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Giintimiizde su kaynaklarinin ¢ogu cesitli tipte endiistriyel atiklar tarafindan
kirletilmis olup, tekstil boyar maddelerin atiklar1 son yillarda Tiirkiye’ de ve Malatya’
da su kirliliginin 6nemli kaynaklarindan birini teskil etmektedir. Buna bagli olarak,
ckosistem dengeleri tahrip olmakta ve bu tipte c¢evresel kirlilik problemlerine bagli
olarak, amfibi populasyonlarinin tiim diinyada azaldig1 rapor edilmektedir.

Bu caligmada, ¢esitli tipte tekstil boyar maddelerinin Xenopus leavis embriyolar1
tizerine etkileri statik yenilemeli test sisteminde teratojenite testi (FETAX) kullanilarak
arastirildi. Diger taraftan 6lim orami (L.C50), ortalama etkili konsantrasyon (EC50)
degerleri, yapisal bozukluk orani, teratojenik index (TI) ve biiyiimeyi inhibe eden
minimum konsantrasyon (MCIG) degerleri de calismada hesaplandi. Ayrica, yedi
giinliik maruz kalma periyodu boyunca 46. evredeki iribaglarda subakut toksik etkileri
saptandi. Glutatyon S-transferaz (GST), karboksilesteraz (CaE) ve laktat dehidrogenaz
(LHD) aktiviteleri 24 saat siire ile g¢esitli dozlarda boyar madde etkisine maruz kalan
iribaglarda 6lgiildii.

Arastirma sonuglar tekstil boyar maddelerinin Xenopus embriyolar1 ve iribaglart
lizerine toksik potansiyele sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica, test edilen biitiin
boyalar embriyo gelisimini baskilamistir ve Xenopus leavis iribaglarinda gesitli tiplerde
yapisal bozukluklara neden olmugstur. Hem fitallosiyanin hem de azo boyalarimin
teratojenik aktivitesi belirlenmistir. Buna gore, astrazon boyalarinin test edilen biitiin
boyalar arasinda en yiiksek toksik etkiye sahip olduklari ve astrazon mavisinin ise en
fazla toksik etkili boyar madde oldugu bulundu. Arastirmada, 24 saatlik maruz kalma
stirecinde boyar maddelerin gesitli enzim aktivitelerinde degisime yol agtigt saptandi.
Ayrica, Xenopus gelisimi periyoduna bagh olarak, test edilen boyalarin toksisitesinde de
artis saptandi.

ANAHTAR KELIMELER : Tekstil boyasi, Xenopus laevis, FETAX, malformasyon,
teratojenite, toksisite
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Most of the water sources are now being contaminated by different types of
industrial effluents. One of the most common water pollution problem in Turkey and
especially in the region (Malatya) where this study has been carried, is from this type of
discharge. This kind of pollution creats an inbalance in ecosystem and causes a
substantial decrease in amphibian population world-wide.

The effect of various textile dye stuff on Xenopus laevis embriyos was examined
through a 96 h static exposure using a teratogenic assay (FETAX) method. The
influence of dye stuff was compiled in terms of mortality (LC50), effective
concentration (EC50), deformity ratio, teratogenix index (TI) and minimum
concentration to inhibit growth (MCIG). Also, the tadpoles at the 46 th developmental
stage were exposed to the subacute toxic doses of these dye stuff for a seven-day period.
In tadpoles exposed to textile dyes at different concentrations for 24 h glutathion S-
transferase (GST), carboxylesterase (CaE) and lactate dehydrogenase (LDH) were
determined.

Results show that, tested textile dyes stuff have toxic potential on Xenopus
embriyos and tadpoles. Also, all tested dyes inhibited development of embriyos and
caused to different types of deformity on tadpoles of Xenopus laevis. Teratogenic
activity of both phytallocyanine and azo dyes were determined; astrazon dyes were
found to be the most toxic dyes within all tested dye groups, astrazon blue being the
most toxic in this group. The enzyme activities of 24 h exposed tadpoles were also
determined to be caried with dye species applied. We also found that, toxicity of the
dyes was increased due to developmental period of Xenopus.

KEYWORDS: Textile dye, Xenopus leavis, FETAX, malformation, teratogenesis,
. toxicity
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1. GIRIS

Ulkemiz hizla sanayilesmekte ve tekstil sanayiinde de dev adimlar atmaktadir.
Fakat bu sanayilesmenin artmasi ile gevre kirliligi sorunlar: biiylik 6nem kazanmaktadir.
Cevre kirliligi, ekosistemdeki herhangi bir ¢evre kaynaginin canlilar tarafindan
kullanimlar1 ve dogal degisimleri sonucu sistemin hem canli hem de cansiz varliklarin,
dolayisiyla sistemin toplam degerlerinin diismesi olarak tamimlanmaktadir. Cevresel
kirlilige neden olan kaynaklarin basinda, atik sularini dogrudan sulara ve topraga veren
endiistriyel iiretim yapan fabrikalar, evsel atiklar, tarimsal amagla kullanilan pestisitler
gelmektedir. Bu atiklar yalmizca canli organizmalari etkilemekle kalmaz, ayni zamanda
cansiz g¢evre Uzerinde de olumsuz etki gosterir. Cansiz ¢evrede olusacak her tiirlii
olumsuz degisiklik ise ekosistemin bitiintintii etkiler. Endtstrilesmenin bir sonucu
olarak yogun sekilde gesitli agir metaller ve zehirli bilesikler igeren tekstil boyar
maddeleri su ve topraklarda yasayan organizmalarin dolayisiyla ekosistemin olumsuz
yonde etkilenmesine yol agabilir.

Toksisite, organizmalarda zararli bir etki meydana getiren maddenin etkisi
olarak tanimlanir ve ¢esitli kimyasal maddelere bagli olarak ortaya gikar. Biyolojik
sistemler tarafindan tretilen dogal toksikantlar oldugu gibi, dogal olmayan kimyasal
kokenli toksikantlarda olabilir. Giiniimiizde kullamilan maddelerin g¢oguniugu
ksenobiyotik olarak adlandirilan ve sentetik olan kimyasal maddelerdir. Bu kimyasal
maddelerde ekolojik dengeyi bozmaktadir [1].

Su kirletici ana kaynaklarindan birisi de boyar maddelerin ¢ok fazla miktarda
kullanildig1 endiistrilerdir. Boyali atik sular i¢erdigi renk ve toksik maddelerden dolay1
su kaynaklarim kirletmektedir [2]. Renk atik sularda tamimlanmug ilk kirleticilerdir [3].
Bu tip atik sularin sucul ortama verilmesi giines 151g1mun suyun alt kisimlarina gegmesini
engellemekte, fotosentez aktivitesi ve ¢Oziinmily oksijen konsantrasyonunu
azaltmaktadir [4,5]. Bu nedenle, boyali atik sular toksik etki g&stermelerinden dolay:
sucul canlilarin ve toprak ekosisteminin tahribatina neden olmaktadir [6].

Endiistriyel atiklarin renk, yiiksek konsantrasyonda organik ve inorganik
bilesikler, yliksek pH ve agir metaller dahil olmak iizere birgok toksik madde ve
kirletici unsur igerdikleri bilinmektedir [3,7]. Tekstil boyalarnin 6zellikle ayrisima
dayanikli olarak tasarlanan sentetik kokenli ve kompleks aromatik molekiillerden
olustugu bildirilmektedir [8,9]. Tekstil endiistrisi atik sular1 kompleks bir karisim

icermekte ve bu kompleks yapidaki boya ve boya diriinlerinde gesitli kimyasal



ozelliklerde organik bilesikler ve agir metaller gibi inorganik bilesikler bulunmaktadir
[10].

Tekstil sanayi tiretim iglemlerine gore farklilik iceren ylin, pamuk ve sentetik
elyaf vb. tiretim siire¢lerinde tekstil atik sularinda boyalar, deterjanlar, yaglar,
parlaticilar, renklendiriciler, lateks irtinleri, stirlinlicii boyalar vs. igeren bu boyalarin
kullanimi ile kirli su bilesimleri elde edilmistir [11,12]. Bu atik sularin gevreye
salinmasiyla estetik, ¢evresel ve saglik problemlerine maruz kalinabilmektedir [13,14].
Yapilan bir ¢alismada endistriyel atiklarin bitkiler ve hayvanlar iizerinde genetik
hasarlara yol agtif1 belirtilmektedir [15]. Endustriyel kaynakli tekstil atik sulan
dogrudan veya yeterli artim yapilmadan ylizey sularina karigarak sucul hayatin
kalitesini ve ¢esitliligini olumsuz yonde etkileyebilir. Bu sebepten dolayi sucul
ekosistemler icin tehlikeli olabilecek tekstil atik sular direkt olarak alici ortamlara
verilmemelidir.

Bir ekosistem ya da bir organizma tizerinde olumsuz etkilerin saptanabilmesi
i¢in, toksik maddelerin ilk olarak laboratuvar kosullarinda ¢esitli tlirden organizmalar
i¢in olasi risk analizlerinin yapilmas: gerekmektedir. Bu organizmanin se¢iminde toksik
ajanin verildigi alic1 ortamda etkilenebilecek organizmalarin secilmesi ile kirletici
maddenin ekosistem {izerindeki olasi etkilerinin saptanmasi miimkiin olacaktir [16,17].

Calismamizda sucul ortamda madde etkisine maruz kalan organizmalara bir
ornek olarak amfibiler kullamlmistir. Amfibiler sucul ekosistemlerde gevresel
kirleticilere maruz kalan ve yiiksek risk grubu igerisinde bulunan omurgali hayvanlarin
en basta gelenlerindendir [18]. Amfibi iribaglarimin, ergin bireylere goére toksik
maddelere daha fazla duyarli olduklar1 bilinmektedir. Buna bagli olarak tiim diinyada
son yillarda amfibi populasyonlarinda Onemli diizeyde azalma oldugu rapor
edilmektedir [19]. Ayrica bir arastirmada iribaglarin gelisim evresine bagh olarak, ileri
gelisim evrelerinde tekstil boyar maddelerine karsi duyarliliklarin daha fazla artti:
rapor edilmektedir [20]. Bununla birlikte bu duyarliligin tiire bagh olarak degisebilecegi
cesitli aragtirmalar ile rapor edilmis olup, Xenopus embriyolarinin ¢ogunlukla
ksenobiotiklere duyarhliginin daha yiiksek oldugu bildirilmistir [18]. Sahip olduklart
baz1 6zelliklerden dolayr amfibilerin toksik maddelere maruz kalma riskleri oldukga
yuksektir. Hem sucul hem de karasal hayat safhalarindan dolay1 her iki ortamda da
toksik maddelere maruz kalabilirler. Bir¢ok amfibi tiirlinde yumurta ve larva gelisimi
suda tamamlandigindan, bu sularda birikmis olan ¢esitli kirleticilerin yumurta gelisimi

ile larvalarin metamorfoz ve biiylimeleri {izerinde yaptiklari etkiler tiiriin neslinin



devamu i¢in son derece dnemlidir. Ayrica amfibilerin yumurta, solungag ve derileri yar
gecirgen 6zellikte oldugundan kirleticilerin alinma olasiligi daha yiiksektir [21].

Bu arastirmada, tekstil sanayiinde yaygin olarak kullanilan iki farkli kimyasal
gruba ait boyar maddelerden alt1 farkl: tekstil boyasinin toksik etkilerinin arastirilmasi
ve olas1 risk degerlendirmesinin yapilmas: amaglanmistir. Buna bagh olarak, astrazon,
remazol ve cibacron boyalarindan kirmizi ve mavi renk pigmentleri igeren ikiser boyar
madde secilmistir. Boyar maddelerin olasi toksik etkilerinin saptanmasi amaciyla,
Xenopus laevis embriyolar1 ve iribaglar test materyali olarak kullanilmistir. Sucul
ekosistemlerde canlilar {izerinde olugabilecek toksik etkilerinin saptanmasinda standart
yontemlere gore, Xenopus ile yapilan testlerin kabul gérmesi nedeniyle, bu tiir tercih
edilmistir [22,23]. Boyar maddeler, hem Xenopus embriyolarnin gelisimi sirasinda
ortaya cikabilecek teratojenik etkinin belirlenmesinde, hem de embriyo gelisiminin
farkli evrelerinde boya etkisine bagli ortalama 6ldiiriicli konsantrasyon diizeyinin
belirlenmesi amaciyla test edilmistir. Test edilen boyar maddelerin sucul organizmalar
icin ayrintili risk analizleri, literatiir bilgilerine gére ilk kez bu g¢alismayla Xenopus

izerinde ortaya konulmaya caligilmigtir.
1.1. Boyar Maddelerin Tanimi ve Simiflandirilmasi

Sentetik boya maddeleri (anilin, bazik boyalar) William Henry Perkin tarafindan
1856 da kesfedilmistir [9]. Boyar Madde Uretim Endistrisi Ekoloji ve Toksikoloji
Birligi (ETAD), boyalar1 yogun bir sekilde renkli ve 15181 secici absorbe ederek bir
substrata renk veren floresan organik maddeler olarak tanimlamaktadir [24]. Boyalar
dokuma, deri, plastikler, miirekkep, vernikler ve bazi gida maddelerinin
renklendirmesinde kullanilir. Birgok endiistride kullanilan sentetik boyalarin diinyada
yillik toplam iiretiminin 8x10° ton oldufu rapor edilmistir [25]. Giiniimiizde ticari
olarak satilan 3000° den fazla boyar madde vardir ve bunlardan yaridan fazlasi azo
bilesikleridir [26]. Azo bag1 (-N=N-) igeren boyalar azo boyalar olarak adlandirilirlar
[27]. Azo boyalar tekstil boyar maddelerin %60-70" ini olusturur [28].

Boyar maddeler birka¢ sekilde simiflandirilabilir. Smiflandirmada ¢oziintirlik,
kimyasal yapi, boyama 6zellikleri, kullanig yerleri gibi ¢esitli karakteristikler g6z dntine

alinabilir [29].



1.1.1. Boyar Maddelerin Coziiniirliiklerine Gore Smiflandirimasi

1-Suda Coziinen Boyar Maddeler

Boyar madde molekiilii en az bir tane tuz olusturabilen grup tasir. Boyar
maddenin sentezi sirasinda kullanilan baslangic maddeleri suda ¢oziicli grup
icermiyorsa, bu grubu boyar madde molekiiline sonradan eklemek suretiyle de
¢cozlinlirlitk saglanabilir. Suda ¢oziinebilen boyar maddeler tuz teskil edebilen grubun
karakterine goére {ige ayrilir.
a) Anyonik suda ¢6ziinen boyar maddeler
b) Katyonik suda ¢tziinen boyar maddeler
¢) Zwitter iyon karakterli boyar maddeler
2-Suda Céziinmeyen Boyar Maddeler

Tekstilde ve diger alanlarda kullamlan ve suda ¢6ziinmeyen boyar maddeleri
cesitli gruplara ayirmak miimkiindiir,
a) Substratta ¢oziinen boyar maddeler
b) Organik ¢6ziiclilerde ¢oziinen boyar maddeler
¢) Gegici ¢oziiniirligl olan boyar maddeler
d) Polikondensasyon boyar maddeleri
e) Elyaf iginde olusturulan boyar maddeler

f) Pigmentler

1.1.2. Boyama Ozelliklerine Gore Simiflandirma

Genellikle boya uygulayicilari, boyar maddenin kimyasal yapisi ile ilgilenmek
yerine, onun hangi yontemle elyafi boyayabildigine bakarlar. Bu nedenle bu yontemlere
gore boyar maddeler asagidaki sekilde siniflandirilmaktadir.

1. Bazik (katyonik) boyar maddeler

2. Asidik boyar maddeler

3. Direkt boyar maddeler (Substantif)
4. Mordan boyar maddeler

5. Reaktif boyar maddeler

6. Inkisaf boyar maddeleri

7. Metal-kompleks boyar maddeler

8. Dispersiyon boyar maddeleri



9. Pigment boyar maddeleri

1.1.3. Kimyasal Yapiya Gore Siniflandirma

Boyar maddeleri yapisal olarak siniflandirirken, molekiiliin temel yapisi esas
alinabildigi gibi, molekiliin kromojen ve renk verici 6zellikteki kism1 da esas olarak
kabul edilebilir. En 6nemli organik boyalar ve pigmentler azo (-N=N-), karbonil (C=0),
fitallosiyanin, aril karbonyum iyonu, stilfiir, polimetin ve nitro kimyasallaridir. Boyar
madde igerisindeki en Onemli renklendiriciler azo, karbonil, metin (-CH=) ve nitro
(NO,) gruplandir [9]. Sekil 1.1-5 bazi1 boyar maddelerin kimyasal yap1 6zelliklerini
gostermektedir.

Ticari organik renklendiriciler igerisindeki en Onemli kimyasal simf azo
boyalaridir. Azo gruplarn 2 aromatik halkay: sistemde birbirine baglamaktadir. Ticari
6neme sahip olan azo boyalarinin ¢ogu tek bir azo grubu igerirler ve monoazo boyalar
olarak adlandirilirlar. Azo boyalar yiiksek boyama kapasitesine sahip olduklar igin
ticari olarak yaygin sekilde kullanilmaktadirlar. Karbonil ve fitallosiyanin gibi boyalarla
karsilastirildiklarinda solgunluga kars1 daha dayaniklidirlar [9].

Bircok boyalara uygulamay: giiclendirmek amaciyla metal iyonlar
baglanmaktadir. Metal grubu igeren bu boyalar metal kompleks azo boyasi ya da
mordan boyalar olarak bilinmektedir. 2 gesit metal kompleks azo boyasi bulunmaktadir.
Bunlar azo gruplan ile ya merkezden ya da u¢ kistmdan baglanirlar. Bakir II, kobalt I1I,
krom IIT metal kompleks azo boyalarmin yapiminda kullanilir. Bakir kompleksli azo
boyalar siklikla hem reaktif hem de direkt boyalarda kullaniimaktadir [9].

Fitallosiyanin boyalar 20. yy’ da gelistirilmis olan en ©nemli renklendirici
sistemlerdir. Ilk kez 1928’ de Iskogya’ da bir boya sirketi tarafindan iiretilmistir. Bunlar
metal icermeyenler ve bir metal grubu bagl olanlar olmak {izere 2’ye ayrilabilir. Metal
grubu olarak merkezinde metal iyonu (gogunlukla bakir iyonu) bulunmaktadir.

Reaktif boyalar, boya molekiiliinlin bir C atomu ile polimerdeki bir
hidroksiamino ya da tiol grubunun bir oksijen, nitrojen ya da siilfiir atomu arasinda
kovalent bagla olusturulur. Bu boyanin direncliligini arttiric1 bir iglemdir. Tiim boya
cesitleri (azo ve fitallosiyanin) reaktif 6zellik tagiyabilirler [9].

Reaktif boyalar, reaktif bir grubu tasiyan ve seliiloz dokular ile reaksiyon veren

boya maddeleridir. Bu boyalar tasidiklar1 reaktif gruplarina gore siniflandirilirlar.



Reaktif boyalar1 siyaniirik klorid tiirevleri boyanin CI* atomunun reaktivitesini saglar.

Ciinkii siyaniirik klorid triazin halkasina sahip, oldukga reaktif bir bilesiktir [30].
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Sekil 1.1. Reaktif azo boyalardan reaktif kirmizi 17’ nin kimyasal yapis1
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Sekil 1.2. Fitallosiyanin reaktif boyalardan reaktif mavi 7’ nin kimyasal yapist
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Sekil 1.3. Azo grubu boyalardan asit mavi 92° nin kimyasal yapis1
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Sekil 1.4. Azo grubu boyalardan asit kirmiz1 14’ in kimyasal yapist
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Sekil 1.5. Azo grubu boyalardan bazik kirmizi 18’ in kimyasal yapisi



1.2. Xenopus laevis Hakkinda Genel Bilgi

Xenopus laevis, biyolojisi iyi bilinen ve diinyanin her yerinde laboratuvar
kosullarina iyi adapte edilmis olan bir amfibi tlriidiir. Genellikle embriyolar1 ve
iribaglar1 Sliim orami, teratojenite ve gelisim inhibisyonu ile ilgili toksikolojik
arastirmalarda yaygin olarak kullanilan bir test organizmasidir [31].

Afrika su kurbagasi (ya da Afrika tirnakli kurbagasi) olarak bilinen Xenopus ilk
kez 1803 yilinda Daudin tarafindan kesfedilmigtir. Kesfinden bugtine kadar ¢esitli adlar
verilmigtir. Daudin derisinin yumusak olmasi ve kara kurbagasina benzemesinden
dolay1 bu hayvana latince Bufo laevis adini takmistir. Xenopus anotomisinde daha sonra
yapilan aragtirmalar, Pipidae ailesine mensup oldugunu géstermistir. Sonugta Xenopus’
a genellikle Gliney Afrika pengeli kara kurbagast adi verilirse de bunun kara veya su
kurbagas: olup olmadigi halen tartigmalidir. Deri yapisindan dolayr su kurbagasina,
ciftlesme Ozelliginden dolay: da kara kurbagasina benzetilmektedir [32].

Bu hayvana garip ayak anlamina gelen Xenopus adi ilk kez Wagler (1827)
tarafindan verilmis, yaygin bir sekilde kullanimi ise bu hayvani ilk kez dogal ortaminda
inceleyen Leslie (1890) tarafindan yapilmistir. Xenopus® da yumurta dokme ve iribasg
olusumu ilk kez Beddard (1894) tarafindan gézlenmistir [33].

Gerek ergin gerek larva Xenopus anotomisine ait ilk ayrintili inceleme Dreyer
tarafindan 1913 yilinda yapumustir. Arastirmaci, Xenopus’ un bazi &zelliklerinin
primitif oldugunu, bazi 6zelliklerinin ise bu hayvanin Anuralar yerine Urodellerle
akraba oldugunu gosterdigini bildirmistir. Ancak 1931 yilinda Noble, Xenopus’da
Pipidae’nin bir¢ok 6zelligini ortaya cikarmuistir (Sekil 1.6) [34].

Xenopus, diger kurbaga tiirleri ile karsilastirildiginda dorsaventral yassi olup,
gbvdesi bagina gore ¢ok genistir. Arka bacaklar ¢ok uzun olup, parmak aralarinda zar
bulunmaktadir. Daha kisa olan &n ayaklarda lateral bir agilim gostermektedir. Bu yassi
bi¢im ve goériiniim hayvam suda ylizmeye uygun hale getirir. Bu 6zellik tamamen suda
yasayan Xenopus igin avantajli bir durumdur. Hayvamin derisi yumusak ve stimiiksi
olup, kiiflti bir kokuya sahipse de, baska canlilar i¢in toksik etki géstermez. Xenopus 'un
kafas1 govdesi gibi yassi olup, gozler karada yasayan diger kurbagalara oranla daha
kiictik ve daha az belirgindir. Erkek ve disilerin renkleri birbirine benzemekle beraber;

disi erkekten biiyiiktiir ve kloakinda papillalar bulunur [33].



Sekil 1.6. Disi ve erkek Xenopus fotograflari (a: Disi, b: Erkek).

Sirt yesilimsi gri olup, hayvanin koyu ve agik renk zemine konmasi halinde; bu
renk daha koyu veya daha agik bir hale gelebilir. Bu yiizden farkli Xenopus tiirlerinin
rengini tammmlamada zorluklarla kargilagiimaktadir. Bu olay hipofiz bezinden salgilanan
melanin uyaric1 hormonun (MSH) etkisine baglanmaktadir [35,36].

Xenopus® da gorillen diger bir ozellik, akcigerlerinin viicut biylikligiine
oramnin diger amfibilerdeki orandan ¢ok daha biiyitk olmasidir. Akcigerler gok erken
evrede, larva yumurtadan ¢ikar ¢ikmaz gelismeye baglamaktadir. Bu durum larvanin
dalacag: su derinlifinin diizenlenmesinde yardime1 olur. Xenopus hem larva hem de
ergin dénemde solunum igin diger amfibilere oranla akcigerlere gok daha fazla
bagimhilik gosterir. Bu da, deri ve solungaglarin akcigerlere gore gok etkili solunum
orgam olmadiklar: fikrini vermektedir [36].

Xenopus zamanimn biiyiik bir gogunlugunu suya gomiilii halde gegirir. En biiyiik
hareketliligi yemlerini yakalamada gsterirler ve bunu hizh bir sekilde yaparlar. Kisa ve
ince 6n ayaklar hareket veya viicudun desteklenmesi i¢in fazla kullamilmamakta, bunun
yerine beslenme esnasinda gidanin agiza gotiiriilebilmesi icin gereken hizh gapraz
hareketleri gergeklestirmektedir [36].

Xenopus® da karada yagayan formlarda oldugu gibi distan goriiniir bir kulak zan
yoktur. Kulak zan hava yolu ile gelen ince sesleri almak igin 6zgiinlesmis bir organ



olmasi ve yasamini tiimiiyle suda gegiren omurgalilarda bulunmamasi nedeniyle
primitif bir karakteristik olarak kabul edilmektedir. Su igerisindeki hareketliligi lateral
¢izgi organlan tarafindan algilanmakta olup, bu organ diger Anuralardan (kuyruksuz
kurbaga) farkli olarak Xenopus’ da bagkalagim esnasinda kaybolmamakta ve eriskin
yasam boyunca da kalmaktadir. Lateral ¢izgi organlari, disaridan gozle goriilebilen ve
hem dorsal hem de ventral komponentleri bulunan gelismis bir sistemdir [36].

Xenopus laevis’ in sistematigi sdyledir ;

Alem : Animalia
Sube : Chordata
Altsube : Vertebrata
Ustsinf : Tetrapoda
Sinif : Amphibia
Takim : Anura

Aile : Pipidae
Altaile : Xenopodinae
Cins : Xenopus

Tiir : Xenopus laevis

1.2.1. Bakum Yontemleri ve Beslenme

Xenopus laevis laboratuvar ortama iyi adapte edilmis bir tiirdiir. Tiim diinyada
cesitli laboratuvar ¢alismalar icin yaygin olarak tercih edilen bir omurgalidir [37].
Amfibi embriyolarinin erken evrelerinde bol miktarda yolk bulunmakta olup, bu yolk
gelismenin 6nemli bir dénemi boyunca hayvana gerekli tim besinleri igerir. Anura
larvalar1 yumurtadan ¢iktiktan sonra embriyonik barsak ile kalca ektodermi arasinda yer
alan bu yolku kullanarak glinlerce hayatta kalirlar. Gelismenin erken evrelerinde
hayvanlarin yagamasini belirleyen en 6nemli etmen sicaklik, ikincisi ise kiiltiir
ortamidir. Bunlar1 beslenme, yaganilan mekan, oksijen ve 151k faktorleri izler [38].

Cesitli tlirlerin sicaklik sinirlart bazi formlarda daha yiiksek, bazilarinda ise
diisiiktiir. Ttim amfibi larvalar igin optimum sinir 12-25 °C’dir. Laboratuvarlarin biiyik
¢ogunlugunda oda sicaklign 23-25 °C de tutulmakta olup bu sicaklik anuralar igin
uygundur [33]. Laboratuvar ortaminda Xenopus i¢in ideal su sicaklig 20-23 °C arasinda
olmalidir. Daha yiiksek sicakliklar bireylerin beslenmesini azaltici bir etmen olarak rol

oynayabilir. Ayrica su sicaklifinin idealden sapmasi metabolizmanin bozulmasina ve
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immiin sistemin baskilanmasina neden olabilir. Bu nedenle hem laboratuvar ortam
sicakhigimin, hem de su sicakligimn miimkiin oldugunca degismez tutulmas: ve £1 °C
sicaklik degisimlerini agmamast Snemlidir [37].

Biitlin amfibiler yumurtalarmi suya birakirlar. Bunlarin iginde yasadigi havuz
sular ¢iftlesmeleri i¢in ideal ortam olusturur. Ancak bu havuz suyunu temin etmek zor
oldugundan, bazi kimyasal karisimlar {iretilmigtir. Genel olarak gézienen bulgulardan
bir tanesi hafif¢e hipotonik ortamlarin tercih edilmekte oldugu ve hatta gelismenin saf
su i¢inde dahi belli bir limite kadar devam edebildigidir. Biiyiik kentlerde kullanilan
musluk sular1 cogunlukla klorlu oldugundan, embriyolar i¢in toksik olabilmekte ve bazi
hallerde borulardan gelen kursun, bakir ve demir gibi metal iyonlart embriyoyu
oldiirmektedir. Kum ve komir filtrelerden gecirilip, igine bol miktarda bitki
yerlestirildikten sonra glinlerce bekletilmis musluk sular1  kullanilabilir  [39].
Akvaryumdaki embriyolarin normal gelisimi i¢in yiiksek diizeyde Ca gereksinimi
vardir. Kalsiyum iyonlari larvanin solunga¢ ve derisinden alinir. Buna bagli olarak,
larvanin normal gelisimi i¢in iyi beslenme ve yeteri derecede sert bir su ortami gerekir
[37].

Anuralarda 25. evreye kadar beslenme gereksinimi yoktur. Anura larvalarinin en
uygun besini hafif¢e kaynatilmis 1spanak ve maruldur [40-42]. Bu yesillikler insektisid
olarak kullanilan arsenik, kursun, vs. den kurtulmalari igin iyice yikanmalidir.
Kaynatmanin amaci sadece bitkisel dokular1 yumusatmaktir. Baslangicta karsilasan en
biiylik tehlike larvalarm agirt beslenmesidir [33]. Xenopus larvalar igin pisirilmis,
kurutulmus ve ince toz haline getirilmis sigir cigeri, yesillik ve alglere saglanacak en
mitkemmel] takviyedir. Kullanmlan diger besinler arasinda toz haline getirilmis yumurta
sar1s1, kurutulup toz haline getirilmis tam unla karigtirilmig bakto-beef ekstresi, kiyilmis
¢ig karaciger, algler ve protozoanlar vardir. Marulla beslenen larvalarin ispanakla
beslenenlere oranla geligmesinin biraz yavas oldugu gézlenmistir [32].

