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Models of the Freshwater Organisms
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Oz

Amag: Organofosfatli insektisitlerden biri olan klorpirifos etil, genellikle tarimsal {iretimde misir, pamuk ve meyve
agaclarindaki pestlere karst kullanilsa da sucul ekosistemleri kontamine eden etkenlerden biridir. Sucul organizmalardan
ozellikle baliklar tizerinde oldukga toksik etkilere neden olan klorpirifos etilin sucul omurgasizlar iizerinde de etkisinin detayli
bir sekilde arastirilmasi gerekmektedir. Sucul organizmalarla yapilan ¢aligmalarin genellikle in vivo ¢aligmalar olduklart
goriilmektedir. Bu ¢alismada, tath su omurgasizlarindan midye ve istakoz tiirlerinden elde edilen in vitro primer hiicre
kiiltiirleri kullanilarak klorpirifos etilin oksidatif stres lizerine etkisinin aragtiritlmasi amaglanmistir.

Gerec ve Yontem: Midyelerin solungag ve sindirim bezi ile istakozlarin solungag ve hepatopankreas dokularinin alinmasini
takiben primer hiicre kiiltlirleri enzimatik olarak tripsin kullanilarak elde edilmistir. Ardindan hiicrelerin mikroplakalara
ekimini takiben 24 saat stire ile 1 mg/L, 10 pg/L, 100 ng/L ve 1 ng/L konsantrasyonlarinda klorpirifos etil (CPE) maruziyetine
kalmiglardir. Oksidatif stres etkisi ileri oksidatif protein tiriinleri (AOPP) 6l¢timii ile degerlendirilmistir.

Bulgular: Primer midye solungag hiicre kiiltiiriinde kontrol grubuna gore 1 mg/L, 10 ug/L ve 100 ng/L konsantrasyonlarinda
CPE maruziyetinde AOPP degerlerinde diigme meydana gelmistir. Primer midye sindirim bezi hiicre kiiltiiriinde ise en yiiksek
AOPP degeri 10 pg/L CPE uygulanan grupta elde edilmistir (p<0.005). Tatl1 su istakozlarindan elde edilen primer solungag
hiicre kiiltirinde CPE uygulanan gruplarda AOPP degerleri doz azaldik¢a artma gostermektedir (p<0.005). Primer
hepatopankreas hiicre kiiltiirleri 1 mg/L ve 10 pg/L CPE doz uygulanan gruplarda kontrol grubu AOPP degerlerine gore bir
diisme meydana geldigi gozlenmistir (p<0.005).

Sonug: Kirletici maddelerin etkisinin arastirilmasinda primer tatli su midye ve tathi su istakoz hiicre kiiltiirlerinin sucul
toksikoloji alaninda iyi bir model oldugu gézlenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Klorpirifos etil, tatli su midyesi, tatl su istakozu, primer hiicre kiiltiirii, AOPP

Abstract

Obijective: Although chlorpyrifos ethyl, one of the organophosphate insecticides, is generally used against pests on corn,
cotton and fruit trees in agricultural production, it is one of the factors that contaminate aquatic ecosystems. The effect of
chlorpyrifos ethyl, which causes highly toxic effects on aquatic organisms, especially fish, on aquatic invertebrates should be
investigated in details. Studies with aquatic organisms are generally seen as in vivo studies. In this study, it was aimed to
investigate the effect of chlorpyrifos ethyl on oxidative stress by using in vitro primary cell cultures obtained from freshwater
invertebrates, mussel and crayfish species.

Materials and Methods: Primary cell cultures were obtained enzymatically using trypsin following the removal of gill and
digestive glands of mussels and gill and hepatopancreas tissues of crayfish. Then, following the seeding of the cells in
microplates, they were exposed to chlorpyrifos ethyl at concentrations of 1 mg/L, 10 pg/L, 100 ng/L, and 1 ng/L for 24 hours.
The effect of oxidative stress was evaluated by the advanced oxidation protein products method (AOPP).

Results: In primary mussel gill cell culture, AOPP values decreased in CPE exposure at concentrations of 1 mg/L, 10 pug/L
and 100 ng/L compared to the control group. In primary mussel digestive gland cell culture, the highest AOPP value was
obtained in the group treated with 10 ug/L CPE (p<0.005). In primary gill cell culture derived from freshwater crayfish,
AOPP values increased as the dose decreased in the groups exposed with CPE (p<0.005). It was observed that there was a
decrease in the AOPP values of 1 mg/L and 10 pg/L CPE groups compared to control in the primary hepatopancreas cell
cultures (p<0.005).

