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OZET

BiYOMONITORIZASYON IiLE
ALIAGA KORFEZIi TOKSISITESININ
DEGERLENDIRILMESI

OZKAN, Dilara

Yiiksek Lisans Tezi, Cevre Bilimleri Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. N. Ulkii KARABAY YAVASOGLU
Nisan 2014, 58 sayfa

Bu calismada Aliaga Korfezi’'ndeki kirliligin canlilara etkisini belirlemek
amaciyla Aliaga ve Foca istasyonlarindan 6nemli bir sucul biyomonitor organizma
olan Mytilus galloprovincialis 6rneklemesi yapilmistir.

Disekte edilen solunga¢ ve hepatopankreas dokularinda agir metal maruziyeti,
biyokimyasal ve sitogenetik biyomarkerlar incelenmis ve apoptotik siire¢ izlenmistir.
Analiz sonunda elde edilen verilerle Aliaga’daki kirliligin canlilarin {izerinde
yarattig1 oksidatif stres belirlenmistir. Bununla beraber apoptoz mekanizmalarini da
indiikledigi ortaya konmustur.

Anahtar sozciikler: Mytilus galloprovincialis, Aliaga, toksisite, oksidatif
stres; apoptoz; metallothionein.






ABSTRACT

TOXICITY ASSESSMENT OF
ALIAGA BAY
WITH BIOMONITORING

OZKAN, DILARA

MSc in Environmental Science
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. N. Ulkii KARABAY YAVASOGLU
April 2014, 58 pages

In this study, in order to determine the effects of pollution on biota in the
Aliaga Bay, Mpytilus galloprovincialis, an important aquatic biomonitoring
organisms samplings are done from Aliaga and Foca stations.

Heavy metal exposure, biochemical and cytogenetic biomarkers were
examined and apoptotic process was monitored in dissected gill and hepatopancreas
tissues. With the data gathered at the end of analysis oxidative stress on biota was
determined caused by pollution. Also it was shown that induce apoptosis
mechanisms.

Keywords: Muytilus galloprovincialis, Aliaga, toxicity, oxidative stress;
apoptosis; metallothionein.
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1. GIRIS

Cagin en biiyiik sorunlarindan biri olan ¢evre kirliligi, gozden gelinmeye
calisilsa da her daim kendini hatirlatmaktadir. Insanoglunun sonu gelmez istekleri
ve miisrifligi karsisinda somiiriilen dogal kaynaklar yerine konulamamasindan
dolay1 giderek azalmis ve imal islemleri sirasinda ve sonrasinda olusan atiklarin
depo yerleri haline gelmislerdir. Kaynak kitliginin basgdstermesi ile birlikte yeni
arayislarla geri donlisim ve aritim islemlerine dikkat cekilmeye baglanmis,
halihazirda kirlenen bolgeler i¢inse kurtarma ve temizleme projeleri gelistirilmistir.

Bu onlemlerin alinmasina dikkati ¢ekense ne yazik ki yine biiylik cevre
felaketleri olmustur. Asir1 avlanma, plansiz sehir ve sanayi yerlesimi, aritim
olmadan atiklarin sucul, karasal ortamlara desarj1 ya da havaya salinimi, denetimsiz
pestisit kullanimi gibi sorumsuz hareketler ¢evrenin bertarafina, bununla birlikte
canliligin da etkilenmesine zemin hazirlamistir.

Bugiinkii kirliligin nedenlerinin temeli oldugu diisiiniilen Sanayi Devrim’i
getirdigi yeniliklerle her acidan iz birakici olmustur. Ozellikle gelismekte olan
iilkeler caga ayak uydurabilmek icin bir ¢ok taviz vermek durumunda kalmis,
bunun sonucunda olusan kirlilik ve dogal bozunum sonradan korunmaya
calisiimustir.

1983 tarihli Cevre Kanunu’nda cevre kirliligi; ‘Cevrede meydana gelen ve
canlilarin saghgini, cevresel degerleri ve ekolojik dengeyi bozabilecek her tiirli
olumsuz etki’ olarak tanimlanmustir. Insan eliyle iiretilmis gesitli ksenebiyotikler
biitiin ekolojik ortamlarda (hava, su, toprak) yogun bir kirlilik yiiki
olusturmaktadir. Tiirkiye Cevre Sorunlart Vakfi su kirliligini, ‘Insandan
kaynaklanan etkiler sonucunda ortaya ¢ikan, kullanimi kisitlayan ya da tamamen
engelleyen, ekolojik dengeyi bozan nitelik degisimleri’ olarak belirtmektedir
(TCSV, 1989).

Kimyasallarin ve toksik ajanlarin canlilar {izerindeki etkilerini arastiran bir
bilim dal1 olarak toksikolojinin 6nemli alt dallarindan biri olan ¢evresel toksikoloji
genel alic1 ortamlardaki kirliligin canli organizmalar lizerindeki etkileriyle ilgilidir.
Bunun dahilinde sucul toksikoloji ise endiistriyel kimyasallar, antropojenik ve
dogal maddelerin akuatik organizmalara, populasyon ve ekosistemlere etkilerini
hiicre seviyesinden tiim viicut seviyesine kadar farkli asamalarda inceleyen bir
bilimdir (Rand, 1995).



1.1. Kimyasal Kirleticiler

Insanoglunun kullanimma sunulan kimyasallarin sayis1 her gegen giin
katlanarak artmaktadir. Sayilar1 milyonlar1 bulan bu maddelerin ne yazik ki
¢ogunun etki mekanizmalar1 bilinmemektedir. Etkileri kanitlanmis ve tizerinde hala
devam eden ¢alismalar olan poliaromatik hidrokarbonlar, poliklorlu bifeniller,
cesitli pestisitler ve deterjanlar onemli ksenobiyotikler arasinda yer almaktadir.
Tiim bu kimyasallarla birlikte dogada belirli miktarda var olan agir metallerin
kullanim ve isleme amagli ¢ikarilmasi ve aritma ve saklama gereklilikleri yerine
getirilmeksizin dogaya salinmasi tiim canlilar i¢in biiyiik bir tehlike olusturmaktir.

1.1.1. Agir metaller

Sucul ekosisteme desarj edilen ve gesitli formlarda bulunan agir metaller
deniz canlilar1 tarafindan cesitli yollarla alinirlar ve besin dongiisline girerler
(Merlini, 1980). Canlilar iizerinde konsantrasyonlarina bagli olarak ciddi etkiler
yaratan agir metaller grubuna Sb, Ag, As, Be, Cd, Cr, Cu, Pb, Mn, Hg, Ni, Se, T, U,
V, Zn elementleri basta olmak lizere yogunlugu 5 gr/cm*’den biiyiikk elementler
dahildir (Yigit ve Altindag, 2002). Parcalanmaya dayanikli olduklarindan lipofilik
ozellikleri sayesinde sucul organizmalarin dokularinda birikebilirler.

Denizel ortamlarda genellikle kolloidal ve partikiil veya ¢ok diisiik seviyede
¢Oziinmiis halde iyonlar ve selatlar olarak bulunurlar. Agir metallerin
¢Oziiniirliikleri ortamin pH degeri ile baglantilidir. Agir metal kirliliginin genel
olarak kaynaklar1 antropojeniktir. Dogal kaynaklardan gelen kontaminasyonlar ¢ok
diisiik seviyelerdedir (Karakas, 2003). Metal toksistesinde pH oldukga etkilidir
(Mutluay, 1996).

1.1.1.1. Kadmiyum

Onemli agir metallerden biri olan kadmiyumun dogadaki yarilanma émrii 10-
15 yil iken canlilardaki yarilanma omrii olduk¢a uzundur Ki deneysel ¢alismalarda
bu sitirecin 38 yila kadar ¢iktigi gozlemlenmistir (HHS, 1999). Dogal sularda
genellikle 0,001 mg/l civarinda seyreden kadmiyum miktarinin 0,010 mg/1 civarina
ciktig1 da gozlenmistir. Bununla birlikte 1 mg/I’den fazla miktarda kadmiyum
iceren sularin kirlilik kaynaginin antropojenik oldugunu sdylemek miimkiindiir.
Yiizey suyu derisiminin sucul canliligi korumak agisindan 0,0002 mg/I’den fazla
olmamasi gerektigi belirtilmektedir. Cinko, bakir gibi metallerle birlikte bulunmasi
toksisite riskini arttirmaktadir (Bebek, 2001). Ayrica DNA, RNA ve ribozom
sentezini engeledigi belirlenmistir (Gerhard et al., 1998). Kabuklu deniz canlilar
tarafindan  akiimiilasyonu =~ kadmiyum  baglayan  peptidler = sayesinde
gerceklesmektedir (Goyer, 1986).



1.1.1.2. Nikel

Nikel etkili bir genotoksik karsinojendir. In vivo olarak metallothionein ile
baglandig1 gozlenen nikelin ayrica bobrek ve karacigerde metallothionein sentezini
arttirdig1 da belirlenmistir (Vural, 2005). Deniz suyunda NiS formunda bulunan
nikel sulardaki miktar1 6 mg/l oldugunda mikrobiyolojik olaylari inhibe edebilir
(Uzunoglu, 1999).

1.1.1.3. Civa

Civa konsantrasyonlar1 karada yaklasik 7x107 iken okyanuslarda 3x10™’tir
(Krabbenhoft and Schuster, 2002). Civa metilasyonunun esas kaynagi akarsu ve
okyanuslardir. Besin zinciri yoluyla tiim canlilar1 etkileyen civanin neden oldugu
cokca biiyiik epidemiyolojik olgular vardir. Metil civanin besin zincrindeki en
onemli kaynagmin deniz {irlinleri oldugu belirtilmistir (WHO, 1976). Sucul
sistemlerde Desulfovibrio desulfuricans LS gibi bakteriler tarafindan yiiksek
lipofilik 6zelligi olan organik civaya doniistiiriilmesi civanin sucul canlilarda
birikmesini kolaylastirmaktadir (Goyer, 1986).

1.1.1.4. Krom

Cr*? ve Cr'® olmak iizere iki formu bulunan kromun sucul ortamlardaki
varligr kayaclardan ya da ¢ogunlukla endiistriyel faaliyetlerden kaynaklanir.
Yiiksek ¢oziiniirliige sahip olmamasi nedeniyle genellikle 0,01 mg/I’nin altindaki
konsantrasyonlarda bulunur. Kirlenmis sularda hem anyon hem de katyon seklinde
bulunabilmesiyle beraber anyon sekli daha tehlikelidir (Bebek, 2001). Toksisite ve
subletal 6zellikleri ortam kosullarina ve tiirlere gore farklilik gostermektedir (Eisler,
1986). Cesitli tiirlerde yapilan arastirmalara gore Cr*®nin bagisiklik sistemi
zayiflatip patojenlere kars1 direnclerini diisiirmekle birlikte morfolojik ve
histopatolojik degisimlere sebep oldugu da gozlenmistir (Synder et al., 1991).

Krom gibi bakir da sudaki ¢oziintirliigii diisiik oldugundan konsantrayonu
diisiik bir elementtir. Genelde 0,05 mg/l oraninda bulunurken yeralti1 sularinda bu
deger 12 mg/I’ye kadar ¢ikabilir (Bebek, 2001). Deniz suyundaki konsantrayonlari
ise 0,001- 0,020 mg/l arasinda degisir. Sert sularda daha az etkisi gozlenen bakirin
yumusak sularda 0,015-3 mg/l arasindaki konsantrasyonlarda bir¢cok sucul
organizmaya toksik etkisi oldugu goézlemlenmistir (Uzunoglu, 1999). Baliklarda
gelismeyi yavaslattigi (Martinez et al., 2004), bagisiklik sistemini yavaslattigi (Ay
ve ark., 1999) bilinmektedir. Omurgasiz deniz canlilarinin ise digerlerine gore daha
duyarli oldugu belirlenmistir (Topcuoglu, 2005).



1.1.1.5. Cinko

Protein metabolizmasina giren ve enzim islevinde rol oynayan c¢inko
esansiyel bir elementtir. Ancak cok yiliksek konsantrasyonlarda toksik etkiye
sahiptir ve toksisitesi diisilk pH degerlerinde daha fazladir. Bununla birlikte deniz
canlilarinda ihtiyactan daha fazla olarak biriktirilebilir (Topguoglu, 2005).
Kirlenmis c¢evrelerde kadmiyumdan daha az hareketlidir (John and Leventhal,
1995).

Arsenigin 3 formu bulunur. Yiikseltgenmis hali olan arsenik trioksit zehirli bir
maddedir. Deniz {irlinleri ile alinan arsenigin insanlarda atilim1 daha ¢ok kakodilik
asit seklinde olmaktadir (Bucket et al., 1980).

Muhtemel insani karsinojen grubunu belirten 2A grubuna dahil olan kursunun
denizel organizmalar tarafindan aliman bir kisminin atildigi bir kisminin ise
tutularak besin zincirine gectigi belirlenmistir. Toksisitesi tiirden tiire gore
degismektedir (Egemen ve Sunlu, 1996).

1.1.2. Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar (PAH)

Polintikleer aromatik hidrokarbonlar olarak da bilinen PAH’lar petrol
tirevleridir. Cevrede yaklasik olarak 250 PAH tlirevi vardir ve bunlarin 30’a
yakininin kanserojen oldugunun bilinmesine ragmen yalnizca 16 tanesi EPA’nin
oncelikli kirletciler listesine girebilmistir (EPA, 1999). Sudaki ¢o6ziintirlikleri
oldukca diisiiktiir ve genelde partikiil halinde sedimana yapisirlar. Genelde yetersiz
yanma sonucu olusan bu organik kirleticiler kaza sonucu dokiilme veya sizintiyla
birlikte de sucul ortamlar1 kirletebilirler. Bununla birlikte evsel ve endiistriyel
atiklarda da bulunabilirler (Rand and Petrocelli, 1985).

Hidrofobik bir yapiya sahip olan PAH’lar siispanse olmus partikiilleriyle suyu
sararlar (Means et al., 1980). Lipofilik yapilarindan dolay1 yiiksek miktarlarda
dokularda birikme egilimi gostermektedir. Molekiil agirlig: yiiksek olanlarin sudaki
¢ozinirligl azalirken toksisitesi artmaktadir (Wenzl et al., 2006; Ferrarese et al.,
2008).

Bazi PAH bilesiklerinin hiicre boliinme mekanizmalar1 iizerinde geri
doniissiiz hasara yol ag¢tig1 ve baz1 memeli ve balik tiirlerinde kanser olusturdugu
gozlenmistir (Gaga, 2004).

1.1.3. Poliklorlu Bifeniller (PCB)

Simdiki yillarda iretilmese de ge¢miste iretilen, toprak ve sedimanda
birikerek giliniimiize kadar gelen sentetik kimyasallar olan poliklorlu bifenillerin
dogada yarilanma siireleri 57 yildir. Hidrofobik ozellikleri sayesinde canlilarda
yiiksek oranda birikim yapabilme kabiliyetine sahiptirler (Wang et al., 1998). Cok
sayida klorlu bilesikleri ayn1 zamanda hidrofobiktiler ve ancak anaerobik ortamda
pargalanabilirler (Abraham et al.,, 2002). Sucul ortamda organik maddeler ve



sedimana absorbe olurlar. Genelde kirliligin kaynagi atik sularmn aritimsiz denizlere
desarjidir (Dobson and Van Esch, 1993).

