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Tatlisu balig1 Oreochromis niloticus farkli derisimlerdeki (0, 0,1, 0,5, 1,0, 1,5
pg/mL) Cu™, Cd? Cr'®, Ag' and Zn™’nin 96 saat siireyle ve 0.05 pg/mL
derisimindeki ayn1 metallerin farkl siirelerle (0, 5, 10, 20, 30 giin) etkisine ayr1 ayri
birakilmistir. Deney siireleri sonunda solungag, bobrek ve kas dokularinda Na™/K'-
ATPaz, Mg?-ATPaz, Toplam-ATPaz, Ca>-ATPaz enzim aktiviteleri ile toplam
protein, metal ve iyon diizeyleri (Na*, K*, Ca™, Mg") 6l¢iilmiistiir.

Kronik uygulamalarda Ag’ hari¢ hicbir metal 30 giinliik siirede letal etki
gostermemistir. Ag' etkisinde kalan baliklarin tamanmi 16. giin sonunda Slmiistiir.
Akut ve kronik uygulamalar ile in vivo ve in vitro kosullarda metaller Na'/K'-ATPaz
ile Ca™-ATPaz aktivitesini azaltirken, Toplam-ATPaz ile Mg™-ATPaz aktivitesinde
azalis yaninda artisa da neden olmustur. Etki siireleri sonunda dokularda genellikle
metal birikimi olurken, Ag" ve Cr'® diizeyleri saptama sirlarmin altinda
gozlenmistir. Toplam protein diizeyleri ise doku, metal, derisim ve etki siiresine baglh
olarak artma veya azalma gdstermistir. Metal etkisi sonrasinda Na" ve K diizeyinde
genel azalma, Mg ™ ve Ca™ diizeylerindeki artis gdzlenmistir. Metal etkisinde en ¢cok
etkilenen Na', en az etkilenen ise Mg+2 olmustur.

Anahtar Kelimeler: Metal, Oreochromis niloticus, ATPaz, Iyon
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EFFECTS of COPPER, ZINC, CADMIUM, CHROMIUM and SILVER on the
Na“/K'-ATPase, Ca**-ATPase and Mg**-ATPase in GILL, KIDNEY and Ca®*-
ATPase ENZYME ACTIVITIES in MUSCLE TISSUE of Oreochromis niloticus
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Freshwater fish Oreochromis niloticus were individually exposed to different
concentrations (0, 0.1, 0.5, 1.0, 1.5 pg/mL) of Cu*", Cd*", Cr*", Ag" and Zn*" for 96
hours and 0.05 pg/mL concentration of same metals for different period of time (0, 5,
10, 20, 30 days). Following each period, Na“/K'-ATPase, Mg*"-ATPase, Total-
ATPase, Ca**-ATPase activities, total protein, metal and ion levels were measured in
gill, kidney and muscle.

Except Ag’, none of the metals killed fish within 30 days. Silver killed all
fish within 16 days. While metal exposures generally decreased tissue Na'/K'-
ATPase and Ca**-ATPase activities, they increased Total-ATPase and Mg”"-ATPase
activities beside their decreases after in vivo/in vitro acute and chronic durations.
Metals accumulated in the tissues except Ag™ and Cr®" due to their low levels below
the detection limits and total protein levels enhanced or declined depending upon the
tissue, metal, concentration and exposure duration. Na“ and K™ levels generally
decreased, whereas Mg”" and Ca®" levels increased. Na™ was the most affected ion
and Mg”" was the least affected ion after metal exposure.

Keywords: Metal, Oreochromis niloticus, ATPase, Ion
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1. GIRIS

Insan kaynakl1 molekiil veya enerjinin dogrudan ya da dolayli girisimi sonucu
olusan kirlilik canli organizmalar ve hatta insanlar i¢in zararli etkilere yol
acabilmektedir. Gliniimiizde arastiricilar suyun paradoksal roliinii yasam kaynagi ve
kirleticilerin eliminasyonu i¢in bir dongii olarak tanimlamaktadirlar. Bu paradoks,
doga ile teknoloji arasindaki celiski ile artig gosteren giiniimiizdeki ¢evresel krizin bir
parcast olarak diisiiniilmektedir. Sucul ortamlar, insanoglunun yol agtig1 ¢esitli
aktiviteler sonuncu ksenobiyotikler tarafindan artan diizeylerde etkilenmektedir.
Bunlardan metaller ve pestisitler gibi bazilar1 olduk¢a zararli etkiler gostermekte ve
bu etkileri biyolojik birikimleri ile artig gosterebilmektedir (De la Torre ve ark.,
2000). Enddstri, ziraat ve madencilikte yaygin olarak kullanilan ve ekolojik tehlike
olusturan bakir, civa, kursun, kadmiyum vb. agir metalleri igeren c¢esitli
kimyasallarin kullanimlarindaki artisin ¢evreyi kirlettigi bilinmektedir. Atmosferik
depozisyon, atiklar, aerosol presipitasyonu ve yagmurlarin yikayici etkisi ve diger
kaynaklar aracilig1 ile ¢evreye yayilan agir metallerin ¢ogu icin son durak olmasi
nedeniyle sucul ortamlar hassas olarak kontrol edilmesi gereken biyotoplardir.

Yapilan bircok calisgma ile agir metallerin yiiksek derisimlerde sucul
organizmalar i¢in letal oldugu gosterilmistir (Eisler ve Hennekey, 1977; Mance,
1987; Canli, 1995). Sucul bir organizma i¢in letal doz, hem metale hem de
organizmaya baghdir. Metallerin organizmalara gosterdikleri toksik etkilerin
kimyasal yapilari ile dogrudan iligkili oldugu ve toksik olanlarinin biyolojik olarak
par¢alanma oOzelligi gostermediklerinden ekosistemde uzun siire kalabildikleri
bilinmektedir (Tagliari ve ark., 2004). Metaller, sadece dnemli bir ekosistem bileseni
olmayan ayni zamanda besin kaynagi olarak kullanilan baliklarda fizyolojik ve
biyokimyasal mekanizmalarin biitiinliigiinii bozabilmektedir (Hogstrand ve ark.,
1999; Basha ve Rani, 2003). Baliklarda akut etkenlere karsi gosterilen dogal
fizyolojik reaksiyon canlinin en Onemli fonksiyonlarindan biridir (Lappivaara ve
Marttinen, 2005). Baz1 metaller redoks-aktif 6zelliginde olup toksik etkilerinin neden
oldugu biyokimyasal tepkilere ek olarak oksidatif strese neden olabilmektedir.

Metallerin neden oldugu oksidatif hasarin sonucunda ATPaz enzimlerinin
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inhibisyonu ile iligkili osmoregiilator hasar, metallothionein fonksiyonu ve metal
baglamasinda degisiklikler ile doku elektrolit kaybi ve bunlarla iliskili hiicre
zarlarinda lipit peroksidasyonu gozlenebilmektedir (Canli ve Stagg, 1996; Wong ve
Wong, 2000; Ribeiro ve ark., 2002; Dautremepuits ve ark., 2004; Atli ve Canli,
2007).

Su ortaminda Kkirleticilerin bulunmasi, bu maddelerin ¢esitli enzimlerin
aktivitelerinde ve esansiyel metallerin iceriklerindeki degisimlerle birgok fizyolojik
ve biyokimyasal degisiklikleri meydana getirdiginden baliklar i¢in ¢ok Onemli bir
sorun olusturmaktadir (Ariyoshi ve ark., 1990). Kadmiyum ve civa gibi toksik agir
metallerin yliksek derisimlerinin baliklarda biiylimede gecikmeye ve deformasyona
neden olmalarindan dolay1 bu metallerin sucul habitatlarda yaygin olarak bulunmasi
onemli bir ¢evresel endise uyandirmaktadir (Zafarullah ve ark., 1990). Diger sucul
organizmalarda oldugu gibi baliklar da metal toksisitesine karsi hassaslardir. Bu
hassasiyet, tiirden tiire cesitlilik gosterdigi gibi suyun yapist ile de dogrudan
iligkilidir.

Baliklar ortamdaki agir metali besin, su ve viicut yiizeyinden absorbsiyon
yoluyla, en ¢ok da solungaglar araciligiyla almaktadir (Simkiss ve Taylor, 1989;
Viarengo, 1989). Balikta akut etki sonucu en fazla hasar goren organin solungac
oldugu diisiiniilmektedir (Olsvik ve ark., 2001). Baliklarda solunga¢ gaz alis verisi,
asit baz dengesi, iyon (Na", Cl" ve Ca'?) taginmasi ve azotlu atiklarin atiminda gorev
alan ¢ok fonksiyonlu bir organdir. Solungaglar sekonder lamellerin bulundugu bir
cift primer filament igeren 4 c¢ift solunga¢ yayindan olusmustur. Filament ve
lameller, kan damarlar1 ile desteklenen klorid hiicreler ve mukus hiicreleri gibi
epitelyal hiicreleri icermektedir. Bdylece solungag epitelyumu iyon taginmasi ve gaz
alis verigini kolaylastirmak i¢in dig ortamla etkilesecek genis bir yiizey alani saglar.
Buna karsilik yiiksek damarli yapiya sahip olmasi nedeniyle epitelyum ayn1 zamanda
toksik maddeler i¢in birincil hedef olmaktadir (Watson ve Benson, 1987; Wong ve
Wong, 2000; Garcia-Santos ve ark., 2006). Solungaclar elektrokimyasal gradiente
kars1 gergeklestirilen, deniz suyundan pasif olarak giren fazla miktardaki NaCl’nin
atilmasinda ve de tath sularda bunun tersi olarak ortamdan NaCl alimindan sorumlu

temel osmoregiilatdr organdir. Solungag¢ epitel hiicrelerinde bulunan, hem tatli su
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hem de deniz baliklarinda aktif elektrolit tasinmasinda gorevli Na'/K'-ATPaz enzimi
de osmotik diizenin saglanmasinda 6nemli role sahiptir (Canli ve Stagg, 1996; Ay ve
ark., 1999). Tath su baliklarinda Cu™ ve Zn™ gibi gerekli metallerin solungag
epitellerinden aktif tagima ile alindigi ve Cu *’nin Na" kanali, Zn>’nin de Ca"
kanali yoluyla solungag epitelyum hiicrelerine gectigi belirtilmistir (Wood ve ark.,
2002). Balik, metal birikiminden kag¢inmak i¢in ilk savunma mekanizmasi olarak
metalleri baglayan ve organizmanin diginda tutan mukus salgilamaktadir (Handy ve
Eddy, 1990; Olsvik ve ark., 2001). Karaciger, dalak ve bobrek ise, su veya diyet
kaynakl1 uzun siireli metal etkisinde zarar goren organlardir (Spry ve Wiener, 1991;
Olsvik ve ark., 2001).

Bir organizma tarafindan alman agir metallerin toksik etkileri, atilim,
metabolik, depolama ve detoksifikasyon mekanizmalarinin alimim hizina
yetisemedikleri durumda ortaya ¢ikmaktadir (Heath, 1987; Ay ve ark., 1999). Bu
kapasite cinsiyet, tilir, populasyon ve her bir birey arasinda cesitlilik gosterebildigi
gibi organizmanin gelisim sathasina da bagli olabilmektedir (Heath, 1987; Canl,
1996). Sicaklik, giin uzunlugu, besin ve tuzluluk gibi g¢evresel sartlar alinim,
biyotransformasyon ve eliminasyon mekanizmalarinin kinetikleri iizerinde onemli
etkilere sahiptir (Baykan ve ark., 2007).

Kirlilik ve biyojeokimyasal mekanizmalarla eser metallerin artan
derigimlerinin etkisinde kalan sucul organizmalar i¢in civa, kadmiyum, kursun ve
giimiis gibi bazi agir metallerin gerekli olduguna iliskin herhangi bir kanit
bulunamamaktadir. Metaller viicutta biriktirildikleri zaman, metabolik yollar bu
metalleri besin degerlerine veya toksik Ozelliklerine dayanarak elimine etmekte,
alikoymakta ya da bu metallerden faydalanabilmektedir (Engel ve Brouwer, 1984).
Eser metaller ya bulunduklart sucul ortamdan, ya da besin ile organizmaya
girebilirler. Alinim yollar1 eser metallerin alinim miktarini ve dokulara dagilimini da
etkileyebilmektedir (Engel, 1983; Engel ve Brouwer, 1984). Dolasim sistemi
tarafindan emilimlerinin ardindan metaller normal metabolizmada kullanildiklari,
atildiklar1 veya ali konduklar1 organlara taginmaktadirlar (Engel ve Brouwer, 1984;
Brouwer ve ark., 1986). Bunun yaninda Cu™, Zn™, Fe™, Co™, Se™ ve Mn™ gibi

gecis metalleri, biyolojik fonksiyonlarda gdrev alan proteinlerin integral bilesenlerini
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olusturduklarindan bir¢ok organizma ig¢in gereklidirler. Bu elementlerin 6nemleri,
genis aralikta koordinasyon geometrisi ve redoks durumlari olusturarak bir¢ok
hiicresel yapiyla etkilesmeleri ve hiicresel solunum, oksijen tasinmasi, protein
stabilitesi, serbest radikallerin yakalanmasi, DNA transkripsiyonu ve bir¢ok hiicresel
enzim fonksiyonu gibi Onemli roller istlenmelerinden ileri gelmektedir. Buna
karsilik bu metaller yiiksek diizeylerde, biyolojik olarak duyarli molekiillere
baglanarak veya tehlikeli serbest radikaller olusturarak toksik 6zellik
gostermektedirler. Organizmalar igin absorbsiyon ile atilimin dengede tutularak
metal homeostazisinin diizenlenmesi olduk¢a 6nemlidir (Bury ve ark., 2003).

Eser metaller fazla miktarda alindiklarinda, alikonma ve atilim mekanizmalari
ile bunlarin diger biyolojik 6neme sahip molekiillerle etkilesimleri dnlenmektedir
(Engel ve Brouwer, 1984). Cevreden alinan metaller genellikle proteinlere
baglanarak kan yoluyla, depo bolgelerine veya transformasyon yada depolama ig¢in
karacigere taginmaktadir. Karaciger tarafindan transforme edilen metaller burada
depolanmakta veya safraya gonderilmekte yada bobrekler tarafindan atilmak tizere
kana geri donmektedir (Sekil 1.1.). Bir sekilde kontrol edilemeyen metaller,
imidazol, karboksil ve Ozellikle siilfidril grubu igeren proteinler iizerinde cesitli
bolgelere baglanabilmekte ve bunun sonucunda diizenleyici fonksiyonlarin kaybina
yol acabilecek konformasyonel degisikliklere neden olmaktadir (Heath, 1987).
Metaller degisik kirleticiler arasinda en ¢ok calisilan gruptur ve genel olarak
metallerin birikimi ile biiyiime, beslenme ve iireme sistemlerine etkileri ile ilgili
caligmalar yapilmistir (Santos ve ark., 2000; Bianchini ve ark., 2005). Tuzluluk metal
toksisitesini ve sonugta su ortamindan alinimini etkilemektedir (Monserrat ve ark.,
2007). Metallerin toksik etkileri denizlere gore tatli sularda daha fazla olmaktadir. Bu
farkliligin su kimyasi ve metallerin birikim yollariyla iliskili oldugu belirtilmigtir
(Bianchini ve ark., 2004). Metal birikimi, organizmanin bulundugu ortam ve
cevreyle iliskili ylizeyleri arasindaki metal alim oranmi tarafindan belirlenir ve sucul
organizmalar i¢in bu biyolojik bariyerler su kaynakli olanlar i¢in solungaclar, besin
kaynakli olanlar i¢in ise bagirsaklardir. Ayn1 zamanda metal formu, spesifikligi ve
ligantlarla bilesik olusturma potansiyeli gibi dis etkenler birikim oranim

etkilemektedir (Andres ve ark., 2002; Atli ve Canli, 2008a) (Sekil 1.2.).
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ESER METAL KAYNAKLARI

(Omurgali veya Omurgasiz Organizma)

Besin, su, hava

f

Hiicre zan
Tasiyici molekil
Solungag ve bagirsak dokusu
Akciger
integiiment
Hemosiyanin Viicut sivilan ile tagima
Kirmizi kan hicreleri
Plazma proteinleri Hemolenf
Metallothionein Kan
Hedef organ
Enzimler
Metalloproteinler Karaciger
Solunum sistemine ait proteinler Hepatopankreas
Metallothionein Sindirim bezleri
Polipeptidler Bobrek v.b.
l Depo organi
Metallothionein
Protein bilesikleri’/kompleksleri Bdbrek
Elemental metal Karaciger
Hepatopankreas
l Safra kesesi
Atillm
idrar
Diski Bobrek
Bagirsak

l Solungag

Sekil 1.1. Omurgali ve omurgasizlarda eser metallerin organizmaya girdikten sonra
izleyecegi olas1 yollar1 gosteren sekil (Engel ve Brouwer, 1984).
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Antropik Organofosforlular -
etki Karbamatlar Giines 1§1n1
Anatoksinler ¢__,_Q__ ()
Cevre-sel 1 pH Siyanobakteri ve fitoplankton
etki l artisi
T Sicaklik

Na" aktif

Na'/v bélgesi

Ca"? aktif

;’a/ > bolgesi
. Mg aktif 9

W' = bolgesi

Metalleri Metallerin "
O taginmast [MSga)
yarigmasi
fyonlarin Iyonlarm aktif
-— diftizyonla gikist girisi
Metallerin \/
Metal bilesik olusturmasi bileaiii

etkinligi
@ | Tuzluluk | Sicaklik

@

Sekil 1.2. Organizmalarda abiyotik parametrelerle antropojenik kirlilik arasindaki
iliskinin ¢esitli biyokimyasal ve fizyolojik tepkileri etkilemesine ait drnekler. Siyah
oklarin belirttikleri (+) ve (-) semboller, biyotik ve abiyotik ¢esitliligin biyokimyasal,
fizyolojik veya cevresel faktorlere etkisini gostermektedir. Kirmizi oklar ise hedef
molekiiller iizerinde kirletici veya diger kimyasal tiirlerin zararli etkilerini
belirtmektedir (Monserrat ve ark., 2007).

Sucul organizmalar, akut metal kontaminasyonunun daha az siklikla etkisinde
kalirken, genellikle uzun siireli ve diisiik diizeydeki derisimlerinin etkisinde kalirlar.
Kronik ve akut stres farkli ekolojik sartlar1 belirtmektedir ve organizmalar bu sartlara
0zel molekiiler, biyokimyasal, fizyolojik veya morfolojik tepkilerle dayanmaktadir.
Bu anlamda kronik stresin genellikle letal toksik madde derisimine artan direnclilik
olarak tanimlanan olas1 uyum mekanizmalarimi indiikledigi bilinmektedir (Silvestre
ve ark., 2005).

Su kaynakli metal etkileri sirasinda birincil hedef olan solungaglarda aktif
iyon alimimin bozuldugu ve iyonik homeostazisinin zarar gordiigii belirtilmektedir.
Iyon diizenlenmesindeki hasar, tiim viicut kompozisyonunu da yansitmaktadir
(Pelgrom ve ark., 1995). Watson ve Benson (1987), solungac epitellerini gegen

Cd™*’nin solunga¢ hasarinin ve balik 6liimlerinin temel nedeni oldugunu belirtmistir.
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Metabolik bakimdan aktif olan karaciger, dalak ve bobrek dokulariin birikimde
oncelik gostermesi, agir metallerin metabolizmay1 etkilemesi ve bu organlarin metal
detoksifikasyonu ile yakindan iliskili olmalarindan ileri gelmektedir (Sarkar ve ark.,
1989). Bununla birlikte baliklarda kas dokusu besin zinciri yoluyla insanlar
tarafindan da ¢ok tiiketildiginden, sucul ekosistemlerde Hg™ gibi metal kirliliginin
belirlenmesinde duyarli ve secici bir 6zellik gostermektedir (Heath, 1987; Szefer ve
ark., 2003). Baliklarda kas dokusu metal birikimi bakimindan etkin bir doku
olmamasina karsin baligin besin olarak tiiketilebilir kismini olusturmasi ve insan
sagligimi yakindan ilgilendirmesi nedeniyle kas dokusundaki metal birikiminin
incelendigi ¢ok sayida aragtirma bulunmaktadir (De Conto Cinier ve ark., 1998;
Canlt ve Atli, 2003; Atli ve Canli, 2008a). Bununla ilgili olarak Tilapia nilotica
(Erdem, 1990) ve Oncorhynchus mykiss’de (Melgar ve ark., 1997) Cd™nin kas
dokusundaki birikiminin ¢ok diisiik diizeyde oldugu belirlenmistir. Canli ve Ath
(2003), Karatasg’tan alinan farkli boy ve agirliktaki balik tiirlerinde Cd+2, Cr+6, Cu+2,
Fe™, Pb™, Zn™* derisimlerini olctikleri ¢alismalarinda, metal derisimlerinin en
yiiksek karaciger dokusunda en diisiik ise kas dokusunda oldugunu belirtmislerdir.
Benzer sekilde Cd™, Cu™, Zn™ ve Pb™ etkisinde 14 giin siireyle kalan O. niloticus
dokularinda olclilen metal birikimi sonuglarina gore; Cd+2, Cu? ve Znﬁ,
birikimlerini en yiliksek diizeyde sirasiyla karaciger, solunga¢ ve kas dokusunda
gosterirken, Pb™ ise en yiiksek diizeyde solungagta birikmis ve bunu karaciger
izlemistir (Ath ve Canli, 2008a).

Sucul organizmalarda metal birikiminin incelenmesi, metallere karsi
duyarlilig1 yiiksek tiirlerin belirlenmesinin yani sira organizmada meydana gelen
yapisal ve islevsel bozukluklarin belirlenmesi bakimindan da 6nem tasimaktadir

(Canli ve Atli, 2003; Kayhan, 2006).
1.1. Kadmiyum
Kadmiyum sucul organizmalar i¢in esansiyel olmayan bir metal olup, devam

eden antropojenik ve endiistriyel aktivitelere (komiir {iretimi, madensel atiklar, ¢inko

rafinerisi, demir ve celik iriinleri, pestisit trilinleri) bagl olarak dogal ortamda



1. GIRIS Giiliizar ATLI

diizeyleri gitikce artan oldukea toksik bir elementtir. Tath sularda, Cd™ 0.1 pg/L’den
kiigiikk derisimlerinde bulunurken, insan kaynakli atiklarin karisabildigi su
ortamlarinda ise bu deger birka¢c pg/L veya daha yiiksek diizeylere ¢ikabilmektedir
(USEPA, 2001; Garcia-Santos ve ark., 2006). Parcalanamayan bir kirletici olan
Cd™nin yiizyillardir trofik diizeylerini degistirdigi ve ozellikle tatli su baliklarina
yiiksek toksisite gosterdigi belirtilmistir. WHO (1992) tarafindan verilen bilgilere
gore tatl su organizmalarn iizerinde genis capli ekolojik ve fizyolojik etkilere
sahiptir. Kisa siireli Cd™ etkisi sonrasinda sucul canlilarda hemotolojik etkiler, Ca"
homeostazisinde bozulmalar, iyonlarin diizenlenmesinde gorev alan bobrek, solungag
ve bagirsak dokularinda histolojik ve morfolojik degisiklikler, hiicre dis1 sivilarda
iyon derisiminde degisiklikler ve osmoregiilator kapasitede degisimler
gbzlenebilmektedir (Garcia-Santos ve ark., 2006). Cd™, toksik etki gostermesi,
cevrede yaygin dagilimi ve diisiik diizeylerde bile organizmalarda yan etkilere yol
acmasi nedeniyle ¢evre calismalarinda yaygin olarak kullanilan bir metaldir. Ayrica
Cd™ etkisinin karaciger, beyin, sinir sistemi, bobrek, dalak ve kemikte patolojik
lezyonlara neden oldugu bilinmektedir. Baliklarda Cd** etkisi sonrasinda biiyiimede
gerilik, solungaclarda Ca™ alminda inhibisyon ve karaciger fonksiyonlarinda
degisiklik gozlenebilmektedir. Baliklar 6nemli bir besin kaynagi ve ekosistem
bileseni oldugundan, Cd™’nin baliklardaki biyokimyasal ve fizyolojik etkilerin
degerlendirilmesi 6nemlidir (Almeida ve ark., 2002).

Cd™ balikta yavas bir sekilde birikim gdostermekle birlikte, karaciger ve
bobrek en oOnemli hedef organlardir. Cd™ balikta cesitli enzim sistemlerini
etkileyerek, norotransmisyon, transepitelyal tasinma, bagisiklik sistemi, oksidazlar
gibi temel fizyolojik ve biyokimyasal mekanizmalar1 bozabilmektedir. Bu tiir etkiler
Cd™nin kisa siireli etkilerinde 6nemli oldugundan, enzimler Cd™ toksisitesinde
giivenilir belirtecler olarak kullamlabilmektedir. Bununla birlikte Cd™, Na'/K'-
ATPaz gibi solungaglarda iyon tasinmasinda goérev alan enzimleri inhibe ederek
solungaclarda iyon gecirgenliginde artisa neden olmaktadir (De la Torre ve ark.,
2000; Silvestre ve ark., 2005).

Cd™* alimimi daha ¢ok yiiksek affiniteli Ca™ kanallariyla ger¢eklesmektedir.

Solungag filament yapisinin Cd™ etkisinde degistigi gozlenmistir (Torreblanca ve



1. GIRIS Giiliizar ATLI

ark., 1989). Hipokalseminin, su veya besin yoluyla Cd™ etkisi sonrasinda balikta
Cd"™ toksisitesinin temel mekanizmasi oldugu bildirilmistir. Cd™ ile indiiklenen Ca™
homeostazisinin bozulmas: ile gézlenen hipokalsemiyi telafi etmek ada Ca™’nin
kemikten ayrilmasinim, kemik hasarmin temel nedeni oldugu diisiiniilmektedir. Cd*
etkisi ile azalan Ca™ akisi, bazolateral Ca™-ATPazlarin inhibisyonu ile
aciklanabilmektedir (Foulkes, 1980; George, 1991). Bu inhibisyon, hiicre ici Ca™
artis1 ile ve hiicre yiizeyinden Ca'* girisinin engellenmesi ile ve sonunda hiicre
6liimii ile sonuglanmaktadir. Cd™*'nin diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarda gesitli
balik tiirlerinde anemiye neden oldugu belirtilmistir (Larsson ve ark., 1985; Heath,
1995). Cd™’nin karbohidrat metabolizmas: iizerindeki etkisi, pankreasta insiilin

2hin laktat

olusturan hiicrelerde hasara yol a¢masiyla ortaya c¢ikmaktadir. Cd
dehidrogenaz aktivitesi ve kan glukoz seviyesini etkiledigi gozlenmistir (Heath,
1995). Cd™ nin hiicrelerdeki enzim havuzlarindan Zn™ ve Cu™ ile yer degistirerek
bakir ve ¢inko homeostasisini bozdugu belirtilmistir (Bay ve ark., 1990). Cd™
bagirsaktan absorbe edilerek depo bolgelerine Oncelikle karacigere tasinmaktadir.
Karacigerde Cd™ metallothioneine baglanmakta ve bu kompleks bdbreklere
tasinmaktadir.

Sucul ortamlarda Cd™ diizeylerinin belirlenmesi ve erken safhada Cd**’nin

zararli etkilerinin saptanmasinda yeni yoOntemlerin gelistirilmesi olduk¢a Onem

kazanmaktadir (Almeida ve ark., 2001).
1.2. Bakir

Onemli bir metalloenzim bileseni olan Cu™* lizil oksidaz, askorbik asit
oksidaz, sitokrom oksidaz, monoamin oksidaz, superoksit dismutaz enzimlerinin
prostetik grubudur ve dolayisiyla tiim Okaryotik hiicrelerin solunumlar1 i¢in gerekli
bir elementtir. Omurgalilarin kan plazmasinda bulunan seruloplazmin, beyinde
bulunan serebrokuprein, karacigerde hepatokuprein ve arthropodlarda solunum
pigmenti olan hemosiyanin bakir igeren proteinlerdir (George, 1991). Cunin
gosterdigi redoks ozellik, hiicresel solunum, serbest radikal savunmasi ve hiicresel

demir metabolizmasi i¢in gereklidir (Gagnon ve ark., 2006). Buna karsilik elektrik
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endiistrisi, alasim, kimyasal katalizor, boya, algisit ve ahsap koruyucu yapimi gibi
cesitli alanlarda kullanilan Cu™, yliksek diizeylerde canlilar icin toksik etki
gostermektedir (Heath, 1987; Saglamtimur ve ark., 2004).

Balik hiicrelerine Na“’ya duyarli yollar araciligiyla giren Cu™®, mide ve
bagirsak ceperinden kan plazmasma gecer ve plazma igerisinde albumin ve
aminoasitlerle zayif bag yaparak karacigere ve bobreklere tasimir. Karacigerde
metallothioneinlere baglanarak depo edilen bakir, seruloplazmin araciligiyla diger
dokulara tasinir (Cousins, 1985; Viarengo, 1989). Tatli su baliklarinda Cu’nin
toksik etkisinin gozlendigi birincil bdlgenin solungaclar oldugu belirtilirken
karaciger, solungag¢ ve bagirsaklarn Cu™ birikimini diizenleyen organlar oldugu
bilinmektedir (Kamunde ve ark., 2002; Gagnon ve ark., 2006).

Cu'? etkisi sirasinda su kaynakli Cu™ etkisinin besin kaynakli Cu™ etkisinden
daha toksik oldugu bildirilmistir. Cu™, hiicre membranlarindan Cu™ veya Cu” iyonu
seklinde gegmektedir ve bu yiiklii iyonlar membran potansiyelindeki degisikliklerden
etkilenmektedir. Yiiksek derisimlerdeki Cu*?, baliklar icin toksik 6zellik gostermekte
ve besin aliminda azalma, bliylimede gerilik, iyon kaybi, solunum hasari, solungag¢ ve
bobrek dokularinda histolojik degisiklikler ve 6liime neden olabilmektedir (McGeer
ve ark., 2000; Handy ve ark., 2002). Bununla birlikte sucul organizmalarda Na"
dengesinde bozukluklara, indirgenmis plazma osmolaritesi ile diisik Na" ve CI
derisimlerine neden olmasi da bu metalin osmoregiilatdr toksikant olarak kabul
edilmesine yol agmustir (Stagg ve Shuttleworth, 1982). Bu etkinin, solungag
epitelyumunun bazolateral membraninda bulunan Na'/K'-ATPaz aktivitesinin
inhibisyonuna bagl olarak solunga¢ diizeyinde iyon aliminin azalmasi ile iligkili
oldugu belirtilmistir. Bu etkinin genellikle Cu™ birikimine bagli solungaglardaki
yapisal ve fonksiyonel hasarla iligkili oldugu kabul edilmektedir (Li ve ark., 1998).

Atli ve Canli (2007), Cu™ etkisinde kalan O. niloticus’un solunga¢ Na'/K -
ATPaz aktivitesinin 6nemli 6l¢iide inhibe oldugunu, buna karsilik alkalen fosfataz

aktivitesinin ise artig gosterdigini bulmuslardir.

10
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1.3. Cinko

Biiytime, hiicre bdliinmesi, metabolizma, bagisiklik, iireme gibi ¢esitli
fizyolojik mekanizmalar igin gerekli divalent gegis elementi olan Zn’nin, en 6nemli
biyokimyasal rollerinden biri de oksidorediiktaz, transferaz, hidrolaz, liyaz, izomeraz
ve ligazlari igeren 300’den fazla enzim aktivitesine olan etkisidir (Olsson ve ark.,
1989). Ohnesorge ve Wilhelm (1991), Zn™ igeren enzimlerin tim tiirlerde genetik
materyalin replikasyonu, transkripsiyonu ve translasyonunda gorev aldiginm
vurgulamustir. Zn'2, dogrudan kataliz reaksiyonlarinda gérev alarak transformasyona
ugrayan substrat ile etkilesebilmekte veya protein konformasyonunun
stabilizasyonunda gerekli olabilmektedir. Bununla birlikte Zn™ kemik olusumu,
hiicreler arasi bagisiklik ve doku gelisiminde fonksiyon gérmektedir. Zn™ alimi
homeostatik olarak kontrol edilmekte ve &zel tasiyici sistemler tarafindan
diizenlenmektedir. Zn™* iyonlari eritrositlere pasif tasima ile girebilmekte ve aym
zamanda amino asitlerle bilesik olusturarak veya Zn'>/Ca™ antiportu ile
taginabilmektedir. Balik kaninda toplam Zn"* derisiminin 0.013-1.15 mM degerleri
arasinda degistigi; Zn ’nin yaklastk % 99’unun protein baglayici bilesik olarak
gozlendigi, bunlarin yaklasik % 5’inin zayif olarak albumine ve % 15’inin de
kuvvetli bir sekilde a,-makroglobuline bagli oldugu belirtilmistir. Zn"*’nin % 1°i ise
diisiik molekiiler agirlikli hiicre bilesiklerine baglanmaktadir. Zn™ toksik olmayan
ajan olarak kabul edilmesine kasin, yiliksek diizeylerde cesitli hasarlara neden
olabilmektedir. Balikta letal Zn™ diizeyleri yapilan galismalara gore gesitlilik
gostermekle birlikte, bu c¢esitliligin suyun sertliginin bir fonksiyonu olarak
gbzlendigi belirtilmistir (Akahori ve ark., 1999).

Birgok organizma igin gerekli bir element olan Zn™’nin, subletal
derigimlerinde balikta biliylimeyi inhibe ettigi, yiizme hareketlerini, davranis ve kan
kimyasii degistirdigi ve dogurganlik ile osmoregiilator kapasiteyi bozdugu
belirtilmistir (Watson ve Beamish, 1981). Zn™’nin, Cd™* gibi Ca™ aliminda gérev
gbren Ca™ baglayan bolgelerde dogrudan Ca™ ile yaristign belirtilmistir. Bu
durumun da hipokalsemi ve balik 6liimlerine neden oldugu gdsterilmistir (Rogers ve

ark., 2003). Zn™* etkisinde Tilapia zillii’de serum asit fosfataz ve karaciger alkalen

11
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fosfataz diizeylerinde azalma goriildigi belirtilmistir (Hilmy ve ark., 1988; Heath,
1995). Artan Zn™* derisiminin Cyprinus carpio L. eritrositlerinde katalaz ve
glutatyon peroksidaz aktivitelerinde azalmaya, hiicre i¢i glukoz diizeyinde 6nemli
degisikliklere neden oldugu ve ayrica kirmizi kan hiicrelerinde tagima sistemlerini ve
dolayisiyla membran gecirgenligini artirarak hemolizlerine neden oldugu
belirtilmistir (Akahori ve ark., 1999).

Zn"? birikiminin gozlendigi 6nemli dokular solungag ve bagirsaklardir. Dogal
sularda Zn"* emiliminin en énemli yolu bagirsaklardir buna karsin, su kaynakli Zn"™
diizeyi arttik¢a solungaclar daha fazla 6nem kazanmaktadir. Hiicresel Zn™ alimi ve
metabolizmasinda metallothioneinlerin roliine ek olarak glutathion da Zn"* aliminda
gbrev gdrmekte ve hiicre ici serbest Zn™ diizeylerini diizenlemektedir. Histidin ve
sistein gibi amino asitlerin Zn™ ile selat olusturmas;, Zn” dagilimim
degistirebilmektedir. Yapilan c¢alismalar sonucunda Ca™’nin solungaglarda Zn™

alimini inhibe ettigi goriilmiistiir (Spry ve Wood, 1989; Hogstrand ve ark., 1999).

1.4. Krom

Endiistriyel yolla ortama salinan krom kirliliginin en 6nemli kaynaklarindan
biri yerylizi ve yeraltindaki kirliliginden sorumlu krom tabaklama endiistrisidir.
Kromun baliklardaki toksik etkilerinden biri de baliklardaki bagisiklik sistemine olan
etkisidir. O’Neill (1981), Cr'®nm viral miicadelede baligin humoral bagisiklik
cevabimi baskiladigini gostermistir. Metalle indiikklenen bagisiklik degisiklikleri,
metallerin dogrudan biyolojik aktif molekiillerin tersiyer yapilarina baglanmalari
veya dolayli olarak balikta kortikosteroid diizeylerini degistirmeleri sonucu
gozlenmektedir. Yer kabugunda yaygin olarak bulunan bir element olan krom,
+2’den +6’ya kadar ¢esitli formlarda bulunmakla birlikte bu metalin biyolojik olarak
6nemli olan ve dogada en stabil formlar1 Cr™ ve Cr'®dir. Trivalent Cr gerekli bir
eser elementken, hekzavalent Cr esansiyel olmayan, toksik ve kanserojen 6zellikte
olup, alerjik reaksiyonlara, dermatite, sindirim kanali, karaciger ve bobrek hasarina
yol agmaktadir. Cr'®mn sulu ¢ozeltilerdeki dominant formu olan iyon kromat

(CrO4)?, spesifik anyon kanallari aracihifiyla hiicre zarlarindan hizla girerek

12
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intraseliiler olarak trivalent forma (Cr") indirgenmektedir (Tagliari ve ark., 2004).
Bununla birlikte Cr'®, antikor iiretiminden sorumlu lenfositlere yiiksek diizeyde
toksik etki gostermekte ve buna bagli olarak antikor cevabin baskilanmasina yol
agmaktadir. Cr'nm, Cr" ile karsilastirildiginda daha toksik olmas: biyolojik olarak
aktif Cr'”nin daha hizli alimindan kaynaklanmaktadir. Cr™® ayrica DNA yapisinda
cesitli lezyonlara neden olabilmektedir (Arunkumar ve ark., 2000). Boge ve ark.
(1989), alkalen fosfataz ve Na'/K'-ATPaz aktivitelerinin Cr® toksisitesinde
gosterdikleri duyarliliktan dolayr Onemli belirtegler olarak kullanilabilecegini
belirtmistir. Cr®nin glukoz toleransi, hiperglisemi, glikozuri ve hipoglisemiye
neden olarak karbohidrat metabolizmasini etkiledigi bildirilmistir (Pan ve ark.,
2003). Atli ve ark. (2006) Cr®nin farkli 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 C. carpio’da
Cr™®nin hematokrit diizeyinde bir etkisinin olmadigi, serum glukoz ve kolesterol

diizeylerini ise dnemli dl¢lide artirdigi bildirilmistir (Canli, 1995).

1.5. Giimiis

Evsel, zirai, madencilik ve endiistriyel yollardan 6zellikle de uzun siiredir
fotograf endiistrisinden dogaya salman Ag ’nin sucul organizmalari etkiledigi
bilinmektedir. Cesitli kimyasal formlarda karisabilen Ag ’nin serbest iyon formu ise
¢ogu durumda oldukga diisiik diizeyde bulunmaktadir (Morgan ve ark., 1997).

Su kaynakli Ag" etkisi sirasinda, Ag’ yiizey aktif toksikanti gibi davranarak
birincil etkisini solungag epiteli iizerinde gostermektedir. Ag', Na' ile ayn1 yoldan
Na' kanali araciligiyla solungag hiicrelerine girmektedir (Wood, 2001; Morgan ve
ark., 2004). Yapilan ¢ok sayida ¢alisma AgNOs’ilin tatli su baliklarinda son derece
toksik oldugunu gostermistir (Morgan ve ark., 1997; Zhou ve ark., 2005). Glimiisiin,
hizla iyonik Ag"ya disosiye olan AgNO; formunda, organik madde igerigi diisiik
olan tath sularda 96 saatlik LC50 degeri 6.5-13 pg/L diizeyinde belirlenmis ve

metaller arasinda tatli su baliklar1 i¢in akut olarak en toksik etki gosterenlerden biri
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oldugu belirtilmistir (Davies ve ark., 1978; Hogstrand ve ark., 1996). AgNO;’iin
toksisitesi serbest Ag” iyonunun varligma baglanmaktadir ve Al”, Cd™, Cu™, Hg"™
ve Zn"*’den daha toksik oldugu belirtilmistir (Wood ve ark., 1996).

In vivo ve in vitro ¢alismalar sonucu, Ag 'nin temel toksik etkisinin, iyon
mekanizmasinda bozulmalar oldugu belirtilmistir (Wood ve ark., 1996; Pedroso ve
ark., 2007). Ag' toksisitesi igin, bir tath su balig1 olan alabalikta solungag
epitelyumunun bazolateral zarinda yer alan Na'/K'-ATPaz enziminin kilit bir hedef
oldugu birgok ¢alisma ile gdsterilmistir (Morgan ve ark., 1997; McGeer ve Wood,
1998). Na'/K'-ATPaz aktivitesinde Ag etkisi sonucu gozlenen inhibisyon,
solungaglardan aktif Na" ve CI" alimimim azaltarak organizmadan iyon kaybina ve
bazi durumlarda liime neden olmaktadir. Alabalikta 10 pg/L AgNOj etkisinde Na”
girisinde % 40 azalis ile plazma Na' ve CI” diizeyinde azalma gozlenmistir. Bununla
birlikte plazma hacminde azalis ile hematokrit ve plazma protein derisiminde artisa
neden olmasi, Ag 'nin solungaglardan Na’ ve CI" aliminda gérevli mekanizmalari
etkiledigi ve sivi hacmi ve kan degerlerini degistirerek 6liime neden oldugunu
gostermistir (Morgan ve ark., 1997; Hogstrand ve Wood, 1998). Ath ve ark. (2006),
Oreochromis niloticus un karaciger katalaz aktivitesinde Ag" etkisinde kalma sonucu
% 44’lik bir azalma oldugunu fakat buna karsin diger agir metallerin enzim
aktivitesini artirdigini gostermislerdir.

Akut Ag" etkisi sonrasi baslangicta gozlenen apikal Na' kanali inhibisyonu
ve en sonunda gézlenen solungag Na'/K'-ATPaz inhibisyonu, solungaglardan diisiik
Na' alimi, iyonoregiilatér hasar ve canlida gozlenen &liimlere karsilik; kronik Ag"
etkisine ait calismalar daha az olmakla birlikte, olasi toksisite mekanizmalari
arasinda iyonoregiilator bozukluklar sayilabilmektedir (Bianchini ve Wood, 2002).
Bununla birlikte Oner ve ark. (2008), Ag" etkisinde O. niloticus™un serum glukoz,
toplam protein, trigliserit, kolesterol ve iire diizeylerinin arttigini, Na® ve CI

diizeylerinin diistliglinii kaydetmislerdir.
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1.6. Adenozin Trifosfataz (ATPaz) Enzimleri

Singer ve Nicolson’un sivi mozaik hiicre zar modelinin temel o6zelligi,
fosfolipit tabakasi ile intrinsik zar proteinlerinin birbirleriyle oldukg¢a siki iliskide
olmasidir. Zar proteinleri iyon taginmasi, lipit biyosentezi ve oksidatif fosforilasyon
gibi hiicre zarinin bir¢ok biyolojik aktivitesinden sorumlu oldugu icin bu 6zelliklere
calismalarda 6nem verilmektedir. Bu enzimlerin onlar1 ¢evreleyen tabaka tarafindan
nasil etkilendigini anlamak, hiicrede isleyen mekanizmalari daha fazla arastirma
gerekliligini getirmistir. Zar enzimleri ve zar proteinleri arasindaki iliskilerin, zardaki
fizyolojik ve kimyasal degisikliklere neden olan sicaklik veya diger etkenlere duyarl
oldugu belirtilmistir.

Metaller, molekiiler yap1 ve enzimlerin fonksiyonel gruplarinin etkinligine
bagli olarak enzim sistemlerine baglanabilmektedir. Enzim molekiilii izerindeki aktif
bolgelere metallerin baglanmasi, enzim aktivitelerinde inhibisyon veya uyarilma ile
sonuclanmaktadir (Watson ve Beamish, 1981).

Adenozin trifosfataz (ATPaz) enzimleri hiicre i¢i fonksiyonlarda énemli rol
oynayan ve toksisitede duyarli belirteg olan bir grup enzimdir. Membrana bagh
enzimler olan ve dokulardaki iyon hareketleri, osmotik basing, membran gecirgenligi
ve yliksek enerjili metabolik transformasyonlarin kontroliinde 6nemli gorevlere sahip
olan ATPaz enzimlerinin yiiksek elektronegatif 6zellik gdstermeleri 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 kanmitlanmistir (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 gevresel kirleticiler
tarafindan osmoregiilator hasardan dnce gergeklesen inhibisyonu, ATPaz’larin iyonik
ve osmoregiilator sistemlerdeki bozukluklarin erken uyarilmasindaki kullanimlarini
isaret etmektedir (Stagg ve ark., 1992; Sancho ve ark., 2003). Kemikli baliklarin
solungaglarinda elektrolitlerin aktif taginmalarinda gorev alan solungag ATPaz
enzimlerinin metal etkisine farkli tepkiler verdigi belirtilmistir (Watson ve Benson,

1987; Atl1 ve Canli, 2007).
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Na'/K"-ATPaz disinda diger ATPaz’lardan Mg *-ATPaz, Na'/NH,-ATPaz ve
Ca™-ATPaz, farkli tiirlerdeki baliklarin solungaglarinda calisilmis ve iyon
diizenleyici rolleri vurgulanmistir (Watson ve Beamish, 1980). Bu enzim
aktivitelerinin Cr+6, Cu+2, Pb+2, HgJr2 ve Zn" gibi metaller tarafindan etkilendigi
belirtilmistir (Shephard ve Simkiss, 1978; Watson ve Beamish, 1980). Genel olarak
in vitro metal etkileri ATPaz aktivitesinde azalisa neden olurken, in vivo etkiler ise
cok acik olmamakla birlikte metallerin dogrudan etkilerine bagli oldugu kadar,
enzimlerin miktar ve turn over (geri doniisim) oranlarindaki telafi edici
degisikliklere neden olan homeostatik mekanizmalarla da iliskili olabilmektedir. Bu
bilgiler 151831nda ATPazlar gibi osmoregiilator enzimler lizerinde metallerin inhibit6r
etkileri sucul organizmalarda yararli belirtegler olarak kullanilabilmektedir
(Monserrat ve ark., 2007).

Skou (1957) tarafindan bulunan membrana bagli Na'/K'-ATPaz enzimi, 3:2
oraninda hiicre i¢i Na"y1 hiicre dis1 K ile degistirir (Sekil 1.3). Bu ATP bagimh
elektriksel degisim hiicre igini polarize ederek apikal membrandan Na' girisi igin
elektrokimyasal gradient olusturur. Apikal membrandan Na® girisinin, Na'-proton
degistiricisi veya proton pompasi ile birlikte olan Na’ kanali yoluyla proton veya
amonyak degisimi i¢in gergeklestigi goriilmektedir. Protonlarin proton pompasi
araciligiyla apikal membrandan atilmasi, apikal Na™ kanalindan Na" girisini saglayan
elektokimyasal gradienti olusturur (Grosell ve ark., 2002; Handy ve ark., 2002).

Na'/K'-ATPaz ile ilgili yapisal ve fonksiyonel iliskilerin incelendigi
caligmalar, solunga¢ epitelyumunun tasima sistemlerinde ve dolayisiyla hiicresel
homeostazisinin dengelenmesinde gorevli Na'/K -ATPaz enzimleri agisindan zengin
oldugunu gostermistir. Immunositokimyasal ¢alismalar ise Na' iyonlarinin atilmasi
ve K iyonlarimin hiicre igine alinmasinda gérevli Na'/K-ATPaz enziminin kemikli
baliklarin solungag¢ epitellerinde ¢ogunlukla mitokondrice zengin hiicrelerde yer

aldigin1 gostermistir.
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Sekil 1.3. Na'/K'-ATPaz tarafindan Na" ve K" iyonlarinin tasinma mekanizmalarina
ait sematik sekil (Nelson ve Cox, 2002).

