elektron olusturuluyorsa, bu tiir indirgenme radikal olusumuna neden

olmaktadir [49].



Molekiiler oksijen dis orbitalinde paylasiilmamis iki elektron igerir. Bu
elektronlar paylasilmadiginda ayr1 ayr orbitallerinde bulunduklarinda ve spinleri ayni
yonde oldugu zaman en diisiik enerji seviyesindedir. Bu dis orbitallerden her biri birer
elektron daha kabul edilmektedir. Bu orbitallerin tek elektron almasi ile siiperoksit

anyonu, iki elektron almasi ile peroksi anyonu (O,>) olusmaktadir. Olusan peroksi

anyonu ortamdan iki proton alarak hidrojen peroksiti (H,O;) olusturmaktadir [50].

Biyolojik sistemlerde siiperoksit radikali ( O,7), hidroksi radikali (‘OH), tekil
oksijen ('0y), alkoksil radikali ( LO"), peroksil radikali ( LOO") gibi pek cok tiirde
serbest radikal olusabilmektedir. Ancak serbest radikaller en sik lipid yapilarla
olusmaktadir. Doymamis yag asitlerinin alil grubundan bir hidrojen ¢iktiginda lipid
radikali meydana gelmektedir. Olusan lipid radikali oksijen ile reaksiyona girerek ve
lipid peroksi radikalini olusturmaktadir. Lipid peroksi radikali diger lipidlerle zincir
reaksiyonu baglatmakta ve lipid hidroperoksitler olusturmaktadir. Ortamda bulunan
demir ve bakir iyonlar1 lipid peroksidasyonunu hizlandirmaktadir [S1].

Biitlin aerobik organizmalarda lipid peroksidasyonunun Onlenmesi temel
siirectir. Ciinkii lipit peroksidasyon iirlinleri DNA hasarina neden olabilir. Lipit
peroksidasyonu artip antioksidan savunma azaldiginda genellikle; epoksitler niikleofilik
merkezlerle kendiliginden reaksiyona girmektedir ve bu yiizden DNA, RNA ve
proteinlere kovalent olarak baglanmaktadir [52].

Organizmada serbest radikallerin biiyiik bir boliimii metabolik reaksiyonlar
esnasinda oksijenin tek elektronlu adimlarla indirgenmesi sonucu olusmaktadir.

4¢ + 4H"
0O, — > 2H,0

Bu reaksiyonun birer elektronlu ara basamaklari su sekildedir [53]:

-
O, — Oy (Siiperoksit radikali)

e +2H
O, — H,0, (Hidrojen peroksit)
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e +H
H,O,— "OH (Hidroksi radikali)
<+«—H,0

e+H"
’ OH — > HZO

Hidrojen peroksit ¢iftlenmemis elektrona sahip olmadigindan radikal olarak
adlandirilmaz. Bu nedenle ‘reaktif oksijen tiirleri’, siiperoksit gibi radikalleri, ayrica
hidrojen peroksit gibi radikal olmayanlar icin ortak kullanilan bir terimdir. Hidrojen
peroksit (H,0O,) bir serbest radikal olmadigi halde reaktif oksijen tiirleri kapsamina girer
ve serbest radikal biyokimyasinda énemli bir rol oynamaktadir. Ciinkii Fe*" veya diger
gecis metallerinin varliginda hidroksi radikali (" OH) olusumuna neden olmaktadir.
Hidroksi radikalleri en reaktif serbest radikallerdir ve viicuttaki serbest radikal hasarinin
en Onemli sorumlularidir [54]. Hidroksi radikalleri bircok yolla olusabilecegi gibi

asagida belirtilen Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlariyla da olusmaktadir.

Fe"?+ H,0, —> Fe™+'OH + OH (Fenton reaksiyonu)

H,0,+ O3 ——> "OH+ O,+ OH (Haber-Weiss reaksiyonu)

Stiperoksit radikali (Ozl ) mikrozomal ve mitokondrial elektron transport

sistemini iceren hiicresel olaylar sirasinda iiretilmektedir. Ayrica ksantin
dehidrogenaz/oksidaz ve diger hiicresel oksidazlar bu molekiiliin 6nemli kaynaklaridir
[55].

Tekil (Singlet) oksijen (‘O,) aslinda bir radikal degildir, ancak reaksiyonlara
normal oksijenden daha cabuk girebilmektedir [36]. Tekil oksijen diger molekiillerle
etkilestiginde ya icerdigi enerjiyi transfer etmektedir, ya da kovelent tepkimelere
girmektedir. Ozellikle karbon-karbon ¢ift baglar1 singlet oksijenin tepkimeye girdigi
baglardir. Tekil oksijen lipitler, niikleik asitler ve proteinler gibi onemli hiicresel
makromolekiilleri okside ederek lipit peroksidasyonu, membran hasarlart ve hiicre

Olimlerine neden olmaktadir [49, 56].
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1.7. Antioksidan Savunma

Antioksidanlar serbest radikalleri ve aktif oksijen tiirlerini ortadan kaldiran ve
lipid, karbonhidrat, protein ve niikleik asitler (DNA) gibi biyolojik molekiillerle
reaksiyona girmelerini onleyen dogal molekiillerdir. Antioksidanlar, ksenobiyotiklerin,
ilaglarin, kanserojenlerin, toksik maddelerin ve radikallerin olumsuz etkilerine karsi
dogrudan ya da dolayl1 olarak hiicreyi korumaktadir [10].

Belli bash hiicre i¢i antioksidanlar; siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GPX) ve glutatyon S-transferaz (GST) gibi enzimlerdir.
Enzimlerin hiicre i¢i ortami korumasimin aksine hiicre dis1 ortamda antioksidan
savunmadan A, E ve C vitamileri, melatonin, ferritin, transferrin, haptoglobin,
seruloplasmin, albumin, bilirubin, B-karoten ve a-1 antitripsin gibi enzimatik olmayan
molekiiller sorumludur [57].

Cesitli antioksidan enzimlerinin genleri ayni1 anda ifade edilmekte ve koordineli
olarak, ¢evresel faktorler ve hiicresel solunum nedeniyle olusan oksidatif stresin ortadan
kadirilmasi i¢in antioksidan cevaplar1 artmaktadirlar. Bu olay Sekil 1.3. de 6zetlenmistir

[58].
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Sekil 1.3. Antioksidan Enzimler
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Belirli bir diizeye kadar olabilen oksidan molekiil artis1 yine viicutta daima
belirli bir diizeyde bulunan dogal antioksidan molekiiller tarafindan etkisiz hale
getirilmektedir. Boylece saglikli bir organizmada oksidan diizeyi ve antioksidanlarin
bunlar1 etkisizlestirme giici bir denge i¢indedir. Oksidanlar belirli diizeyin iizerinde
olusur veya antioksidanlar yetersiz olursa yani denge oksidanlarin lehine bozulursa s6z
konusu oksidan molekiiller organizmanin yap1 elemanlar1 olan protein, lipid,
karbohidrat, niikleik asitler ve enzimleri bozarak zararl etkilere yol agmaktadir [59].
Reaktif oksijen tiirleri;

-Hiicre organelleri ve membrandaki lipid ve protein yapisini bozarlar,

-Hiicre i¢i yararli enzimleri etkisizlestirirler,

-DNA'y1 tahrip ederler,

-Mitokondrilerdeki aerobik solunumu bozarlar,

-Elastaz, proteaz, fosfolipaz, lipoksigenaz, siklooksigenaz, ksantin oksidaz, indolamin
dioksigenaz, triptofan dioksigenaz, galaktoz oksidaz gibi litik enzimleri aktive ederler,
-Hiicrenin potasyum kaybini arttirirlar,

-Trombosit agregasyonunu arttirirlar,

-Dokulara fagosit toplanmasini kolaylastirirlar,

-Hiicre disindaki kollagen doku komponentlerini, savunma enzimlerini ve
transmitterleri yikarlar.

Cesitli antioksidan enzimler hem c¢esitli serbest radikalleri siipiirerek hem de
hiicrenin  detoksifikasyon =~ mekanizmasini  uyararak  serbest  radikallerin

detoksifikasyonunu artirmakta ve bu yolla pek ¢ok pato-fizyolojik siireci onlemektedir.
1.8. Antioksidan Enzimler
1.8.1. Katalaz ( CAT : H,0O; Oxidoreductase : EC 1.11.1.6)

Katalaz (EC 1.11.1.6) 60 kDa’luk dort altiinitesi olan bir enzimdir. Her bir
molekiil dort protoporfirin grup igerir ve molekiil toplam 240 kDa’dur. Katalaz en etkili
antioksidan enzimlerden biri olarak bilinmektedir [60]. Katalaz, H,O,’yi suya ve

molekiiler oksijene katalizler. Katalaz bu katalitik aktivitesinin disinda peroksidatif

aktiviteye de sahiptir. H,O, varliginda birtakim kiigiik substratlara karst peroksidaz

13



aktivitesi gosterir. /n vivo bircok durumda katalazin peroksidaz aktivitesinin daha etkin
oldugu bilinmektedir [61].

Katalazin katalitik mekanizmasinin ilk agamasi hidrojen peroksite bagli oksijen-
oksijen’in heterolizisidir [62]. Katalaz katalitik gorevini iki farkli yoldan

gerceklestirmektedir.

CAT
2H,0,— » 2H,0 + 0, (Katalitik Aktivite)

CAT
ROOH + AH, — H,;0+ ROH + A (Peroksidatif Aktivite)

Katalaz hiicreyi hidrojen peroksit ve triinlerinden korunmaktadir. Katalaz gibi
GPX de H;0, detoksifikasyonundan sorumludur. Katalaz bazi hiicre tipleri ig¢in
esansiyel olmamasina ragmen, hiicrelerin oksidatif strese toleransin kazanilmasinda
onemli bir rol oynamaktadir [63].

