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Soyut

HUmik maddeler (HS), olasi toksisiteleri agisindan onlarca yildir ekosistemlerde inert olarak kabul edildi. Bununla birlikte himik maddelerin son
zamanlarda genel olarak ksenobiyotiklere atfedilen gesitli olumsuz etkileri ortaya ¢ikardigi gosterilmistir. Calismamizda, anti/éstrojenik ve AhR'nin
degerlendirilmesi icin 6strojen reseptdri (ER) ve Ah reseptdrinin (AhR; s6zde dioksin benzeri toksisite ile baglantili reseptdr) kontroll altinda lusiferaz
geniile kararli bir sekilde transfekte edilmis MLVN ve H4IIE-luc hucre hatlarini kullandik. - ticari olarak temin edilebilen 12 himik maddenin aracili etkileri.
Bunlardan bes himik asidin AhR aracili aktiviteyi TCDD ile ilgili bagil etkilerle indikledigi gosterildi 2.6 - 108 -7.4 - 108 HUmik asit ¢dzeltilerinin organik
ekstraktlari da ylksek aktiviteler ortaya cikardi, bu da etkinin buytk bir kismindan lipofilik molekiillerin sorumlu oldugu anlamina gelir .

Bununla birlikte, ekstre edilmis ¢ozeltide kalan nispeten ylksek aktivite, polar AhR-agonistlerinin varligini da distundurdr. Kalici organik bilesiklerin
gozlenen etkilere katkisi, H2504 islemi ile ortadan kaldirilmistir. On iki hizmeden sekizi, 40 ila 164 mg/1 arasinda degisen IC50 ile 6nemli antidstrojenik
etkiler ortaya ¢ikardi . Antiéstrojenik etkinin olasi acikidedasdiikhennikya dbdgkbebiizpésdk idkaeszradiolijariE2) emilimini, E2 icin zar gegirgenligindeki
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1. Girig

HUmik maddeler (H2S), 614 organik maddenin ayrismasinin
her yerde bulunan dogal Grinleridir. Himik maddeler genel
olarak ¢ gruba ayrilabilir: himik asitler (HA), fulvik asitler
(FA) ve huminler. Su ortaminda Himik Maddeler , cogu dogal
tath suda 0,5-50 mg I1 konsantrasyon araliginda bulunan
¢6zlinmusg/dogal organik maddenin yaklasik %50-70'ini
olusturur (D/NOM, Timofeyev ve digerleri, 2004) (Steinberg,
2003)).

Yakin zamana kadar himik maddelerin ekosistemlerdeki sadece
dolayl etkileri, 6rnegin organik kirleticilerin biyoyararlanimindaki
degisiklikler ve/veya inorganik iyonlarin komplekslesmesi, 6zellikle de
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agir metaller bildirilmistir (Steinberg, 2003). Varsayilan buyutk
H2S molekillerinin hicrelere niifuz edebildigi distinulmemistir.
Bununla birlikte, H2S alimina odaklanan son calismalar, dogal
ve yapay H2S'nin en azindan bazi kisimlarinin kaltirdeki bitki
hucreleri (Wang ve digerleri, 1999) ve ayrica kabuklular
(Gamma rus pulex) ve hatta omurgalilar (Rana) tarafindan
asimile edilebilecegini gdstermistir. arvalis kurbaga yavrulari;
Steinberg ve digerleri, 2003). Ayrica himik maddelerin algler,
omurgasizlar ve omurgalilar icin biyolojik etkileri bildirilmistir
(Pflugmacher ve digerleri, 2001; Steinberg ve digerleri, 2003).
HUmik maddelerin dogrudan toksik etkileri tatli su salyangozu Lymnea
stagnalis icin rapor edilmistir. Suwannee Nehri'nden gelen himik
maddelerin dogal konsantrasyonlarina (0,5 mg |1 ) maruz kalmak,

bireylerin %20'ye varan oranda 6limuine neden olmustur (Steinberg ve digerleri, 2003)

