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Metil Oranj Tekstil Boyar Maddesine Maruz Kalan Gammarus pulex'de Bazi
Antioksidan ve Detoksifikasyon Enzim Aktivitesindeki Degisiklikler
OZET

Tekstil boyalar1 bugiin diinyada biiyiik Ol¢lide kullanilmaktadir ve tekstil
enddistrisi ulus ekonomisinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Boya imalati, baski,
boyama ve tekstil endiistrilerinden gelen boya Kkirleticileri g¢evre kirliliginin ana
kaynaklarin1 olusturmaktadir. Bu endiistri kuruluslarinin ¢ikis sular1 genellikle
renklidir ve atiksuyun alict su kaynaklarima dogrudan desarji, sucul yasama hasara
neden olacaktir.

Bu ¢alisma, Gammarus pulex'teki bazi antioksidan ve detoksifikasyon enzimi
aktivitelerinin degisimlerini kullanarak metil oranj (MO) toksisitesini belirlemek i¢in
yapilmustir. LC50 (letal konsantrasyon 50) degerini belirlemek i¢in statik bir test
kullanildi. MO LC degeri 1737,3 ppm olarak tespit edildi ve sonra G. pulex ig
subletal dozda (LC degerinin 1/4; 1/8 ve 1/16) oraninda MQO’ya 24 ve 96 saat
boyunca maruz birakildi. ELISA kiti kullanilarak Siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), Sitokrom p450 (CYP1ALl), glutatyon S-
transferaz (GST) aktiviteleri ve glutatyon (GSH), malondialdehit (MDA) seviyeleri
belirlendi.

Farkli MO dozlarma maruz birakilan tiim gruplarda CAT ve CYPlAl
aktivitelerinin arttid1 bulunmustur. GST aktivitesi ve GSH, MDA diizeyleri, farkli
MO dozlarina maruz birakilan tiim gruplarda artmistir. GPx faaliyetleri tiim
gruplarda degismis fakat gozlenen bu degisiklik istatistiksel olarak anlamh
bulunmamistir. Farkli konsantrasyonlardaki MO’nun SOD aktivitesini farkl
diizeylerde etkiledigi goriilmiistiir. Calismamizda, maruz kalma siiresinin, GST ve
GSH disindaki biyokimyasal biyolojik belirtecleri onemli o6lclide etkilemedigi
bulunmustur.

Sonug olarak, antioksidan ve detoksifikasyon enzimlerindeki degisiklikler ve
lipid peroksidasyonu potansiyel olarak ¢evre i¢indeki boyalarin risk degerlendirmesi
icin hassas biyolojik belirte¢ olarak kullanilabilir ve desarj diizenlemelerinin

yapilmasina katkida bulunabilir.

Anahtar kelimeler: Antioksidan enzim, Detoksifikasyon enzimi, G. pulex,
Metil oranj



Changes in Some Antioxidant and Detoxification Enzyme Activities in
Gammarus pulex Exposed to Metil Orange Textile Dye
ABSTRACT

Textile dyes are largely used in the World today and textile industry plays an
important role in nation’s economy. Dye pollutants from the dyestuff manufacturing,
dyeing, printing and textile industries are major sources of environmental pollution.
The effluents of these industries are usually strongly colored, and the direct release
of the wastewater into receiving water body will provoke damage to aquatic life.

The present study was undertaken to determine the toxicity of the methyl
orange by using the changes of some antioxidant and detoxification enzyme activities
in Gammarus pulex. A static test was used to determine the LC50 value. LC value of
methyl orange (MO) was determined as 1737,3 ppm and then three subletal dose of
MO (1/4; 1/8 and 1/16 of LC value) were exposured to G.pulex during 24 and 96
hours. Superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx),
cytochrome p450 (CYP1A1l), Glutathione S-transferase (GST) activities and
glutathione (GSH), malondialdehyde (MDA) levels were determined by using
ELISA Kkit.

The CAT and CYP1A1 activities were decreased in all the groups exposed to
different doses of MO. GST activity and GSH, MDA levels were increased all the
groups exposed to different doses of MO. The GPx activities were changed in all the
groups. It is observed that MO affected SOD activity in different levels and in
different concentrations. In our study, it has been found that exposure duration didn’t
significantly affect the biochemical biomarkers except GST and GSH.

In conclusion, alterations in antioxidant and detoxification enzymes and lipid
peroxidation may potentially be used as sensitive biomarkers for risk assessment of
dyes in the environment and may contribute to the establishment of discharge

regulations.

Key words: Antioxidant enzyme, Detoxification enzyme, G. pulex, Methyl

orange
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1. GIRIS

Cevre kirliligi bitiin canlilarin sagligin1 olumsuz yonde etkileyen ve gevre
lizerinde yapisal zararlar meydana getiren, onun niteliklerini bozan yabanci
maddelerin; hava, su ve topraga yogun bir sekilde karigmasi olayidir. Bagka bir
tanimla c¢evre Kkirliligi, ekosistemlerde dogal dengeyi bozan cesitli ekolojik
zararlardir. Degisik kaynaklardan ¢ikan kati, sivi ve gaz halindeki Kirletici
maddelerin hava, su ve toprakta yiiksek oranda birikmesi ile gevre kirliligi meydana
gelmektedir (Serin, 2010; Yagiz, 2016). Cevre kirliligi tlirlerinden birisi olan su
kirliligi, akarsu ve nehirlerin gesitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik etkilerle, dogal
niteliginin ve goriiniimiiniin istenmeyen Olc¢lide bozulmasi olarak ifade edilmektedir
(Erdem, ve ark.,2004; Eser, 2013). Konutlar, endiistri kuruluslari, termik santraller,
giibreler, kimyasal miicadele ilaglar1, tarimsal sanayi atik sulari, niikleer santrallerden
cikan sicak sular ve toprak erozyonu gibi siiregler su kirliligini meydana getiren
baslica etkenlerdir. Bu kirlilik canli ve cansiz varliklara zarar vermektedir.

Tekstil sektoriinde renklendirme islemleri neticesinde ortaya ¢ikan kirletici
yiikii, tekstil atiksulari icerisindeki en biiyiik miktar1 olusturmaktadir. Tekstil
tiriinlerine renk vermek amaciyla eskiden bitki kokenli boyar maddeler kullanilirken
son yillarda ucuz ve yiiksek boyama kapasitesine sahip boyar maddeler tercih
edilmektedir. Ancak bu boyar maddelerin dezavantaji, toksik ve kimyasal yapiya
sahip olmasidir. Giiniimiizde yaklasik olarak 10.000 farkli yapiya sahip boyar madde
bulunmakta diinyada yilda 700.000 tonun istiinde liretim yapilmaktadir (Aksakal ve
Ucun, 2010). Tekstil endistrisinde kullanilan boyar madde ve pigmentlerin
uygulamalar esnasinda olusan kayiplar sonucunda yaklasik %10-15’inin alic1 ortama
verildigi 6n goriilmektedir (Dizge ve ark., 2008). Ulkemizde tekstil sektdriiniin
sanayi iretimindeki paymnin %25 civarinda oldugunu gbéz oOniinde bulundurursak
tekstil atiksularinin aritiminin gerekliligi aciliyetle 6nem kazanmaktadir. Su tekstil
endiistrisinde fazlaca kullanildigindan fazla miktarda atiksu olusur. Bu atiksularin
icerigini ise liflerdeki safsizliklar, kullanilan boyar maddeler ve ¢esitli kimyasallar
olusturmaktadir. Atiksularda bulunan boyar maddeler suya renk vererek suyun
goriinimiinii bozmanin yaninda 151k gecirgenligini de azaltarak suda bulunan

canlilarin yasam kaynag olan ¢6ziinmiis oksijen miktarinin azaltmakta ve canlilarin



Oliimiine yol agmaktadir. Glinimiizde tekstil endiistrisindeki boyali atiksular,
icerdikleri maddeler nedeniyle canlilara zarar vermekte, renkli olduklari i¢in de ¢evre
estetigi agisindan ¢irkin goriintiilere neden olmaktadir. Boya ve tekstil fabrikalariin
pek cogunda aritma sistemleri olmadigindan atiksular direkt alic1 ortama
verilmektedir. Tekstil endiistrisi atiksulari, igerdigi cesitli boyar maddeler ve bazi
boyar maddelerin yapisal bozunmaya ugramastyla alici ortama yayilan agir metal
iyonlarindan dolayr ciddi boyutta kirlilige neden olmaktadir. Meydana gelen bu
kirliligin alict ortamlarda estetik goriintliyli bozdugu, suyun 151k gecirgenligini ve
gazlarin ¢ozlinlrliigiini etkiledigi, metal iyonlarmin ve kloriirlerin suda yasayan

canlilar i¢in toksik etki yaptig1 bilinmektedir (Serin, 2010; Yagiz, 2016).

1.1. Su Kirliligi

Su kirliligi gol, deniz, yeraltisulart gibi su birikintilerinde goriilen, ¢evresinde
ve i¢inde yasayan tiim canli tiirlerine zarar veren bir kirlilik tiiriidiir. Su kirliligine
genel olarak insanlarin neden oldugu bilinse de baz1 zamanlarda canli tiirleri arasinda
bozulan dengeler sonucunda da kirliligin olustugu gozlemlenmistir.

Su kirliligi, kiiresel olarak biiyiik bir sorun oldugu gibi, bir¢ok 6liim ve salgin
hastalik olaylarinin nedeni olarak goriilmektedir. Giinde 14,000 insan dogrudan veya
dolayli olarak su kirliliginin neden oldugu hastaliklar sonucunda yasamin
yitirmektedir (West, 2006). Buna ek olarak gelismekte olan ve gelismis tilkelerde
gorilen akut sorunlarin yaninda, bu kirliligin azaltilmas1 i¢in ¢alismalar
yapilmaktadir. Bugiin diinyada yiizde olarak en ¢ok kirli su havzasina sahip olan tilke
Amerika Birlesik Devletleri’dir. Son zamanlarda yapilan ulusal bir arastirmada bu
tilkedeki nehir havzalarinin yiizde kirk besi, gol havzalariin yiizde kirk yedisi, liman
ve haliglerin yiizde otuz ikisi kirlenmis durumdadir (EPA, 2007).

Su kirliliginin baglica nedenleri; endiistriyel kirlenme, evsel kirlenme,
tarimsal kirlenme ve 1s1 kirlenmesidir. Baslica su kirlilik kaynaklar1 asagidaki gibi
siralanabilir (Gtiler, 1994)

* Endiistriyel: Kagit imalathaneleri, kagit hamuru hazirlama atdlyeleri,

kimyasal tiretim, ¢elik fabrikalari, tekstil fabrikalari, gida isleme birimleri.



