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OZET

Tekstil endiistrisi tiretiminde kullanilan boyalar biyolojik aritmaya direncli, toksik
maddeler olup, birgogu polimer yapilara sahiptir. Bu boyalar baski ve boyama gibi ¢esitli
asamalar araciligiyla sucul cevreyi kirletirler ve molekiiler, hiicresel, biyokimyasal ve
fizyolojik bozukluklara neden olabilirler.

Bu calismada; c¢esitli konsantrasyonlarda tekstil endiistrisinde yaygin olarak
kullanilan Remazol Brilliant Blue R’ ye maruz birakilan gokkusagi alabaliginda
biyokimyasal yanitin arastirilmasi amaglanmistir. Bu amagcla lokal ciftliklerden 56 adet
Oncorhynchus mykiss (Gokkusagi Alabaligl) temin edilmistir. Bir kontrol grubu ve iig¢
uygulama grubu olmak {izere Gokkusagi Alabaliklarma (Oncorhynchus mykiss) boyar
madde uygulandi. Bu gruplarin Glutatyon S-Transferaz (GST), Sitokrom P-450 (CYP1A1l)
ve Laktat Dehidrojenaz (LDH) enzim aktiviteleri olgiilmistiir. Bu ol¢timler ELISA
yontemiyle ticari kitler kullanilarak Mikroplaka okuyucuda okunmustur. GST enzim
aktivitesinde genel olarak 24. saatte kontrol grubu ile kiyasladigimizda B (1 mg I!) ve C (2
mg I') gruplarinda artis gdstermis olup gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
onemlidir(p<0.05). 48. saatte ise A (0,5 mgl) ve B (1 mgl?') gruplarinda artis
gozlemlenmistir (p<0.05). CYP1A1 enzim aktivitesinde B (2 mgl?) grubunda To ile
karsilagtirildiginda 24. saatle artmis, 48. saatte ise azalmistir (p>0.05). CYP1A1 diizeyleri
farkli doz uygulanan gruplar arasinda 24. saatte kontrol grubuyla kiyasladigimizda A (0,5
mg 1) ve B (1 mg I) gruplarinda artis (p<0.05), C (2 mg I"!) grubunda ise azalma
goriilmektedir (p<0.05). LDH enzim aktivitesinde farkli doz uygulanan gruplar arasinda
24. saatte kontrol grubu ile kiyaslandiginda A (0,5 mgl?), B (1 mgl?) ve C (2 mg IY)
gruplarinda anlamli bir artis goézlenmistir (p<0.05). 48. saatte ise kontrol grubu ile
kiyaslandiginda A (0,5 mg I'Y) ve B (1 mg I') gruplarinda istatistiksel olarak anlamli artig
gozlenmistir (p>0.05).

Bu calismadan elde edilen sonuglara gore; RBBR tekstil boyasina maruz kalan
Oncorhynchus mykiss (Gokkusagi Alabaligi)’ m toksik etkinin belirlenmesinde GST,
CYP1Al ve LDH enzimlerinin biyobelirteg olarak kullanilmasinin yararli olabilecegi
gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Tekstil Boyar Madde, Remazol Brillant Blue R (RBBR), GST,
CYP1Al, LDH, Oncorhynchus mykiss (Gokkusagi Alabaligi)



ABSTRACT

Investigation of Biochemical Response in Rainbowtrout (Oncorhynchus mykiss)
Exposedto Remazol Brilliant Blue R Textile Dye

The dyes used in textile industry production are toxic substances and most of them
have polymer structures. These dyes pollute the aquatic environment via various stages
such as printing and dyeing, and may cause molecular, cellular, biochemical and
physiological disorders.

In this study, it was aimed to investigate the response of Rainbow Trout exposed to
Remazol Brilliant Blue R, which is widely used in textile industry in varying
concentrations. With this purpose, 56 Oncorhynchus mykiss (Rainbow Trout) individuals
were obtained from local farms. The Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss) were applied
a dyeing substance in an experimental setting with a control group and three experiment
groups. The Glutathione S-transferase (GST), Cytochrome P-450 (CYP1ALl) and Lactate
Dehydrogenase (LDH) enzyme activities of these groups were measured. These
measurements were read in a microplate reader using commercial kits with ELISA method.
In comparison with the control group, the GST enzyme activity increased in the groups B
(1 mgl™) and C (2 mgl?) in the 24™ hour, and the difference between the groups was
significant (p<0.05). Increases were observed in the groups A (0,5 mg 1Y) and B (1 mg 1)
in the 48" hour (p<0.05). In comparison with To, the CYP1A1 enzyme activity in the
group B (1 mg I"%) increased by the 24" hour, and decreased by the 48" hour (p>0.05). In
comparisons of the groups with different dosages and the control group in the 24" hour,
CYP1A1 enzyme activity increased in the groups A (0,5 mg I'Y) and B (1 mg I'}) (p<0.05),
and decreased in the group C (2 mg I"Y) (p<0.05).In comparisons of the groups with
different dosages and the control group in the 24™ hour, LDH enzyme activity showed a
significant increase in the groups A (0,5 mg I), B (1 mgl™) and C (2 mg I'Y) (p<0.05).
When compared to the control group in the 48" hour, the groups A (0,5 mgl) and B (1 mg
I1) showed a significant increase (p>0.05).

According to the results of this study, it was shown that CST, CYP1A1 and LDH
enzymes may be useful as biomarkers in determining the toxic effects in Oncorhynchus
mykiss (Rainbow Trout) exposed to the RBBR textile dye.

Key Words: Textile Dye, Remazol Brilliant Blue R (RBBR), GST, CYP1Al, LDH,
Oncorhynchus mykiss (Rainbow trout)
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1.GIRIS

Endiistriyel tliretim kapasitesi, artan niifus ve gelisen teknoloji ile orantili olarak
artmaktadir. Bu durum dogal kaynaklarin ve suyun kullanimmin artmasina neden
olmaktadir. Endiistriyelfaaliyetlerde kullanilan sular dogaya atiksu olarak desarj
edilmektedir. Bu nedenle, atiksularin su kaynaklarmin kirlenmesine neden olmayacak
bigimde aritilmalidir (Sener, 2008).

Tekstil, kagit, deri, kaucuk isleme, ila¢ endiistrisinde, temizlik {irlinlerinin
imalatinda boya ve metal esya endiistrisi gibi c¢esitli endiistri faaliyetlerinde olusan
atiksular yiiksekmiktarda agir metal, sentetik boyalar ve fenol gibi kirleticileri
icermektedir. Bu tip toksik kirleticileri iceren endiistriyel atiksularin aritim yapilmadan
dogal kaynak sularina desarj edilmesi ortamda bulunan canlilar iizerinde toksik etki
olusturmaktadir (Sener, 2008).

Tekstil endiistrisinde kullanilan boyalarin atik olarak c¢evreye desarj edilmesi
ekolojik dengede biiyiikk sorunlara neden olmaktadir (Ahmad ve ark., 2007). Boyar
maddelerin suda bulunmalari ise hem estetik yonden hem de 151k niifuzunu engelledigi igin
suda yasayan bitkilerin yasaminda fotosentetik aktiviteyi onemli Olglide etkilemektedir
(Sener, 2008). Bu boyar malzemeler igerisinde toksikolojik etkisi ¢ok yiiksek olan
boyalarda bulunmaktadir (Ahmad ve ark., 2007).

Tekstil atik sular1 kompleks bir yapiya sahiptirler (Robinson ve ark., 2001). Tekstil
endiistrisinde olusan atik sular yiiksek konsantrasyonda boyar madde, biyolojik oksijen
ihtiyact (BOI), kimyasal oksijen ihtiyact (KOI) ve askida kati madde (AKM)
bulundurmaktadirlar (Crini, 2006). Bu sularda yiiksek miktardabulunan kimyasal oksijen
thtiyact ve renk verici maddeler atik suyu estetik gorlintiiyii bozup, gilinliik hayatin
stirdiiriilebilmesi igin ihtiya¢ duyulan ¢oziinmiis oksijen miktarin1 azaltmakta ve atik
sularin aritimini giiglestirmektedir (Maurya ve ark., 2006).

Tekstil atik sularinda boyar maddeler diginda biyolojik olarak zor ayrisan organik
maddeler ve inhibitor bilesikler, adsorplanabilir klorlu bilesikler, pH ve tuzlar gibi 6nemli
kirleticiler bulunmaktadir (Sen ve Demirer, 2003).

Atik sularda renk belirlenen ilk unsurdur. Bu atiksularin su kaynaklarina

verilmeden O©nce uzaklagtirllmasi gerekmektedir (Zollinger, 1991). Atik sudan su



kaynaklarma gecen rengin giinigigin filtrelemesi ve besin zincirinde kirilmalara neden

olmaktadir (Shreve ve Brink, 1993; Al-Degs ve ark., 2000).

1.1. Su Kirliligi

Istenmeyen zararli maddelerin, suyun kalitesini 6l¢iilebilecek seviyede bozulmasini
saglayacak miktar ve yogunlukta suya karigsmasi olayidir. Su kirliligini meydana getiren
baslica etkenler; konutlar, kimyasal miicadele ilaglari, termik santraller, niikleer
santrallerden ¢ikan sicak sular, giibreler ve toprak erozyonu gibi nedenler
gosterilebilmektedir.

Kitlesel zehirlenmeler, gol ve akarsularin tahrip olmasi, toprak kalitesini bozmasi
ve {irlinlerin veriminin azalmasi gibi olumsuzluklar su kirliligi sonucu yasanabilmektedir.
Ayrica organik madde bakimindan zengin olan sular oksijen dengesini bozarak iginde

yasayan canlilar i¢in toplu 6liimlere varan sonuglara neden olmaktadir.

1.2. Suyun Kalite Kriterleri ve Atik Su Standartlar:

Toplumun i¢cme ve kullanma gibi ihtiyaclarinin karsilandig: hijyenik sulara igcme
sular1 denir. Dogadaki tiim sularin ve su rezervlerinin kaynagi havanin su buhari,
bulutlaridir. Su bulut halinde iken temiz ve saf su niteligine sahiptir. Ancak yagmur
halinde yere diigerken havanin ¢esitli gazlarini, tozlarni vb. maddeleri biinyesine alarak
safiyetini kaybeder ve yeryiizii ile temasa gectiginde yeryiiziiniin ¢esitli maddelerini eritip
biinyesine alarak siiriiklenir ve yeraltma dogru akar. Insan ve hayvanlar i¢in gerekliolan
igme suyunun kalitesinde bozukluga neden olmaktadir.

Yeryliziinde ve yeraltinda bulunan sular c¢esitli amaglar i¢in kullanilmakta olan
sulamada ve endiistride yararlanilmaktadir. Cesitli amagclar i¢in kullanilan bu sulara dogada

ti¢ sekilde rastlanmaktadir;

1-) Meteor Sular
2-) Yeralt1 Sulari
3-) Yeryiizii Sulart



Dogal kaynak sularinin dogru alanlarda kullanilabilmesi i¢in; fiziksel, kKimyasal ve
bakteriyolojik o6zelliklerinin  biliniyor olmast gerekmektedir. Bu 6zelliklerin sinir
degerlerin tizerinde olmamasi gerekmektedir. Bu yiizden sularin kullanilacaklar1 alanlar ve
islere gore su standartlar1 hazirlanmis olmasi1 gerekmektedir. Ayrica miktari, maliyeti ve
diger faktorlerin de analizleri yapilmasi gerekmektedir. Sularin iginde yer alan ¢oziinmiis
maddeler, kimyasal bilesikler ve mikroorganizmalar bolgenin genel yer yapisi, hareket ve
akis yonleri vb. 6zellikleri hakkinda bilgi vermektedir. Sularin kalitesi oldukg¢a 6nemlidir.
Her suyun ayri énemi bulunmaktadir. Sularin her kullanilisinda ise ayr1 spesifikasyonlar
yer almaktadir. i¢me, sulama vb. endiistrinin ¢esitli dallar1 igin istenilen su kalitesi
birbirinden farklidir. Bundan dolayi, su teknolojisinde her is i¢in farkli standart tablolar
hazirlanmistir. Endiistriyel atiklardan meydana gelen renkler zararli etkiler de ortaya
cikarabilmektedir (Tasmakiran, 2010). Su kirliligi kontrolii yonetmeliginde yer alan bazi
sektorler igin atik su desarj standart degerleriTablo 1.1., Tablo 1.2., Tablo 1.3. ve Tablo

1.4.° te gdsterilmistir.