HUmik maddelerin toksik etkilerinin spesifik olmayan
belirteclerinin tepkileri de g6zlendi. Detoksifikasyon enzimleri

glutatyon-S-transferaz ve glutatyonun ytiksek seviyeleri
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peroksidaz, 0.5-100 mg |1 konsantrasyon araliginda Himik Madde
tedavisinin ardindan Daphnia magna kabuklularinda rapor
edilmistir (Wiegand ve digerleri, 2003). Birkag amfipod tirinde
(Timofeyev ve digerleri, 2004) ve sazanda (Wiegand ve digerleri,
2003) peroksi daz aktivitesinde ve i1si soku proteinlerinin
salinmasinda bir artis da gézlemlendi . Hos ve ark. (2001) , dogal
organik maddenin (NOM), nematod Caenorhabditis elegans'in
Uremesini degistirdigini bildirmistir ve bu, himik maddelerin daha
genis spektrumlari ile yapilan bir ¢calismada daha da dogrulanmistir
(Steinberg ve digerleri, 2002).

Sentetik bir himik madde HS1500'ln (bir polifenol oksidasyon
Urdand), Xenopus laevis kurbaga yavrulari Gzerinde 6nemli
Ostrojenik ve anti-tiroidal etkiler ortaya ¢ikardigi gosterilmistir
(Lutz ve digerleri, 2005). Ayrica, kilickuyruk bahgi Xiphophorus
helleri yavrularinin yiksek konsantrasyonda HS1500'e (5'ten 180
mg I1'e) uzun sure maruz kalmasi, disiler lehine cinsiyet oraninda
degisikliklere ve hem erkeklerde hem de disilerde vucut kutlesi
artisina yol agar (Meinelt ve digerleri, 2004), yavrularin hayatta
kalmasi 500 mg I1'e maruz kaldiginda bile azalmamistir (Steinberg
ve digerleri, 2003). Bununla birlikte, HS1500'Un ayni ¢ok yiksek
konsantrasyonu, Danio rerio baliginin maruz kalan embriyolarinin
hayatta kalma oranini dnemli 6l¢iide azaltirken, 5-50 mg |1'lik daha
dusuk konsantrasyonlara maruz kalma, kontrole gére embriyolarin
hayatta kalma oranini biraz artirdi ( Steinberg ve digerleri, 2003).

Bu in vivo deneylere ragmen, dogrudan etkilerin etki seklini
belirlemek icin hicbir mekanik in vitro ¢alisma yapilmamistir.
Gozlenen 6strojenik etkilerin yani sira detoksifikasyon enzimlerinin
seviyelerindeki artisla ilgili olarak, genis bir hiimik madde
yelpazesinin (gesitli kaynaklardan elde edilen HA, FA ve NOM dahil)
Ostrojen reseptori (ER) ve aril hidrokarbon ile olasi etkilesimlerini
arastirmaya karar verdik. reseptéri (AhR). Sonuncusu, érnegin
detoksifikasyon enzimlerinin aktivitesinde muazzam bir artis dahil
olmak Uzere omurgalilarda ¢ok ¢esitli in vivo etkilerle sonuglanan
dioksin benzeri etki tarzindan sorumludur.

2. Materyal ve yontemler

2.1. Kimyasallar

Farkl matrislerden izole edilen hiimik maddeler, cesitli
kaynaklardan satin alinmistir: HA-Fluka (Uriin No. 53680; Fluka,
Isvicre), HA sodyum tuzu (Uriin No. H16752; Sigma-Aldrich, Prag,
GCek Cumbhuriyeti). Asagidaki referans himik maddeler Uluslararasi
Humik Maddeler Toplulugundan (IHSS, Denver, ABD) satin
alinmistir: Suwannee River HA (Uriin No. 25101H), Suwannee River
FA (1S101F) ve Suwannee River NOM (1R101N), Florida Peat HA
(1S103H) ve Florida Peat FA (25103F), Nordic Aquatic FA (1R105F),
Nordic Reservoir NOM (1R108N), Waskish Peat HA (1R107H), Elliot
Soil HA (1S102H) ve Leonar dite HA (1S104H). Referans bilesikler,
Dr. Ehrenstorfer, Augsburg, Almanya (2,3,7,8-tetra klorodibenzo-p-
dioksin, TCDD) ve Sigma-Aldrich'ten (17-b estradiol, E2) satin
alinmistir.

