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OzZET

Nikel, Magnezyum, Kobalt, Kadmiyum, Cinko Kloriir'iin Teratojenik;
Embriyotoksik Etkilerinin Fetax Testi Kullanilarak Xenopus Laevis’te
Arastirilimasi

Bu calisma divalan katyonlar kadmiyum, nikel, kobalt, ¢inko ve
magnezyum’un malformasyona neden olup olmadigini ve bu katyonlardan
magnezyum ve ¢inko’ nun kadmiyum, nikel ve kobailt ile muamele
edildiginde Xenopus Jaevis embriyosunun toksisitesini azaltip
azaltmadigini bulmak i¢in yapiimigtir.

Xenopus embriyolart ge¢ blastula safhasindan sonra 4 giin, cesitli
derisimlere (Cd, Cd+Mg, Cd+Zn, Cd+Mg+Zn; Ni, Ni+Mg, Ni+Zn, Ni+Mg+Zn;
Co, Co+Mg, Co+Zn, Co+Mg+Zn; Mg, Mg+Zn; Zn, Zn+Mg) maruz
birakilmigtir.

Bu statik yenileme testinde 96 saat sonunda kullanilan bitim
noktalari yasama, malformasyon, yiizme yetenegi, deri pigmentasyonu ve
biiyiime- gelisme evresidir. Ayrica bu divalan katyonlarin teratojenite
indeksine bakilmigtir.

Galismada kadmiyum, nikel, kobalt, ¢inko ve magnezyum’un
teratojenite indeksi sirasi ile 8.6, 24.4, 625, 7.9 ve 360 olarak bulunmustur.
Sonuglar bu katyonlarin siddetli teratojen oldugunu godstermistir. Bu
divalan katyonlarda teratojenisite; lipid peroksidasyonu, DNA hasan ve
enzim inhibisyonu ile olugur.

Genelde ginko ve magnezyum’un gesitli kimyasal maddelerin olasi
toksik ve karsinojenik etkilerini azalttigi bilinmektedir.

Galismada sabit ve artan derigsimlerde ¢inko (40 ng/L , 10, 100, 250,
500 pmol/L) ve magnezyum (40 mmol/lL, 5, 50, 500,5000 pmol/l)
kullaniimistir. Sonugta Xenopus embriyolarinda oliim orani azalmigtir
(p<0.001, p<0.0001).

Yabanci maddelere kargi viicudu koruyucu birgok mekanizma
vardir. Bu mekanizmalar kalsiyum regiilasyonu, metallotioneinler, isi- sok
proteini, stresle aktive olan protein kinazlar, monooksijenaz sistemi,
glutatyon sistemi ve vitamin E’dir.

Bizim fikrimiz bu koruyucu mekanizmalarin magnezyum’un ve
¢cinkonun varliginda arttigidir.

Anahtar Sozciikler: Cinko, Embriyotoksisite, FETAX, Magnezyum,

Teratojenite indeksi



ABSTRACT

Teratogenicity and Embryotoxicity of Cobalt Chloride, Zinc Chloride,
Cadmium Chloride, Magnesium Chloride, Nickel Chloride in Xenopus
laevis , Assayed by the FETAX Procedure.

This study was performed to determine whether malformations
induced in Xenopus laevis embryos by exposure to divalent cadmium,
nickel, cobalt, zinc, and magnesium chlorides and to determine whether
reduced the toxicity induced in Xenopus laevis embryos by exposure to
divalent magnesium and zinc chlorides with cadmium, nickel, and cobalt
chilorides. In addition Teratogenicity Index (Tl) of five divalent was
determined.

The embyos in the late blastula stage were exposure to various
concentrations, for four days Cd, Cd+Mg, Cd+Zn, Cd+Mg+Zn; Ni, Ni+Mg,
Ni+Zn, Ni+Mg+Zn; Co, Co+Mg, Co+Zn, Co+Ng+Zn; Mg, Mg+Zn; Zn, Zn+Mg.
in this study, the Teratogenicity Index was found for Cd?*, Ni**, Co?*', Zn*",
Mg** 8.6, 24.4, 625, 7.9, 360, respectively.

Results were shown us these divalent cations were strong
teratogen.

In these divalent, teratogenicity occur with lipid peroxidation, DNA
damage, enzyme inhibition.

In general, zinc and magnesium are known to decrease the
probable toxic and carcinogenic effects of various chemicals. In this
study, were seen that the static and increased concentration of zinc (40
microgram/L , 10, 100, 250, 500 micromol/L) and magnesium (40 mmol/L,
5, 50, 500,5000 micromol/L) decreased the ratio of death percent of
Xenopus embryos (p<0.05, p<0.01, p<0.001, p<0.0001). There are several
protective effects in body against the Xenobiotics. These effects are
calcium regiilation, metallothioneins (MTs), hot-shock protein, stress
activated protein kinases, monooxigenase system, Glutation system and
Vitamin E. In our opinion, these protective effect may increase with zinc
and magnesium,

Keywords: Embryo Teratogenesis, FETAX, Magnesium, Teratogenicity
Index, Zinc .
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1.GiRIS

Teknolojik ilerlemenin biyik bir hizla sirdigi son yillarda bitiin dinya tlkeleri
gevre- teknoloji uyumu igin biiylik gabalar sarfetmektedir. Giiniimiiz ortaminda bulunan
kimyasal madde sayisi 60-70 bin civarinda olup her yil bu sayiya 300 civarinda madde
ekienmektedir. Bu maddeler su yada bu sekilde dogal gevreye sizip zarar vermektedir.
Tiketilen bir teknolojik Griniin gevreye verecegi zararin minimum diizeyde olmasi icin
yapilan g¢alismalar bazi durumlarda o malzemenin Uretim maliyetinden daha fazla
harcama gerektirebilmektedir 3.

Bundan &tara toplumlanin refah ve mutlulugunu saglayan teknolojilerle yapilan
tiretime son vermek olanaksiz oldugundan, ¢agdas yaklasim, gevre kirliligini yoketme
degil, kontrol edilebilir bir gevre olusturma lizerine yogunlagmistir. Bu yaklagimin temeli
tretilen teknoloji Urtinlerinin etkilerinin belirlenmesi ve elde edilecek bilgi 1siginda séz
konusu drinin kullanilmamasi veya atik birakmayacak sekilde zehirsizlestiriimesidir 2.

Cevre kirliliginin en tehlikeli yonu gecikmis etki baghg: altinda toplanan etkidir.
Teratojenik etki adi verilen bu kirliligin saptanmasinda kullanilacak yontemler, bu
maddelerin etkilerinin ancak gelecek kusakta ortaya g¢ikmasi nedeniyle biiyilkk 6nem
tasimaktadir. Sonugta kimyasal bilegiklerin memeli embriyogenezi Gizerine olan etkilerini
dogru sekilde ongordirecek tarama sistemlerinin hizli sonug vermesi, ucuz olmasi,
yinelenebilir olmas! ve yapilmasinin basit olmasi zorunludur éngdristinden hareketle
cesitli test sistemleri geligtirilmistir. Bu durum arastiricilari embriyo teratogenezis lizerine
yogunlastirmigtir. Bu amagla Ames testi (1975), tam embriyo kiiltiri (1982), drosofila
(1982), planarya (1982), mikromas teknigi (1983), Hydra (1985) ve Xenopus (1983) testi
calismalari yapilmigtir 218 -

Bircok arastirici tarafindan FETAX (Frog Embryos Teratogenesis Assay:
Xenopus) testinin en avantajli, memelilere en uygunluk gdsteren ve en iyi teratojenite

testi oldugu onaylanmistir 118,



lleri Ulkelerde bir Griiniin etkileri daha gok FETAX testi ile saptanmakta, bu testte
belitilen kimyasal sinirlar "izin verilebilen kirlilik “ olarak adlandiriimakta ve ancak
bundan sonra s6z konusu kirilikten kugkulanildiginda sadece kimyasal yontemlerle o
trinin mevcut miktari olgllerek kirlilik hakkinda karar verilmektedir. Teknolojisini
gelistirememis liglincti dinya dlkeleri ise ileri Ulkelerin verdigi bu rakamlarla yetinmekte
ve sadece kimyasal analizlerle o maddenin toksisitesi hakkinda karar vermeye
calismaktadir. Boyle bir tutum ve yaklagimin bilimsellikten uzakhg: ve diga bagimhhik
yaratig! her turli tartigmadan uzaktir.

Eger biz sadece tiiketici degil, ayni zamanda Uretici de olmak ve gevreyi hem
kendimiz hem de gelecek nesiller igin temiz birakmak istiyorsak, bu testin Turkiye'de
yayginlasmasi gerekmektedir. C.U Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim dali 1990 yihndan
beri bu konuda c¢aligmaktadir. Bu konuda calisan tek merkez olmanin verdigi
sorumlulukla diger Universitelerde bu konuda caligmaya tegvik ediimis ve Inénii
Universitesinde ikinci bir merkezin kurulmasi da basarimistir.

Amacimiz FETAX testini kullanarak cesitli divalan katyonlarin hem tek hem de
diger katyonlarla muamele edildiginde karsilikli etkilerini saptamaktir.



2. GENEL BILGI

2.1. Toksikoloji

Toksikoloji kelimesi eski Yunanca'da toksikon (ok uglarinin igine batiriidigi zehirli
madde) ve/veya toksikos (yay) kelimelerinden turemistir. Toksikoloji degisik kimyasal
maddelerin canli organizmalar Gizerindeki zararl etkilerini aragtiran bir bilim dal olarak
tanimlanir. Toksikoloji ayni zamanda zehir (canh bir sistemde zararh etkiye yol agabilen
herhangi bir madde) bilimi olarak da adlandirilabilir. Insanlar yiizyillarca ,avlanma ve
savas durumlarinda oklarini zehirlemek icin toksik ozitler kullanmislardir’2. Tarihi
kayitlar zehirlerle ilgili calismalarin Isa’dan 1500 yil 6ncesine kadar dayandidini
go6stermektedir. Toksikoloji’nin gelismesine énciilik eden en dnemli isim, zehir dozu ile
canliya verilen zarar arasinda bir iligki kurmaya calisan Paracelcus’dur (1493-1541).
Toksikoloji'nin gergek bir bilim dali olarak ele alinmasinda ispanyol hekim Orfila’nin
(1787-1853) biiyiik bir katkist vardir. Bu bilim adami ilk olarak bazi analitik metodiar
kullanarak viicut igerisinde zehirli maddelerin varligini ve bunlarin fizyolojik etkileri
arasinda bir iligki oldugunu gostermistir. Zehirli maddelerin etki mekanizmalan ile ilgili
caligmalar ise Claude Bemard ile baslar B

Giinimiizde, toksikoloji sadece zehirlerle ugrasan bir bilim dali degildir. Insanlar
tarafindan tretilen ve hizla artan sayilarda ¢evreye salinan ve potansiyel olarak maruz
kaldigimiz en az 65.000 dolayinda insan yapimi kimyasal madde bulunmaktadir.
Sadece endustride kullanilan bilesiklerin degil, aymi zamanda tanmda (herbisit,
insektisit) ve evierde (temizlik iglerinde) kullanilan kimyasal maddeler ile bazi ilaglarin ve
besin katki maddelerinin de toksisitesi ile ilgili bilgilere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu bilgi,
toksik maddenin canli organizmalar lizerinde yapabilecedi etkileri Snceden bilme ve ona

gore etkili ve hizli tedavi yontemleri geligtirmede esastir 2>,



2.1.1 Toksik Madde Tipleri

Toksik maddeler, insanlarin maruz kalma bigimlerine gére birgok sinifa ayrilirlar;
ilaglar, besin katki maddeleri, cevre kirleticileri, pestisitler, endistriyel ve kimyasal
maddeler, dogal toksinler ve evlerde kullanilan zehirli maddeler.

2.1.1.a. Maruz kalma bicimine gore;

2.1.1.a.1 ilaglar:

Kimyasal yapi bakimindan farkhiiklar gosteren bu maddeler ¢esitli biyolojik
aktivitelerde rol alirlar. Tedavi amagh ilaglarin yanisira alkol ve sigara da bu kategoriye
girer. Ayrica hayvanlara uygulanan ilag ve hormonlarin et ve benzeri hayvan triinleriyle

insana gegebilme olasilig! da gézoniinde tutulmahdir *.

2.1.1.a.2. Besin katki maddeleri: Bu maddeler genelde daha disik bir biyolojik
aktiviteye sahiptirler. Katki maddeleri besinlerin tadini ve rengini degistirmek,

bozulmasina engel olmak icin besinlere ilave edilmektedir *.

2.1.1.a.3. Endiistride kullanilan ve gevreyi kirleten kimyasal maddeler: Cevre
kirliliginin asil kaynaklari arasinda, endistriyel igslemier ve tanimda kullanilan pestisit gibi
bazi maddelerin ¢evreye amagcl olarak salinmast yer aimaktadir. En dikkat ¢ekici olani
fabrika ve elektrik santrallerinden salinan dumanlardir. Araba dumaniarindan ¢ikan
bircok toksik madde ayni zamanda cevre kirliliginin 6nemli bir kaynagini olusturur.
Fabrika ve atblyelerden nehir ve deniz suyuna salinan atiklarda giiniimiizde oldukca
buyik problemlere yol agmaktadir. Buna érnek olarak arsenik, kursun ve fosfor gibi

mineral gevre kirleticileri verilebilir 18,

2.1.1.a.4. Pestisitler: Pestisitler, hububatlara ve zirai alanlara piskiirtiilerek, hem
hububat tiiketimi esnasinda hem de igeceklerin ve havanin kontaminasyonu durumunda
canh organizmalar igin tehlike olusturabilirler. Pestisitlerden kaynaklanan en ciddi
problem, bunlarin gevrede kalici olmalan ve besin zinciri yoluyla organizmalar arast

gegis yaparak derisim artisina neden olmalaridir 119,



2.1.1.a.5. Dogal toksinler: Birgok bitki ve hayvan gerek savunma gerekse saldin
amactyla degisik maddeler tretir. Hayvansal, bitkisel ve bakteriyel kokenli dogal
toksinler ¢cok degisik kimyasal tiplere ayrilir ve insan zehirlenmelerinin biiyitk bir kismini
olusturur .

2.1.1.a.6. Evlerde kullanilan toksik maddelér: Bu kategoride yer alan maddeler
diger kategorilerde yer alan pestisit, ilag ve ¢bdziicii benzeri maddelerin bazilarini
kapsayabilir. Ozellikle temizlik iglerinde kullanilan maddelerin bir kismi kasinti yapabilir
ve bazilart da yakict bir 6zellik gbsterebilir. Evierde bir zamanlar gok kullamian DDT
(insektisit), Paraquat (herbisit) ve paracetamol’in (ilag) insan Slumlerine sebep oldugu

bilinmektedir 31018,

2.1.1.b.Kimyasal Yapilanna gore Baglica Toksik Maddeler

2.1.1.b.1.inorganik iyonlar

*Metaller: Toksik madde olarak nitelendirilseler de, metallerin dogal maddeler
olduklanni unutmamak gerekir. Kimyacilar tarafindan, karekteristik parlak renkte
elementler olarak tanimianan metallerin, iyi elektrik iletkeni olduklar ve genel olarak
kimyasal reaksiyonlara pozitif iyon (katyon) olarak girdikleri bilinmektedir. Metal
kiriliginin gok az bir kismi dogal iklim sartlarindan (kayalarin aginmasi v.s) kaynaklanir;
biyik bir kismi ise maden gikarma ve igletme esnasinda insan akitiviteleri sonucunda
ortaya gikar. Metaller; organik pestisitler gibi daha az zararl maddelere pargalanmaziar.
Organizmalar tarafindan detoksifikasyonlari ya metallotionein gibi proteinlere baglanarak

olur veya intraseliiler grantillerde ¢6ziinmez bir formda uzun siireli depolaniriar’.

*Bazi inorganik anyonlar: Toksik olmamakia beraber bilyilk miktarda
kullanildiklarinda gevre sorunlarina yol agarlar. Ornegin nitrat va fosfat giibreleri tarimda

kullaniidiginda étrofikasyon denen ve suda oksijen kithg: olarak bilinen duruma yol

acar ' .



2.1.1.b.2. Organik maddeler

Karbon ihtiva eden bilesiklerin gogu organik madde olarak adiandirimaktadir.
Cok farkh yapilarda olabilen organik bilegiklerin davranisi, molekiil yapisina, molekiil
agirhgina, metabolik mekanizmalarnna ve toksisiteyi belifeyen fonksiyonel gruplara
sahip olup olmadiklarina baghdir .

2.1.1.b.3. Organometalik Bilegikler

Bazi metal iyonlar ¢oziniirlije sahip olmadikiarindan dolay1 hayvaniar
tarafindan alindiklarinda toksik etki gdstermezler (6rn. civa ve kalay sivi olarak
alindiginda pek etki géstermez.). Bununla beraber bazi metallerin toksisitesi, organik
maddelere baglandiklarinda biiylk oranda artar. Metallerin toksisitesi bu sekilde
artinlarak pestisit olarak kullaniimaktadir. Ingiltere’'de 1993 yilina kadar tohumlan
korumada antifungal ajan olarak organociva bilesikleri kullaniimaktaydi. Bu bilegikler
cevreye salinarak hedef olmayan organizmalara da zarar verider. Organociva
bilegiklerinin yol actig trajik bir sonug, Japonya’nin Minimata kérfezinde 1950 yilinda
ortaya c¢ikmustir. Kagit fabrikalanndan denize dokillen metalik civa, bakterilerce
metillenerek metil civa haline dénisturalmistir. Bu formdaki civa baliklara kolayca
gegerek birikmis ve balikla beslenen insanlarda toksik etki yapmigtir. Bu olayda 100
dolayinda insan élmustir * .

2.1.1.b.4. Radyoaktif izotoplar

Niikleer enerjinin ve atom bombasinin gelistiriimesinden sonra, cevrede
kabul edilebilir giivenli radyoaktivite miktarlan konusunda da tartismalar basglamistir.
Normalde kozmik isinlardan gelen veya dogal radyoaktif izotoplarin pargalanmasi
sonucunda salinan radyasyona maruz kalinmaktadir. DNA onanm mekanizmalan bu tar
dogal radyasyonun zararli etkilerini bertaraf etmek (zere uyarnimaktadir. Bazi bilim
adamlarn, canhlarda bu tiir uyariimalarin, (dogal olmayan radyasyonlara ve ajaniara
kars! benzer mekanizmalarin islev gérmesi nedeniyle ) faydali oldugu goéristindedirer.
Gerek enerji elde etmek igin, gerekse tibbi ve aragtirma amacgh olarak ginimizde
kullanilan uzun démiirli: radyoaktif maddeler canh sistemleri igin tehlike arzetmektedir * .



2.1.1.b.5. Gaz Halindeki Toksik Maddeler

Bunlarin en 6nemilileri arasinda ozon, karbonmonoksit, azot ve kukirt bulunur.
Global seviyede ist atmosferde ozon miktarinin azalmasi bayldk bir sorun teskil
etmektedir. Ozon tabakasinin incelmesi kloroflorokarbon maddelerinin ozon molekii
Gzerindeki pargalayicit etkisinden kaynaklanmaktadir. Bu bilesikler, evde kullanilan
buzdolaplarindaki sogutucularin parcalanmasi sonucunda ve ayrica kullanilan
spreylerden dogaya salinmaktadir. CO, gazinin yiiksek derisimlerde kiresel isinmaya
yol achdt herkesge bilinmektedir. Ayrica fosil yakitlann yanmasi sonucu SO, ve NO,
cevreye yaytimaktadir ' .

2.2. DOZ-TEPKI iLiSKisl

Paracelcus’a(1493-1541) gdre, “biitiin maddeler zehirlidir; zehirli olmayan
higbir madde yoktur. Alinan doz, bir maddenin zehirlilik ve faydalihk durumunu
tayin eder.”Guniimiiziin modern bilimi de zehirli ve faydali maddeler arasinda belli bir
sininn olmadigini kabul eder. Bir maddenin toksik etkisi sadece organizmanin maruz
kaldigi miktar tarafindan degil, ayni zamanda tir, organizmanin biyiikligi, beslenme
durumu vb gibi bircok faktér tarafindan belirlenir * .

Bir kimyasalin biyolojik etkisi doz ile orantili olduguna gére, herhangi bir etkiye
neden olmayan derigim ile maksimum etkiye yol agan derigimler arasinda olgilebilir bir
araligin olmas: gerekir. Bir tiir igcindeki bireylerin bile farkl tepkiler gésterdikleri g6zéniine
alinirsa, bir bilesigin toksisitesinin istatistik bilgisi kullanilarak belirenmesi gerekir.
Biyolojik sistemlerde bir bilesigin toksisitesini tanimlamada en ¢ok kullanilan ve kolayca
g6zlemienen kriter, canlinin 6limiidar. Ayrica, amaca baglt olarak degismekie birlikte,
enzim aktivitelerinin inhibisyonu, fizyolojik olaylann ve metabolizmanin diuzensizligi,
timérlerin olusumu gibi kriterlerde g6z oniine alinmaktadir. Bir kimyasalin toksisitesi,
zarar verdigi organizmanin bayUkiGga ile iligkili oldugdu igin, doz, derigim terimiyle ele

alinmahdir ' .



2.3.TOKSIK MADDELERIN METABOLIZMASI

Biyolojik sisteme giren herhangi bir yabanci madde, metabolize edilebilir.
Metabolizma belli bash iki evreye aynilabilir. Birinci evrede toksik madde degisime ugrar.
Bu degisimle bilesige bir fonksiyonel grup ilave edilir. Ikinci evrede fonksiyonel gruba
baska bir madde baglanarak birlesme (konjﬁgasyon). gergeklesir.

2.3.1. Birinci Evre Reaksiyonlan

2.3.1.a. Oksidasyon Reaksiyonian

Bu reaksiyonlann gogu bir enzim sistemi tarafindan katalize edilir. Sitokrom p**°
monooksijenaz sistemi (30 civarinda enzim) olarak adlandirilan bu enzimler hiicrenin
granillsiiz endoplazmik retikulumunda yerlesmislerdir. Birgok dokuda bulunabilmekie
beraber, karaciger bu enzimin en fazla derisime sahip oldugu yerdir. p**® enzimlerinin;

6zellikle kanserojen maddelerin detoksifikasyonunda 6nemli bir yer tuttugu bilinmektedir
1

2.3.1.b. Rediiksiyon reaksiyonlan

Bu reaksiyonlar, hem mikrozomal hemde sitolojik rediiktazlar tarafindan
katalizlendigi gibi, redilktaz ihtiva eden barsak bakterileri tarafindan da katalizlenebilir.
Bu tip reaksiyona en iyi 6rnek, besine renk veren tartrazin maddesinde bulunan nitro ve

azo gruplannin indirgenmesi reaksiyonudur ! .

2.3.1.c. Hidroliz Reaksiyonlan
Esterler, esterazlar, amidler ise amidazlar tarafindan hidrolizlenir. Bu enzimler
genel olarak birgok dokuda hiicre sitozoliinde bulunur * .



2.3.2.ikinci Evre Reaksiyonlan

2.3.2.a. Siilfatiama
Bir hidroksil grubuna siifat eklenmesi, yabanci maddelerin konjiigasyonunda
izlenen 6nemli bir yoldur. Bu reaksiyon, sitozolik bir stlfotransferaz enzimi tarafindan

katalizienmektedir ' .

2.3.2.b. Glukiironidasyon

Glukironik asit , polar ve suda ¢éziinebilen bir molekdl olup hidroksil, karboksilik ,
amino ve tiol gruplarina kolayca eklenebilir. Glukuronil vericisi UDP-glukuronik asit olup
hem endoplazmik retikulum hem sitozolde bulunan gesitli glukuronozil-transferaziar
katalizordir’.

2.3.2.c. Glutatyon konjiigasyonu

Toksikoloji de, ozellikle reaktif ara riinlerin uzaklastirilmasinda onemli bir
fonksiyona sahiptir .Glutatyon, bircok memeli dokusunda (6zellikle karacierde) bulunan
ve {i¢ peptitten olusan bir bilesiktir '

2.3.2.d. Amino Asit konjiigasyonu
Yabanct organik bilesikler amino asitlerie konjligasyon yapabilirler. Bu iste
kullanilan amino asit tirden tire farkhliklar gostermekie ve benzer bir evrimsel gruba

dahil olaniarin ayni amino asidi kullandikiar gériiimektedir 1

2.3.2.e. Metilasyon
Molekilierdeki hidroksil, amino ve tiol gruplan metil transferaz enzimlerinden biri

tarafindan metillenebilirler * .



2.4.TOKSIK ETKIi BICIMLERI

Biyolojik sistemier, toksik bir bilegige ¢ok cesitli bicimlerde tepki gésterebilirier.
Bunlar; éfiim, dokunun zarar gdrmesi ve diger patolojik degigiklikier, biyokimyasal
lezyonlar, fizyolojik degisiklikler, iireme ve teratojenik etkiler, mutajenik etkiler,
karsinojenik etkiler, kizanklik ve yanma belirtileri ile alerjik reaksiyonlar olarak

dzetlenebilir ! .

Toksik Madde

Y

Zararsiz metabolit Reaktif Metabolit

|

Detoksifikasyon igleminde
yetersizlik veya basansizlik

' bl

Detoksifikasyon Antijenik DNA’da Dokulara
konjugasyon hasar zarar
idrar Bagigikhk mutasyon Kanser Nekroz
tepkisi

Sekil 1. Bir bilesigin metabolizmasi sonucunda organizmada dogabilecek

sonuglar .
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2.4.1. Doku Lezyonu

Dokulara dogrudan verilen zarar, goguniukia hicrelerin zarar gérmesi ve
parcalanmasi ile meydana gelir. Her ne kadar bu olaylarin biyokimyasal veya
imminolojik bir temele dayandig: tahmin ediliyorsa da, birgok patolojik lezyonun hangi
mekanizma ile olustukian tam olarak bilinmemektedir. Ozellikle bir toksinin veya
Urtnlerinin hiicresel yapilaria olan etkilesimleri ile hiicre 6lamine yol agan dejeneratif
degisikliklerin baslamasi arasindaki ara sathalar bilinmemektedir. Oidukga reaktif olan
bilesikler hiicre membranlanyla reaksiyona girebilir ve hiicre igeriginin hizla
kaybedilmesine veya hiicre icine disarndan iyon ve madde girigine yol agan membran
hasarlarina ve dolayisi ile hiicrenin ani &liimiine neden olabilirler. Toplam toksisite,
organizmanin doku tipine ve verilen zaran onarma kapasitesi gibi bazi faktorlere
baghdir’.

2.4.2. Biyokimyasal Etkiler

Biyokimyasal degisim, enzimiere yapilan etkiyle ortaya cikar ve beliri bir
metabolik yolun inhibisyonu veya degisimi ile noktalanir. Ornegin siyanir,
mitokondrilerdeki elektron transport zinciri ile etkileserek hiicre 6limiine yol agabilir.
Cevre kirleticileri canli organizmalara gectikieri zaman biyokimyasal seviyede bazi
degisikliklere ve tepkilere yol agar. Genelde bu etkiler, kimyasal maddenin zararl
etkilerine kars1 organizmalan korumaya yonelik ve korumaya yonelik olmayan

tepkiler olarak iki tiptir:
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Etid tipi Omek Sonuclar
Koruyucu etki Monooksijenaziann Suda ¢6ziiniir
indiiklenmesi bilegiklere doniigmek iizere
kimyasalin metaholizma hizinda
bir artig ve dolayisiyle athm

hizinda artis
Metallotiyonein Canl: sistemde derisimi
. azaitmak iizere metalleri baglama
indiiklenmesi oraninda bir artis
Koruyucu olmayan AchE inhibisyonu . %50’nin iizerindeki
Inhibisyonla zararh etkiler
Etki gbzlenir
DNA’larla bilesik Mutasyona yol aciidigi durumiarda
Olusumu zararli etkiler gézlenir.

Sekil 2. Cevre kirliligine karsi koruyucu olan ve olmayan etkiler *.

2.4.2.a. Koruyucu tepkiler veya mekanizmalar, hiicredeki serbest toksik
maddelerin derigimini azaltmaya ve bdylece organizma igin hasar tegkil edecek hiicresel
elemanlarla etkilesimi sinilamaya veya korumaya yéneliktir. Organik kimyasal
maddeler, kendilerini metabolize edebilen enzimlerin indiiksiyonuna yol agarlar. Bu

enzim sistemierinin en 6nemlilerinden birt ;

2.4.2.a.1.Monooksijenaz sistemi: Bu enzim sistemi, toksik maddeleri, dusiik
toksisiteye sahip, suda ¢oziinebilen ve kolayca atilabilen metabolitlere doniistirme
hizinda artiga neden olur. Bu durumda metabolizma, detoksifikasyona yol acar. Bazi
durumlarda toksik maddelerin metabolizmas! sonucunda, hiicre igin orjinal
bilesiklerinden daha zararh olan aktif metaboliler elde edilir. Ayni sekilde bazi
toksikanlar DNA'ya zarar verdiklerinde, onarim mekanizmalan devreye girer. Burada
6nemli olan nokta , biyokimyasal degigikliklerin organizmanin biitiininde ne gibi toksik
etkiler dogurdugudur. Ayrica bir kimyasal maddeye her organizma farkli tepki gésterir’.

Bilinen toksik maddelerden bazilan oldukga reaktif olup kovalent baglar
olustururlar *.

Bazi toksik etkiler kovalent baglanmadan ziyade diger molekiiler etkilesimlerden

(reseptérer, kanallar, porlar ) kaynaklanabilir. Bir molekilin hiicresel makromolekiil
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izerindeki bir bolgeye geri doniisimii baglanmas: toksisiteye yol agabilir. Burada hedef,
kimyasal habercilerin baglandig! reseptér bélgesi (6rnegin, enzim Gzerinde asetil kolinin
baglandigi yer) veya iyonlarin normalde gegisine izin veren membran {izerindeki poriar
olabilir (6rnedin Tetradotoksin tarafindan Na® kanallarinin tikanmasi). Kimyasal
maddelerin etkilerinin goérilebilmesi igin enzimlerin biyldk kisminin inhibe edilmesi
gerekir (6rnegin karbonik anhidraz ve beyindeki asetil kolinesterazin %50’si).

Bazi durumiarda 6zellikle kanserde, minimum derecede giivenli toksik madde
seviyesi s6z konusu degildir. Clnki teorik olarak tek bir molekiiliin hiicre ile etkilesimi
kanser geligimine yol agan tim asamalan baglatabilir. Dolayisi ile doz-tepki iligkisi
toksisiteye yol agabilecek molekiiler etkilesimler agisindan kompleks olabilir .

Detoksifikasyon
T
Monooksijenaz sistemi —>Aktivasyon
T {
T
Kimyasal madde —DNA ile etkilesim—Mutasyon—Kanser
I
DNA onarimi
\

Normal duruma dénis
Sekil.3. Kimyasal maddelerin aktivasyon ve detoksifikasyon yollar .

2.4.2.a.2. Metallotioneinler
Birgok metal iyonu iz element olarak esansiyeldir, fakat yliksek derisimierde

toksik olurlar. Agir metallerin gevreden uzakiastinimasit zordur ve diger birgok kirletici

13



gibi kimyasal veya biyolojik olarak yikilamazlar. Biyolojik sistemlerde birgok element eser
halde bulundukiar i¢in bunlan toksik olmayan bir formda tagimak ve depolamak igin
gerekii homeostatik mekanizmalar geligtiriimistir ve bu islemieri gcoguniukia proteinier
yapmaktadir. Metallotionein (MT) bu tipteki en iyi bilinen proteindir. Organizmalar yiiksek
metal derigimlerine maruz kaldiklaninda indiklenen bu proteinier metallere baglanarak
toksik etkide azalmaya yol agarlar.
MTs yapist sOyledir;
NH3-C-H
/
CH2
/

SH-sistein
Metallotioneinde sisteinin yapi ve iceriginin temeli tizerine 3 farklh sinif bilinmektedir:
Cys-Cys, Cys-x-Cys, Cys-x-x-Cys motifleri (x herhangi bir amino asidi gdsterir). Bu
yapilar karekteristiktir ve metallothionein i¢in degismezdir .

MT metal baglayan, disiik molekil agirikh (6-kD), polimorfik, intraseliller major
tiol icerigine sahip, sisteinden zengin (%30'dan fazla) , aromatik amino asidlerden
yoksun, stresle uyarilan, ilag ve agir metallere direncli oldugu gdsterilmis bir proteindir.

Bu protein ilk kez 1950 yilinda Margoshes ve Vallee tarafindan bébrek
korteksinde tespit edilmistir "2%24,

Metallothionein, proteinlerin metal ihtiva eden formlarini, tionein ise metalden
yoksun apoformlarini ifade eder. Hayvan turlerinin cogunda MT’nin 2 major simifi vardir;
MT [, MT Il. Xenopus laevis'de MT’ nin sadece bir formu vardir (Kagi, Kojima,1987 ve
Yamamura,1983). Bu form diger vertebra metallothioneinleri ile %60-67 dizgi benzerligi
gosterir. Bazi dokularda (Karaciger (KC), Bébrek, MT sentezi bircok metaile (6rn.Zn, Cd,
Co, Ni ), ilaglarla (6m.etanol,alkali ajanilar) ve hormonlarla (glukagon, katekolaminier,
glukokortikoidler, progesteron, dstrojen) indiklenmektedir 224,

MT genleri gesitli fizyolojik ve toksikolojik uyarilar araciligi ile hizlhica indikienir.
Cunkdi metallothionein igindeki sisteinler tiirler arasinda iyi korunmustur ve MT

fonksiyonu igin gerekli oldugu dasuntlir. MT hayvanlar, yiiksek bitkiler, okaryotik
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mikroorganizmalar ve bazi prokaryotiarda bulunur. Daha ¢ok metallerle muamele edilen
erigkin hayvanlann karacigerinde butunur.

Onceki calismalarla MTnin kanser karsit ilaglara ve mutajenlere dayanikithg
goésterilmigtir. llaveten MT, hiicreleri nitrojen bazh reaktif tiirlere veya oksijen bazl
radikallere karsi da koruyabilir Orn.Sitokinler araciids ile (6r. TNF).

MT stoplazma ve nukleusta normal ve kétictl  hiicrelerin her ikisinde de
bulunur. Bu ylzden Amerikan Ulusal Kanser Enstitiisinde (NCI) MT agir metal gibi
potansiyel antineoplastik ajanlar olarak degerlendirilmektedir 2%,

At bébreginden MT proteini izolasyonu yapilmig ve bu proteinin Cd icin yiiksek
afiniteli oldugu gdsterilmigtir. Yapisal akrabaliya gére MT birgok alt familyaya ayrilir.
Memelilerde MT Familya 1’e aittir. MT1'inde m1 alt familyas! beyin ve spinal kord’da
bulunur *202 |
Temel fonksiyonlan yasayan sistemlerde tanimlanmamis olmasina ragmen
yazarlar ¢esitli hipotezler ileri stirmuslerdir :

1- Metal iyonlanini diger proteinlere transport ederek metallogaperon olarak davranmir
(6rn. Cinko-parmak proteinleri ki bu DNA baglama ve regiilator proteinlerde dnemiidir.).
2- Esansiyel iz elementlerden ginko ve bakirin serbest iyon derigimini kontrol eder.

3- Depo ve stok gorevi vardir.

4~ Agir metallerin detoksifikasyon ajani olarak hareket eder (6rn. Cd ve Hg).

§- Sirali agir metallerde koruyucu rol yapar.

6~ Stres durumlarindaki gesitlilikten korur.

7- Serbest radikal stpirrticiistadar "2 .

2.a.3. Vitamin E

Hucrelerin lipid yapisinda bulunan major non-enzimatik antioksidaninin, vitamin
E oldugu disuntimektedir. Vitamin E lipid peroksidasyon siklusunun yayimasini
peroksit radikalleriyle reaksiyona girerek inhibe eder. Yapilan bir g¢alismada L1210
murine I6kemi hiicreleri cogul doymamis yag asitleri ile zenginlestiriimis ve cesitli
miktarda E vitamini ilave edildikten sonra oksidatif strese bakilmig ve vitamin E’nin lipid
peroksidasyon orantni yavaslatarak inhibe ettigi gésterilmistir®® .
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2.a.4. Isi1-gok proteinleri :
Sicakhik soku veya degisik birgok kimyasal madde tarafindan indiklenerek,

hiicreye ve proteinlere verilen hasar tamir edilmektedir % .

2.a.5. Stresle aktive edilen protein kinaz (SAPK;):

Bu protein kinaz formu, bir kaskaddir. SAPKs transkripsiyonal aktivatdr c-jun’u
aktive eder. Bu aktivatér, genlerin birgogunun transkripsiyonunu uyarir 26 Bu proteinler
sicakltk soku veya diger birgok kimyasal madde tarafindan indiklenerek, hicreye ve

proteinlere verilen hasar tamir edilir.
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2.5. CEVRE KiRLILIGi VE TERATOJENITE TESTLERI

Kimyasal maddeler endistri, tanm ve enerji sektdriinde kullamidiklan icin. bu
maddeler ekosistem iginde hizla yayiimaktadir % . |

Modemn teknoloji sonucu gevreye sizan ve yasanilan ortami kirleten bu etmenier
kimyasal maddelerle kisitlt oimayip fiziksel kirliliklerde ( ses, duman, koku, radyoaktivite
v.b) bu kirleticilere eklenmekte ve ¢addas tilkketim toplumlarinda dogal kirlilik giderici
sistemlerin giderek yetersiz kalmas: ile kirlenme gok daha ciddi boyutlara ulagmaktadir®.

Cevre kirliligine yol acan etmenlerin bitiniyle ortadan kaldsrilmasi, modern
teknolojinin sagladigi refahin sirdiriilmesi agisindan pratik olarak mimkin degildir. Bu
durumda gevre kirliligini yok etme yerine, bu kirliligin gdstergelerinin belirlenmesi, kontrol
alttna alinmas! ve boyutunun denetlenebilmesi 6nem kazanmis olup, cevre kitliligini
yoketme yerini kontrol edilebilir bir gevre diisiincesine birakmigtir 3,

Cevre Kkirliliginin en tehlikeli yoni gecikmis etki baglid:! altinda toplanan etkidir.
Mutajenik ve teratojenik adi verilen bu kirliligin saptanmasinda kullanilacak yontemler,
bu maddelerin etkilerinin ancak gelecek kusakta ortaya ¢ikmasi nedeniyle bilyiik 6nem
tagimaktadir. Bu durum aragtiricilan embriyo teratogenezis Gzerine yogunlastirmugtir>*2 .

2.5.1.Teratojenisite

Bilim adamlan 150 yit askin siredir teratojenleri aragtirmaktadir. Teratoloj,
teratos kokiinden tiiremistir. Teratojen anlam demon (kéti ruh) veya monster (canavar,
acayip, doga Ustl sey)’ dir. Embriyolojinin bu 6zel alani anormal embriyonik gelisme ile
konjenital malformasyonlarin etiyolojisi ve dijer embriyo ve fetotoksik etkileri ile ilgilidir.
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Bu maddeler teratojenik ajan veya geligimsel toksikanlar olarak bilinir 2.

Teratoloji dogum kusurlarinin sebeplerini anlamak icin yapilan caligmalardan
olusan bir bilimdir. Dogum kusuriannin bazi sebepleri alkol, hormon, hastalik ve agr
metallerdir. Bu maddeler fétal sistem icinde plasenta boyunca, anne kanindan transfer
edilir ve bu maddeler malformasyon ve noksanlara sebeptir.

1960' tan beri teratoloji caligmalari daha .kaglnllmaz olmugtur. 1960 yilinda
talidomid bulanti giderici bir ajan olarak kullaniimis. ve binlerce Avrupali gogugun
ekstremite ve viicut malformasyonlan ile dogmasina neden olmustur (Fokomeli) .

Yogun aragtirmalann sonucu olarak, bilim adamlari hem insan hem laboratuvar
hayvanlari ile ilgili teratolojinin prensiplerini formiile etmiglerdir:

1. Muamele siiresi

2. Farkii tirlerin hassasiyeti

3. Farkli organlar tizerine ajan 6zgullaga

4, Ajaniann dozu "esik kavrami”

5. Embriyotoksisite; ©lum, malformasyon, bilyiime geriligi, fonsiyonel/davranigsal
degisiklikler 2.

Embriyo ve fetiisiin gelisiminin etkilendigi c¢ok spesifik toksik etki tipine
teratojenisite denir. Bu olay fetiiste ve olugacak organizmada fonksiyonel ve yapisal
anomalilere yol agar. Hamilelik esnasinda alinan ilaglar, radyasyon, gevre kirliligine yol
acan maddeler, igyerlerinde kullanilan kimyasal maddeler, diyet eksikligi ve dogal
kontaminantlar teratojenik ajanlara 6rnek tegkil eder. Teratojenler yukanda da belirtildigi
gibi, genelde anneye non-toksik etki yapar, fakat embriyonun belirli bir safhasinin
gelisimini olumsuz yonde etkileyebilirler. Mutasyonlar esey hiicrelerinde anomalilere yol
acarken, teratojenisite; kalitsal bozukluktan ziyade, normalde yabanci bilesiklerin fetiste
veya embriyodaki somatik hiicrelerde meydana getirdigi etkiler ile ilgilidir * .

Giinimiizde bilim adamlar bebeklerin hastalikla dogmasini 6nlemeyi Gimit ederek

calismalarini surdirmektedirler 28 .
2.5.2. Teratojenite Test Modelleri

2.5.2.a. Ames Testi
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Cevre kirliliginin  insan saghg acisindan tasidign 6nem nedeni ile kirlilik
etkenlerinin mutajen, teratojen veya karsinojen etkiye sahip olup olmadigini belirlemek
icin bu giine kadar yogun caligmalar yiirGtiimis olup hizli ve ucuz mutajenite tarama
testi olarak 1975'te Ames Testi gelistirilmistir *.

Ames, kimyasal mutajenleri saptamak icin ¢ok duyarlh ve basit bir bakteri testi
gelistirmis olup, incelenen maddeler petri plaklarlnd.a Salmonella typhimurium'un gesitli
6zgiin mutantlan ile incelenmektedir *.

Ames testi; yolu ile metabolik aktivasyon gerektiren ¢ok cesitli karsinojenlerin
mutajen olarak tanimlanmasi mimkiin olabilmistir. Biiyiik bolimi bu testle elde edilmis
énemli miktarda kanit bir kag istisnasi bir yana birakilacak olursa, karsinojenlerin ashnda
mutajenler oldugunu ortaya koymaktadir * .

2.5.2.b. Tam Embriyo Kiiltiirii

1982'de Sadler tam embriyo kiltlriinde teratojeniteyi incelemistir. Organojenez
periyodunun bilyilkk bélimii boyunca tam embriyo kiltiirinde tutulmus fare ve sican
embriyolarinda, erken somit evrelerinde normal gelisme ve morfogenez saptanmistir °.

Kimyasaliarin prognostik teratojenik ve embriyotoksik etkilerini ortaya koymak ve
dogru tarama sistemi geligtirmek igin ¢ok gesitli girisimlerde bulunulmustur. Sadler bu
amagla tavuk embriyosu kullaniidi§ini ve Avian embriyosunun, memeli tiirlerine gére birgok
kimyasal ve fiziksel manipulasyona ¢ok duyarl oldugunu ifade etmistir °.

2.5.2.c. Drosofila Testi:

Schuler 1982' de kimyasallarin teratojenisitesini saptamada Drosofila’ yi
kullanmigtir. Zararh maddeleri olabildigince hizh sekilde degerlendirebilen Drosofila; ideal
bir materyaldir. Wilson'a gore nisbeten kisa bir zaman dilimi iginde gok sayida yavrunun
ekonomik olarak iiretimesi ve drosofila'nin incelenen kimyasallari absorbe etme,
dolagimina alma, metabolize etme gibi bazi faktérlerin ¢ozilmesi sarttir © .
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2.5.2.d. Planarya Testi:

Best 1982'de invitro teratogenezis igin model olarak Planarya' y1 segmistir.
Planarya gibi serbest ylziicl yassi kurtlarnn laboratuyarda kiiltora, bakimi ve toksikolojik
testlerde kullanilmasi oldukga ucuzdur ”.

Planaryalar memelilerle ayni sekilde cesitli toksik maddelere duyarlidir. Diferansiye
olmamis totipotent stem hiicreler yani neoblastlarin varligi, bunlarin mitoza ugrayip cesitli
6zgin hiicre tiplerine farklilagabilmesinden &tiirii planarya pargalarnndan tam planarya
regenerasyonuna izin vermektedir. Keza bu hiicreler non-rejenere planaryalarda normal
hiicresel déniigsiim sirasinda kaybedilen normal hiicrelerin yerine ikame olmaktadir. Hem
cerrahi parcalarnn regenerasyonu hemde tim planaryada aberan yeniden modellenme;
embriyogenezin 6nemli ozelliklerine model vasfi tasimakia ve bunlan teratojenlerin

incelenmesinde potansiyel olarak kullanilir hale gegirmektedir .

2.5.2.e. Hydra Testi

1985' de Sabourin invitro teratogenezis deney modeli olarak Hydra ile galigmistir.
Hydra testinde yapay embriyo ve intakt organizmanin dissoliisyonu regenerat ve intakt
bireyler arasinda toksisitenin mukayesesi igin evet veya hayir tiiri sonug vermistir. Yaptan
Hydra testinde bir mitoz inhibitérii olan vinblastin ile bir DNA sentez inhibit6rii olan Hidroksi
drenin memeli teratojenleri oldugu dogru sekilde saptanmigtir® .

2.5.2.f. Mikromas (MM) teknigi

Bu yontemde nérénal ve bacak tomurcuk hiicreleri veya her ikisi kullaniimaktadir.
Faustman 1994'de yontemi sbyle agiklamigtir;

Bacak veya sefalik dokular (6zellikle mezensefalik bdigeler) ‘dan erken-orta
organogenezis sirasinda embriyolardan izole edilir. Tek hiicre siispansiyonlari enzimatik
sindirim ve mekanik ayirma kombinasyonu ile hazirtanir. Hiicreler yilksek dansitede
plakianir ve hicbir ek uyan vermeden kondrosit ve noéronlarda farklilagmaya gidilir. Memeli
MM deneyi ilk kez Flint tarafindan (1983) sican embriyonik néral hiicreler kulianilarak
yapimigtir. No&ral hiicre projeksiyonlart (aksonlar), sinir benzeri yapilara baglanir.
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Sentezlenmis noéronal hiicre antijeni ve GABA ice alim ¢aligmalan sonucunda MM
sisteminin, invivo néronal farklilagma icin iyi bir model olabilecegi konusunda fikir birligine
variimigtir °.

