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Tath su baligi Oreochromis niloticus farkli sertlik degerlerine sahip sularda,
farkli sirelerde 1.0 pg/mL derisimindeki Cu*? ve Cd"®nin etkisine ayr1 ayr
birakilmistir. O, 1, 7 ve 14 giin deney streleri sonunda solungag, bagirsak ve bobrek
dokularinda Na'/K*-ATPaz enzim aktiviteleri ile, total metal ve total iyon diizeyleri
(Na', K*, Ca'?, Mg™) olculmustir. Deney siiresince Cu® etkisinde 7. giinden
itibaren balik oltimleri gdzlenmistir. Sert ve yumusak sularda yasayan baliklarda
Na',K*-ATPaz enzim aktivites en cok solungag dokusunda etkilenirken, bunu
srrasiyla bobrek ve bagirsak izlemistir. Ayrica enzim aktivitesi lizerinde Cd*?,
Cu?ya gore daha etkili olmustur. Deney sireleri sonunda dokularda metal
birikimlerinin gozlendigi, 6zellikle de yumusak sudaki baliklarin bagirsak ve bobrek
dokularinda Cd*? ve Cu*? diizeyinde sert suya gore 6nemli bir artis oldugu
kaydedilmistir. Toplam iyon dizeyleri de suyun sertligi, metal tirt ve doku tipine
gore artis ya da azalis gostermis ve iyon dizeyi Mg >K* >Na" >Ca seklinde
siralanmustur.
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Freshwater fish Oreochromis niloticus were individually exposed to 1.0
pg/mL concentrations of Cu** and Cd?* at different exposure durations in waters with
different hardnesses. At the end of the exposure periods (0, 1, 7 and 14 days) Na'/K*-
ATPase activities, total metal and ion levels in the gill, kidney and intestine were
measured. Fish mortality was observed after Cu®* exposure beginnig from 7" day
during the experiments. Na'/K*-ATPase activity was affected mostly in the gill
exposed to soft and hard water and this was followed by kidney and intestine. In
addition, Cd** was appeared to be more effective on Na'/K*-ATPase activity than
Cu?*. At the end of the experimenal protocol, total Cu?* and Cd** levels accumulated
significantly especially in the kidney and intestine following soft water exposures.
Total ion levels also increased or decreased depending upon the hardness of water,
metal species and tissue type and ordered asion levels are Mg** >K* >Na’ >Ca?*.
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1. GIRIS Dilek SAGLAM

1. GIRIS

Gulntimtizde cevreye verilen toksik maddeler, bazi bolgelerde dogal ekolojik
dengeyi bozacak dizeye ulasmistir. Antropojenik aktivitenin yogun oldugu kentsel
alanlardan ve cesitli endistri kuruluslarindan ortama yayilan toksik maddeler, cevre
kirliligine neden olmaktadir. Meydana gelen bu kirliligin 6nemli kaynaklarindan
birini de agir metaller olusturmaktadir (ATSDR, 2006). Agir metallerden ¢inko,
bakir, civa, kadmiyum, gumis ve benzeri metaller Kirleticilerin buytk bir
boltmiinden sorumlu olan 6nemli bir gruptur. Toprak erozyonu ve volkanik olaylar
gibi dogal faaliyetler ile endustriyel, kentsel ve tarimsal aktiviteler gibi insan
kaynakl1 faaliyetlerin bir sonucu olarak toksik maddelerin sucul ortamdaki diizeyleri
artmaktadir. Boylece hidrolojik dongiideki suyun fiziksel, kimyasal ve biyolojik
Ozellikleri olumsuz yonde degisebilmektedir (Almeida ve ark., 2001).

Ozellikle son yillardaki endiistriyel gelismeler sucul ortamlarin agir metaller
tarafindan kirletildigi ve bu kirlenmenin besin zincirine de yansidigi gergegini ortaya
koymaktadir. Su ve besinler ile binyeye alinan agir metaller canlilarda birikerek tim
yasam aktivitelerine zarar verebilme ve degistirebilme potansiyeline sahiptirler
(Heath, 1987; Hu, 2000). Y apilan arastrmalar agir metallerin sucul organizmalarin
biyolojik  6zelliklerini  bozabildigini hatta 6lumlerine neden olabildiklerini
gostermistir. Ayrica dokularda birikme 6zellikleri olmasi nedeniyle, besin zinciri
yoluyla insana kadar ulasip, insanlarda da ciddi saglik sorunlarina yol agabildikleri
goralmustar (Heath, 1987).

Su ortaminda kirleticilerin bulunmasi, birgok fizyolojik ve biyokimyasal
degisiklikleri meydana getirdiginden baliklar igin ¢ok ©Onemli bir sorun
olusturmaktadir (Ariyoshi ve ark., 1990). Baligin biyolojik sistemlerinde Hg*? ve
Cd*? gibi metallerin rolii bilinmezken, Cu*?, Zn*?, Fe? gibi agir metallerin balik
metabolizmast igin gerekli oldugu bilinmektedir. Dokulardaki metal birikiminde,
metallerin sudaki derisimleri ve etki siireleri ile tuzluluk, sicaklik, pH ve sertlik gibi
cevresel faktorler rol oynamaktadir (Heath, 1987; Canli ve Atli, 2003; Baykan ve
ark., 2007; Atli ve Canli, 2008).
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Sekil 1.1. Sucul canlilarda metal alimi, tasinmasi, depolanmasi ve atilmasini gosteren
genel sema.

Metabolizma igin gerekli olan metaller organizmanin bulundugu ortamdan
dogrudan ya da besinle organizmaya girebilirler. Dolasim sistemi tarafindan
emilimlerinin ardindan metaller normal metabolizmada kullanildiklari, atildiklar:
veya al1 konduklar: 6zguin organlara tasinmaktadirlar. Baliklarda agir metallerin doku
ve organlarda etkisi ve birikimi metalin alimm yoluna, derisimine ve metalin
etkisinde kalma siresine bagli olarak degisim gostermektedir (Campana ve ark.,
2003).

Baliklar ortamdaki agir metali besin, su ve vicut ylzeyinden absorbsiyon
yoluyla, en ¢ok da solungaglar araciligiyla almaktadir (Simkiss ve Taylor, 1989;
Viarengo, 1989). Balikta akut etki sonucu en fazla hasar goren organin solungag
oldugu dustntlmektedir. Baliklarda solungag, gaz alis verisi, asit baz dengesi, iyon
(Na", CI” ve Ca*?) tasinmasi ve azotlu atiklarin atiminda gorev alan cok fonksiyonlu
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bir organdir. Karaciger, dalak ve bobrek ise, su veya besin kaynakl1 uzun siireli metal
etkisinde zarar goren organlardir (Olsvik ve ark., 2001).

Solungacglar sekonder lamellerin bulundugu bir ¢ift primer filament iceren 4
cift solungag yayindan olusmustur. Filament ve lameller, kan damarlar: ile
desteklenen klorid hiicreler ve mukus hiicreleri gibi epitelyal hiicreleri icermektedir.
Bdylece solungag epitelyumu iyon tasinmasi ve gaz alis verisini kolaylastirmak igin
dis ortamla etkilesecek genis bir ylzey alani saglar. Buna karsilik ¢cok sayida kilcal
damara sahip olmasi nedeniyle epitelyum aym zamanda toksik maddeler icin birincil
hedef olmaktadir (Watson ve Benson, 1987; Wong ve Wong, 2000; Garcia-Santos ve
ark., 2006). Solungaclar balik ve su arasindaki iliskiyi saglayan organ olmasi
bakimindan ¢ok énemlidir ve baligin viicudunu orten deriden 10-60 kez daha genis
bir yiizeye sahiptir (Flik ve Verbost, 1993).

1.1. Bakir

Bakirin, pestisit dretiminde, glbre, elektrik kaplama sanayinde, boya
yapiminda, demir-gelik ve madencilikte kullanimi sonucu su ortamindaki diizeyi
artmustir. 1B gurubuna dahil olan bakir, sucul hayvanlarda toksik etkileri yiksek olan
bir elementtir. Bakir hiicresel fonksiyonlarin strdirilebilmesi ve azot, oksjen ve
sulfar gruplarinca zengin birgok enzimin yapisinda bulunmast nedeniyle canlilarin
gereksinim duydugu bir iz elementtir. Yuksek dizeylerde dogrudan protein
denatirasyonuna, dolayli olarak ise reaktif oksijen turlerini (ROS) olusturmast
nedeniyle toksik etki gostermektedir (Basha ve Rani, 2003; Liu ve ark., 2006).
Bakirin subletal derisimlerinin baliklarda biyldme, gelisme ve Ureme Uzerine
olumsuz etkiler yaptigi1 bir ¢cok arastirici tarafindan belirtilmistir (Buckley ve ark.,
1982; Hilmy ve ark., 1985).

Bununla birlikte sucul organizmalarda Na“ dengesinde bozukluklara,
indirgenmis plazma ozmolaritesi, Na' ve CI" derisimlerine neden olmas: da bu
metalin ozmoregulator tokskant olarak kabul edilmesine yol agcmustir (Stagg ve
Shuttleworth, 1982). Bu etki, solungag epitelyumun bazolateral membramnda
bulunan Na'/K*-ATPaz aktivitesinin inhibisyonuna bagl: olarak solungag diizeyinde
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iyon aliminin azalmasi ile iligkili oldugu belirtiimistir. Bununla birlikte bu etkinin
genellikle Cu*? hirikimine bagh solungaglardaki yapisal ve fonksiyonel hasarla
iligkili oldugu kabul edilmektedir (Li ve ark., 1998).

Atli ve Canli (2007), Cu*? etkisinde kalan O. nilcticus un solungag Na'/K*-
ATPaz aktivitesinin 6nemli 6lgide inhibe oldugunu, buna karsilik alkalen fosfataz

aktivitesinin ise artis gosterdigini bulmuslardir.

1.2. Kadmiyum

Kadmiyum her bolgede bulunabilen ve agir metaller arasinda toksik etki
bakimindan ilk siralarda yer alan 6nemli bir metaldir. Kadmiyumun endistride
kullanilmasiyla cevre Kkirliligi 6nemli derecede artmustir (Ravera, 1984). Tath
sularda, Cd*? 0.1 pg/L’den kiicik derisimlerinde bulunurken, insan kaynakl: atiklarin
karisabildigi su ortamlarinda ise bu deger birkag ug/L veya daha yiksek dizeylere
cikabilmektedir (USEPA, 2001; Garcia-Santos ve ark., 2006). Cd™? toksik etki
gostermesi, cevrede yaygin dagilimi ve dusik dizeylerde bile organizmalarda yan
etkilere yol acmasi nedeniyle cevre calismalarinda yaygin olarak kullanmilan bir
metaldir. Ayrica Cd*? etkisinin karaciger, beyin, sinir sistemi, bobrek, dalak ve
kemikte patolojik lezyonlara neden oldugu bilinmektedir (Almeidave ark., 2002).

Cd*? balikta yavas bir sekilde birikim géstermekle birlikte, karaciger ve
bobrek en énemli hedef organlardir. Cd*™?, Na'/K*- ATPaz gibi solungaglarda iyon
tasinmasinda gorev alan enzimleri inhibe ederek solungaclarda iyon gegirgenliginde
artisa neden olmaktadir (De la Torre ve ark., 2000; Silvestre ve ark., 2005). Cd*?
bagirsaktan absorbe edilerek depo bolgelerine dncelikle de karacigere tasinmaktadir.
Karacigerde Cd" metallothioneine baglanmakta ve bu kompleks bobreklere
tasinmaktadir.

Kadmiyum etkisinde kalmis baliklarin vicut yizeylerinde mukus salgisi ve
solungaglardaki mukus hicrelerinin sayisinda bir artis meydana gelmektedir
(Gardner ve Yevich, 1970). Kadmiyum plazmadaki sodyum, potasyum ve klor
seviyelerini diusirmektedir ve ¢inko ATPaz enzimleri Uzerinde olumsuz etkiler
yapmaktadir (Larsson ve ark., 1981).
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1.3. Adenozin Trifosfataz (ATPaz) Enzimleri

Zar proteinleri iyon tasinmasi, lipit biyosentezi ve oksidatif fosforilasyonu
gibi hiicre zarimin birgok biyolojik aktivitesinden sorumludur. Zar enzimleri veya zar
proteinlerinin zardaki fizyolojik ve kimyasal degisikliklere neden olan sicaklik veya
diger etkenlere duyarl oldugu belirtilmistir. Metaller, molekiler yap: ve enzimlerin
fonksiyonel  gruplarimin  etkinligine  bagli  olarak enzim  sistemlerine
baglanabilmektedir. Enzim molekult Gzerindeki aktif bolgelere  metallerin
baglanmasi, enzim aktivitelerinde inhibisyon veya uyarilma ile sonuglanmaktacdir
(Watson ve Beamish, 1981).