2.2. 6rnek hazirlama

HUmik maddeler, 0.05 M NaOH icinde ¢6zuldu ve son konsantre

1,9ile 150 mg |1 arasinda degisen oranlar incelenmistir. Aktif

molekdllerin dogasini dederlendirmek icin daha fazla arastirma
yapildi. H2S'nin alkali ¢6zeltisi g kez 3:1 heksan:diklorometan

karigimi ile 6zamlendi.
Bu ekstraktin yarisi, in vitro analizler icin DMSQ'ya aktarildi (ayrica

organik ekstrakt olarak kabul edildi); diger yarisi, Amerika Birlesik
Devletleri Cevre Koruma Ajansi (USEPA) tarafindan izlenen yedi
gosterge PCB (IUPAC No. 28, 52, 101, 118, 138, 153 ve 180) ve 16
PAH gibi bilinen ksenobiyotikler icin GC-MS kullanilarak analiz
edildi. .

Standart malzemelerde bulunabilecek diger kalici organik
bilesiklerin olasi katkilarini belirlemek icin, alkali ¢dzeltiler (200 ul)
%96'y1 asan H2S04 (5 mi) igine aktarildi ve heksan:diklorometan
(3) ile sivi-sivi ekstraksiyonuna aktarildi. - 5 ml) yapilmistir. Bu
yoéntem kullanilarak yalnizca PCDD, PCDF ve PCB gibi kalici bilesikler
ekstrakte edildi. Orijinal alkali solisyonlar hem AhR aracili hem de
anti/éstrojenik aktivite agisindan incelendi, organik ekstraktlar ve
ayrica alkali solisyonlarin ekstraksiyon kalintilari ve H2SO4 ile

islenmis ekstraktlar AhR aracili aktivite icin test edildi.

2.3.invitro tahliller

HA4IIE-luc (sican hepatokarsinomu) ve sirasiyla AhR ve ER'nin
kontrolU altinda lusiferaz geni ile kararli bir sekilde transfekte
edilmis MVLN (insan meme karsinomu) hucreleri, reseptor
aktivasyonunun analizi igin kullanildi. Her iki hicre dizisi de gevresel
numunelerin yani sira saf maddelerin AhR aracili (H4IIE-luc) ve anti/
Ostrojenik (MVLN) aktivitelerinin degerlendirilmesi icin iyi kurulmus
modellerdir (Demirpence ve digerleri, 1993; Machala ve digerleri,
2001; Villeneuve ve digerleri, 2002).

HAIIE-luc hiicreleri: Hiicreler, %5 CO2 ve 37°C'de %10 fetal
buzagi serumu (her ikisi de PAA laboratuvarlari, Pasching,
Avusturya) iceren Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)
icinde blyutdldu ve tutuldu. pasajlandi ve 15 000 hiicre/oyuk
yogunlukta steril 96 oyuklu bir plakaya tohumlandi. 24 saat sonra
hicreler, test edilen érneklere (konsantrasyonlar 1.9, 5.6, 16.7, 50
ve 150 mg 11 ) veya referans bilesige (seyreltme serisi 0.1-100 pM
TCDD) 24 saat 37°C'de (nihai arag) U¢ kopya halinde maruz birakildi.
konsantrasyon %0,5 v/v idi). %0,5 DMSO ve %0,5 0,05 M NaOH ile
DMEM'e maruz birakilan hicreler, uygun arag kontrolleri icin
kullanildi. Lusiferaz liminesansinin yogunlugu, 24 saat maruz
kaldiktan sonra Promega Steady Glo Kit (Promega, Mannheim,
Almanya) kullanilarak 6lcildu. Test edilen her konsantrasyon igin
en az U¢ bagimsiz analiz yapiimistir.

MVLN hicreleri: Hiicreler, %10 fetal dana serumu iceren fenol
kirmizisi (Sigma Aldrich, ABD) icermeyen DMEM-F12 icinde
blyutuldd. Deneyler icin hicreler, dekstran kapli kémur kémura
(dogal steroidlerin blyuk 6l¢tide azaltilmis konsantrasyonlari) ile
islenmis cenin dana serumu igeren ortamda buyutuldu.

