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Tathisularin sertlik degerleri cografik bolgeye bagli olarak degismektedir. Su sertliginde
katkis1 olan en onemli parametreleriden birisi suda bulunan kalsiyum (Ca*?) miktaridir. Metal
toksisitesi suda bulunan iyonlardan etkilenebilmektedir. Bu ¢alismada, bir tatlisu baligi olan Nil
Cupras1 (Oreochromis niloticus) farkli diizeylerde Ca™ igeren sularda farkli bakir (Cu*)
derisimlerinin etkisine birakilmistir. Deneyler akut (3 giin, 0,3 uM Cu*?) ve kronik (30 giin, 0,03 uM
Cu'?) olarak iki farkli siireglerde yiiriitiilmiistiir. Bu siiregler sonunda, baliklarin solungag ve bagirsak
dokusunda Na'/K"-ATPaz ve Mg™-ATPaz aktivitleri, kas dokusunda Ca"-ATPaz aktivitesi ve
karaciger dokusunda antioksidan enzim aktiviteleri dl¢lilmiistiir. Akut ve kronik deneyler sonunda
ATPaz ve antioksidan enzim aktivitelerinde Cu™ ve Ca*? derisimine, siireye ve doku tipine baglh
olarak anlamli (p<0.05) degisimler olmustur. Ca™+Cu’ etkisindeki baliklarda genellikle ATPaz
aktivitelerinde azalis gozlenirken, sadece Ca* etkisinde ise artis yaninda azalis da gdzlenmistir.
Karacigerdeki antioksidan sisteme 6zgii olan parametrelerde akut siirecte sinirl bir etki gdzlenirken,
kronik siirecte daha fazla parametrede anlamli degisimler gézlenmistir. Kronik siiregte, stiperoksit
dismutaz (SOD) ve glutatyon S-transferaz (GST) aktivitlerinde artiglar goriiliirken, katalaz (CAT)
aktivitesinde azalig goriilmistiir. Diger yandan, toplam glutatyon (GSH) ve okside glutatyon (GSSG)
diizeylerinde de anlaml1 artiglarlar goriilmiistiir. Bu ¢alisma, farkli sertlik degerine sahip olan sularda
metal toksisitesinin degisebilecegini gosterirken, ayni zamanda sucul ortamlardaki dogal
caligmalarda dikkat edilmesi gerekliligini vurgulamastir.

Anahtar Kelimeler: Bakir, Kalsiyum, Oreochromis niloticus, ATPaz, Antioksidan
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ABSTRACT

Hardness values of freshwater vary depending on geographical regions. One of the most
important parameters that determine water hardness is the amount of calcium (Ca*?) in the water.
Metal toxicity can be affected by ions present in water. In this study, the Nile fish (Oreochromis
niloticus) were exposed to different copper (Cu™) concentrations in differing Ca™ levels.
Experiments were carried out in two different durations: acute (3 days, 0.3 uM Cu*?) and chronic (30
days, 0.03 pM Cu'?). After these durations, Na'/K*-ATPase and Mg*2-ATPase activities in the gill
and small intestine and Ca™-ATPase activity in the muscle and antioxidant enzyme activities in the
liver were measured. At the end of acute and chronic experiments, there were significant (p<0.05)
changes in ATPase and antioxidant enzyme activities depending on Cu** and Ca*? concentrations,
period and tissue type. While a decrease in ATPase activities was generally observed in fish after
exposure to Ca™+Cu*?, both increases and decreases were observed depending on Ca™ levels alone.
Although there were a few significant changes in parameters belonging to the antioxidant system in
the liver after acute exposures, there were more significant changes after chronic exposures. In the
chronic duration, there were increases in superoxide dismutase (SOD) and glutathione S-transferase
(GST) activities, while catalase (CAT) activity decreased. On the other hand, significant
increases were also observed in total glutathione (GSH) and oxidized glutathione (GSSG)
levels. This study demonstrated that metal toxicity can vary in waters with different hardness
values, emphasizing the need for caution in natural studies in aquatic environments.

Keywords: Copper, Calcium, Oreochromis niloticus, ATPase, Antioxidant
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1. GIRIS

Insan oglunun madenciligi dgrenmesi ile baslayan cevresel metal kirliligi, sanayiinin
artmasina paralel olarak ¢ogalarak artmis ve sonunda metaller pedosfere, hidrosfere ve atmosfere
yayillmaya baglamiglardir. Endiistriyel atiklar, bazi1 organik maddeler, yapay tarimsal giibreler,
radyoaktifler, deterjanlar, bazi organik maddeler, agir metaller ve pestisitler ekolojik dengeyi bozan
unsurlar olarak bilinmektedir. En 6nemli kirletici kategorisinde yer alan, su ortamima ve sudaki
canlilarda birikim gosteren agir metaller insanlig1 tehdit eden en 6nemli kirleticilerdendir (Sunlu ve
Egemen, 1998; Schiilirmann ve Markert, 1998; Hu, 2000).

Sucul ekosistemde yasayan organizmalar besin zinciri ile birbirleri ile iligkili olduklarindan,
zincirin bir halkasinda meydana gelen kirlilik unsurlar zincirin diger halkasina da gegerek kitlesel
bir etkilenmeye neden olabilmektedir. Bunun sonucu olarak, organizmalar arasindaki etkilesim
bozulurken, ayni zamanda besin/enerji akisi engellenmektedir. Madencilik, endiistri ve ziraat
alanlarinda yaygin kullanilan, ekolojik tehlike olusturan kirleticiler baginda Cu™, Pb™, Cd*, Fe®,
Co™?, Cr*, Zn"?, Hg" ve Ni'? yer alirken, gevre kirliligi agisindan biiyiik dneme sahiptir. Parazitler,
pestisit, mikroorganizmalar, biyotoksinler ve agir metaller baliklar1 olumsuz etkileyen cevre
faktorleri arasinda yer almaktadir. Ayrica, kirliligin ulastigi igme suyunu i¢gmek veya kontamine
baliklarla beslenmek insan sagligini etkiler (Lloyd, 1992; Silbergeld ve ark., 2005; Dorea, 2006;
Verger ve ark., 2007).

it ) Wastewater
ndustries plants Farming
Urban and .
rural areas \ I Mining
Navigation / Anthropic
traffic accidents
AQUATIC ECOSYSTEMS
Electronic \ Biochemical reactions Volatilization /
waste : 0 >
Dissolved or particulate forms
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e —— s y Climate changes

events

Deposit 4

SEDIMENT

Sekil 1.1. Sucul ekosisteme ulasan kirleticiler. Digital Kaynak 1.
(https://www.intechopen.com)

Sucul organizmalar suda bulunan agir metallerle etkilesimde olan ve onlarin toksik
etkileriyle en ¢ok karsi karsiya kalan canli grubu arasinda yer almaktadir. Bunun nedeni, gevreye
birakilan her tiirlii kirleticinin yagmurlarin yikayict etkisi nedeniyle son durak olarak sucul
ortamlarda bulunmasidir. Bdylece, sucul organizmalar kirleticilerden en fazla etkilenen organizmalar

arasindadir. Metaller balik fizyolojisi ve biyokimyasinda onemli degisikliklere neden olup,



metabolik isleyis mekanizmasinda hasarlar olusturmaktadir (Ath ve Canli, 2007, 2011). Metallerin
pargalanarak ortamdan uzaklagilmasi veya yok edilmesi miimkiin olamadigindan kalic1 bir kirlilik
olusturmakta ve sonsuz bir tehlike kaynagi olarak tehdit olugturmaktadir.

Agir metallerin dogadaki oranlar1 genelde diisiiktiir, fakat dogal yasam kosullarinda
oranlarinda yiikselme olursa Ag*, Pb™, Cd*™ ve Cu™ gibi metaller enzimleri inhibe edebilir ve toksik
etki gosterebilirler (Dogan ve ark., 2015). Iz element (Zn™*, Cr™, Fe™, Ni*? ve Cu™?) olarak bilinen
ve sudaki canlilarin diisiik diizeylerde almalar1 gereken metallerin yan1 sira ¢ok diisiik diizeylerde
toksik etkisi olan ve yasamsal siirecin devamu i¢in &nemli rolii olmayan metaller (Ag*, Cd"* ve Pb*™?)
agir metal olarak bilinmektedir. Biyolojik rolii olmayan metallerin toksik etkilerinin, metabolik
dongiide benzer kimyasal Ozellik gosterdikleri iz elementlerin yerine geg¢ip bu dongiiyl
bozmalarindan kaynakladigi bilinmektedir (Rainbow, 1985; Ariyoshi ve ark., 1990).

Yapilan arastirmalarin cogu bir agir metalin belirlenmis bir siirede baliklar {izerinde etkisiyle
ilgilidir. Dogal kosullarda agir metallerin bir arada bulunabilecegi gdz Oniine alindiginda metal
etkilesimi sucul canlilarin enzim aktivitesinde ¢ok 6nemli bir faktdr olmaktadir. Cevre kirliligini géz
oniinde aldigimizda baliklar genelde tek bir metalin degil metal karisimlarinin etkisinde olduklari
goriilmiigtiir (Pelgrom ve ark., 1995). Diger metallerle birlikte bazi agir metallerin bir arada
bulunmalar1 genelde suyun fizikokimyasal ozelliklerinin de etkisiyle organizmalarda 6nemli
degisimler olabilecegi bir¢ok arastirici tarafindan ortaya konmustur (Eroglu ve Canli, 2013; Dogan
ve ark., 2014; Dogan ve ark., 2015). Baliklarda metal etkilesimi ile ilgili yapilan ¢aligmalar;
metallerin atilimlari, birikimleri ve biyotransformasyonlarinin belirlenebilmesi agisindan biiyiik
onem tagimaktadir (Wicklund ve ark., 1988).

Hem ekosistemde 6nemli bir yeri olan hem de besin kaynagi olarak tiiketilen baliklarin
biyokimyasal ve fizyolojik mekanizmalari, inorganik kirleticiler siifinda yer alan agir metallerin
etkisinde biitlinliiklerini kaybetmektedirler (Ariyoshi ve ark., 1990; Hogstrand ve ark., 1999; Basha
ve Rani, 2003). Metallerin etkilerini kisa siireli yiiksek doz (akut) ve uzun siireli diisiik doz (kronik)
olarak iki yontemle incelemek daha anlamli sonuglar vermektedir. Genelde akut deneylerde yiiksek
metal derisimlerinin ¢alisilmasinin nedeni, desarj bdlgelerindeki durumu gosterirken, kronik
deneylerde c¢evrede bulunmasi daha olast olan metal derisimleri c¢alisilarak yaygin etkiler
belirlenmeye ¢alisiimaktadir (Canli, 1995). Kimyasallarin biyolojik etkileri ile ilgili aragtirmalarda
sadece akut toksisite verileri baz alindiginda, sucul ortamda subletal etkilerin tanimlanmasinda
yetersiz kalabilmektedir (Bury ve ark., 2003). Akut etki siiresinde baliklarda en fazla hasar géren
organ solunga¢ oldugu belirtilmistir (Olsvik ve ark., 2001). Akut ve kronik stres farkli ortam
sartlarini temsil ettiginden canli organizmalar bu kosullara fizyolojik, morfolojik ve biyokimyasal
tepkiler gostererek direng kazanirlar. Kronik stresin letal toksisiteye artan direng (uyum)
mekanizmalarini indiikledigi gosterilmistir (Silvestre ve ark., 2005). Hem metal hem de canh
organizmaya bagli olan ve su ortamindaki canlilar i¢in yiiksek derisimlerde goriilen agir metallerin

letal etkisi bir¢cok calisma ile gosterilmistir. Toksik etkinin metalin kimyasal yapisiyla iliskili oldugu



ve uzun siire ekosistemde kalabildigi goriilmiistiir (Eisler ve Hennekey, 1977; Mance, 1987; Canli,
1995; Tagliari ve ark., 2004).

Su ortaminda toksikolojik olarak ortaya cikan patolojiyi ve ekosistemin durumunu
belirlemede kullanilan en yaygin biyoindikatdr canli grubu baliklardir. Beslenme sorunu olmamast
ve kolayca iireyebilmesi sebebiyle cevresel kirlilik ve hastaliklara karsi direngli olan O.niloticus,
besin kaynagi olarak ¢ok tercih edilen bu tiiriin istenmeyen 6zelligi, agir metallere gostermis oldugu
direnctir. Bu direng nedeniyle agir metalden etkilenmis baligin tiiketilmesi metal birikimi nedeniyle
insanlarda da bazi saglik sorunlarina yol agabilmektedir (Sarithan ve Toral, 1982; Canli ve Erdem,
1994).

Metal etkisine birakilan baliklarda ATPaz aktivitesi inhibisyonu ve doku zarariyla ilgili olan
oksidatif stres ve ozmoregiilasyon sisteminde bozukluklara yol agan siiperoksit radikali, hidroksi
radikal ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tiirlerinde artig gézlenmektedir (Canli ve Stagg, 1996;
Wong ve Wong, 2000; Ribeiro ve ark., 2002; Dautremepuits ve ark., 2004).

1.1. Bakir

Cyprium kelimesinden tiiretilen, atom numarasi 29 ve 1B gecis grubu elementi olan bakira
tarihte ilk defa Kibris’ta rastlanmistir. 200°den fazla bakir mineralinden dogada endiistriyel 6neme
sahip sadece 20 tane bakir cevheri bulunmaktadir (Kartal ve ark., 2004). Bakir, tiim okaryotik
hiicrelerin solunumu igin gerekli olan ve siiperoksit dismutaz, sitokrom oksidaz gibi enzimlerin
prostetik grubudur. Buna ragmen endiistriyel aktiviteler sonucu meydana gelen atiklarda bulunan
Cu*?, su ortamindaki canlilar igin toksik olabilmektedir (Heath, 1987). Bakirin sucul organzimalarda
oksiradikal olusumunu tesvik ettigi ve enzim ve proteinlerdeki stilfidril gruplarina yiiksek affinite
gosterdigi bilinmektedir (Canesi ve ark., 1998). Tarim ve kiiltiir balik¢1lig1, cam-boya sanayi, elektrik
ve madencilikte kullanilan bakirin suda derigimi arttikga sucul canlilardaki birikimi de giderek
artmaktadir. Bakir canli organizmada serbest (+2 degerlikli katyon) veya kompleks olusturarak;
iireme sistemi, enzim aktivitesi ve kan parametrelerinde degisiklige sebep oldugu goriilmiistiir (Roch
ve McCarter, 1984; Hazma-Chaffai ve ark., 1998; Lopes ve ark., 2001; Couture ve Kumar, 2003).
Basit yapili kii¢iik canlilarda toksik etki olurken, daha biiylik canlilar ig¢in temel yap1 bileseni
oldugundan bakir ve bilesikleri fungusit, biosit, anti bakteriyel madde ve bocek zehri olarak tarim
zararlilarina ve yumusakgalara kars1 yaygin olarak kullanilmaktadir. Bakirin az oranda alinmasiyla
viicudun bakir dengesi bozulmaktadir. Buna bagli olarak enzim aktivitesi engellenir ve karaciger,
beyin ve bobreklerin ¢alisma fonksiyonunu bozmaktadir. Bakir; agir metal kirlenmesi olarak ¢evrede
cok bulunan, mikroorganizma, bitki, hayvan ve insanlara belirli konsantrasyonlarin iizerinde
zehirlilik etkisi gosteren agir metallerden birisidir (Dunn ve Bull, 1983). Hiicrede selatlama
kapasitesinin iistiinde biriken bakirin ¢ok fazla sitotoksik oldugu, oksidatif strese neden oldugu ve

hiicresel diizeyde zarar verdigi bilinmektedir. Bakirin kronik etkisine kalan baliklarin; oksijen



tiketiminde artma, ylizme hizinda azalma, iyon regiilasyonunda degisiklikler, enzim aktivitelerinde
negatif etkiler gibi fizyolojik degisiklikler meydana gelmektedir (Henczova ve ark., 2008).

Sucul hayvanlarda, bakir homeostazisi pek ¢ok faktore bagli olmakla birlikte, son derece
diizenli bir siirectir (Kamunde ve ark., 2002; Jorge ve ark., 2012). Yapilan bir ¢aligmada, 67 giin
boyunca yiiksek bakir igerikli diyetle beslenen Mavi Kefal Baligi’'nda (Chelon labrosus), oksidatif
strese bagli hasar olustugu sonucuna varilmigtir (Baker ve ark., 1998). Baska bir ¢aligmada,
Cipura’ya (Sparus aurata) CuCl, enjeksiyonu sonucunda tiyobarbitiirik reaktif maddelerin, SOD
enzim aktivitesi ve protein seviyelerini arttirdig1 rapor edilmistir (Pedrajas ve ark., 1995). Afrika
Kedi baligi’nin (Clarias gariepinus) yiiksek dozda bakir etkisi sonucunda, bagirsak, karaciger ve
solungaclarda bakir derigimini yiikselttigi ve ayni zamanda solunga¢ ve bagirsakta TBARS
konsantrasyonunu 6nemli derecede arttirdigi ve bagirsakta total glutatyon igeriginin iki katina ¢iktigi
goriilmistiir (Hoyle ve ark., 2007). Hansen ve ark. (2006 a ve b), Kahverengi Alabalik (Salmo trutta)
dokularinda bazi antioksidan enzimler lizerine su Kkirliliginin etkilerini arastirdiklari g¢alisma
sonuglaria gore, metal iyonlara 6zelliklede bakir etkisine kalan baliklarda birincil (SOD, CAT,
GSH) ve ikincil (Glutatyon rediiktaz (GSSG), Metallotiyonein (MT) enzim aktivitelerinin arttig1 ve
protein seviyelerinin yiikseldigini gostermislerdir. Diger taraftan, Bopp ve ark. (2008) farkli dozlarda
bakir ¢ozeltileri uygulanmis Gékkusagi Alabaligi’nin (Oncor hynchus mykiss) solungag hiicrelerinde
doza baglh olarak yiiksek sitotoksisite ve oksidatif stres belirtileri oldugu belirtmislerdir. Bir diger
aragtirmada, farkli dozlarda bakir etkisinde kalan Zebra baliklarinda CAT aktivitesinin degismedigi
goriilmiistiir (Craig ve ark., 2007). Barata ve ark. (2005) su piresinin (Daphnia magna) bakir iyonlar
etkisinde kaldiginda CAT, GPx, GST ve SOD aktivitelerinin arttigt goézlemlemislerdir. Diger
taraftan, Mavi Yenge¢ (Callinectes sapidus) ile yapilan bir c¢aligmada, farkli bakir
konsantrasyonlarinin hiicre i¢i GSH diizeyi ve CAT aktivitesini etkilemedigi sonucuna varilmigtir
(Abele ve ark., 2012). Boylece bakirin farkli organizmalarda farkli etkilerinin olabilecegi

gosterilmisgtir.

1.2. Kalsiyum

Biitiin canlilar i¢in yasamsal éneme sahip olan kalsiyum, omurgali ve omurgasiz canlilarda
yapisal ve fizyolojik 6neme sahiptir. Karada yasayan omurgalilar besin yoluyla kalsiyum emilimi
yaparken, sucul omurgalilar sudan emilimle kalsiyumu alirlar. Divalent metaller (Cd*%, Pb*, Cu*? ve
Zn*?) kalsiyum antagonisti olarak bilinirler. Hem besin hem de su ile tasinan kalsiyum, bu metallere
kars1 koruyucu gorev iistlenmekle beraber balik ekolojisinde 6nemli bir yere sahiptir. Yiiksek
diizeyde kalsiyuma sahip tatli sularin hayvan ile bitkilerde verimlilik artisinda ve suyun kalitesi
acgisindan 6nemli bir iyon oldugu bilinmektedir. Sucul ortamda diisiik diizeydeki kalsiyum ile pH
ortami baliklarin hayatta kalma ve ozmolalitelerinde diisiise sebep olurken, artan ortam kalsiyumu
iyon kaybina kars1 tampon gorevi tistlenmektedir (McDonald ve ark., 1980; Berntssen ve ark., 2003;

Niyogi ve Wood, 2006; Gonzalez ve ark., 2006). Kalsiyumun sudaki canlilarda intraseliiler



regiilasyonda onemli biyolojik islevine ilaveten elektriksel, yapisal, ekstraseliiler enzim ve
proteinlerde kofaktor gorevi vardir. Hem yumusak dokularda hem de kemik, dis ve pul gibi iskelet
dokularinda yapisal olarak énemli isleve sahiptir. I¢ ve dis ortam arasindaki kalsiyum dengesini
korumada gorevli olan organlar solungag, bobrek ve bagirsaklardir. Deri ve solungaglarindan direkt
alman kalsiyum, tatli suda yasayan baliklarda biiylime, membran biitiinliigii ve akiciligi, hiicre
adhezyonu icin gerekli bir iyondur. Bazolateral plazma membraninda yer alan Ca™-ATPaz’larla kana
taginan kalsiyum, solunga¢ apikal membraninda yer alan kalsiyum kanallar1 ile tasinmaktadir (Ichii
ve Mugiya, 1983; Hunn, 1985; Verbost ve ark., 1989; Hwang ve Yang, 1997; Baldisserotto ve ark.,
2004a, b). Sert sularin koruma etkisinden sorumlu katyonlar arasinda en &nemlilerinden biri
kalsiyumdur. Sert sulardaki baliklar yumusak sulardaki baliklarla kiyaslandiginda metal
toksisitesinin azaldig1 goriilmiistiir (Pagenkopf, 1983; Winner ve Gauss, 1986; Pascoe ve ark., 1986;
Playle ve ark., 1992, Diamond ve ark., 1992 ve Barron ve Albeke, 2000).

Kalsiyumun metal birikimi ve toksisitesinde iki onemli etki mekanizmasi vardir. Bu
mekanizmalar kimyasal olarak kompleks ve absorbsiyon i¢in rekabet ile biyolojik olarak alinim
yerlerinin azaltilmasi ve membran gecirgenliginin azalmasi gibi etkileri vardir (Barron ve Albeke,
2000). Su sertliginin tatli sularda artmasiyla canli organizmalarda kalsiyum ve magnezyum gibi
iyonlar1 almak i¢in yarismalarindan dolay1 azaldigi goriilmektedir. Yumusak sularda tamponlama
kapasitesi ve diisiik kalsiyum diizeyi nedeniyle toksik etki goriiliirken, sert sularda enzim aktivitesi
metallerin karbonat ve kalsiyum ile bilesik olusturmalarina bagli olarak diisiis gostermektedir (Heath,
1987; Verbost ve ark., 1989; Pratap ve Wendelaar- Bonga, 1993; Hollis ve ark., 2000; Kim ve ark.,
2001; Pyle ve ark., 2002; Javid ve ark., 2007).

