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OZET
YUKSEK LiSANS TEZIi

IZMIR KORFEZINDE YASAYAN MIDYE (Mytilus galloprovincialis Lamark, 1819)
TURUNDE KiRLILIiGIN iMMUN SiSTEM HUCRELERINE ETKIiLERI

Melike Merve AYHAN

Manisa Celal Bayar Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Hidrobiyoloji Anabilim Dal

Damisman: Dog. Dr. Selma KATALAY

Izmir korfezi antropojenik kaynakli pek ¢ok toksik madde tarafindan
kirletilmektedir. Bunun sonucunda toksik esik maruziyet seviyesi olugmakta ve
bolgede yasayan tiirler bu toksik etkiden etkilenmektedir.

Bu calismada izmir Korfezi’nde kirleticilere maruz kalan midyelerde (Mytilus
galloprovincialis) biyolojik zarar1 agiklamak amaciyla izmir Korfezi'nde segilen
(Goztepe, Konak Alsancak, Pasaport, Bostanli, Karsiyaka ve Foga) istasyonlarindan
aliman midye 6rneklerinin hemolenflerinde total hemosit sayisi, diferansiyel hemosit
sayimlar1 ve mikronukleus testi biyobelirteglerini kullanarak gergeklestirdik.

Yapilan mikroskobik incelemeler sonucunda total hemosit saysi differansiyel
hemosit sayisi, niiklear anomaliler ve mikronukleus frekasinda istatististiksel agcidan
onemli farkliliklar gézlenmistir.

En yiiksek toplam hemosit sayisi Bostanli istasyonunda,en diisilk Pasaport
istasyonunda oldugu gozlemlenmistir.

Differansiyel hemosit sayist alt populasyonlarinda da istasyonlara gore
farkliliklar gozlenmistir. Agraniilosit hemosit sayisi en yiiksek Foga istayonunda en
disik  Bostanli  istasyonunda, bazofilik hemosit sayist en yiiksek Bostanl
istasyonunda en diisiik Foca istasyonunda ve eozinofilik hemosit sayist en yiiksek
Pasaport istasyonunda en diisiik Foca istayonunda oldugu saptanmustir.

MN, BN ve NB frekanslari, en yiiksek Bostanli istasyonunda en diisiik Foca
istasyonunda oldugu saptanmistir. Bununla birlikte hiicre nukleuslar1 hiicre
merkezinde uzaklasmis durumda ve hiicrelerin sitoplazmik ¢ikintilarinin yok oldugu
bunun sonucunda da hiicrelerin yuvaklastig1 gézlemlenmistir.

Sonug olarak total hemosit sayisi, differansiyel hemosit sayis1t ve MN testi
biyomarkerlarinin biyolojik gozlem ve inceleme caligmalarinda kullanilabilirligi
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Nuklear anomali, Genotoksisite, Mikronukleus Testi, Mytilus
galloprovincialis, Total hemosit Sayisimi.

2018, 85 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

The Effect of Pollution on the Immune System Cells of Mussel (Mytilus
galloprovincialis Lamark, 1819) Living in izmir Bay

Melike Merve AYHAN

Manisa Celal Bayar University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Hydobiology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Selma KATALAY

Izmir Bay has been contaminated by different anthropogenic pollutants. As a
result of this, the toxic threshold exposure level occurs, and the organisms in the bay
got affected.

In this study, the effects of the pollutants were examined on the mussels that
have been sampled from different locations in the Izmir Bay (Goztepe, Konak
Alsancak, Pasaport, Bostanli, Karsiyaka ve Foga). Toxicity was determined on
haemolymphs by biomarkers such as total haemocyte number, differential haemocyte
count and micronucleus test.

The microscopic examinations have shown the statistical differences at total
haemocyte numbers, differential haemocyte numbers, nuclear anomalies and
micronucleus frequencies.

The highest total haemocyte number was determined in Bostanli location and
the lowest in Pasaport location.

Also, there have been significant differences in subpopulation according to
differential haemocyte numbers. The results indicate that Foca has the highest
agranulocyte number while Bostanli has the lowest agranulocyte number. As for the
basophilic haemocyte number, this situation was reversed (highest number Bostanl
and lowest Foca), and Pasaport has the highest eosinophilic haemocyte number while
Foca has the lowest.

The highest MN, BN and NB frequencies were found in Bostanli location and
the lowest in Foca. In the cell morphhas ology observations, the changes in the
location of the cell nuclei and the disappearance of cytoplasmic extensions and as a
result, separation of the cells were observed.

Consequently, the study has shown that biomarkers such as the total haemocyte
number, differential haemocyte number and MN tests can be a useful tool for
biomonitoring studies.

Key words: Nuclear abnormality, Genotoxicity, Micronucleus test, Mytilus
galloprovincialis, Total haemocyte count,
2017, 85 pages.



1. GIRIS

Kiyisal deniz organizmalari, ¢ok ¢esitli toksik kirleticilere maruz kalma riski
altindadir. Son yillarda 6zellikle 19. yiizyildan sonra sanayi faaliyetlerinin artmast,
sanayi atiklarinin deniz ve denize girdisi olan akarsulara dokiilmesi sonucu deniz
cevresinde pek cok toksik madde birikmektedir. Deniz suyunun dogal bilesenleri
olmasma ragmen metaller ve kompleks Kkirleticiler dogal veya antropojenik
etkilerden kaynaklanan yiiksek konsantrasyonlarda lokal olarak bulunmaktadir.
Deniz kaynaklarindaki metal konsantrasyonlar1 ve kompleks kirleticiler, akarsu
salimimi nedeniyle mevsime gore degisir ve aynm1 zamanda gel-git dongiisii ve
derinlik ile savrulur. Agir metaller ve komplesk Kkireticilerin deniz
organizmalarindaki toksisitesi tiir bazinda oldugu kadar tiirler arasinda da yerel

kosullara bagli olarak (Orn: tuzluluk, sicaklik, pH vs.) degisir [1, 2].

Zehirlilik, yasam dongiisii asamalar1 ve metalin fizikokimyasal sekliyle de
degisebilir. Bdylece esik toksisite cevresel parametrelerdeki farkliliklar ile
degistiginden, oliimciil olmayan bir esik maruz kalma seviyesinin belirlenmesi
zordur [3]. Metal kirliligi ve kompleks kirleticiler, kiyr ekosistemlerinde ki
biyotanin sagligi i¢in biiyiik bir tehdittir. Ekosistem sagligin1 degerlendirmek i¢in bu
ortamda yasayan indikator tiirlerin biyolojik cevaplarini ve toksik etkinin bir
gostergesi olarak kullanilan mekanizmalarint degerlendirmek gerekir. Giintimiizde,
hizli endiistrilesmeye bagli olarak cevresel kirliligin giderek artmasiyla, canlilar
daha fazla fiziksel ve kimyasal kirleticiye maruz kalmaktadir. Dolayisiyla giiclii

toksik, mutajenik, karsinojenik ve teratojenik faktdrlerin olumsuz etkilerini tespit

etme ve onlemler alma ihtiyaci ka¢inilmazdir.

Glinlimiizde, deniz cevresel izleme ve degerlendirilmesinde erken uyari
araglar1 olarak kirleticiye maruz kalmaya biyokimyasal ve hiicresel tepkilerin
(biyolojik belirteglerin) kullanilmas iizerine gidilerek daha fazla 6nem verilmektedir
[4]. Viicut dokularinda biriken kirleticilerin basitce Ol¢iilmesinin tersine,
biyobelirtegler organizmalarin sagligindaki kirleticilerin potansiyel etkisi hakkinda
daha kapsamli ve biyolojik agidan daha yararli bilgiler sunar [5]. Etki
biyobelirtegleri, organizmalar ilizerinde toksik bir etkinin ve dogrudan olumsuz

saglik etkileri riski ile degerlendirilmesini saglar [6]. Birden fazla biyolojik belirtec,

1



birey ve ekosistem sagligimi biitiinsel bir degerlendirme yapmak iizere

birlestirilebilir [7, 8].

Deniz canlilarindan ¢ift kabuklu yumusakgalar arasinda 6zellikle midyeler,
deniz cevresi izleme ve degerlendirme programinda indikatér organizmalar olarak
yaygin sekilde kullanilmaktadir. Midyeler kirletici maddelerde dahil olmak iizere,
siirekli degisen cevresel faktorlere maruz kalan agik bir dolasim sistemine sahiptir.
Midyeler kiy1 ve golet ekosistemlerinde c¢evresel risk degerlendirmesi icin
miikemmel sentinel tiirler olarak kanitlanmislardir [8]. Bunun nedeni, sesil
ozellikleri, organik ve inorganik kirleticiler i¢in yiiksek biyoakiimiilasyon faktori ve
metabolik detoksifikasyon oranlari, siizerek beslenme tipi gibi faktorlerdir.
Bulunduklar1 ortam1 filtre etmeye devam ettikce, midyeler habitatlarinin
bozulmasina  karst  fikirler  verebilir [8,9]. Sonu¢ olarak, kirletici
konsantrasyonlariin degerlendirilmesi ile deniz ¢evresindeki kimyasal kirliligin

izlenmesi i¢in, 6zellikle Mytilus sp. uygundur [10].

Cevresel kirleticiler hemostatik doku ve organlar toksik olarak etkilediginden
bagisiklik sistemi (immiin sistem) gibi mekanizmalar1 da etkiler. Bagigiklik sistemi
gibi entegre bir biyolojik sistemi olusturan bir dizi bilesenin incelenmesi
organizmanin saglik durumunu hassas ve kapsamli bir sekilde dl¢timiinii saglayabilir
[11]. Bu da kirletici kaynakli stresin derecesini yansitir ve dolayisiyla hastaliga
yatkinliginin erken bir gostergesi olabilir [11]. Bu durum organizmanin g¢evresel

kirleticilere kars1 hayatta kalma kapasitesini belirler [12].

Son yillarda hemolenf hiicreleri (hemositler) ve hemolenf hiicrelerinin
cekirdek anomalilikleri biyolojik belirteg 6l¢timleri i¢in daha sik kullanilmaktadir.
Hemolenf 6zellikle toksikolojik, genotoksikolojik ve immiinolojik agidan ilgingtir,
¢linkii maruz kalan organizma boyunca kirleticileri tastyabilir ve hiicre i¢ savunma
sistemine karigirlar. Bagisiklik savunmasi, hemosit hiicrelerinin 6énemli bir rol
oynadigi hiicresel ve humoral mekanizmalardan olugsmaktadir [13]. Antijenik sorun,
hemositlerin migrasyonunu, bunu takiben de litik enzimler [14] ya da fazlaca reaktif
oksijen metabolitlerini iiretmek suretiyle fagositoz ve hiicre i¢i bozunumu uyarir
[15]. Bu nedenle hemosit islevindeki herhangi bir bozulma tiim organizmanin

sagligini degistirebilir. Bivalve mollusklarda hemositler, bagisilik sisteminde kritik

2



rol oynarlar. Hemositler; yara iyilestirme, besinlerin taginmasi, besinlerin sindirimi
ve bagisiklik savunmasi da dahil olmak {izere bir dizi siire¢ i¢in gereklidir [13, 16,
17]. Cift kabuklu yumusakgalarda iki ana tip hiicre vardir. Bunlar sitoplazma
igeriginde graniill bulundurmayan agraniiler hemositler ve sitoplazma igeriginde

graniil bulunan graniilositlerdir [13,16, 18].

Midyelerin, metaller ve kopleks kirleticilerin genotoksik etkilerine duyarl
oldugu disliniilmektedir [8, 19]. Mikronuklues testi genotoksik etkinin
degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan bir biyolojik belirtectir. Aktif olarak
boliinen hiicre popiilasyonlarinda niikleer anormallikleri (6rnegin; mikronukleus
(MN), niikleer tomurcuklanma (niikleer bud (NB)), apoptozis ve binukleuslu hiicre

(BN) tespit eden basit, giivenilir ve diisiik maliyetli bir testtir [8, 20].

Bu c¢alismada Izmir Korfez’inden secilen istasyonlarda ( Konak, Alsancak,
Goztepe, Karsiyaka, Pasaport, Foca ve Bostanli) kiy1 ve deniz ekosistemlerinin
kirliligini degerlendirmek icin iyi bir biyolojik belirte¢ olarak kabul edilen midye
tirti, Mytilus galloprovincialis ( Lamark,1819 )’ de Total Hemosit Sayim1 (THS),
Differansiyel Hemosit Sayimi ve Mikronukleus testi uygulanarak istasyonlar arasi
kirlilik derecesini belirlemek ve bu uygulanan testlerin immiinolojik ve genotoksik

bir biyo belirte¢ olarak kullanilabilirligi gozlemlenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Biyoizleme

Biyolojik izleme insani faaliyetlerin neden oldugu cevresel degisimlerin
biyolojik tepkiler yardimi ile degerlendirilmesi anlamina gelmektedir. Su kalitesinin
sucul canlilarin varlig1 veya yoklugu, ¢esitliligi ve bollugu gibi faktorler géz oniinde
bulundurularak belirlenmesini saglar. Ekolojik durum; indikatdr organizmalarin
kalite bilesenleri kullanilarak belirlenmesidir. Canli organizmalarin tepkilerini
kullanarak biyolojik degerlendirme yapilmasi yeni bir kavram degildir Tarihte,

krallardan 6nce yemegi tadan ¢esniciler biyolojik izlemenin ilk 6rnekleri olabilir

Biyolojik izleme (biyomonitoring) genel olarak; biyosferin belirli
degiskenleri hakkinda bilgi elde etmek amaciyla organizma veya organizma
kisimlarmin  kullanilmasidir.  Biyolojik  izleme ¢alismalarinda  kullanilan

organizmalara biyoindikatdr (biyomonitor) denilmektedir.

2.2. Biyogosterge
Biyogostergeler herhangi bir kimyasal maddeye maruziyetin saptanmasinda,
birey ve poplilasyon diizeyinde duyarlilifin ve etkisinin belirlenmesinde, neden-
sonug ve doz-yanit iligkilerinin tanimlanmasinda, etki kaynaginin belirlenmesinde,
eksternal ve internal doz arasindaki iliskinin saptanmasinda, biiyiik popiilasyonlari
kapsayan popiilasyon sagligi ¢calismalarinda ve risk gruplarinin degerlendirilmesinde

kullanilir [21, 22, 23].

Biyomarker ya da biyogdsterge veya biyoindeks terimi ilk kez 1989 yilinda
Amerika Birlesik Devletleri National Academy of Sciences Report ‘da
kullanilmistir. Ozellikle son 25 yili askin siiredir kimyasal madde maruziyetine bagli
olarak meydana gelen biyolojik degisimleri tanimlamak i¢in kullanilmaktadir. Asil
hedef, sorunu miimkiin oldugu kadar erken teshis etmek, bu sayede tiim
poplilasyonda olumsuz etkileri dnlemek veya en aza indirebilmektir. Bunun i¢in
artik glinlimiizde ileri belirleme teknikleri ile uzun siireli etkileri tahmin edebilen
bircok biyogosterge, risk degerlendirmelerinin yapilabilmesi i¢in kullanilmaktadir

[23, 24]. Biyomarker terimi genis anlamda kimyasal, biyolojik ve fiziksel ajanlar ile



biyolojik sistemler arasindaki etkilesmeyi yansitan, hemen hemen biitlin dl¢timleri
kapsamaktadir [25]. Maruziyeti, cevabin niteligini ve niceligini belirlemek ve
olusmast muhtemel yanit1 6ngoérmek ekositem ve popiilasyon saglik i¢in oldukca
onemlidir. Bu amagla, dokularda ve biyolojik sivilarda maruz kalinan etkenin
dogrudan kendisi ve metabolitlerinin analiz edilmesi ve biyolojik sistemlerin bu
maddelerle olan etkilesimlerinin incelenmesi amaciyla kullanilan parametreler
biyogostergelerdir [22, 25]. Maruziyet, duyarlilik ve etki biyogostergeleri olarak ii¢

gruba ayirmak miimkiindiir.