Na'/K'-ATPaz enzimi, P tipi ATPaz grubunda olup heterodimerik integral membran
proteinidir ve enzim (), protein bilesigi olup katalitik o alt {initesi yaklasik 100
kDa molekiiler agirliginda, daha kiigiik olan glikozitlenmis [ alt iinitesi ise 55 kDa
molekiiler —agirligindadir.  Enzimin  dokuya ozgii farkli  izoformlarinin
ekspresyonlarinin ¢esitli fizyolojik fonksiyonlarla iliskili olarak gerceklestigi
belirtilmektedir. Bircok kemikli balik tiirleri, tuzluluk degisikliklerine bagli olarak
Na'/K'-ATPaz aktivitesinde uyumsal degisiklikler gostermektedir. Kardiyak
glikoziti olan ouabain Na" ve K" tasinmasini katalizleyen Na'/K'-ATPaz enzimini

inhibe etmektedir (Periyasamy ve ark., 1983).
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Iyon akisinin diizenlenmesi, iyonik ve osmotik homeostazisin dengelenmesi
ile iligkilidir. Sucul organizmalar dikkate alindiginda Na'/K'-ATPaz’m iyon
diizenlenmesinde yasamsal bir 6neme sahip oldugu bilinmektedir ve Na'/K'-ATPaz
aktivitesindeki olasi degisikliklerin dogal stres kaynaklarinda oldugu gibi cesitli
cevresel kirleticilere tepki olarak gelistigi gozlenmistir. Na'/K -ATPaz enzimlerinin
biiylik bir boliimiiniin kemikli baliklarin solunga¢ epitelyumunda klorit hiicrelerde
yerlestigi ve metallerin solungag ATPaz aktiviteleri lizerinde farkli tepkileri oldugu
belirtilmistir (Watson ve Benson, 1987; Canli ve Stagg, 1996; Atli ve Canli, 2007).
Kemikli baliklarin solunga¢ hiicreleri tuz ve amonyak homeostazisinin
dengelenmesinde gorev alan mekanizmalarla iliskili enzimleri igermektedir. Na'/K -
ATPaz, baliklarda solungag hiicrelerinin bazolateral membraninda bulunan sodyum
iyonlariin solungaglardan taginmasinda énemli gorev istlenen kilit enzimdir (Alam
ve Frankel, 2006). Baliktan amonyak atilmasinda pasif difiizyon, ATPaz enzim
aktiviteleri ve tastyicilar 5Snem tasimaktadirlar ve bu mekanizmalar arasinda Na'/K -
ATPaz aktivitesi baliktaki amonyak icin sudan Na' iyonunun degisimini
icermektedir.

Osmoregiilasyon, dis ortamin osmolaritesine (tuzluluk) ragmen hiicre disi
sivilardaki osmotik derisimlerin aktif olarak diizenlenmesidir ve su ortamindaki
canlilar i¢in gerekli bir fizyolojik adaptasyondur. Osmoregiilasyonda énemli gorevi
olan enzimlerden biri olan Na'/K'-ATPaz, solunga¢ ve bagirsak gibi tuz
taginmasmin  gerceklestigi dokularda yiiksek diizeylerde bulunmaktadir ve
transepitelyal tuz hareketleri i¢in gerekli iyonik ve elektriksel gradienti
diizenlemektedir. McGeer ve Wood (1998), akut metal toksisitesinin kilit
mekanizmasinin  solungag Na'/K'-ATPaz aktivitesinin inhibisyonu ile iliskili
osmoregiilator hasar oldugunu bildirmistir. Cu, Ag", Cd?, Zn™ ve Hg™ tatli su ve
deniz baliklarinda Na'/K'-ATPaz inhibisyonu ile baglantli osmoregiilasyonda
bozulmalara neden olan metaller arasindadir (Bianchini ve Wood, 2003; Bianchini ve
ark., 2004, 2005).

Li ve ark. (1998), Na'/K -ATPaz enziminin dogrudan klorit hiicre yogunlugu
ile iliskili oldugunu belirtmistir. Cu™ etkisinde kalan baliklar, iyonik homeostaziyi

dengelemek icin solunga¢ iyon alim mekanizmasini onarma ve detoksifikasyon
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amacli biyokimyasal ve fizyolojik sistemleri aktive ederler. Ornek olarak, Cu®
etkisindeki ¢esitli tath su baliklarinda klorit hiicrelerinin artis1 gézlenmistir ve klorit
hiicre sayisindaki artis genellikle Ca™ ve Na* iyon dengesini tehdit eden ajanlar:
telafi etmek amaciyla gozlenmektedir. Na'/K-ATPaz, genel olarak klorit hiicreler
veya mitokondrice zengin hiicreler olarak bilinen ve epitelin yaklasik % 10’unundan
daha diisiik kismin1 olusturan 6zel epitelyal iyonositlerde bol miktarda bulunmaktadir
(Garcia-Santos ve ark., 2006).

Tyonik gradienti diizenleyen membrana bagl enzimler olan Na'/K'-ATPaz ve
Ca™-ATPaz, bircok temel ve 6zel hiicresel fonksiyonlardaki énemlerinden dolay:
degisen hiicresel ve fizyolojik uyarilara uyum saglamalidir. Bu enzim aktiviteleri
ozellikle kortizol gibi birtakim hormonlar tarafindan diizenlenmektedir (Sunny ve
Oommen, 2001).

Yapilan birgok arastirma Na'/K'-ATPaz aktivitesinin sucul organizmalarda
metallerin hem in vivo hem de in vitro etkilerine duyarli oldugunu gostermistir
(Watson ve Beamish, 1981; Stagg ve Shuttleworth, 1982; Canli ve Stagg, 1996, Ath
ve Canli, 2007). In vitro metal etkileri genel olarak Na'/K'-ATPaz aktivitesinde
azalisa neden olurken, in vivo etkilerin bu kadar agik olmamakla birlikte, olas1 telafi
mekanizmalart enzim kaybini gidermek i¢in homeostatik mekanizmalarda yer
alabilmektedir. Buna karsilik baligin in vivo etkisi sonrasindaki etkilerin her zaman
in vitro etkileri ile tutarlilik gdstermedigi bildirilmistir (Watson ve Benson, 1987,
Stagg ve ark., 1992). Enzim inhibisyonunun osmoregiilator sistemde bozulmalardan
once gelismesi, Na'/K'-ATPaz aktivitesinin iyonik ve osmoregiilator sistemlerde
hasar1 indiikleyen Kkirleticilerin belirlenmesinde erken uyarici olduguna isaret
etmektedir (Stagg ve ark., 1992). Bu nedenle, ilk metal etkilerinin gozlendigi yer
olmas1 nedeniyle solunga¢ Na'/K'-ATPaz aktivitesi duyarli bir belirtec olarak
kullanilabilmektedir (Ay ve ark., 1999). Ath ve Canli (2007), farkli derigimlerdeki
Cd™, Cu™, Zn™ ve Pb™ etkisinde kalan O. niloticus’un solungag¢ ve bagirsak
dokularinda Na'/K"™-ATPaz aktivitesinin azalmasina karsin, yiiksek Pb™* derisimi
etkisinde solunga¢ enzim aktivitesinde artis oldugunu gézlemlemislerdir.

Mg 2-ATPaz enzimi, solunga¢ epitelyumundan hiicre membran biitinligi,

solunga¢ gegirgenliginin stabilizasyonu igin gerekli olan Mg™’nin taginmasinda
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gérev gormektedir. Bununla birlikte Mg™-ATPaz enziminin oksidatif fosforilasyon
ve iyon tasinmasinda 6nemli bir rol iistlendigi belirtilmistir (Parvez ve ark., 2006).
Mg+2 ve Ca' iyonlarinin hiicre dis1 ortamdaki yoklugu solunga¢ gecirgenliginde
azalmalara neden olmaktadir (Watson ve Beamish, 1980, 1981). Mg"™-ATPaz
oligomisine duyarli olan ve olmayan olarak smiflandirildiginda; bunlardan
oligomisine duyarli olanin solunum mekanizmasinda goérev alan mitokondriyal
Mg ?-ATPaz, oligomisine duyarli olmayanin ise daha ok endoplazmik retikulumda
bulunan Mg *-ATPaz oldugu diisiiniilmektedir (Canli ve Stagg, 1996).

Metal varliginda 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  solunga¢ dokusunda Na'/K'-ATPaz aktivitesinde inhibisyon
gdzlerken, Mg™-ATPaz aktivitesinde inhibisyon gézlememislerdir. Bunun disinda
Zn™nin alabaligin solungag dokusunda in virro Mg™-ATPaz, Ca™-ATPaz ve
Na'/K'-ATPaz aktivitelerinde inhibisyona neden oldugu bildirilmistir (Watson ve
Beamish, 1980).

Sarkoplazmik retikulum tiibiillerinde lokalize olan Ca™>-ATPaz, hiicre
membranmim  stabilizasyonu i¢in gerekli olan Ca™nin nM diizeylerinde aktive
olabilmekte ve ATP hidrolizinden agiga c¢ikan enerjiyi kullanarak sitoplazmadan
Ca™nin uzaklastinlmasinda ve bdylece diisiik hiicresel Ca™  igeriginin
korunmasinda gorev almaktadir (Watson ve Beamish, 1981; Saxena ve ark., 2000)
(Sekil 1.4.). Ca™-ATPaz, Ca™ metabolizmasindaki &nemi ve yapisindaki
fonksiyonel -SH gruplarina bagl olarak agir metal etkisinde inhibe olmasi ile kirlilik
calismalarinda biiylik 6nem kazanmaktadir (Shephard ve Simkiss, 1978; Wong ve
Wong, 2000).
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Sekil 1.4. Sarkoplazmik retikulum Ca">-ATPaz enzmine ait yapisal sekil (Nelson ve
Cox, 2002).

Yapilan g¢esitli  arastirmalar sonucunda  baliklarin Ca+2’yi sudan
absorpladiklar1 gosterilmistir ve tatli su baliklarinda genel olarak emilimin
bagirsaktan ¢ok epidermal yolla oldugu ve balikta Ca™ metabolizmasinin
diizenlenmesinde Ca™-ATPazin 6nemli gorevlere sahip oldugu belirtilmektedir.
Metal iyonlarmin etkilerine agik olan solungaglarda metallerin Ca>-ATPaz enzimleri
tizerinden etkilerini arastirmak bu anlamda Onem kazanmaktadir (Shephard ve
Simkiss, 1978). Solungaclar disinda Ca™-ATPaz aktivitesinin yiiksek oldugu diger
bir doku kalp dokusudur ve kalp sarkolemmasinda buna bagh olarak biiyiik oranda

Ca™ depolanmaktadir (Bansal ve ark., 1985). Sarkoplazmik retikulumda Ca™
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ATPaz, kas kasilmasinda énemli rol oynayan bir intrinsik zar enzimidir. Enzim, Ca™
iyonlarinin sitosolden sarkoplazmik retikuluma tasinmasinda gorev gorerek kasin
gevsemesine neden olmaktadir. Bununla birlikte Ca™>-ATPaz aktivitesinin zar lipit
ortamindan etkilendigi bilinmektedir (Watson ve Beamish, 1981; Saxena ve ark.,
2000; Godiksen ve Jessen, 2002).

Bobrek dokusunda Cd**, Ca™*’nin reabsorbsiyonunda gorevli Ca™-ATPaz’mn
inhibisyonuna neden olarak Ca™® diizenlenmesinde hasarlara yol agmaktadur.
Hiicreler aras1 Ca™> alimunin inhibisyonuna ek olarak, hiicre hasarinin neden oldugu
Ca™ homeostazisindeki bozulmalar sonucu hiicrelerin gegirgenliginde de artis
olabilmektedir (Berntssen ve ark., 2003). Cd™, lantanyuma duyarli Ca™ kanallar:
yoluyla solungaglardan girerek bazolateral Ca™ tasginmasinda inhibisyona neden
olmaktadir. Bazolateral Ca™ tasinmasinin yiiksek ilgili Ca™-ATPaz’a bagl oldugu
gdsterilmis buna karsin, enzimin yiiksek oranda Cd™*’ye duyarli oldugu gésterilmistir
(Flik ve ark., 1985; Verbost ve ark., 1988). Cogunlukla klorit hiicrelerde bulunan
Ca™-ATPaz’in inhibisyon bolgesinin Ca™ baglayan bolge oldugu ve klorit
hiicrelerin Cd™ toksisitesi i¢in birincil hedef oldugu belirtilmistir. Solungaglardan
Ca™ alimim oranmin klorit hiicrelerin fraksiyonel alani ile dogru orantili oldugu da
bildirilmistir (Perry ve ark., 1992; Wong ve Wong, 2000). Bununla birlikte Atl ve
Canli1 (2007), O. niloticus’da kas Ca"*-ATPaz aktivitesinin Cd™, Zn** ve Pb™*’nin 14

giinliik etkisi sonunda azalis gdsterdigini kaydetmislerdir.
1.7. iyonlar

Iyonlarin hiicre zar yiizeyine adsorpsiyon mekanizmalar1 birgok faktor
tarafindan etkilenmektedir: 1. Ortamdaki serbest iyon derisimi, 2. Epitelyal yiizey
lizerinde iyon baglayan ligant sayis1 ve tipi, 3. Iyon alim orani1 ve bununla iliskili
ylizey ligant degisimi, 4. Hiicre zarinin dis yiizeyinde hareketsiz tabaka olusumu
(Handy ve ark., 2002).

Osmolit diizeyindeki artis, serum Na' ve Cl derisimlerindeki artisa baglh
gelismektedir. Tek degerlikli serum iyon derisimleri, fazla miktarda Na'/K -ATPaz

enzimlerine sahip klorit hiicreler sayesinde iyonik osmotik dengeyi saglayan
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solunga¢ dokusu ile diizenlenmektedir (Guynn ve ark., 2002). Epitelden Na'
absorbsiyonu, iyon kanallar1 veya protein tastyici (kolaylastirilmig diflizyon) ile dis
ortamdan hiicre icerisine difiizyonunu kapsamaktadir. Na"min hiicreden kana gegisi
ise elektokimyasal gradiente karsi bazolateral Na" pompasit Na'/K'-ATPaz enzimi
tarafindan yiiriitilmektedir (Handy ve ark. 2002).

In vitro aktivite ¢alismalar1 yilan baligi, alabalik, ¢upra gibi baliklarda
solunga¢ Na'/K'-ATPaz enziminin iyonik giice duyarli oldugunu gostermistir. Tatlt
su cuprasmin solungag homojenatinda Na'/K'-ATPaz aktivitesinin reaksiyon
ortaminda artan Na' ve K" derisimi ile yiikseldigi belirtilmistir (Lin ve Lee, 2005).

Tatl sularda mitokondri bakimindan zengin hiicrelere sahip solungaglar siki
bir epitelyuma sahip olup Na" ve Cl’nin aktif alimlarindan sorumludur. Avella ve
Bornancin (1989), Na™nin epitelyum hiicrelere apikal olarak yerlesmis vaskuler tip
H'-ATPaz’larin gérev yaptigt Na~ kanallarindan girdigini belirtmistir. C1” alimmin
ise HCO;™ degisimi ile yapildigr diistiniilmektedir. Osmotik derisim, hiicre hacmine
oldugu kadar iyonik derisimlerin diizenlenmesine de baglidir (Watson ve Beamish,
1980). Serum osmolalite diizeyindeki azalis, osmoregiilator dokularda Na'/K'-
ATPaz aktivitesindeki artis ile iligskilendirilmistir (Guynn ve ark., 2002).

Na'/K"-ATPaz enzimi ¢esitli tatl su ve deniz baliklarinda solungag ve bobrek
gibi osmoregiilator dokularda yogun bir sekilde calisilmistir. Na'/K'-ATPaz,
sindirim kanalindan besin ve elektrolit emiliminde énemli olan hiicresel Na" ve K"
gradientinin diizenlenmesinde yagsamsal bir rol iistlenmektedir (Diaz ve ark., 1998).

Hiicre membranmi biitiinliigli, solunga¢ gecirgenliginin stabilizasyonu ig¢in
gerekli olan divalent metal katyonlari Mg™ ve Ca™* iyonlaridir ve bu iyonlarm hiicre
dis1 ortamdaki yoklugu solunga¢ gecirgenliginde azalmalara neden olmaktadir
(Watson ve Beamish, 1980, 1981). Kemikli baliklarda, Ca"nin biiylik bir orani
kemikler disinda deri ve iskelette depolanmistir (Berntssen ve ark., 2003).

Tatli su baliklari Ca™ homeostazisini ATP bagimli bazolateral Ca™ pompasi
ve Na'/Ca™ degisimi ile aktif olarak bagirsaktan ve solungagtan Ca™ absorpsiyonu
ile diizenlemektedir. Na"/Ca™ degisimi ise Na* gradientine bagl Na/K -ATPaz ile
saglanmaktadir. Ca™-ATPaz ve Na'/K'-ATPaz enzimlerinin dogrudan inhibisyonu,

balikta Cd™ ile indiiklenen Ca™ homeostazisindeki bozulmalara bagli onemli
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biyokimyasal reaksiyonlar olarak gézlenmektedir. Kalp kasinda, hiicre dis1
sivilarndan Ca™ akis1 ile sarkoplazmik retikulumdan Ca™ salimr. Bu Ca™
kaynaklarinin birlikteki etkileri hiicre i¢i Ca™ derisimlerinde artisa ve sonucta
kasilmaya neden olmaktadir. Gevseme Ca™ derisimlerinin  azalisi ile
gerceklesmektedir ve bunun i¢in Ca™’nin sarkoplazmik retikulum tarafindan tekrar
almarak hiicreden uzaklastinlmas;, Ca™-ATPaz veya Na'/Ca™ degisimi ile
saglanmaktadir (Choi ve Eisner, 1999).

Sucul ortamlar metal kirliliginin arastirilmasi amaciyla siklikla gdzlenmesine
karsin, sudaki metal diizeylerinin belirlenmesi 6zellikle subletal metal etkilerinde
kirlilik diizeyi hakkinda tek basina yeterli bilgi saglamamaktadir. Bu amacgla metal
kirliliginin daha 1iyi degerlendirilmesi, su organizmalarinin dokularinda bazi
fizyolojik parametrelerin kullanimin1 da gerektirmektedir. Akuatik toksikolojide
biyokimyasal belirte¢ kullanimi eser metallerin toksisitesini belirlemede oldukca
yaygindir. Bazi arastiricilar metale duyarh belirteglerin metallothionein uyarilmasini,
Na'/K'-ATPaz ve Ca™-ATPaz inhibisyonu ve elektrolit diizeyindeki degisiklikleri
icerdigini Dbelirtmisglerdir. Bu belirtecler, kullanildiginda organizmalarin toksik
metallerin etkisinde kalip kalmadigini1 ve metallerin biyolojik yan etkilere neden olan
ajanlar olup olmadigim1 belirlemede yardimci olabilmektedir (Bouskilla ve ark.,
2006; De la Torre ve ark., 2000). Solunga¢ ATPaz aktiviteleri, bu enzimlerin dis
ortamla dogrudan iliskili ve metal etkilerinin hedefi olmalarindan dolayr metal
kirliliginin belirlenmesinde duyarli belirtegler olarak kullanilabilir (Canli ve Stagg,
1996, Wang ve ark., 2002).

Sucul ekosistemlerde kimyasallarin biyolojik etkileri sadece geleneksel olarak
akut toksisite testlerine ait veriler bazinda degerlendirilirse, bu veriler subletal
etkilerin yol actif1 zararlarin tanimlanmasinda yetersiz kalabilir. Giiniimiizde sucul
organizmalarin  kimyasallarla indiiklenen biyokimya ve fizyolojilerindeki
degisiklikler, cevre sagliginin degerlendirilmesinde belirleyici araclar olarak
kullanilabilmektedir. ~ Biyokimyasal degisiklikler ise kimyasallarin  sucul
ekosistemlere olan etkilerini gézlemlemede hizli ve hassas sonuglar sagladigindan

cevre saglig icin etkili belirtegler olarak diistiniilmektedir.
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Fizikokimyasal analizlere dayanan tatli su kirliligi ile ilgili klasik caligmalara
ek olarak, su toksisitesinin tanimlanmasi i¢in yeni yaklasim ve araclari belirleme
caligmalar1 yapilmaktadir. Doku ve viicut sivilarinda kimyasal maddelerin analizi,
toksik metabolitler, enzim aktiviteleri ve diger biyokimyasal degiskenler biyolojik
sistemlerle toksin etkilesimlerini belirlemede siklikla kullanilmaktadir. Toksisite
biyoindikatorleri olarak bilinen kimyasal derisimlerindeki degisikliklerin kirletici
etkileri ile risk analizi degerlendirilmesi arasindaki iliskiyi tanimladig:
belirtilmektedir. Viicut sivilarinda, hiicre ve dokularda yapilan 6l¢iimlerde belirteg
kullanim1 biyokimyasal veya hiicresel olarak kirletici varhigim1 gostermektedir ve
biyokimyasal veya fizyolojik tepkilerle birlikte bunlara bagli lireme, beslenme ve
davranis parametreleri gibi ekolojik etkilesimlerin de oldukg¢a Onemli oldugu
belirtilmektedir. Biyokimyasal ve fizyolojik diizeydeki oOlc¢limler, c¢esitli toksik
bilesiklerin varligin1 6zgiin ve hizli bir bi¢cimde saptayarak zararli etkilerin yiiksek
organizasyon seviyelerine ulagimindan 6nce, degisimin erken tanimlanmasinda 6nem
kazanmaktadir. Toksik maddeye 0zgii belirteclerden olan metallothioneinler
metallerin varligin1 gostermede yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Hogstrand ve
Haux, 1989; Dang ve ark., 2000). Cesitli kirleticiler prooksidan ve antioksidan
derigimleri arasindaki dengeyi degistirebildiginden sucul organizmalarda oksidatif
stres (DNA hasari, protein oksidasyonu, lipit peroksidasyonu) veya antioksidan
tepkiler duyarli belirtecler olarak uygulanmaktadir. Bu belirtecler kirleticilerin
bulundugu etki altindaki alanlar1 karakterize etmek amaciyla arazi ¢aligmalarinda da
basaril1 sekilde kullanilmaktadir. Sucul ortamlarda bulunan kirleticilerin toksisiteleri
tuzluluk, pH ve sicaklik gibi suyun fiziko-kimyasal Ozelliklerine gore degisiklik
gosterebilmektedir. Buna bagli olarak, biyolojik belirteglerin ¢esitli toksik
molekiillere gosterdikleri tepkileri degerlendirirken abiyotik faktorlerin etkilerini de
g6z Oniinde bulundurmak gerekmektedir (Monserrat ve ark., 2007).

Yaklasik 500 milyon yildir evrimlesen baliklar, omurgalilarin en eski, yaygin
ve gesitli siifin1 olusturmaktadir (Zafarullah ve ark., 1990). Evrim siirecindeki
onemli konumlari, ¢esitli habitatlara adapte olmalari, insanlar i¢in 6nemli bir besin

kaynagi olusturmalar1 nedeniyle baliklar biyolojinin ¢esitli disiplinlerinin dikkatini
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cekmistir. Baliklar omurgalilar arasinda metalleri hem sudan hem de besin yoluyla
almalar1 agisindan 6nemlidir (Bury ve ark., 2003).

Baliklar, suda ¢Ozlinmiis farkli ksenobiyotikleri aktif veya pasif
mekanizmalarla aldiklar1 ve biriktirdiklerinden, ortamlarma salinan Kkirleticilerin
saptanmas1 ve belgelenmesinde kullanilabilmektedirler. Giliniimiizde baligin ¢evresel
strese tepki olarak gosterdigi fizyolojik mekanizmalarin anlasilmasina gosterilen ilgi
giderek artmaktadir. Belirte¢ kullanimi ile g¢evresel kimyasallara karst biyolojik
tepkilerin ¢aligilmasi, biyolojik sistemlerde kirleticilerin ¢evresel diizeylerinin
belirlenmesi ve daha Onemlisi 6zel durumlarda g¢evre Kkalitesinin
degerlendirilmesinde anlamlidir (Sancho ve ark., 2003).

Baliklar, sucul ekosistemlerin durumunu ve toksikolojik olarak gelisen
patolojiyi degerlendirmede yaygin olarak kullanilan faydali bir deneysel model
olusturmaktadir. Nil cupras1 Oreochromis niloticus, elde edilisi, kiiltiirti, laboratuarda
calisilmas1 ve toksikolojik arastirmalarda kirleticilere olan olast uyumlarin
calisilmasindaki kolayliklar nedeniyle iyi bir biyolojik model olarak tanimlanan en
onemli balik gruplarindan birine ait bir tiirdiir (Almeida ve ark., 2002; Garcia-Santos
ve ark., 2006). Bununla birlikte Tilapia (tatli su guprasi), tath sudan deniz suyuna
kadar oldukca genis tuzluluk degerlerinde yasayabilen bir Orihalin balik tiiriidiir
(Sardella ve ark., 2004; Kamal ve Mair, 2005). Kolayca iireyebilmesi ve beslenme
problemi olmamasi nedeniyle énemli bir kiiltiir balig1 olan O. niloticus, gevresel
kirlilige ve hastaliklara karsi da oldukga direnglidir (Sarthan ve Toral, 1982; Canli ve
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Erdem, 1994). Bundan 6nce yapilan calismalarda Cu™ ve Cd™’ye olan direncliligi
gosterilmistir (Erdem, 1990; Canli ve Erdem, 1994). Buna karsilik, agir metal
toksisitesine direnclilik bu baligin besin kaynag olarak kullanilmasinda istenilen bir
ozellik degildir, ¢iinkii toksik metallerle kontamine olmus baliklar tiiketen insanlar
metal birikiminde hedef olabilmektedir.

Bu calismada; Bir kiiltiir baligi olan Oreochromis niloticus’un Onemli
osmoregiilator ve ATPaz enzimlerine 6zgii dokulart olan solungag, bobrek ve
kaslarinda a) Na'/K'-ATPaz, Ca"-ATPaz, Mg?-ATPaz ve Toplam ATPaz

enzimlerinin karakterizasyonunu yapmak, b) Akut uygulamada esansiyel metallerden

bakir (Cu™) ve ¢inko (Zn"™) ile esansiyel olmayan metallerden kadmiyum (Cd™),
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giimiis (Ag") ve kromun (Cr™®) farkli derisimlerinin (0,1, 0,5, 1,0 ve 1,5 pg/mL)
ATPaz’lar iizerine olan in vivo etkilerini, ¢) Kronik uygulamada 0,05 pg/mL
derisimindeki bu metallerin farkli siireler sonunda (0, 5, 10 ve 30 giin), aym
ATPaz’lar lizerine olan in vivo etkilerini, ¢) Metallerin 0,1-1,5 pg/mL araligindaki
derisimlerinin ATPaz’lar iizerindeki in vitro etkilerini, d) Aymi zamanda bu
dokulardaki toplam metal (Ag+, Cr+6, Cu+2, Cd*™? ve Zn+2), iyon (Na", K7, Mg+2,

Ca?) ve protein diizeylerini belirlemek amag¢lanmustir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Kuhnert ve ark. (1976), Cr® nin Na'/K"-ATPaz ve Mg™*-ATPaz aktivitesine
etkisini gozlemek amaciyla S. gairdneri’yi 2,5 mg Cr'®/L etkisine 48 saat siireyle
birakmis, bagirsak ve solungag Na'/K'-ATPaz aktivitesinin inhibe oldugunu buna
karsin, Mg 2-ATPaz aktivitesinin ise etkilenmedigini kaydetmislerdir.

Shephard ve Simkiss (1978), tatl su balig1 Rutilus rutilus’un solungacinda
Ca>-ATPaz aktivitesinin 2 mM Ca** ve Mg iyonlarinin etkisinde en yiiksek oranda
aktive olurken, Na', K' iyonlar1 veya ouabain tarafindan etkilenmedigini
gostermiglerdir. Arastiricilar ayrica 10 uM derisiminin altindaki Cu™? Pb™, Zn™ ve
Hg ™ nin in vitro etkilerinde enzimin inhibe oldugunu, 0,2 pM derisiminin altindaki
in vivo Cu' etkisinde ise solungag Ca">-ATPaz enzim initelerinde artis oldugunu
kaydetmislerdir.

Watson ve Beamish (1981), S. gairdneri’nin solunga¢ dokusunu 15 dakika
siireyle 11 °C ve 37 °C’de in vitro Zn** (1-100 mg/L) etkisinde birakmus ve Zn"*’nin
Na/NH4-ATPaz, Na'/K'-ATPaz, Mg+2-ATPaz ve Ca'>-ATPaz aktivitesini inhibe
ettigini belirtmislerdir. Enzimler arasinda Zn™ inhibisyonuna en duyarli olanmin
Na/NH4-ATPaz oldugunu bunu Na”/K-ATPaz’m izledigini, Mg"*-ATPaz ve Ca'™-
ATPaz’1n ise en az inhibe olan enzimler oldugunu bildirmislerdir. Bununla birlikte
37 °C’de elde edilen verilerin 11 °C’dekilere paralel oldugunu sadece 15, 50 ve 100
mg Zn"*/L etkisinde Ca"™-ATPaz aktivitesinin uyarildigim gézlemlemisler ve
sicakligin da enzim aktivitesini etkiledigini vurgulamislardir.

Stagg ve Shuttleworth (1982), deniz suyuna uyumu saglanmis Platichthys
flesus L. nin solunga¢ homojenatinda in vitro Cu™® (10 pumol/L) uygulamasi
sonucunda olgiilen Na'/K'-ATPaz aktivitesinin inhibe oldugunu gozlemislerdir.
Cu™nin (200 pg/L) 42 ginliik etkisi sonrasinda da ouabain ile isaretleme teknigi
sonucunda enzim aktivitesinin inhibe oldugunu, yalniz bu tepkinin enzimin Cu™’ye
duyarlilifinin azalmasi ve enzim diizeylerinin kontrolden farklilik gostermemesi ile
sonuglandigin1 gostermislerdir. Boylece arastiricilar, kirletici etkilerini arastirmada
enzim aktivitelerinin Olgiilmesi kadar enzim {initelerinin sayisinin da Onemli

oldugunu vurgulamislardir.
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Bansal ve ark. (1985), tath su balig1 Saccobranchus fossilis’in solungag¢ ve
kalp dokularmda Ca™-ATPaz karakterizasyonu sonucu elde ettikleri verilere gore
enzimin solungaglarda 3 mM Ca™ ve 3 mM ATP, kalpte ise 3 mM Ca™ ve | mM
ATP derisimlerinde optimum aktivite gosterdigini ve Mg™ iyonunun enzim
aktivitesinin uyarilmasinda esit diizeyde etkili oldugunu bildirmislerdir. /n vitro
metal etkilerinde ise Ca™-ATPaz’in inhibe oldugu ve metaller arasmnda Hg™’nin
toksisitesinin en yiiksek oldugu ve bunu sirasiyla Pb™, Mn* ve Cd"’nin izledigini
belirtmislerdir. Buna karsilik enzimin her iki dokuda da bazi Cd™ ve Mn™
derisimlerinde uyarildigini gostermislerdir.

Lauren ve McDonald (1987), gokkusagi alabalig1 S. gairdneri’de 28 giinliik
55 pg Cu™/L etkisi sonrasinda gozledikleri Cu™ birikiminin yaminda solungag
Na'/K'-ATPaz aktivitesinin 24 saat igerisinde % 33 inhibe oldugunu buna karsimn, 14
giinden baslayarak mikrozomal proteindeki artis sonucunda toplam Na' /K -ATPaz
aktivitesinin normal diizeye yaklastigini bildirmislerdir.

Ventrella ve ark. (1990), Sparus auratus L. ile yaptiklar1 karakterizasyon
calismasi sonucunda solungag Na'/K"-ATPaz’in 0,001 M ouabain derisiminde inhibe
oldugunu ve en uygun ortam sartlarinim ise 160 mM Na”, 20 mM K', 5 mM Mg™, 5
mM ATP ve pH 7,0 oldugunu bulmuslardir.

Pelgrom ve ark. (1995), O. mossambicus’un Cu™ (50, 100 ve 200 ng/L) ve
Cd™ (20, 35 ve 70 pg/L) ile bunlarm birlikte etkilerinin plazma ve tiim viicut Na",
Ca™ ve CI diizeylerini degistirerek, metal derisimi ve iyon tipine bagh olarak azalis
veya artis gosterdiklerini belirtmislerdir.

Morgan ve ark. (1997), O. mykiss ile yaptiklar1 ¢aligmada 2 ve 10 pg/L
derisimlerindeki Ag"nin 75 saat siireli etkisinin sonunda solungaglardan Na" ve CI
iyon kaybimmn, plazma Na" ve CI° diizeylerinde azalmanin gézlendigini
belirtmislerdir. Bununla birlikte Na'/K'-ATPaz aktivitesinin % 85 diizeyinde azalis
gosterdigini ve sonugta iyon tasinmasinda gorev alan ATPaz enzimlerinin
inhibisyonu sonucunda solungaclarda iyon diizenlenmesinin zarar gérmesinin Ag"
toksisitesinin temel mekanizmasi oldugu vurgulanmustir.

Li ve ark. (1998), 28 giinliik 3,2 mM Cu™ etkisinde O. niloticus’un solungag
dokusunda yapisal degisikliklerle birlikte klorit hiicre sayisinda kontrole gore
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farkliliklar gozlemislerdir. Bu ¢alisma, solunga¢ Na'/K'-ATPaz aktivitesi ve plazma
Na" diizeyinin Cd" etki siiresi ile azalis gosterdigini ve Na'/K'-ATPaz aktivitesi ile
solungag Cu'® igerigi arasinda ters bir baginti olmasimn bu enzimin Cu'
inhibisyonuna oldukg¢a duyarli oldugunu gostermistir.

Akahori ve ark. (1999), C. carpio L.’nin in vitro 0,1, 0,5 ve 1,0 mM
derisimlerindeki Zn"*"nin 20 saat siireyle etkisinde birakilan eritrositlerinde Na*/K-
ATPaz aktivitesinin ve thiol grup igeriklerinin etkilenmedigini gdstermis ve Zn’nin
daha yiiksek diizeylerde toksik etki gosterebilecegini belirtmistir.

Ay ve ark. (1999), Cu™ ve Pb™ (0,5-4,0 mg/L) etkisinde 14 giin sonunda
Tilapia zillii’nin kas, solungag ve karaciger dokularinda Cu™ ve Pb™’nin birikim
gosterdigini, kas dokusunda Cu™ diizeyinin kontrole gore farkli olmadigimi
bildirmistir. Solunga¢ Na"/K"-ATPaz aktivitesinin hem Cu™* hem de Pb™ etkisinde
etkiye bagli inhibisyon gosterdigi kaydedilmistir.

De la Torre ve ark. (2000), 14 giinliik 1,6 mg Cd*™*/L etkisine ve sonrasinda
Cd™ igermeyen suda 19 giin siireyle birakilmalarinm ardindan sazan Cyprinus
carpio’nun solungag¢ ATPaz aktivitelerini 6l¢miislerdir. Na'/K'-ATPaz aktivitesinin
etki sonunda % 30 inhibe oldugu, Mg -ATPaz aktivitesinin ise % 70 artis gosterdigi
gozlenmis, Cd™ igermeyen suda 19 giin kaldiktan sonra Mg™-ATPaz aktivitesinin
kontrol diizeyine yaklastig1 belirtilmistir. Subletal Cd" etkisinin sazanda osmotik ve
iyonik dengeyi saglayan solunga¢ enzimlerini dnemli dl¢iide etkileyerek strese neden
oldugu bildirilmistir.

Lionetto ve ark. (2000), yilan balig1 A. anguilla’nin solunga¢ ve bagirsak
homojenatlarinda in vitro Cd™ etkisinde Na'/K'-ATPaz ve Mg"”-ATPaz
aktivitelerini incelemislerdir. Na"/K -ATPaz aktivitesinin Cd™*’nin etkisinde inhibe
oldugu ve solunga¢ dokusunun bagirsak dokusunda gére Cd™ etkisine daha duyarli
oldugu bildirilmistir. Buna karsihk, Mg -ATPaz aktivitesinin in vitro Cd™* etkisinde
her iki dokuda da degisiklik gostermedigi gozlenmis ve in vitro metal etkilerinin
sucul canlilarda in vivo Cd"* etkisini anlamada yararli olabilecegi belirtilmistir.

McGeer ve ark. (2000), O. mykiss’i Cd™ (3 mg/L), Cu™ (75 mg/L) ve
Zn"’nin (250 mg/L) 100 ginliik etkisine birakmuis ve bu siire sonunda metallerin

baliklarda biiyiime, iyon dengesi ve Na'/K'-ATPaz aktivitesi iizerindeki etkilerine
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bakmislardir. Baliklarda biiyiimenin etkilenmedigini, solunga¢ Na'/K'-ATPaz
aktivitesinin Cu™* etkisinde artis gosterdigini ve Na* ile Ca™ dengesinin tiim viicutta
2 giin igerisinde bozuldugunu belirtmislerdir. Ca™ iyon kaybinin Cd** etkisinde daha
uzun siireli oldugu ve fizyolojik tepkilerin Cu™ etkisinde metabolik gereksinimle
iliskili mekanizmalar1 icerdigi, kronik Cd™ etkisinin ise uzun siireli metabolik
gereksinimle iliskili olmadig1 gosterilmistir.

Wong ve Wong (2000), Cd™’nin 40, 80 ve 160 ppb derisimlerinin 3 ve 7
giinliik etkileri sonunda O. mossambicus’un solunga¢ dokusunda Cd™ birikiminin
arttigim, Ca >-ATPaz aktivitesinin ise Cd™ birikimi ile ters orantili olarak azalig
gosterdigini bildirmislerdir.

Webb ve ark. (2001), yiiksek derisimlerdeki (250-650 pg/L) Ag" nmin akut
siire¢ (48-72 sa.) ve diisiik derisimlerdeki (1,5-50 pg/L) Ag nimn kronik siire¢ (21
gilin) sonundaki etkisini farkli tuzluluktaki (18-30 ppt) ortamlarda ii¢ farkli deniz
baliginda (Oligocottus maculosus, Porichthys notatus, Oncorhynchus mykiss)
denemislerdir. Na"/K"-ATPaz aktivitesinde etki siiresi ve metal derisimine, tuzluluk
diizeyine, doku tipi ve balik tiirtine bagh olarak azalis ve artis gézlemlemislerdir.
Aragtiricilar, inhibitor ve telafi mekanizmalar arasindaki dengesel farkliliklara bagl
olarak metal etkilerinin degisiklik gdstermesine karsin, kronik Ag" etkisinin Na'/K -
ATPaz aktivitesini 6nemli diizeyde degistirdigini ve solunga¢ dokusunun énemli bir
hedef organ oldugunu kaydetmislerdir.

Atli ve Canli (2003), 10 giin siireyle 1 ppm Cd™, Cu™, Zn™, Pb™* ve Fe™
etkilerinde biraktiklar1 O. niloticus’un karaciger homojenatinin Sephadex G-75 ile
dolu kolondan yiiriitiilmesiyle elde edilen metallothionein benzeri proteinlere karsilik
gelen diisik molekiil agirlikli protein fraksiyonunda kontrol grubuna gére Cd*
diizeyinin arttigin1 gozlemislerdir. Ayn1 zamanda karacigerde 0l¢iilen toplam metal
diizeyi sonuglarina gore metal etkilerinde bu metallerin artig gosterdigi belirtilmistir.

Berntssen ve ark. (2003), Atlantik somon balig1 Salmo salar L.’nin besin
yoluyla 0,5-250 mg/kg derisimindeki Cd™ etkisinde kalmasi sonucunda Cd*
birikiminin en yiiksek oranda bagirsak dokusunda ve daha sonra bobrek ve solungag
dokusunda gézlendigini belirtmis ve bu dokularda ozellikle yiiksek dozdaki Cd™

etkisinde Na'/K"-ATPaz ve Ca™>-ATPaz aktivitelerinin azaldigim gostermislerdir.
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Sancho ve ark. (2003), yilan balig1t Anguilla anguilla’nin 0,22 mg/L
derisimindeki tiyobenkarbin 96 saatlik etkisi ve herbisit bulunmayan ortamda 196
saat sonrasinda solunga¢ ve kas dokularinda Na'/K'-ATPaz ve Mg™-ATPaz
aktivitelerini 6l¢miislerdir. Solunga¢ Na'/K'-ATPaz aktivitesinin 2 ile 12 saatlik
herbisit etkisinde inhibe olarak en disiik diizeyde gozlendigi, Mg >-ATPaz ve
Toplam-ATPaz aktivitelerinin ise ilk saatlerin sonunda azaldigi, kas dokusunda da
benzer sekilde ATPaz aktivitelerinin diistiigi belirtilmistir. Herbisit olmayan
ortamdaki ATPaz aktivitelerinin artmasina karsin, kontrole gore farklilik gostermeye
devam ettigi belirtilmis ve tiyobenkarbin iyonik mekanizma tlizerinde 6nemli etkilere
sahip oldugu gosterilmistir.

Grosell ve ark. (2004), bir deniz balig1 olan Opsanus beta’da 12,8 ve 55,2 uM
Cu™nin 30 giinliik etkisi sonrasinda metal birikimi ve Na'/K -ATPaz aktivitesine
bakmiglardir. Buna gore, solunga¢ dokusunda bagirsak dokusuna gore daha hizli
Cu™ birikimi gézlenmistir. Bununla birlikte, Na"/K"-ATPaz aktivitesinde solungag
ve bobrek dokusundaki Cu*? birikimine karsin inhibisyon gézlenmemistir.

Morgan ve ark. (2004), gokkusagi alabaligi Oncorhynchus mykiss ile
yaptiklar1 ¢alismada, baliklar1 24 saat siireyle 1,92 pg Ag'/L etkisinde birakmislar ve
sonrasinda solunga¢ Ag" birikimi ve Na'/K'-ATPaz aktivitesini 6lgmiislerdir. Ag"
etkisi sonrasinda solunga¢ Ag™ diizeyi hizla artmis ve 3 saat sonunda en yiiksek
diizeyine ulasarak tekrar azalisa ge¢mistir. Buna karsmn, solunga¢ Na'/K'-ATPaz
aktivitesinin 5 saat sonuna kadar inhibe olmamasi, Ag" hareketinin fizyolojik olarak
diizenlenmesi ve Ag' birikimi ile iliskilendirilirken, Na'/K'-ATPaz inhibisyonuna
bagli mekanizmalardan bagimsiz oldugu yorumu yapilmistir.

Bury (2005), alabalik O. mykiss’i 21 giin siireyle 8,3 nM Ag' etkisinde
birakt1ig1 calismasinda solungag, bobrek ve karaciger dokularinda Na' iyon
kaybindan soz etmis ve ayrica Ag 'nin solungag ve bdbrek dokusunda 7. giiniin
sonunda dnemli diizeyde birikim gosterdigini ve 21. giliniin sonunda ise ayn1 diizeyde
kaldigin1 belirtmistir.

Monteiro ve ark. (2005), 3, 7, 14 ve 21 giin siireyle 40 ve 400 pg/mL Cu™
etkisinde birakilan tath su guprast Oreochromis niloticus’un solunga¢ dokusunda

Cu™? birikimi ve Na'/K'-ATPaz aktivitesi ile plazma Na', CI', osmolalite, protein,
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glukoz ve kortizol diizeylerini belirlemislerdir. Deney sonunda solunga¢ Cu'
birikiminin Cu™* derisimi ve etki siireleri ile dogrusal olarak arttig1 kaydedilmis buna
karsin, Na'/K'-ATPaz aktivitesinin 3 giinliik etki sonrasinda inhibe oldugu ve
dokulardaki Cu' diizeyi ile ters orantili oldugu gozlenmistir. Bununla birlikte
plazma Na', protein ve osmolalite degerleri Cu™ etkisiyle diisiis gdsterirken, glukoz
ve kortizol diizeyleri artmistir. Bu ¢alisma ile aym zamanda Na'/K'-ATPaz
aktivitesinin uzun siireli metal etkilerinde iyon plazma diizeylerine gére daha hizl
tepki verdigi vurgulanmustir.

Blanchard ve Grosell (2006), Fundulus heteroclitus’n 0, 5, 11, 22 ve 28 ppt
tuzluluk diizeylerinde Cu™nin 30 ve 150 pg/L derisimlerinin 30 giin siireyle
etkisinde birakmuslar ve yiiksek derisimli Cu™ etkisinde Na" diizeyinin viicutta diisiis
gosterdigini, solungac Na'/K'-ATPaz aktivitesinin ise azaldigmi kaydetmislerdir.
Arastiricilar fizyolojik bulgulari, Cu™ toksisitesinde tuzluluga bagli degisikliklerin
aciklanmasinda 6nemli oldugunu belirtmislerdir.

Garcia-Santos ve ark. (2006), O. niloticus ile yaptiklar1 ¢alismada bu tiiriin
yiiksek derisimdeki Cd™ diizeylerine dayanikli oldugunu ve 96 saatlik en yiiksek
LD50 degerlerine (14,8 mg Cd™/L) sahip tath su tiirlerinden biri oldugunu
vurgulamiglardir. Bu calismada baliklar 5 ve 25 mg Cd*™/L etkisine 24, 48 ve 96 saat
siireyle birakilmis ve deney sonunda plazma Na' diizeyi degisiklik gostermezken,
Ca™ diizeyi uygulanan doza bagli olmaksizin 96 saat sonunda azalmis ve solungag
Na'/K'-ATPaz aktivitesi ise degisiklik gdstermemistir.

Athi ve Canl1 (2007), O. niloticus ile yaptiklar1 ¢alismada 5, 10 ve 20 uM
derisimlerindeki Cu™, Cd™, Zn"* ve Pb™nin 14 giinliik etkileri sonunda karacigerde
katalaz, alkalen fosfataz gibi bazi enzimlerle solunga¢ ve bagirsak dokusunda
Na'/K'-ATPaz, kas dokusunda ise Ca™-ATPaz aktivitesini Sl¢miislerdir. Calisilan
tim enzimlerin metaller tarafindan etkilendigi belirtilirken, Na'/K'-ATPaz
aktivitesinin biitiin metal etkilerinde inhibe oldugu yalmzca solungagta 20 uM Pb*?
etkisinde artis gosterdigi, kas Ca™>-ATPaz enziminin ise Cu'? disindaki diger metal
etkilerinde inhibe oldugu bildirilmistir. Bu ¢aligmanin sonucunda arastiricilar enzim

tepkilerinin metal tipi ve derisimlerine bagli olarak degisiklik gosterdigini ve
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enzimatik tepkilerin ekotoksikoloji alaninda sucul ortamlardaki metal kirliligine
duyarl belirtecler olarak kullanilabilecegini vurgulamiglardir.

De la Torre ve ark. (2007), Reconquista nehrinden (Arjantin) yakaladiklar
kemikli bir balik olan Cnesterodon decemmaculatus ile yaptiklari ¢alismada Na /K-
ATPaz’in da igerisinde bulundugu bazi biyokimyasal parametreleri dlgerek sucul
ekosistemlerdeki kirleticilerin subletal etkilerini belirlemeye ¢alismislar ve Na'/K'-
ATPaz aktivitesinin bunlar arasinda kirleticilere olduk¢a duyarli oldugunu
bildirmislerdir. Arastiricilar, elde ettikleri bulgulara dayanarak, kirleticilerin ¢evresel
etkilerini degerlendirmede uygun tiirlerin yan1 sira uygun biyokimyasal
parametrelerle caligmanin 6nemini vurgulamistir.

