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Tathsu baligi (Oreochromis niloticus) farkli streler ve farkli derisimlerde
Ca'?, Pb™ ve Ca'?+Pb" etkisine birakilmistir. Deney siireleri sonunda solungag ve
bagirsak dokusunda Na'/K*-ATPaz ve Mg*%-ATPaz ile kas dokusunda Ca"™-ATPaz
aktiviteleri 6lculmuistir. Akut (48 saat, 20 uM Pb*?) ve kronik (14guin, 10 pM Pb*?)
deneyler sonunda ATPaz aktivitelerinde Pb*? ve Ca*? derisimine, siireye ve doku
tipine bagli olarak dnemli degisimler olmustur. Yiiksek Ca"™ derisimi etkisindeki
kontrol baliklarin ATPaz aktiviteleri dusiik Ca™ derisimi etkisinde kalanlara gore
onemli oranlarda yikksek bulunmustur. Sadece Ca'? etkisindeki baliklarda genellikle
ATPaz aktivitelerinde artis gozlenirken, Ca™®+Pb*? etkisinde ise artis yaninda azalis
da gozlenmistir. Solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesi akut ve kronik siirecte birbirine
zit tepkiler verirken, diger ATPaz lar genellikle benzer yonde aktivite gbstermistir.
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Freshwater fish (Oreochromis niloticus) was individually exposed to Ca*,
Pb** and Ca?*+Pb”" in different concentrations and exposure periods. At the end of
exposure periods, Na'/K*-ATPase and Mg**-ATPase activities in the gills and
intestine and Ca?*-ATPase activity in the muscle were measured. There were
changes in ATPase activities in relation to Ca?* and Pb** concentration, exposure
time and tissue type in both acute (48 hours, 20 uM Pb?*) and chronic (14 days, 10
uM Pb*") exposure periods. ATPase activities were found to be higher in control
group exposed to higher Ca®* concentration comparing to the group exposed to lower
Ca’* concentration. Generally, ATPase activities increased in fish exposed to only
Ca* concentration, while they showed both increases and decreases after exposure to
Ca®*+Pb*". While gill Na'/K*-ATPase activity showed opposite reactions, the others
showed similar trend in acute and chronic periods.
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1. GIRIS Zehra DOGAN

1. GIRIS

Teknolojik gelismeye paralel olarak hizla artan diinya ntifusu ile birlikte gida
kaynaklari da kirlenmeye ugramakta ve insanlar igin ©Onemli sorunlar
olusturmaktadir. Endustri, ziraat ve madencilikte yaygin olarak kullanilan ve ekolojik
tehlike olusturan kirleticilerin basinda gelen Pb*?, Cd™?, Cr*3, Co™, Fe™, Ni*?, Hg'*?
ve Zn*? gibi agir metaller gevre kirliligi agisindan énemlidir. Agir metallerden biri
olan Pb* cogunlukla Ag", Cu'? zn"™ ve Fe™ metalleriyle birlesmis halde

bulunmaktadir. Hem dogal cevrede hem de canl: organizmalarda iz halinde Pb™ ye

+2)

rastlanir. Canli organizmada bulunan Pb™ nin varlig: fizyolojik yasam icin gerekli

olmasi ile ilgili degil, dogal cevrede yiyecek ve iceceklerde bulunan Pb*?
kaynaklanmaktadir (Leita, 1991). Besinlerle sindirilen Pb™, kan ve dokularda
birikebilmektedir (Alves ve ark., 2006). Buna ilaveten bu birikim tim doku ve
organlarda toksik etki olusturabilir (Grosell ve ark., 2006).

Dogal ekosistemde surekli, dengeli bir madde ve enerji dongusi vardir.

den

Ekosistemi olusturan canli gruplar: birbirine besin zinciri ile baghdirlar. Aldiklar:
besinlerin bir kismini enerjiye donusturtp kullanr, bir kismim da depolayip besin
zincirinin bir Gst halkasindaki canliya aktarirlar. Canlilardan herhangi biri kirleticiler
nedeniyle zarar gorurse, canlilar arasinda var olan karsilikli etkilesim bozulmakta ve
zincirin farkli basamaklarinda bulunan canli gruplar: arasindaki besin ve enerji akisi
engellenmektedir. Yerylzi sularindaki asir1 kirlilik, igme sulariyla ya da kontamine
olmus baliklarin tiketilmesiyle insan saglig1 Uzerinde de olumsuz etkilere yol acar
(Silbergeld ve ark., 2005; Dorea, 2006; Verger ve ark., 2007).

Insanoglunun yol actig1 cesitli aktiviteler sonucu cevreye salinan agir
metaller, pestisitler ve kiy1 bolgelerdeki atiklar akarsu, yagmur sularimn yikayici
etkisi ve sucul ortamlara ulasip, ekolojik tehlike olusturmakta ve bu etkileri biyolojik
birikimleriyle artis gostermektedir (De la Torre ve ark., 2000). Sucul organizmalar
suda bulunan agir metallerle stirekli etkilesim icerisinde olduklarindan, onlarin
zararh etkileri ile belki de en fazla kars1 karsiya kalan organizmalardir. Agir metaller
balik biyokimyasinda ve fizyolojisinde 6nemli degisimlere neden olmakta ve onlarin
isleyis mekanizmalarint bozabilmektedir (Atli ve Canli, 2007, 2011). Cevreden
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alinan metaller genellikle proteinlere baglanarak kan yoluyla, depo bdlgelerine ve
transformasyon ya da depolama icin karacigere tasinmaktadir. Bir sekilde kontrol
edilemeyen metaller, imidazol, karboksil ve 6zellikle stlfidril grubu iceren proteinler
Uzerinde cesitli bolgelere baglanabilmekte ve bunun sonucunda enzimlerin (¢
boyutlu yapisint degistirerek enzim aktivitelerinde azalma veya artisla kendini
gosteren onemli degisikliklere neden olabilmektedir (Heath, 1987; Atlh ve Canl,
2007, 2011).

Fe™, Cu'?, Cr*3, Zn*? ve Ni*? gibi metaller iz element olarak isimlendirilir ve
sucul organizmalarin yasamlarint devam ettirmeleri icin disik dizeylerde mutlaka
almalar1 gerekir. Bunun yani sira Pb*?, Cd*"? ve Ag" gibi metaller organizmalarin
yasamsal fonksiyonlarinda 6nemli rol oynamayan ve cok distk dizeylerde bile
toksk etki gosteren agir metallerdir. Gerekli olmayan bu metallerin toksik
etkilerinin, gerekli olan metallere benzer kimyasal 0Ozellik gdstermeleri sonucu
metabolik dongide onlarin yerine gecerek metabolik donglyl engellemesinden
kaynaklandigi belirtilmistir (Rainbow, 1985). Agir metaller kendisine benzerlik
gosteren herhangi bir molekiile baglanma egilimindedirler. Hiicre icindeki iz metaller
de, sulfur ve azota benzerlik gosterdiginden cogu sllfur ve azot igerikli
aminoasitlerden yapilmis proteinlere baglanirlar. Bu benzerlikler nedeniyle toksik
olan tim iz metaller proteinlere ya da diger molekiillere baglanarak onlarin normal
metabolik aktivitelerini dnlemektedir (Heath, 1987; Kim ve ark., 2001; Javid ve ark.,
2007; Ath ve Canli, 2011). Cd*? ve Zn*? benzer kimyasal &zellikleri nedeniyle
madencilik ve endustri atiklarinda genellikle birlikte bulunurlar ve bu nedenlerle de
bu iki metal organizmalara giriste ayn: alinim yolunu kullanmaktadir (Rainbow ve
ark., 2000).

Su sertligi agir metallerin sucul organizmalar Uzerindeki toksik etkilerini
degistirebilir (Kim ve ark., 2001). Bircok agir metal sert suda daha az toksk hale
gelir. Genellikle tath sularda su sertligi arttikca agir metal toksisitesi organizmalarin
Ca*? ve Mg* gibi iyonlar: almak icin yarismasindan dolay: azalmaktadir (Kim ve
ark., 2001; Pyle ve ark., 2002; Javid ve ark., 2007). Sert sularda metal aktivitesi
metallerin Ca'? ve CO;s ile bilesik olusturmasina bagli olarak diisiis gosterirken,
yumusak sularda diisilk Ca' diizeyi ve tamponlama kapasitesi nedeniyle toksik etki
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gostermektedir (Heath, 1987; Verbost ve ark., 1989; Pratap ve Wendelaar- Bonga,
1993; Hollis ve ark., 2000).

Metaller, énemli bir ekosistem bileseni olmamn yan: sira besin kaynagi
olarak da kullamilan baliklarin fizyolojik ve biyokimyasal mekanizmalarinin
bitinlGgund bozabilmektedir (Hogstrand ve ark., 1999; Basha ve Rani, 2003). Su
ortaminda kirleticilerin bulunmasi, gerekli olan metallerin yerine gegerek veya gesitli
enzimlerin aktivitelerinde birgok fizyolojik ve biyokimyasal degisiklikleri meydana
getirdiginden baliklar i¢in 6nemli bir sorun olusturmaktadir (Ariyoshi ve ark., 1990).
Baliklar ortamdaki agir metali besin, su ve viicut yiizeyinden absorbsiyon yoluyla, en
cok da solungaglar araciligiyla almaktadir (Simkiss ve Taylor, 1989; Viarengo,
1989).

Metallerin toksik etkileri, akut (kisa siirede yiksek doz) ve kronik toksisite
(uzun siirede dustk doz) olmak Uzere iki genel kategoriye ayrilabilir. Akut toksisite
genellikle letal etki gostermektedir (Canli, 1995). Kronik toksisite ise letal ya da
subletal olabilmektedir. Sucul ekosistemlerde kimyasallarin biyolojik etkileri sadece
geleneksel olarak akut toksisite testlerine ait veriler bazinda degerlendirildiginde, bu
veriler subletal etkilerin yol actig1 zararlarin tammlanmasinda yetersiz olabilmektedir
(Bury ve ark., 2003). Sucul organizmalar, akut metal kontaminasyonunun etkisinde
daha az kalirken, daha cok uzun sireli ve dusik dizeydeki metal derisimlerinin
etkisinde kalirlar. Balikta akut etki sonucu en fazla hasar goren orgamin solungag
oldugu dustntlmektedir (Olsvik ve ark., 2001). Kronik ve akut stres farkl: ekolojik
sartlart belirtmektedir ve organizmalar bu sartlara 6zel molekiler, biyokimyasal,
fizyolojik veya morfolojik tepkilerle dayanmaktadir. Bu anlamda kronik stresin
genellikle letal toksk madde derisimine artan direnclilik olarak tammlanan olast
uyum mekanizmalarim indikledigi bilinmektedir (Silvestre ve ark., 2005).

Yapilan bircok calisma ile agir metallerin yuksek derisimlerde sucul
organizmalar icin letal etki gosterdigi belirtilmistir (Eisler ve Hennekey, 1977;
Mance, 1987; Canli, 1995). Sucul bir organizma icin letal doz, hem metale hem de
organizmaya baghdir. Metallerin organizmalara olan toksik etkilerinin kimyasal
yapilart ile dogrudan iliskili oldugu ve biyolojik olarak pargalanma 0Ozelligi
gostermediklerinden ekosistemde uzun sire kalabildikleri bilinmektedir (Tagliari ve
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ark., 2004). Metallerin toksik etkileri ile ilgili yapilan calismalar, metallerin birlikte
yaptiklar: etkilerden ¢ok tek basina yaptiklar: etkileri icermektedir (Lange ve ark.,
2002). Metallerin birlikteki etkileri sinerjistik, antogonistik veya toplam etki seklinde
gbzlenebilmektedir. Metal etkilesimleri metallerin emilim, dagilim, atilim ve aymi
zamanda biyolojik fonksiyonlarin etkileyebilmektedir (Heath, 1987).

