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: Dog. Dr. Ramazan BiLGIN
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Tathsu baligi (Oreochromis niloticus) akut (48 saat, 20 uM Cd*?) ve kronik
(14 giin, 10 uM Cd*?) siireler ile tic farkl: derisimdeki Ca™?icin, Cd*? ve Ca"*+Cd*?
etkisine birakilmistir. Deney sireleri sonunda solungag ve bagirsak dokusunda
Na'/K*-ATPaz ve Mg'%-ATPaz ile kas dokusunda Ca®-ATPaz aktiviteleri
olculmustir. Elde edilen sonuclara gére enzim aktivitesinin farkli Cd* ve Ca™
derisimine, etki siiresine ve doku tipine gore degistigi gozlenmistir. Ca*? derisimi
arttikga  kontrol baliklarin  ATPaz aktivitelerinin - 6nemli oranlarda arttig:
bulunmustur. Sadece Ca*? etkisindeki baliklarda genellikle ATPaz aktivitelerinde
artis gozlenirken, Ca">+Cd*? etkisinde ise artis yaninda azalis da gozlenmistir. Akut
ve kronik sirecte solungag Na'/K*-ATPaz aktivites birbirine zit tepkiler verirken,
Ca'%-ATPaz ve Mg">-ATPaz genel olarak benzer yonde aktivite gostermistir. Bu
calismada, sucul ortamlarda metal toksisitesine Ca'?nin etkisinin belirlenmesi
amaclanmustir.

Anahtar Kelimeler: Kadmiyum, Kalsiyum, Oreochromis niloticus, ATPaz




ABSTRACT

MSc THESIS

DETERMINATION OF THE ATPase RESPONSES IN TISSUES OF
FRESHWATER FISH (Oreochromis niloticus) EXPOSED TO Cd*? IN WATER
WITH DIFFERENT Ca*? LEVELS
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Freshwater fish (Oreochromis niloticus) was individually exposed to Ca*,
Cd** and Ca?*+Cd?* in three different concentrations Ca®* for acute (48 h , 20 uM
Cd**) and chronic (14 days, 10 uM Cd*") exposure periods. At the end of exposure
periods, Na'/K*-ATPase and Mg?*-ATPase activities in the gills and intestine and
Ca’*-ATPase activity in the muscle were measured. Results showed that enzyme
activities depend on Cd?* and Ca* concentration, exposure duration and tissue type.
Aslong as Ca’* concentration increase ATPase activities of control fishes inreased,
also. Generally, ATPase activities increased in fish exposed to only Ca
concentration, while they showed both increases and decreases after exposure to
Cat*+Cd®*. While gill Na'/K*-ATPase activity showed opposite reactions, Mg*'-
ATPase and Ca**-ATPase showed similar trend in acute and chronic periods. The
aim of this study was to investigate the effects of Ca®* on metal toxicity.
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1. GIRIS Ceren Ozlem GURLER

1. GIRIS

Son yillarda hizl1 niifus artis1 ve hizli endistrilesme sonucu 6zellikle sucul
ortamda toksik agirr metal seviyesinin arttigim gosteren birgok calisma vardir.
Kirleticilerin bir bolimint olusturan agir metaller, meta bilesikleri ve cesitli
mineraller gol, nehir, korfez ve okyanuslar ile bunlarin sedimentlerinde genis yayilim
gogerirler. Bu mineraller dogal olarak o yapinin bir parcast olmalart veya insan
faaliyetleri sonucunda yogun olarak Uretilip bir sekilde o ortama tasinmalar1 sonucu
orada bulunurlar (Kalay, 2004; Yazkan, 2004). Metaller sucul ortamlarda daha ¢ok
karisim halinde bulunmalarina karsin bu alanda yapilan ¢calismalar daha cok metallerin
tek basina yaptiklari etkiler ile ilgilidir (Heath, 1987; Lange, 2002). Kirlenmis
bdlgelerde metaller bulunduklarindan ve bunlarin birikim ve toksik etkisi metal tipine
ve maruz kalma zamanina gore degistiginden metal karisimlarimin baliklar tzerine
etkisini aydinlatmak gereklidir. Doku ve organlardaki metal birikimi sadece metal tipi
ve konsantrasyonu, maruz kalma zamani, suyun fiziksel ve kimyasal parametreleri
(sicaklik gibi), tuzluluk ve sertlige bagli olmayip ayni zamanda tiire, yasa ve metabolik
aktiviteye de baglidir (Pelgrom ve ark., 1995). Metalerin, sadece 6nemli bir
ekosistem bileseni degil ayni zamanda O6nemli bir besin kaynagi olan balikta,
biyokimyasal ve fizyolojik mekanizmalarin butUnlGgini bozdugu bilinmektedir
(Heath, 1987; Hogstrand ve ark., 1999; Grosell ve ark., 2003). Vicuda alinan
metallerin toksik etkileri, metabolik, depolama ve detoksifikasyon mekanizmalarinin
alimim oranina yetemedikleri durumda ortaya ¢ikmaktadir. Etki derecesi metal tipi,
kimyasalin etki zaman: (Ezemonye ve ark., 2008), alkalinite, sertlik, pH (Carvalho ve
Fernandes, 2006), organik karbon miktari, yikseltgenme-ingirgenme durumu ve
sicakliga baghdir. Baligin biyolojik sistemlerinde Hg™, Cd*? ve Pb*? gibi agir
metallerin roliiniin oldugu gosterilmedigi halde, Cu*?, Zn*? ve Fe*? gibi agir metallerin
balik metabolizmasi icin gerekli oldugu bilinmektedir (Heath, 1987; Ay ve ark., 1999).

Su sertligi bilindigi gibi baliklar Uzerine agir metallerin toksik etkilerini

azaltmaktadir (Ebrahimpour ve ark., 2010b; Pyle ve ark., 2002). Meta toksisitesi
genellikle solungag epitelyumlarindaki Ca*? kanallarinin yarismali olarak bloke
olmasi sonucunda baliklarda aktif Ca' transferinin bozulmasi ile ilgilidir (Galvez ve
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ark., 1998). Agir metaller yumusak suda sert suya gore daha toksiktir ¢inkut agir
metaller yumusak suda daha cok c¢cozinir ve bu ¢ozinmis formlar aktif toksik
gjanlardir (Rathor ve Khangarot, 2003). Dogal ortamlarda Ca'® ve Mg™ agir
metallerden daha fazla oranda bulunur. Ca™ derisimi azaldikca metal iyonlarinin
solungag membranlarindan pasif gegisi artar. Ca™ ve Mg™ iyonlarimin hiicre
membranlarindan alim dengenin saglanmasina neden olur ve bu durum metal
iyonlarina karsi gegirgenligi azaltir (Penttinen ve ark., 1998; Kim ve ark., 2001).

Cd™ agir metaller arasinda toksik etki bakimindan ilk sralarda yer alan
onemli bir metaldir. Su yoluyla alinan Cd*? sucul organizmalarda ekotoksikolojik ve
fizyolojik bircok zarara neden olabilir. Cd*® omurgalilarin biyolojik fonksiyonlari
icin gerekli bir element degildir ve cogunlukla solungag iyonositleri (klorid
hicreleri) yoluyla alinmakla birlikte (Torreblanca ve ark., 1989) genellikle baliklarin
bobrek, karaciger ve solungag dokularinda birikim gostermektedir (Rainbow ve ark.,
2000). Y iiksek su derisimlerinde Cd*? baliklar icin toksiktir (Rainbow, 1985). Buna
ek olarak solungaclara dogrudan fiziksel zarar verdiginden (Gardner ve Yevich,
1970) Cd*? akut toksisiteye neden olarak Ca*? dengesini bozmaktadir (Verbost ve
ark., 1987). Cd™?, Na'/K*-ATPaz gibi solungaclarda iyon tasinmasinda gorev alan
enzimleri inhibe ederek solungaglarda iyon gecirgenligine neden olmaktadir (De la
Torre ve ark., 2000; Silvestre ve ark., 2005).

Na'/K*-ATPaz ve Mg™ATPaz bircok hayvan hiicresinin  plazma
membranindan iyon gegisinin aktif transferini saglayan membrana bagli enzimlerdir.
Metal iyonlarinin biyuk bir kismi konsantrasyona bagli olarak ATPaz aktivitesini
degistirir. Na'-K*-ATPaz, 3 Na' iyonunu hiicre disina, 2 K* iyonunu ise hiicre icine
transfer etmek icin ATP nin hidrolizi ile agiga c¢ikan enerjiyi kullanmaktadir.
Boylece hiicre hacminin dizenlenmesi, iyon tasimmu, elektrokimyasal gradientin
korunmas: gibi temel fonksiyonlarda 6nemli gorevlere sahiptir (Grosell ve ark.,
2003). Sarkoplazmik retikulum tiibiillerinde lokalize olan Ca'®-ATPaz, hiicre
membraminin  stabilizasyonu icin gerekli olan Ca™nin nM  diizeylerindeki
miktarlarinda aktive olabilmekte ve ATP hidrolizinden agiga c¢ikan enerjiyi
kullanarak sitoplazmadan Ca*? nin uzaklastiriimasinda ve boylece dustik hiicresel
Ca"? igeriginin korunmasinda gorev almaktadir (Wong ve Wong, 2000). Hiicre
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zarmin  butdnliglln ve permeabilitenin  stabilizasyonunda 6nemli goreve sahip
Mg*® nin tasinmasinda gérev alan Mg"-ATPaz ise iyon regiilasyonunda 6nemli bir
goreve sahiptir (Canli ve Stagg, 1996). Agir metallerin ATPaz enzimleri Gizerine olan
etkiler cesitli arastirmalarla gosterilmistir (De la Torre ve ark., 2000; Atli ve Canli,
2007). Ozellikle Cu*?, Ag™, Cd", zn" ve Hg' gibi agir metallerin kemikli
baliklarda ATPaz inhibisyonu sonucu osmoregilasyonda bozulmalara neden
olduklar1 gorilmustir (Bianchini ve Wood, 2003; Bianchini ve ark., 2005; Garcia-
Santos ve ark., 2006).

ATPazlar gibi osmoregulator enzimler Uzerinde agir metallerin inhibitor
etkileri sucul organizmalarda yararli belirtecler olarak kullanilabilmektedir
(Blanchard ve Grosell, 2006). Bu proje ile balik (Oreochromis niloticus)
osmoreguilasyon sisteminde ¢cok 6nemli yer tutan solungag ve bagirsak dokularinda
ve metal birikiminin gézlendigi kas dokusunda metallerin tek basina ve farkli Ca*
derisimine sahip sulardaki etkilerine ATPaz enzim aktivitelerinin cevabi ve buna
bagli olarak bir “erken uyar1 sistemi” olarak kullamlabilme potansiyeli
belirlenecektir.

