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OZET

Bu c¢alismada, kadmiyum (Cd)’un farkli konsantrasyonlarina 96 saat siireyle maruz
birakilan zebra midyesi (Dreissena polymorpha)’nde biyokimyasal yanitinin arastirtlmasi
amagclanmustir.

D. polymorpha organizmalar1 Su Kirliligi Kontrol Yonetmeligi (SKKY)’de su kalite
siniflarinda bulunabilirlik oranlarida géz oniline alinarak biri kontrol (0,00) 10ug/L Cd, 20
ug/L Cd ve 40 ug/L Cd olmak iizere 4 grup olusturulmustur. Kontrol grubu dahil 4 grupta
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), Glutatyon Reduktaz (GPx) enzim
aktivitelerindeki degisimler ile TBARS ve GSH seviyeleri ELISA kitleri kullanilarak
belirlenmistir.

D. polymorpha’nin SOD enzim aktivitesinde 24. saat uygulamasina bagli olarak her ii¢
konsantrasyonda da istatistiksel olarak 6nemli diizeyde azalma olmustur (p<0.05). CAT
enzim aktivitesi ise; tlim uygulama konsantrasyonunda anlamli derecede degisiklik
olmamistir (p>0,05). GPx enzim aktivitesinde ise; Cd uygulamasi sonrasi kontrole kiyasla
onemli bir artis bulunmustur (p<0,05). TBARS ve GSH seviyelerinde hem 24. saat hemde 96.
saatte kontrole kiyasla tiim Cd uygulama gruplarinda 6nemli diizeyde artig olmustur.

Cd’a kars1 D. polymorpha’da SOD, CAT, GPx enzim aktiviteleri ile TBARS ve GSH
seviyelerinde meydana gelen degisikliklere bakildiginda s6z konusu biyokimyasal yanitlarin
alindig1 parametrelerin biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi kanaatine varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Dreissena polymorpha, Kadmiyum, Antioksidan, Oksidatif stres,

Biyobelirteg



ABSTRACT

Some Biochemical Responses Against Cadmium of Zebra Mussels (Dreissena
polymorpha)

The aim of this study was to investigate the biochemical response of zebra mussel
(Dreissena polymorpha), which was exposed to different concentrations of cadmium (Cd) for
96 hours.

D. polymorpha organisms Water Pollution Control Regulation (SKKY), taking into
consideration the availability rates in water quality classes, one control (0.00) 10 pg / L Cd,
20 pg / L Cd and 40 pg / L Cd groups were formed. In 4 groups including control group,
changes in enzyme activities of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), Glutathione
Reductase (GPx) and TBARS and GSH levels were determined by using ELISA Kits.

There was a statistically significant decrease in all three concentrations of D.
polymorpha due to the application of SOD enzyme activity at 24 hours (p<0.05). CAT
enzyme activity; there was no significant change in the overall application concentration (p>
0.05). In GPx enzyme activity; A significant increase was found after Cd administration
compared to control (p<0.05). TBARS and GSH levels were significantly increased in all Cd
administration groups at 24 and 96 hours compared to control.

When the changes in SOD, CAT, GPx enzyme activities and TBARS and GSH levels
in Cd D. polymorpha were evaluated, it was concluded that these biochemical responses
could be used as biomarkers.

Keywords: Dreissena polymorpha, Cadmium, Antioxidant, Oxidative stress, Biomarker
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ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {iizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢aligma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakg¢ada yer verdigimi ve higbir sekilde “intihal
icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla ilgili yaptigim bu beyana
aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya g¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglari
kabul ettigimi bildiririm.
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KISALTMALAR
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LPO :Lipid peroksidasyonu
OP :Organofosfat

SOD :Siiperoksit dismutaz
AChE :Asetilkolinesteraz

As :Arsenik

ATP :Adenozin trifosfat
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EDTA :Etilendiamintetraasetikasit
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1. GIRIS

Diinyamiza uzaydan bakildiginda yeryiiziiniin yaklasik olarak % 75°lik kismin1 kat1
ve sivi haldeki su kiitlesinden olusturdugu goriilmektedir. Goriilen bu suyun yaklasik
olarak % 96,5’lik kism1 okyanuslarda, geri kalan kismi1 kutuplarda, gollerde, akarsularda ve
yer altinda bulunmaktadir. Gezegenimizdeki sular siirekli bir dongii halinde oldugundan
sabit kalmazlar, siirekli bir formdan baska bir forma doniisme halindedir. Bu doniisiimler
yeryliziindeki iklimsel degisimlere de sebep olmaktadirlar. Su yasamin temel bilesenidir.
Suya ihtiya¢ duymayan hicbir canli tirti yoktur. Collerde yasayan canlilar bile
atmosferdeki ya da topraktaki mevcut ¢cok az miktarlardaki suyu kullanmaktadirlar. Bu
kadar hayati bir 6neme sahip olan su kaynaklarimizi maalesef geregi gibi kullanmiyoruz.
Su kaynaklarimizin biiytik bir kismini tarim ve hayvancilikta kullanilan kimyasal maddeler
ve evsel atiklar ile kirletiyoruz. Biitin bu kirlenmelere ilave olarak mevcut su
kaynaklarimizin plansiz ve asir1 kullanilmasi sonucu tatli su ekosistemlerimizin biiyiik bir
cogunlugu bozulmus durumdadir. Buna bagl olarak su kaynaklarmin iyi yonetimi ve
sirdiiriilebilirligi ¢agimizin en 6nemli sorunlari arasinda yer almaktadir. Bu nedenle
mevcut su kaynaklarimizin {izerindeki risklerin ortaya konulmasi ve gerekli onlemlerin
alinmas1 gerekmektedir. Son yillarda diinya genelinde artan niifusun besin ihtiyacini
karsilamak icin tarim ve hayvancilikta verimi artirmak amaciyla pestisit ve insektisit
kullanimi asir1 derecede artmis durumdadir. Tarim ve hayvancilikta kullanilan bu kimyasal
maddeler hedef organizmalarin disinda kalan ve hedef olmayan organizmalara da ¢ok zarar
vermektedir. S6z konusu bu zirai ilaglar ylizey sular1 ve yer alti sularina karigarak
ekosistemi bozmakta ve i¢inde yasayan organizmalar1 etkileyerek ekonomik kayiplara
neden olmaktadir. Bu nedenle tarim ve hayvancilikta kullanilan kimyasal maddelerin
kontrollii kullanilmasi, kimyasal miicadele yerine biyolojik miicadele yollarinin segilmesi
hem c¢evre hem de insan sagligi bakimindan olduk¢a &nemli ve gerekli bir durumdur.
Ciinkii Birlesmis Milletler verilerine gore her 9 kisiden biri temiz su kaynagina ulagamiyor.
Buna ilaveten yeryiiziindeki su kaynaklar1 her gegen giin biraz daha kirleniyor ve insan
yararina kullanimindan biraz daha uzaklasiyor. Bu nedenle mevcut su kaynaklarimizin
ekonomik, c¢evresel ve sosyal faydalar1 bakimindan en verimli bir sekilde

degerlendirilmesinin saglanmasi1 gerekmektedir. Bu amagla su kaynaklarinin mevcut



yasalar ¢ergevesinde kontrol altina alinmasi ve toplumun bu konuda bilinglendirilmesi ¢ok

biiyiik bir 6nem arz etmektedir.

1.1. Su

Su yeryliziindeki canlilar i¢in hayati oneme sahip bir elementtir. Toplumlarin
gelismisglik seviyeleri ve yasam kalitelerinin belirlenmesi, canliligin siirdiiriilebilirligi i¢in

en 6nemli dogal kaynaktir (Tokatli, 2012).

1.2.  Su Kirliligi

Sucul alanlarin igerisinde ¢ok sayida tlir yasamsal faaliyetlerini siirdiirmekte, bu
tiirlerin bircogunu besin olarak kullandigimizdan sularda olabilecek kirlilikler, besin zinciri
ve ekolojik dengeyi etkiler. Su kirliliginin, sucul alan ve ¢evresinde bulunan canlilar
dogrudan etkiledigi bilinmektedir. Bu nedenle kirliliklerin ¢evrenin yasam standartlarinda
olusturdugu diislisli anlayabilmek i¢in biyoindikatorler den faydalanilmaktadir. (Kazanci
ve ark., 1997).

