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Bu calismada, tatli su baligi Oreochromis niloticus sadece tuzluluk (0, 2 ve
8 ppt) ve tuz+metal (1pug/mL Cr ve Pb) etkilerine farkli stireler icin (1, 7 ve 14 gin)
birakilmigtir. Etki sireleri sonunda baliklarin solungag ve bagirsak dokularinda
Na'/K*- ATPaz aktivitesi olculerek, sucul ortamlarda metal toksisitesine tuzlulugun
etkisinin belirlenmesi amaglanmustir.

Elde edilen sonuclara gore enzim aktivitesinin farkli tuzluluk, metal, etki
siiresi ve doku tipine gore degistigi gozlenmistir. Metal ve tuzluluk etkisinde kalan
baliklarda ortam kosullar1 ve etki siresine bagl olarak solungag ve bagirsak
Na'/K*-ATPaz aktivitesinde degisimler gozlenmistir. Sadece tuzluluk etkisinde kalan
baliklarda aktivitedeki egilim artis yonunde olurken, tuzluluk+metal etkisinde azalma
yonunde olmustur. Metal birikimi sadece tuzluluk grubunda degismezken, metal+tuz
grubunun etkisinde genellikle artis gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Na'/K*™-ATPaz, Oreochromis niloticus, Balik, Tuzluluk, Metal
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In this study, freshwater fish Oreochromis niloticus were exposed
individually to salinity concentrations (0, 2 and 8 ppt) alone and salinity+metal (1
ug/mL Cr and Pb) exposures for different periods (1, 7 and 14 days). The aim of this
study was to investigate the effects of salinity on metal toxicity by measuring the
activity of Na'/K*-ATPase in the gill and intestine of O. niloticus after the exposure
duration.

Results showed that enzyme activity varied depending upon salinity, tissue,
metal and exposure duration. Na'/K*-ATPase activity changed in fish exposed to
both metal and salinity in relation to exposure conditions and duration. In salinity
alone group, the increasing trend in enzyme activity was observed, whereas there
was declining trend in the metal+salt mixture group. There was no significant metal
accumulation in salinity alone group, though there were increases in the metal+salt
mixture group.

Key Words: Na'/K*-ATPase, Oreochromis niloticus, Fish, Salinity, Metal
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1. GIRIS Emine BAY SOY

1. GIRIS

Sucul ortamlar, insanoglunun yol actig1 ¢esitli aktiviteler sonucu ksenobiyotik
kirliliginden etkilenmektedir. Bunlardan agir metaller ve pestisitler oldukga zararl
etkiler gostermekte olup bu etkileri biyolojik birikimleri ile artis gosterebilmektedir
(De la Torre, 2000). Endustri, ziraat ve madencilikte yaygin olarak kullamlan ve
ekolojik tehlike olusturan bakir, civa, kursun, kadmiyum vb. agir metalleri igeren
cesitli kimyasallarin  kullammlarindaki - artisin  gevreyi  kirlettigi - bilinmektedir.
Atmosferik depozisyon, atiklar, aerosol presipitasyonu ve yagmurlarin yikayici etkisi
ve diger kaynaklar aracilig1 ile gevreye yayilan agir metallerin ¢ogu igin son durak
olmasi nedeniyle sucul ortamlar hassas olarak kontrol edilmesi gereken
biyotoplardir. Metallerin toksik etkileri iki genel kategoriye ayrilabilir. Akut toksisite
(kisa sirede yuksek doz) genellikle letal etki gbzlenmektedir (Canli, 1995). Kronik
toksisite (uzun siirede diisik doz) letal ya da subletal olabilmektedir.

Kursun, nikel, kadmiyum, cinko, bakir, civa, organoklorin pestisitler,
herbisitler, cozuculer, petrol hidrokarbonlari, formaldehitler, klor, anonyak, methan,
asitler ve alkaliler toksik kirleticilerdir. Metaller gibi bazi potansiyel toksik bilesikler
koti hava kosullarinda kayalardan asinma ve volkanik aktivite gibi dogal islemlerden
kaynakl1 su ortamina karismaktadir.

Baliklarda sudan veya besin yoluyla alinan metallerin dustk trofik diizeylerde
birikiminin, su ortaminda besin zincirinin yiksek seviyelere ulasmasinda énemli bir
basamak oldugu belirtilmistir (Heath, 1987; Liang ve ark., 1999; Webb ve Wood,
2000). Aktif ya da pasif yolla alinan metallerin balik dokularindaki birikiminin
vicuda alinma, depolanma ve vicuttan atilma oramina bagli oldugu bilinmektedir.
Vicuda alinan metallerin toksik etkileri, metabolik, depolama ve detoksifikasyon
mekanizmalarimin alintm oramina yetemedikleri durumda ortaya ¢cikmaktadir (Hesath,
1987; Ay ve ark., 1999).
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Sekil 1.1. Sucul canlilarda metal alimi, tasinmasi, depolanmasi ve atilmasini gosteren
genel sema.

Baligin biyolojik sistemlerinde civa, kadmiyum ve kursun gibi agir metallerin
herhangi bir rolt olmamasina karsin, bakir, ¢inko ve demir gibi agir metallerin balik
metabolizmast igin gerekli oldugu bilinmektedir. Laboratuar ¢alismalari ve dogal
calisgmalar ile dokulardaki agir metal birikiminde, metallerin sudaki derisimleri,
etkide kalma sliresi, tuzluluk, pH, sertlik ve sicaklik gibi gevresel faktorlerin 6nemli
rol oynadigi gosterilmistir (Heath, 1987; Canli ve Atli, 2003). Tuzlulugun etkisi
blytme icin farkli ve 6zgtin optimal tuzluluk degerlerine sahip gesitli tirler arasinda
degisiklik gostermektedir. Baligin cevresel tuzluluk degisimleri sirasinda osmotik ve
iyonik homeostazisi diizenleme yetenegi dokularin gosterecegi tepkiye bagli olarak
gelismektedir. Tuzluluk genel olarak osmotik ve iyonik dizenlemeler igin gerekli
enerji ihtiyacim, besin alimin, metabolik dizenleme ve biytmeyle iligkili
osmoregulatdr hormonlarin uyarilmasini etkilemektedir (Laiz-Carrion ve ark., 2005).
Baliklar ortamdaki metali besin, su ve viicut ylzeyinden absorbsiyon yoluyla, en ¢ok
da solungaclar araciligiyla almaktadir (Viarengo, 1989). Solungaclar gaz alis verisi,
asit baz dengesi, iyon (Na', Cl" ve Ca™) tasinmas: ve nitrojenli atiklarin atiminda
gorev alan ¢ok fonksiyonlu bir organdur.

Metal toksisitesinin sudaki etilen daimin tetra asetik asit (EDTA), hidroksit,
karbonat ve humik asit gibi selat
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olusturucu gjanlarin varliginda azaldig1 ve ayn zamanda sert sulara gore yumusak
sularda da artis gosterdigi bilinmektedir (Meinelt ve ark., 2001).

Agir metaller, metal tipi ve derisimine, baligin biyolojisine, suyun fiziksel
ve kimyasal 0zelliklerine bagli olarak enzim aktivitelerinde artisa veya azalisa neden
olabilmektedir (Heath, 1987). Tuzluluk, baligin osmoregulatdr ve iyonoregulator
fizyolojisi Uzerinde ©nemli etkilere sahiptir. Teleostlarin iyon ve osmolarite
dengesinin saglanmasi icin tuzlarin solungaclardan bobreklere gecip burada tekrar
emilmeleri gerekir. Tuzlu su teleostlarinda ise bobregin suyu absorblamasi ve
solungaglardan tuzlarin  atilchgr dikkate alindiginda, teleostlarda tath suya
adaptasyonun tuzlu suya adaptasyona benzemedigi bilinmektedir. Orihalin baliklarin
tatli veyatuzlu suya adaptasyon sistemleri iyi bilinmektedir (Kato ve ark., 2005). Bu
bilgiler 1s131nda ATPazlar gibi osmoregilator enzimler Uzerinde agir metallerin
inhibitor etkileri sucul organizmalarda yararli belirtecler olarak kullanilabilmektedir
(Blanchard ve Grosell, 2006).

Sucul organizmalarda metal birikiminin incelenmesi, metallere karsi duyarlilig:
yuksek tarlerin belirlenmesinin yam sira organizmada meydana gelen yapisal ve
islevsel bozukluklarin belirlenmesi bakimindan da 6nem tasimaktadir (Canli ve Atli,
2003; Kayhan, 2006).

1.1. Kursun

Kursun periyodik tabloda IV A gurubunda yer alan bir metaldir.
Organizmalarda herhangi bir biyolojik islevi bulunmayan kursun yer kabugunda,
kayalarda, toprakta ve suda dogal olarak bulunmaktadir. Dogal sularda normal
kursun dizeyleri 0.0006-0.12 mg/L arasindadir. Kursun su ortamina, madencilik,
kémlr ve petrol yakitlarindan, cesitli yapistirict maddelerin Gretiminden, kauguk
sanayinden, benzin katki maddes olarak, aki, boya ve pil yapimi gibi insan
aktiviteleri sonucu girmektedir (Rogers ve ark., 2003).

Organizmalarda biyolojik rolii olmadigi bilinen kursunun dusik dizeyleri
Ureme, blyime ve davrams degisikliklerine neden olmaktadir (Burden ve ark.,
1998). Kursunun baliklarda biiyiime ve eritrositlerde “hem” grubu sentezinde gorev
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alan delta aminolevulinik asit dehidrataz, lipid peroksidasyon enziminin
inhibisyonuna ve ayrica anemiye neden oldugu belirtilmistir. Kursun solungaclarda
oksjen alimin azalttigi gibi, Mg™-ATPaz aktivitesinde de artisa neden
olabilmektedir (Torreblanca ve ark., 1989). Yuksek miktarlarda lipit ¢ozulmesi
nedeni ile fazla miktardaki organik kursun sinir hticrelerine gegebilmektedir. Kursun
organizmada genellikle organik bilesikler halinde bulunmakta, ayrica karaciger ve
bobrek hiicrelerinde protoplazmadaki protein molekillerine baglanabilmektedir.
Kursun karaciger ve bobrek gibi organlarda en yiiksek birikim diizeyine ulasirken bir
miktar da kemik icerisinde depolanmaktadir.

1.2. Krom

Endustriyel yolla ortama salinan krom kirliliginin en 6nemli kaynaklarindan
biri krom tabaklama endustrisidir. Krom ayrica baliklarin bagisiklik sistemi tGizerine
toksik etki gosterebilmektedir. O'Neill (1981), Cr®min viral miicadelede baligin
humoral bagisiklik cevabim baskiladigint gbstermistir. Metalle induklenen bagisiklik
sistemindeki degisiklikler, metallerin dogrudan biyolojik aktif molekillerin tersiyer
yapilarina baglanmalari veya dolayli olarak balikta kortikosteroid dizeylerini
degistirmeleri sonucu gézlenmektedir.

