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Bu aragtirmada 0.1 ve 1.0 ppm derisimlerinde Cu igeren ortama 10 ve 20
ginlik sirelerle birakilan Cyprinus carpio’nun karacifer ve solungaglarinda
baktrin birikimi ve metal baglayict protein diizeylerine etkisi incelenmistir.

Denenen tim kosullarda organlardaki bakir birikimi siireye ve ortam
derigimine bagli olarak artmigtir. En yiiksek bakir birikimi karacigerde bulunmus,
bunu solungag dokusu izlemigtir.

C. carpio’nun karacifer ve solungag proteinleri SDS-poliakrilamid jel
elektroforez yontemiyle saptanmustir. Cahslan tim konsantrasyonlarda,
karaciferde 40-54 kDa arasinda orta molekiil agirlikta (OMAP) 5 band, 66-170
kDa arasinda yiiksek molekiil agirhkh (YMAP) 6 band olmak iizere toplam 11
protein bandi, solungaglarda ise 64-101 kDa arasinda YMAP’den 4 band ve 25-48
kDa arasinda OMAP’den 5 band olmak iizere toplam 9 protein bandi saptanmistir.

Deney gruplannin timiinde karaciferde saptanan 11 protein bandimin
densitometredeki olgiimlerin de 170, 136, 113 ve 88 kDa olan YMAP bantlarinda
ve 40 kDa OMAP bandinin protein yogunlufu kontrol baliklaryla
kargilagtinldiginda 6nemli derecede artmugtir. Solungaglarda ise 90 ve 72 kDa
olan YMAP bandlarinda ve 30, 26 ve 25 kDa olan OMAP bantlanimn protein
yogunluklarinin 6nemli oranda arttif belirlenmistir.

Hem karaciger hem de solungaglarda protein bantlarindaki yogunluk artigi
derisim ve siire agisindan bir ayrim géstermemisgtir.

Anahtar Kelimeler :Bakir, Balik, Birikim, Metal Baglayici Protein, Cyprinus carpio
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In this study, metal binding protein synthesis and accumulation of copper
in the liver and gill tissues of Cyprinus carpio were investigated over 10 and 20
days period at concentrations of 0.1 and 1.0 ppm Cu in the medium.

In all experimental conditions, tissue accumulation of copper increased
with increasing concentrations of copper in the medium and exposure period. The
highest accumulation occured in the liver followed by the gill.

Liver and gill proteins of C. carpio were determined by SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis. In all concentrations tested, electrophoretic
pattern of the liver and gill proteins consist of 11 and 9 bands, respectively. The
11 bands for liver are between 40 — 54 kDa medium molecular weights proteins
(MMWP) for 5 bands and between 66 — 170 kDa high moleculer weight proteins
(HMWP) for 6 bands. The result for gill (9 bands) are as follows: between 64 —
101 kDa HMWP for 4 bands and between 25 — 48 kDa MMWP for 5 bands.

In all of the experimental groups, in densitometric measurements of 11
protein bands of liver, protein density of 170, 136, 113 and 88 kDa HMWP bands
and 40 kDa MMWP band significantly increased when compared with the control
groups. Similarly, gill protein density of 90 and 72 kDa HMWP bands and 30, 26
and 25 kDa MMWP bands a significant increase were determined.

The increased density of protein bands of both gill and liver do not
dependent upon exposure dose and time.

Key Words :Copper, Fish, Accumulation, Metal Binding Proteins, Cyprinus carpio
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1. GIRIS Ozgiir FIRAT

1. GIRIS

Agir metaller, yogunluklan 5g/cm*den biiylik elementlerin olusturdugu bir
grup olarak tanimlanmakta ve bu kategoriye giren 40 kadar elementten olusmaktadir
(Srivastav, 1994; Zenk, 1996). Cevredeki bu metallerin yiiksek derigimleri dogal ve
antropojenik orijinli kaynaklarnin bir sonucudur. Kémir, petrol ve mazotta bulunan
metaller riizgar ve yagmurlarla su ortamina girmektedirler. Cu, Zn, Cd, Pb, Hg, Ni,
Co ve As gibi afir metaller, endiistriyel aktiviteler, atitk su desarjlani ve asit
yagmurlanyla su ortamlarina girmektedir (Moiseenko ve Kudryavtsera, 2001). Agir
metaller besin zincirine katilabilen ve organizmalarda birikebilen tehlikeli
kirleticilerdir. Endistriyel atiklar, kentsel atiklar ve diger kirleticilerin ortama
geligigiizel bosaltilmasi, gevrenin kirlenmesine ve hedef organizmalarin fizyolojik ve
biyokimyasal aktivitelerinin olumsuz etkilenmesine neden olmaktadir.

Organizmalarin ¢ogunda farkli yasamsal olaylann sirdirilebilmesi igin
gerekli olan metalleri viicutlarinda yogunlastirma yetenekleri bulunmaktadir. Bu
yetenek belli metabolik stireglerin artistyla veya hayvanlann beslenme ritminin
degismesiyle artabilmektedir. Agfir metallerin bir ¢ogunun organik maddelerle
kompleks yapabilme yeteneklerinden dolayr dokulara yerlesebilme ve buradan
ayrilmama egiliminde olduklan belirtilmistir (Menezes ve Quasim, 1984).

Metallerin bir gogu yeterli miktarda bulunduklarinda toksik degildir, su veya
besinde yeterli dizeyde bulunmalart gereken mikrobesleyiciler olarak
duganilmektedir. Baliklarda Ca, Fe, Mg, Se ve Zn gibi elementler yeterince
alinmadiinda birtakim hastalik belirtileri ortaya gikarken, Cr, Ni, Va, Ar ve Si gibi
elementler omurgasizlarda besleyici elementlerdir. Cd, Hg ve Pb gibi metaller,
besleyici bir rolleri olmadif: gibi digiik diizeylerde bile organizmalara gok toksik
etki yapmaktadir. Besleyici elementler genellikle metalloenzim ve enzimatik
reaksiyonlarda kofaktor olarak gérev yapan anahtar elementlerdir.

Aquatik ortamlardaki metallerin diizeylerini belirlemek ¢esitli nedenlerden
dolay1 oldukga giigtiir. Bu nedenler arasinda 1. Metallerin gogu ( Cu, Zn, Co, Sr, Ni
ve Fe) gerekli metallerdir ve organizmalarda dogal olarak eser dizeyde

bulunmaktadir. 2. Metalden etkilenme, hem metalin dogrudan etkisinde kalma hem
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de mutajenik, embriyotoksik, gonadotoksik ve kanserojenik etkilerini igeren uzun bir

siire biyobirikimin sonucu olabilmesi 3. Organizmaya toksik etkilerin, metalin

ozelligine, metallerin kombinasyonuna ve difer fiziko-kimyasal faktorlere bagh
 olabilmesidir (Moiseenko ve Kudryavisera, 2001).

Agir metaller su kirleticilerinin biyiik bir blimiinden sorumiu tutulmaktadir
ciinkii dilnyanin bir ¢ok bolgesinde kritik diizeyde bulundufu saptanmugtir. Afir
metaller her zaman her yerde bulunmakta, suda gabuk ¢6ziiniip taginmakta, akuatik
organizmalar tarafindan hemen alinmakta ve proteinlerin silfidril gruplanna
baglanarak protein ve enzimlerin yapisim1 degistirerek organizmaya toksik etki
yapmaktadir (Hodson, 1988).

Baliklar tarafindan agir metaller; su, sediment ve besin yoluyla olmak lzere
tic farkl gekilde alinmaktadir (Douben, 1989a, b). Metaller suda serbest iyon
seklinde veya inorganik ve organik anyonlann ¢ozinmiis kompleksi seklinde
bulunmaktadir. Buna ek olarak ¢oziinmemis kompleks ve organik partikiiller
seklinde de bulunmaktadir. Bunun sonucu olarak organizmalar agir metallerin
serbest iyon seklinde olanlarim sudan dogrudan alirken, afir metallerin bazilarm
besin zinciri yoluyla bazilarim1 da sedimentten dogrudan aldiklar belirlenmistir
(Hodson, 1988; Klark ve Fraleigh, 1997).

1.1. Bakar

Zn ve Fe metalleri gibi bakir da yagam igin temel bir elementtir ve enzimatik
reaksiyonlarda kofaktor olarak islev yapmaktadir. Bakir, Askorbik asit oksidaz,
tirosinaz, amin oksidaz, iirikaz, betahidroksilaz ve sitokrom oksidaz gibi bazi
enzimlerin, glikoproteinlerin ve hemosiyanin gibi énemli molekillerin yapisinda
bulunmaktadir (Prosser ve Brown, 1966; Goyer, 1986; Torres ve ark., 1987;). Bakr,
gastrointestinal sistemde Fe’in absorbsiyonunda, kemik olusumunda, hemoglobin
sentezinde ve sinir sisteminde miyelin kilifinin korunmasinda gorev yapan énemli bir
metaldir (Sorensen, 1991). Bakir, elektirik, kagit ve boya endustrilerinden, metal
isleme sanayinden, fosil yakitlarin yanmasindan ve benzeri kaynaklardan ortama
bosaltilmaktadir. Yaygin kullanim alanlarinin bulunmasi nedeniyle bakir iyonlarinin
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akuatik sistemin kirlenmesine ve organizmalarda birikime neden oldugu saptanmigtir
(Kargin, 1996 ,1998).

Bakir, baliklarda hem gerekli hem de toksik bir metaldir. Baliklarin ¢ogu
sudaki gercek konsantrasyonlardan bagimsiz olarak bakin secici bir gekilde
almaktadirlar. Metabolik gercksinimi asan bakir derigimleri, baliklara zarar
vermektedir (Villar ve ark., 2000). Baliklarda bakirin subletal derigimlerinin bir gok
olumsuz etkileri oldugu belirtilmigtir. Bu etkiler arasinda karaciger ve solungag
enzimlerinin inhibisyonu (Nemscok ve Hughes, 1988), histidin, sistein ve metionin
iceren proteinlere baglanarak islevlerinin engellenmesi (Camakaris ve ark., 1999),
hiicresel diizeylerde reaktif oksijen tirlerinin olusumu (Haris ve Gitlin, 1996)
hematokrit diizeyinde degisiklikler (Tort ve ark., 1987), tiremenin azalmasi, oksijen
tiketiminde degisiklikler (Felts ve Heath, 1984) ve dokularda birikim 6nem
tasimaktadir (Cogun ve Kargin; 2004).

