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KALAN BALIKLARIN (Oreochromis niloticus) OZM OREGULASYON
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Bu calismada, tatli su baligi Oreochromis niloticus farkl: tuzluluk (O, 1, 10
ppt) derisimlerindeki sularda civa etkisine akut (0,3 uM Hg*, 3 giin) ve kronik
(0,03 uM Hg*, 30 giin) olarak maruz birakilmistir. Deney sireleri sonunda
baliklarda  solungag  dokusundaNa'/K*-ATPaz, Mg">-ATPaz ve Ca'-
ATPaz aktiviteleri ile kas dokusunda Ca>-ATPaz aktivites dlcilmiistiir. Civa ve
tuzlulugun ayri ayri ve birlikteki etkisinde baliklarda solungag ve kas ATPaz
aktivitelerinde bazi 6nemli degisimler gorilmastdr.

Buna gére, Mg**-ATPaz ve Ca">-ATPaz aktiviteleri kronik diizeyde, Hg ve
tuzlulugun ayr1 ayr1 ve birlikteki etkileri ile doku tipine bagl1 olarak genellikle artis
gostermistir. Na'/K*-ATPaz aktivites akut ve kronik stiregte birbirine zit tepkiler
vermistir.

Anahtar Keliméeer: Civa, Tuzluluk, Etkilesim, Oreochromis niloticus, ATPaz
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In this study, freshwater fish Oreochromis niloticus were exposed to Hg**
in differing salinities (0, 1, 10ppt) for acute (0,3 uM Hg*, 3 days) and chronic
(0,03 uM Hg*, 30 days) exposure protocols. Following the exposures the activity
of Na'/K*-ATPase, Mg**-ATPase and Ca®*-ATPase in the gill and Ca®*-ATPase
muscle of O. niloticus were measured. There were some significant alterations in
ATPase activities in gill and muscle tissues of fish exposed to metals as single or
combination with salinity.

According to data, Mg**-ATPase and Ca’*-ATPase activities generally
increased in chronic exposures, depending upon individual and combination effects
of salinity and Hg?*. Na'/K*-ATPase activity showed opposite reactions in acute
and chronic durations.

Keywords: Mercury, Salinity, Interaction, Oreochromis niloticus, AT Pase



GENISLETILMIS OZET

Cesitli antropojenik aktiviteler yoluyla cevreye salinan civa (Hg™) bolgesel
oldugu kadar kiresel olarak da bircok zararl: etkiler gostermektedir. Hg™ 6zellikle
ATPazlar gibi bazi ozmoregllatér enzimlere etki etmektedir (Verma ve ark, 1983).
Su yoluyla Hg* etkisinde kalan baliklarin solungag dokusu ve ozmoregiilasyondan
sorumlu Klorit hicrelerinin yapisi oldukga zarar gérmekte ve bu hiicrelerin sayisi
azalmaktadir (Giari ve ark, 2008). Adenozin trifosfataz (ATPaz) enzimleri
membrana bagli, hicre i¢i fonksiyonlarda 6nemli rol oynayan ve toksisiteye
duyarli biyobelirteg olarak kullamlabilen bir grup enzimdir. Dokulardaki iyon
hareketleri, ozmotik basing, membran gegirgenligi ve yiksek enerjili metabolik
transformasyonlarin kontroliinde 6nemli gorevlere sahip olan ATPaz enzimlerinin,
yuksek elektronegatif Ozellik gostermeleri nedeniyle gecis metallerine duyarl
oldugu bdlirtilmistir (Riedel ve Christensen, 1979; Watson ve Beamish, 1981;
Thaker ve ark, 1996; Atli ve Canl1, 2011). lyi bilinen membrana bagli ATPaz lar,
Na'/K*-ATPaz, Ca'*ATPaz ve Mg'*-ATPaz dir. Bu enzim aktivitelerinin Cr™,
Cu'?, Pb*?, Hg'? ve Zn*? gibi metaller tarafindan etkilendigi belirtilmistir (Shephard
ve Simkiss, 1978, Watson ve Beamish, 1980; Atli ve Canli, 2008, 2011).

Bu calismada, tatli su balig1 Oreochromis niloticus farkl: tuzluluk (0, 1, 10
ppt) derisimine sahip sularda civa etkisine akut (0,3 UM Hg, 3 giin) ve kronik (0,03
MM Hg, 30 gin) olarak maruz birakilmistir. Bu ¢alisma ile O. niloticus'un
solungac ve bagirsek ATPaz aktivitelerinin dlgiilerek, sucul ortamlarda Hg*
toksisitesine tuzlulugun etkisinin belirlenmesi amaclanmustir. Deney slreleri
sonunda, baliklarda solungac dokusunda Na‘/K*-ATPaz, Mg"*-ATPaz ve Ca'*-
ATPaz aktiviteleri ile kas dokusunda Ca™>-ATPaz aktivites: 6lcilmiistiir. Baliklar
deney kosullarinda 30 giin yasarken sadece O ppt tuzluluktaki 0,03 uM Hg™
etkisinde bir adet 6lim gbzlenmistir.

Civa ve tuzlulugun ayr1 ayr ve birlikteki etkisinde, baliklarda solungag ve
kas ATPaz aktivitelerinde bazi 6nemli degisimler gorulmistar.



Buna gore Mg"*-ATPaz ve Ca'?-ATPaz aktiviteleri metal ve tuzlulugun
ayr ayr1 ve birlikteki etkileri ile etki slresi ve doku tipine bagli olarak genellikle
artis yoniinde bir degisim gosterirken, Na'/K*-ATPaz aktivites akut ve kronik
sirecte birbirine zit tepkiler vermistir. Baliklarin doku protein diizeylerinde ise
genel olarak bir degisim gorulmemistir.

Elde edilen sonuclara gore, enzim aktivite diizeylerinin farkli tuzluluk, civa
derisimi, etki siresi ve doku tipine gore degisiklik gosterdigi belirlenmistir. ATPaz
aktivitelerinde ortam kosullar ve etki siresine bagli olarak artis ya da azaiglar
gbzlenmistir. Sadece tuzluluk etkisinde egilim artis yonunde, tuzluluk ve metal
etkisinde azalis yonunde olmustur. Yapilan ¢alismaar ginimizde artan cevresel
kirlilik sonucu metallerin toksik etkilerinin degerlendirilmesinde, iyon tasinmasi,
hiicresel sivi hacminin diizenlenmesi, zar potansiyelinin korunmas: gibi kilit 6neme
sahip ATPaz enzimlerinin biyolojik belirtecler olarak biyik ©neme sahip
olduklarim vurgulamaktadirlar (Watson ve Beamish, 1981; Canl1 ve Stagg, 1996;
Atl1 ve Canl1, 2007).

Bu calismada; farkli tuzluluk dizeyine sahip sularda tatli su balig:

+23

Oreochromis niloticus' un organlarinda, Hg"“ nin ATPaz aktiviteleri Uizerine olan

etkileri akut ve kronik deney protokolleri ile incelenmistir.
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1. GIRIS Alper DOGAN

1. GIRIS

Son zamanlardaki hizli nifus artisi, enerji ve besin yetersizligi, diizensiz
kentlesme, insanlarin asir tiketim istegi ve bas dondirict bir hizla gelisen
teknolojik ilerlemeler, cevre kirliligi sorununun Gnemini iyice hissettirir hale
gelmesine neden olmustur. Bu kirliligi artiran ve ekolojik dengenin bozulmasinda
onemli rol oynayan faktorlerin basinda, atik sularinda agir metal igceren endustri
kuruluslart gelmektedir. Bu kuruluslar, islem strecleri geregi cesitli agir metalleri
kullanmakta ve civa, ¢inko, kobalt, bakir, demir, kursun, krom, arsenik ve giimis
gibi metal iyonlarint atiklarinda bulundurmaktadir (Cihangir ve Saglam, 1997).
Y erylzi sularindaki agir1 kirlilik, icme sulariyla ya da kontamine olmus baliklarin
tuketilmesiyle insan saglhigi Uzerinde de olumsuz etkilere yol agmaktadir
(Silbergeld ve ark, 2005; Dorea, 2006; Verger ve ark, 2007).

Agir metaller balik biyokimyasinda ve fizyolojisinde 6nemli degisimlere
neden olmakta ve onlarin isleyis mekanizmalarim bozabilmektedir (Atli ve Canli,
2007, 2011). Norma kosullarda agir metallerin dogal sucul ortamlardaki oran
dustktir. Dogal ortamdaki konsantrasyon oram arttiginda, gimus, civa bakir,
kadmiyum ve kursun gibi agir metaller 6zellikle organizmalar Uzerinde toksik etki
yapmakta ve enzimler dahil bircok metabolik sistemi etkilemektedir. Vicuda
alinan metallerin toksik etkileri, depolama ve detoksifikasyon mekanizmalarinin
dinan metdlerin  zararli etkilerini telafi edemedikleri durumlarda ortaya
cikmaktadir. Metallerin toksik etkileri iki genel kategoriye ayrilabilmektedir. Akut
toksisite (kisa siirede yiksek doz) genellikle letal, kronik toksisite ise (uzun sirede
distk doz) letal ya da subletal olabilmektedir (Heath, 1987). Metalerin toksik
etkilerinin dereces metalin tipine, kimyasalin etki zamamna (Ezemonye ve ark,
2008), suyun sertligine, alkalinitesine ve pH’sina (Carvalho ve Fernandes, 2006),
organik karbon miktarina, yukseltgenme-indirgenme durumuna (Gillis ve ark,
2008) ve sicakliga bagli olarak degismektedir.
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Metallerin sudaki derisimleri, etki slreleri, tuzluluk, sicaklik, pH ve sertlik
gibi cevresal faktorler aym zamanda dokulardaki metal birikiminde de etkin bir rol
oynamaktadir (Heath, 1987; Canli ve Atli, 2003; Baykan ve ark, 2007; Ath ve
Canli, 2008).

Dogal ortamlarinda ve laboratuar kosullarinda metallerin etkilerine maruz
birakilmis olan baliklarda cesitli enzimatik yanitlar arastirilmistir. Bu enzimatik
yanitlar; doza, tire ve maruz kalma slresine goére aktiviteler de artis ve azas
seklinde olabilmektedir (Canl1 ve Atli, 2003; Atl1 ve Canl1, 2008).

