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BELiRLENMESI

Ali EROGLU

CUKUROVA UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIiM DALI

Damisman :Prof. Dr. Mustafa CANLI
Yil : 2011, Sayfa: 58

Jari :Prof. Dr. Mustafa CANLI
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Bu calismada 1 pg/mL derisimindeki Cd*? ve Zn*? in ayr1 ayr1 ve birlikte
etkilerine farkli surelerde (0, 7, 14, 21 ve 28 gun) maruz kalan tathsu baligi
Oreochromis niloticus un farkli dokularinda ATPaz grubu enzimlerin (Na'/K’-
ATPaz, Mg"*-ATPaz ve Ca"*-ATPaz) tepkileri incelenmistir. Deney sireleri sonunda
baliklarda solungag dokusunda Na'/K*-ATPaz, Mg™-ATPaz ve Ca*ATPaz
aktiviteleri ile kas dokusunda Ca'?-ATPaz aktiviteleri olclilmiistiir. Baliklar deney
kosullarinda 28 gun yasarken herhangi bir saglik sorunu gézlenmemistir. Metallerin
ayr1 ayri1 ve birlikte etkisinde kalan baliklarda solungag ve kas ATPaz aktivitelerinde
bazi 6nemli degisimler goriilmiistir. Buna gore Na'/K*-ATPaz ve Ca'>-ATPaz
aktiviteleri metal turd, metallerin ayr1 ayr1 ve birlikteki etkileri, etki siresi ve doku
tipine bagh olarak genellikle azalis yoniinde bir degisim gésterirken, Mg™>-ATPaz
aktivitelerinde anlamli bir degisiklik gorulmemistir. Baliklarin doku protein
diizeylerinde ise genel olarak bir degisim gorulmemistir.

Anahtar Kelimeler: Metal, Etkilesim, Oreochromis niloticus, ATPaz
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In this study the responses of ATPases (Na'/K*-ATPase, Mg**-ATPase and
Ca’*-ATPase) in different tissues of a freshwater fish Oreochromis niloticus to 1
ng/ml concentration of Cd** and Zn?* at different periods (0, 7, 14, 21 and 28 days)
were investigated. At the end of experimental periods, the activities Na'/K*-ATPase,
Mg”*-ATPase in gill tissues and Ca?*-ATPase activity in muscle tissues were
measured. While living under the experimental conditions, fish did not have any
health problem. There were some significant alterations in ATPase activities in gill
and muscle tissues of fish exposed to metals as single or combination. According to
the results, there were general declining trends in Na'/K*-ATPase and Ca®*-ATPase
activities in regard to metal type, single or combined exposures, period of exposures,
and tissues, though there was no significant dteration in Mg?*-ATPase activity.
There was also no considerable change in tissue total protein levels of fish.
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1. GIRIS Ali EROGLU

1. GIRIS

Sucul ortamlar, insanoglunun yol actig: ¢esitli aktiviteler sonucu ksenobiyotik
kirliliginden etkilenmektedir. Bunlardan agir metaller ve pestisitler oldukga zararl
etkiler gostermekte olup bu etkileri biyolojik birikimleri ile artis gosterebilmektedir
(DelaTorre ve ark, 2000). Endustri, ziraat ve madencilikte yaygin olarak kullanilan
ve ekolojik tehlike olusturan bakir, civa, kursun, kadmiyum vb. agir metalleri igeren
cesitli kimyasallarin  kullammlarindaki - artisin  gevreyi  kirlettigi - bilinmektedir.
Atmosferik depozisyon, atiklar, aerosol presipitasyonu ve yagmurlarin yikayici
etkisiyle ve diger kaynaklar araciligi ile gevreye yayilan agir metallerin gogu icin son
durak olmasi nedeniyle sucul ortamlar hassas olarak kontrol edilmesi gereken
biyotoplardir.

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

Metaller, sadece onemli bir ekosistem bileseni degil ayni zamanda besin
kaynag1 olarak da kullanilan baliklarda fizyolojik ve biyokimyasal mekanizmalarin
bitinltGgund bozabilmektedir (Hogstrand ve ark., 1999; Basha ve Rani, 2003).
Baliklar ortamdaki agir metali besin, su ve viicut yiizeyinden absorbsiyon yoluyla, en
cok da solungaclar araciligiyla almaktadir (Simkiss ve Taylor, 1989; Viarengo,
1989). Baliklarda solungag gaz alis verisi, asit baz dengesi, iyon (Na', Cl” ve Ca'?)
tasinmasi ve azotlu atiklarin atiminda gorev alan ¢ok fonksiyonlu bir organdir.
Solungaglar sekonder lamellerin bulundugu bir cift primer filament iceren 4 ¢ift
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solungag yayindan olusmustur. Boylece solungag epitelyumu iyon tasinmasi ve gaz
alis verisini kolaylastirmak icin dis ortamla etkilesecek genis bir ylzey alam
saglarlar. Bunakarsilik yuksek damarli yaprya sahip olmasi nedeniyle epitelyum ayni
zamanda toksik maddeler icin birincil hedef olmaktadir (Watson ve Benson, 1987;
Wong ve Wong, 2000; Garcia-Santos ve ark., 2006).

Cu™, zn" Fe? Co™ Se™ ve Mn™ gibi gecis metalleri, biyolojik
fonksiyonlarda gorev alan proteinlerin integral bilesenlerini olusturduklarindan
bircok organizma icin gerekli olmalarina karsin Hg™?, Cd™?, Pb*? ve Ag® gibi baz
agir metallerin gerekli olduguna iliskin herhangi bir kamit bulunmamaktadir. Metaller
vicutta biriktirildikleri zaman, metabolik yollar bu metalleri besin degerlerine veya
toksk oOzelliklerine dayanarak elimine etmekte, alikoymakta ya da bu metallerden
faydalanabilmektedir (Engel ve Brouwer, 1984). Cevreden alinan metaller genellikle
proteinlere baglanarak kan yoluyla, depo bdlgelerine veya transformasyon yada
depolama icin karacigere tasinmaktadir. Bir sekilde kontrol edilemeyen metaller,
imidazol, karboksil ve 6zellikle sulfidril grubu igeren proteinler Uzerinde gesitli
bdlgelere baglanabilmekte ve bunun sonucunda diizenleyici fonksiyonlarin kaybina
yol acabilecek konformasyonel degisikliklere neden olmaktadir (Heath, 1987).

Sucul organizmalar, akut metal kontaminasyonun etkisinde daha az kalirken,
daha ¢ok uzun sireli ve disik dizeydeki derisimlerinin etkisinde kalirlar. Kronik ve
akut dres farkli ekolojik sartlart belirtmektedir ve organizmalar bu sartlara 6zel
molekuler, biyokimyasal, fizyolojik veya morfolojik tepkilerle dayanmaktadir. Bu
anlamda kronik stresin genellikle letal toksik madde derisimine artan direnclilik
olarak tammlanan olasi uyum mekanizmalarint indikledigi bilinmektedir (Silvestre
ve ark., 2005).
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1.1. Kadmiyum

Kadmiyum, komir Uretimi, madensel atiklar, ¢inko rafinerisi, demir ve celik
drdinleri, pestisit Grinleri gibi gesitli endustriyel ve insan kaynakli aktivitelere bagl
olarak dogal ortamlarda dizeyi giderek artan toksik bir elementtir (USEPA, 2001;
Garcia-Santos ve ark., 2006). Sucul canhilarda Cd*? etkisi sonrasinda hematolojik
etkiler, Ca™ homeostazisinde bozulmalar, iyonlarin diizenlenmesinde gérev alan
bobrek, solungac ve bagirsak dokularinda histolojik ve morfolojik degisiklikler,
hicre dis1 sivilarda iyon derisiminde degisiklikler ve osmoregulator kapasitede
degisimler gozlenebilmektedir (Garcia-Santos ve ark., 2006).

Tath sularda Cd*?, 0.1 ug/L’den kiiciik derisimlerinde bulunurken, insan
kaynakl1 atiklarin karisabildigi su ortamlarinda ise bu deger birkag pg/L veya daha
yuksek dizeylere cikabilmektedir (USEPA, 2001; Garcia-Santos ve ark., 2006).
Parcalanamayan bir kirletici olan Cd*? nin yiizyillardir besinsel diizeyleri degistirdigi
ve Ozellikle tath su baliklarina yiiksek toksisite gosterdigi belirtilmistir. WHO (1992)
tarafindan verilen bilgilere gére Cd™, tatli su organizmalar: lizerinde genis capli
ekolojik ve fizyolojik etkilere sahiptir. Kisa siireli (akut) Cd*? etkisi sonrasinda sucul
canlilarda hematolojik etkiler, Ca™ homeostazisinde bozulmalar, iyonlarin
diizenlenmesinde gorev alan bobrek, solungag ve bagirsak dokularinda histolojik ve
morfolojik degisiklikler, hicre dis1 sivilarda iyon derisiminde degisiklikler ve
osmoregulator kapasitede degisimler gozlenebilmektedir (Garcia-Santos ve ark.,
2006). Cd*?, toksik etki gostermesi, cevrede yaygin dagilimi ve diisik diizeylerde
bile organizmalarda yan etkilere yol agmasi nedeniyle ekolojik ¢alismalarda yaygin
olarak kullanilan bir metaldir. Ayrica Cd*? etkisinin karaciger, beyin, sinir sistemi,
bobrek, dalak ve kemikte patolojik lezyonlara neden oldugu bilinmektedir.
Baliklarda Cd*? etkisi sonrasinda biiytimede gerilik, solungaglarda Ca™ aliminda
inhibisyon ve karaciger fonksiyonlarinda degisiklik gozlenebilmektedir. Baliklar
onemli bir besin kaynag: ve ekosistem bileseni oldugundan, Cd*® nin baliklardaki
biyokimyasal ve fizyolojik etkilerin degerlendirilmesi 6énemlidir (Almeida ve ark.,
2002). Bununla birlikte Cd*?, Na'/K*-ATPaz gibi solungaclarda iyon tasinmasinda
gorev alan enzimleri inhibe ederek solungaglarda iyon gecirgenliginde artisa neden
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olmaktadir (De la Torre ve ark., 2000; Silvestre ve ark., 2005). Cd*"? alinimi daha ok
yiksek affiniteli Ca™ kanallariyla gerceklesmektedir. Cd*? etkisi ile azalan Ca'*?
akisi, bazolateral Ca®-ATPazlarin inhibisyonu ile aciklanabilmektedir (Foulkes,
1980; George, 1991). Bu inhibisyon, hiicre ici Ca*? artis1 ve hiicre yiizeyinden Ca'?
girisinin engellenmesi sonucu hticre 6lumu ile sonuclanmaktadir. Hicrelerdeki enzim
havuzlarindan Zn*? ve Cu*? ile yer degistirebilen Cd*?, Cu™? ve Zn"? homeostasisini
bozmaktadir (Bay ve ark., 1990). Cd*? bagirsaktan absorbe edilerek depo bolgelerine
oncelikle de karacigere tasinmakta ve karacigerde metallothioneine baglanarak
bobreklere tasinmaktadir (Roesijadi, 1992).

