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I. GIRIS VE AMAC

BOLUM I

Yangmlar iilkemizde her yil onemli sayida O6lime ve yaralanmaya neden

olmaktadir, asagidaki tabloda 2003-2007 yillar1 arasina ait istatistikler goriilmektedir.

Tablo I.1. 2003-2007 yillar1 arasinda, orman yanginlar1 hari¢, Tiirkiye’de

meydana gelen yanginlara ait istatistikler (1).

VIL YANGIN MADDI ZARAR CAN KAYBI
SAYISI (Milyon TL) INSAN HAYVAN
2003 56.482 564 505 18.819
2004 60.801 99 330 12.191
2005 57.293 116 290 672
2006 81.149 168 349 1.885
2007 94.353 412 358 6.312
TOPLAM 350.078 1.360 1.832 39.879

Istatistiklerin oldukg¢a iyi bicimde kayit altma alindigi Amerika Birlesik
Devletleri’'nde (ABD) yangin kaynakli 6liim ve yaralanma sayilar1 sirasiyla 3,000 ve
20,000°dir (2). Can kayiplarinin yani sira tabloda goriilecegi lizere iilkemizde yangin
kaynakli ekonomik kayiplar da 6nemli diizeydedir. ABD’nde hesaplanan ekonomik
kayrp yillik 1 milyar Dolar civarindadir. 30 yil Oncesi ile niifusa orantili olarak
degerlendirildiginde diinyadaki gelismis {ilkelerde yangin sayilarinda Onemli
azalmalar goriilmektedir. ABD ve diger gelismis Bati iilkelerinde yangin
sayilarindaki azalma, kismen de olsa alevlenme sicakligini yiikselterek yanmay1
zorlastirmak amach olarak tretilen ve ¢ok cesitli malzemeye, cihaza ve tiiketici
irlinline konan alevlenmeyi geciktirici (AG, flame retardants; FR) maddelere

baghdir. Ulkemizde ilk bakista 2003-2007 aras1 yanginlarda azalma gdriilmemesinin




nedenleri soyle siralanabilir; ilk olarak bu zaman araligi 30 yillik bir siirece gore
oldukea kisadir, dolayisiyla 30 y1l 6ncesine gore yangin sayilarinda tilkemizde de bir
azalma séz konusudur. Ikincisi, iilkemizde sanayilesme ABD ve Bati Avrupa
iilkelerine gore daha geriden geldiginden, AG’lerin kullanimi da daha az
yogunluktadir. Ayrica sanayiye bagli olarak ¢ikan yangin sayilar1 da nispeten daha
azdir. Avrupa ile kiyaslandiginda ABD’de elektrikle c¢alisan araglar ve
mobilya&tekstil iirlinlerinin yanmasina bagli yangin sayilarinin daha diisiik olmasi,
ABD’de AG maddelerle ilgili yasal diizenlemelerde daha yliksek standartlarin
konmus olmasia baglanmaktadir (3). Dolayisiyla bu maddeler hayat kurtarmalarinin
yani sira ekonomik kayiplar1 da 6nemli oranda 6nlemektedirler. Yangmlarmn bu iki
onemli olumsuz etkisi yaninda saglik bilimlerini dogrudan ilgilendiren bir baska
etkisi, ¢cevremizde kalicilig1 yiiksek olan ¢oklu halojenli dibenzo-p-dioksinler ve
coklu halojenli dibenzo-p-furanlar gibi kirleticilerin agiga ¢ikmasina yol agmalaridir.
Dolayisiyla alevlenmeyi geciktirici sentetik maddelerin iiretilerek kullanilmasinin
birbirinden farkli alanlarda oldukga yararl etkileri s6z konusudur. Ancak AG’lerin
tim diinyada yaygin kullanilmaya baslamasiyla birlikte zamanla ne yazik ki bu
maddelerin kendilerinin de hem ¢evre, hem insan saghgi tizerinde 6nemli derecede
olumsuz etkilere yol acabildikleri fark edilmeye baslanmistir. Yillar icerisinde
gerceklestirilen ve halen devam etmekte olan bilimsel arastirmalarin sonuglari, AG
maddelerin insan ve c¢evredeki diger canlilarin saghigi iizerindeki bu olumsuz
etkilerinin kimyasal yapilarina, igerdikleri halojenlerin sayis1 ve molekiil {izerindeki
konumlarina bagl olarak nicel oldugu kadar nitel olarak da farklilastigini
gostermektedir. Bu tez calismasinin Genel Bilgiler ve Tartisma boliimlerinde bu

konulara ayrmtili olarak yer verilmistir.



Insan ve g¢evremizdeki diger canlilarin saglig1 acisindan baktigimizda, AG
maddelerin bir grubunu olusturan polibromlu difenileter (PBDE) tiirevi maddeler,
kimyasal yapilarinin olduk¢a dayanikli olmasmin yani sira insan ve diger ekosistem
canlilarinda potansiyel toksisitelerinin yiiksek olmasi nedeniyle cevresel kirlilik
acisindan kritik oneme sahiptirler. Cevremize ¢esitli yollarla giren bu maddelerin
endise kaynagi olmasimin bir bagka nedeni, yagda c¢oziiniirliikleri cok yiliksek olan bu
maddelerin biyoakiimiilasyona ugramalar1 ve besin zinciri boyunca iist trofik
diizeylere dogru ilerledikce konsantrasyonlarinin artmasidir. Bunun sonucunda
cevreye salman PBDE miktar1 ¢ok diisiik de olsa besin zincirinin {ist noktasindaki
canliya, bu arada beslenme yoluyla insana da ulastiginda ciddi toksik etkilere neden
olacak kadar konsantre olabilmektedir. Dolayisiyla PBDE’ler, cevresel kirlilige yol
acan diger bir¢ok kimyasal madde grubu gibi, insanlar ve insan disinda diger
ekosistem canlilar1 gibi iki farkli grupta toksik etkilere neden olmaktadirlar.
Toksikolojinin alt dallarmin ikisi, bu iki hedef grup dikkate almmarak tanimlanan
“cevresel toksikoloji” ve ‘“ekotoksikoloji”dir (4). Bu iki alt dal pratik nedenlerle
birbirinden ayr1 gibi goriinse de aslinda i¢ ige gecmis alanlardir; ¢linkii ¢evre
kalitesinin bozulmasi dolayli ya da dogrudan insan saglhiginin da bozulmasina yol
acmaktadir. Cok daha dogrudan insan saghigi lizerinde etkili olan diger neden,
PBDE’lerin diger bazi cevresel kirleticiler gibi ¢evredeki canlilarn dokularinda
biriktiklerinde bu canlilarin insanlar tarafindan besin olarak tiiketilenleri araciligiyla
konsantre olmus bir bicimde insana ge¢meleridir. Bu besin maddelerinin basinda tatl
su ve deniz triinleri olan baliklar ve diger tiiketilen canlilar gelmektedir. Bu tez
calismasinda insanlar tarafindan tiiketilen tath su iirlinlerinden sazan baliklarinin
(Cyprinus carpio) karaciger dokusunda PBDE tiirevlerinin miktarlar1 ol¢iilmiis,

ayrica yine ayni dokuda protein molekiilleri iizerinde neden olabilecekleri genel bir



toksik etki olarak oksidatif hasar diizeyleri degerlendirilmistir. Bu yolla hem
ekotoksikolojik olarak sazan baliklarindaki durum arastirilmis, hem insanlarm bu
baliklar1 tiikettiklerinde maruz kalacaklar1 kimyasal madde miktarlar1 belirlenmis,
hem de sazan karacigerinde PBDE miktarlar1 ile protein oksidasyonu diizeyleri
arasindaki korelasyon incelenerek insanlar i¢in de benzer bir toksisite
mekanizmasinin gecerli olup olmayacagi konusunda veri elde edilmistir. Bu
bilesikler, canlilarin yagl dokularinda konsantre olmus bir sekilde yiiksek miktarda
insan viicuduna girdiklerinde dogrudan kendileri ve/veya metabolitleri, kimyasal
yapilarina ve reaktivitelerine gore farkli toksik etkilere neden olabilmektedirler.

Tez calismas1 kapsaminda arastirilan bir baska konu, balik dokularinda PBDE
diizeylerinin havza {izerinde bolgesel ve bir yil icinde donemsel olarak degisip
degismedigidir. Bu amagcla Biiyiilk Menderes Nehri iizerinde ¢ikis noktasi olan Isikl
Goli, endiistri kuruluglarinin  yogunlastigi Saraykdy bolgesi ve nehrin denize
dokiildiigii delta olmak tlizere 3 farkli istasyondan kis ve ilkbahar donemleri olmak
iizere aynm yil i¢inde 2 farkli donemde Orneklemeler yapilmis, PBDE kirliliginde
donemsel faklihigin yami sira olasi cografi farklilik da arastirilmistir. Bu tez
calismasinim bir bdliimiinii olusturdugu TUBITAK projesi kapsaminda baliklarin kas
dokusu diizeylerinin yani sira ayni Ornekleme istasyonlarindan saglanmis olan su
orneklerinde PBDE tiirevlerinin yaninda diger 6nemli g¢evresel kirletici kimyasal
gruplarm da Olglilmesiyle uluslar arasi literatiirde Biiyilk Menderes Nehri’ne
atfedilen Ege Denizi’'nde su kuslar1 yumurta ve dokularindaki kimyasal kirlilikte

(5,6) Biiyiik Menderes Nehri’nin pay1 ortaya somut olarak konmus olacaktir.



I.1. GENEL BIiLGILER
I.1.1. ALEVLENMEYI GECIKTiRiCiLER VE CEVRESEL KiRLENME
I.1.1.1. Bromlu Alevlenmeyi Geciktiriciler

Giris Bolimii’'nde kismen agiklandigi lizere gilinliik yasantimiza giren birgok
tikketici Uirlinii, sentetik polimerlerden olugmakta ve bu polimerler kimyasal
bilesimleri geregi cok kolay alev alabilmektedirler. Ayrica bu iiriinlerin biiyiik
cogunlugu elektrikle calisan aletler ya da elektronik devrelere sahip {iriinler
oldugundan c¢aligirken 1smnmakta ve kritik tutusma 1sisina ulasarak alev almasi daha
da kolaylagmaktadir. Bu biiylik yanma riskine karsin bu tirtinleri kullanabilmemiz,
s0z konusu alev alma oOzelliklerinin azaltilmasi1 sayesinde olmaktadir. Alevlenme
potansiyelinin azaltilmasi, “alevlenmeyi geciktiriciler” olarak adlandirilan ve
tutusma sicakliklar1 ¢ok yiiksek olan kimyasal maddelerin iiretimleri sirasinda
polimerlere katilmas1 yoluyla saglanmaktadir. Bu bilesiklerin alev almay
geciktirerek yanmayi zorlastrma mekanizmasi, 1sinin yanma noktasma kadar
yiikselmesi durumunda AG’lerin polimer yapisindan ayrilmasi ve yanici gazlarin
olusmasint Onlemesidir. Yanmanin baslangicinda yiiksek enerjili hidrojen ve
hidroksil radikalleri olusur, bu radikaller AG’den asir1 1sinmayla salinan brom
tarafindan uzaklastirilir. Boylece AG’ler gaz fazda yer alarak radikal zincir
mekanizmasini kimyasal olarak engellerler (7).

AG’ler kimyasal olarak 4 alt grupta toplanmaktadirlar (8);



1.Halojenlenmis organik alevlenmeyi geciktiriciler
a) Bromlu bilesikler (BFRs; Brominated flame retardants)
b) Kilorlu bilesikler (PCBs; Polchlorinated biphenyls)

2. Fosfor iceren alevlenmeyi geciktiriciler

3. Azot igeren alevlenmeyi geciktiriciler

4. Inorganik alevlenmeyi geciktiriciler

1.a. Grubunda yer alan BFR tiirevleri kendi i¢inde difenil eterler, bromlu bisfenoller,
siklododekanlar, fenoller ve fitalik asit tlirevleri olmak iizere 5 alt gruba ayrilirlar.

Bu tez caligmasinin konusunu olusturan polibromlu difenil eter tiirevlerini (PBDE)
de igerecek sekilde, iiretilen AG’lerin ¢ok biiyiik ¢ogunlugunu olusturan 5 madde

grubu Tablo 1.2°de gosterilmistir.

Tablo 1.2. 2006 Yilina kadar en fazla iiretilen bromlu AG’ler, kimyasal yapilar1 ve

kullanim yerleri (8).

Grup/kimyasal ad1 Kimyasal yap: Kullanim yerleri
Tetrabromobisfenol A Bilgisayar, monitor,
(TBBPA) televizyon, kagit, tekstil

iriinleri
Polibromludifenil eterler Mobilya sanayi, plastik, cep
(PBDEs) Q/Q\Q telefonlar1

Hekzabromosiklododekan

(HBCD)

Insaat malzemeleri, hall,
arabalarda kullanilan tekstil

urtnleri

Br
B
B
Br
Polibromlubifeniller O Elektronik cihazlar, elektrik
(PBBs) devreleri




Bu 5 grup madde Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore polistiren kdpiikler ve
epoksi regineler gibi birgcok polimere eklenmektedirler (9). Bu polimerler ise
bilgisayardan diger elektronik iirtinler ve elektrikli cihazlara, televizyon, tekstil gibi
tikketici drlinlerinden izolasyon malzemelerine kadar bir¢ok tiiketici {iiriiniiniin
yapisini olusturduklarindan AG’ler giinliik yasantimiza yaygin olarak girmektedirler
(7-10). So6z konusu polimerlerin AG amacli olarak eklendikleri iirlinlere daha
ayrintili bakacak olursak tekstil iirtinlerinden hali, mobilya ve perdelerde, araba
sanayinde Ozellikle koltuklarda, kaportada ve yer dosemelerinde, elektrik ve
elektronik cihazlarda, plastik kapli elektrikli cihazlarda, bliro malzemelerinde ve
sicaklik yalitim1 amagli kullanilan triinlerde bulunmaktadirlar. AG’ler tek baslarma
veya karisim halde polimerlere katilirlar. Ornegin kullanilmakta olan ticari penta
PBDE % 40 tetra, % 50-60 penta ve % 6 hekza tiirevi PBDE’leri igermektedir (11).
Bu maddelerden PBB tiirevlerinin iiretimleri uzun siire 6nce durdurulmustur. Bunun
nedeni 1970’li yillarin baslarinda ABD-Michigan’da bir PBB karigimi olan
Firemaster FF-1’m yanlislikla hayvan yemlerine karigmasi sonucu yaygin bir
zehirlenme olayr ile bolgedeki hayvan stoklarinda 6nemli azalmaya ve olayin
meydana geldigi ciftlik calisanlarinin sagliklar1 iizerinde uzun donemde olumsuz
etkilere yol agmasidir (12). Benzer sekilde gegmiste AG olarak giysilere eklenen tris-
BP’in  (tris[2,3-dibromopropil]fosfat) mutajenik ve nefrotoksik oldugunun

gosterilmesiyle tiretimine son verilmistir (13,14).



Tablo 1.3. Bromlu alevlenmeyi geciktiricilerin 1989-1999 aras1 iiretim

miktarlar1 (15).
Yillik iiretim miktarlar: (x 1000 ton)
1989 1994 1999
Avrupa 28 32.5 30.9
Asya 28.7 38.5 113.9
ABD 50 65 58.7
Toplam 106.7 136 203.5

PBDE’ler, ¢evrede biyoakiimiilasyona ve besin zincirinde biyomagnifikasyona
ugramalar1 ve insan dokular1 ve sivilarinda da saptanmalar1 nedeniyle 2009 yilinda
Stockholm Soézlesmesi kapsaminda Kalici Organik Kirleticiler grubuna dahil

edilmislerdir (16).

I.1.1.2. Cevresel Kirlenme ve Kahcihik

1871 yilinda ilk sentezlenmelerini takiben yillar boyunca c¢ok cesitli iirtinlerde
kullanilmalar1 sonucu bromlu AG’ler (BAG) eklendikleri tiriinler disinda ¢evremizde
her yerde bulunabilen kirleticiler haline gelmislerdir (17). Birgok farkli tilkede
yapilan arastirmalarda BAG’ler insan ve yabanil canli dokularinda saptanmistir.
ABD, Kanada, iskandinav iilkeleri, Tayvan ve Japonya gibi cografi olarak birbirinde
uzak birgcok iilkede yapilan caligmalarda bu maddelere evsel tozlarda, havada,
toprakta, yilizey sularinda, sedimentlerde ve atik sularda, balik dokularinda
rastlanmigtir (15,18-24).

BAG’ler kimyasal olarak stabil bilesiklerdir, dolayisiyla degredasyona
dayaniklidirlar. Herhangi bir cevresel kirletici ajanin kaliciligimi belirleyen onun

fiziksel, kimyasal ve biyolojik degredasyona dayamkliligidir. Kaliciligin 6l¢iisii ise




maddenin su, sediment, toprak gibi bulunabilecegi ¢evresel kompartimanlardaki
yarilanma omriidiir.
Japonya’da ve Isve¢’te yapilan ¢alismalarla BAG’lerin cevredeki davranislar:

ortaya konmustur.

Suda Buharlasma Buhariagma Suda

dagihm

dagihm I
@ Cevresel I /

Bozunma @ @

=\

Sucul
canlilarda Sucul
pirkim canlilarda
birikim

Sedimentlere
adsorbsiyon

Sedimentlere
adsorbsiyon

Cok bromlu Az bromlu
Alevlenmeyi Geciktiriciler

Sekil I.1. Cok bromlu BAG’lerin ¢evredeki davranislari (25).

