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Bu calismada amag, ayni sucul ortamda bir arada bulunmasi olasi
antropojenik kaynakli tribenuron metil herbisidi ile abiyotik faktor olan amonyagin
ayr1 ya da karigimlarinin gevresel derisimlerinde Daphnia magna’da toksik etkilerini
arastirmaktadir. Bu amacla, D. magna ornekleri tribenuron metil ve amonyagin iki
farkli ¢evresel derisiminin 96 saat subakut etkisinde ve 21 giin kronik etkisinde
birakilmistir. GPx, GST, tChE enzim aktiviteleri ile TBARS ve total protein
diizeyleri spektrofotometrik yontemler ile, mitokondriyal membran polarizasyonu
fluoresan boyama yontemi ile, sitokrom ¢ ve AMPK protein derisimleri Western blot
yontemi ile analiz edilmistir. GST ve tChE enzim aktiviteleri ile TBARS ve total
protein diizeyleri higbir uygulama grubunda degisim gostermemistir. Yiiksek derisim
amonyak ve tribenuron metilin birlikte etkisinde GPx aktivitesi, ayr1 uygulandiklar
gruba oranla artmistir. Tiim gruplarda MMP depolarizasyonu olmasina karsin en
belirgin etki yiiksek derisim amonyak ve tribenuron metil karisim grubundadir.
Sitokrom ¢ miktari, diisiik derisim amonyagin ayr1 ve tribenuron metil ile karigim
halinde verildigi grupta artmistir. AMPK protein miktar1 diisiik derisim amonyagin
ayr1 uygulandigi grup harig tiim gruplarda artig gostermistir. Sonuclarimiza gére GST
ve tChE enzim aktiviteleri D. magna’da tribenuron metil ve amonyak etkisi i¢in
biyomarkir olarak kullanilamaz. Amonyak ve tribenuron metil farkli mekanizmalar
ile D. magna’da enerjetik strese yol agmaktadir. AMPK ve MMP analizi bu
toksikantlar i¢in biyomarkir olarak degerlendirilebilir.

Anahtar Kelimeler: Tribenuron metil; Amonyak; Daphnia; Sitokrom c;
AMPK
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The aim of the present study is to investigate the toxicity of the herbicide
tribenuron methyl as an anthropogenic agent and ammonia as an abiotic factor on
Daphnia magna at their environmental levels. They may coexist in the same
environment. For this aim, D. magna specimens were exposed to tribenuron methyl
and two different environmental levels of ammonia in 96 hours subacute and 21 days
chronic durations. GPx, GST, tChE enzyme activities and TBARS and total protein
concentrations were determined spectrophotometrically. MMP was analysed by
fluorescence staining. Cytochrome ¢ and AMPK protein concentrations were
analysed by Western blotting. GST, tChE enzyme activities and TBARS and total
protein levels did not change during subacute experiments. GPx activity increased in
higher ammonia and tribenuron methyl mixture group compared to single
administration groups of these toxicants. MMP depolarized in all the exposure
groups; while it most affected in higher ammonia and tribenuron methyl mixture
group. Cytochrome c protein level elevated in the effect of lower ammonia and lower
ammonia and tribenuron methyl mixture groups. AMPK protein level increased in all
the exposed daphnids except the lower ammonia exposure group. According to our
results, GST and tChE cannot be considered as a biomarker for ammonia and
tribenuron methyl intoxication in D. magna. The most probably, ammonia and
tribenuron methyl caused an energetic crisis in D. magna but in discrete mechanisms.
MMP and AMPK might be used as a good biomarker for these toxicants.

Key Words: Tribenuron methyl; Ammonia; Daphnia; Cytochrome ¢c; AMPK
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1. GIRIS

Su kirliligi, antropojenik kaynakli etkenlerin katilmasiyla suyun insan
gereksinimlerini ya da sucul biyotayr destekleyemeyecek derecede dogal
karakteristiginin degismesidir. Bir diger ifadeyle gdller, nehirler, okyanuslar ve yer
altt sular1 gibi su kiitlelerinin insan aktivitesi ile dogal yapisinin bozulmasidir.
Kirlilik, su kiitlesinde yasamini siirdiiren hayvansal ve bitkisel tiim organizmalarda
organizmal ve populasyon diizeyinde hasar yaptigi gibi kommiinite diizeyinde de
olumsuz etkilere yol agmaktadir [1]. Giiniimiizde olduk¢a fazla miktarda endiistriyel,
evsel ya da tarimsal amaglara hizmet eden sentetik kimyasal tiretilmektedir. Bunlar
cesitli siiregler sonunda dogrudan ya da dolayli olarak sucul ortamlara karismaktadir
[2]. Bu sentetik organik bilesikler arasinda yer alan pestisitler istenmeyen bitki ve
hayvan zararlilariin etkilerinden korunmak iizere kullanilan fiziksel, kimyasal ya da
biyolojik ajanlardir. Insan iiretimi olmalar1 nedeniyle cevre ve insan icin etkileri
kolaylikla tahmin edilememektedir [3].

Adiyaman ili’nde tiitiin ekimine getirilen yasaklardan dolay1 tarim arazileri
biiyiik oranda tahil {iretimine yonlendirilmis ve 2011-2012 sezonunda toplam 153277
ha alana bugday, arpa ve misir1 kapsayan tahil ekimi yapilmistir [4]. Bu alanlarda
tiretim miktarin1 artirmak tizere hem azotlu giibreler hem de gesitli zararlilarla
miicadele i¢in farkli kimyasallar kullanilmaktadir. Bunlardan tribenuron metil
(IUPAC adi: methyl 2-[[(4-methoxy-6-methyl-1,3,5-triazin-2-yl)-methylcarbamoyl]
sulfamoyl] benzoate, CAS No: 101200-48-0) ilk kez 1989 yilinda ruhsatlandirilmis
stilfoniliire grubu sistemik etkili bir herbisittir (Resim 1.1). Tahilda (arpa, yem muisiri,
yulaf, piring, siipiirge daris1 ve bugday), yaglik tohumlu bitkilerde (kanola, keten ve
aycicegi), soya fasulyesi ve pamukta genis yaprakli yabanci ot miicadelesi igin
kullanilmaktadir. Etki mekanizmasi valin, 16sin ve izoldsin gibi aminoasitlerin
sentezinde ilk basamagi katalizleyen asetolaktat sentetaz (AHAS; EC 4.1.3.18)

enziminin inhibisyonudur [5].
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Resim 1.1 Tribenuron metilin yapisi1 [6]

Molekiil Agirligi: 395.39 g/mol

Renk: Kirik beyaz — acik kahverengi

Erime Noktasi: 141°C

Coziiniirliik: Suda 50 mg/L; organik solventlerde ¢oziiniirligi diisiik
log Kow: 0.78 (pH: 7.0 ve sicaklik 25°C’de)

Buhar Basinct: 3.9x10™° mmHg (sicaklik 25°C’de) [7]

Ulkemizde 2013 yilinda 34575 kg tek bagina formiilasyonu ve 3293 kg diger
herbisitlerle (metsulfuron metil ya da thifensulfuron metil) karisim formiilasyonu
seklinde satis1 yapilmistir [8]. Zararlilarla entegre miicadele programi kapsaminda
bugdayda yabanci otlarla miicadelede 1 ha alan i¢in 200-400 L suya 2-4 g %7’lik
tribenuron metil uygulanmasi tavsiye edilmektedir [9]. Bununla birlikte iilkemizde
Ultrastar, Granstar, Glintstar ve Gromstor markali ticari iiriin etiketlerinde 10 g/ha
uygulanmasi tavsiye edilmektedir. Avrupa Birligi verilerine gore maksimum
uygulama miktar1 ilkbaharda 30 g aktif madde/ha, sonbaharda 15 g aktif
madde/ha’dir [10].

Uygulandig1 topraktaki yar1 omrii (DTsp) 5-20 giin arasinda degismekle
birlikte pH’1 6.5’in iizerinde olan topraklarda DTsg = 10-20 giindiir. Toprak

adsorbsiyonu asidik topraklarda artmaktadir. Sudaki yar1 omrii yine pH’a bagh
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olmakla birlikte pH 5’de 1 giinden az, pH 7°de 3-6 giindiir, pH 9’da ise stabildir [10].
Adiyaman’da bugday ekimi yapilanlar da dahil tarimsal amagl kullanilan topraklarin
pH’1 7.5 ila 8 araliginda degismektedir [11]. Tribenuron metili de kapsayan
siilfoniliire herbisitler ucucu degildir, toprakta ve suda en onemli yikilma yolu
mikrobiyal etki ya da hidrolizdir. Ozellikle alkali topraklarda hidrolizleri oldukga
yavastir ve bu tiir topraklarda olduk¢a mobildirler [12]. Tribenuron metil fotolize
oldukga dayanikli bir bilesiktir [10]. Tiim bu verilerden yola ¢ikarak tribenuron
metilin 6zellikle, Adiyaman’da tarim yapilan topraklar géz oniine alindiginda, diisiik
uygulama oranlarina karsin cevresel sulara karisma olasiliginin yiiksek oldugu
disiiniilmektedir. 4.9 g/ha tribenuron metil uygulamasindan 5 giin sonra sulama
yapilan alandan toplanan yiizey yikama suyunda 0.81 pg/L tribenuron metil
bulundugu belirlenmistir [13]. Bu deger toksisite denemelerimizde uyguladigimiz
derisim olarak segilmistir. Yogun kullanildig1 Isveg’te 2002 yilinda 536 yiizey su
orneginde Olciilen maksimum tribenuron metil derisiminin 0.12 pg/L oldugu
bildirilmistir [14].

Sucul ortamlarin besin durumu genelde bu ortamlara giren pestisitlerin
etkilerinin degerlendirilmesinde dikkate alimmamaktadir [15]. Fakat sucul
organizmalar tribenuron metili de kapsayan sentetik organik kirleticilerin yaninda
sucul ortamlara taginan abiyotik etmenlerin etkisinde de kalmaktadirlar [16].

Amonyak keskin kokulu, korozif bir gazdir. Suda yiiksek derecede ¢oziiniir
(482 g/L) ve zayif bir bazdir. Dogada azot fiksasyonu ya da hayvanlarin azotlu
organik atiklart gibi dogal siireglerin yaninda belediye atik sulart ve tarimsal
arazilerin yikanmasi yoluyla da sucul ortamlara ulagmaktadir. Ticari olarak iiretilen
amonyagin yaklasik %80’1 giibre olarak kullanilir. Korozyon inhibitérii olarak, su
aritiminda, ev temizlik maddesi olarak, besin tiriinlerinde antimikrobiyal ajan olarak,
sogutucu olarak, kauguk endiistrisinde stabilizor olarak, kati ve sivi yaglarin
hidrojenasyonu sirasinda hidrojen kaynagi olarak kullanilirken, farmasoétik, patlayici
ve diger kimyasallarin {iretimi sirasinda ara iiriin olarak da olusur. Biyota tarafindan
salinan organik azot, amonyaga doniistiiriilebilir. Insan ve diger memelilerde niikleik
asit ve protein sentezinin Onemli bir metabolitidir ve asit-baz dengesinin

stirdiirilmesinde O6nemlidir, azot homeostazinin vazgecilmez bir bilesenidir [17].
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Amonyak suda iki farkli formda bulunur; iyonlagmamis amonyak (NH3) ve
iyonlasmis amonyum (NH;") seklindedir. Amonyak toksisitesi amonyum iyonlarina
gore ¢ok daha fazladir; bu nedenle suyun pH’1nin artmasi ile iyonlagmamis amonyak
derisiminin artis1 toksisitenin de artmasina yol agar [18].

Bugdayda ekim Oncesi taban giibrelemesi olarak diamonyum fosfat,
amonyum nitrat ya da amonyum siilfat kullanilmakta, yagis durumuna gore
giibrelemeden 2-3 ay sonra genis yaprakli yabanci ot i¢in herbisit uygulamasi
yapilmaktadir. Herbisit uygulamasindan 2 hafta sonra yeniden kalsiyum amonyum
nitrat, iire ya da amonyum nitrat iist giibrelemesi yapilmaktadir [19]. Bunun yaninda
¢Oziiniir olmayan amonyak da dogrudan topraga uygulanabilmektedir ve bu
uygulamalarin tamami sucul ortamlardaki noktasal olmayan amonyak kaynaklaridir
[20]. Bu bilgiler 1s1ginda aynmi sucul ortamda herbisit ve amonyak gibi toksik
etkenlerin bir arada bulunabilecegi 6ne siiriilebilir.

Calismamizda kullandigimiz Daphnia magna Straus, 1820, (Daphniidae,
Anomopoda, Cladocera, Phyllopoda, Crustacea) OECD tarafindan sucul cevresel
toksisite testlerinde standart model organizma olarak kabul edilen tiirlerden bir
tanesidir [21]. I¢gme suyu kalitesinin belirlenmesinde kullanilan ilk canlilardir ve
daha sonralar1 akuatik toksikoloji ¢alismalarinda ¢esitli ¢evresel kosullarin indikatorii
olarak yaygin kullanilan organizmalardan biri haline gelmistir [22]. Arktik ve 1liman
goller, yiiksek rakimli goller, kisa dmiirlii (ephemeral) goller, kumul tepeler arasinda
kalan goller gibi bir¢ok tatli su habitatinin pelajik bolgelerinde yasayan sucul bir
tirdiir. Tath su sistemlerinde iireticiler ile iist trofik diizeyler arasinda anahtar
baglanti noktalarindan birini olusturur [21]. Poliembriyonik bir tiir olarak baslica
partenogenez ile ¢ogalir ve serbest yasayan formlar herhangi bir larval donemden
gecmez. Kosullarin uygun oldugu zamanlarda diploid disiler, diploid yumurtalar
iretir ve bu yumurtalar, yumurta kesesi denen bir yap1 igerisinde disi viicudunda
taginir. Cevresel kosullarin uygun olmadig1 zamanlarda partenogenetik iireme yerini
gamogenetik (biseksiiel) versiyona birakir. Disinin yumurta kesesi icerisinde erkek
yumurtalar da yer alir. Biseksiiel iireme sonucu “ephippia” ad1 verilen gii¢lendirilmis
kabuk ile ¢evrili bir yumurta olusturulur. Anagtaki yag dokusundan tretildikleri i¢in

anagta yag biriktirmeyi degistiren kosullar yumurta iiretim sayisini da etkilemektedir.
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Bir D. magna anaci bir seferde 15’e kadar yavru verebilir ve bu durum herhangi bir
toksikantin varlig1 ya da diger ¢evresel kosullardan etkilenmektedir. Anacin viicut
blytikligil ile yumurta iiretme sayisi arasinda pozitif bir iligki bulunmaktadir. Juvenil
bireyler birka¢ kez kabuk degistirirler ve her kabuk degisimi viicut biiylikliigiinde
artiga yol acar [22].