Baliklarda organ veya dokulardaki agir metal birikimi ve toksisitesi, metalin
alinim sekli ve etkide kalan dokunun fizyolojik ve fonksiyonel yapilariyla iliskilidir
(Campana ve ark., 2003). Dogal ve laboratuar kosullarinda kirleticilerin etkisinde
kalan baliklarin karacigerinde olusabilen biyokimyasal ve histo-sitolojik
depisiklikler, kirleticilerin ortamdaki diizeylerinin belirlenmesi agisindan biiyiik
6nem tagimaktadir (Hinton ve Lauren, 1990). Karaciger metal iyonlarimn birikimi
i¢in 6nemli bir organ olup, Cu, Cd, Fe, Pb, ve Zn gibi metaller karacigerde yiiksek
diizeyde birikmektedir. Bu metalleri yiiksek diizeyde biriktirmesinin nedeni bu
organin metal detoksifikasyon sisteminin 6nemli bir merkezi olmasindan
kaynaklanmaktadir (McCarter ve ark., 1982; Viarengo ve ark., 1985; Hermesz ve
ark., 2001). Agir metaller digik diizeylerde ilk olarak solungaglarda birikmektedir
(Collvin 1984; Kargin ve Erdem, 1992). Balik solungaglari, gaz transferinde, azotlu
artiklarin uzaklastinlmasinda ve iyon dengesinin diizenlenmesinde énemli gérevler
ostlenmistir (Claiborne ve ark.,, 2002; Marshall, 2002;). Gaz degisimini
kolaylagtirmak amaciyla bronsiyal epitelyumun, genis bir yiizey alam olusturmas:
nedeni ile kirleticilerin absorbsiyonu kolaylagmakta (Jonsson ve ark., 2003) bunun
sonucunda kirleticiler solungaglarda yiiksek diizeyde birikmektedir. Dokulardaki
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metal birikimi, ortamdaki metal derisimine ve metalin 6zellifine ve viicuda alinma
-gekline bagh olarak defisim gostermektedir.

1.2. Metal Baglayici Proteinler

Vicut sivisi yada dokularda biyokimyasal, selular ve fizyolojik
biyomarkirlarin  6lgiilmesi, g¢evredeki kontaminantlara karsi organizmalann
tepkilerini gostermek agisindan biyiikk 6nem tagimaktadir. Proteinler, afir metallere
karst ilgileri nedeniyle, metaller igin spesifik biyomarkirlar olarak kabul
edilmektedir.

Genelde afir metaller, organik ligandlarla kompleks yapabilme
yetencklerinden dolayr dokulara yerlesebilmekte ve oradan kolay bir sekilde
ayrilmamaktadir (Menezes ve Quasim, 1984). Metallerin etkisinde kalan
organizmalarda metal stresine karsi adaptasyon molekiler ve hiicresel diizeyde
yamitlar ile olusmaktadir. Bunlar metallothioneinler (MT) (Roesijadi, 1992; Roesijadi
ve Robinson, 1994) ve diger metal baglayici proteinlerdir (MPB) (Ochi ve ark.,
1988; Kegoh ve ark., 1994).

Proteinler, organizmalarin metabolizmasinda 6nemli bilesenlerdir. Agir
metaller bu makro molekiillerin normal ¢aligmalanina katilarak protein
metabolizmasinda onemli degisiklilere neden olmaktadir. Proteinlerin bozulmasi
"veya sentezlerinin artmasi ve bazi enzimlerin aktivasyonunu arttirma veya
inhibisyonu metallerin neden oldugu énemli degisikliklerdir (Hilmy ve ark., 1985;
De Smet ve Blust, 2001).

Akuatik organizmalarda metallerin biyokimyasal etkileri ile ilgili galigmalann
cofgu metallothionein ve difer metal baglayici proteinlerin 6zellikleri ve sentezi
tizerine yogunlagmigtir (Thaker ve Haritos, 1989; Renwrantz ve ark., 1998; De Smet
ve Blust, 2001). Biyolojik sistemler iizerine agir metal kirliliinin etkisinin
olgilmesinde, metal baglayic1 proteinlerin kullamlmas: bir gok aragtirici tarafindan
onerilmektedir (McCarter ve ark., 1982; Renwrantz ve ark., 1998; Olsvik ve ark.,
2001).
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Baliklarda iki tip metal baglayici protein tamimlanmigtir. Bunlardan biri tek
tip protein igeren metallothionein (MT) ad1 verilen metal baglayici proteinlerdir. MT
ilk olarak at bobreginden izole edilmigtir. MT hayvanlarda 60-63 aminoasitten ibaret

‘olup, digiik molekiil agirhga (6000-8000 dalton) sahip, %30 oramnda sistein ve %6-
11 oraminda metal igeren aromatik karakterli metal baglayan bir protein grubudur
(Cherian ve Goyer, 1978; Cousins, 1985; Pierson, 1985).

Ikincisi ise thionein olmayan metal baglayici proteinlerdir. Bu metal baglayica
proteinler ¢ok diisiik sistein ve fenil alanin gibi aromatik aminoasit igeren ve
yaklagik 7000-30.000 dalton molekul agirlifina sahip proteinlerdir. Baliklarda bu
sinifa ait 4 tane protein bulunmaktadir (Pierson, 1985).

MT ve diger yiiksek molekiil agirlikli metal baglayic1 proteinler (YMAP)
hayvanlar aleminin yam sira yiksek yapihi bitkilerde, eukaryotlarda ve
prokaryotlarda fazla miktarda bulunmaktadir (Kito ve ark., 1982a; Pierson, 1985;
Ovemnell ve ark., 1987; Irato ve ark., 2003).Baliklarda biriken agir metaller yalnizca
MT degil aym1 zamanda YMAP de indiikledigi bilinmektedir (McCarter ve ark.,
1982; Roch ve ark., 1982). MT ve YMAP baliklarin karaciger, bobrek ve dalak gibi
organlarinda izole edilmistir (Cherian ve Goyer, 1978; Thomas ve ark., 1983). Bu
dokulardan karaciger, metal baglayici proteinlerin en fazla sentezlendigi 6nemli bir
organ olarak kabul edilmektedir (Noel-Lambot ve ark., 1978; Dixon ve Sprgue,
1981; Thomas ve ark., 1983).

Agir metalleri baglamada MT ve diger metal baglayici proteinler etkin rol
oynamaktadir. Genellikle bu proteinlerin hiicre biiylimesi ve gelismesi igin gerekli
olan Zn ve Cu gibi 6nemli metallerin regillasyonunda ve Cd ve Hg gibi gerekli
olmayan metallerin eliminasyonunda 6nemli rol oynadiklari kabul edilmektedir
(Mackay ve ark., 1993). Metal baglayici proteinler, metallerin artan derisim:erinde
organizmalarin iklime uyma gostermelerinde biiylik 6nem tagimaktadir. Bu metal
baglayic1 proteinler, enzim ve proteinler tzerindeki serbest sitosolik metalleri
baglayarak metallerin toksik etkilerini azaltmaktadir (Olsvik ve ark., 2001). Agir
metallerin etkisi altinda strese giren baliklarda olusan serbest oksijen radikalleri
metal baglayici proteinler tarafindan yok edilmektedir buna ek olarak organizmay1

alkil ajanlarina kars1 korumada da 6nemli bir rol aldiklan belirlenmistir (Kito ve ark.,
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1986; Irato ve ark., 2003). Akuatik organizmalarda metal baglayici proteinlerin,
gerekli metallerin metabolizmasinda, toksik metallerin alimm, depolama, taginma ve
atiliminda gbrev yaptiklan belirlenmistir (Martinez ve ark., 1991).

Genelde hayvansal organizmalar Cu, Zn, Cd, ve Hg gibi gesitli air metallerin
subletal derisimlerinin etkisinde kisa streli kaldiklarinda, buna spesifik metal
baglayic1 proteinleri sentezleyerek cevap vermektedirler (Bryan ve Hidalgo, 1976;
Marcano ve ark., 1996; Irato ve ark., 2003). Agir metallerin goSunun, baliklarda MT
ve yiiksek molekiil agirlikli proteinlerin sentezini indiikledigi bir g¢ok aragtiric:
tarafindan saptanmis ve en etkili indiikleyici metallerin kadmiyum ve ginko oldugu
belirtilmigtir (Bryan ve Hidalgo, 1976; Roch ve McCarter, 1984).

Metal baglayici proteinlerin olusumuna metallerin diginda stres, sakatlanma,
enfeksiyonlar, karaciger hasarlani, alkali ajanlar ve glukokortikoid hormonlar gibi
¢ok sayida endojen ve eksojen faktorlerde neden olmaktadir (Overnell ve ark., 1987,
Gagne ve ark., 1990). Buna ek olarak agin sicak veya soguk ortamlar, yaniklar agir
cksersizler gibi gesitli stres faktorleri dokularda MT ve diger yiliksek molekiil
agirlikli proteinlerin sentezini indiikleyebilmektedir (Cousins, 1985).

Metallerin etkisinde kalan organizmalarin dokularinda 6ncelikle karacigerde
metal diizeyi yiikselmeye baslar, bunu MT ve diger metal baglayici proteinlerin
sentezi izler, bu da karacigerde metalin tekrar birikime devam etmesini saglar
(Cousins, 1985).

Organizmalarda metal baglayic1 proteinlerin olusumu ve dokulardaki artis,
sadece metalin etkisiyle degil aym zamanda metal birikimini etkileyen faktorlere
bagli olarak da degisim gostermektedir (Howard ve Hacker, 1990). Organizmalarda
metal derisimleri dolayisiyla metal baglayici proteinler, tiire, organlara, yasa, gelisme
durumuna, ve diger fizyolojik faktorlere gore degisim gostermektedir (Kagi ve
Schaffer, 1988).

1.3. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Proteinler, izoelektrik noktalarimin (pI) tzerindeki pH degerlerinde (-)
yiklidirler ve elektriksel alanda anoda dogru go¢ ederler; izoelektrik noktalarinin
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altindaki pH degerlerindeyse (+) yiikliidirler ve katoda dogru go¢ ederler. Bu
6zellikleri nedeniyle protein kangimlaninin aynlmasinda elektroforez yonteminden
genis capta yararlanilmaktadir. Elektoforez, molekil afirlifinin saptanmasinda,
miktar tayininde, saflik kontrolinde ve oligomerik proteinlerin alt birimlerinin
belirlenmesinde kullanilmaktadir (Ertan ve Arda, 1999).

Poliakrilamid jeller, ortamda inisiyator (baslatic1) ve katalizér bulundugunda
N-N'-metilen bis akrilamid ile akrilamidin gapraz baglar olusturmasiyla polimerize
olarak porlu bir yap1 olustururlar. Jeldeki akrilamid-bis akrilamid oram oldukga
oénemlidir. Ctinki jeldeki bu bilesenlerin yilizdesi diigiik olursa jelin por ¢api genisler
ve bunlar, molekil agirhifn biyiik olan proteinlerin aynlmasina olanak saflar.
Yiksek jel yiizdeleri ise kiigiik porlar olusturacagindan bu tip jeller, molekiil agirlijt
kiigik proteinlerin aynlmasinda kullaniir. Orneklerin aynilmasi sirasinda protein
Omeklerinin diizgiin bir gekilde ayiric1 jele gegmesini saglamak amaciyla
polimerizasyondan sonra ayirict jelin {izerine por ¢ap: daha biiyiik olan dengeleyici
jel dokilerek tarak yerlestirilir ve 6rnekler olusan goézlere yerlestirilir (Gaal ve ark.,
1980).