1.1. Civa

Baliklarda su kaynakli akut HgCl, toksisites yaklasik 1950'lerden beri
calisiilmaktadir (Doudoroff ve Katz, 1953). Kat1 atik yakimu ve fosil yakitlarin
kullanilimastyla atmosferik konsantrasyonu artis gosteren civa (Hg™) bolgesel
oldugu kadar kiresel de bircok zararli etki gostermektedir. Potansiyel bir
nérotoksik olan inorganik Hg*? baliklarda denge kaybi, hareketsizlik, solunum
bozuklugu ve hatta yiksek konsantrasyonlarda (24-96 saatlik) 6lime bile yol
acabilmektedir  (Wobeser, 1975). Hg'”nin norotoksisitess muhtemelen
asetilkolinasteraz aktivitesini baskilamasindan kaynaklanmaktadir; érnegin 2 gin
boyunca 180 ug L™ Hg™ etkisine maruz kalan baliklarin beyin, solungag ve
karaciger dokularinda enzim diizeylerinde azalma gozlenmistir (Gill ve ark, 1990).
Ancak uyusukluk gibi bazi akut etkiler baliklarin temiz suya gegmesiyle
duzelmistir (Wobeser, 1975).

Hg"™ 6zellikle klorit hicrderinin yapisinda bulunan ATPaz grubu
enzimlere de etki etmektedir (Vermave ark, 1983). Su yoluyla Hg" etkisinde kalan
baliklarin solungag dokusunun ve ozmoregilasyondan sorumlu klorit hiicrelerinin
yapist oldukca zarar goérmekte ve bu hiicrelerin sayisinda azalmalar gorilmektedir
(Giari ve ark, 2008). Baliklarin iyon dengesi ve ozmoregilasyonu icin anahtar
organ olarak bilinen solungacta metal birikimine bagli olarak Na'/K*-ATPaz
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aktivitesinin inhibisyonu ile iliskili ozmoregllatér sistemde hasarlar meydana
gelmektedir. Tatl1 su ve deniz baliklarinda Na'/K *-ATPaz inhibisyonu ile baglantil:
ozmoregiilasyonda bozulmalara neden olan metaller olarak Cu*?, Ag’, Cd"?, Zn*?
ve Hg+2 sayilabilir (Bianchini ve ark, 2004,2005; Atli, 2009).

Hem aerobik, hem de anaerobik metabolizmada yer alan enzim ve
substratlar Hg'™ tarafindan etkilenmektedir. Akut civa etkisinde karaci ger, solungag
ve bobrek asit fosfataz aktivitesi inhibe olurken, yumurtaliklarda aktivite artist
gorilmistir (Gill ve ark, 1990). Letal ve subletal konsantrasyonlarda Hg™ye
maruz kalan baliklarda plazma iyon dizeyleri artmaktadir. Bunun en muhtemel
nedeni olarak Hg* etkisiyle zarar goren karacigerin iyon dengeleme yeteneginin
azamas: gosterilmistir. Hilmy ve ark (1988), calismaarinda 4-7 gin boyunca
kedibaliklarint (Clarias lazera) 100, 200 ve 400 pg L* Hg™ye maruz
biraktiklarinda Na', K*, Mg™ ve Ca'? plazma iyonlarinin konsantrasyonlarinin

arttigim gézlemlemislerdir.

1.2. Aktif Transport

Aktif transport, kicuk molekdllerin termodinamik dengeden uzaga yani
derisim veya elektrokimyasal gradientin zit yonunde tasinmalart agisindan
diflizyondan farklidir; bundan dolay: enerji gerektirir. Elektrokimyasal gradient bir
zarin iki yaninda kimyasal derisim ve elektriksel potansiyel farkliligidir. Aktif
transport ile biyolojik sistemlerde elektrokimyasal gradientlerin devamlilig
saglanir. Aktif tasimada da tasiyict proteinler kullamilir. Proteinlerde, tasinan
maddeye 6zgun kabul bolgeleri vardir. Bu bolgelere baglanan molekil veya iyon
hem enerji kullamm ile hem de tasiyici proteindeki sekilsel degisimi ile zardan
geger. Sitoplazma zarimn her iki tarafinda ATP enerjisi ile iyon gradiyenti
olusturan iyon pompalaridir. Aktif transport icin gereken enerji, ATPnin
hidralizinden, €l ektron hareketinden veya isiktan saglanabilir. ATP nin hidrolizi ile

gerceklesen iyon tasinmasindan sorumlu 3 enzim sistemi (iyon pompasi) vardir.
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Hayvansal hiicrelerde ATP enerjisinin %30-35'i burada harcanmaktadir. Hiicrenin
ici ve dis1 arasinda iyon gradientlerini diizenleyen membrana bagimli Na'’K*-
ATPaz pompasi, her ATP molekiiliinin ADP ye hidrolizi sirasinda 3 Na' iyonunun

hiicre icinden disartyave 2 K* iyonunun disaridan hiicre icine hareketini saglar.

1.3. ATPaz Enzimleri

Adenozin trifosfataz (ATPaz) enzimleri hicre igi fonksiyonlarda iyon
pompas: olarak Onemli rol oynayan membrana bagli bir enzim grubudur.
Membrana bagl: enzimler olan ve dokulardaki iyon hareketleri, ozmotik basing,
membran gecirgenligi ve yuksek enerjili metabolik transformasyonlarin
kontrol inde 6nemli gorevlere sahip olan ATPaz enzimlerinin yiksek elektronegatif
ozellik gostermeleri nedeniyle gecis metal lerine hassas oldugu belirtilmistir (Riedel
ve Christensen, 1979; Watson ve Beamish, 1981; Thaker ve ark, 1996; Atli ve
Canli, 2011). ATPazZ' larin tuzluluk, sicaklik gibi cesitli faktorler tarafindan da
etkilendigi gosterilmistir (Diaz ve ark, 1998). ATPaz' larin gevresel kirleticiler
tarafindan etkilenmeleri onlarin iyonik ve ozmoregilator sistemlerdeki bozukluklar
icin “erken uyar1 sistemi” olarak kullanilabilmelerine olanak vermektedir (Stagg ve
ark, 1992; Sancho ve ark, 2003). Ozmoregiilasyon, dis ortamin ozmolaritesine
(tuzluluk) ragmen hicre disi sivilardaki ozmotik derisimlerin  aktif olarak
dizenlenmesidir ve su ortamindaki canlilar icin gerekli bir fizyolojik
adaptasyondur. Ozmoregilasyonda ¢nemli goérevi olan ATPazlar, solungag ve
bagirsak gibi tuz tasginmasinin gerceklestigi dokularda yiksek dizeylerde
bulunmaktadir ve transepitelyal tuz hareketleri icin gerekli iyonik ve elektriksel
gradienti diizenlemektedir (McGeer ve Wood 1998).
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Sekil 1.1. Na'/K*-ATPaz 1n yap: ve karakteristikleri
(http://proteopedia.org/wiki/index.php/Ouabain)’ den

Na'/K*-ATPaz enzimi, hiicre ici 3 Na” y1 hiicre dis1 2 K™ ile degistirir. Bu
ATP bagiml elektriksel degisim, hicre icini polarize ederek apikal membrandan
Na" girisi icin elektrokimyasal gradient olusturur. Na'/K*-ATPaz enziminin
kemikli baliklarin solungag epitellerinde cogunlukla mitokondrice zengin
hiicrelerde yer aldig1 gosterilmistir. Na'/K*-ATPaz enzimi, P tipi ATPaz grubunda
olup heterodimerik integral membran proteinidir. Enzim 100 kDa molekuler
agirhgindaki a alt Unites ile 60 kDa molekiler agirligindaki glikozitlenmis b alt
Unitesinden olusmaktachr. Sucul organizmaar dikkate ainciginda Na'/K*-
ATPaz' in iyon dizenlenmesinde yasamsal bir 6neme sahip oldugu bilinmektedir.
Iyon akisinin diizenlenmesi, iyonik ve ozmotik homeoztazisin dengelenmesi ile
iliskilidir. iyon dengesinin korunmasi icin gerekli olan ve ATP tarafindan saglanan
enerjiye gereksinim duyan Na'/K*-ATPaz, baliklarin ozmoregiilator dokular: olan
solungag, bobrek ve bagirsak epitelinde anahtar rol Gstlenen énemli bir enzimdir.
Huicrede veya hticre ile hiicre dis1 ortam arasinda iyon tasinimu ve elektrokimyasal

gradientin korunmas: gibi temel fonksiyonlarda énemli goérevlere sahiptir. Cu*?,
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Ag’, Cd™, Zn™ ve Hg™ tath su ve deniz baliklarinda Na'/K*-ATPaz inhibisyonu
ile baglantili ozmoregilasyonda bozulmalara neden olan metaller arasindacdir
(Bianchini ve Wood, 2003; Bianchini ve ark, 2004, 2006).

Mg*%-ATPaz enzimi, solungag gegirgenliginin stabilizasyonu igin gerekli

+23

olan Mg™ nin tasinmasinda, solunga¢ epitelyumundan hticre membran bitinl Ggu
ve oksidatif fosforilasyonda gérev gormektedir (Parvez ve ark, 2006).

Baliklarin Ca™yi sudan absorbsiyon ile adiklar ve tatl su baliklarinda
gene olarak emilimin bagirsaktan cok epidermal yolla oldugu ve balikta Ca'
metabolizmasinin diizenlenmesinde Ca">-ATPaz'in énemli goreve sahip oldugu
bilinmektedir.

Ca'? metabolizmasindaki énemi ve yapisindaki fonksiyonel -SH gruplarina
bagli olarak agir metal etkisinde inhibe olmasi ile kirlilik ¢alisgmalarinda biyuk
o6nem kazanmaktadir (Shephard ve Simkiss, 1978; Wong ve Wong, 2000). Metal
varliginda solungag ATPaz aktiviteleri inhibe ol abilmekte veya uyarilabilmektedir
(Watson ve Beamish, 1980, Watson ve Benson, 1987; Alves ve Wood, 2006; Atl:
ve Canli, 2008).

Ornegin, Kuhnert ve ark (1976), in vivo Cr*® etkisindeki alabalik Salmo
gairdneri’nin solungag dokusunda Mg*-ATPazin aksine Na'/K*-ATPaz
aktivitesinde inhibisyon gozlemistir. Buna karsin, aabal1gin solungag dokusundain
vitro Zn'?nin Mg'*>-ATPaz, Ca'®-ATPaz ve Na'/K'-ATPaz aktivitelerinde
inhibisyona neden oldugu bildirilmistir (Watson ve Beamish, 1980). Cogunlukla
klorit hiicrelerde bulunan Ca'>-ATPaz in inhibisyon bélgesinin Ca" baglayan
bélge oldugu ve klorit hiicrelerin Cd™ toksisites icin birincil hedef oldugu
belirtilmistir (Flik ve ark, 1985, Verbost ve ark, 1988). Bununla birlikte, O.
niloticus da kas Ca'?-ATPaz aktivitesinin Cd*?, Zn*? ve Pb™ nin 14 ginlik etkisi
sonunda azalis gosterdigi kaydedilmistir (Atli ve Canli, 2007).