ATPaz lar hiicre i¢i fonksiyonlarda dnemli rol oynayan ve toksisitede duyarli
zara bagl bir grup enzimdir. Dokulardaki iyon hareketleri, osmotik basing, membran
gecirgenligi Gzerinde ve yiksek enerjili metabolik transformasyonlarin kontroliinde
Onemli gorevlere sahip olan ATPaz larin metal etkilerine oldukga 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). Na'/K*-ATPaz, Ca™®-ATPaz ve Mg"*-ATPaz lar; iyi bilinen membrana bagl:
ATPaz lar arasinda yer amaktadir. ATPaz'larin gevresel Kkirleticiler tarafindan
osmoregulator hasardan ©Once gergeklesen inhibisyonu, ATPaz'larin iyonik ve
osmoregllator sistemlerdeki  bozukluklarin erken uyariimasindaki kullanimlarin
isaret etmektedir (Stagg ve ark.,; 1992, Sancho ve ark., 2003). Kemikli baliklarin
solungaglarinda elektrolitlerin aktif tasinmalarinda gorev alan solungag ATPaz
enzimlerinin metal etkisine farkli tepkiler verdigi belirtilmistir (Watson ve Benson,
1987; Atli ve Canli, 2007).
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1. Hiicreici Na' nin -
baglanmasi
6. K'nin hiicreicine 2. Na,K-ATPaz'in ATP
diflizyonu tarafindan fosforilasyonu

3. Na,K-ATPaz' daki

5. K'nmin baglanmasi ile konformasyonel
Na,K-ATPaz'in . , degisiklik ve Na'nin

: 4. Hucre dis1 K'mn
defosforilasyonu s hiicre digina diflizyonu

baglanmasi

Sekil 1.2. Na,K-ATPaz in Nave K iyonlarini tagima mekanizmasi.

Skou (1957) tarafindan bulunan membrana bagli Na'/K*-ATPaz enzimi, 3:2
oraminda Na"y1 hiicre disina, K™ y1 ise hiicre igine tasir. Na'/K*-ATPaz ile ilgili
yapisal ve fonksiyonel iliskilerin incelendigi calismalar, solungag epitelyumunun
tasima sistemlerinde ve dolayisiyla hiicresel homeostazisinin  dengelenmesinde
gorevli Na'/K*-ATPaz enzimleri agisindan zengin oldugunu gostermistir. Na'/K*-
ATPaz enzimi, P tipi ATPaz grubunda olup a (100 kDa) ve b (60 kDa) at
Unitelerinden olusan heterodimerik integral membran proteinidir. Kardiyak glikoziti
olan ouabain Na" ve K" tasinmasim katalizleyen Na'/K*-ATPaz enzimini inhibe
etmektedir (Periyasamy ve ark., 1983).

Na'/K*-ATPaz aktivitesindeki olasi degisikliklerin  cesitli  cevresel
kirleticilere tepki olarak gelistigi gozlenmistir. Metal varliginda solungag ATPaz
aktiviteleri inhibe olabilmekte veya uyarilabilmektedir (Watson ve Beamish, 1980,
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Watson ve Benson, 1987; Alves ve Wood, 2006). Kuhnert ve ark. (1976), in vivo
Cr*® etkisindeki alabalik Salmo gairdneri’nin solungac dokusunda Na'/K*-ATPaz
aktivitesinde inhibisyon gozlemislerdir. Buna karsin, Atli ve Canli (2007) farkl
derisimlerdeki Cd*?, Cu*?, Zn*? ve Pb*? etkisinde kalan O. niloticus un solungag ve
bagirsak dokularinda Na'/K*-ATPaz aktivitesinin azalmasina karsin, yiiksek Pb™

derisimi etkisinde ise solungag enzim aktivitesinde artis oldugunu gézlemlemislerdir.

Birgok balik turd, tuzluluk ve sertlik gibi suyun fizikokimyasal Ozelliklerindeki
degisikliklere bagli olarak Na'/K*-ATPaz aktivitesinde degisiklikler gostermektedir
(Rathor ve Khangarot, 2003).

1.4. fyonlar

Iyon akisinin diizenlenmesi, iyonik ve osmotik homeostazisinin dengelenmesi
ile iliskilidir. Sucul organizmalar dikkate alindiginda Na'/K*-ATPaz'in iyon
duzenlenmesinde yasamsal bir dneme sahip oldugu bilinmektedir. Tek degerlikli
serum iyon derisimleri, fazla miktarda Na'/K*-ATPaz enzimlerine sahip klorit
hiicrelerin bulundugu solungag dokusu ile diizenlenmektedir (Guynn ve ark., 2002).
Epitelden Na', iyon kanallar1 veya protein tasiyici (kolaylastirilmis difiizyon) ile dis
ortamdan hiicre icerisine gegmektedir. Na“”mn hiicreden kana gecisi ise
elektokimyasal gradiente kars1 bazolateral Na™ pompast Na'/K*-ATPaz enzimi
tarafindan yuriitilmektedir (Handy ve ark. 2002). Divalent metal katyonlari Mg ve
Ca"? ise hiicre membram biitinligli, solungag gegirgenliginin stabilizasyonu icin
gerekli olan iyonlardir ve hiicre dis1 ortamdaki eksiklikleri solungag gegirgenliginde
azalmalara neden olmaktadir (Watson ve Beamish, 1980, 1981). Kemikli baliklarda,
Ca?nin bilyik bir oram kemikler disinda deri ve iskelette depolanmaktadir
(Berntssen ve ark., 2003). Tath su baliklari Ca™ homeostazisini Ca>-ATPaz ve
Na'/Ca'? degisimi ile aktif olarak bagirsaktan ve solungagtan Ca" absorpsiyonu ile
diizenlemektedir. Na'/Ca*? degisimi ise Na' gradientine bagli Na'/K*-ATPaz ile
saglanmaktadr.
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Gunumuizde sucul organizmalarin kirleticilerle indiklenen biyokimya ve
fizyolojilerindeki degisiklikler, cevre sagliginin degerlendirilmesinde belirleyici
araclar olarak kullamlabilmektedir. Biyokimyasal degisiklikler ise kimyasallarin
sucul ekosistemlere olan etkilerini gozlemlemede hizli ve duyarli sonuglar
sagladigindan gevre sagligi igin etkili belirtegler olarak distntlmektedir.

Evrim sirecindeki 6nemli konumlari, cesitli habitatlara adapte olmalari,
insanlar igin 6nemli bir besin kaynag: olusturmalari nedeniyle baliklar biyolojinin
cesitli disiplinlerinin dikkatini Uzerine ¢ekmistir. Baliklar omurgalilar arasinda
metalleri hem sudan hem de besin yoluyla aimalar1 agisindan énemlidir (Bury ve
ark., 2003). Nil guprasi Oreochromis niloticus, elde edilisi, kilturt, laboratuarda
calisiimas: ve toksikolojik arastirmalarda kirleticilere verdigi tepkilerden dolay: iyi
bir biyolojik modeldir (Almeida ve ark., 2002; Garcia-Santos ve ark., 2006).
Gunumuizde baligin gevresel strese tepki olarak gosterdigi fizyolojik mekanizmalarin
anlasilmasina gosterilen ilgi giderek artarken, gevresel kimyasallara kars1 biyolojik
tepkilerin  calisilmasinda uygun  belirteglerin - kullanim  gevre  kalitesinin
degerlendirilmesinde anlam kazanmaktadir.

1.5. Su Sertligi

Agir metaller sert suya nazaran yumusak suda daha toksiktir, ¢inki bu
metaller yumusak suda daha fazla ¢ozunir ve bilindigi gibi agir metallerin ¢ozinmis
formlar1 aktif toksik ajanlardir (Rathor ve Khangarot, 2003).

Bircok agir metal sert suda daha az toksk hale gelir. Su sertligi sucul
organizmalar Uzerine agir metallerin toksik etkilerini degistirebilir (Kim ve ark,
2001). Genellikle tatl sularda su sertligi arttikca agir metal toksisitesi organizmalarin
Ca'? ve Mg™ gibi iyonlart amak icin yarismasindan dolay: azalir (Javid ve ark,
2007; Kim ve ark, 2001; Pyle ve ark, 2002). Dogal ortamda Ca® ve Mg agir
metallerden daha fazla oranda bulunur. Ca'® konsantrasyonu azaldikca metal

iyonlarin solungag membranlarindan pasif gegisi artar. Ca*? ve Mg iyonlarinin



1. GIRIS Dilek SAGLAM

hiicre membranlarindan alimi dengenin saglanmasina neden olur ve bu durum metal

iyonlarina karsi gegirgenligi azaltir (Kim ve ark, 2001; Penttinen ve ark, 1998)

Su sertligi bilindigi gibi baliklar Gzerine agir metallerin toksik etkilerini
azaltmaktadir. Metal toksisitesi genellikle solungag epitelyumlarindaki Ca™
kanallarinin yarismal1 olarak bloke olmast yoluyla baliklarda aktif Ca™ transferinin
bozulmas: ile ilgilidir. Iyon regilasyonlarimin esik siddetinde bulunan baliklar
yumusak suda Ca™ eksikliginden dolay: tehlikededirler. Cevre metalleri ozmotik
biitinlikteki diizenden ve yapisal zararlardan dolay: Ca'? iyonlarinin yerini solungag
yuzeylerinin negatif yiklenmis kissmlarina dogru degistirir (Ebrahimpour ve ark,
2010).

Perschbacher ve Wurts (1999) su sertliginin kedi baliginda (Ictalurus
punctatus) Cu*? toksisitesini minimum diizeyde etkiledigini gdzlemlemistir. Bu
durum ise sertligin 50-100 mg/L CaCOs; dizeyinde artmasi ile toksisitedeki
azalmanin sadece 1.3 kat olmasina baglanmustir. Su sertliginin Cu*? ve zZn'?
toksisitesi Uzerinde 6nemli etkisi vardir. Bu ¢alismanin sonuclarina gore su sertligi

ne kadar artarsa baliklarin Cu*? ve Zn™

ye karsi toksisite hassasiyetleri o kadar
azalir. Cu*? konsantrasyonu 2 mg/L olan yumusak suda 6liim oran % 100 iken sert
suda bu oran % 16 olup cok sert suda ise 6liim gézlenmemistir. Cu*? konsantrasyonu
16 mg/L olan sert suda 6lim oram % 100 iken ¢ok sert suda bu oran % 77 ‘dir

(Ebrahimpour ve ark, 2010).
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Lauren ve McDonald (1987), gokkusag: alabaligi S. gairdneri’de 28 gunlik
55 pg Cu*?/L etkisine bakmuslardir. Cu*? birikiminin yaninda solungag Na'/K*-
ATPaz aktivitesinin 24 saat igerisinde % 33 inhibe oldugunu gozlemislerdir.

Li ve ark. (1998), 3.2 mM Cu*? etkisindeki O. niloticusun solungag
dokusunda 28. gin sonunda yapisal degisikliklerle birlikte klorit hiicre sayisinda
farklilik gozlemislerdir. Solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesi ve plazma Na" diizeyinin
Cd*™ etki siresi ile azalis gosterdigini belirtmislerdir. Arastiricilar Na'/K*-ATPaz
aktivitesi ile solungag Cu™ icerigi arasindaki ters orantiun, enzimin Cu'?
inhibisyonuna oldukga duyarli olmasindan kaynaklanabilecegini belirtmislerdir.

Ay ve ark. (1999), Tilapia zllii’'nin Cu™® ve Pb™nin (0.5-4.0 mg/L) 14
glinliik etkisi sonucunda kas, solungag ve karaciger dokularinda Cu™? ve Pb™ nin
birikim gosterdigini buna karsin, kas dokusunda Cu*? diizeyinin kontrole gore farkl:
olmadigin belirtmislerdir. Bununla birlikte solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesinin her
iki metal etkisinde inhibisyon gosterdigi kaydedilmistir.

De la Torre ve ark. (2000), Cyprinus carpio’yu 1.6 mg Cd*%/L’nin 14 giinlik
etkisine birakmalarinin ardindan baliklari Cd*? icermeyen suda 19 giin sireyle
bekletmislerdir. Na'/K*-ATPaz aktivitesi etki sonunda % 30 diizeyinde azalirken,
Mg*%-ATPaz aktivitesi % 70 artis gostermistir. Subletal Cd*? etkisinin sazanda
osmotik ve iyonik dengeyi saglayan solungag enzimlerini 6nemli dlclde degistirerek
strese neden oldugu bildirilmistir.

McGeer ve ark. (2000), O. mykissi Cd"® (3 mg/L), Cu*® (75 mg/L) ve
Zn*?nin (250 mg/L) 100 giinlik etkisine birakmislardir. Deney sonunda metallerin
iyon dengesi ve Na'/K*-ATPaz aktivitesine olan etkilerini incelemislerdir. Solungag
Na'/K*-ATPaz aktivitesinin Cu*? etkisinde artis gosterdigi ve tiim viicuttaki Na' ve
Ca'*? diizeylerinin 2 guin icerisinde bozuldugunu gozlemislerdir. Cd*? etkisinde Ca'?
kaybinin daha uzun stireli oldugu ve fizyolojik tepkilerin Cu*? etkisinde metabolik
gereksinimle iliskili mekanizmalar: icerdigi belirtilirken, kronik Cd*? etkisinin ise

uzun streli metabolik gereksinimle iliskili olmadigi gosterilmistir.

11
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Grosell ve ark. (2004), 12.8 ve 55.2 uM Cu*? nin 30 guinlilk etkisi sonrasinda
deniz baligi Opsanus beta’da metal birikimi ve Na'/K'-ATPaz aktivitesine
incelemislerdir. Arastiricilar, Na'/K*-ATPaz aktivitesinde solungag ve bobrek
dokusundaki Cu'*? birikimine karsin inhibisyon gézlememislerdir.

Monteiro ve ark. (2005), 40 ve 400 pg/mL Cu*? etkisinde birakilan tath su
cuprast O. niloticus da 3, 7, 14 ve 21 giin siireyle solungag dokusunda Cu*? birikimi
ve Na'/K*-ATPaz aktivitesini 6lgmuslerdir. Solungaglarda Cu*? diizeyinin Cu'*
derisimi ve etki siresi ile dogrusal olarak artmasina karsin, Na'/K'-ATPaz
aktivitesinin 3. giin sonunda Cu*? diizeyi ile ters orantil olarak azaldigi gdzlenmistir.
Elde edilen veriler, Na'/K*-ATPaz aktivitesinin iyon plazma diizeylerine gére uzun
sireli metal etkilerinde daha hizl1 tepki verdigini vurgulanmustur.