SDS-PAGE yontemi yaygin olarak proteinlerin analizi ve o6zelliklerinin
saptanmasinda kullanilmaktadir. Sodium dodesil siilfat (SDS) anyonik bir deterjan
olup proteinlere siki sikiya baglanarak proteinleri denatiire etmektedir. Her bir SDS
molektli bir polipeptid zincirindeki iki amino asit artifinina baglanir. SDS’nin
proteine baglanma 6zelligi farkl protein konsantrasyonlarinda denenmis ve bir gram
protein igin ortalama 1.4 g SDS kullamlmasi gerektifi saptanmistir. SDS’nin
proteinlere baglanmasi onlan negatif yiiklii yapacagindan SDS-protein kompleksleri
elektroforez ortaminda anoda dofru go¢ ederler. Elektroforez ortaminda
poliakrilamid jellerin elek etkisi nedeniyle farkli biiyiikliikteki prcteinlerin, farkli
sekillerde hareket ettikleri goriliir. Bu yiizden SDS ile muamele edilmis proteinlerin
separasyonu, proteinlerin biyiklagindeki farklihif1 gosterir. Bu ozellikler dikkate
alindiginda SDS-PAGE yonteminin molekiiler agirliklari bilinmeyen proteinlerin
analizleri igin uygun bir yontem oldugu belirtilmistir (Weber ve Osborn, 1969).
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Poliakrilamid jellerde ayinmi yapilan proteinlerin molekal agirliklan,
standart protein markirlan kullanarak elektroforez ortamindaki hareketlerinin
kargilagtinlmastyla hesaplanir. Molekiler agirlik hesaplamalan %10 akrilamid jeller
kullanilarak yapilmaktadir (Weber, 1972; Podulso, 1980; Walker ve ark., 1988).

SDS-PAGE’den sonra protein bandlanim gorimiir hale getirmek igin bir ¢ok
yontem kullamilmaktadir. Bunlar arasinda en fazla kullanilam bandlarin boyandiktan
sonra degerlendirilmesidir. Bu amag i¢in en uygun ve hassas olanlari, Coomassie
Brillant Blue R-250 ve Giimiiy Boyama yontemleridir (Granzier ve Wang, 1993;
Kintzer ve ark., 1994).

Agir metallerin etkisine birakilan C. carpio’da MBP’ler uzerine yapilan
aragtirmalar (Cinier ve ark., 1998; De Smet ve Blust, 2001; De Boeck, 2003) genelde
MT ler iizerine yogunlagmugtir. Sazanlarda MT’ler disindaki difer MBP’ler tizerine
yapilan aragtirmalar oldukga azdir. Bu nedenle bu arastirmada Cyprinus carpio’nun
solungag ve karaciger dokusunda bakir birikimi ve bakinn, MT’lerin digindaki

MBP’lerin sentezi iizerine etkisinin belirlenmesi amaglanmigtir.
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2.ONCEKI CALISMALAR

Noel-Lambot ve ark. (1978), Anguilla anguilla (yilan balig1)’nin solungag ve
karaciger dokularmda Cu, Zn ve Cd gibi air metallerin birikimini ve
metallothionein (MT) gibi metal baglayic1 proteinlerin metal etkisindeki miktarlarint
incelemiglerdir. Aragtirmada yilan bahgindan izole edilen MT’lerin memeli
dokularindakine benzedigi ve Cd etkisinde MT’nin karacierde yiiksek diizeyde,
solungaglarda ise 6l¢ulebilecek diizeyin altinda oldugunu saptanmugtir.

Zengin sistein artif1 igeren fakat disiik diizeyde yada hig aromatik amino asit
artift igermeyen 10-12 kDa molekiiler agirhfindaki Cd baglayic: proteinler, Scylia
serrata (Olafson ve ark. 1979) ve Cancer pagurus (Ovemell ve Trehella, 1979)
yengeglerinde izole edilmistir. Bu proteinler, Cd’un yam sira fark edilir dizeyde Cu
ve Zn miktarlarin1 da igermistir.

Ridlington ve ark. (1981), dort deniz organizmasimn karacifer ve
bébreklerinde 10 kDa molekiiler agirhiginda metal baglayici proteini izole etmistir ve
bu proteinin amino asit’ koxhpozisyonlanmn ve molekiler agirliklarimin sigan
MT’lerine benzemedigini saptamiglardir.

Lyon ve ark. (1983), tatl: su istakozunun (Austropotamobius pallies), in vivo
ve in vitro olarak uygulanan Cu, Zn ve Cd iyonlarinin etkisinde hepatopankreasta iig
tane 3.6, 5.5 ve 12 kDa molekiiler agirlifinda metal baglayic1 proteinleri rapor
etmiglerdir. Yapilan incelemeler bu proteinlerin tipik MT’ler olmadiklarim
gostermistir.

Thomas ve ark. (1983), Gokkusagt alabalifinin (Salmo gairdneri) karaciger,
bobrek ve solungaglarindaki Cd birikiminin ve Cd baglayict proteinlerin
kargilagtinlmas1 ¢ahgmalarinda balik viicudundaki Cd’un %99’undan fazlasimin
karaciger, bobrek ve solungaglarda biriktigini ve Zn, MT lere baglanirken Cd’un iki
tane digiik molekiiler agirlikh proteinlerce depo edildigini rapor etmislerdir.

Menezes ve Quasim (1984), Tilapia mossambica’ nin serum, hemoglobin ve
goz lens proteinlerini elektroforetik 6rneklerinde civa birikiminin etkilerini
incelemislerdir. Hemoglobinde en hizh ilerleyen banttaki protein yogunlugunda bir

artis gozlenmigtir. Yiiksek civa konsantrasyonunda serum protein bantlarindaki
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protein fraksiyonlarinda yogunluk, hareketlilik ve miktar yoniinden O6nemli
degisiklikler gérilmiigtiir. GOz lens proteinlerinde ise etkide kalma siiresince dnemli
degisiklikler gézlenmemistir.

McCarter ve Roch (1984), Cu’in subletal derigimlerinin (1, 50, 100 ve 150
ug/L) etkilerini ve MT metabolizmasimn kinetigini ¢aligmislardir. MT senteziyle Cu
alimmi arasindaki oran Cu-thionein igerigindeki Cu degerleriyle tutarliydi. Bakir
etkisindeki Coho salmon’larin karacigerinde Cu- thionein sentezinin meydana
geldigi gozlenmis ve sentez oraninin balifin aldifn Cu oramina bagh oldugu
saptanmigtir.

Thomas ve ark. (1985), Salmo gairdneri’yi 6n-muamele olarak ya 9 pg Cd/L
yada 100 ug Zn/L’ye maruz biraktiktan sonra baliklan 54 pg Cd/L igeren akvaryuma
aktardiklarinda baliklanin karacier solunga¢ ve bobreklerinde Cd’nin yalmzca iki
dosik molekiiler agirlikli proteinlerle, Zn (ve Cu) ‘in ise isoMT lerle ortaklasa
bulundugunu gézlemlemislerdir.

Kay ve ark. (1986), Cd etkisinde Salmo gairdneri gokkusag: alabaliinda
karaciger, sblungac; ve bobreklerde Cd’nin MT ozelliklerinden farklilik gosteren iki
diigiik molekiiler agirlikli proteine baglandifini rapor etmislerdir.

Baksi ve ark. (1988), Morone saxatilie CdCl, (0.2 mg
Cd/enjeksiyon) 3 gimlilk enjeksiyonda sitosolik metal baglayict protein
indiiksiyonunda zamana bagh olarak artiy meydana gelmistir. Bu diigiik molekiiler
agirlikl proteinde yaklagik 2.6 kathik bir artig olmustur.

Harrison ve ark. (1988), hem dogal ortamlarda hem de laboratuar
kosullaninda metallerin etkisine birakilan Mytilus edulis populasyonlannin her
ikisinde de hem MT’leri igeren diisiik molekiiler agirlikli hem de metalloenzimleri
iceren yiiksek molekiiler agirlikli metal baglayici protein fraksiyonlaninda artan bir
metal birikimini gézlemlemislerdir.

Krezoski ve ark. (1988), yaptiklar: bir ¢aligmada 11 tathsu balifinin karaciger
sitosollerinde Cu ve Zn’yi baglayan 10 kDa agirlifindaki metal baglayic1 proteinin
olustugunu gozlemlemislerdir.

10
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Langston ve ark. (1989), deniz yumusakgalanyla yaptiklan bir ¢aliymada
Cd’nin Littorina littorea ve Mytilus edulis’te MT-benzeri, Macoma balthica
(bivalve)’de ise yiikksek molekiler agirlikhh metal baglayict proteinlerce depo

edildigini gostermislerdir. .

Andersen ve ark. (1989), Nassarius reticulatus salyongoz sitosoliinde diisiik
molekiler agirlikli metal baglayici bir protein bulmuslardir ki, bu protéin ortama
kontamine olmus afir metaller tarafindan indiklenmistir. SDS-merkaptoetanol
poliakrilamid jel sistemlerinde bu protein 19 kDa molekiler agirlifa sahip bir protein
olarak davranmigtir. Amino asit kompozisyonu bu proteinin kesinlikle MT-benzeri
bir protein olmadigim kanitlamigtir.

Erdem ve Kargin (1990), Tilapia nilotica’mn dokularninda bakar birikiminin
derigim ve etkide kalma siiresine bagh olarak arttigim belirtmislerdir. Caligmada en
yiiksek bakir birikiminin karacigerde oldugu gézlenmistir.

Kargin ve Erdem (1991), Cyprinus carpio’da bakirin doku ve organlardaki
birikimi ile ilgili galigmalannda en yiiksek bakir birikiminin karaciger ve dalakta en
digiik bakir birikiminin ise kas da oldugunu rapor etmislerdir. |

Conner ve Fowler (1994), Ictalurus punctatus’un karacigerinde Pb-baglayici
bir proteini izole etmislerdir. Proteinin molekiler agirhfi SDS-PAGE’de
hesaplanarak 10 kDa oldugu bulunmustur. Protein yiiksek miktarda glisin (%18.3),
aspartik asit (%10.2) ve serin (%15.1) icermekteydi. Western blot analizleri bu
hepatik proteinin memelilerdeki diigik molekiler afirlikli metal baglayic
proteinlerden farkl oldugunu gostermistir.

Sanders ve Martin (1994), Strongylocentrus purpuratus embriyolarinda 2-
boyutlu elektroforez ayirimiyla elektroforetik olarak 10° M Cu’da 60 kDa molekiiler
agirhifinda bir proteinin sentezlendiBini rapor etmislerdir.

Kargin (1996), Mullus barbatus ve Sparus aurata ‘da g¢esitli metallerin
karaciger, solungag ve kas dokusundaki birikimi ile ilgili galiymasinda her iki tiirde
de bakir birikiminin en fazla karacigerde oldugunu bunu da solungag ve kasin takip
ettigini belirtmistir.

11
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Ueng ve ark. (1996), Tilapia’da Cd etkisinde karacigerde ve solungagta MT

indiikksiyonunu rapor etmislerdir. Cd ile MT indiksiyonu doz-yamt iliskisinde
kontrolle karsilastinldiginda karacigerde 14 ve solungagta 10 kathk bir artig
gostermigtir. -
Marcano ve ark. (1996), 02 mg CwL ve 10mg Zn/L. subletal
konsantrasyonlarina 24 giinliik bir etkide kalma periyodunun sonunda dokulardaki
Zn ve Cu konsantrasyonlarim sirasiyla 319 pg/g ve 29.6 pg/g ka. olarak
bulmuglardir. Caligmalaninda ayrica Cu’ya yiiksek bir affiniteye sahip ( >60 kDa )
metalloproteinlere ek olarak Cu’ya nazaran Zn’ye daha fazla affinite gosteren 10-20
kDa agirhigindaki MT-benzeri proteinlerin varligini da ortaya ¢ikarmislardir. Bu
bilgiler, diigitk ve yiiksek molekuler agirlikli metal baglayici proteinlerin Cu ve Zn’in
regiilasyonunda rol oynadigim gostermektedir.