Tablo 1.1. Kimya sanayisi atik su desarj standartlar1 (Boya iiretimi ve benzerleri)

Kompozit Numune Kompozit Numune
Parametre Birim 2 Saatlik 24 Saatlik
(Max) (Max)
Kimyasal Oksijen (mg/L) 200 150
[htiyaci (KOI)
Askida Kat1 Madde (mg/L) 60 40
Balik Biyodeneyi (Zsf) - 3 -

pH - 6-9 6-9




Tablo 1.2. Kimya sanayisi atik su desarj standartlar1 (Boya, boya hammadde ve yardimci madde iiretimi ve

benzerleri
Kompozit Numune Kompozit Numune
Parametre Birim 2 Saatlik 24 Saatlik
(Max) (Max)
Kimyasal Oksijen (mg/L) 200 150
Thtiyac1 (KOI)
Krom (Cr*) (mg/L) 0,5 0,3
Kadmiyum (Cd) (mg/L) - 0,2
Cinko (Zn) (mg/L) 4 3
Toplam Krom (mg/L) 2 1
Kursun (Pb) (mg/L) 2 1
Demir (Fe) (mg/L) 30 -
Toplam Siyaniir (CN?) (mg/L) 2 1
Balik Biyodeneyi (Zsf) - 6 -
pH - 6-9 6-9




Tablo 1.3. Tekstil sanayisi atik su degarj standartlar1 (Agik elyaf, iplik iiretimi ve terbiye)

Kompozit Numune

Kompozit Numune

Parametre Birim 2 Saatlik 24 Saatlik
(Max) (Max)
Kimyasal Oksijen (mg/L) 300 240
Ihtiyaci (KOI)
Amonyum Azotu (mg/L) 5 -
(NH4-N)
Serbest Klor (mg/L) 0,3 1
Toplam Krom (mg/L) 2 3
Siilfiir ( S2) (mg/L) 0,1 1
Stlfit (mg/L) 1 1
Yag ve Gres (mg/L) 10
Balik Biyodeneyi (ZSF) - 4 3
pH - 6-9 6-9

Tablo 1.4. Tekstil sanayii atiksu desarj standartlar1 (Dokunmus kumas terbiyesi ve benzerleri)

Kompozit Numune

Kompozit Numune

Parametre Birim 2 Saatlik 24 Saatlik
(Max) (Max)
Kimyasal Oksijen (mg/L) 400 300
[htiyaci (KOI)

Askida Kat1 Madde (mg/L) 140 100

Amonyum Azotu (mg/L) 5 -
(NHs-N)

Serbest Klor (mg/L) 0,3 -
Toplam Krom (mg/L) 2 1
Siilfiir ( S?) (mg/L) 0.1 -
Stlfit - 1 -

Fenol (mg/L) 1 0,5
Balik Biyodeneyi (ZSF) - 4 3

pH - 6-9 6-9

1.3. Atik Sular ve Ozellikleri

Evsel, endiistriyel, tarimsal ve diger kullanimlar sonucunda kirlenmis veya

Ozelliklerinin bir kismi veya tamami degismis olan sular ile maden ocaklar1 ve cevher

hazirlama tesislerinden kaynaklanan sular ve yapilasmis kaplamali ve kaplamasiz sehir



bolgelerinden cadde, otopark ve benzeri alanlarda yagislarda yiizey ya da ylizey alt1 akisa
doniismesi sonucunda meydana gelen sular atik su olarak tanimlanmaktadir (Tiinay, 199643,

1996h).

Atik sular evsel ve endiistriyel atik sular olmak iizere iki grupta incelenmektedir.

1.3.1. Evsel Atik Sular

Evsel atiksular evlerden, ticari isletmelerden, kurumlardan ve benzer binalardan
gelen sularla olusan atik sulardir. Bu sular insan ve hayvan digkisi ve idrar1 ile gri su
denilen banyo, lavabo ve yikamadan gelen sular olusturmaktadir. Evsel atik sular renkli,
kotii  goriinimlii ve iginde bir miktar ¢Ozilinebilen ve ¢ozlinemeyen maddeleri
bulundurmaktadir. Evsel atik sular bunlarin disinda bakteri, protozoa, viriis, helmint gibi
patojenik olabilecek mikroorganizma tiirleri barindirmaktadir. Bu atik sularin dogal su
kaynaklarinin kirlenmesini 6nleyecek ve insan sagligini tehlikeye atmayacak bigimde
aritilmas1 gerekmektedir. Evsel atik sularin aritilmasinda fiziksel, biyolojik ve kimyasal

aritim yontemleri uygulanmaktadir (Karacakaya, 2009).

1.3.2. Endiistriyel Atik Sular

Endiistri tesislerindeki atiklarin gesitli kaynagi bulunmaktadir. Bunlar baglicaproses
ve islemlerden kaynaklanan atik akigkanlar, sogutma sulari, alet, techizat, bina, temizlik,
yikama sulari, yardimci isletmelerden kaynaklanan baglica buhar santralleri blof sulari,
kazan kondensat sulari, su yumusatma tesisleri yikama ve rejenerasyon sulart olmak {izere
cesitli sekillerde siniflandirilabilmektedir (Can, 1995).

Tekstil endiistrisi atik sular1 ¢ok fazla kimyasal madde ve boyar madde
igcermektedir. Bu nedenle aritilmalar1 uzun islemler ve fazla ¢aba gerektirmektedir. Farkli
organik maddeler, ¢oziinmiis tuzlar ve agir metal icerdikleri i¢in biiylik derecede boyanmis
ve renkli goriinlimde olup, bulaniklik ve degisen pH’larda dis ortama desarj edildiklerinde
birinci derecede aritima ihtiyag duymaktadir (Eren ve Anis, 1998).



1.4. Boyar Maddenin Tarihi Gelisimi

Dogada bitkiler, hayvanlar, likenler ve mantarlar tarafindan sentezlenen maddelere
dogal boyar maddeler denir. Dogal boyarmaddeler ve dogal boyamacilik en az tekstil tarihi
kadar eskilere dayanmaktadir. Dogal boyamaciligin tekstil elyafinda MO. 4000 yillarinda
Hindistan’da ve Mezopotamya’da kullanilmaya baglanmistir (Karadag, 2007).

Insanlar dogal elyaf olan yiinii, pamugu vb. iiriinleri tarihin ilk caglarindan bu
zamana kadar boyamaktadirlar. Kullanilan bu boyarmaddeler bitkilerden, hayvanlardan ve
topraktan elde edilmektedir. Dogal boyamacilik 1856 yilinda William Henry Perkin
tarafindan ilk sentetik boyar maddenin bulunusundan giinlimiize kadar degismeden
stirmistiir. 1862 yilinda Hofmann anilin mavisini kesfetmis, 1863 yilinda Martius ise
Bismark kahverengisi elde etmistir. Giinlimiizde ise en 6nemli boyarmadde sinifin1 azo
boyalar olusturmaktadir (Altunay, 2010).

1863 yilinda Graebe ve Liebermann alizarin boyasini (1,2-dihidroksi-antrakinon)
sentetik olarak iiretmeyi bagsarmislardir. Bu zamana kadar yapilan ¢aligmalarda organik
bilesiklerin yapilart hakkinda ¢ok az bilgi bulunuyordu.1865 yilinda ise Augustvon
Kekulevalens teorisini ileri siirerek benzenin aromatik yapida oldugunu acikladi. 1878
yilinda Baeyer sentetik indigoyu kesfetti fakat endiistriyel {iiretimi 1897 yilinda
gerceklesmistir. 1873 yilinda ise kahverengi kiikiirt boyasi ise Fransa’da Croissant ve
Bretonnarie tarafindan elde edilmistir (Altunay, 2010).

1956 yilinda sentetik boyar madde endiistrisinde énemli bir asama olan reaktif

boyar madder kesfedilmistir (Altunay, 2010).

1.5. Boya ve Boyar Maddeler

Boyamak, cisimlerin renklendirilmesi olarak adlandirilmaktadir. Boya, cisimlerin
yiizeyinin dis etkilerden korumak ya da giizel bir goriiniim elde etmek i¢in kullanilan
maddelere denmektedir (Arslan, 2004).

Cisimlerin (kumas, elyaf vb.) renkli hale getirmede uygulanan maddelere
boyarmadde denir. Biitiin boyar maddeler organik bilesikli yapilara sahiptirler.

Boyar maddeler, cogunlukla ¢ozeltiler veya siispansiyonlar halinde ¢esitli boyama
yontemleri kullanilarak uygulanmaktadirlar. Boyanacak cisimler boyar madde ile devamli

olarak ve dayanikli bir sekilde birleserek cismin yiizeyini yap1 bakimindan



degistirmektedirler. Genellikle boyarmadde, cismin yiizeyi ile kimyasal veya
fizikokimyasal bir tepkimeye girerek birlesmistir.

Dogal boyar maddeler genellikle hayvanlarin deri ve salgi bezlerinden, bitkilerin
kok, kabuk gibi kisimlarindan ve maya bakterileri gibi mikroorganizmalardan basit

kimyasal islemler uygulanarak elde edilmektedirler (Baser ve Inanici, 1990).

1.6. Tekstil Endiistrisinde Kullanilan Boyar Maddeler

Sentetik boyalarin yaygin olarak kullanildigi alanlar tekstil, boya, kagit ve baski
endiistrileridir. Boya iiretimi yilda 700.000 ton yapilmaktadir. Uretim ve kullanim
sirasinda ortaya cikan boya miktari, atiksularin g¢evresel agidan Onemli miktarda risk
tagidigini ortaya ¢ikmaktadir (Kapdan ve Kargi, 1998).

Tekstil endiistrisinde kullanilan boyar maddeler tabii ve sentetik elyafin
renklendirilmesinde kullanilmaktadirlar. Boyar maddeler organik yapiya sahiptirler. Bu
maddeler boyanacak malzeme ile siirekli ve dayanikli bir sekilde birleserek cismin
yiizeyini degistirmektedirler. Tekstil endiistrisinde kullanilan boyar maddeler, zararli atik
simifinda degerlendirilmektedir. Boyalar kompleks organik bilesik 6zelligine sahiptir. Bu

boyalar biyolojik olarak indirgenmeye uygun degildirler (Y1lmaz, 2010).

1.7. Boyar Maddelerin Siniflandirilmasi

1.7.1. Boyama Ozelliklerine Gore Siiflandirma

Direkt (substantif) boyar maddeler; [BmSOs]-Na+ formiilii ile gosterilen siilfonik
asitlerin ve karboksilli asitlerin sodyum tuzlaridirlar. Yap1 bakimindan genellikle bu boyar
maddeler azo boyar maddeleri grubuna girmektedirler.

Direkt boyar maddeler, herhangi bir islem yapilmadan seliilozik elyafa veya yiine
dogrudan baglanabilmektedirler. Elyafin i¢ misellerinde herhangi bir kimyasal bag
olusturmadan depo edilmektedirler. Suya karsi dayanikli olmamakla birlikte bu durum
boyama sonrasi yapilan farkl islemlerle diizeltilebilmektedir (Siilkii, 2012).

Kiipe boyar maddeler; bu boyalar suda ¢6ziinme 6zelligine sahip degildirler fakat

sodyum hidroksit ve sodyum hidrosiilfit gibi bir indirgenin etkisiyle suda ¢oziinebilecek



leuko adi verilen bilesiklere doniistiriilmektedirler. Seliilloz ve leuko bilesikleri arasinda
dogrudan bir iligki vardir (Karaoglu, 2007).

Kiipe boyar maddesindeki karbonil grubu oksijeni indirgendiginde enolat oksijeni
ortaya c¢ikmaktadir. Bunlardan karbonil grubu oksijeni iki farkli grup olarak
davranmaktadir; birincisinde kromofor, ikincisinde ise oksokrom grup. Bu nedenle
kiipeleme (indirgeme) islemi sirasinda bir renk degisimi goriilmektedir (Siilkii, 2012).

Asit boyar maddeler; siilfonik asitlerin veya ender olarak karboksilli asitlerin
sodyum tuzlar1 seklindedirler. Boyar madde molekiiliinde bir veya birden fazla —SOsH
veya —COOH grubu icermektedirler. Bu boyar maddelerin kullanildig: alanlar yiin, ipek,
poliamit elyaf, kagit, deri vb. maddelerdir. Bu boyalarin asit boyar maddeleri olarak
adlandirilmasinin nedeni, uygulamanin asidik banyolarda yapilmasi ve hepsinin organik
asitlerin tuzlar1 olmasidir. Asit boyar maddeler anyonik boyar maddeler grubunda
adlandiriimaktadirlar (Siilkii, 2012).

Bazik boyar maddeler; bu gruptaki boyalar elyafta bulunan tuz baglarini kirarak
reaksiyona girmektedir. Bazik boyar madde (+) yiikliidiir. Bu 6zellik boyar maddedeki
‘Kuarterner amonyum’ grubundan kaynaklanmaktadir. Bazik boyalar c¢ogunlukla
trifenilmeten tipleridir. Poliakrilonitril elyafin1 ve mordanl seliiloz elyafin1 boyamakta bu
tip boyalar kullanilmaktadir (Kuyucu, 2013).

Reaktif boyar maddeler; iilkemizde en ¢ok kullanilan boyar maddeler arasinda yer
alir. Reaktif gruplarin reaktifliklerine gore 2 sinifta incelenmektedir. Bu boyar maddeler
yiiksek reaktiflige sahip boyar maddeler ve diisiik reaktiflige sahip boyar maddeler olarak
adlandirilir.

Yiiksek reaktiflige sahip boyar maddelerle diisiik reaktiflige sahip boyar maddeler
Karsilastirlldiginda diigiik reaktiflige sahip boyar maddeler daha hizli boyama saglar ve
ayni zamanda enerji tikketimi daha azdir (Karacakaya, 2009).

Reaktif boyar maddeler kromofor renkli gruplart igermektedirler (Silki, 2012)
Genellikle soguk c¢ozeltide boyayabilmektedirler. Boyama metotlar1 i¢in kullanilan en
uygun boyar maddelerdir (Karaoglan, 2007).

Mordan boyar maddeler; mordan sozciigii, boyar maddeyi elyafa sabitlestiren
madde veya bilesim olarak adlandirilmaktadir. Bu boyar maddeler asidik veya bazik
fonksiyonel gruplar igermektedir. Bitkisel ve hayvansal elyaf ile kararsiz bilesikler
meydana getirmektedirler (Kuyucu, 2013).



Mordan olarak suda ¢dziinmeyen hidroksitler olusturan Al, Sn, Fe ve Cr tuzlan
kullanilmaktadir. Bu tuzlarin katyonlar ile boyar madde molekiilleri bir araya gelerek
elyaf iizerinde suda ¢oziinmeyen kompleksler haline gelmektedirler (Siilkii, 2012).

Dispers boyar maddeler; suda ¢ok az miktarda ¢oziinebilen ve bu nedenle sudaki
dispersiyonlar seklinde uygulanabilen boyar maddelerdir. Boyar madde, boyama islemi
sirasinda dispersiyon ortamdan hidrofobik elyaf {izerine difiizyon yolu ile tasinmaktadir.
Bu boyar maddeler poliester, poliamid ve akrilik elyafin boyanmasinda kullanilmaktadir
(Siilkii, 2012).

Hidrofob o6zellige sahip olan primer, sekonder asetat ve sentetik elyafin
boyanmasinda da dispers boyar maddeler kullanilmaktadir (Elemenli, 2010).