* Kentsel: Kiigiik fabrika ve is alanlarindan lagim sularina karigan maddeler,
yetersiz islenmis lagim sulari, evsel atiklarla sulara ulasan kimyasallar.

* Kombine lagim tesisatlari: Yiizeysel akintilarla siiriiklenen kimyasallarin
karismasina neden olabilir.

 Tarimsal kirleticiler: Hasat, otlaklar, ambarlar, degisik dogal alanlar, tarlalar

« Silvikiiltiirel: Ormancilik, ekip bigme yol insaati

« Imar ¢alismalar1: Toprak 1slahi, otobanlar

* Dogal kaynaklarin eldesi: Petrol kuyulari, maden atiklarindan sizintilar.

» Atik yoketme uygulamalari: Septik tanklardan, gomiilen ¢oplerden, zararli
atik yok etme bolgelerinden olan sizintilar.

* Hidrolojik miidahaleler: Baraj yapimi, kanal agma, sulama ¢aligmalar1 vb.

1.1.1. Atiksu

Evsel, endiistriyel, tarimsal ve diger kullanimlar sonucunda kirlenmis veya
ozellikleri kismen veya tamamen degismis sular ile maden ocaklari ve cevher
hazirlama tesislerinden kaynaklanan sular ve yapilasmis kaplamali ve kaplamasiz
sehir bolgelerinden cadde, otopark ve benzeri alanlarda yagislarda ylizey veya yiizey
alt1 akisa doniismesi sonucunda olusan sular atiksu olarak tanimlanabilir (Kertmen,
2006).

Atiksular evsel atiksular, endiistriyel atiksular ve sizinti sular1 olmak tizere
kaynaklarina gore ii¢ ana baslikta incelenebilirler.

Evsel atiksular; evler, kurumlar, ticari isletmelerden bosaltilan; insan ve
hayvan disgkisi, banyo, lavabo ve yikamadan kaynaklanan sulardir (Alkan vd., 1998).
Bu tiir sular; % 99’ unun su, % 1’inin organik ve inorganik maddeler ile hastalik
yapict mikroorganizmalardan olustugu pis goriiniislii ve kokulu sular olarak
adlandirilmaktadir (Basar vd., 1998).

Sizint1 sulary; kat1 atik depolama sahalarindan salinan ya da yeraltisular ile
yeriistii sularinin birlesmesiyle olusan atiksu c¢esidi olup; igerdikleri kimyasal
elementler sebebiyle genellikle fiziksel ayirma teknikleriyle aritilamayan, ileri aritma

yontemleri gerektiren sulardir (Kiziltag, 2013).



Endiistriyel atiksu; endiistri kuruluslarindan, imalathanelerden, atolyelerden,
tamirhanelerden, kiiciik sanayi sitelerinden ve organize sanayi bolgelerinden
kaynaklanan her tiirlii islem ve yikama artig1 sulari, proses sular ile karistirilmadan
ayr1 olarak islem goriip uzaklastirilan kazan ve sogutma sularim1 kapsamaktadir
(Demir., 2016). Endiistriyel atiksular, en onemli atiksu sinifin1 olusturmaktadir.
Yapilarinda agir metaller, pestisitler, deterjan ve tuz igermektedir. Tarim arazilerini,
yeralt1 kaynaklarin1 olumsuz etkilemekte; canli sagligini tehdit etmektedir. Tarimda
verimin azalmasina ve toprak kirliligine bagl olarak bitkilerde baglamak {izere besin
dongiisiinde aksamalara yol agmaktadir. Endiistriyel atiksular ortaya ¢iktiklar
endistrilere gore farkli zararli maddeler igermektedirler. En ¢ok madencilik, tekstil

ve kimya sektorlerinden agiga ¢ikan atiksularin tahribat giicii yiiksektir (Filiz, 2007).

1.2. Tekstil Boyama Endiistrisinde Kullanilan Baslica Boyalar

Tekstil endiistrisinde elyafa renk vermek igin boyama prosesinde oldukca

cesitli boyar maddeler kullanilmaktadir.

Tablo 1.1. Tekstil boyama enddistrisinde kullanilan baglica boyalar (Demirbasg, 2009)

Boya Simifi Ozellik

Asit Boyalar Suda ¢oziinen, anyonik igerikli boyalardir.

Bazik Boyalar Suda ¢6ziinen, zayif asidik boyama tankinda uygulanan, ¢ok parlak
boyalardir.

Direkt Boyalar Suda ¢6ziinen, anyonik igerikli, mordant (krom ve bakir gibi metaller)

olmaksizin seliiloza dogrudan uygulanabilen boyalardir.

Dispers Boyalar Suda ¢6ziinmeyen boyalardir.

Reaktif Boyalar Suda ¢6ziinen, anyonik igerikli, en fazla ¢eside sahip boyalardir

Siilfiir Boyalar Siilfiir veya sodyum siilfid igeren organik yapili boyalardir

Vat Boyalar Suda ¢6ziinmez, en eski boyalar olup kimyasal olarak ¢ok
kompleks boyalardir




1.2.1. Azo Boyalar

Baslica azo boyar maddeler, nitro ve nitrozo boyar maddeler, karbonil boyar
maddeler, kiikiirt boyar maddeler, polimetin boyar maddeler, arilmetin boyar
maddeler ve aza annulen boyar maddeler olmak iizere ana gruplara ayrilir.

Azo boyalar yapisinda azo grup iceren (-N=N-) tekstil endiistrisinde en
yaygin kullanilan boyalardir ve ¢esitli dogal ve yapay materyallerin boyanmasinda
kullanilir (Chung ve Stevens, 1993; Chung ve ark., 1992). Azo boyalar, elyaflarin
(pamuk, yiin, naylon, ipek) yapisinda bulunan -OH, -NH, -SH gruplar1 ile kovalent
bag meydana getiren reaktif gruplarla ifade edilirler. Sari, turuncu ve kirmizi gibi
renkleri elde etmek i¢in azo boyar maddeler tercih edilmektedir (Dos Santos ve ark.,
2007). Istenilen rengi elde etmek i¢cin boyar madde karisimlari kullanilmaktadir. Azo
boyalar: asit, reaktif, dispers, vat, metal kompleks, mordant, direkt, bazik ve siilfiir

boyalardir.

1.2.1.1. Metil Oranj

Metil oranj, tekstil, baski, kagit, ilag, gida endiistrisinde ve arastirma
laboratuvarlarinda genis kullanim alani olan suda ¢6ziinebilen bir monoazo boyadir
(Simsek, 2011).

Bir mono azo boyasi olan metil oranj, C14H14N3NaO3S molekiiler formiiliine
ve 327,33 molekiil agirhigina sahiptir. Mavi-yesil renkteki 15181 absorplayan metil
oranjin yapist 4-(4-(Dimetilamino) fenilazo) benzen siilfonik asit sodyum tuzu

seklindedir (Tiikenmez, 2013).
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Sekil 1.1. Metil oranj
1.3. Biyoindikatorler ve Biyobelirtecler

Artan insan aktivitesi, su kaynaklarindaki fiziksel, kimyasal ve biyolojik
stirecleri  degistirmektedir. Bu degisim kaynaklarda yasayan biotayr da
etkilemektedir. Yapilan aragtirmalar bu degisimin diizeyini belirlemek i¢in kimyasal
incelemelerin yanisira biyolojik incelemelerin de yapilmasmin gerekliligini ortaya
koymaktadir. Biyolojik incelemeler kimyasal yontemler ile tespit edilemeyen bazi
verilerin elde edilmesi bakimindan avantaj saglamaktadir. Biyoindikatér ve
biyobelirte¢ (biomarker) kavramlar1 bu incelemelerin kaynagimi olusturmaktadir.
Biyoindikatorler sucul ortamlarda yasayan bazi spesifik tiir veya tiir gruplarim
icerirken, biyobelirtegler bu canlilara ait baz1 biyokimyasal, fizyolojik ve histolojik
parametreleri icermektedir. Sucul ekosistemlerde meydana gelen degisikliklerin
izlenmesi i¢in olusturulan biyoizleme programlarina biyoindikator tiirler ve

biyobelirte¢ parametreler mutlaka dahil edilmelidir (D6nmez ve Yilmaz, 2015).



1.3.1. Biyoindikator Bir Tiir Olarak Gammarus pulex

Gammarus liyeleri, sulara karigsan ¢evresel kirleticilere karsi baliklardan daha
duyarl1 organizmalardir. Cesitli kirleticilere olan hassasiyetlerinden, c¢abuk
tiretilebilmelerinden ve ¢ok sayida toplanabilmelerinden dolay1 bu cinsin toksikolojik
calismalardaki kullanimi1 giderek artmaktadir (Arthur, J.W. 1980; Graney, L.R.
1986).

1.3.2. Gammarus pulex Tiiriiniin Sistematikteki Yeri

Alem: Animalia
Sube : Arthropoda
Altsube : Crustacea
Smmif : Malacostraca
Takim : Amphipoda
Aile : Gammaridae

Cins : Gammarus

Tiir : Gammarus pulex

Resim 1.1. Gammarus pulex

Su kalitesi degerlendirme calismalarinda Gammarus’un etkin bir sekilde
kullanildig1 yapilan literatiir arastirmalarinda kanitlanmistir. Coulaud ve ark., (2011)
yaptiklari labaratuvar ¢alismalarda kabuklulardan olan gammaridlerin su kalitesinin
tan1 Ol¢limii i¢in umut vadeden araglar olarak one slirmiislerdir. Maltby ve Crane.,

(1994)’de yaptiklar1 ¢alismada G. pulex'in (amphipoda, crustacea) metalik atiklara



kars1 tepkilerini arastirmislar, toksik bilesenleri belirlemisler ve popiilasyonlar arasi
varyasyonu incelemislerdir. Metalik atiklarin  atiksu  kalitesine  etkisini
degerlendirmek i¢in G. pulex’in duyarli bir indikator tiir oldugu kanitlanmustir.
Marmonier ve ark., (2013)’de yaptiklar1 ¢alismada G. pulex’in yeralt1 su kalitesini

degerlendirmede etkin bir indikatdr tiir oldugunu 6nermislerdir.