Garcia-Santos ve ark. (2006), O. niloticusu 5 ve 25 mg Cd*?/L etkisine 24,
48 ve 96 saat siireyle birakmuslarcir. Deney sonunda plazma Na' diizeyi degisiklik
gostermezken, Ca™? diizeyi uygulanan doza bagli olmaksizin azalmis ve solungag
Na'/K*-ATPaz aktivitesi ise degisiklik gostermemistir.

Hoyle ve ark. (2007), besin yoluyla Cu"nin (1500 mg Cu?/kg k.a) 30
gunlik etkisine birakilan kedibaligi Clarias gariepinus un bagirsak, karaciger ve
solungag dokularinda Cu*? diizeyini incelemislerdir. Bu siirenin sonunda Cu*? diizeyi
srasiyla 20, 5 ve 4 kat atmis ve doku Na', K* dizeyi ile Na'/K'-ATPaz
aktivitesinde az miktarda degisiklik olmustur.

Atli ve Canli (2007), O. niloticusun 14 gin sireyle 5, 10 ve 20 uM
derisimlerindeki metal (Cu*?, Cd*"?, Zn"? ve Pb*?) etkilerinin ardindan solungag ve
bagirsak dokusunda Na'/K*-ATPaz ile kas dokusunda ise Ca'>-ATPaz aktivitesini
dlcmislerdir. Na'/K*-ATPaz aktivites solungagta 20 uM Pb™ etkisinde artis
gostermesinin disinda biitiin metal etkilerinde inhibe olmustur. Kas Ca™-ATPaz
aktivitesi ise Cu*? disindaki diger metal etkilerinde inhibe olmustur. Bu calisma ile
arastiricilar enzim tepkilerinin metal tipi ve derisimlerine bagli olarak degisiklik
gogerdigini ve enzimatik tepkilerin ekotoksikoloji alamnda sucul ortamlardaki metal
kirliligine duyarl belirtecler olarak kullamlabilecegini vurgulamislardr.

Craig ve ark. (2007), 7 gun slreyle yumusak suya adapte edilen zebra balig:
Danio rerio'da cesitli biyokimayasal parametrelerle birlikte Na'-K*ATPaz

12
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aktivitesini sert suda yasayan baliklarla karsilastirmislardir. Yumusak suda iyon
diizeyleri sert suya gore onemli diizeyde azalirken, tim vicuttaki iyon diizeylerinde
onemli bir fark gozlenmemistir. Buna karsilik, arastiricilar solungag Na'-K* ATPaz
aktivitesinin yumusak suda 3. gline kadar nemli diizeyde artisinin ardindan 7. giine
kadar sert sudaki dizeyine yaklastigim belirtmis ve elde ettikleri verilerin baliktaki
iyon diuzenleyici mekanizmalarin isleyisini anlamada yol gosterici olabilecegini
kaydetmislerdir.

Ebrahimpour ve ark. (2010), 40, 150 ve 380 mg CaCOs/L sertlik diizeylerine

+2)

sahip sularda Cu*? ve Zn"? nin toksisitesinin Capoeta fusca’ ya etkisine bakmuslardir.

Elde ettikleri sonuca gore suyun sertligi arttikga metallerin toksik etkilerinde azalis

+2)

g6zlemis baska bir deyisle, Cu™® ve Zn*? nin sert suya gére yumusak suda cok daha
toksik oldugunu belirtmislerdir.

Mansouri ve Baramaki (2011), farkli sertlik dizeyine sahip sulara adapte
edilen (0.118, 0.154 ve 0.180 mg/L) balik Capoeta fusca’da akut Hg*? toksisitesini

incelemisler ve artan su sertligi ile Hg*? toksisitesinin azaldigini belirtmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Kimyasallar

3.1.1.1. Metaller ve Asitler

Bakir klordr dihidrat (CuCl,.2H,0, Merck)
Kadmiyum klortr monohidrat (CdCl,.H,0, Merck)
Trisodyum sitrat dihidrat (CsHsNazO7.2H,0, Merck)
Nitrik asit (HNO3; % 65, Merck)

Perklorik asit (HCIO4 % 60, Merck)

3.1.1.2. ATPaz Aktivite Ol¢iimiinde K ullamlan Kimyasallar

Trizma-Base (Tris [hidroksimetil]aminometan; C4H11NOs, Sigma)
Sukroz (o-D-Glukopiranozil B-D-fruktofuranosid; Ci2H22011, Sigma)
EDTA (Etilendiamintetraasetikasit, Merck)

Sodyum klortr (NaCl, Merck)

Potasyum klorir (KCI, Merck)

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

Kalsiyum klorir (CaCl,, Merck)

Polioksietilen 10 Lauril eter (Sigma)

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

Sulfirik asit (H2S04 % 98, Merck)

Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO,4, Merck)

Disodyum Adenozin trifosfat (Na,ATP, Sigma)

Ouabain (Cy9H44012, Sigma)
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3.1.1.3. Protein Analizinde Kullamlan Kimyasallar

Sodyum karbonat (Na,CO3, Merck )

Sodyum hidroksit (NaOH, Merck)

Potasyum sodyum tartarat tetrahidrat (CsH4KNaOg.4H,0, Merck)
Bakir (11) sulfat pentahidrat (CuSO,4.5H,0, Merck)

Folin Ciocalteu Fenol Ayiraci (Sigma)

Bovin Albumin (Sigma)

3.1.2. Kullanilan Ekipmanlar

Spektrofotometre: Cecil 5000 series

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

Hassas Terazi: Sartorius Analytic A 200S

Santrifdlj: Sigma 2-16 K

Homojenizator: Janke & Kunkel Ultra Turrax T25

Su Banyosu: niive BM 101

pH metre: Hanna HI 8314 membran pH metre

Manyetik Karistirict: Janke & Kunkel IKAMAG RH

3.2. YOntem

Bu arastrmada kullamlan O.niloticus lar Cukurova Universitesi Su Uriinleri
Fakultesi yetistirme havuzlarindan alinarak laboratuara getirildi. Baliklar 4 ay sureile 40
X 40 x 100 cm boyutlarindaki 120 L cesme suyu iceren akvaryumlar icerisinde 20 °C+1
sicakliginda ve 12 saat aydinlanma periyodu uygulanan laboratuar kosullarina
adaptasyonlar: sagland.

Deney sirasinda akvaryumlardaki sert ve yumusak su ortamimin kalitesini
belirlemek amaciyla ¢oklu 6lglim cihaziyla (Thermo Orionstar 5) dlcimler yapildi.

Sert su olarak ¢cesme suyu, yumusak su olarak ise Pinar Camlica marka hazir su
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kullanmldi. Sert suyun bulundugu akvaryumlardaki oksijen (5.3 + 0.83 mg/L), pH (8.3
+ 0.08), toplam sertlik (304.2 + 21.2 ug CaCOs/mL) ve iletkenlik (5.8+17.78 mS)
degerleri olculdd. Yumusak suyun bulundugu akvaryumlardaki oksijen miktari
5.5+0.55 mg/, pH 8.58+0.13 , toplam sertlik 61.4+ 3,5 pug CaCOs/Ml, iletkenlik ise
1.77+15.57 olarak dl¢uldu.

Baliklar glinde bir kere agirliklarinin % 2-3'0 kadar hazir balik yemi (Pinar
Sazan Y avru yemi, izmir) verilerek beslendi. Bu balik yemindeki mikro elementlerin
miktarlar1 70 mg Zn/kg, 25 mg Mn/kg, 25 mg Mg/kg, 2 mg Felkg, 0.7 mg 1/kg, 1 mg
Cu/kg, 0.2 mg Co/kg, 0.03 mg Selkg ve makro elementlerin miktarlar: ise en az %
2-en ¢ok % 2.5 Ca, en az % 0.2-en gok % 1 Na, en az % 1 P ve yem igerigindeki ham
protein ise en az % 40’ dir. Akvaryum sular1 2 giinde bir olmak Gzere dinlendirilmis
ve gesme suyu kullanilarak degistirildi.

Baliklar 6 adet olacak sekilde 33x33x40 cm boyutlarindaki akvaryumlarda
kadmiyum (CdCl,.H,0) ve bakir (CuCl,.2H,0) 1.0 pg/mL derisimlerinin etkisine 1,
7 ve 14 gun olarak U¢ farkli zaman diliminde metal etkisinde birakildi. Metallerin
akvaryum tabamna c¢okmesini Onlemek amaciyla trisodyum sitrat  dihidrat
(CeHsNaz0O7.2H,0) kullanildi. Deney sirasinda akvaryumlarin cam yizeylerine
tutunma, akvaryum suyunun buharlasmasi gibi nedenlerle akvaryumlardaki metal
derisimleri degiseceginden akvaryum sulari 2 gunde bir taze hazirlanan stok
cozeltilerden yapilan seyreltmelerle degistirildi ve metallerin balik yemine
yapismasini 6nlemek amaciyla su degisiminden 1 saat kadar 6nce yem verildi.

3.2.1. Doku Homoj enatlarimin Hazir lamsi

Belirlenen her siirenin sonunda baliklar gesme suyu ile iyice yikandiktan sonra
ve kurutma kagidi ile yizeylerinde bulunan su damlaciklar: alinmigtir. Baliklar spinal
yapilarak 6ldurildukten sonra boylar: en yakin cm ve agirliklar: en yakin g cinsinden
Olclldu. Baliklarin ortalama boy (12,7+1,4 cm) ve agirliklarinin (28,0+8,7 g) farkl
deney gruplari arasinda istatistiksel olarak bir ayirim gostermedigi gozlendi
(P>0.05). Steril aletler kullanilarak solungag, bobrek ve bagirsak dokular: alindh ve
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tartimu yapilan dokular uygun paketlemeler yapilarak homojenize edilinceye kadar -
80 °C’ de sakland.

Dokular agirliklarimin 1/10'u oramnda homojenizasyon tamponu (250 mM
Sukroz, 20 mM Trizma-Base, 1 mM EDTA (pH 7.8) ) ile 9500 rpm’'de birkag dk
sireyle buz tstiinde homojenize edildi. Ependorf tiplerine aktarilan homojenatlar
13.000 g'de 20 dk (4 °C) santrifllj edildi ve elde edilen supernatantlar enzim
analizlerinde ve protein tayininde kullamlmak Uzere ependorf tiplerine aktarilarak
buz tizerinde sakland:.

3.2.2. Na—K* ATPaz Aktivitesinin Olgiimii
Na'-K* ATPaz aktivitesinin olclldugii inkiibasyon ortamimin optimum
kosullar1 laboratuarimizda onceki calismalarda belirlenmistir (Atli 2009) (Cizelge

3.1).

Cizelge 3.1. Dokularda en yiiksek Na'™-K* ATPaz enzim aktivitesinin 6l¢uldiig
optimum ortam kosullar1 ve inkiibasyon ortamindaki iyonlarin son iyon

derisimleri.
(- Ouabain) (+ Ouabain)

Ouabain (mM) - 1
NaCl (mM) 100 100
KCl (mM) 20 20
MgCl2(mM) 4 4
Tris(mM) 40 40
pH 1,7 7,7
ATP (mM) 3 3

oC 37 37
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)
k;/ 3 mL Ana Ayrrag
: ; 500 pL soguk saf su (+4°C)
> » 100 pL NaATP (30 dk inktbe edildi.)
> » 30 pL ornek (sicak su banyosunda 37 °C-5 dk bekletildi.)
Q » 870uL inkibasyon ortami(-Oubain ortamu) / (+Oubain ortami)
-Ouabain Ornegi / +Ouabain Ornegi
) )
N N
g » 3mL AnaAvirac > » 3mL AnaAvirac
> — 100 pL NagATP > —» 30 uL 6rnek stipernatanat
g —> 30 L saf su >~ 100 saf su
g —~ 870uL inkiibasyon ortami g > 870uL inklibasyon ortami
N N
Ornek kor ATP Kor

Na™-K* ATPaz aktivitesi, ouabain icermeyen tiiplerin aktivitesinden (Toplam-
ATPaz), ouabain iceren tiplerin aktivitesinin (Mg'>-ATPaz) cikarilmas: ile
hesaplandi. ATPaz aktiviteleri, umol Pi/mg prot./sa. olarak verildi.

3.2.3. inorganik Fosfat Tayini
Inorganik fosfat tayini, ATP den agiga cikan Pi’ nin Polioksietilen 10 Lauril
eter ile fosfomolibdatin olusturdugu sar1 renkli bilesigin absorbansimin 390 nm' de

Olglilmesi esasina dayanmaktadir (Atkinson ve ark, 1973).

Inorganik fosfat tayini icin kullamlacak olan ayiraglarin hazirlanmas: asagida

verilmistir.
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1. % 5 Polioksietilen 10 Lauril eter: 5 g Polioksietilen eter tartildi ve saf su ile
¢cOzulerek 100 mL’ye tamamlandi. Kullamlmadan 6nce olusan bulanikligin
giderilmesi icin 37 °C’ de 30-40 dk bekletildi.

2. % 2 Molibdik asit: 2 g (NH.)sM0,0...4H.0 tartilarak 1.8 M H,SO, ¢dzeltisinde
coziildu.

3. Anaayrrag: 10 mL % 5 Polioksietilen eter, 25 mL % 2 Molibdik asit ve 65

mL saf su karistirilarak hazirland.

