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LGIiRiIS ve AMAC

Gunimuzde genis miktardaki farkli insan aktivitelerinin bir sonucu olarak
sucul gcevre pek ¢ok sayida kimyasal veya ksenobiyotik tarafindan gittikge artan oranda
tehdit edilmektedir. Bu tehdit sadece sularda yasayan organizmalarin saghg: tzerine
degdil bu Urlnleri tiketen insana da yoneliktir. Yiksek derecede kirlenmis alanlarda
yasayan balik popilasyonlarinda yiksek siklikta patolojik lezyonlar ve neoplasmlarin
sedimetlerdeki toksik kontaminantlarin duzeyi ile ilgili oldugunu gosteren pek ¢ok ¢alisma

mevcuttur'.

Cevre Toksikolojisinin butlnleyenlerinden biri olan “Akuatik - Sucul
Toksikoloji”, kimyasallarin sucul organizmalar Uzerine advers veya toksik etkilerini kalitatif
ve kantitatif olarak tanimlandigi calisma alanini olusturmaktadir. Bu tanimlamayi
yaparken de sucul ¢evrede kimyasallarin transportunu, dagilimini, transformasyonunu ve
sonug etkilerini degerlendirerek yoruma ulagmaktadir. Bilimin bu multidisipliner dalinda
biyokimya calismalari ve sucul organizmalarin biyotransformasyon enzimleri ana roll

oynamaktadir.

Gunlmuz gevresi basta kalici organik kirleticiler (KOK’lar) olmak Uzere
Pestisitler (Klorlu Hidrokarbonlar: DDT, Aldrin, Lindan, Dieldrin, Endrin, Klordan..), klorlu
organik bilesikler (Poliklorobifeniller, Dibenzodioksinler, Dibenzofuranlar...), Metaller
(Kursun, Kadmiyum, Civa...),yanma islemi sirasinda olusan kirleticiler (Polisiklik Aromatik
Hidrokarbonlar, Piroliz Uriinleri, Akrilamid....), radyoniklidler (Cs-137,Sr-90..) gibi pek
¢ok kimyasal ve fiziksel ajan tarafindan surekli ve artan oranlarda kirletiimektedir® °.
Cevrenin 6nemli bir kompartimani olan sularin sayilan bu cevre kirleticileri ile degisik

konsantrasyonlarda kirlenmesi insan, evcil ve yaban hayat agisindan beklenmeyen



tehlikelerin dogmasina neden olabilmekte, su flora ve faunasini olumsuz ydnde
etkilemektedir. Artan sanayilesmenin yani sira tarimda uretimin arttinimasi amaciyla
gesitli zararli canlilara karg! kullaniimakta olan pestisitlerin sayi ve miktarinin artmasi bu
kompartimana ulasan kirleticilerin boyutlarinda da artislari beraberinde getirmektedir.
Nitekim yurdumuzun cesitli yorelerinde gol ve denizlerde yapilan c¢alismalarda bu
kimyasallara maruziyet acikga pek ¢ok arastirmaci tarafindan ortaya konulmustur® > ¢ 7.
Ozellikle endistrinin bulundugu alanlarda, endiistrilerin atiklari, PCB’ler, PAHlar,
PCDD/F’ler gibi kalici, dayanikh organik Kirleticileri icerebilmektedir. Dogal olarak
pargalanmayan bu bilesikler, gida zinciri sudan baliklara ve baliklardan da onlari tiketen
diger canllara ve nihayet insana kadar ulasarak, artan oranlarda canlilarda

birikmektedirler. Baliklarin ve insanlarin yag dokularinda uzun yillar kalmakta ve uzun

doénemde toksik etkilerini géstermektedirler® °.

Baliklar hem faz | hem faz |l reaksiyonlarini gerceklestirebilecek gerekli
enzim sistemlerine sahiptirlerm. Ksenobiyotiklerin metabolizmasi igin balikta gerekli
enzimlerin azligi veya yoklugunun ilk kez ileri surtldagi 1962 yilindan bu yana, 6zellikle
petrol-yag hidrokarbonlari, kagit hamuru fabrika pis suyu, endistriyel ve sehir
kanalizasyonu ile kontamine bdlgelerden elde edilen baliklarda, artmis CYP P4501A ve
bununla baglantili arilhidrokarbon hidroksilaz (AHH) ve/veya 7-etoksiresorufin O-deetilaz
(EROD) aktiviteleri adi  gegen bolgelerdeki kimyasallarin  yarattigi  ¢evresel
kontaminasyonun biyoizlenmesinde balikta en ¢ok yaralanilan biyokimyasal o6lcim

yontemleridir'® ™ 12,

Ozellikle CYP 1A subfamilyasi karsinojenik ve mutajenik etkili PAH’lar ve
poliklorlu hidrokarbonlarin (PCB, PCDD/F’lar, pestisitler gibi) yarattigi cevre Kkirliligi
sonugclarinin degerlendiriimesinde Biyolojik Tanimlayici ” biomarker” olarak son derece

13, 14

onemli bir role sahiptir . Biyolojik tanimlayicilarin genis bir alandaki organizmalara

uygulanabilmeleri, erken uyarici testler olmalari, duyarli olabilmeli ve 6zgin 6zellikte



olmalari en énemli 6zellikleri olarak siralanabilir. Bu biyolojik tanimlayicilardan biri olan ve
Ozellikle karacigerde bulunan CYP 1A, PAH’lar, PCB’ler, PCDD’ler ve diger organik
kimyasallara maruziyetin biyolojik tanimlayicisi olarak baliklarda, memelilerde ve
kuslarda tanimlanmakta ve biyolojik tanimlayici yaygin olarak kullaniimaktadir'®.
CYP1A’nin saptanmasi 7-etoksiresorufin-o-deetilaz (EROD) enzim aktivitesi ile iligkilidir.
Biyoizleme araci olarak EROD aktivitesi, toksik diizlemsel yapilara (6rnedin PAH’lar)
yakin zaman iginde maruziyeti hakkinda bilgi vermektedir. Bu nedenle EROD ¢ogunlukla,

erken uyari sistemi olarak tanimlanmaktadir’®.

Basta baliklar olmak UGzere sucul canlilarda sudaki Kkirliligin
belirlenmesinde kullanilan enzim analizlerinin yani sira, Kirllige neden olan dioksinler,
dibenzofuranlar, nitroaromatikler, organofosfatlar, fitalat esterleri, radyonuklidler ve
metaller (Cd, Hg, Ag, Co, Cr, Ni, Pb, Zn, Cu, Fe) ve organik klorlu bilesikler gibi pek ¢ok

kontaminantin duzeyleri gesitli dokularda saptanabilmektedir> '® "

. Cesitli endustriyel
faaliyetlerden kaynaklanan atik sularin icinde bazen eser miktarda, bazen de yiksek
konsantrasyonlarda metaller bulunur. Metaller, ortamdaki canli yasam (zerinde
konsantrasyonlari ile orantili olarak toksik etki yaparlar18. Bu maddeler arasinda en
onemli grubu, agir metaller olarak adlandirilan Sb, Ag, As, Be, Cd, Cr, Cu, Pb, Mn, Hg,
Ni, Se, T, U, V, Zn elementleri olusturur. Bu metaller baliklarin basta karaciger ve kas

dokulari olmak Uzere cesitli dokularinda kimyasal kirlilige baglh olarak cesitli

konsantrasyonlarda saptanabilmektedirler.

Metaller biyolojik pargalanmaya dayanikh olup, bir cogu gevrede lipofilik
dzellik kazanarak sucul bitki ve hayvanlarda birikirler. Ozellikle kadmiyum (Cd), civa (Hg),
kursun (Pb) ve krom (Cr) gibi agir metaller, besin zincirleriyle girdikleri canli binyelerinde
dogal fizyolojik mekanizmalarla atilamadiklari i¢in birikime ugrar ve organizmada belirli
sinir konsantrasyonlarin asilmasi halinde toksik etki gbsterirlerw. Bu birikim sonucunda

sularda yasayan baliklar ve diger sucul organizmalar olumsuz etkilenmekte, bu tir



Urtinlerle beslenen insanlarda da toksik etkiler ortaya c¢ikabilmektedir. Japonya’da
Minamata bodlgesinde civa (Hg) ile kontamine olan baliklarin yenmesi ile gérilen

zehirlenme olayi bunun en iyi ('jrnegidirzo.

Sonug olarak planlanan galisma, basta petrokimya olmak Uzere yodun
sanayilesmenin yasandi§i izmir yakinlarindaki Aliaga Kérfezinde ve Foca Kérfezinde
segilecek temiz referans bdlgelerde, avlanan kefal baliklari ile -leaping mullet (Liza
saliens)- yurutulecektir. PAH, PCB ve diger kalici organik kirleticilerin neden oldugu
kirliligin belirlenmesi icin Kefal Baliklarinin karacigerlerinde 7-etoksiresorufin O-deetilaz
(EROD) aktivitesi ve CYP 1A1 indiksiyonu belirlenecektir. Ayrica bu koérfeze ¢ok yakin
olmasi nedeniyle Diinyanin en énemli 5 Gemi yikim merkezinden ve korfezi ziyaret eden
¢ok sayidaki gemiden kaynaklanan metal kirliligi, kentsel ve cevredeki énemli sanayi
kuruluglarinin (kagit fabrikasi gibi) neden olabilecekleri metal kirliliginin belirlenmesi
amaciyla gene kefal baliklarinin kas dokusunda Pb, Cd, Cu, ve Cr metallerinin miktarlar
arastinlacaktir. Bu calisma sonucunda Yurdumuzun ©Onemli sanayi tesislerinin pek
¢ogunun bulundugu bu bolgedeki su ekosistemindeki kirlilik dizeyinin yani sira bu
kirliligin sucul organizmalar Uzerine olan etkisinin ortaya ¢ikarilmasi amaglanmaktadir.
Ayrica Yurdumuz i¢in ekonomik dneme sahip olan bu bdlgedeki endistri tesislerinin
Aliaga korfezinin yani sira Foca Korfezinde yarattiklan Kirliligin belilenmesi de calisma
ayrica 6nem tasimaktadir. Clnkl bu bdlgede de endustriyel faaliyetlere bagl olarak
ortaya ¢ikan Kirliligin belirlenmesine yonelik daha énceden yapilmis bir calisma mevcut
degildir. Bu ¢alisma sonucunda elde edilecek bilgiler; g¢evre agisindan risk tasiyan pek
¢cok faktorin elimine edilmesinde gugli kanit olarak kullanilabilecek ve kirliligin gerek
sucul sistem gerekse besin zincirinin tepesinde yer alan insan i¢in yaratacadi saglik
risklerin belirlenip 6nceden alinmasi gereken o6nlemler agisindan da gereklilik arz
edecektir. Bu galismanin sonuglarinin Yurdumuzda &zellikle kimyasallarin neden oldugu
gevre kirlenmesine yonelik bilinglenmenin olusmasina da katki saglayacagi acgiktir. Bu

durum son zamanlarda Yurdumuzda yasanan cgesitli gevre felaketleri géz oninde



bulunduruldugunda, basta kimyasallar olmak Uzere gevre kirliligine neden olan pek ¢ok

faktdre yonelik kamuoyu olusmasina da yardimci olacaktir.



IL.GENEL BIiLGILER

20. yuzyihn basinda kullanilan 1000 kadar kimyasal maddenin buylk
bolimi bitkisel, hayvansal ve mineral kaynakll iken bugin ¢odunlugu sentetik olmak

lizere gevremizi saran kimyasal maddelerin sayisi 100.000'i gegmekte?" %

ve her yil bu
saylya 1000 kadar yeni kimyasali eklendigi hesaplanmaktadir®*?’. Bu rakamlar modern
yasamda kimyasal maddelere maruziyetin kaginilmaz olarak arttigi sonucunu da
beraberinde getirmektedir. Modern Uretim tekniklerinin sonucu olarak ge¢mis 50 yil
boyunca gesitli sentetik kimyasallar ve bu kimyasallarin yer aldigi Urlnler basta tarimsal
Uretimin artinlmasi amaciyla genis olarak Uretilip gcevreye salinmiglardir. Bu kimyasallarin
blaylk bir cogunlugu gerek insanlar gerekse ekosistemler icin tehlikeli sonuglar
yaratabilmektedir. Cevrenin 6nemli bir kompartimani olan sularin sayllan bu c¢evre
kirleticileri ile degisik konsantrasyonlarda kirlenmesi insan ve yaban hayat agisindan

beklenmeyen tehlikelerin dogmasina neden olabilmekte, su flora ve faunasini olumsuz

yonde etkilemektedir.

Canlilar, yasamsal ve ekonomik gereksinimleri i¢in suyu hidrolojik
donguden alir ve kullandiktan sonra tekrar ayni dénglye iade ederler. Bu sireg¢ sirasinda
suya karisan maddeler, sularin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerini degdistirerek, “su
kirliligi” denilen olguyu ortaya cikarir. S6z konusu o6zellik degisimleri ayni zamanda
sularda yasayan cesitli canh varliklari da (sucul canlilar) etkiler. Boylece suyun gesitli
nedenlerle kirlenmesi sucul ekosistemin etkilenmesine, dengelerin bozulmasina ve

giderek dogadaki tim sularin sahip olduklari asimilasyon ve kendi kendini temizleme

kapasitesinin azalmasina veya yok olmasina yol agabilir.



Dinyada bulunan yer Usti ve yer alti sulari, olduk¢a ¢ok sayida
kaynaktan ve kompleks endustriyel atiklar ve yogun tarimsal faaliyetlerden dolayi gittikce
artan oranlarda kirlenmektedir®®. Kimyasal ‘kirlili§i'nden nasibini blylUk Olgide almakta
olan sular, Dinya ylzeyinin %71’ini kapsamakta, bu suyun énemli kismini (%99'u) deniz
ve okyanuslardaki tuzlu sular olusturmaktadir. Sucul ¢evrede, viristen balinaya oldukga
gesitli sayida canli bulmak mimkin oldugu gibi; dinyadaki yagsaminin temelinin suda
atiimasi ve gunumuzde bile dinya oksijen dizeyinin ayarlanmasinda hala sudaki en
kiguk planktonun bile 6nemi bulunmasi, sucul ekosistemi olduk¢ga 6nemli hale

getirmektedir1.

Toksik kimyasallarin sucul c¢evrede ¢ok ¢esitli kompartimanlarda
bulunuyor olmasi, basta bu kimyasallarin residiel kirliliklerinin sucul organizmalarin bir
¢ok dokusunda akimdile olmasi nedeniyle, sucul ekosistemin sagligi icin olduk¢a buyuk
bir tehdit olusturmaktadir®. Kirleticilerin, besin zinciri boyunca daha ylksek seviyelere
dogru gostermis oldugu biyomagnifikasyon, kirleticilerin olusum noktasindan ve insan
aktivitelerinin bulundugu alanlardan ¢ok daha uzaklara yayllmasina neden olmaktadir®.
Derin deniz baliklar®®, yunuslarda®, okyanus sularindaki fok baliklarinda ve kutup
ayllarlnda32, DDT gibi tarim ilaglari ve PCB gibi endustriyel bilesiklerin gértilmesi bu

duruma en guzel érnekleri olusturmaktadir.

Oldukca toksik ve kalici kirleticilerin sucul ekosistemde olusturduklari
etkileri, organizmada olusturduklari biyolojik tepki cinsinden degerlendirmenin daha dogru
olacag ag|kt|r29. Bu tlr Kirleticilerin g¢evresel kalite Uzerine etkilerinin ortaya
konulmasinda, izlenmesi gereken en akillica yol, ekosistemde olusturdugu negatif
etkilerin hizlica saptanmasi olmaktadir®. Bu nedenden dolayr molekiler ve hicresel
seviyede biyolojik gdstergelerin veya biyogdstergelerin kullaniimasi, ¢evresel kalitenin
belirlenmesinde basvurulan biyolojik etkilerin gézlenmesinde hassas bir erken uyari araci

olmasi nedeniyle oldukga dnemlidir*.



1.1. Sucul Kirlenmenin Biyogostergeleri

Degisik molekuler yaklagimlar kullanilarak, organik kirleticiler, metaller ve
organometal bilesikleri gibi ¢esitli kontaminantlarin etkileri ve maruziyetinin dl¢tlebilmesi
nedeniyle biyogostergeler oldukca 6nem arz etmektedir’®. Molekiiler, hiicresel ve hatta
tim hayvan biyogésterge modelleri bulunmakta olup, bazilari kirleticilere spesifik, bazilari
ise Kirlilik ve dogal stresorlerin durumuna goére cevaplarinda degisiklik géstermektedirss.
Tani ve prognoz amagli kullanilabilen bu tlr erken uyari testlerinin varligi, daha genis
¢apli organizmalar ile c¢alisiimasini, daha spesifik ve hassas &lgimlerin yapilmasini
saglamaktadlrzg. Biyogostergeler, kirleticilerin varliginin géstermesi veya organizmanin,
kirleticilere karsi olusturdugu cevabin siddetinin saptanmasi amaciyla vicut sivilarinin,
hlcrelerinin ya da dokularinin, biyokimyasal ve hicresel bazda 6IgUmUdUr36. Segilen
biyogbsterge, organizmanin kimyasallara-kirleticilere maruz kaldigini (maruziyetin
biyogOstergesi), velveya Kkirleticiye-kimyasala kargi organizmanin olusturdugu cevabin

siddetini (etkinin biyogdstergesi veya stres biyogdstergesi) gosterebilmektedir®.

Biyogostergelerin dnemleri asagidaki bagliklar altinda ozetlenebilir®:

1) Maruz kalinan kimyasallar ile organizmalar arasinda
gercgeklesen etkilesimleri saptayabilir ve oldurtci olan diuzeye kadar bu etkilerin
Olclimesini saglayabilirler,

2) Kimyasal analiz ydntemleri yalnizca belirli bir kisim
kontaminanti dlgmede kullanilabilir; buna karsin, kontaminantlarin advers etkileri
hakkinda bilgi vermezler. Biyogdstergeler sayesinde ise, kontaminantlarin

olusturdugu advers etkiler hakkinda bilgi sahibi olunabilir.



3) BiyogoOstergeler, hem bilinen hem de bilinmeyen
kontaminantlarin varliginin gésterilmesini saglayabilirler,

4) Oldiiriicii diizeyin altinda olan etkilerin erken tanisi uyari
olarak gorilip, durumun dizeltiimesi veya koruyucu oOnlemlerin alinmasina
yardimci olurlar,

5) Biyogdstergeler yardimiyla, bdlgesel ve kisa dénemli
olarak, kirliligin biyolojik saptanmasi yapilabilir,

6) Cevresel kirleticilere maruziyetin ve olusabilecek risk
konusunda bilgi verirler,

7) Kirliligin siddetine bagl, ekosistemde olusan degisimleri
gOsterebilmektedirler,

8) Yol goésterici olarak kullanilabilir, geri déntlmez cevresel
hasara bagli ekolojik sonucglar dogmadan, biyolojik dlzeltme stratejilerin
gelistirilmesini saglayabilirler.

9) Degisik ekolojik seviyelerden elde edilen bilgi ile, turlere
maruziyet konusunda o6nemli yolaklar saptanabilir. Boylece ileri koruma ve
dlzeltme stratejilerinin yani sira 6nemli izleme politikalarinin hazirlanmasi
saglanabilir.

10) Laboratuarlarda  yapilan toksisite  biyogalismalari,
kimyasal ve atiklarin toksisiteleri hakkinda géreceli bilgi vermektedir. Bu bilgilerin
ekolojik ortama ekstrapolasyonu, kimyasallarin karisim igindeki miktarlarinin ve
absorpsiyonlarinin degisimi nedeniyle oldukga zorlayicidir veya mumkun degildir.
Ek olarak, besin zinciri boyunca birikimleri, kisa donem testlerinde goériulemeyen
Olimcll alti doz ve etkilerinin saptanamamasi da zorlayici nedenler arasinda
sayilabilir.

11) PAH’lar ve organofosfatlar gibi, metaboliti etkin olan
kimyasallara maruziyet ile olusacak toksik etki arasinda iligki kurulmasini

saglayabilirler.



12) Biyogodstergeler, bir ¢cok PCB turintn, PAH’larin ve
metallerin toksikolojik etkilesimleri ile ortaya ¢ikan kimdulatif etkilerini, belirli bir
organ, doku veya molekuler diizeyde ortaya koyabilirler.

13) Olglim diizeyinin tek kimyasalin Ustiinde olmasi ve
kontaminant diizeyinin degisik dozlarinin saptanabilmesi sayesinde, uzun dénem
ekolojik etkileri, kisa donem c¢alismalar ile gésterebilmektedir.

14) Hem laboratuar hem de saha c¢alismalari igin

uygundurlar.

Biyogdstergelerden, kirleticilerin ¢gevrede bulundugu miktarlar hakkinda
kesin bilgiler yerine, olusturduklari biyolojik etkiler hakkinda bilgi vermesi nedeniyle
yaygin olarak yararlanilir. Kirleticilerin etki mekanizmalarinin anlasiimasini sagladiklari
gibi; birden ¢ok biyogdstergenin izlenmesi, organizmanin maruz kaldidi toksikanlar ve
stres hakkinda ¢ok énemli bilgiler sunar. Kirlilik stresi bir cok biyolojik cevaba yol agar ki,
teoride batun bu biyolojik cevaplar, biyogdsterge olarak kullanilabilir. Belirli bir seviyenin
Ustiinde, (kirleticinin dozu cinsinden ya da maruziyet zamani olarak) kirleticiye kargi
olusan biyogosterge cevap, stressiz durumdaki normal seviyelerinden farklilasarak
belirginlesir. Sekil 1°de de gdsterildidi gibi, zaman gectikce ve maruziyet miktar artik¢a
cevabin siddeti artar, cevapta farkliliklar ve biyolojik sistem Uzerinde istenmeyen etkiler

olusur®’.
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cevapta normal seviyeler Biyogédsterge cevabi (doz ve zaman)

Sekil 1: Maruziyet seviyesine gore organizmanin biyolojik cevabindaki degisikliklerin

siddeti degisebilmektedir®’.

Biyogdstergeler, sagladiklari bilginin tipine goére bir kag¢ kategoride

incelenebilinir®®;

Maruziyetin biyogostergesi, bir ajana maruziyetin olup olmamasinin ve
bunun yaninda metabolitlerinin, bu metabolitlerin makromelekiller ile veya kendi

aralarinda verdikleri katim bilesiklerinin élgiimesini igerir.

Duyarliigin biyogoéstergesinden, maruziyet sonucu genetik nedenlerle
genel populasyondan daha yiksek riske sahip spesifik bireylerin veya diger
predispozisyonlarin saptanmasinda yararlanilir. Bunlar, spesifik bir kimyasalin
detoksifikasyonunda veya aktivasyonunda yer alan spesifik enzimlerin aktivitesi veya

DNA hasarinin belirli tipleri icin DNA onarim kapasitesi olabilir.



Etkinin biyogostergesi, hastaliklarin, karsinojenezin ve toksisitenin
gelisimi sirasinda erken uyaranlar saglar. Gdstergeler, devam etmekte olan olaylar

dizisinde, maruziyetten en son etki goérilene kadar, her hangi bir zamanda 6lgllebilir

Bazi biyogoOstergeler bu sinirlamalar iginde kalirlar; érnegin, belli bir
kimyasal ile iligkilendirilebilinen DNA katim bilesigi, metabolizma-dagiima veya kimyasalin
DNA ile etkilesmesi asamasinda yani hicresel sire¢ sirasinda meydana gelebilecek olsa
da, maruziyetin gdstergesi igin karakteristikti. Ama bu 6zelligi ylzinden bir noktaya

kadar etkinin gdstergesi olarak da anilabilir.

11.2. Sucul Ortamlarda Biyogdstergelerin Onemi

Yukarida s6zu edilen kimyasallar tarafindan sucul ¢evrenin kirletiimesi ve
bu c¢evrede olusturduklar biyolojik dedisiklik ve hasarlarin belirlenmesinde sucul
organizmalardan biri olan balik en fazla kullanilan tir olarak dikkati cekmektedir. Baliklar
hem faz | hem faz Il reaksiyonlarini gergeklestirebilecek gerekli enzim sistemlerine
sahiptirler39. Her ne kadar insan ile baliklardaki biyotransformasyon reaksiyonlari birbirine
benzer ise de, farkhliklar kimyasallarin metabolik islenmesi sirasinda ortaya ¢ikmaktadir.
Ksenobiyotiklerin metabolizmasi igin balikta gerekli enzimlerin azligi veya yoklugunun ilk
kez ileri surlldigld 1962 yilindan bu yana, 6zellikle petrol-yad hidrokarbonlari, kagit
hamuru fabrika pis suyu, endistriyel ve sehir kanalizasyonu ile kontamine bdlgelerden
elde edilen baliklarda, artmis CYP P4501A ve bununla baglantil arilhidrokarbon
hidroksilaz (AHH) ve/veya 7-etoksiresorufin O-deetilaz (EROD) aktiviteleri adi gegen
bdlgelerdeki kimyasallarin yarattigi ¢gevresel kontaminasyonun biyoizlenmesinde balikta

en ¢ok yararlanilan biyokimyasal 6lgim yéntemleridirsg‘ 0

Ozellikle CYP1A subfamilyasi karsinojenik ve mutajenik etkili PAH’lar ve

poliklorlu hidrokarbonlarin (PCB, PCDD/F’ler, pestisitler gibi) yarattigi cevre Kkirliligi



sonuglarinin degerlendiriimesinde biyogdsterge olarak son derece &6nemli bir role

15,41

sahiptir

Baliklarin  biyoindikatér tar olarak kullanimlari, sucul c¢evredeki
degisimlere olduk¢a yuksek duyarlilikla tepki olusturabildikleri ve su Kirliliginin
izlenmesinde o6nemli bir rol oynamalari nedeniyledir. Baliklarin ani olimu ylksek
derecede kirlilige isaret ederken, o&lumcil dizeyin altinda Kirleticilere maruziyetin
olusturdudu etkiler, balik organizmasinda gdzlenen biyokimyasal, fizyolojik veya histolojik
degisimler yoluyla olgtlebilir*®. Kirli oldugu dustinilen bolgede yasayan balik
populasyonunun yasinda ve tlrlerin dagiliminda olugsan degisiklikler, su Kirliliginin genel
bir gbstergesi olmakla birlikte, tek bir kirleticinin veya kirletici gruplarina karsi olusan daha
Ozgul cevaplar da bulunmaktadir®. Ayni toksik aktivite mekanizmasina sahip spesifik bir
grup kimyasal varlidinda indiiklenen biyokimyasal degisimler, biyokimyasal gdstergeler
olarak adlandiriimakta olup*, sucul gevrede olusmus olan kirliliginin izlenmesinde

oldukga sik bagvurulan bir ydntemdir.

1.3. Biyokimyasal gostergeler:

Ksenobiyotikler organizmaya girdikten sonra, hiicre yuzeyinde veya
hiicre icinde sitoplazmada ya da hicre organellerinde lokalize olmus, reseptoér denilen
spesifik hlicresel yapilara baglanirlar. Ksenobiyotigin reseptori ile baglanmasi, hiicre igin
toksik olan veya istenmeyen etkilere yol agabilecek hucresel slrecleri indukleyebilir.
Makroorganizmalarda, bu tlr suregler, organlari, sistemleri, organizmanin tamamini veya

ait oldugu tiim popiilasyonu etkileyebilmektedir*.