PCB’lerin toksik etkileri ilk defa balik ve kus orneklerinde pestisit analizi
yapilirken ortaya c¢ikarilmistir (Jensen, 1966). Sucul ekosistemlerde PCB’lerin
organizmaya alimi sicaklik artisiyla birlikte artis gostermektedir. Viicuda alinimi
genellikle solungaglarla olmakla beraber farklilik gosterebilir. Buna nazaran
PCB’lerin viicuttan atilimi ¢ok yavastir. Ancak maruziyet sona erdikten sonra
organizmalardaki kalinti miktarlarinda diisiis gozlemlenir. PCB kalintilar1 sucul
omurgasizlart tiiketen predatorlere gegmekte bu yolla besin zinciri igerisine
katilmaktadir (Dobson and Van Esch, 1993). 10-25 ppb gibi diisik PCB
konsantrasyonlarinin bitkisel planktonlar ve kabuklularin 6limiine sebep oldugu
belirlenmistir (Kaya ve Piringci, 2002; Gliveng ve Aksoy, 2007 ).

PCB’lerin T lenfosit aktivitesi ve antikor iiretimini azaltarak immiin sistemi
baskiladig1r gozlenmistir (Seyran ve Erisir, 2008). Ayrica doz ve zamana bagl
olarak apopotozisi hizlandirdig1 da rapor edilmistir (Yoo et al., 1997).

PCB’lerin kanserojen etkisini kanitlayan pek ¢ok calisma vardir (Oakley et
al., 1996; Brunner et al., 1996; Mayes et al., 1998). Planar PCB bilesenlerinin asil
karsenojenler oldugu diisiiniilse de non-planar olup yiiksek diizeyde klorlu olan
PCB’lerin de karsinojenik oldugu belirlenmistir (Carpenter, 1998).

1.2. Biyogostergeler ve Biyoizleme

Diisiinmeden kullanilip tahrip edilen ¢evre, kendisini yenileme kapasitesinin
tizerindeki kirlenmelerle telafi edilmesi olduk¢a zor olan veya hi¢c olmayan bir
durumla kars1 karsiya kalmaktadir. Bu sebepten dolayi, oncelikle insanlar ve tiim
canli-cansiz ¢evre biylik bir tehlike altindadir. Bu tehlikenin bir miktar
onlenebilmesi icin kirliligin belirlenip izlenmesi ve bu arastirmalarda canlilardan
yararlanilmasi biiylik 6nem tasimaktadir. Hava, su ve toprak kirliliginin ya da genel
olarak ¢evre kirliliginin  canlilarla  saptanip  izlenebilmesi biyoizleme
(biyomonitorizasyon) olarak ifade edilmektedir. Biyomonitorizasyon, ekosistemin
veya dogal cevrenin genel Ozelliklerini, c¢evredeki sorunlarin durumunu
saptayabilmek icin ekosistemde, populasyonda, bireyde, doku ve hiicresel
seviyelerde yasayan organizmalari inceleyen bir bilimdir.

Biitiin ekosistemlerde yasayan canlilar maruz kaldiklart kirlilige cesitli
sekillerde yanit verirler. Bu kirlilik genellikle ¢cogu tiiriin yer degistirmesi veya yok
olmas1 gibi sonuclar getirse de bazi direngli tiirlerin ortamda daha rahat
bliylimesine, rekabette avantajli duruma ge¢mesine olanak tanimaktadir. Cesitli
kirleticilere maruz kalan deniz ve okyanuslarin kirliligi daha onceleri kimyasal
parametrelere bakilarak belirlenmekteydi. Fakat bu degerler canlilik iizerine etkiler
hakkinda ¢ok fazla fikir vermemekteydi (Rainbow and Phillips, 1993; Webb and
Gagnon, 2002). Bu nedenle kirleticilerin metabolizmaya etkilerini belirlemek igin
canli caligmalari ile kirlilik izlemleri yapilmaktadir.



Sucul ekosistemlerde genellikle hareket edemeyen ve dipte yasayan canlilarin
biiyiikk ¢ogunlugunu kirlilik biyoindikatorii olarak kullanilir. Su kalitesini Kirlilik
gostergesi tiirlerle belirlemede baliklar, bentik canlilar, algler, bakteriler (indikator
bakteriler) ve plankton (plankton indikator tiirler) kulanilmaktadir (Basginar, 2009).
Bu tip organizmalar genelde maruz kaldiklar1 kimyasallar1 biinyelerinde
biriktirirler. Biyomonitor olarak seg¢ilen organizmalarin kirleticilere karsi
olusturdugu cevabin siddetinin saptanmasi amaciyla viicut sivilarinin, hiicrelerinin
ya da dokularmin, biyokimyasal ve hiicresel bazda dl¢limiine biyogosterge denir
(Bodin et al., 2004).

flgili biyogdsterge canlinin maruziyetini ve olusturdugu cevabin siddetini
gosterebilmektedir (Sarkar ve ark., 2006). Biyogostergelerin en 6nemli 6zellikleri;

e Maruz kalinan kimyasal ve organizma arasinda lethal doza kadar olan
etkilesimler saptanabilir ve 6l¢iilebilir.

e Kimyasal Olgiimlerin tersine organizmada olusabilecek advers etkiler

belirlenebilir.

Bilinen ve bilinmeyen tiim kontaminantlar hakkinda bilgi verebilirler.

Erken tani ile koruyucu dnlemlerin alinmasi i¢in uyari olustururlar.

Bolgesel ve kisa donemli olarak kirlilik biyolojik olarak belirlenebilir.

Kirlilik siddetiyle orantili olarak ekosistem bozulmalarini gosterebilirler.

Ekotoksikolojik evrim hakkinda bilgi kaynagi olarak kullanilabilir.

Bir cok kirleticinin ayni anda belirli bir organ, doku iizerinde ya da

molekiiler diizeyde olusturacag kiimiilatif etkinin diizeyini ortaya

koyabilirler.

e Hem laboratuvar hem de yerinde ¢alismalar i¢in uygundurlar.

Ekotoksikoloji giiniimiizde gelisen teknoloji ve sanayilesmenin bir getirisi
olarak 6nemli bir bilim dali haline gelmistir. Insan eliyle yaratilan kirliligin
etkilerinin belirlenmesi ve bunlarin giderilmesi yoniinde ¢alismalar ortaya konarak
yapilan yikimin telafisi saglanmaya calisitimaktadir. Ozellikle Avrupa’da yiikselen
cevre bilinciyle birlikte bu yondeki ¢alismalar parelellik gostermektedir. Kirlilik
olusturan mutajen ve kanserojen maddelerin yillar icerisinde deniz canlilarinda
genetik hasar olusturmasi tizerine bir ¢ok bulgu ortaya konmustur (Galindo and
Moreira, 2009; Grisolia et al., 2009). Kirleticilerin dogal su ekosistemlerindeki
davraniglarinin izlenmesi amaciyla su ve sedimentte sistematik olarak Olc¢limler
yapilmakta ve ortamdaki organizmalar ile iliskileri incelenmektedir. Bu kapsamda
yiirlitilen calismalarda; kiyisal sular, korfezler ve i¢ sularda kalici, toksik ve
mutajen/kanserojen Ozellikleri olan organik ve inorganik kirleticiler su ve dip
camurunda izlenerek organizmalarin davranislar ile birlikte kirlenmenin boyutlar
saptanmaktadir. Kirliligin etkisi genellikle dipte yasayan canlilarda daha yiiksek
diizeyde goriilmektedir. Yumusakcalar (mollusk) simifina ait midyeler kolay
bulunmasi, suyu silizerek besinlerini saglamasi ve metalleri yiliksek yogunluklarda
biinyelerinde biriktirip bunlar1 uzunca biinyelerinde tutmalarindan dolay:
biyomonitor tiir olarak tercih edilmektedir (Kayhan ve ark., 2006; Bas¢inar, 2009).
Yine midyeler ¢cevreden yogun olarak etkilenirler ve bu nedenle ekotoksikolojik
calismalarda biyoindikator olarak kullanilirlar (Farris and Van Hassel, 2006; Zorita
et.al., 2007).



1.2.1. Mytilus galloprovincialis (Kara Midye)

Suyu siizerek beslenmeleri, c¢esitli kirleticilere kars1 gorece olarak daha
direngli olmalari, bulunduklar1 yere sabit yagamalari, ekotoleranslarinin yiiksek

olmasi nedeniyle midyeler sucul ortamlar i¢in en iyi monitor organizmalardir (Sekil
1.1)

Sekil 1.1. Mytilus galloprovincialis

Ulkemizde bol bulunmasi ve genis alanlarda dagilim gdstermesi sebebiyle de
Mytilus galloprovincialis indikator organizma olarak kullanilmaktadir.

Taksonomisi;

Sinif: Bivalvia
Takim: Mytiloida
Familya: Mytilidae
Cins: Mytilus

Tiir: galloprovincialis

Bu tiirtin baslica yasam alanlari; Akdeniz, Adriyatik Denizi ve Karadeniz’dir.
Suyu pompalayarak solungaglari yardimiyla askidaki madde ve fitoplanktonlarla
beslenir. Elverigli ortamlarda bir yil i¢inde 70 mm’ye ulasabilir (Picker and
Griffiths, 2011). 28 °C sicaklik ve % 0,40 tuzlulugun iizerinde hayati faaliyetleri
durur (Caglar, 1974).

Izmir kérfezinde Mytilus galloprovincialis kullanilarak yapilan gevre kirliligi
ile ilgili ilk calismada Izmir-Mektupcu’dan toplanan midyelerde agir metal igerigi
belirlenmigtir (Uysal, 1974).



1.3. Biyomarker (Biyoisaretleyiciler)

Bir ya da daha fazla kontaminatin maruziyet ya da etkisinin kanitlanmasi i¢in
dokuda, sivi viicut Orneklerinde veya viicudun tiim seviyelerinde Olgiilebilen
biyokimyasal, hiicresel, fisyolojik ya da davranigsal degisimlere biyomarker —
biyolojik isaretleyiciler denir (Depledge, 1994).

1.3.1. Maruziyet gostergesi olarak Metallothioneinler

Metallotioneinler (MT) diisiik molekiiler agirliga sahip metal baglayan
proteinlerdir ve metaller tarafindan wuyarilma yetenegine sahiplerdir.
Metallotioneinlerin uyarilmasi; metal kirlenmesine, 6zellikle de kadminyum (Cd),
civa (Hg), gimiis (Ag), altin (Au), kobalt (Co), nikel (Ni), bizmut (Bi), ve bazen de
bakir (Cu) ve farkli metal karisimlarima maruz kalindiginin gostergesidir (Kagi,
1991, Bebianno and Serafim, 1998; Mourgaud et al., 2002). Bir ¢ok arastirict MT’
lerin doku ve organlar1 hasardan korumak i¢in rol aldigini rapor etmistir (Sato and
Bremner, 1993; Viarengo et al., 2000). MT’ler viicuda alinan metallere baglanarak
onlarin detoksifikasyon siirecine katkida bulunmaktadirlar. MT indiiksiyonu, kirli
alanlardaki canli organizma populasyonlarinda gézlenmektedir ve son zamanlarda
bimonitorizasyon programlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir
(UNEP/RAMOGE, 1999; Carajaville et al., 2000; Amiard et al., 2006). Yapilan
calismalarda yumusakgalardaki MT konsantrasyonu ve metaller arasinda 6nemli
korelasyonlar bulunmustur (Amiard et al., 2006). MT’ler midyelerde farkli
dokularda belirlenebilmektedir (Ramsak et al., 2012). Mytilus galloprovincialis
midye tiirlinde yapilan molekiiler ¢alismalar farklt MT izoformlarinin varligini
ortaya koymustur ki bu izoformlar 2 multigen familyasi tarafindan kodlanmaktadir:
MT-10 ve MT-20 (Grattarola et al., 2006; Fasulo et al., 2008). MT-10 mRNA’ s1
temel seviyede eksprese olurken, MT-20 ekspresyonu bazal kosullar altinda ¢ok
diisiiktiir. Buna ek olarak, Cd, Zn, Cu, ve Hg iyonlar1 MT-10 gen ekspresyonunu
indiiklerken, Cd ve Hg maruziyeti ve 6zellikle de Cu kirliligi durumunda MT-20
gen ekspresyonunda artig olusmaktadir (Dondero et al., 2005; Aceto et al., 2011).

1.3.2. Sitogenetik biyomarkerlar

Hiicre o0lim mekanizmalarindan biri olan programlanmis hiicre olimi
(apoptozis), mollusklarda larval gelisim siirecinde yogun olarak gdzlenmektedir.
Ayrica ortamda bulunan stres faktorleri, toksik kimyasallar gibi bir ¢ok indiikleyici
tarafindan da hiicre 6limii olusabilmektedir (Gifondorwa and Leise, 2006; Terahara
and Takahashi, 2008; Sokolova, 2009). Apoptozis midyelerin ¢esitli dokularinda
olusan hasarin temizlenmesinde gozlenen 6nemli bir hiicresel siiregtir (Sokolova et
al., 2009; Romero et al., 2011). Bununla birlikte apoptoz mekanizmasinda rol
oynayan genler ve bunlarin regiilasyonu hakkinda bilinenler sinirhidir. Apoptozun
erken evrelerinde kaspaz proteinleri sentezlenir ve bu proteinler hiicresel bir¢ok
bilesenin hidrolizinde gorev alirlar. Kaspaz proteinleri apoptozun merkezinde rol
alan proteinlerdir (Chowdhury et al., 2008). Bu proteinler iki temel goreve sahiptir:
6lim sinyalinin iletilmesi ve apoptozda ortaya ¢ikan biyokimyasal ve morfolojik
degisikliklere sebep olan bircok hiicresel proteinin parcalanmasi (Hale ve ark.,
1996). Apoptoziste rol alan kaspazlar, apoptotik siiregteki fonksiyonlarina bagl



olarak baglatici ve efektor olmak tizere siniflandirilirlar (Riedl and Shi, 2004).
Apoptoz sirasinda kaspazlardan ilk gorev alanlar baslatici kaspazlardir. Efektor
kaspazlar ise baslatic1 kaspazlar tarafindan aktive edilirler. Kaspaz zincirinde yer
alan enzimler bir kere aktive olduklari zaman geriye doniis yoktur ve bulunduklari
hiicreyi 6liime siiriiklerler. Midye igin kaspaz 2 ve kaspaz 8 baslatici, kaspaz 3/7-1,
kaspaz 3/7-2, kaspaz 3/7-3 ve kaspaz 3/7-4 efektor kaspaz olarak tanimlanmistir
(Romero et al., 2011).

Kromozomal hasarin bir gostergesi olarak mikroniikleus testi mutajenler ve
klastojenlerin genotoksik aktivitelerinin belirlenmesinde hassas bir biyoindikator
olarak kullanilmaktadir (Mersh et al., 1996; Venier et al., 1997). Hiicre
boliinmesinden sonra kromozom pargalart ya da kromozomun tliimiiniin yavru
hiicreye ¢ekirdege katilmadan aktarilmasinin belirlenmesine dayali bir testtir.
Mikrontikleuslar hiicre boliinmesi sirasinda kromozomal kirilma veya andploididen
kaynaklanan kiiciik, intrasitoplazmik kromotinlerdir.

