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Ozet

Bu calismada, yogun bir deniz trafigine sahip olan Canakkale Bogazi Kepez kiyilarindaki agir metal
kirliliginin midyeler tzerindeki etkileri arastirildi. Bu amagla, Akdeniz Midyesi (Mytilus galloprovincialis) solungag,
hepatopankreas ve kas dokularinda toplam protein (TP), superoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT)
duzeylerindeki degisimler incelendi. Mevsimsel farkhliklari degerlendirebilmek icin dokulardaki kadmiyum (Cd),
bakir (Cu), demir (Fe), kursun (Pb) ve ginko (Zn) agir metallerinin birikim dlzeyleri de tayin edildi. M.
galloprovincialis 6rneklerinin solungag, hepatopankreas ve kas dokularindaki agir metal miktarlarinin
(sonbaharda hepatopankreasta olglilen Pb degeri harig) kabul edilebilir degerlerin altinda oldugu belirlendi. TP
miktari, en yiksek hepatopankreas dokusunda sonbahar mevsiminde gorildi. SOD aktivitesi, ilkbahar
mevsiminde daha yiiksek gorilmekle birlikte solungag ve kas dokularinda mevsimsel olarak anlamli farklilik
gozlendi (p<0.05). CAT aktivitesinde solunga¢ ve hepatopankreas dokularinda sonbaharda ilkbahara oranla
belirgin ve anlamli bir diisus gorildi. Belirlenen farkliliklar, antioksidatif savunma mekanizmalarinin agir metal
konsantrasyonlariyla gligli bir korelasyon gosterdigini ve sucul kirliligin belirlenmesi ve engellenmesinde
enzimatik aktivitenin en genel belirte¢ oldugunu ortaya koydu.

Anahtar kelimeler: Agir metal, antioksidan, CAT, Mytilus galloprovincialis, SOD.

Seasonal Variations of Antioxidant Enzyme and Heavy Metal Levels in Mussel (Mytilus
galloprovincialis L., 1819) In Dardenelles Bosphorus (Kepez)

Abstract

In this study, the effects of heavy metal pollution on mussel have been investigated in Kepez, Canakkale
Bosphorus, where has busy sea traffic. For this purpose, changes in total protein (TP), superoxide dismutase
(SOD), and catalase (CAT) levels in the gills, hepatopancreas and muscle tissues of the Mediterranean Mussel
(Mytilus galloprovincialis) samples investigated. The levels of cadmium (Cd), copper (Cu), iron (Fe), lead (Pb) and
zinc (Zn) heavy metals in the tissues were also determined to evaluate seasonal differences. The results exhibited
that Cd, Pb, Cu, Fe and Zn concentrations of gills, hepatopancreas and muscles of M. galloprovincialis samples
were under allowable values (except from Pb level in hepatopancreas in autumn). TP concentrations were higher
in autumn in hepatopancreas. SOD activities were also higher in spring and levels of muscles and gills activities
were significantly different in the spring and autumn (p<0.05). Higher CAT activity was measured also in spring
although CAT levels of the hepatopancreas and gills were significantly different in the samples collected. The
differences indicate that antioxidative defence mechanisms were strongly correlated with heavy metal
concentrations, and enzymatic activities are the most common bioindicators for determination and prevention
of aquatic pollution.

Key words: Heavy metal, antioxidant, CAT, Mytilus galloprovincialis, SOD.