Pigment boyar maddeler; suda ¢oziinme ozelligine sahip degildirler. Genellikle
antrakinon, azoik, ftalociyanin 6zelliklerine sahiptirler. Miirekkep, deri ve seliilloz i¢in
kullanilan ¢esitleri vardir. Pigment boyalar genellikle anorganik ve organik bilesiklerin
birlesiminden meydana gelmektedir. Bu boyalar Mangan (Mn), Cobalt (Co) ve Bakir (Cu)
gibi elementleri igermektedirler (Kuyucu, 2013).

Pigment boyalar kumas yiizeyine ince dagilmis bir halde bulunmaktadir. Bu boyar
maddelerin olumsuz etkileri arasinda koyu renklerin olusturulamamasi, baglayict filmin
hava etkisiyle par¢alanmasi ve kumasa sertlik vermesi yer almaktadir (Stilki, 2012).

Inkisaf boyar maddeler; elyaf iizerinde olusturulup déniistiiriilebilen boyarmaddeler
bu sinifta adlandirilmaktadir (Kuyucu, 2013).

Inkisaf boyar maddeleri, elyaf iizerinde olusturularak son seklini alacak hale
dontstiiriilmektedir. Elyaf afinitesi olan bilesen iki asamadan gecirilerek suda ¢éziinmeyen
boyar maddeye doniistiiriilmektedir. Bu asamalardan birincisi bilesen elyafa emdirilmekte,
ikinci asama ise bilesenle reaksiyona sokulur. Boylece biitiin renk cesitleri elde
edilmektedir (Elemenli, 2010).

Oksidasyon boyar maddeler; kiiciik molekiillere sahip ara maddelerin asidik
ortamda oksidasyon olmasi sonucu lifler {izerinde olusan boyarmaddelerdir (Barisik,
2009).

1.7.2. Kimyasal Yapilarina Gore Boyar Maddeler

Kimyasal yap1 gruplari igerdikleri baglar sdyledir (Y1lmaz, 2010).
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* Nitroso Grubu -NO (veya =N-OH)

* Nitro Grubu -NO(veya =NO-OH)

* Azo Grubu-N=N

+ Etilen Grubu =C=C=

» Karbonil Grubu =C=0

« Karbon-Azot Grubu=C=NH VE —-CH=N
» Kiikiirt Grubu =C=S ve =C-S-S-C=

Azo boyar maddeleri; tekstil endiistrisinde yaygin kullanilmaktadir. Azo boyar
maddeler renkleri, biyolojik olarak par¢alamaya direngli olmalari ve canlilar iizerinde
potansiyel toksik madde olusturduklart i¢in atik su aritiminda problem yaratmaktadirlar.
Yiiksek organik ve inorganik kirlilik ve yogun renk igerigi atiksularin kirlilik seviyesini
arttirmaktadir (Giilin ve Ersoz, 2012). Boyar madde ¢esitleri ve uygulama tipleri arasinda
en ¢ok kullanilan boyar madde azo-reaktif boyar maddelerdir (Midik, 2011).

Nitro ve nitrozo boyar maddeleri; nitro ve nitrozo boyar maddeleri, iki ya da daha
fazla nitro grubu igeren aromatik halkadan olusmaktadirlar. Ticari a¢idan ¢ok Onemli
degildirler. Pikrik asit ticari olarak kullanilan ilk nitro boyarmaddesidir (Altunay, 2010).

Polimetin boyar maddeleri; polimetin boyar maddeleri, uzun konjuge zincir
icermektedir. Karotenler en 6nemli polimerin boyasi olarak bilinmektedir (Altunay, 2010).

Arilmetin boyar maddeleri; bu boyarmaddelerin formiilleri Ar-X = Ar seklinde
ifade edilir. Bu formiilde X kismi, -CH= veya —N= seklinde olabilmektedir. X’ in —-CH=
seklinde oldugu bilesiklere diarilkarbonyum, -C(Ar)= seklinde olmasma ise
triarilkarbonyum bilesikleri ad1 verilir. Bu grup —N= ise azo tiirevi olur (Elemenli, 2010).

Kiikiirt boyar maddeleri; kiikiirtlii boyalar kiikiirt igeren karmasik yapili organik
bilesiklerdir. Kiikiirt boyar maddeler amino ve nitro gruplari igeren organik bilesiklerin
stilfiir veya sodyum siilfit ile yiiksek sicaklikta ki tepkimeleri sonucunda elde edilmektedir.

Seliilozik elyafin boyanmasinda kiikiirt boyar maddeler kullanilmaktadir. Siilfiir
boyalar suda ¢oziinme Ozelligine sahip degildirler fakat kimyasal indirgeyici maddelerle

alkali ¢ozeltide ¢oziiniip 100°C gibi yiiksek sicaklikta kullanilabilmektedir (Gazigil, 2014).
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1.8. Boyar Maddelerin Cevreye Etkileri

Tekstil ve boyar madde liretim endiistrilerinden ¢ikan ve boyar madde igeren atik
sular, aritilmasi olduk¢a gii¢ atik sulardan biri olarak bilinmektedir. Atiksularin
aritilmasinin zor olmasinin sebebi boyar maddelerin genellikle sentetik kaynakli ve
kompleks aromatik molekiiler yapiya sahip olmalari ve biyolojik parcalanmaya karst
direngli hale getirmesidir (Fu ve Viraraghavan, 2001). Tekstil ve boyama endiistrilerinde
sentetik boyalarin kullaniminin artmasiin nedeni, bu boyalarin sentezinin kolay ve ucuz
olmast ve dogal boyalarla karsilastirildiginda renklerinin gesitli olmalaridir (Wong ve
Yuen, 1996). Bu boyar maddelerin, gilines 1s18ina ve yikama proseslerine karst direngli
olduklar1 ve mikrobiyal par¢alanmaya kars1 da diren¢ gosterdikleri belirtilmektedir (Pagga
ve Brown, 1986).

1.9. Remazol Brillant Blue R (RBBR)
Remazol Brillant Blue R (RBBR) tekstil endiistrilerinde kullanilan bir antrakinon
boyadir. Bu zararli boya sucul yasam ve bitkisel hayata zarar vermektedir. Remazol

brilliant blueR’nin molekiil yapis1 Sekil 1.1.de ve fiziksel ozellikleri ise Tablo 1.5.’de

gosterilmistir.

O NH: O

Sekil 1.1. Remazol Brilliant BlueR nin molekiil yapis1 (Bilir, 2009)
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Tablo 1.5. Remazol Brillant Blue R’nin fiziksel 6zellikleri (Bilir, 2009)

Yaygin adi Remozal Brillant Blue R
Diger ad1 Reaktif Blue
Sinifi Asidik
Etanolde ¢oziiniirliik Iyi
Sudaki ¢oziiniirliik Iyi
Renk indeks numarasi 61200
Amax 593 nm
Renk Mavi
Molekiil agirlig: 626,54
Molekiil formiilii C22H16N2N2a2011S3

1.10. Alabaliklarin Genel Ozellikleri

Salmonidae familyas1 i¢inde bulunan alabaliklarin bir kismi sadece tatli suda
yasarken, diger kismi aktif olarak tatli sudan deniz suyuna goc etmektedir (Boeuf, 1993).
Deniz suyuna go¢ eden alabaliklar, iireme ve yasamlarinin ilk evrelerini tatli suda
gecirmektedirler. Belli bir biiyilikliige wulastiklarinda denize gb¢ etmeden Once
smoltifikasyon gegirmektedirler.

Smoltlar deniz ortamina kolayca uyum saglama yetenegine sahiptirler ve bu
yetenekleriyle tuzlu suya goc etmektedirler. Alabaliklar yasamlarmin tiimiinii tath suda
gecirir denize go¢ etmezler. Ancak Orihalin Ozellikleri sayesinde genis tuzluluk

degisimlerine dayanabilen tiirlerdir (Boeuf, 1987).

1.11. Alabahgin Biyolojisi ve Su Kalitesi

Yasama ortami bakimindan berrak, temiz, serin ve oksijen yoniinden zengin sulari
tercih eden alabalik halkimiz tarafindan 6zellikle etinin lezzetli olusuyla bilinen baliklar
arasinda yer almaktadir. Alabalik tiirleri sistematikteSalmonidae familyasi igerisinde yer
almaktadirlar. Morfolojik bakimdan ise yag ylizgeci ile karakterize olmuslardir. Kuzey
Amerika kokenli Gokkusag alabaligi (Oncorhynchus mykiss) yetistiriciligi en yaygin olan
alabalik tiirtidiir (Scott ve Crossman 1973; Yildirim, 1998).
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Kiiltiir kosullarina uygun niteliklerinden dolayr giinlimiizde gokkusagi alabaligi
yetistiriciligi hizli bir artig gostermekte ve bir endiistri haline gelmistir. Gokkusagi
alabaliginin tercih edilmesinin sebepleri asagidaki basliklar halinde incelenmektedir (Scott

ve Crossman 1973; Yildirim, 1998).

* (Gokkusagi alabaliginin c¢evre kosullarina uyum gdstermesinin yaninda

ozellikle yiiksek sicakliklara dayanikli olmasi,

+ Aktif yem almasi nedeniyle yemlenmesinin kolay olmasi ve yemi

degerlendirmesinin ¢ok iyi olmasi1 yoniinden iyi bir biiyiime gdstermesi,

* Yiiksek ilkbahar sicakliginda dere alabaligi ve kaynak alabalig1 gibi diger

alabalik tiirlerine gore kisa siireli kulucka donemine sahip olmasi

1.12. Gokkusag1 Alabahig: (Oncorhynchus mykiss)’ninOzellikleri

Salmonidae familyasina ait olan bir baliktir. Kuzey yarim kiirede fazla olmasina
ragmen giiniimiizde giiney yarim kiirede de goriilebilmektedir (Muus ve Dahlstrom, 1971,
Celikkale, 1994). Gokkusagr alabaligi oldukea yiiksek sicaklik ve su kirliligine daha fazla
dayaniklilik gostermektedir (Muus ve Dahlstrom, 1971). Gokkusagi alabaligi en fazla 70
cm uzunluga ve 7 kg viicut agirligina erisebilmektedirler. Gokkusag1 alabaligir beslenme
olarak karnivor beslenme 06zelligine sahiptir ve c¢ogunlukla hayvansal gidalarla
beslenmektedir (Baba, 2014).

Gokkusagi alabaligin1 ilk kez Richardson 1836°da ¢elikbas alabalik (Salmo
gairdneri) olarak Colombia nehrinde adlandirmistir. Celikbas (Steelhead) anadrom 6zellik
gosteren bir gokkusagi alabaligi cesididir. Bu tiiriin farkli sulardaki popiilasyonlar1 uzun
zamandan beri gesitli yoresel isimlerle adlandirilmistir. Ornegin Asya’nin Salmomykiss’i,
Kaliforniya’nin Altin alabaligi (Salmo agua-bonita) gibi (Scott ve Crossman 1973;
Yildirim, 1998).

1988 yilinda ise Amerikan Balikgilar Dernegi, Balik Isimleri Komitesi tarafindan
tiim Pasifik alabalik ve salmonlarini, Atlantik alabalik ve salmonlarindan ayirt etmek icin
“Oncorhynchus” cins isminin kullanilmasi kararini1 almistir. Ayrica Gokkusagi alabaligi
(Salmo gairdneri) ile Kamchatka alabaliginin (Salmo mykiss) ayni1 biyolojik tiir oldugu
kanitlandigindan ~ “gairdneri” tir adi yerine “mykiss” tir adinin kullanilmasi
kararlastirilmigtir. Bu degisiklikler tiim uluslararasi bilim ¢evrelerince kabul edilmistir. Bu
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durum Gokkusagr alabaligt ve onun tim formlari “Oncorhynchus mykiss” olarak
adlandirilmasini saglamistir (Gall ve Crandell, 1992)

Bu tiirtin anavatan1 Kuzey Amerika’nin Pasifik bolgesindeki nehir ve goller olup
Ozellikle bulundugu nehir Mc-Cloud-River’dir. Daha sonra Kuzey Amerika’nin diger
bolgelerine asilanmistir. Baslangicta faunay1 zenginlestirmek amaciyla yapilan bu asilama
daha sonra bu tiiriin ekonomik olusu g6z oniinde tutularak devam edilmistir. Yillar i¢inde
gelisen durumlara ragmen, suni iiretim stoklarindan takviye edilmeden, varligimi dogal
olarak siirdiirebilen birka¢ gokkusagi alabaligi popiilasyonu olusmustur (Scott ve

Crossman, 1973).

Sekil 1.2. Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) (URL-1, 2010)

1.13. Ksenobiyotikler

Besin amacli dogal bilesikler disinda farkli yollarla viicuda giren ve yabanci olan
bilesiklerin tamamina ksenobiyotik denir. Bu maddeler inhalasyon, deriden emilim ve
parenteral enjeksiyon gibi ¢esitli yollarla viicuda alinabilmektedir. Ksenobiyotikler suda
¢Oziinebilir (hidrofilik) 6zellikte ve suda ¢oziinmeyen (lipofilik) olmak tlizere 2 gruba
ayrilir. Hidrofilik ksenobiyotikler parcalandiktan sonra idrar ve safra yolu ile disar
atilabilirken lipofilik ksenobiyotikler viicuttan kolayca atilamamaktadir. Bu nedenle
lipofilik ksenobiyotikler idrar ve safra yolu ile atilabilecek suda ¢oziiniir bilesiklere
dontstiiriiliirler. Bu isleme ksenobiyotik metabolizmasi adi verilmektedir. Ksenobiyotik
metabolizmasinda temel organ karacigerdir (URL-2-3, 2011). Ksenobiyotikler biyolojik
sistemlerde birbirinden farkli etkiler gostermektedirler. Ksenobiyotiklerin olusturdugu bu

etki maruziyet ve ksenobiyotigin mekanizmasi ile orantilidir. Bu ¢ok basamakli etki siireci
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adimlar1 kimyasal maruziyetle baslayip yap1 ve fonksiyonlarda degisiklikler olusturduktan

sonra hastalik belirtileri ile son bulmaktadir (Akay, 2004).