1.1. Kadmiyum

Cd*"? genis yayilima sahip, artan antropojenik aktiviteler ile giderek toksik
hale gelen ve esansiyel olmayan bir metaldir (Atli ve Canli, 2011). Bununla birlikte
tatlh su baliklarinda biytk oranda ekolojik ve fizyolojik etkileri olan bir kirleticidir
(WHO, 1992). Sucul hayvanlar Cd*% nin sub - akut diizeylerine maruz kaldiklarinda
hematolojik etkiler, Ca™ dengesinde bozukluk, bobrek, solungag ve bagirsak
dokularinda histolojik ve morfolojik degisiklikler, osmoregulasyon kapasitesinin
degisiminde ve ekstraseliler sivi iyon konsantrasyonunda — dengesizlik
g6zlenebilmektedir.

Cd"® hem baliklarda hem de memelilerde Ca™ homeostazisini bozucu etki
yapar (Giles, 1984; Verbost ve ark., 1989). Su yoluyla ve besinsel Cd*? etkisine
birakilan hem tath su hem de tuzlu su baliklarinda Cd*? toksisitesi hipokalsemiye
neden olmustur (Pratap ve ark., 1989; Hwang ve Yang, 1997). Baliklarda, sudan
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solungaclar yolu ile alinan Cd™ kan plazmasindaki tastyici proteinlere baglanir ve
+25

dolasim yoluyla farkli dokulara dagilan Cd™“nin doku hasarlarina, omurga
rahatsizliklarina, solunum degisimine ve 6lime neden oldugu belirtilmistir (De Smet
ve Blust, 2001). Canlilar icin eser diizeyde bhile gerekli olmayan Cd*?, yilksek
kompleks olusturma yeteneginden dolay: hilicre membranlarina hemen baglanmakta
ve Ca'?, Mg* gibi fizyolojik elementlerin benzer kimyasal 6zelliklerini kullanarak
hiicreye girmektedir (Gagnon ve ark., 1998).

Ca'"? ve Cd*? solungaglarda ayn: tasimim yollarini paylasirlar (Verbost ve ark.;
1989; Playle ve ark., 1993; Niyogi ve Wood, 2006) ve sonug olarak su yoluyla alinan
Ca"?deki bir yikselis Cd™? alimmini diisuriir (Hollis ve ark., 2000) ve bircok balik
tiriinde Cd*? toksisitesini azaltir (Pratap ve ark., 1989; Pratap ve Wendelaar Bonga,

1993; Diaz ve ark., 1998).
1.2. Kalsyum

Ca'? balik tirlerinin ekolojisinde cok 6nemli bir faktordir. Tatl: sularda
yilksek diizeydeki Ca" nin suyun kalitesinde ve bitki ile hayvanlarda verimliliginin
artmasinda ¢ok onemli bir iyon oldugu belirtilmistir (Berntssen ve ark., 2003).
Yapisal olarak hem iskelet dokularinda (kemik, dis ve pul) hem de yumusak
dokularda (membran akiciligi, bitinligl ve hicre adhezyonu) onemli islevi
bulunmaktadir. Tatl su baliklarinda solungaglar, bagirsak ve bobrekler i¢c ve dis
ortam arasinda Ca'"® degisiminde cok énemli organlardir (Hwang ve Yang, 1997).
Ca'*? solungaclarin apikal membranlarinda Ca'? kanallariyla alinmakta ve basolateral
plazma membranlarinda Ca"*-ATPazlarla kanin icerisine tasinmaktadirlar (Verbost
ve ark., 1989; Baldisserotto ve ark., 2004a).

Cogunlukla solungaclar yoluyla alinan Ca'? yavru baliklarda bilyiime icin
yasamsal 6neme sahiptir (Flik ve ark., 1993; Reader ve ark., 1988). Su yoluyla alinan
agir metaller gibi bircok zehirli madde Ca'? transportu gibi bir veya birden fazla
fizyolojik mekanizma ile birincil toksik etkilerini solungag epitelyumlar: Uzerinde
gostermektedir (Playle ve ark., 1992; Viarengo, 1994). Daha oOnceki calismalar
Cd"?nin 6ncelikle ve en cok Ca™ homeostazisine zarar verdigini gosterirken,
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Cu®nin baliklarda Na" dengesi lizerine negatif etkisi oldugunu ve Ca dengesini
cok az etkiledigini gostermektedir (Varanasi ve ark., 1978; Verbost ve ark., 1987;
Reid ve McDonald, 1988).

Tath su baliklarinda akut toksisiteyi ve Cd*? alinimini 6nlemenin sudaki Mg*
iyonundan cok Ca derisimi ile ilgili oldugu ve Ca™nin sert suyun koruyucu
etkisinde baglica katyon oldugu gosterilmistir (Carrol ve ark., 1979; McDonald ve
ark., 1988; Pat ve ark., 1985). Ca'?nin bu koruyucu etkisi solungag
gecirgenligindeki degisimler veya solungagtaki baglayici alanlar icin Ca™ ve Cd*™
arasindaki yaris ile ilgili olabilmektedir (McDonald ve ark., 1980; Part ve ark., 1985;
Meyer 1999).

Su sertligi tath su baliklarindaki akut Cd*? toksisitesinin yan sira kronik Cd*?
toksisitesinde de koruyucu etkiye sahiptir (Part ve ark., 1985). Su sertliginin
gokkusag: alabaliginda Cd*™? alinimi ve toksisitesine kars: azaltict bir etkiye sahip
oldugu gosterlmistir (McDonald ve ark., 1980; Pagenkoph, 1983; Part ve ark., 1985;
Pascoe ve ark., 1986; Hollis ve ark., 1999, 2000; Richards ve Playle, 1999).

Su sertligi baska bir deyisle (CaCOse karsilik gelen Ca™? ve Mg
konsantrasyonlarinin toplami Wetzel, 1983) arttikca akut Cd™? toksisitesi azalir
(Carrol ve ark., 1979; Pascoe ve ark., 1986; Davies ve ark., 1993). Temel sertlik
katyonu Ca"? solungag yiizeylerindeki Cd*? baglayan alanlarla yarisarak solungag
gecirgenligini degistirmekte ve toksisiteyi azaltmaktadir (McDonald ve ark., 1980;
Pagenkopf, 1983; Hunn, 1985; Part ve ark., 1985; Hollis ve ark., 1997).

1.3. Adenozin Trifosfataz (ATPaz) Enzimleri

ATPazlar membrana bagli enzimler olup biyolojik membranlar araciligiyla
iyon transferinde, osmotik basinct ve membran gegirgenligini dizenlemede
gorevlidir (Sancho ve ark., 2003). Metaller, molekiler yapi ve enzimlerin
fonksiyonel  gruplarimin  etkinligine  bagli  olarak enzim  sistemlerine
baglanabilmektedir. Enzim molekult Gzerindeki aktif bolgelere metallerin
baglanmasi, enzim aktivitelerinde inhibisyon veya uyariima ile sonuglanmaktadir
(Watson ve Beamish, 1981).
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Solungag epitelyal hiicrelerinin basolateral membraminda bulunan Na'/K*-
ATPaz, elektrolitlerin solungaglardan aktif olarak gegisinden sorumludur. Mg*-
ATPaz oksidatif fosforilasyon ve iyon transferinde énemli rol oynar ve Mg*
iyonlarinin transepitel regulasyonunda gérev almaktadir (Parvez ve ark., 2006).
Mg*?, Na'/K*- ATPaz aktivitesi icin gerekli olmasina ragmen bu iyonun yiiksek
konsantrasyonlar: enzim aktivitesini inhibe etmektedir (Wheeler ve Whittam, 1962;
Dunham ve Glynn, 1961; Bond ve Hudgins, 1979).

Eliwmaliiler wrt L -'- AL |

Sekil 1.1. Na'/K*- ATPaz enziminin yapisi

Ca'?-ATPaz ise 6nemli bir diger ATPaz olup diistik Ca'? diizeyini korumak
icin Ca" iyonlarini stoplazmadan uzaklastirmada gorev almaktadir (Watson ve
Beamish, 1981). Ouabaine duyarli Na'/K*- ATPaz ve ouabaine duyarli olmayan
Mg*2-ATPaz hayvan hiicrelerinin néronlar dahil bircok bolgesinde zellikle sinaptik
plazma mebranlarinda bol miktarda bulunan zar enzimleridir. Na'/K*-ATPaz 1n
fonksiyonu membranlardan gegen Na" ve K* yogunlugunu dengelemek iken, Mg
ATPaz purin nikleotidlerinin ekstraseltiler metabolizmas ile iliskilidir. Bu enzimler
ATP den hidrolizlenen kimyasal enerjiyi elektrokimyasal iyon yogunlugundan
kaynakl1 potansiyel enerjiye donistirir. Bunun yaminda Mg*%-ATPaz aktivitesinin
mekanizmasi hakkinda ¢aligmalar ve veriler cok yetersizdir.

Metal toksisitenin ana mekanizmasi solungag ve bobrek gibi osmoregulator
dokularda Na'/K*-ATPaz inhibisyonuyla birlikte osmoregiilasyonda gergeklesen
bozulmadir (McGeer ve Wood, 1998). Genellikle balik dokularinda ATPaz
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aktivitelerinin inhibisyonu, bazi enzim aktivitelerinde artis olmasina ragmen 6zellikle
kronik metal etkilerinden sonra gbzlemlenmistir. Bu durum ise olasi adaptasyon
mekanizmalarindan kaynaklanabilmektedir (Atli ve Canli, 2007). ATPaz larin
cevresel kirleticiler tarafindan osmoregtilator hasardan 6nce gerceklesen inhibisyonu,
ATPaz larin  iyonik ve osmoregulator sSistemlerdeki  bozukluklarin  erken
uyarilmasindaki kullanimlarini isaret etmektedir (Stagg ve ark., 1992, Sancho ve
ark., 2003).

Bu calismada; 15, 30 ve 60 mg/L derisimindeki Ca™ ve 20 uM ile 10 pM
derisimindeki Cd*?nin tek ve birlikteki etkilerine birakilan tath su baligi O.
niloticus un solungag, bagirsak ve kas dokusunda Na'/K*-ATPaz, Mg"*-ATPaz ve
Ca'?-ATPaz aktivitelerinin akut (48 saat) ve kronik (14 giin) siirecler sonucunda
verdigi tepkilerin 6lcilmesi amaclanmustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

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

Shephard (1980), farkli sulara adapte edilmis Cyprinus carpio solungacinda
plazma Ca' derisimini ve Ca'>-ATPaz aktivitesini belirlemistir. Bu baliklarda
plazma Ca'? derisiminin sudaki kalsiyum derisiminden yikksek olmasinin Ca'-
ATPaz aktivites ve suyun Ca™ derisimi ile dogrudan baglanti: oldugunu
belirtmiglerdir.

Bansal ve ark. (1985), tatlisu baligi Saccobranchus fossilis'in solungag ve
kalp dokularinda Ca'>-ATPaz karakterizasyonu sonucu elde ettikleri verilere gore
enzimin solungaclarda 3 mM Ca'? ve 3 mM ATP, kalpte ise 3 mM Ca*? ve 1 mM
ATP derisimlerinde optimum aktivite gosterdigini bildirmislerdir. /n vitro metal
etkilerinde ise Ca"?-ATPaz'1n inhibe oldugu, metaller arasinda Hg' toksisitesinin en
yiksek oldugu ve bunu sirastyla Pb™, Mn*? ve Cd™ nin izledigini belirtmislerdir.
Buna Kkarsilik enzimin her iki dokuda da bazi Cd? ve Mn"? derisimlerinde
uyarildigini gostermislerdir.