Atkinson ve ark (1973) kullandigi yonteme dayanarak tiplerde agiga cikan
inorganik fosfat miktari, son hacmi 1,5 mL olan tuplerin Uzerlerine 3 mL ana ayirag
(polioksietilen 10-lauril eter, amonyum molibdat karisimi) konulduktan sonra oda
sicakliginda 10 dk inklbe edildi. Tuplerde olusan sar1 rengin absorbanst 390 nm’de
okundu.

Sonuglarin kantitatif degerlendirilebilmesi 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400
mM  KH,POs c¢ozeltisinden hazirlanarak elde edilen standart egri  Uzerinden
degerlendirildi.

0,6 -
05 -
04 - y = 0,0013x

2 _
03 R? = 0,9991

Absorbans

0,2 1

0,1

0 100 200 300 400 500
Fosfat Derigimi pM
Sekil 3.1. Fosfat derisimi ve absorbans arasindaki dogrusal iliski.
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3.2.4. Toplam Protein Analizi

Homojenize edilen solungag, bagirsak ve bobrek dokular: santriftij edildikten
sonra elde edilen supernatantlarda Lowry metodu (Lowry ve ark, 1951) ile protein
analizi yapildi.

Lowry metodu; proteinlerin alkali bakir stlfat ilavesiyle, fosfotungustik asit
ile mavi renkli kompleks olusturma esasina dayanir. Olusan bu renkli kompleks ise
spektrofotometrede 750 nm dalga boyunda absorbansi 6lcllerek kantitatif olarak
protein miktarlar: tespit edilir.

Proteinlerin ¢ogunda tirozin veya triptofan veya her iki aminoasit esit
oranlarda bulunmaktadir. Bu aminoasitler, fosfotungstik-fosfomolibdik asidi (Folin-
Ciocalteu) redikleyerek mavi renk verirler. Bu metod ile, proteinler dnce alkali
ortamda bakir iyonu ile reaksiyona girerek bakir-protein kompleksini olusturur, daha
sonra ortama Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi eklendiginde bakir-protein kompleksi, tirozin
ve triptofan kokleriyle birlesir.

Ayiraglar:

1. Ayrrag A: % 2 N&COs ( 0.1 N NaOH iginde ). 2 g NaCOs; tartilarak 0.1 N
NaOH icinde ¢oziinmesi sagland:.

2. Ayrrag B1: % 1 CuSOs. 5H20. 1 g CuS0O,4.5H,0 tartilip, 100 mL’ye saf su ile
tamamland.

3. Ayirag B2: % 2 Na-K-Tartarat. 2 g Na-K-Tartarat tartilip 100 mL’ye saf suile
tamamland.

4. Ayrrag C: 50 hacim ayirag A + 1 hacim esit oranda karistirilan ayirag B1 ve
Bo.

5. Folin-Ciocalteu Cozeltisi: Kullanilirken 1'e 1.5 oramnda saf su ile
seyreltilmelidir.

6. Standart Bovin Albumin Cozeltisi: 1 mg/mL bovin albumin olacak sekilde
stok bovin albumin ¢ozeltisi hazirlandh.
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Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi su sekilde yapilmaktadir.
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 =400 ng : 0.4 mL stok bovin albumin + 0.6 mL distile su
Standart 4 = 600 ng : 0.6 mL stok bovin albumin + 0.4 mL distile su
Standart 5 =800 ng : 0.8 mL stok bovin albumin + 0.2 mL distile su
Standart 6 = 1000 ng : 1.0 mL stok bovin albumin

Daha sonra uygun seyreltmeler yapilarak son derisimlerin 100, 200, 400, 600,
800 ve 1000 ng/mL olmast saglandi. Hazirlanan standart c¢ozeltilerden ve
orneklerden 0.3 mL alinarak 6rnek tuplerine konuldu ve bunun Gzerine 3 mL ayirag
C eklenerek calkalandi. Oda sicakliginda 15 dk bekletilen tUplerin Gzerine 0.3 mL
Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi konularak iyice karistirildi ve oda sicakliginda 30 dk daha
bekletildi. Olusan mavi renkli kompleks, 750 nm dalga boyunda su koriine karsi
okundu.

O. niloticus dokularinda total protein dizeyini belirlemek icin stok serum
bovin albumin cozeltisinden uygun seyreltmeler yapilarak elde edilen standart
derisimlerine karsilik gelen absorbans degerleri araciligiyla cizilen regresyon
egrisinden elde edilen regresyon esitligi y =0,0012x olarak bulunmustur (Sekil 3.2.).
Burada y absorbans degerini, x ise derisimi gostermektedir.
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1,2

0,8 - y = 0,001x

2 _
06 | < R’ =0,9903

Absorbans

0,4

0,2 A

0 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200

Protein Derigimi (uM/mL)

Sekil 3.2. Sigir albumininden hazirlanan standart derisimier ve absorbans arasindaki
dogrusal iliski.

1 ng Cu/L etkisinde sert suda kalan baliklardan 1 numarali olan baligin

solungacinda 14 giin sonunda total protein diizeyi:

y = 0.0012x
Absorbans. y = 0,703
Derisim (x) = 0,703
0,0012
Derisim = 0,585 mg/mL
Doku tamponla 10 mL’ye seyreltildigi igin
Derisim = 0,585x 10 x 10
Derisim = 58,5 mg prot./ g yas agirlik (y.a)

Benzer sekilde her dlcime ait regresyon esitliklerinden yararlanilarak diger
balik dokularindaki protein miktarlar: iki tekrarli olmak tizere dlgildu ve hesapland:.
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3.2.5. ATPaz Aktivitesinin Hesaplanmas

ATPaz aktivitesi - 0OD/0,0013+ x 4,5 (mL)
1000 x 0,03 (mL) x 0,5 (sa.) x mg prot./mL

= umol Pi/mg prot./sa.

* = Inorganik fosfat regresyon esitligi (y = 0,0013x)

1 pg Cu/mL etkisinde sert suda kalan baliklardan 1 nolu O. niloticus'un
solungacinda 14 giin sonunda Na'-K* ATPaz aktivitesi:

Absorbans. y = 0,0705

Na'-K* ATPaz aktivitesi - 0,0705/0,0013x 4,5 (mL)
1000 x 0,03 (mL) x 0,5 (sa.) x 5,86 mg prot./mL

Na'-K* ATPaz aktivitesi = 2,78 umol Pi/mg prot./sa.

3.2.6. Metal ve Iyon Analizleri

Dissekte edilen dokular total agir metal ve iyon analizlerine baslamak
amacyla etiive konuldu ve 105 °C'de 3 giin siireyle sabit agirhga ulasana kadar
kurumalar1 beklendi. Kuru agirliklari saptanan ornekler cam yakma tiplerine
alinarak tizerlerine 2 mL perklorik asit ve 4 mL nitrik asit ilavesi yapilarak 100 °C’'de
yaklasik 5 saat slreyle yakildi. Yakma islemi c¢eker ocakli bir ortamda yapild.
Tamamen berrak bir ¢ozelti haline gelinceye kadar yakilan ornekler sogumaya
birakildi ve plastik tUplere alinarak solungag dokusu 10 mL’ye bobrek ve bagirsak
dokusu 5 mL’ye distile su ile seyreltildi.

Daha sonra ¢ozelti igerisindeki agir metallerin absorbans: atomik absorbsiyon
spektrofotometresinde (Perkin Elmer 3100- Perkin Elmer A Analyst 700) okundu.
Iyonlarin absorbans degerleri standart degerlerini astiginda ilave seyreltmeler
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yapilarak okuma yapildi. Atomik absorbsiyon spektrofotometresinin ve olgtimlerin
dogrulugu referans materyal (TORT 1 istakoz hepatopankreas:, National Research
Council, Canada) kullanilarak test edildi ve dl¢ctimlerin % 10 araliginda aynm oldugu
belirlendi.

3.2.7. Metal Derisiminin Hesaplanmas

Bakir ve krom etkisinde kalan deney gruplarinda ve kontrol gruplarinda,
metal standartlar1 ile absorbanslari arasindaki dogrusal iliskiyi gbsteren standart
grafikler kullanlarak metal birikim dizeyleri belirlendi. Bakir etkisinde kalan
orneklerde, bakir birikimini belirlemek igin stok ¢ozeltiden uygun seyreltmelerle
hazirlanan Cu*?  standartlarinin (1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0 pg/mL) absorbans degerleri
iley = 0,046x regresyon ssitligi elde edildi (Sekil 3.3.).

Ayni sekilde Cd*? etkisinde kalan orneklerde, Cd*? birikimini belirlemek
amaciyla stok ¢ozeltiden uygun seyreltmeler yapilarak hazirlanan standartlarin (0.5,
1.0, 1.5, 20 upg/ml) absorbans degeri ile y = 1,0x regresyon esitligi elde edildi.
Denklemdeki y absorbansi, x ise metal derisimini gostermektedir (Sekil 3.4.).

1ug Cu™/mL etkisinde sert suda kalan baliklardan 1 numaral: olan baligin
solungacinda 14 giin sonunda bakir derisimi:

Absorbans. y = 0,046x
Derisim (x) = _0,046
18,15
Derisim = 0,835 ug Cu*? /mL
Doku asitle yakildiktan sonra 10 mL’ye tamamlandigi igin
Derisim = 0,835x 10
Derisim = 8,35 ng Cu™?/mL

Cu*? etkisindeki deney grubunda solungag dokusunun kuru agirligi 0,2722 g
olarak tespit edildi. Buna goére 1 g dokudaki Cu*? derisimi:
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Derisim - 8,35
0,2722

Derisim =30,68 pg Cu"/g k.a

0,25 -
02 -
n
S 0,15 y = 0,046x
s R® = 0,999
4 01-
<
0,05
0 T T T T T ]
0 1 2 3 4 5 6

Cu*? Derigimi (mg/mL)

Sekil 3.3. Cu*? derisimi ve ausur vars arasinuaki uogrusal iliski.

Total metal diizeyi Cd*? deney gruplari ve kontrol gruplart icin de ayni
sekilde hesaplandi. Bittin sonuglar pug metal/g. k.a. olarak verildi.

2,5 -
2 -
wn
S 1,5+
o y = 0,968x
2 14 . R? = 0,999
o]
<
0,5 -
0 ‘
0 0,5 1 1,5 2 2,5

Cd*? Derigimi (mg/mL)
Sekil 3.4. Cd*? derisimi ve absorbans arasindaki dogrusal iliski.
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3.2.8. lyon Derisiminin Hesaplanmasi

Tota iyon diizeyleri, kontrol ve metal etkisinde kalan gruplarda Na', K,
Mg ve Ca™ sandartlar: ile absorbans degerleri arasindaki iliskileri gosteren
standart egriler (Sekil 3.5.-3.8.) kullanilarak hesapland.

1,6

1,4
1,2 1 y =1,3846x

2 _
1 R = 0,9994

0,8
0,6
0,4 1
0,2

0 T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,2

Na’ Derisimi (ua/mL)
Sekil 3.5. Na' derisimi ve absorbans arasindaki dogrusal iliski.

Absorbans

[EEY

0,06
0,05 |
0,04 -
y =0,01x
2
0,03 R™=1

Absorbans

0,02 -

0,01 -

K* Derigimi (ug/mL)
Sekil 3.6. K" derisimi ve absorbans arasindaki dogrusal iliski.
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0,3 -
0,25 |
0,2 1 y = 0,5x

R*=0,99
0,15 |

Absorbans

0,1 -

0,05

0 T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Mg*? Derisimi (ug/mL)
Sekil 3.7. Mg derisimi ve absorbans arasindaki dogrusal iliski.

0,25 ~
0,2

0,15 ~
y = 0,04x

R® =
0,1

Absorbans

0,05 ~

Ca'? Derigimi (ug/mL)
Sekil 3.8. Ca"?derisimi ve absorbans arasindaki dogrusal

1 pg Cu/mL etkisinde sert suda kalan baliklardan 1 numaral: olan baligin

solungacinda 14 giin sonunda Na' derisimi:

y = 1,384x
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Absorbans: y = 110
Derisim (x) =110

1,384
Derisim = 79,48 ng/mL Na'

Doku asitle yakildiktan sonra 6nce 10 mL’ye seyreltildi. Yogunlugun fazla
olmasi nedeniyle cozelti ilave olarak 100 kere daha sulandirildi ve bdylece son
derisim hesaplanirken 1000 kere sulandirilma katsayisi hesaba alindi.

Derisim = 79,48 x 1000
Derisim = 79480 mg Na'/mL

Cu*? etkisindeki deney grubunda solungag dokusunun kuru agirhig: 0,1937g
olarak dl¢uldi. Buna gére 1 g dokudaki Na derisimi:

Derisim =79480
0,1937
Derisim = 410,33 mg Na/g k.a.

Tota iyon diizeyi diger Cu™® ve Cd™ etkisinde kalan deney gruplar: ve
kontrol gruplar: icin de aym sekilde hesapland:.