1.13.1. Ksenobiyotiklerin Etki Mekanizmasi

Ksenobiyotiklerin hiicredeki hedef molekiilleri proteinler (reseptorler, enzimler,
tagtyicilar ve yapisal proteinler), lipitler ve niikleik asitlerdir. Bu molekiiller ile
etkilesimleri  sonucu toksik etkiler meydana gelmektedir (Moeller, 2005).

Ksenobiyotiklerin etki mekanizmasi 5 farkli sekilde siniflandirilabilir:

1. Reseptorler ile etkilesimi

2. Membran fonksiyonunu etkileme

3. Hiicresel enerji tiretiminin engellenmesi
4. Biyomolekiillerekovalent baglanma

5. Kalsiyum homeostazinin bozulmast

Plazma membranina, sitoplazmaya veya g¢ekirdege yerlesmis olan bu reseptorler
fiziksel veya kimyasal sinyallerin hiicreye aktarilmasini saglayan makro molekiillerdir.
Reseptore baglanan ligandagonist reseptoriin fizyolojik fonksiyonunu indiikler antagonist
ise reseptor fonksiyonunu iptal eder. Her reseptor birlestigi toksik maddelere karsi
kimyasal yap1 bakimindan farklilik gostermektedir. Eter ve halotan gibi bir¢ok madde
hiicre membraninda birikime neden olur ve hiicre i¢ine oksijen ve glikoz tasiyan transport
ile hiicre icine alinmaktadir. Bu yiizden hiicrelere oksijen ve glikoz tasinmasinda azalma
meydana gelmektedir. Membranin organik solventler ve deterjanlar ile temas etmesi
sonucunda membran ayrigmast meydana gelebilmektedir. Civa ve kadmiyum iyonlari
fosfolipitler ile kompleks olusturmaktadir ve membran ylizey alanim artirarak
fonksiyonlariin degismesine neden olmaktadir. Kuvvetli asit ve bazlar hiicre
membranindaki proteinlerin denatiirasyon olmasina neden olmaktadir. Karbontetrakloriir
gibi bircok toksik maddenin nekrotik etkisinden dolayr hiicre membran fonksiyonu
etkilenmesine ve membran biitiinliigli bozulmasina neden olmaktadir ve hiicre fonksiyonu
durdurmaktadir. Ksenobiyotik toksiklerin bir¢ogu etkisini, hiicresel enerji olusumunu
engelleyerek gostermektedir. Hiicrenin bircok yapim ve yikim reaksiyonlarmin

gerceklesmesi i¢in ATP formundaki yiiksek enerjili fosfat gerekli olmaktadir. ATP
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oksidatif fosforilasyon (aerobik yol) ve glikolitik yol (anaerobik yol) olmak iizere iki farkli
yolla iretilmektedir. Memeli hiicreler i¢in 6nemli olan yol oksidatif fosforilasyondur.
Nitritler gibi bazi oksidan maddeler hemoglobinde demir-2 iyonunun (ferro), demir-3
iyonuna (ferri) yiikseltgenerek methemoglobin olusturmasini engellemektedir bu da
dokulara oksijen tasinmasini engellemektedir. Karbonmonoksit (CO), hemoglobindeki
ferro kismina baglanarak oksijenin yerine gecer ve nitritlerde oldugu gibi dokulara oksijen
tasinmasina engel olmaktadir. Siyaniir, kiikiirt, hidrojen gibi maddeler sitokromoksidaz
enzimini inhibe ederek, dokulara oksijen tasinmasini engellemektedir. Toksik maddelerin
proteinlerle etkilesimi enzimin, tasiyicinin ve yapisal proteinlerin inaktivasyonu ile
sonuglanmasina neden olmaktadir. Karbonmonoksitin bir tasiyict protein olan
hemoglobine baglanmasi sonucu dokulara oksijen tasimasinin engellemektedir. Kollojen
gibi ekstraselliiler yapisal proteinler toksik maddelerden etkilenmemektedir. Ancak ozon
ve asbest gibi toksik maddeler akcigerlerde kollojen artisina neden olabilmektedir. Toksik
maddeler, enzimleri yarigmali (kompetitif) veya yarismasiz (nonkompetitif) olmak iizere
iki farkli sekilde inhibe etmektedirler. Yarismali inhibisyonda, substrata yapi olarak
benzeyen toksik madde, enzimin benzer aktif bolgesi icin substratla yarismaktadir. Toksik
madde enzim kompleksikovalent bir bag 6zelligine sahip degilse reversibldir. Yarismasiz
inhibisyon ise toksik maddenin enzimi Hidroksil (-OH), Silfidril (-SH), Amino (-NH>),
imidazol gruplarina baglanmaktadir. Bu durumda enzim normal substrati ile birlesmis olsa
da enzim fonksiyonu gerceklesmez. Yarigmasiz inhibisyon genellikle irrevesibl 6zellige
sahiptir. Inhibe olan enzimlerin fonksiyonu, yeni enzim sentezine kadar devam
etmemektedir. Civa, arsenik, kursun, bakir ve siyaniir gibi ¢esitli toksik maddeler siilfidril
grubu iceren bu enzimleri yarigmasiz sekilde inhibe ederek toksik etki meydana
getirmektedir. Toksik maddeler (alkilleyici ajanlar gibi) ile DNA ve RNA arasindaki
kovalent baglanma sonucu kanser, mutasyon ve teratojenezise meydana gelmektedir.
Hiicresel fonksiyonlarin yerine getirilmesinde hiicresel kalsiyum homeostazi énemli bir
yere sahiptir. Ekstraseliiler Ca*? seviyesi sitoplazma konsantrasyona gore 10 kat daha fazla
seviyeye sahiptir. Bu iyonik denge plazma membranina yerlesmis olan Ca*? tasiyici
ATPaz, Endoplazmik retikulum (E.R.), mitokondri ve niikleustaintraseliilerkalmoduline
baglanarak depolanmasi ile korunur. Hiicre icinde Ca*? artis1 hiicreye potansiyel zarar
verebilecek bircok enzimin aktif hale ge¢mesine neden olur. Kalsiyumun artis1 ile
aktiflesen bu enzimler fosfolipazlar, proteazlar, ATPazlar ve endoniikleazlardir. Bu

enzimler hiicresel hasara yol acarlar (Moeller, 2005).
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1.14. Ksenobiyotik Metabolizmasinda Glutatyonun Rolii

Dogal ve antropojenik kimyasallar ¢ogunlukla biyolojik aktif olma o6zelligine
sahiptir. Fizyolojik slire¢lerde canlilarda farkli degisimlere yol agmaktadirlar. Bu
kimyasallarin bir kismi lipid membranlardan ge¢gme yetenegine sahiptir. Bu bilesikler
lipofilik bilesikler olarak adlandirilmaktadir. Lipofilik kimyasallarin polar metabolitlerine
doniistiiriililebilmesi icin iki metabolik faz gerceklesmelidir. Faz 1 tepkimelerinde
molekiile bir oksijen transferi yapilarak veya indirgenerek -OH ve -COOH gibi islevsel
gruplar olusturmaktadirlar. Ana bilesikten daha hidrofilik olan bu metabolitler faz II
tepkimelerinde glukuronik asit, siilfat ve glutatyon (GSH) gibi endojensubstratlarlakonjuge
ederek viicuttan atilimlart daha kolay gerceklestirmektedirler. GSH konjugasyonu
hiicrelerin ksenobiyotik etkisinden korunmasini saglayan énemli metabolik siireclerdendir

(loannides, 2002).

1.15.Biyotransfomasyon

Biyotransformasyon, genel olarak hayatin devami i¢in gerekli olan ve organizmada
meydana gelen biitiin kimyasal reaksiyonlar olarak adlandirilmaktadir. Baska bir ifadeyle
bir organizma igin yabanci olan ksenobiyotikler gibi kimyasal maddelerin kimyasal
degismelerine de metabolizma adi verilse de biyotransformasyon kullanilmasi daha uygun
olmaktadir (Liileyap, 2008)

Biyotransformasyonla toksik maddelerin daha az etkili veya etkisiz bilesiklere
doniismesine ‘detoksifikasyon’ denir. Bazen biyotransformasyon sonucu dahagok aktif ya
da toksik bilesikler olusabilmektedir. Bu durumda toksifikasyon (biyoaktivasyon) soz
konusu olmaktadir. Biyotransformasyon kapasitesi tiir, nesil, cinsler arasinda birgok
farklilik gostermektedir. Bunun yaninda yas, cinsiyet, beslenme ve maruz kalinan diger
kimyasal maddeler de biyotransformasyonu etkileyebilmektedir. Biyotransformasyon igin
en 6nemli organ karaciger olmanin yan sira akciger, mide, bagirsak, cilt, bobrekler, burun
mukozas1 ve gozde ksenobiyotiklere maruz kalan ve biyotransformasyon yapan organlardir

(Ergun, 2008).
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1.16. Mikrozomal Enzimler

Mikrozomal enzimler, o organi olusturan hiicrelerin endoplazmik retikuluma
yerlesmislerdir. Doku homejenatina farkli devirlerde santrifiij islemi uygulanarak,
endoplazmik retikulumun ¢Oktiiriilmesiyle elde edilen pellete ‘mikrozom’ olarak
adlandirilmaktadir. Ultrasantrifiij bulunamazsa CaCl; ile ¢oktiiriilerek 10.000 devir/dk ile
de elde edilebilmektedir (Sahin, 2008). Mikrozom, hangi doku olursa olsun elde
edilebilmektedir. Endoplazmik retikulum’da bulunan ilag metabolize edici enzimlere bu
nedenle ‘mikrozomal enzimler’ ad1 verilmektedir.

Faz 1 reaksiyonlarinda bulunan enzimler Ozellikle ER’de bulunurlar. Faz II
konjugasyon enzim sistemleri ise ¢ogunlukla sitozolik 6zellige sahiptirler. ER’de faz I
reaksiyonu ile biyotransformasyona ugrayan bir ilag ayni hiicrenin sitozolik fraksiyonunda
konjuge olmaktadir.

Faz 1 reaksiyonlari; oksidasyon (yiikseltgenme), rediiksiyon (indirgenme) ve
hidroliz 6zelliklerine sahiptir.

Oksidasyon; Karisik fonksiyonlu oksidasyonlar, birgok oksitlenme reaksiyonlarini
kataliz etmektedirler. Mikrozomal oksidasyon tiplerinden bazilari bagliklar halinde
incelenmektedir:

a. Aromatik hidroksilasyon ve epoksit olusumu
b. Dealkilasyon

c. N-dealilasyon

d. Oksidatifdeaminasyon

e. Tersiyer azot oksidasyonu

Rediiksiyon; bu reaksiyonlar hem mikrozomal hem de sitolojikrediiktazlar
tarafindan katalizlenebilirken rediiktaz ihtiva eden bagirsak bakterileri tarafindan da
katalizlenebilmektedir. Nitro, diazo, karbonil, disiilfir, siilfoksit ve alkon gibi fonksiyonel
gruplar organizmada indirgenebilmektedirler.

Hidroliz; ester, amid veya substitiie ve fosfat ester bagini iceren ksenobiyotiklerin
biiylik kism1 organizmada hidrolizlenebilmektedir. Esterler esterazlar tarafindan, amidler
ise amidazlar tarafindan hidrolizlenmektedirler.

Faz Il reaksiyonlari; konjugasyon reaksiyonlar1 olarak da bilinen bu reaksiyonlar,

polar bir grubun yabanct molekiillere eklenmesi ile olusmaktadir. Bu polar grup ya bilesik
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tizerinde hazir bulunan bir gruba ya da Faz I reaksiyonlar1 sonucunda meydana gelen
hidroksil gibi gruplara konjuge olabilmektedir. Polar gruplar, yabanct molekiilleri suda
daha ¢ok ¢oziicii kilar ve boylece viicuttan uzaklastirmayi kolaylastirarak toksik etkide de

bir azalmaya neden olmaktadir (Korkmaz, 2005).

1.17. SitokromP450 Enzimleri (CYP1Al) (EC 1.14.1.1)

Sitokrom P450 enzimleri oksidasyon ve rediiksiyona ugrayabilme, organik
molekiillere oksijen ve elektron tasiyabilme ve baglanabilme kapasiteleri olan
izoenzimlerin olusturdugu genis bir gruba sahiptir (Pollock, 1994). Sitokrom P450
enzimleri steroidlere, yag asidlerine vitaminlere ve yabanct maddelere ¢ok fazla oksijen
tastyabilmektedirler. Bu enzimler 15181 450 nm. frekansinda emdikleri i¢in Sitokrom P450
olarak adlandirilmiglardir ve bunlar hepatositlerde en yliksek konsantrasyonda bulunmakla
beraber farkli dokularda da goriilebilmektedirler (Preskorn, 1996).

Sitokrom P450 sistemleriyle ilgili olarak, belirli bir ilacin metabolizmasinda
bulunan spesifik izoenzimlerin belirlenmesi ¢ok o6nemlidir. Belirli Sitokrom P450
izoenzimlerinin standardizasyonunun yapilabilmesi i¢in arastirma ilaglar1 kullanilmistir
(Lerena ve ark., 1993).

Sitokrom P450 enzim sistemi, disaridan alinan ilaglar, endiistriyel kimyasallar,
pestisidler, petrol iriinleri, alkaloidler gibi maddeleri metabolize yapan sistemdir.
Sitokromlar tiim doku ve ince bagirsak sistemi, akcigerler, bobrek, beyin, lenfositler ve
plasenta gibi organlarda, en fazla da karaciger hiicrelerinin ER membranlar iizerinde
bulunmaktadirlar. Steroidler, yag asitleri, prostaglandinler, 16kotrienler ve biyogenaminleri
bu enzimlerin fizyolojik substratlar1 olarak bilinmektedir. Ilaglar, bitki toksinleri ve toksik
kimyasallar gibi zenobiyotikler de bu enzimler tarafindan metabolize edilmektedir
(Rozman, 2001).

