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SIMGELER VE KISALTMALAR LIiSTESI

Pb : Kursun

Cd : Kadmiyum
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PUFA : Poliansantiire yag asitleri
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ALT : Alanin aminotransferaz
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Fe : Demir

MCV : Ortalama Eritrosit Hacmi

MCH . Eritrosit Basina Diisen Ortalama Hemoglobin
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OZET

TILAPIiA’DA (Oreochromis mossambicus) KURSUN TOKSISITESI:
OKSIDATIF STRES VE BAZI FiZYOLOJIiK ETKILER
Hasan KAYA

Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Temel Bilimler Anabilim Dali Doktora Tezi
Danigsman: Do¢. Dr. Mehmet AKBULUT
21.02.2012, 184.

Bu tez calismasinda, kursun toksisitesinin tilapia (Oreochromis mossambicus)
balig1 lizerinde olusturdugu oksidatif stres ve bazi fizyolojik etkiler incelenmistir. Baliklar
0; 0,5; 2,5 ve 5 mg Lt kursun konsantrasyonlarina 14 giin boyunca maruz birakilarak
dokuda (solungag, karaciger, bagirsak, kas, beyin, bobrek) biyomarkir analizleri (Na'/K"-
ATPaz, Glutatyon ve TBARS) ve agir metal birikimleri ile kanda hematolojik,
biyokimyasal ve immunolojik parametreler belirlenmistir.

Deney siiresince 5 mg L™ kursun konsantrasyonlarina maruz kalan gruplarda
deneme sonuna dogru iki adet balik 6liimli gozlenmistir. Denemede kursun agir metalinin
dokularda birikimi, ortamdaki metal derisimi ve maruz kalma siiresi ile dogru orantili
olarak artig gostermistir.

In vivo etkide kursun konsantrasyonlarina maruz birakilan tilapia baliginda Na*/K*-
ATPaz enzim aktivitesi solungag, bagirsak ve beyin dokusunda inhibisyona ugramis,
bobrek ve kas dokusunda ise derisim ve siireye bagli olarak azalmanin yaninda artiglarda
goriilmiistiir (p<0,05). Bu ¢alismada glutatyon, zamana, etkide kalma siiresine ve doku
tiirine bagh olarak degisim gosterirken, TBARS diizeyinin 5 mg L™ kursun
konsantrasyonlarina maruz birakilan tilapia dokularinda (kas hari¢) arttigr goriilmiistiir
(p<0,05).

14 giin boyunca kursun konsantrasyonlarina maruz birakilan Oreochromis
mossambicus’un kursun konsantrasyonuna ve zamana bagli olarak kan parametrelerinde
degisimler goriilmiistiir. Hematolojik parametrelerden hemoglobin, hematokrit, eritrosit ve
notrofil sayisinda azalma (p<0,05); MCH, MCHC ve monosit sayisinda artma (p<0,05)
saptanmistir. Biyokimyasal kan parametrelerinden, lipaz, ALP, LDH, AST, toplam protein,

glikoz, bilurubin, ire, lrik asit, trigliserid, kreatinin, kloriir ve magnezyumda artma

vii



(p<0,05); LDL ve kalsiyumda azalma; ALT, CK, kolesterol, aloumin, demir ve fosforda
ise dalgalanmalar gézlenmistir (p<0,05). immonolojik parametrelerden fagositik aktivite,
fagositik indeks, NBT, lizozim aktivitesi ve myeloperoksidaz da ise azalma gorilmiistiir
(p<0,05).

Calismada elde edilen sonuglara gore, kursun agir metalinin O. mossambicus’ ta
oksidatif stres ve doku hasarlarina sebep oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kursun, Oreochromis mossambicus, Na'/K'-ATPaz,
Glutatyon, TBARS, Kan Parametreleri, Dokuda Birikim
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ABSTRACT

TOXICITY OF LEAD ON TILAPIA (Oreochromis mossambicus):
OXIDATIVE STRESS AND SOME PHYSIOLOGICAL EFFECTS
Hasan KAYA

Canakkale Onsekiz Mart University
Graduade School of Natural and Applied Sciences
Chair for Faculty of Fisheries Thesis of PhD
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Mehmet AKBULUT
21.02.2012, 184.

In this thesis study, the oxidative stress and some physiological effects of lead on
tilapia (Oreochromis mossambicus) have been investigated. Fish were exposed to different
lead concentration of 0; 0,5; 2,5 and 5 mg L™ during 14 days. Biomarker (Na*/K*-ATPase,
Glutathione, TBARS) and metal accumulation analysis in some tissues (gill, liver,
intestine, muscle, brain, kidney) and blood parameters (haemotological, biochemical and
immunological parameters) have been studied.

During the experiments, it was observed that 2 fish dead in the groups of exposing
to lead concentration of 5 mg L™ towards the end of the experiment, lead accumulation in
tissues in the experiment increased in direct proportional duration of exposure and ambient
metal concentrations.

In vivo effects, Na'/K*-ATPase enzyme activity in some tissues (gill, intestine and
brain) in the tilapia exposed to lead concentrations were inhibited while it fluctuated in
terms of concentration and duration in some tissues (kidney and muscle).

In this study, GSH level has shifted depending on time, exposure duration and
tissue types while TBARS level increased in tilapia tissues (except mussel) exposing to
lead concentrations of 5 mg L™ (p<0.05).

During 14 days, changes of blood parameters in O. mossambicus exposed to lead
concentration were observed depending on exposure time and concentration.
Haemotological parameters such as haemoglobin, hematocrit, erythrocyte, neutrophil
number decreased (p<0.05) while MCH, MCHC and monosit number increased (p<0.05).
Biochemical blood parameters such as lipase, ALP, LDH, AST, total protein, glucose,
bilurubin, urea, uric acid, triglyceride, creatinin, chloride and magnesium increased
(p<0.05). LDL and calcium levels decreased (p<0.05); ALT, CK, cholesterol, albumin,
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iron and phosphore fluctuated (p<0.05). Immunological activities such as phagositic
activity, phagositic index, NBT, lysozyme activity and myeloperoxidase activity decreased

(p<0.05).
Conclusion, it was determined that lead heavy metal caused to oxidative stress and

tissue damages in O. mossambicus.
Keywords: Lead, Oreochromis mossambicus, Na'/K*-ATPase, Glutathione,

TBARS, Blood parameters, Tissue acculumulation
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BOLUM 1 - GiRiS Hasan KAYA

BOLUM 1
GIRIS

Glinlimiizde dogal dengeyi, insan ve hayvan hayatin1 tehdit eden en Onemli
tehlikelerin basinda ¢evre sorunlar1 gelmektedir. Ekosistem-insan dengesinin bozulmasina
yol acan bu sorunlarin baslica nedenleri; hizla gelisen niifus artisi, sanayilesme ve gevre
faktoriiniin g6z ard1 edilmesidir. Baglica metaller ve pestisitlerden olusan toksik maddeler;
dogal veya antropojenik yollarla sucul ekosisteme tasmabilmeleri, ¢evre kosullarina
dayanikli olmalar1 ve kolaylikla besin zincirine girerek biyomagnifikasyon gdstermeleri
sebebiyle kimyasal kirleticiler arasinda ayri bir énem tasirlar (Klassen ve ark., 1986).
Yeryliziinde belirlenen en toksik 20 maddeden besini (Cd, Pb, Hg, Cr ve As) agir
metallerin olugturmasi da bunun 6nemli bir gostergesidir (ATSDR, 2006; Firat, 2007).

“Agir metal” nispeten yiiksek yogunluga sahip, diisiik konsantrasyonlarda bile
toksik olan metal anlamindadir. Gergekte ise “agir metal” tanimu; fiziksel 6zellik agisindan
yogunlugu 5 g/em®ten daha yiiksek olan metaller i¢in kullanilir. Bu grup kursun (Pb) dahil
60’tan fazla metal icerir (Kahvecioglu ve ark., 2006).

Kursun; canli fizyolojisi i¢in gerekli olmayan fakat 6zgiin fiziksel ve kimyasal
ozellikleri nedeniyle insanlik tarihi boyunca kullanilmis bir agir metaldir (Eisler, 1988).
Giiniimiizde kursunun en fazla kullanildigr yer %71 ile pil sanayisidir (Skerfving ve
Bergdahl, 2007). Kursun kaynakli toksisitenin farkina varildik¢a boya iiretimi ve kursunlu
benzin gibi kullanimlarina yasaklama veya diizenleme getirilmistir. Kullanim
azaltilmasina ragmen kursun, antropojenik ve dogal kaynaklar yoluyla sucul ekosistemlere
girmeye devam etmekte ve Oncelikli kirletici olma durumunu korumaktadir (USEPA,
2006). Antropojenik aktiviteler sonucu tatlh su ve deniz ekosistemlerinde olusan bu
kirlenme, sucul canlilar ve baliklardaki kursun toksisitesinin ana nedenidir (Rogers ve
Wood, 2004).

Metal iyonlarmin iyi bir oksidatif stres indiikleyicisi oldugu bilinmektedir
(Lushchak, 2011). Baliklarin metallere maruz kalmasi oksidatif strese neden olan serbest
oksijen radikallerini (ROS) arttirir. Artan ROS Na'/K*-ATPaz aktivitesi inhibisyonuyla
birlikte osmoregiilasyonda islev bozukluklarina ve doku hasarlarina yol agabilir (Ath ve
Canli, 2007). Gelismekte olan kanitlar kursun toksisitesi sonucu olusan ROS’nin DNA
hasar1 yaptigmi ve antioksidan savunma enzimlerinin tiilkenmesine yol agtigimni

bildirmektedir (EI-Ashmawy ve ark., 2006; Monteiro ve ark., 2011). Enzimatik ve
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enzimatik olmayan antioksidanlar metaller tarafindan meydana getirilen oksidatif strese
kars1 biyolojik savunmada onemli rol oynarlar. Oksidatif stres biyomarkirlar1 agir
metallerin  baliklar lizerine etkilerini ortaya koymak i¢in kullanilan 6nemli
biyoindikatérlerdir (Firat, 2007).

Balik sagligi ve fizyolojik durumunun izlenmesinde ve incelenmesinde kullanilan
bir diger Onemli parametrede kandir. Metallerin sublethal etkisinde baligin kaninda
hematolojik ve biyokimyasal parametrelerin 6l¢iilmesi, baligin hayatta kalma, biiyiime ve

iireme gibi siiregleri hakkinda 6nemli bilgiler saglar (Hinton, 1993).

1.1. Kursun Metali ile Tlgili Genel bilgiler

Kursun, canli organizmalar icin gerekli bir element degildir aksine metabolitik
aktiviteleri olumsuz etkileyen bir agir metaldir. Diinyada yilda 4 milyon tondan fazla
kursun; pil, benzin ve giibre katki maddesi, pigmentler ve alasimlar i¢in iiretilmektedir.
Antropojenik faaliyetler icin yogun bir sekilde iiretilen kursun (6zellikle son 40 yildir),
cevrede kursun kalintilarinin artmasimna ve kursunun biyojeokimyasal dongiisiiniin
bozulmasina yol a¢mistir. Kursunun tiim kimyasal formlari canlilar i¢in toksik olup,
degisik yollarla viicuda alinabilirler (Eisler, 1981).

1.1.1 Kursunun Kimyasal Ozellikleri

Periyodik cetvelin 4A grubunda bulunan kursun mavimsi-gri renkte yumusak bir

metaldir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Kursun agir metalinin kimyasal 6zellikleri (Nriagu, 1978a)

Sembol Pb

Atom agirligi 207.2
Atom numarasi 82

Erime noktasi 327,5 °C
Proton ve elektron sayisi 82

Notron sayist 125
Siniflandirma Agir metal
Yogunluk (25°C’de) 11,4 g/lem®
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Kursun karmasik bir kimyaya sahiptir. Kursun nitrat, kursun asetat gibi anorganik
tuzlarinin bir kismi suda ¢oziiniir. Kursun siilfat gibi bir kisim tuzlari ise suda ¢oziinmez.
Kursunun sudaki ¢oziiniirliigii ¢esitli ortam ve bilesenlerine gore degisiklik gostermektedir.
Ornegin suda kursunun yiiksek ¢oziiniirlik gdsterdigi durumlar; diisiik pH, askida kati
madde ve element (Fe, Zn, Mg) igerigidir (Harrison ve Laxen 1981; Scoullos 1986).

Kursun bilesiklerinin sudaki ¢oziiniirligiinii etkileyen en onemli faktor pH’ dir.
Kursun, diisiik pH’da (asidik sularda) daha yiiksek ¢oziiniirliik gostermektedir. Ornegin;
pH’1 5,5 olan bir suda 10 g Pb L? kursun ¢oziiniirken, pH’1 9 olan bir suda 0,001 g Lt
kursunun ¢oziindiigii EPA (1980) tarafindan bildirilmistir.

Sulara giren kursunun sediment yataklarinda karbonat ve hidroksit formlarinda
bulundugu bilinmektedir (May ve McKinney, 1981). Sedimentte birikim gdsteren kursun
ani bir pH diisiisii ya da iyon kompozisyonunda meydana gelebilecek bir degisiklikle
serbest kalip yer degistirebilmektedir (Demayo ve ark., 1982) .

1.1.2. Kursun Kaynaklari, Kullanimi ve Tarihcesi

Kursun; yer kabugunda bulunma sikhigi 16 mg kg” ile nispeten nadir olarak
bulunabilen dogal metaller arasinda yer alir (EPA, 1980). Kursunun en ¢ok rastlanilan
cevherleri, siilfiir minerali galen (PbS) ile onun oksitlenmis tiriinleri olan seriisit (PbCO3)
ve anglezittir (PbSO4). Bu mineraller arasinda en o6nemli olan1 galendir (May ve
McKinney, 1981). Kursun metalinin inorganik ve organik formlart Cizelge 2’ de

verilmistir.

Cizelge 2. Kursunun inorganik ve organik formlar1 (Diindar ve Arslan, 2005)

Inorganik ve Organik Kursun Formlari

Bilesikler Kursun Monoksit (PbO)
Kursun Tetraoksit (Pb304)
Kursun Karbonat (PbCO3)
Kursun Silikat (PbSiO3)
Kursun Siilfiir (PbS)
Kursun siilfat (PbSO,)
Kursun Kromat (PbCrO,)
Kursun Alkilleri Kursun Tetra Etil

Kursun Tetra Metil
Kursun Stearat

Alasimlar Kursun antimon alagimlari
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Kursun agir metali genellikle madencilik, eritme ve rafineri faaliyetlerinin yapildig:
yerlerde, yogun arag¢ trafigi alanlarinda, kanalizasyon bolgelerinde, kentsel ve yogun
sanayi bolgelerinde en yiiksek konsantrasyonlarda bulunur (Jenkins, 1980; Demayo, 1982).

Kursun ve bilesikleri yaklasik 7000 yildir, zehir etkisi ise 2500 yildir insanlar
tarafindan bilinmektedir (Barth ve ark., 1973). Bu metal antik uygarliklar tarafindan giimiis
iiretimi esnasinda yan {riin olarak kesfedilmis ve tarih boyunca kursun iiretimi ve
kullanimi giderek artis gostermistir. M.O. 5000-7000 yillar1 arasinda Misirlilar kursundan;
lehim, cam, ¢canak-¢omlek, siis esyasi, sikke, agirlik, capa ve su borusu yapimi gibi birgok
alanda faydalanmiglardir (Nriagu, 1978a).

Kursun yaklasik 500’li yillarda Romalilar tarafindan; su borularinda, kozmetik ve
saraplarin tatlandirilmasinda yogun olarak kullanilmistir (Harrison ve Laxen, 1981). Bu
kullanimlarinin ¢evredeki kursun diizeyini 5 kat arttirdig1 tahmin edilmektedir (Eisenreich
ve ark., 1986). Ayrica Romalilarin gerileme donemini kursun diizeyindeki artigin
hizlandirmis olabilecegi bilim adamlar tarafindan 6ne stirtilmektedir. Kursun zehirlenmesi
sonucu, yonetici siifinin diisiinme kapasitesinin diigmesi, dogum oranlarindaki azalis ve
kisalan yasam siiresinin bu ¢okiisiin temelini olusturdugu iddia edilmektedir. Bu teori
kursunla tatlandirilan ve fazla tiiketilen saraplar sonucunda kullanilan fazla kursunun
kemik kalintilarinda ortaya konmasi ile desteklenmektedir (De Michele, 1984).

Romalilarin ¢okmesiyle kursun kullanimi hizla yavaslamistir. 14.yiizyilda barutun
Avrupa’ya girmesiyle birlikte yeniden yogun olarak kullanilmaya baglanmigtir. 1721°de ilk
kursun madeni Ingiliz girisimciler tarafindan “Falling Creek” adiyla Virginia’da
kurulmustur (EPA, 1979). 18. Yiizyilda sanayi devrimiyle beraber mevcut kursun iretimi
yaklagik 10 kat artmistir (Eisenreich ve ark., 1986). 1920’lerde kursun bilesikleri (Kursun
tetraetil) benzine ilave edilmeye baslanmistir ve bu kullanim alam1 kursunun ekolojik
sisteme yayilmasinda dnemli rol oynamistir (227,250 ton/y1l ABD). Giiniimiizde kursunsuz
benzin kullanimi ile atmosfere yaymimi azalmaktadir. Diinyada en yaygin kursun
kullanim1 Kuzey Amerika’dadir ve yillik tiiketim 1,300,000 ton seviyelerindedir. Bu
kullanim kosullarinda atmosfere atilan miktar yillik 600,000 tona wulagmaktadir
(Kahvecioglu ve ark., 2006).

Kursun 20. yy.” da yiiksek oranlarda paslanmaya karsi oksit boya hammaddesi
olarak kullanilmistir. Almanya ve diger gelismis tilkelerde 1971° de boya maddelerindeki
kursun kullanimina, 1979 da ise yemek saklama kutularindaki kursun kullanimina
siirlayicr yasalar ¢ikarilmigtir. Kursunun diger 6nemli kullanim alanlart ise; teneke kutu

kapaklar1, kursun-kalay alasimli kaplar, seramik sirlari, bocek ilaclar1 ve akiilerdir
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(Kahvecioglu ve ark., 2006). Kursunlu benzin ve boya maddelerinin yani sira, gida ve suda
kursun toksisite kaynagi olabilir. Su borularinda kullanilan kursun kaynaklart kursunun
suya karismasina sebep olabilmektedir. Ulkemizde ve diinyada igme suyunda bulunmasina

izin verilen kursun degerleri bazi standartlar ile belirlenmistir (Cizelge 3).

Cizelge 3. Tirkiye’de ve diinyada igme suyunda bulunmasina izin verilen kursun degerleri
(mgL™)

Kaynak WHO USEPA Avrupa Birligi (EC) Tiirk Standartlar:1 Enstitiisii
(2004) (2004) (1998) TSE 266 (2005)

Icme suyu 0,01 0,005 0,01 0,01

Ayrica endiistriyel ve sehir merkezlerine yakin yerlerde yetisen yiyecekler; tahillar,
baklagiller, bah¢e meyveleri ve birgok et iirlinii biinyesinde normal seviyelerin {izerinde
kursun bulundurur. Kozmetik malzemelerde bulunan bircok pigment ve diger ana
maddeler de kursun bulundururlar. Diger taraftan sigara ve bocek ilaglari da kursun
kaynaklar1 arasinda sayilabilirler. Endistriyel olarak kuyumculuk sektdriinde altin
rafinasyon ve geri kazanimi esnasinda uygulanan “Kal” islemi illegal olarak 6nemli oranda
kursunun oksit halinde atmosfere atilmasina neden olmaktadir (Kahvecioglu ve ark.,
2006). Insan gidas1 olarak onemli bir yere sahip olan su iiriinlerinde izin verilen kursun

degerleri bazi standartlar ile belirlenmistir (Cizelge 4).

Cizelge 4. Su Uriinlerinde izin verilen kursun degerleri (ug g™ yas agirlik)

Kaynak Tiirk Gida Kodeksi WHO
(2008) (1973)

Balik eti 0,3 0,3

Cift Kabuklu Yumusakgalar 15 -

(Midye, vd.)

Kabuklular (Yengeg, istakoz 0,5 =

vd.)

Kafadan Bacaklilar (Ahtapot, 1 -

kalamar vd.)
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1.1.3. Kursun Toksisitesi ve Belirtileri

Kursun bobregin, kemik dokunun, merkezi sinir sisteminin ve hematopoetik
sistemin yapisin1 ve fonksiyonunu degistirir. Ayrica biyokimyasal aktivitelerin olumsuz
etkilenmesine, iireme bozukluklarina, norofizyolojik, histopatolojik ve teratojenik (anormal
yap1 olusumu) etkilere sebep olur (Boggess, 1977; Nriagu, 1978b; De Michele, 1984).

Kursun agir metali viicut i¢erisine solunum, deri ve sindirim yolu ile alinir. Tetraetil
kursun gibi  organik bilesiklerin  viicut igerisindeki absorbsiyonu inorganik
bilesiklerinkinden daha hizlidir. Viicuda giren kursun emilir, baslangi¢ta kan dolagimina
girer ve kirmizi kan hiicrelerine baglanir. Kan akimi igerisindeki absorbsiyonda kursunun
% 95°1 eritrositlere baglanir, % 5’1 ise plazmada kalir. Kursun etkisindeki organizmalarda
diisiik molekiillii proteinler oldugu ve kursunun bu proteinlere baglandig: tespit edilmistir
(Nevsat, 1995). Kirmizi kan hiicrelerinden plazmaya daha sonra hiicreler arasi alana gecen
kursun hiicre dokusuna ya da hiicre i¢i alanlara difflize olur. Yumusak dokulara kolaylikla
diffiize olan kursun; bobrek, beyin, solungag, kemik doku, karaciger gibi dokularda birikim
yapar (Berman, 1980; Nevsat, 1995). Viicuda aliman kursunun insanlarda yarilanma
Oomriiniin kanda 20 giin, tiim viicutta 28 giin ve kemik dokuda 600-3000 giin aras1 oldugu
tahmin edilmektedir (Harrison ve Laxen, 1981). Muhtemelen kursun; kemik veya yumusak
doku, kan, mide - bagirsak, safra yolu ve digkiyla viicuttan uzaklastirilmaktadir (De
Michele, 1984).

Kursun agir metali hematopoetik sistemi etkileyerek hemoglobin sentezinde
diizensizliklere sebep olur. Bunun sonucunda yasama omrii azalan eritrositler olusur ve bu
durum anemi ile sonuglanir. Hem (hemoglobin) sentezinde iki 6nemli enzim kursun
toksisitesine karsi ¢ok hassastir. Bunlardan ilki porphobilinogen formu olan aminolevulinik
asit (ALA) ten katalizlenen & aminolevulinik asit dehidrataz (ALAD), ikincisi ise Fe*? ye
protoporphyrin eklenmesiyle olusan ferrokatalazdir. ikinci reaksiyon Glutatyon ve
askorbik asit varligi gerektirmektedir (Barth ve ark., 1973). Kursun baliklarda biiyiime ve
eritrositlerde hem sentezinde goérev alan & aminolevulinik asit dehidrataz enziminin
(ALAD) inhibisyonuna (Sekil 1) sebep olmaktadir (Hodson, 1976; Demayo ve ark., 1982;
Schmitt ve ark., 1984; Ruparelia ve ark., 1989).
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Sekil 1: Kursunun hem sentezi lizerine etkileri (Gtirer ve Ercal, 2000)

Kursun organizmada sinir hiicreleri ve ganglionlara zarar verir. Hiicre yapilarini ve
enzimatik fonksiyonlar1 degistirir (Nriagu, 1978b). Beyinde birikim {izerine yapilan
caligmalarda; kursunun beyinde dagiliminin doza ve zamana bagl olarak degistigi, genelde
birikimin beynin hipokampus bdlgesinde oldugu bildirilmistir (Collins ve ark., 1982;
Czech ve Hoium, 1984).

1960’1 yillarda insan kaninda 60 pg dL™? kursun konsantrasyonu giivenli kabul
edilmekteydi. Kursun toksisitesi anlagilmaya ve arastirilmaya baslandikca bu deger
1985°de 25 pg dL™ye, 1991°de ise 10 pg dL™"ye kadar indirildi (CDC, 1991). Fakat
giiniimiizde yapilan ¢alismalar 10 pg dL""nin altinda kursun konsantrasyonun da insanlar
icin toksisite olusturdugunu ve kanda kabul edilebilir, giivenli bir kursun konsantrasyonu
olamayacagimi gostermektedir (Canfield ve ark., 2003; Chiodo ve ark., 2004; Ahamed ve
Siddiqui, 2007).

Yakin zamana kadar zararsiz oldugu disiinilen disiik doz kronik kursun
maruziyeti, artik biiyiime ve sinirsel gelisimi baskilayici ve dejenere edici olarak kabul
edilmektedir (Ahamed ve Siddiqui, 2007). Kursuna en duyarli kisiler olarak ise siit

cocuklari, hamile kadinlar ve kursunla caligan meslek gruplari sayilabilir. Cocuklarda
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kursunun etkisi daha fazla goriliir (Sekil 2). Bunun sebebi oyun nedeniyle sokak ve ev
tozlar1 ile daha fazla temas etmeleri, ellerini agizlarma sik gotiirdiikleri i¢in daha fazla
kursunun gastrointestinal sisteme (GIS) ge¢mesi, GIS’den kursunun daha fazla emilmesi,
viicuttan daha az atilmasi ve demir eksikligi anemisi varsa emilimin daha da artmasi olarak
distintilebilir (Giirer ve Ercal, 2000). Ayrica annenin aldigi kursun, bebekte sinir sistemi

bozukluklarina ve gelisme geriliklerine yol agmaktadir.
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Sekil 2: Inorganik kursunun cocuk ve yetiskinler iizerine etkileri (Royce ve Needelman,
1990; Giirer ve Ercal, 2000)
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1.1.4. Kursunun Sucul Ekosistem Uzerine Etkileri

Kursun, maden sahalarinda, sanayi bolgesi ve evsel atiklarin birakildigi bolgelerden
toplanan tath su alglerinde, makro omurgasizlar ve baliklarda yiiksek konsantrasyonlarda
bulunabilmektedir. Sucul ekosistemde kursun en fazla, sedimentten beslenen baliklar,
bentik makro omurgasizlar ve alglerde birikim gosterirken en az birikim predatorlerde
goriilmektedir. Sucul ekosistemde kursun besin zincirinde biyomagnifikasyon gostermez
(Demayo ve ark., 1982; Flegal, 1985; Eisler, 1988). Kursun konsantrasyonlar1 baliklarda
yas artisina ve birikim gosterdigi sert dokuya (kemik ve dis) bagli olarak artig
gostermektedir (Eisler, 1984).

Genel olarak sucul ekosistemde yasayan her bir canlinin kursun toksisitesine tepkisi
farklidir (Vighi 1981). Ornegin; Daphnia tiirleri 1 pg L™'nin {izerinde kursuna maruz
kaldiklarinda tiremelerinde olumsuz etkiler olusur (Berglind ve ark., 1985). Tetrametil
kursunun 3,5 pg L™’si alabaliklarda akut toksisite gosterir (Wong ve ark., 1978). Denizel
alglerde 5,1 pg L™ kursun biiyiimeyi inhibe eder (NRCC, 1973). Ayrica tiim tiirler icin
kursun toksisitesi; yiiksek su sicakligi ve diisiik pH araliginda, nispeten yumusak sularda,
canlinin en gen¢ yasam safhasinda ve uzun siire kursuna maruz kalindiginda daha fazla
toksik etki gostermektedir (Cizelge 5, Eisler, 1988).

Kursun, sucul ortamdaki tiim canlilar igin toksiktir. Kursun toksisitesi, canlinin
fizyolojik durumuna, tiirine, suyun fiziko-kimyasal parametrelerine bagli olarak
degisebilmektedir. Sucul ekosistemde sadece suda ¢oziinebilen belirli kursun formlar
toksik iken serbest katyonik formlar1 kompleks formlarindan daha toksik etki yapmaktadir
(Wong ve ark., 1978). Kursun toksisitesi suyun kalsiyum konsantrasyonu ile iligkilidir.
Azalan kalsiyum konsantrasyonlarinda kursun daha fazla toksik etki gostermektedir.
Yiiksek kalsiyum igeren sert ve aci sularda kursun toksisitesinin daha az olabilecigi
sOylenebilir. Varanasi ve Gmur (1978), yaptiklar1 calismalarinda Coho salmonda
(Oncorhynchus kisutch) sudan ya da besinle alinan kalsiyum artisinin iskelet ve derideki

kursun alimini ve birikimi azalttigini bildirmistir.
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Cizelge 5. Kursunun bazi sucul organizmalar iizerine lethal ve sublethal etkileri

(Eisler,1988)
Ekosistem,taksonomik Konsantrasyon Maruz . b
up ve tirler (ng Pb L) kalma Etki® Kaynaklar
grup s siiresi
Tathsu
Alg ve Makrofitler
Alg, Selenastrum 5 28 giin BCF 92,000 1
capricornutum
Alg, S. 50 28 BCF 26,000 1
capricornutum
BCF 26; baz1
Al_g, Chlz_a_mydomonas 207 3 saat .fot_osentez 9
reinhardii inhibasyonu
BCF 20; 50%
Alg, C. reinhardii 1000 3 saat baz1 fotosentez 2
inhibasyonu
Alg, C. reinhardii 4,140 24 saat Lethal 2
Alg, Mlcrocystls 450 8 giin Hareke_t5|z hale 3
aeruginosa getirme
Omurgasizlar
: . Ureme bozuklugu,
Daphnia magna 1 19 giin 10% 4
; Ureme bozuklugu,
D. magna 10 19 giin 50% 4
. Ureme bozuklugu,
D. magna 30 21 giin 16% 3,5
Salyapgoz, Lymnaea 1954 Y.E.lsan.l MATC 3
palustris stiresi
Salyangoz, L. 3.8 Yflsam Oliim yok 8
palustris stiresi
Salyangoz, L. 19 Yasam Onemli derecede 8
palustris stiresi oliim orani
Salyangoz, L. Yasam Biyokiitlede
- 36 . 8
palustris stiresi azalma, 50%
Salyangoz, L. 48 Yasam Biyokiitlede 8
palustris stiresi azalma, 100%
Salyangoz, L. 54 Yasam Kulugka basarisi 8
palustris stiresi azalmistir
FIEUARE), [Ei25 307 20 72 saat Sabitleme 3
sulcatum
Amfipod, Gammarus 28.4 60 giin L Ceo 5

pseudolimnaeus
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Amfipod, G. 9
) 124 96 saat LCsg
pseudolimnaeus

Protozoa, Uronema Hareketsiz hale
p. 70 20 saat getirme

Isopod, Asellus
meridianus

Kursundan kirlenmis

nehir 3500 48 saat LCso 5

ng?langoz, Viviparus 1000 7 giin Noronal sitolozi 10

Sucul bocekler, § tir 3,500 ile 64,000 "91114 L Cso 5

Tolere edilmeyen
gerginlik, 100 mg
Pb/L ile 5 giin i¢in 6n
islem

794,000 48 saat LCso 11

Bahk

Agirlik 1 gr 3,5 72 saat LCs 12

Agirlik 1 gr 3,5 14 giin LCso 12

Anemi; kan
Pb?* 13 32 hafta  ALAD aktivitesi 3
azalir
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Cizelge 5 (Devami)

ALAD

Pb** 75 30 giin 13

inhibisyonu, 74%

Eritrosit ALAD

2+
Pb 13 4 hafta inhibasyonu

GozIli yumurta 20,000 20 saat LCxo 14

Yasam

Toplam Pb 7.2-14.6 o
suresi

MATC 15

Coziinmiis Pb 1,200 96 saat LCs 5

353

Coziinmiis Pb 1395 96 saat LCso 15

Yasam
siiresi

Coziinmiis Pb 18.2-31.7 MATC 15

Omurga
bozukluklar;
kuyruk yilizgeci
erozyonu

353 31 19 ay

353 18.2 19 ay Zararh etki yok 6

Zebra baligi, Yavru

50 24 saat 17

Brachydanio rerio pigmentasyon
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Yumurta desenleri geri
doniilmez bigimde
degismis

Yumurta 72 24 saat Kulugka inhibesi 17

Toplam Pb 58-119 3 nesil MATC 3,5,18

Toplam Pb 4,100 96 saat LCso 18

Toplam Pb 134 21 giin  Biiyiimede azalma 6

Tiim spinal

Toplam Pb 235 2 nesil deformiteler

18

Ictalurus punctatus,
Su sertligi 36 75-136
(mg CaCOs/L)

Yasam

N MATC 16
stiresi

Cyprinid, Puntius

conchonius 127 4 ay Gonadal patoloji 19

Goldfish, Carassius 200 4-5 ay _ ALAD
auratus inhibasyonu

Esox lucius 253-483 Yasam MATC 5

14
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Su sertligi 34 stiresi
(mg CaCOg/L)
Cizelge 5 (Devami)
Gasterosteus 300 96 saat LCio0 6
aculeatus
Micropterus
dolomieui
Su sertligi 152
(mg CaCOg/L)
Deniz
Alg ve makrofitler
Diatom, Biiytime iizerine
Skeletonema 0.05 12 giin olumsuz etkisi 21
costatum yok
. .. Buytime
Diatom, S. costatum 5.1 12 giin inhibasyonu,%50 3
- .. Biiylime
Diatom, S. costatum 10 12 giin inhibasyonu, %100 21
Alg, 20
Phaeodactylum
tricornutum, <lh BCF 582,000 22
Pb**
Pb** >5,000 96 saat L Cso 23
Tetrametil Pbl 1,300 96 saat LCs 23
Trimetil Pb 800 96 saat LCsxo 23
Trietil Pb 100 96 saat LCso 23
Tetraetil Pb 100 96 saat LCsxo 23
Fitoplankton, o
karlglk 21 4 giin Biyoliitlede 3
azalma
populasyonlar
Alg, Dunaliella
tertiolecta
Tetraetil Pb 150 96 saat Bu}.]u.mede 3
inhibisyon
. Buylime
Tetrametil Pb 1,650 96 saat inhibisyon 3
Omurgasizlar
Amerika istiridyesi,
Crassostrea 1.0 140 giin BCF 6,600 24
virginica,
Istiridye, Mytilus
edulis >500,000 96 saat LCso 23
Pb**, yetiskin
Pb*, larva 476 96 saat LCso 3
Trietil Pb 1,100 96 saat LCso; BCF 10 23
Trimetil Pb 500 96 saat LCso; BCF 23 23
Tetrametil Pb 270 96 saat LCso; BCF 170 23
Tetraetil Pb 100 96 saat LCso; BCF 120 23
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BCF, bobrek i¢in
Pb* 10 63 giin 12,580 ve yumusak 25
kisimlar i¢in 1,580

BCF yumusak
kisimlar i¢in
Pb** 500 150 giin 25,670 26

0-10 14 42 giin BCF 158 27

16-22 14 42 giin BCF 351 27
.~ %22 70  Jgin  BCF237 27
Mys_,ld, Mysidopsis 17-34 Y?sarp MATC 3
bahia stiresi

; Uremede
15 20 23 glin inhibisyon 28

Sicaklik, °C

20 96 saat

Trimetil Pb 8,800 96 saat LCso: BCF 1 23

Tetrametil Pb 110 96 saat LCso; BCF 20 23

Amerikan istakozu
Homarus 50 30 gilin
americanus

Azalmis ALAD
aktivitesi

Protozoan,

Cristigera sp. 150 12 glin  Biiyiimede azalma 3

Yengeg,

Cancer magister 575 96 saat LCso 38

16
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Anthocidaris olumsuz etkisi
crassispina yok

(embriyolar)

Cizelge 5 (Devami)

Balhik

Pisibahg,

Pleuronectes

platessa

Tetrametil Pb 50 96 saat LCso; BCF 60 23
Tetraetil Pb 230 96 saat LCso; BCF 130 23
Trietil Pb 1,700 96 saat LCso; BCF 2 23
Trimetil Pb 24,600 96 saat LCso; BCF 1 23
Dietil Pb 75,000 96 saat LCso 23
Pb* 180,000 96 saat LCso 23
Dimetil Pb 300,000 96 saat LCso 23

a: BCF = biyokonsantrasyon faktorii, MATC = maksimum kabul edilebilir
toksikant konsantrasyonu

b: Kaynaklar; 1) Vighi, 1981; 2) Irmer ve ark., 1986; 3) EPA, 1985; 4) Berglind
ve ark., 1985; 5) Demayo ve ark., 1982; 6) Wong ve ark., 1978; 7) NRCC, 1973; 8)
Borgmann ve ark., 1978; 9) Spehar ve ark., 1978; 10) Fantin ve ark., 1985; 11) Fraser,
1980; 12) Wong ve ark., 1981; 13) Johanson-Sjobeck ve Larsson, 1979; 14) Rombaugh,
1985; 15) Davies ve ark., 1976; 16) EPA, 1980; 17) Ozoh, 1980; 18) Holcombe ve ark.,
1976; 19) Kumar ve Pant, 1984; 20) Coughlan ve ark., 1986; 21) Rivkin, 1979; 22) Schulz-
Baldes ve Lewin, 1976; 23) Maddock veTaylor, 1980; 24) Zaroogian ve ark., 1979; 25)
Schulz-Baldes, 1974; 26) Schulz-Baldes, 1972; 27) Eisler, 1977; 28) Reish ve Gerlinger,
1964; 29) Gould ve Grieg, 1983; 30) Kobayashi, 1971.