1.3.3. Biyokimyasal biyomarkerlar

1.3.3.1. Glutatyon-S-Transferans (GST: EC 2.5.1.18)

Oksidatif stres sonucu olusan metabolitlerin detoksifikasyonununda rol
oynayan bir enzim ailesidir (Clark, 1989). Glutatyon (indirgenmis bi¢imi GSH)
oksijen radikallerinin hiicre zarindan girigini engellyerek hiicre zarini lipid

peroksidasyonundan korumasi dolayisiyla en 6nemli antioksidan ajanlardan biri
olarak kabul edilir (Meister, 1989).

Ayrica glutatyon detoksifikasyonu katalizleyen birgok enzimin kofaktoriidiir.
Bu enzimler arasinda hidrojen peroksit ve organik hiperoksitleri azaltmasiyla
oksidatif hasar ve serbest radikallere karsi etkili bir koruma saglayan glutatyon
peroksidazlar bulunmaktadir. Diger bir enzim grubu olan glutatyon-S-
transferanzlar, elektrofilik bir merkez iceren ksenobiyotiklerle glutatyonlarin ¢ok
genis cesitlilikteki konjugasyon reaksiyonlarmin katalizorii olarak hareket ederler
(Regoli and Primcipato, 1995). Midyelerdeki GST seviyesi kimyasal Kirlilige
maruziyetin gostergesidir (Fitzpatrick and Sheehan, 1993).

1.3.3.2. Superoksit Dismutaz (SOD: EC 1.15.1.1)

Stiperoksit anyonlarin1 (O) hidrojen peroksit ve oksijene ¢eviren siiperoksit
dismutaz enzimi énemli bir antioksidatrir. Cevresel baskilara nispeten kisa stireli
yanitlar verdigi i¢in kirlilik agisindan iyi bir biyomarker olarak kabul edilir (Nasci
etal., 2002).
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1.3.3.3. Katalaz (CAT: EC 1.11.1.6)

Enzimatik antioksidant savunmasindaki roliinden dolayr 6nemli bir oksidatif
stres biyomarkiridir (Livingstone, 2001). Katalaz inhibisyonu akut kirlilige gecici
bir tepki olarak da ileri siiriilmiistiir (Regoli and Principato, 1995).

1.3.3.4. Lipid Peroksidasyonu Seviyesi belirlenmesi

Lipit peroksidasyonu (LP) karbon-karbon ¢ift bagi igeren bir dizi lipidin
oksidatif bozulmasi olarak tanimlanabilir. Membran lipitleri genellikle LP’ye
oldukca duyarlidir ve bu hiicrede bulunan bir ¢ok zarli organelin ve hiicrenin
kendisinin hayatta kalma ve isleyisine zarar vermektedir. Onceki galismalarda sucul
canlilarda toksikantlara bir yanit olarak lipit peroksidasyonunda artig goriilmektedir
(Thomas and Wofford, 1993; Remeo and Gnassia-Barelli, 1997; Sridevi et al.,
1998). Yiiksek diizeyde agir metal bulunduran ortamlara maruz kalmak midyelerde
metal kontamine cevrelerdeki organizmalarin tersiyer lisosomlarinda lipofusin
birikimin artisinin da gosterdigi gibi lipit ,peroksidasyonunun artigina sebep olur
(Regoli, 1992). Lipofusin birikimi mavi midyelerde saglik durumu belirlemek igin
kullanilir. Ayrica yas pigmenti olarak bilinen lipofusin oksidatif stres nedeniyle
protein ve lipit peroksidasyonun son iiriinii olarak kabul edilir (Au et al., 1999; Au,
2004; Terman and Brunk, 2004). Midye sindirim bezi dokularindaki lizozomlarda
lipofusin birikimi antropojenik kirleticilerle baglantis1 olarak oksiradikal hasarin
gostergesi olarak kabul edilir (Krishnakumar et al., 1994, 1997; Au et al., 1999; Au,
2004). Ayrica sitoplazmada noétral lipitlerin = olusturdugu lipid damlalar
birikimlerinin apoptoz indiiklemesine dahil oldugu bilinmektedir (Boren and
Brindle, 2012). Lizozomlarin depolama kapasiteleri asir1 olarak doldugunda
lizozomal membran kararsiz ve sizdirir hale gelebilir. Kirleticiler ve hidrolitik
lisosomal enzimler sitoplazmaya bir ¢ok oliim riskiyle beraber tekrar girebilir
(Koehler et al., 2002).

Solungag ve hepatopankreas doku Orneklerinden lipit peroksidasyonu
belirlemesi icin tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler iceren spektrofotometrik bir
yontem kullanilmistir (Ohkawa et al., 1979).

1.3.3.5. Asetilkolinesteraz (AChE: EC 3.1.1.17) aktivitesi

Sinir uyartilarinin iletilmesine katilan bu enzim yaygin olarak norotoksisite
indikatorii olarak kullanilir (Peakall, 1992). Organofostat ve karbamatli pestisitlere
spesifik bir biyomarker oldugu bilinen AChE’nin son yillarda artan ¢aligmalarla
birlikte agir metal, polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), deterjanlar gibi cesitli
kirleticilerle de inhibisyonunun meydana geldigi gézlenmistir (Lionetto et al., 2003;
Lionetto et al., 2004; Caricato et al., 2010; Viogque-Fernandez et al., 2007).
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1.4. Arastirma Bolgesi

Tiirkiye’nin en biiyiik sehirlerinden biri olan Izmir ayn1 zamanda énemli bir
liman kentidir. Blinyesinde var olan endiistriyel, ticari, sosyal aktiviteler sonucunda
yogun kirlilige maruz kalmistir ve goreceli olarak kisa slirede meydana gelen bu
bozunmalarin telafisi i¢in uzun yillardir ugragilmaktadir.

Izmir ili icerisinde Ege Denizi’nin kiyisinda yer alan Aliaga ilgesi’nin
yiizdlgiimii 412,5 km?®dir. Dogusunda Manisa, Kuzeyinde Bergama, Giineyinde
Menemen, Giliney batisinda Foga bulunmaktadir. 1961 yili Anayasasi’nda ‘agir
sanayi bolgesi’ olarak ilan edilmesinden beri giderek biiyiimiis 1997 yilinda kurulan
Aliaga Organize Sanayi Bolgesi ile tarimsal kimligini kaybedip tamamen bir sanayi
kenti haline gelmistir.

Aliaga Bolgesi’nde; makine-kimya endiistrisine ait tesisler, TUPRAS,
PETKIM, Petrol Ofisi ve g¢esitli sivilastirilmis gaz depo ve dolum tesisleri,
akaryakit depolama ve dagitim tesisleri, demir-gelik tesisleri, gemi sokiim tesisleri,
kagit fabrikasi, giibre tesisleri, ark ocaklari bulunmaktadir. Aliaga’da bulunan
demir-gelik sektorii Tirkiye’nin demir ihtiyacinin % 25’ini karsilamakta ve
hammadde olarak tamamen hurda demir kullanmaktadir. 2005 verilerine gore
Tiirkiye Diinya’nin ¢elik {ireticisi ve {retiminin timi hurda demire bagh
oldugundan hurda demir ithalatinda Diinya’da lider iilkelerden biridir (OECD,
2011).

Giizelhisar Cayi'nin yakininda olmasi nedeniyle su gereksinimi duyan kimya
sektorii Aliaga'da, demir-gelik ve haddehane tesislerini Nemrut Korfezi'nde
kurulmustur. Giizelhisar Cay1 iizerinde kurulmus olan Giizelhisar Baraji daha ¢ok
petro-kimya tesislerine hizmet vermektedir. Rafineri ise glineyde, Menemen yolu
tizerinde, Gediz'den 06zel su alma yapilariyla suyunu 20 km. uzakliktan
getirmektedir (Aliaga Ticaret Odast © 2009). Bolgenin enerji santralleri;
Cakmaktepe Dogalgaz Enerji Cevrim Santrali, EUAS Aliaga Gaz Tiirbinleri ve
Kombine Cevrim Santrali, ENKA Aliaga (Izmir) Dogalgaz Cevrim Santrali’dir.

Iyonyan antik kenti Kyme’i de smurlar1 igerisinde bulunduran Aliaga sanayi
bolgesine doniismesine ragmen turistik degerini heniiz kaybetmemistir.
Sanayilesmeden Once tarim ve hayvancilikla ugrasilan bdlgede simdi sadece
Giizelhisar ve Helvaci bolgesinde tarim yapilmaktadir.

1.4.1. Arastirma bolgesinde onceden yapilan calismalar

Sinirlart igerisinde bulunan Bakircay Nehri beraberinde getirdigi evsel ve
endistiriyel atiklarla birlikte Candarli Korfezi’ne dokiilmekte ve yogun kirlilik
yiikii tasimaktadir (Tas ve ark., 2007).

Candarli Korfezi genelinde kokenleri itibariyla balik tiirlerinin; %85,7’si
Atlanto-mediterran, %8,4’ti Endemik, %35,9’u Kozmopolit ozelliktedir. Habitat
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dagiliminda %80,68’1 demersal tiirlerden olusmustur. Pelajik tiirlerin (%19,32)
%10,08’1 epipelajik, %0.84 i mezopelajik, %2.52’1 batipelajik, %3.36’1 semipelajik
Ozelliktedir (Coker ve Akyol, 2012).

Ayrica yapilan c¢aligmalarda Yenisakran Kiyis’'nin IUCN’nin  kirmizi
listesinde belirttigi Syngnathidae tiirlerinin 6nemli bir iireme merkezi oldugu halde,
bu tiirlerin kiyidaki larval beslenme alani olan Posidonia yataklarinin petrol tiirevli
kirlilige maruz kaldigina dikkat ¢ekilmistir (Coker ve ark., 2011).

1960’11 yillarda gelismeye baglayan sanayilesme hareketi arazi kullanim
oranlarmi1 da fazlasiyla degistirmistir. 1990 ve 2005 yillar1 arasinda uzaktan
algilama sistemleri kullanilarak yapilan bir ¢aligmada bu degisiklikler belirtilmistir.
Buna gore; tarimsal alanlar %4.21, kiyisal sulak alanlar %10.42, yar1 dogal alanlar
%29. 67 oraninda azalmis buna karsin kent dokusu %32.22 artmistir. Arastirmanin
sonuclar1 sadece 15 yilda kullanim alanin ne kadar degistigini carpict bi¢cimde
ortaya koymustur (Keskin ve Nurlu, 2009).

Tiim bu degisimler hava, su, toprak olmak {izere biitiin ekolojik ortamlara ve
bu ortamlarda yasaminmi siirdiiren canlilara direkt ya da dolayli olarak etkide
bulunmaktadir. Goze carpan ilk parametrelerden biri ortamdaki agir metal
yogunlugudur. 1995 yilinda Izmir kérfezi’ne derelerden tasman cesitli kirlilik
yiikleri belirlenmistir. O donemde Aliaga Rafinerisi’nin yilda 149.822 kg kursun
yiikiinii denize desarj ettigi belirlenmis, bu rakama daha sonra giderek diger
isletmelerin de yiikii eklenmistir (Aslan, 1995).

1996-1998 yillar1 arasinda Kirma Mercan (Pagellus erythrinus) kas
dokusunda yapilan ¢alismada Cd degerleri diisiik ¢ikmasina ragmen Hg, Pb ve Cr
seviyeleri Akdeniz’deki diger baliklarla parelel sonuglar vermistir. Bu durumda
giiney ege kiyilarinin kirlilik tehdidi altinda oldugu yorumu yapilabilir (Ulutarhan
ve ark., 2005).

Dogu Ege Denizi’ndeki istasyonlardan drnekleme yapilan yine ayni tiiriin kas,
karaciger ve gonadlar1 arasindaki agir metal konsantrasyonun incelendigi bir
calismada ise kaslarda kursun seviyesi en yiiksek Aliaga Istasyon’unda bulunmus,
gonadta ise en yiiksek Hg, Cd, Pb and Zn seviyeleri yine Aliaga’da kaydedilmistir.
Cd seviyeleri de Edremit hari¢ diger istasyonlardan olduk¢a farkli oldugu
belirtilmistir (Ulutarhan ve Kucuksezgin, 2007).

Daha sonra 2002 yilinda yapilan arastirmada toprak ve akarsu sedimeninde
bulunan agir metal miktarlar1 tarimsal aktivite i¢in uygun olan miktarlardan hayli
yiiksek oldugu belirlenmistir. Ayrica Cakmakli Koyii’ndeki igme suyu artezyen
suyunda ve fabrika atiksularinda ve de hem inceleme alaninda hem de tarimsal
aktivitede kullanilan nehir sularinda toksisite analizleri de yiiriitiilmiistiir. Igme
suyunda yapilan analiz sonuglarinin kabul edilen degerlerin ¢ok {iistiinde ve zararl
olduguna dikkat cekilmistir. Yapilan Onceki calismalara gore ise agir metal
seviyesinin yillara gore arttifini fabrika mesafesinden uzaklastikga da azaldigini
belirtmislerdir. Kizilcam mese ve yosun drneklerinde yapilan agir metal analizleri
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de diger analizlere parelellik gostermistir. Hava Kalitesi Onleme Tiiziigiine gore bu
bolgelerdeki Fe, Zn, Pb ve Cu yiiksek bulunmustur (Sponza ve Karaoglu, 2002).

Calismanin sonuglarmma gore metal endiistiri sahasinin civarindaki toprak
orneklerinde Fe, Ti, Mn,Cr, Ni, Cu, Pb, ve Zn tespit edilmis, az oranda Mo ve Cu
su 6rneklerinde bulunmustur (Sponza ve Karaoglu, 2002).

Bakircay Nehri iizerinde santral ¢ikis noktasindaki nehir suyu ol¢limlerinde
Cu ve Pb konsantrasyonlariin yiiksek oldugu farkedilmistir. Bunun sebebininse
santralden kaynaklanan baca gazi emisyonu ve endistiriyel faaliyetler oldugu
ongoriilmektedir (Giindogdu ve Turhan, 2004).

Candarli Korfezi sedimaninda yapilan bir bagka ¢alismada Soma termik
santralinden kaynaklanan girdiler nedeniyle oldugu diisiiniilen yiiksek miktarda Cu,
Pb, Zn birikimi tespit edilmistir. Fe konsantrasyonun yiiksek bulundugu bolgede ise
demir-gelik isletmelerinin ve gemi sokiim tesislerinin bolgeyi kontamine ettigi
diisiiniilmektedir (Tas ve ark., 2007).