Sitokrom P450 enzimleri Fe*® igeren proteinlere sahiptir. Isimlerinde yer alan
“450” rakaminin nedeni ise bu proteinlerin karbonmonokside baglandiktan sonra
absorbeettigi 15181in dalga boyunun 450nm’de pik gosterebilmesidir. Bu sekilde enzim
sistemi  kesfedilmistir (Lewis, 2003; Gueguen, 2006).Bu sistemdeki enzimler
adlandirilirken “Cytochrome P450° nin kisaltilmis hali olan “CYP” harfleri ile

gosterilmektedir. Bu harflerden sonra sitokrom P450 ailesinin rakamsal olarak grubu ve
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biiyiik harfle alt grubu gosterilmektedir. Bu alt grupta bulunan her bir enzim izoformu da

ayr1 ayri sayilarla gosterilmektedir.

1.18. Sitokrom P450 inhibitorleri

CYP450 formu enzimlerin fonksiyon yaptiklar1 organlardaki metabolik rollerinin
bilinmesi zorunludur. Bobrek iistii bezinde ve ilireme organlarinda CYP450’nin bazi
metabolik  yollara nasil  katildigim1  belirlemek  i¢in  inhibitér  ajanlarindan
faydalanilmaktadir. Bircok dokuda CYP450, indirgenmis karbondioksid spektrumu ile
tespit edilmektedir. Karbonmonoksid, oksijen yerine daha yiiksek baglanma afinitesi
gosteren demire baglanir ve bdylece demirin fonksiyonunu giiclii bir sekilde inhibe edilmis
olur. Metabolik yollarla bir subsratin katalizinde terminal oksijenaz olarak CYP450’nin
tanimlanmasi, indirgenmis CO’in maksimum absorbsiyon verdigi 450 nm’de CO
inhibisyonunu geriye donmesine neden olmaktadir. Bu olay ilk kez bdobrek {isti
mitokondrilerindeki CYP450 enzimlerinin subsrati olarak steroidlerde ortaya ¢ikmis ve
daha sonra karaciger mikrozomlarinda metabolize edilen ilaclarla da ortaya c¢iktig
anlasilmistir. Bununla birlikte, bu bircok CYP450’nin nonspesifik bir inhibisyonudur. Bu
enzim ¢esitli formlar arasinda ayrim saglamaz (Eisen, 1986).

Bu nedenle, belirli bir metabolik olayda spesifik bir CYP450 nin roliinii daha kolay
tespit etmek i¢in spesifik inhibitdrlerin dizayn edilmesi gereklidir. Sayisiz CYP450 i¢in
monospesifikpoliklonal ve monoklonal antikorlar gelistirilmis olmasina ragmen belirli bir
reaksiyonu inhibe eden bir tek CYP450 formu tayin etmek olanaksizdir. Cesitli formlar
arasinda kuvvetli yapisal homoloji olmasi nedeniyle CYP450 arasinda kros-reaktivite
olusmaktadir. Bu olay 6zellikle immiin kros-reaktivite gosteren benzer gen ailesinde sik sik
goriilmektedir (Eisen, 1986).

Son yillarda gergeklestirilen calismalar, spesifik P450’lerin substrat veya
substratlarina giiglii yapisal benzerligi olan inhibitorlerin  gelistirilmesi {izerine

yogunlasmustir (Eisen, 1986).

1.19. Sitokrom P450 Elektron Transport Sistemleri

CYP450 ile Kkatalizlenen reaksiyonlarda, demirin indirgenmesi, oksijenin

baglanmasi1 ve ayrilmasi i¢in 2 elektrona ihtiya¢ vardir fakat mekanizma ile ilgili kiiciik bir
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problem ortaya c¢ikmaktadir. NADPH’ dan da CYP450° ye elektronlar tasinmaktadir.
Piridin niikleotidler 2 elektron vermesine ragmen prostetik grubu olan CYP450, ayn1 anda
sadece bir elektron kabul edilebilmektedir. Bu nedenle, NADPH’ dan CYP450 molekiiliine
elektron transferi yapabilen bir protein 2 elektron kabul edebilmektedir. Flavin
molekiiliiniin aktif redoks grubu izoalloksazin halkasidir. Izoalloksazinniikleusukimyasal
gorevi istlenecek benzersiz bir yapiya sahip oksidize formdadir yani, 1 veya 2 elektronla
indirgenmishaldedir (Sekil 1.3.) NADPH’ dan CYP450° ye eclektronlarin transferi,
genellikle ya mitokondri ya da endoplazmik retikulum (ER)’ da bulunan iki farkli elektron

tasima sistemi ile saglanmaktadir (Peterson ve ark.,1986).

; r R
|
HyC c H,C | ‘flf”NH Hy | e
FAD veya FMN FAD veyaFMN- FADH2 veya FMNH2
(oksitlenmis) (semiquinone) (indirgenmis)

Sekill.3. Oksitlenmis, semikinon (1 elektronla indirgenmis form) ve tamamen indirgenmis (2 elektronla
indirgenmis form ) durumdaki FMN veya FAD’ ninizoallaksazin halkasi(Ozerol, 1996).

1.20. GlutatyonS-Transferaz (GST) (EC 2.5.1.18)

GST enzimi memelilerde, boceklerde, baliklarda, bitkilerde, Crustacea’da,
Planaria’da ve mikroorganizmalarda yaygin olarak bulunmaktadir. GST basta karaciger
olmak iizere bobrek, incebagirsak, kalin bagirsak, akciger ve meme gibi organlarda en ¢ok
bulunmaktadir. GST enzimi, bu organlarin sitosollerinin total protein igeriginin %5’ini
meydana getirmektedir. Bu organlarda yiiksek oranda bulunmasinin sebebi; sozii edilen
organlarin disaridan alinan ksenobiyotikler ile dogrudan temas halinde olmalaridir (Boyer,
1989; Waxman, 1990).

Toksik molekiiller organizmada bulunan DNA ve proteinlerin yapilarina zarar
vererek metabolizmanin bozulmasina ve hiicrenin 6liimiine yol agmaktadirlar. Bu toksik
cevresel sartlar altinda yasamin devami igin gerekli olan detoksifikasyon sistemleri
viicudumuzda bulunmaktadir. Ksenobiyotiklerin enzimatik detoksifikasyonu ii¢ fazda
gerceklesmektedir. Faz 1 reaksiyonlar1 yiikseltgenme, indirgenme, hidroliz gibi

reaksiyonlar ile substrata aktif gruplar ilave ederek, Faz II konjugasyon reaksiyonlarina
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substrat hazirlanmasinda. Faz III’de Faz II’de olusan dahagok suda eriyebilen
nonpolarksenobiyotikler ve daha az toksik olan metabolitlerin elde edilmesinde
kullanilmaktadir (Autrup, 2000; Sheehanet ve ark,2001; Lee, 2003).

Her enzimin yapisinda, kendine 0&zgli substratinin baglanabildigi bir veya
birkagkatalitik bolge bulunmaktadir. GST enzimi birden fazla substrati taniyabilme
ozelliginden dolayi, kismi 6zgiilliik gosterir. GST enzimi iki substrat baglama bdlgesine
sahiptir.

G Bolgesi; GSH kosubstratina 6zel olan ve GSH’in baglandig1 cep bolgesidir.
GSH’ mtiyol grubu (SH) cebin kapali olmayan kismina doniik olarak yerlesmistir. Ciinkii
diger substratlara baglanan grup tiyol grubu olarak adlandirilmaktadir. GST enziminin
GSH ile konjugasyonu yapabilmesi icin tiyol grubunun pozisyonu oldukca Onemlidir.
Dolayistyla L-sistein’in, D-sistein, L-homosisteinve L-penisilamin ile substitusyonu
sonucu olusan GSH analoglari, GSTiginkosubstrat olarak GSH ile yer degistiremezler.
GST tarafindan bu analoglar kullanilmamaktadir. Ciinkii GST’ nin baglayacagi substratin
secilmesinde 6nemli bir yere sahip olan tiyol grubu bulunmaktadir. Aktivitenin kaybina
sebepolan, GSH molekiiliiniin tek grubu olan tiyol grubudur (Anton ve ark., 1990).

H Bolgesi; Hidrofobik elektrofilik substratlarin, GST enziminin Kkatalitik
merkezindebagladigi hidrofobik bolgeye H bolgesi adi verilmektedir. Nishihira ve ark’ nin
(1995), GSH ve CDNB substratinakarsi olan katalitik aktiviteyi kompetatifbir sekilde
inhibe eden bir GSH analogu olan S-[2-(2-floro-4-nitrofenoksi)etil]glutatyonu kullanarak
gerceklestirdikleri ¢alismada, sicankaraciger GSTrm enziminin elektrofiliksubstrat
baglanma bolgesini agiga ¢ikarmustir.

Calismalar GSH analogunun, G ve H bolgelerini bulunduran aktif bolgeye spesifik
bir sekilde baglanabildigini gdstermistir. Analogun GSTr ile tepkime gercgeklestirdikten
sonra aminoasit dizianalizi gozlendiginde aktif bolgenin 122-128. aminoasitleri (Ala-Leu-
Pro-Gly-Xaa-Leu-Lys) bulundurdugu goézlenmistir. Yine GSTn’nin H bolgesinde 126
kalintisinin var oldugu diisiiniilmektedir. Sican GSTn izoenziminin C terminal bolgesinin
roliinii aragtirmak igin karboksi peptidaz A ve B ile delesyona ugratilarak yapilan bagka bir
calismada, bubdlgenin 201. ve 209. aminoasit kalintilar1 arasinda yer aldigr bulunmustur
(Arg-Pro-lle-Asn-Gly-Lys-GIn). Karboksipeptidaz aktivitesi ile bu yedi aminoasit
cikarildiginda katalitik aktivite %5 oraninda azaldigi goriilmiistiir. Bu bolgedeki 9
aminoasit ¢ikarildiginda iseaktivite tamamen durdugu gézlenmistir. Veriler C terminalinin,

aktif bolge konformasyonunun stabilizasyonunda Onemli bir yere sahip oldugunu

23



gostermistir. Bir bagka ¢alismada Tyr108’in Phe ile yer degistirmesi sonucu Kcat degerini
14 kat azaltmistir. Fakat H bolgesinin substrataffinitesi degismemistir. Tyr 108’in OH
grubunun rolii, GSH unelektrofiliksubstrat ile konjugasyonu gibi kimyasal agsamanin bir
kismui i¢in transisyondurumunu korumak olabilmektedir (LoBello, 1997; Orozco ve ark.,
1997). Serbest enerjiperturbasyon tekniklerini kullandiklari bir ¢alismada, Tyr 7’ nin gérevi
su molekiilleri ile hidrojen bagi aracilig: ile hidratlasarak, tiyolat anyonunu durgun hale
getirmek oldugunu gérmiislerdir.

GST aktivitesinin olgtimi, iki farkli yontemle yapilmaktadir. Bunlardan birincisi
spektrofotometrik yontemle yapilir. Bu yontem Habig ve arkadaslari ve Howie ve
arkadaglarinin gelistirmis oldugu GST’ ye o6zgiil substratin, GSH konjugasyonu ile
meydana gelen bilesigin renk siddetinin dlgiilmesine dayanir. Ikinci yéntem ise immiino
radiyometrik yontem ile yapilmaktadir. Bu yontem ise serum doku orneklerinde ki GST

aktivitesini radyoimmiinassay ile tayin etmek i¢in kullanilmaktadir (Howie ve ark.,1988).

Sekil 1.4.Glutatyon S-transferazin yapisi (Oakley ve ark., 1997)

1.21. GST Enzim Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Yas; dogum sonras1 GST seviyesindeki artig baslar ve 7 hafta sonra erigkin seviyesi
haline gelir. Peters ve ark., (1995) insan lenfositi {izerinde yaptiklari ¢alismada, GST-GSH
sisteminin yaslanma ile birlikte azaldigin1 gostermislerdir.GST’ nin farkli izoenzimlerinin
yas artisi ile artig hiz1 birbirinden farklidir.

Cinsiyet; GST aktivitesi erkek bireylerde daha fazladir. Karaciger ve bobrekteki
GST’nincinsiyete bagli olarak oranlar farklidir. Kadinda renal korteks ve akcigerde GSH
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ve CDNB konjugasyon hizi azancak énemli derecede erkekten daha fazla oranda oldugu
gozlenmistir (Temellini ve ark., 1995).

Doku ¢esidi; GST enzim aktivitesi karaciger, bagirsak, bobrek gibi dokularda
yiiksektir.

Hormonlar; cinsiyet farkliligindan dolayr hormon ¢esidi ve miktarindaki farklilik
GST aktivitesini de etkilemektedir. Carillo ve ark., (1995) insiilin ve glukagonun si¢an
hepatosit GST enzimi {lizerine etkisinin olup olmadigini incelemislerdir. Siganda insiilin ve
glukozunin traven6z uygulamasi sonucu hepatiksitosolik GST aktivitesi 30 dakikada % 56
artiyorken mikrozomal GST aktivitesinde bir degisiklik olmadigi gézlenmistir. Glukagon
enjeksiyonu, hepatiksitosolik GST aktivitesinde % 43 azalma meydana getirirken,
mikrozomal GST’yi etkilememistir.

Beslenme; GST aktivitesi aglik durumunda ve proteinin yer almadigi beslenme
sonucu azaldig1 goriilmiistiir. Insanda glikosinolat igeren Crucifera tipi bitkilerin (Briiksel
lahanasi gibi) yiiksek miktarda tiiketilmesi sonucu kanser riskini énemli miktarda azalttig
sOylenmektedir. Briiksel lahanasi tiiketiminin duodenal, rektal ve lenfotik GST ve GSH
seviyelerine etkisi arastirilmistir. Bunun sonucunda GSTa ve m seviyelerinin arttigi
gozlenmistir.