3.2.9. igtatistik

Bu calismadaki istatistiksel analizler, SPSS yardimiyla “Regresyon Analizi”
ve “One-way ANOVA” kullanilarak yapilmistir. Kontrol ve deney gruplar: arasinda
istatistiksel bir ayirim gozlendiginde (P<0.05), hangi grup veya gruplarin farkli
oldugu post-hoc testlerinden Duncan-test kullanilarak belirlenmistir. Grafik cizimleri
ise Microsoft Excel program kullanmlarak gizilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. ATPaz Aktivites

4.1.1.1. Kontrol Balhiklarda AT Paz Aktivites

O. niloticus, sert su ve yumusak suda Cu ve Cd?nin 1 ug/mL
derisimlerinin etkisine O, 1, 7 ve 14 gun sure ile birakildi ve bu sireler sonunda
solungag, bagirsak ve bobrek dokusunda Na',K*-ATPaz aktivitesi Olciildi. Elde
edilen veriler, sert sulardaki kontrol baliklarinda solungag Na'/K*-ATPaz
aktivitesinin O, 1, 7 ve 14. gunlerde sirasiyla 9,72+0,27, 8,45+1,13, 6,51+0,65 ve
4,28+0,65 pmol Pi/mg prot./sa. oldugunu gostermistir (Sekil 4.1.). Bagirsak kontrol
Na',K*-ATPaz aktiviteleri aym gunler icin sirastyla 6,54+0,50, 7,55+0,92, 3,58+0,31
ve 5,18+0,65 umol Pi/mg prot/sa. (Sekil 4.2.) ve bdbrek dokularindaki kontrol
Na',K*-ATPaz aktiviteleri ise ayni gunler icin sirasiyla 2,17+0,64, 3,82+ 0,80 ,
4,50+0,85 ve 1,96 +£1,40 pumol Pi/mg prot/saolarak olcilmustar (Sekil 4.3.).

Yumusak sulardaki kontrol baliklarinda solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesinin
0, 1, 7 ve 14. gunlerde sirastyla 6,01+1,13, 6,51+0,65 ve 3,88+0,65 umol Pi/mg
prot./sa. oldugu gozlenmistir (Sekil 4.1.). Bagirsak kontrol Na'/K'-ATPaz
aktiviteleri ayni gunler icin sirastyla 7,45+0,92, 5,55+0,31 ve 3,88+0,65 umol Pi/mg
prot/sa. olarak 6lglilmiis (Sekil 4.2.) ve bobrek dokularindaki kontrol Na'/K*-ATPaz
aktiviteleri ise aym gunler icin sirasiyla 12,9+0,80, 2,94+0,85 ve 6,23+1,40 pmol
Pi/mg prot/sa. olarak 6lctlmustir (Sekil 4.3.).
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4.1.1.2. Bakir Etkisinde AT Paz Aktivites

Sert su ortaminda bulunan baliklarin 1, 7 ve 14 giin siire ile 1 pg/mL Cu*?
etkis sonucunda enzim Na'-K*ATPaz aktivitelerinde kontrole gore Onemli
farkliliklar gbzlenmis (P<0.05) ve bu degerler Cizelge 4.1." de verilmistir. Buna gore
solungag Na,K-ATPaz aktivitesi kontrole gbre 7. giun sonunda anlamli olarak en
yuksek dizeyine % 130’ luk artisla ulasmustir (8,16+£0,12 umol Pi/mg prot/sa.) (Sekil
4.4.)). Buna karsin, bagirsak Na,K-ATPaz aktivitesi ise kontrole gore 1. giin sonunda
% 18 oraminda bir azalis gostermistir (6,66+0,08 umol Pi/mg prot/sa.) (Sekil 4.5.).
Bobrek Na,K-ATPaz aktivitesi ise 1. giin % 149 (9,50+£0,42 umol Pi/mg prot/sa.)ve
14. gin sonunda % 606 (13,84+0,09 umol Pi/mg prot/sa.) oraninda istatiksel olarak
Oonemli bir artis gostermistir (Sekil 4.6.).

Yumusak suda yasayan Cu etkisindeki baliklar ise 7. giin sonunda 6lmeye
baglamiglardir. Bu nedenle yumusak su ve Cu etkisindeki gruplarda 14. gin sonunda
enzim aktivitesi ol¢tlememistir. Solungag Na,K-ATPaz aktivitesi, kontrole gére 7.
Gunde anlamli bir azalis gozlenmis, sert suya gore ise 1. (10,23+1,41 pmol Pi/mg
prot/sa.) ve 7. gunlerde (5,35+0,94 umol Pi/mg prot/sa.) istatiksel olarak 6énemli bir
azalis gozlenmistir. Bagirsak Na,K-ATPaz aktivitesi ise 7. gun sonunda % 61
dizeyinde azalis kaydetmistir (3,58+0,18 pmol Pi/mg prot/sa.). Bunun yamnda
bobrek Na,K-ATPaz aktivitesi ise tum slreler igin istatiksel olarak anlamli bir
farklilik gostermemistir (P<0,05).
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4.1.1.3. Kadmiyum Etkisinde ATPaz Aktivites

Sert suda yasayan baliklarin Na'-K* ATPaz aktivitesi 1 pg/mL Cd'nin 1, 7 ve
14 gunlik etkisi sonunda dnemli diizeyde farklilik gostermistir (P<0,05). Solungag
NaK-ATPaz aktivites tim sureler icin anlamli artiglar gostermis olup, 7. gin
sonunda % 165 ile en yiksek dizeye ulagmistir (9,41+0,68 pmol Pi/mg prot/sa.)
(Sekil 4.7.). Bagirsak enzim aktivitesi kontrole gére anlamli olmayan artislarin
yaninda 1. gin sonunda % 44 ile 6nemli bir azalis gostermistir (4,60+0,61 pmol
Pi/mg prot/sa.) (Sekil 4.8.). Bobrek Na,K-ATPaz aktivitesinde ise 1. ve 14. gin
sonunda anlaml1 artiglar olmakla birlikte en yiksek 14. Gunde % 768’ lik (17,0+0,03
pmol Pi/mg prot/sa.) énemli bir artis, 7 glnlik etki sonundaise % 65’lik (1,59+0,13
pmol Pi/mg prot/sa.) bir azalis gbzlenmistir (Sekil 4.9.).

Yumusak suda yasayan baliklarda Cd etkisi sonrasinda NaK-ATPaz
aktivitesinde onemli degisiklikler gordlmustir. Solungag Na,K-ATPaz aktivitesi
kontrole gore 1. ve 14. guin sonunda anlaml: artiglar gozlenirken en fazla artisin % 85
oraninda 14. giinde oldugu ol¢ulmustur (7,18+0,14 umol Pi/mg prot/sa.). Ayrica 7.
Giin sonunda da hem kontrole hem de sert suya gére % 23’ Uk bir azalis gbzlenmistir
(5,02+0,41 umol Pi/mg prot/sa.). Bagirsak Na,K-ATPaz aktivitesi en yiuksek hem
kontrole hem de sert suya gore 7 gunlik Cd etkisi sonrasinda % 51’10k bir dists
gosermistir  (2,85+0,59 pmol Pi/mg prot/sa). Buna karsin, bobrek enzim
aktivitesinde ise 7. gin sonunda kontrole gore % 82'lik bir artis kaydedilmistir
(6,50+0,27 umol Pi/mg prot/sa.). Sert suya goreise 1. ve 7. gunler 6nemli dizeyde
artis gosterirken, 14. Gunde % 27 oraninda bir azalis belirlenmistir (7,93+2,06 pmol
Pi/mg prot/sa.).
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Cizelge 4.1. Oreochromis niloticus dokularinda metal etkilerinde ATPaz
aktivitelerinin kontrole gore yuzde (%) degisimleri.. ( * . kontrole
gore anlaml: olan degerler, # . sert sudaki Cd *? etkisine maruz
kalmis baliklara gore anlamli olan degerleri gostermektedir. CBY;
canli balik yok).

Cd- Cu-
Doku Gun Cd-Sert Su | Cu-Sert Su | Yumusak Y umusak
Su Su
1 80 - * 21 - . 48  #
* * * 98 X
Solungag 7 165 - 130 - 23 - * # "
14 143 -+ | 2 - |, 8- CBY
1 s x| 18 |-, Moo B
Bagirsak 7 12 - 2 51 * # 61 %
14 9 - 19 - i >4 CBY
. . 8 25
1 9% - 149 - _— _
Bobrek 7 65  * 22 82 -*# | 33
14 768 - * 606 - * 20 - # CBY

4.1.2. Metal Birikimi

4.1.2.1. Bakir Etkisinde M etal Birikimi

Cu~ etkisinde 1, 7 ve 14 gun sure ile sert suda yasayan baliklarda her ¢ doku
icinde dnemli diizeyde artislar gbzlenmistir. Buna gore kontrol baz alinarak yapilan
degerlendirmede en yuksek birikim solungag (28,6+2,05 pg/g k.a) ve bobrek
(26,9+0,0 pg/g k.a) dokusu igin 14.gtinde gozlenmistir. Bagirsak dokusu igin ise tim
sirelerde artis gozlenmis olup en yuksek artis 7. Giunde (59,9+7,14 pg/g k.a)

gozlenmistir.
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Yumusak suda Cu? etkisinde kalan baliklardaki solungag dokusu igin ise
kontrole gore en 6nemli artis1 7. giinde (13,4+£1,50 pg/g k.a.) goserirken, sert suya
gore ise 1. gunde (6,37+0,19 pg/g k.a) ©nemli bir dizey gbzlenmistir. Bagirsak
dokusu i¢cin hem kontrole hem de sert suya gore 1. giinde (66,8+29,1 ug/g k.a.) en
Oonemli birikimi gostermistir. Bobrek dokusu igin de kontrole gore en fazla birikim 7.
gunde (11,7+3,48 pg/g k.a.) olup, sert suya gore ise 1. ginde (7,14+0,0 pug/g k.a.)
Oonemli dizey gostermistir. Cu etkisinde yumusak sudaki baliklarda 7. Ginden
itibaren 6lumler gbzlenmis olup 14 guin yasayamamislardr.

4.1.2.2. Kadmiyum Etkisinde M etal Birikimi

Sert suda yasayan 1, 7 ve 14 giun sire ile Cu? ve Cd- etkisinde kalan O.
niloticusun solungag ve bagirsak dokularinda Cd+= dizeyleri artis gosterirken,
bobrek dokusunda dnemli bir degisiklik gérilmemistir. Kontrole gore en yiuksek Cd-
diizeyi solungag (46,6+0,0 pg/g k.a.) ve bagirsak dokusunda (209,8+44,5 ug/g k.a.)
14. guin sonunda gozlenmistir. Bobrek dokusu icin ise 7. gunde (61,5+7,6 pg/g k.a)
bir atis gozlenmistir.

Yumusak suda ise hem kontrole hem de sert suya gore solungag dokusu igin
en yiksek Cd+z duzeyi yine 14. Ginde (15,2+0,0 pg/g k.a.) olup dnemli bir birikim
gostermistir. Bagirsak dokusu icin ise hem kontrole hem de sert suya gore tim
gunlerde anlaml1 artiglar gosterirken en fazla birikim 14. ginde (567,3+29,4 ug/g
k.a.) gozlemistir.

Bobrek dokusunda da tiim ginler icin hem kontrole hem de sert suya gore
birikimde 6nemli artislar gbzlenmis olup, birikimde en fazla artis 14. ginde
(1668,6+664,7 pg/g k.a.) dlctilmistir. Bu degerler Cizelge 4.2.”de verilmistir.



4.BULGULAR VE TARTISMA Dilek SAGLAM

Cizelge 4.2. Set su ve yumusak sularda metal etkisinde kalan O. niloticus
dokularindaki total metal dizeyleri (ug/g k.a). Veriler Aritmetik
ortalamatStandart hata olarak verilmistir (Kontrol grup, N=5; Metal
etkisinde kalan grup, N=3).

Metal Sire Solungag Bagirsak Bdbrek
(giin)
0 2,54+0,12 6,57+1,3 10,8+0,32
1 0,64+0,12 1,27+0,16 7,75+0,96*
SK-cd™? 7 0,71+0,1 1,79+0,42 2,71+0,62*
14 0,85+0,06 1,05+0,36 4,44+0*
P>0.05 P>0.05 P<0.05
1 1,77+0,37 4,12+0,98 00
SK-Cu?® 7 2,05+0,37 3,94+1,15 00
14 0,64+0,08* 1,10+0,31* 00
P<0.05 P<0.05 P>0.05
1 3,69+0,28* 88,5+2,34* 7,10+1,15
scd? 7 16,4+1,55* 201,9+12,64* 61,5+7,58*
14 46,60+0* 209,8+44,5* 140,8+32,44*
P<0.05 P<0.05 P<0.05
1 4,08+0,26* 15,9+0,72* 00
Scu? 7 15,5+1,53* 50,9+7,14* 9,78+0,0*
14 28,6+2,05* 26,2+11,59* 26,9+0,0*
P<0.05 P<0.05 P<0.05
1 0,60+0,06 1,15+0,12 8,39+0,76
YK-Cd"? 7 0,94+0,19 1,34+0,13 4,1+1,27
14 1,19+0,3 1,74+0,45 6,83+1,95
P>0.05 P>0.05 P>0.05
1 2,22+0,56 3,87+0,44 00
YK-Cu*? 7 1,39+0,47 3,62+0,08 0+0
14 0,83+0,37 2,75+1,39 7,32+0
P>0.05 P>0.05 P>0.05
1 5,99+0,50*# 72,9+17,50* 10,1+1,58#
Y-Cd? 7 12,3+1,36* # 311,5+15,76#* 78,842,320+ #
14 15,2+0% # 567,3+29,4 #*  1668,6+664,7*#
P<0.05 P<0.05 P<0.05
1 6,37+0,19* # 66,8+29,1* # 7,14+0,0* #
Y-Cu? 7 13,4+1,50* 58,0+7,48 11,7+3,48*
P<0.05 P<0.05 P<0.05
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4.1.3. fyon Duizeyleri
4.1.3.1. Bakir Etkisinde Iyon Diizeyleri

Denemelerde baliklar 1, 7 ve 14 giin sire ile 1 pg/mL Cu*? etkisinde kalmasi
sonucu iyon duzeylerinde onemli bir degisim gostermemistir. Buna gore sert suda
Cu*? etkisindeki baliklarda K diizeyi bobrek dokusunda 14. giiniin sonunda % 40
oraninda 6nemli bir azalis gostermistir (28,8+2,70 png/g k.a.). Solungagta ve bagirsak
dokular1 i¢cin iyon dizeyi kontrole gore anlamli olmayan azalislar gbstermistir.
Yumusak sudaki Cu*? etkisindeki baliklarda ise K diizeyi kontrole gore solungag
dokusu 7. gunin sonunda % 45 oraninda dnemli bir azalis gostermistir (5,31+0,35
Mo/g k.a). Bagirsak dokusunda sert suya gore 1. gunun sonunda % 3 oramnda
Oonemli bir azalis gostermistir (26,5+75.7 pg/g k.a.). Bobrek dokusu igin ise anlamlt
olmayan azalislar gozlenmistir.