Bagkalasimin son evrelerinde iribaglar tembellesirler ve az beslenerek kabin
dibinde kalirlar. Bogulmalarini 6nlemek i¢in iribaglar s1§ su tabakas1 bulunan kaplara
aktarmak gerekir. Metamorfoz sonrasi sindirim kanali 6nemli bir degisiklige
ugradigindan, gereksinim duyduklar gidalarin tiirtide tiim amfibilerde bir degisim
gosterir. Burada gidanin sadece miktar1 degil, gesitlilii artar ve vitamin verilmesi
zorunlu hale gelir. Bira mayasi ve balik yagina daldiriimis balik etleri, memeli ve tavuk
karacigeri yeni metamorfozdan ¢ikmis kurbagalar igin mitkemmel besinlerdir [33].

Xenopus bu konuda farkli olup, karacifer seritleri ile beslenmekte ve gidayr aldiktan
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sonra suya tekrar dalip glinlerce hareketsiz kalabilmekte, ara sira ylizeye ¢ikip hava
alabilmektedir [32).

Genel olarak hizla gelisen postmetamorfik hayvanlarin yetersiz beslenmelerinin
Onlenmesi gerekir. Aksi taktirde yetersiz beslenen hayvanlar, cinsel yOnden
olgunlastiktan sonra bile, kii¢ik boyda kalirlar. Iskelet anomalileri ve kemiklerin
gevreklesmesine karsi yavru ve ergin hayvanlara diizenli araliklarla gidalarina eklenmis
D vitamini ve kalsiyum verilmelidir [32]. Geligim hizin1 belirlemede yasanilan mekanin
Onemi biiyliktiir. Genel olarak larvalar diger tiim faktdrler sabit tutuldugunda, kalabalik
olmayan topluluklarda daha hizli gelistikleri tarafimizca da gozlenmistir. Kaplarda
kullanilacak suyun miktar1 ise yagamsal 6nem tasimamakla birlikte, ylizey alanlar
onemli olup 15x30x60cm.’lik bir tanka 200 iribag su derinligi ancak 2,5 cm. olacak
sekilde yerlestirilebilir. Bu tankta goriilebilecek buharlagmay1 giderebilmek i¢in haftada
bir kez tanka su eklenir, ancak hicbir gekilde iribaglar derin sulara birakilmamalidir.
Erigkin hayvanlara en azindan belli bir yénde olduk¢a uzun mesafe ylizebilecegi yeterli
boyutta kap saglanmalidir. Su seviyesinin ¢ok diisiik olmas: da uygun degildir [32].

Amfibi embriyolarinin tolere ettigi oksijen basinci sinirlar oldukg¢a genis ise de,
bu hayvanlar anaerobik kosullara asir1 duyarlidirlar [32].

Normal amfibi gelisimi i¢in 15181 gerektigini gosterir higbir kanit yoktur. Ote
yandan, dogada yagayan larvalar gidalarimi alglerden sagladiklarindan ve bu bitkilerde
151k gereksindiklerinden bu gida kaynagimin gelismesi ve keza bu bitkilerin ortama
oksijen ekleyebilmesi i¢in normal 151k saglanmalidir. Giines 1s181imin direkt verilmesi,
sicaklik faktorii nedeniyle tavsiye edilmemektedir [32]. Laboratuvarimizda iiretilen ve
yasatilan bireyler siirekli olarak 12:12 saat aydinlik:karanlik fotoperyodunda, floresans

151k altinda barindirilmaktadir.

1.2.2. Xenopus’ un Uremesi

1.2.2.a. Dogada X. laevis’ in Uremesi

Giiney Afrika’ da Xenopus® un lireme mevsiminin Temmuz’ dan Eyliil’ e kadar
oldugu ve bu donemde disilerin 2-3 kez yumurta biraktig1 bildirilmistir (Berk 1938).
Bagka bir aragtirmaci, liremenin yagmur mevsimiyle birlikte bagladigini ve Eylil’ den
Ocak’ a kadar siirdiigiinti belirtmektedir (Kalk 1960). Bu durum iiremeyi kontrol eden

cevresel faktoriin sicaklik yerine nem oldugunu gésterir [36].
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Gerek ovaryumlarin gelismesi ve gerek ovaryumdan hormon salinmasimin
stirdiiriilmesi hipofiz bezi tarafindan saglanan stimiilasyona baghdir. Arastirmalar
dogadan yeni tutulmus disi Xenopus’ ta normal kosullarda ovulasyon i¢in sadece LH’ 1n
yeterli olmasina karsin, bir siire esarette yasayan hayvanlarda oviilasyon i¢in 6nce FSH
ile tireme kosullarina getirilmesinin gerektigini gostermistir. Dodd (1971), esarette
tutulan hem disi hem de erkek hayvanlarda ticari olarak satilan serum gonadotropinin
etkili oldugunu bulmustur. Bu FSH preparatlar1 sekonder esey karakterlerini de
uyardigindan diside nuptial yastigin olugmasini, erkekte ise onkol ve parmaklarin
kararmasini indiikte etmektedir [36].

Aragtirmalara gére, Xenopus digileri yumurtaliklarindaki tiim yumurtalar: tek bir
dollenme periyodunda dékmezler, fakat ¢iftlesmeden sonra yumurtaliklar yavas yavas
gerilemektedir ve ovaryumlarda meydana gelen mevsimsel degisiklik hipofiz
hormonlar: tarafindan yonetilmektedir. Ureme mevsiminde erkek Xenopus’ da en
belirgin 6zellik ¢iftlesme sirasinda disinin kavranmasina rol oynayan 6n kollann ig
yiizeyinde siyah ve yapiskan killarin belirmesidir. Bu killarin gériilmesi testiste sperm
tiretildiginin bir isaretidir. Ciftlesmeye hazir erkek Xemopus® un disiyi onkollar ile
kavrama egilimi biitiiniiyle refleks bir yanmittir [36].

Ciflesme mevsiminde kurbagalarin bazi giinlerde yumurtlamasi temel olarak bir
onceki giiniin sicakligima bagldir. Bir giin dnce 6gleden sonraki yiizey sicaklign 21 °C
Uzerine ¢ikarsa ertesi giin bol miktarda yumurtlama goriiliir. Ciftlesme mevsimi
baglarken sicaklik diisecek olursa yumurtlama daha az goriilmektedir [36].

Cinsel olgunluga 2 yasinda ulastrlar. Ureme zamaninda binlerce yumurta iiretilir
fakat bu yumurtalarm tiimii déllenmez. Yumurtalar 1,5 mm ¢apta olup jel kilifla beraber
3 mm kadardir [32].

1.2.2.b. Laboratuvar Ortaminda X. laevis’ in Uremesi

Laboratuvar kosullarinda, Xenopus disileri aylarca miikemmel bir {ireme
diizeyinde tutulabilmektedir. Arastirmacilar laboratuvar ortaminda yagatilan hayvanlarin
asir1 kalabaliktan korunmas: gerektigini savunmuslardir. Ureme dénemlerinde etkili
olan diger bir unsur sehir sularinda agir1 klor bulunmasidir. Bunlara bagli olarak, suyun
iyice havalandiriimasi, hayvana bol gida saglanmasi ve agir1 kalabaliktan korunmasi

laboratuvar ortaminda liretim i¢in biiylik 6nem tagimaktadir.
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Xenopus laevis’ de yumurtlama ve spermatogenez erkek ve disiye dorsal lenf
bezlerinden gonadotropik hormonu enjeksiyonu ile indiiklenebilir. Arastiricilar gesitli
dozlarda hormon enjeksiyonu ile ¢iftlesmenin indiiklenebilecegini rapor etmektedir
[31,43-47]. Ciftlestirilecek olan disi ve erkek kurbagalar ayr1 akvaryumlarda 48 saat
bekletilir. Genel olarak, yumurta eldesi istenen giinden 24-36 saat once, erkege insan
korionik gonadotropin hormonu (hCG) enjeksiyonu &nerilmektedir [18,46,48]. Bunu
takip eden 36 saat sonunda digiye 250-1000 U, erkege ise 100-500 IU hCG enjekte
edilir. Enjeksiyon tamamlandiktan sonra erkek ve disi kurbagalar ayni akvaryuma
konup, karartma amactyla akvaryumun {izeri Ortiiliir ve sessiz bir ortam saglanir.
Ampleksus 2-6 saat sonra baglamaktadir. Erkek disiyi pelvik bolgesinden sarmalayarak
yumurta dokiinceye kadar ampleksusda kalir. Erkek kurbaga belli araliklarla sperm
¢ikarir ve bu spermler yumurtalar digar1 atilir atilmaz ulagmak i¢in ileri dogru hareket
ederler. Sperm yumurtaya animal kutuptan girer ve hemen yumurta pronukleosuna
ulagsmaya ¢aligir. Sperm bolgesine girerken, siirtikledigi pigment graniillerinden izledigi
yol belli olur. Buna penetrasyon yolu denir. Yumurta ve sperm pronukleuslarinin
bilesmesiyle dollenme gergeklesir [49].

Yumurtanin etrafi yumurta membranina bitisik, kendisi tarafindan salgilanan jel
membranla ¢evrilidir. Yumurta hafif telolesitaldir ve vitellus vegetatif yarikiirede
toplanir [49]. Yumurta dokme 10-16 saate kadar devam edebilir. Yumurtalar
akvaryumdan belirli araliklarla toplanir. Yumurtlamay1 takiben erginler alinir ve atiklar
temizlenir. Larvalar kendi cigerleri ile solumaya baglayincaya kadar (bu durum su
yiizeyinde kabarciklarin goriilmesi ile anlagilir) kaptaki suyun siirekli havalandirilmasi
zorunludur. Larvalar ilk hafta kirilgan ve duyarli olduklan i¢in suyun degistirilmesine
gerek yoktur. Larvalar d6llenmeden sonraki {i¢ giin iginde yumurtadan ¢ikar ve uygun
kosullar altinda iki ayda bagkalagima ulasirlar [33].

1.2.3. Xenopus laevis Embriyo ve Larvalarm Gelisimi

Xenopus gelisiminin belli evrelerinde diger omurgali embriyolarinda oldugu gibi
cesitli adlandirmalar kullanilir. 11k kullanilan terim yariklanma (segmentasyon) olup, bu
evrede dollenmis yumurta bir seri es zamanli bolinmelerden geger ve 2, 4, 8, 16 vs.
hiicre veya blastomere ayrilir (Sekil 1.7). Bu evreyi daha az diizenli bir b6liinme serisi
izler ve bu hiicrelerden olusan yap1 morula olarak adlandirilir. Morula bir i¢ kavis

kazanarak blastula adimi alir. Daha sonra gelen faz gastrulasyon olup, bu evrede bir grup
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hiicre yiizeyin altina dogru gd¢ ederek mezoderm ve endodermi olugturur. Hiicre
yiizeyinde kalan hiicreler embriyonun biitiin yiizeyini kaplayarak ektodermi olusturur.
Hiicre harcketleri ve boliinmeler devam eder ve ileride beyin, omurilik ve sinir
sistemini olusturacak hiicrelerin belirginlestizi norulasyon fazi baglar. Boliinmeler
devam edip, evreler tamamlandiktan sonra larva, embriyo etrafindaki jel kapsiilii kirarak

yumurtadan ¢ikar. Bu siire¢ diger amfibilere oranla oldukg¢a hizli olup 72 saat siirer [36].

(B) {

Sekil 1.7. Xenopus' da zigot bolinmesinin elektron mikroskopik fotografi
A: 11k béliinme, B: Ikinci béliinme (4 hiicre), C: Dordiincii bliinme (16 hiicre)
(Beams and Kessel, 1976’ dan).

Yumurtadan yeni ¢ikmis Xenopus larvast yaklagtk 4 mm boy ve 1 mm ende
olup, en genis yeri g6z hizasidir. Larvanin sirt rengi, griden saydama kadar degigen
bigimde olup, sadece gozler daha 6nceden melanin aldig1 i¢in siyah leke olarak goriiliir.
Yumurtadan cikist izleyen ilk 16-24 saat i¢inde larva oldukea sakindir ve suyun dibinde
ya da su yiiziine asili olarak kalir. Bu dénemde ag1z gelisir ve larva aktif olarak
ylizmeye baslar. Sonraki 2-7. giin arasindaki (45-49. evre) larvaya iribagin 1. formu
denmektedir. Bu evrede iki ¢ift gegici dis solungag gelisir, bag gbvdeye gore orantisiz
bir sekilde bilyiir ve deride daha fazla pigmentasyon gelisir. Yumurtadan ¢ikisi izleyen
7. giinde baglayan aktif beslenmeden yaklagik 35. giin gorlilen arka bacak
tomurcuklariin belirmesine (49-56. evre) kadar olan donemdeki Xernopus larvasina
iribagin 2. formu adi1 verilmigtir. Yumurtadan ¢iktiktan sonraki 5-10. hafta arasinda (56-
60+ evreler) iribagin 3. formudur. Bu evredeki esas degisiklik boyun biiytimesi olup
larva 30 mm’ den 50-80 mm’ ye kadar ¢ikar. Bag yine gévdeye gore daha biiyliktiir.
Arka bacaklar hizla biiylimeye devam eder ve bu dénemin sonuna dogru 6n ayak belirir

ve baskalasim baglar. Bagkalasim evresi viicut bigciminde radikal degisiklikler
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goriilmesini igerir. Onayaklarin belirip kuyrugun kisalmaya basladig1 evreye genellikle
baskalasimin giindogumu adi verilir. Xenopus’ da bu olay 59-62. evrelerde goriiltir. Bu
degisikliklere ileriki donemlerde kafa iskeleti, vaskiiler sistem, farenks ve bagirsakta
meydana gelen degisiklikler eklenir [36]. Sekil 1.8° de Xenopus yumurtasinin

déllenmesini takiben, 46. evreye kadar bazi 6nemli asamalan gosterilmistir.
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1.evre (yumurta)

8. evre (blastula)

5. saat / Animal goriiniim

8. evre (blastula)

5. saat / Dorsal gortiniim

8. evre (blastula)

5. saat / Ventral goriiniim

11. evre

11 saat 45 dak / Vejetal goriintim

27. evre/ Dorsal gériiniim

1 glin 7 saat 15 dak

Sekil 1.8. Xenopus laevis’ in baz1 metamorfoz evreleri (Xenbase ve Nieuwkoop’ dan)

[50,51]

27. evre / Lateral gériinim

1 giin 7 saat 15 dak

35-36. evre / Lateral goriinlim

2 glin 2 saat

42. evre / Lateral goriintim

3 gilin 8 saat

42. evre / Ventral goriinim

3 glin 8 saat

L

45. evre / Lateral goriinlim

4 giin 2 saat

46. evre / Lateral goriiniim

4 giin 10 saat
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1.2.4. FETAX Testi

Kurbaga (Xenopus) embriyogenesis teratojenite testi (FETAX), bir ksenobiyotik
etkisine maruz birakilan Giiney Afrika tirnakli kurbagas1 Xenopus laevis’ in embriyonal
gelisimini izleme lizerine diizenlenmistir. FETAX, temel olarak bir organogenez testi
olup, organogenez amfibilerde ve memelilerde yilksek oranda korunmustur
[31,45,46,52-54]. Insan ve Xenopus® da ilk 96 saatlik siiredeki embriyonik gelisim
kargilastirildiginda, bircok durumda organogenezin paralel gelistigi goriilebilir [39,55].
Bu nedenle FETAX, insan embriyosu gelisimi sirasinda etkili olabilecek toksik
maddelerin ve teratojenik ajanlarin olasi etkilerini, Xenopus embriyosu kullanarak
gostermek bakimindan oldukc¢a kullanigh bir yontemdir [56]. Test siiresi boyunca
maddeye maruz kalma devam eder. Olii embriyolar test boyunca 24 saatlik periyodun
sonunda test soliisyonu degistilirken uzaklastirilmak zorundadir. Sayet 6lii embriyolar
uzaklastirilmaz ise, mikrobiyal gelisim yasayan embriyolarin liimiine neden olacaktir
[39].

FETAX, gelisimsel toksisite, 6liim, malformasyon ve biiylime inhibisyonu igin
konsantrasyon-yanit verisini saglar [39]. FETAX yo6ntemi kullanilarak gelismenin hangi
evresinin etkilendigini saptamak miimkiindiir, ¢linkli gelisim mikroskop altinda
kolaylikla izlenebilmektedir. Bundan dolayi 6lim ve malformasyon hizlari zamana
karg1 gozlenebilir. Testin 96 saat sonra bitmesi testin hizini artirmaktadir ve iribaglar 45-
46. evreye geldiklerinde meydana gelen malformasyonlar kolayca belirlenebilmektedir.
FETAX, orneklerin hizla taranmasi ve daha ileri memeli testleri i¢in Onceligin
belirlenmesinde  yararli  bir  test  Ozelligindedir. Testin  degerlendirilmesi
tamamlandiginda, bu yontem gesitli maddelerin teratojenitesini belirlemek i¢in yeterli
bilgi saglamaktadir [57]. Ayrica yontemin ucuz olusu da Onemli bir avantaj olarak
degerlendirilebilir.. Ancak, Xenopus embriyolarinda karistk fonksiyonlu oksidaz-
bagimli metabolik aktivasyon enzimlerinin diizeyi yeterli degildir. Bu nedenle, bir
ksenobiyotigin sekonder metabolitlerinin olusumuna bagli etkilerinin saptanmasina
yonelik arastumalarda FETAX testi yeterli olmamaktadir. Bu amaca yonelik
calismalarda ortama digaridan karsik fonksiyonlu oksidaz enzim siteminin eklenmesi ile
bioaktivasyona bagli olarak metabolitlerin teratojenik aktiviteyi indiikleyip
indiiklemedigi saptanabilir [22,43,56].
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1.2.5. Xenopus laevis’ de Goriilebilecek Bazi1 Enfeksiyon Tipleri

Xenopus ile ilgili gesitli bakteriyel, fungal, paraziter ve viral hastaliklar
bilinmektedir. Bunlarin bazilar1 son derece tehlikelidir [58].

Erigkin kurbagalarda en sik rastlanan enfeksiyon Kirmuzi Bacak (Red-Leg)
hastaligidir [S8]. Bu hastalifl yok etmek icin en iyi yontem enfekte hayvanlarin
seyreltik potasyum permanganat ¢zeltisi ile muamelesidir.

Tedavisi bilinmeyen ve gok yliksek 6liim orami gosteren bir diger enfeksiyon
Saprolegnia’ dir. Hastaligin semptomlar1 viicudun sismesi ve su dolu bir manzara arz
etmesidir. Enfekte hayvanlar derhal imha edilmeli ve tanklar permanganat ile sterilize
edilmelidir. Pratik uygulamalarda kurbaga tanklarina birka¢ tane bakir gubuk atilarak
buradan suya gegen bakir iyonlarinin bu enfeksiyonlari 6nlenmesi saglanir. Bu miktar
bakir iyonu erginler igin toksik degildir ancak, bakir, kursun, ¢inko, civa ve bronzun ¢ok
diistik konsantrasyonlar1 embriyolar igin toksiktir [32].

Parazitler siklikla canli yemlerle ortama bulastirilir. Bunlarin arasinda kurtlar,
sinekler ve keneler bulunur. Bununla beraber bu enfekte hayvanlar normalde amfibilerin
cogu i¢in gida gérevi yaptigindan hemen higbir tehlikeye neden olmazlar. Gida olarak
Tubifeks (kirmrzi kurt) kullaniliyorsa bu hayvanlarin kanalizasyonda yagsamalar: ve agirt

bakteri tagimalarindan 6tiirii glinlerce soguk akar su altinda tutulmasi tavsiye edilir [32].

1.3. Xenopus iribaslarinda Cahsilan Enzimler

1.3.1. Glutatyon S-Transferaz

Glutatyon S-transferaz (GST) (E.C. 2.5.1.18), tripeptid glutatyonun thiol grubu
ile reaktif bir elektrofilik merkeze sahip organik molekiillerin konjugasyonunu katalize
eden bir enzim grubudur [59]. GST, endojen niikleofil glutatyon ile birlikte
ksenobiyotiklerin  biyotransformasyonunda &nemli rol oynamaktadir. Yapilan
calismalar, GST’ nin sitokrom P-450 tarafindan iretilen reaktif ara iiriinlerin
detoksifikasyonunda rol oynadifini ortaya koymustur. Bu ara iriinler hepatositlerde
cesitli makromolekiiilere kovalent olarak baglanabilir ya da glutatyon ile reaksiyona
girerler [60].

Enzimin substrat 6zgiilliigli olduk¢a genigtir. Balik karaciger dokusunda GST
icin 1-kloro-2,4 dinitrobenzen (CDNB) iyi bilinen bir substrattir [61,62]. Bu enzim
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aslinda sitozolik bir enzim olmasina ragmen, membrana bagli formlarinin da bulundugu
bilinmektedir [63]. Xenopus ergin karacigerinde ayni Ozellikleri tagiyan mu, alfa ve
sigma smifina ait ii¢ alt {initesinin bulundugu bu izozimlerin sucul ¢evreden karasal
atmosfere gecisi kuvvetle destekledigi bildirilmektedir [64]. GST ile iligkili olarak,
glutatyon S-transferaz proteinleri 2 siiper gen ailesi igerir. Sitozolik enzim 16 gen ailesi
ile, mikrozomal enzim en az 6 gen ailesi ile temsil edilmektedir. Bu iki GST ailesinin
oksidatif strese ve toksik kimyasallara karst hiicresel korunmada Snemli bir rolii

olduguna inanilmaktadir [65,66].

1.3.2. Karboksil Esteraz

Karboksil esteraz (CaE) (E.C. 3.1.1.1), ester substratlarindan alkol bagimn
hidrolizini katalizleyen, serin hidrolazlar simifindandir. Karboksil esteraz aktivitesi
birgok omurgali ve omurgasiz tiirlerin dokularinda vardir ve genis substrat 6zgiilliigiine
sahiptir [67]. CaE’ larin fonksiyonlari tam olarak belirgin olmamasina ragmen, spesifik
lipidlerin tasinmasinda ve depolanmasinda, ksenobiyotik ve biyolojik esterlerin
asimilasyonunda, 6zgiil hormonlarin biyoinaktivasyonunda diizenleyici olarak islev
gordiigli belirtilmektedir [68]. Ozgiil olmayan esterazlar, organofosforlu bilesikler ve
sentetik pretroidlerin detoksifikasyonunu igeren 6nemli bir role sahip olan hidrolitik
enzim grubunu igerir [69,70]. Ayrica, bdceklerde gelisimi diizenleyen enzim olan
juvenil hormon esteraz’ da CaE aktivitesi gosteren bir enzimdir [71].

Son yillarda, CaE aktivitesinin ¢evresel kirlenme belirteci olarak kullanilmasi
onem kazanmistir. Esterli bilesiklerden herbisit ve fitalat esterleri ¢ogunlukla CaE
tarafindan biotransforme edilirler. Esterli bilegiklerle ilgili aragtirmalar, baliklarin
ylksek esteraz aktivitesine sahip olduklarimi ve ester hidrolizinin, hidrofobik
kirleticilerin biyolojik birikimini ¢nemli oranda azalttifini gostermektedir [72,73].
Aragtirmalar, CaE’ 1 memelileri ve baliklar1 organofosfat ve organofosforotioat
insektisitlerinin toksik etkilere karsi koruyucu role sahip oldugunu gostermektedir
[74,75].

Teorik olarak biitiril kolinesteraz (BChE) tarafindan etkilenen bilesikler
asetilkolinesteraza (AChE) gore, BChE ya da CaE igin daha yiiksek bir affiniteye
sahiptirler. Diazooxon igin plazma CaE’ nin ve BChE’ nin AChE’ a gére 1000 kez daha
fazla affinite gosterdigi buna karsin metil paraoxon ve aldicarbin gibi pestisitler i¢in

plazma AChE’ 1 i¢in daha yliksek bir affiniteye sahip oldugu Dbelirtilmektedir.
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Arastirmaya gore, kuslarda hem plazma hem de beyin CaE’ lar ile 6liim arasinda
dogrudan dogruya bir iligki saptanamamugtir [76].

Alabalik dokularmda CaE aktivitesinin 2-40 °C sicakliklarda sl bir
varyasyon sergiledigi ve optimum enzim aktivitesinin 22 0C sicaklikta oldugu
bildirilmektedir. Ayrica erigkin baliklardaki enzim aktivitesinin genglerden farkli bir
diizeyde olmadip1 ve oldukga yiikksek diizeyde CaE aktivitesine sahip olduklar ifade
edilmektedir. Baliklardaki CaE aktivitesinin pestisit ve diger esterlerin sucul ortamlarda
bulunusuna bagli olarak azalig gosterecegi beklenmektedir [77].  Gambusia affinis’ in
cesitli organofosfatlara maruz kalmasina bagli olarak, karaciger CaE’ nmn ¢ok hizli ve
kuvvetle (4 saat iginde %70’ den fazla) inhibe edildigi rapor edilmistir. Bu maruz
kalmadan sonraki 4 giin boyunca enzim aktivitesinin hi¢ madde etkisine maruz
kalmasalar bile yeniden kazanilmadig1 da bildirilmistir [74].

Diger bir arastirmada, paraoxon detoksifikasyonu i¢in CaE’ mn 6nemli bir

roliiniin oldugu rapor edilmistir [75].
1.3.3. Laktat Dehidrogenaz

Laktat dehidrogenaz (LDH) (E.C. 1.1.1.28), sitoplazmada bulunur ve glikolizde
aktif durumda piruvik asit {izerinden glukozu laktik asite dontigttrtir [78]. LDH
glikolizisin diizenlenmesinde ©nemli rol oynar ve bu nedenle normal hiicresel
fonksiyonlar i¢in ¢ok nemlidir. Organizmanin biitin dokularinda bulunmasina kargin,
bobrek, karaciger ve kastaki aktivitesi oldukca yiiksektir [79]. Arastirmalara gore,
toksik bir bilesikten dolay1, doku hasarmin oldugu durumlarda ve hastalik durumlarinda
LDH aktivitesi 6nemli oranda etkilenmektedir [80]. Enfeksiyon, sok, zehirlenme
nedeniyle hiicre membran hasarlari ya da doku nekrozlarinin olusmasi; karaciger,
iskelet ve kalp kasinda meydana gelen hasarlar ozellikle memelilerde plazma LDH
aktivitesinin Onemli diizeyde artmasina neden olmaktadir [81]. Bu nedenle LDH
aktivitesi degisimi klinikte &nemli bir toksisite gdstergesi olarak da kabul edilebilir [82].
Enzimin amfibi iribaglarinda tiire 6zgii bir LDH izozim sekli bulundugu Rana
temporaria ve Xenopus laevis ile yapilan ¢aligmalarda rapor edilmektedir. Bu
izozimlerin iribaglarda 5 gruba ayrildig1 ve her iki tiirde de farklilagmamis dokularda en

¢ok bulunan izozimin LDH-1 oldugu bulunmugtur [83].

21



2. KAYNAK OZETLERI

Boyar maddelerin gok ¢esitli yapilarda olmasi, ¢ogunun ticari olarak gizli
formiilasyonlara sahip olmasi ve ticari adlandirma sisteminin karmagik olmasi gibi
nedenlerle, boyar maddelerin toksik etkilerini ¢aligmak bakimindan Snemli giigliikler
bulunmaktadir. Toksik etkilerin belirlenmesine yonelik aragtirmalarin ¢ogu, tekstil
fabrikas atik sular ile iliskilidir. Ayrica bu ¢aligmalarin ¢ogu kimyasal ya da biyolojik
aritim  yontemlerini takiben, 6zellikle ortamda bulunan mikroorganizmalar fizerine
toksik etkilerin saptanmasina yonelik arastirmalardir. Oysa ki, boyar maddeler ya da
boyar madde atik sulari endiistriyel kullammu takiben su kaynaklarina dejars
edildiginden, bu ortamlarda bulunan organizmalar i¢in toksik etkilerinin bilinmesi
biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu boliimde tekstil boyar maddelerinden bazilarinin toksik
etkileri ile ilgili kaynaklarda yer alan simrl sayida arastirmanin bir 6zeti sunulmaktadir.

Avrupa Birligi’ nin tehlikeli maddeler simflandirma kriterine gore, azo boyalan
akut toksisite degerlerine bagli olarak, disiik toksisiteli maddeler grubuna dahil
edilmektedir. Az sayidaki azo boyalan i¢in akut LD50 degerinin 250 mg/kg diizeyinin
altnda bulundugu rapor edilmektedir. Cogunlugu i¢in ise siganlarda saptanmig oral akut
LD50 degerinin 250-2000 mg/kg diizeyinde oldugu iddia edilmektedir [84].

Epidemiyolojik g¢aligmalara gore, 1921-1951 yillar1 arasinda mesane kanseri
nedeniyle olen 127 insamin dordiiniin azo boyas: t(retim tesislerinde ¢alistig:
saptanmustir [85]. Ayrica azo boyalarin mutajenik oldugu da rapor edilmektedir [86-88].

Sucul organizmalarda reaktif siyah 5 boyasmin diisiik toksik potansiyel
gosterdigi bildirilmesine kargin, azo boyalarinin sucul organizmalar tizerindeki toksik
etkileri hakkinda kaynak bilgisi ¢ok azdir. Asidik mavi 9 ve asidik sar1 23 boyasi
karisimina (1 mg/L) 5 giin siire ile maruz kalan baliklarda (Orconectes propinquus)
toksik bir etki gozlenmedigi bildirilmistir. Elde edilen verilere gore, LC50 diizeyinin
test edilen azo boyalarin %59’ u i¢in 100 mg/L’ den yiiksek, %49’ u i¢in ise %1-100
mg/L olarak bildirilmis olup, ikinci grup boyalarin toksik potansiyele sahip oldugu
rapbr edilmektedir [84,89].

Sazan baliklarmin (Cyprinus carpio) 8 hafta boyunca 10 mg/L diizeyinde maruz
birakildign 30 iyonik ve 12 disperse boya i¢in, olumsuz bir etki saptanmadigi rapor
edilmistir [90].

