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Bu tezde yurdumuz icin endemik olan Palaemonetes turcorum’da 6-Amino
Levulinik Asit Dehidrataz (ALAD; Porfobilinojen sentaz; E.C.4.2.1.24) enziminin
kursun ile etkilesimi ve enzimin biyokimyasal o6zelliklerinin belirlenmesi
amaclanmistir.

Palaemonetes turcorum’da, kursun asetat icin LDs, degeri 0.135 mM olarak
bulunmustur. Bu deger Palaemonetes turcorum’lara uygulanarak, kursun asetatin in
vivoda ALAD iizerine olan inhibe edici etkisi saptanmis ve zamana gore degisimi
incelenmistir. Zamana bagh olarak enzim inhibisyonunun ve karacigerdeki kursun
miktarmin arttigi saptanmistir.

Palaemonetes turcorum ALAD’min optimum pH’s1 7 civarinda ve enzimin
1siya dayamkh oldugu (55°C) bulunmustur. Kinetik analizler sonucu V,,,, degeri
22.83 nmol/PBG/saat/mg protein ve K,, degeri 0.06 mmol/reaksiyon karisim olarak

bulunmustur. Mg ve Mn*’ enzim aktivitesini artirirken Zn'™>

nin aktiviteyi
etkilemedigi, EDTA’nin ise aktiviteyi azalttig1 saptanmstir.

Amonyum siilfat ve Sephadex G-200 jel ortamui ile yapilan islemlerden sonra
enzim 51 kat saflastirilmistir. SDS-PAJE ile yapilan calisma sonucunda saflastirilan
Palaemonetes turcorum ALAD’1min molekiiler agirhg 237.6 kDa ve bir alt iinitesinin

molekiiler agirhg 35.6 kDa olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Enzim, Palaemonetes turcorum, ALAD, kursun asetat,
SDS-PAJE
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ABSTRACT

PhD Thesis

BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION of 6-AMINOLEVULINIC ACID
DEHYDRATASE in Palaemonetes turcorum (Holthuis, 1961) (Decapoda)

ibrahim Hakki CIGERCI

Anadolu University
Graduate School of Sciences
Biology Department

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. H. Mehtap KUTLU
2005, 61 pages

In this thesis, it has been aimed to determine the inhibition of -
Aminolevulinic acid dehydratase enzyme (ALAD; Porphobilinogen synthase;
E.C.4.2.1.24) in Palaemonetes turcorum, endemic for Turkey, with lead and the
enzyme’s biochemical features.

LDs, value for lead acetate was found 0.135 mM at Palaemonetes turcorum.
The inhibition effect of lead acetate on ALAD was determined in vivo by the
application of the value to Palaemonetes turcorum and the change of the effect was
examined according to time. It was also observed that the inhibition of the enzyme
and the amount of the lead in liver increased.

It was found out that the optimum pH of Palaemonetes turcorum ALAD was
about 7 and the enzyme was resistant to heat (55°C). As a result of kinetic analyses,
the V..« value and K, value were found out to be 22.83 nmol/h/mg protein and 0.06
mmol/reaction mixture, respectively. It was determined that while Mg** and Mn*
increased the enzyme activation, Zn** did not affect the activity, but EDTA
decreased the activity.

The enzyme was purified 51 fold with amonium sulphate and Sephadex G-
200 gel medium. As a result of the study held with SDS-PAGE, the molecular weight
of the purified Palaemonetes turcorum ALAD and its subunit molecular weight were

found to be 237.6 kDa, 35.6 kDa, respectively.

Keywords: Enzyme, Palaemonetes turcorum, ALAD, lead acetate, SDS-PAGE
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1. GIRIS

Kimya endiistrisinin hizla gelisimi sonucunda, gerek giinliik yasantimizda
gerekse tarim ve endiistride bir¢ok kimyasal madde kullanilmaktadir. Bu kimyasal
maddeler, bugiinkii cagdas yasamin vazgecilmez gereksinimleridir. Cesitli
nedenlerle gerek dogrudan maruz kalma veya kullanilmalari sonucu c¢evreye
yayilarak insanlara ve tiim ekosistemlere zararli olabilen bu kimyasal maddelerin,
pek cogunun biyolojik etkileri bugiin bile hala tam olarak bilinmemektedir.
Kullanima yeni sunulan maddelerin ayrintili olarak tek tek ele alinip, toksik
etkilerinin arastirilarak kanserojenik ve mutajenik potansiyellerinin belirlenmesi,
insan sagligi acisindan son derece 6nem tagimaktadir.

Kimyasallarla yiiz yiize gelmenin cesitli yollar1 vardir. Bunlardan birincisi;
diyetimizde bulunan dogal kimyasallar1 almamiz, ikincisi; endiistriyel
kimyasallar, pestisitler, sa¢ boyalari, kozmetik ve ilaglar gibi yapay kimyasallar
kullanmamiz, iigiinciisii ise sigara dumani, su ve havadaki Kkirleticiler gibi
bilesiklerle karsilasmamizdir [1].

Dogal sular normal kosullarda, toksik etki yapmayacak diizeyde agir metal
icermektedirler. Ancak giiniimiizde endiistriyel gelisme, kentlesme ve modern
tarimin yayginlasmasi dogadaki agir metal yiikiinii 6nemli oranda arttirmaktadir
[2].

Agir metal ve metal bilesiklerinin onemli c¢evre Kkirleticileri olmalari
nedeniyle insan ve hayvan saglig: iizerindeki etkilerinin arastirilmasi son yillarda
giderek daha fazla ilgi cekmektedir. Organizmaya cesitli yollarla alinan kursun,
kanda belirli bir diizeye ulastiktan sonra cesitli organ ve dokularda birikmeye
daha sonra da atilmaya baslar. Kan dolasimina giren kursunun %85 ile %90’1
eritrositlere bagli halde, geri kalan1 da kan plazmasindaki proteinlerle birlesmis
olarak bulunur [3].

Kursun, biyolojik sistemlerin her ortamda karsilasabildikleri, metabolik
islevi olmayan eser bir elementtir. Bu metal kablo, lehim ve boya iiretiminin yan1

sira akil imalati ile ¢ini ve seramik yapiminda da yaygin olarak kullanilmaktadir

[2].



Dogada yaygin olarak bulunan ve endiistride fazlaca tiiketilen kursun,
insan ve hayvanlarda zehirlenmeye neden olan agir metallerin basinda yer
almaktadir. Genellikle kolay ¢o6ziinen kursun bilesiklerinin toksisitesi daha
yiiksektir. Buna gore kursun nitrat, kursun kloriir, kursun asetat, kursun oksit,
kursun siilfiir ve kursun fosfat bilesiklerinin toksik etkileri ¢oktan aza dogru
siralanabilir. Bir defada verilince akut kursun zehirlenmesi doguran dozlar, kiigiik
dozlara boliinerek verildiginde de aymi hayvan tiiriinde kronik zehirlenmelere
neden olabilmektedir [3].

Hem su hem de sediment toksisite testleri ic¢in standart biyoindikator
organizmalar olarak bazi tathh su canlilar1 tavsiye edilmis ve kullanilmistir.
Genellikle biyolojik deneyler laboratuar kosullarinda bir ya da birkac kimyasalin
bir kez veya kronik uygulanmasi yontemiyle yapilir. Bu deneylerin en yaygin
sonuglart kurtulma, biyoakiimiilasyon, gelisme ve iiremedir.

Son 20 yildir kirliligin isareti olarak goriilen biyokimyasal tepkilerle
baglantili olan diger 6liimciil sonuglar1 aragtirmak i¢in gittikce artan bir ilgi vardir.
Bunlar arasinda ALAD’in (6-Aminolevulinik Asit Dehidrataz) segici olarak
inhibisyonu, hem insan hem de diger canl tiirlerinde kursuna maruz kalmanin
onemli bir gostergesidir [4].

Kursun asetatin insan ve cevre sagligi acisindan Onemi giderek
artmaktadir. Bu calismada endemik olmasindan dolayr ayr1 bir oneme sahip bir
tath su karidesi olan Palaemonetes turcorum’ un karacigeri (hepatopankreatik
seka) lizerine kursun asetatatin etkisi arastirildi. ilk olarak hepatik ALAD’m
kursun tarafindan inhibisyona gosterdigi duyarliligi ortaya ¢ikarmak amaciyla soz
konusu enzimin kursun ile olan in vivo etkilesimi arastirilmastir.

Calismamizin ikinci boliimiinde ise Palaemonetes turcorum hepatik
ALAD’inin  biyokimyasal Ozellikleri arastirilarak, enzimin biyokimyasal

karakterizasyonunun belirlenmesi amaclanmustir.



2. GENEL BiLGIiLER

2.1. Agir Metallerden Kursunun Fiziksel-Kimyasal Ozellikleri ve Dogadaki

Dagilim

Kursun, mavi grimsi renkte agir bir metaldir. Erime noktasi 327 °C,
kaynama noktas1 1744 °C’dir. Kursun bilesikleri organik ve anorganik kursun
bilesikleri seklindedir. Organik kursun bilesiklerinden tetra etil kursun, lipofilik
ozellikte olup toksikolojik agcidan onem tasir. Anorganik kursun tuzlar ise kursun
kromat, kursun asetat, kursun karbonat, kursun Kkloriir ve kursun nitrattir.
Anorganik kursun tuzlarindan kursun asetat ve kursun nitrat suda ¢oziindiigii
halde kursun siilfat suda ¢oziinmez. Kursun kloriir soguk suda az, sicak suda ¢ok
cOziinlir. Biitiin kursun tuzlarnt sodyum hidroksitte tamamen ¢Oziiniirler.
Anorganik kursun tuzlarindan biri olan kursun asetat ayn1 zamanda insektisit
yapiminda da kullanilmaktadir. Sudaki ¢oziiniirliikleri az, 6rtme kabiliyetleri fazla
ve ¢esitli renklere sahip olan kursun bilesikleri yagli boya endiistrisinde pigment
olarak kullanilir. Kursun akiimiilatorlerin, celik ve demirlerin korozyona karsi
korunmasi i¢in yapilan yagli boyalarin, patlayict maddelerin, sa¢ boyalarinin
yapiminda ve ipege agirlhik vermede kullanilirken, bazi formlan da zirai
miicadelede ve fotografcilikta olduk¢a onemlidir. Erime derecesi diisiik, yumusak
ve islenmesi kolay bir metal olan kursun eski ¢aglardan beri kullanildig1 icin,
kursun zehirlenmelerinin de ge¢misi ¢ok eskilere dayanmaktadir. Dogadaki
kursun genellikle, sar1, parlak, siilfiirlii formlarda maden yatagi olusturmakta ve
kolayca elde edilebilmektedir [5].

Biyolojik sistemlerde kursunun zararh etkileri, global dagilimi ile birlikte
incelendiginde bunun en tehlikeli cevresel toksikant oldugunu gostermistir.
Kursunun yerkiire kabugundaki konsantrasyonu 16 ug/g’dir. Fakat endiistriyel
aktiviteler sonucunda toprak zemindeki miktar1 5000 pg/g, suda 10 pg/lt ve
havadaki miktar1 10 pg/m>” iin tizerine ¢cikmustir. Kursun ile ilgili ekotoksikolojik
caligsmalar zararl etkiler, internal dozlar ve ara yollardaki etkilesimi aciklama ve

saglik acisindan etkileri tizerine odaklanmistir [6].



Kursunun biyolojik varligr ile ilgili sorular ve inorganikten organik
sekillere biyolojik gecisi uzun zamandir 6nemli olarak goriilmesine ragmen,
ekosistemlerde kursunun dagilimi ve potansiyelini etkileyen bu faktorler hakkinda
bilgi eksikligi vardir [7].

Okyanuslar gerek suyu ve ¢oziinmiis gazlari buharlastirmak suretiyle,
gerekse atmosferin bilesenlerini ¢ozerek bunlardan yagmur ve toz seklinde
birikimlere yer vermek suretiyle siirekli olarak atmosferle alis veris halinde olan
bir rezerve sahiptir. Sanayi kaynakli kursundan ve 6zellikle benzindeki kursundan
ortaya c¢ikan kirlilik biitiin atmosfere ve oradan da okyanusa kadar uzanmaktadir.
Bugiin biiyiik sehirlerde viicuda alinan kursunun esas kaynagin1 motorlu tasitlarin
egzoz gazlart olusturmaktadir. Kursun egzoz gazlar1 ile inorganik aerosol
seklinde, cok ince partikiiller halinde havaya dagilmaktadir. Boylece giinde
ortalama 0,5 mg kursun viicuda alinmaktadir [8].

Hellawell [9]’in siniflandirmasina gore kursun EEC (European Economic
Commuity)’nin gri listesine alinarak, cevre ve su kirliliginde ¢cok 6nemli bir toksik

madde oldugu bildirilmistir.

2.2. Kursunun Sucul Canhlar Uzerindeki Toksik Etkileri

Sulara karisan kursunun oOnemli bir kismi, sularda bulunan karbonat,
bikarbonat ve organik maddelerle birleserek dibe ¢oker. Boylece biiyiik oranda
sedimentlerde biriken kursun, sedimentten biotaya (fauna ve flora) gecerek
birikmektedir. Kursun, besin zinciri yolu ile canlidan canhiya daha yogun
derisimler halinde aktarilmaktadir. Akuatik canlilarda kursun birikim diizeyinin
ortam derisimi ve etkide kalma siiresi ile birlikte suyun sicaklik, pH, alkalinite,

sertlik gibi fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine bagl olarak degistigi belirlenmistir

[1].



2.2.1. Akuatik bitkiler uizerine toksisitesi

Kursun sucul bitkiler iizerinde genel cevrede bulunan miktarlarda bulunur
ve nadiren etkiler.

Van der Werff ve Pruyt [10] dort sucul bitkiyi (Elodea nuttalii, Callitriche
platycarpa, Spirodela polyriza ve Lemna gibba) kursun nitratin 107 mol kursun/It
konsantrasyonuna 70-73 giin maruz birakmislar fakat toksisitenin olmadigini ve
biiylime oraninin degismedigini gostermislerdir.

Brown ve Rattigan [11] Elodea canadensis bitkisini 28 giin, Lemna minor
bitkisini ise 14 giin boyunca kursun asetatin cesitli konsantrasyonlarina maruz
birakarak LCsy dozunu sirasiyla 136 mg/lt ve 16.3 mg/lt olarak 6l¢miislerdir.
Baska bir ¢alismalarinda ise Elodea bitkisini 24 saat karanlikta kursunla muamele
etmisler ve daha sonra 1siktaki oksijen miktarin1 6l¢miislerdir. Karanlikta 6lciilen
deger 47.6 mg/lt kursun olup oksijen olusumunu %350 oraninda azaltmisken,
aydinlikta olciilen deger 99 mg/lt kursun olup oksijen olusumu %90 oraninda
azaltmastir.

