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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Eylais setosa (ACARI, HY DRACHNIDIA) TURUNDE KURSUN (Pb*")
UYGULAMALARI VE ENZIM AKTIVITELERININ TESPITI

Nazife ALPASLAN
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Damisman: Dog. Dr. Ferruh ASCI

Bu calismada, toksik bir agir metal olan kursunun (Pb®"), su kenesi tiirlerinden Eylais
setosa (Acari, Hydrachnidia) ‘da antioksidan enzim aktivite diizeyleri farkli enzim kitleri
ile (Stiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon
S-transferaz) belirlendi. Calismanin temel amaci, i¢ sularda agir metal birikimlerine
maruz kalan zooplanktonik organizmalardaki toksik etki diizeylerinin tespit edilmesidir.

Bu amagla, Nisan, Mayis ve Haziran aylarinda Isikli Golii’'nden toplanan Eylais setosa
ornekleri laboratuvar ortaminda olusturulan 4 farkli akvaryuma 6rnekler esit miktarlarda
olacak sekilde konuldu. Her bir akvaryuma farkli oranlarda Pb?* (10° M, 10 M ve 10
M) yiiklemesi yapildi. Akvaryumlardaki canli 6rnekler 7 giin boyunca gézlendi. Daha
sonra her bir akvaryumdan hem su hem de canli 6rnekler alinarak ICP-MS cihazi ile
analizleri yapildi. Bu analizler ile Eylais setosa 6rneklerinin absorpladigi kursun miktari
ve orneklemelerin yapildigi akvaryum sularindaki bu metalin miktarlar1 dl¢iildi. Buna
gore, Eylais setosa’nin artan oranlarda kursunu absorbe ettigi goriildii.

Ayrica, bu ornekler ilizerinde antioksidan enzim aktiviteleri 5 farkli enzim belirleme
kitleri kullanilarak gozlendi. Elde edilen bulgularda, Siiperoksit Dismutaz (SOD),
Glutatyon Rediiktaz (GR) ve Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)’in arttigi (p<0.05),
Glutatyon S-transferaz (GST) ve Katalaz (CAT) enzim aktivitelerinde azalmalarin
(p<0.05) oldugu saptandi. Analiz sonuglart degerlendirildiginde, akvaryumlarda
bulunan Eylais setosa 6rneklerinde ortama ilave edilen kursun miktar oranlarna bagl
olarak enzim aktivitelerinin degiskenlik gosterdigi gozlenmistir.

2019, x + 102 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

DETERMINATION OF LEAD (Pb**) APPLICATIONS AND ENZYME ACTIVITIES
IN Eylais setosa (ACARI, HYDRACHNIDIA) SPECIES

Nazife ALPASLAN
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Moleculer Biology and Genetic
Supervisor: Assoc. Prof. Ferruh ASCI

In this study, antioxidant enzyme activity levels of lead (Pb®"), which is a toxic heavy
metal, in water mite species, Eylais setosa (Acari, Hydrachnidia), with different enzyme
Kits (Superoxide dismutase, Catalase, Glutathione Reductase, Glutathione Peroxidase
and Glutathione S-transferase) determined. The main purpose of this study is to
determine the toxic effect levels of zooplanktonic organisms exposed to heavy metal
deposits in inland waters.

For this purpose, Eylais setosa samples collected from Isikli Lake in April, May and
June were placed in 4 different aquariums that were created in the laboratory in equal
amounts. Pb?* (10° M, 10* M and 10 M) were loaded into each aquarium at different
rates. Live specimens in the aquariums were observed for 7 days. Then, both water and
live samples were taken from each aquarium and analyzed with ICP-MS. With these
analyzes, the amount of lead absorbed by Eylais setosa samples and the amount of this
metal in the aquarium waters where the samples were made were measured.
Accordingly, Eylais setosa was found to absorb increasing amounts of lead.

Furthermore, antioxidant enzyme activities on these samples were observed using 5
different enzyme determination kits. The results showed that Superoxide Dismutase
(SOD), Glutathione Reductase (GR) and Glutathione Peroxidase (GSH-Px) were
increased (p <0.05), Glutathione S-transferase (GST) and Catalase (CAT) enzyme
activities decreased (p <0.05). When the results of the analysis were evaluated, it was
observed that the enzyme activities varied in Eylais setosa samples depending on the
amount of lead added to the medium.

2019, x + 102 pages

Keywords: Eylais setosa, Water mite, Lead, Enzyme, Antioxidant.
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1. GIRIS

Yeryiizii; kara, deniz ve tath su ekosistemlerinden olusan ii¢ biiyiik ekosisteme sahiptir.
Her grup birbiriyle etkilesim halindedir. Denizlerin ve tatli sularin olusturdugu grup su
ekosistemi olarak adlandirilir. Tatli su ekosistemleri; goller, batakliklar, akarsulardan ve
yeralti sularindan; tuzlu su ekosistemleri ise denizlerden olusmaktadir. Hidrosferin
~%98’ini olusturan okyanuslar ve denizler yer yiizeyinin ~%71’ini kapsamaktadir.
Canlilarin hayatin1 devam ettirmesi i¢in son derece Onemli olan goller yeryiiziiniin

%12°lik kismini olusturmaktadir (Colak 2015).

Yasamin temel bileseni olan su; birim olarak birgok canli organizmanin viicutlarinin
yarisindan fazlasini olusturmakta gorevli iken ekosistemin dengede kalmasini ayni
zamanda, canli yasaminin da siirdiiriilmesinde en biiyiik etkendir (Aksungur ve Firidin
2008).

Tiirkiye tiir zenginligi bakimindan Diinyada 6nemli bir yere sahip ender iilkelerden
birisidir. Fakat Anadolu’nun birgok bdlgesindeki omurgasiz faunasinin zenginligi heniiz
tam olarak kesfedilmemistir (Duran et al. 2003).

Su keneleri (Acari, Hydrachnidia) i¢ sularda bulunan en Onemli omurgasiz
gruplarindandir. Su ekosisteminin 6nemli temsilcilerinden olan su kenelerinin Diinya
tizerinde 8 {ist familyasi, 57 familyasi, 81 alt familyasi, 400°den fazla cinsi ve 6000°den
fazla tiirti kaydedildi. Giiniimiize kadar, Tiirkiye’den 25 familya ait 58 cins ve 327 tiir
kaydedilmistir (Esen ve Erman 2016).

Bu organizmalar gol, golet gibi durgun sular ile akarsulardaki yasama alanlar1 ve
topluluklarinin belirlenmesinde 6zel bir 6neme sahiptir. Hemen hemen i¢ sularin
timiinde yayilis gosteren su keneleri, temiz su kaynaklarmin tespit edilmesinde
biyolojik gosterge olarak kullanilmaktadir. Baz1 familyalarina ait tiirleri de biyolojik

miicadele agisindan son derece 6nemlidir (Gerson and Smiley 1990).



Su kenelerinin sucul ekosistemlerdeki bolluk ve cesitliligi habitatin flora ve faunasini
etkilemektedir. Littoral tabakada diger tabakalara gore daha fazla tiir yer almaktadir
(Davids et al. 1994, Cassano 2002). Biyotik faktorler ile birlikte abiyotik faktorler de su
kenelerinin varligin1 6nemli derecede etkilemektedir. Su seviyesinin zamanla azalmasi
ve buna bagli olarak gdldeki tuzluluk oraninin artmasi bolluk ve cesitliligi olumsuz
etkilemektedir. Sicaklik gibi iklimsel faktorlerde tiirlerin dagilimini olumlu yoénde
etkilemektedir (Erman vd. 2006, Ozdemir et al. 2010).

En Onemli tatlisu rezervlerinden olan goller; dogal giizellikleri, biyolojik cesitliligi,
hidrolojik dongtideki rolii, balik¢ilik, rekreasyon ve turizm gibi birgok ozellikleriyle
onemli doga alanlaridir. Fakat gelisen teknoloji, niifusun hizla artmasi, kiiresel iklim
degisikligi, evsel, endiistriyel ve tarimsal kirlilik kaynaklar1 goller {izerinde biiylik bir
baski olusturmaktadir. Bunlar i¢inde en yaygin ekolojik problem insan kaynakli

otrofikasyondur (Kristensen and Hansen 1994, Dodson et al. 2000).

Sucul ortamlarda onemli bir kimyasal kirlilik kaynagi olan agir metaller, g¢esitli
kaynaklardan ortaya c¢ikan ¢evre kosullarina dayaniklilik gostermeleri ve kolayca besin
zincirine katilarak dogada bulunan canlilarin viicutlarinda birikmesi sebebiyle diger
kimyasal kirleticiler icerisinde ilk sirada bulunmaktadir (Uzunoglu 1999, Kaptan ve

Ozcan 2014).

Akuatik organizmalar, ekonomik énemleri ve sucul habitatlardaki morfolojik, fizyolojik
ve ekolojik farkhiliklar: sebebiyle cevresel kirliligin tespitinde yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Williams and Dusenbery 1990). Sonug olarak metal kirliligi ¢ogu
sularda birikmekte ve bu birikim, ¢6ziinme seklinde olabilecegi gibi, ¢oziinmeden

sularin dibinde ¢6kelme seklinde de olabilir (Rainbow 1995).

Sucul ekosistemlerin dogal ortamlarinda izlenmesi ekotoksikolojik arastirmalarda
olduk¢a onemlidir. Cesitli akuatik organizmalar ile kirleticilerin etkilerini arastirmak ve
bazi indikatér organizmalar1t kullanarak su kalitesinin degerlendirilmesi igin birgok

calisma mevcuttur (Sheedy et al. 1991).



Kirletici olarak agir metaller sucul ortamlara; tarimsal alanlardan, kirsal ve endiistriyel
tiretim alanlarindan, yagmur sular1 ve kirli su aritimi gibi uzun vadeli ekotoksikolojik
etkilerle sonucglanabilen yollarla girebilmektedir (Strmack and Braunbeck 2000). Bu
toksikolojik etkiler populasyon ya da ekosistem diizeyinde fizyolojik ve biyokimyasal
reaksiyonlarla baslar. Bu nedenle kirlenmenin canlilar iizerindeki etkilerinin cesitli
fizyolojik, histolojik, hematolojik ve biyokimyasal parametrelerle incelenmesi
sonucunda 6nemli bilgiler elde edilmektedir (Lenhardt 1992).

Normal kosullarda agir metallerin dogadaki orami diisiiktiir. Dogal ortamdaki
konsantrasyon orani arttiginda, civa, glimiis, bakir, kadmiyum ve kursun gibi agir
metaller Ozellikle organizmalar iizerinde toksik etki yapmakta ve enzimleri inhibe
etmektedir. Canlilardaki baz1 enzimatik aktiviteler icin bazi metallerin belli
konsantrasyonlarda olmasi gereklidir. Organik maddeye bagli olan metaller biyolojik
aktiviteler sirasinda kullanilabilir ve organik maddelerin bozulmasi ile ¢oziinmiis olarak

serbest hale gecer (Balkis ve Algan 2005, Selvi 2012).

Bazi1 agir metaller uygun konsantrasyonlarda enzim faaliyetleri i¢in gerekli iken, bunlar
dogal konsantrasyonlarda 6nemli bir enzim engelleyici grubu olustururlar. Pb ve Cd
gibi  metaller zehir etkisi yaparlar. Agir metallerden birgogu ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda dahi tiim sucul organizmalarda (omurgali, omurgasiz, sucul bitki,
plankton) birikimlere ve zararli etkilere sebep olmaktadir (Eaton et al. 1995, Goksu vd.
2003). Bu metaller sucul organizmalarin viicutlarinda dogrudan biriktigi gibi dolayl
olarakta besin zincirinde bir sonraki basamaga gegerek biyolojik birikim yapmakta ve

hatta zehir etkisi gosterebilmektedir (Forstner and Wittmann 1981, Katalay vd. 2005).

Kursun (Pb?), sucul ortamlarda kabul edilen deger 12.5 ppm’lik ortalama bir
konsantrasyona sahiptir. Toprak ve sediment tarafindan yiiksek oranda absorbe edilir.
Sucul ortamlarda kursun birikimine pH, sicaklik, organik madde, sertlik ve tuzluluk gibi
faktorler etki etmektedir. Balik ve kabuklu canlilarda 6ncelikle solungag, karaciger,
bobrek ve kemikte biriken kursun, larvalari tamamen 6ldiirmese bile ¢ok ciddi hasarlar

verebilir (Yildirim 2016, Koboza 2018).



Agir metallerin sucul ortamlara salinmasi ¢evre sagligini énemli Olgiide tehdit ederken
tuzluluk artig1 gibi fiziko-kimyasal faktorler de tatli su ortami kalitesini degistiren
onemli etkenlerdendir. Antioksidan mekanizmalar oksidatif strese neden olan reaktif
oksijen tiirlerinin elimine edilmesinde gorevli en dnemli savunma mekanizmalarindan
biridir. Cevresel degisimlerin etkileri antioksidan sistem tepkisi olarak kendini

gostermektedir (Atli and Canl1 2011).

Bir¢ok organizma antioksidan savunma sistemleri, detoksifikasyon mekanizmalar1 ve
oksidan-antioksidan dengesini koruyarak organizmalar hiicresel temel bir savunma
mekanizmasi gelistirdi. Enzim aktiviteleri, ¢evresel stres kosullarina verilen ilk cevaplar
oldugu igin en hizli belirtegler olarak kabul edilmektedir (Depledge and Fossi 1994,
Kaya vd. 2013).

Kirleticilerin organizmalardaki toksisitesinde serbest radikal siiregleri ve antioksidan
savunma sistemi arasindaki iliskinin 6nemli oldugu bildirilmektedir (Livingstone 2001).
Ayrica Pb ve Cd gibi canli fizyolojisinde gorevi olmayan diger metallerin dolayl olarak
oksidatif strese neden olabildigi belirtilmektedir. Bu metaller glutatyon (GSH) stoklarini
tiketerek ya da indiikklenmis metal iyonlarinin yerine redoks metal iyonlarinin

gecmesiyle etkili olmaktadirlar (Stohs and Bagghi 1995, Kaya vd. 2013).

Enzimlerin c¢ogu spesifik metallerin bulunmamasi1 halinde Kkatalitik aktivite
gosteremezler. Bazi agir metaller, uygun konsantrasyonlarda enzim aktiviteleri icin
gerekli olmasina ragmen, dogal konsantrasyonlar asildiginda enzim aktivitelerini inhibe
ederler. Ag, Hg, Cu ve Pb gibi metaller 6zellikle toksiktirler ve enzim aktivitelerini
durdururlar. Metallerin toksiklik diizeyi ¢oktan aza dogru Cu, Zn, Pb, Hg, Ag, Co, Cr ve
Ni seklinde olmakla beraber bu siralama kesin degildir (Brayn 1971).

Diinyada ve {ilkemizde sucul organizmalarin agir metal maruziyeti sonucu antioksidan
enzim aktiviteleri ilizerine etkisi hakkinda ¢ok sayida calisma mevcuttur (Kirubagaran
and Joy 1992, De Conto Cinier et al. 1997, Kumar and Mathur 1996, Saglamtimur et al.
2003, Katalay and Parlak 2004, Kayhan vd. 2009).



2. LITERATUR BILGILERI
2.1 Su Kenelerinin (Acari; Hydrachnidia) Morfolojisi ve Fizyolojisi

Su kenelerinin viicutlar1 genellikle kiiresel veya oval olup dorsoventral veya lateral
yassilasma goriilmektedir. Viicut yiizeyi ince, piriizli, yumusak, ¢izgili veya
papillalidir. Viicut, dorsalde ve ventralde olmak tizere iki plaka ile kaphidir (Sekil 2.1).
Baz1 tiirlerde kutikula, sklerize plak serilerinden olusmaktadir. Viicut biiyikligi

genellikle 0.4 mm ile 3.0 mm arasinda degismektedir (Pennak 1991).

Viicut ylizeyinde setalar, cesitli pigment tabakalari, c¢ikintt veya kivrimlar
bulunmaktadir (Jeppson et al. 1975). Ayrica gozler ile birlikte 1518a duyarli organ da
bulunur. Genellikle canli ve parlak renktedirler (Vacante 2010).

Keliser
Gnatostoma

Epimer

Ongenital plak
Genital plak

Asetabulum

Arkagenital plak

/\ ) i ¥ /
LU
\?ﬂ Bosaltim poru

Sekil 2.1 idiozoma. A: Ventral B: Dorsal (Panesar 2000).

Su kenelerinde bas yapist yoktur. Viicutlari gnatozoma ve idiozoma olarak iki
bolimden olugmaktadir. Gnatostomada keliser ve palp ciftleri bulunurken, idiozomada
ise bacaklar ile viicudun geri kalan boliimleri bulunmaktadir (Krantz and Walter 2009,
Hoy 2011).

Gnatozoma veya kapitulum viicudun 6n bolgesidir. Gnatozomada dista palp cifti, igte

keliser ¢ifti ve agiz agikligi bulunmaktadir (Gerson et al. 2003). Keliserler tipik olarak



ic segmentten olusmaktadir (Sekil 2.2).

Keliserler kesmek ve delmek icin kullanilir. Palpler bes segmentten olusup, besinleri
algilamak ve tutmak ic¢in kullanilmaktadir. Ayrica tarsusun i¢ kisminda setalar bulunur
ve besinlere dokunarak onlar1 hissetmeye yardimei olmaktadir. Keliser ve palplerdeki

farkliliklar, siniflandirmada kullanilan 6nemli karakterlerdir (Zhang 2003).

A Kelser (Kapitulum iginae)

B

On Destek Plsf
Egaysel Plak
Egeysel Agilk

Egeysel Gukuiduk
Ara Costok Plaj

Sekil 2.2 A: Su kenelerinin viicut yapisi. B:Eseysel bolge C: Palp (Esen 2011).

Karinda genital agiklik, bacaklar, bosaltim poru ve salgi agikliklar1 bulunmaktadir.
Genital aciklik genellikle karin merkezinde konumlanir. Bazi su kenelerinde genital
plak ciftleriyle kaplidir (Harvey 1998). Her bacak alt1 segmentten olusur. Bunlar; koksa,
femur, genu, tibia, tarsus ve apoteldir. Bacak segmentlerinde farkli sayida spin, seta ve
uzun killar bulunmaktadir. Bacaklar sklerize olmus ve koksal plaka veya epimer olarak

isimlendirilen ventral plakalardan orjinlenmektedir (Pennak 1991).

2.1.1 Su Kenelerinin Yasam Dongiisii

Su kenelerinin yasam donglisii yumurta, prelarva, larva, protonimf, deutonimf, tritonimf
ve ergin olmak tizere 7 farkli evrelerden olusur (Sekil 2.3). Tamami parazit olan larval
fazlar su yiizeyinde yasayan, Ozellikle Hemiptera, Coleoptera ve Odonata’larda
geligirler. Deutonimf ve ergin evresinde suda serbest yasamaktadirlar (Panesar 2000,

Martin and Gerecke 2009). Yetiskinlerden farkli olarak ii¢ ¢ift bacak vardir (Martin



2003).
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Sekil 2.3 Su kenelerinin yasam dongiisii (watermites.uark.edu).