HUmik maddelerin anti/éstrojenik etkilerine iliskin calismalar icin, hicreler
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1ila 100 pM arasinda degisen E2 kalibrasyon serileri ile
33 pM E2'ye es zamanh maruz birakilarak/olulmadan

H2S'ye maruz birakilir. Diger kosullar, H4IIE-luc hicreleri
icin aciklananlarla ayniydi.

2.4. hesaplamalar

Sonuglar, Villeneuve ve digerleri tarafindan agiklanan
es etkili yaklagim kullanilarak hesaplandi . (2000) ve
TCDD'ye goére badil guicler (REP) olarak ifade edilmistir.
REP, EC50 degerlerinden hesaplanmistir. Ekstraktlarin
kutle dengesinin belirlenmesi icin ng TEQ g-1 HA olarak

tablo 1

H2S'nin ham alkali ¢ozeltilerinin AhR aracili ve antidstrojenik aktivitesi

AhR aracili aktivite Antidstrojenik aktivite

ifade edilen toksik esdegerler (TEQ) EC25'ten hesaplanmistir gﬁﬁ"&ﬂ”ﬁ%'\z‘?h” nind.

ekstraktlarin ve ekstraksiyon kalintilarinin maksimum TCDD
indUksiyonunun %50 etkisine ulagsmadi.

3. Sonuglar

3.1. AhR aracili aktivite

Test edilen 12 HS'den besi, H4IIE-luc hicrelerinde
onemli bir AhR aracili aktivite ortaya cikardi (Sekil 1). Aktif
numunelerin tumud HA iken, hicbir FA ve NOM numunesi
onemli bir aktivite gostermedi. Tium AhR-aktif HA'larin
goreli etkileri (TCDD ile ilgili), 2,6-8,4 - 108 gibi nispeten
dar bir araliktaydi . HA (LOEC 16JAMgl or bamiKTelsdtrdltlarn,
polar olmayan AhR aktivatérlerinin varligini dogrulayan
onemli aktivitelere nedtstraldiydBukaimalbildaeispeten
buytk tepkiler ortaya cikardi (Sekil 2).

Kalintilarin neden oldugu lusiferaz aktivitelerindeki artis,
HA-Fluka ve HA sodyum tuzu harig, organik ekstraktlardan
(Tablo 2) bile daha fazlaydi . Bu sonug, polar bilesiklerin
HA'nin AhR aracili aktivitesine 6nemli bir katki sagladigini
goOstermektedir.

100

80 1 T T

60 -

Himik Maddeler - Humik Maddeler
NOM - Dogal Organik Madde

LOEC REP LOEC 1C50
(mgl1) (mg 1) (mg 1)
HA - Fluka HA 1.9 4,5-10816,77,4-108 43+3
sodyum tuzu 19 16,7 n.ind. n.eff. 40+ 4
Suwannee Nehri HA n.in. n.eff.
Elliot topragi HA
1.9 Florida Turbasi HA 16.7 8,4-108502,6- 164 +9a
Leonardit HA 1.9 Waskish 108 1504,3-108 w.eff. 132
Turbasi HA n.ind. 50 n.ind. 50 n.bul. +884 ¢+
50 6127+8
Florida Turba FA n.ind. n.in. 50 112+4
Nordic Aquatic n.ind. n.in. 50 83+7
FA
Suwannee Nehri n.in. n.in. 150 w. eff.
ADI iskandinav
Rezervuari ADI n.in. n.in. n.eff. n.eff.

REP - TCDD ile ilgili géreceli guigler; IC50 - E2 kaynakli lusiferaz aktivitesinin %50
inhibisyonuna neden olan konsantrasyon; n.bul. - indlksiyon yok; n.eff. - etkisi yok;
w.ff. - zayif etki.

¢ Olgilen konsantrasyon araliginin Gizerinde yaklasim.