Kay ve ark. [12] deniz siimbiilii olan Eichhornia crassipes bitkisini kursun
nitratin 0.5-5 mg/lt arasindaki konsantrasyonlarin1 6 hafta boyunca uyguladiklari
zaman, bu degerler arasindaki konsantrasyonlarin kok gelisimine, yaprak rengine,
yeni bitki olusumuna, ciceklenmeye ve toplam bitki biiyiimesi iizerine bir etki
gozlemlememislerdir.

Lemna iizerinde yapilan toksisite ¢calismasinda Cd** ve Pb** kullanilmis ve
Cd**nin ve Pb+2’ye gore daha toksik etkiye sahip oldugu bulunmustur. Ayrica bu
agir metallerin varliginda katalaz ve proteaz aktivitesinde belirli oranda azalma

goriiliirken, peroksidaz aktivitesinde bir artis gézlenmistir [13].

2.2.2. Akuatik omurgasizlar iizerine toksisitesi

Sucul omurgasizlar {izerindeki kursun tuzlariyla yapilan toksisite
calismalarinin sonuglarint deneysel kosullarin cesitliligi ve sudaki kursun
konsantrasyonu belirlemek i¢in kullanilan metotlarin yetersizligi yiiziinden

yorumlamak oldukg¢a zordur. Bircok ¢alismada sudaki kursunun konsantrasyonu



nominaldir. Ciinkii toksisiteyi etkileyen faktorler (6rnegin pH, su sertligi, anyonlar
ve kompleks ajanlar) tamamen degerlendirilememektedir.

Kursun basit formdaki tuzlarina doniiserek, tatli su omurgasizlar tizerinde
0.1->40 mg/It konsantrasyonlar1 arasinda, deniz omurgasizlari iizerinde ise 2.5-
>500 mg/1t konsantrasyonlar1 arasinda akut toksik etki gostermektedir.

Topluluklarda, organizmalarin bazi populasyonlart kursuna karsi
digerlerinden daha duyarhidir ve toplum yapisi kursun kontaminasyonu ile kotii
olarak etkilenebilir. Bununla birlikte, kirlenmis alanlardaki populasyonlar kursuna
kars1 kirlenmemis alanlarda bulunanlardan daha c¢ok atolerans gosterebilirler.
Diger organizmalarda, hipoksik kosullara adaptasyon yiiksek kursun
konsantrasyonu tarafindan engellenebilmektedir.

Watling [14] bir istiridye olan Crassostera gigas larvalarina kusun nitratin
sudaki konsantrasyonu 0.01 veya 0.02 mg/lt olacak sekilde 14 giinliik uygulama
sonucunda larvalarinin  ortalama  uzunlugunu  Ol¢miistir.  0.01  mg/lt
konsantrasyonunda larvalarin  uzunlugu 5.0 mm iken 0.02 mg/lt
konsantrasyonunda 5.3 mm olarak o6lgmiis ve kontrol grubundaki ortalama
uzunluk olan 6.3 mm uzunlukta karsilastirmistir. Kursun uygulamasindan daha
sonraki 14 giin boyunca temiz suyla yapilan muamele sonucunda biiyiime
azalmasindaki degisikliklerin iyilestigini gostermistir. Kontrol grubunda ortalama
uzunlugu 8.2 mm olarak belirlerken 0.01 mg/It konsantrasyonunda 8.0 mm, 0.02
mg/It konsantrasyonunda ise 7.8 mm olarak dl¢gmiistiir.

Freedman ve ark. [15] bir karides olan Hyallela azteca tizerinde kursun
dagilimimin toksisite etkilerini kursunu test ortamina yapay olarak vererek
arastirmislardir. Ortama kursun fosfatin 10_3, 107, 107 ve 107° mol/It olmak tizere
dort farkli konsantrasyonunu, pH 6 ve 8 olmak iizere iki farkli pH degerinde ilave
etmislerdir. Teorik hesaplamalar: solusyon igerisindeki bulunan serbest kursundan
hesaplamislardir. pH 6 degerinde yiiksek fosfat konsantrasyonlarinda toplam
kursun konsantrasyonlarina bakmaksizin ¢ok az serbest kursun bulundugunu
belirtmislerdir. pH 8’de de benzer durum oldugunu sdylemislerdir. Oliim oranlar
cesitli soliisyonlarda hesaplanan serbest kursun degerleri icin ilgili bulunmustur.
pH 6, toplam kursun konsantrasyonu 5 mg/It ve fosfat konsantrasyonu 107 mol/lt

degerleri karidese 48 saat uygulandigi zaman %100 oliimiin gergeklestigini



belirtmislerdir. Fosfat molaritesi 10~ ve 10~ mol/It oldugu zaman toksisetinin
ilerleyen  bir sekilde azaldigmi  belirtmislerdir. En  yiiksek  fosfat
konsantrasyonunda o6liim orant 120 saat sonra ancak %25’e yaklastigim
belirtmiglerdir. Ayni ii¢ fosfat konsantrasyonlar1 i¢in tahmin edilen serbest kursun
degerlerini sirasiyla 2.76, 2.24 ve 0.11 mg/lt olarak hesaplamislardir.

Chinnayya [16] taze sudaki 10~ mol/It kursun nitratin Caridina rajadhari
karidesinin oksijen tiiketimini gram yas agirlik basina 0.49 ml/saat olan degeri
0.38 olarak bulmuslardir. Kursun nitratin bu konsantrasyon degerinin 10 giin
boyunca bir 6liime yol agmadigini sdylemislerdir. Bu tiirler i¢in 6liime yol acan
kursun nitrat konsantrasyonunu 5x10~ mol/It olarak belirtmislerdir.

Brown ve Ahsanullah [17] Ophryotrocha labronica solucaninda ve
Artemia salina deniz karidesinde kursun nitratin 6liim oranina ve biiyiime iizerine
etkilerini aragtirmislardir. Kursunu 1 mg/lt olarak uyguladiklart zaman LTs
degerini Ophryotrocha i¢in >600 saat olarak bulurken Artemia icin 576 saat
olarak bulmuglardir. Solucana 10 mg/litre kursun konsantrasyonunu 8 giin ya da
1 mg/lt kursun konsantrasyonunu 10 giin uyguladiklar1 zaman biiyiime oraninda
anlamli bir azalmanin oldugunu belirtmislerdir. Fakat 48 saatlik deniz
karideslerinin biiyiimesini, kursun nitratin 6 giin boyunca uygulanan 5 ve 10 mg/It
konsantrasyonlarinin biiylimeyi anlamli derecede azalttigini belirtmislerdir.

Bir karides tiirii olan Penaeus indicus postlarvalar1 48 saatlik periyotlarla
kursun asetatin farkli konsantrasyonlarina maruz birakilmis ve 96 saatlik LCsg
degeri 7.223 mg/lt bulunmustur [18].

Yine aymi organizmayla yapilan bir baska calismada kursun asetatin
biyokimyasal icerik ve biiylimeye yoOnelik etkisine bakilmis ve 30 giin boyunca
ornekler 1.44 mg/It’lik subletal kursun konsantrasyonlarina maruz birakilmistir.
Gelisim, orneklerin uzunluk ve agirliklan Olciilerek belirlenmistir. Sonug¢ olarak
10. giin ve daha sonraki giinlerde Onemli Olciide boy ve agirlikta azalma
goriilmiistiir [19].

Bat ve ark. [20], Amfipod Echinogammarus olivii, Isopod Sphaeroma
serratum ve Dekapod Palaemon elegans tiirleriyle yaptiklari calismada cinko,

bakir ve kursunun 96 saaatlik LCsy degerlerini tespit etmislerdir. E. olivii, S.



serratum ve P.elegans tiirleri icin kursun LCsy degerlerini sirasiyla 0.62, 4.61 ve

5.88 mg/lt olarak bulmuslardir.

2.2.3. Baliklar iizerine toksisitesi

Baliklara kursunun toksitesi baglica kursun iyonlarinin bulunmasina ve
alinmasina baglidir. Kursun iyonlarinin bulunmasini saglayan faktorler su sertligi
(divalent anyonlarin varligl), pH, tuzluluk ve organik maddelerdir. Alinimi
etkileyen faktorler ise diger pozitif yiiklii iyonlarin bulunmasi ve suyun oksijen
miktaridir. Organik kursun inorganik kursundan daha fazla alinmaktadir. Duyarl
tiirlerde inorganik kursun i¢in 96 saatlik uygulamanin LCsy degeri 1mg ¢oziinmiis
kursun/litre degerinden daha diisiik olabilmektedir. Nominal konsantrasyonlar sert
suda 100 kat daha fazladir. Yapilan calismalarda organik kursun toksisitesinin
inorganik kursun toksisitesinden 10-100 kat daha fazla oldugunu gostermektedir.
Inorganik kursuna uzun donem maruz kalmis yetiskin baliklarda 10-100 mg/lt
kursun konsantrasyonlar1 morfoloji iizerinde subletal etkiler, aminolevulinik asit
dehidrataz (delta ALAD) ve diger enzimler ilizerinde ve ayrica davraniglar
tizerinde degisikliklere yol agmaktadir. Geng evreler genel olarak yetiskinlerden
daha duyarhdirlar fakat yumurtalarda kursun yumurta dis yiizeyinde tutulup
embriyoya gecmediginden dolay1r yumurtalar kursuna kars1 daha az duyarlidir.

Tilapia zilli balig: ile yapilan ¢alismada farkli kursun konsantrasyonlarinin
ve etkide kalma siiresinin c¢esitli dokulardaki kursun birikimine etkileri
incelenmigstir. 1, 7, 15 ve 30 giinliik siireler ile 1.0, 2.5 ve 5 mg/It’lik kursun
konsantrasyonlarinin maruz birakilarak solungag, karaciger, bobrek ve beyin
dokularindaki kursun birikim diizeylerine bakilmistir. incelenen dokularda biriken
toplam kursunun solungag, karaciger, bobrek ve beyin dokularindaki dagilim
sirastyla %1547,  %6.10, %52.87 ve %25.56 olarak belirlenmistir
(bobrek>beyin>solungac¢>karaciger). Bobrek dokusunda kursun birikim diizeyinin
yiksek olmasi, bu dokunun kursun baglayici proteinler icermesi ve metal

atiliminin 6nemli diizeyde bu doku iizerinden olmasi gibi nedenlerle agiklanmigtir

[2].



Hodson [21] akarsudaki 13 pg /It kursun nitratin gokkusagi alabaliginda
(Oncorhynchus mykiss) 4 haftalik bir uygulamadan sonra kirmizi kan hiicresi
delta-ALAD aktivitesini anlamli bir derecede azalttigin1 bulmustur.

Daha sonraki bir calismada delta-ALAD iizerine kursunun 2 haftalik
uygulamalarinin ~ gokkusagr  alabahiginda  (Oncorhynchus  mykiss), dere
alabaliginda (Salmo turutta), kirmizi (havuz) baliginda (Carassius aurratus) ve
giines balhiginda (Lepomis gibbosus) sirasiyla 10, 90, 470 ve 900 png/lt
konsantrasyonlarinin onemli etkiler yaptig1 gosterilmistir [22].

Jackim [23] Fundulus heteroclitus ve kis dilbalig1 (Pseudopleuronectes
americanus) Uzerine kursun nitratin deniz suyunda stattk 10 mg/It
konsantrasyonunu  uygulayarak delta-ALAD enzimi iizerine etkilerini
arastirmistir. Fundulus heteroclitus’ da 96 saatlik ve 2 haftalik uygulamadan sonra
karaciger delta-ALAD aktivitesinde sirasiyla %22 ve %18.5 azalmanin oldugunu;
kis dilbaliginda ise 1 haftalik bir uygulamadan sonra karaciger delta-ALAD
aktivitesinde %66 bobrek delta-ALAD aktivitesinde ise %58 azalmanin oldugunu
belirtmistir.

Sastry ve Gupta [24] Onceki calismalarda subletal olarak bildirilen 3.8
mg/lt konsantrasyonundaki kursun nitrat1 bir kedi balig1 olan Channa punctata’ya
15 ya da 30 giin maruz biraktiktan sonra oldiirerek enzim aktivitelerini 6lgmek
icin mide, bagirsak, pilorik c¢eka ve karacigerlerinden preparasyonlar
hazirlamislardir. 15 giinliik uygulamada karaciger ya da mide alkalen fosfataz
aktivitesinde hi¢bir degisikligin olmadigimi buna karsin pilorik ¢eka ve bagirsak
enzim aktivitelerinde inhibisyonun oldugunu belirtmislerdir. 30 giinliik
uygulamadan sonra alkalen fostataz aktivitesinin sadece pilorik ¢ekada arttigim
digerlerinde ise degismedigini belirtmislerdir. Alkalen fostataz enziminin
aktivitesi genellikle hiicre hasariyla birlikte artmaktadir. Hem 15 giinliik hem de
30 giinlik uygulamadan sonra biitiin dokularda alkalen fosfataz enziminin
arttigini soylemislerdir. Ug karbonhidrat enziminin baslangicta arttigini fakat daha
sonra zamanla azaldigini, proteaz aktivitelerinin deney siiresi boyunca arttigini
belirlemisledir.

Aymi aragtirmacilar [25] daha sonraki yapmis olduklari ¢alismada in vitro

olarak kursun nitratin sindirim enzimleri iizerine olan etkilerini arastirdiklarinda
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kursunun 0.4, 0.8 ve 1.6 umol/lt konsantrasyonlarinda alkalen fosfataz, lipaz,
tripeptit aminopeptidaz ve glisilglisin dipeptidaz enzim aktiviteleri tizerinde doza
baglh olarak bir etki yaptigin1 fakat etkinin EDTA ilave edilmesiyle bu etkinin
ortadan kalktigini belirtmislerdir.

Ellgaard ve Rudner [26] mavi solungach giines baliginda (Lepomis
macrochirus) kursun asetatin LCsy degerini 400 mg/It olarak hesaplamiglardir.

Heteropneustes fossilis’le yapilan bir calismada, kursun nitratin su
icerisindeki sublethal konsantrasyonu 35 giinlilk kisa ve 120 giinlik uzun
periyotlarda degerlendirilmis ve her iki periyotta da karaciger ve viicut agirliginda
protein, RNA ve glikojen iceriginde azalma, buna karsin kolesterol iceriginde artis
goriilmiistiir [27].