Tarim ilacglari, yapay giibreler, deterjanlar, gemi tasimaciligi, petrol ve tlirevleri,
evsel ve endiistriyel atiklar vb. higbir 6n aritma islemi yapilmadan dogrudan denizel
ortama verilmekte ve ekosistemin bozulmasia sebep olmaktadir. Toksik kirleticiler su
ortamlarina ¢ogunlukla endiistriyel kaynaklardan ulagmakta bununla beraber atmosferin
de kaynak olabilecegi ortaya konulmustur (Hornbuckle ve ark., 1993).

Kirlilikten o6tiirii denizlerdeki ekolojik dengenin bozulmasi nedeniyle denizel
organizmalarin sayisinda azalmalar gozlenirken, insanlar tarafindan dogrudan beslenmek
icin tiiketilen tilirler (balik, molluska, krustase) ile insan sagligini riske sokmaktadir.

(Grimanis ve ark., 1982; Kocatas ve Geldiay, 1979; Uysal ve Tuncer, 1982).

1.3.  Sanayi Agir Metal Kirliligi

Agir metal, yogunlugu 5 g/cm3 ’ten yiiksek, diisiik konsantrasyonlarda bile toksik
etkiler gosterebilen metaller ve metaloidler i¢in kullanilan terimdir (Jarup, 2003).
Bakir, ¢inko, demir gibi bu tanima uyan agir metaller canlilarin bazi yasamsal

faaliyetlerinin devamlili1 icin gerekli fonksiyonlara sahip olup esansiyel metaller adiyla



adlandirilirlar. Kadmiyum, kursun, civa gibi agir metaller canlilar i¢in hi¢bir fonksiyonu
bulunmamasina karst diisiik konsantrasyonlarda dahi toksik olabilirler, non-esansiyel
metaller adiyla adlandirilirlar. Esansiyel metallerin de belirli dozlarin {izerinde toksik
olabilecegi bilinmektedir. (Jarup, 2003; Ozbolat ve Tuli, 2016; Ergéniil ve Atasagun,
2017).

Ozellikle endiistriyel atiklarda olan ve su kirliligi yapan en onemli inorganik
kirleticiler olan agir metaller, bosaltildiklar1 ortamda uzun zaman kalmalar1 , sucul
canlilarda toksik etkilere neden olmalar1 ve besin zinciriyle insanlara ulasip sagligimizi
tehlikeye soktulari i¢in ¢ok dnemlidirler. (Wildi ve ark., 2004; Kdse, 2007; Tokatli, 2012).

Sucul ortamlarda agir metaller ekosistem sagligini bozan biiyiik stres
kaynaklarindan biridir ve suda yasayan canlilar i¢in tehlike olusturmaktadir. (Del Valls ve

ark., 1998; Tiirkoglu, 2008; Tokatli, 2012).

1.4.  Kadmiyum (Cd) Kirliligi

Agir metal kirleticilerinden olan kadmiyum (Cd) diisiik konsantrasyonlarda dahi
toksik etkiye sahip ve zararhidir (Katalay ve Parlak, 2002; Asri ve ark., 2007).

Kadmiyum su ile bulustugunda en yiiksek c¢oziinebilirlilige sahip agir metaldir.
Yiiksek coziiniirliikten 6tiirti yaymmim hizi oldukga yiiksektir. Canlilarin yasami i¢in bir
gerekliligi de bulunmamaktadir. Cd+2 hali canlilar tarafindan biyolojik sistemlere alinir ve
birikir (Duffus, 1981).

Cd, metalloenzimlerdeki ¢inko (Zn), kalsiyum (Ca), bakir (Cu) ve demir (Fe)’in
yerine gecerek bu metallerin bagli olmayan tiirlerini artirir; glutatyon ve benzeri serbest
radikal siipiiriiciiler tiyol gruplarina baglanarak, katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD)
ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi antioksidan enzim faaliyetlerinie engel olur. Fenton
metalik olmamasina ragmen, siiperoksit ve nitrik oksit gibi serbest radikallerin {iretimini
saglar ve hiicre membranindaki bilesenlerin peroksidasyonuna, DNA bozunmasi ve protein
oksidasyonuna neden olabilecegi tahmin edilmektedir.Mitokondri membranindaki
sorunlar, kadmiyumun mitokondriden hiicrelere gecisine neden olur (Brzoska ve
Moniuszko-Jakoniuk, 2001; Waisberg ve ark., 2003; Bertin ve Averbeck 2006; Goktas,
2007).

Kadmiyum elle sekillendirilebilen ve levha haline getirilebilen glimiisi beyaz bir

metaldir. Kadmiyum, agir metallerin ¢ogunluguyla alagim olusturmak igin birlesir.
3



Cevrede yar1 omrii 10-25 y1l arasinda degisir. Kadmiyum dogada Cd S halinde, ¢inko filizi
ile birlikte bulunur. Metalik kadmiyum korezyona dayanikli oldugundan dolay1 genis
kullanma alan1 bulmaktadir. Alagimlarda, kadmiyum kaplamada, kadmiyum buharh
lambalarda, boya maddeleri yapiminda, cam boyanmasinda, cila yapimi gibi yerlerde,
lehim ve elektrik alanlarinda, pigmentlerde, plastik, ¢Op, pestisit, galvanize demir gibi
yerlerde kullanilir (Giiley ve Kural, 1978). Kadmiyuma maruziyet genel olarak hava, su ve
yiyecektir. Insanlarin kadmiyuma maruziyeti ise biiyiik ¢ogunlukla, sindirim (yeme) ve
solunum yoluyla olmaktadir. (Fleischer, 1974). Bu maruziyetinin en biiyiik kaynaklarindan
biri tiitiin sigarasidir. Her sigara yaklasik olarak 1,5 - 2,0 mg kadar kadmiyum igerir. Suyla
tasinan kadmiyum biiylik problemler olusturabilir. Kadmiyum su ortaminda ¢ok yaygindir.
Yiyecek tiiketimi, insanlar ve hayvanlar tarafindan kadmiyuma maruziyette biiyiik kaynak
olusturmada rol oynar. Ciinkii suda yasayan organizmalar kadmiyumun yliksek
miktarlarin1 6nemli oranda biriktirirler (Guthrie and Pery, 1980). Kadmiyumun kiigiik
miktarlar1 toksiktir. Ortalama ¢ilebilir su yaklasik 10 ppb kadmiyum igerir. Ortalama 2-3 L
su tiketildiginde glinde yaklagik 20-30 mg kadmiyum alinir (Friberg, 1974). Giinlik
yiyecekten alinan kadmiyum ise tahminen 35-90 mg dir. Agiz yoluyla kadmiyum
zehirlenmesi; siddetli gastrit, bulanti, kusma, diyare ve metalik lezzet hissi ile baglar.
Kronik zehirlenme ise hiperkronik anemi, biiylimenin durmasi eklinde kendini gosterir
(Giiley ve Kural, 1978). Ayrica kadmiyum hipertansiyon, kemik iligi iltihab1 gibi toksik
etkilere neden olmaktadir (Haris and Fobris, 1979).

1.5. Oksidatif Stres

Oksidanlar ve antioksidanlar arasinda bulunan dengenin oksidan lehine artmasi
seklinde tanimlanabilir. Aerobik canlilarla beraber oksijen kaynakli radikaller olusmus ve
oksidatif hasara kars1 bu canlilarin tamaminda antioksidan savunma sistemleri olusmustur.
Oksidatif stres, serbest radikal diizeyleri ile antioksidanlar arasinda dengeler bozuldugunda
olusmaktadir. Antioksidanlar zar yapisindaki doymamis yag asitlerinin oksidasyonlariin
engellenmesine neden olmakla birlikte antioksidanlarin lipitleri, proteinleri, niikleik asitleri
ve diger bazi makromolekiilleri koruma etkisinin varligi bilinmektedir. Antioksidanlar
arasinda glutatyon peroksidaz, katalaz, siiperoksit dismiitaz gibi enzimlerle metal

iyonlarini baglayan proteinlerde bulunmaktadir.



Oksidatif strese sebep olan serbest oksijen radikalleri ,en az bir eslesmemis
elektrona sahip, molekiiler agirhigr diisiik, kisa siire yasayan, kararsiz, etkin, aktif ara
bilesiklerdir (Abdollahi ve ark., 2003).

