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Oz

Bu ¢alisma, metabolik ve oksidatif stres biyobelirteglerinin analizi yoluyla, su kirliliginin iyi bir biyoindikatorii
olarak kabul edilen tath su omurgasizi Dreissena polymorpha iizerindeki Gadolinyum (Gd) toksisitesini
degerlendirmeyi amaglamaktadir. Oncelikle g¢aligmamizda Gd'nin D. polymorpha {izerindeki LC50 degeri
belirlenmistir. D. polymorpha, kontrollii kosullar altinda 24 ve 96 saatlik bir siire boyunca ii¢ letal olmayan Gd
konsantrasyonuna (1/20, 1/10 ve 1/5 LC50 degerine) maruz birakilmistir. TBARS ve CYP1ALI seviyeleri ELISA kiti
kullanilarak belirlenmistir. CYP1A1 ve TBARS diizeylerinin tiim gruplarda 24. ve 96. saatte kontrol grubuna gore
arttigl goriilmiistiir. Bu sonuglar, Gd'nin tatli su omurgasizlari, D. polymorpha i¢in bir risk olarak kabul edilebilecegini
ve bu nedenle alic1 ortamlara desarjinin denetlenmesi gerektigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: CYP1A1, dreissena polymorpha, gadolinyum, TBARS

Biochemical Effects of Gadolinium on a Freshwater Invertebrate Dreissena
Polymorpha

Abstract

This study aims to assess the toxicity of Gadolinium (Gd) on a freshwater invertebrate Dreissena polymorpha,
considered a good bioindicator of aquatic pollution, through the analysis of metabolic and oxidative stress markers.
Firsly, LC50 value of Gd for D. polymorpha was determined in our study. D. polymorpha were exposed to the three
sublethal Gd concentrations (1/20, 1/10 and 1/5 of LC50 value) for a period of 24 and 96 hours under controlled
conditions. TBARS and CYP1A1 levels were determined by using ELISA kit. The CYP1Al and TBARS levels was
found to be increased in the all groups at 24 and 96 h When compared to control group. These results show that Gd can
be considered a risk for freshwater invertebrate, D. polymorpha and as such its discharge in the receiving environment
should be supervised.

Keywords: CYP1A1, dreissena polymorpha, gadolinyum, TBARS

GIRIS

Nadir toprak elementleri (NTE'ler) dogal
olarak cevreye dagilmistir ve diinya ¢apinda tarimda
ve yiiksek teknoloji malzemelerinde giderek daha
fazla kullanilmaktadir, bu nedenle antropojenik
kirlilik ve ¢evresel riskleri arttirmaktadir (Bergsten-
Torralba ve ark., 2020).

NTE'ler, lantanit serisinin 15 elementini,
Lantan ila Lutetium, Scandiumve Yttrium’u

icermektedir. NTE'ler, genellikle "+3" oksidasyon
durumunda benzer kimyasal 6zelliklere sahiptir ve
nadir olarak adlandirilsalar da, bazilari dogada
kadmiyum veya selenyumdan daha fazladir (Gwenzi
ve ark., 2018; Xu ve ark., 2017; Gonzalez ve ark.,

2015). Gilintimiizde, tarimsal ve teknolojik
endiistrilerdeki  NTE'lere, 6zellikle elektrikli
arabalar, akilli telefonlar, TV'ler ve gig¢li

miknatislar gibi yiiksek teknoloji {irtinlerine kiiresel
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bir bagimlilik vardir. Antropojenik NTE'lerin
cevreye onemli giris yollarindan biri tarimda giibre
uygulamasidir (Balaram, 2019; Kulaksiz ve Bau,
2013).