659



Tirk Tarim ve Doga Bilimleri Dergisi 5(4): 659-666, 2018

Giris

Kepez, Canakkale Bogazi'nda énemli bir
konuma sahiptir. Kuzeyde Istanbul Bogazi
araciligiyla Karadeniz, glineyde ise Canakkale
Bogazi araciligiyla Ege Denizi ile baglantilidir.
Dolayisiyla hem Ege Denizi hem de Karadeniz
akintilari bu bolgeden gecer ve Canakkale
Bogazi'nin kirlenmesinde énemli bir unsur teskil
ederler. Bu bolge uzun yillardir; evsel, tarimsal,
endustriyel atiklarin yani sira Ganakkale Bogazini
kullanan gemilerin slop, sintine atiklari, slag ve
atik yaglari ile de kirlenmektedir. Bogaza
birakilan atik sularin igerigindeki  toksik
bilesikler, agir metaller ile azotlu ve karbonlu
organik ve inorganik bilesikler, sucul
organizmalarin dokularinda birikerek ya da
organik, inorganik partikiillere tutunarak, uzun
yillar bozulmadan ortamda kalabilmekte ve
biyota icin potansiyel risk olusturmaktadirlar
(Miniero ve ark., 2003; Ozden, 2005; Ozden,
2013).

Agir metaller, ciddi sorun olusturan
kirleticiler arasinda yer almaktadir. Agir metaller
sucul canlilara solunum ve sindirim sistemi yolu
ile ya da deriden ve mukozadan gegebilir.
Akuatik organizmalar, genis ve ince bir ylzeye
sahip olan solungaclariyla partikil seklindeki
metalleri, suda hazir ¢6zinmis metalleri ve
askida bulunan maddelerin alimini
gerceklestirmektedirler. Su ve besin yolu ile
dogrudan ya da dolayh olarak viicuda alinan,
inorganik kirletici olan agir metaller tasiyici

proteinlere  bagh bir sekilde dokulara
tasinmaktadir (Olsson ve ark., 1998). Agir
metaller, metal metabolizmasi ve

detoksifikasyonu ile ilgili organlarda daha ¢ok
birikmektedir (Kayhan ve ark., 2009).

Besin olarak kullanilan 6nemli bir su
Urinid  olan  Akdeniz  midyesi  (Mytilus
galloprovincialis) temiz ve yari temiz sularda
oldugu kadar yogun kirliligin oldugu alanlarda da
rahatca gelisebilmektedir. Diger midyeler gibi
besinlerini sudan slizerek alan bu tiir, deniz
kirliligi incelemelerinde c¢ok iyi bir biyolojik
indikatordir (Uysal, 1970; Rayment ve Barry,
2000).

Oksijen, birgok canlinin yasami igin
gereklidir, ancak metabolik faaliyetler esnasinda
Uretilen bazi serbest oksijen radikalleri de
canliya zarar verir. Reaktif oksijen tirlerinin
(ROT) buyuk bir cogunlugu serbest radikallerden
olusur ve normal oksijen molekiliyle
karsilastinldiginda kimyasal reaktiviteleri daha
ylksektir (Nawar, 1996). Oksidatif stres, ROT
Uretimi ile antioksidan savunma sistemleri
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arasindaki dengenin ROT Uretiminin artmasi
yoniinde bozulmasi ile meydana gelir
(Brenneisen ve ark., 2005). Oksidatif stres bir¢ok
doku ve organda harabiyete, DNA hasarina,
kromozomal sapmalara, timor slipresor
genlerde mutasyonlara, kontrol edilemeyen
hlcre bolinmelerine neden olmaktadir (Schuyer
ve ark., 1999).

Superoksit dismutaz (SOD) enzimiyle
gerceklestirilen islemler, ©karyotik hicrelerin
reaktif oksijen tlrlerine karg gelistirdikleri
savunma mekanizmalarinin basinda gelmektedir
(Ekici ve Sagdig, 2008; Yining ve ark., 2011).

Superoksit anyonunu hidrojen perokside
donistiren SOD metalloenzimi, antioksidan
koruma sisteminin ilk basamagini

olusturmaktadir. Katalaz (CAT), hemoprotein
ozelliginde olan, neredeyse tum bitkisel ve
hayvansal dokularda bulunan bir enzimdir.
Huicreleri, oksitlerin  rediiklenmesi sonucu
olusan ve ileri dizeyde toksik olan hidrojen
peroksitten koruyan CAT, hem-bagli demir icerir.
CAT aktivitesi sonucu H202 pargalanarak serbest
oksijen aciga cikar (Speranza ve ark., 1993;
Mates ve ark., 1999). Katalaz normal kosullarda
bazi hiicre tipleri igin gerekli olmasa bile
oksidatif stres halinde 6nemli bir role sahiptir.
Ayrica CATIn, SOD’un antioksidant
aktivitesindeki hata oranini azaltmak icin gerekli
oldugu rapor edilmistir (Fox ve ark., 1998;
Yiiziigiilli ve Ozgel, 2013).