Biyokimyasal gostergeler, organizmanin ksenobiyotiklere maruziyeti
sonucunda olusan oOlgllebilir tepkilerdir. Genellikle spesifik olarak kimyasalin kendisine

degil, bu kimyasaldan dolayi olusan toksik aktivite mekanizmasina tepki verirler. Boylece



ayni yolla etki gdsteren benzer veya heterojen ksenobiyotik gruplarinin da varliginda
spesifik tepki gdzlenebilmektedir. Biyokimyasal gdstergeler toksisitenin tirind saptarlar;

hatta bir ok durumda, cevabin siddeti kirliligin derecesi ile orantihdir’”

Biyokimyasal gostergeler toksikolojik, ekotoksikolojik ve farmakolojik

calismalarda kullanilmaktadirlar. Calismalarin ¢ogu in vitro deneyleri kapsasa da*> *

sucul ¢gevrenin konu edildigi ¢galismalarda in vivo yontemlere basvurulmusturzg' 47,48

Biyokimyasal gbstergelerin en 6nemli avantaji, 6zellikle pek ¢ok kimyasal
ya da Kkirletici ajanin bir arada bulunmasi ile ortaya ¢ikabilecek Kirlilik durumlarini, bu
kimyasallarin/kirleticilerin sinerjistik ve antagonistik etkilerinin tamamini igerecek sekilde

yansitabilmeleridir*,

Biyoizleme galismalarinda metabolizma enzimlerinin 6lgiimi oldukga sik
kullanilan bir yontem olup, sitokrom P450’lerin 6lgimi g¢alismalarda basi gekmektedir‘”.
Cevresel Kkirleticilere maruz kalan/kalmis hayvanlarda, g¢evresel kontaminasyonun
potansiyel indikatoru olarak, detoksifikasyonda gorev alan enzimlerin seviyesinin 6lgimi,
pratik ve mantiksal olarak olduk¢a uygun gérulmektedir. Clnkd, ilk olarak, bir ¢ok lipofilik
kimyasalin biyoakimulasyona ugradigi ana organ/boélge hepatik dokular olup, bu organda
meydana gelen degisimler, enzim seviyelerinin, él¢llebilmesi yoluyla gergekle§tirilebilir49.
ikinci olarak, nispeten yiiksek olan sorumlu enzimlerin diizeylerinin saptanabilirligidir.
Ucglincii olarak, bu enzim sistemleri (genel olarak sitokrom P450’ler) bir cok cesit cevresel
kontaminant tarafindan yiksek derece de indiklenebilirler. Son olarak da, bu enzimler,
bir cok ¢evresel toksikanin metabolizmasindan sorumlu oldugu i¢in, bunlarin indiksiyonu,

bu tiir ajanlara tekrarlanan maruziyetine duyarliigi gésterebilmektedir®.

Biyogdstergeler, bir cok galismacinin, petrokimyasallara,

polihalojenlenmis aromatik hidrokarbonlara, 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksin gibi gesitli



dizeylerdeki kontaminantlara, kemirgenler, baliklar, kuslar ve insan gibi gesitli tirlerde,

10, 50, 51, 52

cevresel maruziyetin arastirilmasinda kullaniimakta olup , tim ddnyada, sucul

¢cevrede bulunan Kkirleticilere kargi organizmanin olusturdugu cevabin sitokrom P450

seviyeleri cinsinden 6lgiilmesi bir cok calisma ile ortaya konmustur® > °.

11.4. Sitokrom P450’ler

Yaban hayattaki canlilar sadece insan aktiviteleri sonucu ortaya cikan
kimyasallar ile degil, dogal organik kimyasallarla da ylUzyillardir micadele etmektedirler.
Bakterilerin, mantarlarin, alglerin ve bitkilerin, kendi aralarinda yarisma ve kendilerini
tiketen/yiyen canlilardan korunmak amaciyla dogal organik toksikanlari Gretmek zorunda
oldugu bilinmektedir®®. Buna ek olarak PAH'lar gibi kimyasal yapilar, organik maddelerin
yanmalari (6rnegin ormanlar ve yesil alanlarin yanmasi) dolayisiyla ortaya ¢ikan bilesikler
olup, binlerce yildir bagta sucul sistemler olmak Uzere yaban hayata dogal yollarla

ulasabilmektedirler®®.

Basta iginde yasadigimiz ylzyll olmak Uzere son birkag ylzyildir
insanoglu, pek ¢ok sayidaki kimyasali Uretip isteyerek veya istemeyerek cevreye
birakmaya baslamistir. Bu kimyasallardan bazilari, dogal ksenobiyotiklere benzer yapida
olup kolaylikla biyotransformasyona ugrayabilirken bazilari da, érnegin, organik klorlu
pestisitler, poliklorlu bifeniller (PCB’ler), dodal yapilara benzemezler. Dolayisiyla, bu tir
bilesiklerin enzimatik transformasyona goéreceli rezistanslari, giinimizde biyosferde olan
artik miktarlarinin agiklamasi olarak karsimiza glkmaktadlrse. Bu tdr, metabolizmaya
direngli bilesikler, trigliserit depolari gibi yagca zengin dokularda birikme egilimindedirler.
Biyotransforme olabilen tirler ise, suda ¢6zlinebilir metabolitlerine dénlsturilip, ana
bilesigin yikimi saglanabilmektedir. Her ne kadar biyotansformasyon detoksifikasyon
yolagi olarak anilsa da, enzimatik transformasyon sonucu bilesigin toksisitesinin

(karsinojenitesinin de) arttigi durumlara bir gok érnek bulunabilir®®.



Biyotransformasyon gogunlukla 2 fazdan olusur. ilk asama, Faz |, daha
¢ok oksidasyon basamagi olup, hidroksil gruplari polar fonksiyonel gruplarin, lipofilik
kirleticiye, daha hidrofilik yapmak amaciyla sunulmasidir. Faz II'de ise, Faz I'de olusan
metabolitlerin hiicrede, seker turevleri, peptidler veya silfatlar gibi dogal olarak olusan
endojen bilesikler ile kovalan baglanmasi yer almaktadir. Bu reaksiyonlar genellikle,
nontoksik, iyonize olabilen ve kolaylikla atilabilen, olduk¢a suda ¢6zinebilir Grlnler ile

sonuglanir®.

ilk asama olan Faz | reaksiyonlari igin en énemli oksidasyon enzimleri
“Karma Fonksiyonlu Oksidazlar” olarak da bilinen sitokrom P450'lerdir”’. Sitokrom
kelimesi pek uygun olmamakla birlikte ilk zamanlarda, hem prostetik gruplu fakat hem
enzimi olmayan elektron transport proteinlerini tanimlamak igin kuIIan|Im|§t|r57. P450 ve
monoksijenaz sisteminde goérevli diger enzimler, 6zellikle dizgin yizeyli endoplasmik
retikulumda lokalize olup, membrana bagimh proteinlerdir. izolasyon prosediirlerinde,
endoplasmik retikulum mikrozom adi verilen membran vesikllleri seklinde elde edilir.
Cogu zaman Kkarsilasilan mikrozomal P450 teriminin kullanimi buradan gelmektedir.
Sitokromlar, karacigerde yuksek duzeylerde, hepatositlerin kitlece %1-2’si oranda
bulunurlar’”. Bunun disinda bagirsak, bobrek, akciger, beyin, deri, prostat bezleri ve
plasenta gibi karaciger disi dokularda da bulunurlar®. Sitokrom P450’ler tanimlandig

1948 yilindan glinimuze kadar 1000’inin Gizerinde isoformu izole edilmi§tir56.

Sitokrom P450 (veya P450) elektron transportunda goérev alan “hem”
iceren proteindir. Hem’deki demir redikte/indirgenmis halde (Fe+2) iken, P450Q’ler, karbon
monokside baglanip 450nm dalga boyunda en yiksek dalga boyunu verirler. Bu spektral
Ozellik yalniz P450’nin butlin/bozulmamis ve katalitik fonksiyonu mevcut halde ortaya

cikar. P 6n harfi, endoplasmik retikulumda yapilan kirmizi pigmentler hakkindaki ilk



¢alismalardan gelmektedir. P450’ler genellikle S$ekil 2’de verilen hidroksilasyon

reaksiyonu basamagini izlerler®.

NADPH NADP”
RH + 0, %Hzo
kimyasal yap1 oksitlenmis kimyasal yapu.

+:44, 56, 57

Sekil 2: Sitokrom P450’ler tarafindan gercgeklestirilen tipik bir reaksiyon érnegi

(R burada ksenobiyotikler (pestisit, kimyasal vs) gibi substrati ifade etmektedir.)

Hidroksilasyona ek olarak, P450 bagimh monoksijenazlar, epoksidasyon,
dealkilasyon, deaminasyon, sulfoksidasyon ve desiilfirasyonun da dahil oldugu bir ¢ok
diger reaksiyonu da katalizlerler®. Bu enzim ailesi yalniz yabanci kimyasallarin
metabolizmasinda yer almanin disinda, steroid hormonlari, prostaglandinler, safra tuzlari

ve yag asitlerinin metabolizmasinda da yer alirlar™.



Tablo 1: Sitokrom P450 bagimh monoksijenaz sistemi tarafindan metabolize edilen
bilesiklere ornekler:
Aromatik aminler
Aromatik amidler
Pestisitler (bir cogu)
Azo bilesikleri
Flavonoidler
ilaglar ve diger kimyasallar
Endojen substratlar
Prostaglandinler
Steroid hormonlan
Yag asitleri

Safra asitleri

Memelilerde ve baliklarda yer alan, endoplasmik retikulum sitokromlari
substrat spesifik degildirler. Her bir isoform, bir ¢ok bilesigin metabolizmasina katilabilir.
Bunun yaninda bir substrat da, bir ¢ok sitokrom isoformu tarafindan metabolize edilebilir.
Ama yine de neredeyse her isoformun tanimlanmasinda kullanilabilecek 6zel bir substrati
bulunmaktadir®. Buna karsin bakteriyel ve mitokondriyal sitokrom P450 isoformlari
oldukga yiiksek substrat secicidir’’. Tablo 2'de bazi P450 alt ailelerinin 6zgil
indukleyicileri ve onlarin tanimlanmasinda da kullanilabilecek 6zel katalitik aktivite

ornekleri verilmistir.



Tablo 2: Ozgil indikleyicileri ve dlgimde kullanilan model katalitik aktiviteleri ile bazi

P450 alt aileleri'.

P-450 (CYP) alt ailesi Ozgiil indiikleyici Prototip aktiviteleri

Aromatik hidrokarbonlar, R-

naftoflavon, klorlu dibenzo-p-
1A EROD, AHH, ECOD
dioksinler ve dibenzofuranlar, bazi

(duzlemsel) PCBler

Fenobarbital, bazi (dizlemsel
2B PROD, EMND, APND, AE
olmayan) PCBler

Pregnenolon-16a-karbonitril
3A EMND, T6H
glukokortikoidler

4A Klofibrat, ftalat esterleri, 2,4,5-T FAH

EROD: 7-etoksiresorufin O-deetilaz; AHH: aril hidrokarbon hidroksilaz;
ECOD: 7-etoksikumarin O-deetilaz; PROD: pentoksiresorufin O-dealkilaz; EMND:
etilmorfin N-demetilaz; APND: aminopiren N-demetilaz; AE: aldrin epoksidaz; T6H:

testesteron 6[-hidroksilaz; FAH: yag asidi w-hidroksilaz.

P450’lerin katalizledigi reaksiyonlar i¢in birkag bilesene ihtiya¢ vardir; bu
bilesenler bir arada, sitokrom P450 monoksijenaz sistemini olustururlar. Bu bilesenler
Tablo 3'de gosterilmistir. Bu sistem ayni zamanda karma fonksiyonlu oksidazlar(KFO)
veya oksijenazlar olarak da bilinmektedir. KFO sistemi, 2 ana enzimden, sitokrom P450
ve NADPH-sitokrom P450 rediktazdan olusmaktadir. Bazi monoksijenasyon
reaksiyonlarinda sitokrom bs ve NADH-sitokrom bs rediktaz da dahil olabilmektedir®.
Diger gerekli bilesenler NADPH, fosfolipid ve O,dir. Reduktazlar, ksenobiyotigin
oksidasyonu sirasinda, elektronlarin NADPHdan (NADH-sitokrom bs redlktazin
kullanildigi durumda NADH)sitokrom P450’ye aktariimasinda gorev almaktadirlar. Diger
bir degisle, bu bilesenler monoksijenaz déngustini, bir molekiler oksijen atomunu (O,)

ksenobiyotige aktarip, bilesigi suda daha ¢ok ¢ozunur hale getirerek islev gormektedirler.




Sekil 3'de, bir ksenobiyotigin sitokrom P450’ler tarafindan monoksijenasyon basamaklari

Ozetlenmisgtir.

Tablo 3: Monoksijenaz sisteminin bilesenleri®®:

Sitokrom P450°
NADPH-sitokrom P450 rediiktaz
NADH-sitokrom bs rediiktaz’

Fosfolipid membran
NADPH

NADH®

0,

@: bir gok enzimden olugan bir ailedir.

®: baz reaksiyonlara katilabilir.

Sekil 3: Bir ksenobiyotigin sitokrom P450 tarafindan monoksijenasyon

basamaklari **%7.
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11.4.1 Sitokrom P450’lerin Siniflandiriimasi ve Adlandiriimasi

GunUmuzde sitokrom P450’ler omurgali ve omurgasiz hayvanlar, bitkiler
ve bakterileri de iceren dkaryot ve prokaryot organizmalarda bulunmakta olup, Mayis
2006 itibariyle toplam 6008 farkli sitokrom P450 dizisi (2255 hayvan, 205 basit yapil

okaryot, 1918 bitki, 629 bakteri ve 1001 mantar), rapor edilmistir®.

Sitokrom P450’lerin birgcok reaksiyonu katalizienmelerinden dolayi
enzimlerin isimlendiriimesindeki siradan metot yetersiz kalmistir ve yapisal homolojiye
dayanan sistematik bir adlandirma gelistirimistir®® ®'. Bu sistemde her bir sitokrom P450
icin belirli aileyi tanimlamak igin rakamlar verilmistir. Bunu, alt aileyi belirlemek igin buyuk
harflerin kullaniimasi izler ve bir diger rakam 6zgin P450 formunu gdstermek icin
kullanilir. Ornek olarak 1A2 ve 2E1 verilebilir. CYP terimi ise sitokromun “cytochrome” ilk
iki harfini ve P450’nin ilk harfini temsil eder. Bu terim bir gen ya da Sitokrom P450 gibi bir
proteinin baslangicinin dizayni igin kullanilir. Bu adlandirma sisteminde sitokrom P450
1A2 ve 2E1 CYP1A2 ve CYP2E1 olarak gosterilir. Ayni ailenin Uyeleri en az %40
homolog aminoasit dizisini paylasir ve ayni alt ailenin Gyeleri en az %55 homolog diziyi

62, 63

paylasir

Buglne kadar hem memelilerden hem baliklardan bir gok P-450 geni
sekansi ortaya gikarilmigtir. Ornegin alabaligin (Oncorhynchus mykiss) CYP1A1 gen
sekansi memeli gen dizilimlerine benzerligi, diger gen dizilim benzerliklerine nazaran
oldukga fazladir. CYP1AZ2 icin benzerlik orani %51-53 iken CYP1A1 formunda %57-59
amino asit benzerligi vardir. Bu gen diziliminin, memelilerin olusum yolunda, balik ve
omurgalilarin birbirlerinde ayrildigi 350 milyon yil dnceden beri korunuyor olmasi, katalitik

fonksiyonun ve/veya yapisinin dnemini ortaya koymaktad|r1.



KFO sistemi bir kimyasali daha az ya da ¢ok toksik hale getirebilir. Dogal
substratlarda dahil olmak Uzere, bazi kimyasallara maruziyet sonucunda sitokrom
P450’lerin belli tipleri indlklenebilir. indiksiyon, P450'nin kodlanmasindan sorumlu
mRNAnin transkripsiyonun ve translasyonundaki artistan kaynaklanmaktadir. Ornegin
CYP1A’nin baliklarda en dnemli indukleyicileri arasinda PAH’lar, nitratlanmis poliaromatik
hidrokarbonlar (NPAH’lar), PCB’ler, poliklorlu dibenzo dioksinler ve furanlar (PCDD/F) ve
bazi pestisitler gelmekte olup bu bilesikler sucul ¢evrenin kirlenmesinden sorumlu en

Onemli bilesikler olarak gésterilmektedir64.

1.5. MFO Enzim indiiksiyonunun toksikolojik 6nemi:

Karma Fonksiyonlu Oksidazlarin (KFO’larin) ana gbrevleri olan
detoksifikasyonun yani sira, bir cok toksik ve karsinojenik bilegigin toksisitesini, kimyasal
olarak toksik olan reaktif/etkin tlrlere ¢evriminden de sorumlu olduklari anla§|Im|§t|r65.
Ornek olarak hidrokarbonlar ve aromatik aminlerin yani sira, ilag érnegi olarak da
parasetamol verilebilir. Organ ya da organizma seviyesinde toksisitenin gorilmesi ve
siddeti, kimyasalin tipi ve siddeti, olusan-gorevli MFO enzimlerinin tipleri, ve diger
konjugasyon enzimleri ile biyokimyasallar gibi bazi faktérlere baglhdir. Bu nedenden
dolayi, toksisitenin ortaya ¢iktigi durumlarin, kronik indiiksiyon ve kimyasallarin gérece
yuksek seviyelerine maruz kalinmasi ile iligkili oldugu bilinmelidir®. Ornegin sigara igimi
yuksek derecede PAH ve benzeri kimyasallara maruziyete neden olmaktadir ve
insanlarda yapilan klinik ¢alismalar, yiksek indiklenebilme 6zelligi olanlarda, sigaraya
bagli karsinojenez riskinin daha ylksek oldugunu ortaya koymaktadlree. Benzer olarak,
yuksek etanol seviyeleri MFO enzimlerini indijkleyebilir67 ve yuksek etanol tuketimi, toksik

aldehit metabolitlerinin artmasi nedeniyle karaciger hasari olusturabilmektedir.

Benzer olarak, c¢esitli hidrokarbonlar ile ylksek seviyede c¢evresel

kirlenmenin gorildigu sediment ve sularda, KFO indiklenmesi ile toksisite arasinda bag



kurulabilmektedir. Laboratuar ¢alismalarinin da, petrol hidrokarbonlarinin potent
mutajenleri igermekte oldugunu ve bunlarin, balik ve fare karaciger enzimleri tarafindan
aktive edilebildigini g('jstermislerdires. Amerikanin bati sahillerinde yer alan Puget
Sound’da uzun silredir yapilan saha calismalarinda da, ylksek oranda hidrokarbon
kirliligi olan bolgelerden toplanan baliklarda, ylksek seviyede neoplazmalar gorilmekte
olup69 arastirmacilar, PAH’lara ve sediment ekstraklarina bagh hicresel toksisitenin

gorilmesi igin MFO aktivasyonu gerektigini saptamiglardir’® "

Karsinojen olarak tanimlanan bir ¢cok kimyasal, bu biyolojik etkilerini
goOstermek icin metabolik aktivasyona ihtiyag duymaktadir. Bu aktivasyon sitokrom P450
oksidazlar (faz 1) ile yirutilmekte olup, aktiflesen molekdller elektrofilik 6zellik kazanip,
hicresel DNA ile kovalan katim bilesikleri verecek hale gelebilirler. Guanin, alkilleyici
veya blyUk polisiklik aromatik ajanlarin DNA’ya baglanmada kullandigi ana hedef
yapilardan biridir. Baliklarda bu tir metabolik degisimleri gergeklestirebildikleri

gosterilmistir’2.

Sitokrom P450’ler, karsinojenlerin yani sira steroitler gibi endojen
bilesiklerinde dahil oldugu sayisiz eksojen g¢evresel kKirletici molekuliin metabolizmasinda
rol oynarlar73. Dogal olmayan fakat bu yapidaki indikleyici kimyasallarin hayvanlarda
kritik biyolojik fonksiyonlari etkileyebilme potansiyelleri ekolojik sistem agisinda oldukga
onemlidir®. Sitokrom P450 monoksijenaz sisteminin hidroksilledigi substratlarin ¢esitliligi,
bir cok katalitik 6lgim teknigi tarafindan olgllebilmektedir. Reaksiyonlarin izlenmesi igin
en guavenilir yol olarak, Grdn olusum izlemesi uygun olup; bu amagla kullanilabilen
kesintisiz dlgiim yapabilen test yontemleri sayica azdir: Etoksikumarin o-deetilaz (ECOD),
p-nitrofentol o-deetilaz (NPOD), p-nitroanisol o-deetilaz (NAOD). Belirtilen bu test
yontemleri, nonspesifik substrat segicilik 6zellikte olup, etoksiresorufin o-deetilaz (EROD)

aktivitesi bu 6zellik disinda davranip, élgim yéntemleri arasinda ayricalikli durumdadir”.



11.6. EROD Aktivitesi Olciimii

Etoksiresorufin O-deetilaz (EROD) aktivitesi dlgcimu, baliklarda polisiklik
aromatik hidrokarbonlar (PAH’lar), poliklorlu bifeniller (PCB’ler) ve poliklorlu
dibenzodioksinler/furanlar (PCDD/F’ler) ile yapisal olarak benzer kimyasallara
maruziyetin iyi tanimlanmis bir in vivo biyogdstergesi oldugu kabul edilmektedir’® ™.
EROD aktivitesi sitokrom P450 bagimli monoksijenazlarin (6zellikle CYP1A alt familyasi
ile) ksenobiyotikler tarafindan reseptor aracilikh indiksiyonu hakkinda kanitlar sundugu

icin baliklarda, ilgili kimyasal veya kimyasallara maruziyetin yliksek derece hassas bir

indikatorii olarak uzun stiredir yaygin olarak kullaniimaktadir'®.

S6zi edilen kimyasallarin detoksifikasyonunda yer alan P-450 1A1
indUksiyonu yani enzim miktari ve aktivitesindeki artig, bu proteini DNA'da kodlayan
CYP1A1 gen bdlgesinin aktivasyonunu, aktive olan bdlgeden proteini olusturacak sekilde
hicresel olaylari (gen transkripsiyonu ve mRNA’nin proteine translasyonu) ve bu proteine
enzimsel katalitik  aktivitenin  olusturulmasi igin  gerekli  posttranskripsiyonel
modifikasyonlari (hem sokulmasi da dahil) iceren bazi basamaklardan olusmaktadir.
Sirecteki her bir basamak, uygun molekuler probun (cDNA veya antikor) veya katalitik
Olgim yOnteminin (Ornegin 7-etoksiresorufin O-deetilaz, EROD) kullaniimasi ile
gal|§|labilinirken1, EROD yoéntemi 6lgiim maliyetlerinin oldukga diisik ve hizli sonug
vermesi, bunun yaninda c¢ok fazla Ornekle c¢aligiimasinin yolunu acip, arastirilan
kirleticilerin olusturdugu etkiler hakkinda genis c¢apli sonu¢ vermesi nedeniyle tercih

edilmektedir'®.



Diizey isimlendirme Gosterge

DNA > CYP1A1

mRNA > CYP1A1 DNA probu
protein > P450 1A1 antikor
enzim > EROD katalitik analiz

Sekil 4: CYP1A1 induksiyonunda DNA gen diziliminden enzim miktarina kadar yer alan
basamaklar ve her basamaga uygun olglim metodu’. (DNA CYP1A7 gen bdlgesinin
aktivasyonu ve transkripsiyonu ile baslayan indiksiyon miktari, proteine translasyona
ugrayan mRNA Uzerinden, hepatositlerde bulunan P450 1A1 proteinine gelistirilen antikor
ile ve P450 1A1 miktarina bagl go6zlenen katalitik aktivitenin kantitatif EROD analizi ile

slgulebilir.)

EROD aktivitesi ile kimyasallar arasindaki iligki bugin igin dinya
yuzeyinde 150’den fazla balik tiriinde incelenmistir (Tablo 5). Bu calismalarda PAH,
PCB, PCDD/F’lerin yani sira bir ¢ok kimyasalin gerek tek baslarina gerekse cevrede
olusturduklari kompleks karisimlari EROD indiksiyonu olusturmalari agisindan
ara§t|r|lm|$t|r15. Bu calismalar sonucunda EROD aktivitesi, baliklarda kirleticilere bagh
induksiyon cevabin saptanmasinda en hassas katalitik problardan biri oldugu
saptanmistir. Tablo 4’de de gorilebilecedi gibi bu c¢alismalarda, 6zellikle PAH tipi
indUkleyici kimyasallara maruziyette, balik turlerinde bu aktivitenin ylUkseldigi, kontamine
olmayan temiz bdlgelerden saglanan baliklarda ise ¢ok dusik dizeyde veya hig

saptanamayacak duzeyde kaldigi belirlenmistir.



Tablo 4: Benzo-a-piren ve B-naftoflavona maruz kalan levreklerin (Dicentrarchus labrax)

EROD aktivitesindeki artig kontrol baliklari ile k|yaslanm|§t|r76

Uygulama Go6zlenen EROD Aktivitesi
Kontrol 0.20 £ 0.06
Benzo-a-piren 0.83+0.20°
B-naftoflavon 2.98 +0.43

" p<0.05

Baliklarda EROD indukleyici kontaminantlara maruziyette goérilen zararli
etkilerle, CYP1A induksiyonu mekanizmasinin yakin ilgili oldugu anlasiimistir’’. CYP1A
enzim sisteminin induksiyonunu, aktivitenin katalitik élcimu yoluyla gbsteren EROD,
bltldn bu yapilan ¢alismalar sonucu, gevresel kirleticilere (PHH ve PAH gibi) maruziyetin
izlenmesinde iyi bir ara¢ olarak goérundugu gibi, doza bagimli cevap olusturabilmekte,
Olcllen katalitik aktivitenin siddeti, maruziyetin silresi ve kimyasalin glcine gore

§ekillenmektedir15.




Tablo 5: Cesitli kimyasallarin EROD aktivitesini indiikleme glgcleri, bir ¢gok balik tiiriinde

incelenmi§tir15'

Kimyasal indiiksiyon Giicii (*) Tiir
Benzo(a)piren orta Yilanbaligi
orta Gizzard shad
gucli Mirror carp
zayif Channel catfish
zayif, gugli Alabalik
orta Arctic char
zayif Poeciliopsis lucida
zayif, orta European sea bass
zayif, orta, guclu Bluegill
orta Sunfish hybrid
zayif Gilthead seabream
orta Pagothenia bernacchi
orta Flounder
zayif Hardhead seafish
Ham petrol zayif Pacific herring
zayf Polar cod
orta Viviparous blenny
Floranten zayif Mirror carp
isosafrol zayif, orta Alabalik
orta European plaice
3-metil kolantren orta Common carp
zayif Fathead minnow
zayif, orta Channel catfish
orta Alabalik
zayif, orta Gulf killifish
zayf Sheephead minnow
orta European sea bass
orta Nile tilapia
zayif, orta, guclu Tilapia hybrid
orta Sheepshead
orta Scup
glclu Red drum
gugla Stripped mullet




orta Dab
zayif, orta European plaice
B-naftaflavon zayif Common carp
zayif Roach
zayif, orta Brown bullhead
zayif Channel catfish
zayif Northern pike
orta, guglu Alabalik
Aroklor 1242 zayif, orta Alabalik
Aroklor 1254 zayif, orta Common carp
zayif, orta Channel catfish
orta Alabalik
zayif Brook trout
zayif Mummichog
orta Nile Tilapia
zayif, orta Tilapia hybrid
zayif Gilthead seabream
zayif Cliff flathead
Aroklor 1260 orta Pagothenia bernacchi
Clophen A40 zayif Dab
Clophen A50 orta Alabalik
zayif River perch
orta Tilapia
zayif Flounder
Aroklor 5432 zayif Mummichog
Aroklor 5460 zayif Mummichog
2,3,7,8-TCDD gugla Mirror carp
orta, guglu Alabalik
zayif Atlantic cod
zayif, orta Mummichog
orta European flounder
1,2,3,7,8-PCDD glglu Mirror carp
1,2,3,6,7,8-HCDD glglu Mirror carp
1,2,3,4,5,6,7,8-OCDD orta Mirror carp

*: Induksiyon giici: 10 katin alti zayif indiiksiyon; 10 ile 100 kat arasi orta indlksiyon; 100

katin Ustl glgll induksiyonu géstermektedir.