BAG olarak genellikle benzen halkalar1 iizerinde fazla sayida brom tasiyan
tirevler kullanilmistir. Bunlar c¢evrede daha az hareket ederler, c¢iinkii sudaki
cOziintirliikleri, uguculuklar1 ve biyoakiimiilasyonlar1 diistiktiir, ayrica sedimentlere
daha kuvvetli adsorbe olurlar. Daha az sayida brom igeren tiirevler ise daha
ucucudur, suda daha ¢ok ¢oziiniirler ve canli dokularda daha iy1 biyoakiimiile olurlar
(26). BAG’ler kimyasal yap1 acisindan oldukga farkliliklar gosterdikleri gibi (Tablo
1.2) kalicilik agisindan da yaygin farkhiliklar gosterirler. Ornegin bu gruptaki tiirevler
genel olarak yiiksek kaliciliga sahip olmalarin karsin, TBBPA ve HBCD c¢evrede ¢ok
daha ¢abuk yikilirlar. TBBPA havada, toprakta ve sedimentte saptanmasina karsin
yiiksek lipofilik ozelliginden dolayr sularda bulunmaz, hem oksijenli, hem de
oksijensiz ortamlarda parcalanir (27, 28), ayrica 1s18a duyarlidir. TBBPA’nin toprak,

su ve sedimentteki yarilanma Omriiniin kisa olmasindan dolayr canlilarda



bulunduguna ait veriler kisitlidir. Jakobsson ve arkadaslari, elektrik teknisyenlerinin
serumlarinda 1-3.4 pg/g yag TBBPA saptamiglardir (29). Yarilanma émrii baliklarda
1 giinden az, istiridyelerde ise 5 giin civarindadir (30). HBCD’in yarilanma 6mrii
TBBPA’ya benzerlik gosterir. Havada 3, suda ise ortam kosullarina gore 2-25 giinliik
yarillanma Omriine sahiptir. HBCD suda az ¢oziiniir daha cok sedimentlerde
birikirler. HBCD’nin (0, B ve y-HBCD olmak iizere) 3 farkli izomeri vardir.
Sedimentlerde genellikle y-HBCD bulunur, lagim atiklarinda ise her ii¢ izomere de
rastlamak miimkiindiir (31).

Cevrede genellikle tetraBDE tiirevlerine rastlanmaktadir (PBDE alt gruplari,
I.1.2. “POLIBROMLU DIFENIL ETERLER” bdlimiinde agiklanmistir). Bunun
nedeni fazla bromlularmm az bromlulara degrede olmasi olabilir. Salinimi ve
akiimiilasyonlar1 devam eden ¢ok bromlu PBDE tiirevleri yavas¢ca bozunurlar. Sonug
olarak da cevreye daha az bromlanmis PBDE tiirevlerinin miktarmin artmasina

neden olurlar (32-34).

1.1.1.3. Uzun Mesafelere Tasinim ve Yayilma

Yapilan calismalar bizlere, BAG’lerin iiretildikleri ve/veya kullanildiklar
yerlerden ¢ok uzaklara tasinabildiklerini, ¢cevrede ve insan dokularinda BAG’lerin
konsantrasyonlarmin hizli bir sekilde artmasiyla gostermektedir (35). TBBPA
iiretildigi alana yakin hava orneklerinde 1.8 ug /m’ diizeyinde saptanmistir (36).
Japonya’da ise toprakta ve sedimentte 0.5-150 ug/kg kuru agirlik araliginda
saptanmistir (37,38).

PBDE’ler ve HBCD, Kuzey Kutbu’ndan alman hava orneklerinde ve derin
denizlerde yasayan memeli hayvanlarda bile saptanmistir. Bu durum, bu alanlarda
hicbir iliretim olmamasma karsin BAG’lerin ne kadar uzun mesafelere kadar

yayilabildiklerinin kanitidir (15,21).
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BAG’lerin canli dokulara girerek yasam dongiisiine katilmalari, onlarin
cevrede yaygin bir dagilim gostermelerine neden olmaktadir. Uretimleri sirasmda
fabrikalardan cevreye salinabilmekte, ayrica kullanildiklar1 iirinlerden dogrudan
buharlagarak, driiniin  yikanmasiyla ya da 1sinmasi  sonucunda da
yayilabilmektedirler. Son olarak ¢oOplerin yakilmasi ve/veya geri doniisiimleri
sirasinda da ¢evreye girerler (19,21).

Birgok BAG yiiksek lipofilisiteye sahiptir, ayrica partikiillere baglanma
egilimindedir. Bu nedenle sedimentte ve atmosferdeki partikiillerde 6lgiilen
miktarlari, ylizey sularindan genelde daha yiiksek ¢ikmaktadir. Partikiillere iyi
baglanmalari, hava yoluyla ¢ok uzak mesafelere tasinmalarim1 ve yaygin dagilim
gostermelerini agiklamaktadir (18).

2007-2008 yillarinda Cin’de yapilan bir ¢calismada, PBDE iireten fabrikaya 200
m uzakliktaki nehirden saglanan baliklarin kas, karaciger ve yumurtalarinda bir¢ok
PBDE tiirevi saptanmistir. Buna karsm aym1 bodlgeden saglanan sediment
orneklerinde yine bazi tiirevlere rastlanmasina ragmen bu miktarlar Slgtilebilirlik

siir degerinin (LOQ) altinda bulunmustur (39).

I.1.1.4. Maruziyet ve Toksisite

Cok yakin bir ge¢mise kadar BAG’lerin tiim diinyada yaygin tretilmeleri ve
cok ¢esitli driinlerde kullanilmalari, insanlarm ve c¢evredeki canlilarin bu
kimyasallara yogun olarak maruz kalmasina neden olmustur. Insanlarin BAG’lere
maruziyeti daha Once bahsedildigi gibi kontamine yiyeceklerle ve inhalasyonla
olabilir. Soluma yolu ile maruziyet incelendiginde BAG’lerin bulunduklar: tiiketim

irlinlerinden buharlasarak veya toz partikiillere adsorbe olarak atmosferik
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kompartimana gectikleri ve her iki durumda insanlar tarafindan solunarak ya da
yutularak viicuda girdikleri goriilmektedir (22,40).

Mesleki maruziyet de soz konusudur; elektronik ve bilgisayar sanayinde
calisanlarda BAG’lere mesleki maruziyet gosterilmistir (19). Elektroniklerin
parcalanmasi1 sirasinda BAG’lerin havaya salindiklar1 ve calisanlarin kanlarmmda
yiliksek miktarlarda bulunduklar1 belirlenmistir. Bu calismalarda tespit edilen ana
tiirevler dekaBDE ve TBBPA’dir (41).

Insanlar BAG’lere daha ¢ok kontamine et ve balik iiriinlerinin ve bitkisel
yaglarin tiiketilmesiyle maruz kalmaktadir. Amerika’da marketten alinan baliklarda
yapilan bir calismada PBDE miktar1 8.5-3078 pg/g yvas doku olarak saptanmistir (42).
Isveg’teki bir ¢calismada ise baliklarda saptanan HBCD miktarlar1 6.7-51 ng/g yag
olarak belirlenmistir (21). I¢ mekanlardan toplanan tozlarda yapilan analizlerde PBB,
HBCD, TBBPA ve bircok PBDE tiirevleri saptanmistir (29,43-47). Ev ve isyeri
ortami havasinda saptanan bu miktarlar, insan maruziyeti acisindan dogrudan bir
kaynak olusturmaktadir.

Yapilan calismalarda BFR’lerin beyin gelisimini olumsuz etkiledikleri
belirlenmistir (48). Ayrica kemirici deneylerinde PBDE’lerin ve HBCD’m tiroid
hormon seviyesini diisiirdiikleri saptanmistir (49,50). TBBPA ve HBCD de beyinde
dopamin ve glutamat gibi bazi néromediyatdrlerin salinimini azaltmaktadir (51).
Kobaylarda yapilan deneylerde TBBPA akut toksik etkisi ¢ok diisiiktiir, siganlarda
LD50 degeri 5 g/kg viicut agirligi’'ndan (v.a.) daha fazla, farelerde ise 4 g/kg’dan
daha fazla bulunmustur (30). In vitro c¢alismalarda TBBPA, hepatositlerde
mitokondri hasarina yol agmis, membran fonksiyonlarinda degisiklige neden olmus
ve bazt CYP enzimlerini inhibe etmistir (52). Yapilan hiicre kiiltiirii ¢calismalarinda

TBBPA’nin immiinotoksik oldugu saptanmistir, ¢ok diisiik konsantrasyonlarda dahi
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aktif T hiicrelerinin proliferasyonundan sorumlu CD25’in sentezini inhibe etmektedir
(53). TBBPA’nin hidroksillenmis metabolitlerinin in vitro yapilan deneylerde,
Ostrojen siilfonil transferaz aktivitesini inhibe ettigi saptanmistir (54). Baz1 verilerin
saglanmis olmasina karsin literatiirde HBCD’ 1n toksisite caligmalar1 yeterli degildir.
Sicanlarda yapilan deneyde HBCD’nin karaciger etkileri i¢cin LOEL degeri 13
mg/kg/giin ve NOAEL degeri 1,000 mg/kg/giin olarak saptanmistir (55,56). Eriksson
ve arkadaslarmin yaptiklari calismada dogum 6ncesi HBCD’a maruz kalan farelerde
normal davraniglarda, 6grenme ve hafiza islevlerinde degisikliklerin olabilecegi
gosterilmis, ayrica nikotinik reseptdrlerin sayisinda da azalmalar saptanmistir (57).
Mariussen ve arkadaslarimin izole sican beyninde yaptiklar1 calismada HBCD’in
sinaptozomlarda dopamin alimin1 engelledigi gozlenmistir (58). Shi ve arkadaslarinin
baliklarda yaptiklar1 calismada TBBPA’nin hidroksil radikali iiretimini artirdig1 ve
artan hidroksil radikali konsantrasyonu ile olusan lipid peroksidasyonu ve protein

oksidasyonu arasinda gii¢lii iliski oldugu gosterilmistir (59).

I.1.1.5. Biyolojik Birikim

Biyolojik birikim, yagda ¢oziiniirliigii yiiksek olan kimyasal maddelerin
bulunduklar1 fiziksel cevreden c¢esitli yollarla yag iceren canli dokulara gecip
birikmelerini tanimlar. Bu birikim biyokonsantrasyon, biyoakiimiilasyon ve
biyomagnifikasyon terimleri ile agiklanir.

Biyokonsantrasyon, bir kimyasal maddenin sucul ortamdaki canlida deriden
basit diflizyon ve/veya suyun baliklarda solungag¢ gibi organlardan siiziilmesi gibi

pasif mekanizmalarla canli dokulara girigini ve yagli dokularda depolanisini tanimlar

(16).
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Biyoakiimiilasyon, kimyasal maddenin deri ve solungaglar araciliiyla alimmin
yani sira absorpsiyon, soluma ve beslenme yoluyla da viicuda girmesi ve hayvan (ya
da bitki) dokusunda konsantre edilmesidir.

Biyomagnifikasyon ise kimyasal maddenin ¢evreden tek bir canlinin dokularma
girerek birikmesini degil, besin zincirinde yer alan canlilarin birbirini yemesi yoluyla
canlidan canliya aktarilmasini ve zincirin her basamaginda, yani her bir trofik

diizeyde konsantrasyonun gitgide artmasini ifade eder (60).

I.1.1.6. Kisitlamalar ve Yasaklamalar

PBDE’lerin ¢evrede kaliciliklar1 ve insan sagligi lizerine olabilecek olumsuz
etkilerine kars1 Diinya Saglk Orgiitii 1994’te, PBDE’ler ile ilgili Cevresel Saglik
Kriterleri’ni (Environment Health Criteria) yaymlamistir. Bu yayinda bromlanmis
yanmay1 geciktiricilerin saglik ve ¢evre lizerine olan etkileri ve potansiyel riskleri
degerlendirilmistir (9).

Ekonomik Isbirligi ve Gelisim Orgiitii (OECD), PBDE’lerle ilgili risk azaltici
aktivitelere kilavuzluk etmis ve 1994’te BAG’lerle ilgili Risk Azaltict Monograf
(Risk Reduction Monograph) yayinlamistir (61).

Insan sagligi ve c¢evrenin genel olarak KOK’lerden korunmasi amaciyla
Birlesmis Milletler Cevre Programi (UNEP), KOK’lere iliskin Stockholm
Sozlesmesi’ni hazirlamig ve bu soézlesme 2004 yilinda yasal olarak yiiriirlige
girmistir. 172 iilke ve bir bolgesel ekonomik entegrasyon orgiitii tarafindan kabul
edilen bu sozlesmeye gore daha dnce Kirli Diizine (Dirty Dosen) olarak adlandirilan
12 cevresel kirleticiye 9 kirletici daha eklenmistir. Kirl/i Diizine iginde olan ve 23
Mayis 2001°de sozlesme metninde yer alan 12 kimyasal madde ve 2009 yilinda

eklenen 9 madde Tablo 1.4’te gosterilmistir.
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Tablo 1.4. UNEP tarafindan 2001 yilinda tanimlanan Dirty Dosen ve 2009 yilinda

eklenen PBDE tiirevlerinin de dahil oldugu 9 ek madde (16,62).

Dirty Dosen Ek 9 madde
(23 Mayis 2001) (4-8 May1s 2009)

Aldrin, Klordan, Diklorodifeniltrikloroetan Klordekan, hekzabromobifenil, Lindan,

(DDT), Dieldrin, Endrin, Heptaklor, Mireks, a-Hekzaklorosiklohekzan,

Toksafen, Hekzaklorobenzen, Poliklorlu B-Hekzaklorosiklohekzan, Tetrabromodifenil

bifeniller (PCB), Poliklorludibenzo-p-dioksin eter (PBDE 40-81) ve Pentabromodifenileter

(dioksin), Poliklorludibenzofuran (furan) (PBDE 82-127), Hekzabromodifenileter (PBDE
128-169) ve Heptabromodifenil eter (PBDE 170-
193), Perflorooktan Siilfonil asit, tuzlari ve
Perflorooktan siilfonilflorit, Pentaklorobenzen

Son diizenlemeye kadar bazilarinin iiretim ve kullanimlarit smirli olan bu
Kalic1 Organik Kirleticiler’in iiretimi, kullanimi, ithali ve emisyonlar1 tamamen
yasaklanmis, atik ve stoklarmin yonetimi ile birlikte 2025 yilina kadar ortadan
kaldirilmalari, taraf olan tilkelerin ylikiimliiliikleri arasinda sayilmistir.
Ulkemiz; KOK ’lara iliskin Stockholm Sézlesmesi’ni 23 Mayis 2001°de imzalamis ve
sozlesme 14 Nisan 2009 tarihinde 5871 sayili Kanun olarak (63) Tiirkiye Biiyiik
Millet Meclisi onayindan ge¢mis, Bakanlar Kurulunca kabul edilerek 30 Temmuz
2009’da yayimlanmistir (62). S6zlesme, 12 Ocak 2010 tarihinde Tiirkiye i¢in resmen

yiiriirliige girmistir (16,64).

I.1.1.7. Alternatif Bilesikler

Daha Onceki boliimlerde bahsedildigi lizere BAG’lerin kullanimi yanmaya
kars1 direng¢ olusturmada en ekonomik yoldur. PBDE’lerin yani sira TBBPA, HBCD,
tetrabromofitalik anhidrit, dibromoneopentilglikol ve bromlu stiren bu amagla

kullanilmaktadir. Bu maddelerin alternatifleri ise fosfor ve metal igeren bilesiklerdir,
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ancak bunlarin sentezi ve elde edilmesi hem pahalidir, hem de imalat sorunlar1 ortaya
cikarmaktadirlar (7). Alternatifler kimyasal yapilar1 agisindan BAG’lerden oldukga
farkli olmalarma karsin yanmay1 dnleyici mekanizmalar1 aynidir (65,66).

Alman Hiikiimeti’nin 2000°de olusturdugu komisyon, aliiminyum trihidroksit,
amonyum polifosfat ve kirmiz1 fosforun AG’lerde kullanilmasiyla ¢evreye daha az

sorunlu maddelerin salinmasinin saglanabilecegini raporlarinda belirtmislerdir (31).

I.1.2. POLIBROMLU DIiFENIL ETERLER
1.1.2.1. Gruplandirma ve Isimlendirme

PBDE’ler laboratuvarda fenol molekiilii ile bromobenzenin tepkimesi sonucu
ile sentezlenir. Daha sonra aliiminyum III bromiir veya demir III bromiir ( Friedel
Kraft Katalizi) ile halkanin diger pozisyonlart bromlanir (7). PBDE’lerin genel
kimyasal formiilii C2H.9)Br.10O’dir. Yapida bulunan hidrojen ve brom
atomlarinin sayis1 her zaman 10’a esittir (Sekil 1.2).

Br

X

Br

X

Sekil 1.2. PBDE’lerin genel formiilii ve siibstitiisyon pozisyonlari.

PBDE’lerin numaralandirilmasinda halkalarin oksijenle bag yaptiklar1 karbon
atomlar1 1 ve 1' numaray1 alwr. 1 ile baslayan halkada saat yoniine dogru sayilar
giderek artarak numaralandirilirken, diger halkada ise saat yOniiniin tersi olacak
sekilde numaralandirilir (Sekil 1.2.).

Teorik olarak brom atomlarinin sayisi ve pozisyonuna gore 209 adet kimyasal

yap1 olasilig1 vardir ve bunlar tekli bromludan onlu bromludifenil eterlere kadar 10
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gruba ayrilirlar (67). Tablo 1.5°de 209 tiirevin toplam 10 gruptan hangisine girdigi

gosterilmistir.

