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sağlayan biyokimyasal mekanizmalar ile bağdaştırılmakta-
dırlar. Bununla birlikte, esansiyel metallerin regüle edilmiş 
konsantrasyonlarında çeşitli faktörlere bağlı olarak bireysel 
bir organizmada ve bireyler arasında farklılıklar olabileceği 
de bildirilmektedir. Kadmiyum (Cd) ve civa (Hg) gibi esan-
siyel olmayan metaller söz konusu olduğunda, bu metaller 
metabolik olarak regüle edilmezler ve maruz kalmaya bağlı 
olarak dokulardaki konsantrasyonları değişiklik göstermek-
tedir (Turoczy vd. 2001). 

Ağır metaller önemli çevresel kirleticiler arasında yer alıp 
(Liu vd. 2014), akuatik omurgasızlardaki metal birikimi 
beslenme yoluyla insan sağlığını etkilemesi nedeniyle son 
dönemlerde dikkat çekici bir konu haline gelmiştir (Zhang 
vd. 2019). Metallerin biyolojik birikiminin (biyoakümülas-
yon) doğasının, genellikle organizmanın belirli bir süreçte 
sadece bir metal yerine, birçok farklı metalin bir karışımına 

1. Giriş
Organizmalar metabolik fonksiyonlarını düzenlemek için 
çinko (Zn) gibi (esansiyel) bazı metallere gereksinim du-
yarlar. Bununla birlikte, kadmiyum gibi (esansiyel olmayan) 
metallerin organizmalarda metabolik rolünün bulunmadığı 
bildirilmektedir  (Cresswell vd. 2015). Dekapod krustaseler-
de bakır (Cu) ve çinko gibi esansiyel metaller, organizmanın 
metale maruz kalmasına bakılmaksızın belirli bir dokuda 
metalin göreli bir sabit konsantrasyonda kalmasına olanak 
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Öz

Bu çalışmada insanlar tarafından besin olarak tüketilen bir yengeç türü olan Callinectes sapidus (Rathbun, 1896)’nın hepatopankreas 
esteraz (E. C. 3.1.1.1) aktivitesine çinko (Zn), kobalt (Co), kadmiyum (Cd), nikel (Ni) metallerinin etkileri in vitro olarak belirlenmiştir. 
Elde edilen sonuçlara göre; araştırılan tüm metal iyonlarının hepatopankreas esteraz aktivitesi üzerine inhibisyon etkisi sergilemekle 
birlikte, IC50 değerlerinin 0.83 mM (Cd) ile 32.21 mM (Co) arasında değişim gösterdiği bulunmuştur. Metal iyonlarının inhibisyon 
tipleri değerlendirildiğinde, Zn ve Co un-kompetitif inhibisyona neden olurken, Cd ve Ni karışık tip inhibisyon sergilemişlerdir. Elde 
edilen veriler, çevresel metal kirliliğinin belirlenmesinde mavi yengecin rolüne biyokimyasal veriler sunmaktadır.
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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; IC50 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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yok denecek kadar azdır. Bu nedenle, çalışmamızda, C. 
sapidus’un metabolik ve fizyolojik süreçlerinde kritik roller 
oynayan hepatopankreas esteraz aktivitesine Zn, Co, Cd ve 
Ni metallerinin etkilerinin in vitro olarak araştırılması ve 
sergiledikleri inhibisyon tiplerinin belirlenmesi amaçlan-
mıştır. 

2. Gereç ve Yöntemler
2.1. C. sapidus Örneklerinin Sağlanması

Çalışmada kullanılan Callinectes sapidus (Rathbun, 1896) 
örnekleri Muğla İli Köyceğiz Dalyan’ından elde edilmiştir. 
Laboratuvara getirilen örneklerin hepatopankreasları 
buzlu ortamda diseke edilmiş ve çalışılana kadar -20 ºC’da 
muhafaza edilmiştir.

2.2. Homojenat Hazırlanması

Homojenat hazırlanması Althalji ve Görgün (2019)’a göre 
bazı modifikasyonlar ile yerine getirilmiştir. Bu amaçla 
örneklerden elde edilen 5 gram hepatopankreas dokusu, 
Ultra-Turrax T 25 homojenizatörde 25.000 devir/dk hızda 
3 dakika süresince 50 mM Tris-HCl (pH 7.40, 1 mM 
DTT, 1 mM EDTA) tamponunda homojenize edilmiştir. 
Elde edilen homojenat 4000 rpm’de 10 dk santrifüj edilmek 
suretiyle kaba partiküllerin çöktürülmesi sağlanmış ve 
üstteki süpernatant alınarak enzim aktivitesi çalışmalarında 
kullanılmıştır.