Kefal baliklarinin  karaciger enzim aktivitesinin biyog0Osterge olarak
kullanildig1r ¢alismada rafineri bolgesindeki istasyonlardan elde edilen sonuglara
gore kursun miktar1 degerlendirilmis ve alanin bolgedeki gemi trafigi, rafineri
atiklar1 ve kentsel atik kaynakli aldigi kursun miktart ile kirlenmis oldugu 6ne
stiriilmiistiir. Rafineri bolgesinde dlgiilen kursun degerleri Tiirk Gida Kodeksi’nin
izin vermis oldugu 1 mg/kg sinirin1 gegmektedir. Krom o6l¢iimiinde ise referans
bolgede Olciilen deger 22,49 ng/g bulunurken rafineri bolgesi icin Olciilen deger
113,14 ng/g’dir. Bu yapilan arastirmaya gore Aliaga Korfezi’nden elde edilen kefal
balig1 karacigerindeki erod enzimi aktivitesi ve CYPIA1’in immunokimyasal
olarak belirlenimi PAH maruziyeti biyomarker1 olarak kullanilmistir. Calismanin
sonuglar1 Aliaga Korfezi’ndeki organik kirleticilerin 6zellikle de PAH ve klorlu
hidrokarbonlarin varligina kanit olmustur (Ulutas, 2007).

2009°da Candarli Korfezi’nde yapilan oOrneklemede o6zellikle Petkim
isletmesinin yakinindaki istasyondan alinan orneklerde Hg (6.3 mg/kg) Pb (138
mg/kg), Zn (358 mg/kg) degerinde bulunmustur. Enrichment factor (emisyon
etkeni) Cr’da (44.6 mg/kg) 1.5in altinda bulundugu i¢in su anda bir tehlike
arzetmedigi ancak gelecek igin riskin birikimle birlikte artacag: isaret edilmistir.
Hg, Pb ve Zn ise 1.5 lstiinde emisyon etkenine sahip bulunmus bu da insan
kaynakli kirliligin isareti olarak gosterilmistir (Pazi ve ark., 2010).

2009-2010 yillart arasinda yapilan arastirmada elde edilen degerler Aliaga
Kiyilar1 sedimentinin akut toksik PAH igerikleri tarafindan kontamine edilmis olma
thtimalinin yiliksek oldugu gdsterilmistir (Neser ve ark., 2012).

Bir baska calismada Candar1 Korfezi’ndeki gemi emisyonlar1 incelenmistir.
Buna gore korfezde yillik; NOx, 631.2 t/y1l, SO, 573.6 t/y1l , CO, 33,848.9 t/ yil,
HC 32.3 t/y1l ve PM 57.4 t/y1l olarak belirlenmistir. Olgiimler gemiler demir atmus,
manevra yaparken ve de seyir halindeyken olmak iizere ii¢ katagoride yapilmis en
yiiksek deger demirlemis durumdayken gézlenmistir. En yiiksek emisyonlar kargo
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gemileri, petro-kimya gemileri ve likit gaz gemilerinden kaynaklanmaktadir (Deniz
ve ark., 2010).

2009°da Ege Denizi Kiyilar1 sedimentinde yapilan c¢alismada toplam
butilkalay miktarlart 6lgiilmiis ve mevsimsel farklilik gozlenmistir. Denizcilik
faaliyetleri agisindan yogun bolgenin hem yiliksek hem de diisiik degerleri
dlciilmiistiir. En yiiksek biitiltin seviyesi Aliaga’da gdzlenmistir. Ozellikle halkin
ylizmek i¢in kullandig1 plaj alanlarinin OTC’lerle kontamine oldugu belirtilmistir.
Bu durumda yasadis1 TBT bazli boyalarin kullanimindan kaynakli kontaminasyon
olasig1 da diisiiniilmektedir (Yozukmaz ve ark., 2011).

2011°de Nemrut Korfezinde yapilan calismada ise belirlenebilecek diizeyde
TBT bulunmamis, oOlgiilen inorganik kalayin ise ayni sekilde belirlenebilecek
limitin altinda oldugu goézlenmistir (Ay ve ark., 2011).

1999-2000 yillar1 arasinda yapilan midye (Mytilus galloprovincialis)
orneklerinde gozlenen 2°Po ve #°Pb radyoniiklit degerleri oldukca yiiksek
gozlenmistir (Ugur ve ark., 2002). 2004-2006 arasinda farkli balik tiirlerinde
yapilan O6rneklemede belirlenen radyoniiklit degerlerinin sebeblerinden biri olarak
bakircay araciligr ile Ege Denizi’ne yayilan Aliaga Petrokimya Endiistrisi ve
Soma’daki kdmiir yakith termik santralin olabilecegi 6ngoriilmiistiir (Catal ve ark.,
2012). 2010 yilinda planktonlarin kullanildig1 bir bagka caligmada ise endiistriyel
bélgede daha yiiksek oranda “*°Po bulundugu belirtilmistir (Arslan ve ark., 2010).

1.5. Amag

Etrafinda bulunan bir ¢cok sanayi tesisi nedeniyle kirlilik yiikii her gecen giin
artan Aliaga Korfezi ve cevresi, canlilar i¢in yasanamaz bir hale gelmektedir.
Cesitli agir metal ve ksenobiyotiklerce kirlenen korfezde sucul yasam da oldukga
etkilenmistir. Akuatik organizmalarin bu kirlilikten etkilenerek besin zincirine dahil
olmasi biitlin canlilar agisindan tehlike olusturmaktadir. Metabolize edilemeyip
biriken kirleticiler besin zincirinin iist basamagindaki canlilara daha yiiksek
konsantrasyonlarda ulasabilmektedir. Bu zincirin halkalarindan biri olan Mytilus
galloprovincialis’in (kara midye) biyomonitor olarak kullanilip, olusan agir metal
kirlilik yiikiinii hem agir metal analizi yaparak hem de metallotionein gen
ekspresyon seviyelerini ortaya koyarak belirlemek ve bunun ne gibi toksikolojik
hasarlara yol agtigini oksidatif streste rol oynayan enzimatik parametreler ve
apoptotik siirecte rol oynayan kaspaz gen ekspresyon seviyelerini belirleyerek
ortaya koymak bu projenin kapsami igerisindedir. Yapilacak bu arastirma
sonucunda Aliaga Korfezindeki kirliligin canlilik {izerine ne kadar etkisi olup
olmadig1 anlasilacak ve bolgede s6z konusu olan ¢evresel tahribatin sonuglarindan
biri olarak hem akademik hem sosyal alanda kendisinden sonra gelecek ¢alismalara
bir 6ncii olacaktir.
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2. MATERYAL VE METOT
2.1. Materyal
2.1.1. Orneklerin temini

Aragtirma Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi, Balikgilik ve Su Uriinleri
Genel Midiirliigii’niin (Sayi: 83364995-67852565/140.03.03-3040) izni ve Orman
ve Su Isleri Bakanligi, Doga Koruma ve Milli Parklar Genel Miidiirliigii niin
(Say1:80202595-488.04/358) izni ile gergeklestirilmistir. Bu izinler dogrultusunda
Ekim-Kasim aylar1 i¢inde Aliaga Balik¢i Barmagi istasyonu ve Eski Foca
istasyonundan 50’ser adet midye toplanmistir (Sekil 2.1.). Se¢ilen midyelerin en,
boy ve agirliklarinin yaklasik olarak birbirlerine yakin olmalarina dikkat edilmistir.
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Sekil 2.1. Aliaga ve Eski Foca Balik¢1 Barmagi istasyonlari

Midyeler deniz suyuyla laboratuvara getirilmis ve diseksiyon islemine kadar
+4 °C’de bekletilmistir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Toplanan midyelerin genel goriiniimii

2.2. Metot
2.2.1. Agir metal analizi

Agir metal analizi icin Ege Universitesi, Ilag Gelistirme ve Farmakokinetik
Arastirma-Uygulama Merkezi’de (ARGEFAR) bulunan ICP-MS cihaz1 (Sekil 2.3)
kullanilmistir. Disekte edilen solungag ve hepatopankreas doku o6rnekleri (her
istasyon igin 10’ar adet) analiz edilinceye kadar -80 °C’de bekletilmistir. Analiz
sirasinda cihaz operatoriine teslim edilmis ve Environmental Pollution Agency
(EPA) Method 3051A° ya gore agir metal analizi cihaz operatdrii tarafindan
yapilmustir.

Arsenik, Kadmiyum, Civa, Kursun, Vanadium, Krom, Mangan, Kobalt,
Nikel, Bakir, Cinko, Selenyum, Antimon, Baryum agir metallerinin analizi i¢in
0.300 gr doku mikrodalga kabinda tartilip iizerine 3 ml nitrik asit eklenmistir. Daha
sonra kaplar kapatilarak mikrodalga cihazina yerlestirilip ¢6ziindiirme islemine
baslanmistir. Bu islemden sonra kaplar oda sicakligina kadar sogutulmustur.
Sogutma isleminden sonra Orneklere meziir yardimiyla 30 ml’ye tamamlanacak
sekilde saf su eklenmistir ve ICP-MS cihazinda analiz edilmistir. Analiz siirecinde
100 kat seyreltilen drneklerin sonuglari 100 ile ¢arpilip pg/g’ a dontistliriilmistiir.
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Sekil 2.3. ICP-MS sistemi

2.2.2. Enzimatik analizler

2.2.2.1. Homojenizasyon

Analiz anina kadar -80°C’de bekletilen ornekler c¢ozdiiriiliir ve tartilir.
Tartilan orneklerin her 1 grami i¢in 3ml olacak sekilde homojenizasyon tamponu
eklenir. Homojenizatdr ile kuru buz i¢inde pargalanan drnekler tekrar ependorflara
konur ve +4°C’de 15 dk 15000 g’de santrifiijlenir. Olusan silipernatant enzimatik
analizler i¢in aliquatlara ayrilir ve analiz anina kadar -80°C’de muhafaza edilir.

Kullanilan reaktifler ve malzemeler;

Homojenizasyon tamponu;

100 mM’lik fosfat tamponundan 12,5 ml

10 mM EDTA 2,5 ml

MgCl, 0,0255g

DTT 125 pl

PMSF 125 ul ve dH20 9,75 ml eklenerek tampon hazirlanir.

2.2.2.2. Total protein tayini

Orneklerin toplam protein tayini yiiksek hassasiyetli Coomassie Blue
(Bradford) yontemi ile yapilmistir. Yontemin esasi proteinlerin asidik ve bazik
grublarinin organik boyalarla etkilesmesi sonucunda olusan renk degisimlerinin
kolorimetrik olarak Ol¢limiiniine dayanir. Maksimum absorbans 595 nm dalga
boyunda gozlemlenir (Bradford, 1976). Homojenize edilen 6rnekler 1/100 oraninda
seyreltilmistir. Microplate kuyucuklarina standart ve orneklerden 12,5 pl koyulur.
Kor i¢in aymi miktarda dH,O kullanilir. Biitiin kuyucuklara 237,5 pl bradford
reagenti eklenerek 250 pl’ye tamamlanir ve oda 1sisnda 10 dakika karanlikta inkiibe
edilir. Daha sonra 595 nm dalga boyunda microplate reader’da okutulur.
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Kullanilan reaktifler ve malzemeler;

Bradford reagent;
e 0.04 g Coomassie Brilliant Blue (G 250) tartilir ve 50 ml (%99) etanol ile
¢Ozduriliir.
Uzerine %85°1ik fosforik asit eklenir ve karistirilir.
800 ml distile su eklenir.
Whatman no:1 filtresi ile siiziiliir
Distile su ile bir litreye tamamlanur.

Bradford standartlari;

2mg/ml stok i¢in 0,002 BSA tartilir 1 ml distil su ile seyreltilir
0.02 mg/ml standart: 2 pl stok + 198 ul dH,O

0.04 mg/ml standart: 4 pl stok + 196 ul dH,O

0.08 mg/ml standart: 8 pul stok + 192 pl dH,O

0.16 mg/ml standart: 16 pl stok + 184 ul dH,O

0.20 mg/ml standart: 20 pl stok + 180 ul dH,O
kullanilarak standartlar olusturulur.

2.2.2.3. Glutatyon-S-Transferans (GST:; EC 2.5.1.18)

Glutatyon-S-Transferans (GST) hiicresel antioksidan savunmasiyla ilgili
olarak biotranformasyonun faz Il asamasina dahil olan ¢ok fonksiyonlu bir enzim
ailesidir. Oksidatif stres sonucu olusan metabolitlerin detoksifikasyonununda rol
oynar. Substrat olarak bir sitozolik protein olan 1- chloro-2,4-dinitrobenzene
(CDNB) ve glutatyonun rediiklenmis formu GSH kullanilmistir. Ornek
kuyucuklarma 175 pl, kér kuyucuklarma ise 187,5 ul distil su konulmustur. Biitlin
kuyucuklara 50 pl kombinasyon tamponu ve 12,5 pl CDNB eklenmistir. Son olarak
ornek kuyucuklarma 12,5 pl 6rnek eklenmis ve 340 nm dalga boyunda kinetik
olarak 10 dakika boyunca okutulmustur.

Kullanilan reaktifler ve malzemeler;

1) Kombinasyon tamponu; 0,0308 gr GSH 20 ml 50 mM’lik fosfat
tamponunda ¢ozdiirtliir.

2)CDNB; 0,0202 gr CDNB 3 ml etanolde ¢ozdiiriiliir. Daha sonra {izerine 2 ml
distil su eklenir (Karigimin siyah bir sisede hazirlanmasi gerekmektedir.).

2.2.2.4. Superoksit Dismutaz (SOD: EC 1.15.1.1)

Stiperoksit anyonlarin1 (O) hidrojen peroksit ve oksijene ¢eviren siiperoksit
dismutaz enzimi 6nemli bir antioksidatiftir. Bu enzim aktivitesini 6l¢gmek i¢in SOD
Assay Kit kullanilmistir. WST-1 substrat1 (suda ¢oziinebilir bir tetrazolyum boya)
ve ksantin oksidaz enzim ile yiizde reaksiyon inhibisyon orani belirlenmistir. 3
farkli kor hazirlanir. Birincisine 20 pl dH,0, 200 pl WST, 20 pl enzim soliisyonu,
ikincisine 20 pl o6rnek, 200 ul WST, 20 pl diliisyon tamponu, tigiinciisiine ise 20 ul
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dH,0, 200 pl WST, 20 pl diliisyon tamponu eklenir. Ornek kuyucuklarina ise 20 pl
ornek, 200 pul WST, 20 pl enzim soliisyonu eklenir. 37°C’de 20 dakika inkiibe
edildikten sonra 450 nm’de okutulur. Total protein miktarina gbre normalize
edilerek sonuclar sunulur.

Kullanilan reaktifler ve malzemeler;

1) SOD Assay Kit

2) WST soliisyonu; Iml WST’ye 19 ml tampon soliisyonu eklenir.

3) Enzim soliisyonu; Enzim 5 sn. Santrifiij edilir. 15 pl enzim soliiyonu 2,5 ml
dilisyon tamponu ile seyreltilir.

2.2.2.5. Asetilkolin Esteraz (AChE) enzimi tayini

Almman dokulardan AChE tayini i¢in spektrofotometerik bir Ol¢lim
kullanilmistir. Agiltilkolinler, kolinesteraz (ChE) tarafindan yag asitleri ve tiokoline
hidrolizlenirler. Tiokolinin olusum orani, sar1 bir anyon olusturan 5,5’-ditiobis-(2-
nitro-benzoikasit)- DTNB-, 5-tio-2-nitrobenzoat ve diger iriinlerden olusan tiol
grubunun siirekli reaksiyonuyla 6lciilebilmektedir. Sar1 anyonun olusum orani 405
nm’de spektrofotometrik olarak dl¢iilebilir.