Singh vd. [91], azo grubu bir boya olan Orange II nin si¢anlar tizerindeki etkisini

arastirmuglar ve sigan dalaginda biylime gozlemislerdir. Bunun yamsira si¢anlarin
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kirmizi kan hiicrelerinin sayis1 ve hemoglobinlerinde azalma gozlemiglerdir. Aragtirma
bulgularina gore, disi ve erkek siganlar igin hesaplanmug akut oral LD50 degeri 10,56
gr/kg diizeyindedir. Bu c¢aligmada incelenen enzim aktiviteleri bakimindan, boyar
maddeye maruz kalma sonucunda onemli diizeyde bir degisim olmadif1 da rapor
edilmistir.

Amerikan Boya Ureticileri Enstitlisti (ADMI)’ niin yiiriittiigii bir ¢aliymada, 56
cesit boyar maddenin Selenastrum capricornutum (yesil alg) tizerine toksik etkileri
arastirilmustir. 7 ve 14 giinliik testler ile, 1,0 ve 10 mg/L diizeyinde dozlarda uygulanan
boyalarin, %27’ sinin 7 giinlilk uygulama sonunda 1 mg/L. boyar madde ile alg
gelisimini kuvvetle inhibe ettigi bildirilmektedir [92].

Yapilan bir ¢alisma ile reaktif azo boyas: olan Reaktif Siyah 5 i¢in, siganda akut
oral LD50 degerinin 14000 mg/kg diizeyinde oldugu, ayrica boyar maddenin ne deride
ne de gozde tahrise yol agmadigi iddia edilmektedir [93].

Yine bagka bir aragtirmaci, tekstil atik sularimin baliklar {izerine yaptig:
histopatolojik ve histokimyasal degigiklikleri test etmis ve 6nemli degisimlere yol
actigin1  gOstermistir. Ovaryum {izerine yapilan bu c¢alismada, arastirict oogenez
baslangicinda oogoniyum niikleuslarmin karyolizise ugradigini, g¢ekirdekgiklerinin
kayboldugunu, oositlerde RNA ve protein miktarinin azaldigin gézlemistir [94].

ETAD (1992) tarafindan yayinlanan bir raporda, 11 asidik karakterli boyanin
zebra baliklarina (Brachydanio rerio) toksik etkisi saptanmig olup, LC50 degerleri 2
boya i¢in 1-10 ppm, 3 boya igin 10-100 ppm ve 6 boya i¢in 100 ppm’ den bilyiik olarak
rapor edilmistir. Ayn1 ¢alismada, bazik karakterli 6 boyanin toksik dozlar ile ilgili
veride; 3 tanesi i¢in 1-10 ppm ve 3 tanesi i¢in 10-100 ppm dozlarda 96 saatlik LC50
degerleri verilmektedir. Reaktif boyalar i¢in LC50 degerleri 96 saatlik periyotta 8 boya
icin 100 ppm’ den bilytiktiir. Bu ¢aligmaya gore, zebra baliklarinda toksik etkilerine
gbre boyar maddeler siralandifinda, bazik boyalar >asidik boyalar >disperse boyalar
icin duyarliligin belirtilen sira ile yiiksek oldugu ifade edilmektedir. Karsinojenik
ozellik gosteren ve endiistriyel 6nemi olan azo boyalart anilin, toluene, benzidin ve
naftalen icermektedir. Azo baglarinin enzimatik olarak parcalanmasini taikiben, icerdigi
aromatik aminler bagirsaktan absorbe edilmekte ve idrar ile atilmaktadir.

C™ ile igaretlenmis olan boyar maddelerin viicutta dagilim izlenmis olup, Direkt
Blue 15 boyasinin ve Direkt Red 2’ nin siganlarda karaciger, bobrek ve akcigerde
biriktigi, oral yolla uygulamasina bagh olarak, maruz kalan hayvanlarda uygulamadan

72 saat sonra saptanmigtir [96].
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Orange-Il ve metanil sar1 boyalar1 ve bunlarin karigimlarmin siganlarda
etoksiresorufin-O-deetilaz, anilin hidroksilaz, aril hidrokarbon hidroksilaz ve
aminopirin N-dimetilaz aktivitelerinde artisa neden oldugu bulunmustur. Ayrica bu
calismada sitozolik quinon rediiktaz ve GST aktivitesinin de orange-II uygulamasina
bagl olarak Onemli diizeyde arttii, glutatyon diizeyinin azaldigi ve lipid peroksit
olusumununda artis gosterdigi bulunmustur. Toksisite sonuclarina gére, metanil sarisi
ve orange-II boyasinin bir karisim halinde (1:1) kullanilmasi, bu maddelerin tek basina
test edildiginde elde edilen bulgulara goére, daha toksik olabilecegini gostermektedir
[97].

Memelilerde azo boyalart enzimatik olarak kolaylikla yikilmaktadir. Azo
boyalarinin enzimatik yikimi indirgenme ve pargalanma yolu ile gerceklesir [98].

Kimyasal boyalar arasinda azo grubuna sahip olanlar en ¢ok kullanilan gruptur.
Ozellikle tekstil ve kagit endiistrisinde, plastik ve kozmetik sanayiinde tiriinleri
renklendirmek amaciyla yaygin olarak kullanilirlar. Kullanimini  takiben su
kaynaklarina verilen endiistriyel atiklar suyun kalitesini etkileyip, ¢evre sagligini tehdit
edebilir. Clinkti bazi azo boyalar1 ve onlarin metabolitlerinin (6r. aromatik aminler)
yiiksek oranda toksik ve potansiyel karsinojenik maddeler olabilecegi bildirilmistir. Bir
azo boyasi olan asit sar1t 36’ nin test baliklarinda 6liimiin yanisira, viicut agirliginda
kayba, viicut renginde degisime neden oldugu saptanmistir [99,100].

Ancak, mutajenite testleri ve karsinojenite ile ilgili verilere bagli olarak, deney
hayvanlarinda azo boyalarimin zayif mutajen ve karsinojen maddeler oldugu rapor
edilmigtir [98].

Hichcock vd. [101]° nin yaptiklart bir ¢alismaya gore, ¢esitli kimyasal yapilarda
boya maddelerinin ozonlanmasi sonrasinda ya da bu isleme tabi tutulmaksizin test
organizmalarinda %100 6liime neden olmaktadir.

Beydilli vd. [102] alt1 reaktif azo boyasinin bakteriler {izerindeki etkisini
aragtirmislar ve 300 mg/L’ ye kadar toksik etki g6zlemediklerini bildirmiglerdir. Fakat
azo boyalarindan kirmizi II’ nin yiiksek konsantrasyonlarda (500, 1000 ve 2000 mg/L)
metanojen bakteriler tizerine toksik etkisi bulundugu da rapor edilmektedir.

Walthall ve Stark [103], farkli iki ksantin boyasinin Daphnia pulex lizerine
toksik etki gosterdigini belirtmislerdir. Bu iki boyanin birlikte kullanilmasi sinerjistik
etki gostererek Daphnia’® daki 6lim oranini artirmugtir. |

Rana ve Raizada [104,105] tekstil fabrikasi atik sularinin baliklarda karaciger ve

bobrek dokusunda histopatolojik degisimlere yol agtiginmi rapor etmektedir.
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Reaktif azo kirmizi 120 tekstil boyasiyla yapilan galigmalarda bu boyanin
genotoksik etkisi oldugu bildirilmistir. Arastiric1 t¢ farkli ve diistik dozda madde
uygulanmasina bagli, eritrositlerde mikroniikleus olusumunun indiiklendigini
bildirmektedir. Bu artisin sadece boyar madde konsantrasyonuna bagli olmayip, madde
ile maruz kalma siiresi de mikroniikleus olusumunu arttirmigtir [26].

Moreas vd [106], tekstil atik sularinin renk kirliligini, toksik etki diizeyini ve
potansiyel karsinojenik etkilerini azaltmak igin, fotokimyasal uygulama ve ozonlama
islemlerinin  etkinligi ve bunlarin  kombinasyonu ile olusacak etkileri
degerlendirmislerdir. Fotokimyasal uygulama ve ozonlama iglemlerinin ayn1 zamanda
uygulandiginda renk giderimi neredeyse tamamen olmakta ve total organik karbon
iceriginin (TOC) indirgenmesi %60’ dan daha fazla oranda meydana gelmektedir.
Aragtiricilar, biitiin uygulamalarin E. coli solunum inhibisyonunu ve dolayisiyle akut
toksisiteyi %50 oraninda azalttigini da iddia etmiglerdir.

Gouvea vd. [107] tarafindan yapilan bir arastirmada, remazol brilliant mavisi R,
remazol siyahi B, reaktif mavi 221 ve reaktif mavisi 222 boyalarinin fotokatalitik yikimi
ile ilgili galismalarda, bu maddelerin toksik etkileri de saptanmigtir. Akut toksisite
calismalarinda E. coli kiiltirleri kullanmilmigtir. Remazol siyahi B igin toksik etki
diizéyim'n azalmasi ile reaksiyon siiresi arasinda bir iliski oldugu ve toksisite diizeyinin
%50 oraninda azaltilmasi igin 120 dak reaksiyon gerektigi bulunmustur. Remazol
brilliant mavisi R i¢in 30 dak stireli bir fotokimyasal reaksiyon siiresinin toksik etkiyi
tamamen ortadan kaldirdig: da iddia edilmektedir.

Villegas-Navarro vd. [108], tekstil endiistrisinin farkli donemlerindeki atiksu
orneklerinin test organizmalarinda LC50 degerini belirlemek igin Daphnia kullanmis,
caligmalar sonunda bitiin atiksu Orneklerinin  toksik oldugu ve tiim islem
basamaklarinda boyanin toksisitesini artirict bir etkisinin oldugunu bulmuslardir.
Aragtiricilar beg ayri tekstil fabrikasindan sagladiklar1 6rneklerin akut diizeyde g¢ok
yiksek toksik etkiye sahip oldugunu ve bu fabrikalarin toksik atik materyal {irettigini
rapor etmektedir. Yine bagka bir ¢alismada da uygulamadan gegmis ve uygulamadan
gecmemis tekstil atik sularimin toksisitesini ve LC50 degerlerini 6l¢mek igin Daphnia
magna kullamlmistir. Islem gérmemis ve islem gormiis bes tekstil atik suyunun toksik
oldugu bulunmugtur ve aritim sistemlerinin toksik etkiyi gidermede tamamen etkili
olmadig bildirilmistir [109].

Smuthi vd. [110], tekstil boyas: atik sularinin g¢ok diigiik konsantrasyonlarda bile

balik karaciger hiicreleri ve eritrositlerinde DNA hasarim indiikledigini belirtmiglerdir.
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Arastiricilar boyar madde etkisine bagli olarak 3. giinden 9. giine degin DNA
uzunlugunda bir azalis gdzlemis, ayn1 durumun kan hiicre sayisinda da goézlendigi
saptanmigtir. Arastirma sonuglarina gére, Comet analizinin boyar maddelerinin
genotoksik  etkilerin  belirlenmesinde kullamigli bir yontem olabilecegi de
bildirilmektedir.

Tehlikeli Maddeler Veri Bankasinda (HSDB) yapilan incelemelere goére, 223
farkli tekstil boyasi iizerindeki yapilan arastirmalar, bu maddelerin ¢ogunun memeli
hayvanlarda karsinojenik etkilere de sahip oldugunu gostermektedir [111].

Wang vd [112] tekstil atik suyundaki reaktif boyar maddelerin, segilmis atik
sularimin ve katki maddelerinin Vibrio fisheri lizerine toksik etkisini caligmislardir.
Segilen 17 atik su arasinda bir 6rnegin yiiksek toksik etkiye (GL-100), yedi tanesinin
orta diizeyde toksik etkiye (GL-12 32) ve dokuz tanesinin de diigiik diizeyde toksik
etkiye sahip oldugu ya da toksik etkisinin bulunmadig1 (GL <10) gézlenmistir.

Chen [113] tarafindan yapilan bir c¢alismada, reaktif azo boyalarmn
Pseudomonas luteola tizerine toksik etkileri incelenmistir. Arastirici kullandig: ti¢ farkli
azo boyasindan reaktif asit sarinin en yiiksek toksik etkiye sahip oldugunu, reaktif
kirmizi 22 boyasinin ise daha az diizeyde toksik oldugunu bildirmigtir. Elde edilen
bulgulara gore, orta diizeyde toksik etkiye sahip olan reaktif siyah B i¢in, 1 gece siireli
statik ortamda renk giderimine yonelik c¢aligmalar sirasinda ortamda bulunan
baslangigtaki hiicre konsantrasyonunun %50 azaldifi saptanmistir. Bu etkinin boyanin
sahip oldugu iki azo bagindan kaynaklandig: bildirilmektedir. Ayrica reaktif siyah B
boyasinin metabolize edilmesi sirasinda olusan ara lirlinlerinde daha fazla toksik
olabilecegi iddia edilmektedir .

Gottlieb vd. [114], tekstil atik suyundaki reaktif siyah 5 ve 3 procion boyasinin
toksisitesini liiminesent bakteri Vibrio fischeri kullanarak c¢alismiglar. Hidroliz edilmis
reaktif siyahin renk gideriminden sonra toksik etkinin arttigi, hidroliz edilmemis reaktif
siyah 5’ in aerobik sartlar altinda toksik etkisinin olmadigini bildirmiglerdir. Rengi
giderilmis asit orange 7’ nin l-amino-2 naftol iirtintinden dolay: toksik ve genotoksik
oldugu belirtilmistir.

1970’ 1i yillardan bugiine amfibi populasyonlar1 {izerinde yapilan gozlemler,
ozellikle kuyruksuz kurbagalarin (Anura) tim diinyadaki cesitli sulak alanlarda
sayilarinin hizla azaldigini gostermektedir [40,115-118]. Ayrica kurbagalar tizerindeki
gozlemler bu organizmalarda bazi 6nemli deformasyonlarin da ortaya ¢iktifina isaret

etmektedir [119]. Bu nedenle son yillarda amfibiler {izerinde yiiriitiilen toksikolojik
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arastirmalar ile, bu organizmalarin gevresel kirleticilere kars1 gosterdikleri tepkimelerin
mekahizmam ve sonuglarinin saptanmasi amaglanmaktadir [39,56,120]. Bu yontemler
kullamlarak, amfibi iribaslari ve embriyolarinda gesitli ksenobiotiklerin etkileri
arastirlmistir. Yapilan literatiir ¢aligmalarinda amfibi iribaslarina boyar maddelerin
etkisi iizerinde yapilmis olduk¢a sinirli sayida arastirmaya rastlanmigtir. Ancak gesitli
ksenobiotiklerin etkileri hakkinda ¢ok sayida aragtirma bulunmaktadir. Bu
calismalardan birisinde tekstil boyalarinin Bufo viridis (kara kurbagasi) iribaglar
tizerine toksik etkileri aragtirilmistir. Bu amagla, astrazon mavisi, kirmizisi, siyahi ve
saris1 boyalart ile ¢alisilmistir. Arastiricilar, bu boyalarin iribaslarda toksik etkiye sahip
oldugunu ve Bufo iribaslarina en yiiksek toksik etkiye sahip boyanin astrazon mavisi ve
en az toksik etkili boyanin ise astrazon kimizist oldugunu rapor etmislerdir. Ayrica,
iribaglarin geligsim evresine bagl olarak, 20. gelisim evresine gore 24. gelisim evresinde
toksik etkinin daha fazla oldugu da rapor edilmektedir [121].

Xenopus® un  test organizmasi olarak kullamldifi ¢ok sayida aragtirma
bulunmaktadir. Bu arastirmalara iligkin son yillardaki bazi literatiir bilgileri de asagida
Ozetle sunulmaktadir.

Boga vd. [122], lityumun Xenopus embriyolar: {izerindeki etkilerini arastirmiglar
ve yaptiklarnt FETAX testi sonucunda, lityumun cesitli tiplerde malformasyonlara yol
actifini gozlemislerdir. Ayrica ¢aligmalar sonucunda lityumun orta siddetli teratojen
madde oldugu bulunmustur.

Amfibiler 6zellikle gevresel Ostrojenler (ya da endokrin bozucular) olarak
adlandirlan maddelerin  etki mekanizmasinin  anlagilmasinda da  kullanigh
organizmalardir [19,123-127].

Vismara vd. [45], etkili bir herbisit olan paraquatin Xenopus laevis’ in geligimi
lizerine etkisini FETAX testi ile arastirmislar ve paraquatin amfibi gelisiminde yiiksek
embriyotoksik etkisi oldugunu ve zararhlarla kontrol programlarinda ciddi bir sekilde
denetim altina alinmasi gerektigini rapor etmislerdir.

Yapilan ¢esitli ¢alismalar kurbaga embriyonik teratojenite testinin (FETAX),
dort gilin gibi kisa siireli bir test olmas1 nedeniyle alternatif bir gelisim toksisite 6l¢tim
yontemi olarak 6nemini vurgulamakta ve g¢esitli gevresel kirleticileri etki mekanizmasini
belirlemede yontem biiyiik kabul gérmektedir [128-131].

Lienesch vd. [132], kadmiyumun Xenopus laevis’ in oosit gelisimi {izerine
etkileri ¢alistlmistir. CdCl, disi Xenopus® a 21 giinde bir enjekte edilmistir. Sonugta,

oogenezisin her evresindeki oosit diizeyi yiizdesi azalirken, atretik oosit populasyonu
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onemli diizeyde artmistir. Kadmiyum oogenezisi ayirmaktadir ve gamet gelisimindeki
incelemeler gevresel kontaminasyonun iireme kapasitesindeki etkilerini belirlemede
kullanilabilir bir parametre oldugunu belirtmektedirler.

Anguiano vd. [133], Xenopus embriyolarinin gelisim siiresinde paratyon,
malatyon, lindan ve dieldrin insektisitlerine maruz kalmasina bagli olarak rediikte
glutatyon (GSH) ve GST aktivitesini incelemislerdir. Insektisite maruz kalmaya bagh
olarak 96 saat sonunda GSH diizeyinin malatyon ve lindan ile azaldigini, paratyon ve
dieldirinin herhangi bir etkisinin olmadigini bildirmislerdir. Iribaslarin ileri gelisim
evresinde (6 giinlik) bu degisim sadece malatyona bagli olarak ortaya ¢ikmustir.
Bununla birlikte iribaglardaki GSH diizeyindeki azahig ile oliim ve morfolojik
anomaliler arasinda bir iligki saptanmamistir. Dort insektisit uygulamasinin da GST
aktivitesini Onemli diizeyde arttirdig1 bildirilmektedir. Bu durum erken gelisim
evrelerinde iribaglarda kimyasal strese karst bir toleransin diizenlendigini de
gostermektedir.

Berzins vd. [134] tarafindan Xernopus iribaglarinda, sudan ve sedimentten gecen
kursunun birikip birikmedigi arastirilmis ve maruz kalma siiresi arttik¢a iribaslarin
gelisimlerinin inhibe oldugu gozlenmistir. Iribaslardaki gelisim inhibisyonundaki
artigin, viicuttaki kursun birikimiyle dogru orantili olarak arttig1 belirtilmistir.

Garber [135] tarafindan yapilan bir ¢alismada, Xenopus embriyo gelisimi ile bazi
minerallerin (Sodyum, Potasyum) konsantrasyonu arasindaki bir iligki arastirilmig ve
diistik potasyum konsantrasyonunun Xenopus laevis gelisimini etkiledigi saptanmustir.
Aragtirict mineral bakimindan fakir baz1 sulak alan kaynaklarinin embriyonik gelisimi
baskiladigini, sodyum ve potasyum konsantrasyonunun 5 ppm’ den daha az olmast
durumunda Xenopus laevis gelisiminin azaldigini ve bu tiir sularda 96 saat siireyle

kaldiginda teratojenik etkilerin ortaya ¢giktigini bildirmektedir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Cahsmalarda Kullanilan Deney Hayvam

Calismada deney hayvam olarak Xenopus laevis tiirii kurbagalar kullanildi.
Arastirmalarda kullanilan tiim yumurtalar laboratuvar kosullarinda tiretildi. Bunun i¢in
arastirmanin 6n ¢aligmalar1 2000 yilinda baglatilmig olup, ana¢ kurbagalar Cukurova
Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dalinda, Prof. Dr. Tuncay Ozgiinen’ in
laboratuvarindan hediye olarak temin edildi. Kurbagalarin laboratuvar kosullarina
adaptasyonunu saglamak amaci ile erkek ve disi bireyler 6 ay siire ile ayr1 tanklarda
tutuldu ve bu siire igerisinde sadece glinlik bakimlar1 yapildi. Kurbagalarin
yetistirilmesi amaciyla kurulan klimatize laboratuvarda oda sicaklig: 23 0c (£2°Cy de
tutulmakta ve kurbagalar 12:12 saat aydinlik/karanlik fotoperyodunda yetistirilmektedir.

Anag kurbagalarin laboratuvar kosullarimiza adaptasyonunu sagladiktan sonra,
bu bireyler hem kendi laboratuvar populasyonumuzun olusturulmasi igin, hem de
deneysel ¢alismalarimiz i¢in gerekli iribaglarin eldesi i¢in kullanilda.

Xenopus laevis embriyolar1 sucul toksisite testleri ve FETAX testi i¢in bilyiik
avantajlara sahiptir. Herhangi bir fazdaki malformasyon mikroskopta kolayca tespit
edilir. Bu nedenle aragtirmamizda sucul toksikolojik ¢alismalar igin standart model
deney hayvanlarindan biri olarak kabul edilen bu tiire ait embriyo ve iribaglar
kullanmilmistir. Aragtirmada, testlerin yiirlitiilmesi agsamasinda EPA [136] ve ASTM [39]
tarafindan Onerilen standart test yontemleri kullanildi. Calismanin tiim asamalarinda

NICEATM [56] tarafindan 6ngdriilen kriterlerin uygunlugu denetlendi.
3.1.1. Bakim ve Beslenme

Xenopus laevis turiinden, erkekleri en azindan iki yasinda ve 7,5-10 cm
uzunlukta, digileri ii¢ yasinda ve 10-12,5 cm uzunlukta olan kurbagalar 120x70x35 cm
boyutlarindaki camdan yapilmis akvaryumlarda yasatildi. Ustleri ayni biiyiikliikteki tel
kapakla ortiildii. Laboratuvar stoklarimiz ve deneysel galigmalarimiz igin kullanilan
¢esme suyu 3-4 giin agz1 agik kaplarda akvaryum pompastyla havalandirildiktan sonra
kullanildi. Akvaryumlardaki su seviyesinin yaklasitk 5 cm seviyede olmasma ve

kurbagalarin sirtlarinin suyla 6rtiilmesine 6zen gosterildi [33].
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Laboratuvar stoklar: standart beslenme yontemleri ile beslenmektedir [39]. Yem
olarak kullanilan tavuk karacigeri 0.5 cm kadar boyutlarda kiyilarak haftada iki kez
kurbagalara verilmekte ve yem verildikten 1 saat sonra sulari temizlenmektedir. Ayrica
3-4 haftada bir olmak lizere, cigerlere 2-3 damla multivitamin karistirilmakta ve bdylece
vitamin takviyesi de saglanmaktadir. Tanklarda bulunan kirli su, her beslenme
peryodunun ardindan, tanklarin taban kisminda bulunan musluk yardimui ile tahliye
edilmekte ve tanklara taze su konularak yenilenmektedir.

Hormonal indiiksiyonu takiben, do6llenmis yumurtalardan elde edilen ve
laboratuvar kolonisi olusturmak igin yagatilan iribaglar 5. giinden itibaren beslenmeye
basland. Iribagslar herbivor olup, en uygun besin maddesi 1spanaktir [40-42]. Ispanaklar
insektisit olarak kullamlan arsenik, kursun gibi toksik maddelerden arindirilmak i¢in
iyice yikandi. Temizlendikten sonra haslanip piire haline getirilen 1spanaklarin suyu
siiziildii. Hazirlanan 1spanak piiresi her giin iribaslara verildi. Iribaglar 35x25x15 cm
olan {istii tel kapakla ortiilii polietilen propilen kaplarda biiyiitiildii. Ispanakla beslenen
iribaglarin sular1 haftada bir degistirilerek yenilendi.

Metamorfoz sonunda sindirim kanalinin histolojisi degisiklige ugradigindan
gerek duyulan gidalarin hem tiirii hem de miktar1 degisim gosterir [36]. Bu nedenle
baskalasimdan sonra yavrular tavuk cigeri ezmesi ile beslenmeye baglandi ve haftada 3
kez beslendiler. Ciger ezmesi konulan kaplar 30 dakika sonra temizlendi. 4 haftada bir
yavrular yumurta sarisi ciger ezmesine karigtirilarak hazirlanan yemler ile beslendiler

[33].

3.1.2. Deney Hayvanlarmin Indiiklenmesi

FETAX testi ve toksisite testleri igin gereksinim duyulan yumurtalarin elde
edilmesi amaciyla ciftlestirilecek olan digi ve erkek kurbagalar, ayr1 akvaryumlara
alinarak 48 saat bekletildiler. Yumurta eldesi istenen giinden 36 saat 6nce, her seferinde
bir erkek kurbagaya 200 IU insan korionik gonadotropin hormonu (hCG) dorsal lenf
bezlerinden enjekte edildi. 36 saat sonunda bir disiye 600 IU, &nceden hormon
uygulanmis olan erkege ise 300 IU hCG enjekte edildi. Bu amagla Tiirkiye’ de ticari
olarak tiretilen Pregnyl (5000 IU) (Organon) kullanildi. Enjeksiyon i¢in 1 ml” lik insulin
enjektorleri (0,30x8 mm) (Becton Dickinson) kullanildi. Enjeksiyon tamamlandiktan
sonra erkek ve disi kurbagalar ayn1 akvaryuma konup, karartma amaciyla akvaryumun

tizeri ortiildii ve sessiz bir ortam saglandi. Erkek kurbaganin d6llenmeye hazir oldugu
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On ayak parmaklarinda siyah yapiskan killarin belirmesi ile (Nuptial yastik); disinin ise
pupillasinin kizarmasiyla tespit edildi.

Ampleksus 2-6 saat sonra bagladi ve yumurta dokme ise 10-16 saat devam etti.
Ampleksus’ un bilinen bir saatte baglamas1 ve déllenmis yumurtanin sabah saatlerinde
toplanmaya baglamast igin, hCG enjeksiyonunun her seferinde ve 23:00-24:00 saatleri
arasinda yapilmasina 6zen gosterildi. Yumurtalar, akvaryumdan birer saat araliklarla,
genis uglu plastik pipet yardimi ile zedelemeden alinarak, iginde FETAX soliisyonu
bulunan cam petri kaplarina aktarildi. Stereo mikroskop altinda incelenerek, déllenmis
ve normal gelisim gOsteren embriyolar FETAX testinde kullanilmak t{izere ayrildi.
Segmentasyon devam ederken, kisa bir periyotta normal gelisim gosterenlerin segilmesi
icin, embriyolar ikinci kez dikkatle incelendi ve bu embriyolar deneysel galigmalar i¢in
ayrildi.

Embriyolar, gelisimlerinin 8.evresi ve 11.evresi arasindaki gelisim déneminde
FETAX’ 1 baglamak {izere kullamilmak zorundadir. 8. evreden Once segilen
embriyolarda sonradan anormal boliinmeler gergeklesebilir. Ayrica 11. evreden sonra
secilen embriyolar organogenezise baglamaktadir [39].

Calismalarimizda stok boya ¢ozeltilerinin hazirlanmasi amaciyla ve farkli boya
konsantrasyonlarin1 hazirlamak igin FETAX ¢ozeltisi olarak bilinen tuz ¢ozeltisi
karigimi kullanildi. Ayrica kontrol grubu olarak kullanilacak embriyolarda test boyunca
FETAX c¢ozeltisinde tutuldular. Bu ¢6zelti, 1000 ml distile suda 625 mg NaCl, 96 mg
NaHCO3, 30 mg KCI, 15 mg CaCl,, 60 mg CaS0O42H,0, 75 mg MgSO4 olacak sekilde
hazirland1 [39]. Stok boya ¢ozeltileri FETAX ¢ozeltisi kullanilarak hazirlandiktan sonra,
uygulanan testler siiresince +4 °C’ de ve 1siktan korunarak muhafaza edildi. Bu stok
boya ¢ozeltisinden 6n doz tarama sonuglarina goére, her boya igin farkli uygulama

dozlar hazirlandu.
3.2. Toksisite Testlerinin Uygulanmasi
3.2.1. FETAX Testi

FETAX 96 saat siiren ve test materyalinin gelisimsel toksisitesini belirlemede
kullanilabilen bir embriyo teratojenite saptama deneyidir. Uygulanan maddenin etkisine
maruz kalma, test siiresi boyunca devam eder [39]. FETAX testi i¢in cam petri kaplari

(100 mm) kullanildi. Her kaba 25 ml boya ¢ozeltisi ve 8-11. gelisim evresinde olan 20
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adet embriyo konuldu. Her doz igin testler 4 tekrarli olarak uygulandi. Embriyolarin
bulundugu petri kaplan 24., 48., 72. ve 96. saatlerde kontrol edilerek, 6l olan
embriyolar saptand1 ve sayilart kaydedildikten sonra boya ¢ozeltileri degistirildi.
Boylece arastirmada statik yenilemeli test sistemi kullanildi. 24. saatteki (27.evre) 6liim,
embriyolarin deri pigmentasyonu, yapisal tamamlik ve tahrigin bulunup bulunmamasina
bakilmak suretiyle belirlendi. 48. saatte (35.evre), 72. saatte (42.evre) ve 96.saatte
(46.evre) ise Olim kalp atiginin durmasi ile belirlendi. Ortamdaki boyar madde
¢ozeltisinin yenilendigi her 24 saatte bir ve 96 saat sonunda Olii embriyolar
uzaklastirildi. Hayatta kalan tiim embriyolar deney sonucunda %3’ lik formaldehit
icinde tespit edilerek, cam tiiplerde agzi kapali olarak +4 %C’ da mikroskobik
incelemeleri yapilana kadar saklandi. Formaldehit igerisinde buzdolabinda saklanmakta
olan iribaslar daha sonra bir disseksiyon mikroskop altinda incelenerek, her bir 6rnekte
bulunan malformasyonlar saptandi ve kaydedildi. Bu amagla, 46. gelisim evresine
ulagmis olan iribaglarda kaydedilen gelisimsel anomaliler bag 6demi, yolk 6demi, gziin
ortada olmasi, mikroftalmi (kiiglik gozliiliik), siklopia (tek gozliilik), mikrosefali
(kiigiik baslilik), depigmentasyon ve kuyruk egriligidir.