Agir metallerin ATPaz enzimleri Uzerine olan etkileri cesitli arastirmalarla
gosterilmistir (Riedd ve Christensen, 1979; Watson ve Beamish, 1981; Thaker ve
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ark, 1996; Atl1 and Canl1, 2007). Ozellikle bakir, giimiis, kadmiyum, cinko ve civa
gibi agir metalerin teleost baiklarda ATPaz inhibisyonuna neden olarak
ozmoregulasyonda bozulmalara neden olduklar: gorilmastir (Bianchini ve Wood,
2003; Bianchini ve ark, 2006). Na'/K*-ATPaz disinda diger ATPaz lardan Mg*?-
ATPaz ve Ca'*ATPaz, farkh tirlerdeki baliklarin solungaglarinda calisiimis ve
iyon dizenleyici rolleri vurgulanmistir (Watson ve Beamish, 1980). Bu enzim
aktivitelerinin Cr*®, Cu*?, Pb*?, Hg'? ve Zn*? gibi metaller tarafindan etkilendigi
belirtilmistir (Shephard ve Simkiss, 1978; Watson ve Beamish, 1980).

Baliklar, sucul ekosistemlerin durumunu ve toksikolojik olarak gelisen
patolojiyi degerlendirmede yaygin olarak kullamlan énemli bir biyoindikatrddr.
O. niloticus, Afrika kokenli bir balik tlrG olup, kidltir kosullarinda bakim ve
Uremesinin kolay olmasi, besin maddelerini iyi degerlendirmesi, kirlenmeye ve
gesitli hastaliklara direncli olmasi bu tdrin koltr balikgiligindaki énemini her
gegen gun artirmaktadir (Erdem, 1990; Canli ve Erdem, 1994; Kalay, 1999). Tath
su orjinli olan O. niloticus degisik tuzluluklara gosterdikleri toleransla dikkat
cekmektedir (Geng, 1996). Buna karsin, agir metal toksisitesine direnclilik bu
baligin besin kaynagi olarak kullanilmasinda istenilen bir 6zellik degildir, ¢lnki
toksik metallerle kontamine olmus baliklar: tiketen insanlar metal birikiminde
hedef olabilmektedir.

1.4. Tuzluluk

Metaller genellikle sert sularda daha az toksik etki gosterir. Su sertligi,
sucul organizmalarda agir metallerin toksik etkilerini degistirebilmektedir (Kim ve
ark, 2001). Tuzluluk ile metal toksisitesi arasindaters yonde bir iliski bulunmasinin
sudaki metal katyon rekabetine bagli olabilecegi distnilmektedir. Bunun nedeni
yuzey sularinda metallerin tipi, ¢ozunurligl, suyun pH’si, metalleri absorbe
edebilen ligantlarin derisimleri, mineral bilesenlerinin oksidasyon durumu ve

baglanma yerleri icin metal ve katyonlar arasindaki yarisin yiksek tuz
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konsantrasyonlarinda daha da artmasi, yani yiksek tuz derisimlerinde metallerin bu
rekabet ortamindan dolayr sik sik suya saliverilebilmesi oldugu bilinmektedir
(Tarkmen ve ark, 2004). Agir metalerin inhibitor etkileri nedeniyle sucul
organizmalarda ATPazlar gibi ozmoregilator enzimler yararli belirtegler olarak
kullanilabilmektedir (Blanchard ve Grosell, 2006). Tuzluluk genel olarak ozmotik
ve iyonik dizenlemeler icin gerekli enerji ihtiyacini, besin aimini, metabolik
duzenleme ve biuylmeyle iliskili ozmoregulatér hormonlarin uyarilmasim
etkilemektedir (Laiz-Carrion ve ark, 2005).

Orihalin organizmalar tizerinde yapilan galisma diistk tuzluluk ortaminda
agir metal birikimini artirdigim gostermistir. Kirliligin geldigi kaynaga bagl
olarak tuzlulukla iligkili olan diger faktorler birgok kimyasalin biyolojik
kullammint  8nemli derecede etkileyen organik karbondur. Metal birikiminde
tuzlulugun etkisi ile ilgili baliklarda yapilan ¢alismalar, birikimde hem biyolojik
hem kimyasal faktorlerin etkileri oldugunu gostermistir (Health, 1987). Orihalin
tarler tuzluluga genis 6l¢lde toleransli olmasina ragmen, en uygun tuzluluk oram
turden ture degisiklik gostermektedir. Bazi sucul tirlerde, metal alimimu ile iyonik
duzen arasindaki iliski izlendiginde, bazen etkilesimin oldugu gozlenmektedir.
Teleostlar, ozmolarite ve iyon dengesini korumak icin gerekli olan tuzlar: tath
sudan solungaglar araciligiyla ve bobrekten geri emilim ile alirlar. Buna kars:
deniz teleostlart tuzu solungaglar araciligiyla disarn atarlar ve bobrekten suyu geri
emerler. Teleostlar tatli suya ya da tuzlu suya adaptasyonda farkli yontemler
kullanilir. Orihalin baliklar tatl: su, ya da tuzlu suya ozmoregiilasyon sistemlerin
degisimiyle adapte olurlar (Kato ve ark, 2005). Ortamin civa derisimi ve toksisite/
civa aimm arasinda goriniiste iliski bulunmaktadir. Hg gibi metallere
tuzlulugun etkisi onlarin kimyasal 6zelligi ileilgili olmaktadhr.

Ornegin Hg"?nin biyolojik formu 6zellikle tath sularda yogun olarak
bulunan serbest Hg™ iyonlaridir. Tuzlulugun arttigi ortamlarda Hg™ daha az
kullamlabilmektedir (Wright ve Welbourn, 2001; Monserrat, 2007).
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Bu calismada, tathsu baligi O. niloticus farkli tuzluluk (O, 1, 10 ppt)
derisimlerindeki sularda civa etkisine akut (0,3 uM Hg, 3 gtin) ve kronik (0,03 uM
Hg, 30 gun) olarak maruz birakilarak, solungag ve kas dokularindaki ATPaz
aktiviteleri olcUlmistir. Boylece tuzlulugu artinlmis sularda yasayan baliklarin
Hg'? toksisitesine verdikleri tepkiler belirlenerek, dogal kosullarda sucul
organizmalarin metal toksisites disinda, suyun diger kimyasal ©zellikleri

tarafindan da stres atinda olup olmadiklar: incelenmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Snarski ve Olson (1982), yaptiklan calismalarda, kronik Hg*™nin
baliklarda biylmeye engel olmasinin yaninda asirnt zayifliga da yol actiklarim
gostermislerdir. 41 hafta sonunda sirasiyla >0,26 pg L* ve 3,69 pg L™

konsantrasyonlarinda Hg™®

ye maruz kalan disi ve erkek Fathead minnow' larda
blylmede gerilik gbzlemlemislerdir.

Hilmy ve ark (1987), calismaarinda 4-7 gin boyunca kedibaliklarim
(Clarias lazera) 100, 200 ve 400 pg L™ Hg'?ye maruz biraktiklarinda Na', K*,
Mg*? ve Ca*? plazma iyon konsantrasyonlarinin arttigini kaydetmistir.

Fuentes ve ark (1996), gokkusag:r alabaligi Oncorhynchus mykiss'in iki
farkli boy grubuna sahip bireylerinin farkli tuzluluga sahip ortamlarda ATPaz
enzim aktivitelerinin nasil etkilendigini arastirnuglardir. Kicik baliklarin bobrek
dokularinda Na'/K*-ATPaz aktivitesinin tuzlu suya transferinden sonra arttig1 buna
karsin, buydk baliklarin bu transferden etkilenmedigi gozlemlenmistir.

Gjevre ve Naess (1996), odrihalin bir balik olan gbkkusag: aabalig
(Oncorhynchus mykiss walbavm) ve Atlantik somonu (Salmo salar L.) bagirsak ve
solungag dokularindaki Na'/K*-ATPaz aktivitelerini  kiyasamislardir. Salmo
salar’'in  bagirsak dokusundaki  Na'/K*-ATPaz'in  Ozelliklerinin  solungag
dokusundakilerden cok farkli olmadigini, fakat Na'/K*-ATPaz aktivitesinin
bagirsak dokusunda solunga¢ dokusuna gore daha yuksek miktarda substrata
gereksinim  duydugunu  kaydetmiglerdir. Bagirsak dokusunda inkibasyon
sicakliginin diistik oldugunu ve aymi zamanda bagirsaklarda Na‘, K* ve Mg*
diizeylerini belirlediklerini bildirmislerdir.

Nolan ve ark (1999), bir orihalin bir balik tirt olan tilapia nin (O.
mossambicus) tatlhi sudan tuzlu suya adaptasyonunun bagirsak ve solungag
dokusunun Uzerine olan etkisine dair bir calisma yapmuslardir. Solungagta Na'/K *-
ATPaz aktivitesinde azalma oldugunu, bagirsak dokusunda ise Na'/K*-ATPaz

11
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aktivitesinin 6nemsenmeyecek kadar az oldugunu belirtmislerdir.

Berntssen ve ark (2003), yaptig1 ¢alismada 4 ay boyunca besin kaynakli
100 mg kg* Hg™ etkisindeki Atlantik somonlarinda (S salar) spesifik bilyiime
oranlart ve son agirliklarinda kontrol gruplarina gére herhangi anlamli  bir
degisiklik gbzlememistir.

Sancho ve ark (2003), yilan baligi Anguilla anguilla'mn 0,22 mg/L
derisimindeki tiyobenkarb’in (herbisit) 96 saatlik etkis sonrasinda solungag ve kas
Na'/K*-ATPaz ve Mg™-ATPaz aktivitelerini dlgmiislerdir. Solungag Na'/K*-
ATPaz, Mg">-ATPaz ve Tota-ATPaz aktivitelerinin 2-12 saatlik herbisit etkisinde
inhibe oldugu ve kas dokusunda da benzer sekilde ATPaz aktivitelerinin dustigu
gosterilmistir.

Guner ve ark (2005), deniz suyuna dogrudan transfer edilen ve 14 gin
suresince gevresel tuzluluga maruz birakilan tilapialarda (O. niloticus), solungag
Na'/K*- ATPaz aktivitesi, klorit hiicre sayist ve boyutlarinda meydana gelen
degisimler GUzerine calismislardir. Bu calismada dogrudan deniz suyuna transfer
edilen baliklarda %100 6lUm gdzlenmistir. Deniz suyuna kademeli transfer edilen
tilapialarin ise solungag klorit hiicre sayisimn azaldigi, klorit hicrelerinin
boyutlarinda artis oldugu, dogrudan ve kademeli adaptasyon sonucu yiksek
tuzlulugun solungag Na'/K*-ATPaz enzim aktivites ve klorit hiicre yogunlugu
Uzerine etkilerinin oldugunu belirtmislerdir.

