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OZET: Agir metaller; diisiik konsantrasyonlarda bile toksik veya zehirleyici olabilen yiiksek yogunluklu metallerdir.
Agir metaller belirli bir zaman aralifinda canli organizmada diger metallere oranla daha fazla birikir. Sonug¢ olarak
giderek artan olumsuz etkilere sebep olur. Arastirmada kullanilan Saccharomyces cerevisiae metal biyo absorbsiyonu
calismalarinda siklikla kullanilmaktadir. S. cerevisiae ile yapilan bu calisma ile ilk kez Mn, Mg, Cd ve Fe metal
iyonlarinin lipit peroksidasyonu (MDA), glutatyon (GSH), yag asidi ve vitamin igerikleri gibi bazi biyokimyasal
parametreler iizerine etkileri arastirilmistir. Deneyde kullanilan S. cerevisiae FMC16’nin gelisimi ve ¢ogalmasi icin
YEDP besiyeri ortami hazirlandi. Uygulama gruplari i¢in; Mn, Mg, Cd ve Fe agir metallerinin her birinden 2 mg 200-
1 mL olacak sekilde kiiltiir ortamuina ilave edildi. Elde edilen siipernatan ile, GSH (Elman reaktifi ile), total protein
(Lowry yontemine gore) ve MDA (Ohkawa ve ark.’nin spektrofometrik yontemine gore), yag asitleri (Christie’ye
gore) ve vitamin (Katsanidis ve Addis’e gore) analizleri yapildi. Sonug olarak, agir metal uygulamasinin MDA ve
GSH igeriklerini 6nemli seviyede artirdigt ve bu artiglarin istatistiksel agidan da 6nemli oldugu (p<0.0001)
belirlenmistir. Buna karsilik; agir metallerin yag asidi ve vitamin igerigi lizerine etkilerinin olduk¢a degisken oldugu
anlagilmistir. S. cerevisiae’dan elde edilen bu sonuglar ekosistemi olugturan biitiin okaryotik organizmalara
uyarlandiginda, 6zellikle ¢evrede ve besinlerde birikimi olduk¢a yiiksek olan bu agir metallerin tiikketimine dikkat
edilmesi gerektigi sonucuna ulagilmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Agir metal, S. cerevisiae, malondialdehit (MDA), glutatyon (GSH), yag asidi

Effect of Heavy Metals (Manganese, Magnesium, Cadmium, and Iron) added Saccharomyces cerevisiae
Culture Medium on Some Biochemical Parameters

ABSTRACT: Heavy metals are high density metals that can be toxic even at low concentrations. Heavy metals
accumulate in living organisms at a greater rate than other metals in a certain time interval. As a consequence, they
result gradually increasing negative effects. Saccharomyces cerevisiae used in this study is frequently preferred in
metal bioabsorption. The effects of Mn, Mg, Cd and Fe metal ions on some biochemical parameters such as lipid
peroxidation (MDA), glutathione (GSH), fatty acid and vitamin contents were investigated for the first time in this
study with S. cerevisiae. For the development and proliferation of S. cerevisiae FMC16 in the study, YEDP (1 g yeast
extract for 100 ml, 2 g bactopeptone, 2 g glucose) medium was used. For application groups; 2 mg 200-1 mL of each
of heavy metals including Mn, Mg, Cd and Fe were added to the culture medium. GSH (with EIman Reactivity), total
protein (according to Lowry) and MDA (according to the spectrophotometric method of Ohkawa et al.), fatty acid
(according to Christie) and vitamins (according to Katsanidis and Addis) analyzes were performed with the obtained
supernatant. Results indicated that heavy metal application increased MDA and GSH contents significantly (p
<0.0001). Whereas, it is concluded that heavy metals have various effects on fatty acids and vitamin content and are
accumulating a high degree in environment and organisms. Thus, all living organisms should avoid consuming any
of these heavy metals.
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GIRIS

Agir metaller pargalanabilir olmadiklari i¢in yaygin
cevre Kkirleticileridir. Bu metaller ¢esitli sektorlerde
kullanilmaktadir ve dolayisiyla atiklarin1  gevreye
vermektedir (Zouboulis ve ark., 2004). Mikrobiyal
topluluklar; degisik formlardaki metallerin ¢evreye
girisini saglayabilir (Doelman ve ark., 1994). Baz1 agir
metaller temel iz elementler olmalarina ragmen, ytiksek
konsantrasyonlarda bitkiler, hayvanlar ve mikroplar i¢in
toksiktir. Agir metallerin genellikle mikroorganizmalar
tarafindan inhibe edici bir etki ile 6nemli fonksiyonel
gruplar1 bloke edilir veya dnemli metal iyonlarinin yeri
degistirilir (Doelman ve ark., 1994).

Agir metaller igerisinde kursun, ¢inko, bakir, kobalt,

kadmiyum, krom, mangan, arsenik, magnezyum, demir
ve glimiis gibi metal iyonlari, kalic1 etkilerinden dolay1
canlt sistemleri ve c¢evre sagligi yoniinden Onem
tagimakta olup, belirli bir smirt asinca da son derece
toksik etki gostermektedir. Bazi sistemlerde agir
metallerin etki mekanizmasi konsantrasyona bagl olarak
degisir. Konsantrasyon sinirin1 agtiklart zaman toksik
etki gosteren agir metaller canli biinyelerde sadece
konsantrasyonlarima bagli olarak etki gostermezler.
Sebep olduklart etki, canli tiirline ve metal iyonunun
yapisina baglh olarak da degisir. Kadmiyum
uygulamasinin MDA miktarmin dokularda artmasina
sebep oldugu bildirilmistir (Asagba ve ark., 2000). Farres
ve ark., (2016) yaptiklar1 ¢alismalarinda agir metal
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grubunda olan Cu (bakir)’in S. cerevisiac’de ki toksik
etkilerini arastirmiglar ve aragtirma sonucunda mayada
agir metalin oksidatif stres olusumuna neden olarak DNA
hasar1 olusturdugunu gézlemlemislerdir. Bir diger agir
metal olan Pb (kursun)’nun S. cerevisiae mayasinda
etkilerinin arastirildigl bir ¢alismada; Pb’nin oksidatif
stresi arttirict bir etkinin oldugu saptanmis ve bu artigin
mayanin mitokodrisinde hasara yol actifi ortaya
konulmustur (Sousa ve Soares 2014). Mukherjee ve ark.
(2010)’nin arsenik konsatrasyonunun Aspergillus niger
tizerindeki etkilerini arastirdiklari ¢aligmalart sonucunda,
konsatrasyon artigina bagl olarak MDA seviyesinde artig
oldugunu belirtmislerdir. Ancak giiniimiize kadar yapilan
calismalar kapsaminda agir metallerin S. cerevisiae
mayasinda MDA diizeyi, yag asidi ve vitamin profilleri
iizerine olan etkisini ortaya koymaya yonelik literatiir
bilgisi bulunmamaktadir.