Tablo 1.5. PBDE tiirevlerinin brom siisbstitiisyonu sayisina gore gruplara

dagilimi.
Brom sayisina gore PBDE tiirev ad1

gruplar

MonoBDE 1-3
DiBDE 4-15
TriBDE 16-39

TetraBDE 40-81

PentaBDE 82-127

HekzaBDE 128-169

HeptaBDE 170-193
OktaBDE 194-205
NonaBDE 206-208
DekaBDE 209

1.1.2.2. PBDE’lere Maruziyet

PBDE’lere maruziyet diger BAG’lere maruziyete gore bir farklilik gostermez
(Boliim 11.1.4. Maruziyet ve Toksisite). Genel toplum agisindan ana maruziyet
kaynag1 kontamine yiyeceklerdir. Ayrica ¢evresel kontaminasyon ile bu maddeleri
dokularinda barindiran kasaplik ya da kiimes hayvanlarinin etlerinin ve balik
{iriinlerinin tiiketilmesiyle insanlar bu maddelere maruz kalirlar. ikincil maruziyet
kaynag ise i¢ mekanlardir. Yapilan deneysel ¢aligmalarla i¢ mekanlardaki tozlarin
PBDE diizeyleri ile insanlarn ve evcil hayvanlarin kanlarinda o6lgiilen PBDE

konsantrasyonu arasinda istatistiksel agidan énemli bir iliski gosterilmistir (68). I¢
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mekanlarda esyalardan ¢evreye salman PBDE’ler, maruziyetin ana kaynagidir. Bir
baska maruziyet yolu ise meslekidir. Elektronik cihaz geri doniisiimii yapilan bir
isyerinde c¢alisanlarin kaninda PBDE tiirevleri saptanmistir (69). Ayrica ¢oplerden
gecimini  saglayan kisilerin serumlarinda yine PBDE’lere rastlanmistir (70).
PBDE’lerin sucul ekosisteme nasil girdigi ve besin zincirinde nasil ilerledigi kismen
bilinse de insanlarin yiyecekler disinda PBDE’lere maruziyetleri heniiz tiim

ayrintilari ile ortaya konmus degildir (71).

1.1.2.3. Kahcilik ve Biyoakiimiilasyon

Giris Boliimii’'nde bahsedildigi gibi PBDE’lerin ve diger BAG’lerin zaman
icinde insan sagligi ve c¢evre {lizerinde bir risk olusturduklar1 anlagilmaya
baslanmistir. Bu riski daha da artiran 6zellik, yine vurgulandig1 gibi ¢evrede kalici
olmalaridir. Bu kimyasallar asidik ve bazik kosullara, 1siya, 1s18a, indirgenmeye ya
da oksidasyona karsi dayaniklidirlar. Dolayisiyla ¢evrede, canlilara ve bu arada
insanlara da ulasabilecek kadar uzun stire kalirlar (72,73).

PBDE’ler kimyasal bozunmaya kars1 diren¢li olmalarmin yani sira oldukga
yagda yiiksek c¢oziiniirlik Ozelligine de sahiptirler, bu 0Ozellikleri onlarin hizla
biyoakiimiile olmalarin1 saglar. Cevresel kirletici olarak kaygilanilmasmna neden
ikinci Ozellikleri budur. Tablo 1.6. PBDE’lerin yagda ¢0Oziiniirliik derecelerini

gostermektedir.
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Tablo 1.6. PBDE tiirevlerinin oktanol-su partisyon katsayis1 (Log Kos) ve suda

¢cOziintirliik dereceleri (7,74).

PBDE Tiirevi Log K, Coziiniirliikk mg/L
Deka PBDE >5 0.02-0.03
Okta PBDE 5.5-8.9 <0.01

Hekza PBDE 6.86-7.92 4.08E-03

Penta PBDE 6.64-6.97 9.00E-07

Tetra PBDE 5.87-6.16 0.07
Tri PBDE 5.47-5.58 0.38

Oslo ve Paris Komisyonu’nun yaymladigi kriterlere goére bir maddenin
biyoakiimiile olabilmesi i¢in Log K, katsayis1 4’ten biiyiik, biyokonsantrasyon
faktorii (BCF) ise 2000 L/kg’dan biiyiik olmalidir. Tabloda da goriildiigii gibi PBDE
tiirevlerinin timiiniin Log K, katsayis1 4’ten biiyiiktiir. BCF degerlerine bakarsak
ornegin penta tiirevi PBDE icin bu deger, 27400 L/kg olarak saptanmistir (75). Daha
az bromlanmis PBDE tiirevleri, ¢ok bromlanmislara gore daha uzun siirede
biyoakiimiile olurlar. Bunun sebebi c¢ok bromlanmig tiirevlerin daha hacimli
molekiiller olmasi sonucu canlinin viicuduna daha az ve yavas alinmalaridir (19,76).
Sucul sistem canlilarinda PBDE’ler besin zincirinin farkli trofik diizeylerinde
biyomagnifiye olurlar. Baltik ekosisteminde yapilan c¢alismalarla PBDE’lerin ringa
baliginda, somonda, foklarda ve balik kartallarinda biyomagnifiye olduklar:
gosterilmistir (77,78). Burreau ve arkadaglar1 hamsi, ringa baligi ve somonlarda
yaptiklar1 ¢caligmalarda tetra- ve penta tiirevi PBDE’lerin birbirlerine yakin oranlarda,
triBDE tiirevlerinin daha az, hekzaBDE tiirevlerinin ise daha da az biyomagnifiye

olduklarini gozlemislerdir (79).
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1.1.2.4. PBDE’lerin Toksik Etkileri

PBDE tiirevi BAG’lerin toksik etkilerini ana olarak a. endokrin sistem
iizerindeki etkileri (endokrin bozucu etki) ve b. sinir sistemi ilizerindeki etkileri
(norotoksisite) seklinde gruplandirmak miimkiindiir. Bu iki hedef sistem iizerindeki
toksik etkiler kismen birbiri ile iliski i¢indedir ve her iki sistemin yer aldig: siirecler
nedeniyle PBDE tiirevlerinin gelisimsel toksisitelerinden de bahsedilebilir. PBDE
tirevlerinin endokrin sistem ile etkilesmeleri, biiylik oranda tiroid hormonu
homeostazin1 bozmalarina baghdir (18,67). PBDE’ler tiroid hormon reseptorlerine
endojen hormonlarla yarigmali olarak baglanirlar, ¢linkii PBDE’lerin kimyasal

yapilari, endojen tiroid hormonu olan T4’e biiyiik benzerlik gosterir (Sekil 1.3).

I O
. AN
Br, Br,
I
T, Hormonu(Tiroksin) PBDE Genel Formulu

Sekil 1.3. PBDE ve Tiroid T4 hormonunun kimyasal yapilari.

PBDE’ler karaciger islevlerinde degisiklige neden olarak da tiroid
hormonunu etkileyebilirler. Cogunlukla T4’{in normalin {izerinde elimine olmasima
neden olurlar (80). 2001 yilinda Tong Zhou ve arkadaslari, yaptiklari calismada DE-
71 (biiyilik oranda tetra ve penta PBDE tiirevlerini iceren karisim) ve DE-79’a (biiylik
oranda hepta ve okta PBDE tiirevlerini igeren karisim) akut maruz birakilan
sicanlarda  hipotiroksinemi ve uridindifosfoglukronil transferaz (UDPGT)

aktivitesinde artis gozlemislerdir. UDPGT, T4’iin glukronid konjugati halinde safra
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ile elimine edilmesini sagladigi i¢in gdzlenen hipotiroksinemi muhtemelen T4
atilimmin artmasma baghdir (81). PBDE’lerin serum T4 seviyesini diislirdigi,
calismalarda da gosterilmistir (82-84). Tiroid hormonlar1 beyin gelisiminde 6nemli
rol oynadiklarindan dolayr PBDE tiirevlerine bagli olarak ortaya ¢ikan
norotoksisitenin nedeni, T4 hormon seviyesindeki azalma olabilir (85).

PBDE’lerin fetiis gelisimi iizerine etkileri konusunda yapilan ¢aligmalarda ana
hedefin sinir sistemi oldugu gosterilmistir (18, 86-88). Bu konuda kemiricilerde
yapilan ¢aligmalarda dogum Oncesi ve sonrasinda PBDE’lere maruziyetle 6zellikle
lokomotor aktivite ve O08renmede, ayrica davranis kalibinda onemli degisiklikler
gosterilmistir (84, 86, 89-94). Stoker ve arkadaslarinin yaptiklar1 caligmalarda, penta
tiirevi PBDE’lerin erkek lireme organlarinin ve diger organlarin gelisiminde gorev
alan hormonlarin androjen reseptorlerine (AR) yarismali baglanmalar1 sonucunda
anti-androjenik etki gdsterdikleri saptanmistir. Sonucta pubertede gecikme ve
androjen bagimli organlarin boyutlarinda azalma ortaya ¢ikmistir (95). Penta tiirevi
PBDE’lerin endokrin bezlerinde iiretilen hormonlarin aracilik ettigi seksiiel gelisimi
ve seksiiel dimorfik davranislar1 engelledigi, baska calismalarda da gosterilmistir.
Maruziyet ile pubertede gecikmekte ve folikiil olusumu azalmaktadir (96).

PBDE’lerin sitotoksik etkileri konusunda Birchmeier ve arkadaslar1 tarafindan
2005 yilinda yapilan calismada PBDE’lerin hiicre canliligini azalttigi, apoptozis ve
nekrozu arttirdigr gosterilmistir (97). Madia ve arkadaslarmin yaptiklar1 ¢alismada
Penta tiirevi PBDE-99’a maruz birakilan insan astrositoma hiicrelerinde p53 gen
ekspresyonunun artmasi, Birchmeier ve arkadaslarmmin ¢alismasinda gozlenen
apoptozisin nedeni olabilir. Cilinkii p53, hiicre dongiisiiniin ana diizenleyicisidir ve
ekspresyon diizeylerindeki herhangi bir degisim, apoptozis siirecini baslatabilir (98).

In vitro olarak noronal ve astrogliyal hiicrelerde yapilan ¢aligmalarda PBDE’lerin
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noronlarda neden olduklar1 apoptotik hiicre 6liimiinde oksidatif stresin rol oynadig:
gosterilmistir (99-101).

Yapilan bazi caligmalarda Ozellikle kalsiyum ve protein kinaz C
homeostazisinde, PBDE’lerin hiicresel sinyal iletimini etkileyebildigi gozlenmistir

(98,102,103).

1.1.2.5. Kalinti1 Sorunu, ADI ve MRL Sinir Degerleri

PBDE’lere bagli kalmti sorunu ve insan dokularinda PBDE diizeylerine
yonelik olarak Schecter ve arkadaglari, ABD’de 2002°de yaptiklar1 ¢alismada anne
siitii orneklerinde toplam 13 PBDE tiirevi (17, 28, 47, 66, 85, 99, 100, 138, 153, 154,
183 ve 209) saptamiglardir (40). Arastiricilar, PBDE tiirevlerinin biyoakiimiile
olmalar1 ve dogal pargcalanmaya kars1 dayanikli olmalar1 nedeniyle zamanla anne
sitlinde daha fazla birikebilecegi yorumunu yapmaktadirlar. PBDE birikiminin
artmasinin ana nedeni olarak PBDE igeren hayvansal gida tiiketiminin de giderek
artmasi gosterilmektedir (40).

2003 yilinda Erdogrul ve arkadaslari, Kahramanmaras’ta toplanan anne
stitlerinin 37’sinden sadece 3’iinde PBDE 47 ve PBDE 99’a rastlanmistir (104).

Schecter ve arkadaslar1 2003 yilinda Amerika’da marketlerden aldiklar1
yiyecek orneklerinde bazi PBDE tiirevlerinin (PBDE 17, 28, 47, 66, 77, 85, 99, 100,
138, 153, 154, 183, 209) analizlerini yapmislardir. Analiz ettikleri deniz {iriinleri;
tilapia balig1, karides, alabalik, kedi baligi, kopek balig1 ve somon, et iiriinleri domuz
pastirmasi, hamburger koftesi, domuz eti, tavuk gogsii, hindi koftesi, 6rdek eti, sosis
ve domuz sucugu, diger iriinler ise margarin, siit, yogurt, dondurma, hayvansal yag,
peynir, yumurta ve dana karacigeridir. Sonuglara gore en yiliksek ortalama toplam
PBDE miktarlar1 deniz iirtinlerinde (ortalama 1725 pg/g vas agirlik), daha sonra et

irlinlerinde (ortalama 283 pg/g yas agirlik) ve daha sonra giinliik tiiketilen diger
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irlinlerde (ortalama 31.5 pg/g yas agirlik) saptanmistir (42). Voorspoels ve
arkadaslar1 Belgika’da 2005°te biiylik marketlerden, balik¢ilardan, kasaplardan ve
cok bilinen hizli yiyecek restoranlardan aldiklar1 yiyecek Orneklerinde PBDE
tiirevlerinin (PBDE 28, 47, 99, 100, 153, 154, ve 183) analizini yapmislar ve en
yiiksek ortalama toplam PBDE miktarlarina deniz iirlinlerinde (460 pg/g yas doku),
daha sonra giinliik tiiketilen yiyeceklerde (260 pg/g yas doku), daha sonra hazir
gidalarda (86 pg/g vas doku) ve en diisiik konsantrasyonda ise et liriinlerinde (70 pg/g
yas doku) rastlamislardir (105).

PBDE’ler gibi fiziksel ¢evremize istem dis1 girmekte olan kirleticiler, besinler
ve solunan hava yoluyla insana kadar ulasmakta ve cesitli derecelerde toksik etkilere
yol agmaktadirlar. Bu durumda ortam havasi ve besinlerde, 6zellikle tarim iirtinleri
ve hayvansal gidalarda s6z konusu ¢evresel kirleticilerin neden olacagi saglik
sorunlarmi1 Onlemenin yolu, bu kirleticilerin belirli bir zaman diliminde insan
viicuduna girdiginde zarar vermeyecek miktarlarinin belirlenmesi ve ortam havasi,
yiyeceklerde siirekli kontrol yapilmasidir. Bu miktarlar1 insanlarda deney yaparak
belirlemek etik agidan imkansiz oldugundan deney hayvanlarinda birka¢ farkl tiirde
kontrollii toksisite testleri sonucunda “no observed adverse effect level” (NOAEL)
degeri belirlenir (106). Basta tiir farki olmak iizere cesitli nedenlerle hayvanda elde
edilen giivenli miktar dogrudan insana uygulanamayacagindan bu degerin bir
giivenlik faktoriine (genelde 100) boliinmesiyle elde edilen “acceptable daily intake”
(ADI) degerine ulasilir. Bu deger, sz konusu kimyasal maddenin yasam siiresi
boyunca viicuda girdiginde herhangi bir saglik sorununa yol agmayacak olan
miktarim gosterir (mg kirletici/kg viicut agirligi) (106). Cevreden maruziyet soz
konusu oldugunda insan viicuduna girecek sinir miktarlar bilinmesi kadar bir diger

onemli nokta, tlikettigimiz besinlerde, ortalama tiiketim miktar1 gézoniine alinarak
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yine insan sagligimi korumaya yonelik olarak izin verilebilecek en yiiksek degerlerin
belirlenmesidir, bu deger “kalint1 limiti” (MRL; maximum residue level) olarak
adlandirilir (106).

Bu tez calismasi kapsaminda arastirilan PBDE tiirevleri asil olarak
fizikokimyasal Ozellikleri nedeniyle birikme egilimde olduklar1 deniz iiriinleri,
solunan hava, kasaplik ve kiimes hayvanlarmin etleri ve tarim {riinleri araciligiyla
insanlara ulasabilmektedirler. Tablo 1.7’da PBDE tiirevlerinin toksisite testleri
sonucunda belirlenmis olan s6z konusu smir degerleri ve kalint1 limit degerleri

gosterilmistir.

Tablo 1.7. Baz1 PBDE tiirevleri icin LD50, LOEL, NOEL/NOAEL, ADI ve MRL

Degerleri (9,107-112).

LD50 LOEL NOEL/NOAEL ADI MRL
Kimyasal ad1 . . .
gkg (mg/kg/giin) (mg/kg/giin) | (mg/kg/giin)
PentaBDE 1 mg/kg/giin
>2 1,3,5 1 0.002 g8

(PBDE 100 vb.)

2 (havada 0.6 -

OktaBDE >28 5,8 5 0.003
mg/m’)
HekzaBDE >10 -
80-100* (s1¢an), 10 mg/kg/giin
DekaBDE <2 7.5 (balik) 1 0.01
1100**

*Sicanlarda karacigerde agirlik artisina neden olan LOEL degeri
** Siganlarda sistemik toksisite neden olan LOEL degeri

ABD Toksik Maddeler ve Hastalik Kayit Ajanst (ATSDR), az bromlanmig

PBDE tiirevlerinin MRL degerlerini 0.03 mg/kg/giin olarak agiklamistir (113).

I.1.2.6. Cevrede Kimyasal ve Biyolojik Par¢calanma
PBDE’ler ¢evresel degredasyona karsi PCB’lerden daha dayaniksizdirlar.

Cinkii C-Br bagi, C-Cl bagindan daha zayiftir (114). Ancak in vitro yapilan
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biyotransformasyon caligmalarinda farkli sonuglar alinmis ve PBDE’lerin PCB’lere
gore biyotransformasyona daha dayaniklt olduklar1  gozlenmistir  (115).
Biyodegredasyonun PBDE’ler i¢cin 6nemli bir yolak olmamasma karsin fotolizis,
PBDE’lerin parcalanmasinda onemli bir role sahiptir (116). Cevrede sularda
bulunabilen dekabromlu difenileter (DeBDE) 1s1k etkisiyle pek onemsenmeyecek
diizeyde bozunur. Hidroksillenmis olan bozunma iiriinleri UV enerjisini daha ¢ok
absorplayarak hizlica bozunur ve coklu bromlanmis dibenzofuranlar (PBDF) ve
coklu bromlanmis dibenzodioksinleri (PBDD) olustururlar. Olusan bu bilesikler de
toksik bilesiklerdir. Watanabe ve arkadaslar1 1987 yilinda yaptiklar1 ¢alismada
hekzan i¢indeki DeBDE’nin UV ve giines 15181 etkisiyle fotolize ugrayip PBDF’lerin
olustuklarini gostermislerdir (117).

PBDE’lerin cansiz ortamlardaki tasmimlari, onlarin ¢evrede nasil degrade
olacaklarini 6nemli oranda belirler (118).

PBDE 209 c¢evrede daha az bromlanmis PBDE tiirevlerine ve daha toksik
tirevlere parcalanirlar, ancak c¢evresel degradasyonu c¢ok yavastir ve
onemsenmeyecek kadar diisiik orandadir (119, 120).