Conclusion: Primary freshwater mussel and freshwater crayfish cell cultures are good models in the field of aquatic
toxicology in investigating the effects of pollutants.
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GIRIS

Karasal ve sucul ekosistemde yasayan canlilar
arasinda yer alan omurgasizlar zengin bir tiir
cesitliligine sahip olup cevresel kirleticilerin
zararli etkilerine maruz kalmaktadirlar®. Bu
cevresel kirletici madde gruplarindan biri olan
organofosforlu pestisitler ndrotoksik olup
ndronal asetilkolinesterazlar1 inhibe ederek
etki gosterirler?,

Klorpirifos-etil organofosforlu pestisit
grubuna dahil bir maddedir®. Kullanim
alaninin biiyiik bir kismi misir, pamuk ve
meyve agaclarindaki hagerelere karsi olsa da
sucul ekosisteme karigmasi ile hedef dis1 sucul
organizmalar iizerinde de istenmeyen etkiler
gostermektedir®. Tath su baliklar {izerinde
davramigsal degisimler®* ve biyokimyasal
biyobelirteglerin ~ degisimleri®®; tatli su
omurgasizlart {izerinde de biyokimyasal
degisimler’® gibi ¢esitli etkilere neden
olmaktadir. Ayrica sucul ekosistemin su ve
sediment orneklerinde de birikim gosterme
egilimindedir. Naivasha Goli (Nijerya)’nde
yapilan bir c¢alismada kuru mevsimlerde
yapilan Orneklemelerde sedimentte 4,7-17,4
ng/g ve yagisli mevsimlerdeki 6rneklemelerde
ise 11,2-30,1 ng/g araliklarinda degisen
konsantrasyonlarda tespit edilmistir. Su
orneklerinde ise kuru sezonda 14 pg/L iken
yagish sezonda 8,8-26,6 pg/L araliklarinda
tespit edilmistir®.

Sucul toksikoloji  ¢alismalarinda  artan
giivenilirligi ve duyarliligi nedeniyle hiicre
kiiltiiri kullanimi ilgili biyolojik
mekanizmalarin (hiicre canliligs,
biyokimyasal parametreler gibi) analizi ve risk
degerlendirilmesi gibi ¢ok cesitli alanlarda
kullanilmaktadir’®. Bu kapsamda kullanilan
primer hiicre kiiltiirleri, organizmadan alinan
taze dokudan enzimatik yollar ile hiicrelerin
elde edilmesine dayanan bir kiiltlir ¢esididir.
Primer hiicre kiiltiirlerindeki heterojen hiicre
yapist incelendiginde izole edildikleri
organdaki hiicreler ile benzerlik
gostermektedir. Bu nedenle hem in vitro hem
in vivo dzellik gosterirler?.

Sucul toksikoloji  ¢aligmalarinda  sucul
omurgasiz  canlilardan olan tath su
midyeleri*213141516 ye tatli su istakozlar1®’181°
yogun olarak kullanilmaktadir. Bu canlilarin
cesitli dokularindan primer hiicre kiiltlirlerinin
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gelistirilmesi ile birlikte sucul toksikolojide
kullanimlar1 artan bir neme kavusmustur?*°,
Bu nedenle bu calismada, sucul indikator
tiirlerden tathh su midyeleri ve tath su
istakozlarimin primer solunga¢ ve sindirim
bezi/hepatopankreas hiicre kiiltiirleri
kullamilarak in vitro modeller iizerinde
klorpirifos-etilin  oksidatif stres etkisinin
arastirilmasi amaclanmastir.

GEREC VE YONTEM

Tath su organizmalarvmin temini

Bu calismada, tilkemiz tathi sularinda bulunan
tirlerden tath su midye tiirii olarak Unio
delicatus ve tathi su istakozu olarak Astacus
(Pontastacus) leptodactylus tercih edilmistir.
Tath  su  midyeleri  Golbas1  Goli
(Adiyaman)’nden ve tathh su istakozlar
Hirfanli Baraj Goli (Ankara)’nden temin
edilmistir.