Hoyle ve ark. (2007), besin yoluyla 30 giin siireyle Cu™ (1500 mg Cu'?/kg
k.a.) etkisinde birakilan kedibaligi Clarias gariepinus’un bagirsak, karaciger ve
solunga¢ dokularinda Cu™ igeriginin bu siirenin sonunda sirasiyla 20, 5 ve 4 kat
arttigim ve doku Na', K™ diizeyi ile Na'/K'-ATPaz aktivitesinde az miktarda

degisiklik oldugunu belirtmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan Kimyasal Malzemeler

3.1.1.1. Metaller ve Asitler

Bakar kloriir dihidrat (CuCl,.2H,0, Merck)
Potasyum kromat (K,CrO4, Merck)

Kadmiyum kloriir monohidrat (CdCl,.H,O, Merck)
Cinko kloriir (ZnCl,, Merck)

Glimiis nitrat (AgNOs3, Merck)

Trisodyum sitrat dihidrat (CcHsNa307.2H,0, Merck)
Nitrik asit (HNO; % 65, Merck)

Perklorik asit (HCIO4 % 60, Merck)

3.1.1.2. ATPaz Aktivite Ol¢iimiinde Kullanilan Kimyasallar

Trizma-Base (Tris [hidroksimetil]aminometan; C4H;;NOs3, Sigma)
Sukroz (a-D-Glukopiranozil B-D-fruktofuranosid; Ci,H»,0;;, Sigma)
EDTA (Etilendiamintetraasetikasit, Merck)

Sodyum kloriir (NaCl, Merck)

Potasyum kloriir (KCl, Merck)

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

Kalsiyum kloriir (CaCl,, Merck)

EGTA [Etilen glikol-bis (2-aminoetil eter)-N,N,N’,N'-tetraasetikasit, Sigma]
Polioksietilen 10 Lauril eter (Sigma)

Amonyum molibdat [(NH4)sM070,4.4H,0, Merck]

Siilfirik asit (H,SO4 % 98, Merck)

Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO4, Merck)
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Disodyum Adenozin trifosfat (Na,ATP, Sigma)
Ouabain (Cy9H44012, Sigma)

3.1.1.3. Protein Analizinde Kullanilan Kimyasallar

Sodyum karbonat (Na,COs, Fluka)

Sodyum hidroksit (NaOH, Merck)

Potasyum sodyum tartarat tetrahidrat (C4H4KNaO¢.4H,0, Merck)
Bakir(IT) sulfat pentahidrat (CuSO4.5H,0, Merck)

Folin Ciocalteu Fenol Ayiraci (Sigma)

S1gir Serum Albumini (Sigma)

3.1.2. Kullanilan Aletler

Spektrofotometre: Cecil 5000 series

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

Hassas Terazi: Sartorius Analytic A 200S

Santrifiij: Hettich Universal 30RF

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

Deneylerde kullanilmak iizere C.U. Su Uriinleri Fakiiltesi balik yetistirme
havuzlarindan alinan Oreochromis niloticus, sicakhigin 201 °C oldugu ve 12 saat
aydinlatma periyodunun uygulandigi laboratuar ortamimnda 40 x 40 x 100 cm
oOlgiilerindeki 100 L ¢esme suyu igeren akvaryumlarda yaklasik 4 ay siireyle yeni
kosullara adapte olmaya birakildi. Akvaryumlardaki oksijen miktart 5,8 + 0,97 mg/L,
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pH 8,2 + 0,19, toplam sertlik 307,2 + 20,4 pg CaCOs/mL, alkalinite ise 142 + 11,8
ng CaCOs/mL olarak 6l¢iildii. Baliklara giinde bir defa olmak iizere agirliklarinin %
2-3’ii kadar hazir balik yemi (Pmar Sazan Yavru yemi, Izmir) verildi. Kullanilan
balik yemindeki mikro elementlerin miktarlar1 sirastyla 70 mg Zn/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 miktarlari ise en az % 2-en ¢ok % 2,5 Ca, en az % 0,2-en ¢ok %
1 Na, en az % 1 P ve yem igerigindeki ham protein ise en az % 40’dir. Akvaryum
sular1 2 giinde bir olmak {izere dinlendirildi ve ¢cesme suyu kullanilarak degistirildi.

Akut uygulamalarda baliklar 6 adet olacak sekilde 33x33x40 cm
boyutlarindaki akvaryumlarda giimiis (AgNO;), kadmiyum (CdCl,.H,O), krom
(K2CrOy), bakir (CuCl,.2H,0) ve ¢inkonun (ZnCly) 0,1, 0,5, 1,0 ve 1,5 pg/mL
derisimlerinin 96 saat; kronik uygulamalarda ise baliklar 8 adet olacak sekilde 0,05
pg/mL derisimindeki ayni metallerin 0, 5, 10, 20 ve 30 giin siireyle etkisinde
birakildi. Metallerin akvaryum tabanina ¢okmesini Onlemek amaciyla trisodyum
sitrat dihidrat (C¢HsNa3;O7.2H,0) kullanildi. Deney sirasinda akvaryumlarin cam
ylizeylerine  tutunma, akvaryum suyunun buharlagsmasi gibi nedenlerle
akvaryumlardaki metal derigimleri degiseceginden akvaryum sular1 2 giinde bir taze
hazirlanan stok g¢ozeltilerden yapilan seyreltmelerle degistirildi ve metallerin balik
yemine yapigsmasini Oonlemek amaciyla su degisiminden 1 saat kadar 6nce yem
verildi. In vitro metal etkilerinde ise doku homojenatlari kadmiyum, bakir, ¢inko,
krom ve glimiisiin 0,1, 0,5, 1,0 ve 1,5 pg/mL derisimlerinin 20 dk siireyle etkisinde
birakildi.

3.2.1. Doku Homojenatlarimin Hazirlamisi

Deney siireleri sonunda baliklar akvaryumlardan alindiktan sonra spinal
yapilarak o6ldiirtildii. Kurutma kagidiyla kurulanan baliklarin boylar1 en yakin cm ve
agirliklar1 en yakin g cinsinden 6lgiildii. Baliklarin ortalama boy (15,7£1,21 cm) ve
agirliklarmin (61,5+12,8 g) farkli deney gruplari arasinda istatistiksel olarak bir
aymrm gostermedigi gozlendi (P>0,05). Steril aletler kullanilarak solungag, bobrek

ve kas dokulari alindi ve homojenize edilinceye kadar -80 °C’de saklandi. Dokular
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250 mM Sukroz, 20 mM Trizma-Baz, 1 mM EDTA (pH 7,8) iceren homojenizasyon
tamponu ile (1/10, w/v) 9500 rpm’de birka¢ dk siireyle buz iistiinde homojenize
edildi. Ependorf tiiplerine aktarilan homojenatlar 13,000 g’de 20 dk (4 °C) santrifiij
edildi ve elde edilen supernatantlar enzim analizlerinde ve protein tayininde

kullanilmak tizere ependorf tiiplerine aktarilarak buz lizerinde saklandi.

3.2.2. ATPaz Enzimlerinin Karakterizasyonu ve Aktivitelerinin Ol¢iimii

Konuyla ilgili yapilan ¢alismalar dikkate alinarak ( Pelgrom ve ark., 1995; Ay
ve ark., 1999; Wong ve Wong, 2000; Sunny ve Oommen, 2001; Guynn ve ark.,
2002), ATPaz enziminin optimum kosullarini belirlemek i¢in kullanilan iyon
derigimleri ve parametre degerleri Cizelge 3.1.’de gosterildi. Elde edilen veriler ise

bulgular kisminda grafikler lizerinde gosterildi (Sekil 4.1-2. A-H, 4.3. A-G).

Cizelge 3.1. Dokularda ATPaz enzimi karakterizasyonunda kullanilan
inkiibasyon ortami degerleri ve inkiibasyon ortamindaki iyonlarin derisimleri.

Inkiibasyon Inkiibasyon Ortami Derisim ve Degerleri
ortami

Toplam-, Mg™*-, Na'/K'-ATPaz Ca™-ATPaz

Ouabain (mM) 0,003, 0,01, 0,03, 0,1, 0,3, 1,0, 3,0 :
NaCl (mM) 60, 80, 100, 120, 140 ;

KCI (mM) 10, 20, 30, 40, 50 -

MgClL, (mM)  1,2,3,4,5,6 1,2,3,4,5,6

Tris (mM) 10, 20, 30, 40, 50 10, 20, 30, 40, 50
pH 6,4, 6,8,7,0,7.4,7,7, 8,0, 8,7 6,4, 6,8,7,0,7.4,7,7, 8,0, 8,7
ATP (mM) 1,2,3,4,5,6 1,2,3,4,5,6
CaCl, (mM) - 0,1,0,5, 1,0, 1,5,2,0
EGTA (mM) - 0,1,0,5, 1,0, 1,5, 2,0
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ATPaz enzimlerinin karakterizasyonu sonucunda en yiiksek enzim
aktivitelerinin gozlendigi inkiibasyon ortamindaki son iyon derisimleri ve parametre

degerleri Cizelge 3.2.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Dokularda en yiiksek ATPaz enzim aktivitesinin O6l¢iildiigii ortam
kosullar1 ve inkiibasyon ortamindaki iyonlarin son iyon derigimleri.

Toplam-ATPaz Mg2-ATPaz Ca"2-ATPaz

(- Ouabain) (+ Ouabain)
Ouabain (mM) - 1 -
NaCl (mM) 100 100 -
KCl (mM) 20 20 -
MgCl; (mM) 4 4 4
CaCl, (mM) - - 1
EGTA (mM) - - 1
Tris (mM) 40 40 40
ATP (mM) 3 3 3
pH 7,7 7,7 7,7
°’C 37 37-40 37

Enzim aktivitelerinin saptanmasi i¢in karakterizasyon c¢alismasinda g, diger
analizlerde iki tekrarli olmak {izere her tiipe son iyon derisimleri Cizelge 3.2’de
verilen 870 pL inkiibasyon ortami ve 30 puL 6rnek kondu ve sicak su banyosunda 37
°C’de 5 dk inkiibe edildi. Reaksiyon, tiiplerin iizerlerine 100 pL 3 mM Na,ATP
konmasiyla baglatildi. Reaksiyon, 30 dk inkiibasyon siiresinin ardindan tiiplere konan
500 pL soguk saf su (+4 °C) ile sonlandirildi. Tiim bilesenler disinda ATP igermeyen
tiipler ATP korii, sadece drnek igermeyen tiipler ise Ornek korii olarak kullanildi.
Na'/K'-ATPaz aktivitesi, Toplam-ATPaz (ouabain igermeyen) aktivitesinden Mg
ATPaz (Ouabain igeren) aktivitesinin ¢ikarilmasi ile hesaplandi. Ca™-ATPaz

aktivitesi ise CaCl, varliginda ve yoklugunda ol¢iilen enzim aktiviteleri arasindaki

39



3. MATERYAL ve YONTEM Giiliizar ATLI

farka dayanarak hesaplandi. Enzim aktiviteleri, umol Pi/mg prot./sa. cinsinden

verildi.

3.2.3. inorganik Fosfat Tayini

Inorganik fosfat tayini, ATP’den aci8a ¢ikan Pi’nin Polioksietilen 10 Lauril
eter ile fosfomolibdatin olusturdugu sar1 renkli bilesigin absorbansinin 390 nm’de
Olciilmesi esasina dayanmaktadir (Atkinson ve ark., 1973).

1. % 5 Polioksietilen 10 Lauril eter: 5 g Polioksietilen eter tartilarak saf su ile
¢oziildi ve 100 ml’ye tamamlandi. Kullanilmadan once olusan bulanikligin
giderilmesi igin 37 °C’de 30-40 dk bekletildi.

2. % 2 Molibdik asit: 2 g (NH4)sM070,4.4H,0 tartilarak 1,8 M H,SO4 ¢ozeltisinde
¢ozildi.

3. Ana ayrrag: 10 mL % 5 Polioksietilen eter, 25 mL % 2 Molibdik asit ve 65 mL saf
su karistirilarak hazirlandi.

1,5 mL ornek tizerine 3 mL ana ayiragtan konarak oda sicakliginda 10 dk
kompleks olusumu icin bekletildi ve daha sonra 390 nm’de absorbans degerleri
Olciildii. Sonuglar 25, 50, 100, 150, 200, 250 uM KH,PO4 ¢ozeltisinden hazirlanarak
elde edilen standart egri iizerinden degerlendirildi (Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1. Fosfat derisimi ve absorbans arasindaki dogrusal iliski.

3.2.4. Toplam Protein Analizi

Lowry metodu (Lowry ve ark., 1951) ile doku homojenatlarinda protein

analizi yapildi.

Prensip:

Proteinlerin alkali bakir siilfat ilavesiyle, fosfotungstik asit ile mavi renkli
kompleks olusturmasi temeline dayanir. Olusan bu renkli bilesigin ise
spektrofotometrede 750 nm dalga boyunda absorbansi Olgiilerek kantitatif olarak
protein miktar1 belirlenir. Proteinlerin ¢ogunda tirozin veya triptofan veya her iki
aminoasit esit oranlarda bulunmaktadir. Bu aminoasitler, fosfotungstik-fosfo
molibdik asidi (Folin-Ciocalteu) rediikleyerek mavi renk verirler. Bu yontem ile,
proteinler once alkali ortamda bakir iyonu ile reaksiyona girerek bakir-protein
kompleksini olusturur, daha sonra ortama Folin-Ciocalteu c¢ozeltisi eklendiginde

bakir-protein kompleksi, tirozin ve triptofan kokleriyle birlesir.
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Ayrraclar:
1- Ayirag A: % 2 NayCOs (0,1 N NaOH i¢inde ). 2 g Na,COs tartilarak 0,1 N NaOH
icinde ¢oziinmesi saglandi.
2- Ayirag Bi: % 1 CuSOs4. 5H,0. 1 g CuS0O4.5H,0 tartilip, 100 mL’ye saf su ile
tamamlandi.
3- Aywrag B2: % 2 Na-K-Tartarat. 2 g Na-K-Tartarat tartilip 100 mL’ye saf su ile
tamamlandi.
4- Ayrrag C: 50 hacim ayirag A + 1 hacim esit oranda karistirilan ayira¢ B; ve B,.
5. Folin-Ciocalteu Cozeltisi: Kullanilirken 1°e 1,5 oraninda saf su ile seyreltildi.
6. Standart Cozelti: 1 mL’de 1 mg (1000 pg/mL) si8ir serum albumini olacak sekilde
stok sigir serum albumini ¢06zeltisi hazirlandi ve bundan yapilan uygun
seyreltmelerle 100-200-400-600-800-1000 pg/mL olacak sekilde standart ¢ozeltiler
hazirlandi.

Deney tiiplerine hazirlanan standart ¢ozeltilerden ve 6rneklerden 0,3 mL
konularak tizerlerine 3 mL ayira¢ C eklendi ve karistirilarak 15 dk oda sicakliginda
bekletildi. Bu siire sonunda her tiipe 0,3 mL Folin-Ciocalteu konarak tiipler iyice

karistirildi ve oda sicakliginda 30 dk bekletildi.

Deneyin Yapilhis::

- Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Standart 1 =100 pg : 0,1 mL stok sigir serum albumini + 0,9 mL distile su
Standart 2 =200 pg : 0,2 mL stok s1gir serum albumini + 0,8 mL distile su
Standart 3 =400 pg : 0,4 mL stok s1gir serum albumini + 0,6 mL distile su
Standart 4 = 600 pg : 0,6 mL stok s1gir serum albumini + 0,4 mL distile su
Standart 5 = 800 pg : 0,8 mL stok s1gir serum albumini + 0,2 mL distile su
Standart 6 = 1000 pg : 1,0 mL stok sigir serum albumini
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Kor Doku homojenati Standart
Ornek (mL) - 0,03 0,3
Saf su (mL) 0,3 0,27 -
Ayira¢ C (mL) 3,0 3,0 3,0

Karnstirilarak 15 dk oda sicakliginda beklenir.

Folin-Ciocalteu (mL) 0,3 0,3 0,3

Karnstirilarak 15 dk oda sicakliginda beklenir.

Bu siirenin sonunda olusan mavi renkli kompleks, 750 nm dalga boyunda su
kortine karst okundu. O. niloticus dokularinda toplam protein diizeyini belirlemek
i¢in stok serum sigir serum albumini ¢ozeltisinden uygun seyreltmeler yapilarak 100,
200, 400, 600, 800, 1000 pg/mL olacak sekilde hazirlanan standart derisimlerine
karsilik gelen absorbans degerleri araciligiyla cizilen standart egride regresyon
esitligi y = 0,0021x olarak bulundu (Sekil 3.2.). Burada y absorbans degerini, x ise

derisimi gostermektedir.

0,30 -
0,25 -
0,20 -

0,15 -

Absorbans

0,10 A

y = 0,0021x

0.05 1 R® = 0,97

0,00 T T T T 1
0 200 400 600 800 1000

Derisim (pug/mL)

Sekil 3.2. Sigir albumininden hazirlanan standart derisimler ve absorbans arasindaki
dogrusal iligki.
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Buna gore 0,1 pg/mL Cd™ etkisinde 1 nolu O. niloticus’un solungacinda 96 saat

sonunda toplam protein diizeyi:

y =0,0021x
Absorbans: y = 0,658

0,658
Derigim (x) =
0,0021
Derisim = 0,313 mg/mL
Doku homojenat1 ve doku tamponla 10’ar mL’ye seyreltildigi i¢in
Derisim =0,313 x 10 x 10
Derisim = 31,3 mg prot./ g yas agirlik (y.a.)
Ayni regresyon esitligi kullanilarak Cu'?, Zn™, Cr'® ve Ag" etkisindeki deney
grubunda ve kontrol grubunda iki tekrarli olmak iizere toplam protein diizeyleri

hesaplandi.

3.2.5. ATPaz Aktivitesinin Hesaplanmasi

0OD/0,0014" x 4,5 (mL)

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

= umol Pi/mg prot./sa.

* = Inorganik fosfat regresyon esitligi (y = 0,0014x)
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0,1 pg/mL Cd™ etkisinde 1 nolu O. niloticus’un solungacinda 96 saat sonunda
Na'/K'-ATPaz aktivitesi:
Absorbans: y = 0,064

0,064/0,0014 x 4,5 (mL)

Na'/K'-ATPaz aktivitesi =
1000 x 0,03 (mL) x 0,5 (sa.) x 3,13 mg prot./mL

Na'/K'-ATPaz aktivitesi = 4,38 pmol Pi/mg prot./sa.
3.2.6. Metal ve iyon Analizi

Toplam metal analizi i¢in dokular 105 °C’de 5 giin siireyle sabit agirliga
ulasana kadar kurumaya birakildi. Bu siire sonunda dokular, kuru agirliklar
saptandiktan sonra iizerlerine 2 mL perklorik asit ve 4 mL nitrik asit ilavesiyle 100
%C’de 4,5 saat siireyle ¢eker ocakli ortamda yakildi. Orneklerin tamami homojen
olarak yakildiktan sonra plastik tiiplere aliarak 10 mL’ye distile su ile seyreltildi ve
atomik absorbsiyon spektrofotometresinde (Perkin Elmer AS 3100- SpectrAA 220
FS) okundu. Cd™, Cu™, Zn™, Cr'® ve Ag” icin saptama sirlari ile dalga boylari
strastyla 0,001, 0,002, 0,002, 0,003 ve 0,002 ng/mL ile 228,8, 324,7, 213,9, 357,9 ve
328,1 nm’dir. Na', K", Mg™ ve Ca™ i¢in ise saptama siurlari ile dalga boylar:
strastyla 2,0, 15,0, 0,0001 ve 0,002 pg/mL ile 330,3, 404,4, 285,2 ve 422,7 nm’dir.
Atomik absorbsiyon spektrofotometresinin ve Olglimlerin  dogrulugu referans
materyal (TORT 1 istakoz hepatopankreasi, National Research Council, Canada)
kullanilarak kontrol edildi ve ortalama ile standart hatasinin % 10 araliginda oldugu

belirlendi.

3.2.7. Metal Derisiminin Hesaplanmasi

Cd™, Cu, Zn", Cr'™® ve Ag" etkisinde kalan deney gruplarinda ve kontrol
gruplarinda, metal standartlar1 ile absorbanslar1 arasindaki dogrusal iliskiyi gosteren

standart grafikler (Sekil 3.3.) kullanilarak metal birikim diizeyleri belirlendi.
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Sekil 3.3. Metal derisimleri ve absorbanslari arasindaki dogrusal iligki.
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Cd"™ etkisinde kalan 6rneklerde, Cd™ birikimini belirlemek icin stok
cozeltiden wuygun seyreltmelerle hazirlanan 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 5,0 ppm
derisimlerindeki Cd™ standartlarnin absorbans degerleri ile y = 0,10x regresyon
esitligi elde edildi. Denklemdeki y absorbansi, x ise kadmiyum derisimini
gostermektedir (Sekil 3.3.).

Toplam metal diizeyleri belirlenirken, regresyon esitlikleri kullanilarak

hesaplamalar yapildi (Cizelge 3.3.).

Cizelge 3.3. Metal standartlar1 ile absorbanslar1 arasindaki regresyon esitlikleri.

Metal Derisim (ng/mL) Regresyon esitligi
cd* 0,5, 1,0, 1,5,2,0,2,5 y =0,10x
Cu™? 1,2,3,4,5 y=0,05x
Zn" 0,2,0,4, 0,6, 0,8, 1,0 y=0,15x
Cr*t 1,2,3,4,5 y=0,01x
Ag’ 1,2,3,4,5 y = 0,05x

0,1 pg/mL Cd* etkisinde 1 nolu Oreochromis niloticus’un solungacinda 96

saat sonunda Cd ™ derigimi:

y =0,10x
Absorbans: y = 0,055

0,055
Derisim (x) =
0,10

Derisim = 0,55 pg/mL Cd"
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Doku asitle yakildiktan sonra 10 mL’ye tamamlandig1 i¢in

Derisim = 0,55 x 10
Derisim = 5,5 pg Cd"™

Cd"™ etkisindeki deney grubunda solunga¢ dokusunun kuru agirhgi 0,4193 g
olarak tespit edildi. Buna gore 1 g dokudaki Cd™ derisimi:

5,5
Derigim =
0,4193

Derisim = 13,12 pg Cd"*/g kuru agirlik (k.a.)
Toplam metal diizeyi diger Cu™, Zn™, Cr'® ve Ag" etkisinde kalan deney

gruplar1 ve kontrol gruplart i¢in de ayni sekilde hesaplandi.
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3.2.8. iyon Derisiminin Hesaplanmasi

Toplam iyon diizeyleri, kontrol ve metal etkisinde kalan gruplarda Na’, K,
Mg™ ve Ca™ standartlari ile absorbans degerleri arasindaki iliskileri gosteren
standart egriler (Sekil 3.4.) kullanilarak hesaplandi ve bu degerler Cizelge 3.4°de
gosterildi.

Cizelge 3.4. Iyon standartlari ile absorbanslar1 arasindaki regresyon esitlikleri.

fyon Derisim (ng/mL) Regresyon esitligi
Na® 20, 40, 80, 120, 160 y =0,0049x
K" 25, 50, 100, 200, 400 y =0,0078x
Mg 0,1,0,2,0,3,0,4,0,5 y = 0,60x
Ca™ 1,2,3,4,5 y = 0,04x
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Sekil 3.4. Iyon derisimleri ve absorbanslar1 arasindaki dogrusal iliski.

0,1 pg/mL Cd* etkisinde 1 nolu Oreochromis niloticus’un solungacinda 96

+ .. .
saat sonunda Na" derisimi:

y =0,0049x
Absorbans: y = 0,778

0,778
Derisim (x) =
0,0049

Derisim = 158,78 pg/mL Na"
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Doku asitle yakildiktan sonra 10 mL’ye seyreltildigi i¢cin

Derisim = 158,78 x 10
Derisim = 1,588 mg Na"

Cd"™ etkisindeki deney grubunda solunga¢ dokusunun kuru agirhgi 0,4193 g
olarak 6l¢iildii. Buna gore 1 g dokudaki Na" derisimi:

1,588
Derisim =
0,4193

Derisim = 3,79 mg Na'/g k.a.

Toplam iyon diizeyi diger Cu™, Zn™, Cr'® ve Ag" etkisinde kalan deney

gruplar1 ve kontrol gruplart i¢in de ayni sekilde hesaplandi.

3.2.9. istatistik

Bu caligmadaki istatistiksel analizler, SPSS yardimiyla “Regresyon Analizi”
ve “One-way ANOVA” kullanilarak yapildi. Kontrol ve deney gruplart arasinda
istatistiksel bir aymrm gozlendiginde (P<0.05), hangi grup veya gruplarin farkh
oldugu post-hoc testlerinden Duncan-test kullanilarak belirlendi. Grafik ¢izimleri ise

Microsoft Excel programi kullanilarak ¢izildi.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Bulgular
4.1.1. ATPaz Karakterizasyonu

O. niloticus’un solungag, bobrek ve kas dokularinda ATPaz aktivitelerinin
belirlenmesinden Once, reaksiyonun gergeklestigi inkiibasyon ortaminda bulunan
iyon ve bilesiklerin farkli derisimleri denendi ve ATPaz enzimlerinin en yiiksek
aktivite gosterdigi derisimlerle ¢alisildi.

Elde edilen verilere gore, solunga¢ dokusunda 0,003-3,0 mM ouabain
derisimlerine karsilik 6lgiilen Na'/K'-ATPaz aktivitesi 1,0 mM ouabain derisiminde
%100 inhibe oldu (Sekil 4.1. a). Toplam-ATPaz, Mg >-ATPaz ve Na"/K'-ATPaz’in
60-140 mM Na', 10-50 mM K, 1-6 mM Mg, 10-50 mM Tris ve 1-6 mM ATP
derisimlerine karsilik en yiiksek aktiviteleri sirastyla 100 mM Na", 20 mM K, 4 mM
Mg*, 40 mM Tris ve 3 mM ATP’ de gozlendi (Sekil 4.1 b.-f.). ATPaz enzimleri en
yiiksek aktiviteye 6,4-8,7 pH ve 5-60 °C araliginda 7,7 pH ve 37 °C’de ulast1 (Sekil
4.1.g.,h.).

120 +
100 +
80 ~
60 -
40 -

20 ~

% Na'/K*-ATPaz Aktivitesi

0 T T — 8 —
0,003 0,01 0,03 0,1 0,3 1 3

Ouabain Derigimi (mM)

Sekil 4.1. a. O. niloticus’un solunga¢ dokusunda 0,003-3,0 mM Ouabain
derisimlerinde % Na'/K"-ATPaz aktivitesi.
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120 - - & - - Toplam-ATPaz
—4&— Mg-ATPaz

100 - —0— Na,K-ATPaz

80 ~
60 -

40 -

% ATPaz Aktivitesi

20 ~

60 80 100 120 140
NaCl Derigimi (mM)

Sekil 4.1. b. O. niloticus’un solunga¢ dokusunda 60-100 mM NacCl derisimlerinde %
ATPaz aktivitesi.

- - & - -Toplam- ATPaz
120 ~ —&4N— Mg-ATPaz
—@— Na,K-ATPaz

100 +
80 -
60 -

40

% ATPaz Aktivitesi

20

10 20 30 40 50
KCI Derisimi (mM)

Sekil 4.1. c. O. niloticus’un solunga¢ dokusunda 10-50 mM KCI derisimlerinde %
ATPaz aktivitesi.
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120 - - & - -Toplam-ATPaz
1 —~A— Mg-ATPaz
100 + —0— Na,K-ATPaz

80 ~

60 -

40 -

% ATPaz Aktivitesi

20 ~

1 2 3 4 5 6
MgCl, Dergimi (mM)

Sekil 4.1. d. O. niloticus’un solunga¢ dokusunda 1-6 mM MgCl, derisimlerinde %
ATPaz aktivitesi.

120 - - & - - Toplam-ATPaz
| —A— Mg-ATPaz

100 -+ —0— Na,K-ATPaz

80 ~
60 -

40 -

% ATPaz Aktivitesi

20 ~

10 20 30 40 50

Tris Derigimi (mM)

Sekil 4.1. e. O. niloticus’un solunga¢ dokusunda 10-50 mM Tris derisimlerinde %
ATPaz aktivitesi.
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- - & - -Toplam-ATPaz
—&4— Mg-ATPaz
—@— Na,K-ATPaz

ATPaz Aktivitesi
(mmol Pi/mg prot./sa.)
'_\

g1 o O

1 2 3 4 5 6
ATP Derigimi (mM)

Sekil 4.1. f. O. niloticus’un solunga¢ dokusunda 1-6 mM ATP derigimlerinde %
ATPaz aktivitesi.

- - & - -Toplam-ATPaz
—24a— Mg-ATPaz
—@— Na,K-ATPaz

120 ~

100

80 -

60 -

40 -|

% ATPaz Aktivitesi

20

6,4 6,8 7,0 7,4 7,7 8,0 8,7
pH

Sekil 4.1. g. O. niloticus’un solunga¢ dokusunda 6,4-8,7 pH araliginda % ATPaz
aktivitesi.
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- - &% - - Toplam-ATPaz
120 1 —A— Mg-ATPaz
100 ~ —&— Na,K-ATPaz

80 -

60 -

40 +

% ATPaz Aktivitesi

5 10 15 20 25 30 37 40 45 50 60

Sicaklik (°C)

Sekil 4.1. h. O. niloticus’un solunga¢ dokusunda 5-60 °C sicaklik araliginda %
ATPaz aktivitesi.

Bobrek dokusundaki karakterizasyon bulgular1 ise solunga¢ dokusundaki
degerlerle uygunluk gostermektedir. Na'/K'-ATPaz aktivitesinin 0,003-3,0 mM
derisim araligindaki ouabain diizeylerinden 1,0 mM ouabain varliginda % 100 inhibe
oldugu gozlendi (Sekil 4.2. a). En yiiksek ATPaz aktiviteleri 60-140 mM Na", 10-50
mM K, 1-6 mM Mg, 10-50 mM Tris ve 1-6 mM ATP derisimlerinde sirastyla 100
mM Na’, 20 mM K', 4 mM Mg+2, 40 mM Tris ve 3 mM ATP derisimlerinde
gbzlendi (Sekil 4.2. b.-e.). Bununla birlikte inkiibasyon ortaminda 6,4-8,7 pH ve 5-60
°C sicaklik araliklarinda olgiilen en yiiksek ATPaz aktiviteleri 7,7 pH ve 37-40 °C’de
gbzlendi (Sekil 4.2. f.,g.).

56



4. BULGULAR ve TARTISMA Giiliizar ATLI

120
D
£ 100 -
=
< 80 -
3
o 60 -
[
<
+E 40
S 20
X
O T T T .—\

w

0,003 0,01 0,03 01 0,3 1
Ouabain Derigimi (mM)

Sekil 4.2. a. O. niloticus’un bobrek dokusunda 0,003-3,0 mM Ouabain
derisimlerinde % Na'/K"-ATPaz aktivitesi.

- - & - -Toplam-ATPaz
—2&— Mg-ATPaz
—&— Na,K-ATPaz

120 +

100 +

80 +

60 -

40 -

% ATPaz Aktivitesi

20 ~

60 80 100 120 140
NaCl Derigimi (mM)

Sekil 4.2. b. O. niloticus’un bobrek dokusunda 60-100 mM NacCl derisimlerinde %
ATPaz aktivitesi.
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- - & - -Toplam-ATPaz
120 4 —A— Mg-ATPaz
—&—Na,K-ATPaz

100 +
80 ~

60 -

40 -

% ATPaz Aktivitesi

20 A

10 20 30 40 50
KCI Derigimi (mM)

Sekil 4.2. ¢. O. niloticus’un bobrek dokusunda 10-50 mM KCI derisimlerinde %
ATPaz aktivitesi.

- - & - -Toplam-ATPaz
—&A— Mg-ATPaz

A '\.\. —e—NaK-ATPaz

120 ~

100 -
80 ~
60 -

40 -

% ATPaz Aktivitesi

20 ~

1 2 3 4 5 6
MgCl, Derigimi (mM)

Sekil 4.2. d. O. niloticus’un bobrek dokusunda 1-6 mM MgCl, derisimlerinde %
ATPaz aktivitesi.

58



4. BULGULAR ve TARTISMA Giiliizar ATLI

- - i - -Toplam-ATPaz
—4A&— Mg-ATPaz
—8 e —NakK-ATPaz

120 +

100 -
80 ~
60 -

40 -

% ATPaz Aktivitesi

20 ~

10 20 30 40 50
Tris Derigimi (mM)

Sekil 4.2. e. O. niloticus’un bobrek dokusunda 10-50 mM Tris derisimlerinde %
ATPaz aktivitesi.

---m--- Toplam-ATPaz

— A Mg-ATPaz

B NN —e— Na,K-ATPaz
18 7 ] --““
k|

ATPaz Aktivitesi
(umol Pi/mg prot./sa.)
P R
N O
e

1 2 3 4 5 6
ATP Derigimi (mM)

Sekil 4.2. f. O. niloticus’un bobrek dokusunda 1-6 mM ATP derisimlerinde %
ATPaz aktivitesi.
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120 +

100 -

80 ~

60 -

40 -

% ATPaz Aktivitesi

20 ~

- - & - -Toplam-ATPaz
—24&— Mg-ATPaz
—@— Na,K-ATPaz

6,4 6,8 7,0 7.4 7,7 8,0 8,7

pH

Sekil 4.2. g. O. niloticus’un bobrek dokusunda 6,4-8,7 pH araliginda % ATPaz

aktivitesi.

% ATPaz Aktivitesi

- - & - - Toplam-ATPaz
—4&— Mg-ATPaz
—— Na,K-ATPaz

5 10 15 20 25 30 37 40 45 50 60

Sicaklik (°C)

Sekil 4.2. h. O. niloticus’un bobrek dokusunda 5-60 °C sicaklik araliginda % ATPaz

aktivitesi.
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Solungag, bobrek ve kas dokularinda Slgiilen Ca"-ATPaz aktivitesinin de en
yiiksek aktivite gosterdigi kosullar saptandi. Solungag, bobrek ve kas dokusunda
enzim 0,1-2,0 mM Ca*? ve EGTA derisimlerinde en yliksek aktivitesini 1,0 mM Ca™
ve EGTA derisimlerinde gosterdi (Sekil 4.3. a., b.). En yiiksek Ca*>-ATPaz aktivitesi
1-6 mM Mg, 10-50 mM Tris ve 1-6 mM ATP derisimine karsilik 4 mM Mg ™, 40
mM Tris ve 3 mM ATP derisiminde Slgiildi (Sekil 4.3. c-e). Ca™-ATPaz aktivitesi
en yiiksek diizeyde 6,4-8,7 pH ve 5-60 °C sicaklik araliginda pH 7,7 ve 37 °C’de
Olciildi (Sekil 4.3. £, g.). Diger inkiibasyon ortami parametreleri bobrek dokusunda
enzim aktivitesinin diisiik olmas1 nedeniyle calisilamamis, buna karsilik solungag ve
kas dokusunda ayni1 Ca™ ve EGTA derisimlerinde en yiiksek aktivite gdstermesinden

dolay1 bu dokularda elde edilen veriler bobrek dokusu i¢in de kullanilmustir.

—— Solungag
—2&— Bobrek
- - & - -Kas

120 +

100 ~

80 -

60 -

40 -

20 ~

% Ca*2-ATPaz Aktivitesi

0,1 0,5 1,0 15 2,0
CaCl, Derigimi (mM)

Sekil 4.3. a. O. niloticus dokularinda 0,1-2,0 mM CaCl, derisimlerinde % Ca"™-
ATPaz aktivitesi.
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—@— Solungag
—2&— Bdobrek
-- & --Kas

120 +

100 +

80 ~

60 -

40 -

20 ~

% Ca*2-ATPaz Aktivitesi

0,1 0,5 1,0 1,5 2,0
EGTA Derigimi (mM)

Sekil 4.3. b. O. niloticus dokularmda 0,1-2,0 mM EGTA derisimlerinde % Ca"-
ATPaz aktivitesi.

—@— Solungag

120
-- & --Kas

100 -
80 ~

60 ~

N
o
Il

N
o
I

% Ca*2-ATPaz Aktivitesi

o

MgCl, Derigimi (mM)

Sekil 4.3. ¢. O. niloticus dokularinda 1-6 mM MgCl, derisimlerinde % Ca>-ATPaz
aktivitesi.
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—— Solungag

120 -
-- & --Kas

3 100 A
=
£ 80
<
P
S 60
5
o 40 -
‘o
(&)
= 207 .

0

10 20 30 40 50 60

Tris Derigimi (mM)

Sekil 4.3. d. O. niloticus dokularinda 10-60 mM Tris derisimlerinde % Ca>-ATPaz

aktivitesi.

% Ca*?-ATPaz Aktivitesi
w

—@— Solungag
-- & --Kas

ATP Derigimi (mM)

Sekil 4.3. e. O. niloticus dokularinda 1-6 mM ATP derisimlerinde % Ca>-ATPaz

aktivitesi.
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—— Solungag
120 1 -- & --Kas

% Ca*2-ATPaz Aktivitesi

6,4 6,8 7,0 7,4 7,7 8,0 8,7

Sekil 4.3. f. O. niloticus dokularinda 6,4-8,7 pH araliginda % Ca-ATPaz aktivitesi.

—— Solungag
—a&— Bobrek
-- & --Kas

120 +

100 -

80 -

60 -

40

% ATPaz Aktivitesi

20 -

0 - -
5 10 15 20 25 30 37 40 45 50 60

Sicaklik (°C)

Sekil 4.3. g. O. niloticus dokularinda 5-60 °C sicakhik araliginda % Ca™-ATPaz
aktivitesi.
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4.1.2. Akut Uygulama

4.1.2.1. In vivo ATPaz Aktivitesi

O. niloticus, Cd"?, Cu™, Zn™, Cr'® ve Ag”nmn 0,1, 0,5, 1,0 ve 1,5 pg/mL
derigimleri etkisine 96 saat siire ile birakildi ve bu siireler sonunda solungag, bobrek
ve kas dokusunda ATPaz aktiviteleri Ol¢iildii. Elde edilen veriler, kontrol grubu
baliklarda solunga¢ Na'/K'-ATPaz aktivitesinin 2,94+0,26 pumol Pi/mg prot./sa.,
Mg™?-ATPaz aktivitesinin 5,9340,71 pmol Pi/mg prot./sa., Toplam-ATPaz
aktivitesinin 8,71+0,75 pmol Pi/mg prot./sa. ve Ca-ATPaz aktivitesinin ise
0,98+0,15 pmol Pi/mg prot./sa. diizeyinde oldugunu gosterdi (Sekil 4.4.-4.7. a.).
Bobrek dokusunda Na'/K'-ATPaz aktivitesi 2,99+0,30 pmol Pi/mg prot./sa., Mg
ATPaz aktivitesi 3,30+0,43 pmol Pi/mg prot./sa., Toplam-ATPaz aktivitesi
5,06£0,63 pmol Pi/mg prot./sa. ve Ca™-ATPaz aktivitesi 0,97+0,09 pmol Pi/mg
prot./sa. olarak olctildii (Sekil 4.4.-4.7. b.). Kas dokusunda sadece Ca"-ATPaz
aktivitesi Ol¢iilmiis olup enzim aktivite degeri 3,90+0,72 pmol Pi/mg prot./sa. olarak
belirlendi (Sekil 4.7. c.).

Akut metal etkilerinde Ol¢lilen ATPaz aktivitelerinin % degerleri EK-1"de

ayrica verilmistir.

4.1.2.1.(1). Kadmiyum

Solungag Na'/K -ATPaz’m, Cd™ etkisinde % 33 ile % 89 azaldig1 ve en
diisiik aktivitesinin 1,0 pg Cd™/mL etkisinde gozlendigi belirlendi (P<0,001)
(0,310,122 pmol Pi/mg prot./sa.) (Sekil 4.4. a.). Mg™-ATPaz aktivitesi ise % 27 ile
% 52 oranlarinda artis gostermesine karsin, kontrol ile karsilastirildiginda anlamli bir
ayirim gostermemistir (P>0,05) (Sekil 4.5. a.). Toplam-ATPaz aktivitesi yaklasik %
10 oraninda hem artis hem de azalis gOstermesine karsin anlamli bir degisiklik
gbstermemistir (P>0,05) (Sekil 4.6. a.). Ca™-ATPaz aktivitesi ise % 51 ile % 92
oranlarinda azalis gsterirken, en diisiik diizeyini 0,1 pg Cd™/mL etkisinde gdsterdi

(0,08+0,05 pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.7. a.).
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Bobrek dokusunda, Na'/K'-ATPaz aktivitesinin % 19 ile % 63 oraninda
azaldig1 gozlendi ve en diisiik enzim aktivitesi 1,5 pg Cd™*/mL etkisinde 6lgiildii
(1,12+0,21 pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,01) (Sekil 4.4. b.). Mg"*-ATPaz aktivitesi ise
% 32 ile % 69 oraninda artis gostermesine karsin, anlamli bir degisiklik
gostermemistir (P>0,05) (Sekil 4.5. b.). Toplam-ATPaz aktivitesi de aym sekilde
derisim diizeyleri ile orantili olarak % 5’den % 32’ye varan artis oranlarina karsilik
kontrol ile karsilastirildiginda degisiklik gostermemistir (P>0,05) (Sekil 4.6. b.).
Buna karsilik Ca™-ATPaz aktivitesinin, uygulanan tim derisimler icin azaldig:
gbzlenirken, azalis oranlarinin % 48 ile % 84 oranlarinda degistigi belirlendi. En
diisiik enzim aktivitesi 1,0 pg Cd™*/mL etkisinde 6lgiildii (0,15+0,05 pmol Pi/mg
prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.7. b.).

Kas dokusunda ise, Ca">-ATPaz aktivitesi % 71 ile % 96 oraninda azalirken,
en diisiik enzim aktivitesi 1,0 pg Cd™*/mL etkisinde gozlendi (0,24+0,07 umol Pi/mg
prot./sa.) (P<0,01) (Sekil 4.7. c.).

4.1.2.1.(2). Bakir

Solungag dokusunda Na'/K™-ATPaz aktivitesi Cu™* etkisinde % 25 ile % 71
oraninda azalirken en yiiksek derisimde en diisiik diizeyde gozlendi (0,85%0,15 pumol
Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.4. a.). Mg™-ATPaz aktivitesinin ise % 1 ile % 12
arasinda gozlenen azalis oranlarina karsin kontrol degerlerine gore bir degisiklik
gostermedigi bulunmustur (P>0,05) (Sekil 4.5. a.). Toplam-ATPaz aktivitesi de
benzer sekilde % 8 ile % 25 azalis oranlarina karsin anlamli bir ayirim
gostermemistir (P>0,05) (Sekil 4.6. a.). Ca">-ATPaz aktivitesinin % 88 ile % 95
oranlarinda azalis gdsterdigi ve en disiik enzim aktivitesinin 1,0 pg Cu™*/mL
etkisinde gozlendigi goriildii (0,05+0,03 pumol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.7.
a.).

Bobrek Na'/K'-ATPaz aktivitesi, Cu™® derisimlerine bagli olarak hem artis
hem de azalis gosterirken, 0,5 pg Cu™/mL etkisinde % 91 azald1 (0,28+0,02 pumol
Pi/mg prot./sa.). Buna karsilik diger derisimlerin etkisinde enzim aktivitesinin % 10

ile % 86 oranlarinda artis gosterdigi ve en yiiksek diizeyini 1,0 pg Cu™/mL etkisinde
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gosterdigi gdzlendi (5,57+0,61 pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.4. b.). Mg™-
ATPaz aktivitesinin ise % 7 ile % 69 oranlarinda artis gosterdigi ve en yiiksek
diizeyinin 0,5 pg Cu*/mL etkisinde oldugu belirlendi (5,58+0,46 pmol Pi/mg
prot./sa.) (P<0,05) (Sekil 4.5. b.). Toplam-ATPaz, % 40 ile % 63 oraninda artarak en
yiiksek aktivitesini 1,5 pg Cu™/mL etkisinde gosterdi (8,25+0,46 pmol Pi/mg
prot./sa.) (P<0,05) (Sekil 4.6. b.). Ca-ATPaz aktivitesi ise % 72 ile % 94 azalis
oranlarinda gozlenirken, en diisiik diizeyde 0,5 pg Cu™/mL derisiminde 6l¢iildii
(0,06+0,02 pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.7. b.).

Kas dokusunda Ca**-ATPaz aktivitesi, % 1 ile % 71 oraninda azalirken, en
diisiik diizeyini en yiiksek derisim etkisinde gosterdi (1,10+0,33 pmol Pi/mg prot./sa.)
(P<0,01) (Sekil 4.7. c.).

4.1.2.1.(3). Cinko

Solunga¢ dokusunda Na'/K'-ATPaz’m Zn™ derisimlerinde % 39 ile % 67
azaldig1 ve en diislik aktivitesinin en yiiksek derisim etkisinde gozlendigi belirlendi
(0,97+0,25 pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.4. a.). Mg *-ATPaz aktivitesi de
% 59 ile % 76 arasinda degisen azalis oranlari ile en diisiik aktivitesini 0,1 pg
Zn"?/mL derisiminde gosterdi (1,42+0,10 umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.5.

+25

a.). Toplam-ATPaz aktivitesi de Zn “’nin tim derisimleri i¢cin % 55 ile % 68
oranlarinda azalirken, en diisiik enzim aktivitesi en diigiik Zn™* derigiminde gozlendi
(2,82+0,18 pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.6. a.). Ca™>-ATPaz aktivitesinin
ise % 68 ile % 82 oranlarinda azaldig1 ve en diisik diizeyinin en yiiksek Zn™
derisiminde 6l¢iildiigii kaydedildi (0,18+0,06 umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil
4.7. a.).

Bobrek Na'/K -ATPaz Zn'? etkisinde % 15 ile % 49 oranlarinda azalirken, en
diisiik aktivite 0,1 pg Zn™*/mL derisiminde 6lgiildii (1,54+0,28 pmol Pi/mg prot./sa.)
(P<0,01) (Sekil 4.4. b.). Mg+2-ATPaz aktivitesinin de, % 15 ile % 50 oranlarinda
azaldig1 ve en diisik diizeyinin 0,5 pg Zn*/mL etkisinde gozlendigi kaydedildi
(1,65+0,21 pumol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05) (Sekil 4.5. b.). Toplam-ATPaz aktivitesi

ise % 15 ile % 51 oranlarinda azalisa karsin, en yiiksek derisimde ise % 21 artis
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gbsterdi. Enzim aktivitesi en diisik degerde 0,1 pg Zn™/mL etkisinde o6lciildii
(2,48+0,64 pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05) (Sekil 4.6. b.). Ca™2-ATPaz aktivitesi ise
Zn'"? etkisinde % 42 ile % 86 arasinda degisen oranlarinda azalirken, en diisiik enzim
aktivitesi 0,5 pg Zn™/mL etkisinde gdzlendi (0,14+0,07 pmol Pi/mg prot./sa.)
(P<0,001) (Sekil 4.7. b.).

Kas dokusunda Ca**-ATPaz aktivitesi % 78 ile % 96 oranlarinda azalirken,
en diisiik enzim aktivitesi 1,0 pg Zn"*/mL etkisinde gozlendi (0,14+0.07 pmol Pi/mg
prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.7. c.).

4.1.2.1.(4). Krom

Solunga¢ Na'/K'-ATPaz aktivitesi, Cr'® etkisinde % 4 ile % 30 azalirken,
kontrole gore anlamli bir ayirim gdstermemistir (P>0,05) (Sekil 4.4. a.). Mg -ATPaz
aktivitesi ise % 48 ile % 61 oranlarinda azalirken, en diisiik enzim aktivitesi 1,5 pg
Cr™®/mL etkisinde gozlendi (2,3440,34 pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,01) (Sekil 4.5. a.).
Toplam-ATPaz aktivitesi de benzer sekilde % 41 ile % 45 oranlarinda azalirken, en
diisiik enzim aktivitesini farkli olarak 1,0 pg Cr'®/mL etkisinde gdsterdi (4,77+0,29
umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,01) (Sekil 4.6. a.). Ca™-ATPaz aktivitesi ise % 84 ile %
95 oranlarinda azalirken, en diisik diizeyi en yiiksek Cr™® derisiminde ol¢iildii
(0,05+0,03 umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.7. a.).

Bobrek dokusunda Na'/K'-ATPaz aktivitesi, % 6 ile % 44 oranlarinda artis
gostermesine karsin kontrole gore anlamli bir ayirim géstermemistir (P>0,05) (Sekil
4.4. b.). Mg-ATPaz aktivitesi de % 31 ile % 54 oranlarinda azalis gdstermesine
karsin anlamli bir ayirnm gostermemistir (P>0,05) (Sekil 4.5. b.). Toplam-ATPaz
aktivitesi de % 22 ile % 40 artis gostermesine karsin anlamli bulunmamistir (P>0,05)
(Sekil 4.6. b.). Ca-ATPaz aktivitesi ise % 78 ile % 94 oranlarinda azahsla en diisiik
diizeyini en diisik Cr'® derisiminde gosterdi (0,14£0,05 pumol Pi/mg prot./sa.)
(P<0,001) (Sekil 4.7. b.).

Kas Ca'>-ATPaz aktivitesi, % 42 ile % 179 oranlarinda artarken, en yiiksek
aktivitesini 0,5 pg Cr'®mL etkisinde gésterdi (10,7+1,07 pmol Pi/mg prot./sa.)
(P<0,001) (Sekil 4.7. c.).
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4.1.2.1.(5). Giimiis

Solunga¢ dokusunda Na'/K'-ATPaz aktivitesi, Ag" etkisinde % 86 ile % 95
oranlarinda azalirken en diisiik enzim aktivitesi en yiiksek Ag" derisiminde gozlendi
(0,15+0,01 pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.4. a.). Mg™*-ATPaz aktivitesi,
benzer sekilde uygulanan derisim diizeyleri arttik¢a azalis gosterirken, bu oranlar %
62 ile % 74 diizeylerinde belirlendi ve en diisiik enzim aktivitesi 1,5 pg Ag'/mL
etkisinde gozlendi (1,51£0,19 pumol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.5. a.).
Toplam-ATPaz aktivitesi % 69 ile % 81 oranlarinda azalirken, en diisiik diizeyi en
yiiksek derisim etkisinde gozlendi (1,64+0,27 pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil
4.6. a.). Ca™-ATPaz aktivitesinin de benzer sekilde % 71 ile % 87 oranlarinda
azaldigi ve en diisiik diizeyinin 1,5 pg Ag'/mL etkisinde gozlendigi kaydedildi
(0,13+0,08 umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,01) (Sekil 4.7. a.).