Bircok calismada Cu™® ve Pb™nin disik derisimlerinin baliklarda Ca™
homeostasisinin  bozulmasina (Viarengo, 1994), c¢esitli dokularda iyon
regulasyonunda degisikliklere (McGeer ve ark., 2000; Roger ve ark., 2003), plazma
iyon dizeylerinde dengesizlige (Lauren ve McDonald, 1985) ve osmoregilasyon
kapasitesinde degisikliklere (Lauren ve McDonald, 1987) neden oldugu
gosterilmistir. Aymi arastiricilar Pb™ nin solungaglarda Ca™? alimimu ile rekabete
girerek hipokalseminin olusumuna ve bunun sonucunda balik 6limlerine neden

oldugunu belirlemislerdir (Lauren ve McDonald, 1987; Roger ve ark., 2003).
1.1. Kursun

Dogada az miktarda ancak yaygin olarak bulunan Pb*™, periyodik tabloda IV
A gurubunda yer alan bir metaldir. Mavimsi-gri renkte bir metal olan Pb™ nin atom
agirhigr 207,2 g/mol, erime noktasi 327,46 °C ve buharlasma noktast 550 °C'dir.
Organizmalarda herhangi bir biyolojik islevi bulunmayan Pb*? yer kabugunda,
kayalarda, toprakta ve suda dogal olarak bulunmaktadir. Dogal sularda normal Pb*?
diizeyleri 0,0006-0,12 mg/L arasindadir. Pb*? su ortamina, madencilik, kémir ve
petrol yakitlari, gesitli yapistirict maddelerin Gretimi ile kauguk sanayi, benzin katki
maddesi olarak, akii, boya ve pil yapimi gibi insan aktiviteleri sonucu girmektedir
(Heath, 1987; Rogers ve ark., 2003). Pb*™?, insan faaliyetleri ile ekolojik sisteme en
onemli zarar1 veren ilk metal olma 6zelligi tasimaktadir. Atmosfere metal veya
bilesik olarak yayilmasi ile her durumda toksik 6zellik tasimasindan dolay: gevresel
kirlilik yaratan en 6nemli agir metallerden biridir (Yaramaz, 1992). Pb™ diisiik
diizeylerde bile Ureme, blyume ve davranis degisikliklerine neden olmaktadir
(Burden ve ark., 1998). Solungaclarda oksijen alimini azalttig: gibi, Mg*%-ATPaz
aktivitesinde de artisa neden olabilmektedir (Torreblanca ve ark., 1989; Ath ve
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Canli, 2011). Pb*? organizmada genellikle organik bilesikler halinde bulunmakta,
ayrica karaciger ve bobrek hicrelerinde protoplazmadaki protein molekillerine
baglanabilmektedir. Pb™ karaciger ve bobrek gibi organlarda en yiiksek birikim
duizeyine ulasirken bir miktar da kemik icerisinde depolanmaktadir (Rogers ve ark.,
2003; Alves ve ark., 2006). Pb*?, nitrik asitte iyi ¢coziinen, fosforik asit, hidroklorik
asit ve sllfurik asit ile ¢oziinemeyen tuzlari olusturan, klor ve hidroklorik aside
dayanikl1 ve elektrik iletkenligi disuk olan, iki ve dort degerli bir metaldir.

1.2. Kalsyum

fyonik kalsiyum (Ca'®) dengesi ve regiilasyonu biitiin organizmalar icin
yasamsal 6neme sahiptir. Ca' fizyolojik siireg icin gereklidir ve hem omurgali hem
omurgasizlarda yapisal element olarak gorev gorir. Sadece besin yoluyla Ca™
emilimi yapabilen karasal omurgalilarin aksine, sucul omurgalilar su ortaminda Ca'™
kaynagina sahiptir. Pb*?, Zn*? ve Cd" gibi divalent metaller Ca' antagonistidir.
Besinsel Ca'?, hem suyla tasinan hem de besin yoluyla alinan Cd*? ye kars1 koruyucu
gorev tstlenir (Niyogi ve Wood, 2006). Ca'? balik tiirlerinin ekolojisinde cok nemli
bir faktordir. Tath sularda yiksek diizeydeki Ca™nin suyun kalitesi ve bitki ile
hayvanlarda verimliligin artisinda ¢ok ©Onemli bir iyon oldugu belirtilmistir
(Berntssen ve ark., 2003). Baliklarda artan ortam Ca"? nin iyon kaybina kars: tampon
gorevi gordugi ve disiik Ca* ile pH ortaminda baliklarin ozmolalite ve hayatta
kalmalarinda dusis oldugu bilinmektedir (McDonald ve ark., 1980; Gonzalez ve
ark., 2006). Sucul organizmalarda Ca*? yapisal, elektriksel, ekstraseliiler protein ve
enzimlerde kofaktor olarak ve intraselller regilasyonda 6nemli biyolojik islevleri
olan bir iyondur (Hunn, 1985). Y apisal olarak hem iskelet dokularinda (kemik, dis ve
pul) hem de yumusak dokularda 6nemli islevi bulunmaktadir. Tatlhh su baliklar
membran akiciligi ve bittunltgl, hicre adhezyonu ve biyumeleri igin gerekli bir
iyon olan Ca'®yi direkt olarak sucul ortamdan solungac ve deri yoluyla
almaktadirlar (Ichii ve Mugiya, 1983). Tatl su baliklarinda solungaglar, bagirsak ve
bobrekler ic ve dis ortam arasinda Ca*? derisiminin diizenlenmesinde cok 6nemli
organlardir (Hwang ve Yang, 1997). Ca*? solungaglarin apikal membranlarinda
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bulunan Ca kanallariyla alinmakta ve basolateral plazma membranlarinda Ca'-
ATPazlarla kanin igerisine tasinmaktadirlar (Verbost ve ark., 1989; Baldisserotto ve
ark., 2004a). Pb*? potansiyel olarak, Ca™nin giris yollarindan herhangi birini
etkilemekte ve balik solungacinda apikal Ca™ kanallarinda yarismali olarak Ca™
homeostasisini bozabilmektedir (MacDonald ve ark., 2002). Ca sert sularin
koruyucu etkisinden sorumlu katyonlarin basinda gelmektedir. Baliklarda metal
toksisitesinin yumusak sularla kiyaslandiginda sert sularda azaldigi belirlenmistir
(Pagenkopf, 1983; Pascoe ve ark., 1986; Winner ve Gauss, 1986). Benzer sonuclar
Zn*?, Cu* ve Pb*? gibi diger metallerde de saptanmustir (Diamond ve ark., 1992;
Playle ve ark., 1992; Barron ve Albeke, 2000). Metal toksisitesi ve birikimi Gzerine
su sertliginin iki 6nemli etki mekanizmasi bulunmaktadir. Bunlar membran
permeabilitesinin azalmasi ve alimm yerinin azaltilmasi gibi biyolojik mekanizmalar
ile absorbsiyon ve kompleks igin rekabet gibi kimyasal mekanizmalardir (Barron ve
Albeke, 2000).

1.3. Adenozin Trifosfataz (ATPaz) Enzimleri

Adenozin trifosfataz (ATPaz) enzimleri hicre ici fonksiyonlarda dnemli rol
oynayan, membrana bagli ve toksisitede duyarli belirteg olan bir grup enzimdir.
Dokulardaki iyon hareketleri, osmotik basing, membran gecirgenligi ve yiksek
enerjili metabolik transformasyonlarin kontrolinde ©nemli goreviere sahip olan
ATPaz enzimlerinin yiksek elektronegatif Ozellik gostermeleri nedeniyle gegis
metallerine duyarli oldugu belirtilmistir (Riedel ve Christensen, 1979; Watson ve
Beamish, 1981; Thaker ve ark., 1996; Atli ve Canli, 2011). Iyi bilinen membrana
bagli ATPaz'lar, Na'/K'-ATPaz, Ca?>-ATPaz ve Mg?ATPazdr. Bu enzim
aktivitelerinin Cr*®, Cu*?, Pb*2, Hg™ ve zZn™ gibi metaller tarafindan etkilendigi
belirtilmistir (Shephard ve Simkiss, 1978, Watson ve Beamish, 1980; Atli ve Canli,
20083, 2011).

Na'/K*-ATPaz, 3 Na iyonunu hiicre disina, 2 K* iyonunu ise hiicre icine
transfer etmek icin ATP nin hidrolizi ile agiga ¢ikan enerjiyi kullanmaktadir (Sekil
1.1). Boylece hicre hacminin dizenlenmesi, iyon tasimmi, elektrokimyasal
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gradientin korunmasi gibi temel fonksiyonlarda 6nemli gorevlere sahiptir (Grosell ve
ark., 2003). Na'/K*-ATPaz enziminin kemikli baliklarin solungag epitellerinde
cogunlukla mitokondrice zengin hiicrelerde yer alchg bilinmektedir. Na'/K*-ATPaz
enzimi, P tipi ATPaz grubunda olup heterodimerik bir integral membran proteinidir.
Enzim 100 kDa molekiler agirhiginda a alt Unitesi ile 60 kDa molekiler
agirhgindaki glikozitlenmis b alt Unitesinden olusmaktadir. Sucul organizmalar
dikkate alindiginda Na'/K*-ATPaz in iyon diizenlenmesinde yasamsal bir 6neme
sahip oldugu bilinmektedir ve Na'/K*-ATPaz aktivitesindeki olasi degisikliklerin
doga stres kaynaklarinda oldugu gibi cesitli cevresel kirleticilere tepki olarak da
gelistigi gézlenmistir. Cu*?, Ag", Cd™?, Zn™ ve Hg* tath su ve deniz baliklarinda
Na'/K*-ATPaz inhibisyonu ile baglantl: osmoregiilasyonda bozulmalara neden olan
metaller arasindadir (Bianchini ve Wood, 2003; Bianchini ve ark., 2004, 2005).

i Ouabain

3 Nat+

Mg ATP  MgADP +Pi

Sekil 1.1. Na'/K*-ATPaz in yap: ve karakteristikleri
(http://www.bioscience.org/2001/v6/d/watson/figures.htm'’ den)

Mg*2-ATPaz enzimi, solungag epitelyumundan hiicre membran biitiinliigii ve
+25

solungag gegirgenliginin stabilizasyonu icin gerekli olan Mg ™ nin tasinmas: ile
oksidatif fosforilasyonda gorev gérmektedir (Parvez ve ark., 2006).

Sarkoplazmik retikulum tibiillerinde lokalize olan Ca'*-ATPaz ise, hiicre
membranminin stabilizasyonu icin gerekli olan Ca'®nin nM diizeylerinde aktive

olabilmekte ve ATP hidrolizinden agiga cikan enerjiyi kullanarak sitoplazmadan
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Ca*? nin uzaklastiriimasinda ve boylece diisiik hiicresel Ca'?igeriginin korunmasinda
gbrev almaktadir (Watson ve Beamish, 1981; Saxena ve ark., 2000) (Sekil 1.2.).
Ca'%-ATPaz, Ca™ metabolizmasindaki ©nemi ve yapisindaki fonksiyonel -SH
gruplarina bagli olarak agir metal etkisinde inhibe olmas ile kirlilik ¢aligmalarinda
blytk 6nem kazanmaktadir (Shephard ve Simkiss, 1978; Wong ve Wong, 2000).
Yapilan cesitli arastrmalar sonucu baliklarin  Ca™yi sudan absorpladiklar:
gorulmistur ve tatl su baliklarinda genel olarak emilimin bagirsaktan gok epidermal
yolla oldugu ve balikta Ca*? metabolizmasinin diizenlenmesinde Ca">-ATPaz'in
Onemli goreve sahip oldugu da belirtilmektedir. Metal etkisine agik olan
solungaclarda metallerin Ca"™-ATPaz enzimleri (izerindeki etkilerini arastirmak bu
anlamda cok bulyik 6nem tasimaktadir (Shephard ve Simkiss, 1978). Bununla
birlikte agir metallerin ATPaz enzimlerine olan etkileri cesitli arastrmalarla
gogerilmistir (Gjevre ve Naess, 1996; De la Torre ve ark., 2000; Sancho ve ark.,

2003; Craig ve ark., 2007; Atl1 ve Canli, 2007; Atli ve Canli, 2008Db).

Y sammoLEnme PR

Dedjistirici
Depalarize

[Na], = 140 mM
2K (K, = 4 mm

Sekil 1.2. Sarkolemma ve Sarkoplazmadaki kalsiyum (Ca*?) akisinin kontroli
(http://www.heartandmetabolism.org/dictionnary_mo.asp’ den)
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Metal varliginda solungag ATPaz aktiviteleri inhibe olabilmekte veya
uyarilabilmektedir (Shephard ve Simkiss, 1978; Watson ve Beamish, 1980; Watson
ve Benson, 1987; Alves ve Wood, 2006; Atli ve Canli, 2008¢c, 2010, 2011). Ornegin,
Kuhnert ve ark. (1976), in vivo Cr*® etkisindeki alabalik Salmo gairdneri’nin
solungag dokusunda Mg*2-ATPaz in aksine Na'/K*-ATPaz aktivitesinde inhibisyon
g6zlemistir. Buna karsin, alabaligin solungag dokusunda in vitro Zn*? etkisinin 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 bolge oldugu ve klorit
hiicrelerin Cd*? toksisitesi icin birincil hedef oldugu belirtilmistir (Flik ve ark., 1985,
Verbost ve ark., 1988). Bununla birlikte Atli ve Canli (2007), Oreochromis
niloticus da kas Ca'?-ATPaz aktivitesinin Cd*?, Zn"? ve Pb™ nin 14 ginlik etkisi
sonunda azalis gosterdigini kaydetmislerdir.

