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Oz
Amagc: Sentetik piretroitlerden biri olan cyfluthrin, hasere kontroliinde genis ve yaygin alanlarda kullanimi nedeniyle sucul
ekosisteme karisan ve hedef dis1 tiirler iizerinde istenmeyen etkilere yol acan bir insektisit grubudur. Tatli su midyeleri sulari
filtreleme yoluyla beslendikleri igin sucul biyoindikatdr organizmalardan biri olarak sucul izleme ve toksikoloji ¢alismalarinda
kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, cyfluthrinin oksidatif stres etkisinin primer midye hiicre kiiltiirleri izerinde ileri oksidasyon
protein tiriinleri yontemi (AOPP) kullanilarak arastirilmasi amaglanmistir.
Gerec¢ ve Yontem: Caligmada {i¢ adet tath su midyesinden solungag ve sindirim bezleri alinarak ayr1 ayr hiicre kiiltiirii elde
edilmistir. 24 kuyucuklu mikroplakalara 1x10° sayida hiicre olacak sekilde hiicrelerin ekilmesini takiben mikroplakalara
Img/L, 10pg/L, 100 ng/L ve 1 ng/L konsantrasyonlarinda cyfluthrin ¢ift tekrarli olacak sekilde konulmustur ve hiicreler bu
dozlara 24 saat siire ile maruz kalmistir. Ayrica her plakada kontrol ve solvent kontrol grubu da bulunmaktadir.
Bulgular: Elde edilen AOPP degerleri incelendiginde kontrol gruplaria gore primer solungag hiicre kiiltiirlerinde yiiksek,
primer sindirim bezi hiicre kiiltiirlerinde ise diisiik AOPP degerleri bulunmugtur. Primer hiicre solungag ve sindirim bezi hiicre
kiiltiirleri doza bagimli olarak kendi iglerinde karsilastirildiklarinda anlamli bir farklilik gézlenmemesine ragmen (p>0.05),
hiicre kiiltiirleri arasinda karsilagtirildiginda anlamli bir farklilik oldugu gézlenmistir (p<0.05).
Sonug: Sucul kirletici maddelerin arastirllmasinda kullanilan in vitro modellerden biri olan primer tatli su midyeleri hiicre
kiiltiirleri biyokimyasal parametrelerin arastirilmasinda kullanilabilecek iyi bir modeldir.
Anahtar Kelimeler: Midye, Cyfluthrin, Solungag, Sindirim bezi, in vitro, AOPP

Abstract

Obijective: Cyfluthrin, one of the synthetic pyrethroid, is an insecticide that interferes with aquatic ecosystems due to its wide
range of usage in pest control and causes adverse effects on non-target species. Freshwater mussels are used as one of the
aquatic bioindicator organisms in aquatic ecosystem for monitoring and toxicology studies because they feed by filtering the
water. This study aimed to investigate the oxidative stress effect of cyfluthrin on primary mussel cell cultures by using advanced
oxidation protein products method (AOPP).

Materials and Methods: The gill and digestive gland tissues were taken from three freshwater mussels and the cell cultures
were obtained separately. Following the inoculation of cells with 1x10° cells in 24-well microplates, cyfluthrin was added to
the microplates in duplicate at 1 mg/L, 10ug/L, 100 ng/L, and 1 ng/L concentrations and the cells were exposed to them for
24-hours. There is also control and solvent control group on each plate.

Results: According to AOPP values compared to the control groups, while higher AOPP values were found in primary gill cell
cultures, lower were found in primary digestive gland cell cultures. Although no significant difference was observed when
primary cell gill and digestive gland cell cultures were dose-dependently compared within themselves (p>0.05), there was a
significant difference when compared between cell cultures (p<0.05).

Conclusion: Primary freshwater mussel cell cultures, which is one of the in vitro models used in the investigation of aquatic
pollutants, is a good model that can be used to investigate biochemical parameters.
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GIRiS

Sentetik piretroidler, halk arasinda papatya
olarak bilinen Chrysanthemum sp. ¢igeklerinin
ekstraktlarindan elde edilen piretrin maddesi ile
yapilan bir insektisittir. Bu maddeler, bocekler
tizerindeKi etkisini sinir sistemi
depolarizasyonuna ve hipereksitasyonuna yol
acan ndronal membrandaki voltaja bagl
sodyum kanalinda meydana getirdigi icin
norotoksik insektisitler sinifinda yer almaktadir.
Karakteristik olarak, sentetik piretroidler, bir
ester bagi ile birlestirilen fenoksibenzoik ve
siklopropan kisimlari ile tanimlanir. Sentetik
piretroidler genellikle fenoksibenzoik bilesenin
a-karbonunda bir siyano grubunun yokluguna
(Tip D) veya varligima (Tip II) bagl olarak
gruplandirilir™2, Tip | sentetik piretroidler, agir1
uyartlma ve ince titreme (T-sendromu) ile
iligkili iken Tip II sentetik piretroidler, kronik
nobetler (koreoatetoz) ve tiikiirik salgilamasi
(CS sendromu) dahil olmak iizere daha
karmasik sendromlarla iliskilidir®34,