Sucul ortamlarda erken safhada Cd*?nin zararli etkilerinin saptanmasinda
yeni yontemlerin gelistiriimesi ve cesitli belirteclerin kullanilmast oldukgca 6nem
kazanmaktadir (Almeidave ark., 2001).

1.2. Cinko

Cinko; blylime, hiicre bélinmesi, metabolizma, bagisiklik, Ureme gibi cesitli
fizyolojik mekanizmalar icin gerekli olan divalent gecis elementidir. Oksidorediiktaz,
transferaz, hidrolaz, liyaz, izomeraz ve ligazlar: iceren 300’ den fazla enzim Uzerinde
onemli biyokimyasal rolii vardir. Zn"? iceren enzimler, genetik materyalin
replikasyonu, transkripsiyonu ve translasyonunda gorev almaktadir (Ohnesorge ve
Wilhelm, 1991). Kemik olusumu, hiicreler arasi bagisiklik ve doku gelisiminde de
fonksiyon géren Zn"? nin, tasinmasi homeostatik olarak kontrol edilmekte ve 6zel
tastyic1 sistemler tarafindan diizenlenmektedir. Zn*?, pasif tasima, amino asitlerle
bilesik olusturma veya Zn*?%/Ca'? antiportu ile tasinabilmektedir.

Toksik olarak kabul edilmemesine karsin Zn'?, yilksek diizeylerde cesitli
hasarlara neden olabilmektedir. Balikta letal Zn*? diizeyleri yapilan calismalara gére
cesitlilik gostermekle birlikte, subletal derisimlerinde balikta biyumeyi inhibe ettigi,
yluzme hareketlerini, davramis ve kan kimyasim degistirdigi ve dogurganlik ile
osmoregiilatdr kapasiteyi bozdugu belirtilmistir (Watson ve Beamish, 1981). Cd*?
gibi Zn*? de Ca' baglayan bolgelerde dogrudan Ca' ile yarisabilmekte ve sonucta
hipokalsemi ve balik 6liimlerine neden olabilmektedir (Rogers ve ark., 2003). Zn*?
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etkisinde Tilapia zllii’de serum asit fosfataz (ACP) ve karaciger alkalen fosfataz
(ALP) dizeylerinde azalma goruldugu belirtilmistir (Hilmy ve ark., 1988; Hesth,
1987). Bunun yaninda artan Zn'? derisimlerinin sazanda, katalaz gibi antioksidan
enzimler ve kanda cesitli biyokimyasal parametrelerde degisiklige neden oldugu
bildirilmistir (Akahori ve ark., 1999., Atli ve ark., 2006., Atli ve Canli., 2010).

Cd*"? ve Zn™ kimyasal olarak benzer metaller olduklarindan benzer tasima
yollariyla viicuda alinabilmektedir. Bununla birlikte Cd*? aliminin Zn? varliginda
¢esitli hicre modellerinde baskilandigi belirtilmistir (Heath, 1987; Chen ve ark.,
2008). Zn'? derisimindeki artisa bagli Cd* aliminin baskilanmas: Cd*? ve zZn*?
arasinda tasima  bolgelerindeki —SH  gruplari  i¢cin  yarismalarindan
kaynaklanabilmektedir (Chen ve ark., 2008). Bununla birlikte arastiricilar Cd*™ nin
Zn*? alim kinetikleri Uzerinde cok az etkisinin oldugunu belirtmislerdir. Cd*? ve
Zn*?nin cogunlukla —SH aracihiginda tasima mekanizmalaryla tasindigi ve bu

mekanizmanin da Zn*"? den ok Cd*? icin 6nemli oldugu belirtilmektedir.
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ENDOZOM == LiZOZOM
A Il
P Y _ " —— I
Metal —[—Ir ——aGolgi —+ [icha =t  DOLASIM SISTEMI
3 | |
S Y | =" 1
ENDOPLAZMIK RETIKLIL UM 1"+
I
MITOKONDRI

Sekil 1.1. Epitelyum hticrelerinde metal transferi

1.3. Adenozin Trifosfataz (ATPaz) Enzimleri

Adenozin trifosfataz (ATPaz) enzimleri hicre i¢i fonksiyonlarda iyon

pompasi olarak dnemli rol oynayan membrana bagli bir enzim grubudur. ATPaz’ lar
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dokulardaki iyon hareketleri, osmotik basing, membran gegirgenligi Uzerinde ve
yuksek enerjili metabolik transformasyonlarin kontroliinde 6nemli gorevlere sahiptir.
Bu enzimler yiksek elektronegatif 6zellik gostermeleri nedeniyle gegis metallerine
oldukca duyarlidir (Riedel ve Christensen, 1979; Watson ve Beamish, 1981; Thaker
ve ark., 1996). Bunlar arasinda, Na'/K*-ATPaz, Ca'?-ATPaz ve Mg">-ATPaz lar iyi
bilinen ATPaz’ lardandir. Bu enzim aktivitelerinin Cr*®, Cu*?, Pb*?, Hg* ve Zn*? gibi
metaller tarafindan etkilenebildigi belirtilmistir (Shephard ve Simkiss, 1978, Watson
ve Beamish, 1980).

Ouabain
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‘3 Nat
" )
MgATP Mg ADP +Pi

Sekil 1.2. Na'/K*-ATPaz in yap: ve karakteristikleri
(http://www.bioscience.org/2001/v6/d/watson/figures.htm’ den)

Na'/K*-ATPaz enzimi, hiicre ici tic Na”y1 hiicre dis1 iki K* ile degistirir
(Sekil 1.2.). Bu ATP bagimli elektriksel degisim, hiicre igini polarize ederek apikal
membrandan Na“ girisi icin elektrokimyasal gradient olusturur. Na'/K*-ATPaz
enziminin kemikli baliklarin solungag epitellerinde gogunlukla mitokondrice zengin
hiicrelerde yer alchgim gostermistir. Na'/K*-ATPaz enzimi, P tipi ATPaz grubunda
olup heterodimerik integral membran proteinidir. Enzim 100 kDa molekiler
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agirhginda a at dnitesi ile 60 kDa molekiler agirligindaki glikozitlenmis b alt
Unitesinden olusmaktadir. Sucul organizmalar dikkate alindiginda Na'/K*-ATPaz 1n
iyon diizenlenmesinde yasamsal bir 6neme sahip oldugu bilinmektedir ve Na'/K*-
ATPaz aktivitesindeki olasi degisikliklerin dogal stres kaynaklarinda oldugu gibi
cesitli cevresel kirleticilere tepki olarak gelistigi gdzlenmistir. Cu*?, Ag*, Cd*?, zn*?
ve Hg' tath su ve deniz baliklarinda Na'/K*-ATPaz inhibisyonu ile baglantl:
osmoregulasyonda bozulmalara neden olan metaller arasindadir (Bianchini ve Wood,
2003; Bianchini ve ark., 2004, 2006). Mg*2-ATPaz enzimi, solungag epitelyumundan
hiicre membran buttnltgl, solungag gegirgenliginin stabilizasyonu igin gerekli olan
Mg nin tasinmasinda ve oksidatif fosforilasyonda gorev gérmektedir (Parvez ve
ark., 2006). Ca>-ATPaz ise sarkoplazmik retikulum tiibiillerinde lokalize olmakta ve
ATP hidrolizinden agiga cikan enerjiyi kullanarak sitoplazmadan Ca™ nin
uzaklastirilmasinda ve boylece diisiik hiicresel Ca' iceriginin korunmasinda gérev
almaktadir (Watson ve Beamish, 1981; Saxena ve ark., 2000) (Sekil 1.4.). Ca"-
ATPaz, Ca"? metabolizmasindaki nemi ve yapisindaki fonksiyonel -SH gruplarina
bagli olarak agir metal etkisinde inhibe olmasi ile kirlilik ¢alismalarinda buyik énem
kazanmaktadir (Shephard ve Simkiss, 1978; Wong ve Wong, 2000).



1. GIRIS Ali EROGLU

Protein Fosfalilasyonu ve
Konfarmasyonel Dedigiklik

L

"7

M Hilcre Digina Ma+
Salirmi

-DJ"

+ K+ onunun
Badlanmasz

Ma+ iyonunun Badlanmas:

Eix
‘9!"

E

Proteindeki defosforilasyon

Iyununun

Hilcre we yapisal dedigikiikler
icine

Diadilimi

Sekil 1.3. Na'/K" Pompast
(http://life.nthu.edu.tw/~b830473/Na-Kpump.html’ den)

Metal varliginda solungag ATPaz aktiviteleri inhibe olabilmekte veya
uyarilabilmektedir (Watson ve Beamish, 1980, Watson ve Benson, 1987; Alves ve
Wood, 2006). Ornegin, Kuhnert ve ark. (1976), in vivo Cr*® etkisindeki alabalik
Salmo gairdneri'nin solungag dokusunda Mg*?-ATPaz'in aksine Na'/K*-ATPaz
aktivitesinde inhibisyon gozlemistir (Kuhnert ve ark., 1976). Buna karsin, alabaligin
solungag dokusunda in vitro Zn*? nin Mg*%-ATPaz, Ca"-ATPaz ve Na'/K*-ATPaz
aktivitelerinde inhibisyona neden oldugu bildirilmistir (Watson ve Beamish, 1980).
Cogunlukla klorit hiicrelerde bulunan Ca™-ATPaz'in inhibisyon bélgesinin Ca™
baglayan bolge oldugu ve klorit hiicrelerin Cd*? toksisitesi icin birincil hedef oldugu
belirtilmistir (Flik ve ark., 1985, Verbost ve ark., 1988). Bununla birlikte, O.
niloticus da kas Ca'?-ATPaz aktivitesinin Cd*?, Zn"? ve Pb™ nin 14 ginlik etkisi
sonunda azalis gosterdigi kaydedilmistir (Atli ve Canli, 2007).
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Sekil 1.4. Sarkolemma ve Sarkoplazmadaki kalsiyum (Ca'?) akisinin kontroli
(http://www.heartandmetabolism.org/dictionnary_mo.asp’den)

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

Bu calismada; 1 pg/mL derisimindeki Cd*? ve Zn*? nin tek tek ve birlikteki
etkileri sonunda O. niloticusun solungac Na'/K*-ATPaz, Ca">-ATPaz ve Mg
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ATPaz ile kas Ca"®-ATPaz aktivitesinin ve bu dokulardaki protein diizeylerinin farkl:

sireler (O, 7, 14, 21 ve 28 gin) sonunda verdigi tepkilerin 6lglilmesi amaglanmustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Shephard ve Simkiss (1978), tatl su baligi Rutilus rutilus un solungacindaki
Ca'%-ATPaz aktivitesi (izerindeki calismalarinda enzimin 2 mM Ca? ve Mg™
iyonlarinin etkisinde en yilksek oranda aktive oldugunu; Na“, K* iyonlar1 veya
ouabain tarafindan etkilenmedigini gostermislerdir. Ayrica arastiricilar 10 pM
derisiminin altindaki Cu*?, Pb?, Zn*? ve Hg*? nin in vitro etkilerinde enzimin inhibe
oldugunu, 0.2 pM derisiminin altindaki in vivo Cu*? etkisinde ise solungag Ca"*-
ATPaz enzim Unitelerinin artis gosterdigini kaydetmislerdir.

