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Oz: .

Bu calismada, kongo kirmizisina maruz birakilan Gammarus pulex'de glutatyon S-transferaz ve sitokrom 1Al enzimleri ile
malondialdehit seviyelerindeki degisimin aragtirilmasi amaglanmaktadir. G. pulex, 96 saat boyunca 20, 10, 5 ppm kongo kirmizis1 igeren sentetik
¢ozeltilere maruz birakilmistir. Glutatyon S-transferaz ve sitokrom 1A1 enzim aktiviteleri ELISA kiti kullanilarak, malondialdehit seviyeleri ise
spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Glutatyon S-transferaz aktiviteleri tim uygulama gruplarinda 24 ve 96 saat boyunca kontrole kiyasla
artmistir (P<0.05). Kongo kirmizisina maruz birakildiktan sonra tiim uygulama gruplarinda sitokrom 1A1 aktivitesi 24 ve 96 saat boyunca
kontrole kiyasla azalmistir (P<0.05). Malondialdehit seviyeleri kongo kirmizisina maruziyetinden sonra tim gruplarda 24 saat boyunca kontrole
kiyasla artmig (P<0.05), 96 saat sonunda A grubunda artmig, B ve C gruplarinda diigsmiistiir (P<0.05). Bulgularimiz, kongo kirmizisinin reaktif
oksijen tiirleri iireterek oksidatif strese neden olabilecegini gostermektedir. Sonug olarak, antioksidan enzimler ve malondialdehit seviyelerindeki
degisiklikler, kongo kirmizisinin gevresel toksisitesinin degerlendirilmesinde potansiyel hassas biyobelirtecler olarak kullanilabilecegini
gostermektedir.

Anahtar sozciikler: G. pulex, glutatyon S-transferaz, sitokrom 1A 1, malondialdehit, kongo kirmizisi

Changes in Antioxidant and Detoxification Systems of the Freshwater
Amphipod Gammarus pulex Exposed to Congo Red

Abstract: In this study, it is aimed to investigate the changes in glutathione S-transferase and cytochrome 1Al enzymes with
malondialdehyde levels in Gammarus pulex exposed to congo red. G. pulex was exposed to synthetic solutions containing 20, 10, 5 mg/L of
congo red during 96 hours. Glutathione S-transferase and cytochrome 1Al enzyme activities were determined by using ELISA Kkit,
malondialdehyde levels were determined spectrophotometrically. Glutathione S-transferase activities groups increased in all application groups
during 24 and 96 hours compared to control (P<0.05). After exposure to congo red, cytochrome 1A1 activity was decreased during 24 and 96
hours in all application groups compared to control groups (P<0.05). Malondialdehyde levels increased in all groups after congo red exposure
compared to control during 24 hours (P<0.05), after 96 hours increased in group A, decreased in groups B and C (P<0.05). Our results show
that congo red may cause oxidative stress by producing reactive oxygen species. In conclusion, changes in antioxidant enzymes and
malondialdehyde levels suggest that congo red can be used as potential sensitive biomarkers in the assessment of environmental toxicity.

Keywords: G. pulex, glutathione S-transferase, cytochrome 1A 1, malondialdehyde, congo red.
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GIRIiS

Tekstil boyama, baski ve diger endiistriyel
uygulamalardan kaynaklanan sentetik boya iceren atik su
desarji, su kiitlelerini olumsuz yonde etkiler. Azo boyalar,
karasal organizmalarm yani sira sucul organizmalar igin de
bir tehdit olusturmaktadir. Endiistride yaklagik 10.000 farkli
boya kullamlmakta ve her yil diinya ¢apinda 7x103 tondan
fazla sentetik boya iretilmektedir.
renklendirici iiretiminin toplamda yaklasik 280.000 ton/yil
oldugu tahmin edilmektedir (Kumar vd., 2009).