Saoud ve ark (2007), pasifik teleost ailesinden olan Siganus rivulatus un
tuzluluga toleransi, plazma ozmolaritesi ve solungac Na'/K*-ATPaz aktivitesinde
tuzlulugun etkis Uzerine bir ¢alisma yapmslardir. Yaptiklari bu calismada S.
rivulatus un solungag Na'/K*-ATPaz indaki aktivitesinin azalan tuzlulukta arttigin
ve solungag dokusunun ¢ok glicl Ui bir ozmoregtilatdr oldugunu belirtmislerdir.

Mathan ve ark (2010), yiksek konsantrasyonlardaki akut HgCl, etkisiyle
baliklarda solungag yapisinin zarar gérmesine hatta baliklarin 6lumine neden

olabilecegini vurgulamuglardir.
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Kulag (2010), tatli su baligi olan O. niloticus un farkl: tuzluluk (0, 2, 4 ve 8

"2 nin farkli stirelerdeki

ppt) derisimlerine sahip ortamlarda 1 ug mL™ Cd** ve Cu
(1, 3, 7 ve 14 gun) etkilerine birakilmistir. Elde edilen sonuclara gore ATPaz enzim
aktivitesinin farkli tuzluluk, metal, etki siiresi ve doku tipine gore degistigi
gozlenmistir. Metal ve tuzluluk etkisinde bulunan baliklarda ortam kosullar1 ve etki
stiresine bagl1 olarak solungag ve bagirsak Na'/K*- ATPaz aktivitesinde degisimler
bulunmustur. Egilim sadece tuzluluk etkisinde artis yoninde, tuzluluk+metal
etkisinde azalma yoniinde olmustur.

Mansouri ve Baramaki (2011), farkli sertlik diizeyine sahip sulara adapte
edilen (0,118, 0,154 ve 0,180 mg Ca'¥/L) C. fusca’ da akut Hg'™ toksisites {izerine
pH ve artan su sertliginin etkisi ileilgili ¢alismalarinda, su sertligi ve pH arttikga
Hg' toksisitesinin azaldigini géstermislerdir.

Baysoy (2012), yaptig1 ¢calismada Oreochromis niloticus farkli tuzluluk (O,
2 ve 8 ppt) ve tuz ve metal (1pug/mL Cr ve Pb) etkilerine farkli sireler icin (1, 7 ve
14 gin) birakildiktan sonra Na'/K*-ATPaz aktivitesini 6lgmuslerdir. Yaptigi bu
calismada sadece tuzluluk etkisinde kalan baliklarda Na'/K *-ATPaz aktivitesi ndeki
egilim artis yonunde olurken, tuzluluk ve metal etkisinde azalma yonlnde
olmustur.

Dogan (2013), tatlisu baligim (O. niloticus) farkli stireler ve derisimlerde
Ca’”, Pb™ ve Ca™+Pb* etkisine biraktigi calismasinda, yiksek Ca™ derisimi
etkisindeki kontrol baliklarin ATPaz aktivitelerini diisik Ca*? derisimi etkisinde
kalanlara gore onemli oranlarda yiiksek bulundugunu belirtmistir. Sadece Ca™
etkisindeki baliklarda genellikle ATPaz aktivitelerinde artis gozlenirken, Ca"™®+Pb*?
etkisinde ise artis yaninda azalis da gostermistir. Solungag Na'/K*-ATPaz aktivites
akut ve kronik siirecte birbirine zit tepkiler verirken, diger ATPaz' lar genellikle
benzer yonde aktivite gosterdigi belirtilmistir.

Poopal ve ark (2013), Cirrhinus mrigala’da Hg*™ icin 96 saat LC50
degerini 0,34 mg/L olarak bulmuslardir. Aym calismada ayrica C. nrigala'y:r 96

13
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saat boyunca 0,068 ve 0,034 mg/L™* HgCl,'ye maruz birakmis ve solungag ve
beyin dokuda Na'/K*-ATPaz aktiviteleri ile iyon diizeyleri (Na', K* ve CI")
incelenmistir. Deney siresince Na'/K*-ATPaz aktiviteleri ile iyon diizeylerinin
(Na’, K* ve CI) farkli konsantrasyonlardaki HgCl, den etkilenerek azalis
gosterdigi belirlenmistir.

14
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan Kimyasal Malzemeler

3.1.1.1. Metaller, Asitler ve Tuzlar
Civaklortr (HgCl, Merck)
Sodyum klortr (NaCl, Merck)

3.1.1.2. ATPaz Aktivite Olgiimunde Kullamlan Kimyasallar

Sukroz (a-D-Glukopiranozil f-D-fruktofuranosid; CoH2,01; 99,5%, Sigma)
Trizma—Base (Tris [hidroksimetil]Jaminometan; C4H1:NOs, Sigma)

EDTA (Etilendiamintetraasetikasit, Merck)

EGTA [Etilen glikol-bis (2-aminoetil eter)-N,N,N¢,N¢-tetra asetikasit, Sigma]
Sodyum klorlr (NaCl, Merck)

Potasyum klortr (KCI, Merck)

Kasiyum klorir (CaCl,, Merck)

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

Disodyum Adenozin trifosfat (Na,ATP 99%, Sigma)

Decagethylene glycol monododecyl eter (Sigma)

Amonyum Molibdat [(NH4)sM 0;04.4H,0, Merck)

Sulfirik asit (H,SO, %98, Merck)

Ouabain (CxH401,, Sigma)

Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,, Merck)

3.1.1.3. Protein Analizinde Kullanilan Kimyasallar
Sodyum karbonat (Na,COs, Fluka)
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Sodyum hidroksit (NaOH, Merck)

Potasyum sodyum tartarat tetrahidrat (C4H4KNaOs.4H,0, Merck)
Bakur (1) sulfat pentahidrat (CuSO,.5H,0, Merck)

Folin Ciocalteu Fenol Ayiraci (Sigma)

Bovin Albumin (Sigma)

3.1.2. Kullamlan Ekipmanlar

Spektrofotometre: Schimadzu UV-1800

Derin dondurucu (- 80 °C): Revco Ultimalll

Hassas Terazi: Sartorius Analytic ATL-224-|
Santrifdj: Hettich Zentrifugen Mikro220R
Homojenizator: Janke & Kunkel Ultra Turrax T25
Su Banyosu: Wise Bath WSB-30

pH metre: Hana HI 8314 membran pH metre
Manyetik Karistirici: Janke & Kunkel IKAMAG RH
Karstirict: Vortex SO 200

Coklu 6l¢cuim cihazi: ThermoOrionstar 5

3.2. Yontem

Deneylerde kullamimak tizere C.U. Su Urinleri Fakiiltesi balik yetistirme
havuzlarindan ainan O. niloticus, sicakligin 20 + 1 °C oldugu ve 12 saat
aydinlatma periyodunun uygulandigi laboratuvar ortaminda 40 x 40 x 100 cm
Olcllerindeki 100 L ¢esme suyu iceren akvaryumlarda yaklasik 1 ay sireyle yeni
kosullara adapte olmaya birakil migtir.

Adaptasyon siirecinin sonunda baliklar, 0, 1 ve 10 ppt tuz (NaCl) iceren
ortamlarda civa (HgCl,) etkisine birakilmistir. Akut deneylerde baliklar 0,3 uM Hg
etkisinde 3 gin, kronik deneylerde ise 0,03 UM Hg etkisine 30 gin sireyle
birakilmigtir. Normal kontrol (sadece ¢esme suyu), tuz kontrold (O, 1 ve 10 ppt
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NaCl) ve her iki ortamda da deneyler 6 tekrarli olarak yapilmis olup, 3. giin
sonunda akut deneyler ve 30. glin sonunda da kronik deneyler sonlandirilmistir.

Deney srasinda cam ylzeylere tutunma, suyun buharlasmas: gibi
nedenlerden dolay1 akvaryumlardaki civa ve tuz derisimlerinin degismesini
Onlemek amaciyla akvaryum sulari 3 giinde bir taze olarak hazirlanan ¢ozeltilerden
yapilan uygun seyreltmelerle degistirilmistir. Metallerin balik yemine yapismasini
onlemek amaciyla su degisiminden 1 saat kadar nce yem verilmistir.

Adaptasyon ve deneyler esnasinda akvaryum sularimn fizikokimyasal

Ozellikleri Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2' de gosterilmistir.

Cizelge 3.1.Akvaryum sularinin fizikokimyasal 6zellikleri (Art ort. + SD., N=9).

pH Oksijen Sertlik Alkalinite
mg O,/L mg Ca,COs/mL mg Ca,COs/mL
Akut 7,36+0,18 6,05+0,11 334,7+3 403,3+18,47
Kronik 7,49+0,90 6,16+0,21 335,6+2 402,2+12,45
Cizelge 3.2 Akvaryum sularinin tuzluluk derigimleri
0 PPT 1 PPT 10 PPT

Akut 0,25+0,05 1,35+0,22 10,4+0,04
Kronik 0,25+0,03 1,35+0,15 10,4+0,03

Baliklara giinde bir defa olmak tzere agirliklarinin % 2-3'U kadar hazir
balik yemi (Pinar Sazan Yavru yemi, izmir) verilmistir. Kullanilan balik yemindeki
mikro elementlerin miktarlar: sirastyla 70 mg Zn/kg, 25 mg Mn/kg, 25 mg Mg/kg,
2 mg Fekg, 0.7 mg I/kg, 1 mg Cu/kg, 0.2 mg Co/kg, 0.03 mg Se/kg; makro
elementlerin miktarlar: ise en az % 2-en ¢cok % 2.5 Ca, en az % 0.2-en ¢ok % 1 Na,

enaz % 1 P veyem icerigindeki ham protein ise en az % 40’ dir.

17



3. MATERYAL VE YONTEM Alper DOGAN

3.2.1. Doku Homojenatlarinin Hazir lanisi

Deney slreleri sonunda baliklar akvaryumlardan alindiktan sonra spina
yapilarak oldurdlmuistir. Kurutma kagidiyla kurulanan baliklarin boylar: en yakin
cm ve agirliklart en yakin gram cinsinden 6l¢ulmistir. Baiklarin ortalama boy
(19,8+0,40 cm) ve agirliklarimin (125,7+5,14 g) farkli deney gruplari arasinda
istatistiksel olarak bir ayinm gostermedigi gozlenmistir (P>0.05). Steril aetler
kullanilarak solungag ve bagirsak dokulart alinmig ve homojenize edilinceye kadar
Revco Ultima Il marka derin dondurucuda -80 °C’ de saklanmustir.

Dokular 250 mM Sukroz, 20 mM Trizma-Base ve 1 mM EDTA (pH 7.8)
iceren homojenizasyon tamponu ile (1/10, w/v) 9500 rpm’'de 1,5 dk slreyle buz
ustinde Janke & Kunkel Ultra Turrax T25 marka homojenizator ile homojenize
edilmistir. Ependorf tiiplerine aktarilan homojenatlar 13.000 g’ de 20 dk +4 °C de
Hettich Zentrifugen Mikro220R marka ile santrifij edilmis ve elde edilen

supernatantlar enzim analizlerinde ve protein tayininde kullani mustir.