Yer kabugunda yaygin olarak bulunan bir element olan krom, +2'den +6’ya
kadar cesitli formlarda bulunmakla birlikte bu metalin biyolojik olarak énemli olan
ve dogada en stabil formlar1 Cr*® ve Cr*®dir. Cr*® gerekli bir eser elementken, Cr*®
esansiyel olmayan, toksk ve kanserojen Ozellikte olup, alerjik reaksiyonlara,
dermatite, sindirim kanal1, karaciger ve bobrek hasarina yol agmaktadir. Cr*®nin
sulu cozeltilerdeki dominant formu olan iyon kromat (CrOs)? spesifik anyon
kanallar1 araciligiyla hiicre zarlarindan hizla girerek intraseltler olarak trivalent
forma (Cr*®) indirgenmektedir (Tagliari ve ark., 2004). Bununla birlikte Cr*®, antikor
Uretiminden sorumlu lenfositlere yiksek diizeyde toksik etki gdstermekte ve buna
bagli olarak antikor cevabin baskilanmasina yol agmaktadir. Cr*®min, Cr* ile
karsilastirildiginda daha toksik olmasi biyolojik olarak aktif Cr*®min daha hizli
alimindan kaynaklanmaktadir. Cr*® ayrica DNA yapisinda ¢esitli lezyonlara neden
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olabilmektedir (Arunkumar ve ark., 2000). Boge ve ark. (1989), alkalen fosfataz ve
Na'/K*-ATPaz aktivitelerinin Cr*® toksisitesinde gosterdikleri duyarliliktan dolay:

onemli belirtecler olarak kullanilabilecegini belirtmistir. Cr®

nin glukoz toleranst,
hiperglisemi, glikozuri ve hipoglisemiye neden olarak karbohidrat metabolizmasini
etkiledigi bildirilmistir (Pan ve ark., 2003). Ath ve ark. (2006) Cr'®min farkh
derisimlerinin in vitro etkisinde kalan O. niloticus dokularinda katalaz aktivitesinin
inhibe oldugunu, in vivo Cr*® etkisinde ise karaciger dokusundaki artisa karsin
bobrek, solungag ve bagirsak katalaz aktivitesinde ise azalis oldugunu
gozlemlemislerdir. Bununla birlikte Cyprinus carpio’da Cr*®min hematokrit
duzeyinde bir etkisinin olmadigi, serum glukoz ve kolesterol diizeylerini ise onemli

Olctde artirdig: bildirilmistir (Canli, 1995).
1.3. Aktif Transport

Aktif transport, molekillerin termodinamik dengeden uzaga yani derisim
veya elektrokimyasal gradientin zit yoninde tasinmalari agisindan diflizyondan
farklidir; bundan dolay: enerji gerektirir. Aktif transport igin gereken enerji, ATP nin
hidrolizinden, elektron hareketinden veya isiktan saglanabilir. Aktif transport ile
biyolojik sistemlerde elektrokimyasal gradientlerin devamlilig: saglanir. Biyolojik
sistemlerde elektrokimyasal gradientlerin devamliliginin saglanmast o0 derece
onemlidir ki belki de bu olay bir hiicreye ait toplam enerji tiketiminin %30-40’ in1
olusturur. Genellikle hiicreler, hticre ici ortamda net bir negatif elektriksel potansiyel
ile bir arada diistk bir intraselliiler Na' derisimi ve yiiksek bir hiicre ici K* derisimi
saglarlar. Hicrenin ici ve dis1 arasinda iyon gradientlerini diizenleyen membrana
bagiml1 Na'/K*-ATPaz pompasi, her ATP molekiiliiniin ADP’ ye hidrolizi sirasinda 3
Na’ iyonunun hiicre iginden disartya ve 2 K* iyonunun disaridan hiicre igine

hareketini saglar.
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1.4. ATPaz Enzimleri

Iyon dengesinin korunmasi icin gerekli olan ve ATP tarafindan saglanan
enerjiye gereksinim duyan Na'/K*-ATPaz, baliklarin osmoregiilator dokular: olan
solungag, bobrek ve bagirsak epitelinde anahtar rolt Ustlenen énemli bir enzimdir.
Bu enzim, 3 Na" iyonunu hiicre dising, 2 K* iyonunu ise hiicre icine transfer etmek
icin ATP nin hidrolizi ile agiga ¢ikan enerjiyi kullanmaktadir. Bu sayede hiicrede
veya hiicre ile hticre dis1 ortam arasinda iyon tasinimi ve elektrokimyasal gradientin
korunmas gibi temel fonksiyonlarda énemli goreviere sahiptir (Sekil 1.2.). Na'/K™-
ATPaz in agir metallerin hem in vivo hem de in vitro etkilerine ¢ok duyarli oldugu
gogerilmistir (Canli ve Stagg, 1996; Kamunde ve Wood, 2003; Atli, 2009). Metaller,
molekuler yapr ve enzimlerin fonksiyonel gruplarinin etkinligine bagl olarak enzim
sistemlerine baglanabilmektedir. Enzim molekilt Uzerindeki aktif bolgelere
metallerin  baglanmasi, enzim aktivitelerinde inhibisyon veya uyariima ile
sonuclanmaktadir (Watson ve Beamish, 1981).

Ouabain

3 Nat

MgATP  MgADP +Pi

Sekil 1.2. Na'/K*-ATPaz in yap: ve karakteristikleri
(http://www.bioscience.org/2001/v6/d/watson/figures.htm’ den)
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Adenozin trifosfataz (ATPaz) enzimleri hicre ici fonksiyonlarda dnemli rol
oynayan ve toksisitede duyarli belirte¢ olan bir grup enzimdir. Membrana bagli
enzimler olan ve dokulardaki iyon hareketleri, osmotik basing, membran gegirgenligi
ve yuksek enerjili metabolik transformasyonlarin kontroltinde énemli gorevlere sahip
olan ATPaz enzimlerinin yiksek elektronegatif 6zellik gostermeleri nedeniyle gegis
metallerine hassas oldugu belirtilmistir (Riedel ve Christensen, 1979; Watson ve
Beamish, 1981; Thaker ve ark., 1996). Bununla birlikte ATPaz larin tuzluluk,
sicaklik gibi cesitli faktorler tarafindan da etkilendigi kanitlanmistir (Inman ve
Lockwood, 1977; Diaz ve ark., 1998). lyi bilinen membrana bagh ATPaz lar,
Na'/K*-ATPaz, Ca'>-ATPaz ve Mg"*-ATPaz dir. ATPaz' larin cevresel kirleticiler
tarafindan osmoregulatér hasardan 6nce gerceklesen inhibisyonu, ATPaz’ larin iyonik
ve osmoregulator sistemlerdeki bozukluklarin erken uyarilmasindaki kullanimlarin:
isaret etmektedir (Stagg ve ark., 1992; Sancho ve ark., 2003). Na'/K*-ATPaz ileilgili
yapisal ve fonksiyonel iliskilerin incelendigi ¢alismalar, solungag epitelyumunun
tasima sistemlerinde ve dolayisiyla hiicresel homeostazisinin  dengelenmesinde
gorevli Na'/K'-ATPaz enzimleri agisindan zengin oldugunu  gostermistir.
Immunositokimyasal calismalar ise Na™ iyonlarinin atilmasi ve K* iyonlarinin hiicre
icine alinmasinda gorevli Na'/K*-ATPaz enziminin kemikli baliklarin solungag
epitellerinde cogunlukla mitokondrice zengin hiicrelerde yer aldigim gostermistir.

Iyon akisinin diizenlenmesi, iyonik ve osmotik homeostazisin dengelenmesi
ile iliskilidir. Sucul organizmalar dikkate alindiginda Na'/K*-ATPaz'in iyon
diizenlenmesinde yasamsal bir 6neme sahip oldugu bilinmektedir ve Na'/K*-ATPaz
aktivitesindeki olasi degisikliklerin dogal stres kaynaklarinda oldugu gibi ¢esitli
cevresel kirleticilere tepki olarak gelistigi gozlenmistir. Na'/K*-ATPaz enzimlerinin
blydk bir bolimunun kemikli baliklarin solungag epitelyumunda klorit hiicrelerde
yerlestigi ve metallerin solungag ATPaz aktiviteleri Uzerinde farkl: tepkileri oldugu
belirtilmistir (Watson ve Benson, 1987; Canli ve Stagg, 1996; Atli ve Canl1, 2007).

Osmoregulasyon, dis ortamin osmolaritesine (tuzluluk) ragmen hiicre disi
sivilardaki osmotik derisimlerin aktif olarak dizenlenmesidir ve su ortanundaki
canlilar icin gerekli bir fizyolojik adaptasyondur. Osmoregulasyonda énemli gorevi
olan enzimlerden biri olan Na'/K'-ATPaz, solungag ve bagirsak gibi tuz
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tasinmasimin - gergeklestigi  dokularda yUksek dizeylerde bulunmaktadir ve
transepitelyal tuz hareketleri icin gerekli iyonik ve elektriksel gradienti
dizenlemektedir. McGeer ve Wood (1998), akut metal toksisitesinin Kilit
mekanizmasinin  solungag  Na'/K*-ATPaz aktivitesinin inhibisyonu ile iliskili
osmoregiilatér hasar oldugunu bildirmistir. Cu™?, Ag*, Cd*?, zn*? ve Hg™? tath su ve
deniz baliklarinda Na'/K*-ATPaz inhibisyonu ile baglantli osmoregilasyonda
bozulmalara neden olan metaller arasindadir (Bianchini ve Wood, 2003; Bianchini ve
ark., 2004, 2006).

Metal varhiginda solungag ATPaz aktiviteleri inhibe olabilmekte veya
uyarilabilmektedir (Watson ve Beamish, 1980; Watson ve Benson, 1987; Alves ve
Wood, 2006). Kuhnert ve ark. (1976), in vivo Cr*® etkisindeki alabalik Salmo
gairdneri’nin  solungag dokusunda Na'/K*-ATPaz aktivitesinde inhibisyon
gozlerken, Mg"-ATPaz aktivitesinde inhibisyon gozlememislerdir. Bunun disinda
Zn*?nin alabaligin solungag dokusunda in vitro Mg'%-ATPaz, Ca>-ATPaz ve
Na'/K*-ATPaz aktivitelerinde inhibisyona neden oldugu bildirilmistir (Watson ve
Beamish, 1980).