NTE'lerin suda yasayan organizmalar
iizerindeki toksisitesi tam olarak anlagilmamistir ve
en cok calisilan 17 element La, Ce, Gd ve Y'dir
(Blinova ve ark., 2020; Pagano ve ark., 2015). Ca ile
rekabet, Mg ikamesi veya fosfatlar veya
karbonatlarla ¢okeltme dahil olmak tizere lantanitleri
inhibe edici etki i¢in farkli mekanizmalar daha 6nce
gozlemlenmistir. (Sneller ve ark., 2000). Bunun yam
sira, baz1 test ortamlarinda toksisiteye neden olan
serbest antanit konsantrasyonunun, pH artis1 ile
biiylik olgiide azaldigr da gozlenmistir (Weltje ve
digerleri, 2004). Bu nedenle, metal engelleyici
etkiler yalnizca dogrudan toksisitelerine baglh
degildir, ayn1 zamanda ligandlarla komplekslesme
ve  diger  metallerle  rekabet, etkilerinin
incelenmesine miidahale edebilir (EI-AKl ve ark.,
2015).

NTE'lerin, konsantrasyonlarina ve maruz
kalan organizmalara bagl olarak toksik etkiler veya
biliylimeyi uyarict etki iretebildigi bilinmektedir
(Bergsten-Torralbaa, 2020). Lantanitlerin ¢evreye
girisi, genellikle ng L™ araliginda bir konsantrasyona
neden olur (Kulaksiz ve Bau, 2013; Klaver ve ark.,
2014; Hatje ve ark., 2016). Klinik analizlerde Gd
bazli kontrast ajanlarin (CABGd) kullanilmasi

nedeniyle, bircok c¢aligma, sucul sistemlerde
antropojenik aktivitelerin bir gostergesi olarak
Gd'nin potansiyel kullanimin1  dogrulamaktadir

(Elbaz-Poulichet ve ark., 2002; Knappe ve ark.,
2005).

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) asir1 birikmesi nedeniyle gelisir. Kabaca tiim
biyotik ve abiyotik stresleri gergeklestiren fizyolojik
ve kimyasal olaylar1 kontrol eder (Demidchik,
2015).  Oksidatif strese yol agan redoks
dengesizliginde c¢esitli NTE’lerin rolii, hem bitki
hem de hayvan modellerinde yiiriitilen bir dizi
bagimsiz ¢alismada gosterilmistir ve pek ¢ok
NTE’nin oksidatif strese neden oldugu rapor
edilmistir (Tseng ve ark. ,, 2012; Wang ve ark.,
2012; Zhao ve ark., 2013).

Tiobarbitiirik asit reaktif maddeler (TBARS)
olarak Olglilen lipid peroksidasyonu, ¢esitli
caligmalarda farkli ¢evresel kirleticilere yanit olarak
oksidatif stresin bir belirteci olarak siklikla
kullanilmistir (Almroth ve ark., 2005; Choi and Oris
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2000; Oakes and Van Der Kraak 2003; Roméo ve
ark., 2000).

Hem laboratuar hem de arazi kosullarinda en
kapsamli sekilde arastirilan suda belirli ksenobiyotik
tirlerinin varligina en erken biyolojik tepkilerinden
biri olan bir biyobelirteg de hepatik karigik
fonksiyonun genis ailesine ait olan ve Faz 1
ksenobiyotik biyotransformasyonda rol oynayan
oksidaz enzimlerinden biri olan sitokrom P450'dir.
(Whyte ve ark., 2000; Siroka ve Drastichova 2004).
Sitokromlar  P450 (CYP),  ksenobiyotiklerin
metabolizmasinda ve degredasyonunda rol alan
monooksijenazlardir (Guengerich, 2000).
CYP450'ler arasinda, CYP1Al, genis bir
ksenobiyotik gurubu tarafindan yiiksek oranda
indiiklendigi igin biiyiik ilgi gormiistiir (Dension ve
ark., 2003). CYPIAl'in regiilasyonu kapsamli bir
sekilde  incelenmistir, ancak tam  olarak
anlasilmamistir.  Stresli kosullar da dahil olmak
iizere fizyolojik kosullardaki degisiklikler, CYP1A1

ekspresyonunu artirdigr  bilinmektedir  (Anwar-
Mohamed ve ark, 2009).
D. polymorpha giigli bir oksidatif

savunmaya sahip oldugundan ve ksenobiyotiklere
nispeten yiiksek bir dirence sahip oldugundan,
ekotoksikolojik deneyler yapmak i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir (Faria ve ark., 2009).