Daphnia tiirleri kisa siirede tek bir anneden fazlaca yavru elde edilebildigi i¢in
toksikoloji ¢alismalarinda gozde organizmalardan biri haline gelmistir [23] (Resim
1.2).

-

Resim 1.2 Juvenil D. magna (4X)

Akuatik toksikoloji alanindaki ¢aligmalarda sucul ¢evreye karisan ¢ok farkli
kirleticilerin biyotaya etkisini degerlendirmede ‘“erken uyar1” parametreleri
kullanilmaktadir. Bu tip erken uyar1 parametrelerine “biyomarkir” adi verilmektedir.
Cok farkli tanimlart bulunmakla birlikte biyomarkir, organizmalarin hiicrelerinde,
viicut s1vilarinda, doku ya da organlarinda ksenobiyotiklerin farkli dozlarinin etkisine
yanit veren hiicresel, biyokimyasal, molekiiler ya da fizyolojik parametrelerdir.
Kirleticinin ortamdaki varligin1 ve miktarini 6lgen analitik tekniklerle birlikte yapilan
biyomarkir analizleri bir¢ok g¢evresel kirlilik izleme programinda 6nem kazanmistir

[24]-[26]. Biyomarkir analizleri genelde spesifik bir kimyasalin etkisini isaret
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etmemekle birlikte, bilinen ya da bilinmeyen bir kirleticinin varligin
gosterebilmektedir [27].

Daphnia tiirlerinde en ¢ok arastirilan biyokimyasal parametrelerden bir tanesi
kolinesterazlardir (ChE). Iki tip kolinesteraz tanimlanmustir. ki asetilkoline yiiksek
afinite gosteren asetilkolinesteraz (AChE; EC 3.1.1.7) ve digeri butirilkoline afinite
gosteren ve non-spesifik esteraz ya da psddokolinesteraz olarak da bilinen
butirilkolinesterazdir (BChE; EC 3.1.1.8). AChE sinaptik alanda asetilkolini asetat ve
koline hidrolize ederek noronal uyarimin siirekli hale gelmesini engeller. Bylece
yasamsal onemdeki duyusal ve noromuskuler islevler normal olarak yerine getirilir
[26]. BChE siiksinilkolin, prokain ve kokain gibi birgok eksojen substratin
detoksifikasyonunu saglar. Substrat spesifite aralift AChE’ye gore daha genistir.
Fakat, tam fizyolojik islevi hala anlagilamamistir [28].

Canlilari ¢evreleyen ortam genellikle oksidatif kosullarla karakterize edilirken
intraseliiler redoks durumu indirgeyici ajanlarin varliklart ile siirdiiriilmektedir.
Boyle bir redoks homeostazi vital hiicresel islevler i¢in 6nemlidir ve bu homeostazin
kaybolmasi durumunda, reaktif oksijen tiirlerindeki (ROS) artis ile iligkilendirilen
lipidler, DNA ve proteinlerde oksidatif hasar meydana getirmektedir. Hiicresel
redoks durumunun siirdiiriilmesi DNA sentezi, gen ifadelenmesi, enzim aktiviteleri,
vd. gibi olaylarda 6nemli rol oynamaktadir. Bunun yaninda, intraseliiler igerigin ve
molekiillerin her birinin redoks durumundaki degismeler stres olarak adlandirilan
hiicredeki farkl siireclerin diizenlenmesinde yer alan intrinsik hiicresel aktivitelerde
degisime neden olmaktadir [29]. ROS, ayrica fizyolojik derisimlerinde Ca®* ile
birlikte dnemli sinyal molekiilleri olarak goérev yapmaktadir [30].

Aerobik solunumla dogal olarak olusan ROS miktarina, ilaglar, kimyasallar
ve agir metaller katkida bulunmaktadir. Bu radikaller, hiicrenin adaptasyon
mekanizmasi kapsaminda katalaz (CAT; EC 1.11.1.6), glutatyon peroksidaz (GPx;
EC 1.11.1.9) ve siiperoksit dismutaz (SOD; EC 1.15.1.1) gibi enzimleri igeren
antioksidant savunma ile uzaklastirilmaktadir [31].

Glutatyon peroksidazlar, tiim organizmalarda yer alan Onemli bir
oksidorediiktaz enzim ailesini olusturmaktadir. Aktif merkezlerinde sistein ya da

selenosistein igerirler. Sistein igeren versiyonlar1 prokaryotlar, mayalar ve karasal
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bitkilerde yer alirken selenosistein igerenler 6zellikle memelilerde yer alir. En 6nemli
substratlart hidrojen peroksittir (H20,); fakat, organik hidroperoksitleri de substrat
olarak kullanirlar. Iki tiyol grubunun oksidasyonu (tiyol gruplari, en Onemli
intraseliiler antioksidant molekiil olan rediikte glutatyon, GSH’dan saglanir) sonucu
iki elektronlu indirgeme ile substratlarinin reaktifliklerini azaltirlar. Bu sekilde
kuvvetli pro-oksidant karaktere sahip diger ROS’larin olusumunu engellerler.
Ornegin, GPx katalizli tepkime ile H,O, suya doniistiiriiliir. A¢iga ¢ikan bir diger
tirtin okside glutatyon (GSSG)’dur [32].

Glutatyon S-transferaz (GST; EC 2.5.1.18) elektrofilik bilesiklerin GSH ile
konjugasyonunu Katalizleyen faz Il biyotransformasyon enzimidir ve birgok izozim
barindiran ¢oklu gen ailesinin {iriiniidiir. Substrat ¢esitliligi cok genistir ve bu durum
hidrofobik substratin baglanma bdlgesinin non-spesifik dogasi ile iliskilidir. Cok
farkli izoformlarmin varligi da bu substrat c¢esitliligine katki saglar. GST
karsinojenleri, c¢evresel kirleticileri, ilaglar1 ve ¢ok farkli diger ksenobiyotikleri
metabolize edebilir. Sitozolik enzimler olmakla birlikte mikrozomal ve
mitokondriyal formlar1 da bulunmaktadir. Hidroksialkenaller ve baz propenaller gibi
lipid peroksidasyonu iirtinlerini ve DNA hidroperoksitleri detoksifiye etmelerinden
dolay1 oksidatif strese karsi savunmada gorev yapar. Bunlarin yaninda elektrofilik
ksenobiyotikleri ve epoksitler ve kinonlar gibi reaktif ara bilesikleri de detoksifiye
eder. GST’nin en azindan alfa ve teta olmak tizere iki sinifi GPx aktivitesi gosterir.
GST pi formu ise duyarli bir tiyol (-SH) grubu araciligiyla ROS ile dogrudan
tepkimeye girip inaktif hale gelebilir. GSH ile tepkimesi enzimin yeniden aktif
olmasimi saglar. Her ii¢ GST formu da 1-kloro 2,4-dinitrobenzenin (CDNB) GSH ile
konjugasyonunu saglar ve kiimen hidroperokside (CUOOH) karsi GPx aktivitesine
sahiptir [30, 32, 33].

Olusumu saglayan prooksidant siiregler ile bu radikallerin temizlenmesini
saglayan antioksidant savunma arasinda bir dengesizlikle agiga ¢ikan oksidatif stres
sirasinda  ROS,  proteinlerin, lipidlerin  ve niikleik asitlerin  oksidatif
modifikasyonlarina neden olmaktadir [35]. ROS, membranda yer alan lipidlerden
elektron c¢alarak karbon merkezli radikallerin olusumunu baslatir. Olusan karbon

radikali molekiil i¢i yeniden diizenleme ile konjuge dienleri olusturur. Fakat, aerobik
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kosullarda karbon radikali O, ile karsilasirsa bununla birleserek bir peroksil radikali
aciga cikartir. Peroksil radikali komsu yag asidinden hidrojen ¢alarak kendisi lipid
hidroperoksidine donerken bu tepkime zincir halini alarak ¢ok fazla sayida peroksit
molekiiliiniin olusturulmasi ile sonlanabilir. Lipid peroksitleri biyolojik olarak
aktiftirler. Diisiik derisimlerinde H,O, gibi hiicre proliferasyonunu uyarirken, yiiksek
derigimlerinde proliferasyonu bloke eder ve hatta daha yiiksek derisimlerde apoptoz
ve nekroz gibi hiicre 6liimii olaylarinin baslamasina yol acar [36]. Poliansatiire yag
asitlerince zengin olan hiicre ve organel membranlarinda bulunan lipidlerin oksidatif
modifikasyonlari ile hiicrelerin bir ve iki valansh elektronlara gecirgenligi artmakta,
membran enzimleri inhibe olmakta ve hatta lizozim gibi yapilarin igerigi bosaltilarak
hiicrenin ~ sindirimi  baglamaktadir. Bu nedenle biyolojik membranlardaki
peroksidasyonun kontrol edilememesi membran yapisini ve islevini bozarak hiicrenin
6liimiine neden olmaktadir [35]. Lipid peroksidasyonunun belirlenmesinde, oksidatif
stresin onemli bir indikatorii olmasi bakimindan tiyobarbiturik asit reaktif
maddelerinin (TBARS) analizi yaygin olarak kullanilmaktadir [37]. TBARS olusum
mekanizmasinin genel semas1 Resim 1.3’de goriilmektedir.

Hiicreler, stresin siddetine gore yanit mekanizmalarin1 aktive edebildikleri
gibi tolerans limitlerinin asilmasi durumunda hiicresel 6liim mekanizmasini da
baslatabilmektedirler [38]. Apoptozis olarak da adlandirilan programlanmis hiicre
Olimii tiim canlilarda yliksek derecede korunmus, spesifik biyokimyasal ve
morfolojik degisimlerin yer aldig: belirli siireglerin ardisik aktivasyonlar ile oldukca
kompleks bir mekanizmadir. Apoptozisin baslangic asamasi hiicresel redoks
potansiyelindeki degisim, baslatici kaspazlarin aktivasyonu, hiicrenin biiziilmesi,
membran lipid asimetrisinin kayb1 ve kromatin yogunlagmasi ile karakterize edilir.
Daha ileri asamalarda yiiriitiicii kaspazlarin ve endoniikleazlarin aktivasyonu ile
apoptotik yapilarin olusumu ve hiicrenin parcalara ayrilmasi goriilmektedir.
Apoptozis ya intrinsik ya da ekstrinsik siireclerle aktive edilmektedir [39].

Mitokondriyal siire¢ olarak da adlandirilan intrinsik siireg, ¢ok farkl
sitotoksik uyartilar ya da ¢evresel stres faktorleri tarafindan baslatilabilmektedir ve
birtakim proteinlerin etkileri ile bu siire¢ diizenlenmektedir. Bunlardan anti-apoptotik

proteinler olan Bcl-2 ve Bcl-xL, Bax ve Bak denilen apoptotik proteinleri inhibe
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etmektedir. Bax ve Bak dis mitokondriyal membranin gecirgenligini artirarak
sitokrom c’nin sitoplazmaya salinimina ve apoptozom kompleksi olusumunu tesvik
ederek dolayli olarak baslatict kaspaz-9’un aktivasyonuna neden olmaktadir [39].
Baglatic1 kaspaz-9’un aktivasyonu yiiriitiicii kaspaz-3’iin aktivasyonu ile birlikte

apoptozisin ilerlemesini saglamaktadir [40].

Initiation of | Removal of H®(can
peroxidation ] occur at several places
o in the chain)
Molecular .
rearrangement p— Carbon-centred radicals
Direct
reaction \/a\—/\.A
with
singlet °
oxygen O,
Other
MA oot
——p 1. Oxidation of cholesterol
o Mai . 2. Attack on membrane proteins
2 jor reaction . :
Lipid peroxyl H® abstraction from 3. Reaction gf two peroxyl radicals
radical adjacent membrane lipid t? cause singlet oxygen
va\s/\—/\ (*O,) formation
O,H Lipid hydroperoxide plus
a new carbon-centred
radical that continues the
chain reaction

Resim 1.3 Lipid peroksidasyonu zincir tepkimesinin baslama, ilerleme ve sonlanma
basamaklar1 [36].

Sitokrom c kiigiik, ¢6ziinebilir bir hem proteindir ve 6zellikle ferrik formunda

oldukca esnek bir yapiya sahiptir. Spesifik kosullara, etkilesimlere ve hiicresel



1. GIRIS Arif CAKMAK

lokalizasyona bagli olarak farkli konformasyonlari stabil hale gelebilir ve bu durum
yapisini, redoks ozelliklerini, baglanma afinitesini ve enzim aktivitesini etkiler. Asil
islevi oksidatif fosforilasyonda elektron aligverisini saglamaktir ve saglikli hiicrelerin
mitokondrilerinin intermembran alaninda yer alir. Sitokrom ¢’nin mitokondri disina
salimimi intrinsik apoptotik siireci baglatir ve sitokrom c niikleus igerisine gecerek
niikkleozom kompleksini engeller [41]. Sitokrom c’nin mitokondri digina salinimi
mitokondriyal membran permeabilite degisim porunun (MPTP) olusumu ile ilgilidir.
Bu por memelilerde Ca** diizeylerine duyarh bir sekilde meydana gelir.
Memelilerden farkli olarak Crustacea’lerde Ca* ile diizenlenen islevsel bir MPTP
yapisina rastlanilamamistir. Bu durum, apoptozdan kagimmak igin yararlt bir
mekanizma olarak goriilmektedir. Buna karsin, bu canlilarda apoptozun diizenlenme
mekanizmasi yeterince aydinlatilmadigindan molekiillerin apoptozdaki rolii hakkinda
net bir fikir 6ne siirmek miimkiin olmamaktadir [42].

Canlilar g¢evrelerindeki bozucu etkilerden korunup homeostazlarint devam
ettirmek ve nesillerini slirdiirmek iizere enerji deposu seklinde bir g¢esit pil gorevi
goren yliksek ATP:ADP oranini saglamak zorundadirlar. Katabolik tepkimeler ADP
ve inorganik fosfati birlestirerek pilin doldurulmasini saglarken, neredeyse tiim diger
hiicresel siiregler ATP’yi ADP ve inorganik fosfata ve bazen de AMP ve pirofosfata
dontstiirerek pili bosaltirlar [43]. Pilin doldurulup bosaltilmasi arasinda denge
saglanamaz ve enerji tamamen tiiketilirse hiicre 6lii hale geger. Tiim Okaryotik
hiicreler adenozin 5’-monofosfat ile aktive olan kinaz (AMPK) ad1 verilen bir protein
araciligr ile pilin durumu hakkinda bilgi sahibi olur ve bu protein araciligi ile
ATP/ADP ve ATP/AMP dengesini koruyucu tedbirler alir. Memelilerde AMPK
hiicresel AMP:ATP oranmna duyarlilik gosterir ve ATP {iretimini inhibe eden
(6rnegin hipoksiya, glikoz azalmasi, metabolik inhibitorlerin varligl) ya da ATP
tiiketimini uyaran (6rnegin motor proteinlerin, iyon pompalarinin ya da kanallarin,
biyosentez tepkimelerinin aktivasyonu gibi) metabolik stres durumunda aktif hale
gecer. Aktivasyonu i¢cin AMP’nin baglanmasi ve bu baglanma sonrasi enzimin
AMPK kinaz ad1 verilen enzim tarafindan fosforilasyonu gerekir. Bu iki etki enzim
aktivitesinin >1000 kat artisina neden olur. En 6nemli sensor AMP:ATP oranidir.