Kursunun lethal dozlar1 (diger bir¢ok agir metaldeki gibi), baliklarda mukoza
olusumunu arttirmaktadir. Tiim viicutta olusan bu mukoza 6zellikle solungacglarda belli
olur, solunumu etkiler ve Sliimlere yol agar (Aronson, 1971; NRCC, 1973). Suda 10 ug L"
nin tizerinde kursun bulunmasmin balik ve balik¢ilik faaliyetlerini olumsuz etkileyecegi
bildirilmistir (Demayo ve ark., 1982). Uzun siire kursun konsantrasyonlarina maruz kalan
baliklar kursun zehirlenmelerinin c¢esitli belirtilerini gdstermektedirler. Bunlar; omurga
egriligi (lordosis gibi); anemi; kuyruk yiizgecinde dejenarasyon; spinal ndronlarda yikim;
dorsal kuyruk bolgesinin koyulagmasi; eritrosit, dalak, karaciger ve bobrek dokularinda
ALAD inhibisyonu; yiizme becerisinde azalma; solungag epitelinde hasar; kan, kemik
doku, solungag, karaciger, bobrek, bagirsak dokularinda artan oranlarda kursun birikimi ve

dejenerasyonlar; felg; biiyiime inhibisyonu; cinsel olgunluk geriligi; degismis kan kimyasi
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ve olimdiir (Aronson, 1971; NRCC, 1973; Adams, 1975; Davies ve ark., 1976; Holcombe
ve ark., 1976; Hodson ve ark., 1977, 1980, 1982; Johanson-Sjobeck ve Larsson, 1979;
Reichert ve ark., 1979; Ozoh, 1980; Demayo ve ark., 1982; Kumar ve Pant, 1984; Rai ve
Qayyum, 1984; Hodson ve Spry, 1985; Haux ve ark., 1986; Eisler, 1988).

1.2. Oksidatif Stres ve Antioksidan Savunma Mekanizmalari

Oksidatif stres; kisaca oksidanlar ile antioksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar
lehine kaymas1 olarak tanimlanmaktadir (Sekil 3). Kursun toksisitesi sonucunda oksidatif

stres molekiiler mekanizmada goriilmesi muhtemel bir yol olarak kabul edilmektedir

(Adonaylo ve Oteiza, 1999; Bechara, 2004).

Vitaminler
Enzimler
Hiicre
Savunmalari

Oksidatif Stres

Sekil 3: Oksidatif stres olusumu

Oksidatif strese neden olan serbest radikaller (ROS) oksijen metabolizmasi sonucu
olusan bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, molekiill agirhigi disiik, kisa
omiirli, kararsiz, etkin, aktif ara bilesikler olarak tanimlanmaktadirlar (Abdollahi ve ark.,
2003). Bu radikaller; metal-katalizorli reaksiyonlarin driini olarak, UV, X-ray ve gamma-
ray 1ginlarinin radyasyonu sirasinda, atmosferde mevcut olan Kirletici maddeler nedeniyle,

enfeksiyon sirasinda notrofiller ve makrofajlar tarafindan tretilerek, mitokondri-katalizli
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elektron tasima zinciri reaksiyonlar: veya diger mekanizmalarin triinleri olarak meydana
gelmektedirler (Cadenas, 1989).

1.2.1.Serbest Radikal Tiirleri (ROS)

Oksijen canlilarin yasamlarini siirdiirmeleri i¢in olmazsa olmaz bir elementtir.
Oksijen hiicre icinde dort elektron gerektiren bir dizi reaksiyon sonunda indirgenmekte, bu
sirada kendisi i¢in gerekli enerjiyi saglamaktadir. Bu siiregte oksijenin az bir kismi1 (%1-4)
suya doniisemez ve bu reaksiyonlarda ara iirtin olan serbest radikaller olusur (Floyd, 1999).
Bunlardan baslicalar1; hidroksil radikali (OH"), siiperoksit radikali (O") ve hidrojen
peroksittir (H,05).

Hidroksil radikali (OH"); Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonu sonucu hidrojen
peroksitten olugmaktadir. Hidroksil radikali yar1 émrii kisa reaktif oksidan radikallerden
biridir. Hidroksil radikali olasilikla reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) en giicliistidiir.
Olustugu yerde tiyoller ve yag asitleri gibi gesitli molekiillerden bir proton kopararak tiyol
radikalleri (RS"), karbon merkezli organik radikaller (R"), organik peroksitler (RCOQ") gibi

yeni radikallerin olugsmasina ve sonugta biiyiik hasara neden olur (Reiter, 1998).

R-SH+.0OH——> RS. +H,0
-CH,-+ .OH — -CH.-+H,0

Siiperoksit radikali (O, ); tiim aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin (Oy) bir
elektron alarak indirgenmesi sonucu olusur. indirgenmis gegis metallerinin otooksidasyonu
stiperoksit radikali meydana getirebilir. Siiperoksit radikalinin kendisi direkt olarak zarar
vermez. Bu radikal anyonun asil 6nemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gegis
metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir. Siiperoksit radikali diisiik pH degerlerinde
daha reaktifdir, oksidan perhidroksi radikali (HO;") olusturmak tizere protonlanir (Reiter,
1998).

F82+ +0, — Fe3+ + 0O, .

Cu'+ o, — CU2+ +0,.

o e _ +H* e ee
02°(:0:0") = (H:0:0) HO,-
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Stiperoksit radikali ile perhidroksi radikali birbirleriyle reaksiyona girince biri
okside olur digeri indirgenir. Bu ters degisim reaksiyonunda molekiiler oksijen ve hidrojen
peroksit meydana gelir.

HO, O,"+ H" ——» 0, + H,0,

Hidrojen peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit (H20,), molekiiler oksijenin g¢evresindeki molekiillerden iki
elektron almasi sonucu olusan peroksitin iki proton (H") ile birlesmesi sonucu meydana
gelir.

O, +e+2H" —H,0,

O, +2.€ +2H"—*H,0,

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil iretimi, siiperoksidin (Oy ) ters
degisim reaksiyonu ile olur. Iki siiperoksit molekiilii, siiperoksidin ters degisim
reaksiyonunda iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni olustururlar

(Reiter, 1998).

2 02_' + 2H+ —_ H202 + 02

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde reaktif oksijen tiirleri (ROS)
kapsamina girer ve serbest radikal biyokimyasinda énemli bir rol oynar. Ciinkii Fe** veya
diger gecis metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu sonucu, siiperoksit radikalinin (O;)
varhginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve zarar verici serbest oksijen
radikali olan hidroksil radikali (OH") olusturur.

1.2.2.Serbest Oksijen Radikallerinin Etkileri

Serbest oksijen radikalleri hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim
gibi tiim 6nemli bilesiklerine etki ederler. Siiperoksit radikali (Oz") ve hidroksil radikali
(OH") sitoplazma, mitokondri, niikleus ve endoplazmik retikulum membranlarinda lipid
peroksidasyonunu baglatir. Membranlarda lipid peroksidasyonu meydana gelmesi sonucu
membran gegirgenligi artar. Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerdeki sistein siilthidril
gruplar1 ve diger amino asit kalintilar1 okside olarak yikilir, niikleer ve mitokondriyal DNA

okside olur. Serbest oksijen radikallerinin tim bu etkilerinin sonucunda hiicre hasari olusur

(Sekil 4).
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Thiol
S Yenilenmesi
$ - = .
Antioksidan g
\ Savunma
Membran Bistonmni
Kompozisyonunun Eildeamosi SH “a bagh
Degigimi { A.nm.)kmd?n
GSH ‘nin Enzimlerin
i Inhibisyonu
Na* K+ ATPaz
Membran Inhibisyonu
Stabilizasyom
\\.\ IIII
- /| ALa - oksinp
Membranlarm Otoksidasyon ALA
Lipid Birlesimi Otoksidasyonu
Peroksidasyonuna

Hassashifinm i
Artmasi 4 e

45

Dioksovalerik
ROS asit
Temizlenmesi

[ LIiPITLER PROTEINLER DNA }

Oksidasyonu Asitler

l

Peroksidayvonu

Lipit L Aminoasit / Protein J LOksiﬂz is Nkl e]kJ

{ Membran J { Fonksivon [Ejft‘ajmtﬂ
Hasan Sigimi
Degis Karsinogenez

HUCRE
OL UM

Sekil 4. Kursun toksisitesi sonucu oksidatif stres olusumu ve antioksidanlarin muhtemel

etkilenme yollar1 (Giirer ve Ercal, 2000).
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1.2.3. Serbest Radikallerin Lipid Peroksidasyona Etkileri

Lipid peroksidasyonu serbest oksijen radikalleri (ROS) araciligiyla meydana gelen
tepkimelerin yaninda kendisi de ROS iiretimine neden olan bir olaydir. Lipid
peroksidasyonu hakkinda ¢ok iyi bilinen iki durum vardir. Bunlardan ilki; hiicre zar1 ve
organellerinde oldukga fazla bulunan poliansantiire yag asitlerinin (PUFA) serbest oksijen
radikallerine duyarli olmasi, digeri ise lipid peroksidasyonun zincir tepkimelerle yliriidiigi
gercegidir. Serbest oksijen radikalleri PUFA ile etkilestiginde bir hidrojen kopartarak bir
lipid radikalinin (L) olusumuna neden olur, PUFA bag diizenlenmesi ile bir dien
konjugatina (lipid peroksidasyon iiriinii) doniisiir, buna bir oksijenin eklenmesiyle de lipid
peroksil radikali (LOO.) meydana gelir. Oldukga reaktif olan peroksil radikali komsu yag
asidinden bir hidrojen alarak lipid hidroperoksidi (LOOH) ve yeni bir lipid radikali
olusturur. Bdylece peroksidasyon =zinciri ilerlemeye devam eder (Sekil 5). Hiicre
membranlarinda lipid peroksidasyonunun ilerleme tepkimeleri ile alkanlar, isoprostanlar ve
karbonil bilesikleri gibi ¢ok g¢esitli yan iriinler agiga c¢ikmaktadir (Djordjevic, 2004,
Sevgiler, 2007).

Hiicre zarinin akigkanligini degistiren lipid peroksidasyonu, bir veya iki degerlikli
iyonlara gecirgenligi arttirir ve membrana bagli enzimler ile reseptorlerin inaktivasyonuna
neden olur. Peroksidasyon tiim membran lipidlerinin yikimina yol agabilir. Lizozomlarda
membran yikimiyla proteolitik enzimler hiicre i¢ine birakilir ve bu enzimlerin aktivasyonu
ile hiicresel hasarlar artar. Bu yilizden membranlarda olusan lipid peroksidasyonun
engellenememesi ile membranlarin yapi ve islevlerinde 6nemli degisiklikler olur. Bu siireg

hiicre 6liimii ile sonuglanir (Djordjevic, 2004; Sevgiler, 2007).
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/‘-.‘I\ /\__ B ‘/,/\\ COOH

x
; CH3
/ \\ !ﬂ' A /

me ot = \

HsC

‘e
HsC . . CH;
YV \—/\—
') ‘ + H*
HsC Q-
\\, /—\— L /x —CH3

Cokln Doymamis Yag Asidi

Lipid Radikali

Konjuge Dien

Lipid Peroksil (LOO )

Lipid Hidroperoksit (LOOH)

Malondialdehit (MDA)

Sekil 5. Lipid peroksidasyon olusumu (Kaya, 2005)

Lipid peroksidasyonun artmas: sonucu GSH’1in konjuge bilesiklerinin olusmas: ve

glutatyon rediiktaz aktivitesinin engellenmesi dokularda GSH diizeylerinin azalmasina

sebep olabilir (Vendemiale ve ark., 2001). Diger yandan ksenobiyotikler ve diger toksik

maddelerin olusturduklar: oksidatif hasarlarda olusan doku GSH seviyeleri ve antioksidant

enzim aktivitelerindeki degisiklikler halen tartisilan bir problemdir. Bazi arastiricilar

oksidatif strese bagl olarak dokularda GSH diizeylerinde azalma gozlemlerken, bazi

arastiricilar ise olusan hasarin GSH diizeylerini degistirmedigini ve hatta arttirabilecegini

belirlemiglerdir (Velmurugan ve ark., 2002).

Genel olarak lipid peroksidasyonunun etkileri membran akiskanhiginin azalmasi,

normal olarak membran: gegemeyecek maddelere karsi (Ca*? gibi) gegirgenligin artmasi ve

membrana bagli enzimlerin inaktivasyonu seklindedir (Halliwell ve Gutteridge, 1999).
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1.2.4. Antioksidan Savunma Sistemleri

Organizmada, serbest oksijen radikallerinin olusumunu ve bunlarin meydana
getirdigi hasar1 Onlemek i¢in birgok savunma mekanizmasi gelistirilmistir. Bunlar
“antioksidan savunma sistemleri” ya da kisaca “antioksidanlar” olarak bilinirler.
Antioksidanlar serbest radikaller tizerine etkilerini iki sekilde gosterirler (Caylak, 2006).

A) Serbest radikal olusumunu onleyerek

e Katalitik metal iyonlarini uzaklastirici etki yaparlar

e Baglatici reaktif tiirevlerini uzaklastirici etki yaparlar

e Oksijeni uzaklastirict ya da konsantrasyonu azaltici etki yaparlar

B) Olusan serbest radikalleri etkisiz hale getirerek

e Toplayici etkileri; serbest radikalleri tutma ve ¢ok daha az reaktif baska bir
molekiile cevirme (Ornegin; enzimler)

e Onarici etki

e Bastiric1 etki; serbest oksijen radikalleriyle etkileserek onlara bir proton
ekleyerek aktivasyon kaybina neden olma (Ornegin; vitaminler)

e Zincir kirict etki; zincirleme reaksiyonlar1 baslatacak diger maddeleri
kendilerine baglayarak fonksiyonlarin1 onleyici etki (hemoglobin,
mineraller)

Antioksidan savunma sistemleri enzimatik ve enzimatik olmayan olmak tiizere iki

ana baglikta incelenebilir.

1.2.4.1.Enzimatik Antioksidanlar

Siiperoksit dismutaz; katalitik aktivitesi icin Fe, Cu veya Mn gibi metallere
gereksinim duyan ve metaloprotein sinifinda yer alan siiperoksit dismutaz (SOD)
stiperoksit anyon radikalinin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisimiini
katalizler (Mc Cord ve Fridovich, 1969). Siiperoksit dismutaz, oksijeni metabolize eden

hticreleri siiperoksit anyon radikalinin zararl etkisine kars1 korur.

Katalaz (CAT) ; hidrojen peroksidin oksijen ve suya donisimiinii katalizler
(Young ve Woodside, 2001).

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px); glutatyon peroksidazin biri selenyum bagimli

(GPx) biri selenyum bagimsiz (glutatyon-S-transferaz) olmak {iizere iki farkli formu
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bulunmaktadir. Glutatyon-S- transferaz’lar lipid hidroperoksitlerini indirgerler. Selenyum
bagimli olan ¢oziinenler ise, H,O, ve organik hidroperoksitlerin glutatyon tarafindan
indirgenmesini katalize ederler.

Okside glutatyon (GSSG), iki glutatyonun disiilfit bag: ile birlesmesi sonucunda
olusmaktadir. Daha sonra bu molekiil pentoz fosfat yolunda sentezlenen NADPH'H" ile
glutatyon rediiktazin katalizledigi reaksiyona girerek rediikte (GSH) hale ge¢mektedir
(Goziikara, 2001).

GSSG + NADPH + H * Sty Redikaz 5 GSH + NADP*

GPx, hiicrelerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunan tripeptid yapidaki glutatyon
ile beraber gérev yapmaktadir. GPx’ in Katalitik reaksiyonlardaki substrat: hidrojen
peroksit veya organik peroksittir (ROOH). GPx, GSH’ 1 okside ederek peroksitlerin suya

(veya alkol) dekompoze olmasini saglamaktadir (Valko ve ark., 2006).

2 GSH + H,0, -, GSSG + 2 H,0,

2 GSH + ROOH ™ | GSSG + ROH + 2 H,0

1.2.4.2.Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Vitamin C (L-Askorbik Asit); birgok memeli tiiriin karacigerinde sentezlenen
vitamin C, 6 karbonlu bir laktondur. Vitamin C (Asc), organizmada birgok hidroksilasyon
olaylarinda giiglii bir indirgeyici ajan olarak rol oynamaktadir. Vitamin C giiglii indirgeyici
etkisinden dolayr ayn1 zamanda giiglii bir antioksidandir. Siiperoksit anyon radikali ve
hidroksil radikali ile kolayca reaksiyona girerek radikal etkilerini 6nlemektedir (Chen ve
Tappel, 1994).
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Vitamin E (Tokoferol)
Vitamin E, yagda eriyen ve 8 ayri1 formda bulunabilen bir vitamindir. Vitamin E,
lipid peroksil radikallerini yikarak lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonlarini sonlandirdigi

i¢in, zincir kiric1 bir antioksidan olarak kabul edilmektedir (Johansen ve ark., 2005).

Glutatyon (GSH)

Glutatyon (GSH) en fazla Okaryotik hiicrelerde bulunan, sistein igeren, diisiik
molekiiler agirlikli bir tripeptittir (Sekil 6). Ayrica ¢ok fonksiyonlu enzimatik olmayan
hiicre i¢i bir antioksidandir (Valko ve ark., 2006).

SH
0 O n ¢
N \/LL B
o N O
NH3+ H O
Glutamik Asit Sistein Glisin
GSH

Sekil 6. Glutatyon’un yapisi (Valko ve ark., 2006)

Dogada ¢ok yaygin bulunan bu silfirli bilesik 1921 yilinda Hopkins tarafindan
kesfedilmistir. Onceleri glutamil-sisteinden olusan bir dipeptid olarak bilinse de, 1929
yilinda kristal halde elde edildikten sonra yapisinin tripeptid oldugu anlasilmigtir. 1935
yilinda ise Harrington ve Mead tarafindan L-glutamil-L-sistein-glisin halinde sentez
edilmistir (Goziikara, 2001). Glutatyonun oksidasyonu ile GSH-radikali (GS-) olusur. GS
diger bir GS ile birlesir ve okside GSH (GSSG) olusur, bu da NADPH bagimli GSH-
rediiktazla GSH’a indirgenir. Glutatyon basta karaciger olmak iizere pek c¢ok dokuda,
organizmanin tiim hiicrelerinde yiliksek konsantrasyonda bulunur.

Glutatyon oksidatif strese karsi savunmanin en 6nemli basamagini olusturmaktadir
(Ahmad ve ark., 2000). Suda ¢oziiniir bir antioksidan ve indirgeyici ajandir. Glutatyon

transferaz gibi enzimlerin substrati veya ko-substratidir (Meister, 1983). Glutatyon
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peroksidazi katalize ederek lipid peroksidasyon {iriinlerini temizler ve oksidatif zararin
tamirinde yer alir. Vitamin E’ ye dogrudan bagli bir mekanizma ile radikallere dogrudan
etki eder. Glutatyon, serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri
oksidatif hasara karsi korur. Protein yapisindaki siilfidril (-SH) gruplarini indirgenmis
halde tutarak bir¢cok proteinin ve enzimin inaktivasyonunu engeller. Hemoglobinin
methemoglobine doniismesini engeller. Aminoasitlerin membrandan ge¢isini saglar.
Glutatyonun konsantrasyonu ve hiicresel salinma hizi serbest oksijen radikallerinin
olusturdugu oksidatif stresin bir gostergesidir (Halliwell, 1999).

Kursun toksisitesinin etkiledigi mekanizmalardan biri de glutatyondur. Kursun
metalinin GSH gibi siilfidril gruplara direk olarak baglanma yetenegi vardir. Pb, GSH
molekiiliinii inaktif hale getirerek antioksidan yada karaciger metabolizmasinda substrat
gorevi gormesini engeller (Christie ve Costa, 1984). Birgok literatiir bilgisinde (hayvan ve
insanlarda) kursun toksisitesi sonucu kan ve doku GSH seviyelerinde kontrole gore anlamli
azalmalar rapor edilmistir (Hsu, 1981; Hunaiti ve ark., 1995). Kursun toksisitesi sonucu
inhibe oldugu bilinen bazi enzimler vardir. Bunlar arasinda en Onemlileri; Siiperoksit
dismutaz (SOD), ALAD, Katalaz (CAT), Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) ve
Glutatyon reduktaz (GR)’dur.

Okside formundan (GSSG) glutatyona (GSH) geri doniisiim i¢in sorumlu
indirgenmis form olan glutatyon reduktaz kursun toksisitesi sonucu inhibe olur (Sekil 7) ve

devre dis1 kalarak gorevini yapamayabilir (Sandhir ve ark., 1994).
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Para + Oksihemoglobin

-\,
UvGSH
/' 4 1,0,. 0,

Glutatyon Glutatyon Peroksidaz
Reduktaz & 'L >
GSSG H0

ALA = Aminolevulinik Asit

4J = Hiicre Yiizeyindeki Reseptorlerin artmas1 yada azalmasi
sebebiyle diisme veya yiikselme
= Kursuna direk baglanma sebebiyle diisme

GSH = Glutatyon
GSSG= Okside Glutatyon

Sekil 7. Kursunun glutatyon mekanizmalari tizerine etkisi (Patrick, 2006)

28



BOLUM 1 - GiRiS Hasan KAYA

1.3.Na'/K*-ATPaz Enzimi ve Onemi

Sucul ekosistemde baliklar var olan agir metali besin, su ve viicut ylizeyinden
absorbsiyon yoluyla deriden ve solungaclarindan alirlar. Baliklarda solungac; gaz alig
verisi, iyon (Na*, CI" ve Ca*?) tasinmasi, asit baz dengesi ve azotlu bilesiklerin atilmasinda
gorev alan bir organdir. Solungaglar, ¢ift primer filament igeren sekonder lamellerin
bulundugu dort ¢ift solungag yaymdan olugmustur. Filament ve lameller, kan damarlari ile
desteklenen klorid hiicreler ve mukus hiicreleri gibi epitel hiicreleri igermektedir. Boylece
solungag epitelyumu iyon taginmasi ve gaz alig verisini kolaylastirmak icin dis ortamla
etkilesecek genis bir yiizey alani saglar (Atli, 2009). Bunun yaninda, yiiksek damarli
yapiya sahip olmasi epitelyumu toksik maddeler i¢in en 6nemli hedef haline getirmektedir
(Wong ve ark., 1981; Garcia-Santos ve ark., 2006; Atli, 2009). Metal toksisitesine maruz
kalan baliklarm solungaglarinda yapisal degisiklikler meydana gelebilir. Ornegin; asiri
mukus salgilanmasi, klorid ve filament hiicrelerinde artis ve nekroz olusumu goriilebilir.
Olusan bu durum iyon regiilasyonunu ve solunumu etkiler (Mallat, 1985). Solungag
epitelyum hiicrelerinde bulunan Na'/K*-ATPaz enzimi baliklarda elektrolit tasinmasindan
sorumlu, osmotik dengenin saglanmasini saglayan en dnemli enzimdir (Ay ve ark., 1999;

Atlt, 2009).

Na*

Ekstraseliilar Sivi

i
g

Intraseliilar S1vi _
ATP +Pi

Sekil 8. Na'/K*-ATPaz tarafindan Na" ve K" iyonlarinin tasinma mekanizmalarina ait

sematik gorintii (www.wikipedia.com).
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Na*/K*-ATPaz enzimi iizerinde uzun siire ¢alisilmis ve ilk defa 1957°de Jens Skou
tarafindan sinir hiicrelerinden izole edilmistir (Skou, 1957; Xie ve Askari, 2002). Bu
enzim ayni zamanda sodyum pompasi olarak da bilinir. Na'/K'-ATPaz enzimi, hemen
hemen her dokuda bulunan ve hiicre membranindan Na* ile K* transferini gerceklestiren
bir proteindir (Sekil 8). Na'/K*-ATPaz enzimi, ATP’ den saglanan enerjiyle gradiente kars:
ekstraselliiler sividan 2 K iyonu, hiicrelerden 3 Na® iyonu transportunu saglamaktadir
(Burtis ve ark., 1996).

Serbest oksijen radikalleri (ROS), Na'/K*-ATPaz aktivitesi icin 6nemli potansiyel
inhibitorlerdir. Bu radikaller lipid peroksidasyona sebep olmakta; bu da Na'/K*-ATPaz
etkinligini olumsuz yonde etkilemektedir (Petronijevic ve ark., 2003). Baliklarda metal
toksisitesine maruz birakilarak yapilan calismalarda Na'/K'-ATPaz enzim aktivitesinin
metallere ¢ok duyarli oldugu ve inhibisyona ugrayabildigi belirtilmistir (Watson ve
Beamish, 1981; Ay ve ark., 1999; Atli, 2009).

Bu ¢alismada toksisitesi tizerine ¢alisilan kursun, sucul ekosistem ve baliklar i¢in
gerekli bir element degil, aksine ¢ok toksik bir agir metaldir. Kursun toksisitesinin balik
fizyolojisi lizerine etkileri giiniimiize kadar yapilan bazi calismalarla belirlenmeye
calistlmistir (Davies ve ark., 1976; Hodson, 1976; Hodson ve ark., 1977; Weber ve ark.,
1991; Weber, 1993; Rogers ve ark., 2003). Fakat bu ¢aligmalar hem diger metallere gore
cok az, hem de kursunun baliklarda olusturabilecegi oksidatif stres mekanizmalarini
aciklamak i¢in yeterli degildir. Bu baglamda; bu calismada kursunun tilapia fizyolojisi
tizerine etkileri incelenerek, literatiirdeki bu eksikligin giderilmesine ¢alisilmistir.

Balik eti, sindiriminin kolay olmasi, yiiksek protein ve yag igerigine (omega 3 ve
omega 6 doymamis yag asitleri) sahip olmasi ayrica vitamin (folik asit, A, D, E, K) ve
mineraller (iyot, fosfor, selenyum) yoniinden zengin olmasi sebebiyle miikemmel bir gida
kaynagidir. Agir metallerden dolay1 sucul ekosistemde olusacak herhangi bir olumsuz etki
tiim canlilarla beraber balik ve balig1 tiikketen insan sagligini da etkileyecektir. Metallerin
baliklarda neden olabilecegi muhtemel degisiklikleri belirlemek ve izlemek ekosistem
gelecegi ve siirdiiriilebilirligi agisindan ¢ok 6nemlidir. Bu ¢alismada kursunun (Pb) tilapia
balig1 tizerindeki toksisitesi, olusturdugu oksidatif stres ve fizyolojik tepkilerin
belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla, balik dokularinda (karaciger, solungag, beyin, kas,
bagirsak) oksidatif stres gostergesi olarak Glutatyon (GSH) ve TBARS biyomakirlari,
osmoregiilatif hasar1 ortaya koymak igin ise Na'/K'-ATPaz enzimi kullanilmigtir. Ayni
zamanda balikta olusan fizyolojik degisiklikleri, spesifik hasarlar1 ve bagisiklik sistemi

tizerine etkileri incelemek i¢in kan parametre (hematolojik, biyokimyasal, immunolojik)
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degisimleri takip edilmistir. Ayrica kursun metalinin dokularda zamana ve konsantrasyona
bagli degisimlerini ortaya koyabilmek icin karaciger, solungag, beyin, kas, bagirsak ve

bobrek dokularinda agir metal birikimleri incelenmistir.

31



BOLUM 2 — ONCEKi CALISMALAR Hasan KAYA

BOLUM 2
ONCEKi CALISMALAR

Atli ve Canl1 (2007), tilapia’ y1 (Oreochromis niloticus) 14 giin boyunca 0, 5, 10 ve
20 uM’lik Cd, Pb, Cu ve Zn konsantrasyonlarina maruz birakarak karaciger, solungagc,
bagirsak, kas ve kan dokusunda Glutatyon ve karacigerde Metallothionein biyomarkirlarini
incelemislerdir. Calisma sonucunda glutatyon seviyesinin tiim metal konsantrasyonlarinda
kan, kas ve solunga¢ dokusunda degismezken karacigerde dnemli derecede artis gosterdigi
(kursun hari¢), Metallothionein’ in ise karacigerde sadece kadmiyuma maruz birakilan
baliklarda arttig1 rapor edilmektedir.

Hoyle ve ark. (2007), yaptiklar1 laboratuvar c¢alismasinda 1lik su baliklarindan
Afrika yaym baliginda (Clarias gariepinus) bakirin toksisitesini ve yaptigi oksidatif stresi
belirlemek amaciyla Glutatyon, TBARS ve Na'/K'-ATPaz enzim aktivitesini ve
hematolojik parametreleri kullanmiglardir. Calisma sonucunda; Glutatyon seviyesinin
bagirsak orneklerinde kontrol grubuna oranla iki katina ¢iktig1 ve karaciger orneklerinde
besin alimindaki azalmaya bagli olarak glikojen azalmasinin oldugu bildirilmistir.

Federici ve ark. (2007), titanyum dioksit nanopartikiiliin (TiO, NPs) alabalik
lizerine toksisitesini arastirdiklari calismalarinda Na'/K'-ATPaz, TBARS ve Glutatyon
biyomarkirlarmi incelemislerdir. Calisma sonucunda Na'/K'-ATPaz enzim aktivitesinin
solungac ve bagirsakta onemli derecede azaldigi, TBARS diizeyinin beyin, solungac ve
bagirsakta konsantrasyona bagli olarak arttig1 ve Glutatyon seviyesinin solungagta 6énemli
derecede artig gdstermesine ragmen beyin ve bagirsakta etkilenmedigini bildirmislerdir.

Smith ve ark. (2007), karbon nanotubiin (CNTs) alabalik {izerine toksisitesini
arastirdiklar1  ¢alismalarinda Na'/K*-ATPaz, TBARS ve Glutatyon biyomarkirlarini
incelemislerdir. Calisma sonucunda Na'/K'-ATPaz enzim aktivitesinin solunga¢ ve
bagirsakta istatiksel olarak énemli derecede arttig1, beyinde ise degismedigi bildirilmistir.
TBARS diizeyinin 6zellikle solungag, beyin ve karacigerde kontrol grubuna oranla énemli
derecede azalma oldugu, GSH seviyesinin ise tiim konsantrasyonlarda ayni diizeyde
kaldig: bildirilmistir.

Isik (2007), yaptigi laboratuvar c¢alismasinda parathion metil ve diazinonun
gokkusag alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) solungag, karaciger ve kas dokularindaki
lipid peroksidasyon (MDA) ve glutatyon (GSH) diizeyi ile antioksidan enzim aktiviteleri
stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon -S- transferaz

(GST),glutatyon rediiktaz (GR) iizerine yaptig1 etkileri arastirdigi ¢calismasinin sonucunda;
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MDA diizeyinin arttigini, GSH diizeyinin azaldigin1 ve antioksidan enzim aktiviteleri
diizeyleri lizerine farkli etkilere neden olduklarin1 gézlemledigini bildirmistir.

Bouskill ve ark. (2005), tatlisu omurgasizlarindan zebra midye (Dressiena
polymorpha) ve isopod (Asellus aquaticus) ile yaptiklar1 laboratuvar galismasinda 100 pg
L™ bakir ve 80 pug L™ arsenige canlilari bir hafta boyunca maruz birakarak, Metallotionin
(MT) ve Na'/K'-ATPaz enzim aktiviteleri ile Glutatyon ve TBARS seviyeleri iizerine
etkileri arastirmislardir. Calisma sonucunda bakira maruz birakilan her iki tiirde de MT
seviyesinin 7 giin boyunca arttig1 gézlemlenmistir. Arsenigin TBARS {izerine herhangi bir
etki yapmadig1 sadece MT iizerine gecici bir etki yaptigi bildirilmistir. Bu ¢aligmada
Na'/K*-ATPaz enzim aktivitesi A.aquaticus i¢in 1.1 mmol Pi/mg/h ve D.polymorpha igin
0.38 i¢cin mmol Pi/mg/h olarak bulunmustur ve bu sonuglarin bu tiirler i¢in ilk veriler
oldugu belirtilmistir.

Tilapia baliklar1 (Oreochromis mossambicus)’nda monocrotophos uygulamasi
sonucu 30 giin sonunda alanine aminotransferaz ve aspartate aminotransferaz plazmada ve
bobrekte artmis (p<0,001); karaciger ve solungaclarda ise azalmistir (p<0,001). Bu durum
dokularda olusan hasarin gostergesi olarak degerlendirilmistir. Alkalin fosfataz ise plazma
(p<0,001), solungac ve bobrekte artarken karacigerde azalmistir (p<<0,01). Glikojen miktar1
ise beyin (p<0,01), solunga¢ ve karacigerde diismiistiir (p<0,001). Laktat dehidrogenaz
karaciger ve kas dokusunda azalirken; beyin ve solungaglarda artmistir (p<0,001).
Glutatyon (GSH) solungac (p<0,001), karaciger ve beyinde azalma gostermistir (p<0,01).
GSH azalmasi1 ¢evresel stresin biyogostergesi olarak dikkate alimmis ve baliklarda
kimyasal veya dogal kirleticilerin belirteci oldugu belirtilmistir (Venkateswara, 2006).

Brown ve ark. (2003), denizel omurgasizlardan Carcinus maenas, Patella vulgata
ve Mytilus edulis ile yaptiklar1 7 giinliik laboratuvar calismasinda canlilart bakira maruz
birakmislar ve bakirin etkilerini belirlemek icin molekiiler, hiicresel ve fizyolojik
biyomarkirlar1 6lgmiislerdir. Calisma sonucunda 3 tiir icerisinde bakira en hassas canli
Patella vulgata (6,1 ug Cu L) olarak belirlenmistir. En toleransh tiir ise Mytilus edulis
(68,1 pg Cu L™ ) dir. 3 tiir icinde hiicresel ve norotoksik kanallarin fizyolojik proseslerden
(protein, kalp atiglar1 gibi) daha hassas oldugu belirlenmistir. Calisma sonucunda, uygun
biyomarkirlarin kullanilmasiyla kirleticilerin canlilar lizerinde yaptig1 stresin belirlenmesi
icin 1yi bir uygulama oldugu ve bu yolla kirleticilerin organizmalara yapacag: zararlarin

tahmin edilebilecegi belirtilmistir.
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Gil ve ark. (2004), Seyhan Baraj Goliindeki sazanlarda (Cyprinus carpio)
antioksidan sistemlerin kirlenmis bdlgelerle iligkisini arastirmislardir. Calismada CAT,
G6PD, SOD, GST, MDA ve LDH aktivitesinin 6énemli derecede ortamdan etkilendigini
bildirmislerdir.

Ay ve ark. (1999), yaptiklar1 laboratuvar ¢aligmasinda tilapia’ y1 bakir ve kursun
konsantrasyonlarina maruz birakarak Na'/K*-ATPaz enzim aktivitesi ve dokulardaki metal
birikimini inceledikleri caligmalarinin sonucunda tilapia baliginin solungaglarindaki
Na'/K*-ATPaz enzim aktivitesinin konsantrasyona bagl olarak 14 giin sonunda azaldigini
bildirmislerdir.

Orug ve Uner (2002), yaptiklar1 laboratuvar ¢alismasinda; 2,4-D ve azinphosmethyl
karisimin1 sazan baliklar1 {izerinde denemisler ve ¢alisma sonucunda Glutatyon S-
transferaz (GST) aktivitesinin 6nemli derecede artis gosterdigini, kirlilik ¢caligmalarinda bu
enzim aktivitesinin biomarkir olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Dellali ve ark. (2001), Bizerta Lagiiniinde Ruditapes decussatus ve Mytilus
galloprovincialis 'de yaptiklar1 ¢alismada agir metal kirliligini ortaya koyabilmek i¢in
asetilkolinesteraz aktivitesini kullanmiglar ve ¢alisma sonucunda kirli ortamdan
topladiklar1  canlilarda acetylcholinesteraz  aktivitesinin daha diisik oldugunu
gozlemlemislerdir.

Ricciardi ve ark. (2005), Maggiore Goliinde asetilkolinesteraz (AChE) ve
CYP450’yi biomarkir olarak kullandiklar1 ¢aligmalarinda zebra midyesi (Dressiena
polymorpha) izerinde kirliligin etkilerini ortaya koymaya calismislardir. Caligma
sonucunda kirliligin AChE aktivitesini azalttig1 belirtilmistir.

Douhri ve Sayah (2008), Tangiers Korfezi’nde yaptiklari caligmada denizel
omurgasizlardan Nereis diversicolor ve Patella vulgata’da Kkatalaz, esteraz,
acetylcholinesteraz ve o-amylaz enzim aktivitelerini biomarkir olarak kullanmislar ve
calisma sonucunda ekosistem sagliginin bozuldugunu bildirmislerdir.

Ozmen ve ark. (2007), Sariyar Baraj Géliinde yaptiklar1 calismada iki balik tiiriinde
(Cyprinus carpio ve Capoeta tinca) biyomarkirlardan ethoxyresorufin-O-deethylaz
(EROD), glutatyon S-transferaz (GST), laktat dehydrogenaz (LDH), alkaline fosfat (ALP),
alanin, aspartat amino transferaz (AST), brain asetilkolinesteraz ve karboksilesteraz
aktivitelerine baliklarin karaciger dokularinda bakmiglardir. Calisma sonucunda ise enzim
aktivitelerindeki degisikliklerin g¢evresel kirlilikle ilgili oldugu ve bu baraj goliinde
kullanilan biyomarkirlarin ¢evresel risk degerlendirme programinda kullanilmaya uygun

olduklar1 belirtilmistir.
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Hamed ve ark. (2003), kirleticilere maruz kalan Nil nehrinin bazi bolgelerinden
yakaladiklar1 tilapia (Oreochromis niloticus) baliklarinda antioksidan enzim aktivitesi
degisimlerini incelemisler ve calisma sonucunda GST, GPx, GR aktivitelerinin kirli
bolgelerdeki baliklarda kontroldekilere oranla daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Ay ve ark. (1999), Tilapia zilli baligi1 Cu ve Pb konsantrasyonlarina maruz
biraktiklari ¢alismalarinda dokularda (kas, karaciger ve solungag) metallerin birikim
yaptigini, solungagc Na'/K*-ATPaz enzim aktivitesinin ise hem Cu hem de Pb etkisinde
inhibe oldugunu belirtmislerdir.

Martinez ve ark. (2004), yaptiklart ¢alismalarinda Prochilodus lineatus’ u 96 saat
boyunca 24 ve 71 mg L™ kursun konsantrasyonlarina maruz birakmislardir. Calisma
sonucunda kursunun solunga¢ epitel hiicrelerinde hiperplasiye, solunga¢ lamellerinde
kopmalara neden olurken, Na'/K*'/ATPaz aktivitesini inhibe ederek ozmoregiilasyonda
bozukluga neden oldugunu bildirmislerdir.

Johansson-Sjobeck ve ark. (1979), farkli kursun konsantrasyonlarina maruz
biraktiklar1 Salmo gairdneri’de 30 giin sonunda hematokrit ve hemoglobin diizeylerinde
azalma, eritrosit, bobrek ve dalak 6 Aminolevulinik asit dehidrataz aktivitesinde ciddi
oranlarda inhibisyon tespit etmislerdir.