Na" iyonunda sert sudaki baliklarin solungag dokusunda kontrole gore 7.
guniin sonunda % 45 oraminda 6énemli bir azalis gdzlenmistir (0,47+0,02 pg/g k.a.).
bobrek dokusunda 7. gunin sonunda % 67 oraminda bir azalis varken (0,05+0,02
Mg/g k.a)), 14. gunin sonunda %86 oraminda 6nemli bir artis gbzlenmistir (0,13+0,0
Hg/g k.a). Yumusak sudaki Cu*? etkisindeki baliklarda ise Na' diizeyi kontrole gore
solungag dokusu icin anlamli olmayan azalislar gdzlenirken, bagirsak dokusu igin 1.
guniin sonunda % 45 oraminda bir azalis (0,33+0,02 pg/g k.a.), bdbrek dokusu icin 7.
guniin sonunda % 150 degerinde bir artis 6lgilmustur (0,1+0,0 pg/g k.a.).

Mg*? iyonunda sert sudaki baliklarin solungag dokusunda kontrole gére 1.
Gunun sonunda % 30 oraninda bir artis gbzlenmistir. Bobrek dokusu igin ise 7.
guniin sonunda % 75 oraninda bir azalis varken (141,4+1,43 pg/g k.a.), 14. gunin

sonunda % 99 oraninda 6nemli bir artis gézlenmistir (370,4+0,0 ug/g k.a.).
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Yumusak sudaki Cu'? etkisindeki baliklarda ise hem kontrole hem de sert suya gore
bagirsak dokusu icin 7. gunin sonunda % 79 oraninda 6nemli bir artis varken
(235,3£1,85 ug/g k.a.), bobrek dokusu icin ise sert suya gore % 24 oramndabir artis
gozlenmistir.

Ca'? iyonunda sert sudaki baliklarin bagirsak dokusunda 14. giiniin sonunda
kontrole gore % 832 oraminda 6nemli bir artis gozlenmistir (2,58+0,0 pg/g k.a.).
Yumusak sudaki Cu'? etkisindeki baliklarda ise kontrole gére bobrek dokusunda 1.
Guniin sonunda % 92 oraninda bir azalis (0,01+0,02 pg/g k.a.) gozlenmistir.

4.1.3.2. Kadmiyum Etkisinde iyon Duizeyleri

Denemelerde baliklar sert suda 1, 7 ve 14 giin sire ile 1 pg/mL Cd*
etkisinde kalmasi sonucu K* iyon diizeyinde kontrole gére solungag dokusunda
anlaml1 olmayan artislar gozlenirken, bagirsak dokusunda 1. gliniin sonunda % 386
degerinde Onemli bir artis gbzlenmistir (28,1+1,96 pg/g k.a)). Yumusak su icin ise
bagirsak dokusunda hem kontrole hem de sert suya gére 1. ginin sonunda % 28
oraminda bir artis gbzlenmistir (35,2+1,99 ug/g k.a)). bobrek dokusu icin ise kontrole
gobre 7. Gunuin sonunda % 24 oramnda bir artis gozlenmistir (34,7+0,87 pg/g k.a.).

Na’ iyonunda sert sudaki her {ic doku icinde kontrole gére anlamli olmayan
artis ve azalislar gbzlenmistir. Yumusak sudaki baliklar i¢in ise solungag dokusunda
kontrole gore anlamli olmayan azalislar gozlenirken, bagirsak dokusunda 1.ginin
sonunda % 7 oraminda bir artis gdzlenmistir (0,63+0,06 pg/g k.a).

Mg*? iyonunda sert sudaki baliklarin solungag dokusunda 1. giiniin sonunda
kontrole gore % 13 oraminda bir artisa rastlanirken (53,4+4,2 ug/g k.a.), bobrek
dokusu icin 7. gunin sonunda % 80 oraminda Onemli bir azalis gozlenmistir
(113,6+6,01 pg/g k.a). Yumusak sudaki baliklar igin ise solungag dokusunda
kontrole gore anlamli olmayan artiglara rastlanirken, bdbrek dokusunda 1. glintin
sonunda hem kontrole hem de sert suya gore % 72 oraninda bir azalis gbzlenmistir
(132,0+7,88 pg/g k.a)). Ayrica 14. guniin sonunda da kontrole gore % 233 oraninda
onemli bir artis gozlenmistir (447,4+14,1 pg/g k.a).
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Ca'? iyonunda sert sudaki baliklarin bagirsak dokusunda 14. giiniin sonunda
kontrole gore % 903 oraminda 6nemli bir artis (2,78+0,20 pg/g k.a) gdzlenmistir.
Yumusak sudaki baliklar icin ise solungag ve bagirsak dokusunda kontrole gore
anlamli olmayan artislara rastlanirken, bagirsagin 14. ginintin sonunda sert suya
gore % 45 oraninda bir azalis gozlenmistir (1,13+0,61 pg/g k.a.). Bobrek dokusunda
ise kontrole gore 1. giinin sonunda % 91 oramnda bir azalisa rastlanmustir.

TUm bu degerlerin toplam iyon diizeyleri ve % cizelgeleri asagida verilmistir.
(Cizelge 4.3. — Cizelge 4.10.)
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Cizelge 4.3. Sert su ve yumusak sularda metal etkisinde kalan O. niloticus
dokularindaki toplam K+ diizeyleri (pg/g k.a.). Veriler Aritmetik
ortalamatStandart hata olarak verilmistir (Kontrol grup, N=6; Metal
etkisinde kalan grup, N=3).

Metal Sire Solungag Bagirsak Bdbrek
(gun)
0.0 <0.001 23,2+1,33 <0.001
1 8,73+0,52 5,78+0,43* 28,7+4,62
SK 7 8,40+1,39 28,5+2.50 22.8+1,85
14 7.49+0,40 37,0+3,57* 48,3+4,83
P<0.001 P<0.001 P<0.001
1 9,10+0.77 28,1+1,96 * 24.6+0,30
scd? 7 8.76+0,44 24,3+2.84 25,0+0,18
14 7,70+0,07 24,3+2 .84 41,3+4,83
P<0.001 P>0.05 P<0.001
1 8,44+0,07 11,2+0,3 26,3+2,24
scu? 7 6,57+0,29 28,6+4.81 27,0+1,61
14 7.40+0,79 28,6+4,81 28,8+2,70*
P<0.01 P>0.05 P<0.05
1 8,93+1,19 27.4+0,71 31,7+1,29
Y-K 7 9,65+0,43 24,2+0,97 28,1+1,11
14 8,06+0,79 29,2+2 68 32,6+1,72
P<0.001 P<0.001 P<0.001
1 11,0+0,19 35,2+1,99* # 34,4+3,82
Y-Ccd? 7 9,13+0,58 29,3+3,79 34,7+0,87*
14 9,21+0,10 29,3+3,79
P<0.001 P>0.05 P<0.001
1 9,92+0,73 26,5+75.7# 28,0+5,58
Y-Cu? 7 5,31+0,35* 29,2+4.84 26,7+1,06
P<0.01 P>0.05 P<0.05
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Cizelge 4.4. Oreochromis niloticus dokularinda metal etkilerinde K* iyonunun
kontrole gore yuzde (%) degisimleri. (* . kontrole gore anlaml1 olan
degerler, # . sert sudaki Cd *? etkisine maruz kalmis baliklara gore
anlaml1 olan degerleri gostermektedir. CBY'; canli balik yoktur).

Cd- Cu-
Doku Gun Cd-Sert Su | Cu-Sert Su | Yumusak Y umusak
Su Su
3
1 4 - — 23 - 11 -
22 _ _
Solungag 7 4 - — 5 45 *
1
14 3 - — 14 - CBY
1 386 - * 93 - 28 - * # 3  #
Bagirsak 7 15 ~ _ 21 - 21 -
14 40 29 1 - CBY
1 14 8 9 - 11
Bobrek 7 10 - 18 - 24 - * 5
14 14 40 * CBY
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Cizelge 4.5. Sert su ve yumusak sularda metal etkisinde kalan O. niloticus
toplam Na diizeyleri (pg/g k.a). Veriler Aritmetik  ortalamatStandart
hata olarak verilmistir (Kontrol grup, N=6; Metal etkisinde kalan grup,

N=3).
Metal Sire Solungag Bagirsak Bdbrek
(gun)
0 <0.001 <0.001 0,07+0,01
1 0,55+0,15 0,24+0,31 0,08+0,01
SK 7 0,87+0,06 0,22+0,02 0,1620,02*
14 0,43+0,04 0,14+0,02 0,07+0.01
P<0.001 P<0.001 P<0.001
1 0,460,06 0,18+0,01 0,07+0,03
scd? 7 0,69+0,02 0,24+0,04 0,11+0,03
14 0,37+0,0 0,34+0,15 0,05+0.01
P<0.001 P>0.05 P<0.001
1 0,48+0,03 0,24+0,02 0,0620,01
scu? 7 0,47+0,02* 0,17+0,02 0,05+0,02*
14 0,49+0,08 0,24+0,13 0,13+0,0*
P<0.01 P>0.05 P<0.05
1 0,60+0,06 0,59+0,04* 0,07+0,01
Y-K 7 0,59+0,07 0,32+0,04 0,04+0,0
14 0,59+0,04 0,32+0,17 0,05+0.01
P<0.001 P<0.001 P<0.001
1 0,48+0,02 0,63+0,06* 0,09+0,01
Y-Cd? 7 0,52+0,13 0,2620,02 0,07+0,01
14 0,5620,22 0,24+0,0 0,04+0.02
P<0.001 P>0.05 P<0.001
1 0,57+5.2 0,33+0,02* 0,07+0,01
Y-Cu? 7 0,42+6.15 0,17+0,03 0,1+0,0*
P<0.01 P>0.05 P<0.05
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Cizelge 4.6. Oreochromis niloticus dokularinda metal etkilerinde Na™ iyonunun
kontrole gére yuzde (%) degisimleri. ( * . kontrole gore anlaml1
olan degerler, #.sert sudaki Cd *? etkisine maruz kalms baliklara
gore anlaml1 olan degerleri gostermektedir. CBY'; canli balik

yoktur).
Cd- Cu-
Doku Gun Cd-Sert Su | Cu-Sert Su | Yumusak Y umusak
Su Su
1 16 12 20 5
Solungac 7 21 ~ 45 ~* 12 - 29
14 13 15 - 6 CBY
1 25~ 1 - 7 - |, 4
Bagirsak 7 12 - 19 20 46
14 152 - 78 - 25 CBY
1 17 29 27 - -
Bobrek 7 29 67 * 83 - 150 - *
14 36 86 - * 34 CBY
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Cizelge 4.7. Sert su ve yumusak sularda metal etkisinde kalan O. niloticus
dokularindaki toplam Mg* duizeyleri (pg/g k.a). Veriler Aritmetik
ortalamatStandart hata olarak verilmistir (Kontrol grup, N=6; Metal
etkisinde kalan grup, N=3).

Metal Sire Solungag Bagirsak Bobrek
(giin)
0 <0.001 <0.001 830,6172,2
1 47,3+3,25 59,2+6,67 433,3+117,8*
SK 7 52,5+7,60 85,8+13,0* 560,1+57,5*
14 63,8+2,61 179,6+67,6 185,7+34,3*
P<0.001 P<0.001 P<0.001
1 53,4+4,17* 147,9+38,2 459,9+65,4
scd? 7 60,2+1,61 113,8+13,2 113,6+6,01*
14 72,0+6,33 122,1+0,62 331,0+102,4
P<0.001 P>0.05 P<0.001
1 61,7+4,5* 57,318,61 165,4+31,0
Scu? 7 57,7+9,90 118,1+1,34 141,4+1,43*
14 61,3+17,6 163,6+34,4 370,4+0,0*
P<0.01 P>0.05 P<0.05
1 51,1+4,68 03,7+9,38 * 477,8+137,3*
Y-K 7 56,7+4,92 131,3+5,29* 173,4+39,2
14 64,8+0,71 119,1+0,0* 134,5+39,7
P<0.001 P<0.001 P<0.001
1 66,0+2,30 216,0+88,9 132,0+7,88*#
Y-cd? 7 57,8+4,42 112,3+ 1,48 111,1+2,26
14 82,0+1,06 111,5+9,37 447,4+14,1*
P<0.001 P>0.05 P<0.001
1 60,6+2,08 80,9+10,6 594,5+21,3#
Y-Cu? 7 39,7+6,45 235,3+1,85* # 188,0+0,46
P<0.01 P>0.05 P<0.05
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Cizelge 4.8. Oreochromis niloticus dokularinda metal etkilerinde Mg*? iyonunun
kontrole gére yuzde (%) degisimleri. ( * . kontrole gore anlaml1 olan
degerler, # . sert sudaki Cd ™2 etkisine maruz kalmus baliklara gore
anlaml1 olan degerleri gostermektedir. CBY'; canli balik yoktur).