Su kenesi larvalari;; bocekler c¢ogunlukta olmak tizere yumusakgalar, Cladocera,
Copepoda gibi Arthropodalar, iki yasamlilardaki gibi sucul organizmalarda parazit
olarak yasamaktadir (Butler and Burns 1991, Balseiro 1992, Davis 1997, Goldschmidt
2002, Martin and Smith 2002, Ernsting et al. 2006). Genellikle parazitlerin konak
seciminde konagin cinsiyetinin 6nemi yoktur (Martin and Stur 2006). Konagin1 sadece

beslenmek i¢in degil nimfe doniismek i¢in de kullanmaktadir (Smith 1998).

Su keneleri bahar ve yaz aylarinda lotik ve lentik habitatlarda yasamaktadir. Tiir
zenginligi ve ¢esitliligi bakimindan sucul ekosistemlerin 6nemli bileseni olarak temsil
edilmektedir. Ozellikle bahar aylarinda baz1 ekosistemlerde yumusakgcalardan sonra en

fazla tiir sayisinin su keneleri oldugu tespit edilmektedir.

Genellikle canli ve parlak renklere sahip su keneleri, aver baliklar tarafindan dikkat
cektiginden dolayr diger soluk renkli olanlara gére daha yogun bulunmaktadir (Proctor
and Garga 2004). Kiiciik habitatlara kolaylikla uyum saglamasi ve diger omurgasizlar
tizerindeki av ve parazitik etkilesimleri 6nemli 6zellikleridir (Di Sabatino et al. 2000,

2003, 2008).



Su kirliligi, insan faaliyetleri sonucunda ortaya ¢ikan, kullanimi kisitlayan ve ekonomik
dengeleri bozan kalite degisimleridir. Su kirliliginin bir bagka tanimi ise; su kaynaginin
fiziksel, kimyasal, radyoaktif, bakteriyolojik ve ekolojik ozelliklerinin olumsuz yonde
degismesi seklinde gozlenen ve dogrudan veya dolayli yoldan biyolojik kaynaklarda,
insan sagliginda, su kalitesinde, su {riinlerinde ve suyun diger amagclarla
kullanilmasinda engelleyici bozulmalar yaratacak madde ve enerji atiklarinin

bosaltilmasini ifade etmektedir (Sonmez vd. 2008).

Su kaynaklarinin bilingsiz kullanimi, yeryiizii isisinin artmasina bagli olarak asir
buharlagsma, havaya ve topraga karisan kirleticilerin biiyiikk cogunlugunun tekrar suya
karigmasi gibi nedenlerle gol, golet, bataklik ve akarsularin siiratle bozulmasina ve su

kenelerinin yagama alanlarmin gitgide daralmasina neden olmaktadir (Viets 1956).

Su keneleri, bentik fauna igerisinde biyoindikatér organizma grubu olduklar1 igin
akarsularda biyomonitoring ¢alismalarinda en ¢ok kullanilan gruptur. Su keneleri ile
sucul canlilarin faunada varligir ya da baskin olmasi ile organik ve inorganik kirlilik
arasinda anlamli bir iliski olduguna ait ¢esitli ¢alismalar mevcuttur (Thorne and
Williams 1997, Kazanci and Girgin 1997, Metcalfe 1989, Bunn et al. 1999, Hickey and
Clements 1998, Kazanci ve Diigel 2000, Diigel and Kazanc1 2004, Khamar et al. 2000,
Solimini et al. 2000, Whiles et al. 2000, Zweig and Rabeni 2001, Duran et al. 2003,
Duran 2006, Duran vd. 2007).

2.2 Agir Metal Hakkinda Genel Bilgiler

Elementler tablosunda bakir ile civa arasinda yer alan ve atom agirliklar1 63.546 ile
200.590 arasinda bulunan, 6zgiil agirliklar1 bakimindan 5 g/cm3 ten daha yiiksek olan
metaller agir metal olarak adlandirilir (Masters 1991). Agir metaller, Amerika Birlesik
Devletleri (ABD) Cevre Koruma Ajansi (EPA) tarafindan yayimlanan ve ¢evre
kirliligine sebep olan Oncelikli ve tedbir alinmas1 gereken kirleticiler icerisinde yer alan

en 6nemli ¢evre kirleticileridir (Yu 2005).



Cizelge 2.1 Endiistriyel sektorlerden ¢evreye yayilan baslica metaller (Kahvecioglu vd. 2006).

Endiistri Cd Cr Cu Hg Pb Ni Sn Zn
Kagit - + + + + + - -
Klor-alkali + + - + + - + +
Giibre + + - + + - + +
Demir-Celik  + + + + + + - +
Enerji + + + + + + + +

EPA tarafindan yayimlanan liste icerisinde yaklagik 70 kadar element yer almaktadir.
Bu elementler igerisinde onem ve etkileri bakimindan yaklasik 20 element dikkat
¢ekmektedir (Pb, Be, Cd, T1, Sb, Se, Fe, Mn, Zn, Cu, V, Mo, Co, Ni, Cr, Sn, Ag, As,
Hg, Al). Bu listede yer alan bazi elementler bitkiler ve hayvanlar i¢in hayati 6nem
tasimaktadir ve mikro besin elementi olarak alinmasi gerekmektedir. Bu elementlerin
bulundugu ortam canlidaki birikimi belirli smirlar1 asmadigi siirece toksik etki

yapmamaktadir (Y1ldiz 2004, Okc¢u vd. 2009).

Agir metallerin su kaynaklarina taginimi, endiistriyel atiklar veya asit yagmurlarinin
toprak ile etkilesimde bulunan agir metalleri ¢6zmesi ve ¢oziinen agir metallerin 1rmak,

g0l ve yeralt1 sularina ulagmastyla gerceklesir (Kahvecioglu vd. 2001) (Cizelge 2.1).

Tiirkiye’de son yillarda artan niifus ve sanayilesme ile birlikte kirlilik oranlar1 artmis ve
meydana gelen kirlilik su ekosistemini de kirleterek yasama alani su olan canli
gruplarinin dogal alanlarini terk etmesine ya da neslinin tiikenmesine sebep olmaktadir

(Taylan ve Ozkog 2007).

Cizelge 2.2 Sucul organizmalarda kabul edilebilir agir metal oranlar1 (mg/kg™” yas agirlik).

Sucul Organizmalar Pb Kabul Edilebilir Deger (mg/kg™)
Yumusakcalar 0.50
Kabuklular 0.50
Baliklar 1.30

Su igeriginin bozulmasi, dogal ortamlarinda yasayan canlilarin beslenme zinciri
diizenini bozarak onlarin yagamini tehlikeye atmaktadir (Cizelge 2.2). Ciinkii sucul

canlilar birbirleri ile beslenen bir dongii olustururlar ve bir grupta meydana gelen



bozulma digerlerini de etkilemektedir (Ozhan 2007).

Metallerin toksik etkileri; kimyasal maddenin 6zelliklerine, organizmaya alinma yoluna,
alic1 organizmanin yas ve gelisim durumuna, organizmaya giren miktarina, siiresine
bagli olarak degismektedir. Metal toksisitesi ile ilgili iki mekanizma mevcuttur.
Birincisi, enzimin aktif bolgesinde yararli olan metal, toksik metal ile yer degistirir.
Ikincisi, toksik metal molekiile baglanir ve metalik katyonun degismesi enzimin

aktivitesini degistirir (Rainbow and Philips 1993, Rainbow 1995, Rainbow 2002).

Agir metallerin biyoakiimiilasyonu (biyobirikimi) ve toksik etkileri, hedef organizmanin
tiirline, metalin etkisine, suyun kimyasina, organizmanin yasamina ve sicakliga bagh

olarak degisim gostermektedir (Tao et al. 1999).

Agir metallerin canlilardaki toksisitesi metalin cinsine, ortamin fiziko-kimyasal
ozelligine (sertlik, sicaklik, pH, oksijen miktar1 vb.), canlinin tiirline, yasam dongiisiine,
fizyolojik davranisina, beslenme aliskanliklarina ve lireme zamanina gore farklilik

gosterebilmektedir (Bryan 1976, Forstner and Wittmann 1981, Agcasulu 2007).

Agir metaller suda ayrisamadiklar1 ya da zor ayristiklart icin sucul organizmalarin
dokularinda birikmektedirler. Canlinin biinyesinde metabolik yollara katildiktan sonra
viicut disina atilabilen metallerden fizyolojik 6neme sahip olanlar saklanir. Toksik
olmayan bilesikler icinde sekil degistirerek karaciger ve bobrek gibi organlarda
depolanir (Gerlach 1981). Eger depolanan metaller toksik metallerden biri ise,

enzimlerin yapisini bozabilmektedir (Yazkan vd. 2004).

Agir metaller, subletal derisimlerinin etkisinde baliklarin karaciger, bobrek ve dalak
gibi metal metabolizmas1 ve metal detoksifikasyonu ile ilgili organlarinda yiiksek
diizeyde biriktigi gozlenir. Baliklarda karaciger, agir metalleri baglayarak toksik
etkilerinin azaltilmasinda islev goren metallothionein ve glutatyon gibi metal baglayici

proteinlerin sentez yerlerinden biridir (Kayhan vd. 2009).

Agir metallerin farkl fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine bagl olarak sucul ortamdaki
konsantrasyonlar1 ile sucul canlilardaki biyolojik birikim ve artislart degisiklik
gosterebilir. Bu ylizden, s6z konusu metallerin ¢evredeki genel 6zellikleri, kaynaklari,

toksisiteleri, ortamdaki degisimleri ve biyolojik birikim/artis mekanizmalarinin iyi
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bilinmesi gerekir (Tiirkmen 2003).
Bir organizmanin biyomonitor olarak degerlendirilmesinde en onemli sartlardan biri
yasadiklar1 ortam ile biinyelerindeki kirletici diizeyleri arasindaki iligskidir ve farkli

omurgasiz tiirleri, farkli agir metal birikim modelleri sergiler (Rainbow 1997).

Su kalitesinde ve su ortaminda meydana gelen bazi olumsuz degisikliklerden en fazla
etkilenen canlilar, aktif hareket etme yetene§i olmayan bentik organizmalardir. Su
kenelerinin, bentik mikroomurgasiz faunasinin 6énemli bir boliimiinii olusturmasi ve
sediment ile dogrudan temas halinde olmasi nedeniyle bu hayvan gruplari iizerine toksik
maddelerin etkileri ekolojik agidan Onem tasimaktadir (Reish and Lemay 1991). Bu
organizmalar c¢evredeki metallerin varligina olduk¢a duyarhidir ve ortamdaki
konsantrasyon seviyeleriyle orantili olarak, bu metalleri yumusak dokularinda

biriktirirler (Bryan and Hummerstone 1971).

Gilinlimiize kadar su ortamindaki kirlilikleri belirlemede cogunlukla suyun kimyasal
analizleri kullanilmistir ancak bu dl¢iimler tek basina yeterli olmayip, tamamlayici diger
analizlerin de yapilmasint gerekli kilmaktadir. Bunun i¢in sadece su kolonundan ve
sedimentten degil, su icerisinde yasayan canlilardan da ornekleme yapmak gerekir.
Suda meydana gelen kirlenmeyi en iyi su canlilart yansitir (Wang and Fisher 1999). Bu
zooplankton grubu ile yapilacak olan bu caligmayla, kursun gibi toksik etkisi yiiksek
kimyasallarin besin zincirinin ilk basamagi olan bu canli grubunda olumsuz etkilerinin

tespiti diger st grup canlilar igin bir degerlendirme firsat1 verecektir.

Besin zincirindeki bir organizma baz alinarak yapilan toksisite ¢aligsmalarinda zincirin
en st kademesindeki insanda olusabilecek birikimi ve goriilebilecek etkileri
anlamamizi, belirlememizi ve yorumlamamizi saglayabilecektir (Sheata et al. 1999,

Taylan ve Ozkog 2007).

Agir metallerin sucul ortamlarda organizmalar {izerine yaptigi etkilerini inceleyen
arastirmalarin sayist da hizla artmaktadir (Berg et al. 1997, De Conto Cinier et al. 1999,
Saglamtimur et al. 2003, Guevara et al. 2004, Argese vd. 2005, Kalay et al. 2004).
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2.3 Kursun (Pb) Agir Metali ve Etkileri

Kursun (Pb), atom numarasi 82, atom kiitlesi 207.19 g/mol, mavi-giimiis renge sahip bir
elementtir. 327.5 °C’ de erir ve 1740 °C’ de kaynar (Cizelge 2.3). Dogada, kiitle
numaralart 208, 207, 206 ve 204 olmak iizere 4 izotopu vardir (Anonim 2016).

82

Kursun
Pb
(Lead)

207.20

Sekil 2.4 Kursunun kimyasal 6zellikleri ve fiziksel goriiniimii.

Oksitlenme sonucu giimiis-mat renge sahip olan kursun ilk islendiginde mavi-beyaz
renge sahiptir ve yumusak bir yapist olup kolay doviilen yeraltt mineralidir (Dogru
2007). Yapisal ozelliklerinden dolay: akiilerde, boyalarda, metal icerikli borularda,
benzinde ve birgok sanayi tiriiniinde katki maddesi olarak bulunabilmektedir (Benaduce

et al. 2008).

Kursun ve bilesikleri 8000 yili agkin bir siiredir para, boru, oluk, tabak ve boya,
dekoratif nesnelerin siislenmesi, kaselerin parlatilmasi ve kozmetik gibi bircok alanda

kullanilmaktadir (Kitman 2000, Nriagu 1983, Diindar ve Aslan 2005).

Yogunluklar: nedeniyle “agir metaller” diye tanimlanan kursun, aliiminyum, krom,
kalay, kadmiyum, titanyum, stronsiyum gibi metallerden olusan 70 kadar element, hava,
su, toprak ve besinler ile viicuda alinir (Diindar ve Aslan 2005). Pb esansiyel olmayan
ve cok diisiik miktarlarda bile alinmasi toksik etkiye neden olan bir elementtir (El-

Naggar et al. 2009).
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Cizelge 2.3 Kursun metali ile genel bilgiler (Kahvecioglu vd. 2006).

Sembol Kursun (Pb)
Atom numarasi 82

Aton agirligt 207.2 g/mol
Elemen serisi Metaller
Maddenin hali Kati

Yogunluk 11.34 g/cm®
Sivi haldeki yogunluk 10.66 g/cm®
Atom yarigapi 180 ppm
Kaynama noktasi 1749 °C
Buharlagma 1s1s1 179.5 kj/mol
Kristal yapisi Yiizey merkezli kiibik
Yiikseltgenme seviyeleri 4%, 2"

Gorliniis Mavimsi beyaz

Metabolik etkisi maruziyet siddeti ile yakindan ilgili olan agir metal kirleticiler arasinda
kursun, sudaki ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile en toksik metallerden biri olarak
taninir (Tasar et al. 2014). Kursunun ¢evresel kirlilik agisindan ilk sirada yer alan tehdit
cesitli endiistriyel atik sularin yani sira, kursunlu benzin, maden ve gaz enerji

santrallerinden yayilan dumanlarda bulunmaktadir (Masoumi et al. 2016).

Kursun insan faaliyetleri ile ekolojiye en 6nemli zarar1 veren ilk metal olma 6zelligini
tagimaktadir. Cevre kirliligine neden olan kursunun biiyiik bir boliimii motorlu araglarda
kullanilan benzinin yanmasiyla ¢ikan tetra-etil kursundan kaynaklanmaktadir (Vural

1993).

Genis kullanim alanina sahip olan kursun, kullaniminin artmasiyla dogaya verdigi zarar1
da kademeli olarak arttirmaktadir. Diinya hiikiimetlerinin yasal ¢alismalar1 neticesinde
kursun igerikli boyalarin kullanimi sinirlandirilmis (Kime 1998), uzun yillar kursunun
etkisi altinda bulunmak davranigsal problemlere, fel¢ ve olim gibi bircok saglik
sorununa sebep olmaktadir (Axtell et al. 2003). Kursun bir nevi norotoksin madde olup
anormal beyin ve sinir sistemi fonksiyonlarina sebep olmaktadir (Kahvecioglu vd.
2001). Onlem alinmayan kursun zehirlenmelerinde felg, korliik, hafiza kaybi, kisirlik ve

karaciger yetmezligi hatta koma ve 6lim s6z konusu olmaktadir (Diindar ve Aslan
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2005).

Kursun giliniimiizde hem antropojenik hem de dogal kaynaklardan siirekli olarak
cevreye giren onemli bir kirleticidir. Agir metallerin dogada kalici olmasi, birikim
yaparak pek ¢ok canliya katlanarak ulasmasi ciddi sorunlara yol agmaktadir. Hatta

kadmiyum (Cd), kursun (Pb) ve arsenik (As) insanlar i¢in kanserojendir.

Biyolojik yarilanma &mrii 700-800 giin kadardir. Insanda absorbe olan kursunun letal
dozu 0.5 gr.’dir. Solunan havadaki maksimum kursun konsantrasyonu 0.15 mg/m°, gida

maddelerindeki maksimum konsantrasyonu ise 256 mg/kg’ dir (D6kmeci 1988).

Kandaki kursun konsantrasyonunun 0.2 pg/mL limitini agmasi durumunda olumsuz
saglik etkileri gozlenir. Kandaki kursun konsantrasyonu; 1.2 pg/mL limitinin
astlmasiyla birlikte yetiskinlerde geri doniisii olmayan beyin hasarlarinin meydana

geldigi gozlenmektedir (Ilhan vd. 2006).

Kursunun toz ve buhar seklindeki bilesikleri solunarak kolayca viicuda absorbe olup
kana gecebilir. Dolasimdaki kursunun biiyiik bir kismi1 kirmizi kan hiicrelerine (%80-
90) ve az bir kism1 ise plazma proteinlerine baglanir. Organizmaya giren kursun,
karaciger, dalak, kemik iligi, bobrekler, kas, santral sinir sistemi ve keratinize yapilar
gibi ¢ok ¢esitli organ ve dokularda birikir. Bu dokularda serbest hale gegen kursun
molekiilleri kalsiyuma baglanarak kemik dokusunda kursun fosfat seklinde birikir ve

dokuda uzun siire kalabilir (Dokmeci 1988, Guy et al. 1999).

2.3.1 Kursunun Sucul Organizmalar Uzerine Toksik Etkisi

Kursun; canli sistemleri ve ¢evre sagligi agisindan 6nem tagimakta ve belirli bir sinir1
asinca toksik etki gostermektedir. Suda yasayan her canlinin agir metallere olan etkisi
degisiklik gosterebilmektedir. Bazi organizmalar fazla dayaniklilik gosterirken bazi
organizmalarin ve canlilarin toleransi diisiik olmaktadir. Bu organizmanin hassas yapisi,
suyun igerigi, agir metalin yogunluk oranina bagli olabilir. Sucul canlilarin siirekli

olarak metallerin diisiik konsantrasyonlarina maruz kalmalar1 sonucunda biyolojik
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birikim ve besin zinciri araciligl ile tasinmasindan dolayr kursun gibi metaller canlilar
icin oldukea toksiktir (Heath 1995).

