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Ozet

Bu calsmada 70 adet albino fare materyal olarak kullanil&ontrol, deneme 1 ve

deneme 2 olmak Uzere fareler 3 gruba ayrildi. Kalngrubu normal besin (yem ve su),
ikinci grup farkh dozlarda kuun (Pb) iceren besin (yem ve kun iceren sulu ¢ozelti),

dcuncu grup ise farkli dozlarda civa (Hg) icerersime(yem ve civa igeren sulu ¢ozelti)
ile beslendi. Deneme suresi 15 gin olarak belirebé&neme siresi bitiminde fareler
ilk olarak tartildi ve sonrasinda kesim esnasindmam kan o6rneklerinde Alkalen

fosfataz (ALP) enzim dizeyi otoanalizor kullanikatzelirlendi. Farelerde uygulanan

metal iyon dozunun artmasi ile birlikte canlgidik degerlerinde 6nemli azalmalar

belirlendi. Pb ve Hg uygulama dozu ile birlikte ser alkalen fosfataz dizeylerinde
belirgin azalma oldgu g6zlendi (p<0.05).

Anahtar kelimeler Albino fare, kusun, civa, alkalen fosfataz

The effect of lead and mercury heavy metal ionbaay weight
and serum alkaline phosphatase level in albino mice

Abstract

Seventy albino mice were used as material in ttudys The mice divided into three
groups as control , treatment 1 and treatment 2e Thntrol group were fed with

normal food (food and water), treatment 1 groupevierd with food containing Pb with
different dosages (food and aqueus solution comgiRb), and treatment 2 group were
fed with food containing Hg in different dosagiE®@ and aqueus solution containing
Hg). The experimental period lasted 15 days. Atehd of the experimantal period
initially mice were weighed and then alkaline phusjase (ALP) level were determined
in blood taken during the slaughtering using autalgmer. The body weight of mice
were decreased with increasing metal ion concelanain treatment. It was observed
that serum alkaline phosphatase level was sigmitigadecreased (p<0.05) with

increasing Pb and Hg concentration.
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1. Giris

Son yillarda, cevresel problemler tim dinya Ulkebte old@gu gibi Turkiye'de de
gunlik ygam problemleri arasinda yer almaktadir. Hizli sdegye sonucunda artan
endustriyel atiklar ¢gli yollarla hava, su ve karaya gecerek besin izine
katilmaktadir. Endustriyel atiklar arasinda yayglan &ir metal iyonlarinin gevreye
yaylimasi bircok ygam tarleri icin 6nemli bir tehlike olturmaktadir [1,2]. Metallerin
cevreye gegi dikkate alindginda farkli sektorlerden, farklislem kademelerinde
metallerin cevreye atilimi gercekieektedir. Temel endustriler ve bu endustrilerden
cevreye yayllan metaller Tablo 1'de veriftmi [3].

Tablo 1. Farkli sektdrlerden gevreye yayilan metall

Endustri Cd Cu Hg Pb Ni Sn Zn
Kagit endustrisi - + + + + - -
Petrokimya + - + + - + +
Klor-alkali Gretimi + - + + - + +
Gubre sanayi + + + + + . +
Demir ¢elik Sanayi + + + + + + +
Enerji Uretimi(Termik) ~ + + + + + + +