3.2.2. Xenopus laevis Iribaslarmda (46. evre) Yapilan Calismalar

Aragtirmada, Xenopus laevis iribaglarni 46. gelisim evresinde de tekstil boya
maddelerinin ¢esitli dozlarina maruz birakildi. Bu amagla 250 ml kapasiteli plastik
kiivetler kullanuild: ve her bir ¢alisma kabina 50 ml boya ¢dzeltisi konuldu. Her kapta
15 adet iribas bulunacak sekilde, toksisite testleri her doz i¢in 4 tekrarli yapildi. Boyar
madde etkisine 7 giin siire ile statik yenilemeli test ortaminda maruz kalan iribaglar, 24.,
48.. 72., 96., 120., 144. ve 168. saatlerde kontrol edildi. Olii olan iribaslar ortamdan
alindiktan ve sayilar1 kaydedildikten sonra, boyar madde ¢ozeltileri degistirildi. 7. giin
sonunda 6lii sayis1 belirlendikten sonra test sonlandirildi. Kontrol grubu iribaslar i¢in
FETAX ¢ozeltisi kullanildi. Stok boyar maddelerden toksisite testleri i¢in kullamilan
dozlarin hazirlanmasi amaciyla da FETAX ¢o6zeltisi kullanildi. Test stiresi boyunca

iribaglara herhangi bir besin maddesi verilmedi.
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3.2.3. FETAX Testi Sonunda Hayatta Kalan iribaslarin Bas-Kuyruk Uzunluk

Ol¢iimii

FETAX testi igin 96 saat boyunca boyar madde etkisine maruz kalan
embriyolardan hayatta kalan ve formaldehit i¢inde saklananlar daha sonra bas-kuyruk
uzunlugu Slglimil i¢in kullaruldi. Bu amagla petri kaplarina alinan orneklerin bir
fotokopi cihazinda %150 biiylitme ile resimleri alindi. Elde edilen kopya resimler
tizerinde milimetrik cetvel ile bag-kuyruk uzunluk degerleri olgiiliip kaydedildi. Elde
edilen veriler, biiylitme degeri goz oOniine alinarak, sonuglar normalize edilerek
hesaplandi. Boylece 96 saat sonunda madde etkisine bagli biiylime inhibisyonu

degerlerinin saptanmasi amaglandi.

3.3. Calismalarda Kullanilan Tekstil Boya Maddeleri

Aragtirmalarda tekstil sanayiinde yaygin olarak kullanilan alti boyar madde test
edilmistir. Kullanilan boyar maddeler 2 farkli kimyasal gruba aittir. Bu gruplar azo
boyalari ve fitallosiyanin boyalar1 olarak bilinmektedir. Secilen boyar maddeler
Astrazon kirmizi FBL, Astrazon mavi FGRL, Remazol kirmizi RR, Remazol Turkuaz
mavisi G-A, Cibacron kirnmzi FN-3G, Cibacron mavi FN-R boyalaridir. Ticari
karakterdeki bu boyar maddeler IPAS Tekstil AS (Malatya)’ den temin edilmistir.
Kimyasal yapis1 ve boyar madde 6zelligi ile bu iki temel gruba ait tekstil boyasinin
ozellikleri Tablo 3.1 de verilmistir. Buna gore, azo grubu boyalarin 3’ {i kirmizi renk
pigmenti ve biri mavi renk pigmentine sahiptir. Bu boyalarm ikisi (remazol kirmizisi,
cibacron mavisi) reaktif 6zelliktedir. Bunlardan cibacron mavisi metal kompleksi (%3,8
bakir) igermektedir. Ayrica diger iki azo boyasindan astrazon kirmizisi iyonik ¢inko
(%11,2) icermektedir. Kullamlan iki fitallosiyanin boyas: (astrazon mavisi ve remazol

mavisi) ise sirasiyla ¢inko (%4,1) ve bakir (%2.3) igeren boyalardir.
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Tablo 3.1. Toksisite testlerinde kullanilan boyalar ve 6zellikleri

Ticari Boya Ads Kimyasal Grubu-Colour Kimyasal Igerik Literattirdeki Toksisite Kaynak
Index (C.I) no Bilgileri
Astrazon kirmizi FBL Azo boya %11.2 Zn (iyonik) | Sigan Toksisite Testi Dystar Safety
C.1. Basic red 46 Nitrojen (-) Akut oral: Data Sheet
(%80-90) Fosfor (-) LD50 1400 mg/kg 1.1/D/EN
Brachydanio rerio
NOEC 1-10 mg/L
(96 h)
Astrazon mavi FGRL Fitallosiyanin (Azasiyanin | %4.1 iyonik Zn Sigan Toksisite Testi Dystar Safety
ve oxazin karigimi) Nitrojen (-) Akut oral: Data Sheet
C.1. Basic blue 159 Fosfor (-) LD30 206 mg/kg 131559/06
(%30-40) Brachydanio rerio
C.1. Basic blue 3 NOEC 10-100 mg/L
{%5-10)
Remazol kirmizt RR Reaktif azo boya Agir metal (-) Sigan Toksisite Testi Dystar Safety
Nitrojen (-) Akut oral: Data Sheet
Fosfor (-) LD50 >2000 mg/kg 1.1/D/EN
Leiciscus idus
NOEC >500 mg/L (48 h)
Micronucleus mutajen (-)
Salmonella mutajen (-)
Remazol Turkuaz mavi | Fitallosiyanin bakir %?2.3 bagli bakir(+) | Sican Toksisite Testi Dystar Safety
G-A kompleksi, Reaktif boya P yada OP (-) Akut oral >2000 mg/kg | Data Sheet
C.I Reaktif Blue 21 Leiciscus idus 253972
(%33.38) NOEC 100-500 mg/L
Cibacron kirmizi FN-3G | Azo boya %10.8 nitrojen (+) | Sigan Toksisite Testi Ciba Safety Data
%]1.1 fosfat (+) Akut oral: Sheet
LD50 >2000 mg/kg (91/155/EC)
Balik Toksisite Testi
LC50 >100 mg/L (96h)
Cibacron mavi FN-R Reaktif azo boya Formazane metal Sigan Toksisite Testi Ciba Safety Data

kompleks
%3.8 bakir (+)
%0.9 fosfat (+)

Akut oral:

LD50 >5000 mg/kg
Subakut oral (NOEL)
200 mg/kg/28 giin
Balik Toksisite Testi
NOEC 560 mg/L.
LC50 >1000 mg/L

Sheet
(91/155/EC)

3.4. Cozelti pH’> simin Saptanmasi

Deneylerde

statik yenilemeli test sistemi kullanildigindan, embriyo ya da

iribaglarin maruz kaldiklar1 ortamin pH degerleri de ol¢iildii. Bu amagla diisiik, orta ve

yiksek madde konsantrasyonu bulunan kaplar igin 0. saat ve 24. saatlerdeki pH

degerleri peryodik olarak kaydedildi. Boylece toksik etkinin ortamdaki pH degisimine

bagli olarak ortaya ¢ikip ¢ikmadiginin saptanmasi amaglanda.
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3.5. Enzimatik Calismalar

3.5.1. Enzim Aktivitelerinin Saptanmasi Ile ilgili Calismalar

Arastirmada, ¢esitli konsantrasyonda boyar madde etkisine maruz birakilan
iribaglar i¢in seg¢ilen enzim aktivitelerinde ortaya ¢ikan degisimlerde biyobelirteg olarak
kullanildi. Bu amagla, i¢inde 50 ml boyar madde igeren 250 ml’ lik plastik kiivetlere 30
iribas konulmak suretiyle, 5 tekrarli bir diizenek hazirlandi. Her uygulama dozu ig¢in
iribaslar, 24 saat siire ile boyar maddeye maruz birakildi. 24. saat sonunda hayatta kalan
iribaglar toplanarak, eppendorf tiiplerine alindi. Tiip i¢indeki iribaglar enzimatik analiz
¢alismalarina kadar —80 °C’ de derin dondurucuda saklandi.

Oda sicakliginda ¢oziilen Ornekler buz kaplari i¢inde korundu ve ornekler
homojenizasyona hazirlandi. Iribaslar tartildiktan sonra, agirhiklarimin 7 kati hacimde
(w/v), fosfat tamponu (0,05 M KH,;POy4; 0,15 M KCI; 1 um EDTA; 1 um DTT pH 7,4)
eklenerek, cam-teflon homojenizatérde (2000 rpm devirde) 10-15 vurus ile pargalandi.
Calismanin her asamasinda Ornekler buz igerisinde korundu. Homojenat eppendorf
tiiplerine almarak, 4 °C’ de 16000 xg’ de 20 dak. santrifiij (Dich Instrumentmarkers,
Microcentrifuge) edildi. Elde edilen supernatant mikropipet yardimu ile temiz eppendorf
tiiplerine aktarildiktan sonra 80 °C’ de derin dondurucuda enzim aktiviteleri

spektrofotometrik yontem ile Slgiilene kadar saklandi.

3.5.2. Xenopus Iribaslarinda Enzim Aktiviteleri

Daha 6nce hazirlanmig supernatantlar kullanilarak, glutatyon S-transferaz (GST)
(EC 2.5.1.18), laktat dehidrogenaz (LDH) (EC 1.1.1.28) ve karboksilesteraz (CaE) (EC
3.1.1.1) aktiviteleri spektrofotometrik yontemle 6l¢iildi. Bu amagla bir mikroplaka
okuyucu sistemi (Molecular Devices, Versa Max, USA) kullanildi. Tiim enzim
aktiviteleri 25 °C sicaklikta 6lgiildii. Her 6rnek icin en az ii¢ tekrarli olarak galigilds.
Enzim aktivitesi 6l¢limii amaciyla diiz-tabanli 96 ¢ukurlu mikroplakalar kullanildi. Her
cukura okunacak enzime bagh olarak, 6n caligmalar ile belirlenen optimum miktarda

slipernatant, tampon, substrat pipetlenerek yapildi.
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3.5.2.1. Glutatyon S-transferaz Aktivitesi

Glutatyon S-transferaz aktivitesinin Olgiilmesi amaciyla Habig ve arkadaglari
[137] tarafindan onerilen yOntem modifiye edilerek kullanildi. %96° ik etanol
icerisinde hazirlanmis (0,15 M) 1-kloro, 2-4 dinitrobenzen (CDNB) substrat olarak
hazirlandi. Enzim aktivitesinin 6l¢timii sirasinda potasyum fosfat tamponu (pH: 6.5; 0,1
M) ve kofaktoér olarak rediikte glutatyon (0,002 M) kullanildi. Enzim aktivitesinin
saptanmast i¢in mikroplaka cukurlarina sirasiyla 10 pl supernatant, 100 ul fosfat
tamponu+100 pl GSH karigimu pipetlenerek 25 °C’ de 3 dak. inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrast, ¢ukurlara 10 pul CDNB pipetlenerek, karisim 15 s siire ile mikroplaka
okuyucuda karigtirildi. Absorbans degisimi 344 nm’ de 2 dak. siiresince okunarak
kaydedildi. Her &rnek i¢in en az ti¢ tekrarli okuma yapildi. Ornekler arasinda elde edilen
sonuglarin %10’ dan fazla sapma gostermesi durumunda, aym Ornek igin okuma

tekrarlandi.
3.5.2.2. Karboksilesteraz Aktivitesi

Karboksilesteraz aktivitesi i¢in kullanilan substrat paranitrofenil asetat (p-NPA)
olup, bu madde literatiirde karboksilesteraz i¢in yaygin olarak kullanilan substratlardan
birisidir [138]. Enzim aktivitesinin p-NPA’ a bagli olarak olgiimii i¢in Tris-HCI
tamponu (pH 7.6; 0,05 M) kullamuldi. Substrat (0,5 pM) %96° lik etanol icerisinde
hazirlandi. 20 pl supernatant ve 250 pl Tris-HCI tamponu mikroplaka ¢ukurlarina
pipetlenerek, 25 °C* de 3 dak siire ile mikroplaka sisteminde inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonras1 20 pl p-NPA pipetlenerek, 15 s siire ile cihazda galkalandi. 405 nm dalga
boyunda 2 dak stireyle absorbans degisimi okundu. Her 6rnek i¢in i¢ tekrarli okuma
yapildi. Enzim aktivitesi 6l¢timii i¢in elde edilen absorbans degisimi cihaz programi
tarafindan otomatik olarak 1 dak siire i¢in hesaplanarak kaydedildi. Orneklerdeki
absorbans degisim degerlerinin ayn1 6rnek i¢in aralarinda %10’ dan daha yiiksek bir

diizeyde sapma gostermesi durumunda okuma iglemi yinelendi.
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3.5.2.3. Laktat Dehidrogenaz Aktivitesi

LDH enzim aktivitesi 6lglimiinde, LDH diagnostik kiti (Sigma Corp., USA)
Giingdrdii [139] ve Ozmen ve ark. [140] tarafindan onerilen sekilde kullanildi. LDH
reagent A; hazir kite 20 ml distile su, reagent B; hazir kite 5 ml distile su eklenerek
hazirlandi. Enzim aktivitesinin 6l¢iilmesi i¢in mikroplaka ¢ukurlarina 10 ul supernatant,
250 pl reagent A pipetlenerek 25 °C’ de 1 dak inkiibe edildi. Inkiibasyon bitiminde 10
ul reagent B pipetlendikten sonra karisim 30 s inkiibe edildi. Karigim 10 s siire ile
mikroplaka okuyucu sisteminde karistirildiktan sonra, 340 nm dalga boyunda 2 dak stire
ile absorbans degisimi okundu. Enzim aktivitesine bagli hesaplanan absorbans degisim
degeri kaydedildi. Her ornek igin en az ii¢ tekrarli okuma yapildi. Ornekler arasinda
elde edilen sonuglarin %10’ dan fazla sapma gostermesi durumunda ayni Ornek icin

okuma tekrarlandi.

3.5.2.4. Total Protein Tayini

Xenopus iribaglarindan enzim aktivitesi 6l¢limil amaci ile hazirlanan supernatant
Orneklerinde total protein miktari Lowry ve arkadaglarinin [141] yOntemine gore,
mikroplaka okuyucu sistemi igin modifiye edilerek saptandi. Bunun i¢in, 0,1 M NaOH
¢ozeltisinde, %2 Na,COj5 : 100 ml; %2 NaK Tartarat: 1 ml; %1 CuSOy : 1 ml hazirlandi
(A karisimi). Folin fenol reagent (Merck Corp, Germany) (1/1 v/v reagent: distile su)
hazirlandi (B karisumi). 20 pl 1/10 oraninda sulandirilmis supernatant ornekleri
mikroplakalara pipetlendi ve tizerine 40 pl distile su, 200 ul A ¢ozeltisi eklenerek, oda
sicakliginda 10 dak inkiibe edildi. Daha sonra 20 pl B ¢ozeltisi ilave edilerek 30 dak
karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 750 nm dalga boyunda absorbans
degeri olguldii. Elde edilen degerler mikroplaka okuyucu sisteminde 750 nm dalga
boyunda okunarak hazirlanmis olan BSA standart egrisi (Sekil 3.1) degerleri ile
karsilagtirilarak, Ornekteki total protein degerleri, Slide programi ile hesaplandi.
Sulandirma faktoriine bagh olarak, daha sonra supernatanttaki total protein degeri

saptandi.
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Sekil 3.1. BSA Standart Egrisi

3.5.2.5. Enzim Spesifik Aktivitesi

Xenopus laevis iribaglarinin supernatant 6rneklerinde dlgiilen GST, CaE ve LDH
enzimlerinin aktiviteleri hesaplandiktan sonra, her 6rnek igin total protein degerine bagli
olarak, enzimlerin spesifik aktivite degerleri hesaplandi. Elde edilen tiim aktivite
degerleri spesifik aktivite cinsinden uM/ug t.p/ml olarak ifade edildi.

3.6. Istatistiksel Analiz ve Hesaplamalar

Elde edilen bulgularin istatistiksel olarak degerlendirilmesi amaciyla istatistiksel
paket programlari kullaruldi. FETAX testi, iribaglarda oldiirtici konsantrasyon (LC50)
degerleri ve enzimatik analiz sonucunda elde edilen bulgularin analizi i¢in SPSS
programi (SPSS Inc., USA) kullanildi. LC50 (ortalama oldiiriicii kosantrasyon) ve
EC50 (ortalama etkili konsantrasyon) degerlerinin saptanmasi igin probit regresyon
analizi yontemi uygulandi [45,128]. Enzim aktivitelerinin uygulama gruplarina bagli
olarak test edilmesi amaciyla varyans analizi (ANOVA) yontemi uygulandi. Gruplar
aras1 farklilik diizeyi en az %95 olasilik ile (p<0,05 i¢in) 6nemli olarak degerlendirildi.

Buna bagl olarak, gruplar arasi farklilifin onemli olup olmadigi p<0,05 diizeyinde
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Oonemlilik derecesine gore saptandi. Gruplar arast farklilifin  Onemli oldugu
saptandifinda, Ornekler ikili karsilagtirma ile Mann Whitney-U testine gore kontrol
grubu verileri ile karsilagtinldi. Grup i¢i farklihigin p<0,05 diizeyinde Onemli
bulundugu gruplar saptandi. FETAX testi sonucunda hayatta kalan iribaglarda goriilen
malformasyonlarin istatistiksel degerlendirmesi Microsta programi kullanilarak yapildi.
Uygulama gruplarinda goériilen malformasyon oranlari kontrol grubuyla karsilastirilarak,
farkhiligin  p<0,05 diizeyinde Onemli bulundugu gruplar saptandi. Bas-kuyruk
uzunluklarinin istatistiksel degerlendirilmesi SPSS paket programi ile yapildi ve gruplar
aras1 farklillk olup olmadifi varyans analizi ile test edildi. Istatistiksel analiz
sonuglarina gore, grup i¢i farklilifin 6nemli diizeyde ¢iktig1 ilk konsantrasyon, gelisimi
inhibe eden en diisiik konsantrasyon degeri (MCIG) olarak belirtildi [18].

Bir maddenin teratojenite riskinin tahmininde kullamilan teratojenite indeksi
(TQ), 96. saate ait LC50 degerinin ayni siire igindeki EC50 degerine oranlanmasiyla
hesaplandi. TI degeri 1,3-2; 2,0-3,0 ve 3,0° den biiyiik olan maddeler sirasi ile zayif,
orta siddetli ve siddetli teratojenler olarak adlandirild: [142]. Ayrica ASTM yontemine
gore de, teratojenite indeksi 1,5° den biiylik olanlar teratojen madde olarak
nitelendirildi [39].
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4. BULGULAR

4.1. Astrazon Boyalarmin Toksik Etkileri

4.1.1. Astrazon Kirmuzsi ile flgili Embriyonal Toksisite Testleri

Xenopus laevis embriyolar1 geligimin 8. evresinden itibaren astrazon kirmizisinin
0,1-26,49 ppm dozlar1 arasinda boyar maddeye maruz birakildi. 96 saat siireyle,
embriyonal gelisimin 46. evresine kadar boyar madde etkisine maruz birakilan toplam
1600 embriyonun 787’ sinin 6liimii kaydedildi. Tablo 4.1 farkli dozlarda astrazon
kirmizist uygulamasina bagli olarak boyar maddelerin Xenopus embriyolarinda 6lim
oranlari lizerine etkilerini géstermektedir.

96 saat sitiren FETAX testi sonucunda, 0,1 ppm’ de %26,25 oraminda 6liim
gozlenirken, 26,49 ppm’ de %100 5liim gozlendi. Kontrol grubunda ise %8,75 oraninda
oliim kaydedildi (Tablo 4.1). Bulgularimiza gére, diisiik doz uygulamalarinda doz-yamit
iligkisi bakimindan lineer bir iligki gozlenmezken, 3,25 ppm ve iizerindeki dozlara
maruz kalan kurbaga embriyolarinda doz ile orantili olarak 6liim oranlarinda artis
gbzlenmistir.

Kontrol grubu ile diger uygulama gruplar arasinda doz-yanit iliskisine bagh bir
farklilik olup olmadig test edildiginde; kontrol grubuna gére, 0,68 ppm, 1,14 ppm, 1,92
ppm ve 3,25 ppm’ deki 6liim oranlar1 igin istatistiksel olarak Onemli bir farklilik

bulunmazken, diger biitiin dozlardaki farkliliklar 6nemli diizeyde bulundu ( p<0.05).
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Tablo 4.1. Cesitli dozlardaki astrazon kirmizisina maruz kalan
Xenopus embriyolarinda saptanan 6liim oranlari

Doz (ppm) n Toplam | Oliim Oran1 (%)
Oliim

Kontrol 80 7 8,75
0,1" 80 21 26,25
02" 80 22 27.5
04" 80 22 27,5
0,52 80 23 28,75
0,68 80 18 22.5
0,88 80 26 32,5
1,14 80 18 22.5
1,48 80 20 25
1,92 80 21 26,25
2,50" 80 19 23,75
3,25 80 22 27.5
422" 80 27 33,75
5,49 80 50 62,5
7,14" 80 74 92,5
9,28" 80 79 98,75
12,06 80 78 97,5
15,68 80 80 100
20,38" 80 80 100
26,49 80 80 100

* kontrol grubu ile uygulama gruplari karsilagtirildiginda
farklilik 6nemli bulunmustur ( p<0.05).

4.1.2. Astrazon Kirmizisinin 46. Evredeki Iribaslar Uzerine Toksik Etkileri

‘Boyar madde etkisine 7 giin siire ile maruz kalan iribaglarin %82’ sinin test
periyodunda 8liimii kaydedildi. Test sonucunda 0,1 ppm’ de 6lim orant %78,3 iken 0,8
ppm’ de %100 6liim saptandi. Kontrol grubunda ise iribaglarin %3,33 oraninda 61diigi
gozlendi (Tablo 4.2).

Yapilan istatistiksel analiz sonuglarina gore, kontrol grubu ile diger gruplar
karsilastirildiginda 0,28 ppm ve 0,37 ppm’ deki 6lim oranlari énemli bulunmazken,
diger biitiin dozlardaki farkliliklar istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05).
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Tablo 4.2. Yedi giin siire ile astrazon kirmizisi etkisine maruz
birakilan 46. evredeki iribaglarda gozlenen 6liim oranlari

Doz (ppm) n Toplam Oliim | Olitm Orani (%)
Kontrol 60 2 3,33
0,025 60 51 85
0,05" 60 47 78,3
0,1 60 47 78,3
0,13" 60 49 81,6
0,16 60 46 76,6
0,22 60 44 73,3
0,28 60 32 53,3
0,37 60 33 55
0,48" 60 42 70
0,62 60 53 88,3
0,80 60 60 100
1,05 60 60 100
1,36" 60 60 100
1,76" 60 60 100
228" 60 60 100
2,96" 60 60 100
3,84" 60 60 100
4,99" 60 60 100
6,48" 60 60 100

* kontrol grubu ile uygulama gruplari karsilastirildiginda farklilik
6nemli bulunmustur (p<0.05).

4.1.3. Astrazon Mavisi Ile Ilgili Embriyonal Toksisite Testleri

Astrazon mavisiyle yapilan toksisite testinde embriyolar gelisimlerinin 8.
evresinde 0,05-12 ppm dozlart arasinda boyar maddeye maruz birakildi. 96 saat siireyle
statik yenilemeli kosullarda uygulanan testlerde 1520 embriyo kullanildi ve test
boyunca gesitli doz gruplarinda toplam 625 embriyonun 6liimii kaydedildi. Buna gore

toplam 6liim oran1 %41 olarak hesaplandi.
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Tablo 4.3. Cesitli dozlardaki astrazon mavisine maruz kalan Xenopus
embriyolarinda 96 saatlik test sonunda saptanan §liim oranlari

Doz (ppm) n Toplam Oliim Oliim Oram (%)
Kontrol 80 4 5
0,05 80 5 6,25
0,10 80 9 11,25
0,14 80 12 15
0,28 80 16 20
0,39" 80 16 20
0,55 80 15 18,75
0,77 80 11 13,75
1,08 80 12 15
1,51" 80 21 26,25
2,117 80 30 37,5
2,95 80 29 36,25
4,13" 80 27 33,75
5,78 80 34 42,5
6,94" 80 69 86,25
8,09" 80 75 93,75
833" 80 80 100
10" 80 80 100
12" 80 80 100

* Kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel farklilik p<0.05
diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Test sonucunda, 0,05 ppm’ deki 6liim orant %6,25 iken, 12 ppm’ de 6lim oram
%100 olarak belirlendi. Kontrol grubunda ise %5 oraninda 6liim kaydedildi (Tablo 4.3).

Istatistiksel analizler sonucunda kontrol grubu ile diger doz gruplar
karsilastirildiginda, 0,39 ppm uygulamasi haricindeki diisiik doz uygulamalari ile (0,05-
1,08 ppm) 6liim oranlari bakimindan farklilik istatistiksel agidan 6nemli bulunmazken,
1,51 ppm ve daha yiiksek dozlarda boyar madde etkisine maruz kalan embriyo 6ltimleri
i¢in farklilik kontrol grubu ile karsilastirildiginda 6nemli bulundu ( p<0.05).

Astrazon mavisi ile yapilan embriyonal toksisite testlerinde diisiik dozda
uygulamalar sonucunda doz-yanit iliskisi bakimindan dogrusal bir iligki saptanmazken,
ozellikle 1,51 ppm ve daha yliksek boyar madde konsantrasyonlar: i¢in dogrusal bir

doz-yanit iligkisi gézlendi.

4.1.4. Astrazon Mavisinin 46. Evredeki Iribaslar Uzerine Etkileri

Gelisimlerinin 46. evresinde astrazon mavisi etkisine maruz birakilan Xenopus

laevis iribaglari i¢in 7 giin boyunca statik yenilemeli test sisteminde kaydedilen 6lim
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oranlar1 Tablo 4.4° de verilmistir. Elde edilen verilere gore, uygulanan boyar madde
konsantrasyonu ile 6liim oram arasinda dogrusal bir doz-yamt iligkisi goriilmemektedir.
Genel olarak 0,05-0,20 ppm arast uygulama konsantrasyonlarinda saptanan ortalama
Olim orani %50 diizeyinde iken, 0,3 ppm ve daha yiiksek dozlarda %75° den fazla 6lim
gozlenmektedir.

Madde uygulamasina bagli olarak gozlenen ortalama 6liim orami %81 olarak
hesaplandi. 0,1 ppm’ de o6lim oran1 %40 iken, 1,08 ppm ve Uzerindeki
konsantrasyonlarda iribaglar i¢in g6zlenen 6liim orani %100 olarak bulunmustur (Tablo

4.4).

Tablo 4.4. Yedi giin stire ile astrazon mavisi etkisine maruz birakilan
46. evredeki iribaslarda gozlenen 6liim oranlari

Doz (ppm) n Toplam Oliim | Oliim Oram (%)
Kontrol 60 17 28,3
0,05 60 28 46,6
0,07" 60 31 51,6
0,10 60 24 40
0,14" 60 39 65
0,20" 60 33 55
0,28 60 48 80
0,39" 60 47 78,3
055" 60 45 75
0,77 60 45 75
1,08 60 60 100
1,517 60 58 96,6
2,117 60 60 100
2,95" 60 60 100
4,13 60 60 100
5,78" 60 60 100
6,94" 60 60 100
8,09 60 60 100
8,33 60 60 100
10" 60 60 100
12" 60 60 100
14,4° 60 60 100

* Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, istatistiksel farklilik p<0.05
diizeyinde 6nemli bulunmugtur.

Istatistiksel analiz sonuglarma gére, kontrol grubu ile iribaglarin maruz kaldig
boyar madde konsantrasyonlar karsilagtirildiginda, 0,05 ppm ve 0,77 ppm i¢in 6liim

oranlar1 bakimindan 6nemli diizeyde farklilik bulunmadi. Bu dozlar haricindeki diger
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biitin uygulama konsantrasyonlarinda 7 giinliik test sonucunda saptanan 6liim oranlar

i¢in farklilik 6nemli diizeyde bulundu (p<0.05).

4.2. Remazol Boyalarinin Toksik Etkileri

4.2.1. Remazol Kirmizis ile Tlgili Embriyonal Toksisite Testleri

Xenopus laevis embriyolart gelisimin 8.evresinden itibaren remazol kirmizisinin

3,33-2190 ppm dozlarn arasinda boyar maddeye maruz birakildi.

Tablo 4.5. Cesitli dozlardaki remazol kirmizisina maruz kalan
Xenopus embriyolarinda saptanan 6liim oranlari

Doz (ppm) n Toplam Oliim Orani (%)
Olim

Kontrol 80 0 0
3,33 80 4 5

5 80 2 2,5
7,5 80 4 5
11,25" 80 5 6,25
16,87 80 3 3,75
2531 80 3 3,75
37,96 80 4 5
56,94 80 3 3,75
85,41" 80 10 12,5
128,12 80 7 8,75
192,18 80 6 7.5
28827 80 8 10
432.41" 80 11 13,75
648,62 80 23 28.75
972,93 80 22 26,25
1460° 80 26 32,5
2190° 80 66 82,5

* Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, istatistiksel farklilik
p<0.05 diizeyinde 6nemli bulunmustur

96 saat siireyle, embriyonal gelisimin 46. evresine kadar statik yenilemeli test
kaplaninda ¢esitli dozlarda boyar madde etkisine maruz birakilan toplam 1440
embriyonun %14,38 sinin 6limi kaydedildi. 3,33 ppm’ de &liim oran1 %5 iken, 2190
ppm’ de %82,5 oraninda 6lim gézlendi. Kontrol grubundaki iribaglarda 6lim

gozlenmemistir (Tablo 4.5).