Molekiiler oksijen, hiicre igerisine c¢ok rahat girebilir ve hiicrede ¢ok fazla
kullanilir. Aerobik canlilarda serbest radikaller i¢in oksijen en dnemli kaynaktir, oksijen
tiirevlerinden baska karbon, kiikiirt i¢erikli radikaller de bulunmaktadir. Metal katalizorlii
reaksiyonlarin sonucunda, UV, X-ray ve gamma-ray isinlarinin radyasyonu esnasinda,
atmosferde mevcut bulunan kirletici maddelerle, enfeksiyon aninda nétrofiller ve
makrofajlar tarafindan iiretilerek, mitokondri-katalizli elektron tasima zinciri reaksiyonlari

olarak meydana gelmektedir (Cadenas, 1989).

1.6. Biyoindikatorler

Cevre kirliligi i¢inde onemli rol al alan agir metal gibi toksik maddeler sebebiyle
bir¢ok canli olumsuz yonde etkilenmis sagliklar1 tehdit edilmeye baslamistir. Giiniimiizde
biyoindikatdr canlilarla biyoizleme caligmalari yapmak yaygimlasmistir. Bu ¢aligmalar
toksik maddeleri biinyelerine alan biyoindikator canlilar {izerinde yapilmaktadir. Cevresel
sartlarin bozulmasiyla ekosistemde olusan etkiler tiim canlilar icin tehlikeli olabilme
thtimali bulundurmaktadir. Canli organizmalar dogas1 geregi bu olaylar karsisinda etki-
tepki verir ve bu sayede biyolojik yontemler ortaya ¢ikmustir boylece cevre kalitesini
belirleme ve izleme imkan1 bulunmustur. Biyoindikator canlilar, yasamsal fonksiyonlarini
degistirerek veya toksik maddeleri biinyelerinde biriktirerek c¢evre kirliligini gdsteren
canlilardir. Belirli bir tiirlin etkilesimi genel olarak ekosistemin tamaminin etkilesimini
gostermektedir. Biyoindikator tiir olarak c¢ok cesitli canli gruplar1 kullanilabilmektedir

(Kazanci ve Girgin, 1997).

1.7. Sucul Canhlarda Kirlilik ve Midyeler

Niifusun hizla artmasi sonucu insanlar dengeli beslenmek i¢in hayvansal proteini
karsilamada ve igerdigi vitamin ve minerallerle, hem ucuz hem de besleyici 6zelligi olan su
irlinlerini tercih etmeye baslamislardir. Su {irtinleri igeriklerindeki A ve D vitaminleri ile
minareller agisindan ¢ok zengin oldugundan ¢ocuk ve bebek gelismesinde son derece

onemli bir yeri vardir. Insanlarinda aktif olarak tiikettikleri yumusakca su iiriinlerinden
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olan midyeler, igerdigi protein, yag, karbonhidrat (glikojen) ve ¢esitli vitaminler ile degerli
bir besin olmustur. Midye etinde %80 su, %9-13 protein, %0-2 yag ve %1-7 karbonhidrat
bulunmaktadir (Go6giis ve Kolsarici, 1992).

Bogazlarda, Marmara Denizi’'nden Karadeniz’e ve Ege’ye kadar zengin midye
yataklart bulunmaktadir. Denizel ekosistemlere ulasan ve ¢esitli formlarda ve
yogunluklarda bulunan agir metaller, deniz canlilar1 tarafindan farkli sekillerde viicutlarina
alinabilmektedirler (Merlini, 1980).

Cok kisith hareket kabiliyeti olan midyeler, deniz suyunu kabuklar1 arasinda
stizerek icerisinde bulunan bazi fitoplankton ve organik maddeleri ,kimyasal ve endiistriyel
atiklar1 , patojenik mikroorganizmalar1 ve ¢oziinmiis oksijeni biinyelerine alabilirler. Bu
yiizden midyeler, suyun mikrobiyolojik 6zelliklerini goz 6niine sermektedirler. Atik sularin
bulundugu, ¢o6p ve kanalizasyon sulariyla baglantili olan yerleskelerde ve avlanan
midyelerin tiiketilmesi, saglik ac¢isindan biiyiik risk tagimaktadir (Plusquellec, 1995; Wekel
ve ark., 1994).

Midyeler, bazi kirleticileri, agir metaller gibi toksik olabilecek maddeleri
viicutlarinda biriktirirler. Viicutlarinda bulunan kirletici diizeyleri 6l¢iildiigiinde yasadiklar
ortamin kirliligini gérmiis oluruz (Phillips, 1980).

Tim bu oOzelliklerinden otirti  Ozellikle midye tiirleri, deniz kirliligin
belirlenmesinde yogun olarak kullanilmaktadir (UNEP, 1993).

Denizlerin kirlenmesi, deniz {irlinleri (baliklar ve yumusakgalar) degerlerinin,
poplilasyon ve ticaretinin azalmasina neden olur (Kiigiikgiil, 1997).

Tatl1 su midyelerinin yasam siirelerinin uzun, hareket yeteneklerinin sinirli olmasi
ve siizerek beslenmelerinden dolayi, sucul ekosistemlerdeki kirliliginin incelendigi
toksikolojik calismalarda biyobelirteg canli olarak yaygin ve glivenilir bir sekilde
kullanilmaktadirlar. Ayn1 zamanda tath su midyelerinin agir metal toksisitesine karsi son
derece duyarli olduklart bilinmektedir. Dreissena polymorpha (Zebra midyesi) istilaci bir
tiir olarak taninmasina ragmen model ve biyolojik izleme organizmasi olarak da uygun bir
canli tiiri olup, antropojenik stres faktorlerini arastirmak igin sucul ekosistemlerde
kullanilir (Y1ldirim ve ark., 2015).

Calismamizda bu Ozelliklere uygunlugu, ekonomik degeri bulunmasi1 ve
ulasilabilirligi ile bizlere uygun oldugundan Zebra Midyesi (Dreissena polymorpha)’nin
kadmiyuma (Cd) karsi birikim diizeyleri ve mikrobiyolojik yonden arastirilmasi

yapilmustir.



1.8. Antioksidanlar

Antioksidanlar, ilaglarin, senobiyotiklerin, kanserojenlerin, toksik maddelerin ve
radikallerin etkilerine kars1 hiicreyi korumaktadir (Eaton ve Hale, 1993).
Antioksidanlar etkilerini iki sekilde gosterirler (Ozbey, 2009):
1. Serbest radikal olusumunun 6nlenmesi;
¢ Baslatici reaktif tiirevlerini uzaklastirma
¢ Oksijeni uzaklagtirma veya konsantrasyonunu azaltma
¢ Katalitik metal iyonlarin1 uzaklastirma
2. Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi;
e Toplayici (scavenging): ROS’u etkileyerek tutmasi veya daha az reaktif olan
bir molekiile doniistiiriilmesi (6rnegin: Enzimler),
e Bastirici (quencher): ROS ile etkilesip bir proton ekleyerek aktivite
gostermesi (0rnegin: Vitaminler)
¢ Onarici (repair): Hedef molekiillerin tamir edilmesi (6rnegin: Glutatyon),
e Zincir kirici (chain breaking): ROS’u ve zincirleme reaksiyonlar: baslatacak
maddeleri kendilerine baglayarak ve zincirlerini kirarak fonksiyonlarin1 6nlemesi.
Antioksidan savunma sistemleri enzimatik olan ve enzimatik olmayan olmak {izere
2 tip molekiillerden olugmaktadir.
Enzimatik olan antioksidanlar:
¢SOD
o CAT
o GPx
¢ Glutatyon-S-Transferazlar (GST)
¢ Glutatyon Rediiktaz (GR)
Enzimatik olmayan antioksidanlar ise,
¢ Glutatyon (GSH)
o Vitaminler (A, C, E)
¢ Melationin (MT)

gibi bazi1 elementleri igeren antioksidan molekiillerden olusmaktadir (Ozbey, 2009).



Bazi organizmalarda, ROS’un olusumu ile olusan oksidatif strese karsi, antioksidan
enzimlerin aktivitelerindeki (GPx, GST, GR, CAT vb.) degisimle beraber antioksidan
savunma sistemi de cevap olusturmaktadir (Gilingordii, 2007).