1.3.3. Biyobelirtecler

Biyobelirtecler saha veya labaratuvar ¢alismalari i¢in degerli bilgiler saglayan
ve kimyasallarin biyokimyasal hiicresel ve doku diizeyindeki fizyolojik etkilerini
6lcmek icin kullanilan araglardir. 1980'lerin sonundan beri yaygin olarak kullanilan
biyobelirtegler kirleticilerin ve ¢evresel stresin biyolojik etkilerini izleme
calismalarinda kullanilmaktadirlar (Beliaeff ve Burgeot, 2002). Biyokimyasal
belirtegler 6nemli kirleticilerin toksikolojik mekanizmalarinda meydana gelen erken

molekiiler olaylar arasindan se¢ilmektedir (Banni ve ark. 2005).

1.4. Oksidatif Stres

Biyokimyasal parametreler sucul organizmalarin saglik durumlarinin bir
gostergesi olarak sik¢a kullanilmaktadir. Bu bakimdan herhangi bir stresin gostergesi
olarak biyokimyasal metotlarin kullanimi, bu degisen cevreye karst canlilarin
fizyolojik tepkileri hakkinda 6nemli bilgiler saglamaktadir (Blaxhall, 1973). Aerobik
organizmalarda normal fizyolojik ve metabolik siiregler sonucunda iiretilen reaktif
oksijen tiirleri (ROS) ¢ok toksiktir ve bir¢ok biyomolekiilii oksitleyerek hiicre
Oliimlerine ve doku hasarlarina yol acarlar. Bu reaktif oksijen tiirleri insan
viicudunda devamli olusturulurlar ve normal sartlar altinda enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidan savunma sistemleri tarafindan ortadan kaldirilmaktadirlar.
Prooksidanlar ve antioksidanlar arasindaki denge, aerobik organizmalarin fonksiyonu
ve yasami i¢in Onemlidir. Prooksidanlar lehine ve/veya antioksidanlar aleyhine bir
dengesizlik, canli viicudunda giiclii bir sekilde hasara yol acar ve bu oksidatif stres
olarak adlandirilir (Meotti ve ark, 2004). Bir baska deyisle oksijen radikallerinin

fazla yapiminin neden oldugu etkilerin toplami oksidatif stres olarak adlandirilir



(Yurdakul, 2003). Serbest oksijen radikallerinin uzaklastirilmasinda bir azalma
oldugu zaman ya da asir1 retilmeleri durumunda patolojik bir durum olusabilir.

(Meotti ve ark, 2004).

1.4.1. Oksidatif Strese Kars1 Antioksidan Savunma Sisteminin Rolii

Normal fizyolojik kosullarda hiicreler, olusan serbest radikal triinleri ve
peroksitler gibi molekiillerin neden olabilecegi oksidatif hasara karsi antioksidan
savunma sistemleri tarafindan korunur. Bu sistemler enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlar olmak iizere iki gruba ayrilir. Enzimatik olanlar; siiperoksit dismutaz
(SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT), glutatyon-S-transferaz
(GST) ve glutatyon rediiktaz (GR)’dir. Enzimatik olmayanlar ise; glutatyon, Vitamin
E, Vitamin C, Vitamin A gibi vitamin tiirleri ile Flavinoidler, Melatonin,
Hemoglobin, Miyoglobin Askorbik asit, Transferrin, Laktoferrin, Alblimin, Sistein,
Bilirubin, Mannitol, Lipoik asit, Hemopeksin, Glutatyon, Koenzim Q, karotenoidler
ve baz1 eser elementlerdir (De Zwart ve Meerman, 1999; Deaton ve Marin, 2003,
Valavanidis ve ark, 2005). Lipid peroksidasyonu, poliansatiire yag asitlerinin
zincirleme bir radikal reaksiyonudur. Lipid peroksidasyonu serbest radikaller
tarafindan sebep olunan oksidatif stresin bir gostergesi olarak en yaygin kullanilan
metotlardan biridir. Membrandaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari
serbest radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar.
Poliansatiire yag asitleri (PUFA) grubu serbest radikallerle olan reaksiyonlara karsi
¢ok hassastir. Yag asitlerinde lipidlerin peroksidasyonu bir radikal zincir
reaksiyonuna sebep olabilir ve bu reaksiyon kendi kendine katalizlenerek devam
etmektedir (De Zwart ve Meerman, 1999). Lipid peroksidasyonu sonucu olusan
trlinlerin baglicalart malondialdehit (MDA), 4-hidroksinonenal, 4-hidroksi-2,3-
transnonenaldir. Lipid peroksitlerinin konsantrasyonlar1 arttikca, membranlarin
akigkanliklar1 azalir ve kalsiyum gibi iyonlarin hiicre i¢ine gegisi kolaylasip, sonugcta
hiicre fonksiyonlarinda bozukluklar ortaya ¢ikmaktadir (Deaton ve marlin, 2003;
Valavanidis ve ark, 2005). Antioksidan enzimlerin seviyeleri, organizmanin
antioksidan durumunun bir indikatorii ve oksidatif stresin biyobelirteci olarak

kullanilabilmektedir (Barim ve Karatepe, 2010).



1.4.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

O, “anyonunun H;0;’ye dismutasyonunu ger¢eklestiren enzimdir (Valko vd.,
2004).
20, -+ 2H" — H,0, + O,

Bu tepkime oksidatif strese kars1 savunmayi ilk olarak baslatir (Gilbert vd.,
2002). Bu tepkime sonucunda olusan iriinler ya lizozomlardaki katalaz (CAT)
tarafindan ya da mitokondrideki glutatyon peroksidaz tarafindan H,O’ye detoksifiye
edilir (Johansen vd., 2005).

1.4.3. Katalaz (CAT)

Yaklasik 240 kDa molekiil agirhginda olup, aktif kisminda dért tane Fe™
bulunduran bir hemoproteindir. Her alt iinite ayn1 zamanda enzimi kendi substrati
H,O ye kars1 koruyan ve etkinligini artiran NADPH icerir (Halliwell ve Gutteridge
1999, Nordberg ve Arner, 2001, Young ve Woodside 2001, Memisogullar1 2005).
Katalaz, SOD a benzer bir dismutasyon mekanizmasi ile hidrojen peroksiti su ve
molekiiler oksijene pargalayarak biyolojik sistemleri H,O2’nin zararlarina karsi
korurlar (Duthie 1989, Halliwell ve Gutteridge 1999).

Katalaz hidrojen peroksitin su ve molekiiler oksijene dismutasyonunu
katalizler.

2H,0,; — 2H,0 + O,

Katalaz ayrica fenol, alkol gibi farkli substratlarin, hidrojen peroksitin ¢ift

rediiksiyonu ile detoksifikasyonunu saglar.

H,O0, + RH, — R+2H,0

1.4.4 Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz (GPx; EC 1.11.1.9) indirgenmis glutatyonu kullanarak
hidrojen peroksit (H.O,) veya organik hidroperoksitlerin su veya alkollere

indirgenmesini  katalizler ~ (Doroshow,  1995).  Glutatyon  peroksidazin
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biomembranlarin doymamis lipidlerini oksidatif zarardan korudugu bildirilmistir.
Glutatyon peroksidaz inorganik ve organik peroksitlerin yikimlanmasini katalizler
(Rayman, 2000). Bu sekilde lipid peroksidasyonu oOnler ve bdylece hiicre
membranlarini oksidatif zarardan korur (Czuczejko ark., 2003).

GSH-Px enzimi dort protein alt biriminden olusur. Tetramerik yapida olup,
her bir aktif bolgesinde selenyum tasimaktadir. Aktif katalizde prostetik grup olarak
selenyum fonksiyon gosterir (Awasthi ark., 1979).

1.4.5. Glutatyon (GSH)

Glutatyon (GSH) canli organizmalarda ¢ok fonksiyonlu bir tripeptittir (L-y-
glutamil-L-sisteinilglisin). Bir sistein kalintis1 seklindeki bir aktif tiol grubunun bir
tagiyicisi olarak, dogrudan reaktif oksijen / azot tiirleri ve elektrofiller ile etkileserek
veya gesitli enzimler i¢in bir kofaktdr olarak calisarak bir antioksidan olarak islev
goriir. Indirgenmis ve oksitlenmis glutatyon formlari (GSH ve GSSG) diger redoks-
aktif bilesiklerle (6rm., NAD(P)H) birlikte c¢alisirak belirli hiicresel redoks
durumlarini regiile ederler. GSH, oksidasyon konjugasyon ve hidroliz gibi bir¢ok
yolla tiiketilir. GSH dogrudan ROS ve RNS ile dolayli olarak da GSH bagimh
peroksidaz katalizleyici reaksiyonlar sirasinda okside edilebilir. Endojen ve eksojen
elektrofiller ile konjligasyon hiicresel GSH'nin 6nemli miktarmi tiiketir. Glutatyon
hiicrelerde birka¢ ek fonksiyona sahiptir. Sisteinin rezerv formunu olustururlar,
nitrik oksit depolar ve nakleder, Ostrojen, lokotrien ve prostaglandinlerin
metabolizmasina katilir, riboniikleotidlerin deoksiriboniikleotidlere indirgenmesini
saglar, demir- cesitli proteinlerin siilfiir kiimeleri, (iv) bazi transkripsiyon
faktorlerinin yonetilmesinde yer alir ve bircok ksenobiyotiklerin ve endojen bilesik
detoksifikasyonunda rol oynarlar (Halliwell ve Gutteridge 1999: Aksoy 2002;
Mytilineou, ve ark. 2002; Memisogullari, 2005).

1.4.6. Malondialdehit (MDA)

Malondialdehit (MDA), lipid peroksidasyonunun son iirlinlerinden bir tanesi

olup, oksidatif hasar diizeyini gostermede kullanilir (Nielsen vd., 1997; Dingel ve
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ark., 2009). Onemli serbest oksijen radikallerinden olan siiperoksit (O3), hidrojen
peroksit (H20,) ve hidroksil iyonlarmin (OH) fosfolipidler ve yag asitleri ile
birlesmeleri sonucu aldehitleri de icine alan ¢ok sayida yapi olugmaktadir
(Kaklikkaya vd., 2010). Bu olay genellikle lipid peroksidasyonunun gostergesidir.
Lipid peroksidasyonu, normal fizyolojik olaylarda ger¢eklesmekle birlikte, viral veya
bakteriyel enfeksiyon, ksenobiyotikler, yangi ve radyosyona maruz kalma gibi
durumlarda da dikkati ¢ekmektedir (Esterbauer vd., 1991). ROS’lar sayesinde olusan
lipid peroksidasyonu, hiicre membraninda hasar meydana getirerek, hiicrenin
gecirgenligini etkiler ve hiicre icine asir1 Ca*? birikmesine neden olarak, hiicre
membrant disfonksiyonu sonucu hiicre sismesi ve hiicre 6limi ile son bulur
(Kagmaz vd., 2004). Kontrol edilemeyen peroksidasyon, membran gegirgenligini ve
permeabilitesini degistirir. Bu nedenle lipid peroksitler ve MDA gibi ikincil
metabolitler dolasim yoluyla diger dokularda hasara sebep olabilirler (Suhail vd.,
2009). Lipit peroksitler kararsiz bilesikler olup hizlica bozunma egilimi
gosterdiklerinden kisa zincirli alkan ar, aldehitler gibi ¢esitli iirlinlere doniisebilirler.
Dolayist ile genelde tiyobarbitiirik asit-reaktif maddeler (TBARS) ve sitotoksik
aldehitlerin 6l¢iimleri yapilmaktadir (Meagher ve Fitzgerald, 2000).