Farkli balik tiirlerinde kursunun farkli konsantrasyonlar1 denenerek
baliklarin serumlarindaki glikoz ve laktat seviyelerine etkileri incelenmistir.
Bunun yaninda baliklarin bobrek, beyin, kas ve karacigerlerinde kursunun
etkilerine bakilmistir. Kursun konsantrasyonlariyla baliklarin serumlarindaki

glikoz ve laktat seviyeleri arasinda dogrudan bir iliski gozlemlenmistir [28].

2.2.4. Amfibiler iizerine toksisitesi

Kurbaga ve kara kurbagalarinin durgun sularda 1.0 mg/It akarsularda ise
0.04 mg/lt olan nominal kursun konsantrasyonlarindan daha diisiik
konsantrasyonlara duyarhidirlar ve bu degerlerin gelisimi durdugu ve yumurta
olusumunu geciktirdigi bilinmektedir. Yetiskin kurbagalarda sulu c¢ozelti
icerisindeki 5 mg/lt'nin altindaki kursun konsantrasyonlar1 anlamli bir etki
yapmazken besin yoluyla alinan 10 mg/kg kursunun bazi biyokimyasal etkilere
yol ac¢tig1 bilinmektedir.

Khangarot ve ark. [29] Rana hexadactyla iribas kurbagasi icin 13—16°C’de
ve pH 6.2-6.7 araliginda 24, 48, 72 ve 96 saatlik uygulama sonuglarinda kursun
icin LCso degerlerini sirasiyla 100, 66.7, 41.3 ve 33.3 mg/It olarak bulmuglardir.
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2.3. Kursunun insan Saghg Uzerine Etkileri

Kursunun istenmeyen etkileri biyokimyasal, subklinik (belirtisiz hastalik)
ve klinik olmak iizere ii¢c ayr1 bicimde goriilebilir. Kursun, hiicrelerde iyonik
formda olup 6nemli bir enzim inhibitoriidiir, proteinlerin siilfidril (SH), amidler ve
oksit molekiillerine baglanarak etki gosterir. Kursun, hem biyosentezindeki
enzimlerin siilfidril gruplariyla yarisir ve bu enzimleri inhibe ederek biyokimyasal
degisikliklere yol acar. Delta aminolevulinik dehidratazi inhibe ederek plazma ve
idrarda delta-aminolevulinik asitin, hem sentetazi inhibe ederek eritrositlerde
protoporfirinin, koproporfirinojen dekarboksilazi inhibe ederek de idrarda
koproporfirinojen I1I'lin artisina neden olur [30].

Kandaki hemen hemen tiim kursun eritrositlere bagli olarak bulunur.
Kursun fosfatin diisiik ¢oziiniirliikte olmasi kalsifiye dokularda birikimine neden
olur. Eriskinde kursunun %95°1 iskelette depolanir. Bununla birlikte ¢cocuklarda
kemikteki kursun oldukca mobildir. Biiyiik miktar kursun yumusak dokularda
bulunur ve yarilanma 6mrii 2 aydir. Beyin bir istisna teskil eder, kursun kan-beyin
bariyerini yavas gecer ve biyolojik yar1 émrii 1 yildan fazladir. Plasenta kursun
gecisinde bir bariyer degildir ve fetus anneden gecen kursuna maruz kalir [31].

Kursun, santral ve periferik sinir sistemini etkiler. Cocuklar, santral sinir
sistemi (SSS) etkilerine olduk¢a hassastir ve siddetli ensefalopati vakalar felg ile
sonuglanabilir [31].

Kursun eritrositlerde Na'/K* ATP'az pompasi ve eritrosit membran
yapisini bozarak eritrosit dmriinii kisaltir, ekstraselliiler sivi1 ile eritrosit arasindaki
su elektrolit aligverisinin bozulmasi sonucu hemolize neden olur. Ayrica
hemoglobin sentezinin bozulmasi ile eritrosit yapiminin azalmasi anemiyi ortaya
cikarir [31].

Kursunun biiylimeye olan olumsuz etkileri intrauterin donemde baslar.
Bir¢ok calismada, gebelerdeki kan kursun diizeyi ile orantili olarak bebeklerde
disik dogum agirligr ve intrauterin gelisme geriligi bildirilmistir. Biiyiimenin
olumsuz etkilenmesi prenatal 8 pg/dL, postnatal 4 pg/dL gibi diisiik kan kursun
diizeylerinde bile baglamaktadir. Kan kursun diizeyi 4-35 pg/dL arasinda olan

cocuklarin ulagsmasi gereken boylarindan %1.5 oraninda kisa kaldiklari
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belirlenmistir. Ancak bu kisaligin kalici olmadigi, kursunla olan temas
engellendiginde hizla Dbiiylimeye baslayip beklenen eriskin  boylarini
yakalayabildikleri de bildirilmistir [32].

Kursunun kadin ve erkek iireme sisteminde toksik etkileri oldugunu
gosteren kalitatif ¢alismalar vardir. Spontan abortus ve 6lii dogumlarda artis ilk
olarak kursunla calisan kadin iscilerde bildirilmistir [33].

Erkeklerde mesleki kursuna maruziyete bagli hiperspermi, teratospermi,
asthenospermi ve hipogonadizm olabilmektedir. Sperm ve testisler {izerine toksik
etki, kan kursun diizeyi 40-50 pg/dL de goriilmektedir [34].

Karsinogenez hayvan deneylerinde gosterilmistir. Diyetlerinde yiiksek
dozda kursun asetat bulunan sicanlarda renal kanserlerde artis saptanmistir [33].

Kemik, kursunun toksik etkisi i¢in hedef organdir. Kemik kursunu
yikilarak kan kursun diizeyini artirir. Kemik hem hedef, hem de kaynaktir.
Cocuklukta alinan kursun diizeyi yasla artar ve orta yasta orta femurda ve pelviste
birikir. Yiiksek kursun diizeyi ¢cocuklarin iskelet gelisimini etkiler [35].

Akut kursun maruziyeti karaciger fonksiyonlarini bozar fakat bu etki
reversibldir. Kronik maruziyette hiperiirisemi ve kreatinin klirensinde azalma
goriilebilir ve hipertansiyon ve gut ile bir iligki belirlenmistir [31].

Kursun temasinin ilk gostergeleri istahsizlik, epigastrik agri, hazimsizlik,
bulanti, kusma, kabizlik, ishal, agizda metalik tat gibi bulgulardir. Artan kursun
temasi ile istahsizlik ve konstipasyon belirginlesir ve kursun koligi diye
adlandirilan siddetli karin agrist olusur. Kursun koliginde karin kaslar1 sert ve
gbbek bolgesi hassaslasmistir. Kursunun olusturdugu vaskiiler spazm ile birlikte
artan asidite kursun zehirlenmesinde sik goriilen gastrik ve duodenal iilserlerin de
nedenidir [36].

Karsinogenez hayvan deneylerinde gosterilmistir. Diyetlerinde yiiksek

dozda kursun asetat bulunan sicanlarda renal kanserlerde artis saptanmustir [33].

2.4. Palaemonetes turcorum’un Sistematigi ve Cevresel Onemi

Karidesler Krustase klasisinin Dekapoda ordosuna dahil olan Natantia

grubunu olustururlar. Natantia grubu kendi icinde Penaedea, Karidea ve
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Stenopodidea olmak iizere ii¢ alt ordoya ayrilir. Tiirlerin 6nemli bir boliimii
Penaeidea ve Karidea alt ordolarina dahildir. Esas ticari 6neme sahip olan tiirler
Penaeidea familyas: i¢inde yer alir ve genel olarak “Karides” adiyla bilinirler.
Karidea tiirlerinin ancak bazilar ticari oneme sahip olup, bunlardan o6zellikle
Palaemonidae tiirleri basta olmak iizere genel olarak “Deniz Tekesi” olarak
adlandirilmislardir [37].

Filum: ARTHROPODA

Klassis: CRUSTACEA

Subklassis: MALACOSTRACA

Seri: EUMALACOSTRACA

Superordo: EUCARIDA

Ordo: DECAPODA

Seksiyo: NATANTIA

Subordo: PENAIEDEA

Familya: PALAEMONIDAE

Tiir: Palaemonetes turcorum ( Holthius, 1961) (Sekil 2.1)

Sekil 2.1. Palaemonetes turcorum (A: Erkek, B: Disi )

Bugiine kadar diinyada smiflandirilmis 2500 civarinda karides tiirii
bulunmaktadir. Tiirkiye’de siniflandirilan 61 tiir vardir. Siniflandirilan tiirlerin

geneli deniz kokenli olmasina ragmen tath suda yasama uyum saglamis birkag tiir
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bulunmaktadir. Palaemonetes turcorum tiirii ise denizel kokenli olmasina ragmen
tath suda yagsama uyum saglamis ender tiirlerden biridir. Ayrica bu tiir yurdumuz
icin endemiktir. Bu oOzellikleri Palaemonetes turcorum’a ayri bir Onem

kazandirmaktadir. Bu 6zelliklerinden dolay1 calismamizda tercih edilmistir.

2.5. Karideslerin Ekolojik ve Biyolojik Ozellikleri

Karidesler ekvatordan kutuplara kadar cok genis bir yayilim alanina
sahiptirler. Tatli su, ac1 su ve denizlerde yaygin olarak bulunurlar. Boylarn ¢ok
degisken olup, birkagc mm’den 35 cm’ye kadar olabilen formlar1 vardir. Tiirkcede
kiiciik boylu tiirler genelde ‘Teke’, biiyiilk boylu tiirler ise ‘Karides’ olarak
adlandirilirlar. 2500 tiirii bilinmesine karsin, bunlardan sadece 300 kadar1 ticari
Ooneme sahiptir [38].

Denizel tiirler sahilden 5700 m. derinlige kadar dagilim gosterirse de ticari
oneme sahip karides tiirlerinin biiyiik bir boliimii kita sahanlig1 {izerinde 100 m
derinligine kadar olan bolgelerde yayginlagsmislardir. Pelajik bolgedeki az
sayidaki temsilcilerine kargin bentik bolgede ve 6zellikle camurlu, kumlu-camurlu
veya kayalik bolgelerde yasarlar. Bazilari siingerler gibi omurgasizlarin i¢inde
veya mercan resifleri arasinda yasantilarinm siirdiirebilirler.

Tiirkiye denizleri karides tiirleri yoniinden zengin olmasina karsin bu grup
tizerinde sinirl sayida calisma mevcuttur [38].

Karideslerin liiks bir besin maddesini olusturmalar1 ve dolayisiyla ticari
degerlerinin yiiksek olmasi nedeniyle yogun olarak avlanmakta ve bu yogun
avcilik sonucu, tiim diinya denizlerinde oldugu gibi Tiirkiye denizlerinde de hizla
sayilar1 azalmaktadir. Bu nedenle, basta uzak dogu iilkeleri olmak iizere bircok
tilkede yogun olarak yetistirmecilik yapilmaktadir.

Genel karides iiretiminde en onemli ¢evresel faktor sicakliktir. Karidesler
su sicakliginin 23-28 °C oldugu Temmuz-Eyliil aylar1 arasinda en hizli gelismeyi
gosterirler. Bilylime i¢in ortalama sicaklik 25 °C’dir. 10 °C’nin altinda karides
besin alamaz ve biiylime durur. Bu nedenle de yetistirme havuzlarinda gerektigi

takdirde sicaklik kontrol altina alinir. Bunun i¢in, suyun 1sitilmasi gerektiginde
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enerji kaynagi olarak dogal sicak su kaynaklar1 ve giines enerjisinin kullanimi en
ekonomik yoldur [38].

Sudaki ¢6ziinmiis oksijen miktar1 da karidesler i¢in énemli bir faktordiir.
Ozellikle kiyilmis ve 6giitiilmiis besinler kullanildiginda su 6nemli 6l¢iide kirlenir
ve oksijen miktarinda biiyiikk diismeler gozlenir. Bunu Onlemek igin suyun
yenilenmesi, yetmedigi halde ise ¢oziinmiis oksijeni arttirmak icin mekanik
kanigtiricilar  kullanilir. Bunlarin disinda suyun diger fiziksel ve kimyasal
ozellikleri de kontrol altinda bulundurulmalidir [38].

Karideslerin cogunda eseyler ayrilmis olmasina ragmen, bazi tiirler (Or:
Pandalina borealis) once bir erkeklik sathas1 gecirir ve daha sonra disiye doniisiir.

Ureme delikleri genellikle disilerde iigiincii pereiopodun, erkeklerde ise
besinci pereiopodun basal parcasi (koksa) iizerine agilir. Ancak bu delikleri
gormek cok zordur. Bununla birlikte, ergin Penaeidae tiirlerinde bariz bir erkek
disi farklilig1 vardir. Disiler besinci c¢ift pereiopodlar arasinda “Thelycum” adi
verilen ve L. ¢ift pleopodlarin endopoditlerinden olugsmus bir kopulasyon organina
sahiptirler. Caridea ve Stenopodidea tiirleri yumurtalarini abdomen altinda
tasidiklar1 halde, Panaeidea tiirleri dogrudan suya birakirlar. Yumurta sayisi larval
evre sayisina bagli oldugu i¢in tiirlere gore 10—1 000 000 arasinda degisir [38].

Caridea ve Stenopodidea gruplarinda yumurtalarini tasimalari nedeniyle
yumurta sayisi oldukca azdir. Bu grubun tiirlerinde yumurtadan c¢ikan larvalar
geng bir birey olarak oldukga ilerlemis evrededirler. Buna karsin Panaeidea
tiirlerinde larvalar 6nemli metamorfoz evreleri gecirirler. Ornegin; Panaeus tiirleri
10-80 m. derinlikteki acik sularda yumurtlarlar; suya birakilan yumurtalar birkag
saat icinde acilarak ¢ok kiiciik olan larvalar serbest hale gecerler. Bu larvalar bes
nauplius, ii¢ protozoe ve ii¢ mysis olmak iizere toplam 11 evre gecirirler. Larvalar
planktonik olup, akintilarla kiyiya siiriiklenirler. Kiyrya ulastiklarinda post larva
evresinde olurlar. Post larvaya ulagsmak yaklasik {ic hafta siirer. Bu evredeki
larvalar kiyidaki aci1 sulara girer ve burada pelajik yasami terk ederek bentik
yasama gecerler. Burada hizla biiyiiyerek geng¢ karidesler haline gelirler ve daha
sonra hizli gelisimlerine devam ederek tekrar denize donerler. Sonug olarak agiga

ulasan erginler tekrar yumurtlar ve boylece iireme devrini yeniden baglatirlar [38].
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Panaeid’ler basta olmak iizere pek cok karides tiirii omnivor olup, genel
olarak Foraminifer, Poliket, Krustase, Alg ve Detritusu besin olarak alabilirler.
Ancak omnivorlugun derecesi tiirden tiire degisebilecegi gibi, gelisme evrelerine
bagl olarak ta degisim gosterir [38].