Katalaz aktivitesi hemen hemen biitlin hayvan hiicrelerinde ve organlarda
bulunmakla beraber, 6zellikle karaciger, eritrositler ve bobrek zengin kaynaklardir.
Katalaz aktivitesi ayn1 zamanda biitliin bitki materyallerinde ve zorunlu anaeroplarin

disindaki mikroorganizmalarda saptanmistir [64].

1.8.2. Glutatyon S-transferaz ( GST, EC 2.5.1.18)

Glutatyon S-transferaz (EC 2.5.1.18) elektrofilik karbon, nitrojen ya da siilfiir
atomlarin1 iceren non-polar bilesiklerin rediikte glutatyonla (GSH) konjugasyonunu
katalizleyen bir enzim grubudur [65]. GST bu yolla ilaglarin, pestisitlerin ve diger
ksenobiyotiklerin metabolize edilmesini saglamaktadir. Bu enzim, glutatyonun —SH
gruplart ile bazi bilesiklerin (ksenobiyotikler) reaksiyonunu katalizlerleyerek onlarin
elektrofilik alanlarini nétralize eder ve suda iyi ¢6zilinen bilesikleri olustururlar [66].

GST’nin sitozolik GST (cGST), mitokondrial GST ve mikrozomal GST olmak
tizere 3 dnemli grubu vardir [67].

Bakteri ve dkaryot enzimlerinin tersine fungal GST’ler hakkinda nispeten ¢ok az
sey bilinmektedir. GST aktivitesi yaklasik 30 fungus tiiriinde tanimlanmistir [68].
Mikrobiyal GST iizerine ilk bilgiler 1980’lerin basinda ortaya c¢ikmaktadir. Ozellikle
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son zamanlarda mikroorganizmalarin (fungus, bakteri) GST’leri hakkinda 6nemli

caligmalar vardir [69, 70, 71].

1.8.3. Glutatyon Rediiktaz ( GSSGR, EC 1.6.4.2)

Glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidazin ve glutatyon S-transferaz’in
katalizledigi reaksiyonlar esnasinda olusan okside glutatyonu (GSSG) rediikte
glutatyona (GSH) doniistiirmek suretiyle, dolayli olarak antioksidan etki gdsteren bir
enzimdir. Bu katalizi gergeklestirirken koenzim olarak NADPH kullanir [72].

GPX
H,0,+ 2GSH — GSSG + 2H,0

GR
GSSG + NADPH + H — 2GSH + NADP"

Hiicrelerdeki fizyolojik GSH-GSSG orani ¢ok onemlidir. GSSG olmadigi
durumlarda NADPH’in hiicre i¢i seviyesinin diismesi glutatyon rediiktazi inaktive
etmektedir. Oksidatif bir stres sonucu GSSG’nin hiicre i¢i seviyesi artinca glutatyon
rediiktaz yeniden aktive olmaktadir [73].

Glutatyon ve glutatyon rediiktaz, birgok protein ve polipeptid hormonlarin
distilfid baglar1 iizerinde ve ksenobiyotik metabolizmasinda Onemli bir yer

tutmaktadirlar [74].

1.9. Glutatyon ( GSH y-L-glutamil-L-sisteinil-glisin)

Glutatyon insan, bitki, bakteri ve mayalarda bulunan biiyiikk nonpolar tiol
bilesigidir. GSH, tiim memeli hiicrelerinde bol miktarda sentezlenmektedir. Bu sentez 2
basamakta gergeklesmektedir. Birinci basamakta, y-glutamilsistein sentetaz enzimi
GSH''n prekiirsor amino asitleri olan glutamat ve sisteinden, y-glutamilsisteinin
olusumunu katalizlemektedir. Ikinci basamakta ise, glutatyon sentetaz, glisin ve y-
glutamil-sisteinden  glutatyonu olusturmaktadir. GSH negatif feed-back ile
glutamilsistein olusum hizin1 ve boylelikle kendi sentezini de denetlemektedir. Bu

sentezde bir molekiil GSH i¢in 2 molekiil ATP’nin hidrolizi gerekmektedir [75].
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GSH’1n, biorediiktif reaksiyonlarin ¢ok biiyiikk bir kismi, transportlar, farkli
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu gibi bazi biyokimyasal islemlerde 6nemli bir rol
oynamaktadir [76].

Oksidatif stres sonucunda artan reaktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyonu,
rediikte glutatyonun (GSH) oksitlenmis dimer formuna (GSSG) doniisiimii ile
saglanmaktadir. Glutatyon peroksidazin (GPX) katalizledigi bu reaksiyonda, GSH’ un
GPX aktivitesi i¢in 6nemi biyiiktiir [77, 78]. Glutatyon sentez dongiisii Sekil 1.4’de

verilmistir [79].

GSH H,0,

NADPH \ /’ : Y

G6PDH GR GPX

\ GSSG 2H,0

NADP”

Sekil 1.4. Glutatyon sentez dongiisii

Hiicre i¢inde GSH c¢evredeki oksidan maddelerin etkisini kendi iizerine ¢ekerek
hiicrenin fonksiyonel proteinlerinin oksidasyonunu engellemektedir. Bu arada kendisi
de oksitlenerek glutatyon molekiilii distilfit bagi ile birbirine baglanir (GSSG). GSH’un

biyolojik 6nemi, temel olarak sistein kisminin serbest siilfidril grubuyla ilgilidir.
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2. KAYNAK OZETi

Organizmalar ¢esitli kirleticilere maruz kaldiginda, hiicresel hasar1 azaltmak igin
kirleticileri metabolize etmekte ve ortadan kaldirmaktadirlar. Aerobik organizmalarda
normal fizyolojik kosullar altinda yabanci kimyasallarin metabolize edilmesinden
kaynaklanan reaktif oksijen tiirleri, antioksidan savunma sistemi tarafindan iyi bir
sekilde ortadan kaldirilmakta ve hiicre homeostasisinin siirdiiriilmesinde énemli bir rol
oynamaktadir. Eger antioksidan savunma sisteminin ortadan kaldirabileceginin 6tesinde
reaktif oksijen tiirleri ortaya cikarsa, oksidatif stres olusur ve bunun sonucu olarak;
enzim inaktivasyonu, lipit peroksidasyonu, DNA hasar1 ve sonunda hiicre Olimii
gerceklesmektedir. Antioksidan enzimlerdeki degisimler, oksidatif stresin dolayli
kontaminantlari i¢in iyi molekiiler gostergeleri olabilmekte ve ayn1 zamanda metaller ve
diger ksenobiyotikler gibi kontaminantlara uzun siireli maruz kalan populasyonlarda
cevabin bliytlikliigiinii gdstermektedir [80].

Cohen v.d. (1998) tarafindan yapilan bir calismada pentakloronitrobenzen ve 1-
kloro-2,4-dinitrobenzen’e maruz kalan funguslarda glutatyon miktar1 ve glutatayon S-
transferaz enziminin aktivitesi arastirilmistir. Bir fungusit olan pentakloronitrobenzen
(PCNB)’e ya da 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB)’e maruz kalma sonrasi (3-6 saat)
Fusarium oxysporium sp. melonis ve Rhizoctonia solani’de rediikte glutatyon miktari
hizli bir sekilde tiikenmistir ve bunu GSH seviyelerinde asamali bir artis izlemistir. Bu
fungusitlerin, her iki fungusun glutatyon S-taransferaz’in (GST) spesifik aktivitesi
lizerine de benzer bir etkisi gozlenmistir. PCNB’ye duyarli R. solana ve toleransl F.
oxyporium’da GSH seviyeleri ve GST spesifik aktivitelerinde belirgin farkliliklarin
olmadig1 saptanmistir [81].

Sharma v.d. (2000) Hindistan tekstil endiistrisinde yaygin olarak kullanilan
Sulphur Red Brown 360 (SRB), Jade Green 2G (JG) , Reactofix Turquoise Blue 5SGFL
(RTB) ve Direct Scarlet 4BS (DS) Bacillus subtilis’'de boya konsantrasyonunun artigina
paralel olarak toksik ve genotoksik etki gdstererek biiyiimenin inhibe oldugunu
gostermislerdir [82].

Moawad v.d. (2002) yaptiklar1 calismada bazi tekstil boyalarinin mutajenik
etkisini ve toksisitesini aragtirmislardir. Calismada Salmonella typhimurium suslarina
(TA 100; TA 98; TA 1535; TA 1537; TA 1538) Direkt sar1, Direkt kahverengi, Polar
kirmizi, Erio kirmizi, Fast Scarlet sar1, Maxilon kirmizi, Maxilon sar1, Remacryl kirmizi

boyalarinin mutajenik olup olmadigini belirlemek i¢in 6 farkli konsantrasyonunu (2.5
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pg/mL, 4.5 ug/mL, 9 pg/mL, 13.5 pg/mL, 18 pg/mL, and 22.5 pg/mL), toksisitenin
belirlenmesi i¢in 3 farkli konsantrasyonunu (50 pg/mL, 150 pg/mL, 300 pg/mL)
uygulanmiglardir. Her alt tiir icin farkli konsantrasyonlarda olmakla birlikte tekstil
boyalarinin mutajen ve toksik oldugu tespit edilmistir [83].

Sabti (1999), mikroniikleus test kullanarak yaptigir calismada 3, 6 ve 9 giin
boyunca Klorotriazin Reaktif Azo Kirmizi 120’nin diisiik dozlarmi (1.5 10 mg/L)
Carassius auratus gibelio’ya uygulamigdir.  Boya uygulanmis balik gruplarinin
eritrositlerinde hem doza bagli hem de zamana bagl olarak mikroniikleus miktarinda bir
artis saptanmistir [84].