Yapilan istatistiksel analiz sonuglarina gore, kontrol grubu ile diger uygulama
gruplar1 arasinda doz-yamit iligkisine bagh bir farklilik olup olmadig test edildi. Buna
gore, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 5 ppm, 25,31 ppm ve 56,94 ppm’ deki 6liim
oranlar i¢in Snemli bir farklihk bulunmazken, diger doz gruplarindaki 6liim oranlari

icin farklilik istatistiksel agidan 6nemli diizeyde bulundu (p<0.05).

4.2.2. Remazol Kirmizisimin 46. Evredeki iribaslar Uzerine Etkileri

Remazol kirmizisinin 7,96 ppm ile 2428 ppm arasinda toplam 23 uygulama
grubunda boyar madde etkisine maruz birakilan iribaglar i¢in ortalama %60 oraninda
6liim kaydedildi.

Calismada 7,96 ppm de kaydedilen 6liim oram1 %25 iken, 2428 ppm’ de %100
olim gozlendi (Tablo 4.6).

Kontrol grubu ile diger uygulama gruplar karsilastirildiginda, istatistiksel agidan
7,96 ppm,10,35 ppm, 13,46 ppm, 50 ppm, 84,5 ppm, 185,64 ppm ve 407,85 ppm’ deki
6ltim oranlan i¢in farklilik 6nemli bulunmadi. Diger doz gruplar arasindaki farklilik ise

onemli bulundu (p<0.05).
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Tablo 4.6. Yedi giin stire ile remazol kirmizisi etkisine maruz birakilan
46. evredeki iribaglarda gézlenen 6liim oranlari

Doz (ppm) n Toplam Oliim | Oliim Oram (%)
Kontrol 60 7 11,66
7,96 60 15 25
10,35 60 19 31,66
13,46 60 25 41,66
17,5 60 28 46,66
22.75" 60 41 68,33
29,58 60 32 53,33
38,47 60 33 55
50 60 31 51,6
65" 60 40 66,6
845 60 36 60
109,85" 60 36 60
142,80 60 30 50
185,64 60 34 56,6
241,33" 60 37 61,6
313,73" 60 32 53,3
407,85 60 36 60
503,20° 60 52 86,6
654,16 60 43 71,6
850,41° 60 43 71,6
1105" 60 53 88,3
1437 60 54 90
1868" 60 60 100
2428" 60 60 100

* Kontrol grubu ile uygulama gruplari karsilastirildiginda, istatistiksel
farklilik p<0.05 diizeyinde énemli bulunmustur.

4.2.3. Remazol Mavisi Ile Ilgili Embriyonal Toksisite Testleri

Remazol mavisi etkisine maruz kalan embriyolar i¢in, FETAX testinde 5 ppm
ile 555,6 ppm arasindaki gesitli dozlarla ¢aligildi. 96 saat siireyle statik yenilemeli test
kaplarinda madde etkisine maruz birakilan toplam 1280 embriyonun 402’ si 6ldii.
Calismada 5 ppm’ deki 6liim orami %5 ve 555,6 ppm’ de ise %100 olarak kaydedildi.
Kontrol grubunda ise FETAX testi boyunca hi¢ 6liim goriilmemistir (Tablo 4.7).
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Tablo 4.7. Cesitli dozlardaki remazol mavisine maruz kalan
Xenopus embriyolarinda saptanan 6liim oranlan

Doz (ppm) n Toplam Oliim | Oliim Oran
(%)
Kontrol 80 0 0
5" 80 4 5
7 80 3 3,75
9,8 80 7 8,75
13,72 80 8 10
19,217 80 7 8,75
26,89 80 5 6,25
37,65 80 8 10
52,71° 80 14 17,5
73,79 80 5 6,25
103,317 80 9 11,25
144,63" 80 12 15
202,48" 80 80 100
283,47 80 80 100
396,86 80 80 100
5556 80 80 100

* Kontrol grubu ile uygulama gruplart karsilagtinldiginda
p<0.05 diizeyinde farklilik 6nemli bulunmusgtur.

Varyans analizi uygulamasi ile, kontrol grubuyla uygulama gruplar1 arasindaki
farkliligin 6nemli olup olmadig: belirlendi. 7 ppm ve 103,31 ppm’ deki 6liim oranlari
icin istatistiksel farklilik kontrol grubuna g6re 6nemli bulunmazken, diger biitiin

dozlardaki o6liim oranlart bakimindan farkliligin 6nemli diizeyde oldugu saptandi

(p<0.05).

4.2.4. Remazol Mavisinin 46. Evredeki iribaslar Uzerine Etkileri

Xenopus iribaglarinin gelisimlerinin 46. evresinde remazol mavisi etkisine 7 giin
boyunca maruz birakilmalari sonucunda kaydedilen 6lim oranlart Tablo 4.8 de
verilmektedir. Bulgularimiza gore, iribaglar i¢in kaydedilen ortalama 6liim orani test
periyodu sonucunda %63,11 olarak hesaplanmigtir. Buna bagli olarak, 1,97 ppm’ de
gozlenen Sliim oram %11,66 iken, 384,53 ppm’ de ise %100 olarak kaydedildi (Tablo
4.8).
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Tablo 4.8.Yedi giin siire ile remazol mavisi etkisine maruz birakilan
46. evredeki iribaglarda gézlenen 61iim oranlari

Doz (ppm) n Toplam Olim | Oliim Orani (%)
Kontrol 60 2 3,33
1,97 60 7 11,66
2,96 60 11 18,33
4,44 60 13 21,66
6,66 60 23 38,33
10" 60 33 55
15" 60 37 61,6
22,5 60 32 53,3
33,75 60 51 85
50,63" 60 60 100
75,95 60 59 98,5
113,93 60 60 100
170,90° 60 60 100
256,35 60 60 100
384,53" 60 60 100

* Kontrol grubu ile uygulama gruplar: kargilastirildiginda, p<0.05
diizeyinde farklilik 6nemli bulunmustur.

Istatistiksel analiz sonuglarma gore, kontrol grubu ile iribaslarin maruz kaldig
boyar madde konsantrasyonlan karsilastirildiginda, 1,97 ppm ve 2,96 ppm’ deki 6liim
oranlar istatistiksel a¢idan 6nemli diizeyde bulunmadi. Diger uygulama gruplari igin

saptanan 6liim oranlar1 istatistiksel olarak énemli diizeyde bulundu (p<0.05).

4.3. Cibacron Boyalarmin Toksik Etkileri

4.3.1. Cibacron Kirmizisi ile flgili Embriyonal Toksisite Testleri

Cibacron kirmizisinda Xenopus embriyolari, geligsimlerinin 8. evresinde 6,66
ppm ile 1945 ppm arasinda ¢esitli uygulama gruplarina maruz birakildi. FETAX testi
icin toplam 1280 embriyo kullanildi ve test siiresince 413 embriyonun Olimii
kaydedildi. 96 saat slireyle, embriyonal gelisimin 46. evresine kadar farkli dozlarda
boyar madde etkisine maruz birakilan iribaglarin 6,66 ppm’ deki 6liim oran1 %8,75 iken,
1945 ppm de %100 6lum goriildii. Tablo 4.9 cibacron kirmizisi uygulamasina baglh
olarak farkli dozlarda boya maddelerin Xenopus embriyolarinda 6liim oranlari {izerine
etkilerini gGstermektedir. Doz-yanit iligkisi bakimindan sonuglar incelendiginde, 384,36

ppm uygulamasina kadar olan boya konsantrasyonlarinda dogrusal bir doz-yamt iligkisi
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saptanamad1. Yiiksek boyar madde konsantrasyonlarina bagli olarak ise 6liim oraninda
onemli diizeyde artig kaydedildi.

Varyans analizi sonucuna goére, 6,66 ppm, 10 ppm, 22,5 ppm, 33,75 ppm ve
256,24 ppm’ deki 6liim oranlari ile kontrol grubu arasindaki farklilik 6nemli diizeyde
bulunmazken, diger uygulama gruplarmin 6liim oranlarindaki farkliligin kontrol grubu

ile karsilastirildiginda istatistiksel agidan 6nemli diizeyde oldugu bulundu (p<0.05).

Tablo 4.9. Cesitli dozlardaki cibacron kirmizisina maruz kalan
Xenopus embriyolarinda saptanan 6liim oranlar

Doz (ppm) n Toplam Oliim Orani (%)
Oliim
Kontrol 80 4 5
6,66 80 7 8,75
10 80 14 17,5
15" 80 17 21,25
22.5 80 11 13,75
33,75 80 9 11,25
50,62° 80 12 15
75,93° 80 17 21,25
113,89° 80 11 13,75
170,83 80 13 16,25
256,24 80 10 12,5
384,36 80 16 20
576,54 80 46 57,5
864,81 80 66 82,5
1297 80 80 100
1945% 80 80 100

* Kontrol grubu ile uygulama gruplar karsilastirildiginda farklilik
istatistiksel olarak 6nemli diizeydedir (p<0.05).

4.3.2. Cibacron Kirmzismm 46. Evredeki Iribaslar Uzerine Etkileri

Xenopus iribaglar1 geligimlerinin 46. evresinde iken cibacron kirmizisinin gesitli
dozlarina 7 giin siire ile maruz birakildi. Test i¢in toplam 900 iribas kullanildi ve 281°
inin 6limii kaydedildi. Buna gore, ortalama 6liim orani %31 olarak hesaplandi. En
diistik doz olan 10 ppm’ de test sonunda 6liim oram1 %8,33 iken, en yliksek doz olan
1945 ppm’ de ise %91,66 diizeyinde 6lim saptand: (Tablo 4.10) .

Kontrol grubu ile diger gruplar karsilastirildiginda, 10 ppm, 15 ppm, 22,5 ppm,
50,62 ppm ve 75,93 ppm’ deki 6liim oranlarinin istatistiksel olarak onemli diizeyde
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bulunmadig, diger uygulama gruplarindaki 5liim oranlarinin istatistiksel agidan 6nemli

oldugu belirlendi (p<0.05).

Tablo 4.10. Yedi giin siire ile cibacron kirmizisin etkisine maruz
birakilan 46. evredeki iribaslarda gézlenen 6ltim oranlari

Doz (ppm) n Toplam Oliim | Oliim Oram (%)
Kontrol 60 2 3,33
10 60 5 8,33
15 60 5 8,33
22.5 60 9 15
33,75 60 8 13,33
50,62 60 13 21,66
75,93 60 12 20
113,89° 60 14 23,33
170,83" 60 16 26,66
256,24" 60 17 28.33
38436 60 28 46,66
576,54" 60 30 50
864,81 60 29 4833
1297 60 38 63,33
1945 60 55 91,66

* Kontrol grubu ile uygulama gruplar karsilastirildiginda, farkhilik
istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05).

4.3.3. Cibacron Mavisi Ile Ilgili Embriyonal Toksisite Testleri

Embriyolar gelisimlerinin 8. evresinden itibaren 3,33-1459 ppm arasindaki farkl
dozlarda cibacron mavisine maruz birakildi. Geligimin 46. evresine kadar boyar madde
etkisine maruz kalan embriyolar igin %35,5 oraminda Olim kaydedildi. 3,33 ppm
uygulamasinda %13,75 oraninda ve 1459 ppm’ de %100 oraninda 6liim gézlendi (Tablo
4.11).

Yapilan istatistiksel analizler ile kontrol grubunun uygulama gruplariyla
karsilastirilmas: sonucunda, 3,33 ppm, 16,87 ppm ve 25,31 ppm konsantrasyonlarda
boyar maddeye maruz kalan embriyolar i¢in 6liim oranlarn istatistiksel olarak Snemli
diizeyde bulunmadi. Buna karsin, diger uygulama gruplarindaki 6liim oranlarn

istatistiksel olarak 6nemli diizeyde bulundu (p<0.05).
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Tablo 4.11. Cesitli dozlardaki cibacron mavisine maruz kalan
Xenopus embriyolarinda saptanan 6liim oranlan

Doz (ppm) n Toplam | Oliim Orani (%)
Oliim
Kontrol 80 6 7,5
3,33 80 11 13,75
5" 80 18 22,5
7,5 80 18 22.5
11,25 80 20 25
16,87 80 13 16,25
25,31 80 11 13,75
37,96 80 22 27,5
56,94" 80 16 20
85,41" 80 19 23,75
128,12 80 18 22.5
192,18 80 20 25
288,27 80 23 28,75
432.41" 80 41 51,25
648,62 80 68 85
972,93" 80 80 100
1459° 80 80 100

* Kontrol grubu ile uygulama gruplar: kargilastinldiginda,
farklilik 6nemli bulunmustur (p<0.05).

4.3.4. Cibacron Mavisinin 46. Evredeki Iribaslar Uzerine Etkileri

Xenopus iribaglar1 46. gelisim evresinde cibacron mavisinin 5 ppm ile 972,93
ppm arasindaki farkli dozlara birakildiginda toplam 900 iribastan 488’ inin Glimii
kaydedildi. Testler sonucunda 5 ppm’ de %16,6 6lim saptandi. 972,93 ppm madde
uygulamasi sonucunda ise %91,6 oraninda 5ltim gozlendi (Tablo 4.12).

Kontrol grubu ile diger uygulama gruplan karsilastirilarak, 6liim oranlar
arasindaki farkliligin 6nemli olup olmadigr belirlendi. Buna bagli olarak, 5 ppm, 7,5
ppm, 11,25 ppm, 16,87 ppm, 25,31 ppm, 37,96 ppm ve 85,41 ppm’ deki 6liim oranlari

kontrol grubuna gére 6nemli diizeyde bulunmazken, diger uygulama gruplarindaki 6lim

oranlar1 istatistiksel agidan 6nemli bulundu (p<0.05).
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Tablo 4.12. Yedi giin siire ile cibacron mavisinin etkisine maruz birakilan
46. evredeki iribaglarda gézlenen 6liim oranlar:

Doz (ppm) n Toplam Oliim Oliim Orani (%)
Kontrol 60 7 11,6
5 60 10 16,6
7.5 60 11 18,3
11,25 60 22 36,6
16,87 60 20 33,3
2531 60 32 53,3
37,96 60 30 50
56,94 60 37 61,6
85,41 60 33 55
128,12 60 38 63,3
192,18" 60 44 73,3
288,27 60 52 86,6
432,417 60 46 76,6
648,62" 60 51 85
972,93 60 55 91,6

* Kontrol grubu ile uygulama gruplarn karsilastirildiginda, p<0.05
diizeyinde farklilik Snemli bulunmugtur.

4.4. FETAX Testi Sonucu Hesaplanan LC50, EC50, Ti ve MCIG Degerleri

Bu caligma igin secilmis bulunan ti¢ farkli ticari gruptan toplam alt1 tekstil
boyasinin Xenopus iribaslarinda akut etkisini saptamak amaciyla kurulan test diizenegi
ile ortalama letal konsantrasyon degerleri (LC50), ortalama etkili konsantrasyon
degerleri (EC50), teratojenite indeksi (TI) ve gelisimi inhibe eden en diisiik
konsantrasyon degerleri (MCIG) de hesapland: (Tablo 4.13).

Astrazon kirmizisi ve astrazon mavisi boyalar i¢in LCS50 degerlerinin birbirine
benzer dozlarda oldugu bulundu. Buna gore astrazon kirmizisi igin hesaplanan LC50
degeri 4,736 ppm iken, astrazon mavisi i¢in LC50 degeri 4,968 ppm’ dir. Remazol
boyalara bakildifinda ise, remazol kirmizisi i¢in LC50 degeri 1462 ppm ve remazol
mavisi igin LC50 degeri 421,61 ppm diizeyinde bulundu. Cibacron boyalari i¢in yapilan
hesaplamalarda, LC50 degeri cibacron kirmizisi boyasi i¢in 558,32 ppm ve cibacron
mavisi boyasi i¢in ise 404,72 ppm olarak saptandi.

FETAX testi igin 8. gelisim evresinden itibaren ¢esitli boyar madde
konsantrasyonlarina maruz birakilan embriyolarin 96 saat sonunda hayatta kalig
oranlarina ve uygulama dozlarina bagh olarak yapilan hesaplamalara gére EC50 diizeyi

astrazon kirmmzisi ve mavisi i¢in 2,361 ve 1,252 ppm; remazol kirmizist ve mavisi igin
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903,15 ve 142,52 ppm; cibacron kirmizis1 ve mavisi i¢in ise 335,52 ve 220,22 ppm
olarak hesaplandi (Tablo 4.13).

Elde edilen LC50 degerlerinin EC50 degerlerine oranlanmast sonucunda, test
edilen her boyar madde icin ASTM standartlarina gére Teratojenite Indexi (TI) de
hesaplandi. Boyar maddelerin embriyonal teratojenite risk degerlerinin bu yolla
gosterilmesi amagclandi. Dawson [142] tarafindan 6nerilen TI degerlerine bagl olarak,
astrazon kirmizisinin 2,005 lik bir degerle zayif teratojen grubuna girdigi, astrazon
mavisinin ise 3,965” lik bir degerle siddetli teratojen grubuna girdigi goriilmektedir.
Teratojenite indeksi bakimindan, remazol kirmizisinin 1,619 ile zayif teratojen iken,
remazol mavisinin 2,958 ile orta siddetli teratojen bir madde oldugu anlasilmaktadir.
Teratojenite indeksi bakimindan cibacron kirmizisi1 1,664 ve cibacron maviside 1,838
ile zay1f teratojen maddeler olarak degerlendirilmistir. Ayrica ASTM yontemine gore de
teratojenite siniflandirmasi yapildiginda galisilan Dbiitiin  boyalar teratojen olarak
belirlenmistir (Tablo 4.13) [39].

Embriyonal gelisimi inhibe eden en diistik madde konsantrasyonu (MCIG)
diizeyleri de arastirmada her boya i¢in ayr1 ayr1 hesaplandiginda, bu degerlerin sirasiyla
astrazon kirmizisi ve mavisi i¢in 0,1 ppm ve 0,28 ppm; remazol kirmizis1 ve mavisi igin
3,33 ppm ve 5,0 ppm oldugu bulundu. Cibacron kirmizisi ve mavisi i¢in ise MCIG

degerleri sirasi ile 6,66 ppm ve 3,33 ppm olarak hesapland.

Tablo 4.13. FETAX testi sonucunda boyar maddelere maruz birakilan ve hayatta
kalan embriyolar i¢in hesaplanan LC50, EC50, TI ve MCIG degerleri

Boya/ Renk LC50 (ppm) | EC50 (ppm) TI MCIG (ppm)
Astrazon
Kirmizi 4,736 2,361 2,005%4 0,1
Mavi 4,968 1,252 3,965% 0,28
Remazol
Kirmizi 1462,66 903,15 1,619%¢ 3,33
Mavi 421,612 142,52 2,958 5,0
Cibacron
Kirmizi 558,325 335,52 1,664% 6,66
Mavi 404,726 220,22 1,838%¢ 3,33

Dawson Ti siiflandirmasina gore; *zayif, ®orta siddetli, “siddetli teratojen
ASTM Ti siiflandirmasina gére; “madde teratojeniktir
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4.5. Tekstil Boyalarinin 46. Evredeki Iribaslar I¢in Hesaplanan Ortalama

Oldiiriicii Konsantrasyon Degerleri

Arastirmada 7 giin siiren uygulama siiresinde 46. gelisim evresindeki iribaglar
igin 24., 72. ve 168. saatlerde LC 50 degerleri de ayr ayr1 hesaplanmigtir (Tablo 4.14).
Kullanmlan biitiin tekstil boyalar1 i¢in LC50, klasik doz-yanit iligkisi sonucuna gore
beklenildigi gibi 24. saatten 168. saate dogru azalan konsantrasyon degerlerinde
bulundu.

Astrazon kirmizisi igin 24. saatte LC50 degeri 8,42 ppm iken, 168. saatte 0,35
ppm’ dir. Astrazon mavisi i¢in 24. ve 168. saatlerde sirasiyla 1,90 ppm ve 0,13 ppm
diizeyindedir.

Remazol kirmizisi i¢in 24., 72. ve 168. saatlerde LC50 degerleri sirastyla 2989
ppm, 1720 ppm ve 111,65 ppm olarak belirlenmistir. Remazol mavisi igin hesaplanan
LC50 degerleri ise 24. saatte 747,79 ppm, 168. saatte ise 6,97 ppm’ dir.

Cibacron kirmizis1 ve mavisi i¢in 168. saatte saptanan LC50 degeri ise 358,96

ppm ve 15,76 ppm olarak belirlenmistir.

Tablo 4.14. Tekstil boyalarinin Xenopus laevis iribaglarinda LC50

degisimleri
Boya/Renk 24.saat (ppm) | 72.saat (ppm) | 168.saat (ppm)
Astrazon
Kirmizi 8,42 1,57 0,35
Mavi 1,90 0,76 0,13
Remazol
Kirmiza 2989,38 1720,89 111,65
Mavi 747,79 286,65 6,97
Cibacron
Kirmizi 6406,18 1494,17 358,96
Mavi 1144,36 404,22 15,76
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4.6. Astrazon Boyalarimin Malformasyon Oranlarina ve

Malformasyon Tipleri Uzerine Etkileri (FETAX Testi)
4.6.1. Astrazon Kirmizisinin Malformasyon Oranlar: ve Tiplerine Etkisi

8. evreden itibaren astrazon kirmuzisi etkisine 96 saat siireyle statik yenilemeli
test sisteminde maruz birakilan Xenopus laevis embriyolarindan test sonucunda hayatta
kalanlar %3’ lik formaldehit ¢ozeltisine konduktan sonra, bu embriyolardaki
malformasyon tipleri ve oranlar1 mikroskop altinda belirlendi. Boyar madde uygulamasi
sonucunda, kontrol grubu hari¢, diger uygulama dozlarinda toplam 740 embriyonun
hayatta kaldig1 saptanmis olup, bu embriyolarda FETAX testi sonucu %22,97 oraninda
¢esitli tiplerde malformasyon gézlendi. Diger taraftan, yasayan iribaslar arasinda farkli
tiplerde malformasyonlarin ortaya ¢ikmasi ile boyar madde konsantrasyonun artis:
arasinda dogrusal bir iligki oldugu bulundu. Ayrica embriyolarin 6liimiine neden
olmayan yiiksek konsantrasyonlarda malforme birey sayisinda dénemli bir artis oldugu
ve bunun istatistiksel olarak da 6nemli oldugu saptandi. 0,1 ppm’ de %15,25 oraninda
malformasyon goriiliirken, 12,06 ppm’ de %100 oraminda malformasyon belirlendi
(Tablo 4.15).

Istatistiksel analizler sonucunda kontrol grubu ile difer uygulama dozlar
karsilastirildiginda, basta gozlenen 6dem bakimindan 1,92, 2,50 ve 12,06 ppm boyar
madde uygulamasina maruz kalan embriyolarda kontrole gére ©6nemli oranda
maiformasyon bulundu (p<0.05). Yine 3,25, 4,22 ve 5,49 ppm madde uygulamasina
bagli olarak, bag 6demi goriilme orani kontrol grubuna gére nemli bulundu (p<0.005).

Bireylerin yolk 6demi bakimindan degerlendirilmesi ile, 3,25 ppm ve 9,28 ppm
boyar madde uygulamalarinin kontrol grubuna gére énemli diizeyde malformasyona yol
agtign gozlendi (p<0.05). 4,22 ppm boya uygulamasmmn 1 iribasta géziin ortada
gelismesine neden oldugu saptandi. Ayni sekilde 0,2 ppm madde ile maruz kalan 1
iribagta siklopia (tek gozliilikk) goriildii. Her iki durumda da kontrol grubu ile yapilan
karsilastirmada istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik bulunmadi. Calismamizda
goriilen mikroftalmi (kiigtik gozlilik) ve depigmentasyon bulgular1 da kontrol bireyleri

ile karsilastirildiginda istatistiksel agidan énemli bir farklilik gostermedi.
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Tablo 4.15. Astrazon kirmiz1 boyasinin FETAX testi sonucunda malformasyon
oranlarina ve malformasyon tiplerinin dagilimu tizerine etkisi

Doz(ppm)| n nm (Y%om |b6 |y6 |go |mf |[sk |ms |dp |ke
Kontrol 73 2 12,74 |- 2 - - - - - -
0,1 59 1 9 (152512 |1 |- |2 |- I3 |- |1
0,2 58 | 7 (12,0711 |3 |- (2 |1 |- |- |-
0,4 58 1 5 [862 |2 |2 |- - |- |1 |- |-
0,52 57 1 5 1877 |1 |- - |- |- |1 |- |3
0,68 62 | 6 (967 (1 (2 |- |- |- |- |- I3
0,88 54 | 8 1481 (2 |3 |- (1 |- |1 |- |1
1,14 62 | 4 645 (2 11 |- |- |- |1 |- |-
1,48 60 | 12 |20 2 2 - (2 |- {2 |- |4
1,92 59 | 13 (22,03 |4 (2 |- 3 |- |1 |1 |2
2,50 61 | 16 (2623 |4 |3 [- (3 |- (2 |- |4
3,25 58 | 28 (4827 (97 |7° |- |2 |- |6 |1 |3
4,22 53 1 29 |5472 (67 |5 |1 |3 |- (67 |3 |5
5,49 30 | 21 |70 47 - -t |- |87 |2 |6
7,14 6 4 166,67 |- |- (- |- |- 3™ |- |1
9,28 1 1 |100 |- |17 |- - |- - |- |-
12,06 2 2 100 |1° 1 |- |- |- |- |- |-

n:Yasayan Iribas Sayisi, nm: Malformasyon Sayis1, bs: Bagta Odem, y&: Yolkta Odem
go: GOz Ortada, mf: Mikroftalmi, sk: Siklopia, ms: Mikrosefali, dp: Depigmentasyon,
ke: Kuyruk Egriligi, Kontrol grubu ile karsilastirildigida * p<0,05, ** p<0,005
diizeyinde farklilik istatistiksel olarak nemlidir.

Cesitli ~ dozlarda  goriilen  mikrosefali  (kiigiik  baghilik)  oranlar
degerlendirildiginde, 3,25 ppm i¢in p<0.05 diizeyinde, 4,22 ppm, 5,49 ppm ve 7,14 ppm
i¢in p<0,005 diizeyinde uygulama dozlarimin kontrole gére istatistiksel olarak Snemli
farklihga neden oldugu bulundu. Gézlenen diger malformasyon tipi kuyruk egriligidir.
Kuyruk egriligi degerleri i¢in kontrol grubu ile uygulama gruplar karsilastinldiginda
1,48 ppm, 2,50 ppm, 4,22 ppm igin p<0.05 diizeyinde ve 5,49 ppm igin p<0,005
diizeyinde istatistiksel farkliligin 6nemli oldugu belirlendi (Ek 1).

4.6.2. Astrazon Mavisinin Malformasyon Oranlan ve Tiplerine Etkisi

Astrazon mavisiyle yapilan FETAX testi sonucunda tiim dozlarda hayatta kalan
iribas sayis1 819’ dur ve bu bireylerin %39,07° sinde malformasyon goriillmiistiir.
Calismamizda 0,05 ppm’ de %17,33 oraninda, 8,09 ppm’ de ise %100 oraninda
malformasyon belirlenmistir (Tablo 4.16).

Bagta o6dem orami bakimindan uygulama gruplarni ile kontrol grubu

kar$1la§t1r11d1g1nda, 0,39 ppm, 0,55 ppm ve 6,94 ppm i¢in p<0.05 diizeyinde ve 4,13

57



ppm ig¢in p<0,005 diizeyinde istatistiksel olarak farklihk ¢nemli bulundu.Yolkda 6dem
degerleri bakimindan kontrol ile uygulama gruplart karsilastirildiginda 0,55 ppm ve
1,51 ppm i¢in p<0.05 ve 4,13 ppm, 5,78 ppm, 6,94 ppm i¢in p<0,005 diizeyinde
istatistiksel agidan 6nemli farklilik bulundu.

Yapilan ¢aligmalarda siklopia, ortadaki gz, depigmentasyon ve kuyruk egriligi
tipi gesitli malformasyonlar farkli uygulama dozlarinda goriilmiistiir fakat istatistiksel
acidan kontrol grubu ile uygulama grubu arasindaki farklilik 6nemli bulunmamaigtir.
Mikroftalmi tipi malformasyon kontrol ile karsilastirildiginda, 0,14 ppm, 0,28 ppm, 1,5
ppm i¢in p<0.05 ve 0,55 ppm igin p<0,005 diizeyinde 6nemli farklilik g6sterdi.

Mikrosefali goriilme orant i¢in 0,05 ppm uygulama dozunda p<0.05 diizeyinde
istatistiksel bakimdan farklilik énemli bulunurken, 0,55 ppm, 4,13 ppm, 5,78 ppm ve
8,09 ppm uygulamalarinda ise kontrole goére p<0,005 diizeyinde 6nemli bir farklilik
gosterdi (Ek 2).