Agir metaller, korfezler, nehirler, goller ve okyanuslar ile bunlarin dip kisimlarinda
yayilim gosterirler. Bu metaller insan faaliyetleri sonucunda yogun olarak iiretilip sucul
ortama taginmalar1 sonucu orada bulunurlar. Son yillarda hizli niifus artis1 ve hizli
endistrilesme sonucu 6zellikle sucul ortamda toksik agir metal seviyesinin arttigini

gosteren bir¢ok ¢alisma vardir (Kalay et al. 2004, Yazkan vd. 2004).

Kursunun suda ¢oziinen bilesiklerinin deniz canlilar iizerinde ¢ok zehirli oldugu kabul
edilmektedir. Suda ¢6ziinmeyen ince dagilmis kursun siilfiiriin de baliklar igin iki ay
icinde 6ldiiriicti oldugu tespit edildi. Agir metallerden kursun i¢in taze baliklarda kabul
edilebilir maksimum miktar 0.2 mg/kg olarak belirtildi (TGK 1997). Sulara karisan
kursunun 6nemli bir kismi, sularda bulunan karbonat, bikarbonat ve organik maddelerle
birleserek dibe ¢oker. Boylece biiyiik oranda sedimentlerde biriken kursun, flora ve
faunaya gecerek birikmektedir. Yapilan analizlerde, dil baliklar1 gibi sedimentte

beslenen baliklarda 6nemli miktarlarda kursun birikimine rastlanilda.

Suda yasayan canlilarin biinyesine agir metal gec¢isi daha kolaydir. Bazi canli
organizmalar agir metalleri kullanmayip sadece biriktirirler. Sucul canlilarda biriken
agir metallere 6rnek olarak bakir, aliiminyum, kursun, arsenik, platin, civa gosterilebilir.
Dipte yasayan canlilarda agir metal birikimi daha fazla olmaktadir. Ciinkii deniz dibine
¢oken agir metallerle bu canlilarin karsilasma orani yiiksektir. Suyu siizerek beslenen
deniz canlilar1 i¢in ise tehlike daha da yiiksek olmaktadir (Yarsan vd. 2000).
Biyokimyasal ve fizyolojik belirtegler olan enzimler, sucul organizmalarin ciddi bir
sekilde kirleticilerden etkilenmeden Once olasi bir ¢evre kirliliginin belirlenmesinde

onemli bir belirtectir (Jiminez and Stegeman 1990).

Sucul omurgasiz canlilar, genis bir agir metal birikim konsantrasyonu gosterirler. Belirli
omurgasizlar, belirli agir metalleri farkli oranlarda kullanip biriktirirler. Omurgasiz
canlilarda birikmis metal konsantrasyonlari, sucul ortamdaki toksik metalin
biokullanilabilirliliginde cografik ve gecici degisimler hakkinda bilgi potansiyeli

saglarlar. Son yillarda agir metaller ve akuatik ekosistemlere etkileri {izerine diinyada ve
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iilkemizde bir¢ok arastirma bulunmaktadir. Ozellikle de bu arastirmalar, sedimentte,
alglerde, omurgali ve omurgasiz hayvanlarda yapilmaktadir.

2.3.2 Kursun ile Yapilan Calismalar

2.3.2.1 Sedimentte Yapilan Kursun Birikim Calismalari

Sedimentler, organizmalarin iizerinde veya i¢inde yasadigi sucul ortamlara cesitli
kaynaklarla gelen ve burada yasayan canlilarin atiklarinda var olan metallerin ¢okerek
biriktikleri yerlerdir. Dolayisiyla sedimentteki metal konsantrasyonlar1 burada yasayan
ve buradan beslenen canlilarin biinyelerindeki agir metal miktarlarin1 da etkilemektedir.
Bu nedenle metallerle ilgili yapilan caligmalarda su ortami ve biyotanin yani sira
sedimentin de arastirilmasi kirlilik caligmalar1 acisindan biliylik 6nem tasimaktadir

(Bryan and Langston 1992, Szefer et al. 1998).

Su ortamlar1 tek basina su kiitlelerinden ibaret olmayip, biinyesinde bir¢ok hayvan ve
bitki kokenli yilizen veya dipteki sediment tabakasinda yasayan organizma gruplar
bulundurmaktadir. Kirleticiler sadece suda ¢oziinmekle kalmayip, ortam sartlarina gore
organizmaya gec¢mekte, besin zincirinde birikmekte veya dibe c¢okmektedirler.
Dolayisiyla bir kirletici sadece suya degil, ayn1 zamanda o su ortaminda bulunan tiim
canlilarin yapisina gegmektedir. Bu sebeple sucul ortamlarda agir metaller gibi

Kirleticiler sadece suda degil sediment ve canli organizmalarda da bakilmaktadir
(Rainbow and Phillips 1993).

Poliketlerin, bentik makroomurgasiz faunasinin énemli bir boliimiinti olusturmasi ve
sediment ile dogrudan temas halinde olmasi nedeniyle bu hayvan gruplari tizerine toksik
maddelerin etkileri ekolojik a¢idan Onemlidir (Reish and Lemay 1991). Bu
organizmalar ¢evredeki metallerin varligina olduk¢a duyarhidir ve ortamdaki
konsantrasyon seviyeleri, bu metalleri yumusak dokularinda bulundururlar (Bryan and

Hummerstone 1971).

Organizmalarin lizerinde ya da icinde yasadigi sediment, sucul ortama cesitli yollarla

gelebilen Kirleticilerin dipte biriktigi ve organizma atiklar1 i¢inde mevcut olan agir
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metallerin bol olarak bulundugu yerdir. Bu nedenle agir metaller ile ilgili yapilacak olan
aragtirmalarin, organizmalarin yani sira sedimentte de yiiriitilmesi son derece

onemlidir.

Seng vd. (1995), Penang Nehri’nde ve nehre dokiilen su kaynaklarinda Zn, Cu, Pb ve Ni
konsantrasyonlarini incelemislerdir. Calisma sonunda nehrin dar kesimlerine gidildikge
sedimentteki agir metal seviyelerinde 6nemli artislar oldugunu kaydetmislerdir. Ayrica
nehirdeki ve nehre giren su kaynaklarindaki kirliligin antropojenik faaliyetlerden

kaynaklandigini bildirmislerdir.

Rubio vd. (2000), Kuzeybati Ispanya’daki Rio de Vigo kiyilarindan aldiklar1 66
sediment 6rneginde major ve iz elementlerinin analizini yapmislardir. Cd, Cr, Cu, Ni,
Pb, Zn, Co konsantrasyonlarimi sirasiyla 10.85; 188; 99.08; 36.16; 160.1; 546; 23.04
ppm olarak bulmuslardir. Sonuglara gore Ria’nin gliney bolgeleri ile i¢ kisimlarinda

kirliligin yiiksek oldugunu saptamiglardir.

Ozmen vd. (2004), Hazar Gélii’niin sedimentinde bazi1 agir metallerin (Zn, Fe, Mn, Ni,
Cu, Cr, Co ve Pb) birikimini arastirmiglardir. Sedimentte Pb disinda tiim metallere
rastlamiglardir. Sonuglara gore sedimentte en fazla Fe’in, en az ise Pb’un biriktigini

kaydetmislerdir.

Ip vd (2005), Pearl Nehri’ndeki bazi sucul organizmalardaki metal birikimlerini
arastirmiglardir. Calisma sonunda karideslerde ve yengeclerde Cd metalinin, baliklarda

ise Pb metalinin yiiksek konsantrasyonda oldugunu bildirmiglerdir.

Tirkoglu (2008)’de ¢alismasinda, Van Golii’'nden alinan sediment Orneklerinde agir
metallerden Cd, Cu, Zn ve Pb konsantrasyonlarini belirlemistir. Arastirma sonucunda,
sedimentte 6zellikle Pb ve Cd konsantrasyonlar: yiiksek diizeylerde bulundugunu tespit

etmislerdir.

Selvi (2012)’de Umurbey ¢ay1 ve baraji’nda (Canakkale) MDS analizlerine gore; suda,

sedimentte, baz1 makro omurgasiz canlilarda agir metal birikimi ve toksisitesi lizerine
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yapmis oldugu calismada birbirleriyle ve fiziko-kimyasal parametrelerle birbirleriyle

iligkili bulmustur.

2.3.2.2 Alglerde Yapilan Kursun Birikim Calismalari

Biyosorpsiyon alanindaki ilk bulgu 1970’lerin basinda, niikleer santralden ¢ikan atik
sudaki radyoaktif elementlerin birkag alg tiirii ilizerinde birikim gostermesidir.
Glintimiize kadar artarak devam eden arastirmalar biyosorpsiyonun, agir metalleri sulu
cozeltilerden uzaklastirilmas1 adma tmit verici ve uygun maliyetli bir teknoloji

oldugunu belirtilmektedir (Sheng et al. 2007, He and Chen 2014).

Haritonidis ve Malea (1999), Thermaikos Korfezi’nde (Yunanistan) yesil alglerden
Ulva rigida’da yapmis oldugu ¢alismada agir metal birikimini ve metal yogunluklarinin

siralamasinin Fe > Zn > Pb > Cu > Cd seklinde oldugunu ifade etmislerdir.

Swadis vd. (2001) yapmis oldugu ¢alismada, Ege Denizi’nin farkli bolgelerinde dagilim
gosteren kirmizi, kahverengi ve yesil alglerin en yaygin bulunan tiirlerinde iz element
derisimlerini arastirmiglardir. Calisma sonunda en yiiksek diizeylerin, Cu igin
Cladophora sp.’de 29.3 mg/kg™, Zn i¢in Gracilaria verrucosa’da 155.3 mg/kg™, Cd
icin Corralina officinalis’de 2.9 mg/kg™ ve Pb i¢in Cladophora sp.’de 24.7 mg/kg™
oldugunu belirtmislerdir.

Topguoglu vd. (2001) galismasinda, Karadeniz’de Sile kiyilarindaki makroalglerde Cd
icin 0.35-2.00 mg/g™; Zn igin 24.10-107.9009 mg/g™; Fe i¢in 122.30-106.609 mg/g™;
Pb igin 0.50-23.5 mg/g™ birikim saptamislardir.

2.3.2.3 Omurgasiz Hayvanlarda Yapilan Kursun Birikim Calismalar

Agir metallerin toksik etkileri {izerine yapilan biitlin calismalara bakildiginda;

caligmalarin 6zellikle makro omurgasizlar iizerine yapildig goriilmektedir.
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Freedman vd. (1980), Hyallela azteca iizerine kursun akut toksisitesini arastirmislar ve
Olim oranlarinin artmasinin, ortamdaki kursun konsantrasyonlarmin yiikselmesiyle

arttigini, bu canlilarin biinyelerinde kursunu diizenleyemedigini bildirmislerdir.

Giordano vd. 1989 yilinda, Italya kiyilarindan toplanmus Mytilus galloprovincialis
orneklerinde civa, kadmiyum ve kursun miktarlarii belirlemeye c¢alismislar,
analizlerini kadmiyum ve kursun i¢in elektrotermal, civa i¢in soguk buhar kullanarak
yapmislardir. Sonugta, metallerin konsantrasyon degerlerinin ortalama degerlerden daha

yiiksek oldugunu belirlemislerdir.

Havens (1993), sucul ekosistemde Enallagma sp. Chironomidae, Hyalella sp. vb.
yaygin bulunan canlilarin, asidik ortamda aliiminyum varliginda 6lim orani artarken

Hydracarina bu durumdan etkilenmedigi gozlenmistir.

Sorvari ve Sillanpéd (1996); yapmis olduklari ¢alismada, Daphnia magna’da toksik etki
gosteren agir metal siralamas1 Hg 2> cu** > cd* > zn* > Fe** > Mn* seklindeyken
bu siralama at nal1 yengeci larvasinda (Limulus polyphemus) Hg > Cd > Cr > Zn > Pb >
Cu seklindedir.

Anderson vd. (1997), kursun birikimi ile ilgili yaptiklart bir aragtirmada, Procambarus
clarkii (Kirmizi Bataklik Kereviti)’nin dokularinda kursun birikiminin ortam

derisimindeki artigsa ve siirenin uzamasina bagli olarak arttigini1 saptamislardir.

Toramanoglu (1998) yaptigi ¢alismada, omurgasiz canlilardan Gammarus pulex’lerde
bulunan DT-diaforazin kursun ile olan inhibisyonu arastirilmistir. G. pulex’lerin DT-
diaforaz aktivitesini 6l¢mek i¢in farkli dozlarda Pb konsantrasyonlar1 96 saat muamele
edilmistir. Deneyler sonunda dozlara gore enzim aktivitesinde azalma oldugu

goriilmiistiir.
Blasco ve Puppo (1999) arastirmalarinda, Ruditapes philippinarium midye tiiriinde

farkli dokularda kursunun birikimi ile ilgili solunga¢ ve sindirim bezinde birikimin

diger dokulara oranla yiiksek diizeylerde oldugunu belirtmislerdir.
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Labrot vd. (1999), Bracydanio rerio, Corbicula sp. ve Eisenia fetida andrei gibi tiirler
ile yapilan arastirmada Pb birikiminin tiire bagh degisiklik gosterdigini, B. reiro’da ise
diger tiirlere gore Pb birikiminin daha hizli oldugunu belirlemislerdir.

Viyana (Avusturya) sehrinde toplanan zebra midyesinde (Dreissena polimorpha)
kadmiyum, kursun, bakir ve ¢inko birikimi midyenin yumusak¢a bolimiinden atomik
absorpsiyon spektrometresi (AAS) ile 6l¢tilmiistiir. Kursun, bakir ve ¢inkonun bysus
ipliklerinde 6nemli Olglide yiiksek konsantrasyonlara sahip oldugu tespit etmistir

(Gundacker 1999).

Yarsan vd. (2000), Van Golii’'nden toplanan midye (Unio stevenianus) érneklerindeki
agir metal diizeylerini (bakir, kadmiyum, cinko, kursun) arastirmislar ve elde edilen
sonuclarin iilkemiz ve diger lilkeler i¢in kabul edilen degerler igerisinde oldugunu

bildirmislerdir.

Kahle ve Zauke (2003), Calanus propinguus, Rhincalanus gigas, Metridia curticauda
akar tlirlerindeki Cd, Co, Cu, Ni, Pb, ve Zn miktarlarin1 atomik absorpsiyon
spektrometresi (AAS) kullanarak Slgmiigler ve tiirlerde en yiiksek oranda Cd metali

bulunurken, en diisiik oranda da Co metalinin oldugunu tespit etmislerdir.

El-Sikaily vd. (2004), Akdeniz’in Misir kiyilarindan toplanan bivalvelerde (Modiolus
auriculatus ve Donax trunculus) ve Kizildenizin Misir kiyillarindan toplanan
Brachiodonates sp. tiirlerinde Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb ve Zn agir metallerini
Olgmiislerdir. Birikim durumunu Akdeniz ve Kizildeniz i¢in Fe > Zn > Cu > Mn > Ni >

Co > Pb > Cd olarak bulmuslardir.

Duman (2005) yilinda yapmis oldugu tez calismasinda, Sapanca ve Abant gollerinde
sucul canli tiirlerinde (Phragmites australis, Schoenoplectus lacustris, Potamogeton
lucens ve Nuphar lutea) agir metal birikiminin mevsimsel degisimini incelemistir. Bu
calismada Pb, Cr, Cu, Mn, Ni, Zn ve Cd konsantrasyonlari ICP-OES cihaz ile
belirlenmistir. Calismasmin sonucunda Phragmites australis’in Pb, Cr, Cu ve Ni,

Schoenoplectus lacustris’in ise Mn, Zn ve Cd metallerini 6nemli 6l¢iide absorpladigini
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saptamuistir.

Kiiciikgiilmez (2005) yapmis oldugu tez ¢alismasinda, mavi yengecin farkli dokularinda
agir metal konsantrasyonlart ve mineral madde igeriklerini incelemistir. Caligmalarinin
sonucunda agir metallerin tiim dokularda bulunma miktarina gore sirasiyla; ¢inko>

bakir> demir> kursun> kadmiyum > civa seklinde oldugunu gézlemistir.

Kayhan vd. (2006), Kadmiyum ve kursun fazlaligi olan ortamlarda 0.5 ppm kadmiyum
konsantrasyonunda midye larvalarinin yaklasik %97 sinde anormallik tespit edilmis,
ergin midyelerin ise kursundan daha fazla etkilendigi saptanmistir. Deniz suyundaki 500
mg/L’lik Pb varligimmin alglerin biiylimesini engelledigi tespit edilmistir (Egemen ve
Sunlu 1999).

Istanbul Bogazinda yapilan ¢alismada ise akdeniz midyelerinde kadmiyum ve kursunun
biyolojik birikimi arastirilmis, mevsimsel olarak toplanan midye 6rneklerinin agir metal
konsantrasyonlar1 atomik absorbsiyon spektrofotometre (AAC) ile belirlenmistir.
Olgiim sonuglarinda metallerin konsantrasyonlarinin insan tiiketimi i¢in kabul edilebilir

sinir1 agmis oldugu gozlenmistir (Kayhan et al. 2007).

Agir metallerin canli biinyesinde birikmesi ve canliya olan etkisi tiirlere gore degisiklik
gostermektedir. Plectrocnemia conspersa, Moina monogolic, Hydropsyche pellucidula,
Stenopsyche marmorata gibi bazi tiirlere letal etki gdstermistir. LC50 degerleri
belirlenerek ve morfolojik degisikliklere bakilarak su kalitesinin belirlenmesinde
indikator tiir olarak kullanildigi gorilmistiir (Darligton et al. 1987, Vuori and
Kukkonen 1996, Aizawa et al. 2009, Wang et al. 2009).

Asc1 ve arkadaslarinin (2009)’da calismasinda, su keneleri tiirlerinin (Hydrachnidae),

agir metal ¢alismalarinda kirlilik indikat6rii olarak kullanilabilecegi belirtilmistir.

El-Sharabasy ve Ibrahim (2010), Oribatid akarlar ve Misir’daki tarim topraklarinda ki
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akar tiirlerinde agir metal birikimini incelemisler ve tarimsal topraklarda metallerin
limit degerinin altinda oldugunu ancak sulama yapilan suda agir metal diizeylerinin
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Cd, Pb, Cu, Zn metallerinin analizleri yapilmis ve sonug
Zn>Pb>Cu>Cd bu sekilde belirlenmistir.

Asg¢t vd. (2016), Hydrodroma despiciens tiiriinde agir metal tuzlarmin (Ni(NOs),,
Cu(NO3)2, Cd(NO3),, Hg(NO3), ve Pb(NOs),) toksikolojik etkilerini aragtirmislardir.
Elde ettikleri sonug¢larda bu agir metallerin su kenelerinin viicutlar1 igerisine absorbe
oldugunu ve canlida birikim gosterdigini gézlemlemislerdir. Bu ¢alismaya gore bu agir

metal tuzlarindan toksik etkisi en yiliksek olan metal Hg, en diisiik olan ise Ni’dir.