H2S04 ile ekstraksiyon , HA'nin AhR aracili aktivitesini
tamamen bastirdi. Dolayisiyla, g6zlenen etkilerden
sorumlu bilesiklerin PCDD, PCDF veya PCB gibi kalici
organik bilesikler olmadigi sonucuna varilabilir. Ayrica,
yedi gosterge PCB turdesinin ve 16 ABD EPA dncelikli
PAH'In (olasI antropojenik kontaminasyonun gdstergesi)
kimyasal analizi, HA'nin nispeten buyik AhR aracili
aktivitelerinden sorumlu olabilecek bu maddelerin yeterli
miktarlarini ortaya ¢ikarmadi. Machala ve digerleri
tarafindan yayinlanan REP'ler kullanilarak PAH igin
kimyasal verilerden hesaplanan TEQ . (2001) , HA icin
biyotahlilden turetilen TEQ'nun %1'inden azd..

FA - Fulvik Asitler
HA - Humik Asitler

40 4
20_ ﬂ
J : i i i . . Il:l‘l___lll___l‘li_lll_ﬂ:l”:”

0
TCDD
HA -Fluka

o e oLip@nardit
udes PagEAE L now

HA sodyum tuzu Suwannee Nehri HA Ellott

Turba FA Iskandinav

Sekil 1. H4IIE-luc hicrelerinde belirlenen 12 HS 6érnegdinin AhR aracil aktivitesi; cTCDD = 3.2 - 105 mgl1; cHS =150 mg 11 . Degerler, Ugli belirlemelerin ortalama + SD'sini temsil

eder.
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—&— TCDD
— e Leonardite HA- alkali ¢ozelti
120 . .
—O- - Leonardite HA- org. Leonardite
- -3¢ -- HA- ekstraktini gikarin. kalinti
1001 —& - Leonardit HA- H2S04 islenmis
80
60
40 AKX
201 f" /@/
0 // I |
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Konsantrasyon (mg I-1)

Sekil 2. TCDD, Leonardite HA ve H4IIE-luc hiicrelerindeki farkli soltisyonlari ve ekstraktlarinin doz-yanit egrileri. Degerler, G¢li belirlemelerin ortalama + SD'sini temsil eder.

Test edilen on iki hUmik asitten onu, ER'ye bagli gen
ifadesinde 6nemli disuslere neden oldu (Sekil 3). AhR aracili
aktiviteden farkli olarak, HA, FA ve NOM uygulamasindan

Tablo 2

Ekstraksiyon prosedirinun kitle dengesi

alkali soltisyon Ekstrakt (alkali Ekstrakt kalintisi o o ) N .
(TEQ g1 HAIn) soliisyonun yiizdesi) _(alkali soliisyonun sonra antiostrojenik etkiler gézlendi. 40-164 mg I1
yiizdesi) konsantrasyon araliginda H2S icin E2'ye bagli lusiferaz
HA - Fluka 205 70,4 22,2 aktivitesinde (IC50) %50 azalmaya neden olan konsantrasyonlar
HA sodyum tuzu 219 67,8 311 g6zlendi (bkz . Tablo 1). ER sinyalinin en giigli sekilde
Elliot topragi HA 197 375 471 bastiriimasina HA-Fluka ve HA sodyum tuzu neden olmustur.
Florida Turba 29 wi 55,0
HA

Leonardit HA 68 30.4 46.1

TEQ - alkali ¢ozeltiler, bunlarin organik ekstraktlari ve ekstraksiyon kalintilari ile yapilan 4. Tartisma

deneylerden elde edilen EC25'ten tiiretilen toksik esdegerler ; wi - zayif indiksiyon.
Bu ¢alismanin sonuclari bazi himik maddelerin, 6zellikle
HA'nin "dioksin benzeri" sinyal yolunu aktive edebildigini

3.2. ERyolu ile etkilegim gostermektedir. Bununla birlikte, "dioksin benzeri" ifadesi
de kaliciligi ifade ettiginden, burada bu aktiviteyi AhR-aracili
Test edilen hiimik maddelerin higbiri, ER-agonisti E2'nin hem olarak adlandiriyoruz. Bu tahlillerde FA'nin aktif olmadigi bulundu.