Tablo 4.16. Astrazon mavi boyasinin FETAX testi sonucunda malformasyon
oranlarina ve malformasyon tiplerinin tizerine etkisi

Dozippm)| n |nm |%m |bd |ydo |go |mf |[sk |ms |dp |ke
Kontrol 76 5 16,57 |2 1 - - - - 2 1
0,05 75 | 13 (1733 (3 |1 |- |1 |- |5 |- |3
0,10 71 ] 9 [1268 (2 |4 |- |2 |- |t |- |-
0,14 68 | 21 (30,8815 |5 |- |4 |- |1 |- |6
0,28 64 | 23 (3594 (5 |5 |- |5 |- [3 |1 |4
0,39 64 | 23 3594 (77 |4 |- (3 |1 (3 |1 |4
0,55 65 | 43 |66,15 (8" |6 |- |8 |- [11™|5 |5
0,77 69 | 20 (2899 (3 |3 |2 I3 |- [3 (2 |4
1,08 68 | 15 (22,06 {4 {2 |- |2 |- |t |1 |5
1,51 59 | 29 (49,158 |7° |1 |5° |- (2 |2 |4
2,11 50 | 14 (28 {4 |3 |- |2 |- |- |1 |4
2,95 51 | 15 (2941 (4 |3 |- |3 |- |2 (2 |1
413 53 1 37 169,81 |97 |87 [- |3 |1 |107|5 |1
5,78 46 | 44 19565 |4 |97 |- |- |- [297|2 |-
6,94 11 9 |81,81 (3 |47 [- |- |- |- |1 |1
8,09 5 5 1100 |- P F A

n:Yasayan Iribas Sayis1, nm: Malformasyon Sayisi, bo: Basta Odem, y&: Yolkta Odem
go: Goz Ortada, mf: Mikroftalmi, sk: Siklopia, ms: Mikrosefali, dp: Depigmentasyon,
ke: Kuyruk Egriligi, Kontrol grubu ile kargilastirildiginda * p<0,05, ** p<0,005
diizeyinde farklilik istatistiksel olarak 6nemlidir.
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4.7. Remazol Boyalarmin Malformasyon Oranlar1 ve Malformasyon

Tipleri Uzerine Etkileri (FETAX Testi)

4.7.1. Remazol Kirmizisinin Malformasyon Oranlari ve Tiplerine Etkisi

Remazol kirmizis1 ile yapilan FETAX testi sonucunda hayatta kalan toplam
1153 iribasda, %16,12 oraninda malformasyon gozlendi. Remazol kirmizisinin 3,33
ppm dozunda %6,58 oraninda malformasyon goriilirken, 2190 ppm’ de ise %100

oraninda malformasyon goriildii (Tablo 4.17).

Tablo 4.17. Remazol kirmizi boyasinin FETAX testi sonucunda malformasyon
oranlarina ve malformasyon tiplerinin dagilimi {izerine etkisi

Doz(ppm)| n nm |%m |[b6 |yo (go |mf |[sk |[ms |dp |ke
Kontrol 80 3 13,75 |1 1 - - - - - 1
3,33 76 | 5 16,58 [1 |1 |- |1 |- [t {- |1
5,00 78 | 5 (641 |1 |1 |- |1 |- |- |- 1|2
7,50 76 | 9 [11,84 (2 |2 |- |2 |1 |t |- |1
11,25 75 | 13 1733 (3 |3 |- (2 |- |2 |1 |2
16,88 77 | 18 (2338 |4 |3 |- |4 |- |2 |1 |4
25,32 77 1 5 649 (1 |1 |- (- |- |2 |- |1
37,98 76 | 4 (526 |1 |1 |- |2 |- |- |- |-
56,97 77 | 11 (1429 (3 |2 |- |2 |- |2 |- |2
85,46 70 | 9 1286 (2 (2 |- |2 |- |t |1 |1
128,19 | 73 | 11 (1507 |1 |2 |- {2 |- (3 |1 |2
19229 | 74 | 4 (541 |- |- |- |- |- {3 |- |1
28844 | 72 | 4 555 |- |2 |- |- |- |2 |- |-
432,66 | 69 | 10 |1449 |1 |- |- {2 |1 (2 |2 |2
648,99 | 57 | 21 [36,84 |4 |2 |- |2 |2 |6 |3 |2
973,49 | 59 | 27 [4576 |4 |1 |- {4 |3 |87 |5 |2
1460 54 | 16 (29,63 |4 |5 |- |- (1 (2 |- |4
2190 14 | 14 |100,00(6~" |57 |- |- |- [2" |- |1

n:Yasayan Iribas Sayist, nm: Malformasyon Sayisi, bs: Basta Odem, y&: Yolkta Odem
go: Goz Ortada, mf: Mikroftalmi, sk: Siklopia, ms: Mikrosefali, dp: Depigmentasyon,
ke: Kuyruk Egriligi, Kontrol grubu ile kargilastirildiginda * p<0,05, ** p<0,005
diizeyinde farklilik istatistiksel olarak nemlidir.

Iribaglarin bas 6demi bakimindan 2190 ppm uygulama grubunun kontrol
grubuna gore dnemli diizeyde malformasyona neden oldugu gozlendi (p<0,005). Yolkda
6dem degerleri bakimindan 1460 ppm i¢in p<0,05 ve 2190 ppm i¢in p<0,005 diizeyinde
istatistiksel acidan farklilik onemli bulundu. G6ziin ortada olma durumu ise remazol

kirmizisinin hi¢bir uygulama dozunda goériilmemistir. Mikroftalmi tipi malformasyon
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kontrol ile kargilastinldiginda, 973,49 ppm i¢in p<0,05 diizeyinde farklilik Snemli
bulundu. Siklopia FETAX testi sonucunda bazi uygulama gruplarinda goriilmiistir,
fakat elde edilen bulgular kontrol grubu ile karsilastirildiinda istatistiksel olarak
onemli bir farklilik gostermedi.

Mikrosefali goriilme orami 973,49 ppm uygulama dozunda p<0,005 ve 2190
ppm’ de ise p<0,05 dlizeyinde Onemli bulundu. Depigmentasyon degerlerine
bakildiginda 973,49 ppm uygulama dozundaki orami kontrol grubuna gore istatistiksel
acidan onemli diizeyde bulundu (p<0,05).

Malformasyon tiplerinden biri olan kuyruk egriligi ise remazol kirmizisinin
¢esitli uygulama gruplarinda goriildti fakat elde edilen bulgular kontrol grubu ile

karsilastinldiginda, istatistiksel agidan 6nemli bir farklilik géstermedi (Ek 3).

4.7.2. Remazol Mavisinin Malformasyon Oranlari ve Tiplerine Etkisi

Remazol mavisiyle yapilan FETAX testi sonunda 46. gelisim evresine ulasan
toplam 798 iribag hayatta kald1 ve iribaglarda %26,06 oraninda malformasyon goriildii.
5 ppm’ de malformasyon gériilme oran1 %14,47 iken, 144,63 ppm’ de bu oran %100
olarak belirlendi (Tablo 4.18).

Bas 6demi goriilen farkli uygulama gruplarindan 103,31 ppm ve 144,63 ppm’
deki orami kontrol grubuyla karsilastirildiginda, istatistiksel agidan 6nemli diizeyde
bulundu (p<0,005). Yolk 6demi 103,31 ppm uygulama dozunda p<0,05 diizeyinde
Onemli bulunurken, 144,63 ppm’ de p<0,005 diizeyinde 6nemli bulundu. Her iki
uygulama grubunda bag ve yolk 6deminin yiiksek oranda goriildiigii belirlendi.

Remazol mavisinin bazi dozlarinda goziin ortada olma durumu goriilmiistiir
fakat, elde edilen bulgular kontrol grubu ile kargilagtinldiginda, istatistiksel agidan
Onemli bir farklilik gostermedi. Bazi uygulama dozlarinda mikroftalmi gériilmiis olup
bunlardan 144,63 ppm galisma grubundaki degeri kontrol grubu ile kargilastirildiginda,
istatistiksel agidan 6nemli bulundu (p<0,05).

Siklopia sadece 103,31 ppm uygulama grubunda goriilmiis olup, kontrol grubu
ile karsilagtinldiginda istatistiksel agidan 6nemli bulunmamistir. Mikrosefalinin
gorildiigli uygulama dozlarindan 9,8 ppm, 13,72 ppm, 37,65 ppm, 52,71 ppm, 73,79
ppm, 103,31 ppm’ deki oranlari, kontrol grubuna gore, istatistiksel olarak farkliligin
6nemli oldugu belirlendi (p<0,05). Depigmentasyon ve kuyruk egriligi remazol

60



mavisinin ¢egitli dozlarinda goriilmiis ancak istatistiksel agidan kontrol grubu ile

uygulama gruplar arasindaki farklilik 6nemli bulunmamugtir (Ek 4).

Tablo 4.18. Remazol mavi boyasinin FETAX testi sonucunda malformasyon

oranlarina ve malformasyon tiplerinin dagilimi tizerinde etkisi

Doz(ppm)| n nm (Yom |b6 |y6 |go |mf |sk |ms |dp |ke
Kontrol 80 | 4 |5 - 2 - - - -t
5 76 | 11 [1447 11 (3 |- |2 |- |3 |- |2
7 77 | 13 (1688 |3 (2 |2 |- - {1 {1 |4
9.8 73 0019 (26,03 (2 (4 1 (1 |- |4 |3 |4
13,72 72 | 8 |11,11 |- - - - - 4 2 )2
19,21 73 | 15 12055 12 |4 |1 (3 |- |- |2 |3
26,89 75 | 10 13,33 |1 |1 |- |1 |- (3 |2 |2
37,65 72 | 15 12083 (3 |3 |- |2 |- |5 |- |2
52,71 66 | 10 |1515 |2 (1 |- |- |- |4 |1 |2
73,79 75 | 12 |16 1 2 |- |- |- {71 |1
103,31 71 | 27 38,03 |97 9" |- |- |2 5" |- |2
144,63 68 | 68 |100 (317 [31™]- {4 |- |- |- |2

n:Yasayan Iribas Sayisi, nm: Malformasyon Sayisi, bs: Basta Odem, y3: Yolkta Odem
go: Goz Ortada, mf: Mikroftalmi, sk: Siklopia, ms: Mikrosefali, dp: Depigmentasyon,
ke: Kuyruk Egriligi, Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda * p<0,05, ** p<0,005
diizeyinde farklilik istatistiksel olarak dnemlidir.

4.8. Cibacron Boyalarmin Malformasyon Oranlari: ve Malformasyon

Tipleri Uzerine Etkileri (FETAX Testi)

4.8.1. Cibacron Kirmizisinin Malformasyon Oranlari ve Tiplerine Etkisi

Cibacron kirmizistyla yapilan FETAX testi sonucunda hayatta kalan toplam 795
iribagta %40,12 oraninda malformasyon gozlendi. En diisiikk ¢alisma dozu olan 6,66
ppm’ de %39,73 oraninda malformasyon goriiliirken, en yiiksek doz olan 864,81 ppm’
de ise %66,67 oraninda malformasyon goriildii (Tablo 4.19).

Bag 6demi biitiin uygulama dozlarinda gériildii. Ug uygulama grubu harig, diger
dozlardaki degerleri kontrol grubu ile karsilagtinldifinda istatistiksel olarak farkli
diizeylerde 6nemli bulunmustur. Bunlardan, 6,66, 15, 22,5, 50,62, 113,89, 170,83,
384,36 ve 576,34 ppm i¢in p<0,05 diizeyinde; 10 ve 864,81 ppm i¢in ise p<0,005
diizeyinde istatistiksel olarak farklilik kontrol grubu ile karsilastinildiginda 6nemli

diizeyde bulundu.
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Yolkda o6dem cibacron kirmizisinin biitlin uygulama gruplarmnda gézlendi.
Kontrol grubu ile karsilagtinldiginda 22,5 ppm, 576,54 ppm ve 864,81 ppm madde
uygulamasina bagli olarak, yolk 6demi goriilme orani istatistiksel ag¢idan Onemli
bulundu (p<0,05).

Goziin ortada olma durumu c;esiﬂi uygulama dozlarinda goriilmiistiir ve kontrol
grubu ile karsilastirildiginda sadece 864,81 ppm’ deki oram istatistiksel olarak ¢nemli
cikmistir (p<0,05). Mikroftalmi tipi malformasyon ile kontrol grubu karsilastirildiginda
15 ppm ve 33,75 ppm uygulama gruplarindaki oranlarinin istatistiksel olarak farkliligin
Onemli oldugu gozlendi (p<0,05). Mikrosefali cibacron kirmizisimin biitiin ¢alisma
dozlarinda goértilmiistiir. Elde edilen bulgular kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 10
ppm, 15 ppm, 22,5 ppm, 33,75 ppm, 75,93 ppm, 113,89 ppm, 170,83 ppm, 384,36 ppm
i¢cin p<0,05 diizeyinde; 6,66 ppm, 256,24 ppm ve 576,54 ppm igin ise p<0,005
diizeyinde 6nemli farklilik gosterdi.

Depigmentasyon yine bir¢ok uygulama konsantrasyonunda goriilmiistiir. Kontrol
grubu ile karsilastinldiginda 15 ppm ve 113,89 ppm igin p<0,05 diizeyinde istatistiksel

olarak farklilik 6nemli bulundu.

Tablo 4.19. Cibacron kirmizi boyasinin FETAX testi sonucunda malformasyon
oranlarina ve malformasyon tiplerinin dagilumi {izerine etkisi

Doz(ppm)| n nm {%m |b6 |y0 |go |mf |sk |ms |dp |ke
Kontrol 76 4 1526 |1 3 - - - - - -
6,66 731 29 (3973 |77 |6 |- 3 |- (9" (2 |2
10 66 | 25 |37.88 (117 |7 |- |- |- 4" |2 |1
15 63 | 31 4921 |8 |7 |- |5" |- |6 |4 |1
22,5 69 | 33 (4783 [9° [117]2 |1 |- |4 |2 |4
33,75 71 | 27 (38,03 (4 (7 |- |5 |- |6 |1 |4
50,62 68 | 22 323516 |6 (2 |2 |- |2 |1 |3
75,93 63 | 19 (3016 |5 |4 |1 [1 |- |4 |- |4
113,89 69 | 31 44,93 (9" |8 |- |2 |- |4 |4 |4
170,83 67 | 21 (3134 (7" (3 |- |2 |- [5" |1 |3
256,24 70 | 21 |30 3 14 1 [t |- |8 |2 |2
38436 64 | 24 (375 |6 |5 |2 |2 |- |4 |- |5
576,54 34 | 24 17059 |57 |57 |t 2 |- (8" |1 |2
864,81 18 | 12 [66,67 |47 (3" |2 |- |- |1 |- |2

n:Yagayan Iribag Sayisi, nm: Malformasyon Sayisi, bo: Basta Odem, y6: Yolkta Odem
go: Gz Ortada, mf: Mikroftalmi, sk: Siklopia, ms: Mikrosefali, dp: Depigmentasyon,
ke: Kuyruk Egriligi, Kontrol grubu ile kargilagtirildiginda * p<0,05, ** p<0,005
diizeyinde farklilik istatistiksel olarak énemlidir.
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Kuyruk egriligi tipi malformasyon ¢aligilan biitiin dozlarda gériilmiistiir. Kontrol
grubu ile kargilagtinldiginda 22,5 ppm, 75,93 ppm, 113,89 ppm, 384,36 ppm ve 864,81
ppm uygulama gruplarindaki farklilik istatistiksel olarak 6nemli diizeyde bulundu

(p<0,05) (Ek 5).

4.8.2. Cibacron Mavisinin Malformasyon Oranlari ve Tiplerine Etkisi

Cibacron mavisinin 96 saat siiren FETAX testi sonucunda hayatta kalan 802
iribasta %49,50 oraninda ¢esitli tiplerde malformasyona yol agtigi gézlendi. Uygulama
gruplarindan 3,33 ppm’ de %37,68 oraminda, 648,62 ppm’ de ise %83,33 oraminda
malformasyon goriilmiistiir (Tablo 4.20).

Bas ©6demi cibacron mavisinin biitlin dozlarinda goriilen bir malformasyon
tipidir. Istatistiksel agidan degerlendirildiginde, 7,5 ppm, 11,25 ppm, 25,31 ppm, 25,31
ppm, 37,96 ppm, 85,41 ppm, 192,18 ppm, 648,62 ppm igin p<0,05 diizeyinde ve 16,87
ppm, 56,94 ppm i¢in p<0,005 diizeyinde farklilik kontrol grubuna gore énemli bulundu.

Tablo 4.20. Cibacron mavi boyasinin FETAX testi sonucunda malformasyon

oranlarina ve malformasyon tiplerinin dagilimi iizerine etkisi

Doz(ppm)| n | nm |%m |bd |y6 |[go |mf |sk |ms |dp [ke
Kontrol 74 5 16,76 2 2 - - - - 1 -
3,33 69 | 26 (3768 |7 |8 |- |3 |- (5" |1 |2
5 62 | 23 37,10 |5 |4 |1 |3 |- [5" |3 |2
75 62 | 26 (4194 |8 (4 |- |2 |- (9" |1 |2
11,25 60 | 24 |40 7707 3 4 |- 1 |2 |-
16,87 67 | 35 |52,24 [117(9" |2 5" |- 7" [1 |-
25,31 69 | 35 (50,72 10" (8 |- |1 |- {1173 |2
37,96 58 | 33 156,90 |9 9" |2 |2 |- |6 |2 |3
56,94 | 64 | 44 [68,75 1171172 |2 |- |8" |2 (8"
85,41 61 | 26 (42,62 |7° |8 |1 |1 |1 |4 |1 |3
128,12 62 | 32 |51,61 |6 [127|- |1 |- |6 |1 |6
192,18 60 | 30 |50 709" (- {3 |- 4" |2 |5
288,27 57 | 27 |4737 |4 4 |1 |3 |1 [127|1 |1
432,41 39 | 26 166,67 |3 |4 |- |- |- [157]1 |3"
648,62 12 | 10 (83,33 (3" (3" |- [- |1 3™ |- |-

n:Yasayan Iribag Sayisi, nm: Malformasyon Sayisi, bo: Basta Odem, yo: Yolkta Odem
go: Goz Ortada, mf: Mikroftalmi, sk: Siklopia, ms: Mikrosefali, dp: Depigmentasyon,
ke: Kuyruk Egriligi, Kontrol grubu ile karsilastirildiginda * p<0,05, ** p<0,005
diizeyinde farklilik istatistiksel olarak 6nemlidir.
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Yolk 6demi ¢alisilan biitiin uygulama dozlarinda gézlendi. Elde edilen bulgular
istatistiksel agidan degerlendirildiginde, 3,33 ppm, 11,25 ppm, 16,87 ppm, 37,96 ppm,
85,41 ppm, 192,18 ppm, 648,62 ppm igin p<0,05 diizeyinde ve 56,94 ppm, 128,12 ppm
i¢cin p<0,005 diizeyinde farklilik, kontrol grubuna goére 6nemli bulundu. Cibacron
mavisinin bazi dozlarinda goziin ortada olma durumu goriilmiistiir, ancak kontrol grubu
ile kargilagtirlldiginda istatistiksel agidan farklilik Snemli goriilmedi.

Mikroftalmi tipi malformasyonun gorildiigli ¢esitli uygulama dozlar1 kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, 11,25 ppm ve 16,87 ppm icin p<0,05 diizeyinde
istatistiksel agidan farklilik 6nemli bulundu. Siklopia ve depigmentasyon tipi
malformasyonlar ¢esitli uygulama gruplarinda go6riilmiistiir, fakat kontrol grubu ile
karstlastirildiginda istatistiksel agidan farklilik 6nemli bulunmamugtir.

Mikrosefali cibacron mavisinin biitiin dozlarinda gériilmiistiir. Kontrol grubu ile
uygulama dozlar karsilastirildiginda, 3,33 ppm, 5 ppm, 37,96 ppm, 85,41 ppm, 128,12
ppm, 192,18 ppm i¢in p<0,05 diizeyinde 6énemli bulunurken, 7,5 ppm, 16,87 ppm, 25,31
ppm, 56,94 ppm, 288,27 ppm, 432,41 ppm, 648,62 ppm i¢in p<0,005 diizeyinde
istatistiksel agidan farklilik 6nemli bulundu.

Kuyruk egriligi gériilen uygulama dozlar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda
128,12 ppm, 192,18 ppm, 432,41 ppm i¢in p<0,05 diizeyinde 6nemli bulunurken, 56,94
ppm i¢in p<0,005 diizeyinde farklilik nemli bulundu (Ek 6).

4.9. FETAX Testi Sonucunda Hayatta Kalan Iribaslar I¢in Saptanan Bas-Kuyruk

Uzunluk Degerleri

4.9.1. Astrazon Boyalan

4.9.1.1. Astrazon Kirmizisinin iribaslarim Bas-Kuyruk Uzunluk Degerlerine Etkisi

Astrazon kirmizisi ile 0,1-12,06 ppm dozlar1 arasinda calisilan FETAX testi
sonunda hayatta kalan 813 iribagin bag-kuyruk uzunlugu 6lgiildii. Bu ol¢limlere gore
iribaslarin en az 4 mm, en ¢ok 10,6 mm uzunluklara erigtigi saptandi. Ortalama bag-
kuyruk arast uzunluklarina bakildiginda, kontrol grubu i¢in ortalama uzunluk 9,5 mm
iken, en diisiik boyar madde uygulama dozu olan 0,1 ppm grubunda ortalama uzunluk

9,4 mm ve en yliksek boyar madde dozu olan 12,06 ppm uygulamasinda ise 6,5 mm
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olarak saptandi (Tablo 4.21). Buna gére, boyar madde uygulamasina maruz kalinan doz
ile iribaglarin viicut uzunlugu arasinda 6nemli bir negatif iligki oldugu g6zlenmektedir.
Yapilan istatistiksel analizler sonucunda da kontrol grubunun viicut uzunluk
degerleri ile diger doz gruplarinin uzunluk degerleri kargilasgtinldiginda, tiim dozlar igin
farkliligin 6nemli diizeyde oldugu goriilmektedir. Buna goére, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 0,1 ppm, 0,2 ppm, 0,4 ppm, 0,88 ppm uygulamalar i¢in p<0,05
diizeyinde ve 0,52 ppm, 0,68 ppm, 1,48 ppm, 1,92 ppm, 2,50 ppm, 3,25 ppm, 4,22 ppm,
5,49 ppm, 7,14 ppm, 9,28 ppm, 12,06 ppm uygulamalar: igin ise p<0,001 diizeyinde

farkliligin 6nemli diizeyde oldugu goriilmektedir.

Tablo 4.21. Astrazon kirmuzi uygulamasi sonucunda hayatta kalan FETAX test
grubu iribaslarin bag-kuyruk uzunluk degerleri

Doz(ppm) n Minimum Maximum |Ortalama SEM SD
uzunluk(mm) | uzunluk(mm) | uzunluk(mm)
Kontrol 73 8,0 10,6 9,5 0,0552 | 0,4719
0,1 59 7.6 10,3 9.4" 0,0710 | 05459
0,2 58 7,6 10,3 9,3" 0,0744 | 0,5666
0,4 58 7.3 10,0 93" 0,0660 | 0,5032
0,52 57 73 10,0 92" 0,0641 | 0,4846
0,68 62 7.3 10,0 92" 0,0702 | 0,5535
0,88 54 73 10,0 9,3" 0,0728 | 0,5354
1,14 62 73 10,3 9,4 0,0625 | 0,4927
1,48 60 6,0 10,0 9,0" 0,0878 | 0,6806
1,92 59 7.3 10,0 92" 0,0713 | 0,5412
2,50 61 6,0 10,0 9,0 0,1050 | 0,8203
3,25 58 73 9,6 89" 0,0686 | 0,5227
4,22 53 53 9,3 83" 0,1259 | 0,9166
5,49 30 4,0 9,3 72" 0,2184 | 1,1963
7,14 6 6,0 8,0 7,17 0,2948 | 0,7223
9,28 1 6,0 6,0 6,0" 0,0000 | 0,0000
12,06 2 6,0 7,0 6,5" 0,5000 | 0,7071

Kontrol grubu ile karsilastirildifinda * p<0,05, ** p<0,005 diizeyinde farklilik istatistiksel
olarak dnemlidir.

4.9.1.2. Astrazon Mavisinin Iribaglarin Bas-Kuyruk Uzunluk Degerlerine Etkisi

Astrazon mavisi ile 0,05-8,09 ppm dozlar1 arasinda ¢alisilan FETAX testi
sonucunda hayatta kalan kontrol dahil olmak iizere toplam 895 iribasin bag-kuyruk
uzuniugu 6l¢iildi. Bas-kuyruk uzuntugu olgiilen iribaglarin en az 5,6 mm, en ¢ok 10,6
mm oldugu belirlendi (Tablo 4.22).
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Caligilan biitiin doz gruplarindaki iribaglarin ortalama bas-kuyruk uzunluk
degerleri hesaplandi. Kontrol grubunun ortalama uzunlugu 9,6 mm iken, boyar madde
uygulamasi yapilan gruplardan 0,05 ppm’ de ortalama uzunluk 9,5 mm, 8,09 ppm’ de

ise iribaglarin ortalama uzunlugu 7,8 mm olarak belirlendi.

Tablo 4.22. Astrazon mavi uygulamasi sonucunda hayatta kalan FETAX test
grubu iribaglarin bas-kuyruk uzunluk degerleri

Doz(ppm) n Minimum Maximum | Ortalama SEM SD
uzunluk(mm) | uzunluk(mm) | uzunluk(mm)
Kontrol 76 8,0 10,6 9,6 0,0561 | 0,4896
0,05 75 7,6 10,6 9,5 0,0617 | 0,5348
0,10 71 7,6 10,6 9.5 0,0693 | 0,5846
0,14 68 6,0 10,3 9.5 0,0858 | 0,7077
0,28 64 6,6 10,3 9,3" 0,0881 | 0,7053
0,39 64 6,6 10,6 9.4 0,0924 | 0,7392
0,55 65 56 10,6 92" 0,1121 | 0,9046
0,77 69 6,0 10,6 9,5 0,0905 | 0,7525
1,08 68 6,3 10,6 9.4 0,0895 | 0,7388
1,51 59 7,0 10,0 9,0” 0,0838 | 0,6441
2,11 50 5,6 10,0 89" 0,1154 | 0,8166
2,95 51 7,6 10,0 89" 0,0644 | 0,4601
4,13 53 6,6 9.3 85" 0,0881 | 0,6414
5,78 46 6,6 8,7 82" 0,0781 | 0,5297
6,94 11 7,0 9,0 82" 0,1611 | 0,5343
8,09 5 6,6 8.3 78" 0,2896 | 0,6476

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda * p<0,05, ** p<0,005 diizeyinde farklilik istatistiksel
olarak 6nemlidir.

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda da kontrol grubunun viicut uzunluk
degerleri ile diger doz gruplarimin uzunluk degerleri karsilastirildiginda 0,28 ppm ve
0,55 ppm igin p<0,05 diizeyinde, 1,51 ppm, 2,11 ppm, 2,95 ppm, 4,13 ppm, 5,78 ppm,
6,94 ppm ve 8,09 ppm i¢in ise p<0,001 diizeyinde farklilik istatistiksel olarak 6nemli

bulundu.

4.9.2. Remazol Boyalar

4.9.2.1. Remazol Kirmizisinin iribaslarm Bas-Kuyruk Uzunluk Degerlerine Etkisi
Remazol kirmizisi ile yapilan FETAX testi sonucunda hayatta kalan 1233

iribagin bag-kuyruk uzunluklar1 6l¢iildti. Bu olgtimlerdeki en az 5,3 mm, en ¢ok 10,3

mm uzunluklara erigtigi saptandi (Tablo 4.23). Caligilan biitiin dozlardaki Sl¢timlerin
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ortalama degerlerine bakildiginda, kontrol grubunun ortalama bag-kuyruk uzunluk
degeri 9,4 mm iken, 2190 ppm uygulama grubunda ortalama deger 6,9 mm olarak
belirlendi.

Kontrol grubu ile doz gruplart istatistiksel analizlerle karsilagtinlmig ve fark
olup olmadig1 belirlenmistir. Buna gore 3,33 ppm ile 2190 ppm arasinda ¢alisilan biitiin
dozlardaki viicut uzunluk degerlerindeki farkliligin, kontrol grubuna goére Onemli

diizeyde oldugu bulundu (p<0,001).

Tablo 4.23. Remazol kirmizist uygulamasi sonucunda hayatta kalan FETAX test
grubu iribaslarin bag-kuyruk uzunluk degerleri )

Doz(ppm) n Minimum Maximum |Ortalama SEM SD
uzunluk(mm) | uzunluk(mm) | uzunluk(mm)
Kontrol 80 7,6 10,3 9.4 0,0620 | 0,5551
3,33 76 7,0 10,0 9,0" 0,0640 | 0,5587
5 78 7.3 10,0 91" 0,0599 | 0,5297
7.5 76 6,0 10,0 88" 0,0760 | 0,6634
11,25 75 6,6 10,0 8,9" 0,0758 | 0,6572
16,87 77 6,6 10,0 9,1 0,0732 | 0,6425
2531 77 7.3 10,0 9,1 0,0520 | 0,4563
37,96 76 6,3 10,0 9,0" 0,0556 | 0,4939
56,94 77 7.6 10,0 9,1 0,0488 | 0,4287
85,41 70 7,0 10,0 8,9 0,0670 | 0,5609
128,12 73 7.3 9,6 8,9 0,0619 | 0,5291
192,18 74 7.0 9,6 88" 0,0514 | 0,4430
288,27 72 6,3 9,6 88" 0,0638 | 0,5414
432,41 69 6,6 9,6 8,7 0,0562 | 0,4672
648,62 57 53 9,6 85" 0,0996 | 0,7522
972,93 58 56 9.3 83" 0,0835 | 0,6366
1460 54 7.0 8,6 83" 0,0496 | 0,3647
2190 14 53 73 6,9 0,1513 | 0,5665

Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda * p<0,05, ** p<0,005 diizeyinde farklilik istatistiksel
olarak 6nemlidir.