Kusatan (2004), vyaymm bahgm (Clarias lazera) farkli kadmiyum
konsantrasyonlarina maruz biraktig1 tez ¢alismasinda dokulardaki agir metal birimini ve
serumda Aspartat aminotransferaz (AST), Alanin aminotransferaz (ALT) ve glukoz
diizeylerindeki degisimleri incelemistir. Calisma sonucunda metal birikimlerini sirasiyla
bobrek > dalak > solunga¢ > karaciger > kas seklinde bulmustur. Serum aminotransferaz
ve glukoz diizeylerini ise metalin etkisinde baslangicta degisim gosterirken etkide kalma
stiresi artinca degisimlerin ortadan kalktigini bildirmislerdir.

Schmit ve ark. (2007), kursun ve ¢inko madenlerinin bulundugu Giiney Missouri
(Amerika) bolgesindeki li¢ balik tiirtinde yaptiklar1 ¢alismada (Campostoma oligolepis,
Lepomis megalotis, Hypentelium nigricans) baliklarin  karaciger = dokusunda
Metallothionein indiiksiyonun ¢inkonun etkisinde arttigin1 ve kan diizeylerinin o6zellikle
kursun diizeyinin ¢ok yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Ellsaesser ve Clem (1987), Ictalurus nebulosus’ da normal ve akut streste kan
serum kimyasinin Olglimlerinde, serum bilesenlerinde ve serum elektrolitlerinde

degisikliklerin meydana geldigini tespit etmislerdir.
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Shah ve Altindag (2005), kadife baliginda (Tinca tinca) Pb, Cd ve Hg agir
metallerinin immiinolojik parametrelere etkilerini arastirmislar ve ¢alisma sonucunda Hg
ve Cd etkisinde 16kosit sayisinda onemli derecede azalma oldugunu bildirmislerdir.

Nussey ve ark. (1995), vyaptiklar1 laboratuvar c¢alismalarinda tilapia’yi
(Oreochromis mossambicus) 0,16 ve 0,4 mg L™ bakir konsantrasyonlarma maruz
birakmislar ve ¢alisma sonucunda bakirin etkisinde kan hiicrelerinin olumsuz etkilendigini,
osmoregiilasyon ve hematolojik parametrelerde kontrole gore farkliliklar meydana
geldigini rapor etmislerdir.

Allien (1993), tilapia’y1 (Oreochromis aureus) 1 ve 7 giinliik siirelerde Pb ve Cd
agir metallerin etkisine maruz biraktig1 calismasinda hematolojik parametreler {izerine
etkileri aragtirmigtir. Calisma sonucunda plazma osmolalitesini en duyarl kan parametresi
olarak belirtmis ve kadmiyumun kursuna oranla kan parametrelerinde daha toksik bir agir
metal oldugunu bildirmistir.

Ruparelia ve ark. (1989), kursun konsantrasyonlarina maruz biraktiklar tilapia’da
(Oreochromis mossambicus) biyokimyasal kan parametrelerini incelemis ve kan plazma
diizeylerindeki kolesterol diizeyinin kontrol grubuna oranla azaldig: rapor etmislerdir.

Cyprinus carpio’da fenvalarate ve cypermethrinin sublethal dozlarinin eritrosit
sayisinda, hemoglobin oraninda, ortalama eritrosit hacmi ve ortalama eritrosit bagina diisen
ortalama hemoglobin konsantrasyonunda azalmaya, eritrosit basina diisen ortalama
hemoglobinde ise artisa neden olmustur (Reddy ve Bashamoiden, 1989).

Firat (2007), yaptig1 tez ¢alismasinda tilapia’y1 (Oreochromis niloticus) Cd, Zn ve
Cd+Zn konsantrasyonlarina maruz birakmis ve kan dokusunda metal birikimi, fizyolojik
ve biyokimyasal parametreleri arastirmigtir. Calisma sonucunda tilapia’da Cd, Zn ve
Cd+Zn karisimi kan ve serum parametrelerinde degisiklige neden olmustur. Maruz kalinan
stire ve ortam derigiminin artmasiyla alyuvar, akyuvar, hematokrit, hemoglobin, kolesterol,
trigliserid, Ca, Na ve Cl diizeyleri ile ChE aktivitesi azalmis, CAT, G6PD, kortizol, glukoz,
total protein ve K diizeyleri artis gostermistir. Kan parametreleri iizerine metallerin
etkisinin konsantrasyonlarla dogru orantili olarak arttig1 ve bu etkinin sirasiyla Cd+Zn >
Cd > Zn seklinde oldugu bildirilmistir.

Van Dyk ve ark. (2007), tilapia’da Cd+Zn karisiminin etkisine 24 ve 672 saat
sireyle baktiklart ¢alismasinda metal karigiminin etkisinde karacigerde histopatolojik
degisiklikleri incelemislerdir. Calisma sonucunda, histolojik degisikliklerin meydana
geldigini ve bunlarin hyanilizasyon, hepatositlerde vakuol olusumu ve kan damarlarindaki

asir1 kan akisi seklinde oldugunu saptamislardir.
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Coimbra ve ark. (2007), 21 giin boyunca eldosiilfan igeren yemlerle besledikleri
tilapia baliklarinda karacigerde olusan hasari incelemislerdir. Calisma sonucunda
endosiilfanin; karaciger hiicrelerinden hepatositlerde tahribata yol actigl, kan damarlarini
saran zarlarda catlaklar olusturdugu ve melanomakrofajlarin bir araya toplanmasini
arttirdigin1 bildirmislerdir.

Capkin ve ark. (2005), yaptiklari laboratuvar calismasinda yavru alabaliklari
degisik konsantrasyonlarda endosiilfana maruz birakmislar ve 4 giin boyunca balikta
olusan histopatolojik etkileri incelemislerdir. Calisma sonucunda endosiilfana maruz
birakilan baliklarin karacigerlerinde merkezi siddetli nekrozlara rastlanmistir. Bu tip
lezyonlara kontrol gruplarinda rastlanmamigtir. Calisma sonuglarini alkalinite, sicaklik ve
balik biiyiikliigiiniin etkiledigi bildirilmistir.

Sarma ve ark. (2009), 8,1 pg L™ endosiilfana maruz biraktiklar1 Channa punctatus’
ada yaptiklar1 4 giinliik laboratuvar calismasinda farkli saatlerde (12, 24, 48, 72, 96) beyin
dokusunda olusan doku hasarlarini arastirmislardir. Calisma sonucunda beynin tepedeki
lobunda orta dereceli nekroza rastlamislardir. Calismada kullandiklar1 sublethal endosiilfan
dozunun balik metabolizmasini ve balik beyin dokusunu direkt etkileyebilecegini
bildirmisledir.

Dai ve ark. (2008), farkli konsantrasyonlarda Pb ilave ettikleri yemlerle besledikleri
tilapia baliklari dokularinda kursun birikimini, karacigerde histopatolojik etkileri ve
sindirim enzimlerine etkisini aragtirmiglardir. Calisma sonunda kursunun sirasiyla
bagirsak, mide ve karaciger dokusunda biriktigi, karaciger dokusunda histopatolojik
lezyonlarin olustugu ve dozlara bagli olarak enzim aktivitelerinde inhibisyon meydana
geldigi bildirilmistir.

Alkahemal-Balawi ve ark. (2011), Clarias gariepinus’ u sublethal kursun asetat
dozlarina maruz biraktiklar1 ¢alismalarinda yiiksek dozda eritrosit sayisi, hemoglobin ve
hematokrit ALT, AST ve Ca*? diizeylerinde azalmalar, Mg ve glukoz seviyelerinde ise
artiglar tespit etmislerdir.

Al-Attar  (2007), yaptigt ¢alismasinda  O.niloticus’u  sublethal  nikel
konsantrasyonlarina biraktiklari ¢alismalarinda nikele maruz birakilan gruplarda kan serum
Kloriir, sodyum ve osmolarite seviyelerinde azalma goriilmiistiir. Serum glukoz, kolesterol,
toplam protein, albumin, amilaz, lipaz, ALT ve AST seviyelerinde kontrol gruplarina gore
onemli derecede yiikselme goriilmiistiir. Ayrica baligin solunga¢ dokusunda hiperplazi ve

hipertrofi bulgular1 goriilmiistiir.
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Sublethal kursun konsantrasyonlarina maruz birakilan Tinca tinca’da kursun
etkisinin solungaglarda neden oldugu hipoksik kosullarin eritropoietik dokulardan eritrosit
salmimin1 uyardigi ve bunun sonucunda hematokrit diizeyi ile eritrosit sayisini arttirdigi
belirlenmistir (Shah, 2006).

Serezli ve ark. (2011), yaptiklari bir arastirmada Salmo coruhensis’ i 5 ve 10 mg
L™ kursun konsantrasyonlarina 3 saat siiresince maruz birakarak kan paremetrelerinden
hemoglobin, hematokrit, eritrosit sayisi, 10kosit sayisi, AST, ALT, toplam protein ve
eritrosit morfolojisini incelemisleridir. Calisma sonucunda kursunun; hematokrit,
hemoglobin ve eritrosit sayisinda artisa neden oldugu ALT ve AST enzim aktivitelerinde
ise kontrol grubuna goére 6nemli fark goriillmedigi belirtilmistir.

Tulasi ve ark. (1992), Anabas testidunes baligi dokularinda kursun birikimi ile
ilgili yaptiklar1 bir arastirmada solungag ve karacigerde yiiksek diizeyde kursun birikimi
belirlerken, kas dokusunda birikimin ¢ok diisiik oldugunu saptamislardir.

Cogun (2008), yaptigi doktora tez calismasinda C. carpio ve O. niloticus’u
sublethal bakir ve kursun konsantrasyonlarina maruz birakarak karaciger, bobrek, solungag
ve kas dokularindaki metal birikimleri ile serum iyon diizeylerini incelemistir. Calisma
sonucunda kursun toksisitesine maruz birakilan baliklarda en yiiksek birikimin bobrek ve
karacigerde en az ise kas dokusunda oldugunu belirtmistir. Ayrica sublethal kursun
konsantrasyonlarina maruz birakilan baliklarin  serum iyon diizeylerinin kursun

toksisitesinden etkilendigini bildirmistir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Deneme Dizaym

Denemede kullanilan tilapia (Oreochromis mossambicus) baliklar1 (n=144)
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Yetistiricilik Boliimii
Laboratuvarlari’ndan temin edilerek her biri 45x28x80 c¢cm boyutlarinda igerisinde 80 L
dinlenmis Canakkale Ili cesme suyu bulunan 12 stok akvaryumunda 3 ay boyunca ortam
kosullarina adapte edilmistir. Bu siire igerisinde baliklar 15,8+1,2 cm boy ve 45,245 g
agirliga ulagsmislardir. Baliklar laboratuvar kosullarina adaptasyon siiresince hazirladigimiz
balik yemleriyle beslenmistir (Cizelge 6). Calismada baliklar, 12 deneme akvaryuma her
birinde 12’ser adet balik olacak sekilde boliinmiis ve ii¢ tekerriirlii deneme dizayni
olusturulmustur (Sekil 9). Denemeler baglamadan 24 saat 6nce yemleme kesilmis, deney
stiresince baliklar viicut agirliklarinin %2’°si kadar yem ile giinde iki defa beslenmistir.
Denemede baliklar 14 giin boyunca kontrol (sadece dinlendirilmis ¢esme suyu), 0,5, 2,5 ve
5 mg L! Pb(NOs3),; konsantrasyonlarina maruz birakilmistir. Konsantrasyonlar literatiir
bilgileri goz oniinde bulundurularak belirlenmistir (Ay ve ark., 1999). Deneme yari-statik
olarak dizayn edilmis olup her giin suyun %75°1 sabah, %25’ aksam olacak sekilde
degisimi yapilmistir. Her su degisiminden sonra ayni oranda Pb(NOs), ¢ozeltisi su ile
beraber akvaryumlara ilave edilmistir (Smith ve ark., 2007). Denemede kullanilan
dinlendirilmis ¢esme suyunun fiziko-kimyasal parametrelerinden sicaklik ve ¢oziinmiis
oksijen YSI MPS 556 marka probla, pH ise HANNA C 200 (HI 83200) fotometre ile
hergiin dl¢iilmiistiir. iki giinde bir akvaryumlardan su alinarak analizleri yapilan toplam
amonyak ve sertlik thermo aquamate marka VIS — spektrofotometre ile suyun elektrolit
analizleri ise Varian Liberty Sequential marka ICP-OES ile dlglilmiistiir. Degerler; sicaklik
25,4+0,3 °C; ¢ozlinmiis oksijen 6,31+£0,11 mg Lt pH 7,15+0,04; toplam sertlik 125+6,2
mg CaCO3 L™, toplam amonyak 0,151+0,02 mg L™ dir. Kloru ugurulmus Canakkale ili
cesme suyu elektrolit kompozisyonu ise sirasiyla; Na*, K*, Mg* ve Ca** icin 0,3140,005,
0,049+0,001, 0,534+0,001, 0,828+0,006 mmol L olarak Olclilmiistiir. Denemede 0. giin
(herhangi bir kimyasal uygulamasi olmadan), 7. giin ve 14. giinlerde olmak iizere ii¢ defa
ornekleme yapilmistir. 0. giinde her akvaryumdan birer balik (1x12), 7. giinde her
akvaryumdan beser balik (5x12), 14. giinde ise her akvaryumdan altisar balik (6x12)
alinmistir. Alinan baliklardan kan, biyomarkir ve dokuda agir metal analizleri yapilmistir.

Tiim denemeler etik kurallara uygun olarak uzman kisiler tarafindan gergeklestirilmistir.
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i

0 Kontrol (C)

o,smgL™ (L)

2,5 mg L (M)

5,0 mg L—(H)

Sekil 9. Deneme dizayni
3.2. Deneme Balig1

Alem: Animalia

Sube : Chordata (Kordalilar)

Smif: Actinopterygii (Isinsal yiizgecliler)
Takim: Perciformes

Familya: Cichlidae (Ciklitgiller)

Cins: Tilapia

Oreochromis mossambicus (Peters, 1852)

Ulkemizde su iiriinleri yetistiriciliginin giderek &nem kazanmasi, tath sularda
alabalik, sazan, denizel ortamda ¢ipura ve levrek disinda giintimiizde farkli potansiyel balik
tiirlerinin yetistiriciligini de 6ne ¢ikarmaktadir. Bu tiirlerden biriside tath su ¢ipurasi olarak

da bilinen tilapia (Oreochromis sp.) baligidir (Almeida ve ark., 2002). Diinyada 75 tilkede
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yetistiriciligi yapilan tilapia baliklarinin iiretiminin biiyiik kismi1 Asya’da Cin ve
Filipinlerde yapilmakdadir. Ulkemizde ise yetistiricilik faaliyetleri Adana Devlet Su Isleri
(DSI) tarafindan 1974 yilinda Suriye’den getirilen tilapia baliklar1 ile baglamistir.

Tilapia baliklar1 ¢cevre kosullarina kolay adapte olmasi, lezzetli ve kisa siirede pazar
boyuna ulasabilmesi, besin maddelerini iyi degerlendirebilmesi nedeniyle iiretimi ragbet
gormeye baslamis baliklardandir (Almeida ve ark., 2002). Tilapia baligmin ¢ok kirli su

ortamlarinda yasayabilmeleri, su kirliligi sorununun gittik¢e arttig1 lilkemizde bu baligin

yetistiriciligini daha da 6nemli kilmaktadar.

Sekil 10. Denemede kullanilan tilapia (Oreochromis mossambicus ) baligi (Orijinal)

3.3. Besleme Yemi

Besleme yemi, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi
Yetistiricilik Boliimii Yem Laboratuvari’nda hazirlanmistir. Besleme yeminde kullanilan
balik unu, soya kiispesi, bugday unu, nisasta, balik yagi, vitamin ve mineraller ticari yem
fabrikasindan temin edilmistir. Protein, yag, kiil, nem gibi besin madde analizleri yapilan
hammaddelerden %35 protein ve %10 yag igerecek besleme yem formiilasyonu
hazirlanmistir (Cizelge 6). Yem yapimindan Once biitin hammaddeler elenmis, sonra
ogiitiiciiden gegirilmistir. Ilk olarak kuru maddeler daha sonra sivi hammaddeler
laboratuvar tipi yem karistiricist kullanilarak homojen hale getirilmistir. Homojen karigim,
laboratuvar tipi kiyma makinesinden gegirilerek peletler elde edilmistir. Elde edilen
peletler hava sirkiilasyonlu 40°C’ lik kurutma kabininde yemlerin nemi % 10 oluncaya

kadar kurutulmustur.
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Cizelge 6. Adaptasyon ve deneme siiresince kullanilan yem hammadde miktarlar1 ve besin

madde igerigi (kuru madde, %)

Besleme Yemi Formiilasyonu

Yem Hammaddeleri

Bahk unu 33
Bugday unu 22
Soya Kkiispesi 25
Balik yagi 6
Nisasta 10
Vitamin+Mineral 4

vd.

Toplam 100
Yem Kimyasal Kompozisyonu

Protein 35,83
Yag 9,66
Kiil 9,27
NFE 36,22

3.4. Pb(NOs3), Cozeltisinin Hazirlanmasi ve Akvaryumlara Uygulanmasi

Denemede Merck marka (Darmstadt/Germany) Pb(NOs), agir metal tuzu
kullanilmistir. Belirlenen konsantrasyonlar1 hazirlamak i¢in ultra saf su icerisinde ana stok
¢ozelti hazirlanmis ve buradan da uygun seyreltmeler yapilarak deneme konsantrasyonlari
elde edilmistir. Deneylerde Pb(NOs3), ¢ozeltisinin akvaryumlarda homojen dagilmas: ve

akvaryum tabanmma ¢Okmesini Onlemek amaciyla trisodyum = sitrat  dihidrat

(CsHsNaz07.2H,0) ¢ozeltisi kullanilmustir.

3.5. Kan Orneklerinin Ahnmasi ve incelenmesinde Kullanilan Yéntemler

Denemede periyotlarinda alinan baliklara MS222 ile anestezi uygulanmis (Smith ve
ark., 2007), kana mukoza karismamasi amaciyla iyice kurulanip temizlendikten sonra, 5
ml’ lik plastik enjektorle kaudal venadan girilerek baliga zarar vermeden kan alinmistir
(Val ve ark., 1998). Alinan kan 6rnekleri KsEDTA ve jelli serum tiiplerine konularak

hematolojik, biyokimyasal ve immiinolojik analizleri yapilmistir.
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3.5.1 Hematolojik Analizler
3. 5.1.1. Eritrosit Sayminm (RBC)

Eritrosit sayisinin tespiti i¢in yapilan seyreltme islemlerinde eritrosit pipetleri
kullanilmistir (Conroy, 1972). Eritrosit pipetiyle 0,5 ¢izgisine kadar alinan taze kan, 101
cizgisine kadar Dacie’ nin sollisyonuyla tamamlanarak 1/200 oraninda sulandirilmistir.
Iyice calkalanan karisim, 1- 2 dakika boyanmaya birakilmigtir. Homojenize olmamus ilk 4-
5 damla pipetten bosa akitildiktan sonra Neubauer tipi Thoma laminin kamarasina
doldurulmustur. Thoma lami iizerinden mikroskopta 1/5 mm?’ lik alanda eritrosit sayilarak

¢ikan deger 10° mm™ cinsinden hesaplanmustir (Blaxhall ve Daisley, 1973).

3.5.1.2. Lokosit Saymm (WBC)

Lokosit sayisinin tespiti igin, total eritrosit sayisinda kullanilan metodun aynisi
uygulandiktan sonra 4 mm? lik alandaki Iokosit sayllmig, saymin yetersiz oldugu
durumlarda ise 9 mm? lik alan sayilmustir. Bulunan sonu¢ 10° mm™ cinsinden

hesaplanmistir (Blaxhall ve Daisley, 1973).

3.5.1.3. Hemoglobin Miktarinin Tayini (Hb)

Hemoglobin miktarinin tayini i¢in cyanomethomoglobin metodu kullanilmistir
(Blaxhall ve Daisley, 1973). Bu amagla 20ul kan 6rnegi 4 ml. Drabkins soliisyonu igine
alinms ve 10 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra spektrofotometrede (T80+
UV/VIS marka) 540 nm dalga boyunda ornekler okutulmus ve sonuglar g/dl olarak

degerlendirilmistir.

3.5.1.4. Hematokrit Seviyesinin Tespiti (Hct)

Hematokrit tayininde mikrohematokrit metodu uygulanmigtir. Hematokrit tiipleri kan
ile doldurulmus ve hematokrit santrifiijde 10500 devirde 5 dakika santrifiij edilmistir. Daha
sonra skala kullanilarak % hematokrit deger ol¢iilmiistiir (Blaxhall ve Daisley, 1973).
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3.5.1.5. Eritrosit indeksleri

3.5.1.5.1. Ortalama Eritrosit Hacmi (MCV)

Ortalama eritrosit hacmi asagidaki formiilden yararlanilarak hesaplanmistir (Lewis
ve ark., 2006). Hct: Hematokrit, RBC: Kirmiz1 Kan Hiicre Sayisi

MCV/(fl) = Hct x 10/ RBC (10° uL™)

3.5.1.5.2. Eritrosit Basina Diisen Ortalama Hemoglobin (MCH)

Eritrosit basina diisen ortalama hemoglobin asagidaki formiil yardimiyla
hesaplanmistir (Lewis ve ark., 2006). Hb: Hemoglobin

MCH (pg) = [Hb (gdL™)x 10]/RBC (10° mm™)

3.5.1.5.3. Eritrosit Basina Diisen Ortalama Hemoglobin Konsantrasyonu
(MCHC)
Eritrosit bagina diisen ortalama hemoglobin konsantrasyonu asagidaki formiilden
yararlanilarak hesaplanmistir (Lewis ve ark., 2006).

MCHC (g} =[Hb (gdL™) x 10 ]/ Hct

3.5.1.6. Periferik Yayma (Smear)

Lamin iizerine alinan bir miktar kan lamel yardimiyla yayilmis, oda sicakliginda
kurutulduktan sonra May-Griinwald-Giemsa boyama islemlerine tabi tutulmus ve daha
sonra saf su ile yikanarak kurutulmustur.

Bu islemi takiben immersiyon yagi kullanilarak 1000x biiylitmede 100 I6kosit
hiicresi sayilarak 16kosit hiicrelerinin (lenfosit, nétrofil, monosit) ylizde oranlari

belirlenmistir (Blaxhall ve Daisley, 1973).

3.5.2. Biyokimyasal Analizler

Biyokimyasal analizler i¢in alinan kan 4000 rpm devirde 10 dakika santrifiij edilip
kan serumu ayrildiktan sonra (Bricknell ve ark., 1999) cikartilan serum analizleri kit
(Bioanalytic marka) kullanilarak spektrofotometrede (T80+ UV/VIS marka) yapilmistir.
Denemede glikoz (GLI), albumin (ALB), bilurubin (BLI), toplam protein (TP), kreatinin
(KRE), iire (URE), iirik asit (UA), lipaz (LIP), trigliserit (TG), kolesterol (KOL), diisiik
yogunluklu lipoprotein (LDL), alkalen fosfataz (ALP), aspartat aminotransferaz (AST),
alanin aminotransferaz (ALT), kreatin kinaz (CK), laktat dehidrogenaz (LDH), kalsiyum
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(Ca), magnezyum (Mg), demir (Fe), fosfor (P) ve kloriir (Cl) biyokimyasal parametreleri

belirlenmistir.

3.5.3. immunolojik Analizler

3.5.3.1. Fagositik Aktivite

Fagositik  aktivitenin  tespit edilmesinde mikroskop sayim yoOnteminden
yararlanilmistir (Siwicki ve Anderson, 1993). Bu amagla 0,1 ml kan 6rnegi lizerine 0,1 ml
aym miktarda 2,5x10° Escherichia coli siispansiyonu eklenip, oda sicakhiginda 30
dakikalik inkiibasyondan sonra lam {izerine siirtme preparat hazirlanmistir. Preparatlar
kuruduktan sonra 5 dakika etil alkol (%95) ile fikse edilmis ve giemsa boyasi ile 10 dakika
boyanmiglardir. Ardindan mikroskopta 1000X biiyiitmede 100 hiicre sayilarak % fagositik

aktivite ve % fagositik indeks hesaplanmistir.

3.5.3.2. Nitroblue Tetrazolium (NBT) Aktivitesi

NBT analizleri i¢cin 100 pl kan 6rnegi NBT soliisyonu esliginde 30 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda bu ¢ozeltiden 50 pl alinarak N,N-dimetil formamid
bulunan tiipe ilave edilmistir. Devaminda santrifiij edilen tiipler 1 ml’lik spektrofotometre
kiivetinde 540 nm dalga boyunda okunmustur. NBT aktivitesi mg NBT formazan / ml

olarak hesaplanmistir (Siwicki ve Anderson, 1993).

3.5.3.3. Lizozim Aktivitesi
Lizozim aktivitesin tespit edilmesi i¢in 100 pl serum 6rnegi lizerine ayni1 oranda saf
su ilave edilmis ve bu karigima Micrococcus lysodeikticus eklenerek 30. saniye ve 4.5

dakika sonra 530 nm okumalar gergeklestirilmistir. Sonuclar U/ml olarak hesaplanmistir
(Ellis, 1990).

3.5.3.4. Myeloperoksidaz Aktivitesi

Myeloperoksidaz aktivitesi literatiirde bazi revizyonlar yapilarak kolorimetrik olarak
tespit edilmistir (Herzog ve Fahim, 1973). Analiz i¢in 25 pl serum 6rnegi igerisinde 3,3
diaminobenzidin (DAB, Sigma) bulunan 0,2 N sitrik asit/ disodyum hidrojen fosfat tampon
¢ozeltisi ilave edilmistir. Daha sonra bu ¢ozeltiye 5 ul H,O, ilave edilerek reaksiyon
baslatilmigtir. Spektrofotometre’de okumalar 465 nm dalga boyunda gercgeklestirilmis ve

sonuglar U L™ olarak degerlendirilmistir.
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3.6. Doku Homojenatlarinin Biyomarkir Analizi icin Hazirlanmas:

Ormnekleme periyotlar1 sonunda (0,7 ve 14.giin) baliklar akvaryumlardan alindiktan
sonra MS 222 kimyasali ile anestezi uygulanmistir. Kan alinan baliklar havlu ile
kurulandiktan sonra boy ve agirlik dlgtimleri yapilmistir. Baliklarin ortalama boy (15,8+1,2
cm) ve agirliklariin (45,245 g) farkli deneme gruplar1 arasinda istatistiksel olarak ayirim
gostermedigi gozlenmistir (p>0,05). Steril diseksiyon aletleri kullanilarak baliklarin
solungagc, karaciger, kas, bagirsak, beyin ve bobrek dokular1 alinmis ve s1vi azot igerisinde
dondurulmustur. Alinan dokular homojenizasyon saglanincaya kadar -80 °C ‘de
saklanmistir. Dokular 300 mmol L™ Sukroz, 0,1 mmol L™ EDTA, 20 mmol L™ HEPES
(pH 7,8) igeren tampon ¢ozelti ile 9500 rpm’de Stuart (SHM1) marka homojenizator ile
birkag dakika siireyle homojenize edilmistir (Hoyle ve ark., 2007). Homojenize edilen

ornekler analiz zamanina kadar -80 °C ‘de saklanmustir.

3.7. Biyomarkir Analizleri
3.7.1. Na*/K*-ATPaz Enzim Aktivitesi
Sodyum-Potasyum Adenozin Trifosfataz aktivitesi ATP’den ayrilan inorganik

fosfatin 6lgiilmesi esasina dayanarak yapilmistir (Silva ve ark., 1977).

Deneyin Yapihisi

Standartlarin Hazirlanmasi

Standart stok soliisyonlar 10 mmol potasyum fosfat monobasic anhydrous
(KH,PO,) kullanilarak 0, 0,25, 0,5, 1 ve 2 olacak sekilde 2 m1’lik ependorf tiiplere asagida
verildigi sekilde hazirlanmistir.

Standart 1 = (0) : 1 ml saf su

Standart 2 = (0,25) : 975 ul saf su + 25 pl fosfat ¢ozeltisi

Standart 3 = (0,5) : 950 pl saf su + 50 ul fosfat ¢ozeltisi

Standart 4 = (1) : 900 ul saf su + 100 pl fosfat ¢ozeltisi

Standart 5 = (2) : 800 pul saf su + 200 pl fosfat ¢ozeltisi
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* v=04264= + 00936
E2=059637
0,8 -

07 -
0.6 -
05 -
04 - o
03 -

Ahzorbans

[:l " T T T T 1
0 0,5 1 1.5 2 2,5

Fosfat Derisitni (ulimb

Sekil 11. Fosfat derisimi ve absorbans arasindaki dogrusal iligki

Ayrraclar
Na'/K*-ATPaz enzim aktivitesini belirlemek icin kullanilan soliisyonlar {i¢ ayr1
basamakta hazirlanmistir. Bunlardan ilki Potasyum igeren ve Potasyum yerine Ouabain

iceren c¢ozeltilerin hazirlanmasidir (Cizelge 7).

Cizelge 7. Potasyum igeren ve potasyum igermeyen analiz ¢ozeltisi

K* (Potasyum Iceren) K" (Ouabain iceren)
NaCl (100 mmol I NaCl (100 mmol I
MgCl,.6H;0 (5 mmol 1) MgCl.6H,0 (5 mmol 1)
KCI (10 mmol I'") Ouabain (1 mmol I™)
Na,ATP (1,25 mmol I Na;ATP (1,25 mmol I
Hepes (30 mmol 1) Hepes (30 mmol 1)

pH 7,4 (2M Tris ile) pH 7,4 (2M Tris ile)
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Daha sonra reaksiyonu durdurmak igin kullanilacak Trichloroacetic asit
(CI3COOH) ¢ozeltisi hazirlanmstir (8,69/100ml).

Son olarak ise renk ¢ozeltisi hazirlanmistir. Renk ¢dzeltisi i¢in 1,15 g amonyum
molybdate tetrahydrate (NH;)sMO7024.4H,0 tartildi ve 0,66 M’lik siilfirik asit icerisinde
¢Ozdiiriilmistiir. Daha sonra tizerine 9,6 g demir (II) siilfat (FeSO,4.7H,0) ilave edilmis ve

iyice ¢ozilindiikten sonra saf su ile 100 ml’ye tamamlanmistir.

Deneyin Uygulanisi

Potasyum igeren soliisyondan 400ul ve Quabain igeren soliisyondan 400ul 6rnek
sayisinca tiiplere konulmustur. Bunlarin tizerine 15 pl homojenize edilmis 6rnek koyulup
karistirilmis ve 10 dk su banyosunda 37 °C ‘de bekletilmistir. 10 dk gegip reaksiyon sona
erdikten sonra ilk tiipe TSA eklenmistir. Tiiplere TSA ekledikten sonra her bir tiipe renk
soliisyonundan 1 ml eklenmis ve yeniden 10 dk. beklenmistir. Sonra 6rnek kiivete alinarak

spektrofotometrede 660nm dalga boyunda okutulmustur (Silva ve ark., 1977).

3.7.1.1. Dokularda Toplam Protein Analizi

Na'/K*-ATPaz enzim aktivitesini protein igersindeki enzim olarak verebilmek igin
Bradford metodu ile balik dokularinda protein analizi yapilmistir (Bradford, 1976).

Prensip: Bradford metodu organik boyalarin, proteinlerin asidik ve bazik gruplari
ile etkileserek, renk olusturmasini esas alir. Mavi rengin olusmasinda proteinin aminoasit
bilesimi (6zellikle arjinin gibi bazik aminoasitler ve aromatik aminoasitler) onemlidir.

Yontemde, protein 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans verir.

Deneyin Yapihisi

Standartlarin Hazirlanmasi

Standart 1 =(0) : 1,5 ml saf su

Standart 2 = (0,4) : 1,25 ml saf su + 0,25 ml stok sig1ir serum albumini
Standart 3 = (0,8) : 0,75 ml saf su + 0,75 ml stok sigir serum albumini
Standart 4 = (1,2) : 0,25 saf su + 1,25 ml stok sigir serum albumini

Standart 5 = (1,6) : 1,5 ml stok sigir serum albumini
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Tilapia balig1 dokularinda toplam protein miktarini belirlemek icin stok sigir serum
albumini c¢ozeltisinden uygun seyreltmeler yapilarak hazirlanan standart derigimlerine
karsilik gelen absorbans degerleri aracigiyla cizilen standart egride regresyon esitligi y =

1,2637x + 0,6098 olarak bulunmustur (Sekil 12).

y=1.2637x + 0.6098
R*=109829

Absarbans

[ B

0 0.5 1 1.5
Derisim (ul'ml)

Sekil 12. Stok sigir albuminden (BSA) hazirlanan standart derisimler ve absorbans
arasindaki dogrusal iliski

Bradford reagent soliisyonundan 15 ml bir kaba alinmis ve tizeri 100 ml saf su ile
tamamlanmistir. Bu soliisyondan 2’ser ml tiiplere alinmis ve {izerlerine her bir standarttan
ve ornekten 40 ul koyulmustur bundan sonra 10 dk oda sicakliginda beklenmis ve

numuneler kiivete alinarak spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda okutulmustur.
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3.7.1.2. Na'/K"-ATPaz Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi

Abs.x 10 = A (1.1)
A-0,6098 _ . —
el B [ protein] mg L ! (1.2)
B : ,
00 ¥ 15 = C|[protein] mg/ tiip (1.3)
K*abs—0,0936 . -
—aO,S4264 = D [Pi] ymol L ! (1.4)
K abs—0,0936 : -
a(),SAI-T = E [Pl] umol L1 (15)
(D — E) * 0,4 = F [Pi] pmol L™ (1.6)
F
1% = G [Pi] pmol/mg protein/dk .7
G * 60 = H[Pi]Jumol/mg protein/sa (1.8)

-3.7.2. Glutatyon Analizi (GSH)

Prensip: Toplam Glutatyon miktari, DTNB, NADPH ve GR varliginda
enzimatik dongii prosediirii ile olglilmektedir (Owens ve Belcher 1965). GSH; DTNB
tarafindan okside edilirken, ortamda bulunan GSSG ve diger ¢Oziniir tiyol bilesikleri
ille GSH’in olusturdugu disiilfid baglanmalar1 GR enzimi varliginda B-NADPH’in
indirgenmesi ile GSH’a doniistiiriilmektedir. Meydana gelen sar1 renkli 2-nitro-5-
tiyobenzoik asidin absorbanst 412 nm’de ol¢iilmektedir. Elde edilen absorbans degerleri

standart GSH grafigi ile derisim degerlerine doniistiiriilmektedir.

Deneyin Yapihisi

Standartlarin Hazirlanmasi

Ilk olarak 200 ml 2mM’lik GSH’1 indirgenmis Glutatyon’u seyrelterek elde
edilmistir. Ikinci olarak 2mM’lik GSH’dan 100 kat seyreltme yaparak 20uM GSH elde
edilmistir. Ayr1 bir kapta analiz buffer1 icerisinde 2 ml DTNB yapilmis ve sonra standartlar

asagidaki tabloya gore hazirlanmigtir.
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Cizelge 8: Glutatyon analizi standart stok solusyonlarin hazirlanmasi

0,05

0,04

0,03

Mbhsarbans

0,02

0.01

]
Lh

Derisim (Wl/ml)

Std. A B C D E F
20uM
GSH (ml) 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Saf su 0,5 0,4 0,3 0,2 0,1 0
(ml)
Buffer
icinde 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
DTNB
(ml)
Toplam 1 1 1 1 1 1
hacim (ml)
0.06 v = 0,0025x
R*=10,9945

Sekil 13. indirgenmis Glutatyon’dan hazirlanan standart derisimler ve absorbans

arasindaki dogrusal iliski
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Ayrraclar

Cizelge 9: Glutatyon analizinde kullanilan kimyasallar ve hazirlanislar

Buffer
. Analiz buffer1 icersinde 2U/ml 3,63mM
Kimyasal 100 mi 10mM i';&ittgﬂ oy | NADPH? 2m
DTNB** 2 ml
[100mM]
potasyum 1361 | e e
fosfat[KH,PO,]
[5mM] Potasyum | 92029 | -ees s e
EDTA
100ml’ye
safss« | |7 T T
tamamlanir
Birka¢ damla
oM KOH illepH7.5’°¢ |- |- [
ayarlanir.
Glutatyon | . | e PRT T S (—
Reduktaz
DTNBS,5°-
dithiobis-(2- [ 0008g [ -e-
nitrobenzoicacid)
NADPH"A- | |l | e 0,006g
C21H26N7017P3Nay
) 2mi 2mi 2 mi
Analiz Buffer

Not: * Buzdolabinda tutulmali **Hergiin taze hazirlanmali # -20° C’de tutulmal1
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Deneyin Uygulamsi

Glutatyon analizi Thermo Scientific marka plaka okuyucu kullanilarak yapilmistir.
Bu baglamda deneyde 96 kuyucuklu plakalar kullanilmistir. Plakanin tiim kuyucuklarina
ilk olarak 20 ul DNTB konulmustur. Sonra ilk kuyucuklara 40’ar pl kor 6rnek (A1-3) ve
standartlar (B,C,D,E,F 1-3) konulmustur. Geriye kalan 78 kuyucuga ise 26 balik
orneginden (26x3) 40’ar ul eklenmistir. Daha sonra tiim kuyucuklarin {izerine 20 pl
Glutatyon reduktaz ve 260 pl analiz bufferindan ilave edilmistir. Tiim kimyasallar
dengelendikten sonra multipipetle (8 kanall1l) reaksiyonu baglatan 20 ul NADPH ilave
edilmistir. Kinetik enzimin baslangi¢c ve bitis asamalarin1 gézlemleyebilmek i¢in 10 dk
boyunca her 10 sn’ de bir okuma alinmistir. Analiz sonuglart reaksiyonun durdugu
noktadaki absorbanstan basladigi noktadaki absorbansin c¢ikarilmasi ile elde edilmistir
(Owens ve Belcher 1965). Ayni orneklerden protein analizide yapilarak sonuglar protein

icerisindeki GSH olarak verilmistir.