Kullanilan reaktifler ve soliisyonlar

1) Sorensen fosfat tamponu; (67 mmol/l 37° C pH 7,4)

150 ml saf su igerisinde; -1,919 gr Na,HPO,.2H,0 ve -0,348 gr. KH,PO, ¢oziildii.
200ml’ye tamamlanip pH’1 kontrol edildi.

2) Tamponlanmig Ellman’s reaktifi
100 ml tampon (1) ¢ozeltisi iginde 0,0107 gr DTNB ¢oziiliir.
Koyu renkli sige i¢inde +4° C’de en az bir giin saklanir

3) Asetilkolin kloriir
100 ml distil su i¢inde 0,0155 gr asetilkolin kloriir ¢oziiliir.

-80°C’den ¢ikartilan doku homojenatlar1 ¢ozdiiriildi ve microplate igine
soliisyonlarla beraber yiiklendi.

Ornek Kor
Sorensen Tamponu 224 ul 232 ul
DTNB soliisyonu 8 ul 8 ul
Asetilkolin kloriir soliisyonu | 8 pl -
Ornek 1,6 pl 1,6 ul
Toplam hacim 241,6 241,6 ul

Sekil 2.4. AChE aktivite tayini i¢in gerekli soliisyon miktarlar:
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405 nm’de 5 dakika aralikla ikiser okuma ELISA plate reader aracilii ile
yapilmustir.

Hesaplama:

Umi=222 x £ 136
t V

6

2.2.2.6. Katalaz enzim aktivitesi tayini (CAT: EC 1.11.1.6)

Kullanilan kimyasallar,
1) 0,1 mM EDTA’l1 50 mM Na-P tamponu, pH: 7.0

Hazirlanisi,

0,5 M dibazik sodyum fosfat hazirlamak i¢in 0,071 gr tartilip 100 ml’ye
tamamlanir.

0,5 M monobazik sodyum fosfat hazirlamak i¢in 0,069 gr tartilir ve 100 ml’ye
tamamlanir.

Dibazik ¢6zeltiye monobazik ¢ozelti titre edilerek pH 7.0 olarak ayarlanir.

Ardindan 0,001 M EDTA bulunmasi i¢in toplam soliisyonun hacmine gore tartilir.
2) %3’lik H,O,
3) 9125 pul tampon ve 875 ul stok H,O, karistirilir.

240 nm’de kuvars kiivetlerde 180 saniye kinetik olarak okutulur

Kér (ul) Ornek (ul)
50 mM Na-P buffer with 0.1 mM EDTA, pH:7.0 | 920.0 920.0
dH,0 10.0 -
Sample (diluted) 70.0 70.0
3 % H,0, - 10.0

Sekil 2.5. Katalaz aktivite tayini i¢in gerekli soliisyon miktarlari

2.2.2.7. Lipit peroksidasyonu

Solungag ve hepatopankreas doku oOrneklerinden lipit peroksidasyonu
belirlemesi igin tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler igeren spektrofotometrik bir
yontem kullanilmistir (Okhawa et al., 1979). Doku ornekleri % 0,1’lik
trikloroasetik asit (TCA) ¢ozeltisiyle 1:6 oraninda homojenize edilmistir.
Homojenizasyondan sonra tiipler 10000 rpm’de 5 dk +4°C’de santrifiijlenmistir.
Daha sonra siipernatanttan 250 pl ependorflara alinmis {izerine 1 ml reaksiyon
karisimi eklenerek 95 °C su banyosunda 30 dk inkiibasyona birakilmistir. Ornek
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eklenmeyen kor de ayni sekilde inkiibasyona birakilir. Bu asamadan sonra 10000
rpm’de 15 dk bir santrifiij asamasindan daha gecirilir. Siipernatanttan 1 ml
kiivetlere alinip 532 nm ve 600 nm‘de absorbansi dlgiiliir.

Kullanilan reaktifler ve malzemeler;

e Reaksiyon karisimi; %10 TCA ve % 0,5 TBA igerir
2.3.3. Gen Expresyonu

2.3.3.1. Total RNA izolasyonu prosediirii

Toplanan midyeler laboratuara getirildikten sonra hizla agilmis, solungag ve
hepatopankreas dokulari ayrilmistir. Daha sonra TriPure Isolation kiti (Roche, Cat
No 11 667 157 001) kullanilarak ve asagidaki protokol takip edilerek solungag¢ ve
hepatopankreas dokularindan ayri ayri total RNA izolasyonu yapilmistir (her
istasyon i¢in 3 6rnek);

1. Her 6rnek icin steril polipropilen santrifiij tiipiine 1 ml TriPure Isolation
Reagent kondu ve tiip i¢cine 50 mg doku eklendi

2. Cam-teflon homojenizatér yardimi ile dokular homojenize edildi ve
niikleoprotein kompleksinin ayrilmasi i¢in homojenatlar 25 °C’de 5 dk
inkiibe edildi

3. Her ornege 0.2 ml olacak sekilde kloroform eklendi. Tiiplerin kapagi
kapatildi ve 15 sn gilicli bir sekilde calkalandi. Daha sonra drnekler 25
°C’de 15 dk inkiibe edildi

4. Faz ayirimi yapmak i¢in +4°C’de 12000g’de 15 dk santrifiij yapildi.

5. Santrifiij sonrasinda 3 faz olustu (renksiz iist sulu faz RNA izolasyonu i¢in
kullanild1) ve renksiz iist faz polipropilen santrifiij tiipline aktarildi

6. Bu fazdan RNA’ nin ¢oktiiriilmesi i¢in 0.5 ml olacak sekilde izopropanol
eklendi. Tiiplerin kapag: kapatildi ve birkag kez ters-yiiz edildi. Daha sonra
ornekler 25 °C’de 10 dk inkiibe edildi

7. +4°C’de 12000 g’ de 10 dk santrifiij yapildi ve silipernatant atildi

8. Tiiplere 1 ml %75 etanol eklendi ve ornekler vortekslenerek etanolde
yikandi

9. +4°C’de 7500 g’ de 5 dk santrifiij yapildi ve siipernatant atild1

10. Hava akimi ile RNA’ dan etanol uzaklastirildi ve RNA pelleti 50 pL
RNaz-free su ile resiispande edildi. RNA bir pipet yardimi ile ¢oziildi, 10
dk 55-60 °C’de inkiibe edildi ve kullanilincaya kadar -80°C’de saklandi.

Total RNA’lar izole edildikten sonra RNA izolasyon kontrolii i¢in Nano-
Drop cihazinda 6l¢iim yapilmis ve daha sonra cDNA sentez asamasina gegilmistir
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2.2.3.2. Total RNA’dan cDNA sentezi

Real-Time PCR cihazinda gen ekspresyon profilinin incelenebilmesi i¢in elde
edilen total RNA’lardan cDNA sentezlenmesi gerekmektedir. Bu nedenle cDNA
sentezi, cCDNA sentez Kiti, Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche,
Cat No 04 379 012 001) kullanilarak gerceklestirildi kullanilarak asagidaki
protokole gore gerceklestirilmistir;

1. Kullanilan tiim kitler ¢alisma oncesinde ¢oziildii ve birkag sn santrifiijledi

2. Steril PCR tiiplerine Template primer karigimi hazirlandi: 9.4 pl Total RNA
ve 2 ul Random Hexamer primer (600 pmol/ul)

3. Template primer karisimini denatiire etmek i¢in tiipler 10 dk 65 °C’ de
bekletildi ve hemen buz iizerine alindi

4. Tiplere final hacim 20 pl olacak sekilde; 4 pl Reaksiyon tamponu, 0.5 pl
RNaz inhibitorii, 2 pl Deoksiniikleotid karigimi (ANTP), 1.1 pl Revers
Transkriptaz enzimi ve 1 pul DDT eklendi

5. Karisim dikkatlice karistirildi (birkag sn santrifiijlendi) ve termal cycler’a
kondu

6. Revers transkriptaz reaksiyonu i¢in 25 °C’de 10 dk’y1 takiben 55°C’de 30
dk inkiibasyon gerceklestirildi.

7. 85 °C’de 5 dk bekletilerek Revers transkriptaz enzimi inaktive edildi ve
tipler soguk buz lizerine alinarak reaksiyon durduruldu. cDNA igeren
tiipler kullanilincaya kadar -20 °C’de saklanda.

2.2.3.3. Real-Time PCR ile gen ekspresyonunun belirlenmesi

Real-Time PCR cihazinda gen ekspresyon profilinin incelenebilmesi igin
LightCycler SYBR Green (Roche, Cat no: 03 003 230 001) kullanilarak asagidaki
protokol uygulanmustir;

1. Dokuz gen (Beta actin, MT10, MT20, Casp-2, Casp-3/7-1, Casp-3/7-2,
Casp-3/7-3, Casp-3/7-4, Casp-8) igin 9 tiip hazirlandi.

2. PCR kanigimi hazirlandi (1 tiip igin): 11 pl dH20, 1.6 pl Mg, 0.2 ul F
primer, 0.2 ul R primer ve 2 ul SYBR Green I enzim karigimi.

3. LightCycler kapiller tiipleri soguk akii iizerine yerlestirildi ve 18 pl PCR
karisimi kapiller tiiplere aktarildi.

4. Uzerine 1.5 ul cDNA ilave edildi ve kapaklar1 kapatildi.
5. Kapiller tiipler 5 sn 700 g’ de santrifiijlendi.

6. Kapiller tiipler Roche 1.5 LightCycler cihazina yerlestirildi. LightCycler
kosullar1:



Denatiirasyon:
Amplifikasyon:

Melting:

Sogutma:

95 °C
95 °C
60 °C
72 °C
95 °C
60 °C
95°C
40 °C
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10 dk
10 sn

10 sn } 45 dongii
10 sn

15sn

10 sn }

10 sn

30 sn

1 dongii

Kullanilan Primer Sekanslar1 asagida verilmistir;

Kontrol gen:

Beta Actin

Forward
Reverse

Metallotionein genleri:

Mt10

Mt20

Forward
Reverse

Forward
Reverse

S'’AACCGCCGCTTCTTCATCTTC
STACCACCAGACAAGACGG

S'GGGCGCCGACTGTAAATGTTC

S'CACGTTGAAGGYCCTGTACACC

STGTGAAAGTGGCTGCGGA
S'GTACAGCCACATCCACACGC

Apoptozisin belirlenmesi i¢in Kaspaz enzim genleri:

Casp-2

Casp-3/7-1

Casp-3/7-2

Casp-3/7-3

Casp-3/7-4

Casp-8

Forward
Reverse

Forward
Reverse

Forward
Reverse

Forward
Reverse

Forward
Reverse

Forward
Reverse

S'GATATATGACAAGGGTGGCAATG
S'GACTTTACAGCATCCAGGACATC

S'GATCTTGGAAGTGGTGTAGAACG
S'CACTGCTAGGAAATCTGCTTCAT

S'CCTGTAGAGGAGGAGGATTAGGAC
S'GGAAGGATCCATAACCAGCAG

S'CAATGTGTAAAAACGAGAGACATTG
S'GTTAGTATATGCCCACTGTCCATTC

S'GATTTCCTTGAAGTCTTTTCTACGTC
S'AATATCATCGTCTTCCTGGATGTTAT

5'CCCAACCAGTAGTAACACCAGAC
S'GTATGAACCATGCCCCTATATCA

Analiz sonunda LightCycler cihazindan C; degerleri elde edilmis ve AAC;
Metodu kullanilarak elde edilen verilerden gen ekspresyon diizeyleri hesaplanmigtir
(Livak and Schmittgen, 2001).

2.2.4. Mikroniikleus tayini

Midyelerin adductor bolgesinden siringa yardimiyla alinan 100 ml hemolenf
Oornegi lamlara damlatilmistir. Daha sonra humid chamberda 30 dakika, ardindan
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saf metonol iceren salelerde 20 dakika bekletilip fiksasyon saglanmistir. Boyama
icin %10’luk Giemsa soliisyonu hazirlanmis 20 dakika boyunca boyanmasi
beklenmistir. Daha sonra iki kez yikama buffer1 ile 5’er dakika muamele edilip
kurutulmaya birakilmistir. 100x’lik biiylitme ile preparatlardan hiicrelerin graniiler,
agraniiler, bud, mikroniikleus, oligo-biniikleus 6zelliklerine gore sayim yapilmuistir.

2.2.5. Histopatoloji

2.2.5.1. Bovama oncesi islemler:

Alinan ornekler % 4’lik Paraformaldehit icerisinde 1 gece bekletilmistir.
Daha sonra asagidaki uygulamalar sirasiyla gergeklestirilmistir.

Akarsuda 1 gece bekletme

%380’lik Alkolde 2 saat bekletme

% 95°1lik Alkolde 2 saat bekletme

% 95’lik Alkolde 4 saat bekletme

% 95’lik Alkol ¢ozeltisinde 1 gece bekletme

% 100’lik Alkol igerisinde 2 saat bekletme

%100’lik Alkol igerisinde 2 saat bekletme

%100’lik Alkol igerisinde 2 saat bekletme

Alkolden ¢ikartilan 6rnekler havada kurutmaya birakilmistir.

Kuruyan oOrnekler, seffaflasana kadar 30 dk’ lik 3 defa Xylol’den
gecirilmistir.  Parafine  koyulan ornekler, 58 C%lik etiivde 1 gece
bekletilmistir.Parafin yenilenmis ve 2 saat beklenmistir. Tekrar parafin yenilenmis
ve 2 saat beklenmistir.Son islem olarak 6rnekler parafine gdmiilmiistiir.

Buzdolabinda donmaya birakilan ornekler kesim igin ¢ikarilmis ve bloklar
traglanmistir (trimleme). Bloklar sirasiyla mikrotoma yerlestirilmistir. Kesit
alindiktan sonra lamlara alinan 6rnekler havada kurutulmustur. Boyama oncesi 58
C?lik etiivde 1.5 saat tutulmustur.

2.2.5.2. Hemotoksilen -Eozin boyama

Etiivden c¢ikarilan 6rnekler Xylol igerisine konmus, 58 Clik etiivde 20
dakika beklenmistir. Xylol’den ¢ikarilip havada kurutulmaya birakilmistir.

% 100’lik Alkol igerisinde 2 dakika

% 100’lik Alkol igerisinde 2 dakika

% 95’lik Alkol igerisinde 2 dakika

%380’1ik Alkol igerisinde 2 dakika

Distile suda 5 dakika

Hemotoksilen boyasinda 2.5 dakika

Akar sudan gecirme 5 dakika

Asit Alkol icerisinde pembe renk olusana kadar bekletilmistir.
Akar sudan gegirilmistir.

Amonyakli suda mor renk olana kadar bekletilmistir.
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Akar sudan gegirilmistir.

Distile suda 5 dakika bekletilmistir.

Kurutmaya birakilmistir.

Eozin boyasinda 2.5— 3 dakika bekletilmistir.