2.2.1. Maruziyet Biyogostergeleri

Kimyasal maddenin dogrudan kendisinin veya metabolitlerinin ya da
biyolojik molekiille etkilesim sonucu olusan reaksiyon iirlinlerinin biyolojik
stvilarda  veya  dokularda  Olgiilmesi esasina dayanir. Erken  donem
biyogostergeleridir. Internal ve etkin doz biyogdstergeleri olmak iizere iki alt gruba
ayrilirlar: Internal doz biyomarkerleri, bir bilesige maruz kalindiginda bilesigin ya
da metabolitlerinin biyolojik sivida Olclilmesi esasina dayanir. Etkin doz
biyogostergeleri ise kimyasal bilesigin kendisinin ya da metabolit yada
metabolitlerinin belirli bir hedef yapiyla etkilesmesi sonucu olusan degisimleri ifade
eder [23]. Bilesiklerin metabolizma oranlarinda ve metabolizma yolaklarinda
bireysel farkliliklar nedeni ile internal doz ve etkin doz arasinda farkliliklar olabilir.
Bu nedenle hedef organdaki etkin dozun 6l¢limii internal doz 6l¢limiine tercih edilir

[23-25].

2.2.2. Duyarhlik Biyogostergeleri

Kalitsal ya da cevresel etkiler sonucu gelisen ve bireyde herhangi bir
ksenobiyotige ya da benzer bir ksenobiyotik grubuna karsi hassasiyeti yansitan
gostergelerdir. Aynt madde maruziyetine karsi yanitin bireyler arasinda farklhi
olmasi, bilesiklerin biyotransformasyonunun genetik olarak farkli olmasindan

kaynaklanmaktadir [23-25].



2.2.3. Etki Biyogostergeleri

Dogrudan sistemik ~ hasarin  tanimlanmasinda, olast  risklerin
degerlendirilmesinde ve doz-cevap iligkilerinin belirlenmesinde kullanilir [24].
Etkinin biyogostergeleri kapsaminda her sistemin kendine 6zgli biyogdstergesi
vardir. Bunlarin bir kismi rutin klinik kullanima girmekle birlikte, bir kism1 heniiz

arastirma diizeyindedir [23].

2.2.4. Hematotoksisite Biyogostergeleri

Ilag dahil gesitli ksenobiyotiklere maruziyet sonrasi, hastalik durumu, fiziksel
degisiklikler gibi stresorler ile kan hiicrelerinin sekilli elemanlari ve albilimin,
hemoglobin gibi protein yapisindaki diger bilesenlerinin modifiye olmasini gosteren
biyomarkerleridir [23]. Biyomarker ve tesbit ettigi hasarlar Tablo.2.1°de

gosterilmistir.

Tablo.2.1. Sik¢a Kullanilan Biyomarkerlar ve Tespit Ettigi Hasarlar.

Biyomarker / Test, Assay Tespit

Balik karaciger ve Midye Hem  maruziyet hem de
hepatopankreas histopatolojisi patolojik degisikliklerin tespiti

Mikronukleus Testi Genotoksik hasar tespiti

Comet Testi Genotoksik hasar tespiti

Ozel gen testleri Genotoksik hasar tespiti

Ames mutajenite testi Genotoksik hasar tespiti

Immiinolojik  testler  (RIA,
ELIZA, Wastern blot, CYPIA, Immiinolojik hasar tespiti
MTT, MTS, VT6, Differansiyel
Hemosit Saymmi (DHS), Total
Hemosit Sayimi1 (THS)

2.3. Biyogosterge Cesitleri
1. Proteinler ve Enzimler

Sitokrom P-450 monooksigenazlar
b. Stres proteinleri

C. Faz II enzimleri



d. Antioksidanlar

e. Diger potansiyel protein ve enzim biyomarkerleri

—

Biyokimyasal Biyomakerlar
Ksenobiyotik kimyasallarin metabolitleri

Endojen metabolitler

N

Molekiiler Biyomarkerlar
DNA hasarlar
Hormonlarin molekiiler etkileri

Immiinolojik Biyomarkerlar

o P

Histopatolojik Biyomarkerlar

2.4. Hemolenf Nedir ?
Acik dolagima sahip olan omurgasiz canlilarda bulunan kanin diger adidir.

Omurgasiz dolasim sistemi 6zellikleri sekil 2.1 verilmistir.

Kalp

Toplardamar Atardamar

Siniis boglugu /

Kan
{hemolenf sivisi)

Doku
hicreleri

Sekil.2.1. Omurgasiz Dolagim Sistemi.

Hemolenf sivisi, damar disina ¢iktigindan doku sivist ile karisik halde
bulunur. Hemolenf sivisi bulunan canlilarda kilcal damar bulunmaz. Hemolenf
viicudun i¢ini (hemos6l) tamamen kapsar ve tiim hiicreleri sarar. Hemolenf su,
inorganik tuzlar ve organik bilesiklerden olusur. Birincil oksijen tasiyict molekiil ise

hemosiyanindir [26].


http://tr.wikipedia.org/wiki/%C4%B0norganik
http://tr.wikipedia.org/wiki/Tuz
http://tr.wikipedia.org/wiki/Organik
http://tr.wikipedia.org/wiki/Bile%C5%9Fik
http://tr.wikipedia.org/wiki/Hemosiyanin

2.5. Omurgasiz Iimmiinolojisi

Omurgasizlarda immiinolojik ¢alisma Haeckel tarafindan baslatildi [27, 28].
Bu alanda yapilan ilk modern ¢alisma ise 1914 yilinda Cuenot tarafindan yapildi.
1950— 1959 wyillar1 arasinda Stauber ve Ogrencisi istiridye Crassostrea virginica
tiiriinde yaptiklar1 ¢aligmalarinda, viicuda alinan yabanci maddelerin ¢6ziindigi ve

tamamen viicuttan yok oldugunu gézlemledi [28].

Sefalopodlar disinda yumusakgalarda, hemolenfin dolastig1 viicut bosuguna
hemosdl adi verilir. Hemolenf ve viicudu savunan diger unsurlar yabanci ajanlarin
istilasina karsi i¢ savunma sistemini olusturur. Hemolenfte bulunan hemositler
16kositiktir. Pigmentleri yoktur, ¢ogu durumda hizli ameboid lokomasyon
yetenegine sahiptir ve bu nedenle amebosit olarakta adlandirilabilir. Hemosit
hiicrelerini sitoplazmalarinda graniillii ve graniilsiiz hiicreler bulunmasindan dolay1
bu hiicreleri ayirt etmek adina goreceli olarak graniilosit ve hyalinosit terimleri

ortaya ¢ikmistir [28].

Yumusakc¢alarin hemolenflerinin sivi kisminin pihtilagsma yetenegi oldukca
azdir bu nedenle plazma olarak adlandirilir. Polyplacophora, gastropod ve sefalopod
yumusakcalar, baskin bir plazma bilesenine sahiptir. Bu plazmaya hernosiyanin
(HCY) veya hemoglobin adi verilir. Cift kabuklu yumusakgalarin (Bivalvler)
bazilarinda eritrositlere rastlaniyor olsa da solunum pigmentleri yoktur. Diger
plazma bilesenleri birden fazla olmasma ragmen, zayif karakteristik oOzellikler
gosterir. Ornegin agliitininler, agliityen salkimlar igeren maddeler ortaya ¢ikarabilir
ve opsonik Ozelliklere sahip olabilir, yani yabanci bir maddenin viicuda girmesi

durumunda fagositotik aktiviteyi ve kapsiilleme yetenegini arttirabilir [28].

Son olarak, i¢ savunma tepkileri dogustan gelen lenfoid olmayan bagisiklik
ya da edinilmis bagisikliktir [29, 30]. Dogustan gelen cevaplar, yabanci bir ajanla ilk
karsilagsmada ortaya ¢ikanlardir. Edinilmis bagisiklik, bir ajan ile ikinci veya daha
gec bir zamanda karsilagildiginda dogustan gelen bir tepkiden farkli olandir; bu
nedenle edinilmis bagisiklik, yabanci bir ajanla daha onceki deneyimin sonucudur.
Dahas1 omurgalilarda oldugu gibi omurgasizlarda da bagisiklik ve ndéroendokrin

yanitlar1 arasinda derin bir iligki oldugu tespit edilmistir [31].



2.6. Cift Kabuklu Yumusakcalari i¢ Savunma Sistemleri
Cift kabuklu yumusakcalarin i¢ savunma istemi Ozellikleri alt bagliklarda

detayli olarak verilmistir.

2.6.1. Cift Kabuklu Yumusakcalarin Hemositlerinin Ozelikleri

Cevresel kirleticilere maruz kalan hayvanlarin bagisiklik sisteminden
kaynaklanan hastaliga duyarlilikta artis daha 6nceki ¢alismalarda belirtilmistir [32,
33]. Denizdeki bibalv mollusklarin i¢ savunma mekanizmalar1 hemosit hiicrelerinin
yapisal ve islevsel biitiinliigiine dayanmaktadir [34]. Bagisiklik cevabi yabanci bir
istilacinin  varliginda indiiklenen hemosit aktivasyonunu gerektirir ve spesifik
membran reseptorleri ile bir¢ok hiicre disi ligand arasindaki etkilesimleri igerir [35,
36]. Aktiflesmis hiicreler yabanci parcaciklara dogru go¢ eder ve bunlar1 fagositoz
yolu ile ortadan kaldirir [37- 39]. Yabanci cisimlerin etkin bir sekilde ortadan yok
edilmesini saglamak icin etkilesime giren ¢esitli hiicre tipleri efektor molekiilleri
icerir [29]. Bivalve molluklarin kan hiicreleri (hemosit) potansiyel patojenlere karsi
savunmada 6nemli rol oynarlar [40]. Yani bilvalve mollusklarda, ¢evresel, biyolojik
ve hastalik stresine verilen tepkilerin bir kismi hemolenfte dolasan hemositler
tarafindan saglanir [41, 42]. Hemositler c¢esitli kritik bagisiklik fonksiyonlarini
yerine getirir. Ornegin, potansiyel patojen ve yabanci maddeleri fagositozla 6ldiiriir
[42, 43]. Fagositoz ayn1 zamanda yiiksek bakterisidal etkinlige sahip olan ana
bilesenlerin, degradatif, oksidatif enzimlerin salinmasim1 reaktif oksijen
metabolitlerinin  olusumunu igerebilen bir dizi O6ldiirme mekanizmas: ile
tamamlanmaktadir [15, 42, 44, 45]. Olusan reaktif oksijen radikallerinden komsu
doku ve hiicrelerin potansiyel hasarin1 en aza indirmek icin eslik eden antioksidan
enzimler bulunmaktadir [46]. Hemositler ayrica agliitininler, lektinler ve
antibakteriyel peptitler dahil olmak {izere savunma stratejilerinin bir parcast olarak

diger ¢Oziinebilir bilesikleri serbest birakmaktadirlar [34, 47].

Hemosit morfoloji, sitokimya ve fonksiyonlarina gore farkli kriterlere veya
yaklasimlara gore smiflandirilmistir. Bivalve hemositlerinin tiiriinii, yapisini,
fonksiyonunu arastirmak i¢in 151k mikroskobuyla [30, 42, 48], taramal1 elektron
mikroskobuyla (TEM) [30, 48, 49], gradiyent santrifiijleme yontemi [50] ve
monoklonal antikorlar kullanilarak bir dizi ¢calisma yapilmistir [50]. Farkli kriterlere

gore ¢ift kabuklu yumusakcalarin farkli tiirlerinin hemositleri iki [48], yada {i¢ ¢esit
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halinde smiflandirilabilir [S1]. Yapilan ¢alismalarda ¢ok benzer karakterlere sahip
olan ancak farkli isimler verilen hemosit; 6rnegin agranular hemosit [48], seffaf
hiicre [30] ve hyalinosit [52] bu {i¢ hiicre tipi ¢cok benzer karakterleri ifade eder.
Bununla birlikte kullanilan fakli yontem ve kriterler nedeniyle bazi yazarlar aym

tiire ait hemositleri farkli isimlendirmistir.

Cift kabuklu yumusakg¢alarda hemositler genellikle graniilosit ve hyalinosit
(agraniilosit olarak da adlandirilir) olmak iizere iki gruba ayrilir [13, 30, 53].
Bununla birlikte tiim ¢ift kabuklu yumusakca tlirlinde tiim hemosit tipleri
bulunmayabilir [41]. Cift kabuklu yumusakga tiirlerinin ¢ogunda graniilositler
hidroliktik, oksidatif enzimler icerir ve eozinofilik, bazofilik ve notrofilik olarak
veya daha kii¢iik boyutlarda ve tanelige gore farkli alt tiplere ayrilabilir [41]. Cift
kabuklu yumusakcalarda graniilositler genellikle en bol hiicre tiiriidiir ve ¢ok fazla
sitoplazmik graniil ile karakterizedir. Hyalinositlerin sitoplazmasinda hi¢ graniil
bulunmadig1 gibi az sayida graniil bulunabilir [41]. Graniilositler yabanc1 maddeleri
fagositoz etme Ozelligine sahiptir ve hiicre i¢i sindirime katkida bulunan hidroliktik
enzimlerin bir kismini igerirler. Genellikle hyalinositlere kiyasla daha aktif
fagositlerdir. Hyalinonistler graniilositlerden daha kiigiiktiir. Bazilar1 birkag tanecik
icerir ve genellikle graniilositlerden morfolojik olarak daha hetorojendir.
Hyalinositler iki veya {i¢ tipe ayrilmistir. Bunlar biiyiik ¢ekirdekli ve az sitoplazmali
kiiciik hyalinositler [13], kiiciik ¢ekirdekli bol sitoplazmali hyalinositler [13] veya
tip 1,2,3 tiir [53]. Graniilositler de de fagositik olmayan (Carballal et al., 1997) veya
daha fazla fagositik olabilir [52]. Buna ek olarak apoptoz benzeri hiicreler, serdz
hiicreler, fibrositler, morula benzeri hiicreler ve vezkiiler hemositler de dahil olmak
lizere diger hiicre tipleri tanimlanmistir [48, 54-56]. Midye hemosit alt
populasyonlar1 Tablo.2.2.’de gosterilmistir.
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Tablo.2.2. Hemosit Alt Populasyonlar1 [57,58].

Eozinofilik
Granulosit

Bazofilik

Granulosit

HEMOSIT Granuosit

Agranulosit =l Hyalinosit

2.6.1.1.Agraniilosit

Hyalinosit;

Bazofilik karakterde olup sitoplazma-nukleus orani oldukc¢a diisiiktiir

ve graniilleri yoktur.

Ekstraselliiler matriks tiretimini saglar.

Yaralanmada bagisiklik savunmasinin ilk yanitini verir.

Bazofilik Graniilostleri hasarli bolgeye ¢agiran bir reseptor gibidir.
Homeostatik fonksiyonda rol oynar [57].

Elektron mikroskobuyla yapilan ¢alismalara gore hyalinositlerin

graniilar hiicrelerden daha kiiciik oldugu goézlenmistir [30]. Hyalinositlerin

bazilarinda glikojen depozitleri gbzlenmesine ragmen glikojen gollerinin mevcut

olmadig1 saptamistir [30].