1.5. Biyotransformasyon

Kimyasal kirlenmeye bagli olarak organizmada ortaya ¢ikan biyolojik
degisimlerin en 6nemlilerinden birisi enzim aktivitelerinde gozlenen farkliliklardir.
Biyotransformasyon enzimlerinin belirli kirleticiler yolu ile indiiksiyonu gibi
molekiiler etkilerinin ¢alisilmasi, bizlere kirletici diizeyleri, bu kirleticilerin
sinerjistik veya antagonistik etkileri ve organizmanin savunma tepkileri hakkinda
onemli bilgiler verebilir. Bu tip arastirmalar calisilan alanin su kalitesinin
belirlenmesinde ¢ok biiyiik kolayliklar saglamaktadir (Goksoyr ve Forlin, 1992) .

Sucul ve karasal hayvanlar cesitli enzimler tarafindan katalize edilen
oksidasyon, rediiksiyon, hidroliz ve konjiigasyon reaksiyonlari ile yabanci bilesikleri
metabolize ederler. Ksenobiyotikler boylece biotransforme edilir daha az toksik ve

daha polar hale getiririlir ve viicuttan atilir (Buhler ve Williams, 1989).
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Ksenobiyotiklerin metabolizmasi1 iki agsama igerir; birincisi reaktif alan
olusturmak igin oksijenin kullanildigi ve Faz 1 metabolizmasi olarak bilinen
fonksiyonel asama, ikincisi reaktif alana suda ¢doziilebilir gruplarin eklenmesiyle
sonuglanan ve faz 2 metabolizmasi olarak bilinen konjugasyon asamasidir (Karakurt,
2008). Viicut ksenobiyotiklerin yiiksek dozuna maruz kaldiginda Faz 1 ve Faz 2
enzimleri bu bilesikleri detoksifiye etmek amaciyla indiiklenir (Keskinkaya, 2015).
Sitokrom P450 monooksijenaz enzim sistemi, steroidler, yag asiti, prostaglandinler,
l16kotreinler ve daha birgok dogal bilesiklerin oldugu kadar karsinojenlerin,
mutajenlerin ve ilaglarin oksidatif mekanizmasina katilan ‘’hemtiyolat’’yapisindan
protein enzimlerden olusur (Nebert ve Gonzalez, 1987). Sucul ortamdaki kirleticiler;
poliaromatik hidrokarbonlar, poliklorlu dibenzo-p-dioksinler ve dibenzofuranslar
(PCDD/PCDF), polihalojenlenmis bifeniller (PCB, PBB) ve pestisit, herbisit gibi
diger halojenlenmis bilesiklerin sucul canlilarda CYP450 aktivitelerini indiikledigi
kanitlanmistir (Goksoyr ve Forlin, 1992) .

GST'ler, hem  ksenobiyotiklerin  hem de endojen  maddelerin
biyotransformasyonunda 6nemli rol oynayan enzimlerin bir ailesidir ve GST
indiiksiyonu, farkli ksenobiyotiklere maruz kalmanin bir biyolojik belirteci olarak
kullanilmistir (Osten ve ark., 2005).

Yapilan ¢esitli c¢alismalarda Sitokrom p450 kirliligin bir biyokimyasal
biyobelirte¢i olarak kullanilmigtir. Cesitli konsantrasyonlarda tekstil atiksuyuna
maruz birakilan tath su 1stakozunda CYP1A1 aktivitesinin azaldigi bulunmustur
(Aksu ve ark., 2015). Yapilan bir baska c¢alismada cevresel kirletici bir olarak
kursunun etkileri Gammarus pulex (L) 'de aragtirilmig ve 7-etoksiresolufin O-deetilaz
(EROD) enzimi tlizerindeki degisimler incelenmistir. Kursun asetatin muamelesinin
CYPIA indiiksiyonun bir gostergesi olan EROD aktivitesini inhibe ettigi onerilmistir
(Kutlu ve Susuz, 2004). Keskinkaya, (2015) Cavuscu ve Beysehir Gollerinde organik
kirliligin neden oldugu etkileri belirleyebilmek icin o gollerde yasayan sazan balig

orneklerinde CYP450 enzim aktiviteleri belirlenmistir.
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1.5.1. Sitokrom P450 (CYP1A1)

Bilindigi iizere viicuda giren her gesit yabanci kimyasal (ksenobiyotikler),
Faz I ve Faz Il enzimleri ile metabolitlerine ¢evirilerek viicuttan atilir. Viicuda alinan
ve ¢ogunlugu hidrofobik yapidaki ksenobiyotikler karacigerde once Faz I enzimleri
tarafindan katalizlenen rediiksiyon, oksidasyon ve hidroliz reaksiyonlar1 sonucunda
kismen daha suda ¢6ziiniir metabolitlere donistiiriiliirler. Faz 1 reaksiyonlari,
substratin dogasina goére kimi zaman aktivasyon kimi zaman deaktivasyonla
sonuclanir. Bu metabolitlerin bir kismi bundan sonra, Faz Il enzimleri olarak
adlandirilan konjugasyon enzimleri tarafindan daha da hidrofilik yapida olan siilfat,
glukuronik asit gibi konjugatlarina c¢evrilirler. Faz II reaksiyonlari c¢ogunlukla
deaktivasyonla sonlanir ve olusan metabolit viicuttan atilir (Buhler ve Williams,
1989).

Sitokrom P450 enzimleri ise, farkli ve ¢ok cesitli substrat 6zgiilliiklerine
sahip bir enzim siiper ailesidir. Bu enzimler; ¢evresel kirleticiler, kimyasallar, ilaclar,
antioksidanlar, organik coziicliler, anestezik ajanlar, boyalar gibi ekzojen bilesiklerin
metabolizmasinda rol almalarinin yani sira, steroid hormonlar, yag asitleri, kolestrol,
safra asidi, prostoglandinler, biojenik aminler, retinoidler gibi endojen kaynakli
bilesiklerin de oksidatif, rediiktatif ve peroksidatif metabolizmasindan da sorumludur
(Gonzalez, 1989; Guengerich, 1992; Waterman, 1996). Organizmada endojen ve
ekzojen kaynakli bilesiklerin metabolizmasinda ve ¢esitli fizyolojik islevlerinde ¢ok
onemli role sahip sitokrom P450 enzimleri arkelerden, funguslara mayalara;
bitkilerden hayvanlara kadar yasamin tim formlarinda bulunmaktadir (Wright ve
ark., 1996).

Bazi sitokrom P450’lerin seviyeleri ve aktiviteleri ¢esitli kimyasallara maruz
kalma neticesinde de artma veya azalma gdosterebilir (Conney ve ark., 1956).
Sitokrom P450’lerin substrati olan pek c¢ok endojen ve ekzojen maddenin ayni
zamanda enzimin yarigmali, yarigmasiz ve geri doniigiimsiiz inhibitori, indiikleyicisi
veya baskilayicisi olduklart durumlar da s6z konusudur (Coleman, 2005; Estabrook,
2003).
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1.5.2. Glutatyon S-transferaz (GST)

Ksenobiyotik metabolizmasinda olduk¢a onemli role sahip bir diger enzim
ailesi GST’ lar (glutatyon-S-transferaz) [E.C.2.5.1.18], ilaglarin ve ksenobiyotiklerin
biiyiikk bir kismmin Faz II metabolizmasindan sorumludur. Bu enzimler, cesitli
ekzojen veya endojen kaynakli elektrofilik ve hidrofobik bilesiklerin, glutatyon
(GSH) ile konjugasyonunu saglayarak viicuttan atilimlarin1 gergeklestirir (Bulavin ve
ark., 1996; Mosialou ve ark., 1993).

GST’ lar, elektrofilik substratlarin, GSH’a niikleofilik ataklarimi katalize eder
dolayistyla, bu substratlarin  hiicre igerisindeki makromolekiillere karsi
reaktivitelerini azaltir (Armstrong, 1997). Bu enzimler, ksenobiyotikleri GSH’daki
sisteine ait —SH grubu ile baglayarak onlarin elektrofilik bolgelerini nétralize eder.
Bu sayede olusan GSH konjugatlariyla bilesigin daha fazla suda ¢oziiniir hale
gelmesi saglanir. Bu asamanin ardindan GSH’dan koparilan glutamat ve glisin,
serbest amino grubu ile asetillenip, merkapturik asitlere doniistiiriiliir ve safra yolu
ile viicuttan atilir. Bu sekilde, pekcok potansiyel kanserojen, sitotoksik ve genotoksik
bilesigin GSH ile konjugasyonu sonucu viicuttan atilimlarini saglayan bu enzim
ailesi, viicut i¢in oldukca Oonem tasiyan enzim gruplarindan biridir (Canuto ve ark.,
1993; Listowsky ve ark., 1988; Onat ve Emerk, 1996; Thomas ve ark., 1989).

Bu calismada; gesitli konsantrasyonlarda metil oranj tekstil boyar maddesine
maruz birakilan G. pulex’de bazi antioksidan ve detoksifikasyon enzimlerindeki

degisimlerin arastirilmasi amaglanmistir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Model Canlinin Dogadan Temini

Calismada kullanilan model canli G. pulex (L., 1758) &rnekleri, Tunceli Ili
Munzur Akarsuyu yan kollarindan (39.156820 N, 39.499640 E) temin edilmistir
(Resim 2.1).