Lauren ve McDonald (1987), gokkusag: alabaligi Salmo gairdneri’de 28 gin
boyunca 55 pg Cu'L etkisini gozlemlemislerdir. Gozlemler sonucunda
solungaglarda Cu*? hirikiminin yamni sra Na'/K*-ATPaz aktivitesinin 24 saat
icerisinde % 33 inhibe olmasina karsin, 14 ginden baslayarak mikrozomal
proteindeki artis sonucunda total Na'/K'-ATPaz aktivitesinin normal diizeye
yaklastigint bildirmiglerdir.

Li ve ark. (1998), O. niloticus un solungag dokusunda 3.2 mM Cu*? nin 28
gunlik etkisinin ardindan yapisal degisikliklerle birlikte klorit hiicre sayisinda
farklihiklar gozlemislerdir. Bu calisma, solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesi ve plazma
Na' diizeyinin Cd*? etki siiresi ile azalis gosterdigini ve Na'/K*-ATPaz aktivitesi ile

solungag Cu*? igerigi arasinda ters bir bagint1 olmasinin bu enzimin Cu*

ya oldukca
duyarli oldugunu gostermistir.

Akahori ve ark. (1999), Cyprinus carpio L. nin eritrositlerini 20 saat siireyle
in vitro 0.1, 0.5 ve 1.0 mM derisimlerindeki Zn*?nin etkisine biraktiktan sonra
Na'/K*-ATPaz aktivitesinin ve thiol grup iceriklerinin  etkilenmedigini
gozlemlemislerdir. Ancak Zn'?nin daha yiksek diizeylerde toksk etki
gosterebilecegini belirtmiglerdir.

Ay ve ark. (1999), Cu* ve Pb*? (0.5-4.0 mg/L) etkisinde 14 giin sonunda
Tilapia zllii'nin kas, solungag ve karaciger dokularinda Cu™? ve Pb™ nin birikim
gosterdigini, kas dokusunda Cu® diizeyinin kontrole gére farkli olmadigini
bildirmislerdir. Solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesinin hem Cu'® hem de Pb™

etkisinde derisime bagl1 inhibisyon gosterdigi kaydedilmistir.

11
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McGeer ve ark. (2000), Oncorhyncus mykiss'in Cd*? (3 mg/L), Cu*? (75
mg/L) ve Zn"?nin (250 mg/L) 100 gunlik etkisi sonrasinda metallerin baliklarda
iyon dengesi ve Na'/K*-ATPaz aktivitesi lizerine olan etkilerini incelemislerdir.
Baliklarda solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesinin Cu*? etkisinde artis gosterdigini ve
Na' ile Ca™ dengesinin tiim viicutta 2 giin icerisinde bozuldugunu belirtmislerdir.
Cd*? etkisinde Ca'? iyon kaybinin daha uzun siireli oldugu ve fizyolojik tepkilerin
Cu*? etkisinde metabolik gereksinimle iliskili mekanizmalar: icerirken, kronik Cd*?
etkisinin ise iliskili olmadig1 gosterilmistir.

DelaTorre ve ark. (2000), sazan C. carpio’ nun solungag ATPaz aktivitelerini
14 giinlik 1.6 mg Cd*?/L etkisine ve ardindan Cd*? icermeyen suda 19 giin siireyle
birakilmalarinin ardindan 6lgmislerdir. Na'/K*-ATPaz aktivitesi etki sonunda % 30
inhibe olurken, Mg*%-ATPaz aktivites % 70 artis gostermistir. Mg"*-ATPaz
aktivitesinin Cd*? icermeyen suda 19 giin kaldiktan sonra kontrol diizeyine yaklastigi
gorilmiistir. Subletal Cd*? etkisinin sazanda osmotik ve iyonik dengeyi saglayan
solungag ATPaz enzimlerini 6nemli diizeyde etkileyerek strese neden oldugu
belirtilmistir.

Wong ve Wong (2000), Cd*? nin 40, 80 ve 160 ppb derisimlerinin 3 ve 7
ginlikk etkileri sonunda O. mossambicus un solungag dokusunda Cd*? birikiminin
arttigini, Ca'%-ATPaz aktivitesinin ise Cd™ birikimi ile ters orantil1 olarak azalis
gogerdigini bildirmiglerdir.

Cicik ve ark. (2004), O.niloticus un 7-15 giin siireyle Cd™?, Pb™ ve bu iki
metalin karisimina maruz kalmasi sonucunda kas, bobrek, karaciger, dalak ve
solungag dokularinda metal birikim dizeylerini  dlgmuslerdir.  Kontrollerle
karsilastirildiginda 7-15 giin sireyle Pb*?, Cd"? ve bu iki metalin karisiminda bu
dokulardaki metal birikiminin dnemli derecede arttigim belirlemiglerdir. En distk
metal birikim diizeyi kas dokularinda gozlenirken, 7 giinlik etki sonunda bobrek ve
kas dokusunun digindaki dokularda Cd*? birikimi bakimindan istatistiksel bir fark
olmadigini kaydetmislerdir. Buna karsin 15. giin sonunda doku ve organlardaki Cd*?
birikim dizeyleri bobrek > karaciger > dalak > solungag > kas seklinde siralanmustir.
Bununla birlikte 15. giin sonunda bobrek ve karacigerdeki Cd™ birikimi, Cd*? ve
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Pb*? karisiminda artarken, solungaglarda azalmis, dalak ve kas dokularinda ise
degismemistir.

Sancho ve ark. (2003), yilan baligi Anguilla anguilla’'mn 0.22 mg/L
derisimindeki tiyobenkarb’in (herbisit) 96 saatlik etkisi sonrasinda solungag ve kas
dokularinda Na'/K*-ATPaz ve Mg"-ATPaz aktivitelerini dlcmiislerdir. Solungag
Na'/K*-ATPaz, Mg"%-ATPaz ve Tota-ATPaz aktivitelerinin 2-12 saatlik herbisit
etkisinde inhibe oldugu ve kas dokusunda da benzer sekilde ATPaz aktivitelerinin
dustigi gosterilmistir. Elde edilen veriler tiyobenkarbin iyonik mekanizma tizerinde
Onemli etkilere sahip oldugunu gostermistir.

Berntssen ve ark. (2003), Atlantik somon baligi Salmo salar L.yi besin
yoluyla 0.5-250 mg/kg derisimindeki Cd*? etkisinde birakmuslardir. Elde ettikleri
verilere gore en yiiksek orandaki Cd"? birikimi bagirsak dokusunda gozlenirken,
bunu bobrek ve solungag dokusu izlemistir. Arastiricilar bu dokulardaki Na'/K*-
ATPaz ve Ca™®ATPaz aktivitelerinin ozellikle yiiksek dozdaki Cd™ etkisinde
azalchgim gostermislerdir.

Eroglu ve ark. (2005), 14 giin sireyle 1 ug/mL Cd*?, Cu*? ve Zn? ile bu
metallerin ikili ve U¢lt karisimlarinin O. niloticus un karacigerindeki metallothionein
benzeri proteinlere olan etkilerini gbzlemlemislerdir. Elde edilen veriler sonucunda,
metal birikiminin yalniz Cd*? etkisinde en yikksek diizeyde oldugu, ardindan Cd**-
Zn*? etkilesiminde oldugunu, metallothionein benzeri proteinlerin de Cd*? etkisinde
en yuksek dizeye cikarken, metal etkilesimlerinin de bu proteinler Uzerinde etkili
oldugu gozlenmistir.

Garcia-Santos ve ark. (2006), O. niloticus ile yaptiklar: ¢alismada bu tirin
yiksek derisimdeki Cd™ diizeylerine dayanikli oldugunu ve 96 saatlik en yiksek
LD50 degerlerine (14.8 mg Cd™/L) sahip tath su tirlerinden biri oldugunu
vurgulamislardir. Bu calismada baliklar 5 ve 25 mg Cd™?/L etkisinde 24, 48 ve 96
saat sireyle birakilmis ve deney sonunda plazma Na® diizeyi degisiklik
gostermezken, Ca'? diizeyi uygulanan doza bagli olmaksizin 96 saat sonunda azal mis
ve solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesi ise degisiklik gostermemistir.

Atli ve Canli (2007), O. niloticus ile yaptiklar1 ¢calismada 5, 10 ve 20 uM
derisimlerindeki Cu*?, Cd*?, Zn*? ve Pb*? nin 14 giinlik etkileri sonunda karacigerde
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katalaz, alkalen fosfataz gibi bazi enzimlerle solungag ve bagirsak dokusunda
Na'/K*-ATPaz, kas dokusunda ise Ca"-ATPaz aktivitesini 6lgmiislerdir. Calisilan
tim enzimlerin metaller tarafindan etkilendigi  belirtilirken, Na'/K*-ATPaz
aktivitesinin biitiin metal etkilerinde inhibe oldugu yalmzca solungagta 20 pM Pb*?
etkisinde artis gosterdigi, kas Ca"-ATPaz enziminin ise Cu disindaki diger metal
etkilerinde inhibe oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda arastiricilar enzim
tepkilerinin metal tipi ve derisimlerine bagli olarak degisiklik gosterdigini ve
enzimatik tepkilerin ekotoksikoloji alamnda sucul ortamlardaki metal kirliligine
duyarl1 belirtegler olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Komjarova ve Blust (2008), uygun izotop teknigi kullanarak ilgili
konsantrasyonlarda esansiyel (Cu*?, Ni*?, Zn*?) ve esansiyel olmayan (Cd"?, Pb*?)
metallere es zamanli maruz kalma siresince Daphnia manga' da metal etkilesim
etkilerini arastirmuslardir. Metallerin uygulanan derisim oranlar1 Cd*? icin 0,0125-0,2
UM, Cu™? ve Pb*? icin 0,025-0,25 pM, Ni*? ve Zn"? igin 0,1-1,25 pM seklindedir.
Cd"? ve Cu* karisimda mevcut tim metallerin, emilim oran Uizerine baskin etki
gosterdigini, bu etkinin disiik Cd* ve Cu*? derisimlerinde gerceklestigini ve daha
yilksek derisimlerde ise en yiksek orana ulastigini bildirmislerdir. Ni*? ve Zn*?, Cu'*?
ve Pb*? emilimi Uizerine etkisi olmamasina karsin birbirleriyle ve Cd*? ile daha zayif
etkilesim gostermistir. Mevcut calismalar metal etkilesimlerinin 6nemli oldugunu ve
hem toksk hem de esansiyel metallerin biyolojik agidan verimliligini etkileyen
dustik derisimlerde gergeklestigi orneklenmistir.