Tekstil endiistrilerinden kaynakli atik sular, yiiksek
alkaline, biyolojik ve kimyasal oksijen ihtiyact ve kuru
agirliklar1  genel olarak 1 g/dm™in altindaki toplam
¢oziinmiis katt madde ile karakterize edilirler (Kaushik &
Malik, 2009). Kimyasal yapilar1 nedeniyle biyolojik olarak
¢oziinmeleri stabil ve zordur (Fewson, 1998; Seshadri vd.,
1994).

Diinya {izerinde

Sucul ekosistemlerdeki kirleticilere maruz kalma,
oksidatif cesitli  biyolojik sistemlere
verebilecek hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
olugsmasini artirabilir (Hinton vd., 1990; Biagianti-Risbourg,
1997).

stresi  ve zarar

Oksidatif stres, ROS {iretimi ve eliminasyonu
arasindaki dengesizligin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar. ROS,
enzimatik olmayan sistemler tarafindan, indirgenmis
glutatyonun (GSH) siiplirme etkisiyle detoksifiye edilebilir
(Giulio vd.,1989).

Biyobelirtecler, ksenebiyotiklere maruz kalan bir
organizmanin OSlciilebilir tepkileridir. Antioksidan enzimler,
ksenobiyotik kaynakli strese 6nemli bir adaptasyon olarak
oksidatif stres kosullar1 altinda uyarilabilirler (Madhuri vd.,
2014). Lipit peroksidasyonu, ¢oklu doymamis yag asitlerine
sahip membran fosfolipitlerinin pargalanmalarini saglayan
oksidanlarin bir zincir reaksiyonudur (Hermes-Lima, 2004;
Serdar vd., 2018).

Malondialdehit (MDA), lipit peroksidasyonunun
sitotoksik bir iriinii ve serbest radikal iiretiminin bir
gostergesidir (Ohkawa, 1979).

Lipofilik kimyasallarin daha fazla suda ¢6ziiniir
bilesige  biyotransformasyonu  veya  metabolizmasi,
detoksifikasyon ve atilim igin bir zorunluluktur. Ilaveten,
biyotransformasyon yolundaki adimlar, yabanci
kimyasallarin  reaktif ara aktivasyonundan
sorumludur, bu da sonugta toksisite, kanserojenlik ve diger
olumsuz etkiler ile sonuglanir (Nebert & Gonzalez, 1987;
Varanasi, 1989).

Glutatyon-S-transferazlar (GST), atilimi
kolaylastirmak igin glutatyonu ksenobiyotiklerin aktif ara
maddeleriyle birlestiren c¢ok islevli enzimler ailesidir
(Soderlund & Bloomquist, 1990). GST izoenzimleri ile
detoksifiye edilen g¢evresel toksik maddeler, poliaromatik
hidrokarbonlar1, pestisitleri ve faz I biyotransformasyonunu

bazi
maddelere
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ve diger biyokimyasal reaksiyonlar tarafindan iiretilen reaktif
ara maddeleri igerir ve bu nedenle GST ekspresyonu,
cevresel kimyasal toksisiteye duyarliligi dikkate alindiginda
onemlidir (Trute vd., 2007; Richardson vd., 2009).

GST EC 25.1.18 gibi enzim aktivitelerindeki
degisiklikler, cevresel stres igin hizli ve prognostik endeks
olarak kabul edilir ve kirleticilerin hayvanlar, ekosistemler ve
insanlar {izerindeki etkilerini tahmin etmek i¢in kullanilirlar.
Bu enzim, ROS tarafindan indiiklenebilir ve oksidatif stresin
yararli gostergeleri olabilir (Kaur vd., 2016).