3.2.2. ATPaz Enzim Aktivitderinin Olgtimii

Bu calismadaki ATPaz aktivite 6lciiminde, laboratuvarinizda daha dnce
yapilan ATPaz karakterizasyon ¢alismast sonucu (Atli, 2009) elde edilen enzim
aktivitesinin en ylksek oldugu inkibasyon ortami derisimleri  kullamlmgtir
(Cizelge 3.3.).
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Cizelge 3.3. Dokularda en yiksek ATPaz enzim aktivitesinin olguldugl ortam
kosullar ve inkiibasyon ortamindaki iyonlarin son iyon derisimleri

Toplam-ATPaz Mg*%-ATPaz Ca'-ATPaz
(- Ouabain) (+ Ouabain)

Ouabain (mM) - 1 -
NaCl (mM) 100 100 -
KCI (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 17,7 7,7 17,7
°Cc 37 37-40 37

Enzim aktivitelerinin saptanmasi icin iki tekrarli olmak Gzere her tlipe son
iyon derisimleri Cizelge 3.3' de verilen 870 uL inklbasyon ortam: ve 30 puL 6rnek
konulmustur. Tipler sicak su banyosunda 37 °C'de 5 dk inkiibe edilmistir.
Reaksiyon, tuplerin Uzerlerine 100 uL ATP konmasiyla baslatilmis ve 30 dk
inktbasyon stiresinin ardindan 500 pL soguk saf su (+4 °C) ile sonlandirilmustir.
TUm bilesenler disinda sadece ATP icermeyen tipler ATP kord, 6rnek icermeyen
tipler ise Ornek koru olarak kullamlmstir. Na'/K*-ATPaz aktivitesi, Toplam-
ATPaz (ouabain icermeyen inkiibasyon ortami) aktivitesnden Mg'%-ATPaz
ouabain iceren inkibasyon ortami) aktivitesinin ¢ikarilmast ile hesaplanmustir.

Enzim aktiviteleri, pmol Pi/mg prot./sa. olarak verilmistir.

3.2.3. Inorganik Fosfat Tayini

Inorganik fosfat tayini, ATP' den agiga cikan inorganik fosfatin (Pi)
Decaethylene glycol mono-dodecy! eter ile fosfomolibdatin olusturdugu sari renkli
bilesigin absorbansinin 390 nm’ de 6l¢llmesi esasina dayanmaktadir (Atkinson ve
ark, 1973).
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Ayrraclar;

% 5 Decagethylene glycol mono-dodecyl eter: 5 g Decaethylene glycol
mono-dodecyl eter tartilarak saf su ile ¢ozUlmis ve 100 mL’ye
tamamlanmustir. Kullamlmadan 6nce olusan bulamkligin giderilmesi
icin 37 °C’ de 30-40 dk bekletil mistir.

% 2 Molibdik asit: 2 g (NH4)eM0;04.4H,0 tartilarak 100 mL 1,8 M
H,S0, ¢ozeltisinde ¢ozilmistur.

Ana ayirag: 100 mL icin 10 mL % 5 Decaethylene glycol mono-
dodecy! eter, 25 mL % 2 Molibdik asit ve 65 mL saf su karistirilarak

hazirlanmugtir.

Deneyin Y apilisi;

A wDd P

1,5 mL 6rnek Gzerine 3 mL ana ayiragtan konulmustur.

Oda sicakliginda 10 dk kompleks olusumu igin bekletilmistir.
Absorbans degerleri 390 nm’ de 6l gl mUstdr.

Sonuglar 100, 150, 200, 250, 300, 350 ve 400 uM KHyPO,
¢ozeltisnden hazirlanarak elde edilen standart egri  Uzerinden
degerlendirilmistir (Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1. Fosfat derisimi ve absorbans arasindaki dogrusal iliski.

3.2.4. Toplam Protein Analizi

Homojenize edilen solungag ve bagirsak ornekleri santrif(j edildikten
sonra el de edilen supernatantlarda Lowry metodu (Lowry ve ark, 1951) ile protein
analizi yapilmustir.

Prensip; proteinlerin alkali bakir slifat ortaminda, fosfotungustik asit ile
mavi renkli kompleks olusturmasi temeline dayanir. Olusan bu renkli bilesigin
absorbanst 750 nm dalga boyunda olcllerek protein miktari kantitatif olarak
belirlenir. Proteinlerin ¢cogunda tirozin veya triptofan veya her iki aminoasit esit
oranlarda bulunmaktadir. Bu aminoasitler, fosfotungustik-fosfo molibdik asidi

(Folin-Ciocalteu) rediikleyerek mavi renk verirler.

Ayrraclar;
1. Ayrrag  A: 2gNaCO; tartilarak 0,1 N NaOH iginde ¢dzulmustur.
2. Ayirag B;: 1 g CuSO,5H,0O tartilip, 100 mL'ye saf su ile
tamamlanmustir.
3. Ayrra¢ B,: 2 g NaK-Tartarat tartilip 100 mL’'ye saf su ile
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tamamlanmustir.

4. Ayirag C: 100 hacim ayirag A Uzerine 1 hacim ayirag B; onun da
Uzerine 1 hacim ayirag B, onularak karistirilir.

5. Folin-Ciocateu Cozeltisi: 1 hacim Folin- Ciocalteu 1,5 hacim hacim saf
suile seyreltilmistir.

6. Standart Sigir Albumin Cozeltisi: Stok sigir albumin ¢ozeltis 1 mL’de
1 mg (1000 pg/mL) sigir albumin olacak sekilde hazirlandi. Standart
cozeltiler 100-200-300-400-500-600 pg/mL olacak sekilde stok sigir

abumin ¢ozeltisinden yapilan uygun seyreltmel erle hazirlanmustir.

Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi;
Standart 1 = 100 g: 0,1 mL stok bovin albumin + 0,9 mL digtile su
Standart 2 = 200 g: 0,2 mL stok bovin albumin + 0,8 mL digtile su
Standart 3 =300 g: 0,3 mL stok bovin albumin + 0,7 mL digtile su
Standart 4 = 400 g: 0,4 mL stok bovin albumin + 0,6 mL distile su
Standart 5 =500 g: 0,5 mL stok bovin albumin + 0,5 mL distile su
Standart 6 = 600 g: 0,6 mL stok bovin albiimin + 0,4 mL distile su

Deneyin Y apilisi;

1. Deney tUplerine hazirlanan standart ¢ozeltilerden ve orneklerden 0,3
mL konulmustur.
Tuplerin Uzerine 3 mL ayirag C eklenmistir.
Tupler vorteksle karistirilarak 15 dk oda sicakliginda bekletilmistir.
TUplere 0,3 mL Folin-Ciocalteu konarak tlpler iyice karigtirtlmistir.
Oda sicakliginda 30 dk bekletilmistir.
Absorbans degerleri 750 nm’ de okunmustur.
Sonuglar 100, 200, 300, 400, 500 ve 600 pg/mL sigir serum albumini

cOzeltisnden hazirlanarak elde edilen standart egri  Uzerinden

N o g s~ 0D
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deserlendiril mistir (Sekil 3.2.).
1,2

1]
0,8

0,6

Absorbans

04 -
y =0,0016x

2 =
02 | R2 = 0,9854

0 T T T 1
0 200 400 600 800

Bovin Serum Albumin (pg/mL)

Sekil 3.2. Sigir abumininden hazirlanan standart derisimler ve absorbans
arasindaki dogrusal iliski.
Buna gore 0.3 pM Hg* etkisinde 1 nolu O. niloticusun solungag

dokusunda 3. giin sonunda toplam protein dizeyi:

y = 0,0016x
Absorbans. y = 0,808

0,808
Derisim (X) =

0,0016
Derisim = 5,05 mg prot./mL

Ayni regresyon esitligi  kullamlarak kontrol, metal ve metal-tuz
etkilerindeki gruplarda iki tekrarli olmak Uzere total protein dizeyleri
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hesaplanmustir.

3.2.5. ATPaz Aktivitesinin Hesaplanmas

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

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

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

0.3 UM Hg" etkisinde 1 nolu O. nileticus un solungacinda 3. giin sonunda
Na'/K*-ATPaz aktivitesi;

Absorbans: y = 0,103

0,103/ 0,0015* x 4,5 (mL)
Na'/K*-ATPaz aktivites =

1000 x 0,03 (mL) x 0,5 (sa.) x 5,053 mg prot./mL

Na'/K*-ATPaz aktivites = 4,06 umol Pi/mg prot./sa.

3.2.6. igtatistik

Bu calismadaki istatistiksel analizler, SPSS 15 yardimiyla “Regresyon
Anadizi” ve “One-way ANOVA” kullanilarak yapildi. Kontrol ve deney gruplar
arasinda istatistiksel bir ayirim gézlendiginde (P<0,05), hangi grup veya gruplarin
farkli oldugu post-hoc testlerinden Duncan-test kullanilarak belirlendi. Grafik
gizimleri ise Microsoft Excel programi kullamilarak cizildi. Veriler aritmetik

ortalama + standart hata olarak verildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

O. niloticus' un farkl: tuzluluk (0, 1, 10 ppt) derisimlerindeki sularda civa
etkisine akut (0,3 uM Hg, 3 giin) ve kronik (0,03 uM Hg, 30 giin) olarak maruz
birakilarak, deney streleri sonunda baliklarda solungag dokusunda Na'/K™-
ATPaz, Mg'>-ATPaz ve Ca?ATPazaktiviteleri ile kas dokusunda Ca'*
ATPaz aktivitesi 6l¢ilmuistdr.

Deney siiresince O. niloticus’ larda sadece 0 ppt tuzluluktaki 0,03 uM Hg*?

etkisinde bir adet 6ltm gozlenmistir.

4.1.1. ATPaz Aktivitderi

Farkl1 tuzluluk derisimlerinde (0,1 ve 10 ppt) akut stirecte 0,3 ug/mL ve
kronik stirete 0,03 ug/mL Hg*? etkisine maruz birakilan O.niloticus larin solungag
dokusundaNa'/K*-ATPaz, Mg>-ATPaz ve Ca'>-ATPazaktivitderi ile kas

dokusunda Ca>-ATPaz aktivitesinde énemli degisimler olmustur.

4.1.1.1. O.niloticus lar icin Akut Siirecteki Deneyler

0,1 ve 10 ppt tuzluluk iceren sularda Hg™ nin 0,3 pg/mL derisimine 3 giin
boyunca maruz birakilmistir. Bu stire sonunda kontrol grubunda dlgllen ATPaz
aktiviteleri Cizelge 4.1. ‘de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Akut kontrol grubu baliklarda solungag ve kas ATPaz aktiviteleri
(umol Pi/mg prot./sa.)