1.3. Adenozin Trifosfataz (ATPaz) Enzimleri

Toksisiteye duyarli belirteg¢ olarak kullanilan, membrana bagli ve hiicre i¢i fonksiyonlarda
onemli role sahip olan bu enzim dokudaki osmotik basing, iyon hareketi ve membran gegirgenligi
gibi gorevlere sahiptir ve gosterdigi yiiksek elektronegatiflik sebebiyle gecis grubu metallerine
duyarhdir. ATPaz grubu enzimler arasinda Mg*?-ATPaz, Na'/K*-ATPaz ve Ca'-ATPaz basta
gelmektedir. Bu enzimlerin aktivitelerinin degisimine sebep olan metaller arasinda ise Hg"*, Cu™,
Cr'®, Zn*? ve Pb"™ sayillmaktadir (Shephard ve Simkiss, 1978; Riedel ve Christensen, 1979; Watson
ve Beamish, 1980; Watson ve Beamish, 1981; Thaker ve ark., 1996; Atli ve Canli, 2008a, 2011).
Mg"?-ATPaz’m gorevi oksidatif fosforilasyon ile solungacta gegirgenligin stabilizasyonu i¢in gerekli
magnezyumun (Mg*?) tasinmasi ve solunga¢ epitelyumunda hiicre membran biitiinligiinii
korumaktir (Parvez ve ark., 2006). Na'/K"-ATPaz’in gorevi ATP nin hidroliz olmasiyla ortaya ¢ikan
enerjiyi kullanarak, 2 K" iyonunu hiicre i¢ine ve 3 Na" iyonunu hiicre digina transfer eder. Bu sekilde
iyon tasimimi, elektrokimyasal gradiyentin korunmasi ve hiicre hacminin diizenlenmesini saglar
(Grosell ve ark., 2003). Kemikli baliklarin solungag epitelinde mitokondrilerce zengin hiicrelerde

yer alan bu enzim, 60 kDa molekiiler agirligindaki glikozitlenmis 3 (beta) alt iinite ve 100 kDa



molekiiler agirliginda olan o (alfa) alt {initesinden olugan P tipi ATPaz grubunda yer almaktadir.
Ayni zamanda su ortaminda yasamini siirdiiren canlilarda iyon diizenlenmesinde yasamsal 6neme
sahip oldugu bilinen bu enzimin aktivitesinde meydana gelecek herhangi bir degisimin ¢evresel
kirleticilere tepki olarak dogal stres kaynakli olustugu bilinmektedir. Tuzlu ve tatli su baliklarinda
bu enzimi inhibe eden ve ozmoregiilasyonda bozulmaya neden olan metaller arasinda Zn™* Ag",

Hg"™, Cu™ ve Cd"™ sayilabilir (Bianchini ve Wood, 2003; Bianchini ve ark., 2004, 2005).
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Sekil 1.2. Na"/K"™-ATPaz enziminin yapisi ve iyon transfer mekanizmasi. Digital Kaynak 2.
(http://pumphonebiwa.blogspot.com)

Ca'’-ATPaz’m gorevi ATP hidrolizi sonras ortaya ¢ikan enerjiyi kullanip sitoplazmadan
kalsiyumun uzaklastirilmasini saglayarak hiicresel kalsiyum igeriginin diisiik kalmasini korumaktir.
Sarkoplazmik retikulum tiibiillerinde yer alan bu enzim, nM diizeyde kalsiyum ile aktive olup hiicre
membran stabilizasyonunu saglar (Watson ve Beamish, 1981; Saxena ve ark., 2000). Bu enzim
yapisindaki fonksiyonel siilfidril gruplari ve kalsiyum metabolizmasindaki gorevi ile birlikte metal
etkisinde inhibe olmasiyla kirliligin etkisini aragtiran ¢alismalarda biiylik neme sahiptir (Shephard
ve Simkiss, 1978; Wong ve Wong, 2000). Solungaclar su ile siirekli temas halinde olduklarindan
metallerin etkisine ¢ok daha fazla maruz kaldiklarindan bu dokudaki enzimler siirekli bir tehdit
altinda bulunmaktadirlar (Shephard ve Simkiss, 1978; Gjevre ve Naess, 1996; De la Torre ve ark.,
2000; Sancho ve ark., 2003; Craig ve ark., 2007; Atli ve Canli, 2007; Atli ve Canli, 2008 a).



Sekil 1.3.Kalsiyum (Ca*?) akisinm kontrolii. Digital Kaynak 3.
(https://www.bioscience.org)

Metallerin ATPaz grubu enzimler iizerine olan etkileri ¢esitli arastirmalarla gosterilmistir.
Kuhnert ve ark. (1976) yaptiklar1 ¢alismada, alabaligm (Salmo gairdneri) in vivo Cr'® metaline
maruz kalmasi sonucu solungagta Na'/K'-ATPaz aktivitesini inhibe ettigini gostermistir. Diger
yandan, Watson ve Beamish (1980) Zn"® nun in vitro etkisi ile solungagta Na'/K*-ATPaz, Ca*-
ATPaz ve Mg**-ATPaz’da anlamli inhibisyonlarin oldugunu belirtmistir. Kadmiyum etkisinde kalan
baliklarin klorit hiicrelerinde bulunan Ca">-ATPaz’in Ca* baglayan bolgesinin inhibisyon bolgesi
olmasi nedeniyle kadmiyum i¢in klorit hiicrelerinin primer hedef oldugu vurgulanmstir (Flik ve ark.,
1985, Verbost ve ark., 1988). Laboratuarimizda yapilan calismada, metallerin (Pb*?, Cd™, Cu*,
Zn?) 10 ve 20 uM derisimlerine maruz kalan baliklarin (O. niloticus) kas dokusunda Ca**-ATPaz
aktivitesi, bagirsak ve solungaclarda Na'/K'-ATPaz aktivitelerinde kursunun yiiksek derisimde artis
goriiliirken, diger metallerin etkisinde inhibe oldugu goriilmiistiir. Diger taraftan, kas dokusunda
Ca™-ATPaz aktivitesinin bakir disindaki tim metaller tarafindan azaltildigi belirtilmistir
(KAYNAK). Aragtiricilar enzim aktivitelerinde meydana gelen degisikliklerin metal derisimi ve
tipine bagl oldugu ve su ortaminda bu enzimlerin metal kirliligi alanindaki ¢aligmalarda belirteg
olabilecegini vurgulamislardir. Benzer sekilde, diger bir calismada (Dogan ve ark., 2015), farkli1 Ca*?
derisimlerinde (15, 30 ve 60 mg Ca'?/L) Pb*? etkisine kalan O. niloticus un akut (48 saat, 20 uM
Pb*?) ve kronik (14giin, 10 uM Pb*?) siireclerde solungag, bagirsak ve kas dokularinda Na'/K'-
ATPaz, Mg"2-ATPaz ve Ca™-ATPaz aktivitelerinde anlaml1 degisimler oldugunu gostermislerdir.



Sonuglar, Ca"+Pb** etkisine kalan baliklarda yumusak sularda ATPaz aktivitelerinde artis
goriiliirken, sert sularda azalislar oldugunu gostermistir. Bunun yaninda, kronik olarak sert su
etkisinde kalan baliklarda ATPaz aktivitelerinde hem artis hem azalis goriiliirken, Ca*>+Pb*? etkisine

kalan baliklarda yumusak sularda ATPaz aktivitelerinde artis gérmiiglerdir.

1.4. Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758)

Cichlidae familyasinin en onemli cinslerinden biri olan Tilapia cinsi baliklar genellikle
tropik bolgelere adapte olmus olup, nispeten iliman Tatlisularda yasamaktadir. En iyi gelisme
gosterdikleri su sicakliklart 20 °C’nin izerindeki ve 30 °C’ye yakin olan sulardir. Su sicaklig: 13-14
°C’nin altina diigtiiglinde gelismeleri dururken, 10 “C’nin altinda 6lmeye baglarlar. Diger yandan
diisiik oksijen ihtiyaglari, hastaliklara karsi direncli olmalar1 ve beslenmelerinin kolay olmasi
nedeniyle de laboratuvar ¢alismalarinda siklikla kullanilmaktadirlar. Daha da 6nemlisi, Tilapia’lar
tuzluluga karst dayanikli olduklarindan aci sularda bile yasayabilen tiirler olup, dzellikle Misir,
Urdiin ve Israil’de yaygin goriilen Dogu Afrika kokenli baliklardir. Ulkemizde de kiiltiir balikgiligi
yapilmakta olup, Cukurova Universitesinde de iiretimi yapilmaktadir. Genis bir aile olan Tilapia’nin
kiiltiire yatkin olan 5 tiirli vardir. Tatli su ¢ipurast olarak da bilinen Oreochromin nilotica dogal
ortamda kiiltiire uygun olan Tiirkiye’deki tek tiirdiir. Beslenme sekilleri omnivor olup, 6zellikle
kiiclik bireylerin baslica besin kaynagi hayvansal planktonlar olmak iizere, larva ve bocekler
olusturmaktadir. Biiylimeye bagl olarak beslenmelerinde fitoplanktonlarin payi artmaktadir.
Erkekler disilere gore daha hizli gelisir ve daha biiyiik agirliklara ulasirlar. Biiyiikk gollerde
yasayanlarin 2-10 kg’a kadar ulastiklar1 bilinmektedir.

1.5. Solunga¢ Dokusu

Solungaglar kandaki karbondioksitin disar1 atilmasini, suda erimis oksijenin kana alinmasini
saglayan solunum yiizeyinin dallanmasiyla ve kivrilmasiyla meydana gelen onemli yapilardir
(Demirsoy, 1992). Su ortaminda yasayan canlilar oksijen ihtiyaglarini, solungaglarinin siirekli sulu
ortamda bulunmas: ile saglayabilmektedirler (Noyan, 1993). Cevre ile siirekli temasi1 saglayan
solungaglar, suda ¢oziinen toksik maddelerin ilk giris yollarindan birisi oldugundan, kirleticilerden
en fazla etkilenen organdir. Solungaglarin kirleticilerden etkilenmesi baligin solunum sisteminde,
basta toksikopatolojik lezyonlar (genel olarak epitel dokuda kabarma, nekroz, lamellar yapida erime,
hipertrofi, hiperplazi, epitel dokuda kopma, mukus salgisinda artis) olmak iizere 6liim gibi ¢ok ciddi

hasarlara neden olurlar (Val ve Kapoor, 1987; Lawrence ve Hemingway, 2003).

1.6. Bagirsak Dokusu
Balik bagirsagi midenin pilorik kismi ile aniis arasindaki onikiparmak bagirsagi, on bagirsak,

arka bagirsak ve son bagirsaktan olusmaktadir. Onikiparmak bagirsagi, hepatik ve pankreatik



kanallarin bagirsaga acildigi ve pilorik kor keselerin bulundugu kisimdir (Buddington, 2000; Timur,
2013). Baliklarda makromolekiillerin emildigi ana yer posterior kismidir. Yapilan ¢aligmalarda bakir
gibi iz elementlerin genellikle baliklarin metabolik olarak aktif olan bagirsak, bobrek ve dalak gibi
i¢ organlarinda yiiksek birikim gosterdigi bildirilmistir (Fange, 1986; Hard ve ark., 1988; Flajnik,
1998; Canli ve ark., 2003; Yazkan ve ark., 2002; Cicik ve ark., 2004; Y1lmaz ve ark., 2007).

1.7. Kas Dokusu

Miyamerlerden meydana gelen kas sistemine sahip olan baliklardaki kas fibrilleri yap1
bakimindan sicakkanli hayvanlarin kas fibrilleri ile aymidir. Tek farki kas fibrillerinin uzunlugu
sicakkanli hayvanlarin kas fibrillerinin uzunlugu kadar degildir (Demir, 1992; Ternes, 1994).
Baliklarda miyoglobin konsantrasyon farkindan kaynaklanan agik veya koyu renkli kas boliimleri
vardir. Koyu renkliler kalp kasina benzer ve kesintisiz ylizmeyi saglar. Sirt ve karin bolgesinde
bulunan agik renkli kaslar ise kagma gibi durumlarda ise yarar (Tilsner ve Band, 1994). Balik insan
diyetinin 6nemli bir par¢asini olusturur. Bu sebeple, kasta meydana gelen hasarlar, bu baligi tiikketen

insanlara besin zinciri yolu ile etkilemektedir (Lenka ve ark., 2014).

1.8. Karaciger Dokusu

Hem anabolizma hem katabolizma da gorev alan karaciger bir¢ok hayati fonksiyonu kontrol
eden Onemli bir organdir (Brusle ve Anadon, 1996). Metallotionein gibi detoksifikasyon
proteinlerinin sentezlendigi yer olan karaciger (Cinier ve ark., 1999), sudaki kirleticilerin
biyotransformasyonu, detoksifikasyonu ve atiliminda, minerallerin depolanmasi ve sindirimde iglevi
olan 6nemli bir organdir (Ali ve ark., 2003).
Toksik maddelere maruz kalan balik karacigerinde histolojik degisimler meydana geldiginden bu
organda kirleticilere duyarli biyobelirte¢ler bulunmaktadir (Hinton ve Couch, 1984). Kirleticilerin
bazi1 balik tiirlerinde nodiil ve tiimor olusturabilmektedir ve arazi sartlarinda kolaylikla tespit
edilmektedir (Lawrence ve Hemingway, 2003). Toksik etkiyi indirgeme 6zelligine ragmen, yiiksek

konsantrasyonlar karacigerin bu mekanizmasini devre disi birakma egilimindedir.

1.9. Antioksidan Enzimler

Oksijenin tahrip edici reaksiyonuna (oksidasyon) karst koruyucu o&zellik gosteren
antioksidanlar organizmanin gerek i¢ (sindirim, solunum, hastalik, yaralanma vb.) ve gerekse dis
(cevresel) faktorlerle uyarilmaktadir. Bu uyarimlar nedeniyle olusan oksidan molekiiller doku ve
hiicrelere saldirarak tahribata neden olmaktadir (Quiles ve ark., 2002). Reaktif oksijen tiirleriyle
beraber diger prooksidanlari, antioksidan enzim ve diisiik molekiil agirlikli serbest radikal
gidericilerle siirekli olarak etkisizlestiren bir sistem organizmalarda bulunmaktadir. Hiicre ici ile

hiicre dis1 enzim ve non-enzim (enzim olmayan) reaktif oksijen tiirlerine karsi gdsterilen savunma



mekanizmasina antioksidan savunma sistemi denilmektedir (Ritola ve ark., 2002; McLean ve ark.,
2005).

Sucul organizmalarin dokularinda ve hiicrelerinde tiim ¢evresel kirleticilerin (agir metaller
dahil), oksidatif stresi arttirdigi saptanmistir (Campana ve ark., 2003). Cevre kirleticileriyle birlikte
oksidatif stresteki artigin sonucu olarak organizmada doku hasarinin arttigi belirlenmistir (Malins ve
ark., 1988). Reaktif oksijen tiirlerini (ROS) ortadan kaldirmakla gorevli olan ve hemen tiim
organizmalarda bulunan antioksidan savunma sistemi; antioksidan enzimler (Siiperoksit dismutaz,
katalaz, glutation peroksidaz) ve serbest radikalleri yok eden vitaminlerden (Vitamin C ve E,
karotenoidler) olugmaktadir (Doyotte ve ark., 1997; Elumalai ve ark., 2002). Antioksidan savunma
sisteminde bozulma meydana geldiginde oksidatif stres sebebiyle DNA hasarlari olusmakta ve enzim
islevlerinde aksama olmaktadir (Doyotte ve ark., 1997).

Oksidatif stresle iligkili olan antioksidan mekanizmasi ekotoksikoloji alaninda biiyiik bir ilgi
gormektedir ve boylece antioksidan enzimler de ATPaz’lar gibi, sucul canlilarda zararh etkiler
meydana gelmeden Once “erken uyarici sistemler” olarak onemlidir (Heath, 1987). Antioksidan
enzimlerin oksidatif stresi gostermede iyi bir molekiiler indikatér olmalarindan dolayi, genelde
metallerin etkisine birakilan organizmalarda bir tepki olarak olugmaktadirlar. Olusan bu tepki,
organizmalarin ortamlarina adaptasyonunu gostermektedir (Lopes ve ark., 2001). Balikta ol¢iilen
molekiiler ve hiicresel belirtecler, metallerin olusturdugu strese kars1 verdikleri hizli tepkiler ve
organizmalarm saglik durumu agisindan degerlendirilmesinde kullanilabilmeleri nedeniyle
ekotoksikoloji ¢aligmalarinda son yillarda giderek Onem kazanmaktadir. Metallerin enzim
aktivitelerinde artis ve azalisa sebep olmasinda bazi etkenler vardir, bunlar; metal derisimi ve tipi,
metal etkisine kalan baligin tiirii, metale maruz kalinan siire ve suyun sertligine gore degiskenlik
gostermektedir. Bu amagla giiniimiizde antioksidanlar gibi bircok enzim aktivite Olglimii
organizmalarda geri donilisiimsiiz hasarlar olusmadan Once erken uyarici sinyaller olarak
kullanilmaktadir (Watson ve Beamish, 1981; Simkiss ve Taylor, 1989; Ritola ve ark, 2002).

Omurgal1 ve omurgasiz birgok hayvanda oksiradikallerin detoksifikasyonunda goérevli olan
antioksidan enzimler, hiicre homeostazisinin korunmasinda biiylik 6neme sahiptir (Regoli ve
Principato, 1995).

Organizmalar metabolizma i¢in gerekli olan ve olmayan agir metaller ile oksidatif strese
neden olan diger ksenobiyotiklerin toksik etkilerinden kendilerini korumak adina g¢esitli
mekanizmalar gelistirmislerdir. Bu gibi stresler altinda birincil olarak antioksidan koruma saglayan
enzimler arasinda glutatyon metabolizmasinda gorev alan glutatyon S-transferaz (GST), glutatyon
peroksidaz (GPX) ve glutatyon rediiktaz (GR) gelmektedir. SOD, siiper oksit radikallerinin H,O»: ye
donistiiriilmesini katalizler, CAT ise bu H>O,’ yi H>O ve O»-ye cevirir. Glutatyon metallere oldukca
duyarli olan bir proteindir ve oksidatif stres basta olmak iizere elektrofillerin detoksifikasyonu,
serbest radikallerin tutulmasi ve thiol-disiilfidin dengelenmesinde gorevi olan bir tripeptittir. Zararl

ksenobiyotiklere karsi savunmada kilit rol oynadigindan farkli kirletici etkilerinde ¢esitli balik
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tiirlerinde belirteg olarak gorev aldigi bilinmektedir (Elia ve ark., 2003; Sanchez ve ark., 2005). GPX
hidrojen peroksiti veya lipit peroksidasyonu sonucu olusan organik hidroperoksitleri detoksifiye
ederken, GST glutatyon ile g¢esitli elektrofilik molekiillerin konjugasyonunu, GR ise okside
glutatyonun rediikte glutatyona indirgenmesini katalizlemektedir. Oksidatif stres altinda, canlilari
serbest radikallerden korumak icin antioksidan savunma sistemleri diger detoksifikasyon
sistemlerinden dnce indiiklenmektedir. Bu antioksidan enzimler, Cu™ ve Fe™ varliginda Oy.ve H,O,
arasinda gergeklesen Haber-Weiss reaksiyonu ile olusan reaktif ve zararli hidroksil radikal tiirlerinin
diisiik diizeylerde tutulmasina katkida bulunmaktadir. Bylece artan reaktif oksijen tiirlerinin
detoksifikasyonu sonucu enzim inhibisyonu, DNA hasari, lipit peroksidasyonu ve protein
parcalanmasi gibi oksidatif hasarlar 6nlenmektedir (Barata ve ark., 2005).

Metal etkisine kalan hayvanlarda hem doga hem de laboratuvar kosullarinda verdikleri
enzimatik cevaplar arastirilmistir. Alinan yanitlarda gore; enzim aktiviteleri metale maruz kalinan
stire, tiir ve doza gore artig ve azalislar géstermistir (Wong ve Wong, 2000; Jiraungkoorskul ve ark.,
2003; Sanchez ve ark., 2005; Dogan ve ark., 2014; Dogan ve ark., 2015).

Balik metabolizmasinda yasamsal Ooneme sahip olan ozmoregiilasyon ve antioksidan
sistemlere bakir toksisitesinin yani sira suyun fizikokimyasal 6zelliklerinden biri olan su sertligi ile
etki siirelerinin olas1 katkilarinin arastirilmasi bu ¢aligmanin amacini olusturmaktadir. Degisen
ortam kosullarina bagli olarak analiz edilecek ozmoregiilasyon ve antioksidan sistem cevabinin,
cevresel kirliligin saglik risk degerlendirme asamasinda gosterdigi duyarliigin gegerliligi test
edilecektir. Ozmoregiilasyon ve antioksidan sistemin verdigi cevaplar arasinda da duyarlilik
yoniinden bir karsilastirma yapilacak ve metal digindaki sertlik faktoriiniin bu tepkilere olan etkileri

de istatistiksel olarak degerlendirilecektir.

1.10. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Organik molekiillerin temel yapi taslarini basta canlilik igin essiz bir element olan oksijen
ile birlikte hidrojen, karbon, nitrojen ve kiikiirt olusturmaktadir (Sun, 2005). Ancak oksijenli
solunum yapan canlilarin hiicrelerinde ger¢eklesen metabolik reaksiyonlar i¢in gerekli olan oksijen,
canlilar i¢in en tehlikeli formlardan biri olan serbest radikallere doniismektedir (Fang ve ark., 2002;
Gok ve ark., 2006). Membrani olusturan ve oksitlenebilen hiicre elemanlart; fosfolipitler,
glikolipitler, gliseritler, DNA, doymamis yag asitleri ve membran proteinleri radikaller i¢in ¢ekici
hedeflerdir (Fernandes ve ark., 2004). Bazen oksidan molekiiller, belirli diizeyin {istliine ¢ikarak
reaktif oksijen {irlinlerinin olusumunu engelleyememekte ve antioksidan savunma mekanizmasini

bozmaktadir (Sekil 2.1.) (Ricciarelli ve ark., 2007; Wang ve ark., 20006).
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Sekil 1.4. Antioksidan savunma mekanizmasi. Digital Kaynak 4.
(https://resifmarket.wordpress.com)

Hiicrelerde meydana gelen metabolik tiim aktivitelerde serbest radikaller
olusabilmektedirler. Serbest radikaller veya oksidanlar, kisa dmiirlii, dis orbitallerinde bir veya daha
fazla eslenmemis elektron bulunan reaktif atom, iyon veya molekiillerdir (Choi ve ark., 2004).
Organizmadaki enerjinin agiga ¢ikisi, metabolik siire¢lerde meydana gelen serbest elektronlarin bir
sistemden digerine aktarilmasinin sonucu olusmaktadir. Bu aktarim sirasinda elektron transfer
zincirinden sizan elektronlarin olusturdugu oksiradikaller (Sekil 2.2.) hiicrede gegirgenlik ve

biitiinliik bozukluklarina sebep olmaktadir (Fang ve ark., 2002).
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Sekil 1.5. Elektron transferi. Digital Kaynak 5.
(https://www.fitekran.com)

1.11. Antioksidan Savunma Mekanizmasi
Oksidanlarin zararlarint 6nlemede, antioksidanlar 4 farkli savunma mekanizmasi yolu

izlerler (Wang ve ark., 2006).

1. Temizleme etkisi: Enzimlerin etkisiyle oksidan molekiillerinin zayiflamasi ve oksijen
ile reaksiyona girerek ya da onun yerini alarak oksijen diizeyini azaltmak,

2. Baskilama etkisi: Oksidanlara bir hidrojen molekiilii vererek hidroksil radikali
yapisinda bulunan hidrojen atomlari ile bag olusturabilecek yapidaki iirtinleri
temizleyip peroksidasyonun baglamasini 6nleyebilmeleri,

3. Onarma etkisi: Serbest radikallerin olusturdugu hasarlar1 onarabilmeleri,
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4. Zincir koparma etkisi: Bu etkiyi oksidanlar1 baglayip fonksiyonlarini engelleyerek
kendini gosterir ve hemoglobin, seroplazmin ve E vitamini tarafindan yapilir. Fenoller

ve aromatik aminler zincir kiric1 antioksidanlar arasinda en yaygin olanlaridir.

Baliklarda hiicre i¢i enzim yapisina sahip antioksidanlar; siiperoksit dismiitaz (SOD), katalaz
(KAT), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon-S-transferaz (GST), glutatyon rediiktaz (GR)
enzimleridir (Heiske, 2005; Filho, 2007). Hiicre dis1 ve hiicre dis1 viicut sivilarindaki ROS seviyeleri
nonenzimatik ve enzimatik antioksidanlarin etkisiyle kontrol edilir. Enzimatik antioksidan savunma
sistemi elemanlarindan siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) serbest radikalleri yok etme
yetenegindedir. Baliklar diger omurgalilarda oldugu gibi enzimatik olmayan ve enzimatik
antioksidan savunma sistemine sahiptirler (Van der Oost ve ark., 2003; Trenzado ve ark., 2006).
Stresin de dahil oldugu birgok patolojik ve fizyolojik kosullar antioksidan maddelerin seviyeleri ve
enzim aktiviteleri ile iliskili olduklar1 bilinmektedir. Normal viicut homeostazini degistiren stresin,
davranissal, fizyolojik ve biyokimyasal degisiklige yol agtig1 bilinmektedir (Tsigos ve ark., 2016).
Karaciger, ksenobiyotik metabolizmanin birincil organidir ve oksitlenebilen substratlar bakimindan
zengin olduklari i¢in oksidatif hasara kargi duyarlidir (Mudipalli, 2007). Nil tilapyasi (Oreochromis
niloticus) toksikolojik ¢alismalar i¢in kolay iireme ve yiiksek adaptasyona sahip olmasi nedeniyle iyi
bir modeldir ve siklikla kullanilmaktadir (Wu ve ark., 1999). Antioksidan enzimlerin aktivitesi,
kirleticilerin baskis1 altinda indiiklenebilmekte veya inhibe edilebilmektedir. Oksidatif stres altinda,
enzim aktivitelerinde farkliliklar goriilebilmektedir. Stres baglangicinda 6nce aktiviteler uyarilir,
ancak stres uzun siirerse, enzim inhibisyonu baslar (Annabi Berrahal ve ark., 2007). Canlida goriilen
bu etkiler; stres yogunluguna, tiirlerinin hassasiyetine bagli olarak degisebilir (Awoyemi ve ark.,
2014). SOD ve CAT enzimleri ROS’a karsi ilk savunma saglamakta ve ROS'un toksisitesine karsi
hiicresel bir savunma mekanizmasini temsil etmektedir (Van der Oost ve ark., 2003). SOD enziminin
iretilen siiperoksit radikallerini hidrojen peroksitlere doniistiirerek serbest radikal kaynakli olusacak
zarara kars1 koruma sagladigi bilinmektedir. Hidrojen peroksit daha sonra sisteme su ve molekiiler
oksijene doniistiiren CAT enzimi ile giderilmektedir (Van der Oost ve ark., 2003). Artan CAT ve
SOD aktiviteleri, metallere uzun siireli maruz kalindiginda detoksifikasyon mekanizmasindaki bir
degisimi gostermektedir. Bu durum, O. niloticus’ta SOD’un aktivitesini arttirarak siiperoksit anyon
radikalinin toksik etkisine karsi kendisini korumasini, CAT aktivitesindeki artis ise, daha yiiksek

diizeyde peroksit seviyesinin varligina isaret etmektedir (Fernandes ve ark., 2008).