Enzim ADP:ATP oranina daha az duyarhdir ve yiiksek ATP diizeyleri aktivitenin

10



1. GIRIS Arif CAKMAK

diismesini saglar. Sitokinler, ¢esitli ilaglar, bitkilerde yer alan farkli bilesikler
tarafindan da aktif hale gelebilir. Metabolik stres, sitokinler ya da ilaglarin etkisi gibi
kosullarda aktiflestikten sonra glikoz ve yag asitlerinin alinimi ve metabolizmasi gibi
katabolik yollar1 aktiflestirerek ATP iiretiminde artisa yol agarken, yag asitlerinin,
glikojen ve proteinlerin sentezi gibi ATP tiiketen anabolik siireclerin durmasina
neden olur. Metabolik enzimlerin hizli fosforilasyonu ve gen ifadelenmesini
diizenleyen transkripsiyon faktorlerinin ve koaktivatorlerin fosforilasyonu ile etkisini
gosterir [44].

Mayis 2014°de etrafinda tahil ekimi yapilan Egricay Deresi’nin Kirkgoz
Pinart mevkiinde tribenuron metil igerikli tarim ilaci siselerine rastlanmistir [45].
Sucul biyotaya ekolojik etkiler kolaylikla sudaki pestisit derigimleri ile
iliskilendirilememektedir; ¢iinkii sudaki abiyotik faktorlerin pestisitlerle etkilesimleri
mekanizmay1 daha karmasik hale getirmektedir [46]. Besin zenginlesmesinin bentik
predator bocek tiirlerinde chlorpyrifos, dimethoate ve imidaclopridden olusan pestisit
karisiminin  toksik etkisini artirdigi belirlenmistir [15]. Bu c¢aligmanin amaci,
kontrollii laboratuvar kosullarinda herbisit tribenuron metilin hedef olmayan sucul
canlilara toksisitesine bir abiyotik faktér olarak amonyagin etkilerinin

degerlendirilmesidir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Calismamizda toksik etkilerini arastirdiimiz tribenuron metil herbisidinin
hayvanlardaki toksik etkileri konusunda bilgiler oldukga sinirlidir.

Tribenuron metilin farkli derisimlerinin 72 saat etkisindeki toprak solucani
Eisenia foetida’da 6liim ile gbzlenen toksisite agiga ¢ikmadigi belirlenmistir [47].

Tribenuron metil, toprak solucan1i E. foetida’da CAT ve SOD gibi
antioksidant enzim aktivitelerini 28 giinliik etki siiresinin yalnizca 3. giiniinde ve
LCsp’nin 0.05 ve 0.1 katina denk gelen derisimlerde artirirken higbir etki siiresi ve
derisiminde lipid peroksidasyonu diizeylerini etkilememistir [48].

40, 80 ve 120 mg/L tribenuron metil etkisindeki balik Danio rerio’da
ozellikle hiperplazi ve vakuolizasyon ile karakterize sekilde solungagta histopatolojik
degisimler meydana gelmistir [49].

40, 80 ve 120 mg/L tribenuron metil etkisindeki balik D. rerio’da yumurtalik
dokusunda primer oosit sayisinda azalma, follikiil epitelinde biitiinliik kaybi,
dejenere ve atretik oosit sayisinda artis ile karakterize histopatolojik etkiler
gozlenmistir [50].

Cin hamsteri yumurtalik hiicre hatti (CHO) ve insan gogiis kanseri hiicre
hattinda tribenuron metilin sitotoksik derisimleri >100 uM olarak belirlenmistir [51].
Ayni ¢aligmada MCF-7 hiicre proliferasyonu ile belirlenen en diisiik etki derigimi
(LOEC) 25 uM iken, maksimum etki belirlenen derisim 50 pM’dir. Bu dlgimlere
gore, tribenuron metilin diisik de olsa Ostrojenik aktiviteye sahip oldugu
diistintilmektedir [51].

Tribenuron metil androjen reseptorii ile antagonistik etkilesim
gostermemektedir ve Wistar siganlarda prostat baglanan protein gen ifadelenmesini
etkilememektedir [52]. Bu sonuglara gore tribenuron metil siganlarda endokrin
bozucu aktivite gdstermemektedir.

Hayvanlar diginda diger canli tiirlerinde de tribenuron metil toksisitesi
calisiimastir.

Maya Saccharomyces cerevisiae hiicrelerinde tribenuron metil ve metsulfuron

metil herbisit karisimindan olusan ticari formiilasyonun 100 mg/L etkisinde total

12



3. MATERYAL ve YONTEM Arif CAKMAK

hidroperoksit, lipid peroksidasyonu diizeyleri ile GSH miktar1 ve glutatyon rediiktaz
(GR) enzim aktivitesi artarken GPx aktivitesinde herhangi bir degisim
belirlenmemistir [53]. Bu sonuglara gore yiiksek derisimlerinde tribenuron metil pro-
oksidatif potansiyele sahiptir.

Calismamizda D. magna iizerine toksisite potansiyelini arastirdigimiz
amonyagin Crustacea’yi de kapsayan farkli canlilara etkisi arastirmalara konu
olmustur.

Tatli su karidesi Macrobrachium amazonicum’da solunga¢ dokusunda 2
mM/L total amonyak azotu etkisi ile GST aktivitesi degismezken SOD, GR ve Na'-
K" ATPaz enzim aktivitelerinde artis meydana gelmistir [54].

Bir balik tiirii olan Boleophthalmus boddarti’de 8 mmol NH4CI’nin 12 ve 48
saatlik etkisinde beyin dokusunda selenyum-bagimli GPx ve total GPx aktivitesi
kontrole oranla degismezken, total GPx aktivitesi uygulamanin 48. saatinde 12
saatlik uygulamaya oranla artis gostermistir. 48 saatlik uygulamada GST aktivitesi
degismezken, lipid peroksidasyonu diizeyleri azalmistir [55]. Aymi c¢alismada,
solungaclarda 48 saat sonunda lipid peroksidasyonu diizeyleri ve selenyum bagimli
GPx ve GST aktiviteleri degismezken, 24 saatlik uygulamada total GPx aktivitesinin
azalmasina bagli olarak lipid hidroperoksit diizeyleri artmistir.

63 mg/L amonyak etkisi altindaki karides Fenneropenaeus merguiensis’de
solunga¢ dokusunda Cu-Zn SOD ve GST transkriptlerinde azalma meydana gelmistir
[56]. Yazarlar yiiksek diizeylerde ROS iiretimine bagli inhibisyonun oksidatif hasara
yol agabilecegini bildirmislerdir. Ayni1 ¢alismada yiiksek derisim amonyak etkisinde
hiicre iskeleti ve immun yanita iligkin gen transkript sayisinda da degisim oldugu ve
bu siire¢lerin amonyak toksisitesine direng ile iliskili olabilecegi 6nerilmistir.

5, 10, 20, 40 ve 80 mg/L amonyak etkisinde tatli su karidesi M.
amazonicum’da solunga¢ dokusunda lamellar epitel Kkalinlagsmasi, hemositik
infiltrasyon, hiperplazi ve nekroz seklinde gozlenen toksik etki meydana geldigi
belirlenmistir [57].

Bir karides tiiri olan Exopalaemon carinicauda’da hemolenf ve
hepatopankreas dokusunda 34.87 mg/L amonyak etkisi ile sitozolik ve mitokondriyal

MnSOD transkript sayisinin arttig1 belirlenmistir [58].
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D. magna’da 0.3, 0.5 ve 1.0 mg/L amonyak etkisi ile siiperoksit radikallerinin
stipiirilmesinden sorumlu Cu-Zn SOD transkript diizeylerinin derisime bagli artis
gosterdigi belirlenmistir. Artan transkript diizeylerine karsin, enzim aktivitesi
yalnizca 0.3 mg/L amonyak etkisindeki 6rneklerde artmistir [59].

Amonyagin memelilerde 6zellikle beyin dokusu {izerine toksik etkisi ile ilgili
cok sayida c¢alisgma bulunmaktadir. Amonyak N-metil-D-aspartat (NMDA)
reseptorleri ile etkileserek toksik etkilerini agiga ¢ikarmaktadir. Amonyak etkisiyle
erkek Wistar 1rki siganlarin beyin dokusunda ATP diizeylerinin azaldigi, ADP, AMP
ve Pi diizeylerinin ve Na'-K" ATPaz aktivitesinin arttig1 belirlenmistir [60]. NMDA
reseptOr antagonisti uygulamasi bu etkilerin sonlanmasina neden olmaktadir.

Erkek Wistar siganlarin non-sinaptik beyin mitokondrilerinde 12 mmol/kg
amonyum asetat etkisi ile siiperoksit radikali derisiminin artisina karsin H,O;
derisimlerinde azalma meydana gelmistir [61]. H,O, derisimindeki azalmaya bagl
olarak GPx ve CAT enzim aktiviteleri degismemistir. H,O, derisimindeki azalmanin
mitokondriyal SOD olan MnSOD aktivitesinin azalmasi nedeniyle oldugu ve NMDA
reseptOr antagonisti uygulamasinin amonyagin etkilerini sonlandirdigr belirlenmistir
[61].

Yan seffaf 6zelligi nedeniyle Daphnia spp., fluoresan problar yardimiyla
toksisite ~ mekanizmasinin  aydinlatilmasinda  kullamigli  tiirler ~ olarak
degerlendirilmektedir [62]. Tribenuron metilin mitokondriyal membran potansiyeli
(MMP) {izerine etkisine iliskin herhangi bir ¢aligmaya rastlanilamamistir. Crustacea
tiyelerinde farkli ksenobiyotiklerin etkisinde MMP degisimine iliskin ¢alismalar
bulunmaktadir.

JC1 ile 6lgiilen MMP depolarizasyonu nedeni ile AgNO3 nanopartikiillerinin
<24 saat D. magna orneklerinde mitokondriyal hasara yol agtig1 belirlenmistir [63].

Streptomyces griseus toksini valinomisin ve Bacillus cereus toksini
cereulidenin in vivo etkisinde D. magna’da sindirim kanali hiicrelerinde
mitokondriyal membran potansiyelinin depolarize oldugu ve bu degisimin olasilikla
apoptoza yol agtigi1 bildirilmistir [62]. Benzer sekilde, B. subtilis ve B. cereus ile
enfekte D. magna orneklerinde intestinal dokuda JC1 boyasi ile belirlenen MMP

depolarizasyonu belirlenmistir [64].
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Uzun siireli aglik kosullarinda tatli su karidesi Neocaridina davidi’de barsak
dokusunda JC1 boyasi ile belirlenen MMP depolarizasyonu oraninda artis meydana
gelmistir [65]. Yeniden beslenme membran potansiyelinde ve mitokondriyal yapida
normallesme saglamstir.

Yengeg Neohelice granulata’da anteriyor solunga¢ dokusunda diisiik tuzluluk
ve bakir (Cu) etkisinde heksokinaz, piruvat kinaz, fosfofruktokinaz ve sitrat sentaz
enzim aktiviteleri ile MMP’nin azaldigi, laktat dehidrojenaz aktivitesinin arttigi
bildirilmistir [66].

N. heteropoda’da barsak epiteli ve hepatopankreas hiicrelerinde hiicre 6liim
tipleri histolojik ve fluoresan boyama yontemleri ile arastirilmistir [67]. MMP
depolarizasyonuna sahip hiicre sayisinin azligi, artan otofaji tepkimelerine
baglanmustir.

Mitokondriyal membran potansiyeli degisimi ilizerine amonyagm etkisi
memeliler basta olmak {izere genellikle omurgalilarda arastirilmistir.

5 mM NH,Cl etkisindeki astrosit hiicre kiiltiiriinde JC1 boyasi ile belirlenen
MMP depolarizasyonunda ve ROS iiretiminde artis belirlenmis ve bunun artan
intraseliiler Ca®* diizeyleri ile iliskili oldugu bildirilmistir [68].

Yine 5 mM NH4CI etkisinde sigan primer astrosit hiicre kiiltiiriinde JC1
boyas1 ile belirlenen MMP depolarizasyonuna karsin, sican fetiisliniin serebral
korteksinden elde edilen ndronal hiicre kiiltiiriinde herhangi bir degisim olmadigi
belirlenmistir [69].

Calismamizda tribenuron metil, amonyak ve bunlarin karisimlarmin D.
magna’da sitokrom ¢ ve AMPK protein miktarina etkileri arastirilmigtir. Tribenuron
metilin sitokrom ¢ protein diizeyleri tlizerine etkisi ile ilgili arasgtirmaya
rastlanilamamistir. Amonyak etkisinde de sitokrom c protein miktar1 {izerine
yapilmis herhangi bir caligma bulunamamastir.

Deniz yengeci Cancer irroratus’da kalp dokusunda sicaklik etkisi ile AMPK
aktivitesindeki artisin, 151 sok proteini 70 (Hsp70)’nin miktar ve transkript
diizeylerinin artmasindan ve anaerobik solunuma ge¢meden once meydana geldigi

belirlenmistir [70].
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21 giin boyunca antimikrobiyal madde triclosanin ii¢ farkli derisiminin
etkisindeki tatli su midyesi Elliptio complanata’da hepatopankreas dokusunda
yalnizca en yiiksek derisimde toplam AMPK miktarinin ve fosforile AMPK miktari
ile o6lglilen AMPK aktivitesinin arttig1 saptanmustir [71].

Belediye atiklarinin karistigi istasyonlara yerlestirilen E. complanata’da
hepatopankreas dokusunda 21 giin etki siiresi Sonunda toplam AMPK miktar1 ve
AMPK transkript diizeyleri azalsa da fosforile AMPK diizeylerinde artis meydana
gelmistir [72].

Deniz yengeci C. irroratus’da hepatopankreas dokusunda hipoksik kosullar
altinda laktat derisiminin ve AMPK aktivitesinin arttigi belirlenmistir [73]. C.
irroratus hepatopankreas hiicrelerinde artan laktat derisimleri ile belirlenen
anaerobik solunuma gegis nedeniyle AMPK sentezinin arttirildig: bildirilmistir.