3.7.2.1. Glutatyon Seviyesinin Hesaplanmasi

Abs.x 10 = A [protein kons.] (2.1)
AI_Z'::;BS = B [protein] mg L (2.2)
00:52 sn = [abs]C (2.3)
04:32 sn = [abs]D (2.4)
D — C = [umol GSH ] (2.5)
0’0’325 = F[umol GSH ] (2.6)
% = G[umol protein / mg protein] (2.7)
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3.7.3. Tiyobarbiitirik Asitle Tepkimeye Giren Maddeler (TBARS)

Prensip: Iki molekiil tiyobarbitiirik asidin (TBA) bir molekill MDA ile asit
ortamda reaksiyona girerek pembe renkli iiriin olusturmasi esasina dayanmaktadir. Olusan

bu bilesik 535 nm’de maksimum absorbans vermektedir (Camejo ve ark., 1998).
Deneyin Yapihisi
Standartlarin Hazirlanmasi

Standartlar 1,1,3,3- Tetra exhoxy propane’dan gerekli seyreltmeler yapilarak

hazirlanmustir.

Cizelge 10. TBARS analizi standart stok solusyonlarin hazirlanmasi

Standart

konsantrasyonu 0 0,5 5 10 15 25
(uM)

TEP stok

sollisyonu 0 5 50 100 150 250

(100puM’11k)

Fosfat Buffer
(ul) 100 995 950 900 850 750

Toplam hacim
(ul) 1000 1000 1000 1000 1000 1000
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v =0,2763x - 0,0147
R?*=0,9896
=
15
Derisim (ul'ml)

Sekil 14. 1,1,3,3- Tetra exhoxy propane’dan hazirlanan standart derisimler ve absorbans

arasindaki dogrusal iligki
Ayrraclar

Fosfat Buffer;

Fosfat buffer1 hazirlamak i¢in 7,8005 g sodyum dihidrojen ortofosfat 400 ml saf su
icersinde ¢ozdiiriilmiistiir. Uzerine bir ka¢ damla sodyum hidroksit ilave edilerek pH 7,5’e
ayarlanir. pH 7,5 olduktan sonra {izeri 500 ml olacak kadar saf su ile tamamlanmistir.

Ayrrag 2: 5 gr TCA kati ¢ozeltisi tizeri 10 ml olacak kadar saf su ilave edilerek ayri
bir kaba alinmustir.

Ayirac 3: 0,09 gr NaOH {izeri 30 ml olacak kadar saf su ilave edilerek ayr1 bir
behere alinmstir.

Ayirac 4: 0,13 gr TBA {izerini 10 ml olacak kadar NaOH igersinde ¢ozdiiriilerek
ayr1 bir behere alinmistir.

Ayirag¢ 5: 2,2 gr BHT 10 ml ethanol igersinde ¢ozdiiriilerek ayr1 bir behere

alinmustir.
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Deneyin Uygulanisi:

TBARS analizi Thermo Scientific marka (96 kuyucuklu) plaka okuyucu
kullanilarak yapilmistir. Tiim ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra mikroplaka icersinde ilk 6nce
her bir kuyucuga 140 pl fosfat buffer koyulmustur. Uzerine 50 pl TCA ilave edilmistir.
Bunlarin tizerine her bir standart ve 6rnekten 200 pl 3 tekerriirlii olmak iizere hiicrelere
koyulmustur. Daha sonra 75 pul TBA ilave edildikten sonra mikroplakanin iizeri
kapatilarak 60°C’de 1 saat etiivde inkiibe edilmistir. Sonra mikroplaka okuyucusunda
(Thermo scientific mikroplate reader) 530 nm dalga boyunda okutulmustur. Sonuglar ayni

dokulardan protein analizi de yapilarak yorumlanmuistir.

3.7.3.1. TBARS Diizeyinin Hesaplanmasi

Abs.x 10 = A [protein kons. | (3.1)
A;Z'::js = B [protein]mg L (3.2
Abs.+ 10 = C[TBARS kon. ] (3.3)
C;g’:;f = Dnmol mL ! (3.4)
% = E nmol/mg protein (3.5)

3.8. Metal Analizi

Toplam metal analizi i¢in balik dokular1 2 giin boyunca 100 °C’de etiivde
kurutulmaya birakilmistir. Bu siire sonunda baliklarin kuru agirliklar1 saptanmistir. Daha
sonra Orneklerin tizerine 5 ml nitrik asit ilave edilerek 2 saat boyunca 70 °C’de hot-plate
iizerinde ceker ocak altinda yakma yapilmistir. Orneklerin tamami homojen olarak
yakildiktan ve sogutulduktan sonra saf su ile 20 ml’ye tamamlanmistir (Hoyle ve ark.,
2007). Seyreltilen ornekler 45p’luk siringa filtreden gecirilerek siizme islemine tabi
tutulmustur. Dokularin okumalar1 Varian Liberty Sequential marka ICP-OES cihazinda

gergeklestirilmistir.
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3.8.1. Dokuda Agir Metal Derisimlerinin Hesaplanmasi

ICP % 20

Sonug(mgL ) = T 4.2)
ICP: ICP absorbans (mg L) (4.2)
20: Yakilan 6rnegin tamamlandigi miktar (ml) (4.3)
Y.A: Yas Agirlik (4.9)
K.A: Kuru Agirlik (4.5)

3.9. Istatistiksel Degerlendirme

Denemede elde edilen verilerin istatistiksel analizleri Minitab 13 ve SPSS 17
istatistik programlar1 kullanilarak yapilmistir. Verilere tek tonlii, iki yonlii ve ili¢ yonli
varyans analizi uygulanmis ve Mstat programinda Duncan ¢oklu karsilastirma testine tabi
tutulmuslardir. Gruplar arasi farklar p<0,01 ve p<0,05 olarak degerlendirilmistir (Logan,

2010).
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Bulgular

Bu c¢alismada tilapia baligi (Oreochromis mossambicus) in vivo etkide kursun
konsantrasyonlarna (kontrol, 0,5 mg L™, 25 mg L™, 5 mg L") 14 gin boyunca maruz
birakilmistir. Calismada 0,7 ve 14. glinlerde dokularda (solungag, karaciger, bagirsak, kas,
beyin, bobrek) enzimatik olmayan antioksidanlardan glutatyon (GSH), lipid peroksidasyon
gostergesi olan TBARS ve Na'/K*-ATPaz enzim aktivitesi incelenmistir. Ayn1 dokularda,
zamana ve konsantrasyonlara bagli olarak kursun agir metali birikimleri tespit edilmistir.
Ayrica yine 0,7 ve 14. giinlerde; hematolojik (hemoglobin, hematokrit, eritrosit sayist,
lokosit sayisi, ortalama eritrosit hacmi, eritrosit basina diisen ortalama hemoglobin ve
eritrosit basma diisen ortalama hemoglobin konsantrasyonu); biyokimyasal (glikoz,
albumin, bilurubin, toplam protein, kreatinin, ire, Urik asit, lipaz, trigliserit, kolesterol,
diisiik yogunluklu lipoprotein, alkalen fosfataz, aspartat aminotransferaz, alanin
aminotransferaz, kreatin kinaz, laktat dehidrogenaz, kalsiyum, magnezyum, demir, fosfor
ve kloriir); ve immunolojik (fagositik aktivite, fagositik indeks, NBT, lizozim aktivitesi ve

myeloperoksidaz) kan parametre degisimleri takip edilmistir.

4.1.1. Deneme Gozlemleri ve Bazi1 Otopsi Bulgulan
Deneme Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi canli
kaynaklar tinitesinde gergeklestirilmistir. Deneme siiresince kontrol grubunda herhangi bir
Olim gozlenmemistir. Denemede, yiiksek doza maruz birakilan grupta iki adet balik 6liimii
olmustur (farkl iki akvaryumda). Dozlar akvaryumlara uygulanmaya baslandiktan sonra
deney siiresince belirlenen gozlemler ve bazi otopsi bulgular1 asagidaki gibidir;
e 1. giin sonu: 0,5 mg L™ normal, 2,5 mg L™ normal, 5 mg L™ normal.
e 2. giin sonu: 0,5 mg L™ normal, 2,5 mg L™ normal, 5 mg L™ baliklar dipte
toplanmis halde gozlendi.
e 3.giinsonu: 0,5 mg L™ normal, 2,5 mg L™ normal, 5 mg L™ baliklar dipte,
yiiksek dozdaki bazi baliklarin yem aliminda ¢ok hafif azalma var.
e 4. giin sonu: 5 mg L? olan dozda baliklarda kagma hareketi gozlenmeye
baslad.
e 7. giin: 5 mg L* olan baliklarda yem alimi iyice azaldi. Baliklarda agzin

uzun siire acik kalmasi ve yan ylizme hareketleri gozlendi.
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9. glin: 2,5 mg L? olan orta dozda yem aliminda ilk defa azalma gozlendi. 5
mg L™ olan yiiksek dozdaki baliklarda kagma ve saklanma hareketlerinde
artis meydana geldi. Yiiksek dozda bir balikta ters ylizme goriildii.

10. giin: Yiiksek dozda ters yiizme gosteren balik o6ldii.

13. giin: Yiiksek dozda bir balik 6liimii daha oldu. Orta dozdaki baliklarda
da kagma ve saklanma hareketleri basladi. Ayrica orta dozda yem alimi da
lyice azaldi.

Olen baliklarin solungaglarinda kanama olustugu gdzlendi.

Denemenin son giinlerinde (12. ve 14. giinler) orta ve yliksek dozdaki bazi
baliklarin kuyruk ylizgeg¢lerinde beyazlasma gozlendi.

Baligin 6diiniin kontrolde acik yesil renkte iken orta ve yliksek dozda 14.
giinde daha biiyiik ve koyu yesil renkte oldugu gozlendi.

Baligin solungaclarinda kontrolden yiliksek doza dogru gittikge artan bir
solgunluk belirlendi.

Orta ve yiiksek dozda baliklarin karacigerlerinde belirgin bir renk agilmasi
meydana geldi.

Beyin, kas ve bobreklerde 14. giinde kontrolden yiiksek doza dogru gittikce

artan bir sararma gozlendi.
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4.1.2. Biyomarkir Bulgular:

4.1.2.1. Na'/K*-ATPaz Enzim Aktivitesi Bulgular

In vivo etkide kursun konsantrasyonlarma (0; 0,5; 2,5; 5 mg L'l) maruz birakilan
tilapia baliginda 0, 7 ve 14. giinlerde solungag, karaciger, bagirsak, kas, beyin ve bobrekte
Na'/K*-ATPaz enzim aktivitesi belirlenmistir. Buna gére deneme baslangicinda kontrol
grubu solunga¢ dokusunda Na'/K*-ATPaz enzim aktivitesi 3,36 pmol Pi/mg prot./sa.,
karaciger dokusunda 1,34 pumol Pi/mg prot./sa., bagirsak dokusunda 5,02 pumol Pi/mg
prot./sa., kas dokusunda 2,43 umol Pi/mg prot./sa., beyin dokusunda 12,82 umol Pi/mg
prot./sa. ve bobrekte 3,65 pmol Pi/mg prot./sa. olarak olgiilmistiir (Cizelge 11).

U¢  yonlii  varyans analiz  sonuglart  incelendiginde  (Cizelgell),
dokuXkonsantrasyon, dokuXzaman, konsantrasyonXzaman ikili interaksiyon etkilerinin ve
dokuXkonsantrasyonXzaman tiglii interaksiyon etkisinin istatistiksel olarak énemli oldugu
goriilmiistiir (p<0,05). Dolayisiyla dokularin Na'/K*-ATPaz enzimi iizerine etkisi
konsantrasyon ve zamana gore, konsantrasyonlarin Na'/K'-ATPaz enzimi iizerine etkisi
dokulara ve zamana gére, zamanin Na'/K*-ATPaz enzimi iizerine etkisi konsantrasyon ve
dokulara gore degismektedir.

Tilapia baligi dokularinda (solungag, karaciger, bagirsak, kas, beyin ve bobrek)
kontrol grubunda zamana (0, 7 ve 14. giinlerde ) bagli bir istatistiksel fark goriilmemistir
(p>0,05).

Solunga¢ dokusunda diisiik (0,5 mg L™), orta (2,5 mg L™) ve yiiksek (5 mg L)
dozlarda Na'/K*-ATPaz enzim aktivitesinin zamana ve konsantrasyonlara bagli olarak
onemli derecede azalma gostermistir (p<0,05). Diisiik dozda 7. giinde ciddi bir azalma
gosteren enzim aktivitesi 14. glinde tekrardan bir artis gostermekle beraber bu artis da
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak dnemli bir azalmadir (Sekil 15). Na'/K*-ATPaz
enzim aktivitesinde en 6nemli diisiis yiiksek dozda 14. giinde gergeklesmistir (1,13 pmol
Pi/mg prot./sa.).

Karaciger dokusu Na*/K*-ATPaz enzim aktivitesinde zamana ve konsantrasyonlara
bagl azalmalar meydana gelse de bu degisimler istatistiksel olarak onemli (p>0,05)
bulunmamastir (Sekil 16).

Bagirsak dokusu Na'/K'-ATPaz enzim aktivitesinde 7. ve 14. giinlerde orta ve
yiiksek konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak onemli (p<0,05)
derecede azalma goriilmiistiir (Sekil 17). Diisiik dozda ise sadece 14. giinde kontrole gore
onemli derecede azalma saptanmistir. Yiiksek dozda 7 ve 14. giinler arasinda énemli bir

fark gozlenmezken (p>0,05) orta dozda 14. giinde 7. giine oranla istatistiksel olarak
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onemli (p<0,05) derecede azalma gorilmistiir (Cizelge 11). En diisiik olgiilen deger
14.giinde orta dozda 1,24 pmol Pi/mg prot./sa.’dir.

Kas dokusu Na'/K*-ATPaz enzim aktivitesinde 7. giinde yiiksek dozda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak onemli bir artis gozlemlenirken (p<0,05), diisiik ve orta
dozda istatistiksel bir fark gdzlenmemistir (p>0,05). Yiiksek dozda 7. giinde Na'/K’-
ATPaz enzim aktivitesinde olusan bu artis 14. giinde istatistiksel olarak énemli bir azalisa
(p<0,05) dontismustiir. Orta dozda 14. giinde istatistiksel olarak 6nemli bir artis olusurken
diisiik dozda 7 ve 14. giinlerde herhangi bir istatistiksel fark goriilmemistir (p>0,05; Sekil
18).

Beyin dokusunda 7. giinde diisiik, orta ve yiiksek dozda kontrol grubuna gore
onemli bir azalma gorilmistiir (p<0,05). 14. giinde enzim aktivitesindeki azalmanin
devam ettigi goriilmiis olup en fazla azalma orta dozda, daha sonra diisiik doz ve yiiksek
doz olarak siralanmistir (Sekil 19).

Bobrekte 7. glinde diisiik ve orta dozda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
onemli bir azalma (p<0,05) goriiliirken, 14. giinde diisiik dozda 6nemli bir artig meydana
gelmistir (p<0,05). 7. giinde kontrol grubuna gore orta dozda olusan azalma 14. giinde
artmis (p<0,05) ve kontrol grubu seviyesiyle hemen hemen esitlenmistir. 14. giinde yiiksek
doz grubunda kontrol grubuna gére 6nemli derecede artis (p<0,05) bulunmustur (Sekil 20).
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Cizelge 11. Na'/K*-ATPaz enzimi ii¢ yonlii varyans analizi (Three Way Anova/ Duncan

coklu karsilagtirma testi)

Na'/K*-ATPaz Kontrol 05mgL* 25mgL* 5mgL*
(nmol Pi/mg protein/saat) (Diisiik Doz) (Orta Doz) (Yiiksek Doz)
Doku Zaman X + Sy X + Sy X + Sy X + Sy
T0 (0.gn) 3.3620,16 3.3620,16 3.3620,16 3.36+0,16
Aalll Aalll Aalll Aalll
Solungag | T1 (7.gim) 3,69+0,11 1,97+0,41 1,63+0,13 1.39+0,30
Aalll Bblll BblI-111 BbIII
T2 (14.gin) 3.37+0,22 2.51£0.21 1,29+0,10+ 1,1340,12
Aalll Bbll Chill-IV CbIV
T0 (0.g0) 1.34+0.26 1.34+£0.26 1.34+£0.26 1.34+026
’ AaV AaV AaV AaV
. i} 128021 1,09+0.18 1,030.30 0,78%0.12
Karaciger | T1(7.giin) AaV AalV Aalll Aalll
12 (14.gin) 1.30+0.20 0,85+0,04 1,0320,09 1,1820.10
AaV Aalll AalV AalV
T0 (0.0) 5.0240.17 5.0240.17 5.0240.17 5.0240.17
Aall Aall Aall Aall
Bagwsak | T1 (7.gin) 4,8:::){22 5,03Aﬂ;0|,25 2,9I33ﬂ20|,11 3,9;:;?',19
12 (14.gin) 5.24+0.17 3.930.41 1.24=0,05 3424023
: Aall Bbl Celll-IV Bbill
T0 (0.g0) 2.430.39 2.430.39 2.430.39 2.430.39
' AalV AalV AbIV AbIV
B} 2.18£0,20 2.8620,14 2.28+0.11 4134034
Kas T1 (7.giin) BalV Ball BbI-II Aall
T2 (L4.gin) 2.24+0.20 2.66£0,13 4284021 1,15+0,02
’ BalVv Ball Aal CclV
10 (0.gim) 12.82+0.53 12.82=1,03 12.82=1,03 12.82+1,03
’ Aal Aal Aal Aal
. i} 10.88+0,50 512031 2.81£0.28 5.76+0.24
Beyin T1(7.giin) Aal Bbl Chl Bbl
12 (14 giin) 12.21%0.42 2.88+0,12 1.81=0.18 6.20+0,45
: Aal Cell Delll Bbl
10 (0.60) 3.6540.17 3.6540.17 3.6540.17 3.6540.17
: Aalll Aalll Aalll Aalll
) . 3.6240.16 1,85+ 0,25 1.41=0,14 3.49+0,46
Babrek | T1 (7.giin) Aalll Bblll Bblll Aall
12 (l4.gin) 3.32+0,26 4,09:0.46 3414034 4.1740,55
: Balll Aal Ball Aall

n=6, ortalama= standart hata, verilere logaritmik transformasyon uygulanmistir.

Not 1: Ayni doku ve konsantrasyonda farkli biiylik harflerle gosterilen zaman

ortalamalar1 arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05).

Not 2: Aymi doku ve zamanda farkli kiiciik harflerle gosterilen konsantrasyon

ortalamalar1 arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05).

Not 3: Ayni1 zaman ve konsantrasyonda farkli roma rakamlari ile gosterilen doku

ortalamalar1 arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05).
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Sekil 15: Solunga¢ dokusunda zamana ve konsantrasyona bagl Na'/K'-ATPaz enzim

aktivitesi degisimi

L85 Karaciger
{4
¥ 12
>
£ 0l
g 0.8 - u Kontrol
g u Dusik Doz
£ 06 - Orta Doz
= =
i 04 - M Yiiksek Doz
02 -
0.0 - : .
T0 (0.giin) T1 (7 giin) T2 (14.gon)  Cumler

Sekil 16: Karaciger dokusunda zamana ve konsantrasyona bagli Na'/K*-ATPaz enzim

aktivitesi degisimi
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Sekil 17: Bagirsak dokusunda zamana ve konsantrasyona bagli Na'/K'-ATPaz enzim

aktivitesi degisimi
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Sekil 18: Kas dokusunda zamana ve konsantrasyona bagli Na*'/K*-ATPaz enzim aktivitesi

degisimi
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Sekil 19: Beyin dokusunda zamana ve konsantrasyona bagli Na*/K*-ATPaz enzim

aktivitesi degisimi
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Sekil 20: Bobrek dokusunda zamana ve konsantrasyona baglh Na'/K*-ATPaz enzim

aktivitesi degisimi
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4.1.2.2. Glutatyon (GSH) Bulgular:

Oreochromis mossambicus’da denenen konsantrasyonlar ve siirelerde sublethal
kursun derisimlerinin balik dokularinda GSH diizeyine etkileri Cizelge 12’de verilmistir.
0. giinde tiim baliklar kontrol grubu gibi kabul edilmis ve dokularda o6l¢iilen GSH
seviyeleri sirastyla; solungacta 5,63 umol GSH g protein™, karacigerde 4,97 umol GSH g
protein™, bagirsakta 8,15 umol GSH g protein™, kasta 6,65 pmol GSH g protein™, beyinde
5,76 umol GSH g protein'l ve bobrekte 3,22 umol GSH g protein’l’olarak tespit edilmistir.

U¢ yonlii varyans analiz  sonuglar1  incelendiginde (Cizelge 12),
dokuXkonsantrasyon, dokuXzaman, konsantrasyonXzaman ikili interaksiyon etkilerinin ve
dokuXkonsantrasyonXzaman ii¢lii interaksiyon etkisinin istatistiksel olarak dnemli oldugu
goriilmistiir (p<0,05). Dolayisiyla dokularin GSH seviyesi iizerine etkisi konsantrasyon ve
zamana gore, konsantrasyonlarin GSH seviyesi iizerine etkisi dokulara ve zamana gore,
zamanin GSH seviyesi lizerine etkisi konsantrasyon ve dokulara gore degismektedir.

Tilapia baligi dokularinda (solungag, karaciger, bagirsak, kas, beyin ve bobrek)
kontrol grubunda GSH seviyesi iizerinde zamana (0,7 ve 14. giinlerde) bagl bir istatistiksel
fark goriilmemistir (p>0,05).

Deneme siireleri goz oniine alindiginda; solunga¢ dokusunda diisilk doz GSH
seviyesinde 7 ve 14. giinlerde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli bir artis
meydana gelmistir (p<0,05). Orta dozda 7. ginde GSH seviyesinde 6nemli bir artis
(p<0,05) meydana gelirken, 14. giinde bu artis negatif yonde olmus ve istatistiksel agidan
onemli bir azalma goériilmiistiir (p<0,05). Bununla beraber 7. giinde artan yiiksek doz GSH
seviyesi 14. giinde istatistiksel olarak 6nemli derece diisiis (p<0,05) gostermistir (Sekil 21).

Karaciger dokusu GSH seviyesinde diisiik dozda 7. ve 14. giinlerde kontrol grubuna
gore O6nemli bir artma (p<0,05) gézlenmistir (Sekil 22). Orta dozda 7. giinde kontrol
grubuna gore istatistiksel bir fark gozlenmezken, 14. giinde onemli bir artis meydana
gelmistir (p<0,05). Yiiksek dozda kontrol grubuna gore 7. giinde istatistiksel olarak 6nemli
bir azalma (p<0,05) goriilirken, 14. giinde ise istatistiksel olarak Onemli bir artma
belirlenmistir (p<0,05).

GSH seviyesi bagirsak dokusunda zamana ve konsantrasyonlara bagli olarak
onemli azalma ve artmalar gostermistir (Sekil 23). Zamana bagli olarak 7. giinde diisiik ve
orta dozda 6nemli derecede azalma (p<0,05) gosteren GSH, yiiksek dozda 6nemli derecede
artma gostermistir (p<0,05). GSH seviyesi 14. giinde ise genel olarak bagirsak dokusunda
istatistiksel olarak azalma gostermistir. Bu azalma sirasiyla en fazla yiiksek doz, sonra

diisiik doz ve en az orta doz seklinde olmustur (p<0,05). GSH seviyesi yiiksek dozda 7.
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giinde kontrol grubuna gore Onemli derecede artma gosterirken, 14. giinde azalma
gostermistir (p<0,05).

GSH seviyesi kas dokusunda da konsantrasyona ve zamana bagli olarak onemli
derecede artma ve azalma (p<0,05) gostermistir (Sekil 24). Diisiik dozda (7. giinde) kontrol
grubuna gore Once artma sonra azalma (14. giin) goriilmiistiir (p<0,05). Orta dozda 7.
giinde kontrole gore istatistiksel bir artis olurken (p<0,05), 14. giinde kontrol grubuna gore
istatistiksel bir fark goriilmemistir (p>0,05). Yiiksek dozda 7. giinde kontrole gore bir fark
yok iken 14. gilinde istatistiksel olarak 6nemli bir artma gozlenmistir (p<0,05).

Beyin dokusunda GSH seviyesinde 7. giinde her ii¢ dozda da (0,5; 2,5; 5 mg L)
istatistiksel olarak 6nemli artiglar goriilmiistiir (p<0,05). Bununla beraber en fazla artis
12,88 pumol GSH g protein™ ile diisiik dozda saptanmistir. Bunu 11,82 pmol GSH g
protein™ ile yiiksek doz ve 9,68 pumol GSH g protein™ ile orta doz izlemistir. 7. giiniin
aksine 14. giinde diisiik ve orta dozda kontrole gore istatistiksel olarak onemli derecede
azalma saptanmistir (p<0,05). Yine en ciddi azalma 2,88 pmol GSH g protein™ ile diisiik
dozda goriilmistiir. Diisiik ve orta dozun aksine yiiksek dozda 14. giinde kontrol grubuna
gore onemli derecede artma (p<0,05) tespit edilmistir (Sekil 25).

Bobrek dokusu GSH seviyesinde 7. giinde diisiik dozda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak 6nemli bir artma (p<0,05) goriiliirken, yiiksek dozda istatistiksel olarak
onemli bir azalma tespit edilmistir (p<0,05). 14. giinde ise tiim dozlarda kontrol grubuna
gore onemli derecede artmalar goriilmiistiir (p<0,05). Bu artislar sirasiyla; 14,3 umol GSH
g protein'l ile en yiiksek orta dozda, daha sonra ise 11,73 pmol GSH g protein'1 ile yiiksek
doz ve 6,62 umol GSH g protein'l ile diislik dozda olmustur (Sekil 26).
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Cizelge 12. Glutatyon seviyesi {i¢ yonlii varyans analizi (Three Way Anova/ Duncan

coklu karsilastirma testi)

GSH Kontrol 05mg L™ 25mgL* 5mgL"
(umol GSH g protein™) (Diisiik Doz) (Orta Doz) | (Yiiksek Doz)
Doku Zaman X £ Sy X £S5 XS XSy
T0 (0.iin) 5,63£0,45 5,63£0,45 5,63£0,45 5,63%0,45
' Aalll cCalll Balll Balll
. 5,64+0,45 12,3+0,73 10,74+0,4 11,25+0,78
Solungag | Tl (7.giin) Acl] Aall Abl Abl
T2 (14.giin) 5,47+0,10 8,73+1,33 2,09+0,21 1,53+0,17
' AblI Bal AcVI cdiv
T0 (0.giin) 4,97+0,27 4,97+0,27 4,97+0,27 4,97+0,27
: AalV calv BalV BalV
o . 4,98+0,30 8,10+0,78 4,73+0,13 2,94%0,10
Karaciger | T1 (7.giin) AbIV Aalll BbV CeV
T2 (14.giin) 5,48+0,17 6,24+0,18 9,75+0.,63 7.96+0,30
: Adlll Bell-111 Aall Abll
T0 (0.giin) 8,15+0,14 8,15+0,14 8,15+0,14 8,150, 14
) Aal Aal Aal Bal
Bagirsak | T1 (7.gin) 8,2/2:;)(:,16 5,9;\);2}10 6,981;(\);15 10,0A6;?,30
T2 (14.giin) 9.70+0,65 5,38+0,16 7,93+0,30 4.25+0,15
: Aal AclV AblIl cdln
T0 (0.iin) 6,65+0,17 6,65+0,17 6,65+0,17 6,65+0,17
: Aall Ball Ball Ball
Kas T1 (7.giin) 6,78+0,26 8,26+0,22 7,85+0,73 6,63%0,11
' AblI Aalll Aalll BbIV
T2 (14.giin) 7.10£0,10 5,90+0,12 6,83+0,26 12,09+0,27
: Abll Celll-IV BbIV Aal
T0 (0.iin) 5,76£0,15 5,76£0,15 5,76£0,15 5.76+0.15
: Aalll Balll Balll calll
Beyin T1 (7.giin) 5,90+0,19 12,88+0,88 9,68+0,32 11,82+0,60
: AdIlI Aal Acll AbIII
T2 (14.giin) 5,94+0,12 2.88+0,18 3,8440,15 7,45+0,28
: AblIl CdVv CeV Ball
T0 (0.iin) 3.22+0,08 3.22+0,08 3.22+0,08 3.22+0,08
) AaV CaVv BaV BaV
) i} 3,36+0,17 4,21+0,09 3,02+0,18 2.14%0,14
Bobrek | TI (7.gin) Abll| BaV BbVI Cev
T2 (14.giin) 3,14+0,08 6,62+0,37 14,30+0,10 11,73£0,17
: AdIV Acll Aal Abl

*n=6, ortalamaz standart hata

Not 1: Ayni doku ve konsantrasyonda farkli biiylik harflerle gosterilen zaman

ortalamalar1 arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05).

Not 2: Aymi doku ve zamanda farkli kii¢iik harflerle gosterilen konsantrasyon

ortalamalar1 arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05).

Not 3: Ayni1 zaman ve Konsantrasyonda farkli roma rakamlari ile gosterilen doku

ortalamalar1 arasindaki farklar onemlidir (p<0,05).
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Sekil 21: Solunga¢ dokusunda zamana ve konsantrasyona bagli Glutatyon seviyesi

degisimi
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Sekil 22: Karaciger dokusunda zamana ve konsantrasyona bagli Glutatyon Sseviyesi

degisimi
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Sekil 23: Bagirsak dokusunda zamana ve konsantrasyona bagli Glutatyon Sseviyesi

degisimi
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Sekil 24:

Kas dokusunda zamana ve konsantrasyona bagli Glutatyon seviyesi degisimi
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Sekil 25: Beyin dokusunda zamana ve konsantrasyona bagl Glutatyon seviyesi degisimi
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Sekil 26: Bobrek dokusunda zamana ve konsantrasyona bagli Glutatyon seviyesi degisimi
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4.1.2.3. TBARS Bulgulan

Oreochromis mossambicus’da denenen konsantrasyonlar ve siirelerde sublethal
kursun konsantrasyonlarinin balik dokularinda TBARS diizeyine etkileri Cizelge 13’de
verilmistir. 0. glinde tiim baliklar kontrol grubu gibiyken dokularda o6lgiilen TBARS
seviyeleri; solungacta 4,89 nmol mg protein™, Kkaracigerde 3,94 nmol mg protein™,
bagirsakta 3,06 nmol mg protein™, kasta 3,02 nmol mg protein™, beyinde 3,35 nmol mg
protein™, bobrekte 4,69 nmol mg protein™ olarak bulunmustur.

Ug yénlii varyans analiz sonuglar incelendiginde (Cizelge 13), dokuXzaman,
konsantrasyonXzaman ikili interaksiyon etkilerinin ve dokuXkonsantrasyonXzaman ticlii
interaksiyon etkisinin istatistiksel olarak o6nemli oldugu goriilmiistir (p<0,05).
DokuXkonsantrasyon interaksiyon etkisi ise istatistiksel olarak Onemsiz bulunmustur
(p>0,05). Dolayisiyla dokularin TBARS diizeyi {izerine etkisi konsantrasyon ve zamana
gore, konsantrasyonlarin TBARS diizeyi iizerine etkisi dokulara ve zamana gore
degismektedir.

Tilapia balig1 dokularinda (solungag, karaciger, bagirsak, kas, beyin ve bobrek)
kontrol grubunda TBARS diizeyi iizerinde zamana (0,7 ve 14. giinlerde ) bagh bir
istatistiksel fark gériilmemistir (p>0,05).

Solunga¢ dokusunda 7. ve 14. giinlerde diisiik ve orta dozlarda kontrol grubuna
gore TBARS diizeyinde istatistiksel bir fark (p>0,05) gozlenmezken, yiiksek dozda
istatistiksel olarak Onemli bir artma tespit edilmistir (p<0,05). Diisiik dozda kontrol
grubuna gore goriilen artmalar istatsitiksel olarak 6nemsiz bulunurken (p>0,05), orta
dozdada kontrole gore istatistiksel olarak onemli bir fark (p>0,05) bulunmamistir (Sekil
27).

Karaciger dokusu TBARS diizeyi deneme siiresince diisiik ve orta dozlarda kontrol
grubuna gore herhangi bir istatistiksel fark gostermemistir (p>0,05). Yiiksek dozda 7.
giinde kontrol grubuna goére dnemli bir artis saptanmistir (p<0,05). 14. giinde tiim dozlarla
kontrol grubuna gore istatistiksel bir fark bulunmamistir (Sekil 28).

Bagirsak dokusunda zamana bagli olarak sadece 7. giinde yiiksek dozda kontrol
grubuna gore istatistiksel bir fark goriilmis (p<0,05), diger gruplarda kontrol grubuna gore
istatistiksel bir fark (p>0,05) saptanmamustir (Sekil 29).

Kas dokusunda zamana ve konsantrasyonlara bagli olarak TBARS diizeyi iizerine

herhangi bir istatistiksel fark (p>0,05) bulunmamustir (Sekil 30).
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Beyin dokusunda 7. giinde deneme gruplar1 ve kontrol grubu arasinda istatistiksel
bir fark bulunmamustir (p>0,05). 14. giinde yiiksek dozda kontrole gore istatistiksel olarak
onemli bir artma goriilmiistiir (p<0,05). Bununla beraber orta dozda goriilen artma ve
diisiik dozdaki azalma istatistiksel olarak 6nemsiz (p>0,05) bulunmustur (Sekil 31). Beyin
dokusunda zamana bagli olarak diisiik ve orta dozda istatistiksel bir fark goriilmemistir
(p>0,05). Yiiksek dozda kontrol grubuna gore 14. giinde 7. giine gore goriilen artma
istatistiksel a¢idan 6nemli bulunmustur (p<0,05).

7. giinde bobrek dokusuna uygulanan diisiik konsantrasyonda kontrole gére dnemli
bir azalma gorilmiustiir (p<0,05). Ayn1 zamanda orta dozda goriilen azalma istatistiksel
olarak onemli bulunmamistir (p>0,05). 14. giinde kontrol grubu ile deneme gruplari
arasinda zamana ve konsantrasyonlara bagli olarak istatistiksel bir fark (p>0,05)

bulunmamistir (Sekil 32).
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Cizelge 13. TBARS diizeyi ii¢ yonlii varyans analizi (Three Way Anova/ Duncan ¢oklu

karsilastirma testi)

TBARS Kontrol 05mgL™ 25mg L™ 5mgL*
(nmol mg protein™) (Diisiik Doz) (Orta Doz) (Yiiksek Doz)
Doku Zaman X+ Sy X+ Sy X+ Sy X + Sg
T0 (0.gin) 4,89+0,5 4,89+0,5 4,89+0,5 4,89+0,5
£ Aal Aal Aal Bal
. 4,39+0,27 4,41+0,40 4,48+0,23 7.3120,67
Solungag | Tl (7.giin) AbI-11 Abl Abl Aal
T2 (l4.gin) 4,39+0,27 5,54+0,05 4,20+0,43 6,42%0,5
£ Abl-II Aabl Abll Aal
T0 (0.i) 3,94+0,54 3,94+0,54 3,94+0,54 3,94+0,54
8 Aal-11-111 Aal-11-111 Aal-11-111 Bal-1I-111
o i} 3.86+0,57 434029 3.88+0,06 5.57+0,39
Karaciger | T1 (7.glin) Abl-11 Aabl Abl Aall
T2 (l4.gin) 3.86+0,57 5.06+0.11 3.89+0,11 4094031
8 Aal-1I Aal-1l Aall Balll-IV
T0 (0.gin) 3,06+0,48 3,06+0,48 3,06+0,48 3,06+0,48
g Aalll Aalll Aalll Balll
§ . 2.87%0.15 3.87+0,22 3.48+027 5334033
Bagrsak | T1 (7.giin) Abll Abl Abl Aall
T2 (14.gin) 2,89+0,15 3,8620,38 2,67+0,18 3,6240.32
£ Aall Aall-111-1V Aall Balll-IV
T0 (0.gin) 3,02+0,64 3,02+0,64 3,020,064 3,02+0,64
g Aalll Aalll Aalll Aalll
. 2.85+0,17 3,08+0,08 3.93+0,30 4194045
Kas T1 (7.giin) Aall Aal Aal Aall-1ll
T2 (14.in) 2,89+0,15 3484032 3,030,03 3,04+0,10
8 Aall Aalll-IV Aall AalV
T0 (0.gn) 3354043 3354043 3.35+043 3354043
8 Aall-11 Aall-1l1 Aall-1ll Ball-Ill
Bevin T1 (7 giin) 3,07+0,26 2,9120.08 2,94+0,12 3,16+0,09
y -gu Aall Aal Aal Balll
T2 (l4.giin) 3,09+0,20 2,43%0,19 3,94+0,63 6,18+0,12
Ch Abcll AclV Abll Aal-1I
T0 (0.giin) 4.6910,16 4.6910,16 4,69+0,16 4.69+0,16
g Aal-1I Aal-1l Aal-1I Aal-1I
3 . 4.64+0.41 2.97+0.34 3.59+0.16 4.81+0,17
Bobrek | T1 (7.giin) Aal Bbl Babl Aall
T2 (l4.giin) 4712036 4.9240,19 5.90+0.21 4.87+0,60
Ch Aal Aal-11-111 Aal Aall-1ll

*n=6, ortalamaz standart hata

Not 1: Ayni doku ve konsantrasyonda farkli biiylik harflerle gosterilen zaman

ortalamalar1 arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05).

Not 2: Aymi doku ve zamanda farkli kiigiik harflerle gosterilen konsantrasyon

ortalamalar1 arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05).