1.11.1. Siiperoksit Dismutaz

Reaktif oksijen tiirlerine kars1 ilk savunma yolunu olusturan (Sen ve ark., 2010; Sen ve ark.,
2011) Siiperoksit dismutaz; stiperoksit radikalini (O».-) hidrojen peroksit (H,O») ve molekiiler
oksijene (O,) katalizleyen enzimatik bir antioksidandir. Olusan hidrojen peroksit CAT ya da GPx ile

ortamdan uzaklastirilir (Young ve ark., 2001). Insanlarda SOD’un ii¢ formu bulunur. Bunlardan bakir
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(Cu) ve ¢inko (Zn) igeren siiperoksit dismutaz (Cu/Zn SOD) sitozolde, manganez (Mn) iceren
stiperoksit dismutaz (Mn SOD) mitokondride ve ekstraselliiler siiperoksit dismutaz (EC SOD) hiicre
disi sivilarda bulunur (Sen ve ark., 2011; Young ve ark., 2001). Siiperoksit dismutaz
izoenzimlerinden ve hiicrede en bol bulunan SOD formu olan sitozolik dimerik Cu/Zn SOD, 32 kDa
molekiil agirligina sahiptir ve iki esit alt tiniteden olusur. Her bir alt {initesinde bir Cu ve bir Zn atomu
icermektedir (Mruk ve ark., 2002; Nordberg ve ark., 2001). Bir diger SOD izoenzimi olan Mn SOD,
80 kDa molekiil agirligina sahiptir. Mitokondriyal bir enzim olup dort esit alt liniteye sahiptir. Aktif

bolgesinde Mn*

bulundurmaktadir. Farkliliklara ragmen Cu/Zn SOD ile aymi reaksiyonu
katalizlemektedir (Fridovich ve ark., 1995; Orbea ve ark., 2000). Ekstraselliiler siiperoksit dismutaz
(EC SOD), 135,000 kDa? molekiiler agirliga sahiptir. Fibroblast hiicreleri, glia hiicreleri ve endotel
hiicreleri tarafindan salgilanmakta ve sentezlenmekte olan Ekstraselliiler siiperoksit dismutaz, her bir
alt iinitesinde enzimatik aktivite i¢in gerekli bir Cu ve bir Zn atomu igermektedir. Ekstraselliiler
stiperoksit dismutazin Oncelikli yeri ekstraselliiler matriks ve hiicre yiizeyleridir. Bu bolgelerde
plazmada bulunandan daha yiiksek yogunlukta bulunur. Akciger dokusunda tip II epitel hiicrelerinin
ve solunum yollar1 ile kan damarlarini ¢evreleyen diiz kas hiicrelerinin yogunluguna bagli olarak EC
SOD sevileri yiiksektir. Ekstraselliiler diizeyde enzimatik olarak O,.-’leri etkisizlestirebilen tek

antioksidan olmasi sebebiyle, EC SOD oksidan hasari, yangi ve fibrozis gibi bir¢ok akciger

hastaliklarindan korunmada ¢ok 6nemli bir role sahiptir (Gao ve ark., 2008).

1.11.2. Katalaz

Katalaz, her bir alt birimi bir hem grubu ve bir NADPH molekiilii igeren dort protein alt
birimden meydana gelir (Young ve ark., 2001, Kirkman ve ark., 1987). Bir¢ok katalazda NADPH
molekiilii yiizeye yakin ve sikica baghdir (Zamocky ve ark., 1999). Hidrojen peroksitin, H,O ve
0;’ye doniisimiinii katalize eden (Limon-Pacheco ve ark., 2009) katalaz, biylik Olciide
peroksizomlar gibi hiicre i¢i organellerde ve daha az olarak mitokondri ve endoplazmik retikulumda
bulunur. Siiperoksit radikali, SOD araciligiyla H>O,’ye doniistiiriiliir. Hidrojen peroksit bir radikal
olmamasina ve biyolojik 6nemi olan molekiillerin cogu ile reaksiyona girmemesine ragmen, Cu ve
Fe iyonlarinin katalizorliigiinde Fenton reaksiyonu ile en reaktif oksijen tiirii olan hidroksil radikali
(OH.) olusumunda bir 6n madde olarak rol oynamaktadir (Cheung ve ark., 2001; Larson ve ark.,

1988).

1.11.3. Glutatyon Peroksidaz

Hiicrelerin sitoplazmasinda bulunup H>O,’den kaynaklanan oksidatif hasara kars1 hiicreleri
koruyan ve her bir alt birimi bir selenyum atomu igeren dort protein alt birimden olusan Glutatyon
peroksidaz; H>O, ’den OH.’nin olusmasini engellemektedir (Sen ve ark., 2011). Glutatyon
peroksidaz, elektron kaynagi olarak glutatyonu (GSH) kullanarak H>O,’yi ve organik
hidroperoksitleri (lipit hidroperoksitler, DNA hidroperoksitler) metabolize eden bir enzimdir.
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Glutatyon peroksidaz enziminin iki ana tipi bulunmaktadir. Bir tanesi aktif bolgesinde selenyum
iceren selenyuma bagimli glutatyon peroksidaz (Se-GPx)’dir. Bu enzim, H>O, ve organik
hiperoksitlere kars1 etkilidir. Digeri ise Selenyuma bagimli olmayan glutatyon peroksidaz (GST),
daha ¢ok organik hidroperoksitlerin metabolize edilmesinde faaliyet gostermektedir (Cnubben, 2001;
Reiter ve ark., 1995). Bu metabolize etme reaksiyonlari sirasinda GSH, hidrojen verici olarak hareket
ettiginden dolay1 H,O, ve hidroperoksitler indirgenirken GSH okside olmaktadir (Reiter ve ark.,
1995). Okside glutatyon, glutatyon disiilfittir (GSSG). Glutatyon rediiktaz (GR) enzimi varliginda
okside glutatyon rediikte glutatyon haline geri indirgenmektedir. Bu indirgenme reaksiyonu
esnasinda GR elektron vericisi olarak NADPH’yi kullanmaktadir (Sen ve ark., 2011; Reiter ve ark.,
1995).

1.11.4. Glutatyon Rediiktaz

Flavin adenin diniikleotid (FAD) igeren flavoprotein bir enzim olan Glutatyon rediiktaz
(GR), NADPH’nin bir elektronunu okside glutatyonun disiilfid baglarina aktararak yeniden GSH’ye
donistiiriilmektedir. Bu nedenle NADPH serbest radikal hasarmi engellemek icin gerekli ve en

onemli kaynag1 heksoz monofosfat (pentoz fosfat) yoludur (Sen ve ark., 2010; Ozkan ve ark., 2004).

1.12. Nonenzimatik Antioksidanlar

Enzimsel olmayan antioksidanlar arasinda glutatyon, melatonin, rik asit, bilurubin,
albiimin, koenzim Q10, selenyum, a-lipoik asit, seruloplazmin ve transferrin sayilabilir (Sen ve ark.,
2010; Pham-Huy ve ark., 2008; Sen ve ark., 2011; Valko ve ark., 2007; Droge ve ark., 2002; Willcox
ve ark., 2004).

1.12.1. Glutatyon

Glutatyon, hemen hemen biitiin Skaryotik hiicrelerde sentezlendiginden dolay1 yiiksek
yogunluklarda bulunur. Glutatyon bir antioksidan olarak hareket eder ve ayrica hiicrenin redoks
halini korumada, detoksifikasyon sisteminin ¢aligmasinda, hiicre sinyal mekanizmasinin
diizenlenmesinde, gen ekspresyonunda ve apoptozisde de antioksidan olarak faaliyet gostermektedir
(Townsend ve ark., 2003). Glutatyonun yaklasik olarak %85-90’1 sitoplazmada bulunmasina ragmen
bazen sitoplazmada sentezlendikten sonra mitokondri, ¢ekirdek, peroksizomlar ve endoplazmik
retikulumda da bulunabilmektedir (Green ve ark., 2006; Kalinina ve ark., 2014). Glutatyon, GPx’in
katalitik etkisiyle lipit peroksitleri ve H.O, ’yi detoksifiye eder ya da singlet oksijen ve OH. ’yi
temizler. GSH plazma membranindan aminoasit transportunu saglamakta ve bazi Onemli
antioksidanlar1 yeniden olusturmaktadir. Vitamin E ve vitamin C GSH tarafindan diizenlenmektedir.
Ornegin GSH direkt olarak vitamin E’nin tokoferol radikalini, dolayli olarak da askorbat:

semidehidroaskorbata indirgeyebilmektedir (Sen ve ark., 2011).
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Bu caligmanin amaci, farkli Ca*? derisimlerine (15, 30 ve 90 mg/L) sahip olan tatlisularda
Cu'’nin baliklarin sistemleri iizerine olan etkileri incelenmistir. Bunun i¢in tatlisu balig1 O. niloticus
Cu™nin akut (0,3 pM, 3 giin) ve kronik (0,03 pM, 30 giin) etkilerine maruz birakilmis ve bunu
takiben antioksidan ve ozmoregiilasyon sistemlerinin verdikleri tepkiler 6zgiin biyobelirtegler
yardimiyla belirlenmistir.

Bu ¢alismada iki metabolik sisteme Ozgiin biyobelirtecler asagida belirtildigi gibi analiz
edildi;

1. Antioksidan sistemin bakir etkisine verdigi tepkileri belirlemek icin karaciger
dokusunda SOD, CAT, GR, GST ve GPx gibi enzimlerin aktiviteleri ve farkli glutatyon
molekiillerinin (GSH, GSSG, rGSH) diizeyleri ol¢iiliirtken GSH/GSSG orani da
hesaplanmustir.

2. Ozmoregiilasyon sistemin bakir etkisine verdigi tepkileri belirlemek icin solungag ve
bagirsak dokusunda Na,K-ATPaz ile Mg-ATPaz, kas dokusunda Ca-ATPaz aktiviteleri

olarak olciildii.
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2. ONCEKI CALISMALAR

McGeer ve ark. (2000), O. mykiss’ in (Gokkusag1 alabalig) sert suda kronik subletal Zn™ -
250 pg/L, Cu™ - 75 pg/L ve Cd* - 3 ng/L, etkisinde kalmasiyla baliklarda beslenme aliskanlig1,
biiylime, ylizme performansi, iyon regiilasyonu ve oksijen tiiketimi parametrelerine bakmislardir.
Bakilan degerlerde metallerin etkisinde normalden sagma ya da bozulma ile birlikte bazi
parametrelerde telafi mekanizmasinin isleyerek stabilize oldugu goriilmiistiir. Beslenmede azalis —
artis olmasina karsin, biiyiime iizerinde bir etki gériilmemistir. Sadece bakir (Cu*?) ile etkilenen
baliklarda oksijen tiiketimi artarken, yiizme hizi azaldigi goriilmiistiir. Na'/K'-ATPaz aktivitesi
solungaclarda, Cd** ile etkilenen baliklarda degisiklik gdstermezken, Cu™ ile etkilenen baliklarda
artis gostermistir.

Paris-Palacios ve ark. (2000), Cu’nun yiiksek derigimlerinin etkisine birakilan B. rerio’nun
karacigerinde CAT enzim aktivitesinin arttigini saptamislardir.

Romeo ve ark. (2000), Dicentrarchuslabrax baliklarinin bébrek dokusundaki CAT aktivitesi
Cd etkisinde (500, 1000 ve 2000 ng/g) azalirken, Cu etkisinde (50, 250 ve 1000 ng/g) 6nemli bir
degisiklik gbzlenmemistir.

Lopes ve ark. (2001), maden desarjlarinin oldugu yerlerden alinan Leuciscus alburnoides’in
karacigerinde GST aktivitesine bakmislardir. Buradaki baliklarin karacigerinde GST aktivitesi,
kontrol bolgesinden alinan 6rneklerle kiyaslayinca oldukga yiiksek oldugu gézlenmistir. Kirli yerden
almanlarda Cu’nun diizeyindeki artisa bagli olarak GST aktivitesinde artis gozlenirken, bu artigin
karacigerde Cu’nun konsantrasyon yiiksekligine bagli oldugunu ileri siirmiislerdir.

Varanka ve ark. (2001), Cu’nun akut toksik etkisi Cyprinus carpio'nun 48 saat maruz
kalmasiyla Ol¢lilmek istenmistir. Karacigerdeki GSH diizeyi kontrolle kiyaslaninca azalirken,
karaciger MDA diizeyi ile glukoz seviyesi ise artig gostermistir.

Naddy ve ark. (2002), Rainbow trout, Daphnia magna ve Ceriodaphnia dubia’nin (tatl su
organizmalari) Cu toksisitesi iizerinde, Ca ve Mg’nin etkisini aragtirmiglardir. Farkli derisimlerde Ca
ve Mg ¢ozeltileri bulunan ortamlarda elde ettikleri sonuglar; Cu toksisitesine direncin Ca’nin fazla
oldugu ortamlarda daha c¢ok goriildiigii ve Mg’den daha fazla koruyucu etkiye sahip oldugu
goriilmiistiir.

MacDonald ve ark. (2002), balik solungacinda Ca*? kanallarinda Pb**’nin rekabetiyle Ca*
i¢ dengesini bozdugunu agiklamiglardir.

Dautremepuits ve ark. (2003), C. carpio’yu 0.1-0.5 mg/L Cu etkisine (96 saat) siireyle
birakip bobrek ve karacigerde GST aktivitesinin kontrolle kiyaslandiginda énemli oranda azaldigini
gostermislerdir.

Hamed ve ark. (2003), endiistriyel ve evsel atik sularin desarj oldugu Nil nehrinin farkli
bolgelerinden tatli su baliklarinin (Clarias lazera /O. Niloticus), karaciger ve bobreklerinde

antioksidan enzim aktivitelerine bakmuslardir. Kontrole gore kiyasla kirli bolgelerden alinan O.
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niloticus dokularinda (karaciger ve bobrek) GR, GPx ve GST aktivitelerinin 6nemli diizeyde yliksek
oldugu gozlenmistir. Ayrica C. Lazera dokularinda (karaciger ve bobrek) GST aktivitesinin kontrole
gore diisiik oldugu belirlenmistir.

Lionetto ve ark. (2003), Italya’da liman ve endiistri bdlgelerinden toplanan Mytilus
galloprovincialis ve Mullus barbatus dokularinda AChE, GPx ve CAT biyomarkirlarina
bakmiglardir. AChE aktivitesi M. Barbatus'ta GPx aktivitesiyle, M. Galloprovincialis'te ise CAT
aktivitesiyle negatif bir iligki ortaya ¢ikarmistir. Oksidatif streste dnemli etken olan agir metal ve
pestisit kirliliginin, incelenen parametrelerde 6nemli degisikliklere yol agtigini bildirilmislerdir.

Sancho ve ark. (2003), 0,22 mg/L derisimde herbisitin (tiyobenkarb) 96 saat etkisiyle
Anguilla anguilla’nin (Yilan balig1) kas ve solungag Mg"-ATPaz ve Na'/K*-ATPaz aktiviteleri
incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore; solungactaTotal-ATPaz, Na'/K'-ATPaz ve Mg™-
ATPaz’1n herbisit etkisinde (2-12 saat) inhibe olurken, kasta da ayn1 sekilde ATPaz aktivitelerinin
azaldig1 gosterilmistir.

Rogers ve ark. (2003), O. mykiss’ de (gokkusagi alabalig) yapilan incelemede suda bulunan
Pb"®nin Ca* homeostasisi ve Na'/Cl" dengesindeki etkileriyle birlikte iyon regiilasyonunda
bozulmalara neden oldugu ortaya konmustur.

Dautremepuits ve ark. (2004), C. carpio’ yu 0.1 - 0.25 mg/L Cu etkisine (8 giin) birakip
metal birikimi ve GST aktivitesi arastirilmistir. Kontrole gore 8. giinde 4. giine karacigerdeki GST
aktivitesi daha yiiksek diizeyde goriilmiistiir. Bobreklerde GST aktivitesi (0.1 mg/L Cu etkisinde)
karacigerdekinden daha yiiksek gozlenmistir.

Bobrekte herhangi bir degisiklik olmazken, karacigerdeki toplam protein derigimi; kontrole gore 0.25
mg/L Cu derisiminde 6nemli oranda yiiksek Olgiilmiistiir. Karaciger CAT aktivitesinin artarken,
bobrek CAT aktivitesi azaldigi goriilmiistiir.

Jee ve Kang (2005), Pralichthys olivaceu’ na 4 hafta boyunca (0.5 - 1.0 - 2.0 uM)
Phenanthrene uygulayip glutatyon diizeyleri ve antioksidan enzim aktivitelerini incelemislerdir.
Bobrek, karaciger ve solungagta CAT, GST ve GR aktivitelerinin kontrole gore siire ve artan
derisime bagli olarak artig gosterdigi goriilmistiir.

Manduzio ve ark. (2004), kirli bolgelerden (endiistriyel atik sularin birakildigi) ve temiz
bolgelerden alinan Mytilus edulis’in solungagtaki GST aktivitelerini incelmislerdir. Kontrole gore
kirli bolgeden alinan solungag¢ dokularinda GST aktivitesi 6nemli oranda yiiksek gdzlenmistir.

Cicik ve ark. (2004), 7 ve 15 giin Pb™* Cd™ ve Pb** + Cd"*’nin O. niloticus’un karaciger,
bobrek, dalak, kas ve solungacta birikim diizeylerini aragtirmiglardir. Kontrole gore kiyasladiklarinda
dokularda metal birikiminin arttig1 goriilmiistiir. 7 giin etkisinde kas ve bobrek disindaki dokularda
Cd" birikimi yoniinden dnemli farklilik goriilmemesine karsin, en diisiik diizeyde metal birikimi
kasta olmustur. Organ ve dokulardaki Cd™ birikim diizeylerinin 15. giin sonunda en yiiksekten

diisiige olacak sekilde bobrek, karaciger, dalak, solunga¢ ve kas oldugu goriilmiistiir. Bu siire
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sonunda Cd** birikimi, karaciger ve bobrekte Pb"> + Cd*™? karisiminda artis gostermistir. Kas ve
dalakta degisim goriilmezken, solungaclarda azalig goriilmiistir.

Ferreira ve ark. (2005), endiistriyel ve evsel atiklarin aritilmadan bosaltildig1 Portekiz’deki
bir nehirden alinan baliklarda (Platichthys flesus ve Mugil cephalus) antioksidan enzim aktivitelerini
aragtirllmigtir. Karacigerlerinde CAT ve SOD aktiviteleri diisiik diizeyde sonuglanirken, lipid
peroksidasyonu oldukea yiiksek diizeyde belirlenmistir.

Monteiro ve ark. (2005), 40 - 400 pg/L Cu etkisine 21 giin birakilan O. niloticus’un
solungaglarinda, etki siiresinin uzamasiyla Cu birikimi kontrol grubuna gore artis gdstermistir.
Solunga¢ Na'/K'-ATPaz aktivitesi iizerine Cu’nun inhibisyon etkisi oldugu goriilmiistiir.

Sanchez ve ark. (2005), 0, 25, 100 ve 200 pg/L Cu derisimlerinde toksik etki aragtirmasi
yapilan Gasterosteus aculeatus’ta (4, 8 ve 12 giin); artan siire ve derisime bagl olarak Cu’nun
karacigerde birikiminde 6nemli artig goriilmiistiir. 4. - 8. giinlerin sonunda kontrol grubuna gére Cu
etkisinde karacigerdeki GST aktivitesinde anlamli degisiklik olmaz iken, total GSH’ta azalis, 12. giin
sonunda ise artig goriilmiistiir. Bununla beraber deney basladiktan sonra baliklar Cu etkisinde
oksidatif strese karsi antioksidan sistemlerini hizlica aktive ettiklerini belirtmislerdir.

Atli ve Canl1 (2007), O. niloticus’un 5 - 10 - 20 pM derisimlerindeki (14 giin) metal (Cd*?,
Zn*?, Pb"? ve Cu™) etkilerinde kas Ca**-ATPaz ile bagirsak ve solungag Na'/K*-ATPaz aktivitelerini
dlemiislerdir. Solungag Na'/K'-ATPaz aktivitesi 20 uM’hik Pb*? etkisinde artis gdsterirken, diger
metallerin etkisinde inhibe oldugu goriilmiistiir. Cu*? harig diger tiim metallerin etkisinde kas Ca*-
ATPaz aktivitesinin inhibe oldugu goriilmiistiir. Ekotoksikoloji alaninda metal derisimi ve tipine
bagl olarak enzim tepkisinde degisiklik goriilebilecegi ve bu tepkilerin metal kirliligine duyarli
belirteg olacaklari belirtilmistir.

Craig ve ark. (2007), Danio rerio (zebra baligi) 7 giin boyunca yumusak suya adapte edilmis
ve Na'/K'-ATPaz aktivitesi ile birlikte farkli biyokimyasal parametreler sert suda yasayanlarla
kiyaslanmigtir. Tiim viicuttaki iyon diizeylerinde anlamli bir fark goriillmez iken, sert suya gore
yumusak sudaki iyon diizeyleri azalis gostermislerdir. Arastiricilar yumusak suda solungag Na/K'-
ATPaz aktivitesinin 3. giine kadar artis gosterdikten sonra 7. giinde sert sudaki diizeye oldukca
yaklastigini gostermisler ve bunun balikta iyon diizenleyici mekanizmadan kaynaklandigimi 6ne
siirmiislerdir.

Cazenava ve ark. (2009), evsel, tarimsal ve endiistriyel atiklarin desarj edildigi Salodo
nehrinden alman Prochilodus lineatus'ta beyaz kan hiicreleri kontrole gore daha yiiksek diizeyde
iken, hemoglobin konsantrasyonu daha diisiik diizeyde ol¢iilmiistiir. Total protein ve plazma glukoz
diizeyleri kontrole gore dnemli oranda artis gostermistir. Solungagta GR ve GST aktiviteleri kirli ve
kontrol bolgesinden alinanlara gore farklilik gdstermez iken, bobrek ve karacigerdeki GR ve GST
aktiviteleri kontrole gore artis gdstermistir. Solungag, bobrek ve karacigerdeki lipid peroksidasyonu

diizeyi kontrole gore daha yiiksek bulunmustur. Arastirmacilar baliklarin ¢evresel stres faktorleri
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altinda yasamlari siirdiirmelerine bagh olarak, 6lciilen parametreler arasinda farklar goriildiigiini
aciklamiglardir.

Dautremepuits ve ark. (2009), oksidatif stres biyomarkirlarini incelemek igin sehrin atik
sularinin bosaltildig1 St. Lawrance nehrinde, kirliligin farkli diizeyde oldugu yerlerden alinan Perca
flavescens'in bobrek ve solungaglarina bakilmistir. Kirli yerlerden (6zellikle Cu ve diger metallerin
yogun oldugu) alinan baliklarda, kontrole gore solungag GST aktivitesi diisiik diizeyde iken,
bobrekteki GST aktivitesi daha yiiksek diizeyde olgiilmiistiir. Bobrekte GR, CAT, lizozim ve
seruloplazmin aktiviteleri ise kontrole gore daha yiiksek diizeyde goriilmiistiir.