Cevresel metal kirliligini degerlendirme
islemlerinde o6zellikle solungag ve sindirim bezi
dokulari, cevresel kirleticilerin enzim
dizeylerindeki etkisini gozlemlemek igin
kullanilmaktadir. Antioksidan savunma
enzimleri, protein hasari ve akuatik canhlardaki
diger parametrelerin mevsimsel ve mekansal
degisimi  ile deniz  kirliligini  inceleme
¢alismalarinda kullaniimaktadir (Orbea ve ark.,
2002; Manduzio ve ark., 2003).

Bu calismada, beslenme sekilleri, uzun
streli  ya da letal dozun altindaki
konsantrasyonlara maruz kalmalari sonucu
savunma mekanizmasi olusturmalari ve oksidatif
strese duyarhihk gosterdikleri igin  Mytilus
galloprovincialis  tirl tercih edilmistir. Bu
canhlar; reaktif oksijenlerin hiicrede nasil bir
hasara yol agtigi, hiicrelerin bu hasara nasil yanit
verdigi, onarim mekanizmalarinin bu hasari nasil
dizelttigi ve oksidatif stresin nelere yol agtigini
anlamada model sistem olarak
tanimlanabilmektedirler (Di Giulio ve ark., 1989;
Livingstone ve ark., 1994). Solungaglar
kimyasallara ilk maruziyet vyizeyi olarak



Tirk Tarim ve Doga Bilimleri Dergisi 5(4): 659-666, 2018

oncelikle arastirlmasi gereken organlardir.
Hepatopankreas, detoksifikasyon islemlerindeki
rolii ve enzim-hormon sentezleme islevleriyle
ekotoksikolojik anlamda olduk¢a 6nem tasiyan
karmasik bir organdir. Kas dokusu da midyelerin
besin olarak kullanimi anlaminda mutlaka
dikkate alinmasi gerekmektedir. Bu nedenle,
Canakkale Kepez kiyilarindan toplanan Mytilus
galloprovincialis ~ 6rneklerinde  agir metal
dizeylerinin belirlenerek, potansiyel Kkirliligin
antioksidan enzim diizeylerinde mevsimsel
degisiminin arastirilmasi amaglanmistir.

Materyal ve Yontem

Ornekleme
Calisma, 2015 vyiinda ilkbahar ve
sonbahar olarak iki mevsimde olarak

gerceklestirildi. Laboratuvara getirilen midye
orneklerinin (her mevsim igin 50 adet) 6lgiimleri
yapildiktan sonra pens yardimi ile kabuklar agilip
diseksiyon islemi gergeklestirildi.

Adir metal analizi
iki farkli mevsimde midye &rneklerinden

alinan solungag, hepatopankreas ve kas
dokularinda agir metal analizleri Canakkale
Onsekiz Mart Universitesi Merkez

Laboratuvarinda hizmet alimi yoluyla Inductively
Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry
(ICP-OES) (Perkin Elmer, Optima 8000) cihazi ile
yapildi (Siemer ve ark., 1976). Kadmiyum (Cd),
kursun (Pb), bakir (Cu), demir (Fe) ve ginko (Zn)
agir metal sonuclar mg kg yas agirlik olarak
hesaplandi.