Agir metallerin ATPaz enzimleri Uzerine olan etkileri cesitli arastirmalarla
gogerilmistir (Atli and Canli, 2007, Riedel ve Christensen, 1979; Watson ve
Beamish, 1981; Thaker ve ark., 1996). Ozdllikle bakir, giimiis, kadmiyum, cinko ve
civa gibi agir metallerin teleost baliklarda ATPaz inhibisyonuna neden olarak
osmoregulasyonda bozulmalara neden olduklar1 gorilmusttr (Bianchini ve Wood,
2003; Bianchini ve ark., 2006). Na'/K*-ATPaz disinda diger ATPaz lardan Mg*?-
ATPaz, Na'/NH4-ATPaz ve Ca'*-ATPaz, farkl: tirrlerdeki baliklarin solungaglarinda
calisilmis ve iyon dizenleyici rolleri vurgulanmistir (Watson ve Beamish, 1980). Bu
enzim aktivitelerinin Cr*°, Cu?, Pb"% Hg™ ve zZn*'? gibi metaller tarafindan
etkilendigi belirtilmistir (Shephard ve Simkiss, 1978; Watson ve Beamish, 1980). 14
giin boyunca Cd" (1.6 mg Cd/L) etkisinde kalan Cyprinus carpio’nun solungag
Na'/K*-ATPaz aktivitesinin % 30 inhibe oldugu, Mg*"3-ATPaz aktivitesinin ise % 70
oraninda arttig1 gosterilmistir. Baliklar Cd*? icermeyen suda 19 giin bekletildiginde
sadece Mg*%-ATPaz aktivitesinin kontrol diizeyine yaklastizi gézlenmistir (De la
Torre ve ark. 2000). Benzer sekilde, Ay ve ark. (1999), Cu*? ve Pb*? (0.5-4.0 mg/L)
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etkisinde 14 gun kalan Tilapia zllii’nin solungacinda Na'/K*-ATPaz enzim
aktivitesinin 6nemli oranda azaldigint gostermistir. Atli ve Canli (2007), O. niloticus
ile yaptiklar: calismada 5, 10 ve 20 uM derisimlerindeki Cu*?, Cd*?, Zn"? ve Pb™ nin
14 gunlik etkileri sonunda solungag ve bagirsak dokusunda Na'/K*-ATPaz, kas
dokusunda ise Ca™®-ATPaz aktivitesini 6lgmislerdir. Enzimlerin metaller tarafindan
etkilendigi belirtilirken, Na'/K*-ATPaz aktivitesinin biitiin metal etkilerinde inhibe
oldugu, yalnizca solungacta 20 pM Pb*™ etkisinde artis gosterdigi, kas Ca"™-ATPaz
enziminin ise Cu*? disindaki diger metal etkilerinde inhibe oldugu bildirilmistir.

1.5. Tuzluluk

Orihalinler de yapilan birgok calismalar gostermistir ki diisik tuzlulugun
bulundugu ortamlardaki agir metal birikimi artma egilimindedir. Kirliligin geldigi
kaynaga bagli olarak tuzlulukla iliskili olan diger faktorler bircok kimyasalin
biyolojik kullammini 6énemli derecede etkileyen organik karbondur. Birgok metalin
toksisitesi dustk tuzlulukta artar. Baliklar tarafindan metal birikiminde tuzlulugun
etkisi ile ilgili yapilan caligmalarda, birikimde hem biyolojik hem kimyasal
faktorlerin etkileri oldugunu gostermistir (Health, 1987). Organin fizyolojisi metal
alinimint ve birgok yoldan toksisiteyi etkileyebilir. Orihalin tirler tuzluluga genis
Olctde toleransli olmasina ragmen, en optimum tuzluluk tirden tire degisir.

Teleostlar, osmolarite ve iyon dengesini korumak icin tuzlar tatli sudan
solungaglar araciligiyla ve bobrekten geri emilim ile alirlar. Buna karsi deniz
teleostlar: tuzu solungaglar araciligiyla disar1 atarlar ve bobrekten suyu geri emerler.
Teleostlar tath suya ya da tuzlu suya adaptasyonda farkli yontemler kullanilir.
Orihalin baliklar tath su ya da tuzlu suya osmoregiilasyon sistemlerin degisimiyle
adapte olurlar (Kato ve ark., 2005).

Oreochromis niloticus, Afrika kdkenli bir balik tart olup, kultdr kosullarinda
bakim ve Uremesinin kolay olmas, besin maddelerini iyi degerlendirmesi,
kirlenmeye ve g¢esitli hastaliklara direncgli olmast bu tirdn kaltor balikciligindaki
Onemini her gecen gun arttirmaktadir (Erdem, 1990; Canli ve Erdem, 1994; Kalay,
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1999). Tath su orjinli olan tilapialar degisik tuzluluklara gosterdikleri toleransla
dikkat cekmektedirler (Geng, 1996).

Bu calismada, tatlhisu baligi O. niloticus, 2 ve 8 ppt tuz derisimlerinin
uygulandig1 ortamlarda farkli sirelerde (1, 7 ve 14 gun) metal (Cr, Pb) etkisine
birakilarak, solungag ve bagirsak dokularindaki Na'/K*-ATPaz aktivitesi ile bu
dokulardaki metal dizeyleri Olcilmustir. Boylece tuzlulugu arttirilmis sularda
yasayan baliklarin metal toksisitesine verdikleri tepkiler belirlenerek, dogal
kosullarda sucul organizmalarin metal toksisitesi disinda, suyun diger kimyasal

Ozellikleri tarafindan da stres altinda olup olmadiklar: incelenmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Karakog (1994), bir tatli su baligi olan O. niloticus un farkl: tuz ve
farkli metal etkilesiminin birikim Uzerine etkilerini incelemistir. Bu metalin alinim,
dagilim ve eliminasyonu Uzerine yaptigi ¢alismalarda, tuzlulugun solungag ve kas
dokularinda Cu*? birikimini engelledigini, karaciger dokusunda artan tuzluluk
derisimine bagl olarak Cu*? birikimini azaldigin belirtmistir.

Fuentes ve ark. (1996), gokkusag: alabaligi Oncorhynchus mykiss'in iki
farkli boy grubuna sahip bireyleri tGzerinde farkli tuzluluga sahip ortamlarda ATPaz
enzim aktivitelerini nasil etkiledigini arastirmislardir. Kiglk baliklarin  bobrek
dokularinda Na'/K*-ATPaz aktivitesinin tuzlu suya transferinden sonra arttig1 buna
karsin, buyik baliklarin bu transferden etkilenmedigini gozlemlenmistir.

Gjevre ve Naess (1996), orihalin bir balik olan gokkusag: alabalig
(Oncorhynchus myki ss walbavm) ve Atlantik salmonun (Salmo salar L.) bagirsak ve
solungag dokularindaki Na'/K*-ATPaz aktivitesi icin uygun kosullar denenmis ve
sonugta Salmo salar'in bagirsak dokusundaki Na'/K*-ATPaz'in Ozelliklerinin
solungag dokusundakilerden gok farkl olmadigin, fakat Na'/K*-ATPaz aktivitesinin
bagirsak dokusunda solungag dokusuna gore daha yuksek miktarda substrata
gereksinim duydugunu ve bagirsak dokusunda inktbasyon sicakliginin distk
oldugunu ve aym zamanda bagirsaklarda Na', K* ve Mg dizeylerini
belirlediklerini bildirmiglerdir.

Nolan ve ark. (1999), 6rihalin bir balik tlrd olan tilapianin (O. mossambicus)
tatl sudan tuzlu suya adaptasyonunun bagirsak ve solungag dokusu Uzerine bir
calisma yapmuslar ve solungag dokusunda Na'/K*-ATPaz aktivitesinde azalma
oldugunu, bagirsak dokusunda ise Na'/K*-ATPaz aktivitesi’nin 6nemsenmeyecek
kadar az oldugunu belirtmiglerdir.

Webb ve ark. (2000), yuksek derisimlerdeki (250-650 pg/L) Ag”mn akut
sireg (48-72 sa.) ve dusik derisimlerdeki (1,5-50 pug/L) Ag”min kronik sireg (21
gun) sonundaki etkisini farkli tuzluluktaki (18-30 ppt) ortamlarda g farkli deniz
balig1 (Oligocottus maculosus, Porichthys notatus, Oncorhynchus mykiss) tzerinde
arastirmislardir. Na'/K*-ATPaz aktivitesi etki siiresi, metal derisimi, tuzluluk diizeyi,

11
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doku tipi ve balik tUrine bagli olarak azalis ve artis gostermistir. Arastiricilar,
inhibitor ve telafi mekanizmalar: arasindaki dengesel farkliliklara bagli olarak metal
etkilerinin degisiklik gostermesine karsin, kronik Ag® etkisinin Na'/K*-ATPaz
aktivitesini 6nemli diizeyde degistirdigini ve solungag dokusunun énemli bir hedef
organ oldugunu kaydetmislerdir.

Canli ve At (2003), Akdeniz' de yasayan 6 balik tirinin (Sparus auratus,
Atherina hepsetus, Mugil cephalus, Trigla cuculus, Sardina pilchardus ve
Scomberesox saurus) dokularinda 6 agir metal (Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Zn) dizeylerini
Olgmislerdir. Bunlarin balik boyu ve agirligi ile olan iliskilerini incelemislerdir.
Sonuclarda hemen hemen biittin baliklarda buyUklik ile metal birikimi arasinda ters
bir iligki oldugunu gostermislerdir. Arastiricilar bunu 6rnekleme alamnin metal
kirliligi diizeyinin balik metabolizmasinin diizenleme kapasitesinden fazla olmadig:
seklinde yorumlarken, biytk hayvanlarin disik metabolik hizlarimin bu birikim
azliginda roltinuin olabilecegini vurgulamislardir.

Gulner ve ark. (2005), deniz suyuna dogrudan transfer edilen ve 14 gin
siresince gevresel tuzluluga maruz birakilan tilapialarda (O. niloticus), solungag
Na'/K*- ATPaz aktivitesinin, klorit hiicre sayisi ve boyutlarinda meydana gelen
degisimler Uzerine yaptiklar1 calismalarda, dogrudan deniz suyuna transfer edilen
baliklarda %100 6lum oldugunu, deniz suyuna kademeli transfer edilen tilapialarin
solungag klorit hiicre sayisinin azaldigini, klorit hticre boyutlarinda artis oldugunu ve
dogrudan ve kademeli adaptasyon sonucu yiksek tuzlulugun solungag Na'/K*-
ATPaz enzim aktivitesi ve klorit hiicre yogunlugu Uzerine etkilerinin oldugunu
belirtmiglerdir.

Blanchard ve Grosell (2006), Atlantik baligi Fundulus heteroclitus'u 0, 5, 11,

+2)

22 ve 28 ppt tuzluluk dizeylerinde Cu™ nin 30 ve 150 ug/L derisimlerine 30 gin
siireyle birakmislar ve 150 pg/l Cu™? etkisinde Na' diizeyinin viicutta diisiis
gosterdigini, solungag dokusunda Na'/K*-ATPaz aktivitesinin ise azaldhgin
kaydetmislerdir. Arastiricilar fizyolojik bulgularin, Cu™ toksisitesinde tuzluluga
bagl1 degisikliklerin agiklanmasinda 6nemli oldugunu belirtmislerdir.

Saoud ve ark. (2007), pasifik teleost ailesinden olan Sganus rivulatus un

tuzluluga toleransi, plazma osmolaritesi ve solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesinde
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tuzlulugun etkisi tzerine bir calisma yapmuslardir. Yaptiklar: bu ¢alismada Sganus
rivulatus un solungag dokusundaki Na'/K*-ATPaz' in azalan tuzlulukta arttigim ve
solungag dokusunun ¢ok guiclii osmoregulatér oldugunu belirtmislerdir

Agcasulu (2007), balik Capoeta tinca’mn karaciger, kas ve solungag
dokularinda Zn*?, Pb*, Cu*?ve Cd"? metallerinin birikim diizeyleri iizerine yaptiklari
bu galismada metallerin baligin farkli organlarinda farkl: diizeyde biriktigi ve metal
birikimlerinin vicut agirligina bagli olarak degistigini saptamustir. Metal birikim
degerlerinin karaciger, kas ve solungacta Zn"*>Pb**>Cu"*>Cd*? seklinde oldugunu
bildirmiglerdir.