Kolinesterazlar, cevresel toksikoloji caligmalari i¢in yaygin kullanilan
biyomarkirlar arasindadir [26]. Tribenuron metil etkisinde D. magna’da ChE
aktivitesi lizerine herhangi bir ¢aligmaya rastlanilamamistir. Fakat, farkli pestisitlerin
etkisinde D. magna’da ChE aktivite degisimini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir.

Karbamat insektisit carbaryl etkisindeki D. magna’da ChE inhibisyonunun
yaninda lipid ve glikojen oranlarindaki azalmanin, temiz suya aktarim ile saglanan
depurasyon siirelerinde normale dondiigii belirlenmistir [74].

Jemec vd. [75], diisiik Cd derisimlerinin AChE aktivitesini artirdigini, artan
derisimlerde ise diisiik derisimlere oranla aktivitedeki artisin yavasladigin
bildirmislerdir.

Li ve Tan [76], organofosfatli insektisit triazophos ve chlorpyrifosun D.
magna’da ChE aktivitesi {lizerine etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, hem
asetiltiyokoliniyodiir hem de butiriltiyokoliniyodiir ile aktivite oldugunu gdstermistir.
Ayni c¢alismada, iki toksikantin hormetik etkili olarak diisiik dozlarinda ChE
aktivitesini artirdigini, yiiksek dozlarinda ise azalttigini bulmuglardir.

Farkl1 derisimlerinde amonyum asetat etkisindeki albino farelerin farkli beyin
bolgelerinde ve izole sinaptozomlarinda AChE ve BChE aktivitelerinin arttig1; fakat

saf enzim aktivitesinin degismedigi belirlenmistir [77].
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Amonyum asetat verilen farelerde beyin dokusunda AChE inhibisyonu
meydana gelmistir [78]. Amonyagin noérolojik etkilerinin, AChE inhibisyonu sonucu

biriken asetilkolin derisimleri ile iliskili olabilecegi bildirilmistir.

3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Arastirmamizda kullanilan D. magna ornekleri Carolina Biological Supply
Company, Burlington, NC, ABD firmasindan alinarak laboratuvara getirildi. D.
magna ornekleri havalandirilmig ve dinlendirilmis 15 L ASTM sert suyu [79] i¢eren
plastik kaplarda tek bir atadan en az 10 jenerasyon olacak sekilde laboratuvar
kosullarina adapte edildi. Kiiltiir ortamimi olusturmak i¢in kullanilan suyun
iletkenligi 10 pS’den disiiktiir [80]. Kiiltiir suyunun 6zellikleri; sicaklik 21+1°C, pH
7.60-8.00, ¢oziinmiis oksijen >7 mg/L, toplam sertlik 130-160 mg/L CaCOsg,
alkalinite 110-120 mg/L CaCOs’tiir. Laboratuvarin 11k yogunlugu nominal 10.53
u.mol.m'z.s'1 olacak sekilde ayarlandi. Laboratuvarda 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik
fotoperiyodu uyguland: [81]. Besin olarak 150-300 um alabalik yemi (Camli Yem,
Izmir), hamur mayas:1 (Dr. Oetker Instant Kuru Maya, izmir) ve kurutulmus alfalfa
(Naturade Alfalfa, Sepe Natural, izmir) ile hazirlanan karisim kullanildi. D. magna
ornekleri haftada 3 kez 1.5 mL besin/1 L su olacak sekilde bu karisim ile beslendi
[82]. Stoklarin kiiltiir ortam1 haftada bir kez degistirildi ve su degisiminden hemen
sonra 500 adet birey igerecek sekilde stoklar hasat edildi. Model organizma olarak
kullanilan D. magna ornekleri ig¢in dol terimi bir anagtan farkli zamanda diinyaya
gelen bireyleri, jenerasyon terimi ise bir anagtan dogan ve kendileri de ana¢ olarak
hizmet eden bireyleri tanimlamak amaciyla kullanildi.

Bu ¢alismada toksikant olarak tribenuron metil (IUPAC adi: methyl 2-[[(4-
methoxy-6-methyl-1,3,5-triazin-2-yl)-methylcarbamoyl] sulfamoyl] benzoate; CAS
No: 101200-48-0) herbisidinin ticari formu olan Granstar (DuPont de Nemour SAS,
Cedex, Fransa) ile amonyum kloriir (NH4CIl; IUPAC adi: ammonium chloride; CAS
No: 12125-02-9, Sigma-Aldrich) uygulandi.
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3.1.1. Kimyasal Maddeler

1. Kalsiyum siilfat dihidrat CaS0,.2H,0 Sigma-Aldrich
2. Sodyum bikarbonat NaHCO3 Sigma-Aldrich
3. 5,5’-ditiyo-bis (2-nitrobenzoik asit) DTNB Sigma

4. Asetiltiyokolin iyodiir ATChl Sigma

5. Rediikte L-glutatyon GSH Sigma-Aldrich
6. Indirgenmis B-nikotinamid adenin diniikleotit fosfat B-NADPH  Sigma
7. Glutatyon rediiktaz GR Sigma
8. t-butil hidroperoksit t-BHP Aldrich
9. Tris baz Tris baz Sigma
10. Tris hidrokloriir Tris HCI Sigma
11. di-Sodyum etilendiamin tetraasetik asit EDTA Sigma-Aldrich
12.1,1°,3,3 -tetramethoxypropane TMP Aldrich
13. Potasyum kloriir KCI Sigma-Aldrich
14. di-Potasyum hidrojen fosfat K;HPO, Sigma-Aldrich
15. Potasyum dihidrojen fosfat KH,PO, Sigma
16. 2-Tiyobarbitiirik asit TBA Sigma-Aldrich
17. Trikloroasetik asit TCA Merck
18. Folin-Ciocalteu’s fenol ayiraci Sigma-Aldrich
19. Sodyum hidroksit NaOH Sigma-Aldrich
20. Sodyum lauril siilfat SDS Sigma
21. Bakir siilfat pentahidrat CuS04.5H,0 Sigma
22. Etil alkol Sigma-Aldrich
23. Magnezyum siilfat heptahidrat MgSQO,.7H,O Sigma-Aldrich
24. S1gir serum albumin BSA Sigma

25. Sodyum kloriir NaCl Sigma-Aldrich
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26. Metanol Sigma-Aldrich
27.5,5',6,6'-Tetrachloro-1,1',3,3'-tetraethyl-imidacarbocyanine iodide JC1

Sigma-Aldrich
28. Protein markir1 Bio-Rad

29. Lityum dodesil stilfat tamponu

30. Sinyal artiric1 ¢ozelti Invitrogen

31. PVDF membran Invitrogen

32. BCIP/NBT substrat ¢ozeltisi Thermo-Fisher

33. Fosfat ile tamponlanmis tuz-Tris tamponu PBS-T

34. 1-Kloro-2,4-dinitrobenzen CDNB Sigma-Aldrich

35. Tribenuron metil DuPont

36. Amonyum kloriir NH,CI Sigma-Aldrich

37. 4-(2-Hydroxyethyl) piperazine-1-ethanesulfonic acid sodium salt HEPES-Na
Sigma-Aldrich

38. 4-(2-Hydroxyethyl) piperazine-1-ethanesulfonic acid HEPES Sigma-Aldrich

3.1.2. Cihazlar ve Diger Geregler

1. Analitik Terazi A&D HR-250AZ

2. Benmari Daihan Wise Bath

3. Buz Makinasi [zmak

4. Homojenizator Daihan WiseStir Wisd

5. Oksijenmetre YSI Environmental DO100
6. Otomatik Pipet Seti Nichiryo Nichipet EX

7. Otomatik Pipet Seti Axygen AxyPet

8. pH Metre YSI Environmental pH100
9. Sogutmal1 Santrifiij Hettich Universal 320R
10. Spektrofotometrik Analiz Kiivetleri ISOLAB

11. Vorteks IKA MS1 Minishaker

12. UV-Visible Spektrofotometre Shimadzu UV1800

13. Distile Su Cihaz1 Elga Ultra Analytic
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14. Distile Su Cihaz1 Millipore Rios 8
15. Mikroplaka Spektrofotometre BioTek EON
16. Mikroplaka Greiner Polystyrene 96 Well Flat
Bottom
17. Konfokal Lazer Taramali Mikroskop Carl Zeiss LSM800
18. Dikey Elektroforez Sistemi Invitrogen Mini Gel Tank
19. Kuru Jel Transfer Cihaz1 Invitrogen iBlot2
20. Orbital Calkalayici Cleaver Scientific
3.1. Yontem

3.2.1. Toksisite Denemeleri

3.2.1.1. Toksisite denemeleri icin D. magna anac¢larimin bakim

Kullanilan D. magna ornekleri arasinda genetik varyasyonu minimuma
indirebilmek amaciyla, tek bir anagtan elde edilen en az 5. jenerasyon yavrular anag
olarak kullanildi. Denemelere baslamadan 6nce D. magna oOrneklerinin toksisite
testlerinde kullanilabilirligini belirten 24 saatlik K,Cr,07 duyarlik testi yapildi [83].
Elde edilen ECsp degeri (0.972 mg/L; %95 giiven araligi 0.904-1.042) OECD [80]
tarafindan kabul edilen aralik (0.6-2.1 mg/L) igerisinde oldugu i¢in denemelere
basland. Iki farkli 15 L’lik ASTM sert suyu igeren plastik kaba 300’er adet <24
saatlik yavrular anag olarak kullanilmak iizere yerlestirildi. ilk su degisimi 7. giin de
yapild1 ve bu 7 giin igerisinde iki giinde bir 1.5 mL/L olacak sekilde besin verildi. 10.
giinde su degisimi yapildi ve su degisiminden sonra 1.5 mL/L olacak sekilde besin
verildi. 8. giin <24 saatlik 1. dol yavrular ve 10. giin <24 saatlik ikinci dol yavrularn
toplandi ve bunlar balik yemi olarak kullanildi [80].

<24 saat 3. dol yavrular1 denemelerde kullanilmak {izere her kapta 250 birey
olacak sekilde 15 L ASTM sert suyu igeren kaplara ayrildi. Ilk su degisimi 7. giin
yapild1 ve bu 7 giin igerisinde iki giinde bir 1.5 mL/L olacak sekilde besin verildi. 10.
giinde su degisimi yapildi ve su degisiminden sonra 1.5 mL/L olacak sekilde besin

verildi. 8. giin <24 saatlik 1. d6l yavrular1 ve 10. giin <24 saatlik ikinci d6l yavrulari
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toplandi ve bunlar balik yemi olarak kullanildi. 12 giinliik canlilar subakut toksisite
denemelerinde kullanildi [84]. Deney oncesi 12 giinliik canlilardan dogan <24 saat 3.
dol yavrulardan her kapta 250 birey olacak sekilde 15 L ASTM sert suyu igeren
kaplara diger tekerriirde kullanilmak tizere ayrildi. Bunlardan da benzer sekilde elde
edilen yavrular kronik toksisite ¢alismalarinda kullanildi. Subakut ve kronik testlerde

her tekerriirde 3. d6l yavrular kullanildz.
3.2.1.2. Subakut Toksisite Denemeleri

Suda nominal 0.65 mg/L NH3 ve 3.22 mg/L NH3; derisimlerine ulasabilmek
tizere ASTM sert suyu igerisine konmasi gereken NH4Cl miktar1 US EPA [85]
tarafindan saglanan tabiilasyona gore hesaplandi. 3.22 mg/L NHj derisiminde D.
magna ornekleri 48 saat igerisinde Oldiigiinden bunun yerine yar1 derisimi olan 1.61

mg/L NH3 uygulamasi yapildi. Formiilasyon su sekildedir [85]:
[NH3T = [NH,CI]. % . Iyonizasyon katsayisi

17: NH3"’iin molekiil agirhig
53.5: NH4CI’nin molekiil agirlig
Iyonizasyon katsayisi: Belirli bir sicaklik ve belirli bir pH’da NH3’iin NH,’e

iyonlagma yiizdesi

Calismamizda deneme ortaminin pH’1 8.0 ve su sicaklig1 20°C secildiginden
US EPA tarafindan saglanan tabiilasyona gore iyonizasyon katsayis1 bu degerler esas
alinarak belirlendi. Deneme ortami, denemeler siiresince pH’da meydana gelebilecek
degisimlere karsi 0.3 mM HEPES [86] ile pH 8.0’a tamponlandi. NH4Cl asit
ozellikte oldugu i¢in kiiltiir ortaminin pH’1 NaOH ile pH 8.0’a getirildi.

Toksisite denemeleri stok D. magna kiiltiirii ile ayn1 laboratuvar kosullarinda
gerceklestirildi. 12 giinliik 3. dol D. magna 6rnekleri 800 mL ASTM sert suyu igeren
1000 mL’1ik her cam behere 20 adet olacak sekilde rastgele dagitildi. Deney gruplari
asagidaki sekildedir:
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1. Kontrol grubu: Bu gruptaki D. magna 6rnekleri, 0.3 mM HEPES ile pH 8.0’a
tamponlanmis 800 mL ASTM sert suyu igerisinde 96 saat siire ile bekletildi.

2. 0.81 pg/L Tribenuron metil grubu: Bu gruptaki D. magna 6rnekleri, 0.3 mM
HEPES ile pH 8.0’a tamponlanmig 0.81 ug/L tribenuron metil igeren 800 mL
ASTM sert suyu igerisinde 96 saat siire ile bekletildi.

3. 0.65 mg/L NH3 grubu: Bu gruptaki D. magna &rnekleri, 0.3 mM HEPES ile
pH 8.0’a tamponlanmis 0.65 mg/L NHj3 olacak sekilde NH4Cl igeren 800 mL
ASTM sert suyu igerisinde 96 saat siire ile bekletildi.

4. 0.65 mg/L NH; ve 0.81 pg/L tribenuron metil karigim grubu: Bu gruptaki D.
magna ornekleri, 0.3 mM HEPES ile pH 8.0’a tamponlanmig 0.65 mg/L NH3
olacak sekilde NH4CI ve 0.81 ug/L tribenuron metil igeren 800 mL ASTM
sert suyu igerisinde 96 saat siire ile bekletildi.

5. 1.61 mg/L NH3 grubu: Bu gruptaki D. magna &rnekleri, 0.3 mM HEPES ile
pH 8.0’a tamponlanmis 1.61 mg/L NHj; olacak sekilde NH4Cl igeren 800 mL
ASTM sert suyu igerisinde 96 saat siire ile bekletildi.

6. 1.61 mg/L NH; ve 0.81 ug/L tribenuron metil karisim grubu: Bu gruptaki D.
magna ornekleri, 0.3 mM HEPES ile pH 8.0’a tamponlanmig 1.61 mg/L NH3
olacak sekilde NH4Cl ve 0.81 ug/L tribenuron metil igeren 800 mL ASTM
sert suyu igerisinde 96 saat siire ile bekletildi.