Yiksek yapili organizmalarda ve mayalarda
mikroelementlerin etkileri son yillarda arastirmalara
sikca konu olmaktadir. Ozellikle ¢inko, bakir, demir,
krom, selenyum ve mangan gibi elementlerin insan ve
hayvanlarda hastaliklart onleme etkilerinin yani sira
maya metabolizmasi tizerindeki etkileri de bilimsel
caligmalara konu olmaktadir (Guan-Zetic ve ark., 2001).

Mayalar gesitli 6zellikleri sayesinde toksik maddelere
karg1 direng gosterebilirken bu direng etkisini; metal
alim ya da gegisinin azaltilmasi veya hiicrenin metalleri
tutmast seklinde farkli iki mekanizma ile gosterebilir
(Guan-Zetic ve ark., 2001). Bakir ve ¢inko gibi agir
metaller hiicre metabolizmasinda yapisal ve fonksiyonel
olarak i goriirken, kadmiyum, civa ve kursun gibi
esensiyal olmayan metaller hiicresel fonksiyonlar igin
zararli olabilmektedir (Ortiz ve ark., 1992).

Agir metal ile kirlenmis bir ortamda hayatta
kalabilmek i¢in mikroorganizmalar gesitli toksik metal
iyonlarna karsi dayaniklilik gelistirmistir (Nies ve
Silver, 1995; Nies, 1999). Bu mekanizmalar; metallerin
gecirgenliginin engellenmesi, hiicreden metalin aktif
sekilde uzaklastirilmasi, metallerin baglanmasi, hiicre
disia atma ve cesitli sekillerde metallerin daha diisiik
toksik forma doniistiiriilmesi seklindedir (Bruins ve ark.,
2000; Nies ve Silver, 1995; Silver, 1996). Farkli
metallere karsi genel bir direng mekanizmasi yoktur ve
dayaniklilik bir tiirden digerine farklilik gosterir.

Agir metal iyonlar bir¢ok fizyolojik agsamada dnemli
rol oynamalarina ragmen fazla miktarda ortamda
bulunduklarinda metabolizmada g¢ok ¢esitli ve tehlikeli
hasarlara neden olurlar (Avery, 2001; Schiitzendiibel ve
Polle, 2002; Gaetke ve Chow, 2003). Agir metallerden
olan kadmiyum (Cd) yer kabugunda bulunan dogal bir
elementtir. Genellikle de diger elementlerle bilesik
olusturur. Cd yiiksek toksisiteye sahiptir. Kalici olmasi
nedeniyle besinlerde ve ekosistemde en tehlikeli iz
elementlerden birisidir (Carrera ve ark., 1998). Mangan
(Mn) onemli metallerden birisidir. Metal sanayinde
ozellikle ¢eligin dayanimimi artirmak icin kullanilir.
Mangan viicutta bazi enzimlerin yapisinda kofaktdr
olarak kullanilmaktadir. Mangan birikimi insanda
Parkinson benzeri hastaliklara ve psikotik belirtilere yol
agcmaktadir (Murray ve ark., 1991). Bunun yaninda Mn
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bitkiler igin gerekli olan bir mikro elementtir. Fotosentez,
terleme ve biyosentez gibi islemlerin birgogunda insan
viicudunda oldugu gibi bitki hiicrelerinde de rol alir.
Yiiksek konsantrasyonlarda toksik etkiye sahiptir
(Todorovi¢ ve ark.,, 2009). Magnezyum (Mg) yer
kabugunda en bol bulunan 8. dogal elementtir. Mg canli
dokuda enerji olusumu, taginmasi, proteinler, DNA ve
RNA gibi 6nemli molekiillerin olusturulmasi igin gerekli
bir elementtir. Bitkilerde ise klorofil molekiiliiniin
merkezinde bulunarak hayati islev yapar. Dolayisiyla
hem bitkiler hem de hayvanlar igin dnemli bir elementtir.
Demir (Fe) oldukga zararli olabilen ve ciddi toksik etkiler
meydana getirebilen bir elementtir. Saf demir olarak
dogada bulunmasi zordur. Insanlar ve diger canlilar icin
hayati 6neme sahip olan demir, yiiksek dozlarda
organizmada ciddi zararlara yol acabilir (Mahesh ve ark.,
2008). Demir bitkiler icin gerekli olan mikro
elementlerden olmasina ragmen yiiksek dozlarda toksik
etkilere sahiptir (Williams ve ark., 2000). Ayn1 zamanda
insanlarda diyabet, damar rahatsizliklar1 ve ilgili
kardiyovaskiiler anormallikler, hormonal bozukluklar ve
bagisiklik  sistemi  lizerine zararli etkileri de
bulunmaktadir. Oksidatif stress olusturarak beyin
dokusuna zarar verebilir (Gurzau ve ark., 2003).