Ebrahimpour ve ark. (2010), Zn"* ve Cu"*’nun sertlik diizeyi 40, 150 ve 380 mg CaCOs/L
olan sularda Capoeta fusca’ya olan etkisine bakmislardir. Su sertligi arttikga metallerin toksik
etkilerinde azalis goriilmiis ve bu verilerle metallerin (Zn* ve Cu*?) yumusak suda sert suya oranla
daha toksik olduklar1 goriilmiistiir.

Pereira ve ark. (2010), Obidos lagiiniinde metal kirliliginin lipid peroksidasyonu, GSH
diizeyi ve GST aktivitesi lizerine etkisi Liza aurata’da arastirilmistir. Kontrol baliklarina gore,
kirliligin yogun oldugu yerlerden alinan baliklarda bobrek ve karaciger lipid peroksidasyonun ve
GST aktivitesinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. GSH diizeyi ise karaciger dokusunda azaldig,
bobrek dokusunda arttig1 belirlenmistir.

Mansouri ve Baramaki (2011), C. Fusca’da akut Hg" toksisitesi iizerinde su sertligi ve
pH'nin etkisini gérmek igin farkli sertlikteki (0,118, 0,154 ve 0,180 mg Ca'%/L) sulara
birakilmuglardir. Hg'? toksisitesinin pH ve su sertligi arttikga azaldig1 goriilmiistiir.

Dogan ve ark. (2015), Ca, Pb™? ve Ca"*+Pb"? etkisine akut (48 saat, 20 uM Pb*?) ve kronik
(14giin, 10 uM Pb*?) olarak birakilan O. niloticus un solungag-bagirsak dokusu (Na"/K'-ATPaz ve
ve Mg™-ATPaz) ve kas dokusu (Ca"-ATPaz) enzim aktiviteleri dl¢iilmiistiir. Deney sonunda metal
derisimine (Pb™ ve Ca™), siire ve doku tipine gore enzim aktivitelerinde &nemli degisimler
gdzlenmistir. ATPaz aktiviteleri, yiiksek Ca*™ derisimindeki kontrol baliklarinda diisiik Ca'
etkisindeki baliklara oranla daha yiiksek goriilmiistiir. Metal etkisinde (Ca™+Pb"?) baliklarin ATPaz
aktivitelerinde artis ya da azalis gozlenirken, sadece Ca™ etkisindeki baliklarda artis gozlenmistir.
Solungagtaki enzim aktiviteleri genelde benzer tepkiler gosterirken, Na'/K'-ATPaz aktivitesi her iki
etki siiresinde de birbirine zit tepkiler vermistir.

Dogan ve ark. (2014), O. niloticus'u ~ yumusak su (80 mg CaCOs;) ve sert su (320 mg
CaCQ;) ortamlarinda Cu ve Cr etkisine birakmiglardir (20 uM- 48 saat- 10 uM 144 saat). Bu siireler
sonunda karaciger antioksidan enzim aktiviteleri (SOD, CAT, GPX, GR ve GST) ve glutatyon (GSH)
diizeylerini 6lgmislerdir. Yumusak suda bulunan kontrol grubu baliklarda SOD ve CAT aktivite
degerleri, sert sudaki kontrol grubu baliklarinkinden 6nemli diizeyde diisiik bulunmustur. Bununla
birlikte glutatyon mekanizmasi her iki kontrol grubunda da su sertliginden etkilenmemistir. Akut
metal etkileri glutatyon metabolizmasini degistirmemistir, buna karsin yumusak uda SOD aktivitesi

ve her iki suda CAT aktivitesi onemli diizeyde degismistir. Subkronik siirecte Cu etkisi GST
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aktivitesi ve GSH diizeyi hari¢ Olgiilen parametrelerde onemli azaliglara sebep olmustur. Benzer
sekilde GST aktivitesi ve GSH diizeyi Cu’dan etkilenmemistir.

Dogan ve ark. (2015), farkli Ca™ derisimlerinde Pb** etkisine kalan tatlisu balig1 O.
niloticus'un 15, 30 ve 60 mg Ca?/L iceren ortamlarda Pb** etkisine akut (48 saat, 20 uM Pb*?) ve
kronik (14giin, 10 uM Pb™?) olmak iizere iki farkli protokol ile siirdiirmiislerdir. Deneyler sonunda
solungac¢ ve bagirsak dokusunda Na"/K'-ATPaz ve Mg™-ATPaz ile kas dokusunda Ca**-ATPaz
aktiviteleri 6l¢iilmiislerdir. Akut siirecte, sadece Ca'® etkisinde kalan baliklarda ATPaz
aktivitelerinde artis gormiislerdir. Ca™ ve Pb™’nin birlikteki etkisine kalanlarda diisik Ca'
derisimlerinde ATPaz aktivitelerinde artis goriiliirken, yiiksek Ca™ derisimlerinde azalis
gormiislerdir. Kronik siiregte, sadece Ca*? etkisinde kalan baliklarda ATPaz aktivitelerinde hem artis
hem azahs goriilmiistir. Ca™ ve Pb™’nin birlikteki etkisine kalanlarda sadece diisik Ca*
derisimlerinde ATPaz aktivitelerinde artig gérmiislerdir.

Canli ve ark. (2016), farkl sertlikteki sularda (15, 30 ve 90 mg/L Ca*?) akut (0.3 pM Cu) ve
kronik (0.03 uM Cu) metal etkisine birakilan O. niloticus eritrositlerinde ATPaz aktivitelerini
incelemislerdir. Her iki etki siiresinde de 30 mg/L sertlikteki metal etkisindeki Na'/K'™-ATPaz
aktivitesi kontrole kiyasla bir artis gostermistir. Mg'*-ATPaz aktivitesi ise akut metal etkisinde 3
sertlik derisiminde de anlamli artis gosterirken kronik siirecte sadece 90 mg/L Ca sertliginde artig
gbzlenmistir.

Cogun ve ark. (2016), Oreochromis niloticus un karaciger, solunga¢ ve kas dokularinda
bakir birikimi {izerine etkilerini incelemislerdir. Baliklar 5, 10 ve 15 giin siirelerle 1.0 mg/L Cu, 1.0
mg/L Cu+1.0 mg/L Ca, 1.0 mg/LL Cu+0.1 g/L. Zeolite karisiminin etkisine birakilmistir. Calisilan
dokularda bakir derisimi etkis siiresinin uzamasina bagli olarak artmstir. En yiiksek bakir birikimi
sirastyla karaciger solungag¢ ve kas dokusu seklinde olmustur. Etki siiresinde, O. niloticus’un
dokularinda bakir birikimi kalsiyum ve zeolitin varliginda azalig gdstermistir. Calisma sonuglari
gostermistir ki bakir birikimi zeolit ve kalsiyum tarafindan azaltilmis ve 6nemli bir koruyucu etki
yapmuistir.

Eroglu ve ark. (2017), O. niloticus’u Cr, Ni, Zn ve Hg’ nin iki farkli derisiminin etkisine 30,
60 ve 90 mg/L Ca sertliklerindeki sularda akut ve kronik etki siirelerinde farklt dokulardaki
(solungag, bagirsak ve kas) ATPaz aktivitelerini O6l¢miislerdir. Etki siireleri sonunda farkli
sertliklerde metal etkilerinin de farkli oldugu goriilmesiyle beraber, 30 mg/L Ca+metal etkisinde
ATPaz aktivitelerinde anlaml1 azalislar gézlenirken, 60 ve 90 mg/L Ca sertliklerindeki sularda genel
olarak metal etkisinde ortadan kalkmustir. Her iki etki siiresinde metal etkisinden en az etkilenen
doku kas dokusu olmustur. Solungag ise diger dokulara oranla Na'/K"-ATPaz aktivitesinin en fazla
etkilendigi doku olmustur.

Atl1 (2018), Oreochromis niloticus’u farkli Ca*? diizeylerinde (15, 30 ve 90 mg Ca*?/L) akut
siirete 30 uM Ni*? ve 0.3 uM Hg"?, kronik siiregte 10 pM Ni*? ve 0.03 uM Hg"? etkisine birakmistir.
Deney siireleri sonunda beyinde ATPaz aktivitelerine (Total-ATPaz, Na'/K'-ATPaz ve Mg™-
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ATPaz) ve AChE aktivitelerine bakilmistir. Yalnizca Ca etkisine birakilanlarda aktivitede azalma
olmasma ragmen Ca derisimine bagl olarak Hg™* ve Ni*? etkisinde de degisimler olmustur.
Aktivitelerde azalma, yiiksek Ca*? etkisinde birakilanlarda bile akut metal etkisinden sonra
goriilmiigtir. AChE aktivitesindeki degisikliklerin ¢ogu Hg etkisinde olmasma karsin, ATPaz
aktivitelerinde de degisken farkliliklar olmustur. ATPaz ve AChE aktivitesi hem metal tipinden hem
de Ca™ konsantrasyonundaki farkliliklardan etkilenmistir. Fakat ATPaz aktiviteleri daha da
etkilenmigtir. Aktivitelerdeki degisiklikler, hayati dnemi olan bu enzimlerin gevresel faktorlere karsi
hassas oldugunu goéstermistir.

Firidin (2019), Oreochromis niloticusun kas dokusunda glutatyon S-transferaz aktivitesi ile
glutatyon ve protein miktar1 lizerine bakir ve bakirin kalsiyum karisimlarinin etkisini incelemistir.
Baliklar 7, 14 ve 28 giinliik stirelerle 0,1, 0,5 ve 1,0 ppm Cu ile kalsiyum karigimlarinin 0,1 ppm
Cu+1,0 ppm Ca, 0,5 ppm Cu+5,0 ppm Ca, 1,0 Cu ppm+10,0 ppm Ca etkisine maruz kalmislardir.
Kas glutathione S-transferaz aktivitesi bakir ve bakirin kalsiyum karisimlarmin etkisinde deney
stiresince kontrole gore azalmigtir. Calisma sonuglar1 bakir ve bakirin kalsiyum karigimlarinin O.
niloticusun kas dokusunda glutathione S-transferaz aktivitesinde 6nemli degisiklilere sebep
olmustur. Bu degisiklikler bakirin kalsiyum karisimlarinin etkisinde bakirin tek basina etkisine gore
daha az olmustur.

Gopi ve ark. (2019), O. niloticusu 3 test grubunda akut (30 giin) ve kronik (60 giin) olarak
incelemislerdir: ilk grup kontrol olarak (su igerisinde Cu? olmadan) kullanilds, ikinci ve iigiincii
gruplardaki sular sirasiyla 40 pg/L ve 400 pg/L Cu™ icermekteydi. Cu**’ye kronik olarak maruz
kalan baliklarda deney siiresi boyunca herhangi bir 6liim goriilmedi. Fakat Cu*? etkisinde kaldiktan
sonra, etkide kalan baliklarin biiyiimesi kontrol grubuna (su icerisinde Cu*? olmadan) gore daha fazla
etkilenmistir. Aym zamanda karaciger dokusunda Cu'? birikimi kontrol grubuna gére kiyaslayinca
solunga¢ dokusundakinden daha fazlaydi. Cu' etkisinde kalan baliklarin solungac ve karaciger
dokularindaki antioksidan enzimleri SOD, CAT, GPx ve GST) kontrol grubuna gore kiyaslandiginda
anlamli bir azalis gostermistir. Enzimatik olmayan antioksidanlardan GSH ve MT, kontrol grubuna
gore kiyaslandiginda, Cu™? etkisinde kalan baliklarin solungag ve karaciger dokularinda anlamli artis

gostermistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Metaller

Bakir kloriir dihidrat [CuCl>.2H»O]

Kimyasallar

Cizelge 3.1. ATPaz Aktivite Olgiimiinde Kullanilan Kimyasallar

ATPaz Aktivite Olciimiinde Kullamilan Kimyasallar

Trizma-Base (Tris [hidroksimetil] aminometan); C4H;NO3, Sigma)

Sukroz (a-D-Glukopiranozil B-D-fruktofuranosid; Ci2H2,011, Sigma)

EDTA (Etilendiamintetraasetikasit, Merck)

Sodyum kloriir (NaCl, Merck)

Potasyum kloriir (KCIl, Merck)

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

Kalsiyum kloriir (CaCl,, Merck)

EGTA [Etilen glikol-bis (2-aminoetileter)-N,N,N',N'-tetra asetikasit, Sigma]

Polioksietilen 10 Lauril eter (Sigma)

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

Siilfirik asit (H2SO4% 98, Merck)

Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO4, Merck)

Disodyum Adenozin trifosfat (Na,ATP, Sigma)

Ouabain (C29H44012, Slgma)
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Cizelge 3.2. Antioksidan Enzim Aktivitesi Olgiimiinde Kullanilan Kimyasallar

Antioksidan Enzim Aktivitesi Ol¢ciimiinde Kullamilan Kimyasallar

Hypoxanthine (CsH4N4O, Sigma)

Cytochrome c (Sigma)

Xanthine oxidase (Sigma)

NADPH (Sigma)

Glutathion S- transferase (Sigma)

CHP

Metanol

Vinil piridin

CDNB (Sigma)

Hidrojen peroksit (H,O,, Merck)

Sodyum sitrat (CsHsNa3O7, Merck)

Sodyum kloriir (NaCl, Merck)

Na;EDTA (Merck)

Potasyum hidroksit (KOH, Merck)

Fosforik asit (H3PO4, Merck)

Rediikte glutatyon (Sigma)

Okside glutatyon (Sigma)

Glutatyon rediiktaz (Sigma)

1-kloro-2,4-dinitro benzen (Merck)

Potasyum kloriir (KCI, Merck)

Trizma-Base (Tris [hidroksimetil] aminometan); C4H;;NOs, Sigma)

Metafosforik asit ( HPO3, Merck)

Etanol (C,H¢O, Merck)

Hidroklorik asit (HCI, Merck)

Cizelge 3.3. Protein Analizinde Kullanilan Kimyasallar

Protein Analizinde Kullamilan Kimyasallar

Sodyum karbonat (Na,COs, Fluka)

Sodyum hidroksit (NaOH, Merck)

Potasyum sodyum tartarat tetrahidrat (C4H4sKNaOs.4H,O, Merck)

Bakar(II) sulfat penta hidrat (CuSO4.5H,0O, Merck)

Folin Ciocalteu Fenol Ayiraci (Sigma)

Bovin Albumin%35 (Sigma)
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Cizelge 3.4. Kalsiyum ve Sertlik Tayininde Kullanilan Kimyasallar
Kalsiyum ve Sertlik Tayininde Kullamlan Kimyasallar
EDTA (Etilendiamintetraasetikasit, Merck)
Sodyum hidroksit (NaOH, Merck)

Kalsiyum kloriir (CaCl,.6H,O, Merck)
Hidroklorik asit (HCI % 37, Merck)
Kalsiyum karbonat (Cokelti) (CaCOs, Merck)
Amonyum kloriir (NH4Cl, Merck)
Eriochrome Black T. (Merck)

Miireksit (Ammonium purpurate, Merck)
Sodyum kloriir (NaCl, Merck)

Cizelge 3.5. Kullanilan Aletler
Kullamlan Aletler
Spektrofotometre: Schimadzu UV-1800

Derin dondurucu (- 80 °C): Revco Ultima I

Hassas Terazi: Sartorius Analytic ATL-224-1
Santrifiij: 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 Karistirici: Janke&Kunkel IKAMAG RH
Karstirict: Vortex SO 200

Coklu 6l¢tim cihazi: ThermoOrionstar

3.2. Yontem

Bu ¢alismada kullanilan tatli su baliklar: (O. niloticus) Cukurova Universitesi Su Uriinleri
Fakiiltesi’nin balik yetistirme havuzlarindan alinmistir. 12 saatlik aydinlatma ve ortam sicakligimin
20+1 °C oldugu laboratuvar sartlarinda standart dlgiiye (40 x 40 x 100 cm) sahip akvaryumlara 100
L Nestle Pure Life marka dogal kaynak suyunda bir ay siire ile yeni kosullara adaptasyonlar
saglanmigtir. Adaptasyon ve deneyler sirasinda kullanilan akvaryum sularindaki fizikokimyasal
degerler Cizelge 3.6.’da gosterilmistir. Bu siire¢ler igeresinde, biitiin baliklar giinde sadece 1 kez
hazir balik yemi pelletleri ile (Pmar Balik Yemi, izmir, pellet No, 2) agirliklarmin %2-3’ii olacak
sekilde beslenmislerdir. Bu balik yemindeki makro ve mikro element miktarlari asagidaki

cizelgelerde (Cizelge. 3.7-3.8) verilmistir.
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Cizelge 3.6. Deney ortaminin fizikokimyasal 6zellikleri (Art ort. = S.D., N=72)

Ozellik 0 mg Ca*?/L 30 mg Ca*?/L 90 mg Ca*?/L
pH 6,83+0,01 6,73+0,01 6,63+0,07
iletkenlik 77,30,5 163+1,3 329+3,02
(uS/cm)

Toplam Sertlik 105,4+20,8 194+12,3 318+13
(mg CaCOs/L)

AlKalinite 76,2+13 77,552 76,3+5,6
(mg CaCO3/L)

Sicaklik 23,3+0,05 23,3+0,08 23,3+0,05
(€%

Cizelge 3.7. Balik Yeminde Bulunan Mikro Elementler

Balik Yeminde Bulunan Mikro Elementler

70 mg Zn"/kg

25 mg Mn+2/kg

25 mg Mg /kg

2 mg Fe/kg

0.7 mg I'/kg

1 mg Cu+2/kg

0.2 mg Co/kg

0.03 mg Se’/kg

Cizelge 3.8. Balik Yeminde Bulunan Makro Elementler

Balik Yeminde Bulunan Makro Elementler

en az % 2-en gok % 2,5 Ca™

enaz % 0,2-en cok % 1 Na*

enaz% 1 P

ham protein ise en az % 40

Deneyler siirecinde farkli 6zelliklere sahip olan sularin gesitli fizikokimyasal 6l¢iimleri
Thermo Orionstar 5 ¢oklu 6l¢lim cihazi ile yapilmistir. Sertlik dlglimleri ise titrasyon metoduna gore
yapilmigtir. Bu ¢alismada, ¢ok yumusak su olmasi bakimindan Uludag kdkenli olan Nestle Pure Life

kaynak sular1 kullanilmistir. Bu suya ait diger 6l¢limler Cizelge. 3.9 da verilmistir.
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Cizelge 3.9. Nestle Pure Life iz Element ve Iyon Derisimleri
Nestle Pure Life iz Element ve Iyon Derisimleri

Al 4 pg/l

NH4* <0.02 mg/1
Cl 1.2 mg/l

Fe <1 pg/l

Mn <1 pg/l

SO4 7 mg/l

Na 1.265 mg/l

Suyun Ca* diizeyleri Calgon ydntemine gdre belirlenmistir. Buna gore Nestle Pure Life
kaynak sular1 diisiik kalsiyum (15 mg Ca*/L) diizeyine sahip oldugundan ¢cok yumusak su grubuna
girmektedir. Temel olarak alinan bu kaynak suyuna hi¢ eklenmeden dogrudan kullanildigindan Ca0
kontrolii olarak adlandirmistir. Bu suya 15 mg Ca™%/L eklenerek Cal kontrolii (30 mg Ca*/L) ve 75
mg Ca™?/L 90 eklenerek Ca2 kontrolii (90 mg Ca**/L) elde edilmistir. Bdylece 3 farkli Ca™
diizeylerine ait kontroller elde edilmis olup, her grup kendi kontrolii ile karsilastirilmistir.

Yapilan deney siirecinde baliklar standart 6l¢tideki akvaryumlarda (33x33x40 cm) 6’sar adet
olacak sekilde yerlestirilmistir. Deneyde yalnizca Ca etkisi (Ca0, Cal, Ca2) ile 0,3 uM (akut) ve 0,03
uM (kronik) derisimlerindeki bakir ertir-dihidrat (CuCl,.6H,0) (Ca0+Cu, Cal+Cu ve Ca2+Cu)
etkisine 3 giin (akut) ve 30 giin (kronik) siireyle birakilmistir. Deney sirasinda akvaryumlarin cam
ylizeylerine tutunma, akvaryum suyunun buharlasmasi gibi nedenler akvaryumlardaki metal
derisimleri degiseceginden akvaryum sular1 2 giinde bir taze hazirlanan ¢6zeltilerden yapilan uygun
seyreltmelerle degistirilmistir. Metallerin balik yemine yapigsmasmi Onlemek amaciyla su
degisiminden 1 saat 6nce yem verilmistir.

Uygulanan deney siiresi sonrasinda akvaryumdan alinan baliklar spinal hale getirilmistir.
Kurutma kagidiyla kurulanip, boylar1 ve agirliklar1 en yakin cm ve g cinsinden Olglilmiistiir.
Baliklarin ortalama boy ve agriliklar asagidaki tabloda gosterilmistir. Farkli deney gruplari arasinda

balik boy ve agirlik bakimindan istatistiksel olarak bir ayirim gézlenmemistir (p>0.05).

Cizelge 3.10. Baliklarin ortalama boy ve agriliklar

Baliklarin Ortalama Boy ve Agirhiklan |0 mg Cca"’/L|30 mg Ca™/L|90 mg Cca”/L
Boy 15,2+1,15 cm|16,1+1,74 cm |15,0£1,8 cm
Agirhk 592+11g [69+182 g 53,5424 ¢

Solungag, kas, bagirsak ve karaciger dokular1 steril ekipmanlar kullanilarak alinmig olup, -
80 °C’de aktivite dl¢iimii icin homojenize edilene kadar saklanmuslardir. ATPaz aktiviteleri icin
solungag, bagirsak ve kas dokular1 homojenizasyon tamponu ile 1,5 dk siireyle 9500 rpm’de buz

tizerinde homojenize edilmistir. Homojenizasyon tampon igerigi; 20 mM Trizma-Base, 250 mM
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Siikroz ve pH’si 7,8 olan EDTA’dan olusmaktadir. Dokular 1/10 oraninda homojenizasyon tamponu
ile homojenize edilmistir. Dokular homojenize olduktan sonra ependorf tiiplere aktarilarak santrifiij
(13.000 g, 20 dk, +4 °C) edilmistir. Santrifiij sonras1 elde edilen siipernatantlar protein tayini ve
ATPaz 6l¢iimlerinde kullanilmistir. Dokulardaki ATPaz aktivitesi Atkinson ve ark. (1973) kullandig1
inorganik fosfat analizi yontemi ile total protein diizeyi ise Lowry ve ark. (1951) kullandiklar
yonteme gore belirlenmistir. Karaciger 100 mM fosfat tamponu ile 1-2 dk siire ile 9500 rpm’de buz
tizerinde homojenize edilmistir. Fosfat tamponu 1 mM EDTA ve 100 mM KCI igermektedir.
Karaciger dokular1 1/10 oraninda fosfat tamponu ile homojenize edilmistir. Dokular homojenize
olduktan sonra ependorf tiiplere aktarilarak santrifiij (10.000 g, 30 dk, +4 °C) edilmistir. Santrifiij
sonrasit elde edilen silipernatantlar antioksidan enzim aktivite Ol¢iimlerinde kullaniimistir.
Dokulardaki SOD aktivitesi McCord ve Fridovich (1969), CAT aktivitesi Beutler (1984), GST
aktivitesi Habig ve ark. (1974), GPx aktivitesi Livingstone ve ark. (1992), GR aktivitesi Carlberg ve
Mannervik (1975), GSH ve GSSG diizeyi Griffith (1980) kullandiklar1 yontemlere gore
belirlenmistir.

ATPaz aktivitelerini 6lgerken, daha once laboratuvarimizda yapilmis olan karakterizasyon
caligmasindan elde edilen enzim aktivitelerinin en yiiksek goriildiigii inkiibasyon ortam derisimleri

kullanilarak yapilmistir (Ath ve Canli, 2008¢) (Cizelge 3.11.).

Cizelge 3.11. Dokularda en yiiksek ATPaz enzim aktivitesinin 6l¢iildiigii ortam kosullart ve
inkiibasyon ortamindaki iyonlarin son iyon derigimleri.