Sitokrom P450 1A (CYP1A), bazi organik kimyasal
smiflar1 metabolize ve detoksifiye eden sitokrom P450
ailesinin 6nemli bir {iyesidir (Oinonen vd., 1994; Shimada
vd., 2003). Bu kimyasallar, arilhidrokarbon reseptoriine
baglanarak ligand yoluyla CYPIA  ekspresyonunu
indiikleyebilir. CYP1A  ekspresyonu, ekzojen
maddelere maruz kaldiktan sonraki saatler i¢inde dokularda
indiiklenir (Stegeman vd., 1997). CYPIA gibi CYP ailesi,
detoksifikasyon mekanizmasinda 6nemli bir rol oynar. Her
ne kadar CYP1A ekspresyonu yapisal olarak diisiik olsa da,
hayvan dokularindaki ¢evresel kirleticiler tarafindan yiiksek
diizeyde uyarilabilir (Coimbra vd., 2007; Fu vd., 2013). Tath
su tiirleri arasinda Gammarus sp. Avrupa'daki ¢ogu nehirde
bulunduklart gibi c¢evresel kirleticilerin biiyiik dlgekli
ekotoksikolojik degerlendirmesi i¢in uygun bir organizmadir
(Ja_zd_zewski, 1980).

Sucul organizmalarda 6l¢iilen molekiiler ve hiicresel
biyobelirtegler, cevresel kirletici maddelerin neden oldugu
strese hizla yanit verirler. Bu g¢alismada, tathh su gammaridi
(Gammarus pulex) kullanilmustir, ¢iinkii bu tiir yaygin olarak
bulunmaktadir; belli oranda stresi tolere edebilir ve birgok
ekotoksikoloji ¢aligmasinda kullanilmistir. Ayni zamanda
kurbaga, balik ve kus gibi organizmalar i¢in bir besin
kaynagidir (Duman, 2015).

Bu calismanin amaci, farkli kongo kirmizisi (CR)
dozlarma maruz kaldiktan sonra Gammarus pulex tiiriindeki
toksisite ve enzim aktivitesini degerlendirmektir.

zararl

MATERYAL ve METOT

G. pulex bireyleri el aglari kullanilarak Munzur
Nehri'nden (39.156820 N, 39.499640 E) toplanmustir.
Organizmalar plastik siselere konularak hizli bir sekilde
laboratuvara getirilmis ve 18 °C oda sicakliginda, 20 L’lik
havalandirilmali akvaryumda, 12:12 saat 1sik: karanlik
dongiisiinde tutulmus ve deneylerden 6nceki 15 giin boyunca
sOgiit yapraklari ile beslenmistir. Calisma i¢in, benzer gelisim
evresindeki yaklasitk 10 mm uzunlugunda organizmalar
secilmigtir (De Lange, 2006). 1 L su ve 10 bireyden olusan 3
akvaryum olusturulmustur. Deneyler sirasinda organizmalar
beslenmemistir. Organizmalar 24 saatte bir kontrol edilmis
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ve Oli bireyler sayilarak akvaryumdan c¢ikarilmustir.
Hareketsizlik 6liim kriteri olarak kabul edilmistir.

LCso degerini belirlemek icin sabit bir test
kullanilmistir (APHA, 1998). CR'nin LCso degeri, 60,56 +
0,77 mg/L olarak belirlenmistir ve daha sonra G. pulex
bireyleri ii¢ sublethal CR dozu (LCso degerinin 1/3; 1/6 ve
1/12'si)’na 24 ve 96 saat boyunca maruz birakilmistir. CR
iceren cozeltiler sentetik olarak hazirlanmistir. Dort deney
grubu su sekilde tasarlanmistir: A (20 mg/L CR igeren grup);
B (10 mg/L CR igeren grup); C (5 mg/L CR igeren grup) ve
kontrol grubu. Kontrol grubu, referans suya (RW) maruz
kalan gruptur. Standart ekipmanlar kullanilarak Munzur
Nehri'nin ortasindan 10 cm su derinliginde 10 litre referans
yiizey suyu toplanmustir (APHA, 2005). G. pulex bireyleri
48 ve 96 saat sonrasinda test edilmistir.