CAT, yapisinda dort tane hem grubu olan hemoproteindir. Bu enzim, esas olarak
peroksizomlarda ve daha az sitozolde ve mikrozomal franksiyonlarda bulunmaktadir.
Hidrojen peroksiti (H,O,) suya ve oksijene pargalayarak lipid peroksidasyonuna karsi
engelleyici olmaktadir. CAT, H,O, bulunmasinda bazi kii¢lik substrat molekiillerine karsi
peroksidatif aktivite gostermektedir (Paller, 1991).

Enzim iki tip tepkimeyle etkisini gosterir:

1-H,0,’nin dismutasyonu (katalitik tepkime)

2-Alifatik alkollerin peroksidasyonu (peroksidatia aktivite) (Mavelli ve Rotilio,
1984).

CAT
2 H,0, — 2H,0 + O, (Katalitik AktiVitE)

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

CAT; monofonksiyonel hem katalazlar, katalaz-peroksidazlar ve Mangan (Mn)
iceren katalazlar adinda ii¢ enzim ailesine ayrilmaktadir (Chelikani ve ark., 2004).

GPx enzimi; H,0, ve lipit peroksidasyonunda zincir kirict etkiyi katalizler. GPx
enzimi indirgenmis GSH elektron alicis1 olarak kullanir olusan okside ise glutatyon
(GSSG) NADPH bagimli GSH-Rd enzimi ile rejenere edilir (Ak ve ark., 1994; Yanbeyi,
1999).

GPx
H,O, + 2 GSH — GSSG + 2 H,O

GPx
2GSH+ROOH — GSSG +2 H,O + ROH

GSH-Rd
GSSG + NADPH — 2 GSH + NADP



Zebra midye ile yapilmis bazi ¢aligmalar ile sucul organizmalar iizerine agir metal

toksisitesini ve etkisini incelemek i¢in yapilan literatiir caligmalar1 Tablo1’de verilmistir.

Tablo 1.1. Midyeler ve bazi sucul organizmalarda yapilmis agir metal toksisitesi tizerine ¢aligmalar

Toksiste

Bulgular

Referans

ZnPT

D. polymorpha, U. mancus eucirrus

biyokimyasal yanitlar belirlenmistir.

Batmaz, 2019

Polycyclic aromatic

hydrocarbons

Perna viridis tizerindeki antioksidatif

yanitlar

Cheung ve ark., 2003

Heavy Metal

Sparus aurata tizerine agir metal

toksistesi

Del Valls ve ark., 1998

Cinko ve kursun

Cyprinus carpio tizerine SOD ve CAT
aktivitesi

Dimitrova ve ark., 1994

Unio tumidus SOD, CAT, GPx GR

Bakir r o ) _ Doyotte ve ark., 1997
aktiviteleri ile GSH seviyeleri
Kadmiyumun neden oldugu oksidatif

Kadmiyum stres iizerine resveratroliin koruyucu Goktas, 2007

etkisi

Iz Elementler

Mytilus galloprovinciali midyesinde

birikimi

Grimanis ve ark., 1982

Metal Metal kirliliginin zararlar1 Jérup, 2003
Kadmiyum Su iirlinlerinde kadmiyumun Kayhan, 2006
biyobirikimi ve toksisitesi
Sicakligin ve Kadmiyumun
Kadmiyum Gammarus pulex tizerindeki akut Serdar ve ark., 2019
toksistesi
Ni metalinin Tigriopus japonicus
Nikel tizerinde biyokimyasal yanitinin Wang, ve Wang, 2010

arastirilmasi




Sanayi, kentsel, zirai vb. gibi gelismeler giiniimiiz ¢evresel sorunlarini artirmakta,
bu cevresel sorunlar 6zellikle sucul organizmalar iizerine olumsuz etki yapmaktadir.

Yapilan bu c¢alismada, model organizma olarak D. polymorpha kullanarak
kadmiyumun bazi konsantrasyonlarina maruz birakilarak sucul ortamlardaki etkilerini
degerlendirmeyi amagladik. Bu amagla D. polymorpha’daki bazi biyokimyasal
parametreler (SOD, CAT, GPx aktiviteleri ile TBARS ve GSH seviyelerin)’deki
degisiklikler degerlendirilmistir.

Literatiir taramas1 ve incelenen c¢aligmalar 15181inda su ana kadar bu konuda yapilmis
bir aragtirmaya rastlanmamistir. Bu ¢alismanin bundan sonraki benzer c¢aligsmalara 11k

tutacagi ve literatlirdeki boslugu dolduracagi diistiniilmektedir.
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2. MATERYAL VE METOT
2.1. Materyal
2.1.1. Test Organizmasi (D. polymorpha)

Istilac1 iir olarak da tanimlanan zebra midyelerin yasam tolerans1 oldukca genistir.
Aclik, kuruluk, yiliksek sicaklik farkliliklari ve suyun fiziko kimyasal o6zellikerindeki
(¢oziinmiis oksijen, pH, sertlik vb.) degisimlerine uyum saglayabilmektedirler (Bobat ve
ark, 2001). Calismada kullanilan zebra midyesinin sitematikteki yeri,

Alem: Animalia

Sube: Mollusca

Sinif: Bivalvia

Takim: Cardiida

Familya: Dreissenidae

Cins: Dreissena (Beneden, 1835)

Tiir: Dreissena polymorpha (Pallas,1771)

Calismada kullanilan D. polymorpha o6rnekleri, Keban Baraj Golii’nden temin
edilmistir.

D. polymorpha el yordamiyla toplanarak, hava takviye edilmis plastik kaplarla
Munzur Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Akuatik Toksikoloji Arastirma Laboratuvarina

canl olarak getirilmistir.

2.1.2. D. polymorpha’larin Laboratuvar Kosullarina Adaptasyonu

Yapilan tiim ¢alismalar Munzur Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Merkezi Egitim
Ogretim ve Su iiriinleri Toksikoloji Laboratuarinda gergeklestirilmistir. Calismada model
canli olarak D. polymorpha kullanilmistir.

Laboratuvara canli olarak getirilen D. polymorpha 6rnekleri dogal ortamina benzer
sekilde hazirlanmis akvaryumlara yerlestirilmistir. Bu amacla canli materyalin yasam
ortamindan Su 80x40x25 cm ebatlarindaki stok akvaryumlarina ilave edilmistir.
Laboratuvar aydinlatmasinda, 12 saat aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde fotoperyot

uygulanmistir (Welton ve ark., 1980). Ortam sicakligi termostatli klima sayesinde hem



adaptasyon hem de test asamalarinda 23°C’ye ayarlanarak sabit tutulmustur (Resim 2.1).
D. polymorpha’larin beslenmeleri igin kiiltiire edilmis fitoplanktonlar kullanilmistir.

Stok akvaryumlarinda oksijen ihtiyacini karsilamak i¢in akvaryumm hava motoru
kullanilmistir. Akvaryumlardaki sularin %70°1 canlilarin dogal ortamindan temin edilen
dinlenmis suyla haftada bir degistirilerek yenilenmistir. Adaptasyon siiresince test
organizmalarinin beslenmesi ve hayatta kalmalar1 gézlemlenmistir.

Biyokimyasal analizden once midyelerin metrik-meristik Ol¢timleri (uzunluk
verileri 0,00lmm hassasiyetli dijital kumpasla, agirlik verileri ise 0,0001g hassasiyetli
hassas terazi ile tartilarak) kayit edildi.

Resim 2.1. Stok D. polymorpha akvaryumlari (Orijinal)

2.2. Metot
2.2.1. Konsantrasyon Uygulamalari

Biyokimyasal deneyler i¢in Cd’un KSKY (Kita i¢i Su Kalite Yonetmeligi) ne gore
dogal sularda bulunabilirlik miktarlari;

l. Sinif sular i¢in 3pg/L,

Il. Sinif sular i¢in 5 pg/L,

Il Sinif sular i¢in 10 pg/L,

V. Smif sular i¢in >10 pg/L olarak belirlenmistir. Yapilan bu calismada Cd
etkisinin belirlenmesi i¢in biri kontrol grubu olmak iizere 4 Cd konsanntrasyonu igern grup

olusturulmustur. Bunlar;
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Kontrol grubu 0 pg/L Cd,
K1 grubu 10 pg/L Cd,
K2 grubu 20 pg/L Cd,
K3 grubu 40 pg/L Cd’dur.

Organizmalar, olusturulan gruplarda belirlenen Cd konsantrasyonlarina maruz
birakilarak, 24 ve 96 saatlerdeki biyokimyasal yanitlar1 tespit edilmek iizere -80 °C

dondurucuda muhafaza edildi.