Hamza-Chaffai ve ark. (1997), Tunus kiyr baliklari {izerine yaptiklar bir
calismada Scorpaena porcus ve Serranus scriba’min karacigerindeki MT-benzeri
protein diizeylerinin (3.09 mg/g S. porcus; 1.59mg/g S. scriba ) solungaglardaki
diizeylerinden (swrastyla 0.13 mg/g; 10.40 mg/g ) daha yiksek oldugunu
belirlemiglerdir.

Renwrantz ve ark. (1998), Mytilus edulis serum proteinlerini, gradient PAGE
ile aragtirmmglardir. Protein kompozisyonlari midye bireyleri arasinda gesitlilik
gostermesine ragmen 35+1.8, 136+4.0, 287+16.5, 423+26.3, 498+7.5, 667+24.8 kDa
molekiiler agirlifina sahip 6 tane major band elde edilmistir. Yaklagik 35 kDa
agirhgindaki Serum Protein Band I (SBPI) yiksek konsantrasyonlarda ttm
midyelerde bulunmus ve bu protein fraksiyonunun agir metallerle giiglai bir sekilde
reaksiyona girdigi gorilmusgtiir.

Cinier ve ark. (1998), 115 giin siireyle 440 pg/L Cd’un etkisine b1rak11ag
Cyprinus carpio’da Cd’un karacifere oranla daha ¢ok bobreklerde biriktigini
gozlemlemislerdir. Cd etkilesiminden sonra MT diizeyleri karacigerde 13.7 g/kg,
boébreklerde ise 8.7 g/kg k.a. olarak bulunmustur.

Shen ve ark. (1998), Shing Mun nechrinden toplanan Tilapia’nin
karacigerindeki metal baglayici protein fraksiyonlarim analiz etmisler ve Cd’nin
daha ¢ok 2 kDa ‘luk gok diigiikk molekiilgr afirlikli, Zn’in esas olarak iki tane daha

12
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yiksek molekiler agirhkli ve Cu’nun ise baglica MT olarak kabul edilen
fraksiyonlarda buna ek olarak da yiiksek molekiler afirlikli fraksiyonlarda
bulundugunu gézlemlemislerdir.

Maher ve ark. (1999), Avustralya’da Macquame NSW Golandeki Mugil
cephalus’da arsenik’in doku ve kandaki birikimi Gizerine yaptiklar1 galigmalarinda
arsenik konsantrasyonunu solungaglarda 0.54 pg/g ve karacigerlerde 19.2 pug/g k.a.
olarak bulmuglardir ki, karaciferdeki arsenik birikiminin diger tim dokulardan
oldukea fazla oldugu belirlenmistir.

De Smet ve ark. (2001), rayoaktif Cd etkisinde iki boyutlu elektroforezis
jellerinin Western blotting analizinde Cyprinus carpio’nun plazmasinda Cd’nin
baglica iki yiiksek molekiiler agirhikli proteinlere baglandifim rapor etmislerdir. Bu
metal baglayici proteinlerinden biri 60 kDa digeri 70 kDa agirliginda olup bunlardan
70 kDa agirhigindaki proteinin bir transferin proteini oldugu belirlenmisgtir.

De Smet ve Blust (2001), Cd etkisinde Cyprinus carpio’da protein
metabolizmasindaki degisikliklere bakmislardir. Cd birikimi en fazla bébreklerde en
az da solungaglarda olmugtur. Hematokrit, hemoglobin, plazma glukoz, plazma laktat
ve dokulardaki toplam protein igeriklerinde 6nemli degisiklikler gozlenmigtir. Cd
baglayict MT duzeylerinin en fazla karaciferde en az da solungaglarda olduBu
belirlenmistir.

Hollis ve ark. (2001), Cd etkisinde birakilan geng gokkusag: alabalifinda
Cd’un en fazla bobrekte oldugunu bunu solungag ve karacigerin izledigini
gozlemlemislerdir. Tum dokulardaki MT konsantrasyonlan 30 giinlik Cd etkisinde
artmistir. MT diizeylerindeki artiy en fazla karaciferde olup bunu bébrek ve
solungaglar takip etmistir.

Olsvik ve ark. (2001), biri Cu digeri de Cd/Zn ile kontamine olmusg
Norveg’deki iki nehirde yasayan alabaliklarin (Salmo trutta) karaciger, solungag ve
bobreklerindeki metal birikimlerini 6lgmils ve Cu’nun yiksek diizeylerini
karacigerde bulmuglardir. Bobrek ve karacierdeki CuMT dizeyleri, bu metalin
ortamdaki konsantrasyonlarin1 ve dokulardaki birikimini gosterir.

13
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Bervoets ve ark. (2001), dogal tathisulardaki Gasterosteus aceleatus
dokularindaki metal birikiminin sediment ve sudaki metal diizeyleriyle iligkili
oldugunu ve metalin yiiksek diizeylerinin solungag ve karacigerlerde oldugunu rapor
etmislerdir.

Xie ve Klerks (2003), 6 mg/L Cd’ye maruz kalan Heterandria formosa’da 26
saatlik etki siiresinden sonra MT-benzeri proteinlerin indiiklendigini rapor
etmislerdir. Bu proteinin Cd’nin depolanmasinda gérevli oldugu 6ne striilmagtiir

De Boeck ve ark. (2003), bir hafta siireyle subletal Cu diizeylerinin etkisine
birakilan Oncorhynchus mykiss, Cyprinus carpio ve Corassius auratus gibelio gibi
tiirlerin solungag, karaciger ve bobreklerindeki Cu birikimi, MT sentezine es degerde
oldugu bulunmugtur. C. carpio’nun solungaglarindaki Cu miktan diger tiirlere oranla
3-4 kat artmagtir. C. carpio’nun karacigerindeki Cu miktan ve MT diizeyleri olduk¢a
yiiksek oldugu belirlenmistir.

Gillis ve ark. (2003), Tubifex tubifex’de Cd alimmi ve MT-benzeri protein
indiiksiyonunun ilk 24 saatte hizli oldugunu MT-benzeri protein (87 + 1.8 nmol/g) ve
Cd’nin (60.8 = 11 pmol/g) sirasiyla 96 saat ve 4 haftalik etkide kalmada maksimuma
ulagtifini rapor etmislerdir.

Irato ve ark. (2003), Venike Lagiinindeki AMytilus galloprovincialis,
Scapharca inaequivalvis ve Tapes philippinarum’da metal birikimi ve metal
baglayic1 protein indiksiyonunu incelemiglerdir. Calisilan i¢ tiirde de sindirim
bezleri ve solungaglarda oOnemli miktarlarda metal birikimi g6zlenmigtir.
Solungaglar, incelenen MT diizeyleriyle artan kirlilik igin iyi bir organ olup, 6zellikle
solungaglardaki Zn ve MT igerigi arasindaki iliski M. Gallprovincialis ve S.
inaequivalvis’in Zn kirliligi igin kullanabilecek indikatdr organizmalar olabilecegini
gostermistir. )

Papagiannis ve ark. (2004), Pamvotis Golundeki baliklardaki Cu ve Zn
diizeylerinin belirlenmesi ¢aligmasinda en yitksek metal igerifinin difer baliklara
oranla Cyprinus carpio ve Rutilus ylikiensis’de, dokulardaki birikimin ise en fazla

karaciZer ve gonadlarda oldugunu rapor etmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOD

Bu aragtirmada kullanilan Cyprinus carpio’lar D.S.1. igletmesinden alinmsg ve
40X120X40 cm boyutlarindaki yedi stok akvaryum igerisinde iki ay siire ile
laboratuar kosullarina adaptasyonlann saglanmigtir. Bu siire igerisinde baliklar,
12.4+1.74 cm boy ve 40.9+7.4 g. agirlifa ulagsmiglardir.

Deneyler 25 = 1° C sicaklikta yiiriitilmig, akvaryﬁmlar merkezi havalandirma
sistemi ile havalandinlmig ve giinde sekiz saat aydinlanma (8 saat giindiiz - 16 saat
gece) periyodu uygulanmigtir. Balklar, laboratuvar kosullarina adaptasyonlan
boyunca hazir balik yemiyle (Pinar Balik Yemi, Turkiye) beslenmistir. Denemeler
baglamadan iki giin 6nce yem kesilmis, denemeler sfiresince baliklar, viicut
agirliklarinin % 2’si kadar yem ile giinde iki defa beslenmistir.

Deney ortam suyunun kimyasal 6zellikleri:

Toplam sertlik: 278.81+0.39 ppm CaCO;

pH: 8.3610.09

Cozinmiis Oksijen: 7.32+0.08 mg./ L

Akvaryum 1s1s1: 21.0140.27 °C

Baliklar 10 ve 20 ginlik sirelerle bakinn 0.1 ve 1.0 mg/L derisimlerinin
etkisine birakilmigtir. Bu amagla 40X120X40 cm boyutlarinda olan ve her birinin
igerisinde 12 adet balik olacak gsekilde 3 tane akvaryum kullamlmistir. Bu
akvaryumlardan ilk ikisi farkli bakir derigsimlerini denemek, liglinciisii ise kontrol
akvaryumu olarak kullamlmigtir. Deney akvaryumlarindan her birine 100’er litre
belirli bir bakir ¢ozeltisi konmus, kontrol akvaryumuna ise ayn1 hacimde gesme suyu
konmustur. Deneyler denenen her derigim igin ii¢ tekrarli olarak ytriitilmiis ve her
tekrarda iki balik kullanilmigtir. )

Deneylerde kullanilan bakir g¢ozeltisinin (CuCl, x 2H,0) akvaryumlarda
homojen dagilmasi ve akvaryum tabanina ¢Okmesini Onlemek amaciyla
Trisodyumsitrat (C¢HsNa;O; x  2H;0) ¢ozeltisi  kullamlmistir.  Deney
akvaryumlarinda kullamilan bakir g¢6zeltilerinin  derigimlerinde buharlagma,
adsorbsiyon ve akiimiilasyon gibi nedenlerle degisimler olabilecegi dikkate alinarak
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¢ozeltiler iki ginde bir taze hazirlanan stok g¢ozeltilerden uygun seyreltmeler
yapilarak degistirilmisgtir.

Belirlenen her sirenin sonunda deney akvaryumlarindan alinan baliklar
gesme suyu ile iyice yikanarak temizlenmis ve kurutrha ka§1d1 ile yiizeylerinde
bulunan su damlaciklann alinarak karacifer ve solunga¢ dokulannin diseksiyonu
yapilmistir. Disekte edilen karaciger ve solungag dokulann bakir birikiminin

belirlenmesi ve elektroforetik deney igin -35°C”de derin dondurucuda saklanmugtir.