Akar (2018)’de yapilan bir ¢aligmaya gore, kursun (I1) nitrat tuzuna maruz birakilan G.
pulex bireyleri ¢ok diisiik konsantrasyonlarda tepki vermistir. Az konsantrasyon
oranindan ¢ok konsantrasyon oranina gore hareketlerde yavaslama ve Sliimler meydana

gelmistir. G. pulex bireylerinin hareketlerinde yavaslama tespit edilmistir.

2.3.2.4. Omurgah Hayvanlarda Yapilan Kursun Birikim Calismalar:

Columbano (1983)’nun kursun (Il) nitrat ile muamele ettigi farelerin karaciger
dokusunda, kursun (Il) nitratin nekroz gibi histopatolojik degisikliklere yol agtigini

ayrica karaciger bliylimesine neden oldugunu bildirmistir.

Fesus (1987), kursun (II) nitrat uygulanan ratlarin karaciger dokusunda kursunun
hiperplazi ile apoptozise neden oldugunu ve hiicreleri mitoza ydnlendirdigini

belirtmistir.

Nayak (1989), kursun (Il) nitratin ratlar tizerindeki embriyotoksik ve genototoksik
etkisini incelemistir. Fetus karacigerinde kromozamal silinmelere, mikro ¢ekirdekcikte
DNA zincirinde kirilmalara, kromozom yapisin1 degistirebilen yapilara rastladigini

bildirmistir.

Hamile ratlara kursun uygulanan bir calismada, fetiisun beyin ve diger organlarinda

orantisiz biiyiime oldugu belirtmistir (Goyer 1990).
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Menegazzi (1992) yaptigi ¢alismada, kursun (1) nitrat verilen ratlarin karacigerlerinde
DNA polimeraz sentezinin arttigini rapor etmistir. Kursun verilen ratlarin karaciger
hepatositlerinde hiperplazi meydana geldigi, hiicrelerin mitoza yoneldigi, DNA
ekspresyonunun zarar gordiigii ve tamir i¢cin DNA polimeraz sentezinin arttigi

belirtilmistir.

Kock vd. (1996), Avusturya’da oligotrofik bir gélde dagalasi (Salvelinus alpinus)’nda
metal birikimini mevsimsel olarak incelemisler ve suda kadmiyum (Cd) ve kursun
(Pb)’nun maksimum konsantrasyonlarinin karlarin eriyip pH’nin diistiigli donemde,
karaciger ve bobrekteki metal konsantrasyonlarinin ise kisin sonunda en diisiik

oldugunu ve yaz boyunca arttigini tespit etmislerdir.

Kursun hiicre yiizeylerine baglanma istegi yiiksek olan toksik bir metaldir. Karaciger
hiicrelerine kursun (Il) nitrat uygulanmasiyla karbonhidrat hiicre reseptorlerinin
etkinlikleri arastirilmistir. Ratlara verilen kursun (ll) nitratin hepatositleri bagladigi
galaktoz ve mannoz hiicre reseptorii sayisin1 azalttigi, hiicrelerde hiperplazi meydana
getirip onlart mitoza yonlendirdigi ve apoptotik hiicreler olusturdugu belirtilmigtir

(Ruzitti et al. 1999).

Zyadah ve Chouikhi (1999)’da Ege Denizi’nde bolca avlanarak tiiketilen {i¢ ekonomik
balik tiirinde (Mullus barbatus, Merluccius merluccius, Boops boops) Cu, Zn, Cd ve
Pb’nin kasta diistik diizeyde oldugu, en fazla birikimin karacigerde gozlendigi, Pb’nin
karaciger ve solungaclarda diger organlara nazaran daha yiiksek diizeyde biriktigini
belirtmislerdir. Boops boops’un organlarinda daha ¢ok metal birikimi tespit edildigi ve

tiir farkliliginin birikimi etkiledigi ifade edilmislerdir.

Kalay ve Canli (2000), Tilapya zilli bakir, ¢inko, kursun ve kadmiyumun 1 mg/1™*
derisimlerinde 10 giin siireyle tutarak karaciger, solungag, beyin ve kas dokularindaki
metal birikimlerini incelemislerdir. 10 giin sonra baliklar1 metal igermeyen suya
koyarak 1, 7, 15, 30. giinlerde belirtilen dokularin metal atilim diizeyini saptamislardir.
Atilim periyodunun 30. giinii sonunda solunga¢ dokusunda Cd, Pb ve Cu metal

diizeylerinde azalma oldugunu belirtmislerdir. Solunga¢ dokusunun kursuna gore bakir
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ve kadmiyumu elemine ettigini karaciger dokusu i¢in de tersi bir durum oldugunu

gbzlemlemislerdir.

Aboul-Ela (2002)’de yapilan ¢alismasinda, kursun uygulanan ratlarin kemik iliginde

kromozom bozukluklari olusturdugu sonucu ortaya konulmustur.

Karatag ve Kalay (2002), Tilapya zilli’de ortamin farkli kursun konsantrasyonlarinin ve
etkide kalma siirelerinin solungag, bobrek, karaciger ve beyin dokularindaki kursun
birikim tizerine etkilerini arastirmislardir. 1, 7, 15 ve 30 giin siirelerle 1.0, 2.5 ve 5.0
ppm kursun derisimine maruz biraktiklari baliklarin dokularindaki kursun birikim
diizeylerinin; Bobrek > Beyin > Solunga¢ > Karaciger olarak degisim gosterdigini tespit
etmislerdir. Bobrek dokusunda kursun birikiminin fazla miktarda olmasi kursun
baglayic1 proteinler icermesinden ve metal atiliminin bu doku iizerinde olmasindan

kaynaklandigini rapor etmisglerdir.

Cogun ve Kargin (2008), Cyprinus carpio (sazan baligi) ‘da kursun birikiminin diger
doku ve organlara gore en fazla miktarda absorblandigi, bobrek dokusunda ise tiim
ortam derisimlerinde etkilesim siiresinin uzamasiyla solungag, karaciger ve kas

dokusunda kursun birikimi saptanmistir.

Kocatiirk D. (2010) ¢alismasinda, Pb(NO3), 1n 96 saatlik LCsg degerinin tespiti i¢in 10
farkli konsantrasyonda (1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 ve 45 ppm) sazan balig tiirlinde
denenmistir. Kursun (1) nitratin letal konsantrasyonunun %10’una 96 saat maruz kalan
sazan baliklarinda hematokrit (Hct) ve Iokokrit (Lct) degerlerinde farkliliklar
gbzlenmemis, hemoglobin (Hb) degerinde ise artis goriilmiis, total proteinde ise bir

farklilik gozlenmemistir.

Sahin (2011), Nil tilapia (Oreochromis niloticus)’sinda kas, karaciger, solungag ve
bobrek dokularinda kursun birikimi iizerine zeolitin etkisi;0.1 mg/l'1 Pb2+, 0.1 mg/l'1
Pb* *, 0.1 g/I™ zeolit, 0.1 mg/I"* Pb* *, 0.2 gI™* zeolit ve 1.0 mg/I"* Pb**, 1.0 mg/I"* Pb**
* 0.1 gl zeolit ve 1.0 mg/lI* Pb** *, 0.2 gl zeolit ortamlarina 10, 20 ve 30 giin

periyotlarla baliklar1 birakarak doku ve organlarinda kursun birikimini incelemistir.
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Belirtilen ortam ve siirede maruz kalan baliklarda en yiiksek kursun birikiminin bobrek
dokusunda oldugunu ve bunu takiben solungag, karaciger ve kas dokusunun izledigini
gozlemlemistir. Tim deney gruplarinda zeolitin bobrek ve karaciger dokuda kursun

birikimini 6nemli derecede azalttigini bildirmistir.

Cogun ve Kargm (2011) bir ¢alismalarinda elde ettikleri bulgular ile Cyprinus carpio
(sazan balig1) kursun gibi toksik maddelerin etkisinde ve kas dokusunda iyonlarin

regiilasyonu ile osmoregiilasyonun da degistirdigini ifade etmislerdir.

Alak vd. (2013), Gokkusag: alabaliklarini 21 giin boyunca 0.18 ve 0.35 mg/L kursun
uygulamasina maruz birakmis ve karaciger, bobrek ve kas drneklerinde enzimatik ve
histopatolojik calismalar yapmislardir. Sonug olarak antioksidan aktivitesi glutatyon
proksidaz, siiperoksit dismutaz ve malondialdehit seviyelerinin kontrol grubuna gore

yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Kotemen ve Kargin (2013)’1n yaptig1 ¢alismada Pb metalinin etkisine 21 giin siire ile
birakilan Oncorhynchus mykiss (gokkusagi alabaligi)’de Pb birikiminin ortamdaki metal
birikiminin artigina bagli olarak arttig1 saptanmistir (Alves et al. 2006). Bu arastirmada
Oncorhychus niloticus’un ¢alisilan dokularinda Pb birikimi, etkide kalinan siire ve
ortam derisimindeki artisa bagli olarak artma gostermis ve denenen tiim ortam
derisimlerinde dokulardaki Pb birikimi Zn’nin varliginda azaldig: belirlenmistir (Daka

and Hawkins, 2006).

2.4 Cahsilan Biyomarkirlar

2.4.1 Oksidatif Stres ve Antioksidan Savunma Mekanizmalari

Antioksidan savunma sistemi, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olmak
tizere iki gruba ayrilir. Enzimatik sistem, antioksidan enzimler (AOE) olarak bilinen bir

dizi enzimi igerir. Enzimatik sistem; Siiperoksit dismutaz (SOD), Glutatyon peroksidaz

(GSH-Px), Katalaz (CAT), Glutatyon-S-Transferaz (GST) ve Glutatyon rediiktaz
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(GR)’dir. Enzimatik olmayan sistem ise; Vitamin E, Vitamin C, Vitamin A gibi vitamin
tiirleri ile Flavinoidler, Melatonin, Hemoglobin, Miyoglobin, Askorbik asit, Transferrin,
Laktoferrin, Alblimin, Sistein, Bilirubin, Mannitol, Lipoik asit, Hemopeksin, Glutatyon
(GSH), Koenzim Q, karotenoidler ve bazi eser elementlerdir (De Zwart et al. 1999,
Deaton and Marlin 2003, Valavanidis et al. 2005).

Antioksidan enzimler her yerde bulunur ve katalitik yapilar1 bakimindan yiiksek oranda
korunur. Bazilar1 ¢oklu formlarda bulunur. Bu kademenin ilk iyesi, O,’yi H,O,’dan

aytran siiperoksit dismutazdir (SOD).

Hidrojen peroksit iki enzim ile notrlestirilir. Bunlardan biri katalaz (CAT), digeri
glutatyon peroksidazdir (GPx). CAT ve SOD oksijen radikallerine kars1 ilk savunma
hattin1 olusturur ve pestisid toksisitesinde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu igin

onemli markirlar olarak kabul edilirler (Halliwell and Gutteridge 2007).

Katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPX), glutatyon S-transferaz (GST), glutatyon
rediiktaz (GR) ve siiperoksit dismutaz (SOD) gibi antioksidan enzimler, cesitli
rahatsizliklara sebep olan serbest radikaller ile basa ¢ikmada biiyiik 6neme sahiptir

(Pinto et al. 2003, Tripathi et al. 2006).

Antioksidan sisteminin uyarilmasi, giivensiz bir ortamin istesinden gelmek ve
toksisiteyl onlemek i¢in organizmalarin bir adaptasyonu olarak kabul edilebilir. Enzim
aktivitelerindeki bir eksiklik, ¢evresel strese daha yiiksek duyarlilik ile karakterize olan
giivensiz bir durum oldugunu ve olast olumsuz etkilerin beklenebilecegini

gostermektedir (Barata et al. 2005, Atli and Canli 2010).

Agir metaller gibi bircok kimyasal kirletici oksidatif strese neden olan reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) iiretilmesine olanak saglamaktadir (Stohs and Bagchi 1995).
Organizmalar, hiicresel bilesenlerde oksidatif hasar1 en aza indirmek icin, antioksidan
savunmalar gelistirmis olup; enzimatik ya da enzimatik olmayan antioksidanlar ile artan

ROS iiretimine uyum saglayabilmektedir (Livingstone 2003).
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Asirt ROS iiretimi sonucu olusan antioksidan savunma mekanizmasiin yetersizligi,
Oonemli enzim inaktivasyonunu da igeren oksidatif hasarlara, protein bozulmalarina,
DNA hasarlarmna ve lipid peroksidasyonuna neden olabilmektedir (Halliwell and
Gutteridge 1999).

Kursun (Pb), civa (Hg) ve kadmiyum (Cd) gibi toksik etkili metallerin hiicre igi
derisimlerindeki artis ROS olusumunu arttirirken, SOD aktivitesinde inhibisyona neden
olmaktadir. SOD aktivitesi sonucu derisimi artan hidrojen peroksit, CAT ve GSH-Px
enzimlerinin aktivasyonu ile su ve oksijene doniistiiriilerek etkisiz hale getirilir

(Diguiseppi and Fridovich 1984, Regoli and Principato 1995).

Antioksidan sistemler metal iyonlar1 tarafindan olusturulan oksidatif strese karsi
biyolojik savunmada onemli rol oynamaktadir (Lopes et al. 2001). Oksidatif stres
biyomarkirlar1 6zellikle de antioksidan enzimler, sulardaki kirliligin indikatorleri olarak

kullanilmaktadir (Pandey et al. 2003).

Ekotoksikolojik calismalarda antioksidan enzim aktivitesi Olglimleri markir olarak
onemi giderek artmaktadir (Lopes et al. 2001). Biyomarkirlar hem g¢evre kalitesini hem
de organizmanin ortamina uyumunu gosterirler (Cajaraville et al. 2000). Bu enzimler
hemen hemen tiim omurgalilarin dokularinda bulunur; fakat genelde en yiiksek
aktivitelerini reaktif oksijen tiirlerinin enzimatik doniistimleri ig¢in karacigerde
gosterirler. Enzimlerden bazilar1 oksidatif stresin belirgin biyoindikatdrleri olup metal
ve diger ksenobiyotikler gibi kirleticilerin etkisindeki popiilasyonlarda olumsuz

durumlara tepki diizeyini gosterirler.

SOD, GPx, CAT ve GST gibi enzimleri igeren antioksidan sistem farkli hiicresel
kompartmanlarda yer alirlar (Lemaire et al. 1994). Kirleticilerin ekosistemdeki ekolojik
etkilerini yeterli diizeyde degerlendirmek i¢in genis bir tiir ve popiilasyon yelpazesinde

biyolojik izleme gereklidir (Preza and Smith 2001).

Su keneleri ile yapilan bu ¢aligma, bocekler, yumusakcalar ve diger omurgasiz gruplari
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ile karsilastirildiginda, toksisite testlerinde su kenelerinin kullanimiyla ilgili olarak yeni

veriler degerlendirilecektir.

2.4.2 Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzimi

SOD enzimi, ilk olarak 1968 yilinda McCord ve Fridovich tarafindan tanitilan enzimdir.
Toksik ve reaktif olan siiperoksit anyon radikalinin (O;") ondan daha az reaktif olan
hidrojen peroksite (H,O;) indirgenmesini katalize eder. Hidrojen iyonu kullanir ve

oksijen lretir.

Aktif merkezlerinde bulunan gegis metalinin tipine gore SOD’lar 3 sekilde
smiflandirilabilir. Bunlar; bakir/ginko (Cu/Zn) SOD, manganez (Mn) SOD ve demir
(Fe) SOD’dur. Cu/Zn SOD oncelikle okaryotlarin sitozoliinde, kloroplastlarda ve bazi
bakteri tilirlerinde bulunur, Mn-SOD okaryotlar ve prokaryotlarin mitokondrisinde ve
Fe-SOD da prokaryotlarda bulunur. Genellikle hiicrede en bol bulunan izomer sitozolik
Cu-Zn SOD’dur (Mruk et al. 2002).

SOD ile enzimatik dismutasyonun hiz sabiti pH 7.4’de 2x109 M™/sn™dir. Bu da
kendiliginden dismutasyondan 104 kez daha hizli bir dismutasyon saglar. Kendiliginden
dismutasyon pH 5.0’da en fazla iken, pH 9.0°da en azdir. Oysa SOD’nin katalizledigi
reaksiyon pH 7.8’de ve O;’nin sabit durum konsantrasyonunda yiiriir. Bu da

reaksiyonun fizyolojik sartlarda O, ’nin hizli bir sekilde dismutasyona ugramasini saglar
(Ahmad 1995).

Stiperoksit dismutaz enzimi, siliperoksidin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
dontigiimiinti katalizler. Biitiin canlilardaki siiperoksit dismutaz enzimleri, kofaktor
olarak igerdigi metal iyonuna gore siniflandirilirlar (Fridovich 1995). SOD enzimi iki
tane O, radikalinin reaksiyonunu katalizlemekte ve sonugta {iriin olarak H,O, ve H,O

olusmaktadir.
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20, + 2H" — H,0, + O,

Yakin zamana kadar, okaryotik organizmalarda Onemli antioksidan enzim aileleri
stiperoksit dismutazlar (SOD), glutatyon peroksidazlar (GPXs) ve katalaz (CAT) oldugu
kabul edilmistir (Southorn and Powis 1988, Sies 1993).

Yapilan calismalar sonucunda, Pb*’un vyiiksek konsantrasyonlarda, SOD enzimi
aktivitesi i¢in gerekli olan Cu, Fe ve Mn agir metallerinin yerine gegebildigi (Sharma
and Dubey 2005) veya bu metallerin alinimin1 engelledigi bildirildi (Walker et al. 1977,
Haussling et al. 1988).

2.4.3 Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Enzimi

Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir.
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) sitozolde bulunur. Diger antioksidan enzimlerle birlikte
GSH-Px, oksijen tiikketiminin hizla arttig1 sirada serbest radikal peroksidasyonu sonucu
fagositik hiicrelerin zarar goérmesini onler. GSH-Px eritrositlerde oksidatif strese karsi

en etkili antioksidandir (Bayir 2005, Esenbuga 2013, Erdogan 2015).

1921 yilinda Hopkins tarafindan kesfedilen Glutatyon (y-glutamilsisteinilglisin: GSH),
GSH’nin hemen hemen tiim organizmalarda mevcut oldugu ve oksidatif olaylarin
Onlenmesi ve hiicre i¢i protein tiyol gruplarinin korunmasi olmak iizere bircok
biyokimyasal reaksiyonda bir indirgeyici gorevi gordiigi bilinmektedir. GSH-Px, doku
metabolizmas: sirasinda olusan peroksitlerin, hiicre igi metabolitlerinin zararh

etkilerinin 6nlenmesinde énemli bir rol oynar.

H,0O, + 2GSH — GSSG + 2H,0
Glutatyon peroksidaz, elektron kaynag: olarak glutatyonu kullanan hidrojen peroksit ve
organik hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu olan enzimdir. Mitokondride,

sitozolde ve hiicre membranlarinda bulunur. Glutatyon peroksidaz enziminin molekiil

agirhgr yaklasik 85000 D.’dur. Tetramerik, 4 selenyum atomu igeren sitozolik bir
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enzimdir (Deaton and Marlin 2003).