Doku Gun Cd-Sert Su | Cu-Sert Su Yu%%-sak Yu%l:-sak
Su Su

1 13 - * 30 - * 29 - 19 -

Solungag 7 15 - 10 - 2 - 30
14 13 - 4 27 - CBY

1 150 - 3 131 - 14 N

Bagir sak 7 3 - 38 - 14 79 - *#
14 32 9 6 N CBY

1 6 - 62 72 *# 24 - #
Bobrek 7 80  * I 36 8 -
14 78 - 99 - = 233 - * CBY
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Cizelge 4.9. Sert su ve yumusak sularda metal etkisinde kalan O. niloticus
dokularindaki toplam Ca duzeyleri (pg/g k.a.). Veriler Aritmetik
ortalamatStandart hata olarak verilmistir (Kontrol grup, N=6; Metal

etkisinde kalan grup, N=3).

Metal Sire Solungag Bagirsak Bdbrek
(giin)

0 <0.001 4,2+0,33 <0.001

1 14,9+3,23 0,24+0,01* 0,28+0,09

SK 7 28,0+2,08 0,36+0,05* 0,25+0,08

14 15,4+2,45 0,28+0,09* 0,12+0,0

P<0.001 P<0.001 P<0.001

1 19,0+2,17 0,24+0,02 0,12+0,02

scd? 7 22,4+1,34 0,38+0,15 0,09+0,01

14 18,2+3,1 2,78+0,20* 0,21+0,02

P<0.001 P>0.05 P<0.001

1 17,8+0,75 0,33+0,06 0,15+0,03

Scu? 7 21,9+1,36 0,60+0,21 0,15+0,04

14 20,7+7,04 2,58+0,0* 0,14+0,03

P<0.01 P>0.05 P<0.05

1 21,8+2,03 0,21+0,01 1,53+0,29

Y-K 7 22,7+1,92 0,6+0,34 0,16+0,03

14 23,0+1,87 2,04+0,32* 0,16+0,03

P<0.001 P<0.001 P<0.001

1 16,0+3,08 0,20+0,03 0,14+0,01*

Y-cd? 7 21,2+1,78 0,43+0,05 0,06+0,02

14 13,6+0,65 1,13+0,61# 0,09+0,02

P<0.001 P>0.05 P<0.001

1 20,4+1,27 0,24+0,01 0,01+0,02*

Y-Cu? 7 19,5+0,82 0,22+0,04 0,17+0,0

P<0.01 P>0.05 P<0.05
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Cizelge 4.10. Oreochromis niloticus dokularinda metal etkilerinde Ca'? iyonunun
kontrole gore yuzde (%) degisimleri. ( * . kontrole gore anlaml1 olan
degerler, # . sert sudaki Cd ™2 etkisine maruz kalmus baliklara gore
anlaml1 olan degerleri gostermektedir. CBY'; canli balik yoktur).

Doku Gun Cd-Sert Su | Cu-Sert Su Yu%%-sak Yu%l:-sak
Su Su

1 28 - 20 - 26 6

Solungag 7 20 2 6 14
14 18 - 3B - 41 CBY

1 - 38 - 6 11 -

Bagirsak 7 6 - 65 - 28 64
14 903 - * 832 - * 45 # CBY

1 57 47 91 = 92 *
Bobrek 7 66 — 42 66 4 -
14 71 - i 13 43 CBY

56




4.BULGULAR VE TARTISMA Dilek SAGLAM

4.2. Tartisma

Bu calismada 1 pg/mL derisimindeki Cu™? ve Cd*#nin 0, 1, 7 ve 14 ginlik
etkisindeki O. niloticus un solungag, bagirsak ve bobrek dokularinda Na',K*-ATPaz
aktivitesi, toplam metal birikimi ve toplam iyon dizeylerinin dlgllmesi
amaclanmustir.

Deney siiresince yumusak su ortaminda Cd™ etkisinde herhangi bir balik
olumii gézlenmezken, Cu*? etkisinde 7. giin sonunda balik éliimleri gdzlenmistir.
Cu*®nun baliklar iizerine olan toksik etkisi iyi bilinmekte olup, yapilan calismalar
sonucunda osmoregulasyon mekanizmalarinin ¢alisamaz duruma gelmesi baliklarin
0lum nedeni olarak gosterilmektedir (Heath, 1987; Atli ve Canli, 2003; Schjolden ve
ark., 2007). Hogstrand ve Wood (1998), tath su baliklarinda Ag”min solungag
epitelinden Na' kanal1 araciligiyla girerek Na'/K*-ATPaz aktivitesini inhibe ettigini
ve sonugta Na* ve ClI” gibi énemli plazma iyonlarindaki azalmann 6liime neden
oldugunu sdylemislerdir. Y apilan birgok calisma sonucuna gére metaller arasinda en
toksik 6zellikte olaninin Ag" ve Hg" oldugu bunu Cu*? ve Cd™nin takip ettigi
gozlenmistir (Heath, 1987). Baliklarda 6limlere neden olan metal toksisitesi sadece
metal tOrinden degil aymt zamanda balik turd, cinsiyet ve yas gibi biyolojik
faktorlerin yaminda sicaklik, su sertligi gibi ortamin fiziksel ve kimyasal kosullardan
da etkilenebilmektedir. Bir alabalik tiirii olan Salmo gairdneri 0.03 mg/L Cu™? ve 0.1
mg/L Cd*? etkisinde kisa sirede dImiislerdir (Viale ve Calamari, 1984). Benzer
sekilde bir sazan tirrii olan Cyprinus carpio, 7 uM Cd*? etkisinde 5. giinde, 2.5 uM
Cd*™ etkisinde ise 8. giinde dlmistir (Smet ve ark., 2001). Bununla birlikte 10
giinltik deney siiresinde 1 pg/mL Cu*?, Cd*?, Zn™?, Fe*? ve Pb*? etkisinde kalan O.

niloticus larda 6. giinde Cu*? etkisindeki baliklarda gézlenen 6limler, Cu*™?

nin Ag"
ve Hg' ile birlikte metaller arasinda toksisitesinin yiiksek olmasi ile
iligkilendirilmistir (Atli ve Canli, 2003). Schjolden ve ark., (2007) bir sazan turii olan
Carassius carassius ile yaptiklar: calismada 300 pg Cu'?/L etkisinde 13. giinden
itibaren 6limlerin ve 14 ginlik etki sonrasinda ise plazma Na" ve Cl diizeyindeki
azalmayla birlikte solungaclarda kontrol diizeylerine gére yaklasik 14 kat oramnda

Cu*? birikiminin gozlendigini belirtmislerdir. Arastiricilar calisma sonuglarina gore
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C. carassius un direncli bir tir olmasina karsin Cu*?

nin balikta solungag yapisinda
bozulma, plazma iyon dizeylerinde azalma, oksijen alimimn dizenlenmesindeki
bozukluklarla birlikte morfolojik ve fizyolojik degisikliklere neden oldugunu
kaydetmislerdir.

Deney sonucunda elde edilen veriler, Na',K*-ATPaz aktivitelerinin metal
turd, etki siresi, doku tipi ve ortam suyunun sertlik diizeyine bagli olarak 6nemli
oranda degistigini gostermistir. Buna gore hem sert su hem de yumusak su ortaminda
yasayan baliklarda Cd*?nin Na' K*-ATPaz aktivitesine etkisinin Cu*?ya oranla
daha fazla oldugu gozlenmistir. Metallerin enzim aktivitesini en ¢ok etkiledigi
dokuya  dair bir karsilastrma  yapilacak olunursa  siralamanin
solungag>bobrek>bagirsak seklinde oldugu goriulmektedir. Solungag Na',K*-ATPaz
aktivitesi sert su ortaminda metal etkilerinde artis, yumusak su da ise hem artis hem
de azalis gostermistir. Bagirsak enzim aktivitesi ise her iki su ortaminda azalis,
bobrek dokusunda ise genel olarak artis gostermistir. Bununla birlikte metal
etkilerinin yumusak su ile sert su arasinda enzim aktivitesine etkilerine bakildiginda;
Cu™ etkisinde Na',K*-ATPaz aktivitesi cok degisiklik gostermemekle hirlikte
solungag dokusunda azalmis, Cd*? etkisinde ise solungac ve bagirsak dokusunda
azalirken bobrek dokusunda artrmustir.

Veriler, metal ile sert ve yumusak su etkisinde dokulardaki metal ve iyon
diizeylerinin de 6nemli Glglide degistigini gostermistir. Sert su ortaminda en fazla
Cd*"? olmak (izere her iki metal de birikim gosterirken, yumusak su ortaminda
metallerin toksik etkilerinin daha fazla olmasina bagl: olarak daha da artmistir. iyon
duzeylerindeki degisiklik dokularda bagirsak > bobrek > solungag, iyonlarda ise
Mg >K* >Na" >Ca sralamasini izlemektedir. Genel olarak sert sularda Cu*?,
Cd*"? ye gore daha cok etki gosterirken yumusak sularda bu etki diizeyi her iki metal
i¢in birbirine yakindr.

Bu calismada solungag dokusunun Na',K*-ATPaz aktivitesi icin oldukca
duyarl: oldugu ve Cd*" toksisitesinin bu dokuda 6zellikle de bu enzim aktivitesine
etkili oldugu gorilmektedir. Bu durum Cd™ toksisitesinin yiksek oldugunu ve
Na',K*-ATPaz aktivitesinin de bu metale duyarli oldugunu gosteren diger
calismalarla da uygunluk gostermektedir (Li ve ark., 1998; De la Torre ve ark., 2000;
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Atli ve Canli, 2007). 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 osmoregiilatér organlarin 6zgii bir enzim olan Na'/K*-ATPaz enzimi
temelde hiicre i¢i homeostazisin korunmasindan sorumludur ve yapilan ¢alismalar
gunimizde artan cevresel kirlilik sonucu metallerin  toksk  etkilerinin
degerlendirilmesinde Na,K-ATPaz' in duyarli biyolojik bir belirtegler olarak buyik
Oneme sahip oldugunu vurgulamaktadirlar (Watson ve Beamish, 1981; Canli ve
Stagg, 1996; Atli ve Canli, 2007).

Baliklarin osmoregulasyon islevinin gerceklestigi solungag, bobrek ve
bagirsak dokularinda su ve iyon hareketleri duzenlenmektedir (Pinkney ve ark.,
1989; Pelgrom ve ark., 1995; De La Torre ve ark., 2000). Boylece bu dokular sucul
organizmalarin su ve iyon homeostazislerini dengeleyerek degisen dis ortam
kosullarina uyum saglama yeteneklerinde birincil oneme sahiptir. Iyonlar arasinda
Na" ve CI', yogun miktarda bulunmakla birlikte osmotik basincin diizenlenmesinde,
K*, Mg" ve Ca'? ise diger yasamsal fonksiyon ve mekanizmalarda osmotik ve
iyonik regiilasyonun diizenlenmesi adina 6nemli gorevlere sahiptir (Larsson ve ark.,
1985, Simkiss ve Taylor, 1989). Agir metaller, metal tipi ve derisimine, balik ttrtne,
suyun fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine bagli olarak enzim aktivitelerinde artisa veya
azalisa neden olabilmektedir (Heath, 1987). Yapilan arastirmalar sucul ortamlarda
metal etkilerinin oldukga karmasik oldugunu ve suyun fizikokimyasal Gzelliklerine
bagli oldugunu gostermistir (Lauren ve McDonald, 1986; Heath, 1987). Bunlardan
alkalinite, sertlik ve pH sudaki serbest metal olusumunu ve dolayisiyla da baliklar
tarafindan emilimini etkilemektedir. Metal toksisitesinin sudaki EDTA ve humik asit
gibi selat olusturucu gjanlarin varliginda azaldig1 ve ayni zamanda sert sulara gore
yumusak sularda da artis gosterdigi bilinmektedir (Meinelt ve ark., 2001). Sert
sularda metal aktivitesi metallerin Ca*? ve COj ile bilesik olusturmasina bagli olarak
diisiis gosterirken, yumusak sularda diisik Ca™ diizeyi ve tamponlama kapasitesi
nedeniyle toksk etki gostermektedir (Meinelt ve ark., 2001). Cd*?nin Ca™
kanallarina olan yuksek ilgisinden dolayr yumusak sularda toksisitesinde artis oldugu
belirtilirken, sert sularda ise Cd"® toksisitess Ca™ ile biyiik yaris nedeniyle
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diusmektedir (Verbost ve ark., 1989; Pratap ve Wendelaar-Bonga, 1993; Hollis ve
ark., 2000).