Bildigimiz  kadariyla mevcut c¢aligma
gadolinyumun (Gd)’m Dreissena polymorpha
iizerindeki toksik etkilerinin CYP1A1 ve TBARS
seviyelerindeki degisikliklerin incelendigi ¢ok az
sayidaki ¢aligmadan birsidir.

MATERYAL VE METOD

D. polymorpha bireyleri Firat Nehri'nden
(38° 48 25 7K, 38° 43" 51”7 D) toplandi.
Organizmalar laboratuvara hizli bir sekilde plastik
siselerde getirildi. Deneylerde kullanilmadan once
15 gin 18 °C'de tutulan bir odada 20 L
havalandirmali  bir akvaryumda dogal yasam
kosullarma benzer ortam dizayn etmek i¢in 12
saatlik bir aydinlik: karanlik dongiisiinde plankton
ile Dbeslendi. Calisma igin benzer gelisim
asamasindaki organizmalar segilmis ve deneysel
calisma siiresince beslenmemis ve 24 saatte bir
kontrol edilmis, olii bireyler sayilmis ve deneysel
akvaryumdan c¢ikarilmistir. Hareketsizlik  6liim
kriteri olarak kabul edilmistir.

LC50i belirlemek i¢in standart bir test
degeri (APHA, 1998) kullanilmistir. LC50 degeri
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332.20 mgL? olarak belirlenmistir. Ardindan D.
polimorpha bireyleri, 24 ve 96 saat boyunca ii¢
subletal Gd konsantrasyonuna (LC50 degerinin 1/20,
1/10 ve 1/5 oranlarinda) maruz birakilmigtir. Gd
(Gadolinyum (III) kloriir hekzahidrat, GdCl2(H20)s
iceren soliisyonlar sentetik olarak hazirlanmistir.
Dort deney grubu tasarlanmis olup: Kontrol grubuna
hi¢ Gd uygulamasi yapilmamig, A grubuna: 17
mgL?, B: 33 mgL?, C: 66 mgL? Gd uygulamasi
yapilmustir.

Analizler icin numuneler 6nce tartilmis ve
1/5 agirlik/hacim oraninda PBS tamponu (fosfat ile
tamponlanmis tuz c¢ozeltisi) eklenerek ve buzlu
homojenizator kullanilarak homojenize edilmistir.
Homojenlestirilmis numuneler, sogutulmali
santrifiijde 17.000 rpm'de 15 dakika santrifiij
edilmis; Elde edilen stipernatanlar hemen -70 °C'de
derin dondurucuya alinmis ve Olglimleri yapilana
kadar orada tutulmustur. Cayman Chemical
sirketinden satin almman ELISA kiti kullanilarak
dokulardaki TBARS  seviyeleri  belirlenmistir
(katalog numarasi TBARS: 10009055). CYPI1AI,
Cusabio sirketinden satin alman ELISA kiti
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maruziyet siiresinde (3*p<0.05) ii¢ uygulama
grubundaki (A, B, C) istatistiksel farkliliklar
degerlendirmek icin tek yonli ANOVA ve

Duncan'in ¢oklu aralik testleri kullanilmistir. Ayni
uygulama grubunda maruz kalma siireleri arasindaki
farkliliklart karsilagtirmak igin iki u¢lu bagimsiz T
testi kullanilmistir (*p <0.05).

BULGULAR

CYP1Al1 Diizeyleri

24 ve 96. Saat boyunca Gd maruziyetinin sonrasinda
CYP1Al enzim aktivitesinin kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, tiim gruplarda arttigt bulundu
(p<0.05). Maruz kalma siireleri karsilastirildiginda,
istatistiksel olarak anlamli farkliik sadece B
grubunda bulundu (p<0.05) (Sekil 1).