Mayalar; giinlimiizde biyoteknolojik ¢aligmalara
sik¢a konu olan organizmalar igerisindedir. Arastirmada
kullanilan S. cerevisiae’nin metal biyosorbsiyonunda
etkili olarak kullanildig1 bilinmektedir. Ancak giiniimiize
kadar yapilan arastirmalar ile agir metallerin S. cerevisiae
tizerindeki biyokimyasal etkileri tam olarak ortaya
konulamamustir. Bu calisma ile S. cerevisiae’nin gelisme
ortamina ilave edilen Mn, Mg, Cd ve Fe gibi agir
metallerin biyokimyasal parametreler {izerine etkilerinin
arastirilmasi amag¢lanmustir.

MATERYAL ve METOT
Saccharomyces  cerevisiae’min
Uygulama Ortaminin Hazirlanmasi
Deneyde kullanilan S. cerevisiae FMC16’nin gelisimi
ve ¢ogalmasi i¢cin YEDP (100 mL i¢in 1 g yeast exrakt, 2
g baktopepton, 2 g glukoz) besiyeri ortami hazirlandi.
Her grup i¢in tekrar sayisi (n) = 6 olarak yapildi. Besiyeri
ortam1 hazirlandiktan sonra asagidaki gruplara ayrildi;

Gelisme  ve

Kontrol grubu: Bu gruptaki S. cerevisiae hiicreleri
i¢in, 200 mL saf su i¢inde 2 g maya ekstrakti, 4 g
baktopepton ve 4 g glukoz igeren besiyeri ortami
hazirlandi.

Agir Metal Uygulama Gruplari: Bu gruptaki S.
cerevisiae hiicreleri igin, gelisme ortamini igeren besiyeri
hazirlandiktan sonra Mn, Mg, Cd ve Fe agir metallerinin
her birinden 2 mg 200! mL olacak sekilde kiiltiir
ortamina ilave edildi. Asilama isleminden sonra kiiltiirler
30 °C’de 72 saat inkiibasyona birakildi. Bu siirenin
sonunda Kkiiltiirler laboratuvar sartlarinda 517 nm’de
hiicre yogunluklar1 olgiildiikten sonra, 6000 rpm’de 5
dakika siireyle +4 °C’de santrifiij edilerek hiicreler
toplandi. Hiicreler pellet olarak toplandiktan sonra yas
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agirliklart belirlenip diger biyokimyasal
yapilmasina gegildi.

Hiicre pelletleri, 20 mM Tris HCI-baz (pH= 7.4) ve
20 mM EDTA karisimu ile homojenize edilip santrifiij
edildikten sonra slipernatant kismi ile GSH, total protein
ve MDA o6l¢iimleri yapild1 ve geriye kalan pellet 10 mL
3/2, (v/v) oraninda n-hekzan/izopropanol karigimi ile
homojenize edilerek yag asidi diizeyi, sterollerin
(ergosterol, stigmasteol, B-sitosterol) analizi yapildi.

Sonuglar SPSS istatistik programi kullanilarak analiz
edilip farkliliklar istatistik acidan degerlendirildi.

islemlerin

Maya Hiicresinde MDA Miktarinin Olgiilmesi

MDA (TBARS) diizeyinin 6l¢timii, Ohkawa ve ark.,
(1979) ’nin metoduna goére bazi modifikasyonlar
yapilarak spektrofotometre ile 6l¢iildi.

Maya Hiicresinde Glutatyon Miktarinin Olgiilmesi

Stipernatant  kisim  {izerine 0.3 M Na;HPO4
¢Ozeltisinden 2 mL ilave edildi ve 0.5 mL % 0.03’lik
DTNB ¢ozeltisi ilave edilerek karistirildr 5-10 sn sonra
olusan sar1 renk oda sicakliginda iyice stabil hale
geldikten sonra 412 nm’de kore karsi okundu
(Elman,1959).

Maya Hiicresinde Total Protein Miktarinin

Olciilmesi

Orneklerin total protein miktarlarmin dl¢iimii Lowry
(1950) yontemine gore yapildi

Yag Asidi Miktarinin Belirlenmesi
LPO miktarmin olglimii disinda kalan reaksiyon
karisimi  tizerine % 2’lik metanolik HpSOs (V/V)

30.00 -
25.00 -
20.00 -
15.00 -
10.00 -
5.00
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konularak vortekslendi ve 16 saat 55 °C’de inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda, sogutulduktan sonra
iizerine 5 mL % 5’lik NaClI ilave edildi. Reaksiyon
ortaminda olusan yag asidi metil esterleri 5SmL n-hekzan
ilave edildi (Christie, 1992).

ADEK Vitaminleri

Belirlenmesi

5 mL siipernatant 25 mL’lik agz1 kapakl tiipler igine
almarak tlizerine % 5°lik KOH ¢ozeltisi ilave edildi.
Vortekslendikten sonra 85 °C’de 15 dk bekletildi. Tiipler
¢ikartilarak oda sicakligina kadar sogutuldu ve iizerine
SmL saf su ilave edildi ve karistirildi. Sabunlagmayan
lipofilik molekiiller 2x5 mL hekzan ile extrakte edildi.
Hekzan fazi1 azot akimi ile uguruldu. 1 mL (% 50 + % 50,
v/v)  asetonitril/metanol  karistminda  ¢oziilerek
otosampler viallerine alind1 ve analiz edildi. A vitamini
icin dedeksiyon dalga boyu 326 nm, E vitamini i¢in 202
nm, D ve K vitaminleri i¢in 265 nm kullanildi (Katsanidis
ve Addis 1999).

ve Kolesterol Miktarinin

BULGULAR ve TARTISMA

Agw Metal Uygulama Gruplarinin MDA Miktar

Uzerine Etkileri

S. cerevisiae hiicrelerinde agir metal uygulamalarimin
MDA diizeyini artirdig1 belirlenmistir (Sekil 1). Ozellikle
Mg ve Cd uygulamalarinin MDA igerigini ciddi seviyede
artirdigt ve bu artiglarin istatistiksel agidan da 6nemli
oldugu (p<0.0001) goriilmektedir (Sekil 1). Cd
uygulamasinin MDA igerigini en ¢ok artiran grup oldugu
belirlenmistir.