Atli ve Canli (2007), O. niloticus ile yaptiklar1 ¢calismada 5, 10 ve 20 uM
derisimlerindeki Cu*?, Cd*?, Zn? ve Pb*? nin 14 giinliik etkileri sonunda solungag ve
bagirsak dokusunda Na'/K*-ATPaz, kas dokusunda ise Ca'>-ATPaz aktivitesini
Olgmuglerdir. Calisilan tim enzimlerin metaller tarafindan etkilendigi belirtilirken,
Na'/K*-ATPaz aktivitesinin bitin metal etkilerinde inhibe oldugunu yalnizca
solungacta 20 pM Pb*? etkisinde artis gosterdigi, kas Ca*?-ATPaz enziminin ise Cu*?
disindaki diger metal etkilerinde inhibe oldugu bildirilmistir. Bu c¢alismanin
sonucunda arastiricilar enzim tepkilerinin metal tipi ve derisimlerine bagli olarak
degisiklik gosterdigini ve enzimatik tepkilerin ekotoksikoloji alamnda sucul
ortamlardaki metal kirliligine duyarli belirtegler olarak kullamlabilecegini
vurgulamglardr.

Kulag (2010), tatli su baligi olan O. niloticus un sadece farkl: tuzluluk (O,
2, 4 ve 8 ppt) derisimlerine ve ayrica 1 pg/mL Cd*? ve Cu*? ile birlikte farkl:
sirelerde (1, 3, 7 ve 14 gun) etkilerine birakilmistir. Elde edilen sonuclara gére
enzim aktivitesinin farkli tuzluluk, metal, etki stresi ve doku tipine gore degistigi
gozlenmistir. Metal ve tuzluluk etkisinde bulunan baliklarda ortam kosullar1 ve etki
siresine bagl olarak solungag ve bagirsak Na'/K*- ATPaz aktivitesinde degisimler
bulunmustur. Sadece tuzluluk etkisinde egilim artis yoninde, tuzluluk+metal
etkisinde azalma yoninde olmustur. Metal birikimi sadece tuzluluk grubunda
degismezken, metal+tuz grubunun etkisinde egilim artis yontinde olsa da, azalmalar

da goralmustr.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Kimyasal M alzemeler

3.1.1.1. Mealler, Asitler ve Tuzlar

Kursun [Pb(NO3),]

Krom (K2Cr,07)

Nitrik asit (HNO3; % 65, Merck)

Perklorik asit (HCIO4 % 60, Merck)

Trisodyum sitrat dihidrat (CsHsNazO;.2H,0, Riedel)
Sodyum klortr (NaCl, Riedel)

3.1.1.2. ATPaz Aktivite Ol¢iimiinde K ullamlan Kimyasallar

Sukroz (o -D-Glukopiranozil g -D-fruktofuranosid; Ci2H2,011 99.5%, Sigma)
Trizma—Base (Tris [hidroksimetilJaminometan; C4H11NO3, Sigma)
EDTA (CyoH14N20sN&.2H,0, Sigma)

Sodyum klortr (NaCl, Merck)

Potasyum klorir (KCI, Merck)

Magnezyum klorir (MgCl,.6H,0, Merck)

TrizmaBase (Tris [hidroksimetil] aminometan; C4H11NOs, 99.9%, Sigma)
Disodyum Adenozin trifosfat (Na,ATP 99%, Sigma)

Decaethylene glycol monododecy! ether (Sigma)

Amonyum Molibdat [(NH4)sM07024.4H,0, Merck)

Slilfirik asit (H2SO,4 %98, Merck)

Ouabain (Cy9H44012, Sigma)

Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO,4, Merck)
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3.1.1.3. Protein Analizinde Kullamlan Kimyasallar

Sodyum karbonat (NaxCOs, Fluka)

Sodyum hidroksit (NaOH, Merck)

Potasyum sodyum tartarat tetrahidrat (CsH4KNaOg.4H,0, Merck)
Bakir(l1) sulfat pentahidrat (CuSO,4.5H,0, Merck)

Folin Ciocalteu Fenol Ayiraci (Sigma)

Bovin Albumin (Sigma)

3.1.2. Kullanilan Ekipmanlar

Spektrofotometre: Schimadzu UV-1800

Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresi: Perkin Elmer 3100-SpectrAA 220 FS
Derin dondurucu (- 80 °C): Revco Ultimalll

Hassas Terazi: Sartorius Analytic ATL-224-1

Santrifdij: Sigma 2-16 K

Homojenizator: Janke & Kunkel Ultra Turrax T25

Su Banyosu: Wise Bath WSB-30

pH metre: Hana HI 8314 membran pH metre

Manyetik Karistirict: Janke & Kunkel IKAMAG RH

Karstirici: Vortex SO 200

3.2. YOntem

Deneylerde kullaniimak tizere C.U. Su Uriinleri Fakiiltesi balik yetistirme
havuzlarindan alinan Oreochromis niloticus, sicakligin 20+1 °C oldugu ve 12 saat
aydinlatma periyodunun uygulandig: laboratuar ortaminda 40 x 40 x 100 cm
Olgllerindeki 100 L gesme suyu igeren akvaryumlarda yaklasik 1 ay sireyle yeni
kosullara adapte olmaya birakilmistir. Baliklar; kontrol (1), tuz etkisindeki kontrol
(2), tuz ve metal etkisindeki deney grubu (3) olmak Uzere 3 gruba ayrilmistir.
Buna gore 1. grupta tuz veya metal uygulanmazken, 2. grupta sadece tuz, 3.

grupta ise tuz ve metal birlikte uygulanmstir. Baliklar bu deney esasina gore 2 ve
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8 ppt tuz (NaCl) derisimleri ile 1ug/mL kursun (Pb(NOs)2) ve krom (K2Cr20v)
derisimlerinin 1, 7 ve 14 gun streyle etkisine birakilmistir. Akvaryum sularinin
fizikokimyasal 6zellikleri Cizelge 3.1'de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Akvaryum sularimin fizikokimyasal Ozellikleri (Art ort. + SD.,

N=44).
pH Oksijen Iletkenlik Sertlik Alkalinite
mg O,/L pS/cm mg Ca,COs/mL mg Ca,CO4/mL
7,60%0,20 4,94+1,08 4,53+0,35 384,1+23,7 262,1+15,9

Baliklara gunde bir defa olmak tzere agirliklarinin % 2-3'U kadar hazir
balik yemi (Pinar Sazan Yavru yemi, Izmir) verilmistir. Kullailan balik
yemindeki mikro elementlerin miktarlar1 sirasiyla 70 mg Zr/kg, 25 mg Mn/kg, 25
mg Mg/kg, 2 mg Fe/kg, 0.7 mg I/kg, 1 mg Cu/kg, 0.2 mg Co/kg, 0.03 mg Se/kg;
makro elementlerin miktarlar ise en az % 2-en gok % 2.5 Ca, en az % 0.2-en ¢ok
% 1 Na, enaz % 1 P ve yem igerigindeki ham protein ise en az % 40’ dir.

Deney sirasinda akvaryumlarin cam ylzeylerine tutunma, akvaryum
suyunun bubarlasmast gibi nedenlerle akvaryumlardaki metal derisimleri
degiseceginden akvaryum sular1 2 gunde bir taze hazirlanan stok cozeltilerden
yapilan seyreltmelerle degistirilmistir ve metallerin balik yemine yapismasini
Onlemek amaciyla su degisiminden 1 saat kadar 6nce yem verilmistir.

3.2.1. Doku Homoj enatlarimin Hazir lamsi

Deney slreleri sonunda baliklar akvaryumlardan alindiktan sonra spinal
yapilarak oldurdlmustir. Kurutma kagidiyla kurulanan baliklarin boylar: en yakin
cm ve agirliklart en yakin g cinsinden o6lgilmistir. Baliklarin ortalama boy
(12.7£0.79 cm) ve agirliklarimn (34.2£6.96 g) farkli deney gruplari arasinda
istatistiksel olarak bir ayirim gostermedigi gbzlenmistir (P>0.05). Steril aletler
kullanilarak solungag ve bagirsak dokulari alinmis ve homojenize edilinceye
kadar -80 °C’de saklanmistir. Dokular 250 mM Sukroz, 20 mM Trizma-Base, 1
mM EDTA (pH 7.8) igeren homojenizasyon tamponu ile (1/10, w/v) 9500 rpm’'de
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1,5 dk sireyle buz Ustiinde homojenize edilmistir. Ependorf tlplerine aktarilan
homojenatlar 13.000 g'de 20 dk +4 °C'de santrifilj edilmis ve elde edilen

supernatantlar enzim analizlerinde ve protein tayininde kullanilmistur.
3.2.2. ATPaz Enzim Aktiviteerinin Ol¢iimii

Bu calismadaki ATPaz aktivite 6lciminde, laboratuarimizda daha 6nce
yapilan ATPaz karakterizasyon ¢alismast sonucu (Atli ve Canli, 2008) elde edilen
enzim aktivitesinin en yiksek oldugu inkibasyon ortam derisimleri kullamlmistir
(Cizelge 3.2.).

Cizelge 3.2. Dokularda en yuksek ATPaz enzim aktivitesinin 6l¢lldugl ortam
kosullar1 ve inkiibasyon ortamindaki iyonlarin son iyon derigimleri.

(- Ouabain) (+ Quabain)

Ouabain (mM) - 1

NaCl (mM) LOO 100
KCl (mM) 20 20
MgCl; (mM) 4 4

Tris (mM) 40 40

pH 1.7 7.7
ATP (mM) 3 3

' 17 37

Enzim aktivitelerinin saptanmasi igin iki tekrarli olmak Uzere her tiipe son
iyon derisimleri Cizelge 3.2’ de verilen 870 uL inklbasyon ortami ve 30 uL 6rnek
konulmustur. Tupler sicak su banyosunda 37 °C'de 5 dk inkiibe edilmistir.
Reaksiyon, tlplerin Uzerlerine 100 pL ATP konmasiyla baslatilmis ve 30 dk
inkUibasyon stiresinin ardindan 500 pL soguk saf su (+4 °C) ile sonlandirilmustr.
TUm bilesenler disinda sadece ATP icermeyen tUpler ATP korl, 6rnek icermeyen
tipler ise Ornek koru olarak kullamlmstir. Na'/K*-ATPaz aktivitesi, Toplam-
ATPaz (ouabain icermeyen inkilbasyon ortami) aktivitesinden Mg*%-ATPaz
(ouabain iceren inklbasyon ortamu) aktivitesinin ¢ikarilmasi ile hesaplanmustir.