2.4.4 Katalaz (CAT) enzimi

Hemen hemen tiim aerobik hiicrelerde Katalaz (CAT) enzimi bulunur. CAT, birbirinin
aynis1 dort alt tiniteden olusan yaklagik 240 kDa agirliginda tetramerik bir molekiildiir.
Aktif enzim H,O, ara bilesigi ilk olarak olusmaktadir ve Kompleks I adini alir.
Kompleks | ve H,0, molekiilii arasindaki reaksiyon olduk¢a hizl yiiriiylip denge sabiti
107 litre/ mol™* s dir.

H,0O, + H,0, = 2H,0 +0,
Cat-Fe (3 + H,0, > Kompleks |
Kompleks | + H,O, = Cat-Fe 3 + 2H,0 + O,

CAT, baglica peroksizomlarda (hiicrelerde hidrojen peroksitleri pargalayan organ)
bulunur ve peroksizomlarda uzun zincirli yag asitlerinin metabolizmasinda firetilen
H,O2’nin  azaltilmasi i¢in glutatyon peroksidazla birlikte sorumludur. CAT
aktivitesindeki azalma enzim aktivitesini inhibe ettigi i¢in belirlenen siiperoksit anyon
radikalinin  Propiconazole (PPC) etkisinde artan {iretimiyle iliskili oldugu

diistiniilmektedir.

Hiicreler CAT aktivitesindeki azalan aktiviteye baglh olarak daha savunmasiz duruma
dontisebilmektedirler (Ballesteros et al. 2009). Baliklarda, amfibilerde ve memelilerde
karaciger, bobrek, kalp ve beyinde azdan ¢oga dogru aktivite dagilimi gosterip higbir

ekstraseliiler stvida bulunmaz (Ahmad 1995).
Peroksizomlarda daha az olarak sitozolde ve mikrozomal fraksiyonda bulunur.
Hidroksil radikali olusumunu hidrojen peroksiti su ve oksijene pargalayarak engeller

(Valko et al. 2007). Katalazlar, hidrojen peroksitin molekiiler oksijen ve suya
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ayrismasini katalize eder (Deisseroth and Dounce 1970).

2.4.5 Glutatyon S-Transferaz (GST)

Glutatyon-S-transferaz  (GST) reaktif oksijen metabolizmasina kars1 hiicrelerin
korunmasindan sorumlu olan antioksidan enzimdir. Cogu ksenobiyotigin toksisitesi
GST indiiksiyonu ile belirlenebilir. GST, rediikte glutatyon (GSH) ile elektrofilik
bilesiklerin konjugasyonunu katalizleyen sitozolik bir enzimdir. Bu enzimin oksidatif
hasara, DNA’nin ve lipidlerin peroksidatif iiriinlerine kars1 savunmada da kritik bir rolii

vardir (Van der Oost 2003).

Glutatyon S-transferaz antioksidan bir enzim ailesi olup indirgenmis glutatyon
konjugasyonunu saglar. Bu reaksiyon sonunda aktif olmayan, suda ¢oziinebilen daha az

zararl iriinler ortaya ¢ikar (Dat et al. 2000).
ROOH + 2 GSH — GSSG + ROH + H,0

GST aktivitesi bitkilerde, boceklerde, mayalarda, bakterilerde ve karacigerde olmak

tizere cogu memeli dokularinda bulundugu ve detoksifikasyonda anahtar rol oynadigi

bilinmektedir (Lo et al. 2007).

GST’ler, GSH molekiilleri ile eslenerek zararli organik bilesikleri detoksifiye eden ve
cesitli endojen fonksiyonlarda da rol oynayan ¢ok yaygin bulunan ve her yerde goriilen
dimerik enzimler ailesidir. Ek olarak GST, lipit peroksidasyonunu veya hidroperoksit
tirtinlerini hiicrelerden uzaklastirir (Dubovskiy et al. 2008, Meng et al. 2009).

Toplam antioksidan kapasite (TEAC), bir organizmada bulunan tiim antioksidanlarin

oksidasyonuna karsi koyma kabiliyetinin bir sonucu olarak ortaya c¢ikmaktadir. Bu

enzim, hiicre membranlarini, lipid peroksidasyonundan kaynaklanan hasarlardan korur

31



(Ghiselli et al. 2000).

2.4.6 Glutatyon rediiktaz (GR) enzimi

Glutatyon rediiktaz (GR) enzimi ilk defa 1951°de tanimlanmistir. Bu enzim diisiik veya
yiiksek molekiil agirlikli disiilfiir substratlar1 ile indirgenmis piridin niikleotidleri

arasinda elektron transferini katalizler.

GSSG + NADPH + H" «—GR—2GSH + NADP*

Glutatyon rediiktaz enziminin katalizledigi reaksiyonun bilinen en 6nemli hedeflerinden
biri hiicre ortamindaki GSH/GSSG oranini korumaktir. Bu oran eritrosit hiicrelerinde
yaklagik 1/500’dir. Bu oranin daha diisiik oldugu zaman eritrosit hiicreleri hemoliz

olmaktadir (Keha ve Kiifrevioglu 2000).

Glutatyon peroksidaz tarafindan hidrojen peroksit ve diger lipit peroksitlerin
yiikseltgenmesi sirasinda glutatyon, okside glutatyona doniislir. GR okside glutatyonu
tekrar kullanilmak iizere rediikte glutatyona doniistiiren enzimdir. Koenzim olarak
NADPH’1 kullanir. Glutatyon rediiktaz (GR) hiicre i¢i glutatyon (GSH) seviyelerini
korunmasina yardimci olarak hiicre icinde oksidatif hasarin 6nlenmesi agisindan dolayl

ama onemli bir rol oynamaktadir (Meister, 1994).

Bir flavoprotein olan GR hidrojen dondr olarak PB-nikotinamid diniikleotid fosfat
(NADPH) kullanarak okside glutatyonu (GSSG) indirgenmis glutatyona (GSH)
katalizler (Massey ve Willams, 1965). Boylelikle giiclii antioksidan etkisine sahip
glutatyon muhafaza edilir (Kasnak ve Palamutoglu 2015). Glutatyon rediiktaz,
organizmalann hiicrelerinde okside glutatyonu rediikte glutatyona doniistiirmeden

sorumlu biitiin dokularda bulunan bir flavoproteindir.
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2.4.7 Total Protein

Toplam serum proteini dolasimdaki tiim proteinlerin toplamidir ve kanin baglica
bilesenlerinden birini meydana getirir. Toplam protein Ol¢limleri, karaciger, bobrek
veya kemik iligi ve bunlarin yaninda diger metabolik bozukluklar, beslenme
bozukluklar1 gibi ¢esitli hastaliklarin tan1 ve tedavisinde kullanilir (Singh and Reddy
1990).

Plazmada bulunan proteinlerin hepsine birden total protein denir. Klinik olarak farkli
hastaliklarini teshis ve prognozunda onemli bir biyokimyasal parametre olan serum
protein miktarlari, genellikle beslenme durumunu degerlendirmede, protein
metabolizmas1 bozukluklarinda, karaciger, bobrek ve kemik iligi ile ilgili ciddi

patolojilerin tanisinda dnemlidir (Mert 1996).

2.5 Agir Metal Uygulamasi Sonucu Yapilan Enzim Calismalar:

Bitkiler ile yapilan caligmalarda, 6ldiiriicii olmayan fakat zarar veren dozlardaki agir
metal alimimiin, Dbitkinin tiirine ve gelisim siirecine, metalin  ¢esidine,
konsantrasyonuna ve metale maruz kalma stiresine bagli olarak, her metale 6zgiin belirli
bir konsantrasyon araliginda antioksidan savunma sistemini tesvik ettigi ve bu sistem
icerisindeki enzimlerin aktivitelerinde artisa neden oldugu yapilan arastirmalarla
belirlendi (Hegediis et al. 2001, Landberg and Greger 2002, Mascher et al. 2002,
Schiitzendiibel et al. 2002, Tewari et al. 2002, Verma and Dubey 2003, Zacchini et al.
2003, Qadir et al. 2004, Fatima and Ahmad 2005, Sharma et al. 2005, Ayhan vd. 2006).

Farkli bitkiler ile yapilan c¢alismalarda; Pb ve Cd stresinin, SOD, APX, GR ve POD
enzim aktivitelerinde 6nemli artiglara neden oldugu belirtildi (Baisak et al. 1994, Shaw
1995, Shah et al. 2001, Sharma and Dubey 2004, Reddy et al. 2005).

Fitzgerald (1992)’a gore, yogun 1s1kl1 ortamlarda yasayan tiirler, ultraviyole 1sinlarina
karst1 koruma olarak yiliksek SOD aktivitesi goOstermistir. Bazi c¢alismalarda ise

antioksidan enzimler ve metabolik yogunluk arasinda pozitif bir ilisgki gdstermistir
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(Cassini et al. 1993).

Doyotte vd. (1997), doku ve organlardaki antioksidan enzim aktivitesi ve lipid
peroksidasyonu, ortamda bulunan metale bagli olarak degisim gosterir. Perna perna
midyesinde sindirim bezinde belirli silirelerde Cd ve Cu metallerinin ayr1 ayri
uygulanmasindan sonra MDA diizeylerinde ve CAT aktivitesinde artis, GSH-Px
aktivitelerinde ise azalma oldugu aktivitesinde degisiklik gozlenmemistir.

Bir bagka ¢alismada ise baliklarda hipoksiye karsi en sik gézlenen yanit, hem enzimatik
hem de enzimatik olmayan antioksidan savunmalaridir. Bu siire¢ “oksidatif strese

hazirlik” olarak adlandirilmistir (Hermes-Lima et al. 2001).

Karaciger dokusu agir metal birikiminde biiyiik 6neme sahiptir (Olsvik et al. 2001).
Bazi ¢aligmalarda agir metallerin metabolik aktivitesi yiliksek olan organ ve dokularda
total protein derisimini arttirdigr rapor edilmistir (D’Souza et al. 2003, Chan and
Cherian 1992).

Moreira vd. (2001)’de yapmis olduklar1 ¢aligmada, gebelik ve laktasyon doneminde
Wistar siganlarina 500 ppm kursun asetat uygulamislar, si¢anlarin 23 giinliik iken siitten
kesildigini ve 70 giinliik yavrularin hipotalamus, hipokampus ve striatum’larinda SOD,
GSH-Px ve GR enzim aktivitelerini ve kursun seviyelerini ¢alismiglardir. Arastiricilar
sonug¢ olarak azalan antioksidan ile oksidatif stresin ortaya c¢iktigi sonucuna

ulagmiglardir.

Patra vd. (2001), kursuna maruz kalan siganlarin bobrek, beyin ve karaciger
dokularinda askorbik asit (vitamin C), a-tokoferol (vitamin E) ve L-metiyonin gibi
antioksidanlarin oksidatif stres parametreleri iizerine tesirlerini ve kursun seviyelerini
arastirmislardir. Sonug olarak arastiricilar lipit peroksit (LPO) seviyelerini azaltarak
kursun ile indiiklenen oksidatif stresi tersine ¢evirerek antioksidan etkilerini gosterdigini

sonucuna varmiglardir.

Flora vd. (2003) arastirmalarinda, kursuna maruz kalan si¢anlarin bobrek, beyin, kan ve

karaciger dokularinda SOD, CAT, GSH-Px, ALAD, total GSH gibi oksidatif
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parametrelerde kursun seviyelerindeki degisiklikleri kaydetmiglerdir. Calismanin
sonucunda arastiricilar C vitamininin, E vitaminine gore oksidatif stresi daha etkili bir
sekilde azalttigini, dokulardaki kursun seviyelerinin daha etkili bir sekilde azaldigim

rapor etmislerdir.

El-Sokkary vd. (2005), kursun metaline maruz birakilan siganlarin karaciger ve bobrek
dokularinda SOD, total protein, GSH, lipit peroksidasyon (LPO) iiriinlerini ve histolojik
parametreleri kullanarak melatoninin koruyucu etkisini arastirmislardir. Melatonin
uygulamasi sonucunda lipit peroksidayonunun azaldigi, SOD aktivitesi ve GSH
seviyelerinin diizeldigi ve dokulardaki morfolojik hasarin azalarak kontrol grubuna

benzedigi arastiricilar tarafindan rapor edilmistir.

Saliu vd. (2012)’de kursun ve ¢inkonun Juvenil Clarias gariepinus (karabalik) baliginda
antioksidan enzim aktiviteleri iizerine toksikolojik etkilerini incelemisler ve
Pb(NOs3),'ye maruz kalan baliklarda, GST, GSH, SOD, CAT ve MDA kontrollere

kiyasla azaldigin1 gérmiislerdir.

Akkus (2016)’da tez calismasinda, Kepez (Canakkale) bolgesindeki agir metal
kirliliginin M. galloprovincialis tiirli midyelerin solungag, hepatopankreas ve kas
dokularindaki SOD, CAT, LPO ve TP diizeylerini mevsimlere ve dokulara gore nasil
degistirdigi aragtirllmistir. Farkli dokulardaki antioksidan enzim aktiviteleri kirlilik

diizeyiyle ve mevsimlerin etkisiyle degistigini ifade etmistir.

Agir metal uygulamasi sonucunda antioksidan enzim aktiviteleri hakkinda yapilan
calismalara bakildiginda omurgali hayvanlarda birgok c¢alisma oldugunu fakat
omurgasizlar subesinde ise ¢aligmalarin Acari grubunda bu konu ile ilgili herhangi bir

calismaya rastlanilmadig gozlendi.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Cihazlar ve Diger Geregcler

e Benmari (Memmert WB14),

e Homojenizator (Janke and Kunkel IKA-WERK RW 14 H),

e pH metre (Mettler Toledo MP 220),

e Sogutmali Santrifiij (Awel MF 20-R),

e Ultraviyole UV (Shimadzu UV-1700 Pharma),

e Vorteks (IKA-RH),

e Stereo mikroskop (Nikon SMZ445),

e Etiiv (FN 300/400/500 Kuru Hava Sterilizatorii / Firin)

e Mikroplaka okuyucu ELISA (Multiskan ™ FC Mikrolevha Fotometresi),
e Analitik Terazi ‘Dahili Kalibrasyon’ (SHIMADZU ATX-224),

e Pipetler (otomatik) (Ependorph 1000uL, 250 pL, 500 pL ve Gilson 100uL).

3.2 Cahsma Alami ve Orneklerin Toplanmasi

Isikli Golii konumu itibar ile Biiyiik Menderes Nehri’ni besleyen kaynaklarin birlesim
yerinde ve Akdag’in giineyinde yer alan maksimum 7 metre derinligindeki Akgay, Isikli
Kaynaklari, yeralti suyu ve Biiyiik Menderes’in yukar1 havzasindaki iki biyiik kolu
tarafindan beslenmektedir (Resim 3.1). Isikli Golii, Civril-Dinar tektonik c¢okiintii
havzasinda bulunan bir bataklik alanidir (Lahn 1948).
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Resim 3.1 Caligsma alani: Isikli Goli haritast.

Yagislarin bol oldugu zamanlarda gol genisligi arttigi icin gol baraj golii olarak
adlandirilir (Yarar and Magnin 1997). Isikli Goli giiniimiizde, ¢evredeki ovalarda

yapilan tarim i¢in su depolanan bir rezervuar olarak kullanilmaktadir.

Goliin yiizey alaninin yapist ¢ok degiskendir. Bunun nedeni, gél havzasinin yapisindan
kaynaklanmaktadir. Sulama amagli g6l oldugu i¢in, sulamanin yapildigi aylarda su
yiiksekligi diismekte, buna paralel olarak yiizey alan1 da azalmaktadir (Resim 3.2).
Sucul bitkilerin nispeten daha az oldugu kisim Biiyilk Menderes’in bulundugu g6l
yatagidir. Ozellikle Temmuz, Agustos ve Eyliil aylarinda gl yiizey alaninin yaklasik %
60- 70’ini sucul bitkiler kaplamaktadir (Boyact ve Ozkan 2003).
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Resim 3.2 Isikl1 Golii ¢alisma alanindan genel gériiniim.

Isikl1 Goli’'nde yapilan galismalar; Civril-Denizli Bentik Faunasi (Balik vd. 2000),
Isikli Golii (Civril-Denizli) Crustacea Faunasi Uzerine Arastirmalar (Aygen ve Balik
2005), Isiklt Goli (Civril-Denizli)’niin Mollusca Faunasi (Ustaoglu vd. 2001)’dir
(Akbaba 2015). Isikli Goli'nde bentik fauna ile ¢ok az ¢alisma mevcuttur.

Arastirmamiz bu goliin faunasi ve kirlilik durumu hakkinda bilgi saglayacaktir.

Calismanin ana materyalini, Acari sinifindan Eylais setosa (Acari, Hydrachnidia) tiirii
olusturmaktadir. Ornekler Isikli Golii'nden, tiillden yapilmis akvaryum kepceleri,
damlalik ve gozenek g¢aplar1 500 ile 3000 mikron arasinda degisen elekler kullanilarak
toplanildi (Resim 3.3).
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Resim 3.3 Calisma alanindan 6rneklerin toplanmast.

Civril-Isikl1 Golii’ndeki sazliklardan dogal yasama alanlarinin sik oldugu bolgelerden
periyodik olarak 6rnekleme yapildi. Calisma ortamindan alinan Eylais setosa drnekleri
laboratuvara getirilerek igerisinde bir miktar su bulunan beyaz zeminli kiivetlere
konuldu (Boyact ve Ozkan 2003) (Resim 3.4). Steromikroskop altinda, tiir tanimlar
yapildi. Tiirleri tanimlanan her bir su kenesi 6rnegi bu ¢alismada kullanilmak i¢in etiket

bilgileri yazilip akvaryumlara alindi.

oy

Resim 3.4 Calisma alanindan su kenelerinin ayiklanmasi.
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3.3 Analizlerde Kullanilan Ana Materyal

Laboratuvara getirilen Eylais setosa sistematigi;

Sistematik
Sube : Antropoda
Alt Sube : Chelicerata
Sinif: : Arachnida
Alt simif : Acari
Familya : Hydrachnidia
Cins : Eylais
Tiir : Eylais setosa (Koenike 1897)

Isikl1 Go6li’nde belirlenen noktalardan toplanan su kenesi Ornekleri agir metal
birikimlerini tespit etmek amaciyla laboratuvar ortamina getirildi. Farkli noktalardan
alan su kenelerinin viicut dokularinda kursun birikimine karst enzim diizeylerindeki
farkliliklarin tespit edilmesi amacglandi. Laboratuvara getirilen su kenesi Ornekleri

sistematigi ve genel 6zellikleri belirtildi (Resim 3.5).

Resim 3.5 Eylais setosa dorsal ve ventral goriiniim. (Nikon SMZ445 marka mikroskop ile

¢ekilmistir).
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Eylais setosa’nin Tiirkiye’den tespit edilen viicut biytklikleri 1250/2760 um
arasindadir. Deri yilizeyi parmak izi gibi ¢izgilidir bu c¢izgilerin arasi noktalidir. Gz
kapstilleri bobrek bigimde ve birbirine paraleldir, merceklerin bulundugu kisimlar

saydam ve diiz, diger bolgeler cukurluk seklindedir.