0.00 :
KONTROL Mn

Malondialdehit (MDA) icerigi
(nmol/g)

Mg Fe ‘

3.88

18.04 23.80 13.98 \

Uygulama Gruplan

Sekil 1. Uygulama gruplarinin S. cerevisiae’ da malondialdehit i¢erigine etkileri

Lipid peroksidasyonu; membrandaki doymamis yag
asitlerinin serbest oksijen radikalleri tarafindan alkoller,
aldehitler, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi ¢esitli
iiriinlere yikilmasi reaksiyonudur. Serbest radikaller
ozellikleri nedeniyle lipitler, proteinler ve niikleik asitler
ile etkileserek hiicreye zarar verirler. Cesitli patolojik
durumlar sirasinda birgok hiicre tipinde O’ nin
rediiksiyonundan olusan tiirlerin iretimiyle oksidatif
stres meydana gelir. Bunun sonucunda hiicre yapisindaki
lipitlerde bozulmalar olur (Rice-Evans ve ark., 1991).

MDA (Malondialdehit), biyolojik sistemde lipitlerin
oksidasyonu sonucunda olusmaktadir. Bu bilesikler ya
hiicresel olarak metabolize olurlar ya da baglangigta etkili
olduklar1 bolgeden diffiize olup hasari hiicrenin diger
boliimlerine yayarlar. Lipid radikallerinin hidrofobik
yapida olmasi dolayist ile reaksiyonlarin ¢ogu membrana
bagli molekiillerde meydana gelir. Membranlarda,
reseptorleri ve membrana bagli enzimleri inaktive etmek
suretiyle membran proteinlerinde de ciddi hasarlar
meydana  getirebilirler ~ve  iyon  transportunu
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etkileyebilirler. (Rice-Evans ve ark., 1991). LPO
reaksiyonu ya toplayici antioksidan reaksiyonlarla
sonlandirilir veya otokatalitik yayilma reaksiyonlart ile
devam eder (Gutteridge, 1995; Dikici, 1999). Bir
arastirma  ile; agir metallerden olan kadmiyum
uygulamasi sonrast lipit peroksidasyonu (LPO)’nun bir
gostergesi olan malondialdehitin (MDA) dokularda
arttig1 gézlenmistir (Asagba ve ark., 2000)

Yaptigimiz  ¢aligma  sonucunda agir metal
uygulamalarinin maya hiicresinde MDA miktarini
artirdigini belirledi. Agir metal uygulamasi durumunda
hiicreler ciddi derece hasara ugramaktadir ve lipit
oksidasyonunun olmamasi kaginilmazdir. Sonug¢larimiza
gore uygulanan agir metallerin ¢esidine ve organizma
icin esensiyal olmasi durumuna bagli olarak artmus MDA
miktarlart bulunmaktadir. Calisma sonucunda elde
ettifimiz ~ sonuglara  gore;  oOzellikle Mg ve
uygulamalarinda yliksek MDA igerikleri belirlenmis

18.00 -
16.00 -
14.00 -
12.00 -
10.00 -
8.00 -
6.00 -
4.00 -
2.00 -
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olup insan beslenmesinde de dikkat edilmesi gerek bir
durum oldugu konusu kaginilmazdir.

Agwr Metal Uygulama Gruplarimin GSH ve GSSG

Miktarlar: Uzerine Etkileri

Agir metal uygulamalarinin GSH igerigi iizerine
etkileri incelendiginde tiim uygulamalarin GSH diizeyini
azalttig1 Sekil 2°da goriilmektedir. Ozellikle Cd ve Fe
uygulamalarinin  GSH  iizerine etkilerinin oldukga
baskilayici oldugu ve elde edilen degerlenin istatistiksel
olarak 6nemli oldugu (p<0.0001) belirlenmistir (Sekil 2).

Okside glutatyon (GSSG) igerigi agir metal
uygulamalarina bagli olarak artig gostermistir (Sekil 3).
Glutatyon icerigindeki azalmalara paralel artiglar okside
glutatyon iceriginde saptanmistir. Yapilan istatistiksel
analize gore; Cd ve Fe uygulamalarinda meydana gelen
GSSG igerigindeki degismelerin istatistiksel acidan
onemli oldugu (p<0.0001) saptanmustir.

0.00
KONTROL

Mg

16.53

8.04 3.80 3.98 \

Glutatyon (GSH) Miktari (umol/g)

Uygulama Gruplari

Sekil 2. Uygulama gruplarinin S. cerevisiae’da glutatyon miktarina etkileri

Okside Glutatyon (GSSG)

KONTROL

Mg

5.35

10.05

28.03

20.02

Uygulama Gruplari

Sekil 3. Uygulama gruplarinin S. cerevisiae’ da okside glutatyon miktarina etkileri

Oksidatif stresin zayif oldugu durumlarda devreye
giren adaptasyon mekanizmalar1 sonucunda GSH diizeyi

artirlir.
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artan GSSG olusumuna baghh olarak GSH diizeyi
azalmaktadir (Zhang ve ark., 2005). Hiicre igerisinde
GSSG’nin GSH’a rediiksiyonunu katalizlemekle gorevli
olan enzim, glutatyon disiilfid rediiktaz (G; EC 1.6.4.2)
olarak bilinmektedir. GSSG miktarinin artmasi1 durumu
ise NADPH iiretim yollarindaki herhangi bir bozuklugu
gostermekte veya enzimin inaktivasyonu sonucu hiicre
ici GSH miktarinin azalmasi anlamina gelmektedir. Bu
goriisiimiiz, Izawa ve ark., (1995), tarafindan yapilan
calisma ile de desteklenmektedir. Bu arastiricilar
tarafindan H>O;’ye karst olusturulan adaptasyon
mekanizmalarindan birinin intraselular glutatyonun artis
olabilecegi bildirilmigtir. Ayrica, Penninckx (2000)
tarafindan da S. cerevisiae mayasinin farkli besin
kaynaklarma ve oksidatif strese cevap olarak glutatyon
sentezledigi belirtilmistir.