Denemelerin baglangicinda kiiltiir ortaminin pH’1 8.0, ¢6ziinmiis oksijen
9.07+0.16 mg/L, alkalinite 121.13+7.14 mg/L CaCOs, sertlik 145.38+10.55 mg/L
CaCOg ve sicaklik 20.8+0.16°C olarak o6l¢iildii. Her behere 1.5 mL/L olacak sekilde
besin karisimindan verildi ve beherlerin iizeri seffaf strec¢ film ile kapatildi. 48 saat
sonunda su degisimi yapildi. 48 saat sonunda kontrol gruplarinda 48 saatlik deneme
ortammin pH’1 8.02+0.16, ¢oziinmis oksijen 7.28+0.64 mg/L ve sicaklik
20.76+0.85°C olarak ol¢iildii. D. magna 6rnekleri taze hazirlanmis deneme ortamina
aktarildiktan sonra ortama besin karisimindan verilmedi. 96 saat sonunda ornekler
filtre {izerine konularak sulari siiziildii ve alttan pecgete yardimiyla hafifce
dokunularak kurutma saglandi. Her beherden toplam 20 adet D. magna oOrnegi
onceden tartilip buz igerisinde bekletilen bir mikrosantrifiij tiipii igerisine zarar

gormeden aktarildi. Mikrosantrifiij tiipleri yeniden tartilarak D. magna orneklerinin
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son agirhigr kaydedildi. Mikrosantrifiij tiiplerindeki ornekler ileri analizlere kadar -
80°C’de bekletildi. Her deneme grubu iki tekerriirlii yiirtitiildii ve her deneme grubu,
her tekerriirde dort kez tekrar edildi. Toplamda her deneme grubu 8 kez tekrar

edilmis oldu.

3.2.1.3. Kronik Toksisite Denemeleri

Kronik toksisite denemeleri, stok kiiltiir ile ayni laboratuvar kosullarinda
gerceklestirildi. <24 saat D. magna 6rnekleri 50 mL 0.3 mM HEPES ile pH 8.0’a
tamponlamig ASTM sert suyu igeren 100 mL’lik cam beherlere yerlestirildi. Her
grubun her tekrarinda bir behere bir adet <24 saat D. magna ornegi yerlestirildi.
Deney gruplari asagidaki sekildedir:

1. Kontrol grubu: Bu gruptaki D. magna o6rnegi, 0.3 mM HEPES ile pH 8.0’a
tamponlanmis 50 mL ASTM sert suyu igerisinde 21 giin siire ile bekletildi.

2. 0.81 ug/L Tribenuron metil grubu: Bu gruptaki D. magna o6rnegi, 0.3 mM
HEPES ile pH 8.0’a tamponlanmig 0.81 pg/L tribenuron metil igeren 50 mL
ASTM sert suyu igerisinde 21 giin siire ile bekletildi.

3. 0.65 mg/L NH; grubu: Bu gruptaki D. magna 6rnegi, 0.3 mM HEPES ile pH
8.0’a tamponlanmig 0.65 mg/L NHj olacak sekilde NH4Cl igeren 50 mL
ASTM sert suyu igerisinde 21 giin siire ile bekletildi.

4. 0.65 mg/L NH3 ve 0.81 pg/L tribenuron metil karisim grubu: Bu gruptaki D.
magna ornegi, 0.3 mM HEPES ile pH 8.0’a tamponlanmis 0.65 mg/L NH3
olacak sekilde NH4Cl ve 0.81 pg/L tribenuron metil igeren 50 mL ASTM sert
suyu icerisinde 21 giin siire ile bekletildi.

5. 1.61 mg/L NHj3 grubu: Bu gruptaki D. magna 6rnegi, 0.3 mM HEPES ile pH
8.0’a tamponlanmis 1.61 mg/L NHj olacak sekilde NH4Cl igeren 50 mL
ASTM sert suyu igerisinde 21 giin siire ile bekletildi.

6. 1.61 mg/L NH3 ve 0.81 pg/L tribenuron metil karisim grubu: Bu gruptaki D.
magna 6rnegi, 0.3 mM HEPES ile pH 8.0’a tamponlanmis 1.61 mg/L NHs
olacak sekilde NH,4Cl ve 0.81 ug/L tribenuron metil iceren 50 mL ASTM sert

suyu igerisinde 21 giin siire ile bekletildi.
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Deneme gruplart hazirlandiktan sonra igerisine 0.75 mL/L besin verildi.
Beherlerin iizeri seffaf stre¢ film ile kapatildi. Deneme gruplarinda deneme siiresi
boyunca 3 giinde bir su degisimi yapildi. Her su degisiminden sonra 0.75 mL/L besin
verildi. Su degisiminden 6nce ASTM sert suyunun pH’1 8.0 olacak sekilde ayarlandi,
¢oziinmiis oksijen 9.04+0.15 mg/L, sicaklik 20.16+0.32°C, alkalinite 120.34+7.65
mg/L CaCO; ve sertlik 138.58+£8.57 mg/L CaCO; olarak olgiildii. Her su
degisiminden sonra ii¢ giinliik kontrol grubu sularinda, pH 7.97+0.3, ¢6ziinmiis
oksijen 7.07+0.82 mg/L ve sicaklik 20.21£0.53°C olarak olgiildii. 21. giin sonunda
her gruptan ornekler JC1 boyamasi igin mikroplaka kuyucuklarina ayrildi ve bu
ornekler analizlere kadar -80°C’de saklandi. Her deneme grubu iki tekerriirlii
yiriitiildiic ve her deneme grubu her tekerriirde dort kez tekrar edildi. Boylece

toplamda her deneme grubu i¢in 8 tekrar yapildi.

3.2.2. Biyokimyasal Analizler

Biyokimyasal analizlere baglamadan once, her beherdeki 20 D. magna 6rnegi
havuzlandi ve agirhiginin 4 kat1 olacak sekilde (w/v) 100 mM KCI, 1 mM EDTA
iceren pH 7.4 100 mM potasyum fosfat tamponu ile buz igerisinde homojenize
edildi. Elde edilen homojenat 10000 x g’de +4°C’de 10 dakika siireyle santrifiijlendi
ve elde edilen supernatant GPx, GST, tChE enzim aktiviteleri ile TBARS ve protein

miktarinin belirlenmesinde kullanildi.

3.2.2.1. Glutatyon Peroksidaz Yontemi

Glutatyon peroksidaz, GSH’in H,0; ve organik hidroperoksitler ile GSSG’ye
yiikseltgenmesini  kataliz eder. t-butil hidroperoksit bulunan ortamda GPx’in
olusturdugu GSSG, GR ve NADPH yardimiyla GSH’a indirgenir. GPX aktivitesi,
NADPH’in NADP"’ye yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans farkinin 340 nm dalga
boyunda okunmasi ile 6l¢iiliir [87].

Ayraclar

1.1 M Tris Tamponu (pH 8.0)
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2.0.1 M GSH

3.10 U/mL GR

4.2 mM NADPH

5. 7 mM t-butil hidroperoksit

Yontem

Glutatyon peroksidaz enzim

aktivitesini

Olcebilmek icin ayiraglar

spektrofotometrik 6lglim kiivetine asagidaki sekilde konuldu (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Glutatyon peroksidaz yontemi

Cozeltiler Ornek (pL)
Saf su 635
Tris tamponu 100
GSH 25
GR 100
B-NADPH 100
Supernatant 25

37°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

t-butil hidroperoksit 10

Kor icin ornek yerine saf su kullanildi. Olusan tepkime sonucu absorbans

degerlerindeki degisim 340 nm dalga boyunda 0. dakika ve 2. dakikalarda 6l¢iildii.

Hesaplama

GPx akivitesi (umol/dak/mL) =

AABS

Vt

AABS = Zamana gore absorbans degisimi

t = Zaman (dak)
Vt = Toplam hacim

Vo6 = Ornek hacmi
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[ =6.220 M*cm™

GPx aktivitesi
Protein miktari

GPx spesifik aktivitesi (umol/dak/mg protein) =

3.2.2.2. Glutatyon S-Transferaz Yontemi

Glutatyon S-transferaz, GSH’m elektrofilik bilesikler ile tepkimesini
katalizler. Substrat olarak kullanilan CDNB’nin GSH ile konjugasyonu tepkimesi
340 nm dalga boyunda 6l¢iiliir [88].

Ayrraclar

1. 0.1 M Potasyum fosfat tamponu (pH 6.5)

2. 10 mM GSH

3. 60 mM CDNB

Yontem

GST aktivitesini 6lgmek i¢in ayiraglar kor ve drnek igeren kiivetlere asagidaki

sekilde eklenir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2 Glutatyon S-transferaz yontemi

Cozeltiler Kor (uL) Ornek (ul)

Potasyum fosfat tamponu 868 828

GSH 66 66

Supernatant - 40

Saf su 40 -
Calkaland.

CDNB | 66 y 66

Olusan tepkime sonucu absorbans degerlerindeki degisim 340 nm dalga
boyunda 0. dakika ve 5. dakikalarda 6l¢iildii.

Hesaplama

AABS vt
GST aktivitesi (umol/dak/mL) = — X oy

AABS = Zamana bagli absorbans degisimi

Vt = Toplam hacim
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Vo6 = Ornek hacmi
t = Zaman (dak)
[ =0.0096 M*cm™

GST aktivitesi
Protein miktart

GST spesifik aktivitesi (wmol/dak/mg protein) =

3.2.2.3. Total Kolinesteraz Yontemi

Kolinesterazlar, asetilkolin, butirilkolin ve propiyonilkolin gibi bilesiklerin
kolin ve igerigine gore asetat gibi bilesiklere pargalanmasi tepkimesini katalizler.
Substrat olarak kullanilan asetiltiyokolin ile tepkimesinden sonra iiriin olarak agiga
¢ikan tiyokolin ile DTNB’nin tepkimesi sonucu sar1 renk veren 5-tiyo-2-nitrobenzoik
asit olusur. Olusan rengin siddeti 405 nm’de Slgiiliir [89].

Ayrraclar

1. 10 mM Sodyum bikarbonat
2.10 mM DTNB
3. 0.1 M Potasyum fosfat tamponu (pH 7.2)
4.0.075 M Asetiltiyokoliniyodiir
Yontem
Toplam kolinesteraz enzim aktivitesini 6lgebilmek igin ayiraglar kor ve

orneklerin bulundugu iki farkli kiivete asagidaki sekilde konulur (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.3 Total kolinesteraz yontemi

Cozeltiler Kor (uL) Ornek (uL)
Tepkime Cozeltisi 125 125
Asetiltiyokoliniyodiir 100 100
Oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi.
Supernatant - 100
Potasyum Tamponu 100 -

27



3. MATERYAL ve YONTEM Arif CAKMAK

Olusan tepkimede agiga ¢ikan 5-tiyo-2-nitrobenzoik asidin absorbansi 405 nm
dalga boyunda 0. dakika ve 5. dakikalarda olgiildii.
Hesaplama

AABS o Vt
t X Vo
AABS = Zamana bagli olarak absorbans degisimi

t = Zaman (dak)

tChE aktivitesi(umol/dak/mL) =

Vt = Toplam hacim
V6 = Ornek hacmi
] =13600 Mcm™

tChE aktivitesi

tChE spesifik aktivitesi (umol/dak/mg protein) = Protein miktar

3.2.2.4. TBARS Yontemi

Tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleri, aerobik kosullarda TBA ile 100°C’de
inkiibasyon sonucu pembe renkli bir kompleks olusturur, bu kompleksin absorbansi
spektrofotometrede 535 nm’de Sl¢iiliir [90].

Ayrraclar

1. %0.65 TBA

2. %10 TCA

Yontem

25 uL supernatanta 25 pL %10’luk TCA eklendi, vortekslendikten sonra 500
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. 37.5 pL supernatanta 37.5 pL 9%0.65’lik TBA
eklendi ve vortekslendi. 100°C’lik benmaride 10 dakika bekletildi. Siire sonunda
ornekler oda sicakligina getirildi ve iizerine 12.5 uL saf su eklendi ve c¢alkalandi. Bu
tepkime sonunda orneklerin absorbans degeri 535 nm dalga boyunda 6l¢iildii. Elde
edilen absorbans degerleri 1,1°,3,3” tetrametoksipropan yardimi ile hazirlanan

standart grafige gore derisim degerlerine doniistiiriildi.

3.2.2.5. Protein Yontemi

28



3. MATERYAL ve YONTEM Arif CAKMAK

D. magna orneklerinde protein miktar1 GPx, tChE, GST spesifik enzim
aktiviteleri ile TBARS miktarin1 hesaplamak amaciyla analiz edildi. Alkali kosullar
altinda +2 degerlikli Cu, peptid baglar1 ile kompleks kurarken +1 degerlikli Cu
haline doniisiir. Monovalan Cu iyonu ile tirozin, triptofan ve sisteinin radikal
gruplarinin Folin ayiract ile tepkimesinde molibden/tungsten mavisine indirgenen
kararsiz bir bilesik meydana gelir. Olusan rengin absorbanst 750 nm dalga boyunda
olgtilir [91].

Ayrraclar

a) %2 Na,CO3

b) %1 CuSO,4 x 5H,0

c) %2 Na-K tartarat

Tiim bu ¢ozeltiler karistirilarak Cu ayiract hazirlanir.

1. %1’lik SDS

2. 1 M NaOH

3. 2N Folin ay1rac

Kullanilacagi zaman esit hacimde karistirilir.

A Lowry ayiraci (Glinliik hazirlanir): 3 mL Cu ayraci, 1 mL SDS, 1 mL
NaOH karistirilir.

B. Folin-Ciolcalteu’s ayiraci: 100 uL Folin-Ciolcalteu’s 900 pL saf su ile
karigtirilir.

Yontem

10 uL supernatant {izerine 45 pLL Lowry ayiraci eklendi, vortekslendi ve 10
dakika oda sicakliginda ve karanlikta bekletildi. Siire sonunda 6rneklere 45 pL Folin-
Ciolcalteu’s ayiraci eklendi, vortekslendi ve 30 dakika oda sicakliginda ve karanlikta
bekletildi. 750 nm dalga boyunda 6rneklerin absorbans degeri Olgtildii. Ayn1 islem
ornek yerine 10 pL saf su kullanilarak kor i¢in uygulandi. Elde edilen absorbans
degerleri BSA yardimiyla hazirlanan standart grafige gore derisim degerlerine

dontistiirildii.