2.6. Xenopus laevis

Bu giin Xenopus denen Afrika su kurbagasi cinsine, Daudin (1803) tarafindan
kesfinden beri cesitli adlar verilmistir. Daudin derisinin yumusak olmasi ve kara
kurbagasina benzemesinden 6tlrts bu hayvana "LE CRAPAUD LISSE" ve latince Bufo
laevis adini (laevis latince yumusak demektir) vermistir 2°.

2.6.1. Xenopus sistematigi

Bu genusun cografi dagilimi Sahra’ nin gineyinde tim Afrika olup 6 turi 7 alt
tarh vardir .
Xenopus laevis'in sistematik pozisyonu :
Ust Sinif: Tetrapoda
Sinif: Amphibia
Alt sinif: Apsidospondyli
Takim: Opisthocoela
Aile: Pipidae
Alt Aile: Xenopodinae
Cins : Xenopus
Tur: Xenopus laevis % .

2.6.2. Xenopus anatomisi

Didger kurbaga tirleri ile oranlanirsa Xenopus dorso ventral olarak yassi olup,
govdesi bagina goére ¢ok genistir. Arka bacaklari gok uzun olup, aralan zarla bagh uzun
parmaklar tastyan bu uzun ayaklar kara kurbagalarinda oldugu gibi gévdenin altinda
bukilme yerine viicudun kenarlarindan digan tagmistir.
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Cok daha kisa olan 6n ayaklarda lateral bir agilim gdstermektedir. Bu yass! bicim
/e postlr hayvani karada yUrime yerine suda ylzmeye elverisli hale getirmektedir.
Gercekten de Xenopus dider su ve kara kurbagalarina oranla tamamen suda yagayan
oir hayvandir. Hayvanin derisi yumusgak ve siUmuksu olup, kufli bir kokuya sahip ise de
muhtemelen diger amfibiler harig baska canlilar icin toksik etki gostermez .

Xenopusuﬁ kafasi govdesi gibi yassi olup gdzler karada yasayan diger
kurbagalara oranla daha kucglk ve daha az belirgindir. Sirt yesilimsi gri olup hayvanin
koyu ve acik renk zemine konmasi halinde; bu renk daha koyu veya daha agik bir hale
gelebilir. Ventral ylz Xenopus laevis'de sarimtirak beyaz ise de diger tirlerde ¢ok daha
canli renklerde olabilir. Erkek ve disilerin renkleri birbirine benzemekle beraber ;disi

erkekten baytktur ve kioakinda papillalar bulunur *° .
O o KA W Y, AROAISAASS 2 NN oo

f;.‘;e‘kil 4: Xenopbs ergin disi ve erkegi

2.6.3. Xenopus Fizyolojisi

1930 ve 4Q'larda Xenopus fizyolojisi konusunda yapilan aragtirmalarin gogu
treme fizyolojisi alanindadir (gebelik testi). Gebe idrari Xenopus'un dorsal lenf bezine
enjekte edilmis gebelik pozitif ise disi kloakindan yumurta salinims olmustur 3 .

Xenopus laevis gebelik testleri ve diger hormonal reaksiyonlar igin cok kullanigh
oldugunun farkedilmesinden bu yana laboratuvarda sik kullanilan bir deney hayvani
olma 6zelligini kazanmigtir. Sucul bir form olan bu hayvan esaret kosullarinda rahatga
bakilabilmesi ve hormonal uyari ile kolayca dretilebilmesi nedeniyle daha sonra
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mikemmel bir laboratuvar hayvani olma ézelligi de kazanmigtir. Yumurtalar oldukca
tatmin edici sekilde gelismekte ve larvalar bagkalagima kadar rahatga bakilabilirken,

bundan sonraki dsnemde biiyiik bir giicliikle karsilagiimamaktadir 332,

2.6.4. Xenopus laevis kullanim alanlan

Amfibiler son yillarda gittikge artan kullanim alani bularak hayvan sistemlerinde
popiler model durumuna gelmiglerdir. 1983-1994 yillan arasinda cesitli deney
hayvanlarinin kullanim yiizdesini saptamak icin yapilan Med- line taramasinda Xenopus
kullamiminda % 225 oraninda artis oldugu gozlenmigtir 3 .

Son yillarda Xenopus' la gen mithendisligi alaninda; gen izolasyonu, reseptér
komponentlerinin kimliklendiriimesi, mMRNA injeksiyonu ile translasyon saglanmast, nikleer
transplantasyon denemeleri gergeklestiriimigtir. Xenopus' un erken kullanimiart Witschi,
Gallieu tarafindan hormonlaria cinsiyet degistime islemiyle olmustur. 1971'de John
Gurdon Xenopus' ta ilk olarak niikleer tranplantasyonu gergeklestirmigtir. Diger taraftan
embriyolojide yaygin bir sekilde kullamimaktadir. Bir gok gruplar Xenopus laevis' in inbred
konjenik dayanikl suglarini Gretmiglerdir i

2.6.5. FETAX (Frog Embryos Teratogenesis Assay:Xenopus) TESTI

Hizli ve glvenilir bir teratojenite testi olarak Xenopuslann ve embriyolarinin
kullanilmas: ilk kez Greenhouse tarafindan yapiimig, cesitli gruplar testin gecerligini
analiz etmislerdir '8,

Cevre kirliliginde kullanilacak testlerin ne gibi 6zelliklere sahip olmasi gerektigi
1982’de Kimmel ve arkadaslar tarafindan 6zetlenmistir. Bu teste FETAX adt Dumont
tarafindan konulmustur. Bantle 1988 de bu testi tim kimyasal maddelerin
teratojenitesini saptamak tizere standardize etmigtir %.

Cesitli gruplar tarafindan yapilan caligmalarda kisa sireli FETAX testi, kemirgenlerde
elde edilen sonuglaria %89 oraninda uyumiu bulunmugtur '7-18.38

Test orta blastuladan baslayarak 96 saat devam etmektedir. Bu testle 6lum,

teratojenite ve bliyime inhibisyonu istenilen saatte disseksiyon mikroskobu altinda

kolayca incelenebilmektedir. Xenopusiar cansiz yemle beslenebilmekte, yilin istenilen
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zamaninda hormonal enjeksiyonla yumurta elde edilebilmekte, embriyolan memeli
embriyolari ile ayni gelisme stireclerini izlemektedir .

Tarihgeye bakacak olursak; 1903 yilinda Thomas Hunt Morgan , iribaglara
lityum klorid muamelesinin (erken yariklanma evreleri siiresince) birbirini izleyen
kusurlara neden oldugunu rapor ettikten sonra bir vakif kurmaya karar vermistir % .

Waddigton 1956' da tripan mavisinin amfibi embriyosu Uzerine teratojenik etkisini
saptamak icin ¢aligsmalar yapmistir. Bu calismada tripan mavisinin anne kami gibi bir
araclya gerek kalmaksizin embriyoya direkt olarak uygulandiginda, anormalliklere yol
achgi kanitlanmaktadir. Buna karsin gebe memelilere zerk edildiginden, bu boyanin fétus
tarafindan absorbe edilmesi sonucu direkt bir etki mi yaptidi yoksa anne sivilannda
maodifiye olduktan sonra mi etki yaphd1 sorgulamaya actksa da bu ikinci olasihgin dogru
oldugunu dustindiiren bir 6n bilgide mevcut degildir % .

Greenhouse, 1975 yilinda amfibi tiirlerine ait embriyo ve larvalan kullanan bir
polutan test sistemi gelistirmek amaci ile galigma yapmistir. Bu galismada aminleri
kimyasal olarak kullanmistir . Amfibi embryolan Gzerine cesitli kimyasallanin teratojenik
etki yaptigi daha 1956' da % saptanmis ve amfibi embriyolannin gesitli kimyasallarin
teratojenik ve toksik potansiyellerinin saptanmasinda yeterince glvenilir olarak
kullarulabilecegi gesitli arastincilar tarafindan ileri stirtiimustir ' '8, Greenhouse 1976' da
yaptigi cahismada hydrazin, metil hydrazin ve dimetil hydrazinin Xenopus embriyosu
Uzerine olan teratojenik etkisini dederlendirmek icin bir calisma yapmistir. Deneyinde
sadece %95 ve uizeri fertil olan gruplan kullanmigtir 7.

Elde edilen verilere gére malformasyonlarin daha ¢ok nérilasyon (embriyo
gelisiminde blastula, gastrula ve nérila evreleri vardir) evresinde (13-20. evre)
gorulduginia, daha 6nce ve daha sonraki evrelerde muamelenin &ldiriict oldugunu veya
gozlenebilir bir etkiye sahip olmadigini ortaya koymustur. Malformasyonlar kafa, gévde ve
kuyrugu ilgilendirmekle beraber tiim embriyolarda notokord (omurga taslagi) anormal olup
bu da bir anomalinin digerlerine yol agtgini diigtindirmistiir 4°.

Dial 1976' da yaptigi caligmada, metil merkirinin Rana cinsi kurbagalar (izerine olan
etkisini incelemis ve kurbaga gastrulalaninin kimyasal muameleye basladiktan sonra
6zellikle blastopor bdlgesinden etkilendidini géstermigtir. Gastrulasyonun erken gelisimi
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evresinde énemli bir basamak olmasi nedeni ile (zira bu dénemde bir seri metabolik ve
uzaysal iligkiler degisiklige ugramaktadir) bu olay daha 6nceden belirenebilmektedir ¢ .

Iribaglann kesin toksisiteye sahip cesitli cevresel kirleticilere kargi duyarh olugu
gosterilmis olup, bu maddeler arasinda pestisidler (Cabejszek 1973, Cook 1972 1973,
Bancroft ve Prahlad 1973); herbisidler (Pravda 1973) ve agir metaller (Birge ve Just 1973)
ile bilinen teratojenler 6rn. tripan mavisi (Grenhouse ve Hamburg 1868), LiCl (Hall 1942) ve
tetrasiklin (Greenhouse 1975) bulunmaktadir 1. Embriyolarin larvalara gore gok daha
yitksek yogunluklara tahammil edebildigi ortaya ¢tkmig olup, bunun muhtemel nedeni
embriyonik evrelerin, pratik olarak ortamdaki maddelere karsi gegirimsiz olmasina karsin
larva evrelerinin ileri derecede gegirimli olmasidir 7 .

Embriyo-iribag sistemi viabiliteye ek olarak teratojenite hakkinda da bilgi
vermektedir. Bu bilgi test materyali olarak tek hiicreli veya erigkin ¢ok hicreli
organizmalardan elde edilemez. Insan topluluklannda konjenital malformasyon
insidansinin yiiksek olusu ve bunlarin etiyolojisi hakkindaki bilgilerin azli§i; teratojenitenin
éngurilmesinde boyle bir sistemin kullamimasini bir zorunluluk haline getirmektedir 19

Bu testin metabolik aktivator sistemi de eklenecek sekilde gelistiriimesi ile bu glin
icin teratojenik etkinin saptanmasinda kullanilan en giivenilir standart test elde edilmistir.
FETAX testi 96 saat stirmektedir. Xenopus embriyolarinin gelismenin ilk 96 saati iginde
kisith bir metabolik mekanizmaya sahip olmasindan 6tirl aroclor 1254'le indikte edilmis
sican karacider mikrozomiarinin kullanildigt invitro bir metabolik aktivatér sistem
gelistirilmistir. Kansik fonksiyonel oksidaz aktivitesine sahip (MFO) sahip bir dig kaynakh
aktivatérin ilave edilmesi ile proteratojenik maddelerin teratojenik risklerini
degerlendirmek miimkiin olmustur™. ‘

Sonugta 80 yil sonra Dumont, Bantle, Dawson, Kimmel, Sabourin, Finch ve ark.
bu teratoloji deneyini gelistirmisler. ve birgok teratogenezis deneyini Xenopus laevis ile

degerlendirmiglerdir '8,

25



2.7. METAL TOKSISITESI

2.7.1. Genotoksik Etkiler

Kanserojen olarak etki gosteren birgok bilesigin DNA'ya zarar verdigi
bilinmektedir. Zarar géren DNA' ya sahip hiicreler bélundiiga zaman mutant hiicreler
iretir. Metallerin birgogunun karsinojenik potansiyeli vardir. Metal karsinogenezisinin
(1986) endojen reaktif oksijen cesitlerinden olustugunu ve cesitli karsinojenik metal
bilesiklerinin hidrojen peroksit variginda oksidatif DNA hasanna sebep oldugu
bulunmustur. Metaller sadece karsinojen olarak degil, aym zamanda co-karsinojen
olarak — karsinojenik kimyasallar aktive ederek- etki etmektedir '

Bazi kimyasal maddeler DNA alt birimlerine baglanarak 6zel bilesikler (adduct)
olusturabililer. Bu olusan bilegikler DNA onanm mekanizmalan sayesinde
uzaklagtinlabilirler. Fakat bazen bu bilesikler kalici bir gekilde baglanabilir ve hicre
bélindigii zaman yanlis translasyona ugrayarak mutant hicrelerin olugumuna yol
acabilir. Insanlarda metal bilesiklerinin karsinojenik riski Uluslar arasi Kanser
aragtirmalar ajansi tarafindan degerlendirilmigtir. Somatik hiicrelerdeki mutasyoniar ile
kansere sebep olan olaylar arasindaki iliski uzun siireden beri bilinmektedir. Kanserojen

maddelerin bircoju mutajen, mutajen maddelerin birgogu da karsinojendir ™ .
Domingo’ ya gére metalleri 4 gruba ayirabiliriz:
1-Cevrede genis oranda bulunan en fazla toksisiteye neden olan metalier

Ar, Cd, Pb, Hg, V

2-Esansiyel iz metaller
Krom (Cr), Kobalt (Co),Mangan (Mn), Selenyum (Se), Cinko(Zn)

3-Biyolojik 6nemi olan diger metaller
Nikel (Ni), Vanadyum (Va)
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4-Farmakolojik ilgisi olan metaller
Altiminyum (Al), Kalsiyum (Ca), Lityum (Li) % .

2.7.2. Lipid Peroksidasyonu

Son yapilan ¢cahsmalarda Fe, Cu, Cd, Cr, Pb, Hg, Ni, Va gibi metallerin reaktif
oksijen tarevieri uretme kabiliyetinde olduklan ve bunu da lipid peroksidasyonu, DNA
hasan, siifidril gruplanmin azalmasi ve Ca homeostazisini degistirerek yaptigi

gosterilmigtir 4243 |

0O,

r- O Ureten sistem

Cr* \Ni**,Co®" Fe*",Cu®" . Ti*"

Yag asit
p-oksidasyon 02'\ i o
cesitli oksidazlaf {‘geta‘ —oksijen] P> lipid peroksidasyonu
2
~— |SOD 4«tOOH,LOO",LO)
H20;
‘.’

DNA hasan—p Karsinogenezis

GSH NADP"
Eeroksidaz reditktaz
GSSG NADPH Y
0 Y

H2
DNA onanm
» . .
\ sistemleri
As*,Cd**,CH3 Hg?
Normal DNA

Sekil 5. ROS ( Reaktif Oksijen Tiirleri) araciligi ile metal karsinogenezisinin semasi’
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Birgok hastalikta, ilagla ve kimyasallarla indiklenen toksisitelerin patogenezinde
rol oynadigindan siiphe edildiginden lipid peroksidasyonu ayrintili olarak aragtinimistir..
Sonucta lipid peroksidasyonu farkhi tip hiicre ve dokuda temel veya genel
mekanizmalara hasar vererek farkh patolojik durumlar ve kronik hastaliklara neden
olmaktadir. Xenobiyotiklerin toksisitesi; cevresel f(irliligin artmasi ve ila¢ alimindan
kaynaklanmakta ve bu da lipid peroksidasyonuna sebep olarak serbest radikal
reaksiyonlannin baglamasina ve yayilimasina neden olmaktadir 424,

Bu bozucu etkiler; metilenle kesintiye ugramis cift baglar iceren yag
asitlerinden, yani dogada gorilen cogul doymamis yag asitlerinden peroksit olusmasi
sirasinda iretilen serbest radikaller tarafindan baglatilir. Lipid peroksidasyonu bir zincir
tepkimesi olup daha ileri peroksidasyonu baglatacak serbest radikaller igin kesintisii bir
kaynak saglar. Olay1 baslatan molekiler onciiller genel olarak hidroperoksit triin
oldugundan lipid peroksidasyonu potansiyel yikici etkileri olan bir zincir tepkimesidir

( Sunderman, Kuno, Morita, Hassan , Moorhouse (1980-1988) 2334245
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2.8. METALLERIN KALSIYUM (Ca) KANALLARINA ETKISi

Ekstraseltler kalsiyumun stoplazmaya girisinin, sekresyonun diizenlenmesinde
merkezi bir rol oynadiginin kesfinden beri Ca kanallan hakkinda detaylh biigi elde
edilmigtir. Divalent katyonlardan mangan (Mn), kobalt (Co), nikel (Ni), kadmiyum (Cd) ve
ginko’nun (Zn) kalsiyum kanallarint bloke ettidi, birgok hiicre tipinde sekresyonu inhibe
ettii ve bu inhibitér etkilerini kalsiyum kanal blokaji yoluyla yaptiklan seklinde
aciklamalar vardir.

Ornegin; Hiicreye Ca girisi oldugunda eger (Cd) ige girisi de varsa Cd'un
yiiksek veya diisiik dozda olmasina gére su olaylar gergeklesir;

Eger disik kadmiyum ice girigi varsa;

—d
1

Kalsiyum baglayici protein (CaBP) ‘e baglanmak icin Ca ve Cd yarnisir.

w

Barsaklarda Ca absorbsiyonu azalir.
Serumda Ca |-Serumda PTHT- Bobrek ve serumda 1,25(0H)2 D3T-Barsakta
CaBP7.-Cd absorbsiyonu?.

Eger yliksek Cd alimi varsa;
1,25 (OH)2D3 sentezinin inhibisyonu-bdbrekteCaBP diizeyininazalmasi —barsakta
Ca absorbsiyonunun azalmasi-

W
1

——
)

2- CaBP’e baglanmada Ca ve Cd yanigi-barsakta Ca absorbsiyonunun azalmasi
Bundan sonra 1-ve 2'de ortak olarak;

-Serumda Ca azalmasi-serumda PTH artmasi

-Bobrek ve serumda 1,25(0OH)2D3 artmasi

-Barsakta CaBP artisi

-Cd absorbsiyonu artmasi (Sekil 6)*.

Kalsiyum bilindigi gibi hiicrelerde bir mesajci gibi davranir. Kalsiyum araciligi ile

indiiklenen sinyal transdiiksiyonunun altinda yatan mekanizmanin cesitli kimyasallar

oldugu disuniimektedir.

Hague ‘nun (2000), Xenopus oositlerinde yaptidi calismada; kadmiyum'un diigik

pmol/Llerde inositol trifosfat yolunu uyararak blylk miktarda serbest kalsiyum

mobilizasyonuna sebep oldugunu bulmustur. Bu kalsiyum, PLC (Fosfolipaz C) araciligi
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ile Inositol Trifosfat (IP3) derigimini artirmaktadir. Bu veriler kalsiyum depolannin, spesifik
hiicre yiizeyi metal iyon reseptorierini uyardigim gdstermistir. Bu varsayidan iyon
reseptorinin Xenopus oositlerinin agir metallere cevap vermesinde dnemli rol oynadigi

distntimastir 4.

{Diyetle alinan Ca?

4 Serumda Cat

1Serumda PTHY

Renal aktivite
1-ahidroksilaz->25(OH)D3
N
1-25(0H)2D3

Ca absorbsiyonu etkisi

1Barsakta CaBP sentezid

Cd ice alim

1Cd absorbsiyonu etkisid

Sekil 6. Diyetle alinan Ca-Cd etkilesmesi .
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2.9. KULLANILAN AGIR METALLERIN OZELLIKLERI

2.9.1. Kadmiyum (Cd)

Kadmiyum dogada kadmiyum siilfat ve siilfit (CdS), kadmiyum oksit, kadmiyum
klorid seklinde ve genelde ginko, bakir ve kursun madenleri ile birlikte ve ince partikiller
halinde bulunur (10 pmol/Lden az). Atmosferde ana kimyasal tiir CdO olmasina ragmen
diger kadmiyum tuzlanda bulunabilir 433

Fizyolojik olarak non-esansiyal bir metaldir. Insan ekolojisi acisindan

kadmiyumun alinma yollan gesitlidir:

-Havadan solunumia; Solunum havasinda 0.1-0.5 ug Cd/m® dizeyinde
bulunmas halinde akcigerler icin 6nemli tehlike gosterir. Giinde 20 sigara i¢en bir insan
2-4 ug Cd almaktadir. Besinlerle,sigara ve hava yolu ile ginde yaklagik 18-200 ug

kadmiyum alindigi hesaplanmigtir*®>2 .

-Bitkiden, hayvandan yiyecekle; asitli topraklar (asit yagmurlan) besin
icerigindeki kadmiyum derisimini artinr *,

-Sudan igecekle; igme suyundaki sinir deger 0.006 mg/it' dir >'.

-Otomotiv ve metal endiistrisi; kadmiyum ozellikle deniz ve alkali ortam
korozyonuna kargt mukavemeti nedeniyle demir, celik, piring ve aliiminyum
kaplamasinda kullaniimaktadir. Kadmiyum kaplamalan elektrik, elektronik, otomotiv ve
uzay sanayiinde ¢ok yaygindir. Kadmiyumun en énemli kullanim alam Ni-Cd, Ag-Cd,
Hg-Cd pilleridir. Normal Ni-Cd pilleri ginlik hayatta kullanlan elektronik cihazlarda ,
blylk kapasiteli olanlarn ise ugak ve gemilerde genis bir tiketim alam bulmustur.
Kadmiyumun yogun olarak kullanildi§ diger bir alan da boya endiistrisidir. Kadmiyum
buniardan baska stabilizatér olarak plastik ve sentetik elyaf sanayinde , televizyon tapleri
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ve floresan lamba yapiminda, nikleer reaktdr kontrol sistemlerinde ve alasimlarda
kullanim alani bulmustur. Pencere profilleri sikga kadmiyum ile saglamiagtinimaktadir.
Plastiklerde kadmiyum kullanimi, gevresel nedenlerden dolayi Isveg'de yasaklanmis,
Isvigre’de ve Avrupa Biriginde sinirandinimistir. Toza maruz kalma, aerosol dretilen
yerde koklama, maden cevheri rafinesinde, elektrot kaplama, kaynak ve pigment tretimi,
plastik stabilizatér ve batarya yapiminda calisanlarda kadmiyuma bagh akciger
hastaliklan géroldiga belirtilmistir 52,

Kadmiyum'un insanda karsinojen etki yaptigi 1976 yilinda gosterilmis ve 1993
yilinda, IARC (International Agency for Cancer Research) tarafindan Tip 1 karsinojen
olarak siniflandinimigtir. Mesleki maruziyet prostat, deri, akciger (AC), 6zafagus, burun
kanserlerine neden olmaktadir (1985). Aslinda Cd bilegikierinin hepsi potansiyel insan
karsinojenidir ama belli hedef bolgelerde, karsinojeniteye duyarl olmasi sikiikla tar, irk,
yas ve cinsiyetle iligkili olmaktadir 71,

Kadmiyumla indiklenmis karsinojenik mekanizmanin kesin iglergesi tam agik
degildir. Kadmiyum, memeli hiicrelerinde sitotoksisite, kromozomal anomali ve
mutajeniteye neden olmaktadir. Kadmiyumla indiiklenmis karsinojenite direkt veya
indirekt yolla DNA ile baglantihdir. Direkt iliski kadmiyumla DNA arasinda kovalent
baglanmay: gerektirir. Indirekt iliskide DNA’ da oksidatif hasar, hiicreler iginde hiicresel
oksidanlari artinr, bu da serbest radikali artirir. Indirekt iligki ayni zamanda DNA onarim
prosesini-DNA-protein ve DNA - a.a gapraz bagi formasyonu aracilidi ile ofur 42 5% 8081,

Kadmiyum yumusak metaldir ve proteinlerde tercihen silfidril gruplarina ve DNA
fosfatlarindan cok DNA bazlarina baglanir. Kadmiyumun hiicresel toksisitesi Cd-DNA
baglanma araciligi ile silfidril ihtiva eden proteinlerin inhibisyonu ile ve reaktif oksijen
cesitlerinin indiiklenmesi ile olur 4% %5 6061

Ayrica kadmiyum indirekt olarak antioksidan diizeyini azaltmakta ve intraseliiler
hidrojen peroksit artigi goriilmektedir. Hidrojen peroksit artigt;
1. Demir/bakir aracili redoks reaksiyonlarini kataliz etmekte ve bdylece olusan serbest
radikaller DNA ¢apraz bagi veya kirma yapmaktadir.
2. Lipid peroksidasyonunu tetiklemektedir. Cd' un serbest radikal drettigi géralmemis

ancak muameleden hemen sonra dokularda lipid peroksidasyonu artmistir >,
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Swapan ve ark, 1990 yilinda.kadmiyum teratojenitesi ve onunla ilgili MT gen
expresyonunu, gebeligin ortasindaki fare embriyolarinda incelemiglerdir. Yazarlara gore;
gebeligin 10. gininde teratojenik dozda Cd muamelesi (50 umol Cd/kg) MT mRNA
olusumunu indiiklememistir. Kadmiyum ( pmol/L derisimlerde).cinkodan 10 kat fazla MT
mRNAyi indiklemigtir. MT vitcutta en digik dizeyde vardir. Fakat Cd ve Zn gibi agir
metallerin pmol/L’ar seviyelerinde transkripsiyc;nu hizia artar. MTnin ayrica
glukokortikoid hormon ve inflamatuvar ajanlan da indikledigi saptanmigtir 872,

1991 yiinda Cd’ un FETAX’ la embriyotoksisitesine bakilan bir ¢caligmada Cd’ un
teratojenik olduju ve doza bagh malformasyonlar olusturdugu gézlenmistir (barsak
anomalisi, okiiler anomali vb.) %.

Dort farkh (kemirici hamster) hiicre hattinda kadmiyumun direkt genotoksik
etkilerine bakilmig (1998 ), ancak stresle indiuklenebilirligi, metal baglayict proteinin
organ 6zgilligine araci olup olmadig§i hususunda deneysel bir kanit bulunamamistir.
Yiksek dozlarda Cd DNA’ y1 direkt etkiyle veya genetik materyali bozarak reaktif ara
Grinleri Gretimini uyarirek yapiyor olabildigi belirtiimis ve calisma sonucunda hedef
hiicrelerde Cd muamelesi sonuglarini gérmek gerektigi yazilmistir 7.

O’Brien ve ark.1998 yilinda MT varliginda kadmiyumun reaksiyonla OH™ radikalleri
Uretip Uretmedidi kanitina bakilmigtir. Eldeki veriler Cd-MT igeriginin Fenton metal
olmadigini gostermistir®.

Kadmiyum etkilerini Casalino ve ark. ”! su sekilde 6zetlemislerdir:

1- Membran yapi/fonksiyon degisimi (1986,1987).

2-. Antioksidan enzimlere karigma (1987)

3- Tiol proteinlerde degisim (1992)

4- Enerji metabolizmasinda inhibisyon (1992)

5- DNA yapisinda degisim (1992)

6-. Stres genlerinin expresyonunun indilklenmesi ve bazi enzimatik aktivite etkilerinde
6nemli rol oynamasi (1991-2001).

Kadmiyum, aynt zamanda transkripsiyon faktérlerinden ¢inko parmak motifi
icinde cinkonun yerini alir. Cinkdl kadmiyum fizyolojik kosullar altinda redoks aktif
degildir ' .
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Fort ve ark. yaptidi bir calismada kadmiyuma cesitli yollaria maruz kalmis
memeli testis ve ovaryumunda kadmiyum birikimini aragtirmis ve kontrol grubunda dahi
testis ve ovaryumda birikim oldugu gésterilmistir .

2.9.2 Nikel (Ni)

Gumistimsii beyaz renkli sert bir metaldir. Nikel bilesikleri pratik olarak suda
¢bzinmez. Suda ¢6zinebilir tuzlan; kioriir, stlfat ve nitrattir. Nikel biyolojik sistemlerde
adenozin trifosfat, amino asit, peptid, protein ve deoksiriboniikleik asitle kompleks
olustururlar.

Nikel yer kabugunda 58-94 mg/kg arasinda degisen oranlarda bulunur. Sudaki
dogal nikel miktari cok dusiktir. Amerika’ da yapilan caligmalarda bu miktar .4.8
mikrogram/L olarak belirlenmigtir. Nikel miktan kayalarda 2-60 mg/kg, ciftlik topraginda
5-500 mg/kg, Kanada ham petrolinde 0.29-76.6 mg/kg, kémirdeki nikel orani ise 2
gr/kg olarak tespit edilmistir.

Nikel; demir Uretiminde, dider metallerin alagimlarinda, metallerin elektrolizle
kaplanmasinda katalizér olarak, paranin basilmas! sirasinda, bazi bataryalarda,
elektronik aksam pillerinde, propilen ve renkli camiarin boyanmasinda kullanilir 4°.

Atmosferdeki nikel olugum kaynaklaninin baglicasini, fuel-oil ve bunun
kalintilaninin yakiimasi, nikel madeninin iglenmesi, ve rafinerasyonu, belediye atik
insineratorleri ( atiklan yakip kal haline getiren makine veya alet), kémiriin yakilmast
sonucunda meydana gelen nikel siifat emisyonu, havadaki nikel siifat emisyonunun
%20-80" ini olugturur. Avrupa’ nin bazi iilkelerinde kentlerden uzak alanlarda 0-0.6
ng/m3, kent yakininda 9-50 ng/m>, kentlerde ise 60-300 ng /m’ nikel derigimleri tespit
edilmistir 4°.

Alinma yollan:

-Solunum: Dis ortam havasindaki nikel derigimi 10-20 ng/m?, giinlik solunum
kapasitesi 20 m® kabul edilirse, bir insanin gunlik olarak aldigi nikel miktan kirsal
bolgede 0.2, kent havasinda 0.4 mikrogram olarak hesaplanir. Tatin kullammi bu



miktan arttinr. Giinde iki paket sigara igen bir kiginin, ginde 3-15 mikrogram nikel aimasi
olasidir 4°.

- Emilim: Solunum yolu ile giinlik olarak alinabilecek nikel miktan 0.05-5 mg
limitleri arasinda degigim gosterir. Nikel’ in akcigerlerden emilimi hizla gerceklesir ve
akcigerlerde biriken partikiiller yine buradan absorblanir 4°.

-icilen su: 5 mikrogram nikel igeren sudan 2 Lt tiiketen bir kiginin ginlik
alabilecegi nikel miktari 10 mikrogram’ dir .

-Beslenme: Genelde bitkisel besinler, hayvansal besinlerden daha fazla
miktarda nikel igerir. Absorbe olan nikel ilk 6nce kan dolagimina geger. Normal sartlarda
insan viicut sivilarindaki nikel miktari; kanda 4.5 mikrogram/kg, idrarda 2.7
mikrogram/kg, akcijerde 7.4 mikrogram’kg, bodbrekte 13.6 mikrogramvkg olarak
belirlenmistir. Emilen nikelin bir kismu da sagta birikir. Fizyolojik stres ve degisik
hastalikliar, nikel metabolizma kinetigini etkiler *°.

Cesitli hayvan ve bitki tirlerinin yagam sitireclerinde énemli bir eser element olan
nikelin, insan hayatindaki eksikligi ile olusacak belirtileri hakkinda kesin bilgi
bulunmamaktadir (Dinya saglik 6rgiitii). Absorbe olan nikelin atiimasi en fazla idrarla
olur (kloriir,siifat ve nitrat suda ¢dziinebilir tuzlandir). Bunun yanisira eliminasyonun bir
kismi salya ve ter ile de meydana gelir. Emilmeyen nikel, gastrointestinal sistemden
gaita ile atilir. Nikelin biyolojik yarilanma 6mrii 17-53 saattir *°.

Havadaki nikel bilesiklerinin solunmasi sonucunda, solunum savunma sistemi ile
ilgili olarak; solunum borusu tahrigi, immiinolojik degdisim, alveoler makrofaj hiicre
sayisinda artig, silia aktivitesi ve immiinite baskisinda azalma gibi anormal fonksiyonlar
meydana gelir *.

Deri absorbsiyonu sonucunda allerjik deri hastaliklan ortaya cikar. Havada
bulunan nikele uzun sireli maruziyetin insan sagligina etkileri hakkinda gtvenilir kanitiar
tesbit edilememigse de ; nikel i§inde calisanlarda astim gibi olumsuz sadhk etkilerinin
yani sira, burun ve girtlak kanserlerine neden oldugu kanitlanmigtir “°.

Nikel Bilesikleri, IARC tarafindan Grup 1 insan karsinojenik ajani olarak

degerlendirilmistir "7°.
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Direkt oksidatif hasar inflamasyon yoluyla indirekt

oksidatif hasar
NisS2 ———p inflamasyon <4——— NiSO,
v NiO
fagosit aktivasyonu

v v

[IN o
J \ N/

NiZ*4 » H0, \
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DNA Hasari

Sekil.7. Nikel'in direkt ve indirekt yolla verdigi invivo oksidatif hasar*'.

Nikel oksijen serbest radikal reaksiyonlanm indikler. Xenopus embriyolan 31
kD’ luk bir proteine sahiptir. Bu protein nikel’e invitro baglanir. Nikel’ in 31 kD’ luk proteini
icine almasi ile laboratuvarda peroksidasyon driinleri agida ¢ikar. Nikelde reaksiyon

sonucu gikan serbest radikal doku hasari yapar %.
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Kanserojen etkisi nedeniyle gavenilirik limitinin beliriimesi mamkan degildir.
Epidemiyolojik ¢aligmalarda Insan KC ve burun kanserlerinin indiiksiyonunda suda
eriyebilen nikel bilegikleri 5nem kazanmaktadir .

Kanser hastaliklarinda serum nikel derigimi artmaktadir. Nikel bilesikleri, insan
ve kemirgenlerde glcli karsinojen olmasina ragmen, zayif mutajenik oldugu
saptanmigtir. DNA metilasyonu ve histon asetilasy;)nu transkipsiyonda aktif ve inaktif
bélgelerde genom organizasyonunda dnemlidir. Yazarlar nikel bilegiklerinin, DNA hiper-
metilasyonuna, histon de-asetilasyonuna ve kromatin kondensasyonuna sebep
oldujunu vyazmaktadirfar. Nikel, timdr baskilama ve vyashlik genlerinin
transkripsiyonunun azalmasinda rol oynayarak, karsinojenitede 6nemli bir rol
oynayabilmektedir .

2.9.3. Kobalt (Co)

Kobalt 1737 yihinda George Brandth tarafindan bulunmustur. Demir, nikel ve
diger metallerle birlestirilerek, "Alnico™adi verilen ve alisiimisin disinda manyetikleme
giiciine sahip olan alagimin eldesinde kullanilir. Manyetik ve paslanmaz ¢elik eldesinde,
jet turbinlerinde ve gaz tlrbin jeneratérlerinde kullanilan alagimlarin Gretiminde de
yararlanihr. Dayanikh ve oksitlenmeye karsi direngli bir metal olmasi nedeniyle,
elektrolizle kaplama isleminde de kullanithr. Porselen ve cam sanayilerinde, kalici ve
parlak mavi rengin uretilmesinde kobalt tuzlan kullaniimaktadir. **Kobalt izotopu kanser
tedavisinde kullanilir. Canlilarin beslenmesinde de 6nem tagimaktadir. Kobalt; kirmizi
vitamin olarak bilinen B2 vitamininin merkez yapi tasidir. Bu giine kadar bilinen en etkili
biyokatalizérdiir. Gunluk kobalt ihtiyact 5 mikrogram kadardir. Kobalt eksiklijinde anemi
riski artar. Kobalt baslica karaciger ve sakatatlar, kirmiz: et, istiridye ve balikta bulunur.
Kobalt ancak hayvansal ve mikrobiyolojik teknikle Gretilen besinlerie alinabilir .

I ARC’ nin degerlendirmesine gore kobaltin insan igin karsinojen etkisi vardir .
Epidemiyolojik ¢alismalarda kobalt iceren toz icinde bulunan ig¢iler arasinda AC kanseri
riski anlamli gekilde yiiksektir. U.S. Ulusal Toksikoloji Programi (NTP)’ nin raporuna
gore kobalt siilfid hayvanlarda kontrollere gore AC tumér insidansini 6nemli dlgide
yukseltmektedir. Kobalt ayrica DNA yariklanmasinda tim bazlan 6zelliklie G<T, C>>A
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tercih ederek indiklemektedir. Kobalt H,O, ile O* ve OH ‘a kobalt -oksijen
kompleksinde oldugu gibi reaksiyon vermektedir. Selatérlerin varliginda ROS dretimi
kolaylagmaktadir. Son c¢aligmalarda kobailtin néronal kiiltire edilmis hicrelerde
mitokondriyal DNA hasarina yol agtigi bulunmugtur® 767°,

Kobaltin toksik etkisinin reaktif OH™ radikallerinden kaynaklandigi &6ne
struimastir ®. Ayrica yapilan bir galigmada, intraseliler alanda Luteinizan Hormon (LH)
ekzositozunun Cd?, Zn?*, Ni**,ve Co? ile inhibe olduju ve bu iyonlanin geg

basamaklarda etki yapmis olabilecegi diigtinGimastiir ™°.

2.9.4. Cinko( Zn) 4

Otomotiv, azotlu giibre, cam, gimento, metal, petrol, plastik-sentetik madde,
termik enerji ve g¢elik endustrisi atik sularinda incelenmesi gereken kirlilik
parametrelerinden biridir. lgme suyu, istiridye, kepek, bugday unu, ekmek, salyangoz,
ciger,bdbrek, dana-domuz-kaz eti, lahana, yilan baligi ve yengecte bulunur®.

Cinko teratojenitesinin iglergesi icin olasi aciklama DNA sentezinin agiri
miktarda ginko tarafindan inhibisyonudur. Cinko’ nun DNA polimeraz ve timidin kinaz gibi
birgok enzimin kofaktérii olmasi nedeniyle ginko derigimindeki hafif artig DNA sentezini
uyarmaktadir. Cinko’da bilylik eksiklik ve fazlalikiar DNA sentezinde inhibisyona neden
olur 37,74, 80-81 )

Cinko immun sistem igin esansiyel iz elementtir. Fakat ayni zamanda diger
organ sistemleri igin cok 6nemlidir (1869-1934). Memelilerde ginko eksikligi deri ve
immun sistemde hayli etkilidir. Cinko eksikligi sendromu jeofaji- anemi, hipogonadizm-
hepatosplenomegali, deri farklilagmalari, biyiime ve mental gerilik kendini gosterir.
Diger organ sistemleri iginde ¢ok 6nemlidir. Son 10 yillarda ginkonun gesitli hiicre
sistemlerinde etkisi arastinimistir. Ekzojen olarak ilave edilen ¢inko invivo ve invitro
kuiltor sisteminde cesitli etkilere yol agmistir %,

Insanda maternal ginko ile beslenme azhg: siddetli degil ise teratoloji gértilmesi
ahigiimadiktir. Fakat eksikligi siddetli ise akrodermatitis enteropatica (bir nadir otosomal
resesif kalitilabilen hastalik) gértlir. Bu hastalikta timik atrofi, yiksek frekansl
bakteriyel, viral ve fungal enfeksiyonlar gorilur. Eksikligi iskelet olgunlagmasini
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geciktirir, mineralizasyonu bozar , disitk vicut agirhid, dojum sonrasi biyime
yavashgi, uyusukluk, yeme azhi§i, hipoaktivite, hiicre aracili imminite, hipokromik
mikrositik anemi, gecikmis puberte, anormal fizyolojik fonksiyon bozukluklan yapar &,

Cinko biyolojisi igin en biiyiikk problem ¢inkonun viicutta depo sisteminin
olmayisidir. Bu yiizden ginko alimi ve atiminda bir diizene ihtiyag vardir. Cinkonun viicut
total icerigi 2-4 gr' dir. Fakat plazma derigimi yalnlz. 12-16 pymol/L’ dir. Cinko dominant
olarak albumin’e baglanir &,

Okaryotlarda transkripsiyon faktorleri arasinda DNA baglama motif proteini
genelde ginko parmaktir ve ¢inko iyonuna iki imidazol nitrojeni ve iki sistein sdlfidril
iyonlarini baglanmasi yoluyla stabilize edilir. Cinko yoklugunda konformasyonel
karigiklik olur ve domenler uzun siire DNA ile bagh kalmaz. Cunkld TF’ (Transkripsiyon
Faktérleri)’ leri hiicre regiilasyonunda merkezi bir rol oynar. Prototipik ¢inko parmak
transkripsiyon faktorii TFIIA Xenopus laevis’ in olgun olmayan ovaryumundan izole
edilir .

Gen expresyonunda ¢inko regilasyonu icin en &nemli mekanizma
organogenezis sirasinda; hicresel farklilagmadir. Ayrica gelisimsel iglergeleri igin
gereken transkripsiyon faktorleri ile metal iliskiye girmektedir. Sonug olarak ginko 300’
den fazla enzim ve protein igin esansiyeldir. Bunlar 50 farkli protein, NA (Nikleik Asit),
lipid,ve KH (Karbohidrat) metabolizmasinda kullanilir 84

Cinko mekanizmasi 40 yil 6nce aragtinlmaya baglanmigtir. Euglena gracilis
okaryotik hiicre modeli olarak kullanilmigtir. Caligmada ¢inko eksikliginin DNA sentezini
kanstirdigi gozlenmigtir. Lieberman ve Ove tavsan bdbrek doku kiltiriinde benzer
sonuglar elde etmislerdir. Implantasyondan énce sigan embriyosunun maternal ginko
eksikliginden etkilendigi bulunmustur. Maternal ¢inko eksikliji anomalilere neden
olmustur .

Cinko eksikligi aracilidi ile indiiklenen teratoloji ve olgunlagma kaybini gézlemek
icin ginkoya bagh iglergelerin biri veya fazlasint degistirerek calisma yapilmasi
énerilmigtir. Bu 6neriyi denemek icin Xenopus laevis gelisimi slresince ginko galigmalar
baglatimistir. Xenopus laevis oositinin kinetigi; ¢inko alimi ve depolanmasi
embriyogenezis esnasinda galisiimigtir. Total ginkonun %10°u (10 ng/yumurta) sitozolde
kalrken, %901 (90ng /yumurta) yolkta lipovitellin ile bulunur. Sitozolik havuz, embriyo

39



gelisiminde yeni sekillenen metalloproteinler icin ginko kaynagidir. Cinko havuzu yolk
plaginda erken metamorfoz sonrast kullanim igin depo edilir. Insanlar, tim organizmalar
ve farkli hicre tiplerinin gelisimi ve biyimesi Uzerine ¢ok fazla bilgi vardir. Tum
durumlarda ¢inko hiicre bélinmesi igin gerekirken, yoklugu olgunlasma kaybina,
bilyimenin baskilanmasina ve ¢inko yoksunu hayvanlarda dogumsal anomalilere neden
olur. .

Gen ekspresyonu igin temel iglergede direkt gereksinim, molekiler olaylann
temelini anlamaktir. Bu temel organogenezis, biliyime, farklilagma, hiicresel
olgunlasma igin esansiyel gereksinimi saglamaktadir 884,

Yapilan galismalar Apo MT'nin, ginkoyu TFillA'dan ayirdigini géstermistir. Cinko
gen expresyonu ve dizenlenmesi igin merkezi bilesiktir. Cinko, RNA polimerazin
aktivitesi icin esansiyeldir. Transkripsiyon oranini, sentez edilen mRNA transkripﬁnin
sentez tipini tanimlar ve sonucgta hiicre iginde protein tiplerini sekillendirir. Yapilan
calismalarda Xenopus laevis’ te bulunan bu gen regilator proteini TFIIA' nin bir ginko
metalloproteini oldugu konusunda fikir birligine varimistir®.

Cinko Metal spesifik olarak 5S RNAya baglanma kabiliyetine sahiptir ve
transkripsiyonu aktive eder. Apoformunda TFIIIA fonksiyon yapmaz ve 5S RNA
olusturmaz. Hali hazirdaki cDNA teknolojisi diger arastincilarin TFHIA' nin ¢inko
baglanma yerini kimliklendirmesine olanak saglar. TFIHA nin primer yapisi yaklasik 30
a.a’ din 9 tekrarlayan birimi a.a’ din gesitli sayisi araciligi ile, 2 sistein ve 2 histidin
kalitiyla hayli korunan bir yap1 ihtiva eder. TFIIA’ min korunan tekrarlayan birimlerinin her
birindeki Cys ve His kalitlan bir ginko atomu ile tetrahedral koordinasyon kompleksi
olusturarak bir ¢inko ligandi olarak hizmet eder. Simdi bu DNA baglanma motifi klasik
cinko parmak olarak bilinir. Yiizlerce putatif ¢cinko baglama domenleri patlama seklinde

kimliklendirilmistir &' 84,
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2.9.5. Magnezyum(Mg)

Magnezyum cok hafif, havada pariak bir igikla yanabilen, beyaz bir madendir.
Atom sayisi 12, atom agirhgi 24.32 dir. Yogunlugu 1.74 g/cm®, 650°C'de eriyen,
1200°C’de kaynayan giimily beyaziiginda bir katdir. Kolayca doévilebilir, fakat ¢ok
dayanikli olmadigi icin tel haline getirmek glgctir. Kuru havadan etkilenmez, nemili
havada ise oksitlenir %. '

Yeryiizi kabugundaki en biyik magnezyum binkimi denizlerdedir. Denizlerde
magnezyum kloriir olarak ortalama % 0.13 oraninda bulunan magnezyum’un deniz
yilinda dinyanin bilinen dogal manyezit yataklannin 700.000 katidir. Géller ve yer alti
tuz kubbelerinde de 6nemli magnezyum rezervieri vardir. Magnezyum minerali yeni
¢aglarda kullaniimaya baslanmigtir. 1795°de J.C. Delanetherie karbonat, siilfat, nitrat. ve
klorirlil bir seri magnezyum tuzlar igin manyezit terimini kullanmigtir .