Issartel ve ark. (2010), tath su kabuklusu Gammarus fossarum’'da 3 ve 7 gin
icin 15 pg Cd*® nin hemolenf osmolaritesi (HO), solungag yapisi, solungaglardaki
Na'/K*-ATPaz (NKA) lokalizasyonu ve ilgili etkilerini arastirmislardir. Bu
calismada Cd*? etkisindeki G. fossarun larda ortalama HO, kontrol gruplarina gére
Onemli derecede azalmistir. Bu degerler cok etkilenmis, hafif etkilenmis ve
etkilenmemis olarak ayrilmistir. Solungag organizasyonlar: etkilenmeyen bireyler,
kontrollerden daha kalin bir epitelyum gostermislerdir. Daha ince bir epitelyuma
sahip hafif etkilenmis bireylerde solungaglar hafifge ¢okmustir. Solungag yapisinin
dramatik olarak degistigi etkilenen bireylerde ise solungag yapisinin ¢oktlgu ve
hemolenfatik kanallarin ortadan kayboldugu belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Kimyasal M alzemeler

3.1.1.1. Metaller ve Asitler

Kadmiyum klortr monohidrat (CdCl,.H,0, Merck)
Cinko Kklordr (ZnCl,, Merck)

Nitrik asit (HNO3; % 65, Merck)

Perklorik asit (HCIO4 % 60, Merck)

3.1.1.2. ATPaz Aktivite Ol¢iimiinde K ullamlan Kimyasallar

Trizma-Base (Tris [hidroksimetil]aminometan; C4H11NOs, Sigma)
Sukroz (o-D-Glukopiranozil B-D-fruktofuranosid; Ci2H22011, Sigma)
EDTA (Etilendiamintetraasetikasit, Merck)

Sodyum klortr (NaCl, Merck)

Potasyum klorir (KCI, Merck)

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

Kalsiyum klorir (CaCl,, Merck)

EGTA [Etilen glikol-bis (2-aminoetil eter)-N,N,N¢NGtetraasetikasit, Sigma]
Polioksietilen 10 Lauril eter (Sigma)

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

Sulfirik asit (H2SO04 % 98, Merck)

Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO,4, Merck)

Disodyum Adenozin trifosfat (Na,ATP, Sigma)

Ouabain (Cy9H44012, Sigma)
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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 (11) sulfat pentahidrat (CuSO,4.5H,0, Merck)

Folin Ciocalteu Fenol Ayiraci (Sigma)

Bovin Albumin (Sigma)

3.1.2. Kullanilan Ekipmanlar

Spektrofotometre: Schimadzu UV-1800

Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresi: Perkin Elmer 3100-SpectrAA 220 FS
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: Hana HI 8314 membran pH metre

Manyetik Karistirict: Janke & Kunkel IKAMAG RH

Karstirici: Vortex SO 200

3.2. YOntem

Deneylerde kullamimak iizere C.U. Su Uriinleri Fakiiltesi balik yetistirme

havuzlarindan alinan O. niloticus, sicakligin 20+1 °C oldugu ve 12 saat aydinlatma

periyodunun uygulandig: laboratuar ortaminda 40 x 40 x 100 cm dl¢ulerindeki 100 L

cesme suyu iceren akvaryumlarda yaklasik 4 ay stireyle yeni kosullara adapte olmaya

birakildi.  Akvaryum sularmin - fizikokimyasal — ©zellikleri  Cizelge 3.1'de

gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. Akvaryum sularimin fizikokimyasal Ozellikleri (Art ort. + SD.,

N=44). _
pH Oksijen Iletkenlik Sertlik Alkalinite
mg O,/mL pS/cm mg CaCOs/mL mg
CaCO4/mL
7,97%0,20 6,94+0,40 593,5+12,3 344,6+£41,1 262,1+15,9

Baliklara giinde bir defa olmak tzere agirliklarimin % 2-3'U kadar hazir balik
yemi (Pinar Sazan Yavru yemi, izmir) verildi. Kullanilan balik yemindeki mikro
elementlerin miktarlar1 sirasiyla 70 mg Zr/kg, 25 mg Mn/kg, 25 mg Mg/kg, 2 mg
Fe/kg, 0.7 mg 1/kg, 1 mg Cu/kg, 0.2 mg Co/kg, 0.03 mg Se/kg; makro elementlerin
miktarlari ise en az % 2-en gok % 2.5 Ca, enaz % 0.2-en gok % 1 Na, enaz % 1 Pve
yem icerigindeki ham protein ise en az % 40’ dur.

Deney asamasinda baliklar 6 adet olacak sekilde 1 pg/mL derisimlerindeki
kadmiyum (CdCl,.H,0O) ve ¢inko (ZnCl,) ile aym oranlardaki (1 pg/mL:1 pg/mL)
kadmiyum-+cinko etkisine O, 7, 14, 21 ve 28 gun streyle birakildi. Deney sirasinda
akvaryumlarin cam yizeylerine tutunma, akvaryum suyunun buharlasmasi gibi
nedenlerle akvaryumlardaki metal derisimleri degiseceginden akvaryum sulari 2
gunde bir taze hazirlanan stok c¢ozeltilerden yapilan seyreltmelerle degistirildi ve
metallerin balik yemine yapismasim 6nlemek amaciyla su degisiminden 1 saat kadar

once yem verildi.

3.2.1. Doku Homoj enatlarimin Hazir lamsi

Deney sireleri sonunda baliklar akvaryumlardan alindiktan sonra spinal
yapilarak olduraldi. Kurutma kagidiyla kurulanan baliklarin boylar: en yakin cm ve
agirliklart en yakin g cinsinden 6lculdd. Baliklarin ortalama boy (13,9+0,79 cm) ve
agirlhiklarinin (42,4+6,96 g) farkli deney gruplart arasinda istatistiksel olarak bir
ayirim gostermedigi gbzlendi (P>0,05). Steril aletler kullamlarak solungag ve kas
dokular: alind: ve homojenize edilinceye kadar -80 °C’ de saklandi. Dokular 250 mM
Sukroz, 20 mM TrizmaBase, 1 mM EDTA (pH 7,8) iceren homojenizasyon
tamponu ile (1/10, w/v) 9500 rpm'de 1,5 dk siireyle buz tstinde homojenize edildi.
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Eppendorf tiiplerine aktarilan homojenatlar 13.000 g'de 20 dk +4 °C'de santrif(jj
edildi ve elde edilen supernatantlar enzim analizlerinde ve protein tayininde
kullanild.

3.2.2. ATPaz Enzim Aktiviteerinin Ol¢iimii

Bu calisgmadaki ATPaz aktivite 6lcimiinde, laboratuarimizda daha 6nce
yapilan ATPaz karakterizasyon ¢aligmast sonucu (Atli ve Canli, 2008) elde edilen
enzim aktivitesinin en yiksek oldugu inkibasyon ortam derisimleri kullanilmistir
(Cizelge 3.2.).

Cizelge 3.2. Dokularda en yiksek ATPaz enzim aktivitesinin 6lguldigl ortam
kosullar1 ve inkiibasyon ortamindaki iyonlarin son iyon derigimleri.

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

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

Enzim aktivitelerinin saptanmast igin iki tekrarli olmak Uzere her tipe son
iyon derisimleri gizelgede verilen 870 pL inklbasyon ortam ve 30 pL drnek konarak
sicak su banyosunda 37 °C’de 5 dk inkiibe edildi. Reaksiyon, tiiplerin iizerlerine 100
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pL 3 mM NaATP konmasiyla baslatildi. Reaksiyon, 30 dk inkibasyon slresinin
ardindan tliplere konan 500 pL soguk saf su (+4 °C) ile sonlandirildi. TUm bilesenler
cisinda ATP icermeyen tiipler ATP korii, sadece ornek icermeyen tiipler ise Ornek
korii olarak kullamlch. Na'/K'-ATPaz aktivitesi, Toplam-ATPaz (ouabain
icermeyen) aktivitesinden Mg*2-ATPaz (ouabain igeren) aktivitesinin ¢ikariimasi ile
hesaplandi. Ca>-ATPaz aktivitesi ise CaCl, varliginda ve yoklugunda 6lciilen enzim
aktiviteleri arasindaki farka dayanarak hesaplandi. Enzim aktiviteleri, pmol Pi/mg
prot./sa. cinsinden verildi.

3.2.3. Inorganik Fosfat Tayini

Prensip: inorganik fosfat tayini, ATP den agiga cikan Pi’ nin Polioksietilen 10 Lauril
eter ile fosfomolibdatin olusturdugu sar1 renkli bilesigin absorbansinin 390 nm’de

Olglilmesi 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 tamamlandi. Kullanmlmadan énce olusan
bulanikligin giderilmesi icin 37 °C’ de 30-40 dk bekletilir.

2. % 2 Molibdik asit: 2 g (NH4)eM070,4.4H,0 tartilarak 1.8 M H,SO,4
cozeltisinde ¢ozilda.

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

Deneyin Y apihsi:
1. 1.5 mL 6rnek Uzerine 3 mL ana ayiragtan kondu.
2. Oda sicakliginda 10 dk kompleks olusumu igin bekletildi.
3. Absorbans degerleri 390 nm' de 6lcild.
4. Sonuclar 100, 150, 200, 250, 300, 350 ve 400 M KH,PO,4
cozeltisinden hazirlanarak elde edilen standart egri
tizerinden degerlendirildi (Sekil 3.1.).
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0,7 -
y=0,0015x

0.6 1 RZ=0,9986

0,5 -
0,4 -

0,3 -

Absorbans

0,2 A

0,1 -

0 T T T T 1
0 100 200 300 400 500
KH,PO4 Derisimi (M)

Sekil 3.1. Fosfat derisimi ve absorbans arasindaki dogrusal iliski.