Deneylerde  ortalama  35.67+1.80 ¢
agirhiginda, 5.33+0.18 cm uzunlugunda,
2.0240.03 cm yiiksekliginde ve 1.484+0.08 cm
kalinliginda ti¢ adet tatli su midyesi ile
28.67+1.34 g agirliginda ve 11.86+£2.01 cm
uzunlugunda ¢ adet tatlh su istakozu
kullanilmagtir. Organizmalar optimum
sartlarda laboratuvara getirilerek iki hafta
sireyle 15 L’lik akvaryumlarda kloru
arindirilmig ve havalandirilmast saglanmis
¢esme suyu icerisinde laboratuvar ortamina
adapte edilmislerdir. Bu siiregte tatli su
midyeleri Chlorella sp. ile tatl su istakozlari
ise ad libitum taze Olmiis Dbaliklar ile
beslenmistir.

Primer Hiicre Kiiltiirii Yapimi

Primer solunga¢ ve sindirim bezi hiicre
kiiltiirleri tatli su midyelerinden Yurdakok-
Dikmen vd. (2018) metoduna  gore
yapilmstir'?, Primer  solungag  ve
hepatopankreas hiicre kiiltiirleri ise tatli su
istakozlarindan Yurdakok-Dikmen vd. (2020)
metoduna gore yapilmistir'®.

Bu metodlara goére kisaca primer hiicre
kiiltiirleri su sekilde yapilmistir. Steril bir
ortamda disekte edilerek alinan dokular steril
pens ve bisturi ile mekanik olarak 3-5 mm’lik
pargalara boliinmistiir. Ardindan enzimatik
parcalama i¢in dokularin lizerine 4 mL tripsin
(0.25% in DBPS, Capricorn Scientific,
Germany), mikroorganizma
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kontaminasyonunu engellemek i¢in 500 pL
1X penisilin-streptomisin (100X, Capricorn
Scientific, Germany) ve 100 pL 1X
amphotericin B (100X, Capricorn Scientific,
Germany) ve hiicre besin ve biiyiime faktori
icerdigi i¢in 500 pL fetal sigir serumu
(Capricorn Scientific, Germany) eklenmistir.
Oda sicakliginda 4 saat inkiibasyonu takiben 5
mL %10 FBS igeren hiicre mediumu Leibovitz
15 (Sigma Aldrich, USA) eklenerek
inklibasyona  birakilmustir. Inkiibasyon
sonucunda, doku-hiicre karisimi pipetlenerek
cell strainer (100pm mesh size, NEST) ile
stiziilmiis ve santrifiije edilmistir. Santrifiijden
sonra hiicre peleti 1 mL %10 FBS iceren L-15
icinde resiispanse edilerek 24 kuyucuklu
mikroplakalara 1x10° hiicre olacak sekilde
hiicreler ekilmistir.

Klorpirifos etil dozlarinin hazirlanmasi
Deneylerde CAS numaras1 2921-88-2 olan
klorpirifos etil kullanilmigtir. Balon joje iginde
dimethylesulphoxide (DMSO) kullanilarak
stok konsantrasyonu 100 mg/L olacak sekilde
hazirlanan klorpirifos etilin primer hiicre
kiiltiirlerine uygulanacak konsantrasyonlar: 1
mg/L, 10pg/L, 100 ng/L ve 1 ng/L olacak
sekilde Leibovitz 15 kullanilarak elde
edilmistir.

Hiicre deneyleri

Tatlhh su organizmalarinin primer hiicre
kiiltiirleri mikroplakalara ekildikten 24 saat
sonra hazirlanan klorpirifos etil
konsantrasyonlarina 24 saat siire ile maruz
birakilmistir. Mikroplakalarda kontrol ve
solvent olmak iizere iki adet kontrol gruplari
bulunmaktadir. Maruziyet sonrasinda
mikroplakalardaki hiicre mediumlari1 alinarak
hiicreler tripsin ile kaldirilmig ve santrifiij
edilmistir. Siipernatan kismi atilan hiicre
peletlerinde ileri oksidatif protein triinleri
(AOPP) Witko-Sarsat (1996)% metoduna gore
caligilmistir. Hiicrelerdeki protein  diizeyi
Bradford yontemi?! ile tayin edilmistir.