2.3. Enzim Aktivitesi Tayinleri

Esteraz aktivitesi ölçümleri 405 nm dalga boyunda ve 
4-nitrofenil butirat (p-NPB) substratı kullanılarak çift ışın 
yollu spektrofotometrede gerçekleştirilmiştir. Aktivite tüpü 
20 µL örnek, asetonitril içerisinde çözünmüş 50 mM p-NPB 
substratının 20 µL’si ve 960 µL aktivite tamponundan (% 
4 etanol içeren pH 8.0 Tris-HCl) oluşmuş ve 30 ºC’da 
aktivite ölçümleri gerçekleştirilmiştir (Althalji ve Görgün, 
2019). Kör tüpünde enzim çözeltisi yerine aynı hacimde 
aktivite tamponu kullanılmıştır. Hepatopankreas esteraz 
aktivitesi için değişen substrat konsantrasyonları (0.05 
mM, 0.125 mM, 0.25 mM, 0.50 mM ile 1 mM final 
konsantrasyondaki beş farklı noktada) ile kadmiyum (0.3, 
0.5 ve 0.8 mM), çinko (1.5, 2.5 ve 4 mM), kobalt (10, 15 
ve 20 mM) ve nikel (5, 10 ve 20 mM) metalleri ile inkübe 
edilmiştir. Kör tüpü her bir ölçüm için örnek tüpündeki 
metal iyonunun konsantrasyonunu içermiştir. Belirtilen bu 
deney koşullarında esteraz aktivitesi rutin enzim aktivitesi 
tayinine göre belirlenmek suretiyle kontrol ve inhibitör 
bulunan tüplere ait elde edilen hızlardan Lineweawer-
Burk eğrisi çizilerek her bir metal için inhibisyon kinetiği 

maruz kalması nedeniyle oldukça karmaşık olduğu bildiril-
miştir (Cresswell vd. 2015). Organizmalar tarafından alınan 
metallerin toksik etkilerini sarf edebilecekleri seviyeler me-
tale göre ve organizmalar arasında farklılıklar göstermekle 
birlikte, akuatik omurgasızlarda bu metallerin alınış, biyoa-
kümülasyon ve toksisite mekanizmaları Rainbow ve Luoma 
(2011) tarafından geniş bir şekilde tartışılmıştır. Akuatik 
dekapodlar arasında, nehir ağzı ve kıyı ekosistemlerinin 
anahtar türlerinden olan yengeçler tipik olarak bentik orga-
nizmalardır ve yüzey sedimentinde yaşamalarının yanı sıra, 
kontamine olmuş sedimentler arasında yaşayan organizma-
ları besin olarak kullanmaları (Zhao vd. 2012, Cheng vd. 
2017, Cheng vd. 2018) ve insana kadar ulaşan akuatik besin 
ağında, toksik bileşenlerin daha üst trofik seviyelere taşıma-
larından dolayı ekotoksikolojik çalışmaların odağındadırlar 
(Peterson vd. 2002). Bahsedilen bu ekolojik karakteristik-
leri nedeniyle yengeçler, çevresel metal kontaminasyonla-
rının izlenmesinde kullanılan önemli biyo-indikatör türler 
arasında yer alırlar (Arya vd. 2014). Çevresel kirletici olarak 
metaller, krustaselerde enzim ve hormon sitemlerine etki 
ederek organizmanın hayatta kalma, gelişim ve üreme gibi 
faaliyetlerini etkilemektedirler. Bu esnada, özellikle asetil-
kolinesteraz ve esterazların da yer aldığı çeşitli enzimlerin 
aktivitelerinde değişimler saptanmaktadır (Elumalai vd. 
2005). Bu enzimlerde çevresel kirliliğin izlenmesinde indi-
katör olarak kullanılan moleküler araçlardır.