4.9.2.2. Remazol Mavisinin Iribaslarin Bag-Kuyruk Uzunluk Degerlerine Etkisi

Remazol mavisiyle yapilan test sonucunda yasayan toplam 878 iribasin bag-
kuyruk uzunluklart 6l¢iildii. Bu ol¢timler sonunda en diigtik deger 5,3 mm, en yiiksek
degerde 10,6 mm olarak belirlendi (Tablo 4.24). 5 ppm ile 144,63 ppm arasindaki
Oletimlerin ortalama degerlerine bakildiginda kontrol grubunun ortalama uzunluk degeri
9,5 mm iken, 5 ppm grubunda 9,3 mm, 144,63 ppm uygulama grubunda ise ortalama

uzunluk degeri 6,7 mm olarak saptandi.
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Tablo 4.24. Remazol mavi uygulamasi sonucunda hayatta kalan FETAX test grubu
iribaglarin bag-kuyruk uzunluk degerleri

Doz(ppm) n Minimum Maximum |Ortalama SEM SD
uzunluk(mm) | uzunluk(mm) | uzunluk(mm)
Kontrol 80 8,0 10,6 9,5 0,0609 | 0,5449
5 76 6,6 10,0 93" 0,0637 | 0,5558
7 77 53 10,3 9,3 0,0757 | 0,6650
9.8 73 6,6 10,0 91" 0,0662 | 0,5660
13,72 72 7.0 10,0 93" 0,0589 | 0,5004
19,21 73 53 10,3 9,3 0,0773 | 0,6610
26,89 75 7,0 10,0 92" 0,0549 | 0,4761
37,65 72 7,0 10,0 9,0" 0,0607 | 0,5159
52,71 66 7,0 10,0 89" 0,0674 | 0,5481
73,79 75 6,3 9,3 85" 0,0596 | 0,5162
103,31 71 53 9,3 81" 0,0733 | 0,6179
144,63 68 5,6 7,6 6,7 0,0565 | 0,4663

Kontrol grubu ile kargilagtirildiginda * p<0,05, ** p<0,005 diizeyinde farkllik istatistiksel
olarak onemlidir.

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda kontrol grubunun viicut uzunluk
degerleri ile diger doz gruplarinin uzunluk degerleri karsilastinldiginda 5 ppm, 13,72
ppm i¢in p<0,05 diizeyinde ve 9,8 ppm, 26,89 ppm, 37,65 ppm, 52,71 ppm, 73,79 ppm,
103,31 ppm ve 144,63 ppm igin p<0,001 diizeyinde farklilik istatistiksel olarak 6nemli

bulundu.

4.9.3. Cibacron Boyalar:

4.9.3.1. Cibacron Kirmzisinin Iribaslarin Bag-Kuyruk Uzunluk Degerlerine Etkisi

Cibacron kirmizisiyla yapilan FETAX testi sonucunda yagayan 867 iribagin basg-
kuyruk 6l¢timleri yapilmigtir. Bu 6lgtimlerden en diisiik uzunluk degeri 5,3 mm, en
yiiksek deger ise 10,3 mm olarak saptandi (Tablo 4.25).

6,66 ppm ve 864,81 ppm dozlar1 arasinda belirlenen biitiin uzunluk degerlerinin
ortalamalar1 hesaplandi. Buna gére kontrol grubunun ortalama uzunluk degeri 9,5 mm
iken, 864,81 ppm uygulama grubunun ortalama uzunluk degeri 9,0 mm olarak
belirlendi.

Istatistiksel analizler sonucunda kontrol grubunun viicut uzunluk degerleri ile
diger doz gruplarinin uzunluk degerleri kargilastirildiginda tiim dozlar igin farkliligin
O6nemli diizeyde oldugu goriildii. Uygulama gruplarindan 50,62 ppm igin p<0,05
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diizeyinde, diger doz gruplar i¢in p<0,001 diizeyinde farkliligin Onemli oldugu

bulundu.

Tablo 4.25. Cibacron kirmizi uygulamasi sonucunda hayatta kalan FETAX test
grubu iribaglarin bag-kuyruk uzunluk degerleri

Doz(ppm) n Minimum Maximum | Ortalama SEM SD
uzunluk(mm) | uzunluk(mm) | uzunluk(mm)
Kontrol 76 7.6 10,3 9.5 0,0736 | 0,6420
6,66 73 6,6 10,0 8,7" 0,0706 | 0,6037
10 66 6,6 10,0 9,1" 0,0648 | 0,5272
15 63 6,6 10,0 91" 0,0949 | 0,7539
22,5 69 6,0 10,0 9,1” 0,0871 | 0,7241
33,75 71 6,0 10,0 9,1" 0,0852 | 0,7180
50,62 68 7,0 10,3 9,3" 0,0745 | 0,6147
75,93 63 6,6 10,0 92" 0,0713 | 0,5667
113,89 69 5,3 10,0 9,0” 0,1023 | 0,8500
170,83 67 7,0 10,0 92" 0,0752 | 0,6162
256,24 70 6,6 10,0 92" 0,0575 | 0,4816
384,36 64 7,0 10,0 9,1 0,0684 | 0,5480
576,54 34 6,0 10,0 9,0" 0,1162 | 0,6780
864,81 14 7,0 9.6 9,0™ 0,1760 | 0,6586

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda * p<0,05, ** p<0,005 diizeyinde farklilik istatistiksel
olarak 6nemlidir.

4.9.3.2. Cibacron Mavisinin Iribaslarin Bas-Kuyruk Uzunluk Degerlerine Etkisi

Cibacron mavisiyle yapilan letalite testi sonucunda hayatta kalan 876 iribagin
bag-kuyruk vzunluk 6l¢timleri yapild:. Buna gore iribaglarin en az 4 mm, en ¢ok 10,3
mm uzunluklarda oldugu saptandi (Tablo 4.26).

3,33 ppm ve 648,62 ppm arasindaki doz gruplarinda 6l¢timler yapildi ve bu
Olgtimlerin ortalama degerleri hesaplandi. Buna gore kontrol grubunun ortalama
uzunluk degeri 9,4 mm, 3,33 ppm i¢in ortalama uzunluk 9,0 mm, 648,62 ppm igin ise
8,5 mm olarak belirlendi.

Yapilan istatistiksel analizler sonucunda, kontrol grubu ile difer uygulama
gruplarimin viicut uzunluk degerleri kargilastirildiginda biitiin dozlar igin farkliligin

istatistiksel agidan 6nemli diizeyde oldugu bulundu (p<0,001).
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Tablo 4.26. Cibacron mavi uygulamasi sonucunda hayatta kalan FETAX test
grubu iribaglarin bag-kuyruk uzunluk degerleri

Doz(ppm) n Minimum Maximum | Ortalama SEM SD
uzunluk(mm) | uzunluk(mm) | uzunluk(mm)
Kontrol 74 7,6 10,3 9.4 0,0670 | 0,5764
3,33 69 73 10,0 9,0” 0,0676 | 0,5621
5 62 4.6 9,6 8,7" 0,1187 | 0,9348
7.5 62 5.3 9,6 8.6 0,0994 | 0,7831
11,25 60 6,0 10,0 85" 0,1006 | 0,7797
16,87 67 4.0 9.3 8.6 0,1005 | 0,8226
25,31 69 6,6 9.3 8,7 0,0544 | 0,4522
37,96 58 53 10,0 88" 0,1052 | 0,8013
56,94 64 4.6 9,6 8,6 0,1161 | 0,9290
85,41 61 5,0 9,6 8,7" 0,0982 | 0,7671
128,12 62 7,0 10,0 8,6 0,0792 | 0,6243
192,18 60 6,0 10,0 86 0,0831 | 0,6440
288,27 57 6,0 9,3 84" 0,0643 | 0,4862
43241 39 6,0 9,3 83" 0,0937 | 0,5858
648,62 12 7,0 9,0 85" 0,0151 | 0,5231

Kontrol grubu ile kargilastirildiginda * p<0,05, ** p<0,005 diizeyinde farklilik istatistiksel
olarak nemlidir.

4.10. Kullanilan Tekstil Boyalarinin Ortalama pH Degerleri

Arastirma siiresince statik yenilemeli test diizenegi kurulmak suretiyle tekstil
boyar maddelerinin Xenopus embriyo ve iribaglarina etkilerinin saptanmasi amag¢lanmig
ve bu siirede iribaglar beslenmemislerdir. Ayrica toksik etki ile boyar madde arasindaki
iligkinin saptanmasimi amaglayan c¢alismamizda, ortamda bir pH degisiminin olup
olmadiginin saptanmas: Onemlidir. Clinkli 24 saatlik araliklarla kaplardaki boyar
maddeler yenilendiginden, ortamin pH degisimi toksisiteyi etkileyen bir fakt6r olabilir.
Bu nedenle iribaslarin petriye konulmasindan o¢nce (O.saat) ve 24. saat sonunda
kaplardaki madde yenilenmeden 6nce ortam pH’ s1 giinliik olarak, belli araliklardaki
konsantrasyonlar igin Olgiilerek kaydedildi. Tablo 4.27 boyar maddeler igin ¢esitli doz
araliklarindaki ortalama pH degerleri ile kaplarda saptanan en diisiik pH ve en yiiksek
pH deger araliklarini gostermektedir. Kontrol gruplarnn igin kullamilan FETAX
¢ozeltisinin ortalama pH degerleri 7,8 (7,76-7,84) olarak belirlenmisgtir. Test edilen
boyar madde konsantrasyonuna baglt olarak, diisiik ve yliksek dozlar arasinda énemli
diizeyde bir pH degisimi saptanmamistir. Ayrica 0. ve 24. saatlerde 6lg¢lilen pH
degerlerine gore, statik yenilemeli ortamda pH degisiminin 6nemli diizeyde olmadig1 da

saptanmigtir. Kullanilan tiim boyar maddeler i¢in, kontrol grubu ortamina yakin pH
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degerleri Olgiilmiis iken, sadece remazol mavisi igin bazik bir ortamda testler

yirlitiillmiistiir,

Tablo 4.27. Arastirmada test edilen iki farkl: gruptaki alt1 boyar madde i¢in saptanan
ortalama pH degerleri

a. Astrazon kirmizisinin ortalama b. Astrazon mavisinin ortalama
pH degerleri pH degerleri

Doz (ppm) |OrtalamapH | Doz (ppm) |Ortalama pH
0.4 7.73 (7,69-7,79) 0,1 7,72 (7,69-7,75)
1,14 7,68 (7,65-7,74) 0,39 7,71 (7,69-7,74)
2,50 7,65 (7,46-7,82) 1,08 7,66 (7,55-7,80)
5,49 7,66 (7,58-7,75) 2,95 7,63 (7,58-7,70)
9,28 7,66 (7,57-7,80) 6,94 7,67 (7,62-7,75)
15,68 7,70 (7,58-7,87) 10 7,69 (7,58-7,83)
26,49 7,63 (7,46-7,84)

c. Remazol kirmizisinin ortalama d. Remazol mavisinin ortalama

pH degerleri pH degerleri

Doz (ppm) |Ortalama pH Doz (ppm) |Ortalama pH
50 7,68 (7,60-7,75) 5 8,57 (8,47-8,65)
84,5 7,84 (7,74-8,04) 9,8 8,54 (8,40-8,69)
142,80 7,60 (7,52-7,71) 19,21 8,44 (8,20-8,61)
241,33 7,58 (7,44-7,70) 37,65 8,54 (8,45-8,63)
407,85 7,36 (7,27-7,47) 73,79 8,45 (8,22-8,60)
654,16 7,36 (7,30-7,40) 144,63 8,49 (8,35-8,62)
1105,53 7,09 (7,03-7,20) 283,47 8,46 (8,31-8,55)
1868,35 6,99 (6,91-7,10) 555,6 8,2 (8,04-8,35)
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e. cibacron kirmizisinin ortalama f. cibacron mavisinin ortalama

pH degerleri pH degerleri

Doz (ppm) |Ortalama pH Doz (ppm) |Ortalama pH

10 7,78 (7,60-7,88) 5 7,68 (7,60-7,78)
22,5 7,92 (7,78-8) 11,25 7,83 (7,67-8,06)
50,62 7,85 (7,60-8,05) 25,31 7,83 (7,65-7,92)
113,89 7,76 (7,51-8,09) 56,94 7,77 (7,70-7,85)
256,24 7,71 (7,40-8,01) 128,12 7,73 (7,65-7,84)
576,54 7,75 (7,50-7,88) 288,27 7,83 (7,61-8,12)
1297,21 7,61 (7,39-7,90) 648,62 7,81 (7,61-8,12)

4.11. Tekstil Boyar Maddelerine Maruz Kalan Iribaslarda Enzimatik Bulgular

4.11.1. Astrazon Boyalan

4.11.1.1. Astrazon Kirmizis1 Uygulamasi ile Tlgili Enzimatik Bulgular

24 saat slireyle astrazon kirmizisinin g¢esitli dozlarina maruz kalan iribagslar i¢in
saptanan spesifik enzim aktiviteleri Tablo 4.28” de gosterilmigtir. Calisilan Dbiitiin
dozlara bakildifinda, yliksek dozlarda ¢esitli enzim aktivitesi degerlerinin kontrol
grubuna gore 6nemli diizeyde degisim g6sterdigi gézlendi. Varyans analizi sonuglarina
gore, kontrol grubu ile uygulama grubu karsilagtirildiginda, GST igin 6 uygulama
dozunda enzim aktivitesinin énemli diizeyde arttif1 gériilmektedir (p<0,05; p<0,005).
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Tablo 4.28. Astrazon kirmizisi uygulamasina bagli olarak iribaglarda
saptanan spesifik enzim aktiviteleri

Uygulama Enzim Aktivitesi (umol/ug t.p./ml)

(l;;f;l) n| GST@SEM) | LDHESEM) | CaE@GSEM)
Kontrol  |60,112240,0060 |0,1514:0,0092 |0,017420,0006
0,1 610,0981+0,0041 |0,1164+0,0110" |0,0167+0,0005
0,23 60,123140,0152 | 0,1545+0,0198 |0,0216:0,0025
0,4 6 |0,1329+0,0081" |0,1235+0,0129 | 0,02000,0020
0,68 60,1588+0,0048" | 0,1805+0,0268 |0,0228+0,0007"
1,14 610,1391+0,0089" |0,1400+0,0101 |0,0238:0,0015"
1,92 6 |0,130040,0090 |0,1269+0,0092 |0,0175+0,0012
3,25 6 |0,1606+0,0089™ 0,1432:+0,0151 |0,0183+0,0019
5,49 60,2133+0,0119" | 0,2078+0,0162™ | 0,0282+0,0017""
7,14 6]0,4167+0,0968"" | 0,3593+0,0812" | 0,0431+0,0064""

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda * p<0,05, ** p<0,005 diizeyinde farklilik
istatistiksel olarak 6nemlidir.

Laktat dehidrogenaz aktivitesi i¢in gruplar arasinda uygulanan varyans analizi
sonuglarina gore, ti¢ farkli dozdaki enzim aktivitesinin kontrol grubu iribaglara gére
Onemli diizeyde farklilik gosterdigi saptandi (p<0,05; p<0,005).

CaE enziminin spesifik aktiviteleri kontrol grubu ile karsilagtirilmis olup, 0,68,
5,49 ve 7,14 ppm dozlarinda p<0,005 diizeyinde, 1,14 ppm uygulamasinda ise p<0,05
diizeyinde artisin 6nemli oldugu bulundu (Sekil 4.1).
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4.11.1.2. Astrazon Mavisi Uygulamas: ile Ilgili Enzimatik Bulgular

Astrazon mavisi etkisine maruz birakilan Xenopus iribaglari igin saptanan
spesifik enzim aktivitesi degerleri Tablo 4.29” da verilmistir. Madde uygulamasina bagl
olarak tiim gruplarda GST aktivitesinin arttig1 saptandi. Uygulama gruplarindaki GST
aktivitesi kontrol grubuyla karsilastinldiginda, 0,05, 0,39 ve 0,77 ppm icin p<0,05
diizeyinde, 0,2 ppm dozunda ise p<0,005 diizeyinde artigin istatistiksel olarak énemli
diizeyde oldugu bulundu.

LDH aktivitesinin kontrol grubu ile karsilastirilan uygulama gruplarinda 0,2
ppm ve 1,51 ppm dozlarda p<0,05 diizeyinde, 0,39 ve 0,77 ppm dozlarda ise p<0,005
diizeyinde artigin 6nemli oldugu saptandi.

CaE aktivitesi i¢in, enzimin spesifik aktivite degerleri kontrol grubu ile
diizeyde

kargilagtirildiginda, uygulama gruplarinda enzim aktivitesinin Onemli

degismedigi bulundu.

Tablo 4.29. Astrazon mavisi etkisine maruz kalan iribaglarda spesifik
enzim aktiviteleri

Uygulama Enzim Aktivitesi (umol/ug t.p./ml)

(lggf;’) n| GST(SEM) | LDHESEM) | CaEESEM)
Kontrol |6 (0,112240,0060 |0,1514+0,0092 |0,017440,0006
0,05 60,152240,0075" |0,1696+0,0173 |0,0161£0,0031
0,1 6 0,1685+0,0207 |0,1282+0,0104 |0,0134:0,0033
0,2 60,1589+0,0088"" | 0,2083+0,0180" |0,0174+0,0016
0,39 6|0,152420,0084" |0,2751+0,0177" | 0,0251+0,0027
0,77 610,1528+0,0138" | 0,2584+0,0257" | 0,01630,0016
1,51 610,1840£0,0241 |0,3118+0,0600° |0,0198+0,0021
2,95 60,148340,0295 |0,3067+0,0629 |0,0200+0,0017

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda * p<0,05, ** p<0,005 diizeyinde farklilik

istatistiksel olarak dnemlidir.
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4.11.2. Remazol Boyalar:
4.11.2.1. Remazol Kairmizis1 Uygulamasi ile lgili Enzimatik Bulgular
Remazol kirmizisi uygulamasina bagli olarak saptanan enzim aktivitesi sonuglar

4.30° GST

ile

Tablo da verilmistir. Xenopus iribasglarinda aktivitesinin  tiim

konsantrasyonlarda arttigi  saptandi. Kontrol grubu uygulama gruplar

karsilastirildiginda 7,5 ppm ve 37,98 ppm uygulama gruplari hari¢, tiim gruplarda
enzim aktivitesinin istatistiksel olarak Onemli diizeyde arttifn bulundu (p<0,05;

p<0,005).

Tablo 4.30. Remazol kirmizis1 uygulamasina bagl olarak iribaglarda
saptanan spesifik enzim aktiviteleri
Uygulama Enzim Aktivitesi (umol/ng tp/ml)

(I;;f;‘) n| GST(SEM) | LDHESEM) | CaE(SEM)
Kontrol ~ [6]0,11124+0,0060 |0,1514+0,0092 |0,0174+0,0006
7,5 60,1342+0,0186 | 0,4688+0,0735" | 0,0229+0,0030
16,88 60,1449+0,0103" | 0,48960,1147" |0,0253£0,0029"
37,98 60,2081+0,0498 |0,5096+0,1967 |0,0377+0,0104
85,46 60,2007+0,0266" |0,2181+0,0526 |0,0241+0,0025"
192,29 |60,1738+0,0242" |0,1838+0,0299 |0,01230,0009""
432,66 |6]0,2628+0,0419™ | 0,1831£0,0246 |0,0114:0,0009™
973,49 |60,273740,0069" |0,2249+0,0122™ | 0,0113+0,0008""
2190,34 60,3421+0,0137" | 0,2579+0,0132" | 0,0129:£0,0009"

Kontrol grubu ile kargilastirildiginda * p<0,05, ** p<0,005 diizeyinde farklilik
istatistiksel olarak dnemlidir.

LDH aktivitesinin, kontrol grubuyla karsilastirildiginda uygulama gruplarininda
arttif1 saptandi. Bu artig, 16,88 ppm uygulama dozunda p<0,05 diizeyinde, 7,5 ,973,49
ve 2190 ppm dozlarinda ise p<0,005 diizeyinde istatistiksel olarak Onemli diizeyde
bulundu. CaE aktivitesi igin kontrol grubuyla uygulama gruplar karsilagtirildiginda ve
16,88, 85,46 ve 2190 ppm i¢in p<0,05 diizeyinde, 192,29, 432,66, 973,49 ppm i¢in ise
p<0,005 diizeyinde farklilifin istatistiksel acidan 6nemli oldugu bulundu (Sekil 4.3).
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4.11.2.2. Remazol Mavisi Uygulamasi ile Ilgili Enzimatik Bulgular

Remazol mavisi etkisine maruz kalan iribaglarda GST aktivitesinin kontrol

grubu ile karsilastirilmast sonucu, tiim dozlar icin sonug istatistiksel acidan Snemli

bulunmustur (p<0,05; p<0,005). Bulgularimiza gore, tlim uygulama gruplarindaki enzim

aktivitesi degerleri kontrole gore 6nemli diizeyde artis gostermistir (Tablo 4.31).

Tablo 4.31. Remazol mavisi etkisine maruz kalan iribaglarda spesifik

enzim aktiviteleri

Uygulama Enzim Aktivitesi (umol/pg t.p./ml)

(1;;21) n| GST @SEM) | LDH(ESEM) | CaE(SEM)
Kontrol |6 [0,1112:+0,0060 |0,1514£0,0092 |0,0174+0,0006
10 6 10,1965+0,0190™ | 0,1949+0,0320 | 0,0200+0,0025
15 60,2380+0,0149™ | 0,2525+0,0130™ | 0,0230+0,0015"
22,5 6 |0,2439+0,0224" | 0,3474+0,0373" |0,0190+0,0016
33,75 6|0,4064+0,0555™ | 0,271340,0426" |0,0270+0,0028"
50,63 60,4531+0,0802" | 0,2045:+0,0275 | 0,020040,0021
75,95 6|0,5462+0,1278"" | 0,2064+0,0127" | 0,0170£0,0020
113,95  [60,472140,0643™ | 0,3313£0,0359™ | 0,02100,0019
170,90  |60,1791+0,0252" |0,3087+0,0550" |0,01600,0017
256,35 60,3131£0,0705™ | 0,245240,0268™ | 0,0190£0,0025
384,53 6 |0,4594+0,0710™ | 0,2785+0,0251" | 0,0200+0,0016"

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda * p<0,05, ** p<0,005 diizeyinde farklilik

istatistiksel olarak 6nemlidir.
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Remazol mavisi etkisine maruz kalan iribagslar igin tiim uygulama dozlarindaki
LDH aktivitesi degeri kontrole gore daha yiiksektir. Enzim spesifik aktivite degerlerinin
kontrol grubuyla karsilastinldiginda, 10,0 ppm ve 50,63 ppm dozlari harig, diger
gruplarda istatistiksel olarak onemli diizeyde farkli oldugu goriilmektedir (p<0,05;
p<0,005).

15 ppm dozundaki CaE spesifik enzim aktivitesi bakimindan p<0,05 diizeyinde,
33,75 ve 384,53 ppm uygulamalarinda ise p<0,005 diizeyinde kontrole gore Gnemli
diizeyde farklilik gosterdigi gérilmektedir (Sekil 4.4).

4.11.3. Cibacron Boyalan

4.11.3.1. Cibacron Kirmizis1 Uygulamasi ile Ilgili Enzimatik Bulgular

Cibacron kirmizis1 etkisine maruz kalan iribaslar i¢in saptanan enzim aktivitesi

degerleri Tablo 4.32° de sunulmustur.

Tablo 4.32. Cibacron kirmizisina maruz kalan iribaglarda spesifik enzim

aktiviteleri
Uygulama Enzim Aktivitesi (umol/pg t.p./ml)

(];;zl) n| GST(SEM) | LDHESEM) | CaE(+SEM)
Kontrol  [6]0,1112+0,0060 |0,15140,0092 |0,017420,0006
10 60,05860,0039™ | 0,1838+0,0221 |0,0108+0,0014"
22,5 60,0550+0,0032"" | 0,2539:0,0261" | 0,0132:+0,0012"
50,62 6 |0,0515+0,0047™ | 0,1367+0,0148 |0,0127+0,0006"
113,89  |60,065620,0034" | 0,1760+0,0267 |0,0200%0,0027
256,24 |60,0645+0,0036" | 0,2208+0,0534 |0,0233+0,0026°
576,54  |6(0,0705+0,0114" |0,3708+0,0424" | 0,0376+0,0053
129721 |6]0,0781£0,0069" |0,2848+0,0854 |0,0348+0,0023"

Kontrol grubu ile kargilastirildiginda * p<0,05, ** p<0,005 diizeyinde farklilik
istatistiksel olarak 6nemlidir.

GST enzimi spesifik aktivite degerlerinin kontrol grubu ile karsilastirilmas:

sonucunda, tiim uygulama gruplarindaki farkliligin 6nemli diizeyde oldugu

goriilmektedir (p<0,05; p<0,005).
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LDH enzim aktivite degerleri igin ise 50,62 ppm uygulamasi harig, tiim boya
uygulamalarinda artis kaydedildi. Bu bulgularin kontrol grubu ile karsilastirilmasi
sonucunda 22,5 ve 576,54 ppm igin p<0,05 diizeyinde artisin 6nemli diizeyde oldugu

bulundu.

CaE enziminin spesifik aktivite bulgularina gore, 10, 22,5 ve 256,24 uygulama
gruplarinda p<0,05 diizeyinde, 50,62 ve 1297,21 ppm uygulamalarinda ise p<0,005

diizeyinde farkliligin kontrol grubuna goére 6nemli oldugu saptand: (Sekil 4.5).
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4.11.3.2. Cibacron Mavisi Uygulamas Ile Tlgili Enzimatik Bulgular

Cibacron mavisine maruz kalan Xenopus iribaglart i¢in GST enzimi aktivitesinin
kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 25,31 ve 648,12 ppm uygulama gruplarindaki
farklihigin istatistiksel olarak énemli diizeyde oldugu goriilmektedir (p<0,005).

LDH enzim i¢in spesifik aktivite degerleri kontrol grubu ile karsilagtirildiginda,
5 ppm uygulamasindaki farklilik istatistiksel ag¢idan 6nemli diizeyde bulundu (p<0,05)
(Tablo 4.33).

CaE enziminin spesifik aktivitesi 6lgililerek bulgular kontrol grubu ile
karsilastinldiginda, sadece 128,12 ppm uygulama grubundaki degeisimin istatistiksel
olarak 6nemli diizeyde oldugu saptandi (p<0,005) (Sekil 4.6).

Tablo 4.33. Cibacron mavisi etkisine maruz kalan iribaglarda spesifik
enzim aktiviteleri

Uygulama Enzim Aktivitesi (umol/pg t.p./ml)

(];;21) n| GST(SEM) | LDHESEM) | CaE(xSEM)
Kontrol ~ |6]0,111240,0060 |0,1514+0,0092 |0,0174+0,0006
5 610,1027+0,0130 |0,1099+0,0098" | 0,021740,0019
11,25 610,0938+0,0136 |0,1274:+0,0179 |0,0157+0,0018
25,31 6 |0,0700+0,0081"" | 0,1599+0,0417 |0,0180+0,0019
56,94 6(0,0975+0,0203 |0,2577+0,0849 |0,0176:+0,0021
128,12 |6]0,0994+0,0083 |0,1835+0,0361 |0,0429+0,0068"
28827  |6|0,1077+0,0207 |0,1560:0,0372 |0,0393+0,0107
648,12 |6]0,0730+0,0072" | 0,1807+0,0168 |0,0181+0,0026

Kontrol grubu ile kargilastirildiginda * p<0,05, ** p<0,005 diizeyinde farklilik

istatistiksel olarak nemlidir.

84




LDH |

o1

EIHIHIIHIIHHHHTTTTTT

0.4

0,35

o~ w; - n =)
= = = <
=) =)

Uygulama Dozu (ppm)

288

56,9
Uygulama Dozu (ppm)

CaE

I I T I MY

.

AANNMIMIMEEDI- -

A

11,3

AN
AN

T
<+
(=]

=]

0,03 -

288

56,9
Uygulama Dozu (ppm)

Sekil 4.6. Cibacron mavisine maruz kalan iribaglarda spesifik enzim aktiviteleri

-

A. GST, B. LDH, C. CaE

85



5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢aligmada, tekstil sanayiinde yaygin olarak kullanilan bazi boyar maddelerin
toksik etkilerinin, sucul test organizmasi olarak yaygin sekilde kullanilan Xenopus
laevis lizerine etkileri aragtirilmistir. Xenopus embriyolar {izerinde gesitli tekstil boyar
maddelerinin toksik etkileri poptiler bir yontem olan FETAX testi ile belirlenmistir.
Ayrica Xenopus iribaglarinda da gesitli ¢alismalar yapilmigtir. Cevresel kirlenmenin
etkilerini gostermek igin iki yasam dongiisii nedeniyle amfibilerin duyarli organizmalar
oldugu, hem karasal hem de sucul ¢evrede kirliligin saptanmasi yoniinde amfibilerin
6nem tasidify belirtilmektedir [143]. U.S. EPA’ nin hazirladigt bir rapora gore, gesitli
toksik maddelerin test edilmesi amaciyla kurbaga iribaglarmin kullanilmasi, sucul
ekosistemde yagayan organizmalara etkisinin saptanmasi agisindan 6nem tagimaktadir
[136].

Xenopus embriyolar1 c¢evresel kirleticilerin organizmalar iizerindeki etkilerini
tarama testi olarak birgok avantajlara sahiptir. Bu embriyolar memeli embriyolan ile
aym gelisim stireglerini izleyen klasik bir test hayvani olup, diger kurbagalardan farkli
olarak laboratuvarda cansiz yemle beslenebilmekte, gerektigi anda embriyo elde
edilebilmekte, dollenme viicut diginda gergeklesmekte, embriyonik gelisme saate bagli
olarak standardize edildiginden farkli gelisim evrelerinde gézlenen malformasyonlar
hayvani tahrip etmeden kolayca incelenebilmektedir [32,33].