Tablodan da goruldiii Kursun (Pb) ve Civa (Hg) metalleri belirtilen sektonter
tuminde kullanilmakta ve cevreye yayilmaktadir. iBedenle gir metal kirliliginin
blyuk bir ytzdesini Kuyun (Pb) ve Civa (Hg) metal kontaminasyonununstoitdusu
sdylenebilir. Kusun ve bilgikleri boru, oluk, tabak, para, boya tretimi ve Reatik gibi
alanlarda yaygin bigekilde kullaniimaktadir [4,5]. Ozellikle ksunlu benzin kullanimi
ile cevresel kuun kontaminasyonu artmaktadir. Yuksek miktarda gkrarlanan
kursun kontaminasyonugazda metalik tat, midegausi, kusma, sinir sistemi hasari ve
olume kadar uzanan sonuglargdoabilir. Onemli bir enzim inhibitérii olan kgun,
Ozellikle selenyum ve sulfir iceren enzimlerde déresyona ve aktivite kaybina neden
olmaktadir [6-7]. Civa ise d@mda 6zellikle metalik ve inorganik formda bulunneakt.
Dogada bulunan civanin %80’i insan aktiviteleri sonualusurken (kati atiklarin,
fosillerin yanmasi, madenlerigléenmesinde, eritimesinde vesdiolgu malzemelerinin
yapiminda vb.) %20’si kullanilan gubreler, termoraktr, fungisid ilaclar ve pil
bataryalarindan gelmektedir. Mikroorganizmalar fiadan civa, proteinlere gnarak
onlar inhibe eden metilciva formuna d@tiirilmektedir [8,9]. Ayrica civa metalinin
organizmada glutatyon vegdir tiolleri azalttgl, serbest radikal ofumunu ve oksidatif
stresi arttirddl rapor edilmgtir. Civa organizmada Ugekilde zararl etki olgturur: i)
Civa; enzimlerin sulfidril gruplarina gganabilir ii) Proteinlerin tersiyer yapilari
degistirebilir ve yeni olgan proteinler organizma i¢in immunojen hale gelebii)
Organik civa formlari lipofilik organlarda birikirOrnesin; miyelin kiliflarda biriken
civa norotoksik etkilere neden olmaktadir [L0EIAmetal olarak tanimlanan kum ve
civa metallerine ait temel veriler Tablo 2’de 6eetinitir.
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Tablo 2. Kusuna ve civa metallerine skin temel veriler

Siniflandirmal Agir metal AsIr metal
Kursun Civa

Renk Mavimsi Gumgl

Sembol Pb Hg

Atom 82 80

numarasi

Erime 327.5°C -38.8C

noktasi

Kaynama 1740°C 357°C

noktasi

Yogunluk 11.34 g/cm | 13.456g/cm

Bu calsmada, Pb ve Hggar metallerin albino farelerde serum Alkalen foafa(ALP)
dizeyi ve canli @arligi parametreleri Uzerine etkileri incelerytm. ALP enziminin
varhg ilk kez 1907 yilinda Suzuki ve arkatkr tarafindan fosfatazlari ayri bir enzim
sinifi olarak géstermeleri ile literatire gigtni [11]. ALP fosfat esterlerinin hidrolizini
katalizleyen, fosfat grubu transferinigs@yan ve kofaktdr olarak Zn metali iceren bir
metaloenzimdir. 1960l yillardaE.coli alkalen fosfataz enzimi Uzerine yapilan
calismalarda, enzimin iki polipeptit zincirinden gtugu ve her bir zincirin iki Zn ve bir
Mg metal iyonu icerdii rapor edilmgtir [12-14].

2. Yontem

Bu calsmada 70 adet albino fare kullaniktmr ve fareler 28C’de 15 gin sireyle hazir
yem ve su ile beslengtir. Kontrol grubu, Hg uygulamasi ve Pb uygulamas fareler

3 gruba ayriimgtir. Ilk grup, kontrol amach kullanilan 10 fareden ghaktadir.ikinci
grupta bulunan fareler distile su icerisinde skur sitrat ile hazirlanan t¢ farkli dozda
(10, 15, 20 ppm) Pb cozeltisi ile G¢lncu gruptuban fareler ise distile su icerisinde
civa klorur ile hazirlanan ¢ farkli dozda (10, 25, ppm) Hg ¢oOzeltisi ile beslengtir.
Her bir doz on fare tzerinde test edgti

Agir metallerin farelerde canligalik Gzerine etkisini belirlemek amaciyla deney
Ooncesinde ve 15. gun sonunda tum bireylegrli&lari hassas terazi kullanilarak
saptanmytir. Tartim sonrasinda bir fanus icerisinde diglenhalasyonu ile anestezi
sonrasinda her bir hayvanin kuyruk-karin bdlgessirke yoluyla kan Ornekleri
alinmstir. Kan drnekleri 3000 rpm’de 10 dakika sire iensifijlenerek elde edilen
serum ornekleri ALP analizi icin numaralandirigim. Her bir serum orngndeki ALP
seviyeleri Olympus AU600 otoanalizor cihazi ileidehmistir.