Patolojik  durum; karaciger dokusu hastaliklarinda, GST  aktivitesini
degistirmektedir. Kronik hepatit C’li hastalar {izerinde GSTa izoenziminin klinik 6nemini
ortaya koymak i¢in serum GSTa seviyeleri arastirilmis ve hastalarin %93’iinde GSTa
bulunmustur.GSTa ile lobiiler ve safra kanali lezyonlar1 arasinda bir baglanti oldugunu ve
GSTa’'nin serum aminotransferaz kadar diagnostik 6neme sahip oldugunu ortaya
koymuslardir (Nelson ve ark., 1995).

Tir farkliliklart; ksenobiyotiklerin organizmanin tiiriine gore yarilanma siireleri
degismektedir. Bu durumun detoksifikasyon enzimlerinin her tiirde farkli miktarlarda
bulunmasidir.

Kimyasal faktorler; GST enziminin etkiledigi substrat, nonsubstratligandlar, enzimi
aktive etmesine neden olabilmektedir. Bununla birlikte detoksifikasyon metabolik yolu son
tirtinlerinin ortamda birikmesi sonucu ortamin pH, 1s1, radyasyon vb. faktorlerde degisime

yol agabilmektedir.
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1.22. Laktat Dehidrojenaz (LDH, EC 1.1.1.28)

Laktat dehidrojenaz enzimi(LDH) (EC: 1. 1. 1. 27) L-laktatin piriivata ve piirivatin
laktata doniismesini saglayan bir enzimdir (Holbrook ve ark., 1975). Omurgali LDH
enziminin aktif formu 140,000 daltonluk dort altbirimden olusur ve tetrametrik bir yapiya
sahiptir. Fizyolojik kosullarda enzimin daha kararli olmasini bu yapi saglamaktadir
(Koolman ve R6hm,2005; Markert ve Moller, 1959). Tetramerik yapida, her alt {initenin
katalitik olarak birbirinden bagimsiz aktif merkezleri yer almaktadir (Holbrook ve
ark.,1975). lleri ve geri tepkimelerin pH'lar1 birbirinden farkhidir (Varley, 1981). Laktat
dehidrojenaz enzimi bir¢ok organizmada yer almaktadir (Yu ve ark., 2001; Prive ve
Stevens,1989). LDH enzimi tarafindan L-laktatin piirivata oksidasyonunu ve piirivatin

laktata rediiksiyonu Sekil 1.5. ‘te gosterilmistir.

O OH
1 LDH
CHJ—C—EDDH ——— EI-I}— CH —COOH
NADH NAD+
Padrivat Laktat

Sekil 1.5. LDH enzimi tarafindan L-laktatin piirivata oksidasyonunu ve piirivatin laktata rediiksiyonu (Price
ve Stevens, 1989)

LDH enzimi iizerinde kolay ¢alismalar yapilabilen ve yapisi, katalitik mekanizmasi
bilinen bir enzimdir (Turgut, 1998). LDH enziminin katalizledigi reaksiyonda hidrojen
verici olarak NADH kullanilmaktadir. Metabolizmada bu NADH ise gliseraldehit-3-
fosfatin, 1,3-difosfogliserik asite oksitlenmesi ile olusmaktadir. Bu a¢idan LDH enzimi
anaerobik glikolizin son basamagini temsil etmektedir ve sabit bir NAD" kaynagi oldugu
icin 6nemli bir enzimdir (Price ve Stevens, 1989). Yiiksek yapili canlilarda LDH enzimi,
cesitli genler tarafindan kodlanan M, H ve X alt birimlerine sahiptir (Markert ve Moller,
1959). Bu alt birimlerden toplam 5 farkli LDH izoenzimi meydana gelmektedir (Holbrook
ve ark., 1975; Koolman ve R6hm, 2005; Fersht, 1985). Bu izoenzimler LDH-1 (H4), LDH-
2 (HsM), LDH-3 (H2M3y), LDH-4 (HM3), LDH-5 (Ms) 10 olarak siniflandirilmaktadir
(Koolman ve R6hm, 2005). H altbirimleri M altbirimlerine oranla daha ¢ok asidik 6zellige

sahip ikendaha az temel aminoasitlere sahiptir (Koolman ve Roéhm, 2005). LDH
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izoenzimlerinin  dagilimi, dokularmn  metabolik  ihtiyaglarina  gore  farklilik
gosterebilmektedir (Musick ve Rossman, 1979). M4 izoenzimi iskelet kasinda, H4
izoenzimi ise kalp ve karacigerdeXs izoenzimi ise testis ve spermatozoada bulunmaktadir.
Bu formlarin disinda E ve F formlarina da rastlanmistir (Holbrook ve ark., 1975; Garvie,
1980). Her bir LDH altbiriminin aktif bolgesinde, bir katalitik bolge ve niikleotid baglama
bolgesi bulunmaktadir. Bu yapisal motif Rossmann motifi olarak adlandirilmaktadir (Deng

ve ark., 1994).
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2. MATERYAL METOD

Aragtirmada balik materyali olarak; lokal giftliklerden temin edilen Goékkusagi
alabaligi (Oncorhynchus mykiss) tiirii ve ortalama agirliklar1 139 + 25 g olan baliklardan
56 adet kullanilmistir. Baliklar denemeye alinmadan 6nce kontrolleri yapilmis ve herhangi
bir enfeksiyon ya da fiziksel zararlanma bulunmayan bireyler adaptasyon siiresine
almmistir. 90 | su hacmi bulunan cam akvaryumlara 10’ar adet balik birakilmistir.
Arastirma siiresince akvaryumlardaki ortalama su sicakligi 18 + 0,5 °C olarak dl¢iilmiistiir.
Baliklar 2 giinliik bir adaptasyon periyodundan sonra denemeye alinmis 2 giin boyunca
Remazol Brillant Blue R 3 subletal dozuna (0,5 mg I, 1 mg It ve 2mg I'Y) maruz
birakilmiglardir. Adaptasyon siiresince baliklarda stres, hastalik ve 6liim takibi yapilmigtir.
Deneme; 3 uygulama (0,5 mg IY, 1 mg I* ve 2mg I'Y) ve 1 kontrol olmak iizere 4 gruptan

olusmustur.

Sekil 2.1. Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) bulundugu cam akvaryumlar

2.1. Diseksiyon islemleri ve dokularin hazirlanmasi

Bu kisimda yapilacak tiim calismalar Munzur Universitesi Merkezi ARGE
Laboratuarinda gerceklestirilmistir. Baliklardaki enzim aktiviteleri belirlenmesi Gokkusagi

alabaligi (Oncorhynchus mykiss) tiirii baliklar kullanilacaktir. Baliklar anestezi altinda etik
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kurul onay belgesinde belirtilmis olan usul ve esaslara gore disekteedilerek karaciger
dokular1 alinmig tartilmigtir. Daha sonra 1/5 w/v oraninda PBS tamponu (fosfatla
tamponlanmis tuz solusyonu) (pH 7,4) eklenerek, buz ile birlikte homojenizator
kullanilarak homojenize edilmistir. Homojenize edilen bu 6rnekler (Sekil 2.2) sogutmali
santrifiijde (Sekil 2.4.) 17000 rpm’ de 15 dakika santrifiij edilerek ve elde edilen
siipernatanlar (Sekil 2.3.) -86 °C’ de derin dondurucuda (Sekil 2.5.) dl¢iim islemleri

tamamlanincaya kadar muhafaza edilir.

Sekil 2.2. Homojenizator
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Sekil 2.3. Siipernatani alinmig dokular

Sekil 2.4. Sogutmali santrifiij
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Sekil 2.5. Derin dondurucu (-86 0C)

2.2. Glutathione S-Transferaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Karaciger siipernatan oOrneklerinde Glutathione S-Transferaz enzim aktivitesi
(Cayman Chemical Company) The Cayman Glutathione S-TransferazAssay Kit (Catalog
No: 703302) ile 340nm’ de mikroplaka okuyucuda Oolgiilmiistiir. Yapilan oOlgiimler
sonucunda kit igeriginde bulunan protokole goére standart grafik ¢izilmistir. Enzim
aktivitesi standart grafik kullanilarak nmol/dk/ml olarak hesaplanmistir. Yontemin esast,
Cayman Glutathione S-Transferaz Assay Kiti rediikte glutatyon ile 1-chloro-2,4-
dinitrobenzenin (CDNB) konjugasyonunun Ol¢imii yoluyla toplam GST aktivitesini
Olcmektedir. Konjugasyon 340 nm’ de bir artisa neden olur. Bu artis 6rnekteki GST

aktivitesinin oransal artig1 anlamina gelir.

2.3. Sitokrom P450 Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Karaciger stlipernatan orneklerinde Sitokrom P450enzim aktivitesi The Cusabio
Fish Cytochrome P450 1A1(CYP1A1A) Elisa Kit (Catalog No: CSB-EL006395FI,

Cusabio Chemical Company) ile kompetitif inhibisyon immuno assay 6l¢iim yontemi ile

31



calisilmigtir. Mikroplaka okuyucu ile saglanan bu kit CYP1Al’e 6zgl bir antikor ile
kaplanmistir. Standartlar ve ornekler biyotin konjuge CYP1Al ile birlikte uygun
mikroplaka hiicrelerine ilave edilir. Kompetitif inhibisyon reaksiyonu CYP1A1 ile
CYPIAl’e 0Ozgli onceden antikora bagli olan Biyotin CYPIAl arasinda bagslar.
Orneklerdeki fazla miktarda bulunan CYP1A1, biyotin konjuge CYP1AL1 tarafindan daha
az antikor baglar. Yikama isleminden sonra Horseradish Peroxidase (HRP) konjugeti
hiicrelere ilave edilir. Substrat soliisyonu hiicrelere ilave edilir ve 6rneklerde ki CYP1A1l
miktar1 renk degisimini gergeklestirir. Hiicrelerdeki renk degisimi durdurulur ve renk

yogunlugu ol¢iliir.

2.4. Laktat Dehidrojenez Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Karaciger siipernatan orneklerinde LaktatDehidrojenez enzim aktivitesi The My
Bio Source Fish Laktat Dehidrojenez Elisa Kit (Catalog No: MBS-013278; My BioSource
Chemical Company) ile kompetitif inhibisyon immunoassay oOlglim yontemi ile
calisilmistir. Yontemin esasi; deney ve tampon Ornekleri bir saat dnceden kaplanmis plaka
LDH-HRP konjiigat: ile birlikte inkiibe edilir. Inkiibasyon isleminden sonra hiicrelerdeki
ornekler dokiiliir ve 5 defa yikama yapilir. Hiicreler HRP enzimi kullanilarak inkiibe edilir.
Enzim-substrat reaksiyonu sonucu mavi renk olusur. Reaksiyonu sonlandirmak igin stop
soliisyonu eklenir ve renk sariya doniigiir. Renk yogunlugu 450 nm de spektrofotometre de
okunur. Renkteki yogunluk LDH konsantrasyonu ile ters orantilidir. Standartlarin
konsantrasyonu ile renk yogunlugu arasinda bir bag kurularak grafik ¢izilir. Her bir

ornekteki LDH konsantrasyonu standart egri ile ¢akistirilir.
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3. BULGULAR

Bu calismada tekstil endiistrisinde yaygin olarak kullanilan Remazol Brillant Blue
R’ nin farkli dozlarina maruz kalan Oncorhynchusmykiss (Gokkusagi Alabaligi) karaciger
dokusunda Glutatyon S-Transferaz (GST), Sitokrom P-450 (CYP1Al) ve Laktat
Dehidrojenez (LDH) enzim aktivitesindeki degisimler arastirtlmis olup, elde edilen

sonuglar Tablo 3.1.” de gosterilmistir.

Tablo3.1. Tekstil boyar maddesine RBBR’ye maruz kalan Oncorhynchus mykiss(GokkusagiAlabaligi)
CYPI1AIl(pg/ml), GST (nmol/dk) ve LDH (U/L) diizeylerindeki degisiklikler

Saatler
Parametreler Gruplar
T Toe Too
149,766, 144 Kontrol 101,88+23,82%, 77,53£33,51%,
osT 149,76+6,14, | A(0,5mglY) | 48,046,327 122,75+43 900
(nmol/dk) 149,7626,14, | B mg 17 | 202,78+49,27%,, 278.8243,16%
149,76+6,145 | C2mg 1Y) 216,6978,00%, 7,0520,03%

205,82438,72 Kontrol 252.10544,10%, 198,63240,34%,

CYPIAL | 2058263872, | A(05mg ) | 2755431785 230,39£17,74%
P450 (po/ml) ™05 8213872, | B mglD) | 262,16:22,43%, 197,30£35,83%
205,82£38,72, | C (2 mg 1Y) 160,52+13,48%, 265,85532,17%

628,03£112,29, Kontrol 500, 1813457 582,04-80,46%

LDH 628,03:112,29, | A(0,5mg 1Y) | 615,19567,75%, |  780,87+16,54%
(UIL) 628,03:112,29, | B(Lmgl) | 703,26=44.27" 603,19£36,09%
628,03:11229, | C(2mglY) | 657,01£56,75% |  519,95+40,03%

*Ust simgedeki a, b ve ¢ harfleri ayni1 saatteki gruplar arasindaki ve alt simgedeki q ve p harfleri ise aym
grubun farkli saatleri (To, T24 Ve Tag saatler) arasindaki “Duncan Coklu Karsilagtirma Testi” sonuglarina gore

istatistiksel farklar1 gostermektedir
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3.1.Glutathione S-Transferaz Diizeyleri

Farkli konsanstrasyonlarda RBBR tekstil boyar maddesine maruz kalan
Oncorhynchus mykiss (Gokkusagi Alabaligl) karaciger dokusunda GST aktivitesi
arastirtlmis olup sonuglar Tablo 3.1.’de gosterilmistir. GST aktivitesi kontrol grubunda 24.
ve 48. saatlerde To ile karsilastirildigimizda azalmis olup bu istatistiksel olarak anlamli
bulunmamstir (p>0.05). A (0,5 mg I'Y) uygulama grubunda ise Toile karsilastirildiginda
24. saat ve 48. saatlerde bir azalma goriilmiistiir ve bu azalma istatistiksel olarak anlamlidir
(p<0.05). B (1 mg IY) ve C (2 mg I'Y) uygulama gruplarinda ise 24. ve 48. saatlerde bir artis
goriilmiistiir. Bu artis, istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