yoklugunda hem de varliginda herhangi bir éstrojenik aktivite géstermedi. YineBlana gore, HA yalnizca yaklasik %6-8'ini temsil ettiginden,

120- 050 mg I-1#50 mg I-1
100
80+
60+
40

204

0+

Elliot Topgak HA Flogida .
Turba-egnardit Turba FA Iskandinay
Humik Asit - Fluka HA
HA Sodyum Tuzu Suwannee Nehri HA aldsT\Turba HA Suwannee Nehri FA Flonsudm yﬂWd& NOM
ari

Sekil 3. MVLN hticrelerinde HS'nin antiéstrojenik etkileri - 33 pM E2 tarafindan ortaya ¢ikarilan lusiferaz aktivitesinin HS'ye bagl inhibisyonu. Degerler, Gglu belirlemelerin ortalama +
SD'sini temsil eder.
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toplam NOM (Yamamoto ve digerleri, 2004), test edilen NOM
numuneleri de ¢alsilan konsantrasyonlarin hi¢cbirinde AhR aracili
aktivite ortaya cikarmadi.

HA yapilarinin geleneksel gorisu, yalnizca AhR'nin ligand
baglama bdlgesine baglanma olasiligi distk olmakla kalmayip,
ayni zamanda hucrelere girme olasiligi da disuk olan nispeten
blyuk molekdilleri 6nerir. Bununla birlikte, son arastirmalar himik
maddelerin bitki (Nardi ve digerleri, 2002) ve memeli hiicre
zarlarini gecebildigini ve bazi reseptorlerle etkilesime girebildigini
gostermistir (Beer ve digerleri, 2000). Ayrica himik maddeler
yapisina iliskin son arastirmalar, bunun kovalent olmayan
etkilesimlerle birbirine baglanmis nispeten disik molekuler
agirlikli (<2 kDa) organik bilesikler ve metal iyonlarindan olusan
kimelerden olustugunu ileri stirmektedir (Simpson ve digerleri,
2002). Bu, AhR-aktif bilesiklerin bu kompleksten salinan oldukca
kictk molekiller olabilecedi hipotezine yol acar. HA'nin PCDD,
PCDF ve PCB gibi "klasik" ytksek afiniteli AhR ligandlari ile yapisal
farkhligina gelince, son zamanlarda "klasik" ligandlardan yapisal
olarak cok farkli olan gesitli AhR aktivatdrleri tanimlanmistir
(Denison ve Heath -Pagliuso, 1998). Oksitlenmis karotenoidler,
indoller ve heterosiklik aminler gibi bu "klasik olmayan" ligandlar,
halojenli aromatik hidrokarbonlar (HAH) ile karsilastirildiginda
genellikle ok zayif aktivatorlerdir. HA da bu "klasik olmayan" AhR
ligandlari grubuna ait gérinmektedir.

AhR aktivasyonuna atfedilen HAH'In olumsuz biyolojik
etkilerinin, genellikle AhR'ye ylksek afiniteleri ve biyolojik

J.Janos™ek ve ark. / Chemosphere 67 (2007) 1096-1101

500 mg I1 iken, Xiphophorus helleri yavrularinin hayatta kalmasi
bu kadar ytiksek HS1500 konsantrasyonunda bile etkilenmemistir
(Steinberg ve ark., 2003).

Cok yuksek konsantrasyonlarda (150 mgl1 ) bile AhR-aktif H2S
numuneleri ile elde edilen maksimal yanitin, standart agonist
TCDD'nin neden oldugu maksimal indiksiyonun yalnizca yarisina
ulastigini vurgulamak da énemlidir.

Bu nedenle AhR-aktif HA numuneleri, tam bir yanit ortaya
¢ikaramadiklari icin "kismi agonistler" olarak kabul edilebilir.
Farmakolojik reseptor ilkelerine gore, kismi agonistler, gligli tam
agonistlere karsi antagonistler olarak hareket edebilir.