TBARS Seviyeleri

Gd maruziyetinde kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda TBARS diizeylerinin 24. ve 96.
saatte tlim gruplarda arttig1 saptandi (p<0.05). Maruz
kalma siireleri karsilastirildiginda sadece B

kullamlarak belirlenmistir (katalog no: CSB- grubunda istatistiksel olarak anlaml fark bulundu (p
ELO06395FI). <0.05) (Sekil 2).
Istatistiksel analiz igin SPSS PASW
Statistics 18  versiyonu  kullanilmistir.  Aym
i bc
¢ — b
hoa*
B H ab
Q
E -
o 96s
A 1 b
Ha 24 s
——— C
Kontrol
— b
0 100 200 300 400 500
CYP1A1 (pg/ml)

Sekil 1. Farkli dozlarda Gd uygulanan D. polymorpha’da CYP1AI (pg/ mL) enzim aktivitesindeki degisiklikler. Barlar tizerindeki
farkli harfler, ayn1 uygulama periyodundaki gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark1 belirtir, °p<0.05 (Duncan’mn goklu
kargilagtirma testine gore). *; aynt uygulama grubunda 24. ve 96. saatler arasindaki istatistiksel farki gosterir (Bagimsiz T-testi)
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Sekil 2. Farkli dozlarda Gd uygulanan D. polymorpha’da TBARS (uM) seviyelerindeki degisiklikler. Barlar tizerindeki farkli
harfler, ayn1 uygulama periyodundaki gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farki belirtir, ®°p<0.05 (Duncan’m ¢oklu
kargilagtirma testine gore). *; ayn1 uygulama grubunda 24. ve 96. saatler arasindaki istatistiksel farki gosterir (Bagimsiz T-testi)

TARTISMA

Yapilan cesitli caligmalardan elde edilen
verilere gore c¢esitli metal kaynakli sitotoksisitenin
altinda yatan mekanizma olarak oksidatif stres
oldugunu gostermektedir (Yang ve ark., 2004,
Milatovic ve ark., 2007).

Lantanid ailesinin bir {iyesi olan gadolinyum
(Gd), ¢esitli endiistriyel ve tibbi uygulamalarda
yaygin olarak kullanilmistir. Gd-selath tiirevler,
manyetik rezonans goriintilleme i¢in bir kontrast
ortam olarak klinik uygulamada yaygin olarak
kullanilmaktadir  (Adding ve ark.  2006).
Gadolinyum, ¢ok diisiik konsantrasyonlarda birgok
kalsiyum kanallarmin 6nemli bir engelleyicisidir.
Bunun sonucu olarak, diiz, iskelet ve

kalp kaslarinin kasilmasi gibi; sinir uyarilarinin
iletimi ve kan pihtilagmasi gibi pek cok fizyolojik
siirecleri engelleyebilir. Aym zamanda, Ca®" ile
aktive edilmis Mg?"-adenozin trifosfataz, baz1
dehidrojenazlar ve kinazlar ve glutatyon S-
transferazlar gibi belirli enzimlerin aktivitesini de
inhibe eder. Aymi zamanda, kalsiyum algilama
reseptorleri lizerinde bir agonist gorevi gorir
(Quarles ve ark., 1994). Gadolinyum ayrica bazi
sitokinlerin ekspresyonunu artirabilir, mitokondriyal
fonksiyonu inhibe edebilir ve oksidatif stresi

indiikleyebilir (Feng ve digerleri 2010; Xia ve
digerleri, 2011).