Wright ve ark. (1985), Cd™ nin etkisine birakilan Morone saxatilis de diisiik
Ca'*? diizeyine sahip ortamlarda mortalite gozlenirken, yilksek Ca*? derisimlerinde ise
mortalite gdzlememistir. Bunun sonucu olarak toksisitenin azaltiimasinda, Ca"™ nin
dogrudan biyolojik bir fonksiyonunun oldugunu ileri sirmislerdir.

Pratap ve ark. (1993), tatl su baligi Oreochromis mossambicus un solungag
dokularinda normal ve yilksek Ca*? derisimli sularda 35 giin siireyle Cd*? etkisini
calismislardir. Baliklar su ve besin yoluyla Cd*? etkisine birakilmis ve solungag
Na'/K*-ATPaz aktivitesindeki degisimler belirlenmistir. Y tiksek Ca'? derisiminin su
yoluyla alinan Cd*? diizeyini azalttigin fakat besinsel Cd*? alimim (izerine olumlu
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bir etkisi olmadigim gézlemlemislerdir. Bunun yaminda klorit hiicrelerinin sayisinin
artmamasi ile birlikte iyon degisim kapatisesinin azaldigi gozlemlenmistir.

Lemairegony ve Mayergostan (1994), tuzlu ve tatli suya adapte olabilen bir
yilan balig: tiirti Anguilla anguilla’ nin solungag dokularinda in vitro Cd*? etkisinde
Na'/K*-ATPaz ve Mg'%-ATPaz aktivitelerini olcmislerdir. Bazal Mg'*-ATPaz
aktivitesi tuzlu suda %40, tatli suda ise %25 azalmistir. Na'-K* ATPaz aktivitesi K*
sitimilasyonu veya ouabain inhibisyonu ile belirlenmistir. Buna gore enzim
aktivitesinin doza bagli Cd*? etkisi ile inhibe oldugunu belirtmislerdir.

Lionetto ve ark. (1998), bir yilan balig: tirti olan A. anguilla’ nin solungag ve
bagirsak dokularinda Na'/K*- ATPaz aktivitesi (izerine Cd*™ etkisini in-vitro olarak
analiz etmislerdir. Cd*® nin artan derisimlerinde (0.5-50 uM) 1 saat inkiilbasyondan
sonra bagirsak ve solungag enzim aktivitesindeki en yiksek inhibisyonun sirasiyla 5
UM ve 50 pM Cd*? derisimlerinde goriildiigini belirtmislerdir. Sonuc olarak
Na'/K*- ATPaz aktivitesinin Cd*? tarafindan inhibe edilmesinin asit-baz dengesini
degistirdigini ve dolayisiyla osmoregulasyonu bozdugunu bildirmiglerdir.

De la Torre ve ark. (2000), bir sazan tir olan C. carpio’'yu 1.6 mg
Cd*?/L’ nin 14 giinliik etkisine birakmalarinin ardindan baliklar: Cd*? icermeyen suda
19 gin siireyle bekletmislerdir. Na'/K*-ATPaz aktivitesinin etki sonunda %30
diizeyinde azalirken, Mg"-ATPaz aktivitesi %70 artis gostermistir. Subletal Cd*?
etkisinin sazanda osmotik ve iyonik dengeyi saglayan solungag enzimlerini 6nemli
Olcude degistirerek strese neden oldugu bildirilmistir.

Lionetto ve ark. (2000), yilan baligi A. anguilla’min solungag ve bagirsak
homojenatlarinda in vitro Cd" etkisinde Na'/K*-ATPaz ve Mg'*-ATPaz
aktivitelerini incelemislerdir. Na'/K*-ATPaz aktivitesinin Cd*? nin etkisinde inhibe
oldugu ve solungag dokusunun bagirsak dokusuna gore Cd*? etkisine daha duyarl:
oldugu bildirilmistir. Buna karsilik, Mg*™>-ATPaz aktivitesinin in vitro Cd*? etkisinde
her iki dokuda da degisiklik gostermedigi gozlenmis ve in vitro metal etkilerinin
sucul canhilardain vivo Cd*? etkisini anlamada yararl: olabilecegi belirtilmistir.

McGeer ve ark. (2000), Oncorhynchus mykissi Cd*? (3 mg/L), Cu*? (75

+2)

mg/L) ve Zn™ nin (250 mg/L) 100 gunlik etkisine birakmislardir. Deney sonunda

metallerin iyon dengesi ve Na'/K*-ATPaz aktivitesine olan etkilerini incelemislerdir.

10
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Solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesinin Cu™? etkisinde artis gosterdigini ve tim
vilcuttaki Na“ ve Ca'? diizeylerinin 2 giin icerisinde bozuldugunu gozlemislerdir.
Cd*? etkisinde Ca'? kaybinin daha uzun siireli oldugu ve fizyolojik tepkilerin Cu*?
etkisinde metabolik gereksinimle iliskili mekanizmalar: icerdigi belirtilirken, kronik
Cd*? etkisinin ise uzun siireli metabolik gereksinimle iliskili olmadig: gosterilmistir.
Zohouri ve ark. (2001), gokkusagi alabaligi O. mykiss'te su yoluyla alinan
Cd"?nin (0.05-2.56 pg/L) ve besin yoluyla alinan Ca™nin ( 52.8 mg/Calg) tek

baslarina ve birlikteki etkilerini 40 giin sireyle incelemislerdir. Cd*?

nin solungaclar
yoluyla sudan Ca alimmini inhibe ettigini ve 35. giinde hipokalsemiye neden
oldugunu bildirmislerdir. Besinle alinan Ca*? nin ise solungag, bobrek ve karacigerde
Cd" birikimine karsi koruyucu oldugunu fakat biyimenin hicbir grupta
etkilenmedigini belirtmislerdir.

MacDonald ve ark. (2002), Pb"nin balik solungacinda apikal Ca™
kanallarindaki inhibisyon rekabeti sonucu Ca™ homeostasisini  bozdugunu
gogtermisler.

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

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

Atli ve Canli (2007), O. niloticusun 14 gin sireyle 5, 10 ve 20 uM
derisimlerindeki metal (Cu*?, Cd*?, Zn*? ve Pb*?) etkilerinin ardindan solungag ve
bagirsak Na'/K*-ATPaz ile kas Ca'-ATPaz aktivitesini lcmiislerdir. Solungag
Na'/K*-ATPaz aktivitesi sadece 20 pM Pb*? etkisinde artis gosterirken diger biitiin
metal etkilerinde inhibe olmustur. Kas Ca>-ATPaz aktivitesi ise Cu™ disindaki diger
metal etkilerinde inhibe olmustur. Bu sonuglar isiginda arastrmacilar enzim

tepkilerinin metal tipi ve derisimlerine bagli olarak degisiklik gosterdigini ve

11
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enzimatik tepkilerin ekotoksikoloji alamnda sucul ortamlardaki metal kirliligine
duyarl1 belirtegler olarak kullanilabilecegini vurgulamslardir.

Craig ve ark. (2007), 7 gun slreyle yumusak suya adapte edilen zebra balig:
Danio rerio’da ¢esitli biyokimayasal parametrelerle birlikte Na'/K*-ATPaz
aktivitesini sert suda yasayan baliklarla karsilastirmislardir. Yumusak suda iyon
diizeyleri sert suya gore 6nemli diizeyde azalirken, tim vicuttaki iyon diizeylerinde
onemli bir fark gézlenmemistir. Buna karsilik, arastiricilar solungag Na'/K*-ATPaz
aktivitesinin yumusak suda 3. giine kadar nemli diizeyde artisinin ardindan 7. giine
kadar sert sudaki diizeyine yaklastigim belirtmis ve elde ettikleri verilerin baliktaki
iyon diuzenleyici mekanizmalarin isleyisini anlamada yol gosterici olabilecegini
kaydetmislerdir.

Christopher ve ark. (2009), O. mykiss'i 21 ve 11 mg/L CaCOsigerensirasiyla
yumusak ve cok yumusak suya adapte etmisler ve 96 saat siireyle Cd*? ve Zn'*?
karisiminin etkisine birakmislardir. Sertlik derecesi daha yutiksek olan suya adapte
edilen baliklarin dusiik olanlara gére daha direncli olduklarini gézlemlemislerdir.
Cok yumusak suya adapte edilen baliklarin homeostasizi devam ettirebilmek icin
iyon regiilasyonunu inhibe eden Cd"? ve Zn"? gibi metallere kars1 daha duyarl
olduklarim belirtmiglerdir.

Ebrahimpour ve ark. (2010), 40, 150 ve 380 mg CaCOs3/L sertlik diizeylerine

+2)

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

bakmiglardir. Elde ettikleri sonuca gore suyun sertligi arttikca metallerin toksik

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

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

Mansouri ve Baramaki (2011), farkl: sertlik diizeyine (0,118, 0,154 ve 0,180
mg/L) sahip sulara adapte edilen C. fusca’da akut Hg*? toksisitesini incelemisler ve
artan su sertligi ile Hg™? toksisitesinin azaldigin: belirtmislerdir.

Mansouri ve Baramaki (2011), C. fusca’y1 farkl1 sertlik derecelerine (50, 150,
275 mg/L CaCOs) sahip sularda Hg*?nin farkli derisimlerinin (0.5-1mg/L) akut
siireli (96 saat) etkisine birakmuslardir. Su sertligi arttikca Hg*? toksisitesinde azalma

gozlemlemislerdir.

12
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Kimyasal M alzemeler

3.1.1.1. Metaller

Kadmiyum klortr monohidrat (CdCl,.H,0, Merck)

3.1.1.2. ATPaz Aktivite Ol¢iimiinde K ullamlan Kimyasallar

Trizma-Base (Tris [hidroksimetil] aminometan); C4H11NOgs, Sigma)

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

EDTA (Etilendiamintetraasetikasit, Merck)

Sodyum klortr (NaCl, Merck)

Potasyum klorir (KCI, Merck)

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

Kalsiyum klorir (CaCl,, Merck)

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

Polioksietilen 10 Lauril eter (Sigma)

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

Sulfirik asit (H2S04% 98, Merck)

Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4, Merck)

Disodyum Adenozin trifosfat (Na,ATP, Sigma)

Ouabain (Cy9H44012, Sigma)

13
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3.1.1.3. Protein Analizinde Kullamlan Kimyasallar

Sodyum karbonat (NaxCOs, Fluka)

Sodyum hidroksit (NaOH, Merck)

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

Folin Ciocalteu Fenol Ayiraci (Sigma)

Bovin Albumin %35 (Sigma)

3.1.2. Kullamlan Aletler

Spektrofotometre: Schimadzu UV-1800

Derin dondurucu (- 80 °C): Revco Ultimalll

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

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

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

Coklu 6lgtiim cihazi: ThermoQOrionstar 5
3.2. Yontem

Deneylerde C.U. Su Uriinleri Fakiiltesi balik yetistirme havuzlarindan alinan
tath su balig1 O. niloticus kullanilmstir. Baliklar sicakligin 20+1 °C oldugu ve 12
saat aydinlatma periyodunun uygulandigi laboratuar ortaminda 40x40x100 cm
Olculerindeki 120 L ¢cesme suyu iceren akvaryumlarda yeni kosullara adapte olmaya
brrakilmigtir.  Akvaryum sularinin fizikokimyasal 6zellikleri Cizelge 3.1.'de
gosterilmistir.