3.2.2.6. Mitokondriyal Membran Potansiyelinin Ol¢iilmesi
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Saglikli mitokondriler yiiksek elektrokimyasal potansiyele sahiptirler. JC1
boyast membrandan gegerek fluoresans yapan kirmizi agregatlar olusturur. Diisiik
elektrokimyasal potansiyele sahip mitokondrilerde boyanin birikimi engellenir ve
boya yesil fluoresans yapan monomerler halinde kalir. Daha énceden JC1 boyamasi
i¢in ayrilan her bir mikroplaka igerisindeki D. magna 6rnegi, plaka icerisinde 6 uM
JC1 boyasi ile 90 dak. karanlik ortamda ve oda sicakliginda inkiibe edildi. Siire
sonunda her bir 6rnek JC1 yikama ¢ozeltisi ile 2 defa yikandi. Fluoresans yapan
ornekler Carl Zeiss marka konfokal lazer taramali mikroskobu yardimi ile

goriintiilendi [62].

3.2.2.7. Sitokrom c ve AMPK Protein Derisimlerinin Belirlenmesi

Dort farkli tekerriirli olusturan her beherden 20 D. magna 6rnegi tek bir tiipte
havuzland1 ve toplam 80 6rnegin havuzlanmasi ile elde edilen tek bir tiipteki D.
magna ornegi RIPA lizi tamponu ile parcalandi. Elde edilen ¢6zeltinin 6ncelikle total
protein derisimi modifiye Lowry yontemi [91] ile belirlendi. Ornekler, 3:1 v/v
oraninda 4X lityum dodesil siilfat tamponu ile karistirildi ve 100°C’de 10 dak.
boyunca bekletilerek proteinleri denatiire edildi. 50 ug protein igerecek sekilde
ornekler, 500 mL yiiriitme tamponu iceren dikey elektroforez sistemine yerlestirilen
%10’1uk akrilamid jelindeki kuyucuklara yiiklendi. Jelin bir kuyucuguna 5 pL markir
yiiklemesi yapildi. Yiiklemenin devaminda proteinler elektroforez tankindaki jelde
80 volt altinda yaklasik bir saat yiiriitiildii. Tamami eksi yiikle yiiklenmis olan
proteinler, molekiil biiytikliiklerine gore ayrildi. Jel elektroforezinde yiiriitiilen
proteinler, aktarim cihazi yardimiyla PVDF membrana 10 dak. siirede aktarildi.
Membran ve antikor kullanilarak proteinin tanimlanmasi islemine gegildi. Protein
bantlarinin daha net ve belirgin goriinmesi icin membran, sinyal artirici ¢ozelti iceren
kaba yerlestirildi ve 15 dak. siire ile orbital karistirici yardimiyla oda sicakliginda
calkalandi. Siire sonunda membran, {i¢ kez saf su ile yikandi. Non-spesifik
baglanmalar1 en aza indirmek i¢in membran, %5 BSA ¢6zeltisinde 1 saat bekletilerek
doyurma islemi yapildi. Proteinlerin tanimlanmasi igin birincil antikor (sitokrom c,

AMPK) protokoliine gore %5 BSA ¢ozeltisi ile 1/100 oraninda seyreltildi. Membran,
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birincil antikor ¢ozeltisi ile +4°C’de bir gece orbital calkayici yardimi ile soguk
odada inkiibe edildi. Daha sonra membranlar, ikincil antikorlarin uygulanmas igin
PBS-T ¢ozeltisi ile 5’er dak siireyle ii¢ kez yikandi. Ikincil antikorlar (anti-rabbit)
protokoliine gore %5 BSA ¢ozeltisinde 1/3000 oraninda seyreltildi. Membranlar, bu
cozelti ile oda sicakliginda 1 saat orbital calkayici yardimiyla inkiibe edildi. Daha
sonra, S’er dak olmak fiizere ii¢ kez PBS-T tamponu ile yikandi. Membranlar
BCIP/NBT ¢ozeltisi ile karistirildi. Goriintii olusunca membranlar saf su ile yikandi
ve fotograf makinesi ile goriintilleme yapildi. Bant koyulugu ImageJ versiyon 1.46r
analiz programi ile Olciilerek kontrole gore yiizde degisim grafikleri hazirlandi

(https://imagej.nih.gov/ij/).

3.2.3. istatistiksel Analizler

Biyokimyasal analizlerin istatistiksel degerlendirilmesi SPSS 17.0 paket
istatistik programinda (SPSS Inc. Released 2008. SPSS Statistics for Windows,
Version 17.0. Chicago: SPSS Inc.) yapildi. Verilerin normalitesi Kolmogorov-
Smirnov testi ile kontrol edildi. Normal dagilim gosteren veriler tek yonlii varyans
analizi (OneWay ANOVA) testine tabi tutuldu. Bu test ile gruplar arasinda fark
goriilmiigse Oncelikle veri setlerinin Levene testi ile homojenitesi arastirildi.
Homojenlik gosteren veri setleri i¢in gruplar arasindaki istatistiksel ayrim Duncan
post-hoc testi ile, homojenlik gostermeyen veri setleri i¢in gruplar arasindaki ayrim
Tamhane’s T2 post-hoc testi ile analiz edildi [92]. WVeriler aritmetik

ortalama+standart sapma seklinde sunuldu (P<0.05).
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Bulgular

Bu calismada gevresel sularda ayni anda bulunmasi olasi olan tribenuron
metil herbisidi ile amonyagin 6nceki ¢alismalarla belirlenen ¢evresel derisimlerinin,
D. magna’da subakut etkisinde GPx, tChE, GST enzim aktiviteleri, lipid
peroksidasyonu ve total protein diizeyleri ile sitokrom ¢ ve AMPK protein
miktarlarina ve kronik etkisinde mitokondriyal membran potansiyeline etkileri

arastirilmistir.

4.1.1. Tribenuron Metil Herbisidi ve Amonyagin Subakut Etkisinde D.
magna’da Olgiilen Degisimler

4.1.1.1. Biyokimyasal Degisimler

D. magna’da tribenuron metil herbisidi ile amonyagin iki farkli ¢evresel
derigiminin ayri1 ve karisim halinde subakut etkisinde GPx, GST, tChE enzim
aktiviteleri, lipid peroksidasyonu diizeyleri ile total protein miktarindaki degisimler
Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Etkisi denenen toksikantlar GST ve tChE spesifik enzim aktiviteleri, lipid
peroksidasyonu diizeyleri ile total protein miktarlarinda herhangi bir degisime neden
olmamigtir (P>0.05; Cizelge 4.1). Yiiksek derisim amonyak ve tribenuron metil
karisim grubunda GPx aktivitesinde kontrole gore herhangi bir degisim meydana
gelmezken, bu toksikantlarin ayri uygulandigi gruplara oranla aktivitede artis
Ol¢iilmiistiir. Artis orani tribenuron metil grubuna gore %33.33 ve yiiksek derigim

amonyak grubuna gore %40°dr.
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4.1.1.2. Mitokondriyal Membran Potansiyeli ile Sitokrom ¢ ve AMPK Protein

Derisimlerindeki Degisimler

Tribenuron metil herbisidi ile amonyagin iki farkli ¢cevresel derisiminin ayr1
ve karisim halinde kronik etkisi, D. magna’da mitokondriyal membran potansiyeli
depolarizasyonuna neden oldu. En az depolarizasyon tribenuron metil uygulanan D.
magna orneklerinde gozlenirken, en belirgin etki tribenuron metil ve yiiksek derigim
amonyagin birlikte uygulandig1 grupta meydana geldi (Resim 4.1).

Tribenuron metilin ¢evresel derisimi ve iki fakli ¢evresel amonyak derigimi
ile bunlarin karigimlarinin subakut etkisinde D. magna’da sitokrom ¢ ve AMPK
protein derisimininin degisimi Resim 4.2 ve Resim 4.3 ile Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de
gosterilmigtir.

Tribenuron metilin g¢evresel derisimlerinde sitokrom C protein miktarinda
%26.30 oraninda azalma meydana gelmistir. Diigiik derisim amonyak ve bunun
tribenuron metil ile karisiminin etkisinde sitokrom C derisimlerinde artis meydana

gelmistir.
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Cizelge 4.1 Tribenuron metil herbisidi ile iki farkli amonyak derisimi ve bunlarin karistminin subakut etkisindeki D. magna’da GPX,
GST ve tChE enzim aktiviteleri ile lipid peroksidasyonu ve total protein diizeylerinde meydana gelen degigsimler

GPx GST tChE TBARS otal Protein
(umol/dak/mg (umol/dak/mg (nmol/dak/mg (nmol/mg
. . : : (mg/mL)
protein) protein) protein) protein)
Kontrol 0.02440.004®°  0.198+0.021 1.360+0.065 6.89442.295 1.816£0.246
0.81 ng/L Tribenuron metil  0.02120.005? 0.192:£0.040 1.383+0.241 9.19943.692 1.875+0.376
0.65 mg/L. Amonyak 0.020+0.002° 0.16340.013 121440078 4.091£0.198 2.006+0.053
0.65mg/L Amonyak +0.81 o, 10000620  0.169+0.019 13230116 5.77842.326 1.907+0.241
ng/L Tribenuron metil
1.61 mg/L. Amonyak 0.020£0.003 0.17340.014 1.30740.124 6.58942.410 2.01840.218
1.61 mg/L Amonyak +0.81 4 1,g, ) 5ogP 0.159+0.032 1.172+0.041 5.781+1.267 1.998+0.091

ng/L Tribenuron metil

bulunmaktadir (P<0.05; N=4).
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Kontrol Tribenuron metil

0.65 mg/L NH3 Tribenuron metil + 0.65 mg/L NH3

1.61 mg/L NH3 Tribenuron metil + 1.61 mg/L NH3

Resim 4.1 Tribenuron metil herbisidi ile iki farkli amonyak derisimi ve bunlarin
karisiminin  kronik etkisindeki D. magna’da mitokondriyal membran potansiyeli
degisimi analizine ait goriintiiler ( 200 pwm).
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Resim 4.2 Tribenuron metil herbisidi ile iki farkli amonyak derisimi ve bunlarin
karisiminin subakut etkisindeki D. magna’da sitokrom ¢ protein derisimi analizine ait
jel goriintiileri (A: Kontrol; B: 0.81 pg/L Tribenuron metil; C: 0.65 mg/L NHs; D:
0.65 mg/L NH3 + 0.81 pg/L Tribenuron metil; E: 1.61 mg/L NH3; F: 1.61 mg/L NH3
+0.81 pg/L Tribenuron metil

Sitokrom ¢
e 180 164,36 162,72
= 160 T hen e e
Ny _-'.'_-'.'_- l.-..l...l.-.
B0 140 R br T
o Ry oy
P 120 mantan et 97,88
T 100 ot Ll ; 83,38
S 73,70 (ARt St e ’
2 g0 ‘ R L et LAy
v s e R o kL Pk
© 60 et SRt TR Hres, i
O 40 Dy Ry e e s
o 20 "'_-:.'-E.'- '-:.'-:.'-_ --.'-EJ-E I [
3] ol Rt b S o e
E 0 O, Py f et )
e Kontrol 0.81 pg/L 0.65 mg/L 0.65 mg/L 1.61 mg/L 1.61 mg/L
¥
Tribenuron Amonyak Amonyak + Amonyak Amonyak +
metil 0.81 ug/L 0.81 pg/L
Tribenuron Tribenuron
metil metil

Sekil 4.1 Tribenuron metil herbisidi ile iki farkli amonyak derisimi ve bunlarin
karistminin subakut etkisindeki D. magna’da sitokrom c protein derisiminin kontrole
gore ylizde degisimi
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Resim 4.3 Tribenuron metil herbisidi ile iki farkli amonyak derisimi ve bunlarin
karisiminin subakut etkisindeki D. magna’da AMPK protein derigimi analizine ait jel
goriintiileri (A: Kontrol; B: 0.81 pg/L Tribenuron metil; C: 0.65 mg/L NHs; D: 0.65
mg/L NH3; + 0.81 pg/L Tribenuron metil; E: 1.61 mg/L NHs; F: 1.61 mg/L NH3 +
0.81 ug/L Tribenuron metil

AMPK
200 180,33
180 177,59 169,16
160
140 125,48
120 100,00 98,93

100

D
o o

Kontrole Gore Yiizde Degisim
N
o

HUIMIMIMY

LMY
MMIN

DN
DA\

o

0.81 pg/L 0.65 mg/L 0.65 mg/L 1.61 mg/L 1.61 mg/L

Tribenuron Amonyak Amonyak + Amonyak Amonyak +
metil 0.81 ug/L 0.81 pg/L
Tribenuron Tribenuron
metil metil

Sekil 4.2 Tribenuron metil herbisidi ile iki farkli amonyak derisimi ve bunlarin
karisiminin subakut etkisindeki D. magna’da AMPK protein derisiminin kontrole
gore yiizde degisimi

Tribenuron metilin ¢evresel derisiminde AMPK protein miktar1 %77.59
oraninda artarken diisiik derisim amonyak etkisinde herhangi bir degisim meydana
gelmemistir (Resim 4.3). Aksine 1.61 mg/L amonyak derisiminin etkisinde AMPK
protein miktar1 %69.16 oraninda artmistir. Tribenuron metil ile amonyagin karigimi
gruplarinda AMPK protein miktarinda derisime bagli artis meydana gelmistir (Sekil
4.2).
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4.2 Tartisma

Model organizma D. magna kullanarak yaptigimiz bu ¢alismada, g¢evresel
sularda ayn1 anda bulunma olasilig1 olan amonyak ve tribenuron metil herbisidinin
her ikisinin de toksik oldugunu ve bunlarin karisimlarinin trofik zincir i¢in 6nemli bir
bilesen olan D. magna’nin yasam kalitesini azaltan 6nemli etkenlerden biri oldugunu
ortaya ¢ikardik. Subakut ¢alismamizda, ¢evresel sularda 3.22 mg/L [45] gibi daha
yiiksek derisimlerinde Sl¢tiigiimiiz amonyak, tiim 6rneklerin ilk 48 saat igerisinde
6lmesine neden oldu. Bu nedenle etkisi denenen en yiiksek derisim olarak ¢evrede
Ol¢tiiglimiiz en yiiksek derisimin yaris1 olan 1.61 mg/L derisimini uyguladik.
Amonyagin D. magna’da 48 saatlik LCsg degeri 2.94 (%95 giiven araligi: 2.70-3.22)
mg/L’dir [93]. Bu LCsg degeri, sicaklik 19.5-20.5°C ve pH 8.4-8.6 aralig1 degerlere
sahip kiiltiir suyuna gore elde edilmistir. Aslinda bu deger, kiiltiir ortamimin pH’1 ve
sicakligia gore degisim gostermektedir. Ornegin, sicaklik 19.4-20.2 ve pH 8.11-8.58
araliginda amonyagin D. magna’da LCsy degeri 4.07 (%95 giiven araligi: 4.07-4.07)
mg/L’dir [94]. Ustelik her iki calismada da juvenil (<24 saat) &rnekler kullanilmustir.
Subakut toksisite denemelerimizde baslangi¢ sicaklik degeri 20.8+0.16°C ve pH 8.0,
48 saat sonunda sicaklik 20.76+0.85°C ve pH 8.02+0.16’yd1. Biyokimyasal analizler
icin gereken protein miktarlarini elde edebilmek {izere 12 giinliik canlilar1 kullandik
[84]. 0.5-5 giinliik D. similoides orneklerinde 24 ve 48 saatlik LCsy degerleri ile
Olgiilen amonyak toksisitesi siireye bagli azalirken, 7 giinliik 6rneklerde toksisite
Gauss egrisi olusturacak sekilde artmistir [95]. C6ziinmiis oksijen diizeylerinin 8.0
mg/L oldugu kosullarda 0.30 ve 0.48 mg/L amonyak derisimleri D. similis’de 14 giin
stire ile 6liim meydana getirmezken, 2.0 mg/L ¢6ziinmiis oksijen derisimlerinde 6liim
oranini artirmaktadir [96]. Calismamizda da 21 giinliik kronik etkide su degisimleri
sonrasi ¢Oziinmiis oksijen degeri 7.07+0.82’ydi. D. similis’e oranla daha uzun siire ve
daha yiiksek amonyak derisimlerinde D. magna orneklerinde oliim goriilmemesi
¢ozlinmiis oksijen diizeylerinin amonyak toksisitesine karsi koruyucu etki yapmasina
baglanabilir [96].