Total ATPaz Mg+2-ATPaz Ca+2-ATPaz

(- Ouabain) (+ Ouabain)
Ouabain (mM) - | -
NaCl (mM) 100 100 -
KCI (mM) 20 20 -
MgCl, (mM) 4 4 :
CaCl, (mM) - - 1
EGTA (mM) - - 1
Tris (mM) 40 40 a
ATP (mM) 3 3 ’
pH 7.7 7.7 7.7
°c 37 37-40 37

Ouabain igermeyen Total-ATPaz aktivitesinden ouabain igeren Mg™-ATPaz aktivitesinin
cikarilmasiyla Na'/K'-ATPaz aktivitesi elde edilmektedir. CaCl, varhiginda ve yoklugunda olgiilen
enzim aktiviteleri arasindaki fark da Ca™-ATPaz aktivitesini vermektedir. pmol Pi/mg prot./sa.

cinsinden enzim aktiviteleri ifade edilmektedir.
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3.2.1. inorganik Fosfat Tayini

ATPaz aktivitesinin tayini, ATP’nin ADP’ye doniisiimiinde agiga ¢ikan inorganik fosfatin
(Pi), Polioksietilen 10 Lauril eter ile fosfomolibdatin olusturdugu sar1 renkli bilesigin absorbansinin
390 nm’de 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir (Atkinson ve ark., 1973).

Ayrraglar;

1. % 5 Polioksietilen 10 Lauril eter: 5 g Polioksietilen eter tartilarak saf su ile ¢oziilmiis
ve 100 ml’ye tamamlanmigtir. Kullanilmadan &nce 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>SOj4 ¢ozeltisinde
¢Oziilmistiir.

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

karigtirilarak hazirlanmastir.

Deneyin Yapilist;

1. 870 uL —Ou/+Ou inkiibasyon ortamlarindan tiiplere konur.

Uzerine 30 uL &rnek konur. (5 dakika su banyosunda bekletilir)

100 uL ATP su banyosundayken konur.

30 dakika reaksiyon olusumu i¢in su banyosunda beklenir.

500 mL soguk dH»O eklenir.

3 mL ana ayirag eklendikten sonra 10 dakika daha beklenir (Sekil 3.1.).
Absorbans degerleri 390 nm’de 6l¢iiliir.

Sonuglar 100, 150, 200, 250, 300, 350 ve 400 uM KH,PO4 ¢ozeltisinden hazirlanarak

e A o

elde edilen standart egri iizerinden degerlendirilmistir (Sekil 3.2.)
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N N
4 3 mL Ana ayirag <
4 > —
] 500 mL dH,O < .
_— 100 uL Na,ATP D —
e i T
\__/ 30 pL Ornek \__/
-Ou Inkiibasyon Ortam +Ou Inkiibasyon Ortam
T 3 mL Ana ayirag “—— 3 mL Ana ayirag €
—+» 500 mL dH,O - 500 mL dH,O <
—t» 100 uL dHO/ Na,ATP <~ 100 uL dH.O <
5 30puL Ornek/ dH20 <+ 30 uL dH,O <—
_ 870 uL —Ou <« 870 uL -Ou <—
N N \_/
ATP korii Ornek korii Tam kor

Sekil 3.1. ATPaz aktivite 6l¢limlerinin sematik goriintiisi.

0,7

06 -

y=0,0015x
04 - RZ=0,991

0,3 -

Absorbans

0,1 -

o 100 200 300 400 500
Fosfat Derigimi (uM)
Sekil 3.2. Fosfat derisimi ve absorbans arasindaki dogrusal iligki.

3.2.2. ATPaz Aktivitesinin Hesaplanmasi

0D/0,0015 x 4,5 (mL)
ATPaz aktivitesi =

1000 x 0 N0 (MT Y x 05 (cea ) x mo nrat /mT .
= umol Pi/mg prot./sa.

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

30



0,3 uM Cu*? etkisinde 2 nolu O. Niloticus'un solungacinda 3 giin (akut) siire sonunda Na*/K*-ATPaz

aktivitesi:

Absorbans: y = 0,05
0,05/0,0015 x 4,5 (mL)

Na"/K"-ATPaz aktivitesi =

1000 x 0,03 (mL) x 0,5 (sa.) x 2,54 mg prot./mL
Na'/K'-ATPaz aktivitesi = 5,71 umol Pi/mg prot./sa

3.2.3. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Ol¢iimii

Karaciger 100 mM fosfat tamponu ile 1-2 dk siire ile 9500 rpm’de buz iizerinde
homojenize edilmistir. Fosfat tamponu 1 mM EDTA ve 100 mM KCI i¢cermektedir. Karaciger
dokular1 1/10 oraninda fosfat tamponu ile homojenize edilmistir. Dokular homojenize olduktan sonra
ependorf tiiplere aktarilarak santrifiij (10.000 g, 30 dk, +4 °C) edilmistir. Santrifiij sonrasi elde edilen
siipernatantlar antioksidan enzim aktivite 0l¢limlerinde kullanilmistir. Dokulardaki SOD aktivitesi
McCord ve Fridovich (1969), CAT aktivitesi Beutler (1984), GST aktivitesi Habig ve ark. (1974),
GPx aktivitesi Livingstone ve ark. (1992), GR aktivitesi Carlberg ve Mannervik (1975), GSH ve
GSSG diizeyi Griftith (1980) kullandiklar1 yontemlere gore belirlenmistir.

Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi Olciimii

Stiperoksit radikalinin (O); H,O, ve O;’ye doniislimiinii katalizleyen enzim siiperoksit
dismutazdir. Reaksiyonun formiilize hali asagidaki gibidir. Stiperoksit radikalleri, ksantin ve ksantin
oksidaz (XOD) bulunan ortamda olugmakta ve bu radikaller 2-(4- iyodofenil)-3(4-nitrofenol)-5-
feniltetrazolyum klorid ile reaksiyona girerek kirmizi renkli formazon bilesigi meydana
getirmektedir. SOD aktivitesi, olusan formazon bilesiginin inhibisyonunun 550 nm dalga boyunda
kinetik olarak 0 ve 1. dakikalarda spektrofotometrik yontemlerle belirlenmesi esasina dayanmaktadir

(McCord ve Fridovich, 1969).

200 +2H" S0 Hy02+0s2p

Deneyin yapilist; N
1. 876 uL Fosfat tamponu (50mM-pH 7.8 KPOy) N
2. tiiplere konur. 33 uL XOD <+—
3. Uzerine 33 pL Hipoksantin (1.5 mM) konur. 25 pL 6rnek <«—
4. 33 uL Sitokrom C (0.30 mM) eklenir. 33 pL Sitok.C <—
5. 25 uL Ornek eklenir. Beklenir. 33 uL Hipox. <—
6. 33 uL XOD (56.6 mU/mL) eklenir. 876 uL KPOs o
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7. Bekletmeden hemen 550 nm’de 0-1 dakika arasinda kinetik 6l¢iim yapilir.

SOD aktivitesinin hesaplanmas;

Net absorbans= 0 ile 1 dakika 6l¢limleri arasindaki farktir.
% Inhibisyon= K&r- Net absorbans/ Kor
V= Toplam hacim

Vs= Ornek hacmi

SOD aktivitesi formiilii;

% inh. 1U Vi 1
X X X = Unit/ mg prot

50 mL Vs mg prot/mL

Katalaz (CAT) Aktivitesi Olciimii

Katalaz’in H,O,’yi pargalayip H>O’ya déniistiirme hizinin 240 nm dalga boyunda kinetik
olarak 0 ve 1. dakikalarda spektrofotometrede Ol¢iilmesi esasina dayanir. H O, 240 nm dalga
boyunda 15181 absorbe etmektedir. Absorbanstaki azalma H>O;’nin ortamda azaldigini
gostermektedir. Katalaz aktivitesinin hesaplanmasinda 240 nm’de H,O, ekstinksiyon katsayisi elde

edilmektedir ve bu deger katalaz aktivitesinin hesaplanmasinda kullanilmaktadir (Beutler, 1984).
2 Hy0,—<20, 2 H,0 + O3

Deneyin yapilisi;

1. 980 pL Fosfat tamponu (75mM-pH 7.0 KPO,) tiiplere konur.

2. 25 mM HxO; eklenir.

3. 20 uL 6rnek eklenir.

4. Bekletmeden hemen 240 nm’de 0-1 dakika arasinda kinetik 6l¢lim yapilir.

=
u

N 20 pL 6rnek
B 980 },lL KPO4 + 25 mM H,0,

CAT aktivitesinin hesaplanmasi;

OD= 0 ile 1 dakika 6l¢limleri arasindaki farktir.
V= Toplam hacim

Vis= Ornek hacmi

32



t= Zaman

0,0392= H,0,’nin 240 nm’deki ekstinksiyon katsayis1

CAT aktivitesi formiilii;

OD (Or.-Kér) x V;

= umol H>O»/mg prot./dk
0,0392 x Vsx t x (mg prot./mL)

Glutatyaon S-Transferaz (GST) Aktivitesi Olciimii

GSH’a bagl tiyol grubunun (SH) elektrofilik bilesiklerle tepkimeye girmesini katalizlemek
ile gorevli enzim Glutatyon S-transferaz’dir. GST aktivite Ol¢iimii GSH ve 1-kloro-2,4-
dinitrobenzenin (CDNB) konjugasyonu sirasinda meydana gelen absorbansin spektrofotometrede
340 nm dalga boyunda okunmasi esasina dayanmaktadir (Habig ve ark., 1974). Asagida GST

aktivitesini 6lgmek icin gerekli olan ¢ozeltiler, kor ve 6rnek miktarlar: gosterilmektedir.

Deneyin yapilisi;
1. 880 pL Fosfat tamponu (100mM-pH 7.4 KPOy,) tiiplere konur. 7N
2. 50 uL GSH (20mM) eklenir. N
3. 50 uL CDNB (20mM) eklenir. 20 pL 6rnek 4T
4. 20 pL 6rnek eklenir. 50 uL CDNB  <+—
5. 340 nm’de 0-1 dakika arasinda kinetik 6l¢tim yapilir. 50 L GSH <—

880 uL KPO; «—

GST aktivitesinin hesaplanmasi;

OD= 0 ile 1 dakika Ol¢limleri arasindaki farktir.

V& = Ornek hacmi

Vt = Toplam hacim

9.6 =20 mM CDNB’nin 1 cm’lik 151k yolunda verdigi OD degeri

GST aktivitesi formiili;

OD (Or.-Kér) x V;
= umol /mg prot./dk

9.6 x Vsx t x (mg prot./mL)

33



Glutatyon Peroksidaz (GPx) Aktivitesi Olgiimii

T-biitil hidroperoksit bulunan ortamda glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG)
oksidasyonu gergeklestiren enzim Glutatyon peroksidaz’dir. Okside glutatyonun tekrar GSH’a
indirgenmesi i¢in glutatyon Rediiktaz (GR) ve NADPH gerekmektedir. Bu yonteme gore GPx
aktivitesinin olgtimii igin NADPH i NADP"ye oksidasyonu gerekmektedir. Bu reaksiyonda
meydana gelen kompleksin absorbansinin 340 nm dalga boyunda okuma yapilmasi ile aktivite

6l¢timil yapilmaktadir (Livingston ve ark., 1992).

GP

2GSH + H,6—» GSSG + H,O

Deneyin yapilist;
1. 542,5 pL Fosfat tamponu (100mM-pH 7.4 KPO,) tiiplere konur. /_\
2. 37,5 uL GSH (40mM) eklenir. 75 uL CHP PR v
3. 37,5 uL NADPH (2.4mM) eklenir. 20 pL 6rnek
4. 37,5 uL GR (40 units) eklenir. 37,5 L GR <
5. 20 uL ornek eklenir. 37,5 uL NADPH «—
6. 75 uL CHP (30mM) eklenir. 37,5 uL GSH = <—
7. 340 nm’de 0-1 dakika arasinda kinetik dl¢iim yapilir. 545 5 uL KPO, ¢
GPx aktivitesinin hesaplanmast; \—/

OD= 0 ile 1 dakika ol¢timleri arasindaki farktir.

V6 = Ornek hacmi

Vt = Toplam hacim

6.22 = 1 umol NADPH’1n 1 cm’lik 151k yolunda verdigi OD degeri

GPx aktivitesi formulii;

OD (Or.-Kér) x V;

= umol /mg prot./dk
6.22 Vsx t x (mg prot./mL)

Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivitesi Olciimii

Glutatyon rediiktaz, GSSG’nin GSH’ye indirgenmesini katalizleyen enzimdir. Bu
reaksiyonun gergeklesebilmesi i¢in ortamda NADPH olmasi gerekmektedir. NADPH’ 1n NADP’ye
yiikseltgenmesi esnasinda olusan absorbans farkinin da 340 nm dalga boyunda dl¢iilmesiyle GR

aktivitesi belirlenmektedir (Carlberg ve Mannervik, 1975).

GSSG +NADPH +H" _S® | 2GSH + NADP*
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Deneyin yapilisi;
1. 624 pL Fosfat tamponu (100mM-pH 7.4 KPO,) tiiplere konur.

2. 31,25 uL NADPH eklenir. 75 uL GSSG +—
3. 20 pL 6rnek eklenir. 20 pL drnek

31,5 uL NADPH «—
4. 75 puL GSSG eklenir. 624 pL KPOs «—
5. 340 nm’de 0-1 dakika arasinda kinetik dl¢iim yapilir.

GR aktivitesinin hesaplanmasi;

OD= 0 ile 1 dakika Ol¢timleri arasindaki farktir.

V& = Ornek hacmi

Vt = Toplam hacim

6.22 = 1 pmol NADPH’1n 1 cm’lik 151k yolunda verdigi OD degeri

GR aktivitesi formiili;

OD (Or.-Kér) x Vi

---- --- = umol /mg prot./dk
6.22 X Vs X t X (mg prot./mL)

3.2.5.6. Total Glutatyon (GSH) Miktarmin Olciimii

Toplam GSH miktari, GSH’1In DTNB tarafindan okside edilmesi esnasinda meydana
gelen sar1 renkli 2-nitro-5-tiyobenzoik asidin 412 nm dalga boyunda absorbansmin &lgiilmesi
esasina dayanmaktadir. Ortamda bulunan okside glutatyon (GSSG) ve GR enzimiyle
NADPH’1n indirgenmesi sirasinda GSH’1 meydana getirmektedir (Griffith, 1980).

Deneyin yapilist;
750 pL Fosfat tamponu (75mM-pH 7.5 KPO4) + DTNB (6 mM) tiiplere konur.
1 L dH
65 uL dH0 10pLGR<_\/
50 uL NADPH (0.3 mM) eklenir. 25 pL 6rnek [

50 uL NADPH +—
165 uL dH,O *+—
10 pL GR (75 U/mL) eklenir. 750 uL KPOs#+DTNB +—

Bekletmeden hemen 412 nm’de 0-1 dakika arasinda kinetik 6l¢iim yapilir. 7

25 pL 6rnek eklenir.

o 0~ w NP
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GSH miktarinin hesaplanmast ise;

Bunun i¢in Oncelikle GSH standartlarinin hazirlanmakta ve bu standartlarin 412 nm
dalga boyundaki absorbanslari 6lglilmektedir. Hazirlanan standartlarin absorbans degerlerinden
elde edilen grafik kullanilarak Orneklerin GSH absorbanslari GSH derigsimlerine

doniistiiriilmektedir.

Standartlarin Hazirlanmast:

Calisma tamponu kullanilarak 1 mM’lik stok GSH ¢ozeltisi hazirlanir. Daha sonra
uygun seri seyretmeler ile absorbans 6l¢timlerinde kullanilacak olan derisimler (10, 25, 50, 75,
100 uM) hazirlanir. Her bir derisime karsilik gelen absorbans degerleri bulunarak regresyon
esitligi (y=0.0005x) bulunur ve tiim hesaplamalarda bu esitlik kullanilir. GSH derisimi pmol/mg
protein/dk. olarak ifade edilmektedir (Sekil. 3.1.)

0.06 A

y=0,0005x
0.05 - R?=0,9942

0.04 4

0.03 A

Absorbans

0.02 A

0.01 A

0 20 40 &0 B0 100 120
GSH derisimi (nM)
Sekil. 3.3. GSH standardi absorbans degisim grafigi.

Okside Glutatyon (GSSG) Miktarinin Olgiimii

GSSG miktar1 dlglimiinde toplam GSH miktar1 Ol¢iimiinde kullanilan ¢ozeltiler ve
yontemler aynidir. Aralarindaki temel fark GSSG oOlglimiinde S-siilfosalisilik asit igeren
homojenatlara 2-vinilpiridin eklenmesi, pH’nin 7.0’a ayarlanmasi ve bdylece GSH’in
baglanmasidir. Sonrasinda toplam GSH miktar1 6l¢iimiinde kullamilan yontem kullanilarak
ortamdaki GSSG miktar1 belirlenmektedir (Griffith, 1980). Glutatyonun 2-vinilpiridin ile
tiirevlendirilmesi i¢in 600 pL 6rnek iizerine 12 pL 2-vinilpiridin eklenmektedir. Sonrasinda bu
karisim iizerine azar azar 1 N NaOH eklenerek pH 7.0’ye ayarlanir. Daha sonra oda sicakliginda
karanlik ortamda 1 saat bekletilerek inkiibe edilmektedir.
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Deneyin yapilist;
1. 750 pL Fosfat tamponu (75SmM-pH 7.5 KPO,) + DTNB

(6 mM) tiiplere konur. N
2. 165 uL dH,O 10 uL GR <+—=__/
3. 50 uL NADPH (0.3 mM) eklenir. 25 uL 6rnek €——
4. 25 pL o6rnek eklenir. 50 uL NADPH <
5. 10 uL GR (75 U/mL) eklenir. 165 pL dH20 -
6. Bekletmeden hemen 412 nm’de 0-1 dakika 750 uL

arasinda kinetik 6l¢iim yapilir. KPO4s+DTNB €¢—<_ /

Rediikte Glutatyon (rGSH) miktarinin hesaplanmast;

Toplam GSH (tGSH) miktarindan GSSG ¢ikarilarak rediikte glutatyon (rGSH) hesaplanmaktadir.
Boylece bulunan GSH ve GSSG ile GSH/GSSG orani da su sekilde belirlenmektedir;

GSH /GSSG = tGSH — GSSG /(GSSG /2)

Toplam GSH, rGSH ve GSSG derisimleri kullanilan siipernatantin protein miktar ile normalize

edildiginde, bu {i¢ derisimin anlami dakikada mg protein basina diisen GSH miktaridir.

3.2.4. Total Protein Analizi

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

Prensip;

Proteinlerin alkali bakir siilfat ve fosfotungstik asit ile mavi renkli kompleks olusturmasi
temeline dayanmaktadir. Olusan bu renkli bilesigin ise spektrofotometrede 750 nm dalga boyunda
absorbansi Olglilerek kantitatif olarak protein miktar1 belirlenmektedir. Proteinlerin ¢ogunda tirozin
veya triptofan veya her iki aminoasit esit oranlarda bulunmaktadir. Bu aminoasitler, fosfotungstik-
fosfomolibdik asidi (Folin-Ciocalteu) rediikleyerek mavi renk vermektedirler. Bu yontem ile
proteinler once alkali ortamda bakir iyonu ile reaksiyona girerek bakir-protein kompleksini
olusturmakta, daha sonra ortama Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi eklendiginde bakir-protein kompleksi,

tirozin ve triptofan kokleriyle birlesmektedir.

Ayiraglar;

1. Aytrag A: % 2 Na,CO;3 (0,1 N NaOH iginde ). 2 g Na,COs tartilarak 0,1 N NaOH iginde
¢Oziinmesi saglanmistir.

2. Ayirrag B1: % 1 CuSOs. 5H,O. 1 g CuSO4.5HO tartilip, 100 mL’ye saf su ile
tamamlanmigtir.

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

tamamlanmistir.
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4. Ayirag C: 50 hacim ayirag A + 1 hacim esit oranda karistirilan ayira¢ Byve Bo.

5. Folin-Ciocalteu Cozeltisi: Kullanilirken 1’e 1,5 oraninda saf su ile seyreltilmelidir.

6. Standart BovinAlbumin Cozeltisi: 1 mL’de 1 mg (1000 mg/L) bovin albumin olacak
sekilde stok bovin albumin ¢o6zeltisi hazirlanmistir ve bundan yapilan uygun

seyreltmelerle 50-100-200-300-400-500-600 mg/L olacak sekilde standart ¢ozeltiler

hazirlanmustir.
Deneyin Yapilist;
1. Deney tiiplerine hazirlanan standart ¢ozeltilerden ve 6rneklerden 0,3 mL konulmustur.
2. Tiplerin lizerine 3 mL ayirag C eklenmistir.
3. Tiipler vortexle karigtirilarak 15 dk oda sicakliginda bekletilmistir.
4. Tiplere 0,3 mLFolin-Ciocalteu konarak tiipler iyice karistirilmigtir.
5. Oda sicakliginda 30 dk bekletilmistir.
6. Absorbans degerleri 750 nm’de okunmustur.
7. Sonuglar 50, 100, 200, 300, 400, 500 ve 600 mg/L s18ir serum albumini ¢ozeltisinden
hazirlanarak elde edilen standart egri iizerinden degerlendirilmistir (Sekil 3.2.).
0.8 -
0,7 -
0,6 -
e 05 -
i
T 04 -
S
= 0,3 -
0,2 -
0,1 -
U T T T T T T 1
0 100 200 ann 400 200 600 Joo

Si1gir Serum Albumin Derigimi (mg/L)
Sekil 3.4. Sigir albumininden hazirlanan standart derisimler ve absorbans arasindaki dogrusal iliski.

Buna gore 0,3 pM Cu™ etkisinde 1 nolu O. niloticus’un solunga¢ dokusunda 3 giin (akut)

sonunda total protein diizeyi;
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y =0,0024x
Absorbans: y = 0,611

0,611
Derigim (x) =

0,0024

Derisim = 0,254 mg prot./mL

Doku homojenati tamponla 10 mL’ye seyreltildigi i¢in

1. Derisim = 2,54X10 X10

Derisim = 25,4 mg prot./g y.a.

Ayni regresyon esitligi kullanilarak kontrol ve metal etkilerindeki gruplarda iki tekrarli

olmak tizere total protein diizeyleri hesaplanmustir.

3.2.5. Kalsiyum ve Sertlik Tayini
EDTA Metoduyla Su Sertliginin Belirlenmesi
Bu yontemde titrasyon ¢ozeltisi olarak Etilen Diamin Tetra Asetik Asit (EDTA)

kullanilmaktadir. Kalsiyum sertligi ve toplam sertlik bu yontemle belirlenmistir.

M+EDTA — 3 M.EDTA kompleksi

EDTA ¢ozeltisi, 1 ml EDTA 1° F’ne yani 10 ppm CaCO3’a ekivalent olacak sekilde
hazirlanmigtir. Bu da 1/50 N veya 0.01 M EDTA ¢dzeltisidir.

Kullanilan Cozeltiler
a) 0.01 M EDTA ¢ozeltisi
b) EDTA’nin ayarlanmasi i¢in standart ¢ozelti: Bu 20° F sertliginde standart ¢ozeltidir.
¢) NH4OH + NH4Cl tampon ¢6zeltisi (Toplam sertlik icin)
d) 1 M NaOH c¢ozeltisi (Ca sertligi i¢in)
e) Eriochrome black T. indikatorii (Toplam sertlik i¢in)
f) Miireksit indikatorii (Ca sertligi i¢in)
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Deneyin Yapihsi:

Kalsiyum Sertligi: 25 ml su 6rnegi alinarak tizerine 1-2 ml 1 M NaOH ¢ozeltisi ilave edildi. 0.1 g
miireksit indikatorii ilave edildikten sonra 0.01 M EDTA ile renk pembeden menekseye donene kadar
titre edildi. Harcanan EDTA miktar1 Ca sertligi hesabi i¢in not edildi.

Toplam Sertlik: 100 ml su 6rnegi alindi, 0.5-2.0 ml kadar tampon ¢6zeltisi (NHsCI+NH4OH) ilave
edildi ve 0.1 g toplam sertlik indikatorii Eriochrome black T katildiktan sonra, renk sarap
kirmizisindan, maviye donene kadar 0.01 M EDTA eklendi ve harcanan EDTA miktar1 toplam sertlik

hesabi i¢in not edildi.