1.7. CYP1A indiiksiyonunun Mekanizmasi

CYP1A’nin (ve katalitik aktive 6lgcim metodu olan EROD’un) biyoizleme
amagcli kullanilmasini saglayan en oOnemli 06zelligi, kimyasal maruziyeti sonucunda
hicrelerde artan Uretimi, yani indiklenebilmesidir. Yukarida da s6zi edildigi gibi CYP1A
aktiviteleri genellikle kontrol baliklari ile kirllige maruz kalmamis baliklarda tespit
edilemezken, kismi halojenlenmis dizlemsel hidrokarbonlara ve polisiklik aromatik
hidrokarbonlara maruziyetten sonra miktarlarin arttigi saptanmistir’®. Bu enzimin
kimyasal maruziyeti sonucunda indiksiyonuna neden olan faktérler memelilerde ayrintili
olarak arastiriimis olup, baliklarda da ayni mekanizmanin isledigine inanilmaktadir’®.
CYP1A’nin indiksiyonu, ksenobiyotiklerin sitozolik aril hidrokarbon reseptérine (AhR)
baglanmasi ile ydrutilmektedir (Sekil 6). Mekanizma aydinlatilana kadar seneler
boyunca, AhR igin endojen spesifik bir ligandin varhdi bulunmaya calisiimistir. Daha
sonra proteinlere sokulan hem yapisinin degredasyon urlnleri olan bilurubin ve daha ileri
Urin olan biliverdinin, AhR’ye tam olarak baglandigi ve AhR baglantili genlerin
ekspresyonunu aktive ettigi bulunmusturso. Arastirmacilar, AhR’nin “karmasik” bir yapisi
oldugunu ve ayrica, baska endojen aktivatorlerin (triptamin ve indol asetik asit gibi)
varligini da saptamis olup, memeli kiltir hiicrelerinde AhR’nin dogal bir aktivatérinin
ayni zamanda CYP1A i¢in de endojen bir ligand oldugunu da géstermislerdirm. Endojen
AhR ligandlarinin 6zelliklerinin ve CYP1A’nin, onlarin regilasyonlarindaki goérevlerinin
tanimlanmasi, AhR ligandi olan eksojen maddelerin olusturdugu toksik etkilerin

aciklanmasinda oldukca 6nemli olmustur'™.

AhR, hem in vivo hem de in vitro olarak, bir ¢ok balik tlriinde tespit
edilmis olup, mekanizmanin hem memelilerde hem de baliklarda benzer/ortak
gerceklestigini ortaya koymaktadir. AhR ligandlari izosterik konfiglirasyona sahip olan,

CYP1A icin model bir indikleyici olan 2,3,7,8,-tetraklorodibenzo-p-dioksin (2,3,7,8,-



TCDD)’e yapica benzerdirler' °’ (Sekil 5). AhR baglanmaya tam olarak 6zgu kimyasallari
siniflandirmak igin bir ¢ok calisma yapilmistir. 3 boyutlu yapilandirma calismalari ile
radyo isaretli ligandlara yarismali baglanma gallgmalarlgz, AhR’ye baglamak igin
molekiltin 12A%x 14A° x 5A° 3 boyutlu yapisinin bulunmasi gerektigini ortaya koymustur.
Molekiiler geometri potansiyel olarak AhR’ye baglanmak i¢in ana sart olsa da, hidrofobite,
elektron kabul etme kapasitesi, molekiliin polarlanabilme 6zelligi gibi fizikokimyasal

Ozellikleri de 6nem taslmaktad|r15.
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Sekil 5: AhR baglanma bdlgesine baglanabilme &zelligi olan AhR ligandlarinin yapisal
gosterimi'. (AhR’ye baglamak igin molekiliin 12A° x 14A° x 5A° 3 boyutlu yapisinin

bulunmasi gerektigi ortaya konulmustur)

AhR'’nin diger bazi proteinlerle beraber bulundugu saptanmistir; bunlar
dimerik formda 90-kDa’lik i1s1 sok proteini hsp-90 ile, bir c-Src tirozin kinaz proteini,

p37’dir57. Ligandin baglanmasindan sonra hsp90 ve p37’nin ayriimasini ve bdylece



AhR’nin gorevli diger bir protein olan aril hidrokarbon nikleer translokasyon proteinine
(ARNT) baglanmasini igeren bir aktivasyon basamagi yer almaktadir' * (Sekil 6). AhR,
ligandin baglanmasi ile aktive olan bir transkripsiyon faktérld olup, dioksin sorumlu
element olarak (DRE, dioxin responsive elements) adlandirilan, DNA’nin spesifik
kisimlarina baglanmaktadir. Bu baglanma, Ah-gen bataryasi olarak bilinen bazi/birkag
genin transkripsiyonunu ve buna baglh olarak proteinlerin sentezlerini baslatmaktadir.
Bunlar arasinda CYP1A, CYP1B, glutatyon S-transferaz, UDP-glukroniltransferaz,

NAD(P)H:kinin oksidorediiktaz (DT-diaforaz) ve aldehid dehidrogenaz bulunmaktadir'.
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Sekil 6: AhR baglantil toksisite i¢cin 6ngériilen mekanizma 6zetlenmistir.
AhR’ye baglanabilen ligandlarin olusturdugu sinyal AhR araciligiyla yurutiilmekte olup,
cekirdekte aril hidrokarbon nikleer transkripsiyon proteini (ARNT) ile birlikte
transkripsiyon faktdrina olusturur. Bu yapi, dioksin sorumlu element olarak bilinen (DRE)
spesifik DNA sekansina baglanip, bir ¢cok genin indiksiyonuna (Ah gen bataryasi) ve

sonug olarak bir ¢cok proteinin/enzimin Uretimine yol agar”” o



11.8. AhR Baglantili Toksisitenin Mekanizmasi

Bazi PAH ve PCB’ler ile benzer yapisal 6zellik gosteren kimyasallarin
toksik etkilerini  AhR vyoluyla, indiklenen proteinlerin hlcresel homeostazi
bozmalari/degistirmeleri nedeniyle gosterdikleri bilinmektedir®®. Ah gen bataryasinin
indiksiyonu, elektrofilik metabolitlerin ve oksijen radikallerin Uretimi, ksenobiyotik
metabolizmasinda kapasitenin azalmasi ve endojen substrat metabolizmasinin
isleyisinde degisiklikleri kapsayan bir ¢cok molekiler olay ile baglantll|d|r78. Memelilerde,
bu molekiler degisikliklerin gecikmis ya da ikincil etkileri arasinda tikenme sendromu,
timor promosyonu, timik atrofi de yer almaktadir®. Baliklarda, yasamin erken safhalari
AhR ligandlarin etkilerine daha hassas oldugu goérilmekte olup, son galismalar toksik

cevapta P450 enzimlerinin dahil oldugunu g('jstermektedir77.

AhR agonistik kimyasallara 6érnek verecek olursak, PAH’lar (6rnegin
benzo(a)piren) daha ¢cok AhR nedenli sitokrom P450, 6zellikle de CYP1A formlari ile,
mutajenik/karsinojenik reaktif ara metabolitiere metabolize edilirler. PAH’larla kontamine
su ve sedimentlere uzun dénem maruziyet(ozellikle 4 ve 5 aromatik halkalilara) birgok
tath su, deniz suyu balik tirinde deri ve karaciger timorleri ile iliskilendiriimektedir.
Laboratuarda alabaliklarla yapilan c¢alismalar, diyetle BaP maruziyetinin, birka¢ sene
icinde karaciger timorleri olusturdugunu ortaya koymaktadlr%. BaP’in baliklarda yarattigi
baska etkileri de rapor edilmis olup, ip 5 mg/kg Benzo-a-piren (BaP) maruziyeti,
Oreochromis niloticus’da apoptotik hicrelerin olusmasina ve dolasimdaki lenfositlerin

sayisinin azalmasina yol agmaktadir®’.

PAH’lar, CYP1A indlUksiyonunda ve AhR bagll toksik etkilerin
olusmasinda etkili olup, sucul kirlenmenin énemli nedenleri arasinda yer almaktadirlar.
Tablo 5 ve Tablo 6’da da goérilebilecedi Uzere diinyanin cgesitli Ulkelerinde, PAH ve

benzer yapisal 6zellikteki kimyasallar ile kirlendigi distunulen nehir, gol ve denizlerde



kirliligin ortaya konulmasi

basvurulmaktadir.

Tablo 6: Cevresel kirliligin ortaya konmasi icin cesitli kirleticiler ile kirlenmis sularda

icin EROD aktivitesi

degisik balik trleri kullanilarak yapilan bazi EROD aktivitesi dlglimleri sonuglari;

Olgim yoOntemine oldukga sik

Kontamine Bolge

Niuwe Nehiri,
Amsterdam,
Hollanda

Gaasperplas Nehri,
Amsterdam

Finlandiya kérfezi

Laboratuar
calismasi

Corsica (Galeriave
Stareso), Akdemz

Fransiz sahilleri
(Cannes ve Roquebrune)

Kastro Kérfezi,

San Francisco,
ABD

Izmir Kérfezi,
Tiirkiye (Pasaport,
Tuzla, Karsiyaka)

Douro Nehri,
Portekiz

La Gadre, Rabastense,
Montespan Golleri,
Fransa

Balik Tiirii

sazan
yilanbalig1
turna

sazan
yilanbalig1
turna

Levrek

PLHC-1 hiicre

Serranus cabrilla

Citharichthys

stigmaeus

Kefal

Kefal

Leuciscus cephalus

Barbus barbus
alabalik

Siipheli Kimyasal

PCE ve OCF

PCE ve OCP ve
PAH

PAH

Benzo(a)piren
Benz(a)antrasen
3-metilkolantren

benzo(k)fluoranten

PAH

PAH, PCB, DDT
ve metal

Yogun/goklu
kirlilik

PAH

Coklu kirlilik

EROD
Aktivitesi
(pmol.minl.mg1
protein)

35

2383
55.2

0.6
128.7
282

27

19.3
30.8
41.8
60.8

465 ve 424
320 ve 342

41.7

1293, 334, 761

300, 432, 662
(degisik aylarda)

199.39
2185
458.16

Ref:

88

88

89
90

91

82

93

04

95




11.9. Tiirkive’de Sucul Kirlenmenin Géstergesi Olarak EROD Aktivitesi Olciimleri

Tarkiye su kaynaklari olduk¢a c¢ok, 3 tarafi denizlerle gevrili bir Ulke
oldugu halde, arastirmacilar tarafindan sucul kirlenme Uzerine fazla ¢alisiimamis olup,
glinimuzde bu konu giderek énem kazanir duruma gelmektedir. Yapilan ¢alismalarda,
kirlenmenin saptanmasi genellikle kimyasallarin dogrudan analitik analizi seklinde

6, 96, 97

yapilmakta olup , biyogésterge olarak EROD aktivitesi élgiimii yalniz izmir Kérfezi ile

sinirli kalmigtir.

Aring ve arkadaslarinin 2001 yilinda basta kentsel atiklar olmak Uzere,
cesitli nedenlerden dolay kirlendigi distinilen, izmir Kérfezinin oldukga kirli bélgesi olan
Pasaport Bdlgesinden elde edilen kefal baliklarindaki EROD aktivitesini 883+172 pmol
min”" mg'1, temiz referans bdlgeden elde edilen kefal baliklarindaki EROD aktiviteleri
(11£2 pmol min”’ mg'1) ile kargilagtirmig ve iki bdlge arasinda EROD aktivitesi agisindan
80 kat daha fazla aktivite farki oldugu gérUImU§tUr98. Belirlenen degerler, Aring ve Sen’in
1999 yilindaki ayni bdlgede yapilan ¢alismasi ile uyumlu sonug vermistir. 1999 yilindaki
g¢alisma sonucunda kirli bolgenin EROD aktivitesi1293+292 pmol min~" mg'1 protein

olarak Olgilmis olup, deger temiz bdlgenin degerinden 62 kat daha fazla oldugu

kaydedilmistir®.

Yurdumuzda Aring ve arkadaslarinin izmir Kérfezindeki gesitli

93, 98, 99

bolgelerden sagladiklari kefal baliklarindaki EROD aktivitesi galismalari disinda

EROD biyogostergesi galismasi bulunmamakta olup, Tirkiye'deki gol, nehir, deniz gibi
sucul sistemlerde yasayan baliklarda genellikle OCP ve metal tayinleri

5, 156-158

gerceklestiriimektedir



11.10. Sucul Sistemlere Konu Olan Diger Biyogostergeler

cesitli

Sucul sistemlerde kirlilige karsi olusan cevabin tayininde, EROD disinda,

duyarhliklarda baska biyog0Ostergelerden de vyararlaniimaktadir. Bunlarin

onemlilerinden asagida kisaca bilgi sunulmustur. Bazilarindan kisaca bahsedecek

olursak;

Organik fosforlu ve karbamat tlrevi bazi pestisitlerin segici olarak
kolinesteraz aktivitesini inhibe ettikleri bilinmektedir. Bu kimyasallar
nehirlere veya denizlere ulastiklarinda bir ¢ok sucul ekosistemi de
kontamine etmektedirler. Karbamat ve organofosforlu pestisitler ¢ok kisa
yari émurld olduklarindan kolinesteraz (ChE) inhibisyonu sucul
kirlenmenin tespitinde daha uzun sire iginde kullanigh olmaktadir. Yine
kolinesteraz aktivitesi Olcimlerinde, ortamda bulunabilecek
antikolinesteraz  bilesiklerinin  sonucu  etkileyici g6z  oOnlnde
bulundurulmahdir'®.

Sucul organizmalarda antioksidan savunma sisteminin pargasi olan,
superoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx)
Ucli enzim sistem seviyesi 6lgimda, kirleticilere baglh olusan oksidatif
hasarin ortaya konulmasinda kullanilabilmektedir. PAH bilesiklerinin
midyelerde GPx, CAT ve SOD dizeyine olan etkisini incelemek amaciyla
yapilan bir galismada, karaciger CAT diizeyi diistik bulunmasina karsin
GPx ve SOD duzeyleri kirletici miktarina bagli olarak artm|§t|r1°1.
Glutatyon S-transferaz’lar faz Il biyotransformasyon enzimlerinden olup,
cesitli eksojen ve endojen kaynakh elektrofilik, hidrofobik bilesiklerin
glutatyon (GSH) ile konjugasyonunu kataliz eder. GST substratlarinin

¢ogu, ksenobiyotikler ve Faz | reaksiyon urunleridir. Kirlilik durumunda

metabolizma cevabi olarak GSH seviyesi, EROD enzim aktivitesinde



gerceklestigi gibi artmakta olup, sucul kirlenmenin tayini ¢calismalarinda
basvurulan diger bir biyogdsterge metodudur'®.

e Metallotioninler (MT) dusuk molekdl agirlikli, sisteinden zengin sitozolik
proteinlerdir. Bakir, gimus, c¢inko, kadmiyum ve civa gibi metalleri
baglarlar. Bakir, ¢inko gibi esansiyel metallerin hemostozisinin
dizenlenmesi kadmiyum, gumis ve civa gibi toksik metallerin
detoksifikasyonu, serbest radikallerin neden oldudu oksidatif strese karsi
hicreleri koruyuculugu gibi gesitli fonksiyonlari vardir. MT indiksiyonu
tum dinyada deniz Kirliliginin izlendigi programlara dahil olmus sucul
ekosistemdeki metal Kirliliginin degerlendiriimesinde ele alinan bir
biyogostergedir. Fakat MT dlzeyleri vicut agirhigina, cinse, Ureme

durumuna, mevsime ve su isisina bagl olarak degisiklik gosterir'® '%*

105.

e Benzopirenhidroksilaz(BPH) aktivitesi veya diger tanin adiyla aril
hidrokarbon hidroksilaz(AHH) diizlemsel organik bilesiklerin (PAH gibi)
etkilerinin gdstergesi olarak uzun yillardan beri kullaniimaktadir. Son
yapilan ¢alismalar, AHH aktivitesinin insanlarda CYP1B1 ile daha alakali
oldugunu dusundirmektedir. Etoksikumarin O-deetilaz da, hidrokarbon
kirliliginde kullanilan diger biyogostergelerden biri olmakla beraber, bazi

diger kirleticilerden de etkilenebildigi bilinmektedir'? '°® 177,

Sunulan aragtirmada Aliaga Koérfezinden yakalanan kefal baliklarinda
olasi maruziyetin ortaya ¢ikariimasi amaciyla bazi toksik metallerin de miktar tayinleri
yapiimistir. Bu nedenden dolayi 6zellikle g¢alisilan metallerle ilgili olarak genel bir bilgi

asagida sunulmustur.



11.11. Metaller

Metaller ve metal bilesikleri, cevrenin dogal bilesenleridir. Ana kaynaklari
volkanlar ve erozyon gibi dogal olusumlardir. Bitkiler ve mikroorganizmalar tarafindan
toprak ve havadan alinan ve iglenen ve besin zinciri ile diger organizmalara gecgen
metallerin dogal dénguleri, madencilik, metallrji, kbmUr yanmasi gibi insan mudahaleleri

ile bozulmaktadir'®.

Endustriyel, tarimsal ve ila¢ olarak oldukga genis insan aktivitesinde yer
bulan metallerin maruziyeti ile bir ¢ok saglik sorunu iligkilendiriimis; metaller, insanlar
Uzerine yarattigi etkileri ve cevreye saliniglari nedeniyle her zaman sorgulanmistir.
Metallere akut ve kronik maruziyete bagli olarak ortaya ¢ikan ndrotoksisite, genotoksisite

ve karsinojeniteye ait pek ¢ok galisma yap|lm|§t|r19.

Metalleri daha az toksik formlarina pargalamak olanaksizdir, dolayisiyla
cevrede kalicidirlar ve birikirler. Na, K, Ca, Mg gibi normal gelisim igin gerekli (esansiyel)
olanlari oldugu gibi; Hg, As, Cd, Pb gibi ¢ok disik dlzeylerde organizmada
bulunmasinin toksisite géstermesi igin yeterli oldugu metaller de vardir'®. Siirekli olarak
basta endUstri olmak (zere, ¢esitli nedenlerle ¢gevremizde bulunmaktadir. Bu metallerin

blylk bir kismi ¢cevrede birikme 6zelligine sahiptir'®.

11.11.1. Metallere Maruziyet

Canlilar metallere besin ve su alimi, kontamine havanin solunmasi
yoluyla maruz kalirlar. Metaller, besinlerin normal bileseni olabildigi gibi kirlilik olarak da
bulunabilir. Metal iceren pestisit kalintilari, endustriyel atiklarin suya ve topraga karigsmasi
en 6nemli kirlenme nedenleri olmakla beraber, dogal kaynaklardan da salim oldugu ve

bunlara da maruz kalinabilecegdi unutulmamalidir'®.



Deniz ve okyanuslarda insan aktivitesi sonucu metallerle
kirlenmektedirler. Biyolojik pargalanmaya dayanikli metaller, ¢evrede lipofilik 6zellik
kazanarak(metilasyon ile) sucul bitki ve hayvanlarda birikirler. Boylece besin zincirinin en

uc noktasindaki insana kadar ulasabilmektedirler'®.

Metallerin hicrelerle ya da vicut fonksiyonlari ile etkilesiminde ‘ortak’ bir
yol yoktur; hiicresel dizeyde, metal bilesenine goére, farkli proteinler hedeflenir ve farkli
yolaklar yer alir. Dolayisiyla zehirlenme durumlarinda, hangi metale maruz kaldiginin
bilinmesi 6nemlidir. Disuk diizeylerde maruz kalindiginda akut toksisite belirtileri belirgin

degilken, uzun sireli devamli maruziyetlerde (kontamine besin, su) toksisite belirgin hale

gelmektedir' '%).
Metallerin ¢cevredeki dogal donguleri Sekil 7°de sematize edilmistir.

Kaynak Dogal siregler ve endistriyel salim
| SE———
e i I }

etkllenen i "
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Sekil 7: Metallerin dogal dongiileri™®



icme suyu ile maruziyetin meydana geldigi ve bu konuda &nlem
alinmasini gerektiren dnemli metallerden biri kurgsundur. 1988 yilinda arastirmacilarin, 6
pg/dl kan kursun dizeyinde bile gocuklarda élgilebilir nérolojik hasar olustugunu tespit

etmesi ve bu kan degerlerinin kursunla kontamine igme sularinin tiketiimesi ile

ulagilabileceginin goérilmesi basta EPA olmak Uzere otoriteleri 6nlem almaya itmistir’"°.

Kursun kaph su sogutucularinin ve benzeri Urlnlerin satisinin yasaklanmasi, suyu
kirlettigi tespit edilmis eski ev borularinin degistirimesi ve bu konuda halkin

bilinglendirilmesi gibi 6nlemler ile igme suyu ile kursun maruziyeti, Sekil 8'de

goriilebilecegi tizere, %50’'den fazla azaltilabilmistir'°.

5.0
4.5 —
4.0 —
3.5 1
3.0
25

ng/l

2.0
1.5
1.0

0.0 T T T T T T T T T T T T
1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003
(255) (712) (302) (248) (2,056) (2,208) (3,267) (3,836) (2,227) (1,669 (1,300) (1,071)

Yillar
(6rnek sayisi)
Sekil 8: New York Sehrinde 1992-2003 yillari arasinda evlerde kullanimda olan suyun

kursun tayin sonuglan”o.

Ayrica 1925'den beri motor yakiti katkisi olarak vuruntuya kargsi kullanilan
bir kursun bilesigi olan tetraetilkursun, atmosferik maruziyet ile yarattigi negatif saglk
etkisinin anlasiimasi ile 1978’den baslayarak kullanimi basta ABD olmak Uzere gelismis

Ulkelerde basamak basamak azaltiimistir. Yurdumuzda da son senelerdeki 6nlemler ile



tetraetil kursun kullanimi yasaklanmistir. Alinan énlemler ile kimyasallara maruziyetin ve
organizmalar Uzerinde vyarattigi toksik potansiyellerinin azalabilecegi, Sekil 9'da

gorulebilecegi Uizere Olgllen kan dederleri ile gdsterebilinmektedir.

118
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Sekil 9: 1976-1980 yillari arasi benzindeki kursun oranlari ve insan kan seviyeleri'"

Besinler yoluyla insan maruziyeti olusturan metallerden en
onemlilerinden biri de civa olmaktadir. Civa iceren baliklarin yenmesi ile gerceklesen
Minamata Hastalidi, bu durumu ortaya koyan en c¢arpici olaylarin basinda gelmektedir.
Agir ndrolojik semptomlarin ortaya c¢iktigi bu hastalik, dikkat edilmedigi ve Onlem
alinmadid1 takdirde metallere maruziyetin olusturabilecedi ciddi saglik problemlerine

onemli bir 6rnek teskil etmektedir.

Metallerin gosterilen uzun yarilanma 6mdurleri, gevrede birikimleri, toksik

etkileri ve mutajenik potansiyelleri, kursun miktarlarinin azaltilmasi ig¢in yapilan



¢alismalarda goruldigu gibi devlet ve sivil toplum kuruluslarini bu konuda 6nlem almaya

zorlamaktadir.

ATSDR ve EPA tarafindan hazirlanan CERCLA (The Comprehensive
Environmental Response, Compensation, and Liability Act; Cevresel Yanit, Yerine
Koyma, Sorumluluk Hareketi) 2005 yilindaki 6ncelikler listesinde, Kursun ve Civa 2005 ilk
U¢ sira icinde yer almakta olup, Kadmiyum ise ayni listenin 8. sirasindadir. Bu dncelikler
listesi; bilinen ya da sUphelenilen toksisitesi olan maddeleri, insan maruziyeti
olasiliklarina goére, insan saghdina en fazla tehdit olusturabilme &zelliklerine goére

belirlenmektedir'2.

Asagida bu galismada analizi yapilan metaller ve bu metallerin yarattigi

toksik etkiler hakkinda bilgi sunulmustur.

1.12. Kadmiyum (Cd)

Kadmiyum, Cd semboll ile periyodik cetvelde gosterilen ve atomik

numarasi 48 olan bir metaldir.

Kadmiyum ve c¢inko atomik yapi ve kimyasal davraniglari bakimindan
birbirine benzerler ve dogada genellikle beraber bulunurlar. Cinkonun esansiyel bir
element oldugu gosterilmigken, kadmiyumun hayvan metabolizmasinda herhangi bir

fonksiyonunun olmadigi ve oldukga toksik bir metal oldugu gésterilmistir'*>.

Uretilen kadmiyumun 3’0 pillerde (6zellikle Ni-Cd bataryalar)
kullanilirken, geri kalan kisminin biyuk bdlimu kaplamacilikta ve boyacilikta pigment
olarak ve plastikler igin stabilizor olarak kullanilir. Geri kalan kullanim alanlari su sekilde

siralanabilir'**:



e Cok dustik erime noktali metal alagimlarinda,

o Dusguk surtinme katsayisi ve uzun émir saglamasi nedeniyle, dayanikli
alasim yapiminda,

¢ Elektrokaplamacilikta,

« Bir ¢ok lehim igeriginde,

« Nikleer fizyonun kontroliinde bariyer olarak,

« Siyah beyaz televizyonlarda fosforun yapisinda, renkli televizyonlarin
mavi ve yesil fosforun yapisinda kullanilir,

¢« Kadmiyum sarisi olarak da bilinen ve isikta renklenen bir pigment olan
kadmiyum stulfid de cam, sabun, tekstil, kagit, kauguk, yazici murekkebi,
seramik sir ve hava figeklerin renklendiriimesinde ve boyacilik
endustrisinde sari renk yaratmada kullanilhr,

e Kadmiyum siilfid, kadmiyum selenid, kadmiyum tellurid gibi vyari
iletkenler, gliines panellerinde 111N saptanmasinda kullanilirlar.

* Bazi kadmiyum bilegikleri PVC yapisinda stabilizator olarak konulur.

11.12.1 Kadmiyum Maruziyeti ve Yarattiq: Toksik Etkiler

Kadmiyumun insan vicudunda belirlenmis bir fonksiyonun olmadigi
saptanmistir. Organizmalarda ve ekosistemde, yarilanma édmrinin oldukga yavas olmasi
nedeniyle biyoakimdulasyonu sureklidir. Cok disuk konsantrasyonlarda bile bilesigin
kendisi ve soliisyonlari toksiktir. insan kadmiyum kargilasmasi mesleksel maruziyet veya

endiistriyel atiklarin sulara ve topraga karismasi nedeniyle gerceklesmektedir ''°.

Mesleksel olarak da, kadmiyum yukli tozlarin solunmasi soluk borusu
enfeksiyonuna ve Olumcil olabilecek boébrek hastaliklarina yol agabilmektedir. Az
miktarlarda bile olsa kadmiyumun yutulmasi ani zehirlenmeye, bdbrek ve karaciger

hasarlarina neden olmaktadir'".



Kadmiyum, oksidasyon, rediksiyon veya alkilasyon gibi dogrudan
herhangi bir metobolizasyon dénuguimine girmez. +2 degerlikli kadmiyum iyonlari
albimin ve metalotiyonin gibi proteinlerin anyonik gruplarina (6zellikle stilfidril gruplarina)
veya diger molekillere baglanmaktadir. Kadmiyumun metabolizmasi, toksisite agisindan,
metalotiyonine baglanmasi nedeniyle Oonemlidir. Metalotiyonine baglanan kadmiyum
bdbreklere gecger, glomerilislerden filtre edilebilir olsa da, proksimal tubdl hicreler
tarafindan yeniden absorblanabilmektedir. Arastirmacilar, kadmiyumun olusturdugu
bdbrek hasarinin metalotiyonine baglanmayan kadmiyum bilesikleri tarafindan yapildigini
distinmektedirler. Emilen ve inhale edilen kadmiyumun c¢ogu ise, fegesle emilmeden
atilmaktadir. Vicuda alinan kadmiyumun ise yarilanma 6mrl oldukga yavastir. Deney
hayvanlari ile yapilan galismalarda kadmiyum bilesiklerinin yari émrinin 38 yila kadar

uzadig bulunmustur'®.

Akciger, karaciger ve bobreklerde akimiule olan kadmiyum, karaciger ve
bobrekte metalotiyonin adli kligik bir protein ile birlesir. Akimulasyon ve yari émrinin
uzunlugu yuzinden, vyasla bdbrek kadmiyum konsantrasyonlari korelasyon
géstermektedir. ingiltere’de otopsi drneklerindeki ortalama konsantrasyonlari karaciger
icin 2.0 mg/kg (1.2 — 3.7) ve bdbrek igin 11.7 mg/kg (2.1 - 22.0) iken, 18 —26 sene
boyunca mesleksel maruziyete ugrayan ve maruziyetten 3 — 9 sene sonra dlen 4 iscide
karaciger konsantrasyonlari 23 — 145 mg/kg ve bdbrek konsantrasyonlari 13 — 80 mg/kg
olarak bulunmustur. Normal idrar kadmiyum seviyesi 0.0001 - 0.0002 mg/L

simirindadir’.

Akut toksisitesi, kadmiyum iceren yiyeceklerin/iceceklerin yenmesi ile
meydana gelebilmektedir. Dislk dozlarda bas dénmesi, mide bulantisi ve abdomimal
agriya sebep olurken kalici etkiler birakmaz. Et, ballk ve meyveler 1’den 50 ug/kg

civarinda kadmiyum igerirken, kabuklu deniz canlilarinda bu deder 100°’den 1000 ug/kgla



kadar ulagabilmektedir. Suda bulunan kadmiyum kabuklu deniz canlilarinda, kadmiyum

baglayan peptidlere baglanarak akiimdile olurlar'®.