1803’ de C.F.Ludwig, Morovya’ da dodal magnezyum karbonati kesfetmis ve
adina da karbonath talk adini vermistir. 1808’ de B.L.G Karsten manyezit terimini
yalnizca dogal karbonat i¢in kullanmig ve zamanla bu terim kabul edilmigtir. 1890’ dan
itibaren manyezitin kalsine Griinleri Avrupa'da Bessemer ve Siemens Martin finnlarinin
kaplamalarinda genel olarak kullanilan bir malzeme olmustur.

Magnezyum metali’'nin ilk defa 1808'de Sir Humphrey Davy tarafindan uretildigi ve bu
"magnim” adim verdigi bildiriimektedir. Magnezyum metali ve bilesikleri adir sanayi ile
modern teknolojinin gelismesi ile nem kazanan ve titketimleri artan driinlerdir %.

Etkileri ve 6nemi son 10 yilda daha iyi anlasiimis bir makro mineraldir. Vicut
agirhginin %0.05’ i kadar bir miktarda bulunmasina karsin, viicudumuzda ylzlerce
enzim olayina katilmaktadir. Gegmis yillara gére kisiler bu minerali daha az olarak
almaktadir. Ciinkii sert su tiiketimi gittikce azalmaktadir ve insanlar daha islenmis
gidalarla beslenmektedirler. Insan vicudundaki magnezyumun % 657 kemik ve
dislerdedir. Kalan %35 kan, doku ve diger viicut sivilarinda yer alir. Viicuttaki 6zellikleri
kalsiyuma benzer ve uygun bir beslenmede kalsiyum/magnezyum orani 2/1 olmalidir %.

Magnezyum, DNA retimi, protein ve karbohidrat metabolizmalarina etkili
enzimlerin etki yapabilmeleri igin gereklidir. ATP molekiliniin sitokrom sistemine
tasidigt enerjiyi serbestlestirir. Bu olay hicrelerin enerji Giretiminde anahtar bir rolddir.
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Magnezyum eksikligi sanildigindan ¢ok daha fazla olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Buna
sebep islenmis yiyecekler, sebzelerin hep pisirilerek yenmesi, yumusak su icilmesi, alkol
alimi, drinlerin magnezyumdan fakir topraklarda yetigtirlmesi, seralarda dretim
yapiimasi, emilimin bozulmas: (yaniklar, yaralanmalar, ameliyat, seker hastalidt,
karaciger rahatsizliklari) magnezyum atiimasinin hizlanmasi (alkol, kafein, sekerin fazla
tilketilmesi ve idrar sokiicti ilag kullanimi) saylabilir % .

Magnezyum gereksinimi erigkin kadinlarda 300 mg/giin, erkeklerde 350 mg/gin’
diir. Magnezyum bitkilerde bol olarak bulunur. Klorofilin temel maddesi oldugu igin rengi
koyu yesil olan sebzelerde daha fazla bulunur. Ayrica findik-fistik gibi kuruyemisler,
tohumlar, soya fasulyesi ve sert sularda yeterli miktarlarda vardir %.

Magnezyum azh@: kardiyovaskiiler kalp hastaligi, yaslanma hiziigi ve kanser
yapar. Magnezyum hiicre siklusu ve apopitozis kontroliinde intraseliiler regtilatér gibi
davranir

NMDA (N-Metil D-Aspartat) reseptor kanallarinin eksternal magnezyum ile bloke
olmasinin 6nemli fizyolojik role sahip olduguna inanilir. Magnezyum baglama yerinin
orijinal modeli, derin poriu bir kanalin stoplazmik kismina yakindir. Bununla beraber bu
model c¢ok fazla sorgulanabilir. NMDA reseptor kanallan kuvvetlice negatif yakladdr.
Sunulan model Mg blogunun genis oranda voltaja bagh oldugu ve argiotoxin (ATX)'nin

monovalan iyonlarla etkisi ile iyon blokaji oldugu gériaimistar 8

2.10. METALLERIN KARSILIKLI ETKILERI

Son yillarda organizmada esansiyel biyoelementlerle toksik metaller arasinda
karsilikl etkilerin oldugu konusu, fazla ilgi toplamaya baglamigtir. Bu tir karsilikh etkiler
kompleks ve ginko, bakir, demir, selenyum, kalsiyum biyometalleriyle kadmiyum gibi
toksik elementler arasindadir (Ninomiya et al, 1993, Grosicki and Domanska, 1997,
Brzoska et al, 1998; Pereza et al, 1998; Tandon et al, 1994) 4

Hill ve Matrone (1970) ilk olarak benzer fiziksel ve kimyasal 6zellik gésteren toksik
metallerle biyoelementler arasinda biyolojik olarak 6nemli etkilerin olustuunu oéne
sturmuslerdir®®. Kadmiyum ve cinko arasinda bir gok ydnden benzerlikler vardir.
Kadmiyum genelde ¢inko cevheri iginde bulunur. lki metal civa ile birlikte periyodik
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tabloda grup 1IB elementi olarak yer alir. Biyolojik sistemde Cd ve Zn makromolekiillere

silfir (S),oksijen (O) ve nitrojen (N) ile baglanir ve hizlica S-, O-, N- vericileriyle kargihkit

etkilesirler. Kadmiyum ve cinko tercih olarak ayn: proteinlere (kan akimi icinde albumine,
dokularda diger proteinlere ve MT'e ) baglanirlar. Sonugta her iki metal SH grubu

tasiyan biyolojik yapilara (proteinler, enzimler) yiiksek afinite ile baglanirken, Cd' un S-

ligand: ve N- vericisine ilgisi, ginkodan daha bi]yﬁkﬁ]r (Jacobson et al, 1980; Jones et

al,1990). Sonucta Cd ve cinko iyonlan cesitli hiicrelere girmek ve intraseliiler bélgelere
baglanmak igin yarigiriar ve Cd birgok biyolojik islergelerde ginkonun yerini alir (Gachot
et al, 1992-1994; Endo et al 1997). Her durumda metallerin hiicre icine ahmi ve diger
islergelerdeki rolii diizeylerine bagiidir. Karsilikli etki mekanizmalarinin deney modeline
bagh olarak yarnigmali (Gachot et al, 1992- 1994; Endo,1996- 1997) veya yarismasiz

(Gacho et al, 1992) oldugu hususu genisge tartisiimaktadir 43%°,

Cesitli calismalar Cd ve Zn’nun, MT e yiiksek oranda ilgisi oldugunu ve kargilikh
etkilerinin, MT sentezini indikleme yeteneklerinin artmasi sonucunu dogurdugunu
gostermistir. MT'nin gesitli dokularda 6zellikle barsaklar, KC ve bébrekte sentezlendigini,
11 grup aragtinci 1980-2000 yillan arasinda géstermiglerdir. Eaton, 1980 yilinda Cd’ un
hepatik MT derisimi artisinda ginkodan 8 kat daha giiclii oldugunu bulmustur 5,

Nikel ile g¢inkonun karsiikh etkileri Bufo arenarum’ da c¢ahsilmistir. Bufo
arenarum icin Nikel- ¢cinko cevabi’ nin cesitli fakidriere bagh olabildigi ortaya gikmigtir:
Bunlar,

1. Metal alimi : Kegi, domuz ve ratlarda nikel eksikligi, organlarda ¢inko derigiminin-
anlamh sekilde azalmasi ile sonuglanir. Bu durum birinin alim: igin diger metalin
varligina ihtiyag oldugunu gésterir. Cinko derisimi 0.5mg /L civarinda uygulandlémda
az veya hig etkisi olmayan bir durum ortaya gikar ki bu degdisken nikel alimt ile ilgilidir,
daha yiiksek cinko derisiminde (2-30 mg/L) sinerjistik toksik etki araciligi ile nikel
alim artinlabilir. Daha yitksek derisimde 60-100 mg/L Zn iki katyon arasinda-alimin
nikele karsi koruyucu etkisini yarisma ile (alimi) artirabilir %.

2. Savunma mekanizmalan ile biyolojik molekillere baglanma agir metaller siifir,

oksijen, veya nitrojen bazli koordinasyoniarin géreceli olarak tercih edilmesi genis

varyasyonlar gosterir %.
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Antagonistik ve sinerjistik interaksiyonlar kimyasal olarak alakah adir metallerde
genelde hedef molekiillere metal spesifik duyarlik veya metallothionein, metalloenzim,
membran transportunda baglayici bélgeler igin yangma aracihig: ile degeriendirilir .

Nikel toksisitesine kars! ginko’nun yararl etkisi belki GSH (Indirgenmis GSH ) ve
GST (Glutation —S- Transferaz ) indiiksiyonu ile ilgili olabilir. Ni ve Ag, Hb, Pb, Cd ve Se
etkisi xenobiyotik (organizma igin yabanct madde) metabolik enzimlere 6. GST ve
GSH’ a etkir (1979-1994). GST substratian arasinda farkli cevaplar alinmigtir (1987).
Glutatyon konjugasyonu, toksikolojik acidan o&zellikle reaktif ara UrGnlerin
uzaklastirimasinda énemli bir fonksiyona sahiptir. Glutatyon, birgok memeli dokusunda
(6zellikle karacigerde) bulunan ve (g peptitten (Glutamik asit, glisin, sistein) olugan bir
bilesiktir. Normalde, glutatyon’ da bulunan siilfidril gruplarn, acikta bulunan reaktif veya
elektrofilik metabolitlere saldirir. Bu reaksiyonlar, glutatyon transferazlar taraflndan
katalizlenir. Bu enzim sinifinin 6nemi, alkil, aldehit ve keton gibi elektrofilik gruplarin
metabolize edilmesinde rol almasidir %.

1993 yilinda Ni, Co, Cd ve Zn’ ya ilave edilen Mg derisimi arttikca bu katyonlann
embriyotoksik ve teratojenik etkisinin azaldigi gosterilmigtir. Yazarlar bu etkiyi Mg’ un
diger divalan katyonlarla bu katyonlarin absorbsiyonu hiicre icine alimim ve kritik
hedeflere baglanmak igin yansarak yaptiklarini ve bu konuda ileri aragtirmaya ihtiya¢
duyuldugu belirtiimistir (Ornegin DNA polimeraz) %.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deneklerin bakimlan ve beslenmesi

Calismada, Turk 55 adet disi, 55 adet erkek yabani Xenopus laevis tirii
kurbagadan elde edilen toplam 11.399 ( 9979 deney +1420 kontrol ) embriyo
kullanilmigtir. Xenopuslar camdan yapimig (95x60x44cm) boyutlarinda akvaryumiarda
barnindinimigtir. Akvaryum suyu 3-4 giin adz1 acgik kaplarda dinlendirilmistir, kiordan
anndirlimistir ve su analiz edilmigtir.

Analiz sonuglan: Cu: yok, Zn: 0.2 ppm, Mg: 2.5ppm, Ca: 1.5mmol/L sertligi: 130
CaCO3 mg/L, PH: 7.0. Su seviyesi 5 cm olacak sekilde akvaryuma konulmustur..

Xenopuslar haftada 2 kez tavuk cigeri ile ad libidum beslenmistir ve akvaryumilar
beslenmeden sonra temizlenmistir. Laboratuvar isisi 23+ 3 C°de tutulmustur ve 12 saat

karanhk 12 saat aydinhk periyodu uygulanmistir.
3.2. FETAX islergesi

3.2.1.Embriyo eldesi
Yumurta eldesi 2 turlii yapilmigtir:

1.a. Dogal yolia;
a. Deneyden bir giin énce disilere 600 IU erkekiere 400 IU hCG (insan koryonik
Gonadotropini) dorsal lenf bezlerine zerkedilmistir.
b. Erkek ve disi ayni akvaryuma konup tizerleri értiimistiir. Ampleksus (erkegin digiyi
sit kismindan kavrayip yumurta dokmesini saglamasi) genelde 24 saat sonra
baglamigtir, yumurta dokme 8-14 saat sUrmistir. Yumurtalar Pastér Pipeti ile
akvaryumdan petri kaplarina aktanimigtir.

45



c. Ertesi sabah dollenmis yumurtalann zarlan mikroskop altinda soyulup 5 saat
beklenmistir.

1.b. invitro fertilizasyon ile;
a. Xenopus laevis digisine deney giiniinden 4 giin éce 35IU FSH enjekte edilmigtir ve
ayri kaplara aktanimistir.
b. Dért giin sonra ayni disiye 600 IU hCG zerkedilmistir.
c. Gece 18°C ‘de tutulmustur.
d. Sabah hayvana sagma ydntemi uygulanmigtir ve arka kismina hafifcge basing
uygulanmistir ve yumurtalar petri kabina dékilmastr.
e. Erkek Xenopus laevis tricain anestezisi altinda 10 dakika tutularak ldtrGimstr.
f. Testisler disseke edilerek sofutulmus kap igerisindeki tris-fosfat soliisyonuna
konulmustur. |
g- Yumurta c¢ikinca testisler FETAX soliisyonu iginde kiyilmistir ve yumurta bu sperm
siispansiyonu ile déllenmistir.
h. Bu igslem sperm siUspansiyonunun damla damla yumurta {zerine dokulmesi ile
yapiimigtir.
i. 45 saniye sonra (izeri yeterli FETAX soliisyonu ile értilmastir.
j- Bir saat sonra déllenen yumurtalar mikroskop altinda soyulup 5 saat 23°C'lik
inkiibatore konulmustur %8,
Dollenmis yumurta bu sekilde elde edildikten sonra ;
k. Petri kaplarina 50 ml olacak sekilde FETAX soliisyonu iginde hazirlanmis kimyasallar
konulmustur.
I. Bes saat sonra evre 7-8'e ulagan embriyolar soliisyonlara konup (23+1°C) inkiibatére
yerlestirilmistir.
m. Yirmi dort, kirk sekiz, yetmis iki ve doksan altinci saatlerde petri kaplan inkiibatérden
alimp Stereo mikroskop (Kyowa) altinda normal, anormal, 6li iribaglann sayilan
saptanmistir. Degerlendirme Nieuwkoop’ un normal tablo atlasina gére yapilmistir (46) .
24 (Evre 27) ve 48 (Evre 35) saate kadar olugan &6liim, embriyonun deri pigmentasyonu,
yapisal butinlugl ve irritabilitesi ile saptanirken, 72.(Evre 42) ve 96. (Evre 45) saatte
6lim, saydam embriyoda kalp atiminin durmus olmasi ile kesinlestirilmigtir. Olen
malforme iribaglar malfarmasyon sayisina dahil edilmemigtir.
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n. Soliisyonlar her 24 saatte degistiriimistir ve petri kaplan inkiibatore yerlestirilmigtir.

o. 96 saatlik siire sonunda (5 + 96=101 saat ) 6li ve yasayan embriyolar ayn
sayiimigtir.

p. Her kimyasal maddenin Teratojenite indeksi saptanmigtir. Dawson ve Bantle (5)'a gére
Dumont 1983' de ECsy ve LCso degerlerini ortaya atmisghr. 96 saatlik ECsp; 96 saatte
embriyolarin %50' sinin malforme oldugu yogunluktur. Ayni sekilde LCso'de 96 saatlik testte
%50 letaliteye neden olan yogunluktur *°. 96. saate ait LCso' nin 96.saate ait ECso' ye orani
Teratojenisite Indeksi (TI)’ ni verir. Bu deder bir maddeye ait teratojenisite riskinin
tahmininde kullaniimaktadir. Tl degeri 1.3-2.0; 2.0-3.0 ve 3.0 olarak sirasi ile zayif, orta ve
siddetli teratojen olarak degerlendiriimektedir. Teratojenisitenin nihai tayini ise,
malformasyonun tipi ve siddeti ile hayatta kalmis embriyolarin %100 saglam olmasi,
farmakolojide bir ilacin diger ilaglara orania emniyet marjimi goésterecek olgek olarak
kullanilan terapétik indekse benzemektedir 2.

r. Malforme iribaglarin fotograf makinasi baglantili stereo mikroskopla fotograflan
cekilmistir ve bir kismi video-kamera (Sharp Pal-Mesecam System) baglantih stereo
mikroskop ile 4.5X 10 bliyiitmede videoya kaydedilmigtir.

s. Embriyolar %3’ liik formaldehide konulmustur.

3.3. Soliisyonlarin hazirlanmasi

Calismalarda kontrol ¢ozeltisi olarak standart FETAX ¢ozeltisi kullanilmigtir *°.

Standart FETAX ¢o6zeltisi, 625 mg NaCl, 96 mg NaHCO3;, 30mg KCI, 15 mg
CaCl,, 60mg CaS04.2H20, 75mg MgSQ4, 1000 ml deiyonize distile su icermektedir.
Stok FETAX c¢dzeltisi analiz edildiginde su sonuglar elde edilmigtir. PH: 7.9-8.0, Cu:yok,
Zn: 6umol/dl, Mg: 10mg/dl, Ca 2.5mmol/L, sertligi: 110-115 CaCO3 mg/L, oksijen
icerigi:7.2mg/L.

Cozeltide kullanilan kimyasal maddeler Sigma’dan saglanmistir. Kadmiyum (C-
2544), Cinko ( Z-3500), Kobalt ( C-3169), Magnezyum (M-9272) ve Nikel (N-6136)
tuzian kullaniimigtir.

Stok soliisyonlar Cukurova Universitesi Jeoloji mithendisliginde hazidanmigtir ve
Parkin-Elmer 3100 model Atomik Absorbsiyon spektrofotometresinde (AAS) dogrulugu
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kontrol edilmigtir. Her kimyasal madde 1000 ppm'lik Merck standart soliisyonlarina gore
kalibre edilmigtir.

Gizelge 1. Standart AAS degerleri

Kimyasal madde Okunan dalga |Okuma gostergesi| Okuma Hassasiyeti
' boyu (nm) (Slit degeri)

Kadmiyum 228.8 0.7 0-2ppm

Kobalt 240.7 0.2 0-3.5ppm

Nikel 232.0 0.2 0-2ppm

Cinko 213.9 0.7 0-10ppm

Magnezyum 285.2 0.7 0-0.5ppm

Stok soliisyonlar FETAX soliisyonu icinde hazirlanmistir. Buharlagsma olmasini
énlemek icin parafilm igine sanh stok soliisyonlar +4°C’de muhafaza edilmigtir.

3.4.Veri Analizi

Teratojenite indeksi saptanirken derigsimlere karst 6lim ve malformasyon
yizdeleri Harvard grafikte cizilerek yaklagik LC50 ve EC50 degerleri tayin edilmistir.
Cesitli derisimdeki metallerin aralarinda % normal, anormal ve 6lim ytizdeleri arasindaki
farkhlik X2 testi ile analiz edilmistir.

3.5. Kadmiyum, kobalt,nikel,magnezyum ve cinkonun etkin dozlan ve
karsilikh etkilerinin saptanmasi
Denemeler dort agamal olarak diizenlenmistir:

3.5.1. Birinci agama: Bu agsamada mg/ L’ den umol/L’ ye kadar degisen cesitli

derisimlerle stnir belilenene dek testler yapiimigtir. Bu agamada;
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Kadmiyum igin sinir belirlemesinde;
1 umol/L‘ den 88 umol/L'ye kadar 25 ayr derisim,
Nikel icin 1 umol/L’ den 200 umol/L’ ye kadar 17 ayn derigim ,
Cinko icin 1 umol/L’ den 120 umol/L’ ye kadar 9 derigim;
1 pg/L’ den 100 pg/L’' ye kadar 8 derigim,
Kobalt i¢in 1 umol/L’ den 340 umol/L’ ye kadar 18 ayﬁ derigim;
1 mmol/L’ den 25 mmol/L’ ye kadar 8 ayn derisim ,
Magnezyum i¢in 1mmol/L’ den 100 mmol/L’ ye kadar 14 ayn derigim denenmistir.
Denemelerde 10 adet disi 10 adet erkek Xenopus laevis’ den elde edilen
embriyolardan her seride 20’ si deney ve 10’ u kontrol olmak (izere toplam 2230 embriyo
(1980 deney, 250 kontrol embriyo) kullaniimigtir. Denemeler 5 kez tekrar edilmistir.

3.5.2. ikinci agama: Birinci agamada segilen derigimler bu asamada kullamlarak
her divalan katyonun Teratojenite Indeksi ( TI: LC50/EC50) saptanmigtir . Cd igin1.1,1.4,
2.2,3,5,7.2,9, 10,13,15, 30, 40, 45, 60 umol/L,

Niicin 1, 3, 5, 10, 20, 40, 80,100,120, 200 umol/L,

Znigin1, 5, 10, 20, 30, 40, 80, 100 ug/L,

Kobalt icin 1, 3.5, 7, 10, 14, 20, 28, 56, 112, 120, 240, 300 umol/L ve 1, 3, 6, 9, 12, 15
mmol /L, Magnezyum igin 1, 5, 20, 40, 60, 80, 100 mmol /L derigimler kullaniimigtir.

Bu asamada 10 adet disi 10 adet erkek yabani Xenopus faevis'ten elde edilen
embriyolardan her seride 20 deney 20 kontrol embriyo olmak {izere 6200 embriyo (5700
deney , 500 kontrol embriyo) kullaniimigtir. Denemeler 5 kez tekrar ediimigtir.

3.5.3. Uglincii agsama:
a). Magnezyumun segilen tek derisimi ile dijer divalan katyoniarin segilen
konsanrasyonlan birlikte muamele edilmistir.
Bu agsamada ;
Mg (40 mmol/L)+ Cd ( 5, 10, 30, 50 umol/L);
Mg (40 mmol/L)+ Ni ( 10, 80,100,120 umol/L);
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Mg (40 mmol/L)+ Co 10, 20, 56, 112, 120, 240, 300 umol/L),

Mg (40 mmol/L)+ Co( 1,2,3,9 mmol/L

Denemelerde 5 adet disi 5 adet erkek Xenopus laevis’ den elde edilen embriyolardan
her seride deney ve 20 kontrol olmak lizere toplam 2700 embriyo (2200 deney, 500
kontrol embriyo) kullaniimigtir. Denemeler 5 kez tekrar edilmigtir.

b) Bu agsamada Magnezyum (40 mmol/L) + Cinko (40 ug/L)
+Cd (5, 7.2, 8.5,10 umol/L)
+ Ni (20, 50, 80, 100, 120 umol/L)
+Co (10, 20, 56, 112 umol/L)
+Co (1, 2, 3, 9 mmol/L)

Denemelerde 5 adet disi 5 adet erkek Xenopus laevis’ den elde edilen
embriyolardan her seride 20 deney ve 20 kontrol olmak Ulzere toplam 2100 embriyo
(1700 deney, 400 kontrol embriyo) kullamimistir. Denemeler 5 kez tekrar edilmigtir.

¢) Bu asamada magnezyumun gittikce artan derigimlerine karsi diger divalan

katyonlarin secilen tek derigimleri maruz birakilmigtir.
Mg 5-50-500-5000 pM/L+ Cd (15 pmol/L),

+Co (1600 pmol/L),

+Ni (80 pmol/L,

+Zn (200 pg/L)
Denemelerde 5 adet digi 5 adet erkek Xenopus laevis’ den elde edilen embriyolardan
her seride 20 deney ve 20 kontrol olmak {izere toplam 950 embriyo (500 deney, 450
kontrol embriyo) kullaniimigtir. Denemeler 5 kez tekrar edilmigtir.
Bu agamada invitro fertilizasyon ile elde edilen embriyolar kullaniimigtir.

d) Bu asamada Cinko+ Magnezyum+ diger divalan katyonlara etkisi
arasgtinimigtir.
Cinko (40 ug/l) sabit+ Mg degisken (5, 50, 500, 5000 pmol/L/L) + Ni (80 umol /L)
+Cd (15 umol/L)
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+Co (1600 pmol/L

Denemelerde 3 adet digi 3 adet erkek Xenopus laevis den elde edilen

embriyolardan her seride 10 deney ve 5 kontrol oimak Gzere toplam 180 embriyo (120
deney, 60 kontrol embriyo) kullanilmigtir. Denemeler 3 kez tekrar edilmigtir.

3.5.4. Dordiincii agama:

Bu agamada,;

a) Cinkonun segilen tek dozlar ile diger divalan katyonlarin segilen dozian
degerlendirilmigtir.
Cd (5, 10, 20, 30 umol/L)+Zn (40 pg/L)
Ni (10, 20, 40, 80, 150 pmol/L )+Zn (40 ug/L)
Co (1,5, 10, 120, 180, 300 umol/L)+ Zn (40 pg/L)
Co (1, 2, 3,5,7, 9 mmol/L) +Zn (40 ug/l)
Mg (10, 40, 50 mmol/L)+Zn (40 pg/L) derigsimler denenmistir

Denemelerde 6 adet disi 6 adet erkek Xenopus laevis’ den elde edilen
embriyolardan her seride 15 deney ve 10 kontrol olmak (izere toplam 1800 embriyo
(1080 deney, 720 kontrol embriyo) kullaniimigtir. Denemeler 3 kez tekrar ediimistir.

b) Ayrica ¢inkonun gittikge artan derigsimierine ilave edilen katyonlara etkisi

degerlendirilmigtir.

Zn ( 10,100,250,500 umol/L)+ +Cd (15 umol/L)
+Mg( 500 umol/L)
+Ni (80 umol/L)
+Co (1600 umol/L)

Denemelerde 3 adet disi 3 adet erkek Xenopus laevis' den elde edilen
embriyolardan her seride 15 deney ve 10 kontrol olmak Gzere toplam 300 embriyo (180
deney, 120 kontrol embriyo) kullaniimigtir. Denemeler 3 kez tekrar edilmistir.

c¢.) 1-Zn sabit magnezyum degisken oldugunda (Zn (40 ug/L)+ Mg (5, 50, 500,
5000 uM/L) degisiklikler kaydedilmigtir.
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Bu deney 3 kez tekrar edilmigtir. 3 disi 3 erkek Xenopus laevis kullaniimistir. Her
seride 20 deney 10 kontrol embriyo kullaniimigtir. Toplam 359 embriyo kullaniimigtir
(239 deney, 120 kontrol embriyo).

2-Mg sabit Zn degigken oldugunda (Mg (40 mmol/L) + Zn (10, 100, 250, 500
wL) degisiklikler kaydedilmigtir.

Denemelerde 5 adet disi 5 adet erkek Xenopus laevis’ den elde edilen
embriyolardan her seride 20 deney ve 5 kontrol olmak Gzere toplam 500 embriyo (400
deney, 100 kontrol embriyo) kullaniimigtir. Denemeler 5 kez tekrar edilmigtir.

d. Mg sabit+Zn degisken+3. divalan katyon etkisi degeriendirilmigtir.
Mg (40 mmol/L)+ Zn (10, 100, 250, 500 pmol/L.+Co (1600 umol/L), Ni (80
pmol/L), Cd (15 umol)

Denemelerde 3 adet disi 3 adet erkek Xenopus laevis' den elde edilen
embriyolardan her seride 10 deney ve 5 kontrol olmak iizere toplam 180 embriyo (120

deney, 80 kontrol embriyo) kullaniimigtir. Denemeler 3 kez tekrar edilmistir.

Yaptigimiz tez ¢calismasinda 2 nokta eksik oldugundan ve bunlarin ¢aligiimasi ile
tezin batiinliik kazanacagini diisiindigimiizden 2 pilot ¢aligma yapiimigtir:

3.5.5. Pilot Calisma I: Calismada 5 deney 1 kontrol olmak Gzere 6 Wistar cinsi
sican kullanilmistir. Deney grubunun igme suyuna 1 hafta boyunca 100 pg.I” ¢inko kloriir
ilave edilmistir. Kontrol grubunun igme suyuna bir sey katimamig ve her iki grup ayni
diyetie beslenmigtir. Bir hafta sonunda siganlardan eter anestezisi altinda kan alinmigtir.
Alinan kan santrifij edilmis ve serumlan aynimistir. Elde edilen serum igindeki cinko
degeri C.U Zraat Fakiltesi toprak boliminde atomik absorbsiyon
spektrofotometresinde okunmustur. Daha sonra bu serum stok ¢ozelti olarak kullanilarak
FETAX testi yapiimigtir. Caligmanin bu agamasinda elde edilen serum ¢inko stok ¢dzelti
olarak hazirlanmistir. Stok ¢ozeltiden petri kutularina 50 ml olacak sekilde soliisyon
konuiup elde edilen Xenopus embriyolari bu sollisyona yerlestirilmigtir. Her 24 saatte bir
sollisyon degistiriimistir ve mikroskop altinda takip edilmigtir.

3.5.6. Pilot Calisma ll: Embriyolar tezin 6n sayfalarinda belirttiimiz (s.46) invitro
fertilizasyon ile elde edilmistir. Deneyimizde Lityum kontrol olarak kullaniimistir.
Amacimiz embriyolann teratojenitesini azalttidi saptanmig c¢inko ve magnezyum
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iyonlarinin monovalan katyon olan Lityum'un teratojenitesini etkileyip etkilemedigini
gbézlemektir.Cahgmada Magnezyum ve c¢inkonun caligmamizde tespit edilmis ECso
degerleri kullaniimigtir.
Liun (8x10™, 9x10™, 2x103, 4x103, 6x10° M) 5 konsantrasyonu kontrol olarak
kullaniimigtir.
Deney grubunda; Li 8x10,

ox10™,

2x107, +Mg(0.1 mmol.I)

4x10°,

6x10° +M

Li 8x10™,
9x10™,
2x1073, +Zn (30ug.)
4x107,
6x10™ +M
kullaniimigtir. Hazirlanan konsantrasyonilar petri kaplarina 50mi olacak sekilde konuimus
ve embriyolar yerlestiriimistir. Her 24 saatte solisyonlar degistirimis ve mikroskop

altinda embriyolarin durumuna bakilmistir.
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4.BULGULAR

Birinci agamada; sinir belirlemek igin;

Kadmiyum igin 1 pmol/L’ den 88.4 umol/L’ e kadar 26 ayrn derigim (1,1, 1.4, 1.5,
2.2, 3,46, 5,72, 9, 10, 11. 4, 13, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 46.6, 50, 60, 62, 72, 88.4
pmol/L),
Nikel igin 1 pmol/L’ den 200 umol/L’ e kadar 16 ayri derigim (1, 3, 3.5, 4, 5, 7, 10, 20, 30, 40,
50, 60, 80, 100, 150,200 umol/L),
Cinko igin 1 pmol/L’ den 120 pmol/L’ e kadar 10 derisim (1, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120;
150 umol/L);
1 ug/t’den 100 pg/L’ e kadar 8 derigim (1, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100 ug/L),
Kobalt icin 1 pmol/L’ den 340 ymol/L’ e kadar 18 ayn derisim (1, 3.5, 7, 10, 14, 20, 28, 30,
56, 60, 112, 120, 180; 260, 300 umol/L),
1 mmol/L’ den 25 mmol/L’ e kadar 10 ayn derisim (0.1, 0.5, 1, 3, 6, 9, 12, 15, 20, 25
mmol/L),
Magnezyum i¢in 1 mmol/L’ den 100 mmol/L’ e kadar 14 derisim (0.1, 0.3, 0.5, 1, 2, 4, 5, 8,
10, 16, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 100 mmol/L) denenmistir.
Ikinci agsamada; kullandigimiz divalan katyonlarin (Cd, Ni, Co, Mg ve Zn) Teratojenite
indeksi saptanmistir.
Teratojenite Indeksi (T1): 96 saat boyunca embriyolarin % 50’ sinde 6lume neden olan
derisim/ 96 saat boyunca embriyolarin % 50’sini malforme eden derigim (Tl: LCs¢/ECsg ).



Gizelge 2. Cd (1.1, 1.4, 2.2, 3, 5, 7.2, 8.5, 10, 13, 15, 30, 40, 45, 60 umol/L)un farkh derigimlerine 96 saat
maruz birakilan Xenopus laevis embriyolaninda ort. % nommnal, anormal, 6lim ve standart hata (+SE )
degerleri.

Kons. (umol/L) |Embriyo Sayisi % Normal % Anormal % Oliim
Kontrol 100 95+1.58 5+1.58 -
1.1 100 78+2.00 12+1.22 10+2.74
1.4 100 70+£2.24 10+1.58 20+3.54
22 100 70224 1521.58 15:3.54
3 100 55+3.54 35+4.18 10+3.54
5 100 30+3.54 65+3.54 5+1.58
7.2 100 18+1.22 50+1.58 32+2.55
9 100 156+2.24 60+2.74 252274
10 100 8+1.22 65+3.54 27+3.00
13 100 6+1.00 64+1.87 30+2.74
15 100 2+2.00 65+2.24 33+2.55
30 100 - 70+3.54 30+3.54
40 100 - 35+1.58 65+1.58
45 100 - 25+2.24 75+2.24
60 100 - - 100+0.00
E N
5_ 100
° o 80 —e—Norm al
2 E 6o
N g 40 ——Anorm al
> = 20 —tr— O lim
]
E 0
3
2

g
=
(=]
X
K

onsantrasyon {mikromol/L)

Sekil 8. Cd (1.1,1.4,2.2, 3,5, 7.2, 8.5, 10, 13, 15, 30, 40, 45, 60 ymol/L)'un farkh derisimlerine
96 saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda ort. %normal,anormal,
6lam degerleri.
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Cizelge 2 (Sekil 8)’'deki % normal ,% anormal ve % 6lim degerlerinin kontrolie ve
birbirleriyle aralarindaki farklihk analiz edildiginde
a. % normal degerlerinin istatistiksel analizi ;
Gizelge 2.a. Kadmiyum'un 1.1,1.4, 2.2, 3, 5, 7.2, 9, 10, 13, 15, 30, 40, 45, 60 umol/L konsantrasyoniarina 96

saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolannda %Normmal degerlerinin kontrolle ve birbireri ile
karsilagtirnimast. .

|14 22 3 5 72 9 10 13 15 30 40 45 60

XZ47.3 | *%33.8 | **:33.8 | *%87.5 [*%225 | *%:312 X2.338 [*%:398 (*%:417 |*%:455 %2475 |*%:475 |*%:475 |**:475

c c d d d d d d d d d d d
NS N.S X2.37.2 X%:231 XZ,255 |*%:314 |*%:332 [*%:370 X2.390 |*%:390 |*?:390
d %150 |d c c c d %330 |d d d
d d
N.S X2.216 |*%:117 [*%:193 XT17 | X%:274 | %7292 | *%:330 :350 |**:350 :350 | X%:350
[ d d d d d d d d d d
XZ.48.2 | *%:117 | *%:103 XZ.218 1*%:275 |%%:202 |*%:33d0|*%:350 |*%:350 |**:350 2.350
b d d d d d d d d d d
%%.59.1 | **:124 X947 | *%:201 |*%:218 | *%:255 | X%275 |X%275 |X%275 | X%:275
d d d d d d d d d d
X2.25 X413 [*%.83 |*%:96 [**:131 |*%150 [*%:150 |*%:150 |**:150
c d d d d d d d d
*X%.9.58 | *%:30.8 | **:40.8 | *%:72.9 00 | *%:00 2.90 | *%90
a c d d d d d d
X2.204 | *%:29.1 1 X%:591 | *%75 | *%75 | X475 | X%715
b c d d d d d
N.S XZ.25 XZ-40 X%.40 X2.40 X2.40
c d d d d
X2.475 1X%:30 |*%:30 [*%:30 |*%30
a c c c c
210 *2:10 *2.10 *Z:10
a a a a
N.S N.S N.S
N.S N.S
N.S

Ko.=Konsantrasyon(mikromol/L),K:Kontrol,N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001
Kontrol grubu ile farkli kadmiyum derigimleri verilen embriyo gruplar
karsilagtinidiginda tim derisimlerie istatistiksel olarak aniamii oldugu ( p<0.0001) , 1.1
pmol/L, diger derigimlerle kargilagtiriidiginda 1.4, 2.2 ymol/L'de istatistiksel olarak anlamli
degilken, diger derisimlerde istatistiksel olarak anlamhilik gésterdigi (p<0.0001), 1.4 pmol/L
diger derisimlerle kargilagtiridiinda, 2.2umol/L’de istatistiksel olarak anlamh olmadigi,
diger tim derigimlerde istatistiksel olarak anlamli (3 pmol/L (p<0.001), p<0.0001) oldugu,
2.2 pmollL; diger derigsimlerle karsilagtiriidiyinda tim derigimlerde istatistiksel olarak
anlamh (3 umol/lL p<0.001), p<0.0001) oldugu, 3 pmol/lL diger derisimierle
kargilagtinidifinda, tim derigimlerle istatistiksel olarak anlamii ( p<0.0001), 5 pmol/L; diger
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derigsimlerle kargilagtinldifinda tim derigimlerle istatistiksel olarak anlamli ( 7.2 pmol/L
(p<0.001), p<0.0001), 7.2 pmol/L, diger derigimlerie karsilagtinidiginda, tim derigimlerde
istatistiksel olarak anlamh (9 umol/L (p<0.05),10 pymol/L p<0.01), (p<0.0001), 9 pmoliL,
dier derisimlerle karsilagtinidiinda tim derigsimlerde istatistiksel olarak anlamh (10
(p<0.01), 13 (p<0.001), 15 pmol/L ( p<0.01), p<0.0001), 10 pmol/L; dijer derigimlerle
kargilagtiriidiinda, 13 pmol/L‘de istatistiksel olarak énlamsnz, diger derisimlerde istatistiksel
olarak anlamh (15 (p<0.01), (p<0.0001) oldugu, 13 pmollL, dider derisimlerle
kargilagtiriidiginda tim derigimlerle istatistiksel olarak anlamh (15 (p<0.01), p<0.001 ), 15,
30, 40, 45, 60 ymol/L derigimlerde birbiri arasinda istatistiksel olarak anlamliik (p<0.05)
oldugu saptanmigtir.

b. % anormal degerlerinin istatistiksel analizi;

Gizelge2.b. Kadmiyum'un 1.1,1.4, 2.2, 3, 5, 7.2, 9, 10, 13, 15, 30, 40, 45, 60 umol/L konsantrasyonlarina 96
saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolannda %Anormal degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile
karsilagtinimasi.

11 1.4 [22 3 5 7.2 ) 10 13 15 30 40 45 60
s |* X2.85 X495 |*%:216 [X%:145 |%%:192 X2.216 | X%:211 X2.302 |*X%129 |*X%81 X2N.S
¢ 225 ld d d d d d d 2277 |d d d
[ [ ]
NS [NsS X297 |X2216 |X%:145 [X%192 X216 X211 |X%216 | *%241 |*%76 | %236 | X%:60
d d d d d d d d d d d
X2.133 %294 [%%:233 |*X%160 |*%209 X2:233 |%%:228 |X%233 |*%257 [X%90 |48 | X%:s0
b d d d d d d d d d d d
*Ze1 |*%:193 | **%:123 | **:169 *2193 |**:188 |*%:193 [*%61 |*%58 |[*%:26 |*%75
d d d d d d d d d c d
*<.76  1%*%:31 |*%59 *e.78 |*%72 |[*%76 1%%:95 [**18 | *%.47 | *%175
d c d d d d d c d d
*7.32 |NS X%:138 [N.S NS N.S *Z.151 [*%151 | *%151
c b d d d
¥2.11.6  |*%:19.2 [*%:155 1218 [*%30 (%534 [*X%146 | *%250
b c b c c c d d
*¥2.123 [N.S NS NS *2.100 |*%:284 |*%:300
b d d d
N.S N.S X%:11,7 | *%:132 | *%:341 | *%:325
a d d d
N.S N.S X%.124 | *%:343 [**:320
d d d
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Gizelge 2.b.(Devam). Kadmiyum'un 1.1,14, 2.2, 3, 5 7.2 9, 10, 13, 15 30, 40, 45 60 pmol/L
konsantrasyonlarina 96 saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Anomal degerierinin kontrolie
ve birbirleri ile kargilastinimasi.

NS X431 | *4:335 |[*X“:325
d d d
*%.186 | **:456 [**:350
d d d
X226 XZ475
c d
*%:.125
d

Ko.=Konsantrasyon(mikromol/L),K:Kontrol,N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ile farkh kadmiyum derigimleri verilen embriyo gruplan
karsilagtiriidiginda ; 60 pmol/l’de istatistiksel olarak anlamsiz, diger derigimierde
istatistiksel olarak anlamh (1.1, 1.4 (p<0.001), (p<0.0001) , 1.1 ymol/L diger derisimlerle
karsilagtiriidiinda 1.4 ve 2.2 pmol/L istatistiksel olarak anlamsiz, diger derigimlerde
(p<0.0001) istatistiksel olarak anlamh, 1.4 pmol/L, dider derigsimlerle karsilastiriidiginda ,
tim derigimlerde ( 2.2 (p<0.01), p<0.0001) istatistiksel olarak anlamli, 2.2 ymol/L; diger
derisimlerie karsilagtiriidiginda tiim derigsimlerde (45 (p<0.001), p<0.0001) istatistiksel olarak
anlamh, 3 pmol/L; diger derigimierle karsilastinidiginda tim derigsimlerde (7.2 p<0.001),
p<0.0001) istatistiksel olarak anlamh, 5 pmol/L; diger derigsimlerle karsilastinidiginda, 9
umol/L istatistiksel olarak anlamsiz, diger derigsimlerde (10(p<0.01), 13, 15, 30, 7.2
(p<0.001),(p<0.0001) istatistiksel olarak anlamli, 7.2 pmol/L; diger derisimlerie
kargilagtinidiginda tim derigimlerle ( 9, 13 pmol/L (p<0.01), 10, 15, 30, 40 (p<0.001),
(p<0.0001) istatistiksel olarak anlamii, 9 pmol/L; diger derisimlerle karsilagtinidiginda 13,
15, 30 umol/L istatistiksel olarak anlamsiz, (10 pmol/L (p<0.01) p<0.0001), 10 pymol/L, diger
derisimlerie karsilastirildiginda 13, 15 pmol/L istatistiksel olarak anlamsiz, diger derigimlerle
( 30 pmol/L. (p<0.05), p<0.0001) istatistiksel olarak anlamli, 15 ymol/L; diger derigimlerle
kargilagtiriidiginda 30 umol/L istatistiksel olarak anlamsiz, diger derigimlerde (p<0.0001)
istatistiksel olarak anlamii, 30 umol/L, diger derigimlerle karsilastinldiginda tim derigimlerle
istatistiksel olarak anlamh (p<0.0001), 40 pmol/L; diger derigsimierie kargilagtiriidiginda, tim
derisimlerle istatistiksel olarak anlamh (45 (p<0.001), 60 (p<0.0001), 45 umol/L; diger
derigimlerle karsilagtirildiginda 60 (p<0.0001) pymol/L'le istatistiksel olarak anlamli oldugu
saptanmigtir.
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¢.% 6liim oranlan analiz edildiginde;

Gizelge 2.c. Kadmiyum'un 1.1,1.4,2.2,3,5,7.2,9,10,13,15,30,40,45,60 uM/L konsantrasyonlarina 96 saat maruz
birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Olum degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile karsilagtinimasi

1.1 14 22 3 5 7.2 9 10 13 15 30 40 45 80

XZso | *%100 [X%75 [*%50 [*%25 [*%160 [*2:-1258 |*%:135 |*%:150 [*%:165 |*%150 [*%243 |*%:375 |*%:500

c c c c c c c [ £ C c c c [
X X231 [*%125 [*%45 X479 |*%56 |*%57 |*%72 [*%84 (74 [*%:234 |*%:283 |X%:406
%365 |c a c c c c c c c c c c
c
X286 | 2675 |X:172 %27 |*%32 [**7 [*%20 | *%:30 *?.159 |*%:205 |*%322
c c c c c b c c .21 c ¢ c

X2.89 XTq2 %52 XZ.36 |*“41 *%.42 *2.58 [*%:43 *2.196 [*%:244 |**:363
c [ c c [ c [~ c c [ c

X280 [*%.85 [*%60 |*%:66 |*%:80 [*%:91 [|*%82 [*%:236 |*%285 [*%.407
c c c c [ [+ c c c [
*%115 |*“:82 *<:91 X2.106 | X119 [ X105 | *%:277 | %327 | X%:451
c c [ [ C [ c c c
¥%.45 |*°95 |NS NS X%.11.7 | X*:85 %4125 |*“:232
[ a b c [ [
X216 |*%14 %16 %2125 1%%:168 | *%:282
a a A 211 c c c

N.S N.S X2147 1*%113 [ *%155 | %268

b c c [

N.S N.S %496 X437 |**:246
c c c

X280 [*%119 [**:225
292 |c c c

X297 [**139 |**:247

[4 [ [
NS *2:61

[
X735

[

Ko.=Konsantrasyon({mikromol/L),K:Kontrol,N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ile farkli kadmiyum derigsimleri verilen embriyo gruplari
karsilagtinidiginda; tim derigimierle istatistiksel olarak anlamh (p<0.001), 1.1 umol/L diger
derigimlerle karsilastinidiginda, tim derigimlerde ( 1.4, 2.2, 3 pmol/L (p<0.05), p<0.001)
istatistiksel olarak anlamli, 1.4 pmol/L; diger derigsimlerle karsilagtinidiginda, tim
derigimlerde (10 (p<0.05), p<0.001) istatistiksel olarak anlamii, 2.2, 3 ve 5§ pmol/L; diger
derisimlerle karsilagtinldiginda, tim derigimlerde istatistiksel olarak anlamh (p<0.001), 7.2
pmol/L; diger derisimlerle karsilagtinidiinda, 13, 15 istatistiksel olarak anlamsiz, diger
derisimlerde (10 (p<0.05), 30 pmol/L (p<0.01), (p<0.001) istatistiksel olarak anlamh, 9
umol/L; diger derisimlerle karsilagtirildiginda, tim derisimlerle istatistiksel olarak anlamh
(40, 45 pmol/L (p<0.001), p<0.05), 10 umol/L; diger derisimlerle karsilagtiriidiginda, 13, 15
pmol/L istatistiksel olarak anlamsiz, diger derigsimlerde (30 (p<0.01),(p<0.001) istatistiksel
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olarak anlamli, 13 pmol/L; diger derisimlerle karsitagtinidiginda, 15, 30 ymol/L istatistiksel
olarak anlamsiz, diger derigimlerde istatistiksel olarak anlamh (p<0.001), 15 pymol/L; diGer
derigimlerle karsilagtinldiinda, tim derigimlerle istatistiksel olarak anlamii ( 30 pmol/L
(p<0.05), (p<0.001), 30 pmol/L; diger derigsimlerle kargiastinldiginda, tim derigimierie
istatistiksel olarak anlamli (p<0.001), 40 pmol/L; diger derigimlerle kargilagtrnidiinda,
45.umol/L istatistiksel olarak anlamsiz, 60 pymol/L (b<0.001) istatistiksel olarak anlamii, 45
pmol/L; diger derisimlerle kargilagtnidiinda, 60 pmol/L’ nin istatistiksel olarak aniamh
(p<0.001) oldugu saptanmisgtir.
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Sekil 9. Kadmiyum'un ECs ve LCs degerleri.