Baliklar, sucul ekosistemlerin durumunu ve tokskolojik olarak gelisen
patolojiyi degerlendirmede yaygin olarak kullamlan énemli bir biyoindikatordir. Nil
tilapyast O. niloticus, elde edilisi, kultlrd, laboratuarda calisiimas ve toksikolojik
arastrmalarda kirleticilere verdigi tepkilerden dolay: iyi bir biyolojik modeldir
(Almeida ve ark., 2002; Garcia-Santos ve ark., 2006). Kolayca Ureyebilmesi ve
beslenme problemi olmamasi nedeniyle 6nemli bir kiltir baligi olan O. niloticus,
cevresal kirlilige ve hastaliklara kars1 da oldukga direnclidir (Sarihan ve Toral, 1982;
Canl1 ve Erdem, 1994). Buna karsilik, agir metal toksisitesine direnclilik bu baligin
besin kaynagi olarak kullanilmasinda istenilen bir 6zellik degildir, ¢unki toksik
metallerle kontamine olmus baliklar: tiketen insanlar metal birikiminde hedef
olabilmektedir.

Bu calismada; 15, 30 ve 60 mg/L derisimindeki Ca™ ve 20 uM ile 10 pM
derisimindeki Pb™ nin tek ve birlikteki etkilerinde, tath su baligi O. niloticusun
solungag ve bagirsak Na'/K*-ATPaz ile Mg™-ATPaz ve kas dokusunda Ca"%-ATPaz
aktivitelerinin akut (48 saat) ve kronik (14 gun) suregler sonucunda verdigi tepkilerin
Olctlmesi amaglanmustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Shephard ve Simkiss (1978), tathsu balig: Rutilus rutilus un solungag Ca**
ATPaz aktivitesi calismalarinda enzimin 2 mM Ca'? ve Mg*? iyonlarinin etkisinde en
yiiksek oranda aktive oldugunu; Na', K* veya ouabain tarafindan etkilenmedigini
gostermislerdir. Ayrica arastiricilar 10 pM derisiminin altindaki Cu*?, Pb™, Zn*? ve
Hg"? nin in vitro etkilerinde enzimin inhibe oldugunu, 0,2 uM derisiminin altindaki
in vivo Cu*? etkisinde ise solungag Ca'?-ATPaz enzim aktivitesinin artis gosterdigini
kaydetmislerdir.

Varanasi ve Gmur (1978), Pb*™? iceren ortamda Oncorhynchus kisutch’t 168
saat birakip, 8,4 mg CaCl, iceren besinle beslediklerinde dokularda Pb*? diizeyinin
azaldhgim gormusglerdir.

Miller ve Mackay (1980), gokkusag: alabaligi S. gairdneri ile yaptiklar:
calismada baliklarin Cu*? toksisitesine karsi korunmasinda Ca™? sertliginin
alkaliniteden daha 6nemli oldugunu ileri stirmUslerdir.

Pagenkopf (1983), Ca ve Mg* katyonlarinin olusturdugu sertligin agir
metal toksisitesini azalttigim, sertlik olusturan katyonlarin ve agir metallerin
solungactaki baglayici ylzeylerde ve alinim bolgelerinde rekabete girdiklerini
aciklamustur.

Wright ve ark. (1995), Cd* nin etkisine birakilan Morone saxatilis de diisiik
Ca'?nin bulundugu ortamlarda mortalite gozlerken, yikksek Ca*? derisimlerinin
bulundugu ortamlarda ise mortalite godzlememislerdir. Bunun sonucu olarak

toksisitenin azaltiimasinda Ca™

nin direk olarak biyolojik bir fonksiyonunun
oldugunu ileri sirmislerdir.

Gjevre ve Naess (1996), orihalin bir balik olan gokkusag: alabalig
(Oncorhynchus mykiss walbavm) ve Atlantik salmonun (Salmo salar L.) bagirsak ve
solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesi icin uygun kosullari denemis ve sonugta S
salar’in bagirsak dokusu Na'/K*-ATPaz ozelliklerinin, solungag dokusundakilerden
cok farkli olmachgim, fakat bagirsak dokusundaki Na'/K*-ATPaz aktivitesinin
solungag dokusuna gore daha yiuksek miktarda substrata gereksinim duydugunu

bildirmiglerdir.
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Ay ve ark. (1999), Tilapia zllii’'nin Cu™® ve Pb™nin (0,5-4,0 mg/L) 14
giinltik etkisi sonunda kas, solungac ve karaciger dokularinda Cu*? ve Pb"™nin
birikim gosterdigini, kas dokusunda Cu*? diizeyinin kontrole gore farkli olmadigini
belirtmislerdir. Sonucta solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesinin her iki metal etkisinde
inhibisyon gosterdigi kaydedilmistir.

McGeer ve ark. (2000), gokkusag1 alabaligi O. mykiss' in sert suda kronik
subletal Cd* (3 pg/L), Cu*® (75 pg/L) ve Zn*? (250 pg/L) etkisine birakilmasi
sonucu baliklarda blyime, beslenme aliskanligi, iyon regulasyonu, yizme
performanst  ve oksijen tiketimi gibi parametreleri incelemislerdir. incelenen
parametrelerde ¢ metal etkisinde de bir bozulmamn ya da normalden sapmanin
oldugu, bazi parametrelerde telafi mekanizmalarinin isledigi ve sonunda
stabilizasyona ugradigi goralmistir. Blyumede bir etki gorilmezken, beslenmede
artis veya azahslar oldugu tespit edilmistir. Cu*? etkisinde kalan baliklarda yiizme
hizinda azalmaya karsin oksijen tiketimi artmistir. Solungag Na'/K*-ATPaz
aktivitesi Cu™® etkisinde kalan baliklarda artarken, Cd*? etkisinde bir degisiklik
gbstermemistir. Baslangicta Na' ve Ca*? dengesinde bozulmalar olsa da uzun siirede
kontrol ile bir fark gorilmemistir. Ozellikle Cd™ etkisinde kalanlarda Ca™
seviyesinin normale donmesi yaklasik bir ayr bulmustur.

MacDonald ve ark. (2002), Pb"nin balik solungacinda apikal Ca™
kanallarindaki  inhibisyon  rekabetiyle Ca'?>  homeostasisini  bozdugunu
gostermislerdir.

Sancho ve ark. (2003), yilan baligi Anguilla anguilla’'mn 0,22 mg/L
derisimindeki tiyobenkarb’'in (herbisit) 96 saatlik etkisi sonrasinda solungag ve kas
Na'/K*-ATPaz ve Mg">-ATPaz aktivitelerini 6lcmislerdir. Solungag Na'/K*-ATPaz,
Mg*%-ATPaz ve Tota-ATPaz aktivitelerinin 2-12 saatlik herhisit etkisinde inhibe
oldugu ve kas dokusunda da benzer sekilde ATPaz aktivitelerinin dustUgu
gosterilmistir.

Rogers ve ark. (2003), gokkusag: alabaligi O. mykiss' de yaptiklar: calismada
sudaki Pb*™ nin Na* ve CI" dengesi ve Ca'® homeostasisindeki etkileriyle birlikte

iyon regilasyonunda bozulmalara neden oldugunu géstermislerdir.
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Cicik ve ark. (2004), O. niloticus'un 7-15 giin siireyle Cd*?, Pb*? ve bu iki
metalin karisimin etkisi sonucunda kas, bobrek, karaciger, dalak ve solungag
dokularinda metal birikim dizeylerini lgmuslerdir. Kontrollerle karsilastirildiginda
7-15 giin sireyle Pb*?, Cd™? ve bu iki metalin karisiminda bu dokulardaki metal
birikiminin arttigim kaydetmislerdir. En distk metal birikim diizeyi kas dokusunda
gorilmesine karsin, 7 gunlik etki sonunda bobrek ve kas dokusunun disindaki
dokularda Cd*? birikimi bakimindan istatistiksel bir fark olmadigini kaydetmislerdir.
Buna karsin 15. giin sonunda doku ve organlardaki Cd™? birikim diizeylerinin
srasiyla bobrek > karaciger > dalak > solungag > kas seklinde siralandigini
kaydetmislerdir. Bununla birlikte 15. giin sonunda bobrek ve karacigerdeki Cd*
birikimi, Cd*? ve Pb" karisiminda artarken, solungaclarda azalmus, dalak ve kas
dokularinda ise degismemistir.

Atli ve Canli (2007), O. niloticusun 14 gin sireyle 5, 10 ve 20 uM
derisimlerindeki metal (Cu*?, Cd*"?, Zn"? ve Pb*?) etkilerinin ardindan solungag ve
bagirsak Na'/K*-ATPaz ile kas Ca'%-ATPaz aktivitesini dlcmiislerdir. Na'/K*-ATPaz
aktivitesi solungacta 20 pM Pb*? etkisinde artis gdsterirken, biitiin metal etkilerinde
ise inhibe olmustur. Kas Ca'?-ATPaz aktivitesi ise Cu*? digindaki diger metal
etkilerinde inhibe olmustur. Bu sonuglar 1s1ginda arastirmacilar enzim tepkilerinin
metal tipi ve derisimlerine bagli olarak degisiklik gosterdigini ve enzimatik tepkilerin
ekotoksikoloji alaninda sucul ortamlardaki metal kirliligine duyarl: belirtecler olarak
kullarilabilecegini vurgulamislardir.

Craig ve ark. (2007), 7 gun slreyle yumusak suya adapte edilen zebra balig:
Danio rerio’da gesitli biyokimyasal parametrelerle birlikte Na'/K*-ATPaz
aktivitesini sert suda yasayan baliklarla karsilastirmislardir. Yumusak suda iyon
diizeyleri sert suya gore azalis gosterirken, tim vicuttaki iyon diizeylerinde 6nemli
bir fark gozlenmemistir. Buna karsilik, arastiricilar solungag Na'/K*-ATPaz
aktivitesinin yumusak suda 3. gline kadar dnemli diizeyde artisinin ardindan 7. giinde
sert sudaki diizeyine yaklastigini belirtmis ve elde ettikleri verilerin baliktaki iyon
duzenleyici mekanizmalarin isleyisi hakkinda yol gosterici  olabilecegini
kaydetmislerdir.

13
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Ebrahimpour ve ark. (2010), 40, 150 ve 380 mg CaCOs/L sertlik diizeylerine

+2;

sahip sularda Cu™® ve Zn*? nin toksisitesinin tatlisu balig1 Capoeta fusca’ya etkisine

bakmiglardir. Elde ettikleri sonuca gore suyun sertligi arttikca metallerin toksik

etkilerinde azalis gozlemis baska bir deyisle, Cu*® ve zZn*?

nin sert suya gore
yumusak suda ¢ok dahatoksik oldugunu belirtmislerdir.

Mansouri ve Baramaki (2011), farkli sertlik dizeyine sahip sulara adapte
edilen (0,118, 0,154 ve 0,180 mg Ca"%/L) C. fusca’da akut Hg*? toksisitesi Uizerine
pH ve artan su sertliginin etkisi ile ilgili ¢calismalarinda, su sertligi ve pH arttikgca

Hg'? toksisitesinin azaldigini géstermislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Kimyasal M alzemeler

3.1.1.1. Metaller

Kursun [Pb(NO3)2]

3.1.1.2. ATPaz Aktivite Ol¢iimiinde K ullamlan Kimyasallar

Trizma-Base (Tris [hidroksimetil] aminometan); C4H11NOs, Sigma)

Sukroz (o-D-Glukopiranozil B-D-fruktofuranosid; Ci2H22011, Sigma)

EDTA (Etilendiamintetraasetikasit, Merck)

Sodyum klortr (NaCl, Merck)

Potasyum klorir (KCI, Merck)

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

Kalsiyum klorir (CaCl,, Merck)

EGTA [Etilen glikol-bis (2-aminoetil eter)-N,N,N¢NGtetra asetikasit,
Sigma]

Polioksietilen 10 Lauril eter (Sigma)

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

Sulfirik asit (H2S04% 98, Merck)

Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO,4, Merck)

Disodyum Adenozin trifosfat (Na,ATP, Sigma)

Ouabain (Cy9H44012, Sigma)

15
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3.1.1.3. Protein Analizinde Kullamlan Kimyasallar

Sodyum karbonat (NaxCOs, Fluka)

Sodyum hidroksit (NaOH, Merck)

Potasyum sodyum tartarat tetrahidrat (CsH4KNaOg.4H,0, Merck)
Bakir(Il) sulfat penta hidrat (CuSO,4.5H,0, Merck)

Folin Ciocalteu Fenol Ayiraci (Sigma)

Bovin Albumin%35 (Sigma)

3.1.2. Kullamlan Aletler

Spektrofotometre: Schimadzu UV-1800

Derin dondurucu (- 80 °C): Revco Ultimalll

Hassas Terazi: Sartorius Analytic ATL-224-1
Santrifdlj: Sigma 2-16 K

Homojenizator: Janke& Kunkel Ultra Turrax T25
Su Banyosu: Wise Bath WSB-30

pH metre: Hanna HI 8314 membran pH metre
Manyetik Karistirict: Janke& Kunkel IKAMAG RH
Karstirici: Vortex SO 200

Coklu 6lgtiim cihazi: ThermoQOrionstar 5
3.2. Yontem

Deneylerde C.U. Su Uriinleri Fakiiltesi balik yetistirme havuzlarindan alinan
tathsu baligi O. niloticus kullamlmustir. Sicakligin 20+1 °C oldugu ve 12 saat
aydinlatma periyodunun uygulandigi laboratuar ortaminda 40 x 40 x 100 cm
Olculerindeki 120 L ¢cesme suyu iceren akvaryumlarda yeni kosullara adapte olmaya
birakilmigtir.  Akvaryum sularinin fizikokimyasal 6zellikleri Cizelge 3.1.'de
gosterilmistir.