Enzim aktiviteleri, pmol Pi/mg prot./sa. olarak verilmistir.
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Cizelge 3.3. Na'/K*-ATPaz aktivitesi analiz semasi.

Total-ATPaz Mg -ATPaz | OrKér |ATPKor| Kor
- Quabam mkb 870uL - 870uL | 870uL | 870uL
ortami
+ Ouabain kb - 870uL - - -
ortami
Ormek Hmyj 30uL 30uL - 30uL -
dH,0 - - 30uL 100uL | 130uL
ATP 100uL 100pL 100uL - -

3.2.3. Inorganik Fosfat Tayini

Inorganik fosfat tayini, ATP'den agiga cikan inorganik fosfatin (Pi)
Polioksietilen 10 Lauril eter ile fosfomolibdatin olusturdugu sar1 renkli bilesigin
absorbansinin 390 nm'de Olgllmesi esasina dayanmaktadir (Atkinson ve ark.,
1973).

Ayrraglar; 1. % 5 Polioksietilen 10 Lauril eter: 5 g Polioksietilen eter tartilarak
saf su ile ¢oztlmis ve 100 mL’ye tamamlanmustir. Kullamimadan
once olusan bulanikligin giderilmesi icin 37 °C'de 30-40 dk
bekletilmistir.

2. % 2 Molibdik asit: 2 g (NH4)sM07024.4H,0 tartilarak 100 mL1.8 M
H,SO, ¢ozeltisinde ¢ozUlmUstr.

3. Anaayrrag: 100 mL icin 10 mL % 5 Polioksietilen eter, 25 mL % 2
Molibdik asit ve 65 mL saf su karistirilarak hazirlanmustir.

Deneyin Y apilisi; 1. 1,5 mL 6rnek tzerine 3 mL ana ayiragtan konulmustur.

2. Oda sicaklhiginda 10 dk kompleks olusumu igin
bekletilmistir.

3. Absorbans degerleri 390 nm' de 6l¢ilmistr.

4. Sonuglar 100, 150, 200, 250, 300, 350 ve 400 mM KH,PO,
coOzeltisinden hazirlanarak elde edilen standart egri
Uzerinden degerlendirilmistir (Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1. Fosfat derisimi ve absorbans arasindaki dogrusal iliski.

1 1

3.2.4. Toplam Protein Analizi

Homojenize edilen solungag ve bagirsak ornekleri santrifllj edildikten
sonra elde edilen supernatantlarda Lowry metodu (Lowry ve ark., 1951) ile
protein analizi yapil mistur.

Prensip;

Proteinlerin alkali bakir silfat ortaminda, fosfotungustik asit ile mavi
renkli kompleks olusturmas: temeline dayanir. Olusan bu renkli bilesigin
absorbansi 750 nm dalga boyunda olcllerek protein miktar1 kantitatif olarak
belirlenir. Proteinlerin cogunda tirozin veya triptofan veya her iki aminoasit esit
oranlarda bulunmaktadir. Bu aminoasitler, fosfotungustik-fosfo molibdik asidi
(Folin-Ciocalteu) redikleyerek mavi renk verirler.

Ayrraglar; 1- Ayirag A: 2 g NaCOs tartilarak 0,1 N NaOH icinde ¢ozulmustar.
2- Ayrag Bi: 1 g CuSO4.5H,0 tartilip, 100 mL'ye saf su ile
tamamlanmustur.
3- Ayrrag B2: 2 g NaK-Tartarat tartiip 100 mL’'ye saf su ile
tamamlanmustur.
4- Ayrrag C: 100 hacim ayrrag A + 1 hacim aywrag B; + 1 hacim
ayirag Bo.
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5. Folin-Ciocalteu Cozeltisi: 1 hacim Folin- Ciocalteu 1,5 hacim
hacim saf su ile seyreltilmistir.
6. Standart Sigir Albumin Cozeltisi: Stok sigir albumin ¢ozeltisi 1
mL’de 1 mg (1000 pg/mL) sigir albumin olacak sekilde hazirland:.
Standart ¢ozeltiler 100-200-300-400-500-600 ng/mL olacak sekilde
stok sigir albumin ¢ozeltisinden yapilan uygun seyreltmelerle
hazirlanmustir.
Standart Cozeltilerin Hazirlanmast;
Standart 1 =100 ng : 0,1 mL stok bovin albumin + 0,9 mL distile su
Standart 2 =200 ng : 0,2 mL stok bovin albumin + 0,8 mL distile su
Standart 3 =300 ng : 0,3 mL stok bovin albumin + 0,7 mL distile su
Standart 4 =400 nyg : 0,4 mL stok bovin albumin + 0,6 mL distile su
Standart 5 =500 ng : 0,5 mL stok bovin albumin + 0,5 mL distile su
Standart 6 = 600 ng : 0,6 mL stok bovin albumin + 0,4 mL distile su
Deneyin Yapilis;; 1. Deney tuplerine hazirlanan standart cozeltilerden ve
orneklerden 0,3 mL konulmustur.
2. Tuplerin Uzerine 3 mL ayrag C eklenmistir.
3. Tupler vortexle karstirilarak 15 dk oda sicakliginda
bekletilmistir.
4. Tuplere 0,3 mL Folin-Ciocalteu konarak tupler iyice
karigtirilmustir.
5. Oda sicakliginda 30 dk bekletilmistir.
6. Absorbans degerleri 750 nm’de okunmustur.
7. Sonuglar 100, 200, 300, 400, 500 ve 600 pg/mL sigir
serum albumini ¢ozeltisinden hazirlanarak elde edilen
standart egri Uzerinden degerlendirilmistir (Sekil 3.2.).
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1,0 y = 0.0016x
0.9 - R2=(,9942
0.8 -
0,7
0.6 -
05
0,4 4
0.3 -
0.2 -
0.1 -
0,0 . . .

0 200 400 600 800

Bovin Serum Albumin Derisimi {gg/mL)
Sekil 3.2. Sigir albumininden hazirlanan standart derisimler ve absorbans
arasindaki dogrusal iliski.

Absorbans

Buna gore 1,0 pg/mL Pb™ etkisinde 1 nolu O. niloticusun solungag

dokusunda 7. giin sonunda toplam protein diizeyi:
y = 0,0016x

Absorbans. y = 0,590

0,590
Derigsim (x) =
0,0016

Derigsim = 3,68 mg prot./mL
Aynm regresyon esitligi  kullanillarak kontrol, metal ve metal-tuz

etkilerindeki gruplarda iki tekrarli olmak Uzere total protein dizeyleri
hesaplanmustir.
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3.2.5. ATPaz Aktivitesinin Hesaplanmas

OD/0,0015 x 4,5 (mL)

ATPaz aktivitesi =
1000 x 0,03 (mL) x 0,5 (sa.) x mg prot./mL

* = Inorganik fosfat regresyon esitligi (y = 0,0015x)

1,0 pg/mL Pb™ etkisinde 1 nolu O. niloticus'un solungacinda 7. giin
sonunda Na'/K*-ATPaz aktivitesi;

Absorbans. y = 0,191

0,191/ 0,0015* x 4,5 (mL)

Na'/K*-ATPaz aktivitesi =
1000 x 0,03 (mL) x 0,5 (sa.) x 3,68 mg prot./mL

Na'/K*-ATPaz aktivitesi = 8,40 pmol Pi/mg prot./sa.
3.2.6. Metal Analizi

Toplam metal analizi icin dokular 105 °C'de 5 giin siireyle sabit agirhga
ulasana kadar kurumaya birakilmistir. Bu siire sonunda dokular, kuru agirliklar
saptandiktan sonra tzerlerine 2 mL perklorik asit ve 4 mL nitrik asit ilavesiyle
100 °C'de 4,5 saat siireyle ceker ocakli ortamda yakilmustir. Orneklerin tamami
homojen olarak yakildiktan sonra plastik tlplere alinarak 10 mL’ye distile su ile
seyreltilmis ve atomik absorbsiyon spektrofotometresinde absorbans degerleri
(Perkin Elmer AS 3100- SpectrAA 220 FS) okunmustur. Kursun ve krom icin
saptama sinirlart sirasiyla 0,02 ve 0,003 pg/mL’dir.
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3.2.7. M etal Derisiminin Hesaplanmas

Cr*® ve Pb™ etkisinde kalan deney gruplarinda ve kontrol gruplarinda,
metal standartlar: ile absorbanslar1 arasindaki dogrusal iliskiyi gosteren standart
grafikler (Sekil 3.3.) kullanilarak metal birikim diizeyleri belirlenmistir.

y=0,0185x

0.20 R#=0,9957

018 -
0.16 -
L0141
i
50
20,08 -
< 0,06
0.04 -
0,02 -
0.00 : : : : :
0 2 4 6 8 10 12

Pb* Derisimi {pg/mlL}
Sekil 3.3. Pb*2 derisimi ve absorbans: arasindaki dogrusal iliski

0.08 y=0.0148x
Rt=0,0086
0,07

0,08 -
0,06 -
0.04

0,03 -
0,02 -
0,01

O T T T
0 1 2 3 4 5 8
Cr* Derisimi (pg/mL)

Sekil 3.4. Cr*® derisimi ve absorbans: arasindaki dogrusal iligki.

Absorbans

Standart egrilerden elde edilen regresyon esitlikleri Cr*® ve Pb*™ icin
sirastyla y=0,0148x ve y=0,0185x olarak bulunmustur.

Toplam metal duzeyleri belirlenirken, regresyon esitlikleri kullanlarak
hesaplamalar yapilmistir.
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1,0 pg/mL Pb*? etkisinde 1 nolu O. niloticus un solungacinda 7. giiniin
sonunda Pb*? derisimi;
Absorbans. y = 1,136 pg/mL

Doku asitle yakildiktan sonra 10 mL’ ye tamamlandigi igin

Derisim =1,136 x 10
Derisim =11,36 pg Pb*™

Pb*? etkisindeki deney grubunda solungac dokusunun kuru agirlig: 0,1361
g olarak tespit edilmistir. Buna gore 1 g dokudaki Pb*? derisimi:

11,36
Derisim =
0,1361

Derisim = 83,46 ug Pb*%/g kuru agirlik (k.a)

Toplam metal diizeyi diger Cr*® ve Pb™ etkisinde kalan deney gruplar: ve
kontrol gruplari icin de ayni sekilde hesaplanmustir.

3.2.8. igtatistik

Bu calismadaki istatistiksel analizler, SPSS yardimiyla “Regresyon
Anadlizi” ve “One-way ANOVA” kullanlarak yapilmistir. Kontrol ve deney
gruplar arasinda istatistiksel bir ayirim gozlendiginde (P<0.05), hangi grup veya
gruplarin  farkli  oldugu post-hoc testlerinden Duncan-test kullamlarak
belirlenmistir. Grafik cizimleri ise Microsoft Excel programi kullamlarak
cizilmistir. Veriler aritmetik ortalama = standart hata olarak verilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Bulgular
4.1.1. Na'/K *-ATPaz Aktivites

Kontrol, Cr*® ve Pb" nin 1,0 ug/mL derisimlerinin 1, 7 ve 14 giin siire ile
etkisinde kalan O. niloticus larin solungag ve bagirsak dokularinda Na'/K*-ATPaz
aktivitesi Olcllmusttr. Deney stiresi boyunca 2 ppt Cr etkisinde kalan baliklarda 13.
guinde sadece bir 6lim godzlenmistir.