Tuzluluk SOLUNGAC KAS
Na'/K*-ATPaz Mg™*ATPaz Ca'*ATPaz Ca'*ATPaz
0 ppt 5,19+0,76 8,2620,23 7,00£0,41 4,92+0,40
1 ppt 5,72+0,68 7,66+0,88 6,51+0,37 5,47+0,64
10 ppt 6,8120,81 8,42+0,81  7,99+0,45 5,3620,66

4.1.1.1.(1). KasCa'*ATPaz Aktivites

= Kontrol
mHg

Ca*2-ATPaz Aktivited
(umol Pi/mg prot./sa.)
o [l N w N ol (o] ~ (o]

pt 1 ppt 10 ppt

o
o

Tuzluluk
Sekil 4.1. Farkl: tuzluluk diizeylerindeki akut Hg*? etkisinde O. niloticus un kas
Ca'*-ATPaz aktivites.

Elde edilen verilerde, kas dokusunda O ve 1 ppt tuzluluk etkisinde kalan
baliklarda Ca**-ATPaz aktivites Hg*? grubu kontrol grubuna gore artis gosterirken,
10 ppt tuzluluk etkisinde kalan baliklarda ise kontrol grubuna gére bir azalis
gozlenmistir fakat bu farklihiklar istatistiksel olarak anlamli  bulunmamistir
(P>0,05) (Sekil 4.1.).
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4.1.1.1.(2). Solungag Ca*-ATPaz Aktivites

12 -

=Y
o
1

= Kontrol
= Hg

Ca*2-ATPaz Aktivites
(umol Pi/mg prot./sa.)
()]

A\

0 ppt 1 ppt 10 ppt
Tuzluluk

Sekil 4.2. Farkl: tuzluluk diizeylerindeki akut Hg'? etkisinde O. niloticus un
solungag Ca'%-ATPaz aktivitesi

Solungag dokusunda 0, 1 ve 10 ppt tuzluluk ve Hg™ etkisinde kalan
baliklarda Ca"™-ATPaz aktivitesi kontrol grubuna gére artis gostermistir. Bu Ca*?"
ATPaz aktivitesindeki artis istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermemistir
(P>0,05) (Sekil 4.2.).
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4.1.1.1.(3). Solungag Na'/K *-ATPaz Aktivitesi

%

0 ppt 1 ppt 10 ppt

%

= Kontrol

= Hg

Na*/K+-ATPaz Aktivites
(umol Pi/mg prot./sa)

O P N W » 01 O N 0 ©

.
.
%

Tuzluluk
Sekil 4.3. Farkli tuzluluk diizeylerindeki akut Hg™ etkisinde O. niloticus un
solungag Na'/K *-ATPaz aktivitesi.

Solungag dokusunda 0, 1 ve 10 ppt tuzluluk ve Hg*™ etkisinde kalan
baliklarda Na'/K*-ATPaz aktivites kontrol grubuna gore azalis gostermistir. Bu
azaiglar istatiksel olarak anlamli bulunmamistir (P>0,05) (Sekil 4.3.).
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4.1.1.1.(4). Solungac Mg"%-ATPaz Aktivites

18 4
*
16 -
@ ?U,)? 14 -
z2 12
.
< 10 -
N D
g E 8 - = Kontrol
Ea
s 6 " Hg
25 4
2 i
0
0 ppt 1 ppt 10 ppt
Tuzluluk
Sekil 4.4. Farkli tuzluluk diizeylerindeki akut Hg™ etkisinde O. niloticus un
solungac Mg?-ATPaz aktivitesi.

Solungag dokusunda 0,1 ve 10 ppt tuzluluk ve Hg*™ etkisinde kalan
baliklarda Mg™-ATPaz aktivitesinin kontrol grubuna gore yiksek aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Solungac dokusunda 1 ve 10 ppt tuzluluk ve Hg*
etkisinde kalan baliklarda Mg™-ATPaz aktivites anlamli bir fark géstermistir
(P<0,05) (Sekil 4.4.).

4.1.1.2. Ouniloticus lar icin Kronik Siiregteki Deneyler

0,1 ve 10 ppt tuzluluk iceren sularda Hg™ nin 0,03 ug/mL derisimine 30
gun boyunca maruz birakilmistir. Bu sire sonunda kontrol grubunda oélcilen
ATPaz aktiviteleri Cizelge 4.1. ‘de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Kronik kontrol grubu baliklarda solungag ve kas ATPaz aktiviteleri
(umol Pi/mg prot./sa.)

Tuzluluk SOLUNGAC KAS
Na'/K*-ATPaz Mg™ATPaz Ca'%-ATPaz Ca'%-ATPaz
0 ppt 5,68+0,78 8,60+0,31 5,15+1,41 6,73+0,75
1 ppt 8,31+0,68 7,65+0,85 4,90+0,70 5,97+0,52
10 ppt 8,08+1,57 7,36+0,65 7,36+0,65 6,40+0,45

4.1.1.2.(1). Kas Ca>-ATPaz Aktivites

12 -

10 -
87
2s 8
<5

(o))

6,
§§ = Kontrol
—a
s 4 =Hg
w5
Ov

2,

0

0 ppt 1 ppt 10 ppt

Tuzluluk

Sekil 4.5. Farkl: tuzluluk diizeylerindeki kronik Hg™ etkisinde O.niloticus un kas
Ca'*-ATPaz aktivitesi.

Kas dokusunda O ppt tuzluluk etkisinde kalan baiklarda Ca">-ATPaz
aktivites kontrol grubuna goére azalis gostermistir (P>0,05). 1 ve 10 ppt tuzluluk
etkisinde kalan baliklarda Ca'>-ATPaz aktivites kontrol grubuna gore arts
gostermistir. Bu artiglar istatiksel olarak anlamli bulunmustur  (P<0,05) (Sekil
45.).
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4.1.1.2.(2). Solungag Ca*-ATPaz Aktivites
12 - *
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6 -
4 -
2 -
0
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A\
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Sekil 4.6. Farkli tuzluluk diizeylerindeki kronik Hg™ etkisinde O. niloticus un
solungag Ca'%-ATPaz aktivitesi.

Solungag dokusunda Ca'®-ATPaz aktivites tim tuzluluklarda Hg*
etkisinde kontrol grubuna gore artis gostermis ve bu artislar istatiksel olarak
anlaml1 bulunmustur (P<0,05) (Sekil 4.6.).
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4.1.1.2.(3). Solungag Na'/K *-ATPaz Aktivites
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= Hg
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Sekil 4.7. Farkli tuzluluk diizeylerindeki kronik Hg™ etkisinde O. niloticus un

solungag Na'/K *-ATPaz aktivitesi.

Solungag dokusunda 0, 1 ve 10 ppt tuzluluk etkisinde kalan baliklarda

Na'/K*-ATPaz aktivitesi kontrol grubuna gore artis gosterirken bu artislardan
sadece 10 ppt tuzluluk etkisinde kalan baliklarda Na'/K*-ATPaz aktivitesi kontrole
gore anlaml1 bulunmustur (P<0,05) (Sekil 4.7.).
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4.1.1.2.(4). Solungag Mg**AT Paz Aktivites
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Sekil 4.8. Farkli tuzluluk diizeylerindeki kronik Hg* etkisinde O. niloticus un
solungag Mg>-ATPaz aktivitesi.

Solungag dokusunda Mg™>-ATPaz aktivites kontrole gore artis gosterirken
bu artislardan 1 ve 10 ppt tuzluluk etkisinde kalan baliklarda Mg'*-ATPaz
aktivitesi kontrol gruplarina gore anlamli bir artis gostermistir (P<0,05) (Sekil
4.8)).

4.2. Tartisma

Gelisen teknolojiye bagli olarak gozlenen cevre kirliligi, bilin¢sizlik ve
ekonomik guigstizl ik gibi nedenlerden beslenme sorunlar: artmakta ve guvenli gida
temini zorlagsmaktadir. Akarsu ve yagmur sularimin yikayici etkisiyle su ortamina
ulasan agir metaller sucul canlilar tarafindan su, sediment ve besin yolu ile
ainmaktadir (Douben, 1989). Dinya nifusunun hizla artmasina paralel olarak
insanlarin beslenmesi icin gerekli gida kaynaklarinin bulunmasi ve bu gidalarin

insanlar icin tehlikeli bilesenleri icermesinin dnlenmesi guinimizin en 6nemli
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sorunlarindan biridir. Baliklar dabesin zincirinin bir pargasi olmasi nedeniyle sucul
ortamda bulunabilen metdlerin etkilerinin  belirlenebilmesi icin  oncelikli
calisiimasi gereken canlilardandir (Anderson ve ark, 1997; Bervoets ve ark, 2009).
Metallerin baliklar Gzerine etkisinin, cogunlukla oksidatif strese yol acan reaktif
oksijen tlrlerinde artisa neden olmasi, ozmoregulator sistemin bozulmasi, ATPaz
aktivitesinin inhibisyonu ve doku hasari ile ilgili oldugu bilinmektedir (Radi ve
Matkovics, 1988; Roche ve Boge, 1993; Canli1 ve Stagg, 1996; Wong ve Wong,
2000; Ribeiro ve ark, 2002; Dautremepuits ve ark, 2004).

Bu calismada Hg'?nin 0,3 ve 0,03 ug/mL ve 0, 1 ve 10 ppt tuzluluk
derisimlerinde 3 giin ve 30 giin siire ile etkisinde kalan O. niloticus'larin solungag
dokusundaNa'/K*-ATPaz, Mg">-ATPaz ve Ca'>-ATPaz aktiviteleri ile kas
dokusunda Ca>-ATPaz aktivitesini belirlemek amaclanmustir.

Deney siiresi boyunca sadece 0 ppt tuzluluktaki 0,03 uM Hg'? etkisinde bir
adet balik 6lumi gozlenmistir. Olum soz konusu oldugunda sadece metalin
cinsinden bahsetmek yetersiz olur. Cunki balik tirQ, cinsiyet ve yas gibi biyolojik
faktorlerle birlikte ortamin diger fiziksel ve kimyasal kosullar1 da metal toksisites
de etkendir. Ornegin, Oner ve ark (2008), yaptigi calismada tatli su baligi O.
niloticus u farkl1 sirelerde (0, 5, 10, 20 ve 30 gun) 0,05 pug/mL derisimlerindeki
Cu*?, Cd", Cr*®, Ag" ve Zn* etkisine birakmustir. Ag* etkisinde kalan baliklarin
tamami 16. gin sonunda 6ImUstir. Benzer sekilde bir alabalik tirti olan Salmo
gairdneri 0,03 pg/mL Cu*® ve 0,1 pg/mL Cd* etkisinde kisa siirede 6lmistir
(Viale ve Calamari, 1984). Bu c¢alismada bir balik 6limi gbozlenmis ve bu dlen
baligin disik Hg*™ derisiminde ve tuz eklenmeyen kosullarda olmasi, balik
6limunin deney kosullari nedeniyle degil, dogal bir 6lim oldugu sonucunu
Gikarmaktadr.