Cyfluthrin (Cas Number: 68359-37-5), Tip Il
sentetik piretroitler grubuna® dahil olup tarimda,
evsel alanda, veterinerlik hekimlikte ve gida
endiistrisinde haserelere kars1
kullanilmaktadir®. Kullanim alaninin bu sekilde
yaygin ve genis olmasi nedeniyle 6zellikle sucul
ekosistemlere karismasi sonucunda hedef
olmayan tiirler iizerinde toksik etkilere neden
olmaktadir’.

Sucul organizmalardan biri olan tatli su
midyeleri ailesinden biri olan Unionidae’nin
diinya  capinda  620°den  fazla  ftiiri
mevcuttur®®° Tatli su midyeleri, besinlerini
bulunduklar1 ortamdaki suyu siizerek elde
ettikleri i¢in dogal bir aritim sistemi meydana
getirerek ekosistemin Onemli bir parcasini
olustururlar''?, Bu nedenle, sucul ekosistemde
biyolojik izleme ¢alismalarinda kullanilan
indikatér organizma gruplarindan biridir®,
Ayrica  laboratuvar  ortaminda  yapilan
biyodeneylerde de iyi bir indikatdr organizma
grubu oldugu goézlenmigtirt?4,

Sucul toksikoloji ¢aligmalarinda midyelerin in
vivo kullanimlarmin = yani sira in  vitro
modellerinin de gelistirilmesi ile daha az sayida
canli organizma kullanilarak  caligmalar
yiiriitiilmektedir’®. Bu nedenle bu ¢alismada,
sucul indikator tiirlerden biri olan tathi su
midyelerinin ~ primer  hiicre  kiiltiirleri
kullanilarak cyfluthrinin biyokimyasal
belirteglerden biri olan ileri oksidasyon protein
iirtinleri (AOPP) {izerine etkisinin arastirilmasi
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amagclanmustir.

GEREC VE YONTEM

Tath su midyelerinin temini

Tathi su midyeleri Unio delicatus, Lea 1823
Golbast GOl (Adiyaman)’nden  temin
edilmistir. Deneylerde ortalama 36,59+2,0 g
agirhginda, 5,1340,29 cm  uzunlugunda,
2,07+0,06 cm yiiksekliginde ve 1,33+0,06 cm
kalinliginda tatlhi su midyeleri kullanilmastir.
Tatlh su midyeleri optimum sartlarda
laboratuvar ortamina getirilmis ve en az iki giin
dinlendirilerek kloru giderilen ¢cesme suyu ile
doldurulan 15 L’lik akvaryuma yerlestirilmistir.
Tatli su midyelerinin laboratuvar kosullarina
aklimasyonu ve depiirasyonu iki hafta siire ile
yapilmistir. Adaptasyon siirecinde Spirulina sp.
ile beslenen tatli su midyelerinin akvaryum
sular1 ii¢ glinde bir sifonlama ile temizlenmistir.
Primer Hiicre Kiiltiirii Yapimi