4.1.1.1. Kontrol Grubu Baliklar

4.1.1.1.(1). Kontrol Grubu

Elde edilen veriler, kontrol grubu baliklarin solungag dokusunda Na'/K®-
ATPaz aktivitesinin 7,13+0,76 umol Pi/mg prot./sa., diizeyinde oldugu saptanmustir.

Bagirsak dokusunda ise kontrol grubu baliklarda Na'/K*-ATPaz aktivitesinin
4,55+0,80 pmol Pi/mg prot./sa., diizeyinde oldugu saptanmustir.

4.1.1.1.(2). 2 ppt Tuzluluk Etkisinde Na'/K *-ATPaz Aktivites

2 ppt tuzluluk etkisinde kalan baliklarda solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesi
14. ginde artis gosterirken, bu artisin kontrol gurubuna gére % 175 oraninda oldugu
belirlenmistir. 2 ppt tuzluluk etkisinde en yiksek aktivite 14. giinde 12,5+0,51 umol
Pi/mg prot./sa. (P<0,05) olarak 6lctlmustir (Sekil 4.1.).

Bagirsak dokusunda ise 2 ppt tuzluluk etkisinde kalan baliklarda Na'/K"-
ATPaz aktivitesi anlaml1 bir fark gostermemistir (Sekil 4.2.).
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4.1.1.1.(3). 8 ppt Tuzluluk Etkisinde Na'/K *-ATPaz aktivites

Solungag dokusunda 8 ppt tuzluluk etkisinde kalan baliklarda Na'/K*-ATPaz
aktivitesi 14. ginde %162 oraminda artis gostermistir. 8 ppt tuzluluk etkisinde kalan
baliklarda en yiksek aktivite 14. gunde 11,6+1,29 umol Pi/mg prot./sa. (P<0,05)
olarak belirlenmistir (Sekil 4.1.).

Bagirsak dokusunda 8 ppt tuzluluk etkisinde kalan baliklarda ise 2 ppt
tuzluluk etkisinde kalan baliklarda oldugu gibi Na'/K*-ATPaz aktivitesinde anlaml:
bir fark gordlmemistir (P>0,05) (Sekil 4.2.).

4.1.1.2. Krom Etkisinde Na'/K *-ATPaz Aktivites

4.1.1.2.(2). 2 ppt Tuzluluk Ortaminda Krom Etkisinde Na'/K *-ATPaz Aktivites

Solungag Na'/K*-ATPaz aktivitess 2 ppt tuzluluk etkisine gore 14.
gunde %162 oraninda azalis gostermistir. 2 ppt krom etkisinde kalan baliklarda bu
azalis 14. gunde 7,71+0,97 pmol Pi/mg prot./sa. (P<0,05) olarak belirlenmistir (Sekil
4.3).

Bagirsak dokusunda ise Na'/K*-ATPaz aktivitesinde anlamli bir fark
gbzlenmemistir (P>0,05) (Sekil 4.4.).

4.1.1.2.(2). 8 ppt Tuzluluk Ortaminda Krom Etkisinde Na'/K *-ATPaz Aktivites
Solungag dokusunda Na'/K*-ATPaz aktivitesinde anlamli bir fark
gbzlenmemistir (P>0,05) (Sekil 4.5.).

Bagirsak dokusunda da Na'/K*-ATPaz aktivitesinin aktivitesinde anlaml1 bir
fark gbzlenmemistir (P>0,05) (Sekil 4.6.).
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4.1.1.3. Kursun Etkisinde Na'/K *-ATPaz Aktivites
4.1.1.3.(2). 2 ppt Kursun Etkisinde Na'/K *-ATPaz Aktivites

Solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesinde anlamli bir fark gozlenmemistir

(P>0,05) (Sekil 4.3)).
Bagirsak dokusu Na'/K'-ATPaz aktivitesinde ise anlamli bir fark

gbzlenmemistir (P>0,05) (Sekil 4.4.).
4.1.1.3.(2). 8 ppt Kursun Etkisinde Na'/K *-ATPaz Aktivites

Solungag dokusu Na'/K*-ATPaz aktivitesinde anlamli  bir fark
gbzlenmemistir (P>0,05) (Sekil 4.5.).

Bagirsak dokusu Na'/K'-ATPaz aktivitesinde de anlamli fark olmanustir
(P>0,05) (Seil 4.6.).

Bk
B2-K
maK

— —
[ o= +=
*
*

—
=

e

Ma¥K*-ATPaz Aktivitesi
{Hmal Pilmg prot./sa.)

a2
1

0
1 7
Etki Siiresi (giin}
Sekil 4.1. Kontrol (K) ve farkli tuzluluk kontrollerinin (2-K ve 8-K) etkisinde O.

niloticus un solungag dokusunda Na'/K*-ATPaz aktivitesi.
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12 - oK
82-K
88K

Na*/K*-ATPaz Aktivitesi
{umol Pi/mg prot./sa.)
o

b
I T4 A LA G A e L E LA e L L LA e

Etki Stresi {gun)
Sekil 4.2. Kontrol (K) ve farkl: tuzluluk kontrollerinin (2-K ve 8-K) etkisinde O.
niloticus un bagirsak dokusunda Na'/K*-ATPaz aktivitesi.

O2-K
14 - B2-Cr
T
12 -'r- m2-Ph

7
Rl

e
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FFI‘IIII.
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Na'/K* ATPaz Aktivitesi
{umol Pi/mg prot./sa.)
[a3]

HERBL:

Etki Siresi {gun}
Sekil 4.3. 1,0 pg/mL metal + 2 ppt tuzluluk etkisinde ve farkli sirelerde O.
niloticus un solungag dokusunda Na'/K ™ -ATPaz aktivitesi.
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o2-K
B2-Cr
B2-Ph

Na*/K*-ATPaz Aktivitesi
{umol Pi/mg prot./sa.)

Etki Suresi {(gun)

Sekil 4.4. 1,0 pg/mL metal + 2 ppt tuzluluk etkisinde ve farkli sirelerde O. niloticus
bagirsak dokusunda Na'/K* -ATPaz aktivitesi.

14
0&-K

B&-Cr
= 5-Ph

[y
o
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e
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Na*/K*-ATPaz Aktivitesi
{umol Pi/mg prot./sa.}

1 7 14

Etki Suiresi (gun)
Sekil 4.5. 1,0 pg/mL metal + 8 ppt tuzluluk etkisinde ve farkli sirelerde O.
niloticus un solungag dokusunda Na'/K* -ATPaz aktivitesi.
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1 7 14

Etki Stresi {(glin)
Sekil 4.6. 1,0 pg/mL metal + 8 ppt tuzluluk etkisinde ve farkli sirelerde O.
niloticus un bagirsak dokusunda Na'/K™ -ATPaz aktivitesi.

4.1.2. Toplam Metal Diizeyi
4.1.2.1. Krom Duzeyleri
4.1.2.1.(1). Kontrol Gruplarinda Krom Duzeyleri
Kontrol grubu ve tuzluluk kontrol gruplarinin (2 ve 8 ppt) etkisindeki O.
niloticus larin solungag ve bagirsak dokularinda krom diizeyleri saptama sinirlarinin
altinda belirlenmistir (Krom: S.S.<0,003) (Cizelge 4.1.) (Cizelge 4.2.).
4.1.2.1.(2). Krom ve Tuz Etkisinde Bulunan Gruplarda Krom Duzeyleri
Solungag dokusunda Cr+2 ppt etkisinde Cr diizeyi 14. giin sonunda 6,21+0,56
ug/g k.a. olarak belirlenmistir (P<0,05) (Cizelge 4.1.). Bagirsak dokusunda ise Cr

diizeyindeki artis 14. gin sonunda 19,4+1,13 pg/g k.a. olarak ol¢tlmustir (P<0,05)
(Cizelge 4.1.).
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Solungag Cr+8 ppt etkisinde Cr birikim dizeyi anlamli bir artis
gostermemistir (P>0,05) (Cizelge 4.2.). Bagirsak dokusunda Cr+8ppt etkisinde ise Cr
duzeyi yine anlaml1 bir artis gostermemistir (P>0,05) (Cizelge 4.2.).

4.1.2.2. Kursun Duizeyleri
4.1.2.2.(1). Kontrol Gruplarinda Kursun Duzeyleri

Kontrol grubu ve tuzluluk kontrol gruplarimin (2 ve 8 ppt) etkisindeki O.
niloticus'larin  solungag ve bagirsak dokularinda kursun dizeyleri saptama
sinirlarinin altinda belirlenmistir (Kursun: S.S.<0,02) (Cizelge 4.1.) (Cizelge 4.2.).

4.1.2.2.(2). Kursun ve Tuz Etkisinde Bulunan Gruplarda Kursun Dizeyleri

Solunga¢ dokusunda Pb+2 ppt etkisinde Pb birikim diizeyi etki siiresine bagli
olarak artmig ve en uzun etki siiresi sonunda 41,3+2,61 nug/g k.a. degeri ile en yiksek
diizeyde 6lculmustir (P<0,05) (Cizelge 4.1.). Bagirsak dokusunda Pb*? birikimi ise
en yuksek 7. gunde 236,3+10,70 pg/g k.a. olarak belirlenmistir (P<0,05) (Cizelge
4.1).

Solunga¢ dokusunda Pb+8 ppt etkisinde Pb birikim diizeyi en uzun etki siiresi
sonunda 51,6+4,07 pg/g k.a. olarak gozlenmistir (P<0,05) (Cizelge 4.2.). Bagirsak
dokusunda ise Pb*™? birikim diizeyi en yiiksek 14. giin sonunda 112,9+5,55 pg/g k.a.
olarak belirlenmistir (P<0,05) (Cizelge 4.2.).
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Cizelge 4.1. Tuzluluk (2 ppt) ve tuzluluk+metal etkisinde farkli sirelerde O. niloticus
dokularindaki toplam metal dizeyleri (ug/g k.a). Veriler Aritmetik
ortalamatStandart hata olarak verilmistir. K: Kontrol baliklar; *: P<0,05

diuzeyindeki istatistiksel farkliliklar:.

Metal  Etki Solungag Bagirsak
Suresi (gun)
K2ppt 1 <0,003 <0,003
crt 7 <0,003 <0,003
14 <0,003 <0,003
cr 1 1,08+0,78 6,78+5,80
2ppt 7 1,63+0,39 13,1+3,77
14 6,21+0,56* 19,4+1,13*
K2ppt 1 <0,02 <0,02
(Pb? 7 <0,02 <0,02
14 <0,02 <0,02
Pb*2 1 3,43+2,17 21,1+21,1
2ppt 7 24,1+5 3% 236,3+10,7*
14 41,3+2,6* 74,447 6%
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Cizelge 4.2. Tuzluluk (8 ppt) ve tuzluluk+metal etkisinde farkl: sirelerde O.
niloticus dokularindaki total metal duzeyleri (ug/g k.a). Veriler
Aritmetik ortalamatStandart hata olarak verilmistir. K: Kontrol

baliklar; *: P<0,05 duzeyindeki istatistiksel farkliliklar:.