Mevcut c¢alisma sonucunda; Glutatyon miktarinin
uygulama gruplarinda kontrol grubuna gore azaldigi
belirlenmistir. Okside glutatyon ise artmistir. Bu sonug
antioksidan enzimler ve MDA igerikleriyle beraber
diistiniildigiinde uygulanan agir metallerin ortamda ciddi
derece stres olusturdugunu desteklemektedir ve literatiir
ile uyumludur (Garces ve ark., 2001). Meister ve
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oksidanlarin neden oldugu doku hasar1 sonucunda GSSG
miktarinda artis olabilecegini ve GSH/GSSG oraninin
degisebilecegini bildirilmistir. Calismamizda literatiir ile
uyumlu sonuclar elde edilmistir. GSG/GSSG oranindaki
azalma organizmada ciddi risk olusturur ki sonug¢larimiza
gore GSH/GSSG oraninda azalma meydana geldigi
belirlenmis olup bu durum MDA ile toplam ¢oziinebilir
protein miktarlarinda da gozlenmistir. Calismada
ozellikle Cd ve Fe uygulamalarinda GSH miktarinda
ciddi azalma, GSSG miktarinda ise artis oldugu Sekil 2
ve Sekil 3°da goriilmektedir.

Agwr  Metal Uygulama Gruplarimin  Toplam

Coziinebilir Protein Miktari Uzerine Etkileri

Toplam ¢oziinebilir protein miktari {izerine uygulama
gruplarinin  etkilerinin degisken oldugu saptanmistir
(Sekil 4). Mn ve Mg uygulamalarinda kontrol grubuna
gore daha yiiksek toplam ¢oziinebilir protein miktar
belirlenmistir. Diger uygulama gruplarinda ise kontrol
grubuna nazaran diisiik degerler tespit edilmistir. Cd ve
Fe uygulamalarindan elde edilen toplam ¢oziinebilir
protein miktar1 degerlerinin istatistiksel agidan 6nemli
oldugu belirlenmistir(p<0.0001).

Anderson (1983) tarafindan yapilan ¢alismada,
f=
T 3.00 -
o
& = 2.50 -+
£ 5 2.00 - T I
@ £ 150 -
S § 1.00 - * *
S E 050 -
52 0.00 s R
s KONTROL Mn Mg cd Fe |
o
= 1.34 1.50 1.83 0.24 0.33 ‘

Uygulama Gruplan

Sekil 4. Uygulama gruplarinin S. cerevisiae’da toplam ¢oziinebilir protein igerigine etkileri

Proteinler stirekli c¢esitli igsel ve digsal faktorler
tarafindan zarar gorir (Chondrogianni ve ark., 2014).
Genel yaklasima gore; agir metaller igin ilk hedef
organizmadaki proteinlerdir. Agir metaller ozellikle
hassas proteinlerin ya iglevsel yan zincir gruplari ile bir
kompleks olusturarak ya da Metaloproteinlerde esas
metal iyonlarmin yer degistirmesiyle belirli fizyolojik
aktivitelere miidahale eder (Tamas ve ark., 2014). Vido
ve arkadaglar1 (2001) S. cerevisiae mayasi ile yaptiklari
caligmada, Cd (II) stresine maruz birakilan maya
hiicrelerinin ~ stres  kosuluna  hiicresel  yanitini
arastirmislardir. Arastirmada, S. cerevisiae hiicreleri agir
metal stresine cevap olarak 54 proteinin sentezini
arttirirken, 43 proteinin sentezini azaltttig1 sonucuna
vartlmistir.  Aym1  zamanda arastiricilar  tarafindan,
glutatyon sentezi ile antioksidant ozellige sahip bazi
proteinlerin Cd (II) iyonlar1 ile muamele edilen maya
hiicreleri  tarafindan daha fazla sentezledigini

gosterilmistir. Ting ve Lawson (1991), kromun ¢esitli
sekillerde membranlara, organellere, proteinlere ve
niikleik asitlere zarar verdigini bildirmistir. Li ve ark.,
(2007) tarafindan yapilan ¢alismada Rhodotorula sp.
Y11 mayasimin Cd direnci arastirilmis olup, 12 saat sonra
icerisinde Cd bulunmayan ortamda protein miktarinin
324.3 mg/g iken 100 ppm Cd varliginda 421.7 mg/g
oldugunu, 24 saat sonunda ise her iki ortam i¢inde azalma
gozlendigi ve protein biyosentezinin ise mikroorganizma
tiirline bagl olarak degisecegi bildirilmistir. Yapilan
caligmalara gore; metaller inter ve intrafibriller,
parakristalin bolgeler, proteinler, RNA ve polifosfatlar,
vakuoller gibi hiicre yapilarinda alinima ugramaktadirlar.
Genelde hiicre duvarlarina metal baglanmasi hizli ve
yiiksek verimlilik gosterirken hiicrenin
sitoplazmasindaki bdlgelerde ¢ok yavas ve disiik
verimliliktedir. Ayrica metallerin alimim siirecinde
birgok mikroorganizmanin metal baglayic1 proteinler
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sentezledikleri de rapor edilmistir (Yazgan ve ark. 1993;
Favero ve ark., 1991).

Elde ettigimiz sonuglara gore; Mn ve Mg
uygulamalarinda toplam ¢oziinebilir protein miktarinda
artis oldugu buna karsin Cd ve Fe uygulamalarinda ise
azalma meydana geldigi belirlenmistir. Elde ettigimiz
sonuclar Vido ve ark., (2001) tarafindan belirtilen
sonuglarla uyum gostermektedir. Benzer sekilde Li ve
ark., (2007) tarafindan yapilan ve agir metal
uygulamasinin siiresine bagli olarak protein miktarinda
azalma oldugunu bildirdikleri literatiir ile uyumludur.
Sonuglarimiz uygulanan metal ¢esidine gore protein
miktarinda degisiklikler oldugunu géstermistir.