Tatli su midyelerinin solungag ve sindirim bezi
hiicre kiiltiirleri Yurdakok-Dikmen ve ark.'?
metoduna gore yapilmistir. Deneylerde ii¢ adet
tatli su midyesi kullanilmistir. Tatli su midyeleri
kabuklarinin disinda bulunan mantar, bakteri
gibi  kontaminasyona neden  olabilecek
organizmalardan armdirilmak tizere %70’1ik
etil alkol iceren bir kapta 2 dk bekletilmis ve
ardindan steril bir pens ile ¢ikartilarak bek
alevinden hizli bir sekilde gecirilmistir.
Onceden hazirlanmis steril bir ortamda steril
pens ve makas yardimi ile disekte edilen
midyelerden solungag ve sindirim bezi dokulari
ayr1 ayri olacak sekilde steril plastik petri
kaplar igerisine konulmustur. Dokular, primer
hiicre kiiltiiriiniin ilk basamag1 olan mekanik bir
sekilde steril pens ve bisturi ile 3-4 mm
uzunlugunda pargalara boliinmiistiir. Ardindan
enzimatik bir ayrismay1 saglayacak tripsin
[0,25% in diphosphate buffer solution (DBPS),
Capricorn Scientific, Germany] dokularin
tizerine 4 mL eklenmistir. Bakteriyel
kontaminasyonu engellemek amaciyla 1X
penisilin-streptomisin (100X,  Capricorn
Scientific, Germany) 500 pL ve mantar
kontaminasyonunu engellemek amaciyla 100
pL 1X amphotericin B (100X, Capricorn
Scientific, Germany) eklenmistir. Son olarak
petri kaplarma 500 pL fetal sigir serumu
(Capricorn Scientific, Germany) eklenerek 4
saat boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonu takiben, 5 mL %10 FBS igeren
hiicre mediumu Leibovitz 15 (Sigma Aldrich,
USA) petri kaplarina eklenen petri kaplar 24
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saatlik  bir  inkiibasyona  birakilmistir.
Inkiibasyon sonucunda, petri kaplar1 icindeki
doku-hiicre karigimi pipetlenerek cell strainer
(100 um mesh size, NEST) kullanilarak 50
mL’lik steril falkon tiiplerine aktarilmistir.
Santriflij sonra pelet haldeki hiicreler 1 mL %10
FBS igeren L-15 iginde resiispanse edilereck
tripan mavisi kullanilarak hiicre sayimi1
yapilmustir. 24 kuyucuklu mikroplakalara 1x10°
hiicre/kuyucuk  olacak  sekilde  hiicreler
ekilmistir.

Sentetik piretroid dozlarinin hazirlanmast
Cyfluthrin (saflik > 94%), stok konsantrasyonu
100 mg/L olacak sekilde tartildiktan sonra balon
joje igerisinde dimetil siilfoksit (DMSO)
kullanilarak  ¢ozdiiriilmistiir. Stok ¢dzelti
kullanilarak 1 mg/L, 10 pg/L, 100 ng/L ve 1
ng/L doz konsantrasyonlar1 hiicre mediumu
kullanilarak elde edilmistir.

Hiicre deneyleri

Primer solunga¢ ve sindirim bezi hiicre
kiiltiirleri mikroplakalara ekimi yapildiktan
sonra hiicrelerin mikroplaka taban yiizeylerine
tutunmasi i¢in 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan hazirlanan cyfluthrin
dozlar1 ¢ift tekrarli olarak kuyucuklara
konulmustur. Her mikroplakada kontrol ve
solvent kontrol gruplar1  bulunmaktadir.
Dozlanan  mikroplakalar 24 saat oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda AOPP metodu hiicre peleti
kullanilarak Witko-Sorsat (1996)'® metoduna
gore yapilmistir. Hiicre peleti, 400 uL. 20 mM
sodyum fosfat (pH 7) icinde insiilin igneleri
kullanilarak homojenize edilmigtir. 200 pL
homojenat iizerine 10 pL 1.16 M potasyum
iyodir ve 20 pL glasiyel asit konularak
karigtirllmis ve spektrofotometrede 340 dalga
boyunda okunmustur.

Hiicrelerdeki protein tayini ise Bradford

yoOntemine gore yapilmistir. Hiicre
homojenatindan 50 pL alinarak {izerine 200 pL
Bradford eklenmis ve karisim

spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda
okunmustur.

Istatiksel analiz

Deney sonuglari  Microsoft Excel 13
programina girilmistir. Ortalama degerlerinin
almmasindan sonra GraphPad Prism 5
programinda iki yonli varyans analizi ile
istatiksel olarak degerlendirilmistir.
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BULGULAR VE TARTISMA

Sucul bir organizma olan midyeler ile yapilan in
vitro  caligmalar  incelendiginde,  ¢esitli
dokularmin kullanilarak primer hiicre kiiltiirii
modellerinin ~ yapildigt ~ c¢alismalar  ile
karsilagilmaktadir'?Y’. Gelistirilen bu primer
hiicre kiiltiirleri, sucul kirletici maddelerin
hiicre canlilig1 iizerine etkilerinin incelendigi
calismalarda model olarak kullanilmaya
baslanmistir’®81920 By kirletici maddelerin
etkilerinin incelendigi diger ¢aligmalar ise
oksidatif stres, molekiiler belirtegler veya hiicre
morfolojileri  {izerine yapilan c¢aligmalari
olusturmaktadir?:.