Metal  Etki Solungag Bagirsak
Suresi (gun)
K8ppt 1 <0,003 <0,003
crt 7 <0,003 <0,003
14 <0,003 <0,003
cr*® 1 1,27+0,67 10,5+0,75
8Sppt 7 3,56+0,02 7,16%1,79
14 3,65+0,58 6,1620,63
K8ppt 1 <0,02 <0,02
(Pb?) 7 <0,02 <0,02
14 <0,02 <0,02
Pb*? 1 3,25+3,25 62,1+32,9*
8ppt 7 36,1+5,46* 30,4+4,57*
14 51,5+4,07* 112,9+5,55*
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4.2. Tartisma

Bu ¢alismada tuzluluk (2 ve 8 ppt) ve metal (1,0 ng/mL Cr ve Pb) etkisinde
kalan O. niloticus da 14 gunlik deney siresinin bitiminde solungag ve bagirsak
Na'/K*-ATPaz aktivitelerini ve bu dokulardaki metal birikim diizeylerini belirlemek
amaclanmistir. Elde edilen sonuclara gdre enzim aktivite dizeylerinin farkl
tuzluluk, metal, etki siiresi ve doku tipine gore degisiklik gosterdigi gozlenmistir.
Na'/K*-ATPaz aktivitesinde ortam kosullar1 ve etki siiresine bagli olarak artis ya
da azalis goOzlenmistir. Sadece tuzluluk etkisinde egilim artis yoninde,
tuzluluk+metal etkisinde azalma yoniinde olmustur. Metal birikimi sadece tuzluluk
grubunda degismezken, metal+tuz grubunun etkisinde egilim genelde artis yoninde
olmustur.

Deney siresi boyunca 13. ginde sadece bir balik 6lumi gdzlenmistir.
Mortalite stz konusu oldugunda sadece metalin cinsinden bahsetmek yetersiz olur.
CUnkU balik tard, cinsiyet ve yas gibi biyolojik faktorlerle birlikte ortamin diger
fiziksel ve kimyasal kosullar1 da metal toksisitesinde etkendir. Ornegin, Oner ve ark.,
(2008) yaptig1 calismada O. niloticus'u farklr siirelerde (0, 5, 10, 20 ve 30 gun) 0,05
ug/mL derisimlerindeki Cu, Cd, Cr, Ag ve Zn etkisine birakmistir. Ag etkisinde
kalan baliklarin tamam 16. giin sonunda 6lmistir. Benzer sekilde bir alabalik tiri
olan Salmo gairdneri 0,03 pg/mL Cu ve 0,1 pg/mL Cd etkisinde kisa siirede
Olmustir (Viale ve Calamari, 1984). Buna karsin ayn laboratuarda yapilan
deneylerde 0.1, 0.5, 1.0 ug/mL Cd'nin 15, 30 ve 60 gunlik slrelerde Tilapia nilotica
turinde mortaliteye neden olmadigi gozlenmistir (Kalay ve Karatas, 1999). Ayn
sekilde Kalay ve Erdem (2003), T. nilotica’nin 0.01, 0.05, 0.1, 0.5 ve 1.0 ug/mL
derisimindeki Cd'nin 1, 15, 30, 45 ve 60 gunlUk strelerdeki etkisi sonunda mortalite
gozlememislerdir ve hem ortam derisimine ve etkide kalma sliresine bagli olarak
dokulardaki kadmiyum birikiminin artmasi, hem de birikim dizeyi bakimindan
dokular arasindaki iliski (Bobrek>karaciger>solungag) gézlemlenmistir.

Y apilan ¢alismalar glinimuizde artan gevresel kirlilik sonucu metallerin toksik
etkilerinin  degerlendirilmesinde, iyon tasinmasi, hicresel sivi  hacminin
dizenlenmesi, zar potansiyelinin korunmast gibi kilit 6neme sahip ATPaz
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enzimlerinin  biyolojik  belirtecler olarak blylk ©6neme sahip olduklarim
vurgulamaktadirlar (Watson ve Beamish, 1981; Canli ve Stagg, 1996; Atli ve Canli,
2007). Bunlardan Na'/K*-ATPaz, hiicre icindeki 3 Na' iyonunu hiicre disina 2 K*
iyonunu hticre igine tasimak icin ATP molekuliinden agiga ¢ikan enerjiye gereksinim
duymaktadir. Hem deniz hem tath su teleostlarimin 6zellikle solungag, bobrek ve
bagirsak gibi osmoregiilatdr organlara 6zgil bir enzim olan Na'/K*-ATPaz enzimi
temelde hiicre i¢i homeostazisin  korunmasindan sorumludur. Na'/K*-ATPaz,
yaklagik 100 kDa agirhgindaki katalitik o-alt Unitesi ile 55 kDa agirligindaki
glikozile B-alt tnitesinden olusmus —SH grubu bakimindan zengin ve bir steroid
turevi (kardiyak glikozit) ouabain tarafindan inhibe olan bir enzimdir (Heath, 1987
Diaz ve ark., 1998; Ribeiro ve ark., 2002). Zara bagli enzimler olan ve dokulardaki
iyon hareketleri, osmotik basing, zar gegirgenligi Uzerinde ve yuksek enerjili
metabolik transformasyonlarin kontroliinde 6nemli gorevlere sahip olan ATPaz larin
yuksek elektronegatif 6zellik gostermeleri nedeniyle gecis metallerine duyarli oldugu
belirtilmistir (Riedel ve Christensen, 1979; Watson ve Beamish, 1981; Thaker ve
ark., 1996). Bununla birlikte ATPaz larin tuzluluk, sicaklik gibi cesitli faktorler
tarafindan da etkilendigi kanitlanmistir (Inman ve Lockwood, 1977; Diaz ve ark.,
1998). Enzimin metallerin in vivo ve in vitro etkisine duyarli oldugu ve ATPaz
aktivitesindeki degisikliklerin, cesitli cevresel kirleticilere cevap olarak olustugu
goserilmistir (Watson ve Benson, 1987; Canli ve Stagg, 1996; Kamunde ve Wood,
2003, Atli ve Canli, 2007). Buna ek olarak g¢esitli toksikolojik ve fizyolojik
etkenlerin in vivo vein vitro metal etkilerinde farkliliklara neden oldugu bildirilmistir
(Stagg ve Shuttleworth, 1982; Pinkney ve ark., 1989; Lemaire-Gony ve ark., 1995).
Baliklarin dig ortamdaki osmolariteye karsin hiicre dis1 sivilardaki osmotik
derisimin aktif olarak dizenleyebilme yetenegi olarak tamimlanan osmoregilasyon
islevinin gerceklestigi solungag, bobrek ve bagirsak dokularinda su ve iyon
hareketleri diizenlenmektedir (Pinkney ve ark., 1989; Pelgrom ve ark., 1995; De La
Torre ve ark., 2000). Bdylece sucul organizmalarin su ve iyon homeostazislerini
dengeleyerek degisen dis ortam kosullarina uyum saglama yeteneklerinde (osmotik
ve iyonik diizenleme) birincil éneme sahiptir. Bu baglamda plazma Na“ ve CI,
yogun miktarda bulunmakla birlikte osmotik basincin diizenlenmesinde, K*, Mg™? ve
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Ca'? ise diger yasamsal fonksiyon ve mekanizmalarda hiicre ici ve hiicre disi
sivilarda osmotik ve iyonik regilasyonun diizenlenmesi adina dnemli goreviere
sahiptir (Larsson ve ark., 1985, Simkiss ve Taylor, 1989). Baliklarda solungag
dokusu solunum gazlari, elektrolitler, su ve nitrojenli atiklarin tasinmasinin ve asit-
baz dengesinin gerceklestigi biyolojik ortamdaki tartismasiz en karmasik epitellerden
biridir. Bu karmasik fonksiyonlar: yerine getirebilmek igin yuzlerce filament ile
binlerce lameller yapidan olusan bu epitel doku baligin toplam yizey alamnin
yaklasik % 50’'sini olusturmaktadir. Bu anlamda da metallerin toksik 6zelliklerinin
gozlendigi birincil hedef organlardan biridir (Heath, 1987; De La Torre ve ark.,
2007). Bagirsak dokusu ise bobrek ve solungag gibi bosaltim ve osmoregilasyonda
rol oynar. Boylece baliklarda homeostasisin korunmasi ve metabolizma artiklarinin
atilis1, bu organlarin birlikte ve uyumlu bir bigimde ¢alismalariyla saglanr.

Tuzluluk etkisinde solungagta Na'/K*-ATPaz aktivitesi en uzun etki siresi
sonunda artis gostermistir. Bununla ilgili olarak Nolan ve ark. (1999) yaptiklar
calismada tatli su ve tuzlu su etkisindeki O. mossambicus un plazma glukoz ve
kortizol diizeylerinde artis, plazma Na" ve CI diizeylerinde ise bir degisiklik
gozlememislerdir. Bagirsak Na'/K*-ATPaz aktivitesi tatl suda artarken, bobrek
Na'/K*-ATPaz aktivitesi sadece tuzlu suda artis gostermistir. Solungag enzim
aktivitesi ise tuzlu su etkisindeki baliklarda azalis gostermistir. Arastiricilar tuzlu su
etkisinin tath suya gore daha fazla oldugunu, bunun da bransiyal oksijen diizeyi ve
ATP tuketimi gibi sonuglarla iligkili olabilecegini vurgulamislardir. Arastiricilar
ayrica artan bagirssk Na'/K'-ATPaz aktivitesinin  bransiyal iyon kaybim
dengelemek adina artan Na' alimi ve hiperglisemiye karst durmakla iliskili
olabilecegini, buna karsin bobrek Na'/K*-ATPaz aktivitesinin ise sadece tuzlu su
etkisinde artis gosterdigini ve bu durumun da strese karsi bobregin verdigi tepkiden
ve sudan gegen fazla miktardaki iyonun atimindan kaynaklanabilecegini
bildirmislerdir. Tuzlu su etkisinde azalan solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesi klorit
hiicre sayisindaki azalmayla iliskili olabilmektedir.

Shivkamat ve Roy (2005), O. niloticusun % 1’lik tuzlu suya bir aylik
adaptasyonu srasinda  solungag epitel hiicre membranlarinda Na'/K*-ATPaz
aktivitesi’ nin tuzluluk stresine ragmen % 70 arttigint ve mikrozomal membrandaki
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glukoz-6-fosfat dehidrogenaz’'in 2.5 kat arttigim gozlemlemislerdir. Tuzluluk
adaptasyonu sirasinda solungag epitelyum hiicrelerindeki Na” min igeri akisimn
K”mn disarn akisindan daha fazla oldugunu ve Na'/K*-ATPaz ‘in yardimiyla
membran yapisinin degistigini belirtmiglerdir.