Yapilan calismalar agir metallerin sucul ortamdaki etkilerinin karmagsik
oldugunu ve suyun fizikokimyasal ©zelliklerine bagli olarak degistigini
gostermistir. Balik ozmoregilasyon sisteminin 6nemli bir pargasi olan ATPaz
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enzimlerinin bu kosullardan nasil etkilendigini arastirmak bu ¢alismamn amacin
olusturmaktadir.

Enzim aktivite dizeylerinin farkli tuzluluk, metalin dozu, etki siires ve
doku tipine gore degisiklik gosterdigi gozlenmistir. Elde edilen verilere gore, akut
etki sonucunda 0,3 pg/mL Hg* iceren baliklarin Na'/K*-ATPaz aktivitesinde 1 ptt
tuzlulukta (%26) gibi anlamli olmayan azaislar gostermistir. Mg"™>-ATPaz
aktivites 1 ppt (%66) ve 10 ptt (%81) tuzlulukta Hg™ iceren baiklarda artis
gorilmistir. Ca™-ATPaz aktivites 1 ppt tuzlulukta Hg*? iceren baiklarda ise
(%20) artis gorulmustir fakat istatiksel olarak anlamli degildir. Benzer sekilde kas
Ca'?-ATPaz aktivitesinde de (%20) artis gorilmistir. Kronik siiregte (0,03 pug/mL
Hg*? ve 3 giin) solungag Na'/K*-ATPaz aktivites artis gostermistir. Ornegin; 10
ppt tuzlulukta Hg™ iceren baliklarda Na'/K*-ATPaz aktivites (%50) artis
gostermistir. Mg'*-ATPaz aktivitesinde gorillen artislarin 1 ppt (%38) ve 10 ppt
(%21) tuzlulukta Hg*? iceren baliklarda gorilenleri anlamli bulunmustur. Ca'*-
ATPaz aktivitesinde ise tim gruplarda artis gorilmiistir. Bu artiglar O ptt (%46), 1
ppt (%60) ve 10 ppt (%34) tuzluluktakiler istatiksel olarak anlamlidir. Kas Ca'*-
ATPaz aktivitesinde ise yine artis gorilmustir. Bu artislar 1 ppt (%044) ve 10 ppt
(%41) tuzluluk iceren gruplar istatiksel olarak anlamlidir (Cizelge 4.3.).

Baliklarda fizyolojik olaylarin tam olarak yapilabilmesi ve canliligin
surdurtlebilmesi icin hicre ici ve hicre disi arasinda iyon derisimlerindeki
dengenin sirekli olarak korunmasi gerektiginden, bunu saglamak icin gesitli
sistemler gelistirilmistir. Ornegin, Na'/K*-ATPaz sistemi hiicre icinde K nin,
hiicre disinda da Na nmin yiksek derisimlerde tutulmasim (Satyavath ve Rao,
2000), Na'/K*-ATPaz ile Ca**-ATPaz ve Mg'*-ATPaz enzimlerinin solungaclarda
ilgili iyonlarin aktif tasinmalarim (Sloman ve ark, 2003; Rogers ve ark, 2003),
karbonik anhidraz enzimi Na' ve Ca"™nin tasinmasint (McGeer ve ark, 2000)

saglayarak iyon denges ile elektrokimyasal degisimi ve hicre hacminin
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regllasyonunu saglamaktadir (Heath, 1987; Canli ve Stagg, 1996; Grosell ve ark,
2003)

Baliklarda solungag dokusu solunum gazlari, elektrolitler, su ve nitrojenli
atiklarin tasinmasimin ve asit-baz dengesinin gerceklestigi biyolojik ortamdaki
tartismasiz en karmasik epitellerden biridir. Bu karmasik fonksiyonlar: yerine
getirebilmek igin yuzlerce filament ile binlerce lameller yapidan olusan bu epitel
doku baligin toplam yizey aanmmn yaklasik % 50'sini olusturmaktadir. Bu
anlamda da metallerin toksik ozelliklerinin gézlendigi birincil hedef organlardan
biridir (Heath, 1987; De La Torre ve ark, 2007). Solunga¢ dokusu bosaltim ve
ozmoregllasyonda rol oynar. Boylece baiklarda homeostazinin korunmasi ve
metabolizma artiklarinin atilisi, bu organlarin birlikte ve uyumlu bir bigimde
calismalaryla saglanir.

Solungagta, Na'/K*-ATPaz aktivitesi akut siirecte anlamli olmayan azalis
gosterirken, kronik siregte gortlen artis anlamlidir (Cizelge 4.3.). Ornegin, akut
sirecte Cu*? etkisine birakilan C. carpio ve O. mykiss te solungag Na'/K*-ATPaz
aktivitesinde azalis olmasina karsin (Lauren ve McDonald, 1987; De Boeck ve ark,
2007), uzun sireli etki Na'/K*-ATPaz aktivitesinin normal diizeye donmesine
(Lauren ve McDonald, 1987) ya da artmasina neden olmustur (McGeer ve ark,
2000).

Mg™nin solungag apikal membranlarinda pasif bir sekilde tasindig
belirlenmistir. Mg derisimi, ouabaine duyarl1 olmayan bir integral membran
proteini olan Mg™>-ATPaz tarafindan kontrol edilmekte ve agir metallerin Mg*-
ATPaz'1 inhibe etmesi sonucu Mg* diizeyi degisebilmektedir (Thaker ve ark,
1996; Canli ve Stagg, 1996; Atli ve Canli, 2008b, 2011). Mitokondriyal Mg
ATPaz, baik ATPaz sisteminde en énemli enerji bagintili enzimdir ve Mg**-
ATPaz inhibisyonu oksidatif fosforilasyonu etkilemektedir. Bu ¢alismada solungag
dokusunun Mg**-ATPaz aktivitesine baktigimizda genel olarak artis gostermistir
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ve bu artislarin akut ve kronik suregteki tuzluluk igeren gruplarda anlamli oldugu
gorulmustir (Cizelge 4.3.).

Ca®-ATPaz sarkoplazmik retikulum tibillerinde yer amakta ve ATP
hidrolizinden aciga c¢ikan enerjiyi kullanarak, hiicre zarimn stabilizasyonunu
saglamak (izere hiicrede dilsik Ca*? derisimini korumak icin sitoplazmadan Ca*®
yi tasimada gorev yapmaktadir (Watson ve Beamish, 1981; Saxena ve ark, 2000).
Ca'%-ATPaz inhibisyonuna neden olan metaller toksisitelerine gore siralandiginda,
siralama Hg™ >Pb*? >Cu'? >Cd"? >Zn*? seklindedir (Viarengo ve ark, 1993). Bir
¢cok biyokimyasal mekanizmada enzimlerle birlikte yasamsal dneme sahip birinci
serideki gecis metalleri (Fe*?, Zn*, Co™ ve Cu'®) yiksek derisimlerde ATPaz
kofaktorleri (Na', K* ve Mg'?) ile yarismakta ve enzim fonksiyonel gruplar: olan —
SH, -NH, veya —COOH ile kompleks olusturmaktadir. Bununla birlikte
metabolizmada herhangi bir rol Ustlenmeyen metaller (Cd*?, Hg™) de bu
fonksiyonel gruplara baglanarak enzim aktivitesinde degisikliklere neden
olmaktadir. Vasic ve ark (2009), yaptiklar: ¢calismada bu metallerin etkilerinin artan
derisimle dogru orantil1 olarak ATPaz aktivitesinde inhibisyona neden oldugunu
gostermislerdir. Bu calismada solungag dokusunun Ca'>-ATPaz aktivitesine
baktigimizda, akut siregte anlamli olmayan azalis gosterirken, kronik slrecte
gorulen artis anlamlidir (Cizelge 4.3.).

Solungag dokusunun enzim aktivite diizeylerine baktigimizda, akut siregte
% olarak en fazla Mg™®-ATPaz etkilenmis olup bunu srrayla Ca™-ATPaz ve
Na'/K*-ATPaz izlerken, kronik siirecte % olarak en fazla Ca™-ATPaz etkilenmis
olup bunu sirayla Mg*%-ATPaz ve Na'/K*-ATPaz izlemistir. Enzim aktivitelerinin
bazi durumlar disinda genel olarak artis gostermesine karsin, 6zellikle Na'/K™-
ATPaz aktivitesinde anlamli olmamakla birlikte azalis gostermistir (Cizelge 4.3.).
Atli (2009), O. niloticus ile yaptig1 calismada, metal etkileri ile Na'/K*-ATPaz
aktivitesinin azaldigim gostermistir. De La Torre ve ark (2007), balikta Na'/K*-
ATPaz aktivitesinin su kaynakli kirleticilerin akut veya kronik etkileri sirasinda
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atis  veya azais gostermesinin @ yaninda  herhangi  bir  degisiklik
gostermeyebilecegini de belirtmistir. Bu tepkilerin de Kkirleticilerin  yogun
etkilerine, epitelyal tasinmamin fonksiyonel ve morfolojik  butunl Ggunin
bozulmasina dogrudan kirleticilerin etkisi veya dolayl1 olarak endokrin sistemin
hasar gormesine bagli olarak gelistigini vurgulamuslardir.

Kas dokusu da balikta besin zincirinde ©nemli bir besin kaynag
olusturmasi nedeniyle ve Ca'>-ATPaz aktivitesinin en yiksek aktivite gosterdigi
doku olmasindan dolayr metal toksisite calismalarinda onemli bir belirteg doku
olarak calisiimaktadir (Heath, 1987; De La Torre ve ark, 2007). Bu calismada kas
dokusunun ATPaz aktivitesini inceledigimizde, kronik stregte ve artan tuzluluk
diizeylerinde Ca**-ATPaz aktivites genel olarak artis gostermistir (Cizelge 4.3.).

Solungac dokusu ile kas dokusu arasinda Ca>-ATPaz aktivites
bakimindan bir karsilastirma yapildigindaise iki dokuda da artis olmasina ragmen
% degerlere baktigimizda solungag dokusunun kas dokusuna gore daha duyarl:
oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.3.).