3.2.7.2. Kalsiyum Sertligi ve Toplam Sertligin Hesaplanmasi

Harcanan EDTA (ml) x 0.01x40

Kalsiyum Sertligi (mg/l Ca) =
Ornek (ml) x 1/1000

Harcanan EDTA (ml) x 1000

Toplam Sertlik (mg/l CaCO3) =
Ornek (ml)

3.2.6. Istatistik

Bu elde edilen veriler istatistiksel analiz programi olan SPSS (versiyon 20) Paket Programi
ile yapilmistir. Verilerin ile olarak dagilimlari incelenmis ve daha sonra “Regresyon Analizi” ve
“One-way ANOVA” kullanilarak ¢esitli istatiksel karsilastirmalar yapilmistir. Sadece farkli
kalsiyum diizeylerinde (Ca0, Cal, Ca2) kalan kontrol baliklar kendi aralarinda istatiksel
karsilagtirmaya tabi tutulurken, bakir etkisinde kalan baliklar hangi kalsiyum diizeyinde bakir
etkisinde kaldiysa onunla karsilastirilmistir. Akut ve kronik siiregler ayr1 ayr1 analiz edilmistir. Akut
veya kronik siiregte, bir kontrol grubu ile kontrol+bakir etkisinde kalan gruplarda “One-way
ANOVA?” test sonucuna anlamli (p<0,05) bir fark oldugundan “post-hoc” testleri (Duncan-testi) ile
hangi grubun kontrolden farkli oldugu bulunmustur. SPPS analizlerinden elde edilen verilere
(aritmetik ortalama =+ standart hata) ait degerler ile Microsoft Excel programi kullanilarak grafikler

¢izilmis olup, anlamh (p<0,05) istatistiksel sonuglar * ile vurgulanmstir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular
4.1.1. Akut (3 giin) Deneyler

Akut deneylerde baliklar (O. niloticus), sadece Ca*? kontrolleri etkisine ve 0,3 uM bakir
derisimine Ca0+Cu, Cal+Cu ve Ca2+Cu ortamlarinda 3 giin siire ile birakilmigtir. Akut siire
sonunda Na*/K*-ATPaz ve Mg*2-ATPaz aktiviteleri bagirsak ve solungag dokularinda, Ca*2-ATPaz
aktivitesi ise kas dokusunda 6l¢iilmiistiir. Karaciger dokusunda ise CAT, SOD, GST, GR, GPX,
GR aktiviteleri ile GSSG ve GSH diizeylerine bakilmstir.

Ca0, Cal ve Ca2 (Kontrol Grubu) Baliklarda ATPaz Aktiviteleri

Ca0 etkisindeki baliklarin solunga¢ dokusunda Na*/K*-ATPaz ile Mg*2-ATPaz aktiviteleri
5,02+0,45 ve 10,4+0,3, bagirsak dokusunda Na*/K*-ATPaz ile Mg*?-ATPaz aktiviteleri 1,05+0,51
ve 8,25+0,87, kas dokusunda Ca*>-ATPaz aktivitesi ise 13,44+1,21 umol Pi/mg prot./sa. olarak
Ol¢iilmiistiir. Bu degerlere gore yapilan karsilastirma sonucunda Cal ve Ca2 etkisinde elde edilen
veriler asagida belirtilmistir.

Cal etkisinde kalan baliklarin solunga¢ dokusunda Na*/K*-ATPaz aktivitesi kontrole gore
% 16 (5,8+0,65 umol Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.1.), Mg*>-ATPaz aktivitesi ise % 6
artmustir (1140,5 pmol Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.2.). Ayni kosullarda bagirsak dokusunda
Na*/K*-ATPaz aktivitesi kontrole gére % 395 (5,2+1,1 umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05) (Sekil 4.3.),
Mg*2-ATPaz aktivitesi ise % 28 artmustir (10,6£1,24 umol Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.4.).
Kas dokusunda Ca*?-ATPaz aktivitesi kontrole gére % 47 azalmustir (7,1£1,19 umol Pi/mg
prot./sa.) (P<0,05) (Sekil 4.5.).

Caz2 etkisinde kalan baliklarin solungag dokusunda Na*/K*-ATPaz aktivitesi kontrole gore
% 20 artmistir (6+0,82 pmol Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.1.), buna karsin Mg*2-ATPaz
aktivitesi % 6 azalmistir (9,82+0,61 pmol Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.2.). Aym kosullarda
bagirsak dokusunda Na*/K*-ATPaz aktivitesi kontrole gore % 110 artmistir (2,21+1,1 umol Pi/mg
prot./sa.) (P<0,05) (Sekil 4.3.), buna karsin Mg*>-ATPaz aktivitesi ise % 86 azalmstir (6,4+0,75
umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05) (Sekil 4.4.). Kas dokusunda Ca*2-ATPaz aktivitesi kontrole gére %
37 azalmistir (8,45+1,33 umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05) (Sekil 4.5.).

Bakar Etkisinde Kalan Baliklarda ATPaz Aktiviteleri

Ca0+Cu etkisinde kalan baliklarin solungag dokusunda Na*/K*-ATPaz aktivitesi kontrole
gore % 16 (4,2+0,22 umol Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.1.), Mg*2-ATPaz aktivitesi % 3
azalmistir (10,13+£0,85 umol Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.2.). Ayni kosullarda bagirsak
dokusunda Na*/K*-ATPaz aktivitesi kontrole gére % 636 (7,73+1,83 umol Pi/mg prot./sa.)
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(P<0,05) (Sekil 4.3.), Mg*>-ATPaz aktivitesi ise % 55 artmistir (12,8+3,34 umol Pi/mg prot./sa.)
(P>0,05) (Sekil 4.4). Kas dokusunda Ca*>-ATPaz aktivitesi kontrole gore % 56 azalmistir
(5,97+0,9 umol Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.5.).

Cal+Cu etkisinde kalan baliklarin solunga¢ dokusunda Na*/K*-ATPaz aktivitesi kontrole
gore % 27 (4,21+0,57 umol Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.1.), Mg*>-ATPaz aktivitesi % 17
azalmistir (9,11+1,2 pmol Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.2.). Ayni kosullarda bagirsak
dokusunda Na*/K*-ATPaz aktivitesi kontrole gore % 75 (1,3+0,37 umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05)
(Sekil 4.3.), Mg*2-ATPaz aktivitesi ise % 47 azalmustir (5,6+0,97 umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05)
(Sekil 4.4.). Kas dokusunda Ca*2-ATPaz aktivitesi kontrole gore % 44 azalmistir (3,95+1,85 umol
Pi/mg prot./sa.) (P<0,05) (Sekil 4.5.).

Ca2+Cu etkisinde kalan baliklarin solunga¢ dokusunda Na*/K*-ATPaz aktivitesi kontrole
gore % 20 azalmistir (4,79+0,64 pumol Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.1.), buna karsin Mg*?-
ATPaz aktivitesi % 15 artmistir (11,3+0,8 pmol Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.2.). Aym
kosullarda bagirsak dokusunda Na*/K*-ATPaz aktivitesi kontrole gore % 55 (0,99+0,39 pmol
Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.3.), Mg*>-ATPaz aktivitesi ise % 4 azalmustir (6,14+1,98 umol
Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.4.). Kas dokusunda Ca**>-ATPaz aktivitesi kontrole gore % 44
azalmistir (4,71£1,6 umol Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.5.).

8 -
236 | I
£is ] ! Ll
N T I
=24 25 J_ -
& = O Kontrol
ZE3 ‘
y g OCu
= =2 -
—

1 -

0 T T 1

Cal Cal Ca2
Deney gruplar

Sekil 4.1. Bakirin farkli kalsiyum derisimlerinde O. niloticus’un solunga¢ Na*/K*-ATPaz
aktivitesine etkileri.
*: Kontrol gruplar1 (Ca0, Cal, Ca2) arasindaki anlaml1 istatistiksel farkliliklar1 (p<0.05)
gostermektedir.
#: Cu etkisindeki gruplarin kendi kontrollerine goére anlamli istatistiksel farkliliklar
(p<0.05) gostermektedir.
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Sekil 4.2. Bakirin farkli kalsiyum derisimlerinde O. niloticus’un solungag Mg*2-ATPaz aktivitesine
etkileri. Ayrintilar Sekil 4.1.”de verildigi gibidir.
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Sekil 4.3. Bakirin farkli 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. Bakirin farkli kalsiyum derisimlerinde O. niloticus’un bagirsak Mg*2- ATPaz aktivitesine
etkileri. Ayrintilar Sekil 4.1.’de verildigi gibidir.
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Sekil 4.5. Bakirin farkli kalsiyum derisimlerinde O. niloticus’un kas Ca*2-ATPaz aktivitesine
etkileri. Ayrintilar Sekil 4.1.”de verildigi gibidir.

Kontrol Grubu Baliklarda Antioksidan Enzim Aktiviteleri

Ca0 etkisinde kalan baliklarin karaciger dokusunda SOD (45,03+2,73 Unit/mg prot.), CAT
(99,2+10,8 umol H202/mg prot./dk.), GST (17,2+0,5 umol/mg prot./dk.), GR (1,71£0,04 pmol/mg
prot./dk.), GPx (1,42+0,09 umol/mg prot./dk.) aktiviteleri ile GSH (0,4+0,04 pmol/mg prot.),
GSSG (0,35+0,05 umol GSSG/mg prot./dk.), rGSH (0,04+0,03 pmol GSH/mg prot./dk.) diizeyi ve
GSH/GSSG (0,08+0,05) orani 6l¢iilmiistiir.

Cal etkisinde kalan baliklarin karaciger dokusunda SOD aktivitesi kontrole gore % 13
(50,68+3,06 Unit/mg prot.) (P>0,05) (Sekil 4.6.), CAT aktivitesi % 19 (118,1£15,8 umol H,O,/mg
prot./dk.) (P>0,05) (Sekil 4.7.), GST aktivitesi % 9 artmistir (18,8+0,73 pmol/mg prot./dk.)
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(P>0,05) (Sekil 4.8.). Aym1 kosullarda GR aktivitesi kontrole gére % 5 (1,63+0,04 umol/mg
prot./dk.) (P>0,05) (Sekil 4.9.) ve GPx aktivitesi % 4 azalmistir (1,37 +0,05 pmol/mg prot./dk.)
(P>0,05) (Sekil 4.10.). GSH diizeyi degisim gostermezken (0,4+0,04 umol/mg prot.) (P>0,05)
(Sekil 4.11.), GSSG diizeyi %14 artmistir (0,4+0,03 umol GSSG/mg prot./dk.) (P>0,05) (Sekil
4.12)). rGSH diizeyi ve GSH/GSSG orami sirasiyla %75 (0,010,025 pmol GSH/mg prot./dk.)
(P>0,05) (Sekil 4.13.), %225 azalmustir (-0,1+0,03) (P>0,05) (Sekil 4.14.).

Ca2 etkisinde kalan baliklarin karaciger dokusunda SOD aktivitesi kontrole gére % 10
(49,53+2,44 Unit/mg prot.) (P>0,05) (Sekil 4.6.), CAT aktivitesi % 25 (123,7+6,9 umol H20,/mg
prot./dk.) (P>0,05) (Sekil 4.7.), GST aktivitesi % 10 artmustir (19+£2,4 umol/mg prot./dk.) (P>0,05)
(Sekil 4.8.). Ayni kosullarda GR aktivitesi kontrole gore % 9 azalirken (1,56+0,1 pmol/mg
prot./dk.) (P>0,05) (Sekil 4.9.), GPx aktivitesi % 1 artmustir (1,43+0,12 umol/mg prot./dk.)
(P>0,05) (Sekil 4.10.). GSH diizeyi %20 (0,32+0,05 pmol/mg prot.) (P>0,05) (Sekil 4.11.), GSSG
diizeyi %9 (0,32+0,05 pmol GSSG/mg prot./dk.) (P>0,05) (Sekil 4.12.), rtGSH diizeyi %100
(0+£0,024 pmol GSH/mg prot./dk.) (P>0,05) (Sekil 4.13.) ve GSH/GSSG orani %83 azalmistir
(0,014+0,05) (P>0,05) (Sekil 4.14.).

Balkar Etkisinde Kalan Baliklarda Antioksidan Enzim Aktiviteleri

Ca0+Cu etkisinde kalan baliklarin karaciger dokusunda SOD aktivitesi kontrole gore %16
(52,4+3,55 Unit/mg prot.) (P>0,05) (Sekil 4.6.), CAT aktivitesi % 11 artmistir (109,9+7,01 umol
H.O2/mg prot./dk.) (P>0,05) (Sekil 4.7.). GST aktivitesi % 6 (16,1+1,45 pmol/mg prot./dk.)
(P>0,05) (Sekil 4.8.), GR aktivitesi % 7 (1,59+0,07 pmol/mg prot./dk.) (P>0,05) (Sekil 4.9.) ve
GPx aktivitesi % 6 azalmistir (1,33+0,06 pmol/mg prot./dk.) (P>0,05) (Sekil 4.10.). GSH diizeyi
%13 (0,45+0,02 pmol/mg prot.) (P>0,05) (Sekil 4.11.) ve GSSG diizeyi %17 artis gosterirken
(0,41+0,02 pmol GSSG/mg prot./dk.) (P>0,05) (Sekil 4.12.), rGSH diizeyi degismemis (0,04+0,01
umol GSH/mg prot./dk.) (P>0,05) (Sekil 4.13.) ve GSH/GSSG oran1 %34 azalmistir (0,053+0,01)
(P>0,05) (Sekil 4.14.).

Cal+Cu etkisinde kalan baliklarin karaciger dokusunda SOD aktivitesi kontrole gére %10
azalirken (45,5442,45 Unit/mg prot.) (P>0,05) (Sekil 4.6.), CAT aktivitesi % 11 artmustir
(131,6+13,2 umol H202/mg prot./dk.) (P>0,05) (Sekil 4.7.). GST aktivitesi % 36 (12+1,8 pmol/mg
prot./dk.) (P<0,05) (Sekil 4.8.) ve GR aktivitesi % 6 azalirken (1,54+0,05 pmol/mg prot./dk.)
(P>0,05) (Sekil 4.9.), GPx aktivitesi % 1 artmistir (1,38+0,08 umol/mg prot./dk.) (P>0,05) (Sekil
4.10.). GSH diizeyi %13 (0,35+0,02 pmol/mg prot.) (P>0,05) (Sekil 4.11.) ve GSSG diizeyi %23
azalig gosterirken (0,31+0,03 umol GSSG/mg prot./dk.) (P>0,05) (Sekil 4.12.), rGSH diizeyi %
250 (0,035+0,02 umol GSH/mg prot./dk.) (P>0,05) (Sekil 4.13.) ve GSH/GSSG oram1 %170
artmustir (0,07+£0,04) (P<0,05) (Sekil 4.14.).

Ca2+Cu etkisinde kalan baliklarin karaciger dokusunda SOD aktivitesi kontrole gore % 2
(50,35+4,17 Unit/mg prot.) (P>0,05) (Sekil 4.6.), CAT aktivitesi % 1 artmustir (124,5+11,5 umol
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H>O2/mg prot./dk.) (P>0,05) (Sekil 4.7.). GST aktivitesi % 15 (16,1+1,2 pmol/mg prot./dk.)
(P>0,05) (Sekil 4.8.), GR aktivitesi % 1 (1,54+0,05 pumol/mg prot./dk.) (P>0,05) (Sekil 4.9.) ve
GPx aktivitesi % 22 azalmistir (1,12+0,07 pmol/mg prot./dk.) (P>0,05) (Sekil 4.10.). GSH diizeyi
%31 (0,42+0,05 pmol/mg prot.) (P>0,05) (Sekil 4.11.) ve GSSG diizeyi % 16 artmustir (0,37+0,06
umol GSSG/mg prot./dk.) (P>0,05) (Sekil 4.12.). rGSH diizeyi degisim gostermezken (0,06+0,03
umol GSH/mg prot./dk.) (P>0,05) (Sekil 4.13.), GSH/GSSG oran1 % 685 artmistir (0,11+0,06)
(P<0,05) (Sekil 4.14.).
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Sekil 4.6. Bakirin farkli kalsiyum derigimlerinde O. niloticus’un karaciger SOD aktivitesine
etkileri. (*: Kontrol gruplari (Ca0, Cal, Ca2) arasindaki istatistiksel farkliliklari, #: Cu etkisindeki
gruplarin kendi kontrollerine gore istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir).
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Sekil 4.7. Bakirin farkli kalsiyaum derisimlerinde O. niloticus’un karaciger CAT aktivitesine
etkileri. Ayrintilar Sekil 4.6.’da verildigi gibidir.
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Sekil 4.8. Bakirmn farkli kalsiyum derisimlerinde O. niloticus’un karaciger GST aktivitesine
etkileri. Ayrintilar Sekil 4.6.’da verildigi gibidir.
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Sekil 4.9. Bakirin farkli kalsiyum derisimlerinde O. niloticus’un karaciger GR aktivitesine etkileri.
Ayrintilar Sekil 4.6.’da verildigi gibidir.
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Sekil 4.10. Bakirin farkli kalsiyum derisimlerinde O. niloticus’un karaciger GPx aktivitesine
etkileri. Ayrintilar Sekil 4.6.’da verildigi gibidir.
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Sekil 4.11. Bakirin farkli kalsiyum derisimlerinde O. niloticus’un karaciger GSH diizeyine etkileri.
Ayrintilar Sekil 4.6.’da verildigi gibidir.
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Sekil 4.12. Bakirin farkli kalsiyum derisimlerinde O. niloticus’un karaciger GSSG diizeyine
etkileri. Ayrintilar Sekil 4.6.’da verildigi gibidir.

4.1.2. Kronik (30 giin) Deneyler

Kronik deneylerde baliklar (O. niloticus), sadece Ca*? kontrolleri etkisine ve 0,03 uM bakir
derisimine Ca0+Cu, Cal+Cu ve Ca2+Cu ortamlarinda 30 giin siire ile birakilmistir. Bu siire
sonunda solungag ve bagirsak dokularinda Na*/K*-ATPaz ve Mg*2-ATPaz ile kas dokusunda Ca*?-
ATPaz aktivitesi degerleri Ol¢iilmiistiir. Karaciger dokusunda ise SOD, CAT, GST, GPX, GR
aktiviteleri ile GSH ve GSSG diizeyleri 6l¢iilmiistiir.

Kontrol Grubu Baliklarda ATPaz Aktiviteleri

Ca0 etkisinde kalan baliklarin solunga¢ dokusunda Na'/K*-ATPaz ile Mg*™-ATPaz
aktiviteleri 4,7+0,63 ve 16,53+1,04, bagmrsak dokusunda Na'/K*-ATPaz ile Mg*-ATPaz
aktiviteleri 11,53+1,38 ve 9,79+1,25, kas dokusunda Ca*2-ATPaz aktivitesi ise 14,5+3,0 pmol
Pi/mg prot./sa. olarak Slciilmiistiir. Bu degerlere gore yapilan karsilagtirma sonucunda Cal ve Ca2
etkisinde elde edilen veriler asagida belirtilmistir.

Cal etkisinde kalan baliklarin solunga¢ dokusunda Na*/K*-ATPaz aktivitesi kontrole gore
% 30 (3,31+0,41 umol Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.15.), Mg*>-ATPaz aktivitesi % 1
azalmistir (16,4+0,7 pumol Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.16.). Aym kosullarda bagirsak
dokusunda Na*/K*-ATPaz aktivitesi kontrole gére % 77 (2,67+1,15 umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05)
(Sekil 4.17.). Mg*-ATPaz aktivitesi ise % 16 azalmustir (8,27 +1,42 umol Pi/mg prot./sa.)
(P>0,05) (Sekil 4.18.). Kas dokusunda Ca*>-ATPaz aktivitesi kontrole gore % 56 artmistir
(6,37£1,25 umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05) (Sekil 4.19.).

Caz2 etkisinde kalan baliklarin solunga¢ dokusunda Na*/K*-ATPaz aktivitesi kontrole gore
% 19 artmustir (5,6+0,52 umol Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.15.), buna karsin Mg*>-ATPaz
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aktivitesi ise % 1 azalmistir (16,3+0,9 umol Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.16.). Ayn1 kosullarda
bagirsak dokusunda Na*/K*-ATPaz aktivitesi kontrole gore % 74 azalmstir (3,04+0,73 pmol Pi/mg
prot./sa.) (P<0,05) (Sekil 4.17.), buna karsin Mg*2-ATPaz aktivitesi ise % 11 artrmsgtir (10,83+1,91
umol Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.18.). Kas dokusunda Ca*2-ATPaz aktivitesi kontrole gore
% 19 azalmusgtir (11,7342,0 umol Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.19.).

Bakur Etkisinde Kalan Baliklarda ATPaz Aktiviteleri

Ca0+Cu etkisinde kalan baliklarin solunga¢ dokusunda Na*/K*-ATPaz aktivitesi kontrole
gore % 2 (4,8+0,15 pmol Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.15.), Mg*2-ATPaz aktivitesi ise % 7
artmistir (17,7+0,95 umol Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.16.). Aymi kosullarda bagirsak
dokusunda Na*/K*-ATPaz aktivitesi kontrole gore % 65 azalmistir (3,98+0,85 pmol Pi/mg
prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.17.), buna karsin Mg*?-ATPaz aktivitesi ise % 11 artmistir (10,82+1,41
umol Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.18.). Kas dokusunda Ca*2-ATPaz aktivitesi kontrole gore
% 79 azalmustir (3,0+1,8 umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05) (Sekil 4.19.).

Cal+Cu etkisinde kalan baliklarin solunga¢ dokusunda Na*/K*-ATPaz aktivitesi kontrole
gore % 28 artmistir (4,23+0,7 umol Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.15.), buna karsin Mg*?-
ATPaz aktivitesi % 3 azalmistir (15,9+1,1 umol Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.16.). Ayni
kosullarda bagirsak dokusunda Na*/K*-ATPaz aktivitesi kontrole gore % 6 artmstir (2,84+1,45
umol Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.17.), buna karsin Mg*"-ATPaz aktivitesi ise % 22
azalmigtir (6,48+0,91 umol Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.18.). Kas dokusunda Ca*?-ATPaz
aktivitesi kontrole gore % 95 azalmistir (6,3+0,3 pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05) (Sekil 4.19.).

Ca2+Cu etkisinde kalan baliklarin solunga¢ dokusunda Na*/K*-ATPaz aktivitesi kontrole
gore % 36 azalmistir (3,6+1,04 umol Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.15.), buna karsin Mg*?-
ATPaz aktivitesi ise % 14 artmustir (18,6+1,54 umol Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.16.). Ayni
kosullarda bagirsak dokusunda Na*/K*-ATPaz aktivitesi kontrole gore % 48 (1,59+0,67 pmol
Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.17.), Mg*?>-ATPaz aktivitesi ise % 48 azalmistir (5,66+1,2 umol
Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.18.). Kas dokusunda Ca*>-ATPaz aktivitesi kontrole gére % 88
azalmistir (1,44+0,93 pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05) (Sekil 4.19.).

Kronik siiregte Ca*? etkisinde kalan kontrol grubu baliklarin solunga¢ ve bagirsak
dokularinda Na*/K*-ATPaz ile Mg*2--ATPaz ve kas dokusunda Ca*>-ATPaz aktiviteleri, akut
stirecteki kendi kontrollerine gore de karsilastirilmistir. Kronik Ca0 ve Ca2 etkisindeki baliklarin
solunga¢ Na*/K*-ATPaz aktivitesinde akut siiregle karsilastirildiginda degisiklik goriilmezken, Cal
etkisindeki baliklarin solunga¢ Na*/K*-ATPaz aktivitesi % 43 (3,31+£0,41 pumol Pi/mg prot./sa.)
azalmistir (P<0,05). Bagirsak Na*/K*-ATPaz aktivitesi ise Ca0 etkisinde % 995 (11,53+1,4 pmol
Pi/mg prot./sa.) artmistir (P<0,05). Calisilan ii¢ derisimde de bagirsak Mg*™-ATPaz aktivitesinde
bir degisiklik goriilmemesine karsin, solungac Mg*™-ATPaz aktivitesi Ca0 etkisinde % 59
(16,5£1,04 pmol Pi/mg prot./sa.), Cal etkisinde % 49 (16,4+£0,7 umol Pi/mg prot./sa.) ve Ca2
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etkisinde % 66 (16,2+0,9 umol Pi/mg prot./sa.) artmigtir (P<0,05). Calisilan ii¢ derisimde de kas

Ca*2-ATPaz aktivitesi degisiklik gostermemistir.
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Sekil 4.15.

Bakirin farkli kalsiyum derigimlerinde O. niloticusun solungag Na*/K*-

aktivitesine etkileri. Ayritilar Sekil 4.1 de verildigi gibidir.
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Sekil 4.16.