3. Bulgular

Arastirmada incelenen kontrol, Pb ve Hg uygulama grupéailiskin deney dncesi ve
15. gin sonunda belirlenen canlgiraklarin aritmetik ortalamalariSekil 1'de
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verilmistir. Canli &irlik degerleri bakimindan kontrol grubu ile uygulama grupla
arasinda belirgin farkhliklar elde edilgiir. Kontrol grubuna ait bireylerde canli
agirhklarda 2.0-3.0 g’'lik bir arf s6z konusu iken Pb ve Hg uygulama gruplarinda can
agirhklarinda 2.0-4.0 g’'lik bir azalma ol@u saptannstir.

O kontrol grubu
O Pb uygulamasi
B Hg uygulamasi

40-
38+
Vicut

agrhg(g) 36

34+

32

Baslangic agirlik(g) Uygulama sonrasi
agrlik (g)

Sekil 1. Hg ve Pb metal iyonlarinin farelerde cagirlik Uzerine etkisi

Kontrol grubu ve uygulama gruplarina ait serum Addgerleri Sekil 2'de verilmitir.
Serum ALP dgerleri bakimindan kontrol grubu ve Pb/Hg uygulamaptarina ilskin
degerler arasinda onemli farkhliklar olgu gozlenmgtir. Her iki uygulama grubunda
ALP deserlerinde 6nemli azalmalar saptagtm Uygulama dozuna i3a olarak ALP
degerlerindeki dgisim istatiksel olarak Bonferroni testi ile gierlendirilmistir (Tablo 3)
ve kontrol grubuna kiyasla Pb ve Hg uygulama gnupti serum ALP seviyelerindeki
azalma istatistiksel olarak (p<0.05) anlamh bulustur.

4. Tartisma

Zararh cevre kirleticileri arasinda yer alan téksnetaller havadan, sudan ve 6zellikle
de alinan besinler yolu ile canh biunyesine girredkter. GUnumizde gegén
endustriyel faaliyetler sonucunda Pb ve Hg gi@ir anetaller cevreye yayillmakta ve
cesitli yollarla canli organizmalara gecmektedirgiA metaller canli organizmalarda
cssitli genetik, sitolojik, fizyolojik ve biyokimyasahasarlara neden olmaktadir.

Bu calsmada farelerde kontrol, Pb ve Hg uygulama grupéailizkin canli &irhk
degerleri belirlenmgtir. Kontrol grubu ve uygulama gruplari arasindanlcagirlik
bakimindan belirgin sonuclar elde edgtmi Agir metal uygulanan bireylerde vicut
agirhginin baglangic girliga kiyasla belirgin bir azalma olgu saptannstir ve bu
sonug, &r metal wuygulamasinin bireylerin beslenme rejimde ve
metabolizmalarinda eili anormalliklere yol agcmasi ile gkilendirilmistir. Ayrica
beslenme yolu ile alinangat metallerin vicuttan uzaldariimasi icin metabolizmanin
hizlanmasi ve buna paralel olarak enerji tiketimantmasi canli@rliginda azalmalara
neden olabilmektedir. Elde eitmiz bu sonuglar literatirde rastlanan sonuglar ile
desteklenmektedir. Benzer gahalarda yemlerine yiksek miktardgimametal iyonlari
katilan canlilarda (rat, fare, tavuk vb.) geienin geriledii ve canli @rliklarinin
normalden daha guk ciktg rapor edilmgtir [15-17].
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Sekil 2. Pb ve Hg @ar metallerinin farelerde serum ALP diizeyi Uzeratkisi (on farede
elde edilen verilerin aritmetik ortalamasi aligtmn)