Beslenme ile ilgili gocler gece-giindiiz periyoduna baglh olarak yapilir.
Diger bir degisle, giindiiz siiresince dipte yasayan ve buradaki organizmalarla
beslenen karidesler, geceleyin besin bulmak icin suda vertikal ve horizontal olarak
go¢ yaparlar. Karideslerde izlenen mevsimsel ve giinlik gog¢ler av miktarini

etkilediginden, avcilarin ve arastiricilarin bu gocleri 1yi bilmesi gerekmektedir.

2.6. ALAD Enzimi

2.6.1. ALAD’1n metabolizmadaki rolii

Canli hiicre icinde klorofillerin ve demir porfirinlerin nasil sentez edildigi
kesin olarak gosterilememistir. Fakat yapilan pek ¢ok arastirmalardan elde edilen
kaniya gore bir aminoasit olan glisin ile Krebs ¢emberinin ara iiriinlerinden olan
suksinil CoA birleserek a-amino-B-ketoadipik asiti verir. Sonra bir kofaktor olan
piridoksal fosfat, &-aminolevulinik asit sentetaz enzimi ve 1sik ile o-

aminolevulinik asit meydana gelir (Sekil 2.2) [39].

I
“00C—CHy—CHp,—C—S-CoA + “OOC—CH,—NH,*

suksinil-CoA + lisin
H ~ g
§-Aminolevulinik _COA-SH¥ i > Co,

Asit Sentaz )

l
“00C— CHy—CHy—C—CHy—NHg*
d-aminolevulinik asit (ALA)

Sekil 2.2. ALA’nin sentezi

Diger bir ismi de porfobilinojen sentaz (PBGS) olan ALAD (EC 4.2.1.24),

monopirol porfobilinojeni (PBG) olusturmak i¢in 2 molekiil aminolevulinik asidin
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(ALA) asimetrik bir kondensasyonunu gerceklestiren tiim modifiye tetrapirollerin

biyosentezinde ilk adimi katalize eder (Sekil 2.3) [40].

ALAD

C|)OO_ C|)OO_ COO™
?Hg ?Hg ?OO’ CH,
CHy CHy 2H,0 CHp CH,
e 0
?ZO ?ZO =5 — ﬁ—ﬁ
CHy CHy H,C—C.__CH
| | | N
NHg* NHg* NHs*  H

2 §-aminolevulinik asit porfobilinojen

(ALA) (PBG)

Sekil 2.3. ALA’dan porfobilinojen olusumu

ALAD’lar, sigir  karacigeri [41], insan eritrositleri [42],
Rhodopseudomonas capsulatus, Rhodobacter sphaeroides [43,44], Escherichia
coli [45,46], Spinacia oleracea [47] ve Pisum sativum, Saccharomyces cerevisiae
[40], gibi farkli kaynaklardan izole edilmistir.

Tiim ALAD’ larin temel katalitik Ozellikleri birbirine benzer olmasina
ragmen enzim yapisi, metal iyon gereksinimleri ve thiol hassashigi ile farkhi
organizmalardan saflastirilmis enzimler arasinda farkliliklar gozlenmistir [40].

Porfobilinojen tiim porfirinlerin 6n maddesidir. Hem bitkilerin fotosentez
yapici pigmenti olan klorofil ve hem de hayvanlarda hemoglobinin bir demir
protoporfirini olan “heme” canli hiicreler i¢inde ortak bir yol aracilifi ile sentez
edilmektedir. Insektisidler, karsinojenler ve agir metaller gibi bircok bilesik
ALAD’1 inhibe ederek porfobilinojenin dolayisiyla hemoglobinin ve diger
hemoproteinlerin olusumunu engellemektedir (Sekil 2.4). Tetrapirol yolunun bu
son iriinleri, elektron transportundan fotosenteze kadar metabolizmanin bircok
noktasinda karmasik sekilde yer alir.

40 yili askin ¢alismalar tetrapirol tiirevli bilesiklerin sentezine neden olan
biyokimyasal olaylarin karakterizasyonuyla sonuclanmistir. Bugiin reaksiyon
mekanizmasi ve biyosentetik vasitalarin bilinmeyen cok az asamalar1 kalmistir

[40].
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Sekil 2.4. Hem biyosentezinde ALAD’1n yeri

2.6.2. ALAD’ larin siniflandirilmalar:

Degisik kaynaklardan elde edilen bu enzim molekiiler agirligi, optimum

pH’s1, metal gereksinimi ve EDTA’ya olan hassasiyetleri bakimindan iki sinifta

gruplandiriimistir [48].
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ALAD’larin I. Sinifi, memeli ve kuslardakini iceren siiftir ve molekiiler
agirligi 260.000-285.000 kDa arasinda olup, sekiz benzer alt birimden olusmustur
[49]. Bu smif enzimin optimum pH’ s1, 6.3-7.1 arasindadir. K, degeri de ALA
icin 0.1-0.4 mM arasindadir. Maksimal aktivite icin siilfidril bilesiklerine (SH) ve
Zn*?ye ihtiyac gostermektedir [48,49].

Memeli ALAD aktivitesinin hem in vitro hem de in vivo’da, kursun
tarafindan cesitli dokularda (kan, karaciger, bobrek, beyin ve kemik iligi) inhibe
edildigi gosterilmistir [SO-53].

Farkli hayvan tiirlerinden saflastirilan enzimin, benzer fizikokimyasal
ozelliklerinin yani sira benzer immiinolojik o6zgiilliigliniin de oldugu ortaya
cikarilmistir. Elde edilen bu sonuglardan, memeli enziminin evrimsel siire¢ icinde
yiiksek oranda korundugu anlasilmaktadir [54,55].

II. simif ALAD’lar ise temel olarak bakteri ve mayalarda bulunan tiptir.
Bakteriyel enzimin optimum pH’ s1 8-8.5 [40], arasinda olup, maksimum aktivite
icin Mg*™, Mn*? ve K*? gibi katyonlara ihtiya¢ gostermektedir [43,44,48,56-58].
Zn*? ile aktivasyon gostermemektedir. Rhodopseudomonas capsulata’dan elde
edilen enzim diger bakteriyel ALAD’larla benzer olmasina ragmen aktivasyon
icin metalik katyonlara ihtiya¢ duymazlar ve EDTA tarafindan inhibe edilmezler
[43]. Mayalardan izole edilen enzim, ¢inko metallo enzimine benzerlik gosterir,
EDTA’ ya duyarhdir ve optimum pH araligt 9.5-9.7°dir. Bu pH memelilerde
belirtilenden biraz daha yiiksektir [59]. Ispanak ve diger bitkilerdeki enzim ise
Mg** ile aktive olup, EDTA’ya duyarhidir. Daha az yiiksek optimum pH’ ya
ithtiyag¢ duyarlar [60].

2.6.3. ALAD’in kursun ile etkilesimi ve kimyasal kirlilik indikatorii olarak

onemi

d-Aminolevulinik asit dehidratazin kursun ile secici inhibisyonu, kimyasal
kirliligin onemli bir biyolojik belirleyicisidir. Kursuna ve ¢esitli kimyasallara
maruz kalmada ALAD aktivitesinin belirlenmesi bu enzimin kullaniglt bir

biomarkor olabilecegini gostermistir.
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Hodson (1976) akarsudaki 13 pg/lt kursun nitratin gokkusagi alabaliginda
(Oncorhynchus mykiss) 4 haftalik bir uygulamadan sonra kirmizi kan hiicresi
delta-ALAD aktivitesini anlaml1 bir derecede azalttigin1 bulmustur [21].

Daha sonraki bir calismada delta-ALAD iizerine kursunun 2 haftalik
uygulamalarinin ~ gokkusagr  alabahiginda  (Oncorhynchus  mykiss), dere
alabaliginda (Salmo turutta), kirmizi (havuz) baliginda (Carassius aurratus) ve
giines baliginda (Lepomis gibbosus) sirasiyla 10, 90, 470 ve 90 png/lt
konsantrasyonlarinin onemli etkiler yaptig1 gosterilmistir [22].

Jackim [23] Fundulus heteroclitus ve kis dilbalig1 (Pseudopleuronectes
americanus) Uzerine kursun nitratin deniz suyunda stattk 10 mg/It
konsantrasyonunu  uygulayarak delta-ALAD enzimi iizerine etkilerini
arastirmistir. Fundulus heteroclitus’ da 96 saatlik ve 2 haftalik uygulamadan sonra
karaciger delta-ALAD aktivitesinde sirasiyla %22 ve %18.5 azalmanin oldugunu;
kis dilbaliginda ise 1 haftalik bir uygulamadan sonra karaciger delta-ALAD
aktivitesinde %66 bobrek delta-ALAD aktivitesinde ise %58 azalmanin oldugunu
belirtmistir.

Kutlu ve Siimer [61] Gammarus pulex i¢in kursun asetatin 96 saatlik
uygulamast sonucunda LCsy degerini 0.394 mg/lt olarak bulmuslardir. Bu deger
uygulanarak ALAD inhibisyonunun zamana bagli olarak arttiginm1 ve paralel
olarak organizmada kursun miktarinin arttifini1 tespit etmislerdir. Gammarus
pulex ALAD’min optimum aktivitesi pH 8 civarinda, sicaklik 37°C olarak
bulunmus ve enzimin 1stya duyarli oldugunu gozlemlemislerdir. Kinetik analizler
sonucu K, degerini 0.043-0.058 mM ALA ve V.« degerini 17.6 PBG/saat/mg
protein olarak bulmuslardir.

Kanal yaymn baligi (Ictalurus punctatus) karaciger ALAD aktivitesinin
Pb* inhibisyonu icin ICsy degeri 17.3 uM olarak bulunmustur. Enzimin kinetik
analizleri sonucunda K;,, degeri 0.042 mM ALA ve V. degeri 2.57 PBG/saat/mg
protein olarak tespit edilmistir. Yine enzimin ¢inko ile aktivasyon gostermedigi ve
EDTA’nin inhibe etkici 6zelliginin yumusatildig1 gosterilmistir [62].

Yavru gokkusagi alabaliklar1 (Oncorhynchus mykiss) 29 giin boyunca 0,
29, 48, 121 ve 201 pg/lt kursun nitrata maruz birakilmis ve tiim viicut ALAD

aktivitesi Olctilmiistiir. 0, 29, 48 ug/lt kursuna maruz birakilmis baliklarda 6nemli
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oranda ALAD aktivitesi diisiisii gozlenmemistir. Bu karsihik 121 ve 201 pg/lt
kursuna maruz birakilmis baliklarda ALAD aktivitesi énemli oranda diistiigii
gozlemlenmistir [63].

Campana ve ark. [64] Halobatrachus didactylus’da kursunun ALAD
aktivitesi, metallothionein seviyeleri ve lipid peroksidasyonu iizerine etkilerini
arastirmiglardir. Bobrek ve karaciger ALAD aktivitesinde 6nemli degisiklik
olmamasina karsin kan ALAD aktivitesinde diisiis oldugunu tespit etmislerdir.

Yetiskin kara kurbagalarina (Bufo arenarum) viicut agirligina bagli olarak
10, 25, 50 ve 100 mg/kg kursun asetat enjekte edilmis ve 7 giin sonra kan
parametrelerine bakilmistir. Kan kursun konsantrasyonunun artisina bagl olarak
ALAD aktivitesinde diisiis oldugu gézlemlenmistir [65].

Gastropodlardan pigmentli ve pigmentsiz Biomphalaria glabrata ve
Oligoketlerden Lumbricus variegatus tirlerinin yumusak dokularinda ALAD
aktivitesi Ol¢iilmiistiir. Organizmalara 48 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda
kursun nitrat verilmistir. Enzim aktivitesinde %50’lik inhibisyon olusturan kursun
konsantrasyon degerleri pigmentli ve pigmentsiz Biomphalaria glabrata icin
sirastyla 0.023 ve 0.029 mg/lt kursun, Lumbricus variegatus i¢cin 0.703 mg/lt
kursun olarak bulunmustur. ICsy degerleri, Lumbricus variegatus tiirliniin
Biomphalaria glabrata tiiriine gore enzim inhibisyonuna karsi daha toleransh
oldugunu gostermistir [4].

Peixoto ve ark. [66] genc ratlarin yetiskinlere gore agir metallere karsi
daha duyarli olduklarimi gostermislerdir. 1-6, 8—13, 17-21 giinliik ratlarin beyin,
bobrek ve karaciger ALAD aktiviteleri ICsy degerleri, CdCl, icin 0-200 uM,
HgCl, i¢in 0-600 uM, Pb asetat icin 0-50 uM arasindaki metal konsantrasyonlar1
kullanarak belirlemislerdir. Sonuglar serebral ALAD aktivitesinin Cd ve Hg’ye
gore kursun asetata kars1 daha duyarli oldugunu gozlemlemislerdir. Yine hepatik
dokudaki ALAD en ¢cok HgCl,’ye karst koymustur. Kursun ve kadmiyum civaya
gore renal enzim aktivitesini daha da diisiirmiistiir.

Ratlarda kursun ve ¢inkonun dogum sonrasi beyin gelisiminde, beyin,
bobrek ve kan ALAD aktivitesi DDT’li (DL-dithiothreitol) ve DDT’siz
saptanmistir. DDT’li reaktivasyon indeksinin kursun ve ¢inko uygulamalarinda

kontrol grubundakilere gore daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir [67].
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Pseudomonas putida ve P. aeruginosa tiirleriyle yapilan bir caligmada
kursun konsantrasyonunun artisina paralel olarak ALAD aktivitesinde bir
inhibisyonun oldugu bulunmustur. Yine bu calisma bu tiirlerdeki ALAD
aktivitesinin, Pb**’ye maruz kalmanin bir biyomarkérii olarak kullanilabilecegini
gostermektedir [68].

Erkek ratlarda subkronik kursun intoksikasyonunun tedavisinde aminoasit
ve antioksidan olan taurine ve DMSA (2,3-dimercaptosuksinik asit) ile birlikte
etkileri gosterilmistir. Kursuna maruz kalma kan ALAD aktivitesinde énemli bir
inhibisyona, GSH’da azalmaya ve ZPP’de (¢cinko protoporfirini) artmaya neden
olmustur. Sadece DMSA, ALAD aktivitesini artirabilmis ve hem taurine hem de
DMSA, GSH seviyesini normal seviyeye c¢ikarabilmistir [69].