14
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Cizelge 3.1. Akvaryum sularimin fizikokimyasal o©zellikleri (Art ort. £ S.D.,

N=54

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

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

Sertlik 91,1+30,3 105,5+12,3 193,3+28,4
(mg CaCOa4/L)

Alkalinite 95,5+14,0 90,5+12,0 98,0+8,90
(mg CaCOa4/L)

Sicaklik 17,6+1,43 17,5+1,43 17,6+1,40
()

Baliklara guinde bir defa olmak tzere agirliklarinin %2-3' U kadar hazir Pinar
Sazan yavru yemi verilmistir. Kullamlan balik yemindeki mikro elementlerin
miktarlar1 sirasiyla 70 mg Zn*%/kg, 25 mg Mn*?/kg, 25 mg Mg*? /kg, 2 mg Fe"?/kg,
0.7 mg I7kg, 1 mg Cu*?/kg, 0.2 mg Co**/kg, 0.03 mg Se/kg; makro elementlerin
miktarlar: ise en az %2-en gok %2,5 Ca'?, en az %0,2-en cok %1 Na', en az %1 P*
ve yem icgerigindeki ham protein ise en az %40tr. Deney sirasinda
akvaryumlardaki sert ve yumusak su ortaminin kalitesini belirlemek amaciyla goklu
Olcim cihaziyla (Thermo Orionstar 5) oOlgimler yapilmistir. Deneylerde Pinar
Gokceagac marka hazir su (15 mg Ca™/L) kullamlmistir ve ayrica bu hazir su
Uzerine belirli miktarlarda CaCl, eklenerek farkl: sertlik degerlerine (30 ve 60 mg
Ca*?/L) sahip sular hazirlanmistir.

Deney asamasinda baliklar 8 adet olacak gsekilde 33x33x40 cm
boyutlarindaki akvaryumlarda 15, 30 ve 60 mg Ca'?/L ve ayrica bu derisimlerdeki
Ca?ile 10 ve 20 mM derisimlerindeki Cd*® nin birlikteki etkisine akut (20 mM-48
saat) ve kronik (10 mM-14 gun) sireyle birakilmigtir. Deney sirasinda
akvaryumlarin cam yizeylerine tutunma, akvaryum suyunun buharlasmasi gibi
nedenlerle akvaryumlardaki metal derisimleri degiseceginden akvaryum sulart 2
gunde bir taze hazirlanan ¢Ozeltilerden vyapilan uygun seyreltmelerle
degistirilmistir. Metallerin balik yemine yapismasimi Onlemek amaciyla su

degisiminden 1 saat 6nce yem verilmistir. in vitro olarak ise, O. niloticus un
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solungag, bagirsak ve kas dokusu homojenatlarinda 15, 30, 60 ve 120 mg/L
derisimlerindeki Ca*? nin dogrudan etkisindeki ATPaz aktiviteleri 6lculmuistir.

3.2.1. Doku Homoj enatlarimin Hazir lamsi

Deney sireleri sonunda akvaryumlardan alinan baliklar spinal hale getirilip,
kurutma kagidiyla kurulandiktan sonra, boylar: en yakin cm ve agirliklar: en yakin
g cinsinden 6lctilmistiir. Baliklarin ortalama boylari; 15 mg Ca™/L iceren ortamda
10,3+1,30 cm, 30 mg Ca*?/L iceren ortamda 10,2+1,20 cm ve 60 mg Ca'?/L icin
10,6+1,10 cm olarak olcilmistir. Agirliklar: ise sirasiyla 17,7+6,70 g, 16,945,90 g
ve 18,9+5,90 g olarak dlcllmustir ve farkli deney gruplar: arasinda balik boy ve
agirlik bakimindan istatistiksel olarak bir ayirim goézlenmemistir (P>0.05). Steril
aletler kullanilarak alinan solungag, bagirsak ve kas dokulart homojenize edilinceye
kadar -80 °C'de saklanmustir. Dokular 250 mM Sukroz, 20 mM Trizma-Base, 1
mM EDTA (pH 7,8) iceren homojenizasyon tamponu ile (1/10, w/v) 9500 rpm’de
1,5 dk slreyle buz Ustiinde homojenize edilmistir. Eppendorf tUplerine aktarilan
homojenatlar 13.000 g'de 20 dk (+4 °C) santrifilj edilmistir ve elde edilen

supernatantlar ATPaz analizlerinde ve protein tayininde kullanil mistur.
3.2.2. ATPaz Enzim Aktiviteerinin Ol¢iimii

Bu calismadaki ATPaz aktivite 6lcimiinde, laboratuarimizda daha 6nce
yapilan ATPaz karakterizasyon ¢alismast sonucu (Atli ve Canli, 2008) elde edilen

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

Total-ATPaz Mg™-ATPaz Ca"-ATPaz
(- Ouabain) (+ Ouabain)
Ouabain (mM) - 1 -
NaCl (mM) 100 100 -
KCI (mM) 20 20 -
MgCl, (mM) 4 4 4
CaCl, (mM) - - 1
EGTA(MmM) - - 1
Tris(mM) 40 40 40
ATP (mM) 3 3 3
pH 7.7 7.7 7.7
°C 37 37-40 37

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

Prensip: Inorganik fosfat tayini, ATP den agiga ¢ikan inorganik fosfatin (Pi)
Polioksietilen 10 Lauril eter ile fosfomolibdatin olusturdugu sari renkli bilesigin
absorbansinin 390 nm'de Olgulmesi esasina dayanmaktadir. (Atkinson ve ark.,
1973).

Ayrraglar:

1. % 5 Polioksietilen 10 Lauril eter: 5 g Polioksietilen eter tartilarak saf su ile
¢ozulmis ve 100 ml’ye tamamlanmustir. Kullamlmadan ©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,SO,
¢ozeltisinde ¢ozulmuistar.

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

Deneyin Y apilist:

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

Oda sicakliginda 10 dk kompleks olusumu icin bekletilmistir.

Absorbans degerleri 390 nm’ de 6l¢ilmUstdr.

Sonuglar 100, 150, 200, 250, 300, 350 ve 400 mM KH,PO, ¢ozeltisinden
hazirlanarak elde edilen standart egri Uzerinden degerlendirilmistir (Sekil
31)

A WD P
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Sekil 3.1. Fosfat derisimi ve absorbans arasindaki dogrusal iliski.

3.2.4. Total Protein Analizi

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

analizi yapilmstur.

Prensip:

Proteinlerin alkali bakir siilfat ve fosfotungstik asit ile mavi renkli kompleks
olusturmas: temeline dayanir. Olusan bu renkli bilesigin spektrofotometrede 750
nm dalga boyunda absorbansi oOlctilerek nicel olarak protein miktar: belirlenir.
Proteinlerin ¢cogunda tirozin veya triptofan veya her iki aminoasit esit oranlarda
bulunmaktadir. Bu aminoasitler, fosfotungstik-fosfomolibdik asidi  (Folin-
Ciocalteu) redikleyerek mavi renk verirler. Bu yontem ile proteinler dnce alkali
ortamda bakir iyonu ile reaksiyona girerek bakir-protein kompleksini olusturur,
daha sonra ortama Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi eklendiginde bakir-protein kompleksi,

tirozin ve triptofan kokleriyle birlesir.

19



3.MATERYAL VE YONTEM Ceren Ozlem GURLER

Ayrraglar:

Ayirag A: %2 NaCOs3 (0,1 N NaOH icinde) 2 g N&COs tartilarak 0,1
N NaOH i¢inde ¢ozUinmesi saglanmustir.

Ayirag B1: %1 CuSO,. 5H,0. 1 g CuS0O,4.5H,0 tartilip, 100 mL’ye saf
su ile tamamlanmustur.

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

Ayrrag C: 50 hacim ayirag A + %2 hacim B1 + % hacim B, esit oranda
karstirilarak tamamlanmustir.

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

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

Deneyin Y apilist:

1.

N o g b~ w D

Deney tuplerine hazirlanan standart ¢ozeltilerden ve 6rneklerden 0,3
mL konulmustur.

Tuplerin Uzerine 3 mL ayirag C eklenmistir.

TUpler vortexle karistirilarak 15 dk oda sicakliginda bekletilmistir.
TUplere 0,3 mL Folin-Ciocalteu konarak tupler iyice karistiril mistur.
Oda sicakliginda 30 dk bekletilmistir.
Absorbans degerleri 750 nm’ de okunmustur.

Sonuclar 50, 100, 200, 300, 400, 500 ve 600 mg/L sigir serum albumini
cOzeltisinden hazirlanarak elde edilen standart egri  Uzerinden
degerlendirilmistir (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. Sigir albumininden hazirlanan standart derisimler ve absorbans arasindaki
dogrusal iliski.

Buna gore 20 pM Cd*? etkisinde 15 mg/L Ca*? derisimindeki hazir suda
kalan baliklardan 1 numarali olan O.niloticus un solunga¢ dokusunda 48 saat
sonunda (akut) toplam protein diizeyi;

y = 0,0024x
Absorbans. y = 0,546

0,546
Derigsim (x) =
0,0024

Derisim = 0,227 mg prot./mL
Doku homojenati tamponla 10 mL’ye seyreltildigi icin
Derisim = 0,227x10
Derisim = 2,27 mg prot./g yas agirlik (y.a)
Ayni regresyon esitligi kullanilarak kontrol ve metal etkilerindeki gruplarda

iki tekrarli olmak Uzere total protein diizeyleri hesaplanmustir.
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3.2.5. ATPaz Aktivitesinin Hesaplanmas

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

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

= pumol Pi/mg prot./sa
* = Inorganik fosfat regresyon esitligi (y = 0,0015x)

20 uM Cd™ ile 15 mg/L Ca*? etkisinde kalan baliklardan 1 nolu O.
niloticus un solungacinda 48 saat sonunda Na'/K*-ATPaz aktivitesi:

Absorbans. y = 0,075

0,075/0,0015 x 4,5 (mL)

Na'/K*-ATPaz aktivitesi =
1000 x 0,03 (mL) x 0,5 (sa.) x 2,27 mg prot./mL

Na'/K*-ATPaz aktivitesi = 6,63 pumol Pi/mg prot./sa

3.2.6. igtatistik

Bu calismadaki istatistiksel analizler, SPSS yardimiyla “Regresyon Analizi”
ve “One-way ANOVA” kullanilarak yapilmistir. Kontrol ve deney gruplar: arasinda
istatistiksel bir ayirim gozlendiginde (P<0.05), hangi grup veya gruplarin farkl
oldugu post-hoc testlerinden Duncan-test kullanilarak belirlenmistir. Grafik
gizimleri ise Microsoft Excel programi kullamlarak cizilmistir. Veriler aritmetik

ortalama + standart hata olarak verilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Bulgular
4.1.1. Akut (48 saat) Deneyler

O. niloticus Ca'?, Cd* ve Ca™+Cd*? etkisine akut (20uM-48 saat) olarak
birakilmistir. Bu silre sonunda solungag ve bagirsak dokularinda Na'/K*-ATPaz,
Mg*?-ATPaz ile kas dokusunda Ca™®-ATPaz aktivites degerleri dlciilmistir.