% 95’lik Alkol igerisinde 2 dakika bekletilmistir.
% 100’lik Alkol igerisinde 2 dakika bekletilmistir.
% 100’lik Alkol igerisinde 2 dakika bekletilmistir.
Kurutmaya birakilmistir.

Xylol igerisinde 3 kez 10’ar dakika bekletilmistir.
Havada kurutmaya birakilmistir.

Entellan ile lamel kapatilip 10 giin beklenmistir.

2.2.5.3. Apoptozis’in belirlenmesi

Karaciger ve solungag hiicrelerinde apoptoz varligi Promega DeadEnd TM
Colorimetric Apoptosis Detection System (TUNEL) (Promega Corp. Madison,
USA, Cat No: G7130) (O’Brien et al., 1998) kiti ile belirlenmistir. TUNEL igin,
oda sicakliginda 25 dak. siire ile %4’liikk paraformaldehitte fikse edilecek Kkesitler
PBS’de yikanacak ve lam basina 20ug/ml Proteinase K solutionu ile permeabilize
edilecektir. Kesitler, 37°C’de 60 dak boyunca biotinlenmis niikleotid ve terminal
deoxynucleotidyl transferase (rTdT) igeren reaksiyon karigimi ile inkiibe
edilecektir. Siire sonunda sodyum kloriir-sodyum sitrat tamponu (SSC) ve PBS ile
yikanacaktir. Her lama Streptavidin HRP (horseradish peroxidase) eklenecek ve
oda sicakliginda 30 dak. inkiibasyona birakilacaktir. Lamlar daha sonra diamino
benzidyne system (DAB) ile boyanacak ve apoptotik hiicrelerin varligi agisindan
incelenecektir.
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3. BULGULAR

3.1. Midyelerin Agirhik ve Boy Ortalamalari

Toplanan midyelerin toplam doku agirliklar: hassas terazi ile, boy ve enleri
ise cetvelle Ol¢lilmiilmiis ve ortalamalar1 alinmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge
3.1.”de verilmistir.

Cizelge 3.1. Ornekleme yapilan midyelerin boy, en ve agirlik ortalamalart

Boy (cm) En (cm) Agirlik (gr)
Aliaga 4,3182 £ 0,0961 2,7364 +0,0907 2,8236 + 0,2456

Foca 4,7882 +0,1336 2,9706 = 0,1021 2,8571+£0,1243

3.2. Spektrometrik Analizler

3.2.1. Agir metal analizi bulgular:

Her istasyondan 10 adet 6rneklenen midyelerin hepatopankreas ve solungag
dokularindaki agr metal miktar1 Ege Universitesi Ilag Gelistirme ve
Farmakokinetik Arastirma-Uygulama Merkezi (ARGEFAR)’inde bulunan ICP-MS
cihaziyla gerceklestirilmistir. Analizler Environmental Pollution Agency (EPA)
Method 3051A° ya gore yapilmistir.

14 farkli agir metal iceriginin miktarlar1 istasyon ve dokusal farkliliklarina
gore Cizelge 3.2.’de gosterilmistir.

3.3. Biyokimyasal Analizler
3.3.1. Total protein tayini bulgular

Dokulardaki toplam protein yiiksek hassasiyetli Coomassie Blue (Bradford)
yontemi ile belirlenmistir. Temel biyokimyasal islemlerde spesifik aktivite tanimi
i¢in biyolojik 6rnegin protein miktarindan yararlanilir (aktivite/mg protein). Aliaga
istasyonundaki Orneklerin toplam protein miktarinin Foga’dakilere oranla daha
yiiksek oldugu gozlenmis, degerler Cizelge 3.3. *de gdsterilmistir.

Cizelge 3.3. Aliaga ve Foga istasyonlarindan alinan érneklerin toplam protein miktar: (mg/ml)

Total Protein
mg/ml

Aliaga 6,5526 + 0,5069 16,6187 +=2,0073

Solungag Hepatopankreas

Foga 52126 +0,7891 11,1628 + 2,0624
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Cizelge 3.2. Aliaga ve Foga istasyonlarinda toplanan midyelerdeki agir metal miktarlari(pug/kg kuru

agirlik)
Agr Hepatopankreas Solungag
Metaller Foca Aliaga Foca Aliaga
Arsenik 9,59 +2,18 7,57 £0,48 3,45+0,37 3,99 + 0,06
Kadmiyum 0,34 +0,11%* 0,09+ 0,01 0,04 + 0,01 0,08 £ 0,05
Civa 0,05 £ 0,008* 0,02 + 0,003 0,01 £0,005* 0,00 £+ 0,00
Kursun 2,34 £ 0,064* 0,49 +0,13 0,36 +£0,08 0,54+0,13
Vanadium 1,46 £ 0,36%* 0,30+0,18 0,04 £ 0,01 0,04 + 0,006
Krom 1,51 +£0,33* 0,22 +0,14 0,11+0,08 0,08 £ 0,01
Mangan 9,64 +2,18% 1,61 £0,45 0,97 + 0,31 1,34 +£0,15
Kobalt 0,71 £ 0,20%* 0,15+0,04 0,02 + 0,006 0,03 +0,01*
Nikel 2,67 £0,70* 0,54+0,12 0,44 + 0,47 0,12+ 0,06
Bakir 15,51 + 6,68 7,06 £0,93 10,47 £5,23 14,08 £5,5
Cinko 224+3,8 24,3 +£4,99 12,28 £4,56 38,55+ 16,53
Selenyum 1,06 + 0,17 0,86 + 0,17 1,20+ 0,2 1,79 + 0,19
Antimon 0,04 £0,01%* 0,007 = 0,001 0,002 + 0,001 0,0015 + 0,001
Baryum 3,59 +1,05* 0,1+0,2 0,16+ 0,08 0,09 + 0,03

* Aliaga istasyonuna gore istatistiksel olarak énemli fark.

3.3.2. Glutatyon-S-Transferans (GST; EC 2.5.1.18) seviyesi bulgulari

Bu c¢alismadaki istasyonlar arasinda GST seviyelerinde anlamli fark
gozlemlenmistir (Cizelge 3.4.).

Cizelge 3.4. Orneklerde belirlenen GST aktivitesi (nmol/min/mg)

GST (nmol/min/mg) Aliaga Foga
Hepatopankreas 0.0726 £ 0.02 0.7039 £ 0.57
Solungag 0.4148 £0.10* 3.4013 £2.40

*Foga’ya gore istatistiksel olarak 6nemli fark (p>0.05)
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3.3.3. Superoksit Dismutaz (SOD: EC 1.15.1.1) aktivitesi bulgular

Bu enzim aktivitesini 6lgmek igin SOD Assay Kit (Fluka 19160-1KT-F)
kullanilmistir. Gruplar ve istasyonlar arasinda 6nemli bir fark elde edilmemistir
(Cizelge 3.5.).

Cizelge 3.5. Orneklerde belirlenen SOD aktivitesi (mol/min/mg)

SOD (mol/min/mg) Aliaga Foga
Hepatopankreas 0.0372 + 0.006 0.0362 £0.012
Solungag 0.0451 +0.018 0.0853 +0.028

3.3.4. Katalaz (CAT: EC 1.11.1.6) aktivitesi bulgulari

Elde edilen sonuglar Cizelge 3.6.°da gosterilmistir. Gruplar ve istasyonlar
arasinda onemli bir fark elde edilmemistir

Cizelge 3.6. Orneklerde belirlenen CAT aktivitesi (mol/min/mg)

CAT (mol/min/mg) Aliaga Foga
Hepatopankreas 0.00014 £ 0.00005 0.00020 £ 0.00004
Solungag 0.00072 + 0.00034 0.00036 + 00007

3.3.5. Lipid Peroksidasyonu seviyesi belirlenmesi

Analizler sonucunda Aliaga‘da Foga‘ya oranla istatiksel olarak anlamli bir
sonug elde edilmistir (Cizelge 3.7.).

Cizelge 3.7. Orneklerde belirlenen TBARS miktar1 (nmol)

TBARS (nmol) Foga Aliaga
Hepatopankreas 6.68 + 2.48 12.74 + 1.47*
Solungag 4,40+ 0.87 11.34 £ 1.49*

*Foca’ya gore istatistiksel olarak dnemli fark (p>0.05)
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3.3.6. Asetilkolinesteraz (AChE; EC 3.1.1.17) aktivitesi belirlenmesi

Projede AChE enzim aktivitesi Ellman yontemi ile 6l¢tilmiistiir (Ellman et al.,
1961). Elde edilen degerler Cizelge 3.8.°de gosterilmistir. Gruplar ve istasyonlar
arasinda onemli bir fark elde edilmemistir.

Cizelge 3.8. Aliaga ve Foca ornekleri nde belirlenen AChE aktivitesi

AChHE (pmol/dak) Foca Aliaga
Hepatopankreas 0.1138 £0.049 0.2202 +£0.104
Solungag 0.1902 £0.136 0.2928 +1.34

3.4. Genotoksisite Belirlenmesi
3.4.1. Mikroniikleus analizi bulgular

Mikroniikleus testi kromozomal hasarin bir gostergesi olarak mutajenler ve
klastojenlerin genotoksik aktivitelerinin belirlenmesinde hassas bir biyoindikator
olarak kullanilmaktadir (Mersh et al., 1996; Venier et al., 1997). Hiicre
boliinmesinden sonra kromozom pargalart ya da kromozomun tiimiiniin yavru
hiicreye c¢ekirdege katilmadan aktarilmasinin belirlenmesine dayali bir testtir.
Mikroniikleuslar hiicre boliinmesi sirasinda kromozomal kirilma veya andploididen
kaynaklanan kiigiik, intrasitoplazmik kromotinlerdir. Mikroskopla tayin sirasinda
graniill, graniilsiiz, mikroniikleuslu, bud (tomurcuklu), biniikleus ve

oligoniikleuslu hiicreler tespit edilmistir (Sekil 3.1).
’ ‘
a b d e

C

Sekil 3.1. Gozlemlenen niikleus ¢esitleri; a) graniilsiiz hiicre, b) graniillii hiicre, ¢)
mikcroniikleus, d) bud,e) biniikleus



Elde edilen bulgularda Aliaga istasyonundan alinan midyelerin Foga
istasyonundakilere gére daha fazla kromozomal hasara ugradiklar1 belirlenmistir

(Cizelge 3.9.).

Cizelge 3.9. Orneklenen midyelerin kromozomal hasar gesit ve sayilart

Graniilli Mikrontikleus Bud Biniikleus/oligoniikleus Toplam
Foga 27 16 2 9 1007
Aliaga 161 17 4 17 1002

3.5. Histolojik Analizler

3.5.1. Rutin Hemotoksilen & Eozin boyama

Midyelerin solungaglar1 ve hepatopankreas dokular1 ¢ikarilmis ve %4
paraformaldehit icerisinde 1 gece tespit edilmistir. Sonra rutin takip islemlerinden

gecerilerek Hemotoksilen & Eozin ile boyama islemine tabi tutulmustur.

Gozlemlenen hiicresel kayiplar ve dejenerasyonlar Sekil 3.2., Sekil 3.3., Sekil
3.4., Sekil 3.5.’de gosterilmistir.
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Sekil 3.2. Foga bolgesi midyelerinin hepatopankreas dokusu histolojik kesiti (A- B). Digestif
tiibiillerde (dt) vakuolar dejenerasyon ve nekroza bagl hiicre kayiplari (*) goriilmektedir.
Tiibiil epiteli biitinliigii kaybolmus olarak izlenmektedir. Mevcut digestif tiibiil epitel
hiicrelerinde eozinofilik sitoplazma (ec) ve piknotik niikleus (pn) goriilmektedir. Vesikiiler bag
dokusunda (ct) yaygin hemositik infiltrasyon (hi) izlenmektedir. Mide (s). H&E boyama; A
x20, B x100 biiyiitme.
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Sekil 3.3. Aliaga bolgesi midyelerinin hepatopankreas dokusu histolojik kesiti (C- D).
Digestif tiibiillerde tiibiil epitel biitiinliigli korunmasina ragmen vakuolar dejenerasyon
ve nekroza bagli hiicre kayiplari (*) goriilmektedir. Vesikiiler bag dokusunda (ct)
yaygin hemositik infiltrasyon (hi) izlenmektedir. H&E boyama; C x20, D x100
biiyiitme.
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Sekil 3.4. Foca bolgesi midyelerinin solungag¢ dokusu histolojik goriintiisii (A ve B).
Solungag¢ filamenti frontal bolgesi epitel hiicrelerinde (ge) dejenerasyon, nekrotik
degisiklikler ve hiicresel sisme (*) goriilmektedir. Epitel hiicrelerinde siliar dejenerasyon ve
erezyon (s) ile birlikte solungag filamenti hemolenfatik damarlarda daralma ve yapigsmalar
(v) izlenmektedir. Fb: Frontal bolge, Lb: Lateral bolge, gf: solungag filamenti. H&E
boyama; A x40, B x100 biiyiitme.
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Sekil 3.5. Aliaga bolgesi midyelerinin solunga¢ dokusu histolojik goriintiisii (C ve D).
Solungag filamenti frontal ve lateral bolgesi epitel hiicreleri (ge) normal histolojik
goriinimdedir. Sadece solungag filamenti hemolenfatik damarlarda daralma ve
yapismalar (v) izlenmektedir. Fb: Frontal bolge, Lb: Lateral bolge, gf: solungag
filamenti. H&E boyama; C x40, D x100 biiyiitme.
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3.5.2. TUNEL Ekspresyonu

Apoptotik hiicre ¢ekirdeklerinin tanimlanmasini saglayan histokimyasal bir
yontemdir. Apopototik siireci baglayan hiicreler Sekil 3.6., 3.7., 3.8. ve 3.9’da
goriilmektedir.

Sekil 3.6. Foga bolgesi midyelerinin solungag dokusunda TUNEL ekspresyonu(A ve B).
Kahverengi boyanan bolgeler apoptotik hiicreleri gostermektedir.
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Sekil 3.7. Aliaga bolgesi midyelerinin solunga¢ dokusunda TUNEL ekspresyonu (C ve D).
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Sekil 3.8. Foca bolgesi midyelerinin hepatopankreas dokularinda TUNEL ekspresyonu(A ve
B).



Sekil 3.9. Aliaga bolgesi midyelerinin hepatopankreas dokularinda TUNEL ekspresyonu (C ve
D).
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3.6. Gen Ekspresyon Profilinin Belirlenmesi

Cevresel Sartlarin gen profiline etkisini belirleyebilmek i¢in metal baglayan
proteinler olan metallothioneinler ve programlanms hiicre Olimii (apoptosiz)
siirecinin baslangicinda rol oynayan kaspaz proteinleri dikkate alinmistir.

3.6.1. Metallotioneinler (Metal baglayan proteinler)

Analizlerde kontrol geni olarak Beta Actin geni kullanilmistir. Metallotionein
genleri ekspresyonlar1 arasinda iki istasyon arasinda ciddi farklar vardir. Ozellikle
MT20 geninin daha fazla eksprese olmasi midyelerin agir metaller tarafindan
olusturulan oksidatif hasara maruz kaldigin1 géstermektedir (Sekil 3.10.).