Yildirrm (2004) yaptig1 calismada, beyaz c¢iiriik¢iil fungus Phanerochaete
chrysosporium’a farkli konsantrasyonlarda (5 pM, 500 uM) kadmiyum uygulamis ve
antioksidan enzim ve glutatyon seviyesi lizerine etkilerini arastirmistir. SOD, CAT,
GST, aktivitelerinde indiiksiyonlar ve GR aktivitesinde Ozellikle yiiksek
konsantrasyonlarda (500 pM) inhibisyon tespit etmistir. Yiiksek kadmiyum uygulanan
gruplarda GSH seviyesinde artig oldugunu saptamistir [85].

Asma ve Yesilada (2002) tarafindan yapilan calismada paraquatin Funalia
trogii’nin  glutatyon seviyesi ve hiicresel savunma enzimleri iizerine etkisi
arastirilmistir. Paraquatin beyaz ciiriik¢iil fungus Funalia trogii nin detoksifikasyon
enzimleri ve antioksidan savunma aktiviteleri tlizerine etkisi belirlenmistir. 1 mmol/L
Paraquat uygulamasi, glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon transferaz (GT) ve siiperoksit
dismutaz’in (SOD) aktivitelerini arttirmigtir. 0.1 mmol/L’lik paraquat uygulamasi ise
GR ve GST’nin aktivitesini etkilememistir. Paraquat’in biitiin konsantrasyonlar1
glutatyon miktarin1 ve katalaz aktivitesini baskilamistir [86].

Jaskot v.d. (1994) antrokinon boyalar olan Dispers kirmizi 13 ve Dispers 3’iin
sicanlar iizerindeki toksik etkilerini arastirmiglardir. Calismada kullanilan boyalar
glikoz 6 fosfat dehidrogenaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon S-
taransferaz ve sitokrom P-450 enzimlerinin artmasina neden olmustur [87].

Guelfi v.d (2003) yaptiklar1 ¢aligmada textil boyalar1 gibi ksenobiyotik olan
kadmiyum (CdCl,)’un 0.005 mM - 0.05 mM arasindaki farkli konsantrasyonlarini
flamentli bir fungus olan Aspergillus nidulans’a uygulayarak biiylime inhibisyonu ve
antioksidan enzimler {izerine etkisini arastirmiglardir. 0.005 mM CdCl, uygulanan
funguslarda 6nemli bir bilylime inhibisyonu gozlenmezken, 0.025 mM’mn iizerindeki
konsantrasyonlarda biiylimenin tamamen inhibe oldugu gozlenmistir. CdCl, nin misel

icindeki birikiminin uygulamalarda kullanilan CdCl,’nin konsatrasyonundaki artisla
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dogrudan baglantili oldugu tesbit edilmistir. Tiim CdCl, konsantrasyonlart Mn-SOD
izoenzimi i¢in Onemli bir degisiklige neden olmamistir. Fakat SOD aktivitesinde
konsantrasyon artisiyla dogru orantili bir artig gozlenmistir. Katalazin aktivitesinde ise
yiiksek CdCl, konsantrasyonlarinda bile ¢ok az artis olmustur. GR aktivitesi ise
CdCl,’un en yiiksek konsantrasyonu (0.05 mM) uygulandiktan sonra belirgin bir sekilde
artmustir [88].

Sumathi v.d. (2001) tekstil boyas1 atiklarnin, baliklarin (Cyprinus carpio)
eritrositlerinde ve karaciger hiicrelerinde DNA hasarina neden olduklarina ve atik
konsantrasyonunun artigina paralel olarak DNA kirilmalarinin da arttigin1 saptamislardir
[89].

Chung ve Cerniglia (1992) pek ¢ok alanda yaygin olarak kullanilan azo
boyalarin mutajenik etkiye sahip oldugunu tespit etmislerdir. Bu boyalarin agizdan
girisinden sonra bagirsak mikroflorasi ya da karaciger azorediiktazlar1 ile aromatik
aminlere ve daha genotoksik bilesiklere metabolize edildiklerini belirtmislerdir [90].

Apohan ve Yesilada (2005) yaptiklar1 ¢caligmada bazi tekstil boyar maddelerinin
Okaryot ve prokaryotlar iizerine toksik etkilerinin oldugunu saptamislardir. Aymni
zamanda Funalia trogii tarafindan biyodegredasyona ugramis tekstil boyar maddelerin
Staphylococcus aureus ve Funalia trogii izerindeki toksik etkisinin biyodegredasyona
ugramamis tekstil boyar maddelerine gére onemli derecede azaldigini saptamislardir
[37].

Bragulat v.d. (1991) tarafindan yapilan calismada Deuteromycetes ve
Zygomycetes smifina ait fungus tiirlerine 0.25 ppm ve 5000 ppm arasinda degisen
konsantrasyonlarda 13  farkli boya uygulanmis ve biliylime inhibisyonlari
gozlenmislerdir. Her boyanin farkli konsantrasyonlarmin degisen yiizdelerde biiyiime
inhibisyonuna neden oldugu gozlenmistir [91].

Yesilada (1996) yaptig1 calismada kristal viyolenin farkli besiyerlerinde biliyiime
inhibisyonunun nasil etkiledigini arastirmigtir. Siv1 besiyerinde 5 mg/L boya biiylimeyi
tamamen inhibe etmesine ragmen, kati ortamda funguslar 20 mg/L boyay1 tolere
edebilmistir [92].

Sun ve v.d. (2005), sa¢ boyalarinda kullanilan HC Orange No.l (2-nitro-4-
hydroxydiphenylamine) boyasina Carassius auratus’un verdigi antioksidan cevabi
arastirmislar ve GSH seviyesi ile SOD ve GST aktivitelerinde kontrol gruplarina gore

artis ve CAT aktivitesinde ise bir azalma saptamislardir [93].
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MATERYAL VE METOD

3.1. Calismada Kullanilan Kimyasallar

Calismamizda esnasinda kullamlan okside glutatyon (GSSG), 5-5dithiobis (2-
nitro-benzoik asit) (DTNB), rediikte glutatyon (GSH), glutatyon rediiktaz (GSSG-
rediiktaz), nikodinamid adenin dinilikleotid fosfat (rediikte) (NADPH) Sigma
firmasindan; KH,PO,4, NaH,PO,, etilen diamintetraasetik asit (EDTA), sabouroud
dextrose brouth (SDB), sabouroud dextrose agar (SDA), ve H,O, Merck firmasindan

temin edilmistir.

3.2. Calismada Kullanilan Boya

Calismamizda tekstil sanayinde yaygin olarak kullanilan Astrazon kirmizi FBL
(C.I. Basic red 46) boyar maddesi kullanilmistir. Ticari karakterdeki bu boya Malatya
IPAS Tekstil A.S.’den temin edilmistir.

3.3. Calismada Kullamilan Organizma

Calismamizda Basidiomycetes sinifina dahil Phanerochaete chrysosporium

(ME446) beyaz ciiriik¢iil fungus kullanilmustir.

3.4. Cahismada Kullanilacak Stok Fungus Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Kullandigimiz fungusu egik kat1 besiyeri kiiltiirii olarak iirettikten sonra stok
kiltlirleri hazirlanirken egik kati besiyerinde hazirlanan kiiltiirlere 10 mL steril distile su
eklenerek kazima yapildi ve misel siispansiyonlar1 elde edildi. Daha sonra hazirlanan
misel siispansiyonlarindan 2 mL alinarak 100 mL Sabouroud Dextrose Brouth (SDB)
bulunan erlenlere ekim yapildi. Ekim yapilan kiiltiirler 30 °C’de 150 rpm’de 3 giin

iiretilmis ve pelet eldesi saglandi.
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3.5. Fungusun Boyaya Maruz Birakilmasi

Fungus kiiltiiri SDB besiyerinde {iretildikten sonra steril kosullarda
homojenizatér (Kinematica Gmdh) ile ¢ok diisik devirde homojenize edildi.
Homojenize edilmis 2 mL fungus 30 mL STB (Stok Temel Besiyeri) iceren 250 mL’lik
erlenlere ekildi. Erlenlere boya eklenmesi ise Boliim 3.6 ve Boliim 3.7°de anlatildigi

sekilde yapildi.

Cizelge 3.1. STB besiyeri icerigi

Kimyasallar g/L
KH,PO4 0.2
CaCl,. 2H,0 0.1
MgSO4. 7TH,O | 0.05
(NH4)H,PO4 0.5
FeSO,. 7TH,0 0.035
Yeast 2
Glukoz 1

3.6. Fungus Uretiminin Baslangicinda Boya Eklenmesi ve Uretilmesi

Uygulama gruplarinda, Bolim 3.5.°de belirtildigi gibi hazirlanan kiiltiir
ortamlarina son konsantrasyon 20 ppm ve 50 ppm olacak sekilde boya ilave edildi ve
30°C’de statik kosullarda inkiibe edildi. Daha sonra sirasiyla 2, 4, 8, 12, 16 ve 20.

giinlerde funguslar siiziilerek besiyerinden alindi.
3.7. Fungus Uretiminin Belirli Periyotlarinda Boya Eklenmesi ve Uretilmesi

Boliim 3.5.°de belirtildigi gibi hazirlanan kiiltlir ortamina fungus iiretiminin 2. ve
6. giinlerinde son konsantrasyon 20 ppm ve 50 ppm olacak sekilde boya eklendi 30

°C’de statik kosullarda inkiibasyonlart (SANYO Incubator) yapildi. Bu boliimdeki
uygulamalar iki sekilde yapildi. Birinci uygulamada oncelikle Bo6liim 3.5.’de belirtildigi
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gibi hazirlanan funguslar 2 giin boya eklenmeden iiretildi. Daha sonra iiretimin 2.
giiniinde son konsantrasyon 20 ppm ve 50 ppm olacak sekilde boya eklenip 30 °C’de
statik etiivde inkiibe edildi. Boya eklendikten sonraki 1. ve 5. giinlerde fungus kiiltiirleri
stiziilerek besiyerinden alindi.