Yine yetiskin ratlarda organik selenyum bilesiklerinin ve difenil ditelliirit
(PhTe),’in degisik bilesiklerinin karaciger, bobrek ve beyin ALAD’1 iizerine
inhibe edici etkileri incelenmistir. Organik selenyum bilesikleri diphenyl
ditelluride bilesiklerine gore daha fazla enzim inhibisyonuna yol agcmistir [70].

Jain ve Gadre [71] yesillenme esnasinda misir yapraklarina verilen in vivo
sodyum arsenatin ALAD aktivitesi iizerinde inhibe edici etki oldugunu
gostermiglerdir.

Agir metallerin kirmiziturp yapraklarinda ALAD aktivitesi lizerine in vivo
ve in vitro calismalar yapilmistir. Calisilan elementler icerisinde Cd**"nin bu bitki
icin en yiiksek toksisiteye sahip oldugunu gostermistir. ALAD aktivitesindeki
%50 inhibisyon i¢in in vitro degerler Cd*> 0.39 mM, Zn** 0.39 mM, Hg** 2.29
mM, Pb*? 1.38 olarak bulunmustur. In vivoda Cd** %40, Zn** %26, Hg** %34,
Pb*? %15 oraninda ALAD’1 inhibe etmistir [72].

In vitro caligmalar, hemoglobin sentezi yolundaki bazi enzimlerin kursunla

inhibe oldugunu gostermistir (Sekil 2.5) [73].
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Deneylerde kullanilan canlilarin saglanmasi1 ve laboratuarda

yetistirilmesi

Sakarya Nehri havzasinda yayilis gosteren Palaemonetes turcorum’lar;
Eskisehir- Ankara yolunun 30. km’sinde, Yesilhan Mevkiinde, Sakarya Nehri
havzasinin uzantisindan kepce ve elekler yardimiyla toplanmistir.

Toplanan Ornekler kendi sulari ile doldurulan plastik kaplar yardimiyla
Eskisehir Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Anabilim Dali Enzimoloji
Laboratuarina getirilmistir. Morfolojik olarak es biiyiikliikte olanlar belirlenmis ve
deneyler icin ayrilmistir. Ornekler en az 7 giin siire ile laboratuar kosullarina
alistinlmistir. Akvaryumlarda (10 It) hava akimi saglanarak, suyun sicakligi
26+2°C ve pH’1 7.5-8.2 arasinda ayarlanmigtir. Saglikli olan ornekler deneye
alinmistir. Deneylerin baglangicindan itibaren canlilarin hareketli kisimlar1 her
giin izlenerek, aktif olmayanlar ayrilip deneye alinmamistir. Akvaryumda haftada

bir kez organik materyalle beslenen canlilar 4-6 hafta yasayabilmektedirler.

3.1.2. Kullanilan kimyasal maddeler

Calismalarda kullanilan kimyasallar Sigma, Merck ve Fluka firmalarindan

temin edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. ALAD aktivitesinin tayini
3.2.1.1. Diseksiyon

Diseksiyon asamasinin basinda 96 saat boyunca Kursun asetat
[Pb(C,;H30,)] ile muamele edilmis karideslerde ve kontrol grubunda bulunan

karideslerde stres proteinlerinin salgilanmasini 6nlemek icin sularindan cikarilan



25

karideslerin Olmesi beklenmeden ilk asamada baslar1 kesilmistir. Daha sonra
karidesler binokiiler mikroskop altinda ventrallerinden kesilerek karacigerleri

(hepatopankreatik sekalar) ¢ikarilmig (Sekil 3.1) ve KCI tamponuna alinmistir.

barzak

hepatopankreas

tricle

feten karapak
niolttast

1. abdomumal segment

Sekil 3.1. Karideste karaciger (hepatopankreas) diseksiyonu

3.2.1.2. Homojenatin hazirlanmasi

Diseksiyon sonrasi ¢ikarilan her bir karaciger, 150 ul KCI (pH: 6.8) ile buz
icerisinde Teflon Potter- Elvehjen cam homojenizatérde homojenize edilmistir.
Homojenizasyondan sonra Herraus Sepatech Biofuge 17 RS sogutmali santrifiijde
8000g’de 10 dakika santrifiije edilmistir. ALAD aktivitesi icin enzim kaynagi
olarak siipernatanlar kullanilmistir [61].

Bir enzim birimi, yukarida belirlenmis kosullar altinda bir saatte bir
nanomol PBG olusumuna neden olan enzim miktar1 olarak tanimlanmstir. Ozgiil

aktivite ise nmol PBG/ saat/ mg/ml protein olarak ifade edilmistir.

3.2.1.3. Aktivite tayini

Reaksiyon karisiminda 0.1 M fosfat tamponu (pH: 6.8) i¢inde 3.3 mM
ALA, 8000g siipernatan (0.15 ml) ve 0.3 M rediikte glutatyon bulunmaktadir.
Karisim 37°C’de ve azot gazi altinda 1 saat siireyle inkiibe edilmistir. Reaksiyon,
0.75 ml 0.1 M HgCl,’lii %10’luk TCA (trikloro asetik asit) ile durdurulduktan
sonra, 8000g’de santrifiije edilerek 0.5 ml siipernatana 1 ml %5’lik TCA ve 1.5 ml
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modifiye Ehrlich Ayiraci ilave edilerek 5 dakika sonra 555 nm’de Hitachi—160
spektrofotometrede absorbans okunmugtur. Tiim soliisyonlar giinliik olarak

hazirlanmastir [61].

3.2.1.4. Protein miktar tayinleri

Orneklerin protein miktarlar1 Lowry’e [74] gore bovin serum albumin
(BSA) standart alinarak Sigma (PO 5656) protein tayin kiti ile mikro protein

analizi yontemi ile belirlenmistir.

3.2.2. ALAD-kursun etkilesimi (in vivo)

3.2.2.1. Kursun asetatin Palaemonetes turcorum icin LCs) degerinin

saptanmasi

LCsp degerinin saptanabilmesi i¢in kontrol grubunun yani sira, farkl
kursun asetat [Pb(C,H30,)] konsantrasyonlarinin uygulandig: 11 adet deney grubu
olusturulmustur. Kursun asetatin stok solusyonu deiyonize suda 1g/It olarak
hazirlanmis ve 0.5-200 mg/lt konsantrasyon dagilim araligindaki dozlar
uygulanmistir. Her grup icin S’er canhi kullanilmistir. Kursun asetat
uygulamasindan 96 saat sonra canlilar ve Olenler sayilmis ve EPA Probit Analiz
Programi kullamilarak LCsy degeri saptanmistir [20]. Doz taramasi deneyi ii¢

tekrarli yapilmistir.

3.2.2.2. Kursun asetat ile muamele edilmis Palaemonetes turcorum’>da ALAD

aktivitesinin zamana gore degisimi

LCsp dozu uygulanmis denek grubunun ALAD aktivitesinin zamana gore
degisimi, kontrol grubu ile karsilastirmali olarak incelenmistir. Kursun asetat
(LCsp dozu) uygulanmasindan itibaren 4., 16., 32. ve 64. saatler sonunda canlilar
disekte edilmis, karacigerler cikarilmistir. Homojenizasyon isleminden sonra
enzimatik ¢alismalara gecilmistir. Enzimatik ¢alismalar 0-4°C’de yapilmis ve her

deney ligcer kez tekrarlanarak ortalama degerler alinmistir.
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3.2.2.3. Palaemonetes turcorum’un Pb iceriginin ICP-OES yontemi ile

belirlenmesi

Kursun asetat alimin izleyen farkli zaman periyotlar: i¢inde (4.-16.-32. ve
64. saatler sonunda), Palaemonetes turcorum Kkaraciger dokularindaki Pb
miktarlari, kontrol grubu ile karsilagtirmali olarak incelenmistir.

Karaciger dokulari petri kaplarina konularak 105°C sicakliga ayarh etiivde
kurutularak sabit tartima getirilmislerdir. Daha sonra kuru agirliklart saptanan
doku Ornekleri yakma tiiplerine aktarilmiglardir. Yakma tiiplerindeki doku
ornekleri iizerine 2 ml nitrik asit ve 1 ml perklorik asit eklendikten sonra geri
sogutma sistemli ocakta yas yakma yapilarak berrak ¢ozeltileri elde edilmistir [2].
Yakma islemi tamamlanan Ornekler soguduktan sonra polietilen tiiplere
aktarilarak cift distile su ile 5 ml’ye tamamlanmislardir.

Analize hazirlanan karaciger dokularindaki Pb miktarlari, ICP-OES Perkin
Elmer 4300DV cihazi ile saptanmustir.

3.2.2.4. istatistiki analizler

One-Way ANOVA, tek yonlii varyans analizi uygulanarak; grup
varyanslarinin homojen olup olmadig test edildi. Veriler SPSS (versiyon 10.0)
paket programi kullanilarak analiz edilmistir. Farklilik oldugu durumda farklilig:
yaratan gruplarin hangisi oldugunu bulmak i¢in (P<0.05) varyanslar homojen ise

Dunnet-C, homojen degilse Dunnet-t (2-yonlii) testi kullanilmastir.

3.2.3. Palaemonetes turcorum ALAD’min biyokimyasal o6zelliklerinin

saptanmasi

3.2.3.1. ALAD aktivitesi iizerine inkiibasyon sicakliginin etkisi

ALAD aktivitesi iizerine inkiibasyon sicakliginin etkisini belirlemek i¢in
baslangi¢ sicaklik derecesi 5°C olarak belirlenip 15°C, 25°C, 30°C, 37°C, 45°C,
55°C, 65°C, 75°C, 85°C’lerde aktiviteye bakilmis ve sicakligin aktivite iizerindeki

etkisi aragtirilmistir.
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3.2.3.2. ALAD aktivitesinin inkiibasyon periyoduna bagh degisimi

ALAD aktivitesinin inkiibasyon periyoduna bagli degisimini belirlemek
icin 0. dakikadan baglayarak, 15. dakika, 30. dakika, 45. dakika, 60. dakika, 75.
dakika ve 90. dakikalarda aktivite dlctilmiistiir.

3.2.3.3. ALAD aktivitesi iizerine pH’nin etkisi

ALAD aktivitesi iizerine pH’ nin etkisini belirlemek icin asetat, fosfat ve
tris tamponlar1 kullanilarak enzimin optimum pH araligi belirlenmistir. pH

degerleri 4, 5, 6, 7, 8 ve 9 arasinda taranmistir.

3.2.3.4. ALAD aktivitesinin kinetik analizi

Palaemonetes turcorum ALAD’min Vi, ve K, degerlerini belirlemek
amaciyla farkli substrat konsantrasyonlarina karsi enzimin hizi Olgiilmiis ve
sonuclar Michaelis-Menten grafigi ile Line Weaver-Burke grafiginde
gosterilmistir.

+2,

3.2.3.5. Palaemonetes turcorum ALAD aktivitesi iizerine Zn “’nin etkisi

ALAD enzim aktivitesi iizerine Zn"> iyonlarinin etkisi belirlenirken,

kontrol grubuna karsi Palaemonetes turcorum ALAD’1nin Zn*>

ya duyarlilig
karsilastirmali olarak saptanmustir. ZnCl, stok c¢ozeltisinden, 1 uM, 10 uM, 50
uM, 100 uM ve 500 uM konsantrasyonlarinda homojenata eklenerek, aktivite

tizerindeki etkilerine bakilmistir.

3.2.3.6. Palaemonetes turcorum ALAD aktivitesi iizerine Mg**’nin etkisi

ALAD enzim aktivitesi lizerine Mg+2 iyonlarinin etkisi belirlenirken,
kontrol grubuna karsi Palaemonetes turcorum ALAD1mn Mg™>ya duyarlilig:
karsilagtirmali olarak saptanmistir. MgCl, stok cozeltisinden, 1 uM, 10 uM, 50
uM, 100 uM ve 500 uM konsantrasyonlarinda homojenata eklenerek, aktivite

tizerindeki etkilerine bakilmistir.



29

+2,

3.2.3.7. Palaemonetes turcorum ALAD aktivitesi tizerine Mn “’nin etkisi

ALAD enzim aktivitesi iizerine Mn* iyonlarinin etkisi belirlenirken,
kontrol grubuna karsi Palaemonetes turcorum ALAD’1mn Mn*>ya duyarlilig:
karsilastirmali olarak saptanmistir. MnCl, stok cozeltisinden, 1 uM, 10 uM, 50
uM, 100 uM ve 500 uM konsantrasyonlarinda homojenata eklenerek, aktivite

tizerindeki etkilerine bakilmistir.

3.2.3.8. Palaemonetes turcorum ALAD’ inin EDTA’ya duyarhihig

EDTA’ya duyarlilik agisindan, enzim aktivitesi belirlenirken 100 pM, 200
uM ve 300 uM arast EDTA konsantrasyonlar1 taranmis, aktivite iizerine etkisi

denek gruplari ile kontrol gruplarina karsi belirlenmistir.

3.2.4. ALAD enziminin preparasyonu ve saflastirilmasi

3.2.4.1. Ham ekstrenin hazirlanmasi

Diseksiyon sonrasi ¢ikarilan her bir karaciger, agirliklar tartildiktan sonra
0.1 M K-fosfat tamponu (pH 6.8) ile buz igerisinde homojenizatorde homojenize
edilmistir. Homojenat 8000g’de, 4°C’de, 10 dakika santrifiij edilmistir.

Siipernatantlar ham enzim preparasyonu olarak kullanilmistir [61].

3.2.4.2. Amonyum siilfatla ¢oktiirme

Tuzla ¢oktiirme (“salting-out”) proteinlerin konsantre edilmesinde ve
saflastirilmasinda genis capta kullanilan bir yontemdir. Ortama eklenecek notral
tuz, genellikle denaturasyona yol agmadan, proteinlerin bir araya gelmelerine ve
cozeltiden ayrilarak  cokmelerine yol agar. Proteinler farkli tuz
konsantrasyonlarinda  coktiiriilerek  birbirlerinden ve c¢ozeltideki  diger
molekiillerden ayrilabilir. Coktiirme isleminde genellikle etkinligi ve ¢oziiniirligii

yiikksek, pH’y1 fazla etkilemeyen, ¢ozeltide fazla 1sitnmaya yol agmayan, ucuz ve
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etkin bir tuz olan amonyum siilfat [(NH4),SO4] kullanilir. Bu nedenle yontem
amonyum siilfat ¢oktiirmesi adiyla da bilinmektedir.