Bobrek Na'/K'-ATPaz aktivitesinin solunga¢ dokusundan farkli olarak Ag"
etkisinde % 63 ile % 138 oranlarinda arttig1 ve en yiiksek aktiviteyi 1,0 ug Ag'/mL
etkisinde gosterdigi belirlendi (7,1340,22 umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.4.
b.). Mg"-ATPaz aktivitesi ise % 27 ile % 48 arasinda azalis gdstermesine karsin,
kontrole gére anlamli bir ayirim gdstermemistir (P>0,05) (Sekil 4.5. b.). Toplam-
ATPaz aktivitesi % 24 ile % 76 oranlarinda artarken, en yiiksek aktiviteyi 1,0 ug
Ag'/mL etkisinde gosterdi (8,91+0,91 umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,01) (Sekil 4.6. b.).
Buna karsilik, Ca™-ATPaz’1n Ag' etkisinde % 79 ile % 91 oranlarinda azalis
gosterdigi ve en diisiik aktivitesinin 1,0 pg Ag'/mL gdzlendigi kaydedildi (0,09+0,06
umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.7. b.).

Kas Ca™>-ATPaz aktivitesi, % 33 ile % 82 oranlarinda azalirken, en diistk
diizeyde en yiiksek derisim etkisinde ol¢iildi (0,67+0,31 pmol Pi/mg prot./sa.)
(P<0,05) (Sekil 4.7. c.).
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Sekil 4.4. a. Metallerin farkli derisimlerinin 96 saatlik etkileri sonunda O.
niloticus’un solunga¢ dokusunda Na/K"-ATPaz aktivitesi.
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Sekil 4.4. b. Metallerin farkli derisimlerinin 96 saatlik etkileri sonunda O.
niloticus’un bobrek dokusunda Na'/K ' -ATPaz aktivitesi.
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Sekil 4.5. a. Metallerin farkli derisimlerinin 96 saatlik etkileri sonunda O.
niloticus’un solungag dokusunda Mg"*-ATPaz aktivitesi.
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Sekil 4.5. b. Metallerin farkli derisimlerinin 96 saatlik etkileri sonunda O.
niloticus’un bobrek dokusunda Mg -ATPaz aktivitesi.
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Sekil 4.6. a. Metallerin farkli derisimlerinin 96 saatlik etkileri sonunda O.
niloticus’un solunga¢ dokusunda Toplam-ATPaz aktivitesi.
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Sekil 4.6. b. Metallerin farkli derisimlerinin 96 saatlik etkileri sonunda O.

niloticus’un bobrek dokusunda Toplam-ATPaz aktivitesi.
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Sekil 4.7. a. Metallerin farkli derisimlerinin 96 saatlik etkileri sonunda O.

niloticus™un solunga¢ dokusunda Ca>-ATPaz aktivitesi.
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Sekil 4.7. b. Metallerin farkli derisimlerinin 96 saatlik etkileri sonunda O.
niloticus™un bdbrek dokusunda Ca*-ATPaz aktivitesi.
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Sekil 4.7. ¢. Metallerin farkli derisimlerinin 96 saatlik etkileri sonunda O.
niloticus™un kas dokusunda Ca™-ATPaz aktivitesi.

4.1.2.2. Toplam Protein Diizeyi

P<0.01
P<0.01
P<0.001
P<0.001
P<0.05

Cd™, Cu™, Zn™, Cr'® ve Ag”nin 0,1, 0,5, 1,0 ve 1,5 pg/mL derisimlerine 96

saat siire ile birakilan O. niloticus dokularinda toplam protein diizeyleri 6l¢iildii.

Analiz sonuglarma gore kontrol grubu solungag, bobrek ve kas dokusu toplam

protein diizeyleri sirastyla 28,1+0,8, 51,9+2,2 ve 22,2+0,7 mg prot./g y.a.

Olctildii (Sekil 4.8. a-c.).

olarak

Akut metal etkilerinde dlgiilen toplam protein diizeyleri % degerleri EK-2’de

ayrica verilmistir.

4.1.2.2.(1) Kadmiyum

Solunga¢ dokusunda toplam protein diizeyi Cd™ etkisinde % 4 ile % 12

oraninda artis gostermesine karsin kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir

ayirim gostermemistir (P>0,05) (Sekil 4.8. a.).
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Bobrek dokusu toplam protein diizeyi ise % 16 ile % 23 azalmasina karsin
anlamli bir degisiklik géstermemistir (P>0,05) (Sekil 4.8. b.).

Kas dokusu toplam protein diizeyi % 12 ile % 27 artarken, en yliksek diizeyde
0,1 pg Cd™*/mL etkisinde gozlendi (28,2+0,7 mg prot./g y.a.) (P<0,001) (Sekil 4.8.

c.).
4.1.2.2.(2) Bakir

Solunga¢ dokusunda Cu™*’nin toplam protein diizeyini kontrole gore dnemli
diizeyde azalttig1 gozlendi. Buna gore % 8 ile % 32 oraninda azalarak en diisiik
diizeyde 0,1 ng Cu**/mL etkisinde 6lciildii (19,0+2,0 mg prot./g y.a.) (P<0,001)
(Sekil 4.8. a.).

Bobrek dokusu toplam protein diizeyi de solunga¢ dokusuna benzer sekilde
Cu™ etkisinde 6nemli diizeyde azals gosterdi. Toplam protein diizeyi % 63 ile % 70
oranlarinda azalisla en diisiik diizeyde 0,5 pg Cu™*/mL etkisinde gozlendi (15,6+2,0
mg prot./g y.a.) (P<0,001) (Sekil 4.8. b.).

Kas dokusunda da % 25 ile % 44 oranlarinda azalis gosteren toplam protein
diizeyi en yitksek Cu™ derisiminde en diisiik diizeyde 6lgiildii (12,6+2,0 mg prot./g
y.a.) (P<0,001) (Sekil 4.8. c.).

4.1.2.2.(3). Cinko

Solunga¢ dokusunda toplam protein diizeyi Zn™ etkisinde % 3 ile % 8
oranlarinda azalis gostermesine karsin, kontrole gore bir degisiklik gdstermemistir
(P>0,05) (Sekil 4.8. a.).

Bobrek dokusu toplam protein diizeyinin % 3 ile % 9 artis oranlarina karsin,
Zn#nin tim derigimleri icin kontrol grubu ile karsilagtirildiginda bir ayirim
gostermedigi gdzlenmistir (P>0,05) (Sekil 4.8. b.).

Kas dokusu toplam protein diizeyi % 1 ile % 8 azaliga karsin kontrole gore

herhangi bir ayirim gostermemistir (P>0,05) (Sekil 4.8. c.).
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4.1.2.2.(4). Krom

Solungag dokusu toplam protein diizeyi, Cr'® etkisinde % 1 ile % 7 azalis
gostermesine karsin, kontrol ile karsilastirildiginda 6nemli bir ayirim goéstermemigtir
(P>0,05) (Sekil 4.8. a.).

Bobrek dokusunda da benzer sekilde % 3 ile % 17 arasinda degisen artis veya
azalis oranlarina karsin, Cr'®’nin denenen tiim derisimleri toplam protein diizeyinde
etkili olmamustir (P>0,05) (Sekil 4.8. b.).

Kas dokusunda ise bobrek dokusuna benzer sekilde % 2 ile % 7 arasinda
degisen oranlarda azalis veya artis goOsteren toplam protein diizeyi kontrol ile

karsilastirildiginda herhangi bir ayirim géstermemistir (P>0,05) (Sekil 4.8. c.).

4.1.2.2.(5). Giimiis

Solunga¢ dokusunda toplam protein diizeyi % 6 ile % 24 oranlarinda azalis
gosterirken en diisiik diizeyde en yiiksek Ag’ derisiminde gozlendi (21,2+2,2 mg
prot./g y.a.) (P<0,01) (Sekil 4.8. a.).

Bobrek dokusu toplam protein diizeyi % 1 ile % 22 oranlarinda azalis veya
arti gostermesine karsin, tiim Ag" derisimlerinin etkisinde kontrole gére bir farklilik
gostermemistir (P>0,05) (Sekil 4.8. b.).

Kas dokusunda ise toplam protein diizeyi % 5 ile % 20 oranlarinda artis veya
azalis gosterirken, en yiiksek diizeyinin en diisiik Ag~ derisimi etkisinde gdzlendigi

belirlendi (26,7+1,3 mg prot./g y.a.) (P<0,01) (Sekil 4.8. c.).
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Sekil 4.8. c. Metallerin farkli derisimlerinin 96 saatlik etkileri sonunda O.
niloticus’un kas dokusunda toplam protein diizeyi.

4.1.2.3. Toplam Metal Diizeyi
4.1.2.3.(1). Kadmiyum

Solunga¢ dokusunda kontrol grubu Cd™ diizeyi (1,26+0,12 pg/g k.a.) ile
karsilastirildiginda, 0,1, 0,5, 1,0 ve 1,5 pg/mL derisimleri etkisinde Cd*? birikimi
gozlendi (P<0,001). Buna gore toplam Cd™ diizeyleri 6,20+0,15 ile 19,9+3,78 pg/g
k.a. degerleri arasinda belirlenirken, en yiiksek diizeyde 1,5 ng Cd"*/mL etkisinde
gozlendi (Cizelge 4.1.).

Bobrek dokusunda kontrol grubu baliklarda Cd™ diizeyi saptama sinirlarinin
altinda belirlenirken (D.L.<0,001), buna karsilik derisim diizeyleri arttikca Cd™
birikiminde artis gozlendi (P<0,001). Buna gére Cd ™ diizeyleri derisime bagli olarak
22,848,9 ile 97,3%15,3 ng/g k.a. diizeyleri arasinda belirlendi (Cizelge 4.1.).

Kas dokusunda da bobrek dokusunda oldugu gibi kontrol grubunda Cd™
diizeyi belirlenememistir (D.L.<0,001). Buna karsilik Cd " etkisinde, 0,66+0,23 pg/g

78



4. BULGULAR ve TARTISMA Giiliizar ATLI

k.a. ile 3,74+1,69 pg/g k.a. arasinda belirlenen Cd™, en yiiksek diizeyde 0,1 pg
Cd™*/mL etkisinde 6l¢iildii (P<0,001) (Cizelge 4.1.).

4.1.2.3.(2). Bakir

Solunga¢ dokusunda kontrol grubunda Cu™ diizeyi 3,35+0,32 pg/ g k.a.
olarak belirlenirken, 4,20+0,01 ile 10,3+1,13 pg/g k.a. diizeyleri arasinda ol¢iilen
Cu*’nin en yiiksek diizeyi en yiiksek derisim etkisinde gozlendi (P<0,001) (Cizelge
4.1.).

Bobrek dokusunda kontrol grubu baliklarda Cu™ diizeyi saptama simirlar
altinda belirlenmistir (D.L.<0,002). Bununla birlikte baslangi¢ Cu'? derisimlerinde
birikim gdzlenmemis (D.L.<0,002), 1,0 ve 1,5 pg Cu™*/mL etkisinde ise 20,6+20,6
ng/g ka. ve 9,40+49,40 pg/g k.a. olarak dlciilen Cu™ diizeyleri yiiksek standart
hatalar1 nedeniyle kontrol Cu™® diizeylerinden bir ayirim gostermemistir (P>0,05)
(Cizelge 4.1.).

Kas dokusunda da kontrol grubu baliklarda Cu™* diizeyi saptama sinirlarnin
altinda bulunmustur (D.L.<0,002). Cu™ birikiminin en yiiksek diizeyde olciildiigii
(1,4+0,7 pg/g ka.)) (P<0,001) 1,0 pg/mL Cu™* derisimi etkisi diginda diger
derisimlerin etkisinde Cu’” diizeyi belirlenememistir (D.L.<0,002) (Cizelge 4.1.).

4.1.2.3.(4). Cinko

Solungag dokusunda Zn™ diizeyi kontrol grubunda 69,2+1,74 pg/g k.a.
olarak &lgiiliirken, 1,0 ve 1,5 pg Zn"*/mL derisimlerinde Zn™* birikimi artarak
84,2+6,76 pg/g k.a. ve 91,14+6,28 ng/g k.a. olarak ol¢iildi (P<0,01) (Cizelge 4.1.).

Bobrek dokusunda ise kontrol grubunda Zn™ diizeyi 157,2+15,5 pg/g k.a.
olarak olgiiliirken, Zn"? etkisinde 160,6£75,7 ile 270,9+31,7 ng/g k.a. olarak olciilen
Zn" diizeyleri kontrole gore bir ayirim gostermemistir (P>0,05) (Cizelge 4.1.).

Kas dokusunda kontrol grubu Zn™* diizeyi 32,1+0,83 pg/g k.a. olarak
belirlenirken, 36,3+4,95 ile 46,1+9,35 pg/g k.a. olarak dlgiilen Zn" diizeyi en yiiksek
degerini 0,5 pg Zn"*/mL etkisinde gosterdi (P<0,05) (Cizelge 4.1.).
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4.1.2.3.(4). Krom

Solungag dokusunda kontrol grubu ile 0,5 ug Cr®mL etkisinde Cr™ diizeyi
saptama siirmin altinda (D.L.<0,003) gozlenmistir. Buna karsilik yiiksek
derisimlerde Cr'® birikimi artarak 4,26+2,14 pg/g k.a. ve 5,1342,57 pg/g k.a. olarak
belirlendi (P<0,001) (Cizelge 4.1.).

Bobrek ve kas dokusunda kontrol grubu ile Cr'® etkisinde kalan gruplarda
Cr'® diizeyi saptama smirmm altinda oldugundan (D.L.<0,003) belirlenememistir

(Cizelge 4.1.).

4.1.2.3.(5). Giimiis

Solungag dokusunda Ag" diizeyi kontrol grubu i¢in saptama sinirmin altinda
gbzlenmistir (D.L.<0,002). Buna karsilik 2,21+0,35 ile 2,84+0,74 pg/g k.a. olarak
dlciillen Ag’ birikiminin en yiiksek diizeyinin 1,5 pg Ag'/mL etkisinde oldugu
gozlendi (P<0,001) (Cizelge 4.1.).

Bobrek ve kas dokusunda kontrol ve Ag' etkisindeki gruplarda Ag" diizeyi
saptama sinirlarinin altinda bulunmustur (D.L.<0,002) (Cizelge 4.1.).

Akut metal etkilerinde Ol¢iilen toplam metal diizeyleri % degerleri EK-3°de

ayrica verilmistir.
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Cizelge 4.1. Akut metal etkisinde kalan O. niloticus dokularindaki toplam metal
diizeyleri (ng/g k.a.). Veriler Aritmetik ortalama+Standart hata olarak verilmistir
(Kontrol grup, N=21; Metal etkisinde kalan grup, N=3; *: Istatistiksel olarak farkli
gruplar1 gostermektedir).

Metal Derisim Solungacg Bobrek Kas
(ng/mL)
0,0 1,26+0,12 <0,001 <0,001
0,1 14,1+1,08* 22,8+8,90* 3,74+1,69*
Cd* 0,5 6,20+0,15* 45,1£22,5%* 2,04+0,36*
1,0 8,56+0,81%* 49,7+£9,10%* 2,33+0,40*
1,5 19,943,78* 97,3+15,3* 0,66+0,23
P<0,001 P<0,001 P<0,001
0,0 3,35+0,32 <0,002 <0,002
0,1 4,20+0,01 <0,002 <0,002
Cu™? 0,5 8,88+1,13* <0,002 <0,002
1,0 7,68+0,25% 20,6+20,6 1,40+0,70*
1,5 10,3+1,13* 9,40+9,40 <0,002
P<0,001 P>0,05 P<0,001
0,0 69,2+1,74 157,2+15,5 32,1+0,83
0,1 69,9+5,20 160,6£75,7 41,9+8,57
Zn" 0,5 79,6+6,15 146,7+4,84 46,1+£9,35*
1,0 84,2+6,76* 193,2+0,46 36,3+4,95
1,5 91,1+6,28* 270,9+31,7 44,5+3,86
P<0,01 P>0,05 P<0,05
0,0 <0,003 <0,003 <0,003
0,1 2,0+2,0 <0,003 <0,003
Cr' 0,5 <0,003 <0,003 <0,003
1,0 4,26+2,14* <0,003 <0,003
1,5 5,13+£2,57* <0,003 <0,003
P<0,001
0,0 <0,002 <0,002 <0,002
0,1 2,21+0,35* <0,002 <0,002
Ag’ 0,5 2,48+0,55* <0,002 <0,002
1,0 2,24+0,23* <0,002 <0,002
1,5 2,84+0,74* <0,002 <0,002
P<0,001
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4.1.2.4 Toplam Iyon Diizeyi

4.1.2.4.(1). Sodyum Iyon Diizeyi

Kontrol grubu baliklarda solunga¢ dokusunda Na' iyon diizeyi, 7,01+0,31
mg/g k.a., bobrek dokusunda 14,0+0,65 mg/g k.a. ve kas dokusunda 4,18+0,13 mg/g
k.a. olarak dl¢iildii (Cizelge 4.2.).

Akut metal etkilerinde 6Slgiilen toplam iyon diizeyleri % degerleri EK-4’de

ayrica verilmistir.

4.1.2.4.(1).(a). Kadmiyum

Solunga¢ dokusunda Cd™? etkisinde 4,39+0,32 ile 7,39+0,43 mg/g k.a.
arasindaki degerlerde gozlenen Na™”mn en diisiik diizeyi 0,1 pg Cd™/mL etkisinde
gbzlendi (P<0,01) (Cizelge 4.2.).

Bobrek dokusunda 11,9+£0,75 ile 7,57+0,71 mg/g k.a. degerleri arasinda
gbzlenen Na"’nim artan derisim etkilerinde azalis gostererek en diisiik diizeyinin en
yiiksek derisim etkisinde gozlendigi kaydedildi (P<0,001) (Cizelge 4.2.).

Kas dokusunda ise 2,91+0,09 ile 4,20+0,35 mg/g k.a. araliginda belirlenen
Na' diizeyi 1,0 ve 1,5 pg Cd™/mL derisimlerinde nemli bir azalis gdstererek en

diisiik diizeyini en yiiksek Cd™ derisiminde gdsterdi (P<0,01) (Cizelge 4.2.).

4.1.2.4.(1).(b). Bakir

Solunga¢ dokusunda Cu' etkisinde, 1,95+0,01 ile 6,74+2,56 degerleri
arasinda 6Slgiilen Na™min en disiik diizeyi 0,1 pg Cu™?/mL derisiminde gdzlendi
(P<0,01) (Cizelge 4.2.).

Bobrek dokusunda ise Na® diizeyleri 14,6+1,12 ile 8,08+1,36 mg/g k.a.
degerleri arasinda ol¢iildii. En diisik Na® diizeyi ise 1,5 pg Cu™/mL etkisinde
gozlendi (P<0,01) (Cizelge 4.2.).
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Kas dokusunda uygulanan tiim Cu™? derisimlerinde 1,07+0,77 ile 2,83+0,21
mg/g k.a. degerleri arasinda 6lciilen Na" diizeyi azalis gdsterirken, en diisiik diizeyini

0,5 pg Cu**/mL etkisinde gosterdi (P<0,001) (Cizelge 4.2.).

4.1.2.4.(1).(c). Cinko

Solungag dokusu Na* diizeyleri, Zn™ etkisinde herhangi bir degisiklik
gostermezken (P>0,05), 5,61+0,59 ile 6,90+0,83 mg/g k.a. degerleri arasinda oOl¢iildi
(Cizelge 4.2.).

Bobrek dokusunda ise en diisiik Zn"™? derisimi etkisinde 11,6+0,96 mg/g k.a.
olarak Slgiilen Na™ diizeyi kontrole gore farkli bulunmazken, 0,5 pg Zn"*/mL
etkisinde azalarak en diisikk diizeyde gozlendi (4,20+0,62 mg/g k.a.) (P<0,001)
(Cizelge 4.2.).

Kas dokusunda ise 2,62+0,31 ile 1,79+0,16 mg/g k.a. araliginda Olciilen
Na“nm en diisik diizeyi en yiiksek Zn™ derisimi etkisinde gozlendi (P<0,001)
(Cizelge 4.2.).

4.1.2.4.(1).(d).Krom

Solungag dokusu Na" diizeyleri Cr® etkisinde 4,44+0,30 ile 5,50+0,61 mg/g
k.a. araliginda gozlenirken, en diisiik diizeyde 0,1 pg Cr'®/mL derisiminde gdzlendi
(P<0,01) (Cizelge 4.2.).

Bobrek dokusunda ise Cr'®nin denenen tiim derisimleri sonrasinda Na*
diizeylerinde azalis gdzlendi ve 5,87+0,18 ile 7,43+1,87 mg/g k.a. araligindaki Na"
diizeyleri en diisiik degerde 0,1 pg Cr'®/mL derisiminde 6l¢iildii (P<0,001) (Cizelge
4.2)).

Kas dokusu da bébrek dokusunda oldugu gibi Cr™®mn tiim derisimleri igin
kontrole gore azalis gosterdi (P<0,001). Buna gore 2,76+0,30 ile 2,27+0,03 mg/g k.a.
araliginda olgiilen Na”nimn en diisiik diizeyi en yiiksek Cr™ derisiminde gozlendi

(Cizelge 4.2.).

83



4. BULGULAR ve TARTISMA Giiliizar ATLI

4.1.2.4.(1).(e).Giimiis

Solunga¢ dokusunda tiim Ag’ derisimlerinde Na' diizeyinin azaldig
kaydedildi. Buna gore 3,67+0,34 ile 5,55+0,41 mg/g k.a. degerleri arasindaki
Na"’nin en diisiik diizeyi 1,0 pg Ag’/mL etkisinde belirlendi (P<0,01) (Cizelge 4.2.).

Bobrek dokusunda Ag nin denenen tiim derisimleri sonrasinda Na®
diizeyinin azaldig1 gozlendi (P<0,001). Na" diizeyleri 5,15+0,41 ile 3,86+0,58 mg/g
k.a. olarak belirlenirken, en diisiik diizeyde 1,5 pg Ag'/mL etkisinde olgiildii
(Cizelge 4.2.).

Kas dokusunda da 2,09+0,23 ve 2,28+0,14 mg/g k.a. araligindaki Na"nin en
diisiik diizeyi, 1,0 pg Ag'/mL etkisinde gozlendi (P<0,001) (Cizelge 4.2.).
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Cizelge 4.2. Akut metal etkisinde kalan O. niloticus dokularmdaki toplam Na®
diizeyleri (mg/g k.a.). Veriler Aritmetik ortalama+Standart hata olarak verilmistir
(Kontrol grup, N=21; Metal etkisinde kalan grup, N=3; *: Istatistiksel olarak farkli
gruplar1 gostermektedir).

Metal Derisim Solungac Bobrek Kas
(ng/mL)
0,0 7,01£0,31 14,0+0,65 4,18+0,13
0,1 4,39+0,32%* 11,9+0,75 4,20+0,35
cd* 0,5 4,93+0,28* 8,66+0,88* 3,80+0,42
1,0 7,39+0,43 7,99+0,53* 3,10+0,54*
1,5 5,77+0,60 7,57+0,71%* 2,91+0,09*
P<0,01 P<0,001 P<0,01
0,0 7,01+£0,31 14,0+0,65 4,18+0,13
0,1 1,95+0,01* 14,6+1,12 2,69+0,01*
Cu™? 0,5 6,74+2,56 13,8+1,50 1,07+0,77*
1,0 4,68+0,22%* 8,22+0,57* 2,83+0,21*
1,5 5,44+0,51 8,08+1,36* 2,50+0,10*
P<0,01 P<0,01 P<0,001
0,0 7,01£0,31 14,0+0,65 4,18+0,13
0,1 5,61+0,59 11,6+£0,96 2,62+0,31*
Zn" 0,5 6,90+0,83 4,20+0,62* 2,39+0,09*
1,0 6,48+0,87 4,56+1,42%* 2,31+0,19*
1,5 6,02+0,64 4,82+0,83* 1,79+0,16*
P>0,05 P<0,001 P<0,001
0,0 7,01£0,31 14,0+0,65 4,18+0,13
0,1 4,44+0,30* 5,87+0,18* 2,76+£0,30*
Cr't 0,5 4,92+0,14* 6,30+0,61* 2,72+0,21*
1,0 5,50+0,61 7,43+1,87* 2,67+0,17*
1,5 5,42+0,52 6,04+0,17* 2,27+0,03*
P<0,01 P<0,001 P<0,001
0,0 7,01+£0,31 14,0+0,65 4,18+0,13
0,1 4,40+0,81* 5,15+0,41* 2,11+0,27*
Ag’ 0,5 4,74+0,52* 4,82+0,28* 2,25+0,19*
1,0 3,67+0,34* 4,89+0,73* 2,09+0,23*
1,5 5,55+0,41 3,86+0,58* 2,28+0,14*
P<0,01 P<0,001 P<0,001
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4.1.2.4.(2). Potasyum Iyon Diizeyi

Kontrol grubu solunga¢ dokusunda K' iyon diizeyi 4,57+0,14 mg/g k.a.,
bobrek dokusunda 10,94+0,80 mg/g k.a. ve kas dokusunda 8,83+0,55 mg/g k.a.
olarak gozlendi (Cizelge 4.3.).

4.1.2.4.(2).(a). Kadmiyum

Solungag dokusunda 3,03+0,21 ile 4,18+0,11 mg/g k.a. arasindaki K ’nim en
diisiik diizeyi 0,1 ug Cd™*/mL derisiminde 6lgiildii (P<0,01) (Cizelge 4.3.).

Bobrek dokusunda ise kontrol grubuna gore herhangi bir ayirim gdstermeyen
K" diizeyleri, 7,84+0,22 ile 10,4+0,70 mg/g k.a. araliginda &l¢iildii (P>0,05) (Cizelge
4.3)).

Kas dokusunda da K" diizeyi, Ccd™ derisimlerinden etkilenmezken, 4,85+0,72
ile 9,93+5,44 mg/g k.a. araliginda belirlendi (P>0,05) (Cizelge 4.3.).

4.1.2.4.(2).(b). Bakir

Solunga¢ K diizeyi azalarak 1,66+0,01 ile 4,29+2,24 mg/g k.a. arasinda
Slciiliirken, en diisiik diizeyini 0,1 pg Cu™/mL etkisinde gosterdi (P<0,001) (Cizelge
4.3)).

Bobrek dokusu K* diizeyi ise 9,16+0,74 ile 11,9+0,73 mg/g k.a. arasinda
belirlenmis ve kontrol diizeylerinden farkli bulunmamistir (P>0,05) (Cizelge 4.3.).

Kas dokusunda K' diizeyi azalarak 10,9+0,01 ile 4,07+0,43 mg/g k.a.
araliginda olciiliirken en diisiik diizeyini 1,0 pg Cu™/mL etkisinde gésterdi (P<0,01)
(Cizelge 4.3.).
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4.1.2.4.(2).(c). Cinko

Solunga¢ dokusu K" diizeyinin Zn"? etkisinde azalarak 3,67+0,20 ile 4,0+0,04
mg/g k.a. araliginda 6l¢iildigi ve en diisik K~ diizeyinin 0,1 pg Zn™/mL etkisinde
gozlendigi kaydedildi (P<0,05) (Cizelge 4.3.).

Bobrek dokusu K diizeyinin, Zn"? etkisinde 6,99+0,40 ile 8,19+0,52 mg/g
k.a. araliginda 6l¢iildiigii ve kontrol ile karsilastirildiginda bir ayirim gostermedigi
gozlenmigtir (P>0,05) (Cizelge 4.3.).

Kas dokusunda ise K" diizeyinin azaldig1 ve 6,69+0,09 ile 2,66+0,54 mg/g k.a.
araliginda 6l¢iildiigii kaydedildi. Buna gére K diizeyi 1,0 pg Zn"*/mL etkisinde en
diisiik diizeyde belirlendi (P<0,01) (Cizelge 4.3.).

4.1.2.4.(2).(d). Krom

Solunga¢ dokusunda 3,16+0,18 ile 4,61+0,01 mg/g k.a. arahiginda Slgiilen K*
diizeyi kontrol grubu degerlerine gore azalis gostererek, en diisiik diizeyde 0,1 pg
Cr®/mL derisiminde gozlendi (P<0,05) (Cizelge 4.3.).

Bobrek K* diizeyleri 6,10+0,18 ile 7,49+1,04 mg/g k.a. aralifinda belirlendi
ve en diisiik diizeyinin 1,0 pg Cr'®mL etkisinde oldugu gézlendi (P<0,05) (Cizelge
4.3)).

Kas dokusunda 6,70+0,01 ile 5,09+0,27 mg/g k.a. araliginda 6l¢iilen K nin
en disik diizeyinin en yiiksek Cr™ derisiminde gozlendigi belirlendi (P<0,05)
(Cizelge 4.3.).

4.1.2.4.(2).(e). Giimiis
Solungag¢ K* diizeyinin, Ag" derisimleri arttikca azalis gostererek 3,40+0,27

ile 1,95+1,20 mg/g k.a. olarak odlciildii. En diisiik diizeyi ise en yiiksek Ag’
derigiminde kaydedildi (P<0,001) (Cizelge 4.3.).
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Bobrek dokusunda ise Ag+ etkisinde 6,10+0,18 ve 6,50+0,45 mg/g k.a.
araliginda olgiilen K™nm en diisiik diizeyi 0,1 pug Ag'/mL etkisinde gozlendi
(P<0,001) (Cizelge 4.3.).

Kas K" diizeyinin ise Ag" etkisinde bir degisiklik gostermemis ve 7,93+1,17
ile 9,62+0,38 mg/g k.a. araliginda dl¢iilmiistiir (P>0,05) (Cizelge 4.3.).
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Cizelge 4.3. Akut metal etkisinde kalan O. niloticus dokularindaki toplam K*
diizeyleri (mg/g k.a.). Veriler Aritmetik ortalama+Standart hata olarak verilmistir
(Kontrol grup, N=21; Metal etkisinde kalan grup, N=3; *: Istatistiksel olarak farkli
gruplar1 gostermektedir).

Metal Derisim Solungac Bobrek Kas
(ng/mL)
0,0 4,57+0,14 10,9+0,80 8,83+0,55
0,1 3,03+£0,21* 10,4+0,70 5,90+1,29
cd* 0,5 3,25+0,49* 7,84+0,22 6,21+1,25
1,0 4,18+0,11 8,21+0,79 9,93+5,44
1,5 3,82+0,25* 8,28+0,51 4,85+0,72
P<0,01 P>0,05 P>0,05
0,0 4,57+0,14 10,9+0,80 8,83+0,55
0,1 1,66+0,01* 11,9+0,73 10,9+0,01
Cu™? 0,5 4,29+1,24 11,7£2,06 5,25+0,57*
1,0 3,33+0,18* 9,16+£0,74 4,07+0,43*
1,5 3,56+0,26* 10,3£1,56 4,96+0,20*
P<0,001 P>0,05 P<0,01
0,0 4,57+0,14 10,9+0,80 8,83+0,55
0,1 3,67+0,20* 7,16+0,46 6,69+0,09
Zn" 0,5 4,00+0,04 7,76+0,65 4,18+2,8%*
1,0 3,87+0,38 6,99+0,40 2,66+0,54*
1,5 3,71+0,20* 8,19+0,52 5,33+0,93*
P<0,05 P>0,05 P<0,01
0,0 4,57+0,14 10,9+0,80 8,83+0,55
0,1 3,16+0,18* 6,10+0,18 6,70+0,01
Cr' 0,5 3,68+0,03* 7,49+1,04 6,19+1,03
1,0 3,99+0,23 5,45+1,32* 5,34+1,52
1,5 4,61+0,01 6,23+0,56* 5,09+0,27*
P<0,05 P<0,05 P<0,05
0,0 4,57+0,14 10,9+0,80 8,83+0,55
0,1 3,40+0,27* 6,10+0,18* 7,93+1,17
Ag’ 0,5 3,09+0,21* 6,50+0,45* 9,62+0,38
1,0 2,76+0,18* 6,38+0,56* 9,25+0,54
1,5 1,95+1,20* 6,41+0,38%* 9,07+0,34
P<0,001 P<0,01 P>0,05
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4.1.2.4.(3). Magnezyum Iyon Diizeyi

Mg '? iyon diizeyi kontrol grubu solungag, bobrek ve kas dokularinda sirastyla

1,13+0,07, 1,09+0,05 ve 1,54+0,06 mg/g k.a. olarak ol¢iildii (Cizelge 4.4.).

4.1.2.4.(3).(a). Kadmiyum

Solungag Mg™ diizeyleri Cd™ etkisinde 1,14+0,12 ile 1,63+0,27 mg/g k.a.
arahginda olciiliirken, en yiiksek diizeyi en yiiksek Cd™ derisiminde gozlendi
(P<0,05) (Cizelge 4.4.).

Bébrek dokusunda ise artan Cd™ etkisinde 1,12+0,01 ile 1,47+0,22 mg/g k.a.
araliginda Slgiilen Mg™ diizeyi kontrole gére bir ayirm gostermemistir (P>0,05)
(Cizelge 4.4.).

Kas Mg+2 diizeyleri de Ccd™ derisimlerinden etkilenmemis ve 1,55+0,07 ile
2,11+0,41 mg/g k.a. araliginda dl¢iilmiistiir (P>0,05) (Cizelge 4.4.).

4.1.2.4.(3).(b). Bakir

Solungag¢ dokusunda Mg diizeyini Cu™ derisimleri etkilememis (P>0,05) ve
1,68+0,25 ile 0,85+0,09 mg/g k.a. araliginda o6l¢iilmiistiir (Cizelge 4.4.).

Bobrek Mg™ diizeyi ise 0,83+0,01 ile 2,12+0,73 mg/g k.a. araliginda
dlciiliirken, en yiiksek diizeyi 0,1 pg Cu™/mL etkisinde belirlendi (P<0,01) (Cizelge
4.4.).

Kas dokusunda ise 1,14+1,14 ile 1,34+0,06 mg/g k.a. arahginda dlgiilen Mg ™
diizeyi kontrol ile karsilastirildiginda herhangi bir ayirim gostermemistir (P>0,05)
(Cizelge 4.4.).

4.1.2.4.(3).(c). Cinko

Solungac dokusu Mg ™ diizeyleri Zn™ etkisinde degismemis ve 1,20+0,11 ile
1,5940,10 mg/g k.a. araliginda ol¢iilmiistiir (P>0,05) (Cizelge 4.4.).
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Bobrek dokusunda ise benzer sekilde 1,11+0,35 ile 1,46+0,51 mg/g k.a.
araliginda 6lgiilen Mg diizeyleri kontrole gore bir ayirim gostermemistir (P>0,05)
(Cizelge 4.4.).

Kas Mg™ diizeyinin ise 1,44+0,15 ile 0,86+0,05 mg/g k.a. araliginda
dlcildugii ve en diisik diizeyini en yiiksek Zn™ derisiminde gosterdigi kaydedildi
(P<0,01) (Cizelge 4.4.).

4.1.2.4.(3).(d). Krom

Solungag Mg™ diizeyleri Cr™® etkisinde denenen tiim derisimler sonunda
degisiklik gostermemis ve 1,2740,08 ile 1,54+0,19 mg/g k.a. araliginda Sl¢iilmiistiir
(P>0,05) (Cizelge 4.4.).

Bobrek dokusunda ise 0,91+0,13 ile 1,56+0,22 mg/g k.a. araliginda olgiilen
Mg " nin en yiiksek diizeyi 0,5 pg Cr®/mL etkisinde gozlendi (P<0,05) (Cizelge
4.4.).

Kas dokusunda Mg™ diizeyi ise Cr® etkisinde herhangi bir aymrm
gostermemis ve 1,52+0,13 ile 1,63+0,10 mg/g k.a. araliginda belirlenmistir (P>0,05)
(Cizelge 4.4.).

4.1.2.4.(3).(e). Giimiis

Solunga¢ dokusunda 1,16+0,13 ile 1,49+0,23 mg/g k.a. araliginda o6l¢iilen
Mg* diizeyleri Ag" etkisinde kontrole gére bir ayirim gostermemistir (P>0,05)
(Cizelge 4.4.).

Bobrek dokusunda ise 0,91+0,10 ile 1,60+0,18 mg/g k.a. araligindaki Mg"™
diizeylerinin derisime bagh artis gosterdigi ve en yiiksek diizeyinin 1,5 pg Ag'/mL
etkisinde gozlendigi kaydedildi (P<0,01) (Cizelge 4.4.).

Kas dokusu Mg™ diizeyi de solunga¢ dokusunda oldugu gibi Ag™ etkisinde
kontrol diizeylerine gore bir ayirim gostermemis, 1,66+0,12 ile 1,83+0,14 mg/g k.a.
olarak Olctilmiistiir (P>0,05) (Cizelge 4.4.).
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Cizelge 4.4. Akut metal etkisinde kalan O. niloticus dokularindaki toplam Mg™
diizeyleri (mg/g k.a.). Veriler Aritmetik ortalama+Standart hata olarak verilmistir
(Kontrol grup, N=21; Metal etkisinde kalan grup, N=3; *: Istatistiksel olarak farkli
gruplar1 gostermektedir).

Metal Derisim Solungac Bobrek Kas
(ng/mL)
0,0 1,13+0,07 1,09+0,05 1,54+0,06
0,1 1,14+0,12 1,12+0,01 1,73+0,21
cd* 0,5 1,36+0,05 1,31+0,14 1,79+0,14
1,0 1,54+0,09* 1,31+0,15 2,11+0,41
1,5 1,63+0,27* 1,47+0,22 1,55+0,07
P<0,05 P>0,05 P>0,05
0,0 1,13+0,07 1,09+0,05 1,54+0,06
0,1 0,99+0,01 2,12+0,73%* 1,14+1,14
Cu™? 0,5 1,68+0,25 1,25+0,11 1,34+0,06
1,0 0,85+0,09 0,90+0,13 1,22+0,11
1,5 0,93+0,26 0,83+0,01 1,16+0,11
P>0,05 P<0,01 P>0,05
0,0 1,13+0,07 1,09+0,05 1,54+0,06
0,1 1,26+0,23 1,33+0,01 1,44+0,15
Zn"? 0,5 1,31+0,07 1,11+0,35 1,39+0,11
1,0 1,59+0,10 1,46+0,51 0,90+0,12*
1,5 1,20+0,11 1,22+0,13 0,86+0,05*
P>0,05 P>0,05 P<0,01
0,0 1,13+0,07 1,09+0,05 1,54+0,06
0,1 1,33+0,14 0,94+0,01 1,52+0,13
Cr't 0,5 1,27+0,08 1,56+0,22* 1,52+0,23
1,0 1,46+0,04 0,91+0,13 1,53+0,08
1,5 1,54+0,19 0,99+0,01 1,63+0,10
P>0,05 P<0,05 P>0,05
0,0 1,13+0,07 1,09+0,05 1,54+0,06
0,1 1,16+0,13 0,91+0,10 1,83+0,14
Ag’ 0,5 1,23+0,06 1,44+0,25% 1,77+0,14
1,0 1,18+0,09 1,51+0,23* 1,66+0,12
1,5 1,49+0,23 1,60+0,18* 1,79+0,21
P>0,05 P<0,01 P>0,05
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4.1.2.4.(4). Kalsiyum Iyon Diizeyi

Kontrol grubu Ca™ diizeyleri, solunga¢ dokusunda 42,8+1,54 mg/g k.a.,
bobrek dokusunda 0,52+0,05 mg/g k.a., kas dokusunda ise 0,39+0,04 mg/g k.a.
olarak olctldii (Cizelge 4.5.).

4.1.2.4.(4).(a). Kadmiyum

Solunga¢c dokusunda Ca™ diizeyi 43,142,21 ile 62,6+4,04 mg/g k.a.
araliginda belirlenirken, en yiiksek diizeyi 1,0 pg Cd™/mL etkisinde gozlendi
(P<0,001) (Cizelge 4.5.).

Bobrek Ca™ diizeyleri de 0,9440,03 ile 1,94+0,38 mg/g k.a. araliginda
6lciildii ve en yiiksek diizeyde 1,0 pg Cd™/mL etkisinde gozlendi (P<0,001) (Cizelge
4.5.).

Kas dokusunda ise 40,9+0,98 ile 7,71+£0,72 mg/g k.a. araliginda Olciilen
Ca™nin en yiksek diizeyi en diisiik Cd™ derisimi etkisinde gozlendi (P<0,001)
(Cizelge 4.5.).

4.1.2.4.(4).(b).Bakir

Solungac dokusu Ca™ diizeyi, 41,243,07 ile 76,0+14,4 mg/g k.a. araliginda
dlciiliirken, en vyiiksek diizeyde 0,5 pg Cu™?/mL etkisinde gdzlendi (P<0,001)
(Cizelge 4.5.).

Bobrek dokusunda da 0,62+0,17 ile 2,41+0,49 mg/g k.a. araliginda dSlciilen
Ca™nin en yiiksek diizeyi en diisik Cu™ derisiminde gozlendi (P<0,001) (Cizelge
4.5.).

Kas dokusunda ise Ca™ diizeyi, 0,24+0,01 ile 9,53+1,63 mg/g k.a. araliginda
6lciildii ve en yiiksek diizeyde 0,5 pg Cu™/mL etkisinde belirlendi (P<0,001)
(Cizelge 4.5.).
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4.1.2.4.(4).(c).Cinko

Solunga¢ dokusunda 50,5+4,94 ile 54,5+6,36 mg/g k.a. aralifinda ol¢iilen
Ca" diizeyi kontrole gére artis gosterirken, en yiiksek diizeyini 0,5 pg Zn™/mL
etkisinde gosterdi (P<0,05) (Cizelge 4.5.).

Bobrek Ca™ diizeyi ise 0,48+0,05 ile 1,38+0,44 mg/g k.a. araliginda
Slgiilerek, en yitksek diizeyi 1,0 pg Zn™/mL etkisinde gozlendi (P<0,01) (Cizelge
4.5.).

Kas dokusunda ise 0,29+0,07 ile 5,54+2,61 mg/g k.a. araliinda olgiilen
Ca™nin en yiiksek diizeyi 1,0 pg Zn™/mL etkisinde gozlendi (P<0,001) (Cizelge
4.5.).

4.1.2.4.(4).(d).Krom

Solungag dokusunda Ca™ diizeyi, 44,2+2,78 ile 56,6+3,95 mg/g k.a.
araliginda belirlenirken, en yiiksek diizeyi 1,0 pg Cr'®/mL etkisinde gozlendi
(P<0,05) (Cizelge 4.5.).

Bobrek Ca™ diizeyi 0,57+0,11 ile 1,62+0,09 mg/g k.a. araliginda olgiiliirken,
en yiiksek diizeyi 0,5 pg Cr'®/mL etkisinde gdzlendi (P<0,001) (Cizelge 4.5.).

Kas dokusunda ise Cr'® derisimleri, 0,18+0,07 ile 0,48+0,19 mg/g k.a.
arahiginda Slgiilen Ca™ diizeyinde herhangi bir etkiye neden olmamustir (P>0,05)

(Cizelge 4.5.).
4.1.2.4.(4).(e).Giimiis

Solungac¢ dokusu Ca™ diizeyi 39,9+1,35 ile 54,7+9,74 mg/g k.a. araliginda
Olciilmiis ve kontrole gore herhangi bir ayirim gostermemistir (P>0,05) (Cizelge 4.5.).

Bobrek dokusunda ise 0,68+0,14 ile 1,05+0,29 mg/g k.a. aralifinda dlciilen
Ca™2nin en yiiksek diizeyi 0,5 pg Ag”/mL etkisinde gozlendi (P<0,01) (Cizelge 4.5.).
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Kas dokusunda ise solunga¢ dokusunda oldugu gibi Ag" etkisinde Ca™
diizeyleri herhangi bir ayirim gostermemis ve 0,27+0,02 ile 0,70+0,35 mg/g k.a.
araliginda olciilmiistiir (P>0,05) (Cizelge 4.5.).
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Cizelge 4.5. Akut metal etkisinde kalan O. niloticus dokularindaki toplam Ca’™
diizeyleri (mg/g k.a.). Veriler Aritmetik ortalama+Standart hata olarak verilmistir
(Kontrol grup, N=21; Metal etkisinde kalan grup, N=3; *: Istatistiksel olarak farkli

gruplar1 gostermektedir).

Metal Derisim Solungac Bobrek Kas
(ng/mL)
0,0 42,8+1,54 0,52+0,05 0,39+0,04
0,1 43,1+2,21 0,94+0,03 40,9+0,98*
Cca* 0,5 46,9+1,15 1,0240,20 29.2+6,30%
1,0 62,6+4,04* 1,94:0,38* 7,81+4,46*
1,5 55,643,86* 1,14+0,47* 7,7140,72%*
P<0,001 P<0,001 P<0,001
0,0 42,8+1,54 0,52+0,05 0,39+0,04
0,1 42,8+0,01 2,41+0,49% 0,24+0,01
Cu® 0,5 76,0+14,4%* 1,28+0,65* 9,53+1,63*
1,0 41,243,07 0,62+0,17 0,33+0,09
1,5 58,1+7,05* 1,14+0,19 0,54+0,01
P<0,001 P<0,001 P<0,001
0,0 42,8+1,54 0,52+0,05 0,39+0,04
0,1 50,5+4,94 0,62+0,07 0,29+0,07
Zn* 0,5 54,5+6,36* 0,48+0,05 0,73+0,50
1,0 54,3+7,08* 1,38+0,44* 5,5442,61%*
1,5 54,1+4,75* 0,53+0,13 0,88+0,08
P<0,05 P<0,01 P<0,001
0,0 42,8+1,54 0,52+0,05 0,39+0,04
0,1 44,2+2.78 0,95+0,15* 0,39+0,04
Cr't 0,5 49,1+3,49 1,62+0,10%* 0,32+0,04
1,0 56,64+3,95* 0,57+0,11 0,48+0,19
1,5 52,9+4,66* 0,63+0,09 0,18+0,07
P<0,05 P<0,001 P>0,05
0,0 42,8+1,54 0,52+0,05 0,39+0,04
0,1 42,3+2,97 0,68+0,14 0,70+0,35
Ag’ 0,5 45,346,49 1,05+0,29% 0,29+0,01
1,0 39,9+41,35 0,94+0,22%* 0,27+0,02
1,5 54,7+9,74 0,98+0,06* 0,27+0,02
P>0,05 P<0,01 P>0,05
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4.1.2.5. In vitro ATPaz Aktivitesi

O. niloticusun solungag, bobrek ve kas dokusu homojenatlar;, Cd™, Cu'?,
Zn™, Cr'® ve Ag”nm 0,1, 0,5, 1,0 ve 1,5 pg/mL derisimlerinin in vitro etkisine
birakildi ve bu siireler sonunda ATPaz aktiviteleri 6lgiildii. Elde edilen bulgular,
solungag Na'/K'-ATPaz aktivitesinin 3,19+0,17 pmol Pi/mg prot./sa., Mg *-ATPaz
aktivitesinin 11,6+0,28 umol Pi/mg prot./sa. ve Toplam-ATPaz aktivitesinin
14,8+0,29 pmol Pi/mg prot./sa. diizeyinde oldugunu gosterdi. Bobrek dokusu
Na"/K'-ATPaz, Mg *-ATPaz ve Toplam-ATPaz aktiviteleri sirasiyla 0,99+0,07 pmol
Pi/mg prot./sa., 6,38+0,11 pmol Pi/mg prot./sa. ve 7,37+0,10 pmol Pi/mg prot./sa.
olarak 6lgiildii. Kas Ca"?-ATPaz aktivitesi ise 7,10<1,15 pmol Pi/mg prot./sa. olarak
gozlendi.

In vitro metal etkilerinde &lgiilen ATPaz aktivitelerinin % degerleri EK-5"de

ayrica verilmistir.
4.1.2.5.(1). Kadmiyum

Solungag dokusunda Na'/K'-ATPaz aktivitesinin in vitro Cd™ etkisinde
derisim diizeyleri arttikga inhibe oldugu gozlendi. Enzim aktivitesinin Cd"
derisimlerinde % 34 ile % 79 oranlarinda azalis gosterdigi ve en diisiik diizeyinin 1,0
ng Cd™/mL etkisinde oldugu gozlendi (0,67+0,03 pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001)
(Sekil 4.9. a.). Mg -ATPaz aktivitesi ise % 9 ile % 22 artis oranlarmna sahip olup, en
yiiksek diizeyi 0,5 pg Cd™/mL etkisinde gozlendi (14,2+0,05 pmol Pi/mg prot./sa.)
(P<0,001) (Sekil 4.10. a.). Toplam-ATPaz aktivitesi ise % 1 ile % 5 azalis veya atis
oranlarina karsin kontrol degerlerinden farkli gézlenmemistir (P>0,05) (Sekil 4.11.
a.).