Agwr Metal Uygulamalarimin S. cerevisiae’nin Yag

Asitleri Uzerine Etkileri

Miristik asit (14:0) miktar1 iizerine agir metal
uygulamalarinin etkilerinin tiim gruplarda azaltict yonde
oldugu belirlenmistir (Cizelge 1). Kontrol grubunda
belirlenen 14:0 miktarinin en yiiksek diizeyde oldugu, Fe
uygulamasinda ise olduk¢a diisik bulundugu
gozlenmistir (p<0.0001). Agir metal uygulamalarinin
palmitik asit (16:0) igerigi lizerine etkileri incelendiginde
kontrol grubu ile karsilastirildiginda yag asidinin tiim
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agir metal uygulamalarinda arttig1 ancak bu artislarin
istatistiksel ~ acidan  Onemsiz  oldugu  (p>0.05)
belirlenmistir. Mn igeren grupta 16:0 miktarinin en diisiik
seviyede oldugu saptanmustir. Agir  metal
uygulamalarinin S. cerevisiae’nin palmitoleik asit (16:1)
icerigi incelendiginde; kontrol grubuna goére sadece Mn
uygulamasinda artis oldugu, diger uygulamalarda
azalmalarin bulundugu Cd ve Fe uygulamalarinda
belirlenen 16:1 igeriginin en diisiik seviye meydana
geldigi gorillmektedir. Heptadekanoik asit (17:0)
icerigine  agir metal uygulamalarinin  etkileri
incelendiginde tiim agir metal uygulamalariin 17:0
igerigini azalttig1, Fe uygulamasinda en diisiik seviyede
17:0 igerigi bulundugu ve elde edilen sonuglarin 6nemli
(p<0.0001) oldugu belirlenmistir. ~ Agir  metal
uygulamalarinin  Stearik asit (18:0) igerigi iizerine
etkilerinin yag igerigini artirict sekilde oldugu ve Fe
iceren grupta bu artigin daha fazla oldugu belirlenmistir.
(p<0.001). Oleik asit (18:1) ve Linoleik asit (18:2)
lizerine agir metal uygulamalarinin etkileri azaltict yonde
gerceklesmistir. Cd ve Fe uygulamalarinda her iki yag
asidinin miktarinda belirgin oranda azalmanin oldugu
saptanmistir.

Cizelge 1. Agir metal uygulamalarinin S. cerevisiae’nin yag asitleri iizerine etkileri

Uygulama Gruplar:

Yag Asitleri Kontrol Mn Mg Cd Fe
14:0 4.17+0.2 2.62+0.01 2.80+0.003 3.21+0.02 0.58+0.06%
16:0 42.9+0.3 52.01+0.212 53.47+0.51 54.76+0.24° 54.56+0.21
16:1 7.93+0.23 8.62+0.14 7.38+0.12 1.36+0.19% 0.50+0.14%
17:0 2.19+0.12 1.12+0.01 1.04+0.02 0.85+0.03 0.50+0.08%
18:0 20.1+0.12 22.58+0.33 25.09+0.11 27.02+0.8 28.99+0.08¢
18:1 5.82+0.36 3.21+0.04 3.42+0.03 2.06+0.12¢ 2.76+0.04%
18:2 0.66+0.02 0.50+0.19 0.45+0.31 0.39+0.03 0.36+0.1¢

cd: P<0.0001, d: P<0.001, c: P<0.01, b: P<0.05, a: P>0.05

Mayalarin yag asidi profili iizerine gevre sartlarinin
nasil etki ettigi izerine yapilan caligmamalarda da benzer
sonuglara ulagilmistir. McDonough ve Roth (2004)
tarafindan yapilan ve mayadan yag asidi sentezini
arastirdiklar1  bir g¢alismada, Schizosaccharomyces
pombe’nin iki farkli gelisme ortaminda (20 °C ve 30 °C)
palmitik asit, palmitoleik asit (16:1), oleik asit (18:1) ve
linoleik asit (18:2) sentezi oldugu bildirilmistir. Ayrica
galisma sonucunda S. pombe hiicrelerinde oleik asit
(18:1) sentezinin stearoly CoA desaturaz’in (A9
desaturaz) kontrolityle miimkiin oldugu da belirtilmistir.
Buna ek olarak son yillarda yapilan ¢alismalarla hem yag
asit sentetaz (FAS) hem de A9 desaturaz enzim
aktivitelerinin farkli diyetler yolu ile etkilendigi de ortaya
konulmustur (Ntambi, 1999; Rimoldi ve ark., 2001;
Ntambi ve ark., 2002). Martin ve ark., (2006), tarafindan
yapilan ¢aligma sonucunda; S. cerevisiae ve diger
mayalarda tekli doymamis yag asidlerinin A9 desaturase
yoluyla doymus agil CoA onciillerinden olustugu
bildirilmigtir. Calismada ayrica S. cerevisiae’da
desaturaz geni OLE!l’in fakli karbon kaynagi, metal

iyonlart ve oksijen seviyesi igeren farkli uyaranlarin bir
kismina cevap olusturdugunu ve gen ekspresyonunun
diizenlendigi belirlenmistir. Cilinkii membran yag asidi
bilesimi agik bir sekilde ¢evresel faktorlerden
etkilenmektedir. Ayrica hiicrenin yag asidi bilesiminin

gelisme  ortaminin  karbon  kaynagindan  da
etkilenebilecegi  belirtilmektedir  (Benchekroun ve
Bonaly, 1992). Torija ve ark., 2002 yilinda S.