ALAD enziminin saflastirilmasinda bu teknik kullanilmistir. Ham enzim
preparasyonuna %25 doyum icin kati amonyum siilfat ilave edilmistir. 60 dakika
4°C’de kanstirildiktan sonra 15.000g’de 4°C’de, 10 dakika santrifiije edildikten
sonra ¢oken proteinler toplanmistir. Supernatant amonyum siilfatla %50 doyuma
getirildikten sonra tekrar 60 dakika 4°C’de karistirilmustir. 15.000g’de 4°C’de, 10
dakika santrifiije edildikten sonra ¢oken proteinler toplanmistir. Ayn1 prosediir
%75 ve %100 doyum i¢in tekrarlanmistir. Proteinler 0.1 M K-fosfat tamponu (pH
6.8) icerisinde ¢ozdiiriilmiistiir [75].

3.2.4.3. Amonyum siilfat ve diisiikk molekiil agirhikh yapilarin uzaklastirilmasi

Proteinlerden amonyum siilfat ve diisiik molekiil agirlikli yapilarin
uzaklastirilmasi i¢in diyaliz yontemi uygulanmistir. Dializ membrana alinan her
bir protein fraksiyonu bir gece 0.1 M K-fosfat tamponunda (pH 6.8) bekletilmistir.

Membrandan difiize olmayan materyal jel filtrasyonunda kullanilmistir [75].

3.2.4.4. Jel gecirgenlik kromotografisi

Dekstran esasli materyalleri kullanarak makromolekiilleri molekiil
biiyiikliiklerindeki farkliliklara gore ayirmaktir. Islem temel olarak, proteinlerin
molekiil agirliklarinin belirlenmesinde ve protein ¢ozeltilerinin tuz derisimlerinin
diisiiriilmesinde kullamilir. Calisma prensibi oldukga basittir. Kolon kiiresel yapili
ve belirli boyutta gézeneklere sahip jel parcaciklarinda olugsmustur. Farkli boyutta
molekiilleri iceren bir c¢ozelti kolondan gecirildiginde, biiyilk molekiiller
gozenekli taneciklerin aralarindaki bosluklardan gecerek kolondan hizla ilerlerler;
kiiciik molekiiller ise gozenek igerisine difiizlenir ve molekiil kiigiildiik¢e artan bir
alikonma siiresi ile kolondan ¢ikarlar.

Bu calismada molekiiler agirligt ayirnm araligit 5000-300.000 olan
Sephadex G-200 jel ortami kullanilmustir. Jel 4°C’de 30 mM, pH 6.8 K-fosfat
tamponunda 2 gece bekletilerek sisirilmstir. Yine 4°C’de kolona (1.6x31.5 cm)
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yiiklenmistir. Kolon akis hizi 10 ml/saat olarak ayarlandi. Ayn1 tampon ve akis
hiziyla 6rnek uygulanmis ve fraksiyonlar (3 ml) toplanmstir [76].

3.2.4.5. Denatiire poliakrilamid jel elektroforezi

Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezinde (SDS-PAIJE),
polipeptidlerin ilerleme hizlari, sadece i¢ elektriksel yiikleri tarafindan degil, aym
zamanda molekiil agirliklar tarafindan da belirlenmektedir. SDS, polipeptidlerin
ana iskeletini ¢evreleyerek proteinleri denatiire eden anyonik bir deterjandir.
Ayrica molekiiller negatif bir ylik de kazandirmaktadir. SDS-PAJE’nin en 6nemli
yarari, polipeptidlerin molekiil agirliklarinin belirlenmesine imkan vermesidir.
Molekiil agirligr bilinmeyen protein Ornek, molekiil agirligi bilinen standart
proteinlerle birlikte, ayni jel lizerinde yan yana ceplere uygulanir ve ayr1 hatlarda
elektroforetik olarak ayrilir. Boyama sonrasinda jelde gozlenen bantlarin
karsilagtirilmasi ile proteinin molekiil agirligi hakkinda bir fikir edinilebilir.
Ayrica bu tip bir ayrisimin sonuglarimi matematiksel olarak degerlendirerek
molekiil agirligimmi belirlemek de miimkiindiir. Bu calismada kesikli SDS jel
elektroforezi tekniklerinden biri olan Laemmli [77] tamimladigi yontem

kullanilmustir.

Cozeltiler

A) Monomer (akrilamid/bis) ¢ozeltisi (%30T, %2.7 Cyis)

B) Ayirma jeli tamponu (1.5 M Tris, pH 8.8)

C) Yiikleme jeli tamponu (0.5 M Tris, pH 6.8)

D) %10 SDS

E) %10 amonyum persiilfat

F) Ayirma jeli ylizey ¢ozeltisi (0.375 M Tris, %0.1 SDS, pH 8.8)

G) Ornek uygulama tamponu (0.125 M Tris, %4 SDS, %20 gliserol, %10, 2-
merkaptoetanol, %0.2 bromofenol mavisi pH 6.8)

H) Tank tamponu (0.025 M Tris, 0.192 M glisin, %0.1 SDS, pH 8.3)
% 10’luk ayirma jeli

Monomer (A) 9.975 ml

Tampon (B) 7.5 ml
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%10 SDS (D) 0.3 ml
H,O 11.925 ml
TEMED 15 ul
APS (E) 300 pl

Karisim jel kasetine dokiilerek tarak yerlestirilmistir. Polimerizasyon
bittikten sonra, tarak bir taraftan baslayarak ve kuyucuklar bozulmadan yavasca
kaldirilmistir. Esit hacimde protein Ornek ile 6rnek uygulama tamponu bir
eppendorf tiipte karistirilmigtir. Referans olarak kullanilacak standart protein
karisim1 (Sigma M4038, Wide molecular weight range) iiretici firmanin 6nerdigi
sekilde uygulama tamponunda hazirlanmistir. Hazirlanan tiim tiipler 2-10 dakika
kaynar su banyosunda bekletilmistir. Jel kaseti i¢i tank tamponuyla dolu
elektroforez tankina yerlestirilmistir. Ornekler ve standart protein karisimi (15ul)
jeldeki ceplere yiiklenmistir.

Elektroforez, Apelex PS 9008 TX cihaziyla yapildi. Sistem gii¢c kaynagina
baglanarak proteinler 200 voltta 5 saat yiiriitilmiistiir.

Proteinlerin Boyanmasi

Jellerin gliimiis boyamasi Blum ve ark.[78] a gore yapilmistir:

a) Fiksasyon (Sabitleme): Fiksasyon ¢ozeltisi metanol (%50), glasiyal asetik asit
(%12) ve 0.5 ml formaldehit (%37) ile hazirlanmistir. Ayristirilmig proteinlerin
difiizyonunu 6nlemek, yabanci maddeleri uzaklastirmak ve boyanan jelde temiz
bir zemin hazirlamak i¢in bu asama oldukca 6nemlidir. Jeller en az 1 saat veya 1
gece fikse edilmis; ancak birka¢ giin sabitleme c¢ozeltisinde tutuldugunda da
giimiis boyamanin kalitesi olumsuz etkilenmemistir.

b) Yikama: Yikama ¢ozeltisi %50’lik etil alkoldiir. On-uygulama basamaginda,
sodyum tiyosiilfatin asit kararsizlifi nedeniyle asetik asidin uzaklastirilmasi i¢in
onemlidir. Yikama islemi, 3 kez 20’ser dakika uygulanmistir. 1 mm kalinliktaki
jelin deformasyonunu 6nlemek i¢in son 20 dakikada %30’luk etanol kullanilabilir.
Ayica, jeller birkag saat i¢in %50’lik etanolde bekletilebilir.

¢) On-uygulama: Cozeltisi, sodyum tiyosiilfat pentahidrat (0.2 g/It)’dir. Boyama
zeminindeki artis1 engellemek icin uygulama fazla uzun siirmemis, tam 1 dakika
bekletilmistir. Jeldeki tiyosiilfatin kalintilar1 duyarliligi tesvik eder ve yiiksek

zitlik olusturur.



33

d) Durulama: Jel yiizeyindeki fazla sodyum tiyosiilfati uzaklastirmak ve AgNO;
ile yiizey boyamasini saglamak i¢in 3 kez 20’ser saniye distile su ile yikanmugtir.
e) Sabitleme: Sabitleme ¢ozeltisi AgNOs (2 g/lt) ve 0.75 ml formaldehit (%37)
olup; 20 dakika uygulanmistir. Bu ¢cozeltide var olan formaldehit (HCOH), yliksek
hassasiyet ve glimiis boyamada iyi bir zitlik i¢in zorunludur; fakat boyanan
zeminde artis saglamaz. Giimiis nitrat (AgNOs3) sabitlendikten sonra sodyum
tiyosiilfat ile yapilan ©n uygulamadan dolay1 bazen jellerde az da olsa
sarimtiraklik goriiliir. Sonugta bu durum, hassasligl veya zeminin boyanmasini
engellemez.

f) Durulama: AgNOs ile sabitlenen jelin yiizeyindeki fazla AgNO3’ii ve sodyum
tiyosiilfat1 uzaklastirmak i¢in 2 kez 20’ser saniye distile su ile yitkanmustir.

g) Gelistirme: Gelistirme ¢ozeltisi, sodyum karbonat (60 g/It), 0.5 ml formaldehit
(%37) ve sodyum tiyosiilfat pentahidrat (4 mg/lt) icerir. Protein benekleri yaklasik
10 dakikada gelisir. Bu siire¢, sarimtirak zeminin olusmasi ile yavaslamaktadir.
Yiiksek kalitede giimiis boyamaya neden olur. Gelistirme ¢ozeltisi, jel ile temas
eder etmez silik kahverengi benekler goriiliir. Bu, cabuk ve etkin sallama ile
gerceklestirilir. Cozeltinin rengi, serbest tiyosiilfatin kaybolmasindan dolay1
birka¢ dakika sonra kahverengiye doniisiir. Bu durumda c¢ozelti hemen eski yerini
alir. Protein beneklerinin gelisim hizi bantlardaki protein cesidine ve
konsantrasyonuna baglidir. Ornegin, gelistirme cozeltisi uygulandiktan yaklasik
30 saniye sonra 500 ng protein bandi, yaklasik iki dakika sonra 50 ng protein
band1 ortaya ¢ikmaktadir.

g) Yikama: Uygulama, 2 kez 2’ser dakika distile su ile gerceklestirilmistir. Fazla
sodyum tiyosiilfati uzaklastirir ve durdurma c¢o6zeltisinde ayristirmayi
gerceklestirecek zemin boyanmasini saglar.

h) Durdurma: Durdurma ¢6zeltisi metanol (%50) ve glasiyal asetik asit (%12) ile
hazirlanmis 10 dakika uygulanmistir. Cozeltinin sicakligini 25°C’nin asagisinda
tutmak, yogunluk ve bandlarin rengindeki degisimleri en aza indirmek icin
Onemlidir.

i) Yikama: Yikama c¢ozeltisi %50’lik metanoldiir ve 10 dakikadan fazla

uygulanmigtir. Glasiyal asetik asidi uzaklastirmak i¢in gereklidir. Bir taraftan
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gelisimdeki azalmay1 yarida keser, diger taraftan koyu kahverengi veya siyah
renkli protein beneklerinin gelisimini hizlandirir.

Proteinleri boyama asamalarinin tamami, oda sicaklifinda ve sallayici
tizerinde gerceklestirilmistir. Boyamanin her asamasinda seffaf eldivenler
kullanilmis ve her bir agsamada degistirilmistir. Boyama bitiminde jeller +4°C’de
saklanmustir.

Jellerin Fotograflanmasi

Jeller boyandiktan hemen sonra, Fujitsu S7000 FinePix 19x (6x Optical
3.2x Dijital) fotograf makinesi takilmis Uvitec-UV illiminator sisteminde
fotograflanmistir. Jeller, ¢ekim sirasinda UV-illiiminatoriin aydinlatma kismina
konulan 0©zel filtre {lizerine yerlestirilmistir. Enzimin molekiil agirhigi

UVILPHOTO programi kullanilarak hesaplanmustir.
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4. BULGULAR

4.1. ALAD-Kursun Etkilesimi (in vivo)

4.1.1. Kursun asetatin Palaemonetes turcorum icin LCs) degeri

LCspdegerinin saptanmasi i¢in kusun asetatin 0.5, 1, 5, 10, 25, 50, 75, 100,
125, 150, 200 mg/lt’lik konsantrasyonlarda, 96 saat sonunda canli kalan
Palaemonetes turcorum sayilarinin uygulanan dozlara gore dagilimi, Sekil 4.1°de
verilmistir. EPA Probit Analiz Programinin uygulanmasi sonucu Palaemonetes
turcorum icin kursun asetatin LCsp degeri 0.135 mM olarak bulunmustur.
Uygulama siiresince kursun asetatin 0.5 ve 1 mg/It’lik konsantrasyonlarinda tiim

ornekler canli kalirken, 200 mg/It’lik konsantrasyonda 6rneklerin tiimii 6lmiistiir.
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Sekil 4.1. Palaemonetes turcorum’da PbAsetat i¢in LCsydegerinin saptanmasi ile ilgili doz tarama
sonuglari

LCsp degerinin saptanmasi sirasinda kullanilan musluk suyunun kimyasal
parametreleri pH 7.5-8.2, ¢oziinmiis oksijen 5.6 +0.2 mg/lt., sertlik 260 mg/It,
alkalinite 45.08 mg/lt ve sicaklik 23 + 1°C olarak dl¢iilmiistiir.
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4.1.2. Kursun asetat ile muamele edilmis Palaemonetes turcorum’da ALAD

aktivitesinin zamana gore degisimi

LCsp dozu uygulanmis deney grubunda ALAD aktivitesi, uygulamadan
itibaren 4., 16., 32. ve 64. saatlerde Olciilmiis ve aktivitenin zamana bagli olarak
azaldigi gozlenmistir. Son Olctim saati olan 64. saatte %100’e yakin bir

inhibisyonun varligi saptanmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Kursun asetat ile muamele edilmis Palaemonetes turcorum’da ALAD aktivitesinin
zamana gore degisimi

Tek yonlii varyans analizi uygulanarak grup varyanslarinin homojen olup
olmadigr test edilmistir. p<a oldugundan gruplarin homojen olmadigi
bulunmustur. Dunnett-t (2-yonlii) testi uygulanarak kontrol grubu ile 4, 8, 16, 32
ve 64. saatlerdeki uygulamada gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu
bulunmustur (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Kursun asetat ile muamele edilmis Palaemonetes turcorum’da ALAD aktivitesinin
zamana gore degisimi ve kontrol grubu ile karsilastirilmasi

“Neb. “Neb. x£Sh P
4 saat 11,7333 <0.04
8 saat 27,7000 <0.01
Kontrol 16 saat 29,6517 <0.01
32 saat 35,5267 <0.01
64 saat 37,2567 <0.01
X= Ortalama p=Significant NS=Non Significant

p<0.05 gruplar aras1 anlam farki
Sh, grup 1 ve grup 2 i¢in +4.2139
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4.1.3. Palaemonetes turcorum’un Pb iceriginin ICP-OES yontemi ile

belirlenmesi

LCso dozu uygulanmis deney grubunda, uygulamadan itibaren 4., 16., 32.
ve 64. saatlerde karaciger dokularindaki Pb miktarlari, ICP-OES Perkin Elmer
4300DV cihaz1 ile saptanmistir. Zamana bagli olarak Palaemonetes turcorum’da

Pb miktarinin arttigi gézlenmistir (Sekil 4.3).
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pg Pb/ mg doku agirhg:

Sekil 4.3. Palaemonetes turcorum’un zamana bagl olarak Pb igerigi

Cizelge 4.2. Palaemonetes turcorum’un zamana bagli olarak Pb igeriginin kontrol grubu
ile karsilastirilmasi

Grup 1 Grup 2
N=6 N=6 X&Sh P
4 saat 1.0417 NS
8 saat 17.1667 NS
Kontrol 16 saat 96.3333" <0.02
32 saat 253.0000" <0.01
64 saat 607.1667* <0.01
X= Ortalama p=Significant NS=Non Significant

p<0.05 gruplar arasi anlam farki
Sh, grup 1 ve grup 2 i¢in #£31.1583

Tek yonlii varyans analizi uygulanarak grup varyanslarinin homojen olup
olmadig1 test edilmistir (Cizelge 4.2). p<o oldugundan gruplarin homojen
olmadig1 bulunmustur. Dunnett-t (2-yonlii) testi uygulanarak kontrol grubu ile 16,

32, 64. saatlerdeki uygulamada gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu %95
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giivenilirlikle sOylenebilir. 4 ve 8 saatlik uygulamalarda kontrol grubuna gore

anlaml bir artis bulunmamaistir.