Na'-K*ATPaz aktivitesinde gerceklesen azalislar  osmoregiilasyon
sistemindeki  bozulmalardan veya zar  gegirgenliginin  degismesinden
kaynaklanabilmektedir. Bununla birlikte metallerin iyonlarla yarismas: veya enzim
yapisindaki —SH gruplarina baglanarak konformasyonel degisikliklere neden olmasi
da aktivitede azalmaya neden olabilmektedir. Enzim aktivitesindeki artislar ise
bozulan dizenin tekrar onarilabilmesi igin antioksidant enzim sistemi gibi telafi
mekanizmalar: ile agiklanabilmektedir. De La Torre ve ark. (2007), balikta Na'/K*-
ATPaz aktivitesinin su kaynakli kirleticilerin akut veya kronik etkileri sirasinda artis
veya azalis gostermesinin yaminda herhangi bir degisiklik gostermeyebilecegini de
belirtmistir. Na'™-K*ATPaz in verdigi tepkiler dogrudan yogun metal etkilerine ve
zarlardaki iyon tasinmasinin fonksiyonel ve morfolojik bitinlGgiunin bozulmasina,
dolayl olarak ise endokrin sistemin hasar gbrmesine bagli olarak gelisebilmektedir
(Heath, 1987; Grosell ve ark., 2004). Bu nedenle de bu enzimlerin degisen ortam
kosullarina verdikleri cevabin stresin siniflandirilmasinda ve metabolik olarak gesitli
diizenlemelerinin yapilmasinda énem kazandigi belirtilmektedir. Cu*?, Ag®, Cd*?,
Zn*? ve Hg* gibi metallerin akut toksisitelerinin kilit mekanizmasinin solungag
Na'-K*ATPaz inhibisyonu ile iliskili osmoregilator hasar oldugu bildirilmistir
(McGeer ve Wood, 1998; Bianchini ve ark., 2005, Monserrat ve ark, 2007).

Cu*? hiicre zarlarindan Cu® veya Cu® formunda gegebilmekte ve zar
potansiyelinde degisikliklere neden olabilmektedir, dolayisiyla Na*ya bagh Cu*?
alimi Na'-K*ATPaz aktivitesini degistirmesi yoniinden dnem kazanmaktadir. Cu'*?,
Na'-K*ATPaz aktivitesini, enzimdeki tiyol gruplarina veya Mg™ baglama
bolgelerine baglanarak inhibe edebilmektedir (Handy ve ark, 2002). Yapilan

*2nin doku Na' diizeylerinde azalisa neden olarak Na'-K*ATPaz

calismalar Cu
aktivitesini  indirgedigini ve aym zamanda doku K® dizeyini azalttigim
bildirmiglerdir (Li ve ark., 1998; Handy ve ark., 2002). Buna karsilik, bu ¢alismada
solungag Na" diizeyindeki azalisa karsin ayni: dokudaki Na'-K*ATPaz aktivitesinde
artis gozlenmistir. Bu durum ise iyon diizeyindeki azalis1 telafi etmek adina enzim

aktivitesinin artis gostermesi ile agiklanabilir. Grosell ve ark. (2003) ise bu
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calismadaki bazi metal tlri ve etki sirelerinde oldugu gibi, 0.52 ve 1.73 mM
derisimlerindeki 7 guinliik Cu*? etkisinin balik Myoxocephal us octodecemspinosus un
solungag ve bagirssk Na'-K*ATPaz aktivitesi ile plazma Na', Mg ve CI°
diizeylerini, dokularda Cu*? birikimine karsin degistirmedigini belirtmislerdir. Dang
ve ark. (2001), besin yoluyla verdikleri Cd*# nin 4 ve 8 hafta sonunda plazma Cd*
diizeyini artirdigini, plazma Ca'?, Na' ve CI° diizeyini ise etkilemedigini
belirtmislerdir. Bununla birlikte solungag epitellerinde Cd*? birikimi ile birlikte
metallothionein sentezinde de bir artis kaydedilmis ve solungaglarda metallothionein
varhiginin metal etkilerinde Na'-K*ATPaz aktivitesinin korunmas: ve dokunun
normal fonksiyonlarinin  devaminin - saglanmasinda  oldukga Onem kazandigi
belirtilmistir. De La Torre ve ark. (2000), 14 giin boyunca 1.6 mg Cd*?/L etkisinde
biraktiklar: sazan C. carpio’ yu daha sonra Cd*? icermeyen suda 19 giin tutmuslar ve
Na'-K*ATPaz % 30 inhibisyona ugradigimi kaydetmislerdir. Ayrica ATPaz larin
metallere olan duyarliliklarina, doku ve balik turlerine gore degisiklik gosterdigini
belirtmislerdir. O. mossambicus'un 28 giinlik 3.2 uM Cu*? etkisinde solungag
dokusunda bulunan klorit hiicre sayisi ve yapisinda degisikliklerle birlikte sireye
bagli solungag Na'-K*ATPaz aktivitesi ve plazma Na' derisiminde azalma ve buna
ters orantili olarak doku Cu*? diizeyinde artis gozlenmistir (Li ve ark., 1998). Bu
calismada ise Cu*? birikimine karsin Na'-K*ATPaz aktivitesinde artis gézlenmesi,
dokularda degisen iyon duizeylerini tekrar normale getirmek igin  uyum
mekanizmalarinin  devrede olmast ile iliskili olabilir. Bununla birlikte suyun
fizikokimyasal etkisi de bu parametrelerdeki degisiklikler icin ana etmen
olabilmektedir.

Arastiricilar Na'-K*ATPaz aktivitesindeki degisikliklerin balik turii, metal ve
in vivo ile in vitro uygulamalarda oldugu gibi etki kosullarina bagli olarak degisiklik
gosterebilecegini belirtmiglerdir (Ay ve ark., 1999, Atli 2007), McGeer ve ark.,
(2002) hir ay sireyle 7 mg Cu*?/L etkisinde biraktiklar: O. mykiss'in plazma Na'

+2)

duzeyindeki azalisin Cu ™ nin ilk etkisinin bir sonucu oldugunu kaydetmislerdir.
Na'-K*ATPaz aktivitesinin 29. giinde artis gostermesinin ise homeostazisi
diizenleme ve koruma amagli oldugunu belirtirken, kronik Cu*? etkisinin iyon

regulasyon hasar1 ile iligkili metabolik gereksinimde de artisa yol agtigim
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gozlemislerdir. Bununla birlikte kronik subletal metal etkilerinde Na'-K*ATPaz
inhibisyonunun gegici olabilecegi ve metal birikiminin bifazik yani birikim sonras
tekrar eski dizeylerine donebilecegi kaydedilmistir (Lauren ve McDonald, 1987;
McGeer ve ark., 2002).

Metal etkilerinde, organlardan iyon akisinin ve solungaglarda aktif iyon
alimindan sorumlu klorit hiicrelerin hasar gérmesini izleyen elektrolit kaybinin
oldugu gosterilmistir (Lauren ve McDonald, 1987; Tkatcheva ve ark., 2004; Garcia-
Santos ve ark., 2006). Bu durum ve dokulardaki metal birikimi, bu ¢alismadaki iyon
diizeylerinde gozlenen degisiklikleri agiklamaktadir. Iyon diizeyleri de metal tipi,
etki siresi ile ortam suyunun sertlik diizeyine bagli olarak degisiklik gostermistir.
Sert sularda Cd™? ve Cu*? etkilerinde 6zellikle Mg*™ ve Ca™ diizeylerindeki genel
artig, ortam suyunun yiksek sertlik diizeyinden kaynaklanabilmektedir (304.2 pg
CaCOs/mL). Buna karsilik yumusak su ortamindaki iyon diizeylerinde hem artis hem
de azalis goOzlenmesi, degisen ortam kosullarina adaptasyonda olasi uyum
mekanizmalarinin fonksiyon gormesi neden olabilir (McDonald ve Wood, 1993).
Pelgrom ve ark. (1995), O. mossambicus un iyon diizeylerine Cu*® (50, 100, 200
ug/l), Cd*? (20, 35 70 pg/L) ve bu metalerin karigimlarimin baligin tim
vilcudundaki Na' diizeylerinin azaltirken, Ca™ diizeyini ise yiksek derisimlerde
artirdigini belirtmislerdir. Bu calismada da 6zellikle sert su ortamindaki Cu*? ve Cd*?
etkisinde genel olarak Ca™ diizeyi artis, Na* diizeyi ise azalis gostermistir.
Genellikle tatl sularda su sertligi arttikca agir metal toksisitesi organizmalarin Ca'™
ve Mg*? gibi iyonlar: almak icin yarismasindan dolay: azalir (Pyle ve ark., 2002).
Dogal ortamda Ca'? ve Mg™? metallerden daha fazla oranda bulunur. Ca derisimi
azaldikca metallerin solungag membranlarindan pasif gecisi artar. Ca'? ve Mg
iyonlarinin hticre zarlarindan alimi dengenin saglanmasina neden olarak metallere
kars1 gegirgenligi azaltir.

Toplam metal dizeyi, tUm dokularda artis goserirken, yumusak su
ortamindaki metal etkilerinde 6zellikle bagirsak ve bobrek dokusunda metal birikimi
Onemli Olclide artrmistir. Bu durum da metallerin sertlik dizeyi daha distk
ortamlarda Ca'"? eksikligine bagli metallerin Ca*? kanallarin: bloke ederek dokularda
birikmesi sonucu toksisitelerinin artmasi ile iligkili olabilmektedir. Metal ve
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kimyasal toksisitenin dizeyini degistirebilen etmenler, ekzojen (pH, oksjen
konsantrasyonu, sertlik ve sicaklik gibi) veya endojen (turler, tirlerin karakteristik
Ozellikleri, habitat, besin tercihi, metabolik oran, yas gibi) olabilmektedir. Mansouri
ve Baramaki (2011), Hg™ toksisitesinin tatl su baligi1 Capoeta fusca’da su sertligi
arttikga azaldigin belirtmislerdir. Aym tirle yapilan bir diger calismada da su sertligi

arttikca Zn*? ve Cu*®

nun toksik etkisinin azaldig1 ve bu nedenle de su sertliginin
baliklarda Cu*? ve Zn"nin toksk etkisi tizerine dnemli derecede etkili oldugu
vurgulanmistir (Ebrahimpour ve ark., 2010). Laboratuarimizda daha 6nce yapilan
diger calismalarda da metallerin 6zellikle de Cd**nin O. niloticus dokularinda
Onemli oranda birikim gosterdigi gdzlenmistir (Atli ve Canli, 2003; Eroglu ve ark.,
2005; Atli ve Canli, 2008).

Organizma igcin hem gerekli hem de gerekli olmayan metaller
ekotoksikolojide 6nemli bir yere sahiptir, ciinkl bu metaller canli organizmalar igin
yuksek derecede toksktir ve hasar birakirlar (Heath, 1987). Butin sucul
organizmalar dogrudan veya dolayl: olarak 6zellikle suyun kimyasal bilesimi gibi
cevrenin fiziksel ve karakteristik 6zellikleri tarafindan etkilenir (Gillis ve ark., 2008).
Sucul sistemler karmasik ortamlardir. Bunlarin belirteci olan baliklar; sucul
sistemlerin saglikli olup olmadigimin gosterir ¢linkt kimyasallar baliklarda birikebilir
ve zararli etkilere neden olabilir. Etkilerin derecesi kimyasallarin etki siresine,
dozuna ve tirine oldugu kadar aym1 zamanda alkalinite, sertlik, pH, organik karbon
miktar1 ve sicakliga da baglidir (Ezemonye, 2008).

Bu calismanin sonuglari, cevresel etki degerlendirilmeleri yapilirken, su
sertliginin ve baliklarin Na'-K*ATPaz' larin gorev alchgr iyon regiilasyonundaki
degisikliklerin, sucul ortamlarda metal kirliliginin tespitinde ve organizmalara olan

etkilerinin belirlenmesinde, dikkate alinmas: gerektigini vurgulamustur.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuglar

1. Tath su balig1 O. niloticus sert ve yumusak sularda 1.0 pg/mL derisimlerindeki
Cd”ile Cu®nun O, 1, 7 ve 14 gun sireyle etkisine birakilmigtir. Cu etkisinde 7.
gunden itibaren balik Olumleri gozlenmistir. Deney sireleri sonunda solungag,
bagirsak ve bobrek dokularinda Na',K*-ATPaz aktiviteleri ile toplam metal ve iyon
diizeyleri olgUlmustr.

2. Sert ve yumusak sularda yasayan baliklarda solungag, bagirsak ve bobrek Na',K*-
ATPaz enzim aktiviteleri Gnemli oranda degismistir. Bu degisim ise su sertligi, metal
turd, etki siresi ve doku tipine bagli olarak genellikle artis yoninde gerceklesmistir.
Buna gore enzim aktivitesi agisindan en ¢ok solungag dokusu etkilenirken, bunu
sirastyla bobrek ve bagirsak dokulari izlemistir. Bununla birlikte enzim aktivitesi
Uizerinde Cd*?, Cu ya gore daha etkili olmustur.

3. Deney sireleri sonunda dokularda metal birikimlerinin gozlendigi, 6zellikle de
yumusak sudaki baliklarin bagirsak ve bobrek dokularinda Cd™ ve Cu* diizeyinde
sert suya gore 6nemli bir artis oldugu kaydedilmistir

4. Toplam iyon dizeyleri de o6nemli Olclide degisiklige ugramis ve etkilenme
diizeyine gore iyonlar Mg >K* >Na’ >Ca'? seklinde siralanmustir. Iyon diizeyleri de
suyun sertligi, metal tirl ve doku tipine gore artis ya da azalis gbstermistir.

5.2. Oneriler

1. Metal kirliliginin yol actig1 etkilerin belirlenmesinde Na',K*-ATPaz yaninda farkl
biyokimayasal belirtecler de kullanilmast 6énemli olabilir.

2. Su sertliginin yamnda, pH ve ¢Ozinmus organik madde gibi suyun diger
fizikimyasal 6zelliklerinin de ATPaz lar Gizerine etkileri arastirilabilir.

3. Sucul ortamlardaki fizikokimyasal 6zelliklerin metal toksisitesine etkileri ayrica
saha calismalar ile desteklenehilir.
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4. Metd toksisitesinin ayrica DNA ve RNA yapisinda yol agabilecegi hasari
gbzlemlemek amaciyla gen diizeyinde gcalismalar da yapilabilir.
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