Bobrek dokusunda Na'/K'-ATPaz aktivitesi, % 12 ile % 100 oranlarinda
azalarak en yiiksek Cd™ derisiminde tamamen inhibe oldu (P<0,001) (Sekil 4.9. b.).
Buna karsilik, Mg™?-ATPaz aktivitesinin Cd™ derisimleri arttikca % 17 ile % 21
oranlarinda artarak en vyiiksek diizeyini 1,0 pg Cd™/mL etkisinde gosterdigi
belirlendi (7,75+0,08 pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.10. b.). Toplam-
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ATPaz aktivitesinin % 1 ile % 14 artis oranlar ile en yiiksek diizeyi en diisiik Cd™
derisiminde gozlendi (8,40+0,06 umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.11. b.).

Kas dokusu Ca™”-ATPaz aktivitesinin, Cd"*’nin artan derisimlerine bagh
olarak % 76 ile % 92 oranlarinda azaldigi ve en diisiik diizeyde en yitksek Cd™
derisiminde gozlendigi kaydedildi (0,59+0,35 umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,01) (Sekil
4.12.).

4.1.2.5.(2). Bakir

Solungag Na'/K'-ATPaz aktivitesi, Cu™ etkisinde % 50 ile % 100
oranlarinda derisime bagl azalis gostererek 1,5 pug Cu™/mL etkisinde tamamen
inhibe oldu (P<0,001) (Sekil 4.9. a.). Mg">-ATPaz aktivitesi % 1 ile % 6 oranlarinda
azalig gostermesine karsin, kontrole gore herhangi bir ayirim gostermemistir (P>0,05)
(Sekil 4.10. a.). Toplam-ATPaz aktivitesinin ise Cu'? derisimi arttikca % 16 ile % 24
oranlarinda azalis gosterdigi ve en diisik diizeyde en yiiksek Cu™ derisiminde
gozlendigi kaydedildi (11,2+0,01 umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.11. a.).

Bobrek Na'/K'-ATPaz aktivitesinin, % 22 ile % 100 oranlarinda azalis
gosterirken baslangi¢ derisimi disindaki diger derisimlerin etkisinde tamamen inhibe
oldugu gozlendi (P<0,001) (Sekil 4.9. b.). Mg>-ATPaz aktivitesi, % 1 ile % 42
oranlarinda artis gostererek en yitksek diizeyde 1,5 pg Cu™/mL etkisinde gozlendi
(9,07£0,32 pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.10. b.). Toplam-ATPaz ise % 4
ile % 29 azalarak ve en disiik aktivitesi 1,0 pg Cu™/mL etkisinde belirlendi
(5,23+0,06 pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.11. b.).

Kas Ca™-ATPaz aktivitesi % 92 ile % 99 azalis oranlart ile en diisiik diizeyde
1,5 pg Cu™/mL etkisinde gdzlendi (0,08+0,08 pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,01) (Sekil
4.12.)

4.1.2.5.(3). Cinko

Solungag Na'/K -ATPaz aktivitesi Zn™ etkisinde % 15 ile % 40 oranlarinda
azalarak, en diisiik diizeyde 1,0 pg Zn"™/mL etkisinde gozlendi (1,91+0,32 pmol
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Pi/mg prot./sa.) (P<0,05) (Sekil 4.9. a.). Mg™-ATPaz aktivitesi % 19 ile % 33
oraninda artarak en yiiksek diizeyde 1,5 pg Zn"*/mL etkisinde gozlendi (15,5+0,12
umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.10. a.). Toplam-ATPaz aktivitesi ise % 6 ile
% 22 oraninda artis gostererek, en yiksek diizeyde 0,5 pg Zn™/mL etkisinde
gozlendi (17,8+0,18 pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.11. a.).

Bobrek dokusunda Na'/K'-ATPaz aktivitesi Zn™ etkisinde % 70 ile % 81
oraninda azalarak en diisiik diizeyini 0,1 pg Zn"*/mL etkisinde gosterdi (0,21+0,02
umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.9. b.). Mg -ATPaz aktivitesi ise % 9 ile %
22 oraninda artarak en yiiksek diizeyde en diisiik Zn™ etkisinde 6l¢iildii (7,78+0,24
umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.10. b.). Toplam-ATPaz aktivitesi farkl
olarak % 2 ile % 6 oranlarinda hem azalis hem artig gostermesine karsin kontrol
enzim aktivitesinden herhangi bir ayirim gostermemistir (P>0,05) (Sekil 4.11. b.).

Kas Ca™-ATPaz aktivitesi % 40 ile % 93 arasinda azalig gosterirken, en
diisiik diizeyde en yiiksek Zn™ derisiminde 6lgiildii (0,50+0,25 pmol Pi/mg prot./sa.)
(P<0,01) (Sekil 4.12.).

4.1.2.5.(4). Krom

Solunga¢ Na"/K'-ATPaz aktivitesi Cr™® etkisinde % 19 ile % 67 azalarak, en
diisiik diizeyde 1,5 pg Cr'®/mL etkisinde gozlendi (1,05+0,17 pmol Pi/mg prot./sa.)
(P<0,001) (Sekil 4.9. a.). Mg™-ATPaz aktivitesi % 2 ile % 8 artis gdstermesine
karsin kontrol ile karsilastirildiginda herhangi bir ayirim gostermemistir (P>0,05)
(Sekil 4.10. a.). Toplam-ATPaz aktivitesi ise denenen Cr'® derisimleri etkisinde, % 1
ile % 10 oranlarindaki azalis gostermesine karsin, kontrole gore herhangi bir ayirim
gostermemistir (P>0,05).

Bobrek Na'/K-ATPaz aktivitesinin Cr ™ nin baslangic derisimlerinde % 9 ve
% 13 artig, yiiksek derisimlerde ise % 59 ve % 73 oraninda azalis gdsterdigi ve 1,0
ng Cr'®/mL etkisinde en diisik diizeyde gozlendigi kaydedildi (0,27+0,14 pmol
Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.9. b.). Mg™>-ATPaz aktivitesi % 2 ile % 13
oraninda artarak en yiiksek diizeyde 1,0 pg Cr'®/mL etkisinde dlciildii (7,20+0,03
umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05) (Sekil 4.10. b.). Toplam-ATPaz aktivitesi ise % 1 ile
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% 7 artis veya azalis oranlarina karsin, herhangi bir farklilik géstermemistir (P>0,05)
(Sekil 4.11 b.).

Kas Ca'>-ATPaz aktivitesi % 88 ile % 94 azalis oranlariyla en diisiik
aktivitesini en yiiksek Cr® derisiminde gosterdi (0,42+0,40 umol Pi/mg prot./sa.)
(P<0,01) (Sekil 4.12.).

4.1.2.5.(5). Giimiis

Solungac¢ dokusunda Ag™ etkisinde Na'/K'-ATPaz aktivitesinin % 94 ile %
100 azalis gosterdigi ve 0,5-1,5 pg Ag/mL etkisinde tamamen inhibe oldugu
gbzlendi (P<0,001) (Sekil 4.9. a.). Buna karsilik Mg+2-ATPaZ aktivitesi % 10 ile %
20 oraninda azalarak, en diisiik diizeyde 0,5 pg Ag'/mL etkisinde 6l¢iildii (9,35+0,57
umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.10. a.). Toplam-ATPaz aktivitesinin % 31
ile % 42 oranlarinda azaldigi ve en diisiik diizeyde 1,5 pg Ag'/mL etkisinde
gbzlendigi kaydedildi (8,56+0,23 umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.11. a.).

Bobrek Na'/K'-ATPaz aktivitesi de solunga¢ dokusunda oldugu gibi Ag"
etkisinde % 64 ile % 100 oranlarinda azalarak 0,1 pg Ag'/mL disindaki derisimlerde
tamamen inhibe oldu (P<0,001) (Sekil 4.9. b.). Mg+2—ATPaZ aktivitesinin en diisiik
Ag" derisiminde % 5 azalis, diger derisimlerde ise % 6 ile % 20 artis oranlarina sahip
oldugu ve 1,0 pg Ag'/mL etkisinde en yiiksek diizeyde olgiildigii kaydedildi
(7,66+0,11 umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,01) (Sekil 4.10. b.). Toplam-ATPaz aktivitesi
% 13 ile % 36 azalis oranlar ile en diisiik diizeyi en yiiksek Ag" derisimi etkisinde
gosterdi (4,73+0,27 pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.11. b.).

Kas Ca™-ATPaz aktivitesinin % 82 ile % 100 azalis gdsterdigi ve en yiiksek
Ag" derisiminde tamamen inhibe oldugu gozlendi (P<0,01) (Sekil 4.12.).
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Sekil 4.9. a. Metallerin farkli derisimlerinin in vitro etkileri sonunda O. niloticus’un
solungac dokusunda Na'/K'-ATPaz aktivitesi.
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Sekil 4.9. b. Metallerin farkli derisimlerinin in vitro etkileri sonunda O. niloticus™un
bobrek dokusunda Na'/K'-ATPaz aktivitesi.
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Sekil 4.11. a. Metallerin farkli derisimlerinin in vitro etkileri sonunda O. niloticus’un

solunga¢ dokusunda Toplam-ATPaz aktivitesi.

10 - OcCd
BCu
91 i BZn
D 8 1 B Cr
[ By =1
£ 7 : =49
23 6 |
<< =
N o 5
= E
<a 4
ES
= E 31
o=
[ ol 2 -
l,
0
0 0,1 0,5 1,0

Metal Derigimi (ug/mL)

P<0.001
P<0.001
P>0.05
P>0.05
P<0.001

Sekil 4.11. b. Metallerin farkli derisimlerinin in vitro etkileri sonunda O. niloticus’un

bobrek dokusunda Toplam-ATPaz aktivitesi.
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Sekil 4.12. Metallerin farkli derisimlerinin in vitro etkileri sonunda O. niloticus’un
kas dokusunda Ca"?-ATPaz aktivitesi.
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4.1.3. Kronik Uygulama
4.1.3.1. In vivo ATPaz Aktivitesi

Cd™, Cu™, Zn™, Cr'® ve Ag"”nm 0,05 pg/mL derisimlerinin 5, 10, 20 ve 30
giin siireyle etkisinde kalan O. niloticus’un solungag, bobrek dokularinda Na'/K'-
ATPaz, Mg"-ATPaz, Toplam-ATPaz ve Ca">-ATPaz ile kas dokusunda Ca**-ATPaz
aktivitesi olgiildii. Deney siiresi boyunca Ag' etkisinde kalan baliklarda 6liim
gozlendiginden kronik Ag" etkisi 16. giinde sonlandirildig1 i¢in Ag™ sonuglar1 kontrol,
5, 10 ve 16. giin ile smirhidir. Buna gore kontrol grubu solungag dokusunda Na'/K'-
ATPaz aktivitesi 3,93+0,93 pmol Pi/mg prot. sa., Mg"*-ATPaz aktivitesi 17,9+0,57
umol Pi/mg prot./sa., Toplam-ATPaz aktivitesi 22,1+0,58 pmol Pi/mg prot./sa. ve
Ca™-ATPaz aktivitesi 2,75+0,17 pumol Pi/mg prot./sa. olarak dlciildii (Sekil 4.13.-
4.16. a.). Bobrek dokusunda ise kontrol grubu baliklarda Na'/K'-ATPaz aktivitesi
3,99+0,29 pmol Pi/mg prot./sa., Mg?-ATPaz aktivitesi 10,6+0,59 pmol Pi/mg
prot./sa., Toplam-ATPaz aktivitesi 15,4+0,67 pmol Pi/mg prot./sa. ve Ca>-ATPaz
aktivitesi 2,23+0,18 pumol Pi/mg prot./sa. diizeyinde belirlendi (Sekil 4.13.-4.16. b.).
Kas dokusunda Ca™-ATPaz aktivitesi ise 5,27+0,51 pumol Pi/mg prot./sa. olarak
olciildii (Sekil 4.16. c.).

Kronik metal etkilerinde dlgiilen ATPaz aktivitelerinin % degerleri EK-6’da

ayrica verilmistir.
4.1.3.1.(1). Kadmiyum

O. niloticus’un solunga¢ dokusunda, 0,05 pg Cd™/mL’nin 5, 10, 20 ve 30
giinliik etkileri sonunda Na'/K'-ATPaz aktivitesinin 6nemli diizeyde azalis
gosterdigi belirlendi (P<0,001). Etki siiresi boyunca enzim aktivitesi % 63 ile % 88
oranlarinda azalis gosterirken, en diisiik diizeyde 30. giin sonunda gozlendi
(0,46+0,04 umol Pi/mg prot./sa.) (Sekil 4.13. a.). Mg™-ATPaz aktivitesi ise kisa
stireli etkilerde % 17 diizeyinde azalirken (14,8+0,43 pumol Pi/mg prot./sa.), artan
stirelerde artis gosterdigi ve 30. giin sonunda % 41 diizeyinde arttig1 kaydedildi
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(25,2+1,11 pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.14. a.). Toplam-ATPaz
aktivitesinin, Cd"™nin 5, 10 ve 20 giinliik etki siirelerinde % 15 ile % 32 oranlarinda
azaldig1 ve 5. gilinde en diisiik diizeyde oldugu kaydedildi (15,0+£0,61 umol Pi/mg
prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.15. a.). Buna karsin 30. giin sonunda % 18 ile artis ile en
yiiksek diizeyde oleiildii (26,1+1,11 pumol Pi/mg prot./sa.). Benzer sekilde Ca™-
ATPaz aktivitesinin de ilk 20 giinliik etki sonrasinda % 47 ile % 67 oranlarinda
azalarak en diisiik diizeyini 5. giliniin sonunda gosterdigi belirlendi (0,90+0,17 pmol
Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.16. a.). Bunun birlikte 30. giiniin sonunda
4,06+0,53 pumol Pi/mg prot./sa. olarak Olgiilen enzim aktivitesinin % 48 artis
gosterdigi gozlendi.

Bobrek dokusunda Na'/K'-ATPaz, Cd"’nin tiim etki siirelerinde % 42 ile %
71 oranlarinda azalirken en diisiik aktivitesi 20. giin sonunda 1,16+0,44 umol Pi/mg
prot./sa. olarak 6l¢iildii (P<0,001) (Sekil 4.13. b.). Mg™-ATPaz aktivitesinin, metalin
denenen tiim etki siirelerinde % 35 ile % 101 oranlarinda artis gosterdigi (P<0,001)
ve en yiiksek aktivitesini % 101 artig ile 10. giin sonunda gosterdigi belirlendi
(21,4£2,21 umol Pi/mg prot./sa.) (Sekil 4.14. b.). Toplam-ATPaz, 10-30 giinliik etki
sonrasinda % 25 ile % 52 oranlarinda artarken (P<0,001), en yiiksek aktiviteyi 20
giinliik Cd"™? etkisi sonrasinda gosterdi (23,4+1,81 pmol Pi/mg prot./sa.) (Sekil 4.15.
b.). Ca™-ATPaz aktivitesi ise bu dokuda tiim siireler icin % 75 ile % 100 oranlarinda
azalis gosterirken (P<0,001), en diisiik diizeyde 5. gilin sonunda ol¢iildi (Sekil 4.16.
b.).

Kas dokusunda ise Ca™-ATPaz aktivitesinin Cd™ etkisinde 5. giinden
baslayarak 20. giline kadar % 49 ile % 84 oranlarinda giderek azalis gosterdigi
(P<0,001) ve en diisiik aktivite diizeyinin 20. giin sonunda o6l¢iildiigii kaydedildi
(0,84+0,17 pmol Pi/mg prot./sa.) (Sekil 4.16. c.).

4.1.3.1.(2). Bakir
Solungag dokusunda Na'/K'-ATPaz aktivitesi etki siireleri sonunda % 52 ile

% 89 oranlarinda azald1 (P<0,001) (Sekil 4.13. a.). Enzim aktivitesi en diisiik
diizeyini 20. giin sonunda gosterdi (0,45+0,13 pumol Pi/mg prot./sa.). Mg™-ATPaz
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aktivitesi ise % 17 azaligla en diisiik aktivitesini 5. gilin sonunda gosterirken
(14,8+0,62 pmol Pi/mg prot./sa.), 30. giin sonunda ise % 36 artisla en yliksek
aktiviteye ulastigi gézlendi (24,3+1,26 umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.14.
a.). Toplam-ATPaz aktivitesi 5, 10 ve 20 giinlik Cu™ etkisinde % 15 ile % 27
oranlarinda azalarak en diisiik aktivitesini 5. giiniin sonunda gosterdi (16,2+0,88
umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.15. a.). Buna karsilik % 12 artisla en yiiksek
aktiviteye 30. giiniin sonunda ulastig1 kaydedildi (24,8+0,79 umol Pi/mg prot./sa.).
Ca-ATPaz aktivitesinin ise % 12 ile % 66 oranlarinda azalis gosterdigi ve en diisiik
diizeyde 10. giin sonunda gozlendigi belirlendi (0,94+0,15 pmol Pi/mg prot./sa.)
(P<0,01) (Sekil 4.16. a.).

Bobrek dokusunda Cu'?, Na*/K'-ATPaz akivitesini uygulanan her siire igin %
61 ile % 75 oranlarinda azaltirken (P<0,001), en diisiik enzim aktivitesi 20 giinliik
etki sonrasinda gozlendi (1,0+0,16 pmol Pi/mg prot./sa.) (Sekil 4.13. b.). Mg™-
ATPaz aktivitesinin ise tiim etki siirelerinde % 30 ile % 67 oranlarinda artis
gosterdigi ve en yliksek diizeyde 20. giin sonunda goézlendigi belirlendi (17,7+1,2
umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.14. b.). Toplam-ATPaz aktivitesinin sadece
Cu™’nin 20 giinliik etki sonras1 degistigi ve % 24 artisla en yiiksek diizeye ulastig:
kaydedildi (19,1+1,37 pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,01) (Sekil 4.15. b.). Ca"-ATPaz
aktivitesinin ise % 45 ile % 100 oranlarinda azalig gosterdigi ve 5 giinliik etki sonrasi
% 100 inhibe oldugu belirlendi (P<0,001) (Sekil 4.16. b.).

Kas dokusunda ise Ca"-ATPaz aktivitesinin, % 39 ile % 85 oranlarinda
azalarak en diisiik diizeyinin 20. giin sonunda 6l¢iildiigii kaydedildi (0,77+0,09 umol
Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.16. c.).

4.1.3.1.(3). Cinko

Solunga¢ dokusunda Zn'? etkisinde tiim siireler icin Na'/K'-ATPaz aktivitesi
azalis gostermektedir (P<0,001) (Sekil 4.13. a.). Etki siiresi boyunca % 54 ile % 97
oranlarinda azalirken, en diisiik aktivite 20. giin sonunda gozlendi (0,12+0,08 pmol
Pi/mg prot./sa.). Mg"*-ATPaz aktivitesi % 4 ve % 24 oraninda azalirken, en diisiik
aktivite 13,7£0,74 pmol Pi/mg prot./sa. olarak 10. giin sonunda belirlendi (P<0,01)
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(Sekil 4.14. a.). Toplam-ATPaz aktivitesi % 10 ile % 39 oraninda azalarak, en diisiik
aktiviteyi (13,6+£0,84 pmol Pi/mg prot./sa.) 20. giin sonunda gosterdi (P<0,001)
(Sekil 4.15. a.). Ca'"-ATPaz aktivitesi ise 5. giin sonunda % 84 diizeyinde artisla en
yiiksek diizeyde gozlenirken (5,07£0,41 pmol Pi/mg prot./sa.), diger li¢ etki
stiresinde yaklasik olarak % 47 oraninda azaldi ve en diisiik diizeyde en uzun etki
stiresinde oSlgiildii (1,44+0,07 pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.16. a.).

Bobrek dokusunda Zn'? etkisi, Na'/K"-ATPaz aktivitesi iizerinde % 21 ile %
61 oranlarinda olmak tizere azalis yoniinde gdzlenirken, en diisiik aktivite 30. giin
sonunda 6l¢iildii (1,57+0,19 pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.13. b.). Mg™-
ATPaz aktivitesinin % 3 ile % 32 oraninda artis gosterdigi ve en yiiksek enzim
aktivitesinin 10. glin sonunda gozlendigi kaydedilmistir (14,0+1,23 pumol Pi/mg
prot./sa.) (P<0,01) (Sekil 4.14. b.). Buna karsilik en diisiik enzim aktivitesi % 22
azaligla 30. giin sonunda Olgiildii (8,28+0,39 umol Pi/mg prot./sa.). Toplam-ATPaz
aktivitesi ise % 2 ile % 34 diizeyinde azalarak, en diisiik aktivitesi 30. giin sonunda
belirlendi (10,1+0,50 pumol Pi/mg prot./sa.) (P<0,01) (Sekil 4.15. b.). Bununla
birlikte Ca™-ATPaz aktivitesinin de etki siirelerine bagl olarak % 33 ile % 81
oranlarinda giderek azaldig1 kaydedildi (P<0,001) (Sekil 4.16. b.). En diisiik enzim
aktivitesi 30. giin sonunda 6l¢iildii (0,43+0,05 pmol Pi/mg prot./sa.).

Kas dokusunda ise Zn", % 37 ile % 83 oranlarinda Ca'*-ATPaz aktivitesinde
azalisa neden olurken, en diisiik aktivite 10. giin sonunda gozlendi (0,90+0,11 pmol

Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.16. c.).
4.1.3.1.(4). Krom

Solunga¢ Na"/K-ATPaz aktivitesi Cr ®’nin uzun siireli etkilerinde % 55 ile
% 88 oranlarinda azalarak, en diisiik diizeyde 20. giin sonunda gézlendi (0,48+0,09
umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.13. a.). Mg+2—ATPaZ aktivitesinin % 5 ile %
21 oranlarinda azaldig1 ve en diisiik diizeyde 20. giin sonunda gozlendigi belirlendi
(14,1£0,80 pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,01) (Sekil 4.14. a.). Toplam-ATPaz
aktivitesinin ise uygulanan tiim etki siireleri i¢in %15 ile % 94 oranlarinda azaldig:

kaydedildi (P<0,001) (Sekil 4.15. a.). En diisiik enzim aktivitesi ise 10 giinliik etki
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sonrasinda gozlendi (1,25+0,65 pmol Pi/mg prot./sa.). Ca™-ATPaz aktivitesi de tim
stireler i¢in % 46 ile % 69 oranlarinda azalirken (P<0,001), en diisiik diizeyini 20.
giin sonunda gosterdi (0,86+0,17 umol Pi/mg prot./sa.) (Sekil 4.16. a.).

Bobrek dokusunda Na'/K'-ATPaz aktivitesinin % 58 ve % 61 oranlarinda
azaldig1 ve en diisiik diizeyde 30. giin sonunda gozlendigi belirlendi (1,56+0,17 umol
Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.13. b.). Mgﬂ—ATPaZ aktivitesinin baslangi¢
stirelerinde % 73 ve % 29 oranlarinda artig, daha sonraki siirelerde % 15 ve % 34
azalig gosterdigi gozlendi. En yiiksek enzim aktivitesinin 5. giin sonunda 6l¢iildiigii
belirlendi (18,3+1,38 pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.14. b.). Toplam-
ATPaz aktivitesinin, baslangicta % 4 ve % 31 (20,2+1,33 pumol Pi/mg prot./sa.)
artt1g1, 20. ve 30. giinlerin sonunda ise % 33 ve % 44 diizeyinde azaldig1 ve en diisiik
diizeyinin en uzun etki siiresi sonunda 6l¢iildiigli belirlendi (8,55+0,28 pmol Pi/mg
prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.15. b.). Ca"™-ATPaz aktivitesi ise uygulanan etki
stirelerinin uzunluguna bagl olarak % 53 ile % 83 oranlarinda azalirken (P<0,001),
en diisiik diizeyde 0,384+0,07 pmol Pi/mg prot./sa. degeri ile 30. giin sonunda
gozlendi (Sekil 4.16. b.).

Kas dokusunda Ca™-ATPaz aktivitesi, % 9 ile % 88 oraninda azalarak
(P<0,001), en diisiik diizeyde 20. giin sonunda ol¢iildii (0,64+0,11 pmol Pi/mg
prot./sa.) (Sekil 4.16. c.).

4.1.3.1.(5). Giimiis

Solungag dokusunda Ag" etkisinde Na'/K'-ATPaz aktivitesinin % 62 ile %
90 oranlarinda azaldig1 (P<0,001) ve en diisiik diizeyinin 0,39+0,10 pmol Pi/mg
prot./sa. ile 16. giin sonunda gozlendigi belirlendi (Sekil 4.13. a.). Mg™-ATPaz
aktivitesinin 5. ve 10. glin sonunda % 1 ile % 14 arttig1 ve en yiiksek diizeyde 10.
giin sonunda ol¢iildiigii belirtildi (20,5+0,63 pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil
4.14. a.). Buna karsin, en diisiik diizeyi % 63 azalisla 16. giin sonunda goézlendi
(6,55+0,27 umol Pi/mg prot./sa.). Toplam-ATPaz aktivitesi ise sadece 16. gilinde
degisiklik gostererek % 70 azalisla en diisiik diizeyde olgiildii (6,73+0,22 pmol
Pi/mg prot./sa.) (P<0,001) (Sekil 4.15. a.). Ca">-ATPaz aktivitesi etki siiresine bagl
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olarak % 37 ile % 88 oranlarinda azalirken (P<0,001), en diisiik diizeyi ise 16. giin
sonunda 0,33+0,10 umol Pi/mg prot./sa. olarak belirlendi (Sekil 4.16. a.).

Bobrek dokusunda Ag’ etkisini Na'/K'-ATPaz aktivitesini 5. giinde % 70
(6,78+1,32 umol Pi/mg prot./sa.) artirarak buna karsin, diger siirelerde ise % 8 ile %
70 oraninda azaltarak gosterdi (P<0,001) (Sekil 4.13. b.). En diisiik enzim aktivitesi
en uzun etki siiresinde belirlendi (1,21£0,22 pmol Pi/mg prot./sa.). Mg™-ATPaz
aktivitesinin ise % 23 ile % 38 oranlarindaki artig gdsterdigi ve en yiiksek diizeye 5
giinliik etki sonrasi ulastigi kaydedildi (14,7+1,11 umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05)
(Sekil 4.14. b.). Toplam-ATPaz aktivitesi % 6 ve % 49 oraninda artarak 22,9+2,92
umol Pi/mg prot./sa. ile en yiiksek aktiviteyi 10. giin sonunda gdsterdi (P<0,01)
(Sekil 4.15. b.). Ca™>-ATPaz aktivitesinin uygulanan tiim etki siireleri igin % 37 ile %
74 oranlarinda azalig gdsterdigi (P<0,001) ve en diislik enzim aktivitesinin 16. glinde
0,58+0,2 umol Pi/mg prot./sa. olarak belirlendigi belirtildi (Sekil 4.16. b.).

Kas dokusunda Ca™-ATPaz aktivitesinin, solunga¢ ve bébrek dokusunda
oldugu gibi, Ag" nin etki siiresi arttik¢a diisiis gosterdigi kaydedildi (P<0,001). Buna
gbre Ca™>-ATPaz aktivitesi % 56 ile % 87 azalisla 16. giin sonunda 0,70+0,09 umol
Pi/mg prot./sa. olarak dl¢iildii (Sekil 4.16. c.).

110



4. BULGULAR ve TARTISMA Giiliizar ATLI

4,5
@ Cd P<0.001
4,0 { O Cu P<0.001
35 | oZn P<0.001
5~ @ Cr P<0.001
£8 307 mAg P<0.001
€ 0o
é S 2,5 1 « *
N o
a E 20- *
E o * *
ke M o T
*}zg Z 10/ * ** *
* * o *
i F“&ﬁ i
ok
0,0 T T T
0 5 10 16 20 30

Etki suresi (giin)

Sekil 4.13 a. 0,05 pg/mL metal etkisinde farkli siirelerde O. niloticus’un solungag
dokusunda Na'/K'-ATPaz aktivitesi.
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Sekil 4.13. b. 0,05 pg/mL metal etkisinde farkli siirelerde O. niloticus’un bobrek
dokusunda Na'/K'-ATPaz aktivitesi.
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Sekil 4.14. a. 0,05 ng/mL metal etkisinde farkl siirelerde O. niloticus’un solungag
dokusunda Mg-ATPaz aktivitesi.
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Sekil 4.14. b. 0,05 pg/mL metal etkisinde farkli siirelerde O. niloticus’un bobrek
dokusunda Mg-ATPaz aktivitesi.
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Sekil 4.15. a. 0,05 pg/mL metal etkisinde farkl siirelerde O. niloticus’un solungag
dokusunda Toplam-ATPaz aktivitesi.
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Sekil 4.15. b. 0,05 pg/mL metal etkisinde farkli siirelerde O. niloticus’un bobrek
dokusunda Toplam-ATPaz aktivitesi.
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Sekil 4.16. a. 0,05 ng/mL metal etkisinde farkli siirelerde O.
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Sekil 4.16. b. 0,05 pg/mL metal etkisinde farkl siirelerde O. niloticus’un bobrek
dokusunda Ca"*-ATPaz aktivitesi.
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Sekil 4.16. c. 0,05 pg/mL metal etkisinde farkli siirelerde O. niloticus’un kas
dokusunda Ca"*-ATPaz aktivitesi.

4.1.3.2. Toplam Protein Diizeyi

Cd™, Cu™, Zn™, Cr'® ve Ag™nm 0,05 pg/mL derisimlerinin 0, 5, 10, 20 ve
30 giin stire ile etkisinde birakilan O. niloticus dokularinda toplam protein diizeyleri
Ol¢iildii. Analiz sonuglarina gore kontrol grubu solungag, bobrek ve kas dokusu
toplam protein diizeyleri sirasiyla 27,6+0,7, 42,3+1,4 ve 25,1+0,6 mg prot./g y.a.
olarak olculdii (Sekil 4.17. a-c.).

Kronik metal etkilerinde 6l¢iilen toplam protein diizeyleri % degerleri EK-

2’de ayrica verilmistir.
4.1.3.2.(1). Kadmiyum
Solunga¢ dokusu toplam protein diizeyi Cd*’nin kisa siireli etkisinde artis

gosterirken uzun siireli etkide azalis gosterdi (P<0,001) (Sekil 4.17. a.). Buna gore 5
ve 10 giinliik etkilerde % 14 ve % 16 oranlarinda artarak en yiiksek diizeyi 10. giinde
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gbzlendi (32,1+1,2 mg prot./g y.a.). Buna karsilik en diisiik diizeyi % 17 ile 30. giin
sonunda 6l¢iildii (22,8+0,6 mg prot./g y.a.).

Bobrek dokusunda ise % 10 ile % 25 azalis gosterdigi ve en diisiik diizeyde
30. giin sonunda ol¢ildigi kaydedildi (31,7+£0,7 mg prot./g y.a.) (P<0,01) (Sekil
4.17.b.).

Kas toplam protein diizeyi 5 giinliik etki sonrasinda % 20 artigla en yliksek
diizeyde olgtiliirken (30,04+0,7 mg prot./g y.a.), 30. giinde ise % 19 azalisla en diisiik
diizeyde gozlendi (20,4+0,6 mg prot./g y.a.) (P<0,001) (Sekil 4.17. c.).

4.1.3.2.(2). Bakir

Solunga¢ dokusu toplam protein diizeyi Cu™’nin 5 ve 10 giinliik etkilerinde
% 21 ve % 17 ile artarak, en yiiksek diizeyde 5. giinde 6l¢iildii (33,34+0,5 mg prot./g
y.a.) (Sekil 4.17. a.). Buna karsilik en diisiik diizeyde % 15 azaligla 30. giiniin
sonunda gozlendi (23,5+0,7) (P<0,001).

Bobrek dokusu toplam protein diizeyi 5 giinliik etki sonrasi % 19 ile en
yiiksek artis1 (50,2+3,1 mg prot./g y.a.) gosterirken, en diisiik diizeyi % 23 azalisla 30
giinliik etki sonras1 6lgiildii (32,7+1,6) (P<0,001) (Sekil 4.17. b.).

Kas dokusunda ise 5 ve 10 giinliik etkilerde % 22 ve % 12 artig gézlendi ve
en yiiksek diizey 5. giinde belirlendi (30,5+1,3 mg prot./g y.a.). En diisiik diizey ise
% 20 artisla 30. giin sonunda goézlendi (20,14+0,5 mg prot./g y.a.) (P<0,001) (Sekil
4.17.c.).

4.1.3.2.(3). Cinko

Solungag¢ toplam protein diizeyi % 1 ile % 16 oranlarinda artig gostererek, en
yiiksek diizeye 20 giinliik etki sonunda ulasti (31,940,3 mg prot./g y.a.) (P<0,05)
(Sekil 4.17. a.).

Bobrek toplam protein diizeyi ise % 4 ile % 13 artig veya azalig oranlarina

karsin, herhangi bir istatistiksel fark gostermemistir (P>0,05) (Sekil 4.17. b.).
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Kas toplam protein diizeyinin ise % 4 ile % 18 artig gosterdigi ve en yliksek
diizeyde 20. giiniin sonunda 6l¢iildiigii kaydedildi (29,5+0,8 mg prot./g y.a.) (P<0,05)
(Sekil 4.17. c.).

4.1.3.2.(4). Krom

Solungag toplam protein diizeyi Cr™® etkisinde % 3 ile % 16 oranlarinda artig
gosterdi ve en yliksek diizeyde 20 giinliik etki sonunda gozlendi (31,9+1,5 mg prot./g
y.a.) (P<0,05) (Sekil 4.17. a.).

Bobrek toplam protein diizeyi baslangigta % 3 ile % 12 oranlarinda azalis
gostermis, en yiiksek diizeyde % 14’liik artigla 30. giin sonunda 6l¢iildii (48,1+0,9
mg prot./g y.a.) (P<0,05) (Sekil 4.17. b.).

Kas dokusunda ise toplam protein diizeyi % 8 ile % 16 artig gostermis ve en
yiiksek diizeyi 20 giinliik etki sonras1 29,0+1,0 mg prot./g y.a. olarak 6l¢iildii (P<0,01)
(Sekil 4.17. c.).

4.1.3.2.(5). Giimiis

Solungag toplam protein diizeyi Ag" etkisinde % 1 ile % 3 artis veya azalis
oranlarina karsin, herhangi bir istatistiksel ayirim gostermemistir (P>0,05) (Sekil
4.17. a.).

Bobrek dokusunda toplam protein diizeyi ise % 5 ile % 18 oranlarinda azalis
gosterdi ve en diislik diizeyi 5 giinliik etki sonunda 34,5+1,1 mg prot./g y.a. olarak
ol¢iildii (P<0,05) (Sekil 4.17. b.).

Kas dokusunda ise 5 ve 10 giinlik Ag" etkisi sonrasinda toplam protein
diizeyi degismezken, 16. giliniin sonunda ise % 16 azalis gosterdi (21,0+1,2 mg prot./
gy.a.) (P<0,05) (Sekil 4.17. c.).

117



4. BULGULAR ve TARTISMA Giiliizar ATLI

4o @mcd P<0.001

e Bcu P<0.001
< *:* ®@zn P<0.05
:§ 30 - - B Cr P<0.05
2 . o5 BAg P>0.05
‘D ©
52 207
L5
gg 15 -
c 10 +
2
@ 5 -

0

0 5 10 16

Etki siiresi (giin)

Sekil 4.17. a. 0,05 pg/mL metal etkisinde farkli siirelerde O. niloticus’un solungag
dokusunda toplam protein diizeyi.
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Sekil 4.17. b. 0,05 pg/mL metal etkisinde farkl siirelerde O. niloticus’un bobrek
dokusunda toplam protein diizeyi.
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Sekil 4.17 c. 0,05 pg/mL metal etkisinde farkl siirelerde O. niloticus’un kas
dokusunda toplam protein diizeyi.

4.1.3.3. Toplam Metal Diizeyi
4.1.3.3.(1). Kadmiyum

Solungag dokusunda 0,05 pg/mL Cd™ etkisinde toplam metal diizeyinin, etki
stiresinin uzunlugu ile orantili olarak artis gdsterdigi kaydedildi (P<0,001) (Cizelge
4.6.). Buna gore kontrol grubunda toplam Cd™ diizeyi 1,26+0,12 pg/g k.a. olarak
Olctiliirken, 5 ile 30 giinliik siireler arasinda 8,59+3,24 ile 21,8+5,16 pg/g k.a.
arasinda olgiilen Cd™, en yiiksek diizeyde 30. giin sonunda gozlendi.

Bobrek dokusunda kontrol grubu ile Cd*’nin 5 ve 10 giinliik etkisinde kalan
gruplarda Cd™ diizeyinin belirlenemedigi (D.L.<0,001) buna karsin, 20. giinde
2,2542,25 ng/g k.a. olarak belirlenen Cd™ birikiminin kontrole gore istatistiksel
olarak farkhilik gostermedigi belirlendi (Cizelge 4.6.). En yiiksek Cd™ diizeyinin
gozlendigi 30. giiniin sonunda ise Cd™ birikimi 14,3+2,74 pg/g k.a. olarak dlgiildii
(P<0,001).

Kas dokusunda da benzer sekilde kontrol baliklarinda Cd™ diizeyi saptama

sinirinin altinda belirlenirken (D.L.<0.001), tiim etki siireleri i¢in 3,57+0,33 ile

119



4. BULGULAR ve TARTISMA Giiliizar ATLI

5,14+0,69 pg/g k.a. degerleri arasinda dlgiilen Cd™ nin en yiiksek diizeyi en uzun
etki siiresinde gozlendi (P<0,001) (Cizelge 4.6.).

4.1.3.3.(2). Bakir

Solungag dokusunda 0,05 pg Cu™*/mL etkisinde Cu" birikimi kontrole gére
(3,35+0,32 pg/g k.a.) onemli bir artis gostermektedir (P<0,001) (Cizelge 4.6.). Buna
gbre siireye bagl artis gdsteren Cu™ diizeyi 6,57+0,49 ile 10,240,47 pg/g k.a.
degerleri arasinda belirlenirken, en yiiksek diizeyde 30. giin sonunda gozlendi.

Bobrek dokusunda Cu™ diizeyi kontrol grubunda saptama smirlarinin altinda
(D.L.<0,002) belirlenirken, siireye bagli olarak artis gosteren Cu™* diizeyinin
41,5+9,08 pg/g k.a. ile 60,9+£9,4 pg/g k.a. arasinda ol¢iildiigii ve en yiiksek diizeyde
30. giin sonunda gozlendigi belirlendi (P<0,001) (Cizelge 4.6.).

Kas dokusunda ise bobrek dokusundakine benzer sekilde kontrol baliklarinda
Cu™* diizeyi belirlenemezken (D.L.<0,002), tiim etki siireleri i¢in Cu™ birikimi
gozlendi (P<0,001) (Cizelge 4.6.). Buna gore 1,98+1,16 ile 5,16+0,83 pg/g k.a.
degerleri arasinda gozlenen Cu™® diizeyinin en yiiksek artisi 10 ginlik etki

sonrasinda gosterdigi belirlendi.
4.1.3.3.(3). Cinko

Solungac dokusunda 0,05 pg Zn/mL etkisinde kontrol ile
karsilastirildiginda (69,2+1,7 ng/g k.a.), 77,7£0,94 ng/g k.a. ile 89,148,23 pg/g k.a.
degerleri arasinda gbzlenen Zn™’nin en yiiksek diizeyi 10. giin sonunda gézlendi
(P<0,01) (Cizelge 4.6.).

Bobrek dokusunda ise Zn™ birikimi uygulanan tiim etki siireleri i¢in kontrole
gore (157,2+15,5 pg/g k.a.) artis gosterdi (P<0,01) (Cizelge 4.6.). Buna gore
230,9+23,2 pg/g k.a. ile 269,5+25,9 pg/g k.a. araliginda olgiilen Zn™, en yiiksek
birikimini 20. giin sonunda gdsterdi.

Kas dokusunda, solunga¢ ve bobrek dokusundan farkli olarak 32,0+1,4 pg/g
k.a. ile 3544205 pg/g ka. olarak belirlenen Zn™ diizeyleri kontrol ile
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karsilastinlldiginda (32,1+0,83 pg/g k.a.) istatistiksel bir ayirim gostermemistir
(P>0,05) (Cizelge 4.6.).

4.1.3.3.(4). Krom

Solungag, bébrek ve kas dokusunda kontrol ve 0,05 pg Cr'®/mL etkisindeki
gruplarda Cr™® diizeyi saptama smirlarmin altinda (D.L.<0,003) oldugu igin
belirlenememistir (Cizelge 4.6.).

4.1.3.3.(5). Giimiis

Solungag, bdbrek ve kas dokusunda kontrol ve 0,05 pgAg'/mL etkisinde
kalan gruplarda tiim siireler igin Ag’ diizeyleri saptama smrlarimmn altinda
oldugundan (D.L.<0,002) 6l¢iilememistir (Cizelge 4.6.).

Kronik metal etkilerinde 6l¢iilen toplam metal diizeyleri % degerleri EK-3’de

ayrica verilmistir.
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Cizelge 4.6. Kronik metal etkisinde kalan O. niloticus dokularindaki toplam metal
diizeyleri (ng/g k.a.). Veriler Aritmetik ortalama+Standart hata olarak verilmistir
(Kontrol grup, N=21; Metal etkisinde kalan grup, N=4; *: Istatistiksel olarak farkli
gruplar1 gostermektedir).

Metal Etki Solungag Bobrek Kas
siiresi (giin)
0 1,26+0,12 <0,001 <0,001
5 8,59+3,24* <0,001 3,57+0,33*
cd”? 10 17,1£2,59* <0,001 4,96+0,81*
20 20,3+£3,11* 2,25+2,25 3,78+0,38*
30 21,8+5,16* 14,3+2,74%* 5,14+0,69*
P<0,001 P<0,001 P<0,001
0 3,35+0,32 <0,002 <0,002
5 6,57+0,49* 41,5+9,08* 3,71+0,13*
Cu® 10 8,45+0,59* 45,8+1,17* 5,16+0,83*
20 9,60+0,30* 48,6+9,05* 2,14+1,25%
30 10,2+0,47* 60,9+9,40* 1,98+1,16*
P<0,001 P<0,001 P<0,001
0 69,2+1,74 157,2+15,5 32,1+0,83
5 78,1+4,08 251,548,16* 35,442,05
Zn" 10 89,1+8,23* 230,9+23,2* 33,5+1,44
20 77,7+0,94 269,5425,9* 33,0+1,21
30 83,1£5,51* 261,9+31,0* 32,0+1,40
P<0,01 P<0,01 P>0,05
0 <0,003 <0,003 <0,003
5 <0,003 <0,003 <0,003
Cr'® 10 <0,003 <0,003 <0,003
20 <0,003 <0,003 <0,003
30 <0,003 <0,003 <0,003
0 <0,002 <0,002 <0,002
5 <0,002 <0,002 <0,002
Ag’ 10 <0,002 <0,002 <0,002
20 <0,002 <0,002 <0,002
30 <0,002 <0,002 <0,002
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4.1.3.4. Toplam Iyon Diizeyi

4.1.3.4.(1). Sodyum Iyon Diizeyi

O. niloticus’un solungag, bobrek ve kas dokularinda kronik metal etkileri
sonunda &lgiilen Na" iyon diizeyi, solunga¢ dokusunda 7,01+0,31 mg/g k.a., bobrek
dokusunda 14,0+0,65 mg/g k.a. ve kas dokusunda 4,18+0,13 mg/g k.a. olarak
olciildi (Cizelge 4.7.).

Kronik metal etkilerinde 6lgiilen toplam iyon diizeyleri % degerleri EK-7’de

ayrica verilmistir.

4.1.3.4.(1).(a). Kadmiyum

Solunga¢ dokusunda Na” iyon diizeyi Cd**’nin uygulanan tiim etki siireleri
icin kontrole gore onemli bir azalis gosterdi (P<0,01) (Cizelge 4.7.). Elde edilen
verilere gore 4,63+0,15 mg/g k.a. ile 5,28+0,30 mg/g k.a. arasinda degisen Na', en
diisiik diizeyde 10. giin sonunda gézlendi.

Bobrek dokusunda Na' iyon diizeyleri benzer sekilde tiim etki siireleri icin
kontrol grubu ile karsilastirildiginda azalis gosterdi (P<0,001) (Cizelge 4.7.). Na”
diizeyi 5,33+0,28 mg/g k.a. ile 6,29+0,30 mg/g k.a. degerleri arasinda gozlenirken,
en diisiik degerde 5. giin sonunda 6l¢iildii.

Kas dokusunda ise diger dokularda oldugu gibi tiim siireler sonunda Na"
kontrole gore azalis gosterirken (P<0,001), 2,19+0,15 mg/g k.a. ile 2,63+0,20 mg/g
k.a. arasinda &lgiilen Na', en diisiik degerde 5. giin sonunda 6lgiildii (Cizelge 4.7.).

4.1.3.4.(1).(b). Bakir
Solungag dokusunda Na" diizeyi 4,63+0,11 mg/g k.a. ile 6,05+0,30 mg/ g k.a.

degerleri arasinda gozlenirken, kisa siireli etkilerde azalarak (P<0,01) en diisiik

diizeyde 5. giiniin sonunda 6l¢iildii (Cizelge 4.7.).
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Bobrek dokusunda ise 6,13+0,47 mg/g k.a. ile 14,5+0,92 mg/g k.a. degerleri
arasinda olgiilen Na"nin en diisiik diizeyi 20. giin sonunda gozlendi (P<0,001)
(Cizelge 4.7.).

Kas dokusunda ise Na" diizeyi tiim etki siireleri igin 6nemli oranda azalirken
(P<0,001), 2,51£0,32 mg/g k.a. ile 2,87+0,31 mg/g k.a. arasinda &lgiilen Na’nin en
diisiik diizeyi 10. giin sonunda belirlendi (Cizelge 4.7.).

4.1.3.4.(1).(c). Cinko

Solunga¢ dokusunda 6,04+0,19 mg/g k.a. ile 7,46+0,76 mg/g k.a. arasinda
belirlenen Na' diizeyi kontrol grubuna gére istatistiksel bir ayirim gdstermemistir
(P>0,05) (Cizelge 4.7.).

Bobrek dokusunda ise, Na® diizeyinin etki siirelerine bagl olarak hem artis
hem de azalis gosterdigi kaydedildi (P<0,001) (Cizelge 4.7.). Buna gore 7,24+0,48
mg/g k.a. ile 18,8+0,96 mg/g k.a. arasinda 6lgiilen Na" diizeyi en diisiik olarak 10.
giin sonunda en yiiksek olarak da 30. giin sonunda gozlendi.

Kas dokusunda tiim etki siirelerinde azalig gosteren Na® diizeyinin 2,86+0,11
mg/g k.a. ile 3,06+0,04 mg/g k.a. arasinda 6l¢iildiigli ve en diisiik diizeyin 10 ve 20
giinliik etkiler sonunda gozlendigi belirlendi (P<0,001) (Cizelge 4.7.).

4.1.3.4.(1).(d). Krom

Solungag dokusunda Cr™® etkisinin, Na* diizeyinde bir degisiklige neden
olmadig1 (P>0,05) ve Na' diizeyinin 5,46+0,21 mg/g k.a. ile 6,54+0,61 mg/g k.a.
araliginda olciildiigii belirtilmistir (Cizelge 4.7.).

Bobrek dokusunda tiim etki siirelerinde Na" diizeyinin azaldig1 (P<0,001) ve
6,1340,45 mg/g k.a. ile 7,74+0,58 mg/g k.a. arasinda odl¢iilerek en diisiik diizeyinin 5.
giiniin sonunda gozlendigi kaydedildi (Cizelge 4.7.).