G. pulex’ler haziran 2017 — temmuz 2017 doneminde, 6rnekleme noktasinin
akintili  kisimlarindan dip kepgesi yardimiyla, durgun kisimlarindan hortumla
vakumlanmak suretiyle toplanarak, hava takviye edilmis tanklarla Munzur
Universitesi Cevre Miihendisligi Boliimii Akuatik Toksikoloji ~ Arastirma

Laboratuvarina canli olarak getirilmistir.

B s

Resim 2.1. G.pulex’in toplandigi alan
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Resim 2.2. G. pulex’in dogadan toplanmasi

2.2. G. pulex’lerin Laboratuvar Kosullarina Adaptasyonu

Laboratuvara canli olarak getirilen G. pulex 6rnekleri dogal ortamina benzer
sekilde hazirlanmis akvaryumlara yerlestirilmistir. Bu amagla canli materyalin yasam
ortamindan getirilen sedimentler distile su ile yikanarak 80x40x25 cm ebatlarindaki
stok akvaryumlarina ilave edilmistir. Akvaryumlara 6rneklerin temin edildigi dogal
ortamlardan alinan dinlenmis su konulmustur. Laboratuvar aydinlatmasinda, 12 saat
aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde fotoperyot uygulanmigtir (Welton ve Clarke,
1980). Ortam sicakligi termostatli klima sayesinde hem adaptasyon hem de test
asamalarinda 10, 14 ve 18°C’ye ayarlanarak sabit tutulmustur. G. pulex’lerin dogal
ortamlarindan toplanan salkim sogiit ve cayir sogiidii aga¢ yapraklari cam bir kapta,
suyun i¢inde clritilerek G. pulex’lerin beslenmesinde kullanilmistir (Cold ve
Forbes, 2004).

Stok akvaryumlarinda su sirkiilasyonu igin harici filtre, G. pulex’lerin oksijen
ihtiyactm1  karsilamak i¢in hava motoru kullanilmistir. Akvaryumlardaki sularin

%70’1 canlilarin dogal ortamindan temin edilen dinlenmis suyla haftada bir
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degistirilerek yenilenmistir. Adaptasyon siiresince canlilarin beslenmesi ve

hareketliligi gozlemlenmistir.

Resim 2.3. G. pulex’lere uygulama yapilan akvaryumlar
2.3. Calismada Boyar Madde
Calismada kullanilan boyar madde metil oranj (Ci4H14N3NaO3S) Merck

firmasindan ticari olarak satin alinmistir. Calismada kullanilan K,;HPO, Merck

firmasindan ve KH,PO, ise Sigma-aldirich firmasindan temin edilmistir.

18



2.4. Metil Oranj’in LC50 Degerlerinin Belirlenmesi

96 saat maruziyet sonrasindaki Metil oranj’in LCsy degeri belirlenmistir. Bu
amacla Oncelikle aralik belirleme c¢alismasi yapilmis,sonrasinda statik test

uygulanmistir (APHA, 1998).

2.5. G.pulex’in Metil Oranj Tekstil Boyar Maddesine Maruz Birakilmasi

Metil oranj’in (MO) LC degeri 1737,3 ppm olarak tespit edildi ve sonra ii¢
subletal dozda MO (LC degerinin 1/4; 1/8 ve 1/16 oraninda ) 24 ve 96 saat boyunca
G. pulex'e uygulandi. G. pulex (her grup igin n: 10), 24 saat ve 96 saat boyunca MO
iceren sentetik soliisyonlara maruz birakilmistir. Dort deney grubu asagidaki sekilde
tasarlanmistir: A (434,3 ppm MO igeren Grup); B (217,1 ppm MO ihtiva eden grup);
C (108,5 ppm MO igeren grup) ve Kontrol Grubu.

2.6. Diseksiyon Islemleri ve Dokularin Hazirlanmasi

Bu kisimda yapilacak tiim ¢alismalar Munzur Universitesi Merkezi ARGE
Laboratuarinda gergeklestirilmistir. Calismamizda model canli olarak G. pulex
kullanilmistir. Dokular tartilmis ve 1/5 w / v oraninda PBS tamponu (fosfat ile
tamponlanmis tuz ¢ozeltisi) eklenerek, buz ile birlikte homojenizator kullanilarak
homojenize edilmistir. Homojenize edilen bu 6rnekler sogutmali santrifiijde 17000
rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek ve elde edilen siipernatanlar -86 °C’ de derin

dondurucuda 6l¢iim iglemleri tamamlanincaya kadar muhafaza edilmistir.

2.7. Biyokimyasal Yanitin Belirlenmesi

Calismamizda biyokimyasal yanitin belirlenmesi igin, siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), sitokrom p450 (CYP1Al),

glutatyon S-transferaz (GST) aktiviteleri ve glutatyon (GSH), malondialdehit (MDA)

seviyeleri belirlendi.
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Calismada kullanilan SOD, KAT, GPx, GST, GSH ve MDA ELISA kitleri
CAYMAN firmasindan satin alimmigtir. Katalog numaralari: (KAT: 707002, SOD:
706002, GPx: 703102, GST: 703302, GSH: 703002, MDA: 10009055)

CYP1A1 kiti ise CUSABIO firmasindan satin alinmistir (katalog no: CSB-
ELOO06395F1I).

2.7.1. Siiper Oksit Dismutaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Kit igeriginin belirledigi bu yoOntem, ksantin oksidaz ve hipoksantin
tarafindan iretilen siiperoksit radikallerinin belirlenmesi i¢in tetrazolium tuzunu
kullanilir.  Bir tinite SOD Siiperoksit radikalinin % 50’sinin dismutasyonunu
gosteren enzim miktar1 olarak tanimlamaktadir. Bu yontem {i¢ tip SOD’un

aktivitesini de belirlemektedir Cu/Zn, Mn, Fe -SOD).

2.7.2. Katalaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Kullandigimiz kit enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in CAT'nin peroksidatik
fonksiyonunu kullanir. Yontem enzimin optimal bir H,O, konsantrasyonunun
varhiginda metanol ile reaksiyona girmesine dayamir. Uretilen formaldehit, 4-amino-
3-hidrazino-5-merkapto-1,2,4-triazol (Purpald) ile kromojen olarak
spektrofotometrik olarak Olgiiliir. 1,2 Purpald, o6zellikle aldehitlerle bisiklik bir
heterosikl olusturur; oksidasyon degisimine bagl olarak renksizden mor renge dogru

bir degisim gozlenir.

2.7.3. Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Kullanilan Kit, GPx aktivitesini glutatyon rediiktaz (GR) ile birlesmis
reaksiyon ile dolayli olarak Olger. GPx tarafindan bir organik hidroperoksitin
indirgemesi sonucunda iretilen okside glutatyon (GSSG), GR ve NADPH ile
indirgenmis durumuna geri doniistiiriiliir. NADPH'nin NADP + 'ya oksidasyonu, 340
nm'de absorbansda bir azalmayi tetikler. A340'daki diislis orani, numunedeki GPx

etkinligi ile dogru orantili olarak hesaplanir.
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2.7.4. Glutatyon Diizeylerinin Belirlenmesi

Cayman'n GSH analiz kiti, GSH miktariin belirlenmesi icin glutatyon
rediiktazi kullanan 6zenle optimize edilmis bir enzimatik geri doniisiim yontemini
kullanir. GSH'min siilfhidril grubu, DTNB (5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzoik asit,
Ellman's reaktif) ile reaksiyona girer ve sar1 renkli 5-tio-2-nitrobenzoik asit (TNB)
uiretilir. Eszamanli olarak iiretilen karisik distilfiir, GSSTNB (GSH ve TNB arasinda)
GSH'yi geri doniistiirmek ve daha fazla TNB iiretmek i¢in glutatyon rediiktazi ile
indirgenir. TNB iiretimi orani dogrudan bu 6rnekte GSH konsantrasyonu ile orantili
olan bu geri doniisiim reaksiyonu ile orantilidir. TNB'nin 405 veya 412 nm'de

absorbasnsinin 6l¢lilmesi, numunede GSH miktarinin belirlenmesi i¢in kullanilir.

2.7.5. TBARS (Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Maddesi) Diizeylerinin

Belirlenmesi

Lipid peroksidasyonu, bitkilerde hiicresel hasarin iyi bilinen bir mekanizmasi
olup, hiicrelerdeki ve dokulardaki oksidatif stresin bir gostergesi olarak kullanilir.
Poli doymamis yag asitlerininden tiiretilen lipid peroksitler dengesizdir ve
malondialdehit (MDA) gibi reaktif karbonil bilesiklerini iceren kompleks bir dizi
bilesik olusturmak iizere ayrisirlar. MDA, tiyobarbitiirik asit ile kontrollii bir
reaksiyon vasitasiyla nicellestirilebilir ve 'Tiobarbitiirik Asit Reaktif Maddeleri’
(TBARS) iiretir. Cayman firmasinin TBARS kiti yiiksek sicaklik (90-100 °C) ve
asidik kosullar altinda MDA ve TBA reaksiyonu sonucu olusan MDA-TBA

adiiktiiniin 530-540 nm'de kolorimetrik olarak 6l¢iilmesi esaasina dayanir.

2.7.6. Glutathione S-Transferase Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Glutathione S-transferase enzim aktivitesi (Cayman Chemical Company)
Cayman firmasmin Glutathione S-Transferase Assay kiti (Catalog No: 703302) ile
340 nm’ de mikroplaka okuyucuda Olgiilmistiir. Yapilan 6l¢iimler sonucunda Kit
iceriginde bulunan protokole gore standart grafik ¢izilmistir. Enzim aktivitesi

standart grafik kullanilarak nmol/dk/ml olarak hesaplanmistir. Yontemin esasi,
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Cayman Glutathione S-Transferase Assay Kiti rediikte glutatyon ile 1-chloro-2,4-
dinitrobenzenin (CDNB) konjugasyonunun 6l¢iimii yoluyla toplam GST aktivitesini
Olcmektedir. Konjugasyon 340 nm’ de bir artisa neden olur. Bu artis 6rnekteki GST

aktivitesinin oransal artig1 anlamina gelir.