3.1. Dokulardaki Metal Birikiminin Saptanmasi icin Orneklerin

Hazirlanmasi

Bakir analizi igin her bir derisim ve sirede karaciger ve solungag.
dokularindan bir miktar almp etivde 150°C’de 48 saat streyle kurumaya
birakilmigtir. Kuru agirliklan belirlenen doku ve organlar deney tiiplerine aktanlarak
tizerlerine 2 mL nitrik asit (Merck, % 65, d : 1.40) ve 1 mL perklorik asit ( Merck,
% 60, d :1.53) eklenmig (Muramoto, 1983) ve geker ocakta 120°C’ de 3 saat stireyle
yakilmigtir. Yakim tamamlanan 6rmekler polietilen tiplere aktaniimis ve tizerleri
distile su ile 5 mL’ ye tamamlanarak bakir analizine hazir hale getirilmistir..

Dokulardaki bakir analizi Perkin Elmer AS 3100 Atomik Absorbsiyon
Spektrofotometrik yontemlerle saptanmistir. Deneylerden elde edilen verilerin
istatistik analizleri “ Regresyon analizi” ve “ Student-Newman Keul’s Test (SNK)”
testleri uygulanarak yapilmgtir (Rohlf ve Sokal, 1969; Sokal ve Rohlf, 1969).

3.2. Elektoroforez Deneyleri icin Orneklerin Hazirlanmasi

Elektoroforetik ¢alsmalarda kullamlmak iizere C. carpio’nun diseksiyonu
esnasinda difrizde -35 °C’de saklanan, denenen tiim siire ve derigimlerdeki karaciger
ve solungag 6rneklerinin her birinden 0.5 g tartilip 2 mL Fritz’in ¢éziindiirme (6rnek)
tamponu iginde Ultra-Turrax 25 homojenizatorii kullamlarak 9500 rpm’de 3 dakika
homojenizasyona tabi tutulmustur (Granzier ve Wang, 1993). '
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Homojenizasyondan sonra homojenatlar polipropilen tiiplere alimip 56 %C’lik su
banyosunda 30 dakika inkiibe edilerek proteinlerin denatiirasyonu saglanmigtir
(Groschup ve ark, 1991). Kangim oda sicakliginda 30 dakika 5000 rpm’de (Hettich
marka santrifij kullamlarak) ‘santrifij edildikten sonra hér bir sﬁbematant,
elektroforez deneylerinde kullanilmak {izere eppendorf tiiplerine alinarak -35 % de

saklanmistir.

3.2.1. SDS-PAGE Jellerin Hazirlanmasi

3.2.1.1. Ayiric Jelin (%9’luk) Hazirlanmasi)

Cizelge 3.1. SDS-PAGE stok gézeltileri ve hazirlanigi (Bollag ve Edelstein, 1991).

Stok Cozeltileri Hazirlanig1
24,2 g Tris tartilir, 75 mL saf suda ¢oziliir, konsantre
Tris HCl 2M HCI1 ile pH 8.8’¢ ayarlanir ve saf su ile 100 mL’ye
tamamlanir.
12,2 g Tris tartilir, 75 mL saf suda ¢o6zilir, konsantre
Tris HC1 1 M HCI ile pH 6.8’¢ ayarlanir ve saf su ile 100 mL’ye

tamamlanir.

SDS (%10)

10 g SDS tartilir, saf su ile 100 mL tamamlanir.

Gliserol (% 50) 50 mL %100 gliserol aliir, saf su ile 100 mL’ye
tamamlanir.
Bromfenol Mavisi (%1) | 100 mg Bromfenol Mavisi tartilir saf su ile 100 mL’ye

tamamlanir,
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Cizelge 3.2. SDS-PAGE caligma ¢ozeltileri ve hazirlamgi (Bollag ve Edelstein, 1991).

Caligma Coézeltileril

Hazirlanig1

Cozelti A % 30 Akrilamid, % 0.8

29,2 g. Akrilamid ve 0.8 g Bisakrilamid tartilir
saf su ile 100 mL tamamlanarak g¢oziiniir ve

bisakrilamid (100 mL). buzdolabinda saklanir.

2M Tris HCI (pH 8.8) 75 mL, %10’luk SDS 4
Cozelti B (4X) (100 mL). mL, saf su 21 mL buzdolabinda saklanir.

IM Tris HCI (pH 6.8) 50 mL, %10°luk SDS 4
Cozelti C (4X) (100 mL) mL, saf su 46 mL buzdolabinda saklanir.
Amanyumpersilfat (% 10)(5 mL) | 0,5 g AMPS tartilir, saf su ile 5 mL tamamlamr,

Tris (25 mM) 3 g, glisin (192mM) 14,4 g. SDS
Elektroforez Tamponu (1L) (%10) 1g tartilir saf su ile 1L.’ye tamamlanir. pH

8.3

8 M Ure, 2 M Thioiire, %3 SDS, 25 mM Tris-Cl,
Fritz Omek Tamponu 75 mM DTT (Dithiothreitol), pH 6.8 (Granzier

ve Wang, 1993)

Cizelge 3.3. Aynici jelin bilegenleri (%9°1uk) (Bollag ve Edelstein, 1991).

Cozelti A 5,85 mL

Cozelti B 45mL
Saf Su 9,65 mL
AMPS 66 pL

TEMED 15 L
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1. Cizelge 3.2°de verilen maddeler gizelge 3.3’de belirtilen miktarlarda alinarak 30
mL’lik cam bir sisede kanigtinlir ve molekiler oksijenin uzaklagtirilmasi igin vakum
pompastyla 5 dakika degaz yapilir (Jeyaseelan ve ark, 1987).

2. Bu karigima %10’luk AMPS (Amonyumpersiilfat, inisiyator)’den 66 pL, TEMED
(N,N,N'.N'- tetrametilen- etilen daimin, katalizér) gozeltisinden 15 uL ilave edilir ve
sise bu halde birkag kez alt uist edilir.

3. Hazirlanan jel kanigim zaman gegirmeden bir enjektér yardimiyla dnceden
hazirlanmig ve aralarinda 1 mm bogluk birakilmig cam plakalar arasina dokiilir.

4. Jel yiizeyinin diizgiin olmasi ve atmosferik oksijenin jele difiizyonunu engellemek
igin ayirci jelin dokiimiinden hemen sonra jelin {ist yiizeyi ince bir su tabakasiyla
kapatilir ve oda sicakliinda 30-60 dakika polamerizasyona birakilir (Bollag ve
Edelstein, 1991).

3.2.1.2. Toplayici (Dengeleyici) Jelin (%3.5) Hazirlanmasi

Cizelge3. 4. Toplayici jelin bilesenleri (Rasmussen ve ark., 1991).

Cozelti A 1,5 mL

Cozelti C 2,25 mL
Saf Su 5,25 mL
AMPS 30 uL

TEMED 10 uL

1. Cizelge 3.4’de verilen gozeltiler belirtilen miktarlarda 30 mL’lik bir cam gise
iginde kanigtinlip 5 dakika vakum pompasiyla degaz yapilir.

2. Bu karigima 30 ul. AMPS ve 10 uL. TEMED ilave edilerek sise birkag kez alt tist
edilir.

3. Ayirici jelin astindeki su dokildikten sonra bir enjektér yardimiyla hazirlanan
kanisim kabarcik olusmamasina dikkat edilerek polimerize olmus ayirici jelin Gizerine
dekilir ve dikkatlice tarak yerlestirilir.

4. Jel bu halde 1 gece polimerizasyona birakilur.
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5. Polimerizasyon gergeklestikten sonra tarak, aradaki duvarlar zarar gérmeyecek
sekilde yavagca ¢ikarilir ve béylece dmek gukurlarimin olugmasi saglanir (Bollag ve
Edelstein, 1991).

3.2.2 Protein Orneklerinin SDS-PAGE Jeline Uygulanmasi ve

Separasyonu

Fritz’in o6mek tamponu igerisinde hazirlanan karacifer ve solungag
dokularinin denenen tim siire ve derisimlerdeki protein karigimlari 1:5 oraninda
%20°lik siikroz ¢ozeltisiyle kangtnlmustir (10 pL sitkroz, 50 pL 6rnek). Hazirlanan
bu protein kanigimlarindan, jelde olugturulangézlere 100 uL mikro pipet yardimiyla
hava kabarcift olugmamasina dikkat edilerek yiklenmigtir. Goézlerden birine
separasyona ugratilacak oOrneklerin molekiler agirliklarini hesaplamaya olanak
saglayacak markir proteinden (Protein Standart Mixture IV; Cytochrom C 12300 Da,
Myoglobin 16949 Da, Carboanhydrase 30000 Da, Ovalbumin, 66250 Da,
Ovotransferrin 78000 Da) 50 pL konulmustur. Elektroforez esnasinda molekillerin
jeldeki hareketlerini goézlemleyebilmek igin orneklerden birine bromfenol mavisi
ilave edilmistir (Gaal ve ark, 1980; Himber, 1993).

Orneklerin yitklenmesinden sonra jel, elektroforez tankina dikey pozisyonda
yerlestirilip, Gist ve alt rezervuara elektroforez tamponundan konulduktan sonra 16
mA’de yaklagik 12 saat sireyle (Anderson ve ark, 1991) oda sicaklifinda
separasyona birakilmistir. Elektroforez iglemi bromfenol mavisi jelin sonuna
yaklagtiginda (0.5-1 cm) sonlandirilmigtir (Granzier ve Wang, 1993).

3.2.3. Jelin Coomassie Brillant Blue R-250 (CBR-250) ile Boyanmasi

Bu yontem, 0.1 pg kadar kiigik miktarlardaki protein bandlarinin boyanarak

goriinmesini saglar (Bollag ve Edelstein, 1991).
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Cizelge 3.5. CBR-250 stok g6zeltisi (boyama gozeltisi) (1L)

Coomassie Blue R-250‘ 10g
Metanol 450 mL
Glasial Asetik Asit 100 mL
Saf su 450 mL

Cizelge3.6. Boyay1 geri alma ¢ozeltisi (1L).

Metanol 100 mL
Glasial Asetik Asit 100 mL
Saf su 800 mL

1. Elektroforezi takiben jel, cam plakalar arasindan dikkatlice alinarak i¢inde yeterli
miktarda boya ¢6zeltisi bulunan boyama kabina almir ve kapagi kapatilir.

2. Jel, 2-3 saat galkalayicida boyanmaya birakilir.

3. Siirenin bitiminde boya kaptan alinir ve jel saf su ile birkag kez yikanir.

4. Yikama isleminden sonra jelin bulundugu kaba boyayi geri alma g¢6zeltisinden
jelin yiizeyini kaplayacak miktarlarda konur ve galkalayicida 1 gece bekletilir.

5. Sure tamamlandifinda ¢6zelti alinarak jel, saf su ile birkag kez yikanir ve 151k
kutusu iizerinde fotograflamir (Bollag ve Edelstein, 1991).

3.2.4. Protein Bandlarinin Molekiiler Agirhginin Hesaplanmasi
SDS-PAGE jelinde yapilan ayinmdan sonra ortaya ¢ikan protein bandlan
tespit edilmig ve markir proteinler ile bu proteinlerin jel igerisinde gog¢ ettikleri

mesafe kargilagtirilarak molekiiler agirliklan yaklagik olarak hesaplanmistir (Tyagi
ve ark, 1993; Himber, 1993; Rhyum ve ark, 1994).
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3.2.5. Protein Bandlarinin Dansitometrik Olgiimleri

Karaciger ve solunga¢ dokularinin SDS-PAGE’deki ayirimindan sonra ortaya
¢ikan protein band 6rneklerindeki protein miktarlani C.U. Tip Fakiltesi Biyokimya
Laboratuarinda Cliniscan2-1261 model Scaning Dansitometre kullamilarak 545 nm
dalga boyunda 6l¢almiistir.
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4. BULGULAR

Cyprinus carpio dokulaninda bakir diizeylerini saptamak amaciyla bakir
standartlari ile absorbans arasindaki iligkiyi gosteren regresyon dogrusu
kullanilmigtir.