+2)

Arastinicilar Hg™ nin dokularda ozmoregulatér sistemi bozdugunu, ATPaz
enzim sistemini inhibe ederek iyon ve metabolitlerin emiliminin azaldigim
vurgulamislardir. Poopa ve ark (2013), Cirrhinus nrigala’da Hg* icin 96 saat
LC50 degerini 0,34 mg/L olarak bulmuslardir. Ayn ¢alismada ayrica C. nrigala'yi
96 saat boyunca 0,068 ve 0,034 mg/L™* HgCl, ye maruz birakmis ve solungag ve
beyin dokuda Na'/K*-ATPaz aktiviteleri ile iyon diizeyleri (Na', K* ve CI")
incelenmistir. Deney siresince Na'/K*-ATPaz aktiviteleri ile iyon dizeylerinin
(Na’, K* ve CI) farkli konsantrasyonlardaki HgCl, den etkilenerek azalis
gosterdigi belirlenmistir. Na'/K*-ATPaz gibi Hg"” ye oldukca duyarl: enzimlerde
Hg™ enzimlerdeki silfir atomuna baglanarak cogu enzimi inhibe etmektedir.
Solungag ve beyin dokuda Na'/K*-ATPaz aktivitelerinin inhibisyonu muhtemelen
Hg” toksisites ile hiicre membramindaki fizyokimyasal —degisimlerden
kaynaklanmaktachr. Buna ek olarak Na'/K*-ATPaz enziminin inhibisyonu
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membrandaki aktif tasimayr bloke ederek iyon transferi ve ozmoregilator
fonksiyonlar: da etkileyebilmektedir.

Yaptigimiz deneyin sonuglarina gore tuzluluk arttikca, enzim
aktivitelerinde de artis gorilmustdr. 1 ve 10 tuzluluk etkisinde solungag dokusunda
akut streg sonunda Na'/K*-ATPaz aktivites anlamli olmayan bir artis gosterirken,
kronik slire¢ sonunda ise 10 ppt tuzlulukta gorilen artis anlamlidir (Cizelge 4.3.).
Tuzlu su etkisinde azalan solungag Na'/K'-ATPaz aktivites Kklorit hiicre
sayisindaki azalmayla iliskili olabilmektedir. Az tuzlu ortamdaki ozmoregilasyon
metabolik gereksinimi kan ozmotik gradientinin minimal olmasi nedeniyle
azalmaktadir. Ayrica arastincilar baliklarda tathh sudan tuzlu suya dogrudan
transferi sonrasinda gorilen olgtimlerin, dehidrasyon sonucu Na'/K*-ATPaz
fonksiyonundaki hasardan kaynaklanabilecegini bildirmislerdir (Glner ve ark,
2005). Seoud ve ark (2007), deniz baigi Sganus rivulatus u farkli strelerdeki
cesitli tuzluluk derisimlerinin etkisine birakmis ve solungag Na'/K*-ATPaz
aktivitesinin azalan tuzlulukta arttigim gozlemlemislerdir. Tuzlu su etkisinin tath
suya gore daha fazla oldugunu bunun da bransiyal oksijen diizeyi ve ATP tuketimi
gibi sonuglarlailigkili olmasindan kaynaklanabilecegini vurgulamiglardir.

Arastiricilar tuzlu su etkisinin tatlh suya gore daha fazla oldugunu, bunun
da solungagtaki oksijen dizeyi ve ATP tuketimi gibi sonuclarla iligkili
olabilecegini vurgulamislardir. Buna paralel olarak da bu calismada solungag
dokusunun ATPaz aktivitelerine baktigimizda, 1 ve 10 ptt tuzluluk etkisinde yer
aan baliklarda, Ca'*-ATPaz'in ve Mg?-ATPaz aktivitelerinde artis gorilmistir
(Cizelge 4.3.).

Sucul organizmalar genellikle metallerin akut etkilerinden c¢ok disik
diizeylerinin uzun sireli etkilerine maruz kalmaktadir. Akut ve kronik stres altinda
sucul organizmalarda ¢6zgin molekiler, biyokimyasal, fizyolojik ve morfolojik
tepkileri kapsayan farkli ekolojik degisiklikler gozlenebilmektedir. Kronik stireg
sirasinda toksik maddeye karsi gelisen direnclilige bagli  olast  uyum
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mekanizmalarimin indiklendigi gorilebilmektedir (McDonad ve Wood, 1993;
Silvestre ve ark., 2005). Bu anlamda gevresel risk degerlendirilmesinde metallerin
kisa stireli yuksek derisimlerinin etkisinin degerlendirilmesi yamnda 6zellikle uzun
sureli gevresel dizeylerine daha yakin dusik derisimdeki metallerin etkilerinin
degerlendirilmesi daha fazla 6nem kazanmaktadir. Bu da bizim c¢alismamzi
desteklemektedir.

Bu calismada akut ve kronik sirecleri inceledigimizde, anlamli artiglarin
kronik siiregte ve genel olarak tuzluluk etkisinde yer alan gruplarda yer adigi
gorulmektedir (Cizelge 4.3.). Enzim aktivitelerinde kronik siregte gozlenen
artiglar, metallothionein ve antioksidan sistemler gibi olasi telafi ve onarim
mekanizmalarinin devreye girmes ile agiklanabilmektedir. De La Torre ve ark
(2007), balikta Na'/K*-ATPaz aktivitesinin su kaynakl1 kirleticilerin akut veya
kronik etkileri sirasinda artis veya azalis gostermesinin yamnda herhangi bir
degisiklik gostermeyebilecegini de belirtmistir. Bu tepkilerin de kirleticilerin
yogun etkilerine, epitelyal tasinmanin fonksiyonel ve morfolojik butunlGgunin
bozulmasina dogrudan kirleticilerin etkisi veya dolayl1 olarak endokrin sistemin
hasar gormesine bagli olarak gelistigini vurgulamislardir. Bu nedenle de bu
enzimlerin degisen ortam kosullarina verdikleri cevabin stresin siniflandirilmasinda
ve metabolik uyum dizenlemelerinin  yapilmasinda ©6nem kazandiginm
beirtmislerdir.

Dokulardaki toplam protein dizeyi kisa sireli metal etkilerinde degisiklik
gosterirken genel olarak kontrole gore herhangi bir ayirim géstermemistir.

Elde edilen veriler Na'/K*-ATPaz in, Ca®-ATPaz in ve Mg-ATPaz' in
hem tuzluluk hem de metal etkilerinin belirlenmesinde duyarl bir belirteg olarak
kullanilabilecegini gostermektedir. Diger yandan bu sonuglarin bize verdigi enzim
aktiviteleri ile diger olcllen parametrelerin metallere verdikleri tepkilerinin,
derisim ve slresi ile civa ve tuzluluk ile doku tipine bagli olarak degistigini

gostermistir.
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Bu caisma ile meta ve tuzluluk iceren sulardaki baliklarin enzim
aktivitelerinde degisikliklere yol acan kimyasa mekanizmanin anlasilmasinin
6nemi vurgulanmaktadir. Aym zamanda toksik maddelerin saptanmasinda ATPaz
aktivite degisimini temel aan andizler basit, kullamglhi ve hizli 6lgim
sagladigindan  ekotoksikoloji  calismaarinda  uyarict sistem  olarak
kullamlabil mektedir.

Cizelge 4.3. Civa ve tuzlulugun etkisinde kalan sularda Oreochromis niloticus un
solungag ve kas dokularindaki ATPaz aktivitelerinin kontrole gére
yuzde (%) degisimleri.

Solungag Kas
Deney Na'/K*- | Mg™ | ca™ | ca™~ _
Tuzluluk Protein Protein
Kosullar: ATPaz | ATPaz | ATPaz ATPaz
0 ppt Akut Hg™ 8 41 7 11 131 13|
1 ppt Akut Hg™ 26| *661 207 0 207 124
10 ppt Akut Hg™ 11) *811 191 3] 5] 181
Kronik
0 ppt Ha'? 221 201 *461 31 4] 6]
g
Kronik
1 ppt Ho? 3t *381 | *607 15| *A41 5]
g
Kronik
10 ppt Ho? *50 1 211 *341 91 *411 101
g

“** kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli farki belirtmektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuglar

Bu calismada yapilan deneyler sonucunda asagidaki sonuclar bulunmustur.

1

O. niloticus farkl: tuzluluk (O, 1, 10 ppt) derisimlerindeki sularda
civa etkisine akut (0,3 UM Hg, 3 giin) ve kronik (0,03 uM Hg, 30
gun) olarak maruz birakilmistir. Deney stireleri sonunda baliklarda
solungac  dokusundaNa'/K*-ATPaz, Mg*-ATPaz ve Ca'
ATPaz aktiviteleri ile kas dokusunda Ca® - ATPaz aktivites
olctlmustdr.

Deney siiresince O. niloticus' larda sadece 0 ppt tuzluluktaki 0,03
UM Hg" etkisinde bir adet 6lUm gozlenmistir.

Solungacta, Na'/K*-ATPaz aktivites akut slirecte anlamli bir
degisim gostermezken, kronik slireg sonunda 10 ppt tuzlulukta Hg*
etkisinde kalan baliklarda anlamli artis gorilmistar.

Solungacta, Mg*>-ATPaz aktivites akut ve kronik siire¢ sonunda
artis gosterirken bu artislarin 1 ve 10 ptt tuzlulukta Hg™ etkisinde
kalan baliklarda anlaml1 artis gortlmistdr.

Solungagta, Ca™>-ATPaz aktivites akut sirecte anlamli bir degisim
gostermezken, kronik sireg sonunda tim baliklarda anlamli artis
gorilmistdr.

Kasta, Ca'>-ATPaz aktivites akut sirecte anlamli bir degisim
gostermezken, kronik slirecte artis gostermistir. Bu artislarin 1 ve 10
ppt Hg™ tuzluluk etkisinde kalan baliklarda anlamli oldugu
gorilmistdr.

Toplam protein dizeyleri ise genel olarak herhangi bir degisiklik

gbstermemistir.
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5.2. Oneriler

1

Bu calisma tuzlulugun ve tuzluluk ile metalin ATPaz enzimleri
Uzerinde meydana getirdigi degisimleri inceleyerek, osmoregilasyon
sistemin subletal metal kirliligi icin duyarli bir belirteg olarak
kullanilabilme potansiyelini arastirmak Uzere tasarlanmustir. Bilindigi
gibi metal toksisitesini etkileyen faktérler arasinda tuzlulugun yaninda
su sertligi, pH ve organik madde icerigi de sayilmaktadir.

Doga ortamlarindaki metal etkilerini gdzlemlemek icin deniz ve tath
su baliklar: karsilastirmali olarak incelenebilir.

Farkl1 balik turlerinde yapilacak AT Paz aktivite 6lgtimleri kullanilarak
bu tdrlerin toksisite mekanizmalarimin duyarlig: ve direncligi arasinda
bir karsilastirma yapilabilir.

Enzimatik veya enzimatik olmayan baska mekanizmalarin metal ve
tuzluluk etkilerine verdigi cevaplar sonucunda bunlarin biyoindikator
olma potansiyelleri degerlendirilebilir.

Metalerin toksik etkilerinin belirlenmesinde kullandigimiz ATPaz
enzimlerinin yaninda oksidatif hasarin tausinda 6nemli  olan

antioksidan enzimleri de 6lculebilir.
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