2.7.7. Sitokrom P450 Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Sitokrom P450 enzim aktivitesi The Cytochrome P450 1Al (CYP1A1lA)
Elisa Kit (Catalog No: CSB-EL006395FI; Cusabio Chemical Company) ile
kompetitif inhibisyon immuno assay Ol¢ciim yontemi ile calisilmigtir. Mikroplaka
okuyucu ile saglanan bu kit CYP1A1 e 6zgii bir antikor ile kaplanmistir. Standartlar
ve Ornekler biyotin konjuge CYP1AL1 ile birlikte uygun mikroplaka hiicrelerine ilave
edilir. Kompetitif inhibisyon reaksiyonu CYPIA1 ile CYP1Al’e 6zgii Onceden
antikora bagl olan Biyotin CYP1A1 arasinda baslar. Orneklerdeki fazla miktarda
bulunan CYP1Al, biyotin konjuge CYP1A1 tarafindan daha az antikor baglar.
Yikama isleminden sonra Horseradish Peroxidase (HRP) konjugeti hiicrelere ilave
edilir. Substrat soliisyonu hiicrelere ilave edilir ve orneklerde ki CYP1A1 miktar
renk degisimini gerceklestirir. Hiicrelerdeki renk degisimi durdurulur ve renk

yogunlugu odl¢iiliir.
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3. BULGULAR

Bu ¢alismada tekstil endiistrisinde yaygin olarak kullanilan metil oranj tekstil
boyar maddesininin farkli dozlarina maruz kalan G.pulex’de siiperoksit dismutaz
(SOD), Katalaz (KAT), Glutatyon Peroksidaz (GPx), Sitokrom p450 (CYP1Al),
glutatyon S-transferaz (GST) aktiviteleri ve glutatyon (GSH), malondialdehit (MDA)

seviyeleri belirlenmis olup elde edilen sonuglar Tablo 3.1.’de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Tekstil boyar maddesi MO’ya maruz kalan G.Pulex de bazi antioksidan ve

detoksifikasyon enzim aktivitesindeki degisimler

Antioksidan 24 SAAT 96.SAAT
parametreler
SOD (U/ml) Kontrol 0,04+0,002% 0,03+0,003%
A(434,3 ppm) 0,008+0,002° 0,002+0,001°
B(217,1 ppm) 2,32+0,33% 0,008+0,004°
C(108,5 ppm) 1,39+0,25° 1,55+0,54°
KAT (nmol/dk/ml) Kontrol 28,46+4,76° 30,6+3,48%
A(434,3 ppm) 18,25+2,07° 14,55+3,42°¢
B(217,1 ppm) 25,50+3,24° 19,03+2,33™
C(108,5 ppm) 23,48+9,5° 36,75+7,44°
GPx (nmol/dk/ml) Kontrol 150,67+2,96° 150,271,272
A(434,3 ppm) 149,42+1,12° 148,14+5,32°
B(217,1 ppm) 151,11+0,85° 146,87+1,70°
C(108,5 ppm) 150,69+0,85° 150,69+0,43°
GST Kontrol 41,08+5,89° 50,36+6,32°
(nmol/dk/ml) A(434,3 ppm) 66,27+3,31° 60,96+£12,27°
B(217,1 ppm) 43,73+2,29" 55,663,047
C(108,5 ppm) 56,32+5,78% 59,64+8,97°
GSH Kontrol 2,67+0,37%° 1,01+0,07%
(nmol/g doku) A(434,3 ppm) 3,75+0,12° 3,58+0,17°
B(217,1 ppm) 3,62+0,83% 2,37+0,43°
C(108,5 ppm) 3,58+0,912 2,94+0,24%
MDA Kontrol 2,50+0,69° 4,32+1,60°
(nmol/g doku) A(434,3 ppm) 5,53+0,30% 6,74+0,40°
B(217,1 ppm) 6,89+0,84% 7,04+1,84°
C(108,5 ppm) 4,62+1,75% 5,381,493
CYP1Al Kontrol 426,89+29,52° 374,92+25,40
(pg/ml) A(434,3 ppm) 344,39+30,43% 507,23+4,95°
B(217,1 ppm) 384,52+81,02% 342,52+27,75"
C(108,5 ppm) 197,29+0,37" 307,33+30,66"

*Ust simgedeki a, b ve ¢ harfleri aym saatteki farkli gruplar arasindaki ve alt

simgedeki * ise ayn1 grubun farkli saatleri (24. ve 96. saatler) arasindaki istatistiksel

farklar1 gostermektedir.
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3.1. Enzimatik Antioksidanlar
3.1.1. SOD Aktivitesi

Farkli konsanstrasyonlarda MO tekstil boyar maddesine maruz kalan
G.pulex’de SOD aktivitesi arastirilmis olup sonuglar Tablo 3.1.’de gosterilmistir.
SOD aktivitesinin kontrol ile kiyaslandiginda 24. Saatte B ve C gruplarinda arttigi, A
grubunda ise azaldig1 gozlenmistir (p< 0.05). Yine kontrol grubu ile kiyaslandiginda

A ve B gruplarinda 96. saatte bir azalma saptanmis fakat bu azalisin istatistiksel

olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir (p> 0.05).

Maruz kalma stireleri karsilagtirlldiginda ise; istatistiksel olarak gruplar

arasinda 6nemli farkliliklar oldugu gézlemlenmistir (Tablo 3.1) (Sekil 3.1).

-2
1

—
-
hn
L

SOD aktiviteleri (U/ml)

=
-
hn
L

a
a
g #
b
| FIER
I_ = T
Kontrol A B C
Gruplar

m24 s
w96 S

Sekil 3.1. Farkli konsantrasyonlardaki tekstil boyar maddesi MO’ya maruz kalan G. pulex’de
SOD (u/ml) diizeylerindeki degisiklikler
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3.1.2. CAT Aktivitesi

Farkli konsanstrasyonlarda MO tekstil boyar maddesine maruz kalan
G.pulex’de KAT aktivitesi arastirilmis olup sonuglar Tablo 3.1.” de gosterilmistir.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda farkli dozlarma MO’ya maruz kalan tiim
gruplarda KAT aktiviteleri 24 saat sonrasinda azalmig ancak gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p > 0.05). 96. saate bakildiginda CAT
aktivitesinin A ve B gruplarinda azaldig1 (p <0.05) C grubunda ise arttig1 (p <0.05)
bulunmustur.

Farkli uygulama siirelerinin CAT aktivitesinde istatistiksel olarak 6nemli bir

farkliliga neden olmadig1 saptanmadi (p> 0.05) (Tablo 3.1) (Sekil 3.2).

45 2 m24 s
40 - n96 S

5 a ab s
30 - 1 @

a bc
20 - c I

15 - 1

10 -

5 A

0 - |

B C

Kontrol A
Gruplar

CAT aktiviteleri (nmol/min_/ml)
2
N

Sekil 3.2. Farkli konsantrasyonlardaki Tekstil boyar maddesi MO’ya maruz kalan G. pulex’de
CAT (nmol/dk/ml) diizeylerindeki degisiklikler

25



3.1.3. GPx Aktivitesi

Farkli konsanstrasyonlarda MO tekstil boyar maddesine maruz kalan
G.pulex’de GPx aktivitesi arastirilmis olup sonuglar Tablo 3.1." de gosterilmistir
Farkli MO dozlarina maruz birakilan tiim gruplarda kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda GPx aktiviteleri 24 saat ve 96 saat uygulama sonrasinda
degismistir.Ancak gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir

(p>0.05) (Tablo 3.1) (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Farkli konsantrasyonlardaki tekstil boyar maddesi MO’ya maruz kalan G. pulex’de
GPX (nmol/dk/ml) diizeylerindeki degisiklikler

3.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
3.2.1. GSH Diizeyleri

Farkli konsanstrasyonlarda MO tekstil boyar maddesine maruz kalan

G.pulex’de GSH seviyeleri arastirilmis olup sonuglar Tablo 3.1.’de gdsterilmistir.

GSH diizeyleri kontrol ile kiyaslandiginda 24 saat sonrasinda A,B ve C gruplarinda
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artmis ve bu artis istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p> 0.05). 96. saate ise
istatistiksel olarak anlamli bir artig gézlenmistir (p <0.05).
Maruz kalma siireleri kiyaslandiginda ise; kontrol grubunda 96. Saat

sonrasinda iststistiksel olarak anlamli bir artis saptanmustir (p> 0.05) (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Farkli konsantrasyonlardaki tekstil boyar maddesi MO’ya maruz kalan G. pulex’de
GSH (nmol/g doku) diizeylerindeki degisiklikler

3.3. MDA Seviyeleri

Farkli konsanstrasyonlarda MO tekstil boyar maddesine maruz kalan
G.pulex’de MDA seviyeleri arastirilmis olup sonuglar Tablo 3.1.” de gosterilmistir.

MDA diizeyleri 24 ve 96 saat sonrasinda kontrol grubuna kiyasla A, B ve C
gruplarinda artmistir (p <0.05).

Farkli maruz kalma zamanlarinda ise MDA diizeylerinde anlamli farkliliklar

bulunamamustir (p> 0.05) (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Farkli konsantrasyonlardaki tekstil boyar maddesi MO’ya maruz kalan G. pulex’de MDA
(nmol/g doku) diizeylerindeki degisiklikler

3.4. Detoksifikasyon Enzimleri
3.4.1. CYP1Al

Farkli konsanstrasyonlarda MO tekstil boyar maddesine maruz kalan
G.pulex’”de CYPI1A1 seviyeleri arastirilmis olup sonuglar Tablo 3.1.°de
gosterilmistir. CYP1A1 diizeyleri kontrol ile kiyaslandiginda 24 saat sonrasinda tiim
uygulama gruplarinda azalmis ve bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05). 96. Saat sonrasinda ise; kontrolle kiyaslandigina A grubunda artarken (p
<0.05), B, C gruplarinda azalmistir (p> 0.05).

Farkli maruz kalma zamanlarinda CYPIA1 aktivitesinde anlamli fark

bulunamamuistir (p> 0.05) (Tablo 3.1) (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Farkli konsantrasyonlardaki tekstil boyar maddesi MO’ya maruz kalan G. pulex’de
CYPI1A1 (pg/ml) diizeylerindeki degisiklikler

3.4.2. GST Aktivitesi

Farklt konsanstrasyonlarda MO tekstil boyar maddesine maruz kalan
G.pulex’de GST seviyeleri arastirilmig olup sonuglar Tablo 3.1.” de gosterilmistir.
GST aktivitesi, farkli dozlarda MO dozlarina maruz birakilan gruplarin hepsinde
kontrol grubuna kiyasla 24. (p<0.05) ve 96. saat sonrasinda artmistir (p> 0.05).