Not 3: Ayni zaman ve konsantrasyonda farkli roma rakamlar ile gosterilen doku

ortalamalar1 arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05).
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9 Solungac
8 -
7 |
T 6
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_g 5. W Orta Doz
M Yiksek Doz
2 -
l -
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T0 (0.giin) T1 (7.gin) T2(l4gon)  Ginler

Sekil 27: Solunga¢ dokusunda zamana ve konsantrasyona bagli TBARS degisimi

£ Karaciger
6 -
- 5 T
=
s
g = u Kontrol
%n 3 @ Disiik Doz
‘g‘ uOrta Doz
2 - M Yiksek Doz
j =
93 ' Giinl
TO (0.giin) T1 (7.giin) T2 (14.giin) er

Sekil 28: Karaciger dokusunda zamana ve konsantrasyona bagli TBARS degisimi
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9 Bagirsak
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E # Yiiksek Doz
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Sekil 29: Bagirsak dokusunda zamana ve konsantrasyona bagli TBARS degisimi
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£ # Diisitk Doz
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E 15 - # Yiiksek Doz
1 N
0.5
0 :
TO (0.giin) T1 (7.giin) T2 (14.gin)  Giinler

Sekil 30: Kas dokusunda zamana ve konsantrasyona bagli TBARS degisimi
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L Beyin
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Sekil 31: Beyin dokusunda zamana ve konsantrasyona bagli TBARS degisimi

nmol mg protein!

TO (0.giin)

T1 (7.giin)

T2 (14 giin)

Bobrek

u Kontrol

# Diisiik Doz
M OrtaDoz

M Yiksek Doz

Giinler

Sekil 32: Bobrek dokusunda zamana ve konsantrasyona baglit TBARS degisimi
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4.1.3. Tilapia (Oreochromis mossambicus) Dokularinda Kursun Agir Metali
Birikimi

Tilapia baliginda denenen konsantrasyonlar ve siirelerde sublethal kursun
konsantrasyonlarinin balik dokularinda (solungag, karaciger, bagirsak, kas, beyin ve
bobrek) agir metal birikimleri Cizelge 14°de verilmistir.

Deneme baslangic1 olan 0. glinde balik dokularindan yapilan analizlerde higbir
dokuda kursun birikimine rastlanmamaistir.

Yapilan {ic yonlii varyans analiz sonuglart incelendiginde (Cizelge 14),
dokuXkonsantrasyon, dokuXzaman, konsantrasyonXzaman ikili interaksiyon etkilerinin ve
dokuXkonsantrasyonXzaman ii¢lii interaksiyon etkisinin istatistiksel olarak dnemli oldugu
goriilmiistiir (p<0,05). Dolayisiyla dokularin kursun birikimi {izerine etkisi konsantrasyon
ve zamana gore, konsantrasyonlarin kursun birikimi iizerine etkisi dokulara ve zamana
gore, zamanin kursun birikimi iizerine etkisi konsantrasyon ve dokulara gore
degismektedir.

Solunga¢ dokusunda genel olarak kursun birikiminin konsantrasyona ve zamana
bagli olarak arttig1 goriilmektedir (Sekil 33). Diisiik doz solunga¢ dokusunda 7. giinde
28,23 pg g™ birikim olusurken 14. giinde 92,57 pg g” birikim olmustur. Orta dozda ve
yiiksek doz birikim diizeyleri 7. giinde birbirine yakindir ve aralarinda istatistiksel bir fark
yoktur (p>0,05). 14. giinde ise en fazla birikim 141,40 pg g™ ile yiiksek dozda
gerceklesmistir (p<0,05).

Karaciger dokusunda kursun birikimi konsantrasyona ve zamana bagli olarak artis
gostermistir (Sekil 34). Konsantrasyonlarda en diisiik birikim 7. giinde diisiik dozda 23,55
ng g, en yiiksek birikim ise 14. giin yiiksek dozda 38,77 ug g™* olarak saptanmustr.

Bu ¢alismada bagirsak dokusu kursunu en fazla biriktiren organ olmustur. Diger
dokularda oldugu gibi bagirsak dokusunda da kursun birikimi zaman ve konsantrasyon
artisina paralel olarak artis gostermistir (Sekil 35). 7. giinde yiiksek dozda 143,99 ug g'1
kursun birikimi varken, bu deger 14. giinde iki katindan fazla artmis ve 344,09 ug g'l’ a
ulagmustir.

Calismada kas dokusu kursunu en az biriktiren organ olarak saptanmistir. Kas
dokusunda goriilen birikimlerde; 7. giinde orta ve yiiksek doz, diisiik doza gore daha fazla
bulunmugken (p<0,05), kendi aralarinda ise istatistiksel bir fark (p>0,05).
gostermemislerdir (Sekil 36). 14. giinde diisiik dozda olusan kursun birikiminde 7. giline
gore istatistiksel olarak 6nemli bir degisme goriilmemistir (p>0,05). Orta ve yiiksek dozda
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ise birikimler biraz daha artis géstermistir (p<0,05). Fakat kendi aralarinda istatistiksel bir
fark bulunmamistir (p>0,05).

Beyin dokusunda kursun birikimi zamana ve konsantrasyon artisina paralel olarak
artis (p<0,05) gostermistir (Sekil 37).

Bobrek dokusundaki kursun birikimi zaman artisina bagh olarak artig géstermistir
(Sekil 38). 7. giinde en fazla birikim orta dozda olurken, onu yiiksek ve diisiik dozdaki
birikimler izlemistir. 14. giinde ise birikim zaman ve konsantrasyon artigina paralel bir
sekilde artmistir (p<0,05).

Diistik dozda kursun agir metalinin dokulardaki siralamast;
7. glinde bagirsak>bobrek=beyin>solunga¢>karaciger>kas
14.giinde ise bobrek>solunga¢>bagirsak>beyin>karaciger>kas seklinde olmustur.

Orta dozda kursun agir metalinin dokulardaki siralamast;
7. glinde bagirsak> bobrek=beyin> solunga¢> karaciger>kas
14. giinde ise bagirsak>bobrek>beyin>solungag>karaciger>kas seklinde olmustur.

Yiiksek dozda kursun agir metalinin dokulardaki siralamasi;
7.glinde bagirsak> beyin>solunga¢>bobrek>karaciger>kas

14. giinde bagirsak>bobrek>beyin>solunga¢>karaciger>kas seklinde olusmustur.
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Cizelge 14. Dokuda kursun metali birikimi ti¢ yonlii varyans analizi (Three Way Anova/

Duncan ¢oklu karsilastirma testi)

Kursun birikimi Kontrol 05mg L™ 25mg L™ 5mg L’
nggh (Diisiik Doz) (Orta Doz) (Yiiksek Doz)
Doku Zaman X+ SX X+ SX X+ SX X+ SX
* * * *
TO (0.giin)
R} * 28,23+0,39 60,60+0,34 62,5240,27
Solungag T1(7.giin) Bblll Ablll Ablll
i} * 92,570,227 133,45+0,52 141,40+0,34
T2 (14.giin) Call Balll AalV
* * * *
TO (0.giin)
23.55+0.23 28.02+0.26 33.47+0.49
™ . * s E s > s s
Karaciger T1 (7.giin) Calv BbIV AbV
i} * 25.15+0,12 31,59+0,14 38,77+0.25
T2 (14.glin) CaV BaV AaV
* * * *
TO (0.giin)
. 48,00+0,27 104,12%0.13 143,99+0,92
- * s ’ ) 5 s 9
Bagirsak T1 (7.giin) Chl BbI Abl
78.18+0.47 195,18+0,57 344,09+0,62
. * E) 9 9 b b 9
T2 (14.giin) Calll Bal Aal
* * * *
TO (0.giin)
5.11+0,04 9.36=0,08 9.64+0.12
. * bl 9 9 9 b 9
Kas T1(7.giin) BaV AbV AbVI
. * 5712015 12.06:£0.,43 12.35+0.17
T2 (14.giin) BaVIl AaVI AaVI
* * * *
TO (0.giin)
) 40,67+0.41 62.33+0.2 81,48+0.21
L * b b b b b 9
Beyin T1 (7.giin) Chll BbII-11I Abll
i} * 72.7340.4 12455403 178,68+0,35
T2 (14.glin) calV BalV Aalll
* * * *
TO (0.giin)
i} 37.81+2,40 65.43+3.74 45,4343 .94
0O * 9 9 9 b ) ’
Bobrek T1 (7.giin) Chll Abll BbIV
155,8+3,98 180,3+6,27 250,77+5.35
o * 5 5 > > ’ »
T2 (14.giin) Cal Ball Aall

n=3, ortalamaz standart hata

*: Kontrol grubu baliklarda kursun agir metal birikimi saptanmamistir ve bu

degerler istatistik analizlerde sifir kabul edilmistir.

Not 1: Ayni doku ve zamanda farkli biiyiik harflerle gosterilen konsantrasyon

ortalamalar1 arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05).

Not 2: Aymi doku ve konsantrasyonda farkli kiiciik harflerle gosterilen zaman

ortalamalar1 arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05).

Not 3: Ayni1 zaman ve konsantrasyonda farkli roma rakamlari ile gosterilen doku

ortalamalar1 arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05).
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Solungac
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Sekil 33: Solunga¢ dokusunda zamana ve konsantrasyona bagli kursun agir metali

degisimi
Karaciger
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5
0
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Sekil 34: Karaciger dokusunda zamana ve konsantrasyona bagli kursun agir metali

degisimi
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Bagirsak
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Sekil 35: Bagirsak dokusunda zamana ve konsantrasyona bagli kursun agir metali degisimi
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Sekil 36: Kas dokusunda zamana ve konsantrasyona bagli kursun agir metali degisimi
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Beyin
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Sekil 37: Beyin dokusunda zamana ve konsantrasyona bagli kursun agir metali degisimi
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Sekil 38: Bobrek dokusunda zamana ve konsantrasyona bagli kursun agir metali degisimi
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4.1.4. Kan Parametre Bulgular

4.1.4.1. Hematolojik Bulgular

Hematoloji verilerine iki yonlii varyans analizi yapilmistir. Yapilan bu istatistiksel

degerlendirme sonucunda zamanXkonsantrasyon interaksiyon etkisinin onemli oldugu

hematoloji verilerinin konsantrasyon ve zamana gore degistigi belirlenmistir (Cizelge 15).

Cizelge 15. Hematolojik kan parametrelerinin iki yonlii varyans analizi (Two-Way

Anova/Duncan ¢oklu karsilastirma testi)

Kontrol

Zaman Diisiik Doz Orta doz Yiiksek Doz
Hemoglobin | 10 (0.gi) 9,77x0,70 Aa 9,77+0,70 Aa 9,77+0,70 Aa 9,77+0,70 Aa
(@dL?) .. 9,45+0,55 Aa 9,16+0,97 Aa 9,340,73 Aa 9,940,70 Aa
T1 (7.glin)
. 9,6+0,68 Aa 9,25+0,63 Aa 6,48+0,31 Bb 4,89+0,43 Bb
T2 (14.giin)
. 35+2,35 Aa 35+2,35 Ba 35+2,35 Ba 35+2,35 Aa
TO (0.giin)
Hematokrit . 38+1,57 Ab 46,33+138 Aa | 42,83+0,65 Aab 40+1,00 Ab
(%) T1 (7.glin)
. 38,33+1,33 Aa 39,5+0,99 Ba 24,5+1,80 Cb 11,83+0,87 Bc
T2 (14.giin)
. 1,5+0,09 Aa 1,5+0,09 Ba 1,540,09 Aa 1,5+0,09 Ba
. . TO (0.giin)
Eritrosit sayisi
(cells x10° .. 1,52+0,20 Ab 1,18+0,21 Cd 1,45+0,16 Bc 1,73+£0,31 Aa
mm’) T1 (7.glin)
. 1,52+0,09 Ab 2,12+0,15Aa 0,95+0,05 Cc 0,59+0,05 Cd
T2 (14.giin)
. 65,58+5,23Aa 65,58+5,23 ABa 65,58+5,23 Aa 65,58+5,23 Aa
TO (0.giin)
MCH (pg) T1 (7.giin) 67,47+9,29 Aa 84,69+12,08 Aa 69,77+11,15 Aa 64,3+8,71 Aa
. 60,9+3.41 Aab 52,3+3,72 Bb 68,93+2,84 Aab 90,48+15,18 Aa
T2 (14.giin)
. 238,32+25,31Aa 238,32+25,3Ba 238,32+25,31Ca 238,32+25,31Ba
TO (0.giin)
MCYV (um®) T1 (7.giin) 274,38+39,43Ac 444,91+61,29Aa 316,35+37,42Ab 276,46+55,97Ac
.. 257+18,51Aa 190,31+11,90Cc 258,99+14,89Ba 205,02+13,23Cb
T2 (14.giin)
.. 28,4+2,69 Aa 28,4+2,69 Aa 28,4+2,69 Aa 28,4+2,69 Ba
TO (0.gilin)
MCHC(g dL™) ) 25,1£1,79 Aa 19,87+2,20 Aa 21,65+1,54 Aa 24,77+1,60 Ba
T1 (7.gilin)
. 28,63+2,22 Ab 27,58+1,66 Ab 26,88+1,27 Ab 43,41+5,78 Aa
T2 (14.giin)

*n=6, ortalamaz standart hata

Not 1: Ayni parametre ve konsantrasyonda farkli biiyiik harflerle gosterilen zaman

ortalamalar1 arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,01).

Not 2: Ayni1 parametre ve zamanda farkl kiigiik harflerle gdsterilen konsantrasyon

ortalamalari arasindaki farklar dnemlidir (p<0,01).
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Oreochromis mossambicus’da belirlenen her derisim ve siirede kursun metalinin
hemoglobin diizeyi lizerine etkisi Cizelge 15 ve Sekil 39°da verilmistir. 7. glinde kontrol
grubuna gore deneme gruplarinda istatistiksel bir fark bulunmamstir (p>0,01). 14. giinde
diisiik dozda kontrol grubuna gore istatistiksel bir fark gézlenmezken (p>0,01), orta ve

yiiksek dozda kontrol grubuna gore 6nemli derecede azalma goriilmiistiir (p<<0,01).

2 Hemoglobin
10
8 4
% g u Kontrol
=0 # Diisiik Doz
4 W Orta Doz
# Yiksek Doz
2
0 . P
TO (0.giin) T1 (7.giin) T2 (14.giin) er

Sekil 39: Zamana ve konsantrasyonlara bagli hemoglobin degisimi
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Oreochromis mossambicus’ da belirlenen her derisim ve siirede kursun metalinin
hematokrit diizeyi iizerine etkisi Cizelge 15 ve Sekil 40°da verilmistir. Ik hafta sonunda
diisiik dozda hematokrit diizeyi istatistiksel olarak 6nemli bir artma gdsterirken (p<0,01),
ikinci hafta sonunda kontrol grubuna gore istatistiksel bir fark elde edilmemistir (p>0,01).
[k hafta sonunda orta ve yiiksek dozda hafif artmalar gdzlense de, bu artislar istatistiksel
olarak 6nemli bulunmamustir (p>0,01). ikinci hafta sonunda orta ve yiiksek dozda kontrol
grubuna gore hematokrit diizeyinde 6nemli derecede azalma goriilmistiir (p<0,01). En

ciddi azalma 14. giinde yiiksek dozda % 11,83 ile gézlenmistir.

ol Hematokrit
50 -
40
4 u Kontrol
o 30 -
e @ Diisik Doz
20 -  Orta Doz
M Yiksek Doz
10 -
0 ; )
TO (0.giin) T1 (7.giin) T2 (14.giin) Giinler

Sekil 40. Zamana ve konsantrasyonlara bagli hematokrit degisimi
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Oreochromis mossambicus’ da belirlenen her derisim ve siirede kursun metalinin
eritrosit sayist tizerine etkisi Cizelge 15 ve Sekil 41°de verilmistir. 7 giinliik slire sonunda
diisiik ve orta doz eritrosit sayisinda kontrole gore istatistiksel olarak onemli bir azalma
gozlenirken (p<0,01), yiiksek doz eritrosit sayisinda istatistiksel olarak onemli bir artig
meydana gelmistir (p<0,01). 14 giinliik siire sonunda diisiik dozdaki eritrosit sayisinda
kontrol grubuna gore Onemli bir artis gozlenirken (p<0,01), orta ve yiiksek dozda
istatistiksel olarak Oonemli bir azalma elde edilmistir (p<0,01). Diisiikk dozda 7. giinde
kontrole gore azalma (p<0,01) tespit edilirken, 14. giinde artma gozlenmistir (p<0,01).
Yiiksek dozda 7. giinde kontrol gubuna gore artma goriiliirken (p<0,01), 14. giinde 6nemli
bir azalma belirlenmistir (p<0,01).

2.3 1 Eritrosit Sayisi
a o
2 -
E
-
S 15
X u Kontrol
£l w Diisik Doz
1 W Orta Doz
M Yiiksek Doz
0,5 -
0 - . i
TO (0.giin) T1 (7.giin) T2 (14.giin) er

Sekil 41. Zamana ve konsantrasyonlara bagli eritrosit sayisinda meydana gelen degisimler
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Oreochromis mossambicus’ da belirlenen her derisim ve siirede kursun metalinin
MCH iizerine etkisi Cizelge 15 ve Sekil 42°de verilmistir. Ik hafta sonunda diisiik dozda
kontrole gore bir artma goriilmesine ragmen tiim konsantrasyonlarda istatistiksel bir fark
gbzlenmemistir (p>0,01). Ikinci hafta sonunda diisiik dozda kontrol grubuna gére bir
azalma ile orta ve yiikksek dozda hafif bir artma da istatistiksel olarak Onemli

bulunmamustir (p>0,01).

100 + MCH
80 -
70
60 -
50 -
40 -

i Kontrol

# Diisitk Doz
M OrtaDoz

# Yiksek Doz

PE

30 -
20 A

T0 (0.gun) T1 (7.gun) T2 (14.gin)  Cinler

Sekil 42. Zamana ve konsantrasyonlara bagli olarak MCH’ da meydana gelen degisimler

88



BOLUM 4 — ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Hasan KAYA

Oreochromis mossambicus’ da belirlenen her derisim ve siirede kursun metalinin
MCYV iizerine etkisi Cizelge 15 ve Sekil 43°de verilmistir. ilk hafta sonunda diisiik ve orta
dozda kontrol grubuna gore dnemli bir artis belirlenmistir (p<0,01). Bu artislar kendi
icinde de Onemli olup goriilmekle beraber bu azalma istatistiksel olarak ©nemli
bulunmamis (p<0,01), diisiik dozda olusan artis orta dozdan daha fazladir. 7. giinde yiiksek
dozda kontrole gore bir fark bulunmamistir (p>0,01). Ikinci hafta sonunda diisiik ve yiiksek
dozda kontrole gore istatistiksel anlamda Onemli azalmalar gbzlenmistir (p<0,01). Bu
azalmalar diisiik dozda daha fazla goriilmiistir. Orta dozda kontrol grubuna gore

istatistiksel bir fark gériilmemistir (p>0,01).

ol MCV
450 -
400 -
350 4
300 -
» u Kontrol
E 2504 o
- # Diisiik Doz
ey M Orta Doz
1307 # Yiiksek Doz
100 -
50
0 . )
TO (0.giin) T1 (7.giin) T2 (14.giin) Giinler

Sekil 43. Zamana ve konsantrasyonlara bagli olarak MCV’ de meydana gelen degisimler
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Oreochromis mossambicus’ da belirlenen her derisim ve siirede kursun metalinin
MCHC iizerine etkisi Cizelge 15 ve Sekil 44’de verilmistir. Ik hafta sonunda diisiik ve
orta dozda azalmalar meydana gelsede tiim konsantrasyonlarda istatistiksel bir fark
goriilmemistir (p>0,01). ikinci hafta sonunda yiiksek dozda kontrol grubuna gére énemli

derecede artma meydana gelmistir (p>0,01).

-y MCHC
45
40
35

_ 30 -

% 25 @ Kontrol

- # Diisiik Doz
. W Orta Doz
2 # Yitksek Doz
10
5 |
0 - :

T0 (0.gun) T1 (7.gtin) T2 (14.gin)  Clnler

Sekil 44. Zamana ve konsantrasyonlara bagli olarak MCHC’ de meydana gelen degisimler
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Hasan KAYA

Oreochromis mossambicus’ da belirlenen her derisim ve siirede kursun metalinin

beyaz kan hiicre tipleri iizerine etkisi Cizelge 16 verilmistir.

Cizelge 16. Beyaz kan hiicre tipleri iki yonli varyans analizi (Two-Way
Anova/Duncan ¢oklu karsilagtirma testi)
05mgL™" 25mgL™* 5mg L™
Beyaz Kan Hiicreleri (%) Kontrol
(Diisiik Doz) (Orta Doz) (Yiiksek Doz)
Zaman YisY YiSY XisX YJ_rSX
77,03+1.07 77,03+1.07 77,03+1.07 77,03+1.07
LHM TO0 (0.giin) Ba Ca Ca Ba
(%) 78,17+£1,16 85,83+1,57 82,83+0,87 75,67+2,84
T1 (7.giin) ABbc Ba Bab Bc
83+1,80 91,50+0,76 93+1,15 93,17+0,90
T2 (14.giin) Ab Aa Aa Aa
22,17+1.07 22,17+1.07 22,17+1.07 22,17+1.07
TO0 (0.giin) Aa Aa Aa Aa
NHM 21,67£1,28 13,83+1,68 15,50+1,38 22,67+2,83
(%) | T1(7.giin) Aa Bb Bb Aa
17+1,80 6£1,18 4,17+1,30 4,83+1,22
T2 (14.giin) Aa Ch Ch Bb
0 0 0 0
TO (0.giin) Aa Aa Aa Aa
MHM 0 1 4,17+1,30 2,5+0,74
(%0) T1 (7.giin) Aa Aa Aa Aa
0 2,50+0,5 2,83+0,60 240,51
T2 (14.giin) Aa Aa Aa Aa

*n=6, ortalamaz standart hata
LHM: Lenfosit Hiicre Miktari
MHM: Monosit Hiicre Miktari

NHM: Notrofil Hiicre Miktan

Not 1: Ayni parametre ve konsantrasyonda farkl biiyiik harflerle gosterilen zaman

ortalamalar1 arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,01).

Not 2: Ayn1 parametre ve zamanda farkli kiiciik harflerle gosterilen konsantrasyon

ortalamalar1 arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,01).
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120 - LHM
100 -
80 -
u Kontrol
60 -
= # Diisitk Doz
40 - M Orta Doz
M Yiksek Doz
20
0 - , i
TO (0.giin) T1 (7.giin) T2 (14.giin) er

Sekil 45. Zamana ve konsantrasyonlara bagli olarak lenfosit hiicre miktarinda (%)

meydana gelen degisimler

Tilapia® da belirlenen her derisim ve siirede kursun metalinin lenfosit hiicre miktari
lizerine etkisi Cizelge 16 ve Sekil 45°de verilmistir. Tk hafta sonunda diisiik doz lenfosit
hiicre miktarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli bir artma (p<0,01)
gortiliirken diger dozlarda (orta ve yiiksek) istatistiksel bir fark goriilmemistir (p>0,01).
fkinci hafta sonunda ise tiim konsantrasyonlarda kontrol grubuna gére istatistiksel olarak

onemli bir artma tespit edilmistir(p<0,01).
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= NHM
20 -
15 -
u Kontrol
2 # Diisitk Doz
= M Orta Doz
M Yiiksek Doz
g}
0 - = )
T0 (0.gun) T1 (7.gtn) T2 (14.gan)  Clnler

Sekil 46. Zamana ve konsantrasyonlara bagli olarak notrofil hiicre miktarinda (%)

meydana gelen degisimler

Oreochromis mossambicus’ da belirlenen her derisim ve siirede kursun metalinin
noétrofil hiicre miktar tizerine etkisi Cizelge 16 ve Sekil 46’da verilmistir. Denemenin 7.
giiniinde diisiikk ve orta dozda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak onemli bir azalma
goriilirken (p<0,01), yiiksek dozda kontrol grubuna gore istatistiksel bir fark
bulunmamustir (p>0,01). Deneme sonunda tiim konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore

onemli bir azalma meydana gelmistir (p<0,01).
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40 1 MHM
3.5 -
3.0 -
25 -
i K ontrol
.20
= @ Diisik Doz
1.5 - M Orta Doz
10 - i Yiilcselk Doz
0.5 -
0.0 . Gital
TO (0.giin) T1 (7.giin) T2 (14.giin) r

Sekil 47. Zamana ve konsantrasyonlara bagli olarak monosit hiicre miktarinda (%)

meydana gelen degisimler

Sublethal kursun konsantrasyonlarina maruz birakilan tilapia’ da her derigim ve siirede
monosit hiicre miktar1 {izerine etkisi Cizelge 16 ve Sekil 47’de verilmistir. Kontrol
grubunda tiim zamanlarda (0, 7, 14. giinler) monosit hiicre tipine rastlanmamistir. Bu
calismada tiim konsantrasyon ve zamanlarda monosit hiicre miktar1 bakimindan

istatistiksel fark bulunmamistir (p>0,01).
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mp LENFOSIT = NOTROFIL w# ERITROSIT =) MONOSIT

Sekil 48. Kontrol grubu beyaz ve kirmizi kan hiicreleri

4.1.4.1.1. Eritrosit Morfolojisinde Meydana Gelen Degisimler

Oreochromis mossambicus’ da belirlenen her derisim ve siirede (0 ve 14. giinler)
kursun metalinin eritrosit morfolojisi iizerine etkileri Cizelge 17 ‘de verilmistir. Eritrosit
morfolojisinde meydana gelen degisiklikleri ortaya koyabilmek i¢in eritrosit alan, uzunluk
ve genisligi ile sitoplazma alan, uzunluk ve genisligi bilgisayar programi (image pro plus
vers. 6.0) yardimiyla 6l¢iilmiistiir. Verilerin istatistiksel degerlendirmesi tek yonlii varyans
analizi (One-Way Anova/Duncan ¢oklu karsilastirma testi) kullanilarak yapilmistir (n=10).

Elde edilen bulgulara gore eritrosit ¢ekirdek alaninda ikinci hafta sonunda orta ve
yilksek doz gruplarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak ©nemli bir azalma
(p<0,05) gozlenmistir (Sekil 50). Yine ikinci hafta sonunda yiiksek dozda kontrol grubuna
gore eritrosit ¢ekirdek uzunlugu ve genisliginde 6nemli bir azalma (p<0,05) meydana
gelmistir (Sekil 51-52).

Eritrosit sitoplazma bulgularinda, sitoplazma alaninda orta ve yiiksek dozda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak Oonemli bir artma (p<0,05) tespit edilmistir (Sekil 53).
Sitoplazma uzunluk bulgulari deneme baslangic1 ve sonunda herhangi bir istatistiksel fark
(p>0,05) gostermemistir (Sekil 54). Sitoplazma genislik bulgularinda ise sitoplazma alan
bulgularina paralel olarak ikinci hafta sonunda orta ve yiiksek dozda kontrole gore 6nemli
bir artma (p<0,05) goriilmiistiir (Sekil 55).
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Hasan KAYA

-\; h &

=) Kontrol grubu eritrosit

m) Yiiksek doz (14.glin) eritrosit

Sekil 49. Kontrol grubu ve yiiksek doz eritrosit hiicre goriiniimleri

Cizelge 17. Eritrosit morfolojisinde meydana gelen degisimlerin tek yonlii varyans analizi

(One Way Anova/Duncan ¢oklu karsilastirma testi)

Zaman Kontrol Diisiik Doz Orta Doz Yiiksek Doz
- 33,952+1,062 33,952+1,062 33,952+1,062 33.952+1,062
TO (0.gilin) a a a a
Alan ) 32.998+0.981 32.20220,680 27.856£1,512 25.542+0,981
p T2(14.giin) a a b b
@ H + + +
3 10 (0.gfn) 7,85730,059 7,857a0,059 7,857a0,059 7,857a0,059
=<
$ | Uzunluk ) 7.844=0,119 7,904=0,049 7,638+0,078 7.4230,071
o T2(14.giin) b . " .
.. 5,53040,203 5,530+0,203 55300203 5.53020,203
o TO (0.gtin) a a a a
Geniglik - 5,397+0,247 5,269+0,079 4.963+0,061 4,792+0,055
T2(14.giin) a a ab b
.. 186,568+1,668 186,568+1,668 186,568+1,668 186,568+1,668
TO (0.gilin) a a a a
Alan - 186,941+2,189 184.711+2,939 197.337+3,387 206,388+3,694
T2(14.giin) c c b a
®
c N 19.668+0.483 196680488 196680488 19,668=0,488
N TO (0.glin) a a a a
g | Yzunluk ] 19,12420,415 19,104:0,436 19,850£0,257 20,088+0,252
2 T2(14.giin) a a a a
(9p]
.. 13,459+0,283 13,4590,283 13.4590,283 13.459+0,283
TO (0.glin) a a a a
Genislik - 13,6610,190 13,742+0,455 15,392+0,564 16,604+0,517
T2(14.giin) b b a a

*n=10, ortalama= standart hata

Not 1: Farkli konsantrasyonda farkli kiiclik harflerle gdsterilen ortalamalar

arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,05).
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Eritrosit cekirdegi morfolojik dl¢iim bulgular: (alan, uzunluk, genislik)

Alan
40 -
15 a a
b
30 -
I b
.25
E_ i Kontrol
20 -
@ Diisiik Doz
15 - WOrtaDoz
10 - § Yiiksek Doz
5 -
0 . )
T0 (0.giin) T2 (14 giin) Giinler

Sekil 50. Eritrosit ¢ekirdek alaninin konsantrasyonlara ve zamana gore degisimi

8.00 - a Uzunluk
ab

775 -
i K ontrol

750 -

g @ Diisiik Doz

W Orta Doz

. & Yiiksek Doz

7.00 :

TO (0.giin) T2 (14.giin) Giinler

Sekil 51. Eritrosit ¢ekirdek uzunlugunun konsantrasyonlara ve zamana gore degisimi
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7 Genislik
6 a
a
ab b
5 [
41 i Kontrol
g ;. @ Disik Doz
M Orta Doz
2 - i Yiksek Doz
1 -
0" ' Giinl
TO (0.giin) T2 (14.giin) er

Sekil 52. Eritrosit ¢ekirdek genisliginin konsantrasyonlara ve zamana gore degisimi

250 - Alan
225 - b @
200 - ¢ C I
175 -
150 -
i Kontrol
~ 125 -
g @ Diisiik Doz
100 - W Orta Doz
75 1 @ Yiiksek Doz
30 -
25 -
0 ' Giinl
TO (0.gan) T2 (14 giin) er

Sekil 53. Eritrosit sitoplazma alaninin konsantrasyonlara ve zamana gore degisimi
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20.5 1 Uzunluk
20,0 -
19.5
@ Kontrol
5 @ Diisiik Doz
19.0 1 W Orta Doz
@ Yiiksek Doz
18,5
18.0 .
TO (0.giin) T2 (14 .giin) Giinler
Sekil 54. Eritrosit sitoplazma uzunlugunun konsantrasyonlara ve zamana gore degisimi
20 - Genislik
18 -
16 -
14 -
12
@ Kontrol
10 -
E @ Diisiik Doz
§ 1 W Orta Doz
6 - M Yiiksek Doz
4 -
2 .
0 . "
TO (0.gin) T2 (14 giin) Giinler
Sekil 55. Eritrosit sitoplazma genisliginin konsantrasyonlara ve zamana gore degisimi
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4.1.4.2. Biyokimyasal Parametreler
4.1.4.2.1. Serum Enzim Bulgular
In vivo etkide kursun konsantrasyonlarma maruz birakilan tilapia da serum

enzimlerinin zamana ve konsantrasyonlara bagl olarak degisimi ¢izelge 18 * de verilmistir.

Cizelge 18. Serum enzimleri iki yonli varyans analizi (Two Way Anova/Duncan ¢oklu

karsilastirma testi, ¥n=6, ortalama+ standart hata)

Zaman Kontrol Diisiik Doz Orta Doz Yiiksek Doz
T0 (0.giin) 7,73+£0,40 7,73+£0,40 7,73+£0,40 7,73+£0,40
Aa Ba Ba Ba
Lipaz T1 (7.giin) 9,224+0,67 21,3240,92 35,68+2,06 19,18+1,4
(ULY & Ac Ab Aa Ab
T2 (14.giin) 8,28+0,55 9,32+1,42 10,67+0,99 8,95+0,48
Aa Ba Ba Ba
T0 (0.giin) 5,13+0,26 5,13+0,26 5,13+0,26 5,13+0,26
Aa Ba Ca Ba
ALP T1 (7.giin) 5,73+0,77 9,52+0,47 18,76+1,7 13,41+0,87
(uL?h & Ad Ac Aa Ab
.. 5,89+0,72 10,19+1,12 8,90+0,77 3,13+0,19
T2 (14.gin) Ab Aa Ba Bb
T0 (0.giin) 6,33+0,87 6,33+0,87 6,33+0,87 6,33+0,87
Aa Ba Ca Ca
AST T1 (7.giin) 6,52+0,44 6,56+0,12 18,21+0,99 38,15+1,6
(U LY & Ac Bc Ab Ba
T2 (14.giin) 6,80+0,60 21,81+£2,86 14,86+1,05 85,48+2,78
Ad Ab Bc Aa
.. 16,71+£2,01 16,71+2,01 16,71+2,01
TO (0.giin) Aa Aa 16,71+2,01Aa Ba
ALT T1 (7.giin) 16,58+0,66 13,05+0,77 13,26+1,39 9,34+0,75
(UL? & Aa Aab Aab Cb
T2 (14.giin) 17,88+1,46 2,12+0,15 7,50+0,61 27,77+1,61
) Ab Bc Ac Aa
T0 (0.giin) 77,94+1,00 77,94+1,00 77,94+1,00 77,94+1,00
Aa Ca Ba Aa
CK T1 (7.giin) 78,83+2,79 102,69+2,29 54,3243,71 85,31+£3,12
(UL?Y & Ab Ba Cc Ab
T2 (14.giin) 78,24+2 .41 118,50+2,03 88,68+1,48 77,66+2,36
' Ac Aa Ab Ac
T0 (0.giin) 58,224+2,93 58,224+2,93 58,224+2,93 58,2242,93
) Aa Ba Ba Ca
LDH T1 (7.giin) 61,17+4,19 73,17£2,70 74,38+3,02 85,29+2,77
(uLh ' Aa Ba Ba Ba
T2 (14.giin) 54,27+3,03 145,03+4,21 163,30+5,60 142,41+3,24
) Ab Aa Aa Aa
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Not 1: Ayni parametre ve konsantrasyonda farkli biiyiik harflerle gosterilen zaman

ortalamalar1 arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,01).

Not 2: Ayni parametre ve zamanda farkli kiigiik harflerle gosterilen konsantrasyon

ortalamalar1 arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,01).

Sublethal kursun konsantrasyonlarinin tilapia baliginda zamana ve konsantrasyona
bagli olarak lipaz enzimi iizerine etkisi ¢izelge 18 ve Sekil 56 da verilmistir. Yapilan
istatistiksel analizler sonucu zamanXkonsantrasyon interaksiyon etkisinin lipaz enzim
aktivitesi lizerine (p<0,01) 6nemli oldugu goriilmiistiir. Dolayisiyla lipaz enzim aktivitesi
konsantrasyonlara ve zamana bagli olarak degisim gostermektedir. Lipaz enzimi
aktivitesinde ilk hafta sonunda kontrol grubuna gore konsantrasyonlarda istatistiksel olarak
onemli artiglar goriilmiistiir (p<0,01). En yliksek artis orta dozda goriilmiis olup, kontrol
grubunun yaklagik 5 katina ulasmustir (35,68 U L™). Orta ve yiiksek dozdaki artislar
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli iken kendi aralarinda istatistiksel bir fark
tespit edilmemistir (p>0,01) . Ikinci hafta sonunda lipaz enzim aktivitesinde kontrol grubu

ile konsantrasyonlar arasinda istatistiksel bir fark gézlenmemistir (p>0,01).

07 a Lipaz
35 - ]
30
25 -
- 20 & Kontrol
; 15 # Diisiik Doz
i W Orta Doz
10 @ Yiiksek Doz
.,I.
5 | j
0 -+ . : .
TO (0.giin) T1 (7.gtin) T2 (14.giin) Giinler

Sekil 56. Zamana ve konsantrasyonlara bagli Lipaz enzim aktivitesi degisimi
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Sublethal kursun konsantrasyonlarinin tilapia balifinda zamana ve konsantrasyona
bagl olarak alkalen fosfataz (ALP) enzimi iizerine etkisi Cizelge 18 ve Sekil 57° de
verilmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucu zamanXkonsantrasyon interaksiyon
etkisinin ALP enzim aktivitesi {izerine (p<<0,01) énemli oldugu goriilmiistiir. Dolayisiyla
ALP aktivitesi konsantrasyonlara ve zamana bagl olarak degisim gostermektedir. ilk hafta
sonunda kontrol grubuna gore konsantrasyonlarda istatistiksel olarak Gnemli artmalar
gorilmistiir (p<0,01). Bu artislar en fazla orta dozda goriiliirken (18,76 U L‘l), onu yiiksek
doz ve diisiik doz izlemistir. Ikinci hafta sonunda ALP enzimi aktivitesinde yiiksek dozda
kontrole gore istatistiksel bir fark gozlenmezken (p>0,01), diisiik ve orta dozlarda ise

kontrol grubuna gore istatistiksel olarak onemli artmalar meydana gelmistir (p<0,01).

)5 ALP
20 -
- 15 - u Kontrol
—
= @ Diisiik Doz
10 - W Orta Doz
# Yiiksek Doz
5
0 ; -
TO (0.giin) T1 (7.giin) T2 (14.giin) unler

Sekil 57. Zamana ve konsantrasyonlara bagli ALP enzim aktivitesi degisimi
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Sublethal kursun konsantrasyonlarinin tilapia balifinda zamana ve konsantrasyona
bagli olarak aspartat aminotransferaz (AST) enzimi tizerine etkisi Cizelge 18 ve Sekil 58°
de verilmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucu zamanXkonsantrasyon interaksiyon
etkisinin AST enzim aktivitesi lizerine (p<0,01) 6nemli oldugu goriilmiistiir. Denemenin 7.
giin sonunda AST enzim aktivitesinde orta ve yiiksek doz gruplarinda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak énemli artmalar (p<0,01) meydana gelmistir (orta doz: 18,21 U L™,
yiiksek doz: 38,15). Diisiik dozda ise kontrol grubuna gore bir degisim meydana
gelmemistir (p>0,01). Denemenin 14. giiniinde tiim dozlarda kontrol grubuna oranla
istatistiksel olarak 6nemli artmalar goriilmiistiir (p<0,01). Yiiksek dozda goriilen artma

diger dozlara ve kontrol grubuna gore ¢ok yiiksek ¢ikmugtir.