2.2.2. Diseksiyon Islemleri ve Siipernatantlarin Hazirlanmasi

Test organizma bireylerinden 0,5 g tartilmis ve 1/5 w/v oraninda PBS tamponu
(fosfat ile tamponlanmis tuz ¢ozeltisi) eklenerek, buz ile birlikte homojenizator
kullanilarak homojenize edilmistir. Homojenize edilen bu drnekler sogutmali santrifiijde
17000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek ve elde edilen siipernatanlar -80 °C derin

dondurucuda 6l¢iim islemleri tamamlanincaya kadar muhafaza edilmistir.

2.2.3. Biyokimyasal Yanitin Belirlenmesi

Caligmamizda biyokimyasal yanitin belirlenmesi i¢in, SOD, CAT ve GPx enzim
aktiviteleri ile TBARS ve GSH seviyeleri belirlendi.

Calismada kullanilan SOD (Katalog No 706002), CAT (Katalog No 707002), GPx
(Katalog No 703102), TBARS (Katalog No 10009055) ve GSH (Katalog No 703002)
kitleri CAYMAN firmasindan satin alinmustir.

2.2.3.1. SOD Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Kit igeriginin belirledigi bu yontem, ksantin oksidaz ve hipoksantinin tiirettigi
stiperoksit radikallerinin belirlenmesi i¢in tetrazolium tuzunu kullanilir. Bir {inite SOD
Stiperoksit radikalinin  %50’sinin dismutasyonunu gosteren enzim miktar1 olarak
tanimlamaktadir. Bu yontem ii¢ tip SOD’un aktivitesini de belirlemektedir (Cu/Zn, Mn, Fe
-SOD).
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2.2.3.2. CAT Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Kullandigimiz kit ile CAT enzim aktivitesinin belirlenmesi igin peroksidatik
fonksiyonunu kullanir. Yoéntem enzimin optimal bir H,O, konsantrasyonunun varliginda
metanol ile reaksiyona girmesine dayanir. Uretilen formaldehit, 4-amino-3-hidrazino-5-
merkapto-1,2,4-triazol (Purpald) ile kromojen olarak spektrofotometrik olarak olgiiliir. 1,2
Purpald, 6zellikle aldehitlerle bisiklik bir heterosikl olusturur; oksidasyon degisimine bagh

olarak renksizden mor renge dogru bir degisim gozlenir.

2.2.3.3. GPx Aktivitesinin Belirlenmesi

GPx aktivitesini dolayli olarak glutatyon rediiktaz (GR) ile birlestirilmis bir
reaksiyonla Olger. GPx ile hidroperoksitin azaltilmasiyla iretilen oksitlenmis glutatyon

(GSSG), GR ve NADPH ile indirgenmis haline geri doniistiirtiliir:

NADPH'nin NADP" 'ya oksidasyonuna 340 nm'de absorbansta bir azalma eslik
eder. GPx aktivitesinin hiz sinirlayici oldugu kosullar altinda, A340'taki azalma hizi
numunedeki GPx aktivitesi ile dogru orantilidir. GPx enzim aktivitesi Cayman Test Kiti

ELISA yontemine gore mikroplate okuyucu ile belirlenmistir.

2.2.3.4. TBARS Seviyesinin Belirlenmesi

Cayman’in TBARS Test Kiti midye doku homojenatlarinda lipit peroksidasyonunu
(LPO) test etmek igin basit, tekrarlanabilir ve standartlastirilmis bir ara¢ saglar. MDA ve
TBA'nin yiiksek sicaklik (90-100 ° C) ve asidik kosullar altinda reaksiyonu sonucu olusan
MDA-TBA eklentisi 530 nm'lik bir uyarlama dalga boyunda ve 550 nm'lik bir emisyon
dalga boyunda kolorimetrik olarak ol¢iiliir.

2.2.3.5. GSH Seviyesinin Belirlenmesi

Cayman’in GSH Testi, GSH o6l¢iimii i¢in glutatyon rediiktaz kullanarak dikkatle
optimize edilmis bir enzimatik geri doniisiim yontemi kullanmaktadir. Silthidril grubu
GSH, DTNB (5,5'-ditio-bis-2- (nitrobenzoik asit), Ellman’in reaktifi) ile reaksiyona girer
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ve sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit (TNB) iiretir. Eszamanli olarak iiretilen karisik
disiilfiir, GSTNB (GSH ve TNB arasinda), GSH'yi geri doniistiirmek ve daha fazla TNB
iretmek i¢in glutatyon rediiktaz ile indirgenir. TNB iiretim hizi, numunedeki GSH
konsantrasyonu ile dogru orantili olan bu geri doniisiim reaksiyonuyla dogru orantilidir.
TNB'nin 405-414 nm'de absorbansinin Olgiilmesi, numunedeki GSH'min dogru bir

tahminini saglar.

2.3. istatistiksel Analizler

Calisma sonunda var olan verilerin istatistiksel analizleri SPSS 24.0 istatistik
programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Ayni uygulama siire icinde farkli gruplar
arasindaki istatistiksel fark (K1, K2, K3 ve KO (kontrol)) DUNCAN testi ile belirlenmistir.
Uygulama siireleri (24 ve 96 saaat) arasindaki fark ise bagimsiz 2 testi ile belirlenmistir.

(Stimbiiloglu, 1998; Kalayci, 2010).
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Meristik Bulgular
Calismada kullanilan midyelerin agirliklart 1,092 + 0,27 g, uzunluklar1 20,276 +
2,09 mm, genislikleri 10,13 £ 0,94 mm ve yiikseklikleri 9,741 + 1,07 mm olarak

Olgiilmiistiir.

3.2.  Biyokimyasal Bulgular

Yapilan bu ¢aligmada biyokimyasal yanitin belirlenmesi i¢in, SOD, CAT ve GPx
enzim aktiviteleri ile TBARS ve GSH seviyeleri CAYMAN Kitleri ile ELISA testi
mikroplaka okuyucu ile belirlenmistir.

3.2.1. SOD Enzim Aktivitesi

Farkli Cd konsantrasyonlarna maruz birakilan D. polymorpha’da SOD

aktivitesindeki degisimler belirlenmistir (Sekil 3.1). SOD aktivitesi kontrole kiyasla 24.
saatte de 96. saatte de azalmistir (p<0,05).

® SOD
35 a
a
= 30 T
g
Iy *
< 25 b b b*
E 24 t
Z 20 W 24.saa
= C
= 15 T W 96.saat
= [
Q
! 10 d*
5
0]
Kontrol 10pg Cd 20pgcd 40pgCd

Sekil 3. 1. Cd’un D. polymorpha'da SOD enzim aktivitesi tizerindeki etkisi
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Sutunlardaki farkli harfler, ayn1 uygulama doneminde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugunu gosterir, abep <0.05 (Duncan’in ¢oklu karsilastirma testi). *; ayni uygulama grubundaki 24. ve 96.
saatler arasindaki istatistiksel farki gostermektedir (Bagimsiz T testi)

3.2.2. CAT Enzim Aktivitesi

Farkli Cd konsantrasyonlarina maruz birakilan D. polymorpha’da CAT
aktivitesindeki degisimler belirlenmistir (Sekil 3.2). CAT aktivitesi kontrole kiyasla 24.

saatte de 96. saatte istatistiksel agidan 6nemli fark bulunamamistir (p>0,05).
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CAT Aktivitesi {(nmol/min/ml)
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0,00 -

Kontrol 10pg Cd 20pgcd 40pgCd

Sekil 3. 2. Cd’un D. polymorpha'da CAT enzim aktivitesi tizerindeki etkisi

Sutunlardaki farkli harfler, ayn1 uygulama doneminde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugunu gosterir, abep <0.05 (Duncan’in ¢oklu karsilastirma testi). *; ayni uygulama grubundaki 24. ve 96.
saatler arasindaki istatistiksel farki gostermektedir (Bagimsiz T testi)

3.2.3. GPx Enzim Aktivitesi

Farkli Cd konsantrasyonlarina maruz birakilan D. polymorpha’da GPx
aktivitesindeki degisimler belirlenmistir (Sekil 3.3). GPx aktivitesi kontrole kiyasla yiiksek
Cd konsantrasyonlarinda istatistiksel agidan 6nemli farkliliklar olusturdugu tespi edilmistir

(p<0,05).
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Sekil 3. 3. Cd’un D. polymorpha'da GPx enzim aktivitesi tizerindeki etkisi

Sutunlardaki farkli harfler, ayn1 uygulama doneminde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugunu gosterir, abep <0.05 (Duncan’in ¢oklu karsilastirma testi). *; ayni uygulama grubundaki 24. ve 96.
saatler arasindaki istatistiksel farki gostermektedir (Bagimsiz T testi)

3.2.4. TBARS Seviyesi

Farkli Cd konsantrasyonlarina maruz birakilan D. polymorpha’da TBARS
seviyelerindeki degisimler belirlenmistir (Sekil 3.4). TBARS Seviyeleri kontrole kiyasla
hem 24. saatte hem de 96. saatte istatistiksel agidan 6nemli derecede arttig1 tespit edilmistir

(p<0,05).