2.6.1.2. Graniilosit

Elektron mikroskobu gozlemiyle [58] graniilositler tipik olarak organel

icermeyen bir ektoplazmik bolge ve membranla sinirlandirilmis endoplazmik

bolgeye atfedilen ve asidofilik goriilen graniillerle karakterizedir. Arilsiilfataz, B-
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glukoronidaz, Katepsin B antikoru, Katepsin G antikoru ve bir dizi hidrolitik enzim
icerir.

Bazofilik graniilosit [30];

. Bazofilik karakterde olup, sitoplazma-nukleus orami yiiksektir ve

graniilleri mevcuttur.

. Hyalinositlerden daha yliksek immiinolojik aktiveye sahiptir.

. Fagositik kabiliyeti yiiksektir, makrofaj benzeri 6zellikler tasir.

. Cesitli lizozomal hidrolaz bilesenleri mevcuttur.

. Yarali bolgeye niifus eder ve yarayr kapatarak yabanci madde ve

mikroorganizmalara kars1 canliy1 savunur.

. Yara ilk bazofilik graniilosit tarafindan temizlenir.

. Elektron mikroskobuyla yapilan c¢aligmalara gore bazofilik
graniilositler, glikojen golii olarak adlandirilan birlesik mitokondri halkas1 ve
glikojen depozitlerine sahip oldugu saptanmistir.

. Ayrica belirgin bir sekilde golgi aparati icerdigi saptanmustir.

Eozinofilik graniilosit [30];

. Asidofilik karakterde olup, sitoplazma-nukleus orani yiiksektir ve
graniilleri mevcuttur.

. Fagositik aktiviteye sahiptir.

. Bazofilik graniilositler yarayr temizledikten sonra yarali bolgede
eozinofilik graniilositler birikir ve iyilesme faz1 gozlenir.

. Eozinofilik graniilositler olas1 bir tehdide kars1 yarali bolgeyi
savunmaya devam eder.

. Elektron mikroskobuyla yapilan c¢aligmalara gore eozinofilik
graniilositlerde lipit damlaciklari, glikojen tortular1 ve 6nemli miktarda graniilsiiz
endoplazmik retikulum igerdigi saptanmistir.

. Ayrica belirgin bir sekilde golgi aparati icerdigi saptanmustir.

2.7. Doku Hasarma Yanitlar

Bivalvlerin gévde duvarinda olusan herhangi bir hasar sonucu, saniyeler
icerisinde kaslar biiziilmekte ve boylece hemolenf sizintis1 azaltilmaktadir [59]. Cok
sayida hemositin lokal birikimi olan iltihaplanma, yumusak dokuya veya iistteki

kabuga saatlerce zarar verir. Istiridyelerde (Crassostrea gigas) baslangigta yumusak

12



doku hasarma verilen yanit, bolgesel kararma, yesillenme (muhtemelen bakir ile
iligkilidir) olarak goriiliir ve yaralanmadan yaklasik 16 saat sonra baglar [60].
Bununla birlikte, hiicresel cevap yaralanmadan 4 saat sonra mikroskobik olarak
saptanabilir. Cok sayida hemosit, bolgeye hemosoliik siniislerden bag dokusuna
gecerek girmektedir. Hasarin derecesine bagli olarak, yaralar 1 — 6 giin iginde

hemositler tarafindan tikanir [61].

Hasarl1 hiicreler fagositoziktir ve ilk olarak normalde kiiresel olan
hemositlerin bir¢ogu uzar. C. gigas tiiriiniin adiktor kasi leyding dokusundan hasara
daha hizli cevap verir ve onarir. Kollajen, skar dokusu iginde olugsmaktadir ve tiim

viicuda yayildik¢a da dokular eski haline geri doner ve kollajen ¢ikartilir [59].

Istiridyelerdeki (C.gigas) infiltre edici hemositler ii¢ tiptir. Bunlar; agranular
amebositler, bazofilik graniilositler, asidofilik graniilositlerdir [57]. Benzer sekide
Mytilus edulis ve M. californianus tiirlerinde de ii¢ tip hemosit tanmimlanmistir [62,
63]. Her iki tiirde de agranular ameboditler (hyalinositler) immiinolojik yanitin
erken donemlerinde en sik goriilen hiicre tipidir. Buna baskin olarak kii¢lik bazofilik
graniilositler yaralara niifus eder [60, 63]. Mytiluss spp. Bazofiller makrofaz benzeri
ozelliklere, yani iyi bir fagositik kabiliyete ve ¢esitli lizozomal hidrolaz bilesenine
sahiptir. Fakat Crassostrea spp. tiiriinde hyalinositler fagositotik aktivitesi en yliksek
olan hiicrelerdir [60]. Yara ilk olarak bazofiller tarafindan temizlemdikten sonra,
yarada asidofilik graniilositler (eozinofilik graniilositler) birikir ve bolgede iyilesme
faz1 izlenir ancak asidofilik graniilositler olas1 bir tehdite karsi yarali bolgeyi

savunmaya devam eder [60].

Iyilesme, lezyonun i¢ kismindan viicut yiizeyine dogru ilerler [61]. Bu
donemde yogun hemosit kitlesi normal bag doku ile yer degistirir. ‘Fibroblastlar’ ve
hemosit tikaclarindaki miyoblastlar yarada agranular hemositlerden tiiretilebilir [57].
Mitoz komsu epitelyumda meydana gelir ve bu da yara tipasi iizerinde biiyiir [60].
Epitelyal mitozlar Mytilus spp., ve Crassostrea spp., tiirlerinde de bildirilmistir [63].
Istiridyeden alman solungag¢ sivist in vivo olarak incelendiginde hemositlerin

kiimelendigi gozlenmistir [64].
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Mpytilus spp. tirlerinde alt katmanda bulunan mantoya sizan hiicre
populasyonlarinin dizisi [62, 63] yarali istiridye yumusak dokularina benzerdir [57,
60]. Bununla birlikte kabuk da onarilmalidir ve bu ihtiyaci karsilamak igin,
hemositler diyapedez yardimiyla manto epitelmuyu boyunca go¢ etmektedir.
Diapedez haftalar boyunca devam eder, bu siire boyunca epitel hiicreleri boyut ve
sekil olarak degisir [63]. Kabugu hasarli midyelerin kiigiik agranular bazofillerinde
RNA sentezi artar [62].

2.8. Genotoksisite

Ozellikle son bir asirdir yeryiiziinde kullanilan genotoksik hasara neden olan
maddelerin miktarinda 6dnlenemez bir artig gerceklesmistir. Bu nedenle son yillarda
habitat tahribati ve insan yapimi kimyasallarin kullaniminin artmasiyla yeni bir

anlam kazanmustir.

Ilk olarak 1927 yilinda X- 1smnlarinin Drosophila’ da mutasyon oraninin
normalden 15.000 kat daha fazla arttifini belirleyen Muller’ in caligmalar1 ile
baslayan genetik toksikoloji buglin, gelisen teknoloji ile artan risk ve analiz

yontemlerine bagli olarak en 6nemli arastirma dallarindan biri haline gelmistir.

Genetik toksikoloji, temel olarak kalitim materyali olan DNA iizerinde
meydana gelen toksik etkileri inceleyen bilim dalidir. DNA igerisinde kimyasal
olarak kodlanan genetik bilgi, replike edildikten sonra miimkiin oldugunca aslina
uygun ogul dollere aktarilmak zorundadir. Bu esnada, gerek normal biyolojik
stirecler sonucu gerekse DNA’nin dogrudan ya da dolayli olarak fiziksel, kimyasal
ve biyolojik etmenlerle etkilesimi sonucu c¢esitli bozulmalar meydana

gelebilmektedir [64, 65].

Iste bu sekilde kalitim materyali olan DNA iizerinde hasarlara yol acan

etmenleri tanimlamak i¢in genotoksik terimi kullanilmaktadir.
Genotoksik maddeler etkilerini temel olarak iki yolla gostermektedirler [67];

a) Ya dogrudan ya da dolayli olarak DNA iizerinde hasarlar meydana

getirebilirler.
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b) Ya da hiicre igerisinde siiregelen onarim mekanizmalarinda
bozukluklara neden olarak, kendiliginden olan DNA hasarlarinin frekansini

yiikseltebilirler.

Genetik toksikoloji testlerinde ana hedef DNA molekiilii oldugundan dolay1
elde edilen sonuglar ayni insan sagligi ile ilgili olarak ortaya c¢ikabilecek

problemlerin tahmininde de kullanilmaktadir [68].

Bu nedenle bir tiir de DNA hasar1 oldugu bilinen bir kimyasal maddenin,

diger tiirlerde de benzer etkiler gosterebilecegini sdylemek miimkiindiir.

Bugiin genotoksik etkilerin incelenmesi amaci ile; mikroorganizmalar,
bocekler, bitkiler, omurgasiz ve omurgali hayvanlar iizerinde uygulanabilecek olan

200’den fazla test metodu bulunmaktadir [68].

Bununla birlikte bir genotoksisite test yonteminin yayginlasabilmesi ve

uygulanabilmesi i¢in bazi temel kriterlere sahip olmasi istenir.

Bir genotoksisite test yonteminde olmasi istenen temel ozellikleri soyle

siralayabiliriz [67];

o Uygulama agisindan basit olmasi.

J Genetik hasarlar1 belirlemede giivenilir olmasi.
° Hizli sonug vermesi.

. Ekonomik agidan ucuz olmasi.

o Analiz i¢in az sayida o6rnegin yeterli olmasi.

Giliniimiizde bu kriterleri saglayan, bir¢ok doku organizma {izerinde in vivo
ve in vitro olarak en yaygin kullanilan test metodlarinin baginda mikronukleus (MN)

testi gelmektedir.

2.8.1. Mikronukleus Testi
Ulke igindeki laboratuvar calismalari ile {ilkeler arasi laboratuvar

calismalarini karsilastirmaya izin veren standartlastirilmis bir protokoliin kullanimi
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biyoizleme g¢aligmalar1 i¢in biiyiikk 6nem tasimaktadir [67]. Ayrica, deniz kirliligi
vakalarmin artan sayis1t hem ekolojik hem de ekonomik nedenlerle deniz
organizmalarina verilen genetik hasarin 6nemi, bivalve mollusklarda kullanilmak
izere standartlastirilmis bir MN protokolii kullanilmaktadir [67].

MN sayisindaki artis, g¢esitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu sayisal ve
yapisal kromozom diizensizliklerinin indirekt gostergesi olarak
degerlendirilmektedir. Bu amagla yiiriitilen analizler, Mikronukleus Testi olarak

adlandirilirlar [67, 68].

Mikronukleuslar (MN) hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan, esas
cekirdege dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom fragmanlarindan

koken alan olusumlardir [68].

Anoploidiyi uyaran anojenler, sentromer boliinme hatalarina ve ig ipliklerinde
fonksiyon bozukluklarina yol acarak; klastrojenler ise kromozom kiriklari
olusturarak MN olusumuna katkida bulunmaktadir. Bu sebeplerden dolayr MN testi
hem sitojenik hem de augenik etkilerin gosterilmesin de yaygin olarak

kullanilmaktadir [69].

2.8.1.1. MN Testinin iyi Bir Biyobelirte¢ Olarak Kabul Eden Sozlesmeler
ve Kurullar

MN testinin duyarlilifi iizerine toplanan deneysel kanitlar, midye izleme
programlarindaki biyobelirtegleri dizisinde iyi bir test olarak Onerilmesini saglar.
Gergekten de MN testi uluslar aras1 deniz kirliligi programlarinda Akdeniz Kirliligi
(MED POL), Birlesmis Milletler Cevre Programi (UNEP), Akdeniz Biyolojik
Izleme Programi; Raphael Monaco Cenova Kirliligi Programi (RAMOGEPOL);
Oslo ve Paris (OSPAR) gibi sozlesmeler ve Helsinki Komisyonu (HELCOM)
sozlesmesi) tek cekirdekli genotoksisite biyobelirtegleri olarak onerilmistir. MN
Testi OECD kimyasal test rehberinde 2004 yilinda yerini almistir (Sekil.2.2.). MN
Testinin gegerliligi ECVAM tarafindan da kabul edilmistir (Sekil.2.3).
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DRAFT GUIDELINE
June 14, 2004 (1% version)

DRAFT PROPOSAL FOR A NEW GUIDELINE 487:

In Vitro Micronucleus Test

INTRODUCTION

1 The in vifro micromucleus assay is a mxutageicity test system used for the detection of chemicals
that induce the formation of small membrane-bound DNA fagments such a3 microzucle: in the cytoplasm

dunng the anaphase of cell division. The assay thus has dnwlmalwdam;hmwn(buﬁ
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potential in vieo (13)
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Sekil.2.3. ECVAM MN Testi Kabul Belgesi

2.8.1.2. Mikronukleus Testinin Onemi

Hiicre 6mrii boyunca birikmis genetik hasarin bir belirteci olan, suda yasayan

stk uygulanan genotoksisite

uygulanmasit 20 yildan daha uzun bir siire Once baslamistir.
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biyobelirteglerinden  biridir.
Mikronukleus (MN) testi, hem arazi hem de laboratuvar kosullar1 altinda farkli
bivalv mollusk tiirlerinde uygulanmistir. Hemositler ve solungag hiicreleri en sik

MN olusumunun goézlendigi hedeflerdir [67, 70]. Mytilus cinsinde MN testinin

Laboratuvar



kosullarinda farkli kirleticilere maruz birakilan midyelerde MN frekanslar
bildirilmistir [67, 71, 72]. Onemli bir mortalite etkisi olmaksizin genotoksik
bilesiklere siirekli maruziyetin ardindan kontrol degerleri iizerinde bes ila alt1 kat

MN frekasinda zamana bagli bir artis gézlemlenmistir [67, 70, 74, 75].

MN testinin arazi caligmalarinda uygulanmasi, farkli kirletici siniflarina
(Ornegin; Polisiklik aromatik hidrokarbon, agir metaller, organoklorlu bilesikler)
maruz kalmanin etkilerini ortaya c¢ikarmistir. Kirlilik artist boyunca iyi bir ayrim
derecesi gostermis ve genotoksisite olaylarinin tanimlanmasini miimkiin kilmistir

[67, 70].

2.8.1.3. Mikronukleus Olusum Mekanizmasi

Cesitli yollarla ortaya ¢ikan genotoksik etkiler sonucunda hiicre boliinmesinin
metafaz evresinde gozlenebilen kromozomda kirik pargalar ya da tam ig ipligine
baglanmayan tam kromozomlar, anafaz evresinde kutuplara c¢ekilemezler. Bu
nedenle ortada kalan tam kromozom ve kromozom parcalart hiicre béliinmesinin
son safhalarinda yani telofaz evresinde ana nukleus igerisinde dail olmazlar
(Sekil.2.4). Olusan bu yapilar hiicre boliinmesi sonucunda ana nukleusu
olusturacak diger kromozomlar ile tekrar kromatin hale doniistiiklerinde,
sitokinez (sitoplazma boliinmesi) ile birlikte olusan kardes hiicrelerden birinde
ana niikleus yaninda ikinci bir kii¢iik niikleus (mikroniikleus) halinde kendilerini

gosterirler [68].

Normal Hucreler Hasarll Hucreler

S D=

Sekil.2.4. Mikronukleus Olusum Semas.
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Bir toksik etki ile DNA onarim mekanizmalar1 arasindaki etkilesim sonucu
ortaya c¢ikabilecek bir mikroniikleus gelecekteki olasi bir genomik dengesizlige ve
beraberinde kanser ve ¢esitli kalitsal problemlerin (Sekil.2.5) olusma riskine isaret

eder [76].