Bu c¢aligmada, tatli su midyelerinin primer
solunga¢ ve sindirim bezi hiicre kiiltiirleri
iizerine cyfluthrinin oksidatif stres etkisi AOPP
yontemi kullanilarak degerlendirilmistir.
Primer solunga¢ ve sindirim bezi hiicre
kiiltirlerinin 1 mg/L, 10 pg/L, 100 ng/L ve 1
ng/L dozlarinda cyfluthrine maruz kalmasi
sonucunda elde edilen AOPP degerleri Sekil

1’de gosterilmistir.
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Deney gruplari

Sekil 1. Primer solungag ve sindirim bezi hiicre
kiiltiirlerinin AOPP degerleri

Primer midye solungag hiicre kiiltiiriinden elde
edilen AOPP degerleri incelendiginde higbir
maddeye maruz kalmayan kontrol grubu AOPP
degerlerinin cyfluthrine farkli dozlarda maruz
kalan hiicrelerden diisiik oldugunun
gozlenmesine ragmen anlamli bir farklilik
yoktur (p>0.05). 1 mg/L ve 10 pg/L
konsantrasyonlari uygulanan gruplarda kontrole
gore AOPP degerleri oranlandiginda 1,2 kat bir
farklilik oldugu gozlenmistir.

Primer midye sindirim bezi hiicre kiiltliri
AOPP degerleri incelendiginde kontrol grubu
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degerlerinin 1 mg/L, 10 pg/L, 100 ng/L ve 1
ng/L doz gruplarma goére yiiksek oldugu
gozlenmistir. Kontrol ve cyfluthrin gruplar
AOPP degerleri oranladiginda 0.9 ve 0.7
arasinda bir farklihik go6zlenmesine ragmen
anlamli bir farklilik yoktur (p>0.05).

Sucul toksikoloji ¢alismalarinda tathh su
midyelerinin in vitro sistemlerinin kullanildigi
calismalarda genellikle ksenobiyotik
maddelerin sitotoksik etkilerinin arastirildig
gozlenmistir'?2°2223 Ornegin sentetik piretroid
bir madde olan flumethrinin tathi su midyeleri
primer manto, solungag, gonad ve sindirim bezi
hiicreleri ~ tizerindeki  hiicre  canlilifinin
incelendigi bir calismada, hiicre kiiltiirlerinin
flumethrine duyarlilik siralamast
gonad>manto = sindirim bezi>solungag
seklinde bulunmustur'®. Midyelerde sindirim
bezi ksenobiyotik maddelerin
detoksifikasyonundan sorumlu iken solungag
osmoregiilasyon, solunum, azotlu atiklarin
atilmas1 gibi metobolik olaylarda sorumlu
organlardir®*®, Bu calismada, her ne kadar
hiicre canlilik parametreleri arastirilmasa da
primer solunga¢ ve sindirim bezi hiicre
kiiltiirleri AOPP degerleri incelendiginde ise
anlamhi bir farklihk oldugu gdzlenmistir
(p<0.05). Hiicre kiiltirt duyarlilik
siralamasinda da gozlendigi iizere
ksenobiyotikten sorumlu bir organ olan
sindirim bezi hiicrelerinde AOPP degerlerinin
yiiksek c¢ikmasi bu sekilde acgiklanabilir. Bir
bagska calismada, organofosforlu bir pestisit
olan Kklorpirifos etilin primer solunga¢ ve
sindirim bezi hiicre Kkiiltiirlerinde AOPP
degerlerinin kontrol gruplarma gore diistiigi
gozlenmistir®®. Bu ¢alismada, solungag hiicre
kiiltirlerinde yiiksek AOPP degerlerinin elde
edilmesi ~ kimyasal ~madde  gruplarinin
farkliligindan kaynaklaniyor olabilir.

SONUC

Bir insektisit olan cyfluthrinin hedef dis1 sucul
canlilardan biri olan tath su midyeleri
iizerindeki etkisi primer solunga¢ ve sindirim
bezi hiicre kiiltiirleri kullanilarak protein
oksidasyon yontemi ile incelenen bu ¢alismada
AOPP degerleri kontrol gruplarmma gore
solunga¢ hiicre kiiltiirlerinde artarken sindirim
bezi hiicre kiiltiirlerinde azalmistir. Elde edilen
bu sonucglara gore primer tatli su midyeleri
hiicre kiiltlirii modelleri sucul kirletici madde
etkilerinin biyokimyasal olarak da
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incelenmesinde  kullanilabilir bir model
olacagini destekler niteliktedir.
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