AhR-aktif himik maddelerin (zayif agonistler), TCDD gibi guglu
AhR agonistlerinin toksisitesini fiilen antagonize edebilmesi,
Ornegin zayIf AhR-agonistleri a-naftoflavon (Santostefano ve ark.,
1993) veya 40 -iyodoflavon (Lu ve dig., 1996). Bu bakis agisina gore
himik maddeler, su organizmalarini tam gu¢li AhR agonistlerinin
toksisitesinden korumaya yardimci olabilir.

Alkali solisyonunun organik ¢ézlculerle ekstraksiyonu ilging
bir sonuca yol acti - AhR aracili aktivite, hem organik ekstrakt hem
de ekstraksiyon kalintisi arasinda dagildi. Daha aktif bilesikler icin
kutle dengesi oldukga iyiydi (Tablo 2). Ancak, en az aktif numunede
(Florida Peat HA) organik ekstraktin aktivitesi, 100 pM TCDD'nin
neden oldugu induksiyonun %25'ine ulasmadi. Bu nedenle etkinligi
hesaplanamadi. Herhangi bir sekilde, AhR aracili etkilerin hem
organik hem de sulu ¢6zeltiler tarafindan indiklenmesi, hem
lipofilik hem de hidrofilik AhR aktivatérlerinin varligini gosterir.

bozunmaya karsi distik duyarliliklari nedeniyle oldugu distinulmektedir.

Bu etkilerin ¢cogu, yalnizca birkag giin ila haftalarca maruz kaldiktan
sonra gdzlemlenebilir; bu, nedenlerinin AhR sinyal yolunun uzun
vadeli surekli aktivasyonunda yattigini gosterir (Denison ve Heath-
Pagliuso, 1998). Bu nedenle, disik afiniteli ligandlara strekli
maruz kalma, kahverengi boga basli Ameiurus nebulosus'ta (Grady
ve digerleri, 1992) gosterildigi gibi, HAH'In neden oldugu etkilere
benzer etkilerle sonuglanabilir.

Ote yandan, kalici olmayan ligandlar tarafindan AhR sinyal yolunun
tek bir aktivasyonu da sadece zarar vermemekle kalmaz, ayni
zamanda bazi yararh etkiler de Uretir (Jeuken ve digerleri, 2003).

Bu nedenle, HA'nin AhR-aracili aktivitesi, 6zellikle H2S'nin ytksek
konsantrasyonlari ile akuatik sistemlerde yasayan omurgalilar
(yani, AhR'nin ligand baglama alanina sahip hayvanlar) i¢cin 6nemli
olabilir.

Yizey suyundaki DOM konsantrasyonlari, 6trofik géllerde ve
batakliklarda tirkag bagdklildaymoey(Steirddgng d2@hB Y eqyizkgelzd mak
suyunda (Zsolnay, 1996) 100 mg I1'den fazlaya ulasabilir . . Yukarida
bahsedildigi gibi HA, DOM'un yalnizca kiguk bir kismini (%6-8)
olusturur. Turba HA (16,7 mg 11 ) haric tum AhR-aktif HA icin LOEC
1,9 mg 11 oldugundan, HA'nin AhR aracili aktivitesi 6zellikle 6trofik
su sistemlerinde, turba batakliklarinda veya toprak organizmalarinda
yasayan hayvanlar icin ¢evresel agidan 6nemli olabilir. g6zenek
suyuna maruz kalir. Ayrica, HA'nin AhR aktivitesinin ekotoksikolojik
onemi, tum AhR-aktif HA'larin LOEC degerlerinin, 6rnegdin yukarida
belirtilen HS1500 konsantrasyonundan ¢ok daha distk olmasi
gercegiyle de vurgulanabilir, 6rnegin Danio rerio baliklarinin
maruz kalan embriyolarinin hayatta kalma oranini énemli 6l¢tide
azaltir. hangisiydi