D Ct Degerleri
16 -
14 A
12 A
10 -
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Sekil 3.10. Aliaga ve Foca istasyonlarinda toplanan midyelerdeki Metallotionein genlerinin
(MT10 ve MT20) ekspresyon seviyeleri

3.6.2. Kaspazlar

Analizlerde kontrol geni olarak Beta Actin geni kullanilmistir. Calismamiz
sonucunda elde ettigimiz degerler midyelerde apoptotik siirecin bagsladigini ve

organizmanin hasar onarimi yapamadigi hiicrelerini 6liime gonderdigini ortaya
koymaktadir (Sekil 3.11. ve Sekil 3.12.).
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Sekil 3.11. Aliaga ve Foga istasyonlarinda toplanan midyelerdeki baslatici kaspaz genleri (Kaspaz-2

ve Kaspaz-8) ekspresyon seviyeleri
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Sekil 3.12. Aliaga ve Foca istasyonlarinda toplanan midyelerdeki Efektor kaspaz genleri (Kaspaz-

3/7-1, Kaspaz-3/7-2, Kaspaz 3/7-3 ve Kaspaz-3/7-4) ekspresyon seviyeleri




41

4. TARTISMA

Endiistri ve niifusun yogun oldugu bélgelerde meydana gelen kirletici yiik
birikimi denizel ortamlarda ilk olarak dipte yasayan canlilar1 etkiler. Bu kirleticiler
arasinda PAH’lar, PCB’ler, organoklorlu pestisitler, klorlu organik bilesikler,
radyoniiklidler ve agir metaller gibi pek cok kimyasal ajan bulunmaktadir. Bu
ajanlar dogada uzun siire bozunmadan birikim yapabilme ve biyobirikim araciligi
ile besin zinciriyle bir ¢ok ortama ve canliya ulasabilmektedir.

Kirliligin varliginin tespiti ¢oziim ig¢in yeterli olmadigindan ortamdaki
canlilara yaptig1 etkilere dikkat ¢ekmek amaciyla biyomonitor tiirler araciligr ile
kirlilik ve etki belirlemesi yapilmaktadir. Bu canlilara uygulanan analizler sonucu
elde edilen metobolik ve genetik yanitlar maruziyet tespiti yapmak i¢in gerekli
verileri olustururlar. Dipte yasayan ve suyu siizerek beslenen bir organizma olan
Mytilus Galloprovincialis bizim g¢aligmamiz igin de monitor organizma olarak
secilmistir.

Yapilan agir metal analizi sonunda elde edilen veriler Cizelge 3.2.°de
goriilmektedir. Calismamiz sonucuna hem Aliaga hem de Foca istasyonundan
toplanan midyelerde agir metal tespit edilmis ve tiim agir metallerin Foga
istasyonunda Aliaga istasyonuna gore daha fazla miktarda bulundugu ortaya
konmustur. Genellikle ¢inko diger metallerle karsilastirildiginda midye dokusunda
en yiksek konsantrasyonda bulunan metaldir (Chafik ve ark., 2001) Kki
calismamizda da ¢inko hem solunga¢ hem de hepatopankreas dokusunda en yiiksek
konsantrasyonda bulunmustur.

Karsilastirma yapmak amaciyla Izmir Koérfezi’nde yapilan calismalara
bakildiginda Izmir Kérfezi’nde de M. gallopravincialis tiiriinde en yiiksek oranda
Cinko (9,55 - 58,50 pg/g yas agirlik) bulunurken Kursun (0,58 - 1,82 ug/g yas
agirhik), Bakir (0,32 - 3,25 pg/g yas agirlik) Kadmiyum (0,04 -1,12 pg/g yas
agirlik) ve Nikel (0,30 - 3,25 pg/g yas agirlik) tespit edilmistir (Egemen ve ark.,
1998). Baska bir calismada ise Incirali ve Urla kiyisindan toplanan M.
galloprovincialis 6rneklerinde Cd, Cu, Zn, Pb, Hg ve As tayini yapilmis ve Inciralti
bolgesinde en yiiksek oranda Cinko (13,9 mg/kg) daha diisiik oranlarda da Bakir
(1,2 mg/kg), Kadmiyum (0,02 mg/kg), Civa (0,003 mg/kg), Kursun (0,13 mg/kg) ve
Arsenik (1,03 mg/kg) degerlerine rastlanmistir (Esen, 2006). I¢ Korfez icin
ortalama degerler (ug/g kuru agirlik) ise Hg 0.018+ 0.0001, Cd 0.028+ 0.004, Pb
0.40+ 0.026, Cr 0.17+ 0.0014, Cu 5.28+ 0.023, Zn 27.7+ 1.09, Mn 4.49+ 0.37,
49.3+ 0.94 , Orta Korfez i¢in ortalama degerler (ng/g kuru agirlik); Hg 0.0175+
0.0007, Cd 0.011£0.002, Pb 0.075+0.0056, Cr 0.116+0.002, Cu 3.67+0.11, Zn
17.94£0.062, Mn 2.66+0.018, Fe 49.4+0.48 olarak ol¢iilmiistiir (Kiiciiksezgin ve
ark., 2008). Kuzey Ege Denizi’ nde Edremit, Dikili ve Candarli korfezi boyunca 11
istasyondan yapilan drneklemelerde ortalama olarak Bakir; 0,53 - 8,40 pug/g, Cinko;
7 - 40,37 pg/g, Kadmiyum; 0,86 - 1,22 pg/g, Kursun; 0,53 - 7,96 pg/g yas agirlik
olarak belirlenmistir (Kogbas, 2005).

Cinko oraninin yiiksek olmasinin midyenin toplandig1 bolgenin korfez ya da
liman gibi bolgeler olmasi ile baglantili oldugu goriilmektedir. Cinko ile kontamine
olmus midyelerin besin zincirine dahil olmasinin kaginilmaz oldugu bilinmektedir
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(Wang et al., 1996). Cinko belli seviyelerde hem insanlar hem de hayvanlar igin
gerekli bir elementtir ve giinliikk alinabilir degeri ¢ocuklar i¢in 10 mg/giin,
yetigskinler i¢in 15 mg/giindiir (Sivaperumal et al., 2007). Elde ettigimiz veriler
dogrultusunda bu bolgelerden toplanan midyelerden giinde 10-15 adet tiiketilmesi
yetigkinlerdeki ¢inko i¢in giinliik alinabilir dozun {istiine ¢ikmaktadir. Yine bir ¢cok
arastirici tarafindan yiiksek ¢inko ve bakira kronik olarak maruz kalimin Parkinson
hastalig1 ile baglantili oldugu rapor edilmistir (Gorell et al., 1997). Daha o6nce
yapilan ¢alismalarda M. galloprovincialis 6rneklerinde bakirin ¢inkoya gore daha
diisiik konsantrasyonda bulundugu ortaya konmustur (Rouane-Hacene et al., 2012).
Calismamizda da analiz edilen midyelerde ¢inkodan sonra en fazla miktarda bakir
birikimi gézlenmistir. Bakir 6zellikle hemoglobin sentezinde gerekli bir element
olmasma ragmen yiiksek miktarda alindiginda ciddi saglik problemlerine Sebep
olmaktadir (Gorell et al., 1997).

Bakirdan sonra midye dokularinda yiiksek oranda arsenik ve mangan daha
diisiik oranlarda da nikel, civa, kursun ve kadminyum gibi agir metaller tespit
edilmistir. Kadminyum ise midyelerin yumusak dokularinda daha az
konsantrasyonda birikim yapan bir metaldir ve deniz organizmalarinda dogal olarak
birikim yapma 0zelligi bulunmaktadir. Yaptigimiz ¢alismada buldugumuz
kadminyum miktarinin Tirk Gida Kodeksi (2008)’ne gore yiiksek olmadigi
belirlenmistir.  Yine kursunun Tirk Gida Kodeksi’ne gore 1.5 pg/g
konsantrasyonuna izin verilirken, bizim g¢alismamizda 6zellikle hepatopankreas
dokusunda daha yiiksek oranda kursun tespit edilmistir. Bu toksik metalleri yiiksek
konsantrasyonlarda tastyan midyelerin tiiketilmesi tiliketicilerde ciddi saglik
sorunlarina sebep olabilmektedir. Dahast kursun, kadminyum gibi kiimiilatif
zehirler, diisiik konsantrasyonlarda diizenli yiyecek tiikketiminde tehlike
olusturmaktadir.

Bu bulgulara ek olarak midyelerin agir metale maruz kalimi metallotionein
gen ekspresyonu ile de gosterilmistir. Calismamizda agir metallerin birikimine
bagl olarak dokuda oksidatif stres olusumu ve bunun sonucu da MT10 ve MT20
gen ekspresyon seviyelerinde artis oldugu gozlenmistir (Sekil 3.10). Ozellikle
MT20 geninin daha fazla eksprese olmasi midyelerin agir metaller tarafindan
olusturulan oksidatif hasara maruz kaldigin1 gostermektedir. Midyeler bu hasari
tamir edebilmek icin MT genlerini eksprese ederek detoksifikasyon
mekanizmalarin1 aktive etmektedirler. Calismamizda elde ettigimiz agir metal
analiz verileri ile MT gen ekspresyon seviyelerindeki artis birbiri ile korelasyon
gostermekte ve calisilan her iki istasyondaki agir metal kirliligini agikga ortaya
koymaktadir.

Tunus sahillerinde transplante edilen Mytilus galloprovincialis’lerin sindirim
bezlerinde yapilan analizlerde elde edilen degerler referans bolgeye gore normalize
edildiginde ekspresyon artisin1 gostermektedir (Banni et al., 2007). Ispanya
kiyilarinda ise meydana gelen bir kaza sonucu olusan etkilenimi belirlemek i¢in
yapilan MT10 ve MT20 ekspresyon analizlerinde elde edilen degerler, kazadan
sonra hem temiz hem de kirli kabul edilen bdlgelerden ikisinin de MT
ekspresyonlarinin arttigini ortaya koymustur (Sureda et al., 2011). Metalotioneinler
diisiik molekiiler agirlikli, sistin bakimindan zengin metal baglayan proteinlerdir.
Sitosol i¢cinde mevcut spesifik ligandlar yoluyla iki degerli metalleri baglayan bir
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detoksifikasyon mekanizmasi olarak islev goriir, iki asamali olarak gorev yaparlar.
Oncelikle hiicre ici gegisi serbest metal iyonlarini yakalar ve baglar ardindan
toksiste olusturabilecek thionein igermeyen ligandlarin disar1 atilimini saglar (Van
der Oost et al., 2003). Mollusklarda bulunan metallotioneinler omurgalilar ve
kabuklularla ayni siiftan olan MT1 sinifindandir. Bununla birlikte digerlerine gore
daha uzun dizilere, AT miktar1 fazla olan intron dizilerine (%70) ve daha fazla
glisin konsantrasyonuna (%15) sahip olmak gibi farkliliklar gdsterir. Mytilus cinsi
hem fizyolojik fonksiyonlar1 hem de primer dizileri farkli iki farklt MT izoformu
ifade eder. Esas izoform MT-10 iken kadmiyuma duyarli izoform MT-20’dir. MT-
10 transkripsiyonu MT-20’ye gore daha fazladir. Bu farkliik metallerin
farkliligindan kaynaklanir. MT-10 temel toksik metal iyonlar1 tarafindan
uyarilirken (Limoine et al., 2000) MT-20 6zellikle kadmiyum (Raspor et al., 2004)
ve civa (Dondero et al.,, 2005) iyonlar1 tarafindan uyarilir. Ayrica MT-20’nin
oksiradikal sentezi ile de aktive edildigi belirlenmistir (Dondero et al., 2005). MT
seviyelerindeki yiikselmeler Ozellikle sanayi bolgelerindeki kiyisal alanlarda
kirlenmenin bir gostergesi olarak erken uyari niteligindedir. (Roesijadi, 1996;
Viarengo et al., 1999). MED POL III Programi tarafindan agir metallare maruziyet
acisindan hassas bir biyogosterge olarak kabul edilmistir. (UNEP/MAP, 1999).

Biitiin bu cevresel kirliligin olusturdugu stres ve baskiya karsi organizmanin
oksidatif stres mekanizmalarinin ¢alismaya basladigini yaptigimiz analizler sonucu
elde ettigimiz veriler gostermistir. Kirletici ajanlarin detoksifikasyonu sirasinda
ortaya ¢ikan sekonder metabolitlerin zararsizlastirilmasinda etkili bir enzim olan
glutatyon-s-transferans enzimi oksidatif stresin O6nemli biyomarkerlarindandir.
Calismamizda elde ettigimiz degerler (Cizelge 3.4.) GST aktivitesinde artisi
gosterirken Ozellikle solunga¢ dokularinda istasyonlar arasinda da anlamli fark
gozlemlenmistir.  Fransa'da  temiz  bolgelerden  toplanan  midyelerin
transplantasyonu ve yerinden Orneklemeyle Temmuz ve Ekim aylarinda
gergeklestirilen ¢alismada solungag ve sindirim dokularinda bakilan GST aktivitesi
Olciimlerinde hem istasyonlar arast hem de Orneklemeler arasinda anlamli fark
ortaya c¢ikmistir. Solungaglarda oSlgiilen degerler sindirim dokularina oranla ¢ok
daha yiiksek bulunmustur (Roméo et al., 2003). Yunan kiyilarinda 18 istasyonda
transplante midyelerin solunga¢ ve sindirim bezlerinden yapilan orneklemelerde
(sindirim dokularinda) 35.9 - 70.4 nmol/min/mg prot araliginda degerler
bulunmustur (Tsangaris et al., 2010). Fransa Le Havre Limani'nda 4 istasyondan 4
mevsim yapilan 6rneklemelerde ise solungaglarda; 500-4000 nmol GSH min/mg
prot arasinda sindirim dokularinda ise; 250-2500 nmol GSH.min/ mg prot arasinda
Olctimler yapilmis ve referans alinan bolgeye gore onemli farklilik gozlenmistir
(Manduzio et al., 2004).

Stiperoksit anyonlarinin detoksifikasyonunda gorevli siiperoksit dismutaz
enzimi aktivitesinde istasyonlar arasinda bir fark bulunmamakla beraber SOD
aktivitesi akut kirlilik i¢in 6nemli bir biyomarker olan goriilmektedir (Cizelge 3.5.).
[zmir Kérfezi'nde yapilan bir calismada iki istasyondan (i¢ korfez ve orta korfez)
toplanan midyelerin sindirim dokularindan yapilan lgtimlerde 1,5-3,5 U/mg prot
degerleri Olciilmiis ve istasyonlar arasinda anlamli fark bulunmustur (Kiiciiksezgin
ve ark., 2008). Balearik Adalar1 ve referans bolge olarak Santa Maria Limani
secilen calismada transplante midyelerin solunga¢ ve sindirim bezleri
kullanilmistir. Sindirim dokularinda bulunan degerler solungaglara oranla daha
yiiksektir. Solunga¢ dokularinda kirli ve kirli olmayan bolgeler arasinda onemli
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farkliliklara rastlanmistir. Solunga¢ dokularindan yapilan Orneklemelerde; 7-13
pmol/min/mg prot degerleri bulunmustur. Sindirim dokularinda ise bu degerler 15-
19 pmol/min/mg prot arasindadir (Box et al.,, 2007). Portekiz Kiyilari'nda
petrokimya Kkirlilik diizeyine gore se¢ilmis 5 ayri bolgede Mytilus
galloprovincialis’in solunga¢ ve sindirim bezi dokularindan 6rnekleme yapilmuistir.
Solungag igin; 15-25 U/ mg prot, sindirim bezleri i¢in; 20-60 U/mg prot olarak
bulunmustur (Lima et al., 2007).