Omurgasızlarda hepatopankreas, metabolik ve fizyolo-
jik reaksiyonlar açısından son derece aktif bir organ olup, 
omurgalıların karaciğer, pankreas ve ince bağırsağına ana-
logdur (Lima vd. 2013). Ayrıca hepatopankreas esteraz ak-
tivitesinin krustaselerde detoksifikasyon başta olmak üzere, 
vitellogenez, oogenez, hormon metabolizması ve sinir im-
pulsu kontrolü gibi çok önemli fizyolojik reaksiyonlar için 
esansiyel olduğu bildirilmektedir (Franceschini-Vicentini 
vd. 2009; Frasco vd. 2010; Lima vd. 2013). Ayrıca, ağır 
metallerin metabolik açıdan aktif organlar olan solungaç ve 
özelliklede hepatopankreas dokusunda birikime uğradıkları 
belirtilmektedir (Çoğun vd. 2017). 

Callinectes sapidus mavi yengeç olarak bilinmektedir ve pro-
tein açısından zengin olması nedeniyle son dönemlerde in-
sanlar tarafından besinsel tüketimi ve ekonomik değerinin 
giderek arttığı anlaşılmaktadır. Literatürde mavi yengeç 
dahil diğer yengeç türlerinin çeşitli dokularındaki metal bi-
rikiminin seviyeleri ve metal kontaminasyonuna bağlı olarak 
bazı enzimlerin aktivitelerindeki değişimleri belirlemeye yö-
nelik çalışmalar bulunmasına rağmen, biyo-indikatör olarak 
kullanılan enzimlerin inhibisyon kinetiğine dair çalışmalar 
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4. Tartışma
Çalışmamızda elde edilen sonuçlar, insan beslenmesi, eko-
nomik ve ekolojik açıdan önemli konumdaki bir yengeç 
türü olan C. sapidus’un hepatopankreas esteraz aktivitesinin 
araştırmamızda kullanılan ağır metallere (Zn, Cd, Co ve 
Ni) duyarlı olduğunu göstermektedir. Bu duyarlılığın farklı 
metal iyonlarında farklı derecelerde olduğu göz önüne alın-
dığında, çalışmamızda elde edilen veriler, IC50 değerlerinin, 
Çizelge 1 ve Şekil 5’te görüldüğü üzere, en düşükten en 
yükseğe doğru Cd, Zn, Ni ve Co sıralamasında olduğunu 
göstermektedir. Elde edilen bu bulguya göre, hepatopank-
reas esteraz aktivitesine en yüksek inhibisyon etkisine sahip 
olan metal iyonu kadmiyumdur. Esansiyel olmayan ve çok 
düşük konsantrasyonlarda dahi toksik olabileceği belirtilen 
(Soegianto vd. 2013; Zhang vd. 2019) bir metal iyonu ola-
rak kadmiyum, yengeç dokuları tarafından metabolik olarak 
regüle edilememektedir. Ayrıca, ülkemiz sularından topla-
nan mavi yengeç örneklerinde değerlendirildiği üzere, çev-
resel kirliliğin belirlenmesinde önemli bir indikatör oldu-

belirlenmiştir. Ayrıca çalışılan metal iyonlarının farklı 
konsantrasyonları kullanılarak IC50 değerleri belirlenmiştir. 

3. Bulgular
C. sapidus hepatopankreas esteraz aktivitesi üzerine Cd, Co, 
Zn, Ni metal iyonlarının inhibisyon tipleri, IC50 ve Ki de-
ğerleri Çizelge 1’de görülmektedir. Hepatopankreas dokusu 
esteraz aktivitesi üzerine inhibisyon etkisi gösteren metal 
iyonlarının IC50 değerleri, 0.83 mM (Cd) ile 32.21 mM 
(Co) arasında olduğu belirlenmiştir. Bu veriler Çizelge 1 ve 
Şekil 5’te sergilenmiştir. Hepatopankreas kas dokusu este-
raz aktivitesi üzerine metal iyonlarının sergilemiş oldukları 
Ki değerlerinin Zn için 0.508 mM (Şekil 1), Cd için 0.692 
mM (Şekil 2), Ni için 8.672 mM (Şekil 3) ve Co için ise 
14.651 mM (Şekil 4) olduğu bulunmuştur. Çalışmamızda 
hepatopankreas esteraz aktivitesi üzerine en yüksek inhibis-
yon etkisi gösteren metallerin çinko ve kadmiyum olduğu 
belirlenmiştir. En az inhibisyon etkisine sahip olan metalle-
rin ise kobalt ve nikel olduğu görülmektedir.

Çizelge 1. Callinectes sapidus (mavi yengeç) hepatopankreas esteraz aktivitesi üzerine metal iyonlarının inhibisyon tipleri, IC50 ve 
Ki değerleri.