4.1.1.1. Kontrol Grubu ATPaz Aktiviteeri

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

30 mg Ca™/L etkisinde kalan baliklarin solungag dokusunda Na'/K*-ATPaz
aktivitesi kontrole gore %120 (21,57+2,06 umol Pi/mg prot./sa) (P<0,05) (Sekil
4.1), Mg'*-ATPaz aktivites ise %4 (18,9+3,02 umol Pi/mg prot./sa) artmistir
(P>0,05) (Sekil 4.2.). Aynm kosullarda bagirsak Na'/K*-ATPaz aktivitesi kontrole
gore %47 (21,940,71 pumol Pi/mg prot./sa) (P<0,05) (Sekil 4.3.), Mg'-ATPaz
aktivitesi ise %37 (30,1+1,50 pmol Pi/mg prot./sa.) artmustir (P<0,05) (Sekil 4.4.).
Kas Ca"*-ATPaz aktivitesi de kontrole gore %59 (37,8+4,15 pmol Pi/mg prot./sa.)
artig gostermistir (P<0,05) (Sekil 4.5.).

60 mg Ca/L etkisinde kalan baliklarin solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesi
kontrole gore %25 (12,49+0,10 pmol Pi/mg prot./sa.) artarken (P>0,05) (Sekil 4.1.),
Mg*™?-ATPaz aktivitesi %7 (16,9+1,20 umol Pi/mg prot./sa) azalmistir (P>0,05)
(Sekil 4.2.). Aym kosullarda bagirsak dokusunda Na'/K*-ATPaz aktivitesi kontrole
gbre %100 (29,8+1,60 umol Pi/mg prot./sa) (P<0,05) (Sekil 4.3), Mg"-ATPaz
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aktivitesi ise %86 artmistir (40,9+2,34 pumol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05) (Sekil 4.4.).
Kas Ca"%-ATPaz aktivitesi de benzer sekilde kontrole gore %80 artmustir (28,9+1,01
pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05) (Sekil 4.5.).

4.1.1.2. Kadmiyum Etkisinde AT Paz aktiviteleri

15 mg Ca'?/L etkisinde kalan baliklarin solungag dokusunda Na'/K*-ATPaz
aktivitess Cd*™ etkisinde kontrole gdre %70 (16,6+1,36 pmol Pi/mg prot./sa)
(P<0,05) (Sekil 4.1., EK.1) artis gostermistir, Mg™®-ATPaz aktivitesi de %40
(25,5+1,96 pmol Pi/mg prot./sa.) oraninda artis gostermesine karsin istatiksel bir fark
gbzlenmemistir (P>0,05) (Sekil 4.2., EK.2). Aynt kosullarda bagirsak dokusunda
Na'/K*-ATPaz aktivitesi Cd*? etkisinde kontrole gére %80 (26,5+2,61 pmol Pi/mg
prot./sa) (P<0,05) (Sekil 4.3.), Mg"*-ATPaz aktivitesi ise %32 artmustir (28,7+1,58
pumol Pi/mg prot./sa) (P<0,05) (Sekil 4.4). Kas dokusunda Cd*? etkisinde Ca'-
ATPaz aktivitesinin kontrole gore %6 artis1 anlamli bulunmamistir (16,5+1,94 pmol
Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.5., EK.1).

30 mg Ca™/L etkisinde kalan baliklarin solungag dokusunda Na'/K*-ATPaz
aktivitesi Cd*? etkisinde kontrole gére %54 azalirken (9,8+1,77 umol Pi/mg prot./sa.)
(P<0,05) (Sekil 4.1., EK.1), Mg"*-ATPaz aktivitesi %13 artrmstir (21,4+5,15 pmol
Pi/mg prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.2., EK.2). Aym kosullarda bagirsak dokusunda
Na'/K*-ATPaz aktivitesi Cd" etkisinde kontrole gore %27 (27,9+4,4 umol Pi/mg
prot./sa) (P<0,05) (Sekil 4.3., EK.1), Mg™>ATPaz aktivitesi ise %23 artmustir
(36,9+2,35 pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05) (Sekil 4.4., EK.2). Kas dokusunda Ca**
ATPaz aktivitesi Cd*? etkisindeki kontrole gére %91 azalmstir (3,5+3,18 pmol
Pi/mg prot./sa.) (P<0,05) (Sekil 4.5., EK.1).

60 mg Ca?/L etkisinde kalan baliklarin solungag dokusunda Na'/K*-ATPaz
aktivitesi Cd*? etkisinde kontrole gore %66 (4,3+0,81 pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05)
(Sekil 4.1., EK.1), Mg**-ATPaz aktivitesi %18 azalmistir (13,8+3,52 umol Pi/mg
prot./sa) (P>0,05) (Sekil 4.2., EK.2). Aym kosullarda bagirsak dokusunda Na'/K*-
ATPaz aktivitesi Cd*? etkisinde kontrole gore %28 (21,9+1,30 pmol Pi/mg prot./sa.)
artarken (P>0,05) (Sekil 4.3., EK.1), Mg'*ATPaz aktivitesi %8 azalmistir
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(37,7+2,27 pmol Pi/mg prot./sa) (P>0,05) (Sekil 4.4., EK.2). Kas dokusunda Ca'*
ATPaz aktivitesi kontrole gore %59 azalmistir (11,5+0,85 pumol Pi/mg prot./sa)

(P<0,05) (Sekil 4.5., EK.1).
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Sekil 4.1. Kadmiyumun farkl: kalsiyum derisimlerinde O. niloticusun solungag
Na'/K*-ATPaz aktivitesine akut etkileri. (*: Kontrol-Ca*? gruplarinin 15
mg Ca/L'ye gore istatistiksel farkliliklar;, # Ca™+Cd*™ etkisindeki
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Sekil 4.2. Kadmiyumun farkli kalsiyum derisimlerinde O. niloticusun solungag
Mg*?-ATPaz aktivitesine etkileri. Ayrintilar Sekil 4.1."de verildigi gibidir.
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Sekil 4.3. Kadmiyumun 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. Kadmiyumun farkli kalsiyum derisimlerinde O. niloticus'un bagirsak
Mg*™-ATPaz aktivitesine etkileri. Ayrintilar Sekil 4.1’de verildigi
gibidir.
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Sekil 4.5. Kadmiyumun farkli kalsiyum derisimlerinde O. niloticusun kas Ca"™-
ATPaz aktivitesine etkileri. Ayrintilar Sekil 4.1."de verildigi gibidir.

4.1.2. Kronik (14 gun) Deneyler

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

4.1.2.1. Kontrol Grubu Baliklarda AT Paz Aktiviteleri

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

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

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

Kronik siirecte Ca' etkisinde kalan kontrol grubu baliklarin solungag ve
bagirsak dokularinda Na'/K*-ATPaz ile Mg"-AT Paz ve kas dokusunda Ca"™-ATPaz
aktiviteleri, akut strecteki kendi kontrollerine gore de karsilastirilmistir (EK.3-
EK.4). Kronik 15 ve 60 mg Ca'%/L etkisindeki baliklarin solungag Na'/K*-ATPaz
aktivitesinde akut siiregle karsilastirildiginda degisiklik goriilmezken, 30 mg Ca™/L
etkisindeki baliklarin solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesi %50 (11,0+0,95 pmol Pi/mg
prot./sa) azalmistir (P<0,05). Bagirsak Na'/K*-ATPaz aktivitesi ise 15 mg Ca?/L
etkisinde %48 (7,81+1,31 umol Pi/mg prot./sa), 30 mg Ca'?/L etkisinde % 52
(10,4+1,14 pmol Pi/mg prot./sa.) ve 60 mg Ca"™/L etkisinde %65 (10,5+1,62 pmol
Pi/mg prot./sa.) azalmustir (P<0,05). Calisilan ti¢ derisimde de solungag Mg**-ATPaz
aktivitesinde bir degisiklik gorilmemesine karsin, bagirsak Mg*%-ATPaz aktivitesi
15 mg Ca'*? etkisinde %64 (7,85+1,18 pmol Pi/mg prot./sa.), 30 mg Ca*%/L etkisinde
%50 (15,1+1,43 pmol Pi/mg prot./sa) ve 60 mg Ca*?/L etkisinde %72 (11,5+1,65
pmol Pi/mg prot./sa) azalmistir (P<0,05). 15 mg Ca'?/L etkisinde kas Ca"*-ATPaz
aktivitesi degisiklik gostermezken, 30 mg Ca'?/L etkisinde %62 (14,2+4,30 pmol
Pi/mg prot./sa) azalis ve 60 mg Ca™?/L etisinde %75 (49,1+8,18 pmol Pi/mg
prot./sa.) artis gostermistir (P<0,05).
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4.1.2.2. Kadmiyum Etkisinde K alan Bahklar

15 mg Ca'?/L etkisinde kalan baliklarin solungag dokusunda Na'/K*-ATPaz
aktivitesi Cd*? etkisinde kontrole gore %4 azalms (15,2+0,98 pmol Pi/mg prot./sa.)
(P>0,05) (Sekil 4.6.), Mg™>-ATPaz aktivitesi ise %18 oraninda artmistir (24,7+2,56
pmol Pi/mg prot./sa) (P>0,05) (Sekil 4.7.). Ayni kosullarda bagirsak dokusunda
Na'/K*-ATPaz aktivitesi Cd*? etkisinde kontrole gére %1 (7,9+1,57 pmol Pi/mg
prot./sa) (P>0,05) (Sekil 4.8.), Mg"-ATPaz aktivitesi ise %23 artmustir (9,6+1,04
pmol Pi/mg prot./sa) (P>0,05) (Sekil 4.9.). Kas dokusunda Ca'?-ATPaz aktivitesi
Cd*™ etkisindeki kontrole gore %7 azalmustir (10,05+2,17 pmol Pi/mg prot./sa)
(P>0,05) (Sekil 4.10.).