Kadmiyum i¢in hesaplanan T1:37umol/L/4.3umol/L: 8.6
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Cizelge 3. Ni (1, 3, 5, 10, 20, 40, 80, 100, 120, 150, 200 umoV/L )in farkh derigimlerine 96 saat maruz birakilan

Xenopus laevis embriyolannda %Normal, Anormal, Olim ve +SE degerleri.

ylizde degerleri

Kons.(umollL) | Embriyo sayisi Normal Anormal Oliim
Kontrol 50 100+0.00 - -

1 100 5014 47 2833.39 2216.44
3 100 30:2.24 40£3.54 30%5.70
5 100 251224 603.16 15:2.04
10 100 251224 3511.58 20:2.74
20 100 20:1.58 3811.22 4212.00
0 100 1821.22 3021.00 4312.00
80 100 15:1.58 41:1.00 44+1.87
100 100 13:1.22 42:1.22 453158
120 100 10£0.00 2611.87 64+1.87
150 100 . 3512.74 6512.74
200 100 ’ - 100£0.00

120 W

T T T T

10 20 50
Konsantrasyon(mikromol/L)

80

100 120

¥

150

200

Sekil 10. Ni (1, 3, 5, 10, 20, 40, 80, 100, 120, 150, 200 umol/L)in farkh derigimlerine 96 saat maruz birakilan

Xenopus laevis embriyolarinda %Normal, Anormal, Olam degerleri.
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Gizelge 3, ( Sekil 10) degerlendirilecek olursa;
a. %normal degerlerinin istatistiksel analizinde;

Gizelge3a. Nikel'in 1, 3, 5, 10, 20, 40, 80, 100, 120, 150, 200 umol/L konsantrasyonlarina 96 saat maruz
birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % normal degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile kargilagtinimasi.

K Ko 1 3 5 10 20 40 80 100 [120 [150 200

1 X2.129 [X2.246 | ¥2:282 [ X%:282 |%%:320(%%:336 | X%:361 |*X2:3781%%:405|*%:500 |**:500
d d d d d d d d d d d

5 . X2.45 |X%67 (X265 [X%:91 |*%:102|%X%:123 [*2:138(%%:160|%%:250 |%:250
d d d d d d d d d d

10 NS |N.S x X226 [%X%:39.7 (X248 |*%:67 [*%:150 [**:150
2186 |c d d d d d

[+

20 N.S X213 X214 (X222 [%%:31 |X%45 [%%125 [*%:125
b b c c d d d

40 X210 1%%:13 [*%:23 X230 |X%:45 |X%:025 |*%:125
a b c c d d d

80 NS [|*%10 |*%13 (%225 [*%:100 |*%:100
a b c d d

100 N.S X.9.171%:18.3%%:90 [*%:90
N.§ c d d

120 NS  |%%10 %75 [*%75
a d d

150 NS |*%65 |*%:65
d d

Ko.=Konsantrasyon({mikromol/L),K:Kontrol,N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ile nikelin farkh derisimleri verilen embriyo gruplan
karsilagtinidiginda, tum derigimlerle istatistiksel olarak anlamli (p<0.0001) oldugu, 1pmol/L,
diger derigsimlerle karsilastinidiginda tim derigimlerle istatistiksel olarak anlamit (p<0.0001),
3 pmoliL; diger derigimierle karsilagtinidiginda 5,10 pmol/L istatistiksel olarak anlamsiz,
diger derigimlerde istatistiksel olarak anlamh (20, 40 (p<0.001 p<0.0001), 5 ymol/L; diger
derisimlerie kargilagtinidiginda 10 pmol/L istatistiksel olarak aniamsiz, 20, 40 (p<0.01),
80,100 umol/Lde (p<0.001), p<0.0001) istatistiksel olarak anlamii oldugu, 10 pmol/L, diger
derisimlerle kargilagtinidiginda tim derigimlerle ( 20 (p<0.05), 40 (p<0.01), p<0.001)
istatistiksel olarak anlamli, 20 pmol/L; diger derisimlerle karsilagtnidiinda, 40 pmol/L
istatistiksel olarak anlamsiz, diger derisimierde istatistiksel olarak anlami (80 (p<0.05), 100
(p<0.01), 120 (p<0.001), p<0.0001), 40 pymol/L; diger derisimlerie kargilagtiriidiginda 80,
100 pmol/L istatistiksel olarak anlamsiz, diger derigimlerde istatistiksel olarak anlamh ( 120
(p<0.001), 150, 200 pmol/L’ de p<0.0001), 80 pmol/L; diger derigimlerle karsilastinidiginda

63



100 umol/L istatistiksel olarak anlamsiz, diger derigsimlerde istatistiksel olarak anlamii ( 120
(p<0.05), (p<0.0001), 100 umol/L; diger derigimlerle kargiastinidiginda, 120 pmol/L
istatistiksel olarak anlamsiz, diger derigsimlerde istatistiksel olarak anlamh (p<0.0001), 120
pmol/L; diger derigimlerie karsilagtnidiqinda tim derisimlerde istatistiksel olarak anlamii
(p<0.01), 150 pmol/l’iin ise 200 pmol/L’ le istatistiksel olarak anlaml olmadigi
saptanmigtir. '

b. % anormal degerierinin istatiksel analizinde;

Gizelge 3.b. Nikel'in 1, 3, 5, 10, 20, 40, 80, 100, 120, 150, 200 umol/L konsantrasyonlarina 96 saat maruz
birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Anormal degerierinin kontrolle ve birbirleri ile karsilagtinimasi.

K Ko 1 3 5 10 20 40 80 100 [120 150 200
K X2,140 [*%:200 [X%:300 [*7:175|%%:190 [ X%:195 %2205 | X2:210 | ¥ %130 | X%:175 A
d d d d d d d D d d NS

1 : X225 |X%.87 [X%q2 %19 [X%:20 (%227 1%X%29 (NS X705 %140
c d a c c c C b d

5 X237 |[*%11 [NS |NS NS |NS X248 |NS X2:200
d a d d

10 X2.99 [X%:70 |*%:62 |*%:53 [*%:48 |*%226 | %%:114 [%X%:300
d d d d D d d d

20 NS |[NS [INSs |NSs %225 |NS X2.75
c d

40 NS |[NS |NS [*%34 |NS 2:190
¢ d

80 NS NS [*%42 [X%97 %2195
d a d

100 NS [*%55 %11 2:205
d a d

150 X262 {*%11 |*%:210
d a d

X307 |X%a7s
b d

X2 135
d

Ko.=Konsantrasyon(mikromol/L), K:Kontrol,N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ile farkli nikel derigimieri verilen embriyo gruplarn karsilagtinidiginda;
200 umol/L’de, istatistiksel olarak anlamsiz diger derisimlerde istatistiksel olarak anlamh
(p<0.0001), 1 umol/L; diger derigimlerle karsilagtinildiginda tiim derisimlerde ( 5, 200 umol/L
(p<0.0001), 10 (p<0.05), 150 pmol/L (p<0.01), p<0.001) istatistiksel olarak aniami, 3
umol/L; diger derisimlerle karsilagtinidiginda tim derigimlerle istatistiksel olarak anlamii (
10 (p<0.05), p<0.0001), 5 pmol/L; diger derigsimlerle kargilagtinidiinda tim derigimierle
(p<0.0001) istatistiksel olarak anlamii, 10 pmol/L, dijer derisimlerle karsilagtirldiginda 120
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(p<0.001), 200 (p<0.0001) pmol/L’'de istatistiksel olarak anlamli, dier derisimlerde
istatistiksel olarak anlamsiz, 20 umol/L,; diger derigimlerie karsilastinidiginda 120 (p<0.001),
200 (p<0.0001) ymol/L’de istatistiksel olarak anlamli, dier derigimlerde istatistikse! olarak
anlamsiz, 40 ymol/L; diger derigimlerle kargilagtiriidiginda 120, 200 umol/L (p<0.0001), 150
(p<0.05) pmol/L’de istatistiksel olarak antamh, dijer derisimlerde istatistiksel olarak
anlamsiz, 80 pmol/L; diger derigimlerle kargilastinldiginda 100 pmol/L istatistiksel olarak
anlamsiz, 150 (p<0.05), 120 ve 200 (p<0.0001) umol/L'de istatistiksel olarak anlamii, 100
umol/L; diger derigimlerle kargtlagtinidiginda tim derigimlerde (120, 200 (p<0.0001) ve 150
(p<0.05 pmol/Lde) istatistiksel olarak anlamh, 120 pmollL; diger derisimlerle
kargilagtinidiginda 150 (p<0.01) ve 200 (p<0.0001) pmol/L istatistiksel olarak anlamii, 150
pumol/L; dider derigimlerle kargilagtirildiginda 200 pmol/L’nin (p<0.0001) istatistiksel olarak
anlamli oldugu saptanmigtir.
c. % oliim degerlerinin istatistiksel analizi;

Cizelge 3.c. Nikel'in 1, 3, 5, 10, 20, 40, 80, 100, 120, 150, 200 pmol/L konsantrasyonlarina 96 saat maruz
birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Oltim degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile karsilastinimas.

Ko K 1 3 5 10 20 40 80 100 120 150 200
K X2:110 | X2:150 [ X%75 | ¥Z200 %2210 [*%215 [¥%220 %7225 | %320 [X2:325 [ %2:500
d d d d d d d d d d d
1 X2.55 (X254 [X%:58 [*%67 %264 X272 |X%77 | X%:150 | X%:156 | %312
d d d d d d d d d d
3 X2.95 [XZ.23 [*X2%.31 [*2%:37 [*%38 [X%35 [X%99 |[*Z102|%%251
d c c d d d d d d
5 X280 |*%:88 |*%:93 X298 [*%101 %188 |%%:193 | %7362
d d d d d d d d
N.S N.S N.S N.S X2.47 1%%:50 [X%181
10 d d d
20 N.S NS NS %%.38 X242 [*%169
d d c
40 N.S N.S *2,36 [X%:39 |*%163
d d d
80 N.S X2:34 |*%34 X157
¢ c d
100 %229 %231 [X%151
c c d
120 NS [*%6s
d
150 X2:62
[

Ko.=Konsantrasyon{mikromol/L),K:Kontrol,N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001
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Kontrol grubu ile farkli nikel derigimleri verilen embriyo gruplar karsilagtiriidiinda;
(p<0.0001) istatistiksel olarak anlamh oldugu, 1 umol/L diger derisimlerle karsilastinldiinda
tum derisimlerle istatistiksel olarak anlamh oldudu (p<0.0001), 3 ymol/L; diger derigimlerie
karsillagtinidiginda 5, 12, 150, 200 pmol/L (p<0.0001) istatistiksel olarak anlamii iken diger
derisimlerde istatistiksel olarak anlamsiz , 5 ymol/L; diger derigimlerle karsilastinidiginda
tiim derigimlerde istatistiksel olarak anlamh (p<0.0001), 10 pmol/L; diger derigimierie
kar§|la§tlrlldlg|nda 120, 150, 200 pmol/l’ de (p<0.0001) istatistiksel olarak anlami, diger
derigimlerde istatistiksel olafak anlamsiz oldugu, 20 pmol/L; diger derigsimlerie
karsilagtirildiginda 120, 150, 200 (p<0.0001) istatistiksel olarak anlamli, diger derigimlerde
istatistiksel olarak anlamsiz oldugu, 40 ymol/L, diger derigimlerie kargiastinidiginda 120,
150, 200 ymol/L’ de (p<0.0001), diger derigimierde istatistiksel olarak anlamsiz, 80 ymol/L;
diger derigsimlerle kargilagtinidiginda 100 ymol/L 6nemsiz, diger derigimlerle; (120, 150
(p<0.01), 200 pmol/L’ de (p<0.0001) istatistiksel olarak anlamit , 100 pmol/L; diger
derisimlerle kargilagtinldiginda tim derigimlerle (120, 150 (p<0.001), 200 (p<0.0001)
pmol/L) istatistiksel olarak anlamh, 120 pymol/L; diger derigimlerle karsilagtinidiginda 200
(p<0.0001) ymol/L istatistiksel olarak anlamii, 150 ymol/L’ de istatistiksel olarak anlamsiz,
150 pmol/L; diger derisimlerle karsilagtirildiginda 200 pmol/L’ nin (p<0.001) istatistiksel

olarak anlaml oldudu saptanmgtir.
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% DEGERLERI
3

1 15 2 25 3 35 4 45
KONSANTRASYON (uM/L)

100
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% DEGERLERI
3

20

10

T T
80 100 120
KONSANTRASYON (uM1L)

Sekil 11. Nikelin ECsp ve LCso degerleri.

Nikel igin hesaplanan TI: 110 umol/L/4.5 umol/L: 24.4
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Gizelge 4. Kobalt kiortr ‘tn 1, 3.5, 7, 10, 14, 20, 28, 56, 112, 120, 240, 300 umol/L derigimlerine 96 saat
maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Normal, Anormal, Olom degerleri.

Kons. (umol/L) | Embriyo sayis1 | %Normal %Anormal %0lim
Kontrol 100 95+2.24 54224 -

1 100 80+1.58 1741.22 3+2.00
3.5 100 79+1.00 15+0.00 6£1.00
7 100 71+1.00 23+1.22 6+1.00
10 100 52+1.22 40+0.00 8+1.22
14 100 54+1.87 39+1.00 742.55
20 100 30+2.24 64+1.00 612.74
28 100 28+1.22 65+1.58 742.00
56 100 14+1.00 70+1.58 16+2.00
112 100 8+1.22 7411.00 18+1.22
120 100 - 85+0.00 15+0.00
240 100 - 8811.22 12¢1.22
300 100 - 90+1.58 10+1.58

b

-E -——normal
[

g —@— anormal
é. —&— 8liim

Konsantrasyon(mikromol/L)

Sekil 12. Kobalt klorlir ‘0n 1, 3.5, 7, 10, 14, 20, 28, 56, 112, 120, 240, 300 pmgl/L derigimlerine 96 saat maruz
birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Normal, Anommal, Olam degerleri.
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Cizelge 4 (Sekil 12)'deki veriler analiz edildiginde;
a. % Normal degerleri karsilastinldiginda;

Gizelge 4.a. Kobalt'n 1, 3.5, 7, 10, 14, 20, 28, 56, 112, 120, 240, 300 pmol/L konsantrasyonlanna 96 saat
maruz birakilan Xenopus laevis embriyolaninda % Normal degerlerinin kontrolle ve birbireri ile
kargilagtiriimast.

1 35 7 10 14 20 28 '1 56 112 120 240 300

X213 (X214 [X%31 [%%97 [Xh90  |F%224 [X%:236 |F7:345 [%7:398 X475 [X2:475 | X%475

b b c c d d d d D d d d
NS [NS [%q99 (X242 [X%169 1X%:272 |X2:324 %400 |X%:400 |X2:400 |*Z:400
d d d d d d d d d
X246 |X2:40 %2153 |*%161 |%%:267 |*%:319 |X%:395 [X2:395 %2395
NS (d d d d d d d d d
X225 (X220 [*Z%119 [*%:130 |X%229 [X%279 [XZ%3s55 [X%355 [X%:355
c b d d d d d d d
N.S X248 [*%:56 [|*%:139 [*%286 [X%:260 [X%:260 |X%:260
d d d d d d d
X254 |*%:63 %148 [|*%:196 |%%:270 [X%270 [X%:270
d d d d d d d
NS X244 1%%81 %2150 [X%:150 [X%:150
d d d d d
X2.36 |[*%72 [*%140 [X%:140 [ X%:140
d d d d d
X216 |X%70 X270  [%*2%:70
b d d d
X240 [*%40 [*Z:40
d d d
N.S N.S
N.S

Ko.=Konsantrasyon(mikromol/L),K:Kontrol,N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ile farklh kobalt derigimleri verilen embriyo gruplari
kargilagtinidiginda; tim derigimlerle (1, 3.5, 7, 10 ymol/L (p<0.01), (p<0.0001) istatistiksel
olarak anlamh oldugu, 1 umol/L diger derisimlerle kargilastinldiginda, 3.5 ve 7 pmol/L
istatistiksel olarak anlamsiz, diger derigimlerde (p<0.0001) istatistiksel olarak anlamh , 3.5
pmol/L; diger derigsimlerle karsilastinldidinda 7 ymol/L istatistiksel olarak anlamsiz, diger
derigimlerde istatistiksel olarak anlamh (p<0.0001), 7 pmol/lL; diger derigimlerle
karsilastinidiginda tam derigimlerle (10 (p<0.001),14 (p<0.01), p<0.0001) istatistiksel olarak
anlamh oldugu, 10 pmol/L; diger derigimlere karsilastinidiinda tim derigsimlerde
(p<0.0001) istatistiksel olarak anlamli oldugu, 14 pmollL diger derigimierle
kargilagtiriidiinda tim derigsimlerde istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.0001), 20
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pmol/L. diger derigsimierle kargilagtinildiginda; 28 pmol/l’ de istatistiksel olarak anlamsiz,
diger derigimlerle ise anlamh (p<0.0001); 28 umol/L; diger derigimlerle karsilastinidijinda
tim derisimlerde istatistiksel olarak anlamhi oldugu (p<0.0001), 56 umol/L; diger
derigsimlerie karsilagtirildiinda tim derigimlerle (112 pmol/L (p<0.01), (p<0.0001)
istatistiksel olarak anlamli oldugu, 112 pmol/L.; diger derigimlerle karsilagtirildijinda, tim
derisimlerde istatistiksel olarak anlamh oldugu (p<6.0001), 120 pmol/L diger derigimierle
kargilagtinldiginda aralarninda istatistiksel olarak anlamhiik olmadigi saptanmigtir. 240
pumol/L diger derigimlerle karsilastinldiinda aralarinda istatistiksel olarak anlamiihk
olmadi§i saptanmigtir.

b. % anormal degerlerinin istatistiksel degerlendirilmesinde;

Gizelge.4.b. Kobalt'in 1, 3.5, 7, 10, 14, 20, 28, 56, 112, 120, 240, 300 umol/l. konsantrasyonlanna 96 saat
maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Anormal degerlerinin kontrolle ve birbirderi ile
kargilagtinimasi.

1 35 |7 10 14 20 28 56 112 120 240 300
X247 X240 [X2%75 [X%155  [X%150 %2273 |*%:278 | %2303 [*%:323 [*¥%377 [X%:392 |¥%402

d d d d d d d d d d d d
NS NS %210 X2.66 %62 |*%:172 (X177 [X%:201 (X%272 [%X%:286 |%7:296

a d d d d d d d d
X2.14 |*%:78 X273 [*¥%:187 [*%:192 [|*%:216 [*%:235 |*2288 [X%:302 |*%:312

b d d d d d d d d d
X236 X2.33  [X%a31 X135 [*:158 |*%:176 |*¥%:226 |X%:240 %7249

d ¢ d d d d d d d
N.S 245 %248 |%*%64  |X%:78 |*%119 [X%130 X138

d d d d d d d
X248 [X%:52 [*%:69 (%283 [|*%124 1%%136 |*%:144

d d d d d d d
N.S N.S N.S X226 |X%:33 [*X%:38

c C d
N.S N.S X224  |%%31 [*%35

c c d
N.S %2.13.8 |*%19.6 [¥%:22

b c c
N.S X211 .15

a b

NS NS

N.S

Ko.=Konsantrasyon(mikromol/L),K:Kontrol,N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001
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Kontrol grubu ile farkh kobalt derisimleri verilen embriyo gruplan
karsilagtinldiinda; tim derigimlerde istatistiksel olarak anlamh oldugu (1, 3.5 umol/L
(p<0.0001), p<0.001), 1 pmollL diger derisimlerle karsilastinidiinda 3.5, 7 pmol/L
istatistiksel olarak anlamsiz oldugu, diger derigimlerde istatistiksel olarak anlamii oldugu (10
pmol/L (p<0.05), (p<0.0001), 3.5 pmoliL; dijer derisimlerle karsilagtinidiinda (tim
derigimierle (7 pmol/L (p<0.01), (p<0.0001) istatistiksel olarak anlamh oldugu, 7 pmoliL;
diger derigimlerle kargilagtinidiginda tum derigimlerde (14 pmol/L (p<0.001), (p<0.0001)
istatistiksel olarak anlamii oldugu, 10 pmol/L; dider derisimlerle karsilagtinldiginda 14
umol/L istatistiksel olarak anlamsiz oldudu, diger derigsimlerde (20 pmol/L (p<0.01),
p<0.0001) istatistiksel olarak anlamli oldugu; 14 pmol/lL dijer derigimierle
karsilastiriidiginda tum derisimlerie istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.0001), 20
umol/l’de; 28, 56, 112 pmol/L istatistiksel olarak anlamsiz oldugu, diger den'gimlerde
istatistiksel olarak anlamh oldugu (120, 240, 300 pmol/L (p<0.0001), 28 pmol/L, diger
derigsimlerie karsilagtinldiginda 56, 112 ymol/L istatistiksel olarak anlamsiz oldugu, diger
derisimlerde istatistiksel olarak anlamh oldudu (120, 240 (p<0.001), 300 (p<0.0001), 56
pmol/L dider derigsimlerle karsilaghiriidiginda;112 pmol/L istatistiksel olarak anlamsiz
oldugu, diger derisimlerde istatistiksel olarak anlamli oldugu (120 (p<0.01) 240, 300 pmol/L
(p<0.001), 112 pmol/L,; diger derigsimlerle karsilagtinldiginda 120 ymol/L istatistiksel olarak
anlamsiz, diger derisimlerde istatistiksel olarak anlaml ( 240 (p<0.05), 300 pmol/L (p<0.01),
120 ve 240 pymol/L diger derisimlerle karsiastinidiginda ise istatistiksel olarak antamii
olmadigt saptanmgtir.

¢. % Oliim degerlerinin istatistiksel analizinde;

Gizelge 4.c. Kobalt'in 1, 3.5, 7, 10, 14, 20, 28, 56, 112, 120, 240, 300 umol/l. konsantrasyonlarina 96 saat
maruz birakilan Xenopus laevis embriyolaninda % Olim degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile kargilastinimast.

1 35 |7 10 14 20 28 56 112 120 240 300

X215 |X%251%%:30 1X%40 X235 X230 [|*%:35 [|X%:80 %90 |%%75 |55 [X%50

b c c d d c d d d d d d
X%10 [X2%:25  [*Z%32 [X227 |X%15 %230 [*%57 |%%67 |X%:53 [X%37 [%Z%31

a c ¢ c b c d d d d c
X212 [*%17 1*%14 |N.S X2.16 241 [*%50 [|%%36 |X%21 |*%19

a b b b d d d ¢ b
NS |NS NS N.S X232 X490 |X%28 %18 X%

c d c c a
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Cizelge 4.c. (Devam). Kobalt'n 1, 3.5, 7, 10, 14, 20, 28, 56, 112, 120, 240, 300 umoV/L. konsantrasyoniarina
96 saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Olim degerierinin kontrolle ve birbirleri ile
karsilagtinimasi.

NS |NS X251 |*%:21 |%X%28 [*¥%:18 [NS X211
a [ [+ [ a
NS NS X210 |*%33 %239 |30 |%%21
a c d c c
X215 P42 [ X%43 [X%38 [F%30 |14
b d d d c b
X431 1%%37 [%%26 |X%16  |X%402
c d d b d
N.S NS %2175 [X%29
b c
NS |*%:26 |*%:61
c d
X2.10 X227
a 4
X221
c

Ko.=Konsantrasyon(mikromol/L),K:Kontrol,N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ile farkh kobalt derisimleri verilen embriyo gruplan
kargilastinldiginda; tim derigsimlerde ( 1 ( p<0.01),5, 7, 2 pymol/L (p<0.001), p<0.0001)
istatistiksel olarak anlamh oldugu, 1 pmol/L diger derisimlerle karsilastinididinda tim
derisimlerde (3.5 (p<0.05), 20 (p<0.01), 7, 10, 14, 28 pmol/L (p<0.001), p<0.0001)
istatistiksel olarak anlamii oldugu, 3.5 pmol/L diger derisimierle karsilastnidiginda 20
umol/L'de istatistiksel olarak anlamsiz oldugu ve diger derisimlerde (7 ymol/L (p<0.05), 10,
14, 28 pmol/L (p<0.01) 56, 112 pmol/L (p<0.05), 240 pmol/L (p<0.001), p<0.0001)
istatistiksel olarak anlamli oldugu, 7 pmol/L; diger derigsimlerle karsilagtinidiginda 10, 14,
20, 28 umol/L istatistiksel olarak anlamsiz oldudu, dier derigimlerde (56, 120, 240 pmol/L
(p<0.001),300 pmol/L (p<0.05) ve 112 umol/L (p<0.0001) istatistiksel olarak anlamii oldugu,
10 pmol/L; diger derisimlerie kargilastinidiGinda 14, 20 pmol/l’ Gn istatistiksel olarak
anlamsiz oldugu, diger derigimlerin (28, 300 umol/L (p<0.05), p<0.001) istatistiksel olarak
anlamh oldugu, 14 pmol/L diger derisimlerle kargilastinidiginda; 20, 28, 240 pmol/L
istatistiksel olarak anlamsiz oldugu, ve diger derigimlerde (56 pmol/L (p<0.05), 120 pmol/L
(p<0.001), p<0.001) istatistiksel olarak anlamhii, 20 pmol/lL’ dider derisimlerle
karsilagtinidiginda; tim derigimlerle (28, 300 pmol/L (p<0.01), 240 pmol/L (p<0.001),
p<0.0001), istatistiksel olarak anlamh oldugu, 28 pmol/lL; diger derisimlerle
karsilagtinidiginda tim derisimlerde ( 56 (p<0.001), 240 pmol/L (p<0.001), p<0.0001)
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istatistiksel olarak anlamhi oldudu, 56 ymol/L; dijer derisimlerle karsgilastinidiginda 240
(p<0.01) ve 300 (p<0.001) umol/l’ de istatistiksel olarak anlamh, diger derisimlerde,
istatistiksel olarak anlamsiz oldugu, 112 uymol/lL; diger derigimlerle karsilastinidiginda 120
umol/L istatistiksel olarak anlamsiz, diger derigsimlerde (240 (p<0.001) ve 300 pmoi/L
(p<0.0001) istatistiksel olarak anlamhi oldugu, 120 pmol/lL; diger derigimlerie
karsilastinidiinda 240 (p<0.05) ve 300 (p<0.001) pmol/L’ @in istatistiksel olarak aniamii
oldugu, 240 pmol/L; diger derigimlerle karsilastinidiginda 300 pmol/L (p<0.001)" dGn.
istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir.

% DEGERLER!
s 8

10 15 20
KONSANTRASYON (uM/L)

Sekil 13. Kobalt'in EC50 degeri.
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Cizelge 5. Co (1, 3, 6, 9, 12, 15 mmol/L)’ in farkh derisimlerine 96 saat maruz birakilan
Xenopus laevis embriyolannda %Normal, Anormal, Olam ve +SE degerleri.

Kons.{mmolL [ Embriyo | %Normal %Anormal %0lim
) sayisi
Kontrol 50 90+4.47 10+4.47 -
1 100 - 87+2.00 13+2.00
3 100 - 75+2.74 25+2.74
6 100 - 71£2.92 29+2 92
9 100 - 6512.24 3512.24
12 100 - 35+2.24 65+2.24
15 100 - - 100£0.00
=
8
S
D —e—normal
© —&— anormal
-§ —a— Blam
=
>
\@ LN o) 9 VR
&
A
konsantrasyon(milimol/L)

Sekil 14 Co (1, 3, 6, 9, 12, 15 mmol/L)'in farkh derigsimlerine 96 saat maruz birakilan
Xenopus lagvis embriyolannda %Nommal, Anormal, Oltm degereri .
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Cizelge 5 (Sekil 14 )'deki veriler analiz edildiginde;
a. % normal degerlerinin istatistiksel analizinde;

Gizelge 5.a. Kobalt'in 1, 3, 6, 9, 12,15 mmol/L konsantrasyonlanna 96 saat maruz birakilan
Xenopus laevis embriyolannda % Normal degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile karsilastinimasi

Kons Kontrol |1 3 6 9 12 15
(mmol/L)

Kontrol X2.56 |X%125[%%:145 X175 %:325 %:500
d d d d d d

1 X2.48 |**:59 X2-86 %226 X2:396
d d d d d

3 X2.22 X221 X2:125 X2:282
c c d d

6 N.S %102 2,253
d d

9 X2.70 X2.212
d d

12 X2:62
d

Kons.=Konsantrasyon(milimol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ile farkh kobalt derigsimleri verilen embriyo gruplan
kargilastiriidiginda; tim derigimlerle istatistiksel olarak anlamh oldugu (p<0.0001), 1, 3, 6, 9,
12 mmol/L’de kendi aralannda istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptanmistir.

b. % anormal degerlerinin istatistiksel analizinde;

Gizelge 5.b. Kobalt'in 1, 3, 6, 9, 12, 15 mmol/L. konsantrasyonlarina 96 saat maruz birakilan
Xenopus laevis embriyolannda % Anormal degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile karsilagtinimasi.

Kons Kontrol | 1 3 6 9 12 15
(mmeol/L)

Kontrol 22450 | **:450 %2.450 |**:450 2450 |*°:450

d d d d d d

1 N.S N.S N.S N.S N.S

3 N.S N.S N.S N.S

6 N.§ N.§ N.S

9 N.S N.S
12 N.S

Kons.=Konsantrasyon(milimol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001
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Kontrol ile farkh kobalt derisimleri verilen embriyo gruplan
karstlagtinidiinda; tim derisimlerde istatistiksel olarak anlamli oldugu (15 (p<0.05),
p<0.001), 1 mmollL, dijer derigsimierie karsiastinidiinda tim derisimlerde istatistiksel
olarak anlamh oldugu (p<0.0001), 3 mmol/L; diger derigimlerle kargilastinidijinda tim
derigsimlerle ( 6, 9 mmol/L (p<0.001) , p<0.0001) istatistiksel olarak anlamli oldugu, 6
mmol/L; diger derisimlerie karsilagtinidiginda 9 mmol/L istatistiksel olarak anlamsiz, diger
derigimlerde istatistiksel olarak anlamli (p<0.0001), 9 mmolL diger derigimlerie
kargilastinidiyinda tim derigimlerde istatistiksel olarak anlamh (p<0.0001) oldugu, 12

grubu

mmol/L diger derisimlerle karsilastinidiginda; tim derisimlerle istatistiksel olarak anlamh
oldugu (p<0.0001) saptanmugtir.
¢.% oliim degerlerinin istatistiksel analizinde;

Gizelge 5.c. Kobalt'in 1, 3, 6, 9, 12, 15 mmol/L konsantrasyonlarina 86 saat maruz birakilan
Xenopus laevis embriyolannda % Olim degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile karsilagtinimas:.

Kons Kontrol |1 3 6 9 12 15
(mmol/L)
Kontrol X2.345|%%:287 X2.267 |*¥%238 [X%109 X2.50
d d d d d d
1 X214 X2:.19 X2.39 %2:359 X2.435
b ¢ d d d
3 N.S 212 X2.203 %2.375
a d d
6 NS X2,173 %2:355
d d
9 X%113 X2,325
d d
12 %2,185
d

Kons.=Konsantrasyon(milimol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol ile farkh kobalt derisimlen
karsilagtinidiginda; tim derisimierle istatistiksel olarak anlamhi oldugu (p<0.0001), 1
mmol/L diger derigsimlerle karsilastiriidiginda; tim derigimlerie istatistiksel olarak anlamit (3
mmol/L (p<0.01), 6 mmol/L (p<0.001), (p<0.0001) oldugu, 3 mmol/L; diger derisimlerle
karsilagtinidiginda 6 mmol/L istatistiksel olarak anlamsiz, diger derisimler istatistiksel olarak
(9 (p<0.05), 12, 15 mmol/L (p<0.0001),
karsilagtiridiginda; 9 mmol/L istatistiksel olarak anlamsiz, diger derigimler istatistiksel

grubu verilen embriyo gruplan

anlaml 6 mmol/L diger derigimlerie
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olarak aniamh (p<0.0001), 9 ve 12 mmol/L diger derisimlerie karsilastinidiginda; tim
derigimlerin birbiriyle istatistiksel olarak anlamli (p<0.0001) oldugu saptanmigtir.

% DEGERLER!
8 3

T

_
6 9 12
KONSANTRASYON (mM/L)

@

$Sekil 15. Kobait'in LC50 degeri.



Gizelge 6. Zn (1, 5, 10, 20, 30, 40, 80, 100 ugl/L)' nun gesitli derigsimlerine 96 saat
maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Normal, Anormal, Olum ve +SE degerleri.

Kons. Embriyo | %Normal %Anormal %Oliim
(nglL) sayisi
Kontrol 100 86+2.45 412 .45 -
1 100 70+2.24 30+2.24 -
5 100 35+2.24 60+1.58 5+1.58
10 100 35+2.24 60+1.58 512 .24
20 100 30+0.00 48+1.22 22+1.22
30 100 25+2.24 51+1.00 244292
40 100 25+2.24 20+0.00 55+2.24
80 100 - 40+1.58 60+1.58
100 100 - - 100+0.00
————— . A A _ b b
Q9
& 100 1
? 80 —e— Nomnal l
0 % j —a— Anormal |
Z . |
< 20 —a— Olim
Z 0
]
©
T & N e 9 SR
> &
Konsantrasyon (mikrogramyL)

Sekil 16. Zn (1, 5, 10, 20, 30, 40, 80, 100 ug/L)nun cesitli derisimlerine 96 saat maruz birakilan Xenopus

laevis embriyolarinda %Normal, Anormal, Olum degerleri. N: Normal, AN: Anormal, O: Olum.
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Gizelge 6 (Sekil 16) verileri degerlendirildiginde;
a.% normal degerlerinin istatistiksel analizinde;

Gizelge 6.a. Cinko'nun 1, 5, 10, 20, 30, 40, 80, 100 ug/L konsaﬁtrasyonlanna 96 saat maruz
birakilan Xenopus laevis embriyolaninda % Normal degerlerinin kontrolie ve birbirleri ile
kargilastinimasi.

Kons. | Kontroel |1 5 10 20 30 40 80 100
(ug/l)

Kontr X236 | X%195 |X%195 %2227 [X%:263  |*%263 X480 | ¥%:480
ol d d d d d d d d

1 X289 1%%.88 1X%q14 %146 |¥%145 |X%:350 |*%350
d d d d d d d

5 N.S N.S X218 X215 X2.175 (Y2175
b b d d

10 N.S %19 X2.15 X%175 X175
c b d d

20 N.S N.S X2.150  |*°:150
d d

30 X210 X125 |*%125
a d d

40 X2.125  |X%:125
d d
80 N.§

Kons.=Konsantrasyon(mikrogram/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ile farkli ¢inko derigsimleri verilen embriyo gruplan
karsilagtinidiginda; tim derigimlerle istatistiksel olarak anfamii oldugu (p<0.0001), 1 pg/L
diger derigimlerle kargilagtinldiginda, tim derisimlerde istatistiksel olarak anlamli oldugu
(p<0.0001), 5 pgl/L; diger derisimlerle karsilagtirildiginda 10, 20 pg/L istatistiksel olarak
anlamsiz, diger derisimierde (30, 40 (p<0.01), 80 , 100 pg/L p<0.0001) istatistiksel olarak
anlamli, 10 ug/L; diger derigsimlerie karsilagtirildiginda 20 pg/L istatistiksel olarak anlamsiz,
diger derigimlerde ( 30 (p<0.001), 40 (p<0.01), 80, 100 ug/L (p<0.0001) istatistiksel olarak
anlamli, 20 pg/L; diger derigsimlerle karsilastiridiginda 30, 40 pg/L istatistiksel olarak
anlamsiz, diger derigimlerde ( 80,100 pg/L (p<0.0001) istatistiksel olarak anlamli, 30 pg/L;
diger derigsimlerle karsilagtinidiginda tim derigimierle istatistiksel olarak anlamli (40
(p<0.05), 80, 100 pg/l. (p<0.0001), 40 pg/L diger derigimlerie kargilastiniidiginda tim
derigimlerle istatistiksel olarak anlamh oldugu (p<0.0001), 80 pg/L diger derisimlerie
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kargilagtirildiginda, 100 pg/L ile aralarinda istatistiksel olarak anlamii farklilik olmadigi

saptanmigtir.

b. % anormal degerlerinin istatistiksel analizinde,

Gizelge 6.b. Cinko'nun 1, 5, 10, 20, 30, 40, 80, 100 ug/L konsantrasyonlarina 96 saat maruz
birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Anormal degerlerinin kontrclle ve birbirleri ile
kargilagtinimasi.

Kons. | Kontrol |1 5 10 20 30 40 80 100
(1g/L)
Kontr X2.85 | X%:500 [%%:552 |X%320 |*%:362 | *X%:20 X2212 X220
ol d d d d d c d c
1 X%,162 |X%:158 |X%:61 |*%:81 X218 X2.19 X2.150
d d d d b c d
5 X212 |INS %2:133 X2.34 X2:300
N.S a d c d
10 X%.12 INS X25,133 %233 X2:300
a d c d
20 N.S X2.81 N.S X2:240
d d
30 X2.94 X212 X2,255
d a d
40 X102 [*:100
d d
80 X2.200
d

Kons.=Konsantrasyon(mikrogram/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ile farkh c¢inko derigimleri verilen embriyo gruplar
kargilastiriidiginda; tim derigimlerde (100 ug/L (p<0.001), (p<0.0001) istatistiksel olarak
anlamh, 1 pg/L; diger derisimlerle kargilagtirildiginda, tim derigimlerle istatistiksel olarak
anlamhi oldugu (40 (p<0.01), 80 ug/L (p0.001), (p<0.0001), § ug/L; diger derigimlerle
karsilagtiriidiginda, 10, 30 pg/L istatistiksel olarak anlamsiz, dider derigimlerde istatistiksel
olarak anlaml (20 (p<0.05), 80 (p<0.001), 40, 100 (p<0.0001), 10 pg/L; diger derigsimierle
kargilagtinldiginda 30 pg/L istatistiksel olarak anlamsiz, diger derisimlerde istatistiksel
olarak anlamh oldudu (20 (p<0.05), 80 (p<0.001), 40, 100 pg/L (p<0.0001), 20 pg/L diger
derigimlerle karsilastinldiginda 30, 80 ug/L istatistiksel olarak anlamsiz, diger derigimlerde
istatistiksel olarak anlamli (p<0.0001), 30 pg/L, diger derigimlerle karsilastinldiginda tim
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derigimlerde istatistiksel olarak anlamh (80 (p<0.05) 40, 100 ug/L (p<0.0001), 40 pg/L; diger
derigimlerle kargilagtinldiinda tum derigimlerde istatistiksel olarak anlamli oldugu
(p<0.0001), 80 pg/L; dider derigimlerle kargilagtirididinda 100 pg/L ile aralarinda
istatistiksel olarak anlamhilik oldugu (p<0.0001) saptanmigtir.

c. % oliim degerlerinin istatistiksel analizinde;

Gizelge 6.c. Cinka'nun 1, 5, 10, 20, 30, 40 pg/L konsantrasyonlarina 96 saat maruz birakilan Xenopus laevis
embriyolarinda % Oliim degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile kargilagtiriimasi.

Kons |Kontrol |1 5 10 20 30 40 80 100
(ug/L)
Kontr N.S X225 %25 [*%q10 X120 | *%275 (%300 ;500
ol c c d d d d d
1 X325 |X2%25 [X%110 %120 [X%275 0 [X%300 | X500
c c d d d d d
5 N.S X267 |*%77 X2,228 |X%:252 X451
d d d d d
10 X270 |*:80 X2.228 X2.253 X2.452
d d d d d
20 N.S X299 X2.120 %:304
d d d
30 X291 X2.110 %2290
d d d
40 N.S X2.102
d
80 X2.80
d

Kons.=Konsantrasyon(mikrogram/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ile farkh ¢inko derigimleri verilen embriyo gruplan
karsilastiriidiginda; 1 pg/L istatistiksel olarak anlamsiz, diger derigimlerde istatistiksel olarak
anlamh (5, 10 pg/L (p<0.001), p<0.0001), 1 pg/L; diger derigimlerle kargiiastinldiginda tiim
derisimlerde istatistiksel olarak anlamh (5, 10 pg/L (p<0.001), p<.0001), 5 ug/L; diger
derigsimlerle karsilagtirnldiginda 10 pg/L istatistiksel olarak anlamsiz, diger derigimler
istatistiksel olarak anlamii (p<0.0001), 10 pg/L; diger derigimlerle karsilagtiriidiginda tim
derigimlerle istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.0001), 20 ug/L diger derigimlerle
karsilastirddiginda 30 ug/L istatistiksel olarak anlamsiz, diger derisimlerle istatistiksel olarak
anlamh (p<0.0001), 30 pg/L; diger derigsimlerle karsilastinldiinda tim derigimlerle
istatistiksel olarak anlamh (p<0.0001), 40 ug/L; dijer derigimlerle kar§|Ia§tmId|§|nda 80 pg/L

81



istatistiksel olarak anlamsiz, diger derigsimde istatistiksel olarak anlamli (p<0.0001) ve 80
pg/L, diger derisimlerle karsilastiridiinda 100 ug/L ile aralarinda istatistiksel olarak
anlamlihik oldugu (p<0.0001) saptanmigtir.

100
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Sekil 17. Cinko’nun EC50 ve LC50 degeri.

Cinko igin Tl: 34.2ug/1./4.3ug/L: 7.9
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Cizelge 7. Mg (1, 5, 20, 40, 60, 80, 100 mmol/LYun farkli derigimlerine 96 saat maruz birakilan Xenopus
laevis embriyolannda % Normal, Anormal, Olim ve +SE degerleri.

Kons. Embriyo |%Normal %Anormal %01tim
(mmol/L) sayisi
Kontrol 100 90+1.58 10+1.58 -
0.1 100 4512.24 55+1.58 -
0.3 100 601+2.24 35+2.24 5+1.58
0.5 100 70+2.24 20+1.87 10+1.58
1 100 87+1.22 - 13£1.22
5 100 85+0.00 - 15+0.00
20 100 80+2.24 - 20+2.24
40 100 75+1.58 - 2511.58
60 100 70£2.24 - 30+2.24
80 100 45£1.58 - 55+1.58
100 100 - - 100+0.00
e r o
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= |
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Sekil18. Mg (1, 5, 20, 40, 60, 80, 100 mmol/Lyun farkli derisimlerine 86 saat maruz btrakilan
Embriyolarda % normal, anormal, éliim degerleri.
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Gizelge 7 (Sekil 18) analiz edildiginde;
a. % normal degerlerinin istatistiksel analizinde;
Gizelge 7.a.Magnezyum’un 1, 5, 20, 40, 60, 80, 100 mmol/L konsantrasyonlarina 86 saat maruz

birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Normal dederlerinin kontrolle ve birbirleri ile
karsilagtiniimasi. .

Kons. Kontrol |1 5 20 40 60 80 100
(mmol/L)
Kontrol %12 X204 X012 |X%450
NS |NsS N.S a ¢ d d
1 N.S X218 X101  |%%:435
N.S N.S b d d
5 N.S X214 X2.94 X2.425
N.S b d d
20 N.S X210 X2.76 X2.400
a d d
40 N.S *2:60 X2.375
d d
60 X246 X2.350
d d
80 X2.225
d

Kons.=Konsantrasyon(milimol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ile farkli magnezyum derigimleri verilen embriyo gruplari
kargilagtinidiginda; 1, 5, 20 mmol/L istatistiksel olarak anlamsiz, diger derisimlerde
istatistiksel olarak anlamh (40 (p<0.05), 60 mmol/L (p<0.001), p<0.0001), 1 mmol/L; diger
derisimlerle karsilagtirildiginda 5, 20, 40 mmol/L istatistiksel olarak anlamsiz, dider
derigimlerde istatistikse! olarak anlamh (60 mmol/L (p<0.05), p<0.0001), 5§ mmol/L; diger
derigsimlerle karsilagtiriidiginda 20, 40 mmol/L istatistiksel olarak anlamsiz, diger
derigimlerde istatistiksel olarak anlamli (60 mmol/L (p<0.01), p<0.0001), 20 mmol/L; diger
derigimlerle kargilastinidijinda 40 mmol/L istatistiksel olarak anlamsiz, diger derigsimlerde
istatistiksel olarak anlamli (60 (p<0.05), 80, 100 mmol/L (p<0.0001), 40 mmol/L; diger
derigsimlerle karsilagtinldiginda 60 mmol/L’ de istatistiksel olarak anlamsiz, diger
derigimlerde istatistiksel olarak anlamli (p<0.0001), 60 ve 80 mmol/L, dider derigimlerle
karsilagtiriidiinda tum derigsimlerle istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.0001)

saptanmgtir.



b. % anormal degerlerinin istatistiksel analizinde;

Cizelge 7.b. Magnezyum’un 1, 5, 20, 40, 60, 80, 100 mmol/L konsantrasyonlarina 86 saat maruz birakilan
Xenopus laevis embriyolarinda % Anormal degerlerinin kontrolle ve birbireri ile karsilastirimasi.