3.2.4. Toplam Protein Analizi

Lowry metodu (Lowry ve ark., 1951) ile doku homojenatlarinda protein
analizi yapildi.
Prensip: Proteinlerin alkali bakir silfat ilavesiyle, fosfotungstik asit ile mavi renkli
kompleks olusturmasi temeline dayanir. Olusan bu renkli bilesigin ise
spektrofotometrede 750 nm dalga boyunda absorbansi 6lcllerek kantitatif olarak
protein miktar1 belirlenir. Proteinlerin gogunda tirozin veya triptofan veya her iki
aminoasit esit oranlarda bulunmaktadir. Bu aminoasitler, fosfotungstik-fosfo
molibdik asidi (Folin-Ciocalteu) redikleyerek mavi renk verirler. Bu yontem ile,
proteinler 6nce 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.
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Ayrraglar:

1- Ayrrag A: % 2 N&COs ( 0.1 N NaOH iginde ). 2 g N&COs tartilarak 0.1 N
NaOH icinde ¢oziinmesi saglandi.

2- Ayrrag B1: % 1 CuSO,. 5H,0. 1 g CuS0O,4.5H,0 tartilip, 100 mL’ye saf su
ile tamamland.

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

4- Ayrrag C: 50 hacim ayirag A + 1 hacim esit oranda karistirillan ayirag B
ve Bs.

5. Folin-Ciocalteu Cozeltisi: Kullamlirken 1'e 1.5 oraminda saf su ile
seyreltilmelidir.

6. Standart Bovin Albumin CoOzeltisi: 1 mL'de 1 mg (1000 pg/mL) bovin
albumin olacak sekilde stok bovin albumin ¢ozeltisi hazirland: ve bundan
yapilan uygun seyreltmelerle 100-200-300-400-500-600 nmg/mL olacak
sekilde standart ¢cozeltiler hazirlandh.

Standart Cozeltilerin Hazirlanmas

Standart 1 =100 ng : 0.1 mL stok bovin albumin + 0.9 mL distile su
Standart 2 =200 ng : 0.2 mL stok bovin albumin + 0.8 mL distile su
Standart 3 =300 ng : 0.3 mL stok bovin albumin + 0.7 mL distile su
Standart 4 = 400 nyg : 0.4 mL stok bovin albumin + 0.6 mL distile su
Standart 5 =500 ng : 0.5 mL stok bovin albumin + 0.5 mL distile su
Standart 6 = 600 ng : 0.6 mL stok bovin albumin + 0.4 mL distile su

Deneyin Y apihst:
1. Deney tuplerine hazirlanan standart cozeltilerden ve orneklerden 0.3
mL konuldu.
2. Tuplerin Gzerine 3 mL ayirag C eklendi.
3. Tupler vortexle karistirilarak 15 dk oda sicakliginda bekletildi.
4. Tuplere 0.3 mL Folin-Ciocalteu konarak tupler iyice karistirildi.
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5. Oda sicakliginda 30 dk bekletildi.

6. Absorbans degerleri 750 nm’ de okundu.

7. Sonuclar 100, 200, 300, 400 ve 500 pg/mL sigir serum albumini
¢Ozeltisinden hazirlanarak elde edilen standart egri Uzerinden
degerlendirildi (Sekil 3.2.).

; y=0,0017%
2] R?=10,97

Abhsorbansi
bt

Q ,E' T T 1
0 200 407 Gao s00

Bavin Sarum Alburmin Derisimi (pg/mL}
Sekil 3.2. Sigir abumininden hazirlanan standart derisimler ve absorbans
arasindaki dogrusal iliski.

Bunagére 1 pg/mL Cd*? etkisinde 1 nolu O. niloticus un solungag dokusunda 7. giin

sonunda total protein dizeyi:

y = 0,0017x

Absorbans. y = 0,614

0,614
Derigsim (x) =
0,0017

Derisim = 0,361 mg/mL

Doku homojenat1 ve doku tamponla 10 ‘ar mL’ye seyreltildigi igin
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Derisim= 0,361 x 10 x 10

Derisim = 36,1 mg prot./gy.a

Ayni regresyon esitligi kullamlarak kontrol ve metal etkilerindeki gruplarda
iki tekrarli olmak Uzere total protein diizeyleri hesaplandi.

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
= umol Pi/mg prot./sa.
* = Inorganik fosfat regresyon esitligi (y = 0,0015x)
1 pg/mL Cd*? etkisinde 1 nolu O. niloticus un solungacinda 7. giin sonunda Na'/K*-

ATPaz aktivitesi:
Absorbans: y = 0,065

0,065/0,0015 x 4,5 (mL)

Na'/K*-ATPaz aktivitesi =
1000 x 0,03 (mL) x 0,5 (sa.) x 3,61 mg prot./mL

Na'/K*-ATPaz aktivitesi = 3,55 pumol Pi/mg prot./sa.

3.2.6. Metal Derisiminin Hesaplanmas

Cd*? ve Zn*? etkisinde kalan deney gruplarinda ve kontrol gruplarinda, metal
standartlar: ile absorbanslar: arasindaki dogrusal iliskiyi gosteren standart grafikler
(Cizelge 3.3.) kullanilarak akvaryum sularindaki metal diizeyleri belirlendi (Cizelge
3.4).
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Cizelge 3.3. Meta standartlar1 ile absorbanslar arasindaki regresyon esitlikleri.

M etal Derisim (pg/mL) Regresyon ssitligi
Cd*? 0.5,1.0,15,2 y = 0.1593x
Zn*? 0.2,0.4,0.6,0.8,1.0 y = 0.2245x

Cizelge 3.4. Akvaryum sularindaki Cd*? ve Zn*? Diizeyleri (Art ort. + SD.,

N=25).
M etal Derisim (pg/mL)
Zn*? 0,87 +0,23
Cd*? 0,85+ 0,18
Zn*? (Zn**-Cd*?) 0,80 + 0,20
Cd*? (zn*%-Cd"™? 0,91 + 0,23
Zn*? (Kontrol) 0,03 £ 0,04
Cd*? (kontrol) 0,0+ 0,0

3.2.7. istatistik

Bu calismadaki istatistiksel analizler, SPSS yardimiyla “Regresyon Analizi”

ve “One-way ANOVA” kullanilarak yapildi. Kontrol ve deney gruplari arasinda

istatistiksel bir ayirim gozlendiginde (P<0,05), hangi grup veya gruplarin farkli

oldugu post-hoc testlerinden Duncan-test kullamlarak belirlendi. Grafik cizimleri ise

Microsoft Excel programi kullanilarak cizildi. Veriler aritmetik ortalama + standart

hata olarak verildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Bulgular

4.1.1. ATPaz Aktivites

O. niloticus 1 ug/mL derisimlerindeki Cd*? ve Zn*? ile bire bir oranlarindaki
(1 pg/mL-1 pg/mL) Cd*%-Zn*? karisiminin etkisine 0, 7, 14, 21 ve 28 giin siireyle
birakildi. Bu siireler sonunda solungag ve kas dokusunda ATPaz aktiviteleri 6lculda.
Elde edilen verilere gére kontrol grubu baliklarda solungag Na'/K*-ATPaz, Mg**-
ATPaz ve Ca'’-ATPaz aktivitesi ile kas Ca™>-ATPaz aktivitesi degerleri Cizelge
4.1’ de verilmistir.

Cizelge 4.1. Kontrol grubu baliklarda solungag ve kas ATPaz aktiviteleri (pumol
Pi/mg prot./sa.)(Art ort .+ S.D., N=29)

SOLUNGAC KAS

Giin Na'/K*-ATPaz Mg*ATPaz Ca'>-ATPaz Ca'*-ATPaz
0 8,31+0,83  13,0+0,55 2,29+0,26  1,83+0,53
6,01+0,28  13,3+0,83 0,71+0,04  1,80+0,42
14 4,66+0,59 9,17+0,30  2,21+0,44  2,32+0,50
21 9,29+0,43  14,5+0,81 0,99+0,28  2,47+0,78
28 17,0+1,58 417+0,18  1,35+0,18  3,25+0,50

4.1.1.1. Kadmiyum

Solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesinin, 1 pg Cd"?/mL’nin farkl: siirelerdeki
etkisinde kontrole gore 7 ve 28. ginlerde zamana bagli bir azalig gosterdigi ve en
disUk diizeyini % 35 degeri ile 7. gin sonunda gosterdigi gozlenmistir (3,93+0,31
pmol Pi/mg prot./sa.) ( P<0,05) (Sekil 4.2.). Fakat 21. giinde kontrole gore % 57
oraminda artis gostermistir (14.6+0.99 umol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05) (Sekil 4.5.).
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Mg*?-ATPaz aktivitesi ise Cd* etkisinde denenen tiim siireler icin kontrole gore
herhangi bir ayirim gostermemistir (P>0,05) (Sekil 4.2.).

Solungag dokusunda, Ca*?-ATPaz aktivitesi denenen tiim giinlerde bir azalis
gostermis ve en dustk dizeyi % 70 ile 21. (0,29+0,09 pumol Pi/mg prot./sa.) ve 28.
(0,40+0,05 umol Pi/mg prot./sa.) giin sonunda gozlenmistir (P<0,05) (Sekil 4.3.).

Kas dokusunda, Ca*?-ATPaz aktivitesi giinlere bagli olarak artis veya azalis
gostermistir. En fazla azalis % 25 (2,45+0,45umol Pi/mg prot./sa.) ile 28. glinde
gbzlemlenmistir (P>0,05) (Sekil 4.4.).

O Kontrol @ Cd

21

18 - T

15 ~

12 ~

H

MANN\\\y

Na,K-ATPaz Aktivitesi
(umol Pi/mg prot./sa.)

HH

I

D | 7

7 14 21 2
Etki siresi (gln)

Sekil 4.1. Kadmiyumun (1 pg/mL) farkl: stirelerde Oreochromis niloticus' un
solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesine etkileri.
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Etki stresi (gln)

Sekil 4.2. Kadmiyumun (1 pg/mL) farkl: stirelerde Oreochromis niloticus' un
solungag Mg*2-ATPaz aktivitesine etkileri.
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Sekil 4.3. Kadmiyumun (1 pg/mL) farkl: stirelerde Oreochromis niloticus' un
solungag Ca'>-ATPaz aktivitesine etkileri.
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Sekil 4.4. Kadmiyumun (1 pg/mL) farkl: stirelerde Oreochromis niloticus' un kas
Ca'>-ATPaz aktivitesine etkileri.