İnhibitör
İyon

HEPATOPANKREAS
IC50

(mM)
Ki

(mM)
İnhibisyon 

Tipi
Cd2+ 0.835 0.692 Karışık tip

Zn2+ 1.384 0.508 Un-kompetitif

Ni2+ 18.140 8.672 Karışık tip

Co2+ 32.210 14.651 Un-kompetitif

Şekil 1. Çinko’nun (Zn) farklı konsantrasyonlarının C. sapidus 
hepatopankreas esteraz aktivitesi üzerine etkisi.

Şekil 2. Kadmiyum’un (Cd) farklı konsantrasyonlarının C. 
sapidus hepatopankreas esteraz aktivitesi üzerine etkisi.
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Çalışmamızda hepatopankreas esteraz aktivitesi üzerine 
kadmiyumdan sonra en fazla inhibisyon etkisi gösteren me-
tal iyonu çinkodur. Ayrıca araştırılan metal iyonları içerisin-
de en düşük Ki değeri (0.508 mM) çinko için belirlenmiştir. 
Metabolik olarak gereksinilen ve esansiyel bir metal olan 

ğu belirtilmektedir (Türkmen vd. 2006; Çoğun vd. 2017). 
Kadmiyumun birikimi Pseudocarcinus gigas (Turoczy vd. 
2001), Cancer irroratus (Chou vd. 2002) ve Eriocheir sinensis 
(Cheng vd. 2018) gibi diğer yengeç türlerinden de değer-
lendirilmiştir.

Şekil 5. Metal iyonlarının IC50 değerlerinin belirlenmesi. A) Zn, B) Cd, C) Ni, D) Co

Şekil 3. Nikel’in (Ni) farklı konsantrasyonlarının C. sapidus 
hepatopankreas esteraz aktivitesi üzerine etkisi.

Şekil 4. Kobalt’ın (Co) farklı konsantrasyonlarının C. sapidus 
hepatopankreas esteraz aktivitesi üzerine etkisi.

A

B

C

D
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çinkonun dokularda çok fazla birikime uğramadığı daha 
önceki çalışmalarda (Turoczy vd. 2001; Cresswell vd. 2015) 
vurgulanmakla birlikte, çalışmamızda kullanılan diğer iyon-
lar olan kobalt ve nikel ile karşılaştırıldığında, kadmiyuma 
benzer bir şekilde, çinkonun da düşük konsantrasyonlarının 
hepatopankreas esteraz aktivitesi üzerinde önemli inhibis-
yon etkisine yol açtığı görülmüştür.

Gerek IC50 gerekse Ki parametreleri açısından en yüksek 
değerler sırasıyla kobalt ve nikel iyonları için belirlenmiştir. 
Bu veriler kobalt ve nikelin C. sapidus hepatopankreas este-
raz aktivitesi üzerinde inhibisyon etkisinin olduğunu gös-
termekle birlikte, kadmiyum ve çinkoya göre daha az inhi-
bisyon sergileyen metaller olduklarını önermektedir. Nikel 
ve kobaltın sucul omurgasızlardaki etkilerini değerlendiren 
çalışmaların oldukça sınırlı sayıda olduğu görülmektedir. 
Nikelin bazı hayvansal organizmalarda mikro-esansiyel 
element olduğu ve aşırı miktarlarının sucul organizmaların 
davranış, büyüme, gelişim ve üremesini etkilediği bildiril-
miştir (Verma 2012). Vitamin B12’nin yapısında bulunan 
kobaltın iz miktarları canlılar için esansiyel olmakla birlik-
te, çevresel konsantrasyonlarının sucul organizmalardaki 
risk etkileri neredeyse belirsizdir (Stubblefield vd. 2020). 
Sonuç olarak, sucul omurgasızlarda ağır metallerin doku-
lardaki birikimlerini ve miktarlarını saptamaya yönelik çok 
sayıda çalışma olmasına karşın, metabolik enzimler üzerin-
de sergiledikleri inhibisyon tiplerini belirleyen çalışmaların 
oldukça sınırlı olduğu görülmektedir. Yapılan bu çalışma ile 
mavi yengeç hepatopankreas esteraz aktivitesinin çalışmada 
kullanılan ve inhibisyon seviyeleri farklı olan metallere karşı 
duyarlı olduğu görülmüş ve çevresel metal kirliliğinin belir-
lenmesinde önemli bir belirteç enzim olabileceği kanısına 
varılmıştır. 
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