100 AST
90 - a
80
70 -
60 -
- 50 i Kontrol
;1 40 - d @ Diisiik Doz
30 WOrta Doz
20 - # Yiksek Doz
10
oM
T0O (0.gtin) T1 (7 giin) T2 (14.gan)  Giinler

Sekil 58. Zamana ve konsantrasyonlara bagli AST enzim aktivitesi degisimi
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Sublethal kursun konsantrasyonlarinin tilapia balifinda zamana ve konsantrasyona
bagli olarak alanin aminotransferaz (ALT) enzimi iizerine etkisi Cizelge 18 ve Sekil 59’ da
verilmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucu zamanXkonsantrasyon interaksiyon
etkisinin ALT enzim aktivitesi lizerine (p<0,01) 6nemli oldugu goriilmiistiir. Dolayisiyla
ALT aktivitesi konsantrasyonlara ve zamana bagl olarak degisim gostermektedir. Ilk hafta
sonunda ALT aktivitesi diisik ve orta dozda hafif azalmalar kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak onemli bulunmamistir (p>0,01). Yiiksek dozda ise 7. giinde kontrol
grubuna gore 6nemli bir azalma goriliirken (p<0,01), deneme sonunda (14. giin) ise
yiikksek dozda kontrol grubuna gore onemli bir artis gézlenmistir (p<0,01). 14. giinde
diisik ve orta dozlardaki azalma kontrole gore onemli derecede diisiik bulunmustur

(p<0,01).
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Sekil 59. Zamana ve konsantrasyonlara baglit ALT enzim aktivitesi degisimi
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BOLUM 4 — ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Hasan KAYA

In vivo etkide kursun konsantrasyonlarmin tilapia bahiginda zamana ve
konsantrasyona bagli olarak kreatin kinaz (CK) enzimi {izerine etkisi Cizelge 18 ve Sekil
60’da verilmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucu zamanXkonsantrasyon interaksiyon
etkisinin CK enzim aktivitesi tizerine (p<0,01) 6nemli oldugu goriilmiistiir. Dolayisiyla CK
aktivitesi konsantrasyonlara ve zamana bagl olarak degisim gostermektedir. Kreatin kinaz
enzim aktivitesi diisiik dozda 7 ve 14. gilinlerde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
onemli bir artis (p<0,01) gostermistir. Orta dozda CK enzim aktivitesi 7. giinde kontrol
grubuna goére onemli bir azalma gosterirken (p<0,01), 14. giinde istatistiksel olarak 6nemli
bir artma gostermistir (p<0,01). Yiiksek doz CK enzim aktivitesi 7 ve 14. giinlerde kontrol

grubuna gore istatistiksel bir fark gostermemistir (p>0,01).
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Sekil 60. Zamana ve konsantrasyonlara bagli CK enzim aktivitesi degisimi
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BOLUM 4 — ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Hasan KAYA

Sublethal kursun konsantrasyonlarinin tilapia balifinda zamana ve konsantrasyona
bagl olarak laktat dehidrogenaz (LDH) enzimi {izerine etkisi Cizelge 18 ve Sekil 61’ de
verilmigtir. Yapilan istatistiksel analizler sonucu zamanxkonsantrasyon interaksiyon
etkisinin LDH aktivitesi iizerine (p<0,01) 6nemli oldugu goriilmiistiir. Dolayisiyla LDH
aktivitesi konsantrasyonlara ve zamana bagh olarak degisim gostermektedir. Denemenin
ilk haftas1 sonunda LDH enzim aktivitesinde konsantrasyonlar ile kontrol gruplari arasinda
istatistiksel bir fark saptanmamistir (p>0,01). Deneme sonunda ise kontrol grubuna gore
tim konsantrasyonlarda istatistiksel agidan Onemli artma belirlenmistir (p<0,01). Bu
artiglar en fazla orta dozda gozlenmis olup, dozlar arasinda istatistiksel bir fark

bulunmamustir (p>0,01).
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Sekil 61. Zamana ve konsantrasyonlara bagli LDH enzim aktivitesi degisimi
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BOLUM 4 — ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Hasan KAYA

4.1.4.2.2. Glikoz, Serum Proteinleri ve Bilurubin Bulgular

In vivo etkide kursun konsantrasyonlarina maruz birakilan tilapia da serum glikoz,

serum proteinleri ve bilurubin bulgularinin zamana ve konsantrasyonlara bagli olarak

degisimi cizelge 19 * da verilmistir.

Cizelge 19. Serum kan proteinleri iki yonlii varyans analizi (Two-Way Anova/Duncan

coklu karsilastirma testi)

T0 (0.giin) 172,044+0,78 172,044+0,78 172,044+0,78 172,044+0,78
Glikoz ’ Aa Aa Ba Ca
. 167,199+4,10 | 182,484+4,98 215,884+7.68 | 271,954+2,80
T (7.glim) A A Ab Aa
(mg dL™) : <
T2 (14.giin) 172,900+2,60 | 182,424+5,91 206,338+7,67 229,235+5,94
) Ac Ac Ab Ba
T0 (0.giin) 8,910+0,09 8,910+0,09 8,910+0,09 8,910+0,09
Toplam ) Aa Ca Ba Ba
protein T1 (7.giin) 8,759+0,60 10,797+0,31 12,381+0,61 15,331+1,05
X ) Ac Bb Ab Aa
(gdL™) .. 9,477+0,40 13,822+0,55 11,245+0,38 9,250+0,26
T2 (14.giin) Abc Aa Ab Bc
T0 (0.giin) 3,673+0,11 3,673+0,11 3,673+0,11 3,673+0,11
’ Aa Ba Ba Ba
Albumin T1 (7.giin) 3,821+0,23 4,352+0,15 4,246+0,09 5,477+0,07
(g dL™ s Ab Ab Ab Aa
T2 (14.giin) 3,818+0,19 1,892+0,11 4,075+0,11 3,307+0,08
) Aa Cc ABa Bb
T0 (0.giin) 0,210+0,007 0,210+0,007 0,210+0,007 0,210+0,007
Bilirubin Aa Ba Ca Ca
(Ig dL'l) T1 (7.giin) 0,251+0,01 0,338+0,02 0,453+0,04 0,509+0,02
) Ab Ab Aa Aa
T2 (14.giin) 0,256+0,02 0,312+0,02 0,337+0,02 0,339+0,005
) Aa Aa Ba Ba

*n=6, ortalamaz standart hata

Not 1: Ayni doku ve konsantrasyonda farkli biiytik harflerle gosterilen zaman

ortalamalar1 arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,01).

Not 2: Aymi doku ve zamanda farkli kiiciik harflerle gosterilen konsantrasyon

ortalamalar1 arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,01).
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BOLUM 4 — ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Hasan KAYA

Sublethal kursun konsantrasyonlarinin tilapia balifinda zamana ve konsantrasyona
bagli olarak glikoz seviyesi tizerine etkisi Cizelge 19 ve Sekil 62’ de verilmistir. Yapilan
istatistiksel analizler sonucu zamanXkonsantrasyon interaksiyon etkisinin glikoz {izerine
(p<0,01) 6nemli oldugu goriilmiistiir. Dolayisiyla glikoz seviyesi konsantrasyonlara ve
zamana bagli olarak degisim gostermektedir. Diisiik doz glikoz seviyesi 7 ve 14. giinlerde
kontrol grubuna gore istatistiksel bir fark gostermemistir (p>0,01). Orta doz glikoz seviyesi
7 ve 14. giinlerde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli bir artma gdstermistir
(p<0,01). Yiiksek dozda 7 ve 14. giinlerde kontrole gore istatistiksel a¢idan 6nemli bir
artma gozlenmistir (p<0,01).

A0 Glikoz
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200
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0
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Sekil 62. Glikoz seviyesinin zamana ve konsantrasyonlara bagli degisimi
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BOLUM 4 — ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Hasan KAYA

In vivo etkide kursun konsantrasyonlarmin tilapia bahiginda zamana ve
konsantrasyona bagli olarak toplam protein {izerine etkisi Cizelge 19 ve Sekil 63’ te
verilmigtir. Yapilan istatistiksel analizler sonucu zamanXkonsantrasyon interaksiyon
etkisinin toplam protein {izerine (p<0,01) énemli oldugu goriilmiistiir. Dolayisiyla toplam
protein konsantrasyonlara ve zamana bagl olarak degisim gostermektedir. Diisliik dozda
toplam protein seviyesi 7 ve 14. giinlerde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak énemli
derecede artma gostermistir (p<0,01). Orta ve yiiksek dozda toplam protein seviyesi 7.
giinde kontrol grubuna gore istatistiksel agindan 6nemli bir artma gosterirken (p<0,01), 14.

giinde kontrol grubuyla arasinda istatistiksel bir fark belirlenmemistir (p>0,01).
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Sekil 63. Toplam proteinin zamana ve konsantrasyonlara bagli degisimi
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BOLUM 4 — ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Hasan KAYA

Sublethal kursun konsantrasyonlarinin tilapia balifinda zamana ve konsantrasyona
bagli olarak albumin {iizerine etkisi Cizelge 19 ve Sekil 64’ te verilmistir. Yapilan
istatistiksel analizler sonucu zamanXkonsantrasyon interaksiyon etkisinin albumin {izerine
(p<0,01) 6nemli oldugu goriilmiistiir. Dolayisiyla albumin konsantrasyonlara ve zamana
bagl olarak degisim gostermektedir. Ilk hafta sonunda diisiik ve orta dozda kontrole gore
istatistiksel bir fark goriilmezken (p>0,01), yiiksek dozda kontrole gore istatistiksel olarak
onemli bir artis belirlenmistir (p<0,01). Ikinci hafta sonunda diisiik dozda kontrole gére
istatistiksel olarak 6nemli bir azalma (p<0,01), orta dozda ise kontrole gore istatistiksel bir
fark elde edilmemistir (p>0,01). Yiiksek dozda ilk haftadaki artigin tersine 14. giinde

kontrole gore istatistiksel olarak dnemli bir azalma meydana gelmistir (p<0,01).
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Sekil 64. Albumin’ in zamana ve konsantrasyonlara bagli degisimi
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BOLUM 4 — ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Hasan KAYA

Sublethal kursun konsantrasyonlarinin tilapia balifinda zamana ve konsantrasyona
bagli olarak bilurubin iizerine etkisi Cizelge 19 ve Sekil 65 te verilmistir. Yapilan
istatistiksel analizler sonucu zamanXkonsantrasyon interaksiyon etkisinin bilurubin
tizerine (p<0,01) 6nemli oldugu goriilmiistiir. Dolayisiyla bilurubin konsantrasyonlara ve
zamana bagli olarak degisim gostermektedir. Diisiik dozda 7 ve 14. giinlerde bilurubin
seviyelerindeki artmalar istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (p>0,01). Orta ve yiiksek
dozda ilk hafta sonunda kontrol grubuna gore bilurubin seviyelerinde istatistiksel olarak
onemli derecede artma goriilmiistiir (p<<0,01). 14. giinde tiim konsantrasyonlarda kontrol

grubuna gore goriilen artma istatistiksel olarak 6nemli bulunmamuistir (p>0,01).

ol Bilirubin
0.5 -
0.4 -

u Kontrol

# Disiik Doz

W Orta Doz

M Yiiksek Doz

TO (0.gtin) T1 (7.giin) T2 (14.gian)  Giinler

Sekil 65. Bilurubin’ in zamana ve konsantrasyonlara bagli degisimi
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BOLUM 4 — ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Hasan KAYA

4.1.4.2.3. Serum Yag Bulgular

In vivo etkide kursun konsantrasyonlarina maruz birakilan tilapia da serum yaglar

bulgularinin zamana ve konsantrasyonlara bagli olarak degisimi gizelge 20 de verilmistir.

Cizelge 20. Serum yaglari iki yonlii varyans analizi (Two-Way Anova/Duncan ¢oklu

karsilastirma testi)

TO 70,682+0,47 | 70,682+0,47 | 70,682+0,47 | 70,682+0,47
(0.gtin) Aa Ba Ba Ba
Trigliserid T1 67,238+3,23 | 90,121+5,30 |117,452+4,33 [ 103,804+5,98
(mgdL™) | (7.giin) Ac Ab Aa Aab
T2 72,208+1,00 |101,365+8,92 |100,460+8,00 | 110,103+7,23
(14.gilin) Ab Aa Aa Aa
TO 126,000+1,65 |126,000+1,65 | 126,000+1,65 | 126,000+1,65
(0.giin) Aa Ba Aa Ba
Kolesterol T1 120,333+7,6 |117,700+2,56| 131,583+8,4 |166,013+7,71
(mgdL™) | (7.giin) Ab Bb Ab Aa
T2 126,533+1,65 | 156,068+5,42 | 99,317+1,31 |125,238+4,56
(14.giin) Ab Aa Bc Bb
TO 52,388+3,72 | 52,388+3,72 | 52,388+3,72 | 52,388+3,72
(0.giin) Aa Aa Aa Aa
(mlé?jtl) TL | 58,285:5,08 | 58,341+5,35 | 32,594+1,34 | 33,070+1,45
(7.giin) Aa Aa Bb Bb
T2 56,895+5,14 | 60,572+4,41 | 53,626+3,17 | 66,477+2,39
(14.giin) Aa Aa Aa Aa

*n=6, ortalamaz standart hata

Not 1: Ayni doku ve konsantrasyonda farkli biiylik harflerle gosterilen zaman

ortalamalar1 arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,01).

Not 2: Ayni doku ve zamanda farkl kii¢iik harflerle gosterilen konsantrasyon

ortalamalar1 arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,01).
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BOLUM 4 — ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Hasan KAYA

Sublethal kursun konsantrasyonlarinin tilapia balifinda zamana ve konsantrasyona
bagli olarak trigliserid tizerine etkisi Cizelge 20 ve Sekil 66’ da verilmistir. Yapilan
istatistiksel analizler sonucu zamanXkonsantrasyon interaksiyon etkisinin trigliserid
tizerine (p<0,01) 6nemli oldugu goriilmiistiir. Dolayistyla trigliserid konsantrasyonlara ve
zamana bagli olarak degisim gostermektedir. Denemenin ilk haftasi sonunda trigliserid
seviyelerinde tiim konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore Onemli derecede artma
goriilmiistiir (p<0,01). Bu artmalar en ¢ok orta dozda (117,45 mg dL™) sonra yiiksek dozda
(103,80 mg dL'l) ve diisiik dozda (90,12 mg dL'l) gerceklesmistir. Deneme sonunda (14.
giin) kontrol grubuna gore tiim konsantrasyonlarda istatistiksel olarak 6nemli bir artma

belirlenmistir (p<0,01).
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Sekil 66. Triglised’ in zamana ve konsantrasyonlara bagli degisimi
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BOLUM 4 — ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Hasan KAYA

Sublethal kursun konsantrasyonlarinin tilapia balifinda zamana ve konsantrasyona
bagli olarak kolesterol lizerine etkisi Cizelge 20 ve Sekil 67’ de verilmistir. Yapilan
istatistiksel analizler sonucu zamanXkonsantrasyon interaksiyon etkisinin kolesterol
tizerine (p<0,01) 6nemli oldugu goriilmiistiir. Dolayisiyla kolesterol konsantrasyonlara ve
zamana bagli olarak degisim gostermektedir. 7. giin sonunda diisiik ve orta dozdaki
kolesterol seviyesi kontrol grubuna gore onemli bir fark goriilmezken (p>0,01), yiiksek
dozda kontrol grubuna gore istatistiksel bir artma tespit edilmistir (p<0,01). Denemenin 14.
giiniinde diisiik dozdaki kolesterol seviyesinde kontrole gore istatistiksel bir artma
belirlenirken (p<0,01), yiiksek dozda kontrole goére bir fark goriillmemis (p>0,01), orta

dozda ise kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli bir azalma meydana gelmistir (p<0,01).

200 - Kolesterol
180 -
160 -
140 -
'ﬂ_ i ¥ Kontrol
g 1009 M Digitk Doz
80 1 M OrtaDoz
60 M Tiksek Doz
40
20 -
e ' Giinler
TO (0.gin) T1 (7.gun) T2 (14.giin)

Sekil 67. Kolesterol’lin zamana ve konsantrasyonlara bagli degisimi
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BOLUM 4 — ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Hasan KAYA

Sublethal kursun konsantrasyonlarinin tilapia balifinda zamana ve konsantrasyona
bagli olarak LDL {izerine etkisi Cizelge 20 ve Sekil 68’ de verilmistir. Yapilan istatistiksel
analizler sonucu zamanXkonsantrasyon interaksiyon etkisinin LDL iizerine (p<0,01)
onemli oldugu goriilmiistiir. Dolayisiyla LDL konsantrasyonlara ve zamana bagli olarak
degisim gostermektedir. Denemenin ilk haftasinda diisiik dozdaki LDL seviyesi kontrol
grubuna gore Onemli bulunmazken (p>0,01), orta ve yiikksek dozda kontrole gore
istatistiksel acidan Onemli bir sekilde azalma goriilmiistiir (p<0,01). 7. glinde orta ve
yiiksek doz arasinda goriilen farklilik istatistiksel olarak 6nemli goriilmemistir (p>0,01).
14. giinde tiim konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore onemli istatistiksel bir fark elde

edilmemistir (p>0,01).
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Sekil 68. LDL’ nin zamana ve konsantrasyonlara bagli degisimi
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BOLUM 4 — ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Hasan KAYA

4.1.4.2.4. Serum Ure, Urik Asit ve Kreatinin Bulgular

In vivo etkide kursun konsantrasyonlarina maruz birakilan tilapia da serum iire, iirik

asit ve kreatinin bulgularinin zamana ve konsantrasyonlara bagli olarak degisimi ¢izelge

21’ de verilmistir.

Cizelge 21. Serum {ire, iirik asit ve kreatinin bulgular iki yonlii varyans analizi (Two-Way

Anova/Duncan ¢oklu karsilastirma testi

B 0.511+0.003 0,511+0,003 0,5114+0,003 0,511+0,003
TO (0.giin) ’ Aa ’
.. Ba Aa Ba
Ure
1 .. 0,551+0,015 0,589+0,007 0,512+0,015 0,549+0,003
(mgdL?) | TI(7.gin) Aab Aa Ab Bab
T2 (14.giin) 0,552+0,009 0,550+0,021 0,542+0,028 0,610+0,005
’ Ab ABb Ab Aa
T0 (0.giin) 0,318+0,02 0,318+0,02 0,318+0,02 0,318+0,02
) Aa Ba Ba Ca
Urik asit T1 (7.giin) 0,307+0,019 0,308+0,004 0,399+0,008 0,512+0,007
(mg dL™) g Ac Bc Ab Aa
T2 (14.giin) 0,321+0,005 0,434+0,015 0,432+0,02 0,440+0,025
) Ab Aa Aa Ba
T0 (0.giin) 0,259+0,018 0,259+0,018 0,259+0,018 0,259+0,018
’ Aa ABa ABa Aa
Kreatinin T1 (7.giin) 0,240+0,016 0,342+0,026 0,325+0,067 0,191+0,018
(mg dL?) s Aab Aa Aa Ab
T2 (14.giin) 0,269+0,014 0,164+0,014 0,170+0,018 0,198+0,018
’ Aa Ba Ba Aa

*n=6, ortalamaz standart hata

Not 1: Ayni doku ve konsantrasyonda farkli biiytik harflerle gosterilen zaman

ortalamalar1 arasindaki farklar dnemlidir (p<0,01).

Not 2: Ayni doku ve zamanda farkli kiiciik harflerle gosterilen konsantrasyon

ortalamalar1 arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,01).
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BOLUM 4 — ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Hasan KAYA

Sublethal kursun konsantrasyonlarinin tilapia baliginda zamana ve konsantrasyona
bagli olarak iire iizerine etkisi Cizelge 21 ve Sekil 69 da verilmistir. Yapilan istatistiksel
analizler sonucu zamanXkonsantrasyon interaksiyon etkisinin tire tizerine (p<0,01) 6nemli
oldugu goriilmiistiir. Dolayisiyla iire konsantrasyonlara ve zamana bagli olarak degisim
gostermektedir. Ik hafta sonunda tiim konsantrasyonlar kontrol grubuyla istatistiksel
olarak benzer bulunmustur (p>0,01). 7. giinde diisiikk doz ile orta doz arasinda istatistiksel
olarak fark bulunmustur (p<0,01). 14. giinde diisiikk ve orta dozda kontrol grubuna oranla
istatistiksel bir fark gozlenmemistir (p>0,01). Yiiksek dozda ise kontrol grubuna gore

onemli bir artma meydana gelmistir (p<0,01).
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Sekil 69. Ure’nin zamana ve konsantrasyonlara baglh degisimi
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BOLUM 4 — ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Hasan KAYA

Sublethal kursun konsantrasyonlarinin tilapia balifinda zamana ve konsantrasyona
bagli olarak iirik asit iizerine etkisi Cizelge 21 ve Sekil 70’ de verilmistir. Yapilan
istatistiksel analizler sonucu zamanXkonsantrasyon interaksiyon etkisinin iirik asit {izerine
(p<0,01) 6nemli oldugu goriilmiistiir. Dolayisiyla iirik asit konsantrasyonlara ve zamana
bagl olarak degisim gostermektedir. ilk hafta sonunda iirik asit seviyesinde diisiik dozda
kontrol grubuna gore istatistiksel bir fark goriilmezken (p>0,01), 14. giinde istatistiksel
olarak 6nemli bir artma olmustur (p<0,01). Orta dozda 7 ve 14. giinlerde kontrol grubuna
gore onemli bir artma gozlenirken (p<0,01), zaman bagli bir artma tespit edilmemistir.

Yiksek dozda 7 ve 14. giinlerde kontrol grubuna gore Onemli bir istatistiksel fark

goriilmiustiir (p<0,01).
ol Urik Asit
0.5
04 -
é.o 0.3 - - u Kontrol
g @ Disiik Doz
0.2 - M Orta Doz
# Yiiksek Doz
0.1 -
0.0 - .
TO (0.giin) T1 (7.giin) T2 (14.gin)  Giinler

Sekil 70. Urik asit’in zamana ve konsantrasyonlara bagl degisimi
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Sublethal kursun konsantrasyonlarinin tilapia balifinda zamana ve konsantrasyona

bagli olarak iirik asit iizerine etkisi Cizelge 21 ve Sekil 71° de verilmistir. Yapilan

istatistiksel analizler sonucu zamanXkonsantrasyon interaksiyon etkisinin tirik asit {izerine

(p<0,01) 6nemli oldugu goriilmiistiir. Dolayisiyla iirik asit konsantrasyonlara ve zamana

bagli olarak degisim gostermektedir. Denemenin ilk haftasinin sonunda kontrol grubuyla

konsantrasyonlar arasinda Kkreatinin seviyesinde istatistiksel bir fark gozlenmemistir

(p>0,01). 14. giinde tiim konsantrasyonlarda kontrol grubuna gére azalma goriiliirken bu

azalmalar istatistiksel olarak 6nemli ¢itkmamustir (p>0,01).

0.25
0.20

mg dL!

0.15
0.10
0.05
0.00

Kreatinin

u Kontrol

# Diisiitk Doz
M Orta Doz

M Yiksek Doz

T0 (0.gtn) T1 (7.giin) T2 (14.gin)  Giinler

Sekil 71. Kreatin’ in zamana ve konsantrasyonlara bagli degisimi
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4.1.4.2.5. Serum Elektrolit Bulgulari

Oreochromis mossambicus’ da belirlenen her derisim ve siirede kursun metalinin

serum elektrolitleri (Ca, Mg, Cl, Fe, P) iizerine etkisi Cizelge 22‘de verilmistir. Iki yonlii

varyans analizi sonucunda serum elektrolitleri tizerine konsantrasyonXzaman interaksiyon

etkisinin 6nemli oldugu goriilmistiir (p<0,01).

Cizelge 22. Serum elektrolitleri iki yonlii varyans analizi (Two-Way Anova/Duncan ¢oklu

karsilastirma testi

TO (0.giin) 10,621+0,50 10,621+0,50 10,621+0,50 10,621+0,50
’ Aa Aa Aa Aa
Kalsiyum T1 (7.0 10,599+0,39 9,149+0,37 7,391+0,16 8,186+0,27
(mmol L) (7.gtin) Aa Bb Bc Bbc
T2 (14.giin) 10,373+0,28 9,616+0,20 6,080+0,007 7,638+0,007
) Aa ABa Bc Bb
T0 (0.giin) 3,026+0,05 3,026+0,05 3,026+0,05 3,026+0,05
) Aa Ba Ba Ba
Magnezyum T1 (7.giin) 3,006+0,18 3,130+0,03 3,583+0,11 3,707+0,06
(mmol L) 8 Ab Bb Aa Aa
T2 (14.giin) 3,258+0,07 3,473+0,05 2,962+0,12 2,924+0,02
) Aab Aa Bb Bb
T0 (0.giin) 79,681+0,8 79,681+0,84 79,681+0,84 79,681+0,84
Aa Aa Ba Ba
Demir T1 (7.giin) 77,134+1,58 61,087+1,36 129,71742,8 59,148+1,31
(ng dLY) £ Ab Bc Aa Cc
T2 (14.giin) 78,374+2,66 58,289+0,86 61,463+0,94 97,392+3,31
Ab Bc Cc Aa
T0 (0.giin) 162,035+4,67 162,035+4,67 162,035+4,67 | 162,035+4,67
’ Aa Ba Ba Ca
Kloriir . 163,107+£6,62 | 345,095+4,68 | 379,362+2,58 | 390,79+6,63
1 T1 (7.giin)
(mmol L™) Ac Ab Aa Aa
T2 (14.giin) 170,763+8,04 161,3384+4,68 | 392,107+6,68 346,97+1,26
) Ac Bc Aa Bb
T0 (0.giin) 5,281+0,43 5,281+0,43 5,281+0,43 5,281+0,43
’ Aa Ba Aa Ba
Fosfor T1 (7.giin) 5,371+0,20 7,607+0,52 6,044+0,19 8,366+0,43
(mmol L™ & Ab Aa Ab Aa
T2 (14.giin) 5,642+0,58 6,459+0,37 5,874+0,13 3,961+0,10
) Aa ABa Aa Bb

*n=6, ortalamaz standart hata

Not 1: Ayni doku ve konsantrasyonda farkli biiyiik harflerle gdsterilen zaman

ortalamalar1 arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,01).

Not 2: Aymi doku ve zamanda farkli kiigiik harflerle gdsterilen konsantrasyon

ortalamalar1 arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,01).
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Denemenin ilk haftas1 sonunda tiim konsantrasyonlarda kalsiyum elektrolitinde
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak Onemli bir azalma goriilmiistir (p<0,01).
Denemenin ikinci haftasinda diisiik dozda kontrole gore istatistiksel bir fark goriilmezken
(p>0,01), orta ve yiiksek dozda kontrole gore 6nemli bir azalma (p<0,01) tespit edilmistir
(Sekil 72).

Magnezyum elektroliti denemenin 7. giiniinde diisiik dozda istatistiksel olarak bir
aymrim gostermezken (p>0,01), orta ve yiiksek dozda istatistiksel olarak 6nemli derecede
artma gostermistir (p<0,01). 14. giinde denenen tiim dozlar kontrol grubuyla istatistiksel
bir fark gostermemistir (Sekil 72).

Demir, denemenin ilk haftasinda orta dozda kontrole gore istatistiksel olarak
onemli derecede artma gosterirken (p<0,01), diisiik ve yiiksek dozlarda kontrol grubuna
gore istatistiksel fark gdstermemistir (p>0,01). Denemenin ikinci haftasinda diisiik ve orta
dozlarda demir seviyesinde kontrol grubuna gore 6nemli derecede bir diisme gozlenmesine
ragmen (p>0,01), yiiksek dozda kontrol grubuna gore 6nemli bir artma (p>0,01) tespit
edilmistir (Sekil 74).

Kloriir denemenin 7. giiniinde tiim dozlarda kontrol grubuna gore 6nemli bir artis
gostermistir (p<0,01). 14. giinde diisiik dozda kontrol grubuna gore bir fark bulunmamais
olmasina ragmen (p>0,01), orta ve yiiksek dozda istatistiksel olarak Gnemli bir artma
belirlenmistir (Sekil 75).

Fosfor elektroliti denemenin ilk haftasinin sonunda diisiik ve yiiksek dozlarda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli oranda artmis (p>0,01), orta dozda kontrol
grubuyla benzer bulunmustur (Sekil 76). Deneme sonunda (14. giin) diisiik ve orta dozda
kontrole gore fark goriilmemistir (p>0,01). Yiiksek dozda ise kontrole gore istatistiksel

olarak dnemli bir azalma meydana gelmistir (p<0,01).
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12 Kalsiyum
10 -
8 -
j 6l u Kontrol
=
5 wDisik Doz
4 W Orta Doz
¥ Yiksek Doz
2 -
0 - .
TO (0.giin) T1 (7.giin) T2 (14.giin) Giinler
Sekil 72. Kalsiyum’un zamana ve konsantrasyonlara bagli degisimi
il Magnezyum
4.0 -
35 4
3.0 -
; 22 u Kontrol
E 2.0 - # Diisiik Doz
1.5 - M Orta Doz
1.0 - ¥ Yiksek Doz
0.5 -
0.0 - ] )
TO (0.giin) T1 (7.giin) T2 (14.gian)  Giinler

Sekil 73. Magnezyum’un zamana ve konsantrasyonlara bagli degisimi
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el Demir
140 -
120 -
100 -
% 80 - @ Kontrol
) s
2 # Disiik Doz
60 - "
M Orta Doz
40 + # Yiksek Doz
20 -
0 | }
TO (0.giin) T1 (7.giin) T2 (14.gian)  Giinler
Sekil 74. Demir’in zamana ve konsantrasyonlara bagli degisimi
430 - Kloriur
400 -
350 -
300 -
- |
= 220 M Kontrol
=
£ 200 1 ¥ Dusik Doz
150 M OrtaDoz
100 - ¥ Tiksek Doz
50 -
0 = T
TO (0.gtin) T1 (7. giin) T2 (14.gin)  Giinler

Sekil 75. Kloriir’'un zamana ve konsantrasyonlara bagh degisimi
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10 Fosfor
9 -
g
7.
& 8
= 5 u Kontrol
E 4 # Diisitk Doz
3 W Orta Doz
2 - M Yiksek Doz
1 -
0 - 1
TO (0.gin) T1 (7.giin) T2 (14.gin)  Ginler

Sekil 76. Fosfor’un zamana ve konsantrasyonlara bagli degisimi
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4.1.4.3. immunolojik Parametreler

4.1.4.3.1. Fagositik Aktivite Bulgular:

Sublethal kursun konsantrasyonlarinin tilapia balifinda zamana ve konsantrasyona
bagli olarak fagositik aktivite ilizerine etkisi Cizelge 23 ve Sekil 77’ de verilmistir. Yapilan
istatistiksel analizler sonucu zamanXkonsantrasyon interaksiyon etkisinin fagositik aktivite
lizerine etkisinin Onemli oldugu gorilmiistiir (p<0,01). Dolayisiyla fagositik aktivite
konsantrasyonlara ve zamana bagli olarak degisim gdstermektedir. Denemenin 7. giliniinde
fagositik aktivitede yiiksek dozda kontrole gore istatistiksel bir fark gozlenmezken
(p>0,01), diisiik ve orta dozda kontrole gore istatistiksel olarak Onemli bir azalma
goriilmustir (p<0,01). Deneme sonunda kontrol grubuna gore tiim konsantrasyonlarda

istatistiksel olarak 6nemli bir azalma belirlenmistir (p<0,01).

Fagositik Aktivite
70 -
60 -
50 -
. 40 -
= u Kontrol
2 # Diisiik Doz
20 - uOrta Doz
10 - M Yiksek Doz
0 - : )
TO (0.giin) T1 (7.giin) T2 (14.giin) Giinler

Sekil 77. Fagositik aktivite’nin zamana ve konsantrasyonlara bagli degisimi
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4.1.4.3.2. Fagositik Indeks Bulgulari

Sublethal kursun konsantrasyonlarinin tilapia baliginda zamana ve konsantrasyona
bagli olarak fagositik indeks iizerine etkisi Cizelge 23 ve Sekil 78’ de verilmistir. Yapilan
istatistiksel analizler sonucu zamanXkonsantrasyon interaksiyon etkisinin fagositik indeks
tizerine etkisinin 6nemli oldugu gorilmistir (p<0,01). Dolayisiyla fagositik indeks
konsantrasyonlara ve zamana bagli olarak degisim gostermektedir. 7. ve 14. giinde
fagositik indekste tiim konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli
bir azalma goriilmiistiir (p<0,01). Deneme konsantrasyonlari arasinda zaman artisina bagh

olarak fark tespit edilmemistir (p>0,01).

3.0 - Fagositik Indeks
2,5
20 1
u Kontrol
2 @ Diisik Doz
M Orta Doz
i # Yiksek Doz
05 -
0.0 - 1 )
TO (0.giin) T1 (7.giin) T2 (14.giin) Giinler

Sekil 78. Fagositik indeks’in zamana ve konsantrasyonlara bagli degisimi
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4.1.4.3.3. NBT Bulgulan

Sublethal kursun konsantrasyonlarinin tilapia baliginda zamana ve konsantrasyona
bagli olarak NBT iizerine etkisi Cizelge 23 ve Sekil 79° da verilmistir. Yapilan istatistiksel
analizler sonucu zamanXkonsantrasyon interaksiyon etkisinin NBT iizerine (p>0,01)
etkisinin 6nemli olmadig1 goriilmiistiir. NBT aktivitesinde denemenin 7. gilinlinde tiim
konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak Onemli bir fark
gbézlenmemistir (p>0,01). 14. giinde diisiik ve orta dozdaki azalma kontrole gore
istatistiksel olarak onemli bulunmamistir (p>0,01). Yiiksek dozda ise kontrol grubuna gore

onemli bir azalma tespit edilmistir (p<0,01).

N NBT
w28
2
g u Kontrol
:: 151 # Disiik Doz
jasi
Z W Orta Doz
=1 1 -
g M Yiiksek Doz

0.5 -

0 - : i
TO (0.giin) T1 (7.giin) T2 (14.gin)  Giinler

Sekil 79. NBT’ nin zamana ve konsantrasyonlara bagli degisimi
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4.1.4.3.4. Lizozim Aktivitesi Bulgular:

Sublethal kursun konsantrasyonlarinin tilapia baliginda zamana ve konsantrasyona
bagli olarak lizozim aktivitesi lizerine etkisi Cizelge 23 ve Sekil 80’ de verilmistir. Yapilan
istatistiksel analizler sonucu zamanXkonsantrasyon interaksiyon etkisinin lizozim
aktivitesi lizerine etkisinin 6nemli olmadig1 goriilmiistiir. Lizozim aktivitesi denemenin ilk
haftas1 sonunda tiim konsantrasyonlarda kontrol grubuyla farksiz bulunmustur (p>0,01).
Denemenin 14. giiniinde lizozim aktivitesi tiim dozlarda kontrole gore istatistiksel a¢idan

onemli azalma gostermistir (p<0,01).

2000 - Lizozim
1800 -
1600 &
1400 -
% 1200 1 u Kontrol
o 1000 # Diisiitk Doz
800 - M Orta Doz
600 - M Yiksek Doz
400 -
200 -
93 - ] = 3 Giinler
TO (0.giin) T1 (7.giin) T2 (14 giin)

Sekil 80. Lizozim aktivitesi’ nin zamana ve konsantrasyonlara bagl degisimi

128



BOLUM 4 — ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Hasan KAYA

4.1.4.3.5. Miyeloperoksidaz Aktivitesi Bulgulari

In vivo etkide kursun konsantrasyonlarmin tilapia bahiginda zamana ve
konsantrasyona bagli olarak miyeloperoksidaz aktivitesi iizerine etkisi Cizelge 23 ve Sekil
81 de wverilmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucu zamanXkonsantrasyon
interaksiyon etkisinin miyeloperoksidaz aktivitesi iizerine etkisinin Onemli oldugu
goriilmistir (p<0,01). Dolayisiyla miyeloperoksidaz aktivitesi konsantrasyonlara ve
zamana bagh olarak degisim gostermektedir. Miyeloperoksidaz aktivitesi denemenin 7.
giiniinde diisiik dozda kontrol grubuyla benzerlik gosterirken (p>0,01), orta ve yiiksek
dozda kontrole gore istatistiksel agidan 6nemli bir azalma gostermistir (p<0,01). 7. giinde
diisik doz ile orta ve doz arasinda da istatistiksel benzerlik bulunmustur (p>0,01).
Denemenin 14. giinde tiim konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

onemli azalmalar (p<0,01) tespit edilmistir (Sekil 81).