Kons. Kontrol | 1 5 20 40 60 80 100
(mmol/L)

Kontrol X250 |*%:50 %:50 X2.50 %50 %:50 %2:50

d d d d d d d

1 N.S N.S N.S N.S N.S N.S
5 ° N.S N.S N.S N.S N.S
20 N.S N.S N.S N.S
40 N.S N.S N.S
60 N.S N.S
80 N.S

Kons.=Konsantrasyon(milimol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ile farkh magnezyum derigimleri verilen embriyo gruplari
kargilastinidiginda; tum derigimlerde istatistiksel olarak anlamii oldugu (p<0.0001), 5, 20,
40, 60, 80 mmol/L, diger derisimlerle kargilastirildiginda ise kendi aralarinda istatistiksel
olarak anlamlilik olmadidi saptanmistir.

c. %0liim degerlerinin istatistiksel analizinde;

Cizelge 7.c. Magnezyum'un 1, 5, 20, 40, 60, 80, 100 mmol/L. konsantrasyonlarina 86 saat maruz
birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Olum degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile
karsilagtinimasi.

Kons. Kontrol |1 5 20 40 60 80 100
{mmol/L)

Kontrol X265 |*%75 (%100 %2125 | %150 %2300 | *i:500
d d d d d d d

1 NS [|*%25 [*%:68 X3,142 | *%:160 [ *4:378
¢ d d d d

5 N.S X220 X2:38 X2:45 %2361
c d d d

20 X211 X226 X112 %4321
a c d d

40 N.S X2,82 X2.281
d d

60 %259 X2.246
d d

80 X2.101
d

Kons.=Konsantrasyon(milimol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001
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Kontrolle magnezyum derigimleri kargilagtinldidinda; tim derigimlerle istatistiksel
olarak anlamh olduju (p<0.0001), 1 mmol/L; diger derisimlerle kargilastirildiginda 5
mmol/L, istatistiksel olarak anlamsiz, diger derisimlerde istatistiksel olarak anlamli (20
(p<0.001), (p<0.0001), 5 mmol/L; diger derigimlerle karsilagtinldidinda 20 istatistiksel
olarak anlamsiz, diger derigimlerde istatistiksel olarak anlamli (40(p<0.001), p<0.0001), 20
mmol/L; diger derigimlerle kargilastirildiginda tim derigimlerle istatistiksel olarak anlamli
(40 (p<0.05), 60 mmol/L (p<0.001), p<0.0001), 40 mmol/L dijer derisimlerle
kargilastiriidiginda 60 mmol/L'de istatistiksel olarak anlamsiz, diger derigsimlerde istatistiksel
olarak anlamlt (p<0.0001), 60 ve 80 mmol/L dijer derisimlerle kargilastinidiklarinda
aralaninda istatistiksel olarak anlamlilik oldugu (p<0.0001) saptanmistir.
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Sekil 19. Magnezyum’un EC50 ve LC50 degerleri.
Magnezyum’un Teratojenite indeksi:72 mmol/L/ 0.2 mmol/L: 360
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3.agamada;

a. Magnezyum'un segilen tek derigimi ile diger divalan katyonlarin segilen derigimleri birlikte

muamele edildijinde su bulgular elde edilmigtir:
a.1. Mg sabit (40mmol/L)+ kadmiyum (5, 7.2, 10, :io, 50 pmoliL) iken;

Cizelge 8. Mg (40mmol/L) + Cd (5, 7.2, 10, 30, 50 ymol/L)'un farkli derigsimlerine 86 saat maruz birakilan
Xenopus laevis embriyolarnnda % Normal, Anormal, Olim ve +SE degerleri.

Kons. Embriyo | %Normal %Anormal %OIim
(umol/lL) |sayisi
Kontrol 100 95+0.00 510.00 -
5 100 49 6+1.00 45+1.58
7.2 100 23+1.00 9+1.22 68+1.87
10 100 11+1.00 13%1.22 76+1.87
30 100 19+1.00 41+1.00 77+1.22
50 100 10£0.00 1£1.00 89+1.00

— 100

]

5 80 |

—e—norma

> 60 -

° —a— anormal

o 40 ..

° —a— 6lim

N 20

> 0 T - T T T T T

kontrol 5 7,2 10 30 50
konsantrasyon(mikromol/L)

$Sekil 20. Mg (40mmol/L) +Cd (5, 10, 30, 50 pmol/L)'un farkli derisimlerine 96 saat maruz birakilan Xenopus
laevis embriyolarinda % Normal, Anormal, Olim degerleri.
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GCizelge 8 (Sekil 20) deerlendirilecek olursa;

a. % normal degerlerinin istatistiksel analizinde;

Cizelge 8.a. Magnezyum (40 mmol/L)+Kadmiyum'un 5, 7.2, 10, 30, 50 umol/L konsantrasyonlarina 96 saat
maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Normal degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile karsilagtinimasi

Kons Kontrol |5 7.2 10 30 50

(umol/L)

Kontrol X111 [X%275 X2.371 *2:304 %2380
d d d d d

5 X2.73 X2.147 *2.92 X2.155

d d d d
7.2 X232 X214 ¥2.38
¢ b d
10 X2:40 X2:20
d c
30 X242
d

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ve 5 pmoliL ile farkli kadmiyum derigimleri verilen embriyo gruplarn
kargilastiriidiginda; istatistiksel olarak anlamii (p<0.0001), 7.2 pmol/L; diger derigimlerie
kargilagtiriidiginda tim derigimlerle istatistiksel olarak anlamli (10 p<0.001), 30 (p<0.01), 50
umol/L (p<0.0001), 10 umol/L. diger derigsimlerle karsilastinidiginda, tim derigimlerie
istatistiksel olarak anlamii (30 (p<0.0001), 50 ymol/L (p<0.001) oldugu, 30 pmol/L ve 50
pmol/L arasinda istatistiksel anlamlilik oldugu (p<0.0001) saptanmigtir.
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b. % anormal degerlerinin istatistiksel analizinde,

Gizelge 8.b. Magnezyum (40 mmol/L)+Kadmiyum'un 5, 7.2, 10, 30, 50 umol/L konsantrasyonlarina 96 saat
maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Anormal degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile
karsilagtirimast.

Kons Kontrol |5 7.2 10 30 50
(umol/L)
Kontrol N.§ X2:20 X270 N.S X2.20
c d ' c
5 X215 X2:52 N.S X225
. b d c
72 X2.25 X217 X2.40
c b d
10 X232 X2:56
c d
30 X215
b

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ile farkli kadmiyum derigimleri verilen embriyo gruplarn
kargilastirildiginda; 5, 30 umol/L’ de aralarinda istatistiksel olarak anlamlilik olmadigi, diger
derisimlerle istatistiksel olarak anlamhlik gésterdigi (7.2, 50 (p<0.001),10 umol/L (p<0.0001),
5 pumol/L; diger derigimlerle karsilastinldiinda, 30 pmol/L istatistiksel olarak anlamsiz,
diger derigimler istatistiksel olarak anlamli (7.2 (p<0.01),10 (p<0.0001), 50 (p<0.001), 7.2
pmol/L; diger derisimlerle karsilagtiriidiginda.tim derigimlerle istatistiksel olarak anlamii (10
(p<0.001), 30 (p<0.01), 50 ymol/L (p<0.0001), 30 pmol/L ve 50 pmol/L kargilagtinidiginda

aralarinda istatistiksel olarak anlamlilik oldugu (p<0.01).saptanmigtir.
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c. % oliim degerlerinin istatistiksel analizinde;

Gizelge 8.c. Magnezyum(40 mmol/L)+ Kadmiyum'un 5, 7.2, 10, 30, 50 umol/L konsantrasyonlarnna 96 saat
maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Olim degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile kargilagtiriimasi.

Kons Kontrol | 5 7.2 10 30 50
(umol/L)
Kontrol %2225 |%X%:340 X2:380 X2:385 X2:445
d d d d d
5 X2:40 *2:63 X267 X2:.109
d d d d
7.2 N.S N.S X2:25
C
10 N.S X211
a
30 X210
a

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ve 5 pmol/L ile farkli kadmiyum derisimleri verilen embriyo gruplari
kargilasgtinidiginda;; tim derigimlerle istatistiksel olarak anlamh (p<0.0001), 7.2 pmoliL;
diger derisimlerle kargilagtinidiginda 10, 30 pmol/L istatistiksel olarak anlamsiz, 50 umol/L
(p<0.001) istatistiksel olarak anlamili, 10 pmol/L; diger derisimlerle karsilagtinidiginda 30
umol/L istatistiksel olarak anlamsiz, 50 umol/L istatististiksel olarak anlamli (p<0.05), 30
pmol/L. diger derisimierle karsilastirildiinda 50 pmol/L ile arasinda istatistiksel olarak
anlamhiik oldugu (p<0.05) saptanmistir.

a.2 Mg sabit (40 mmol/L)+ Ni (10, 80, 100, 120 pmol/L) iken;
Gizelge 9. Mg (40 mmol/L) + Ni (10, 80, 100, 120, 150 pmol/L)in farkii derigimlerine
96 saat maruz birakiidi§inda Xenopus laevis embriyolarinda %Normal, Anormal, Olim ve

*SE degerleri.

Kons. Embriyo |Normal Anormal Olim
(umol/L) |sayist

Kontrol 50 100+0.00 - -

10 100 80+3.54 - 20+3.54
80 100 50+2.24 10+£1.58 40+3.54
100 100 45:2.74 15+£1.58 40+£3.54
120 100 30+£2.24 10£1.58 60+1.58
150 100 - - 100+0.00
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Sekil 21. Mg (40 mmol/L) + Ni (10, 80, 100, 120, 150 pmol/L)in farkli derigimlerine
96 saat maruz birakildi§inda Xenopus laevis embriyolannda %Normal, Anor-
mal ve Olim degerleri.

Gizelge 9 (Sekil 21) verileri degerlendirildiginde;
a.% normal degerlerinin istatistiksel analizinde

Gizelge 9.a. Magnezyum'un{40 mmol/L) sabit+Nikel'in 10, 80,100, 120,150 umol/L. konsantrasyonlarina 96
saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Normal degerlerinin kontrolle ve birbirderi ile
kargilastinimasi

Kons. Kontrol | 10 80 100 120 150
(umol /L)
Kontrol X2.22 X412 X2.152 %2:246 X2:500
c a d d d
10 X2.59 X2.78 X2,158 2:400
d d d d
80 N.S X240 X2,250
d d
100 X227 :225
c d
120 %:150
d

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001
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Kontrol grubu ile Mg+Nikel’ le muamele edilmig embriyo gruplarindaki degerler
karsilagtirildiginda; tim derigsimlerle istatistiksel olarak anlamli (10 (p<0.001), 80 pmol/L
(p<0.05), p<0.0001), 10 umol/L, diger derigimlerle kargilagtinldiginda; tim derigimlerle
istatistiksel olarak anlamli (p<0.0001), 80 pmol/L; diger derigsimlerle karsilagtirildiginda, 100
umol/L istatistiksel olarak anlamsiz, diger derigsimlerde (p<0.0001) istatistiksel olarak
anlamli, 100 pmol/L, diger derigimierle kar§|Ia§tlr.|ld|§|nda, tim derigimlerle istatistiksel
olarak anlaml (120 (p<0.001,150 ymol/L (p<0.0001) ve 120 pmol/L’ de; 150 pmol/L ile
aralarinda istatistiksel olarak anlamlilik oldugu (p<0.0001) gérialmustir.

b. % anormal degerlerinin istatistiksel analizinde;

Gizelge 9.b. Magnezyum’un (40 mmol/L) sabit+Nikel'in 10, 80, 100, 120, 150 umol/L konsantrasyoniarina 86
saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Anommal de@erlerinin kontrolle ve birbirleri ile
kargilagtiriimasi.

Kons.(umol/L) | Kontrol | 10 80 100 120 150
Kontrol N.S %250 X275 X2:50 N.S
d d d
10 X2.50 X275 X250 N.S
d d d
80 X214 X224 X2.50
b c d
100 X217 X2.75
b d
120 X250
d

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ile Mg+Nikel’ le muamele edilmis embriyo gruplarindaki degerler
kargilagtinididinda, 10, 150 pmol/L istatistiksel olarak anlamsiz, diger derigsimlerde
istatistiksel olarak anlamli (p<0.0001), 10 pmol/L; dider derigimlerle karsilastinidiginda, 150
pmol/L istatistiksel olarak anlamsiz, dijer derigimlerle istatistiksel olarak anlamli
(p<0.0001), 80 umol/L diger derigimlerie karsilastirildiginda, tim derisimlerde istatistiksel
olarak anlamh (100 (p<0.01), 120 (p<0.001) ve 150 ymol/L (p<0.0001) ve 100 umol/L;
diger derigimlerle karsilagtinidiinda tim derisimlerle istatistiksel olarak anlamli (120
(p<0.01) ve 150 pymol/L p<0.0001), 120 umol/L; diger derigimlerle kargilagtirldiginda 150
pmol/L (p<0.0001) ile istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmigtir.
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c. % 6liim degerlerinin istatistiksel analizinde;

Gizelge.9.c. Magnezyum'un (40 mmol/L)sabit+Nikel'in 10, 80, 100, 120, 150 umol/L konsantrasyonlarina 96
saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Olim degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile
kargilagtinimasi.

Kons. Kontrol 10 80 100 120 150
(umol /L)
Kontrol X2:100 X2:200 *2:200 *2:300 %1500
d d d d d
10 X259 X2.54 X2.137 X2,322
' d d d d
80 N.S X236 X2,182
d d
100 X2.37 X2.182
d d
120 X2.80
d

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ile Mg+Nikel' le muamele edilmig embriyo gruplarindaki degerler
karsilagtiriididinda, tim derigimlerle istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.0001), 10
umol/L; diger derigsimlerle karsilastinididinda, tim derigimlerle istatistiksel olarak anlamli
oldugu p<0.0001), 80 umol/L; diger derisimlerle karsilagtinldiginda, 100 pmol/L istatistiksel
olarak anlamsiz, diger derigimler istatistiksel olarak anlamli (p<0.0001), 100 ve 120 umol/L.
diger derigsimlerle karsilagtinidiinda, aralarinda istatistiksel olarak anlamlilik oldugu
(p<0.0001) saptanmstir.
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a3. Mg sabit (40mmol/L) + kobalt (10, 20, 56, 112, 120, 240, 300 umol/L) iken;

Cizelge 10. Mg (40 mmol/L) + Co (10, 20, 56, 120, 240, 300 ymol/L)n farkh derigimlerine 96 saat maruz
birakilan Xenopus laevis embriyolarinda %Normal, Anormal, Olim ve *SE degerleri.

Kons. Embriyo |%Normal %Anormal %O0liim

(nmoliL) Sayisi

Kontrol 100 9411.00 5+0.00 1£1.00

10 100 33+1.22 5+1.58 62+1.22

20 100 28+1.22 3+1.22 69+1.00

56 100 20+2.24 - 80+2.24

120 100 - 95+1.58 5+1.58

240 100 - 12+1.22 88+1.22

300 100 - 10+£0.00 90+0.00
S 100 - |
¢ 80 ——normal |
D 60 1
T 40 —=—anormal |
ﬁ 20 —— Bliim J
3 0 I

\{po
konsantrasyon(mikromol/L)

Sekil 22. Mg (40mmol/L) + Co (10, 20, 56, 120, 240, 300 umol/L)'in farkii derigsimlerine
96 saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda %Normal, Anormal ve Olim degerleri.
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Cizelge 10 ( Sekil 22) verileri analiz edildiginde;
a % normal degerlerinin istatistiksel analizinde;

Gizelge 10.a. Magnezyum (40 mmol/L)+Kobalt'in 10, 20, 56, 120, 240, 300 umol/L konsantrasyonlarina 96
saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Nommal degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile

kargilagtiriimasi.

Kons Kontrol {10 20 56 120 240 300
(pmol/L '
Kontrol XZ.198  1%%:231 X2:292 X470 %2470 X2:470
d d d d d d
10 N.S X227 X%165  [*%:165 X2.165
¢ d d d
20 X2:14 X140  |*%:140 X2.140
b d d d
56 X100 %100 *2.100
d d d
120 N.S N.S
240 N.S

Kos.=Konsantrasyon(mikromoi/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ile Mg+Co' la muamele edilmis embriyo gruplarindaki degerler
karsilastiriidiginda; tim derigsimlerle istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.0001), 10
umol/L; diger derigimlerle kargilastinidiginda, 20 pmol/L istatistiksel olarak anlamsiz, diger
derigimler istatistiksel olarak anlami ( 56 pymol/L (p<0.001 ), p<0.0001), 20 pmol/L; diger
derigimlerle karsilagtiriidiginda, tim derigimlerde istatistiksel olarak anlamh (56 (p<0.01),
p<0.0001), 56 pmol/L, diger derigsimlerie karsilastinididinda tiim derisimlerle istatistiksel
olarak anlamli (p<0.0001) ve 120 ve 240 umol/L dider derisimlerle karsilastinidiinda;
aralarinda istatistiksel olarak anlamlilik olmadigi saptanmistir.

b.% anormal degerierinin istatistiksel analizinde;

Cizelge 10.b. Magnezyum (40 mmol/L)y+Kobalt'in 10, 20, 56, 120, 240, 300 pmol/L konsantrasyonlarina 96
saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolannda % Anommal degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile
kargilagtirilmasi.

Kons Kontrol | 10 20 56 120 240 300

(umol/L)

Kontrol X2.10 [*%10 X2.25 X2.426 X220 X212

a a c d c a

10 N.S N.S X2.426 X225 X207
d ¢ b

20 N.S X2:445 X235 X2.27
d d c
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Cizelge 10.b.(Devam) Magnezyum (40 mmol/L)+ Kobaltin 10, 20, 56, 120, 240, 300 umolL
konsantrasyonlarina 96 saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Anormal degerlerinin kontrolle
ve birbirleri ile kargilagtinimasi.

56 X2.475 X2.60 X250
d d d
120 %2:362 X2.380
d d
240 . N.S

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ile Mg+Co’ la muamele edilmis embriyo gruplarindaki degerier
kargilagtinidiginda; tim derigimlerle istatistiksel olarak anlamii oldugu (10, 20, 300 (p<0.05),
56, 240 ymol/L (p<0.001), 120 (p<0.0001), 10 pmol/L; diger derigimlerle kargilagtirildiginda,
20, 56 pmol/L istatistiksel olarak anlamsiz, diger derisimler istatistiksel olarak anlamli (120
(p<0.0001), 240 (p<0.001), 300 uymol/L (p<0.01), 20 pm'olIL; diger deriéimlerle
kargilagtinldiginda, 56 pmol/L istatistiksel olarak anlamsiz, diger derigimler istatistiksel
(p<0.001), p<0.0001), 56 ve 120 pmolilL,
kargiiagtinidiginda tiim derigimlerde istatistiksel olarak anlamii (p<0.0001) ve 240 pmol/L ile

olarak anlamii diger derigimlerle

300 umol/L arasinda ise istatistiksel olarak anlamlilik olmadigi saptanmistir.
¢.% oliim degerlerinin istatistiksel analizinde,

Gizelge 10.c.Magnezyum (40 mmol/L)+Kobalt'in 10, 20, 56, 120, 240, 300 umol/L konsantrasyonlarina 96
saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Olim degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile
kargilagtinimasi.

Kons Kontrol | 10 20 56 120 240 300
(umol/L)
Kontrol X2.300 |%%:335 |%%:390 [¥%25 X2.430 X2.440
d d d d d d
10 N.S X221 X2.262 X2.55 X2.64
c d d d
20 X2:352  [*X°:297 X2.26 %32
d d c c
56 X2.352 N.S N.S
d
120 X<.391 X2.401
d d
240 N.S

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),K:Kontrol,N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001
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Kontrol grubu ile Mg+Kobalt' la muamele edilmis embriyo gruplarindaki degerler
kargilagtinidiyinda; tim derisimlerie istatistiksel olarak anlamh oldugu (p<0.0001), 10
pmol/L; diger derisimlerle karsilagtirildiginda 20 uymol/L istatistiksel olarak anlamsiz, diger
derisimlerde istatistiksel olarak anlamh (56 pmol/L (p<0.001), p<0.0001), 20 pmol/L; diger
derisimlerle karstlagtiriidiginda, tim derigimlerde istatistiksel olarak anlamh (240, 300
umol/L  (p<0.001), 56, 120 pmol/L (p<0.000.1), 56 pmollL; diger derigimlerle
kargilagtiriidiginda, 120 umol/L (p<0.0001) istatistiksel olarak anlamli, 120, 240, 300 pmol/L
derigsimierde istatistiksel olarak anlamsiz, 120 ymol/L; diger derisimlerle karsilagtinidiginda
tim derigimlerde istatistiksel olarak anlamli (p<0.0001) ve 240 pmol/L ile 300 pmol/L
karsilagtinidiginda istatistiksel olarak anlamlihik olmadidi saptanmstir.

a.4.Magnezyum sabit+ kobalt 1, 2, 3, 9 mmol/L) iken;

Gizelge 11. Mg (40 mmol/L) sabit + Co (1, 2, 3, 9 mmol/L)'in gesitli derigsimlerine 86 saat maruz birakilan
Xenopus laevis embriyolarinda %Normal, Anormal, Olim +SE degerleri.

Kons. Embriyo  |%Normal %Anormal %0liim
{mmoliL) sayisi

Kontrol 100 096+1.87 411.87 -

1 100 451+3.16 8+1.22 47+4.06
2 100 35+1.58 10£1.58 55+2.74
3 100 15+2.24 15+£2.24 70+2.74
9 100 - 3+1.22 97+1.22
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Yiizde degerleri

kontrol 1 2 3 9
konsantrasyon(milimol/L)

Sekil 23. Mg (40mmol/L) sabit + Co (1, 2, 3, 9 mmol/L)n gesitli derigimlerine
96 saat aruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda %Normal, Anormal, Olim degerleri.

Gizelge 11( Sekil 23) verileri analiz edildiginde;
.a.% normal degerierinin istatistiksel analizinde;

Cizelge 11.a. Magnezyum (40 mmol/L)+Kobait'in 1, 2, 3, 9 mmol/L konsantrasyonlarina 96 saat maruz
birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Normal degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile kargilagtinimasi.

Kons Kontrol |1 2 3 9
(mmol/L)
Kontrol X2.138 X2.194 X2,342 X2.480
d d d d
1 X214 X2.102 X2.225
b d d
2 2,61 X2.175
d d
3 X275
d

Kons.=Konsantrasyon(milimol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu Mg+Co’in farkli derigsimlerine maruz birakilan embriyo gruplari
kargilastinldiginda; tim derigimlerle istatistiksel olarak anlamli (p<0.0001), 1 mmol/L; diger
derigimlerle karsilastirildi§inda, tim derigimlerle istatistiksel olarak anlamh (2 (p<0.01).3, 9
mmol/L (p<0.0001), 2 mmol/L; dider derigsimlerle karsilastinldiinda tim derigimlerie
istatistiksel olarak anlamii (p<0.0001), 3 mmol/L ve 9 mmol/L arasinda istatistiksel olarak

anlamlilik oldugu (p<0.0001) saptanmigtir.
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b. % anormal degerlerinin istatistiksel analizinde;

Gizelge 11.b. Magnezyum (40 mmol/L)+Kobalt'in 1, 2, 3, 9 mmol/L konsantrasyonlarina
96 saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyclarinda % Anormal degerlerinin kontrolle
ve birbirleri ile kargilastinimasi.

Kons. Keontrol 1 2 3 9
(mmol/L)

Kontrol N.S X212 X2.52 X215
a d b

1 X262 *2:20
. N.S d c

2 .25 X2:30
c (4

3 X251
d

Ko.=Konsantrasyon(milimol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu Magnezyum+kobalt'in farkli derisimlerine maruz birakilan embriyo
gruplart kargilastinildiginda;1 mmol/Lde istatistiksel olarak anlamsiz, diger derigimlerde
istatistiksel olarak anlamli (2 (p<0.05), 3 (p<0.0001), 9 mmol/L (p<0.01), 1 mmol/L, diger
derigimlerle kargilagtirildiginda, istatistiksel olarak anlamsiz, diger derigimlerle istatistiksel
olarak anlamhi (3 (p<0.0001), 9 mmol/L (p<0.001), 2 mmol/L; diger derigimlerle
kargilagtiriidiginda tum derisimlerle istatistiksel olarak anlamli (p<0.001) ve 3 mmol/L; diger
derisimlerle karsilastinidiginda, 9 mmol/L’ le aralarinda istatistiksel olarak anlamlilik oldugu
(p<0.001) saptanmigtir.

c.% oliim degerlerinin istatistiksel analizinde,

Gizelge 11.c. Magnezyum (40 mmol/L)+Kobalt'in 1, 2, 3, 9 mmol/L konsantrasyonlarina
96 saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Olum degerlerinin
kontrolle ve birbireri ile karsilagtinimasi.

Kons Kontrol 1 2 3 9
(mmol/L)
Kontrol X2,235 X2:275 X2.350 X2:485
d d d d
1 X211 X244 X132
a d d
2 X2.18.8 X293
c d
3 X2:57
d

Kons.=Konsantrasyon(milimol/L),K:Kontrol,N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

100



Kontrol grubu Magnezyum-+kobalt'in farkli derigimlerine maruz birakilan embriyo
gruplari  kargilastinidiginda; tim derigimlerie istatistiksel olarak anlamii (p<0.0001), 1
mmol/L; diger derigsimlerle karsilastirildiginda, tim derigimlerde istatistiksel olarak anlamii
(2 (p<0.05), 3, 9 mmol/L (p<0.0001), 2 mmol/L, diger derisimlerle karsilagtirldiginda, tim
derigimlerle istatistiksel olarak anlaml (3 (p<0.001), 9 mmol/L (p<0.0001) ve 3 mmoliL;
diger derigimlerie karsilagtirildidinda 9 mmol/L ile aralarinda istatistiksel olarak anlamlilik
oldugu (p<0.0001) saptanmigtir.

3.2.5.1 Mg (40 mmol/L) sabit+ Zn (40 ugiL) sabit+ Cd (5, 7.2, 8.5, 10 ymol/L) iken;

Gizelge12. Mg (40 mmol/L) sabit+ Zn (40 pg/L)+ Cd (5, 7.2, 8.5, 10 pmol/L) ‘un farkls derigimlerine 96 saat
maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda %Normal, Anormal, Olom ve +SE degerleri.

Kons. Embriyo  [Normal Anormal Oliim
{umoliL) sayisi

Kontrol 100 05+2.24 512.24 -

5 100 5411.00 38+1.22 8+2.00
72 100 32+1.22 40£2.24 28+2.55
8.5 100 25:3.16 20£2.24 55+4.18
10 100 - . 1000.00
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120

T 100 -
E 80 - —&— Normal
3 60 —8&— Anormal
-§ 40 4 —a— Olam
£ 20

0 —

Kontrol 5 7.2 85 10
Konsantrasyon (mikromol/L)

Sekil.24. Mg (40 mmol/L) sabit+ Zn (40 pgl/L) sabit+ Cd (5, 7.2, 8.5, 10 umol/L) un
farkli derisimlerine 96 saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda %Normal,
Anormal, Oltm degerleri.

Cizelge 12 (Sekil 24) verileri degerlendirilecek olursa;
a.%normal degerlerinin istatistiksel analizinde;

Cizelge 12.a. Magnezyum (40 mmol/L) sabit+Cinko (40 ug/L)* Kadmiyum'un 5, 7.2, 8.5, 10 umol/L
konsantrasyonlarina 96 saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Normal de@erlerinin kontrolie
ve birbirleri ile karsilastiriimasi

Kons K 5 7.2 8.5 10
.(umol/L)
K X2.138 X2 194 X342 X2.480
d d d d
5 X214 X2.102 X<:225
b d d
7.2 X261 X2.195
d d
8.5 X2.75
d

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu Mg+Zn+Cd’ un farkli derigimlerine maruz birakilan embriyo gruplan
karsilagtinldidinda; tim derigimlerie istatistiksel olarak anlamli (p<0.0001), 5 ymol/L; diger
derigsimlerie karsilagtinldiginda, tim derisimlerie istatistiksel olarak anlamhi (7.2 umol/L
(p<0.01, (p<0.0001), 7.2 ymol/L; diger derigimlerle karsilagtiridiginda, tim derigimlerle
istatistiksel olarak anlamli (p<0.0001) ve 8.5 pmol/L ve 10 pymol/Lle karsilastirildiinda
aralarinda istatistiksel anlamlilik oldugu (p<0.0001) saptanmistir.
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b. % anoﬁnal degerlerinin istatistiksel analizinde;

Gizelge12.b. Magnezyum (40 mmol/l) sabit+ Cinko (40 ug/L)+ Kadmiyum'un 5, 7.2, 8.5, 10 umol/L
konsantrasyonlarina 86 saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Anomal degerlerinin kontrolle
ve birbirleri ile kargilagtiriimasi.

Kons K 5 12 8.5 10
.(umol/L)
K X2:332 %:430 X245 25
d d d c
5 N.S X245 X2.190
’ d d
7.2 X251 X2:200
d d
8.5 X2:100
d

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu Mg+Zn+Cd’ un farkli derigsimlerine maruz birakilan embriyo Qruplan
karsilastinididinda; tum derigimlerle istatistiksel olarak anlamli (10 pmol/L (p<0.001),
p<0.0001), 5 ymol/L; diger derisimlerle kargilastinldiginda, 7.2 umol/L istatistiksel olarak
anlamsiz, diger derigimlerde (p<0.001) istatistiksel olarak anlamli, 7.2 pmol/L, diger
derisimierle kargilagtirildiginda, tim derisimlerle istatistiksel olarak anlamh (p<0.0001) ve
8.5 pmoliL; diger derigimlerle karsilastinldiginda 10 umol/L’ le istatistiksel olarak anlamli
(p<0.0001) oldugu saptanmistir.

b. % o6lim degerlerini istatistiksel analizinde;

Gizelge 12.c. Magnezyum (40 mmol/lL) sabit+ Cinko (40 upg/L)+ Kadmiyum'un 5, 7.2, 8.5 10 umol/L
konsantrasyonlarina 96 saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolaninda % Of im degerlerinin kontrolle
ve birbirleri ile kargilastiriimasi

Kons K 5 7.2 8.5 10
{umol/L)
K X2.40 *2.140 X2,275 X2:500
d d d d
5 X275 %2:200 2424
d d d
7.2 X266 %2.260
d d
8.5 *2.104
d

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001
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Mg+Zn+Cd’un farkli derigsimlerine maruz birakilmig embriyo grubu, kontrol grubu ve kendi
aralarinda Kkarsilagtirildiginda tim derigimlerle istatistiksel olarak anlamlihk oldugu
(p<0.0001) saptanmustir.

3.a.5.2 Mg sabit ( 40mmol/L) + Zn sabit (40pmol/L)+ Ni (20, 50, 80, 100, 120umol/L)
iken; '

Cizelge13. Mg (40mmol/L) sabit+ Zn (40pgl/L) sabit+ Ni (20, 50, 80, 100, 120 umol/L) ‘un farkli derigimlerine
96 saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Normal, Anormal, Olum ve +SE degerleri.

Kons, Embriyo | % Normal % Anormal % Oltim
(umol/L) sayist
Kontrol 100 97+2.00 3+2.00 -
20 100 65+2.24 15+1.58 20+2.24
50 100 54+1.00 16+1.87 30+1.58
80 100 53+1.22 13£1.22 3411.87
100 100 47+1.22 18£1.22 35:2.24
120 100 40224 1542.24 453 54
r |
= 100 1 —e—normal
() —=— anormal
5 o0 I+ sium |
8 60 -
§
=
> 0 -t - z ] [ ]
kontrol 20 50 80 100 120
| konsantrasyon(mikromol/L)
L

Sekil.25. Mg (40 mmol/L) sabit+ Zn (40 pgl/L) sabit+Ni (20, 50, 80, 100, 120 ymol/L) ‘un farkh derigimierine 96
saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda %Normal, Anormal, Olim degerleri.
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Cizelge 13 ( Sekil 25) degerleri analiz edildidinde;
a. % normal degerlerinin istatitiksel analizinde;

Gizelge 13.a. Magnezyum (40 mmol/L) sabit+ Cinko (40 pg/L) sabit+ Nikel'in 20, 50, 80, 100, 120 umol/L
konsantrasyonlarina 96 saat maruz birakilan Xenopus iaevis embriyolarinda % Normal
degerierinin kontrolle ve birbirleri ile karsilagtiriimasi

Kons.(umol/L) | Kontrol 20 50 80 100 120
Kontrol X2.53 X2.95 *2.100 X2.129 X2,168
. d d d d d
20 X2.70 2.1 X226 X2.50
a a [4 d
50 N.S N.S X220
(44
80 N.S X2.18.8
c
100 N.S

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ile Mg+Zn+Ni’ in farkli derigimleri kargilagtirildiginda; tum derigimierie
istatistiksel olarak anlamli (p<0.0001), 20 umol/L; diger derigimlerle karsilastiriidiginda. tim
derisimlerle istatistiksel olarak anlamii (50, 80 ymol/L (p<0.05), 100 umol/L (p<0.001), 120
umol/L p<0.0001), 50 umol/L; diger derigsimlerle karsilagtiriidiginda, 80, 100 pmol/L
istatistiksel olarak anlamsiz, 120 ymol/L istatistiksel olarak anlamh (p<0.001), 80 pmol/L;
diger derigimlerle karsilastirildiginda, 100 pymol/L istatistiksel olarak anlamsiz, 120 pmol/L
istatistiksel olarak anlamli (p<0.001) ve 100 uymol/L; diger derigimlerle karsilagtirildiinda
120 ymol/L’ le aralarinda istatistiksel olarak anlamiilik olmadigi saptanmistir.

b.% anormal degerlerinin istatistikel analizinde;

Gizelge 13.b. Magnezyum (40 mmol/L) sabit+ Cinko (40 pg/L) sabit+ Nikel'in 20, 50, 80, 100, 120 pmol/L
konsantrasyonlarina 86 saat maruz birakilan Xenopus lagvis embriyolarinda % Anormal
degerierinin kontrolle ve birbirleri ile kargilagtiriimasi.

Kons.(umol/L) | Kontrol 20 50 80 100 120
Kontrol X2:30 X2.47 %:20 247 X220
c d c d c

20 N.S N.S N.S N.S
d

50 X%10 X214
N.S a b

80 X2.10,a N.S

100 N.S

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),K:Kontrol,N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001
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Kontrol grubu ile Mg+Zn+Ni’ in farkli derigimleri karsilagtinldiginda; tum
derigimlerle istatistiksel olarak anlamh (20, 80, 120 pmol/L (p<0.001), 50, 100 pmol/L
(p<0.0001), 20 umol/L; diger derigsimierle kargilagtinidiinda, tim derigimlerie istatistiksel
olarak anlamsiz, 50 pymol/L; dider derigimlerle karsilagtirildiginda, 80 umol/L istatistiksel
olarak anlamsiz, diger derigimlerle istatistiksel olarak aniamli (100 (p<0.05), 120 pmol/L
(p<0.01), 80 umol/L; diger derisimlerle karsilastinldiginda, 120 ymol/L istatistiksel olarak
anlamsiz, 100pmol/L istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) ve 100 pmol/L ve 120 umol/L’ tn
kargilagtirimasinda aralarinda istatistiksel olarak anlamlilik oldugu saptanmistir.

b. % o6liim oranlarinin istatistikse! analizinde;
Gizelge 13.c. Magnezyum (40 mmol/L) sabit+ Cinko (40 pg/L) sabit+Nikelin 20, 50, 80, 100, 120 pumol/L

konsantrasyonlarina 96 saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Oltm
degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile karsilastirnimas:.

Kons.(umol/L) | Kontroel | 20 50 80 100 120
Kontrol X2:.100 X2.150 X2:120 X2:175 X2.225
d d d d d
20 X2.20 X2:30 X2:35 X271
(4 c d d
50 N.S N.S X231
C
80 N.S X217
b
100 X212
a

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ile Mg+Zn+Ni’ in farkh derigimlerine maruz birakiimig embriyo grubu
karsgilastiriidiginda; tim derigimlerle istatistiksel olarak anlamii (p<0.0001), 20 umol/L; diger
derisimlerle karsilastinldiginda, tim derigimierle anlamli ( 50, 80 pmol/L ( p<0.001), 100
pmol/L, 120 umol/L (p<0.0001), 50 umol/L ; diger derigimlerle karsilagtinidiginda, 80, 100
pmol/L istatistiksel olarak anlamsiz, 120 pmol/L istatistiksel olarak anlamli (p<0.001), 80
pmol/L; diger derisimlerle kargilagtinldiginda, 100 pmol/L istatistiksel olarak anlamsiz, 120
umol/L istatistiksel olarak anlamh (p<0.01), 100 pmol/L; diger derisimlerie
kargilastiriidiginda 120 pmol/L ile istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.05) saptanmugtir.
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3.a.5.3. Mg sabit (40 mmol/L) + Zn sabit (40 ugl/L) + Co (10, 20, 56, 112 pmol/L) iken;

Gizelge14. Mg (40 mmol/L) sabit+ Zn (40 ugl/L) sabit+ Co (10, 20, 56, 112 uymol/L)'1n farkli derigimierine 96
saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda %Normal, Anormal, Olim ve +SE degerieri.

Kons. Embriyo | %Normal %Anormal %Oliim
(nmol/L) sayisi
Kontrol 100 9711.22 3+1.22 -
10 100 3321.22 16+1.00 51+1.87
20 100 41+1.00 3+1.22 56+1.00
56 100 2511.58 3+1.22 72+2.55
112 100 7+1.22 15+1.58 78+1.22
100 -
T 80 -
=
& 60 - —e—normal
S —&— anormal
ﬁ 40 - —a— Blim
= o
$ 20
0 B T 1
kontrol 10 20 56 112
konsantrasyon(mikromol/L)

Sekil.26. Mg (40mmol/L) sabit+ Zn (40ugl/L) sabit+ Co ( 10, 20, 56, 112 ymol/L)'in farkli derigimierine 96 saat
maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda %Normal, Anormal, Olim degerleri.
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Gizelge 14 (Sekil 26) verileri analiz edildijinde;

a. % normal degerlerinin istatistiksel analizinde;

Gizelge 14.a. Magnezyum (40 mmollL)+ Cinko (40 pg/L)+ Kobaltin 10, 20, 56,
konsantrasyonlarina 96 saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Normal degerlerinin kontrolle

ve birbirteri ile kargilastinimasi.

Kons Kontrol | 10 20 56 112
(umol/L)
Kontrol X211 2.162 2:267 X417
d d d d
10 X2:.129 %2105 X2:.103
a a d
20 *2,33 X2. 141
c d
36 X2:66
d

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

112 pmollL

Kontrol grubu ile Mg (sabit)+Zn (sabit)+ farkli Co derigimleri kargilastinidiginda;

tim derigsimlerde istatistiksel olarak anlamihi olduju (p<0.0001), 10 pmol/L; diger

derigimlerle kargilastinidiginda, tim derigimlerle istatistiksel olarak anlamii ( 20, 56 pmol/L

(p<0.05), p<0.0001), 20 pmol/L, diger derigimlerle karsilagtirildiinda, tim derigimlerde
istatistiksel olarak anlamli (56 (p<0.001), 112 umol/L (p<0.0001) ve 56 pmoliL; diger
derigimlerle karsilagtinidiginda 112 pmol/L ile aralarinda istatistiksel olarak anlamhiik

oldugu gértlmustir (p<0.0001).

b. % anormal degerlerinin istatistiksel analizinde;

Gizelge14.b. Magnezyum (40 mmol/L)+GCinko (40 ug/L)+Kobalt'n 10, 20, 56, 112 umol/L. konsantrasyonlarina
96 saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Anormal degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile
kargtlagtiriimasi.

Kons Kontrol | 10 20 56 112

(umol/L)

Kontrol X2.85 N.S N.S X245

d d
10 X2.54 X2:54 N.S
d d

20 N.S X2:85
d

56 X2:60
d

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001
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Kontrol grubu ile Mg (sabit)+Zn (sabit)+ farkli Co derisimleri kargilagtinidiginda;
20, 56 umol/L istatistiksel olarak anlamsiz, diger derisimlerde istatistiksel olarak anlamh
(p<0.0001), 10 ymol/L; diger derigimlerle karsilagtinldiginda, 112 ymol/L istatistikse!l olarak
anlamsiz, diger derigsimlerde istatistiksel olarak anlamli (p<0.0001), 20 pmol/L; diger
derigimlerle karsilagtinldijinda, 56 pmol/L istatistiksel olarak anlamsiz, 112 pmol/L
istatistiksel olarak anlamli (p<0.0001) ve 56 umol/L, diger derisimlerle karsilagtiriidiinda,
112 pmol/L’ Gn istatistiksel olarak anlamli (p<0.0001) oldugu saptanmistir.

c. % 6liim oranlarinin istatistiksel analizinde;

Gizelge 14.c. Magnezyum (40 mmol/L)+Cinko( 40 pg/L)+Kobalt'in 10, 20, 56, 112 umol/L konsantrasyoniarina
96 saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Olim degerlerinin kontrolie ve birbirleri ile
karsilagtirimasi. .

Kons. Kontrol | 10 20 56 112
(pmol/L)
Kontrol 2,255 X2,280 %2:360 *2:390
d d d d
N.S *2:31 X2.47
c d
X219 *2:31
[4 C
N.S

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ile Mg (sabit)+Zn (sabit)+ farkli Co derisimleri kargilagtinldiginda;;
tum derigimlerle istatistiksel olarak anlamli (p<0.0001), 10 pmol/L; diger derisimlerle
kargilagtinidiginda, 20 pymol/L istatistiksel olarak anlamsiz, diger derigimler istatistiksel
olarak anlaml (56 (p<0.001), 112 pmol/L (p<0.0001), 20 pmol/L, diger derigimlerle
kargilagtirildiinda tim derigimlerle istatistiksel olarak anlamli (p<0.001) ve 56 pmol/L diger
derisimlerle karsilastirildiginda, 112 pmol/L arasinda anlamlilik oimadig: saptanmigtir.
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3.a.5.4. Magnezyum sabit+ Zn sabit + Co (1, 2, 3, 9 mmol/L) iken;

Gizelge15. Mg (40 mmol/L)sabit +Zn (40 pgl/L) sabit +Co (1, 2, 3, 9 mmol/L) ‘in farkh derigimlerine 86 saat
maruz birakilan Xenopus laevis embriyolaninda %Normal, Anormal, Olim ve+SE degerleri.

Kons. Embriyo % Normal % Anormal % Oliim
(mmol/L) sayisi
Kontrol 100 95+0.00 5+0.00 -
1 100 20+1.58 451274 35+3.54
2 100 5+1.58 32+1.22 63+2.00
3 100 - 5+1.00 95+1.00
9 100 - - 100+0.00
100 -
90
80 -
B 70
5 60 —&—normal
% 50 —=— anormal |
8 40 —a—oom |
g 30 S
20 |
10
0 - : : e L —

kontrol 1 2 3 9
konsantrasyon(milimoV/L)

Sekil 27. Mg (40 mmol/L) sabit+Zn (40 ugl/L) sabit+ Co (1, 2, 3, 9 mmol/L) ‘in farkhh derisimlerine maruz
birakilan Xenopus laevis embriyolarinda %Normnal, Anormal, Olum degerieri.
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Cizelge 15 ( Sekil 27) degerlendirilecek olursa;
a. % normal degerlerinin istatistiksel analizinde,

Gizelge 15.a. Magnezyum (40 mmol/L)+Cinko (40 ug/L)+Kobaltin 1, 2, 3, 9 mmol/L konsantrasyonlarina 86
saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Normal degerlerinin kontrolle ve birbirderi ile

kargilagtiriimasi.

Kons. Kontrol 1 2 3 9
(mmol/L)
Kontrol X2:296 X2.426 X2.475 X2.475
’ d d d d
1 X2.58 X2.100 X2:.100
d d = d
2 X225 X2.25
[ c
3 N.S

Kons.=Konsantrasyon(milimol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ile Mg (sabit)+Zn (sabit)+ farkli Co derigimleri karsilastinidiginda;
tim derisimlierde istatistiksel olarak anlamli (p<0.0001), 1 mmol/L, diger derigimlerle
karsilastirildiginda tim derigimlerle istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.0001), 2
mmol/L; diger derigimlerle karsilastirldiyinda, tim derigimlerle istatistiksel olarak anlamli
oldugu (p<0.001) v¢ 3 mmol/L ile ; 9 mmol/l. arasinda istatistiksel olarak anlamlilik

olmadigi.saptanmistir.

b.% anormal degerlerinin istatistiksel analizinde;

Gizelge 15.b. Magnezyum (40 mmol/L)+ Cinko (40 ug/L)+Kobalt'in 1, 2, 3, 9 mmol/L konsantrasyonlarina 86
saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Anormal degerierinin kontrolle ve birbirleri ile
karsilagtiriimasi.