Maruz kalma siireleri kiyaslandiginda GST aktiviteleri 96. saat sonrasinda,

B, C ve Kontrol grubunda artmis ancak farkliliklar sadece B grubunda anlaml

olmustur (Tablo 3.1) (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Farkli konsantrasyonlardaki tekstil boyar maddesi MO’ya maruz kalan G. pulex’de GST
(nmol/dk/ml) diizeylerindeki degisiklikler
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4. TARTISMA

Sentetik boyalar tekstil, boya, kagit ve baski endiistrilerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Giliniimiizde 100.000’in {izerinde sentetik boya ticari olarak
kullanilmakta ve yilda 700.000 ton boya iiretimi yapilmaktadir. Gerek iiretim,
gerekse kullanim sirasinda arta kalan boya miktar1 géz oniinde bulunduruldugunda
renkli atiksularin ¢evresel agidan ne kadar 6nemli oldugu gercegi ortaya ¢cikmaktadir.
Renkli atiksularin dogrudan alici ortalama desarj edilmesinin kontrolsuz anaerobik
sartlarda toksik-karsinojenik aromatik aminlerin olusmasi gibi birincil ¢evresel
etkisinin yaninda estetik agidan ¢evreye zarar vermesi gibi ikincil bir etkisi de vardir
(Kapdan ve Kargi, 2000).

Bu calismada; c¢esitli konsantrasyonlarda metil oranj tekstil boyar maddesine
maruz birakilan G. pulex’de bazi antioksidan ve detoksifikasyon enzimlerindeki
arastirilmis olup, literatiire bakildiginda, kirletici etkileri degerlendirilmek tizere
gammaridlerle bir ¢ok ekotoksikolojik calisma yapilmistir (Leroy ve ark., 2010;
Gismondi ve ark., 2017; Gismondi ve Thome 2014; Lebrun ve ark., 2017) ancak
yapilan bu c¢alisma model canli olarak G. pulex kullanilarak bu boyalarin canlidaki
antioksidan ve detoksifikasyon yanitlarmin arastirildigr ilk ¢aligmadir. Calismada,
biyolojik belirte¢ ¢esitleri arasinda detoksifikasyon enzimlerinden (GST ve
CYP1Al), antioksidan enzimlerinden (SOD, CAT, GPx) ve enzimatik olmayan
antioksidanlardan (MDA ve GSH) aktivitesi, MO maruziyetinin etkilerini 6ngdrmede
biyolojik belirtec olarak kullanilmistir.

Sitokrom P450 (CYP 450), baz1 kirleticilerle kontaminasyonun 6nemli bir
biyokimyasal gostergesidir (Jung ve ark., 2001). Sucul ortamda kontaminasyonun en
onemli gostergesi, sitokrom P450'den 1A alt familyas1 olarak goriinmektedir.
(Anzenbacherova ve ark., 1999). Bu enzim, 6zellikle endiistriyel kirleticilerin (6rn.,
Dioksinler, poliklorlu bifeniller, polisiklik aromatik hidrokarbonlar) genis bir
spektrumuna duyarhdirlar (Vander ost ve digerleri, 2003). P450 enzim aktivitesi
sabit degildir, ksenobiyotikler veya bazi endojen diizenleyici molekiiller P450
enzimlerinin aktivitesini arttirip, azaltabilmektedir (Henezova, 2009). CYP1Al
aktivitesi, farkli tiirde aritilmamis tekstil atiksuyuna maruz birakilan kerevit (A.

leptodactylus)'un hepatopankreas dokusunda azalmistir (Aksu ve ark.2015).
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CYPI1AT1'in aktivitesi Congo Red ve Remazol Brillant blue R'ye maruz kaldiktan
sonra kerevitin (A. leptodactylus) hepatopankreas dokusunda azaldigir bulunmustur
(Aksu ve ark., 2017). Bu calismada, CYP1AI1 aktivitelerinin, farkli dozlarda MO
maruz birakilan tiim gruplarda kontrol grubuna gore 24 ve 96 saat sonrasinda
azaldigr bulunmustur. (p <0.05). CYPIA1l aktivitesinde farkli maruz kalma
zamanlarinda onemli bir fark bulunmamistir. Azalan CYP1Al, yiiksek
konsantrasyonda Kirleticilerin veya CYP1A1'i spesifik olarak inhibe eden MO'un
varliginin bir gostergesi olabilir. Bu direncin mekanizmast MO dozu ile ilgili
CYP1AL'in post-transkripsiyon baskilamasina dayanabilir (ksenobiyotikler, sitokrom
mRNA'sinda bir artisa neden olup, miktarinin veya enzimatik aktivitesinin artmasina
neden olmayabilir) (Schlezinger ve Stegeman 2001; Wirgin ve Theodorakis 2002).
GST, birgok ksenobiyotik maddenin detoksifikasyonunda gorev alan ¢ok
bilesenli bir enzimdir (Sun ve ark. 2006). G. pulex'deki GST aktiviteleri kontrol ile
karsilastirildiginda 24 saat ve 96 saat MO’ya maruziyetinden sonra artmistir. Bu
degisiklikler, artmig GST aktivitelerinin muhtemelen yiiksek MO seviyelerine maruz
kalma i¢in metabolik bir adaptasyon oldugunu ve oksidatif hasara kars1 bir savunma
mekanizmasinin devreye sokuldugunun gostergesidir. Yapilan benzer ¢alismalarda
diger tekstil boyalarina maruz kalindiginda da benzer bir sekilde GST aktivitesinde
artiglar gozlemlenmistir. (Astrazon Kirmizi FBL, Remazol Kirmizi RR ve Remazol
Turkuaz Mavisi G-A, HC Turuncu No 1, metanil sari, Kongo kirmizisi), (Giingordii
ve ark, 2013; Ramchandani ve ark., 1997; Sun ve ark., 2006, 2007; Aksu ve ark,
2017). Atrazin, endosulfan ve indoksakarb gibi gesitli pestisitlere maruziyet sonrasi
da G. kichneffensis'de GST aktivitesinin arttigin1 géstermistir (Demirci ve ark, 2018).
Yapilan bir bagka calismada da bazi tekstil boyalariin amfibi iribaglarina toksik
etkileri lizerine bir arastirma yapmistir. Calismada kullanilan bu dort farkli boyaya
12 ve 24. saatlerde maruz birakilan iribaslarda glutatyon S-transferaz (GST) ve
karboksil esteraz (CaE) enzim aktivitesi arastirildi. Enzim aktiviteleri bazi uygulama
gruplarinda 24. gelisim evresinde iribaslarin boyar maddeye maruz birakilmalarim
takiben onemli diizeyde artis gosterdigi bulunmustur. Elde edilen sonuglara gore
astrazon mavisinin kurbaga iribaslarinin gelisiminin 20. ve 24. evrelerinde en yliksek
toksik etkiye sahip boya oldugu bulundu (Dogan, 2002). Cesitli dozlarda tekstil

boyar maddesine maruz kalan Xenopus laevis iizerine etkisi arastirildi ve astrazon
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boyalarinin test edilen biitiin boyalardan daha toksik oldugu ve 24 saat maruziyet
sonras1 boyar maddelerin GST, LDH ve karboksilesteraz iizerinde degisimlere yol
actig1 bulunmustur (Birhanli, 2003).

SOD ve CAT enzimleri oksijen toksisitesine karsi ilk savunma sistemidir
(Zagal ve Mazmanci, 2011). SOD, oksijen tiirevi serbest radikallere karsi, reaktif ve
toksik siiperoksit radikallerini hidrojen peroksit (H;O,) haline donistiiren ilk
savunma hattidir (Duman ve Kar, 2015). CAT, H,0,'yi hiicrelere zararsiz olan toksik
olmayan H,0 ve O,'ye indirgemektedir (Li ve ark., 2012). Bu enzimlerin aktiviteleri,
oksidatif strese neden ksenobiyotiklere maruz kalmanin erken gostergeleri olarak
kullanilabilir. Caligmamizda, maruz kalma siiresinin SOD aktivitesini dnemli 6l¢iide
etkilemedigi bulunmustur. En yiiksek SOD aktivitesi, 2,32 ppm uygulama grubunda
bulunmus olup, B ve C gruplarinda SOD aktiviteleri 24 saat sonrasinda kontrol
grubuna gore artmistir (p> 0.05). SOD'daki artisin H,O, birikimine yol agabilecegi
ve bunun da CAT'in islevini sinirlayacagi diisiniilmektedir (Li ve ark., 2012). Daha
onceki caligmalarda ROS tiirlerinin KAT aktivitesini inhibe edebilecegi
gosterilmistir (Kono ve Fridovich, 1982; Escobar ve ark, 1996). Astrazone Red
FBL'nin Phanerochaete chrysosporium'un antioksidan savunma sistemi tizerindeki
etkisi arastinlmis ve CAT aktivitesinde azalma tespit edilmistir (Demirci ve
Hamameci, 2013). Benzer sekilde, ¢alismamizda, CAT aktivitesi 24 ve 96 saat
uygulama sonrasinda kontrol grubuna gore azalmistir. Kirleticilerin neden oldugu
oksidatif stres SOD ve CAT enzimlerinin tiilkenmesine yol agmis olabilir ve bu
tilkenis antioksidan sistemin basarisizligini yansitabilir (Li ve ark., 2012). Zhang ve
ark., (2012) yaptiklar1 c¢aligmada zebra baligi ilizerine tekstil atiksuyunun etkisi
aragtirmiglardir. Zebra baliginda akut toksisite, genotoksisite ve oksidatif stres
durumunu arastirmislar ve GSH, MDA, GST, SOD enzim aktivitelerindeki
degisimleri incelemisler, SOD ve GST de diisiis gbozlemlemisleridir ve atiksu aritma
tesisinin boya iceren atiksularin aritiminda verimli olmadigini gostermislerdir. Kaur
ve ark., (2015) yaptiklar1 ¢aligmada 96 saat boyunca cesitli konsantrasyonlarda
tekstil  boyar maddesi Asit Siyaha maruz kalan Labeo rohita’daki
antioksidan/detoksifikasyon enzimlerindeki degisimleri arastirmiglardir. SOD
enziminin asit siyahi boyar maddesinin toksisitesini degerlendirmesinde uygun bir

biomarker oldugunu 6nermislerdir. Akhtar ve ark., (2016)’da yaptiklar1 calismada 60
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giin boyunca siganlari tekstil endiistrisi ¢ikis suyuna maruz birakmislardir. Uygulama
sonrasinda sicanlarin karaciger, bobrek ve kan/plazma’larinda SOD, CAT ve H;0,
seviyelerinin 6nemli derecede distiigiinii bulmuslardir. Sonug¢ olarak tekstil
endiistrisi ¢ikis suyunun in-vitro olarak oksidatif strese, mutajeniteye, oksidatif strese
bagli DNA hasarina ve sitotoksisiteye neden oldugunu 6nermislerdir.