4.2. Palaemonetes turcorum ALADmm Biyokimyasal Ozelliklerinin

Saptanmasi

4.2.1. ALAD aktivitesi iizerine inkiibasyon sicakhigimin etkisi

ALAD aktivitesi iizerine inkiibasyon sicakliginin etkisini belirlemek i¢in
baslangi¢ sicaklik derecesi 5°C olarak belirlenip 15°C, 25°C, 30°C, 37°C, 45°C,
55°C, 65°C, 75°C, 85°C’lerde enzim aktivitesi olciilmiistiir. 5°C’den itibaren
enzim aktivitesinin arttigi, 55°C’de maksimuma ulastifi ve bu sicaklik
derecesinden sonra gittikge diiserek 85°C’de enzim aktivitesinin kayboldugu

gozlenmistir (Sekil 4.4).
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40 -
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Sekil 4.4. ALAD aktivitesi iizerine inkiibasyon sicakliginin etkisi
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4.2.2. ALAD aktivitesinin inkiibasyon periyoduna bagh degisimi

ALAD aktivitesinin inkiibasyon periyoduna bagli degisimini belirlemek
icin 0. dakikadan baglayarak, 15. dakika, 30. dakika, 45. dakika, 60. dakika, 75.
dakika ve 90. dakikalarda aktivite Olciilmiistiir. Inkiibasyon siiresinin artisina

paralel olarak enzim aktivitesinin de arttig1 gézlenmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. ALAD aktivitesinin inkiibasyon periyoduna bagl degisimi
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4.2.3. ALAD aktivitesi iizerine pH’nin etkisi

ALAD aktivitesi iizerine pH’ nin etkisini belirlemek i¢in asetat, fosfat ve
tris tamponlar1 kullanilarak enzimin optimum pH araligi belirlenmistir. pH
degerleri 4, 5, 6, 7, 8, ve 9 arasinda taranmustir. En yiiksek aktiviteye pH 7°de
rastlanmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. ALAD aktivitesi tizerine pH’nin etkisi
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4.2.4. ALAD aktivitesinin kinetik analizi

Palaemonetes turcorum ALAD’min Vi, ve K, degerlerini belirlemek
amaciyla degisen substrat konsantrasyonlarina karsi enzim aktivitesine
bakilmistir. Michaelis-Menten hiz grafigi cizildiginde, allosterik enzimlere 0zgii
sigmoidal bir egri gozlenmistir (Sekil 4.7). Ayn veriler ile Line Weaver-Burke
grafigi de cizilerek V¢ degeri 22.83 nmol/PBG/saat/mg protein ve K, degeri
0.06 mmol/reaksiyon karisimi olarak bulunmustur (Sekil 4.8).

25
22,83

0,0005 0,001 0,005 0,015 0,03 0,05 0,1 0,15 0,175

(S) mmol/reaksiyon karisim

Sekil 4.7. Artan substrat konsantrasyonlarina karst enzimin Michaelis-Menten hiz grafigi

1o

Egm=Em/Vmaz

0.1 7 1/Vinax
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Sekil 4.8. Enzimin Line-Weaver Burke hiz grafigi
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+2’

4.2.5. Palaemonetes turcorum ALAD aktivitesi tizerine Zn"“’nin etkisi

+25

ALAD enzim aktivitesi tizerine Zn “'nin etkisi belirlenirken, kontrol

grubuna karsi  Palaemonetes turcorum ALAD'In  Zn'“ye duyarlihg

karsilastirmali olarak saptanmistir. Bunun icin her bir deger icin 3 Ornek

*2nin artan

kullanilmis ve bu degerlerin ortalamalar1 Cizelge 4.3’te verilmistir. Zn
konsantrasyonlarinin Palaemonetes turcorum ALAD’1 {izerine etkili olmadig

saptanmistir.

Cizelge 4.3. Palaemonetes turcorum ALAD aktivitesi iizerine Zn**’nin etkisi

Kosul ALAD aktivitesi
(nmol PBG/saat/mg protein/ml)

Kontrol 9.50

1 uM 8.90

10 uM 9.90

50 uM 9.50
100 uM 10.00
500 uM 8.00

Cizelge 4.4. Farkl ¢cinko konsantrasyonlari ile kontrol grubunda ALAD aktivitesinin

karsilagtirilmasi
Grup 1 Grup 2
N=3 N=3 X£5h P
1mM ,6167 NS
10mM -,3833 NS
Kontrol 50mM 1,667E-02 NS
100mM -,4833 NS
500mM 1,5167 NS
X= Ortalama p=Significant NS=Non Significant

p<0.05 gruplar arasi anlam farki
Sh, grup 1 ve grup 2 i¢in +0.2485

Tek yonlii varyans analizi uygulanarak grup varyanslarinin homojen
olup olmadig test edilmistir. p>a oldugundan gruplarin homojen oldugu
bulunmustur. Dunnett-C testi uygulanarak kontrol grubu ile 1, 10, 50, 100 ve 500
mM’lik ¢inko konsantrasyonlar: arasinda anlamli bir fark olmadig1 saptanmistir

(Cizelge 4.4).
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+2’

4.2.6. Palaemonetes turcorum ALAD aktivitesi iizerine Mg “’nin etkisi

2 nin etkisi belirlenirken, kontrol

ALAD enzim aktivitesi {lizerine Mg
grubuna kars1 Palaemonetes turcorum ALAD 1mn Mg**’ya duyarliligi her grup
icin 3 Ornek kullanilarak ortalama degerleri karsilastirmali olarak verilmistir
(Cizelge 4.5). Mg™nin artan konsantrasyonlarimin Palaemonetes turcorum

ALAD’1n1 aktive ettigi saptanmustir.

Cizelge 4.5. Palaemonetes turcorum ALAD aktivitesi iizerine Mg**’nin etkisi

Kosul ALAD aktivitesi
(nmol PBG/saat/mg protein/ml)

Kontrol 11.40

1 uM 13.90

10 uM 16.02

50 uM 16.75
100 uM 17.90
500 uM 18.00

Cizelge 4.6. Farkli magnezyum konsantrasyonlari ile kontrol grubunda ALAD
aktivitesinin karsilagtirilmasi

Grup 1 Grup 2
N=3 N=3 X&Sh P
1imM 2,5000 <0.01
10mM 4,6200 <0.01
Kontrol 50mM 5,3500 <0.01
100mM 6,5000 <0.01
500mM 6,6000 <0.01
X= Ortalama p=Significant NS=Non Significant

p<0.05 gruplar arasi anlam farki
Sh, grup 1 ve grup 2 i¢in +0.2008

Tek yonlii varyans analizi uygulanarak grup varyanslarinin homojen olup
olmadig1 test edilmistir (Cizelge 4.6). p<a oldugundan gruplarin homojen

olmadig1 bulunmustur. Dunnett-t (2 yonlii) testi uygulanarak kontrol grubu ile 1,
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10, 50, 100 ve 500 mM’lik magnezyum konsantrasyonlar1 arasinda anlamli bir

fark oldugu bulunmustur.

4.2.7. Palaemonetes turcorum ALAD aktivitesi iizerine Mn**’nin etkisi

+25

ALAD enzim aktivitesi iizerine Mn “’nin etkisi belirlenirken, kontrol

+25

grubuna karst Palaemonetes turcorum ALAD’mmin  Mn ’ya duyarlilig

karsilastirmali olarak saptanmustir. Her bir deger icin ii¢ Ornek kullanilarak

+25

ortalama degerler Cizelge 4.7°de verilmistir. Mn"“’nin artan konsantrasyonlarinin

Palaemonetes turcorum ALAD’1m aktive ettigi saptanmistir.

Cizelge 4.7. Palaemonetes turcorum ALAD aktivitesi iizerine Mn**"nin etkisi

Kosul ALAD aktivitesi
(nmol PBG/saat/mg protein/ml)

Kontrol 9.70

1 uM 10.60

10 uM 11.50

50 uM 12.40
100 uM 13.80
500 uM 13.90

Tek yonlii varyans analizi uygulanarak grup varyanslarinin homojen olup
olmadig1r test edilmistir. p<o oldugundan gruplarin homojen olmadigi
bulunmustur. Dunnett-t (2 yonlii) testi uygulanarak kontrol grubu ile 1, 10, 50,
100 ve 500 mM’lik mangan konsantrasyonlar1 arasinda anlamli bir fark oldugu

bulunmustur (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8. Farkli mangan konsantrasyonlart ile kontrol grubunda ALAD aktivitesinin

karsilagtirilmasi
Grup 1 Grup 2
N=3 N=3 X+5h P
1mM ,9000 <0.02
10mM 1,8000 <0.01
Kontrol 50mM 2,7000 <0.01
100mM 4,1000 <0.01
500mM 3,4000 <0.01
X= Ortalama p=Significant NS=Non Significant

p<0.05 gruplar aras1 anlam farki
Sh, grup 1 ve grup 2 i¢in +£0.2380

4.2.8. Palaemonetes turcorum ALAD’ min EDTA’ya duyarhhg:

Kelatlayic1 bir ajan olan EDTA’ya duyarlilik acisindan Palaemonetes
turcorum ALAD’ 1 verdigi cevabi belirlemek amaciyla, 100 uM, 200 uM ve
300 uM aras1 EDTA konsantrasyonlar1 kullanilarak aktivite {izerine etkisi kontrol
grubuna kars1 belirlenmistir. Her grup 3 ornekle ¢alisilmis ve bunlarin ortalama
degerleri Cizelge 4.9’da verilmistir. Palaemonetes turcorum ALAD’ 1nin
aktivitesinin EDTA’nin konsantrasyonuna bagli olarak azaldigi gozlenmistir.
EDTA’nin 300 uM konsantrasyonunda Palaemonetes turcorum ALAD’1n1 %58

oraninda inhibe ettigi saptanmustir.

Cizelge 4.9. Palaemonetes turcorum ALAD’1nin EDTA’ya duyarlilig

Kosul ALAD aktivitesi
(nmol PBG/saat/mg protein/ml)

Kontrol 16.17
100 uM 11.41
200 uM 8.56
300 uM 6.85

Tek yonlii varyans analizi uygulanarak grup varyanslarinin homojen olup
olmadigr test edilmistir. p<oa oldugundan gruplarin homojen olmadig:

bulunmustur. Dunnett-t (2 yonlii) testi uygulanarak kontrol grubu ile 100, 200 ve
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300 mM’hik EDTA konsantrasyonlar1 arasinda anlamli bir fark oldugu
bulunmustur (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. Farkli EDTA konsantrasyonlart ile kontrol grubunda ALAD aktivitesinin

karsilagtirilmasi
Grup 1 Grup 2
N=3 N=3 X£5h P
100mM 4,8000 <0.02
Kontrol 200mM 7,7000 <0.01
300mM 9,3500 <0.01
X= Ortalama p=Significant NS=Non Significant

p<0.05 gruplar arasi anlam farki
Sh,grup 1 ve grup 2 i¢in +0.3942

4.3. ALAD enziminin preparasyonu ve saflastirilmasi

4.3.1. Ham ekstrenin hazirlanmasi

Diseksiyon sonrasi ¢ikarilan her bir karaciger, agirliklar tartildiktan sonra
0.1 M K-fosfat tamponu (pH 6.8) ile buz igerisinde homojenizatorde homojenize
edilmistir. Homojenat 8000g’de, 4°C’de, 10 dakika santrifiije edilmistir.

Siipernatantlar ham enzim preparasyonu olarak kullanilmistir.

4.3.2. Amonyum siilfatla ¢coktiirme

Her bir fraksiyonda enzim aktivitelerine bakildi. ALAD enzimi ig¢in
spesifik aktivite, %30-40’lik amonyum siilfat ¢oktiirmesindeki fraksiyonda tespit
edilmistir. Bu supernatantin spesifik aktivitesine gore enzim 11.84 kat

saflastirllmistir (Cizelge 4.11).