Bakirin farkli kalsiyum derisimlerinde O. niloticus’un solungag Mg*?-
aktivitesine etkileri. Sekil 4.1 de verildigi gibidir.
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Sekil 4.17. Bakirin farkli kalsiyum derisimlerinde O. niloticus’un bagirsak Na*/K*-ATPaz
aktivitesine etkileri. Sekil 4.1 de verildigi gibidir.
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Sekil 4.18. Bakirin farkli kalsiyum derisimlerinde O. niloticus’un bagirsak Mg*2-ATPaz
aktivitesine etkileri. Sekil 4.1 de verildigi gibidir.

52



-
(=" o I ]
1 1

.
[=))
1
|

—
[T TN
1 1 1

[ E—
I E—"

O Kontrol

OCu

Ca-ATPaz Aktivitesi
(umol Pi‘'mg Prot./sa.)

[T S I T - = ]
1

T
Ul e | s

Cal Cal Ca2
Deney gruplar

Sekil 4.19. Bakirin farkli kalsiyum derisimlerinde O. niloticus’un kas Ca*?-ATPaz aktivitesine
etkileri. Sekil 4.1 de verildigi gibidir.

Kontrol Grubu Baliklarda Antioksidan Enzim Aktiviteleri

Ca0 etkisinde kalan baliklarin karaciger dokusunda SOD (49,6+3,52 Unit/mg prot.), CAT
(311,6£36 pmol HO./mg prot./dk.), GST (18,55+1,56 umol/mg prot./dk.), GR (1,56+0,07
umol/mg prot./dk.), GPx (0,99+0,1 umol/mg prot./dk.) aktiviteleri ile GSH (0,19+0,014 umol/mg
prot.), GSSG (0,17+0,02 pumol GSSG/mg prot./dk.), rGSH diizeyi (0,05+0,02 umol GSH/mg
prot./dk.) ve GSH/GSSG orani (0,21+0,11) dlgtilmiistiir.

Cal etkisinde kalan baliklarin karaciger dokusunda SOD aktivitesi kontrole gore % 6 artis
gosterirken (52,5+4,9 Unit/mg prot.) (P>0,05) (Sekil 4.20.), CAT aktivitesi % 21 (246,9+30 umol
H202/mg prot./dk.) (P<0,05) (Sekil 4.21.) ve GST aktivitesi % 2 azalmistir (18,13+1,36 umol/mg
prot./dk.) (P>0,05) (Sekil 4.22.). Aym1 kosullarda GR aktivitesi kontrole gore % 12 (1,7540,1
umol/mg prot./dk.) (P>0,05) (Sekil 4.23.), GPx aktivitesi % 16 (1,15 £0,11 pmol/mg prot./dk.)
(P>0,05) (Sekil 4.24.), GSH diizeyi % 21 (0,23+0,03 umol/mg prot.) (P>0,05) (Sekil 4.25.) ve
GSSG diizeyi % 24 artmgtir (0,21+0,03 umol GSSG/mg prot./dk.) (P>0,05) (Sekil 4.26.). rGSH
diizeyi ve GSH/GSSG orani sirasiyla % 40 (0,03+0,01 pmol GSH/mg prot./dk.) (P>0,05) (Sekil
4.27.) ve % 48 azalmstir (0,11+0,06) (P>0,05) (Sekil 4.28.).

Ca2 etkisinde kalan baliklarin karaciger dokusunda SOD aktivitesi kontrole gore % 30 artis
gosterirken (64,7+2,22 Unit/mg prot.) (P<0,05) (Sekil 4.20.), CAT aktivitesi % 49 (159,4+15 umol
H202/mg prot./dk.) (P<0,05) (Sekil 4.21.) ve GST aktivitesi % 9 azalmustir (16,9+1,53 umol/mg
prot./dk.) (P>0,05) (Sekil 4.22.). Ayni kosullarda GR aktivitesi kontrole gore % 8 (1,69+0,09
umol/mg prot./dk.) (P>0,05) (Sekil 4.23.), GPx aktivitesi % 17 (1,16+0,08 umol/mg prot./dk.)
(P>0,05) (Sekil 4.24.), GSH diizeyi % 11 (0,21+0,024 umol/mg prot.) (P>0,05) (Sekil 4.25.) ve
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GSSG diizeyi % 6 artmistir (0,18+0,02 pmol GSSG/mg prot./dk.) (P>0,05) (Sekil 4.26.). rGSH
diizeyi % 20 (0,04+0,003 pmol GSH/mg prot./dk.) (P>0,05) (Sekil 4.27.) ve GSH/GSSG oran1 %
43 azalmustir (0,12+0,02) (P>0,05) (Sekil 4.28.).

Bakar Etkisinde Kalan Baliklarda Antioksidan Enzim Aktiviteleri

Ca0+Cu etkisinde kalan baliklarin karaciger dokusunda SOD aktivitesi kontrole gore % 24
(61,4+2,4 Unit/mg prot.) (P<0,05) (Sekil 4.20.) ve CAT aktivitesi % 5 artis gosterirken (326+28
umol H,O2/mg prot./dk.) (P>0,05) (Sekil 4.21.), GST aktivitesi % 4 azalmistir (17,9+1,15 pmol/mg
prot./dk.) (P>0,05) (Sekil 4.22.), GR aktivitesi % 10 (1,71+0,07 umol/mg prot./dk.) (P>0,05) (Sekil
4.23.), GPx aktivitesi % 22 (1,21£0,07 umol/mg prot./dk.) (P>0,05) (Sekil 4.24.), GSH diizeyi %58
(0,3+0,03 umol/mg prot.) (P<0,05) (Sekil 4.25.) , GSSG diizeyi %47 (0,25+0,02 umol GSSG/mg
prot./dk.) (P<0,05) (Sekil 4.26.) ve rGSH diizeyi % 220 artig gosterirken (0,160,064 pumol
GSH/mg prot./dk.) (P<0,05) (Sekil 4.27.), GSH/GSSG oran1 %48 azalmustir (0,11+0,05) (P>0,05)
(Sekil 4.28.).

Cal+Cu etkisinde kalan baliklarin karaciger dokusunda SOD aktivitesi kontrole gore %25
artig gosteriken (65,6+3,61 Unit/mg prot.) (P<0,05) (Sekil 4.20.), CAT aktivitesi % 18 azalmustir
(203,218 umol H,Oz/mg prot./dk.) (P<0,05) (Sekil 4.21.). GST aktivitesi % 3 artig gosterirken
(18,7+1,28 umol/mg prot./dk.) (P>0,05) (Sekil 4.22.), GR aktivitesi % 4 (1,68+0,073 umol/mg
prot./dk.) (P>0,05) (Sekil 4.23.) ve GPx aktivitesi % 15 azalmigtir (0,98+0,13 pmol/mg prot./dk.)
(P>0,05) (Sekil 4.24.). GSH diizeyi %22 (0,28+0,03 umol/mg prot.) (P>0,05) (Sekil 4.25.) ve
GSSG diizeyi %14 (0,24+0,02 umol GSSG/mg prot./dk.) (P>0,05) (Sekil 4.26.), rGSH diizeyi %
133 (0,07+0,024 pmol GSH/mg prot./dk.) (P>0,05) (Sekil 4.27.) ve GSH/GSSG oran1 %36
artmustir (0,15+0,06) (P>0,05) (Sekil 4.28.).

Ca2+Cu etkisinde kalan baliklarin karaciger dokusunda SOD aktivitesi kontrole gore %3
azalirken (62,942,122 Unit/mg prot.) (P>0,05) (Sekil 4.20.), CAT aktivitesi % 43 (228+21,2 pmol
H202/mg prot./dk.) (P>0,05) (Sekil 4.21.) ve GST aktivitesi % 38 artmustir (23,3+1,31 pmol/mg
prot./dk.) (P<0,05) (Sekil 4.22.). GR aktivitesi % 8 (1,83+0,085 pmol/mg prot./dk.) (P>0,05) (Sekil
4.23.), GPx aktivitesi % 15 (1,33+0,05 pmol/mg prot./dk.) (P>0,05) (Sekil 4.24.), GSH diizeyi
%100 (0,42+0,03 umol/mg prot.) (P<0,05) (Sekil 4.25.), GSSG diizeyi % 50 (0,27+0,04 pmol
GSSG/mg prot./dk.) (P<0,05) (Sekil 4.26.), rGSH diizeyi %325 (0,17+0,025 pmol GSH/mg
prot./dk.) (P<0,05) (Sekil 4.27.) ve GSH/GSSG oran1 % 233 artmustir (0,4+0,11) (P<0,05) (Sekil
4.28.).
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Sekil 4.20. Bakirin farkli kalsiyum derisimlerinde O. niloticus’un karaciger SOD aktivitesine
etkileri. Sekil 4.1 de verildigi gibidir.
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Sekil 4.21.Bakirin farkli kalsiyum derisimlerinde O. niloticus’un karaciger CAT aktivitesine
etkileri. Sekil 4.1 de verildigi gibidir.
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Sekil 4.22. Bakirin farkli kalsiyum derisimlerinde O. niloticus’un karaciger GST aktivitesine
etkileri. Sekil 4.1 de verildigi gibidir.
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Sekil 4.23.Bakirin farkli kalsiyum derisimlerinde O. niloticus’un karaciger GR aktivitesine etkileri.
Sekil 4.1 de verildigi gibidir.
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Sekil 4.24. Bakirin farkli kalsiyum derisimlerinde O. niloticus’un karaciger GPx aktivitesine
etkileri. Sekil 4.1 de verildigi gibidir.
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Sekil 4.25. Bakirin farkli kalsiyum derisimlerinde O. niloticus’un karaciger GSH diizeyine etkileri.
Ayrintilar Sekil 4.1 de verildigi gibidir.

57



=
[
th
1
——i 1+
—

O Kontrol

OCu

GSSG Diizeyi
(umol GSSG/mg prot./dk.)
=
—
th
|_

Cal Cal Ca2
Deney gruplar

Sekil 4.26. Bakirin farkli kalsiyum derisimlerinde O. niloticus’un karaciger GSSG diizeyine
etkileri. Sekil 4.1 de verildigi gibidir.
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Sekil 4.27.Bakirin farkli kalsiyum derigimlerinde O. niloticus’un karaciger rGSH diizeyine etkileri.
Sekil 4.1 de verildigi gibidir.
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Sekil 4.28. Bakirin farkli kalsiyum derisimlerinde O. niloticus’un karaciger GSH/GSSG diizeyine
etkileri. Sekil 4.1 de verildigi gibidir.

4.2. Tartisma

Bu caligmanin sonuglari ile kalsiyum ve/veya bakir toksisitesi tizerinde kapsamli bilgiler
elde edilmistir. Akut (3 giin) ve kronik (30 giin) siire¢lerde kalsiyum ve/veya bakir etkinde kalan
Nil Cupralarinda (O. niloticus) herhangi bir balik 6limii olmadigi gibi, baliklarin ylizme
hareketlerinde, beslenme aligkanliklarinda ve morfolojilerinde gozle goriiliir bir degisim
saptanmamistir. Bu nedenle, bu caligmanin subletal bakir derisimlerinde yapildigi ve gevresel
olarak uygun sartlarin test edildigi sonucuna varilabilir. Diger taraftan, deneylerin farkli kalsiyum
(sertlik) diizeylerinde yapilmig olmasi farkli cografik bolgelerde bulunan tatlisulari temsil etmesi
bakimindan da 6nemli olmustur.

Toksik maddelerin olusturdugu ¢evresel kirlilik diinyadaki en 6nemli problemlerden biridir
(Chandran ve ark., 2005). Sucul ortamlarda canli organizmalar: tehdit eden, tarimsal, kimyasal ve
endiistriyel siireglerde de kullanimlar1 artmakta olan agir metal ve pestisit kontaminasyonu tim
diinyada arastirmacilarin dikkatini ¢ekmektedir (Dutta ve Dalal, 2008). Sucul tiirler arasinda
baliklar, toksik maddelerin kontaminasyonunda hedef canlilardir. Baliklar ¢ogunlukla sucul
ortamin kalitesinin degerlendirilmesinde kullanilmakta ve ¢evresel kirliligin biyoindikatorii olarak
gorev yapmaktadirlar.

O.niloticus, balik¢ilik ve balik yetistiriciliginde ekonomik énemiyle beraber diinya ¢apinda
¢ok yaygin bir teleost balik tiiriidiir. Farkli ayirt edici 6zellikleri, bliylime oranlarindaki hiz, farkl
beslenme kosullarina kolay adaptasyon, hastaliklar ve uygulanan maddelere fazla direngli olmalari,
kolayca tiremeleri ve sonug¢ olarak cevresel sartlara ¢ok iyi tolerans gostermeleri nedeniyle

toksikoloji ¢aligsmalari i¢in iyi bir biyolojik modeldir (Fantainhas-Fernandes, 1998). Glinlimiiziin en
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onemli sorunlarndan biri, siirekli artis gosteren diinya niifusu i¢in gidalarin tehlikeli bilesenler
icermemesini saglamak ve gida kaynaklarinin bulunmasidir. Beslenme sorunlarindaki artis ve
giivenli gidaya ulasimin zorlagmasi; gelisen teknolojiyle ekonomik giicsiizliik, bilingsizlik ve artan
cevre kirliligi gibi nedenlerdendir.

Antropojenik aktiviteler sonucu goller ve nehirlere metaller girmekte ve ortamdaki canli
tiirlerini olumsuz etkilemektedir. Yagmur sular1 ve akarsularin etkisiyle su ortamina ulagan agir
metalleri su ortaminda yasayan canlilar besin yolu, sediment ve su ile almakta ve birikim
gostererek toksik etki etkiye sebep olmaktadirlar (Douben, 1989; Atli ve Canli, 2007; Dogan ve
ark., 2015). Su ortamindaki metallerin etkilerinin belirlenmesinde oOncelik verilmesi gereken
canlilar, besin dongiisiinde de onemli bir yere sahip olan baliklardir (Anderson ve ark.,1997;
Bervoets ve ark., 2009). Bakir birikimi olan baliklar agir metal zehirlenmesine yol agip, giivenli
gida kategorisinde yer almazlar. Ornek verilecek olunursa, kirli igme suyu veya besin zinciriyle
bakir zehirlenmesi goriilebilmektedir. Baliklar iizerinde metal etkisini osmoregiilatér sistem
bozulmasi, doku hasari, ATPaz aktivitesini inhibe etme ve oksisdatif strese yol acan reaktif oksijen
tiirlinde artig ile kendini gosterdigi birgok ¢alisma ile desteklenmistir (Roche ve Boge, 1993; Canli
ve Stagg, 1996; Ribeiro ve ark., 2002; Dautremepuits ve ark., 2004; Baysoy ve ark., 2012; Eroglu
ve ark., 2013; Kanak ve ark., 2014; Dogan ve ark., 2015)

Bakirin canli tiim organizmalar i¢in gereksinim duyulan bir element oldugu gosterilmistir.
Hizli niifus artisi ve endiistriyel gelisime bagli olarak yaygin bir sekilde kullanilan bakir,
ekosistemde yer alan canlilarda telafisi olmayan hasarlara ve su ortaminin kirlenmesine yol
acmaktadir. Canlilarda verimlilik artiginda ve suyun sertlik kalitesini belirlemede dnemli iyon olan
kalsiyum; salgi hiicrelerinin aktivasyonunda, elektriksel iletimde kaslarin kasilmasinda, sudaki
canlilarda yapisal, enzimlerde kofaktor olarak rol alan biyolojik islevi agisindan oldukga biiytik
Ooneme sahip bir iyondur. Agir metal toksisitesi bakimindan su sertligi énemli rol oynamaktadir.
Sert suya oranla yumusak suda metal toksisitesinin daha toksik oldugu birgok c¢alisma ile
gosterilmistir (Bradley ve Sprague, 1985; Hunn, 1985; Munoz ve ark., 1991; Arrelano ve ark.,
1999; Berntssen ve ark., 2003; Matyar ve ark., 2009; Sipahi ve ark., 2013).

Sucul ortamda agir metallerin etkilerinin suyun fizikokimyasal 6zelliklerine bagli olarak
degistigi, karmasik oldugu bununla birlikte agir metal gibi kirleticilerin ¢alisilan parametrelerin
aktivitelerini birbiri icerisinde etkiledikleri yapilan c¢aligmalarla gosterilmistir. ATPaz enzimleri
balik osmoregiilasyon sisteminde dnemli role sahip oldugundan bu enzimlerin nasil etkilendigini
aragtirmakla birlikte kirliligin potansiyel biyomarkir1 olan antioksidadif savunma mekanizmasinda
meydana gelen degisimler, bu ¢caligmanin temel amaglarini olugturmaktadir.

Bu calismada Cu™ etkisinde kalan tatlisu baligi O. niloticus’un kas dokusunda Ca*?-
ATPaz, solunga¢ ve bagirsakta Na'/K*-ATPaz ve Mg*2-ATPaz aktiviteleri ile karaciger
dokusundaki antioksidan enzim aktivitelerinin, 15, 30 ve 90 mg Ca*?/L derisimlerinde metal

etkisine verdigi tepkiler akut-3 giin ve kronik-30 siireglerde incelenmistir. Yapilan bu ¢alismadan
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elde edilen sonuglar gostermistir ki, akut etki siireci sonunda kontrol gruplarinin ATPaz
aktivitelerinde hem azalis hem de artig goriiliirken, Cu*? etkisinde Ca*? derisimindeki artigla
solunga¢c Mg*>-ATPaz ve Na*/K*-ATPaz aktivitelerinde degisim olmamustir. Caligilan tiim ATPaz
aktivitelerinde yiiksek Ca* diizeyinde azahs goriiliirken, diisiik Ca*? diizeyinde bagirsak Mg*?-
ATPaz ve Na'/K*-ATPaz aktivitelerinde artis goriilmiistir. Ca*?-ATPaz aktivitesinde (kas
dokusunda) azalis goriilmiistiir. Kronik etki siirecindeki kontrol grubu baliklarda kas Ca*2-ATPaz
aktivitesinde artis ve bagirsak Mg*2-ATPaz aktivitesi azalirken, solungag Mg*2-ATPaz ve Na'/K*-
ATPaz aktivitelerinde degisim olmamistir. Cu*? etkisine bakildiginda ise Ca*? derisimi arttik¢a kas
Ca*2-ATPaz aktivitesinde azalis goriiliirken, bagirsak ve solungag Mg*2-ATPaz ile Na*/K*-ATPaz
aktivitelerinde degisim olmamustir.

Genele baktigimizda ise, kontrol grubu (sadece Ca*? etkisi) baliklarda ATPaz
aktivitelerinde hem artis hem azalis gozlenirken, metal etkisinde (Ca*+Cu*?) ise azals
gozlenmistir. Bagirsaktaki ATPaz aktiviteleri birbirine zit tepkiler, solungag Mg*>-ATPaz ve
Na*/K*-ATPaz aktiviteleri akut ve kronik siire¢ birbirine benzer tepkiler vermistir. Kronik siirecte
kontrol grubu (sadece Ca*? etkisi) baliklarda ATPaz aktiviteleri akut siiregteki kontrolleriyle
kiyaslandiginda solungag Mg*2-ATPaz aktivitesi ¢alisilan ii¢ derisimde artis gostermezken, Na*/K*-
ATPaz aktivitesi sadece 30 mg Ca*?/L olan ortamda azalis gdstermistir. Bagirsak Na*/K*-ATPaz
aktivitesi sadece 15 mg Ca*%/L iceren sularda artis gosterirken, Mg*2-ATPaz aktivitesi ve kas Ca*2-
ATPaz aktivitesi denenen ii¢ derisimde de degisiklik géstermemistir.

Cu*?nin baliklarda seliiler metabolizma ve tiim 6karyotik hiicrelerde respirasyon igin
gerekli bir elementtir. Intraseliiler proteinler, sitokro-c oksidaz ve siiperoksit dismutaz gibi
enzimleri i¢eren redox reaksiyonlarinda kofaktordiir. Bakir konsantrasyonu, el degmemis sularda
nadiren 3 pg/L’ ye ulasmasina ragmen, kirlenmis sularda 63 ug/L’yi gecebilmekte ve baz tiirleri
icin toksiste smirina ulagir (Taylor ve ark., 2003). ATPaz aktivitesinde degisiklikler ve enzimlerin
metal etkisine olan duyarliliklar1 canli dokularin kirleticilere kars1 olusturdugu cevap olarak bir¢ok
calisma ile kanitlanmistir (Canli ve Stagg, 1996; Atli ve Canli, 2007, 2008c, 2011; Dogan ve ark.,
2015). Baliklarda canliligin siirdiiriilebilmesi ve fizyolojik olaylarin ger¢eklesebilmesi i¢in gerek
hiicre i¢i gerekse hiicre disinda iyon derisim dengesinin korunmasi gerektigi bilinmektedir. Bu
dengeyi saglamak igin gelistirilen sistemlere 6rnek verecek olursak; hiicre i¢inde K™ ile hiicre
disinda Na*’nin yiiksek derisimlerde tutulmasi i¢in Na*/K*-ATPaz sistemi, solungaglarda aktif
iyon tasimminda Ca*>-Mg*? ATPaz ve Na'/K*-ATPaz sistemi, Ca* ve Na"mn tasinmasi igin
karbonik anhidraz enzimi burada iyon dengesini saglayarak hiicre hacminin regiilasyonu ve
elektrokimyasal degisimde rol oynamaktadir (Heath, 1987; Canli ve Stagg, 1996; McGeer ve ark.,
2000; Satyavath ve Rao, 2000; Grosell ve ark., 2003; Sloman ve ark., 2003; Rogers ve ark., 2003).
60 kDa agirligindaki glikozile B-alt {initesi ile ~100 kDa agirliginda olan Kkatalitik alfa (o) alt
tinitesinden olusan, kardiyak glikoziti (steroid tiirevi) ouabain tarafindan inhibe olabilen ve —SH

grubu bakimindan zengin Na*/K*-ATPaz enzimi; tatl su teleostlarinin (hem tuzlu su hem de tath
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suda yasayan) bagirsak, bobrek ve solunga¢ dokularinda i¢i homeostasisin korunmasinda gorev
almaktadir (Heath., 1987; Diaz ve ark., 1998; Ribeiro ve ark., 2002). Sarkoplazmik retikulum
tiibiillerinde yer alan Ca*2-ATPaz ise hiicre zaran stabilizasyonunu koruma adina sitoplazmadan
kalsiyumu tasiyip hiicrede diisiik kalsiyum derisimini dengede tutmak i¢in ATP hidrolizinden ¢ikan
enerjiyi kullanmaktadir (Watson ve Beamish, 1981; Saxena ve ark., 2000). Solungac apikal
membranlarinda pasif olarak taginan, protein sentezi ve karbonhidrat metabolizmas1 gibi fizyolojik
islevlerine ilaveten kemik dokusundaki isleviyle de canlilar i¢cin en 6nemli iyonlardan biridir (Flik
ve ark., 1993). Balik ATP sisteminde en 6nemli enerji baglantili enzim olan Mg*2-ATPaz, oubaine
duyarli olmayan integral membran proteinidir ve magnezyum iyonlarinin derisimi bu enzim
tarafindan kontrol edilmektedir. Bu iyonun diizeyi agir metallerin Mg*2-ATPaz’1 inhibe etmesiyle
degisebilmekte ve bu inhibisyon oksidatif fosforilasyonu etkilemektedir (Thaker ve ark., 1996;
Canli ve Stagg, 1996; Atli ve Canli, 2008b, 2011).

