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Callinectes sapidusun (Mavi Yenge¢) Hepatopankreas Esteraz (E. C. 3.1.1.1)
Aktivitesine Metal Iyonlarinin (Zn?, Co%, Cd, Ni*?) in Vitro Etkilerinin Belirlenmesi

Determination of in Vitro Effects of Metal Ions (Zn*?, Co*?, Cd*?, Ni*?) on the Hepatopancreas Esterase
(E. C. 3.1.1.1) Activity of Callinectes sapidus (Blue Crab)
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Oz

Bu caligmada insanlar tarafindan besin olarak tiketilen bir yengeg tiirii olan Callinectes sapidus (Rathbun, 1896)nin hepatopankreas
esteraz (E. C. 3.1.1.1) aktivitesine ¢inko (Zn), kobalt (Co), kadmiyum (Cd), nikel (Ni) metallerinin etkileri in vitro olarak belirlenmistir.
Elde edilen sonuglara gére; aragtirilan tiim metal iyonlarinin hepatopankreas esteraz aktivitesi Uzerine inhibisyon etkisi sergilemekle
birlikte, IC, | degerlerinin 0.83 mM (Cd) ile 32.21 mM (Co) arasinda degisim gésterdigi bulunmugtur. Metal iyonlarinin inhibisyon
tipleri degerlendirildiginde, Zn ve Co un-kompetitif inhibisyona neden olurken, Cd ve Ni karigik tip inhibisyon sergilemislerdir. Elde
edilen veriler, cevresel metal kirliliginin belirlenmesinde mavi yengecin roliine biyokimyasal veriler sunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Ca/linectes sapidus, Hepatopankreas, Esteraz, Metal iyonlar:

Abstract

In this study, in vitro effects of zinc (Zn), cobalt (Co), cadmium (Cd), nickel (Ni) on the hepatopancreas esterase (E. C. 3.1.1.1)
activity of Callinectes Sapidus (Rathbun, 1896), a crab species consumed as a food by humans, were investigated. According to the
obtained results; IC_ values were found to vary between 0.83 mM (Cd) and 32.21 mM (Co), in addition to the inhibition effect of all
the metal ions investigated on the hepatopancreas esterase activity. When assessed the inhibition types of the metal ions investigated,
while Zn and Co caused un-competitive inhibition, Cd and Ni had exhibited mixed type inhibition. The data obtained provide
biochemical data on the role of blue crab in determination of environmental metal pollution.
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1. Giris saglayan biyokimyasal mekanizmalar ile bagdastirilmakta-

Organizmalar metabolik fonksiyonlarini diizenlemek icin durlar. Bununla birlikte, e'sz%n31ye.1. metallefm regiile e.dllm1§
inko (Zn) gibi (esansiyel) bazt metallere gereksinim du- konsantrasyonlarinda cesitli faktorlere bagh olarak bireysel
¢ bir organizmada ve bireyler arasinda farkliliklar olabilecegi

de bildirilmektedir. Kadmiyum (Cd) ve civa (Hg) gibi esan-

siyel olmayan metaller s6z konusu oldugunda, bu metaller

yarlar. Bununla birlikte, kadmiyum gibi (esansiyel olmayan)
metallerin organizmalarda metabolik roliniin bulunmadig:
bildirilmektedir (Cresswell vd. 2015). Dekapod krustaseler-

de bakir (Cu) ve cinko gibi esansiyel metaller, organizmanin metabolik olarak regiile edilmezler ve maruz kalmaya bagh

olarak dokulardaki konsantrasyonlar: degisiklik gostermek-
tedir (Turoczy vd. 2001).

metale maruz kalmasina bakilmaksizin belirli bir dokuda
metalin goreli bir sabit konsantrasyonda kalmasina olanak
Agir metaller onemli ¢evresel kirleticiler arasinda yer alip
(Liu vd. 2014), akuatik omurgasizlardaki metal birikimi