Tirkiye’de tespit edilen Orneklerin gozler arasi uzakligit 30/48 pm arasindadir.
Bacaklarda c¢ok sayida uzun kil vardir. Eseysel acikligi birinci grup epimerler
arasindadir ve gevresi killarla kaplidir (Uysal 2005). Dis ylizeyinde salgi1 bezi agikliklar
ve ¢ikintilar mevcuttur (Erman 1990, Boyaci 1995, As¢1 2002).

3.4 Yontem
3.4.1 Suda Agir Metal Analizleri

Nisan, Mayis ve Haziran aylarinda Denizli-Isikli Go6lii’nden belirlenen noktalardan birer
kez olmak iizere toplamda 3 kez su ornekleri alinarak laboratuvar ortamina getirildi.
Alman su oOrnekleri filtre kagidi yardimiyla siiziildi. Her ay getirilen su 6rnekleri
laboratuvar ortaminda hazirlanan 4 adet akvaryuma konuldu. Ortam 35x35x37 cm
boyutlarinda 4 adet cam akvaryum igerisine 5 litre gl suyu katilarak 22°C’de
hazirlandi. Bu akvaryumlardan biri kontrol grubunu, diger ti¢ii Durum 1 grubu igin
ayrilan akvaryuma 1x10° M Pb(NO,), ilave edildi. Durum 2’yi olusturan akvaryuma
1x10™ M Pb(NO;),, Durum 3’ii olusturan ¢alisma grubuna ise 1x10" M Pb(NO), ilavesi
yapildi (Resim 3.6). Olusturulan bu akvaryumlara, su ornekleri ile su keneleri ilave
edildi. Gozlemdeki amag, su kenelerinin g5l suyundaki Pb?* absorblama miktarlarmi

belirlemektir.

Olusturulan gruplara daha 6nceden morfolojik 6zellikleri yakin ve benzer olacak sekilde
ayrilan Eylais setosa, agirliklar1 0.05-0.08 g aralikta olacak sekilde akvaryumlara
eklendi. Kontrol grubunda su kenelerinin Pb®" absoblamasini gézlemlemek amaciyla 20
adet tiir konuldu ve su kenelerinin 5’1 0. giin diger 5 tanesi 7. giin sonunda alinarak +4
C’de saklandi. Durum 1, Durum 2 ve Durum 3’teki akvaryumlara ise 15’er adet su

kenesi 6rnegi konuldu.
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Sudaki kursun oraninin degisimini belirlemek amciyla 7. gQiiniin sonunda tiim
gruplardan 7 mL su 6rnegi alindi. 3mL nitrik asit ilave edilen su 6rneklerine ICP-MS’te
kursun miktar1 tayini i¢in hazir hale getirildi (Niinez- Noguiera 2013). Su Ornekleri +4
°C’de analiz asamasina kadar muhafaza edildi. Orneklerin hazirligi tamamlandiktan
sonra ICP-MS (Inductively Coupled Plasma - Mass Spectrometer) ile NMLK (1996) ve
AOAC (2015) referans metodlar1 kullanilarak analizleri yapildi. Kalibrasyon egrisi
standart argon (Ar) ana stok ¢ozeltisinden kursun (Pb2+) agir metali i¢in 80-100 ppb (6-7

kg/cm?) konsantrasyonu hazirlanarak ¢izildi.

3.4.2 Eylais setosa’da Agir Metal Analizleri

Isikli Golii’'nden tiir sayist yogun olarak bulunan, besin zincirinin énemli bir halkasini
olusturan su keneleri Nisan, Mayis ve Haziran aylarinda 6nceden segilen belirli
noktalardan toplandi. Canlilar ortamlarindan el kepgesi yardimiyla alindi. Denemeler 3
ay boyunca diizenli serilerde yiiriitiildii ve her seride 35x35%37 cm boyutlarinda 4 adet
cam akvaryum igerisine konuldu. Dogal ortamlarindan getirilen 5 litre gol suyu 22°C

sicaklik hazirlanarak dogal sartlar1 saglandi (Resim 3.6).

Laboratuvar ortamina getirilen Eylais setosa, hassas terazide yas agirliklart Slgiiliip
0.05-0.08 gr agirliklari not edildi. Daha 6nceden hazirlanan kontrol ve durum 1, 2 ve 3
gruplar i¢in ayrilan akvaryumlara konuldu. Go6zlem i¢in olusturulan Durum 1 grubu
icin ayrilan akvaryuma 1x10° M Pb(NOy), ilave edildi. Durum 2’yi olusturan
akvaryuma 1x10* M Pb(NOs),, Durum 3’ii olusturan calisma grubuna ise 1x10°M
Pb(NO3), ilavesi yapildi. Sirasiyla Durum 1, 2 ve 3’deki derigimler; 0.01656 gram,
0.1656 gram ve 1.656 gram olarak hesaplandi. Kontrol grubuna ise Pb(NO;), ilave
edilmedi (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Deneme gruplarinda kullanilan kursun derisimleri ve agirliklar.

METAL DERIiSiMI (Pb*) AGIRLIK (g)
Pb Kontrol -

Pb* 1x10°M 0.01656

Pb* 1x10*M 0.1656
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Pb** 1 x10°M 1.656

Kontrol grubu icin ayrilan 20 adet Eylais setosa tiirlerinden, Pb** absorblanmasin
gozlemlemek amaciyla 5 tanesi 0. giinde alinip, diger 5’i 7. gliniin sonunda alinarak +4
C’de saklandi. Durum 1, Durum 2 ve Durum 3’teki akvaryumlara ise 15’er adet su
kenesi 6rnegi konuldu. Durum gruplarindaki su keneleri 7. giiniin sonunda 5’er su tanesi
alinarak gozlem siiresince agir metal birikimi tespiti i¢in ayrildi. Akvaryumlarda kalan

tirler daha sonra enzim analizlerinde kullanildi.

Her bir akvaryumdaki canli 6rneklerin morfolojik ve fizyolojik hareketleri calisma
stiresince gozlendi. Planlanan g¢alismada Pb(NOs), yiiklemeleri su kenesi tiirlerinin

absorblayabilecegi en iist degere kadar gotiiriildii.

Resim 3.6 Kontrol grubu, Durum 1, Durum 2 ve Durum 3 akvaryumlari.

Ortalama olarak 0.05-0.08 gram yas doku 6rnekleri alinip 48 saat boyunca 80°C’de
etiivde kurutulmaya birakildi (Resim 3.7). Kurutulan dokularin agirliklari tartilarak net
kuru agirliklar1 tespit edildi. Doku ornekleri krozelere alinip, 3mL nitrik asit (HNOgz)
ilave edilerek 30 dakika siiresince 100°C’de hot-plate iizerinde g¢eker ocak altinda
yakma yapildi (Nuflez-Nogueira 2013). Ornekler homojen bir sekilde yakildiktan ve
sogutulduktan sonra saf su ile 10 mL ye tamamland: (Hoyle et al. 2007).
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Resim 3.7 ICP-MS 6ncesi etiivde kurutma iglemi.

Dokulardaki metal dlgiimleri ICP-MS cihazinda gergeklestirildi. Hazirlanan bu ¢ozelti,
ICP- MS ol¢timleri oncesinde yapilacak kalibrasyon islemi i¢in standart ¢ozeltiler hazir

hale getirildi. Doku sonuglari referans materyaline gore diizenlendi.

3.5 Antioksidan Enzim Diizeylerinin Olciimii

Nisan, Mayis ve Haziran aylarinda Isikli Golii’'nden belirli noktalardan alinan Eylais
setosa nin, toplamda 3 kez getirilen su 6rnekleri alinarak laboratuvar ortamina getirildi.
Olusturulan kontrol grubu ve diger durumlarda (Durum 1, Durum 2 ve Durum 3) agir
metal maruziyeti sonucu birikim analizi yapildi. Kalan akvaryumlardaki su kenelerinin
kursun maruziyeti sonucu enzim ve total protein diizeylerini tespit etmek igin BioAssay

Technology marka kitler kullanilarak enzim aktivitesi tayini yapildi.

Orneklerin analize hazirlanmasi icin 6ncelikle 0.3-0.5 mL, 0.1 M, pH 7.4 Phosphate
Buffered Saline (PBS) ¢ozelitisi hazirlandi. % 10’luk doku homojenati hazirlamak igin
fosfat tamponu (PBS) 1.9 oraninda buzlu su altinda mekanik bir homojenizator
kullanilarak homojenat elde edildi. Doku homojenat1 4°C’de 15 dakika 14.000 g’de

santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlar buz igerisinde 0-4° C’de muhafaza edildi.
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Enzim aktiviteleri Nisan, Mayis ve Haziran aylarinda alinan 6rneklerden taze hazirlanan
slipernatantlar ile total proteinlerine, siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz,
glutatyon S-transferaz ve glutatyon rediiktaz enzimlerinin aktivite odlgtimleri yapildi.
Olgiimlerdeki sonuglar ve aktivite tayini Nisan, Mayis ve Haziran aylarinda farklilik
gosterdi. Sonug olarak 3 tekrarli enzim sonuglarini mevsim sartlarina, su sicakligina ve
su kenelerinin nimften erginlige gecis donem sartlarina gore yorumlandi. Durumlar

kontrol gruplari ile durumlarin tiimii kendi aralarindaki farkliliklar1 yorumlandi.
3.5.1 Total Protein (TP) Ol¢iimii

Bikinkoninik Asit (BCA) Yontemi: Bu yontem Smith (1985) tarafindan bulunmustur ve
yeni bir yontemdir. Lowry yontemine gore farkli bir uygulamadir. Yine iki reaksiyonu
vardir. Birinci reaksiyonda biiiret reaksiyonudur. Cu™® iyonlari peptid azotlarina
baglanir ve Cu*' iyonunu indirgenirler. ikinci reaksiyonda ise bu indirgenmis Cu**
iyonlar1 BCA ile renkli bir kompleks olustururlar ve bu rengin siddeti protein
yogunlugu ile orantilidir. Olusan bu renk kompleksi 562 nm’de maksimum absorbans

gosterir (Resim 3.8).

Resim 3.8 Total protein aktivite tayini.

Yontemin duyarliligi Lowry yontemininkine yakindir ancak mikro 6l¢iim islemi ile bu
duyarlilik ¢ok daha fazla arttirilabilir. indergen sekerler ve EDTA gibi Cu*? selatlayici
maddeler 6l¢tim sonuglarina etki edebilir. Total protein sonuglari, BioAssay Technology

marka  Kkiti  spektrofotometre cihazinda 562 nm’de absorbansi  okundu.
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Sekil 3.1 Bikinkoninik Asit (BCA) reaksiyon sekli (http://microamaze.blogspot.com)

Hesaplama agagida belirtilmistir:

Cprotein = ODsamp|e - ODb|ank X Cstandart 563 },lg/l’nL X Dllution faCtOI'
pg/mbL ODstandart - ODpjank

Not: 563 pg/mL protein standart ¢ozeltisi.
3.5.2 Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesi Tayini
Siiperoksit dismutaz (SOD) oksidasyon-antioksidasyon dengesinde 6nemli bir rol oynar.
Organizmalar, bu enzimi olusabilecek hasarlardan uzak tutmak i¢in siiperoksit anyon
radikallerini (O;") kaldirir.

20, + 2H" — H,0, + O,

SOD aktivite iinitesi (U) asagidaki formiile gore hesaplanmistir:

SOD inhibiSyon Orani (%) = (Acontrast' Acontrast blank) - (Asample' Asample blank) x 100%

(Acontrast - Acontrast blank)

SOD aktivitesi = SOD + 50% x Reaksiyon (0.24 mL) + Ornekteki Protein konsant.

(u/mgprot) inhibisyon  dilute multi. (0.02 mL) (mgprot/mL)

oranit
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Resim 3.9 Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivite tayini.

SOD enzim aktivite tayini i¢in BioAssay Technology marka kiti kullanilmistir.
Kiivetlere homojenat ve enzim bilesimi uygulanarak mikroplaka yontemi ile 450 nm’de
absorbans Olctimii yapilmistir (Resim 3.9). Hesaplamalar yapildiktan sonra aktivite

U/mg protein olarak verilmistir.

3.5.3 Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Enzim Aktivitesi Tayini

Glutatyon peroksidaz hiicresel aktivite tayini kiti, doku ekstrelerinde glutatyon
peroksidazi 6lgmek i¢in kullanilir. Deney, glutatyonun (GSH) okside olmus glutatyonun
(GSSG) oksidasyonuna dayanir. Bu, GSSG'nin geri doniisimiine baglanan GPx,
glutatyon rediiktaz ve NADPH'yi kullanarak Glutatyona katalize eder.

Bu metot okside glutatyon (GS-SG) ve NADPH’1 substrat olarak kullanan glutatyon
reditktazin 412 nm’de Nikotinamid-adenin-diniikleotid hidrojen fosfat (NADPH)’1
okside etmesi ile meydana gelen azalan absorbansin dlgiilmesi esasina dayanmaktadir.
NADPH’in NADP (Nikotinamid-adenin-diniikleotid fosfat)’a yiikseltgenmesi 412
nm’de absorbansin azalmasina sebep olur, boylece dolayli olarak GPx’in aktivitesinin

tespitinde kullanilmaktadir (Resim 3.10).
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Glutatyon peroksidaz aktivite hesaplamasi agsagida verilmistir:

Liver tissue = OD ronenzyme — OD enzyme x  Standart solution = Dilution

GSH-Px activty OD standart — OD plank concentration time

+ Reaction time + (sampling volume x Protein content in sample)

Resim 3.10 Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) aktivite tayini.

Enzimin spesifik aktivitesi nmol/mg protein olarak hesaplandi. GPx enzim aktivitesinin
tayini i¢in slipernatantlar 4 °C’de 15 dakika 14.000 g’de santrifiij edildi. GPx
aktivitesinin  belirlenmesinde  BioAssay Technology marka kit kullanarak

spektrofotometrede 412 nm olarak absorbansi1 6l¢iildii.

3.5.4 Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesi Tayini

Katalazin H,O;’yi pargaladigi reaksiyon, amonyum molibdat ile hizli bir sekilde
durdurulabilir. Pargalanan H;O,, sarimsi bir kompleks olusturmak i¢in amonyum
molibdat ile reaksiyona girer. CAT aktivitesi, 405 nm'de sarimsi kompleksin

tiretilmesiyle hesaplanabilir.
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Katalaz aktivite hesaplamas1 verilmisitr:

CAT activty = (ODcontrol - ODsample) * 271*

60 x The volume of sample

Note: 271* egimin tersidir.

Resim 3.11 Katalaz (CAT) aktivite tayini.

CAT enzim aktivitesinin tayini i¢in siipernatantlar 4°C’de 15 dakika 14.000 g’de
santrifiij edildi. Aktivite tayini BioAssay Technology marka kit ile Enzim aktivitesi
mmol/mg protein olarak hesaplandi. Katalaz, hidrojen peroksidi enzimatik olarak
parcalar ve olusan reaksiyon {iriini amonyum molibdat kompleksi olusturur.
Peroksizomlardaki CAT’1 agiga ¢ikarmak amaci ile spektrofotometre cihazinda 405

nm’de absorbans 6l¢iimii yapildi (Resim 3.11).

3.5.5 Glutatyon S-transferaz (GSH-ST) Enzim Aktivitesi Tayini

Glutatyon S-transferaz (GSH-ST), karaciger hiicrelerinde bulunan karaciger
detoksifikasyonuna bagl bir tiir enzimdir. GST, azaltilmis glutatyonun (GSH) 1-klor-
2,4-dinitro benzene baglanmasini katalize eder. Belirli bir reaksiyon siiresinde, GST
aktivitesi, reaksiyondan sonra substrat konsantrasyonunun degismesi ile dogrusal olarak
iligkilidir. Bu kit, GSH'nin konsantrasyonunu tespit ederek GST'nin aktivitesinin

hesaplanmasi saglar.
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GST enzim aktivitesi formiilii asagida verilmisitr:

Whole blood GST = OD contrast — OD sample x standart concentration x dilution

times
activity OD standart — OD blank

+ reaction time length + sampling vol.

<y =~ =

Resim 3.12 Glutatyon S-transferaz aktivite 6l¢timii.

GST enzim aktivitesinin tayini i¢in siipernatantlar 4 °C’de 15 dakika 14.000 g’de
santrifiij edildi. Enzim aktivitesi tayini spektrofotometre cihazinda 450 nm’de 6lgiildii.
GST enzimi tarafindan CDNB (1-kloro-2, 4-dinitrobenzen), indirgenen GSH ile
konjuge edilerek GSH’in oksidasyonuna bagl olarak yapildi (Resim 3.12). GST
aktivitesinin belirlenmesinde BioAssay Technology marka Kiti kullanilarak UV ile

Olgtimleri yapildi. Sonuglar pmol/mg protein olarak hesaplandi.

3.5.6 Glutatyon Rediiktaz (GR) Enzim Aktivitesi Tayini

Glutatyon Rediiktaz (GR), koenzim olarak bir molekiil flavin adenin diniikleotidi (FAD)
igeren flavin proteini olarak bilinen bir enzimdir. in vivo reaksiyonlara katildig1 zaman,
koenzim NADPH hidrojen iyonlar1 saglayabilir, okside olmus glutatyon (GSSG)
katalitik olarak glutatyona (GSH) indirgenir. GR sitosol ve mikrozomlar boliimiinde
yayillmis olarak bulunur. GR, ¢esitli organlarin doku hiicrelerinde yaygindir, canl

organizmalarda redoks reaksiyonlarinda énemli bir rol oynar.
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GSSG + NADPH —GR—2GSH + NADP”

Glutatyon rediiktaz hesaplamasi asagida verilmistir:

Doku GR = (Al - A2) + time 2m. + [sample vol. x conc. of sample] x sample dilus.
fact.

activity  6.22 x1cm protein

Not: 6.22, 1 nm optik yoldaki 340 nm dalga boyunda 1 mM NADPH'nin sénme

katsayisidir.

GR aktivitesini NADPH absorbans degerlerinin 340 nm'de spektrofotometre cihazinda
degisimini tespit ederek; GR aktivitesi U/gprot cinsinden BioAssay Technology marka

kit formiiliine gore hesaplandi.