Kons Kontrol 1 2 3 9
(mmol/L)
Kontrol X2.177 X2,113 N.S N.S
d d
1 X222 X2.169 X2.225
¢ d d
2 X2.106 X2.160
d d
3 2:30
d

Kons.=Konsantrasyon(milimol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001
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Kontrol grubu ile Mg (sabit)+Zn (sabit)+ farkll Co derigimleri kargilagtinidiginda; 3,
9 mmol/L istatistiksel olarak anlamsiz, 1 ve 2 mmol/L istatistiksel olarak anlamli (p<0.0001),
1 mmol/L; dider derisimlerle kargilagtinidiginda, tim derigimlerie (2 mmol/L (p<0.001), 3, 9
mmol/L (p<0.0001) istatistiksel 2 mmol/lL, diger
karsilagtiriidiginda, tiim derigimlerde istatistiksel olarak anlamii (p<0.0001) ve 3 mmol/L ile

olarak anilamli, derigimlerle

9 mmol/L arasinda istatistiksel olarak anlamlilik olduéu (p<0.0001) saptanmistir.

c. % o6liim degerlerinin istatistiksel analizinde;

Gizelge 15.c. Magnezyum (40 mmol/L)+ Cinko (40 ug/L)+Kobalt'in 1, 2, 3, 9 mmol/L. konsantrasyonlarina 96
saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolannda % Olim degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile
kargilagtinimasi

Kons Kontrol 1 2 3 9
mmol/L)
Kontrol X2.175 X2:315 2.470 X2.500
d d d d
1 X2:64 X2.187 X213
d d d
2 X252 X269
d d
3 N.S

Ko.=Konsantrasyon(milimol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ile Mg (sabit)+Zn (sabit)+ farkli Co derigimleri karsilagtinldiginda; tim
derigimlerde istatistiksel olarak anlamli (p<0.0001), 1 ve 2 mmol/L, diger derisimlerle
karsilagtiriidiinda, tim derigimlerin istatistiksel olarak anlamii (p<0.0001) ve 3 mmol/L’ le
9 mmol/L arasinda istatistiksel olarak anlamiilik olmadig: saptanmistir.
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3.b Bu asamada magnezyumun artan derigimlerine karsi diger divalan katyonlarn tek
dozlan embriyolara uygulandiginda;

Gizelge16. Magnezyum 5, 50, 500, 5000 pmol/L iken sira ile + Cd (15 pmol/L)

+Ni ( 80 pmol/L)

+Co (1600 umol/L)

+Zn (200 pmol/L)
derigimlerine 96 saat maruz birakilan Xenopus faevis embriyolarinda %Normal, Anormal ,
Olam degerleri.

Kons.(umol/L) | Embriyo sayis1 | % Normal % Anormal % Oliim
Kontrol 30 100 - -
Cd+Mg5 45 42.10 22.20 356.5
Cd+Mg50 45 57.76 22.20 11
Cd+Mg500 45 82.2 9.96 7.7
Cd+Mg5000 45 80 15.5 4.4
Kontrol 30 96.67 33 -
Ni+Mg5 30 - 64.4 35.53
Ni+Mg50 30 22 75.5 20.00
Ni+Mg500 30 - 86.6 134
Ni+Mg5000 30 - 88.9 11.13
Kontrol 30 100 - -
Co+Mg5 46 - 86.9 12.9
Co+Mg50 45 - 85.13 14.8
Cot+Mg500 48 - 95.5 4.46
Co+Mg5000 51 - 97.92 2.08
Kontrol 30 100 - -
Zn+Mg5 45 - 88.8 11.13
Zn+Mg50 45 - 93.45 6.55
Zn+Mg500 45 - 93.3 6.6
Zn+Mg5000 47 - 96.1 3.9

113



15umol/L.

80umol/L
40
1 - - 1600mol/L
E 30{[]
O
8 20 - 200pmol/L Okontrol
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Cd Ni Co Zn OMg5000
Konsantrasyon
(mikromol/L)

Sekil 28..Magnezyum 5, 50, 500, 5000 umol/L iken sira ile + Cd (15 pmol/L)
+ Ni ( 80 ymol/L)
+ Co (1600 ymol/L)
+Zn (200 ymol/L) derigimlerine 96 saat maruz

birakilan Xenopus laevis embriyolarinda %Normal, Anormal , Olam degerleri.

Gizelge 16 ( Sekil 28) degerlendirilecek olursa; Mg'un 5, 50, 500 ve 5000 pmol/L
derigimleri ile Kadmiyum, nikel, kobalt ve ¢inko’nun sabit derigimlerine maruz birakilan
Xenopus embriyolarinda % &6lim degerleri magnezyum derigimi arttikga azalmigtir.
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3.d. Zn sabit(40ugl/L+Cd (15),Ni(80),Co(1600)umol/L sabit+Mg5-50-500-5000umol/L
uygulandiginda;

3.d.1 Cinko (sabit)+ Cd (sabit) + Mg’un artan derigimlerine maruz birakildiginda;

Gizelge 17. Ginko (40 pgl/L)+ Cd (15 pmol/L) + Mg (5-50-500-5000 umol/L)'un dedisen derigimlerine 96 saat
maruz birakildiginda Xenopus laevis iribaglarinda gértlen %Normal, %Anormal ve % Olim ve +SE degerieri.

Kon.(umol/L) Embriyo sayisi | %Normal %Anormal %01im

Kontrol 30 100£0.0 - -

Mg5 30 100£0.00 - -

Mg50 30 70+5.77 305.77 -

Mg500 31 86.20+4.26 13.46+4.37 -

Mg5000 32 90.3+0.30 9.69+0.30 -
T 100 - .-\N____. ‘
E 801 —e—normal ||
> 60 - :
T 4n . —&— anormal
[0} -
T o0 —a— 6lim
=
> 0 —H—m : .

|

L

kontrol Mg5

Mg50

Mg500 Mg5000

konsantrasyon(mikromol/L)

Sekil 29. Cinko (40ugl/L)+ Cd (15umol/L) + Mg (5-50-500-5000 umol/L)un degisen derigimlerine 96 saat
maruz birakildiginda Xenopus laevis iribaglarinda goérilen %Normal,anormal,6lim degerleri.
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Gizelge 17 (Sekil 29) verileri dederlendirildiginde;
a. % normal degerlerinin istatistiksel analizinde;

Gizelge17.a.

Cinko (40 pg/L)+

Kadmiyum (15 umol/L)+

Magnezyum 5-50-500-5000 umol/L
konsantrasyonlarina 96 saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Normal degerlerinin kontrolle
ve birbirleri ile karsilagtinimasi.

Kons. Kontrol Mg5 Mg50 Mg500 Mg5000
(umol/L)
Kontrol NS *%:54 12 NS

d a
Mg5 X2:54 *12 N.S

d a
Mg50 :30 X2.43

c d

| Mg500 N.S

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ile Zn (sabit)+Cd (sabit)+ Mg'un farkh derigimleri kargilagtinidiginda;
Mg 5 ve 5000 umol/L istatistiksel olarak anlamsiz, Mg 50 (p<0.0001) ve Mg 500 umol/L’'iin
istatistiksel olarak anlamh (p<0.05), Mg 5 pmol/L ile diger derigimler kargilastinldiginda; Mg
5000 umol/L ile istatistiksel olarak anlamsiz, Mg 50 (p<0.0001) ve Mg 500 umol/L (p<0.05)
ile istatistiksel olarak anlamli, Mg 50 uymol/L; diger derisimlerie kargilastinidiginda tim
derigimlerle istatistiksel olarak anlamit (Mg 500 p<0.001), Mg 5000 pmol/L (p<0.0001) ve
Mg 500 ile Mg 5000 umol/L karsilastinidiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamiilik

saptanmamigtir.

b. % anormal degerlerinin istatistiksel analizinde;

Gizelge17b. Cinko (40 pgfl)+*Kadmiyum (15 pmol/L)+Magnezyum 5-50-500-5000 pmol/L
konsantrasyonlarina 96 saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Anormal degerlerinin kontrolle
ve birbirleri ile karsilagtinlmas:.

Kons. Kontrol | Mg5 Mg50 Mg500 Mg5000
(umol/L)
Kontrol N.S X2:160 X271 X2:49
d d d
Mg5 *2:160 *2:71 *2:49
d d d
Mg50 *2:186 X2:279
d d
Mg500 *2:33
(4

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

116




Kontrol grubu ile Zn (sabit)+Cd (sabit)+ Mg'un farkl derisimleri karsilagtinidiinda
Mg 5 umol/L ile istatistiksel olarak anlamh olmadigi, diger derigimlerle istatistiksel olarak
anlamlilik gésterdigi (p<0.0001), Mg 5 ve 50 umol/L ile diger derigimler karsilagtinidiginda
aralarinda istatistiksel olarak anlamlilik oldugu (p<0.0001), Mg 500 ile Mg 5000 pmol/L
arasinda da istatistiksel olarak anlamlilik 6ldugu (p<0.001) saptanmstir.

c. % 6liim degerlerinin istatistiksel analizinde;

Gizelge 17.c. Cinko (40 pg/ll)+Kadmiyum (15 pmol/L)}*Magnezyum 5-50-500-5000 pmol/L
konsantrasyonlarina 96 saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Olim
degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile karsilagtinimasi.

Kons Kontrol Mg5 Mg50 Mg500 Mg5000
(umol/L)

Kontrol N.§ N.§ N.S N.§
| Mg5 N.S N.S N.S
| Mg50 N.S N.S

| Mg500 N.S

Ko.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrolle ve Zn+Cd+Mg'un farkh derigimleri kargilagtinidiinda aralarinda

istatistiksel olarak anlamlilik oimadig! saptanmistir
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3.d.2 Ginko (sabit)+ Ni (sabit) +Mg’un artan derigimlerine maruz birakildiginda;

Gizelge18. Cinko (40 ugl/L)+Ni (80 pmol/L) + Mg (5-50-500-5000 umol/L)'nun degisen derigimierine 96 saat

maruz birakildidinda Xenopus laevis embriyolarinda %Normal,%Anormal ,% Olum ve +SE degerleri.

Kons.(umol/L) Embriyo sayisi | % Normal % Anormal % Olim

Kontrol 30 100+0.00 - -

Mg5 30 - 100£0.00 -

Mg50 30 - 100£0.00 -

Mg500 30 - 100+0.00 -

Mg5000 34 - 100+0.00 -

i |
| |
2 80
& 60 —e—normal
(] !
T 40 —=— anormal
S —~a— Bltm
N 20
> 04 — | & — & ;

kontrol Mg5 Mg50 Mg500 Mg5000
konsantrasyon{mikromol/L)

Sekil 30. Cinko(40 pgl/L)+Ni (80pmol/L) + Mg (5-50-500-5000 umol/LYnun degdisen derigimlierine 96 saat
maruz birakildiginda Xenopus laevis embriyolarinda %Normal,%Anormal ,% Olim degerleri.
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Gizelge 18 (Sekil 30) verileri dederlendirildiginde;
a.% Normal degerlerinin istatistiksel analizinde;

Gizelge 18.a. Cinko (40 pg/L)+ Nikel (80 umoi/L)+ Magnezyum 5-50-500-5000 p mol/L. konsantrasyonlarina
96 saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Normmal dederlerinin kontrolle ve birbirleri ile

kargilastiriimasi

Kons Kontrol Mg5 Mg50 Mg500 Mg5000
(umol/L) '
Kontrol X2:500 *2:500 *2:500 X2:500

, d d d d
Mg5 N.S N.S N.S
| Mg50 N.S N.S
Mg500 NS

Ko.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrolle diger derigsimler karsilagtirildiginda; Mg 5- 50- 500- 5000 pmol/L ‘de
(p<0.0001) istatistiksel olarak anlamli, Mg 5- 50- 500- 5000 pmol/L derigimlerin kendi
aralarinda kargilastinimasinda istatistiksel olarak anlamili bir farklilik oimadigi saptanmistir.

b. Cinko (sabit)+ Nikel (sabit)+magnezyum’ un degigen derisimlerine maruz birakilan

embriyolarda % anormal degerlerinin istatistiksel analizinde;

Gizelge 18.b. Cinko (40 ng/L)+Nikel (80 umol/L)}+Magnezyum 5-50-500-5000 umol/L konsantrasyoniarnna 96
saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Nommal degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile

karsilastinimasi

Kons Kontrol Mg5s Mg5S0 Mg500 Mg5000

(pmol/L)

Kontrol X2:500 *2:500 *2:500 *2:500
d d d d

Mg5 N.S N.S N.S

| Mg50 N.S N.S

| Mg500 N.S

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ile diger derigimler kargilastirildiinda; (Mg 5- 50- 500- 5000 pumol/L)
istatistiksel olarak anlamli (p<0.0001) ve Mg 5- 50- 500- 5000 pmol/L’iin kendi aralarinda

kargilagtinlmalarinda ise istatistiksel olarak anlamlilik saptanmamigtir.

119




c. Cinko sabit+ Nikel sabit+ Magnezyum’ un degisen derisimlerine maruz birakilan

embriyolarda % Olim degerlerinin istatistiksel analizinde;

Gizelge18.c. Cinko (40ug/L)+Nikel(80 pumol/L)+Magnezyum 5-50-500-5000 umol/L konsantrasyonlarina 96
saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolannda % 6lim degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile

kargilagtinimasi.
Kons. Kontrol Mg5 Mg50 MgS00 Mg5000
(umol/L) .
Kontrol N.S N.S N.S N.S
| MgS N.S N.S N.S
Mg50 N.S N.S
Mg500 N.S

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol, Mg5, Mg50, Mg500, Mg5000 pumol/LL derigsimlerine maruz birakilan
embriyo gruplari, % 6lim agisindan analiz edildijinde kendi aralarinda istatistiksei olarak
anlaml bir farklilik olmadigi saptanmigtir.

3.d.3. Zn sabit+ Co sabit+ Mg’ un artan derigimlerine maruz birakildiginda;

Cizelge19. Ginko (40 ugl/L)+ Co(1600 pmol/L) + Mg (5, 50, 500, 5000 ymol/L)'un degdisen derisimierine 96

saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda %Normal,%Anormal ,% Olum ortalamalari ve+SE

degerleri.

Kons.(umoVL) | Embriyo sayisi | % Normal % Anormal % Oliim
Kontrol 30 100+0.00 - -

Mg5 32 - 100+0.00 -

Mg50 30 66.613.33 33.3+3.33 -

Mg500 30 96.6+3.33 3.3+3.33 -
Mg5000 30 100+0.00 - -
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$Sekil 31. Cinko (40 pgl/L)+ Co (1600 pymol/L) + Mg (5, 50, 500,5000 pmol/L)'un dedisen derisimlerine 96 saat
maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda %Normal,%Anormal ,% Olim degerleri.

Cizelge 19 (Sekil 31) verileri degerlendirildidinde;
a. Kontrol grubu ile magnezyum’ un 5- 50- 500- 5000 pmol/L derigimlerinin % Normal
degerlerinin istatistiksel analizinde;

Gizelge19.a. Cinko (40 pg/L)+Kobalt (1600 umol/L)+Magnezyum 5-50-500-5000 umol/L konsantrasyonlarina
96 saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Normal degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile

kargilagtinimasi.

Kons. Kontrol Mg5 Mg50 Mg500 Mgs000
(umol/L)
Kontrol *2:500 X2:59 N.S N.S
d d

Mg5 X2:330 X2:480 *2:500

d d d
Mg50 *2:48 *2:59

d d

Mg500 N.S

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu, diger gruplarla karsilagtinldiinda Mg 5, Mg 50 umol/L ile
(p<0.0001) istatistiksel olarak anlamli oldugu, Mg 500 ve Mg 5000 pmol/L ile istatistiksel
olarak anlamh olmadigt;

Mg 5 umol/L ile diger derigimler kargilagtinidiinda; Mg 50, Mg 500, Mg 5000 umol/L ile
(p<0.0001) istatistiksel olarak anlamh oldugu, Mg 50 pmol/L ile diger derigimler
karsilastiriidiginda; Mg 500, Mg 5000 umol/L derigimlerinda (p<0.0001) istatistiksel olarak
anlamh oldugu, Mg 500 ile Mg 5000 pmol/L derigimlerinin kargilasgtirnimasinda ise

istatistiksel anlamlilik olmadidi saptanmistir.
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b. Kontrolle Mg 5, 50- 500- 5000 pmol/L derigimlerinin %Anormal
degerlerinin istatistiksel analizi yapildiginda;

Gizelge19.b. Cinko (40 pg/L)+Kobalt (1600 umol/L)+Magnezyum 5-50-500-5000 umol/L konsantrasyonlarina

96 saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Anormal
degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile kargilagtinimasi.

Kons. Kontrol Mg5s Mg50 Mg500 ° Mg5000
(umol/L)
Kontrol X2:500 *2:170 *2:20 X2:16
’ d d c b
Mg5 X2:219 X2:462 %2:469
d d d
Mg50 X2:135 *2:141
d d
Mg500 *2:10
a

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrolle tim derigimlerin anlamli ( Mg 5, Mg 50 umol/L ( p<0.0001) Mg 500
pmol/L (p<0.001), Mg 5000 umol/L (p<0.01) oldugu; Mg 5 pmol/L ile diger derigimler
karsilagtinldiginda; Mg 50, Mg 500, Mg 5000 umol/L ile (p<0.0001) anlamli oldugu; Mg 50
umol/L ile diger derigimler karsilagtinidiginda; Mg 500- Mg 5000 pmol/L arasinda
(p<0.0001) anlamlilik olduju ve Mg 500 pmol/L ile Mg 5000 pmol/L karsilagtinldiginda
aralarinda anlamhlik oldugu (p<0.05) saptanmigtir.

c.Kontrolle Mg 5- 50- 500- 5000 pymol/L derigimleri arasinda % oliim degerleri analizi
yapildiginda;

Gizelge 19.c. Cinko (40 ng/L)+Kobalt (1600 umol/L)+Magnezyum 5-50-500-5000 umol/L. konsantrasyonlanna
96 saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Olom degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile

karsilagtiriimasi.

Kons. Kontrol Mg5 Mg5S0 MgsS00 Mg5000
(umol/L)
Kontrol N.S N.S X214 N.S
b
Mg5 N.S %14 N.S
b
Mg50 %14 N.S
b
Mg500 N.S

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001
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Kontrol grubu ve diger gruplar karsilagtinldiginda, sadece Mg 500 yumol/L ile anlamii
(p<0.01), 5-50-5000 pymol/L derigimlerine maruz birakilan embriyo gruplarinda istatistiksel
analiz yapildiginda, aralarinda anlamhhk olmadi§: saptanmigtir.

4. agamada;

Bu agamada invitro fertilizasyon ile elde edilen embriyolar kullaniimistir.
4.a.1. Zn sabit (40 ug/L)+ Cd (5, 10, 20, 30 pmol/L) oldugunda;

Cizelge 20. Zn (40 ugl/L) +Cd (1, 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20, 30 ymol/L)'un farkli derigimlerine 96 saat maruz
birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Normal, Anormal, Olim ve+ SE degerleri.

Kons.(umol/ | Embriyo %Normal %Anormal %0liim
L) sayisi

Kontrol 30 100+0.00 - .

1 43 62.45+4.18 26.28+4.36 11.37+0.73
25 36 72+2.44 27.92+2 47 3

5 40 67.774.0 32.2+4.02 c

75 51 78.33:1.67 15.83+2.20 5.83+3.63
10 60 50+1.58 45+158 5+2.24
15 51 72.8114.22 17.45+2 57 9.7411.84
25 52 72.780.70 22.0+4.94 4.43+4.43
30 60 82+2.00 3:1.22 1522.74
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Yiizde degerleri
H
o

konsantrasyon(mikromol/L)

Sekil.32. Zn (40 pgl/L) +Cd (1, 2.5, 5, 7.5, 10,15, 20, 30 umol/L)y'un farkl derigimlerine 96 saat maruz birakilan
Xenopus laevis embriyolarnnda % Normal, Anormal, Olim degerleri.

Cizelge 20 (Sekil 32) verileri analiz edildiginde;

a. Ginko sabit + kadmiyumun gittikge artan derigimlerine maruz birakildiginda
Xenopus embriyolarinda % Normal degerlerinin istatistiksel analizi;

Gizelge 20.a. Cinko (40 pg/L)+Kadmiyum’un 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 25, 30 umol/L konsantrasyonlarina 96 saat
maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Normal degerierinin kontrolle ve birbideri ile
kargilagtiriimasi.

Kons. Kontrol |1 25 5 75 10 15 25 30
(umol/L)
Kontrol %69 |%%:37 X2.49 X222 %125 X2.36 41 | *%17
d d d c d d d b
1 X2.15 X211 X223 %417 X215 |*%10 %35
b a c b b a d
2.5 N.S N.S 2:36 N.S N.S N.S
d
5 X710 [|*%:26 N.S N.S X2.15
a c b
7.5 X253 %353 (NS N.S
d d
10 *2:66 ‘.47 |*%:103
d d d
15 X2.9.92
N.§ a
25 N.S

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001
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Kontrol grubu ile diger derigsimlere maruz birakimig embriyo grubu
kargilagtinldiginda; tum derigsimlerle istatistiksel olarak anlamli (7.5 (p<0.001), 30 pmol/L
(p<0.01), (p<0.0001), Cd 1 pmol/L; diger derisimler kargilastinidiginda, tim derigimlerle
istatistiksel olarak anlamh (2.5, 10, 15 pmol/L (p<0.01), 5, 25 umol/L (p<0.05), 7.5
(p<0.001), 30 umol/LL (p<0.0001), Cd 2.5 ymol/L, diger derigsimler karsilastiriidiginda, 10
umol/L.  (p<0.0001) istatistiksel olarak anlami, diger derisimlerde istatistiksel olarak
anlamsiz, Cd 5 pmol/L, dijer derigimler kargilastirildijinda;15, 25 ymol/L derigimlerde,
istatistiksel olarak anlamsiz, diger derisimlerde istatistiksel olarak anlamli (7.5 (p<0.05),10
(p<0.001), 30 ymol/L. (p<0.01), Cd 7.5 ymol/L; diger derigsimler karsgilagtinidiginda, 10, 15
pmol/L  (p<0.0001) istatistiksel olarak anlaml, diger derigsimlerde istatistiksel olarak
anlamsiz, Cd 10 pmol/L ; diger derigsimler karsilagtirildiginda, tim derigimlerie istatistiksel
olarak anlamh (p<0.0001), Cd 15 pmol/L; diger derigimler kargilagtirnldiginda, 25 pm‘ollL ile
istatistiksel olarak anlamsiz, 30 umol/L/ istatistiksel olarak anlamli (p<0.05), Cd 25 ymol/L
ve 30 ymol/L arasinda ise istatistiksel olarak anlamlilik saptanmamigtir.

b. Cinko (sabit) + kadmiyum’ un gittikge artan derigimlerine maruz birakildiginda
Xenopus embriyolarinda % anormal degerlerinin istatistiksel analizi;

Gizelge 20.b. Cinko (40 ug/L)+Kadmiyum'un 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 25, 30 umol/L konsantrasyonlarina 96 saat
maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Anormal degerierinin kontrolle ve birbirleri ile
kargilagtiriimasi.

Kons. Kontrol |1 2.5 5 7.5 10 15 25 30
(umol/L)

Kontrol X2,126 | X%:136 |*%:156 |*°:82 [*%:225 %:85 X%.129 |*%15
d d d d d d d b

1 X216 |X%19 [X49 X7 X244 X236 |*%:289
b c d d d d d

2.5 N.S X244 | X%:37 X245 X2:9.94a|%%:314
d d d d

5 X369 [|X:24 X102 [*%16  |*%:338
d c d b d
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Cizelge20.b. (Devam) Ginko (40 pg/L)+Kadmiyum’un 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 25, 30 umol/L konsantrasyoniarina
96 saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Anomal dederlerinin kontrolle ve birbirleri ile

kargilagtirtimast.

15 *2:91 X216 X2.18.8 [*%:51
d c c d
10 2276 | *%137 1X%:196
d d d
15 X260 |X%:58
d d
25 X2:102
d

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrolle diger derigsimler karsilagtirildiginda; tim derigimlerde (30 umol/L
(p<0.01), p<0.0001) istatistiksel olarak anlamli, Cd 1 pmol/L; diger derigimler
kargilagtiriidiginda tim derigsimlerde (2.5 (p<0.01), 5 pmol/L (p<0.001,) (p<0.0001)
istatistiksel olarak anlamli, Cd 2.5 pmol/L; diger derigimler kargilastiriidiginda 5 pmol/L
istatistiksel olarak anlamsiz, diger derisimlerde istatistiksel olarak anlamh ( 2.5 (p<0.05),
p<0.0001), Cd 5 pymol/L; diger derisimler kargilastiridiginda tim derigimlerde (10 pmol/L
(p<0.001), 25 (p<0.01), p<0.0001) istatistiksel olarak anlamli, Cd 7.5 pmol/L; diger
derigimler karsilastiriidiginda tim derigimlerde (10, 30 pmol/L (p<0.0001) ve 15, 25 ymol/L
(p<0.001) istatistiksel olarak anlamii, Cd 10 umol/L, diger derigimler karsilagtirildiginda,
tim derisimlerle istatistiksel olarak anlamli (p<0.0001), Cd 15 umol/L, diger derigimler
karsitastiriidiginda tim derisimlerle istatistiksel olarak anlamii (p<0.0001), Cd 25 pmoliL;
diger derigimler karsilagtinldiginda, Cd 30 umol/L (p<0.0001)'un istatistiksel olarak anlamli
oldugu saptanmigtir.
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c.Cinko sabit + kadmiyumun gittikce artan derigimlerine maruz birakildiinda
Xenopus embriyolarinda % Oliim degerlerinin istatistiksel analizi;

Gizelge 20.c. Cinko (40 pg/L)+Kadmiyum'un 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 25, 30 umol/L konsantrasyonlarina 96 saat
maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Olum degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile karsilagtinimasi.

Kons. Kontrol |1 2.5 5 7.5 10 15 25 30
(umoV/L)
Kontrol X2.58 IN.S N.S X222 |X%25 - (X%46 X214 |X%75
d c c d b d
N.S N.S X2,148 [X:10 N.S N.S X2:12.6
b a a
25 N.S X2.225 [*%25 X246 14 |X%75
¢ c d b d
%2225 [*X%2s X2.46 X214 X275
c c d b d
15 X175 [X%19 N.S X247
b c d
X2.23 X214 X237
c b d
N.S X224
(4
X2.60
c

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrolde; 2.5, 5 ymol/L istatistiksel olarak anlamsiz, diger derigimierde ( 1, 15, 30
umol/L (p<0.0001), 7.5, 10 umol/L (p<0.001) 25 pmol/L (p<0.01) istatistiksel olarak anlaml,
1 pmol/L; diger derigimler karsilagtiriidiginda 2.5, 5, 15, 25 uymol/L istatistiksel olarak
anlamsiz, diger derigimlerde istatistiksel olarak anlamh (10, 30 pmol/L (p<0.05), 7.5 pmol/L (
p<0.01), 2.5 pumol/L; diger derigsimler kargilagtinidiginda, 5 pmol/L istatistiksel olarak
anlamsiz, diger derisimlerde istatistiksel olarak anlamihi (2.5 (p<0.01), 7.5, 10 (p<0.001), 30
pumol/L  (p<0.0001), 5 pmol/L; dider derisimler karsilaghnidiginda, tim derigimlerle
istatistiksel olarak anlamh ( 25 (p<0.01), 7.5, 10 (p<0.001), 15, 30 umol/L (p<0.0001), 7.5
umol/L, diger derisimler kargilagtiriidiginda, 25 pmol/L istatistiksel olarak anlamsiz, diger
derisimlerde istatistiksel olarak anlaml: ( 10 (p<0.01) 15(p<0.001), 30 pmol/L. (p<0.0001), 10
pmol/L, diger derisimler kargilastinldiginda, tim derigimlerle istatistiksel olarak anlamii (15
(p<0.001), 25 (p<0.01), 30 (p<0.0001), 15 pmol/L; dider derisimler karsilastirildidinda, 25
umol/L istatistiksel olarak anlamsiz, 30 ymol/L (p<0.001) istatistiksel olarak anlamli, ve 25
pmol/L’ le 30 pmol/L’ Gin karsilastirimasinda aralarinda istatistiksel olarak anlamlilik oldugu

(p<0.0001) saptanmigtir.
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4.a.2 Zn sabit (40ugl/L)+ Ni (10, 20, 40, 80, 150 pmol/L) iken;

Gizelge 21. Zn(40ugl/L) sabit+ Ni(10,20,40,80,150pmol/LYin " farkii derigimlerine 96 saat maruz birakildiginda
Xenopus laevis embriyolarinda %Normal,Anormal,Olim vexSE degerleri.

Kons. Embriyo %Normal %Anormal %0Iliim
(pmol/L) sayisi
Kontrol 100 90+0.00 5+0.00 5+0.00
10 100 76+1.00 19+1.87 5+2.24
20 100 71+£1.00 11+1.00 18+2.00
40 100 75+1.58 22+1.22 3+2.00
80 100 - 98+1.22 2+1.22
150 100 - 99+1.00 1x1.00
. 100 - |
2 i
5 80 - [_———I‘
——n ,
3 g0 - orma |
-] —m—anormal |
S 40 2normal,
o ——06lim |
N 204
> 0 ,
kontrol 10 20 40 80 150
konsantrasyon(mikromol/L)
|

Sekil 33. Zn (40 uglL) sabit+ Ni (10, 20, 40, 80, 150 pmol/Lyin farkii derigimlerine 96 saat maruz
birakildiinda Xenopus laevis embriyolarinda %Normal, Anormal, Olim degerleri.
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Cizelge 21 ( Sekil 33) degerleri analiz edildidinde;
a. Ginko (sabit)+ Nikel’ in farkhh derigimlerine maruz birakilan embriyolarda % normal
degerlerinin istatistiksel analizinde;

Gizelge 21.a. Cinko (40ug/L) sabit+ Nikelin 10, 20, 40, 80, 150 umol/L konsantrasyonlarina 96 saat maruz
birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Normal degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile karsilagtinimasi

Kons.(umol/ |Kontrol |10 20 40 80 150

L)

Kontrol N.S X2:20 %213 X2:.400 %2:450

c a d d

10 N.S N.S *2:380 %2:380
d d

20 N.S X2:355 X2:355
d d

40 X2,375 X2.375
d d

80 N.S

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ile nikelin farkli derisimleri karsilastiriidiginda; 10 pmol/L istatistiksel
olarak anlamsiz, diger derisimlerde (40 (p<0.05), 20 pmol/L (p<0.001), p<0.0001)
istatistiksel olarak anlamli, Ni 10 ymol/L; diger derigimler kargilastirildiginda, 20, 40 umol/L
istatistiksel olarak anlamsiz, diger derisimlerde istatistiksel olarak anlamli (80, 50 pmol/L
(p<0.0001), 20 pmol/L; diger derisimler karsilastirildiginda, 40 umol/L istatistiksel olarak
anlamsiz, diger derigsimlerde istatistiksel olarak anlamh (p<0.0001), 40 pmol/L, diger
derigimler kargilagtinidiyinda, tim derigimlerle istatistiksel olarak anlamli (p<0.0001) ve 80
pmol/L, diger derisimler karsilagtinidiginda, 150 umol/L’'in istatistiksel olarak anlamsiz
oldugu saptanmigtir.
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b. Ginko (sabit) +nikelin farkli derigsimlerine maruz birakilan embriyolarda % Anormal

degerlerinin istatistiksel analizinde;

Gizelge 21.b. Cinko (40 pg/L) sabit+ Nikel'in 10, 20, 40, 80, 150 umol/L konsantrasyonlarina 86 saat maruz
birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Anormal degerlerinin kontrolie ve birbirleri ile karsilagtinimasi.

Kons.(umol/ | Kontrol 10 20 40 80 150
L)
Kontrol X251 %16 X265 (X441 X2:451
d b d b d
10 . X2.45 N.S X2:319 X2:328
d d d
20 X2,294 %2:386 *2,396
d d d
40 X2.304 %%:396
d d
80 , N.S

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L,N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ile nikelin farkli derigimlerine maruz birakilan embriyo grubu
kargilastinidiginda; tim derigimlerde (20, 80 umol/L (p<0.01), p<0.0001) istatistiksel olarak
anlamli, Ni 10 pymol/L; diger derisimlerle karsilagtiriidiinda, 40 pmol/L istatistiksel olarak
anlamsiz, 20, 80, 150 pmol/L istatistiksel olarak anlamii (p<0.0001), 20 ymol/L ve 40
pmol/L diger derigsimlerle karsilagtinldiinda, tum derigimlerde istatistiksel olarak anlamii
(p<0.0001), 80 pmol/L, diger derigimlerle karsilastinidiinda, 150 pymol/L ile aralarinda
istatistiksel olarak anlamlilik olmadigdi saptanmigtir.
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¢. Ginko sabit+ nikelin farkh derigimlerine maruz birakilan embriyolarda % Oliim
degerlerinin istatistiksel analizinde;

Cizelge 21.c. Cinko (40 pg/L) sabit+Nikel'in 10, 20, 40, 80, 150 pmol/L konsantrasyonlarina 96 saat maruz
birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Olum degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile kargilagtinimasi.

Kons. Kontrol |10 20 40 80 150
(umol/L)
Kontrol X2.20 X2,185 20 - %415 X2,20
c d c b c
10, *2:85 X2:20 *2:20 X225
d c c c
20 *2.66 %72 X2.81
d d d
40 N.S X215
b
80 X210
a

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ile nikelin farkh derigimierine maruz birakilan embriyo grubu
kargilagtirldiginda; aralarinda istatistiksel olarak anlamlilik oldugu (10, 40, 150 pmol/L
(p<0.001), 80 (p<0.01), 20 pmol/lL (p<0.0001), Ni 10 pmol/l; diger derigimlerle
kargilagtinidiginda, 20 (p<0.0001) ve 40, 80, 150 umol/L (p<0.001)'de istatistiksel olarak
anlamii ,20 ymol/L; diger derigimlerle kargilastirildiginda, tim derigimierle istatistiksel olarak
anlamh (p<0.0001), 40 umol/L; dider derigimlerle karsilagtinidiinda, 80 pmol/L istatistiksel
olarak anlamsiz, 10, 20, 150 umol/L istatistiksel olarak anlamli (p<0.0001), 80 pmoliL,
diger derigimlerle karsilastinidiginda, aralannda istatistiksel olarak anlamlilik oldugu
(p<0.05) saptanmustir.
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4.a3. Zn sabit (40ugl/L)+ Co(1, 5, 10, 120, 180, 300pumol/L ) iken;

Gizelge 22. Zn ( 40pgl/L) + Co (1, 3, 7.2, ,120, 240, 300 pmol/L)'1n farkh derigimlerine 96 saat maruz birakilan
Xenopus laevis embriyolannda %Normal, Anormal ve 6lim degerleri.

Kons. Embriyo |%Normal %Anormal %0ttim
(umolil) sayisi
Kontrol 50 100+0.00 - -
1 100 30+2.24 65+2.24 5+1.58
3 100 16+1.87 78+1.22 6+1.87
7.2 100 7+1.22 80+2.24 13+2.55
10 100 88+1.22 7+1.22 5+0.00
120 100 66+2.45 3111.87 3x1.22
240 100 68+2.00 28+2.55 411.87
300 100 71+1.00 27+1.22 2+1.22
E 100 -
= 80 - '
——
D 60 norma
TS L0 —&— anormal
e —a—8lim
N 20 -
3
> 0 ;
konfrol 1 3 7,2 10 120 240 300
konsantrasyon(mikromol/L)

Sekil 34. Zn( 40ugl/L) + Co(1,3,7.2,10,120,240,300umol/L)'in farkh derigimlerine 96 saat maruz birakilan
Xenopus laevis embriyolannda %Normal,Anormal ve 8lim degerleri.
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Cizelge 22 (Sekil 34) verileri analiz edildiginde;
a. Cinko sabit (40 pgl/L)+ kobalt’ in degisen derigimlerine maruz birakildiginda
Xenopus laevis embriyolarinda % normal degerlerinin istatistiksel analizinde,

Gizelge 22.a. Cinko (40 pg/Ly+Kobalt'n 1, 3, 7.2, 10, 120, 240, 300 umol/L konsantrasyonlanna 96 saat
maruz birakilan Xenopus [aevis embriyolaninda % Normal degerierinin kontrolle ve birbirleri ile
karsilagtinimasi.

Kons. Kontrol {1 3 7.2 10 120 240 300

{(pmol/L)
Kontrdl X7.246 [¥%:353 [*%432 [NS .59 X7.52 X2.42
d d d d b d
1 X2:36 X288 %2590 X2:236 X2:253 X2.213
d d d d d d
3 X2.27 %2295 %2190 %2:199 X213
c d d d d
7.2 X2.:373 X2,264 2273 X2,288
d d d d
10 X2.37 X2:32 X221
d c c
120 N.S N.S
240 N.S

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrolle, kobalt derigimlerinin karsilastiriimasinda; 10 pmol/L’ le istatistiksel olarak
anlamsiz, diger derigimlerle istatistiksel olarak anlamli (240 pymol/L (p<0.01), p<0.0001), 1
pmol/L; diger derigimlerle karsilagtinidiginda, tim derigimlerle istatistiksel olarak anlamhi
oldugu (p<0.0001), 3 pmol/L; diger derigimierle kargilagtirildiginda, tim derigimlerde (7.2
pmol/L. (p<0.001), p<0.0001) istatistiksel olarak anlamli, 7.2 pmol/L; diger derigimlerle
kargilastirldiginda, tim derigimlerle istatistiksel olarak anlamh (p<0.0001), 10 pymol/L; diger
derigsimlerle karsilagtinidiginda, tim derigimlerle istatistiksel olarak anlamli oldugu (120
pmol/L (p<0.0001), 240, 300 umol/L (p<0.001), 120 pmol/L; 240 pymol/L diger derigimlerle
karsilastiriidiginda, tim derigimierle istatistiksel olarak anlamsiz oldugu saptanmistir.
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b. Cinko sabit+ Kobalt’ in artan derigimlerine maruz birakilan embriyolarda %
Anormal degerlerinin istatistiksel analizinde;
Gizelge 22.b. Cinko (40 ug/L)+Kobait'n 1, 3, 7.2, 10, 120, 240, 300 umol/L konsantrasyonlarina 96 saat

maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Anormal de@erierinin kontrolle ve birbireri ile
kargilagtiriimasi.

Kons. Kontrol | 1 3 7.2 10 1120 240 300
(umol/L)
Kontrol X232 X2.390 | *%:400 |%%:35 X%,155 X2.140 X2,135
’ ¢ d d d d b d
1 X213 X216 X2,259 X2:9¢ X2107 X2 q12
b b d d d d
3 N.S X2,323 X2.142 X2.161 %2166
d d d d
7.2 X2.333 X% 150 X071 X2.176
d d d d
10 X2.455 X2:14 80
d b d
120 X2.14 N.S
b
240

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrolle, kobalt derigimieri kargilagtinidiginda; tum derigimlerle istatistiksel olarak
anlamh oldugu (240 (p<0.01),1 umol/L (p<0.001), p<0.0001), 1 umol/L, dijer derigimierle
karsilagtinldiginda, tum derigimlerie istatistiksel olarak anlamli oldugu (3, 7.2 pmol/L
(p<0.01), p<0.0001), 3 pmol/L; diger derisimlerle karsilagtinidiginda 7.2 ymol/L istatistiksel
olarak anlamsiz, diger derigsimlerde istatistiksel olarak aniamii (p<0.0001), 7.2 pmol/L; diger
derigimlerle kargilastinidiginda, tim derigimlerie istatistiksel olarak anlaml (p<0.0001), 10
pumol/L, diger derisimlerle kargilagtinldiginda, tim derigimlerle istatistiksel olarak anlamli
(240 umol/L. (p<0.01), p<0.0001), 120 umol/L, dijer derigimlerle karsilagtirildiginda, 240
pmol/L (p<0.01) istatistiksel olarak anlamli, 300 umol/L istatistiksel olarak anlamsiz, 240 ve
300 umol/L arasinda istatistiksel olarak anlamii bir fark olmadigi saptanmigtir.
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c. Ginko sabit+ Kobalt'in artan derigsimlerine maruz birakilan embriyolérda % olim

degerlerinin istatistiksel analizinde;

Gizelge 22.c. Ginko (40 ug/L)+Kobalt'n 1, 3, 7.2, 10, 120, 240, 300 umol/L konsantrasyonlarina 96 saat
maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Olim degerlerinin kontrolle ve birbireri ile kargilastinimasi.

Kons. Kontrol [1 3 7.2 10 120 240 300
‘umol/L)
Kontrol 2,25 2:30 X2:65 X2.25 %215 X220 %10
c c d c b c a
1 X210 X2.27 XZ2:.10 N.S N.S N.S
a c a
3 X223 X2.15 N.S N.S %10
c b a
7.2 XZ.90 X245 X2.47 X250
d d d d
10 X210 X215 X215
a b b
120 X215 X415
b b
240 X215
b

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrolle kobalt derigimleri karsilagtiriidiginda ; tim derigimlerde (1, 3, 10, 240
pmol/L. (p<0.001), 7.2 uymol/L (p<0.0001), 20 umol/L (p<0.01), 300 pmol/L (p<0.05)
istatistiksel olarak anlamli, 1 pmol/L, diger derigimlerle karsilastirildiginda, tiim derisimlerie
(3, 10 umol/L (p<0.05), 7.2 pmol/L (p<0.001) istatistiksel olarak anlamli, diger derigimlerde
istatistiksel olarak anlamsiz, 3 ymol/L; diger derigsimierle karsilagtirildi§inda, 12, 240 pmol/L
istatistiksel olarak anlamsiz, diger derigimlerle istatistiksel olarak aniamli (300 (p<0.05), 10
(p<0.01), 7.2 ymol/L (p<0.001), 7.2 pmol/L; dider derigimlerle kargilastinidiginda, tim
derigimlerle istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.0001), 10 pmol/L; diger derisimlerle
kargilagtinldiginda, tim derigimlerle istatistiksel olarak anlamh (120 umol/L (p<0.05) ,
p<0.01), 120 pymol/L, 240 ile 300 pmol/L. karsilastinldiginda aralarinda istatistiksel olarak
anlamhhk oldugu (p<0.01) saptanmigtir.
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4.a.4. Zn sabit (40 pgl/L)+ Co (0.1, 0.5, 1, 2, 3, 5, 7, 9 mmol/L) iken;

Gizelge 23.Zn(40ugl/L)+ Co (0.1, 0.5, 1, 2, 3, 5, 7, 9 mmol/L)'in gesitli derigimleri 96 saat uygulandiginda
Xenopus laevis embriyolarinda % Normal, Anormal, Olum ve +SE degerleri.

Kons.(mmol/L) |Embriyo [%Normal %Anormal %0liim
sayisl
Kontrol 50 100+0.00 - -
0.1 26 73 26.9 -
. 20 75 25 -
26 69.23 30.77 -
0.1 72 72.4+1.69 27.3:1.70 -
0.5 77 - 100+0.00
1 100 - 99+1.00 1£1.00
2 100 - 90+1.58 10+2.74
3 100 - 100+0.00 -
5 100 - 971+1.22 311.22
7 100 - 87+4.90 131+4.90
9 100 - 28+1.41 72+1.41

100

ylizde degerleri
-
(o]

—e—normal

—&—anormal
—a— Blim

konsantrasyon(mikromol/L)
L |

Sekil 35. .Zn (40 ugl/L)+ Co (0.1, 0.5, 1, 2, 3, 5, 7, 9 mmol/L)n gesitli derisimleri 96 saat uygulandiginda
Xenopus laevis embriyolarinda % Normal, Anormal, Oliim degerleri.
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Gizelge 23 ( Sekil 35) verileri analiz edildiginde;
a. % normal degerlerinin istatistiksel analizinde;

Gizelge 23.a. Cinko (40 pg/L)+Kobalt'in 0.1, 0.5, 1, 2, 3, 5, 7, 9 mmol/L konsantrasyonlarina 96 saat maruz
birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Normal degerlerinin kontrolle ve birbireri ile kargilagtirimasi

Kons. Kontrol [0.1 0.5 1 2 3 5 7 9
mmol/L)
Kontrol X2:35 |X2:500 500  |X%s500 (%4500 X500 1%%s500 0 X500
d d d d d d d d
01 X2:367 | *%s507  |X%367 (X367 | X367 |X%:367 | %367
d d d d d d d
0.5 N.S N.S N.S N.S N.S N.S
1 N.S N.S N.S N.S N.S
2 N.S N.S N.S N.S
3 N.S N.S N.S
5 N.S N.S
7 N.S

Kons.=Konsantrasyon({milimol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ile ve 0.1 mmol/L. kobalt verilen deney gruplan birbirleri ve diger
deney gruplan kargilastiriidiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamlilik oldugu (p<0.0001)
, 0.5, 1, 2, 3, 5, 7 mmol/L birbirleriyle karsilagtinldiginda, istatistiksel olarak anlamli
olmadi§! saptanmistir.

b. % Anormal degerlerinin istatistiksel analizinde;

Gizelge 23.b. Ginko (40 pg/L)+Kobalt'in 0.1, 0.5, 1, 2, 3, 5, 7, 9 mmoVl/L konsantrasyonlarina 96 saat maruz
birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Anormal degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile karsilagtinimasi.

Kons Kontr | 0.1 0.5 1 2 3 5 7 9

(milimol/ | ol

L)

Kontrol X132 [*%500 %7495 ‘450 %500 2485  [X:435 %140

d d d d d d d d
0.1 X2071 X2,266 |*%:225 |X%271  [X%257  |X2n N.S
d d d d d d

0.5 N.S N.S N.S N.S X217 X2,259
b d

1 N.S N.S N.S X2.13.7 [*%254
b d
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Gizelge 23.b. (Devam) Cinko (40ug/L)+Kobalt'in 0.1, 0.5, 1, 2, 3, 5, 7, 9 mmol/L konsantrasyonlarina 96 saat
maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Anormal degerlerinin kontrolle ve birbireri ile
kargilagtinimasi

N.S N.S X2,11.4 %214
a d
X2.20 X132 [*2%259
c b d
N.S %:245
d
X2:200
d

Kons.=Konsantrasyon(milimol/L),K:N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ile Zn+Co derigimleri verilen deney gruplan karsilagtinldiginda; tim
derisimlerle istatistiksel olarak anlamh oldugu (p<0.0001), 0.1 mmol/L; diger derisimlerle
kargilastirnidi§inda, 9 mmol/L’ le istatistiksel olarak anlamsiz diger derigimlerle istatistiksel
olarak anlamii oldugu (p<0.0001), 0.5mmol/L; diger derigimlerie karsilastiriidiginda, 1, 2, 3,
5 mmol/L istatistiksel olarak anlamsiz, diger derisimlerde istatistiksel olarak anlamli (7
(p<0.01), 9 mmol/L p<0.0001), 1 mmol/L; diger derigsimlerle karsilastinidiinda, 2, 3, 5
mmol/L istatistiksel olarak anlamsiz, dijer derigsimlerde istatistiksel olarak anlamh ( 7
(p<0.01), 9 (p<0.0001), 2 mmol/L; diger derisimlerle karsilastinidiginda 3, 5, mmol/L
istatistiksel olarak anlamsiz, diger derigsimlerde istatistiksel olarak anlamli (7 (p<0.05), 9
mmol/L (p<0.0001), 3 mmol/L; dider derigsimlerle karsilastirildiginda, tum derisimlerde
istatistiksel olarak anlamli (5 (p<0.001), 7 (p<0.01), 9 mmol/L (p<0.0001); 5§ mmoliL; diger
derigimlerie karsilagtiriidiinda, 7 mmol/L istatistiksel olarak anlamsiz, 9 mmol/L istatistiksel
olarak anlamii (p<0.0001), 7 mmol/L; 9 mmol/L’ le kargilastirildiginda aralarinda istatistiksel
olarak anlamiilik (p<0.0001) oldudu saptanmisgtir.
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c. % 6liim degerlerinin istatistiksel analizinde;

Gizelge 23.c.Cinko (40 ug/L)+Kobalt'in 0.1, 0.5, 1, 2, 3, 5, 7, 9 mmol/L. konsantrasyonlarna 96 saat maruz
birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Olum degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile kargilagtinimasi.