Nadir  toprak elementleri ve sucul
organizmalara toksik etkileri g¢esitli g¢alismalarda
incelenmigitr. Romero-Freire vd. (2019), hafif, orta
ve agir nadir toprak elementlerini temsil eden {i¢
lantanit (Ce, Gd, Lu) karistminin toksik etkilerini
yedi farkli su tiirinde, yani simbiyotik bir bakteri
(Aliivibrio ~ fischeri)  mikroalg  (Raphidocelis
subcapitata), yesil mikroalg (Chlorella vulgaris),
planktonik  rotifer  (Brachionus calyciflorus),
ostrakod (Heterocypris incongruens), su piresi
(Daphnia magna) ve zebra baligi (Danio rerio)
calismistir.  Elde edilen sonuglara gore, testin
baslangicindan itibaren tiim test ortamlarinda
lantanit igeriginin zamanla azaldigini ongérmiistir.
Lantanitlerin baslica toksik etkilerinin A. fischeri, R.
subcapitata ve B. calyciflorus iizerine oldugu
bulunmustur. Yapilan bir baska c¢alismada, bes
lantanidin (La, Ce, Pr, Nd ve Gd) toksisitesi, 21 giin
boyunca ¢ suda yasayan mikrokabuklular
(Thamnocephalus platyurus, Daphnia magna ve
Heterocypris incongruens) iizerinde ¢alisilmis ve
sonuglar lantanitlerin kabuklular i¢in kronik olarak
toksik oldugunu gostermistir. (Blinova ve ark.,
2018). Bu c¢alismada ise Gd'min bir tathsu
omurgasizi olan Dreissena polymorpha iizerindeki
toksik etkilerinin aragtirilmasi amaglanmustir.
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TBARS, oksidatif stresi degerlendirmek i¢in
indirekt bir yontemdir, reaktif oksidan radikaller ile
hiicrenin lipid membrani arasindaki etkilesimi temsil
eder. NTE'lere in vivo veya in vitro maruziyetin
lipid peroksidasyonu, ROS olusumu, proinflamatuar
aracilarin {iretimi ve glutatyon peroksidaz (GPx),
katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) gibi
antioksidan enzimlerin aktivasyonu ile iliskili
oldugu bulunmustur (Pagano ve ark., 2015). Pereira
ve ark., (2012) tarafindan yapilan bir caligmada
Nefrektomi sonrast Gd wuygulanan  siganlarda
TBARS seviyelerinin artti§1 bulunmustur bu durum
Gd'nin oksidatif streste bir artis1 neden oldugunu
diisiindiirmiistiir. Cho ve digerleri, (2014) ise; Gd
maruziyetine bagl olarak insan lenfositlerinde ROS
seviyelerinin arttigin1  bulmuslardir. Pereira vd.
(2012) sican kortikal néronlarinda Gd maruziyetine
bagli olarak ferritin ve transferrin  asir
doygunlugunun lipid peroksidasyonu arttirdigini
gostermislerdir. Ayrica ROS olusumunun da Gd
uygulamasina bagli olarak arttigi bulunmustur (Xia
ve ark. 2011). Abdelnour ve ark., (2019) nadir
toprak elementlerinin (seryum ve lantan) hayvan
saglig1 ve tiretimi lizerindeki etkilerini arastirmis ve
NTE'lerin MDA'y1 disiirerek oksidatif durumu
iyilestirdigini o6ne stirmiislerdir. Durmus vd., (2015)
diyetteki lantan oksit seviyelerinin (0, 100, 200, 300
veya 400 mgkg?) yumurtlayan tavuklarmn yumurta
lipid  peroksidasyonu  tizerindeki  etkilerini
belirlemigler.  Malondialdehit (MDA)  serum
konsantrasyonunun azaldigini bulmuslardir.

Hanana (ve digerleri, 2017), tath su
omurgasizlart olan zebra midyesi Dreissena
polymorpha'da LaCls'e kronik alti maruziyetin
etkisini arastirmistir. Biyoyararlanimini
degerlendirmek i¢in midye dokularinda La
konsantrasyonlarini belirlemislerdir.

Biyoyararlanima ek olarak; oksidatif ve genetik
hasar biyobelirtegleri, ¢coklu biyobelirte¢ yaklagimi
ile degerlendirilmistir. 1250 pgL?* LaCls'e 28 giin
maruz kaldiktan sonra LPO'da Onemli bir artis
bulunmustur. Yapilan baska bir calismda, GdCls
uygulamasi da c¢oklu biyobelirte¢ yaklasimi ile 28
giin boyunca zebra midyeleri lizerinde g¢alisilmistir.
Bulgulara gore, GdClz maruziyeti sonrast SOD ve
sitokrom c-oksidazin (CO;) arttigin1 gostermektedir.
Ayni zamanda, CAT ve GST gen ekspresyonun,
lipid peroksidasyonu ve genotoksisite T{izerinde
higbir spesifik etki olmaksizin azaldig1 gorilmistiir
(Hanna ve ark., 2020).
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Pinto ve ark., (2019) oksidatif stres
belirteglerinin analizi yoluyla La'nin midye Mytilus
galloprovincialis tizerindeki toksisitesini
degerlendirmislerdir. Organizmalar, 28 giinliik bir
siire boyunca (0, 0.1, 1, 10 mgL?) farkli La
konsantrasyonlarina maruz birakilmistir.