0,30

0,25

0,20 4

0,15

0.10 1

0,05

O,CX) T T T T
0 1 2 3 4 5 6

Bekir Derigimi (ppm Cu)

Sekil 4.1: Bakar derigimi ve absorbans arasindaki dogrusal iligki.

Bakir standartlannin absorbans degerlerinden Y=0.055X + 0.004 formiila
bulunmustur. Burada X bakir derigimini ; Y degeri de absorbans: gostermektedir.
Solungag ve karacifer dokulanindaki bakir diizeyleri, bu regresyon formiila
kullanilarak hesaplanmigtir.
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Belirlenen her derisim ve siirede bir doku i¢in {i¢ tekrarli olarak saptanan bakir
diizeylerinin aritmetik ortalamalan ve standart hatalan Cizelge 4.1 ve 4.2°de
verilmigtir. 20 giinlik siire sonunda aym derisimde bakir birikimi bakimindan doku
ve organlar arsindaki ayrim belirlemek, aym sekilde 20 giinliik siire sonunda artan
derisimin bir doku ve organdaki bakir birikimine etkisini saptamak amaciyla veriler
SNK testi (Student Newman Keul’s Test) ile analiz edilmis ve sonuglar Cizelge 4.1
ve 4.2°de verilmistir. Cizelgelerde a, b ve ¢ harfleri derigimler arasinda x ve y harfleri

ise bir doku veya organda artan derigimin etkisini géstermek amaciyla kullaniimgtir.

Cizelge 4.1. C. carpio’da 10.gilinde farkli ortam derigimlerinde karacifer ve solungag
dokusunda bakir birikimi (ug/g k.a.)

KARACIGER ' SOLUNGAC
DERISIM X +Sx * X +Sx *
0.0 ppm Cu 6.02+5.15 ax 4.62+2.15 ay
0.1 ppm Cu 178.4 +£4.22 bx 18.11+2.27 by
1.0 ppm Cu 3424 +3.11 cx 4346+ 3.11 ey
* . a, b ve ¢ harfleri derigimleri belirlemek; x ve y harfleri dokular

aras1 aynmi belirlemek amaciyla kullamilmistir. Farkl: harflerle

gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P<0.05)
X + SX: Aritmetik ortalama + Standart hata

Belirli bir ortam derigiminde etkide kalma siiresinin dokularda bakir birikimine
etkisini saptamak amaciyla verilerin istatistiksel analizleri yapilmis ve sonuglar sekil
4.1 ve 4.2°de verilmistir.

Belirli bir zaman siireci dikkate alindiginda ortamda bulunan bakir derigimi
arttikga karaciger ve solungaglardaki bakir birikiminin de 6nemli oranlarda arttifi
belirlenmigtir. Bu artig her iki dokuda ve tim derigimler arasinda istatistik 6nem
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Cizelge 4.2. C. carpio’da 20.giinde farkli ortam derisimlerinde karaciger
ve solungag¢ dokusunda bakir birikimi (ug/g k.a.)

KARACK"}ER” SOLUNGAC
DERISIM X £ SX * X +'Sx *
0.0 ppm Cu 27.11+£3.21 ax 5.82+221 ay
0.1 ppm Cu 214.0+4.57 bx 2542 +1.88 by
1.0 ppm Cu 387.0+£3.32 cx 56.82+3.32 cy
* : a, b ve ¢ harfleri derigimleri belirlemek; x ve y harfleri lar aras:

aynmi belirlemek amaciyla kullamlmistir. Farkli harflerle
gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P<0.05)
X + SX: Aritmetik ortalama + Standart hata

tasimaktadir. Ortam derisiminde 10 katlik bir artig dokulardaki bakir birikiminde 1,5-
2 katlik bir artiga neden olmugstur. Denenen her iki ortam derigiminde en yiiksek
bakir birikimi karacigerde bulunmus, bunu solungaglar izlemistir (Cizelge 4.1 ve 4.2;
SNK P<0.05 ). Belirli bir ortam derigiminde karacigerde biriken bakir miktari,
solungagtaki biriken miktarin yaklagik 8-10 kati kadar fazla olduBu saptanmgtir.

Ayni ortam derisiminde, etkide kalma siiresi ile dokularda bakir birikimi
arasinda lineer bir iligki vardir. Siirenin uzamasiyla dokulardaki bakir birikiminin de
arttig belirlenmigtir.
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Sekil 4.2. Farkli ortam derigimlerinde C. carpio’nun solungag (A) ve karaciger (B)
dokularinda etkide kalma siiresinin bakir birikimi tizerine etkisi.
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C. carpio’nun karaciger ve solungag proteinleri, SDS-Polyakrilamid jel
elektoforezi (% 9) ile separe edilmistir. Elektroforez sonucu yogunluklan farkh
birgok protein bandlan belirlenmistir. Bu proteinler, markir proteinlere gore
degerlendirilip molekill agirhiklar yaklagik olarak hesaplanmugtir.

Sekil 3. Karaciger dmeklerinin SDS-PAGE ile analizi

Sekil 3, karacier ®meklerinin SDS PAGE sonuglarim
gbstermektedir.Omek sirasy; 1- 20. giin 1.0 ppm Cu; 2- 20.gtin 0.1 ppm Cu; 3-ve 6-
kontrol; 5- 10. giin 0.1 ppm Cu; 4- 10. giin 1.0 ppm Cu; ortamlarindaki protein
bandlarmi ve M harfiyse markir proteinleri (Ovotransferrin 78.000 Da, Albumin
66.250 Da, Ovalbumin 42.700 Da, Carbonhyrase 30.000 Da) gdstermektedir.
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Denenen tim sire ve derigimler de baliklann karacigerinde SDS-
Polyakrilamid jel elektoforeziyle 40-54 kDa arasinda orta molekil agirhkta (OMAP)
5 band, 66-170 kDa arasinda yitksek molekl agirhkta (YMAP) 6 band olmak tizere
toplam 11 protein bandi elde edilmistir (Sekil 4.3). Bu bandlar kontrol ve bakirn
etkisindeki deney gruplarinin tamaminda gozlenmistir.

Her iki derigim ve siirede karacier oreklerinin elektroforetik analizinden
sonra olusan bu 11 bandaki proteinlerin dansitometredeki dlgiimleri sekil 44.1-
44.5de verilmistir. Denenen tim siire ve derisimlerde bakinn etkisinde kalan
baliklarin karacigerinde 170, 136, 113 ve 88 kDa olan yiksek molekal agirhikh
protein bandlaninda ve 40 kDa orta molekil agirhiktaki protein bandinin protein
yogunluklarinda kontrol baliklanyla karsilastinldiginda 6nemli oranlarda artiglann
oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.3.1 ve 4.3.2). Bu bandlarin digindaki diger
bandlarin protein yogunluklarinda 6nemli degisiklikler saptanmamustir.

10 giin sireyle bakinn 0.1 ve 1.0 ppm ortam derigimlerinin etkisinde kalan
baliklarin elektroforetik orneklerinin 170-113 kDa arasindaki yiksek molekal
airhikli Gig bandin protein yogunluklarinda kontrol baliklanna oranla yaklagik 2
katlik bir artisin oldugu belirlenmistir. Bakirin 0.1 ve 1.0 ppm ortam derigimlerinin
etkisinde 20 giin sireyle kalan baliklanin karaciger elektroforetik 6rneklerinde ilk g
bandin (YMAP) protein yogunlugunda kontrol baliklanna oranla yaklagik 2-2.5
kathk bir amgin oldugu saptanmistr. 20 gin streyle bakinn 1.0 ppm ortam
derigiminin etkisinde kalan baliklarin karacigerin elektroforetik omeklerinde 40 ve
42 kDa orta molekill agirhgindaki bandlann protein yogunlugunda bir artig olurken,
0.1 ppm ortam derisiminde ise sadece 40 kDa molekill agirh@indaki bandin protein
yogunlugunda bir artigin olduBu saptanmigtir.
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Sekil 4.4.1. Kontrol bahklanmn karaciger dokusundaki protein bandlanmn
dansitometrik dlgiimleri.
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Sekil 44.2. 10, gin 0.1 ppm bakir etkisindeki baliklarin karaciger dokusundaki
protein bandlarimin dansitometrik dlgiimleri.
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Sekil 4.4.3. 10. gin 1.0 ppm bakir etkisindeki baliklann karacifer dokusundaki
protein bandlarinin dansitometrik dlgiimleri.
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Sekil 4.4.4. 20. gin 0.1 ppm bakir etkisindeki baliklann karacifer dokusundaki
protein bandlarinin dansitometrik dlgtimleri.

30



4. BULGULAR Ozgiir FIRAT
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Sekil 4.4.5. 20. gin 1.0 ppm bakir etkisindeki baliklann karacifer dokusundaki
protein bandlarinin dansitometrik dlgtimleri.

Cizelge 4.3.1. 10. giinde karaciger dokusundaki protein bantlanmn elektroforetik
protein analizi.

Fraksiyonlar
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1l

Her bir
Fraksi

. ;i 8 T 824 112 12 . 11 39 B3
Protein Y " 0.1 ppm Cu 51 5 3 6.2 225

1.0 ppm Cu ST 49 13 13 130 93 66 210 134 55 87
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Cizelge 4.3..2. 20. giinde karacifier dokusundaki protein bantlannin elektroforetik
protein analizi.

Fraksiyonlar

l 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Kontrol 24 28 34 66 12.2 1.1 6.9 214 97 72 70

Fraksiyondaki

. 3 & 2 ! i 13 . . 12 5 .
Protein Y ; 0.1 ppm Cu 5. 4 Bl 7.5 131 0 62 02 1 49 93

10ppmCu 36 60 74 86 122 121 63 120 9.8 13 12
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Sekil 5. Solungag érneklerinin SDS-PAGE ile analizi

Sekil 5, solungag dreklerinin SDS PAGE sonuglarim gdstermektedir. Ornek
siras1; 1-ve 4- kontrol; 2- 10. giin 0.1 ppm Cu; 3- 10. giin 1.0 ppm Cu; 5- 20.giin 0.1
ppm Cu; 6- 20. giin 1.0 ppm Cu ortamlarindaki protein bandlarim ve M harfiyse
markir proteinleri (Ovotransferrin 78.000 Da, Albumin 66.250 Da, Ovalbumin
42.700 Da, Carbonhyrase 30.000 Da) gdstermektedir.
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Denenen her iki derisim ve sirede SDS-PAGE jelindeki solungag
orneklerinin separasyonundan molekiiler agirliklart 101, 90, 72 ve 64 kDa olan 4
tane YMAP ve 48, 44, 30, 26 ve 25 kDa olan 5 tanede OMAP olmak iizere toplam 9
protein bandi elde edilmistir (Sekil 4.5). Bu bandlar kontrol ve bakinn etkisindeki '
deney gruplannin timiinde gorilmugtir.