Kons | Kontrol [0.1 0.5 1 2 3 5 7 9
(mmol/
L)
Kontrol N.S N.S N.S X250 N.S X215 X265 X2.360
d b d d
0.1 N.S N.S .50 N.S X215 X265 X2.360
d b d d
0.5 N.S X2.50 N.S X415 X2:65 %2.360
d b d d
1 X2.50 N.S X210 X2.55 X2.350
d a d d
2 N.S X215 X230 X2:269
b c d
3 X215 *2:65 X2:360
b d d
5 X240 X2.331
d d
7 X2:247
d

Kons.=Konsantrasyon(milimol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ile Zn+Co derigimleri verilen deney gruplan karsilastiriidiginda; 0.1,
0.5, 1, 3 mmol/L istatistiksel olarak anlamsiz, diger derigimler istatistiksel olarak anlamli (5
(p<0.01), 2, 7, 9 mmol/L (p<0.0001), 0.1 mmol/L; dier derigimlerle karsilagtiriidiginda, 5
(p<0.01), 2, 7, 9 mmol/lL (p<0.0001) istatistiksel olarak anlamh, 0.5 mmol/L; dijer
derisimlerle karsilastinidiginda, 1, 3 mmol/L istatistiksel olarak anlamsiz, diger derigimler
istatistiksel olarak anlamii (56 mmol/L (p<0.01), p<0.0001), 1 mmol/L; diger derisimlerie
karsilastiriidiginda, 3 mmol/L istatistiksel olarak anlamsiz, diger derigimler istatistiksel olarak
anlamh ( 5 mmol/L (p<0.05) , p<0.0001), 2 mmol/L; diger derigimlerle karsilastinidiginda, 3
mmol/L istatistiksel olarak anlamsiz, diger derigimler istatistiksel olarak anlamli (5 (p<0.01),
7 (p<0.001), 9 mmol/L (p<0.0001), 3 mmol/L; diger derigimlerle karsilastinidiginda, tim
derigimler ( 5 mmol/L (p<0.01), p<0.0001) istatistiksel olarak anlamli, 5§ mmol/L; diger
derigimlerle karsilastinldiinda, 7 ve 9 mmol/L istatistiksel olarak anlamh (p<0.0001), 7
mmol/L; diger derigimlerle kargilastinldiginda, 9 mmol/L ile istatistiksel olarak anlamli
(p<0.0001) oldugu saptanmistir.
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4.a.5. Zn sabit+ Mg (10, 40, 50 mmol/L) iken;

Gizelge 24. Cinko sabit (40ugl/L)* Magnezyum 10, 40, 50 mmol/L ‘ye 96 saat maruz birakilan Xenopus

embriyolarinda %Normal, Anormal, Oltim oranian.

Kons.(mmol/L) |Embriyo sayisi |% Normal % Anormal % Olim
Kontrol 30 96.6+£3.3 3.3£3.33 0+0.00
10 - 60 50+0.00 23.311.22 26.6+1.22
40 60 66.8+£1.58 6.6+1.1 26.6+£1.22
50 44 49.3+1.22 8.311.22 42.3+2.44
= 100
% 80 - —o— |
$ 60 norma
T 40 - —=— anormal
g —a—B8lUm
N 20
=
> 0 T T ¥ T il
kontrol 10 40 50
konsantrasyon(mikromol/L)

Sekil 36.Cinko sabit(40ugl/L)+ Magnezyum 10, 40, 50 mmol/L ‘ye 96 saat maruz birakilan Xenopus

embriyolarinda %Normal, Anormal,Oltim oranlari.
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Gizelge 24 (Sekil 36) verileri degerlendirildiginde;
a. Ginko (40 ugl/L) sabit + Magnezyum' un farkh derigimlerine (10, 40, 50 mmol/L )
maruz birakilan Xenopus embriyolannda % Normal degerlerinin istatistiksel analizi;

Gizelge 24.a. Cinko sabit+ Magnezyum'un farkh konsantrasyonlarina maruz birakilan Xenopus embriyolarinda
%Normal degerlerinin istatistiksel analizi.

Kons. Kontrol | 10 40 50
(umol/L)
K X117 X250 X2.120
' d d d
10 X2.99.5 N.S
C
40 X223
C

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,¢c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrolle diger derigimler karsilagtinldiinda istatistiksel olarak anlamli oldugu
(p<0.0001), 10 mmol/L; diger derigsimlerle karsilastiriidiginda, 40 mmol/lL (p<0.001)
istatistiksel olarak anlamli, 50 mmol/L istatistiksel olarak anlamsiz, 40 mmol/L. ve 50
mmol/L karsilagtinldiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamlilik oldugu saptanmigtir
(p<0.001).

b.Cinko (40 ugl/L) sabit + magnezyum’ un farkh derigsimlerine (10 ,40, 50 mmol/L )
maruz birakilan Xenopus embriyolarinda % Anormal degerlerinin istatistiksel analizi;

Cizelge 24.b. Cinko sabitt magnezyum’un farkh konsantrasyonlanina maruz birakilan Xenopus
embriyolarinda %Anomal degerlerinin istatistiksel analizi.

Kons. Kontrol 10 40 50
( mmol/L)
K X2225 N.S N.S
C
10 X2.61 X252
d d
40 N.S

Kons.=Konsantrasyon(milimol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001
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Kontrolle diger derigimier karsilastinldiginda; 10 mmol/L istatistiksel olarak anlamli
(p<0.001), diger derisimler istatistiksel olarak anlamsiz, 10 mmol/L; diger derigimler
karsilagtinldiinda, tim derigimlerle istatistikse! olarak anlamh (p<0.0001), 40 ve 50
mmol/L kargilagtiriidiinda aralarinda istatistiksel olarak anlamlilik oimadigi saptanmistir.

c. Zn (40 pgl/L) sabit+ magnezyumun farkli derigimlerine (10, 40, 50 mmol/L) maruz
birakilan Xenopus embriyolarinda % Oliim degerlerinin istatistiksel analizi

Gizelge24.c. Cinko sabit+magnezyum'un farkli konsantrasyonlarina maruz birakilan Xenopus embriyolarinda
% Olum degerlerinin istatistiksel analizi.

Kons. Kontrol 10 40 30

(mmol/L)

K x:10 x:40 x*:50

a d d

10 N.S 53
d

40 x:64
d

Kons.=Konsantrasyon(milimol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ile Zn(sabit)+Mg'un degisen derisimlerine maruz birakilan embriyo
grubu karsilastirilirsa; istatistiksel olarak anlamli oldugu (10 (p<0.05), 40, 50 mmol/L
(p<0.0001), 10 mmol/L diger derisimlerle karsilagtinidiginda; 40 mmol/L istatistiksel olarak
anlamsiz, 50 mmol/L (p<0.0001) istatistiksel olarak anlamli, 40 mmol/L ile 50 mmol/L
karsilagtirilirsa aralarinda istatistiksel olarak anlamli farkiihk oldugu (p<0.0001)

saptanmisgtir.

142



4.b Mg sabit (40 mmol/L) +. Cinko’nun gittikge artan derigimlerine kargi (10, 100, 250,
500 umol/L)+ diger divalan katyonlarn segilen tek dozlan uygulandiginda;
4.b.1. Mg(sabit) +Cd(sabit) +Zn (10-100-250-500 umol/L oldugunda;

Gizelge 25. Magnezyum(40mmal/L)+Cd (15umol/L) + Zn (10-1 00-250-500 umol/LYy nun dedigen derigimlerine
96 saat maruz birakiidiginda Xenopus laevis embriyolarinda %Normal,%Anormal ve % Olim degerleri.

Kons.(umolL) |Embriyo sayisi |% Normal % Anormal % Oliim
Kontrol 30 100x0.00 - -
Zn10 30 100+0.00 -
Zn 100 30 86.6t6.67 13.346.67 -
Zn250 35 88.8+1.13 11.13+1.13 -
Zn500 35 89.47+1.43 10.49+1.40 -
|
g 100 —— ~ A ‘
B 80 y, - ~ —e—normal %
R | |
- ——anormal
2 20 —a—oiam |
S P r—— —] ]
> 0+ — ; - 1 = —A |
kontrol Zn10 Zn100 Zn250 Zn500 i
Konsantrasyon{mikromol/L) 5

Sekil 37. Magnezyum(40mmol/L)+Cd (15umol/L) + Zn (10-100-250-500 umol/L)'nun dedisen derisimierine 96
saat maruz birakildiginda Xenopus lagvis embriyolarinda %Normal,%Anormal ve % Olim degerleri.
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Cizelge 25 ( Sekil 37) verileri degerlendirildiginde;
a. Kontrolle diger derigimlerin %normal degerlerinin istatistiki analizinde;

Cizelge 25.a Magnezyum (40 mmol/L)}+Kadmiyum (15 pmol/L}+ Ginko 10,100,250,500 umol/L
konsantrasyonlarina 96 saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Normal degerlerinin kontrolle
ve birbirleri ile kargilagtinimasi.

Kons Kontrol Zn10 Zn100 Zn250 Zn500
(pmol/L)
Kontrol N.S XZ:16 N.S N.S

b
Znl0 XZ2.16 N.S N.S

b
Zn100 N.S N.S
Zn250 N.S

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol; diger derisimlerle karsilagtinldiinda, Zn 10 pmol/L istatistiksel olarak
anlamsiz, diger derigimler istatistiksel olarak anlamli (p<0.0001), Zn 100 ve 250 pmol/L,
diger derisimlerle karsilastinldiinda, tim derisimlerde istatistiksel olarak anlamli
(p<0.0001), Zn 250 ve Zn 500 pmol/L arasinda istatistiksel olarak anlamhlik olmadig

saptanmigtir.

b. % anormal degerlerinin karsilagtinimasinda;

Gizelge 25.b. Magnezyum (40 mmol/L}+Kadmiyum (15 pmol/L)}+Cinko 10, 100, 250, 500 umol/L
konsantrasyonlarina 96 saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Anormal
degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile kargilastiriimasi

Kons Kontrol Zn10 Zn100 Zn250 Zn500

(umol/L)

Kontrol N.S X2.80 X256 X253
d d d

Zn10 X2.80 X2.56 X2.53
d d d

Zni00 Xz.37 X243

d d
Zn250 N.S

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),K:Kontrol,N.S=Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol; diger derigimlerle kargilastirildiginda, Zn 100 umol/L istatistiksel olarak
anlamli (p<0.01), diger derigimler istatistiksel olarak anlamsiz, Zn 10, diger derigimierle
karsilagtinidiginda, Zn 100 (p<0.01) istatistiksel olarak anlamli, digerleri istatistiksel olarak
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anlamsiz ve Zn 100 ile 250’ nin karsilagtirimasinda aralarinda istatistiksel olarak anlamlilik

saptanamamigtir.

¢.%0liim degerlerinin istatistiksel analizinde;

Cizelge 25.c. Magnezyum (40 mmol/L)+Kadmiyum (15 pmol/L)}+Cinko 10, 100, 250, 500 pmol/L
konsantrasyonlarina 96 saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Olim.degerierinin kontrolle ve
birbirleri ile kargilagtinimasi.

Kons. Kontrol Znl0 Zn100 Zn250 Zn500
(umol/L)

Kontrol N.S N.S N.S N.S
Znl0 N.S N.S N.S
Zn100 N.S N.S
Zn250 N.S

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrolle ve diger derisimlerin kendi aralarindaki analizinde anlamh bir farklilik

bulunamamigtir.

4.b.2. Mg(sabit)+ Ni sabit+ Zn 10-100-250-500 umol/L oldugunda;

Gizelge.26. Magnezyum(40mmol/L)+Ni (80umol/L) + Zn (10-100-250-500 ymol/L)'nun dedisen derigimlerine
96 saat maruz birakidiginda Xenopus laevis embriyolarinda %Normal,%Anormal ve % Olum degerleri.

Kons.(umol/L) | Embriyo sayis1 |% Normal % Anormal % Oliim
Kontrol 30 96.67+3.33 3.3+3.33

Zn10 30 93.34+6.67 6.616.67 0

Zn100 30 100£0.00 - 0

Zn 250 30 93.3+3.33 6.66+3.33 0

Zn500 39 84.6+0.00 12.7+2.57 2.5+2.50
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Sekil 38. Magnezyum(40mmol/L)+Ni (80pmol/L) + Zn (10-100-250-500 umol/L)’ nun dedisen derisimlerine 96

saat maruz birakiidiginda Xenopus laevis embriyolarinda %Normal, %Anormal ve % Olim degerleri.

Gizelge 26 (Sekil 38) verileri degerlendirildiginde;

a. %Normal degerlerinin istatistiksel analizinde;
(80 pmol/L)+Cinko 10,

Gizelge 26.a.

Magnezyum (40 mmol/L)+Nikel
konsantrasyonlarina 96 saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % normal degerlerinin kontrolle
ve birbirleri ile karsilagtinimasi.

100, 250, 500 wumol/L

Kons. Kontrol Zn10 Zn100 Zn250 Zn500

(umol/L)

Kontrol N.S N.S N.S N.S

Znl0 N.S N.S N.S

Zn100 N.S X213
b

Zn250 N.S

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L,N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Gizelge’ye gore ,Zn 100 ile Zn 500 ymol/L arasinda istatistiksel olarak anlamiilik oldugu
(p<0.01), diger derigimlerin kontrolle ve kendi aralarinda istatistiksel olarak anlamli olmadigi

saptanmigtir.
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b. % Anormal degerlerinin kargilagtinimasinda;

Gizelge 26.b. Magnezyum (40 mmol/L)*+ Nikel (80 umol/L)+Cinko 10, 100, 250,

500 umol/L konsantrasyonlarina 96 saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolannda

% Anormal degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile kargilagtinimasi.

{ons. Kontrol Zn10 Znl100 Zn250 Zn500
umol/L)
{ontrol ’ X225 X220 X210 X241
¢ c a d
’nl0 X2:40 X225 X2.41
d c d
'n100 X%.68 X2.30
d [
'n250 X228
[

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ile dijer gruptaki embriyolar karsilagtinildiginda tiim derigimlerde
anlamh oldugu (Zn 250 (p<0.05), Zn10, 100 (p<0.001), Zn 500 (p<0.0001), Zn10
mikromol/L, diger gruplarla kargilagtiriidiginda tim gruplarla anlamh oldugu (Zn 100, Zn
500 (p<0.0001),Zn 250 (p<0.001), Zn100 mikromol/L’nin, diger gruplarla anlamh oldugu
(Zn250 (p<0.0001, Zn500 (p<0.001), Zn 250 mikromol/L, Zn 500 mikromol/L ile
kargilagtinidiginda anlammiilik oldugu (p<0.001) saptanmistir.

¢.% o6liim oraniarinin kargilagtinimasinda;

Gizelge 26.c. Magnezyum (40 mmol/L)+Nikel (80 pmol/L)+Cinko 10, 100, 250, 500 pmol/L
konsantrasyonlarina 96 saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % 6lim
degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile kargilagtirimasi.

Kons. Kontrol Mg5 Mg50 Mg500 Mg5000
(umol/L)

Kontrol N.S N.S N.S N.S§
Zn10 N.S N.S N.S
Zn100 N.S N.S
Zn250 N.S

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrolle ve diger derigsimlerin kendi aralarinda kargilagtirmasinda, aralarinda

istatistiksel olarak anlamlilik saptanmamustir.

147



4.b.3. Mg sabit+ Co sabit+ Zn 10, 100, 250, 500umol/L iken;

Gizelge 27. Magnezyum(40mmol/L)+Co (1600umol/L) + Zn (10-100-250-500 umol/L)nun degdisen
derigimlerine 96 saat maruz birakildiginda Xenopus laevis embriyolannda % Normal,%Anormal ve % Olum

degerleri.

Kons.(umolL) |Embriyo sayisi | %Normal %Anormal %0lim
Zn10 30 96.6+3.33 3.3£3.33 -

Zn100 37 100+0.00 - -

Zn 250 40 90.1£2.20 7.49+0.20 2.37+2.37
Zn 500 32 97.21+2.80 2.76x£2.77 -

e 100, e— —
= 80
3
g 60 -
% 40 i
N 20 -
>. 0 . 3 + T .@ T — 1
kontrol Zn10 Zn100 Zn250 Zn500
konsantrasyon(mikromol/L) JI

Sekil 39. Magnezyum(40mmol/L)+Co (1600umol/L) + Zn (10-100-250-500 umoi/Lynun degisen derisimlerine
96 saat maruz birakildijinda Xenopus laevis embriyolarinda % Normal,% Anormal ve % Olim degerleri.
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Gizelge 27 ( Sekil 39) verileri degerlendirildiginde;

a. Magnezyum sabit+ kobalt sabit +Cinko’ nun 10, 100, 250, 500 pmol/L derisimlerine
maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % normal degerlerinin istatistiksel
analizinde;

Cizelge 27.a. Magnezyum (40 mmol/L)+Kobait (1600 pmollL)}+Cinko 10,100,250,500 pmol/L
konsantrasyonlarina 96 saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Normal
degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile karsilagtirimas:

Kons Kontrol Znl0 Zn100 Zn250 Zn500
(umol/L)

Kontrol N.S N.S N.S N.S
Znl0 N.S N.S N.S
Zn100 N.S N.S
Zn250 N.S

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrolle ve diger derigimlerin kendi aralarinda kargilagtirmasinda, aralarinda
istatistiksel olarak anlamlilik saptanmamigtir.

b. Magnezyum sabit+ kobalt sabit +Cinko’ nun 10, 100, 250, 500 umol/L derigimlerine
maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Anormal degerlerinin
istatistiksel analizinde;

Gizelge 27.b. Magnezyum (40 mmol/L)+ Kobalt (1600 pmol/L)+Cinko 10, 100, 250, 500 umol/L
konsantrasyonlarina 86 saat maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarinda % Anormal degerlerinin kontrolle
ve birbirleri ile karsilastinimasi.

Kons. Kontrol Znl0 Zn100 Zn250 Zn500
(umol/L)
Kontrol X2.20 N.S X238 X2.16
c d b
Znl10 N.S X2.26 N.S
C
Zn100 X238 X216
d b
Zn250 N.S

Kons.=Konsantrasyon(milimol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ile diger gruplarin karsilastinimasinda, Zn 100 mikromol/L ile
anlamsiz, diger gruplarla anlamli oldugu (p<0.01, p<0.001, p<0.0001), Zn 10 mikromol/L,
diger gruplarla karsitagtinidijinda,sadece Zn 250 mikromol/L ile anlamli oldugu (p<0.001),
Zn100 mikromol/L, diger gruplarla karsilastirildiginda anlamh oldugu (p<0.01,p<0.0001),
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Zn250 mikromol/L, Zn 500 mikromol/L ile kargilastinidiginda aralannda anlamhlik

saptanmamigtir.

¢.% oliim oranlannin karsilastinimasinda;

Cizelge 27.c. Magnezyum (40 mmol/L)+Kobalt (1600 umoV/L)+Cinko 10, 100,
250, 500 pmol/L. konsantrasyonlarina 86 saat maruz birakilan Xenopus laevis
embriyolarinda % Oliim degerlerinin kontrolle ve birbirleri ile karsilagtiriimasi.

Kons. * Kontrol Znl0 Znl100 Zn250 Zn500
(pmol/L)
Kontrol N.S N.S X214 N.S

b
Zn10 N.S X214 N.S

b
Zn100 N.S N.S
Zn250 N.S

Kons.=Konsantrasyon(milimol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol grubu ile deney gruplar birbirleriyle karsilastinldijinda sadece kontrol ve
Zn10 mikromol/L gruplarinin Zn 250 ile anlamli oldugu(p<0.01) saptanmugtir.

4.c. Mg (sabit)+ Zn 10- 100-250- 500 pmol/L iken;

Gizelge 28. Mg (40mmoal/L) +Zn (10-100-250-500 umol/L)’ un farkli derigimlerine 96 saat
maruz birakilan Xenopus embriyolannda % Normal,Anormal,Olim degerleri

Kons.(umol/L) | Embriyo sayisi | %Normal %Anormal % Oltim
Kontrol 30 100£0.00 ~ -

Zn10 59 91.57+1.57 6.73+1.63 1.67+1.67
Zn100 59 87.97+4.76 10.26%3.11 1.73+1.73
Zn 250 58 95+2.89 3.3¢1.67 1.67+1.67
Zn 500 60 90+2.89 10+2.89 -
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120

E
=4
° E 80 —a—normal
-
Je 60 —e&— anormal
> ;— ;g —a—8lm
E %o e
= kontrol Zn10 Zn100 Zn250 Zn500
Konsantrasyon(mg/L)

Sekil 40. Mg(40mmol/L) +Zn (10-100-250-500umol/L)'un farkli derigimlerine 96
saat maruz birakilan Xenopus embriyolarinda % Normal,Anormal,Olim degerleri .

Gizelge 28 (Sekil 40) verileri analiz edildiginde ;
a. % normal degerlerinin degerlerin kontrolle va birbiriyle kargilagstinlmasinda ;

Gizelge 28.a. Mg (40 mmol/L) +Zn (10-100-250-500 mikromal/L)'un farkli konsantrasyonlarina 96 saat maruz
birakilan Xenopus embriyolarinda % Normal degerlerinin kargilagtinlmasi.

Kons. Zn10 Zn100 Zn250 Zn500
(pmol/L)
Kontrol X1.35 X2.46 X215 X2.45
d d b d
Zn10 N.S X210 N.S
a
Zn100 X2.34 N.S
(Y
Zn250 X221
[

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Kontrol, diger gruplarla karsilastinildiginda; tim derigimlerle istatistiksel olarak
anlamh (Zn 250 pmol/L (p<0.01), (p<0.0001), Zn 10 pmol/L; diger derigimlerle
kargilagtiriidiginda, Zn 250 pymol/L (p<0.05) istatistiksel olarak anlamli, diger derigimler
istatistiksel olarak anlamsiz, Zn 100 umol/L; di§er derigsimlerle kargilastinldiginda, Zn 250
pumol/L istatistiksel olarak anlamhi (p<0.001), Zn 500 pmol/L istatistiksel olarak anlamsiz ve
Zn 250 ile Zn 500 pmol/L arasinda istatistiksel olarak anlamlilik oldugu (p<0.001)

saptanmigtir.
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b. % anormal degerlerin kargilagtinimasinda ;

Cizelge 28.b. Mg (40 mmol/L) +Zn (10-100-250-500 mikromol/L)'un farkli konsantrasyonlarina 96 saat maruz
birakilan Xenopus embriyolannda % Anormal, degerferinin kargiiastiriimasi.

Kons.( pymol/L) Znl0 Zn100 Zn250 Zn500
Kontrol N.S N.S N.S N.S
Znlo N.S N.S - N.S
Znl00 N.S N.S
Zn250 N.S

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Gerek kontrol grubu ile deney grubunun, gerek deney gruplarinin kendi aralarinda
karsilagtirimasinda istatistiksel olarak anlamlilik bulunamamistir.
c. % oliim degerlerinin karsilagtinimasinda;

Cizelge 28.c. Mg (40 mmol/L) +Zn (10-100-250-500 mikromol/L)'un farkh konsantrasyonlarina 96 saat maruz
birakilan Xenopus embriyolannda % Olim degerlerinin kargilagtiriimasi.

Kons.( pmeol/L) Zni0 Zn100 Zn250 Zn500
Kontrol N.S N.S N.S N.S
Znl0 N.S N.S N.S
Znul00 N.S N.S
Zn250 N.S

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001

Gerek kontrol grubu ile deney grubunun, gerek deney gruplarinin kendi aralarinda
karsilagtirilmasinda istatistiksel olarak anlamiilik saptanmamigtir.
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4.d. Zn (sabit) + Mg 5-50- 500- 5000 pmol/L iken;

Gizelge 29 Zn (40 ugl/L)+ Mg (5-50-500-5000 pmol/L) derigimlerine 96 saat maruz birakilan Xenopus

embriyolarinda %Normal, Anormal, Olim vezS E degerleri.

Kons.(umol/L) [Embriyo sayis1 | %Normal %Anormal %01im
Kontrol 50 942 45 4+1.87 2+1.22
Mg5 100 90+1.58 1£1.00 9+1.87
Mg50 100 88+3.00 4+1.00 8+2.00
Mg500 100 90x2.74 7+2.00 3+2.00
Mg5000 100 96+1.00 2+1.22 2+1.22
100 -— . N |
E" & ) I o —e—nnormal
g ig —B— anormal
é 20 -y . a
0 - = : A , : A i
kontrol Zn10 Zn100 Zn250 Zn500
konsantrasyon({mikromol/L)

Sekil 41. Zn (40 pgl/L)+Mg (5-50-500-5000 pmol/L) derisimlerine 96 saat maruz birakilan Xenopus

embriyolarinda %Normal,Anormal,Olim degerleri.

Gizelge 29 (Sekil 41) verileri degerlendirildiginde;

a. % Normal degerleri analiz edildiginde;

Cizelge 29.a. Zn (40 pg/L)+Mg(5-50-500-5000 pmol/L) derigimlerine 96 saat maruz birakilan Xenopus

embriyolarinda %Normal degerlerinin kargilagtinimasi.

Kons. |Mg5 Mg50 Mg500 Mg5000
(umol/L)
Kontrol |*%:12.5 N.S X2.12.5 X2.12.5
a a a
Mg5 N.S N.S N.S
Mg50 X215 XZ:10
b a
Mg500 X225
[

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001
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Kontrol grubu ile deney grubu karsilagtinldiginda; Mg 5000 pmol/L istatistiksel
olarak anlamsiz, diger derigimler istatistiksel olarak anlamli ( Mg50, 500 umol/L (p<0.05),
Mg 5 pmol/L (p<0.001), Mg 5 pmol/L; diger derigsimlerle kargilastirildiginda, tim derigimlerle
istatistiksel olarak anlamli (Mg 50, 5000 pmol/L (p<Q.001), Mg 500 umol/L (p<0.0001), Mg
50 umol/L, diger derigimlerle karsilastirildiginda, tim derisimlerle istatistiksel olarak anlamh
(p<0.001) ve Mg 500 ile Mg 5000 pmol/L kargilagtinidiginda; istatistiksel olarak anlamli
oldugu (p<0.05) saptanmugtir.

b. % anormal degerlerinin karsilagtinimasinda;

Gizelge 29b. Zn (40 pgl/L)+Mg (5-50-500-5000 pmol/L) derigimlerine 96 saat maruz birakilan Xenopus
embriyolarinda % Anomal degerlerinin karsilastirimasi.

Kons. Mg5 MgS0 Mg500 Mg5000
(umol/L)

Kontrol |N.S N.S N.S N.S

| Mg5 N.S N.S N.S

| Mg5S0 N.S N.S
Mg500 N.S

Kons.=Konsantrasyon(mikromoV/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001
Kontroliin deney gruplar ile ve deney gruplarinin kendi aralarinda istatistiksel olarak

degerlendiriimesinde istatistiksel olarak anlaml bir farklilik bulunamamistir.

¢.% oliim degerleri analiz edildiginde;
Gizelge 29.c. Zn (40 ugl/L)y+Mg (5-50-500-5000 umol/L) derigimlerine 96 saat maruz birakilan Xenopus

embriyolarinda % Olum degerleri.

Kons. Mg5 Mg50 MgS00 Mg5000
(pmol/L)
Kontrol X225 X210 X210 N.S
C a a
Mg5 X2:21.6 X2:40 X2.31
[ d ¢
Mg50 X225 X225
C C
Mg500 %10
a

Kons.=Konsantrasyon(mikromol/L),N.S= Onemsiz,a= p<0.05,b= p<0.01,c= p<0.001,d=p<0.0001
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Kontrol grubu ile dider derigimlerin kargilagtinlmasinda; Mg 50 istatistikse! olarak
anlamsiz, diger derigimier ( Mg 5, 500, 5000 pmol/L (p<0.05) istatistiksel olarak anlamh, Mg
5 umol/L diger derigimlerle karsifastinidi§inda, tim derigimler istatistiksel olarak anlamsiz,
Mg 50; pymol/L diger derigsimlerle kargilastinldiinda, Mg 500 umol/L (p<0.01), Mg 5000
pmol/L (p<0.05) istatistiksel olarak anlamii oldugu, Mg 500 ve 5000° umol/L (in
kargilastinimasinda; aralarinda istatistiksel olarak anlamiilik oldugu (p<0.05) saptanmistir.
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4.e. Ginko 10-100-250-500 pumol/L +Ni, Cd, Co ve Mg’ un segilen tek derigimleri
uyguiandiginda;

Gizelge. 30. Cinko 10-100-250-500 pmol/L oldugunda+ Ni 80umol/L

+ Cd 15 pumol/L

+Co 1600umol/L.

+Mg 500pumol/L derigsimlerine 96 saat maruz
birakildiinda %Normal,Anormal ve Oltim degerieri.

Kons. Embriyo sayisi | %Normal %anormal %0liim
(nM/L)

Kontrol 30 100 - -
Cd+Zn10 30 96.6 - -
Cd+2Zn100 31 oML 96,6 33 3.3
Cd+Zn250 45 95.8 4.16 -
Cd+Zn 500 30 96.6 33 -
Kontrol 30 96.6 33 -
Ni+Zn10 45 - 93.3 6.6
Ni+Zn100 45 - 95.53 4.4
Ni+Zn250 45 - 86.6 13.3
Ni+Zn500 45 - 95.5 4.4
Kontrol 30 100 - -
Co+Zn10 30 - 96.6 33
Co+Zn100 30 - 100 -
Co+Zn250 30 - 95.53 4.4
Co+Zn500 30 - 100 -
Kontrol 30 100 - -
Mg+Zn10 45 69.93 6.6 233
Mg+Zn100 45 92.07 7.73 1.1
Mg+Zn250 45 91 6.6 4.4
Mg+Zn500 29 80 15.53 44
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15umol/L

80umol/L
1600uM/L
35- — 500umol/L
301 Bl
251
Yiizde ZOJ TL ~ |EKontrol
Oliim 15- 0Zn10
104 0Zn100
5. - i 0Zn250
o JAM I HTL  |oznsoo
Cd Ni Co Mg

Konsantrasyon{mikromol/L

Sekil 42:Cinko 10-100-250-500 umol/L oldugunda +Cd 15 pmol/L
+Ni 80 ymol/L
+Co 1600 ymol/L
+Mg500umol/L
derigimlerine 96 saat maruz birakildiginda %Normal,anormal
ve Olum degerleri .

Cizelge 30 (Sekil 42) degerlendirildiginde; Cinko'nun 10, 100, 250 ve 500 pmol/L
derigimleri ile kadmiyum, nikel, kobalt ve magnezyum’ un sabit derigimleri birlikte
uygulandiklarinda Xenopus embriyolarinda ylizde 6lum oram g¢inko derigimi arttikga
azalm|§t|r.
Pilot caligma I'de Kontrol grubundaki serum ¢inko degeri: 1,852 ug/mi

Deney grubundaki serum cinko degeri 1,644 ug/mi olarak
bulunmustur.
Bu degerle yaptigimiz FETAX testinde elde ettigimiz serum ginko degeri 100 mikrogram/L
ginko’nun degeri olarak kabul edilmistir. Bu derisime maruz birakilan embriyoda gelisme
9.asamada durmustur, 4 ginlik takip sonucunda ilk ginkli sonug degigsmemis yani
embriyolarin hepsi lmustar.
Pilot ¢calisma I'de Cinko+Lityum beraber uygulandiginda Xenopus embriyolari kontrol
embriyolari ile ayni seyri izlemistir. Magnezyum +Lityum beraber uygulandifinda ise sadece
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4x10°°M Lityum+0.1 mmol/L Mg'da dikkat gekici bir durum geligmistir. Elde edilen sonug
kontrolle karsilastinldiginda; kontrolde bu derisimde tim embriyolar 6lirken; deney

grubunda %100 oraninda anomali gézlenmis ve 6lim orani % 0 olmustur.
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Caligmamizda 96 saat c¢esitli kimyasallara maruz birakilan
embriyolarda gegitli anomaliler goériilmiigtiir. Bunlar bag, gz, yolk, kuyruk
anomalileridir ( Sekil.43-105).



4 e

"5 p mol M.B 2.8x10

9 mol M.B 2.4x10 15 pmol - M.B 2.6x10

Sekil 43-46. Kadmiyum'a (5, 9, 15 umol/l) 96 saat maruz birakifan embriyolarda gdzlenen
anomaliler a.Kink kuyruk, b.yolk anomalisi, c.gézler ortada birlesmis, d.kuyruk egriligi, e.6dem,
f. Bll, g.mikroftalmi, h.mikrosefali, i.¢ift kuyruk, k.gbzler lateralde, I.g6z yuvardadi protriizyona
ugramis.
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30 p mol M.B 3.1x10

e T e s ¢ de
30 pu mol ' M.B 2.6x10 30 1 mol M.B 2.6x10

Sekil 47-49. Kadmiyum (30 pmol/L) + Magnezyum (40 mmol/L) ‘a 96 saat maruz birakilan
embriyolarda gézlenen anomaliler a.somit bikliimlenmesi, b.mikrosefali, c.mikroftalmi, d.6dem,
e.yolk anomalisi, f.biil, g.kink kuyruk, h. siklopia.
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EE i unber

o "~ 'M.B26x10 10 pmol 4. M.B 2.6x10

11

e,g

A
10 p mol M.B 3.2x10 10 p mol M.B 3.8x10

Sekil 50-53. Kadmiyum (10 pmol/L) + Cinko (40 ug/L)' ya 96 saat maruz birakilan embriyolarda
gdzlenen anomaliler a.mikrosefali, b.mikroftalmi, c.6dem, d.yolk anomalisi, e.kuyruk
supresyonu, f.bill, g.kuyruk egriligi, h.somit biklimienmesi.
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12

7.2 p mol " MB3.4x10

Sekil 64. Cd (7.2 pmoliL) + Mg 40 mmol/L)+ Zn (40 pg/L) ‘ya 96 saat maruz birakilan
embriyolarda goriilen anomaliler a.mikroftalmi, b.mikrosefali, c.yolk anomalisi, d.kuyruk egriligi.
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Evre 45 Lateral gdriiniim®
13 14 : 15

M.B 3.4x10 28 p mol M.B 2.7x10
18

10 p mol M.B2.9x10 30 p mol
17

M.B 2.8x10

260 pr mol B 3.7x10 180  mol M.B 3.4x10 180 1 mol 3.5x10
Sekil 55-63.Kobalt'a (Co) 96 saat maruz birakilan embriyolarda gorillen anomaliler a.kink
kuyruk, b.yolk anomalisi, c.anensefali, d.8dem, e.gift kuyruk, f.g8zler ortada birlesmis, g.kuyruk
egriligi, h.kuyruk anomalisi, i.somit biiklimlenmesi, k.bdl, 1.gdz tamamlanmamis, m.mikroftalmi,

n.sement bezi anommalisi, o.kuyruk supresyonu.
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Evre 45 Lateral gériinim”
22

1 p mol M.B 2.3x10

-

1 mol M.B 2.3x10

24

10 1 mol  M.B28x10
Sekil 64-65, Kobalt (1, 10 ymol/L)+ Cinko (40 pg/L) ya 96 saat maruz birakilan embriyolarda

gbzienen anomaliler a.mikroftalmi, b.mikrosefali, c.biil, d.somit biiklimlenmesi, e.yolk anomalisi,
f. kuyruk egriligi.
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Evre 45 Lateral goriiniim®

- 4a
1 p mol M.B3.2x10  300p mol M.B 2.3x10

Sekil 66-67. Kobalt (1, 300 umol/Ly+ Mg (40 mmol/LY'ye 86 saat maruz birakilan embriyolarda
gbzlenen anomaliler a.yolk anomalisi, b.somit biikilimlenmesi, c.kuyruk egriligi.
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27 28 29

300 mol M.B28x10 300pmol  M.B2.8x10 300pmol M.B 2.8x10
Sekil 68-70. Kobalt (300 pmoi/L) + Cinko (40 u g /L)ye 96 saat maruz birakilan embriyolarda

gbrilen anomaliler a.bill, b. gz yuvarag: tamamlanmamig, c.mikroftaimi, d. Yolk anomalisi
e.6dem, f. somit bikliimlenmesi.
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P pu———
R et i e e

c,e M.B 3.2x10

10p mol

ol/L)+ Magnezyum (40 mmol/L)+ Cinko (40 pug /L)ya 96 saat maruz

Sekil 71. Kobait (10 um
orilen anomaliler a.mikrosefali, b.mikroftalmi, c.6dem, d.bil, e. yolk

birakilan embriyotarda g
anomalisi.
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Evre 45 Lateral goriinim?®

31 . 32

M.B 1.8x10

5 y mol M.B 2.1x10 10 p mol M.B 3.2x10 20 p mol M.B 3.2x10

36 ik 37 38 -

M.B2.8x10 150 p mol M.B 3.2x10

50 1 mol " MLB 23x10 120 p mol
Sekil 72-79. Nikel (Ni)e 96 saat maruz birakilan embriyolarda gdzlenen anomaliler

a.anensefali, b.6dem, c.yolk anomalisi, d.kuyruk anomalisi, e.bag yok, f.kuyruk egriligi, g.gévde
yok, h.siklopia, i.bill, k.mikrosefali, . mikroftaimi, m.kirk kuyruk.

169



Evre 45 Lateral gérinim®

39 < £ 41

S0pmol ©™  M.B25x10 89 pmol "M.B 2.0x10 80 p mol M.B 2.5x10
Sekil 80-82. Nikel (80 pmoli)+ Magnezyum’a (40 mmolbl) 96 saat maruz birakilan
embriyolarda gdrillen anomaliler a. Cift kuyruk, b.6dem, c.bill, d.mikrosefali, e.mikrofialmi,
f.siklopia, g.yolk anomalisi, h.kuyruk supresyonu.
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Evre 45 Lateral goriinim?

42 ae 43 a

b.d

150 1 mol M.B 2.5x10 150 y mol T M.B 2.5x10

Sekil 83-84. Nikel (150 pmoliL)+Cinko (40 pg/l) 'ya 96 saat maruz birakilan embriyolarda
gdriilen anomaliler a.mikrosefali, b.yolk anomalisi, ¢.kuyruk egriligi, d.6dem, e.mikroftaimi.
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Evre 45 Lateral goriinim®

R

> | a,t;,c

Kontrol M.B 2.8x10

45 46 de

80 p mol M.B 2.3x10 80 y mol M.B 3.7x10
Sekil 85-87. Kontrol, Nikel (80 pmol/L) + Mg (40 mmol/L) + Zn (40 pg/L) 'ya 96 saat maruz

birakilan embriyolarda gérillen anomaliler a.gift kuyruk, b.hemoraji, c.kuyruk egriligi, d.somit
bitklimlenmesi, e.kuyruk anomalisi, f.6dem.
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b,c b,c

$ mM M.B 2.6x10 20 mM 'M.B 3.6x10

Sekil 88-91: Magnezyum'a (Mg) 96 saat maruz birakilan embriyolarda gérilen anomaliler
a.kuyruk biiklimienmesi, b.6dem, c.yolk anomalisi, d.kink kuyruk, e.mikroftalmi, f.mikrosefali,
g.somit biikiimlenmesi, h.bill, i. siklopia.
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Evre 45 Lateral goriinim™

51 52

B o 24 ’J
40 mM M.B 2.4x 50 mM M.B 2.7x10

Sekil 92-93: Magnezyum (40, 50 mmol/l) + Cinko (40 pg/l) 'ya 96 saat maruz birakilan
embriyolarda gérillen anomaliler a.hemoraji, b.siklopia, ¢.yolk anomalisi, d.mikroftalmi, e.kirk

kuyruk, f. sement bezi anomalisi, g. 6dem.
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>3 S, A, i e A

’ FaoR . K : R %
M.B25x10 40pg M.B.1.8x10 40 png M.B 3.8x10

56 57 58 cf|

i i be ool A o ,
60pg M.B24x10 60 p M.B3.2x10 60pg M.B 2.5x10
d
60 m 61 v cfi

n
v

Opg M.B 2.4x10 60 pg MB28x10 80pg M.B 2.8x10
$ekil 94-103. Ginko'ya (Zn) 96 saat maruz birakilan embriyolarda gériilen anomaliler, a. gézler

ortada biresmis, b.6dem, c.mikroftalmi, d.kuyruk egrili§i, e.yolk anomalisi, f.siklopia, i. biil,
k.somit bikliimlenmesi, l.mikrosefali, m.kirik kuyruk, n.anensefali, 0. Sekilsiz kiitle.
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%
>

0pg M.B 3.0x10 10pg M.B 2.6x10

Sekil 104-105. Cinko (10 ug/L)+ Magnezyum (40 mmollL)a 96 saat maruz birakilan
embriyolarda gériilen anomaliler a.siklopia, b.8dem, ¢.yolk anomalisi, d.kuyruk egriligi, e.somit
biiklimlenmesi.
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5. TARTISMA

Bu g¢aligmada Ginko, kadmiyum, kobalt, nikel ve magnezyum’ un LC50
degerleri ile her maddenin tek veya magnezyum ya da g¢inko ile birlikte
uygulandiginda gézlenen degisikliklerin saptanmasi amaglanmigtir.

Calismada a: Testin azami siiresi (5 saat + 96 saat) olarak belirlenmigtir.

b. Kontrol gruplar! ile test gruplari arasinda normal, anormal , 6lim yizdeleri ile
her maddenin magnezyum veya c¢inkoyla birlikte uygulandiinda normal,
anormal ve 6lum yizdeleri farkina bakitmigtir. '
¢. Kimyasal madde farki veya derigim farklarinda anomali cinsi ve siddetinde
olugan degisiklikierle, her kimyasal maddenin 6zgll olarak anomali gosterip

gOstermedigi gézlenmistir.

1.asamada kullanilan kimyasal maddelerin etkin dozlarinin saptanmasi
icin sinir belirleyici testler yapilmistir. Sinir belirleyici test ile belirlenmis aralik
icinde kalmak tzere ilk etkinin géruldugi derigimler ile embriyolarin timini
6ldiren derisimler arasindaki derigimler denenmistir.

2. asamada o6nce Cd, Ni, Co ve Zn' nun teratojenite indeksi (T1)
bulunmustur. Bu degerler Cd igin TI: 8.6, Ni icin Tl: 24.4, Co igin TI: 625, Zn
icin TI:7.9 olarak saptanmigtir. Kadmiyum hari¢ dider literatlirlerde rakamsal
olarak ayni olmamasina ragmen kullandigimiz katyonlarin siddetli teratojen
oldugu konusunda literatiirle uyumlu sonuglar alinmigtir > 720 8 mMg'un TI:
360 olarak bulunmus, ancak Magnezyum'un TI' sini gdsteren bir literatiire
rastlanmamistir (Sekil 9, 11, 13, 15, 17, 19).

Sabourin ve arkadaglan 1985’ te yaptikiari galigmada kadmiyum' un
teratojenite indeksini 1.3 olarak bulmugken, 1991 yilinda Sunderman ve
arkadaglar yaptiklari ¢alismada teratojenite indeksini 8.6 olarak bulmuslardir.
Sunderman bu farkin Sabourin’ in deneysel 2 eksigi dolayisi ile oldugunu
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yazmigtir. Bunlardan ilki onlarin inkiibasyon besiyerinin Xenopus embriyosunun
optimal yagsamasi igin gerekli inorganik tuz karigimi icermemesi (onlar reverse
osmosis sistemi ile temizledikleri suyu kullanmiglardir.) ve ikincisi FETAX igin
optimal sicaklik olan 23-24°C yerine 20 °C’de yapilmig olmasi ve deneyin tek bir
defa yapiimis olmasidir.

Calismamizda Sunderman’ in yaptdi gibi sicaklik olarak 23+1°C,
solisyon olarak FETAX solusyonu kullanilmig ve sonucumuz Sunderman’in
sonucuna benzer bulunmustur. Sabourin ve arkadaslarn tarafindan kadmiyum
negatif teratojen olarak bulunmustur ama 1973’ ten beri bu maddenin

kemiricilerde teratojen oldugu gesitli gruplar tarafindan bulunmusgtur'® 1> 16. 27. 60

64,69, 76

Yayinlanan bir derlemede kadmiyum'un zayif mutajenik oldugu ve
muhtemelen indirekt mekanizmalarla timér olusumuna neden oldugu ama bu
nedenin bilinmedigi, kadmiyum kanserojenitesinin ¢inko ile degisiklige
ugratilamayacag belirtilmigtir®.

1991 yilinda Hopfer nikel'in teratojenite indeksine bakmustir. 1979
yiindan beri fare, sigan, hamster , tavuk ve deniz yidizi'nda yapilan
calismalarda® nikelin teratojen oldugu bulunmustur. Burada teratojenite indeksi
147 olarak bulunmusken bizim g¢alismamizda 24.4 olarak bulunmustur. Sonugta
nikelin teratojenitesinin pozitif ve siddetli oldugu bulunmustur. Calisma
arasindaki farklar onlarin yumurta zarlarini L-sistein HCI ile uzaklastirmalari ,
bizimse zarlarn forsepsle soymamiz, ikincisi onlar yumurtalan sagarak invitro
fertilizasyonla elde ederken, galismamizin bu agamasinda FSH ve hCG verip
yanyana biraktigimiz giftlerden elde ettigimiz embriyolarin kullaniimasidir &'.