GST aktivitesi farkli doz uygulanan gruplar arasinda 24. saatte kontrol grubu ile
kiyasladigimizda A (0,5 mgl™) grubunda azalis B (1 mg ) ve C (2 mg I'}) gruplarinda ise
artis gozlenmis olup gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (p<0.05).48.
saatte ise A (0,5 mg I'Y) ve B (1 mg I'}) gruplarinda artis gdzlemlenmistir (p<0.05). C (2 mg

IY) grubunda ise azalma gériilmiistiir (p<0.05).
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Sekil 3.1. Tekstil boyar maddesine RBBR’ye maruz kalan Oncorhynchus mykiss (Gokkusagi alabaligl) GST
(nmol/dk) diizeylerindeki degisiklikler

3.2. Sitokrom P-450 (CYP1A1) Diizeyleri

Farkli konsantrasyonlarda RBBR tekstil boyar maddesine maruz kalan
Oncorhynchus mykiss (Gokkusagi Alabaligi) karaciger dokusunda CYP1Al diizeyleri
arastirilmis olup sonuglar Tablo 3.1° de gosterilmistir. CYP1A1 diizeyleri kontrol
grubunda To ile karsilastirildiginda 24. saatte artmis (p>0.05). 48. saatte ise azalmis
(p>0.05). A (0,5 mg I'Y) grubunda To ile karsilastirildiginda, 24. ve 48. saatlerde artmis
olup bu artis istatistiksel olarak anlaml1 bulunmamistir. B (1 mg I'Y) grubunda ise 24. saatle
artmis, 48. saatte ise azalmustir (p>0.05). C (2 mg I'Y) grubunda 24. saatte azalma 48. saatte

ise artig gdzlenmistir (p>0.05).
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CYPI1Al diizeyleri farkli doz uygulanan gruplar arasinda 24. saatle kontrol
grubuyla kiyasladigimizda A (0,5 mg 1Y) ve B (1 mgl?) gruplarinda artis,(p<0.05) C (2 mg
IY) grubunda ise azalma goriilmektedir (p<0.05). 48. saatte ise kontrol grubu ile
kiyasladigimizda A (0,5 mg I'Y) ve C (2 mg I'Y) gruplarinda artis, B (1 mg IY) grubunda ise

azalma bulunmus olup gruplararasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (p>0.05).
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Sekil3.2. Tekstil boyar maddesine RBBR’ye maruz kalan Oncorhynchus mykiss(Gokkusag alabaligi)
CYP1A1 (pg/ml) diizeylerindeki degisiklikler

3.3.Laktat Dehidrojenaz (LDH) Diizeyleri

Farkli konsantrasyonlarda RBBR tekstil boyar maddesine maruz kalan Gokkusagi
alabaligi (Oncorhynchus mykiss) karaciger dokusunda LDH diizeyleri arastirilmis olup
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sonuglar Tablo 3.1°de sunulmustur. LDH diizeyleri kontrol grubunda 24. ve 48. saatlerde
To ile karsilastirdigimizda azalmistir (p>0.05). A (0,5 mg I"Y) grubunda ise To ile
karsilastirildiginda 24. saatte azalma, 48. saatte ise artis gdzlenmistir(p>0.05). B (1 mg I'%)
ve C (2 mg I'Y) gruplarinda ise 24. saatte artis (p>0.05), 48. saatte ise azalma meydana
gelmistir (p>0.05). LDH diizeyleri farkl1 doz uygulanan gruplar arasinda 24. saatle kontrol
grubu ile kiyaslandiginda A (0,5 mg I'Y), B (1 mg I'Y) ve C (2 mg I'Y) gruplarinda anlamli
bir artis gézlenmistir (p<0.05). 48. saatte ise kontrol grubu ile kiyaslandiginda A (0,5 mg I
Y grubunda artis (p<0.05), B (1 mg I"Y) grubunda artis (p>0.05), C (2 mg I'Y) grubunda ise

azalma bulunmustur (p>0.05).
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Sekil 3.3. Tekstil boyar maddesine RBBR’ye maruz kalan Oncorhynchus mykiss (Gokkusagi alabaligi) LDH
(U/L) diizeylerindeki degisiklikler
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4. TARTISMA

Boyalar baski ve boyama gibi ¢esitli asamalar aracilifiyla sucul c¢evreyi
Kirletmektedir (Sharma ve ark., 2009). Baz1 boyalar biyolojik degredasyona karsi ¢ok
direnclidir ve alic1 sularda estetik, akut ve kronik sorunlara yol agmaktadir (Kunz ve ark.,
2002). Su ortamlarinda bu boyalarin ¢ok diisiik konsantrasyonlarda dahi bulunmasi
istenmeyen bir durumdur. Bu nedenle, ¢ogu iilkede atiksu desarj edilmeden 6nce cevre
diizenlemeleri zorunlu yapilmistir (Robinson ve ark., 2002; Marungrueng ve Pavasant,
2006).

Tekstil boyalari, molekiiler, hiicresel, biyokimyasal ve fizyolojik bozukluklara
neden olabilmektedir (Al-Sabti, 2000). Bundan dolay1 bu biyomarkirlar 6nemli 6l¢iide
hedef olmayan organizmalar iizerindeki ¢evresel kirleticilerin toksisitesini yansitmaktadir
(Gottlieb ve ark.,2003). Boyalarin biyolojik aktiviteleride yapilarina gére ayrilmaktadir. Bu
nedenle 6zelliklerinin genellestirilememesi gerekmektedir (Bhunia ve ark., 2001).

Bilindigi kadariyla literatiirde baliklarda tekstil boyar maddelerinin subletal
konsantrasyonlarinin  biyomarkir enzimler {izerine etkilerinin ¢alisildigi c¢alisma
bulunmamaktadir. Bu c¢alismada secilen bu biyomarkir bu ksenobiyotikler i¢in ilk defa
kullanilmistir. Birhanl (2003) yaptig1 ¢alismada gesitli tipte tekstil boyar 24 saat boyunca
maruz kalan Xenopus leavis ‘lerde Glutatyon S-transferaz (GST) enzimi aktivitelerini
Olemistiir. 24 saatlik maruziyetin ¢esitli enzim aktivitelerinde degisime neden oldugunu
saptamigtir. Glutatyon S-transferaz enzimi (GST) enzim aktivitesinde Onemli bir artig
gbzlenmistir. Bu artisin nedeni organizmalarin boyar maddeye kars1 gosterdigi savunma
mekanizmasi olarak disiiniilebilecegini 6nermistir. Dogan (2002)ise dort farkli astrazon
boyasinin Bufoviridis (kara kurbagasi) iribaglarina toksik etkilerini aragtirmistir. Calismada
kullanilan bu dort farkli boyaya 12 ve 24. saatlerde maruz birakilan iribaslarda Faz-1l
enzimlerinden Glutatyon S-transferaz (GST) ile bir Faz | enzimi olan Karboksil Esteraz
(CaE) enzim aktivitesi arastirilmis veenzim aktiviteleri baz1 uygulama guruplarinda 24.
gelisim evresinde iribaglarin boyar maddeye maruz birakilmalarini takiben 6nemli diizeyde
artis gostermistir. Elde edilen sonuglara gore astrazon mavisinin kurbaga iribaslarinin
gelisiminin 20. ve 24. evrelerinde en yiiksek toksik etkiye sahip boyaoldugu bulunmustur.
Gilingérdii ve ark., (2012) sazan baligimi biyomonitor canli olarak kullanarak Merig
Delta’sindaki kirliligi farkli mevsimler ve lokasyonlarda izlenmislerdir. Glutatyon S-

transferaz ve Karboksil esterazin ¢evresel kontaminasyonun degerlendirilmesinde yararl
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bir biyomarker olarak kullanilabilecegini gdstermislerdir.Yapilan bir diger ¢aligma ise yerli
beyaz ciirlikliik mantar1 Coriolus versicolor tarafindan tekstil atiksularina maruz birakilan
Astacus leptodactylus kerevitlerinin biyokimyasal yanit1 incelenmistir ve aritilmamis
tekstil atik suyuna maruz birakilan farkli tiirde kerevitlerin hepatopankreas dokusunda GST
aktivitesinde artma goriilmiistiir (Y1ldirim ve ark.,2015). Yologlu ve Ozmen (2015) diisiik
konsantrasyonlarda metal karisimina maruz birakilan Xenopus leavisda Glutathione S-
transferaz  (GST), Glutathione reductase (GR), Acetylcholinesterase (AChE),
Carboxylesterase (CaE), Glutathione peroxidase (GPx) ve Catalase (CAT) gibi
biyomarkirlarin degisimini aragtirmislardir. Glutathione S-transferase (GST), Glutathione
peroxidase (GPx) ve Carboxylesterase (CaE) enzim aktivitelerinde onemli bir artig
gozlenmistir. Bu c¢aligmanin sonuglar1 ¢ok diisik konsantrasyonlarda ki metal
maruziyetinin dahi oksidatif stres mekanizmalarmi indiikledigini gdstermistir. Ozata
(2006) da baz1 tekstil boyalarmin Drosophila melanogaster iizerine toksik ve genotoksik
etkilerini incelemislerdir. Bu amagla Glutatyon (GSH), Siiperoksit dismutaz (SOD),
Katalaz (CAT) ve Glutatyon rediiktaz (GR) ile Glutatyon-S-transferaz (GST) enzim
aktiviteleri kullanilmistir. Bu enzim aktivitelerin de dnemli degisiklikler gozlenmistir. Bu
degisiklikler antioksidan savunma sisteminin tekstil boyalarinin maruziyetine kars1 oldukga
duyarli oldugunu gostermektedir. Bu parametrelerdeki degisiklikler oksidatif stresin
varligint ve Drosophila Melanogoster tarafindan oksiradikallerin iretiminde bir artisin
oldugunu gostermektedir. Sahan ve ark., (2010) ceyhan nehrindeki tarimsal ve endiistriyel
kaynakli olusan Kkirliligin seviyesini belirlemek i¢in sazan karaciger ve solungag
dokulardaki biyomarkirlardan Siiperoksit Dismutaz (SOD), Katalaz (CAT), Glukoz-6-
Fosfat Dehidrogenaz (G6PD), Indirgenmis Glutatyon (GSH) ve Lipid Peroksidasyon
(LPO) analiz etmislerdir. CAT, G6PD, GST ve GSH aktiviteleri, kirli boélgede bulunan
baliklarin karaciger dokularinda yiiksek miktarlarda gozlenmistir. Ayrica SOD ve LPO
miktarlar da kirli bolgede ¢ok yiiksek bulunmuslardir.

Yapilan bu ¢alismada ise; farkli dozlarda RBBR’ye maruz kalan baliklarda
Glutatyon-S-transferaz (GST) aktivitesi arastirilmis olup, 24. saatte kontrol grubu ile
kiyasladigimizda B (1 mg 1Y) ve C (2 mg I") gruplarinda artis gdstermis olup gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05). 48. saatte ise A (0,5 mg 1Y) ve B (1
mg 1) gruplarinda artis gézlemlenmistir (p<0.05). Genel olarak bakildiginda; GST
diizeylerinde uygulama siirelerine bagli olarak da 48 saatte GST diizeylerinde de

baskilanma oldugu saptanmuistir.
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Bu degisimler bu boyanin oksidatif stres metabolizmasini indiikledigine igaret eder.
GST enzimi pek ¢ok ksenobiyotigin detoksifikasyonunu iceren ¢ok bilesenli bir enzimdir
(Sun ve ark., 2006). GST aktivitesi oksidatif hasar ve DNA ve lipidlerin peroksidasyon
tirlinlerine kars1 bir savunma olusturulmasinda kritik bir rol oynamaktadir. Artan GST
aktivitesi muhtemelen bu boyalarin artan seviyelerine maruziyet sonrasi metabolik bir
adaptasyondan dolayidir ve oksidatif hasara karsi agik bir savunmadir. Benzer bir sekilde
Japon baligi (Carassius auratus)’de HC Orange No. 1 dye boyasina karst GST
indiiksiyonu saptanmustir (Sun ve ark., 2006). Ayrica metanilsaris1 gibi diger tekstil
boyalarina maruziyette hepatik ve intestinal dokularda GST aktivitelerinede artisa neden
olmustur (Ramchandani ve ark., 1997). Bu konu ile ilgili yapilan 6nceki ¢aligmalarda
yaglar, PAH’ lar ve PCB’ ler gibi organik kontaminantlarin biyolojik olarak reaktif
molekiillerin sitotoksik etkilerinden korunmak i¢in baliklarda GST aktivitesini arttirdigini
gostermektedir (LU ve ark., 2009; Tridico ve ark., 2010).

Sitokrom P450 (CYP450) monooksijenaz enzimleri olgun eritrosit ve iskelet kasi
hiicreleri diginda, tiim memeli hiicre tipleri ve prokaryotlarda bulunan bir protein ailesini
teskil ederler. 1958 yilinda Klinberg tarafindan kesfedilmistir (Czerwinski ve ark., 1994;
Ozer01,1996). CYP450° lerin timii Ozellikle memelilerde membrana bagh sekilde
bulunurlar. Mitokondride lokalize olanlarimin yaninda endoplazmik retikulumda
bulunanlar1 da vardir. Insan dokularindaki CYP ekspresyonlari en fazla karaciger olmak
izere, farkli diizeylerde beyin, akciger, ince bagirsak, plasenta, bobrek, lenfositlerde ve
adrenal bezde gergeklesmektedir (Raunio ve ark.,1995). CYP1Al ifadesi organik
kirleticilere PAH (polisiklik aromatik hidrokarbonlar), PCB (poliklorlanmis bifeniller) ve
diger kirleticiler maruz kalmanin ¢ok 1yi organize edilmis bir biyomarkirdir (Baini, Wodin
ve Stegaman, 1999). Sitokrom P450 ler ksenobyotik metabolizmasinda 6nemli bir rol
oynamaktadir vefonksiyonu yabanci kimyasallarin toksik etkilerine kars1 duyarlilikta tiir
farklilig1 ile iligkiliolabilir (Bainy ve ark., 1999). Sitokrom p450° ler genis bir sekilde
yaygin olan igsel vedissal biyolojik maddelerinin degisiminde rol almaktadirlar
(Kvasniakova, 1995).