16



3.MATERYAL VE YONTEM ZehraDOGAN

Cizelge 3.1. Akvaryum sularinin fizikokimyasal 6zellikleri (Art ort. £ S.D., N=54)

Ozellik 15 mg Ca*?/L 30 mg Ca™/L 60 mg Ca*’/L
pH 7,61+0,25 7,46+0,23 7,34+0,22
Oksijen 7,03+1,20 7,01+0,76 7,23+0,71
(mg O,/mL)

iletkenlik 161,0+10,7 242,0+9,50 395,2+40,2
(HS/cm)

Sertlik 91,1+30,3 105,5+12,3 193,3+28,4
(mg CaCO4/L)

Alkalinite 95,5+14,0 90,5+12,0 98,0+8,90
(mg CaCO4/L)

Sicakhik 17,6+1,43 17,5+1,43 17,6+1,40
(%)

Baliklara giinde bir defa olmak Uzere agirliklarimn % 2-3'U kadar hazir
Pinar Sazan yavru yemi verilmistir. Kullamlan balik yemindeki mikro elementlerin
miktarlar: sirastyla 70 mg Zn*%/kg, 25 mg Mn*?/kg, 25 mg Mg /kg, 2 mg Fe*%/kg,
0.7 mg I7kg, 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 cok % 1 Na', enaz % 1
P ve yem igerigindeki ham protein ise en az % 40'tir. Deney sirasinda
akvaryumlardaki sert ve yumusak su ortaminin kalitesini belirlemek amaciyla goklu
Olcim cihaziyla (Thermo Orionstar 5) olglimler yapilmustir. Deneylerde Pinar
Gokceagac marka hazir su (15 mg Ca™/L) kullamlmistir ve ayrica bu hazir su
Uzerine belirli miktarlarda CaCl; ilave edilerek farkl: sertlik degerlerine (15, 30 ve
60 mg Ca/L) sahip sular hazirlanmustr.

Deney asamasinda baliklar 8 adet olacak sekilde 33x33x40 cm
boyutlarindaki akvaryumlarda 15, 30 ve 60 mg Ca'?/L ve ayrica 20 pM (akut) ve
10 pM (kronik) derisimlerindeki kursun (Pb(NOs),) ile 15, 30 ve 60 mg Ca™/L
etkisine akut olarak 48 saat ve kronik olarak 14 gun sireyle birakilmistir. Deney
sirasinda akvaryumlarin cam ylzeylerine tutunma, akvaryum suyunun buharlasmasi
gibi nedenler akvaryumlardaki metal derisimleri degiseceginden akvaryum sulari 2

gunde bir taze hazirlanan c¢Ozeltilerden vyapilan uygun seyreltmelerle
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degistirilmistir. Metallerin balik yemine yapismasini Onlemek amaciyla su
degisiminden 1 saat 6nce yem verilmistir. in vitro olarak ise, O. niloticus un
solungag, bagirsak ve kas dokusu homojenatlarinda 15, 30, 60 ve 120 mg/L
derisimlerindeki Ca"? nin direkt etkisindeki ATPaz aktiviteleri de dlculmuistir.

3.2.1. Doku Homoj enatlarimin Hazir lamsi

Deney sireleri sonunda baliklar akvaryumlardan alinan baliklar spinal hale
getirilip, kurutma kagidiyla kurulandiktan sonra, boylar1 en yakin cm ve agirliklar:
en yakin g cinsinden dlctilmiistir. Baliklarin ortalama boylar; 15 mg Ca™/L, 30 mg
Ca*?/L ve 60 mg Ca*%/L bulunan ortamlarda sirasiyla 10,3+1,30 cm, 10,2+1,20 cm
ve 10,6+1,10 cm olarak olculmustar. Agirliklari ise sirasiyla 17,7+6,70 g,
16,9+5,90 g ve 18,9+5,90 g olarak ol¢ulmustur ve farkli deney gruplar: arasinda
balik boy ve agirlik bakimindan istatistiksel olarak bir ayirim goézlenmemistir
(P>0.05). Steril aetler kullanilarak solungag, bagirsak ve kas dokularr alinip,
homojenize edilinceye kadar -80 °C’ de saklanmustir. Dokular 250 mM Sukroz, 20
mM Trizma-Base, 1 mM EDTA (pH 7,8) iceren homojenizasyon tamponu ile (1/10,
w/v) 9500 rpm’'de 1,5 dk sireyle buz Ustinde homojenize edilmistir. Eppendorf
tuplerine aktarilan homojenatlar 13.000 g’ de 20 dk +4 °C’ de santrifijj edilmistir ve
elde edilen supernatantlar ATPaz analizlerinde ve protein tayininde kullani mistir.

3.2.2. ATPaz Enzim Aktiviteerinin Olgiimii
Bu calismadaki ATPaz aktivite 6lcimiinde, laboratuarimizda daha once
yapilan ATPaz karakterizasyon ¢alismasi sonucu (Atli ve Canli, 2008c) elde edilen

enzim aktivitesinin en yiksek oldugu inkibasyon ortami derisimleri kullanilmistir
(Cizelge 3.2.).
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Cizelge 3.2. Dokularda en yiksek ATPaz enzim aktivitesinin ol¢ildigu ortam
kosullar1 ve inkiibasyon ortamindaki iyonlarin son iyon derigimleri.

Total-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 7.7 7.7 7.7
°C 37 37-40 37

Enzim aktivitelerinin saptanmast icgin iki tekrarli olmak Gzere her tipe son
iyon derisimleri cizelgede verilen 870 pL inkibasyon ortami ve 30 pL Ornek
konarak sicak su banyosunda 37 °C'de 5 dk inkiibe edildikten sonra reaksiyon,
tuplerin Uzerlerine 100 pL 3 mM NaATP konmasiyla baslatilmistir. Reaksiyon, 30
dk inkibasyon siresinin ardindan su banyosundan alinip tUplere konan 500 uL
soguk saf su (+4 °C) ile sonlandirilmistir. TUm bilesenler cisinda ATP icermeyen
tipler ATP kori, sadece ornek icermeyen tupler ise Ornek korii olarak
kullamlmistir.  Na'/K*-ATPaz aktivitesi, Total-ATPaz (ouabain icermeyen)
aktivitesinden Mg'-ATPaz (ouabain igeren) aktivitesinin cikarilmas: ile
hesaplanmustir. Ca™>-ATPaz aktivitesi ise CaCl, varliginda ve yoklugunda olciilen
enzim aktiviteleri arasindaki farka dayanarak hesaplanmustir. Enzim aktiviteleri,
pmol Pi/mg prot./sa. cinsinden verilmistir.

19




3.MATERYAL VE YONTEM ZehraDOGAN

3.2.3. Inorganik Fosfat Tayini
Prensip;

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

Olclilmesi esasina dayanmaktadir. (Atkinson ve ark., 1973).
Ayrraglar;

1. % 5 Polioksietilen 10 Lauril eter: 5 g Polioksietilen eter tartilarak saf su
ile gozulmis ve 100 ml’ye tamamlanmstir. Kullanilmadan 6nce olusan
bulanikligin giderilmesi icin 37 °C’ de 30-40 dk bekletilmistir.

2. % 2 Molibdik asit: 2 g (NH4)sM07024.4H.0 tartilarak 1,8 M H,SO,
¢ozeltisinde ¢ozulmuistar.

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

65 mL saf su karistirilarak hazirlanmustir.

Deneyin Y apiliss;

1. 1,5mL 6rnek tzerine 3 mL ana ayiragtan konmustur.

2. Odasicakliginda 10 dk kompleks olusumu icin bekletilmistir.

3. Absorbans degerleri 390 nm’ de 6l¢ulmUstdr.

4. Sonuglar 100, 150, 200, 250, 300, 350 ve 400 mM KH,PO, ¢Ozeltisinden
hazirlanarak elde edilen standart egri Uzerinden degerlendirilmistir (Sekil
31)
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Sekil 3.1.Fosfat derisimi ve absorbans arasindaki dogrusal iliski.

3.2.4. Total Protein Analizi

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

analizi yapilmustur.

Prensip;

Proteinlerin alkali bakir silfat ve fosfotungstik asit ile mavi renkli kompleks
olusturmasi temeline dayanmaktadir. Olusan bu renkli bilesigin  ise
spektrofotometrede 750 nm dalga boyunda absorbansi olcllerek kantitatif olarak
protein miktar1 belirlenmektedir. Proteinlerin cogunda tirozin veya triptofan veya
her iki aminoasit esit oranlarda bulunmaktadir. Bu aminoasitler, fosfotungstik-
fosfomolibdik asidi (Folin-Ciocalteu) redikleyerek mavi renk vermektedirler. Bu
yontem ile proteinler 6nce alkali ortamda bakir iyonu ile reaksiyona girerek bakir-
protein kompleksini olusturmakta, daha sonra ortama Folin-Ciocalteu cozeltisi
eklendiginde bakir-protein kompleksi, tirozin ve triptofan kokleriyle birlesmektedir.
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Ayrraclar;

1. Ayrrag A: % 2 NaCOs ( 0,1 N NaOH iginde). 2 g N&COs tartilarak 0,1 N
NaOH iginde ¢bzinmesi saglanmustir.

2. Ayrrag B1: % 1 CuSO4. 5H,0. 1 g CuSO,4.5H,0 tartilip, 100 mL’ye saf su
ile tamamlanmustir.

3. Ayrrag B2: % 2 Na-K-Tartarat. 2 g Na-K-Tartarat tartilip 100 mL’ye saf su
ile tamamlanmustir.

4. Ayrrag C: 50 hacim ayirag A + 1 hacim esit oranda karistirilan ayirag Bive
B..

5. Folin-Ciocalteu Cozeltisi: Kullamlirken 1'e 1,5 oramnda saf su ile
seyreltilmelidir.

6. Standart BovinAlbumin Cozeltisi: 1 mL’de 1 mg (1000 mg/L) bovin
albumin olacak sekilde stok bovin abumin ¢ozeltisi hazirlanmistir ve
bundan yapilan uygun seyreltmelerle 50-100-200-300-400-500-600 mg/L
olacak sekilde standart ¢ozeltiler hazirlanmustir.

Deneyin Y apiliss;

1. Deney tuplerine hazirlanan standart ¢ozeltilerden ve orneklerden 0,3 mL
konulmustur.

Tuplerin tizerine 3 mL ayirag C eklenmistir.

TUpler vortexle karistirilarak 15 dk oda sicakliginda bekletilmistir.
TUplere 0,3 mLFolin-Ciocalteu konarak tipler iyice karistirilmstir.

Oda sicakliginda 30 dk bekletilmistir.

Absorbans degerleri 750 nm’ de okunmustur.

Sonuclar 50, 100, 200, 300, 400, 500 ve 600 mg/L sigir serum albumini
cOzeltisinden hazirlanarak elde edilen standart egri  Gzerinden
degerlendirilmistir (Sekil 3.2.).

N o g s~ WD
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Sekil 3.2. Sigir albumininden hazirlanan standart derisimler ve absorbans arasindaki
dogrusal iligki.

Buna gore 20 pM Pb*? etkisinde 1 nolu O. niloticus un solungag dokusunda
48 saat (akut) sonundatotal protein diizeyi;

y = 0,0024x
Absorbans. y = 0,462

0,462
Derigsim (x) =
0,0024
Derisim = 0,192 mg prot./mL
Doku homojenati tamponla 10 mL’ye seyreltildigi icin

Derisim = 1,92x10x10

Derisim = 19,2 mg prot./gy.a
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Ayni regresyon esitligi kullanilarak kontrol ve metal etkilerindeki gruplarda
iki tekrarli olmak Uzere total protein diizeyleri hesaplanmustir.