TOKSIK ETKI

@ KALITSAL
/ PROBLEMLER
MiKRONUKLEUS ﬁ GENOTOKSIK

DENGESIZLIK

ﬁ \ KANSER

DNA ONARIM
MEKANIZMALARI

Sekil.2.5. Mikronukleus Olusumunu Etkileyen Faktorler.

2.8.1.4. Mikroniikleus Testinin Avantajlar1 ve Dezavantajlari

Avantajlar;

o Bircok hiicre tipine uygulanabilir.

° Hizli, ucuz ve basit bir test sistemidir.

. Otomasyon potansiyeli vardir.

. [statistik olarak giiclii sonuglar verir.

. Klastojen ve anajen maddelerin ayrimina olanak tanir.

. Apoptoz ve Nekroz’un da goriilmesini saglar.
Dezavantajlart;

. Tiim yapisal kromozom aberasyonlarini belirleyemeyiz.

. MN ifadesi i¢in hiicrenin bir boliinme gegirmesi gereklidir.
. Sitoklasin-B ile test edilen kimyasal arasindaki olas1 etkilesimler.
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2.8.1.5. Temel Mikronukleus Tanimlama Kriterleri

a) MN ana niikleusun 1/3’iinden daha kii¢iik olmalidir.

b) MN ana niikleustan belirgin bir bicimde ayrilmis olmalidir.

C) MN ana niikleus ile ayn1 renk, doku ve fokus planina sahip olmalidir.

d) MN mutlaka saglam, ve sitoplazmasi korunmus olan hiicrelerde analiz
edilmelidir [76].

Mikronukleus test yontemi ilk defa 1970’lerin ortasinda tanimlanmistir.
Oncelikli olarak memeli sistemler igin gelistirilmis olan mikronukleus testi, farkli
etmenlerin genetoksik etkilerinin arastirilmasinda oldukca yaygin olarak kullanilan

bir test metodu haline gelmistir [76, 77].

Interfaz hiicrelerinde mikronukleus sayimi teknik agidan metafaz analizlerine
oranla ¢ok daha kolay ve hizli yontemdir. Bu nedenle son yillarda bir genotoksisite
test metodu olarak mikronukleus testine olan ilgi artmis ve memeliler disinda diger
omurgalilar yaninda baz1 omurgasiz hayvanlar ile birlikte bitkilere de uygulanmaya

baslanmugtir.

Mikronukleus testi insan, midye, balik, kurbaga, bir¢ok farkli organizmada
uygulanmaktadir. Insanda bukkal hiicreleri ve lenfositler, baliklarda eritrositler ve

midyelerde hemosit, mikronukleus testi i¢in hiicre kaynaklaridir.

2.8.1.6. MIN Testinin Mytilus galloprovincialis’ de Uygulanma Protokolii

Hiicrelerde MN olusumunu gézlemlemek i¢in tek hiicreli slispansiyon elde
etmek gerekir. Tek hiicreli siispansiyonu elde etmek icin de solungaglarin enzimatik
islevlerini iceren mevcut protokol daha once ki laboratuvar ¢aligmalarindan 6rnek
aliarak gelistirilmistir [67,78-81].  Deneyin bir vadilasyon programi, dogal
substratlardan toplanan Mytilus galloprovincialis’ in yetigkinleri alinip bazi yaygin
deniz kirleticileri kontrollii kosullar altinda kullanilarak laboratuvar c¢alismasi
yapilmistir [73]. Bu da biiyiik 6lgekli biyoizleme programlarindan olan Akdeniz
Kirliligi Programi’nda (MED POL) o6nerilen biyobelirte¢ tanimi, midyelerin hem
hemositleri hem de solunga¢ hiicrelerinde MN testi i¢in standartlastirilmis bir
protokoliin gelistirilmesine yol agcmistir [82 - 85]. Protokol M. galloprovincialis
kullanilarak [84, 85] kiy1 bolgelerinde biyoizleme c¢alismalarinda ve bir petrol
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s1zintis1 kazasinin uzun siireli etsini izlemede midye ve istiridyelerin farkli beslenme
habitatlarina sahip biyoindikator tiirler olarak dogrulanmistir [86, 87]. Ayn1 protokol
deney sularindaki su dezenfektanlarina maruz kalan Dreissena polymorpha gibi tath
su midyelerinde de basariyla uygulanmistir [88]. MN testi i¢in deney protokolii,
memeli hiicrelerinde hali hazirda uygulanan cytome yaklagimin takip eder, niikleer
tomurcuklar (niikleer bud (NB)), apoptotik ve nekrotik hiicreler gibi diger niikleer
degisikliklerin degerlendirilmesi kriterlerini igerecek sekilde laboratuvarlarda daha

da rafine edilmis ve gilincellestirilmistir [76].

Arazi ve laboratuvar c¢alismalarinda M. galloprovincialis hemositlerinin
toplanmas1 ve preparasyonu icin uygulanan yontem bivalve mollusk kullanilan
makalelerin biiylik cogunlugunda bildirilmistir [89, 90]. Arazi ¢alismalarinda
hipodermik igne ile midyenin posterior yada addiiktor kasindan hemolenfin
toplanmasi, hayvani oOldiirmeden tekrarlanan G6rneklemelere izin verir ancak bu
hemolenfin ne kadar 6ziitlendigine baglhdir. Solungag hiicreleri ve hemositlerde MN
sikligin1 degerlendirmek i¢in dogrulanan teknik farkli deniz bivalv [71, 73, 79, 87,
89, 91-95] ve tath su bivalvleri [88, 96, 97], arazi ve laboratuvar ¢alismalar1 i¢in en
stk uygulanan yontemlerdir. Ancak arazi ¢alismalarinda Ornekler 24 saat iginde
laboratuvara aktarilmalidir [67]. Biiyiik 6lcekli biyoizleme ¢aligmalarinda solungag
hiicreleri ve hemositlerin, hiicre preparasyonuna yonelik ana sinirlama, tek hiicreli
siispansiyon elde edebilmek i¢in tamponlarla enzimatik islem, yikim ve inkiibasyon

gerektirmesidir [67].
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Hayvanlarin Se¢imi ve Toplanmasi
Konak, Alsancak, Goztepe, Pasaport, Karsiyaka, Bostanli ve Foga
istasyonlarindan toplanan Mytilus galloprovincialis soguk zincir ydntemi

uygulanarak laboratuvara taginmistir.

3.1.1. Mytilus galloprovincialis (Lamark, 1819) Genel Ozellikleri
Mpytilus galloprovincialis genel Ozellerileri alt basliklarda detayli bir sekilde

verilmigtir.

3.1.1.1.Sistematigi

Midye, omurgasiz filumunun mollusca (yumusakga) subesinde bivalvia (gift
kabuklular) smifinda mytilidae familyasma ait bir tirdir (Sekil.3.1, Sekil.3.4).
Midyeler sesil olarak yasayan, deniz suyunu filtre eden, su igindeki siispansiyon ile

beslenen canlilardir. Sistematigi asagidaki gibidir.

Phylum: Mollusca

Clasis: Bivalvia

Ordo: Filibranchiata

Familya: Mytilidae

Genus: Mytilus

Species: Mytilus galloprovincialis (Lamarck,1819).

Akdeniz midyesi (Mytilus galloprovincialis) tlirlinde iki esit parca seklinde
olan kabuklarin arterior, posterior, ventral ve dorsal kenar olmak {izere dort kisma
ayrilir. Arterior bolgesi oldukea kisa olup kabuklar burada birbirlerine baglanmistir
[98]. Posterior bolgesi oval, 6n taraf ise iicgen bicimindedir (Sekil.3.3). iki kabuk
kisa olan 6n kenarda ligament ile birbirlerine baglanmistir. On kenarda yer alan
ligament yarig1 i¢cine yerlesmis olan ligament, 6ne dogru uzanan ve kabuklari
birbirine baglayan kahverengi elastik bir serit gibidir. Bu seride paralel ve bitisik
olan, mat ve beyaz renkte, lizerinde bir dizi halinde ¢ukurluklar yer alan ligament

¢ikintilart bulunur.
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Sekil.3.1. Midye i¢ Organlari.

Ligament, kapama kaslarmin kapama kuvvetlerinin aksi yoniinde bir kuvvete
sahiptirler. Midyeler oldiiklerinde, kaslar kapama kuvvetlerini kaybettiklerinden
otiirii kabuklar agilir. Midyelerde kabuklarin baglant1 yerine yakin bir konumda her
iki kabuk {izerinde umbo adi verilen bir siskinlik mevcuttur ve kabuklarin {izerinde,
bu siskinlikten kenara paralel giden kiigiik eliptik daireler seklinde biiylime ¢izgileri
bulunur (Sekil.3.2). Kabuk rengi genel olarak siyah, siyahimsi mavi, koyu mor ve
kahverengimsi tonlarda olup, ekolojik kosullara bagli olarak degisiklik

gostermektedir.
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Sekil.3.2. Midyenin Kaslarinin Kabuga Bagli Oldugu Noktalar.

Kabuklarin i¢ kismu piiriizsiiz olup bakildiginda kolayca fark edilebilen iki
renge sahiptir. Orta kisim inci beyazi parlakligindadir, kenarlara dogru renk koyu
maviye doniisiir. Kabuklar bissus denen ipliklerle kendilerini bir nesnede tespit
ederler. Kabugun ventralinde yer alan bissus yarigi, periostrakum kivrimlariyla
ortiilmiistiir ve bunlar, kabuklar kapandiginda bissus iplikleri yardimiyla aralanan

kabuklarin i¢ tarafina su ve yabanci cisim girmesine engel olurlar [99].

Midyelerde iki kabuk arasinda mentese bulunur. Dislerin (radula) bulundugu
bu mentesenin digini ¢evreleyen kisma lunula adi verilir. Sivri bir gaga seklinde olan
lunula, umbonun anteriér ucunda ve periostrakum ile ortiilii olmasi, burada bulunan
dis seklindeki c¢ikintilarin kolayca goriinmesini engeller. Midyelerdeki disler,
sivrilmis lamel seklindedir ve her kabuktaki dis diger kabuktaki ¢ukurluga uyum
saglayacak yapidadir [99].

2—-100 pum boyutlarinda olan organik ve inorganik her tiirlii partikiilii stizerek

beslenen midyeler (ortalama 7-8 cm boyutunda olan) saatte 10-15 litre suyu siizme

ozelligine sahiptir. Midye biyiikligii, partikiil yogunlugu, partikiil biyiikligi,
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partikdl tlirti, su sicaklig1 ve su akintisi gibi bazi parametreler midyelerin filtrasyon

hizin1 dogrudan etkilemektedir [99].

ANTERIOR =

POSTERIOR

Sekil.3.3. Midyenin Frontal Diizlemi.

Perikardial (|

Anlis

Postterior
aduktor kas

Palp

Anterior B il . £ 4¢'Hm5F' Manto
aduktor kas = . /A !

Sekil.3.4. Midyenin i¢ organlar1 (¢izim).

25



3.1.1.2. Uremesi
Midyelerin iireme organlari, kaslari, solungaglar1 ve ayaklar1 hari¢ viicudunun
her tarafina dagilmis kanal ve kanalciklar seklindedir. Ureme déneminde mantoya

dagilmis olan genital organinda c¢ok belirgin cinsiyet hiicrelerine rastlamak

miimkiindir [99, 100].

Midyelerde mantonun genital hiicrelerle tamamen dolu olmasi ve mantonun
rengine gore cinsiyet ayrimi yapilir. Yumurtlama dénemlerinde manto rengi gozle
goriilebilen bir degisime ugrar. Olgun midyelerde gametler nedeniyle manto rengi
disilerde portakal rengi ya da kirmizimsi olurken erkeklerde kirli beyaz ya da siit

beyazidir [99, 100].

Su sicakligl, tuzluluk miktar1 ve besin maddeleri midyelerin yumurta birakma
siiresini ve yumurta bollugunu etkileyen unsurlar arasinda yer almaktadir.
Midyelerde iireme donemleri sonbahar ile ilkbahar mevsimlerinde sonlaridir. Bu
donemlerde gametlerin atilmasi dalgalar, akinti, tuzluluk ve sicaklikta olan ani

degisimler gibi birgok ¢evresel faktore baglidir [99, 101].

Manto igerisindeki dokularda gelisimlerini tamamlayan sperm ve yumurtalar
genital kanallar aracilifiyla suya birakilir. Yumurtalar gruplar halinde suya birakalir.
Suda birbirinden ayrilan yumurtalar pembe veya kirmizimsi bir renk olarak su
yiizeyinde birikirler. Sperm birakma ise aralikli olarak yaklasik 2-3 saat siirer.
Spermler midye etrafinda toplandiktan sonra su beyazimsi bir renk alir. Sudaki
dalga ve diger hareketler yumurtalarin dollenmesinde oldukc¢a 6nemli etkenlerdir

[99].

Midyelerde suya birakilan spermler kuyruklar ile yumurtaya kendilerini
sararlar ve armut seklindeki baglariyla yumurta zarini delerek igeri girerler. Sperm
yumurtaya girdikten 1 ile 5 dakika icinde doéllenme zari olusur. Dollenmeden
yaklasik 4 saat 20 dakika sonra siler meydana gelir ve embriyonun viicudunun

yiizeyinde siler olusunca, biiyliime ve hareket baslar [102].
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3.1.1.3. Beslenmesi

Diger filtre ediciler gibi midyelerde suda silispansiyon halindeki
mikroorganizmalarla beslenir. Hayat tarzi sedenter olup beslenme i¢in herhangi bir
hareket goriilmez. Solungaclar1 ile bir taraftan solunup yaparken diger taraftan

suyun hareketliligini saglar [100].

3.1.1.4. Solunumu

Mollusca tiirlerin beslenmesinde solunum olduk¢a ©nemli role sahiptir.
Ciinkii bu tiirde solunum organi olarak solungaglar mevcuttur. Mantolari, direkt
olarak ¢evresindeki suda mevcut olan gazla temas halinde oldugu i¢in solunuma
yardimct olur. Birgok arastirict midyelerin oksijen tiiketimi ile ilgili faktorleri
aragtirmistir. Bu faktorlerden oksijen tiiketiminin, hayvanin agirligi, beslenmesi ve

ortam sicakligiyla ilgili oldugu tespit edilmistir [100].

3.2. Kan Orneklerinin Ahnmasi
Toplanan 15 adet midye 1 mL’lik enjektdr yardimi ile addiiktor kaslari
uyarilarak sivist alinmistir (Sekil.3.5). Hemolenf 6rnekleri 3:1 oraninda methanol

asetik asit ¢cozeltisinde fikse edilip, 1000 rpm’ de santrifiijlenmistir.

Sekil.3.5. Midyeden Hemolenfin Alinmas.
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3.3.  Arazi Haritasi ve Arazi Genel Ozellikleri

Izmir Korfezi Tiirkiye nin bati sahilinde ve Ege Denizi’ne agilan dogal bir
korfezdir. 410,3 km?’ lik bir alanda 38° 20N 38° 40N enlem, 26° 30E ve 27° 10E
boylaminda yer almaktadir [103]. izmir Kérfezi; dis, orta ve i¢ olmak iizere iic
kesimden olusur. Bu c¢alisma i¢ ve dis korfezden secilen istayonlart (Goztepe,

Alsancak, Pasaport, Konak, Bostanli, Karsiyaka ve Foca) kapsamaktadir. Ornek

toplanan istasyon haritas1 Sekil.3.6.’da koordinatlarida Tablo.3.1.’de gosterilmistir.