TBARS

d* W 24.saat

<] M 96.saat

TBARS Seviyeleri (nmol/g tissue)

Kontrol 10pg Cd 20pgcd 40pgCd

Sekil 3. 4. Cd’un D. polymorpha'da TBARS seviyeleri
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Sutunlardaki farkli harfler, ayn1 uygulama doneminde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark
oldugunu gosterir, abep <0.05 (Duncan’in ¢oklu karsilastirma testi). *; ayni uygulama grubundaki 24. ve 96.
saatler arasindaki istatistiksel farki gostermektedir (Bagimsiz T testi)

3.2.5. GSH Seviyesi

Farkli Cd konsantrasyonlarina maruz birakilan D. polymorpha’da GSH
seviyelerindeki degisimler belirlenmistir (Sekil 3.5). GSH seviyeleri kontrole kiyasla 24.

ve 96. saatte istatistiksel acidan 6nemli derecede arttig1 tespit edilmistir (p<0,05).
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Sekil 3. 5. Cd’un D. polymorpha'da GSH seviyeleri

Sutunlardaki farkli harfler, ayn1 uygulama doneminde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugunu gosterir, abep <0.05 (Duncan’in ¢oklu karsilastirma testi). *; ayn1 uygulama grubundaki 24. ve 96.
saatler arasindaki istatistiksel farki gostermektedir (Bagimsiz T testi)

Sucul kaynaklar1 kirleten gesitli kirleticiler tiim ¢evre i¢in yaygin bir problemdir
(Stancova ve ark., 2017). Sanayilesme ile biiyilk miktarlarda ¢6ziinmiis metal su
ortamlaria birakilmistir.

Midyeler bulunduklar1 sucul ortamlarda suyu siizerek beslenen canlilar oldugundan
maruz kaldig1 ksenobiyotik maddeleri dokularinda yiiksek seviyelerde biriktirebilirler. Bu
nedenle ekotoksikoloji alaninda sucul ekosistemlerin izleme ¢aligmalarinda belirte¢ olarak
kullanilan organizmalardandir. Bu etkileri fizyolojik, davranigsal, hiicresel, biyokimyasal
ve molekiiler degisimler seklinde gozlemlenebilir (Faggio et al., 2018).

Oksidatif stres, reaktif oksijen ksenobiyotik kaynakli asirt ROS diretilmesi ile

aerobik oranizmanin antioksidan savunma mekanizmasinda meydana gelen dengesizlik
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olarak tanimlanir. SOD, CAT, GPx ve Glutatyon S-transferaz (GST) dahil olmak iizere
antioksidan ve biyotransformasyon enzimleri organizmalari ROS'a karsi korur. Cesitli
gevresel kirleticiler, oksidatif stresin indiiklenmesi yoluyla toksisite gosterebilir. Metal
maruziyeti ve antioksidan savunma sistemi arasindaki iliskiyi aragtiran ¢ok sayida ¢alisma,
sucul canlilar kullanilarak yapilmistir.

Bir grup metaloenzim olan SOD, siiperoksit radikallerinin  aerobik
organizmalardaki toksik etkilerine kars1 birincil savunmadir ve siiperoksit radikallerinin
antioksidan sistemde 6nemli bir rol oynayan H,0, ve O,'ye doniisiimiinii katalize eder.

Ksenobiyotik konsantrasyonlarindaki artisin antioksidan aktiviteye yol ac¢masi
genel bir kural degildir (Cheung ve ark. 2001). Baz1 durumlarda, O, tek basina veya
H,0;'ye doniismesinden sonra, sisteinin enzimde giiclii bir oksidasyonuna neden olur ve
SOD aktivitesini azaltir (Dimitrova ve ark. 1994; Durmaz ve ark. 2006). Ksenobiyotik
varliginda, antioksidan sistemde baglangictaki azalmis bir tepkiyi bir indiiksiyon
izleyebilir. Dolayisiyla, indiiklenebilir bir antioksidan sistemin varlii organizmanin bir
adaptasyonunu yansitabilir (Doyotte ve ark. 1997; Oru¢ ve Usta 2007). Antioksidan
sistemin ¢esitli dokulardaki oksidatif strese yanmiti, bu dokularin antioksidan
potansiyelindeki farkliliklar nedeniyle bir tiirden digerine farkliliklar gostermektedir
(Ahmad ve ark. 2000; Orug ve Usta 2007). Bu ¢alismada, D. polymorpha’da Cd’a maruz
kaldiktan sonra SOD aktivitesi azalmistir. Benzer sekilde, ¢esitli Kirleticilere maruz kalan
bazi su organizmalarinda da SOD aktivitesinin azaldigini bildiren ¢alismalar (Durmaz ve
ark. 2006; Tatar ve ark. 2018; Serdar ve ark. 2018) mevcuttur.

Wang ve Wang (2010), yaptiklar1 calismada Ni metali konsantrasyonlar1 maruz
biraktiklar1 Tigriopus japonicus eklem bacakli organizmasinda biyokimyasal parametreler
tizerindeki etkisi SOD aktivitesi ilk giinlerde inhibe oldugu ve 7. giinde kopepodun SOD
aktivitesi lizerinde 6nemli Ol¢lide indiiklenebilir bir etki baglattigini bildirmislerdir. SOD
aktivitesinin sonraki zaman araliginda (12. giinde) zirveye ulastigini bildirmislerdir.
Yapilan bu ¢alismada da benzer sekilde 96. saatte tiim Cd gruplarinda SOD aktivitesinin
inhibe edildigi belirlenmistir.

CAT, oksijen kullanan hemen hemen tiim canli organizmalarda bulunan ¢ok yaygin
bir enzimdir. Hidrojen peroksitin ayrigmasini katalize ederek su ve oksijen olusumunda
etki eder (Chelikani ve ark. 2004). CAT aktivitesi, maddeye bagli olarak kontamine
ortamlarda artabilir veya azalabilir (Sobjak ve ark. 2017).
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Cesitli kirleticilere maruz kalan sucul organizmalarda CAT aktivitesinde azalmalar
bildirilmistir (Thomas ve Murthy 1976; Hasspieler ve ark 1994; Sayeed ve ark 2003;
Zhang ve ark 2004; Crestani ve ark 2007; Yildirim ve ark.2018). Literatiirde bu enzimin
aktivitesi ile ilgili olarak elde edilen sonuglara gore, tiir, habitat, vb.'ye gore potansiyel
antioksidan degisiklikler agiklanabilir (Glusczak ve ark. 2007). Yapilan bu ¢aligmada
Cd'un D. polymorpha tizerindeki CAT aktivtesindeki degisimler istatistiksel agidan farkl
bulunmamustir.

GSH pahasina lipit peroksidasyonuna karsi koruyucu bir enzim olarak kabul edilen
GPx, hidrojen peroksit ve lipit peroksitlerin azaltilmasini katalize eder (Moreno ve ark.
2005).

Wang ve Wang (2010), yaptiklar1 ¢alismada Ni metali konsantrasyonlar1 maruz
biraktiklar1 T. japonicus kopepodunda GPx aktivitesinin Ni maruziyetine verdigi yaniti
belirlemislerdir. Artan Ni konsantrasyonu maruziyeti ile kayda deger bir indiiksiyon etkisi
olustugunu bildirmislerdir (p<0,05). GPx aktivitesinin, 4. giinde yiiksek Ni
konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak onemli farkliliklarin oldugunu bildirmislerdir
(p<0,05). Yapilan bu ¢alismada Cd'un D. polymorpha iizerindeki GPx aktivtesindeki
degisimler kontrole kiyasla istatistiksel agcidan 6nemli farkliliklar bulunmustur. Calisama
bu yoniiyle literatiirdeki diger calismalara benzerdir.