4.1.1.2. Cinko

Solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesinin, 1 ug Zn**¥mL’nin farkl: siirelerdeki
etkisinde kontrole gore zamana bagl1 bir azalis gosterdigi ve en distk dizeyini % 22
azalis ile 28. gun sonunda gosterdigi gozlenmistir (13,2+0,44 pmol Pi/mg prot./sa.)
(P<0,05) (Sekil 4.5). Mg*%-ATPaz aktivitesi ise Zn*? etkisinde denenen tim sireler
icin kontrole gore herhangi bir ayirim gostermemistir (P>0,05) (Sekil 4.6.).

Solungag dokusunda, Ca>-ATPaz aktivitesi genel olarak bir azalis gostermis
ve en dustk dizeyini 14. giin sonunda % 72 oraminda gostermistir (0,62+0,15 pmol
Pi/mg prot./sa.) (P<0,05) (Sekil 4.7.).

Kas dokusunda, Ca"*-ATPaz aktivitesi kisa siireli etkilerde % 3 ile % 21
oraninda artis gostermis (P>0,05) fakat 28. giin sonunda kontrole gore % 82 azalis
gostermistir (0,58+0,18 pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05) (Sekil 4.8).
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Sekil 4.5. Cinkonun (1 pg/mL) farkl: siirelerde Oreochromis niloticus un
solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesine etkileri.
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Sekil 4.6. Cinkonun (1 pg/mL) farkl: siirelerde Oreochromis niloticus un
solungac Mg*2-ATPaz aktivitesine etkileri.
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Sekil 4.7. Cinkonun (1 pg/mL) farkl: siirelerde Oreochromis niloticus un
solungac Ca'>-ATPaz aktivitesine etkileri.
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Sekil 4.8. Cinkonun (1 pg/mL) farkl: sirelerde Oreochromis niloticus un kas
Ca'>-ATPaz aktivitesine etkileri.
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4.1.1.3. Kadmiyum+Cinko

Solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesinin, 1 pg Cd"?+Zn"%mL’nin farkh
sirelerdeki etkisinde kontrole gore zamana bagli bir artis gosterdigi ve en yiksek
diizeyini % 52 degeri ile 7. gin sonunda gosterdigi gozlenmistir (9,14+0,84umol
Pi/mg prot./sa.) (P<0,05) (Sekil 4.9). Mg*%-ATPaz aktivitesi ise Cd*?+Zn'*? etkisinde
denenen tum sureler igin kontrole gore herhangi bir ayirim gostermemistir (P>0,05)
(Sekil 4.10).

Solungag dokusunda, Ca*?-ATPaz aktivitesi denenen tiim giinlerde bir azalis
gostermis ve en dustk dizeyini 28. giin sonunda % 100 oramnda gostermistir (0£0
pmol Pi/mg prot./sa.) (P<0,05) (Sekil 4.11).

Kas dokusunda, Ca"*-ATPaz aktivitesi genel olarak azalis gostermis ve 28.
gun sonunda % 78 ile en dustik diizeyde ol¢ulmistur (0,7+0,24 pmol Pi/mg prot./sa.)
(P<0,05) (Sekil 4.12.).
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Sekil 4.9. Kadmiyum+Cinko (1 pg/mL-1 pg/mL) etkilesiminin farkl: siirelerde
Oreochromis niloticus un solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesine etkileri.
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Sekil 4.10. Kadmiyum+Cinko (1 pg/mL-1 pg/mL) etkilesiminin farkl: sirelerde
Oreochromis niloticus un solungag Mg*2-ATPaz aktivitesine etkileri.
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Sekil 4.11. Kadmiyum+Cinko (1 pg/mL-1 pg/mL) etkilesiminin farkl: sirelerde
Oreochromis niloticus un solungag Ca"™-ATPaz aktivitesine etkileri.
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Sekil 4.12. Kadmiyum+Cinko (1 pg/mL-1 pg/mL) etkilesiminin farkl: siirelerde
Oreochromis niloticus un kas Ca'2-ATPaz aktivitesine etkileri.

4.1.2. Toplam Protein Diizeyi

O. niloticus 1 ug/mL derisimlerindeki Cd*? ve Zn*? ile bire bir oranlarindaki
(1 pg/mL;1 pg/mL) Cd*?+Zn*? karisiminin etkisine 0, 7, 14, 21 ve 28 giin siireyle
birakildi. Bu siireler sonunda solungag ve kas dokusunda protein miktarlar: 6lguldi.
Elde edilen verilere gore kontrol grubu baliklarda solungag protein degerleri ile kas
protein degerleri Cizelge 4.2.'de verilmistir.

Cizelge 4.2. Kontrol grubu baliklarda solungag ve kas toplam protein dizeyleri
(mg/g y.a) (Artort. £ S.D., N=29)

Gin SOLUNGAC KAS
0 37,3+0,70 24,7+2,29
33,1+0,70 18,6+1,32
14 37,3+2,49 23,6+1,90
21 36,0+0,94 27,5+1,08
28 37,6+1,34 25,9+1,0
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4.BULGULAR VE TARTISMA Ali EROGLU

4.1.2.1. Kadmiyum

Solungag protein degerleri, 1 pg Cd™?/mL’nin farkli sirelerdeki etkisinde
kontrole gore anlaml1 bir farklilik bulunamamustir (P>0,05) (Sekil 4.13.).

Kas protein degerleri, 1 pg Cd*¥/mL’nin farkl siirelerdeki etkisinde kontrole
gore genel olarak bir artis gosterirken en fazla artis %23 orani ile 14. giin sonunda
gbzlemlenmistir (29,0+0,42 mg/g y.a.) (P<0,05) (Sekil 4.14.).

O Kontrol @ Cd

45 -
40 -
35 -
30 -
25 -
20 -
15 -
10 -

—H

HH

H

Hi

Solunga¢ Toplam Protein Dizeyi
(mg prot./g y.a.)

NN\

1 21 2

Etki stresi (gln)

Sekil 4.13. Kadmiyumun (1 pg/mL) farkli sirelerde Oreochromis niloticus un
solungag protein diizeyine etkileri.
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Sekil 4.14. Kadmiyumun (1 pg/mL) farkl: siirelerde Oreochromis niloticus un kas
protein diizeyine etkileri.

4.1.2.2. Cinko

Solungag protein degerleri, 1 pg Zn™/mL’nin farkl: sirelerdeki etkisinde
kontrole gbre 7. ve 14. gunlerde artis gosterirken 21. ve 28 gunlerde azalis
gosermistir (P>0,05). En fazla artis % 11 ile 7. gin sonunda gozlemlenmistir
(36,6+0,6 mg/g y.a.) (P<0,05) (Sekil 4.15.).

Kas protein degerleri, 1 pg Zn"%/mL’nin farkl: sirelerdeki etkisinde kontrole
gore genel olarak bir artis gosterirken en fazla artis % 31 oram ile 14. giin sonunda
gbzlemlenmistir (31+0,79 mg/g y.a.) (P<0,05) (Sekil 4.16.).
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Sekil 4.15. Cinkonun (1 pg/mL) farkl: siirelerde Oreochromis niloticus un
solungag protein dizeyine etkileri.
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Sekil 4.16. Cinkonun (1 pg/mL) farkl: stirelerde Oreochromis niloticus un kas
protein diizeyine etkileri.
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4.1.2.3. Kadmiyum+Cinko

Solungag protein degerleri, 1 pg Cd™+Zn**/mL’'nin farkli siirelerdeki
etkisinde kontrole gore bir azalis gostermis ve en fazla azalis %13 ile 7.glin sonunda
gbzlemlenmistir (28,7+1 mg/g y.a.) (P<0,05) (Sekil 4.17.).

Kas protein degerleri, 1 ug Cd"?+Zn**/mL’nin farkl: sirelerdeki etkisinde
kontrole gore 7. ve 14. gunlerde artis gosterirken 21. ve 28 gunlerde azalis gostermis

fakat bu degisikliklerin hicbiri anlaml1 olmamustir (P>0,05) (Sekil 4.18.).
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Sekil 4.17. Kadmiyum+Cinko (1 pg/mL-1 pg/mL) etkilesiminin farkl: sirelerde

Oreochromis niloticus un solungag protein diizeyine etkileri.

37



4.BULGULAR VE TARTISMA Ali EROGLU

O Kontrol B Cd+Zn
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Sekil 4.18. Kadmiyum+Cinko (1 pg/mL-1 pg/mL) etkilesiminin farkl: sirelerde
Oreochromis niloticus un kas protein diizeyine etkileri.

4.2. Tartisma

Bu calismada 1 pug/mL derisimindeki Zn*? ve Cd*?nin tek tek ve birlikteki
etkilerinin O. niloticus dokularinda Na'/K*-ATPaz, Ca™-ATPaz ve Mg"*-ATPaz
aktiviteleri ile bu dokulardaki toplam protein diizeylerine olan etkileri incelenmistir.

Elde edilen verilere gore, en fazla Ca"?-ATPaz' in ardindan da Na'/K*-ATPaz
aktivitesinin etkilendigi buna karsin, Mg"3-ATPaz aktivitesinin ise degismedigi
gozlenmistir. Enzim aktivitelerinin bazi durumlar disinda genel olarak azalis
gostermesine karsin ozellikle Na'/K*-ATPaz aktivitesi metallerin tek tek etkilerinde
azalis, birlikteki etkisinde ise artis gostermistir. Dokular arasinda Ca'*-ATPaz
aktivites bakimindan bir karsilastirma yapildiginda ise solungag dokusunun kas
dokusuna gore daha duyarli oldugu gézlenmistir. Dokulardaki toplam protein dizeyi
kisa sureli metal etkilerinde degisiklik gosterirken genel olarak kontrole gore
herhangi bir ayirim gostermemistir (EK 1.). ATPaz aktivitelerinin metal tord, etki
siresi ve doku tipine gore degisiklik gosterdigi sonucu diger calismalarla da
uygunluk gostermektedir (Ay ve ark., 1999; Morgan ve ark., 2004; Silvestre ve ark.,
2005; Ath ve Canl, 2007). Cssitli cevresel Kirleticilere cevap olarak ATPaz
aktivitesinde degisikliklerin oldugu ve enzimin metallerin etkisine duyarli oldugu
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goserilmistir (Watson ve Benson, 1987; Canl1 ve Stagg, 1996; Kamunde ve Wood,
2003).