Deney gruplarinin tiimiinde solungag 6rneklerinin elektroforetik ayinmindan
sonra olusan 9 bandin proteinlerinin dansitometredeki dlgtimleri sekil 4.6.1-4.6.5°de
verilmistir. Tiim derigim ve siirelerde 90 ve 72 kDa molekiil agirhigindaki iki yitksek
molekill agirlikli ve 30, 26 ve 25 kDa agirhigindaki 3 orta molekil agirlikli protein
bantlarimin yoBunluklari, kontrol baliklarinin degerleriyle karsilastinldifinda 6nemli
diizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.4.1 ve 4.4.2). Diger dort bandin
protein yogunluklarinda 6nemli degisiklikler saptanmamugtir.

Denenen tiim siire ve derisimler de 72 kDa molekiil agirlifina sahip YMAP
bandinin yogunlugunda kontrol grubu degerleri ile kargilagtinldiginda % 100’Lik bir
artig olurken, 90 kDa molekiler agirligindaki bandin yogunlugunda ise yaklagik %30
diizeyinde bir artigin oldugu saptanmistir (Cizelge 4.4.1ve 4.4.2). C. carpio’nun
solungaglarinda kontrol baliklarina oranla 30, 26 ve 25 kDa molekiiler agirlifindaki
OMAP ve 90 ve 72 kDa molekiiler agirhgindaki YMAP bandlannin yogunluk artigi,

derigim ve siire agisinda 6nemli bir aynm goéstermemistir.
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Fraksiyon | %
4.2
5.0
5.4
8.0
11.1
7.0
16.8
16.0
9.9

© |00 [~N]O [ | [N [

1 2 3 4 56 7 809
Sekil 4.6.1. Kontrol baliklarimn solungag dokusundaki protein bandlarinin
dansitometrik dlgtimleri.

Fraksiyon | %
4.1
6.4
11.6
7.3
11.1
7.4
18.6
22.8
10.7

WO (NO oA [WIN][—

Al ‘2.311'1”5 6-7 8V9A
Sekil 4.6.2. 10. giin 0.1 ppm bakir etkisindeki baliklanin solunga¢ dokusundaki
protein bandlarimin dansitometrik 6lgtimleri.
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Fraksiyon | %
3.9
6.5
9.3
7.4
10.9
8.0
21.4
21.9
10.1

O[NNI AW |IN[=~

1 2 3 45 6 7 8 9

Sekil 4.6.3. 10. gin 1.0 ppm bakir etkisindeki balklarin solunga¢ dokusundaki
bandlannin dansitometrik 6lgamleri.

Fraksiyon| %
4.0
7.7
11.4
8.3
10.2
7.0
19.0
229
9.8

W00 |~N[O O ]W [N [—

1 2 3 4 5 6 17 8 9

Sekil 4.6.4. 20. gin 0.1 ppm bakir etkisindeki balklann solunga¢ dokusundaki
protein bandlarimin dansitometrik 6lgtimleri.
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~..{ Fraksiyon | %
3.9
6.9
10.1
7.4
10.7
8.4
20.9
23.3
12.3

QIO NI DN IWIN -

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Sekil 4.6.5. 20. giin 1.0 ppm bakir etkisindeki baliklarin solunga¢ dokusundaki
protein bandlarimin dansitometrik dlgimleri.

Cizelge 4.4.1. 10. ginde solunga¢ dokusundaki protein bantlarimin elektroforetik
protein analizi.

Fraksiyonlar
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Kontrol 42 350 54 80 111 7.0 16.8 15.0 9.9

Her bir
Fraksiyondaki

Protein Yizdesi 0.1 ppm Cu 41 64 116 73 11.1 74 186 228 10.7

1.0 ppm Cu 39 65 9.3 74 109 8.0 214 219 10.1
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Cizelge 4.4.2. 20. ginde solunga¢ dokusundaki protein bantlarinin elektroforetik
protein analizi.

~ Fraksiyonlar
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Kontrol 42 50 54 80 111 7.0 16.8 15.0 9.9

Her bir
Fraksiyondaki

Protein Yozdesi 0.1 ppm Cu 4.0 7 114 83 102 10 190 229 9.8

1.0 ppm Cu 39 69 101 74 107 84 209 233 123

Bakir, C. carpio’nun dokularinda karacierde yiksek molekiil agirlikh
proteinlere (YMAP) baglanirken, solungaglarda ise daha ¢ok orta molekiil agirlikls
proteinlere (OMAP) baglandig belirlenmigtir.
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5.TARTISMA VE SONUC

Bu aragtirmada C. carpio’da 1.0 ppm ortam derisimin de deneylerin sona
erdirildigi 20 gunlik sare igersinde 6lim goézlenmemigtir. Bir organizmanin agir
metal igeren bir ortam igerisinde yagamas: ve toksik etkilerinden korunma oram
metabolizmasinin iklime uyma durumuna ve detoksifikasyon mekanizmasina
baglidir (Dange, 1986; Hilmy ve ark., 1987).

C.carpio’nun dokulanndaki bakir birikimi yagadiklan ortam derigimine ve
etkide kaldiklan siireye bagli olarak degisim gostermektedir. Ortam konsantrasyonu
arttikga ve belirli bir konsantrasyonda yasadiklan siire uzadik¢a dokularda biriken
bakir miktan artmaktadir. Baliklann doku ve organlarindaki bakir birikimi, etkide
kalinan siire ve ortam derisimine paralel olarak arttif1 bir ¢ok aragtinica tarafindan
saptanmugtir (Brungs ve ark., 1973; Kargin ve Erdem, 1991; Erdem ve Kargin, 1992).

Bu arastirmada her iki ortam derisiminde de deneyin ilk 10 gtnlik siiresi
igersinde C. carpio’nun dokularinda bakir almminin gok hizli oldugu ve daha sonra
ise almmin yavasladign belirlenmistir. Cogun ve Kargin (2004) Oreochromis
niloticus ile yaptiklan bir aragtirmada bakir alimminin ilk 7 giin igerisinde ¢ok siratli
oldugunu ve dokularda yiiksek diizeyde biriktigini saptamiglardir.

Su organizmalarinda agir metal birikimini etkileyen bir gok faktor vardur.
Bunlarin arasinda etkide kalma siiresi ve derigim, esey, organizmanin tiir ve yasi
onemli bir yer tutmaktadir (Linde ve ark., 1999). Baliklarin dokularinda metalleri
biriktirebilmesi, metal alimim ve eliminasyonu veya transformasyonu arasindaki iligki
belirlemektedir. Baliklar agir metalleri solungag epiteli ve deriden direkt olarak ve
sindirim yoluyla da indirekt olarak almaktadir (Mzimela ve ark., 2003).

Afir metaller genelde baliklanin baz dokularinda. yiksek dizeyde
birikmektedir. Baliklarda karacifer, bobrek ve solungag yiiksek dizeyde metal
biriktiren organlardir. Ancak farkli organlar metal birikiminde farkhi kapasiteler
gostermektedir. Organizmalarda metalin birikimi orgamn iglevi ile uyum gosterdigi
saptanmigtir (Swaileh ve Adelung, 1994). C. carpio’da denenen tim ortam
derisimlerinde bakir birikimi en fazla karacigerde bulunmus, bunu solunga¢ dokusu
izlemistir. Her iki ortam derisiminde de karacigerdeki bakir bikrimi, solungaglardaki
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birikimden yaklagik 8-10 kat daha fazla oldugu bulunmustur. Karacigerde bakirin
yiiksek diizeyde depolanmasi bu organin islevinden kaynaklanabilir.

Baliklarda karaciger ¢evresel kirliligi belirlemede diger organlarla
kiyaslandiginda iyi bir indikator organ oldugu belirlenmistir (Al-Yousuf ve ark.,
2000). Aym zamanda spesifik metabolizma prosesleri, enzim katalizleme
reaksiyonlar1 ve metallothionein (MT) gibi proteinlerin sentezi karacigerde
olmaktadir (Heath,1987; Hodson,1988; Bendell Young ve Harvey, 1989; Cinier ve
ark., 1999; Olsvik ve ark., 2001). Bu aragtirmada karacigerde yiiksek diizeyde bakir
birikmesi, biiyiik bir olastlikla karacigerin bakir1 ortamdan bulunandan daha yiiksek
diizeyde biriktirmesinden kaynaklandifn dagsiiniilmektedir. Dogal ve laboratuar
kosullarinda yapilan aragtirmalarda baliklarda bakir birikimi ile karaciger dokusu
arasinda pozitif bir iligkinin oldugu belirlenmistir (Buckley ve ark., 1982; Hodson,
1988; Erdem ve Kargin,1992; Cogun ve ark., 2003). Bu arastirmada elde edilen
sonuglardan karacigerin bakir igin hedef bir organ oldugu belirlenmigtir. Olsvik ve
ark. (2001) Salmo trutta ile yaptiklan bir arastirmada bakirin karacigerde, bobrek ve
solungaglarla kiyaslandifinda yiiksek diizeyde biriktigihi, buna ek olarak bu organda
metallothionein gibi proteinlerin olusumunu hizlandirdigini saptamislardir.

Balik solungaglart gaz degisimi ve osmoregiilasyonda gérev yapan énemli bir
dokudur. Agir metallerin direkt etkisi altinda bulunan baliklarda metallerin gogu
baliklar tarafindan solungaglann yan gegirgen zarindan pasif veya aktif difiizyonla
alinmaktadir (Heath,1987). Solungaglar yoluyla viicuda alinan metaller kan
dokusuna transfer olmakta ve hedef organlarin sitoplazmik kompartmanlanna
dagilmaktadir (Mzimela ve ark., 2003). Kontrol gurubuyla karsilagtinldiginda
solungaglardaki bakir birikimi deneyler siiresince arttig) saptanmustir. Bu biiyiik bir
olasilikla bakirin solungaglardaki mukus tabakasinda birikmesi ve genis bir ylizey
alanina sahip olmasindan kaynaklanmaktadir. Bakinn solungaglara kiyasla
karacigerde daha yiikksek oranda birikmesi, biiyik bir olasihkla bakinn
solungaglardan depolanmak fizere karacigere tagindigini diigiindiirmektedir.

Deneyler siiresince karaciger ve solungaglardaki bakir diizeyi duragan bir
diizeye ulagmamgtir. Etkide kalma siiresinin artigtyla bu dokulardaki bakir birikimi
de surekli artrmgtir. Bunun, bityiik bir olasilikla bakinn siirekli olarak solungaglardan
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alinarak depolanmak tzere karacifer ve bobreklere tasinmasina baglh olabilecegi
diigiiniilmektedir.

Genis cografik yayilis gosteren sazanlar, diinyada en genis bir sekilde kaltirii
yapilan balik tiirlerinden biridir (Jhigran , 1977). Omnivor olarak beslenen sazanlar
genelde sedimentten beslendiklerinden diger pelajik baliklara oranla agir metallerin
etkilerine daha fazla maruz kalmaktadirlar (Philips, 1980). Sazanlarin genis yayilim
gostermeleri, iiremelerinin kolay olmasi ve insanlar tarafindan gok fazla tiiketilmeleri
bu balik tiiriiniin 6nemini arttirmaktadir.

