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Oz: Bu calismada, kursuna maruz birakilan G. pulex'de siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz antioksidan enzimlerinin
aktivite yamitlarinin arastirilmasi amaglanmaktadir. G. pulex, 96 saat boyunca 10, 30, 50 pg/L kursun igeren sentetik ¢ozeltilere maruz
birakilmistir. Siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz aktiviteleri ELISA kiti kullanilarak belirlenmistir. Siiperoksit dismutaz
aktivitelerindeki degisimler istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (P>0.05). Kursuna maruz birakildiktan sonra tiim uygulama gruplarinda
katalaz aktiviteleri azalmistir (P<0.05). Glutatyon peroksidaz aktiviteleri kursun maruziyetine bagli olarak azalmigtir (P>0.05). Bulgularimiz,
reaktif oksijen tiirleri lireterek ve siilthidril bagimli antioksidan enzim aktivitelerini inhibe ederek kursunun oksidatif strese neden olabilecegini
gostermektedir. Sonug olarak, antioksidan enzimlerdeki degisiklikler, kursunun cevresel risk degerlendirmesi igin potansiyel olarak hassas
biyobelirtegler olarak kullanilabilir ve desarj standartlarinin olusturulmasina katkida bulunabilir.

Anahtar sozciikler: G. pulex, siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz, kursun.

Antioxidant Enzyme Responses to Lead Exposure of Gammarus pulex

Abstract: It is aimed to investigate the activity response of the antioxidant enzymes superoxide dismutase, catalase and glutathione
peroxidase of G. pulex exposed to lead. The G. pulex was exposed synthetic solutions containing 10, 30, 50 pg/L lead for 96 h. Superoxide
dismutase, catalase, glutathione peroxidase activities were determined by using ELISA kit. The differences in superoxide dismutase activities
were statistically insignificant (P>0.05). Catalase decreased in all treatment groups after lead exposure (P<0.05). The glutathione peroxidase
activities were decreased depending on lead exposure (P>0.05). Our findings suggest that lead can induce oxidative stress by generating
reactive oxygen species and inhibiting sulfhydryl dependent antioxidant enzymes activities. In conclusion, alterations in antioxidant enzymes
may potentially be used as sensitive biomarkers for risk assessment of lead in the environment and may contribute to the establishment of
discharge regulations.

Keywords: G. pulex, superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase, lead
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GIRiS

Kursun (Pb), modern endiistrideki 6nemli rolii
nedeniyle zararl bir ¢evresel kirleticidir. Oncelikle giiclii bir
mesleki toksin olarak kabul edilir ve toksikolojik belirtileri
iyi bilinmektedir. Kursun, ortamda uzun siire pargalanmadan
kalmasindan dolay1 c¢evreye =zararlidir.  Diisik kursun
seviyelerine kronik maruziyet, fizyolojik, biyokimyasal ve
davranigsal iglev bozukluklarina neden olur (Koller, 1990;
Feldman & White, 1992; Yokoyama vd., 1997; Gidlow,
2015).

Stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve
glutatyon peroksidaz (GPx) hiicrelerde endojen olarak
Normal fizyolojik kosullar altinda antioksidan
enzim aktivitesi serbest radikalleri temizlemek i¢in yeterlidir.
Serbest radikallerin konsantrasyonunda asir1 artis, ¢evresel
stres kosullarinda, serbest radikallerle oksidatif strese neden
olan antioksidanlar arasinda bir dengesizlik yaratabilir
(Blokhina vd., 2003; Flora, 2009).

Oksidatif stres, serbest radikaller ile hiicreler
arasindaki asir1 reaktif ara iriinlerin liretimini detoksifiye
etme veya hasar1 onarma kabiliyeti arasindaki dengesizligi
gostermektedir (Flora vd., 2011). Kursun tarafindan uyarilan

uretilirler.

oksidatif stres, antioksidan rezervlerin tilkenmesi ve
blinyenin  serbest radikalleri giderme kabiliyetinin
engellenmesiyle serbest radikal olusumunu igeren bir

durumdur (Carocci vd., 2016). Son donem arastirmacilar,
olast bir kursun toksisite mekanizmasinin, reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) firetilmesiyle prooksidan ve antioksidan
dengenin bozulmasi oldugunu 6ne siirmiiglerdir (Giirer &
Ercal, 2000; Wang vd., 2001). Kursun maruziyetinin,
antioksidan enzim aktivitelerindeki degisikliklerle doz yanit
iliskisi icerdigi de gosterilmistir (Adonaylo & Oteiza, 1999).