30 mg Ca™/L etkisinde kalan baliklarin solungag dokusunda Na'/K*-ATPaz
aktivitess Cd*™ etkisinde kontrole gore %25 (13,7+1,46 pmol Pi/mg prot./sa)
(P>0,05) (Sekil 4.6.), Mg™-ATPaz aktivitesi %6 artmistir (27,5+2,97pumol Pi/mg
prot./sa.) (P>0,05) (Sekil 4.7.). Aym kosullarda bagirsak dokusunda Na'/K*-ATPaz
aktivitesi Cd*? etkisinde kontrole gore %51 (4,5+0,46 pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05)
(Sekil 4.8), Mg™*ATPaz aktivitesi ise %54 azalmustrr (6,9+0,90 umol Pi/mg
prot./sa) (P<0,05) (Sekil 4.9). Kas dokusunda Ca'’-ATPaz aktivitesi Cd*?
etkisindeki kontrole gore %30 artmustir (18,4+3,15 umol Pi/mg prot./sa.) (P>0,05)
(Sekil 4.10.).

60 mg Ca'?/L etkisinde kalan baliklarin solungag dokusunda Na'/K*-ATPaz
aktivites Cd*™ etkisinde kontrole gdre %70 (3,02+0,53 pmol Pi/mg prot./sa)
(P<0,05) (Sekil 4.6.), Mg**-ATPaz aktivitesi ise %83 azalmistir (3,08+0,32 pmol
Pi/mg prot./sa.) (P<0,05) (Sekil 4.7.). Aym kosullarda bagirsak dokusunda Na'/K"-
ATPaz aktivitesi Cd*? etkisinde kontrole gore %40 (6,2+0,99 pmol Pi/mg prot./sa.)
(P<0,05) (Sekil 4.8.), Mg"*-ATPaz aktivitesi ise %12 azalmstir (10,11+1,29 pmol
Pi/mg prot./sa) (P>0,05) (Sekil 4.9.). Kas dokusunda Ca**-ATPaz aktivitesi Cd*?
etkisindeki kontrole gore %45 azalmistir (26,6+2,86 pumol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05)
(Sekil 4.10.).
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Sekil 4.6. Kadmiyumun farkli kalsiyum derisimlerinde O. niloticus un solungag
Na'/K*-ATPaz aktivitesine kronik etkileri. (*: Kontrol-Ca gruplarinin 15
mg Ca/L'ye gore istatistiksel farkliliklar;, # Ca™+Cd*™ etkisindeki
gruplarin kendi kontrollerine gore istatistiksel farkliliklar: gostermektedir).
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Sekil 4.7. Kadmiyumun farkli kalsiyum derisimlerinde O. niloticus un solungag
Mg*™-ATPaz aktivitesine etkileri. Ayrintilar Sekil 4.6.’da verildigi

gibidir.
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Sekil 4.8. Kadmiyumun farkli kalsiyum derisimlerinde O. niloticusun bagirsak
Na'/K*-ATPaz aktivitesine etkileri. Ayrintilar Sekil 4.6.da verildigi

gibidir.
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Sekil 4.9. Kadmiyumun farkli kalsiyum derisimlerinde O. niloticus'un bagirsak
Mg*™-ATPaz aktivitesine etkileri. Ayrintilar Sekil 4.6.’da verildigi
gibidir.
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Sekil 4.10. Kadmiyumun farkli kalsiyum derisimlerinde O. niloticus un kas Ca'*
ATPaz aktivitesine etkileri. Ayrintilar Sekil 4.6."da verildigi gibidir.

4.1.3. in vitro Ca' Etkisi

O. niloticus un solungag, bagirsak ve kas dokusu homojenatlarinda 15, 30, 60
ve 120 mg/L derisimlerindeki Ca™ nin ATPaz aktivitelerine dogrudan etkisi Cizelge
4.1.de goserilmistir. Ca™ derisimi arttikca bagirsak ve solungag Na'/K*ATPaz
aktivitesi kontrole gére (15 mg Ca"?/L) azalmis, Mg*%-ATPaz aktivitesinde nemli
bir degisiklik olmamistir (p>0,05). Kas Ca"™®-ATPaz aktivites ise en yiiksek Ca™

derisiminde tamamen inhibe olmustur.
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Cizelge4.1. In vitro Ca™ etkisinde solungag, bagirssk ve kas dokusu ATPaz
aktiviteleri. (*: Kontrol-Ca™ gruplarimin 15 mg Ca™/L’'ye gore
istatistiksel farkliliklar)

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

I1. DUnya Savasi’ ndan sonra organik kimyadaki gelismeler sonucunda plastik
maddeler, deterjanlar, insektisit ve pestisitler ile agir metaller gibi gesitli yeni
maddeler kullanmma girmistir. Bunun sonucunda cevre kirliligi ilk defa kentsel
yasamin baslamasi sonucu ortaya cikmis ve endustrinin gelisimine paralel olarak
artis gostermistir.

Sucul ortamlar1 tehdit eden en 6nemli unsurlardan biri agir metallerdir.
Metallerin sucul ortamlara insan kaynakli girisi endistriyel ve tarimsal aktiviteler
gibi farkl1 yollarla olabilmektedir. insan kaynakli aktivitelerin birgok zararli etkisi
tatl su balik turlerinde incelenmistir (Shephard, 1980; Atli ve Canli, 2007a). Baliklar
agir metallerin letal ve subletal etkilerinin belirlenebilmesi icin cevresel toksikolojide
onemli test modelleridirler (Baldisserotto ve ark., 2004). Cu?, Zn*? Hg"? ve Cd*"
sucul ortamlardan baliklara genellikle besin yoluyla gegmektedir (Verbost ve ark.,
1988). Genellikle Zn*?, Cu™® ve Pb™ gibi kimi metallerin Uretiminde bir alt tiriin
olarak cevreye yayilan Cd*?, cesitli enduistri kollarinda da giderek artan miktarlarda
kullanilmaktadir. Endiistriyel kirlenme sonucu agiga cikan ve ortama karisan Cd*?
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kardiyovaskiler hastaliklar ve kanser gibi toplum saghigi agisindan Gnemli
rahatsizliklara da neden olabilmektedir (Bebianno ve Machado, 1997).

Metaller ekosistemin 6nemli bir parcasi olan ve besin kaynagi olarak
kullanilan baliklarda fizyolojik ve biyokimyasal mekanizmalarin butinlGguni
bozabilmektedir (Hogstrand ve ark., 1999; Basha ve Rani, 2003). Metallere maruz
kalan baliklarda hidrojen peroksit, stiperoksit radikali ve oksidatif strese neden olan
hidroksil radikali gibi reaktif oksijen tdrleri artmakta, ATPaz aktivitesinin
inhibisyonu ile birlikte osmoregilator sistemde fonksiyon bozuklugu ve doku hasart
meydana gelebilmektedir (Radi ve Matkovics, 1998; Roche ve Boge, 1993; Canli ve
Stagg, 1996; Wong ve Wong, 2000; Ribeiro ve ark., 2002; Dautremepuits ve ark.,
2004).

Y apilan birgok calismada metale maruz kalan hayvanlarda enzim cevaplari
hem laboratuvar hem de dogal alanlarda incelenmis ve aktivitelerdeki artis ile
azalisin doza, tire, etki siiresine ve suyun fizikokimyasal 6zelliklerine bagli oldugu
gorulmistur (Wong ve Wong, 2000; Atli ve Canli, 2011). ATPazlar baliklarda
hicrelerden iyon gecisini gerceklestiren ve osmotik dengeyi saglayan Onemli
enzimlerdendir. Baliklarda osmoregulator sistemlerin metale bagli inhibisyonunun
belirlenmesinde ATPazlar duyarli belirtegler olarak kullamlmaktadir. Bu galismada
tathisu baligr O. niloticus un solungag ve bagirsak dokularinda Na'/K*-ATPaz ve
Mg*?-ATPaz ile kas dokusunda Ca"-ATPaz aktivitelerinin, 15, 30 ve 60 mg Ca"%/L
derisimlerinde metal toksisitesine verdigi tepkiler akut (48 saat) ve kronik (14 giin)
olmak Uzere iki farkl1 siiregte incelenmistir.

Elde edilen verilere gore, akut etki sonucunda kontrole gore (15 mg Ca™/L)
30 ve 60 mg Ca™/L etkisindeki kontrol gruplarimin ATPaz aktivitelerinde artis
gorilmiistir. Ayni siiregte Cd*? etkisinde ise Ca'? derisimi arttikca solungag Na'/K*-
ATPaz ve kas Ca"*-ATPaz aktivitesinde azalis gorilmustir. Bagirsak Na'/K*-ATPaz
ve Mg*%-ATPaz aktiviteleri dsiik Ca*? dilzeyinde artis gosterirken, en yikksek Ca'?
diizeyinde sadece Ca"™-ATPaz aktivitesi azalis gostermistir. Kronik siiregte kontrol
gruplarinda solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesinde azalis gozlenirken, bagirsak Mg*?-
ATPaz ve kas Ca'>-ATPaz aktiviteleride artis gozlenmistir. Bu siiregte Cd*? etkisinde
ise en yilksek Ca'? derisiminde solungag ve bagirsak Na'/K*-ATPaz, Mg™*-ATPaz ve
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kas Ca">-ATPaz aktiviteleri azalis gdstermistir. Genel olarak akut ve kronik siirecte,
sadece Ca'? etkisindeki baliklarin ATPaz tepkilerinde artis gdzlenirken, Ca'?+Cd*?
etkisinde hem artis hem de azalis gozlenmistir (EK.1-EK.2). Ayrica genel olarak
Na'/K*-ATPaz Mg"%-ATPaz enziminden daha hassas oldugu icin Ca*? etkisinde
kalan baliklarin solungag Na'/K*-ATPaz aktivitess Mg'%-ATPaz aktivitesine gore
daha ¢ok etkilenmistir. Akut siireg kronik siirele karsilastiriiciginda bagirsak Na'/K*-
ATPaz ve Mg'%ATPaz inhibisyonu en fazla en yiksek Ca derisiminde
gbzlenmistir. Kas Ca™>-ATPaz aktivitesi ise 30 mg Ca/L iceren ortamda azalms,
60 mg Ca/L iceren ortamda artristir (EK.3-EK.4).