Laboratuvar kosullarinda yapilan bircok deneysel calismalarda PBDE’lerin
suda, toprakta, sedimentte ve evsel tozlarda fotokimyasal ve biyolojik olarak nasil

degrade olduklar1 gosterilmistir (121-127).
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1.1.3. ANALiZi GERCEKLESTIRiLEN PBDE TUREVLERI

I.1.3.1. PBDE 17 (2,2',4-Tribromodifenil eter)

Br Br

Br

PBDE-17

TriBDE tiirevi olan PBDE-17, IUPAC’a gore 2,2',4-tribromodifenil eter olarak
isimlendirilir. Molekiil, li¢ adet brom atomu igerir, agirligi 407 g/mol’diir ve kapali
formiilii C;;H7Br;O’dir. Elementel olarak % 35.4 karbon, % 1.7 hidrojen, % 3.9
oksijen ve % 58.9 bromdan olusur. Sinonimleri; difenileter tribromo tiirevi,

tribromodifenil eter ve 1,1’-oksibenzentribromo tiirevidir.

1.1.3.2. PBDE-66 (2,3',4,4'-Tetrabromodifenil eter)
Br

Br. O

BORGN
PBDE-66

TetraBDE tiirevi olan PBDE-66, IUPAC’a gore 2,3°,4,4’-tetrabromodifenil eter
olarak isimlendirilir. Molekiil dort adet brom atomu igerir, agirligi 486 g/mol’diir ve
genel kimyasal formiilii C;;H¢BrsO’dir. Elementel olarak % 29.7 karbon, % 1.2
hidrojen, % 3.3 oksijen ve % 65.8 bromdan olusur. Sinonimleri; difenileter
tetrabromo tiirevi, 1,1’-oksibenzen tetrabromo tilirevi, tetrabromodifenil oksit ve

tetrabromodifenil eter’dir. Sudaki ¢oziiniirligii <0.011 mg/L’dir (25°C).
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Farelerde beyin gelisimi swrasinda (dogumdan sonraki 10 giin boyunca) Tetra-

BDE’ye maruziyet ile kalic1 davranissal degisiklikler olusmaktadir (128).

1.1.3.3. PBDE-100 (2,2,4,4',6-Pentabromodifenil eter)

Br Br

B B Br

PBDE-100

PentaBDE tiirevi olan PBDE-100, IUPAC’a gore 2,2',4,4',6-pentabromodifenil
eter olarak isimlendirilir. Molekiil bes adet brom atomu igerir, molekiil agirligi 565
g/mol’diir ve kapali kimyasal formiili C;,HsBrsO’dir. Elementel olarak % 25.5
karbon, % 0.9 hidrojen, % 2.8 oksijen ve % 70.8 bromdan olusur. Sinonimleri;
difenileter pentabromo tiirevi, pentabromodifenil oksit, pentabromodifenil eter,
pentabromofenoksibenzendir. 25°C’deki dansitesi 2.3 ug/ L ve 25°C’deki sudaki
cOzilinlirliigi 13.3 ug/L’dir. Buna karsin toluen, diklorometan ve metiletilketonda iyi
¢Ozunur.

Tavsanlarda yapilan deneylerde topikal uygulanan PentaBDE deride ¢ok hafif
alerjik reaksiyona yol a¢mistir, bunun yaninda goézlerde kizariklik, kemozis
(konjonktivanin altinda sivi birikmesi) ve akintiya neden olur (9). Sicanlarda diyetle
kisa siireli PentaBDE maruziyeti sonucunda karaciger agwrhginda artis ve
histopatolojik degisimler gdzlenmistir (129). PentaBDE’nin mikrobiyal ve 6karyotik
hiicre sistemlerinde mutajenik olmadig1 rapor edilmistir (11). Farelerle yapilan bir
calismada tek doz Penta-BDE maruziyetinin T4 seviyesini azalttigi saptanmistir

(130).
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I.1.4. PBDE’LERIN CEVREDE VE CANLI DOKULARDA IZLENMESI
I.1.4.1. Abiyotik Ortamda Cevresel izleme

Cevrede PBDE’ler hava, toprak, sediment ve yiizey sularmnin yani sira binalarin
icinde, lagim sularinda ve kullandigimiz arabalarin donanimi ve dosemelerinde de
bulunabilmektedir (131, 132). PBDE’lerin su, hava ve topraktaki konsantrasyonlari,
kentsel yogunluklara gore de degisiklik gdstermektedir. Niifus yogunlugunun fazla
oldugu alanlarda sularda, havada, toprakta ve sedimentte PBDE konsantrasyonlar1
iretimle, geri doniisiimle ve c¢cop Ogiitme islemleriyle iliskili olarak artar. Bu da
abiyotik ortamlarin PBDE’lerle kirlenmesine neden olur (131, 133-135). PBDE’lerin
yasam alanlarindan uzak yerlere tasinmasi, 6nemli bir durum olarak karsimiza
cikmaktadir. PBDE’ler uzun mesafeli atmosferik tasmimlarla bir yerden bir yere
hareket ederler. Bu tasimimda bolgesel hava kiitlelerinin hareketleri de onemli bir
role sahiptir (118, 136). Sularin ve topraklarin PBDE’lerle kirlenmesinde ana neden,
atmosferik tasmimdir (137, 138).

Evlerde PBDE’lerin elektronik cihazlardan ve mobilyalardan salindig:
disiiniilmektedir. Havaya PBDE’lerin salinmasina evsel tozlar, havalandirmalar ve
hava filtreleme sistemleri neden olmaktadir. Zaman zaman i¢ mekanlardaki PBDE
konsantrasyonlari, dis mekanlardakinden daha yiiksek olmaktadir (131). Bir goriise
gore dis ortamlardaki PBDE konsantrasyonunun ana kaynagi i¢c mekanlardaki PBDE
olabilir (139).

Yiizey sularinin PBDE’lerle kontamine olmasinda 6nemli bir etken toprak
erozyonudur (140). Yiizey sularina gegen PBDE’ler, cevrede bir yerden bagka bir
yere daha hizli taginabilir ve sedimentlerde, tarimin yapildig1 ovalardaki topraklarda
ve sucul canlilarda birikebilir (131, 138, 141). Tarim arazilerinin kontamine

olmasinda bir bagka yol, lagim atiklarmin bosaltilmasidir (141). Ayrica sehirlerde
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kontamine sularla tarim alanlarmm sulanmasi sonucu PBDE’ler topraga, sedimente
ve atmosferik faza gecebilir (142).

Covaci ve arkadaglar1 2001 yilinda Danube Deltasi’na yakin 3 farkli gélden
sediment 6rnekleri toplamislar, ve toplam PBDE konsantrasyonlarin1 (PBDE 28, 47,
99,100, 153, 154 ve 183) 0.1 ng/g kuru agirlik altinda saptamiglardir (143).

Wang ve arkadaglar1 Agustos 2003°te Cin-Guangdong bdlgesinden topladiklari
toprak ve sediment orneklerinde PBDE tiirevlerinin analizlerini yapmislar ve PBDE
17, -66 ve -100 miktarlarin1 sedimet 6rneklerinde sirasiyla 1.09, 0.80, 0.88 ng/g kuru
agirlik olarak 6lgmiislerdir. Toprak 6rneklerinde ise PBDE 17°yi 0.34-5.15 ng/g kuru
agwrlik, PBDE 66’y1 0.96-10.7 ng/g kuru agirlik, PBDE 100’1 ise 2.70-89.40 ng/g
kuru agirlik olarak saptamislardir (144).

Boer ve arkadaslar1 Hollanda’da sedimentlerde ve sanayi atik sularinda bazi
PBDE tiirevlerinin (PBDE 47, 99, 153 ve 209) analizlerini yapmiglar, sedimentlerde
1.1 -22 uglkg kuru agirlik konsantrasyon araliginda saptamislardir. Atik sanayi

sularinda ise 0.4-45 ug/kg kuru agirlik konsantrasyon araliginda 6¢lmiislerdir (145).

1.1.4.2. Biyolojik Ortamda Cevresel izleme

Canlilar cevrede tekrar dagilmalarina neden olurlar, bu tekrar dagilim,
bolgesel veya evrensel capta olabilir. Buna o6zellikle baliklarin ve kuslarin gog
etmeleri ve genis bir alana yayilmalar1 neden olur (146). Daha 6nce bahsedildigi gibi
yapilan birgok calisma ile PBDE’lerin canli dokularda biyoakiimiilasyonlari
gosterilmistir (147,148). ABD’de 10-20 yillik siirelerle yapilan caligmalarda yabanil
hayatta saptanan PBDE diizeylerinin her 3-5 yilda yaklasik 2 katmna c¢iktigi
gosterilmistir (149-152). Baltik Denizi’nde yapilan ¢alismalarda canlilardaki PBDE

miktarlarimin trofik diizeyin artmasiyla birlikte arttig1 gosterilmistir. Bu PBDE’lerin
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sucul ekosistemde biyoakiimiile oldugunun kanmtidir (77, 148). Cok bromlanmis
tirevlerin baliklarda ve memelilerde daha az bromlanmis tiirevlerine doniismesi
sonucu dokularda daha cok bu az bromlu metabolitler biyoakiimiile olmaktadir
(34,153-155). Bazi1 metoksillenmis PBDE tiirevleri ¢evrede kendiliginden
olusabilmektedir. Bu tiirevler yunuslarda ve diger sucul memelilerde, siingerlerde,
alglerde ve kurtcuklarda saptanmistir (156). PBDE tiirevlerinin yabanil hayvanlarin
dokularindaki miktarlari, bu hayvanlarin kimyasali ¢cevreden dogrudan almalariyla,
cevrede kendiliginden olusmus 6rnegin hidroksilli tiirevlerin ya da ¢ok bromlanmis
olanlarin daha az bromlu tiirevlerine donligmesiyle veya besin zincirinde trofik

diizeylerde farkli miktarlarda biyomagnifiye olmalariyla iligkili i¢indedir.

1.1.4.3. insanda izleme Calismalan

“Kalinti Sorunu” boliimiinde verildigi iizere, ABD ve Tiirkiye’de yapilan anne
siitii taramalarinda, bu tez ¢alismasinda balik dokularinda analiz edilen 17, 66 ve
100’tin de icinde oldugu c¢esitli PBDE tiirevlerine rastlanmistir, ABD’de
konsantrasyon aralig1 0.01-34 ng/g yag, Tiirkiye’de ise 0.002-0.004 ng/g yas agirlik
bulunmustur. (40,104). Polonya’da 2004 yilinda gergeklestirilen benzer bir caligmada
Jaraczewska ve arkadaslari, anne siitlerinde 0.05-2 ng/g yag konsantrasyon araliginda
PBDE-28, -47, -99, -100, -153 ve -183’e rastlamiglardir (157).

Lorber ve arkadaslarmin 2007°de, Karlsson ve arkadaslarinin ise yine ayni yil
yaptiklar1 ¢alismalarda, ¢oplerden inhalasyon ile maruz kalan kisilerin kaninda
copteki PBDE konsantrasyonu ile dogrusal iligki gosteren diizeylerde PBDE
saptanmistir  (158,159). Schecter ve arkadaslarinin 2006’da, Voorspoels ve
arkadaslarinin 2007’de yaptiklar1 calismalarda insanlarin PBDE’lere maruziyet
kaynaginin et, balik ve yiiksek miktarda PBDE iceren diger giinliik yiyecekler

oldugunu gosterilmistir (105,160).
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PBDE iceren esyalarin liretimi, tekrar geri kazanimlar1 ve kullanimdan sonra
atilmalari, bu asamalarda calisanlar i¢cin PBDE’lere maruziyet agisindan onemli
kaynaklardir. Bi ve arkadaslari’’nin 2007°de yaptiklar1 arastirmada Cin’de bulunan
elektronik esya geri doniisiim bolgesinde ¢alisan isgilerin serumunda ortalama
PBDE-209 konsantrasyonu, mesleki maruziyet agisindan o zamana kadar rapor
edilen popiilasyonlar dikkate alindiginda, 50-200 kat yliksek bulunmustur (161).
PBDE’ler lipofilik 6zelliklerinden dolay1 plasentay1 asip fetiise de ulasabilirler (162).

Meneses ve arkadaslarmm Ispanya-Tarragona’da insan yag dokusu
orneklerinde yaptiklar1 analizlerde tetraBDE, pentaBDE ve hekzaBDE tiirevleri,
erkeklerde 0.59-1.82 ng/g yag kadinlarda 0.24-1.84 ng/g yag konsantrasyon

araliklarida ol¢tilmistiir (163).

I.1.5. BIYOLOJIK OKSIDASYON
I.1.5.1. Organizmada Kimyasallarin Neden Oldugu Oksidatif Stres

Serbest radikaller bir veya daha fazla eslenmemis elektrona sahip, kisa
omiirlii, kararsiz, molekiil agirlig: diisiik ve ¢ok reaktif molekiillerdir (164). Serbest
radikaller, hiicrelerde endojen olarak oldugu gibi ¢esitli kimyasallara maruziyet
sonucunda da olusabilirler. Bu kimyasallarin bazen dogrudan kendileri ya da
olusturduklar1 metabolitler radikal yapisindayken bazen de biyotransformasyonlar1
sonucunda yan lriin olarak radikallerin olusmasina neden olurlar. Bunlar arasinda
parakuat, alloksan, karbon tetrakloriir, parasetamol gibi ilaglarin asir1 dozlari, iyonize
edici radyasyon, hava kirliligi yapan fitokimyasal maddeler, sigara dumani, organik
coziiciiler gibi cevresel kirleticiler, nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin ve
adriamisin gibi antineoplastik ajanlar, alkol ve uyusturucular gibi aligkanlik yapici

maddeler sayilabilir (165-168).
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D1s kaynakli kimyasal maruziyeti disinda viicut igerisinde kendiliginden
olusan serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirleri (ROT) endojen metabolizma,
hiicrei¢ci ve hiicreleraras1 haberlesme, transkripsiyon, kontraksiyon gibi bir¢ok
biyokimyasal ve fizyolojik olayda rol alirlar. Bu sekliyle gelismis
organizmalarda/canlilarda radikallerin olusmasi, redoks homeostazi ve organizmanin
yasamini siirdiirmesi i¢in gereklidir. Ancak kimyasal maruziyeti sonucu normal
miktarlarin {izerinde olusan radikaller bircok toksik siirecten sorumludurlar (169).
Hem endojen olarak, hem de kimyasal maruziyeti sonucu olusan Onemli serbest
radikaller ya da ROT arasinda siiperoksit anyon radikali (O,”), hidrojen peroksit

(H20y), peroksil radikali (ROO") ve nitrik oksit radikali (NO") sayilabilir (169-171).

Serbest Radikal
Fosfolipidler

Aminoasit Lipid Peroksidasyonu Niikleotidlerin
Modifikasyonu Hidroksillenmesi
Istev - Al Yaglanma,
Degisiklikleri Hiicresel Olim Mutajenez§IKarsil;ojenez

Sekil I.4. Serbest radikal ve reaktif oksijen tiirlerinin hiicresel makromolekiiller

iizerinde etkisi (172).

Organizmada asir1 miktarda olusan serbest radikaller ve ROT’ne karsi

enzimatik ve enzimatik olmayan iki ayri bilesenden olusan bir savunma sistemi

vardir. Bu sistem kritik 6neme sahip hiicresel molekiilleri oksidatif hasarlara kars1
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korurlar. Sekil I.4. serbest radikallerin neden oldugu hiicresel makromolekiillerin
oksidasyonu ve sonuglarini sematize etmektedir. Organizmada serbest radikallerin
olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi bir denge icerisindedir ve bu durum
oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif denge saglandigi silirece organizma,
serbest radikallerin toksik etkilerinden korunur. Bu radikallerin olusum hizinda artma
ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme, bu dengenin bozulmasma neden olur.
‘Oksidatif stres’ olarak adlandirilan bu durum O6zetle serbest radikal olusumu ile
antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizligi ifade eder (173,
174).

Cevresel kirleticiler de canlilarda oksidatif strese neden olabilirler. Cevresel
kirleticilere kars1 sucul sistem canlilari, karada yasayan canlilar ve memelilere gore
cok daha duyarhdirlar. Bu canlilarda yapilan ¢alismalarla, kirleticilere maruziyetle
ortaya ¢ikan oksidatif stresin neden oldugu toksik etkiler i¢in veri saglanmaktadir
(175). Yapilan c¢alismalarda c¢evresel kirleticilere maruz kalmis baliklarin
karacigerlerinde reaktif oksijen tiirlerinin olustugu gdosterilmistir (176). PBDE
tiirevlerinin oksidatif stresi indiikledigine dair veriler vardir. In vitro olarak ndronal
ve astrogliyal hiicrelerde PBDE’lerin indiikledigi apoptotik hiicre 6liimiinde oksidatif
stres rol oynamaktadir (99-101). Fernie ve arkadaslarimin kus yumurtalarini in vitro
olarak PBDE-47, -99, -100 ve -153’¢ maruz biraktiklar1 caligmada kontrol
yumurtalarma gore lipid peroksidasyonu ve okside glutatyon miktar1 anlamli
derecede artmustir (177). Sigan hipokampiis hiicre kiiltiiriinde tetrabromodifenileter
tiirevi olan PBDE-47 oksidatif stres olusturarak DNA’da hasara ve apoptozise neden

olmustur (100).