Kas dokusunda ise tiim siireler i¢in Na" diizeyinde azalis gozlendi (P<0,001).
Buna gére 2,43+0,18 mg/g k.a. ile 2,97+0,39 mg/g k.a. arasinda olgiilen Na®
diizeyinin en diisiik oldugu etki siiresinin 10. giin oldugu kaydedildi (Cizelge 4.7.).
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4.1.3.4.(1).(e). Giimiis

Solunga¢ dokusunda Ag' etkisi sonucu 4,50+0,12 mg/g k.a. ile 5,81+0,40
mg/g k.a. araliginda olgiilen Na" diizeyi genel olarak azalarak (P<0,01) en diisiik
degerde 5. giin sonunda 6lgiildii (Cizelge 4.7.).

Bobrek dokusunda ise Ag' tiim siireleri igin Na' diizeyinde azalisa neden
olurken (P<0,001), 8,07+0,22 mg/g k.a. ile 9,10+1,31 mg/g k.a. arasinda Slgiilen Na*
diizeyi en diisiik degerde 10. giin sonunda gozlendi (Cizelge 4.7.).

Kas dokusunda da Na" diizeyinin azalis gostererek (P<0,001) 2,29+0,11 mg/g
k.a. ile 2,76+0,15 mg/g k.a. degerleri arasinda 6l¢iildiigii ve en diisiik diizeyini 5. giin
sonunda gosterdigi kaydedildi (Cizelge 4.7.).
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Cizelge 4.7. Kronik metal etkisinde kalan O. niloticus dokularindaki toplam Na"
diizeyleri (mg/g k.a.). Veriler Aritmetik ortalama+Standart hata olarak verilmistir
(Kontrol grup, N=21; Metal etkisinde kalan grup, N=4; *: Istatistiksel olarak farkli
gruplar1 gostermektedir).

Metal  Etki Solungac¢ Bobrek Kas
siiresi (giin)
0 7,01+0,31 14,0+0,65 4,18+0,13
5 4,69+0,12* 5,33+0,28* 2,19+0,15*
cd”? 10 4,63+0,15%* 6,29+0,30* 2,54+0,14*
20 5,28+0,30* 5,74+0,12* 2,63+0,20*
30 5,08+0,23* 5,90+0,39* 2,47+0,30*
P<0,01 P<0,001 P<0,001
0 7,01+0,31 14,0+0,65 4,18+0,13
5 4,63+0,11%* 831+1,01* 2,61+0,17*
Cu*? 10 5,10+0,38* 14,5+0,92 2,51+0,32*
20 6,05+0,30 6,134+0,47* 2,56+0,22*
30 5,67+0,20 8,71+0,73* 2,87+0,31*
P<0,01 P<0,001 P<0,001
0 7,01+0,31 14,0+0,65 4,18+0,13
5 6,04+0,19 7,80+0,19* 2,91+0,23*
Zn™ 10 7,46+0,76 7,24+0,48* 2,86+0,14*
20 6,23+0,12 7,96+0,91* 2,86+0,11*
30 7,16+0,45 18,8+0,96* 3,06+0,04*
P>0,05 P<0,001 P<0,001
0 7,01+0,31 14,0+0,65 4,18+0,13
5 5,46+0,21 6,13+0,45%* 2,92+0,09*
Cr' 10 5,56+0,16 6,14+0,29* 2,43+0,18*
20 6,54+0,61 7,74+0,58* 2,97+0,39*
30 5,95+0,51 7,16+0,58* 2,69+0,30*
P>0,05 P<0,001 P<0,001
0 7,01+0,31 14,0+0,65 4,18+0,13
5 4,50+0,12%* 8,45+0,41* 2,29+0,11*
Ag’ 10 5,81+0,40 8,07+0,22%* 2,76+0,15*
16 5,27+0,41* 9,10+1,31* 2,60+0,08*
P<0,01 P<0,001 P<0,001
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4.1.3.4.(2). Potasyum Iyon Diizeyi

Kontrol gruplarinda solungag dokusunda K iyon diizeyi 4,57+0,14 mg/g k.a.,
bobrek dokusunda 10,9+0,80 mg/g k.a. ve kas dokusunda ise 8,83+0,55 mg/g k.a.
olarak belirlendi (Cizelge 4.8.).

4.1.3.4.(2).(a). Kadmiyum

Solunga¢ dokusunda K' iyon diizeyinin 3,28+0,64 mg/g k.a. ile 4,20+0,23
mg/g k.a. araliginda 6l¢iildiigli ve baslangi¢ siirelerinde azalis gosterdigi kaydedildi
(P<0,01) (Cizelge 4.8.). Buna gore en disik K™ diizeyi 5 giinlik Cd™ etkisinde
gozlendi.

Bobrek dokusunda ise tiim siireler sonunda Onemli oranda azalan K'
diizeyinin (P<0,01) 6,50+0,36 mg/g k.a. ile 6,98+0,29 mg/g k.a. degerleri arasinda
ol¢iildiigii ve en diislik diizeyinin en uzun etki siiresi sonunda gozlendigi kaydedildi
(Cizelge 4.8.).

Kas dokusunda ise farkli olarak K" iyon diizeyi kontrol grubu verilerine gére
bir farklilhik gostermemis, §8,83+0,55 mg/g k.a. ile 9,60+0,20 mg/g k.a. arasinda
Olciilmiistiir (P>0,05) (Cizelge 4.8.).

4.1.3.4.2).(b). Bakr

Solungag dokusunda Cu™ etkisinde 3,60:£0,09 mg/g k.a. ile 4,18+0,16 mg/g
k.a. araliginda olgiilen K”nmn en diisiik diizeyi sadece 5. giin sonunda gozlendi
(P<0,05) (Cizelge 4.8.).

Bobrek dokusunda 7,46+0,28 mg/g k.a. ile 10,0+0,94 mg/g k.a. degerleri
arasinda gozlenen K’ diizeyi, kontrol ile karsilastinldiginda bir aymrm
gostermemistir (P>0,05) (Cizelge 4.8.).

Kas dokusunda da bobrek dokusunda oldugu gibi Cu™ etkisinde K
diizeyinde herhangi bir degisiklik gozlenmemistir (P>0,05) (Cizelge 4.8.). Bununla
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birlikte K iyonu 6,09+0,88 mg/g k.a. ve 9,76+0,14 mg/g k.a. diizeyleri arasinda
olgiildii.

4.1.3.4.(2).(c). Cinko

Solungag dokusunda Zn™* etkisi ile K* iyon diizeyi 4,38+0,17 mg/g k.a. ile
5,69+0,52 mg/g k.a. degerleri arasinda Sl¢iildii ve en diisiik diizeyde 10. giin sonunda
gozlendi (P<0,05) (Cizelge 4.8.).

Bobrek dokusunda K iyon diizeyi 8,42+0,42 mg/g k.a. ile 10,1+0,49 mg/g
k.a. degerleri arasinda gézlenmis ve kontrol ile karsilagtirildiginda anlamli bir ayirim
gostermemistir (P>0,05) (Cizelge 4.8.).

Kas dokusunda da bobrek dokusunda oldugu gibi K~ diizeyi Zn" etkisiyle bir
farklilk gostermemis (P>0,05), uygulanan etkisi siireleri boyunca K' iyonu,
9,82+0,32 mg/g k.a. ile 10,5+0,01 mg/g k.a. diizeyleri arasinda Sl¢iilmiistiir (Cizelge
4.8.).

4.1.3.4.(2).(d). Krom

Solunga¢ dokusunda Cr®, 4,06+0,16 mg/g k.a. ile 4,62+0,34 mg/g k.a.
diizeyleri arasinda gdzlenen K' iyonu iizerinde herhangi bir etki gdstermemistir
(P>0,05) (Cizelge 4.8.).

Bobrek dokusunda da K™ diizeyi 7,80+0,25 mg/g k.a. ile 8,20+0,27 mg/g k.a.
diizeyleri arasinda 6l¢iilmiis ve kontrole ile karsilastirildiginda herhangi bir ayirim
gostermemistir (P>0,05) (Cizelge 4.8.).

Kas dokusunda da diger dokulara benzer sekilde K™ diizeyi kontrole gore
anlaml bir degisiklik gostermemistir (P>0,05) (Cizelge 4.8.). Bununla birlikte
8,57+2,11 mg/g k.a. ile 10,2+0,29 mg/g k.a. degerleri arasinda 6l¢iilmiistiir.
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4.1.3.4.(2).(e). Giimiis

Solunga¢ dokusunda Ag' etkisi ile azalis gosteren K’ diizeyi (P<0,01)
3,46+0,06 mg/g k.a. ile 4,19+0,23 mg/g k.a. olarak ol¢iilerek en diigiik diizeyde 5.
giin sonunda goézlendi (Cizelge 4.8.).

Bobrek dokusunda ise Ag’, 7,79+0,36 mg/g k.a. ile 10,0£1.0 mg/g k.a.
degerleri arasinda gozlenen K" diizeyine herhangi bir etki gdstermemistir (P>0,05)
(Cizelge 4.8.).

Kas dokusunda da bobrek dokusuna benzer sekilde 7,56+1,15 mg/g k.a. ile
8,92+0,11 mg/g ka. arahginda olgiilen K° iyon diizeyleri kontrol ile
karsilastirildiginda bir ayirim gostermemistir (P>0,05) (Cizelge 4.8.).
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Cizelge 4.8. Kronik metal etkisinde kalan O. niloticus dokularmdaki toplam K*
diizeyleri (mg/g k.a.). Veriler Aritmetik ortalama+Standart hata olarak verilmistir
(Kontrol grup, N=21; Metal etkisinde kalan grup, N=4; *: Istatistiksel olarak farkli
gruplar1 gostermektedir).

Metal  Etki Solungac¢ Bobrek Kas
siiresi (giin)

0 4,57+0,14 10,9+0,80 8,83+0,55
5 3,28+0,64* 6,77+0,20% 8,54+0,01
Ccd” 10 3,64+0,04* 6,98+0,29* 9,07+0,04
20 4,20+0,23 6,56+0,10* 8,93+0,37
30 3,83+0,10 6,50+0,36* 9,60+0,20

P<0,01 P<0,01 P>0,05
0 4,57+0,14 10,9+0,80 8,8340,55
5 3,60+0,09%* 10,0+0,94 6,09+0,88
Cu™? 10 4,08+0,42 8,73+0,24 9,76+0,14
20 4,18+0,16 7,46+0,28 7,93+1,49
30 3,95+0,16 7,78+0,43 9,64+0,17

P<0,05 P>0,05 P>0,05
0 4,57+0,14 10,9+0,80 8,83+0,55
5 4,38+0,17 8,43+0,42 10,3+0,24
Zn" 10 5,69+0,52%* 8,61+0,20 10,5+0,01
20 4,93+0,10 9,32+0,38 9,83+0,17
30 5,34+0,36 10,1+0,49 9,82+0,32

P<0,05 P>0,05 P>0,05
0 4,57+0,14 10,9+0,80 8,83+0,55
5 4,06+0,16 8,17+0,61 9,72+0,14
Cr't 10 4,07+0,03 7,80+0,25 8,57+2,11
20 4,62+0,34 8,20+0,27 10,2+1,34
30 4,26+0,32 7,96+0,33 10,2+0,29

P>0,05 P>0,05 P>0,05
0 4,57+0,14 10,9+0,80 8,83+0,55
5 3,46+0,06* 7,79+0,36 7.56+1,15
Ag’ 10 4,19+0,23 7,24+0,15 8,92+0,11
16 3,83+0,28* 10,0+1,01 8,65+0,24

P<0,01 P>0,05 P>0,05
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4.1.3.4.(3). Magnezyum Iyon Diizeyleri

Mg '? iyon diizeyleri kontrol baliklarinin solungag dokusunda 1,13+0,07 mg/g
k.a., bobrek dokusunda 1,09+0,05 mg/g k.a. ve kas dokusunda 1,54+0,06 mg/g k.a.
olarak olctldii (Cizelge 4.9.).

4.1.3.4.(3).(a). Kadmiyum

Solungac dokusunda Cd™ etkisinde, 0,94+0,08 mg/g k.a. ile 1,13+0,10 mg/g
k.a. arasinda Slgiilen Mg™ diizeyleri, kontrol grubu degerlerine yakin gdzlenmistir
(P>0,05) (Cizelge 4.9.).

Bobrek dokusunda da benzer sekilde 0,79+0,06 mg/g k.a. ile 0,89+0,02 mg/g
k.a. olarak dlciilen Mg™ diizeyi kontrol grubu ile karsilastirldiginda herhangi bir
ayirim gostermemistir (P>0,05) (Cizelge 4.9.).

Kas dokusunda da Cd™, etki siireleri sonrasinda 1,17+0,06 mg/g k.a. ile
1,48+0,06 mg/g k.a. olarak Slgiilen Mg diizeyi iizerinde herhangi bir degisiklige
neden olmamustir (P>0,05) (Cizelge 4.9.).

4.1.3.4.(3).(b). Bakir

Solunga¢ dokusunda Cu™’nin tiim etki siireleri i¢in 0,84+0,11 mg/g k.a. ile
1,1240,10 mg/g k.a. degerleri arasinda gdzlenen Mg™ diizeyleri kontrole gore
herhangi bir ayirim gostermemistir (P>0,05) (Cizelge 4.9.).

Bobrek dokusunda ise Mg™ diizeyleri 0,91+0,08 mg/g k.a. ile 2,65+1,19
mg/g k.a. deger araliginda olgiiliirken, en yliksek diizeyde 10. giin sonunda gozlendi
(P<0,01) (Cizelge 4.9.).

Kas dokusunda ise Mg" iyonunun 1,32+0,11 mg/g k.a. ile 1,86+0,32 mg/g
k.a. degerleri arasinda oOl¢iildiigii ve kontrole gore herhangi bir ayirim gostermedigi

belirlenmistir (P>0,05) (Cizelge 4.9.).
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4.1.3.4.(3).(c). Cinko

Solunga¢ dokusunda Mg* diizeyinin Zn"*nin uzun siireleri etkilerinde
artarak 1,32+0,08 mg/g k.a. ile 1,66+0,01 mg/g k.a. diizeyleri arasinda ol¢iildiigi
(P<0,05) ve en yiiksek diizeye 30. giin sonunda ulastig1 belirlendi (Cizelge 4.9.).

Bobrek dokusunda ise 1,09+0,11 mg/g k.a. ile 1,45+0,22 mg/g k.a. diizeyleri
arasinda 6lgiilen Mg iyonu kontrol grubu ile karsilastirldiginda herhangi bir ayirim
gostermemistir (P>0,05) (Cizelge 4.9.).

Kas dokusunda da bobrek dokusuna benzer sekilde kontrol grubu ile Zn™
etkisindeki gruplar arasinda 1,37+0,11 mg/g k.a. ile 1,97+0,19 mg/g k.a. degerleri
arasinda Olgiilen Mg diizeyi agisindan bir farklilik gézlenmemistir (P>0,05)

(Cizelge 4.9.).

4.1.3.4.3).(d). Krom

Solunga¢ dokusunda Mg™ diizeyleri, Cr'™® etkisinde 1,04+0,12 mg/g k.a. ile
1,33+0,19 mg/g k.a. degerleri arasinda 6l¢iilmiis ve kontrol grubuna gore bir farklilik
gostermemistir (P>0,05) (Cizelge 4.9.).

Bobrek dokusunda da Cr'®, Mg™* diizeylerinde uygulanan etki siireleri
sonunda herhangi bir degisiklige neden olmamis (P>0,05) ve Mg iyonu 0,84+0,11
mg/g k.a. ile 0,98+0,25 mg/g k.a. diizeyleri arasinda gozlenmistir (Cizelge 4.9.).

Kas dokusunda da Mg "™ diizeyleri kontrol ile karsilastirldiginda herhangi bir
ayirim gostermemis (P>0,05) ve 1,34+0,06 mg/g k.a. ile 1,83+£0,17 mg/g k.a.

degerleri arasinda Ol¢iilmiistiir (Cizelge 4.9.).
4.1.3.4.(3).(e). Giimiis
Solungag dokusunda Mg diizeyinin, Ag " nin tiim etki siirelerin i¢in kontrole

gore bir degisiklik gostermedigi (P>0,05) ve 1,29+0,10 mg/g k.a. ile 1,52+0,06 mg/g
k.a. deger araliginda 6lgiildiigii belirlenmistir (Cizelge 4.9.).
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Bobrek dokusunda ise 1,04+0,15 mg/g k.a. ile 2,37+0,22 mg/g k.a. diizeyleri
arasinda gozlenen Mg™ iyonun arttigr ve en yiiksek diizeyde 16. giin sonunda
Olciildiigl belirlendi (P<0,001) (Cizelge 4.9.).

Kas dokusunda da en uzun siireli Ag" etkisinde en yiiksek diizeyde gozlenen
Mg iyonu 1,77+0,06 mg/g k.a. ile 2,37+0,17 mg/g k.a. degerleri arasinda 6lgiildii
(P<0,001) (Cizelge 4.9.).
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Cizelge 4.9. Kronik metal etkisinde kalan O. niloticus dokularindaki toplam Mg ™
diizeyleri (mg/g k.a.). Veriler Aritmetik ortalama+Standart hata olarak verilmistir
(Kontrol grup, N=21; Metal etkisinde kalan grup, N=4; *: Istatistiksel olarak farkli
gruplar1 gostermektedir).

Metal Etki Solungac¢ Bobrek Kas
siiresi (giin)
0 1,13+0,07 1,09+0,05 1,54+0,06
5 1,02+0,08 0,80+0,03 1,34+0,04
Ccd” 10 1,09+0,09 0,89+0,06 1,30+0,06
20 0,94+0,08 0,89+0,02 1,17+0,06
30 1,13+0,10 0,79+0,06 1,48+0,06
P>0,05 P>0,05 P>0,05
0 1,13+0,07 1,09+0,05 1,54+0,06
5 0,97+0,06 1,33+0,22 1,38+0,07
Cu™? 10 0,99+0,13 2,65+1,19% 1,86+0,32
20 1,12+0,10 0,91+0,08 1,32+0,11
30 0,84+0,11 2,39+0,66* 1,53+0,13
P>0,05 P<0,01 P>0,05
0 1,13+0,07 1,09+0,05 1,54+0,06
5 1,32+0,08 1,19+0,10 1,93+0,08
Zn" 10 1,34+0,21 1,09+0,11 1,37+0,11
20 1,61+0,11% 1,45+0,22 1,88+0,05
30 1,66+0,01%* 1,26+0,05 1,97+0,19
P<0,05 P>0,05 P>0,05
0 1,13+0,07 1,09+0,05 1,54+0,06
5 1,16+0,18 0,96+0,17 1,83+0,17
Cr't 10 1,33+0,19 0,98+0,25 1,34+0,06
20 1,11+0,05 0,96+0,18 1,39+0,12
30 1,04+0,12 0,84+0,11 1,34+0,11
P>0,05 P>0,05 P>0,05
0 1,13+0,07 1,09+0,05 1,54+0,06
5 1,29+0,10 1,04+0,15 1,87+0,24
Ag" 10 1,52+0,24 1,45+0,15* 1,77+0,06
16 1,52+0,06 2,37+0,22%* 2,37+0,17*
P>0,05 P<0,001 P<0,001
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4.1.3.4.(4). Kalsiyum Iyon Diizeyleri

Kontrol grubu solunga¢ dokusunda Ca™ diizeyi 42,8+1,54 mg/g k.a, bobrek
dokusunda 0,52+0,05 mg/g k.a. ve kas dokusunda 0,39+0,04 mg/g k.a. olarak
belirlendi (Cizelge 4.10.).

4.1.3.4.(4).(a). Kadmiyum

Solungac dokusunda Cd™ etkisinde, 36,5+2,58 mg/g k.a. ile 46,0+2,99 mg/g
k.a. deger araliginda Glgiilen Ca™ diizeyi kontrol grubuna gore herhangi bir ayirim
gostermemistir (P>0,05) (Cizelge 4.10.).

Bobrek dokusunda da Ca™ diizeyi kontrol grubundan farkli bulunmamus
(P>0,05) ve 0,43+0,02 mg/g k.a. ile 0,58+0,03 mg/g k.a. dilizeyleri arasinda
Olciilmiistiir (Cizelge 4.10.).

Kas dokusunda Ca™ diizeyinin 6nemli oranda artis gostererek (P<0,001),
0,44+0,08 mg/g k.a. ile 17,242,24 mg/g k.a. degerleri arasinda oOlclildiigii ve en
yiiksek diizeyde 5 giinlik Cd™ etkisi sonunda gozlendigi belirlendi (Cizelge 4.10.).

4.1.3.4.(4).(b). Bakir

? etkisinde Ca™ diizeyi, 34,5+2,14 mg/g k.a. ile

Solunga¢ dokusunda Cu"
44,4+1,98 mg/g k.a. deger araliginda Olcililmiis ve kontrole gbre bir ayirim
gostermemistir (P>0,05) (Cizelge 4.10.).

Bobrek dokusunda ise 0,48+0,09 mg/g k.a. ile 1,53+0,29 mg/g k.a. diizeyleri
arasinda olciilen Ca™, en yiiksek diizeyde 10. giin sonunda gdzlendi (P<0,001)
(Cizelge 4.10.).

Kas dokusunda da artis gosteren Ca™ diizeyinin (P<0,001), 0,36=0,03 mg/g
k.a. ile 14,4+1,31 mg/g k.a. deger araliginda olgiilerek 5. giin sonunda en yiiksek

diizeye ulastig1 belirlendi (Cizelge 4.10.).
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4.1.3.4.(4).(c). Cinko

Solunga¢ dokusunda Zn™ etkisinde siireye bagli artis gdsteren (P<0,05)
41,440,95 mg/g k.a. ile 56,7+3,05 mg/g k.a. degerleri arasinda Olgiillen Ca™, en
ylksek diizeyde 30. giin sonunda gozlendi (Cizelge 4.10.).

Bobrek dokusunda ise Zn™? tiim etki siireleri icin 0,37+0,02 mg/g k.a. ile
0,47+0,06 mg/g k.a. araligida olgiilen Ca™® diizeyinde herhangi bir degisiklige
neden olmamustir (P>0,05) (Cizelge 4.10.).

Kas dokusunda da, Ca™ diizeyinin kontrol ile karsilastirildiginda herhangi bir
ayirim gostermedigi (P>0,05) ve 0,26+0,01 mg/g k.a. ile 0,37+0,03 mg/g k.a.
arasinda ol¢iildigi belirtilmistir (Cizelge 4.10.).

4.1.3.4.(4).(d). Krom

Solungag dokusunda Ca™ diizeyi, Cr'®’nin etkisinde 39,3+1,14 mg/g k.a. ile
46,6+4,95 mg/g k.a. degerleri arasinda Ol¢lilmiis ve kontrolden farkli olmadigi
gozlenmistir (P>0,05) (Cizelge 4.10.).

Bobrek dokusunda ise artig gdsteren Ca™ iyonunun 0,65+0,05 mg/g k.a. ile
1,88+0,38 mg/g k.a. diizeyleri arasinda Ol¢iilerek en yliksek diizeye 10. giin sonunda
ulastig1 kaydedildi (Cizelge 4.10.).

Kas dokusunda ise solunga¢ dokusunda oldugu gibi, Ca™ diizeyi kontrole
gore degisiklik géstermemis (P>0,05) ve 0,32+0,11 mg/g k.a. ile 0,57+0,12 mg/g k.a.
arasinda ol¢iilmustiir (Cizelge 4.10.).

4.1.3.4.(4).(e). Giimiis
Solungag dokusunda Ag" etkisinde Ca™ artarak en yiiksek diizeyde 16. giin
sonunda goézlendi (P<0,01) (Cizelge 4.10.). Bununla birlikte etki siiresince Ca™

diizeyinin 38,9+1,95 mg/g k.a. ile 56,1+£6,22 mg/g k.a. deger araliginda gozlendigi
belirtildi.
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Bobrek dokusunda da gibi Ca™ iyonu artarak, en yiiksek diizeye 16. giin
sonunda ulasti (P<0,001) (Cizelge 4.10.). Etki siiresi boyunca da Ca" diizeyi
0,63+0,08 mg/g k.a. ile 2,124+0,26 mg/g k.a. deger araliginda gdzlendi.

Kas dokusunda ise 0,42+0,03 mg/g k.a. ile 0,61+0,15 mg/g k.a. diizeyleri
arasinda gozlenen Ca™ iyonu kontrole gore anlamli bir ayirim gostermemistir

(P>0,05) (Cizelge 4.10.).
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Cizelge 4.10. Kronik metal etkisinde kalan O. niloticus dokularindaki toplam Ca™
diizeyleri (mg/g k.a.). Veriler Aritmetik ortalama+Standart Hata olarak verilmigtir
(Kontrol grup, N=21; Metal etkisinde kalan grup, N=4; *: Istatistiksel olarak farkli
gruplar1 gostermektedir).

Metal Etki Solungac¢ Bobrek Kas
siiresi (giin)
0 42,8+1,54 0,52+0,05 0,39+0,04
5 45,3+4,99 0,43+0,02 17,242,24*
Ccd” 10 42,7+1,84 0,58+0,03 4,51+1,66%
20 46,0+2,99 0,51+0,09 10,143, 14%
30 36,5+2,58 0,49+0,02 0,44+0,08
P>0,05 P>0,05 P<0,001
0 42,8+1,54 0,52+0,05 0,39+0,04
5 44,0+2,04 0,58+0,17 14,4+1,31*
Cu™? 10 38,0+0,96 1,53+0,29* 0,97+0,19
20 44,4+1,98 0,48+0,09 6,96+3,65*
30 34,542, 14 0,92+0,11%* 0,360,03
P>0,05 P<0,001 P<0,001
0 42,8+1,54 0,52+0,05 0,39+0,04
5 41,4+0,95 0,47+0,06 0,26+0,01
Zn* 10 48,0+3,72 0,41+0,02 0,37+0,03
20 48 8+1,20 0,37+0,02 0,28+0,03
30 56,7+3,05* 0,46:0,06 0,260,02
P<0,05 P>0,05 P>0,05
0 42,8+1,54 0,52+0,05 0,39+0,04
5 46,6+4,95 0,76+0,02 0,57+0,12
Cr't 10 46,6+6,88 1,88+0,38* 0,37+0,08
20 39,3+1,14 1,71+0,26* 0,32+0,11
30 48,1+6,44 0,65+0,05 0,42+0,03
P>0,05 P<0,001 P>0,05
0 42,8+1,54 0,52+0,05 0,39+0,04
5 38,9+1,95 0,63+0,08 0,42+0,03
Ag’ 10 53,8+5,12% 1,70+0,29* 0,51+0,09
16 56,1+6,22%* 2,12+0,26* 0,61+0,15
P<0,01 P<0,001 P>0,05
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4.2. Tartisma
4.2.1. ATPaz Karakterizasyonu

Bu boliimde O. niloticus dokularinda ATPaz enzim aktivitelerinin metallerin
in vivo akut ve kronik ile in vitro etkilerine verdikleri tepkinin degerlendirilebilmesi
icin enzimlerin en yiiksek aktivite gosterdigi ortam kosullarinin belirlendigi
karakterizasyon analizlerinin yapilmasi amaglanmistir. Elde edilen sonuglara gore
solunga¢ ve bobrek dokularinda 6lgiilen Na'/K'-ATPaz, Mg™-ATPaz, Toplam-
ATPaz ve Ca™-ATPaz enzim aktiviteleri en yiiksek diizeylerini ok az farklilik
gostermelerine karsilik genellikle ayni ortam kosullarinda gostermistir.

Karakterizasyon analizlerinin sonuglarina gore ¢alismanin daha sonraki
asamalarinda kullanilan inkiibasyon ortam kosullar1 solunga¢ ve bobrek dokusunda
Na'/K'-ATPaz, Mg+2—ATPaZ ve Toplam-ATPaz i¢in, 100 mM Na', 20 mM K, 4
mM Mg+2, 40 mM Tris, 3 mM ATP, pH 7,7 ve 37 °C sicaklik olarak belirlenmistir.
Ca™-ATPaz aktivitesi icin ise solunga¢ ve kas dokularinda inkiibasyon ortam
kosullart pH 7,7 ve 37 °C olmak iizere 1 mM Ca™, | mM EGTA, 4 mM Mg"™, 40
mM Tris ve 3 mM ATP icermektedir. Buna karsilik bobrek dokusunda Ca™-ATPaz
karakterizasyon calismalar1 sonu¢ vermediginden, diger ATPaz karakterizasyonu
sonuclarinin da her iki dokuda ayni olmasindan yola ¢ikarak Ca-ATPaz i¢in
solunga¢ dokusunda elde edilen veriler bobrek dokusu i¢in de kullanilmigtir. Elde
edilen karakterizasyon verilerinin Cizelge 4.11.’de gosterilen diger caligmalarla da
uygunluk gosterdigi gozlenmistir. Dicentrachus labrax L. ile yapilan galismada
solungag ve bobrek dokusu Na'/K'-ATPaz aktivitesinin 100 mM Na ve 20-25 mM
K" degerlerinde en yiiksek aktivite gosterdigi bildirilmistir (Trigari ve ark., 1985;
Diaz ve ark., 1998). Na'/K" oraninin genellikle 6,0’dan diisiik oldugunun gosterildigi
calismalarin sonuglart bu calismanin sonuclar1 ile de uygunluk gdstermektedir
(Gjevre ve Naess, 1996; Guynn ve ark., 2002; Atli ve Canli, 2008b). Buna karsilik
Diaz ve ark. (1998), Sparus aurata L.’nin bagirsak dokusunda Na'/K'-ATPaz

karakterizasyon sonuglarma gore Na'/K " oraninin ¢ok yiiksek (20/1) oldugunu
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Cizelge 4.11. Bazi balik tiirlerinde farkli dokulardaki Na'/K -ATPaz aktivitesi ortam kosullari.

Kaynak Balik tiirii (doku tipi) Na* K" Na"K" Mg”? ATP Mg™?:ATP Tris pH
(mM) (mM) (mM)  (mM) (mM)

Giles ve Vanstone (1976)  Onchorhynchus kisutch 100 20 5:1 5 5 1:1 30 7,4
(solungag)

Di Costanzo ve ark. (1983) Onchorhynchus mykiss 100 20 5:1 2 1 2:1 50 7,4
(bagirsak)

Ventrella ve ark. (1990) Sparus auratus L. 160 20 8:1 5 5 1:1 75 6,5
(solungag)

Spokas ve ak (2002) Pimephales promelas 60 20 3:1 5 4 5:4 50 7,7
(solungag)

Guynn ve ark. (2002) Trematomous bernacchii
Notothenia angustata 100 25 4:1 5 5 1:1 50 7,4
(solungag)

Atl1 ve Canli (2008b) Onchorhynchus mykiss 100 40 5:2 4 4 1:1 40 7,7
(solungag)

Atl1 ve Canli (2008b) Cyprinus carpio 100 30 10:3 3 4 3:4 40 7,4
(solungag)
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bulmuslar ve bunun en yiiksek enzim aktivitesi i¢in yiiksek oranda Na"ya ve diisiik
oranda K’ya duyulan gereksinimden kaynaklandigi bildirmislerdir.

Ouabainin, Na'/K'-ATPaz enziminin dis membran yiizeyindeki 6zgiin
bolgesine baglanarak enzim aktivitesini inhibe ettigi bilinmektedir (Nelson ve Cox,
2002; Andres ve ark. 2002). Buna bagh olarak Na'/K'-ATPaz aktivitesinin 1 mM
ouabain derisiminde inhibe olmas1 diger arastirmalarda da gosterilmistir (Ventrella
ve ark.,1990; Spokas ve ark., 2002). Buna karsilik Trematomous bernacchii ve
Notothenia angustata tiirlerinin solunga¢ ve Onchorhynchus mykiss ile Salmo salar
L.’nin bagirsak dokusunda yapilan ¢alismada ouabain derisimi sirasiyla 2 mM ve 8
uM-2 mM degerleri arasinda belirlenmistir (Gjevre ve Naess, 1996; Guynn ve ark.,
2002). Buna gdre ouabain derisiminin, enzimin ouabaine olan duyarliliginin sicaklik,
katyon ve lipit ortami gibi faktorlerden etkilenmesine bagli olarak farklilik
gosterebilecegi de bildirilmistir (Diaz ve ark., 1998).

ATPaz aktiviteleri i¢in gerekli olan Mg™ ve ATP derisimleri ise tim dokular
icin benzer bulunurken, 4/3 olarak belirlenen Mg */ATP orani ise 1,0’e yakin degeri
ile diger ¢aligmalarla uygunluk gostermektedir. Bu g¢aligmalarla, 1,0 degerindeki
Mg™/ATP oraminin poikilotermik canlilarin gesitli dokularinda optimal bir deger
oldugu bildirilmistir (Ventrella ve ark., 1990; Diaz ve ark., 1998; Atl ve Canli,
2008D).

Enzim aktivitelerinin Ol¢iimiinde gerekli inkiibasyon ortamindaki tampon
derisimi ile pH degerinin daha dnce yapilan ¢aligmalarda belirtilen aralikta oldugu
gozlenmistir. Buna gore farkl tiir ve dokularda calisilan enzim aktiviteleri 30-75 mM
tampon (Tris) ortaminda en yiiksek diizeyde gozlenmistir (Spokas ve ark., 2002;
Guynn ve ark., 2002) ve bu aralik bu ¢alismanin sonuglari ile de desteklenmektedir.
Inkiibasyon ortam pH’smmn da bu ¢alismada gosterildigi gibi genellikle 7,0-7,7
araliginda oldugu yapilan daha onceki calismalarda da kaydedilmistir (Gjevre ve
Naess, 1996; Diaz ve ark., 1998; Atli ve Canli, 2008b).

Enzim aktivitesinin analizlerinde reaksiyonun gerceklestigi ortam sicakligi 37
°C olarak belirlenmesine karsin, Mg™-ATPaz aktivitesi daha yiiksek sicaklik
degerlerinde de yiiksek aktivite gdsterebilmistir. Bu sonuca benzer sekilde, Diaz ve

ark. (1998) S. salar bagirsak Na'/K -ATPaz aktivitesini 40 °C’de, geri kalan ATPaz
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aktivitelerini ise 50 °C’de en yiiksek diizeyde Olg¢miislerdir. Bu alanda yapilan
calismalarda, inkiibasyon siiresine bagli olarak da degisiklik gosterebilen ATPaz
enzimlerinin genellikle 37 °C ve yakin degerlerde en yiiksek diizeyde aktivite
gosterdigi goriilmiistiir (Guynn ve ark., 2002; Alam ve Frankel, 2006)

Buna ¢k olarak Na”/K'-ATPaz, Mg -ATPaz ve Toplam-ATPaz
aktivitelerinin en yiliksek degerlerinin gozlendigi ortam kosullar1 arasindaki bazi
farkliliklara 6rnek olarak Sparus aurata L’nin bagirsak Na'/K'-ATPaz aktivitesinin
pH 7,5’de en yiiksek aktivite gOstermesi, geri kalan ATPaz aktivitesinin ise pH
8,0°de en yiiksek aktivite diizeyine sahip olmasi verilebilir (Diaz ve ark., 1998).
Bunun disinda Ventrella ve ark. (1990), aymi tiire ait solungag Na'/K'-ATPaz
aktivitesini sirastyla 160 mM Na', 20 mM K', 5 mM Mg+2, 5 mM ATP, pH 6,5
ortaminda en yiiksek diizeyde gozlemelerine karsilik Mg™ bagimli Na'-ATPaz
aktivitesini ise 75 mM Na', 2,5 mM Mg™ 1 mM ATP, pH 5,2°de en yiiksek diizeyde
gozlemisledir. Veillette ve Young (2004), somon Onchorhynchus tshawytscha’nin
bagirsak dokusunda yaptiklar1 karakterizasyon calismasi sonucu Na'/K'-ATPaz’in
7,4-8,0 pH araliginda 45 mM Na”, 10 mM K" ve 2,5 mM Mg™ iceren inkiibasyon
ortaminda en yiiksek aktivite gosterdigini ve 0,06 mM ouabain varliginda enzimin %
100 inhibe oldugunu gdstermislerdir. Istakoz ~ Nephrops norvegicus’un
solungaglarida 100 mM Na" ve 20 mM K derisiminde en yiiksek aktivite gdstermis
Na'/K'-ATPaz ile oligomisine duyarli Mg"*-ATPaz aktivitesinin 5 °C ve 55 °C
sicakliklarda % 100 inhibe olurken oligomisine duyarli olmayan Mg -ATPaz
aktivitesinin % 50’sinin ise 70 °C sicaklikta aktive olabildigi belirtilmistir. Bununla
birlikte tim ATPaz enzimlerinin 6 mM ATP derisiminde en yiiksek aktivite
gosterdigi belirlenmis, 1 mM ouabain derisiminde ise Na'/K-ATPaz aktivitesinin
tamamen inhibe oldugu gézlenmistir (Canli ve Stagg, 1996).

Shephard ve Simkiss (1978), tath su balig1 Rutilus rutilus ile yaptiklar
calismada solungag Ca™-ATPaz enziminin 2 mM Ca™, 2 mM Mg+2, 3 mM EGTA,
20 mM Tris ve 1 mM ATP (pH 7,8) iceren inkiibasyon ortaminda optimum aktivite
gosterdigini, buna karsin aktivasyonunun Na® veya K' iyonlarma gereksinim
duymadigini bildirmistir. Buna ek olarak Bansal ve ark. (1985) bir diger tath su

baligi olan Saccobranchus fossilis’in solungag ve kalp dokularinda Ca™*-ATPaz
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enzimini karakterize etmisler ve en yiiksek Ca™-ATPaz aktivitesinin solungag
dokusunda 3 mM Ca™, 3 mM ATP (pH 8,0) derisimlerinde kalp dokusunda ise 3
mM Ca™ ve 1 mM ATP derisimlerinde gozlendigini belirtmislerdir. Antartik balig:
Adamussium colbecki’nin kas Ca'>-ATPaz karakterizasyon sonucuna gore enzim, 2
uM Ca™, 200 mM K ve pH 7,2 ortam kosullari ile yaklasik 1 mM ATP derisiminde

en yiiksek aktivite diizeyine ulagmistir (Viarengo ve ark., 1999).
4.2.2. In vivo ATPaz Aktivitesi (Akut Uygulama)

Bu calismanin akut doneminde, metallerin (Cdﬂ, Cu+2, Zn"2, Cr+6, Ag+) artan
derigimlerinin (0,1, 0,5, 1,0, 1,5 pg/mL) O. niloticus dokularinda (solungag, bobrek,
kas) ATPaz aktiviteleri (Na'/K'-ATPaz, Ca'>-ATPaz, Mg-ATPaz, Toplam-
ATPaz), toplam protein, metal ve iyon (Na*, K, Ca™, Mg"™) diizeylerine kisa siireli
etkilerinin (96 saat) in vivo kosullarda incelenmesi amaglanmustir.

Elde edilen sonuclar genel anlamda Ozetlenecek olunursa; kontrol enzim
aktivitelerinin dnceki ¢aligmalarda belirtilen araliklarin (1-21 umol Pi/mg prot./sa.)
igerisinde oldugu gozlenmistir (Ventrella ve ark., 1990; Diaz ve ark., 1998). ATPaz
enzim aktiviteleri akut donem metal etkileri sonunda genellikle azalmistir. Buna
karsilik akut dénemde bobrek dokusunda Ag" ve Cu™ etkisinde Na'/K'-ATPaz,
Mg ?-ATPaz ve Toplam-ATPaz ile Cr™® etkisinde kas Ca"*-ATPaz aktivitesinde artis
kaydedilmistir. ATPaz enzimlerinin metal tipi, derisimi ve doku tipine bagli olarak
farklilik gostermekle birlikte azalis yoniinde tepki vermesi, bu alanda yapilan
calismalarla da uygunluk gostermektedir (Ay ve ark., 1999; Morgan ve ark., 2004;
Silvestre ve ark., 2005; Atli ve Canli, 2007). Toplam protein diizeyi ise Cu"
etkisinde tim dokularda azalirken, kas dokusunda Ag” ve Cd™ etkisinde artrmustur.
Toplam metal diizeyleri ise solunga¢ dokusunda tiim metaller i¢in derisim diizeyi ile
orantili olarak 6nemli diizeyde birikim gosterirken, bobrekte sadece Cd™, kas
dokusunda ise Cd™, Zn" ve Cu™ birikim géstermistir. Saptama simrlarinin altinda
kaydedildiginden Ag" ve Cr'® birikimi ise gdzlenememistir. Toplam iyon diizeyleri
metal tipi, derisimi ve dokuya gére degisiklik gostermekle birlikte genellikle Ca™ ile

Mg " iyonlar1 metal etkilerinde artarken, Na* ile K" iyonlari azalis gdstermistir.
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Yapilan ¢aligmalar glintimiizde artan ¢evresel kirlilik sonucu metallerin toksik
etkilerinin  degerlendirilmesinde, 1iyon tasinmasi, hiicresel sivi hacminin
diizenlenmesi, zar potansiyelinin korunmas: gibi kilit O6neme sahip ATPaz
enzimlerinin  biyolojik belirtegler olarak biiyilk ©Oneme sahip olduklarini
vurgulamaktadirlar (Watson ve Beamish, 1981; Canl1 ve Stagg, 1996; Atli ve Canli,
2007). Bunlardan Na'/K'-ATPaz, hiicre i¢indeki 3 Na" iyonunu hiicre digina 2 K"
iyonunu hiicre i¢ine tasimak i¢in ATP molekiiliinden agiga ¢ikan enerjiye gereksinim
duymaktadir. Hem deniz hem tath su teleostlarinin 6zellikle solungag, bobrek ve
bagirsak gibi osmoregiilator organlara 6zgii bir enzim olan Na'/K'-ATPaz enzimi
temelde hiicre i¢i homeostazisin korunmasindan sorumludur. Na'/K'-ATPaz,
yaklastk 100 kDa agirhigindaki katalitik a-alt iinitesi ile 55 kDa agirligindaki
glikozile B-alt {initesinden olusmus —SH grubu bakimindan zengin ve bir steroid
tiirevi (kardiyak glikozit) ouabain tarafindan inhibe olan bir enzimdir (Heath, 1987;
Diaz ve ark., 1998; Ribeiro ve ark., 2002). Mgﬁ’nin tasinmasindan sorumlu Mg+2—
ATPaz, hiicre zarinin biitiinligii ve gegirgenliginin korunmasinda diger ATPaz
enzimleri ile birlikte gorev alan bir enzimdir. Mitokondriyal Mg™-ATPaz, balik
ATPaz sisteminde en 6nemli enerji bagintilh enzimdir ve Mg ?-ATPaz inhibisyonu
oksidatif fosforilasyonu etkilemektedir. Sarkoplazmik retikulum tiibiillerinde lokalize

25 -
‘nin nM

olan Ca™-ATPaz, hiicre zarmm stabilizasyonu i¢in gerekli olan Ca
diizeylerinde aktive olabilmekte ve ATP hidrolizinden agiga c¢ikan enerjiyi
kullanarak sitoplazmadan Ca™’nin uzaklastirilmasinda ve bdylece diisiik hiicresel
Ca™ igeriginin korunmasinda gérev almaktadir (Watson ve Beamish, 1981; Saxena
ve ark., 2000). Zara bagh enzimler olan ve dokulardaki iyon hareketleri, osmotik
basing, zar gecirgenligi lizerinde ve yiiksek enerjili metabolik transformasyonlarin
kontroliinde 6nemli gorevlere sahip olan Adenozin trifosfataz (ATPaz) enzimlerinin
ylksek elektronegatif 6zellik gdstermeleri nedeniyle gecis 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). Enzimin metallerin in vivo ve in vitro etkisine duyarli oldugu ve ATPaz

aktivitesindeki degisikliklerin, ¢esitli cevresel kirleticilere cevap olarak olustugu
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gosterilmistir (Watson ve Benson, 1987; Canli ve Stagg, 1996; Kamunde ve Wood,
2003). Buna ek olarak ¢esitli toksikolojik ve fizyolojik etkenlerin in vivo ve in vitro
metal etkilerinde farkliliklara neden oldugu bildirilmistir (Stagg ve Shuttleworth,
1982; Pinkney ve ark., 1989; Lemaire-Gony ve ark., 1995).

Baliklarin dis ortamdaki osmolariteye (tuzluluk) karsin hiicre disi1 sivilardaki
osmotik derisimin aktif olarak diizenleyebilme yetenegi olarak tanimlanan
osmoregiilasyon islevinin gergeklestigi solungag, bobrek ve bagirsak dokularinda su
ve iyon hareketleri diizenlenmektedir (Pinkney ve ark., 1989; Pelgrom ve ark., 1995;
De La Torre ve ark., 2000). Bodylece sucul organizmalarin su ve iyon
homeostazislerini dengeleyerek degisen dis ortam kosullarina uyum saglama
yeteneklerinde (osmotik ve iyonik diizenleme) birincil 6neme sahiptir. Bu baglamda
plazma Na' ve CI, yogun miktarda bulunmakla birlikte osmotik basincin
diizenlenmesinde, K", Mg™ ve Ca™ ise diger yasamsal fonksiyon ve
mekanizmalarda hiicre i¢i ve hiicre dis1 sivilarda osmotik ve iyonik regiilasyonun
diizenlenmesi adina 6nemli gorevlere sahiptir (Larsson ve ark., 1985, Simkiss ve
Taylor, 1989). Baliklarda solunga¢ dokusu solunum gazlari, elektrolitler, su ve
nitrojenli atiklarin taginmasinin ve asit-baz dengesinin gergeklestigi biyolojik
ortamdaki tartismasiz en karmasik epitellerden biridir. Bu karmasik fonksiyonlari
yerine getirebilmek icin yiizlerce filament ile binlerce lameller yapidan olusan bu
epitel doku baligin toplam yiizey alaninin yaklasik % 50’sini olusturmaktadir. Bu
anlamda da metallerin toksik Ozelliklerinin goézlendigi birincil hedef organlardan
biridir. Bunun disinda bobrek dokusu da metallerin depolandigi ve metal
detoksifikasyon mekanizmalarinin gerceklestigi diger Onemli osmoregiilator
dokulardan biridir. Kas dokusu da balikta besin zincirinde 6nemli bir besin kaynagi
olusturmas: nedeniyle ve Ca>-ATPaz aktivitesinin en yiiksek aktivite gosterdigi
doku olmas1 nedeniyle metal toksisite ¢alismalarinda 6nemli bir belirte¢ doku olarak
calisilmaktadir (Heath, 1987; De La Torre ve ark., 2007).

Metallerin hiicre ylizeyine tutunmasini, ortamdaki serbest metal iyonu
derigimi, epitelyal yiizeydeki ligantlarin sayisi ve tipi, iyon alimi ve bununla iligkili
ylzey ligantlar1 ile yer degistirme gibi ¢esitli faktorler etkileyebilmektedir (Handy ve

ark., 2002). Metallerin enzim molekiliinii etkilemesi {i¢ olas1 sekilde
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gerceklesebilmektedir: 1. Metallerin hedeflerinden biri proteinlerin yapisindaki —SH
gruplaridir ve bu gruplar metaller tarafindan okside olmaya egilimli olduklarindan
proteinlerdeki  hidrojen baglar1 ve {i¢ boyutlu yapilarinda bozulmalar
gerceklesmektedir. Bolgeye bagl olarak da bu etkilesimler enzim aktivitelerinde
azalmaya neden olabilmektedir. 2. Karbonik anhidraz yapisindaki Zn™ gibi metaller
enzim molekiiliiniin yapisina katiliyorsa diger metaller bununla yarigsabilmekte ve
sonucta fonksiyonel aktiviteyi etkileyecek lic boyutlu yapida degisikliklere neden
olabilmektedir. 3. Metaller proteinlerin yapisina selat veya tuz olusturmak iizere
dahil olabilmektedir (Dawson, 1982; Brooks ve Mills, 2003).