140 - a Miyeloperoksidaz
120 -
100 -
K 8 u Kontrol
q - -
= 60 - # Diisiik Doz
Orta Doz
40 1 @ Yiiksek Doz
20 -
0- , )
TO (0.giin) T1 (7 giin) T2 (14.giin) Giinler

Sekil 81. Miyeloperoksidaz aktivitesi’nin zamana ve konsantrasyonlara bagli degisimi

129



BOLUM 4 — ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Hasan KAYA

Cizelge 23. Immunolojik parametreler iki yonlii varyans analizi (Two Way Anova/Duncan

coklu karsilastirma testi)

Zaman Kontrol Diisiik Doz Orta doz Yiiksek Doz
T0 (0.giin) 56,38+1,69 56,38+1,69 56,38+1,69 56,38+1,69
L. Aa Aa Aa Aa
Faaft?\i::;k T1 (7.giin) 57,73£1,70 42,84+0,87 45,04+2,54 60,61+2,47
% Aa Bb Bb Aa
T2 (14.giin) 56,85+£2,16 38,24+1,76 48,13+1,19 45,23+0,98
Aa Bc Bb Bb
T0 (0.giin) 2,08+0,05 2,08+0,05 2,08+0,05 2,08+0,05
Aa Aa Aa Aa
Fagositik T1 (7.giin) 2,12+0.11 1,26+0,03 1,33+0,08 1,63+0,03
indeks Aa Bc Bbc Bb
.. 2,3140,14 1,45+0,10 1,36+0,06 1,40+0,12
T2 (14.giin) Aa Bb " o
T0 (0.giin) 2,56+0,24 2,56+0,24 2,56+0,24 2,56+0,24
NBT Aa Aa Aa Aa
(MgNBT | | (7.giin) 2,620,15 2,67+0,14 2,57+0,31 2,36+0,23
formazan Aa Aa Aa Aa
mL) o, (14,41 2,55+0,37 2172021 2.1720.10 1374012
.glin) Aa Aa s o
T0 (0.giin) 1599+157,2 1599+157,2 1599+157,2 1599+157,2
. . Aa Aa Aa Aa
Lizozim
L . 1411,7+121,72 1408+90,90 1250+83,03 1251,67+116,32
aktivitesi | T1 (7.giin)
(UmLY - Aa Aa Aba
T2 (14.giin) 1768,3+200,22 | 1271,67+116,32 1236,67+115 853,33+38,70
Aa Ab Ab Bb
T0 (0.giin) 110,33+3,63 110,33+3,63 110,33+3,63 110,33+3,63
Aa Aa Aa Aa
peI:’/l))fsli(()j_az T1 (7.giin) 125,4349,88 121,194+2,51 103,1+9,02 104,61+6,21
uL?h Aa Aab Ab Ab
T2 (14.giin) 115,83+4,87 88,9+2,73 78,86+3,19 55,54+4,23
Aa Bb Bb Bc

*n=6, ortalamaz standart hata

Not 1: Ayni parametre ve konsantrasyonda farkl biiyiik harflerle gosterilen zaman

ortalamalar1 arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,01).

Not 2: Ayn1 parametre ve zamanda farkli kiiciik harflerle gosterilen konsantrasyon

ortalamalar1 arasindaki farklar 6nemlidir (p<0,01).
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4.2.TARTISMA

4.2.1. Na'/K"-ATPaz Enzim Aktivitesi

Baliklarda solungaglar, gaz alis verisi, iyon (Na*, CI" ve Ca*?) tasinmast, asit — baz
dengesi ve azotlu bilesiklerin atilmasinda gorev alan organlardir (Evans, 1980; Ay ve ark.,
1999). Solungag epitelleri ise kirletici ile organizma arasindaki ilk ara yiiz oldugundan,
sucul ortamdaki kirleticilere kars1 en 6nemli hedeflerdir (De la Torre ve ark., 2007). Hem
deniz hem tathi su kemikli baliklarinda o6zellikle solungag, bobrek ve bagirsak gibi
osmoregiilatér organlara 6zgii bir enzim olan Na'/K'-ATPaz enzimi temelde hiicre igi
homeostazisin korunmasindan sorumludur (Atl, 2009). Na'/K'-ATPaz enzimi hemen
hemen tiim hayvansal dokularda bulunabilen hiicre membranindan Na* ile K* transferini
gerceklestiren bir proteindir. Na'/K*-ATPaz enzimi, ATP’ den saglanan enerjiyle hiicre
icindeki 3 Na* iyonunu hiicre disma, 2 K* iyonunu hiicre i¢ine tasimaktadir (Sweadner,
1989).

Agir metallerin Na'/K*-ATPaz enzimi iizerine etkileri ile ilgili bircok arastirma
yapitlmistir (Canli ve Stagg, 1996; Ay ve ark., 1999; De la Torre ve ark., 2005; Atl ve
Canli., 2011). Akut ve kronik uygulamalarda Na'/K'-ATPaz enziminin agir metallere
tepkisi, metale maruz birakma siiresine, konsantrasyona, metal ve doku tiiriine gore
degismektedir (Atli ve Canli, 2011). Yapilan hem in vivo hem de in vitro galismalarda
Na'/K'-ATPaz enziminin agr metallere duyarli oldugu goriilmektedir (Watson ve
Beamish, 1981; Morgan ve ark., 1997; Ay ve ark., 1999; Atli, 2009). Agir metallere in
vitro maruz kalan canlilarda enzim genellikle inhibe olurken, in vivo etkide bu kadar agik
degildir. Ayni zamanda in vivo etkilerde inhibisyonla beraber enzim aktivitesinde artiglar
da goriilebilmektedir (Ay ve ark., 1999). Zn**’nin alabalikta solunga¢ Na'/K*-ATPaz
aktivitesini in vivo kosullarda arttirdig, in vitro kosullarda ise azalttigit Watson ve Baemish
(1981) tarafindan belirtilmistir.

Bu calismada sublethal kursun konsantrasyonlarina in vivo etkide 14 giin siireyle
maruz birakilan tilapia baliklarinda Na'/K'-ATPaz enzim aktivitesi incelenmistir. Buna
gore Na'/K*-ATPaz enzimi deneme baslangicinda kontrol grubu solunga¢ dokusunda 3,36
umol Pi/mg prot./sa., karaciger dokusunda 1,34 pmol Pi/mg prot./sa., bagirsak dokusunda
5,02 umol Pi/mg prot./sa., kas dokusunda 2,43 pumol Pi/mg prot./sa., beyin dokusunda
12,82 umol Pi/mg prot./sa. ve bobrek dokusunda 3,65 pumol Pi/mg prot./sa. olarak tespit

edilmistir. Kontrol grubunda elde edilen verilerin 6nceki ¢alismalarda baliklarda belirtilen
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araliklarin (1-21 pmol Pi/mg prot./sa.) i¢erisinde oldugu gozlenmektedir (Ventrella ve ark.,
1990; Diaz ve ark., 1998; Atli, 2009).

Bu calismada Na'/K*-ATPaz enzim aktivitesinin; zamana, konsantrasyona ve doku
tiirline gore degistigi, bu ii¢ faktoriin interaksiyon halinde de enzim aktivitesi iizerinde
etkili oldugu gériilmiistiir (p<0,05). Calismada solunga¢ Na'/K'-ATPaz enzim aktivitesi
zaman ve konsantrasyon artisina paralel olarak diisiis gdsterirken, karaciger Na'/K'-ATPaz
enzim aktivitesi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli bir fark gdstermemistir
(p>0,05). Bagirsak ve beyin Na'/K'-ATPaz enzim aktivitesinde zamana ve
konsantrasyonlara bagli inhibisyonlar goriiliirken, kas ve bobrek Na*/K'-ATPaz enzim
aktivitesinde kontrol grubuna goére bazi zaman ve konsantrasyonlarda istatistiksel olarak
onemli artiglar tespit edilmistir. Genel olarak c¢alisma sonucunda solungag, bagirsak ve
beyin Na'/K'-ATPaz enzim aktivitesinde kontrol grubuna gore oOnemli azalmalar
goriiliirken, kas ve bobrek dokusunda kontrol grubuna gore bazi zaman ve
konsantrasyonlarda artiglar belirlenmistir. Ayrica karaciger Na'/K'-ATPaz enzim
aktivitesinde kontrol grubuna gore tiim derisimlerde zamana ve konsantrasyonlara bagli bir
degisim gozlenmemistir (p>0,05).

Bu sonuglar 1s131nda Na*/K*-ATPaz enzim aktivitesinde goriilen azalmalar; enzim
molekiiliiniin stlfidril (-SH) gruplarinin metallere kars1 ¢ok duyarli olmasindan, kursunun
enzimin aktif bolgesindeki karboksil grubuna baglanip fosforilasyon aktivitesini
indirgemesinden, membranda meydana gelen hasarlardan ya da iyon hemostazisinde
olusan bozukluklardan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir (Atli ve Canli, 2011). Enzim
aktivitesindeki artiglar ise telafi mekanizmalarinin enzim kaybini kurtarmak i¢in verdigi
tepkiler olabilir (Stagg ve Shuttleworth, 1982; Lauren ve McDonald, 1987; Ay ve ark.,
1999; Atli, 2007).

Yapilan ¢aligmalar kursun ve diger agir metallerin Na'/K'™-ATPaz enzim
aktivitesini inhibe ettigini gostermektedir (Ay ve ark., 1999; Handy ve ark., 2002; Hoyle
ve ark., 2007; Atli ve Canli, 2011). Ay ve ark. (1999), Tilapia zillii’ yi 0,5, 1,2 ve 4 mg L™
bakir ve kursun konsantrasyonlarma 14 giin boyunca maruz biraktiklar1 ¢alismalarinda
solunga¢ Nat/K+-ATPaz enzim aktivitesinin Onemli derecede inhibe oldugunu
belirtmislerdir. Rogers ve ark. (2003), yaptiklari ¢alismalarmda 1 mg L™ kursun
konsatrasyonuna maruz biraktiklar1 alabaliklarda 2. giin sonunda solungag¢ Na'/K*-ATPaz
enzim aktivitesinde %40 inhibisyon tespit etmislerdir. Sonuc¢ta, kursunun Ca™ ile
yarigtigini, solunga¢ klorit hiicre membranini kursunun da Ca*? ile benzer yolla gectigi

belirtilerek olusan inhibisyonu iyon dengesinin diizenlenmesinde olusan hasarlara
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baglamistir. Tatl1 su baliklarinda solungag klorit hiicreleri Ca*? alimmin gerceklestigi temel
bolgedir. Ca*? iyonlarmm sudan klorit hiicrelerle tasmimi gradyana gore pasif bir
mekanizmayla gerceklesir. Ca* iyonlarimin su ortamindan alinmasi klorit hiicre sayisi ile
dogru orantili olup klorit hiicrelerde meydana gelen hasarlarin Ca*? alimim etkiledigi
belirtilmektedir (MacKenzie ve Perry, 1997; Atli, 2009). Elde edilen sonuglar, plazma
Ca*? seviyesinin azalmasi, Na'/K'-ATPaz inhibisyonu, dokularda kursun birikiminin
gozlendigi bu calisma ile de desteklenmektedir.

Atl1 (2009), yaptig1 tez ¢alismasinda Oreochromis niloticus’ u (0; 0,1; 0,5; 1,0; 1,5
ug mL™Y) Cu*? Cd*? Cr*®, Ag" and Zn"®nin 96 saat siireli etkisine ve 0,05 pg mL™
derisimindeki ayn1 metallerin farkl1 siirelerle (0, 5, 10, 20, 30 giin) Na'/K*-ATPaz, Mg~-
ATPaz, Toplam-ATPaz, Ca?-ATPaz enzim aktivitelerine etkilerini ¢alismistir. Sonugta
metallerin akut ve kronik kosullarda Na*/K*-ATPaz ve Ca=-ATPaz enzim aktivitelerinde
inhibisyona ugradigi, Toplam-ATPaz ve Mg?-ATPaz enzim aktivitelerinde azaliglarin yani
sira artiglarin da oldugunu bildirmistir.

Thaker ve ark. (1996), kemikli baliklardan Periophthalmus dipes ’te kromun
konsantrasyona ve zamana gore Na'/K'-ATPaz enzim aktivitesi iizerine etkisini
inceledikleri ¢aligmalarinda solungag, bagirsak ve bobrekte dnemli oranlarda inhibisyonlar
elde etmislerdir. Elde ettikleri bulgular 1s181inda maruz kalma siiresinin konsantrasyondan
daha Gnemli oldugunu belirtmislerdir. Morgan ve ark. (1997), 10 pg L' Ag" metaline
maruz biraktiklar1 alabalikta 48 saat sonra Na'/K*-ATPaz enzim aktivitesinde %85’e varan
inhibisyon tespit etmislerdir. Baliklarda Na'/K*-ATPaz enzim aktivitesi; balik ve metal
tiiriine, maruz kaldig: silireye gore degismektedir. Stagg ve ark. (1992), yaptiklan arazi
calismasinda Platichtys flesus baliginda civa kontaminasyonu ile solungag Na'/K*-ATPaz
enzim arasindaki iligkiyi arastirmiglardir. Sonugta kirli olarak kabul edilen bolgede daha
temiz bolgeye gore Na'/K'-ATPaz enzim aktivitesinin daha diisiik oldugu ve civa
kirliligiyle Na'/K'-ATPaz enzimi arasinda negatif bir korelasyon oldugunu ortaya
koymuslardir.

Bu calismada bobrek ve kas dokularinda Na*/K*-ATPaz enzim aktivitesinde artislar
goriilmiistiir. Bu artislar kursun metali sonucu inhibe olmus enzimlerin, hemostatik
diizenlemelerle kayiplarin azaltilmast ve normale dondiiriilmesi cabalar1 olabilir. Bu
kurtarma muhtemelen bazi dokularda enzim sayisinin arttirilmasi yada antioksidan
mekanizmalarin devreye girmesiyle ile gergeklestirilmektedir (Ay ve ark., 1999). Stagg ve
Shuttleworth (1982), yaptiklar1 ¢calismalarinda Platichthys flesus baliginda in vivo olarak

200 pg L bakir etkisini arastirmislar ve solunga¢ Na'/K'-ATPaz enzim aktivitesinde
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inhibisyon tespit etmislerdir. Fakat ¢aligmalarinda enzimin kontrol seviyesine geri donmek
i¢in telafi mekanizmalarinin galistigini belirtmislerdir. Lauren ve McDonald (1987) Salmo
gairdneri’ yi 28 giin boyunca 55ug L™ bakir konsantrasyonlarina maruz birakmuslar ve 24
saat sonunda solunga¢ Na'/K'-ATPaz enzim aktivitesinde %33 inhibisyon belirlemislerdir.
Fakat 14. giinde bu inhibisyonun geri kazanildigint ve kontrolle esitlendigini
bildirmislerdir. Bu durum metal derisimlerinin ¢ok yiiksek olmadigi durumlarda enzim
yapisinda geri doniisiimsiiz degisiklik yapmak i¢in miimkiin olmakta fakat her zaman
gerceklesememektedir. Ornegin; Verma ve ark. (1983), Notopterus notopterus’ u 30 giin
boyunca sublethal civa konsantrasyonlarina (0,0176 - 0,088 mg L) maruz birakmustr.
Calisma sonucunda Na'/K*-ATPaz enzim aktivitesinin tiim dokularda inhibisyona ugradig1
ve en diisiik doz hari¢ diger tiim konsantrasyonlarda geri doniisiimiin miimkiin olmadigin1

vurgulamiglardir.

4.2.2. Glutatyon (GSH)

Glutatyon (y-glutamilsistein glisin), organizmada tiyol grubu igeren, diisiik molekiil
agirlikly, tripeptit yapida onemli bir antioksidandir. Glutatyon basta karaciger olmak iizere
pek ¢ok dokuda, organizmanin tiim hiicrelerinde yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. GSH
ve onu metabolize edici antioksidan enzimler, reaktif oksijen tiirevlerinin yol agtigi
hiicresel hasar karsisinda biiyilik bir savunma saglarlar (Avellini ve ark., 1993). Glutatyon,
serbest radikallerle ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi
korur. Protein yapisindaki siilfidril (-SH) gruplarini indirgenmis halde tutarak birgok
proteinin ve enzimin inaktivasyonunu engeller. Aminoasitlerin membrandan gegisini
saglar. Glutatyonunun konsantrasyonu ve hiicresel salinma hizi serbest oksijen
radikallerinin olusturdugu oksidatif stresin bir gostergesidir (Halliwell, 1999).

Kursun toksisitesi sonucu olusan oksidatif stresin tam mekanizmasi glinlimiizde
hala bilinmemektedir. Kursun toksisitesinin etkiledigi mekanizmalardan biri de
glutatyondur. Kursun, GSH gibi siilfidril gruplara baglanarak, tiyol oksidasyon-rediiksiyon
reaksiyonlarm1 degistirmekte ve GSH gibi rediikte tiyollerin kaybi ile hiicresel
fonksiyonlar1 bozmaktadir (Giirer ve Ercal, 2000).

Bu calismada sublethal kursun konsantrasyonlarina (0; 0,5; 2,5; 5 mg L’l) in vivo
etkide 14 giin silireyle birakilan tilapia (Oreochromis mossambicus) baligi dokularinda
(solungag, karaciger, bagirsak, kas, bobrek ve beyin) GSH seviyesi incelenmistir. 0.glinde
tiim baliklar kontrol grubu gibiyken dokularda 6lgiilen GSH seviyeleri sirasiyla; solungacta

5,63 umol GSH g protein'l, karacigerde 4,97 umol GSH g protein'l, bagirsakta 8,15 umol
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GSH g protein™, kasta 6,65 pmol GSH g protein™, beyinde 5,76 pmol GSH g protein™ ve
bébrekte 3,22 pmol GSH g protein™ dir. Kontrol grubunda elde edilen verilerin dnceki
calismalarda baliklarda belirlenen GSH seviyeleriyle benzer oldugu goriilmistiir (Atli ve
Canli, 2007; Firat ve Kargin, 2010; Zirong ve Shijun, 2007; Hoyle ve ark., 2007).

Bu calismada GSH seviyesinin; zamana, konsantrasyona ve doku tiiriine gore
degistigi, bu li¢ faktoriin interaksiyon halinde de enzim aktivitesi iizerinde etkili oldugu
goriilmiistiir (p<0,05). Dolayisiyla dokularin GSH seviyesi tizerine etkisi konsantrasyon ve
zamana gore, konsantrasyonlarin GSH aktivitesi iizerine etkisi dokulara ve zamana gore,
zamanin GSH seviyesi lizerine etkisi konsantrasyon ve dokulara gore degismektedir.
Calismada GSH seviyesi solunga¢ dokusunda 7. giinde tiim konsantrasyonlarda artarken
(p<0,05), 14. giinde sadece diisiik dozda artmis (p<0,05) diger dozlarda azalmistir
(p<0,05). Karacigerde 7. giinde diisitk dozda artma (p<0,05) gosteren GSH seviyesi ise,
yiksek dozda azalmistir (p<0,05). GSH seviyesi 14. giinde karaciger dokusunda tiim
konsantrasyonlarda artmistir. Bagirsak dokusunda 7. gilinde diisiik ve orta dozda azalmus,
yiiksek dozda artmistir (p<0,05). 14. giin tiim bagirsak doku konsantrasyonlarinda GSH
azalma gostermistir. Kas dokusunda ilk hafta sonu diisiik ve orta dozda artan GSH, 14. giin
yiiksek dozda da onemli bir artig gostermistir. Beyin dokusunda da ilk hafta sonunda tiim
konsantrasyonlarda GSH diizeyinde artma goriiliirken, 14. glinde sadece yiiksek dozda artis
goriilmiistiir. 7. giinde bobrek dokusundaki GSH diizeyi ¢ok degismezken (diisiik dozda
artis harig), 14. giinde tiim dozlarda artislar goriilmiistiir.

Elde edilen veriler sonucunda GSH seviyesinde goriilen artislar; 1limli oksidatif
stres kosullarinda GSH sentezindeki artisa bagl uyarlanabilir bir mekanizma olarak GSH
miktarinda meydana gelen artislar olarak yorumlanabilir. Bunun yaninda, yogun oksidatif
stres kosullarinda GSH diizeyleri azalarak uyarlanabilir korunma mekanizmasi
kaybedilmektedir (Zhang ve ark., 2004). Glutatyon hiicre ici serbest radikalleri
temizlemekle gorevli en Onemli antioksidandir. Oksidatif stres halinde glutatyon
sentezinde artislar olmakta ve bu hiicre i¢i glutatyon seviyesini arttirmaktadir. Fakat
kursun, hiicrelerde oksidan — antioksidan dengesini bozarak lipid peroksidasyonu ile DNA
hasari olusturabilir ve hiicrenin antioksidan savunma sistemlerini tiiketebilir.

Bu c¢alismada; bazi doku, konsantrasyon ve zamanlarda GSH diizeylerinde
azalmalar goriilmiistiir. GSH miktarinda ki bu azalmalar, serbest radikal olusumunun ve
lipid peroksidasyonunun uzun siireli artigina bagli olarak hiicresel antioksidan savunma
sisteminin asilmasi ve antioksidan enzim aktivitelerinde azalmalarin goriilmesiyle

aciklanabilir. Bunun yaninda bazi bilim adamlar1 metal etkisinde GSH seviyelerindeki
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azalmalari, GSH sentez mekanizmasinin bloklanmasina da baglamaktadirlar (Griffith,
1999).

Karaciger, glutatyonun sentezlendigi ve metal etkisinde balig1 oksidatif stresten
korumak i¢in birincil savunma mekanizmasi olarak kabul edilmektedir. Bu ¢alismada ilk
hafta sonunda karacigerde sadece diisiik dozda GSH seviyesinde artis gozlenmis, yliksek
dozda GSH seviyesinde azalma goriilmiistiir. Bu durum ilimli oksidatif stres gdzlenen
diisiik dozda GSH iiretiminin arttigini, antioksidan enzimlerin daha tiikenmedigini, yiiksek
dozda ise o siirede antioksidan enzimlerde yogun oksidatif stres kosullarinda tiilkenme
oldugu ile agiklanabilir. Deneme sonunda incelenen tiim dokularda GSH seviyesinin
yiikksek bulunmasi, tim konsantrasyonlarda canlinin yogun radikal {iretimine karst
kendilerini savunmak i¢in GSH {iretimini maksimum arttirdig1 ve antioksidan stoklarinin
titkenmedigi olgusu ile aciklanabilir.

Yapilan ¢alismalar kursun ve diger agir metallerin baliklarda GSH diizeyinde artma
ve azalmalara sebep oldugunu goéstermektedir (Pena ve ark., 2000; Elia ve ark., 2003; El-
Demerdash, 2004; Lima ve ark., 2006; Atli ve Canli, 2007; Firat, 2010; Luschak, 2011).
Lima ve ark. (2006), Oreochromis niloticus’u evsel ve hayvansal atik su
kontaminasyonuna maruz biraktiklari ¢calismalarinda baligin karaciger dokusunda ilk hafta
sonunda glutatyon seviyelerinde azalma, 90 giin sonra ise artma oldugunu gézlemisler ve
baligin kronik toksisiteye adapte oldugunu bildirmislerdir. Hoyle ve ark. (2007), Afrika
yaymn baligim bakir iceren (1,5 g Cu kgfl) yemlerle besledikleri ¢calismalarinda 30 giin
sonunda bagirsak GSH diizeyinde yaklasik iki kat artis tespit etmislerdir. Diger yandan
Ahmad ve ark. (2005), Anguilla anguilla’yt 1 ve 2,5 uM’lik Cu konsantrasyonlarina
maruz birakmislar, baligin solunga¢ ve bobrek dokusu GSH seviyelerinde azalma tespit
etmislerdir. Bu sonucu baligin oksidatif stresten korunmak ve olusan serbest radikal
iretimine karsilik GSH iiretiminin artmasi ve stoklarda tiilkenme ile agiklamislardir.
Zirong ve Shijun (2007), yaptiklari cahismalarinda O.niloticus’'u 3 mg L™* Cd
konsantrasyonuna maruz birakmiglar ve GSH stoklarinda tilkenme tespit etmislerdir. Ath
ve Canli (2007), ¢alismalarinda O.niloticus’u 0; 5; 10; 20 uM’lik Cu, Zn, Cd ve Pb
konsantrasyonlarina maruz birakarak karaciger, bagirsak, solungag, kas ve kanda GSH ve
Metallothionein  (MT) aktivitelerini incelemislerdir. Calisma sonucunda GSH
seviyelerindeki degisimlerin doku, metal tiirii ve maruz kalma siiresiyle degistigi, kursuna
maruz birakma {izerine ¢alisilan dozlarda GSH seviyelerinde dnemli degisimlerin olmadigi

belirtilmistir.
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4.2.3. TBARS

Agir metaller gibi gesitli kirleticilerin etkisi altinda organizmalarda serbest oksijen
radikalleri (ROS) sayisinda artis goriilmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 1990). Serbest
oksijen radikallerinin hiicre savunma sisteminin koruyucu etkisini asacak kadar fazla
olugsmasi, metabolizmadaki zararli etkisini en hassas bilesikler olan lipidler iizerinde
gosterirler. Membranlarin yapisinda yer alan doymamis fosfolipidler ve kolesterol, serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek lipid peroksidasyonu olusturur (Porter, 1984).
Biyolojik membran bir¢ok doymamis yag asidi i¢erdigi icin ROS i¢in en 6nemli hedeftir.
Organizmalarda lipid membran peroksidasyonu, akiskanlifin azalmasina, gecirgenligin
artmasina sebep olarak hiicresel fonksiyonlarin degismesine neden olur (Hirosumi ve ark.,
1988).

Bu calismada sublethal kursun konsantrasyonlarina (0; 0,5; 2,5; 5 mg L‘l) in vivo
etkide 14 giin siireyle birakilan tilapia (Oreochromis mossambicus) baligi dokularinda
(solungag, karaciger, bagirsak, kas, beyin ve bobrek) lipid peroksidasyonun gostergesi olan
TBARS diizeyi incelenmistir. Deneme baslangicinda saglikli baliklarin organlarinda
TBARS seviyeleri; solungag: 4,89 nmol mg protein™, karaciger: 3,94 nmol mg protein™,
bagirsak: 3,06 nmol mg protein™, kas: 3,02 nmol mg protein™, 3,35 nmol mg protein™,
4,69 nmol mg protein™ olarak bulunmustur.

Bu calismada TBARS diizeyinin; zamana, konsantrasyona ve doku tiirline gore
degistigi, bu li¢ faktoriin interaksiyon halinde de enzim aktivitesi iizerinde etkili oldugu
goriilmiistiir (p<0,05). Fakat dokuXkonsantrasyon interaksiyon etkisi istatistiksel olarak
onemsiz bulunmustur. Dolayisiyla dokularin TBARS diizeyi tizerine etkisi konsantrasyon
ve zamana gore, konsantrasyonlarin TBARS diizeyi iizerine etkisi dokulara ve zamana
gore degismektedir. Calismada, baligin solunga¢ dokusunda yiliksek dozda 7 ve 14.
giinlerde TBARS diizeyinde artma, karaciger ve bagirsak TBARS diizeyinde yiiksek dozda
sadece 7. giinde artma goézlenmistir (p<0,05). Kas TBARS diizeyinde herhangi bir
degisiklik gézlenmezken, beyinde yiiksek doz TBARS diizeyinde artma, bobrek diisiik doz
TBARS diizeyinde ise azalma goriilmiistiir (p<0,05).

Calismada sonucunda, 5 mg L™ kursun konsantrasyonuna maruz birakilan tilapia
balig1 dokularindan beyin, karaciger, bobrek, bagirsak ve solungaglarda artan TBARS
seviyeleri; serbest oksijen radikali seviyesinin yiikseldigini, bunun oksidatif strese yol
acarak antioksidan enzimleri azalttigini1 bunun da lipid peroksidasyon olusumunu arttirarak

membran yapisini bozdugunu gostermektedir.
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Kursun toksisitesinin lipid peroksidasyon ve antioksidan savunma sistemlerinde
degisimlere yol actigi hayvanlar ve insanlar iizerine yapilan Onceki ¢aligmalarda
gorilmistiir (Pillai ve Gupta, 2005; Ercal ve ark., 1996; Laxmiprya ve Gupta, 2006; Orug
ve Usta, 2006; Oropesa ve ark., 2009). Laxmiprya ve Gupta (2006), ¢calismalarinda kursun,
kadmiyum ve kursun-kadmiyum karigimina siganlar1 15 giin boyunca in vivo ve in vitro
olarak maruz birakmiglar ve GSH seviyelerinde azalma, lipid peroksidasyon diizeyinde
artma tespit etmislerdir. Yine buna benzer olarak, Gerber ve ark. (1978 ) ve Shafiq-ur-
Rehman (1995) siganlar iizerinde kursun toksisitesi c¢alismiglar ve beyinde lipid
peroksidasyona rastlamislardir. Ayrica Shafig-ur-Rehman ve ark. (1995), beynin farkli
bolgelerinde  birikimini  inceledigi  kursun konsantrasyonlar1 ile olusan lipid
peroksidasyonun paralellik gosterdigini vurgulamistir.

Calismamizda beyin, solungag, karaciger, bagirsak ve bobrek dokularinda 5 mg L™
kursun konsantrasyonuna maruz birakilan baliklarda oksidatif stres ve buna bagl olarak
lipid peroksidasyonu goriilmiistiir. Yapilan literatlir taramalarinda da kirletici etkileri
altinda bu dokularda lipid peroksidasyon olustugu goriilmektedir. Balesteros ve ark.
(2009), yaptiklar1 ¢alismalarinda Jenynsia multidentata’yr pestisitlerden sublethal
endosiilfan konsantrasyonlarina 24 saat maruz birakmiglardir. Calisma sonucunda, beyin
ve karaciger dokularinda TBARS diizeyinde artis goriiliirken, solungag, bagirsak ve kas
TBARS diizeyinde kontrole gore bir degisim olmamistir. Antioksidan enzimlerden GST
dokularda inhibisyona ugrarken, GR-GPx enzim aktiviteleri beyin ve solunga¢ dokularinda
artis gOstermistir. Sonug olarak beyni endosiilfan etkisine karsi en hassas organ olarak
belirtmislerdir. Ahmad ve ark. (2004), ise atik su kirliligine maruz biraktiklart yilan
baliginda oksidatif hasara karst en hassas organ olarak solungaclart bulmuglardir.
Calismalarinda solungag TBARS seviyelerinde artis ve solunga¢ antioksidan enzim
aktivitelerinde inhibisyon tespit etmislerdir. Ercal ve ark. (1996), kursun toksisitesine
maruz biraktiklar1 siganlarin karaciger dokusunda GSH aktivitesinde azalma, lipid
peroksidasyonda artma meydana gelmistir.

Karacigerin detoksifikasyonda ana organ oldugu (Glusczak ve ark., 2007) ve
antioksidanlarin oksidatif miicadelede bobregin hassasiyetini azalttiklar1 bilinmektedir
(Seth ve ark., 2001). Bu calismada kursun agir metalinin karaciger, bagirsak ve
bobreklerde glutatyon seviyelerinde degisikliklere sebep oldugu ve TBARS diizeyini
arttirdigr goriilmiistiir. Metallerin karacigerde metabolize olduklari, bagirsak ve bobrekler

yoluyla disar1 atildiklar1 diisiiniiliirse; calismada oksidatif stres olusturma potansiyeli
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incelenen kursunun tilapia baligi dokularindan karaciger, bagirsak ve bobreklerde

antioksidan savunma sistemlerinde ve organlarda hasara sebep oldugu sdylenebilir.

4.2.4. Dokularda Kursun Birikimi

Baliklar, metalleri sudan aktif ya da pasif siireclerle alma ve bilinyesinde biriktirme
yetenegine sahiptirler (Heath, 1987; Langston, 1990). Sucul ekosistemlerde yasayan
organizmalarin dokularinda metal birikimi genellikle, metalin maruz kalma siiresine, metal
tiirtine, pH, sicaklik, tuzluluk, sertlik gibi suyun bazi fiziko-kimyasal 6zelliklerine ve
dokulardaki metabolitik aktivitelere baglidir. Benzer sekilde balik dokularinda metal
birikimleri de metalin alinim oranina, depolanmasina ve atilimina baghdir (Heath, 1987;
Langston, 1990).

Bu ¢alismada, 0; 0,5; 2,5; 5 mg Lt kursun konsantrasyonlarma in vivo etkide 14 giin
stireyle maruz birakilan tilapia (Oreochromis mossambicus) baligi dokularinda (solungag,
karaciger, bagirsak, kas, bobrek ve beyin) kursun birikimlerinin zamana ve
konsantrasyonlara bagli degisimi incelenmistir. Bu baglamda, tilapia balig1 dokularinda
birikim gosteren kursunun zamana, konsantrasyonlara ve doku tiiriine gore degistigi
gorilmiistiir.

Calisma sonucunda kursun agir metalinin etkide kalma siiresi ve dozlara gore
dokulardaki birikimi sirasiyla; bagirsak>bobrek>beyin>solunga¢>karaciger>kas seklinde
olmustur.

Baliklarda farkli metallerin birikimlerinin incelendigi arastirmalarda karacigerin
metalleri diger organlara gore daha fazla biriktirdigi belirtilmektedir (Tulasi ve ark., 1992;
Allen, 1994; Roesijadi ve Robinson, 1994). Karaciger, viicuda giren metallerin kimyasal
degisiklige ugramasinda, atilim ve detoksifikasyonunda énemli gorevleri olan bir organdir
(Cogun, 2008). Sucul eckosistemden alinan metaller Metallotionin (MT) gibi metal
baglayic1 proteinlere baglanarak atilimlar1 gergeklestirilir (Heath, 1987; Canli ve ark.,
1997; Ay ve ark., 1999). MT gibi metal baglayici proteinlerin baslica iiretim yeri bagirsak,
bobrek ve karacigerdir. Bu sebeple agir metaller bu dokularda yiliksek konsantrasyonlarda
goriilmektedir (Thomas ve ark., 1983; Allen, 1994; Ay ve ark., 1999). Bu c¢alismada
karaciger, kas dokusundan sonra en az kursun biriktiren metal olarak bulunmustur. Bunun
sebebinin MT gibi metal baglayici proteinlerin kursun bagladigina dair kanitlarin olmamasi
oldugu diisiiniilmektedir (Reichert ve ark., 1979; Roesijadi ve Robinson, 1994). Linde ve

ark. (1999) alabalik ve yilan baliginda bakir ve kursun birikim ve MT sentezinin {izerine
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etkileri ile ilgili yaptiklar1 bir ¢alismada bakirin MT’ lere baglandigini, kursunun ise boyle
proteinlerin sentezine neden olmadigini saptamiglardir.

Cogun (2008), yaptig1 tez calismasinda tilapia ve sazani sublethal bakir ve kursun
konsantrasyonlarina birakmis ve metal birikimini incelemistir. Kursun metalinin
dokulardaki birikimini sirastyla bdbrek>solungac>karaciger>kas seklinde iken, bakir
etkisinde karaciger>bobrek>solunga¢g>kas seklinde olmustur. Bir bagka ¢alismada Atli ve
ark. (2007), 0; 5; 10 ve 20 uM kursun konsantrasyonlarina 14 giin boyunca maruz
biraktiklar1 tilapia baliginda en fazla birikim yapan organ olarak solungaclari, sonra
karaciger ve kas olarak bulmuslardir. Bu ¢alismada elden edilen veriler yapilan 6nceki
calismalarda elde edilen bulgularla benzerlik gostermektedir (Ay ve ark., 1999; Linde ve
ark., 1999; Ath ve ark., 2007; Cogun, 2008). Yapilan literatiir taramalarinda, arastiricilarin
tilapia baligi (Oreochromis niloticus) dokularindan karaciger, bobrek, solunga¢ ve kas
dokusunda kursun birikim {iizerine aragtirmalar yaptiklart ve bu birikim sirasinin
bobrek>solungac>karaciger>kas seklinde oldugu goriilmektedir (Ay ve ark., 1999; Linde
ve ark., 1999; Atli ve ark., 2007; Cogun, 2008).

Bu caligsmada literatiir bilgilerine bir ilave olarak tilapia balig1 bagirsak ve beyin
dokularinda kursun birikimleri olmustur. Calismamizda bagirsak dokusu en fazla kursun
biriktiren organ olmakla beraber beyin dokusu da bobreklerden sonra en ciddi kursun
birikimi gosteren organlar arasinda yer almistir. Baliklarda bagirsaklar, sindirim, besinlerin
emilimi, sindirilen besinlerin atilim1 ve osmoregiilasyonda gorev yapmaktadir. Bobrekler
ise agir metallerinin atiliminda islev géren Onemli bir organdir. Agir metallerin bu
organlarda yiiksek konsantrasyonlarda birikmesi bu organlarin  islevlerinden
kaynaklanabilir (Cicik, 2003).

Baliklarda kaslar metal birikimi i¢in ¢ok aktif dokular degildirler. Bu ¢alismada da
baligin yenebilir kism1 olan kas dokusunda en diisiik kursun birikimleri tespit edilmistir.
Metallerin balik dokulariyla ilgili yapilan calismalarda da kaslar en az metal biriktiren
organlar olarak bulunmustur (Ay ve ark., 1999; Atli ve ark., 2007; Cogun, 2008).

Agir metallerin balik dokularindaki birikimi etkide kalma siiresi ve ortam
derigimlerine gore degisiklik gostermektedir. Bu calismada da tilapia dokularinda kursun
birikimi zamana ve konsantrasyonlara gore degismistir. Tao ve ark. (1999), C. auratus’u
kursun konsantrasyonlarina biraktiklar1 c¢alismalarinda ortam kursun derisimine bagh

olarak dokulardaki birikimin de arttigin1 bildirmislerdir.

140



BOLUM 4 — ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Hasan KAYA

4.2.5. Kan Parametreleri

4.2.5.1. Hematolojik Parametreler

Hematolojik parametreler, metal toksisitesine karsi bircok balik tiiriinde olusan
fizyolojik degisiklikleri belirlemek amaciyla kullaniimaktadir (Duthie ve Tort, 1985). Bu
calismada, hematolojik parametrelerden hemoglobin, hematokrit, MCV, MCH, MCHC,
eritrosit ve 16kosit sayisi iizerine kursun metalinin 6nemli etkileri oldugu goriilmiistiir.

Hemoglobin; kanda bulunan, solunum organindan dokulara oksijen, dokulardan
solunum organina ise karbondioksit ve proton tasiyan proteindir. Eritrositlerin iginde
bulunan hemoglobin oksijeni icinde bulunan "2 degerlikli demir igeren “Hem” molekiilii
ile baglar. Kursun toksisitesinin ana hedeflerinden biri de hematopoetik (Hem) sistemdir
(Ahamed ve Siddiqui, 2007). Kursun toksisitesine uzun siire maruz kalan organizmalarda
anemi olustugu bilinmektedir. Kursun toksisitesi sonucu olusan aneminin birbiriyle
baglantili iki ayr1 yolu vardir. Bunlardan birincisi hem sentezinde inhibisyon, ikincisi ise
olgun eritrositlerin tahribatidir (Goyer ve Clarkson, 2001). Bunlardan ilki ALAD
enziminin inhibisyonu ile ilgiliyken, ikincisi serbest oksijen radikallerinin (ROS) hemolize
neden olmasi sonucu olusmaktadir. ALAD enzim inhibisyonu sadece hem sentezine degil,
ayni zamanda ROS olusumuna sebep olarak oksidatif stres olusturabilmektedir (Monteiro
ve ark., 1989; Rocha ve ark., 2003).