33



1.1.5.2. Hiicresel Makromolekiil Oksidasyonu

Serbest radikaller hiicre icinde dengeyi bozacak miktarda olustugunda lipid,
protein, DNA ve karbonhidrat yapisindaki tiim 6nemli hiicresel bilesenleri okside
edebilirler. Serbest radikallerin tiim bu etkilerinin sonucunda okside olarak yapisi
degisen makromolekiil hiicre icerisinde islevini yerine getiremeyeceginden dolay1
hiicre hasar1 ortaya ¢ikar. Iskemi sonrasinda reperfiizyon da ROT’ nin artisina bagh
olarak iskeminin olusturdugu hiicre hasarini artirir (178-181). Bir 6nceki boliimde
vurgulandig1 lizere en gdze carpan etkilerden biri, sitoplazma, mitokondri, niikleus ve
endoplazmik retikulum membranlarinin lipid molekiillerinin perokside olmasidir.
Membran lipidlerinde peroksidasyon, membranin hasar gérmesi sonucu biitlinliigiin
bozulmasma ve sonrasinda hiicre hasarmna yol acar. Lipidlerin okside olmalariyla
bircok parcalanma iirlinii olusur. Bunlarin dogrudan saptanmalar1 olduk¢a zordur,
ancak olusan ikincil {irtinler (aldehitler ve ketonlar) daha kolay bir sekilde
saptanmaktadirlar. Lipit peroksidasyonunu saptamak i¢in aldehit yapidaki maddeler
ve bunlar icerisinde en ¢cok malondialdehit (MDA) 6l¢iiliir (179, 182-186).
Serbest radikallerin hiicre ig¢inde diger Onemli hedefleri DNA molekiili ve
proteinlerdir. Serbest radikaller DNA molekiiliinde piirin ve pirimidin bazlarinda
modifikasyonlara neden olurlar, ayrica DNA’nin ¢apraz bagh proteinlerinde ve
deoksiriboz fosfatlarinda gozlenen hasarlardir. Yapilan calismalarda genellikle
DNA’daki  guanozin  bazmin  hidroksillenmesiyle  olusan  8-hidroksi-2'-
deoksiguanozin (8-OHdG) dlgiilerek oksidatit DNA hasarinin derecesi belirlenir
(185, 187-191). DNA’da olusan bir diger oksidatif hasar gostergesi ise DNA’nin
hidroksillenmesiyle olusan timin glikol ve timidin glikoldiir (192, 193).

Proteinlerdeki sisteinik tiyol gruplar1 ve diger amino asit kalintilar1 okside

olarak bozunabilirler. Proteinlerin oksitlenmesiyle aldehit yapisinda maddeler de
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olugsmaktadir. Genel olarak proteinlerden iki baskimn aldehit tiirii olusur, bunlar vy-
glutamil semialdehit ve 2-aminoadipik semialdehittir ve HPLC ve Kkiitle
spektrometresiyle belirlenebilmektedirler (194).

Hiicresel = makromolekiillerden  proteinlerin  oksitlenmesiyle  protein
karbonilleri (PKO) ve dimerik yapidaki maddeler gibi yapica farkl tirtinler olusur.
Oksidasyona en c¢ok fenilalanin ve tirozin aminoasitleri duyarhdirlar. Tirozinin
okside olmasiyla o-tirozin, m-tirozin ve ditirozin olusur (179, 195). Ditirozin
oksidatif stresin gostergesi olarak hiicre lizatlarinda ve idrarda analiz edilmektedir

(191, 196, 197).

1.1.5.3. Protein Oksidasyonu

Proteinlerin serbest radikal hasarindan etkilenme derecesi, amino asit
dizilimlerine baghdir. Doymamis bag ve kiikiirt iceren triptofan, tirozin, fenilalanin,
histidin, metiyonin, sistein gibi amino asitlere sahip proteinler, serbest radikallerden
kolaylikla etkilenirler. Bu etki sonucunda o6zellikle siilfiir radikalleri ve karbon
merkezli organik radikaller olusur (198).

Serbest radikallerin etkileri sonunda, yapilarinda fazla sayida distilfit bagi
bulunan immiinoglobiilin G ve albiimin gibi proteinlerin tersiyer yapilar1 bozulur,
normal islevlerini yerine getiremezler. Pirolin ve lizin amino asitleri, ROT {ireten
reaksiyonlara maruz kaldiklarinda nonenzimatik hidroksilasyona ugrayabilirler.
Hemoglobin gibi Hem proteinleri de serbest radikallerden onemli oranda zarar
goriirler. Ozellikle oksihemoglobinin 0, veya H,0, ile reaksiyonu, methemoglobin
olusumuna neden olur (178, 180, 181). Tokur ve Polat, Mersin Korfezi’nden
topladiklar: tekir baliklarinin kas, miyofibril ve sarkoplazmik analizlerinde miyofibril
proteinlerde 0.123-0.396 nmol karbonil/mg protein, sarkoplazmik proteinlerde 0.108-

0.228 nmol karbonil/mg protein ve kas proteinlerinde ise 0.338-0.619 nmol
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karbonil/mg protein PKO diizeyleri saptamislardir (199). Baron ve arkadaslari,
alabalik kaslarmda PKO miktarinin zamanla degisimini arastirmiglardir.
Orneklemeden hemen sonra 2.8 nmol karbonil/mg protein, 48 saat buzda
bekletildiginde ise 2.9 nmol karbonil/mg protein PKO miktar1 6lgmiislerdir. Ayrica
orneklerin 13 ay boyunca -20 ya da -80°C’de saklanmasiyla PKO miktarlarinda
onemli bir degisim gozlememislerdir (200). Forster ve arkadaslari, farelerin farkl
beyin bolgelerindeki (korteks, hipokampiis, striatum, orta beyin, beyincik ve beynin
arka bolgesi) PKO miktarlarint Olgtiikleri ¢alismalarinda 1-2 nmol/mg protein
araliginda degerlere ulasmislardir (201). Parvez ve arkadaslari, benekli yilan
baliklarmi bazi pestisit tiirevlerine (deltametrin, endosiilfan ve parakuat) maruz
biraktiklar1 ¢caligmalarinda baliklarin karaciger, solungag¢ ve bobrek dokularinda PKO
miktarlarin1 analiz etmislerdir. En yiiksek PKO miktar1 deltametrine maruz kalmis
baliklarm karacigerlerinde (2 nmol/mg protein) 6lciiliirken, en diisiik PKO miktar1 ise
kontrol grubu baliklarin solungaclarinda (0.68 nmol/mg protein) bulunmustur (202).
Tokur ve arkadaglar1 Adana’da marketten aldiklar1 balik orneklerinin (sardalya,
hamsi, palamut ve lifer) kas dokularinda PKO miktarlarini 6lgmiisler, en diisiik PKO
miktar1 0.38 nmol/mg protein ile palamutta saptanirken, en yiiksek PKO miktar1 1.25

nmol/mg protein ile hamside bulunmustur (203).

1.1.5.4. Protein Oksidasyonu Belirleme Yontemleri

Protein hasarmin en sik kullanilan biyogdstergesi proteinlerin oksidasyonu
sonucunda molekiil lizerinde olusan karbonil gruplaridir. PKO gruplar1 aminoasit
artiklarinin (6zellikle lizin, arjinin, treonin ve prolin) dogrudan oksidasyonuyla
olusur (Sekil 1.5.). Proteinlerin bu oksidatif modifikasyonlar1 yap1 ve islevlerinde

onemli degisikliklere neden olur. Protein karbonilleri, oksidatif stresin yaygin olarak
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kullanilan ve kimyasal olarak stabil olan biyogdstergeleridir. Karboniller

spektorofotometrik olarak ve ELISA teknikleriyle kolayca 6lciilebilir (204- 208).

Karbonlle

Serbest radikal,
Reaktif oksijen tiirleri /g/

(2,4-DNPH ile
tiireviendirme)

Protein

—

380 nm’de absorpsiyon
olgiimii L

Sekil L5. Protein molekiili {izerinde karbonil gruplarmin olusumu,
tiirevlendirilmesi ve spektrofotometrik yontemle 6l¢timii.
Ayrica proteinlerin oksitlenmesiyle aldehitler de olugmaktadir. Bu tiirevler

HPLC ve kiitle spektrometresiyle dlctilebilmektedirler (194).
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BOLUM II

II.1. GEREC VE YONTEM

IL.1.1 GEREC
II.1.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kimyasal madde

Aseton pestanal

Butilhidroksitoluen (BHT)

Diklorometan suprasolv

2,4- Dinitrofenil hidrazin (DNPH)
Dipotasyumhidrojen fosfat (K;HPO,)

Etil asetat

Etanol

Etilen diamintetraasetikasit disodyum (EDTA.Na,)
Guanidin hidrokloriir

Hidroklorik asit (HCI)

n-Hekzan pestanal

PBDE Mix (BDE-MXD)
PCB 103 (C20010300)
PCB 198 (E20019800)

Potasyumdihidrojen fosfat (KH,PO,)
Sigir serum albiimini (BSA)

Silika gel 60 (0,063-0,2 mm)
Stlfiirik asit

Trisma Base

Tris HCI

Firma adi
Fluka 34480
Sigma B-1378
Merck 106054
Aldrich D19930-3
Merck 8591389
Riedel 27227
Riedel 34870
Sigma E5134
Sigma G4505
Sigma 07102
Fluka 34484
Wellington
Dr.Ehrenstorfer
Dr.Ehrenstorfer
Merck 1467444
Sigma A8022
Merck 107734
J.T.Baker 6057
Sigma T1503

Sigma T5941
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Trikloroasetik asit (TCA)

Susuz sodyum siilfat

I1.1.1.2 Kullanilan Geregler

Makine ve techizat

Derin dondurucu (-86°C)
Etiv

GC-ECD

Homojenizator

Manyetik karistirict

Otomatik mikropipet

pH metre

Santrifiij

Spektrofotometre

Su banyolar1

Su aritma cihazi
Terazi

Vorteks

Kuvartz spektrofotometre kiiveti

Ceker ocak

Sigma T6399

Riedel de Haen 13464

Firma adi ve modeli

New Brunswick U410 premium
Heraeus

Agilent 7890A

Heidolph SC-M

Velp Scientifica 100162
Wisestir MSH-20A

Eppendorf

Gilson

Hanna-pH211

Thermo Scientific CL31R
Shimadzu UV-VIS 160A

Niive-BM 302
Memmert WB14
Millipore Direct Q
Sartorious GP1200P
Niive NM 110

Velp Scientifica 2x°

Shinsaeng Fumehood
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I1.1.1.3 Kullanilan Cozeltiler
I1.1.1.3.1. PBDE Ekstraksiyonunda Kullanilan Cozeltiler
80 mL Hekzan:Aseton (3:1, h/h) ¢ozeltisi

25 mL Hekzan:Diklorometan (1:1, h/h) ¢ozeltisi

I1.1.1.3.2. Protein Oksidasyonu Deneyinde Kullanilan Cozeltiler
100mM Fosfat Tamponu (pH 7.40)
50 mM tris tampon (pH 7.40; 1 mM EDTA igeriyor)
BHT c¢ozeltisi
%100 (a/h) TCA
2,5 M HCI1 (10 mM DNPH igeriyor)
2,5M HCI
Etanol:etilasetat (1:1, h/h)
6 M guanidin HCI (20 mM potasyum fosfat iginde, pH 2.30)

BSA ¢ozeltileri (0.25-0.5-1-2 mg/ml)

I.1.2  YONTEMLER
I1.1.2.1. PBDE Miktar Ol¢iimiiniin Analitik Validasyonu Cahsmasi

Tez kapsaminda sahadan elde edilen biyolojik 6rneklerde miktar1 belirlenecek
olan toplam 3 PBDE tiirevi kimyasal maddenin gaz kromatografisi-elektron
yakalayici detektor (GC-ECD) teknigi ile giivenilir bir sekilde olgiilebilmesi i¢in
analiz yonteminin dogrusalligi, dogrulugu, tekrarlanabilirligi, geri kazanimi (verimi)

ve hassasiyeti arastirildi.
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Bu amacla Oncelikle literatiir bilgilerinin ve yaymlanmis prosediirlerin de
yardimiyla bir GC analiz yontemi kuruldu. Uygulanan GC-ECD ydnteminde cihazin
kosullar1 asagidaki sekliyle uygulanmigtir:

Enjektor sicakligi: 200 °C
Enjeksiyon miktari: 1 pL, splitless
Detektor sicakligi: 300 °C
Baslangig¢ sicakligi: 80 °C
Sicaklik programa:

a) 15 °C/dk artis hiz1 ile 180 °C’ye (5 dk. bekleme)

b) 15 °C/dk artis hiz1 ile 250 °C’ye (27 dk. bekleme)

¢) 40 °C/dk artig hiz1 ile 280 °C’ye (30 dk. bekleme)

Kolon: 50 m HP-5MS
Tas1yic1 gaz: Azot
Gaz akis hizi: 1,82 ml/dk.

Daha sonra ¢oziicii olarak ultrasaf hekzan icerisinde 0, 5, 10 ve 20 pg/ulL
konsantrasyonlarda standart ¢dzeltileri hazirlanan 3 PBDE tiirevinin (PBDE-17, -66
ve -100) standart ¢ozeltilerine internal standart (IS) olarak 75 pg/ul konsantrasyonda
PCB 103 ve 50 pg/ul konsantrasyonda PCB 198 eklendikten sonra doku
ekstraksiyonu kosullar1 uygulanarak bir sonraki sayfada dokular i¢in anlatildig:
sekilde kolon fraksiyonlandirmasina tabi tutuldu. Ardindan yukaridaki 1s1 gradiyenti
yontemiyle GC’ye enjekte edildi. Her bir analitin ve ayn1 kromatogramdaki IS’ pik
alanlar1 manuel olarak entegre edildi ve kalibrasyon dogrularinin hazirlanmasinda
analit pik alammnin IS pik alanmma orani kullanildi. Ug farkli giinde hazirlanan
kalibrasyon dogru setleri yardimiyla yontemin dogrusalli§i, dogrulugu,
tekrarlanabilirligi ve hassasiyeti analiz edildi.

Dogrusallik analizi i¢in yukarida konsantrasyonlar1 verilen standart c¢ozelti

serileri, 3 farkli glinde analiz edilmis ve dogru denklemleri ile birlikte regresyon

katsayilar1 bildirilmistir.
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Dogruluk (accuracy) analizi i¢in yine aymi standart c¢ozelti serileri 3 farkh
giinde analiz edilmis ve her 3 farkli konsantrasyon i¢in bulunmasi gereken
degerlerden maksimum sapmalar bildirilmistir.

Yontemin kesinligini (precision; giini¢i ve glinleraras1 varyasyon) belirlemek
amaciyla 3 farkl giinde, asagida hazirlanis1 belirtilen 4’er 6zdes 6rnek olacak sekilde
toplam 12 Ornek analiz edilmistir. Bu amagla homojenize edilen 45 g sazan kas
dokusuna her bir PBDE tiirevi, 4 ng/g yas doku konsantrasyonda olacak sekilde
ultrasaf hekzan i¢inde eklendi (enjekte edilen 200 xL son hacim igerisinde 20 pg/ulL).
Ayrica 1.S. olarak 15 ng/g yas doku olacak sekilde PCB-103 (enjekte edilen 200 uL
son hacim igerisinde 75 pg/ul) ve 10 ng/g yas doku olacak sekilde PCB-198 (enjekte
edilen 200 uL son hacim igerisinde 50 pg/ul) yine ultrasaf hekzan i¢inde eklendi.
Ardindan c¢oziiciilerin ugmasi i¢in dokular ¢eker ocak altinda 2 saat boyunca
bekletildi. Ekstre edilecegi erlen icerisinde birer gram porsiyonlar halinde tartilan
dokulara 5 g susuz Na,SOy4 eklenerek cam bagetle iyice karistirildi. 80 mL ultrasaf
hekzan:aseton karisimi (3:1) eklenerek manyetik karistiricida 16 saat siireyle ekstre
edildi. Ekstraktlar ¢eker ocak altinda 70°C’ye ayarli su banyosunun iizerinde hafif
azot gaz1 akimi altinda 5 ml’ye yogunlastirildi. Kolon kromatografisi ile
ekstraktlarin fraksiyonlandirmast 60 mesh silika iceren kolonlarda yapildi. Bu
amagla ilk asamada silika 200°C’de 3 saat boyunca aktive edildi. Ardindan millipore
su ile %2 (a/a) oraninda deaktive edildi ve cam pamugu ile destek saglanmis cam
kolonlara dolduruldu. ilk asamada kolonlar 6 g silika ve iizerine 1 g susuz Na,SO,
eklenerek hazirlandi. Kolonlar 13 ml hekzan ile sartlandiktan sonra 5 ml’ye
yogunlastirilan ornekler kolonlara uygulandi ve ilk eliientler toplandi. Daha sonra
eliisyon i¢in kolonlardan sirasiyla 50°ser mL hekzan, 25 mL hekzan:diklorometan

(1:1) karistmi ve 25 mlL diklorometan gecirilerek eliientler toplandi (209, 210).
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Toplanan eliientler 70°C’ye ayarli su banyosunda hafif azot gazi akimi altinda 5
mL’ye yogunlastirildi. Ikinci asamada orneklerin yagindan kurtarilmasi amaciyla
silika-H,SOy4 igeren kolonlardan gecirildi. Bu amagla kolona 3,5 g %20 (a/a) stilfiirik
asitle aktive edilmis silika ve iizerine 1 g susuz sodyum siilfat konuldu. Kolonun
sartlanmasi i¢in 5 mL hekzan gecirildi. Ardindan ilk kolondan toplanan eliientler
uygulandi. PBDE tiirevleri sirastyla 50 mL hekzan, 25 mL hekzan:diklorometan (1:1)
karisimi ve 25 mL diklorometan gegirilerek eliie edildi. Toplanan eliientler 70°C’de
hafif azot gazi akimi altinda 200 uL’ye yogunlastirildi. GC viyallerindeki insertler
icine almarak analiz i¢in GC-ECD’ye enjekte edildi. Her bir analitin ve ayni
kromatogramdaki [S’n pik alanlar1 manuel olarak entegre edilerek elde edilen analit
pik alanmin IS pik alanina orani, miktar tayininde kullanildi. Giin i¢i varyasyon i¢in
4’er ornek 3 farkl giinde analiz edildi ve 3 farkli giin i¢in hesaplanan varyasyonlarin
ortalamalar1 bildirildi. Giinler aras1 varyasyon ise ayni veri setinden hesaplandi,
toplam 12 analizin varyasyonu bildirildi.

Yontemin hassasiyeti, yani Olgiilen her bir analitin en kiiglik hangi
miktarlariin pozitif olarak tanimlanabilecegi ve en kii¢clik hangi miktarlarinin
Olciilebilecegini belirlemek amaciyla PBDE tiirevlerinin organik ¢6ziicli icerisinde
Belirlenebilirlik Stniri (imit of detection; LOD) degeri arastirildi. Bu amagla
analizlerde kalibrasyon dogrularmin  ¢izilmesinde kullanillan 5  pg/ul
konsantrasyondaki ¢ozeltileri GC-ECD’ye enjekte edildi. LOD degerinin
belirlenmesi, zemin giiriiltii yiikseklik ortalamasinin 3 kati olarak hesaplandi.