Sekil.3.6. Orneklerin Toplandig: Istasyonlar.
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Tablo.3.1. Arazi Koordinatlari

ISTASYON ADI KOORDINAT (Lat/ Long)

N E
GOZTEPE 3824 03,4 27 05 13,8
KONAK 38 25 08,6 27 07 26,3
PASAPORT 3825275 27 07 38,8
ALSANCAK 3825479 2707 57,4
KARSIYAKA 3826 54,1 27 06 44,6
BOSTANLI 3827 05,9 27 05 50,5
FOCA 38 00 00,8 26 04 53,6

3.4. Diferansiyel Hemosit Sayimi
Wright boya ile hazirlanan preparatlar hiicre tiplerine gore sayilmistir.

Istatiksel degerlendirmede Kruskall Wallis testi uygulanmustir [8].

3.5. Wright Boya Hazirlama ve Wright Boyama

0.30 g Wright toz boya 100 mL methanol ile manyetik karistiriciyla
karistirilir. 48 saat 37 °C etiivde bekletilir. Daha onceden 3:1 oraninda metanol
asetik asit ¢ozeltisinde fiske edilmis ve santrifiijden gecirilmis hemolenf peletleri
lama yayilip kurutulurmustur. Kuruduktan sonra 10 dakika methanol ile yikama
islemi yapilir. Yikama islemi bittikten sonra tekrar kurutmaya birakilir. Kuruma
islemi tamamlandiktan sonra lamlarin iizerine Wright boya dokiiliir 2 dakika
bekletilir. Tekrar lizerine boyayr yikamayacak sekilde taze saf su dokiilerek 10
dakika bekletilir. Lamlar saf su ile durulanir ve kurutmaya birakilir. Kuruma

islemi bitince entallan ile lam kapatild1 [8].
3.6. Mikronukleus Testi

Giemsa boya ile hazirlanan preparatlar hiicre nukleusu farkliliklarina

(mikronukleus, binukleus,) gore sayim yapilmistir [67].
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3.7. Giemsa Boyama

Genotoksik etkiyi belirlemeye yonelik olarak mikronukleus sayimlari igin
midyelerin hemolenf dokular1 adiiktdr kasi uyarilarak enjektorle alindiktan sonra
3/1 metanol asetik asit karisimi eklenir ve santrifiijden gecirilmis hemolent peletleri
lama yayilip kurutulmustur. Yayma preparatlarin 1 saat siireyle kurumasi
beklendikten sonra , metanolde 10 dakika bekletilip %S5 ‘lik Giemsa ile 20 dakika
sire ile boyanmistir. Yikama islemi bittikten sonra tekrar kurutmaya birakilir.

Lamlar saf sudan gecirildikten sonra kurutulup entallan ile kapatilmistir [105].

3.8. Total Hemosit Sayim

Hemolenf 6rnekleri 1:1 oraninda hemolenf ve %4 liikk formalin olacak sekilde
2.5 mL’lik enjektorlerle alinmstir. (Sekil.3.7). Daha sonra toma lam1 yardimiyla
151tk  mikroskobu altinda toplam hemosit sayis1 sayilmigtir. Hiicrelerin
fotograflanmasi igin Diff-Quick boyama yapildi. Istatistik degerlendirmede
Kruskall Wallis testi uygulanmistir [12].

Sekil.3.7. Hemolenfin Thoma Lamina Enjektesi.
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3.9. Diff-Quick Boyama

Sekil.3.8. Diff-Quick Boyama Diizenegi

Canli yayma yapilan lamlar l.asamada methanol ¢ozeltisinde 30 saniye
bekletilip ve ¢ikartildi. Lamin iizerindeki fazlalik metahanoliin siiziilmesi saglanir.
Bu islem sona erdikten sonra, 2. asamada lam Eozin boyasinda 30 saniye bekletilip
ve ¢ikartildi. Methanol ¢ozeltisinde uygulanan prosediir gibi Eozin boyasinin
fazlaginin siiziilmesi saglandi. 3. asamada numarali salede bulunan methilen mavisi
boyasinda 30 saniye bekletilip ve ¢ikartilip fazlalik boyanin lamdan siiziilmesi
beklenir ve son basamak olan saf suda yikama islemi gerceklestirildi. Boyama islemi
biten lamlar dikey sekilde kurumaya birakilir. Kuruyan lamlar entallen ve lamel ile

kapatilip incelenmistir (Sekil.3.8).

31



4. BULGULAR

4.1.  Total Hemosit Sayimi

Nonparametrik istatiksel testlerden Kruskal-Wallis testi yapildi. Pasaport
istasyonunda total hemosit sayist (THS) (154,33 +433) en diisiikk, Bostanh
istasyonunda da (639,66 £553,95) en yiiksek oldugu saptanmistir. Referans
istasyonu olarak secilen Foca istasyonu diger istasyonlarla karsilastirildiginda
yalnizca Pasaport istasyonunun THS sayisi diisiik, diger istasyonlarin yiiksek

cikmistir (p<0,05).
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Bl FOCA

200000+ @l BOSTANLI

TOPLAM HEMOSIT SAYISI/mL
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Sekil.4.1. Toplam Hemosit Sayis1 Frekans Grafigi

Goztepe- Karsiyaka, Alsancak- Goztepe, Konak- Alsancak istasyonlar
arasinda istatiksel olarak fark yoktur (p>0,005). Pasaport istasyonu diger
istasyonlarla karsilastirildiginda THS sayisinin diisiik oldugu ve bu farkin istatiksel
olarak anlamli oldugu saptanmistir (p<<0,05). Bostanli istasyonunda THS sayis1 diger
istasyonlara gore yiiksek oldugu saptanmistir (p<0.05). Sekil.4.1’de Toplam hemosit
sayis1 frekans grafigi gosterilmistir. Hemosit alt popiilasyonlarini goriintiileyebilmek
icin canli yayma yapilan Ornekler Diff-Quick boya ile boyanmistir (Sekil.4.2,
Sekil.4.3, Sekil.4.4).
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Sekil.4.2. Diff-Quick Boya ile Boyanmis Hyalinosit (X 100)

Sekil.4.3. Diff-Quick Boya ile Boyanmis Eozinofilik Graniilosit
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Sekil.4.4. Diff-Quick Boya ile Boyanmis Bazofilik Graniilosit (X 100)

4.2.  Diferansiyel Hemosit Sayim

Wright boyama yoOntemiyle boyanan preparatlar, 151tk mikroskobu ile
incelendiginde graniilosit ve agraniilosit olmak {izere iki hiicre tipi gézlemlenmistir.
Mpytilus galloprovincialis’de agraniilosit hiicrelerden biri olan hyalinositler
saptanmistir. Graniilositlerde de bazofilik graniilosit ve eozinofilik graniilosit

saptanmuistir.

Hyalinositler bazofilik karakterde olup niikleus sitoplazma oranmin diisiik
oldugu gozlemlenmistir. Eozinofilik graniilositlerin sitoplazmasi1 pembe-mor renkte
olup nukleuslart kii¢liktiir ve fagositik aktiviye sahip olduklart i¢in sitoplazmik
cikintilar (sil, kamci) bulundurmaktadir. Bazofilik graniilositler mavi- mor renkte
olup bol sitoplazma ve sitoplazmik cikintilara sahip oldugu goézlemlenmistir.

Hemosit alt popiilasyonlart Sekil.4.5-Sekil.4.9°a kadar gosterilmistir.

Bazi graniillii hiicrelerin sitoplazmik c¢ikintilar1 yok olmustur. Bunun

sonucunda da hiicre yuvarlaklagmistir.
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Tablo.4.1. Hemosit Alt Populasyonu Yiizdeleri.

FOCA 77 19 4
BOSTANLI 27 47 26
KONAK 60 36 4
ALSANCAK 50 36 11
GOZTEPE 52 34 14
KARSIYAKA 35 53 12
PASAPORT 36 58 6

Tablo.4.1’e gore referans istasyonu olan Foca istasyonuna gore diger
istasyonlarda eozinofilik graniiler hemosit ve bazofilik graniiler hemosit oraninda
artig, agraniiler hemosit (hyalinosit) oraninda da azalma s6z konusudur. En yiiksek
hyalinosit miktar1 %77’lik oranla referans istasyonu olan Foca istasyonunda, en
diisiik hyalinosit miktarida %27’lik oranla Bostanli istasyonunda oldugu
bulunmustur. En yiiksek eozinofilik graniilosit miktart %58’lik oranla Pasaport
istasyonunda, en diisiik eozinoflik graniilosit miktar1 da %19’luk oranla Foca
istasyonunda oldugu bulunmustur. En yiiksek bazofilik graniilosit miktar1 %26’lik
oranla Bostanli istasyonunda, en diisiik bazofilik graniilosit miktar1 da %4’liik oranla

referans istasyonu olan Foga istasyonunda bulunmustur.
Bu gozlemlenen hiicre tipleri disinda nekrotik ve apoptotik hiicreler de

gozlemlenmistir. Fakat c¢ok sik goriilmedigi icin istatiksel degerlendirilmeye

alinmamustir.
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HY

Sekil.4.5. Hemosit Alt Populasyonlari (Wright boyama, < : bdliinmek iizere

olan hiicre).

Sekil.4.6. Hemosit Alt Populasyonlar1 (Wright boyama, K: kamgi, Biiyiitme: X 100).
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Sekil.4.7. Hemosit alt populasyonlari (Wright boyama, Biiyiitme: X 100).

K EG
BG s

Sekil.4.8. Hemosit alt polulasyonlar1 (Wright boyama, K: kamgi, S: sil, Biiylitme: X
100).
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Sekil.4.9. Hemosit alt polulasyonlar1 (Wright boyama SA: sitoplazmik
anamoli, Biiylitme: X 100).

4.2.1. Istasyonlara Gore Istatiksel Olarak Agraniilosit Hemositlerin

Karsilastiriimasi
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Sekil.4.10. istasyonlara Gore Agranular Hemomsit (HY) Frekans Grafigi.
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Nonparametrik istatiksel testlerden Kruskal-Wallis testi  yapilmistir.
Agrantilosit hemosit sayisi en diisiik Bostanli istasyonunda, en yiiksek Foca

istasyonunda oldugu saptanmistir (Sekil.4.10).

Referans bolgesi olarak segilen Foga istasyonundaki agraniilosit hemosit
sayistyla Alsancak, Karsiyaka ve Pasaport istasyonlarinin agraniilosit hemosit

sayilarindaki istatiksel fark anlamli bulunmustur (p<0,05).

Referans bolgesi olarak segilen Foga istasyonundaki agraniilosit hemosit
sayistyla Konak ve Goztepe istasyonlarinin agraniilosit hemosit sayilarindaki

istatiksel fark anlamli bulunmamustir (p>0,05).

Alsancak istasyonundaki agraniilosit hemosit sayisiyla Bostanli istasyonunun

agraniilosit hemosit sayilarindaki istatiksel fark anlamli bulunmustur (p<0,05).

Alsancak istasyonundaki agraniilosit hemosit sayisiyla Konak, Goztepe,
Karsiyaka ve Pasaport istasyonlarmin agraniilosit hemosit sayilarindaki istatiksel

fark anlamli bulunmamistir (p>0,05).

Konak istasyonundaki agraniilosit hemosit sayisiyla Karsiyaka, Pasaport ve
Bostanli istasyonlarinin agraniilosit hemosit sayilarindaki fark anlamli bulunmustur

(p<0,05).

Konak istasyonundaki agraniilosit hemosit sayisiyla Goztepe istasyonunun

agraniilosit hemosit sayilarindaki istatiksel fark anlamli bulunmamaistir (p>0,05).

Goztepe istasyonundaki agraniilosit hemosit sayisiyla Bostanli istasyonunun

agraniilosit hemosit sayilarindaki istatiksel fark anlamli bulunmustur (p<0,05).
Goztepe istasyonundaki agraniilosit hemosit sayisiyla Karsiyaka ve Pasaport

istasyonlarinin  agraniilosit hemosit sayilarindaki istatiksel fark anlamh

bulunmamastir (p>0,05).
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Karsiyaka istasyonundaki agraniilosit hemosit sayisiyla Pasaport ve Bostanl
istasyonlarinin  agraniilosit hemosit sayilarindaki istatiksel fark anlamh

bulunmamastir (p>0,05).

Pasaport istasyonundaki agraniilosit hemosit sayisiyla Bostanli istasyonunun

agraniilosit hemosit sayilarindaki istatiksel fark anlamli bulunmamistir (p>0,05).

4.2.2. Istasyonlara Gore Istatiksel Olarak Bazofilik Graniilosit

Hemositlerin Karsilastirilmasi

Nonparametrik istatiksel testlerden Kruskal-Wallis testi yapildi. Bazofilik
graniilosit hemosit sayis1 en diisiik Foga istasyonunda en yiiksek Bostanli

istasyonunda oldugu saptanmustir (Sekil.4.11).
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Sekil.4.11. Istasyonlara Gére Bazofilik Graniilosit (BG) Frekans Grafigi.
Referans bolgesi olarak secilen Foca istasyonundaki bazofilik graniilosit

hemosit sayisiyla Alsancak, Goztepe ve Karsiyaka istasyonlarmin bazofilik

graniilosit hemosit sayilarindaki istatiksel fark anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Referans bolgesi olarak secilen Foca istasyonundaki bazofilik graniilosit
hemosit sayisiyla Konak ve Pasaport istasyonlarinin bazofilik graniilosit hemosit

sayilarindaki istatiksel fark anlamli bulunmamustir (p>0,05).

Alsancak istasyonundaki bazofilik graniilosit hemosit sayisiyla Pasaport
istasyonunun bazofilik graniilosit hemosit sayilarindaki istatiksel fark anlamli

bulunmustur (p<0,05).

Alsancak istasyonundaki bazofilik graniilosit hemosit sayisiyla Konak,
Goztepe, Karsiyaka ve Bostanli istasyonlarmin bazofilik grantilosit hemosit

sayilarindaki istatiksel fark anlamli bulunmamastir (p>0,05).

Konak istasyonundaki bazofilik graniilosit hemosit sayisiyla Bostanl
istasyonunun bazofilik graniilosit hemosit sayilarindaki istatiksel fark anlamli

bulunmustur (p<0,05).

Konak istasyonundaki bazofilik graniilosit hemosit sayisiyla Goztepe,
Karsiyaka ve Pasaport istasyonlarmin bazofilik graniilosit hemosit sayilarindaki

istatiksel fark anlamli bulunmamaistir (p>0,05).

Goztepe istasyonundaki bazofilik graniilosit hemosit sayisiyla Pasaport
istasyonunun bazofilik graniilosit hemosit sayilarindaki istatiksel fark anlamli

bulunmustur (p<0,05).

Goztepe istasyonundaki bazofilik graniilosit hemosit sayisiyla Karsiyaka ve
Bostanli istasyonlarinin bazofilik graniilosit hemosit sayilarindaki istatiksel fark

anlamli bulunmamustir (p>0,05).
Karsiya istasyonundaki bazofilik graniilosit hemosit sayisiyla Pasaport ve

Bostanli istasyonlarinin bazofilik graniilosit hemosit sayilarindaki istatiksel fark

anlamli bulunmamustir (p>0,05).
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Pasaport istasyonundaki bazofilik graniilosit hemosit sayisiyla Bostanl
istasyonunun bazofilik graniilosit hemosit sayisinin istatiksel farki anlamh

bulunmustur (p<0,05).