Sucul organizmalar, ekolojik ve ekonomik dnemleri
ve morfolojik, fizyolojik ve ekolojik ¢esitlilikleri nedeniyle
gevre  kirliligini  degerlendirmede  yaygin  olarak
kullanilmaktadir (Williams & Dusenbery, 1990). Gammarus
pulex, yiiksek yogunluklarda olusabilen ve birgok baligin
beslenmesinde 6nemli bir bilesenini olusturan, ¢ok miktarda
bulunan bir kabukludur. Bir¢ok toksik maddeye kars
hassastir (Weeks & Rainbow, 1992). Kisa stireli
maruziyetlerinin  6ldiiriici  olmas1 nedeniyle tath
amfipodlarinin ¢esitli ksenobiyotiklere karsi son derece
hassas olduklar1 ve G.pulex'in toksikolojik ¢aligmalarda
model bir organizma olarak kullanilabildigi kanitlanmigstir
(Giiven vd., 1999).

Bu c¢aligmada, G.pulex'teki kursun kaynakli
toksisitede antioksidan enzimlerin 6nemi arastirilmistir. Bu
amaca ulagmak i¢in 96 saatlik kursun maruziyetinden sonra
SOD, CAT ve GPx antioksidan enzim aktiviteleri
belirlenmistir.

su

MATERYAL ve METOT

G. pulex bireyleri, el aglari yardimiyla Munzur
Nehri'nden (39.156820 N, 39.499640 E) toplanmistir (Sekil
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1). Organizmalar plastik sigeler icerisinde hizli bir sekilde
laboratuvara getirilmis ve deneylerde kullanilmadan 6nce 15
giin boyunca, 18 °C sicaklikta sabit tutulan bir odada, 20 L
hacimdeki havalandirilmali bir akvaryumda, 12:12 saat
aydinlik:karanlik ~ dongiisiinde  sogiit  yapraklart  ile
beslenmistir. Yaklastk 10 mm uzunlugunda ve erigkin
evredeki benzer organizmalar se¢ilmistir. Her birinde 10
birey bulunan 3 akvaryum olusturulmustur. Deneylerler

yapilirken bu  siirecte  organizmalar  beslenmemistir.
Organizmalar 24 saatte bir kontrol edilmis, 6lii bireyler
sayilmis ve  deney  akvaryumundan  ¢ikarimustir.

Hareketsizlik, 6liim kriteri olarak kabul edilmistir.

Garci Tiflis

Vanad
Ankara Er 'f".n 3
El Tunceli

Turkey

sampling site

- X =
Tunceli / / o I

Sekil 1. G. pulex’in Munzur Nehri iizerinde toplandig1 bolge.

Dort deney grubu asagidaki gibi tasarlanmistir:
Kontrol grubu ve X (10 pg/L), Y (30 pg/L), Z (50 pg/L)
kursun uygulama gruplari. Bireyler 96 saat boyunca 10, 20,
30 pg/L Pb(NO3),'a maruz birakilmistir. Uygulama siiresince
konsantrasyon yenilenmesi yapilmamustir. Bu dozlar
Pb(NO03),’m litredeki molekiil agirligindan hesaplanmustir.

Toplanan ornekler tartilmis ve enzim aktivitelerini
analiz etmek Tlizere 1/5 oraninda PBS (fosfat tampon
cozeltisi) ilave edilerek buzlu homojenizatdr yardimiyla
homojenize edilmistir. Daha sonra numuneler 10000 g’de 15
dakika boyunca +4 °C'de santrifiijlenmistir. SOD, CAT, GPx
aktiviteleri, CAYMAN Chemical Company'den (Ann Arbor,
MI. ABD) satin alinan ELISA kitleri kullanilarak analiz
edilmistir. Kontrol ve kursun uygulama gruplari arasindaki
farklar1 degerlendirmek icin tek yonliit ANOVA ve Duncan’in
coklu aralik testleri kullanilmistir (**P<0.05).

BULGULAR ve TARTISMA
96 saat boyunca farkli Pb konsantrasyonlarina

maruz birakilan G. pulex bireylerindeki SOD, CAT ve GPx
enzim aktiviteleri Sekil 2'de gosterilmistir.
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SOD aktiviteleri degismemistir. Tiim uygulama
gruplar1 arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir (P>0.05). Kursun maruziyetinden sonra CAT
tim uygulama gruplarinda azalmigtir (P<0.05). GPx
aktiviteleri de kursun maruziyetine bagli olarak azalmistir
(P>0.05) (Sekil 2).

1.1
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T T
o n [=] LA

n

o
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Sekil 2. 96 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda Pb ¢ozeltisine
maruz kalmis G. pulex'te GPx, SOD ve CAT enzim aktivitesi.

* Farkli harfler (a ve b) kontrol ve tiim uygulama gruplari arasinda
Duncan ¢oklu smf testlerinin istatistiksel  farkliliklarini
gostermektedir.