SOD ve GPx aktiviteleri, kirleticilerin neden oldugu ROS ve metabolitlerini
ortadan kaldirmak i¢in uyarilmis olsa da, kopepodlarin gereksiz oksidatif {irlinleri atmak
icin GST aktivitesini uyarmasi gerekebilir (Lee ve ark. 2007; Raisuddin ve ark. 2007; Seo
ve ark., 2006). Artan konsantrasyonlar ile 24 ve 96. saatlardeki Cd maruziyeti
indiiklenebilir GST aktivitesi, GPx aktivitesinin geri kazanilmasindan sorumlu olabilir.

Hiicresel zar hasarinda ilk adim olarak bilinen hiicresel bilesenlerin oksidatif
hasarmin degerli bir gostergesi olarak kabul edilen lipit peroksidasyonuna pestisitler,
metaller ve diger ksenobiyotikler neden olmaktadir (Gamble ve ark., 1995; Regoli ve ark.,
1998). Hiicresel yap1 ve fonksiyonun ¢ogu bileseninin potansiyel olarak oksidatif hasar
hedefleri olmasi muhtemeldir ve oto-oksidasyon igin en duyarli substratlar, hizl
eradikasyona tabi tutulan hiicre zarinin ¢oklu doymamuis yag asitleridir.

Batmaz, (2019) yaptiklari c¢alismada ¢inko piritiyon (ZnPT)'un D. polymorpha
tizerindeki biyokimyasal etkisini arastirmiglardir. D. polymorpha'nin solungaglarinda ve
sindirim bezinde MDA diizeyleri kontrol grubuna kiyasla deney grubunda gore yiiksek

oldugunu bildirmislerdir. Bunun sebebi su ortamindan alinan ZnPT’nin solungag
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hiicrelerinde lipid peroksidasyonuna yol actigi kanisina varmistir. Sindirim bezinde ise
viicuda almman ksenobiyotik maddelerin detoksifikasyonundan sorumlu oldugundan
hiicrelerin bu maddeye maruz kalmasi sindirim bezi hiicrelerinde lipid peroksidayonunun
gerceklestigi  kanisina varmuglardir. Yapilan bu c¢alismada da benzer sekilde D.
polymorpha'da artan Cd konsatrasyonuyla TBARS seviyelerinin arttigi belirlenmistir.

Batmaz (2019), yaptiklar1 ¢calismada ZnPT’ye 96 saat siiresince maruz kalan tatlisu
midyesi (U. mancus eucirrus)’nin sindirim bezi ve solunga¢ dokularinda MDA diizeyleri
kontrol grubuna goére 6nemli diizeyde arttigini (p<0,05) bildirmislerdir.

Wang ve Wang (2010), yaptiklar1 ¢alismada kopepodlardaki LPO seviyesinin, 12
giinlik maruziyetten sonra farkli Ni konsantrasyonlar1 ile belirgin bir sekilde iliskili
oldugunu (p<0.05) ve Ni maruziyetlerinin, LPO seviyesini ¢arpici bir sekilde baskiladigini,
bununda Ni konsantrasyonundaki bir artigla, yani LPO seviyesini azalttigini1 gosterdigini
bildirmislerdir.

Son c¢alismalar, metallerin asir1 siilfhidrit gruplari, LPO ve DNA hasarinin
tiikenmesiyle ROS'u asir1 tiretebilecegini gostermistir (Stohs ve Bagchi 1995; Kasprzak ve
ark., 2003; Kodipura ve ark., 2004). Bununla birlikte, antioksidan enzimler (SOD ve GPx)
ROS'u azaltmak i¢in indiiklenebilir ve bu nedenle sonugta bu g¢alisma ile tutarli olan
oksidatif hasar1 azaltir, yani organizmalarda SOD ve GPx aktiviteleri, maruziyet sirasinda
Kirletici maruziyeti ile 6nemli 6lgiide uyarilmig olur (Wang ve Wang, 2010). Bu ¢alismada
da Cd maruziyeti, D. polymorpha'’da ROS asimi yoluyla oksidatif stresden muzdarip
olmaya zorlayabilir ve organizma buna karsilik olarak bu strese karsi koymak igin
antioksidan sistemlerini baslatabilir. Bu artis, membran lipidlerinde oksidatif stres sonucu
lipid peroksidasyonu hasarmin olustugunu gostermektedir.

Hfaiedh ve ark. (2008), nikel kloriiriin LPO'daki artis ve antioksidan enzim
aktivitelerindeki degisikliklerle kanitlandig1 gibi oksidatif stresi indiikledigini, yani SOD
aktivitesinin arttigimi, GPx ve katalaz aktivitelerinin azaldigin1 bulmuslardir. Ni
toksisitesinde etkili olabilecek en olasi mekanizma, LPO'yu baslatan ve bdylece protein
veya DNA gibi kritik makromolekiillerin yani sira hiicre hasar1 ve 6liimiine neden olan
ROS olusumudur (Huang ve ark. 1994). Ornegin, Stinson ve ark. (1992), nikel kloriiriin
Fenton reaksiyonu yoluyla HO iiretebilecegini ve bunun sonucunda da LPO ve DNA
hasariyla sonuglandigini bildirmistir.

Antioksidan sistemin (SOD, GPx, GST ve GSH) Cd maruziyatine yanitlar: dikkate

alindiginda, D. polymorpha'larda Cd kaynakli oksidatif stres hatta oksidatif hasardan
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muzdarip olmasi muhtemeldir. Bir¢ok calisma, LPO'da yer alan faktorlerin, antioksidan
enzimlerin operasyonlarina ve fonksiyonlarma ciddi sekilde bagli olmadigini, yani LPO
seviyesinin, her zaman diger faktorler tarafindan da kontrol edilebilen ROS igerigi ile
iliskili olmadigini gostermektedir (Hussain et al. 1987 ; Strubelt ve ark., 1996; Nigam ve
ark., 1999).

Yaplan bu c¢alismada, farkli {ic Cd konsantrasyonlarina maruz birakilan D.
polymorpha'da yapilan ¢alismalara benzer sekilde, kontrole kiyasla Cd'a maruz birakilan
gruplarda TBARS seviyelerinde istatistiksel agidan 6nemli artislar belirlenmistir.

ROS kaynakli hasar sirasindaki tipik reaksiyonun doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonunu igerdigi goz Oniine alindiginda, yapilan bu g¢aligmada TBARS'm D.
polymorpha igin iyi bir biyobelirte¢ oldugu belirlenmistir

Antioksidan savunmanin 6nemli bir bileseni olan GSH, enzimatik olmayan bir
temizleyicidir. Glutatyon, serbest radikaller ve peroksitler ile reaksiyona girer ve hiicreleri
oksidatif hasara kars1 korur (Meister ve Anderson, 1983).

Batmaz (2019), 96 saat siiresince subletal ¢inko piritiyon’a maruz biraktiklar: tatl
su midyesi U. mancus eucirrus’un sindirim bezi ve solunga¢ dokularindaki glutatyon
(GSH) diizeylerininin kontrole kiyasla 6nemli diizeyde arttigimi (p<0,05) belirlemislerdir.
Hiicrede baslica oksidatif stres, antioksidan, savunma mekanizmasi olan rediikte glutatyon
diizeylerindeki artis ZnPT nin hiicresel antioksidan savunma mekanizmalarina olumsuz
etkisini gosterdigini belirtmiglerdir.