Ikinci uygulamada ise Boliim 3.5.’de anlatildig1 sekilde hazirlanan funguslar 6
giin boya eklenmeden {iretildikten sonra 6. giinde son konsantrasyon 20 ppm ve 50 ppm
olacak sekilde boya eklenip 30 °C’de statik etiivde inkiibe edildi. Boya eklendikten

sonraki 1. ve 5. gilinlerde ise funguslar siiziilerek besi yerinden ayrildu.

3.8. Funguslarin Uygulama Sonras1 Alinmasi, Homojenizasyonu, Sonifikasyonu ve

Santrifiigasyonu

Fungus tiretiminin baslangicinda boya eklenen uygulama gruplarinda 2, 4, 8, 12,
16 ve 20. glinlerde 6rnekler siiziilerek besiyerinden alindi ve iiretimin 2. ve 6. glinlerde
boya eklenen gruplarda ise boya eklenmesinden sonraki 1. ve 5. giinlerde ornekler
stiziilerek besiyerinden alindi. Daha sonra fungus miselleri pH 7,4’liikk fosfat tamponu
ile homojenize (Kinematica Gmdh) edildi. Homojenat sonifikatorle (SANYO Soniprep
150 MSE) % 80 giicle 30 saniye araliklarla 3 kez sonifiye edildi ve 25000 g’de + 4
°C’de 15 dakika santriifiij (Ole Dich, Instrumentmakers Aps. 157 Mp) edildi. Elde

edilen siipernatantlar enzim aktiviteleri saptanincaya kadar - 80 °C’de saklandi.

3. 9. Enzimatik Calismalar:

Yapilan enzim aktivitesi tayin islemlerinde mikroplaka okuyucu sistemi
(Molecular Devices Corp., Versamax®) ve spektrofotometre (SHIMADZU UV-Visible
Spectrophotometer UV-1601) kullanildi.

3.9.1. Katalaz Aktivitesinin Saptanmasi

Katalaz enziminin tayini Luck 1963 yontemine gore yapildi [94]. Aktivite tayini
icin pH 7’de 1/15 M’lhk Sodyum-Potasyum (K,HPO4-NaH,PO4) tamponu

hazirlanmistir ve tamponun 100 mL’sine 160 pL H,O, eklendi. Enzim aktivasyon
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tayininde kor olarak hazirlanan tampon + H,O; karisimi kullanildi. Enzim aktivitesinin
Ol¢imil i¢in ise tampon + H»O, karigtmimin iizerine uygun miktarda siipernatant
eklenmis ve 240 nm’de 1 dakika boyunca absorbans degisimi (Shimadzu-UV-1601,
UV/Visible) tespit edildi. Absorbans tespit edildikten sonra mililitredeki enzim iinite
sayis1 hesaplandi. Elde edilen sonuglar siipernatanin mililitresindeki miligram proteine

boliinerek spesifik aktivite hesaplandi.

3.9.2. Glutatyon S-transferaz Aktivite Tayini

Glutatyon S-transferaz (GST) aktivite tayini i¢cin Habig ve ark. (1974) tarafindan
onerilen yontem modifiye edilerek kullanildi [95]. Glutatyon S-transferaz aktivite tayini
icin Oncelikle %96’lik etanol icerisinde (0.15 M) 1-kloro, 2-4 dinitrobenzen (CDNB)
subtrat olarak hazirlandi. Enzim aktivitesi Olciiliirken potasyum fosfat tamponu (pH:
6.5; 0.1 M) ve kofaktor olarak rediikte glutatyon (0.002 M) kullanildi. Enzim
aktivitesinin tayini i¢in mikroplaka ¢ukuruna sirastyla 10 pL siipernatant, 100 puL fosfat
tamponu ve 100 puL. GSH karisimi pipetlenerek 25 °C’de 3 dak. inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresinden sonra ¢ukurlara 10 pL CDNB pipetlenmis ve karisim 15 saniye
siire ile mikroplaka okuyucuda karistirildi. Absorbans degisimi 344 nm’de 1 dakika

stireyle okundu.

3.9.3. Glutatyon Rediiktaz Aktivite Tayini

Glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi Cribb ve ark. (1989) tarafindan kullanilan
yonteme gore Olciildii [96]. Reaksiyon soliisyonu 0.1 mM, 150 ul DTNB, 12 mM, 20
puL. NADPH ve 20 pL ornek igermektedir. 20 pL, 3.25 mM GSSG’nin ilavesi ile
reaksiyon baslatildi. Biitiin ¢ozeltiler, ImM EDTA igeren, 0.1 M potasyum fosfat
tamponunda (pH 7.5) hazirlanmistir. GSSG’den GSH olusumu DTNB miktarinda
azalmaya neden oldu. DTNB azalis1 oda sicakliginda 405 nm’de izlenmis ve absorbans

yiikselis oran1 drnekteki protein miktarina oranlandi.
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3.10. Rediikte Glutatyon Miktar Tayini

Glutatyon miktar tayini Akerboom ve ark. (1981) yontemine gore yapildi [97].
Rediikte glutatyon miktar tayini i¢in oncelikle 6.3 mM EDTA igeren 125 mM’lik
sodyum difosfat tamponu (pH: 7.5) hazirlandi. Tampon mililitresinde 0.248 mg
NADPH olacak sekilde taze olarak hazirlandi. Bununla birlikte 5 mL tampon i¢inde
11.89 mg DTNB olacak sekilde diger ¢ozelti hazirlandi.

Deney tiiplerine NADPH’l1 tampondan 700 pL ve DTNB’den 100 pL konuldu
ve karstirilarak 10 dakika 30 °C’deki su banyosunda bekletildi. Okuma yapilirken
tiiplerdeki karisim 1 mL’lik spektrofotometre kiivetine aktarildiktan sonra kor i¢in 200
pL distile su ve 5 pL glutatyon rediiktaz eklenerek absorbans 412 nm’de sifirlandi.
Daha sonra ornekleri okumak i¢in 10 dakika 30 °C’deki su banyosunda bekletildi olan
karisim spektrofotometre kiivetine koyularak iizerine 175 pL distile su, 5 pL glutatyon
rediiktaz, 10 pL silipernatant eklenerek hizli bir sekilde karistirildi ve 412 nm’de
okundu. Rediikte glutatyon tayini yapmak i¢in ¢izilen standart grafikten 412 nm’de
okunan absorbans degerine karsilik gelen degerler siipernatantin mililitresindeki

miligram proteine boliindii.

3.11. Total Protein Miktari

Total protein miktar1 Bradford’un (1976) gelistirdigi yonteme gore, mikroplaka
okuyucu sistemi kullanilarak tespit edildi [98]. Supernatant 1/5 oraninda
sulandirildiktan sonra, sulandirilmis orneklerden 5 pl mikroplakalara pipetlendi ve
tizerine 250 pl Bradford reaktifi eklendi. Reaksiyon karigimi oda sicakliginda 15 dakika
karanlikta inkiibe edildi. Renk degisimine bagli olarak 595 nm dalga boyunda absorbans
Olctildii. Elde edilen degerler BSA standart egrisi degerleri ile karsilastirilarak,

ornekteki total protein degerleri hesaplandi.

3.12. istatistiksel Analiz:

Elde edilen bulgularin istatistiksel olarak degerlendirilmesi amaciyla istatiksel
paket program (SPSS 10.0 for Windows Inc., USA) kullanildi. Calisma bulgulari

varyans analizi ile uygulanan doza bagl olarak Kruskal Wallis’ testi ile test edildi.
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Gruplar arasi farkliligin 6nemli olup olmadigr P<0.05 diizeyinde onemlilik derecesine
gore saptandi. Gruplar arasi farkliligin 6nemli oldugu saptandiginda, ornekler ikili
karsilagtirma ile Mann Whitney-U testine gore karsilagtirildi. Buna bagh olarak grup ici
farkliligin P<0.05 diizeyinde 6nemli bulundugu gruplar saptandi.
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4. BULGULAR

4.1. P. chrysosporium’un Astrazon Kirmizi FBL’ye Maruz Birakilmasi Sonucu

Antioksidan Enzimlerin Aktiviteleri ve Glutatyon Miktar Degisimleri

Bu c¢alismada Phanerochaete chrysosporium’un Astrazon Kirmizi FBL (C.L
Basic red 46)’ye maruz birakilan ve birakilmayan gruplar igerisinde maruz kalma
stiresine bagl olarak antioksidan enzim aktiviteleri ve glutatyon (GSH) miktarlarindaki

degisimler saptanmistir.

4.1.1. Katalaz Aktivitesi

P. chrysosporium’un katalaz (CAT) aktivitesi Astrazon Kirmizi FBL’ye maruz
birakilan gruplarda saptanmis ve sonuglar kontrol grubu ile karsilastirilarak
degerlendirilmistir (Sekil 4.1, 4.2 ve 4.3).