Bu sonuclar 1siginda  enzim  aktivitesinde gerceklesen  azalslar,
osmoregulasyon sistemindeki bozulmalardan veya hiicre zarinda olusan yapisal
hasarin sonucunda zar gecirgenliginin degismesinden kaynaklanabilmektedir.
Bununla birlikte metallerin tek ve iki degerlikli iyonlarla yarismas: veya enzim
yapisindaki —SH gruplarina baglanarak konformasyonel degisikliklere neden olmasi
da aktivitede azalmaya neden olabilmektedir. Enzim aktivitesindeki artislar ise
bozulan dizenin tekrar onarilabilmesi icin telafi mekanizmalart ile
aciklanabilmektedir. De La Torre ve ark. (2007), balikta Na'/K*-ATPaz aktivitesinin
su kaynakl: kirleticilerin akut veya kronik etkileri sirasinda artis veya azalis
gostermesinin yaninda herhangi bir degisiklik gostermeyebilecegini de belirtmistir.
Bu tepkilerin de kirleticilerin yogun etkilerine, epitelyal tasinmanin fonksiyonel ve
morfolojik bitinltgunin bozulmasina dogrudan kirleticilerin etkisi veya dolayl
olarak endokrin sistemin hasar gbrmesine bagli olarak gdlistigini vurgulamigslardr.

Baliklarda solunga¢ dokusu solunum gazlari, elektrolitler, su ve azotlu
atiklarin tasinmasinin ve asit-baz dengesinin gerceklestigi biyolojik ortamdaki
tartismasiz en karmagsik epitel dokulardan biridir. Bu karmasik fonksiyonlari yerine
getirebilmek icin yizlerce filament ile binlerce lameller yapidan olusan bu epitel
doku baligin tiim yuzey alamnin yaklasik % 50’ sini olusturmaktadir. Bu anlamda da
metallerin toksik Ozelliklerinin gozlendigi birincil hedef organlardan biridir. Kas
dokusu da balikta besin zincirinde 6nemli bir besin kaynag: olusturmasi nedeniyle ve
Ca'?-ATPaz aktivitesinin en yiiksek aktivite gosterdigi doku olmasindan dolay: metal
toksisite calismalarinda 6nemli bir belirte¢ doku olarak calisilmaktadir (Heath, 1987;
DelLaTorreve ark., 2007).

Garcia-Santos ve ark., (2006) O. niloticus un 96 saatlik akut Cd*? (5, 15 ve 25
ug/mL) etkisi sonrasinda solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesinde herhangi bir degisim
gozlememislerdir. Plazma Na' diizeyinde de anlamli bir degisiklik olmamasina
karsin plazma Ca'? diizeyinin etki siiresi sonunda derisime baglh bir azalis gosterdigi
belirtilmistir. Baliklar, homeostasiyi saglamak icin gerekli iyonlar1 solungaglar
araciligiyla sudan almaktadirlar. Solungaglarda aktif iyon alimi ve organlardan iyon
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akisindan sorumlu Klorit hicrelerinin metal etkilerinde hasar gordigi ve bu
hiicrelerde elektrolit kaybinin gdzlendigi gosterilmistir (Lauren ve McDonald, 1987;
Tkatcheva ve ark., 2004; Garcia-Santos ve ark., 2006). Birincil toksik etkiler

+2)

arasinda sayilan ve Cd*? nin Ca'? iyonu ile yiiksek ilgili Ca™ baglayan bolgeler icin
yarisarak Ca'™® alimimi bloke ettigi ve bdylece klorit hiicrelerin  bazolateral
membraninda bulunan Ca? pompasini inhibe ettigi bilinmektedir (Pelgrom ve ark.,
1997). Bununla ilgili olarak yapilan analizler sonucunda tim dokularda Cd*?
etkisinde gozlenen Ca'?-ATPaz inhibisyonu ve Ca*? iyon akisinin bozulmas: bu
durumu desteklemektedir. Metallerin  dokulardaki elektrolit dizeylerine olan
etkilerindeki farkliliklarin balik ve metal tdrlerine, metal derisimleri ve suyun
kimyasina bagli olabilecegi belirtiimistir (Morgan ve ark., 1997; Rogers ve ark.,
2003; Garcia-Santos ve ark., 2006). Zn*?, Ca? ve Mg*? iyonlar1 arasindaki kimyasal
benzerlik, Mg*?-ATPaz ve Ca?-ATPaz' in aktif bolgelerindeki baglanma yerleri icin
Zn*?, Mg*? ve Ca™ iyonlar1 arasinda yarisa neden olmaktadir. Hogstrand ve ark.
(1996), Zn**nin solungag klorit hilcre membranini Ca*? ile benzer yolla gectigini
belirtirken, 100 pM serbest Zn*? varliginda alabalik solungag Ca>-ATPaz enziminin
bloke oldugunu belirtmislerdir. Metal birikiminde solungaglarin birincil hedef ve
metal aliminin gerceklestigi organ olmasi ve nefrotoksik etkilerin gozlendigi
bobreklerin ise metaller igin segici olmalar1 nedeniyle 6nem kazandigi bilinmektedir
(Heath, 1987; Canli ve Atli, 2003). Chhaya ve ark. (1997), agir metal ve gesitli
organik bilesikleri iceren yiuksek pH'l1 endustriyel atiklarin gesitli derisimlerinin 2-6
gunluk etkilerinde Periophthalmus dipes'in farkli dokularinda ATPaz aktiviteleri
uzerine etkilerini incelemislerdir. Buna gore karaciger, beyin ve kas Na'/K*-ATPaz,
Total-ATPaz, Ca™®-ATPaz ve Mg'%-ATPaz aktivitelerinde etkiye bagli genel bir
inhibisyon gozlenmesine karsin, en disuk aktivitenin en uzun etki slresinde
gozlemlendigi ve cogunlukla baz1 yiksek derisim etkilerinde enzim aktivitelerinde
artis goruldigiini belirtmislerdir. Ca*?-ATPaz inhibisyonuna neden olan metaller
toksisitelerine goére sralandiginda, sralama Hg™ >Pb"™ >Cu™ >Cd"? >zn*
seklindedir (Viarengo ve ark., 1993).

Doga su ortamlarinda genellikle subletal dizeylerde bulunan metallerin
kronik etkilerine verilen tepkiler beslenme kaybi, blylimede gerilik, iyon kaybu,
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solunum yetersizligi ve 6lum gibi cesitli fizyolojik ve davramssal degisiklikler
olabilmektedir (Heath, 1987; Hogstrand ve Wood, 1996). McGeer ve ark. (2000), O.

mykissde kronik metal etkileri sonrasinda hasar-onarim mekanizmalarinin

+2) +2;

de daha kisa zamanda
gerceklestigini belirtmigtir. Atli ve Canli (2007), 14 gunlik 5, 10 ve 20 uM
derisimlerindeki Zn*? ile birlikte Cd*?, Cu™? ve Pb*? etkisinde kalan O. niloticus un
cesitli dokularinda Na'/K*-ATPaz ve Ca®-ATPazin da dahil oldugu farkh
biyokimyasal parametreleri incelemislerdir. Buna gore solungag ve bagirsak Na'/K*-

gelistigini, onarim fazinn Cd*?ye goére Cu® ve Zn

ATPaz ile kas Ca'>-ATPaz aktivitesinin 6nemli diizeyde azalis gosterdigine iliskin
bulgulart bu calisma ile de genellikle uygunluk gostermektedir. Sonu¢ olarak
arastiricilar metal tipi ve derisimlerine bagli olarak degisiklik gosteren tepkileri ve
duyarliliklari nedeniyle ATPaz enzimlerinin gevre kirliligi ¢alismalarinda dnemli
birer belirtec olabileceklerini vurgulamislardir. Benzer sekilde 100 gunlik 3 mg
Cd™/L, 75 mg Cu™/L ve 250 mg Zn"%/L etkisinden sonra O. mykiss de metallere
gore farkl tepkiler gdzlenmesinin yaninda Cu'*? etkisinde solungag Na'/K*-ATPaz
aktivitesinde artis ve tiim viicutta metal etkilerinde Na“ ve Ca™ dengesinde hasar
gbzlenmistir (McGeer ve ark., 2000). Lorz ve McPherson (1976), akut (6 gin) ve
kronik (172 giin) Cu*? ve Zn*? etkisinde biraktiklar: Onchorhynchus kisutch’ da kisa
siireli 5-80 pg Cu*?/L etkisinde solungag Na'/K*-ATPaz aktivitesinin derisime bagl:
azalis gostermesine karsin 100-6000 pg Zn*%L etkisinin ise anlamli etki
gogermedigini belirtmigtir. Alabalik Salmo gairdneri ile yapilan farkli sicaklik
kosullarindaki 30 giinlik in vivo Zn? (0.3-2.0 mg/L) etkisinde enzim aktivitesi
genellikle artis gostermistir. Arastiricilar  Zn*?nin  solungac  epitel  hiicre
membranlarinda Ca® ve Mg™ baglama bélgeleri icin yarisarak solungag
gecirgenliginde artisa neden olabilecegini bildirmislerdir. Boylece genel solungag
ATPaz aktivitesindeki degisikliklerin sonucunda solungag gegirgenligindeki artisa
bagli iyon kaybinin gozlenebilecesi belirtiimektedir. Na'/K*-ATPaz, 6zellikle
katalitik o alt tnitesinde yogun olarak bulunan —SH gruplarinca zengin olmasi
nedeniyle metallerin sllfidril gruplarina olan yogun ilgi gbstermeleri sonucu
metallere oldukga duyarlilik gostermektedir. Bir ¢ok biyokimyasal mekanizmada
enzimlerle birlikte yasamsal 6neme sahip birinci serideki gegis metalleri (Fe*?, zn*?,
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Co™ ve Cu®) yiiksek derisimlerde ATPaz kofaktorleri (Na', K* ve Mg™) ile
yarismakta ve enzim fonksiyonel gruplari olan —SH, -NH, veya —COOH ile
kompleks olusturmaktadir. Bununla birlikte metabolizmada herhangi bir rol
Ustlenmeyen metaller (Cd*™?, Hg*?) de bu fonksiyonel gruplara baglanarak enzim
aktivitesinde degisikliklere neden olmaktadir. Vasic ve ark. (2009) yaptiklar
calismada bu metallerin in vitro etkilerinin artan derisimle dogru orantil1 olarak
ATPaz aktivitesinde inhibisyona neden oldugunu gostermislerdir. Bununla birlikte
arastiricilarin denenen tim metaller icin Na'/K*-ATPaz'in Mg™-ATPaz a gére bu
metallere daha duyarl: oldugu sonucu bu ¢alismanin sonucunu da desteklemektedir.
Metal birikiminin genel mekanizmasi, sirasiyla sok, onarim ve uyum olmak
Uzere Uc¢ fazda gerceklesen hasar-onarim modeli ile agiklanmaktadir (McDonald ve
Wood, 1993). Buna gore ilk asama olan sok fazinda gbzlenen fiziksel hasar 6ncelikle
solungag dokusunda gozlenmektedir ve fizyolojik homeostazi hasari ile iligkili olan
bu faz genellikle kisa sirelidir (birkag giin). ikinci asama olan onarim fazimn
fizyolojik hasart onarmak igin mitoz, artan protein sentezi gibi biyosentetik
mekanizmalarin artisim icermesinin yaninda metallothionein gibi metal baglayan
proteinlerle, metallerin zararl: etkilerinden korunmak icin iyon diizenlenmesi ile ilgili
diger sistemlerin aktive olmasi da bu faz icerisinde gerceklesmektedir. Uglincii
asama olan uyum fazi ise uzun sireli metal etkilerinde artan direnglilik olarak
tanmmlanmakta ve organizmalarin i¢ fizyolojilerinin etki 6ncesi durumuna donmesi
veya yeni bir denge olusturmalarint kapsamaktadir (Lauren ve McDonald, 1987;
Pelgrom ve ark., 1995; McGeer ve ark., 2000). Buna karsin bu c¢alismanin uzun
sireli metal etkilerinde gozlenen sonuclar genel olarak onarim ve uyum
mekanizmalarimin O. niloticus dokularinda indiklenemedigini gostermesi ayni tirle
calisan Monteiro ve ark. (2005)’ nin sonuglari ile de vurgulanmistir. Dokularda metal
birikimlerinin erken fazda daha hizl1 olmasinin, dokularda metal baglayan ligantlarin
hizla doyuma ulasmasindan kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Wong ve Wong,
2000). Cd*?, Cu*?, Zn*? ve etkilesimlerinin O. niloticus karacigerine olan etkilerinin
incelendigi ¢calismada metallerin tek tek veya birlikte etkilerinin birikim diizeylerinde
degisiklige neden olmasi ile birlikte yiksek Cd*? birikiminin yaminda Zn'?
diizeyindeki azaligin balikta Zn™ diizenlemesinin varligina isaret ettigi bildirilmistir
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(Heath,1987; Lange ve ark., 2002; Eroglu ve ark., 2005). Tota protein diizeyindeki
azalma, karaciger hasarina bagli protein sentezinin zarar gdrmesi, emilimin
indirgenmesi veya protein kaybindan kaynaklanabilmektedir. O. niloticus ile yapilan
calismada uzun siireli Cd*? etkisine karsin serum total protein iceriginde herhangi bir
degisimin olmadig1 gozlemlenmistir (Oner ve ark., 2008). Canli (1995), 0.01 ve 0.1
mg/L derisimindeki Hg*? ile 2.0 ve 20 mg/L derisimindeki Cr*® ve Ni*#nin 7 giin
sireyle etkisinde kalan C. carpio’da serum protein dizeyinin 6nemli oranda
degismedigini gostermistir. Bu calismada da toplam protein dizeyi birkag etki
disinda gok fazla degisiklik gostermemistir.