Dokulardaki lipit peroksidasyon seviyeleri (MDA
olarak), tiyobarbitiirik asit reaksiyonu ile dl¢iilmiistiir (Placer
vd., 1966). Tiyobarbitiirik asit reaktif —maddelerin
kantitatifligi, 1,1,3,3 tetractoksipropanin asit katalizeli
hidrolizi ile iiretilen malondialdehit esdegerlerinin standart
egrisi ile kiyaslanmasiyla belirlendi. MDA degerleri nmol/g
olarak ifade edilmistir. CYP1A1 (katalog no: MBS102556)
ve GST (katalog no: 703302) aktiviteleri My Biosource and
Cayman Company'den satin aliman ELISA kiti kullanilarak
belirlenmistir.

Istatistiksel Analiz: PASW Statistics 18.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL, ABD) programi kullanilarak veriler
istatistiksel olarak analiz edilmistir. Tiim gruplarda (A, B, C
ve kontrol) istatistiksel farklart aynt maruz kalma siiresinde
(*°P<0.05) degerlendirmek igin ANOVA ve Duncan’m
coklu aralik testleri kullanilmustir. iki kuyruklu bagimsiz T
testi ayni gruptaki maruz kalma siireleri (24 ve 96 saat)

arasindaki  farklart  karsilastirmak i¢in  kullanilmistir
(*P<0.05).
BULGULAR

GST Aktivitesi: GST aktiviteleri tim uygulama
gruplarinda (A, B, C) 24 ve 96 saat boyunca kontrole kiyasla
artmisgtir (P<0.05). GST aktiviteleri kontrol (P>0.05), A
(P<0.05) ve B gruplarinda (P>0.05) 24. saate gore 96.
saatlerde artmis, C grubunda ise azalmistir (P<0.05)
(Sekil.1).

CYP1Al Aktivitesi: CYP1A1 aktivitesi
gruplarda (A, B, C) 24 ve 96 saat boyunca kontrole kiyasla

tim

azalmistir ~ (P<0.05). Maruz  kalma  siiresi ile
karsilastirildiginda  gruplar  arasinda  fark  olmadigi
goriilmiistiir (Sekil.2).

MDA Seviyeleri: MDA seviyeleri tiim gruplarda (A,
B, C) 24 saat boyunca kontrole kiyasla artmistir (P<0.05).
MDA diizeyleri 96. saat sonunda A grubunda artmis, B ve C
gruplarinda diigmiistir (P<0.05). Maruz kalma
karsilastirildiginda, A, B ve C gruplarinda 24 ile 96 saat
arasinda anlamli bir fark bulunmamaistir (P>0.05) (Sekil.3).

siiresi
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Sekil.1 CR'ye maruz kalan G. pulex'in GST aktiviteleri.

*Ayni gruplarda farkli maruz kalma siiresi (24, 96 saat) arasindaki iki
kuyruklu bagimsiz T testine gore istatistiksel farklar1 gosterir *P<0.05; ve
(a, b, ¢) gubugundaki farkli harfler, Duncan’in ¢oklu aralik testinin tiim
uygulama gruplart arasinda ayni maruz kalma siiresindeki istatistiksel
farklarini gosterir, 2°P<0.05. Degerler ortalama + SE'yi temsil eder, n = 10
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Sekil.2 CR'ye maruz kalan G. pulex'in CYP1A1 aktiviteleri.

*Ayni gruplarda farkli maruz kalma siiresi (24, 96 saat) arasindaki iki
kuyruklu bagimsiz T testine gore istatistiksel farklar1 gosterir *P<0.05; ve
(a, b, c) gubugundaki farkli harfler, Duncan’in ¢oklu aralik testinin tiim
uygulama gruplari arasinda ayni maruz kalma siiresindeki istatistiksel
farklarim gosterir, 2*P<0.05. Degerler ortalama + SE'yi temsil eder, n = 10
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Sekil.3 CR'ye maruz kalan G. pulex'de MDA seviyeleri.