3.2.5. ATPaz Aktivitesinin Hesaplanmas

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

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

= pmol Pi/mg prot./sa.

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

20 pM Pb*? etkisinde 2 nolu O. niloticus un solungacinda 48 saatlik (akut) siire
sonunda Na'/K*-ATPaz aktivitesi:
Absorbans. y = 0,035

0,035/0,0015 x 4,5 (mL)

Na'/K*-ATPaz aktivitesi =
1000 x 0,03 (mL) x 0,5 (sa.) x 1,92 mg prot./mL

Na'/K*-ATPaz aktivitesi = 3,02 umol Pi/mg prot./sa

3.2.6. igtatistik

Bu calismadaki istatistiksel analizler, SPSS yardimiyla “Regresyon Analizi”
ve “One-way ANOVA” kullanilarak yapilmistir. Kontrol ve deney gruplar: arasinda
istatistiksel bir ayirimin olup olamadigi “One-way ANOVA” ile test edilmistir.
Eger ayrim 6nemli (P<0,05) ise, hangi grup veya gruplarin farkli oldugunun
elirlenmesi icin “post-hoc” testlerinden  Duncan-test uygulanmustir.  Grafik
gizimleri ise Microsoft Excel programi kullamlarak cizilmistir. Veriler aritmetik
ortalama + standart hata olarak verilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. Akut (48 saat) Deneyler

O. niloticus Ca?, Pb™ ve Ca™+Pb*? etkisine akut (20uM-48 saat) olarak
birakilmistir. Bu siire sonunda solungag ve bagirsak dokularinda Na'/K*-ATPaz ve
Mg*%-ATPaz ile kas dokusunda Ca>-ATPaz aktivites dlcilmiistir.

4.1.1.1. Kontrol Grubu Baliklarda AT Paz Aktiviteleri

15 mg Ca'?/L etkisinde kalan baliklarin solungag dokusunda Na'/K*-ATPaz
ile Mg"*-ATPaz aktiviteleri 9,97+3,30 ve 18,2+1,63, bagirsak dokusunda Na'/K*-
ATPaz ile Mg™-ATPaz aktiviteleri 15,1+1,01 ve 21,7+1,92, kas dokusunda Ca"*-
ATPaz aktivitesi ise 15,6+1,12 umol Pi/mg prot./sa. olarak OlculmUstir. Bu
degerlere gore yapilan karsilastirma sonucunda 30 ve 60 mg Ca™/L etkisinde elde
edilen veriler asagida belirtilmistir.

30 mg Ca™/L etkisinde kalan baliklarin solungag dokusunda Na'/K*-ATPaz
aktivitesi kontrole gore % 120 (21,6+2,10 umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05) (Sekil
4.1), Mg*%-ATPaz aktivitesi ise % 4 artmustrr (18,9+3,02 pmol Pi/mg prot./sa.)
(P>0,05) (Sekil 4.2.). Ayni kosullarda bagirsak dokusunda Na'/K*-ATPaz aktivitesi
kontrole gére % 47 (21,9+0,71 pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05) (Sekil 4.3.), Mg
ATPaz aktivitesi ise % 37 artmustir (30,1£1,50 umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05) (Sekil
4.4.). Kas dokusunda Ca>-ATPaz aktivitesi kontrole gore % 59 artmustir (37,8+4,15
pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05) (Sekil 4.5.).

60 mg Ca?/L etkisinde kalan baliklarin solungag dokusunda Na'/K*-ATPaz
aktivitesi kontrole gore % 25 artmistir (12,5+0,9 umol Pi/mg prot./sa.) (P>0,05)
(Sekil 4.1.), buna karsin Mg*>-ATPaz aktivitesi % 7 azalmistir (16,9+1,20 pmol
Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.2.). Aym kosullarda bagirsak dokusunda Na'/K™-
ATPaz aktivitesi kontrole gore % 100 (29,8+1,60 umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05)
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(Sekil 4.3), Mg™-ATPaz aktivitesi ise % 86 artmustir (40,9+2,34 pumol Pi/mg
prot./sa.) (P<0,05) (Sekil 4.4.). Kas dokusunda Ca?-ATPaz aktivitesi kontrole gore
% 80 artmustir (28,9+1,01 pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05) (Sekil 4.5.).

4.1.1.2. Kursun Etkisinde Kalan Baliklar

15 mg Ca'?/L etkisinde kalan baliklarin solungag dokusunda Na'/K*-ATPaz
aktivitesi Pb™? etkisinde kontrole gére % 18 (11,7+2,54 pmol Pi/mg prot./sa)
(P>0,05) (Sekil 4.1.), Mg**-ATPaz aktivitesi % 28 oraminda artmstir (23,3+1,60
pmol Pi/mg prot./sa) (P<0,05) (Sekil 4.2.). Ayni kosullarda bagirsak dokusunda
Na'/K*-ATPaz aktivitesi Pb*? etkisinde kontrole gére % 89 (28,4+3,06 pmol Pi/mg
prot./sa) (P<0,05) (Sekil 4.3.), Mg">-ATPaz aktivitesi ise % 38 artmustir (30,3+3,72
pmol Pi/mg prot./sa) (P<0,05) (Sekil 4.4). Kas dokusunda Ca‘?-ATPaz aktivitesi
Pb*? etkisindeki kontrole gore % 4 artmistir (16,2+1,15 pumol Pi/mg prot./sa)
(P>0,05) (Sekil 4.5.).

30 mg Ca™/L etkisinde kalan baliklarin solungag dokusunda Na'/K*-ATPaz
aktivitesi Pb*? etkisinde kontrole gére % 50 azalirken (10,8+0,91 pmol Pi/mg
prot./sa) (P<0,05) (Sekil 4.1.), Mg"*-ATPaz aktivitesi % 38 artmustrr (26,1+1,55
pmol Pi/mg prot./sa) (P<0,05) (Sekil 4.2.). Ayni kosullarda bagirsak dokusunda
Na'/K*-ATPaz aktivitesi Pb*? etkisinde kontrole gore % 36 artmustir (29,5+1,60
pumol Pi/mg prot./sa) (P<0,05) (Sekil 4.3), Mg"*-ATPaz aktivitesi ise % 10
azalmstir (27,0£1,71 pmol Pi/mg prot./sa) (P>0,05) (Sekil 4.4.). Kas dokusunda
Ca'?-ATPaz aktivitesi Pb™ etkisindeki kontrole gore % 41 azalmstir (22,5+2,31
pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05) (Sekil 4.5.).

60 mg Ca?/L etkisinde kalan baliklarin solungag dokusunda Na'/K*-ATPaz
aktivitesi Pb™? etkisinde kontrole gére % 52 (5,75+0,45 pmol Pi/mg prot./sa)
(P<0,05) (Sekil 4.1.), Mg*%-ATPaz aktivitesi % 13 azalmistir (14,7+1,03 pmol Pi/mg
prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.2.). Aym kosullarda bagirsak dokusunda Na'/K*-ATPaz
aktivitesi Pb™ etkisinde kontrole gore % 22 (23,3+3,35 pmol Pi/mg prot./sa)
(P<0,05) (Sekil 4.3.), Mg"*-ATPaz aktivitesi ise % 51 azalmistir (19,5+2,64 pmol
Pi/mg prot./sa) (P<0,05) (Sekil 4.4.). Kas dokusunda Ca'%-ATPaz aktivitesi Pb*?

26



4.BULGULAR VE TARTISMA ZehraDOGAN

etkisindeki kontrole gore % 38 azalmistir (17,4+1,60 umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05)
(Sekil 4.5.).
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Sekil 4.1. Kursunun farkl: kalsiyum derisimlerinde O. niloticus un solungag Na'/K*-
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Sekil 4.2. Kursunun farkli kalsiyum derisimlerinde O. niloticus un solungag Mg*?-
ATPaz aktivitesine etkileri. Ayrintilar Sekil 4.1."de verildigi gibidir.
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Sekil 4.3. Kursunun farkl: kalsiyum derisimlerinde O. niloticus un bagirsak Na'/K™-
ATPaz aktivitesine etkileri. Ayrintilar Sekil 4.1."de verildigi gibidir.
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Sekil 4.4. Kursunun farkli kalsiyum derisimlerinde O. niloticus un bagirsak Mg*-
ATPaz aktivitesine etkileri. Ayrintilar Sekil 4.1."de verildigi gibidir.
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Sekil 4.5. Kursunun farkl: kalsiyum derisimlerinde O. niloticus un kas Ca"™-ATPaz
aktivitesine etkileri. Ayrintilar Sekil 4.1.”de verildigi gibidir.

4.1.2. Kronik (14 gun) Deneyler

O. niloticus Ca*?, Pb* ve Ca™+Pb*? etkisine kronik (10uM-14 giin) olarak
birakilmistir. Bu siire sonunda solungag ve bagirsak dokularinda Na'/K*-ATPaz ve
Mg*?-ATPaz ile kas dokusunda Ca™®-ATPaz aktivites degerleri dlciil mistir.

4.1.2.1. Kontrol Grubu Baliklarda AT Paz Aktiviteleri

15 mg Ca'?/L etkisinde kalan baliklarin solungag dokusunda Na'/K*-ATPaz
ile Mg"%-ATPaz aktiviteleri 15,9+1,23 ve 20,8+3,22, bagirsak dokusunda Na'/K*-
ATPaz ile Mg"-ATPaz aktiviteleri 7,81+1,31 ve 7,85+1,18, kas dokusunda Ca'*-
ATPaz aktivitesi ise 10,8+2,83 umol Pi/mg prot./sa. olarak Ol¢ilmistir. Bu
degerlere gore yapilan karsilastirma sonucunda 30 ve 60 mg Ca™/L etkisinde elde
edilen veriler asagida belirtilmistir.

30 mg Ca*?/L etkisinde kalan baliklarin solungag dokusunda Na'/K*-ATPaz
aktivitesi kontrole gore % 31 azalmistir (10,9+0,95 pumol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05)
(Sekil 4.6.), Mg*%-ATPaz aktivitesi % 24 artmustir (25,8+2,50 pmol Pi/mg prot./sa.)
(P>0,05) (Sekil 4.7.). Ayn kosullarda bagirsak dokusunda Na'/K*-ATPaz aktivitesi
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kontrole gére % 33 (10,3+1,14 pmol Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.8.). Mg
ATPaz aktivitesi ise % 93 artmustir (15,1+1,43 umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05) (Sekil
4.9.). Kas dokusunda Ca'>-ATPaz aktivitesi kontrole gore % 30 artmustir (14,2+4,30
pmol Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.10.).

60 mg Ca?/L etkisinde kalan baliklarin solungag dokusunda Na'/K*-ATPaz
aktivitesi kontrole gore % 37 (10,1+1,50 umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05) (Sekil 4.6.),
Mg*?-ATPaz aktivitesi ise % 9 azalmistir (18,9+2,53 umol Pi/mg prot./sa.) (P>0,05)
(Sekil 4.7.). Aym kosullarda bagirsak dokusunda Na'/K*-ATPaz aktivitesi kontrole
gbre % 34 (10,5+1,60 umol Pi/mg prot./sa) (P>0,05) (Sekil 4.8), Mg"-ATPaz
aktivitesi ise % 47 artmustir (11,5+1,65 umol Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.9.).
Kas dokusunda Ca'>-ATPaz aktivitesi kontrole gére % 345 artmustir (49,1+8,20
pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05) (Sekil 4.10.).