Metallerin canli organizmalara tasinmasi, yasadiklari ortamdan biyolojik
yuzeylere diflizyonu, organizmadaki ylzeylere baglanma ve hiicre igine 6zgun
tasiyicilarla alinmasint icermektedir. Metal koordinasyon boélgeleri hichbir zaman tek
bir metale 6zgin olmadigindan metabolizma igin gerekli metalleri baglayan metal
bolgeleri aym zamanda benzer iyonik ¢ap ve koordinasyon geometrisi gosteren baska
metalleri de baglayabilmektedir. Bunlar arasinda yiksek toksk etkiye sahip ve
metabolizma icin gerekli olmayan Cd*? ile buna karsin metabolizma icin gerekli ve
yiksek duizeylerinde toksik ©zellik gosterebilen Zn*?, kimyasal olarak benzer
olduklarindan benzer tasinma yollarini kullanmaktadir. Cd™ ve Zn*? arasindaki
yarisin ¢ogunlukla —SH iceren bolgeler icin gergeklestigi  sdylenebilir. Bazi
arastiricilar gesitli su organizmalarinda Zn*? varhgimin Cd*™? alimini baskiladigini
bildirmislerdir (Sunda ve Huntsman, 2000; Chen ve ark., 2008). Meta etkilesimleri,
balik ve diger sucul organizmalarin dokularinda metal birikimini etkileyebilmektedir
ve genel olarak metal birikimleri metal etkilesimlerinden cok tek basina olan
etkilerinde daha yUksek olmaktadir (Mance, 1987). Brzoska ve Moniuszko-Jakoniuk
(2001), Cd*? ve Zn' etkilesiminin Cd*? toksisitesinde oldukca 6nemli oldugunu

*2 nin toksik etkisinin Zn*? eksikliginde 6nemli diizeyde arttigini

vurgulamiglar ve Cd
belirtmislerdir. Eroglu ve ark. (2005), O. niloticus karacigerinde Zn*? birikiminin
Cd*™%-zZn*? etkilesiminde en yiiksek diizeyde olmasin, Cd*? toksisitesini 6nlemek
adina gerceklestigini kaydetmislerdir. Pelgrom ve ark. (1995) da metal karisimlarinin
etkisinde organizmalarda karmagsik etkilesim mekanizmalarimin devrede oldugunu

belirtmislerdir. Bu calismada da metal etkilesimlerinin  dokulardaki metal
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birikimlerine olan etkilerine benzer sonuglar ézellikle Na'/K*-ATPaz ve Ca'>-ATPaz
aktivitelerinde de gdzlenmistir. Buna gore 6zellikle en uzun etki siresinde Cd*™ ve
Zn*?nin tek basina etkilerinde Na'/K*-ATPaz aktivitesi azalis gosterirken bu
metallerin birlikteki etkilerinde olasi etkilesim mekanizmalari ve metallerin
birbirleriyle enzimin baglanma bdlgeleri igin yarismalarina bagli olarak artis
gbstermistir. Buna karsin solungag Ca'?-ATPaz aktivitesi ise genellikle azalis
gostermis, Cd*%-Zn"? karnsimlarinin sinerjistik etki géstermelerine bagh olarak da
metallerin tek tek olan etkilerine gére enzim aktivitesinde daha fazla azalisa neden
olmustur. Bu veriler, ATPaz aktivitelerinin metal tipi ve etki sirelerinin yaninda
metallerin birlikteki etkilerinde de 6nemli dizeyde degistigini ve gevre Kirliligi
calismalarinda dikkate alinmasi gerektigine isaret etmektedir.

Gunumuzde, tath su kirliligi ile ilgili geleneksel ¢alismalarin yamnda, doku
ve vucut sivilarindaki kimyasal maddeler, toksik metabolitler, enzim aktiviteleri veya
diger biyokimyasal degisiklerin analizleri gibi toksik maddelerin biyolojik sistemleri
nasil etkiledigini gosteren belirteclerin kullammi daha da 6nem kazanmaktadir.
Molekul derisimlerinin 6lgimi ile saptanan degisiklikler olarak tammlanan toksisite
belirtegleri, kirletici etkisi ile risk degerlendirme mekanizmalarim birbirine
baglamaktadir (De La Torre ve ark., 2007). Elde edilen sonuclar enzim aktiviteleri ile
diger olcllen parametrelerin metallere verdikleri tepkilerinin, derisim ve siresi ile
metal tipi ve doku tipine bagli olarak degistigini gostermistir. Buna gbre enzim
aktivitesindeki azalislar, metal birikimi, iyon ve protein diizeyindeki degisiklikler,
enzim yapisindaki —SH gruplarina metallerin  baglanmas;, dokudaki yapisal
farkliliklar ile bunlara bagli gelisen iyon ve osmoregulator sistem bozukluklarindan
kaynaklanabilmektedir. Buna benzer sekilde daha tnce enzimatik ve enzimatik
olmayan mekanizmalarda gorev alan parametrelerle yapilan calismalar bu durumu
desteklemektedir (Atli ve ark., 2006; Atli ve Canli, 2008). Bu calisma ile metallerle
ATPaz lar arasinda, enzim aktivitesinde degisikliklere yol agan kimyasal
mekanizmanin anlasilmasinin  6nemi  vurgulanmaktadir. Aym zamanda toksik
maddelerin saptanmasinda ATPaz aktivite degisimini temel alan analizler basit,
kullanislt ve hizl1 6lcim sagladhigindan ekotoksikoloji ¢calismalarinda uyarici sistem
olarak kullanilabilmektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1. Sonuglar

1. O. niloticus 1 pg/mL derisimlerindeki Cd*? ve Zn*? ile Cd"+zn*?
karigimimin (1:1) etkisine 0, 7, 14, 21 ve 28 gun stireyle birakil mistur.

2. Bu sireler sonunda baliklarda solungag Na'/K*-ATPaz, Mg™-ATPaz ve
Ca'%-ATPaz aktivitesi ile kas Ca">-ATPaz aktiviteleri dlculmuistir.

3. Metal etkileri sonunda baliklarda solungag ve kas ATPaz aktiviteleri
onemli oranda degismistir. Buna gore Na'/K*-ATPaz ve Ca'>-ATPaz aktiviteleri
metal tird, tek ve birlikteki etkileri, etki stiresi ve doku tipine bagli olarak genellikle
azalis gosterirken, Mg*2-ATPaz aktivitelerinde anlaml1 bir degisiklik gorilmemistir.

4. Solungag Ca>-ATPaz aktivitesi metallerin tek tek ve birlikteki etkilerinde
azalis gosterirken, solungag Na'/K*-ATPaz aktivites metallerin tek tek etkisinde
azalis, birlikteki etkisinde ise artis gostermistir.

5. Toplam protein dizeyleri ise genel olarak herhangi bir degisiklik
gostermemistir.

5.2. Oneriler

1. Metallerin toksik etkilerinin belirlenmesinde duyarl: belirtecler olan ATPaz
enzimlerinin yaninda oksidatif hasarin tanisinda 6nemli olan antioksidan enzimler de
kullanilabilir.

2. ATPaz aktivite analizleri uzun sireli araliklarla saha calismalarina da
uygulanirsa dogal ortamdaki metal etkilerini gozlemlemede ¢ok daha dogru sonuclar
elde edilebilir.

3. Farkli sucul organizmalarda ATPaz'lar gibi duyarli metal toksisite
belirtecleri kullamlarak metal etkileri incelenebilir.

4. Metal turd yaninda suyun farkl: fizikokimyasal ¢zellikleri de gz oninde
bulundurularak ATPaz aktivitelerin verdigi tepkiler arastirilabilir.
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