Uremenin ilk giiniinde kontrol gruplarinda 8. 12. 16. giinlerde 2. giine gore
(0.185+0.023 pumol/dakika/mg protein) bir artig kaydedilmis 20. giinde bir baskilanma
gozlenmistir (3.773£0.969 umol/dakika/mg protein). Uremenin ilk giiniinde 20 ppm
boya uygulanan gruplarinda 2. giine gore 8, 12 ve 16. giinlerde bir artis gozlenmis
(8.050+0.313, 28.337+3.241, 27.968+3.597 umol/dakika/mg protein) 20. gilinde bir
baskilanma kaydedilmistir (2.203+0.189 pmol/dakika/mg protein). 4. giinde ise kayda
deger bir degisim gozlenmemistir (0.960+0.054 umol/dakika/mg protein). 4, 8, 12 ve
20. giinlerde (0.083+0.031, 8.050+0.313, 28.337+3.241, 27.968+3.597 pmol/dakika/mg
protein) aktivitede kontrole gore diisiis 2 ve 16. giinlerde (0.083+0.031, 27.968+3.597
umol/dakika/mg protein) bir artis tespit edilmistir. Ilk giinde 50 ppm boya uygulanan
gruplarda katalaz aktivitesinin 2, 4, 8 ve 16. giinlerde (0.070+£0.004, 0.231+0.009,
0.680+0.040, 0.740+0.066 umol/dakika/mg protein) kontrol ve 20 ppm boya uygulanan
gruplarla karsilagtirildignda baskilanma gdézlenmistir.

20 ppm boya eklenen gruplarda kontrole gore sadece 4. giindeki ve 50 ppm boya
eklenen guruplarda ise Ol¢clim yapilan tiim giinlerde, kontrole gore katalaz enziminin

aktivite degisimi istatistiksel olarak 6nemlidir (P<0.05).
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Sekil 4.1. Uremenin ilk giininde 20 ppm ve 50 ppm boya uygulanan P.
chrysosporium 'da giinlere bagli katalaz enziminin aktivitesindeki degisimler.
* P<0.05

Uremenin ikinci giiniinde 20 ppm ve 50 ppm boya uygulamasmin kontrol
gruplarinda boya uygulamasindan sonraki 5. giinde (4.094+1.048 pmol/dakika/mg
protein) 1. giine gore bir artis gézlenmistir (1.376+0.541 pmol/dakika/mg protein). 20
ppm boya uygulanan gruplarda boya uygulamasinin 5. giinde (4.527+0.117
umol/dakika/mg protein) kontrole ve 1. giine gore (2.543+0.199 umol/dakika/mg
protein) aktivitede bir artis kaydedilmistir. Uremenin ikinci giinii 50 ppm boya
uygulanan gruplarda boya uygulamasini takiben 1. ve 5. giinlerde (0.254+0.013,
0.962+0.047 pumol/dakika/mg protein) aktivitede kontrole ve 20 ppm boya uygulanan
gruplara gore bir baskilanma gozlenmistir.

50 ppm boya eklenen gruplardaki, kotrole gore katalaz enziminin aktivite

degisimi istatistiksel olarak dnemlidir (P<0.05).
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Sekil 4.2. Uremenin ikinci giiniinde 20 ppm ve 50 ppm boya uygulanan P.
chrysosporium 'da giinlere bagl katalaz enziminin aktivitesindeki degisimler.
* P<0.05

Uremenin altinc1  giiniinde uygulanan gruplarin  kontrollerinde  boya
uygulamasindan sonraki 5. (19.469+1.421 pmol/dakika/mg protein) giinde 1. gline gore
bir artig gézlenmistir (15.343+1.530 pmol/dakika/mg protein). 20 ppm boya uygulanan
gruplarda kontrol gruplarinda oldugu gibi 5. giinde (22.297+0.762 pumol/dakika/mg
protein) 1. giine (11.793+0.510 umol/dakika/mg protein) gore bir artis gézlenmis, fakat
1. glinde kontrole gore aktivite azalmis ancak 5. glinde ise artmistir. Altinct giin 50 ppm
boya uygulanan gruplarda boya uygulamasinin ardindan 5. giinde (13.310+0.113
umol/dakika/mg protein) 1. gline (6.301+0.282 umol/dakika/mg protein) gore bir artig
kaydedilmistir. Her iki giinde de 50 ppm boya uygulanan gruplarda 20 ppm
uygulananlara ve kontrole gore bir azalma kaydedilmistir.

Genel olarak iiremenin 1. giiniinden sonra diisiik dozda (20 ppm) boya
uygulanan gruplarda katalaz aktivitesinde bir artis gézlenmistir. Yiiksek dozda (50 ppm)
boya uygulanan gruplarda ise enzim aktivitesinin baskilandig1 tespit edilmistir.

20 ppm boya eklenen gruplarda uygulamadan sonraki 1. giindeki ve 50 ppm
boya eklenen gruplarda ise 1 ve 5. giinlerdeki, kotrole gore katalaz enziminin aktivite

degisimi istatistiksel olarak dnemlidir (P<0.05).
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Sekil 4.3. Uremenin altinci giiniinde 20 ppm ve 50 ppm boya uygulanan P.
chrysosporium’da glinlere bagh katalaz enziminin aktivitesindeki degisimler.
* P<0.05

4.1.2. Glutatyon S-transferaz Aktivitesi

P. chrysosporium’un glutatyon S-transferaz (GST) aktivitesi Astrazon Kirmizi
FBL’ye maruz birakilan gruplarda saptanmis ve sonucglar kontrol grubu ile
karsilastirilarak degerlendirilmistir (Sekil 4.4; 4.5 ve 4.6).

Uremenin ilk giiniinde boya uygulanan gruplarin kontrollerinde 2. giine enzim
aktivitesinde (62.64+19.68 nmol/dakika/mg protein) gére enzim aktivitesi 4, 8, 12, 16
ve 20. giinlerde (233.61£81.61, 94.88+11.50, 2679.61+1318.8, 1145.78+392.81
2353.18+514.96 nmol/dakika/mg protein) bir yiikselme tespit edilmistir. Uremenin ilk
giiniinde 20 ppm boya uygulanan gruplarda kontrole gore sadece 2 ve 16. giinlerde
(137.79+£11.90, 2671.42+277.74 nmol/dakika/mg protein) aktivitede bir artis
gbzlenmistir. 50 ppm boya uygulanan gruplardaki enzim aktivitesi hem kontro grubu
hem de 20 ppm boya uygulanan gruplarla karsilastirildiginda olduke¢a diistiktiir.

20 ppm boya eklenen gruplarda 16 ve 20. giinlerdeki ve 50 ppm boya eklenen
guruplarda ise 8 ve 20. giinlerdeki, enzim aktivitesi degerleri kontrole gore glutatyon S-
transferaz enzimi aktivitesi bakimindan istatistiksel olarak Onemli bulunmustur

(P<0.05).
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Sekil 4.4. Uremenin ilk giiniinde 20 ppm ve 50 ppm boya uygulanan P.
chrysosporium’da gilinlere bagh glutatyon S-transferaz enziminin aktivitesindeki
degisimler.
* P<0.05

Uremenin ikinci giiniinde boya uygulanan gruplarm kontrollerinde, boya
uygulamasini takip eden 5. giinde GST aktivitesinde 1. giine gore bir artig saptanmistir.
20 ppm boya uygulanan gruplarda, uygulamasindan sonraki 1. giinde kontrole gére bir
artig, 5.giinde (114.22+4.74 nmol/dakika/mg protein) ise azalma saptanmistir. Uremenin
ikinci giinii 50 ppm boya uygulanan gruplarda uygulama siiresine bagl bir degisiklik
gozlenmemekle birlikte, kontrol grubuna ve 20 ppm boya uygulanan gruplara gore
aktivitede bir azalma saptanmistir.

Uremenin ikinci giinii 20 ppm boya eklenen gruplarda uygulamadan sonraki 1.
giindeki ve 50 ppm boya eklenen gruplarda 5. gilindeki, kotrole gore GST enziminin

aktivite degisimi istatistiksel olarak 6nemli diizeydedir (P<0.05).

30



250 A

200 -

150 1

100 1

GST aktivitesi
(nmol/dakika/mg protein)

Gilnler

[ Kontrol i 20 ppm E150 ppm

Sekil 4.5. Uremenin ikinci giiniinde 20 ppm ve 50 ppm boya uygulanan P.
chrysosporium’da glnlere bagl glutatyon S-transferaz enziminin aktivitesindeki
degisimler.
* P<0.05

Uremenin altinc1 giinii boya uygulanan gruplar icin olusturulan 6rneklerde
kontrol boya uygulamasindan sonraki 5. giinde 1. giine gére enzim aktivitesinde diisiis
gbzlenmistir. 20 ppm boya uygulanan gruplarda 1. giinde kontrole gore diisiik, 5. giinde
ise kontrole gore daha yiiksek bir aktivite saptanmistir. Altinci giinde 50 ppm boya
uygulanan gruplarda enzim aktivitesi hem kontrol hem de 20 ppm boya uygulanan
gruplara gore daha diisiiktiir. 5. glinde, 1. giine gore aktivitenin arttig1 tespit edilmistir.

Genel olarak GST aktivitesinin hem diisiik dozda (20 ppm), hem de yiiksek
dozda (50 ppm) boya uygulanan gruplarda kontrole gdre inhibisyona ugradigi
saptanmistir.

Uremenin 6. giinii boya eklenen gruplarda 20 ppm ve 50 ppm boya eklenen
gruplarda uygulamadan sonraki 1. glinde gozlenen, kotrole gore glutatyon S-transferaz

enziminin aktivitesindeki degisim istatistiksel olarak énemlidir (P<0.05).
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Sekil 4.6. Uremenin altinci giiniinde 20 ppm ve 50 ppm boya uygulanan P.
chrysosporium’da gilinlere bagh glutatyon S-transferaz enziminin aktivitesindeki
degisimler.

* P<0.05

4.1.3. Glutatyon Rediiktaz Aktivitesi

P. chrysosporium’un glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi Astrazon Kirmizi
FBL’ye maruz birakilan gruplarda saptanmis ve sonucglar kontrol grubu ile
karsilastirilarak degerlendirilmistir (Sekil 4.7; 4.8 ve 4.9).