4.2.3. Istasyonlara Gore Istatiksel Olarak Eozinofilik Graniilosit

Hemositlerin Karsilastirilmasi

Nonparametrik istatiksel testlerden Kruskal-Wallis testi yapildi. Eozinofilik
hemosit sayisi en diisiik Foga istasyonunda en yiiksek Pasaport istasyonunda oldugu

saptanmustir (Sekil.4.12).
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Sekil.4.12. istasyonlara Gére Eozinofilik Graniilosit (EG) Frekans Grafigi.

Referans bolgesi olarak segilen Foca istasyonundaki eozinofilik graniilosit
hemosit sayisiyla Karsiyaka, Pasaport ve Bostanli istasyonlarinin eozinofilik

graniilosit hemosit sayisilarindaki istatiksel fark anlamli bulunmustur (p<0,05).
Referans bolgesi olarak secilen Foca istasyonundaki eozinofilik graniilosit

hemosit sayisiyla Alsancak, Konak ve Goztepe istasyonlarinin eozinofilik graniilosit

hemosit sayisilarindaki istatiksel fark anlamli bulunmamastir (p>0,05).
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Alsancak istasyonundaki eozinofilik graniilosit hemosit sayisiyla Pasaport
istasyonunun eozinofilik graniilosit hemosit sayisinin istatiksel farki anlamh

bulunmustur (p<0,05)

Alsancak istasyonundaki eozinofilik graniilosit hemosit sayisiyla Konak,
Goztepe, Karsiyaka, Bostanli istasyonlarinin eozinofilik graniilosit hemosit

sayilarindaki istatiksel fark anlamli bulunmamustir (p>0,05).

Konak istasyonundaki eozinofilik graniilosit hemosit sayisiyla Pasaport
istasyonunun eozinofilik grantilosit hemosit sayisinin istatiksel farki anlamli

bulunmustur (p<0,05).

Konak istasyonundaki eozinofilik graniilosit hemosit sayisiyla Goztepe,
Karsiyaka ve Bostanli istasyonlarindaki eozinofilik graniilosit hemosit sayilarinda

istatiksel fark anlamli bulunmamastir (p>0,05).

Goztepe istasyonundaki eozinofilik graniilosit hemosit sayisiyla Karsiyaka ve
Pasaport istasyonlarinin eozinofilik graniilosit hemosit sayilarindaki istatiksel farki

anlamli bulunmustur (p<0,05).

Goztepe istasyonundaki eozinofilik graniilosit hemosit sayisiyla Bostanli
istasyonunun eozinofilik graniilosit hemosit sayisinin istatiksel farki anlamh

bulunmamastir (p>0,05).

Karsiyaka istasyonundaki eozinofilik graniilosit hemosit sayistyla Pasaport ve
Bostanli istasyonlarinin eozinofilik graniilosit hemosit sayilarindaki istatiksel farki

anlamli bulunmamustir (p>0,05).
Pasaport istasyonundaki eozinofilik graniilosit hemosit sayisiyla Bostanl

istasyonunun eozinofilik graniilosit hemosit sayisinin istatiksel farki anlamlh

bulunmamaistir (p>0,05).
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4.3. Mikronukleus ve Nukleus Anomalileri

Giemza boyama yontemiyle boyanan preparatlar 151k mikroskobunda
incelendiginde  nukleus anomaliliklerinden  mikronukleus (MN) niikleer
tomurcuklanma (BUD) ve binukleus (BN) bulunduran hiicreler gézlemlenmistir.
Mikronukleus ve niikleus anomalilikleri  Sekil.4.13-  Sekil.4.15’¢  kadar

gosterilmistir.

Tablo.4.2. Istasyonlara Gore MN ve Niiklear Anamoli Yiizdeleri.

%
FOCA 2,84 1,16 0,40 95,60
BOSTANLI 11,40 4,28 3,28 82,38
KONAK 4,31 3,16 2,01 90,12
‘ 7,58 2,13 0,92 89,37
‘ 6,44 2,11 0,77 90,60
8,53 2,02 2,40 87,01
‘ 5,70 3,90 2,43 87,97

Tablo.4.2’ye gore referans bolgesi olan Foga istasyonuna gore diger
istasyonlarin nukleus anomaliliklerinde artis s6z konusudur. En yiiksek MN frekansi
% 11,40’ lik oranla Bostanli istasyonunda, en diisitk MN frekans1 % 2,84’ liik oranla
referans istasyonu olan Foga istasyonunda oldugu saptanmistir. BN frekansinin en
yiiksek oran1 % 4, 28 oranla Bostanli istasyonunda, en diisiik oranin da % 1,16’ lik
oranla Foga istasyonunda oldugu belirlenmistir. BUD frekans1 oranlarn
karsilastirildiginda da en yiiksek BUD frekanst % 3,28’lik oranla Bostanl

istasyonunda en diisiikk % 0,40’lik oranla Foca istasyonunda oldugu saptanmaistir.
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EG

Resim.4.13. Hemosit Alt Populasyonlar1 ve BN’li Bazofilik Graniilosit (Biiyiitme : X
100).

Resim.4.14. Bazofilik Graniilosit ve NB ( Biiyiitme: X 100).
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Resim.4.15. MN’li Eozinofilik Graniilosit ve Bazofilik Graniilosit (Biiyiitme:
X 100).

4.3.1. Istasyonlara Gore Istatiksel Olarak Mikronukleus Frekanslarimin

Karsilastirilmasi
150+
Bl KONAK
—_ Bl ALSANCAK
% 100 Bl GOZTEPE
P Bl KARSIYAKA
% Bl PASAPORT
> 50 BB FOCA
= Bl BOSTANLI
0-

Sekil.4.16. istasyonlara Gére MN Frekans Grafigi.

46



Nonparametrik istatiksel testlerden Kruskal-Wallis (Nonparametrik ANOVA)
Testi kullanigmistir. Mikronukleus frekansi en yiiksek Bostanli istasyonunda en

diisiik Foca istasyonunda oldugu saptanmustir (Sekil.4.16).

Referans bolgesi olarak secilen Foga istasyonunun MN frekansiyla Alsancak,
Goztepe, Karsiyaka ve Bostanli istasyonlarimin MN frekanslarinin istatiksel farki

anlamli bulunmustur (p<0,05).

Foga istasyonunun MN frekansiyla Konak ve Pasaport istasyonlarinin MN

frekanslarinin istatiksel farki anlamli bulunmamistir (p>0,05).

Alsancak istasyonu MN frekansiyla Konak istasyonunun MN frekansinin

istatiksel farki anlamli bulunmustur (p<0,05).
Alsancak istasyonunun MN frekansiyla Goztepe, Karsiyaka, Pasaport ve
Bostanli istasyonlarinin MN frekanslarinin istatiksel farki anlamli bulunmamaistir

(p>0,05).

Konak istasyonu MN frekansiyla Karsiyaka ve Bostanli istasyonlarinin MN

frekanslarinin istatiksel farki anlamli bulunmustur (p<0,05).

Konak istasyonu MN frekansiyla Pasaport istasyonunun MN frekansinin

istatiksel farki anlamli bulunmamaistir (p>0,05).

Goztepe istasyonu MN frekansiyla Bostanl istasyonlarinin MN frekansinin

istatiksel farki anlamli bulunmustur (p<0,05).

Goztepe istasyonu MN frekansiyla Karsiyaka ve Pasaport istasyonlarinin MN

frekansinin istatiksel farki anlamli bulunmamistir (p>0,05).

Karsiyaka istasyonu MN frekansiyla Pasaport istasyonunun MN frekansinin

istatiksel farki anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Karsiyaka istasyonu MN frekansiyla Bostanli istasyonunun MN frekansinin

istatiksel farki anlamli bulunmamistir (p>0,05).

Pasaport istasyonu MN frekansiyla Bostanli istasyonu MN frekansinin

istatiksel farki anlamli bulunmustur (p<0,05).

4.3.2. Istasyonlara Gore Istatiksel Olarak Binukleus Frekanslarinin

Karsilastirilmasi

Nonparametrik istatiksel testlerden Kruskal-Wallis (Nonparametrik ANOVA)
Testi kullanilmistir. Mikronukleus frekanst en yiiksek Bostanli istasyonunda en

diisiik Foca istasyonunda oldugu saptanmistir (Sekil.4.17).

50-
Bl KONAK
— 40 Bl ALSANCAK
3 Bl GOZTEPE
= 307 Bl KARSIYAKA
> 20 Bl PASAPORT
; Bl FOCA
o Bl BOSTANLI
0-
o‘y{- eov‘l' ’\(‘3@ ol Qoé QOQV «Vy

Sekil.4.17. Istasyonlara Gére BN Frekans Grafigi.
Referans bolgesi olarak secilen Foga istasyonu BN frekansiyla Konak,

Pasaport ve Bostanli istasyonlarinin BN frekanslarinin istatiksel farki anlamli

bulunmustur (p<0,05).
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Foca istasyonu BN frekansiyla Alsancak, Goztepe ve Karsiyaka

istasyonlarinin BN frekanslarinin istatiksel farki anlamli bulunmamistir (p>0,05).

Alsancak istasyonu BN frekansiyla Konak, Goztepe, Karsiya istasyonlarinin

BN frekanslarinin istatiksel farki anlamli bulunmamistir (p>0,05).

Alsancak istasyonu BN frekansiyla Pasaport ve Bostanli istasyonlarinin BN

frekanslarinin istatiksel farki anlamli bulunmustur (p<0,05).

Konak istasyonu BN frekansiyla Goztepe, Karsiyaka, Pasaport ve Bostanl

istasyonlarinin BN frekanslarinin istatiksel farki anlamli bulunmamastir ( p>0,05).

Goztepe istasyonu BN frekansiyla Pasaport ve Bostanli istasyonlarinin BN

frekanslarinin istatiksel farki anlamli bulunmustur (p<0,05).

Goztepe istasyonu BN frekansiyla Karsiyaka istasyonu BN frekansinin

istatiksel farki anlamli bulunmamistir (p>0,05).

Karsiyaka istasyonu BN frekansiyla Pasaport ve Bostanli istasyonlarinin

istatiksel farki anlamli bulunmustur (p<0,05).

Pasaport istasyonu BN frekansiyla Bostanli istasyonu BN frekansinin

istatiksel farki anlamli bulunmamaistir (p>0,05).
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4.3.3. Istasyonlara Gore Istatiksel Olarak Niikleer Bud (NB)

Frekanslarinin Karsilastirilmasi

Nonparemetrik istatiksel testlerden Kruskal-Wallis Testi uygulanmistir.
Niikleer bud (NB) frekansi en yiiksek Bostanli istasyonunda en diisiik Foca
istasyonunda oldugu saptanmistir (Sekil.4.18).

40-
Bl KONAK

_ Bl ALSANCAK
2% B GOZTEPE
P Bl KARSIYAKA
> 207 Bl PASAPORT
n‘g @l FOCA
= 10- @l BOSTANLI

0-

o‘&i. ‘\o@" Qg@ ol <2°Q~ QOCX «‘?\y

LA o c’o'l’ Qg;, P

» & QV ?

Sekil.4.18. Istasyonlara Gére NB Frekans Grafigi.

Referans bolgesi olarak secilen Foga istasyonu NB frekansiyla Konak,
Karsiyaka, Pasaport ve Bostanli istasyonlarinin NB frekanslarinin istatiksel farki

anlamlidir (p<0,05).

Foca istasyonu NB frekansiyla Goztepe istasyonunun NB frekansinin

istatiksel farki anlamli degildir (p>0,05).

Konak istasyonu NB frekansiyla Pasaport ve Bostanli istasyonlariin NB

frekanslarinin istatiksel farki anlamli degildir (p>0,05).

Goztepe istasyonu NB frekansiyla Karsiya ve Bostanli istasyonlariin NB

frekanslarinin istatiksel farki anlamlidir (p<0,05).

50



Karsiyaka istasyonu NB frekansiyla Pasaport ve Bostanl istasyonlarinin NB

frekanslarinin istatiksel farki anlamli degildir (p>0,05).

Pasaport istasyonu NB frekansiyla Bostanli istasyonunun NB frekansinin

istatiksel farki anlamli degildir (p>0,05).
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5. TARTISMA

Bu arastirma midye Mytilus galloprovincialis’in toksisite c¢alismalarinda
hematolojik ve genotoksik yanitlarin kullanilmasi ve degerlendirilmesi i¢in bir 6n

calisma niteligindedir.

Bir¢ok kirleticinin, omurgasiz i¢ savunmasinda Onemli rolleri olan
hemositlerin fonksiyonlarinda degisiklige ve nukleus anomaliliklerine sebep oldugu
bilinmektedir. Toplam hemosit sayisi [12]; fagositoz, reaktif oksijen (ROS)
tiirlerinin tretimi [15, 115] ve lizozomal membran stabilitesi [106], genel olarak
midyelerde kirletici kaynakli immiinotoksisite degisiklikleri olarak  kabul

edilmektedir.

Kompleks kirleticilere karsi en belirgin tepki Toplam Hemosit Sayisi’nda
degisiklik (artis ya da azalma), diferansiyel hiicre sayiminda da graniilosit hiicre
sayindaki artis ve agraniilositlerde azalma olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu da
toksik madde ye maruz kalan midye hemolenf hiicrelerinin (hemosit) hasari
sonucunda hematopoietik dokuya gecerek hemolenfte dolasan hemosit sayisinda
azalmaya, hematapoietik dokuda iiretilen hemosit hiicrelerinin diapedesiz ile
hemolenfe ge¢cmesiyle de hemolenfteki hemosit sayisinda artiga sebep olmaktadir.
Bununla birlikte niiklear anomaliliklerin sayisinda da artisa sebep olmaktadir. Bu
artis yada azalma toksik madde ve kompleks Kkirleticilerin immiinolojik ve
genotoksik etkilerine gore degismektedir. Ayni zamanda graniillii hiicrelerin
sitoplazmik ¢ikintilarinin yok oldugu bunun sonucunda da hiicrelerin yuvarlaklastigi

gozlemlenmistir.

Cevresel gozlem calismalarinin biiylik bir kisminda Toplam hemosit sayisi,
Diferansiyel hemosit sayimlari,( graniilosit ve agranlosit hiicre tiplemeleri) ve
niiklear anomali gibi elde edilen veriler kullanilmaktadir. Calismamizda yukarida
sOzli edilen parametreler Olgiilerek cevresel kirliligin etkileri ortaya konulmaya
calisitlmis ve c¢evresel gozlem ve inceleme c¢alismalarinda immunolojik ve
genotoksik parametrelerin incelenmesi fizyolojik bir yaklasim olarak ele alinmustir.
Bu amagla secilen 7 istasyondan (Goztepe, Alsancak, Pasaport, Konak ,Bostanli,

Karsiyaka ve Foca) aliman orneklerin hemolenflerinde total hemosit sayisi ve
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diferansiyel hemosit sayimlar1 ve mikronukleus testini uygulanmistir. Yapilan
calismanin sonuglara gore, MN frekansi, total ve diferansiyel hemosit sayimlari
referans istasyonumun olan Foga istasyonuyla kiyaslandiginda, kirliligin yogun

oldugu Bostanl1 ve Pasaport istasyonlarinda degisiklik gdsterdigi tespit edilmistir.

Nonparametrik istatiksel testlerden Kruskal-Wallis testi yapildi. Pasaport
istasyonunda total hemosit sayis1 (THS) (154,33 +433) en diisiik, Bostanh
istasyonunda da (639,66 +£553,95) en yiikksek oldugu saptanmistir. Referans
istasyonu olarak secilen Foca istasyonu diger istasyonlarla karsilastirildiginda
yalnizca Pasaport istasyonunun THS sayis1 diisiik, diger istasyonlarin yiiksek

cikmuistir (p<0,05).