Kronik kadmiyum zehirlenmesi sonucu ortaya cikan itai-itai hastaligi,
renal disfonksiyonla osteomalazi veya agdir osteoporozun kombinasyonudur. Hastallk,
Japonya’nin bazi yérelerinde, maden eritici fabrikalarin bulundugu alanlarda ekilen celtigi
besin olarak kullananlarda yaygin olarak gérilmustir. Kirlenmis alanlarda, piringteki
kadmiyum konsantrasyonunun 0.6 ila 1 pg/g arasinda degistigi bulunmustur. Renal hasar
sonucu kalsiyum ve fosfor metabolizmasinin bozulmasinin, iskelet deformitelerinin ve

yaygin bacak — sirt agrilarinin sebebi oldugu sanilmaktadir'™®.

Kadmiyum, sulfidril enzimlerinin bir inhibitdradir. Ayni zamanda,
proteinlerin hidroksil, karboksil, fosfatidil, sisteinil ve histidil kisimlari, purinler ve
porforinler gibi hlcresel ligandlara da afiniteleri vardir. Oksidatif fosforilasyon yolaginin

islevini de bozabilir'"’.

Kadmiyum, diger metallerle hem etkilesir hem de yaris halindedir.
Ornegin hayvan deneylerinde, bu elementin ylksek diyet seviyeleri, bakir emilimini
engellemis ve doku bakir seviyelerini de dusurmuistir. Kadmiyum benzer sekilde,

magnezyum ve kalsiyumun yer aldid1 biyolojik siireclere de engel olabilmektedir "8,

Yarattigi toksisitenin ana nedenleri arasinda ¢inko igeren enzimlerle
vicutta yarigsmasidir. Cinko, biyolojik sistemde olduk¢a énemli bir element oldugu halde,
kimyasal yapisi ¢inkoya bu kadar benzer olan kadmiyum, biyolojik sistemde ¢inkonun

islevlerini hi¢bir sekilde yerine getiremez.

EPA’nin kadmiyumun kronik maruziyeti igin belirledigi referans dozlar

Tablo 7'de 6zetlenmistir. Oral Referans Dozun (RfD), karsinojenik etkiler disindaki etkiler



icin belirlendidi unutulmamalidir. Mg/kg-gin cinsinden belirtilen deger toksik etkinin

baslamasi i¢in bir sinir deger oldugu ve bu deger bulunmasi esasi tizerine dayanir 18,

Tablo 7: EPA’nin kadmiyum igin belirlemis oldugu oral referans dozlarinin &zeti

verilmigtir.

Gosterdigi Etki: Deneysel Doz: Referans Doz:
Belirgin Proteinuri NOAEL(su): 0.005 mg/kg/giin 5x10™* mg/kg/giin (su)
Kronik maruziyeti de kapsayan | NOAEL (besin): 0.01 mg/kg/gin 1x10™ mg/kg/giin (besin)
insan galismalari (EPA 1985)

11.12.2. Kadmiyumun Karsinojenik Etkisi

Ozellikle pillerin yapiminda yaygin olarak kullanilan kadmiyumun
mesleksel maruziyeti hakkinda tutarli ve birbiri ile uyumlu epidemiolojik calismalardan
akciger kanseri icin yeterli fakat diger kanser tirleri igin kisithi delillerin varligi ortaya
konmustur. Bunun yani sira deney hayvani galismalari da; kadmiyumun karsinojenik

etkileri hakkinda yeterli veri elde edilmesine yardimci olmustur”& "9,

IARC de, kadmiyum ve kadmiyum bilesiklerinin insanlarda karsinojen
olduguna dair yeterli kanit bulundugu gerekgesi ile, 1993 yilinda grup 1’e dahil ederken,

EPA’da benzer olarak, kadmiyumu muhtemel insan karsinojeni olan 1B grubuna almigtir.

11.12.3. Sucul Sistemde Kadmiyum

Subletal etkilerini test etmek icin Hontela ve arkadaslar steelhead’i 400-

2,400 ug/l konsantrasyonlarda kadmiyuma maruz birakmislari sonucunda, baliklarda




plazma tiroksin seviyesinde belirgin bir disme, plazma kortizol seviyesinde belirgin bir
artma goériimustir. Bunun yaninda plazma tiroksin ve karaciger glikoz seviyelerinde

diisme de goze carpmistir'%°.

EPA’nin degerlendirmelerine gére kadmiyum bentik omurgasizlarda
onemli oranda biyoakimile olmamakla birlikte, c¢ogu arastirmaci kadmiyumun

biyoakiimiilasyon potansiyeline dikkat edilmesi gerektigi konusunda hem fikirdir'?°.

Yalnizca normal ve yiksek doz c¢alismalarin yaninda, dislik doz
kadmiyumun da baliklar Uzerine etkileri incelenmistir. 2ppb’lik kadmiyumun sudaki
konsantrasyonlari, alabaliklarda, fagositik aktivitenin bozulmasi ve serbest radikal

olusmasini da igeren immunotoksik etkilere yol agmlstlrm.

Sitotoksik etkilerin gbzlenmesi icin balik hicre kiltirleri ile yapilan
deneyler, 0.03 uM seviyelerinden baslayarak kadmiyum konsantrasyonu arttik¢a, koloni

sayisinda anlamli derecede diismenin oldugu goriilmektedir'%.

Yurdumuzda ¢esitli bolgelerde avlanan farkli baliklardaki Cd diizeylerinin

belirlenmesine yénelik calismalar mevcuttur. Bu ¢alismalar tablo 8’de 6zetlenmistir.

11.12.4. Tiirkiye’de izin Verilen Sinir Degerler

Cevre ve Orman Bakanhginin, Su Kirliligi Kontroli Y&netmeligine gore,
deniz sularinda kadmiyum 0.01 mg/lden daha az bulunmasi gerekirken, ayni
yonetmeligin petrol sanayi atik sularinin alici ortama desarj standartlari geri hidrokarbon
{iretim tesislerinde 6lglim sonucunda 0.15 mg/I'nin altinda olmasi gerekmektedir'®®. Tiirk
Gida Kodeksinde ise, aroma maddeleri yapisinda kadmiyumun degerinin 1 mg/kg'i

asmamas! gerektigi bildirilmistir'®*. Kadmiyum ve ¢oziinebilen bilesiklerinin, isyeri



havasinda bulunmasina miisaade edilen azami miktari 0.2 mg/m?; kadmiyum oksit igin bu

miktar 0.1 mg/m3’d'L'|r125.

11.13. Krom (Cr):

Periyodik cetvelde “Cr” semboll ile gdsterilen ve atomik numarasi 24
olan elementtir. Celik-gri renkli, parlak, sert ve yilksek erime derecesine sahiptir.

Kokusuz, tatsiz ve bir miktar sekil verilebilir durumdadir.

En sik karsilagilan oksidasyon basamaklari +2, +3 ve +6 olup, +3 formu
en stabil halidir. +1, +4 ve +5 olduk¢a nadirdir. Oksidasyon basamagi +6 olan krom

bilesikleri cok glglu oksidanlardir.

Oksijen ile oldukg¢a pasif halde olup, ¢ok ince, suda ¢oziinmeyen oksit

yapisi, kapladigi metali oksidasyondan korumak amaciyla kullanilir'?°.

Kromit hali (FeCr,O4) ile madenleri bulunan kromun diinyada baslica
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Uretildigi topraklar, Gliney Afrika, Kazakistan, Hindistan ve Turkiyedir <°. Endistriyel

kullanimi oldukga genis olan kromun kullanim alanlari su sekilde siralanabilir:

¢ Metallrjide, korozyonu énlemek amaciyla ve parlaklik vermek amaciyla,

o0 Catal bigak gibi paslanmaz ¢elik karisimlarinda

o Krom kaplamacilikta

0 Aliminyumun  anodizasyonunda, aliminyumun  ylzeyini

sertlestirmek ve kirmizi yapmak igin

¢ Boyalarda yesil ve sari renk elde etmede,

« Kimyasal reaksiyonlarda katalisit olarak,



¢ Krom tuzlari derinin renklendiriimesinde

e Potasyum dikromat laboratuarlarda yikama c¢oézeltilerinde ve titrasyon

ajani olarak, ayni zamanda tekstilde boya sabitleyici olarak,

«  Krom(IV)oksit, kasetlerin Gretiminde demirin yerine,

e« Saglik endustrisinde, zayiflama amacgh ve besin destedi olarak,

krom(lll)klorid ya da krom(lll)pikolinat olarak kullaniimaktadir'?*'?°.

Yuksek cevresel konsantrasyonlarda krom, mutajenik, teratojenik ve
karsinojeniktir. Genel olarak Cr, besin zincirinde biyomagnifiye olmaz ve en dusik tropik

seviyelerde en yiuksek konsantrasyonlarda gorulmektedir.

11.13.1 Biyolojik rolii:

Trivalen krom (Cr+3), insanlarda seker metabolizmasinda oldukga distk
miktarlarda gerekli oldugu tartisilmaktadir. Eksikligi, krom eksikli§i sendromuna yol
acabilmektedir. Gelismis Ulkelerde olduk¢a nadir gorilen bu hastalikta, krom eksikligi
nedeniyle insulinin gseker balansini ayarlanmasindaki etkinli§i dismektedir. Glikoz
metabolizmasi rahatsizhdi olarak ortaya ¢ikan bu durum, krom pikolinat igeren ilaglarin

verilmesi ile tedavi edilmektedir'?’.

Kromun diger esansiyel metallerden farkl olarak, insan diyetinde ne
kadar gerekli oldugu ve fonksiyonu hala acikliga kavusamamigtir. Bunun yaninda,
krom(lll)pikolinat kompleksi ile yapilan son galismalarda, hamster hiicrelerinde kromozom
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hasari yaptigr gorilmastir =°. Amerika Birlesik Devletlerinde gunlik tavsiye edilen krom

alimi 50-200pg’dan erkeklerde 35pg’a, kadinlarda 25ug’a diistriilmastiir' 2.

1.13.2. Toksisitesi

Krom metalik formu ve krom(lll) bilesikleri genel olarak saglik igin bir

tehlike olusturdugu kabul edilmemekle beraber, hekzavalen krom (krom VI) bilesikleri,



oral olarak alinirsa veya inhale edilirse oldukga toksik olabilmektedir. Atmosfere karisan
ve toksisiteden sorumlu olan krom kaynagini, ferrokrom uretimi, maden aritimi ve fosil

yakitlarin yakilmasi gibi endustriyel kaynaklardan almaktadir'®.

Besinlerde oldukga az olan kromun gunlik tuketim miktari 100 ug
civarindadir'. icme sularinda, WHO tarafindan icme suyunda bulunacak krom(VI)
miktari icin maksimum deger 0.05 mg/L olarak belirlenmigtir. YUksek ¢evresel
konsantrasyonlarda krom, mutajenik, teratojenik ve karsinojeniktir. Genel olarak krom,

besin zincirinde biyokonsantrasyona ugramaz.

Hekzavalen krom, deri ile temasi hem irrite edici hem de alerjen
Ozelliktedir. Organizmaya girdikten sonra trivalen kroma indirgenen krom, proteinlere
baglanarak immin sistem reaksiyonlari baslatan haptenlerin olusumuna yol

acmaktadir'.

OSHA tarafindan hekzavalen krom bilesikleri icin zaman agirlikli 8 saatlik

maruziyet limiti (TLV-STEL) 5 |Jg/m3 havadan az olmalidir'®,

Krom, diger metallerin aksine, biyolojik rolinin de olmasi sebebiyle,
atilimi daha metobolizasyonu daha hizlidir. Ratlarda yapilan g¢alismalar, kromun yari

omriniin 6 ila 84 giin arasinda oldugu bulunmustur'".

Dogal olarak bulunan en yaygin form trivalen olup, biyolojik sistemde
hekzavalen forma donistiguine dair hi¢bir bilgi bulunmamaktadir. Ama hekzavalen krom,
hicresel membranlardan kolaylikla gecip, intraselller olarak trivalen kroma

rediiklenebilir'®.

Hekzavalen krom genotoksiktir. Genotoksisite mekanizmasi pentavalent
ve trivalent kroma dayanmakta olup, hekzavalen krom hiicre iginde bu formlara indirgenir.

Arastirmacilara goére, hucre iginde hidrojen peroksit tarafindan pentavalen kromun



yeniden oksidasyonu sirasinda ortaya cikan hidroksil radikalleri hasardan sorumliu

olmaktadir™?*

11.13.3. Krom’un Karsinojenik Etkileri

Krom(VI) insan karsinojeni olarak siniflandiriimaktadir'?®

. Krom(0) ve
Krom(lll) bilesikleri icin IARC’nin yaptigi degerlendirmelerde, timor insidansinda bir artisa
rastlanmazken, Krom(VIynin Almanya, italya, Japonya, Ingiltere ve Amerika'da,
endistriyel maruziyet sonucunda akciger kanserini oldukga artirdigi saptanmistir'®®.
Akciger ve sinonasal kanserler disinda kanser insidanslarinda bir artis gérilmemistir.
Sonug olarak, hekzavalen krom, insanlara igin karsinojenik olarak (Grup 1) bilinirken,
metalik ve diger krom-lll bilesikleri, insanlar i¢in karsinojenik oldugu sonucuna varilmaz

olarak, Grup3'de siniflandiriimaktadir'.

Bilesiklerin kronik inhalasyonu akcider kanseri riskini artirmaktadir. Ginko
kromat, endUstride kullanilan kromatlardan en gug¢ll karsinojenik etkiye sahip olani olup,

suda ¢ozuinir, kromik asit gibi bilesikler zayif karsinojendir' 2> '’

11.13.4. Sucul Sistemde Krom

Cr’un toksisite ve subletal 6zellikleri ve Cr hassasiyeti, tirler arasinda ve
ortam kosullarinda degismektedir. Ayni ortamda yasayan balik tlrleri arasinda oldukga
farkli Cr konsantrasyonlari gorilebilmekte olup, bir calismada ayni toplama alaninda
yasayan Pachymetopan qrande’nin kas krom de@erleri, Lophius piscatorius’e gore 140

kat fazla élglimustur. Bu tar farkliliklarin nedeni tam olarak agiklanabilmis degildirm.

Krom+3 ve krom+6'nin baliklarda olusturabilecegdi etkileri gérmek UGzere

sazan baliklarinda yapilan genotoksisite ¢alismasinda, mikrogekirdek tayini yapiimistir.



Temiz ve kirli bolgelerden alinan baliklara sub-letal dozlarda krom maruziyeti, kontrol

gruplarina kiyasla mikrogekirdek insidansinin yutkseldigi saptanm|§t|r134.

Kromun balik kuru agirhiginda, kg basina 4.0 mg'dan fazla oldugu
durumlarda kontaminasyon oldugu ddsunulmeli, durum tespitinde bdlge c¢evresel

kirlenme adina degerlendirilmelidir133.

Yurdumuz g6l ve denizlerinde yasayan baliklarda yapilan az sayida
calismalarla, baliklardaki krom duzeylerinin belirlenmesine c¢alisiimistir. Bu c¢alismalar

Tablo 8'de 6zetlenmistir.

11.13.5. Tiirkiye’de izin Verilen Sinir Degerler

Cevre ve Orman Bakanliginin, Su Kirliligi Kontroli Ydénetmeligine gore,
deniz sularinda krom +6'nin 0.1 mg/lden daha az bulunmasi gerekirken, ayni
yonetmeligin petrol sanayi atik sularinin alici ortama desarj standartlari geri hidrokarbon

124 Kromik

Uretim tesislerinde 6lgiim sonucunda 0.5 mg/I'nin altinda olmasi gerekmektedir
asit ve tuzlarinin, igyeri havasinda bulunmasina muisaade edilen azami miktari 0.1

mg/m3'di]r125.

11.14. Kursun (Pb):

Atomik numarasi 82 ve “Pb” semboll ile gosterilen, periyodik cetvelin
14’lUncia (IVa) grubunda bulunan, yogun, mavimsi-gri metalik elementtir. Metalik kursun
yumusak, sekil verilebilen bir metaldir.

Kursunun ginimizdeki kullanim alanlari kisaca asagida bildirilmi§tir135;



e Kursun, araba akilerinin(kursun-asit akiisll) ana bilesenlerinden biridir.
Seramik UrUnlerde renklendirme araci olarak ve de topradinin
bilesiminde bulunan kursun, bu yizden bir ¢gok kere tartismalara da konu
olmustur.

¢ Mumlarin daha uzun sure yanmasini saglamak icin az gelismis tlkelerde
kullanilabilen kursunun yerini Amerika ve Avrupa’da, ginko almistir.

¢ En bilenen kullanim alanlarindan biride radyasyondan korunmak igin zirh
yapimidir. Cogu eski su borusu bilesiminde kursun oldugu
unutulmamalidir. Kursun borunun karigimina girerek, borunun istenen
kalinlida sahip olmasi saglanir.

« Elektroliz asamasinda elektrot olarak kursun kullanilabilmektedir.

+ Cesitli cihazlarin ve kablolarin yapisinda kullanilabilir. Ornegin, su

tutulumunu en aza indirdidi igin yuksek gerilim hatti kablolarinda yer alir.

11.14.1 Kursun Maruziyeti ve Yarattigi Toksik Etkiler

Kursun zehirlenmesi eski ¢aglardan beri bilinmektedir. Yunanllar ve
Romalilarin kurgsunu yemek pisirmede oldukga yaygin olarak kullanildigi sGylenmektedir.
Bronz kaplar yemeklere aci bir tat verirken kursunun, tatlandirdigini bulmuslardir. Roma
su borulari kurgsundan yapili olup, milattan dnce 25 yillarinda Horace, kursun borular

nedeniyle suyun temizligi konusunu sorgulamistir™’.

Besinlerle maruz kalinan da dahil olmak Uzere, kursuna tim cevresel
maruziyetler, inorganik kursun sebebiyledir. Bunun en biylk nedeni, benzinler yapisinda
yer alan tetraetil kursunun, benzindeki miktarinin yasal duzenlemeler ile gittikce
azaltilmasi ve kursunsuz benzinlerin gittikce yayginlasmasi ile tetraetil kursunun gevresel
maruziyetin gittikgce azalmasi olup, yine de, havacilik ile ilgili yakitlarda hala tetraetil
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kursun katkisi yer almaktadir . Turkiye’de yakin zaman 6nce kalkan sliper benzinde



400 mg/L, normal benzinde ise 150 mg/L kursun katilmaktadir. Benzine katilan bu
bilesikler yanma sonucu egzoz gazlari ile havaya yayllmakta olup, trafigin yogun oldugu
sehir havasinda bu nedenle kursun miktari 1-10 |.Jg/m3 ve hatta daha yuksek dizeyde

olabilmektedir™®.

icme sularinin kursun kapli depolarda bekletiimesi sirasinda, ayrica
kalsiyum ve magnezyumca fakir yumusak sulara, borulardan sulara kursun

gecebilmektedir'®.

Organizmaya oral, inhalasyon ve deri yoluyla alinirken, absorpsiyonu
kimyasal yapisi ile iliskilidir. Organik kursun bilesikleri, ornegin tetraetil kursun, deri
temasi sonucu hizla penetre olur. inorganik bilesiklere nazaran daha hizli gerceklesen
penetrasyonun yaninda, organik kursunun yiksek derecede yagda ¢ozunurligl, sinir

dokularina gegmesini saglar'>°.

Endistri disi kursun maruziyetinin  buaylk bir bdélimu igecekler ve
yiyecekler nedeniyle olmaktadir. Tlketilen kursunun %5-10’unu absorbe olurken geri
kalani idrar ve feces ile atilir. Gunlik 600 pg kursun tiuketimi (yutulmasi) zehirlenmeye
neden olabilecek dizeyde olup, WHO ginlik miktarin 5ug/kg Uzerine ¢ikmamasi

gerektigini 6nermektedir.

Kana karigan kursunun %95’i eritrositlerde yer alan hemoglobine

baglandigini bulunmustur'®

. Kursun, eritrositlerden plazmaya, daha sonra ekstraselller
siviya, ardindan intraselller bosluga ve doku hucrelerine diffize olur. Karaciger ve
bdbrek, yumusak dokular arasinda en yiksek konsantrasyonun oldugu bélgelerdir.
Ardindan bu kursunun bir kismi kemiklerde birikirken, geri kalan kismi da itrah

edilmektedir. Viicutta bulunan kursunun %90'1 iskelette yerlesiktir'®.



Kursun protoplasmik bir zehir olup, kimdlatif, yavas etkili ve degisik
semptomlar ortaya cikarmaktadir. Diger adir metaller gibi, sulfire afinitesi vardir ve
aktivitesinin buyik ¢ogunlukla, sulfidril inhibisyonu ile gergeklestirir. Maruziyetin ardindan
kursunun kandan temizlenmesi yaklasik 40 gin alirken, kemiklere yerlesen kursunun

yarilanma omri 20 yil civarindadir™®.

Kursun, karsinojenik etkileri disinda bir ¢ok organ ve sistemleri
etkileyebilmekte olup, en zarar goéren sistemler hematopoetik sistem, merkezi sinir

sistemi ve bobrekler tizerindedir'.

Kursun, eritrositlerle ekstra selller sivi arasindaki su-elektrolit aligverigini
bozarak, eritrositlerin su ve potasyum kaybetmesine neden olur. Eritrosit zar bitinliga
bozulur, hemoliz sonucu anemi olusur. Kursun ayrica “hem” biyosentezini, sitoplazmadaki
d-aminolevilinik asit dehidraz (ALA-D) ile mitokondrideki ferrogelataz enzimini inhibe
ederek bozdugu da gosterilmistir. Ayrica kursunun sitoplazmada bulunan ferro iyonunun

(Fe*?) mitokondrilere girmesini engelleyerek hem sentezini azaltir'>® ',

Kursun bilesiklerinin metalotieninleri indikleme potansiyellerini arastiran

¢alismalarda, kursunun metalotiyonini indiklemedigi gérUImUstUrMO.

Kursun maruziyetinin  yol acgtigi diger bir problem ise, sinirlilik,
huzursuzluk, hafiza kaybi gibi etkileri ile gorilen kursun ensefalopatisidir. Kandaki Pb
diizeyi, 30ug/100mI’nin tzerinde oldugunda ¢ocuklarda 1Q oraninda diisme saptanm|§19,
daha sonraki calismalarda zeka geriliginin 6ug/100ml kursun kan seviyelerinde dahi

goriillmeye baslandigi tespit edilmistir'™

. Sekil 10’da gériilebilecegi Uzere, kandaki kursun
miktar arttik¢ca basta IQ gerilemesi, daha ileri seviyelerde hematopoetik sistem Uzerine

etkileri belirginlesir.
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Sekil 10: Kursunun c¢ocuklarda ve yetigkinlerde doza bagimh olarak yarattigi klinik




11.14.2. Kursun Karsinojenitesi

Hayvan karsinojenite deneyleri, kursun ve bilesikleri i¢in yeterli kanit
sunarken, insanlar i¢in bu bilgiler sinirlh kalmaktadir. Kursun IARC degerlendirmesinde

muhtemel insan karsinojeni olarak bilinen 2A grubunda yer almaktadir™®.

11.14.3. Sucul Sistemde Kursun

Bilimsel c¢alismalar sucul organizmalarda  kursunun  degisik
konsantrasyonlarda bulunabildigini ortaya ¢ikarmigtir. 30 glin boyunca 6limcul alti doza
maruz kalan tath su baliklarinin, bu dénem sonucunda kan ve dokularinda belirgin
miktarda kursun akimiule ettigi bulunmustur. Baliklarda organa &6zgl akiumiulasyon
gOsterip, en ylksek konsantrasyon kanda gorulirken, sirasiyla bdbrek, solungag,
karaciger, beyin ve en son olarak da kas dokusunda birikir. Tath su baligi Anabas
testudineus ile 5ppm’lik doza 30 giin boyunca maruziyet ¢calismasinda balikta total lipit,

fosfolipid ve kolesterol seviyelerini diistirdigini gostermistir'*>.

Adriyatik Denizinde 1974 yilinda meydana gelen genis caph bir tetraetil
kursun yayilmasi sonrasi yapilan bir incelemede sucul faunada akimulasyonu nispeten
dusuk bulunmustur. Deniz suyunda tetraetil kursunun yari dmrinin ise 14.5 saate denk

geldigi bulunmustur'’.

Kursunun sudaki ylksek konsantrasyonlari ise balikta asin mukoz
Uretimine sebep olur. Tum vicudu ve 6zellikle solungaglarda toplanan mukus, solunum
sisteminin islev gérememesine ve baligin anoksiden o6limine yol acar. 10 pg/I'nin
Ustiinde uzun dénem maruziyet baliklarda anemi, dorsal kuyruk boélimunin koyulagmasi

ve bu bdlgede doku hasari, akintiya karsi ylzme problemleri, eritrositlerde ALAD



inhibisyonu, kas atrofisi ve gelisme geriligi gibi, sucul yagsami etkileyen problemlere yol

actig saptanmlstlrm.

Endiistrinin yogun olarak bulundugu Mersin, iskenderun Kérfezinde
yapilan calismalarda, baliklardaki Pb miktarlarinin 1,8 ug/g ila 185 ug/g arasinda

7142 " jzmir korfezinde yapilan calismalarda da, yillara

degismekte oldugu saptanmistir
gore farkhliklar gérilmekle beraber, kurgun dizeylerinin 8 pg/g’dan 400 pg/g seviyelerine

kadar yiikselebildigi goriimistir'.
Yurdumuz goél ve denizlerinde yasayan baliklarda yapilan az sayida
calismalarla, baliklardaki kursun dizeylerinin belirlenmesine g¢aligiimistir. Bu ¢alismalar

Tablo 8’de 6zetlenmistir.

11.14.4. Tiirkiye’de izin Verilen Sinir Degerler

Endustride havada kursun igin verilen TLV degeri 0.2 mg/m3'dUr. Cevre
ve Orman Bakanhginin, Su Kirliligi Kontroli Yénetmeligine goére, deniz sularinda
kursunun 0.1 mg/I'den daha az bulunmasi gerekirken, ayni yonetmelidin petrol sanayi
atik sularinin alici ortama desarj standartlari geri hidrokarbon uretim tesislerinde élgiim
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sonucunda 1 mg/I'nin altinda olmasi gerekmektedir ~~. Tirk Gida Kodeksinde ise, aroma

maddeleri yapisinda kursunun degerinin 10 mg/kg'i asmamasi gerektigi bildirilmistir™’.
Kursunun, igyeri havasinda bulunmasina misaade edilen azami miktari 0.2 mg/ms;

kursun arsenat igin bu miktar 0.15 mg/m>diir'?,

11.15. Civa (Hg):




Civa dodada oldukga nadir bulunur. Volkanik olaylar sirasinda sicak
madenlerin yer altindan ylzeye dogru akin etmesi sekliyle olusmaktadir. Genellikle
kayalik yerlerde, 1-1000 metre derinlikte karsilasilir. Civa genellikle diger maddelere
baglanmis haldedir. En sik karsilasilan maden kirmizi civa sulfittir (HgS). Diger

karsilasilan madenlerin kimyasal yapilari Hg;S,Cl,, HgSb,Ss, HgO, HgCl seklindedir'*.

Endustriyel civa saliniminin ana kaynaginin %40’ in1 kdmdr yakith elektrik

santralleri olusturmaktadir. Bunun digindaki kaynaklarMS’ 148,

e Kilorin, gelik, fosfat ve altin Gretimi,

¢ Metal aritimi,

« Elektronik cihazlar ve hava 6lgimu cihazlarinin bakimi, tamiri,

« Kentsel atiklarin goémilmesi ve vyakilmasi (civa igeren Urlnlerin
baslicalari: otomobil pargalari, bataryalar, flloresan lambalar,
termometre ve termostatlar)

¢ Medikal uygulamalar,

¢ Dis hekimliginde,

¢ Kozmetik endiistrisi,

e Civa ve siilfur bilesikleri ile yapilan laboratuar ¢caligmalari.