Aragtirma sonuglarina gore, test materyali olarak kullandigumz iki farkli
kimyasal gruptaki astrazon boyasinin Xenopus embriyolar ve iribaglarinin farkli gelisim
evreleri {izerinde toksik etkiye sahip olduklari goriilmektedir. Her iki boya ile yapilan
FETAX testi sonuglarina bakildiginda, doz ile orantili olarak 6zellikle yiiksek dozlarda
6lim oranlarinda artig gézlenmistir. FETAX testi sonucunda hayatta kalan iribaglar i¢in
hesaplanan EC50, TI ve MCIG degerlerinde farkliliklar bulunmaktadir. Ancak bir azo
boyas1 olan astrazon kirmizi ve bir fitallosiyanin olan astrazon mavisinin LC50
degerleri siras ile 4,7 ve 4,9 olarak hesaplanmig olup, birbirine oldukg¢a yakin degerler
oldugundan, 6ldiiriicii etki diizeyleri benzerdir. LC50 degerlerinin ¢ok diisiik diizeylerde
bulunmasi ile, bu boyalar amfibi iribaglar1 i¢in yiiksek toksik etkiye sahip maddeler
olarak degerlendirilebilir. Ortalama etkili konsantrasyon degerlerine (EC50)
bakildiginda, astrazon mavisinin daha diisik konsantrasyonlarda etkili oldugu ve
dolayisiyla teratojenite indeksi degerine goére siddetli teratojen grubuna dahil oldugu da

goriilmektedir. Bu durumda, astrazon mavisinin gevresel agidan daha yiiksek bir riske
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sahip oldugunu soyleyebiliriz. Bulgularimiza gore, astrazon kirmizisi da teratojen bir
madde olarak belirlenmistir. Astrazon mavisi ile karsilastirildiginda ise bunun daha
zayif teratojen grubuna dahil oldugu gériilmektedir. Literatiir verilerine gore, her iki
boyar madde i¢in yapilmis olan risk analizi degerlendirmelerinde, astrazon kirmizisi
i¢in siganlarda belirlenmis akut oral LD50 degerinin 1400 mg/kg ve astrazon mavisi
icin ise 206 mg/kg oldugu rapor edilmektedir. Ayrica, zebra baliklarinda yapilan
toksisite testleri ile NOEC degerleri her iki boya ig¢in sirasiyla 1-10 mg/L ve 10-100
mg/L olarak verilmistir. Bu bulgular ile deneylerimizde elde edilen LC50 verileri
karsilastirildiginda, boyar maddelerin Xenopus embriyolari igin oldukga toksik oldugu
goriilmektedir. Sigan deneyleri sonucuna bagli olarak, verilen raporlar ile bu maddeler
disiik diizeyde ¢evresel riske sahip ajanlar olarak kategorize edilmis iken, ¢alismamiz
sonucunda hem &ldiiriicti konsantrasyon diizeylerini dikkate alarak, hem de bu boyar
maddelerin ASTM standartlarina goére teratojen maddeler olarak tanimlanmas:
nedeniyle, ¢cevresel agidan riskli ksenobiotikler oldugu ifade edilebilir.

Diger taraftan, bu her iki boyar madde i¢in diizenlenmis olan raporlarda, siganlar
igin bir fitallosiyanin boyasi olan astrazon mavisinin, azo boyasi olan astrazon
kirmizisindan daha toksik olduguna iliskin veriler, Xenopus embriyolar1 ile elde
cttigimiz bulgularimiz ile uyusmaktadir. Ayrica, Dogan [20] tarafindan Bufo viridis
iribaglart iizerinde yapilan c¢alisgmanimn bulgulart ile de bulgularimiz paralellik
gostermektedir. Astrazon kirmizisin maviye gore daha diigik diizeyde toksik
¢ikmasinin nedeni, astrazon kirmizisinin suda daha kolay ¢oziinebilen, dolayisiyla daha
kolay metabolize edilebilen bir boya olmasina baglanabilir.

Xenopus iribaslarinin 96 saat siireyle boyar madde etkisine maruz kalmalari
morfolojik olarak onemli bozukluklara neden olmustur. Uygulama dozlarinin artigina
bagli olarak, iribaglarda gelisimin yavagladigi ve yiiksek dozlarda viicut
biiytiklikklerinde belirgin bir gerileme oldugu bulunmustur. Biiylimeyi inhibe eden en
diistik konsantrasyon degeri (MCIG) astrazon kirmizis1 ve mavisi igin sirasiyla 0,1 ppm
ve 0,28 ppm gibi degerlerle, inhibisyonun ¢ok diisiik dozlarda basladigim
gOstermektedir. Bu sonuglar, astrazon boyalarmin iribag biiyiime ve gelismelerinde
gosterdigi olumsuz etkinin ne kadar yiiksek olduguna da isaret edebilir.

Astrazon kirmizisi ve mavisine maruz kalan iribaglarda gézlenen malformasyon
oranlar1 da EC50 ve TI degerlerine paralellik gdstermistir. Astrazon kirmizisi ile yapilan
test sonucunda %22,97 oraninda malformasyon goriiliirken, astrazon mavisinde %39,07

oraninda malformasyon gorlilmiistiir. Boylece iribaglar ilizerinde astrazon mavisinin
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olumsuz etkisinin daha fazla oldugu belirlenmigtir. Malformasyon oranlarim belirlemek
i¢in inceledigimiz biitiin parametreler farkli oranlarda olmak tizere, iki astrazon grubuna
maruz kalan iribaglarda goriilmiistiir. Astrazon mavisine yiiksek dozlarda maruz kalan
gruplarda mikrosefalinin oldukg¢a fazla oranda goriilmesi dikkat ¢ekici bir durumdur.

Xenopus iribaglarinda 7 giin siiren subakut toksisite testleri sonucunda astrazon
kirmizis1 ve mavisine bagl 6liim oranlar1 i¢in %82 ve %81 ile birbirine yakin degerler
elde edilmistir. 46. gelisim evresindeki iribaslar i¢in 24., 72. ve 168. saatlerdeki L.C50
degerlerine bakildiginda, her iki astrazon grubu igin 24. saatten 168. saate dogru azalan
konsantrasyon degerleri bulunmustur. Bu durum, doz-yanit iligkisi bakimindan
beklenilen bir sonugtur. Astrazon kirmizist ve mavisi igin LC50 degerlerini
karsilagtirdigimizda astrazon mavisine maruz kalma sonucu hesaplanan LC50
degerlerinin astrazon kirmizisina maruz kalanlara gore daha disik oldugu
goriilmektedir. Bu da, astrazon mavisinin iribaglar tizerinde daha toksik oldugunu
gosterebilir. Bu durum FETAX testine bagli bulgularimiz ile de paraleldir. Dogan [20]
tarafindan yapilan calismayla, Bufo viridis iribaglarinin farkli gelisim evrelerinde
astrazon boyalarmin toksik etkileri arastirilmis ve dort farkli astrazon boyasi arasinda
astrazon mavisinin en yliksek toksik etkiye sahip oldugu saptanmistir. Bu ¢alismada
embriyonik evredeki toksisite degerleri ile, 46. gelisim evresindeki degerler
karsilastirildiginda da iribaslar i¢in 46. evrede 72. saat sonunda elde edilen L.C50
degerlerinin, FETAX testi i¢in 96. saat sonunda elde edilen LC50 degerlerinden daha
diistik konsantrasyonda ortaya g¢ikmasi, gelisiminin ilerlemesine bagli olarak, amfibi
iribaglarinda boyar madde toksisitesine duyarliligin artmakta oldugunu gostermektedir.
Bu durum amfibilerin, metamorfozun ileri evrelerinde, ksenobiotiklere Kkarsi
duyarliliinin arttigini diistindiirmektedir.

Enzim aktivitesi ile ilgili bulgulara go6re, astrazon kirmizist igin, GST
aktivitesinin yiiksek dozlarda artig gosterdigi gézlenmistir. Bu aktivite artiginin 6zellikle
0,4 ppm uygulama dozundan itibaren kontrol grubuna gére 6nemli diizeyde oldugu
saptanmigtir. Astrazon mavisi i¢cin madde uygulamasina baglh olarak tiim gruplarda GST
aktivitesinin arttigr bulunmustur ve dért uygulama grubunda bu artisin kontrol grubuna
gore 6nemli diizeyde oldugu gbzlenmistir. GST’ nin detoksifikasyon sisteminde 6nemli
rolii oldugu bilinmektedir [1]. Bu artisinin, boyar maddelerin toksik etkilerini azaltmak
amacina yonelik olarak organizmanin gelistirdigi bir savunma mekanizmas: oldugu
diistintilebilir. Literatiir verilerine gére, Xenopus embriyolarinin insektisit uygulamasina

maruz kalmasinin da GST aktivitesinde 6nemli bir artiga yol a¢tig1 saptanmigtir [133].
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Bu nedenle, boyar maddeler ile ortaya ¢ikan toksik etkiye karsi da benzer bir
mekanizmanin gelistirildigi diistintilmektedir.

LDH aktivitesi i¢in astrazon kirmizisinin ti¢ farkli dozundaki enzim aktivitesinin
kontrol grubu iribaglara gore énemli diizeyde farklilik gosterdigi saptanmistir. Astrazon
mavisi ile ¢alisilan gruplarda L.LDH aktivitesi kontrol gruplariyla farklilik gostermigtir ve
dort farkli doz grubundaki LDH aktivitesindeki artisin 6nemli diizeyde oldugu
bulunmustur.

Astrazon kirmizisi i¢in CaE enziminin spesifik aktiviteleri kontrol grubu ile
karsilastirilmis ve 4 grupta aktivitedeki artigin 6nemli oldugu goriilmiistiir. Astrazon
mavisi i¢in enzimin spesifik aktivite degerleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
uygulama gruplarinda enzim aktivitesinin 6nemli diizeyde degismedigi bulunmustur.

Yine iki farkli kimyasal gruba ait remazol boyar maddeleri ile yapilan
embriyonal toksisite testleri bulgularina gore, remazol kirmizisi ve mavisi igin
embriyolardaki 6liim oranlar1 %14,38 ve %31,41 olarak belirlenmistir. Bu degerler
remazol mavisinin embriyolar {izerinde daha fazla toksik etki olusturduguna isaret
edebilir. FETAX testi sonunda hesaplanan LC50, EC50, TI ve MCIG degerlerinin
remazol kirmizisi ve mavisi igin birbirlerinden farkli degerlerde oldugu goriilmiigtiir.
Remazol kirmizisi igin saptanan LC50 ve EC50 degerleri remazol mavisi igin saptanan
degerlere gore oldukca yiiksektir. Dolayisiyla remazol kirmuzisi igin hesaplanan TI
degeri de maviye gore daha diistik bir degerde bulundugundan, remazol kirmizisinin
zayif teratojen etkiye sahip oldugu ifade edilebilir. Remazol mavisi ise orta siddetli
teratojen olarak olarak nitelendirilmistir.  Sonu¢ olarak, remazol mavisinin
teratojenitesinin daha yiiksek bulunmasindan dolayi, remazol kirmizisina gére daha
toksik oldugu s6ylenebilir.

Literatiir bilgilerine gore, her iki boyar madde i¢in belirlenen toksisite
degerlerine gore, siganlarda belirlenmis akut oral LD50 degerinin her iki remazol boyasi
icin de >2000 mg/kg oldugu bildirilmektedir. Ayrica zebra baliklarinda yapilan toksisite
testleri ile NOEC degerleri remazol kirmizisi igin >500 mg/L ve remazol mavisi igin ise
100-500 mg/L olarak verilmistir. Bu veriler ile deneylerimizde elde edilen LCS50
degerleri karsilastirildiginda, remazol boyalarinin Xenopus embriyolart igin toksik
oldugu gorilmektedir. Bu nedenle, bu aragtirma sonucuna gore bu iki tekstil boyar
maddesinin de amfibi iribaglar1 ve embriyolar: i¢in riskli maddeler oldugunu
sOyleyebiliriz. Bununla birlikte, remazol boyalari i¢in hesaplanan LC50 degerlerini,

astrazon boyalar1 i¢in bulunan LCS50 degerleri ile karsilagtirdigimizda, remazol
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boyalarinin daha diistik toksik etkiye sahip oldugunu ifade edebiliriz. 168 saat siireyle
remazol mavisi boyasmma maruz kalmasi ise, toksik etkiyi Onemli diizeyde
arttirmaktadir.

96 saat siiren test siiresince iribaslarin remazol boyalarina maruz kalmalarn
sonucunda, gelisimlerinin inhibe oldugu goriilmiistiir. Biiylime inhibisyonu remazol
kirmizisina maruz kalma sonucu 3,3 ppm konsantrasyonda ve remazol mavisi igin ise
5,0 ppm konsantrasyonda baglamistir. Bu durum da risk degerlendirmesi yoniinden
onceki bulgularimizi desteklemektedir.

Remazol kirmizisi ve mavisine maruz kalan iribaglarda malformasyon oranlar
birbirinden farklidir. Remazol kirmizisinin %16,12° lik oranla, remazol mavisinin ise
%26,06° lik bir oranla iribaglar iizerinde etkili olduklar1 g6riilmiistiir. Malformasyon
oranlarina bakilarak, bir fitallosiyanin boyas: olan remazol mavisinin, reaktif azo boyasi
olan remazol kirmizisina gére daha etkili oldugu sdylenebilir. Incelenen malformasyon
tiplerinden hemen hemen tiimiiniin gériilmiis olmasi yam sira, doz artigina bagl olarak
malformasyon sayilarinda da belirgin artis oldugu saptanmistir. Remazol mavisi i¢in
ise, incelenen biitlin malformasyon tipleri iribaglarda farkli oranlarda olmak tizere
g6riilmiistiir. Bas ve yolk ¢deminin diger malformasyon tiplerine gore yiiksek oranda
bulunmasi, remazol mavisinin bu tip malformasyonlarin gelisiminde daha etkili oldugu
fikrini vermektedir.

7 giinlikk subakut toksisite testi sonucunda, remazol kirmizisi ve mavisi i¢in
iribaglarda saptanan ortalama 6liim oranlar1 %60 ve %63,11 gibi degerlerde bulunmusg
olup, bu sonuglara gére embriyolara nazaran iribaglar tizerinde remazol boyalarinin
daha toksik olduguda goriilmektedir. Bu durumda, iribaglar biiylidiikce maruz kaldiklar
madde miktarina paralel olarak toksik etkinin arttif1 gézlenmektedir. 24., 72., ve 168.
saatlerdeki LLC50 degerleri her iki remazol boyast i¢in de azalan konsantrasyonlarda
bulunmustur. Remazol mavisi igin LC50 degerlerinin kirmizi i¢in hesaplanan degere
gore oldukea diisiik konsantrasyonda oldugu goriilmektedir. Bu durumda bu iki remazol
boyasindan mavinin daha toksik oldugu ifade edilebilir.

Enzim aktivitesi sonuglar1 incelendiginde, remazol kirmizist ig¢in GST
aktivitesinin tiim konsantrasyonlarda arttifn ve bu artisin 6zellikle yiiksek dozlarda
istatistiksel agidan 6nemli diizeyde oldugu bulunmugtur. Remazol mavisi etkisine maruz
birakilan iribaglarda GST aktivitesi kontrol grubu ile karsilastirildiginda sonug, tiim
dozlar igin istatistiksel olarak Onemli bulunmustur. GST aktivitesindeki bu artis,

remazol boyalarinin toksik etkisini belirtmektedir. Ayrica bu sonuglara gore, IL
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basamak Dbiotransformasyonun Xenopus iribaglarinda aktif hale geldigini de ifade
edebiliriz.

LDH aktivitesi degerleri hem remazol kirmizis1 hem de remazol mavisi igin tiim
uygulama dozlarinda kontrole gore daha ytiksektir.

Remazol kirmizist i¢in CaE aktivitesine bakildiginda, diisiik dozlarda aktivite
artisina yol actigi, ancak yliksek dozlara maruz kalan iribaslarda ise CaE aktivitesinin
inhibe oldugu gorilmektedir.

Elde edilen bulgulara gore, test materyali olarak kullanilan 2 farkli renkteki
cibacron boyalar1 i¢in Xenopus embriyolari tizerinde yapilan FETAX testi sonucunda,
Olim oranlarinda beklenilen doz-yanit iligkisi saptanamamuistir. Ancak hem cibacron
kirmizisi hem de cibacron mavisi icin yliksek konsantrasyonlara (576,54+ ppm;
432,41+ ppm) bagli olarak 6liim oraninda énemli diizeyde artis kaydedilmigtir.

96 saat sonunda hayatta kalan iribaglar igin tespit edilen LC50 ve ECS50
degerlerine bakildiginda, cibacron kirmizisinda maviye gore daha yiiksek
konsantrasyonlar elde edilmigtir. Béylece cibacron mavisinin daha diisiik
konsantrasyonlarda daha toksik oldugu s6ylenebilir. Cibacron boyalarinin her ikisi de
teratojen madde olarak belirlenmistir. Ancak, hesaplanan degerlere gore, hem cibacron
kirmizisi hem de cibacron mavisinin zayif teratojen olduklari gériilmektedir.

Cesitli caligmalara gore, cibacron boyalari i¢in yapilmis olan risk analizi
degerlendirmelerinde, cibacron kirmizisi igin si¢anlarda belirlenmis akut oral LD50
degerinin >2000 mg/kg, cibacron mavisi igin akut oral LD50 degerinin ise >5000 mg/kg
oldugu belirtilmektedir. Ayrica balik toksisite testi bilgilerine gére, cibacron kirmizisi
ve mavisi i¢in LC50 degerleri swrasiyla >100 mg/l. ve >1000 mg/L. olarak
bildirilmektedir. Deneylerimizde elde edilen bulgular ile karsilastirildiginda Xenopus
embriyolarmnda L.C50 degerlerinin sicanlardakine oranla daha diigiik oldugunu,
dolayistyla bu boyalarin Xenopus tizerinde daha toksik oldugunu s6yleyebiliriz.

Yapilan embriyonal toksisite testi siiresince cibacron boyalarina maruz kalan
embriyolarda gelisim gerili§i gOrilmiistiir. Biylimeyi inhibe eden en diisikk
konsantrasyon degeri (MCIG), uygulama gruplarinim ilk dozlari olup, cibacron kirmizis:
icin 6,66 ppm, cibacron mavisi igin 3,33 ppm olarak tespit edilmistir. Kontrol grubu igin
viicut uzunluk degerleri ile cibacron boyar maddelere maruz kalan gesitli gruplarin
viicut uzunluk degerleri kargilastirildiginda, ttim dozlar i¢in farkliligin 6nemli diizeyde
oldugu goriilmektedir. Bu sonuglar cibacron boyar maddelerinin iribaglarin biiytimeleri

tizerindeki etkisinin bir gostergesi olabilir.
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Xenopus iribaglarinda bliyime inhibisyonunun yamisira, g¢esitli tipte
malformasyonlarda gozlenmistir. Cibacron kirmizis1 ve mavisi igin saptanan
malformasyon oranlari sirasiyla %40,12 ve %49,50 diizeyindedir. Cibacron kirmizisi
icin c¢alisilan malformasyon tiplerinden siklopia (tek go6zlilik) hari¢, diger
malformasyon tipleri farkli oranlarda olmak {izere goriilmektedir. Cibacron mavisi i¢in
ise incelenen 8 malformasyon tipinin hepsi degisik oranlarda olmak lizere gbzlenmistir.
Bu nedenle, caligilan cibacron boyalarinin teratojenik etkili maddeler oldugu da ifade
edilebilir.

Xenopus laevis iribaglarimin gelisimlerinin 46. evresinde yapilan 7 giinliik
subakut toksisite testi sonucunda, bir azo boyasi olan cibacron kirmizisi i¢in 6liim orani
%31,22 iken, cibacron mavisi i¢in %354,22 olarak belirlenmistir. Oranlara bakilarak
reaktif azo boyasi olan cibacron mavisinin iribaglar lizerindeki toksik etkisinin daha
yiiksek oldugunu da ifade edebiliriz.

Iribaslarda farkli zamanlarda tespit edilen LC50 degerleri incelendiginde, azalan
konsantrasyon degerleri bulunmustur. 24., 72. ve 168. saatteki LC50 degerleri cibacron
kirmizisinda, cibacron mavisine gore daha yiiksek bulunmustur. Bu durum, cibacron
kirmizisinin maviye gore daha az toksik olduguna isaret edebilir.

Cibacron boyalarinin enzim aktivite degerlerine gore; cibacron kirmizisi i¢in
GST aktivite degerlerinin kontrol grubu ile karsilagtirilmas1 sonucunda, tiim uygulama
gruplarindaki farkliligin 6nemli diizeyde oldugu goriilmistiir. Cibacron mavisinde ise
GST aktivitesi biitlin dozlarda azalmistir ve iki dozdaki aktivite degerlerindeki farklilik
onemli diizeyde bulunmustur.

Cibacron kirmizist ve mavisi i¢in Xenopus iribaglarinda LDH aktivitesi doz
artisina bagl olarak artis gostermistir. Buna bagli olarak Xenopus® da LDH enzimi
toksik etkinin belirlenmesinde bir biyobelirteg olarak kullamlabilir.

Cibacron kirmizis1 uygulama dozlarinda CaE aktivitesinde kontrol grubuna gore
farkliliklar goriilmiistiir ve yliksek dozlara dogru aktivitede artis gézlemistir. Cibacron
mavisine maruz kalan gruplarda CaE aktivitesinde farkliliklar saptanmigtir. Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda bir doz grubuna maruz kalma sonucu enzim aktivitesindeki
artis 6nemli diizeyde bulunmustur.

Calismalarda kullanilan tekstil boyalarmin renk pigmentlerine gore toksik
etkileri kendi aralarinda kargilagtirilarak incelendiginde, FETAX testi sonucunda elde
edilen 4,736 ppm’ lik LC50 degeriyle astrazon kirmizisinin remazol ve cibacron

kirmizilarina gore en yiiksek toksik etkiye sahip oldugu s6ylenebilir. En az toksik olan
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boyar maddenin remazol kirmizisi oldugu tespit edilmistir. LC50 degerleri igin mavi
renkli boyalar incelendiginde, yine astrazon mavisinin en toksik, remazol mavisinin ise
en az toksik oldugu goriilmektedir.

Kirmiz renkli boyalarda en diisiik EC50 degeri astrazon kirmizisinda, en yiiksek
deger ise remazol kirmizisinda bulunmustur. Béylece, en etkili kirmiz1 boyar maddenin
astrazon grubuna, en az etkili kirmiz1 boyar maddenin ise remazol grubuna ait oldugunu
sOyleyebiliriz. Mavi renkteki boyar maddelerin EC50 degerlerinde en diisiik deger 1,252
ppm ile astrazon mavisine aittir ve en etkili mavi renkli boyar madde grubudur. En
yitksek EC50 degeri ise 220,22 ppm ile cibacron mavisidir ve en az etkili mavi renkli
boyar madde grubuna dahil olmustur.

Daha 6nce belirtildigi gibi, ¢alistlan biitiin boyalar teratojen madde olarak tespit
edilmigtir. Astrazon mavisi 3,965 lik bir degerle siddetli teratojenler grubuna, remazol
mavisi 2,958 lik degeriyle orta siddetli teratojenler grubuna, diger boyar maddelerde
zayif teratojenler grubuna dahil olmuslardir. Bu verilere gére, fitallosiyanin grubu mavi
boyalarin azo grubuna ait mavi renkli boyalara gére daha toksik oldugu s6ylenebilir.

Tiim boyalarm doz gruplanmin MCIG degerlerine bakildiginda, ¢ok diisiik
konsantrasyonlardan itibaren Xenopus iribaglarimn gelisimleri {izerinde olumsuz
etkilerinin oldugu goriilmektedir. Béylece hem fitallosiyanin hem de azo grubu tiim
boyalarin biiylimeyi inhibe ettigi séylenebilir.

Xenopus iribaglarindaki LC50 degisimleri biitiin boyalarda 24. saatten 168. saate
dogru, beklenildigi gibi, azalan konsantrasyonlarda bulunmustur. Béylece, maruz kalma
siiresi ile toksisite arasinda da dogrusal bir doz-yanit iliskisi mevcuttur. Boyar maddeler
renklerine gore incelendiginde, 24. saatte en diisiik LC50 degeri olan ve dolayisiyla en
fazla toksik etki gosteren kirmizi renkli boyar madde astrazon kirmizisidir. En yiiksek
LC50 degeri cibacron kirmuzist i¢in hesaplanmstir ve iribaglar iizerinde en az toksik
olan kirmizi renkli boyadir. Mavi renkli boyar maddelerde LC50 degeri 1,90 ppm ile en
diistik konsantrasyon elde edilen astrazon mavisidir. En yiiksek LC50 degeri ise 1144
ppm ile cibacron mavisinde tespit edilmigtir. 72. saatteki LC50 degerlerine bakildiginda,
hem kirmizi hem de mavi renkli boyar maddelerde en diisiik deger astrazon boyalarinda
gOriilmiigtiir. 168. saate bakildiginda kirmizi boyar maddelerden en kiigiik LC50 degeri
0,35 ppm ile astrazon kirmizisinin, en biiyiik LC50 degerinin ise 358,96 ppm ile
cibacron kirmizis1 uygulama gruplarinda elde edilmistir. Kirmizi renkli boyar maddeler

toksik etkilerine gore siralandiinda, astrazon kirmizisi > remazol kirmizist > cibacron
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kirmizis1 olarak saptanmugtir. Mavi renk gruplarinda ise astrazon mavisi > remazol
mavisi > cibacron mavisi olarak siralanmaktadir.

Test edilen boyar maddelerin pH degerlerinin 0. ve 24. saatlerde periyodik
olarak dlgtilmesi sonucunda, ortam pH’ sinin 6nemli diizeyde bir degisime ugramadigi
da saptanmustir. Buna goére, pH diizeyinin toksik etkinin ortaya ¢ikmasinda 6nemli bir
roliinlin olmadig da dustiniilmektedir.

Genel bir degerlendirme ile Xenopus laevis’ in hem embriyo hem de
iribaglarinda yapilan ¢aligmalarda, astrazon boyalarinin, remazol ve cibacron boyalarina
gére daha toksik oldugunu ifade edebiliriz. Ayrica, ¢aligilan biitiin boyar maddeler
arasinda genellikle mavi renkli boyalarin, kirmiz1 renkli boyar maddelere gére daha
fazla toksik oldugunu da ifade edebiliriz.

Sonug olarak, tekstil sanayinde yaygin olarak kullanilan bu boyar maddelerin
Xenopus® un embriyonal gelisimi ve daha sonraki metamorfoz evreleri tizerinde toksik
etkiye sahip oldugu ve bu maddelerin ¢evresel agidan 6nemli risk faktérleri olarak
degerlendirilebilecegi diistiniilmektedir. Ozellikle, sucul ortamda amfibi iribaslarinmn
gelisimi {izerine olumsuz etkiye sahip olan bu maddelerin, alict ortam olarak su
kaynaklarina desarj edilmesinin, ekosistem dengelerini bozabilecek bir faktor oldugu da
ifade edilebilir. Bunun yani sira bu boyar maddelere dogrudan maruz kalmanin daha
ileri evrelerinde, 6zellikle hormonal dengenin bozulmasina etkileri olup olmayacaginin
da arastirilmas: gerektigi kanist ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle endokrin sistemi bozucu
bir etkiye sahip olup olmadiginin ve gesitli diizeylerde toksik etkilerinin de aragtiriimasi
gerekmektedir. Ayrica, tekstil sanayinde yaygin olarak kullanilan bu maddelerin
kontrolsiiz sekilde alic1 ortamlara desarj edilmesi de, son yillarda yogun sekilde rapor
edilen ve tiim diinyada amfibi populasyonlarinin azalmasina neden olan g¢evresel

kirletici faktdrlerden birisi olabilir.
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EKLER

c- 4.22 ppm (M.B. 20x10x)

EK 1. Astrazon kirmizisina maruz kalan embriyolarda 96. saat sonunda gézlenen
malformasyonlara bazi Srnekler (M.B.: Mikroskop Biiyiitmesi, a: Mikroftalmi,
b:Yolk Odemi, c:Kuyruk Egriligi, d: Mikrosefali).
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c- 5.78 ppm (M.B.12.5x10x)

EK 2. Astrazon mavisine maruz kalan embriyolarda 96. saat sonunda gézlenen
malformasyonlara bazi 6rnekler (M.B.: Mikroskop Biiyiitmesi, a: Mikroftalmi,
b:Yolk Odemi, c:Kuyruk Egriligi, d: Mikrosefali).

105



a- 56.97 ppm (M.

B. 20x10x)

b- 648.99 ppm (M.B. 20x10x)

c- 2190.34 ppm (M.B. 20x10x) ,

Ek 3. Remazol kirmizisina maruz kalan embriyolarda 96. saat sonunda gézlenen
malformasyonlara bazi 6rnekler (M.B.: Mikroskop Biiytitmesi, a: Mikroftalmi,
b:Yolk Odemi, c:Kuyruk Egriligi, d: Mikrosefali, e: Depigmentasyon).
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a- 73.79 ppm (M.B. 20x10x)

EK 4. Remazol mavisine maruz kalan embriyolarda 96. saat sonunda gézlenen
malformasyonlara baz1 drnekler (M.B.: Mikroskop Biiyiitmesi, a: Mikroftalmi,
b:Yolk Odemi, c:Kuyruk Egriligi, d: Mikrosefali, e: Depigmentasyon, f: Bag
Odemi).
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c- 57'6.‘54 ppm (M.B. 20x10x)

EK 5. Cibacron kirmizisina maruz kalan embriyolarda 96. saat sonunda goézlenen
malformasyonlara bazi Srnekler (M.B.: Mikroskop Biiyiitmesi, a: Mikroftalmi,
b:Yolk Odemi, c:Kuyruk Egriligi, d: Mikrosefali, e: Depigmentasyon, f: Bas
Odemi).
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7.5 ppm (M.B. 20x10x)

c- 37.96 ppm (M.B. 20x10x)

EK 6. Cibacron mavisine maruz kalan embriyolarda 96. saat sonunda gézlenen
malformasyonlara baz1 6rnekler (M.B.: Mikroskop Biiylitmesi, a: Mikroftalmi,
b:Yolk Odemi, c:Kuyruk Egriligi, d: Mikrosefali, e: Depigmentasyon, f: Bas
Odemi).
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(M.B.: 12.5x10x)

EK 7. FETAX ¢6zeltisinde birakilan kontrol grubu iribaglara 6rnek
(M.B.: Mikroskop Biiyiitmesi) .
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