En toksik cevresel kirleticilerden biri olan Cd*® nin diisiik konsantrasyonlarda
bile su canlilar icin son derece zararl etkilere sahip oldugu bilinmektedir. Cd** nin
ozellikle Kkirlilik diizeyi yUksek denizlerde organizmalarin viicuduna alinarak birikim
gogerdigi ve enzimlerin tiyol grubuna baglanarak yapilarinda bozimalara yol agma
gibi degisik seviyelerde zararli toksik etkiler meydana getirdigi gortlmustir (Katalay
ve Parlak, 2004; Yazkan, 2004). Cd*? gibi cesitli cevre kirleticilerine karst ATPaz
aktivitesinin duyarli oldugu daha onceki calismalarda gosterilmistir (Watson ve
Benson, 1987; Canli ve Stagg, 1996; Kamunde ve Wood, 2003; Atli ve Canli, 2007,
2008, 2011). Peles ve ark., (2012), bir balik tirl olan Notemigonus crysoleucas u 4
farkli Cd*™ (500, 800, 1100 ve 1400 pg/L) derisiminin etkisine 24 saat sireyle
biraktiktan sonra solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesini belirlemislerdir. Cd*? derisimi
arttikca Na'/K*™-ATPaz aktivitesinde kontrole gore azalma gdzlemlemislerdir.
Baliklarda fizyolojik ve biyokimyasal mekanizmalarin bitinlGgint saglamak igin
cesitli sistemler gelistirilmistir. Solungag ve bagirsak gibi osmoregulatdr dokular igin
onemli olan Na'/K*-ATPaz sisemi 3 Na" iyonunu hiicre dising, 2 K* iyonunu ise
hicre icine transfer ederek hicre ile hiicre digi1 arasinda iyon tasimm ve
elektrokimyasal gradientin korunmasim saglamaktadir (Heath, 1987; Canli ve Stagg,
1996; Grosell ve ark., 2003). Hayvansal hiicrelerde hiicre ici K™ derisimi 140 Mm
iken, hiicre disinda 5 mM’dir. Na' iyonu ise hiicre icinde 5 mM, hiicre cisinda 145
mM derisiminde bulunmaktadir. Bu dengeyi ise Na'/K*-ATPaz enzim sistemi
saglamaktadir (Koksoy, 2002). integral bir zar proteini olan Na'/K*-ATPaz enzimi
alfave beta olarak adlandirilan iki alt Uniteden olusan bir tetramerdir. Alfaalt Gnitesi
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ATP hidrolizini gerceklestirirken daha kicik olan beta alt Unitesi fonksiyonu tam
olarak bilinmeyen bir glikoproteindir. Na'/K*-ATPaz, ouabain gibi spesifik bir
inhibitor olan kardiyak glikozitleri igin iyi bir reseptérdir ve ouabain tarafindan
inhibe olmaktadir (Lionetti ve ark., 1998). Diger bir sistem olan Ca'>-ATPaz ise
sarkoplazmik retikulum tiibiillerinde bulunan ve hiicrelerdeki diisiik Ca™ diizeyini
korumak icin sitoplazmadan Ca'*? tastyan dnemli bir enzimdir (Watson ve Beamish,
1981, Saxena ve ark., 2000). Ca*-ATPaz, Ca'® metabolizmasindaki 6nemi ve
yapisindaki fonksiyonel —SH gruplarina bagli olarak agir metal etkisinde inhibe
olmas: ile, kirlilik caligmalarinda biiytk 6nem kazanmaktadir (Wong ve Wong,
2000). Daha once yapilan calismalarda balik dokularinda Cd*? nin Ca**-ATPaz'1
bloke ederek Ca tasinmasini inhibe ettigi gériilmiistir (Wong ve Wong, 2000).
Mg*? hiicre zarimin biitiinliigii ve gegirgenliginin stabilizasyonunda énemli géreve
sahiptir. Mg*%-ATPaz oksidatif fosforilasyon ve iyon tasinmasinda énemli rolii olan

ve Mg*?

nin transepitelyal regulasyonundan sorumlu bir enzimdir (Parvez ve ark.,
2006). Bu enzim divalent katyonlar (Ca™ ve Mg*™) varhiginda calisan, metal
iyonlarina duyarli fakat ouabaine duyarli olmayan bir integral zar proteinidir ve
fonksiyonu Na'/K*-ATPaz kadar iyi bilinmemektedir (Wong ve Wong, 2000).
Enzimlerin metal toksisitesine duyarliligini etkileyen faktorlerin metal
derisimi, pH, su sertligi, tuzluluk, etki siresi, sicaklik ve tur gibi faktorler oldugu
belirtilmistir (Heath, 1987; Canli ve Atlh, 2003; Ath ve Canli, 20083, 2008c, 2011).
Ca"?, sert sularin koruyucu etkisinden sorumlu katyonlarin basinda gelmektedir.
Baliklarda Ca'™® ve Mg*? gibi iyonlarin ortamdaki artisinin metal toksisitesini azalttig
saptanmustir (Pagenkopf, 1983; Pratap ve ark., 1989). Baliklarda Cd*? toksisitesinin
yumusak sularla kiyaslandiginda sert sularda azaldig: belirtilirken (Pagenkopf, 1983;
Pascoe ve ark., 1986; Winner ve Gauss, 1986), benzer sonuclar Zn*?, Cu*? ve Pb*™
gibi diger metallerde de saptanmistir (Diamond ve ark., 1992; Playle ve ark., 1992;
Barron ve Albeke, 2000). Cd*?, zZn*?, Pb*? ve Mn*? gibi bir cok metalin baliklarda
Ca'? kanallariyla tasindig: belirtilmistir (Baldisserotto ve ark., 2004a). Ca' ve iki
degerlikli metaller arasinda solungag yuzeyleri Uzerindeki baglanma yerleri icin
olusan rekabet, baliklarda metal alinimini etkilemektedir (Pagenkopf, 1983; Hunn,
1985). Genellikle tatl sularda su sertligi arttikga agir metal toksisitesinin azalmasinin
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nedeni organizmalarin Ca"* ve Mg*? gibi iyonlar1 almak icin metallerle yarismasidir
(Kimve ark., 2001; Pyle ve ark., 2002; Javid ve ark., 2007).

Cd?nin Ca™ ile birlikte hiicreye girisinin apikal membranlarda Ca"
kanallar1, hiicre ici Ca'? tamponlayici sistemler ve basolateral membranlarla olmak
Uzere U¢ sekilde oldugu belirtilmistir (Verbost ve ark., 1989). Bununla birlikte
baliklar Cd*? etkisine sadece su ortamiyla degil besin yoluyla da maruz kalabilirler.
Onceki calismalarda Pratap ve ark., (1993), normal ve yiiksek Ca™? iceren ortamda
O. mossambicus’u su ve besin yoluyla Cd*? etkisine 35 giin sireyle biraktiktan sonra
Cd™? alimminin yiksek Ca™ derisiminde azaldigini gézlemlemislerdir. Baska bir

+2)

calisgmada ise, O. mykiss'de su yoluyla alinan Cd “'nin ve besin yoluyla alinan
Ca"?nin tek baslarina ve bir aradayken olan etkileri 40 giin siireyle incelenmis ve
Cd"?nin solungaglar yoluyla sudan Ca" alimmuni inhibe ettigi, besinle alinan
Ca'"? nin ise dokularda Cd*? birikimine kars1 koruyucu oldugu gosterilmistir (Verbost
ve ark., 1989). Bu bilgiler 1s1ginda Cd*® nin Ca'? analogu olarak Ca*? kanallarina
ilgisinin yiksek oldugu ve yumusak sularda bu metalin toksisitesinde artis oldugu,
sert sularda ise Cd*? toksisitesinin Ca*? kanallari icin Ca*? ile biyik yaris nedeniyle
azalis gosterdigi belirtilmistir (Verbost ve ark., 1989; Pratap ve Wendelaar-Bonga,
1993; Hollis ve ark., 2000). Cd**nin disiik derisimleri baliklarda solungag
anormalliklerine (Glynn ve ark., 1992), anormal ytizme hareketlerine (Pascoe ve ark.,
1986), iyon regulasyonunun bozulmasina (McGeer ve ark., 2000; De La Torre ve
ark., 2000) ve hipokalsemiye (Pratap ve ark., 1989; Hwang ve Yang, 1997,
Baldisserotto ve ark., 2004a) neden olmaktadir. Ornegin, S. gairdneri’de Cd*? toksik
etkisini, solungaglarda Ca*? alinimini engelleyerek, hipokalsemiye neden olarak ve
Ca'%-ATPaz gibi enzimlere yiiksek ilgisi nedeniyle gerekli tastyici enzimleri inhibe
ederek gostermektedir (Verbost ve ark., 1989). Baldisserotto ve ark. (2004b), O.
mykissde sadece Cd" etkisinde hipokalseminin goriildiigiing, yiksek Ca™
derisimlerinin bulundugu ortamdaki baliklarda ise goériulmedigini belirtmislerdir.
Baska bir calismada da Cd*?, S salar’in bobrek ve solungag dokularinda yiiksek
diizeyde birikerek Ca'%-ATPaz'1 inhibe etmis ve Ca™® homeostazisini bozmustur
(Berntssen ve ark., 2003).
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Baliklarda agir metaller solungaglarla alindigindan metaller igin ilk hedef
doku olarak kabul edilmektedir (De La Torre ve ark., 2000). Balik solungaglarinin;
gaz transferinde, azotlu atiklarin uzaklastirilmasinda ve iyon dengesinin
duzenlenmesinde 6nemli bir roli oldugu belirtilmistir (Claiborne ve ark., 2002;
Marshall, 2002). Bu fonksiyonlar1 nedeniyle solungaclar, sekonder lamellerin
bulundugu bir ¢ift primer filament iceren 4 ¢ift solungag yayindan olusan oldukca
karmasik bir epitel dokudur. Su canlilarinda biriken agir metaller insanlara besin
zinciri yoluyla ulastigi igin baliklarin kas dokusu metal toksisitesinin belirlenmesinde
onemli bir belirtec olabilmektedir. Yapilan calismalar kaslarin Ca"™®-ATPaz
aktivitesinin en yiksek aktivite gosteren doku oldugunu belirtmistir (Heath, 1987; De
La Torre ve ark., 2007). Osmoreguilasyonda dnemli gorevi olan dokulardan biri olan
bagirsaklar tuz tasinmasinda gorevlidir. Bu nedenle bu dokuda transepitelyal tuz
hareketleri icin gerekli iyonik ve elektriksel gradienti diizenlemek amaciyla Na'/K™-
ATPaz enzimi yiksek dizeyde bulunmaktadir. Bu bilgiler 1s1ginda, ATPaz
enzimlerinin doku tipine baglh olarak farklilik gosterdigi sdylenebilir. Ornegin,
Lionetto ve ark., (2000), in vitro Cd*? etkisindeki yilan baligi A. anguilla’nin
solungag ve bagirsak dokusunda Na'/K*-ATPaz ve Mg™-ATPaz aktivitelerini
incelemislerdir. Na'/K*-ATPaz aktivitesinin Cd*?nin etkisinde inhibe oldugu ve
solungag dokusunun bagirsak dokusuna gore Cd™ etkisine daha duyarli oldugu
bildirilmistir. Buna karsilik, Mg*2-ATPaz aktivitesinin in vitro Cd*? etkisinde her iki
dokuda da degisiklik gostermedigi gozlenmistir. Atli ve Canli (2007), farkl
derisimlerdeki Cd*?, Cu'?, Zn*? ve Pb*? etkisinde kalan O. niloticus un solungag ve
bagirsak dokularinda Na'/K*-ATPaz aktivitesinin azalmasina karsin, yiiksek Pb™
derisimi etkisinde solungag enzim aktivitesinde artis oldugunu gézlemlemislerdir. Bu
calismada Cd*? etkisinde kalan O. niloticus un solungag ve bagirsak Na'/K*-ATPaz
aktivitesinde genel bir azalis gbzlemlenmesi 6nceki calismalari desteklemektedir.