11.15.1 Civaya Maruziyet ve Yarattigi Toksik Etkiler

Civa onemli saglik problemleri yaratmasi nedeniyle kullanimi ve
salinimi(atimi) siki denetim altinda olan bir metaldir. 1988 yilinda insan aktiviteleri sonucu
havaya, topraga ve suya tum didnyada salinan civa i¢in hesaplanan deger 11 milyon
kg'dir. Bu degere endustriyel siiregler sirasinda ara irtin ve atik olarak ¢ikan civanin yani

sira; fosil yakitlari da 1 ppm’e kadar civa igerebilmekte olup, petrolin islenmesi, kdmur ve



dogal gaz kullaniminin yiik en az 5000 ton civanin atmosfere salinimina yol

agmaktadir’™® 1%,

Civa konsantrasyonlarinin karada ~7x102 mg/kg ve okyanuslarda
~3x10° mg/l oldugu belirtiimektedir. Buz kiitlelerinde yiiksek hassasiyette civa 6élgimi
yoluyla yapilan galismalar, civanin 270 yil éncesine kadar dinyadaki kullanimi ve ne
kadar civanin salindidi konusunda bilgi vermektedir. Sekil 12°den de gorilebilecegi gibi,
endustri 6ncesi ddnemde (yaklasik 1700’lerde) atmosferik civa miktari 4 ng/L civarinda
oldugunu, volkanik olaylarin meydana geldigi durumlarda konsantrasyonun 4-6 kat
arttigin1 ortaya koymaktad|r147. Civanin atmosferik konsantrasyonlari en belirgin olarak
son yillardaki endUstriyel kullanimi ylzinden artmis olsa da, endustrinin dlsuk oldugu

dénemlerde, altin aranmasinin toplumda zirve yaptigi durumlarda beIirgindirW.

Konsantrasyonun ginimiz dinyasinda maksimum oldugu zaman 1984
yilh olmakla birlikte, EPA’nin civa miktarlarini diisirme yolunda aldi§i kararlar, ve Temiz
Hava Yasasi, Kuzey Amerika’daki civa konsantrasyonlarini énemli dlglide dismekte

oldugunu géstermektedir'*®.

Normal sartlarda, civa maruziyeti besinlerle, ézellikle balik gibi, civanin
akimile olup yiiksek degerlere gikmasi durumunda gergeklesmektedir. insan sindirim
sisteminde civa yluksek oranlarda emilmemekle beraber, uzun slreler boyunca

tiketilmesi kimdlatif etkilere yol agmaktadir.

Genel olarak normal yasamini slren bir insanin solunum yoluyla
havadan 1 pg/gin, sudan 2 pg/gin’den daha az, yemeklerden ise yaklasik 20 pg/gln
civaya maruz kaldigi hesaplanirken, diyetteki baligin boyutuna gére baliklardan

maruziyet 75 ug/gin’e kadar c¢ikmaktadir. Yaklasik maruziyet dozlarindan da



anlasilabilecegi gibi, civanin baliklarda biyoakimulasyon potansiyeli nedeniyle baliklarda

bulunan civa konsantrasyonu, en dikkat geken maruziyet yolu olmaktadir'®.

Nehirlere ve endustriyel atik sulara karisan elementel ve inorganik civa
bilesikleri; bunun yaninda atmosferik civa, yagmurlarla birlikte denizlere ve okyanuslara
karismaktadir. Sucul sistemde civanin birikmesinin asil sebebi, denizdeki kligiik bakteriler
tarafindan civanin organik tirlere gevrilmesi, bu organik civanin da yiksek lipofilitesi
nedeniyle organizma dokularinda birikmesi nedeniyledir. Sekil 11'de de sematize edildigi
gibi, organik civa 6nce planktonlarin yapisina, ardindan da planktonlarla beslenen
canlilarin biinyesine geger. Besin zinciriyle baliklara ve onlar tiketen daha biylk
baliklarda artan miktarlarda civa konsantrasyonlarina ulasilir. Bu baliklarin 6zelikle
insanlar ve diger besin zincirinin Ust halkalarinda yer alan canlilar tarafindan tiketilmesi,

civanin toksik etkilerinin ortaya ¢ikmasi ile sonU(;Ianabllmektedlr109
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Sekil 11: Sucul ¢cevrede civa dongisa.

Civa toksisitesinin ilk zamanlardan beri farkinda olundugu, Romalilarin

yalniz koleleri civa madenlerinde cgalistirmasindan anlasiimaktadir. Civa ve tuzlarinin,



bati dinyasinda Paracelsus’un sifilis tedavisinde birlikte tim hastaliklara care olarak
gOrulmis ve ginimuize kadar laksatif ve topikal antiseptik olarak tedavide oldukg¢a genis

yer bulmustur. Fakat giinimiizde pratik bir 5nemleri yoktur'*.

Biyokimyasal toksikolojisi bilesiginin kimyasal formuna ve viicuda girig
yoluna goére degisiklik gosterir. Divalent inorganik civa, monovalent bilesiklerden daha
cok ¢dziinir olup, oral absorpsiyonu daha yiiksek ve hizlidir. inorganik civa, deriden ve
mukoz membranlardan kolaylikla emilir. Elementel civa yadda ¢dzinebilir oldugu icin
deriden absorbe olurken, gastrik mukozadan oldukg¢a distk, %0.01’den daha az

emilmektedir'*®.

Akut civa zehirlenmesi, hem organik hem de inorganik civa turevlerinin
oral alimindan sonra meydana gelebilmektedir. Elementel civanin buharinin solunmasi
da akut toksisite yol acabilmektedir. Alkil civa bilesiklerinden ve metalik civa dumanlarinin
solunmasi sonucu zehirlenmelerde, pnémonitis, letarji veya huzursuzluk, ates, dksuruk,
siyanoz, kusma ve diyare gibi karakteristik semptomlar goralir. Zehirlenmenin sistemik
etkileri, birka¢ saat icinde baslayip gunlerce devam edebilir, bazi durumlar o6limle

sonuglanabilir'*®.

Civanin en 6nemli toksik etkisi bdbrekler Uzerindedir. Civanin neden
oldugu bdbrek lezyonlari buylk oélgtide tubuler epitelyum ile sinirli kalirken, glomeruli de
hasar gorur. Dolagsima civanin gegmesinden birka¢ dakika icinde bobrek hasari ortaya
cikar. ilk olusan cevap, eger yeterli dolasim devam edebilirse, diiirez olur. Ardindan, agir

renal hasara bagh olarak, oligolri ve sonug olarak da antri olusur™®.

Civanin genotoksik etkileri hlicrede tubuline baglanip etkinligini bozmasi,

bu nedenle de hiicre bdlinmesinde sayisal anormallikler nedeniyle mutasyona yol



acmasi yolu gergeklestigine inaniimaktadir. Bunun disinda civanin oksidatif hasar

olugturarak DNA hasarini indukledigi de dUsUnUImektedirMQ.

Civa konsantrasyonlari ylksekten diisiige dogru siralanacak olursa, en
basta bobrek, ardindan sirasiyla kanda, karaciger ve beyindedir. Normal insan kan

seviyeleri 0.5 — 1.0 pg/ml civarindadir™®.

Civa iyonlari potent enzim inhibitéri, protein ¢dktiriicli ve koroziv olarak
etkirler. Civa, arsenik gibi, sulfidril gruplarina yiksek afinite gdsterir; fosforil, karboksil ve

amin, amid gruplarina baglanabilir.

Amerika Birlesik Devletlerinde Cevre Koruma Orgiti (EPA), bir gok

alanda civanin kullanimina sinirlama getirerek yilhk atik miktarlarini sinirlandirmayi

amaglamaktadir',
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Sekil 12: Buz Orneklerinde civa 0Olgimi sonuglan ile dinyadaki olaylarla



bagda§t|r|lma5|147. (yesil: dogal civa konsantrasyonu; mavi: volkanik olaylar; kirmizi: endistriyel iglemler

nedeniyle salinan civa konsantrasyonlarini simgelemektedir. Degerler Kuzey Amerika igin gecerlidir.)

Civa bilesikleri ile ilgili, en korkung endistriyel kaza, metalik civanin
Japonya’daki Minamata Korfezi'ne salinmasi nedeniyle gergeklesmistir. Gibreleme ve
sonrasi petrokimya Urlnleri ile ugrasan Chisso Kurumu, 1932-1968 yillari boyunca,
korfezin kirletiimesinden sorumlu bulunmustur. Minamata Hastaligi olarak da bilinen ve
siddetli civa zehirlenmesine bagl ¢esitli deformitelerin olusmasi ve dlumle karsilasilan bu

durumdan 3000’den fazla kisinin etkilendigi hesaplanmistir™*.

Minamata hastaligi ilk olarak 1956 yilinda, Japonya’nin Kumamoto
yerleskesinde agiga c¢ikmistir. Civa denizde metillenip organik halde, Minamata
Koérfezindeki ve Shiranui Denizindeki baliklarda, istiridye ve midye gibi kabuklularda
biyoakimiule olduktan sonra, bdlgede yasayanlar tarafindan tiketilmistir. Minamata
Hastaligi, siddetli civa zehirlenmesine bagli gelisen nérolojik bir sendromdur.
Semptomlari arasinda el ve ayaklarin uyusmasi ve bikilmesi, genel kas glgsizIigu,
gOrus alaninin azalmasi, duyma ve konusma bozukluklari olup, asin vakalarda ise,
semptomlarin ortaya ¢ikmasindan birka¢ hafta sonra paraliz, koma ve 6lim meydana
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gelmektedir *°. Nitekim Minamata Korfezinin civa bilesikleri ile kirlenmesinden dolayi

1784 kisi yasamini yitirmistir'®.
Minamata Korfezindeki epidemikde, korfezden avlanan baliklardaki

ortalama civa konsantrasyonu 11mg/kg yas agirlik olarak Slgtilmustiir'® .

11.15.2. Civanin Karsinojenitesi

Degerlendirmeler, civa ve civa bilesikleri igin insanda karsinojenite verisi
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sinirh oldugu yénindedir ® . Deney hayvanlari ile yapilan sinirli sayida ¢alismalarda ise,

civa ve civa bilesiklerinin renal adenom ve adenokarsinomalari yukselttigi saptanmistir.



IARC, metalik ve inorganik civayl Grup 3’e, yani “insandaki karsinojenik
etkileri yoninden siniflandirilabilir olmayanlara” sokarken, metil civa bilesiklerini Grup

2B'ye, “insanda muhtemelen karsinojenik etkili olanlara” almistir'®".

11.15.3 Sucul Cevrede Civa

Anorganik civa bilesikleri, besin zincirinde birikmez. Civanin metilasyonu,
baslica akarsu ve okyanus sularinda olusur. Bunun disinda baliklarin bagirsak iceriginde
ve baliklarin dis derilerinde anorganik civanin metil civaya dénustigu gésterilmigtirw.
Metil civa bilesiklerinin (CH3;Hg") ve (CHs),Hg, Desulfovibrio desulfuricans LS gibi sularda

yasayan bakterilerce inorganik civadan bakteriyel sentezle olustugu gosterilmistir' .

Bu asamadan sonra metil civayla karsilasan deniz kabuklulari ve baliklar,
vicutlarinda oldukga toksik olan bu metil civayr biriktirme egilimine girerler (Sekil 11).
Baliklara akimdule olan civa, besin zinciri boyunca artar ve besin zincirinin son halkasi

olan insanlarda toksik seviyeler olusturacak kadar artabilir’®® '%°

. Yapilan arastirmalar
metil civanin, balik dokusundaki birikme orani suya gére 10.000 ila 100.000 kat daha
fazla oldugunu ortaya koymaktadir'®. Bunun en giizel érnegi, boliim 11.15.1’de bahsedilen
Minamata Koérfezinde yasanan olaylardir. Bu bdlgeye salinan civanin baliklarda birikmesi

nedeniyle, bu baliklar tiketen kisilerde basta 6lum olmak Uzere ¢ok gesitli toksik etkiler

belirlenmistir.

Metil civa ile elementel civanin ¢ok kliglk ve dogmamis c¢ocuklarda
toksik etkilerini daha belirgin olarak gosterebilmeleri nedeniyle Amerikan EPA ve FDA
dernekleri, hamile ya da gocuk dogurmayi planlayan kadinlara ve de kuglik gocuklara,

haftada bir baliktan daha fazla tiiketiimemesini dnermektedir'>>.



Uzun dénem civa maruziyeti ile baliklarda olusan toksisitenin ana
kaynag! santral sinir sistemi olup, balik davranislarinda instabilite, beslenme bozukluklari
ve tepki bozukluklarina yol agabilmektedir. 16-48ug/g’in Ustiinde uzun dénem maruziyet
alabaliklarda gelisimin geriligine, deri rengi, agirlik ve davraniglar Gzerinde olumsuz

etkilere yol agmistir™®.

11.15.4. Tiirkiye’de izin Verilen Sinir Degerler

Cevre ve Orman Bakanliginin, Su Kirliligi Kontroli Ydénetmeligine gbre,
deniz sularinda civanin 0.004 mg/I'den daha az bulunmasi gerekirken, ayni yonetmeligin
petrol sanayi atik sularinin alici ortama desarj standartlari geri hidrokarbon Uretim
tesislerinde 6lgiim sonucunda 0.05 mg/'nin altinda olmasi gerekmektedir'>. Tirk Gida
Kodeksinde ise, aroma maddeleri yapisinda civanin degerinin 1 mg/kg’t agsmamasi
gerektigi bildirilmistir'®". Civanin, isyeri havasinda bulunmasina miisaade edilen azami

miktari 0.1 mg/m?; civanin organik bilesikleri icin bu miktar 0.01 mg/m>dur'® .

11.16. Tiirkiye’de Sucul Cevrede Yapilan Metal Olgiimleri:

Su kaynaklari oldukga genis olan Turkiye’'nin, bir ¢ok nehir, gol ve
denizinde yasayan canlilarda sucul kirlenmenin izlenmesi amaciyla gesitli balik turlerinde
metal dlgumleri gergeklestiriimistir. Bu galismalar gogunlukla o bdlgde yasayan balik
tirlerinde gergeklestiriimistir. Bu calismalarin  sonuglari tablo 8'de 06zetlenerek

sunulmustur.



Tablo 8: Tirkiye'de gesitli bolgelerinde ve farkh balik tirlerinde yapilan Cd, Cr, Hg ve

metal 6lgiim sonuglaridir. (Verilen de@erler pug/g kuru agirlik Gzerindendir).

Pb

Canh Tiirii:
0.578 0.245 0.012 0.348 Kefal (L. Cephalus)
Aynali sazan, (C.
Beysehir 0.543 0.308 0.022 0.03 carpio) ;
golu 0.643 0.260 0.023 0.678 L. lucioperca 5
Kilizbaligi (Tinca
0.598 0.235 0.028 0.415 tinca)
'Iksgg,a:: 351134 Havuz sazanbaligi, 1
Yarse!_l I?araj sonbahar: 1.5+0.6 (Ca_rassms . 5
Golu kis: 1.9£0.2 carassius, crucian 6
genel: 1.5+£0.5 carp)
Kas oo Kasim95: 0.329
$ubat§6' 0135 Subat96: 0.351 Aynall sazan
Ma |396: 0'1 19 Mayis96: 0.169 (Cyrprinus carpio)
Sakarya ay1svo: 1. Agust96: 0.183 1
Agust96: 0.177
Nehri K : 9'5' 5
havzasi %s[]n§1 ) Kasim95: 0.372 7
$ubat§6' 0.147 Subat96: 0.308 Karakegi (Barbus
May|596: 0'1 14 May1s96: 0.095 plebejus, barbel)
Agust96:- 0_'229 Agust96: 0.152
Izmarit-gipura
0.37+0.11 1.24+0.46 5.54 +0.74 (Sparus auratus,
gilthead)
Gumds baligi
0.37+0.08 2.21£1.09 6.12+1.25 (Atherina hepsetus,
sand smelt)
Has kefal (Mugil
Akdeniz 0.66+0.08 1.56+0.30 5.32+2.33 ceprr;‘adﬁzig;rey 1
kuru agirlik — = - 6
Oksliz baligi (Trigla
0.7940.17 2.42+0.47 4.27+1.03 cuculus, red
gurnard)
0.55:0.08 | 2.22+0.54 5.57+1.03 Sardalye (Sardina
pilchardus, sardine)
Zargana baligi
0.45+0.06 1.70£0.42 2.98+0.03 (Scanberesax
saurus, saury pile)
<--
Mersin (buIL;r:]mu Cesitli balk 1
Kérfezi 212 ygksek 185.39 turlerinde genel bir 4
degerler) analiz 2
9
Ocak: 2.1+0.62 Ocak: 14.0£2.72
Yumurtalik Nisan: Nisan: 17.2+1.63 1
~ sahili, 2.5+0.47 Hézirér; ’ Dil baligi (Solea 5
Iskenderun Haziran: 26,641 8'9 solea, common sole) p
Korfezi 3.5+1.65 s
Eyliil: 2.7+0.64 Eylil: 17.8+1.14
Qoai 242088 Ocak: 13.62.15 .
2940 4'4 Nisan: 17.6+1.63 Izmarit, gipura
Hagirén' Haziran: (Sparus aurata,
3.941 35' 22.1+1.85 gilthead sebream)
Eyli]i: 5.1.450.97 Eylil: 15.6+1.78




Canh Tiirii:

Ocak 3.2+1.14 Ocak: 15.4+1.44
2.70.87 Nisar: 1922097 Penaeus
Haziran: 28?62;?.?5 semiculatus
°.0£0.86 Eylil: 16.5+1.76
Eyliil: 3.0+0.74 il 1098 1.
Gullik 1

Korfezi, Ege <0.01-0.04 <0.02-0.4 Dicentrarchus labrax | 5
Denizi 9

May1s00: May1s00:
0.11+0.004 0.67+0.03
. Agdustos00: Agus00:

Kasr?de”'z' 0.30+0.05 0.88+0.01 Altinbas kefal (Mugil | |
Sinop, Kasim00: Kasim00: auratus) 6
Igliman 0

0.20+0.04 0.72+0.04
Subat01: Subat01:
0.19+0.05 0.74+0.03
Chondrostoma
regium
Acanthobrama
marmid 1
Atatlrk Tespit edilebilir Tespit edilebilir Tespit edilebilir Capoetta trutta 6
Baraj Goli limitlerin altinda limitlerin altinda limitlerin altinda Chalcalburnus 1
mossulensis
Carasobarbus luteus
Sazan, cyprinus
carpio
Kasim:
3.4+0.24 Kasim: 7.1+0.59
Seyhan Ocak:‘2.910.20 Qcak: 6.7+0.67 N 1
Nehri Nisan: Nisan: 7.7+0.75 Capoeta barroisi 6
3.2+0.35 Temmuz: 2
Temmuz: 10.9+0.97
5.9+0.52

Cine Deresi, | 0.0058 £0.0040 Giines balig 1

Aydin ’ ' - 0.312 +0.345 (Lepomis 6
gibbosus) 3
AL Cesitli baliklar igin

QL‘;'I‘tﬁt d;:;'r 0.1-1.3 0.6-1.6 0.7-2.4 bulunmus ortalama | 6

9 degerler

Brushtooth lizardfish,
1.310 1.654 3.474 Saurida
undosquamis

iskenderun Tekir balidi (red 7

Korfezi 0.831 2.719 1.808 mullet, Mullus
barbatus)
1.341 1.309 2.314 Izmarit, gipura
(Sparus aurata)
Tirsi bahgi (shad,
0.35+0.05 0.52+0.16 Alosa caspia)
Hamsi (European
0.2040.03 0.38+0.02 anchovy, Engraulis
Samsun, ] enc_rasicholus) 1
Orta 0.47£0.10 0.85:0.16 'Sta‘t’rrgc(g;fjg)“r“s 6
Karadeniz Uskumru (Sarda 4
0.09+0.02 0.22+0.04 sarda)
Cagca bahgi (Clupea
0.3040.15 0.74+0.11 sprattus)

Ege Denizi Tekir baligi (Mullus

genelinden 025+0.05 085+0.14 barbatus) max ;

farkli degerlerdir




Canh Tiirii:

noktalardan Merlos balik
0.4 £ 0.06 0.8+0.26 (Merluccius
merluccius) max
degerlerdir
0.2+0.03 0.8+0.23 Boops boops, max
degerlerdir
1996: 0.13-2.4 1996: 182- 259 1996: 2.6-125
1997: 0.53-5.7 1997: 66— 399 1997: 29— 349
1998: 0.77-1.6 1998: 27— 285 1998: 8.0-478 Tekir baligi (Mullus
2000: 0.38-9.4 2000: 14— 355 2000: 16— 241 barbatus)
2001: 1.1-10 2001: 18- 276 2001: 36— 303 1
izmir Kérfezi 2002: 0.10-10 2002: 34— 520 2002: 17— 300 4
2003: 0.83-2.2 2003: 101— 209 2003: 15— 103 3
1996: 0.44-2.2 1996: 17— 159 1996: 46— 388
1997: 1.1-2.3 1997: 5.2- 95 1997: 110- 364 Dilbahg (Solea
1998: 1.2- 3.5 1998: 11 -212 1998: 2.0-341 vulgaris)
2001: 1.8- 2.1 2001: 4.5- 91 2001: 90— 491
2002: 0.10-3.5 2002: 10— 113 2002: 1.0-218
Ege Denizi 1
genelinden 2.49 90.56 126.36 Tekir baligi (Mullus 6
farkli (0.57-4.5) (16-200) (40-207) barbatus) 5
noktalardan
) 1.460.53 7.45+ 3.44 Has kefal (Mugil (13
Iskenderun cephalus) 6
Korfezi - .
1.28+0.42 1.03 £0.49 Istavrit (Trachurus
mediterraneus)
iskenderun 1.14+0.64 3.59+1.79 Has kefal
Korfezi (yas 1.71£0.92 6.42+2.82 Grey Mullet
agirhk 1.42+0.70 10.02+2.86 (Mugil cephalus L.) 1
3‘;::‘;{:%%?;6 0.86:0.38 4.84+1.67 Gipura ‘73
icin sonuglar 0.99+0.69 7.33£1.85 Sea Bream (Sparus
L 1.08+0.37 6.39+2.49 auratal.)
verilmigtir

Yurdumuzda yapilan bu calismalardan elde edilen sonuglara gére,
endustrinin  yodun ve aktivitenin yodun oldugu korfezlerde yasayan baliklardaki
g¢alismalarda Hg konsantrasyonunun 399 pg/g, Crun 1.45 ug/g, Pb’nun 491 ug/g ve

Cd'un 2.5 ug/g seviyelerine gikabildigini gostermektedir'® 6% 166

. Daha ¢ok tarim sonucu
kirlenmenin yasandigi Seyhan Nehrinde kadmiyumun, endustrinin yodun oldugu
korfezlere gbre daha yiksek olmasi (5.9 ug/g) dikkat ¢ekici olmakla beraber, ¢cogunlukla

Tablo 8'den de anlasilacadi gibi, gerek sehirlesme gerekse ticaretin yasandigi

bdlgelerdeki metal kirliligi dnemli gorulebilir.



I.L.GERECLER ve YONTEM

11l.1. Baliklarin Avlanmasi:

izmir lline baglh Aliaga Koérfezinde rafineri bélgesinden ve 6érneklerin
kiyaslanabilmesi igin rafineri bdlgesine gbre uzak ve kirlenmenin olmadidi Fog¢a’dan,
balik¢ilar tarafindan avlanan kefal baliklardan (Liza saliens) faydalaniimistir. Baliklar,
bdlge balikgilar tarafindan 6zel kefal aglari ile avlanmig baliklar olup, avlanma sirasinda

Ozel bir ydontem gerekmemistir.

Avlanma alani olarak segilen A, | ve G bdlgeleri petrol rafinerisinin hemen
ic alaninda yer almakta olup, | ve G bodlgesinde rafineride gemilerin yanastig
alanlardandir. B ve D bdlgeleri korfez iginde fakat petrol rafinerisinden nispeten uzak
alanlardir. Kontrol bdlgesi olarak secilen Foga, Aliaga Korfezi diginda yer almaktadir,
temiz oldugu duslinilen bu bodlge hakkinda bir Kirlilik verisi mevcut degildir. Baliklarin

avlandigi bolgeler Sekil 13 Gizerinde gosterilmistir.

B ve D bdlgeleri, Aliaga Korfezi icinde fakat rafineri bolgesi disinda kalan,
baliklarin avlanmasi planlanan diger alanlar olarak belirlenmistir. Fakat bu planlanan
bolgelerden balikgilar tarafindan yalnizca 1’er adet balik avlanmasi gergeklestirilebilmesi,

bu bdlgelerin degerlendirme disinda kalmasina neden olmustur.



Sekil 13: Aliaga Korfezinin Kus bakisgi goérintisu Uzerinde baliklarin avlandigi bdlgeler
gOsterilmistir (B ve D bolgelerinden balik tutulmasi planlanmis ama bu bélgelerden kefal

baligi avlanamamistir).

11l.1.1 Baliklarin Karaciger ve Kas Dokularinin izolasyonlari ve Saklanmalari:

Avlanan baliklar kiyida, boylari ve agirliklari élgilip numaralandiriimis ve
kaydedilmistir. Baliklar tricaine ile uyutulduktan sonra calismaya kadar canli olarak
korunmuslar, karaciger 6rnekleri ve kas dokusu drnekleri alinmistir. Karacigerler, 2ml’lik
ependorflara konulduktan hemen sonra, laboratuara getiriline kadar sivi azot tankinda
saklanmis; kas dokulari kesildikten sonra 50ml’lik falkon tlplere konulup, buz akiileri ile
laboratuara getiriline kadar sojukta muhafaza edilmistir. Laboratuarda deney zamanina

kadar tim dokular, -80°C’lik derin dondurucularda saklanmistir.



Ill.2. Karaciger Orneklerinin Homojenizasyonu ve Mikrozom Eldesi

Hucre proteinleri ile galisma dncesi, alinan doku homojenize edilmeli ve
ardindan mikrozomlar elde edilmelidir. Protein tayini ve sonrasindaki c¢alismalar elde

edilen olan mikrozomlar Uzerinden yapiimigtir.

11l.2.1 Homojenizasyon icin Gerekli Cihaz ve Malzemeler:

* Genel laboratuar alet ve malzemeleri

«  Usten kefeli hassas terazi; doku ve kimyasal tartiminda kullaniimistir.

e Buzdolabi ve derin dondurucu(-ZOOC); kimyasallarin ve stok c¢ozeltilerin
saklanmasi igin kullanilir.

e Kar/Buz makinesi, mikrozomal enzimlerin aktivitelerinin dogru élgimi igin
tim deney basamaklari sogukta gerceklesmesi gerekmektedir.

e Hizi ayaranabilir homojenizatdr, karistirici ve homojenizasyon tlpu

e Kuiguk homojenizatér, blylk homojenizatérin vyararsiz kaldigi
durumlarda elle homojenizayon yapmak icin kullanilacaktir.

« Degisik hacimlerde otomatik pipetler

*  Vorteks

e Sogutmali ve hizi ayarlanabilir santrif(ij aleti; santriflij islemi de sodukta
gerceklestiriimelidir.

« Deiyonize su elde etmek igin, distile su cihazi ve mikroosmoz aleti.

11l.2.2 Homojenizasyon Sirasinda Kullanilan kimyasallar:

1. EDTA (etilendiamin tetraasetikasit), NaOH (sodyum hidroksit), PMSF

(Fenilmetilsilfonilflorit), izopropil alkol, BHA (Butilehidroksianisol), Kolik



asit (kolat), KCI (potasyum klorir), CaCl, (kalsiyum klortr). Tum ¢oézeltiler
analitik saflikta olup 6zellikleri bélim 1.7’ de verilmistir.

2. Sispansiyon Tamponu (Suspension Buffer): 2 ml 100 mM EDTA ile
90 ml soguk dH,O ve 10 ml soguk gliserol karistirilarak hazirlanir.

3. Homojenizasyon soliisyonu: Gunlik olarak daha 6nce hazirlanmis

stok c¢ozeltilerden faydalanilarak, asagida verilen miktarlara uyularak

hazirlanir.