Kursun, organizmalarda g¢esitli biyokimyasal ve
fizyolojik islev bozukluklarina neden oldugu bilinen yaygin
bir ¢evresel kirleticidir (Courtois vd., 2003). Suya desarj
edilen metaller sucul organizmalarda ROS iiretimine ve
dolayisiyla antioksidatif savunmalarin yanit vermesine neden
olabilmektedir (Liebler & Reed, 1997; Schlenk vd., 1999;
Ahmad vd., 2000; Ruas vd., 2008; Monteiro vd., 2010).
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ROS fiiretimi temel hiicre seviyelerini astiginda ve hiicrenin
savunma kapasitesini astiginda oksidatif stres meydana gelir
(Tagliari vd., 2004). Baskilanmis bir antioksidan sistem ve
artan ROS {iretiminin bir sonucu olarak oksidatif stres
uyarilabilir (Farmand vd., 2005).

Son arastirmalar, kursunun ROS olusumunu
artirarak, glutatyonu tiiketerek, hiicrelerin antioksidan
savunma sistemini azaltarak, bazi esansiyel metalleri
engelleyerek, siilthidril (SH) bagimli enzimleri veya
antioksidan enzim aktivitelerini (SOD, CAT ve GPx gibi)
inhibe ederek ve/veya membran biitiinliigiiniin ve yag asidi
bilesiminin  degistirilmesi yoluyla hiicrelerin  oksidatif
saldirtya karsi duyarliigimi indiikleyerek oksidatif stres
yarattigini gostermistir (Chiba vd., 1996; Adonaylo & Oteiza,
1999; Giirer & Ercal, 2000; Wang vd., 2001; Hsu & Guo,
2002; Patra vd., 2011). SOD, CAT ve GPx enzimleri,
prostetik gruplarindan dolay1 kursun kaynakli toksisite igin
potansiyel hedeflerdir (Michiels vd., 1994; Ercal vd., 2001).

SOD CAT, ROS'un
edilmesinde bilinen birincil enzimlerdir.

ve dogrudan elimine
SOD'un biyolojik
rolii, dismutasyon reaksiyonlarin1 katalize ederek O>'nin
toksik etkilerine karsi hiicreleri korumaktir Bu reaksiyonda
tiretilen, katalaz ile giderilir (Gaetani vd., 1994). Katalaz,
H,0:'in HO ve O'e doéniisiimiinde rol oynadigi iyi bilinen
bir antioksidan enzimdir (Yung vd., 2006). Cesitli bulgular
kursunun SOD ve CAT fiizerinde inhibe edici etkileri
oldugunu gostermistir (Chaurasia & Kar, 1997a; Chaurasia &
Kar, 1997b; Soltanianejad vd., 2003; Vaziri vd., 2003).
SOD'daki diisiis, enzimin -SH grubuna metalin dogrudan
bloke edilmesiyle agiklanmistir (Kasperczyk vd., 2004).
GPx, CAT ve SOD, kursun toksisitesi i¢in olas1 hedeflerdir,
¢linkii bu antioksidan enzimler, uygun molekiiler yapilar1 ve
aktivite i¢in gesitli temel iz elementlerine dayanir (Patra vd.,
2011). CAT azalan aktiviteleri kismen kursun ve bakir, ¢inko
ve demir gibi esansiyel metaller arasindaki etkilesimle
aciklanabilir (Sharma vd., 2011). GPx ve SOD aktiviteleri
konsantrasyon artigina gore once baskilanmig ancak daha
sonra yiiksek konsantrasyonda tekrar yiikselis gostermistir
GPx, hem hidrojen peroksit hem de lipit
peroksitlerin indirgenmesini katalize eder. Sonuglarimiz, G.
pulex'teki GPx faaliyetlerinin azaldigin1 géstermigtir. GPx
titkkenmesi, hiicre ve organel membranlarin islevsel ve yapisal
biitiinliigiinii etkileyen bir sonraki etki kademesi ile ROS
olusumunu ve oksidatif stres olusumunu tesvik eder (Latha &
Pari, 2004; Padmini & Rani, 2009).

SONUC ve ONERILER
Mevcut aragtirmanin  sonuglari, kursunun agsir
maruziyetinin, G. pulex'teki enzimatik antioksidanlarda
6nemli derecede azalmalara neden oldugunu gostermektedir.
Enzimlerin inhibisyonu, enzim molekiillerinin  aktif
bolgelerinde -SH gruplarina metal baglanmasinin bir sonucu

olarak ortaya ¢ikmis olabilir. G. pulex'teki biyokimyasal
biyobelirtegler (CAT, SOD ve GPx aktiviteleri) kursun
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toksisitesinin biyobelirtegleri olarak goriilmektedir. G. pulex,
kursun toksisitesinin degerlendirilmesi i¢in hassas bir biyo-
monitdr organizma olarak gosterilmistir. Bununla birlikte,
kursunun dogal popiilasyonlardaki fizyolojik 6neminin daha
iyi anlagilmasini saglamak ve bu agir metalin farkli su
organizmalarindaki etkilerini degerlendirmek icin
antioksidan enzimlerin biyobelirte¢ olarak kullanildigi daha
fazla caligma yapilmasi gerekmektedir.
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