3.6 istatistiksel Degerlendirme

Kontrol ve durum gruplarinin enzim aktiviteleri ve total proteinlerinin diizeylerinin
istatistiksel olrak belirlenmesi ve gruplar arasi karsilatirmada Kruskal-Wallis H testi;
grup ici karsilastirmalarda ise Mann-Whitney U testi (SPSS for Windows Paket
programinda) kullanildi. Gruplar arasi farklar p<0.05 seviyesinde tespit edildi. Biitiin

istatistiksel hesaplamalar SPSS 17.0 istatistik programi kullanilarak yapildi.
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4. BULGULAR

Mevcut calismada akvaryumlara agir metal yiiklemesi yapildi ve ornekler 7 giin
boyunca gozlendi. Agir metal etkisindeki su kenelerinin ilk giinlerde olduk¢a aktif
harekete sahip olduklari dikkat ¢ekti. Kursuna maruziyet siiresi arttikca 6. ve 7.
giinlerde su kenelerinin hareketlerinde azalma veya sabit noktada durma gibi degisikler
saptandi. Uygulama sonunda organizmalarda agirlik kaybi veya mortalite gibi olumsuz
durumlar gozlenmedi. Daha sonra akvaryumlardan alindi ve bu 6rnekler lizerinden ICP
ile agir metal kursun birikimi tayin edildi. Es zamanli olarak oOrneklerdeki enzim
aktiviteleri uygun deneysel kitlerle Olgiildii. Elde edilen veriler ile agir metal

absorplanmasi ve enzim aktivitesi arasindaki iliski diizeyi belirlendi.
4.1 Sudaki Kursun (11) Nitrat Analiz Degerleri

Dogal ortamda suda bulunan ve suda yasayan canlilar acisindan toksik olmayan kursun
miktart 0.04-0.198 mg/L olarak bilinmektedir. Isikli Golii’'nden alinan su kenelerinin
kursun degerleri agisindan belirgin fark olup olmadigi su ve doku analizi yapilarak

degerlendirildi.

Caligma bolgesinden alinan suyun kursun degerleri incelendiginde; ilk etapta gol
suyunun kontrol grubundaki miktarlarinin normalin ¢ok tstiinde ¢iktigi 7. giiniin
sonunda alinan su Orneklerinin kontrol gruplarindaki miktarlarinda azalma oldugu
gozlendi. Bu sonuglar kursun ilavesi yapilmamis kontrol gruplarinda kursun seviyesinin

azaldigini ve su kenelerinin viicutlarinda absorbe ettigini gostermektedir.
(Pb(NO3), ilavesi yapildiktan sonra en yiiksek konsantrasyonlar derisimin yiiksek

oldugu Pb?* 1x10™® konsantrasyonlarinda gdzlenirken, en diisiik konsantrasyonlar ise

kontrol gruplarinin 7. giinlerinde oldugu gozlendi (Cizelge 4.1, 4.2, 4.3).
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Cizelge 4.1 Isikl1 Golii’nden alinan 1. ¢alisma su analiz sonuglari.

Kursun konsant. 1. Tekrar Miktar (ppm)
Pb** kontrol 1. Giin 0.24

Pb*? kontrol 7. Giin 0.20

Pb* 1x10° 3.80

Pb*? 1x 10" 21.77

Pb* 1x10° 104.31

Calismanin 1. ve 2. tekrarinda da kontrol gruplarinin 1. ve 7. giinlerdeki farkin belirgin
sekilde azalmis olmasi su kenesi 6rneklerinin kursunu belirli dereceye kadar viicutlarina

absorbe ettigi goriildii.

Cizelge 4.2 Isikl1 Golii’nden alinan 2. ¢alisma su analiz sonuglari.

Kursun konsant. 2. tekrar Miktar (ppm)
Pb*? kontrol 1. giin 0.23

Pb*? kontrol 7. giin 0.19

Pb* 1x 107 9.85

Pb* 1x 10" 44.94

Pb* 1x 107 86.83

Sonug olarak; calismalarin tim tekrarlarinda kontrol gruplarinin 1. ve 7. giinlerdeki
farkin belirgin sekilde azalmis olmasi su kenelerinin viicutlarina belirli oranlarda
kursunu absorbe ettiklerini gostermektedir. 1., 2. ve 3. ¢alismalarin en yiiksek degerleri
artan konsantrasyonlarda uygulama yapildigi igin Pb*? 1x10° derisimlerinde

degisiklikler gdzlenmistir.
Gruplar aras1 farkin onemli olgiide farklilik gosterdigi ve yiiksek derisimlerde bile

kursun metaline kars1 su kenelerinin direng gdsterdigini, absorbe edilen kursunun bu

canlilarda enzim sistemini etkiledigi sonucuna varilmistir.

53



Cizelge 4.3 Isikl1 Golii’nden alinan 3. g¢alisma su analiz sonuglari.

Kursun konsant. 3. tekrar Miktar (ppm)
Pb** Kontrol 1. giin 0.35

Pb*? Kontrol 7. giin 0.30

Pb** 1x 107 7.74

Pb™ 1x 10 9.32

Pb™ 1x 10°° 81.36

3. calisma grubunda gol suyunun Pb®* miktar1 0.135 ug/kg olup, tespit edilen degerin
iilkemizdeki su kaynaklar1 kalite kriterlerine (0.50 mg/kg'l) gore tehlikeli oldugunu
gostermektedir. Su kenelerinin 7. Giin sonunda kontrol gurubundaki kursun

absorplamasinin fazla oldugu goriildii.
4.2 Eylais setosa’da Agir Metal Birikim Degerleri

Calismanin 1. tekrarinda Pb®* uygulamasi olmayan kontrol grubundaki kenelerde Isikl
Goli’ndeki kursun birikimi degeri tespit edildi. Pb* 1x107 konsantrasyonu Durum 1
olarak degerlendirildi. Durum 1°deki artis uygulama sonrasinda viicut sivilarinda
birikim yaptigini gostermektedir. Pb?* 1x10™* konsantrasyonu Durum 2 olarak, Pb?*
1x10° konsantrasyonu ise Durum 3 olarak degerlendirildi. Durum 2 ve 3’te ise
kursunun normal sartlardaki toksik sinirinin istiine ¢iktigini ve Eylais setosa’nin Pb?*

birikimlerinde mortalite gostermedigi tespit edildi.

Cizelge 4.4 Calisma alanindan alinan Eylais setosa’nin 1. érneklemdeki kursun degerleri.

Kursun konsant. 1. Tekrar Miktar (ppm)
Pb*? Kontrol 0.26
Pb*? 1x107 0.41
Pb*? 1x10™ 3.74
Pb*? 1x103 37.21
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Cizelge 4.5 Calisma alanindan alinan Eylais setosa’nin 2. érneklemdeki kursun degerleri.

Kursun konsant. 2. tekrar Miktar (ppm)
Pb** Kontrol 0.28
Pb*? 1x10° 0.94
Pb*? 1x10™ 1.68
Pb*? 1x10® 49.02

Calismanin 2. tekrarinda, Pb?* uygulamasi yapilmamis kontrol grubunda, canlilarin
dogal ortamlarindaki Pb>* birikimi 0.035 pg/kg olarak bulundu. Durum 1 ve Durum
2’de i¢ sularda kursun birikim kapasitesinin simirin1 gegmedigi tespit edildi. Durum 3
derisiminde ise ¢cok yogun olarak bulunan Pb* derisiminde birikimlerini iist seviyeye

kadar tasidiklar1 ve Eylais setosa tiiriinde mortalite gozlenmedigi sonucuna ulasildi.

Cizelge 4.6 Calisma alanindan alinan Eylais setosa’nin 3. 6rneklemdeki kursun degerleri.

Kursun konsant. 3. Tekrar Miktar1 (ppm)
Pb*? Kontrol 0.27
Pb*? 1x10° 0.57
Pb*? 1x10™ 15.76
Pb*? 1x107 81.26

Calismanin 3. uygulamasinda Pb ilavesi yapilmayan kontrol grubunda viicut sivilarinda
0.072 ppm Pb birikimi bulundu. Durumlar arasinda artan konsantrasyonlarda su

kenelerinin viicut stvilarinda artma oldugu gozlendi.

Uygulamalar kontrol gruplar ile kiyaslandiginda birikim degerlerinin Durum 3’te
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Su kenelerinde Pb?* uygulamalari iginde en yiiksek
konsantrasyon durum 3’teki derisiminde elde edilmistir. Analiz sonucunda, toksik bir
metal olan kursunun Eylais setosa tarafindan yogun olarak absorbe edildigini gosterdi.
Durum 3’teki konsantrasyonlarda 3 ¢aligmanin da sonucuna bakarak canlilarin en toksik

derigimlerde bile bu metalin bu tiirde 6limciil olmadig goriildi.
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4.3 Eylais setosa’da Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Hiicrede, siliperoksit radikallerinin hidrojen peroksit ve suya dismutasyonunu
katalizleyen Siiperoksit Dismutaz enziminin (SOD) aktivitesindeki degisiklikler kontrol
grubu ile Pb(NOg3), konsantrasyonlari (Durum 1, Durum 2 ve Durum 3) karsilastirilarak
degerlendirildi (Sekil 4.1).

Kontrol grubu ile diger gruplar karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel agidan

sonuglarin anlamli oldugu (p<0.019) saptandi.
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Sekil 4.1 Siiperoksit Dismutaz (SOD) enzim aktivite sonuglari.

4.4 Eylais setosa’da Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Enzim Aktivitesinin

Belirlenmesi
Reaktif oksijen tiirlerinin, zararl etkilerine kars1 hiicre i¢i savunmada yer alan glutatyon

peroksidaz enziminin miktarinda ki artis veya azalis, tiiriin oksidatif strese kars1 verdigi

yanitin bir gostergesi olarak kabul edilebilir.
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Sekil 4.2 Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) aktivite sonuglari.

Glutatyon peroksidaz enziminin (GSH-Px) aktivitesindeki degisiklikler kontrol grubu
ile karsilastirilarak durum 1, durum 2 ve durum 3 izlendi (Sekil 4.2). Buna gore
kursunun 3 farkli konsantrasyonundaki GSH-Px aktivitesi degerlerinde kontrol

grubunun verilerine gore istatistiksel olarak 6nemli bir fark saptandi (p<0.015).

4.5 Eylais setosa’da Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Hiicrede hidrojen peroksitin (H,O;) suya ve oksijene indirgenmesini katalizleyen
katalaz enziminin aktivitesi kontrol grubu baz alinarak degerlendirildi. Buna gore;

kontrol grubu ile diger gruplar karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel acidan énemli

bir fark goriildi (p<0.016).
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Sekil 4.3 Katalaz (CAT) aktivite sonuglari.

Katalaz enzim aktivitesi, kontrol ve diger durumlar karsilastirildiginda en fazla
yiikselisin durum 3’te oldugu goézlendi (p<0.016). Ayrica Durum1, Durum 2 ve Durum
3 arasinda da Pb(NOg); ilavesi ile durumlar arasi belirgin farkliliklar gortldi (Sekil
4.3). Durum 1’in su kenelerinde aktivite 2.0 mmol/mg gozlenirken, Durum 2’nin su
keneleri 6rneklerinde 5.0 mmol/mg yiikseldigi, Durum 3’te ise belirgin bir artis ile 11.0

mmol/mg protein oldugu goriildii.

4.6 Eylais setosa’da Glutatyon S-transferaz (GST) Enzim Aktivitesinin

Belirlenmesi

Yapmis oldugumuz GST enzim aktivitesinde; Kontrol grubu, Durum 1, Durum 2 ve
Durum 3 konsantrasyonlarinda o6lgiimler yapildi (Sekil 4.4). Cikan sonuglar sirasiyla 8.0
pmol/mg, 4.0 umol/mg, 11.0 umol/mg ve 3.0 umol/mg bulundu. En yiiksek aktivite
Durum 2’de gdzlenirken, en diisiikk konsantrasyon Durum 3’te gozlendi. Istatistiksel

acidan GST enziminin 6nem diizeyi p<0.024 tespit edildi.
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Sekil 4.4 Glutatyon S-transferaz (GST) aktivite sonuglari.

4.7 Eylais setosa’da Glutatyon Rediiktaz (GR) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Glutatyon rediiktaz enziminde Kontrol grubu, Durum 1, Durum 2 ve Durum 3 gruplari
karsilagtirildi (Sekil 4.5). Cikan sonuglar sirasiyla kontrol grubunda 10.0 U/gprot,
Durum 1°de 9.0 U/gprot, Durum 2’de 2.0 U/gprot, Durum 3’te 5.0 U/gprot olarak
hesaplandi. Durum 1, durum 2 ve durum 3’teki Pb** konsantrasyonlarina verilen
tepkilerde sonuglarin birbirine gruplar aras1 farkliliklar istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p<0.024).
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Sekil 4.5 Glutatyon rediiktaz (GR) aktivite sonuglari.
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5. TARTISMA ve SONUC

Giliniimiizde, biyosorpsiyon ekonomik ve ¢evre dostu 6zellikleriyle alternatif bir aritim
yontemi haline gelmistir. Biyosorpsiyon yontemi ile organik ve inorganik kirleticilerin
sulu c¢ozeltilerden istenilen diisilk derisimlere kadar uzaklastirilmast miimkiin
olmaktadir (Golie and Upadhyayula 2017). I¢ sulardaki kirlenmenin temel
nedenlerinden biri olan endiistriyel atiklar, akuatik ortamlarda yiiksek miktarda toksik
metal birakirlar. Bu durum sulardaki canlilar igin toksik etkiye neden olur. Bu
kimyasallar tatli su ekosistemlerini biiyiik oranda olumsuz etkiler. I¢ sularda yasayan
fungus, alg, bitki, omurgali ve omurgasiz canlilarda kirlilige kars1 su kalitesini izlemek
icin biyosorpsiyon yontemi kullanilmaktadir. Giiniimiizde bu yontem biyoindikator

olarak siklikla kullanilmaya baglanmistir (Aydin 2018).

Sulardaki inorganik kirlenmenin en onemli Sebebini agir metaller olusturur. Bu agir
metaller uygun konsantrasyonlarda canli yasami i¢in gerekli olup eksikliklerinde gesitli
semptomatik bozukluklar ortaya ¢ikar. Ancak bu metaller dogal konsantrasyonlarindaki
miktarlart asildiginda 6nemli bir enzim engelleyici grubu olustururlar. Giimiis, civa,
bakir, kadmiyum ve kursun gibi metaller canlilar i¢in bu nedenle zehirlidir (Forstner

and Wittmann 1981).

Sucul omurgasizlarda, gesitli yollardan canli biinyesine alinan agir metaller her organ ve
dokuda farkli diizeylerde birikirler (Kayhan vd. 2009). Omurgasiz hayvan tiirleri
tarafindan absorblanan agir metaller, bu organizmalarin viicutlarinda birikerek besin
zinciri vasitastyla sucul ortamdaki diger canlilara hatta insanlara kadar aktarilmaktadir.
Agir metallerin, canlilart giderek daha fazla oranda etkilemesi nedeniyle literatiirde agir
metaller ile indiiklenen toksisite ile ilgili pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Ozellikle
kursun, kadmiyum ve civa gibi endiistriyel boyutta kullanimi olan agir metallerin
canlilara olan etkisi yaygin bir sekilde arastiricilar tarafindan ¢alisilmaktadir. Ancak
agir metallerin neden olduklar1 toksisitenin ortaya ¢ikmasinda rolii olan molekiiler

mekanizmalar heniiz tam olarak aydinlatilabilmis degildir.
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Bununla birlikte deneysel calismalardan elde edilen veriler, agir metal toksisitesinde
indiiklenen oksidatif hasarin, toksik etkilerin ortaya c¢ikmasinda rol alabilecegini

gostermektedir (Casolino et al. 2002, Shalan et al. 2005).

Kimyasal stres altinda antioksidan sistemler indiiklenebilir veya inhibe edilebilirler.
Indiiklenme adaptasyondur ve organizma giivensiz kirli ortaminda kismen veya
tamamen stres ile bas edebilir demektir. Diger durumda organizma toksik ajana daha
duyarli hale gelir ve toksisite baslar. Bu nedenle antioksidan sistemler sadece
kontaminant etkisine degil toksisitede biyomarkir olurlar (Cossu et al. 1997). Bu

biyomarkirlar ¢evre kirleticilerin arazide degerlendirilmesinde giivenli gostergelerdir
(Walker 1995).

Agir metal stresine bagli olusan oksidatif strese karsi antioksidanlarin olusturdugu
diren¢ mekanizmalar1 bir¢ok tiirde metal toleranslarimi giiglendirmek igin organizmaya
Oonemli avantaj saglamaktadir. Metal stresine karsi olusturulan antioksidan aktivite
degisimlerinin sebebinin bilinmesi daha sonraki biyosorplama caligmalar i¢in de 6nem
tasimaktadir. Sucul organizmalarda, antioksidan savunma sistemleri, ¢evre sartlarina
gore degismekte ve adaptif bazi yanitlar gelistirmektedirler. Sucul canlilarin doku ve
organlarinda goriilebilen yanitlar, aslinda ekosistemin olumsuz etkilendiginin bir

gostergesidir (Akbulut vd. 2014).

Bu sebeple sucul ortamlarda agir metallerin ve biyomarkirlarin, bir¢ok su {iriinii ve balik
tiiriindeki birikimleri {izerine arastirmalar yapilmistir (Bryan 1976, Dirilgen 2001, Inan
1995, Canli 1998, Canyurt 1982, Kaya 2012, Isik 2007, Hoyle et al. 2007, Federici
2007, Ozdemir 2014).

Asgc1 ve arkadaslart 2015 yilinda yaptiklar1 “Study on the Impact of Elements in Water
on the Diversity of Water Mites (Acari, Hydrachnidia) Species” baglikli calismada
Karamik Golii'nden toplanan su kenesi Ornekleri {izerinde ekolojik bir c¢aligma
gerceklestirmislerdir. Bu calismada tiir dagilimi lizerindeki klimatik fraktorlerin ve

element diizeylerinin etki diizeylerine bakilmistir (Asc1 vd. 2015)
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Diger bir ¢alismada ise yine Asc1 ve arkadaslarinin (2016) Karamik G6li’nden toplanan
¢ok yaygin bulunan bir su kenesi tiirii olan Hydrodroma despiciens ile agir metallerin
toksik etkisi lizerine bir ¢alisma yapmislardir. Bu c¢alismada goélden toplanan canli
ornekler laboratuvara  getirilip akvaryumlara konulup {izerlerine degisik
konsantrasyonlarda tekrarli olarak farkli agir metal tuzlan ilave edilmistir. Daha sonra
akvaryumdaki su keneleri izlenmis ve bu metal tuzlarina karst dayanikliklar

gbzlenmistir.

Bazi arastirmacilar, bu antioksidan enzimlerin inhibisyonunun ve indiiklenmesinin, suda
yasayan hayvanlarda kursun kirliligi icin potansiyel bir gosterge oldugunu One
stirmistir (Company et al. 2004, Timofeyev et al. 2008). Yapilan literatiir
taramalarinda daha once su kenelerinde antioksidan enzimler ile yapilan bir ¢alisma

olmamasi bu ¢alismanin 6nemini artirmaktadir.

Bu ¢alisma ile Isikli Go6li’nden Nisan, Mayis ve Haziran aylarinda alinan Eylais
setosa’da ve su Orneklerinden kursun birikimi tespit edildi. Pb(NOg), ilavesi olan
Durum 1, Durum 2 ve Durum 3 akvaryumlarina alinan 6rneklerin absoplama miktarini
belirlemek amaciyla 0. giin ve 7. giinlerde su 6rnekleri analiz edildi. 7. giiniin sonunda
Pb* miktarinda azalmalarin oldugu gozlendi. Sonuglar, Eylais setosa’nin kursunu
biinyelerine aldiklar1 ve artan konsantrasyonun tiirlere 6liimciil etkilerinin olmadigi

sonucunu gosterdi.