Stok Alinan hacim
100 mM EDTA 2 ml
100 mM PMSF 0,3 ml
100 mM BHA 0,2 ml
%10 kolat 0,5 mi
%1.3 KCI 177ml
dH,0 20 ml

son hacim: 200 ml

11l.2.3 Homojenizasyon Yontemi:

1. Dokular tartilir, agirliklarinin 3 kati homjenizasyon ¢ozeltisi konur,
homojenizatoérde iyice homojen hale getirilir.

2. Elde edilen homojenatlar, 2°C'de, 25 dakika, 12000 G'de santriflj edilir.

3. Swvi kisim alinir, Gzerine uygun miktar CaCl, eklenir, 2°C'de, 60 dakika,
20000 G’de santriftj edilir.

4. Swvi kisim ahnir, Uzerine uygun miktar gliserol eklenir. Kuguk
homojenizatér yardimiyla iyice karigtirilir, sitozol olarak etiketlenip -

80°C’de saklanr.



5. Pelletler Uzerine 2.5ml’'ser slspansiyon solisyonu eklenir, bir miktar
vortekslenip, 2°C’de, 75 dakika, 20000 G'de santrifiij edilir.

6. Sivi dokulur, pelletler Uzerine uygun miktar sidspansiyon sollisyonu
eklenir. Kiglk homojenizatér yardimiyla iyice karistiriir, “Mikrozom”

olarak etiketlenmis ependorflara bu sivi bosaltilir. -80°C’de saklanr.

1Il.3 Karaciger Orneklerinde Protein Tayini ve EROD Analizi

Karaciger dokulari homojenize edildikten sonra Lowry metodu
kullanilarak protein miktarlari tayin edilmistir. Lowry metodu, protein konsantrasyonlarini
hassas ve basit olarak tayin edebilen ve biyokimya laboratuarlarinda yaygin olarak
kullanilan bir metod olup, bazik bakir ¢dzeltisi ile proteinlerin reaksiyona girmesi ile
indirgenmesi sonucu olusan mavi rengin, spektrofotometrik olarak 660nm’de dlgtlmesine
dayanmaktadir. Karaciger o6rneklerinde yapilan protein tayini ve EROD analizleri,

Pamukkale Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimiinde gergeklestiriimistir.

111.3.1 Cihaz ve Malzemeler:

1. Bolum [lIl.2.1°de belirtilen genel laboratuar alet ve malzemeleri
kullanilmigtir.

2. Baaz reaktifler (6rnegin folin) isikta bozulabilmektedir. Bunun igin isiktan
koruyucu onlemler alinmahldir, 6érnegin kullanilan cam malzemenin
aluminyum folyo ile kaplanmasi.

3. UV spektrofotometresi.



111.3.2 Kullanilan Kimyasallar:

1. Bazik Bakir Cozeltisi: Sirasiyla asagida verilen 6rnekde oldugu gibi,
siraslyla reaktif I'den 1 pay, reaktif II'den 1 pay ve reaktif llI'den 100 pay
alinarak kullanimdan hemen énce taze olarak hazirlanip kullanihr.

Reaktif I: %2 CuS0,4.5H,0 (1 pay)

2 gr CuS0,4.5H,0 tartilarak, 100 ml’ye distile su ile tamamlanir.
Reaktif Il: %2 NaKC4H404.4H,0 (rochelle tuzu) (1 pay)

2 gr NaKC4H404.4H,0 tartilarak, 100 ml'ye distile su ile tamamlanir.
Reaktif 1ll: %2 Na,COj3 (0.1 N NaOH icerisinde) (100 pay)

0,4 gr NaOH 100 ml’'de ¢ozilerek 0.1 N NaOH elde edilir.

2 gr Na,COj bir miktar 0,1 N NaOH igerisinde ¢ozildikten sonra son
hacim 100 ml'ye tamamlanir. (yaklasik 98 ml 0.1 N NaOH eklenir.)

2. Lowry Reaktifi: Hazir folin reaktifi distile suyla 1:1 oraninda kullanimdan
hemen Once seyreltilerek hazirlanir, karanlikta saklanir.

3. BSA(bovin serum albumin) Standartlari: 0.02 mg/ml, 0.05 mg/ml, 0.10
mg/ml, 0.15 mg/ml, 0.20 mg/ml konsantrasyonlarda BSA sollsyonlari,
daha 6énce hazirlanan stoktan seri seyreltme yapilir. (Ornek seyreltme: 1
mg/ml ‘lik BSA stok hazirlanmasi: 10 mg BSA tartilir ve 10 ml dH,O’da

¢ozulur.)

111.3.3 Protein Tayin Yontemi:

1. Bir 6nceki basamakta elde edilen protein 6rnekleri 1/200 oraninda
seyreltilerek kullanilir. Bunun igin, 0.25 ml mikrozom, 12.5 ml dH,0 ile

seyreltilir, bundan 1 ml alinip 3 ml dH,0 ile seyreltilir.



2. Protokol tablosu:

.| Lowry
. No: Standart | g neven | Distile | 232K | (folin)
Tlp No: protein . bakir )
protein (ml) |su (ml) reaktifi
(ml) (ml)
(ml)
1-1" (kor) 0,5 25 [0,25
2-2
(Std1:0,02mg) |®° — |25 |025
3-3
(Std2:0,05mg) |®° — |25 |025
4-4
(Std3:0,10mg) |®° — |25 |025
5-5
(Std4:0,15mg) |*° — |25 |025
6-6
(Std5:0,20mg) | ©° — |25 |025
7-7 --- 0,1 0,4 25 0,25
8-8 - 0,25 0,25 25 0.25
9-9 -—= 0,5 - 2,5 0’25

3. Tabloya (protokol) bakilarak deney tiplerine ¢ozeltiler eklenir. Bazik bakir
¢ozeltisinden sonra 10 dakika beklenir.

4. Taze olarak hazirlanan folin reaktifi konulur, tipler karistirihp 10 dakika
50°C'lik su banyosunda bekletilir.

5. Tipler 660 nm’de spektrofotometrede okutulur. Sonuglar degerlendirilir.

1Il.4 Karaciger Orneklerinde EROD Analizi

EROD (7-etoksiresorufin-O-deetilaz) analizi, bulunan protein miktarlari
Uzerinden yapilmistir. EROD aktivitesi kelimesi substrat 7-etoksiresorufin (7-ER)’den Uriin
olarak resorufin olusturmak igin CYP1A kontrolli deetilasyonun hizini betimlemektedir.
Bu substrata kargi sahip olunan katalitik aktivite, ortamda bulunan enzim miktari olarak;
dakikada, mg protein basina olusan resorufin konsantrasyonu (mol/mg/dakika) cinsinden,

spektroflorometrik olarak élgtilmektedir.



111.4.1 Cihaz ve Malzemeler:

1. Bolim [lIl.2.1’de belirtilen genel laboratuar alet ve malzemeleri
kullanilacaktir.

2. Hamilton pipeti (Deney hassasiyetinin artirlmasi amaciyla, bir kimyasalin
deney ortamina enjeksiyonunda kullanilacaktir.)

3. Varian Cary Eclipse marka florometre cihazi

4. Cihaza baglh bilgisayar ve yazici

111.4.2 Kullanilan Kimyasallar:

1. Protein solUsyonlari: Bir 6nceki basamakta, her doku drnegi icin bulunan
protein miktarlari Gzerinden hazirlanir. EROD deney ortaminda 1mg/ml
protein bulunmasi gerekmektedir (deney kosullarina gére degistirilebilir).
Bu nedenle her 6rnek icin kullanilacak protein miktarlari 1/protein miktari
olarak hesaplanabilir.

2. NADPH(nikotinamid adenin dinlkleotid fosfat): Her 6lgimde 10 pl 10 mM
NADPH kullaniimaktadir.

3. EROD tamponu: 100 mM Tris, 100 mM NaCl, pH=8 olacak sekilde
¢ozelti hazirlanir.

4. T-ER(7-etoksiresorufin): 7-ER’'in EROD tamponu iginde %2’lik solisyonu
hazirlanir, her 6lgimde 150 pl kullanilr.

5. BSA(bovin serum albumin): Stoktan hareketle 12mg/ml’lik BSA ¢ozeltisi
hazirlanir.

6. NaCl: en az analitik saflikta olmahdir.



1ll.4.3 EROD Yéntemi:

Sekil 14:

Florometre kivetine sirasiyla 250 yl EROD tamponu, 100 pl NaCl, 100 pl
BSA, 100 pl analizi yapilacak protein ¢ozeltisi, 290 ul dH,O
mikropipetlerle konulur.

NADPH siringa ile kivetteki sivinin igine daldirilarak enjekte edilir.
Ustiine 7-ER konulur, ters diiz edilir, hemen spektroflorometrik &lgiim
yapilir. (NADPH ortama konulunca reaksiyon baglamakta oldugu icin son
basamakla hizli yapilir).

Son olarak, reaksiyon karisimina i¢ standart olarak rezorufinin bilinen
miktari eklendi ve floresantaki artis kaydedilir. Enzim aktiviteleri, rezorufin
eklenmesinin neden oldugu floresans artis kullanilarak hesaplanir.
Reaksiyon Cary Eclipse Florometre ile 2 dakika boyunca takip edilip,

sonuclar bilgisayar yazilimlari aracihdiyla degerlendirilir.

Liza saliens karaciger EROD aktivitesinin érnek kalibrasyon egrisi

EROD Aktivitesi
(pmol Rez./mg protein)

4500
4000

3500 -
3000 -
2500 -

2000
1500
1000
500
0

0 100 200 300 400

Zaman (sn)




111.5 SDS-PAGE ve Western Blot

EROD aktivitesinin dlgimu yani sira, elde edilmis olan proteinler, SDS-
Poliakrilamid jele uygulanarak Western Blot analizleri yapilmistir. Deney, proteinlerin
sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jele uygulandiktan sonra elektrik akimi ile membrana
gecirilmesi ve membrandaki proteinlere spesifik antikorlarin baglanmasi esasina dayanir.
Antikorlarin tespit edilmesi ile protein olup olmadigi, ¢ikan bantlarin kalinhdinin kontrol
bantlariyla karsilastinimasiyla da CYP1A1 proteinin ekspresyon seviyesinin dizeyi

hakkinda bilgi edinilmeye calisiimigtir.

111.5.1 Cihaz ve Malzemeler:

1. Bolum 1ll.2.1°de belirtilen genel laboratuar alet ve malzemelerinden
yararlanilmigtir.

2. Dikey Jel Elektroforezi

3. Elektroforez Gli¢ Kaynagi (Thermo EC 250-90)

4. Elektroforetik Transfer Aparati (western blot apereyi)

5. Whatman filtre kagitlar

6. pH dlger.

111.5.2 Kullanilan Kimyasallar:

1. 10X Elektrod Yiiriitme Tamponu: 15 gr Tris 72 gr gliserin igerisinde
¢6zulir ve 500ml’'ye dH,O ile tamamlanir.
2. 1X Elektrod Yiiriitme Tamponu: 100 ml 10 x elektrot yiriitme

tamponundan alinir; Gzerine dH,O eklenir, icine 1 gr SDS ilave edilir.



Stok Ayrnistirma Jel Tamponu: 18,15 gr Tris ~ 60 ml dH,O’da ¢6zlir ve
10 M HCI ile pH’si 6,8e ayarlanir, son hacim dH,O ile 100 mle
tamamlanir.

Stok Sikilagtirma Jel Tamponu: 6 g Tris, yaklasik 40ml dH,O’da
¢ozilir, pH’s1 10 M HCl ile 6,8’e ayarlanip 100ml'ye dH,O’ye tamamlanir.
Stok Jel Soliisyonu: 29,2 gr Akrilamit az suda ¢ézilir; 0,8 gr BiS
(N,N,metilen_bis_akrilamit) eklenir ve solisyon dH,O ile 100 mlye
tamamlanir ve daha sonra solusyon filtre kagidindan sizuldr.
SDS(sodyum dodesil silfat), amonyum perstilfat(katalizér), HCI, MgCl,,
ZnCl,, NaCl.

4 x Numune Seyreltme Tamponu (SDS indirgenme tamponu):

Stok c¢ozeltiler: Alinan hacim:
1M Tris-HCI, pH=6,8 2,5 ml
Gliserol 4,0 ml
B-merkaptoetanol 2,0 ml

SDS 0,8 gr

Bromfenol blue 4 mg

Total dH,0O 10 ml

Tamponun pH’si son hacme tamamlanmadan 6nce 6,8’e titre

edilir. 1 M HCl ile titrasyon yapilir.

8.

Stok molekiiler agirlik standart ¢ozeltileri: BSA, Katalaz, Ovalbumin,

Cytochrome C, Phosphorylase b, Glyceraldehit 3 PDH’in 1mg/mllik

stoklari hazirlanir, derin dondurucuda saklanir, asadidaki oranlara goére;
MA:

Cytochrome ¢ 11700 6 pl

Glyceraldehit 3 PDH 36000 5 pl

Ovalbumin 45000 6 pl

Katalaz 60000 4 pl



BSA 66000 4 pl
Phosphorylase b 97400 10 pl
10 pl dH,O
15 pl 4xSDB (3x1)
- klglk tipe belirtlen hacimlere konulup, 2 dakika kaynatilarak
hazirlanir. > deney diizenegine hamilton pipeti ile 10 pl uygulanir.

9. Jel Polimerizasyon Cozeltilerinin Hazirlanmasi

icerik: Ayrigtiric jel (%8,5) Stacking jel (%4)
stok jel sollisyonu 8,5 ml 1,5 ml
dH,0 13,55 ml 5,88 ml

ayristirici jel tamponu 7,5 ml -

stacking jel tamponu  --- 2,5ml
%10 SDS 0,4 mi 0,16 ml
Katalizor 0,15 ml 0,075 mi
Temed 0,017 mi 0,014 mi
Son hacim: 30 ml 10 ml

10. Boyamalisaretleme (Staining) Soliisyonu: 0,2 gr Coomasie Pirlanta
mavisi R250, 15 ml MetOH’de ¢oziilir, tUzerine 35 ml MetOH ve 12 ml
asetik asit eklenip, son hacim dH,0O ile 100 ml'ye tamamlanir.

11. Temizleme (Destaining) Soliisyonu:30 ml MetOH, 7 ml asetik asit,
dH,O ile 100ml'ye tamamlanir.

12. Transfer Tamponu: 350 ml 10X Elektrod Yiritme Tamponu, 700 mi
MetOH 3,5L'ye dH,0 ile tamamlanir. Son hacimin %0.015 olacak sekilde
SDS eklenmelidir.

13. TBST soliisyonu: 20 ml 1 M Tris-HCI, pH=7.4, 29.44 gr NaCl, 0.5 ml
Tween 20 karistirilip, 1L’ye dH,0 ile tamamlanir.

14. 1 M Tris-HCI, pH=7.4: 12.1 gr Tris, 30 ml dH,O’da ¢ézulir. 1 M HCl ile

pH=7,4’¢e titre edilir, son hacim dH,O ile 100 mI'ye tamamlanir.



15. Blocking Solution (%5): Sigma P-4739 phospahte buffered saline with
%5 non-fat dry milk, pH=7.3'"den 1 paket, 100 ml dH,O’da ¢o6zullr.
Uzerine 0.5 ml Tween 20 eklenir.
16. 1'ncil antikor(1/5000): 100 ml blocking solution igine 0,625 ml 1’ncil
antikor konur.
Renklendirme Soliisyonu (A+B+C)
e Sollsyon A
2,67 ml 1,5 M Tris HCI, pH=8,8
4,0 ml 1 M NaCl
0,82 ml 100 mM MgCl,
0,04 ml 100 mM ZnCl,
0,096 ml DEA —>dietilenamin
12,2 mg NBT —>nitrobluetetrazolum
dH,0 ile 40 ml'ye tamamlanir.
- son hacme tamamlanmadan Once pH’sini sature Tris ile 9,55'e
ayarlanir.
e Solusyon B
1 mg phenazine methosulfate / 0,5 ml dH,O ependorfta hazirlanir.
e Solisyon C
5,44 mg BCIP / 0,136 ml N,N-dimethylformamide ependorfta hazirlanir.
- BCIP’1 N,N-dimethylformamide’de ¢ézmek zor, onun igin, sollisyon
A’nin igine atabilirsin onu.
- Soliisyon A ve Solisyon C karistirilir, Solisyon B'den 0,268 ml
eklenir.
17. Kullanilan tim kimyasallar safligi %99'dan daha fazladir olup, 6zellikleri

bdlim 111.7°de verilmistir.



111.5.3 Yontem:

10.

11.

12.

13.

EROD aktivitesi yuksek olan érnekler segilir.

1 x ylritme tamponu ile alete ait vakum plastigi ve ‘spacer’ gubuklari
islatilir. Cam dizenegi kapatilir, kiskaglarla sikistirilir. Alete ait “tarak”
takilip, cam Uzerine isaretlenir.

Ayristirma Jel polimerizasyon c¢o6zeltisi hazirlanip (jel Uzerine APS
(katalizdér) ve Temed (aktivator) eklenmesiyle polimerlesme basglar)
camlar arasina, isaretli yere kadar sollisyon dokiiliir. isopropil alkol ilave
edilir, polimer dlzlestirilir. Polimerlesme tamamlanana kadar beklenir.
Stacking jel polimerizasyon ¢ozeltisi hazirlanir, seperating jelin Ustline
pipetle, disari tasana kadar doldurulur.

Tarak dikkatlice sisteme sokulur. Taragin her bir disi, bir ‘kuyucuga’
karsilik gelecegi icin, bu dislere cam Ustiinden numaralar verilir.
Polimerlesme sonrasi tarak ¢ikarilir.

Kiskaglar ¢ikarilir, sistem elektroforez sistemine yerlestirilir.

Hazirlanan numune ve standart c¢ozeltiler, Hamilton pipeti ile,
kuyucuklara yuklenir.

Sistem, 8 mAmperde, 90 voltta, geceboyunca yuritalur.

Slre sonunda Jel alinir 2’ye bdélundr, 1 bolimua elektroforez staining
sollisyona yatirilir. 1, 1.5 saat cgalkalanir. Diger bdlim western blotting
icin ayrilir.

Boyandiktan sonra jel bol gesme suyu altinda yikanir.

Jel, de-staining solisyonuna alinir. Geceboyunca bu sollisyonda
bekletilir.

Bantlarin gérilmesi beklenir.

Diger jel ise, transfer tamponu igeren bir kaba aktarilir ve 20 dakika

calkalanir.
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Bu jelin boyutuna uygun olacak sekilde PVDF membran kesilir, absolue
metanol’e sokulup, islatilir. Ardindan bol dH,O ile membran iyice yikanir.
Membran, iginde transfer tamponu bulunan bir kaba alinir, 5 dakika
bekletilir.

Western blot sistemi hazirlanir, sistemi sikistirmak icin filtre kagitlar
kesilir.

Sisteme ait sUngerin Ustlne filtre kagitlar, Ustine jel yerlestirilir. Jelin
Uzerine dikkatlice kesilmis olan membran konulur, Gzerine filtre kagitlar
konulmaya devam edilir.

Sistem kurulup tankin icine yerlestirilir. Tank transfer tamponu ile
doldurulur.

90 Volt, 450 mAmper, 2 saat boyunca akim uygulanir.

Sire sonunda jel alinir, SDS-PAGE’in sonundaki gibi boyama iglemi
yapilabilir. Proteinler yetirince belirinceye kadar devam edilir.

Membran alinip, bir kapta TBST ile muamele edilir. 10 dakika boyunca
calkalanir.

Ardindan 45 dakika boyunca blocking sollsyonu ile galkalanir.

Ardindan 1’nci antikor solisyonu ile 2 saat muamele edilir.

TBST ile bir ka¢ yikanip, Renklendirici solisyona alinir.

Sari sivi morlasirken, membranda renklenme olur. Bu islem 1-2 dakika
surer.

Bantlar gorindikten sonra membran substrattan arindiriir. Cesme
suyunda yikanir. Filtre kagidinda hafifce kurutulur, fotograflanir ve

bantlara bakilarak degerlendirilir.



111.6 Atomik Absorbsiyon Spektrometresi ile Agir Metal Tayini:

Calismamizin diger bir basamagini, kefal baligi kas dokusunda Pb, Cd,
Hg, Cr metallerinin kalinti dizeylerinin tespiti olusturmustur. Ortamdaki canli yasam
Uzerinde konsantrasyonlari ile orantili olarak toksik etki yapan bu metallerin tespitinde,

Atomik Absorbsiyon Spektrometresi (AAS) yontemi kullaniimistir.

111.6.1 Cihaz ve Malzemeler:

1. Bolim Ill.2.1°de belirtlen genel laboratuar alet ve malzemeleri
kullaniimigtir.

2. Yikilama igleminde kullanilan cam aletler.

3. Unicam 939 Atomik Absorbsiyon Spektrometresi

4. Autosampler.

5. Azot, Asetilen ve Argon Gazlari.

111.6.2 Kullanilan Kimyasallar:

1. Olglim sirasinda kullanilan metal standartlari, 1000 mg/L’lik stok metal
cozeltilerinden ¢oklu seyreltmeler ile hazirlanmistir.

e 1000mg/L’lik stok civadan sirasiyla 100 mg/L, ve ardindan 100 ug/L
ara standartlari hazirlanip, buradan hareketle 2, 4, 8 ve 12 pg/L’lik
standartlar elde edilmisgtir.

e 1000mg/L’lik stok krom ve kadmiyumdan sirasiyla 100 mg/L, ve
ardindan 100 ug/L ara standartlari hazirlanip, buradan hareketle 10,

20, 30 pg/L’lik standartlar elde edilmistir.



2.

111.6.3 Yontem:

* 1000mg/L’lik stok kursundan sirasiyla 100 mg/L, ve ardindan 100
pg/L ara standartlari hazirlanip, buradan hareketle 100, 200, 300
pg/L’lik standartlar elde edilmistir.

Nitrik asit, Kalay klorar, hidroklorik asit. Kullanilan tim kimyasallarin

metal dizeyleri belirlenmis olmali, safliklari da en azindan analitik

derecede olmalidir.

Numune c¢odzeltileri: Yikilama islemi sonucu elde edilen numuneler,

deiyonize suyla balon jojelerde 25ml'ye tamamlanir. Olgiimler bu

numuneler Uzerinden gergeklestirilir.

Numunenin yikilamasinda, asit yikilama isleminden faydalaniimistir.
Ydéntem basamaklari kisaca su sekildedir:

» 1g civart numuneler tartilir ve 5ml nitrik asit (%65 w/v) ile oda
sicakliginda 15 dakika bekletilir.

« Takiben, dnce 55 °C’de 20 dakika, ardindan 110 °C’de 30 dakika
civari bekletilir. Sonra sicaklik 140 0C’ye kadar cikartilir ve 30 dakika
bu sicaklikta tutulur.

» Oda sicakhgina sogutulan numunelere 1ml silfurik asit (%96 w/v) ve
2ml perklorik asit (%70 w/v) ilave dilip 2 saat iginde kig¢uk artislarla
once 140 °C'ye, ardindan 200 °C’ye cikartilir ve bu sicakliklarda
15’er dakika bekletilir.

e Son olarak sicaklik 310 0C’ye kadar ¢ikariip, numune sivisi
tamamen berraklasana ve en son 1mllik sulfirik asit hacmi kalana
kadar devam eder.

e Cozeltiler deiyonize suyla 25 ml'ye tamamlanir ve 6lgimlere kadar

buzdolabinda saklanir.
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Asit ile yikilama yapildiktan sonra numunedeki civa kaybini dnlemek igin
dlgumler bekletiimeden, ayni gin gergeklestirilmistir.
Civa igin soguk buhar yonteminden faydalaniimistir.
Civa 6lcim dolayli yolla yapilmaktadir, ortamda civanin kalay klorir ile
reaksiyona girip serbest hale gegcmesi saglanmakta, serbest hale gegen
civa Olgliimektedir. Lamba dalga boyu olarak 253,7nm kullantlir.
Olglimler 6éncesi Hg standart gézeltileri hazirlanip alete okutulur, elde
edilen degerlerden civa icin bir kalibrasyon egrisi gizilir ve numuneler
elde edilen dogrunun denklemi ile de@erlendirilir. Civa kalibrasyon egrisi
Sekil 15°de verilmistir.
Numune olgUmleri igin ortama 5 ml numune ¢o6zeltisi, Ustine de 800ul
kalay klorur eklenir, manyetik karigtirici ile kapali bir sistemde karistirilir.
Reaksiyonun gergeklesmesi icin ~50 saniye beklenmis, sonra &lgim
yapilmistir. Olgiimlerin  dogrulugunu teyit etmek icin bazi 6lgiilen
numunelerin  Ustiine standart civa c¢ozeltileri eklenerek dlgimler
tekrarlanmistir.
Kadmiyum, krom ve kursun o&lgimleri i¢in Grafit Firindan faydalanilir.
Sogduk buhar yénteminde kimyasal reaksiyon ile serbest hale getirdigimiz
analit dlgulirken, grafit firn yonteminde, 1sI uygulanarak analit atomlari
haline getirilir, serbest atom halindeki analit dl¢ulir.
Her metal igin kullanilacak lamba dalga boylari su sekildedir:

Krom, Lamba dalgaboyu: 358 nm

Kadmiyum, Lamba dalgaboyu: 228.9 nm

Kursun, Lamba dalgaboyu: 217 nm
Metallerin  6lgiminde kullanilacak killestirme ve atomlastirma
sicakliklari, alet yazilimi iginde bulunan “Kullestirme-Atomlastirma
Sicaklik Programi Belirleme” 6zelligi yardimi ile ayarlanmistir. Kullanilan

killestirme-atomlastirma sicakliklar tablo 9°da 6zetlenmistir.



11. Her dlcim icin numune ¢ozeltisi 1/10 deiyonize su ile seyreltilerek grafit
tipln igine konulup, uygun dalga boyunda ve sicakliklarda okunmustur.
Olglimlerin dogrulugunu teyit etmek igin bazi dlgiilen numunelerin Ustiine
standart metal ¢ozeltileri eklenerek dlgimler tekrarlanmistir.

12. Krom olgimleri 6ncesi Cr standart ¢ozeltileri hazirlanip alete okutulur,
elde edilen degerlerden krom igin bir kalibrasyon edrisi gizilir ve
numuneler elde edilen dogrunun denklemi ile degerlendirilir. Krom
kalibrasyon egrisi Sekil 16’de verilmistir.

13. Kurgun ve kadmiyum d&lgimlerinde, matriksin kullanilan dalga boyunda
yapabildigi absorbans nedeniyle, dlglimler sirasinda numunelere standart
ilaveleri yapilmistir. Elde edilen degerler gdéz dnune alinarak metaller igin
kalibrasyon egrileri ¢izilmis, deney sonuglari degerlendirilmistir. Kursun
ve kadmiyum olgimlerinde genel olarak her bir numune igin yeni bir
kalibrasyon egrisi gizilmistir. Kursun ve kadmiyum igin 6rnek kalibrasyon

egrileri sekil 17 ve 18'de verilmisgtir.

Hg standartlar icin kalibrasyon egrisi

0,9 . y = 0,0607x - 0,0103

R? = 0,9921
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Sekil 15: Civa olgimlerinde Hg standartlari ile elde edilen 6rnek kalibrasyon egrisi

(grafikteki her bir nokta yapilan 3 élgimin ortalamasidir).



Tablo 9: Grafit firin ydnteminde kullanilan killestirme ve atomlastirma sicakliklari.

Olgiilen metal: Kiillestirme sicakhgi (°C) Atomlastirma sicakligi (°C)

Cr 1400 2300
Cd 500 1000
Pb 500 1300

Cr standartlan i¢in 6rnek kalibrasyon egrisi

0.4
0,35 o y = 0,112x + 0,018

/ R? = 0,9959

0,25 / o Olgllen degerler

0,15 /
0,05 /
0 1 T T T 1
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Sekil 16: Krom Olgcimlerinde Cr standartlari ile elde edilen 6rnek kalibrasyon egrisi

(grafikteki her bir nokta yapilan 3 élgimin ortalamasidir).



Cd olgciimlerinde elde edilen ornek kalibrasyon
egrisi
0,5
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Sekil 17: Cd olgimlerinde numuneye standart ekleme ydntemi ile elde edilen 6rnek
kalibrasyon egrisi (6lgilen numuneye 1 ng/ml, 2 ng/ml, 3 ng/ml konsantrasyonlarda Cd

eklenmistir; grafikteki her bir nokta yapilan 3 6lgimin ortalamasidir).

Pb ol¢gumlerinde elde edilen 6rnek kalibrasyon egrisi
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Sekil 18: Pb dlguimlerinde numuneye standart ekleme yontemi ile elde edilen 6rnek
kalibrasyon egrisi (6lgilen numuneye 10 ng/ml ve 20 ng/ml konsantrasyonlarda Pb

eklenmigtir; grafikteki her bir nokta yapilan 3 élgiimin ortalamasidir).