*Ayni gruplarda farkli maruz kalma siiresi (24, 96 saat) arasindaki iki
kuyruklu bagimsiz T testine gore istatistiksel farklar1 gosterir *P<0.05; ve
(a, b, c) cubugundaki farkli harfler, Duncan’in ¢oklu aralik testinin tiim
uygulama gruplart arasinda ayni maruz kalma siiresindeki istatistiksel
farklarim gosterir, 2*P<0.05. Degerler ortalama + SE'yi temsil eder, n = 10

TARTISMA

Tekstil endiistrilerinden kaynaklanan atik sular,
cesitli bilesenleri icerdigi igin diinya iizerinde ciddi bir
sorunu olusturmaktadir. Atiksularda bulunan boyalar ve
surfaktanlar, canli organizmalar icin ¢ok tehlikelidir
(Chandagade vd., 2012). Tekstil boyalar1 akifere sizabilir
veya su kiitlesine uygun bir sekilde islem goérmeden
bosaltildig1 takdirde yeralti suyunu kirletebilir (Chandagade
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vd., 2012). Renk, su kirliliginin en belirgin gostergelerinden
biridir ve suda yasayan organizmalar igin toksisiteye neden
olmaktadir (Gottlieb vd., 2003).

Faz I (sitokrom P-450 monooksijenaz enzimleri) ve
faz 11 (konjuge enzimler) yolu boyunca metabolizma veya
biyotransformasyon, lipofilik kimyasallarin detoksifikasyonu
ve atilmasi igin bir zorunluluktur. Biyotransformasyon
islemindeki ilk adim, genellikle terminolojideki "faz I"
metabolizmas1 olarak adlandirilan sitokrom P-450 (CYP)
monooksijenaz sistemi tarafindan katalize edilen oksidatif bir
adimdir (Goksoyr & Forlin, 1992). Faz II’de daha biiyiik
endojen gruplar, farkli transferaz enzim ailelerinin yardimi
ile oksijenli ksenobiyotige konjuge edilir, boylece lipofilik
bir ksenobiyotigi polar ve suda ¢oziiniir bir son iiriine
dontstirir.  GST  aktivitesi, hem  antioksidanlarin
korunmasinda hem de kirleticilerin GSH ile konjugasyon
yoluyla suda c¢oziiniirliglinii artirarak kirletici maddelerin
uzaklastirilmasinda merkezi bir rol oynar (Goldberg vd.,
2000). Bu calismada GST aktiviteleri tiim uygulama
gruplarinda (A, B, C) 24 ve 96 saat boyunca kontrole kiyasla
artmustir (P<<0.05). Organizmalar genellikle, G. pulex'teki
enzim aktivitesindeki artisin nedeni olabilecek GST'lerle
kirleticileri uzaklastirmaya ¢alisirlar. Bulgularimiz daha
onceki bulgulara uygundur. Ek olarak, bulgularimiza benzer
sekilde, G. pulex'te GST aktivitesinin, metil oranja 24 ila 96
saat maruz kaldiktan sonra arttigini bulunmustur (Yildirmm &
Yaman, 2019). Tilapia’nin  solungaglarindaki ~ GST
aktivitelerinin artmasinin, uzun siire boyunca 0.05 ve 0.1
mg/L  konsantrasyonlarinda Red 195 boyasma maruz
kalmanin sonucu oldugunu bildirilmistir (Ayadi vd., 2015).
Farkli Remazol brillant blue R boya konsantrasyonunun 24
saat sonra gokkusagi alabaliklarinda GST aktivitesine neden
oldugu bulunmustur (Yildrim & Dogan, 2018). GST
aktivitesindeki doza bagli artisin, olasilikla boyanin neden
oldugu  oksidatif  hasara  karst  bir  savunmadan
kaynaklanabilecegini ileri siirmiislerdir. Ayrica GST
aktivitesinin CR'ye 24 veya 48 saat maruz kaldiktan sonra
acikca arttign  sOylenmigtir (Aksu vd., 2017). Farkli
aritilmamug tekstil atik sularina maruz kalan kerevitlerin
hepatopankreas dokusunda GST aktivitesinin arttif1 tespit
edilmistir (Aksu vd., 2014).