Arjona ve ark., (2007), deniz balig1 olan Solea senegalensis farkli cevresel
tuzluluklara maruz birakmiglar ve baligin  verecegi osmoregulatdr  yaniti
incelemislerdir. Sonug olarak gevresel tuzluluk ve solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesi
arasinda dogrusal iliski oldugunu ve bobrek Na'/K*-ATPaz aktivitesinin
degismedigini gozlemlemislerdir. Baliklarin osmoregulatér mekanizmalarinin deney
siresince degisimine bagli olarak Na'/K*'- ATPaz aktivitesinin degistigini
belirtmislerdir. Baska bir calismada ise Saoud ve ark., (2007), deniz baligi olan
Sganus rivulatus'u farkli sirelerdeki cesitli  tuzluluk derisimlerinin  etkisine
birakmis  ve solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesi'nin azalan tuzlulukta arttigim
gbzlemlemislerdir. Bu deneyin sonucu yaptigimiz deneyden farkli bir sonug
gostermistir, bunun nedeni kullanilan tuz miktarindaki farkliliktan ve balik tirinden
kaynaklanabilir.

Doza ve siureye bagli metal etkisinin gozlendigi bir c¢alismada,
Periophthalmus dipes 5, 10 ve 15 mg/L Cr*® etkisine 2, 4 ve 6 giin siireyle
birakildiktan sonra solungag, bobrek ve bagirsak dokularinda ATPaz enzim
aktiviteleri olcilmustir (Thaker ve ark., 1996). Buna gore arastiricilar derisime ve
sireye bagli genel bir inhibisyonun gozlenmesine karsin, enzim aktivitesinin
azalmasinda etki siiresinin daha 6nemli olduguna dikkat cekmislerdir. Bu ¢alismanin
sonuclarinda da gozlendigi gibi Cr*®min akut siiregte Na'/K*-ATPaz aktivitesine
olan etkisi istatistiksel olarak dnemli bulunmazken, kronik siregte azalisa neden

olmustur. Arastiricilar Cr*®

nin dokularda osmoregulatér sistemi bozdugunu, ATPaz
enzim sistemini inhibe ederek iyon ve metabolitlerin emiliminin azaldigin
vurgulamiglardir. Bununla birlikte Thaker ve ark. (1996), Cr*®min dokularda
osmoregulator sistemi bozup iyon ve metabolitlerin emiliminden sorumlu aktif
tasima sistemini bloke ederek ATPaz enzim aktivitelerinde inhibisyona neden
olduklarin bildirmiglerdir. Bir tatli su balig: tirt olan Anabas scandens’'in 30 guinlik

25 mg/L Cr*® ve Cr*® etkisi sonrasinda bobrek ve karaciger Na'/K*-ATPaz
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aktivitesinde inhibisyon gozlenirken, Mg*™>-ATPaz aktivitesinde baslangicta artis
daha sonra azalig goruldugu belirtilmistir (Venugopa ve Reddy, 1993). Ay ve ark.
(1999), Cu*? ve Pb*? (0.5-4.0 mg/L) etkisinde 14 giin kalan T. zllii’ nin solungacinda
Na'/K*-ATPaz enzim aktivitesinin 6nemli oranda azalchgim gostermislerdir.

Bu sonuglar 1siginda  enzim - aktivitesinde gerceklesen  azalislar
osmoregulasyon sistemindeki bozulmalardan veya hiicre zarinda olusan yapisal
hasarin sonucunda zar gecirgenliginin degismesinden kaynaklanabilmektedir.
Bununla birlikte metallerin tek ve iki degerlikli iyonlarla yarismas: veya enzim
yapisindaki —SH gruplarina baglanarak konformasyonel degisikliklere neden olmasi
da aktivitede azalmaya neden olabilmektedir. Enzim aktivitesindeki artislar ise
bozulan diizenin tekrar onarilabilmesi icin devreye giren telafi mekanizmalar: ile
aciklanabilmektedir. De La Torre ve ark. (2007), balikta Na'/K*-ATPaz aktivitesinin
su kaynakl: kirleticilerin akut veya kronik etkileri sirasinda artis veya azalis
gostermesinin yaninda herhangi bir degisiklik gostermeyebilecegini de belirtmistir.
Bu tepkilerin de kirleticilerin yogun etkilerine, epitelyal tasinmanin fonksiyonel ve
morfolojik butinliglinin bozulmasina, dogrudan kirleticilerin etkisi veya dolayli
olarak endokrin sistemin hasar gbrmesine bagli olarak gdlistigini vurgulamislardr.

O. niloticusda solungag Na'/K'-ATPaz aktivitesinin diisik tuzluluk
diizeyleri ile ters orantili oldugu buna karsilik yiksek tuzluluk dizeylerinde ise
artan iyon regulatér kapasitelerine gereksiniminden dolay:r dogru orantili olarak
gelistigi belirtilmistir. Glner ve ark., 2005, az tuzlu ortamda osmorgulasyon igin
metabolik gereksinim kan osmotik gradientinin  minimal olmasi nedeniyle
azalmaktadir. Arastiricilar baliklarda tatli sudan tuzlu suya dogrudan transferi
sonrasinda gorilen dlgiimlerin, dehidrasyon sonucu Na'/K*-ATPaz fonksiyonundaki
hasardan kaynaklanabilecegini bildirmislerdir. Sonug olarak O. niloticus un yiksek
duzeydeki tuzluluk etkisine asamali uyumdan sonra direnclilik gosterdigini ve
bunun osmoregulatér mekanizmalart uyarmada dogrudan transferden daha etkili
oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte tuzlulugun yaninda diger uyum yontemlerinin
osmoregulator organlardaki etkisini incelemenin 6nemli oldugu ve bu yapilirken de
su kalitesi gibi diger fizyolojik etkenlerin de g6z dniinde bulundurulmasi gerektigi

vurgulanmustir.
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Metal birikim sonuglarina gére etki siiresine bagli olarak birikim diizeyinde
artiy  gozlenirken, tuzluluk dizeyinin artist ile metal birikiminin  azaldig:
kaydedilmistir. Dokularda metal birikimlerinin erken fazda daha hizli olmasinin,
dokularda metal baglayan ligantlarin hizla doyuma ulasmasindan kaynaklanabilecegi
belirtilmistir (Wong ve Wong, 2000).

Gerek dogal gerekse antropojenik faktorlerin etkisi ile sucul ortamdaki
derisimi artan agir metaller, sucul organizmalar tarafindan ortamdan alinmakta ve
besin zinciri aracilig: ile Ust trofik diizeylere artan derisimlerde iletilerek, metabolik
bakimdan aktif doku ve organlarda birikmekte, hiicresel veya molekiler dizeyde
yapisal ve islevsel bozukluklara hatta mortaliteye neden olmaktadirlar (Heath 1995).

Baliklarda agrr metal gibi toksk maddelerin atilim, depolama ve
detoksifikasyon mekanizmalari, alimmu karsilamadigi durumlarda agir metallerin
doku ve organlarda birikimine neden olmaktadir. Baliklarda agir metal birikimi doku
ve organlar arasinda farklilik gostermektedir. Agir metaller, subletal ortam
derisimlerinde etki siresinin  baslangicinda 6ncelikle solungag dokusunda
birikmektedir (Flos ve ark. 1987).

Doga su ortamlarinda genellikle subletal dizeylerde bulunan metallerin
kronik etkilerine verilen tepkiler beslenme kaybi, blylimede gerilik, iyon kaybu,
solunum yetersizligi ve 6lum gibi cesitli fizyolojik ve davramssal degisiklikler
olabilmektedir (Heath, 1987; Hogstrand ve Wood, 1996).

Bu calismada kullanilan O. niloticus, Afrika kdkenli bir balik tlrG olup,
kiltir kosullarinda bakim ve Uremesinin kolay olmasi, besin maddelerini iyi
degerlendirmesi, kirlenmeye ve cesitli hastaliklara direncli olmasi bu tarin kaltar
balikciligindaki dnemini her gegen gun arttrmaktadir (Erdem, 1990; Canli ve
Erdem, 1994; Kalay, 1999). Tatli su orjinli olan Tilapialar degisik tuzluluklara
gogerdikleri toleransla da dikkat gcekmektedirler (Geng, 1996).

Bu calismamn sonuglari, sucul ortamlarda agir metal kirliliginin ve canl
organizmalara olan etkilerinin belirlenmesinde, su kimyasinin ve organizmanin
metabolik faaliyetlerinin - 6nemli  kriterler olabilecegini ve cevresel etki
degerlendirilmeleri yapilirken bunlarin dikkate ainmasi gerektigini vurgulamustir.
Ayni zamanda bu calismada balik osmoregiilasyon sisteminin Na',K*-ATPaz
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aktivitesindeki degisiklikler temelinde agir metal toksisitesine verdigi tepkiler farkl
tuzluluktaki sularda test edildi. Elde edilen veriler Na',K*-ATPaz'in hem tuzluluk
hem de metal etkilerinin belirlenmesinde duyarli bir belirteg olarak
kullanilabilecegini gostermektedir. Benzer sekilde diger metabolik yollarin nasil
tepkiler verecegi ile ilgili calismalarin yapilmasi, organizmanin bir bittin olarak agir
metallerden nasil ve ne kadar etkilendigi hakkinda aydinlatici bilgiler verebilir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuglar

Bu calismada yapilan deneyler sonucunda asagidaki sonuclar bulunmustur.

1. Deney siresince O. niloticus larda sadece Cr+2 ppt etkisinde 13. giinde
6lum gozlenmistir.

2. Na'/K*-ATPaz aktivites tuzluluk (2 ppt ve 8 ppt) etkisinde kalan O.
niloticus larin sadece solungag dokusunda siireye (1, 7 ve 14 gin) baglh
olarak artis gostermistir.

3. Krom+2 ppt etkisinde kalan baliklarin solungag dokusunda Na'/K*-ATPaz
aktivitesi en uzun etki siiresi sonunda azalis gostermistir.

4. Metal birikimi sadece tuzluluk etkisinde degismezken, metal+tuz grubunun
etkisinde egilim artis yoninde oldugu gorulmistir.

5.2. Oneriler

1. Sucul organizmalarda tuzlulugun metal toksisitesine olan etkilerini

gozlemde farkli metallerin karigimlari  kullamlarak, bunlarin canli
metabolizmasina etkileri degerlendirilebilir.

Farkli balik tirlerinde yapilacak ATPaz aktivite analizleri uzun sireli
donemler icin arazi caligmalarina uygulanirsa dogal ortamdaki metal

etkilerini gbzlemde ¢ok daha duyarli ve dogru sonuclar verebilir.

3. Enzimatik veya enzimatik olmayan baska mekanizmalarin metal+tuzluluk

etkilerine verdigi cevaplar sonucunda bunlarin biyoindikator olma
potansiyelleri degerlendirilebilir.

Tuzluluk disinda suyun farkli fizikokimyasal 6zellikleriyle metallerin
ATPaz aktivitesine olan etkileri de ayrica degerlendirilebilir.
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