Akut kirlilige karst gegici bir tepki olan bir diger enzim olan katalaz
aktivitesinde ¢alismamizda istasyonlar arasinda bir fark bulunmamistir (Cizelge
3.6.). Yunan kiyilarinda 18 istasyonda transplante midyelerin solunga¢ ve sindirim
bezlerinden 6rnekleme yapilmis biitiin aktiviteler 0.7 to 3.6 U/mg protein araliginda
belirlenmis, referans bolgeye oranla (1.9-3.4 U/mg protein) antropojenik aktivitenin
yogun oldugu bolgede CAT aktivitesi daha diisiik (0.7-1.8 U/mg protein) oldugu
belirtilmistir (Tsangaris et al., 2010). Italya’da ise 8 istasyondan 4 tanesi
sehirlesmenin olmadig1 bolgeler diger 4’ii antropojenik etkiye maruz kalan bolgeler
olarak sec¢ilmistir. Midyelerin sindirim bezlerinde yapilan 6l¢limlerde 30-80 U X
mg~" araliginda degerler bulunmustur (Lionetto et al., 2003). Portekiz Kiyilari’nda
petrokimya  kirlilik  diizeyine gbre se¢ilmis S5 ayr1  bolgede Mytilus
galloprovincialis’in ¢esitli dokularinda 10-50 umol min™' mg™ protein araliginda
6l¢tim kaydedilmistir (Lima et al., 2007).

Hiicre zar1 biitiinliiglinin bozulmasina neden olan lipit peroksidasyonu
Olcimlerinde Aliaga istasyonundan drneklenen dokularda Foca istasyonuna gore
daha yiiksek oksidasyon belirlenmistir (Cizelge 3.7.). Portekiz kiyilarinda yapilan
calismada az ve kis mevsimlerinde 9 istasyondan yapilan 6rneklemerde analiz i¢in
solunga¢ kullanilmistir. Yaz 6rneklemesi; 1-2, kis drneklemesi 1-4 MDA + 4-HNE
mmol g/prot olarak gozlenmistir (Almeida et al., 2011). Portekiz’deki baska bir
caligmada 5 istasyonda sindirim bezlerinde; 5-20, solungaglarda ise; 5-15 nmol
MDA mg/prot degerleri bulunmustur (Lima et al., 2007). Saranikos Korfezi’ndeki
bir ¢aligmada ise 2 istasyon ve 4 mevsim yapilan 6rneklemelerde mantoda 300-800
nmol g/w.w.t solungagta 500-1000 nmol g/w.w.t degerleri bulunurken referans
bolge istasyonunda mantoda 200-360, solungaglarda 500-570 degerleri
gozlenmistir (Vlahogianni et al., 2007). Serbest radikaller, hiicrelerde endojen ve
ekzojen kaynakli etmenlere bagli olarak olusurlar. Ekzojen kaynakli etmenler
arasinda kimyasallarin etkisi altinda kalma, karbon tetrakloriir, parasetamol gibi
ilag toksikasyonlari, iyonize ve ultraviyole radyasyon, hava kirliligi yapan
fitokimyasal maddeler yer almaktadir. Ayrica sigara dumani, solventler gibi
cevresel faktorler ile alkol ve uyusturucu gibi aligkanlik yapict maddeler de serbest
radikallerin olusumunu tetiklemesi nedeniyle toksikolojik agidan 6nemlidir (Seo et
al., 2004). Klinik ve deneysel calismalar serbest radikallerin bir¢ok fizyolojik ve
patolojik olayda onemli rol oynadigimi gostermektedir. Egzersiz, aghk, agir
metaller, soguk ve hareketsizlik gibi bircok stres modelinin serbest radikal
olusumunu artirdigt ve bu radikallerin de lipit peroksidasyonunu uyardigi
bilinmektedir. Lipit peroksidasyonu serbest radikallere bagli gelisen hasarin
tespitinde Onemli bir gdstergedir ve membran akiskanliginda azalma,
fonksiyonlarinda bozulma, membran reseptorlerinin ve enzimlerinin inaktivasyonu,
membran permeabilitesinin artis1 ve oOzellikle hiicre icinde kalsiyum iyon
seviyelerinde artisa neden olarak hiicrenin yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerinin
bozulmasina sebep olmaktadir.
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Cesitli  kirleticilere karsi norotoksisite biyomarker:1 olarak kullanilan
asetilkolin esteraz enzim aktivitesi i¢in yaptigimiz Ol¢iimlerde istasyonlar arasi bir
farklilik elde edilmemistir (Cizelge 3.8.). Akdeniz’de iki bolgeden (Carteau ve La
Fourcade) transplante midyelerin solunga¢ dokular1 aylik olarak 6rneklemeden
ortalama; 40,4-45,7 (nmol min™! mg protein™!) degerleri elde edilmistir (Bodin et.
al.,, 2004). 1996°da 5 istasyondan (Barcelona, Ebro Delta, Alboraya, Cullera,
Denia) yapilan 6rneklemede solunga¢ dokusu kullanilmis ve elde edilen ortalama
degerler Barcelona; 25.8 £ 3.9, Ebro Delta; 25.7 + 3.1, Alboraya; 31.1 £ 1.6,
Cullera -referans bolge- ; 23.6 + 1.6, Denia; 29.9 + 4.3 olarak kaydedilmistir (nmol
min~! mg protein™!) (Porte et al., 2001). Portekiz kiyilarinda 4 farkli istasyon ve
dort periyotta yapilan 6rneklemede hemolenf ve solunga¢ dokular1 kullanilmis ve
referans bolgeye gore anlamli bir fark rapor edilmistir Referans istasyon; 74.03 +
5.92 (U mg ™' protein) elde edilen en diisiik; (31.37 + 6.79 U mg ' protein) ve en
yiksek (74.03 + 5.92 U mg ' protein) degerler belirtilmistir (Moreira and
Guilhermino, 2005). Danimarka’da Mytilus Edulis (mavi midye) tiiriinde yapilan
arastirmada 2002—-2005 yillar1 arasinda yapilan 6rneklemelerden solungag dokulari
kullanilmais, en yiiksek (54.1+6.1 nmol min ' mg~" protein, mean+S.E.) ve en diisiik
AChE aktivitesi (30.1+3.6 nmol min~' mg™' protein) belirtilmistir (Rank et al.,
2001).

Aerobik metabolizmada enerji tiretimi ile molekiiler oksijen indirgenmesinin
birlikte gerceklesmesi serbest oksiradikallerden biyomolekiilllere hasar gibi
oksidatif stres i¢in potansiyel yaratir. Olusabilecek zararlar1 6nleyebilmek amaciyla
antioksidanlar ya da stres enzimleri devreye girer. Bunlarin arasinda stiperoksit
dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi enzimler bulunmaktadir (Newman,
2010). Organik kirlilige maruz kalan Mytilus tiirlerinde katalaz, hidrojen peroksidi
suya doniistiirebilmesinden dolay1 erken antioksidan enzimlerinden biridir (Porte et
al, 1991). Artan serbest radikal konsantrasyonlar lipit peroksidasyonuna dayanan
membran islevi bozukluklarina neden olur. Malondialdehit bir lipit peroksidasyon
tiriniidir ve varligi kirleticilerden kaynaklanan lipitlerin oksidatif hasarinin bir
gostergesidir (Thomas, 1990). Lipit peroksidasyonu g¢evresel kirlilik maruziyeti
sonucu olusan hiicresel bozulmalar agisindan gevresel risk degerlendirmede 6nemli
bir biyomarker olarak kabul edilmektedir (Stegeman et al., 1992). Inceledigimiz bu
biyogostergeler aragtima bdlgesinde kirlilik yiikiiniin baskisiyla meydana gelmis
oksidatif stresi agik¢a ortaya koymustur. Antioksidan savunma mekanizmalarinin
yetersiz kaldig1 boyutlarda hiicresel hasar goriilmeye baglanmaigstir.

Genotoksik hasarin bir gostergesi olarak ele aldigimiz mikrontikleus ve diger
niikleus anormalileri hem Aliaga hem de Foca istasyonunda rastlanmistir (Cizelge
3.9). Izmir Korfezi'nde 7 istasyondan oOrneklenen midyelerden yapilan
orneklemelerde solunga¢ ve hemolenf Ornekleri kullanilmistir. Bu ¢alisma
sonucunda Izmir Korfezi’ndeki kirleticilerin mevcut tehlikesine dikkat ¢ekilmistir
(Cakal ve ark., 2010). Italya Lingurian kiyilarina transplante edilen ve dogal
ortamdaki midyelerden iki sefer Ornekleme yapilmistir. Midyelerin solungag
dokularinda yapilan analizde transplante edilen midyelerin MN frekansi digerlerine
gore daha disiik ¢ikmistir. Elde edilen sonuglara gore endiistriyel bolgelerdeki MN
miktart daha yiliksek bulunmustur (Bolognesi et al., 2004).
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Calismamizda farkli dokulardaki (solungag¢ ve hepatopankreas) kaspaz
ekspresyon seviyelerinin analiz sonuglart Sekil 3.11. ve 3.12.’de gosterilmistir.
Daha 6nce yapilan ¢alismalar midyelerde apoptozis siirecinin omurgali canlilarla
benzerlik gosterdigini ortaya koymustur. Ayrica midyeler iklim degisikliklerine ve
kirlilige olduk¢a duyarlhidirlar ve bu ylizden apoptotik prosesi yogun olarak
kullanmaktadirlar (Pipe ve Coles, 1995). Calismamiz sonucunda elde ettigimiz
degerler midyelerde apoptotik siirecin basladigini ve organizmanin hasar onarimi
yapamadigi hiicrelerini 6lime gonderdigini ortaya koymaktadir. Her ne kadar
metallotionein gen seviyelerindeki artis midyelerin agir metalleri detoksifiye etme
yetenegini gosterse de cok fazla agir metal kontaminasyonu ya da diger toksik
kimyasallarin varligi ¢alistigimiz midyelerde apoptotik siirecin kullanildigini ortaya
koymaktadir.

Apoptoz varligin1 direk olarak dokularda ortaya koyabilmek igin
histokimyasal bir yontem olan TUNEL ve histolojik etkinin belirlenmesinde
kullanilan bir goriintileme yontemi olan hemotoksilen - eozin boyama
calismamizda kullanilmistir. Biitiin analizlerde elde edilen veriler gézlemlenen
hiicresel kayiplar ve dejenerasyonlar Sekil 3.2., Sekil 3.3., Sekil 3.4., Sekil 3.5.
Sekil 3.6., Sekil 3.7., Sekil 3.8. ve Sekil 3.9°da gosterilmistir. Foga bdlgesi
hepatopankreas dokularinda digestif tiibiillerde vakuolar dejenerasyon ve nekroza
bagli hiicre kayiplarina rastlanmig, tiibiil epitelin biitiinliigli kaybolmus olarak
izlenmistir. Mevcut digestif tiibiil epitel hiicrelerinde eozinofilik sitoplazma ve
piknotik niikleus tespit edilmistir. Vesikiiler bag dokusunda ise yaygin hemositik
infiltrasyon gozlenmistir. Aliaga bolgesindeki hepatopankreas dokularinda ise
digestif tiliblillerde tiibiil epitel biitiinliigii korunmasina ragmen vakuolar
dejenerasyon ve nekroza bagli hiicre kayiplart goriilmektedir. Vesikiiler bag
dokusunda da yaygin hemositik infiltrasyon izlenmektedir. Foca bolgesi solungac
filamenti frontal bolgesi epitel hiicrelerinde dejenerasyon, nekrotik degisiklikler ve
hiicresel sigsme tespit edilmis, epitel hiicrelerinde siliar dejenerasyon ve erezyon ile
birlikte solungac¢ filamenti hemolenfatik damarlarda daralma ve yapigmalar
gozlenmistir. Aliaga bolgesindeki Orneklemelerde solungag filamenti frontal ve
lateral bolgesi epitel hiicrelerinin normal histolojik goriinlimde oldugu
gozlemlenmis, sadece solungac filamenti hemolenfatik damarlarda daralma ve
yapismalar tespit edilmistir. Foga ve Aliaga bdolgesinde her iki dokuda da
apopototik siirecin basladig1 kahverengi boyanmis bolgelerle tespit edilmistir.

Herhangi bir hasara ugramis ya da risk altindaki hiicre, olim ve cevre
dokudan uzaklastirma siirecine girer ve bu siirecin bagroliinde 6zel bir proteaz
ailesinden olan kaspaz enzimleri bulunmaktadir. Apoptoz kaspazlarin devreye
girmesi ve mitokondrinin zar stabilitesinin bozulmasi ile baglar , hiicresel
baglantilar ve gecislerde degisimler olusur, kromotin yogunlasir ve DNA
parcaciklari olusur (Sweet et al.,1999; Jaeschke, 2008; Plaa and Charbonneau,
2008). Reaktif oksijen tiirlerinin yliksek konsantrasyonlara ¢iktilarinda apoptotik
sinyal yolagini hiicrenin silinmesi i¢in uyardigi belirlenmistir (Dypbukt et al.,
1994). Calismamizda da ornekleme yaptigimiz bolgelerdeki midyelerde apoptotik
stirecin bagladigt mikroniikleus anormalilerinin gozlemlenmesi ve histolojik
kesitlerde ortaya cikan apoptotik hiicrelerin varligiyla belirlenmistir. Ayrica kaspaz
gen ifadesinin yogunlugu da bu yargiy1 destekler niteliktedir.
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5. SONUC

Cesitli ¢evresel ortamlarda endiistriyel ve antropojenik kirlilige maruz kalan
biyotanin tiim elemanlarinin etkilenimi ge¢gmisten bugiine arastirilmaktadir. Yapmais
oldugumuz bu ¢alisma Aliaga c¢evresindeki kirliligin midyeler iizerindeki etkisini
ortaya koyan ilk etkilenim degerlendirme ¢alismasidir. Yine bu galisma ile, bu
bolgedeki midyelerde bir kirlilik biyomarkeri olan metallotionein gen ekspresyon
seviyeleri ile apoptozisin gostergesi olan kaspaz gen ekspresyon seviyeleri ilk kez
ortaya konmustur. Calisma sonucunda elde edilen veriler dogrultusunda Aliaga
bolgesindeki midyelerin Foga’dakilerden daha fazla oksidatif strese maruz
kaldiklar1 fakat siirekli kirlilikten 6tiirii bu durumu kars1 direng gelistirdikleri tespit
edilmistir. Foca’da tespit edilen kirliligin ise Gediz Nehri ile birlikte gelen
kirleticiler tarafindan olusturuldugu tahmin edilmektedir.
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