Deney sonuglarinin istatiksel analizi

Primer hiicre kiiltiirlerinin AOPP ve protein
spektrofotometre okuma sonuglarinin
Microsoft Excel 13 programina girilmesinin
ardindan  ortalama  degerleri  alinarak
GraphPad Prism 5 programinda Two-way
ANOVA analizi ile istatiksel olarak
degerlendirme yapilmisgtir.
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BULGULAR

Primer midye solunga¢ ve sindirim bezi hiicre
kiiltiirlerinin 1 mg/L, 10 pg/L, 100 ng/L ve 1
ng/L dozlarinda klorpirifos etile 24 saatlik
maruziyeti sonucunda elde edilen AOPP
degerleri Sekil 1 ve Sekil 2°de gosterilmistir.
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Deney gruplari

Sekil 1. Primer midye solungag hiicre kiiltiirlerinin
AOPP degerleri (**: p<0.005)

Primer midye solunga¢ hiicre kiiltiirlerinde
kontrol grubu AOPP degerlerinin klorpirifos
etile maruz kalan hiicre gruplarindan yiiksek
oldugu gozlenmektedir. 1 mg/L, 10 pg/L ve
100 ng/L dozlar1 uygulanan gruplarda kontrole
gore AOPP degerinde bir diigme meydana
gelmistir. 1 ng/L uygulanan grupta ise
kontrolden diisilk ancak 100 ng/L doz
grubundan yiikksek deger elde edilmistir
(p<0.005).
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Deney gruplari

Sekil 2. Primer midye sindirim bezi hiicre
kiiltiirlerinin AOPP degerleri (**: p<0.005)

Primer midye sindirim  bezi hiicre
kiiltiirlerinde ise 10 pg/L doza maruz kalan
grupta diger doz gruplar1 ve kontrol grubuna
gore yiikksek AOPP degeri elde edilmistir
(p<0.005)
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Primer solunga¢ hiicre kiiltiirii kontrol ve
Img/L AOPP degerlerinin primer sindirim bezi
hiicre kiiltiirlerinden 1.2 kat; 1 ng/L grubu
degerlerinin ise 1.3 kat yiiksek oldugu
gozlenmistir (p<0.001).

Calismanin diger bir hiicre kiiltiirii modeli olan
primer tatlh su istakozu solungac ve
hepatopankreas hiicre kiiltlirlerinin klorpirifos
etile 24 saatlik maruziyeti sonucunda elde
edilen AOPP degerleri Sekil 3 ve Sekil 4’de
gosterilmistir.
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Deney gruplari

Sekil 3. Primer tathi su istakozu solungag¢ hiicre
kiiltiirlerinin AOPP degerleri (**: p<0.005)

Primer tathh su istakozu hiicre kiiltiiriinde
kontrol grubunda yiiksek AOPP degeri elde
edilmesine karsin CPE uygulanan gruplarda
doz  konsantrasyonu  azaldikga ~ AOPP
diizeylerinin arttig1 gozlenmistir (p<0.005).

0.0010-

0.0008+

0.0006+

0.0004

0.0002+

AOPP (uM/mg protein)

0.0000
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Sekil 4. Primer tatli su istakozu hepatopankreas
hiicre kiiltiirlerinin AOPP degerleri (**: p<0.005)

Primer tath su istakozu hepatopankreas hiicre
kiiltirinde de kontrol grubunda en yiiksek
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AOPP degeri gozlenmistir. 1 mg/L ve 10 ug/L
CPE doz gruplarinda ise kontrole gore azalma
goriilmistir (p<0.005).

Primer hepatopankreas hiicre kiiltiirii AOPP
degerleri primer solungac¢ hiicre kiiltiirleri
degerlerinden 100 ng/L ve 1 ng/lL CPE
uygulanan gruplarda 1.2 kat; kontrol grubunda
1.3 kat oldugu ve 1 mg/L CPE uygulanan grupta
1.4 kat yiiksek oldugu gozlenmistir (p<0.05).

TARTISMA

Sucul ekosistemin kirlilik kaynaklarindan biri
olan klorprifos etil sucul canlilar lizerinde ¢esitli
etkilere neden olmaktadir3**,

Calismamizda, tath su organizmalarindan midye
(Unio delicatus) primer solunga¢ ve sindirim

bezi hiicre kiiltiiri ile istakoz (Astacus
leptodactylus) primer solungag ve
hepatopankreas  hiicre  kiiltiiri  modelleri

tizerinde klorpirifos etilin etkisi in vitro olarak
oksidatif stres parametrelerinden ileri oksidatif
protein  {lirin  miktarn  tespit  edilerek
degerlendirilmistir.