Antioksidan enzim diizeylerinin él¢iimii

Temel antioksidan enzim dizeylerinin
oOlgiilebilmesi icin, solungag¢ ve hepatopankreas
dokularinin yanisira kontrol grubu olarak kas
dokusundan homojenat hazirlandi ve sitozolik
fraksiyonlari elde edildi. Alinan dokular, tartilip
1:5 oraninda homojenizasyon tamponu (0.05 M
fosfat tamponu pH 7.4) ile homojenize edildi.
Homojenat iki defa 20 dakika boyunca 4°C’de
10000xg’de santrifijlenerek (Hettich
Zentrifugen Micro 22R D-78532), elde edilen
supernatantlar 1:5 oraninda fosfat tamponu ile
seyreltilip -20°C'de saklandi.

Toplam protein (TP) tayini, Bradford
(1976) yontemi kullanilarak gerceklestirildi.
Midye dokularinin protein miktarlari mg protein
L olarak verildi. Stuperoksit dismutaz (SOD)
enzim aktivitesi FIdhe ve Otting (1984) metoda
gore tayin edildi. Solungag, hepatopankreas ve
kas dokularinin SOD enzim aktivitesine olan
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etkileri, SOD spesifik aktivite U mg? protein
cinsinden ifade edilecek sekilde hesaplandi.
Katalaz  aktivitesi Aebi (1984) metodu
kullanilarak belirlendi. Solungag,
hepatopankreas ve kas dokularinda tayin edilen
CAT aktivitesi, U mg?! protein dk cinsinden
verildi.

istatistiksel analiz

Calismada elde edilen verilerin
istatistiksel analizleri IBM SPSS Statistics Version
21.0 paket programi kullanilarak hesaplandi.
Dokular arasindaki karsilastirmada OneWay
ANOVA-Tukey testi, mevsimsel karsilastirmada
ise Paired-t testi uygulandi. Deneyler (g tekrarli

olarak gergeklestirildi ve sonuglar
degerlendirilirken p<0.05 degeri istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.
Bulgular ve Tartisma

Dokularda  biriken  agir  metaller

mevsimsel olarak karsilastirildiginda, ilkbaharda
orneklenen midyelerin solungag (Cd:0.515,
Fe:43.201, Zn:14.513 mg kg* yas agirlk) ve
hepatopankreas dokularinda (Cd:0.179,
Fe:18.632, Zn:10.497 mg kg' yas agirlk)
miktarlarinin sonbahar 6rneklerinden (solungag
Cd:0.451, Fe: 37.887, Zn: 7.870; hepatopankreas
Cd:0.17, Fe:15.375, Zn:2.257 mg kgtyas agirlik)
yuksek oldugu anlasiimistir. Buna karsin Pb ve Cu
degerleri ise sonbahar mevsiminde daha yiiksek
oranda tespit edilmistir (ilkbahar solungag
dokusu Pb:0.226, Cu:0.745, hepatopankreas
dokusu Pb:0.135, Cu:0.128; sonbahar solungag
dokusu Pb:0.250, Cu:0.834, hepatopankreas
dokusu Pb:0.525, Cu:0.498 mg kg yas agirlk).
Kas dokusunda ise Cd, Pb ve Cu
konsantrasyonlari sonbahar érneklerinde daha
yiksek gorulurken (Cd: 0.125, Pb: 0.06, Cu:
0.411; ilkbahar Cd:0.114, Pb: 0.038, Cu: 0.341
mg kg! yas agirlik), Fe ve Zn miktarlarinda
sonbahar mevsiminde azalma goridlmastir
(Fe:22.121, Zn:1.094; ilkbahar Fe:24.039,
Zn:1.449 mg kgt yas agirlik). Degerler EFSA
(2015) tarafindan verilen kabul edilebilinir
degerlerden diisuktir.