Bu ¢alisma sonucunda 2,5 ve 5 mg L™ dozlarda kontrol grubuna gére hemoglobin,
hematokrit ve eritrosit sayisinda azalmalar oldugu goriilmiistiir. Orta ve yiiksek dozlarda
gorlilen bu azalmalar bu dozlarda anemi olustugunun bir gostergesidir. Olugsan aneminin,
kursunun ALAD inhibisyonuna sebep olmasi ve hemoglobin sentezinde ciddi hasarlar
yapmast sonucu olustugu diistiniilmektedir. Hodson (1976) ve Hodson ve ark. (1977)’ de
bazi metallerin (Pb, Zn, Cd, Hg, Cu) Salvelinus fontinalis, Salmo gairdnerii, Carassius
carassius ve Lepidomus gibbosus baliklarinin kirmizi kan hiicrelerinde ALAD aktivitesi
izerine etkilerini incelemisler ve sadece kursun metalinin ALAD aktivitesinde inhibisyona
sebep oldugunu bildirmislerdir. Sjébeck ve Larsson (1979), alabaligi 30 giin boyunca
kursuna maruz (300 pg L) biraktiklari galismalarinda hemoglobin, MCH ve eritrosit
hiicre sayisinda azalmalar olustugunu ve anemi goriildiigiinii belirtmislerdir. Ayn1 zamanda
calismalarinda hematokrit ve beyaz kan hiicrelerinde istatistiksel bir fark goriilmedigini
bildirmislerdir.

Bu calismada O. mossambicus ’ta siirenin uzamasiyla kursunun etkisinde gozlenen
hemoglobin diizeyindeki azalmalarin ya azalan alyuvar sayisiyla ya da hemoglobin sentez

mekanizmalarinin bozulmasiyla iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. E1 Demerdash (2004),
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hemoglobin konsantrasyonunun eritrosit olusumunun engellenmesi ya da yikiminin
artmasina bagli olarak azalabilecegini bildirmistir.

Yapilan calismada kursun toksisitesine maruz birakilan tilapia balig1 eritrosit
sayisinda orta ve yiiksek dozda kontrol grubuna gore azalmalar goriilmiistiir. Bu sonuglar,
orta ve yiikksek dozda ALAD enzim aktivitesinin inhibisyonu ile hem sentezinde azalmaya,
kursun etkisinde demir aliminin engellenmesi ve demir metabolizmasinin hasar gérmesine,
sonugta ise kisa omiirlii eritrositlerin olugsmasina baglanabilir. Ribarov ve ark. (1981)
kursunun eritrositler tizerine oldukga toksik oldugunu ve bu etkilerini hem sentezinde yer
alan enzimleri inhibe ederek gosterdigini belirtmislerdir. Firat (2007), yaptigi tez
calismasinda Zn, Cd ve Zn-Cd karisim konsantrasyonlarmin O. niloticus’ ta ortam
derigimleri ve siirelere bagli olarak alyuvar ve akyuvar sayilarinda azalmalara sebep
oldugunu bildirmistir.

Kanda hesaplamalarla elde edilen ortalama hiicre hemoglobin miktar1 (MCH) ve
ortalama hiicre hemoglobin konsantrasyonu (MCHC) degerleri arastiricilara eritrositlerin
durumu ve hemoglobin sentezi i¢in gerekli bilesenlerin durumu hakkinda yararli bilgiler
saglar (Larson ve ark., 1985). Ortalama hiicre hacmi (MCV) ise eritrositlerin durumu,
eritrositlerin ebatlar1 ve eritrosit olusumu boyunca normal ve anormal hiicre boéliimlerini
gosterir. Bu calismada 5 mg L™ kursun konsantrasyonuna maruz birakilan grupta deneme
sonunda MCHC indeksinde artma, MCV’ de azalma goriilmiistiir. Elde edilen bu bulgu
yiksek doz grubunda hipokromik mikrositik anemi olustugunu gostermektedir.
Toksikantlarin balik hematolojisi tlizerine etkilerini inceleyen bazi arastirmalarda da bu
calisma ile uyumlu olarak hipokromik mikrositik anemi olusumlar1 goriilmiustiir.
Atamanalp ve ark. (2011), gokkusag1 alabaligin1 kobalt klorid konsantrasyonlarina maruz
biraktiklar1 c¢alismalarinda MCV indeksinde azalma MCHC’de artma tespit etmislerdir.
Benzer olarak pestisit (fenvalerate) toksisitesine maruz birakilan Labeo rohita tiiriinde de
MCYV indeksinde azalma MCHC’de artma gorilmistiir, arastiricilar bu durumu
hipokromik mikrositik aneminin gostergesi olarak degerlendirmislerdir (Prusty ve ark.,
2011). MCV’ deki azalma kursun toksisitesi sonucu eritrosit hiicrelerinin kiiglilmesi ile
ortalama biiyiikligii normalden daha kiiglik eritrositlerin olusturdugu miksositik anemi
olusumudur. MCH ve MCHC’ deki artiglarin eritrosit sayist ve iretimi ile olusan
karisikliga ayak uydurdugu ayrica kirmizi kan hiicrelerinin yikimina bagl olarak eritrosit
sayisinda azalma ve her bir hiicredeki hemoglobin igeriginin azalmasina bagli olabilecegi

disiiniilmektedir (Sakthivel ve Sampath, 1992).

142



BOLUM 4 — ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Hasan KAYA

4.2.5.2. Biyokimyasal Parametreler

4.2.5.2.1. Serum Enzimleri

Kan enzimleri, artan kirliligin neden oldugu stres, hastalik gibi durumlarin
belirlenmesi ve izlenmesinde biyokimyasal indikatorler olarak kullanilmaktadir (William,
1997; Adham ve ark., 1997, 1999).

Lipaz enzimleri yaglarin hiicre membranin1 ge¢mesi i¢in yag asidine
parcalanmasini saglayan oOnemli enzimlerdir (Firat, 2007). Lipaz, pankreatik asiner
hiicreler iginde iiretilir, depolanir ve kanal sistemi igine salinir (Tietz ve Shuey, 1993).
Pankreas hasarina yol acan bozukluklarda, pankreatik lipaz devreye girer. Lipaz aktivitesi
pankreas hasarlarinin belirlenmesi ve degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (Steinhauer ve
ark., 2002). Bu ¢alismada ilk hafta sonunda lipaz aktivitesinde goriilen artislarin, kursunun
pankreas hasarina sebebiyet vermesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Firat 2007 de
¢inko, kadmiyum ve metal karisimina maruz biraktiklart O. niloticus’ ta metal etkisinde
serum lipaz enzim aktivitesinin artig gosterdigini bildirmislerdir. Benzer sekilde Al-Attar
ve ark. (2007), yaptiklar1 ¢alismalarinda nikel etkisinde serum lipaz aktivitesinin tilapia
baliginda artis gosterdigini belirtmislerdir.

Dehidrogenaz ve fosfataz enzimleri biyolojik siirecler i¢in 6nemli ve kritik enzimler
olup, makro molekiillerin detoksifikasyonundan ve biyosentezinden sorumludurlar (Yousef
ve ark., 2007). Bu enzimlere herhangi bir miidahale biyokimyasal bozukluklara, doku ve
hiicre fonksiyonlarinda lezyonlara sebep olur. Bu ¢alismada ALP aktivitesi denemenin ilk
haftas1 tiim dozlarda artis gosterirken, deneme sonunda diisiik ve orta dozda kontrol
grubuna gore artis gostermistir. LDH aktivitesinde ise deneme sonunda tiim dozlarda
kontrol grubuna gore artis goriilmiistiir. Tilapia balig1 kan serum enzimlerinden LDH ve
ALP aktivitesindeki artmalar kursun metali etkisinde karaciger hasarini gostermektedir. Bu
enzimlerin karacier hasar1 sonucu, karaciger sitoplazmasindan kan akisi i¢ine dogru
sizint1 yapmasi sonucu artislarin meydana geldigi diisliniilmektedir. Wang ve Zhai (1988),
Rahman ve ark. (2000); Kirleticilere maruz kalan baliklarda karacigerdeki hiicre 6liimleri
sonucu LDH enzimin kana ge¢mesi sonucu arttigini belirtmislerdir.

ALT ve AST gibi Transaminaz’ lar protein ve aminoasit metabolizmasinda 6nemli
rol oynarlar. Bu enzimler, metallerin toksik etkilerinde dokularda olusan hasar ya da
fonksiyon bozukluklar1 durumlarinda plazma igine salinirlar. Plazma ya da hiicre dist
stvida bu enzim aktivitelerindeki artiglar, diisiik diizeydeki hiicre hasarlarinin bile duyarh
belirtegleri olarak kabul edilmektedir (Vaglio ve Landriscina, 1999; De la Torre ve ark.,

2000; Levesque ve ark., 2002). Bu c¢alismada AST aktivitesinde tiim konsantasyonlarda
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artis gozlenirken, ALT enzim aktivitesinde zamana ve konsantrasyonlara gore artma ve
azalma belirlenmistir. Bu enzim aktivitelerindeki artislarin, depo organi olan karaciger
dokusunda olusan hasarlar sonucu enzimlerin dolasim sistemi i¢ine salinmasi ile olustugu
diisiiniilmektedir. Oner ve ark. (2008), bakir ve kadmiyumun tilapia’ da ALT ve AST
enzim aktivitelerini arttirdigini bildirmislerdir. Firat (2007), ¢calismasinda Zn, Cd ve Zn-Cd
karisimlarinin tilapia baligt ALT ve AST enzim aktivitelerinde artislara neden oldugunu ve
bunun karaciger hasar1 sonucu olustugunu belirtmistir. Vaglio ve Landriscina (1999),
karacigerin ALT ve AST enzimleri bakimindan zengin oldugunu ve karaciger hasarlarinda
bu enzimlerin biiyiik bir miktarinin kana gegctigini bildirmislerdir. Singh ve Reddy (1990),
0,25 mg L bakirin Heteropneustes fossilis’ te ALT ve AST aktivitesinde artiglara neden
oldugunu bunun nedenin ise doku hasar1 ve baligin metabolizmasinin bozulmasi olarak
nitelendirmislerdir. Bu calismada degerlendirilen serum enzimlerinden, ALT, AST, ALP
ve LDH enzimleri sucul ekosistemde agir metallerle olusan kirlilige karsi erken uyari
mekanizmalar1 olmalar1 nedeniyle ekotoksikolojik c¢aligmalarda hassas biyomarkirlar

olarak kullanilmaya uygundurlar (Vaglio ve Landriscina, 1999; De la Torre ve ark., 2000).

4.2.5.2.2. Glikoz, Serum Proteinleri ve Bilurubin

Glikoz, yasamsal olaylar i¢in gereksinim duyulan enerjinin baslica kaynag: olup,
serumdaki diizeyi, endokrin sistem araciligir ile kontrol edilmektedir (Dange, 1986).
Baliklarda aglik, yogun stoklama gibi stres etmenlerinin yani sira metaller gibi kirleticiler
de kortizol, epinefrin ve glukokortikoid hormonlarin salinimimi arttirarak, karbonhidrat
metabolizmasinda degisikliklere neden olmaktadir (Sastry ve Subhadra, 1985). Serum
glikoz diizeyi, metale, ortam derisimine ve metale maruz kalma siiresine bagli olarak
degisim gosterdigi gibi tiire ve ortam kosullarina bagli olarak da degismektedir (Dethloff
ve ark., 1999). Bu calismada kullanilan kursun metali ve ortam derisimlerinin etkisinde
serum glikoz diizeylerinin kontrol grubuna gore arttigi saptanmistir. Bu artisin stres altinda
kanda hiperglisemi (kan seker artis1) olusturdugu, ayrica karacigerde hasarlara ve hormon
diizensizliklerine (insiilin eksikligi) sebep oldugu diisiiniilmektedir. Martinez ve ark.
(2004), Prochilodus lineatus’u sublethal kursun konsantrasyonlarina maruz biraktiklar
caligmalarinda kan glikoz seviyelerinde artma ile birlikte lipid ve protein seviyelerinde
azalma tespit etmislerdir. Kanda olusan hiperglisemi‘yi “stres sartlarina karsi olusturulan
bir adaptasyon” durumu olarak tanimlamislardir. Oner ve ark. (2008), Cu*?, Zn*? ve Ag®
metali etkisi altinda tilapia balig1 glikoz seviyelerinin ortam derisimine bagli olarak

arttigini, bu artiglarin da bobrek ve karaciger hasari ile iligkili olabilecegini belirtmislerdir.
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Dange ve ark. (1986), kadmiyumun sublethal derisimlerinin etkisinde uzun siire birakilan
O. mossambicus’da metal etkisinin serum glikoz ve kortizol diizeyini arttirdigini
bildirmislerdir.

Serum toplam protein ve spesifik serum proteinlerinden albumin, karacigerde
sentezlenir. Toplam protein kandaki erimemis maddelerin taginmasi, kolloid osmatik
basincin diizenlenmesi, kanin pihtilasmasi ve savunma sisteminde gérev almaktadir. Serum
total protein, serumda bulunan basta serum albumin ve globulinler olmak {izere tiim
proteinlerin toplamidir. O. mossambicus’ ta sublethal kursun konsantrasyonlarinda toplam
protein diizeyinde artig gozlenmistir. Albumin seviyesinde ise 7. giinde yiiksek dozda
kontrol grubuna gore artis, 14. giinde yiiksek ve diisiik dozda azalma goriilmiistiir. Bu
sonuclara gore serum albumin ve toplam proteindeki degisimler ile karacigerde hasar
olustugu, emilimin azalmis olabilecegi ve protein kayiplarinin yasanabilecegi
disiiniilmektedir. Rupariella ve ark. (1989), tilapia’ da sublethal kursun etkisinde toplam
protein seviyesinin arttigini ve bunun karacigerdeki protein sentez mekanizmasinin
uyarilmasindan kaynaklanabilecegini bildirmistir.

Bu calismada serum bilurubin diizeyinde ilk hafta sonunda tiim konsantrasyonlarda
artiglar goriilmiistiir. Kanda bilurubin artis1 safranin salgilanmamasi, ¢ok fazla hemoglobin
yikimi veya karacigerin hemoglobini aktif olarak islememesinden kaynaklanabilmektedir.
Bu c¢aligmada bilurubin seviyelerinde meydana gelen artiglarin karaciger fonksiyonlarinda

olusan bozukluklardan meydana geldigi diistiniilmektedir.

4.2.5.2.3. Serum Yaglari

Ana gorevi hiicresel enerjiyi saglamak olan trigliseridler baliklarda beslenme
durumunun biyoindikatorii olarak kabul edilirler (Yang ve Chen, 2003). Baliklarda
trigliserid seviyeleri, lipid metabolizmasimnin degerlendirilmesinde, olusan artiglar ise
bobrek fonksiyonlarinda hasarlar ve glikojen stoklarinda bozukluklarin gdstergesi olarak
kabul edilmektedir. Kolesterol tiim hiicre membranlar1 i¢in esansiyel bir bilesen olup,
yaglarin sentezinde rol oynayan safranin salgilanmasinda, kortizol ve steroid
hormonlarinin sentezinde gorev almaktadir (Handin ve ark., 2003). Kolesteroliin kanda
taginmast suda c¢oziinebilen kolesterol ve diger yag tiirevlerini tasiyabilen lipoproteinler
aracifiyla olmaktadir. (Handin ve ark., 2003). Lipoproteinler yogunluklarina gore alt
gruplara ayrilmaktadir. Bunlardan diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL), ekstrahepatik
(karacigere bagli olmayan) dokuda, karacigerde ve makrofaj hiicrelerinde katobolize

edilmektedir (Garcia ve ark., 2009). Bu calismada sublethal kursun konsantrasyonlarinin
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serum yaglarinda degisimlere yol agtigr goriilmiistir. Kursun konsantrasyonlarinda
trigliserid seviyelerinde deneme gruplarinda kontrole gore artma meydana gelirken,
kolesterol seviyelerinde zamana ve dozlara bagli artma ve azalmalar, LDL seviyesinde orta
ve yiiksek dozda kontrol grubuna gére azalmalar tespit edilmistir. Levesque ve ark. (2002),
kronik Zn, Cd, Cu kirliligi olan sularda Perca fluviatilis’in trigliserid seviyesinde
mevsimlere gore azalmalar oldugunu bildirmislerdir. Rupariella ve ark. (1989), tilapiada
sublethal kursun etkisinde kolesterol diizeyinin azaldigini belirtmislerdir. Membranin
onemli bir bileseni ve biitiin steroid hormonlarin 6nciisii olan kolesterol diizeylerinde,
bobrek ve karacigerdeki hasarlar sonucu kana salinmasi ile artiglarin olusabilecegi
diisiiniilmektedir. (Oner ve ark., 2008) . Agir metal kirliligine maruz kalan baliklarda
olusan stres etmeni altinda kolesterol seviyelerinde artis goriilebilmektedir (Yang ve Chen,
2003; Singh ve Reddy, 1990). Agir metallerin hiicre yapisini bilhassa membran yapisini
bozdugu bilinmektedir. Bu baglamda kolesterol ve trigliserid diizeyleri cevresel stres
indikatorii olarak kullanilabilirler. Oner ve ark. (2008), bakir ve kadmiyumun tilapia’ da

kolesterol diizeylerini arttirdigini, trigliserid diizeylerini ise azalttigini bildirmislerdir.

4.2.5.2.4. Ure, Urik Asit ve Kreatinin

Baliklarda iire eksojen ve endojen olarak arjinin ve piirin niikleotidlerinden
olugmaktadir. Piirin ise lire dongiisiindeki amonyaktan olusur (Walsh ve Mommsen, 2001).
Karaciger tarafindan iiretilen iirenin birincil atilm yeri solungaglardir. Bu c¢alismada
kursun konsantrasyonlarina maruz birakilan tilapia’ da tire seviyelerinde yiiksek doz
grubunda kontrol grubuna gore artma goriilmiistiir. Artan iire seviyelerinin, protein
metabolizmasindaki artislarla iliskili oldugu ve amonyagin iireye ¢evrilmesi sonucu arginin
enzimlerinin sentezindeki artmalara bagl olarak iirede artiglarin oldugu diisiiniilmektedir.
Urede goriilen artiglar solungag ve bobrek hasarlarmin énemli bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir. Serum iire seviyelerinin metal etkisinde genellikle artis gosterebildigi
belirtilmistir (Mc Donald ve Grosell, 2006; Yang ve Chen, 2003).

Baliklarda kreatinin, kreatinden meydana gelir ve bobrekler tarafindan salgilanir
(Campbell ve ark.,, 2005). Kreatinin bdbrek hasarlarimin tespiti veya fonksiyon
bozukluklarinin belirlenmesinde kullanilan bir biyoindikatordiir (Adams ve Greeley,
2000). Urik asit ise eksojen ve endojen olarak piirin niikleotidlerden olusmaktadir. Urik
asit karacigerde lreye doOniistiiriiliir ve solungaglardan atilir (Stoskopf, 1993). Bu
calismada metalin etkide kalma siliresine ve dozuna bagli olarak iirik asit ve kreatinin

miktarlarinda kontrol grubuna goére artiglar tespit edilmistir. Bu artislarin  bobrek
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hasarlarindan  olusabilecegi  diisiiniilmektedir. El-Demerdash  (2004), kadmiyum
toksisitesine maruz biraktiklar1 sicanlarda iire ve kreatinin seviyelerinde artiglar tespit
etmisler ve bu artiglarin bobrek dokusunda fonksiyon bozukluklarina bagli agirlik artigsina
baglamiglardir. Grosell ve ark. (2004), sublethal bakir toksisitesi lizerine calistiklari
aragtirmalarinda metal uygulamasi sonrasinda balikta {ire konsantrasyonunun ii¢ kat

arttigin1 bildirmislerdir.

4.2.5.2.5. Serum Elektrolitleri

Sucul organizmalar degisen ortam sartlarina karsi hayatta kalabilmek, su ve iyon
hemostazisini siirdiirebilmek i¢in plazmanin osmatik basincini korumak zorundadirlar.
Kemikli baliklarda bu diizenlemenin saglanabilmesi i¢in geligsmis yapilar bulunmakta ve bu
yapilar balikta inorganik iyon konsantrasyonlarini ¢ok yakin seviyelerde muhafaza
etmektedirler. Iyon seviyelerinde olusabilecek degisimler strese neden olarak organizmada
hasarlara sebep olurlar (Sjobeck ve Larsson, 1979).

Kalsiyum, iyon regililasyonu, membran gecirgenligi, kas ve sinir hiicre
fonksiyonlari, iskelet kemigi metabolizmasinda ve kanin pithtilasmasinda gorevleri olan bir
iyondur. Kursun toksisitesi i¢in en 6énemli serum elektroliti kalsiyumdur. Kursun metali ile
kalsiyum arasinda bir rekabet oldugu yapilan c¢alismalarla ispatlanmistir (Hodson ve ark.,
1978; Varanasi ve Gmur, 1978; Settle ve Patterson, 1980). Bu metal kalsiyumun baglanma
bolgelerine baglanarak kalsiyum ile rekabet etmektedir. Bu da sonugta hipokalsemi (kanda
kalsiyum azligina) ve balikta Olime neden olmaktadir. Bu calismada kursun
konsantrasyonlarina maruz birakilan tilapia baliginda kalsiyum seviyelerinde kontrol
grubuna gore azalmalar tespit edilmistir. Bu azalmalar literatiir bilgileriyle uyumlu olarak
bulunmus ve kan kalsiyum seviyelerinde azalma (hipokalsemi olusumu) oldugu
goriilmiistiir. Ayrica; Sjobeck ve Larsson (1979), tathh su baliklarinda kan kalsiyum
seviyelerindeki azalmalarin bobrek hasarina sebebiyet verecegini, bobrekte tiibular geri
emme mekanizmasinda hasarlar olusabilecegini, bagirsakta aliminda hasarlar
olusabilecegini bildirmislerdir. Rogers ve ark. (2003), yaptiklar1 galismalarinda 1 mg L™
kursun konsantrasyonuna maruz biraktiklar1 alabaliklarda kalsiyum seviyelerinde azalma
tespit etmiglerdir. Flik ve ark. (1993), kursunun icinde kalsiyuma yiiksek hassasiyeti olan
ATPaz enziminin ve Na', K* degisiminin yapildig1, bazolateral tasima mekanizmasinda
inhibisyona sebep olabilecegini bildirmistir.

Magnezyum iyon regililasyonu, metabolizma faaliyetleri ve kas hiicre

fonksiyonlarinda gorev alan bir iyondur. Bu c¢alismada kalsiyum iyonlarinin aksine
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magnezyum elektrolitinde kursun etkisinde artiglar goriilmistiir. Yapilan literatiir
taramalar1 kalsiyum ile magnezyum arasinda ters bir iliski oldugunu gostermektedir
(Hardwick ve ark., 1990; Kayne ve Lee, 1993; Marshall, 2002). Ornegin Cowey ve ark.
(1977), yaptiklar1 c¢alismada alabaliklarda diisiik Mg+2 alimi ve ylksek Ca*?
konsantrasyonlar1 tespit ederek bu ters iliskiden bahsetmislerdir. Mg yukaridaki
membranlardan (solunga¢ ve bagirsak) asagi membran boyunca hareket eder. Kalsiyumun
bu harekette 6nemli bir rolii vardir (Flik ve ark., 1993). Kan kalsiyum seviyesinin azalmasi
iist membran (solunga¢ ve bagirsak) olusan elektrokimyasal gradyanda hasara sebep
olabilir (Rogers ve Wood, 2004).

Kloriir, osmatik basing ve iyon dengesi, asit-baz dengesinde gorev almaktadir. Bu
calismada kursun etkisinde deneme gruplarinda kontrol grubuna gore cl iyon
diizeylerinde artmalar goriilmiistiir. Na* ve cl diizeyleri baliklarda ozmolariteden sorumlu
iyonlardir. Bu iyonlarda meydana gelen degisimler solunga¢ gecirgenliginde artis ve
osmoregiilasyonda hasarlara sebep olabilir. Yapilan bazi calismalarda kirleticiler altinda
solungag Na'/K'-ATPaz enzim aktivitesinde meydana gelen inhibisyonlarmm Na* ve cl
iyon regiilasyonunda bozukluklara yol actig1 bildirilmektedir (Janicki ve Kinter, 1971;
Kinter ve Pritchard, 1977; Haux ve Larsson, 1979). Bu ¢alismada da Na*/K*-ATPaz enzim
aktivitesinde inhibisyonlar meydana gelmis ve bu inhibisyonlar baligin iyon dengesinde
bozukluklara neden olmustur. Metallerin elektrolitler iizerine etkilerini inceleyen bazi
calismalarda 6rnegin; C. carpio’da bakirin subletal derisiminin 30 giin siireyle etkisi serum
Kloriir ve kalsiyum diizeyini arttirirken (Dhanapakiam ve Ramasamy, 2001), P. scorfa’da
bakirinin 25 ve 29 ppb’lik derisimlerinin akut etkisi serum Na* ve cl diizeylerini azalttigi,
K" diizeyini ise arttirdig1 bildirilmistir (Mazon ve ark., 2002).

Bu c¢alismada incelenen elektrolitlerden demir ve fosfor seviyelerinde zamana ve
konsantrasyonlara bagli olarak artma ve azalmalar goriilmiistiir. Demir, indirgenme-
yiikseltgenme reaksiyonlarinda ve oksijen taginmasinda rolleri bulunan bir elementtir.
Baliklarda demir eksikligi hemoglobin, hematokrit, MCV ve MCHC miktarlarinda
azalmalara ve kansizliga sebep olur (Lim ve ark., 2001). Fosfor ise kalsiyumla beraber
iskelet yapisinin olusumunda, asit-baz dengesinin saglanmasinda biiyiilk 6neme sahiptir.
Baliklarda fosfor eksikliginde, serum fosfor miktarinda azalma, serum ALP aktivitesinde
artma, karaciger glikojeninde azalma, karaciger ve kas dokusunda yaglanma gibi sorunlar

goriilmektedir (Lall, 2002).
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4.2.5.3. Immunolojik Parametreler

Bu c¢alismada kullanilan fagositik aktivite ve indeks, NBT, lizozim ve
myeloperoksidaz analizleri birbirlerini takip eden ve destekleyen bir mekanizma gibidir.
Fagositik aktivite ve indeks bakterilerin fagositik hiicreler tarafindan yutulmasi ve yutulan
bakteri sayist hakkinda bilgi vermektedir. Bu iki parametredeki artislar
mikroorganizmalarla miicadelenin arttigimin birer gostergesi olarak kabul edilmektedir.
Fagositlerin bakteriler tarafindan uyarilmasi ile ilk olarak iiretilen O, ve artan NBT
indirgenmesi respirator yikim miktarinin tespitinde kullanilir. Savunma hiicreleri
tarafindan yutulan partikiiller hiicre i¢inde respiratorik yikim disinda lizozomal enzim
sindirimi ile de yok edilmektedirler (Diker, 2005).

Lizozim antibakteriyal (6zellikle gram pozitiflerde) 6zellige sahiptir ve spesifik
substratlarin1 N-asetilglikosamin ve N-asetilmuramik olusturmaktadir. Lizozim aktivitesi
bakterilerin hiicre duvarlarin1 pargalayarak baliklarin hastaliklara karst  direncini
arttirmaktadir (Ossermann ve Lawlor, 1966).

Myeloperoksidaz enziminin (MPO) mekanizmasi ise su sekilde ger¢eklesmektedir:
stiperoksit anyonlar1 siiperoksit dismutaz (SOD) enziminin etkisiyle hidrojen peroksiti
(H202) olusturur (Brown ve Netea, 2007). SOD enziminin etkisiyle olusan hidrojen
peroksit notrofillerin icerisinde bulunan myeloperoksidaz enzimi (MPO) tarafindan
hipoklorit asit iyonlarina donistiiriiliir (Laurence ve ark., 2006). Oksidatif metobolizma
olarak adlandirilan bu reaksiyonlarda olusan hidrojen peroksit, hipoklorid veya hipoklorit
asit bakterileri parcalar (Klebanoff, 1968; Diker, 2005). Hipoklorid ayrica lizozomal
enzimlerin etkisini de arttirir (Diker, 2005). MPO enzimi genellikle azurofilik graniilositler
ve notrofillerin respiratdr yikimi siiresince artmaktadir.

Bu nedenle agir metal uygulamalar1 sonucu fagositik aktivite ve indeks, NBT,
lizozim ve myeloperoksidaz miktarlarinda meydana gelecek azalmalar balik sagliginin
olumsuz etkilendiginin bir gostergesidir. Bu durumda baliklarin bakteriyel hastaliklara
yakalanma riski artacak veya diger ¢evresel faktorlere dayanikliliklar1 azalacaktir. Ornegin;
tilapia (Oreochromis niloticus) baliklarinda yapilan bir caligmada baliklar kadmiyum, civa
ve kursuna maruz birakilmis ve bakteri enjeksiyonundan sonra 6liim orani en yiiksek %66
ile kursun grubunda ger¢eklesmistir (Aboud, 2010). Bunun nedeni baliklarin bagisikliginin
agir metalden olumsuz etkilenmesidir. Bilindigi gibi; bircok agir metal baliklarda
“immunotoxic” etkiye sahiptir. Agir metallerden kursunun bagisiklik hiicreleri iizerinde
hasar yapabildigi veya bu hiicrelerin 6liimiine neden olabildigi bildirilmistir (Sweet ve

Zelikoff, 2010). Kursun, Ameiurus nebulosus baliklarinda bobrek noétrofil miktarini,
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bakterisidal ve lizozim aktivitelerini azaltmis ve deneme sonunda baliklara bakteri
uygulandiginda kursuna maruz birakilanlar %79—87 oraninda dlmiistiir (Iwanowicz ve ark.,
2009). Bu calismada da; ozellikle notrofil miktarinin, NBT, lizozim, myeloperoksidaz,
fagositik aktiviteleri ve fagositik indeksin kursun uygulamasi sonucu deneme gruplarinda
kontrol grubuna gore Onemli oranda azalmasi immun hiicrelerindeki olumsuz veya
Oldiiriicii etkisini ve dolayistyla bakteri direnglerinin azalmasini desteklemektedir.
Kursunun bu etkisi sadece balikta degil, diger birgok hayvanda bildirilmistir. Ornegin;
kursun farelerde lizozim aktivitesini (Teijon ve ark., 2003) ve kurbagada fagositik
aktiviteyi (Rosenberg ve ark., 2003) azaltarak bagisikligi olumsuz etkilemistir. Kursunda
elde ettigimiz benzer bulgular farkli agir metallerde de elde edilmistir. Levrek baliklarinda
bakir ve kadmiyum uygulamalar1 sonucu fagositik aktivitede dnemli oranda azalma tespit
edilmistir (Bennani ve ark., 1996). Alabaliklarda yapilan farkli bir calismada ise
kadmiyum, ¢inko ve civanin farkli oranlarda birbirleriyle karisimlar1 fagositik aktiviteyi
azaltirken, tgiiniin birlikte uygulandig1 gruplarda lizozim aktivitesi artmistir (Sanchez-
Dardon ve ark., 1999). Benzer olarak kadmiyum tilapia baliklarinda lizozim aktivitesini
arttirmis, ancak diger bir bagisiklik parametresi olan ACH50 miktarin1 azaltmigtir (Wu ve
ark., 2007). Sazan baliklarinda da lizozim aktivitesi bakir uygulamasi ile artis gostermistir
(Dautremepuits ve ark., 2004).

Alman bu sonuglardan agir metallerin bazen bagisiklik parametrelerinden birinde
artmaya neden olabilecegi goriilmekle birlikte, ayn1 anda diger bir parametrede azalma
gerceklesebilmektedir. Bunun nedeni agir metallerin doz, uygulama sekli ve etki ettigi

mekanizmanin farkliligiyla agiklanabilir.
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BOLUM 5
SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Bu cgalismada kursun agir metalinin tilapia (Oreochromis mossambicus) baligi
fizyolojisinde meydana getirdigi degisimler, Na*, K*, ATPaz, Glutatyon ve TBARS
biyomarkirlari, balik dokularinda kursun birikimleri ve kan parametreleri incelenerek
ortaya konulmustur. Calisma sonucunda elde edilen sonuclar agagida 6zetlenmistir.

1. Tilapia balig1 in vivo etkide 14 giin boyunca 0, 0,5, 2,5 ve 5 mg L™ kursun
konsantrasyonlarina maruz birakilmistir. 5 mg L™ kursun konsantrasyonuna maruz
birakilan baliklarda 10 ve 13. gilinlerde farkli tekerriirlerde birer adet (toplam iki balik)
balik 6limi goriilmiistiir.

2. Bu calismada kursunun solunga¢ Na®, K*, -ATPaz enzim aktivitesinde ciddi
inhibisyonlara neden oldugu belirlenmistir. Bu sonug, kursunun tilapia baliginda
osmoregiilatif hasara sebep oldugunu gdstermektedir. Kursunun, Na*, K", -ATPaz enzimi,
Na*ve Ca* gibi iyonlarin tagindig1 bazolateral tasima mekanizmasina zarar verdigi ve iyon
regiilasyonunda hasarlara sebep oldugu goriilmiistiir.

3. Sublethal kursun konsantrasyonlarina maruz birakilan O.mossambicus’ da
Glutatyon seviyelerinin doku tiirli ve metal etkisinde kalma siiresine bagl olarak degistigi
belirlenmistir. Glutatyon seviyesinin ilimli oksidadif stres kosullarinda artis gosterip
dokulardaki radikalleri temizlerken, yiiksek oksidatif kosullarda azaldigi ve yeniden geri
donemedigi goriilmuistiir.

4, Bu calismada 5 mg L?  kursun konsantrasyonuna maruz birakilan
O.mossambicus’ da beyin, karaciger, bobrek, bagirsak ve solungaglarda artan TBARS
seviyeleri, lipid peroksidasyon olusumunu ve membranda hasarlar olustugunu
gostermektedir.

5. 14 giin boyunca in vivo etkide farkli kursun konsantrasyonlarina maruz birakilan
tilapia baligr dokularinda kursun birikimi etkide kalma siiresi ve derisime bagli olarak
degismistir. Etkide kalma siiresi ve derisime bagli olarak dokularda kursun birikimi
strastyla, bagirsak>bobrek>beyin>solungac>karaciger>kas seklinde olmustur.

6. 25 ve 5 mg L™ kursun konsantrasyonlarina maruz birakilan gruplarda kanda

anemi olustugu goriilmiistiir.
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7. Bu caligmada kan biyokimya parametrelerinden;

LDH, ALP, ALT, AST, glukoz, toplam protein, albumin, bilirubin ve kolesterol
seviyelerindeki degisimler sublethal kursun derisimlerinin karacigerde olusturdugu hasari
ortaya koymaktadir.

Glukoz, kolesterol, iire, irik asit, kreatinin ve kalsiyum seviyelerindeki degisimler
sublethal kursun derisimlerinin bobrekte olusturdugu hasari ortaya koymaktadir.

Ure, kloriir, magnezyum, kalsiyum ve Kloriir seviyelerindeki degisimler sublethal
kursun derisimlerinin solungagta olusturdugu hasari ortaya koymaktadir.

8. Bu ¢alismada immunolojik parametrelerden fagositik aktivite, fagositik indeks,
NBT, lizozim aktivitesi ve myeloperoksidaz aktivitesinde meydana gelen azalmalar baligin

bagisikliginin agir metalden olumsuz etkilendigini gostermektedir.

5.2. Oneriler

Sucul ekosistemler dogal veya antropojenik etkilerle siirekli olarak agir metal
kirliligi tehdidi altindadir. Agir metallerden dolay1 sucul ekosistemde olusacak herhangi bir
olumsuz etki tiim canlilarla beraber balik ve balig1 tilketen insan sagligini da etkileyecektir.
Metallerin baliklarda neden olabilecegi muhtemel degisiklikleri belirlemek ve izlemek
ekosistem gelecegi ve siirdiiriilebilirligi acisindan ¢ok dnemlidir.

Bu c¢alismada kullanilan biyomarkirlar (Na",K*-ATPaz, GSH, TBARS)
ekotoksikolojik ¢alismalarda sucul organizmalar iizerine Kkirleticilerin etkilerinin
belirlenmesi ve ¢evresel izleme galismalar: i¢in uygun biyomarkirlardir. Ayrica ¢alismada
degerlendirilen Oreochromis mossambicus tiirii ekotoksikolojik ¢alismalarda model balik
olarak kullanilabilir.

Balik kan parametrelerindeki degisiklikler dokularin hasar gormesi ve balik
saghiginda olusan sorunlar nedeniyle meydana geliginden, bu parametreler ¢esitli
dokularda kirleticilerin meydana getirdigi hasarlarin tespiti i¢in kullanilabilir.

Toksikolojik calismalarda metallerin neden oldugu doku hasarlarin tespiti i¢in
molekiiler ¢calismalarin yaninda dokularda histopatolojik ¢alismalarin da yapilmasi yararl
olabilir.

Laboratuvar ortaminda balik fizyolojisi {izerine metal etkileri arastirilirken
kullanilan biyokimyasal parametrelerin arazi ortaminda da genis sekilde kullanilarak dogal
ortam ile laboratuvar sartlari arasinda baglanti kurulmasi 6nerilir.

Kiiresel 1sinmanin arttigi giinimiizde suyun fiziko-kimyasal parametreleri ile

kursun metali arasindaki iliskilerin daha detayli bir sekilde calisilmasi onerilir. Ornegin
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sularda sicaklik artig1 ve pH diisiisii (asidik sular) durumunda kursun metalinin daha toksik
olacagi ve canlilara etkilerinin daha farkli olacagi tahmin edilmektedir.

Literatiirde deniz baliklarinda kursun toksisitesi ile 1ilgili c¢alisma eksigi
gorilmistiir. Kursun toksisitesinin deniz baliklarinda etki mekanizmasinin farkli olacag: ve
bu konuda yeni calismalar yapilmasi gerektigi ongoriilmektedir. Ayrica, sera gazi etkisinin
artmasi ve kiiresel 1sinma ile beraber kursunun denizlerimizde olan ¢oziinirligli ve
toksisitesi artabileceginden bu konuda ¢alismalarin yapilmasi daha da Onem

kazanmaktadir.
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