Zebra midyeleri Dreissena polymorpha ile
yapilan in  vivo Klorpirifos  maruziyet
caligmasinda ise midye solunum hizi 0.45 ug,
0.75 ng ve 1.5 pg klorpirifos doz gruplarinda
doza paralel olarak arttigi gozlenmistir.
Solungag aktivitesinin yiiksek olmasi nedeniyle
ortamdaki kirletici stresine solunum hizi ile
cevap vermektedir??,

Bu ¢alismada in vitro P. leptodactylus solungag
modelinde Kklorpirifos etil degerleri disiik
bulunmusken hepatopankreas  degerlerinin
yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu durum her iki
dokunun  ksenobiyotik = metabolizmasimnin
farklilik gostermesinden kaynakli olabilecegi
seklinde yorumlanmustir!”° Procambarus
clarkii ile yapilan in vivo ¢alismada 2 ve 7
giinliik klorpirifos maruziyeti katalaz ve okside
glutatyon seviyesi diiserken glutatyon-S-
transferaz seviyesinin arttig1 tespit edilmistir®.
Pontastacus leptodactylus ile yapilan in vivo
calismada 21 glinlik Spg/L klorpirifos
maruziyeti  hemolemf  y-glutamiltransferaz
diizeylerini arttirmgtir’.

Cyprinus carpio ile yapilan in vivo Klorprifos 96
ve 240 saatlik 0.13 ve 0.26 mg/L dozlarinda
maruziyetinde beyin dokusu AOPP
diizeylerinde ~ herhangi  bir  degisiklik
gozlenmezken 240 saatlik maruziyet sonucunda
protein karbonil diizeylerinde artma meydana
gelmistir. 240 saatlik 0.26 ve 0.52 mg/L
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dozlarina maruziyet sonucunda malondialdehit
seviyesinde artma meydana gelirken siiperoksit
dismutaz, glutatyon peroksidaz ve Kkatalaz
aktivitelerinde azalma meydana gelmistir®,
Clarias gariepinus ile yapilan bir caligmada ise
8 hafta boyunca 0.045 mh/L, 0.096 mg/L ve
0.192 mg/L CPE maruziyeti serum glukoz,
protein, kolesterol, trigliserid, glutamik pirtivik
asit transaminaz, glutamik oksaloasetik asit
transaminaz ve alkalin fosfotaz diizeylerinde
degisimlere neden olmustur®.

Reaktif oksijen tiirlerinde meydana gelen
serbest radikaller ve oksidantlarin
hedeflerinden biri proteinlerlerdir®®?®, Ileri
oksidatif protein {irlnlerinin tespiti Witko-
Sarsat ve ark.’nin tanimladigi
spektrofotometrik  yontem esas alinarak
modifikasyonlar yapilarak —6lgiilmiistiir?,2,
Calismamizda in  vitro olarak AOPP
degerlerinin CPE maruziyetine bagli olarak
degistigi gozlenmistir. Primer hiicre kiiltiirleri
taze dokudan elde edilmis hiicre kiiltiirleri
olmasi nedeniyle hiicre hatlarma gore birden
cok hiicre toplulugu icerebilirler. Birden fazla
hiicre tipi igermesi hem in vivo hem de in vitro
karakterlere sahip oldugunu gostermektedir?’.

SONUC

Bir pestisit olan klorprifos etilin hedef disi
organizmalar olan tatli su midye ve istakozu
tiirlerindeki etkisi bu tilirlerin primer hiicre
kiltiirleri kullanilarak bir protein oksidasyon
yontemi ile arastirilan bu g¢alismada AOPP
degerlerinde doza bagmmli olarak kontrol
gruplarina gore farkli oranda azalma meydana
geldigi goézlenmistir. Doz bagi In vitro bir
sistem olan primer hiicre kiiltiirlerinde meydana
gelen bu degisimler, bu sistemlerin cevresel
kirletici maddelerin biyokimyasal
parametrelerdeki etkilerinin aragtirilmasinda
kullanilan bir model olabilecegi gosterilmistir.
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