Genel olarak metal etkileri ATPaz aktivitesinde azalisa neden olurken, artisa
bagl1 tepkiler ise cok acik olmamakla birlikte metallerin dogrudan etkilerine bagli
oldugu kadar, enzimlerin miktar ve telafi edici homeostatik mekanizmalariyla da
iliskili olabilmektedir (Atli ve Canli, 2007, 2008c, 2011). Buna gore, solungag enzim
aktivitesindeki azalma metallerin enzim Uzerinde bulunan —SH gruplarina olan
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yuksek baglanma ilgisinden ve bu baglanma sonucu enzimin inhibe olmasindan, iyon
homeostazisinin ve membran yapisimin  bozulmasindan kaynaklanabilmektedir.
Solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesindeki artis yonindeki tepkiler ise devam eden
metal etkisine karsi iyon dengesinin saglanmasi igin gelistirilen bir adaptasyon
olabilir. Daha Once yapilan ¢alismalarda da metallerin solungag ve bagirsak gibi
osmoregulator organlarda iyon dengesini inhibe ederek zararli etkilere yol actigi
belirtilmistir (Larsson ve ark., 1985; Canl1 ve Stagg, 1996; Ay ve ark., 1999; Grosell
ve ark., 2003). Akut ve kronik siirecin her ikisinde de Ca'>-ATPaz aktivitesinde
gorilen azalmalar, Ca™ homeostazisinin bozulmasindan dolay1 membran
gecirgenligindeki degisikliklerden ve aktif tasima mekanizmasinin fonksiyonunu
kaybetmesinden kaynaklanabilmektedir. Bunun yanminda enzim aktivitesindeki
azalmanin diger bir sebebi Ca'? ile Cd*™ nin alimm mekanizmalarinin ayn: olmasi ve
Cd"?nin Ca*? ile enzimin yapisindaki —SH gruplarina baglanmak icin yarismasi
olabilmektedir. Kas dokusunda oldugu gibi bagirsak dokusunda da enzim
aktivitelerinde azalis gozlemlenmistir. Mg*%-ATPaz aktivitesinde gdzlenen
azalmanin nedeni, metal toksisitesinin membranlarin yapisim  bozarak Mg*
alimimini inhibe etmesi ve bu enzimin gegisi saglayabilmesi icin bu iyona ihtiyag
duymasi olabilmektedir (Atl: ve Canl1, 2011).

Genel olarak bakildiginda, ATPaz aktivitelerinde gorilen inhibisyonlar akut
siregte, artislar ise kronik stiregte gorulmektedir (Atl: ve Canli, 2007). Ornegin; akut
siiregte Cu*? ve Zn*? etkisine birakilan O. niloticus un solungag Na'/K*-ATPaz
aktivitesinde azalis olmasina karsin, kronik siirecte Mg*-ATPaz aktivitesinde arts
gozlenmistir (Ath ve Canli, 2011). Fakat bu calismada enzim aktiviteleri genellikle
kronik siirecte azalis gostermistir. Bu durumda uzun sireli metal etkisinde enzimlerin
fonksiyonlarim kaybederek adaptasyon mekanizmalarinin yeterli olmamasindan
kaynaklanabilir. Akut ve kronik stres altindaki sucul organizmalarda gesitli ekolojik
tepkiler gbzlenmektedir. Bu tepkilerin morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik etkiler
sonucu  olustugu  sdylenebilmektedir.  Yapilan calismalar  1siginda sucul
organizmalarin uzun sireli metal etkisinde kaldigi disunilirse ekotoksikolojik
calismalara 1s1k tutmast agisindan metallerin akut etkilerinden ¢ok kronik etkilerinin
degerlendirilmesi daha uygun olacaktir.
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4.BULGULAR VE TARTISMA Ceren Ozlem GURLER

Bu calismada elde edilen sonuglar, metal toksisitesinde suyun fizikokimyasal
Ozelliklerinin ve agir metal etkisinde kalan sucul organizmalarin osmoregtlasyon
mekanizmasinin biyoindikatdr olarak kullanilma potansiyelinin  belirlenmesinde
onemli bir yeri oldugunu vurgulamaktadir. Sucul ortamlarda yasayan organizmalarin
sistemlerinde metallerin yol agtigi hasarin Onceden saptanmasi dogal cevre
dengesinin korunmasinda yasamsal role sahiptir. Bu nedenle bu calismada elde
edilen veriler, geri dontsimsiiz hasarlarin olusumundan ©nce metabolizmada
olusabilecek degisikliklerin belirlenmesi agisindan “erken uyarici sistemler” olarak
kullanilabilir. Ayrica suyun diger tamamlayici pH, ¢6zinmis organik madde ve
sicaklik gibi fizikokimyasal Ozellikleri ve antioksidan enzimler gibi parametreler
calisilarak agir metallerin sucul organizmalart ne kadar ve ne sekilde etkiledigi
arastirilip ekotoksikoloji alamndaki calismalara isik tutulabilir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER Ceren Ozlem GURLER

5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1. Sonuglar

1. Tath su balig1 O. nileticus 15, 30 ve 60 mg Ca'?/L ve ayrica 20 pM (akut)
ve 10 uM (kronik) derisimlerindeki kadmiyumun (CdCl,.H,O) tek ve
birlikteki etkisine akut olarak 48 saat ve kronik olarak 14 gin sireyle
brrakil migtir

2. Akut ve kronik deneyler siiresince baliklarda mortalite gozlenmemistir.

3. Akut siiregte sadece Ca'*? etkisinde Na'/K*-ATPaz, Mg*%-ATPaz ve Ca'*-
ATPaz aktiviteleri artis gostermesine karsin, Cd™ etkisinde azalis
gogtermistir.  Kronik siirecte ise kontrol gruplarimin  solungag Na'/K*-
ATPaz aktivites azalis gosterirken, bagirsak Na'/K*-ATPaz ve Mg*-
ATPaz aktiviteleri ile kas Ca™®-ATPaz aktivitesi artis gostermistir. Cd*?
etkisinde ise ATPaz aktiviteleri azalis gostermistir.

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

sonra artmustur.
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5. SONUCLAR VE ONERILER Ceren Ozlem GURLER

5.2. Oneriler

1. Suyun sertlik o6zelligi disinda diger fizikokimyasal 6zelliklerinin
ATPazlar Uzerine etkisi calisilarak karsilastirmali  sonuclar elde
edilebilir.

2. Tath sularin farkli kimyasal Ozelliklerinin metal toksisitesindeki
etkilerinin karsilastirmali olarak arastirilmasiyla tatli sularin dogal
kosullarina daha uygun sonuglarin elde edilmesi ve bunun sonucunda
daha anlaml1 yorumlar yapilabilmesi saglanabilir.

3. ATPaz enzimleri gibi metal toksisitesinin 6nemli bir belirteci olan
antioksidan  enzimlerinin  calisiimast  ekotoksikoloji  alamndaki
calismalara yol gosterebilir.

4. Meta toksisitesinin ayrica doku yapisinda yol acabilecegi hasari
gbzlemlemek amaciyla histolojik diizeyde ¢calismalar da yapilabilir.
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EK 1. Ca Cd" ve Ca™+Cd" etkisinde kalan Oreochromis niloticus un solungag
ve bagirsak dokularinda Na'/K*- ATPaz, kas dokusunda Ca'>-ATPaz
aktivitelerinin kontrole gore yiizde (%) degisimleri. (*: Kontrol-Ca™
gruplarimin 15 mg Ca'/L’ye gore istatistiksel farkliliklari, #: Ca?+Cd*™?
etkisindeki gruplarin kendi kontrollerine gore istatistiksel farkliliklar:

gbstermektedir).
Gun Doku Solungag Bagirsak Kas
15 mg/L Ca*? - - -
30 mg/L Ca* 120 1* 47 1* 59 1*
60 mg/L Ca* 251 100 1* 80 1*
Akut
15 mg/L Ca*?+ Cd™ 70 14 80 1# 61
30 mg/L Ca™+ Cd™ 54 |# 27 |# o1 |#
60 mg/L Ca'™*+ Cd*™? 66 |# 281 59 |#
15 mg/L Ca*? - - -
30 mg/L Ca* 31)* 331 301
60 mg/L Ca* 37)* 341 345 1*
K ronik 15 mg/L Ca**+ Cd* 4] 11 71
30 mg/L Ca™+ Cd*™? 251 51 |# 301
60 mg/L Ca'™+ Cd*™? 70 |# 40 |# 45 |#
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EK 2. Oreochromis niloticus'un metal ve kalsiyum etkisinde kalan solungag ve

bagirsak dokularinda Mg*%- ATPaz aktivitesinin kontrole gore yiizde (%)
degisimleri. (*: Kontrol-Ca"™ gruplarimin 15 mg Ca*?/L’ye gére istatistiksel
farkliliklar;, # Ca'?+Cd™ etkisindeki gruplarin kendi kontrollerine gore
istatistiksel farkliliklarr gbstermektedir)

Gun Doku Solungag Bagirsak
15 mg/L Ca* - -
30 mg/L Ca* 41 37 1*
60 mg/L Ca* 71 86 1*
Akut
15 mg/L Ca*?+ Cd™ 40 1 32 1#
30 mg/L Ca™+ Cd*™? 131 23 1#
60 mg/L Ca'™*+ Cd*™? 18 | 8|
15 mg/L Ca'*? - -
30 mg/L Ca* 241 93 1%
60 mg/L Ca™ 9] 471
K ronik 15 mg/L Ca*?+ Cd™ 18 1 231
30 mg/L Ca™+ Cd*™? 61 54 |#
60 mg/L Ca'™*+ Cd*™? 83 |# 12 |
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EK 3. Kronik siiregte Ca™ etkisinde kalan kontrol grubu baliklarin (O. nilcticus)
solungag ve bagirsak dokularinda Na'/K*- ATPaz, kas dokusunda Ca"*-
ATPaz aktivitelerinin akut siregteki kendi kontrollerine gore ytzde (%)

degisimleri. (*: Kronik sire¢c ATPaz aktivitelerinin akut siirece gore
istatistiksel farklarint gostermektedir).
Gun Derisim Solungag Bagirsak Kas
15 mg Ca™/L - -
30 mg Ca™/L - -
Akut 60 mg Ca™“/L - -
15 mg Ca™/L - 48| * -
30 mg Ca™/L 50, * 52|* 62| *
Kronik 60 mg Ca"“/L - 65)* 751*

EK 4. Kronik siiregte Ca™ etkisinde kalan kontrol grubu baliklarin (O. nilcticus)
solungag ve bagirsak dokularinda Mg*- ATPaz aktivitelerinin akut siiregteki
kendi kontrollerine gore yizde (%) degisimleri. (*: Kronik sire¢ ATPaz
aktivitelerinin akut sirece gore istatistiksel farklarini gostermektedir.)

Gun Derisim Solungag Bagirsak
15 mg Ca™/L - -
30 mg Ca™/L - -
Akut 60 mg Ca™“/L - -
15 mg Ca*“/L - 64 *
30 mg Ca™/L - 50, *
K ronik 60 mg Ca*?/L - 2>
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