beslenme yoluyla insan saghgini etkilemesi nedeniyle son
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maruz kalmas: nedeniyle olduk¢a karmasik oldugu bildiril-
mistir (Cresswell vd. 2015). Organizmalar tarafindan alinan
metallerin toksik etkilerini sarf edebilecekleri seviyeler me-
tale gore ve organizmalar arasinda farkhiliklar gostermekle
birlikte, akuatik omurgasizlarda bu metallerin alinis, biyoa-
kimiilasyon ve toksisite mekanizmalar1 Rainbow ve Luoma
(2011) tarafindan genis bir gekilde tartigilmigtir. Akuatik
dekapodlar arasinda, nehir agzi ve kiyt ekosistemlerinin
anahtar tiirlerinden olan yengecler tipik olarak bentik orga-
nizmalardir ve ylizey sedimentinde yagamalarinin yani sira,
kontamine olmus sedimentler arasinda yagayan organizma-
lar1 besin olarak kullanmalari (Zhao vd. 2012, Cheng vd.
2017, Cheng vd. 2018) ve insana kadar ulagan akuatik besin
aginda, toksik bilesenlerin daha ust trofik seviyelere tagima-
larindan dolay: ekotoksikolojik ¢aligmalarin odagindadirlar
(Peterson vd. 2002). Bahsedilen bu ekolojik karakteristik-
leri nedeniyle yengegler, cevresel metal kontaminasyonla-
rinin izlenmesinde kullanilan 6nemli biyo-indikator tiirler
arasinda yer alirlar (Arya vd. 2014). Cevresel kirletici olarak
metaller, krustaselerde enzim ve hormon sitemlerine etki
ederek organizmanin hayatta kalma, gelisim ve Greme gibi
faaliyetlerini etkilemektedirler. Bu esnada, ozellikle asetil-
kolinesteraz ve esterazlarin da yer aldig1 cesitli enzimlerin
aktivitelerinde degisimler saptanmaktadir (Elumalai vd.
2005). Bu enzimlerde ¢evresel kirliligin izlenmesinde indi-
kator olarak kullanilan molekiler araglardir.

Omurgasizlarda hepatopankreas, metabolik ve fizyolo-
jik reaksiyonlar agisindan son derece aktif bir organ olup,
omurgalilarin karaciger, pankreas ve ince bagirsagina ana-
logdur (Lima vd. 2013). Ayrica hepatopankreas esteraz ak-
tivitesinin krustaselerde detoksifikasyon basta olmak tzere,
vitellogenez, oogenez, hormon metabolizmas: ve sinir im-
pulsu kontrolii gibi ¢ok 6nemli fizyolojik reaksiyonlar igin
esansiyel oldugu bildirilmektedir (Franceschini-Vicentini
vd. 2009; Frasco vd. 2010; Lima vd. 2013). Ayrica, agir
metallerin metabolik agidan aktif organlar olan solungag ve
o6zelliklede hepatopankreas dokusunda birikime ugradiklar
belirtilmektedir (Cogun vd. 2017).

Callinectes sapidus mavi yengeg olarak bilinmektedir ve pro-
tein agisindan zengin olmasi nedeniyle son dénemlerde in-
sanlar tarafindan besinsel tiiketimi ve ekonomik degerinin
giderek arttigi anlagilmaktadir. Literatirde mavi yengeg
dahil diger yenge¢ tirlerinin ¢esitli dokularindaki metal bi-
rikiminin seviyeleri ve metal kontaminasyonuna bagli olarak
baz: enzimlerin aktivitelerindeki degisimleri belirlemeye y6-
nelik ¢aligmalar bulunmasina ragmen, biyo-indikatér olarak
kullanilan enzimlerin inhibisyon kinetigine dair ¢aligmalar
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yok denecek kadar azdir. Bu nedenle, ¢aligmamizda, C.
sapidus’un metabolik ve fizyolojik siireglerinde kritik roller
oynayan hepatopankreas esteraz aktivitesine Zn, Co, Cd ve
Ni metallerinin etkilerinin iz vifro olarak aragtirilmasi ve
sergiledikleri inhibisyon tiplerinin belirlenmesi amaglan-
migtir.

2. Gereg ve Yontemler
2.1. C. sapidus Orneklerinin Saglanmas

Calismada kullanilan Callinectes sapidus (Rathbun, 1896)
ornekleri Mugla Ili Koycegiz Dalyan’indan elde edilmistir.
Laboratuvara  getirilen  6rneklerin  hepatopankreaslar:
buzlu ortamda diseke edilmis ve ¢aligilana kadar -20 °C’da

muhafaza edilmisgtir.
2.2. Homojenat Hazirlanmasi

Homojenat hazirlanmasi Althalji ve Gorgtin (2019)’a gore
bazi modifikasyonlar ile yerine getirilmigtir. Bu amagla
orneklerden elde edilen 5 gram hepatopankreas dokusu,
Ultra-Turrax T 25 homojenizatoérde 25.000 devir/dk hizda
3 dakika stresince 50 mM Tris-HCI (pH 7.40, 1 mM
DTT, 1 mM EDTA) tamponunda homojenize edilmistir.
Elde edilen homojenat 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmek
suretiyle kaba partikillerin ¢oktiriilmesi saglanmis ve
ustteki sipernatant alinarak enzim aktivitesi ¢caligmalarinda
kullanilmigtar.