Uremenin ilk giiniinde 20 ppm ve 50 ppm boya uygulamasi igin olusturulan
kontrol gruplarinda 2. giine (100.75+20.48 nmol/dakika/mg protein) gore 8, 12, 16 ve
20. giinlerde enzim aktivitesinde bir artig kaydedilmistir (252.18+£50.32, 866.82+143.89,
517.86+94.42, 421.85+82.25 nmol/dakika/mg protein). Ilk giinde 20 ppm boya
uygulanan gruplardaki aktivitenin kontrole goére 2, 4, 8 ve 16 giinde (99.31+3.70,
65.47+4.07, 108.99+8.09, 504.03+19.84 nmol/dakika/mg protein) daha diisiik, 12. ve
20. giinde (870.67+40.67, 462.61+118.28 nmol/dakika/mg protein) daha yiiksek oldugu
kaydedilmistir. Uremenin ilk giiniinde 50 ppm boya uygulanan gruplarda 2, 4, 8, 12, 16
ve 20. (0.070+£0.004, 0.231+£0.009, 0.680+0.040, 2.152+0.206, 0.740+0.066,
2.709+0.041 nmol/dakika/mg protein) gilinlerde enzim aktivitesi hem kontrol hem de 20

ppm boya uygulanan gruplara gére inhibe olmustur.
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20 ppm boya eklenen gruplarda 8. giinde ve 50 ppm boya eklenen gruplarda ise

tiim giinlerde kontrole gore GR enziminin aktivitesindeki degisim istatistiksel olarak

onemli diizeydedir (P<0.05).
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Sekil 4.7. Uremenin ilk giiniinde 20 ppm ve 50 ppm boya uygulanan P.
chrysosporium’da giinlere baglhh glutatyon rediiktaz enziminin aktivitesindeki
degisimler.
* P<0.05

Uremenin ikinci giinii boya uygulanan gruplar i¢in olusturulan kontrol grubunda
boya uygulamasindan sonraki 5. giinde (131.68+24.19 nmol/dakika/mg protein) 1. giine
(70.57£14.13 nmol/dakika/mg protein) gore GR aktivitesinde bir artis oldugu
saptanmistir. 20 ppm boya uygulanan gruplarda kontrole gore uygulamadan sonraki 1.
giinde aktivitenin yiikseldigi 5. giinde ise diistiigii gézlenmistir. Uremenin ikinci giinii
50 ppm boya uygulanan gruplarda kontrole ve 20 ppm boya uygulanan gruplara gore
aktivitede inhibisyon oldugu tespit edilmistir. 50-20 ppm boya uygulanan gruplarda 1.
gilindeki enzim aktivitesi 5. giine gore daha yiiksektir.

Uremenin ikinci giiniinde boya eklenen gruplarda uygulamadan sonraki 1 ve 5.
giinlerde, kontrole gore glutatyon rediiktaz enziminin aktivitesindeki degisimler

istatistiksel olarak onemlidir (P<0.05).
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Sekil 4.8. Uremenin ikinci giiniinde 20 ppm ve 50 ppm boya uygulanan P.
chrysosporium’da  giinlere baglh glutatyon rediikktaz enziminin aktivitesindeki
degisimler.

* P<0.05

Uremenin altinc1 giiniinde boya uygulanan gruplarin kontrollerinde boya
uygulamasindan sonraki 5. giinde 1. gline gore enzim aktivitesinde artis gozlenmistir.
Altinc1 giinde 20 ppm boya uygulanan gruplarda uygulamadan sonraki 1. ve 5. giinlerde
(171.2548.95, 446.17+8.64 nmol/dakika/mg protein) kontrole gore aktivitede azalma
gozlenmistir. 50 ppm boya uygulanan gruplarda hem kontrol hem de 20 ppm boya
uygulanmis olan gruplara gére enzim aktivitesinde azalma tespit edilmistir. 5. giinde
(31.04+0.93 nmol/dakika/mg protein) kontrol ve 20 ppm boya uygulanmig gruplardaki
aktivitenin 1. giline (98.04+£5.50 nmol/dakika/mg protein) gore yiiksek oldugu
gbzlenirken iken 50 ppm boya uygulanmis gruplarda diisiik oldugu saptanmaistir.

Genel olarak liremenin ilk giiniinde baglangi¢c dozunda (20 ppm) boya uygulanan
gruplarda GR aktivitesinde kontrole gore bir artig gozlenirken, liremenin ikinci ve
altinci giinlerinde boya uygulanan gruplarda bir diislis gézlenmistir. Yiiksek dozda (50
ppm) boya tiim uygulama gruplarda ise enzim aktivitesinin baskilandig1 tespit

edilmistir.

34



Uremenin altinc1 giinii 20 ppm boya eklenen gruplarda uygulamadan sonraki 1.
giinde, 50 ppm boya eklenen gruplarda 1 ve 5. giinlerde kontrole gore GR enziminin

aktivitesindeki degisimi istatistiksel olarak dnemlidir (P<0.05).
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Sekil 4.9. Uremenin altinci giiniinde 20 ppm ve 50 ppm boya uygulanan P.
chrysosporium’da giinlere baglhh glutatyon rediiktaz enziminin aktivitesindeki
degisimler.

* P<0.05

4.1.4 Total Glutatyon Seviyeleri

P. chrysosporium’un total glutatyon seviyeleri Astrazon Kirmizi FBL’ye maruz
birakilan gruplarda saptanmis ve sonuglar kontrol grubu ile karsilagtirilarak
degerlendirilmistir (Sekil 4.10; 4.11 ve 4.11).

Total glutatyon seviyesi i¢in iiremenin ilk giinii boya uygulanan gruplarin
kontrollerinde 2. giine gore 4. glinde GSH seviyesinde diisiis tespit edilmistir. 8, 12, 16
ve 20. giinlerde (1.640+0.439, 6.665+1.814, 4.344+1.229, 2.034+0.475 pmol/mg
protein) ise GSH seviyesinde artis gézlenmistir. Kontrolde GSH’1n 12. giinde en yiiksek
seviyeye ulastigr kaydedilmistir. 20 ppm boya uygulanan gruplarda 2 ve 12.
(0.436+0.013, 5.048+0.182 pumol/mg protein) gilinlerde GSH seviyesi kontrole gore
diisikken 4, 8, 16 ve 20. giinlerde (1.163+0.198, 2.141+£0.368, 4.500+0.186,
2.670+0.438 umol/mg protein) yiiksektir. 50 ppm boya uygulanan gruplarda GSH
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seviyesi giinlere gore ¢ok fazla degisiklik gostermemekle birlikte kontrol ve 20 ppm
boya uygulanan gruplara gore diisiiktiir.

20 ppm boya eklenen gruplarda sadece 4. glinde, 50 ppm boya eklenen gruplarda
ise tim gilinlerde kontrole gore glutatyon seviyesindeki degisim istatistiksel olarak

onemlidir (P<0.05).
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Sekil 4.10. Uremenin ilk giiniinde 20 ppm ve 50 ppm boya uygulanan P.
chrysosporiumda giinlere baglh glutatyon seviyesindeki degisimler.
* P<0.05

Uremenin ikinci giiniinde boya uygulanan gruplarin kontrollerinde boya
uygulamasindan sonraki 1 ve 5. giinlerde (0.684+0.253, 0.683+0.069 umol/mg protein)
glutatyon seviyesinde degisikligin olmadig1 tespit edilmistir. 20 ppm boya uygulanan
gruplarda uygulamadan sonraki 1 ve 5. giinlerde (0.647+0.027, 0.663+0.062 pmol/mg
protein) GSH seviyesinin kontrole yakin oldugu saptanmistir. 50 ppm boya uygulanan
gruplarda ise 1 ve 5. giinde (0.105+£0.013, 0.024+0.003 umol/mg protein) GSH
seviyesinin hem kontrol hem de 20 ppm boya uygulanan guruplara gore oldukca diisiik
oldugu gozlenmistir.

Uremenin ikinci giinii 50 ppm boya eklenen gruplarda uygulamadan sonraki 1 ve
5. gilinlerde kontrole gore glutatyon miktarinda gozlenen degisim istatistiksel olarak

onemlidir (P<0.05).
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Sekil 4.11. Uremenin ikinci giininde 20 ppm ve 50 ppm boya uygulanan P.
chrysosporium’da giinlere bagl glutatyon seviyesindeki degisimler.
* P<0.05

Uremenin altinct giiniinde boya uygulanan gruplarin kontrollerinde boya
uygulamasindan sonraki 5. giinde (0.494+0.026 pmol/mg protein) 1. giine (2.107+0.703
umol/mg protein) gore GSH seviyesinin diisiik oldugu saptanmistir. 20 ppm boya
uygulanan gruplarda 5. giinde (0.372+0.015 pmol/mg protein) seviye 1. giine
(0.167£0.005 pmol/mg protein) goére daha yiiksek oldugu ve her iki giinde de kontrole
gore GSH seviyesinin diistiigii tespit edilmistir. Uremenin altinci giiniinde 50 ppm boya
uygulanan gruplarda GSH seviyesi boya uygulamasindan sonraki 5. giinde
(0.236+0.004) 1. giine (0.181+0.017 pumol/mg protein) gore daha yiiksektir. Bu grupta
her iki giinde de kontrole gore GSH seviyesi diisiik olmakla birlikte 20 ppm boya
uygulanan gruplara gore 1.giinde yiikselme 5. glinde diisiis tespit edilmistir.