Bu sonuclar 1s18inda  enzim  aktivitesinde gerceklesen azaliglar
osmoregiilasyon sistemindeki bozulmalardan veya hiicre zarinda olusan yapisal
hasarin sonucunda =zar gegirgenliginin degismesinden kaynaklanabilmektedir.
Bununla birlikte metallerin tek ve iki degerlikli iyonlarla yarigmasi veya enzim
yapisindaki —SH gruplarina baglanarak konformasyonel degisikliklere neden olmasi
da aktivitede azalmaya neden olabilmektedir. Enzim aktivitesindeki artiglar ise
bozulan  dilizenin tekrar onarilabilmesi i¢in telafi mekanizmalar ile
aciklanabilmektedir. De La Torre ve ark. (2007), balikta Na'/K'-ATPaz aktivitesinin
su kaynakli 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 biitiinligliniin bozulmasma dogrudan kirleticilerin etkisi veya dolayl
olarak endokrin sistemin hasar gormesine bagli olarak gelistigini vurgulamislardir.
Bu nedenle de bu enzimlerin degisen ortam kosullarina verdikleri cevabin stresin
siiflandirilmasinda ve metabolik uyum diizenlemelerinin yapilmasinda 6nem

2 ve Hg' gibi metallerin akut

kazandigin1 belirtmiglerdir. Cu®, Ag’, Cd"™, Zn
toksisitelerinin kilit mekanizmasinin solunga¢ Na'/K -ATPaz inhibisyonu ile iliskili
osmoregiilator hasar oldugu bildirilmistir (McGeer ve Wood, 1998; Bianchini ve

ark., 2005, Monserrat ve ark., 2007).
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4.2.2.1. Kadmiyum

O. niloticus’un 96 saatlik akut Cd™ (5, 15, 25 pg/mL) etkisi sonrasinda
solungag Na'/K'-ATPaz aktivitesinde herhangi bir degisim gozlenmemis, plazma
Na' diizeyi farklihk gdstermezken plazma Ca™ diizeyinin etki siiresi sonunda
derisime bagl bir azalig gosterdigi belirtilmistir (Garcia-Santos ve ark., 2006). Bu
calismada ise aymi etki siliresinde daha diigiik derisimler kullanilmasma karsin
Na'/K'-ATPaz aktivitesi solunga¢ bobrek ve kas dokusunda 6nemli diizeyde
azalmus, bunun yaninda doku Na® diizeyleri azalirken, Ca™ diizeylerinin ise doza
bagl bir artig gosterdigi bulunmustur. Baliklar homeostazi i¢in gerekli iyonlar
solungaclar aracilifiyla sudan almaktadirlar. Metal etkilerinde, organlardan iyon
akisini ve solungaglarda aktif iyon alimindan sorumlu klorit hiicrelerin hasar
gormesini izleyen elektrolit kaybinin gozlendigi gosterilmistir (Lauren ve McDonald,
1987; Tkatcheva ve ark., 2004; Garcia-Santos ve ark., 2006). Birincil toksik etkileri
arasinda sayilan ve Cd*’nin Ca™ iyonu ile yiiksek ilgili Ca™ baglayan bélgeler igin
yarisarak Ca™ alimmi bloke ettigi ve bdylece klorit hiicrelerin bazolateral
membraninda bulunan Ca™ pompasini inhibe ettigi bilinmektedir (Pelgrom ve ark.,
1997). Bununla ilgili olarak yapilan analizler sonucunda tiim dokularda Cd*
etkisinde gozlenen Ca’>-ATPaz inhibisyonu ve Ca™ iyon akismm bozulmasi bu
durumu desteklemektedir. Metallerin dokulardaki elektrolit diizeylerine olan
etkilerindeki farkliliklarin balik ve metal tiirlerine, metal derigimleri ve suyun
kimyasina bagli olabilecegi belirtilmistir (Morgan ve ark., 1997; Rogers ve ark.,
2003; Garcia-Santos ve ark., 2006).

Yapilan in vivo ve in vitro ¢aligmalar, Cd"* nin farkl tiirlerde Na'/K"-ATPaz
aktivitesini inhibe ettigini gostermistir (Wendelaar Bonga ve Lock, 1991; Lionetto ve
ark., 2000; Garcia-Santos ve ark., 2006). Tathh su baliklarinda solunga¢ klorit
hiicreleri, Ca™ almmnin gerceklestigi temel bolgedir ve Ca™ iyonunun su ortamindan
kana gecisi aktif ve pasif bilesenleri igermektedir. Sudan Ca™ iyonunun klorit
hiicrelere girisi klorit hiicre apikal membraninda bulunan Ca™ kanalindan
elektrokimyasal gradiente gore pasif mekanizmayla olmaktadir. Bazolateral

membrana hareketi ise Ca™ baglayan proteinlerle gerceklesmektedir. Kana gegisi ise
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aktif tagima ile Ca™>-ATPaz tarafindan olmaktadir ve Ca™ aliminin klorit hiicre
sayistyla dogru orantili oldugu ve klorit hiicre yilizey alanindaki konformasyonel
degisikliklerin Ca** alimim etkiledigi belirtilmektedir (MacKenzie ve Perry, 1997).
Wong ve Wong (2000)’un, 7 giin siireyle 0,04-0,16 pg Cd™/mL etkisinde kalan O.
mossambicus’un solunga¢ dokusunda Cd™ diizeyinde derisime bagli bir artis
gozledikleri ve solungag Ca™-ATPaz aktivitesinin Gnemli olgiide azalmasinin
gosterildigi caligmalart bu tez calismast ile de uygunluk gostermektedir. Solungag
hiicrelerindeki klorit hiicrelerinden hem Cd™ hem de Ca™ iyonunun tasinarak
elektrokimyasal gradiente gore Ca™ kanali aracihigiyla apikal membrana pasif olarak
gectikleri bilinmektedir ve metallerin Ca™-ATPaz enzimini de icine alan bazolateral
tagima mekanizmasinin inhibisyonuna neden olduklar1 belirtilmektedir (Rogers ve
ark., 2003). Mg diizeyi alabalikta hiicresel ve enzimatik fonksiyonlarin korunmasi
icin 1 mM’nin altinda tutulmasi gerektiginden, iyon diizeyi siki bir sekilde
diizenlenmektedir. Mg™ iyonundaki artisa karsin K iyonunda bir artisin
gozlenmemesi hipokalsemik tepki ile iliskili olabilmektedir. Ca™ ve Mg™
iyonlarimin baliga farkli yollardan girmelerine karsin her iki iyon arasinda bir
etkilesimin oldugu goriisii yaygindir. Ornegin diisik Mg™ alimimin alabalikta Ca™
diizeylerinde artisi uyardigi gosterilmistir. Mg™ iyonunun solungag ve bagirsak
dokularinin apikal membranindan elektrokimyasal gradiente bagli pasif olarak
hareket ettigi ve Ca™ iyonunun da bu harekette rol oynadig: diisiiniilmektedir (Flik

ve ark., 1993).
4.2.2.2. Bakir

Su ortaminda metallerin epitelyal hiicrelere tasinmasi; a. Apikal/mukozal
membrana tutunma, b. Hiicreye giris, ¢. Hiicre i¢i etkilesim, d. Hiicreden kana geg¢is
asamalarini igermektedir. Genellikle Cu™, Na' ile zar yiizeylerine difiizyon igin
yarismakta ve Na' kanallarina baglanabilmektedir. Genellikle Na™ iyonunun
epitellerden emilimi dis ortamdan hiicre i¢ine Na’nin iyon kanallar1 veya protein
tastyicilar (kolaylastirilmis difiizyon) ile gerceklesmektedir. Hiicreden kana gecisi ise

elektrokimyasal gradiente karsi Na'/K'-ATPaz enzimi tarafindan saglanmaktadir.
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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 6nem kazanmaktadir. Cu™®, Na'/K'-
ATPaz aktivitesini enzimin alt iinitelerinde bulunan tiyol gruplarma veya Mg™
baglama bdlgelerine baglanarak inhibe edebilmektedir (Handy ve ark., 2002).
Yapilan ¢aligmalar Cu™’nin proteinlere ilgisinin yiiksek oldugunu ve doku Na'
diizeylerinde azalisa neden olarak Na'/K'-ATPaz aktivitesini indirgedigini ve
Na'/K'-ATPaz tarafindan K' alimim1 dogrudan inhibe ederek doku K’ diizeyini
azalttigin1 bildirmislerdir (Li ve ark., 1998; Handy ve ark., 2002). Bu toksisite
mekanizmas1 bu ¢alismada akut Cu™ etkisinde solunga¢ ve bobrek dokularinda
Na'/K'-ATPaz aktivitesi ile birlikte doku Na™ ve K' diizeylerindeki azalmayla
gosterilmistir.

De Boeck ve ark. (2007) kdpekbalig1 Squalus acanthias’in 72-96 saatlik 500-
1500 pg Cu™/L etkisinin ardindan yiiksek Cu™ derisimlerinde solungag yapisindaki
hasara bagh Na'/K'-ATPaz aktivitesinin sirastyla % 45 ve % 62 azals gosterdigini
ve solungag ile bobrek dokularinda da derisime bagh Cu'? birikiminin gézlendigini
belirtmislerdir. Buna karsilik, Grosell ve ark. (2003), 0,52 ve 1,73 mM Cu’nin 7
giin slireyle kemikli bir balik tiirii olan Myoxocephalus octodecemspinosus’un
solungag ve bagirsak Na'/K'-ATPaz aktivitesi ile plazma Na”, Mg™ ve CI
diizeylerini dokularda Cu™ birikimine karsmn degistirmedigini belirtmislerdir.
Arastiricilar solungaglarda metal birikiminin, sudan net apikal metal girisi ile
solungag hiicrelerinden kana net bazolateral gecis arasindaki fark ile gerceklestigini

+ .
>nin 5

sOylemiglerdir. O. mykiss ile yapilan diger bir ¢alismada ise 2,4 mM Cu
giinliik etkisi sonrasinda klorit hiicrelerinde sentezlenmesi uyarilan metallothioneinin
Na"/K'-ATPaz aktivitesini Cu™ toksisitesinden korudugu belirtilmistir (Dang ve
ark., 2000). Elde edilen bu veri ise diger arastirma ve bu caligma sonuglarinda
gbzlenen enzim aktivitelerinde gerceklesmeyen degisikliklerin nedenlerinden biri
olabilir.

Bu konuda diger bir tatli su organizmasi olan Gammarus pulex ile yapilan

calismada, 10 mg Cu™/L ve iizerindeki derisimlerde solunga¢ Na'/K'-ATPaz ve
Mg™-ATPaz aktivitelerinin onemli diizeyde indirgendigi fakat Mg™-ATPaz
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aktivitesinin Cu' tarafindan daha az etkilendigi belirtilmis bununla birlikte plazma
Na“ diizeyinde de diisiisiin gozlendigi bildirilmistir (Brooks ve Mills, 2003).
Arastiricilarn Cu™’nin Na/K'-ATPaz aktivitesine in vivo ve in vitro etkilerinin
benzerlik gosterdigi yorumu bu g¢alisma ile de desteklenmistir. Na'/K'-ATPaz’in
Mg™?-ATPaz’a gore metal etkilerine daha duyarli olmasi, Na/K'-ATPaz’in
ekotoksikoloji alanindaki ¢aligmalarda biyokimyasal belirte¢ olarak sik kullaniminm
vurgulamaktadir. Buna ek olarak Mg">-ATPaz aktivitesinin in vivo ve in vitro metal
etkilerinde degisiklik gostermedigine ait ¢esitli aragtirmalar da yapilmistir (Kramer
ve ark., 1986; Watson ve Benson, 1987; Lionetto ve ark., 2000).

Pelgrom ve ark. (1995), O. mossambicus’un iyon diizeylerine Cu™ (50, 100,
200 pg/l), Cd™ (20, 35, 70 pg/L) ve bu metallerin karisimlarinin 6 giin siireyle
etkilerini incelemis ve plazma Na”, Cl" ve Ca™ ile baligin tiim viicudundaki Na”
diizeylerinin énemli diizeyde azaldigini, Ca™ diizeyinin ise yiiksek derisimlerde artig
gosterdigini belirtmistir. Viicut Na™ ve Ca™ diizeyleri de bu calismada dlgiilen

degerlerle benzerlik gostermektedir. Cd™, Zn™

ve Hg™nin ozellikle yiiksek
derisimlerde siilfidril gruplarina baglanarak iskelet ve kalp Na’ kanallarmi bloke

ettigi belirtilmistir (Morgan ve ark., 2004).
4.2.2.3. Cinko

Balik hiicre i¢i Zn™* diizeyleri dar araliklarda tutulmaktadir ve bu diizenleme
Zn"*’nin hiicre i¢i boliimlere ayrilmasmi ve metallothionein gibi 6zgiin proteinlere
baglanmasim igermektedir. Zn™, Ca™ ve Mg™ iyonlari arasindaki kimyasal
benzerlik, Zn" ile Mg™-ATPaz ve Ca™>-ATPaz’in aktif bolgelerindeki baglanma
yerleri i¢in Mg™* ve Ca' iyonlar: arasindaki yarisa neden olmaktadir. Na”/K ™-ATPaz
aktivitesinde inhibisyona neden olusu ise enzim molekiiliiniin aktif bolgelerinde
bulunan ve enzimin ii¢ boyutlu konformasyonel yapisinin korunmasi i¢in gerekli —
SH gruplarina baglanmasi ile agiklanmaktadir. Watson ve Beamish (1980, 1981),
alabalikta Zn"*’nin solunga¢ Na/K-ATPaz aktivitesini in vivo kosullarda artirirken,
in vitro kosullarda azalttigin1 belirtmistir. Yapilarindaki fonksiyonel -SH gruplarina

bagli olarak metal etkisinde inhibe olan enzimlerin aktivite Ol¢limleri, kirlilik
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caligmalarinda biiyiik 6nem kazanmaktadir (Shephard ve Simkiss, 1978; Wong ve
Wong, 2000).

Rogers ve ark. (2003), 1 mg Pb™*/L etkisinde kalan O. mykiss’in dokularinda
birikim gosteren Pb™*nin en yiiksek oranda solungaglarda daha sonra sirasiyla
bobrek ve karacigerde oldugunu belirtmis, 48 saat sonrasinda plazma Ca™, Na' ve
CI" diizeylerinde azalmaya karsin plazma Mg diizeyinde ise artisin oldugunu ve bu
siirenin  sonunda solungag Na'/K'-ATPaz aktivitesinin % 40 oraminda inhibe
oldugunu bildirmislerdir. Elde edilen sonu¢ da arastiricilar tarafindan akut Pb™
etkisinin neden oldugu iyonoregiilator hasar ile agiklanmis ve Pb™’nin Ca'™ iyonu ile
yarismasinm Cd™> ve Zn' ile benzerlik gosterdigine dikkat ¢ekmislerdir. Bununla
birlikte Ag” ile Cu™ gibi Pb™*’nin Na" iyon dengesini bozmasi bu ¢alismadaki metal
etkilerinde de gozlenmistir. Benzer sekilde Hogstrand ve ark. (1996), Zn"*’nin
solungag klorit hiicre membranim Ca™ ile benzer yolla gectigini belirtirken, 100 pM
serbest Zn"* varliginda alabalik solungag Ca™>-ATPaz enziminin bloke oldugunu
gormiislerdir. Metal birikiminde solungacglarin birincil hedef ve metal alimmin
gerceklestigi organ olmasi, nefrotoksik etkilerin gozlendigi bobreklerin ise metaller
icin se¢ici olmalar1 nedeniyle 6nem kazandigi bilinmektedir (Heath, 1987; Canli ve

Atli, 2003).

4.2.2.4. Krom

Alabalik Salmo gairdneri’nin gesitli dokularinda 2,5 mg Cr ®/L’nin 48 saatlik
etkisi sonrasinda Na'/K'-ATPaz aktivitesindeki inhibisyona karsm, Mg™-ATPaz
aktivitesinde bir degisikligin gozlenmedigi belirtilmistir (Kuhnert ve ark., 1976).
Buna ek olarak Sancho ve ark. (2003), 0,22 mg/L derisimindeki tiyobenkarbin 96
saatlik etkisinde kalan yilan bali§1 Anguilla anguilla’nin solungag ve kas dokularinda
Na'/K'-ATPaz, Mg™?-ATPaz ve Toplam-ATPaz aktivitelerini incelemislerdir.
Sonugta dokularda en fazla Na'/K'-ATPaz aktivitesinin etkilenmesi ile birlikte tiim
ATPaz enzimlerin aktivitelerinde Onemli diizeyde azalma kaydetmislerdir.
Aragtiricilar osmoregiilator hasarin olusumundan 6nce ATPaz enzimlerinin erken

uyarict belirtegler olarak kullanimlarinin 6nemini vurguladiktan sonra solungag
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dokuda ATPaz enzimlerin daha duyarli olmasina karsin kas dokusunda daha diisiik
bir inhibisyon diizeyinin gdzlendigini belirtmislerdir. Chhaya ve ark. (1997), agir
metal ve cesitli organik bilesikleri igceren yiiksek pH’l1 endiistriyel atiklarin g¢esitli
derigimlerinin 2-6 giinliik etkilerinde Periophthalmus dipes’in farkli dokularinda
ATPaz aktivitelerini incelemislerdir. Buna gore karaciger, beyin ve kas Na'/K'-
ATPaz, Toplam-ATPaz, Ca™-ATPaz ve Mg™-ATPaz aktivitelerinde etkiye bagh
genel bir inhibisyon gozlenmesine karsin, en diisiik derisimin en uzun etki siiresinde
cogunlukla ve bazi yiiksek derisim etkilerinde enzim aktivitelerinde artis
gbzlemlemislerdir. Ca™-ATPaz ve Mg™-ATPaz inhibisyonu sonucu, farkli kimyasal
norotransmiterlerin salinimi gibi birgok fizyolojik mekanizmanin diizenli olarak
gorev gormesi ve kas kasilmasinda 6nemli rolii olan Ca™ ve Mg™ iyonlariin
alinmast ve tasmmmasmin indirgendigi bildirilmistir. Arastiricilar  gézlenen
inhibisyonun kirleticilerin hiicre zarinda iyon tagima sistemlerinde etki gostermeleri
sonucuna, artigin ise gelisen uyum mekanizmalarina bagli olabilecegini belirtmistir.
Midye Perna viridis’in, 1 mg Cr'*/L etkisinde cesitli dokularinda Na'/K'-ATPaz,
Ca™-ATPaz ve Mg"-ATPaz aktivitelerinin azaldigi ve bunun metalin membrana
bagli enzimlerin bulundugu lipit ortamimi etkilemesinden kaynaklanabilecegi

belirtilmistir (Vijayavel ve ark., 2007).

4.2.2.5. Giimiis

Onchorhynchus mykiss’in 75 saatlik 2-10 pg Ag'/L etkisinde solungaglardan
Na" ve CI" alim ile birlikte plazma Na' ve CI diizeylerinde azalma ve solungag
Na'/K'-ATPaz aktivitesinde % 85 inhibisyon gdzlenmistir. Aym1 zamanda in vitro
670 pg Ag'/L etkisinde ise enzim aktivitesinde % 50 inhibisyonun gozlendigi ve
Na'/K'-ATPaz’in gosterdigi duyarlilik sonucu enzimin biyolojik etkilerin dogrudan
ve hizli saptanmasinda 6nemli bir belirte¢ olarak onem kazandigi belirtilmistir
(Morgan ve ark., 1997). Morgan ve ark. (2004), alabalik O. mykiss ile yaptiklari
caligmada 24 saatlik 1,92 pg Ag'/L etkisinde solungag Ag" birikiminin hizla artig
gosterdigini ve Na' almmm ile Na'/K'-ATPaz aktivitesinin indirgendigini

kaydetmislerdir. Arastiricilar  su kaynakli Ag”nmn Na® kanali araciligiyla
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solungaglardan girerek Na'/K'-ATPaz aktivitesini inhibe ettigini ve sonugta Na' ve
CI' kaybina bagli iyon regiilasyonu hasar1 ile dolasim bozukluguna neden olarak
oliimlere yol agtigimi belirtmislerdir. Elde edilen sonuglar, Ag" birikimi, Na'/K'-
ATPaz inhibisyonu ve Na" azalisinin gdzlendigi bu calisma ile de desteklenmektedir.
Rogers ve ark. (2003) tipik divalent katyonlarin Ca™ antogonisti olmalarma karsin,
Pb**’nin iyonoregiilatdr hasara neden olarak monovalent iyon diizeyini etkiledigini
yorumlanuslardir. Arastiricilar aym1 zamanda Pb™ ile Ag”y1 Na'/K'-ATPaz
aktivitelerine olan etkileri yoniinden de karsilastirmis ve Ag ’nin enzimin —SH
gruplarina baglandigini, Pb™’nin ise enzimin aktif bolgesindeki karboksil grubuna
baglanip fosforilasyon aktivitesini indirgeyerek Agya gore daha az inhibisyona
neden oldugunu belirtmislerdir.

Akut Ag' toksisitesinin gosterildigi Grosell ve ark. (2000)’1n O. mykiss ile
yaptiklar1 ¢alismada, 3-22 mg Ag'/L etkisinde 24 saat sonunda solungag¢ Na'/K'-
ATPaz aktivitesindeki inhibisyonla birlikte Na” ve CI" aliminin indirgenmesi ve Na"
kaybinin kilit mekanizmalar oldugu bildirilmistir. Ag"~nin tath su baliklarinda son
derece toksik oldugu, Na" kanali araciligiyla girdigi baliklarda Na® iyonunu taklit
ederek Oltimlere neden olduguna da calismalarinda deginilmistir. Baliklar, kan ve
doku osmolaritelerini, fazla suyu boébrek dokularindan atarak ve tuz kaybim
solungagclardaki klorit hiicreleri aracihigryla sudan kana Na" ve CI iyonlarmin aktif
taginmast ile gidererek diizenlemektedir (Sancho ve ark.,, 2003). Tath su
organizmalarinda akut Cu™ ve Ag" toksisitelerinin benzer dzellik gosterdigi ve genel
olarak solunga¢ Na' ve CI" alimim indirgeyerek Na'/K'-ATPaz aktivitesini inhibe
ettikleri bilinmektedir (Morgan ve ark., 1997; Grosell ve ark., 2002). Sucul
organizmalarda en toksik metaller olan Ag" ve Cu*’nin bu ¢alismada da in vivo ve in
vitro etkilerinde ATPaz enzimlerinde azalis, dokulardaki birikimleri, doku Na* ve K*
iyon diizeylerinde indirgenme ve Ca™ ve Mg diizeylerinde artisa neden olmalari ile

benzer toksik 6zellik gosterdigi kanitlanmstir.
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4.2.3. In vitro ATPaz Aktivitesi

Metallerin in vitro etkilerinde ise solunga¢ ve bobrek Na'/K'-ATPaz ile kas
Ca-ATPaz aktiviteleri inhibe olurken, solungag Mg ?-ATPaz aktivitesi Ag"
etkisinde inhibisyon, Cd™* ve Zn™ etkisinde artis, bobrek Mg >-ATPaz aktivitesi tim
metal etkilerinde artis goOstermistir. Bununla birlikte Toplam-ATPaz aktivitesi
solungag dokusunda Zn", bobrek dokusunda ise Cd** etkisinde artarken, Cu™ ve
Ag’ etkilerinde inhibe olmustur. [n vitro analizler sirasinda hiicresel matriks
homojenizasyon asamasinda biiyiik oranlarda seyreltildigi i¢in metal enzim
yapisindan ayrilabilmekte dolayisiyla enzim aktivitesinde herhangi bir degisiklik
gozlenememektedir. Bununla birlikte in vitro analizler metallerin molekiiler
diizeydeki fizyolojik mekanizmalara dogrudan etkilerinin ve in vivo etkilerin
degerlendirilmesinde yararh olabilmektedir (Webb ve ark., 2001).

Pimephales promelas’m solungag Na'/K'-ATPaz aktivitesinin in vitro Pb"
etkisindeki beklenmeyen artisinm, Ca"* homeostazisindeki degisiklikleri yansittig1 ve
pikomolar Pb™ tarafindan aktive olabilen protein kinaz C aktivasyonundan
kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Spokas ve ark., 2002). Riedel ve Christensen
(1979), metallerin Na'/K'-ATPaz (saf enzim) aktivitesine in vitro etkilerini
gozledikleri calismalarinda, enzimin gecis metallerine oldukca duyarl oldugunu ve
enzim aktivitesini % 50 inhibe ettikleri diizeyler agisindan degerlendiklerinde
enzimin en ¢ok Ag”ya ve ardindan sirastyla Cu™ ve Cd™’ye hassas oldugunu
belirtmislerdir. Metallerin Na'/K'-ATPaz aktivitesine in vitro etkilerinin
karsilastirildigr bu calismada da metal siralamasi benzer bulunmustur. Lionetto ve
ark. (2000), 0,031-3,24 uM in vitro Cd** etkisinin Anguilla anguilla’nin solungag ve
bagirsak dokularmda Na"/K'-ATPaz ve Mg -ATPaz aktivitelerine olan etkilerini in
vivo Cd"™ etkisine 151k tutmasi amaciyla incelemis, Na/K-ATPaz aktivitesinin doza
bagh azalis gostermesine karsin, Mg -ATPaz aktivitesinin degisiklik gostermedigini
belirtmistir. Bunun disinda solunga¢ dokusu Na'/K'-ATPaz enziminin bagirsak
dokusuna oranla daha duyarli oldugunu belirten arastiricilar, metallerin ATPaz
aktivitelerine olan etkilerinin dokulara gore protein konformasyonundaki, protein

zar-lipit etkilesiminden kaynakli degisiklik gosterebilecegini vurgulamislardir. Bu in

154



4. BULGULAR ve TARTISMA Giiliizar ATLI

vitro ¢alisma verilerine gore de solungag Na'/K'-ATPaz aktivitesi doza bagh
inhibisyon gostermis ve 1,0 ile 1,5 pg Cd™/mL etkisinde yaklasik % 80 inhibe
olmustur. Yapilan bu calismalar sonucunda metallerin neden oldugu inhibisyonun
balikta osmoregiilasyon ve asit-baz dengesini bozdugu gdsterilmistir.

Metallerin (Cu™?, Pb™?, Zn™, Hg™) tath su balig1 Rutilus rutilus’un solungag
Ca™-ATPaz aktivitesine in vivo ve in vitro etkilerinin incelendigi ¢alismada,
metallerin in vitro kosullarda 10 pM derisimlerinin altinda inhibisyona neden
oldugu, buna karsilik 56 ginlik 0,16 pM Cu™ etkisinde Ca™-ATPaz enzim
{initelerinde artis gozlendigi bildirilmistir (Shephard ve Simkiss, 1978). Kas Ca'-
ATPaz aktivitesinin 0,1-1,5 pg/mL in vitro metal etkilerinde 6nemli diizeyde inhibe
oldugu bu calismada da gosterilmistir. Buna ek olarak Saccobranchus fossilis’in kalp
ve solungag dokusunda Ca™-ATPaz aktivitesine 0,5-1000 pM derisim agirhgindaki
in vitro metal (Mn™%, Pb™, Hg™, Cd™) etkilerini arastirmuslar ve kas dokusu Ca"-
ATPaz aktivitesinin solunga¢ dokusuna gore daha yiiksek oldugunu belirttikten sonra
enzim inhibisyonuna neden olan metaller arasinda Hg *’nin en toksik oldugunu ve
bunu Pb™, Mn"? ve Cd™’nin izledigini bildirmislerdir. Bu ¢alismada da Ca™-ATPaz
in vitro tim metal etkilerinde inhibe olmus, bunlar arasinda ise Ag’ % 100
inhibisyona neden olmustur. Bunun disinda arastiricilar Ca™-ATPaz aktivitesinin
Na'/K'-ATPaz gibi bulundugu dokunun fizyolojik gorevlerine gore farkli kinetik
parametreler gosterdigini bildirmislerdir (Bansal ve ark., 1985). Bununla birlikte
Stagg ve Shuttleworth (1982), in vivo 200 pg/L derisimindeki Cu™*’nin 42 giinliik ve
in vitro 1-100 pmol/L Cu’nin solunga¢ Na'/K'-ATPaz aktivitesine olan etkisini
arastirmislardir. Elde ettikleri sonuca goére in vivo Cu™?, enzim aktivitesinde
degisiklige neden olmazken, in vitro Cu'™ etkisinde derisime bagh bir inhibisyon
gozlenmis ve in vivo kosullarda enzim aktivitesinin degismemesi ouabain baglanan

bolgelerin ve dolayistyla enzim initelerinin Cu™

etkisinde artig goOstermesine
baglanmis ve Cu™>nin Na'/K'-ATPaz igin potansiyel bir inhibitor oldugu
vurgulanmistir. Cu™nin Na'/K'-ATPaz enziminin —SH gruplarina baglanarak
okside ettiklerini ve dolayisiyla enzim inhibisyonuna neden olduklarin

belirtmislerdir.
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Solunga¢ dokusunun in vitro metal etkilerinde kalmasi sonrasinda doku
nekrozu ve apoptozis gibi doku hasarlar1 da gozlenebilmektedir (Bury ve ark., 1998;
Li ve ark., 1998). Akahori ve ark. (1999), 0,1-1,0 mM in vitro Zn'? etkisinde sazan
Cyprinus carpio L. eritrositlerinde Na'/K'-ATPaz aktivitesinde ve tiyol grup
igeriginde bir degisiklik gozlenmedigini belirtmistir. Buna karsilik bu aragtirmada ise
solungag ve bobrek Na'/K'-ATPaz aktivitesi in vitro Zn'? etkisinde inhibe olmustur.
Metallerin Na'/K'-ATPaz enziminin ATP baglayan bolgesinde bulunan —SH
gruplarmma yogun ilgisinden dolayr buralara baglanmalart sonucu enzim
inhibisyonuna neden oldugu bildirilmistir (Akahori ve ark., 1999; Morgan ve ark.,
2004; Atli ve Canli, 2008b). Watson ve Beamish (1980), Salmo gairdneri’nin in vitro
1,0-100 mg Zn**/L etkisinde solunga¢ Na/K -ATPaz aktivitesinin inhibe oldugunu
buna karsin Mg™-ATPaz ve Ca"*-ATPaz aktivitesinin ise gosterdikleri inhibisyona
karsilik in vitfro Zn'? etkisine daha direncli olduklarini belirtmektedir. Zn™ nin ATP
hidrolizi i¢in gerekli kofaktor veya substrat olarak gorev goren divalent katyonlarla
yer degistirmesi sonucu enzim inhibisyonuna neden olabilecegi belirtilmektedir. Bu
tez kapsaminda vyiiriitiilen in vitro Zn™ etkisinde ise solunga¢ ve bobrek Na'/K'-
ATPaz ile kas Ca™-ATPaz aktivitesinde gozlenen inhibisyona karsin metal etkilerine
daha direngli oldugu galismalarla belirtilen Mg™-ATPaz (Canli ve Stagg, 1996; De
La Torre ve ark., 2000; Brooks ve Mills, 2003) aktivitesinin ise artis gosterdigi
bulunmustur. in vitro metal etkilerinde enzim aktivitelerindeki artisgin enzimin
konformasyonel yapisindaki degisikliklerin enzimi ve substrat baglama kapasitesini
etkilemesi sonucu gozlenebilecegini kaydetmislerdir (Watson ve Beamish, 1981).

Hogstrand ve ark. (1996), alabalikta solungag Ca™-ATPaz aktivitesinin
Zn™?ye duyarh oldugunu in vitro kosullarda yaptiklar calisma ile gdstermislerdir.
Ca™ homeostazisini etkileyen metallerden Cd™*’nin Zn"*’ye gore daha toksik bir
metal olmasma karsimn, plazma Ca>-ATPaz aktivitesini Zn*’ye gore daha az
diizeyde indirgedigi belirtilmistir (Verbost ve ark., 1989; Hogstrand ve ark., 1996).
Buna karsilik bu ¢alismada kas Ca">-ATPaz aktivitesinde Cd"*’nin 0,1-1,0 pg/mL
derisimlerinde Zn™’ye gore daha fazla oranda inhibisyona neden oldugu

goriilmiistiir.
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4.2.4. In vivo ATPaz Aktivitesi (Kronik Uygulama)

Bu ¢alismanin kronik doneminde, metallerin (Cd+2, Cu+2, Zn*?, Cr', Ag+)
uzun siireli (0, 5, 10, 20 ve 30 giin) etkileri sonrasinda O. niloticus dokularinda akut
donemde oldugu gibi ATPaz enzim aktiviteleri, toplam protein, metal ve iyon
diizeylerinin dl¢iilmesi amaglanmistir. Metallerin uzun siireli etkilerinin incelendigi
bu boliimiin analizleri sonucunda solungag, bobrek ve kas dokularinda metallerin etki
stirelerine bagli ATPaz aktivitelerinde genel bir azalisa karsin, 6zellikle Toplam-
ATPaz ve Mg >-ATPaz aktivitelerinde bazi metal etkilerinde siireye bagh artislar da
kaydedilmistir. Dokularda toplam protein diizeyi de metal tipi ve etki siirelerine baglh
artis ve azalis gostermis, toplam metal diizeyi ise dokularda Cd™*, Cu™ ve Zn™
birikimi yaninda kas dokusunda sadece Cd™ ve Cu™ birikimi seklinde
gerceklesmistir.  Metallerin  toplam iyon diizeylerine wuzun siireli etkilerine
bakildiginda ise Ca™ ve Mg™ diizeylerinin artis, Na* ve K* diizeylerinin ise azalis
yoniinde tepki verdigi gézlenmistir.

Deney siiresi boyunca akut donemde herhangi bir balik 6liimii gézlenmezken,
uzun siireli metal etkilerinde Ag', 16. giiniin sonunda balik &liimlerine neden
olmustur. Ag’nin baliklar iizerine olan toksik etkisi iyi bilinmekte olup, 6zellikle
AgNO; formu suda ¢dziiniirliigiiniin cok yiiksek olmasina bagl serbest Ag™ iyonu
olusturma potansiyeli nedeniyle toksisite ¢alismalarinda siklikla kullanilmaktadir ve
yapilan ¢alismalar sonucunda osmoregiilasyon mekanizmalarinin ¢alisamaz duruma
gelmesi baliklarin 6liim nedeni olarak gosterilmektedir (Morgan ve ark., 1997;
Morgan ve ark., 2004; Zhou ve ark., 2005). Hogstrand ve Wood (1998), tatli su
baliklarinda Ag~’nin solungag epitelinden Na' kanali araciligryla girerek Na'/K'-
ATPaz aktivitesini inhibe ettigini ve sonugta Na™ ve Cl' gibi 6nemli plazma
iyonlarindaki azalmanin O6liime neden oldugunu sdylemislerdir. Yapilan bir¢ok
calisma sonucuna gore metaller arasinda en toksik 6zellikte olanmin Ag™ oldugu
bunu Cu™® ve Cd™’nin takip ettigi gozlenmistir (Heath, 1987). Baliklarda oliimlere
neden olan metal toksisitesi sadece metal tiirlinden degil ayn1 zamanda balik tiiri,
cinsiyet ve yas gibi biyolojik faktorlerin yaninda sicaklik, su sertligi gibi ortamin

fiziksel ve kimyasal kosullardan da etkilenebilmektedir. Baliklarin metallere olan
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direngliligi {izerine cesitli arastirmalar vardir; Ornegin Hogstrand ve Haux (1989),
tropikal bir balik tiirii olan Haemulon sciurus’da 2200 pug Cd™ enjeksiyonunu takip
eden 8 giin igerisinde 6liim gerceklesmedigini belirtmistir. Buna karsin, bir alabalik
tiirii olan Salmo gairdneri 0,03 mg/L Cu™* ve 0,1 mg/L Cd™ etkisinde kisa siirede
Olmiislerdir (Viale ve Calamari, 1984). Benzer sekilde bir sazan tiirii olan Cyprinus
carpio, 7 pM Cd ™ etkisinde 5. giinde, 2,5 pM Cd ™ etkisinde ise 8. giinde Slmiistiir
(Smet ve ark., 2001). Van Dyk ve ark. (2007), O. mossambicus™un % 5 ve % 10 Cd"
ile Zn™* LC50 degerlerinin karisimmin etkisinde etki siiresinin % 5’inde patolojik
belirtilere bagli 6liimlerin gozlendigini bildirmislerdir. Bununla birlikte 10 giinliik
deney siiresinde 1 pg/mL Cu?, Cd™? Zn™, Fe™ ve Pb™ etkisinde kalan O.
niloticus’larda 6. giinde Cu™ etkisindeki baliklarda gozlenen Sliimler, Cu™’nin Ag”
ve Hg™ ile birlikte metaller arasinda toksisitesinin yiiksek olmasi ile
iligkilendirilmistir (Ath ve Canli, 2003). Schjolden ve ark., (2007) sazan Carassius
carassius ile yaptiklart ¢alismada 300 pg Cu'/L etkisinde 13. giinden itibaren
oliimlerin ve 14 giinliik etki sonrasinda ise plazma Na" ve CI” diizeyindeki azalmayla
birlikte solungaglarda kontrol diizeylerine gore yaklasik 14 kat oraminda Cu™
birikiminin gdzlendigini belirtmislerdir. Arastiricilar ¢alisma sonuglarina gore C.
carassius’un direncli bir tiir olmasina karsin Cu™’nin balikta solungag yapisinda
bozulma, plazma iyon diizeylerinde azalma, oksijen alimimin diizenlenmesindeki
bozukluklarla birlikte morfolojik ve fizyolojik degisikliklere neden oldugunu
kaydetmislerdir. Hogstrand ve ark. (1999), Platichthys stellatus’un 10 giin siireyle
250 pg/L derisimindeki Ag” etkisinde 6lmediklerini fakat 1000 ug Ag'/L etkisinde

ise 4. giinden baslayarak oltimlerin gdzlendigini kaydetmislerdir.

4.2.4.1. Kadmiyum

Bu calismada oldugu gibi, tathi su balig1 Oreochromis tiirlerinde genellikle
dokulardaki Cd™ birikimi ve Ca™-ATPaz aktivitesinde gozlenen azalmalarin,
Cd™*nin Ca™ iyonu ile yarigarak Ca>-ATPaz yapisindaki —SH gruplarina
baglanmas: ile enzimi inhibe etmesinden ve sonugta Ca™ homeostazisinin

bozulmasindan veya dokularda gozlenen hasardan kaynaklandigi belirtilmektedir
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(Wong ve Wong, 2000; Atli ve Canli, 2007). Bununla birlikte Viarengo ve ark.
(1993), Ca™-ATPaz inhibisyonuna neden olan metallerin toksisitelerine gore
siralandiginda,  siralamanin - Hg™>Pb™>>Cu™>Cd™*>Zn"  seklinde  oldugunu
gostermistir.

Dang ve ark. (2001)’1n yaptiklar1 arastirma sonucuna gore 0,2 ve 125 mg
Cd™/kuru pellet agirhg etkisinde 4 ve 8 hafta sonunda plazma Cd** diizeyi artarken,
plazma Ca™, Na® ve CI diizeyi ise etkilenmemistir. Bununla birlikte solungag
epitellerinde Cd™ birikimi ile birlikte metallothionein sentezinde de bir artig
kaydedilmis ve solungaglarda metallothionein varligmm metal etkilerinde Na"/K'-
ATPaz aktivitesinin korunmasit ve dokunun normal fonksiyonlarinin devaminin
saglanmasinda olduk¢a 6nem kazandigi belirtilmistir. Hollis ve ark. (2000), plazma
ve tiim viicutta Ca™ diizeylerine bakmuslar ve genel olarak Ca™ diizeyinin 20. ve 30.
glinlerde azalig gosterdigini kaydetmislerdir. Buna karsin bu tez ¢alismasinda ise
kronik siiregte Ca™ diizeyi solunga¢ ve bobrek dokusunda degisiklik gostermemis
sadece kas dokusunda artmistir. McGeer ve ark. (2000), alabalikta Cd™ etkisinde
gbzlenen Ca™ kaybinin daha uzun siirdiigiinii ve kronik Cu™ etkisinin sonugta
metabolik gereksinim ile iliskili mekanizmalar1 igerdigini belirtmistir. Dogal su
ortamlarinda genellikle subletal diizeylerde bulunan metallerin kronik etkilerine
verilen tepkiler beslenme kaybi, biliylimede gerilik, iyon kaybi, solunum yetersizligi
ve Olim gibi ¢esitli fizyolojik ve davramigsal degisiklikler olabilmektedir (Heath,
1987; Hogstrand ve Wood, 1996). McGeer ve ark. (2000), O. mykiss’de kronik metal
etkileri sonrasinda hasar-onarim mekanizmalarinin gelistigini, onarim fazinin
Cd™’ye gore Cu™ ve Zn"™>’de daha kisa zamanda gergeklestigini belirtmistir. Bu
calismada ender de olsa, metal etkilerinde baslangigta gdzlenen iyon diizeyindeki
farkliliklarin deney siiresi sonunda telafi mekanizmalarin devreye girmesi ile kontrol
diizeyine dondiigii gdzlenmistir. De La Torre ve ark. (2000), 14 giin boyunca 1,6 mg
Cd™/L etkisinde biraktiklari sazan C. carpio’yu daha sonra Cd™* igermeyen suda 19
giin tutmuslar ve Na'/K'-ATPaz’in % 30 inhibisyonuna karsin Mg*>-ATPaz’m % 70
artis gosterdigini kaydetmiglerdir. Baliklarin metal icermeyen suya aktarilmasi ile
Mg™-ATPaz aktivitesinin kontrol diizeyine yaklastigini belirtmis ve ATPaz

enzimlerinin metallere olan duyarliliklarina, doku ve balik tiirlerine gore degisiklik
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gosterdigini belirtmislerdir. Pratap ve Wendelaar Bonga (1993), O. mossambicus’a
besin yoluyla verilen 10 ug Cd™ /L ve su kaynakli 10 ug Cd™ /L etkisini 4, 14 ve 35.
giiniin sonunda incelemisler ve besin yoluyla alinan Cd**’nin solunga¢ Na/K'-
ATPaz aktivitesini uzun siireli etkide azalttigimi kaydetmislerdir. Buna karsin su
kaynakli Cd™*’nin ise 4 ve 14. giinlerin sonunda aktiviteyi diisiirdiigiini, 35. giinde
ise kontrole gore bir fark gézlenmedigini belirtmislerdir. Buna karsin Silvestre ve
ark. (2005) yenge¢ Eriocheir sinensis ile yaptiklari calismada akut (1-3 giin) Cd™
etkisi (0.5 mg/L) sonrasinda hemolenf Na" ve CI diizeylerinde azalisla Na'/K'-
ATPaz aktivitesinin inhibe oldugu buna karsilik, kronik (30 giin) Cd™ etkisinin (10-
50 pg/L) ise herhangi bir degisiklige neden olmadigini belirtmislerdir. Kronik metal
etkisinde osmoregiilasyonla iliskili uyum mekanizmalarmin aktive olarak metal
etkilerini engelledigi yorumlanmistir.

Toplam protein diizeyindeki azalma, karaciger hasarmma bagli protein
sentezinin zarar gormesi, emilimin indirgenmesi veya protein kaybindan
kaynaklanabilmektedir. O. niloticus ile yapilan ¢alismada uzun siireli Cd* etkisine
karsin serum toplam protein igeriginde herhangi bir degisimin olmadigi
gozlemlenmistir (Oner ve ark., 2008). Buna karsilik bu ¢alisma ile uzun siireli Cd*
ve Cu™ etkisinde kalan baliklarda baslangicta doku toplam protein diizeyinde

gbzlenen artisin deney siiresinin sonunda azaligla sonuglandig1 gosterilmistir.

4.2.4.2. Bakir

O. mossambicus’un 28 giinliik 3,2 pM Cu™ etkisinde solungag dokusunda
bulunan klorit hiicre sayis1 ve yapisinda degisikliklerle birlikte siireye bagli solungag
Na'/K'-ATPaz aktivitesi ve plazma Na" derisiminde azalma ve buna ters orantil
olarak doku Cu™ diizeyinde artis gdzlenmistir (Li ve ark., 1998). Bu arastirmanin
verileri, akut in vivo ve in vitro ile kronik donemi kapsayan bu calisma ile de
desteklenmektedir. Arastiricilar  Cu' etkisi sirasinda  iyonik homeostazisinin
korunmasi, toksik etkinin giderilmesi ve iyon aliminin diizenlenmesi i¢in baliklarin
cesitli biyokimyasal ve fizyolojik mekanizmalar1 aktive ettigini belirtirken,

¢alismalarinda gdzlenen klorit hiicre sayisindaki artisin Ca™ ve Na™ dengesini
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diizenlemek adma telafi mekanizmalarinin verdigi tepki olarak gergeklestigini
bildirmislerdir. Buna karsilik Grosell ve ark. (2004), Opsanus beta’da 12,8 ve 55,2
uM Cunin 30 ginlik etkisi sonrasinda solungag, karaciger ve bdobrek
dokularindaki Cu™ birikimine karsilik solunga¢ Na/K'-ATPaz aktivitesinde
herhangi bir degisikligin olmadigini belirtmistir. Bu caligmada ise daha diisiik Cu™
derisiminde Cu™ birikimi ve Na'/K -ATPaz aktivitesinde gbzlenen azaligin ¢alisilan
tirler arasinda verilen tepkilere bagli olabilecegi diistinlilmiistiir. Arastiricilar
metallere duyulan duyarhilik ve dokulardaki yiiksek ilgili bolgelere metallerin
baglanmasindaki farkliliklardan kaynakli metal toksisitesindeki degisikliklerin metal
etkilerine gosterilen farkli tepkilere neden olabilecegini belirtmistir. Bununla birlikte
metallerin dokularda birikimi ile dagilimindaki farkliliklar ve antioksidant sistem
gibi hiicresel savunma mekanizmalarindaki g¢esitlilik tiirlerin metallere olan
duyarliliklarinda farkliliklara neden olmaktadir (Grosell ve ark., 2002; Taylor ve
ark., 2003; Garcia-Santos ve ark., 2006). Blanchard ve Grosell (2006), Fundulus
heteroclitus’un 30 giinlik 30 ve 150 pg Cu™/L etkisinde Na® alimindaki
indirgenmeyle iliskili Na'/K'-ATPaz aktivitesindeki inhibisyonun, tim viicut
yapisinda Na' diizeyinde azalmaya neden oldugunu belirtmistir. Ay ve ark. (1999),
0,5-4,0 mg/L derisim arahgindaki Cu™ ve Pb"™*’nin 14 giin siireyle Tilapia zillii’ye
olan etkilerini inceledikleri c¢alismalarinda, solunga¢ dokusunda Cu”? ve Pb™
birikimi ve buna baghh Na'/K'-ATPaz aktivitesinde inhibisyon kaydetmislerdir.
Bununla birlikte karaciger dokusunda metallerin birikimine karsin kas dokusunda
Cu™ birikimi gdzlenmemistir.  Arastiricilar  Na/K'-ATPaz  aktivitesindeki
degisikliklerin balik tiirli, metal ve in vivo ile in vitro uygulamalarda oldugu gibi etki
kosullarina bagli olarak degisiklik gosterebilecegini belirtirken, derisime bagl
Na'/K'-ATPaz aktivitesindeki azalis sonucunda metallerin iyonoregiilatér ve
osmoregiilatéor mekanizmalar1 etkilediklerini vurgulamiglardir. Alabalik Salmo
gairdneri’nin 55 pg Cu/L’nin 28 giinliik etkisi sonrasinda solungaglarda Na™/K'-
ATPaz aktivitesi ile solungag, karaciger ve kas dokularida Cu** birikimi ve toplam
mikrozomal protein diizeyi 6l¢iilmiistiir. Elde edilen verilere gére Cu™*’nin 24 saatlik
etkisi sonrasinda % 33’liik Na'/K'-ATPaz aktivitesinde goriilen azalma 14. giinde

mikrozomal protein diizeyinde artis olmasi nedeniyle normal degerine ulagsmistir.
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Bununla birlikte solungag¢ ve karacigerde etki siiresinin baslangicinda artig gosteren
Cu™? birikimi daha sonra zamana bagli olarak azalis gostermistir, toplam mikrozomal
protein diizeyinin ise etki siiresince arttig1 gozlenmistir (Lauren ve McDonald, 1987).
Buna kargin bu ¢alismada ise hem solunga¢ hem de bobrek dokusunda tiim stireler
icin Na'/K -ATPaz aktivitesinde gozlenen énemli diizeydeki azalislarin yaninda etki
siiresine bagli dokularda Cu™ birikimi ve toplam protein diizeyinde ise baslangicta
artis deney siiresinin sonunda ise diisiis gozlenmistir. Bu durum da ¢aligmalarin farkli
laboratuar kosullarinda yapilmasi ve metal tipine 6zgii degisik balik tiirlerinin verdigi
tepkilerin farkli olmasindan kaynaklanabilmektedir. Diger toksik maddelerle
karsilastirildiginda Cu™ toksisitesinin Hg™’den az Zn™ ve Cd"*’den yiiksek oldugu
bilinmektedir (Heath, 1987; Gagnon ve ark., 2006). Bununla birlikte osmoregiilator
hasara neden olan en toksik metallerden olan Ag~’nin de tatli su baliklarinda akut
Cu'™ toksisitesi ile benzer mekanizmaya sahip oldugu (Morgan ve ark., 1997; Rogers
ve ark., 2003; Bianchini ve ark., 2004), bu ¢alismanin kronik doneminde elde edilen
sonuglarla da goriilmektedir. McGeer ve ark., (2002) bir ay siireyle 7 mg Cu*/L
etkisinde biraktiklari O. mykiss’in plazma Na diizeyindeki azalisin Cu™*’nin ilk
etkisinin bir sonucu, Na'/K -ATPaz aktivitesinin 29. giinde artis gdstermesinin ise
homesotazisi diizenleme ve koruma amaghi oldugunu belirtirken, kronik Cu™
etkisinin iyon regiilasyon hasari ile iligskili metabolik gereksinimde de artisa yol
actigmi gdzlemislerdir. Bununla birlikte kronik subletal metal etkilerinde Na'/K'-
ATPaz inhibisyonunun gecici olabilecegi ve metal birikiminin bifazik yani birikim
sonrasi tekrar eski diizeylerine donebilecegi kaydedilmistir (Lauren ve McDonald,
1987; McGeer ve ark., 2002). Buna karsilik bu ¢alismada kronik metal etkilerinde
genel ATPaz inhibisyonu ile birlikte Cu™, Cd™ ve Zn™ diizeyleri etki siireleri ile
dogru orantili olarak artis gdstermistir. /n vivo metal etkilerinde enzim inhibisyonun
homeostatik diizenleme 1ile telafi edilmesi sonucu enzim aktivitesi normal
diizeylerine donebilmektedir. Bu durum da enzim sayisindaki ve geri doniisiim
oranindaki artisla gerceklesebilmektedir (Ay ve ark., 1999). Monteiro ve ark. (2005),
O. niloticus’u 40 ve 400 pg Cu™/L’nin 21 giinliik etkisine birakmuslar ve deney
siiresinin sonunda solunga¢ Cu™* birikiminde zamana bagli artisla buna ters orantil

olarak solunga¢ Na'/K'-ATPaz aktivitesinde azalma gdzlemlemislerdir. Bununla
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birlikte % 100 Na'/K'-ATPaz inhibisyonunun 3. giinde gdzlenmesine karsin, plazma
Na" ve CI diizeylerindeki yavas azalisin uzun siireli etkilerde telafi
mekanizmalarinin devreye girmesi ile baglantili olabilecegi bildirilmistir. Bununla
birlikte arastiricilarin besin kaynagi olarak yaygin kiiltiirii yapilan direngli bir tiir
olan O. niloticus’un solungaclarinda Cu™ birikimine bagh Na“/K'-ATPaz
aktivitesinde gozlenen inhibisyon ve plazma iyon diizeylerindeki azaligla kanitlanan
osmoregiilator hasara bagli olarak su kirliliginde onemli bir belirte¢ olarak
kullanilabilecegini  yorumlamalar1  bizim ¢aligmamizin  sonuglar1 ile de
desteklenmektedir. O. niloticus plazmasinda Cu™’nin uzun siireli etkileri sonunda
protein ve Ca™ diizeylerinde azalis kaydedilmistir. Buna karsin plazma K
diizeylerinin Cd™* ve Cu™ etkisinde gosterdigi artis, dzellikle solungag ve bdbrek
dokularinda azalan K diizeyleri ile farkliik gdstermektedir. Plazma iyon
diizeyindeki artisa karsin ayni iyon derisiminin dokularda azalis gostermesi, metal
etkisi sonrasinda dokularda hiicre gegirgenligi hasarina bagl iyon kayb1 ve iyonlarin
kana gecisinden kaynaklanabilmektedir (Pelgrom ve ark., 1995).