2.3. Enzim Aktivitesi Tayinleri

Esteraz aktivitesi 6l¢imleri 405 nm dalga boyunda ve
4-nitrofenil butirat (p-NPB) substrat: kullanilarak ¢ift 151n
yollu spektrofotometrede gerceklestirilmistir. Aktivite tipi
20 pLL 6rnek, asetonitril igerisinde ¢6ziinmis 50 mM p-NPB
substratinin 20 pL’si ve 960 pL aktivite tamponundan (%
4 etanol iceren pH 8.0 Tris-HCI) olugsmus ve 30 °C’da
aktivite olgtimleri gerceklestirilmigtir (Althalji ve Gorgln,
2019). Kor tupinde enzim ¢ozeltisi yerine ayni hacimde
aktivite tamponu kullamilmigtir. Hepatopankreas esteraz
aktivitesi i¢in degisen substrat konsantrasyonlar1 (0.05
mM, 0.125 mM, 0.25 mM, 0.50 mM ile 1 mM final
konsantrasyondaki bes farkli noktada) ile kadmiyum (0.3,
0.5 ve 0.8 mM), ¢inko (1.5, 2.5 ve 4 mM), kobalt (10, 15
ve 20 mM) ve nikel (5, 10 ve 20 mM) metalleri ile inkiibe
edilmigtir. Kor tipi her bir 6l¢im i¢in 6rnek tiptundeki
metal iyonunun konsantrasyonunu icermistir. Belirtilen bu
deney kosullarinda esteraz aktivitesi rutin enzim aktivitesi
tayinine gore belirlenmek suretiyle kontrol ve inhibitor
bulunan tiiplere ait elde edilen hizlardan Lineweawer-
Burk egrisi cizilerek her bir metal i¢in inhibisyon kinetigi
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belirlenmistir. Ayrica caligilan metal iyonlarinin farkh
konsantrasyonlar1 kullanilarak IC,  degerleri belirlenmistir.

3. Bulgular

C. sapidus hepatopankreas esteraz aktivitesi tizerine Cd, Co,
Zn, Ni metal iyonlariin inhibisyon tipleri, IC, ve K. de-
gerleri Cizelge 1'de goriilmektedir. Hepatopankreas dokusu
esteraz aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi gosteren metal
iyonlarinin IC_ degerleri, 0.83 mM (Cd) ile 32.21 mM
(Co) arasinda oldugu belirlenmistir. Bu veriler Cizelge 1 ve
Sekil 5’te sergilenmigtir. Hepatopankreas kas dokusu este-
raz aktivitesi Gizerine metal iyonlarinin sergilemis olduklar:
K. degerlerinin Zn igin 0.508 mM ($ekil 1), Cd igin 0.692
mM (Sekil 2), Ni i¢in 8.672 mM (Sekil 3) ve Co i¢in ise
14.651 mM (Sekil 4) oldugu bulunmugtur. Caligmamizda
hepatopankreas esteraz aktivitesi tizerine en yiliksek inhibis-
yon etkisi gosteren metallerin ¢inko ve kadmiyum oldugu
belirlenmistir. En az inhibisyon etkisine sahip olan metalle-
rin ise kobalt ve nikel oldugu gorilmektedir.

4. Tartigma

Calismamizda elde edilen sonuglar, insan beslenmesi, eko-
nomik ve ekolojik acidan énemli konumdaki bir yenge¢
tirii olan C. sapidus’un hepatopankreas esteraz aktivitesinin
aragtirmamizda kullanilan agir metallere (Zn, Cd, Co ve
Ni) duyarl: oldugunu gostermektedir. Bu duyarliligin farkl
metal iyonlarinda farkli derecelerde oldugu goz 6niine alin-
diginda, ¢alismamizda elde edilen veriler, IC, | degerlerinin,
Cizelge 1 ve Sekil 5’te gorildigu tizere, en dusikten en
yiiksege dogru Cd, Zn, Ni ve Co siralamasinda oldugunu
gostermektedir. Elde edilen bu bulguya gére, hepatopank-
reas esteraz aktivitesine en yiksek inhibisyon etkisine sahip
olan metal iyonu kadmiyumdur. Esansiyel olmayan ve ¢ok
dusiik konsantrasyonlarda dahi toksik olabilecegi belirtilen
(Soegianto vd. 2013; Zhang vd. 2019) bir metal iyonu ola-
rak kadmiyum, yenge¢ dokular: tarafindan metabolik olarak
regiile edilememektedir. Ayrica, tilkemiz sularindan topla-
nan mavi yenge¢ 6rneklerinde degerlendirildigi tizere, ¢ev-
resel kirliligin belirlenmesinde énemli bir indikatér oldu-

Cizelge 1. Callinectes sapidus (mavi yengeg) hepatopankreas esteraz aktivitesi tizerine metal iyonlariin inhibisyon tipleri, IC_ ve

K, degerleri.
. HEPATOPANKREAS
Inhibitor .
fyon K Inhibisyon
(mM) Tipi
Cd* 0.835 0.692 Karigik tip
Zn* 1.384 0.508 Un-kompetitif
Ni* 18.140 8.672 Karisik tip
Co* 32.210 14.651 Un-kompetitif
1§
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
x
0.4
B ! /
-50 30
0.1 1/s
0
-25 -20 -15 -10 -5 0 5 10 15 20 25
# kontrol B1.5mM A25mM X4mM -0.1
#® kontrol M0,3mM A0,5mM X0,8mM

Sekil 1. Cinko’nun (Zn) farkli konsantrasyonlarimin C. sapidus

hepatopankreas esteraz aktivitesi Gzerine etkisi.