GPx, ROS'un detoksifikasyonunda rol oynayan bir antioksidan enzimdir, bu
nedenle lipid peroksidasyonuna karsi savunmada Onemli bir rol oynamaktadir
(Shinde ve ark., 2014). Kaur ve ark, Acid blue -113 ve Asit siyahinin, L. rohita
kasinda ROS firetimini baslattigini ve bununda GPx diizeyinde bir artisa neden
oldugunu belirtmiglerdir (Kaur ve digerleri, 2015, 2016). Turja ve ark., 2014
yaptiklar1 ¢alismada Gammarus oceanicus’u 48 ve 96 saat boyunca benzoprene
maruziyet sonrasini antioksidan enzim glutatyon S-transferaz'in aktivitesi (GST),
glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD)
aktivitesindeki degisimleri incelemislerdir. Gammarus oceanicus uygulama sonrasi
farkli biyokimyasal cevaplar vermis olup, kullandiklar tiirlin bioizleme i¢in uygun
oldugunu oOnermislerdir. Barrosa ve ark., (2017) yaptiklar1 caligmada oksidatif
stresin biyokimyasal belirteglerini (katalaz (CAT), glutatyon-stransferaz (GST) ve
lipid peroksidasyonu (LPQ)) ve sinir iletimi (asetilkolinesteraz (AChE)) Gammarus
locusta’da kronik triklokarban uygulamasmma bagli olarak arasgtirmiglardir.
Biokimyasal biyobelirte¢lerde onemli degisiklikler bulmuslardir fakat oksidatif stres
biyobelirteglerinin doz bagimli bir egri ¢izmedigini onermisleridir. Bu ¢alismada,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda 24 ve 96 saat uygulama sonrasinda farkl
dozlarda MO’ya maruz kalan G. pulex’de GPx aktivitelerinde istatistiksel olarak bir
fark bulanamamistir. Bu nedenle, GPx'in MO igin G. pulex'teki bir biyomarkir
enzimi olarak kullanilamayacagin1 6nermekteyiz

Lipid peroksidasyonu oksidatif hasarin ana gostergesidir (Anane ve Creppy
2001). TBARS diizeylerinin tilapia karaciger ve solunga¢ dokusunda % 1 ve% 10
tekstil atigina maruz birakildiginda arttig1 bulunmustur (Zagal ve Mazmanci, 2011).
Bu c¢alismada, G. pulex'’deki LPO seviyelerin uygulama gruplarinda yiiksek
bulunmasinin, G. pulex'deki tekstil boyar maddesi MO’nun indiikledigi oksidatif
stresin bir gostergesi oldugu diistiniilmektedir. Duman ve Kar, (2015)’de yaptiklar

farkl1 calismada siire ve konsantrasyonlara da kadmiyum’a maruz kalmanin G.
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pulex'te antioksidan savunma enzimleri (SOD, CAT ve GPx), MDA ve protein
icerigi diizeylerini 6nemli Sl¢lide etkiledigini ve Cd birikimi ile MDA igeriginin
maruz kalmanin konsantrasyonuna ve siiresine bagli olarak arttigini bulmuslardir.
Timofeyev ve ark. (2006) yaptiklari ¢alismada Oksidatif stres belirtegleri, 6rnegin
lipid peroksidasyon, hiicre i¢ hidrojen peroksit konsantrasyonu, ayrica peroksidaz,
katalaz ve glutatyon S-transferaz aktivitelerini incelemigler ve dogal organik
maddelerin  tathh su amfipodu Gammarus lacustris Sars and Gammarus tigrinus
(Sexton)’da oksidatif stresi indiikledigini bulmuslardir. Serdar (2017) yaptigi
calismada G. pulex'e farkli konsantrasyonlarda Cd uygulanmis ve konsantrasyona
bagli olarak ise MDA diizeylerinde, CAT ve GPx enzim aktivitelerinde artig oldugu
belirlenmistir. Funck ve ark. (2013)’de yaptiklar1 ¢alismada glimiis maruziyeti
sonrasinda G. fossarum’da osmo/ iyonoregiilasyon, antioksidan enzimler, lipid
peroksidasyonu (LPO) diizeylerini incelemiglerdir. 48 saat uygulma sonrast KAT
aktivitesi degismemistir fakat LPO ve Se- GPx dnemli derecede artmistir.

GSH onemli bir savunma molekiili ve radikal siipiiriiciidiir. GSH
diizeyindeki degisim, hiicresel stresin dnemli bir gostergesidir. Yapilan bir ¢calismda,
20 ppm Astrazone Red FBL tekstil boyasina maruz birakilan gruplarinda GSH
diizeylerinin arttig1 gozlemlenmistir (Demirci ve Asma, 2013). Benzer bir sekildeki
GSH artis1 HC Orange No.l'e maruz birakilan goldfish'de gézlenmistir (Sun ve ark.,
2006). GSH seviyelerinin sentezindeki bir artig oksidatif strese adaptif bir yanit
olarak degerlendirilebilir. (Zhang ve ark., 2004). Bu calismada GSH diizeyleri
kontrol grubuna kiyasla A, B, C gruplarinda 24 ve 96 saat uygulama sonrasinda
artmig fakat bu artig istatistiksel olarak anlamli bulunmazken; (p> 0.05) 96. Saatte
anlamli bulunmustur (p <0.05).

Literatiire bakildiginda boyar maddelerin, agir metallerin, pestisitlerin ve
diger kirleticilerin farkli Gammarus tiirlerinde meydana getirdigi toksik ve
biyokimyasal degisikliklerin ¢alisildigi ¢aligmalar da bulunmaktadir. Atamanalp ve
ark, (2003) Malahit Yesili boyar maddesinin Subletal Dozlarinin Goékkusagi
Alabalig1 (Oncorhynchus mykiss) kan parametreleri tizerine etkilerini aragtirmiglar ve
0,1 ve 0,05 mg/lt dozlarmin denendigi arastirmada; hematokrit degerlerinde kontrol
grubuna gore azalma, eritrosit-sedimentasyon oraninda artig, hemoglobin miktarinda

ise dozlara gore farkli tepkiler belirlenmistir. Demirci ve ark. (2015) Atrazin ve
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tiametoksam'n  sublethal  konsantrasyonlarina  maruz  kalan =~ Gammarus
kischineffensis’de  bazi  antioksidan enzimler seviyelerindeki degisiklikleri
arastirmiglardir. Demirci ve Hamamci, (2013) g¢esitli pestisitlerin Gammarus
kischineffensis’in antioksidan enzim sistemi ve bazi biyobelirtegler tizerine etkisini
calismistir. Pestisitlerin tek ve kombine kullanimlarinin G. Kischineffensis'in
antioksidan ve detoksifikasyon enzimleri ilizerinde modiilator etki gosterdigini,
endosulfan disindaki tiim pestisitlerin kalint1 olusturdugunu ifade etmislerdir. Lebrun
ve ark., (2017) yaptiklar1 ¢alismada tek basina veya karisim halinde (Cd-Cu-Ni-Pb-
Zn) bulunan metallere Gammarus fossarum’un davranigsal ve biyokimyasal

tepkilerini aragtirmiglardir.
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5. SONUCLAR

Yapilan bu calismadan elde edilen sonuglara gore; tekstil endiistrisinde
kullanilan MO boyar maddesinin G.pulex {izerine toksik etkiye sahip oldugu ve
MO’dan kaynaklanan kirliligin ¢evresel bir tehdit olusturabilecegi diisiiniilmektedir.

MO boyar maddesinin G. pulex’de yarattig1 toksik etkilerin arastirilmasinda
kullandigimiz biyobelirteglerden SOD, KAT, GST, GSH ve MDA’ nin yararli birer
biyobelirte¢ oldugu ve GPx’in ise biyobelirte¢ olarak kullanilmasinin uygun
olmadigi sonucuna varilmistir. Sonug¢ olarak, antioksidan ve detoksifikasyon
enzimlerindeki degisiklikler ve lipid peroksidasyonu potansiyel olarak ¢evre i¢indeki
boyalarin risk degerlendirmesi i¢in hassas biyolojik belirte¢ olarak kullanilabilecegi
ve desarj diizenlemelerinin yapilmasina katkida bulunabilecegi onerilmektedir.

Yine elde edilen verilere gore uygulama siiresi ve uygulama dozundaki
degisiklikler model canli G.pulex’in verdigi biyokimyasal yaniti degistirmistir.
Antioksidan ve detoksifikasyon enzimlerinin ve MDA igerigindeki degisiklikler,
boya metabolizmasindan kaynaklanan streslerin degisebilir oldugunu ve
metabolitlerin toksisitesinin detoksifikasyon ve antioksidan savunma sistemindeki
degisikliklerden yola ¢ikilarak yorumlanabilecegini gostermistir. Hafif oksidatif
strese karsi telafi edici bir yanit olarak Antioksidan enzim sisteminin ve
detoksifikasyon enzimlerinin indiiklenebilecegi, asir1  toksik maddelerden
kaynaklanan siddetli oksidatif strese karst ise; bu enzimlerin aktivitelerini

baskilayabilecegi ve oksidatif hasara neden olabilecegi dnerilmektedir.
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6. ONERILER

Tekstil sanayinde kumaslarin boyanmasi ve yikama asamalarinda ¢ok fazla
miktarda Kimyasal madde ortaya g¢ikmaktadir bu da atik miktarinda artisa neden
olmaktadir. Bu atiklarda toksik etkiye neden olabilmektedir. Bu nedenle tekstil
endiistrisinde atik olusumunun azaltilmasina yonelik yeni yontem ve teknolojiler
gelistirilmelidir.

Boyar maddelere maruz birakilan canlilar iizerinde ileri evrelerinde 6zellikle
hormonal dengenin bozulmasina etkisinin olup olmayacagi da arastirilmalidir.

Ayrica tekstil sanayisinde yaygin olarak kullanilan bu boyar maddelerin
kontrolsiiz sekilde desarj edilmesi de, son yillarda suda yasayan popiilasyonlarin
azalmasmna neden olan c¢evresel kirletici faktorlerden birisi olabilir. Bu
popiilasyonlarin azalmamasi i¢in tekstil endiistrisi atiklarinin desarjinda sinir
degerlere uygunlugu diizenli olarak kontrol edilmeli, toksikolojik veriler gz Oniine

alinarak sinir degerler diizenlenmelidir.
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