Goztepe- Karsiyaka, Alsancak- Goztepe, Konak- Alsancak istasyonlari
arasinda istatiksel olarak fark gozlenmemistir (p>0,005). Pasaport istasyonu diger
istasyonlarla karsilastirildiginda THS sayisinin diisiik oldugu ve bu farkin istatiksel
olarak anlamli oldugu saptanmistir (p<0,05). Bostanl1 istasyonunda THS say1s1 diger

istasyonlara gore yiiksek oldugu saptanmistir (p<0.05).

Pipe ve Coles, [1995], Venedik lagiiniinde Mytilus edulis tiiriinde yaptiklar
arastirmada c¢evresel toksik maddelere maruz kalmaya yanit olarak dolagimdaki
hemosit sayindaki artisin en yaygin goriilen degisikliklerden biri oldugunu
gostermistir. Buna karsin M. edulis tiirlinlin kadmiyuma maruz kalmasi sonucu

dolagimdaki hemosit sayisini diisiirmiistiir [107, 108].

Novoa ve ark., [1998], Ruditapes decussates ve Ruditapes phillippinarum
tiirleri Vibrio tapetis ile yaptiklar ¢alismada inokiile edildikten sonra dolasimdaki

hemosit sayisinda artig oldugu gozlemlenmistir [109].

Pipe ve Coles tarafinda 1994 yilinda yapilan aragtirmada Onceden bakira
maruz kalmis M. edulis tiriinlin Vibrio tubiasshii tiirline maruz kalmanin ardindan,
V. tubiasshii tirine maruz kalmamis midyelerle karsilastirildiginda dolasimdaki

hemosit sayisini diisiirdiigii tespit edilmistir [33].
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Parry ve Pipe tarafindan 2004 yilinda yapilan arastirmada iki deney
yapilmistir. Birinci ¢alismada 0,02 ve 0,05 ppm'de bakir ile ardisik olarak maruz
birakilditan sonra V. tubiashii bakterisi ile maruz birakilmistir. ikinci ¢alismada,
midye eszamanli olarak bakir ve V. tubiashii'ye maruz birakilmistir. Her iki ¢alisma
da sicakligin immiin yanit lizerinde ek bir etkiye sahip olup olmadigini belirlemek
icin 10 ve 15 ° C'de gerceklestirilmistir. Yapilan bu calismada sicakligin 5°C
yiikselmesi bakira 6n maruziyetinden sonra V. tubiashii'ye maruz birakilan
midyelerin dolasimdaki toplam hemosit sayisini arttirmistir. Sonug olarak her iki
calismada da 10 ve 15 ° C'de sicakliga maruz birakilan midyeler, diisiik bakir
konsantasyonuna maruz birakildiginda dolasimdaki toplam hemosit sayisinda artig
gbzlenmistir ancak, daha yiiksek seviyedeki bakir konsantrasyonuna maruz kalan
midyelerin dolasimdaki toplam hemosit sayisinda azalma s6z konusu oldugu
saptanmistir. Hemosit sayisinda artig, diistik kirletici seviyelerine nispeten hizli tepki
gostermesine, bakteri yiiklemesinin de kan hiicrelerinin poliferasyonunu uyarmaktan
cok hematopoietik dokulardan salinimina neden oldugu yorumu yapilmistir [107].
Bununla birlikte, midyeler ayn1 zamanda V. tubiashii'ye ve 0,02 ppm bakira maruz
birakildiginda dolasimdaki toplam hemosit sayisinin azaldigi ve daha sonra 0,05
ppm bakir eklendiginde dolasimdaki toplam hemosit sayisinin tekrar arttigi
saptanmistir. Hemosit sayisinda azalma hematopoiezin azalmasi veya hemositlerin

dolasim sisteminden dokulara gociine bagli oldugunu belirtmislerdir [2, 107]

Ciacci ve ark., [2011], midye M. galloprovincialis tiri 0.1-1-10-100 uM
konsantrasyonlar 96 saat Cr (VI)‘ya maruz birakilmistir. Buna bagli olarak Cr (VI)’
nin diisiik konsantrasyonunda bile dolagimdaki total hemosit sayisinda azalma
oldugu gézlemlenmistir. Bu ¢alismada oldugu gibi bizim ¢alismamizda da referans
istasyonuna gore Pasaport istasyonunun total hemosit sayisinda azalma oldu

saptanmugtir [110].

Pipe ve ark., [1999], M. edulis tiirii 7 glin boyunca 0,02 ve 0,05 ppm bakira
maruz birakildiginda dolasimdaki toplam hemosit sayisinda belirgin bir artis oldugu
belirtilmistir. Dolasimdaki toplam hemosit sayisinin yiikselmesi, ¢evresel stres
faktorlerine bir tepki oldugu belirtilmistir. Yine ayni konu {izerinde ¢aligma yapan
arastirmacilar M. edulis’in fliioranten [111], kadmiyum [33] hem fenol hem de

sicaklik stresine [112] maruz kalmasi sonucu dolagimdaki toplam hemosit sayisinda
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artisa sebep oldugunu goézlemlemislerdir. Belirtilen stresorlerin geri ¢ekilmesiyle bu
tepkinin geri doniisiimlii oldugunu saptamislardir. Bu ¢alismada oldugu gibi bizim
caligmamizda da referans istasyonuna gore Bostanli istasyonunun total hemosit

sayisinda artis oldu saptanmistir [11].

Bivalv mollusklarin hemosit alt populasyonlarinin siniflandirilmast hala
tartisma konusudur ve mevcut hemolitik adlandirmalar tutarsizdir. Ilk olarak bivalve
mollusk hemositlerinin sinaptik ve tutarli bir siniflandirmasini énermek icin literatiir
bilgileri hala yetersizdir. ikinci olarak tanimlanan hemosit alt populasyonlarindaki
gesitlilik  kullanilan deney ve yontemlere atfedilebilir. Bivalve mollusk
hemositlerinin tayini ile ilgili tartismalara ragmen hemosit hiicrelerinin iki alt
populasyonu belirlenmistir ve gesitli aragtirmacilar tarafindan kabul edilmistir. Bu
calismada wright boyama yoOntemiyle boyanan preparatlar, 151tk mikroskobu ile
incelendiginde graniilosit ve agraniilosit (hyalinosit) olmak {izere iki hemosit alt
populasyonu gézlemlenmistir. Mytilus galloprovincialis’de agraniilosit hiicrelerden
biri olan hyalinositler saptanmistir. Graniilositlerde de bazofilik graniilosit ve
eozinofilik graniilosit saptanmistir. Benzer sonuglar istiridye [117], kum midyesi

[52, 54, 55] , midye [114] ve taraklilarda da [49-51], bulunmustur.

Hyalinositler bazofilik karakterde olup niikleus sitoplazma oranmin diigiik
oldugu gozlemlenmistir. Eozinofilik graniilositlerin sitoplazmasi pembe-mor renkte
olup nukleuslann kiiciiktliir ve fagositik aktiviye sahip olduklar1 igin sitoplazmik
cikintilar (sil, kamci) bulundurmaktadir. Bazofilik graniilositler mavi- mor renkte

olup bol sitoplazma ve sitoplazmik ¢ikintilara sahip oldugu gézlemlenmistir.

Bazi graniillii hiicrelerin sitoplazmik ¢ikintilar1 yok oldugu ve bunun

sonucunda da hiicre yuvarlaklasti§i bulunmustur.

Fagotti ve ark., [1996], yapilan galismada Cu®*, ye maruz birakilan Mytilus
galloprovincialis’in eozinofilik graniiler hemositlerinin sitoplazmik ¢ikintilarinin
yok oldugu saptanmis, bununla birlikte kontrol grubuna gore daha yiiksek niikleo

sitoplazmik orana sahip oldugu belirtilmistir [115].
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Kadmiyum (Cd), bakir (Cu) ve organik ksenobiyotiklerin (parakuat ve benzo
[a] piren) mevcudiyetinde M.galloprovincialis hemositlerinin hiicre uzantilarinin

yok oldugunu ve hiicrelerin yuvarlak bir sekil aldig: belirtilmistir [116, 117].

Mottin ve ark., [2010], H. tuberculata’nin 100 ve 1000 uM ¢inko maruziyeti
sonrast hemositleri incelendiginde, hemositlerin  kontrol grubuna gore
yuvarlaklastigr ve hiicre alanlarinin sirasiyla %36 ve %56 oranlarinda azaldigim
belirtmistir. Benzer sekilde Latire ve ark., 2012 H. tuberculata’nin kadmiyum
maruziyeti sonrast hemosit hiicrelerinin daha yuvarlak hale geldigini tespit

etmislerdir [117, 118, 129].

Yukarida s6zii edilen caligsmalarin sonuglariyla bizim yaptigimiz gozlem ve

calismalarla paralellik gdsterdigi bulunmutur.

Tablo.4.1’e gore referans istasyonu olan Foca istasyonuna gore diger
istasyonlarda eozinofilik graniiler hemosit ve bazofilik graniiler hemosit oraninda
artis, agraniiler hemosit (hyalinosit) oraninda da azalma s6z konusudur. En yiiksek
hyalinosit miktar1 %77’lik oranla referans istasyonu olan Foca istasyonunda, en
diisiik hyalinosit miktarida %27’lik oranla Bostanli istasyonunda oldugu
bulunmustur. En yiiksek eozinofilik graniilosit miktar1 %58’lik oranla Pasaport
istasyonunda, en diisiik eozinoflik graniilosit miktar1 da %19’luk oranla Foga
istasyonunda oldugu bulunmustur. En yiiksek bazofilik graniilosit miktar1 %26’ 11k
oranla Bostanli istasyonunda, en diisiik bazofilik graniilosit miktar1 da %4’liik oranla

referans istasyonu olan Foga istasyonunda bulunmustur.

Nonparametrik istatiksel testlerden Kruskal-Wallis testi  yapilmistir.
Agrantilosit hemosit sayis1 en diisiik Bostanli istasyonunda, en yiiksek Foca
istasyonunda oldugu tespit edilmistir. Bazofilik graniilar hemosit sayis1 en diisiik
Foca istasyonunda en yliksek Bostanli istasyonunda oldugu bulunmustur.
Eozinofilik graniilar hemosit sayis1 en diisiik Foga istasyonunda en yiiksek Pasaport

istasyonunda oldugu saptanmaistir.

Referans bolgesi olarak segilen Foga istasyonundaki agraniilosit hemosit

sayistyla Alsancak, Karsiyaka ve Pasaport istasyonlarinin agraniilosit hemosit
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sayilarindaki istatiksel fark anlamli bulunmustur (p<0,05) ancak Konak ve Goztepe
istasyonlarinin  agraniilosit hemosit sayilarindaki istatiksel fark anlaml

bulunmamastir (p>0,05).

Foca istasyonundaki bazofilik graniilosit hemosit sayisiyla Alsancak,
Goztepe ve Karsiyaka istasyonlarin bazofilik graniilosit hemosit sayilarindaki
istatiksel fark anlamli  bulunmustur (p<0,05) ancak Konak ve Pasaport
istasyonlarinin bazofilik grantilosit hemosit sayilarindaki istatiksel fark anlamhi

bulunmamastir (p>0,05).

Foca istasyonundaki eozinofilik graniilosit hemosit sayisiyla Karsiyaka,
Pasaport ve Bostanli istasyonlarinin eozinofilik graniilosit hemosit sayisilarindaki
istatiksel fark anlamli bulunmustur (p<0,05) ancak Alsancak, Konak ve Goztepe
istasyonlarinin eozinofilik graniilosit hemosit sayisilarindaki istatiksel fark anlamli

bulunmamustir (p>0,05).

Alsancak istasyonundaki agraniilosit hemosit sayisiyla Bostanli istasyonunun

agraniilosit hemosit sayilarindaki istatiksel fark anlamli bulunmustur (p<0,05).

Alsancak istasyonundaki bazofilik graniilosit hemosit sayisiyla Pasaport
istasyonunun bazofilik graniilosit hemosit sayilarindaki istatiksel fark anlamli

bulunmustur (p<0,05).

Alsancak istasyonundaki eozinofilik graniilosit hemosit sayisiyla Pasaport
istasyonunun eozinofilik graniilosit hemosit sayisinin istatiksel farki anlamh

bulunmustur (p<0,05).

Konak istasyonundaki agraniilosit hemosit sayisiyla Karsiyaka, Pasaport ve
Bostanli istasyonlarinin agraniilosit hemosit sayilarindaki fark anlamli bulunmustur

(p<0,05).

Konak istasyonundaki bazofilik graniilosit hemosit sayisiyla Bostanlh
istasyonunun bazofilik graniilosit hemosit sayilarindaki istatiksel fark anlaml

bulunmustur (p<0,05).
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Konak istasyonundaki eozinofilik graniilosit hemosit sayisiyla Pasaport
istasyonunun eozinofilik graniilosit hemosit sayisinin istatiksel farki anlamh

bulunmustur (p<0,05).

Goztepe istasyonundaki agraniilosit hemosit sayisiyla Bostanli istasyonunun

agraniilosit hemosit sayilarindaki istatiksel fark anlamli bulunmustur (p<0,05).

Goztepe istasyonundaki bazofilik graniilosit hemosit sayisiyla Pasaport
istasyonunun bazofilik graniilosit hemosit sayilarindaki istatiksel fark anlamli

bulunmustur (p<0,05).

Goztepe istasyonundaki eozinofilik graniilosit hemosit sayisiyla Karsiyaka ve
Pasaport istasyonlarinin eozinofilik graniilosit hemosit sayilarindaki istatiksel farki

anlamli bulunmustur (p<0,05).

Karstyaka istasyonundaki agraniilosit hemosit sayisiyla Pasaport ve Bostanli
istasyonlarinin  agraniilosit hemosit sayilarindaki istatiksel fark anlamli

bulunmamastir (p>0,05)

Karsiya istasyonundaki bazofilik graniilosit hemosit sayisiyla Pasaport ve
Bostanli istasyonlarinin bazofilik graniilosit hemosit sayilarindaki istatiksel fark

anlamli bulunmamistir (p>0,05).

Karsiyaka istasyonundaki eozinofilik graniilosit hemosit sayisiyla Pasaport ve
Bostanli istasyonlarinin eozinofilik graniilosit hemosit sayilarindaki istatiksel farki
anlamli bulunmamustir (p>0,05).

Pasaport istasyonundaki agraniilosit hemosit sayisiyla Bostanli istasyonunun

agraniilosit hemosit sayilarindaki istatiksel fark anlamli bulunmamistir (p>0,05).
Pasaport istasyonundaki bazofilik graniilosit hemosit sayisiyla Bostanli

istasyonunun bazofilik graniilosit hemosit sayisinin istatiksel farki anlamh

bulunmustur (p<0,05).
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Pasaport istasyonundaki eozinofilik graniilosit hemosit sayisiyla Bostanl
istasyonunun eozinofilik graniilosit hemosit sayisinin istatiksel farki anlaml

bulunmamaistir (p>0,05).

Kan hiicre tiirlerinin oranlarindaki degisim cesitli stres faktorlerine tepki

olarak yorumlanmigtir [112].

Midye ve Istiridyede bakir maruziyetinin hyalinosit yiizdesini diisiirdiigii,

graniilosit yiizdesini arttirdig tespit edilmistir [121, 122,].

Coles ve ark., [1995], yapilan ¢alismada M. edulis tiiriiniin kadmiyuma maruz
kalmas1 sonucu dolasimdaki eozinoflik ve bazoflilik hemosit hiicrelerinin oranlari
tizerinde herhangi bir etki yaratmamasma ragmen dolasimdaki toplam hemosit

sayisint diistirmustiir [108].