1Il.7. Kimyasallar

Deney asamalarinda kullanilan kimyasallarin marka ve Kkatalog
numaralari asagidaki tabloda verilmistir. Kullanilan tim diger kimyasallar %99 veya daha
yuksek diizeyde analitik safliktadir.

Tablo 10: Deneylerde kullanilan kimyasallarin saglayicilari ve katalog numaralari

verilmigtir.

Malzemenin Cinsi Marka, katalog numarasi

Metanol

Merck

SDS (sodium dodecyl sulfate)

Applichem A2263

Tris: Tris-(hydroxymethyl)-aminomethane

Applichem A2264

NaCl (Sodyum klorir)

Applichem A2942

Tween20(polyoxyetylene-sorbitan
monolaurate)

Applichem A4974

Glycine (aminoaceticacid)

Applichem A1067

HCI %37, extra pure

Merck

Phosphate buffered saline with %3 non-fat
Milk dry powder, pH=7.4 Toz Paketleri
halinde

Sigma P2194

MgCl, (magnesium chloride hexahydrate)

Applichem A4425

ZnCl, (zinc chloride)

Riedel-31650

DEA (diethanolamine)

Applichem A2155

NBT (nitroblue tetrazolum
nitrotetrazolium blue chloride)

veya

Applichem A1243

Phenazine methosulfate

Sigma P9625

BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate
disodiumsalt)

Applichem A1117

DMF (N,N_dimethylformamide)

Applichem A3676

KH,PO, (potassium dihydrogen phosphate)

Applichem A2946

Ko,HPO, (di-potassium hydrogen phosphate
anhydrous)

Applichem A2945

Triton — X100

Applichem A4975

(EDTA),-Na,.H,O(Etilendiamin
tetraasetikasit)

Applichem A2937

NaOH (sodium hydroxide) pellet

Applichem A0991

PMSF (phenylmethylsulfonyl flouride)

Applichem A0999




BHA  (butilenhidroksianisole,

hidroksianisol)

butillenmis

Sigma B1253

Sodium cholate hydrate, from ox or sheep

bile, min %99

Sigma C1254

KCI (potassium chloride)

Applichem A1362

Gliserol anhydrous

Applichem A2926

Calcium chloride dihydrate

Applichem AQ775

CuS0,.5H,0 (cupric sulfate pentahydrate)

Applichem A1034

Na,COj; (sodium carbonate anhyrous)

Applichem A1881

Rochelle Tuzu (NaKC4H;0¢.4H,0, sodyum-

potasyum-tartarat)

Applichem A0651

Folin ve Ciocal Teu’s Phenol Reagent

Sigma F9252

BSA: bovin serum albumin (albumin fraction

Applichem A1391

V, pH=7.0)

NADPH.Na, Applichem A1395
7-ER: (7-ethoxyresorufin - C4HsNO;) Sigma E3763
APS (amonyum persulfate) Applichem A2941
BIS (N,N-methylenebisacrylamide) Sigma M7256

Coomassie Brillant Blue — R250

Applichem A1092

Acrylamide

Applichem A3812

B-merkaptoetanol

Applichem A1108

Bromfenolblue

Applichem A2331

Asetikasit %100

Applichem A3686

cytochrome ¢ from bovine heart Sigma C3131

glyceraldehit 3PDH Fluka 49830

catalaz from bovine liver crystalline suspension in water, pH6,
Fluka60630

phosphorylase b from rabbit muscle Sigma P6635

TEMED(N,N,N’,N’ tetramethyl-ethylen- Sigma T-8133

diamine)

albumin from hen egg white (ovalbumin)

grade lll, min. %90,Sigma A5378

Ethyl-m-aminobenzoate

salt (tricaine)

methanesulfonate

ICN-MP Biomedicals— 03106

111.8. istatistiksel Analiz

Verilerin analizinde GraphPad Yazilim Sirketinin, GraphPad Instant for

Windows, v 3.05, yazilim programi kullaniimistir.




IV.BULGULAR

Bolim 1ll.1’de de verildigi ve sekil 13'de de gosterildigi Gzere avlanma
alani olarak segilen A, | ve G bolgeleri petrol rafinerisinin hemen i¢ alaninda yer
almaktadir. B ve D bodlgelerinden yalniz 1’er adet balik avlanmasi bu bdlgelerin
degerlendirme disinda kalmasina neden olmustur. Kontrol bdlgesi olarak secilen Foca
bdlgesi, Aliaga Korfezi disinda yer almaktadir. Bulgular ve tartisma kisminda sonuglar

verilirken A+1+G alanlarinin toplu degerlendirmesine Aliaga Korfezi bolgesi adi verilmigtir.

IV.1. Karaciger EROD Aktivitesi Olciim Sonuclari:

Degisik bolgelerden balikgilar tarafindan avlanmis olan bdlge kefal
baliklarinda (Lisa saliens) Olgulen karacier EROD aktivitesi lgim sonuglarindan elde

edilen ortalama degerler, standart hatalar ve 6rnek sayilari Tablo 11’'de toparlanmistir.

Tablo 11: Avlanma bodlgelerinde kefal baligi karacier EROD aktivitesi dlgim
sonuglarinda elde edilen ortalama degerler ve standart hatalari verilmistir (degerler pmol

res./dak./mg protein cinsindendir).

Bélge: Kontrol A 1 G Aliaga
bolgesi Korfezi

Ortalama: | 46,33 2521,0 55553  1378,2  2531,1

N: 27 13 5 13 31

Std hata: 3,114 950,15 2644,2 118,12 609,83

Sekil 19'de galisma bolgelerinden elde edilen kefal baliklarinin karaciger
dokularinda olgilen EROD aktivitesi ortalama degerlerinin toplu karsilastiriimalari

yapilimistir.



EROD Aktivitesi Ortalama Dederlerinin Kargilagtinimas:
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Sekil 19: EROD aktivitesi ortalama degerlerinin toplu karsilastirmasi (EROD aktivitesi

pmol resorufin/dakika/mg protein cinsinden verilmistir)

istatistiksel analiz icin  dlcim sonuglari unpaired t testi ile
karsilastinimistir. Test sonuglari tablo 12’de verilmistir. Elde edilen sonuglara goére
Kontrol bdlgesi olarak kullanilan Foga’dan avlanan kefal baliklarinin karaciger EROD
aktivitesi degerleri, Aliaga Korfezi igin bulunan EROD aktivitesi degerlerinden istatistiksel
olarak oldukca farklidir (p=0.0004). Rafineri bolgesi iginde farkli avlanma bdlgeleri olan A,
I ve G, ayn ayri kontrol ile kiyaslandiginda, bu bdlgelerin degerlerinin yine istatistiksel

olarak oldukg¢a anlamli oldugu gorilmektedir (sirasiyla p=0.0005, p<0.0001 ve p<0.0001).



Tablo 12: EROD Olcimleri istatistiksel degerlendirme sonuglari

(pmol_res./dak./mg_protein, ortalama tstandart hata)

Kontrol (Fog¢a) A bolgesi p=0.0005
(46,33 £3,114) (2521.0 £950,15)
Kontrol I bolgesi p<0.0001
(46,33 £3,114) (5555.3 £2644,2)
Kontrol G bolgesi p<0.0001
(46,33 £3,114) (1378.2 £118,12)
Kontrol Aliaga Korfezi p=0.0004
(46,33 £3,114) (2531.1 £609,83)

* : unpaired t test

Sekil 20: Kontrol Bolgesi ve Aliaga Bolgesi EROD aktivite ortalamalari karsilastiriimistir

(degerler pmol res./dakika/mg prot. cinsindendir)

Crtalamalar ve standart hiata

ERDD aktivibesi
[ ronfn ek ey profan)
| g

Kol Alaja Karazi
Bolgeler




1V.2. Balik Karaciger Mikrozomlarinin SDS-PAGE ve Western Blot ile Analizleri

Aliaga Korfezi ve c¢evresinden yakalanan Liza saliens karaciger
mikrozomlarinin SDS-poliakrilamit jel elektroforezi ve anti-CYP1A1 IgG’leri kullanilarak
gerceklestirilien Western blot sonucu Sekil 21'de gosteriimektedir. Western blot ile
enzimatik (EROD aktivitesi) olarak gerceklestirilen analizlerin protein diizeyinde de takibi

ve dogrulanmasi arastiriimistir.

Sekil 13'de de goérilebilecedi gibi degisik noktalardan yakalanan
baliklarda elde edilen EROD aktivite profilleri, protein diizeyinde de benzer sonuglar
vermistir. Bu sonuglar élglilen EROD aktivitesinin baglica CYP1A tarafindan katalize
edildigini dogrulamaktadir. Burada sadece artmis olan enzimatik aktivitenin gézlenmesi

amagclanmistir, CYP1A miktar tayini yapilmamistir.

Sekil 21: Aliaga Korfezinden yakalanan kefal baliklarinin karaciger mikrozomlarinin
(sitokrom P4501A1’in) poliklonal anti-CYP1A1 I1gG kullanilarak immunoblot analiz sonucu

verilmistir. Kuyu 1: standart proteinleri [BSA, yumurta albumini, gliseraldehit 3-fosfat



dehidrojenaz ve sitokrom c], Kuyu 2: Kontrol bdlgesinden, Kuyu 3: G bdlgesinden, Kuyu
4: A bdlgesinden, Kuyu 5: | bdlgesinden, Kuyu 6: A bolgesinden yakalanan Liza saliens
karaciger mikrozomlarini igermektedir. TUum &rnekler kuyucuklara 150 ug protein olacak

sekilde uygulanmistir.

1IV.3. Kefal Baligi Kas Dokusunda Cr, Hg, Cd, Pb Olciim Bulgulari

Calismamizda metal o&lgimleri icin baliklarin  kas dokularindan
yararlaniimigtir. Degisik bolgelerden balikgilar tarafindan avlanmis olan bélge kefal
baliklarin kas dokularinda o6lglilen Cr, Hg, Cd, Pb metal seviyesi sonuglari toplu olarak

Tablo 13’de yer almaktadir. Tablo 13, bir sonraki sayfada yer almaktadir.



Tablo 13: Her bir metalin balik kas dokusunda &lgim sonucunda bulunan degerleri

verilmistir.

Balik # Hg (ng/g) Cr (ng/g) Cd (ng/g) Pb (ng/g)
A1 117.2+7.5 71.5¢5.4 15.741.1 682.3+30.2
A2 43.8+1.8 137.3+4.2 61.1£3.4 672.0+24.7
A3 56.3+9.5 108.6+7.6 61.0+£3.9 695.7+4.9
A4 39.2+2.7 379.6+26.1 47.14£3.2 590.0+17.9
A5 38.6+4.3 81.8+1.5 4.4+0.2 574.3+10.2
A6 41.8+24 225.8+16.3 3.440.3 561.5+31.9
A7 39.7+0.5 98.3+7.2 4.3+0.2 620.2+8.9
A8 45.74£3.0 186.1+8.0 3.740.3 559.5+26.6
A9 43.0£11.7 110.6+6.3 22.2+2.0 622.0+29.4
A10 48.6+3.4 59.4+4.3 3.8+0.2 748.9+26.6
A11 42.3+£3.3 279.9+10.6 26.7+1.1 830.9+34.0
A12 16.0£0.7 293.3+20.1 16.2+1.0 671.5+£20.9
A13 17.743.2 277.2+154 13.540.3 683.7+21.5
A14 45.6+0.5 120.5+2.3 56.3+0.9 865.3+37.9
A15 18.0+1.8 100.1+3.5 16.1+0.7 1105.8+53.3
A16 35.9+8.3 89.9+0.7 38.3+0.3 774.2+15.4
A17 33.1+0.2 78.2+2.3 30.6+0.2 945.9+28.3
1-1 47.0£1.5 42.0£3.2 62.0+4.4 1361.8+42.5
-2 51.8+1.2 65.7+2.6 37.4+1.9 1331.9+30.3
1-3 6.47+0.3 50.8+2.9 44.0+2.8 1022.9+29.8
-4 37.0+£2.1 41.542.0 15.5+0.4 1501.5+42.3
I-5 TDA 49.1+3.7 14.6+£0.5 1496.2+19.9
G1 0.7£0.1 123.4+9.9 39.1+0.4 713.9+19.8
G2 2.610.2 53.4+4.8 32.0+0.8 759.9+15.8
G3 18.3+0.7 83.2+3.2 46.4+3.0 964.0+33.9
G4 5.5+0.6 47.3+1.0 52.0+1.9 281.319.4
G5 16.7+0.1 53.8+2.0 24.6+1.1 212.8+11.3
G6 26.3+0.3 11.4£0.1 18.8+1.0 259.4+10.1
G7 35.1+£2.0 37.0£0.9 8.240.3 279.9+14.3
G8 14.9+0.1 37.4+1.4 17.540.3 271.4+22.1
K1 32.2+0.5 11.940.9 15.0£0.5 206.6+x12.4
K2 54.5+4.8 30.2+1.7 32.5+2.2 452.8+29.8
K3 47.742.5 TDA 28.5+1.2 427.8+17.2
K4 31.3+1.6 20.9+0.4 20.5+0.7 324.9+19.0
K5 34.3+1.0 8.5+0.4 15.6+0.9 303.4+15.4
K6 49.04£3.2 23.9+2.0 25.7+1.0 379.1£221
K7 9.96+1.4 7.5£0.5 42.0+1.5 365.5+12.3




K8 61.2+2.4 10.7+0.5 35.3+2.4 544.4+16.4
K9 35.0+3.4 60.7+4.5 22.0+11 203.4+14.1
K10 21.0£0.4 22.3+0.9 10.6£0.1 580.0+18.3
K11 43.0+1.2 39.3+0.1 20.5+0.6 577.8+22.0
K12 44.5+1.2 18.2+1.1 11.60.5 593.7+30.3
K13 56.1+4.5 17.7+0.8 11.6+0.8 539.4+21.9
K14 31.1+¥2.4 49.1+£3.5 10.3+0.5 461.9+£9.9

K15 46.3+3.8 16.5+0.8 15.0+0.3 663.3+31.5

TDA: tespit edilebilen degerin altinda (Tayin sinirlari, (kér degeri/egim)x3 hesabi ile bulunmugtur)

1IV.3.1 Kefal Baligi Kas Dokusunda Cr Olciim Bulgulari

Kefal baligi kas dokusunda AAS ile krom metali dlcimu sonucu elde

edilen verilerin 6zeti Tablo 14’de verilmistir.

Tablo 14: Avlanma bdlgelerinde kefal baligi kas dokusunda 6lglilen Cr metal degerleri

(degerler ng/g cinsindendir)

Bdélge Kontrol A 1 G Aliaga
bolgesi Korfezi

Ortalama: 22,49 158,71 49,82 55,86 113,14

N: 15 17 5 8 30

Std sapma: 16,408 96,6 9,79 33,94 90,85

Degerler non parametrik Anova testi olan Kruskal-Wallis yontemi ile her
bdlgenin degeri siniflandirilip ortalamalari alinmis, bu degerler arasinda Dunn Coklu
Karsilastirma Yontemi ile istatistiksel hesaplamalar yapilmistir. (Tablo 14) Bu
hesaplamalar sonucunda, kontrol bolgesi Foca ile Aliaga Koérfezi arasinda istatistiksel
olarak oldukga anlamli bir fark ortaya c¢ikmaktadir (p<0.001). Korfez icinde yer alan
avlanma bdlgeleri ayri ayri degerlendirildiginde, G bélgesinden elde edilen dederlerin

(p<0.05) kontrol bdlgesi ile karsilastirildidinda yiksek duzeyde farkhhk bulunmustur. Bu



farkllik yuksek dizeyde anlamhhk gdstermektedir. Diger taraftan | bolgesinden elde
edilen degerler ile kontrol bdlgesi de@erleri arasinda olduk¢a fark olmasina ragmen

(p=0.0707) bu fark anlaml bulunamamigtir (p>0.05).

Tablo 15: Cr icin Dunn’'un Coklu Karsilastirma testi sonucu bdlgeler arasinda olusan

farklarin istatistiksel sonuglari (ng/g, ortalama tstandart sapma)

Kontrol (Foga) A bolgesi p<0.001
(22,49 £16,408) (158,71 £96,6)

Kontrol I bolgesi p>0.05
(22,49 £16,408) (49,82 £9,79)

Kontrol G bolgesi p<0.005
(22,49 £16,408) (55,86 £33,94)

Kontrol Aliaga bolgesi p<0.001
(22,49 £16,408) (113,14 £90,85)

Cr miktari

*: Anova (Kruskal-Wallis) ve Dunn Coklu Karsilastirma Yontemi

Sekil 22: Kefal balik kas dokularinda Cr él¢im sonuglarinin karsilastiriimasi (degerler

ng/g yas agirlik cinsindendir)

kk

Ortalamalar ve

2501 standart sapmalar

200

150
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R

A 1 L] Eeetral Alinga Balgesi

*: p<0.005 Anova (Kruskal-Wallis) ve Dunn Coklu Karsilastirma Yontemi
**: p<0.001 Anova (Kruskal-Wallis) ve Dunn Coklu Karsilastirma Yontemi



1IV.3.2 Kefal Baligi Kas Dokusunda Cd Ol¢iim Bulgulan

Kefal baligi kas dokusunda AAS ile kadmiyum metali 6lcimU sonucu
elde edilen verilerin 6zeti Tablo 16’de verilmistir.
Tablo 16: Avlanma bdlgelerinde kefal baligi kas dokusunda 6lcilen Cd metal degerleri
sonuglarindan elde edilen ortalama degerleri, standart sapma degerleri (degerler ng/g

Uzerindendir).

Bolge Kontrol A 1 G Aliaga
bolgesi Korfezi

Ortalama: | 21,11 24,96 34,7 29,82 27,88

N: 15 17 5 8 30

Std sapma: | 9,85 20,74 20,07 15,23 19,05

Degerler non parametrik Anova testi olan Kruskal-Wallis yontemi ile her
bdlgenin degeri siniflandirilip ortalamalari alinmis, bu degerler arasinda Dunn Coklu
Karsilastirma Yontemi ile istatistiksel hesaplamalar yapilmistir. Cd degerleri agisindan
kontrol bdlgesi ile karsilastirilan Aliaga Korfezi degerleri arasinda fark oldukga disuk
kalmaktadir. Bu fark, istatistiksel olarak anlamh olarak bulunmamigtir. Rafineri bolgesi
icinde yer alan avlanma bdlgeleri ayri ayri kontrolle karsilastirilmasinda da, herhangi bir

istatistiksel olarak anlamli fark elde edilememistir (p>0.05).

Tablo 17: Dunn’'un Coklu Karsilastirma testi sonucu Cd Olgiimlerinde bdlgeler arasinda

olusan farklarin istatistiksel degderler (ng/g, ortalama +standart sapma)

Kontrol (Foca) A bolgesi p>0.05
(21,11 £9,85) (24,96 £20,74)

Kontrol I bolgesi p>0.05
(21,11 £9,85) (34,7 £20,07)

Kontrol G bolgesi p>0.05
(21,11 £9,85) (29,82 +£15,23)

Kontrol Aliaga bolgesi p>0.05
(21,11 £9,85) (27,88 £19,05)

* . Anova (Kruskal-Wallis) ve Dunn Coklu Karsilastirma Yontemi



Sekil 23: Kefal balik kas dokularinda Cd dlgiim sonuglarinin karsilastiriimasi (degerler

ng/g yas agirlik Gzerindendir)

Crtalamalar ve
standart sapmalar
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1IV.3.3 Kefal Baligi Kas Dokusunda Hgq Olciim Bulgulan

Kefal baligi kas dokusunda AAS ile civa metali dlcimi sonucu elde

edilen verilerin 6zeti Tablo 18’de verilmistir.

Tablo 18: Avlanma boélgelerinde kefal bali§i kas dokusunda dlgtlen Hg metal dederleri

(degerler ng/g Gizerindendir)

Boélge: Kontrol A 1 G Aliaga

bolgesi Korfezi
Ortalama: 39,81 42,5 28,45 15,01 32,83
N: 15 17 5 8 30

Std sapma: 13,79 22,24 23,74 11,91 23,03




Non parametrik Anova testi olan Kruskal-Wallis yontemi ile her bdlgenin
degderi siniflandirilip ortalamalari alinmis, bu degerler arasinda Dunn Coklu Karsilastirma
Yoéntemi ile istatistiksel hesaplamalar yapilmistir. Civa i¢in hesaplanan bu degerler
incelendiginde, kontrol bdlgesinde bulunan sonuglar ile, Aliaga Korfezinin tamaminda, ya
da ayri ayri avlanma bodlgeleri sonuglari arasinda anlamh bir fark elde edilememistir
(p>0.05).

Tablo 19: Civa igin Dunn’un Coklu Karsilastirma testi sonucu bdlgeler arasinda olusan

farklarin istatistiksel sonuglari (ng/g, ortalama tstandart sapma)

Kontrol (Foca) A bolgesi p>0.05
(39,81 £13,79) (42,5 £22,24)

Kontrol I bolgesi p>0.05
(39,81 +13,79) (28,45 +£23,74)

Kontrol G bolgesi p>0.05
(39,81 +£13,79) (15,01 £111,91)

Kontrol Aliaga bolgesi p>0.05
(39,81 +13,79) (32,83 £23,03)

* . Anova (Kruskal-Wallis) ve Dunn Coklu Karsilastirma Yontemi
Sekil 24: Kefal ballk kas dokularinda Hg o&lgim sonuglarinin karsilastiriimasi

(degerler ng/g yas agirhk Uzerindendir)

Ortalamalar ve
standart sapmalar
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1IV.3.4 Kefal Baligi Kas Dokusunda Pb Olgiim Bulgulari

Kefal baligi kas dokusunda AAS ile kursun metali 6lcimU sonucu elde
edilen verilerin 6zeti tablo 20°de verilmisgtir.
Tablo 20: Avlanma bdlgelerinde kefal bali§i kas dokusunda dlgtlen Pb metal degerleri

sonuglari (degerler ng/g Uzerindendir).

Bdélge Kontrol A 1 G Aliaga
bolgesi Korfezi

Ortalama: | 441,6 717,86 134286 467,82 755,35

N: 15 17 5 8 30

Std sapma: | 142,74 148,65 194,64 295,01  348.6

Degerler non parametrik Anova testi olan Kruskal-Wallis yontemi ile her
bdlgenin degeri siniflandirilip ortalamalari alinmis, bu degerler arasinda Dunn Coklu
Karsilastirma Yontemi ile istatistiksel hesaplamalar yapilmistir. Kursun icin hesaplanan
bu degerlerin arasindaki fark degerlendirildiginde, Aliaga Koérfezinin, kontrol bodlgesine
gore anlamh derecede kirli oldugu saptanmistir (p<0.001). Korfez i¢i kendi arasinda
degerlendirildiginde, | bolgesi degerlerinin kontrol grubu degerlerinden ¢ok ylksek oldugu
(p<0.0001) saptanmistir. Yalniz G balik avlanma bdlgesinden elde edilen sonuglar,
kontrol boélgesinden elde edilen sonuglarla karsilastirildidinda, istatistiksel bir anlamlilik

bulunamamistir (p>0.05).

Tablo 21: Pb i¢cib Dunn’'un Coklu Karsilastirma testi sonucu bélgeler arasinda olusan

farklarin istatistiksel sonuglari (ng/g, ortalama tstandart sapma).

Kontrol (Foca) A bolgesi p<0.05
(441,6 = 142,74) (717,86 £148,65)

Kontrol I bolgesi p<0.001
(441,6 = 142,74) (1342,86 £194,64)

Kontrol G bolgesi p>0.05
(441,6 +142,74) (467,82 £295,01)

Kontrol Aliaga bolgesi p<0.01
(441,6 +142,74) (755,35 +£348,6)

*: Anova (Kruskal-Wallis) ve Dunn Coklu Karsilastirma Yontemi



Pb miktari

Sekil 25: Kefal balik kas dokularinda Pb élgiim sonuglarinin karsilastiriimasi
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*: p<0.05 Anova (Kruskal-Wallis) ve Dunn Coklu Karsilastirma Yodntemi
**: p<0.01 Anova (Kruskal-Wallis) ve Dunn Coklu Karsilastirma Yodntemi
***: p<0.001 Anova (Kruskal-Wallis) ve Dunn Coklu Karsilastirma Yontemi




V. TARTISMA

GunUimuizde teknolojik ve endulstriyel gelismelere paralel olarak ¢ok
gesitli insan aktiviteleri sonucu sucul cevre, oldukga fazla sayida kimyasal veya
ksenobiyotik tarafindan gittikce artan oranda tehdit edilmektedir. Bu kimyasallar basta
ortamda yasayan sucul organizmalar olmak Uzere onlari besin kaynagi olarak tiketen

insanlar ve batun ekosistem igin buylk tehlike arz etmektedir.

Deniz ekosisteminin yaklasik 60,000 farkli kimyasal bilesige maruz
kalmis oldugu tahmin edilmekte qup1, yuksek derecede kirlenmis alanlarda yasayan balik
popullasyonlarinda patolojik lezyonlar ve neoplasmlar goérilmekte; bu lezyonlarin
sikhginin  sedimetlerdeki toksik kontaminantlarin  duzeyi ile ilgili oldugunu

duistintimektedir’.

Sunulan arastirma Aliaga Korfezinden saglanan kefal (Liza saliens)
baliklarinda yiiritilmustir. Aliaga Koérfezi Ege Denizi kiyilarinda Izmir sehrine yakin,
petrol rafinerisi, kagit endustrisi gibi genis miktarda endustriyel aktivitelerin oldugu bir
bélgedir. Bu endUstrilesmenin getirileri, kentsel atiklarin kérfeze bosalmasinin yani sira,
dinyanin beginci blylk gemi sokim tesisleri de bu bdlgenin yakininda yer almaktadir.
Daha 6nceden bu bdlgedeki kirliligin sonuglarina yonelik ulusal bir bilgi mevcut degildir.
Bu yonu ile yapilan galisma, bu boélgenin kirliligi hakkinda ilk bilgileri saglamasi agisindan

onem tasimaktadir.

Bu bdlge dulkemiz icin ekonomik degeri yiuksek pek cok sanayi
kurulusunun bir arada bulundugu bir bélgedir. Bu ¢alismanin amag ve sonugclari arasinda,
sanayinin yodun olarak yasandigi bu bdlgedeki sucul kirlenmenin belirlenmesi, gerek bu

bdlgede gelisebilecek insana ve gevreye yonelik risklerin belirlenmesi agisindan gerekse



bdlgede yapilacak olan ileri ¢calismalarda sorunun kaynaginin belirlenmesine yardimci

olmak da yer almaktadir.

Calismalarimizda kefal (Liza saliens) baligi kullaniimistir. Kefal, pelajik
yasayan ve Kirli sulara olan tolerasindan dolayi ¢evresel biyoizleme igin tercih edilen bir
balik turiidir'®. Kefal baligi mikrozomal EROD aktivitesi 6lciimi, balik karacigerinden
elde edilen mikrozomlardaki CYP1A1 proteinin, substrat 7-etoksiresorufinden olusturdugu
reaksiyon neticesinde meydana gelen resorufin miktarinin, florometrik tayini ile

gerceklestirilmistir.

Biyogdstergelerin genis alandaki organizmalara uygulanabilmeleri, erken
uyarici testler olmalari, duyarli ve 6zguin 6zellikte olmalari en énemli dzellikleri olarak
siralanabilir. EROD enzim aktivitesi bu biyogdstergelerden biridir ve 6zellikle karacigerde
bulunan CYP1A’nin PAH’lar, PCB’ler, PCDD/F’lere maruziyette induksiyonunun bir

gostergesi olarak baliklarda, kuslarda ve insanda kullaniimaktadir® ' ',

Biyoizleme araci olarak EROD aktivitesi, toksik dizlemsel yapilara
(6rnegin PAH’lara) yakin zaman igindeki maruziyet hakkinda bilgi vermektedir. Bu

nedenlerden dolayi EROD, ¢ogunlukla erken uyari sistemi olarak tanimlanmaktadir’®.