34

Sekil 2. Kadmiyum’un (Cd) farkli konsantrasyonlarinin C.

sapidus hepatopankreas esteraz aktivitesi tizerine etkisi.
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gu belirtilmektedir (Turkmen vd. 2006; Cogun vd. 2017).
Kadmiyumun birikimi Pseudocarcinus gigas (Turoczy vd.
2001), Cancer irroratus (Chou vd. 2002) ve Eriocheir sinensis
(Cheng vd. 2018) gibi diger yengeg tiirlerinden de deger-

lendirilmistir.

Caligmamizda hepatopankreas esteraz aktivitesi Uzerine
kadmiyumdan sonra en fazla inhibisyon etkisi gosteren me-
tal iyonu ¢inkodur. Ayrica aragtirilan metal iyonlar icerisin-
de en diisiik K. degeri (0.508 mM) ¢inko igin belirlenmistir.

Metabolik olarak gereksinilen ve esansiyel bir metal olan

-15

+ kontrol u5mM A10mM X20mM

1/s

# kontrol

E10mM A15mM X20mM

Sekil 3. Nikelin (Ni) farkli konsantrasyonlarinin C. sapidus

hepatopankreas esteraz aktivitesi tizerine etkisi.

Sekil 4. Kobalt'in (Co) farkh konsantrasyonlarinin C. sapidus

hepatopankreas esteraz aktivitesi tizerine etkisi.
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Sekil 5. Metal iyonlarinin IC_ degerlerinin belirlenmesi. A) Zn, B) Cd, C) Ni, D) Co
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¢inkonun dokularda ¢ok fazla birikime ugramadigi daha
onceki ¢aligmalarda (Turoczy vd. 2001; Cresswell vd. 2015)
vurgulanmakla birlikte, calismamizda kullanilan diger iyon-
lar olan kobalt ve nikel ile kargilagtirildiginda, kadmiyuma
benzer bir sekilde, ¢cinkonun da diisik konsantrasyonlarinin
hepatopankreas esteraz aktivitesi tizerinde 6nemli inhibis-
yon etkisine yol agtig1 gérilmustir.

Gerek IC, gerekse K. parametreleri agisindan en yiiksek
degerler sirasiyla kobalt ve nikel iyonlari i¢in belirlenmisgtir.
Bu veriler kobalt ve nikelin C. sapidus hepatopankreas este-
raz aktivitesi tizerinde inhibisyon etkisinin oldugunu gos-
termekle birlikte, kadmiyum ve ¢inkoya gére daha az inhi-
bisyon sergileyen metaller olduklarini 6nermektedir. Nikel
ve kobaltin sucul omurgasizlardaki etkilerini degerlendiren
calismalarin olduke¢a sinirhi sayida oldugu gorilmektedir.
Nikelin bazi hayvansal organizmalarda mikro-esansiyel
element oldugu ve agir1 miktarlarinin sucul organizmalarin
davranis, biiytime, gelisim ve tremesini etkiledigi bildiril-
migtir (Verma 2012). Vitamin B ’nin yapisinda bulunan
kobaltin iz miktarlar: canlilar i¢in esansiyel olmakla birlik-
te, cevresel konsantrasyonlarinin sucul organizmalardaki
risk etkileri neredeyse belirsizdir (Stubblefield vd. 2020).
Sonug olarak, sucul omurgasizlarda agir metallerin doku-
lardaki birikimlerini ve miktarlarini saptamaya yonelik ¢ok
sayida ¢alisma olmasina kargin, metabolik enzimler tizerin-
de sergiledikleri inhibisyon tiplerini belirleyen ¢alismalarin
oldukga sinirli oldugu gérilmektedir. Yapilan bu ¢aligma ile
mavi yengeg hepatopankreas esteraz aktivitesinin ¢aligmada
kullanilan ve inhibisyon seviyeleri farkli olan metallere karst
duyarli oldugu gorilmiis ve ¢evresel metal kirliliginin belir-
lenmesinde 6nemli bir belirte¢ enzim olabilecegi kanisina

vartlmigtir.
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