Pipe ve Coles, [1995], onceden bakira maruz kalmis M. edulis tiiriiniin V.
tubiasshii tirine maruz kalmanin ardindan, V. tubiasshii tiriine maruz kalmamis
midyelerle karsilastirildiginda dolasimdaki hemosit sayisim1  diislirdligii ancak

hemolenfteki eozinoflik hemositlerin oranini arttirdigi tespit edilmistir [107].

Pipe ve ark., [1999], tiirii 7 giin boyunca 0,02 ve 0,05 ppm bakira maruz
birakildiginda M. edulis tiirii midyelerde bazofilik hemositlere kiyasla dolagimdaki

eozinofilik hemosit ylizdesinde doza bagli bir azalma oldugu belirlenmistir [11].

Parry ve Pipe, [2004], M. edulis tiiriiniin bulundugu ortam sicakliginin 5°C
yiikselmesi ve bakira 6n maruziyetinden sonra V. tubiashii'ye maruz birakilan
midyelerin dolasimdaki toplam hemosit sayisini arttirmistir buna ek olarak bazofilik

hemosit yiizdesini de arttirmigtir [2].

Tame ve ark., [2015], Bathymodiolus japonicus, B.platiforans ve B.
septemdierum simbiyotik midyelerinin hemosit morfoloji ¢alisilmasi sonucunda

dolagimdaki hemosit alt populasyonlar1 sirasiyla %44,7- %48.,5, %14,3-%17,6,
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%34,3-%41,0 oraninda agraniilosit ve eozinofilik graniilosit oranlarma sahipken,
dolasimdaki bazofilik graniilositler %13.3, %17,6 oranlarinda oldugu saptanmistir
[17].

Victor, [1993], Paratelphusa hidrodromlu (Herbst) 30 giin boyunca subletal
0.02-0.50 uM/L kadmiyum kloriiriin (CdCl,) ekilerinin arastirildigi ¢aligmasinda
dolasimdaki hemosit sayisinda énemli degisiklikler belirlenmistir. Genel olarak her
iki dozda da kontrol grubuna goére hemosit sayis1 azalmistir. 0.50 uM/L CdCl,
maruziyetinde hyalinosit ve eozinofilik graniilositlerin yiizdesini sirastyla %21 ve
%32 oraninda azaltmigtir. Prohemosit ve intermediet graniilositlerin sayisini

strasiyla %69 ve %18 oraninda arttirmistir [123].

Yukarida s6zii edilen ¢alismalarin sonuglartyla bizim yaptigimiz gozlem ve

calisma ile paralellik gostermektedir

Calismamizda kirliligin midyeler {izerindeki etkisini mikronukleus testi
yardimiyla aragtirmaya calistik. Segilen istasyondan (Alsancak, Konak, Bostanli,
Karsiyaka, Goztepe, Pasaport, Foga) aliman oOrneklerin hemolenflerinde
mikronukleus testini gerceklestirdik. Yaptigimiz c¢alismanin sonuglarina gore,
Nonparametrik istatiksel testlerden Kruskal-Wallis (Nonparametrik ANOVA) Testi
kullanilmistir. Tablo. 4.2°ye goére mikronukleus frekansi en yiiksek Bostanl
istasyonunda en diisiik Foca istasyonunda oldugu saptanmistir. Binukleus frekansi
en yiiksek Bostanli istasyonunda en diisiik Foca istasyonunda oldugu saptanmuistir.
Niikleer bud (NB) frekansi en yliksek Bostanli istasyonunda en diisiikk Foca

istasyonunda oldugu saptanmustir.

Referans bolgesi olarak secilen Foca istasyonunun MN frekansiyla Alsancak,
Goztepe, Karsiyaka ve Bostanli istasyonlarinin MN frekanslarinin istatiksel farki
anlamli bulunmustur (p<0,05) ancak Konak ve Pasaport istasyonlarinin MN

frekanslarinin istatiksel farki anlamli bulunmamaistir (p>0,05).

Referans bolgesi olarak segilen Foga istasyonu BN frekansiyla Konak,

Pasaport ve Bostanli istasyonlariin BN frekanslarmin istatiksel farki anlamhi
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bulunmustur (p<0,05) ancak Alsancak, Goztepe ve Karsiyaka istasyonlariin BN

frekanslarinin istatiksel farki anlamli bulunmamistir (p>0,05).

Referans bolgesi olarak segilen Foca istasyonu NB frekansiyla Konak,
Karsiyaka, Pasaport ve Bostanli istasyonlarinin NB frekanslarinin istatiksel farki
anlamlidir (p<0,05) ancak Goztepe istasyonunun NB frekansinin istatiksel farki

anlaml degildir (p>0,05).

Alsancak istasyonu MN frekansiyla Konak istasyonunun MN frekansinin
istatiksel farki anlamli bulunmustur (p<0,05) ancak Goztepe, Karsiyaka, Pasaport ve
Bostanli istasyonlarinin MN frekanslarinin istatiksel farki anlamli bulunmamistir

(p>0,05).

Alsancak istasyonu BN frekansiyla Konak, Goztepe, Karsiya istasyonlarinin
BN frekanslarmin istatiksel farki anlamli bulunmamaistir (p>0,05) ancak Pasaport ve

Bostanli istasyonlarimin BN frekanslarinin istatiksel farki anlamli bulunmustur

(p<0,05).

Konak istasyonu MN frekansiyla Karsiyaka ve Bostanli istasyonlarinin MN
frekanslarinin istatiksel farki anlamli bulunmustur (p<0,05) ancak Pasaport

istasyonunun MN frekansinin istatiksel farki anlamli bulunmamistir (p>0,05).

Konak istasyonu BN frekansiyla Goztepe, Karsiyaka, Pasaport ve Bostanl

istasyonlarmin BN frekanslarinin istatiksel farki anlamli bulunmamistir (p>0,05).

Konak istasyonu NB frekansiyla Pasaport ve Bostanli istasyonlarinin NB

frekanslarinin istatiksel farki anlamli degildir (p>0,05).
Goztepe istasyonu MN frekansiyla Bostanli istasyonlarinin MN frekansinin

istatiksel farki anlamli bulunmustur (p<0,05) ancak Karsiyaka ve Pasaport

istasyonlarinin MN frekansinin istatiksel farki anlamli bulunmamaistir (p>0,05).
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Goztepe istasyonu BN frekansiyla Pasaport ve Bostanli istasyonlarinin BN
frekanslarinin istatiksel farki anlamli bulunmustur (p<0,05) ancak Karsiyaka

istasyonu BN frekansinin istatiksel farki anlamli bulunmamustir (p>0,05).

Goztepe istasyonu NB frekansiyla Karsiya ve Bostanli istasyonlarinin NB

frekanslarinin istatiksel farki anlamlidir (p<0,05).

Karsiyaka istasyonu MN frekansiyla Pasaport istasyonunun MN frekansinin
istatiksel farki anlamli bulunmustur (p<0,05) ancak Bostanli istasyonunun MN

frekansinin istatiksel farki anlamli bulunmamistir (p>0,05).

Karstyaka istasyonu BN frekansiyla Pasaport ve Bostanli istasyonlarinin

istatiksel farki anlamli bulunmustur (p<0,05).

Karstyaka istasyonu NB frekansiyla Pasaport ve Bostanli istasyonlarinin NB

frekanslarinin istatiksel farki anlamli degildir (p>0,05).

Pasaport istasyonu MN frekansiyla Bostanli istasyonu MN frekansinin

istatiksel farki anlamli bulunmustur (p<0,05).

Pasaport istasyonu BN frekansiyla Bostanli istasyonu BN frekansinin

istatiksel farki anlamli bulunmamastir (p>0,05).

Pasaport istasyonu NB frekansiyla Bostanli istasyonunun NB frekansinin

istatiksel farki anlamli degildir (p>0,05).

Klobucar ve ark., [2008], yapilan bu calismada midye citfligi, tersane, yat
limani, Adriavinil ve Vranjic’ in kiyr seridi, Split Limani, Necujam Koy’ unda
yapilan 2 yillik inceleme sonucu MN frekansinda artis oldugu saptanmistir. Bu
calismada elde edilen sonuglarin yanmi sira Adriyatik’te yapilan baska calismada
Vranjic’ in kiy1 seridinin en yiiksek genotoksik kirletici yiikiine sahip oldugu tespit
edilmistir [124, 125].
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Klobucar ve ark., [2003], Dreissena polymorpha’ da (Zebra midyesi) yapilan
2000-2001 yillarinin Mayis ve Haziran aylarmmi kapsayan biyolozik izleme
calismasinda, referans istasyonu olarakta Drava nehri, Zagreb, Oborova, Sisak,
Lukave istasyonlar1 da genotoksik kirletici barindiran Sava nehrinden belirlenmistir
[128]. Bu calisma sonucunda MN frekans: en yliksek MN frekansi Oborova

istasyonu ve Sisak istasyonunda (p<0,01) oldugu saptanmustir.

Bolognesi ve ark., [2004], M. galloprovincialis ile yapilan biyolojik izleme
caligmasinda endiistriyel kirlenmenin yiliksek oldugu Cornigliano, Ticaret Limani
Voltri, Zinola Tersanesi, Sonremo agilar1 ve referans olarakta Palmoria’ da bulunan
midye ¢iftligi istasyonlar olarak belirlenmis, midyenin solunga¢ dokusunda MN
frekanslar1 degerlendirilmistir. Calismanin sonucunda referans istasyonuna gore
diger istasyonlarin MN frekansinda artis soz konusudur. En yiiksek MN frekansi
endistriyel kirlenmenin yogun oldugu Cornigliano istasyonunda oldugu saptanmigtir

[84].

Cavas ve Konen., [2008], balik Oreochromis niloticus (Nil Tilapyasi) 72 saat
boyunca 1lpg/g, Sug/g, 10pg/g Domaik aside maruz birakilmistir. Yapilan
incelemeler sonucunda negatif kontrol grubuna gore siire doza bagli olarak MN

frekasinda artis oldugu saptanmistir [127].

Barsiene ve ark., [2006], midye M. edulis solungag hiicreleri ile yapilan bu
calismada 50 ppb Bifenol-A, 50 ppb diallil fatalat ve BDE-47° ye subletal
konsantrasyonda 3 hafta bozunca maruz birakilmistir. Yapilan preparasyon
isleminden sonra kontrol grubu MN, BN ve NB frekanslar sirastyla %ol, %ol,2,
%02,9 iken Bifenol-A, Diallil fatalat ve BDE-47 maruziyesi sonrast MN frekanslari
sirastyla %02, %03,1, %03,9 BN frekanslar1 sirasiyla %ol,9, %02,1, %03,3 NB
frekanslar sirsiyla %03, %03,4, %04,5 olarak saptanmis ve niikleer anomaliklerde bir

artis soz konusu oldugu gézlemlenmistir [128].

Fernandez ve ark., [2011], Ispanya’nin akdeniz kiyilarindan (Iber
Yarimadasi) 17 adet istasyon belirlenmis ve Mytilus galloprovincialis’in niikleer
anomaliliklerine bakilarak biyomonitoring calisma gerceklestirilmistir. Istasyonlar

sirastyla Cadaqués, Medas Adasi (koruma altinda), Barselona (endiistri ve
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sehirlesmeden etkilenmis bolge), Vallcarca (PAH ve PCB’ce zengin), Torragona
(PAH ve PCB’ce zengin), Columbrete Adasi (koruma altinda), Valencia, Cullera,
Portman (maden isletmeciligi yiiziinden etkilenmis bolge ve PAH, PCB’ce zengin),
Cartagena, Almunecar, La Herradura, Torrox, Fuengirola, Manilva, Punta Carnero
(Algericas1), Guadamnaque (Algaricas2) olarak belirlenmistir. Yapilan mikroskobik
incelemeler sonucunda en yiiksek MN, BN ve NB frekansi sirasiyla %o011,6 oraninda
Cartagene istasyonunda, %903,9 oraninda Vallarca istasyonunda , %o4,6 oraninda
Cartagene isyonunda oldugu goézlemlenmistir. En diisiik MN, BN, NB frekanslari
strastyla %o2,1 oraninda Cullera istasyonunda, %00 oraninda Cullera ve Fuengirola
istasyonlarinda, %00,3 oraninda Tarregona, Barselona ve Cadaques istasyonlarinda

oldugunu belirtmiglerdir [129].

Taleb ve ark., [2009], Cezayir kiyisindan 3 istasyon belirlenmistir. Bu
istasyonlardan Kristel istasyonu referans istasyonu, agir metal, polisiklik aromatik
hidrokarbon (PAH) ve organoklorlu bilesiklerce zengin olan Oran limani ve
Mostaganem limani secilmistir. Bu istasyonlardan M. galloprovincialis cinsi
midyeler toplanarak solunga¢ ve hemolenfinde mikronukleus frekanslar
karsilastirilmistir. Incelemeler sonucunda Oran limam1 ve Mortaganem limani
midyelerinin hemolenfinde kaydedilen MN frekanslar1 sirasiyla 5.5%o- 9.44%0 ve
5.11%o- 9.89%o arasinda degismistir. Bu degerler, Kristel midyelerinin hemolenfinde
kaydedilenlerden, (%o1.6- %02.4) anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir
(p<0.05). Oran liman1 ve Mortaganem liman1 midyelerinin solunga¢ hiicrelerindeki
MN frekanst %05,67- %011,78 ve %04,46 ve %o 6,47 oranlarin da degisiklik
gosterirken, referans istasyonunda MN frekanst %00 ve %o1,18 oraninda oldugu

belirnetmistir [130].

Arslan ve ark., [2010], Kirliligin gozlendigi 4 istasyondan (Alaybey Tersane,
Alsancak Limani, Pasaport ve Bostanli ) alinan midye 6rneklerinin hemolenf ve
solungaclarinda mikronukleus testi gerceklestirilmistir. Midyelerdeki, mikronukleus
testinin, kirliligin ve 0Ozellikle liman kirliliginin izlenmesinde hassas sonuglar
verdigini ve buna bagli olarak, kiyisal ekosistem kirliliginin diizenli olarak
izlenmesinde standart metod olarak kullanilabilecegi goriilmiistiir. Bu da ysptigimiz

calismanin sonuglari ile paralellik gostermektedir [131].
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alisma sonucunda, M. galloprovincialis tiirii midyelerle yapilan toplam
hemosit sayimlari, differansiyel hemosit sayimlar1 sonuglart immiinolojik olarak ve
MN testininde genotoksik agidan hassas sonuglar verdigi, buna bagli olarak da
biyolojik izleme ¢aligmalarinda kullanilabilecek iyi bir biyobelirte¢ olduklar: tespit
edilmistir. Midye hemositlerinin sindirim, besin tasima, bosaltim, ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonu, rejenerasyon, onarim ve bagisiklik savunmasinda onemli rol
oynadiklari i¢in deniz kirliligi ¢alismalarinda immiinolojik ve genotoksik etkilerin
degerlendirilmesinde daha etkili yontemler olarak Onemli yararlar saglayacagi
sonucuna varilmistir. Midye (M. galloprovincialis) hemolenfinde yapilan
mikronukleus testlerinin, Total hemosit sayisimin  sayisinin  deniz  kirliligi
calismalarinda denizel ekosisteme etkisini gostermede basit, hizli ve iyi bir

biyobelirte¢ oldugu belirlenmistir.
Midye (M. galloprovincialis) hemolenfinde yapilan mikronukleus testlerinin

kirlilik izleme ¢aligmalarinda giivenilir testler oldugu ve immunolojik parametrelerle

beraber ¢alisilmasinin daha yararli sonuglar ortaya cikarabilecegi onerilmektedir.
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