cerevisiae’min yag asidi bilesimi lizerine nitrojen
kaynaklarmin etkisini arastirdiklar1  ¢alismalarinin
sonucuna gore, mayanin gelisme ortami igeriginin ve
cevresel sartlarin hiicre membran yag asidi bilesimini
etkiledigi tekrar vurgulanmigtir. Farkli bir aragtirmada ise
sicaklik, oksijen ve besin sinirlanmasi gibi g¢evresel
faktorlerden S. cerevisiae mayasinin agik bir sekilde
etkilenerek plazma membraninda bazi adaptasyonlar
olusturdugu saptanilmistir ve plazma membranlarindaki
bu degisikliklerin lipit bilesimindeki modifikasyonlarla
aciklanabilecegini ileri siiriilmiigtlir (Beltran, 2008).
Mevcut calisma sonucunda maya hiicrelerinde 14:0,
16:0, 16:1, 17:0, 18:0, 18:1 ve 18:2 yag asitleri
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belirlenmistir (Cizelge 1). Bu asitelerden doymamus
olanlar (16:1, 18:1, 18:2) insan beslenmesinde ve
sagliginda ¢ok onemlidir. 16:1, 18:1 ve 18:2 yag asitleri
iizerine Cd ve Fe uygulamalarinin azaltic1 etkilerinin ¢ok
ciddi oldugu gorilmistiir. 14:0 (Miristik asit) hiicre
membrane olusumu ve protein baglanmasi bakimindan
onemlidir. Calismamizda uygulama gruplarinda 14:0
iceriginin azaldigi belirlenilmis olup bu sonug¢ hiicre
membraninin stress sartlari ile dejenere oldugu anlamina
gelmektedir. 16:0 (palmitik asit) canli organizmada
bulunan ve ilk sentezlenen yag aside olup daha uzun yag
asitlerinin sentezlenmesini saglar. Calismamizda 16:0
miktar1 uygulama gruplarinda kontrol grubuna gore ¢ok
az miktarda artig gosterdigi belirlenirken 16:1 miktarinin
Cd ve Fe uygulamasiyla ciddi derecede azaldigi
anlagilmustir.  Dokularda  lipit  peroksidasyonunda
meydana gelen artigin ¢esitli metal iyonlarinin aracilik
ettigi linoleik asitin  katalitik peroksidasyonunun
artmasindan kaynaklandigi belirtilmektedir (Knight ve
Voorhes, 1990). 18:1 (Oleik asit) miktar1 da agir metal
uygulamalarinda bagli olarak azalmigtir. Linoleik asit
miktar1 benzer sekilde agir metal uygulamalariyla azalma
gostermistir. Sonuglar; maya hiicresinin agir metal stresi
ile karsilastiginda ©nemli yag asitlerinin sentezinin
azaldigi ve sentezden sorumlu olan enzimlerin
transkriblerinin  de inhibe oldugu fikrini akla
getirmektedir.

Agir Metal Uygulamalarinin S. cerevisiae’nin

Vitamin ve Fitosterol Icerigi Uzerine Etkileri

S. cerevisiae’da agir metal uygulamalarmin R
Tokoferol miktar1 iizerine etkileri incelendiginde tiim
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metallerin vitamin miktarim azalttigi gdzlemlenirken
(Cizelge 2) 6zellikle Mn ve Mg uygulamalarinda oldukg¢a
diistik miktarlarda oldugu belirlenmistir (p<0.0001). o
Tokoferol vitamin miktarinin Cd uygulamasinda arttigi,
Mn ve Mg uygulamalarinda ise oldukca diisiik
miktarlarda bulundugu ve istatistiksel agidan Gnemli
oldugu (p<0,0001) saptanmigtir. D, {izerine Cd
uygulamasinin vitamin miktarin1 artirict etki yaptigi,
diger uygulamalarmmin azaltict  etki  gdsterdigi
saptanmistir. Mn uygulamasinda ise oldukg¢a diisik D>
vitamin miktart bulundugu belirlenmistir (p<0.0001). D3
vitamin miktarinin uygulama gruplarindan sadece Fe
uygulamasinda kontrol grubu ile arasinda istatiksel bir
farkliligin bulunmadig1 gézlemlenirken, diger agir metal
uygulama gruplarinda ise oldukga diisiik seviyede oldugu
saptanmustir (p<0.0001). Agir metal uygulama gruplari
kontrol grubu ile Kkarsilastirildiginda; Ki; Vitamin
miktarinin biitiin gruplarda azaldig1 ve bu azalmanin Mn
ve Mg gruplarinda istatistiksel agidan onemli oldugu
anlagilmaktadir (p<0,0001). Agir metal
uygulamalarindan Cd grubunda K, vitamin miktarin
artirdigt  gozlemlenirken (p<0.0001), Mn ve Mg
uygulama gruplarinda ise vitamin miktarinin kontrol
grubuna oranla azaldigi belirlenmistir.

S.  cerevisiae’da agir metal uygulamalarinin
fitosteroller (stigmasterol, ergosterol ve betasitosterol)
tizerine etkileri karsilastirildiginda; kontrol grubuna
oranla Mn ve Mg uygulamalarinda oldukga belirgin
seviyede azalmalar oldugu tespit edilirken (p<0.0001),
Fe grubunda biitiin fitosterollerin miktarlarinda artis
oldugu saptanmustir.

Cizelge 2. Agir metal uygulamalarinin S cerevisiae’nin vitamin ve fitosterol icerigi iizerine etkileri