Metallerin etki siiresi ve su ortamindaki derisimi ile ¢evresel faktorlerin (sicaklik, tuzluluk,
pH ve sertlik gibi) toksisiteyi onemli 6l¢iide etkiledigi bilinmektedir (Heath, 1987; Canli ve Atli,
2003; Baykan ve ark., 2007; Atli ve Canli, 2008 b, 2008 c, 2011). Iki degerlikli metaller (Zn*?,
Cd*? ve Pb*?) kalsiyum antagonistidir. Yumusak suda sert suya nazaran agir metallerin daha fazla
coziinerek toksik oldugu ve agir metallerin canlilar {izerindeki etkiyi suyun sertliginin
degistirebilecegi goriilmiistiir (Kim ve ark., 2001; Rathor ve Khangarot, 2003; Atli ve Canli, 2008
b, 2008 ¢, 2011). Magnezyum ve kalsiyum orani1 dogal ortam kosullarinda agir metallere gore fazla
olmakla beraber solungag membranlarindan metallerin gegisi kalsiyum derisimi azaldikca
artmaktadir. Magnezyum ve kalsiyumun hiicre membranlarindan alimi metal iyonlarina karsi
gecirgenligi azaltir ve dengenin saglanmasina neden olur (Penttinen, 1998; Kim ve ark., 2001).
Ca*? emilimi tatli su baliklarinda Na*/Ca*? iyon degistiricisi basta olmak iizere Ca*>-ATPaz ile de
gerceklestigi bilinmektedir (Flik ve ark., 1993). Agir metallerden Pb*™? ve Cu*?nin diisiik
derisimleri bile baliklarda dokulardaki iyon regiilasyonunun degistirmekte, Ca*? homeostasisini
bozmakta, osmoregiilasyon kapasitesi ve plazma iyon konsantrasyonlarini degistirmekle beraber
solungagta Ca*? alinimi ile rekabete girerek balik dliimlerine ve hipokalsemiye neden olmaktadir
(Lauren ve McDonald, 1985; Lauren ve McDonald, 1987; Viarengo, 1994; McGeer ve ark., 2000;
Rogers ve ark., 2003; Atli ve Canli, 2011).

Metal derisimi, tipi ve dokuya bagli olarak ATPaz enzimlerinin tepkilerinin farklilik
gostermesiyle birlikte azalis olarak tepki vermesi, diger calismalarla uyumludur (Ay ve ark., 1999;
Morgan ve ark., 2004; Silvestre ve ark., 2005; Atli ve Canli, 2007, 2008c, 2011; Dogan ve ark.,
2015). Kasta Ca*2-ATPaz aktivitesinde bakir etkisinde goriilen azalmalarm (hem akut hem de
kronik siirecte), bakirin kalsiyum ile yarisarak, kalsiyum tedariginin yetersiz kalmasina yol agip
enzimin siilfidril (-SH) gruplarina baglanip inhibe etmesi ve doku hasar1 ya da kalsiyumun ig¢
dengesinin bozulmasindan kaynaklanabilmektedir. Ca*2-ATPaz aktivitesinin tiyole baglanan

bilesiklerle inhibe oldugu bilinmektedir (Viarengo, 1991), Cu*? tiyol gruplarina yiiksek affinite
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gosterir ve tiyol gruplarma baglanmasiyla bu enzimi inhibe eder. Ayni zamanda Cu*? reaktif
oksijen tiirlerinin olusmasina yol agar ve serbest radikallerin olusmasi Ca*?-ATPaz aktivitesinde
inhibisyon meydana getirdigi bilinmektedir (Rohn, Hinds ve Vincenzi 1993). Bagirsak, degisen dis
ortam kosullarina uyumu iyon ve su homeostazisini dengeleyerek saglamaktadir (Larsson ve ark.,
1985; Simkiss ve Taylor, 1989). Bagirsak Na*/K*-ATPaz enzim aktiviteleri kronik siirecte azalig
gosterirken, akut siirecte sadece Ca*? etkisinde artis metal etkisinde ise hem artis hem de azalis
gostermistir. Meydana gelen artislar metallerin direkt etkilerine bagli oldugu gibi enzimlerin telafi
mekanizmalar1 ve miktarlariyla da ilgili olabilmektedir. Meydana gelen azalislar olast uyum
mekanizmalarinin enzim yapisinda 6nemli degisikliklere yol agmasini engellemede yetersiz
kalmasindan kaynaklaniyor olabilir. Mg*>-ATPaz aktivitesinin bagirsakta azalis gostermesi,
oksidatif fosforilasyonda rolii olan bu enzimin ATP iretiminin indirgenmesine yol agmasindan
kaynaklanabilmektedir (Parvez ve ark., 2006). Memran yapisini bozan metaller enzimin gegisi i¢in
gerekli olan magnezyum iyon alimini inhibe ederler. Solunga¢ Na*/K*-ATPaz ve Mg*%-ATPaz
aktiviteleri hem akut hem de kronik etki siirecinde etkilenmemistir. Bu durum epitelyal taginiminin
morfolojik ve fonksiyonel biitiinliigiiniin bozulmasi, kirliligin etkisi, konuya dahil olan kirleticinin
dolayli ya da direkt olarak endokrin sistemde hasar olugturmasina gore gelisebilmektedir.

Farkl1 etki siiresine bagli olarak enzim aktivitelerinde (ATPaz) goriilen degisiklikler daha
onceki calismalarda da goriilmiistiir. Ornek verecek olursak; Bakirin solungac dokusu iizerine akut
etkisinin arastirildigi baliklarin (Cyprinus carpio ve O. mykiss) Na*/K*-ATPaz aktivitesi azalig
gostermesine karsin, kronik etkisinde enzim aktivitesi normale donmiis veya artmistir (Lauren ve
McDonald, 1987; McGeer ve ark., 2000; De Boeck ve ark., 2007). Bu doktora ¢aligmasinda ise
kronik etki siirecinde enzim aktivitelerinde genellikle azalig goriilmiistiir. Gosterilen olast uyum
mekanizmalarinin metal toksisitesinin bu etki siirecinde enzim yapisinda 6nemli degisikliklere yol
acmasini engellemede yetersiz kalmasindan kaynakli olabilecegini gostermektedir. Bir diger neden
ise dokulardaki yiiksek affinitesi olan bolgelere metallerin baglanmasi ve metallere duyulan
duyarlilik nedeniyle olusabilecegi diisiiniilmektedir.

Karaciger dokusunda antioksidan enzim aktivitelerindeki degisikliklere bakacak olursak;
Akut siirecte calisilan enzimler icerisinde sadece GST we aktivitesinde ve GSH/GSSG oraninda
anlamli degisiklikler olmustur. GST aktivitesinde metal etkisinde 30 mg Ca*?/L igeren sulardaki
grupta anlamli bir azalis goriilmiistiir. Meydana gelen bu azalis hayatta kalabilmek i¢in toksik
kirleticiye yiliksek dozda kisa siireli maruz kalmanin meydana getirdigi bir adaptasyon olarak
agiklanabilmektedir. GSH/GSSG oraninda kontrol grubunda Cal (30 mg Ca*?/L) grubunda
meydana gelen azalisin  degismeyen antioksidan aktivitelerinin sonucu olabilecegi
diisiiniilmektedir. GSH/GSSG oraninda metal grubunda 30 mg Ca'#/L igeren sularda meydana
gelen artis oksidatif strese karsi koruma olarak acgiklanabilmektedir. Calisilan diger tiim
parametrelerde hem metal etkisinde hem de kontrol gruplarinda artis ve azalis olmus fakat anlamli

olarak degerlendirilmemistir. Kronik siirece baktigimizda ise; SOD aktivitesinde hem metal hem de
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kontrol gruplarinda artis goriilmiistiir. Bu durum reaktif oksijen tiirleri iiretimin eliminasyonu igin
fizyolojik bir adaptasyon veya serbest radikallerle olan miicadelenin sonucu meydana gelen anlaml
bir aktivite artigidir. CAT aktivitesinde hem metal hem de kontrol gruplarinda azalis goriilmiistiir.
Oksidatif hasarin otokatalizi olarak bilinen siiperoksit ve hidroksit radikallerinin maksimum diizeye
ulagsmalar1 sonucu ve metallerin enzimlerin —SH gruplarina baglanmasiyla CAT aktivitesinde
azalhglar meydana gelmektedir. GST aktivitesi metal etkisinde sadece 90 mg Ca*?/L igeren
sulardaki grupta anlamli artis gostermistir. Bu durum savunma mekanizmasinin kirleticilere karsi
basladigini gostermektedir. Agir metallerin etkisiyle oksidatif strese karsi koruyu rol ve adaptasyon
durumu olarak GST aktivitesinde artig goriildiigii birgok ¢alisma ile desteklenmistir (Paris-Palacios
ve ark., 2000). GR ve GPX aktivitelerinde caligilan tiim ortamlarda herhangi anlamli bir degisim
olmamistir. GSH, GSSG ve rGSH diizeylerinde metal etkisinde artis goriilmiistiir. Bu artis, serbest
radikallerin ortamdan uzaklastirildiginin gostergesi ve antioksidan sistemin subkronik siirecte
adaptasyonu olarak aciklanabilmektedir.

Genel olarak baktigimizda sunulan c¢alismada; enzim aktivitesinde meydana gelen
azaliglarin hiicre zarinda yapisal hasar sebebiyle zar gecirgenliginde degisim meydana gelmesinden
veya antioksidan ve osmoregiilasyon sistemdeki bozulmalardan kaynaklanabilmektedir. Metallerin
dokularda olusturdugu farkliliklarla birlikte antioksidan ve osmoregiilasyon sistemde meydana
gelen bozukluklar, enzimlerin —SH (silfidril) gruplarmma baglanarak meydana gelen
konformasyonel degisiklikler veya tek ve iki degerlikli iyonlarla yaris halinde olmasi aktivitede
azalmaya neden olmaktadir. Antioksidan sistemler gibi olasi onarim ve telafi mekanizmalarinin
devreye girmesiyle ve adaptasyon gelistirmesiyle 6zellikle enzim aktivitesinde kronik siiregte artis
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Sudaki kirleticilerin baliklarda akut veya kronik etkide artis veya azalis
goriilebildigi gibi herhangi bir degisiklik de gostermeyebilir (De La Torre ve ark., 2007). Canli
organizmada meydana gelen tiim tepkiler, fizyolojik ve morfolojik biitiinliigiiniin bozulmasina
dogrudan kirleticilerin etkisinin olmasi, epitelyal tasinimda fizyolojik, morfolojik ve fonksiyonel
yapinin bozulmasi veya endokrin sistemde olusan hasardan kaynakli olabilecegi vurgulanmustir.
Degisen ortam sartlarina enzimlerin verdigi yanitlar stres smiflandirmasinda ve metabolik uyum
diizenlemelerinde biiyiik bir 6nem arz etmektedir.

Sudaki canlilar metallerin uzun siireli ¢ok diisiik dozdaki etkileriyle beraber kisa siireli
yiiksek dozdaki etkilerine de maruz kalmaktadir. Sucul canlilarda akut ve kronik strese bagli olarak
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal degisiklikler gozlenebilmektedir. Toksik maddeye karsi
kronik siirecte meydana gelen direnglilife bagli olarak olast uyum mekanizmalar
gelisebilmektedir, bu sebeple kisa siireli yiiksek dozda etkilerinin sonuglarina bakmanin yan1 sira
uzun siireli diisikk dozda metal etkilerinin degerlendirilmesi ¢evresel risk degerlendirmesi agisindan
daha biiyiik dneme sahiptir (McDonald ve Wood, 1993; Silvestre ve ark., 2005).

Bu calismasinin verileri ile baliklarin metabolik faaliyetleri, kullanilan suyun

fizikokimyasal Ozellikleri, su ortaminda metal kirliliginin canli organizmalara olan etkisinin
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belirlenmesinde dnemli bir parametre olabilecegini ve c¢evresel etki degerlendirmeleri yapilirken
mutlaka dikkate alinmasi gerektiginin alt1 ¢izilmigtir. Bununla beraber deneye konu olan baliklarda
cevresel kirliligin belirlenmesinde erken uyarici sistem olarak bilinen ATPaz enzimlerinin
biyobelirteg olarak kullanilabilecegini vurgulamaktadir. Ote yandan agir metallerden sucul
canlilarin nasil ve ne oranda etkilendiklerini tespit edebilmek i¢in antioksidan ve enzimatik
olmayan sistemlerde yer alan biyokimyasal parametreler kullanilarak daha aydinlatici bilgiler elde
edilebilir. Diger taraftan hem akut hem de kronik siireglerde biitiin bakir derigimlerinde balik
6liimiiniin olmamasi, yiizme ve beslenme davraniginin degismemesi ¢alisma kosullarinin subletal
oldugunu vurgularken, buna ragmen ozmoregiilasyon ve antioksidan sisteminin 6nemli tepkiler

vermeleri toksikolojik agidan ¢ok 6nemli bulunmustur.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuglar

O. niloticus 15 (Ca0), 30 (Cal) ve 90 (Ca2) mg Ca™?/L ve ayrica 0,3 uM-akut ve 0,03 pM-
kronik derisimlerindeki bakir kloriir dihidrat (CuCl,.2H,0) ile 0 (Ca0), 30 (Cal) ve 90 (Ca2) mg
Ca™/L nin birlikteki etkisine farkli siirelerde (3 giin-akut ve 30 giin-kronik) birakilmustir. Akut ve
kronik siire sonunda baliklarda Na"/K'-ATPaz ve Mg™-ATPaz (solunga¢ ve bagirsak) ile Ca™-
ATPaz (kas) aktivitesiyle birlikte karaciger dokusunda antioksidan enzim aktivitelerine bakilmistir.
Baliklarda ATPaz aktiviteleri metal etkisi sonucunda akut ve kronik etki siiresinde (3-30 giin) 6nemli
degisiklikler gdstermistir. Kontrol grubunda akut siiregte bagirsak Mg™-ATPaz ve Na'/K'-ATPaz
aktiviteleri birbirine zit tepkiler verirken, metal etkisinde etki siiresi, farkli sertlik diizeyleri ve
dokuya bagl olarak genellikle azalis gdstermistir. Kas Ca"*-ATPaz aktivitesi hem kontrol hem Cu*?
etkisinde benzer yonde egilim gostermistir. Kontrol gruplarinda kronik siirecte (30 giin) hem azalis
hem artis goriilmiistiir. Cu™ etkisinde solunga¢ dokusunda Mg"2-ATPaz ve Na'/K'-ATPaz ile
bagirsak Mg*2-ATPaz aktiviteleri degisim gostermezken, Ca'>-ATPaz aktivitesi kas dokusunda
azalig gostermistir. Akut siirecin kendi kontroliine gore kronik siirecle kiyaslanmasinda ATPaz
aktivitelerine bakildiginda ise solungag Na'/K'-ATPaz aktivitesi sadece Cal igeren sularda azalis
gosterirken, bagirsak Na'/K'-ATPaz aktivitesi Ca0 igeren sularda artis gdstermistir. Solungag
dokusunda Mg"-ATPaz aktivitesi her ii¢ derisimde de artis gdsterirken, bagirsaktaki Mg"2-ATPaz
aktivitesi ve kas Ca"?-ATPaz aktivitesi degisim gostermemistir. Bagirsaklar en fazla etkilenen doku,
solungaglar en az etkilenen doku olurken, toplam protein diizeyleri ise genel olarak herhangi bir
degisiklik gostermemistir. Akut siiregte calisilan enzimler igerisinde sadece GST ve aktivitesinde ve
GSH/GSSG oraninda anlamli degisiklikler olmustur. GST aktivitesinde metal etkisinde 30 mg
Ca*?/L igeren sulardaki grupta anlaml1 bir azalis goriilmiistiir. Calisilan diger tiim parametrelerde
hem metal etkisinde hem de kontrol gruplarinda artis ve azalis olmus fakat anlamli olarak
degerlendirilmemistir. Kronik siirecte ise; SOD aktivitesinde hem metal hem de kontrol gruplarinda
artis gorilmiistiir. CAT aktivitesinde hem metal hem de kontrol gruplarinda azalig goriilmiistiir. GST
aktivitesi metal etkisinde sadece 90 mg Ca'?/L igeren sulardaki grupta anlamli artis gdstermistir. GR
ve GPX aktivitelerinde calisilan tiim ortamlarda herhangi anlamli bir degisim olmamistir. GSH,

GSSG ve rGSH diizeylerinde metal etkisinde artis goriilmiistiir.

5.2. Oneriler

Bu doktora ¢alismasinda su sertligiyle birlikte bakirin solungag, bagirsak ve kas ATPaz
aktiviteleri ve karaciger antioksidan sistem parametrelerinde meydana gelen degisimler incelenerek,
ozmoregiilasyon ve antioksidan sistemin metal kirliliginde biyobelirte¢ olarak kullanilabilitesini
gostermek tlizere planlanmustir. Su sertligi basta olmak iizere metal toksisitesini etkileyen faktorler

arasinda tuzluluk, icerigindeki organik madde miktar1 ve pH yer almaktadir. Suyun bunlar disinda
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kalan diger kimyasal ozellikleri de calisarak daha kapsamli ve karsilagtirmali sonuglar ortaya
konabilir. Yapay ortamda (laboratuvar) gerceklestirilen deneyler disinda dogal yasam alaninda
baliklarin kars1 karsiya kaldigi bakir disinda diger inorganik kirleticilerin toksik etkilerinin
belirlenmesi i¢in yapilan ¢aligmalarla saglik riski degerlendirmesi kapsaminda ¢ok daha dogru
sonuglar elde edilebilir. Metal etkilesiminde farkli metaller kullanilarak ya da farkli baliklar ile
caligilarak, tiirler aras1 kargilastirma yapilip metal toksisitesine duyarlilik ve direnglilik dl¢iilebilir.
Erken uyarici sistem olarak bilinen ATPaz ve antioksidan enzimlerle beraber metal toksisitesinin
belirlenmesinde diger enzimatik sistemlerle birlikte enzimatik olmayan sistemlerde (metallothionein
ve rediikte glutatyon gibi) yer alan biyokimyasal parametreler de kullanilarak metal etkileri
incelenebilir. Ayn1 sucul organizmanin farkl tiirlerinde ve farkli sucul organizmalarda antioksidan
ve osmoregiilasyon sistemlerle metal toksisitesine duyarli belirtecler kullanilarak direngli ve duyarl
tiirler karsilastirilabilir. Su sertligi ve metal tiiriine bagli olarak yaptigimiz bu ¢alismanin yaninda
suyun farkl fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (tuzluluk ve alkalinite gibi) géz dniinde bulundurularak
ATPaz ve antioksidan enzim aktiviteleri dlgiilebilir. Cevresel risk degerlendirmede ve biyolojik
molekiil diizeyinin belirlenmesinde faydali olan metallerin sebep oldugu doku hasarlarinin
gozlenebilmesi i¢in doku histolojisine de yer verilebilir. Kirliligin oldugu yerlerde gevresel risk
degerlendirme kapsaminda metallerin tek basina degil birlikte de bulunabilecekleri gbz Oniine
almarak etkileri incelenebilir. Digaridan alinan reaktif oksijenler canli organizma metabolizmasinda
devamli meydana gelen oksidasyon olaylarin1 hizlandirmaktadir. Canli viicudunda serbest
radikallerin artigiyla hiicre hasarlari olusur ve saglik agisindan 6nemli sorunlar olusturabilir. Serbest
radikallerdeki bu artis nedeniyle kardiyovaskiiler hastaliklar, bosaltim ve solunum sisteminde
bozulmalar, gastrointestinal hastaliklar ve infertilite gibi bir¢ok soruna sebep olabilir. Serbest
radikallerin olumsuz etkilerinden kurtulmak i¢in yeterli miktarda antioksidan alimi ve dengeli
beslenme gereklidir. Oksidan kaynakli hastaliklarin gériilme riskinin azalmasi, daha uzun ve kaliteli

bir hayat siiriilebilmesi i¢in savunma mekanizmasi olarak antioksidanlar onerilebilir.
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EK 1. Cu*? ve Ca*? etkisinde kalan O. niloticus’un solunga¢ ve bagirsak dokularinda Mg*-
ATPaz, kas dokusunda Ca*™2-ATPaz aktivitelerinin kontrole gore yiizde (%) degisimleri. (*:
+2

Kontrol-Ca*? gruplarmin 15 mg Ca**/L’ye gore istatistiksel farkhiliklari, #: Ca*’+Cu

etkisindeki gruplarin kendi kontrollerine gore istatistiksel farkliliklar: gostermektedir)

Etki Siiresi Deney Ortami Solungac¢ Bagirsak Kas
15 mg/L Ca*? - - -
30 mg/L Ca*? 61 281 47| *
90 mg/L Ca™ 6] 23| * 37)*
0 mg/L Ca*?+ Cu™ 31 551 56 |
30 mg/L Ca™?+ 17 | 47 | # 44 | #
AKkut Cu™?
90 mg/L Ca*?+ 151 4] 44|
Cu™?
15 mg/L Ca™ - - -
30 mg/L Ca™ ! 16 | 56 1*
90 mg/L Ca* 1] 111 19 |
15 mg/L Ca™+ 1 111 79 |#
Cu+2
30 mg/L Ca*?+ 3] 22 ] 95 |#
Kronik Cu™
90 mg/L Ca™?+ 141 48 | 88 |#
Cu™?
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EK 2. Cu*?ve Ca*? etkisinde kalan O. niloticus’un solungag¢ ve bagirsak dokularinda Na*/K"-
ATPaz aktivitesinin kontrole gore yiizde (%) degisimleri. (*: Kontrol-Ca*? gruplarimin 0 mg
Ca™/L’ye gore istatistiksel farkhliklari, #: Ca™+Cu'? etkisindeki gruplarin Kkendi

kontrollerine gore istatistiksel farkhiliklar1 gostermektedir)

Etki Siiresi Deney Ortam Solungac¢ Bagirsak
15 mg/L Ca™? - -
30 mg/L Ca™? 16 1 395 1%
90 mg/L Ca™ 201 110 1*
Akut 15 mg/L Ca™+ Cu™ 16 | 636 1#
30 mg/L Ca?+ Cu™ 27 ] 75 |#
90 mg/L Ca*?+ Cu*? 20 | 55|
0 mg/L Ca* - -
30 mg/L Ca*? 30 ] 77 |*
90 mg/L Ca*? 19 1 74 |*
15 mg/L Ca™+ Cu" 27 65 |
30 mg/L Ca*?+ Cu*? 281 61
90 mg/L Ca*2+ Cu™ 36 | 48 |
Kronik
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EK 3. Kronik siirecte Ca*? etkisinde kalan kontrol grubu balhklarin (O. niloticus) solungag ve
bagirsak dokularinda Na*/K*- ATPaz, kas dokusunda Ca™-ATPaz aktivitelerinin akut
siirecteki kendi kontrollerine gore yiizde (%) degisimleri. (*: Kronik siire¢ ATPaz

aktivitelerinin akut siirece gore istatistiksel farklarim gostermektedir.)

Etki Siiresi

Deney Ortamm

Solungac¢

Bagirsak

Kas

Akut

15 mg Ca*?/L

30 mg Ca™?/L

90 mg Ca*?/L

Kronik

15 mg Ca™/L

30 mg Ca*?/L

90 mg Ca*?/L
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EK 4. Kronik siirecte Ca™ etkisinde kalan kontrol grubu baliklarin (O. niloticus) solungag ve
bagirsak dokularinda Mg*2- ATPaz aktivitelerinin akut siirecteki kendi kontrollerine gore
yiizde (%) degisimleri. (*: Kronik siirec ATPaz aktivitelerinin akut siirece gore istatistiksel

farklarim gostermektedir.)

Etki Siiresi Deney Ortamm Solungac¢ Bagirsak
15 mg Ca™/L - -
30 mg Ca™?/L - -
Akut 90 mg Ca*?/L - -
15 mg Ca™/L T* -
30 mg Ca*?/L T* -
Kronik 90 mg Ca**/L T -
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EK 5. Cu*? ve Ca™ etkisinde kalan O. niloticuS'un karaciger dokularinda antioksidan enzim
aktivitelerinin kontrole gore yiizde (%) degisimleri. (*: Kontrol-Ca** gruplarinin 15 mg
Ca*?/L’ye gore istatistiksel farkhiliklari, #: Ca*?+Cu*? etkisindeki gruplarin kendi kontrollerine

gore istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir)

Etki Deney | SOD | CAT | GST | GR | GPX | GSH | GSSG | rGSH | GSH/GSSG
Siiresi | Ortamm

15 mg/L - - - - - - - - -
Ca+2

S T I I A A N R *

C a+z

O I A R N A R

Ca™?

w o UL -

Ca+2 +
Cu"

Akut om0 [ 1

Ca+2 +
Cu®

N T T i l l T T - 7

C a+2 +
Cu"

15 mg/L - - - - - - - - -
Ca"

S N R T R R A !

Ca*?

omgl |k x ! T T 1 T ! 1

Ca*?

Ewl T [ U [ [ e | !

Ca?+
Cu*?

| demeLo o q# 1 1 ! ! T 7 7 1
Kronik Ccﬁ +2+

Home/l ] T [ T T# 1# T# 1

Ca?+
Cu*?
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