HS'nin antiéstrojenik etkileri sadece HA ile sinirli degildir; FA'nin
yani sira NOM'nin de E2 ile indUklenen lusiferaz aktivitesini
olumsuz etkiledigi gosterildi. Ancak bu bulgu, kili¢ kuyruklu balk
Xiphophorus helleri (Meinelt ve digerleri, 2004) ve African penceli
kurbaga Xenopus laevis (Lutz ve digerleri, 2005) tzerinde yapilan
ve daha sonra iribaglarda disilesmenin gézlemlendigi yakin tarihli
calismalarin sonuglariyla tutarh degildir . sentetik bir HS1500'e
maruz kalma. Ancak bu calismalar sentetik bir himik madde
(kafeik asidin bir oksidasyon Grunu) ve tim organizmalar ile
gerceklestirilmistir ve bu durum sonuglarda farklliklara neden
olabilir. Ureme Uzerindeki diger etkiler, nematodlarda
g06zlemlenmistir (Steinberg ve digerleri, 2004), burada dogal turba
FA, maruz kalan bireylerin yavru sayisini guglt bir sekilde
engellemistir. Kurbaga Rana temporaria'nin oositleri ile yakin
zamanda yapilan bir in vitro ¢alisma (Zenkevics ve digerleri, 2005) ,
himik maddelerin oositlerin gonado tropik hormona duyarliligini
azalttigini ve bdylece olgunlasmalarini geciktirdigini géstermistir.
Bu yazarlar bu etkiyi, gonadotropik hormonun membran
transportunu bloke etmesine baglamaktadir. E2 icin membran
gegirgenligindeki degisiklikler de caismamizda gézlemlenen
antidstrojenik etkilerin nedeni olabilir. Diger bir neden, test
ortaminda nispeten hidrofobik E2 molekilinin karbonca zengin
H2S'ye basit sorpsiyonu olabilir. Bu hipotez, NOM'nin E2'nin su
fazi ve yapay bir zar arasinda bélinmesi tzerindeki etkisi Uzerine
yakin tarihli bir calisma ile desteklenmektedir (Yamamoto ve
digerleri, 2004). Arastirmacilar, 3 mg 11 kadar disuk
konsantrasyonlarda E2'nin zar/su bélme katsayilarinda %30
azalma gozlemlediler .
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Suwannee River FA'nin 7,7 mg I1'i igin sirasiyla HA (Sigma) ve %20
azalma. Bu, HA'nin (Sigma) ¢ok daha yiiksek antidstrojenik aktivite
ortaya ¢ikardigi bulgumuza karsilik gelir.

Ne yazik ki, Yamamoto ve ark. (2004) daha ylksek H2S
konsantrasyonlari Gzerinde caligma yapmamistir ve bu nedenle
onlarin sonuglarini bizimkilerle dogrudan karsilastiramayiz. Bu kadar
disuk konsantrasyonlarda, eger varsa, %10'dan daha buyuk bir etki
gdzlemlemedik. Ote yandan, sorpsiyon, tim numunelerin aktif
oldugunu dustnduren nispeten spesifik olmayan bir siregtir.
Bununla birlikte, dort numune (iki NOM numunesi, bir HA ve bir FA)
yiiksek konsantrasyonlarda bile hi¢ antidstrojenik aktivite gostermedi
veya ¢ok zayIf antidstrojenik aktivite ortaya cikardi. Bu nedenle, daha
spesifik bir etki mekanizmasi sorunu hala ¢6ztlmemis durumda.

5. Sonuglar

Bu ¢alismanin sonuglari, himik maddelerin AhR sinyal yolu ile
etkilesimlerini gostermektedir. Bazi HA'lar, ancak FA'larin hicbiri, 2,6-
8,4 - 108 araliginda goreli potansiyellerle dnemli AhR aracili etkiler
ortaya ¢ikarabildi . Dolayisiyla hiimik maddies s ditesik leoprak
organizmalari veya turba batakliklarindan gelen organizmalar gibi
hamik maddelerin ytiksek konsantrasyonlarina stirekli maruz kalan
organizmalar Uzerinde bazi olumsuz etkilere neden olabilir. E2'nin
hidmik maddeler tzerinde basit bir sekilde emilmesinden, himik
maddeler molekullerinin parcalarinin neden oldugu E2 icin azaltiimis
zar gecirgenliginden veya baska bir daha spesifik mekanizmadan
kaynaklanabilecek in vitro antiostrojenik etkiler de tespit edilmistir.
Ancak, etki seklinin belirlenmesi daha fazla arastirma gerektirir.
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