Hoyle ve ark. (2007), kedi balig1 Clarias gariepinus’u besin yoluyla 1500
mg/kg k.a. derisimindeki Cu™nun 30 giinlik etkisinde birakmislardir. Deney
siiresinin sonunda bagirsak, karaciger ve solungaglarda sirastyla 20, 5 ve 4 kat1 Cu™
birikimi gézlemislerdir. Bununla birlikte Na'/K'-ATPaz aktivitesi ve doku elektrolit
diizeylerinde bozulmalarin gergeklestigini kaydetmislerdir. Bu calismada benzer
sekilde solunga¢ dokusunda Cu™ etkisinde yaklasik ii¢ kat1 birikime bagli Na™/K -
ATPaz aktivitesinde azalmalarla birlikte doku iyon diizeylerinde bozulmalar

gbzlenmistir.
4.2.4.3. Cinko

Atli ve Canli (2007), 14 giinliik 5, 10 ve 20 pM derisimlerindeki Zn™ ile
birlikte Cd™, Cu™ ve Pb™ etkisinde kalan O. niloticus’un gesitli dokularinda
Na/K'-ATPaz ve Ca™>-ATPaz’n da dahil oldugu farkli biyokimyasal parametreleri
incelemislerdir. Buna gore solungac ve bagirsak Na'/K-ATPaz ile kas Ca™>-ATPaz

aktivitesinin 6nemli diizeyde azalis gosterdigine iligskin bulgular1 bu ¢alisma ile de
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genellikle uygunluk gostermektedir. Sonug¢ olarak arastiricilar metal tipi ve
derisimlerine bagli olarak degisiklik gosteren tepkileri ve duyarliliklar1 nedeniyle
ATPaz enzimlerinin ¢evre kirliligi c¢aligmalarinda Onemli birer belirteg
olabileceklerini vurgulamuslardir. Benzer sekilde 100 giinliik 3 mg Cd™*/L, 75 mg
Cu™/L ve 250 mg Zn"*/L etkisinden sonra O. mykiss’de metallere gore farkli tepkiler
gozlenmesinin yaninda Cu™ etkisinde solungag Na'/K -ATPaz aktivitesinde artig ve
tiim viicutta metal etkilerinde Na" ve Ca* dengesinde hasar gozlenmistir (McGeer ve
ark., 2000). Lorz ve McPherson (1976), akut (6 giin) ve kronik (172 giin) Cu™ ve
Zn™? etkisinde biraktiklart Onchorhynchus kisutch’da kisa siireli 5-80 pg Cu™/L
etkisinde solunga¢c Na'/K'-ATPaz aktivitesinin derisime baglh azalis gdstermesine
karsin 100-6000 pug Zn"*/L etkisinin ise pek etki gostermedigini belirtmistir. Buna
karsin uzun siireli 5-30 pg Cu™?/L etkisinin akut siirece gore Na'/K'-ATPaz
aktivitesini daha az etkiledigini belirtmislerdir. Buna karsilik elde edilen sonuglara
gore bu galismada Na'/K'-ATPaz aktivitesinin hem akut hem de kronik metal
etkilerinde genel bir azalis gdstermesi uygulanan metal derigimlerine bagl olabildigi
gibi kronik metal etki siiresi ve balik tiirii ile de iligkili olabilir. Alabalik Salmo
gairdneri ile yapilan farkli sicaklik kosullarindaki 30 giinliik in vivo Zn™ (0,3-2,0
mg/L) etkisinde enzim aktivitesi genellikle artis gostermistir. Arastiricilar Zn™’nin
solungag epitel hiicre membranlarinda Ca™ ve Mg baglama bélgeleri igin yarisarak
solungac gecirgenliginde artisa neden olabilecegini bildirmiglerdir. Boylece genel
solungag  ATPaz  aktivitesindeki  degisikliklerin ~ sonucunda  solungag
gecirgenligindeki artisa bagl iyon kaybmin gdzlenebilecegi belirtilmektedir. Iyon
derisimindeki indirgenme tekrar elektrolit emilim oranimi artirmak icin solungag
ATPaz aktivitelerini uyarabilmektedir (Watson ve Beamish, 1980). Kirleticilerin
ATPaz aktivitelerine etkilerini gdzlemek amaciyla De La Torre ve ark. (2000), C.
carpio’yu Arjintin’in diisiik kirlilik diizeyine sahip Reconquista nehrine 30 giin
siireyle birakmuslar ve sonrasinda solunga¢ Na'/K'-ATPaz aktivitesinin % 20 azalis
gostermesine karsin, Mg™-ATPaz aktivitesinin artis gosterdigini belirtmislerdir.
Arastirmanin sonucunda baligin verdigi tepkilerin kirletici tipinden ¢ok kirleticinin
yogunluguna bagli oldugu ve tepkilerin epitelyal tasinmanin fizyolojik ve morfolojik

biitiinliigliniin dogrudan etkilenmesi veya dolayli olarak endokrin sistemin hasar
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gormesi sonucu gozlendigi vurgulanmistir. Bununla birlikte arastiricilar Toplam-
ATPaz aktivitesinde goézlenen artigin, artan ATP hidrolizi oranim1 desteklemek
amagcli enerji gereksinimi ve metabolizma hizindaki artis1 yansittigini belirtmislerdir.
ATPaz enzimlerinin, kirletici etkilerine verdikleri tepkilerin hiicresel aktivite
diizeyinde tasidigi anlam nedeniyle cevresel goézlem programlarinda toksikolojik

belirtec olarak kullanimi 6nem tasimaktadir.
4.2.4.4. Krom

Doza ve siireye 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
aktivitelerine bakilmistir (Thaker ve ark., 1996). Buna gore arastiricilar derisime ve
siireye bagli genel bir inhibisyonun gdzlenmesine karsin, enzim aktivitesinin
azalmasinda etki siiresinin daha Oonemli olduguna dikkat ¢ekmislerdir. Bu tezin
sonuclarinda da gozlendigi gibi Cr®nin akut siirecte Na'/K'-ATPaz aktivitesine
olan etkisi istatistiksel olarak 6nemli bulunmazken kronik siirecte azalisa neden
olmustur. Bununla birlikte Thaker ve ark. (1996), bazi Cr™® derisimlerinde enzim
aktivitelerinde artis da gozlediklerini kaydetmis, Cr ®min dokularda osmoregiilator
sistemi bozup iyon ve metabolitlerin emiliminden sorumlu aktif tagima sistemini
bloke ederek ATPaz enzim aktivitelerinde inhibisyona neden olduklarini
bildirmislerdir. Bir balik tiirii olan Anabas scandens’in 30 giinliik 25 mg/L Cr™ ve
Cr'® etkisi sonrasinda bobrek ve karaciger Na'/K'-ATPaz aktivitesinde inhibisyon
gozlenirken, Mg™-ATPaz aktivitesinde baslangigta artig daha sonra azalis goriildiigii
belirtilmistir (Venugopal ve Reddy, 1993).

Channa punctata (Bloch)’un Cr'® ile birlikte Cd™, Cu™, Pb™ ve Hg™ gibi
cok sayida metal iceren % 1’lik kagit fabrikasi atiklarinin 15, 30 ve 60 giin siireyle
etkisinde kalmasi sonrasinda gozlenen solunga¢ Toplam-ATPaz, Na'/K'-ATPaz ve
Mg™?-ATPaz aktivitelerinde 6nemli diizeydeki azalmalar (Parvez ve ark., 2006),
metallerin uzun siireli etkileri sonunda bu calismada gozlenen genel ATPaz

inhibisyonu sonuglari ile benzerlik gdstermektedir. Buna karsin arastiricilar, ATPaz
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inhibisyonunun zamana baglh protein azalis1 ile iligkili olmadigr gorisiinii ileri
siirmiislerdir. Kirletici etkilerinin neden oldugu Na'/K'-ATPaz aktivitesindeki
azalmanin enerji baglantili hasarlara yol actigi ve sonucta temel metabolik ve
fizyolojik aktiviteleri etkiledigi belirtilmistir. Solungac epitelinden Mg™ iyonunun
tasinmasindan sorumlu Mg™-ATPaz aktivitesi, Na'/K'-ATPaz aktivitesi ile iliskili
olarak hiicresel zar biitiinliigiiniin ve solunga¢ gecirgenliginin korunmasindan
sorumludur. Metal etkilerinde Mg"*-ATPaz aktivitesinde gozlenen azalma enzimin
oksidatif fosforilasyonda gorev almasi nedeniyle ATP {iretiminin indirgenmesine yol
acabilmektedir (Parvez ve ark., 2006).

Canl1 (1995), serum protein diizeyinin 0,01 ve 0,1 mg/L derisimindeki Hg"
ile 2,0 ve 20 mg/L derisimindeki Cr' ve Ni"**nin 7 giin siireyle etkisinde kalan C.
carpio’da 6nemli oranda degismedigini gostermistir. Buna karsilik Cr'®nin daha
uzun siireli etkilerinde dokulardaki toplam protein diizeylerini degistirebilecegi bu

calisma ile gosterilmistir.
4.2.4.5. Giimiis

Ag" toksisitesinin gdzlendigi bir tath su organizmasi olan Daphnia magna,
0,04 mg Ag'/L’nin 21 giin etkisinde birakilmis ve bu siire sonunda % 20 &liimle
birlikte Na" alim ve Na'/K'-ATPaz aktivitesinde azalis gozlenmistir (Bianchini ve
Wood, 2002). Arastiricilar kronik Ag’ etkisi sonrasinda % 60 Na'/K'-ATPaz
aktivitesinde azalisa bagli Na' kanallarmin inhibisyonunun diisik Na®™ alimimnimn
nedeni oldugunu belirtmislerdir. Ag”’nin Na'/K'-ATPaz enziminin o-alt iinitesinde
Mg " baglama bélgesi ile yarisarak, ATP hidrolizini engelleyip enzimi inhibe ettigi
ve boylece diisiik Na™ alimu ile iyonoregiilator sistemin bozulmasi ve sonugta balik
Olimlerine neden oldugu belirtilmistir (Wood ve ark., 1999; Bianchini ve Wood,
2002). Alabalikta kronik Ag" etkisi sonrasinda Na'/K'-ATPaz aktivitesinde gdzlenen
inhibisyonun akut Ag' etkisi ile en azindan bu anlamda ortiistiigii bildirilmistir
(Brauner ve Wood, 2002). Bu sonug kronik ve akut Ag" etkisinde kalan O. niloticus
Na'/K'-ATPaz aktivitelerinde goriilen hasarla da desteklenmektedir. Webb ve ark.

(2001), deniz baliklarinda akut ve kronik Ag" etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda,
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250-650 pg Ag'/L’nin Oligocottus maculosus’a olan akut etkisi ile 1,5-50 pg
Ag'/L’nin O. maculosus, Porichthys notatus ve Onchorhynchus mykiss’a kronik
etkileri (21 giin) sonunda balikta metabolik oranin biiyiik bir boliimiinii olusturan (%
20-40) Na'/K'-ATPaz aktivitesinin etki siiresi ve metal derisimine bagli olarak hem
artis hem de azalis gosterdigini kaydetmislerdir. Inhibitor ve telafi dengeleri
arasindaki farka bagl olarak gozlenen etkilerdeki cesitlilige karsmn, kronik Ag’
etkisinin her kosulda Na'/K'-ATPaz aktivitesinde degisiklige neden oldugu
gozlenmistir. Kronik siirecte artan Na'/K'-ATPaz aktivitesinin telafi amagh
gozlendigi, azalisin ise derisime bagli oldugu belirtilmistir.

Galvez ve ark. (2001), 128 giin siireyle 3.1 veya 0,05 pg Ag'/g (besin
yoluyla) etkisindeki O. mykiss’in protein diizeylerinin de degismedigini
gostermislerdir. Buna karsin, Oner ve ark. (2008)’nin yaptiklar1 ¢alismada, O.
niloticus plazmasmin protein diizeylerinde Ag 'nin kisa siireli etkilerinde artis ile
birlikte plazma Na' iyon diizeylerinde gézlenen azalisin, bu ¢alismadaki doku Na”

diizeyindeki azalisla paralellik gosterdigi belirtilmistir.
4.2.5. Toplam Metal Diizeyi

Dokularda metal birikimlerinin erken fazda daha hizli olmasimin, dokularda
metal baglayan ligantlarin hizla doyuma ulagsmasindan kaynaklanabilecegi
belirtilmistir (Wong ve Wong, 2000). O. niloticus dokularinda akut donemde
genellikle doza, kronik donemde ise siireye bagli metal birikimi gozlenmistir. Elde
edilen sonuclar, akut donemde solunga¢ dokusunda tiim metallerin birikim
gosterdigini, en yitksek derisimde yaklasik 15 kat birikim gosteren Cd™ disinda diger
metallerin yaklasik 2-5 kat biriktigini gostermistir. Bununla birlikte bobrek
dokusunda hem diger dokular hem de metaller arasinda yaklasik 95 kat ile en yiiksek
birikim gosteren Cd** diginda, kas dokusunda Cd™, Cu™ ve Zn™ birikimi yaklagik 2-
4 kat oraninda olmustur. Buna karsin, kronik dénemde ise solunga¢ dokusunda 17
kat ile Cd™ en fazla birikimi gosterirken, Cu™ ve Zn"™ birikim diizeyleri 2-3 kat

2

oraninda gozlenmistir. Bobrek dokusunda ise 61 kat ile Cu'” en yiiksek birikim

diizeyine sahipken, Cd™ 14 kat, Zn"* de 2 kat birikim gdstermistir. Kas dokusunda
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sadece Cd™ ve Cu™ kontrole gére 5 kat birikim gdstermistir. Metallerin (1 pg/mL
Cd+2, Cu+2, Zn+2, Pb™ ve Fe+2) O. niloticus karacigerinde metallothinein benzeri
proteinlerin dogal bulunumu {iizerine olan etkilerinin incelendigi calismada, 10
giinliik etki sonrast metal birikimine de bakilmis ve deney siiresinin sonunda tiim
metal diizeylerinde kontrol degerlerine gore artis olmakla birlikte yaklagik 8 kat
artisla en yilksek oranda birikim gosteren Cd™, aym zamanda karacigerde
metallothionein benzer proteinlerin artisina da neden olmustur (Ath ve Canli, 2003).
Bununla birlikte ayn1 derisimlerde Cd™, Cu™, Zn™ ve etkilesimlerinin O. niloticus
karacigerine olan etkilerinin incelendigi bir diger ¢alismada da metallerin tek tek
veya birlikte etkilerinin birikim diizeylerinde degisiklige neden olmasi ile birlikte
yilksek Cd™ birikiminin yaninda Zn™ diizeyindeki azalisin balikta Zn™
diizenlemesinin varligina igaret ettigi bildirilmistir (Heath,1987; Lange ve ark., 2002;
Eroglu ve ark., 2005). Eboh ve ark. (2006) Nijerya’da yaptiklar1 ¢alismada O.
niloticus™un solungag, karaciger ve kas dokusunda Cu™ ve Zn™ diizeyinin 0,001
mg/100 g ile 0,002 mg/100 g arasinda degistigini, Cr'® diizeyinin ise 0,0001 mg/100
g oldugunu belirtmislerdir. Morgan ve Wood (2004), 2,5-22,5 pg Ag'/L
(AgNO3)’nin 24 saatlik etkisi sonrasinda O. mykiss’in solunga¢ dokusunda derisime
baghh Ag" birikiminin yaklasik 60-250 ng/g araliginda gozlendigini ve Ag’
birikiminin solungaglardan Na’ alimi1 ve Na'/K'-ATPaz aktivitesinde inhibisyona
neden oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢alismada da Ag" birikimi sadece akut siirecte
solunga¢ dokusunda gozlenebilmistir. Hollis ve ark. (2000), O. mykiss’i 2 pg
Cd™/L’nin 30 ginliik etkisinde birakmis ve solungac, bobrek ve karacigerde Cd™
birikiminin siireye bagli olarak 6nemli diizeyde artis gosterdigini belirtirken en
yiiksek Cd™ diizeyinin yaklagik 9 pg Cd™/g y.a. ile bobrekte gozlemislerdir. Bu
calismanin kronik siirecinde ise benzer sekilde Cd™, siireye bagl olarak dokularda
birikmis, buna karsin en yiiksek oranda solunga¢ dokusunda oOl¢iilmiistiir. Bununla
birlikte O. mykiss 7 mg Cu™/L etkisinde bir ay siireyle kalmis ve etki sonrasi
karaciger ve solungagta Cu'> diizeyinde artis olmasma karsmn kronik Cu'
toksisitelerinin degerlendirilmesinde doku metal birikiminin zay1f bir belirte¢ oldugu
belirtilmistir (McGeer ve ark., 2002). Bury (2005), 8.3 nM Ag ’nin 21 giin siireyle

etkisinde kalan O. mykiss’in solungag, bdbrek ve karacigerinde Ag' birikimine ve
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Ag nin Na" dengesine olan etkisine bakmis ve Ag' diizeyinin bobrekte 7. giinde
arttigini ve 21. giline kadar sabit kaldigini belirtmistir. Bununla birlikte karacigerin ve
bobrek dokusunun Ag’ birikimi i¢in depo organ oldugu bildirilmistir. Solungag
dokusundan viicuda giren Ag"’nimn hizla birkag saat igerisinde burada birikebildigi
belirtilirken, 7. ve 21. giinde Ag  diizeyindeki diisiisiin apikal Ag" girisindeki
indirgenmeden kaynaklanabilecegi bildirilmistir. Sucul ortamda genellikle 1-100
ng/L diizeyinde gdzlenen Ag ’nin serbest iyonik formda (Ag') ozellikle tatli su
organizmalar1 i¢in oldukca toksik oldugu belirtilmis ve solungaglarda biriken
Ag nin metal baglayan yiiksek molekiil agirlikli protein ve metallothioneinlerle
depolanmas1 sonucu Ag' alimmin engellendigi ve boylece solunga¢ dokusunda
serbest Ag’min diisiik diizeyde tutuldugu vurgulanmustir. Dokuda Ag™ birikim
diizeyine bagli olarak ézellikle karacigerde metallothionein derisiminin artmasi, Ag"
toksisitesinin engellenmesinde gorev yapmaktadir (Roesijadi, 1992; Galvez ve ark.,
2002). Buna karsilik bu tez calismasinda kronik etkide Ag™ birikimi dokularda
saptama sinirin1 agsmadigindan gozlenememistir. Bu ¢alismayla ayrica, Ag+ ve Cr+6
birikiminin gozlenebilmesinin bu metallerin daha yiiksek ve uzun stireli etkilerine
bagli olabilecegi goriilmektedir.

Yapilan aragtirmalar, su ortami ile dogrudan iligkili ince, yogun ve biiyiik bir
ylizey alani olusturan solunga¢ dokusunun gaz aligverisi, iyon diizenlenmesi ve
metabolik atiklarin atimindan sorumlu bir organ olarak kirletici etkilerinde birincil
hedef oldugunu ve metal birikimine bagh histopatolojik degisikliklerle birlikte artan
epitelyum gecirgenligi, aktif iyon alim1 ve Na'/K -ATPaz aktivitesindeki indirgenme
ile iliskili osmoregiilatér hasar1 gosterdigini belirtmislerdir (Heath, 1987; Monteiro
ve ark., 2005). Solungag epitelinin apikal membraninda diisiik metal derisimleri i¢in
yiiksek ilgili-diisiik kapasiteli baglama bolgeleri ve yliksek metal diizeylerinde gorev
alan diisiik ilgili-yiiksek kapasiteli baglama bélgeleri olmak iizere iki tip Cu'™
baglayan bolge oldugu bildirilmistir (Monteiro ve ark., 2005). Solungac yiizey
baglama bolgeleri doydugunda metal hiicre i¢i boliimlere gecerek birikim
gostermektedir baska bir deyisle dokuda metal birikimi, metallerin alinim oranlar
atillm oranlarin1 astiginda gozlenmektedir ve metal tipi, derisimi, etki siiresi ile

sertlik, pH, tuzluluk ve sicaklik gibi suyun fizikokimyasal yapisindan
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etkilenmektedir (Heath, 1987; Canli ve Furness, 1993; Kalay ve Canli, 2000; Canli
ve Atli, 2003). Metal birikiminin genel mekanizmasi, sirastyla sok, onarim ve uyum
olmak iizere iic fazda gergeklesen hasar-onarim modeli ile agiklanmaktadir
(McDonald ve Wood, 1993). Buna gore ilk asama olan sok fazinda gézlenen fiziksel
hasar oncelikle solunga¢ dokusunda gozlenmektedir ve fizyolojik homeostazi hasari
ile iliskili olan bu faz genellikle kisa siirelidir (birkac giin). ikinci asama olan onarim
fazinin fizyolojik hasari onarmak i¢in mitoz, artan protein sentezi gibi biyosentetik
mekanizmalarin artigini igermesinin yaninda metallothionein gibi metal baglayan
proteinlerle, metallerin zararh etkilerinden korunmak icin iyon diizenlenmesi ile ilgili
diger sistemlerin aktive olmasi da bu faz icerisinde gergeklesmektedir. Uciincii
asama olan uyum fazi ise uzun siireli metal etkilerinde artan direnglilik olarak
tanimlanmakta ve organizmalarin i¢ fizyolojilerinin etki dncesi durumuna dénmesi
veya yeni bir denge olusturmalarin1 kapsamaktadir (Lauren ve McDonald, 1987;
Pelgrom ve ark., 1995; McGeer ve ark., 2000). Buna karsin bu calismanin uzun
stireli metal etkilerinde gozlenen sonuclar genel olarak onarim ve uyum
mekanizmalarinin O. niloticus dokularinda indiiklenemedigini gostermesi ayni tiirle
calisan Monteiro ve ark. (2005)’nin sonuglari ile de vurgulanmistir. Metallerin 5-20
uM derisimlerinin 14 giinliik etkileri sonunda dokulardaki toplam metal birikim
sonuglarina gore ise solungaglarda Zn™ disinda diger metaller doza bagl bir artis
gbstermis buna karsin, karacigerde sadece Cd™ ve Pb™ ile kas dokusunda Zn' ve
Cd™ en yiiksek derisimlerde birikim gostermislerdir (Atli ve Canli, 2008a). Bu tez
calismasinda ise metal etkilerinde Ag” ve Cr'™® disinda digerleri siireye bagl birikim
gostermistir, kas dokusunda ise Zn'"? birikim gostermemistir. Kronik diisiik derigimli
metallerin toksik etkileri 6nemli bir kiiresel sorun olarak ilgi ¢cekmekte ve etki
sonrasinda metaller serbest siilfidril gruplarina olan ilgilerine bagli biyolojik
aktiviteleri engellemekte, esansiyel element durumlarini etkileyerek detoksifikasyon
mekanizmalarini indirgeyebilmektedir (Heath, 1987; Quig, 1998).

Ozetle, O. niloticus dokusunda akut ve kronik metal etkileri genel olarak
karsilastirilirsa; Na'/K™-ATPaz ve Ca™>-ATPaz aktivitelerinin akut ve kronik metal
etkilerinde azaldigi gozlenmistir. Buna karsin Mg™-ATPaz ve Toplam-ATPaz

aktiviteleri ise akut siirecte degisiklik gdstermedikleri durumlar disinda genel bir
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azalig, kronik donemde ise silireyle dogru orantili bir artis géstermislerdir. Buna gore
Na'/K'-ATPaz ve Ca™-ATPaz enzimlerinin digerlerine gore metal etkilerine gore
daha duyarlt olduklart gbzlenmistir. Toplam protein diizeyi ise akut donemde azalis
ya da degisikligin olmadigi yonde etki gosterirken kronik donemde ise genelde
baslangicta artis daha sonra ise azalis yoOniinde etki gostermistir. Akut metal
etkilerinde derisime bagli metal birikimi kronik donem kiyaslandiginda daha fazla
gbzlenmis ve solunga¢ dokusunun metal birikimi yoniinden incelendiginde diger
dokulara gore daha duyarli oldugu buna karsin metal diizeylerinin ise bobrek
dokusunda daha yiiksek gozlendigi belirlenmistir. Toplam iyon diizeyleri
incelendiginde ise metallerden en ¢ok etkilenen iyonun Na" oldugu ve bunu sirasiyla
Ca™, K ve Mg™nin izledigi goriilmiistiir. Na”™ diizeyinin tiim dokularda akut ve
kronik metal etkilerinde benzer sekilde azalis gosterdigi, K~ iyonunun solungag
dokusunda benzer egilim gostermesine karsin kas dokusunda sadece akut metal
etkilerinde azalis, bobrek dokusunda ise her iki siiregte de azalis gosterdigi
goriilmiistir. Tim dokularda Ca™ diizeyleri en ¢ok akut metal etkilerinde artis
gosterirken kronik metal etkilerinde degisiklik gostermemistir. Mg™ iyon diizeyleri
ise solunga¢ ve kas dokusunda pek etkilenmezken, bobrekte daha cok artis
gostermistir. Elde edilen sonuglar enzim aktiviteleri ile diger dlgiilen parametrelerin
metallere verdikleri tepkilerinin, derisim ve siiresi ile metal tipi ve doku tipine baglh
olarak degistigini gdstermistir. Buna benzer sekilde daha once enzimatik ve
enzimatik olmayan mekanizmalarda gorev alan parametrelerle yapilan ¢aligmalar bu
durumu desteklemektedir (Ath ve ark., 2006; Atl1 ve Canli, 2008a,b). Akut ve kronik
metal etkisinin karsilastirildig1 diger bir calismada ise Miller ve ark. (2007), alabalik
O. mykiss’i 96 saatlik 0-2,67 mg Se™*/L ve 30 giinlik 0-0,16 mg Se™*/L etkisinde
birakmuslar ve akut ile kronik Se™ etkisinde solungag Na'/K'-ATPaz aktivitesinin
degismedigini gozlemlemislerdir. Arastiricilar enzimin metal etkisine tepki vermeme
nedeninin uygulanan metal derisimi ve siiresinin enzim aktivitesini uyarmada
yetersiz kalmas ile iligkili olabilecegi goriisiine varmiglardir.

Tath su kirliligi ile ilgili ortamin fizikokimyasal analizi ve sudaki toksisitenin
tanimlanmasina yonelik araglarin gelistirilmesi temel alinarak yapilan geleneksel

calismalarin yaninda artik giiniimiizde doku ve viicut sivilarinda kimyasal maddeler,
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toksik metabolitler, enzim aktiviteleri veya diger biyokimyasal degisiklerin analizleri
gibi toksik maddelerin biyolojik sistemleri nasil etkiledigini gosteren belirteglerin
kullanimi 6nem kazanmaktadir. Molekiil derisimlerinin 6l¢iimii ile saptanan
degisiklikler olarak tanimlanan toksisite belirtegleri kirletici etkisi ile risk
degerlendirme mekanizmalarin1 birbirine baglamaktadir. Belirteg sozciigii ise
ortamdaki biyolojik yapi ile stres etkeni arasindaki kimyasal, fiziksel veya biyolojik
olabilen etkilesimi yansitan 6l¢iim parametrelerini igine alan genis bir alan igin
kullanilmaktadir (De La Torre ve ark., 2007).

Antropojenik  aktiviteler sonucu sucul ekosisteme salman gesitli
derisimlerdeki metabolizma icin gerekli olan ve olmayan metaller, sucul
organizmalarda dig gorlinlis ve davraniglardaki biiyiik degisimlerden once ilk
etkilerini doku ve hiicresel diizeyde gostermektedir. Gilinlimiizde farkli tiirlerde
biyolojik belirteclerle yapilan ¢evresel gozlemin, su kirliliginin yol actigi kronik
etkilerin ekolojik 6neminin degerlendirilmesinde ve nicel cevap saglamasi yoniinden
yararlt oldugu bilinmektedir (De La Torre ve ark., 2005, Monserrat ve ark., 2007;
Atli ve Canli, 2008a). Sucul organizmalar genellikle metallerin akut etkilerinden ¢ok
diisiik diizeylerinin uzun siireli etkilerine maruz kalmaktadir. Akut ve kronik stres
altinda sucul organizmalarda 0zgiin molekiiler, biyokimyasal, fizyolojik ve
morfolojik tepkileri kapsayan farkli ekolojik degisiklikler goézlenebilmektedir.
Kronik etki sirasinda toksik maddeye karsi gelisen direnglilige bagli olasi uyum
mekanizmalarimin indiiklendigi goriilebilmektedir (McDonald ve Wood, 1993;
Silvestre ve ark., 2005). Elde edilen bulgular 1s1ginda enzim aktivitelerinde akut ve
kronik metal etki mekanizmalarindaki metal tipi, derisimi ve etki siiresindeki
farkliliklara bagli degisiklikler go6zlenmistir. Buna goére enzim aktivitesindeki
azaliglar, metal birikimi, iyon ve protein diizeyindeki degisiklikler, enzim
yapisindaki —SH gruplarina metallerin baglanmasi, dokudaki yapisal farkliliklar ile
bunlara bagli gelisen iyon ve osmoregiilator sistem bozukluklarindan
kaynaklanabilmektedir. Bunun digsinda enzim aktivitesinde 6zellikle kronik siirecte
gozlenen artiglar ise metallothionein ve antioksidan sistemler gibi olasi telafi ve
onarim mekanizmalarinin devreye girmesi ile aciklanabilmektedir. Bu anlamda

metallerin kisa siireli yliksek derisimlerinin etkisinin degerlendirilmesi yaninda
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Ozellikle uzun siireli ¢evresel diizeylerine daha yakin diisiik derisimdeki metallerin
etkilerinin degerlendirilmesi ¢evresel risk degerlendirilmesinde daha fazla onem

kazanmaktadir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER
5.1. Sonuglar

1. O. niloticus akut uygulamada, 0,1-1,5 pg/mL derisimindeki metallerin (Cd™*, Cu™,
Zn™?, Cr'® Ag") 96 saatlik etkisine, kronik uygulamada ise 0,05 pg/mL
derisimindeki metallerin 0-30 giinliik etkisine birakilmistir. Kronik Ag" etkisinde 16.

giinde balik 6liimleri gozlenmistir.

2. ATPaz’larin karakterizasyonu yapilarak en yiliksek enzim aktivitelerinin
gbzlendigi inkiibasyon ortamlar1 belirlenmis ve analizler bu degerler kullanilarak

yapilmistir.

3. Akut ve kronik metal etkileri sonunda baliklarda solungag, bobrek ve kas
dokularinda 6l¢iilen ATPaz enzim aktiviteleri onemli oranda degismistir. Buna gore
Na'/K'-ATPaz ve Ca'>-ATPaz aktiviteleri metal tipi, derisimi, etki siiresi ve doku
tipine bagh olarak genellikle azahs gosterirken, Toplam-ATPaz ve Mg'*-ATPaz

aktiviteleri azalig yaninda artis da gostermistir.

4. Akut metal derisimlerinin ATPaz enzim aktivitelerine in vitro etkileri de
incelenmistir. Metallerin genellikle enzimleri inhibe ettigi, Mg -ATPaz ve Toplam-

ATPaz aktivitelerinde ise baz1 metal derisimlerinde artislarin oldugu kaydedilmistir.

5. Toplam protein diizeyleri ise benzer sekilde doku ve metal tipi ile metallerin

derisim ve siirelerine bagli olarak artis ve ya azalig gdstermistir.

6. Deney siireleri sonunda dokularda metal birikimlerinin gozlendigi, akut metal
etkilerinin ozellikle solungagta metal diizeylerini artirmustir. Ag"™ ve Cr'®
diizeylerinin ise saptama smirlarinin altinda oldugu icin belirlenemedigi

belirtilmistir.

7. Toplam iyon diizeyleri de énemli 6lgiide degisiklige ugramis ve genellikle Na" ile
K" diizeyleri azahs gosterirken, Mg ile Ca™ diizeyleri artis gostermistir. Bununla
birlikte metal etkilerinde en ¢ok Na” diizeyi etkilenmis, buna karsin Mg ise en az

etkilenen iyon olmustur.
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5.2. Oneriler

1. Metal toksisitesinin belirlenmesinde erken uyarici sistemler olarak ATPaz
enzimleri yaninda antioksidan enzimler ve karbonik anhidrazi kapsayan diger
enzimatik sistemlerle birlikte metallothionein ve rediikte glutatyon gibi enzimatik
olmayan sistemlerde yer alan biyokimyasal parametreler de kullanilarak daha genis

bir yelpazede metal etkileri incelenebilir.

2. Biyokimyasal belirteclerin kullanimi1 farkli balik tiirlerinde uygulanarak, metal
toksisite mekanizmalar1 temelinde duyarli ve direngli tiirler arasinda bir karsilastirma

yapilabilir.

3. Biyolojik molekiil diizeylerinin yaninda g¢evresel risk degerlendirmesinde yararl
olabilecek metal etkilerinin neden oldugu dokusal hasarin goézlenmesi igin

toksikolojik calismalarda doku histolojisine de yer verilebilir.

4. Laboratuar ortaminda gergeklestirilen deneylerin disinda biyokimyasal belirte¢
olarak kullanilan parametreler daha genis zaman araliklarinda arazi ¢aligmalarina da
uygulanirsa dogal ortamdaki metal etkilerini gozlemde ¢ok daha hassas ve dogru

sonuclar elde edilebilir.

5. Sucul organizmalarin metallere verdikleri tepkileri gozlemde, farkli sicaklik
kosullarinin kullanim1 ve ya metal etkilesimi gibi farkli uygulamalar yapilarak,
bunlarin canli metabolizmasina etkileri degerlendirilebilir. Bununla birlikte sucul
organizmalarda besin ve su kaynakli metal etkilerinin degerlendirilmesi de toksisite

calismalarina 6nemli birer veri saglayabilir.
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EK-1. Akut metal etkilerinde O. niloticus dokularinda % ATPaz aktiviteleri.

Metal | Derisim Na'/K'-ATPaz Mg *-ATPaz Total-ATPaz Ca**-ATPaz
(ng/mL) | Solunga¢ | Bobrek | Solunga¢ | Biobrek | Solunga¢ | Bobrek | Solunga¢ | Bobrek Kas
0.1 -33 -47 31 32 9 5 -51 -59 -96
cd 0.5 -76 -43 34 40 -7 7 92 -48 94
1.0 -89 -19 27 54 -10 18 91 -84 -88
1.5 -83 -63 52 69 11 32 91 -63 71
0.1 -55 10 -8 48 25 61 90 -79 -57
Cu™ 0.5 -45 91 -12 69 24 40 -88 -94 -66
1.0 -25 86 2 7 -8 59 95 -84 -1
1.5 71 23 -1 39 -23 63 -92 72 71
0.1 -56 -49 -76 -47 -68 -51 -82 -55 -78
0.5 -49 -48 -59 -50 -55 -36 -68 -86 91
Zn" 1.0 -39 -15 -64 -48 -56 -15 74 74 96
1.5 -67 11 -59 -15 -61 21 -82 -42 -90
0.1 -20 6 -56 -54 -43 22 91 94 42
Cr 0.5 -30 43 -48 31 -41 36 -84 -78 179
1.0 -4 44 -57 -32 -45 23 -87 -78 76
1.5 21 27 -61 0 -42 40 95 -85 105
0.1 -86 69 -62 -27 -69 63 71 73 42
Ag' 0.5 -87 63 -72 -48 -75 24 74 74 -46
1.0 -90 138 72 -30 -79 76 -60 91 -33
1.5 -95 111 74 23 -81 68 -87 72 -82
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EK-2. Akut ve kronik metal etkilerinde O. niloticus dokularinda % toplam protein diizeyleri.

Metal Derisim Akut Donem-Protein Metal Siire Kronik Donem-Protein
(ng/mL) | Solunga¢ | Bobrek Kas (giin) Solunga¢ | Bébrek Kas
0.1 4 -16 27 5 14 9 20
i i A
1.5 9 -16 19 30 -17 -25 -19
0.1 -32 -69 -34 5 21 19 22
0.5 -21 -70 -29 Cu™ 10 17 9 12
Cu® 1.0 -8 -64 -25 20 -2 -7 -3
1.5 -21 -63 -44 30 -15 -23 -20
0.1 -3 3 -6 5 5 -13 6
Zn" 0.5 1 8 -8 Zn*? 10 2 -11 -3
1.0 -8 9 5 20 16 -4 18
1.5 -5 -5 -1 30 1 13 4
0.1 -7 15 -7 5 4 -3 -7
+6 0.5 -4 -17 2 +6 10 -1 -12 8
Cr 1.0 1 3 7 Cr 20 16 12 16
1.5 0 6 7 30 3 14 8
0.1 -6 1 20 5 3 -18 1
Ag' 0.5 0 4 19 Ag’ 10 1 -17 -2
1.0 -15 -4 8 16 -3 -5 -16
1.5 -24 -22 -5
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EK-3. Akut ve kronik metal etkilerinde O. niloticus dokularinda % toplam metal diizeyleri.

Metal Derisim Akut Donem-Metal Metal Siire Kronik Donem-Metal
(ng/mL) | Solunga¢ | Bobrek Kas (giin) Solunga¢ | Bébrek Kas
0.1 1019 227900 37300 5 582 0 35600
Ccd? 0.5 392 450900 20300 Cd™ 10 1257 0 49500
1.0 579 496900 23200 20 1511 22400 37700
1.5 1479 972900 6500 30 1630 142900 51300
0.1 25 0 0 5 96 414900 37000
0.5 165 0 0 Cu™ 10 152 457900 51500
Cu™? 1.0 129 205900 13900 " 20 187 485900 21300
1.5 208 93900 0 30 205 608900 19700
0.1 1 2 30 5 13 60 10
Zn" 0.5 15 -7 44 Zn*? 10 29 47 4
1.0 2 23 13 " 20 12 71 3
1.5 17 72 39 30 20 67 0
0.1 1990 - - 5 - - -
+6 0.5 0 - - +6 10 - - -
Cr 1.0 42500 - i Cr 20 - - i
1.5 51200 - - 30 - - -
0.1 22000 - - 5 - - -
Ag' 0.5 24700 - - Ag’ 10 - - -
1.0 22300 - - 16 - - -
1.5 28300 - -
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EK-4. Akut metal etkilerinde O. niloticus dokularinda % toplam iyon diizeyleri.

Meta] | Derisim Na" K" Mg Ca"
(ng/mL) | Solunga¢ | Bobrek Kas Solunga¢ | Bobrek | Kas | Solunga¢ | Bobrek | Kas | Solungac | Bobrek | Kas
0.1 -37 -15 1 -34 -5 -33 1 3 12 1 81 10387
cd™ 0.5 -30 -38 -9 -29 -28 -30 20 20 16 10 96 7387
1.0 5 -43 -26 -9 -25 13 36 20 37 46 273 1903
1.5 -18 -46 -30 -16 -24 -45 44 35 1 30 119 1877
0.1 =72 4 -36 -64 9 24 -12 95 -26 0 364 -39
0.5 -4 -2 -74 -6 7 -41 49 15 -13 78 146 2344
Cu®? 1.0 -33 -41 -32 -27 -16 -54 -25 -17 -21 -4 19 -15
1.5 -22 -42 -40 -22 -6 -44 -18 -24 -25 36 119 39
0.1 -20 -17 -37 -20 -35 -24 11 22 -7 18 19 -26
Zn* 0.5 -2 -70 -43 -13 -29 -53 16 2 -10 27 -8 87
1.0 -8 -68 -45 -15 -36 -70 41 34 -42 27 165 1320
1.5 -14 -66 -57 -19 -25 -40 6 12 -44 26 2 126
0.1 -37 -58 -34 -31 -44 -24 18 -14 -1 3 83 0.0
Cr't 0.5 -30 -55 -35 -20 -32 -30 12 43 -1 15 212 -18
1.0 -22 -47 -36 -13 -50 -40 29 -17 -1 32 10 23
1.5 -23 -57 -46 1 -43 -42 36 -9 6 24 21 -54
0.1 -37 -63 -50 -26 -44 -10 3 -17 19 -1 31 80
Ag' 0.5 -32 -66 -46 -32 -41 9 9 32 15 6 102 -26
1.0 -48 -65 -50 -40 -42 5 4 39 8 -7 81 -31
1.5 -21 -72 -46 -57 -41 3 32 47 16 28 89 -31




EK-5. In vitro metal etkilerinde O. niloticus dokularinda % ATPaz aktiviteleri.

¥0¢

Metal | Derisim Na'/K'-ATPaz Mg -ATPaz Total-ATPaz Ca"’-ATPaz

(ng/mL) Solungac¢ Bobrek Solungac¢ Bobrek Solungac¢ Bobrek Kas

0.1 -34 -12 9 18 0 14 -76

Ccd 0.5 -57 -70 22 17 5 4 -84
1.0 -79 -41 17 21 -4 13 -84

1.5 -78 -100 22 19 1 1 -92

0.1 -50 -22 -6 -1 -16 -4 -93

Cu*? 0.5 -78 -100 1 1 -16 -24 -98
1.0 -80 -100 -1 6 -18 -29 -92

1.5 -100 -100 -3 42 -24 -21 -99

0.1 -15 -81 -22 22 14 6 -40

Zn™? 0.5 -15 -76 -31 19 22 5 -73
1.0 -40 -70 -19 11 6 -2 =77

1.5 -27 -79 -33 9 20 -3 -93

0.1 -46 9 2 2 -9 3 -92

Cr' 0.5 -19 13 3 6 -2 -88
1.0 -30 -73 8 13 -1 1 -93

1.5 -67 -59 6 3 -10 -3 -94

0.1 -94 -64 -10 -5 -31 -13 -82
Ag’ 0.5 -100 -100 -20 6 -39 -24 -100
1.0 -100 -100 -19 20 -39 -22 -90
1.5 -100 -100 -17 8 -42 -36 -100
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EK-6. Kronik metal etkilerinde O. niloticus dokularinda % ATPaz aktiviteleri.

Metal Siire Na'/K'-ATPaz Mg -ATPaz Total-ATPaz Ca"’-ATPaz

(giin) Solunga¢ | Bobrek | Solunga¢ | Bobrek | Solunga¢ | Bobrek | Solunga¢ | Bobrek Kas
5 -81 -67 -17 35 -32 -12 -67 -100 -49
ca®? 10 -63 -68 -17 101 -27 43 -62 -75 -65
20 -83 -71 4 49 -15 52 -47 -76 -84
30 -88 -42 41 69 18 25 48 -76 -20
5 -52 -61 -17 49 -27 7 -45 -100 -62
Cu* 10 -73 -64 -12 40 -22 -16 -66 -86 -28
20 -89 -75 7 67 -15 24 -12 -51 -85
30 -86 =72 36 30 12 -2 -24 -45 -39

5 -82 -21 -4 23 -18 -2 84 -33 2

Zn'? 10 -76 -37 -24 32 -33 -5 -47 -42 -83
20 -97 -59 -21 3 -39 -20 -47 -57 -80
30 -54 -61 -7 -22 -10 -34 -48 -81 -37

5 -81 19 -11 73 -15 31 -59 -53 25
Cr' 10 -55 -58 -5 29 -94 4 -55 -56 -88
20 -88 -58 -21 -15 -38 -33 -69 -80 -87

30 -71 -61 -15 -34 -29 -44 -46 -83 -9
5 -87 70 1 38 6 33 -37 -37 -56

Ag’ 10 -62 -70 14 27 -2 49 -83 -52 -65
16 -90 -8 -63 23 -70 6 -88 -74 -87
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EK-7. Kronik metal etkilerinde O. niloticus dokularinda % toplam iyon diizeyleri.

Metal | Siire Na* K" Mg Ca"
(giin) | Solunga¢ | Bobrek Kas Solunga¢ | Bobrek | Kas | Solunga¢ | Bobrek | Kas | Solungac | Bobrek | Kas
5 -33 -62 -48 -28 -38 -3 -10 -27 -13 6 -17 4310
cd™ 10 -34 -55 -39 -20 -36 3 -4 -18 -16 0 12 1056
20 -25 -59 -37 -8 -40 1 -17 -18 -24 8 -2 2490
30 -28 -58 -41 -16 -41 9 0 -28 -4 -15 -6 13
5 -34 -41 -38 -21 -8 -31 -14 22 -10 3 12 3592
10 -27 3 -40 -11 -20 11 -12 143 21 -11 194 149
Cu®? 20 -14 -56 -39 -9 -32 -10 -1 -17 -14 4 -8 1685
30 -19 -38 -31 -14 -29 9 -26 119 -1 -19 77 -8
5 -14 -44 -30 -4 -23 16 17 9 25 -3 -10 -33
Zn" 10 6 -48 -32 25 21 19 19 0 11 12 21 -5
20 -11 -43 -32 8 -15 11 43 33 22 14 -29 -28
30 2 34 -27 17 -7 11 47 16 28 33 -12 -33
5 -22 -56 -30 -11 -25 10 3 -12 19 9 46 46
Cr't 10 -21 -56 -42 -11 -29 -3 18 -10 -13 9 262 -5
20 -7 -45 -29 1 -25 15 -2 -12 -10 -8 229 -18
30 -15 -49 -36 -7 -27 16 -8 -23 -13 12 25 8
5 -36 -40 -45 -24 -29 -14 14 -5 21 -9 21 8
Ag’ 10 -17 -42 -34 -8 -34 1 35 33 15 26 227 31
16 -25 -35 -38 -16 -9 -2 35 117 54 31 308 56
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