Metal maruziyeti sirasinda GSH'nin inhibe edici durumdadir. Ayrica, antioksidan
ve detoksifikator yanit1 SOD, GPx ve GST gibi enzimlerden daha hizlidir (Wang ve Wang,
2010). GSH, metalle dogrudan karmasikligi veya GPx veya GST'nin detoksifikasyon
stirecine katilimiyla metal saldirisina karsi ilk savunmay tistlenebilir (Sies 1999). Benzer
sekilde, baz1 yazarlar Ni'nin toksik etkilerini hiicresel GSH'deki bir azalmaya ve GSSG'de
eslik eden bir artisa baglayarak hiicrelerin redoks durumunu degistirir (De Luca ve ark.
2007). Boylece, GSH / GSSG biyolojik organizmalarda oksidatif stres veya yaralanma i¢in
uygun bir biyobelirte¢ olabilir (Hwang ve ark. 1992). Ayrica, gii¢lii pozitif korelasyon
GSH seviyesinin GSH / GSSG oranina sahip olmasi, GSH'nin dikkat ¢ekici bir sekilde
tikenmesinin, hiicresel redoks durumuna Onemli Ol¢iide miidahale ederek Kirletici
saldirisinin - neden oldugu organizmalarin  oksidatif durumunu yansitabilecegini

diistindiirmektedir (Wang ve Wang, 2010)..
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GSH degerleri doku antioksidani olarak miicadele sirasinda diismesi beklenirken
yiikselme gostermistir. Bunun sebebi siireye ve organizmaya bagl olabilir. Nunes ve Costa
(2019), Hediste diversicolor iizerinde ZnPT'un akut potansiyel toksisitesinin oksidatif stres
parametreleri acisindan belirlendigi calismada elde edilen sonuglar GST aktivitesinin,
ZnPT'nin 40 ve 160 pg/L konsantrasyonlarina maruz kalan organizmalar i¢in 6nemli
olgiide arttigimi bildirmistir. Batmaz 2019, U. mancus euriccus tiiriiyle yaptigi ¢alismada
GSH'1n 96. saatte arttigin1 bidirmistir. Corbicula fluminea istilact midye tiiriinde ZnPT’nin
etki ettigi biyokimyasal parametrelerden CAT, GST ve AChE aktivitelerinin ZnPT'ye
maruz kalmanin ardindan yalnizca test edilen en yiiksek konsantrasyonda CAT ve AChE
aktivitesinde Onemli bir artis meydana gelmistir. Bu bulgu, ozellikle bu antioksidan
mekanizmalarin artigina isaret etmektedir. GST aktivitesinde anlamli farkliliklar
bulunmamis olsa da, GST'lerin organizmalarda aktivitesinde hafif bir azalma olmustur
(Nogueira ve ark, 2018). Literartiir incelendiginde yapilan bu ¢alismada GSH'in artisinin
benzer organizmalarda da artisa sebebiyet verebidiginin bu yoniiyle benzerlikler i¢erdigini
gostermistir.

Cd’a kars1 D. polymorpha’da SOD, CAT, GPx enzim aktiviteleri ile TBARS ve
GSH seviyelerinde meydana gelen degisikliklere bakildiginda s6z konusu biyokimyasal
yanitlarin  alindigr  parametrelerin  biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi kanaatine

varilmistir.
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4. SONUC VE ONERILER

Canli organizmalar, ekosistemdeki olusan kirliliklere kars1 davranissal ve fizyolojik
tepkiler gosterirler. Tiim ekosistem kirliliklerinin nihai duragi olan sucul ortam ve sucul
canlilar i¢in durum daha kritiktir. Sulardaki her tiirlii fiziko-kimyasal degisimler sucul
canlilarin ilireme, beslenme, barinma ve go¢ gibi hayati faaliyetlerini etkilemektedir.
Kirletici faktorlerin sucul canlilarin tizerindeki etkisinin arastirilmasi, belirlenmesi ve
bertaraf edilmesi temiz bir ¢evre ve sucul canlilarin refahlar1 i¢in dnemlidir.

Ozellikle sucul ekosistemde, sedimente bagimli sesil dip organizmalar1 olan cift
kabuklu yumusakcalar (midyeler), suyu siizerek beslendikleri i¢in kirlilikten en fazla
etkilen canlilardir. Bu yapilar1 nedeni ile kirlikten en fazla etkilenen canlilardir.

Sanayilesme ile artan endiistriyel kirlilik beraberinde agir metal kirliligini de
getirmistir. Bir metal, herhangi bir canlinin biyolojik sistemine girdigi zaman, o canlinin
tizerindeki yasamsal islevlerine zarar verme kapasitesine sahiptir (Hu, 2000; Kayhan,
2006). Sn yillarda, sucul ortamlarda agir metallerin artan konsantrasyonlar: sucul canlilar
tarafindan viicutlarina alinarak besin zinciri vasitasiyla list trofik diizeylere taginmaktadir.
Agir metallerin SKKY'ne gore belirlenen konsantrasyonlarda ve bu konsantrasyonlarin
tizerindeki konsantrasyonlara maruz Kkalan sucul canlilarin ilgili organlarinda yiiksek
diizeyde birikmektedir.

Canlilar aleminin ortak serveti olan su rezervleri ve barindirdiklar1 sucul
organizmalar, Kkaliteli protein arayis1 iginde olan toplumlarin gida deposudur. Tim
toplumlarin ana hedefi, endiistrilesmenin yaninda, yasam kalitesini bozmadan, taze ve
temiz Uriinlerle saglikli beslenme olanaklarini korumak ve siirekliligini saglamak olmalidir
(Kayhan, 2006).

Sulardaki metal kirliligi, zirai, endiistriyel atiklar ve eski madenlerdeki sizintilardan
kaynaklanmaktadir. Yagmur sular1 da ¢evredeki topraktan metallerin siiziilmesine sebep
olmaktadir. Balik fizyolojisi iizerine yapilmis calismalarda kirlilik etkilerinin en yaygin
oldugu goriilen metaller; Cu, Zn, Sn, Cd, Hh, Cr, Pb, Ni, As ve Al’dir. Salmonlarda toksik
etki acisindan agir metallerin siralanisi Hg > Cd > Cu seklindeyken, viicutta birikme
bakimindan siralama Hg >> Pb >Cr ve Cd olmaktadir (Atamanalp ve Yanik, 2003).

Biitiin sucul ortamlarda, igerisinde barindirmis olduklar1 organizmalara zarar

verebilecek her ¢esit yabanci maddelerin karigtirllmamasi insan sagligi agisindan, ¢evre



cali iliskileri agisindan, ekonomik agidan ve organizmalarin saglig1 agisindan biiyiik 6nem
arz etmektedir (Atamanalp ve Yanik, 2003). Dolayisiyla gerekli 6n tedbirler ve yasal
diizenlemelerin yanisira giiglii bir denetimin olmast elzemdir. Su yasamin temel
kaynaklarindan biri olup yasamin idamesi i¢in olmazsa olmazidir. Bu sebeple dogal su
kaynaklarimizin her ¢esit kirleticilerden korunmasi zorunludur.

Bu arastirmada elde edilen bulgularin sonuglarina gore;

e Kadmiyum agir metalinin D.polymorpha sucul canli bireylerine toksik etki yaptigi
tespit edilmistir. Bu nedenle alici ortamlara karisma olasiligl yiliksek gelismis
sanayiye sahip kentlerde agir metallerin dogaya salinimi kontrol altinda tutulmast,
salmim esnasinda sucul ortamdaki metallerin ortama bulastirllmadan giderimi
iizerine arastirma ve yatirimlarin yapilmasi tavsiye edilebilir.

e Yetkili kurum ve kuruluslarca belirlenen, su kalite siniflarina ait Cd’un alici
ortamlardaki  konsantrasyonu limit degerlerinin dstiine ¢iktiginda sucul
organizmalarda ani 6liimler olabilecegi gibi canli organizmada birikim yaparak av
avci iliskisiyle balik, kus ve insanlara tasinabilme riskleri gozardi edilmemelidir.

e Deneysel caligmalarda laboratuvar ortaminda toksik maddeye maruz birakilan canli
bireylerin i¢ giidiisel (avlanma, beslenme, {lireme vb.) davraniglarmin da
etkilenebilecegi ve bircok canli neslinin tehlike altinda olabilecegi icin farkl
davranis sekillerindeki degisimlerin de belirlenmesi onerilir.

e Agir metal gibi toksik maddelerin olusturdugu kirliliklerin, kirlilige duyarh
indikator tiirler ve gida zincirinin basamaklarindaki canlilar kullanilarak bu tiir
caligmalar yayginlastiriimalidir.

e Toksik maddelerin canlilara Sldiiriicii etkisinin yaninda canlinin toksik madde
tarafindan nasil etkilendigi, norotoksik ve genotoksik etkileri ve bu etkilerin
canlilarin dokularinda ne gibi degisiklikler yaptigmin da bilinmesi i¢in

histopatalojik ¢alismalar yayginlastirilmalhidir.
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