Dogal ve aktif olan ALP enzimi dort Zn ve iki Mg metalonu icermektedir. Enzim
aktivitesi icin gerekli olan Zn kofaktérinin ¢k@ bir metal iyonu ile yer dgstirmesi
sonucu enzimin optimum pH geri, hiz sabiti ve k deseri 6nemli derecede
desismektedir [18,19].Sekil 2’'de uygulanan Pb ve Hg metal iyonlarinin faerum
ALP dizeyine etkisi, Tablo 3' de ise metal konsasyonu ile ALP dizeyindeki
degisimin istatistiksel analizi verilngtir. Hg ve Pb metal iyon konsantrasyonunun
arttirlmasi ile serum ALP duzeylerinde belirgirabmalar gozlenngtir.

Tablo 3. Bonferroni testi ile istatistiksel analiz

Bonferroni

Mean 95% Confidence Interval
Dependent Variable () bOZ (J) DOZ Difference (I-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
PB 10 10
15 101,80 * 18,228 ,000 55,27 148,33
20 182,50 * 18,228 ,000 135,97 229,03
15 10 -101,80 * 18,228 ,000 -148,33 -55,27
15
20 80,70 * 18,228 ,000 34,17 127,23
20 10 -182,50 * 18,228 ,000 -229,03 -135,97
15 -80,70 * 18,228 ,000 -127,23 -34,17
20
HG 10 10
15 126,50 * 11,701 ,000 96,63 156,37
20 231,80 * 11,701 ,000 201,93 261,67
15 10 -126,50 * 11,701 ,000 -156,37 -96,63
15
20 105,30 * 11,701 ,000 75,43 135,17
20 10 -231,80 11,701 ,000 -261,67 -201,93
15 -105,30 * 11,701 ,000 -135,17 -75,43
20

« [Fark 0.05 seviyesinde istatistikse olarak anlamlidi r.

Bu calsmada kullanilan Pb ve Hg metal iyonlari ALP enzimigssitli fonksiyonel
gruplarina (sistein aminoasitlerinin —SH, tirozimiaoasitinin —OH gibi) bganarak
enzimde konformasyonel bozukluklara ve denatirasy@ebep olmakta bunun
sonucunda da enzim aktivitesi azalmaktadir. Enzknagaksiyonda fosfat grubuna
(substrat) ait oksijen molekulleri, ALP enzim yspdaki Zn metal iyonu ve Arginin
aminoasiti ile etkilgime girerek bg olusturmaktadir. ALP aktivitesi icin bu etkganin
onemi buayuktidr. Oksijen molekdllerinin glandgl bu bélgelerin Pb ve Hg metal
iyonlari ile maskelenmesi enzim-substrat etiteni ve ALP aktivitesini azaltmaktadir.
Ayrica ALP enziminin, Zn metal iyonu ile ayni grapter alan IIB grubu gegi
metallerine (Hg, Cd gibi ) benzer afinite sergifgdve bu metallerin Zn metali ile
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enzime bglanma yonunde yag@arak ALP aktivitesinde dnemli azalmalara yol gt
disinulmektedir. ALP enziminin aktif merkezinde yeamalZn metal iyonu yerine farkli
bir metal iyonunun gecmesi ile enzim molekilini reeayen su molekilinin pKa
degeri desismekte buna b#i olarak su molekilinin iyonlarina ayna derecesi de
etkilenmektedir [18,19]. Tum bu gsimlerin kiimulatif bir etkisi sonucunda enzimin
maksimum aktivite sergilegii pH'da kaymalar olgmaktadir ve enzim aktivitesinde
azalmalara neden olmaktadir. Tashian ve affada[19], ALP enziminin Cd metal
iyonu varlginda k4 degerinde dnemli azalmalar oldunu rapor etngierdir.

Sekil 2’den de goruldgl gibi Hg metal iyonu uygulanan bireylerde serumPAdiizeyi,
Pb uygulanan gruba kiyasla dahssiddir. Bu durum Hg metal iyonunun Zn metal
iyonu ile ayni grupta yer almasi ve ALP enziminig khetal iyonuna Pb metal iyonuna
kiyasla yuksek afinite sergilemesi ile aciklanabili
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