Tez calismasinda ilk ve ikinci donem 6rneklemelerinde farkli istasyonlardan
elde edilen toplam 66 sazan karaciger dokusunda PBDE miktar tayini yapilmistir. Bu
sayida ornek, kalibrasyon dogrusu setleri ile birlikte 10 gilinliik stire i¢cinde 4 farkl

giinde analiz edilmistir. Bu analizler swrasinda giinler arasi varyasyonun disinda
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bastan sona yontemin ne kadar dogruluk ve tekrarlanabilirlikle 6l¢ciim yaptigmimn bir
baska kontrol yontemi, Shewhart grafiklerinin hazirlanmasidir. Bu amagla daha
onceden bilinen konsantrasyonda (10 ng/g yas doku, enjekte edilen 200 L son hacim
igerisinde 50 pg/ul) PBDE tiirevleri eklenerek -86 °C’de depolanan balik dokusu
ornekleri, her bir analiz setinin bagina ve sonuna eklenmis ve bu 6rneklerde herbir
PBDE tiirevinin miktar tayini yapilmistir. Analiz siiresi boyunca bu 6rneklerin PBDE
miktarlar1 belirlenerek bahsedilen Shewhart grafikleri hazirlanmastir.

Analizlerde her basamakta madde kaybimnin derecesini belirlemek amaciyla
secilen 3 farkli konsantrasyonda (5, 25, 50 pg/ul) hazirlanan PBDE tiirevleri standart
cozeltilerinin bir kism1 dogrudan, bir kismi ise tam prosediir uygulanarak (kolon
fraksiyonlandirmalarmin ardindan yogunlastirilarak) GC-ECD’de ayni yontemle
analiz edilmistir. Daha sonra dogrudan enjekte edilen Orneklerdeki PBDE
tiirevlerinin 1S’a oranlanan pik alanlar1 %100 kabul edilerek prosediirden gegirilmis

ornekler araciligiyla yontemin verimi hesaplanmistir.

I1.1.2.2. Ornekleme Cahsmasi

Birinci donem Subat-Nisan 2009 tarihli 6rneklemede 32, ikinci donem
Temmuz 2009 tarihinde 34 olmak iizere toplam 66 sazan balig1 (Cyprinus carpio),
Biiyiik Menderes nehir havzasi iizerinde belirlenen Isikli, Saraykdy ve Soke
istasyonlarindan elde edilmistir.

Canli olarak yakalanan ve cinsiyet acisindan belirli bir olgunluk diizeyinde
olmas1 i¢in en az 20 cm olmasina dikkat edilen baliklar, en ¢ok 2 saat igerisinde
canliyken disekte edildiler. Cerrahi set yardimiyla baliklarin karm bolgesi acildi,
karin bosluguna dolan kan Ornekleri, ileri calismalar icin tiiplere alinarak

donduruldu. Hemen karaciger dokusu ¢ikarildi ve vida kapakli karyotiiplere konarak
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sivi azot i¢ine alindi. Sivi azot icerisinde laboratuara ulastirilan 6rnekler analize

kadar -86°C derin dondurucuda saklandi.

e e

TURKIVE

Sekil I1.1. Biiyiik Menderes nehri lizerinde sazan (Cyprinus carpio) balik

orneklemelerinin yapildigi istasyonlar1 gosteren havza haritasi.

Sekil I1.2. Sahada 6rnekleme ¢alismasinda yakalanan bir sazan (A) ve karaciger

dokusunun ayrilmasi (B).
Ayni 6rnekleme donemlerinde yine PBDE kirliligini analiz etmek amaciyla
istasyonlardan 55 um por genislige sahip plankton bezinden siiziilerek su o6rnekleri

alind1.
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I1.1.2.3. Karaciger dokusunda PBDE Miktar Olciimii
Deney oncesinde kullanilacak biitlin malzemeler kalinti1 analizine uygun

saflikta hekzanla yikandi.

I1.1.2.3.1. PBDE Miktar Ol¢iimii icin Standart Cozelti ve Doku Hazirhg

Kalibrasyon dogrusunu olusturabilmek amaciyla 0, 5, 10 ve 20 pg/uL olacak
sekilde toplam 4 konsantrasyonda standart ¢ozelti, PBDE stok ¢ozeltisinden uygun
diliisyonlarin yapilmasiyla hazirland:.

Cam kapakl silifli erlenlere kor yaninda diisiik, orta ve yiiksek
konsantrasyonlarda standart seri hazirlandi. Diisiik konsantrasyonda PBDE karisimi1
iceren erlene 10 wL hacimde 100 pg/ul konsantrasyonda PBDE karisimi (GC-
ECD’ye enjeksiyon smrasindaki 200 ul hacimdeki ¢ozelti i¢indeki son
konsantrasyonu 5 pg/ul’dir), orta konsantrasyonda PBDE karisimi iceren erlene 20
uL hacimde 100 pg/ul konsantrasyonda PBDE karisimi (GC-ECD’ye enjeksiyon
sirasindaki 200 xL hacimdeki ¢ozelti igindeki son konsantrasyonu 10 pg/u/l’dir) ve
yiiksek konsantrasyonda PBDE karisimi iceren erlene 40 pL hacimde 100 pg/ul
konsantrasyonda PBDE karisimi (GC-ECD’ye enjeksiyon sirasindaki 200 ulL
hacimdeki ¢ozelti i¢indeki son konsantrasyonu 20 pg/ulL’dir) konuldu. Uzerlerine
internal standart olarak 100 x«L hacimde 150 pg/ulL konsantrasyonda PCB 103 ve 100
uL hacimde 100 pg/ulL konsantrasyonda PCB 198 eklendi (GC-ECD’ye enjeksiyon
sirasindaki 200 pL hacimdeki ¢ozelti igindeki son konsantrasyonlar1 PCB 103 i¢in 75
pg/ulve PCB 198 i¢in 50 pg/ul’dir).

Balik karaciger dokular1 ortalama 1 g olacak sekilde tartild1. Uzerlerine internal
standart olarak PCB 103 (enjeksiyondaki son konsantrasyon 75 pg/ul) ve PCB 198

eklendi (enjeksiyondaki son konsantrasyon 50 pg/ul). Coziicliniin ugmasi i¢in
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dokular 2 saat siireyle ¢eker ocak altinda bekletildi. Sonra balik karaciger dokularina
1:5 (a/a) oraninda susuz sodyum siilfat eklendi ve bagetle iyice karistirilarak doku

suyunun tamamen tutulmasi saglandi.

11.1.2.3.2. PBDE’lerin Dokudan Ekstraksiyonu

Balik karaciger dokularmin iizerine 80 mL hekzan:aseton (3:1, h/h) karigimi
kondu ve 16 saat boyunca manyetik karistiricida karistirilarak ekstraksiyon yapildi.
Ekstraktlar ¢eker ocak altinda 70°C’ye ayarli su banyosunun {izerinde hafif azot gaz1

akimi altinda 5 mL’ye yogunlastirilda.

I1.1.2.3.3. Silika Kolonundan Fraksiyonlandirma ve GC-ECD Ol¢iimii
Bu béliimde uygulanan islemler, “I1.1.2.1. PBDE Miktar Ol¢iimiiniin Analitik
Validasyonu  Calismasr” bolimiinde ayrmtili  bigimde anlatildigi  sekilde

uygulanmistir.

I1.1.2.4. Su Orneklerinde PBDE Miktar Ol¢iimii

Su 6rneklerinde PBDE tiirevlerinin miktarini 6lgmek amaciyla bir seri standart
¢ozelti, “I1.1.2.1. PBDE Miktar Olciimiiniin Analitik Validasyonu Calismast”
boliimiinde ayrintili olarak anlatildig1 sekilde hazirlanmastir.

Daha sonra analiz edilecek su 6rneginin 1 L’si iizerine IS olarak 15 ng PCB-
103 ve 10 ng PCB-198 eklendi (enjekte edilen 200 xL son hacim igerisinde sirasiyla
75 pg/uL ve 50 pg/uL). Ornekler 16 saat boyunca manyetik karistiricida 100 mL
diklorometan ile ekstre edildi. Siire sonunda diklorometan tabakasi ayrildi ve
70°C’ye ayarh su banyosunda hafif azot gazi akimi altinda 5 mL’ye yogunlastirildi.

Daha sonra ekstraktlar “/1.1.2.1. PBDE Miktar Ol¢iimiiniin Analitik Validasyonu

47



Calismasr” bolimiinde ayrintili olarak anlatildig1 sekilde silika kolonundan
gecirilerek fraksiyonlandirma yapildi. Su Ornekleri yag icermedigi i¢in 2. silika-

H,SO4 kolon uygulamasi yapilmaksizin GC-ECD’ye enjekte edildi.

I1.1.2.5. Balik Karaciger Dokularinda Protein Oksidasyonu Ol¢iimii
I1.1.2.5.1. Protein Oksidasyonu Ol¢iimii icin Karaciger Dokularinin Analize
Hazirlanmasi

0.2 g civarinda balik karaciger dokusu tartilarak iizerine 0,5 g doku/ mL olacak
sekilde 100 mM fosfat tamponu (pH 7,40) eklendi. Buz lizerinde 1,5 dk. siireyle

homojenize edildi (211).

I1.1.2.5.2. Protein Oksidasyonu Ol¢iimii Deney Prosediirii

Orneklerin PKO diizeyleri, Reznick ve Levine’nin ydntemleri esas almarak
Olciildii (204-206). Hazirlanan homojenatin 125 ul’sine 1 mL 50 mM tris tamponu
(pH 7.40, igcinde 1 mM EDTA, 22,6 mM BHT-doku agirliginin %0,01°1 (a/a) olacak
sekilde) eklendi. Bu asamadan sonra iki ayr1 tiipe 0,25’er mL homojenat alindi.
Bunlardan birisi PKO’nin 6l¢iilecegi, digeri ise kor olarak kullanilacak 6rnek olarak
isaretlendi. Her iki tiipe 0,25 mL %100 (a/h) TCA eklendi, 10 dk. buz banyosunda
inkiibasyonun ardindan ¢oken protein pelletleri 4°C’de 25.000 xg’de 5 dk. stireyle
santrifiij edildi. Ayrilan pelletlerin lizerine 6rnek tiipiinde 1 mZ 10 mM DNPH igeren
2,5 M HCI ¢ozeltisi ve diger kor tiipiine ise sadece 1 mL 2,5 M HCI ¢6zeltisi kondu.
Her iki ornek 1 saat siireyle her 15 dk.’da bir vortekslenerek karanlikta, oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi. Siire sonunda pelletlerin {izerine 0,1 mL %100
(a’/h) TCA eklendi ve 4°C’de 25.000 xg’de 5 dk. stireyle santrifiij edilerek pelletler

ayrildi. Ayrilan pelletler 3 kez 1’er mL etanol:etilasetat (1:1, h/h) ile yikanarak lipid
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ve DNPH kalintilar1 uzaklastirildi. Pelletlerin 35 °C’de ultrasonik su banyosunda 15
dk. siireyle 1,5 mL 6 M guanidin. HCI’de (20 mM fosfat tamponu-pH 2,30- i¢inde)
¢ozlinmesi saglandi. Coziinmeyen partikiiller 4°C’de 25.000 xg’de 5 dk. stireyle
santrifiij edilerek uzaklastirildi. Sadece HCI eklenmis kor’e karst DNPH eklenmis
orneklerin 250-500 nm dalga boyu araliginda spektrumlar1 alindi. 380 nm’de
maksimum absorbans yaptiklar1 boylece dogrulandiktan sonra bu dalga boyunda
absorpsiyonlar1 okunarak kaydedildi.
Protein karbonil miktarinin hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanildi:

_ Abs (380 nm)
E

C

Formiilde: £= 22000/M= 22000/10° nmol/ml
Absorptivite PKO: 22000

10° : Sonuglar1 nmol’e ¢evirmek amacli katsay1

I1.1.2.5.3. Protein Iceriginin Belirlenmesi

Total protein miktarinin belirlenmesi amaciyla guanidin. HCI igerisinde sigir
serum alblimini (BSA) kullanilarak hazirlanan 0.25, 0.5, 1 ve 2 mg/mL
konsantrasyondaki standart protein c¢ozeltilerinin absorbansi, 280 nm’de
guanidin.HCI’ye karsi okundu. Excel programinda konsantrasyona Kkarsilik
absorpsiyon grafigi cizdirilerek standart dogru ve dogru denklemi elde edildi. Ayni
sekilde absorbansi Glgiilen Orneklerin total protein icerikleri bu dogru denklemi

yardimiyla hesaplandi (204-206).
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BOLUM 111

I BULGULAR

I11.1. PBDE Miktar Ol¢iimii Analitik Validasyon Calismas1 Bulgular

PBDE tiirevlerinin GC-ECD’de analizlerine iliskin analitik validasyon
sonuclar1 Tablo III.1°de verilmistir. Her bir analit i¢in sirasiyla giin i¢i ve giinler arasi
varyasyon, belirlenebilirlik sinir1 (LOD; limit of detection), kalibrasyon dogrusunun
her 3 konsantrasyonu olan 5, 10 ve 20 pg/ul i¢in % sapma cinsinden dogruluk
degerleri, kalibrasyon dogru denklemleri ve regresyon katsayilari bildirilmistir.
Analizlerin yapildig1 3 giin boyunca elde edilen dogru denklemlerinde egim ve
kesme noktas1 degerlerinin ortalamasi, standart sapmalari ile birlikte bildirilmistir.

I. ve II. donem Ornekleri farkli zaman araliklarinda analiz edildiginden II.
doneme ait kalibrasyon dogru denklemleri ve regresyon katsayilar1 da italik olarak I.
doneme ait degerlerin altinda verilmistir (Tablo I11.1.). Tekrarlanabilirlik ve ¢alisma
kapsamindaki Orneklerin tamammin 6l¢iildiigli stire boyunca dogruluktan ve
kesinlikten ne kadar sapma oldiugunun analizinin bir bagka gilivenilir gostergesi, ajan
eklenmis ayn1 miktarda analit iceren standart 6rneklerin her analiz serisine eklenmesi
ve bu Orneklerde Glgiilmesi gereken analit miktarmin siire boyunca ne dogrulukta
Olciilebildiginin izlenmesidir. Bu tez ¢alismasinda iki farkli donemde o6rnekleme
yapilmis ve karaciger dokular1 yine iki farkli zaman araliinda analiz edilmistir. Bu
donemlerin her birine ait olmak lizere Glgiillen PBDE-17, -66 ve -100 i¢in ayr1
Shewhart grafikleri hazirlanmistir. Bu amagla s6z konusu ajan eklenmis orneklerin
analizi ile elde edilen sonuglar, Shewhart grafikleri seklinde Sekil III.1°de toplu

olarak verilmistir.
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Tablo IIL.1. Sazan karaciger dokusunda PBDE tiirevleri miktar tayini yonteminin analitik validasyon verileri.

VK: Varyasyon Katsayisi, LOD: Belirlenebilirlik Sinir1.

MADDE % VK (Kesinlik) LOD Dogruluk (% sapma) Geri kazamim (%) Kalibrasyon Dogrusu r
Giinici _Giinlerarasi (pg/nl) Spg/ul, 10 pg/ul, 20 pg/ul, S5pg/ul.  25pg/ul. 50 pg/pL. (v=ax+Db)

PBDE-17 9.5 19.3 0.10 3.3 3.8 1.0 76 86 119 0.035 (£0.011)x + 0.035 (+0.018) 0.974
0.013 (£0.001)x + 0.015 (£0.009)* 0.991

PBDE-66 10.0 23.0 0.08 7.7 11.4 2.5 83 65 71 0.029 (£0.003)x + 0.024 (+0.021) 0.978
0.012 (£0.001)x + 0.009 (+0.005) 0.984

PBDE-100 10.5 23.8 0.11 14.1 13.9 4.4 97 100 92 0.016 (£0.007)x + 0.012 (£0.009) 0.997
0.007 (£0.001)x + 0.007 (0.006) 0.984

*[kinci sirada italik karakterlerle gosterilen kalibrasyon dogru denklemleri ve r* degerleri, 2. érnekleme analizlerine ait degerlerdir.
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Sekil IIL1. ilk dénem (Subat-Nisan 2009) ve ikinci donem (Temmuz 2009)
orneklemesinde elde edilen sazan karacigerlerinin dorder giin boyunca analizinde

kullanilan kalite kontrol Orneklerine ait Shewhart grafikleri. Kalite kontrol 6rneklerinin

hazirlig i¢in 10 ng/g yas doku (enjekte edilen 200 pL son hacim i¢inde 50 pg/uL) konsantrasyonda olacak sekilde
PBDE-17, -66 ve -100 ajan olarak sazan kas dokusu homojenatina eklenmis ve esit miktarlara béliiniip -86 °C’de
saklanarak, her analiz serisinin basma ve sonuna 2 6rnek eklenmistir. Her bir grafik altindaki I, ilk drneklemeye
ait sonuglari, Il ise 2. 6rneklemeye ait sonuglar1 sembolize etmektedir. Her bir grafik altindaki A, PBDE 17’ye ait
sonuglar; B, PBDE 66’ya ait sonuglari; C, PBDE 100’e ait sonuglari sembolize etmektedir.
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I11.2. Bahk Karaciger Dokularinda PBDE Miktar Olciimii Sonuclar

Analitik validasyonu tamamlanarak yontemin gegerliligi kanitlandiktan sonra
karaciger dokularmin PBDE tiirevi konsantrasyonlar1 GC-ECD’de belirlenmeye
baslanmistir. Sekil I1I1.2°de 5 pg/ul konsantrasyondaki standart c¢ozelti ve ikinci
ornekleme doneminde Soke istasyonundan yakalanan sazanlarin birine ait GC-ECD

kromatogrami gosterilmistir.
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Sekil III.2. GC-ECD yontemi ile analiz edilen PBDE tiirevlerine ait Ornek

kromatogramlar. A, Soke istasyonundan elde edilen sazan karaciger Ornegine ait
kromatogram; B, 5 pg/uL konsantrasyonda standart ¢ozeltiye ait kromatogram. IS-1, internal
standart-1 (PCB-103); 1, PBDE-17; 2, PBDE-66; 1S-2: Internal standart-2 (PCB-198); 3,
PBDE-100.