CYPI1A1 miktart, ksenobiyotiklerin
biyotransformasyonundaki roliinden dolayr maruz kalmanin
en yararli biyobelirteclerinden biridir (Goksoyr & Forlin,
1995). Kursun asetat maruziyetinin EROD (7- etoksiresorufin
— O - deilaz) aktivitesini inhibe ettigi bulunmustur (EROD
olarak Ol¢lilen CYP1A'nin indiiksiyonu) (Kutlu & Susuz,
2004). CYP1A1 aktivitesi, islenmemis tekstil atik suyuna
maruz hepatopankreas
azalmistir (Aksu vd., 2015). Kongo Kirmizisi ve Remazol
Brillant Blue R maruziyetine bagh olarak A. leptodactylus
hepatopankreas dokusunda CYP1A1 aktivitesi diismiistiir
(Aksu vd., 2017). Tekstil boyas1 metil oranjin ekolojik risk
degerlendirmesi belirlenerek, farkli dozlarda metil oranja

kalan kerevitlerin dokusunda
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maruz kalan tim gruplarda Gammarus pulex'teki CYP1A1
aktivitelerinin azaldig1 bulunmustur (Yildirim vd., 2019). Bu
calismada, tim gruplarda (A, B, C) 24 ve 96 saat boyunca
kontrole kiyasla, ayni sekilde CYP1A1 aktivitesi azalmigtir
(P<0.05). Maruz kalma siiresi ile karsilastirildiginda gruplar
arasinda fark yoktur. ROS'un, in vivo ve in vitro olarak
CYP450 aktivitesinin azalmasinda rol oynadig1 bildirilmistir
(Galal & Patrick, 1999). Kongo Kirmizisi, CYPlALl
aktivitelerinin inhibisyonuna neden olan ROS olusumunu
artirabilir. CYP1Al ile
inhibisyonu, bu enzimin, G. pulex'teki CR metabolizmasinda
rol oynayamayacagini gostermektedir.

Lipit peroksidasyonu, sucul
ortamlardaki etkilerinin degerlendirilmesinde oksidatif stres
biyobelirtegleri olarak basartyla kullanilmistir (Valavanidis
vd., 2006; Serdar vd., 2018). MDA, lipit peroksidasyonunun
son uriinlerindendir, bu son iirlin, oksidatif stres ve hiicresel
hasarin biyolojik belirtecleri olarak kabul edilir. Metil oranj
boyasinin (Yildirim vd., 2019) ve reaktif kirmizi 35'in (Soni
vd., 2015) G. pulex’teki toksikolojik degerlendirmesi
iizerinde calisilmistir ve elde edilen sonuglar bulgularimizi
desteklemektedir. Ayn1 sekilde Carmosine (E122) 'nin erkek
siganlar lizerindeki etkisini arastirmig ve boya maruziyetine
baglh olarak artan MDA seviyeleri belirlenmistir (Fijer vd.,
2016). G. pulex malahit yesiline maruz birakilmis ve serbest
radikallerin malahit yesil tarafindan asir1 iiretilmesinin MDA
seviyesini artirdigi one strilmistir (Yildinm vd., 2018).
MDA seviyelerinin bu sekilde degismesi, CR boyasinin G.
pulex igin daha 6nce benzeri goriilmeyen toksik bir yiik
yaratabilecegini gostermistir. Yiiksek MDA seviyeleri,
organizmanin savunma sisteminin sona ermis oldugunu
gostermektedir.

aktivitesinin CR  maruziyeti

kirleticilerin

SONUCLAR

Sonug olarak, bu ¢alismadan elde edilen bulgular, CR'nin G.
pulex'teki CYP1A1 aktivitelerini inhibe ettigini gostermistir.
Ayni zamanda CR'nin G. pulex'te lipit peroksidasyon (MDA)
seviyesini artirabilen ROS’u arttirdigint gostermistir. Ayrica,
GST aktivitesindeki doza bagl artisin olasilikla boyanin
neden oldugu oksidatif hasara karsi bir savunma nedeniyle
olabilecegini sdylemek miimkiindiir. Bu sonug, G. pulex'te
CR toksisitesinin artmasina yeni bir bakig agist saglayabilir.
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