Kronik siirecte Ca' etkisinde kalan kontrol grubu baliklarin solungag ve
bagirsak dokularinda Na'/K*-ATPaz ile Mg™-AT Paz ve kas dokusunda Ca"™-ATPaz
aktiviteleri, akut sirecteki kendi kontrollerine gore de karsilastirilmistir. Kronik 15
ve 60 mg Ca™/L etkisindeki baliklarin solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesinde akut
siiregle karsilastirildiginda degisiklik gorilmezken, 30 mg Ca™?/L etkisindeki
baliklarin solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesi % 50 (11,0+0,95 umol Pi/mg prot./sa.)
azalmistir (P<0,05). Bagirsak Na'/K*-ATPaz aktivitesi ise 15 mg Ca"™/L etkisinde
% 48 (7,81+1,31 pmol Pi/mg prot./sa), 30 mg Ca™/L etkisinde % 52 (10,4+1,14
pumol Pi/mg prot./sa) ve 60 mg Ca™/L etkisinde % 65 (10,5+1,62 pmol Pi/mg
prot./sa) azalmistir (P<0,05). Calisilan U¢ derisimde de solungag Mg™-ATPaz
aktivitesinde bir degisiklik gorilmemesine karsin, bagirsak Mg*%-ATPaz aktivitesi
15 mg Ca'? etkisinde % 64 (7,85+1,18 umol Pi/mg prot./sa.), 30 mg Ca'?/L etkisinde
% 50 (15,1+1,43 pmol Pi/mg prot./sa.) ve 60 mg Ca"™/L etkisinde % 72 (11,5+1,65
pmol Pi/mg prot./sa) azalmistir (P<0,05). 15 mg Ca'?/L etkisinde kas Ca"*-ATPaz
aktivitesi degisiklik gostermezken, 30 mg Ca"%/L etkisinde % 62 (14,2+4,30 umol
Pi/mg prot./sa) azalis ve 60 mg Ca'/L etisinde % 75 (49,1+8,18 umol Pi/mg
prot./sa.) artis gostermistir (P<0,05).

30



4.BULGULAR VE TARTISMA Zehra DOGAN

4.1.2.2. Kursun Etkisinde Kalan Baliklar

15 mg Ca'?/L etkisinde kalan baliklarin solungag dokusunda Na'/K*-ATPaz
aktivitesi Pb™ etkisinde kontrole gore % 349 (71,5+12,1 pmol Pi/mg prot./sa)
(P<0,05) (Sekil 4.6.), Mg*3-ATPaz aktivitesi ise % 164 oraminda artmustir (55,2+2,20
pmol Pi/mg prot./sa) (P<0,05) (Sekil 4.7.). Ayni kosullarda bagirsak dokusunda
Na'/K*-ATPaz aktivitesi Pb*? etkisinde kontrole gore % 51 (3,9+0,66 pmol Pi/mg
prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.8.), Mg*>-ATPaz aktivitesi ise % 29 azalmistir (5,53+0,95
pmol Pi/mg prot./sa) (P>0,05) (Sekil 4.9.). Kas dokusunda Ca'?-ATPaz aktivitesi
Pb*? etkisindeki kontrole gore % 41 azalmistir (6,35+1,12 pmol Pi/mg prot./sa.)
(P>0,05) (Sekil 4.10.).

30 mg Ca™/L etkisinde kalan baliklarin solungag dokusunda Na'/K*-ATPaz
aktivitesi Pb™ etkisinde kontrole gore % 342 (48,4+5,73 pmol Pi/mg prot./sa)
(P<0,05) (Sekil 4.6.), Mg"*-ATPaz aktivitesi % 17 artmustir (30,4+7,86 umol Pi/mg
prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.7.). Aym kosullarda bagirsak dokusunda Na'/K*-ATPaz
aktivitesi Pb™? etkisinde kontrole gére % 22 (8,09+1,79 pmol Pi/mg prot./sa)
(P<0,05) (Sekil 4.8.), Mg"*-ATPaz aktivitesi ise % 54 azalmstir (6,73+1,16 pmol
Pi/mg prot./sa) (P<0,05) (Sekil 4.9.). Kas dokusunda Ca'%-ATPaz aktivitesi Pb*?
etkisindeki kontrole gére % 33 artmustir (18,8+3,04 umol Pi/mg prot./sa.) (P>0,05)
(Sekil 4.10.).

60 mg Ca'?/L etkisinde kalan baliklarin solungag dokusunda Na'/K*-ATPaz
aktivitesi Pb™ etkisinde kontrole gore % 174 (27,7+5,26 pmol Pi/mg prot./sa)
(P<0,05) (Sekil 4.6.), Mg"*-ATPaz aktivitesi ise % 337 artmustir (82,9+4,88 pmol
Pi/mg prot./sa.) (P<0,05) (Sekil 4.7.). Aym kosullarda bagirsak dokusunda Na'/K"-
ATPaz aktivitesi Pb™ etkisinde kontrole gére % 43 (5,79+0,91 pmol Pi/mg prot./sa.)
(P<0,05) (Sekil 4.8.), Mg"%-ATPaz aktivitesi ise % 47 azalmistir (6,36+0,85 pmol
Pi/mg prot./sa) (P<0,05) (Sekil 4.9.). Kas dokusunda Ca'%-ATPaz aktivitesi Pb*?
etkisindeki kontrole gore % 69 azalmistir (15,3+3,17 umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05)
(Sekil 4.10.).
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Sekil 4.6. Kursunun farkli kalsiyum derisimlerinde O. niloticus un solungag Na'/K™-
ATPaz aktivitesine etkileri. (*: Kontrol-Ca*? gruplarinin 15 mg Ca"™/L’ye
gore istatistiksel farkhliklar,, # Ca™+Pb™ etkisindeki gruplarin kendi
kontrollerine gore istatistiksel farkliliklar: gostermektedir).
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Sekil 4.7. Kursunun farkli kalsiyum derisimlerinde O. niloticus un solungag Mg*-
ATPaz aktivitesine etkileri. Ayrintilar Sekil 4.6."da verildigi gibidir.
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Sekil 4.8. Kursunun farkl: kalsiyum derisimlerinde O. niloticus un bagirsak Na'/K™-
ATPaz aktivitesine etkileri. Ayrintilar Sekil 4.6."da verildigi gibidir.
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Sekil 4.9. Kursunun farkl: kalsiyum derisimlerinde O. niloticus un bagirsak Mg*-
ATPaz aktivitesine etkileri. Ayrintilar Sekil 4.6."da verildigi gibidir.
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Sekil 4.10. Kursunun farkl kalsiyum derisimlerinde O. niloticus un kas Ca"™-ATPaz
aktivitesine etkileri. Ayrintilar Sekil 4.6."da verildigi gibidir.

4.1.3. in vitro Ca™ Etkis
O. niloticus un solungag, bagirsak ve kas dokusu homojenatlarinin 15, 30, 60
ve 120 mg/L derisimlerindeki Ca*? nin direkt etkisindeki ATPaz aktiviteleri Cizelge

4.1. de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. in vitro Ca*? etkisinde solungag, bagirsak ve kas dokusu ATPaz

aktiviteleri.
ENZIM DOKU | 15mg 30 mg 60 mg 120 mg
Ca/L Ca/L Ca/L Ca/L
Bagirsak | Kontrol | 10,0£2,35 | 8,39+1,58 | 1,28+0,34*
Na'/K*-ATPaz
Solungac | Kontrol | 6,77+1,36 | 5,49+0,66 | 2,72+0,36
Bagirsak | Kontrol | 10,6+0,85* | 12,3+0,68 | 11,8+0,37
Mg'%-ATPaz
Solunga¢ | Kontrol | 14,5+0,18 | 13,4+0,21* | 13,0+0,82*
Ca'%-ATPaz Kas | Kontrol | 6,24+2,13* | 0,020,0+ | 0,0+0,0*
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4.2. Tartisma

Sirekli artan dinya nifusunun beslenmesi icin gerekli gida kaynaklarimin
bulunmast ve bu gidalarin insanlar igin tehlikeli bilesenleri icermesinin 6nlenmesi
guniimtizin en O6nemli sorunlarindan biridir. Gelisen teknolojiye bagli olarak
gbzlenen cevre kirliligi, bilingsizlik ve ekonomik gugsizlik gibi nedenlerden
beslenme sorunlar1 artmakta ve guivenli gida temini zorlasmaktadir.

Akarsu ve yagmur sularimin yikayici etkisiyle su ortamina ulasan agir
metaller sucul canlilar tarafindan su, sediment ve besin yolu ile alinmaktadir
(Douben, 1989). Baliklar besin zincirinin bir par¢as: olmasi nedeniyle sucul ortamda
bulunabilen metallerin etkilerinin belirlenebilmesi icin 6ncelikli ¢alisilmas: gereken
canlilardandir (Anderson ve ark.,1997; Bervoets ve ark., 2009). Pb*? iceren baliklar
guvenli gida olmaktan cikip agir metal zehirlenmesine sebep olabilmektedirler;
ornegin kontamine olmus igme suyundan (6rnegin, kursun borular) veya gida zinciri
yoluyla Pb"? zehirlenmesi gorilmektedir. Metallerin baliklar Uzerine etkisinin,
cogunlukla oksidatif strese yol acan reaktif oksijen turlerinde artisa neden olmasi,
osmoregulator sistemin bozulmasi, ATPaz aktivitesinin inhibisyonu ve doku hasari
ile ilgili oldugu bilinmektedir (Radi ve Matkovics, 1988; Roche ve Boge, 1993;
Canl1 ve Stagg, 1996; Wong ve Wong, 2000; Ribeiro ve ark., 2002; Dautremepuits
ve ark., 2004).

Bu calismada Ca'?, Pb™ ve Ca"+Pb*? etkisine birakilan tatlisu baliginin (O.
niloticus) solungag ve bagirsak dokularinda Na'/K*-ATPaz ve Mg"*-ATPaz ile kas
dokusunda Ca*?-ATPaz aktivitelerinin, 15, 30 ve 60 mg Ca™/L derisimlerinde metal
toksisitesine verdigi tepkiler akut (48 saat) ve kronik (14 gun) olmak Uzere iki farkl
sirecte incelenmistir.

Yapilan calismalar agir metallerin sucul ortamdaki etkilerinin karmasik
oldugunu ve suyun fizikokimyasal 6zelliklerine bagli olarak degistigini gostermistir.
Balik osmoregtlasyon sisteminin 6nemli bir pargasi olan ATPaz enzimlerinin bu
kosullardan nasil etkilendigini arastirmak bu calismamin amacini olusturmaktadir.
Elde edilen verilere gore, akut etki sonucunda 30 ve 60 mg Ca™/L iceren kontrol
gruplarinin ATPaz aktivitelerinde artis gorulmustir. Bu siirecte Pb™ etkisine
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bakildiginda, Ca™ derisimi arttikca solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesinde azalis
buna karsin Mg*%-ATPaz aktivitesinde ise artis gorilmistir. Bagirsak Na'/K*-
ATPaz ve Mg*%-ATPaz aktivitesi diisiik Ca*? diizeyinde artis gosterirken, en yiksek
Ca'? duizeyinde ise tim ATPaz aktiviteleri azalis gostermistir. Kas Ca™-ATPaz
aktivitesinde de azalis gorulmustir. Kronik stregte kontrol gruplarinda solungag
Na'/K*-ATPaz aktivitesinde azalis gozlenirken, bagirsak Mg™>-ATPaz ile kas Ca**-
ATPaz aktivitesinde srasiyla 30 ve 60 mg Ca'/L iceren ortamlarda artis
gbzlenmistir. Bu siiregte Pb*? etkilerine bakildiginda Ca*? derisimi arttikca solungag
Na'/K*-ATPaz ve Mg"*-ATPaz aktivitesinde artisin aksine, bagirsak Na'/K*-ATPaz
ve Mg"%-ATPaz ile kas Ca'%-ATPaz aktivitesinde azalis goriilmiistir. Genel olarak
bakilirsa, sadece Ca™? etkisindeki baliklarda genellikle ATPaz aktivitelerinde artis
gozlenirken, Ca"™+Pb*? etkisinde ise artisin yaninda azalis da gozlenmistir. Solungag
Na'/K*-ATPaz aktivitesi akut ve kronik siiregte birbirine zit tepkiler verirken, diger
ATPaz lar genellikle benzer yonde aktivite gostermistir (EK.1-EK.2). Kronik sliregte
Ca'? etkisinde kalan kontrol grubu baliklarin dokularinda ATPaz aktiviteleri, akut
siregteki kendi kontrollerine gore karsilastirilchginda ise solungag Na'/K*-ATPaz
aktivitesi sadece 30 mg Ca™/L iceren sularda azalis gosterirken, Mg"*-ATPaz
aktivitesi denenen (¢ derisimde de degisiklilik gostermemistir. Bagirsak Na'/K*-
ATPaz ve Mg">-ATPaz aktivitesi Ca™ derisimi arttikca daha fazla inhibe olmustur.
Kas Ca™-ATPaz aktivites ise Ca™ derisimi arttikca once azalmis daha sonra
artmistir (EK.3-EK.4).