Uremenin altiner giinii 20 ppm boya eklene gruplarda uygulamadan sonraki 1.
giin, 50 ppm boya eklenen gruplarda ise 1 ve 5. giinlerde kontrole gore glutatyon

seviyesindeki degisim istatistiksel olarak dnemli diizeydedir (P<0.05).
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Sekil 4.12. Uremenin altinci giiniinde 20 ppm ve 50 ppm boya uygulanan P.
chrysosporium 'da giinlere baglh glutatyon seviyesindeki degisimler.
* P<0.05
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Cizelge 4.1. Uretimin 1. giiniinde 20 ppm ve 50 ppm Ast. Kir. boyasina maruz birakilan

P. chrysosporium’da 2, 4, 8, 12, 16 ve 20. giinlerde enzim aktivitesi (GST
GR(nmol/dakika/mg

(nmol/dakika/mg protein), CAT (umol/dakika/mg protein),
protein)) ve Total GSH (umol/mg protein) diizeyindeki degisimler

Doz n 2 4 8 12 16 20
(ppm)
GST Kontrol | 6 62.64+19.68  233.61£81.61 94.88+11.50  2679.61+1318.8 1145.78+392.81 2353.18+514.96
20 3 137.79£11.90 148.97+16.96 78.48+23.41  906.37+112.35  2671.42+277.74 681.74+267.03
50 3 130.87+2.19  73.03£13.18  16.76£0.89  486.10+7.37 800.47+124.14  21.25+0.12
GSH Kontrol | 6 0.547+0.105  0.463+0.049  1.640+0.439  6.665+1.814 4.344+1.229 2.034+0.475
20 3 0.436+0.013  1.163+£0.198  2.141£0.368  5.048+0.182 4.500+0.186 2.670+0.438
50 3 0.279+0.015  0.215£0.023  0.106£0.008  0.184+0.006 0.209+0.014 0.133+0.013
GR  Kontrol | 6 100.75+20.48 99.84+16.01  252.18+50.32 866.82+143.89  517.86+94.42  421.85+82.25
20 399314370  65.47+4.07  108.99+8.09  870.67+40.67  504.03+19.84  462.61+118.28
50 3 41.76+3.11 3149191  40.17£1.99  61.56+2.04 170.16+14.54  72.71+5.84
CAT Kontrol | 6 0.185+0.023  1.052+0.199  6.168+1.129  26.439+11.102  39.141+18.955  3.773+0.969
20 3 0.083+0.031  0.960+£0.054  8.050+0.313  28.337+3.241  27.968+3.597  2.203+0.189
50 3 0.070£0.004  0.231£0.009  0.680£0.040  2.152+0.206 0.740+0.066 2.709+0.041
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Cizelge 4.2. Uretimin 2. giiniinde 20 ppm ve 50 ppm Ast. Kir. boyasina maruz birakilan
P. chrysosporium’da uygulamadan sonraki 1. ve 5. gilinlerde enzim aktivitesi (GST

(nmol/dakika/mg protein), CAT (umol/dakika/mg protein), GR(nmol/dakika/mg

protein)) ve Total GSH (umol/mg protein) diizeyindeki degisimler

Enzim Doz (ppm) ([ n 1 5
50 3

GST  Kontrol 6 17.78+5.20 162.47+62.17
20 3 63.02+16.33 114.22+4.74
50 3 15.26+1.36 19.81+0.49

GSH Kontrol 6 0.684+0.253 0.683%0.069
20 3 0.647+0.027 0.663+0.062
50 3 0.105+0.013 0.024+0.003

GR Kontrol 6 70.57+14.13 131.68+24.19
20 3 82.85+1.50 74.14+£3.11
50 3 30.31+0.53  18.11+0.63

CAT Kontrol 6 1.376+0.541 4.094+1.048
20 3 2.543+0.199 4.527+0.117
50 3 0.254+0.013 0.962+0.047
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Cizelge 4.3. Uretimin 6. giiniinde 20 ppm ve 50 ppm Ast. Kir. boyasina maruz birakilan
P. chrysosporium’da uygulamadan sonraki 1. ve 5. gilinlerde enzim aktivitesi (GST

(nmol/dakika/mg protein), CAT (umol/dakika/mg protein), GR(nmol/dakika/mg

protein)) ve Total GSH (umol/mg protein) diizeyindeki degisimler

Enzim Doz (ppm) | n |1 5

GST  Kontrol 6 | 459.84+191.56 226.76+£50.05
20 3 | 148.17+40.96  416.36+70.45
50 3| 164.16+3.37 165.97+61.69

GSH Kontrol 6 | 2.107+0.703 0.494+0.026
20 31 0.167+0.005 0.372+0.015
50 3 10.181+0.017 0.236+0.004

GR Kontrol 6 | 308.90+8.38 491.42+18.44
20 3| 171.25+£8.95 446.17+8.64
50 3 1 98.04+5.50 31.04+0.93

CAT Kontrol 6 | 15.343+1.530  19.469+1.421
20 3 1 11.793+0.510  22.297+0.762
50 3 16.301+0.282 13.310+0.113
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5. TARTISMA VE SONUC

Cd, Pb, Cu gibi agir metaller, pestisitler ve endiistriyel atik sular gibi ¢evre
kirleticileri oksidatif stresle iliskili olarak pek c¢ok organizma igin toksik etki
gosterebilir. Ayn1 zamanda bu g¢evresel kirleticiler oksidatif stres sonucu reaktif oksijen
tiirlerinin tiretimine de neden olabilir. Aerobik organizmalar reaktif oksijen tiirlerini
uzaklagtiran ve hiicre homeostasisinin kontroliinde 6nemli rol oynayan antioksidan
sistemlere sahiptirler. Bu maddelere direkt veya indirekt yollada maruz kalan
organizmalarda bu sistemin verdigi antioksidan cevabin tam olarak anlasilmasi bu ¢evre
kirleticilerinin ekosistemde olusturabilecekleri risklerin daha 1iyi anlasilmasini
saglayacaktir. Bu ¢evre kirleticilerine maruz birakilma sonucu canli hiicrelerde bulunan
antioksidatif enzim sistemleri ve proteinler g¢esitli sekillerde etkilenmektedir. Normal
kosullarda hiicrede reaktif oksijen tiirleri ve antioksidan savunma sistemi arasinda bir
denge vardir. Ancak oksidatif stresin artmasiyla antioksidan sistemde yer alan
enzimlerin aktivitelerinde indiiksiyon veya inhibisyon meydana gelmektedir [100].

Cevre Kkirleticilerin olusturduklar1 oksidatif stresi saptamak da iste bu
antioksidan enzim aktivitelerindeki degisimlerin gosterilmesiyle saglanmaktadir.
Kirleticiler tarafindan olusturulan oksidatif stres gdstermek icin antioksidan savuna
sistemindeki degisimleri temel alan ¢aligmalarin sayis1 her gegen giin artmaktadir [99,
100].

Yaptigimiz ¢alismada Astrazon Kirmizi’nin farkli konsantrasyonlarinin
antioksidan sistem enzimlerinin aktiviteleri ve GSH seviyesi iizerinde inhibe edici ya da
indiikleyici etkiye sahip oldugunu tespit ettik. Ott ve arkadaslar1 da (2002) fungal
kiiltiirlere bir ksenobiyotik olan kadmiyumun eklenmesi sonucunda, uygulama gruplari
kontrolle karsilastirildiginda antioksidan enzim aktivitelerinde artis ve diisiislere neden
oldugu tespit etmiglerdir [100]. Bu durum boyar maddeler disinda diger
ksenobiyotiklerin benzer etkilere yol agacagina isaret eder.

Calismamizda iiretimin 2. giinlinde 50 ppm Astrazon Kirmizi boyasina maruz
birakilan uygulama grubundaki GST, GR, CAT enzimlerinin aktiviteleri ve GSH
miktarinda kontrol grubuna gore bir inhibisyon oldugu goézlenmistir. Bunun nedeni
yiiksek dozda boya uygulamasina bagl olarak radikal iiretimindeki artis sonucu, enzim
sentezinde bir baskilanmanin olmasidir. Nagalakshmi ve arkadaslari (2001)
Scenedesmus bijugatus’a 50, 100, 200 uM bakir uyguladiklarinda glutatyon rediiktaz

aktivitesinin baskilandigini saptamis ve bunun nedeninin bir agir metal olan bakirin
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GR’1n aktif merkezindeki tiyol grubuyla reaksiyona girmesi oldugunu vurgulamislardir
[101].

Benzer sekilde Nicolosi ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada bir herbisit olan 3-
amino-1,2,4- triazole uygulamasinin katalaz aktivitesini % 95 oraninda inhibisyona
neden oldugunu tespit etmislerdir [102].

Sun ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢calismada da HC Orange No.l sa¢ boyasina
maruz kalan Carassius auratus’un katalaz aktivitesinde kontrol gruplarina gore dnemli
bir azalma oldugunu saptamislardir [93].

Yaptigimiz ¢aligmada 20 ppm’lik boya uygulamalarinda ise boya uygulamasinin
erken evresi olan 1. giinde enzim aktivitelerinde ve GSH miktarinda genellikle bir artis,
gec evresinde yani 5. giinde ise genellikle hem kontrol grubuna, hem de 1. gline gore bir
baskilanma goézlenmistir. Enzim aktivitelerindeki ve GSH miktarindaki artisin nedeni
fungus tiremesinin erken safhasinda boya uygulamasina bagl olarak olusan radikalleri
temizleyecek antioksidan enzimlerin sentezindeki indiiksiyona baglanabilir. Bu
indiiksiyonun sebebi cesitli kirleticilere maruz kalan organizmalarin bu kirleticileri ve
metabolitlerini ortadan kaldirmak i¢in metabolize etmeleri ve hiicresel zarart minimize
etmelerinden kaynaklanmaktadir. Ksenobiyotikler tarafindan aktive edilen reaktif
oksijen tiirlerinin olugmas1 hiicresel antioksidan savunma sistemi tarafindan elimine
edilmektedir. Bu enzimlerin O6nemli bir 06zelligi oksidatif stres sartlarinda
indiiklenmesidir. P. Chrysosporium’un boyali ortamda iiretilmesine bagli olarak
oksidatif stres indiiklenmis ve buna bagl olarak da CAT ve GST enzimleri ile GSH
seviyesi etkilenmistir. 20 ppm’lik ve 50 ppm’lik boya uygulamalarinda boya
uygulamasinin geg¢ evresinde, yani 5. glinde ise genellikle hem kontrol grubuna hem de
1. gline gore bir baskilanmanin gozlenmesi ise enzimlerin siddetli bir oksidatif strese
kars1 adaptif mekanizmalarinin kaybi nedeniyledir.