Ozden (2005), Canakkale Bogaz/’nin farkli
(Kumkale, Yapildak alt, Cardak Dalyan,
Hamzakoy, Kilya Koyu, Abide, Seyit Onbasl,
Dardanos ve Yeni Kordon) istasyonlarinda
Mytilus galloprovincialis’in yumusak dokusunda
agir metal igeriklerinin mevsimsel degisimlerini
incelemistir. Calisma sonucunda, agir metal
dizeyleri arasinda gerek mevsimsel, gerekse
istasyonlara bagl olarak fakhliklar saptanmistir.
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Richir ve Gobert (2014) calismalarinda,
Belgika’da Diane goletinde halat sisteminde
yetistirilen M. gallaprovincialis tiriinde Zn, Se,
Cd ve Mo elementlerinin solungagta diger
dokulara  gore daha fazla biriktigini
belirtmislerdir. Baska bir ¢alismada ise Trieste
Korfezi (italya) kiyilarindan toplanan M.
galloprovincialis midyesinde Cr, Mn, Cu, Fe ve Zn
metal igeriklerinin ilkbaharda alinan 6rneklerde
daha fazla oldugunu belirterek bu durumu
ilkbahardaki Greme doénemi ile agiklamiglardir
(Bongiorno ve ark., 2015).

Kepez kiyilarindan o6rneklenen midye
dokularinda total protein (TP) miktari ilkbaharda

sonbahara oranla  disiik  bulunmustur.
istatistiksel olarak dokular arasinda
karsilastirma yapildiginda, en yiksek TP miktari
hepatopankreas  dokusunda  bulunmustur
(ilkbahar 22.06+3.21, sonbahar 23.24+3.22)
(p<0.05). Mevsimsel olarak karsilastirma
- 40
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Hepatopankreas

yapildiginda ise solungag dokusunda iki mevsim
arasinda anlamli bir fark bulunurken (ilkbahar
20.03+1.80, sonbahar 22.92+2.39) (p<0.05), kas
ve hepatopankreas dokularindaki TP miktarinda
mevsimlere gére anlamli bir fark gérilmemistir
(Sekil 1).

SOD aktivitesine bakildiginda, solungag
dokusunda ilkbaharda (11.85+2.01) sonbahara
(4.36+0.66) oranla anlamli bir fark bulunmustur
(p<0.05), hepatopankreas dokusunda énemli bir
degisiklik  yoktur. Antioksidan enzimlerin
aktivitesi, toksik bilesiklere maruz kalma siresi
ve bu maddelerin derisiminin yani sira, tirlerin
hassasiyetine bagli olarak da artis veya azalma
gosterebilir. Ortamda bulunan agir metallerin
hepatopankreas dokusunda tespit edilen SOD
aktivitesinde degisiklige yol agmamasi, maruz
kalinan derigimin enzim aktivitesini
etkileyebilecek dizeyde olmamasina
baglanabilir (Aslan, 2010).

m ilkbahar O Sonbahar

Kas

Sekil 1. Total protein miktarlarinin mevsimlere baglh olarak degisimi.
* Dokular arasindaki, # Mevsimlere gore anlamli farkliliklar gosterilmistir (p< 0.05).

Calismada, solungag¢ dokusunda gozlenen
anlaml disUs, artan Pb ve Cu agir metalleri ile
tetiklenmis veya organizma igin gerekli olan Fe
ve Zn metallerinin diismesi de oksidatif strese
yol agmis olabilir. Mevcut ¢alismada, en yiksek
SOD aktivitesi kas dokusunda sonbaharda
(19.56%2.35) ilkbahara (14.72+1.64) oranla
anlamli bir artis gostermistir (p<0.05) (Sekil 2).
Diger dokularin aksine Cd konsantrasyonunun
bu dokudaki artisi enzim aktivitesinin artmasini
etkilemis  olabilecegi gibi Pb ve Cu
miktarlarindaki disis, Fe ve Zn miktarlarindaki
artis da SOD enzim aktivitesinde degisiklige
sebep olmus olabilir.