Calismalar agikga gostermistir ki, balik sitokrom P450 veya
monoksijenazlari memeli benzerleri ile ortak 6zellikler paylasmaktadlrlar1. Sitokrom P450
formlari arasinda sitokrom P4501A1 karsinojenlerin, mutajenlerin ve gevresel kirleticilerin
metabolizmasindaki rollerinden dolayl bir Ustlinlide sahiptir. Bu 6zelliginden dolayi,
kimyasal kirleticilere maruziyetin belirlenmesinde simdiye kadar en iyi karakterize edilmis
ve en sik kullanilan biyokimyasal gésterge sitokrom P4501A bagimli Karma Fonksiyonlu

Oksidazlarin indiiksiyonudur’®.



Ksenobiyotiklerin metabolizmasi igin balikta gerekli enzimlerin azhdi veya
yoklugunun ilk kez ileri sdrdldigd 1962 yilindan bu yana, 6zellikle petrol-yad
hidrokarbonlari, kagit hamuru fabrika pis suyu, endustriyel ve sehir kanalizasyonu ile
kontamine bolgelerden elde edilen baliklarda artmis CYP1A ve bununla baglantil
arilhidrokarbon hidroksilaz (AHH)ve/veya 7-etoksiresorufin O-deetilaz (EROD) aktiviteleri,
adi gecen bodlgelerdeki kimyasallarin yarattigi cevresel kontaminasyonun biyolojik
izlenmesinde balikta en ¢ok yararlanilan biyokimyasal 6lgim yijntemleridir”’ 2 Ozellikle
CYP1A subfamilyasi, karsinojenik ve mutajenik etkili PAH’lar ve poliklorlanmig
hidrokarbonlarin (PCB, PCDD/F’ler, pestisitler gibi) yarattigi ¢evre kirliligi sonuglarinin
degerlendiriimesinde biyolojik tanimlayici “biyogdsterge” olarak son derece énemli bir role

13,14,39,75

sahiptir

Ozellikle P4501A izozimi, PAH, PCB ve dioksin gibi kimyasallarin reaktif
ara Uruinlere dénusumlerini kataliz eder. PAH’larin bir Giyesi olan ve petrol Urinlerinde ve
endustriyel atik materyallerinde bulunan benzo-a-piren, mutajenik ve karsinojenik forma

CYP1A1 tarafindan kataliz neticesinde doéniismektedir'".

Bir ¢cok PCDD ve PCDF izomeri balkta EROD aktivitesini
indUklemektedir. Laboratuarda 2,3,7,8-TCDD gibi prototip AhR ligandi ile yapilan
calismalar, bir ¢cok tliirde EROD indiiksiyonuna yol agtigini géstermektedir (Tablo 5).
Alabalik ile yapilan galismalar ile oral 0.072 pg/kg.bw 2,3,7,8-TCDD dozun, EROD
induksiyonu igin esik deger olarak bulunmus olup, ¢alismalar yalniz alabalik ile sinirl
olmayip, diger balik tirlerinde de baliklarin bu kimyasala EROD indiksiyonu olarak

hassas oldugunu gostermektedir' "> 7.

Baliklardaki PCB konsantrasyonlari PCDD/F’ler ile karsilastirildiginda,

kontamine bodlgelerde pg/kg'dan mg/kg seviyelerine kadar ¢ikmakta olup, dinya



genelinde bir ¢ok balk tirinde saptanm|§t|r168. PCDD ve PCDF’lere benzer olarak
PCB’lerin de EROD indiklenme potansiyelleri AhR afinitelerine bagdl olmaktadir. Lateral
klor slbstitisyonlarini 4 ve 4 konumda iceren ve en az bir klor pozisyonunda oldugu
tirler potent Ahr Iigandlar|d|r15. 3,3',4,4’-tetraklorobifenil (PCB77), 3,3',4,4’,5-
pentoklorobifenil (PCB126) ve 3,3',4,4°,5,5'-hekzaklorobifenil (PCB169), cevresel
orneklerde surekli saptanan ve gugli AhR agonistleri olan ornekler'®® olup, baliklarda
genellikle orta ve guc¢li EROD indUkleyicisi olarak bilinirler (Tablo 5).
Yurdumuzda 1998 yilinda yapilan bir ¢calismayla Aring ve $en169, izmir
Korfezinin en ¢ok kirlenmis bdlgesinden yakalanmis kefal baliklarindan CYP4501A’yi
saflastirip, katalitik, spektral, elektroforetik ve immunokimyasal 6zelliklerini analiz ederek
karakterize etmiglerdir. Bu calismanin ardindan, izmir kérfezinin gesitli bolgelerinden
saglanan dil baligi ve kefal baliklarinda CYP1A ile iligkili EROD aktivitesi indiksiyonu ve
CYP1A’nin immunokimyasal saptanmasi yoninde calismalar yapmislardir. Aring ve
Sen’in yapmis oldugu ¢alismalar sonucunda izmir Kérfezinin Pasaport bdlgesinin ve diger
numune alinan korfez igindeki diger bolgelerin temiz kabul edilen referans noktasina gére
anlamli derecede kirli oldugu saptanmistir (p<0.001). Bu g¢alismalar sonucunda tespit
edilen artmig EROD aktivitesinin, izmir Kérfezinin PAH’lar, PCB’ler ve diger organik
kirleticilerle kirlendigi seklinde yorumlamlslardwgs. Aring ve arkadaslarinin 2001 yilinda
yaptiklari izmir Kérfezinin kirliligini ortaya koyan diger bir gal|§,mada98 da, izmir Kérfezi
icindeki Pasaport bolgesinin EROD aktivitesinin referans bolgede Olglilene gore anlamli
derecede farkh olmasi (p<0.0001), izmir Koérfezi igindeki yiiksek hidrokarbon kirliligine
baglanmistir. Aring ve arkadaslarinin izmir Kérfezinin yapmis oldugu bu calismalar

93, 98, 99, 169

disinda yurdumuzda, EROD aktivitesi 6lgllerek kirliligin belirlenmeye ¢alisildigi

baska calismalar bulunmamaktadir.



Yurdumuzda yapilmis ve yukarida bildirilen EROD aktivitesi ile ilgili
g¢alismalarin 6lgim sonuglari ile bu ¢alismada bulunan degerlerin karsilastiriimasi Tablo

22’'de sunulmustur.

Tablo 22: Turkiye’de yapilan EROD aktivitesi 6l¢gim sonuglarinin, bu c¢alismanin

sonuglari ile karsilastiriimasi

Tir EROD enzim aktivitesi

(pmol rez./dak/mg protein) Referans
Liza saliens Bu calisma
2531.1£3395.4 (Aliaga Korfezi degeri)
Liza saliens 46.33 +16.180 Bu g.ahsma“ _
’ ’ (kontrol bolgesi degeri)
Liza saliens 93
1293 298 (izmir Kérfezi Pasaport bdlgesi)
Liza saliens 93
2519 (korfez digi referans bélge)
Liza saliens 98
883 £172 (Izmir Kérfezi Pasaport bélgesi)
Liza saliens 98
11 £2 ) "
(korfez disi referans bolge)

Bu calismada elde edilen EROD aktivitesi sonuglari ile Aring ve ark.
calismalar arasinda paralellik mevcuttur. Cinki sunulan ¢alisma da dahil olmak lzere
bu caligsmalarin hepsinde temiz oldugu ddstnulen kontrol bdlgesi ile Kirli oldugu
dusunulen bdlgeler arasinda istatistiksel olarak buytk anlamlilik tagiyan EROD aktiviteleri
farkhliklar balik karacigerinde belirlenmisgtir.

90-92, 94, 95
. Bu

Bu konuda dinyada yapilimis pek ¢ok arastirma vardir
arastirmalarda her ne kadar farkh balik tirleri kullaniimis olsa da elde edilen sonuglar, bu
c¢alismanin sonugclarini destekler niteliktedir. Nitekim Sole ve arkadaslari, sazan baliginda
gerceklestirdikleri Qallsmalarmdaﬂo, 347 195 (pmol rez/dak/mg protein) EROD aktivitesi
Olcim degeri ile, referans bdlge arasinda anlamli bir fark tespit edebilmislerdir.
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Orrego’nun 2006 yilinda Sili’'de alabaliklarla yapmis oldugu arastirmalarinda * ', kirlilige

bagh olarak, EROD aktivitesinde 2 ila 4 kat artma tespit etmislerdir. Tim bu ¢alismalar,




EROD aktivitesinde meydana gelen indiksiyonun Kirlilik nedeniyle gerceklestigini ve

tespit edilen bolgelerde kirliligin géstergesi oldugunu belirtmiglerdir.

Kefal baliklarinda elde edilen EROD aktiviteleri 1siginda, Aliaga
Koérfezininde basta PAH ve klorlu hidrokarbonlar olmak Uzere bu tip kimyasal maddelerle
kirlendigi ileri sardlebilir. Bu kirliliklerin kaynaginin belirlenmesi ise ileride yapilacak
¢alismalarin sorumlulugundadir. Bu kaynaklardan ilk akla gelenler petrol isleme tesisleri

ve kentsel atiklarin neden olabilecegidir.

EROD aktivitesi galismalarinda hata yapiimadiginin gésterilmesi Western
blot analizi ile gergeklestirilebilmektedir. Farkli yakalanma noktasindan yakalanan Liza
saliens karaciger mikrozomlarinda yapilan Western blot analizi sonuglarinda, P4501A1
antikorunun kefal karaciger mikrozomlarina olduk¢a gugli bicimde baglandigini ortaya
koymaktadir. Bu sonuglar, bize ¢alisma alanlarindan toplanan kefal baliklarinin ylksek
EROD aktivitesine paralel olarak yiksek sitokrom P4501A1 protein seviyesine de sahip
olduklarini gostermekte olup, boylece EROD aktivitesi dlgimleri ile bulunan sonuglarin

saglamasi yapiimigtir.

Biyolojik gelisimleri suresince canlilar etrafinda karsilastiklari metallerin
fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinden faydalanarak hayati fonksiyonlarini gergeklestirmede
kullanmislardir. Ancak gelisen endUstri ve sanayi ¢evrede bulunan metallerin dagihmini
(miktar ve cesit olarak) degistirmesi neticesinde degisen maruz kalma, canlilarda toksik
etkilere neden olmaktadir. DUslUk dozlarda hayati 6nem arz eden ve esansiyel element
olan bir metal ylksek dozlarda biyolojik yapilarla geri doénlsimsiz etkilesimler

neticesinde konformasyonel degisiklikler yaparak toksik etkilere neden olmaktadir.

Cesitli endustriyel faaliyetlerden kaynaklanan atik sularin iginde bazen

eser miktarda, bazen de yuksek konsantrasyonlarda metaller bulunur. Metaller, ortamdaki



canli yasam Uuzerinde konsantrasyonlari ile orantili olarak toksik etki yaparlar18. Bu
maddeler arasinda en 6nemli grubu, agir metaller olarak adlandirilan Sb, Ag, As, Be, Cd,
Cr, Cu, Pb, Mn, Hg, Ni, Se, T, U, V, Zn elementleri olusturur. Bu metaller baliklarin basta
karaciger ve kas dokulari olmak UGzere c¢esitli dokularinda kimyasal Kkirlilige bagl olarak

gesitli konsantrasyonlarda saptanabilmektedirler™ ' '

. Bu metaller iginde Cr, disik
dozlarda yasamsal dongu igin gerekli oldugu bulunmustur ama Hg, Cd, ve Pb gibi bazi
metallerin, hicrelerde higbir gérev tanimlanmamuistir'’®. Hiicrede gbrevi olmayan bu tar

metaller genel olarak hiicrenin normal igleyis mekanizmasini bozarak etki gosterirler.

Sucul ¢evreye agir metaller antropojenik aktiviteler, atmosferik tasinma
ve erozyon yoluyla ulagsmaktadir. Yikihmlari mimkin olmadidi ve sucul organizmalarda
birikme egilimi gosterdikleri igin sucul ekosistemin en dénemli Kirleticileri arasinda yer

almaktadirlar'’.

Sucul ¢evrenin metaller ile kirlenmesinin arastirimasinda suyun metal
tayini analizleri, 6rnekleme anindaki konsantrasyonu verdigi icin belirli araliklarla
tekrarlanma gerekliligi dogurmaktadir. Bunun yaninda baliklar gibi suda yasayan

organizmalarda yapilacak metal tayinleri, kirliligin derecesini daha iyi yanS|tmaktad|r173.

Calismamizda da baliklarda maruz kaldiklari metal miktarlarinin tespiti
amaciyla kas dokularinda metal dlgimlerine gidilmistir. Kas dokusunda metallerin tayinin

yapildigi pek gok calisma meveuttur'®'®

. Bunun yani sira bu galismada karacigerde
metal analizlerinin yapilmama nedeni olarak doku yetersizligi gosterilebilir. EROD tayini

yapilmasi nedeniyle yeterli karaciger érnekleri saglanamamistir.

Sunulan c¢alismada degerlendirilen metallerden biri kurgundur. Elde
edilen degerler sonucunda, bolgede en yiksek kursun degerleri rafineri bolgesi icinde yer

alan “I” avlanma bdlgesinde (1342,86 +194,64 ng/g) ve rafineri bodlgesinde (755,35



1348,6 ng/g) gdzlenmis olup kontrol bodlgesi degerlerinden (441,6 +142,74 ng/g) farki

istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.01).

Tablo 8'den de gorilebilecegi Uzere, Turkiye'de bir ¢ok c¢alismada
baliklarda Odl¢llen kursun degerleri bu galismada Olgllen de@erlerden daha ylksek
oldugu goérulmektedir. Bu calismada da kursun degerleri, avlanma bdlgeleri arasinda
oldukca degismekte olup, kontrol bélgesi ile kiyaslandiginda rafineri bdlgesi icinde yer
alan | bélgesinden avlanan baliklarda en yuksek kursun dizeyleri saptanmistir (p<0.01).
Ayni karsilastirma “G” bdlgesi igin yapilinca, istatistiksel olarak anlamli bir sonug elde

edilememektedir.

“” bolgesinde baliklarin, bdlgeye gelen gemilerden ve rafineri
atiklarindan ve kentsel atiklardan aldigi kursun miktari ile kirlenmis oldugu
dusunulmektedir. Bolgenin sehir kanalizasyonunun bir bdlimu bu boélgeye akmaktadir.
Aliaga Korfezi icin olgllen toplam kursun degerleri, Tirk Gida Kodeksinin izin vermis
oldugu 1mg/kg’hk degeri gegmemekteyken, rafineri bolgesi iginde yer alan | bdlgesinde
Olgllen kursun degerleri Turk Gida Kodeksinin izin vermis oldugu 1mg/kg’lik degeri
gecmektedir. Kabul edilebilir seviyelerin Ustinde kursun tiketimi 6zellikle genglerde

gelisim problemleri yaratabilecedi unutulmamalidir.

Calismamizda degerlendirmeye alinan diger bir metal civadir. Metalik
haldeyken bakteriler nedeniyle metillenerek organik tlirlere gevrilen ve organizmalarca
rahatlikla alinan civa, bu 6zelligi nedeniyle besin zincirinde birikme egilimindedirw. insana
kadar ulasip toksik etkilerini gésterebilen civa en genis ¢aph toksik etkisini, Japonya’nin
Minamata Korfezinde yasayan halkta géstermistir. Cevreye endustriyel atiklar iginde
salinan metalik civa, organizmalarin organik hale doénustp, baliklar tarafin

absorblanmistir. Besin zinciri boyunca biriken ve bu baliklarla beslenen bdlge halkinda en



yuksek seviyeye ulasan civa, 10000°’den fazla insanin zehirlenmesine, 2000’e yakin

kisinin 6limine neden olmustur.

Sunulan galismada rafineri bolgesi civa degerleri ile (32,83 +23,03 ng/g),
kontrol bolgesinde dlglilen civa degerleri (39,81 +13,79 ng/g) arasinda anlamh bir fark
bulunmamaktadir. Degerler, Tirk Kida Kodeksinin belirledigi 0.5mg/kg degerinin
altindadir. Bu degerler 1s1ginda, ileride civa igin miktar tayininin, karaciger érneklerinde

yapilmasi daha yararli olabilecektir.

Soguk buhar olusturmali AAS ile civa tayinlerinde tim organik civa
bilesiklerinin yikilama iglemi sirasinda mineralize edilmesi ve Ornedi parcgalarken
kaciriimamasi énem arz etmektedir. Mobilitesi yiksek olan bu elementin yikilama islemi

sonucunda bekletimemesi daha uygun olmaktadir'

. Bunun yaninda soguk buhar
yontemi civa tayininde oldukga tekrarlanabilir sonuglar vermektedir. Calismalarimizda bu
konulara dikkat edilmis, yikilama sirasinda ¢ozelti buhari ile civanin ugmamasi igin,

yikilama sicakliklari basamak basamak yukseltimis ve numuneler bekletiimeden

calismistir.

Dogal civa kirlenmesi icin baliklarda 0.5 mg/kg’a kadar kabul edilebilir

sayllmakta'”

olup bu deger, Tirk Gida Kodeksinde de limit deder olarak kabul edilmistir.

Krom esansiyel Ozellikte bir element olup, o6lgcimi yapilan diger
metallerden bu 6zelligi nedeniyle ayriimaktadir. Fakat kromun +6 degerlikli yapisi,
oldukga toksiktir. Krom(VI) insan karsinojeni olarak siniflandiriimaktadir'®®. Sivi krom +6
bilegiklerinin bakterilerde gen mutasyonlarina yol actidi, insan epidemiyolojik

calismalarinda da akciger kanseri insidansini arttirdigi bilinmektedir'.



icme sularinda, WHO tarafindan icme suyunda bulunacak krom(VI)

miktari igin maksimum deger 0.05 mg/L olarak belirlenmistir.

Krom, Cd ve Pb tayininde oldudu gibi, Elektrotermal Atomlastiricili
Atomik Absorpsiyon Spektrometresi kullanilarak tayin edilmistir. Calismamizda rafineri
bdlgesi icin dlclilen degerler (113,14 90,85 ng/g), kontrol bolgesinde 6lglilen dederlerden
(22,49 116,408 ng/g) istatistiksel olarak anlamli olacak derecede farkhdir (p<0.001).
Turkiye’'de sucul canlilarda krom élgiimleri iskenderun kérfezinde yapilmis bir calisma ile
sinirl kalmaktadir. Yilmaz ve arkada§lar|n|n166 iskenderun Korfezinde gergeklestirdigi bu
calismada krom degerleri ortalamasini 1.46 +0.53 ug/g cinsinden bulmuslardir. Olgiilen
degerler agisindan, Cr igin, insan aktiviteleri ve sanayilesmenin oldukg¢a yogun oldugu

iskenderun kérfezi ile Aliaga korfezi arasinda bir paralellik gériilmektedir.

Kadmiyum agir metal Kirliliginden sorumlu 6énemli metallerden biridir.
Pillerin yapiminda yaygin olarak kullanilan kadmiyumun mesleksel maruziyeti hakkinda
tutarh ve birbiri ile uyumlu epidemiyolojik galismalardan akciger kanseri igin yeterli fakat
diger kanser tarleri icin kisitl delillerin varligi ortaya konmustur. Bunun yani sira deney
hayvani g¢alismalari da; kadmiyumun karsinojenik etkileri hakkinda yeterli veri elde

edilmesine yardimci olmustur’® "'°.

Yarattigi toksisitenin ana nedenleri arasinda ¢inko igeren enzimlerle
vicutta yarigmasidir. Cinko, biyolojik sistemde olduk¢a énemli bir element oldudu halde,
kimyasal yapisi ¢inkoya bu kadar benzer olan kadmiyum, biyolojik sistemde ¢inkonun

islevlerini higbir sekilde yerine getiremez”g.

Kadmiyum icin Turk Gida Kodeksine gdre, baliklarda bulunabilecek limit

degeri 0.1 mg/kg olarak belirlenmistir.



Kontrol bdlgesi kadmiyum degerleri (21,11 £9,85 ng/qg) ile rafineri bolgesi
kadmiyum degerleri (27,88 19,05 ng/g) arasinda anlamh bir fark saptanmamistir
(p>0.05). Yine Turkiye’de vyapilan c¢alismalar ile karsilastirmalar yapacak olursak,
Kargin'in'®® Seyhan nehrindeki Capoeta barroisi bali§i kas dokusunda 6lgmiis oldugu
2.9ug/g ila 10.9ug/g arasindaki Cd seviyelerine gore, Aliaga korfezinde 6lgtilmis olan Cd
seviyeleri oldukga dusik kalmakta olup, Tirk Gida Kodeksinin belirlemis oldugu 0.1

mg/kg degerinin de oldukga altindadir.

Calismada balik kas dokusunda kursun ve krom degerlerinin temiz
bdlgeden saglanan baliklardaki degerlerle karsilastirildiginda oldukga ylksek ¢gikmasi bu
bdlgede bu metallere istenmeyen bir maruziyetin s6z konusu oldugu seklinde
yorumlanabilir. Bu metallere ait kirlilik kaynaklari olarak da sehir atik sulari, yakinlardaki
gemi s6kim merkezi, kérfeze giren tanker ve diger gemiler goésterilebilir. Gelecekte bu

kaynaklarin belirlenmesine yonelik arastirmalara ihtiyag vardir.

Sunulan galisma gerek saptanan EROD aktiviteleri gerekse belirlenmeye
cgalisilan agir metaller géz 6nune alindiginda yurdumuzda bu konuda yapilmis ilk
¢alismadir. Bu yonlyle de daha énce ¢ok az sayida da olsa yapilmis ¢alismalardan
Ustlnlik gdstermektedir. Yurdumuzda bu tir calismalarin artmasina ihtiyag vardir.
Ozellikle sonuglarin kirlilik yaptigindan siphelenilen kimyasallarin miktar tayinleri ile
desteklenmesi, kirlilik kaynaklari ve ilgili sorumlulari, saglikh bir cevre ve gelecek nesiller

icin 6nlemler almaya itecektir.



VLOZET

20. yuzyihn basinda kullanilan 1000 kadar kimyasal maddenin buylk
bolimi bitkisel, hayvansal ve mineral kaynakl iken bugin ¢odunlugu sentetik olmak
Uzere gevremizi saran kimyasal maddelerin sayisi 100.000 gegmekte ve her yil bu sayiya
1000 kadar yeni kimyasalin eklendigi hesaplanmaktadir. Bu kimyasallarin baslicalari
pestisitler, poliklorlanmig bifeniller (PCB’ler), poliklorlanmis dibenzodioksinler (PCDD’ler),
polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH’ler), radyonlklidler ve agdir metaller olarak
sayllabilir. Bu bilesiklerin yaygin kullanim ve cesitliliginin sonucu gerek akut gerekse
kronik maruziyete bagli olarak basta insan olmak Uzere balik, kus vb. hayvanlarda pek
¢ok istenmeyen etkiler ortaya ¢ikmaktadir. Clinkl bu bilesiklerin cogu doga kosullarinda
yillarca dayanikliik gosterip, dojada sediment, su toprak gibi c¢esitli kompartimanlarda
birikme &zelligine sahip bilesiklerdir. Ozellikle giinimiiz sucul gevresi sirekli ve artan
miktarlarda bu kimyasallarca kirletiimektedir. Cevrenin 6nemli bir kompartmani olan
sularin sayilan bu cevre Kirleticileri ile dedisik konsantrasyonlarda kirlenmesi insan ve
yaban hayat agisindan beklenmeyen tehlikelerin dogmasina neden olabilmekte, su flora
ve faunasini olumsuz yonde etkilemektedir. Bir bodlgedeki kirliligin varligi ve hatta
derecesi biyogostergelerin kullanimi ile saglanabilmektedir. EROD aktivitesi de, sucul
kirlenmenin izlenmesinde diinyada en ¢ok kullanilan biyogéstergeleri arasindadir.

Aliaga Korfezi Ege denizi kiyilarinda izmir sehrine yakin petrol rafinerisi,
kagit endustrisi gibi genis miktarda endustriyel aktivitelerin oldugu bir bdlgedir. Bu
endustrilesmenin atiklari, kentsel atiklarin korfeze bosaltiimasinin yani sira diinyanin
besinci blyuk gemi sékim tesisleri de bu bdlgenin yakininda yer almaktadir. Bu
bdlgedeki endustriyel aktivitelerden kaynaklanan kirliligin sonuglarina yodnelik olarak
ulusal bir bilgi mevcut degildir. Bu galismada Aliaga Korfezinde kefal baliklarinda (Liza

saliens) EROD aktivitesi tayini ile Cr, Hg, Pb ve Cd metalleri dlgtimleri yapilarak, bolgenin



metal kirliligi ve sucul sistemin PAH tipi kirlilikten etkilenip etkilenmedigi
degerlendirilmistir.

Aliaga Korfezi EROD aktivitesi degerleri (2531.1 1609.83 pmol
res./dak./mg protein), kontrol bdlgesi degerlerinden(46,33 +3.11 pmol res./dak./mg
protein) istatistiksel olarak olduk¢a farklidir(p=0.0004). Sonuglar Aliaga Korfezinde
kirliligin boyutlarina yonelik ilk bilgiler olup, bdlgenin PAH tipi kirleticiler ile yogun bir
kirllige maruz kaldigini gdstermektedir. Aliaga Korfezi Cr ve Pb 6lgim
sonuglarinin(113.14 +£90.85 ng/g ve 755.35 +£348.6 ng/g) kontrol bdlgesi dederlerine
gore(22.49 116.408 ng/lg ve 4416 =+ 14274 ng/g) farki istatistiksel olarak
anlamlidir(p<0.001 ve p<0.01). Aliaga Korfezinde, kontrol bdlgesine gére Pb ve Cr
kontaminasyonunu isaret ederken, Hg(Aliaga: 32.83 +23.03 ng/g, kontrol: 39.81 +13.79
ng/g, p>0.05) ve Cd(Aliaga: 27.88 £19.05 ng/g, kontrol: 21.11 +9.85 ng/g, p>0.05) dlgiim

sonuglarinda ayni istatistiksel fark bulunamamisgtir.



VI.LSUMMARY

There were around 1000 chemicals from plant, animal and mineral
sources used in the beginning of 20th century. Meanwhile the number of chemical
substances around the environment is over than 100.000 and every year roughly 1000
new chemicals are predicted to be added to the existed ones. These chemicals mostly
are pesticides, Polychlorinated biphenyls (PCBs), Polychlorinated
dibenzodioxines/Furanes, (PCDDs/Fs), polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs), radio
nuclides and heavy metals. As a result of common use and varieties of these
compounds, with regard to both acute and chronic exposure, numerous toxic effects on
human being, and on animals such as fish, bird etc. appears. Because most of these
compounds are persistent in the natural conditions and could accumulate in various
compartment such as sediment, water and soil in environment. The pollution of water,
which is important compartment of environment, with various concentrations of
environmental pollutants, would load to unexpected threats on human and wild life and
also affect the water flora and fauna in a negative way. Induction of cytochrome P4501A
and of its monooxygenase activity, namely 7-ethoxyresorufin O-deethylase (EROD)
activity, is widely used as a biochemical marker in biomonitoring of environmental
contaminants.

Aliaga Bay at the west coast of Aegean Sea nearby izmir, hosting a wide
range of industrial activities such as oil-refinery, paper factory. Although waste of these
industrialization, city sewer system are common causes of pollution, also World’s fifth
biggest ship-breaking area has been located near of this region. There is no national
documentation or research on determination of pollution resulted from industrial activities
in this area. In this study, the degree of induction of CYP4501A-associated EROD activity
in the liver and measurement of Cr, Hg, Cd, Pb metals will be used pollution deposit of

Aliaga Bay.



Difference EROD activity results between Aliaga Bay(2531.1 +609.83
pmol res/min/mg protein) and reference point(46,33 +3.11 pmol res/min/mg protein) is
statistically significant (p=0.0004). Thus obtained results from this study would be the first
information regarding Aliaga Bay, the results indicates that, Aliaga Bay has been heavily
polluted with PAH type contaminants. Aliaga Bay, Results of Cr and Pb analyzes for
Aliaga Bay (113.14 +90.85 ng/g and 755.35 +348.6 ng/g) are significantly different from
reference point(22.49 +16.408 ng/g and 441.6 + 142.74 ng/g) results (p<0.001 and
p<0.01). Outcomes indicate that the Bay has been contaminated with Pb and Cr, beside
there is no significant difference for the results of Hg(Aliaga: 32.83 £23.03 ng/g, control:
39.81 £13.79 ng/g, p>0.05) and Cd (Aliaga: 27.88 +19.05 ng/g, control: 21.11 +9.85 ng/qg,

p>0.05) metal measurements.
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