Kobaltin teratojenik, mutajenik ve karsinojenik etkisi 1985 yilinda
6zetlenmistir (1991). Kobalt tuzlar bakteriyel mutagenesis deneylerinde negatif
veya siipheli olarak bulunmustur. Fakat kristal kobalt siilfit memeli mutagenezis
deneylerinde (Suriye hamster embriyosunun invitro morfolojik transformasyoniu
hicrelerinde) siddetii pozitif gikmistir. Teratogenesis deneylerinde kobalt tuzlar
rat ve hamsterierde negatif ¢ikarken, 1967-1990 yillarinda yapilan ¢alismalarda
fare ve tavuklarda pozitif gikmistir (Plowman’a gére1968-1990). Plowman ve
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ark. kobalt toksisitesini 416 olarak bulmuslardir. Bizim sonucumuz TI: 625'dir.
Aradaki deneysel farklarin nedenleri nikeldeki gibidir .

Dawson ve arkadaglan 1985-1988 yillan arasinda yaptiklari
calismalarda ¢inko igin teratojenite indeksini 528/55: 9.6 olarak bulmuslardir.
Bantle 1989 yilinda ginko igin LC50 degerini 49 pmol/L olarak bulmusken, LC50
degeri kesin bulamamigtir. Nedeni ise kullanilan derisimlerin hepsinin subletal
olmasidir (Plowman’a gére). Plowman ise yaptidi ¢aligmada TI'y1 21.25 olarak
bulmustur. Bizim sonucumuz TI: 7.9 ¢tkmig ve Dawson’un sonucuna oldukga
benzerlik gdéstermigtir. Sonuglar arasinda farklarin olasi nedeni bazi
c¢alismalarin laboratuvarda hazirlanan derigsimlerle embriyolanin muamele
edilmesi, bazilarinin ise asidik maden suyu, yer alti suyu, ¢okelti sularindan
elde edilen su érneklerinde galisilmis olmasidir 1% %4,

Magnezyum’ un teratojenite indeksi ise 360 olarak bulunmus, bu deger

magnezyumun siddetli teratojen oldugunu gostermistir.
Ekzojen magnezyum’ un esansiyel oldugu 1961 yilinda Brown tarafindan rapor
edilmis, 1977 yilinda Miller ve Landesman tarafindan teyit edilmistir 3. Luo’nun
makalesinde FETAX testinin bu tiur c¢evresel gereksinimler igin uygun bir
protokol oldugu ve embriyogenezis siiresince mineral ige aliminin mekanizmasi
ve ve mineral gereksinimi galigmalar igin standardize deneysel sistem olarak
hizmet verebilecedi belirtimektedir. Literatirde FETAX ile Xenopus
embriyolarinin besiyeri icindeki kadmiyum, nikel, kobalt ve ¢inko’ ya etkilerinin
oldukga bariz oldugu ve artan derisimlerde uygulandijinda % &lim oranlarini
diastrdtga belirttilmektedir. Bu sonug¢ bizim galisgmamizia da uyumiudur. Bu
bulgular Miller ve Landesman’in 1977'de yaptiklarn g¢aligmanin bir uzantisidir.
Onlar kursun, kadmiyum, civa ve mangan’ 1 kullanarak c¢alismay: ( 6 gin
%10'luk  Holftreter ¢ozeltisine, 18°C) farki deneysel kosullarda
gerceklestirmiglerdir. Magnezyum’ un eksiklik ve fazlaliinin olasi etkileri diger
sinif kimyasallarla (6rn.organik Dbilegiklerle) FETAX testi kullanilarak
degerlendiriimemistir. Yazara gére Magnezyum’ un diger divalan katyonlarla
karsilikh etkilerinin molekler temeli igin ileri galigmalara gerek vardir .
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3.asama degeriendirilecek olursa; bu agsamada Xenopus embriyolari
Cd, Ni, Co; Zn ve Mg'a maruz birakildiginda tim katyonlarda derigim arttikca
6lim ylzdesinin arthdr géralmastar. Bu bulgu diger literatirlerle de uyumliudur
(Gizelge 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve Sekil 8,10,12, 14, 16, 18) 3% 34.79.80

3a. ve 3b.birlikte deferlendirecek olursak; 1990 yilindan itibaren cesitli
arastiricilar deneylerde kullandigimiz metal iyonlarinin teratojenite indeksi ve
etki mekanizmalarini degerlendirmeye baglamiglardir. Ayrica magnezyum'un
tim bu divalan katyonlarin teratojenitesini azalttigr bulunmustur. Bundan baska
cinko’nun kadmiyum’ la ve nikel’ le karsilikli etkilerinin oldugu saptanmstir.

Gorildugu tzere galismalarda magnezyumun tim divalan katyonlara %

57,59

ve
cinko’ nun kadmiyum’ a %”*° ve nikel'e ¥ etkisi aragtinimigtir. Costa ve ark ”° ve
Kasprzak *° tarafindan magnezyum’ un nikel bilesiklerinin toksik ve karsinojenik
etkilerine kargi koruyucu etki yaptigi 1986-1991 yillari arasinda caligilmistir.
Farelerde magnezyum asetat’ in nikel asetat’la baglanarak pulmoner niikleusiar
araciligigiyla nikel ice alimini azalttigi ve pulmoner DNA sentezinin nikel
stimulasyonunu baskiladigi 1985’ te Kasprzak tarafindan ortaya atilmigtir. Ayni
yazara gére magnezyum, hiicre kiltiriinde DNA'ya invitro nikel baglanmasini
azaltir ©°.

Cahsmamizda a. Cinkonun diger divalan katyonlara etkisi de
degerlendirilmek istenmistir. b. Ayrica magnezyum ve ginkonun beraberce diger
divalan katyonlarla (Mg+Zn+X (divalan katyon) muamele edildiginde olusan
etkiler degerlendirilmis, her iki sikta yaptidimiz ¢aligma ile ilgili bir literatiire
rastlanmamigtir.

Yazarlara gore eldeki verilerle magnezyumun etkisi i¢in en olasi
aciklama magnezyum’ un diger divalan katyonlarla tagiyici mekanizma igin
yarnigsmasidir. Bu yarigma metal absorbsiyonu, hiicresel igce alim veya kritik
molekler hedeflere baglanmak igindir (6rn.DNA polimeraz) %.

Biyolojik sistemlerde agir metallerin karsilikly etkileri icerdigi madde, test
edilen tar , derigim dilimi ve muamele periyoduna baglidir. Yani gok kompleks
bir sonugtur. Aynica farkh agir metallerle birlesik muamelede, balk (1975),
bitkiler (1999 )’ de farkli sonuglar elde edilmistir %°.
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Cinko gelisimin tim evrelerinde hayvan metabolizmalarinda gesitli
metalloenzimlerin bir komponentidir. Bunun icinde, geligimin butiin evrelerinde
onemli rol oynayan niikleik asit ve protein sentezi vardir. Cinko’nun hiicre
biyimesinde koruyucu ve dizenleyici etkisi vardir (Bedwall,1994), biyolojik
membraniarin stabilizasyonunda major rol oynar. Bunu redoks aktif divalan
metallerden bakir, civa ve kadmiyum .gibi hiicre vyilizeyine baglanan
komponentlerle yarigarak yapar (sulfidril gruplan). Metallothionein sentezler, bu
proteinler de agir metallere baglanarak OH™ radikallerini stptrar (Cousins and
Hempe,1990). Nikel bu proteini indiklemez; dominant olarak gama glutamil
glutatyona baglanir (Zaroogian and Yevich,1993), bu mekanizmay! Ag, Hg, Pb,
Cd ve Se’ da kullanir. Bu metaller organizma i¢in yabanci maddedir (Xenobiotik)
ve belli kritk seviyeye gelince ortaya c¢ikan enzimler &rnegin glutatyon S-
transferaz (GST) araciligi ile glutatyon indirgenir (GSH) (Iscan et al,1994) (69).
Cinko eksikligi gelisim ve Greme ile ilgili birgok negatif etki yapar, émegin
anormal yumurta gelisimi, mayotik ve ovulasyon iglergelerinin degismesi,
anormal spermatozoa ve yiiksek insidansli dogumsal anomaliler (Bedwall ve
Bahuguna, 1994). Diger taraftan yiksek derigsimli ¢cinko Daphnia magna’ da
reme ve yasami olumsuz etkiler (Munzinger ve Monicelli,1991) Diger
vertebrasizlarda, yiyecek absorbsiyonu (Naylor et al,1990), yasama orani
(Migliore ve De Nicola, 1990), zindelik , Ureme ve uzun yasam ( Beyer et

al,1985) saglar. Bufo arenarum’da embriyolarda 130 mg/L Zn?"

ya kadar yan
etki gozlenmemistir (Herkovits ve Helguero, 1998) .Cinko'nun amfibi
embriyolarinda yararh etkileri olduju bulunmustur. Bu etkiler; spontan
anomaliler (Herkovits,1989), malforme veya gecikmis gelisim ve Cd ( Herkovits
et al,1990), Pb (Herkovits et al,1996), Al (Herkovits,1997), Hg (Herkovits et
al,1995) ve Cu (Herkovits ve Heulgero,1998). gibi metallerin sebep oldugu
gecikmis gelisim veya élimden korumadir 5828493

Ni-Zn karsilikh etkilerini saptamak igin yazarlann yaptigi ¢alismalarda,
nikel eksikligi olan farkli organlarda gérilen deri ve sac¢ degisiklikleri ginko
eksikliginde de géralir.
Nikel eksikligi ayrica organlarda ¢inko derigimini anlamli olarak azaltir

(Kirchgessner ve Schnegg,1980). Metallerin farkh trofik diizeyleri arasinda
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karsilikh etkileri ekosistem fonksiyon ve buatunlaguna ( Zwart ve ark.,1998) ¢ok
gesitli kirleticilerin bozdugu hakkinda gittikge artan birikim vardir ®'.

- Kadmiyum;la bu agsamada yapilan deneylerde Cd(l), Cd+Mg(ll),
Cd+Mg+Zn (Ill) denenmistir. Denenen tim derigsimlerde Il ve Il deki %
normal, anormal ve 8lum yuzdesi degerleri, I’ dekinden daha yliksektir ( p<0.05,
p<0.01, p<0.001, p<0.0001). 10 pmol/L’ de Il ve III’ deki 6liim orani I'e gdre artmistir
(p<0.0001). Bu bize Mg'un Cd 7.2 uymol (ll) derigime kadar pozitif etki ettigini, 10
pumol’ de bu etkinin olmadigini géstermektedir. Ayni sekilde HIF’ de de etkinin 7.2
umol/L'ye kadar oldugu goérulmektedir. Sonuglar II' nin Il e bu derigimlerde
daha iyi cevap verebildigini disindirmustir (Gizelge 2, 8 ve 12, Sekil 8, 20, 24).

Bu da bize ¢inko’nun (40 ug/L) kadmiyum’'un disik derigimlerinde magnezyum
ile sinerjist galistigini, yiksek derisimlerde antagonist etki ile tim embriyolari
éldardagini distindirmektedir.

Cd vertebralilarda birikir ve bébrek yoluyla yavagega atilir. Kadmiyum’ un
hedef organlarda fonksiyon bozukliuklar igin kritik bir derigimi vardir (500-2000
Hg.kg). Dokudaki kadmiyum igerigi ergin insan modellerinde klinikte KC’ lerde
Olglilmis ve Cd' un yanlanma émrinin birkag yidan 100 yila kadar oldugu
bulunmustur. Hesaplama 6lum sonrasi insan organ ve dokularinda kadmiyum
birikimi bakilarak yapilmigtir .

Endojen disi seks hormonlarinin disi bd&breklerinde bulunan
kadmiyum’un yiksek derigimlerinde g¢esitli roller oynayabildigi bulunmustur.
Japonya’ da kadmiyum’ un erkeklere gére kadinlarda daha fazla biriktigi rapor
edilmigtir. 1993 yilinda insanda kadmiyum diizeyinin lineer olarak 30-65 yillari
arasinda arttid! bulunmustur %.

Yazarlara gére (1992-97), ¢inko ilavesi; Cd absorbsiyonunu ve birikimini
azaltir, Cd’ un zit etkisini 6nler veya azaltirken ginko eksikligi; Cd birikimini ve
toksisitesini artirir. Biyolojik sistemde Cd ve Zn; makromolekillere , 6zellikle
Sulfar (S), oksijen (O) ve nitrojen (N) yoluyla baglanir ve kargihkli etkiler S-, O-,
N verici olaraktir. Cd ve Zn iyonlari gesitli hiicrelere girmek igin yarigirlar ve ¢ok
sayida biyolojik iglergelerde Zn , Cd'un yerini alabilir (1992-1997). Kargilikli
etkiler deney modeline gére, olay yarigsmall ve yarigmasiz olabilir. Barsaklar Cd
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ve Zn'nun karsihkli etkilerinin goéruldugi ana organdir. Intestinal MT, Cd
absorbsiyonu ve onun viicutta dagiliminda énemli bir rol oynar %%,
Calismamizda Cinko’nun magnezyuma gére kadmiyumun teratojenik
etkisini azaltmada daha fazla etkili oldugu bulunmustur.
Daha dnce bélimimizde Zebra baligi ile yapilan bir galigmada Cinko’ nun 0.5
mg/L dozunda kadmiyumun cevabini degistirmedi§i sonucuna varnimigtir. Bu
sonu¢ nikelle ¢inko etkilegsiminde 0.5 mg ¢inko derigsiminde nikelin cevabini
etkilememesine benzemektedir. Calismamizda Cinko’nun, pg/L ve pmol

seviyelerinde dahi cevabi degistirdigi gorilmustur .

Nikel’ le bu asamada, (Ni(l), Ni+Mg(ll), Ni+Mg+Zn(ill) ile denenen tim
derisimlerde II ve Ii’deki % normal, anormal dederleri 150 ymol haricinde bariz
sekilde yiksektir. Nikel diisiik derigsimlerde iken (10, 80 umol/L) If'ye cevabi
bariz olarak daha olumlu iken , yliksek derigimlerde (100,120 umol/L) llI' e daha
iyi cevap verdigi géralmustir (p<0.05, p<0.01, p<0.001, p<0.0001) (Cizelge 3, 9, 13, Sekil
10, 21, 25).

Yazarlara goére, nikel toksisitesinin diger metallerle karsilastirildiginda,
Bufo arenarum embriyosu igin daha az toksik oldugu bulunmugken (Cu> Cd>
Hg> Al> Pb> Ni> Zn) ¢inko silfatin 130 mg/L altindaki derigimierde bu
embriyoya letal etkisi olmadi§i saptanmigtir. Yazarlar ayrica, amfibi
embriyolarinin ¢inkoya en azindan son gelisimsel evrede toleransinin (di§er
turlere gére dafnia, alg, baliklar) daha fazla oldugunu belirtmiglerdir.

LCso degeri Bufo arenarum igin 130 mg/Zn/L dir. Bu diger tatli su organizmalar
icin genel degildir .

Yazarlarin ¢aligmada Ni-Zn etkilegsmesi U gekilli bir egri olusturur. Cinko
0.5mg/L'de nikel toksisitesini etkilemezken, 2-30 mg/L Zn** orta derigimlerde
6lumu artinp, 60-100 mg /L Zn*? gibi daha yiksek derisimlerde yararl etkiler
yapar. Bu calismada go6rilen, ayni zamanda toplu muamelelerde Nikel
toksisitesine sinergist etkinin ¢inkonun orta oranh derigimlerinde elde edilmis
olmasidir %.

Calismamizda Cinko’nun nikel'e pug ve pmol seviyelerinde dahi etki
ettigi gosterilmistir. Aym galigmaya gore, metal kargilikli etkileri galigmalan
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vahsi yagsam koruma igin su kalite kriterlerinin tanimlanmasinda bilimsel bir
temel saglamaktadir .

Tipik bir U sekilli doz- yanit egrisi, bir madde (Calabrese ve
Baldwin, 1998, review'u) ile ilgili gibi gérilen bir kimyasal'a dusik derigsimlerde
yararh, yiiksek derigimlerde zit etkiler olugturur (Arndt-Schulz yasasi). Nikel
toksisite mekanizmasi diger metaller (Cd,. Co) gibi lipid peroksidasyonunu
artirarak aktivite gosterir (hlicresel yaralanma ve 6lim). Ni, Fe ve Cu ile yer
degistirerek lipid peroksidasyonuna aracilik edebilir. Peroksidatif hasara karg!
hiicresel savunmanin inhibisyonu; serbest radikallere karsi koruyucu enzimierin
ihibisyonu ile ve/veya serbest oksijen radikalleri Uretilerek yapilabilir. Diger
yandan Ni invitro olarak hiicrelerde protein ve DNA’ ya, invivo olarak da
kromatinlere baglanabilir. Makromolekiilere bu sekilde baglanma nikel
bilegiklerinin DNA sentezini karnistirmas: ve kromozom anomalilerinde az da
olsa bir artig yapmaktadir. Ayrica nikelin anormal DNA onarimi yaptigi ve
bununda karsinogenesisin bir mekanizmast olabilecedi rapor edilmistir (Au et
al,1994, Hartmann et al,1998) %.

Kobalt (umol/L) ile bu asamada yapilan calismalarda (Cof(l),
Co+Mg(ll), Co+Mg+2Zn (lil), 10 umol/L’ de % normal degeri I' de fazla iken, Il ve
I de dikkat geken anomalinin azalip 6limuan artmasidir.

Bu calisgmada W' Gin IPden yararli oldugu, magnezyum ve g¢inkonun nikelin
distk derigimlerinde ise yaramadigi, derigim yukseldikge magnezyum tek
olarak ve ginko ile birlikte sinerjist etkisini artirdigi gértimastir

Sonugta kobaltin magnezyuma cevabi olumiu iken, Mg+ Zn+ Co karmasinda
daha iyi sonu¢ elde edilmistir (p<0.05, p<0.01, p<0.001,p<0.0001) (Cizelge 4, 10,
14,Sekil 12, 22, 26).

Kobalt (mmol/L); ile bu agamada yapilan deneylerde (Co (l), Co+Mg
(I1),Co+Mg+Zn (lll), I' de 9 mmol’ e kadar % normal tim derigimierde 0 iken, I
ve Il de artmigtir. Dikkat geken nokta burada da % anormal miktarlan I’ e gére
daha azken, % olum artmigtir. Sonugta mmol seviyesindeki derigimierde
Magnezyum’ un etkisi bariz gekilde gézlenmekte, diislik derisimlerde I' e gore
Il de ylizde normal orani artmig oldudu halde (p<0.05,p<0.01,p<0.001,p<0.0001)
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magnezyumun etkisinin daha fazla oldugu gérilmektedir (Gizelge.5, 11,15, Sekil
14, 23, 27).

Kobalt gelatorlerin  varliginda ROS Uretimini  kolaylagtirmaktadir. Son
caligmalarda kobaltin néronal kilture edilmig hicrelerde mitokondriyal DNA
hasarina yol acgtigi bulunmustur %777 | Kobaltin toksik etkisinin reaktif OH
radikallerinden kaynaklandigi 6ne strdimistir (Moorhouse, 1985) 88© 9%
Yaptigimz galigmada kobalt'in teratojenik etkisini azaltmada magnezyum’un
cinkodan daha yararli oldugu sonucuna vanlmigtir.

3.c. Bu asamada kadmiyum, nikel ve kobalt ve ginko'’nun sabit derigimleri ile
magnezyumun 5, 50, 500, 5000 pmol/L derigimleri birlikte denendijinde %
6lum, tim derigimlerde magnezyum derigimi arttikca azalmistir (Gizelge 16, Sekil
28). Bunun icin olasi agtklama magnezyum’ un diger divalan katyonlarla kritik
hedeflere baglanmak i¢in yarigmasidir (p<0.05, p<0.01, p<0.001, p<0.0001).

3d. Bu asamada yapilan galismada ginko sabit (40 pg/L)+ Cd, Ni, Co sabit+ Mg
5, 50, 500, 5000umol/L iken dikkat cekici olan; magnezyum’un artan
derigsimlerinde her G¢ katyonun 6lim oraninin % O olmasi ve nikelin tim
derisimlerde % 100 anomali gostermesidir. Ayrica kadmiyum'da yizde normal
orani % 100'den % 90 ‘a duserken; derigim arttikga ylizde anomalinin azaldig,
kobalt'ta ise magnezyum derigimi attikga yllzde normal oraninin artmasi ve

ylizde anormal oraninin gittikge azaldijt goézlenmigtir (p<0.05, p<0.01,p<0.001,
p<0.0001) (Gizelge 17, 18, 19, Sekil 29, 30, 31).

4.agsama, bu asamada Invitro Fertilizasyon (IVF) yontemi ile elde edilen
embriyolarla deneylere devam edilmigtir. Bu yéntemle elde edilen yumurtalarda
déllenme yiizdesi istenen diizeyde olmus (%95 ve lizeri)”’, dogal yontemle elde
edilen binlerce yumurta yerine istenilen miktarda yumurta toplanmistir.

4a1. Bu asamada Zn sabit (40 pg/L)+ Cd degisken oldugunda, belli bir

derisime kadar ginkonun &lim oranini dugurdigu, yiksek derigimlerde hafifce
arttigi géralmistir (p<0.05, p<0.01, p<0.001, p<0.0001), (Cizelge 20, Sekil 32).
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4.a2. Bu agamada Cinko sabit (40 pg/L)+ Ni degisken oldugunda, nikel
derigimi artttkga ylzde 6lim orant azalmighr. Ancak yiiksek derisimlerde

embriyolarin tamami anomali gostermigtir (p<0.05, p<0.01, p<0.001, p<0.0001),
(Cizelge 21, Sekil 33).

4.a3. Cinko sabit (40 pg)+ Co (umol/L) degisken oldugunda yizde

6lum orani azalmig, ylizde normal oram ise yilksek derigimlerde artmigtir
{p<0.05, p<0.01, p<0.001, p<0.0001), (Cizelge 22, $ekil 34).

4.a4. Cinko sabit+Co (mmol/L’'de) degisken oldugunda, kobalt sadece
0.1 mmol iken ylizde normal degeri yiksektir. 9 mmol’ e kadar ylizde anormal

degeri fazla iken, bu derigimlerde ylzde 6lim orani aniden artmistir ( p<0.01,
p<0.0001 ), (Gizelge 23, Sekil 35).

4.b. Zn sabit (40 pg/L)+ Mg (10, 40, 50) degisken oldugunda, magnezyum
derisimi arttikga ylizde anomali azalmigtir (p<0.05, p<0.001, p<0.0001), (Gizelge 24,
Sekil 36).

4c. Cd, Ni, Co (sabit) + Mg (sabit ).+ Zn (10, 100, 250, 500 umol/L) ile muamele
edilmis gruplarda, yiizde 6liim agisindan kontrolle aralarinda anlamh bir fark
olmamasina ragmen, ginko derigimi arttikga ylizde 6lim orani azalmigtir. Ylzde
normal va anomali agisindan aralarinda anlamiilik oldugu gértlmustir. Sonugta

cinkonun iyilegtirici etkisi oldugu ortaya c¢ikmigtir (p<0.05, p<0.01, p<0.001,
p<0.0001), (Cizelge 25, 26, 27, Sekil 37, 38, 39).

4.d. Mg sabit (40 mmol/L)+Zn degisken (10, 100, 250, 500 pmol/L) (Gizelge 28,
Sekil 40) ve Zn sabit (40 ug/L)+ Mg degigken (5- 50- 500- 5000 umol/L) (Gizelge
29, Sekil 41) oldujunda; dikkat ¢ceken sey; magnezyum ve ¢inkonun birlikte
muamelesinde her iki katyonun birbirinin etkisini iyilestirdigi ama g¢inkonun bariz
olarak daha iyi oldugu ortaya ¢ikmigtir (p<0.05, p<0.01, p<0.01, p<0.0001).

4e. GCinko (10,100, 250, 500 pmol/lL) degisken + Cd ,Ni, Co, Mg (sabit)
derisimlerine maruz birakilan gruplarda; ¢inko konsantrasyonu arttikga % 6lim
orani azalmistir (Gizelge 30, Sekil 42).
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Denemelerimizde elde edilen sonuglarda magnezyum ve ginkonun
genel olarak diger metallerin toksisitesini azaltti§! seklindedir. Bu etkiler ginko
ve magnezyum'un pmol seviyelerinde daha bariz olarak gézienmektedir.
Burada da etkiler doza ve kullanilan metale gére degismektedir. Simdiki
bilgilerimize gére bu koruma sadece magnezyum ve ¢inkonun kendisinden
gelmemekte viicutta dogal olarak bulunan metallotionein (MT) ler |,
monooksijenaz sistemi, Vitamin E, 1si-sok proteinleri de  toksisitenin

azalmasina yardimei olmaktadir "2,

Kimyasal maddelere maruz biraktigimiz embriyolarda cesitli anomaliler
goriilmiistiir:

hemoraji; kiigilk kan damarlarinda meydana gelen endotelyal harabiyete bagli
olabilecedi dustnulmektedir. Clnkl laboratuvar memelileriyle yapilan invitro
testlerde yiiksek derigsimlerde kadmiyum injeksiyonundan kisa bir siire sonra
periferal sinir sisteminin ve testislerin kigik kan damarlarinda endotelyal
harabiyetlerin meydana geldigi goézlenmistir. Ayrica tek bir kadmiyum
enjeksiyonuyla puberte oncesindeki sicanlarda ovaryumlarda ve testislerde
hemorajiler ve nekrozlar meydana getiriimigtir. Kiglk damarlarda meydana
gelen bu harabiyet sonucu kapiller permeabilitede bir artig ve buna baglh
sivilarin ve kan plazma maddelerinin vaskiler kayisina bagli 6dem, iskemi ve
artan kapiller kan akimina bagl olarak da testikiler hiicre nekrozu géralmustr.
Ayrica gebe farelerde kadmiyum verilmesinden sonra plasental kanama ve fetal
élumlerin meydana geldigi gézlenmistir &

Caligmalarimizda kafa anomalisi olarak siklopia, mikroftalmi, birka¢ anensefali
de dahil olmak Uzere mikrosefalinin tim tipleri gérlimUstir. Amfibilerde
mikrosefali olay: biiyik oranda gériiimekte olup, bu olay genellikle kimyasalin
sinir sisteminde bir azalma yaptirmasina baghdir %%,

Gozler bazi embriyolarda lateralden ziyade medial olarak yerlegmistir.
Siklopik embriyo’ da siklopia perfektanin ful sendromu gériilmistir. Yani mevcut
tek gézin bitin pargalan tam veya inkomplettir. Normal olarak iki géze sahip
embriyolarin bazilarinda géz yuvartaginin tamamlanmadidi gézlenmis bazilarinda

bir géziin normal olup diger goziin olmadigi gérilmust r 6%,
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Gozlenen anomalilerden kink kuyruk, hem dorsoventral hemde
horizontal planda gérilmistur. Aksial iskeletteki kiriklar bukiimeler notokordal
hiperplaziye, sekonder noral tip geligmesi bifurkasyona ugramig notokora
bagimhdir *©.

Bir hayvanda birden fazla kirkta gorilmustir. Ayrnica az miktarda
gozledigimiz iki kuyruklu hayvanlarda bifurkasyona ugramis notokor vardir. Bu
bifurkasyon kuyruk tomurcugunun éniinde gorildigunde iki néral tip ve iki
notokorla iki kuyruk meydana gelecektir. Cok az miktarda gérilen bu kuyruk
ciftlesmesi gévdenin kisalmasina neden olmakta ve bu iki kuyruk yamru yumru
bukilmils halde bulunmaktadir. Sik gérdugimiiz malformasyonlardan bir tanesi
de mikromiyelia olup bu olay spinal kordanin anormal derecede kisalmasidir ' .

Govdede beliren anomaliler bariz sekilde embriyonunun boyca
uzayamamasi ve 6dem olusumuna baglidir. Anormal embriyolar ve larvalar
yliksek oranda 6dem gelistirir. Bu anomali bag ve kuyrukta da gérilmesine karsin
yaptigimiz galismada daha ¢ok gévdede gdzlenmigtir. Bu anomalide embriyolar
son derece sismis olup, doku mesafeleri sivi ile doludur. Bunun nedeni
gastrulasyon hareketlerinin inhibe olmasidir. Arka ugta gézlenen notokor kitlelerin
nedeni kuyruk tomurcugunun inhibe olmasidir '7- 38 7,

Sik rastladigimiz bir diger anomalide biil olusumudur. Bu dokunun
hiicreleri siklikla vakuollil ve sismis haldedir. Epidermis altta yer alan mezoderm
ile fuzyona ugramis olabilir. Bu katman bazan kendisi boyca uzayamayan bir
embriyoda gelismenin devam etmesine bagli olarak g¢ok sayida kivrimlar ve
bukleler yapar 7.

Bul olusumu genelde édemle beraber gézlenmistir. Gergi édem gesitli
yapisal anomaliden sonra ortaya ¢iktigindan dider defektlerin primer nedeni
6demin yol actigi sigkinlikler degildir. Gastrulasyonun siipresyonu olayinda
gastrulasyondan 6nce muamele edilmis ve son derece afetzede olmus bazi
yumurtalarda invajinasyon sirecinin tamami siiprese olmusgtur. Embriyo hi¢ bir
doku farkhihginin goriilmedigi az veya gok 6zelliksiz bir kutle halindedir ' 2 .

Nedenlerini agiklamaya ¢alistigimiz anomalilere sahip embriyo ve
larvalarin hepsi 6imistur. Testin 96 saatte bitiriimesinin birgok nedeni

mevcuttur. Oncelikle testin 96 saatte durdurulmasi testin hizini artirmaktadir.
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45. evrede bulunan Xenopus embriyolarinda gros malformasyonlar kolayca
saptanmaktadir. Larvalar motil iseler de heniiz beslenmeye baslamamiglardir.
Testin 96 saatten sonraya uzatiimasi beslenme, fekal materyalin birikmesi ve
ortamda bakteri Gremesi gibi diger sorunlarin dogmasina neden olur. Daha
sonraki larva evrelerinin kullaniimasi ile metabolik aktivatér sistem kullanmaya
gereksinim baglar %,

Gunimuzde kullanildigt bigimi ile FETAX invitro teratogenez testinde test
irdelemede 6ngdrilen kriterlerin bilyik bélimint karsilar. Bununla beraber
erken evre Xenopus embriyolarinin mikrozomal mikst iglevsel oksidaz sistemi
ile (MFOQ) proteratojenik bilesikleri teratojenik metabolitiere biyotransforme etme
yetenegi ¢cok az veya hi¢ yoktur. Bantle ve Dawson tam sigan embriyo kiltiri
kullanan Kitchin ve Woods’ un verilerine dayanarak, FETAX igin ekzojen
metabolik aktivatér sistem olarak, yakin tarihlerde indikte edilmemis sigan
karaciger mikrozomlarini kullanmiglardir. Sonugta FETAX testinin metabolik
kapasitesi olmaksizin insanda gelisme toksisitesine sahip maddelerin baganli
sekilde taranmasinda ige yararliliklari kugkuludur. Testlerde gézden kagan
proteratojenik maddeler insanda nmetabolizma sonucu teratojenik forma
dénitstip dogum kusurlarina neden olabilir *°.

Bugin icin FETAX &érneklerin hizli taranmasi ve daha ileri memeli testleri
igin  dnceligin  belilenmesinde yararh  bir test niteligindedir. Testin
degerlendiriimesi tamamlandiginda bu yéntem cesitli ajanlarin teratojenitesini
ve bu siirece katilan iglergelerin standardizasyonu igin yeterli bilgi saglayacaktir
33

Pilot caligma 1'de elde edilen sonug, viicutta 100 mikrogram/L’ lik bir
haftalik ¢inko yiiklemesinde , ginko’nun 0.3 pug/ml’si metabolize edilmistir. Elde
edilen serumla yapt§imiz FETAX testinde serumda kalan bu miktar
embriyolarin tamamini éldtrmustar.

Pilot c¢alisma 2de g¢inkonun lityum (zerine iyilegtirici etkisi
g6zlenmemistir.

2004 yilinda yapilan bir ¢alismada havug kékiiniin monovalan -divalan
katyonlari birlikte alimina bakilmig , ¢inko’nun bir divalan katyon olarak sadece
esansiyel ve yararl elementlerin aliminda etkili oldugu gézlenmistir.
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Karsilikh etkilerin ise 6r. Rb (1+), Zn (2+), Al (3+) degerlikler arttikga artti§i
bulunmugtur (95).

Calismamizda magnezyum’'un 0.ifmmol.I" konsantrasyonu ile lityum
birlikte muamele edildijinde sadece lityum’'un 4x1 0 konsantrasyonunda %100
olum beklenirken %100 anomali gorilmils ve hayatta kalma orani %100
olmustur.

2003 yilinda yapilan bir galismada,magnezyumun monovalan katyonlarn
karekteristik voltaja badh kapilarini bloke ettigi gésterilmistir (96).

Bu bizim galismamizla uyumiu bir sonugtur.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

1. Denemeler sonucu bulunan teratojenite indeksleri (Tl); Cd: 8.6, Zn:7.9, Co:
625; Ni: 24.4; Mg: 360, bu kimyasallarin siddetli teratojen oldugunu géstermistir.
2. Yapilan galismalarda magnezyumla (mmol/L) beraber uygulandiklarinda tim
divalan katyonlarda ( kobalt kloriiriin ymol/L derigimleri harig) ve her derisimde
yluzde normal orani artmigtir.

3. Mg (40mmol/L)+ Zn (40ug/L)+ Cd (umol/L) disik doz kullanildiginda (5
pmol/L) ylizde normal oraninin arttigi, derisim artinca ise embriyolarin %n
6ldagia gdézlenmistir.

4. Mg (40 mmol/ll) + Zn (40 pg/L)+ Ni (pmol/L) artan derigsimlerde
uygulandidinda, ylizde normal orani sadece magnezyumla uygulandiginda elde
edilen verilere gére artmis oldugu géralmustir.

5. Mg (40mmol/L) + Zn (40 ug/L) + Co (umol/L) birlikte uygulandiginda 10 pmol
derisimde sadece kobalt kullanilanlara gére daha digtk normal orani
gbzlenirken; 20 ve 56 ymol/L’de ise normal orani artmigtir.

6. Mg (40mmol/L)+Zn (40 pg/L) + Co (mmol/L) birlikte uygulandiginda (1 ve 2
mmol/L derigsimlerde sadece kobalt kullanildijinda ylizde normal O iken) bu
derisimlerde ylizde normal orani daha yiiksektir.

7. Mg 5, 50, 500, 5000 umol/L + Cd, Ni, Co, Zn’ nun tek dozlarina maruz
birakilan embriyolarda magnezyum derisimi arttikga ylzde &lum orani
azalmistir. 1993 yilinda yayinlanan bir makaleye gére , Magnezyumun kobalt,
cinko, kadmiyum, nikel (zerine olan etkisi 1961 yilindan beri bilinmektedir.
Magnezyum diger divalan metallerle ( metal absorbsiyonu, hilcre igine girig
veya kritik hedeflere baglanma sirasinda) tasiyici mekanizma igin yarigir.
Makalede ayrica magnezyumun bu etkisini agtklayabilmek icin daha ileri
aragtirmalara gerek oldugu belirtilmigtir %0

8. Deneylerimizde kullandigimiz yumurtalarda déllenme oranimiz %97.1
olmustur. Yayinlanan makalelerde % 95'ten asagt déllenme yilzdesine sahip
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gruplarda deney yapilmadi§i yazimaktadir. Bu bilgilerin 151§1 altinda elde

ettifimiz dollenme ylzdesi degerlerinin galigmalarda 6n gérilen diizeyde

oldugu saptanmisgtir.

a. Zn (40 pg/L)+ Cd (umol/L) derigimlerine maruz birakilan embriyolarda ginko
belli derigsime kadar 8lim oranini digtrmustdr.

b. Zn (40 pg/L)+ Ni (umol/L) derigimlerine maruz birakilan embriyolar, nikelin
yiksek derigsimlerinde % 100 anomali géstermistir. % 6lim orani ise sifir

olmustur.

c. Zn (40 ug/L)+ Co (umol/L) derigsimlerine maruz birakilan embriyolarda %
6lum azalmig ve kobaltin yiiksek derigsimlerinde % normal orani artmistir.

d. Zn (40 pg/L)+ Co (mmol/L) derigimlerine maruz birakilan embriyolarda,
kobaltin dusiik derisimlerinde % normal fazla, orta derisimlerde % anormal
degeri artmig, yiiksek derigimlerde ise % 6lum orani artmistir.

Cinko biyolojik sistemde en c¢ok kullanilan bir elementtir, gen
ekspresyonu ve onun regilasyonu icin merkezi bir bilesiktir. Daha 6nce
bélumiimizde Zn+Cd etkisi Zebra baligr’ nda (Bracydanio rerio) denenmis ve
tek basina kadmiyum'a maruz birakilan (0.5mg/L) embriyolarda elde edilen
sonugla ¢inko kloriir ilave edilerek yapilan caligmalarda degisiklik
kaydedilmemistir. Ancak daha sonra yapilan bir galigmada elde edilen bilgilere
gore degisikligin
gorilebilmesi igin ginko derisiminin artirnimasi gerekmektedir.

9. Zn (40 yug + Mg (mmol/L) derisimlerine maruz birakilan embriyolarda
magnezyum derisimi arttikga % anormal oraninin azaldig: gérlmastr.

Agir metallere karsi biyolojik tolerans farklidir. Biyolojik sistemlerde birgok
element eser halde bulundugundan, bunlan toksik olmayacaklan bicimde
iletmek yada depolamak igin gerekli mekanizmalar geligtirilmigtir. Bu gibi
transport ve depolama igini gogunlukla proteinler yapmaktadir. Bu proteinlerden
biri metallothioneindir (MT).
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10. Zn 10, 100, 250, 500 ymol/L+ Cd, Ni, Co, Mg (umol/L) derigimlerine maruz
birakilan embriyolarda Cinko derigimi arttikga % &lim orani azalmistir.

Zn’' nun bu etkisini, MT sentezini artirarak yapti§i konusunda gesitli ¢aligmalar
vardir.

11. Zn (40 pg/L) + Mg 5, 50, 500, 5000 pmol /L ve Mg (40 mmol/L)+ Zn 10, 100,
250, 500 ymol/L derigimlerine maruz birakilan embriyolarda gézlenen sey iki
katyonun birbirinin etkisini sinerjist olarak etkiledigi, ¢inko’nun magnezyum’ a
etkisinin ise daha bariz oldugudur.

12. Mg (40 mmol/L) sabit + Cd (umol/L)sabit + Ni (umol/L) sabit+ Co (umol/L)
sabit+ Zn 10, 100, 250, 500 umol/L. derigsimlerine maruz birakilan embriyolarda
artan ¢inko derigimlerinde % 6lim oranin disiik oldugu gérilmektedir.

Sonug olarak Zn ve magnezyum’ un pmol/L seviyeleri ile Cd, Ni ve Co birlikte
uygulandiklarinda embriyolarda metal toksisitesi azalmaktadir.

Bu etkilerini Mg’ un diger metallerle yarisarak, ¢inko’nun ise metallothionein
sentezini artirarak yaptig! ve viicutta ayrica bagka koruyucu mekanizma olarak
monooksijenaz sistemi, vitamin E, Isi-gsok proteinleri, stresle indiklenen protein
kinaz gibi etkenierin oldugu gesitli aragtiricilar tarafindan saptanmigtir. Bunlarin
her biri kirleticilere maruz birakilan canlida devreye girmektedir.

13. Kimyasallara maruz biraktigimiz embriyolarda g¢esiti anomaliler
goralmastar. En sik gorilen édemdir. Bunu mikrosefali, mikroftalmi, gézin
cesiti anomalileri (g6z yuvarlaginin tamamlanmamasi, goézlerin medialde
olmasi, tek bir géziin bulunmasi ), yolk anomalisi, bil, kuyruk anomalileri
(kuyruk egriligi, kink kuyruk ), somit biklimlenmesi ve az olarakta hemoraji

izlemektedir.

14. Calismamizin gok sayida kimyasalla ve gesitli kombinasyonlarla yapiimig
olmasindan dolayi bazi hususlarin gézden kagmig olabilecedi ve ayrica bazi
derisimlerin denenememig olmasi nedeni ile tek kimyasal kullanilarak bu
deneylerin yapiimasi ile daha ayrintili sonuglar bulunacagini diginmekteyiz.
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15. Pilot galigma I'de ginko'nun 0.3 pg/ml'si metabolize edilmistir. Caligma
siganla yaptimig, icme suyuna ¢inko ilave edilmis siganlarin serumundan ginko
analizi yapilmis ve sonra bu serumla FETAX testi yapiimigtir.

16. Pilot ¢aligma II'de bir monovalan katyon olan lityum’la divalan katyon olan
¢inko ve magnezyum’'un karsilikli etkilesmesini gézlemek igin yapilan FETAX
testinde sadece Mg'un 0.1 mmol.l" konsantrasyonu ile Li'un 4x10°
konsantrasyonu birlikte uygulandiginda kontrole gére oldukga farkli bir sonug
elde edilmistir.Kontrolde 6liim % 100 iken belirttigimiz konsantrasyonlarda 6lim

% 0, anomali % 100 olmustur.
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EKLER

EK.1. Cd (5,72, 85, 10, 20, 30, 50 umol/L); Mg (40 mmol/L) sabit+ Cd (5, 7.2, 8.5, 10, 20, 30,
50 umol/L), Zn (40 pg/L) + Cd ( 5, 7.2, 8.5, 10, 20, 30, 50 pmol/L) ve Mg (40 mmol/L) + Zn (40
pg/l) + Cd ( 5, 7.2, 10, 20, 30, 50 pmol/L)a 96 saat maruz birakildijinda Xenopus laevis
embriyolarninda gérilen % Anormal degerleri.

*: Denenmeyen derigimler ,N: Normal, AN: Anormal, O: Olim.

Kons.(umollL) | Cd(%) Cd+Mg(%) Cd+Zn(%) Cd+Mg+Zn(%)
5 30N 49N 72N 54N
65AN 6AN 28AN 38AN
50 450 -0 80
7.2 18N * * 32N
50AN 40AN
320 280
8.5 15N * S 25N
60AN 20AN
250 550
10 8N 73N 50N -N
65AN 23AN 45AN -AN
270 40 50 1000
20 1N 15N 11N *
70AN 8AN 50AN
290 770 300
30 -N 19N 82N -N
70AN 3AN 3AN -AN
300 780 150 1000
50 -N 10N * N
20AN 1AN -AN
800 890 1000
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EK.2. Ni (10, 80, 100, 120, 150 ymol/L); Mg( 40 mmol/L)+ Ni( 10, 80, 100, 120, 150 umol/L); Zn
(40 pg/L) + Ni (10, 80, 100, 120, 150 umol/L) ve Mg (40 mmol/L)+Zn (40 ug/L)+ Ni (10, 80, 100,
120, 150 uymol/L)’ e 96 saat maruz birakildifinda Xenopus laevis embriyolarinda gérilen %

Normal, Anormal, Oiim degerleri.

*: Denenmeyen derigimler, N: Normal, AN: Anormal O: Olim.

Kons.{umol/L) Ni(%) Ni+Mg(%) Ni+Zn(%) Ni+Mg+Zn(%)
10 25N 80N 76N *
35AN -AN 19AN
400 200 50
80 15N 50N -N 53N
41AN 10AN 98.7AN 13AN
440 400 1.30 340
100 13N 45N * 47N
42AN 15AN 18AN
450 400 350
120 10N 30N * 40N
2AN 10AN 15AN
680 600 450
150 -N -N -N *
35AN -AN 99AN
650 1000 10
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EK.3. Co (10, 20, 56, 112, 120, 240, 300 pymol/L); Mg (40 mmol/L)}+ Co (10, 20, 56, 112, 120,
240, 300 pmol/L); Zn (40 ug/L) + Co (10, 20, 56, 112, 120, 240, 300 pmol/L) ve Mg (40 mmol/L)
+ Zn (40 ug/L) + Co (10, 20, 56, 112, 120, 240, 300 ymol/L)'a 86 saat maruz birakilan Xenopus

laevis embriyotarinda % Normal, Anormal, Olim degerieﬁ.

*: Denenmeyen derigimler, N: Normal, AN: Anormal, O: Oliim.

Kons.{(umol/L) Co(%) Co+ Mg(%) Co+Zn(%) Co+Ng+Zn(%)
20 30N 28N * 41N .
64AN 3AN 3AN
60 690 560
56 14N 20N * 25N
70AN -AN 3AN
160 800 720
112 8N * * 7N
74AN 15AN
180 780
120 -N -N 66N *
85AN 94AN 31AN
150 60 30
240 -N -N 68N *
88AN 12AN 28AN
120 880 40
300 N -N 71N *
90AN 10AN 27AN
100 9200 20
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EK.4. Co (1, 2, 3, 5, 7, 9 mmol/L); Mg (40 mmol/Ly*+ Co (1, 2, 3, 5, 7, 9 mmol/L) t; Zn (40 ug/L) +
Co (1, 2, 3, 5, 7, 9 mmol/L) ve Mg (40 mmol/L)+ Zn (40 ug/L)*+ Co (1, 2, 3, 5, 7, 9 mmol/L) 96
saat maruz birakildiyinda Xenopus laevis embriyolarinda % Normal, Anormal, Olum degerleri.

*: Denenmeyen derigimler, N: Normal, AN: Anormal, O: Oliim.

Kons.(mmol/L) Co(%) Co+Mg(%) Co+Zn(%) Co+Mg+Zn(%)
1 -N 45N N 20N
87AN 8AN 99AN 45AN
130 470 10 350
2 -N 35N -N 5N
55AN 10AN S0AN 32AN
450 550 100 630
3 -N 15N -N -N
75AN 15AN 10ANO 5AN
250 700 -0 950
5 -N -N
71AN 97AN
290 * 30 *
7 -N -N
* 42AN 87AN
580 130 *
9 -N -N -N -N
65AN 3AN 28AN -AN
350 970 720 1000
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