4.3.3. Jel gecirgenlik kromotografisi

Bu calismada molekiiler agirhig aymrim araliyn  5000-300.000 olan
Sephadex G-200 jel ortami kullanilmustir. Jel 4°C’de 30 mM, pH 6.8 K-fosfat
tamponunda 2 gece bekletilerek sisirilmistir. Yine 4°C’de kolona (1.6x31.5 cm)
paketlenmistir. Kolon akis hizi 10 ml/saat olarak ayarlanmigtir. Ayni tampon ve

akis hiziyla 6rnek uygulanmis ve fraksiyonlar (3 ml) toplanmistir.
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1-9. fraksiyon araliklarinda protein pikleri tespit edilmis ve en biiyiik pik 5
numaral fraksiyonda gdzlenmistir. Bu fraksiyonlarda ALAD enzimi i¢in spesifik
aktiviteye bakilmis. 5 numarali fraksiyonun spesifik aktivitesine gore enzimin

51.64 kat saflagtirildig tespit edilmistir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. Enzimin saflagtirma basamaklar1 ve bulunan degerler

Adim Total Total Spesifik | lyilestirme | Saflastirma
Protein Aktivite Aktivite (%) Derecesi
(mg) (EU) (EU/mg
protein)
Homojenat 0.214 0.6631 3.09 100 1
%30-40
[(NH4),SO4] | 0.0151 0.5526 36.60 83.33 11.84
supernatant
Kolon
Sephadex 0.00277 0.442 159.57 66.65 51.64
G-200

4.3.4. SDS-PAJE ve molekiil agirhinin tespiti

SDS jel elektroforezi tekniklerinden biri olan Laemmli [77] nin
tanimladig yontem kullanilmis olup %10’luk ayirma jeli ile 6rnek ayristirilmistir.
SDS-PAJE ile yapilan calisma sonucunda saflastirilan Palaemonetes turcorum
ALAD’1nin molekiiler agirhigr 237.6 kDa ve bir alt iinitesinin molekiiler agirligi

35.6 kDa olarak bulunmustur (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. ALAD enziminin SDS-PAJE goriintiisii, (1,3). Markér,
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S. TARTISMA VE SONUC

Kursunun canlilardaki “heme” biyosentezi yolundaki etkileri 1iyi
bilinmektedir. Farkli dokularda ALAD’in kursun tarafindan inhibisyonu,
kursunun intraseliilar toksisitesi icin hassas ve kismen gerekli bir bitis noktasi
olarak goriilmiistiir. Bu calismada oncelikle, cevre kirliliginde indikator olarak
kullanilabilen omurgasiz canlilardan Palaemonetes turcorum’da, ALAD
enziminin kursun ile olan in vivo inhibisyonu gdosterilmis ve kursun kirliliginde
Palaemonetes  turcorum  ALAD’min  bir  biyolojik  indikatér  olarak
kullanilabilirligi arastirilmistir.

Palaemonetes turcorum ALAD’1nin biyokimyasal 6zellikleri arastirilarak,
enzimin biyokimyasal karakterizasyonu belirlenmis ve enzim saflastirilmistir.

Biyokimyasal karakterizasyonu belirleme icin yapilan deney kosullari
altinda, Palaemonetes turcorum i¢in kursun asetatin LCsy degeri 0.135 mM olarak
bulunmustur. Bu deger Gammarus pulex i¢in bulunan degerden (0.394 mg Pb/It)
oldukca yiiksektir [61].

13 pg /1t kursun nitratin gokkusagt alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) 4
haftalik bir uygulamadan sonra kirmizi kan hiicresi delta-ALAD aktivitesini
anlaml bir derecede azalttigin1 bulmustur [21].

Kursunun 2 haftallk  uygulamalarinin =~ gokkusagr  alabaliginda
(Oncorhynchus mykiss), dere alabaliginda (Salmo turutta), kirmizi (havuz)
baliginda (Carassius aurratus) ve giines baliginda (Lepomis gibbosus) sirasiyla
10, 90, 470 ve 90 pg/lt konsantrasyonlarinin ALAD aktivitesi iizerine onemli
etkiler yaptig1 gosterilmistir [22].

Kanal yayin balig1 (Ictalurus punctatus) karaciger ALAD aktivitesinin Pb
inhibisyonu i¢in 1Csp degeri 17.3 uM olarak bulunmustur [62].

Ratlar i¢in ICsp degeri 0.31-0.4 uM Pb olarak tespit edilmistir [79].

Yetiskin kara kurbagalarina (Bufo arenarum) uygulanan 10, 25, 50 ve 100
mg/kg kursun asetatin, kan kursun konsantrasyonunun artigina baglh olarak ALAD
aktivitesini diislirdiigii gbzlemlenmistir [65].

Enzim aktivitesinde %50’lik inhibisyon olusturan kursun konsantrasyon

degerleri pigmentli ve pigmentsiz Biomphalaria glabrata i¢in sirastyla 0.023 ve
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0.029 mg/lt kursun, Lumbricus variegatus icin 0.703 mg/lt kursun olarak
bulunmustur [4].

Doz tarama c¢alismalar1 sonunda buldugumuz LCsy degeri Palaemonetes
turcorum’a uygulanarak, kursunun in vivo’da ALAD {izerine olan inhibe edici
etkisi saptanmis ve inhibisyonun zamana gore degisimi incelenmistir. ALAD
inhibisyonunun zaman ile dogru orantili olarak artigi, kursun uygulanmasinin 4.,
8., 16., 32. ve 64. saatler sonundaki enzim aktiviteleri Olgiilerek saptanmistir.
Enzim aktivitesindeki inhibisyona paralel olarak Palaemonetes turcorum
karacigerinde kursun miktarinin da arttig tespit edilmistir. Calismamizdan elde
ettigimiz sonucglar, ALAD enziminin kursun ile olan in vivo inhibisyonunu
gosteren diger calismalarla benzerlik gostermektedir.

Palaemonetes turcorum ALAD’min maksimum aktivite gosterdigi
inkubasyon sicakligi 55°C olarak bulunmustur (Sekil 4.4). Bu deger ratlar igin
bulunan degerle aynidir ve enzimin 1s1ya dayanikli oldugunu gostermektedir [55].
Balik enziminin de 1siya dayamikli oldugu ve aktivitenin 65°C’de maksimuma
ulastig1 kaydedilmistir [62]. Gammarus pulex ALAD’1in 1s1ya duyarhi oldugu ve
aktivitenin 37°C’de maksimuma ulastig1 kaydedilmistir [61].

Palaemonetes turcorum’daki ALAD aktivitesinin inkiibasyon periyoduna
bagh degisimi incelendiginde, inkiibasyon siiresinin artisina bagl olarak enzim
aktivitesinin de arttig1 saptanmistir (Sekil 4.5). Ictalurus punctatus ve Gammarus
pulex ALAD’1nin da benzer sonuclar verdigi gosterilmistir [61,62].

Palaemonetes turcorum ALAD’1mnin optimum pH’s1 7 olarak bulunmustur
(Sekil 4.6). Bu degere gore Palaemonetes turcorum ALAD’1 memeli enzimine
benzemektedir. Ciinkii memeli ve kuslardan elde edilen enzimin optimum pH’ s,
6.3—7.1 arasindadir. Buna karsilik maya, E. coli ve bitkilerden elde edilen
enzimler daha fazla alkali optimum pH’ya sahiptirler. Maya enzimi i¢in pH 9.8, E.
coli i¢in pH 8.5 ve bitkiler i¢cin pH 8’dir [80].

Calismamizda Palaemonetes turcorum ALAD’mmin ALA icin kinetik
analizlerine gore K;,, degeri 0.06 mmol/reaksiyon karisimi, V., degeri 22.83 nmol
PBG/saat/mg/ml protein olarak bulunmustur. Bulunan bu degerler farkhi
organizma enzimleriyle ilgili daha once yapilmis kinetik analizlerden farkliliklar

gostermektedir. Gammarus pulex i¢in K., degeri 0.043-0.058 mmol/reaksiyon
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karigimi, V¢ degeri 17.6 nmol PBG/saat/mg/ml protein olarak bulunmustur [61].
Ictalurus punctatus icin K, degeri 0.043 mmol/reaksiyon karisimi, V., degeri
2.57 nmol PBG/saat/mg/ml protein olarak bulunmustur [62]. Fare karaciger
ALAD’1 i¢in K, degeri 4x10* M [76], insan eritrositi ALAD’1nin K, degeri 0.27
mM [42], sigir karaciger ALAD’min K, degeri 046 mM [81] olarak
bulunmustur.

Kinetik calismalar sonucu cizilen Michaelis-Menten grafiginde, enzimin
sigmoidal bir egri izledigi saptanmistir. Boyle bir egri, enzimin allosterik
oldugunu gostermektedir. Enzimin allosterik oldugu daha Once yapilan
calismalarda da ifade edilmistir [61,62].

Memeli ALAD’1 iizerine Pb**'nin inhibe edici etkisini aciklayan iki farkli
goriis vardir. Birinci goriise gére Pb*>’nin yol actig1 inibisyon, Pb** ve Zn**’nin
enzim iizerindeki baglanma bolgelerine  baglanmalarindaki  rekabetten
kaynaklanmaktadir. Diger bir goriise gore Zn+2’ye bir kofaktor olarak gereksinim
duymayan ALAD’larda da Pb*? inhibisyon mekanizmasi benzer olabilir, ancak
gdzlenen nicel farkhiliklar Zn*? ya da diger metal kofaktorlerin aktif bolgeye daha
sik1 baglanmalarinin sonucu olabilir [49]. Yapilan bir¢ok c¢alismada, yiiksek
konsantrasyondaki ¢inko iyonlariin aktiviteyi artirdii gozlenmistir [48,79,82].
Ancak asirt yiikksek c¢inko konsantrasyonlarinin da aktiviteyi diisiirdiigi
kaydedilmistir [81]. Yaptigimiz ¢alismada, Palaemonetes turcorum ALAD’1inin
Zn*”den etkilenmedigi bulunmustur (Cizelge 4.3). Palaemonetes turcorum
ALAD’1 iizerine Zn** nin etkili olmamasi daha onceleri cesitli balik tiirleriyle
[62,83,84] cesitli bakteri, prokaryotlar ve Gammarus pulex’le yapilan ¢alismalarla
uyum gostermektedir [61]. Memeli ALAD’inda gozlenen aktivite artigi, iki
degerlikli katyonlarin Schiff bazi ya da enzimin dordiinciil yapisini kararli hale
getirerek, allosterik bir effektor gibi davranisina bagli olabilir [60]. Elde edilen
veriler 1s13inda, bu tip enzimler ya kendilerine sikica bagh olan Zn*? ile doymus
durumdadirlar ya da Zn** enzime baglanmamaktadur.

Palaemonetes turcorum ALAD’1 aktivitesi iizerine Mg** ve Mn*
aktiviteyi artirict bir etkide bulunmustur (Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.7). Mg+2 ve
Mn+2’nin, aktiviteyi artirici etkisi, Gammarus pulex’te [61], bakterilerde [57,85],

maya da [59], bugday ve bezelyede [86,87], Plasmodium falciparum’da [88]
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yapilan calismalarla da gosterilmistir. Bunlarin yani sira balik karaciger ALAD’1
icin bu iyonlarin effektif bir aktivator olmadig1 bulunmustur [62].

Palaemonetes turcorum ALAD’mmin EDTA tarafindan onemli oOlciide
inhibe oldugu bulunmustur. Palaemonetes turcorum’daki inhibisyon %58 olup
(Cizelge 4.9), Gammarus’daki inhibisyondan (%S52) biraz daha yiiksek, rat
karacigerindeki inhibisyondan (%94) daha diisiiktiir [61].

Tiim bu verilere gore Palaemonetes turcorum ALAD’1 optimum pH,
inkiibasyon sicakligi gibi ozelliklerinden dolayt memeli ALAD’ma, Zn*
iyonlarindan etkilenmemesi ve Mg+2 ve Mn* iyonlar1 gibi katyonlarin aktiviteyi
artirict gibi Ozelliklerinden dolayr da bakteri, prokaryot ve bitki ALAD’ma
benzerlik gosterdigi bulunmustur.

Tiim ALAD’larin temel katalitik 6zellikleri birbirine benzer olmasina
ragmen enzim Yyapisi, metal iyon gereksinimleri ve siilfidril hassasiyetindeki
farkliliklardan dolayr degisik organizmalardan saflastirillmis enzimler arasinda
farkliliklar gozlenmistir (13).

Saflagtirma ¢alismalarimiz sonucunda Palaemonetes turcorum ALAD’1nin
molekiiler agirligr 237.6 kDa ve bir alt {initesinin molekiiler agirligi 35.6 kDa
olarak bulunmustur.

ALAD’larin molekiil agirligi 250-340 kDa arasinda dagilim gosterir.
Memelilerden ve mayadan izole edilen enzimler, her biri yaklasik 37 kDa olan
benzer 8 alt tiniteden olusur. Fakat yiiksek yapili bitkiler ve bakterilerden izole
edilen ALAD’lar sirasiyla 50 ve 40 kDa olan 6 benzer alt iiniteden olusan
hekzamerik proteinlerdir [87].

Coleman [76] fare karacigerinden izole ettigi enzimin molekiiler agirligini
270.000 olarak bulmustur.

Rhodopseudomonas  spheroides ALAD’1t 300-400 kat saflastirma
sonucunda molekiiler agirlig: yaklasik 250 kDa olarak bulunmustur [44].

Anderson ve ark. [42] insan eritrositlerinden enzimi 38.000 kat
saflagtirarak, tek bir alt tinitesinin agirligini 31 kDa, molekiiler agirligimi 252 kDa
olarak bulmuslardir. Insan eritrositleriyle yapilan diger bir calismada enzimin
molekiiler agirligr 285 kDa olarak bulunmustur. Bir alt iinitesinin agirligir 35 kDa

ve 35.000 kat oraninda saflastirilmastir.
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Rekombinant Plasmodium falciparum ALAD’1 molekiiler agirligr 46 kDa
olan 8 alt iliniteden olugmaktadir ve enzimin molekiiler agirligi 345 kDa olarak
bulunmustur [88].

Rhodobacter capsulatus’la yapilan calismada enzimin hekzamer yapida
oldugu, bir alt {initesinin agirliginin 35.856 dalton ve enzimin molekiiler agirlig
220 kDa olarak bulunmustur [89].

Sonug¢ olarak kursuna maruz kalmada ALAD, biyolojik bir indikator
olarak kullanilirsa, enzimin kursun inhibisyonuna hassasligi konusunda temel
bilimsel bilgilerin dikkate alimasi gerekmektedir. Tiire 6zgii ALAD’lardaki
farkliliklar, kursun ve enzim inhibisyonu arasindaki iliskiyi degistirebilir.

Gelecekteki deneyler, farkli ALAD’lar icin gozlemlenen farklilik ve
benzerlikleri agiklamak icin enzimin farkli organizmalarda karakterizasyonu ve
saflastirilmas1 gerekmektedir. Bu calisma Crustaceae Ornekleriyle yapilan ilk
calisma olup, yine bu gruba ait diger test organizmalar1 ile calisilarak

desteklenmesi gerekir.
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