Tribenuron metil, toprak solucam1 E. foetida’da CAT ve SOD gibi

antioksidant enzim aktivitelerini 28 giinliikk etki siiresinin yalnizca 3. giiniinde ve
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LCsp’nin 0.05 ve 0.1 katina denk gelen derisimlerde artirirken, higbir etki siiresi ve
derisiminde lipid peroksidasyonu diizeylerini degistirmemistir [48]. Calismamizda
tribenuron metil, ¢evresel derisiminin subakut etkisinde D. magna’da GPx ve GST
aktivitelerini ve lipid peroksidasyonu diizeylerini etkilememistir. Tribenuron metil
herbisidinin bitkilerde etki mekanizmasi valin, 16sin ve izolsin gibi aminoasitlerin
sentezinde ilk basamagi katalizleyen AHAS enziminin inhibisyonudur [5].
Hayvanlardaki etki mekanizmasi hakkinda bilgiler olduk¢a smirlidir. 40, 80 ve 120
mg/L tribenuron metil etkisindeki balik D. rerio’da ozellikle hiperplazi ve
vakuolizasyon ile karakterize sekilde solungagta histopatolojik degisimler meydana
gelmigtir [49]. 40, 80 ve 120 mg/L tribenuron metil etkisindeki balik D. rerio’da
yumurtalik dokusunda primer oosit sayisinda azalma, follikiil epitelinde biitiinliik
kaybi, dejenere ve atretik 00Sit sayisinda artis ile karakterize histopatolojik etkiler
gozlenmistir [50]. Maya S. cerevisiae hiicrelerinde tribenuron metil ve metsulfuron
metil herbisit karisimindan olusan ticari formiilasyonun 100 mg/L etkisinde total
hidroperoksit, lipid peroksidasyonu diizeyleri ile GSH miktar1 ve GR enzim aktivitesi
artarken GPx aktivitesinde herhangi bir degisim belirlenmemistir [53]. Artan GR
aktivitesi, GSH’1 substrat olarak kullanan GPx aktivitesinin korunmasina yardime1
olabilir. Bu ¢alismalarin dikkat ¢eken noktasi gevresel derisimlerine oranla oldukga
yilksek derigsimlerinde tribenuron metil uygulanmis olmasidir. Calismamiz
sonuglarina gore gevresel derisimlerinde tribenuron metil D. magna’da antioksidant
enzim ve lipid peroksidasyonu analizleri ile belirlenebilecek pro-oksidatif
potansiyele sahip degildir.

Suda iyonlagmamig amonyak ve iyonlasmis amonyum formlarinda bulunan
amonyagin toksisitesi, ozellikle iyonlasmamis amonyak formu ile iliskilidir [18].
Amonyagm oksidatif etkisi farkli canli tiirlerinde arastirilmistir ve GST enzim
aktivitesinin, amonyak etkisi i¢in gecerli bir biyomarkir olamayacagi
degerlendirilmistir. 2 mM/L total amonyak azotu etkisindeki karides M.
amazonicum’da solunga¢ dokusunda GST aktivitesi degismezken SOD, GR ve Na*-
K" ATPaz enzim aktivitelerinde artis meydana gelmistir [54]. GR, GPx aktivitesi ile
artan GSSG’yi, GSH’a indirger ve aktivitesindeki artis, olasilikla artan GPx
aktivitesi ile iligkilidir. 8 mmol NH;Cl’nin 12 ve 48 saatlik etkisinde balik
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Boleophthalmus boddarti’de beyin dokusunda selenyum-bagimli GPx ve total GPx
aktivitesi kontrole oranla degismezken, total GPx aktivitesi, uygulamanin 48.
saatinde 12 saatlik uygulamaya oranla artis gostermistir. GST aktivitesi de§ismezken
lipid peroksidasyonu diizeyleri 48 saatlik uygulamada azalmistir [55]. Aymi
calismada, solungaglarda 48 saat sonunda lipid peroksidasyonu diizeyleri ve
selenyum bagimli GPx ve GST aktiviteleri degismezken, 24 saatlik uygulamada total
GPx aktivitesinin azalmasina bagli olarak lipid hidroperoksit diizeyleri artmistir.
Calismamizda tribenuron metil ve iki farkli amonyak derisiminin etkisindeki D.
magna’da kontrole oranla tiim etki gruplarinda GPx aktivitesi degismezken, yiiksek
derisim amonyak ve tribenuron metil karisim grubunda aktivite, yiiksek derigim
amonyak ve tribenuron metilin ayr1 verildigi gruplara gore artis gostermistir.
Oksidatif strese karsi koymak iizere ilk savunma hattinda yer alan GPx, HO; ve
organik peroksitlerin GSH ile tepkimesi sonucu GSSG olusumunu saglayan enzimdir
[31]. Bu nedenle, yiiksek derisim amonyak ve tribenuron metil karisim grubunda ayri
uygulama gruplarina oranla pro-oksidatif etkiden s6z edilebilir.

D. pulex, kairomon adi verilen ve predator varhigini gosteren eksojen
bilesikler ile farkli bilesiklerin varligina tepki olarak “boyun disi” adi verilen
karapaks ¢ikintis1 gelistirir ve karapaks kalinligimi artirir. Bu tip ksenobiyotiklerin
varliginda NMDA reseptor antagonistinin uygulanmasi boyun disi olusumunu ve
karapaks kalinhigindaki artis1 engellemektedir [97]. Aymi c¢alismada, D. pulex’de
NMDA reseptorleri ile iliskili genlerin varligi da belirlenmistir. Erkek Wistar irki
sicanlarin beyin dokusunda amonyak etkisiyle ATP diizeylerinin azaldigi, ADP,
AMP ve Pi diizeylerinin ve Na'-K" ATPaz aktivitesinin arttig1 belirlenmistir [60].
Tiim bu etkiler NMDA reseptor antagonisti uygulamasi ile sonlanmigtir. Yazarlar,
NMDA reseptorlerinin aktivasyonunun ATP tiiketim oraninda artisa yol agtigini
onermislerdir. Reseptoriin aktivasyonu hiicre icerisine Ca®* ve Na* girisini artirir ve
Na" homeostazin1 saglamak iizere Na'-K* ATPaz yogun sekilde ATP harcar [60].
Uzun siiren NMDA reseptor uyarimi sonrasi hiicre igerisinde Ca®" birikimi, reseptor
iligkili toksisitenin ag¢iga ¢ikmasinda en Onemli mekanizmadir [98]. Yiiksek
intraseliiler Ca®** diizeyleri mitokondrilerde hasar olusturabilir [99], [100] ve

endoplazmik retikulum gibi intraseliiler depolardan salinma ya da hiicre igine net

40



4. BULGULAR ve TARTISMA Arif CAKMAK

Ca’* girisi gibi etkenler ROS iiretimini ve hiicre 6liimiinii tetikleyebilir [99], [101].
Olusan ROS igerisinde siiperoksit radikallerinin en 6énemli kaynagi mitokondrilerdir
[102]. Siiperoksit radikali olusumunu MMP depolarizasyonu takip etmektedir ve
sitokrom ¢ salinimi sonras1 apoptoz meydana gelmektedir [103].

Erkek Wistar 1rki siganlarin  beyin dokusunda NMDA tipi glutamat
reseptorlerinin blokaji, amonyagin neden oldugu siiperoksit radikali olusumunu,
SOD, CAT ve GPx gibi antioksidant savunmanin ilk hattin1 olusturan enzimlerin
inhibisyonunu, GSH azalmasini ve lipid peroksidasyonu diizeylerinin artigini
engellemistir [104]. 12 mmol/kg amonyum asetat enjekte edilen erkek Wistar
siganlarinin non-sinaptik beyin mitokondrilerinde siiperoksit radikali derigsiminin
artisina karsin H,O; derisimlerinde azalma meydana gelmistir [61]. Bu nedenle GPx
ve CAT aktiviteleri degismemistir. H»O, derisimindeki azalmanin mitokondriyal
SOD olan MnSOD aktivitesinin azalmasi nedeniyle oldugu ve NMDA reseptor
antagonisti uygulamasmin amonyagim etkilerini sonlandirdigi belirlenmistir [61].
34.87 mg/L amonyak etkisindeki karides E. carinicauda’da hemolenf ve
hepatopankreasda sitozolik ve mitokondriyal MnSOD transkript sayisinin arttigi
belirlenmistir [58]. 0.3, 0.5 ve 1.0 mg/L amonyak etkisindeki D. magna’da
stiperoksit radikallerinin siipiiriilmesinden sorumlu Cu-Zn SOD transkript diizeyleri
derisime bagli artig gOsterirken, enzim aktivitesi yalmizca 0.3 mg/L amonyak
etkisindeki orneklerde artmigtir [59]. Aksine, yiiksek derisim amonyak etkisinde
karides F. merguiensis’de solunga¢ dokusunda Cu-Zn SOD ve GST transkript
sayisinin azaldigi belirlenmistir [56]. Calismamizda 0.65 ve 1.61 mg/L diizeylerinde
amonyak derisimlerinin etkisini denedik ve yiiksek derisim amonyak ve tribenuron
metil etkisi karisim grubu disinda GPx aktivitesinin degismedigini belirledik.
Olasilikla, amonyak etkisinde artan SOD aktivitesine bagli olarak meydana gelen
H,0,’yi uzaklastirmak iizere bazal GPx aktivitesi yeterli gelmis; yalnizca en yiiksek
amonyak derigimi ile tribenuron metilin karigimi1 uygulanan grupta daha yiiksek
H20, derisimlerine ulasilmasi, GPx aktivitesinde artisa yol agmis olabilir.

Yalnizca yiiksek derisim amonyak ve tribenuron metil karisim grubunda GPx
aktivitesinin artiginy, tribenuron metilin additif etkisi ile artan Ca?* yiikiine bagli ROS

diizeylerinde yiikselmeye baglayabiliriz. D. magna’nin da yer aldigi Crustacea

41



4. BULGULAR ve TARTISMA Arif CAKMAK

grubunun mitokondrileri yiiksek Ca®* yiikiine dayaniklidir. Ekstrem anoksik
kosullara dayanikli Artemia franciscana embriyolarinin izole mitokondrilerinde asir1
ca® yiiklemesine kargin sitokrom C saliniminin ger¢ceklesmedigi; buna karsin, HgCl,
etkisinde mitokondriyal membran sismesi ve sitokrom ¢ salinimi meydana geldigi
belirlenmistir [105]. Bu canlilarda asirt Ca** yiiklemesi, memeli mitokondrilerinin
aksine biiziilme ile sonu¢lanmamakta, énceden var olan Ca®* da atilmamaktadir. Bu
ozellikleri nedeni ile bu canlilarin asir1 anoksik kosullara dayanabildigi
onerilmektedir. D. pulex’de de Ca®* yiikleme kapasitesinin oldukga yiiksek oldugu ve
Ca’" satiirasyonu sonrasi herhangi bir MPTP yapisinin olusmadigi belirlenmistir
[106]. D. magna da kisa siireli anoksiyaya ve siddetli hipoksik kosullara dayanikli bir
tirdiir [22].

Mitokondriyal membran depolarizasyonu, hiicre oliimiinii belirlemek igin
yaygin kullanilan markirlardan bir tanesidir [65, 105, 106] ve hiicre ya da dokularin
fizyolojik durumlar1 hakkinda bilgi vericidir [67]. Organofosfatli bir insektisit olan
malathionun diistik derisimlerinin etkisinde balik Ctenopharyngodon idellus
epidermis hiicre hattinda, MMP depolarizasyonu yaninda artan ROS ve intraseliiler
Ca’* ile azalan ATP diizeylerine eslik eden apoptoz gelisimi bildirilmistir [109]. 5
mM NH,4CI etkisindeki astrosit hiicre kiiltiirtinde JC1 boyasi ile belirlenen MMP
depolarizasyonu ve ROS iiretiminde artis meydana geldigi ve bunun artan
intraseliiler Ca®* diizeyleri ile iligkili oldugu belirlenmistir [68]. Calismamizda tiim
etki gruplarinda MMP depolarizasyonu goriilmiistiir. En belirgin etki ytliksek derigim
amonyak gruplarinda olmakla birlikte tribenuron metil, yiiksek derisim amonyagin
depolarize edici etkisini artmistir. Bu karisim grubunda ayri1 uygulamalara oranla
artan GPx aktivitesi, H,O, ve diger organik peroksitlerin, dolayisiyla ROS
miktarindaki artisi gostermektedir. Diisiik tuzluluk kosullarinda ve Cu etkisinde
yenge¢ N. granulata’da anteriyor solunga¢ dokusunda heksokinaz, piruvat kinaz,
fosfofruktokinaz ve sitrat sentaz enzim aktiviteleri ile MMP’nin azaldigi, laktat
dehidrojenaz aktivitesinin arttig1 bildirilmistir [66]. Enzim aktivitelerindeki ve
MMP’deki diisiis nedeniyle ATP {iretiminin aerobikten anaerobige kaydigi ve ATP
{iretiminin bu nedenle azaldig1 6nerilmistir. Amonyum iyonu, K ile ayn1 hidrasyon

capma sahiptir; bu nedenle, Na'-K" ATPaz aktivitesi ile amonyak etkisinde NMDA
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reseptorleri aracihigi ile Na* atilirken, K* yerine NH," hiicre icinde birikir [110].
Amonyum iyon birikimi hiicre i¢i metabolik ara maddeler olan indirgeyici
ekivalanlarin sitozolde birikimine ve mitokondriye ulasmasina engel olur ve enerji
tireten tepkimelerde sikint1 bas gosterir [111].