CAT enzim aktivitesi, hepatopankreas ve
solunga¢ dokularinda sonbahar mevsiminde
(29.6414.16, 20.18.28+2,51) ilkbahara
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(53.1345.98, 53.28+7,57) oranla anlamh bir
duslis gorilirken, kas dokusunda ise artis soz

konusudur (ilkbahar 72.1449.56, sonbahar
91.78+5.28). Dokulara bagh olarak vyapilan
istatistiksel karsilastirmada ise, ilkbaharda
orneklenen midyelerin solungag ve

hepatopankreas dokulariile kas dokusu arasinda
anlamh farklihklar tespit edilmistir (p<0.05)
(Sekil 3). Solunga¢ ve hepatopankreasta CAT
aktivitesinin ilkbaharda daha ylksek ¢iktigi diger
calismalarda da ortaya konmustur (Viarengo ve
ark., 1991; Santovito ve ark., 2005; Valavanidis
ve ark., 2007). Oksijenli solunum yapan her canli
surekli olarak siperoksit radikali, hidroksil
radikalleri ve H20: gibi reaktif oksijen turlerini
(ROT) dretir. Toksik kirleticilere maruz kalan
organizmalarda eksojen ve endojen kaynakh
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ROT’lar arasinda bir dengesizlik olusarak,
oksidatif hasara ya da antioksidan savunma
sistemlerinde  zayiflamaya sebep olabilir
(Valavanidis ve ark., 2007). SOD, CAT gibi
enzimatik antioksidanlari iceren savunma
sistemleri de, olusabilecek ROT hasarlarini
azaltacak yonde calisir (Van der Oost ve ark.,
2003). Cancio ve ark. (1999), M. galloprovincialis
tiriinde bir yillik periyotta CAT enzim
aktivitelerine bakmiglar ve CAT aktivitesi
ilkbahar aylari boyunca Nisandan Hazirana kadar
oldukga yiksek gorulirken, Temmuzdan Subat
ayina kadar dislk seviyelerde gozlenmistir.

aliminin mevsimlere bagl degismesiyle kimyasal
parametrelerin degistigi kaydedilmistir. Bochetti
ve ark. (2008), Tapes philippinarum ve M.
galloprovincialis tirlerinde mevsimsel
degisimininin etkisini SOD, CAT antioksidanlari
Gzerinde bakmislar ve aktivitelerinin ilkbahar ve
yaz aylarinda dlstigini  belirlemislerdir.
Calismada, mevsimsel degisimin sicakliktan
ziyade sudaki kirlilik diizeyindeki degisiklikten
kaynaklanabilecegi 6ne slrldlmistir. Yapilan
¢alismada da solunga¢ ve hepatopankreasta
antioksidan dizeyleri farklilik géstermekte ve bu
farkhihk s6z konusu dokularin kirlilige esit

Calisma sonunda bu durumun midyelerin
beslenmesiyle dogru orantili oldugu, besin

miktarda maruz kalmamalarindan kaynaklandigi
disunulmektedir.
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Sekil 2. SOD enzim aktivitesinin mevsimlere bagli olarak degisimi.
* Dokular arasindaki, # Mevsimlere gére anlamli farkliliklar gésterilmistir (p< 0.05).
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Sekil 3. CAT aktivitesinin mevsimlere bagli olarak degisimi.
* Dokular arasindaki, # Mevsimlere goére anlamli farkliliklar gdsterilmistir (p< 0.05).

Sonug ve Oneriler

Bu c¢alismada, Kepez (Canakkale)
bolgesindeki agir metal kirliliginin midye M.
galloprovincialis solungag, hepatopankreas ve

kas dokularindaki TP, SOD ve CAT dizeylerini
mevsimlere ve dokulara gore nasil degistirdigi
arastirllmistir.  Farkh dokulardaki antioksidan
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enzim aktivitelerinin kirlilik diizeyinin yani sira
mevsimsel olarak degistigi ortaya konmustur.

Antioksidanlarin biyoizleme ¢alismalarda
yaygin olarak kullanildiklari bilinmektedir. Bu
maddelerin kirliligin yogun oldugu bodlgelerde
yliksek miktarda ol¢llmesi, oksidatif strese
neden olan bilesiklerin detoksifikasyonunda
oynadiklari kilit rol ile baglantihdir. Agir
metallerin ¢ift kabuklular Gzerindeki toksik
etkilerini  belirlemek, kirletici duzeylerinin
insanlarda neden olacag toksik etkileri
ongdrmeye yardimci olacaktir.
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