La maruziyeti sonras1 midyelerde, ozellikle
orta konsantrasyonlarda antioksidan savunmalar
SOD ve GPx'in yami sira biyotransformasyon
enzimlerinin GST'lerinin aktivasyonu ile
biyokimyasal bir cevap olustugu goriilmistiir.
GSH/GSSG'deki azalma Oksidatif stres olustugunun
bir gostergesi olsa da oksidatif hasarin diisen lipid
peroksidasyon seviyeleri ile 6nlendigi goriilmiistir.
Henriques ve ark., (2019) Gd'ye maruz kalmanin
midye metabolizmasindaki azalma, oksidatif stresin
indiiksiyonu ve norotoksisite dahil olmak iizere M.
galloprovincialis'in  biyokimyasal —performansini
ozellikle orta konsantrasyonlarda giiclii bir sekilde
etkiledigini belirtmiglerdir. Bu c¢alismada ise;
TBARS diizeyleri Gd maruziyeti sonrasi kontrol
grubuna gore 24. ve 96. saatte tiim gruplarda artmis
oldugu bulunmustur (p <0.05).

Dube ve ark, (2019) gen¢ gokkusagi
(Oncorhynchus mykiss) alabaligindaki NTE'lerin
oldiiriici  ve Olimcill olmayan toksisitesini
incelemiglerdir. Baliklar, 15 °C'de 96 saat boyunca
asagidaki 7 farkli NTE'min (Seryum, erbiyum,
gadolinyum, lantan, neodimyum, samaryum ve
itriyum) artan konsantrasyonlaria (0.064, 0.32, 1.6,
8 ve 40 mgL?) maruz birakilmistir. Gokkusag
alabalig1 ile gozlenen tepkilerden farkli olarak
CYPI1AI gen ekspresyonunun arttigini1 bulmuslardir.
Sitokrom P450, islevinin Fe'min  oksidasyon
durumuna (Fe**/Fe®) bagl oldugu
hemoproteinlerdir; daha toksik ve elektronegatif
NTE'lerin bu redoks siireglerine  miidahale
edebilecegi ileri siiriilmistiir. Gen ekspresyonundaki
artisin, sitokrom P450 enzim aktivitesi kaybina karsi
koymak i¢in bir telafi mekanizmasi olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bizim ¢alismamizda da ¢alismada,
Gd maruziyetinde kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, 24 ve 96. saatte tim gruplarda
CYP1A1 enzim aktivitesinin arttigr bulunmustur.

SONUC

Elde edilen sonuglara gore, 24 ve 96 saat
boyunca Gd wuygulanan tiim grublarda bir
biyotransformasyon enzimi olan CYP1Al ile
oksidatif stresin bir biyobelirte¢i olan TBARS
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seviyelerinde ©Onemli artiglar saptanmistir. Bu
bulgular Gd'nin D. polymorpha'da oksidatif stres ve
toksisiteye indikledigini  gostermistir.  Ayrica,
Gd'nin tath su omurgasizlari, D. polymorpha igin bir
risk olarak kabul edilebilecegini ve bu nedenle
cevreye desarjmin denetlenmesi gerektigini de
gostermektedir.

CIKAR CATISMASI BEYANI
Yazarlar bu c¢aligmada herhangi bir sekilde ¢ikar
catigmasi olmadigini beyan eder.

ARASTIRMA VE YAYIN ETiGi BEYANI
Yazarlar yapilan c¢alismada, arasgtirma ve yayin
etigine uyuldugunu beyan eder.
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