Akvaryum Suyundaki Pb?*
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Sekil 5.1 Isikli Golii’nden getirilen 1. ¢aligma su 6rnekleri.

Calismanin 1. drneklemesinde, Pb?* kontrol grubu baz almarak, durumlar arasinda gol
suyu ile laboratuvar ortaminda ilave edilen Pb®* miktar1 degerlendirildi. Eylais
setosa’nin  Pb®* absoplama degerleri interpolasyon grafigi ile yorumlandi. Egim
R?=0.6619 olarak belirlendi. Bu grafik sonucuna gore, ortama verilen Pb*" miktari,

ortamdaki bireyler tarafindan artan oranda absorplandigini gostermektedir.

Akvaryum Suyundaki PbZ*
Degerleri

100
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40
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Sekil 5.2 Isikl1 Golii’'nden getirilen 2. ¢alisma su 6rnekleri.

Calismanin 2. tekrarinda, Isikli Golii'nden alinan su ile laboratuvar ortaminda
akvaryumlara ilave edilen kursunun karsilastirilmasi yapildi. Olusturulan interpolasyon
grafiginde egim R?=0.8451 bulundu. Bu R’ degeri, artan kursun miktari ile bunun

bireyler tarafindan absorplanmasinin dogrusal oranda oldugunu gostermektedir.
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Akvaryum Suyundaki Pb?*
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Sekil 5.3 Isikli Golii’'nden getirilen 3. ¢alisma su 6rnekleri.

Calismanin 3. 6rnekleminde, Pb(NOs3), ilavesi olmayan kontrol grubu ile durumlar
degerlendirildi. Pb?" absorplama diizeyi olusturulan grafikte R?=0.609 egim bulundu.
Bu 6l¢iimlerin 3’iinde de interpolasyon grafiginin dogrusal olmasi, her ii¢c deneyde de
ortama verilen kursun miktar1 ile Eylais setosa orneklerinin absorplama oranlarinin ayni

oranlarda oldugunu gostermektedir.

Sonuglar, Pb(NOgs),’nin Eylais setosa tiirii igin yiiksek miktarda toksik oldugunu
gdstermektedir. Deneme siiresince kontrol grubunda mortalite gézlenmedi. Orneklerin
dogal ortamindaki normal hareketlerine devam ettigi tespit edildi. Bu ¢alisma sonunda,
Eylais setosa’nin kursuna maruz kalma siiresi arttikga kursun birikiminin kademeli
olarak arttig1 bulundu. Bu ¢aligma ile ilk kez Pb®*’na maruz birakilan Eylais setosa’da

bu metalin bu tiirdeki antioksidan enzim faaliyetleri lizerindeki etkileri ¢alisildu.

Eylais setosa i¢in optimum sartlarda yiiriitiilen ¢alismada kontrol grubu ile durum 1,
durum 2 ve durum 3 derisimlerinde akvaryumlar olusturuldu. Kontrol grubu ile diger
durumlarda belirlenen akvaryumlara 3 tekrarl yiiriitiilecek sekilde Eylais setosa tiirleri
ilave edildi. Kursuna maruziyet sonucunda kontrol grubundaki Eylais setosa ile farkli
konsantrasyon derisimlerine maruz kalan c¢alisilan tiirler aralarindaki degisiklikler

karsilastirildi.
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Eylais setosa'da Pb?* degerleri
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Sekil 5.4 Eylais setosa’da 1. 6rneklemdeki Pb?* birikim degerleri.

Calismanin 1. 6rnekleminde, akvaryumlara (Pb(NO3),) ilave edildikten sonra kontrol
grubu ile durum 1 arasindaki birikim oranlarinda artma oldugu goriildii. Durumlarda
kursun miktar arttik¢a birikimlerinde kademeli olarak artti31 tespit edildi. interporasyon

grafiginde egim R?= 0.675 bulundu.

Eylais setosa'da Pb?*
degerleri
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Sekil 5.5 Eylais setosa’da 2. 6rneklemdeki Pb?* birikim degerleri.

Calismanin 2. 6rnekleminde, kontrol grubu ile durumlar arasinda belirgin bir artis

oldugu goriildii. interpolasyon grafigine gore egim R?= 0.6232 olarak bulundu.
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Sekil 5.6 Eylais setosa’da 3.6rneklemdeki Pb?* birikim degerleri.

Calismanin 3. 6rnekleminde Eylais setosa’nin viicut dokularinda Kontrol grubu, Durum
1 Durum 2 ve Durum 3’te Pb?* miktarinin belirgin olarak arttig1 gdzlendi. interpolasyon
grafik degeri ise R?=0.7475 olarak bulundu. Uygulamalarin tiimii incelendiginde egimin
en yiksek c¢aligmanin 3. ornekleminde oldugu gorildi. Tim verilere bakildiginda,
ortama verilen Pb®* ile absorplanan miktarlarn dogrusal bir iliski icinde oldugu

goriildi. Bu sonugclar, daha onceki literatiir calismalarina uygunluk gostermektedir.

Elde edilen sonuglara gore, ekotoksikolojik olarak agir metal stresine verilen cevaplar
agir metalin degisen konsantrasyonlarina ve uygulama siiresine bagli olarak degistigi
gostermektedir. Bu ve benzer ¢aligmalar, i¢ sular bakimindan zengin olan Tiirkiye’nin
cesitli nedenlerle su kaynaklarinin gittikge kirlendigi diisiiniiliirse besin zincirinin en alt
tabakasindan baslayarak en iist canli grubuna kadar metal kirliliginin etki diizeylerini

belirlemede oldukg¢a 6nemlidir.

Bulgulara paralel olarak Eylais setosa tiiriine uygulanan kursun (1) nitratin, SOD, GSH-
Px ve CAT aktivitelerinde artislara neden oldugu ve metal stresine karsi toleransin bu
artiglara sebep oldugu distiniilmiistiir. Bununla birlikte GST ve GR enzimlerinde ise
azaliglar oldugu ve diger artan enzimlere gdre strese neden olduklari ve daha fazla

tolerans gosterebildigi belirlenmistir.

67



Hiicrelerdeki stiperoksit radikalini pargalamadan sorumlu olan SOD enzimi aktivitesi
agir metalin konsantrasyonuna, uygulama siiresine bagli olarak farklilik gostermektedir.
Calismada kursunun, kontrol grubunda SOD aktivitesinin diger enzimlere oranla daha
yiiksek oldugu tespit edildi. Yapilan tekrarli gozlemlerde enzimin en az aktivite
gosterdigi grubun Durum 1°de oldugu, artan konsantrasyon seviyelerindeki durumlarda
enzim seviyesinin bir onceki gruba oranla daha yiiksek oldugu ve SOD aktivitesine

tolerans gosterebildigi belirlendi.

Uygulama sonucu ¢ikan degerlerde SOD enzimi aktivitesi sirasiyla kontrol grubunda
10.67 U/mg, Durum 1°de 2.0 U/mg, Durum 2’de 8.33 U/mg ve Durum 3’te ise 5.0
U/mg protein olarak bulundu. SOD aktivite sonuglari, kursun uygulanmayan su
kenelerinde en yiiksek (10.67 U/mg) aktiviteyi gosterdigi, Durum 1°de ise (2.0 U/mg)
enzimin aktivitesinin yavaslamasi ve artan kursun miktarinda stres olusturmasi ile
enzim aktivitesini durdurdugu anlasilmaktadir. Durum 2’de 8.33 U/mg’e yiikselerek
metal etkisine bagl olarak su kenelerinin savunma mekanizmasi gelistirdigi gozlendi.
Normal sartlarda i¢ sularda gdézlenmeyecek kadar yiliksek derisim konsantrasyonuna
sahip olan Durum 3’te Eylais setosa bireylerinin hala hayatta kalmasi ve enzim

aktivitelerini az da olsa devam ettirildigi goriild.

Gruplar arasi karsilastirmalarda Durum 2’nin SOD enzim degerlerinin Durum 1 ve
Durum 3’e gore yliksek oldugu, belirgin farkliliklarin oldugu gézlendi. En diisiik deger
Durum 3’te oldugu saptand. Istatistiksel degerlendirmelerde gruplar arasindaki farklilik
p<0.019 olarak anlamli bulunmustur. Artan siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz
enzim aktivitelerinin agir metalin neden oldugu reaktif oksijen tiirlerinin yok

edilmesinde etkili oldugu bilinmektedir (Uraguchi vd. 2006).

GSH-Px enzimi, kursun uygulamasi sonucu Eylais setosa’nin kontrol grubunda en
yiiksek derisimde gozlenmekte iken en az derisimin Durum 1’de inhibe ettigi artan
konsantrasyonlarda ise kademeli artislarin oldugu saptanmaktadir. Su kenelerinin
kursuna maruz kalmasi, GSH-Px diizeyinin artmasina neden olmustur. Ayrica kontrol,
Durum 1, Durum 2 ve Durum 3 gruplar: kendi aralarinda karsilastirildiginda aralarinda

istatistiksel olarak 6nemli bir farkin oldugu tespit edilmistir (p<0.015).
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En yiikksek sonucun kursun uygulamasi yapilmayan kontrol grubunda ¢ikmasi su
kenelerinde GSH-Px enzim aktivitesinin dogada normal sartlarda adaptif oldugu ve
aktivitesinin 11.0 nmol/mg oldugunu gostermektedir. ilk &rneklemedeki akvaryum
Durum 1’deki aktivite sonucu 2.0 nmol/mg bulundu. Belirgin bir azalmanin sebebinin
normal sartlardaki kursun miktarindan fazla ¢ikmasi ile su kenelerinin metal stresine

kars1 oksidatif strese neden oldugu ve enzimin aktivitesini yavaslattigi goriildii.

GSH-Px enzim sonuglarina gére, enzimin kontrol grubunda 11.0 nmol/mg, Durum 1°de
2.0 nmol/mg, Durum 2’de 5.0 nmol/mg ve Durum 3 derisiminde ise 8.0 nmol/mg
protein bulunmustur. Durum 2 olarak belirlenen akvaryuma kursun ilave edildiginde 5.0
nmol/mg ¢ikmasi artan konsantrasyona dogru su kenelerinin enzimlerinde stres sonrasi
tekrar yiikseldigi goriilmiistir. Durum 3’te bulunan su kenelerinin Pb?* ilavesinde
yasamlarina devam etmis ve enzim aktivitesi 8.0 nmol/mg’a kadar yiikselmistir. Bu
sonuclar olusan strese ragmen canlilarin yiiksek toksik derisimlerde bile enzim

aktivitelerinin devam ettigini géstermistir.

Erdem (2002) yaptig1 ¢alismada, omurgasiz canlilardan Gammarus spp.’de Se-bagimli
ve Se bagimsiz Glutatyon proksidaz enzimin kursun ile olan inhibisyonu ve bazi
biyokimyasal ozellikleri incelemistir. EC50 degeri Gammarus spp.’lara uygulanarak,
kursunun in vivo’da glutatyon peroksidazlar (GPx) iizerine olan geciktirici etkisi
saptanmig ve zamana gore degisimi incelenmistir. GPx geciktirmesinin zamana ve

kursun miktarina bagh olarak arttig1 bulunmustur.

Katalaz enzim aktivitesi, kontrol ve diger durumlar karsilastirildiginda en yiiksek
derigimin Durum 3’te 11.0 mmol/mg oldugu gézlenmistir. Durum 3’teki derigimin en
aktif oldugu ve su kenelerinin strese bagli olarak savunma mekanizmasi olusturdugunu
gostermektedir. Ayrica, Pb(NOj3), ilavesi ile durumlar arasi belirgin farkliliklar
olusmustur. Higbir Pb?* uygulamasi olmayan kontrol grubunda 8.0 mmol/mg olurken,
1. Durumun su kenelerinde aktivite 2.0 mmol/mg gozlenmistir. 2. Durumun su keneleri
ornekleri 5.0 mmol/mg yiikselirken, 3. Durumun o&rneklerinde belirgin bir enzim
aktivite artis1 goriildii. Bunun sebebi olarak metal birikiminde olusan strese karsi su

keneleri tiirlerinde savunma mekanizmasi gelistirdikleri diistiniildii.
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Olusturulan bu savunma mekanizmast enzimi aktiflestirerek, metal stresine karsi
canlinin korunma iggiidiisii olarak degerlendirildi. CAT ve SOD enzim aktiviteleri
kontrole gbére onemli oranda degiskenlik gostermistir. Gozlenen bu artis ve azaliglar
metallerin neden oldugu oksidatif stres sonucu su kenelerinin ¢esitli biyokimyasal ve

fizyolojik adaptasyon tepkisi olarak gozlendi.

GST enzimi dogada aerobik mikroorganizmalar, bitkiler, bocekler, baliklar, kuslar,
omurgali ve omurgasiz hayvanlarda bulunmaktadir (Konanz and Nauen, 2004). GST’ler
viicuda alinan yabanci bilesiklerin detoksifikasyonunda onemli bir role sahip
enzimlerdir. Calismada, su kenesi populasyonlarinin her birine ait GST enzim

aktiviteleri belirlenmistir.

Popiilasyonlarin GST enzimlerinin kuvarz kiivetlerinde spektrofotometrik Olctiim ile
okunmasi sonucunda, elde edilen protein miktarlart (pg/mL protein) olarak
hesaplanmistir. Cikan sonuglarda, Kursun kontrole gore konsantrasyon arttikga enzim
aktivitesinde azalisa neden olmustur. Kontrol grubu, Durum 1, Durum 2 ve Durum 3
konsantrasyonlarinda sirasiyla 8.0 umol/mg, 4.0 umol/mg, 11.0 pmol/mg ve 3.0
umol/mg olarak elde edildi.

En yiiksek aktivite Durum 2 konsantrasyonunda gozlenirken, en diisiik konsantrasyon
Durum 3’te bulundu. Istatiksel agidan GST enziminin &nem diizeyi p<0.024
bulunmustur.  Sonuglarda azalma gdosteren enzimlerden GST, Durum 2
konsantrasyonunda savunma mekanizmasini gelistirerek bir sonraki artan derisimde

enzimin aktivitesinin diistiigiinii gostermektedir.

Benzer sonuglar Yan vd. (2016), Danio rerio baliklarinda da gozlenmistir. Bu
arastirmada CAT aktivitesindeki bu azalma PPC’nin CAT diizeylerini degistirerek
karacigerde peroksidatif hasara neden oldugunu gosterir. GST kirleticilerin etkisinde
biyomarkir olarak kullanimi kirliligin izlenmesinde giivenli bir parametre olarak dikkati

¢ekmektedir.
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Sonuglara paralel olarak, Dere vd. (2007) yaptiklar1 ¢alismada, Marmara Bolgesi’nin
giiney bolgesindeki alt1 istasyondan toplanan Ulva rigida tiiriinde Glutatyon S-
Transferaz enzim aktivitesini tespit etmisler ve enzim aktivitesinin su kirliligi ve

abiyotik faktorlerle iliskili oldugunu ifade etmislerdir.

Boylece kursunun neden oldugu agir metal stresine SOD, katalaz ve glutatyon
peroksidaz (GPX) gibi antioksidan enzimlerin savunma mekanizmasi olusturduklarina
yonelik bulgular olusmustur. Kursun toksisitesine karst SOD enzimi, katalaz enzimi ve
glutatyon peroksidaz aktivitelerini artirarak agir metal stresine daha direngli hale
gelmektedir. Glutatyon redilktaz enzim aktivitesinin belirlenmesi reaksiyon ortamina
katilan GR enzimi NADPH’m azalmasina sebep olmaktadir. Bu azalma

spektrofotometrik olarak 340 nm’de takip edilmektedir (Carlberg and Mannervik 1985).

Glutatyon rediiktaz aktivite sonuglarma gore, kursun uygunlanmayan kontrol grubunda
reaksiyon gosterdigi saptandi. Ortama ilave edilen kursunun su kenesi tiirlerinde enzim
reaksiyonunu inaktif ettigi bulundu. Sonuglar sirasiyla kontrol grubunda 10.0 U/gprot,
Durum 1°de 9.0 U/gprot, Durum 2’de 2.0 U/gprot, Durum 3’te 5.0 U/gprot olarak
hesaplandi.

GR enzimi kontrol gruplar1 arasinda degisiklikler gOstermektedir. Artan
konsantrasyonlarda ise kontrole gore azaliglar goriilmektedir. Gruplar kendi aralarinda
karsilastirildiginda, kontrol gruplarindaki GR aktivitesinin miktarlarinin ytiksek oldugu
tespit edildi. Glutatyon rediiktaz okside olmus hiicrelerin detoksifikasyonunda gérevli
enzimdir. Caligmada kursun uygulamalari sonucu enzimin baskilandigi ve aktive

olmadig goriildi.

Sonuglara ek olarak yapilan ¢aligmalarda; Hamed vd. (2003), endiistriyel ve g¢evresel
atiklarla kirlenen Nil nehrinin belirli bolgelerinden yakalanan balik tiirlerinde kirliligin
belirtegleri olan c¢esitli antioksidan enzim aktivitelerindeki degisimleri {izerine
calistlmistir. Incelenen tiirlerden Oreochromis niloticus’un karaciger ve bdbrek
dokularindaki GR, GST ve GSH-Px aktivitesinin kirlenmis bolgelerdeki baliklarda
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kontrol grubu baliklarina oranla daha yiiksek oldugu goézlenmistir.

Bu tez kapsaminda ilk kez, farkli dozlarda agir metallere (Pb*") maruz birakilan Eylais
setosa tiirtinde kursunun antioksidan sistemler iizerindeki etkileri degerlendirildi. Bu
calisma acikca serbest radikal kaynakli toksisiteye karsi savunma yapisini ve hiicrelerin
adaptif mekanizmasini agik¢a gostermektedir. Tim sonuglar p<0.005'te istatistiksel
olarak anlamli sonuglar vermistir. Bu c¢alisma ile agir metallerle kirlenmis bir su
ekosisteminde kirlilige maruz kalan, su keneleri (Eylais setosa) tiirlerinin belirli dozlara

kadar enzimatik savunma sistemlerini harekete gegirdigi tespit edilmistir.

Bu ¢alisma kapsaminda farkli dozlarda kursun (Pb2+)’a maruz birakilan su keneleri
(Acari, Hydrachnidia) tiirlerinde kursun toksisitesine karsi en duyarli indikatér enzimin
katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi
oldugu bulunmustur. Enzim aktiviteleri ile sucul kirlilik arasindaki iliskinin kullanish
biyobelirtegler oldugu, bu tez calismasiyla ortaya konulmustur. Ancak aktiviteleri
etkileyen degiskenlerin farkli parametrelerin ileriki ¢aligmalarda detayli olarak
arastirilmasi konunun daha anlasilir olmasi agisindan 6nem arzedecektir. Calismanin
detaylandirilmasi, disi ve erkek bireyler arasindaki farklar ayrica, diger agir metallerin
de ¢alisilmasi ve mevsimsel farklilar da dikkate alinarak yapilacak galismalar konunun

daha 1yi anlasilmasi acisindan yararli olacaktir.
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