Pb*?nin baliklarda cok 6nemli bir enzim inhibitérii oldugu bilinmektedir
(Jain ve ark., 1997; Shrivastava ve ark., 2001). Cesitli gevresel kirleticilere cevap
olarak ATPaz aktivitesinde degisikliklerin oldugu ve enzimin metallerin etkisine
duyarli oldugu gosterilmistir (Watson ve Benson, 1987; Canli ve Stagg, 1996;
Kamunde ve Wood, 2003; Atli ve Canli, 2007, 2008c, 2011). Bu nedenle baliklarda
fizyolojik olaylarin tam olarak yapilabilmesi ve canliligin stirdirilebilmesi igin hticre
ici ve hiicre dis1 arasinda iyon derisimlerindeki dengenin sirekli olarak korunmasi
gerektiginden, bunu saglamak icin gesitli sistemler gelistirilmistir. Ornegin, Na'/K*-
ATPaz sissemi hiicre i¢inde K™ nin, hiicre disinda da Na” nin yiiksek derisimlerde
tutulmasini (Satyavath ve Rao, 2000), Na'/K*-ATPaz ile Ca'*-Mg*? ATPaz sistemi
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solungaglarda ilgili iyonlarin aktif tasinmalarint (Sloman ve ark., 2003; Rogers ve
ark., 2003), karbonik anhidraz enzimi Na* ve Ca*? nin tasinmasin: (McGeer ve ark.,
2000) saglayarak iyon dengesi ile elektrokimyasal degisimi ve hicre hacminin
regulasyonunu saglamaktadir (Heath, 1987; Canli ve Stagg, 1996; Grosell ve ark.,
2003). Hem deniz hem tath su teleostlarimin 6zellikle solungag, bobrek ve bagirsak
gibi osmoregulatér organlarina 6zgii bir enzim olan Na'/K*-ATPaz enzimi temelde
hiicre i¢i homeostasisinin  korunmasindan sorumludur. Na'/K*-ATPaz enzimi,
yaklagik 100 kDa agirhgindaki katalitik o-alt Unitesi ile 60 kDa agirligindaki
glikozile B-alt tnitesinden olusmus —SH grubu bakimindan zengin ve bir steroid
turevi (kardiyak glikozit) ouabain tarafindan inhibe olan bir enzimdir (Heath., 1987;
Diaz ve ark., 1998; Ribeiro ve ark., 2002). Ca">-ATPaz ise sarkoplazmik retikulum
tublllerinde yer almakta ve ATP hidrolizinden agiga ¢ikan enerjiyi kullanarak, hticre
zarinin stabilizasyonunu saglamak lizere hiicrede diistik Ca'? derisimini korumak icin
sitoplazmadan Ca™®yi tasimada gorev yapmaktadir (Watson ve Beamish, 1981;
Saxena ve ark., 2000). Baliklarin kas dokusunda Pb*?nin Ca'%-ATPaz'in tasima
gorevini engellemesi sonucu Ca diizeyinde degisikliklere neden oldugu
bilinmektedir (Rogers ve ark., 2003). Mg*? canlilar icin gerekli bir mineral olup,
kemik dokusundaki islevine ek olarak, karbonhidrat metabolizmasi ve protein sentezi
gibi fizyolojik islevlierde de 6nemli gorevleri bulunan bir iyondur (Flik ve ark.,
1993). Mg™nin solungag apikal membranlarinda pasif bir sekilde tasindig:
belirlenmistir. Mg™ derisimi, ouabaine duyarli 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
Canl1 ve Stagg, 1996; Atli ve Canli, 2008b, 2011). Mitokondriyal Mg*?-ATPaz, balik
ATPaz sisteminde en dnemli enerji bagintili enzimdir ve Mg*™-ATPaz inhibisyonu
oksidatif fosforilasyonu etkilemektedir.

Metallerin sudaki derisimi ve etki siresi ile tuzluluk, sicaklik, sertlik ve pH
gibi cevresel faktorlerin metal toksisitesini etkiledigi gosterilmistir (Heath, 1987,
Canl1 ve Atl1, 2003; Baykan ve ark., 2007; Atli ve Canli, 2008b, 2008c, 2011). Pb*?,
Cd*"? ve zZn'? gibi iki degerlikli metaller genellikle Ca™ antagonistidir. Bununla
birlikte agir metallerin sert suya nazaran yumusak suda daha fazla ¢ozintp aktif
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toksk gan oldugu (Rathor ve Khangarot, 2003) ve su sertliginin organizmalar
Uzerindeki agir metallerin toksik etkilerini degistirebildigi bilinmektedir (Kim ve
ark., 2001; Ath ve Canli, 2008b, 2008c, 2011). Sert sularda metal aktivitesi
metallerin Ca' ve CO;s ile bilesik olusturmasina bagli olarak azalis gosterirken,
yumusak sularda diistik Ca' diizeyi nedeniyle toksik etki gostermektedir (Heath,
1987). Bununla birlikte, genellikle tathh sularda su sertligi arttikca agir metal
toksisitesinin organizmalarin Ca® ve Mg gibi iyonlari almak icin yarismasindan
dolay1 azaldig1 bilinmektedir (Kim ve ark., 2001; Pyle ve ark., 2002; Javid ve ark.,
2007). Dogal ortamda Ca™ ve Mg™ agir metallerden daha fazla oranda
bulunmaktadir ve Ca™ derisimi azaldikca metal iyonlarimin  solungag

*2nin hiicre membranlarindan

membranlarindan pasif gecisi artmaktadir. Ca™ ve Mg
alimi dengenin saglanmasina neden olur ve bu durum metal iyonlarina karsi
gecirgenligi azaltmaktadir (Penttinen, 1998; Kim ve ark., 2001).

Baliklar Pb™? kontaminasyonunun etkisine su ortaminin yan: sira besinle de
kalabilirler. Onceki calismalarda (Varanasi ve Gmur, 1978), Pb*? iceren ortamda O.
kisutch’1 168 saat birakip, 8,4 mg CaCl, iceren besinle beslediklerinde dokularda
Pb*? diizeyinin azaldigini gormislerdir. Benzer sekilde, Ca™nin suyla tasinan
Zn*?nin (Niyogi ve Wood, 2006) yan: sira hem besinsel hem de suyla taginan
Cd*"? nin emilimine kars1 koruyucu role sahip oldugu gosterilmistir (Zohouri ve ark.,
2001; Baldisserotto ve ark., 2004a, 2004b, 2005; Franklin ve ark., 2005). Pb"
potansiyel olarak, Ca™ nin giris yollarindan herhangi birini etkilemekte ve balik
solungacinda apikal Ca™ kanallarimin yarismali olarak bloke olmasiyla Ca™
homeostasisini bozabilmektedir (MacDonald ve ark., 2002). Pb*? gibi Cd** nin de
Ca'? analogu olarak Ca'? kanallarina ilgisinin yikksek oldugu ve yumusak sularda
toksisitesinde artis oldugu belirtilirken, sert sularda ise Cd*? toksisitesi Ca'” kanallar
icin Ca*? ile biyiik yaris nedeniyle dismektedir (Verbost ve ark., 1989; Pratap ve
Wendelaar-Bonga, 1993; Hollis ve ark., 2000). Pb*? ile kirlenmis yumusak sularda
Pb*?, baliklar icin en toksik olan serbest iyonik forma dénisebildiginden, bu
ortamlarda yasayan baliklar icin Ca™ cok onemli olmaktadir. Bu ortamlardaki
baliklarin Ca bakimindan zengin yumusakca ve eklem bacakli kabuklular gibi
canlilarla beslenerek, sadece iyon regiilasyonunu degil, ayn1 zamanda subletal Pb™
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toksisitesine kars1 da korunduklar: belirtilmistir (Davies ve ark., 1976). Ornegin,
artan Ca'?nin bagirsakta Pb*™ emilimini azalttizi, Ca™ akis oramni arttirdigi ve
boylece Ca'? regiilasyonunun korundugu bilinmektedir (Alves ve ark., 2006). Tatlisu
baliklarinda bagirsaklarda Ca emilimi éncelikle Na'/Ca'? iyon degistiricisi ve gok
az oranda da Ca™®-ATPaz'la gerceklestiriimektedir (Flik ve ark., 1993). Birgok
calismada Cu*? ve Pb™ nin dusik derisimlerinin baliklarda Ca"™ homeostasisinin
bozulmasina (Viarengo, 1994), ¢esitli dokularda iyon regilasyonunda degisikliklere
(McGeer ve ark., 2000; Rogers ve ark., 2003), plazma iyon konsantrasyonlari
(Lauren ve McDonald, 1985) ve osmoregilasyon kapasitesinde degisikliklere
(Lauren ve McDonald, 1987; Atli ve Canli, 2011) neden oldugu gosterilmistir. Ayni
arastiricilar Pb™ nin solungaglarda Ca™? alimim ile rekabete girerek hipokalseminin
olusumuna ve bunun sonucunda balik 6limlerine neden oldugunu gostermislerdir.
Rogers ve ark. (2003), 1 mg Pb*?/L etkisinde kalan O. mykiss in dokularinda birikim
gosteren Pb*? nin en yilksek 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
sirenin sonunda solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesinin % 40 oraminda inhibe
oldugunu bildirmislerdir. Elde edilen bu sonuclar akut Pb*? etkisinin neden oldugu
iyonoregtilatér hasar ile agiklanmis ve Pb™ nin Ca' ile yarismasinin Cd™? ve Zn*?ile
benzerlik gosterdigine dikkat gekilmistir. Atli ve Canli (2011), O. niloticus u akut
olarak farkli derisimlerde Cd'?, Cr*® ve Ag" etkisine 96 saat ve 0,05 pg/mL
derisimindeki bu metallerin farkli sirelerdeki etkisine birakmuslar ve solungag,
bobrek ve kas dokusunda Na'/K*-ATPaz, Mg*%-ATPaz ve Ca"*-ATPaz aktivitelerini
incelemislerdir. Akut ve kronik metal etkileri sonunda baliklarda solungag, bobrek ve
kas dokularinda olgilen ATPaz enzim aktivitelerinin dnemli oranda degistigini
bildirmislerdir. Mg*®-ATPaz aktivitesinde hem azalis hem artis goriilmesine karsin,
Na'/K*-ATPaz ve Ca™-ATPaz aktivitelerinin genellikle azaldigini belirtmislerdir.
Mg*2-ATPaz aktivitesinde gorillen bu durumun da, enzimin bulundugu yer ile ilgili
oldugunu ve metallerin direkt etkisine kalmamasiyla agiklamislardr.

Baliklarda solungag dokusu solunum gazlari, elektrolitler, su ve nitrojenli
atiklarin tasinmasinin ve asit-baz dengesinin gerceklestigi  biyolojik ortamdaki
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tartismasiz en karmasik epitellerden biridir. Bu karmasik fonksiyonlari yerine
getirebilmek icin yizlerce filament ile binlerce lameller yapidan olusan bu epitel
doku baligin toplam yiizey alaminin yaklasik % 50’ sini olusturmaktadir. Bu anlamda
da metallerin toksik 6zelliklerinin gdzlendigi birincil hedef organlardan biridir. Kas
dokusu da balikta besin zincirinde 6nemli bir besin kaynag: olusturmasi nedeniyle ve
Ca'?-ATPaz aktivitesinin en yilksek aktivite gosterdigi doku olmas nedeniyle metal
toksisitesi calismalarinda onemli bir belirteg doku olarak calisilmaktadir (Heath,
1987; De La Torre ve ark., 2007). Bagirsaklar ise solungag ve bobrek diginda
bosaltim ve osmoregilasyon olayinda gorevli diger bir dnemli osmoregulattr
organdir. Baliklarda homeostasisin (su-tuz dengesinin korunmasi) korunmasi ve
metabolizma artiklariin atilisi, bu organlarin birlikte ve dizenli calismasiyla
saglanmaktadr.

ATPaz enzimlerinin metal tipi, derisimi ve doku tipine bagli olarak farklilik
gostermekle birlikte azalis yoninde tepki vermesi, bu alanda yapilan calismalarla
uygunluk gostermektedir (Ay ve ark., 1999; Morgan ve ark., 2004; Silvestre ve ark.,
2005; Atli ve Canli, 2007, 2008c, 2011). Artis yonundeki tepkiler, kronik siregte
solungag dokusunda Pb*?ye karsi gelisen direnclilikle ilgili olabilmektedir. Bu
bilgiler 1s131nda, hem akut hem de uzun stireli metal etkisi sonucunda kas dokusunda
Ca'?-ATPaz aktivitesinde goriilen azalmalar, Pb*? nin Ca'*? ile yarisarak Ca"™-ATPaz
yapisindaki —SH gruplarina baglanmasi ile enzimi inhibe etmesinden ve sonugta Ca'
homeostazisinin bozulmasindan veya doku hasarindan kaynaklanabilmektedir. Kas
dokusunda oldugu gibi bagirsak enzim aktiviteleri de her iki sirecte azalis
gostermistir. Bu doku su ve iyon homeostazislerini dengeleyerek degisen dis ortam
kosullarina uyum saglama yeteneginde birincil 6éneme sahiptir (Larsson ve ark.,
1985; Simkiss ve Taylor, 1989). Meta etkilerinde Mg™-ATPaz aktivitesinde
gbzlenen azalma, enzimin oksidatif fosforilasyonda gorev almasi nedeniyle ATP
Uretiminin indirgenmesine yol agabilmektedir (Parvez ve ark., 2006).