Bu calismadaCYP1A1 diizeyleri B (1 mg I'Y) grubunda To ile karsilastirildiginda
24. saatte artmis, 48.saatte ise azalmistir (p>0.05). CYP1A1 diizeyleri farkli doz uygulanan
gruplar arasinda 24.saatte kontrol grubuyla kiyasladigimizda A (0,5 mg 1Y) ve B (1 mg 1Y)
gruplarinda artis (p<0.05), C (2 mg I'!) grubunda ise azalma goriilmektedir (p<0.05). Yine
uygulama siirelerine bagl olarak da 48 saatte CYP1A1 diizeylerinde de baskilanma oldugu
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saptanmistir (Tablo3.1.). Bazi durumlarda ksenobitotiklerin varligt CYP1A1 diizeylerin,
arttirmayabilir. Bu durum ya yliksek diizeyde kirletici oldugunu ya da kontaminantlarin
varhiginin CYP1A1’ i 6zellikle inhibe ettigini gostermektedir (Stegeman ve ark., 1997;
Schlezinger ve Stegeman, 2001; Wirgin ve Theodorakis,2002). Bazi ¢alismalar bu direngin
mekanizmasinin  ksenobiyotiklerin dozuyla iliski olarak bir baskilamaya bagh
olabilecegine isaret etmektedir (ksenobiyotikler sitokrom mRNA sinda bir artisi
indiiklerken proteinin  kendisinin miktarim1  veya enzimatik aktivitesini arttirmaz
(Schlezinger ve Stegeman, 2001; Wirgin ve Theodorakis, 2002).

Bazi durumlarda ksenobitotiklerin varligit CYP1A1 diizeylerin, arttirmayabilir. Bu
durum ya yiiksek diizeyde kirletici oldugunu ya da kontaminantlarinvarliginin CYP1A1’ 1
ozellikle inhibe ettigini gostermektedir (Stegeman ve ark., 1997; Schlezinger ve Stegeman,
2001; Wirgin ve Theodorakis, 2002). Bazi ¢alismalar bu direngin mekanizmasinin
ksenobiyotiklerin dozuyla iligki olarak posttranscripsiyonel bir baskilamaya bagh
olabilecegine isaret etmektedir (ksenobiyotikler sitokrom mRNA sinda bir artist
indiiklerken proteinin kendisinin miktarim1 veya enzimatik aktivitesini arttirmaz)
(Schlezinger ve Stegeman, 2001; Wirgin ve Theodorakis, 2002). Ricciardi ve ark., (2006)
ftalya’daki Maggiore Goliindeki midyede CYP450 enzimlerini biyomarkir olarak
kullanilarak kirliligi izlemislerdir. Bainy ve ark., (1999) Brezilya’da Billings rezervuarinda
tilapia iizerinde yaptiklar1 ¢alismada kirleticilerin varlig1 ile birlikte CYP450 degerlerinde
artis gézlemlemislerdir.

Laktat dehidrojenaz (LDH, EC 1.1.1.28) sitozolik bir enzimdir ve glikoliz olayinda
aktif durumda piruvik asidi laktik aside doniistiirmektedir. Glikolizin diizenlenmesinde
onemli bir rol oynamasi nedeniyle, normal hiicresel fonksiyonlar i¢in de ¢ok Snemlidir.
Hayvan dokularinda, glikolizde tiretilen NADH ve piriivik asidin aerobik oksidasyonu
yeterince oksijen ile desteklenmezse, LDH aktivitesi ile pirlivik asidin laktik aside
rediiksiyonu sonucu NAD® iiretimi geceklesir. LDH organizmanin biitiin dokularinda
vardir. Bir hastaliktan ya da toksik bir bilesikten dolayr doku hasarimin oldugu ¢ogu
durumda, LDH aktivitesinin 6nemli diizeyde etkilendigi rapor edilmektedir. Bu gibi
hiicresel bir enzimin aktivitesindeki degisimin derecesi dncelikle hiicresel hasarin siddetine
ve biiytikliigiine baghdir (Glingordii, 2001). Cevre kirleticilerin organizma da aneorobik

metobolizmayi etkileyerek LDH enzim aktivitesini arttirmaktadir (Cohen ve ark., 2001).
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Pek ¢ok calisma enerji metabolizmasindaki degisikliklerin toksik stresin iistesinden
gelmek i¢cin meydana geldigini gostermektedir. Aerobik metabolik yollara karisan organik
bilesenler —mitokondriyal yapiyr degistirebilmektedir ve enzimatik aktiviteyi
bozabilmektedir (Frasco ve Guilhermino, 2002). Bunun yani sira toksik stres altinda
ihtiyag duyulan enerjiyi karsilamak amaciyla pekcok diizenleyici enzim aktivitesi
degisebilmektedir (Frasco ve Guilhermino, 2002). Hipoksi ya da kimyasal stres altinda
hayvanin kisa zaman i¢inde ek enerji ihtiyaci olabilir buda LDH enziminde bir artis ile
sonuglanabilir ki bu enzim glikolizizde pirtivatin laktata doniisiimiinii Katalizlemektedir
(Cunha ve ark., 2007).

Laktat dehidrojenaz (LDH) gibi spesifik enzimlerin kandaki diizeylerinin artmasi
baliklarin karaciger, kas, solungac gibi farkli dokularinda, kirleticilerin neden oldugu
hasarlarin tanimlanmasinda kullanilmaktadir (De la Tore ve ark., 2000). Bu nedenle bu
serum enzimleri, sulardaki Kirlilik seviyesinin belirlenmesinde yararli biyomarkirlar olarak
distiniilmektedir (Ozmen ve ark., 2006). Giingordii (2001) yaptigi ¢alismada Sariyer Baraj
Goli’nde ¢evresel kirleticilerin etkisini saptamak amaciyla sazan baligi, yayin baligi ve
cay baliginda karaciger gibi biyomarkirlara karsi etkileri incelenmistir. Laktat dehidrojenaz
(LDH) Alanin aminotransferaz (ALT), Aspartat amino transferaz (AST), Alkalen fosfataz
(ALP), Asit fosfataz (ACP) ve beyin dokusunda Karboksil esteraz (CaE) ve Asetil
kolinesteraz aktivilerini aragtirmistir. Sazan baliginda ve diger iki tiir balikta en 6nemli
degisim gosteren enzimin Laktat dehidrojenaz (LDH) oldugunu ve bu enziminin
biyobelirte¢ olarak kullanilmasinin daha uygun oldugunu belirtmistir. Kirligin laktik asit
diizeyinin arttigin1 ve bu artisin ayn1 zamanda LDH aktivitesindeki artis1 da gosterdigini
Oonermistir.  Laktat dehidrojenaz  (LDH) seviyesineki artisi  ise karbonhidrat
metabolizmasindaki degisime baglamigtir. Birhanli (2003) yaptig1 ¢alismada cesitli tipte
tekstil boyar 24 saat boyunca maruz kalan Xenopus leavis ‘lerde Laktat dehidrojenaz
(LDH) ve Karboksil esteraz (CaE) aktivitelerini dlgmiistiir. 24 saatlik maruziyetin ¢esitli
enzim aktivitelerinde degisime neden oldugunu saptamistir. Farkli dozlarda Laktat
dehidrojenaz (LDH) enzim aktivitesinde ise 6nemli bir artis gozlenmistir. Karboksil
esteraz (CaE) enzim aktivitesinde ise diisiik dozlarda artis goriiliirken, yliksek dozlara
maruz kalan iribaslarin inhibe ettigi gorilmistiir. Arslan ve ark., (2015) yaptiklari bir
arastirmada, asetoklor ve glifosat pestisitlerinin sub-letal dozlarina yenilenen ortamlarda
maruz birakilan Gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss), ylizme performansi
(kritik ylizme hizi), kan parametreleri (MCV, MCH, Fe, Cl, LDH), histopatoloji ve

42



genotoksik etkileri incelenmistir. Bu ¢alisma sonucunda pestisit uygulamasi, kritik ylizme
hizi, LDH, ALB, ortalama eritrosit hacmi ve trombosit sayisi iizerine énemli (p<0,05),
eritrosit sayis1 ve Cl” degerinde ise ¢ok onemli etki gostermistir (p<0,01). Karaciger ve
solunga¢ dokularmin histopatolojik incelemelerinde ise pestisitlerin lamellerde erime,
hiperemi, epitel nekrozlar, vakuol olusumlari ve hiicre infiltrasyonlarinda etkili oldugu
gorilmistir.

Yapilan bu ¢alismada ise; Laktat dehidrojenaz (LDH) diizeyleri farkli doz
uygulanan gruplar arasinda 24. saatte kontrol grubu ile kiyaslandiginda A (0,5 mg 1), B (1
mg 1Y) ve C (2 mg IY) gruplarinda anlamli bir artis gézlenmistir (p<0.05). 48. saatte ise
kontrol grubu ile kiyaslandiginda A (0,5 mg 1Y) ve B (1 mg I!) gruplarinda istatistiksel
olarak anlaml artis gézlernmistir (p>0.05). Yine uygulama siirelerine bagh olarak da 48
saatte LDH diizeylerinde de baskilanma oldugu saptanmistir. Bu enzimin aktivitesindeki

diisiisler ise anaerobik solunum proselerinde kotiiye gidise isaret etmektedir.

43



5. SONUCLAR

Tekstil endiistrisinin hizla gelistigi lilkemizde ¢ok sayidaki tekstil fabrikasinda
sentetik boyar madde kullanilmaktadir. Cogu kez dogrudan ya da yeterli miktarda
aritilmadan dogaya verilen tekstil boyar maddeleri ve tekstil atik sularmin toksik ve
genotoksik etkileri birgok ¢alismaya konu olmustur.

Toksik maddeye maruz kalma sonucu enzim aktivitelerinde ortaya ¢ikan degisimler
cevresel etkinin belirlenmesinde kullanilabilecek biyobelirteclerden birisidir. Cevrenin
izlenmesinde biyolojik izleme yontemleri ve biyobelirte¢ olarak adlandirilan yontemlerin
kullanilmasi, ¢evre ve insan sagligt iizerinde c¢evresel kirleticilerin zararlarin
belirlenmesinde kullanilmaktadir.

Yapilan bu calismadan elde edilen sonuglara gore; tekstil endiistrisinde kullanilan
RBBR boyar maddesinin Oncorhynchus mykiss (Gokkusagi Alabaligi) {izerine toksik
etkiye sahip oldugu ve bu boyar maddesinin ¢evresel agcidan dnemli risk faktorleri olarak
degerlendirilebilecegi diistiniilmektedir.

Tekstil endiistrisinde kullanilan RBBR boyar maddesine maruz kalan
Oncorhynchus mykiss (Gokkusagr Alabaligi)’inda biyokimyasal yanitin arastirilmasi
acisindan GST, LDH ve CYP1AT1’in yararli birer biyobelirte¢ oldugu kanatine varilmistir.
S6z konusu biyobelirteglerin diizeylerinde doza bagli olarak artan dozla birlikte genel
anlamda bir artis gézlenmis olup uygulama siiresi degerlendirildiginde ise; 48. saatte enzim
diizeylerinde bir baskilanma gozlenmistir. Elde edilen souglar test organizmasinin toksik
maddeye karst verdigi yanitin toksik maddenin dozuna ve uygulama siiresine gore

degistigini gostermektedir.
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6. ONERILER

Tekstil sanayinde kumaslarin boyanmasi ve yikama asamalarinda cok fazla
mikatarda kimayasal madde ortaya c¢ikmaktadir bu da atik miktarinda artisa neden
olmaktadir. Bu atiklarda toksik etkiye neden olabilmektedir. Cevreyi korumak i¢in olusan
attk miktarin1 azalmasina neden olmaktadir. Bu nedenle tekstil endiistrisinde atik
olusumunun azaltilmasina yonelik yeni yontem ve teknolojiler gelistirilmelidir.

Gelecek yillarda su kaynaklarinin hizla tiikenmesi ve kirlenmesi goz Oniine
alindiginda hizla tiikenen su kaynaklari iizerinde bir tehdit olusturan tekstil endiistrisi i¢in
uygun aritm yontemleri ile siirdiiriilebilir bir su kullanim politikas1 uygulanmalidir.

Boyar maddelere maruz birakilan canlilar {izerinde ileri evrelerinde ozellikle
hormonal dengenin bozulmasina etkisinin olup olmayacagi da arastirilmalidir.

Ayrica tekstil sanayisinde yaygin olarak kullanilan bu boyar maddelerin kontrolsiiz
sekilde desarj edilmesi de, son yillarda balik popiilasyonlarin azalmasina neden olan
cevresel kirletici faktorlerden birisi olabilir. Bu popiilasyonlarin azalmamasi igin tekstil
enddistrisi atiklarinin desarjinda sinir degerlere uygunlugu diizenli olarak kontrol edilmeli,
toksikolojik veriler goz oniine alinarak sinir degerler diizenlenmelidir.

Daha sonra yapilacak farkli ¢alismalarda farkli boyar madde veya kirleticilerin
etkilerini gozlemlemek amaciyla farkli test organizmalariyla yeni deneyler kurularak
toksikolojik degerlendirmeler yapilmalidir. Elde edilen veriler degerlendirilerek
ekosisteme verilen zararlar tartisilmali ve en aza indirilmelidir.

Yapilan ve yapilacak olan biitiin ¢calismalarin ortak amaci gelecekteki nesiller adina

emanet aldigimiz dogayi kirlilikten kurtarip daha yasanilir bir hale getirmek olmalidir.
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