Fungus iiremesinin geg evresi olan 6. giinde 50 ppm’lik boya uygulamasinda ise
GST, GR, CAT enzim aktiviteleri ve GSH miktar1 hem kontrol grubuna gore hem de
uygulama sonrast 1. ve 5. gilinlerde baskilanmistir. 20 ppm’lik uygulamada GST, GR,
CAT enzim aktiviteleri ve GSH miktar1 boya uygulamasinin 1. giinii olan ve fungus
iiremesinin erken sathasinda diisiik iken, 5. glinde artis gostermistir. Boyaya maruz
kalma siiresi arttik¢a enzim aktiviteleri de indiiklenmektedir. Antioksidan enzimlerdeki
bu degisim boya konsantrasyonuna ve boyaya maruz kalma siiresine bagli olarak
degisime ugramistir. Cilinkii antioksidan savunma oksidatif stresin az oldugu

durumlarda indiiklenebilir. Ancak siddetli bir oksidatif stres, bu enzimlerin aktivitelerini
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baskilamaktadir. Oksidatif zarar yiizlinden enzimlerde telafi yeteneklerinin kaybina
neden olmaktadir. Ksenobiyotiklerin, oksidatif stresi indiiklemesi ve enzimlerin
cevaplar arasinda bir korelasyon vardir. Siddetli bir oksidatif stres enzimlerin adaptif
mekanizmalarimin  kaybi yliziinden baskilanabilir. Eger enzimler indiikleniyorsa
meydana gelen radikaller hala enzimlerin eliminasyon kapasitesi i¢indedir.

Yaptigimiz ¢alismada 20 ppm’lik uygulamada GSH miktar1 boya uygulamasinin
1. giinii olan ve fungus iiremesinin erken sathasinda diisiik iken, 5. giinde artis
gostermistir. Clinkii GSH, oksiradikalleri temizleyen 6nemli bir antioksidan savunma
sistemi elamanidir. GSH, ayn1 zamanda elektrofilik maddelerle konjugasyonda bir
reaktant olarak gorev yapmaktadir. Bu yiizden GSH seviyesindeki degisiklik bir
organizmanin detoksifikasyon yeteneginin ¢ok 6nemli bir belirtecidir. GSH genellikle
oksidatif strese karst savunmanin ilk basamagini olusturur. Bir organizmanin
kirleticilere maruz kalma siiresinin artmastyla oksiradikallerinin artigina paralel olarak
GSH seviyesi de indiiklenmektedir.

Sun ve arkadaslar1 da yaptiklar1 calismada HC Orange No.l sa¢ boyasina maruz
kalan Carassius auratus’da GSH seviyesinde kontrol gruplarina gére onemli oranda
indiiklenmeyi saptamiglardir [93].

Fungus iiretiminin ilk giliniinde itibaren boya eklenen gruplarda GST
aktivitesinde hem kontrol gruplarinda ve hem de 20 ppm boya eklenen gruplarda genel
olarak zamana bagl bir artis gézlenmistir.

GST’nin detoksifikasyon sisteminde 6nemli bir rolii oldugu bilinmektedir. GST
rediikte glutatyonla birlikte ksenobiyotiklerin metabolize edilmesini saglamaktadir. Bu
nedenle yapilan c¢aligmalarda bircok ksenobiyotigin GST aktivitesini artirdig1
saptanmistir. GST aktivitesinin artisi, boyanin daha yiiksek miktarlaria karsi metabolik
bir adaptasyondur. GST indiiksiyonu ile boya toksisitesi azalmaktadir. Birhanli ve
Ozmen’in (2005) yaptiklar1 ¢alismada astrazon kirmizi tekstil boyasma maruz kalan
Xenopus iribaglarinda GST artis gosterdigini gozlemistir [103]. Anguiano v.d.’nin
yaptig1 baska bir caligmada da insektisit uygulamasina bagh olarak Xenopus
embriyolarinda GST aktivitesinin arttig1 bildirilmistir [104].

Sun ve arkadaslar1 da HC Orange No.l sa¢ boyasinin, Carassius auratus’da
GST ezim aktivitesinin kontrol gruplarina gére 6nemli oranda arttigin1 saptamiglardir
[93].

Yaptigimiz ¢alismada 50 ppm’lik uygulamalarindaki GST aktivitesi ise kontrol

gruplariyla  kiyaslandiginda inhibisyon gozlenmektedir. Bu inhibisyon boya
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uygulamasina bagli olarak hiicrede oksidatif stres olusturmakta ve olusan radikaller
GST aktivitesini inhibe etmektedir. 20 ppm boya uygulanan gruplarda GST aktivitesi
kontrol gruplartyla kiyaslandiginda indiiklenme saptanmistir. Hamed ve arkadaslari
tarafindan yapilan ¢aligmada endiistriyel kirleticilere maruz kalan Oreochromis
niloticusun farkli dokularinda kontrolle karsilastirildiginda GST, GPX ve GR
aktivitesinin arttigi saptanmustir [105]. Hiicredeki bu zarar1 dnlemek ve radikalleri
temizlemek icin antioksidan enzimler bol miktarda liretilmektedir. Ayn1 zamanda
olusan radikaller enzim sentezine de engel olmaktadir.

GST’nin hiicredeki radikalleri temizlemek i¢in tiiketilmesine paralel olarak GSH
miktarida diismektedir. GSH oksidatif strese karsi dnemli bir savunma molekiiliidiir ve
radikal stipiiriiciidiir. GSH diizeyindeki degisim hiicredeki oksidatif stresin 6nemli bir
gostergesidir. GST enzimi, GSH’1 kullanarak gorev yaptigindan dolayr 50 ppm’lik
boya uygulanan grupta GSH miktarinda da kontrol gruplarina gore dikkat g¢ekici bir
oranda baskilanma gozlenmistir.

Yaptigimiz ¢alismada 50 ppm’lik uygulamalarda katalaz enziminin aktivitesi
kontrol grubuyla karsilagtirildiginda bir baskilanma goéze ¢arpmaktadir. Bu
baskilanmanin boya uygulamasina bagli olarak artan H,O,’in hiicrelerden temizlenmesi
icin GST ve CAT enzimlerinin tiiketilmesine bagli oldugu sdylenebilir. Ayn1 zamanda
artan H,O, bu enzimlerin sentezi iizerinde baskilanma yaptigida s6z konusu olabilir.
Katalaz aktivitesindeki baskilanma H,0O;’in artigina neden olmaktadir. Biriken H,O;
stiperoksit radikalleriyle reaksiyona girerek ‘OH radikallerini olusturmaktadir. Biyolojik
sistemlerdeki en zararli radikal ise "OH radikalidir. ‘OH radikalinin artisi, hiicresel
antioksidan sisteminin etkisiyle de serbest radikal zincir reaksiyonlarini sitiimiile ederek
hiicresel zarara neden olmaktadir. Zhang ve arkadaslar tarafindan yapilan c¢alismada
Carassius auratus’da 2,4-dichlorophenol uygulamasina bagli olarak GSH diizeyinin
baskilandig1 saptanmustir. Bu sonuclar calismamizda elde edilen sonuglara paralellik
gostermektedir [106].

20 ppm boya uygulanan gruplarda 2 ve 4. giinlerde CAT aktivitesinde kontrole
gore bir artig gdzlenmemistir ancak 12. giinden sonra CAT aktivitesi yiikselmis fakat
20. gilinde tekrar diismiistiir. Benzer olarak Guelfi ve ark. yaptiklar1 deneyde bir okidatif
stres faktorii olan 0.05 mM kadmiyum uygulanan Aspergillus nidulans’in katalaz
aktivitesi uygulamadan sonraki 6 ve 9. saatlerde CAT aktivitesinde bir artis

belirlenememis fakat 9. saatten sonra aktivite artmistir.
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Yaptigimiz ¢alismada farkli giinlerde boya eklenen gruplarin kontrollerindeki
enzim aktivitelerindeki degiskenlik, farkli giinlerde yapilan deneylerde kullanilan hizli
yaslanan bir fungus olan Phanerochaete chrysosporium’un stok Kkiiltlirlerinin farkl
yasta olmasindan kaynaklanmaktadir.

Sonug olarak yaptigimiz bu calisma ile, Phanerochaete chrysosporium’un ve
tim canlilarin ¢evredeki ksenobiyotiklere ve ozellikle de tekstil sanayisinde yaygin
olarak kullanilan ve kontrolsiiz bir sekilde ¢evreye desarj edilen boyar maddelere direkt
veya direkt maruz kalmasi sonucunda verdikleri antioksidan cevabin tam olarak
anlasilmasi1 bu ¢evre kirleticilerinin ekosistemde olusturabilecekleri risklerin daha iyi
anlasilmasimi saglayacaktir. Bu konu mikrobiyal ekologlarca 6nemli oldugu kadar
mikrobiyal fizyologlar ve biyoteknolojide cok ¢esitli amaclarla kullanilan beyaz
clirikciil funguslarin iiriin iiretim siirelerini artirmay1 amaglayan biyoteknologlarca da
¢ok onemlidir.

Ayni zamanda yaptigimiz c¢alismanin sonucunda biyoteknolojik 6neme sahip
olan beyaz cliriik¢iil funguslarin stres faktorlerine karsi verdikleri antioksidan cevap

belirlenerek bu konuda literatiire yeni bazi bilimsel katkilar saglanmustir.
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