JC1 boyast kullanilarak omurgasizlarda MMP degisiminin varligini gosteren
baska caligsmalar da bulunmaktadir. Valinomycin ve cereulide gibi ¢esitli toksinlerin
etkisinde D. magna’da JC1 ile 6lgiilen MMP’de depolarizasyon bildirilmistir [62].
<24 saat D. magna orneklerinde JC1 ile dlgiilen MMP depolarizasyonu nedeni ile
AgNO; nanopartikiillerinin mitokondriyal hasara yol actigi belirlenmistir [63].
Calismamizda etkilerini arastirdigimiz tribenuron metil herbisidi siilfoniliire grubuna
dahildir. Mitokondri {izerine etkilerine iligkin herhangi bir calismaya
rastlanilamamistir. Stilfoniliire grubu herbisitler metsulfuron metil ve chlorimuron
etil karisimi ticari formiilasyon Almix etkisinde, balik Oreochromis niloticus’da
mide ve Dbarsaklar1 kapsayan gastroinstestinal ~dokularin  histopatolojik
incelenmesinde mitokondriyal dejenerasyon goriilmistir [112]. Balik Anabas
testudineus’da Almix etkisinde solunga¢ ve karaciger dokularinda meydana gelen
mitokondriyal dejenerasyonun elektron tasima zincirinin inhibisyonu sonucu
meydana gelebilecegi bildirilmistir [113]. Feniliire grubu herbisit olan linuron
etkisinde sigan karaciger mitokondrilerinde kompleks I aktivitesinin inhibe oldugu,
derisime bagli olarak MMP depolarizasyonunda artis ve fosforilasyon oranlarinda
azalma meydana geldigi belirlenmistir [114]. Kompleks I inhibitorleri iki grupta
incelenir: ROS-iireticileri ve ROS {iretimi inhibitorleri [115]. Eger etkilesiyorsa,
uyguladigimiz derisimi de dikkate alarak tribenuron metilin olasilikla ROS iiretim
inhibitdrii olarak davrandigini sdyleyebiliriz. Buna karsin, tribenuron metil etkisinde
D. magna’da gozlenen MMP depolarizasyonunun mekanizmasi olasilikla asagida
aciklandigr iizere AMPK protein derisimlerinde artis ile kendisini gosteren enerji
iiretim tepkimeleri ile girisim vermesindendir. Bu konuda ayrintili mekanistik
calismalara gereksinim bulunmaktadir.

Mitokondriyal membran potansiyelinin  depolarizasyonu memelilerde
mitokondriden sitokrom ¢ salinimindan sorumlu, 6nemli bir mekanizmadir [116] ve

memelilerde sitokrom ¢ salinimi hiicrelerin mitokondriyal apoptozu i¢in énemli bir
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baglatict faktordiir [117]. Calismamizda, 0.65 mg/L amonyagin tek basina ve
tribenuron metil ile karisimi gruplarinda sitokrom c miktarinda artis meydana
gelmistir. Hiperammonemik farelerin beyin dokusunda sitokrom ¢ oksidaz
aktivitesinin yaninda sitozolik NADH/NAD" oraninda artma; aksine mitokondriyal
oranda ve ATP miktarinda azalma meydana gelmistir [118]. Amonyak, sitozolik
malat dehidrojenaz ve aspartat aminotransferaz aktivitelerini inhibe ederek,
indirgeyici ekivalanlarin sitozolde birikmesine ve mitokondrilerde azalmasina neden
olmaktadir. Bu sekilde substrat eksikligi en sonunda sitokrom ¢ oksidaz aktivitesini
ve ATP iiretimini azaltmaktadir [118], [119]. indirgeyici ekivalan eksikliginde
elektron azalmasi elektrokimyasal gradientin kurulamamasmma ve MMP
depolarizasyonuna, dolayli olarak ROS iiretiminde azalmaya neden olabilir [118,
119, 120]. Bu nedenlerle, bu gruplarda artan sitokrom ¢ derisimi olasilikla baska bir
mekanizma ile iligkilidir. Sitokrom ¢ proteini niikleer DNA tarafindan kodlanir ve
apositokrom ¢ olusumundan sonra buna hem grubunun baglanmasi ve dis mitokondri
zarindan gegmesi i¢in NADH’a gereksinim duyar [120]. Her ne kadar 0.65 mg/L
amonyak ve tribenuron metil karisim grubu i¢in bu aciklama yeterli gibi goriinse de,
degismeyen AMPK protein miktarindan dolay1r 0.65 mg/L amonyak etkisindeki
grupta artan sitokrom c derisimlerine karsin degismeyen AMPK diizeyleri nedeniyle
Onerimiz yetersiz kalmaktadir. 0.65 mg/L amonyak etkisindeki grupta AMPK
miktarinda  degisim olmamasi, AMPK aktivitesinin olmadigi anlamina
gelmemektedir. Bu ¢alisma, bildigimiz kadariyla, Daphnia spp.’de AMPK protein
derisimlerinin oOlgiildigli ilk ¢alisma niteligindedir ve total AMPK miktarina karsi
AMPK aktivitesinin Olgiilebilecegi ileri calismalara gereksinim duyulmaktadir.
Asagida da orneklendigi iizere total AMPK protein miktarinda azalma ya da degisim
olmaksizin fosforile AMPK miktari artarak enerji stresine yanit verebilmektedir [72].

Yiiksek kadmiyum (Cd) derisiminin etkisi altindaki yenge¢ Sinopotamon
henanense'de hepatopankreas dokusunda MMP depolarizasyonu ve sitokrom c¢
azalmast meydana gelmistir [121]. Sitozole atilan sitokrom c¢ yeniden absorbe
edilerek ya da yeniden sentezlenerek, mitokondriler hasardan korunmaya ¢aligirlar.
Artan strese bagl olarak sitokrom ¢ absorbsiyonu durur ve daha fazla mitokondri

hasar goriir [121]. Calismamizda tribenuron metil etkisinde sitokrom c diizeylerinde
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azalma meydana gelmistir. O’Toole vd. 24 aylik erkek Fischer 344 sicanlarinin
bobrek dokusunda, 6 aylik siganlara oranla gram bdbrek basina mitokondri sayisinin,
oksijen tiikketim oraninin ve sitokrom ¢ miktarinin azaldigini belirlemislerdir [122].
Sitokrom ¢ miktarindaki azalma oksidatif fosforilasyonun azalmasinin baslica
nedenidir [122]. Tribenuron metil etkisindeki D. magna o&rneklerinde MMP
depolarizasyonu, bu nedenle, sitokrom ¢ miktarindaki azalma ile de iliskili olabilir;
fakat ileri ¢caligmalar ile bu durumun dogrulanmasi gereklidir.

Adenozin 5’-monofosfat (AMP) ile indiiklenen protein kinaz, genel yapisi
evrimsel olarak yiiksek derecede korunmus ve farkli hayvan taksonlarinda birgok
karakteristigi benzer olan bir proteindir [123]. Farkli Crustacea iiyelerinde varligi
tanimlanmustir [124]. Hipoksiya etkisi altindaki nehir karidesi M. nipponense’de kas
dokusunda siireye bagli olarak, hem transkript hem de protein diizeyinde AMPK
oraninda artis meydana geldigi belirlenmistir [124]. Yazarlar hipoksik kosullar
altinda enerji homeostazini siirdiirebilmek iizere AMPK’nin aktif hale geldigini
bildirmislerdir. Caligmamizda diisiik derisim amonyak grubu hari¢ tiim etki
gruplarinda AMPK protein miktarinda artis meydana gelmistir. Etki gruplarinda
gozlenen MMP depolarizasyonu ve AMPK miktar artis1 nedeniyle, c¢evresel
derisimlerinde tribenuron metil ve amonyak karisimi, olasilikla mitokondrilerde
enerji retimi ile girisim vermekte ve etki altindaki D. magna orneklerinde enerji
stresi meydana getirmektedir. Antimikrobiyal madde triclosanin ti¢ farkli derisiminin
21 giin etkisindeki tatl su midyesi E. complanata’da hepatopankreas dokusunda
yalnizca en yiiksek derisimde toplam AMPK miktarinin ve fosforile AMPK miktar1
ile 6l¢lilen AMPK aktivitesinin arttig1 saptanmustir [71]. Yazarlar, triclosan etkisi ile
mitokondrilerde enerji {iretiminin baskilanabilecegini ve bunun da AMPK
aktivasyonuna yol acacagimi bildirmislerdir. Belediye atiklarmin karistigi
istasyonlara yerlestirilen E. complanata’da hepatopankreas dokusunda 21 giin etki
sonunda toplam AMPK miktar1 ve AMPK transkript diizeyleri azalsa da fosforile
AMPK diizeylerinde artis meydana gelmistir [72]. Yazarlar kontamine sularda
yasayan hayvanlarda enerjetik stresi belirlemek iizere AMPK’nin yararhi bir
biyomarkir  olabilecegini  bildirmislerdir. Deniz  yengeci C. irroratus’da

hepatopankreas dokusunda hipoksik kosullar altinda laktat derisiminin ve AMPK
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aktivitesinin arttig1 belirlenmistir [73]. C. irroratus hepatopankreas hiicrelerinde
artan laktat derigimleri ile belirlenen anaerobik solunuma gegis ile nedeniyle AMPK
sentezinin artirildigi bildirilmistir.

Siilfoniliire herbisit metsulfuron metilin 400, 800 ve 1200 mg/L gibi oldukga
yiiksek derisimlerinde balik Rhamdia quelen’de beyin dokusunda AChE aktivitesinin
artigi, kas dokusunda ise azaldigi belirlenmistir [125]. Olduk¢a yiiksek
derisimlerinde AChE aktivitesinin etkilenmesinden dolay1, bu herbisidin baliklar i¢in
giivenli oldugu bildirilmistir. 2 pg/L metsulfuron metilin 30 giin etkisinde balik
Leporinus obtusidens’de AChE ve CAT aktivitelerinin degismedigi, lipid
peroksidasyonu diizeylerinin azaldigi belirlenmistir [126]. Kas dokusunda ise lipid
peroksidasyonu ve CAT aktivitesi degismezken AChE aktivitesi artmigtir. 5.8 pg/L
metsulfuron metilin 90 giin etkisinde balik L. obtusidens’de kas ve beyin AChE
aktivitesinin inhibe oldugu ve lipid peroksidasyonu diizeylerinin azaldig1
belirlenmistir [127]. Buradan anlagilabilecegi itizere siilfoniliire herbisitlerin ChE
aktivitesi lizerine etkisi dokuya, derisime ve siireye baghdir. Calismamizda, 0.81
ug/L  tribenuron metilin 4 giinlik etkisinde D. magna’da tChE aktivitesi
degismemistir. Bu nedenle, D. magna’da tribenuron metil etkisi i¢in tChE aktivite
Olctimii yararl bir biyomarkir degildir.

Amonyak etkisinde memelilerde ChE aktivite artis1 bilinen bir durumdur.
Ornegin, amonyum asetat enjekte edilen albino farelerin beyin dokusunda hem BChE
hem de AChE aktivitesinde artis meydana gelmistir [128]. 25 ve 250 uM amonyum
asetat etkisinde albino farelerin farkli beyin bolgelerinde ve 1, 5 ve 10 mM amonyum
asetat etkisindeki izole sinaptozomlarinda AChE ve BChE aktivitelerinin arttigi,
fakat saf enzim tizerine herhangi bir etkinin olmadigi belirlenmistir [77]. Bu
bulgularin aksine, 12 mM/kg amonyum asetat verilen farelerde beyin dokusunda
ChE inhibisyonu saptanmistir [78]. Yazarlar, amonyum iyonlarinin asetilkolin
sentezini azalttigin1 ve amonyagin asetilkolin diizeylerinde diismeye neden oldugunu
bildirmislerdir. Bu c¢alismalarda ayni tiir farelere uygulanan amonyum asetat
derisimleri arasinda fark vardir. Calismamizda, amonyak varligina tChE aktivitesinin
tepkisizligi, olasilikla artan intraseliiler Ca®* ve dolayli olarak artan asetilkolin

salinimina karsin amonyagin asetilkolin sentezini azaltici etkisi nedeniyledir. Kerevit
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Procambarus clarkii’de bacak motor néron preparatlarinda intraseliiler Ca®*
diizeylerindeki artigin asetilkolin salinimini stimule ettigi saptanmistir  [129].
Amonyak etkisinde olasilikla NMDA reseptorlerinin aktivasyonu ile artan Ca®* iyon
derisimi  nedeniyle, her ne kadar calismamizda subakut etkide Ca®*-indiiklii
asetilkolin saliniminin indiiksiyonu ve dolayisiyla ROS diizeylerinde artis beklesek
de MMP depolarizasyonu tiim bu etkilerden 6nce meydana gelmistir. D. magna’da
MMP analizi tribenuron metil ve amonyak etkisinin belirlenmesinde antioksidant ve

tChE enzim aktivitelerine gore dnemli bir biyomarkir olarak degerlendirilebilir.
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4. SONUCLAR ve ONERILER

1. Tribenuron metil ¢evresel derisiminde antioksidant ve kolinesteraz enzim
aktivitelerinde herhangi bir degisime yol agmamustir. Bu derisiminde D.
magna i¢in pro-oksidatif ve norotoksik 6zellikte degildir.

2. Tribenuron metil yiiksek derisim amonyak-indiiklii toksisitenin artmasina
neden olmaktadir. Artan toksisite olasilikla ROS {iretimindeki artis
nedeniyledir.

3. Tribenuron metil olasilikla aerobik metabolizma ile girisim vererek ATP
tiretimini engellemekte ve MMP depolarizasyonuna neden olmaktadir. Fakat,
ileri mekanistik ¢alismalara gereksinim duyulmaktadir.

4. AMPK protein diizeyi ve  MMP degisimi tribenuron metil ve amonyak
etkisinin belirlenmesi i¢in biyomarkir olarak degerlendirilebilir.

S. 0.65 mg/LL amonyak etkisindeki tiim gruplarda artan sitokrom C miktari
NADH eksikligi nedeniyle sitokrom C’nin sitozolde birikimine baglanabilir.
Olasilikla, amonyak etkisi ile NADH {iretiminin aksamasi nedeniyle bu
grupta ROS {iretimi azalmig ve MMP depolarizasyonu meydana gelmistir. Bu
grupta AMPK miktar1 degismemesine karsin AMPK aktivitesinin ileri
caligmalar ile belirlenmesi gereklidir.

6. Amonyak etkisinde olas1 intraseliiler Ca®* derigimindeki artis ve dolayli
olarak artan asetilkolin salmmimina baglh tChE aktivite indiiksiyonu,

amonyagin asetilkolin sentezini azaltic1 etkisi ile dengelenmis olabilir.
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