Su ile tasinan Pb"®nin, akut siiregte Na‘, CI” ve Ca™ regiilasyonunda
bozulmalar, kronik siiregte spinal hasarlar ve siyah kuyruk olusumu ve her iki slireg
boyunca da hemoglobin sentezinde aksamalara neden oldugu bilinmektedir (Hodson
ve ark., 1978; Rogers ve ark., 2003, 2005; Rogers ve Wood, 2004). Farkli etki
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sirelerinde  ATPaz aktivitelerinde goOzlenen farkliliklar daha ©Once yapilan
calismalarda da gosterilmistir. Ornegin, akut siirecte Cu*? etkisine birakilan Cyprinus
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). Bunakarsin, bu ¢alismada kronik
sirecte enzim aktiviteleri genellikle azalis gostermistir. Bunun nedeni de, metal
toksisitesinin bu siregte devam ederek enzim yapilarinda énemli degisikliklere yol
acmasi ve olast uyum mekanizmalarinin bu durumu engellemede yetersiz kalmasi bu
sonucun nedenlerinden biri olabilir.

Genel olarak, enzim aktivitesinde gergeklesen azaliglar osmoregilasyon
sistemindeki bozulmalardan veya hiicre zarinda olusan yapisal hasarin sonucunda zar
gecirgenliginin degismesinden kaynaklanabilmektedir. Bununla birlikte metallerin
tek ve iki degerlikli iyonlarla yarismas: veya enzim yapisindaki —SH gruplarina
baglanarak konformasyonel degisiklikler, dokudaki yapisal farkliliklar ile bunlara
bagli gelisen iyon ve osmoregulator sistem bozukluklar aktivitede azalmaya neden
olabilmektedir. Bunun disinda enzim aktivitesinde 6zellikle kronik siirecte gézlenen
artiglar ise metallothionein ve antioksidan sistemler gibi olasi telafi ve onarim
mekanizmalarinin devreye girmesi ile agiklanabilmektedir. De La Torre ve ark.
(2007), balikta Na'/K*-ATPaz aktivitesinin su kaynakli kirleticilerin akut veya
kronik etkileri sirasinda artis veya azalis gostermesinin yaninda herhangi bir
degisiklik gostermeyebilecegini de belirtmistir. Bu tepkilerin de kirleticilerin yogun
etkilerine, epitelyal tasinmanin fonksiyonel ve morfolojik bittinluginin bozulmasina
dogrudan kirleticilerin etkisi veya dolayl: olarak endokrin sistemin hasar gérmesine
bagli olarak gelistigini vurgulamiglardir. Bu nedenle de bu enzimlerin degisen ortam
kosullarina verdikleri cevabin stresin siniflandirilmasinda ve metabolik  uyum
duzenlemelerinin yapilmasinda 6nem kazandigint belirtmislerdir.

Sucul organizmalar genellikle metallerin akut etkilerinden cok dusuk
diizeylerinin uzun sireli etkilerine maruz kalmaktadir. Akut ve kronik stres altinda
sucul organizmalarda 6zgun molekiler, biyokimyasal, fizyolojik ve morfolojik
tepkileri kapsayan farkli ekolojik degisiklikler gozlenebilmektedir. Kronik etki
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srasinda toksk maddeye karsi gelisen direnglilige bagli olast  uyum
mekanizmalarimin  indiklendigi  gorulebilmektedir (McDonald ve Wood, 1993;
Silvestre ve ark., 2005). Bu anlamda cevresel risk degerlendirilmesinde metallerin
kisa sireli yiksek derisimlerinin etkisinin degerlendirilmesi yaninda 6zellikle uzun
sireli cevresel dizeylerine daha yakin disik derisimdeki metallerin etkilerinin
degerlendirilmesi daha fazla 6nem kazanmaktadir.

Bu calismadan elde edilen sonuglar, suyun fizikokimyasal Ozelliklerinin ve
organizmanin metabolik faaliyetlerinin, sucul ortamlarda agir metal kirliliginin
saptanmasinda ve canli organizmalara olan etkilerinin belirlenmesinde 6nemli
kriterler olabilecegini ve gevresel etki degerlendirilmeleri yapilirken bunlarin dikkate
alinmast gerektigini vurgulamaktadir. Ayrica canli organizmada “erken uyarici
sistemler” adh altinda metal toksisitesine gosterdigi duyarliliktan dolayr ATPaz
enzimlerinin gevresel Kkirliligin  dnceden belirlenmesinde ©6nemli  biyokimyasal
belirtegler olarak kullanilabilecegine dikkat ¢ekilmistir. Bununla birlikte antioksidan
enzimler ve karbonik anhidrazi kapsayan diger enzimatik sistemlerle birlikte
metallothionein ve rediikte glutatyon gibi enzimatik olmayan sistemlerde yer alan
biyokimyasal parametreler de kullanilarak agir metallerden sucul organizmalarin ne
kadar ve nasil etkilendikleri hakkinda daha aydinlatici bilgiler elde edilebilir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1. Sonuglar

1. O. niloticus 15, 30 ve 60 mg Ca'?/L ve ayrica 20 uM (akut) ve 10 uM
(kronik) derisimlerindeki kursun (Pb(NOs),) ile 15, 30 ve 60 mg
Ca"%/L nin hirlikteki etkisine akut olarak 48 saat ve kronik olarak 14 giin
streyle birakilmustir.

2. Bu siireler sonunda baliklarda solungag ve bagirsak dokularinda Na'/K*-
ATPaz ve Mg™”ATPaz ile kas dokusunda Ca'>-ATPaz aktiviteleri
Olctlmustdr.

3. Baliklarda hem akut hem de kronik siregte metal etkisi sonucunda
solungag, bagirsak ve kas ATPaz aktiviteleri dnemli oranda degismistir.
Buna gore akut siirecte kontrol gruplarinda Na'/K*-ATPaz, Ca'>-ATPaz ve
Mg*?-ATPaz aktiviteleri artis gostermesine karsin, Pb™ etkisinde bu enzim
aktiviteleri etki siresi, doku tipi ve farkli Ca™ derisimlerine bagl: olarak
genellikle azalis gostermistir. Kronik siiregte kontrol gruplarinda hem
azalis hem artis gorilmustir. Pb*? etkisinde ise bagirsak ve kas ATPaz
aktiviteleri azalis gosterirken, solungag Na'/K*-ATPaz ve Mg™*-ATPaz
aktiviteleri artis gostermistir.

4. Kronik siiregte Ca' etkisinde kalan kontrol grubu baliklarin dokularinda
ATPaz  aktiviteleri, akut slrecteki kendi  kontrollerine  gore
karsilastiriichginda ise solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesi sadece 30 mg
Ca'?/L iceren sularda azalis gosterirken, Mg*>-ATPaz aktivitesi denenen
Uc derisimde de degisiklilik gostermemistir. Bagirsak Na'/K*-ATPaz ve
Mg*?-ATPaz aktivitesi Ca™ derisimi arttikca daha fazla inhibe olmustur.
Kas Ca'>-ATPaz aktivitesi ise Ca™? derisimi arttikca dnce azalmis daha

sonra artmustur.
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5.2. Oneriler

1. Bu calisma su sertliginin ATPaz enzimleri Uzerinde meydana getirdigi
degisimleri inceleyerek, osmoregilasyon sistemin subletal metal kirliligi
icin duyarlt bir belirteg olarak kullanilabilme potansiyelini arastirmak
Uzere tasarlanmistir. Bilindigi gibi metal toksisitesini etkileyen faktorler
arasinda su sertligi, pH, organik madde icerigi ve tuzluluk da
sayilmaktadir. Ayrica suyun diger kimyasal 6zelliklerini de calisarak daha
genis bir arastirma alam elde edilebilir ve karsilastirmali sonuclar
Uretilebilir.

2. Laboratuar ortaminda gerceklestirilen deneyler disinda dogal ortamda
balik tdrlerinin karsilastigi metallerin toksik etkilerinin belirlenmesi igin
genis zaman araliklarinda dogal ortamda yapilan calismalarla ¢cok daha
dogru sonuclar elde edilebilir.

3. ATPaz enzimlerinin yam sira oksidatif hasarin tamsinda onemli
antioksidan enzimlerin kullamlmasiyla da metallerin toksik etkileri
belirlenebilir.

4. Farkli balik torleri veya metal etkilesimi gibi uygulamalar yapilarak, torler
arasi metal toksisitesine duyarlilik ve direnclilik arasinda karsilastirma
yapilabilir.
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EK 1. O. niloticusun Pb™ ve Ca™ etkisinde kalan solungag ve bagirsak dokularinda
Na'/K*- ATPaz, kas dokusunda Ca>-ATPaz aktivitelerinin kontrole gore yiizde
(%) degisimleri. (*: Kontrol-Ca" gruplarinin 15 mg Ca'?/L’ye gore istatistiksel
farkhliklar, # Ca?+Pb™ etkisindeki gruplarin kendi kontrollerine gére
istatistiksel farkliliklar: gostermektedir)

Gun Doku Solungag Bagirsak Kas
15 mg/L Ca* - ; ;
30 mg/L Ca* 120 1* 47 1% 59 1*
60 mg/L Ca* 251 100 1* 80 1*
Akut
15 mg/L Ca**+ Pb* 18 1 89 1# 41
30 mg/L Ca™+ Pb*? 50 |# 36 1# 41 |#
60 mg/L Ca'™+ Pb*? 52 |# 22 |# 38 |#
15 mg/L Ca* - - -
30 mg/L Ca* 31)* 331 301
60 mg/L Ca* 37)* 341 345 1*
K ronik 15 mg/L Ca**+ Pb*? 349 1# 51 | 41 |
30 mg/L Ca™+ Pb*? 342 1# 22 |# 331
60 mg/L Ca'™+ Pb*? 174 1# 43 |# 69 |#




EK 2. O. niloticusun Pb* ve Ca™ etkisinde kalan solungag ve bagirsak dokularinda
Mg*%- ATPaz aktivitesinin kontrole gore yiizde (%) degisimleri. (*: Kontrol-Ca"
gruplarinin 15 mg Ca'?/L’ ye gore istatistiksel farkliliklary, # Ca?+Pb™ etkisindeki
gruplarin kendi kontrollerine gore istatistiksel farkliliklar: gostermektedir)

Gun Doku Solungag Bagirsak
15 mg/L Ca*? - -
30 mg/L Ca* 41 37 1*
60 mg/L Ca* 71 86 1*
Akut
15 mg/L Ca**+ Pb*? 28 1# 38 1#
30 mg/L Ca™+ Pb*? 38 1# 10 |
60 mg/L Ca**+ Pb*? 13 | 51 |#
15 mg/L Ca*? - -
30 mg/L Ca* 241 93 1%
60 mg/L Ca* 9] 47 1
K ronik 15 mg/L Ca**+ Pb*? 164 1# 29 |
30 mg/L Ca™+ Pb*? 17 1 54 |#
60 mg/L Ca'™+ Pb*? 337 1# 47 |#
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EK 3. Kronik siirecte Ca™ etkisinde kalan kontrol grubu baliklarin (O. niloticus)
solungag ve bagirssk dokularinda Na'/K*- ATPaz, kas dokusunda Ca'>-ATPaz
aktivitelerinin akut sirecteki kendi kontrollerine gore yizde (%) degisimleri. (*:
Kronik sireg ATPaz aktivitelerinin akut slrece goére istatistiksel farklarim

gostermektedir.)

Gun Derisim Solungag Bagirsak Kas
15 mg Ca™/L - -
30 mg Ca™/L - -

Akut 60 mg Ca™“/L - -
15 mg Ca*“/L - 48 )
30 mg Ca™/L 50, * 52|* 62| *

Kronik 60 mg Ca*“/L - 65)* 751*

EK 4. Kronik siirecte Ca™ etkisinde kalan kontrol grubu baliklarin (O. niloticus)
solungag ve bagirsak dokularinda Mg*>- ATPaz aktivitelerinin akut siirecteki kendi
kontrollerine gore yuzde (%) degisimleri. (*: Kronik sire¢ ATPaz aktivitelerinin
akut slirece gore istatistiksel farklarin gostermektedir.)

Gun Derisim Solungag Bagirsak
15 mg Ca™/L - -
30 mg Ca™/L - -
Akut 60 mg Ca™“/L - -
15 mg Ca™/L - 64, *
30 mg Ca™/L - 50, *
K ronik 60 mg Ca*?/L - (AN
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