Uygulama Gruplari

F\i/tltgz'zz:’rc;I\I/:r Kontrol Mn Mg Cd Fe
R-Tokoferol 0.58+0.1 0.1+0.01¢ 0.1+0.05% 0.44+0.03 0.42+0.08
a-Tokoferol 6.39+0.2 0.40+0.3% 0.31+0.1 7.98+0.3 6.00+0.6%
Vitamin D2 0.34+0.3 0.02+0.01°% 0.13+0.03¢ 1.13+0.25 0.18+0.03
Vitamin Ds 0.47+0.05 0.1+0.02¢ 0.1+0.03 0.1+0.04% 0.35+0.04
Vitamin K1 1.93+0.05 0.3+0.02¢ 0.3+0.03 1.42+0.12 1.52+0.29¢
Vitamin K> 0.30.96 0.10+0.01 0.1440.09 0.98+0.39¢ 0.33+0.01
Stigmasterol 21.85+0.36 0.65+0.25% 0.39+0.03¢ 22.57+0.9 26.85:+0.28
Betasterol 2.81+0.02 0.38+0.03% 0.39+0.03< 1.97+0.2 4.68+0.04
Ergosterol 276.08+0.3 77.70+0.8% 77.3+0.12 298.52+0.98 300.06+22.23¢

cd: P<0.0001, d: P<0.001, c: P<0.01, b: P<0.05, a: P>0.05

Steroller okaryotik hiicre membranlarinin temel
yapisini  olusturur. Mayalardaki temel sterol olan
ergosterol membranlarin  akicilik, gegirgenlik ve
membrane bagli enzimlerin aktivitesi gibi olaylardan
sorumludur. Ayni1 zamanda Onemli bir ilag ara
maddesidir ve D, vitaminin 6nciisii oldugu belirlenmistir
(Arnezeder ve Hampel, 1990). D, vitamini ve kortizon
iretiminde kullanilmas1 amaciyla ergosterol maya ekimi
ile ticari olarak elde edilir (Shang ve ark., 2006). Yapilan
bir c¢alismada, yiiksek amonyum iyonlarinin mayada

ergoserol birikimini olumsuz yonde etkiledigi rapor
edilmistir (Shang ve ark., 2006). S. cerevisiae oksidatif
stres sartlarinda raektif oksijen tiirlerine kargi insan
hiicrelerindekine benzer bir uyarlamali yanit sunar
(Cabiscol ve ark., 2000; Zzulli ve ark., 1998). Bunun
sonucunda ise B6 ve B12 vitamini ile baz1 mineraller,
fitoseroller ve fenolikler gibi maddeleri {iretilir.
Membran  fosfolipid  hidroperoksitlerini  alkole
indirgeyen fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz
(PLGSH-Px) da selenyum atomu igerir ve monomerik
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yapidadir. Membrana bagl antioksidan olan vitamin
E’nin yetersiz oldugu durumlarda PLGSH-Px tarafindan
membranin  peroksidasyonuna karst  korunmasini
saglanilir (Halliwell ve Gutteridge, 1990). Yapilan
calismalar ile farkli karbon, nitrojen kaynaklarinin ve S.
cerevisiae’nin  gelisme ortaminda bulunan diger
bilesenlerin hiicre gelisimini ve ergosterol sentezini
etkiledigi ortaya konulmustur (Qian, 1988; Tan ve ark.,
2003). Bunun yaninda maya hiicresinin temel sterolii
olan ergosterolin membran yapisinin gegirgenlik,
akicilik gibi 6zelliklerinden ve membrana bagh
enzimlerin aktivitelerinden sorumlu oldugu bildirilmistir.
Mayanin sentezledigi ergosterol, aynt zamanda D
vitamini ile kortizon {iiretiminde ticari olarak sik¢a
kullanilir (Shang ve ark., 2006). Son yillarda yapilan
cogu arastirma ile mayadan ergosterol sentezinin
arttirilmas1 amaglanmigtir. o tokoferol; E vitamini
temsilcisidir ve en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
oldugu bilinmektedir (Burton ve Ingold, 1986). Ornegin
fibroblastlarda o tokoferol takviyesi ultraviyole
radyasyona bagli reaktif oksijen tiirevlerini ortadan
kaldirdig1 rapor edilmistir (Briganti ve ark., 2008).
Arastirma sonug¢larimiza gore E vitamin nciillerinde R
tokoferol ve o tokoferol miktarlarinda Mn ve Mg
uygulamalarinda ciddi derece azalma saptanirken, Fe
uygulamalarinda kismi azalma belirlenmistir. Elde
ettigimiz sonuglar GSH miktarindaki sonuglarla
paraleldir ve GSH’1n antioksidan savunma, elektrofilik
ksenobiyotiklerin detoksifikasyonlari, sisteinin taginmasi
ve depolanmasi, immiin tepkinin diizenlenmesi,
prostaglandin metabolizmasinin diizenlenmesi ve DNA

sentezi gibi ¢ok Onemli fizyolojik  gorevleri
bulundugunun bildirildigi literatiir ile uyumludur
(Lamotte ve ark., 2004). Sonuglar GSH’mn bu

gorevlerinin yan1 sira hiicre igerisindeki tiyollerin
%50’sini olusturan GSH; E ve C vitaminleri gibi eksojen
kaynakli  antioksidanlarin  kullanilabilirligini  de
artirdigini bildiren bilgilerle de desteklenmektedir.

SONUC

S. cerevisiae’ya uygulanan agir metallerin
antioksidan savunma sistemi, yag asidi ve vitamin
igerikleri iizerine etkilerinin arastirildigi bu g¢alisma ile
esansiyel olsun ya da olmasin agir metallerin canli
acisindan risk teskil ettigi sonucuna varilmistir. S.
cerevisiae bilimsel ¢alismalarda tercih edilen ve insan
metabolizmasina  benzerligi nedeniyle kullanilan
Okaryotik bir organizmadir. S. cerevisiae ile yapilan
calismalar insan viicudunda meydana gelebilecek benzer
durumlara kars1 model olarak kullanilmaktadir. Calisma
sonucunda hiicre ve dolayisiyla organlarda birikim yapan
ve uzun vadede toksik etkileri kaginilmaz olan ¢esitli agir
metallerin 6zellikle yag asidi ve vitamin igerigi {izerine
etkilerinin  olduk¢a degisken oldugu sonucuna
varilmigtir. Yapilan literatlir incelemesinde aragtirilan
parametrelerle ilgili bilgilerin kismen bulunmasi
caligmanin 6nemini ortaya koymaktadir ve literature
katki saglayacagi agiktir.
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TESEKKUR

Calisma Bitlis Eren Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinatdrliigii’ niin (BEBAP 2013.11) destegi
ile gergeklestirilmistir.
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