Biiyiik Menderes Nehri havzasinda secilen ti¢ istasyondan farkli iki 6rnekleme
doneminde Orneklenen sazan baliklarinin karacigerlerinde aragtirilan PBDE
tiirevlerinden PBDE-17, -66 ve -100 saptanmistir. Standart ¢6zelti igerisinde bulunan

diger PBDE tiirevleri olan -47, -153, -183 ve -209 LOD degerlerinin altinda oldugu
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icin, ya da standart dogru elde edilemedigi i¢in (r* < 0.70) miktar tayini sonuclarina
dahil edilmemislerdir. Ilk 6rnekleme doneminde en yiiksek PBDE konsantrasyonu,
Isikli istasyonundan 6rneklenen sazan baliklarinda PBDE-100 i¢in 1.3+0.3 ng/g yas
doku (Ortalama + Standart Hata) olacak sekilde, en diisiik ise Soke istasyonundan
orneklenen sazan baliklarinda PBDE-17 ve PBDE-100 maddesinde 0.1+0.02 ng/g
yas doku ve 0.1£0.04 ng/g yas doku olacak sekilde saptanmustir. Ikinci drnekleme
doneminde en yiiksek PBDE konsantrasyonu Saraykdy istasyonundan Orneklenen
sazan baliklarinda PBDE-66 i¢cin 0.77+0.25 ng/g yas doku olacak sekilde, en diisiik
ise Soke istasyonundan Orneklenen sazan baliklarinda PBDE-17 i¢in 0.1+0.03 ng/g

yas doku olacak sekilde saptanmustir.

l. Ornekleme Cyprinus carpio Karaciger Dokularinda PBDE Diizeyleri
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Sekil IIL.3. I. Ornekleme doneminde Isikli, Saraykdy ve Soke istasyonlarindan elde
edilen sazan (Cyprinus carpio) karaciger Orneklerinde PBDE tiirevlerinin

konsantrasyon ortalamalar1 (ng/g yas doku). Sonuglar Ortalama Konsantrasyon + Standart
Hata olarak bildirilmistir. a: p<0.05 ve a;: p<0.01 Isikli istasyonuna gore, b: p<0.05 ve b;: p<0.01

Saraykdy istasyonuna gore.

Birinci Ornekleme donemi sazan karacigerlerinde PBDE-17 en yiiksek
konsantrasyonda Saraykdy’den saglanan 6rneklerde Olctilmiistiir. Isikli’dan saglanan

orneklerde Olclilen PBDE-17 miktar1 Saraykdy ortalamasina ¢ok yakindir. Soke
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istasyonunda saptanan PBDE-17 miktari, diger her iki istasyona gore istatistiksel
acidan onemli derecede diistiktiir (Sekil II1.3., sirastyla p<0.01 ve p<0.01). PBDE-66
konsantrasyon ortalamasi, Isikli ve Saraykdy orneklerinde ayni, Soke orneklerinde
ise daha yiiksektir, ancak bu yiikseklik istatistiksel acidan anlamli degildir. Bunun
nedeni, Soke ortalamasi varyasyonunun biiyiik olmasidir (Sekil IIL1.3.). Isikhi
istasyonunda saptanan PBDE-100 ortalamasi, Saraykdy ve Soke ortalamasina gore
anlaml derecede yiiksektir (Sekil II1.3., sirasiyla p<0.01 ve p<0.01). PBDE-66’ya
benzer sekilde Saraykdy’de PBDE-100 ortalamasi Soke ortalamasindan yiiksek
olmasina karsin standart hatasinin biiylik olmasi, aradaki farkin istatistiksel agidan

Onemsiz olmasina yol agmistir.

Il. Ornekleme Cyprinus carpio Karaciger Dokularinda PBDE Diizeyleri
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Sekil I11.4. I1. Ornekleme doneminde Isikli, Saraykdy ve Soke istasyonlarindan elde
edilen sazan (Cyprinus carpio) karaciger Orneklerinde PBDE tiirevlerinin

konsantrasyon ortalamalar1 (ng/g yas doku). Sonuglar Ortalama Konsantrasyon + Standart
Hata olarak bildirilmistir. a: p<0.05 ve a;: p<0.01 Isikli istasyonuna gore, b: p<0.05 ve b;: p<0.01

Saraykdy istasyonuna gore.

Ikinci Ornekleme ddnemi sazan karacigerlerinde PBDE-17, en yiiksek
konsantrasyonda SaraykOy istasyonundan yakalanan Orneklerde, daha sonra

Isiklr’dan yakalanan 6rneklerde saptanmistir, ancak ikisi arasindaki fark dnemsizdir.
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Soke’den yakalanan oOrneklerdeki PBDE-17 ortalamasi ise diger iki istasyondaki
degerlere gore onemli derecede farkli bulunmustur (Sekil II1.4., sirastyla p<0.01 ve
p<0.01). PBDE-66 konsantrasyonu en yiiksek diizeyde Saraykdy istasyonundan
yakalanan 6rneklerde, daha sonra Soke’de saptanmistir, ancak aralarinda anlamli bir
fark yoktur. Isikli drneklerindeki PBDE-66 konsantrasyonu Soke’ye gore dnemli
derecede diisiiktiir (Sekil III.4., p<0.05). Saraykdy’den yakalanan oOrneklerde
varyasyonun yiiksek olmasi, bu ortalamanin Isikli’ya gore farkli olmamasina neden
olmustur. PBDE-100 ilk 6rnekleme sonuglarmnin aksine en yiiksek konsantrasyonda
Soke orneklerinde saptanmistir, bu istasyonda saptanan deger, diger iki istasyona
gore anlamli derecede yiiksektir (Sekil 111.4., sirastyla p<0.05 ve p<0.05).

I ve Il. Ornekleme Cyprinus carpio Karaciger Dokularinda
PBDE 17 Diizeyleri
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Sekil IILS5. I. ve II. Ornekleme déneminde Isikli, Saraykdy ve Soke istasyonlarindan
elde edilen sazan (Cyprinus carpio) karaciger orneklerinde PBDE-17 konsantrasyon

ortalamalar1 (ng/g yas doku). Sonuglar Ortalama Konsantrasyon + Standart Hata olarak
bildirilmistir.

Birinci 6rnekleme donemi ve ikinci 6rnekleme doneminde ayni istasyonda
sazan karaciger dokularinda saptanan kirletici diizeyleri, Sekil II1.5., II1.6. ve 111.7°de
karsilagtirilmistir. PBDE-17’ye baktigimizda Isikli ve Saraykody istasyonlarinda 2.

Donemde saptanan degerler, ilk doneme gore daha diisiiktiir, ancak aradaki fark
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varyasyonun biiylik olmasi nedeniyle istatistiksel agidan 6nemsizdir (Sekil II1.5.)

Soke’de ise her iki donemde 6lgiilen PBDE-17 ortalamasi ayni ¢ikmustir.

I. ve Il. Ornekleme Cyprinus carpio Karaciger Dokularinda
PBDE 66 Diizeyleri
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Sekil I1L6. 1. ve II. Ornekleme déneminde Isikli, Saraykdy ve Soke istasyonlarindan
elde edilen sazan (Cyprinus carpio) karaciger orneklerinde PBDE-66 konsantrasyon

ortalamalar1 (ng/g yas doku). Sonuglar Ortalama Konsantrasyon + Standart Hata olarak
bildirilmistir.

PBDE-66"ya bakildiginda bu kez Isikl1 ve S6ke istasyonlarinda ilk 6rnekleme
ortalamalarinin sayisal deger olarak 2. ornekleme ortalamalarindan daha yiiksek
oldugu, ancak ortalamalar ¢ok farkli olsa da standart hatanin yiliksekliginden dolay1
aradaki farkin 6nemsiz oldugu goriilmektedir. Saraykdy istasyonu ortalamalar1 ise 1.

ve 2. orneklemede ayni ¢ikmistir (Sekil I11.6.).
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I. ve ll. Ornekleme Cyprinus carpio Karaciger Dokularinda
PBDE 100 Diizeyleri
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Sekil I11.7. I. ve II. Ornekleme doneminde Isikl, Saraykoy ve Soke istasyonlarmdan
elde edilen sazan (Cyprinus carpio) karaciger d6rneklerinde PBDE-100 konsantrasyon

ortalamalar1 (ng/g yas doku). Sonuglar Ortalama Konsantrasyon + Standart Hata olarak

bildirilmistir. a: p<0.05 ve a;: p<0.01 Isikli istasyonu I. érnekleme sonucuna gore, b: p<0.05 ve by:
p<0.01 Saraykdy istasyonu I. drnekleme sonucuna gore, ¢: p<0.05 ve ¢;: p<0.01 Soke istasyonu I.

ornekleme sonucuna gore.

Birinci 6rnekleme donemindeki Isikli’dan toplanan 6rneklerdeki PBDE-100
konsantrasyonu ortalamasi, ikinci Ornekleme donemine gore anlamli derecede
yiiksektir (Sekil III.7, p<0.01). Saraykdy istasyonunda da benzer bir yiikseklik
olmasina karsin her iki ortalamanin standart hatasinin da yliksek olmasi nedeniyle
fark Onemsizdir. Soke istasyonunda ise Isikli istasyonu sonuglarinin aksine 2.
ornekleme ortalamasi ilk 6rneklemeye gore 6nemli derecede yiiksektir (Sekil II1.7.

p<0.01).
II1.3. Su 6rneklerinde PBDE Miktar Olciim Sonuclar

Her iki 6rnekleme doneminde toplanan su drneklerinin analizlerinde gozlenen
PBDE tiirevlerinin konsantrasyonlari, LOQ sinir degerinin altinda bulunmustur. Bu

nedenle miktar tayini yapilamamuistir.
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I11.4. Balik Karaciger Dokularinda Protein Oksidasyonu Ol¢iimii Bulgulan

Boliim II’de anlatildig: sekilde protein oksidasyonu 6n ¢aligmalarinda 250-500
nm dalga boyu araliginda alman spektrumlarda PKO, 380 nm’de maksimum
absorpsiyon yapmistir, sekil I111.8’de 6rnek bir UV-spektrumu ve absorpsiyon tablosu

goriilmektedir.
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Sekil IIL.8. I. Ornekleme doneminde Soke istasyonlarindan elde edilen MSES
kodlu sazan (Cyprinus carpio) karaciger Orneginin 250-500 nm dalga boyu

araliginda almmis UV-spektrumu.

Her analiz giinlinde UV spektrum alinarak maksimum absorpsiyon kontrol
edilmistir.

Ik ve 2. Ornekleme déneminde elde edilen karacifer orneklerinde protein
oksidasyonu diizeyleri, karsilagtirmali olarak sekil II1.9’da verilmistir. Elde edilen
ortalama PKO degerleri dnce ayni1 istasyon i¢inde 1. ve 2. 6rnekleme arasinda, daha

sonra ise istasyonlar arasinda istatistiksel olarak farkin 6nem testine (¢ festi) tabi

tutulmuslardir.
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I. ve Il. Ornekleme Cyprinus carpio Karaciger Dokularinda Protein
Karbonil Diizeyleri
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Sekil IIL9. 1. ve II. Ornekleme donemlerinde Isikli, Saraykdy ve Soke
istasyonlarindan elde edilen sazan (Cyprinus carpio) karaciger oOrneklerinde

karsilagtirmali olarak protein oksidasyonu diizeyleri (nmol/mg protein). Sonuglar

*

Ortalama Konsantrasyon £ Standart Hata olarak bildirilmistir. *: p<0.05, Ayni istasyon I. 6rnekleme

sonucuna gore, #: p<0.05, Isikli istasyonu 1. Srnekleme sonucuna gore, &: p<0.05, Saraykdy

istasyonu I. 6rnekleme sonucuna gore.

Ornegin icerdigi total protein basma hesaplanarak normalize edilen PKO
degerlerine gore birinci 6rnekleme doneminde Soke istasyonunda diger iki istasyona
gore anlamli derecede yiiksek protein oksidasyonu saptanmistir (Sekil I11.9), bu fark
%1 yanilma degeri ile oldukg¢a giicliidiir. Herbir istasyon kendi i¢inde 1. ve 2.
ornekleme degerleri acisindan kiyaslandiginda, tiim istasyonlarda 2. donem karaciger

orneklerinde protein oksidasyonunun 6nemli derecede azaldig1 gozlenmistir.

I11.4.1. Protein Standart Dogrusunun Cizimi

Boliim II.’de anlatildig1 sekilde 6rneklerde oOlciilen PKO diizeyleri, 6rnegin
icerdigi total protein basina verilerek normalize edilmis ve farkli ortalamalarin birbiri
ile kiyaslanabilmesi saglanmistr. Bu amacla her analiz giinii, standart BSA

kullanilarak 0.25, 0.5, 1 ve 2 mg/mL konsantrasyonlarda protein standart dogrusu
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cizdirilmistir (Sekil II1.10). Elde edilen dogru denklemi, 6rneklerin igcerdigi total

protein miktarinin hesaplanmasida kullanilmistir.

Protein Standart Dogrusu
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Sekil II1.10. Sigir Serum Albiimini (BSA) kullanilarak hazirlanan 6rnek bir protein

kalibrasyon dogrusu.
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BOLUM IV
v TARTISMA VE SONUC

Bu tez c¢alismasinda amacimiz, Ege Bolgesinin ve iilkenin en biiyiik
akarsularindan olan ve toplam 600 km’lik bir havza ile tarim ve balik¢ilik gibi
sektorleri ilgilendiren Biiyilk Menderes Nehri’nde sazan baliklarinda, 6nemli
cevresel kirleticilerden olan PBDE yapisindaki bilesiklerin diizeylerini saptamak,
ayrica bu kirlilige bagl olarak balik karaciger dokusunda protein oksidatif hasarmin
derecesini belirlemektir. Bu arastirmada nehir tizerinde 3 istasyon belirlenerek 1 yil
icinde 2 ayr1 donemde 6rnekleme yapilarak hem istasyonlar arasinda, hem de 2 farkl
donem arasinda karsilastirma yapilmistir. BoOylece kirlilige maruz kalan tathisu
baliklarindan sazanlarin karaciger protein oksidasyonundaki degisimlerin, 6nemli bir
cevresel kirletici grubu olan PBDE’lere maruziyetin gostergesi olarak kullanilip
kullanilamayacagi test edilmis, bunun sonucunda da ayni maddelere maruz kalan
insanlardaki durumun ortaya konmasi agisindan veri saglanmistir.

Insanlar bu ¢evresel kirleticilere ana olarak besin amach tiikettikleri balik ve
diger su triinleri, kasaplik ve kiimes hayvanlarinin etleri, ev i¢i ve disinda solunan
hava, meyve-sebze ve igme suyundaki kalintilar yoluyla maruz kalmaktadirlar. Besin
olarak makbul olan sazan baliklarinin bdlgede yasayanlarca tiiketilen karaciger
dokularmda PBDE miktar tayini yapilarak insanlarmm maruz kalacagi kirletici
miktarlar1 hakkinda farkli donemlere ait veri saglamak amaclarimiz arasindadir.
Eczaci olarak bu yolla maruz kalmmasi muhtemel kirletici diizeylerinin insanlarda
neden olacag1 toksik etkileri 6ngérmenin yani swra bir baska amacimiz, tamami
halojen (brom) tasiyan s6z konusu kirleticilerin viicutta 6nemli bir isleve sahip olan

proteinlerin (6rnegin ila¢ biyotransformasyonunda rol alan enzimler) oksidasyonuna
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neden olarak, bolgede yasayan insanlarda ila¢ etkinligi ve toksisitesini nasil
degistirebilecegi hakkinda fikir edinmektir.

Bu tez caligmasinin da i¢inde oldugu projenin planlanip gergeklestirilmesinin
bir bagka nedeni, yukarida anlatilan sonuglara ulasabilmek icin Biiyiik Menderes
havzasinda DSI tarafindan en son 2007 yilinda yapilan su kalitesi izleme ¢alismalar1
ve uluslar arasi literatiirde ulasilabilen {ilkemiz kaynakli bir makale disinda canli ve
cansiz ortamda gerceklestirilmis kimyasal kirlilik ¢calismasi olmamasidir (212, 213).
DSI tarafindan yaptirilan ¢alismalardaki su kalitesi parametreleri sicaklik, pH,
coziinmiis oksijen igerigi, bor, metaller gibi fiziksel ve inorganik parametrelerin
yaninda organik olarak elementel analiz ya da grup halinde toplam fenolik bilesikler
gibi parametrelerden olusmaktadir. Uluslar arasi literatiire girmis olan diger
calismada ise Biiylik Menderes’te 21 istasyonda yiizey suyu kalitesini belirlemek i¢in
elektriksel iletim, biyolojik oksijen ihtiyaci (BOD), kimyasal oksijen ihtiyac1 (COD)
gibi parametreler Olciilmiis ve sonuglar istatistiksel bir faktor analiziyle
degerlendirilmistir (213).

Cevresel toksikoloji ve ekotoksikoloji caligmalarinda kirleticilerin cevresel
diizeylerinin biyolojik olarak izlenmesinde balik tiirleri siklikla kullanilir. Bu
calismada, sucul besin zincirinde merkezi konumu nedeniyle, ayrica insanlar
tarafindan bol tiiketilmesi nedeniyle sazan balig1 test organizmasi olarak secilmistir.

Tez ¢alismasinda oncelikle PBDE’lerin doku konsantrasyonlarinin dogru ve
giivenilir bir bi¢gimde oOlgiilebilmesi amaciyla yontemimizin analitik validasyonu
yapilmistir. Sonuglar1 Tablo III.1°de verilen parametrelere baktigimizda, giin i¢i ve
gilinler aras1 varyasyonun, PBDE’lerin fizikokimyasal o6zellikleri nedeniyle biraz
yiiksek olsa da kabul edilebilir diizeyde oldugu goriilmektedir. LOD degerleri

acisindan, kurmus ve uygulamis oldugumuz GC-ECD yoOnteminin, sectigimiz
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PBDE’lerin kesin bir sekilde belirlenebilmelerine ve miktar tayinlerinin
yapilabilmesine imkan saglayacak diizeyde oldugu goriilmektedir. Miktar tayininde
kullandigimiz 5, 10 ve 20 pg/ul konsantrasyonda kalibrasyon ¢dzeltilerinin her biri
icin elde ettigimiz dogruluk degerleri tatmin edici diizeydedir, en diisiik
konsantrasyonda maksimum sapma %14.1 olmakla birlikte en yiiksek
konsantrasyondaki maksimum sapma % 4.4 civarindadir. Genelde oldugu gibi en
yiiksek sapmalar daha diisiik konsantrasyonlarda gozlenmistir.

Kalibrasyon dogru denklemlerine ve regresyon katsayilarina gore dogrusalligin
yeterli oldugu goriilmektedir (Tablo IIL.1.).

Analizlerin siirdiigii 4 giin boyunca orneklerdeki miktarlarin ne kadar giivenli
olciildiiklerinin bir kriteri olarak konsantrasyon agisindan 6zdes olarak hazirlanarak
derin dondurucuda saklanan ve her analiz serisine 2 adet eklenen kalite kontrol
orneklerinden elde edilen sonuclardan Shewhart grafikleri hazirlanmistir (Sekil
III.1.). Analiz siiresi boyunca Olglilmesi gereken teorik konsantrasyon, grafikte
merkezdeki yesil ¢izgi ile, + 2 SD (standart sapma) sinirlar kesikli mavi ¢izgi ile, = 3
SD smirlart ise kirmizi kesikli ¢izgi ile gosterilmistir. Kalite kontrol drneklerinde
Olgiilen iki degerin + 2 SD simirina, ya da sadece bir degerin + 3 SD smirma degmesi
durumunda istatistiksel acidan analiz giivenilirligini kaybettiginden tekrarlanmasi
gerekir. Sonuclarimizin hi¢birinde iki deger ayn1 anda + 2 SD sinirina, ya da sadece
bir deger £ 3 SD smirina temas etmemektedir (Sekil III.1.). Bu durum, miktar
tayininin yeterli kalitede oldugunu gostermektedir.

PBDE tiirevlerinin GC-ECD analizine yonelik 6rnek bir kromatogram, Sekil
II1.2°de verilmistir. Uzunluk olarak standart 30 m yerine 50 m 6zel GC kolonu

kullanmamiz sonucunda, analiz edilen tiim maddelerin kromatografik olarak yeterli
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diizeyde kolondan eliie olduklar1 ve dolayisiyla giivenli bir bicimde 6lgiilebildikleri
goriilmektedir.

Tez caligmas1 kapsaminda Menderes Nehri havzasinda {i¢ istasyon se¢ilmistir.
IIk istasyon olan Isikli Golii, Biiyiik Menderes Nehri’nin ana kaynagidir ve
cevresinde endiistri ve tarim yogun olmadig1 igin temiz oldugu var sayilabilir. Ikinci
istasyon olan Saraykoy tekstil, kagit beyazlatma ve cesitli endiistrilerin bulundugu
bir bolgedir. Son istasyon ise nehrin agzi olan Soke Deltasi’dir. Deltanin da i¢inde
bulundugu Soéke ovasi her yil temiz toprak girisi nedeniyle ¢cok verimlidir ve nehrin
cevresinde tarim gelismistir, dolayisiyla “pestisit” olarak adlandirdigimiz tarim
ilaclar1 bu bolgede yogun kullanilmaktadir. Cevrede PBDE’lerin kaynagi “Genel
Bilgiler” Bolimii’nde bahsedildigi sekilde PBDE iceren atiklar, ¢opler ve bunlarin
yakilmasi, i¢ mekanlardan atmosfere salinma, iiretim, tasima ya da kullanim
sirasinda cevreye yayilan miktarlar ve atmosferdeki partikiillere tutunma sonucu
uzak bolgelerden tasmimdir. Analizleri gergeklestirdigimiz her 3 istasyon i¢in bu
potansiyel kaynaklar gegerlidir. Bunun yani sira ¢evresel kirletici olarak PBDE
tiirevlerinin ¢evrede izlenmesi, bu konuda genel kirlilik analizleri diinyada da
oldukea yeni bir konudur, bu maddelerin ¢evresel kirlilik a¢isindan kritik kimyasallar
listesine dahil edilmeleri ancak 2009 yili May1s ayinda ger¢eklesmistir (16).

Bu tez calismasinda analiz ettigimiz istasyonlarda buldugumuz PBDE doku
konsantrasyonlarin1 Tiirkiye ve diinyada yapilmis kisith sayidaki benzer ¢aligma
sonuglariyla kiyasladigimizda, 6zellikle ayn1 doku olan karacigerde karsilastirilabilir
sonuglar elde ettigimiz goriilmektedir (Tablo IV.1.). Buna karsin muhtemelen kas
dokusunun yag iceriginin karaciger dokusuna gore diisiik olmasi nedeniyle kas

dokusunda daha diisiik diizeyler 6l¢iilmiistiir.
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Tablo IV.1. Tez ¢alismasinda elde edilen sazan karacigeri PBDE konsantrasyonlarmin literatiirde yer alan sazan karaciger, kas dokusu ve
yumurta PBDE konsantrasyonlart ile karsilagtirilmasi

MADDE | Balik Doku Konsantrasyonu Balik Doku Konsantrasyonu Balik Doku Konsantrasyonu
(ng/g yas doku) | (ng/g yag) (ng/g yas doku) (ng/g yag)
TEZ Ceyhan Nehri (2003) Erie golii Nonkang Nehri (2007-2008)
Biiyiik Menderes (2009) (25) (2006) (39)
(214)
Isikh Saraykoy Soke Kk K Kk Kk havuz h havuz sazam
Sazan ke. | Sazan ke. Sazan ke. sazan sazan kc. akeapa yaym sazan Kas sazan ke sazan Kas sazan sazani avuz yumurta
kas kas kas yumurta Kas sazam ke
0.53% 0.57 0.09
PBDE-17 | 1020 18.63 1.69 - - - - - <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD <LOD
0.32 0.40 0.10
7.16 12.98 2.28
0.75 0.76 0.98
16.63 25.03 18.70
- - - - - - 2.1 1.4 <LOD <LOD <LOD <LOD
PBDE-66 0.37 0.77 0.72
8.09 26.58 0.72
1.32 0.31 0.12
28.75 9.62 2.37
PBDE-100 YT NE 035 N.D. - 0.04 0.04 10.1 53 2.1 2.6 1.9 0.79 0.54
3.94 3.60 8.82
2.60 1.65 1.19
56.29 53.28 22.76
2 PBDE 087 131 117 0.15 39 0.67 0.5 - - - - - - -
19.18 43.16 11.83

* 1k 3 siitun satirlarinda yer alan bu tez ¢alismasi sonuglari, her bir madde igin:
1. satir ilk 6rnekleme degeri, 2. satir 2. drnekleme degeri (ifalik) olacak sekilde verilmistir.
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Orneklemelerin yapildigi 2 farkli donem acisindan degerlendirildiginde
genellikle Temmuz aymda elde edilen 2. donem orneklerinde PBDE diizeylerinde
bir azalma egilimi olmasina karsin, istatistiksel olarak anlamli azalma sadece Isikli
istasyonunda, PBDE-100 maddesinde gozlenmistir (Sekil I11.7.). Soke istasyonunda
ise ayn1 madde i¢in anlaml bir artis s6z konusudur. Ayni sekilde 2 farkli donemde
karaciger dokusunda protein oksidasyonu diizeyleri karsilastirildiginda 3 istasyonun
tamaminda 1. doneme gore 2. donemde anlamli azalmalar belirlenmistir. Kirletici
diizeylerindeki azalma egilimi ile PKO diizeylerinde azalma oldukc¢a uyumludur,
ancak Soke istasyonunda bu genel korelasyon disinda bir iligki gozlenmesi, en
azindan bu istasyon i¢in PKO olusumunda farkli etkenlerin rol oynamis olabilecegini
gostermektedir (Sekil II1.7. ve IIL9). Istasyonlar arasinda kiyaslama yapildiginda
birinci 6rnekleme doneminde en yliksek protein oksidasyonunun Soke Orneklerinde
oldugu gozlenmistir (Sekil II11.9). Ikinci dénemde bu anlamli yiikseklik, PKO
diizeylerindeki genel diisme ile birlikte yok olmustur. ilk donemde PKO diizeyinin
Soke’de en yiiksek olmasi, bu istasyonda farkli etkenlerin protein oksidasyonunda rol
oynamis olabilecegi tezini giiclendirmektedir. Soke istasyonundaki bu c¢eliskiye
karsin diger iki istasyondaki genel egilim acisindan PKO diizeylerinin PBDE’lere
maruziyetin biyogostergesi olarak kullanilma potansiyeli oldugu sdylenebilir. PBDE
tiirevleriyle yapilan in vivo ve in vitro ¢aligmalarda hiicre i¢cinde oksidatif stresi
indiiklemeleri (99-101, 177, 215) bu goriisti desteklemektedir.

Karaciger dokularinda analiz edilen her ii¢ PBDE tiirevinin rahatlikla
belirlenmesine karsin ayni istasyonlardan saglanan su Orneklerinde PBDE
Olciilememesi, bu maddelerin yagda c¢ok iyi c¢oziinmelerine karsin suda c¢ok az
coziinmeleri ve bu nedenle sudaki ¢ok diisiik miktarlarin da siirekli yaglh dokulara

gecerek birikmeleri sonucudur.
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Bu tez ¢aligmasinin bir bagka amaci, bu bdliimiin ilk paragrafinda vurgulandigi
iizere baliklarda oOlctiigiimiiz PBDE miktarlarin1 kullanarak bu baliklar1 tiiketen
insanlarda tahmini PBDE maruziyetini hesaplamak ve bir risk degerlendirmesi
yapmaktir. Literatlire baktigimizda 6l¢tiiglimiiz PBDE tiirevlerinden PBDE-100’iin
de icinde oldugu penta tiirevi PBDE’ler (PBDE 82-127) igin ADI degerinin
bulundugunu gérmekteyiz.

Bu baliklar1 tiiketen bireylerin maruz kalacagi PBDE miktarlarint “en koti

senaryo” yaklasimi ile hesaplamak amaciyla asagidaki degerler esas alinmustir:

Bir porsiyonluk balik agirligi: 300 g
Yetiskin birey agirhigi: 70 kg

Bir vyetiskinin giinlik tiiketebilecegi en cok balik miktari

Kas dokusu (3x300= 900 g) giinde 3 balik tiiketildigi varsayilarak
Karaciger dokusu (3x1.5 =4.5 g)

TOPLAM =904.5 g

Bu degerler esas alinarak olasi maruziyet diizeyleri hesaplanmis ve asagidaki
tabloda (Tablo 1V.2.) yetiskin bir insanin bir giinde herhangi bir olumsuz saglik
riskine maruz kalmaksizin tiiketebilecegi maksimum kontaminant miktarlar1 (ADI

degeri) ile kiyaslamali olarak bildirilmistir.
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Tablo IV.2. Penta tiirevi PBDE’lerin ADI Degeri ve 3 istasyondan avlanan baliklar1

tiiketmekle giinliik maruz kalinabilecek maksimum miktarlar.

Madde ADI Maruz kalinan miktar
(ng/kg viicut agwrligy) (ng/kg viicut agirligy)
ISIKLI SARAYKOY _SOKE
PentaBDE 2000 (216) 16.79* 3.87* 1.29%*
2. 3% 1.6** 4.52**

*: Birinci 6rneklemeye ait degerler
**: fkinci 6rneklemeye ait degerler

Bulunan degerler, ADI degerleri ile karsilastirildiginda ¢ok diisiik olduklar:
goriilmektedir. Ancak PBDE tiirevlerine tek maruziyet kaynagmnimn su iirlinleri
olmadig1 unutulmamalidir. Balik tiiketiminin yani sira ev tozlar1 ve atmosfer, PBDE
eklenmis cihazlarin kullanim1 ve tiiketici Uriinlerinin kullanilmasi, kontamine et, siit,
meyve ve sebzelerin tiiketilmesi gibi yollarla, ayrica mesleki olarak da PBDE
maruziyeti miimkiindiir. Dolayisiyla tam bir toksikolojik risk degerlendirmesi

yapabilmek amaciyla bu parametrelerin de analiz edilmesi gerekir.
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OZET

Biiyiik Menderes Havzasinda Coklu Bromlu Bifenil Kirliligi ve Sucul

Sistem Canlilarinda Protein Oksidasyonu Uzerine Etkileri

Ege Bolgesi ve iilkemizin en biiyiik akarsularindan biri olan Biiyiilk Menderes Nehri
havzasinda sazan baliklar1 (Cyprinus carpio) karaciger dokusunda polibromlu difenil eter
(PBDE) kirliligi boyutlar1 ve séz konusu kirliligin protein oksidasyonu {iizerine etkisi
arastirilmistir. Bu amagla nehir tizerinde 3 istasyon belirlenerek 1 yil i¢inde 2 ayr1 donemde
ornekleme yapilarak 3 PBDE tiirevi madde ve protein karbonili (PKO) dlciilmiistiir. Boylece
hem istasyonlar arasinda, hem de 2 farkli donem arasinda karsilagtirma yapilmistir. Kirlilige
maruz kalan sazanlarin karaciger proteini karbonil diizeylerinin, 6nemli bir ¢evresel kirletici
grubu olan PBDE’lere maruziyetin gostergesi olarak kullanilip kullanilamayacagi test
edilmis, bunun sonucunda da aynmi maddelere maruz kalan insanlardaki durumun ortaya
konmasi agisindan veri saglanmustir. Aym dokuda elde edilen PBDE konsantrasyonu ve
protein karbonil miktar1 iligkisi analiz edilmis, ayrica referans “temiz” bolge, endiistriyel
kirlilik bolgesi ve tarimsal aktivite bolgesi olarak dngdriilen 3 istasyondan farkli 2 dénemde
elde edilen sonuglar karsilastirmali yorumlanmistir. PBDE tiirevleri gaz kromatografisi-
elektron yakalayici deteksiyon sistemi (GC-ECD) ile, protein karbonilleri ise ¢ift 151k yollu
spektrofotometrede kantitatif analiz ile belirlenmistir. Genel olarak, ilk O6rnekleme
doneminde en kirli bolge, referans olarak diistiniilen Isikli iken, ikinci 6rnekleme doneminde
ise endiistri bolgesi olan Saraykdy’diir. Sazan karacigerlerinde donemsel olarak saptanan
PBDE konsantrasyonlari yaz déneminde azalma egilimindedir. IIk ddénemde protein
oksidasyonu en yiiksek diizeyde Soke’de, ikinci donemde ise Isikli’da saptanmustir.
Orneklerde PBDE konsantrasyonu ile protein karbonil miktarlari arasinda zayif dogrusal bir
iliski goze carpmaktadir. Bir bagka ilging sonug, baslangigta referans bolge olabilecegi
diistiniilen Isikli Goli’nlin 6ngoriildiigi kadar “temiz” olmamasi, en az diger iki istasyon
kadar ve bazi tiirevler i¢in daha yiiksek oranda PBDE tiirevlerini i¢erdigi bulunmustur. Ayni
bolgelerden saglanan su oOrneklerinde beklenildigi gibi PBDE olglilememistir. Sonuglar,
protein karbonil miktarimin PBDE maruziyeti ile dnemli derecede arttigini ve bu maruziyetin
biyogdstergesi olarak kullanilabileceklerini gostermektedir. Tiim istasyonlardan alman balik
orneklerinde PBDE tiirevleri yaz déneminde kiga oranla azalma egilimindedir. Ayrica bu
bolgede yakalanan baliklar1 tiiketen insanlarda PBDE maruziyetinin basit bir risk
degerlendirmesi yapildiginda, maruz kalinabilecek miktarlarin toksikolojik risk sinirlarmin
altinda kaldig1 bulunmustur.

Anahtar sozciikler: PBDE, Biiyiik Menderes, sazan, biyogosterge, protein karbonili,

maruziyet,toksikolojik risk degerlendirmesi
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ABSTRACT

Polybrominated Biphenyl Pollution in Biiyiik Menderes Basin and Its

Effect on Protein Oxidation in Living Organisms of Aquatic System

The dimensions of polybrominated diphenyl ether (PBDE) pollution and its effect on
protein oxidation in carp (Cyprinus carpio) liver tissues from Biiylik Menderes river basin,
which is one of the biggest river of Ege Region and Turkey, have been investigated. In order
to accomplish this, 3 polybrominated diphenyl ether congeners and protein carbonyls (PCO)
have been measured in three stations in two different sampling periods in a year. By doing
this, comparisons have been made both between three stations and two sampling periods. It
has been tested whether PCO level of PBDE-exposed fishes can be used as a marker for
PBDE exposure, and data were obtained for predicting the similar situation in humans. The
correlation between PBDE concentration and PCO amount has been analyzed, and results
from two different seasons of three stations which attributed as reference site, industrial site
and agriculture site have been evaluated in a comparable manner. PBDE congeners have
been measured by gas chromatography-electron capture detection (GC-ECD), and PCO have
been determined by quantitative analysis in double beam spectrophotometer. In general, the
most polluted site in the first period is Isikli, which was previously supposed to be
“reference”, and in the second period is the industrial area, Saraykdy. PBDE levels in carp
liver tend to decrease in summer period. The highest PCO levels in the first period have been
determined in Soke, while in the second period in Isikli. Even not very strong, a linear
correlation between PCO and PBDE levels has been observed. Another interesting finding
was that Isikl1 Lake is not that “clean” as it has been attributed, it contains PBDEs as high as
other two stations. PBDEs have not been measured in water samples from the same sites, as
expected. Findings pointed that PCO levels are increased with PBDE levels, and it can be
used as a marker of PBDE exposure. PBDE levels tend to decrease in all stations in summer
period. In addition, when the risk assessment of PBDE exposure of humans has been done, it
has been concluded that the exposed concentrations by consuming those fishes are well

below the toxicological limit values (acceptable daily intake).

Key words: PBDEs, Buyuk Menderes, carp, biomarker, protein carbonyl derivates,

exposure, toxicological risk assessment
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