Hemen tiim baliklarda bakir dokularda proteinlere baglanmaktadir. Bununla
birlikte bu metal baglayici proteinlerin biiyiikliga ve dogal olarak bulunabilirligi
balik tiirlerinde farklilik gostermektedir (Noel-Lambot ve ark., 1978; McCarter ve
ark., 1982; Roch ve McCarter, 1984; Krezoski ve ark., 1988; Andersen ve ark.,
1989). Yiksek molekiil agirlikli proteinler, organizmalarda oksijenin taginmasinda
ve organizmanin dokulan arasinda metalin taginmasinda islev yapan onemli
yapilardir. Buna ek olarak metallerin hiicresel dizeyde kontroliinde ve
baglanmasinda da 6nemli bir rol oynamaktadir (Marcano ve ark., 1996).

Denenen tiim deney gruplarinda ve kontrol baliklarinda SDS-PAGE jelindeki
karaciger Orneklerinin ayinmindan 11 protein bandi saptanmigtir. Bu bandlardan 5
tanesi yiiksek molekal agirhkli proteinleri (YMAP), 6 tanesi ise orta molekiil
agirlikli proteinleri (OMAP) igerirken, solunga¢ dokusunun elektroforetik analizi
sonucu 9 protein band1 saptanmistir. Bu bandlardan 4 tanesi YMAP’ler, 5 tanesi ise
OMAP’leri igermektedir. Benzer bir ¢alisma Nassrius reticulatus ile yapilmig olup,
SDS-Polyakrilamid jel elektroforeziyle metal baglayic1 protein bandlarinin hem
deney grubundaki hemde kontrol grubundaki hayvanlarda olustufu, fakat kontrol
hayvanlarinda bu protein bandlarimin zayif oldugu belirlenmistir (Andersen ve ark.,
1989).

Deney gruplarindan elde edilen sonuglar kontrol grubu ile karsilagtinldiginda
bakirin, C. carpio’nun karacigerinde yiiksek molekiil agirlikli dért proteinin (170-88
kDa) ve orta molekiil agirlikhi bir proteinin (40 kDa) yogunlugunu arttirdig
saptanmugtir. Bakinin etkisine birakilan Oncorhynchus kisutch’da karacigerde diigik
ve yiikksek molekil agirhikli proteinlerin olugtufu ve siirenin uzamasiyla bu
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proteinlerin yogunlugunun arttifi belirtilmigtir (McCarter ve ark., 1982). Cd’un
etkisindeki Callianassa tyrrhena’in hepatopankreasinda yiiksek molekiil agirhikh
proteinlerin etkilendigi polyakrilamid jel elektroforeziyle gézlenmis olup, 0.6 ppm
Cd’un etkisindeki hayvanlarda 6 tane protein bandimin yogunlugunun arttif1
belirtilmistir (Thaker ve Haritos, 1989).

Denenen her iki derisim ve siirede C. carpio’nun karacigerinde biriken bakir
hem OMAP’lere hem de YMAP’lere baglanmis, genelde bu baglanma YMAP’lerde
OMAP’lere oranla daha fazla olmustur. Agir metallerin etkisinde tatli su baliklarinda
¢ok miktarda metal baglayic1 proteinlerin olustufu ve bakirin bityiik bir kisminin bu
proteinlere  baglandifr  belirlenmistir (Krezoski ve ark, 1988). Tilapia
mossambica’da karaciferdeki metal baglayic1 proteinler {izerine yapilan bir
calismada, ¢inkonun YMAP’lere baglandifi goézlenmistir (Shen ve ark., 1998).
Kadmiyumun etkisine birakilan C. carpio’da Cd’un metallothioneinlere ve yiksek
molekiil agirlikl proteinlere baglandig: belirtilmistir (Kito ve ark., 1982a). Langston
ve ark. (1989) deniz yumusakgalariyla yaptiklan bir aragtirmada Cd’un Littorina
littorea ve Mytilus edulis’de metallotihonein benzeri proteinlerde, Macoma
balthica’da ise yiiksek molekiil agirlikli proteinlerde depo edildigini gostermislerdir.
Guniada maculata’da metal baglayici proteinler iizerine yapilan bir aragtirmada
Ni’in gogunun diigiik molekil agirlikh (< 4 kDa), Zn’un ise yiiksek molekiil agirlikls
fraksiyonlarda (> 35 kDa) bulundugu belirlenmistir (Eriksen ve ark., 1989). C.
carpio’da Cd birikimi ve metallothionein sentezi {izerine yapilan bir ¢aligmada
Cd’un karaciger ve bobreklerde ilk olarak MT sentezini arttirdiimi, daha sonra ise
Cd-baglayict YMAP’lerin sentezini arttirdifi aragtincilar tarafindan belirtilmigtir
(Kito ve ark., 1986).

Bu aragtirmada denenen tim kogsullarda yiksek dizeyde bakir birikiminin
karacigerde saptanmasi nedeniyle, karacigerdeki bakir birikimi ile bu organdaki
metal baglayici protein sentezi arasinda pozitif bir iliskinin oldugu dustniilmektedir.
C. carpio’da kadmiyumun etkisinde metal baglayici proteinlerin indiksiyonuna
paralel olarak, karaciger ve bobreklerde metal birikiminin de artifi belirtilmigtir
(Hermesz ve ark., 2001). Dixon ve Spraque, (1981) Cu ve Cd’un etkisine biraktiklari
baliklarin karacigerinde 6nemli oranlarda metal baglayici proteinlerin sentezlendigini
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saptamiglardir. Sa/mo gairdneri’nin karacigerinde, Cu, Zn ve Cd gibi metallerin
YMAP’lere kontrol baliklarina oranla daha fazla baglandif: belirtilmigtir (Roch ve
ark,1982). Karacigerde bakir ve Cu-baglayic1 proteinler arasinda bir korelasyonun
Agir metallerin gogu, metal baglayic1 proteinlerin sentez yeri olan karacifer gibi
organlarda yliksek derisimlerde bulunur (Thomas ve ark., 1983; Cinier ve ark., 1998;
Hermesz ve ark., 2001; Olsvik ve ark., 2001). Bu aragtirmada tiim deney kosullarinda
karacigerde yiiksek molekiil agirhkh proteinlerin yogunlugundaki artig, biiyiik bir
olasilikla karacigerde yiiksek diizeyde bakir birikiminden kaynaklanmaktadir.
Denenen tiim ortam kosullarda bakirin etkisinde kalan baliklarn solungaglari,
kontrol baliklanyla kargilastinldiinda yitksek molekiil agirlikli iki protein bandinda
(90 ve 72 kDa) ve orta molekiil afirlikli ii¢ protein bandinda (30-25 kDa) protein
yogunlugunun arttifi belirlenmistir. Tum deney gruplaninda C. carpio’nun
solungaglarinda biriken bakir hem OMAP’lere hemde YMAP’lere baglanmus,
genelde bu baglanma OMAP’lerde YMAP’lere oranla daha fazla ohnustﬁr. Cu, Cd
ve Zn etkisine birakilan S. frutta’da solungag dokusunda metal baglayict
proteinlerinin sentezinin disiikk oldugu saptanmis ve Cd’un MT’den ¢ok YMAP’lere
baglandif belirtilmistir (Olsvik ve ark., 2001). 31 giin siire ile 5 mg/L Cd’un etkisine
birakilan sazanlarin solungaglaninda kadmiyum, 1.giinden sonra YMAP’lere,
4.giinden sonra ise MT’lere baglanmistir (Kito ve ark., 1982b). Palaemonetes
pugio’da Cd’un %85’nin 10 kDa luk proteinlere geriye kalanin ise YMAP’lere
baglandig1 saptanmistir (Howard ve Hecker, 1990). S. gairneri’de bakirin solungag
dokusunda disiik diizeyde metal baglayici protein indiksiyonuna neden oldugu
belirtilmigtir (Lauren ve McDonald, 1987). Aragtirmamizda solungaglarda biriken
bakirn hem OMAP’lere hemde YMAP’lere baglandigi, fakat bu baglanmamn -
derigim ve siire agisindan bir aynm gostermedigi saptanmistir. Noel-Lambot ve ark.
(1978) yaptiklan bir galigmada Cd’un etkisine birakilan Anguilla anguilla’nin
solungaglarinda etkide kalmadaki ilk saatlerde yitksek molekiil agirlikli proteinlerin
yogunlugunun arttifim, siirenin uzamasiyla bu artigin devam ettigini saptamiglardir.
Baliklarda bakir, etkide kalinan ilk saatlerde veya giinlerde bir ok etkisi yaratarak

dokulara zarar verdigi daha sonra ise hizli bir koruyucu ve tamir sisteminin devreye
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girdigi belirtilmigtir (McDonald ve Wood, 1993). Aragtirmamizda biytik bir
olasilikla C.carpio’nun solungaglanindaki metal baglayici proteinlerin bakin
baglayarak hareketsiz bir durumda tuttufu ve bunun sonucunda hiicrelerin, bakirin
olas1 olumsuz etkisinden korudugu distniilmektedir. '

Metal baglayici proteinler, bityikliik, esey, sire, derigim ve suyun sicaklifina
bagli olarak degisim gostermektedir (Nolel-Lambot ve ark., 1978; Olsson ve ark,,
1987, Howard ve Hecker, 1990). Bu aragtirmada hem karacifer hem de
solungacglarda metal baglayici protein yogunlufu, stre ve derisim agisindan bir
degisim gostermemigtir.

Bu aragtirmada iki organ, metal ve metal baglayici protein yogunlufu
agisindan kargilagtinldifinda, metal birikimi ve protein sentezi artigt karacigerde
solungaglardan daha yiiksek diizeyde olmugtur. Karacigerde yiiksek molekiil agirlikl
protein bandlarinda protein yogunluBu artarken, solunga¢ dokusunda genelde orta
molekiil agirlikli protein bandlannda protein yogunlugunun arttifi belirlenmigtir. Bu
bilyiik bir olasilikla organlarin metabolik rollerinin (Absorbsiyon, depolama,
eliminasyon) farkli olmasindan kaynaklanmaktadir. Hamza-Chaffai ve ark. (1997)
Tunus kiyilanindaki baliklarla yaptiklan bir galismada Scopaena porcus ve Serranus
scriba’mn karacigerindeki metal baglayic1 protein diizeylerinin solungaglarindaki
diizeylerinden daha yiiksek oldugunu saptamiglardir.

C. carpio’da bakinn solungaglarda ve 6zellikle de karacierde YMAP’lere
baglanmasi, Winge ve ark. (1973) ve Brown ve Parsons (1978) tarafindan ortaya
atilan spillover hipotezine uygunluk gostermektedir. Bu hipoteze gére MT’lerin
bakin baglayarak inhibitér etkisinin diger proteinlere ulagmasini engellemekte,
bununla birlikte Cu alimiminin devam etmesi durumunda ise YMAP’lerin bakini
bagladifi ve bunun sonucunda bakirnin dokularda depo edilerek homeostasisin
korundugu belirtilmektedir.

Aragtirmamizdaki bulgulardan C. carpio’da OMAP ve YMAP’lerin bakin
bagladign ve bakinn metabolizmasinda rol oynadigim ve bu tiir metal baglayici
proteinlerin, metal risk degerlendirilmelerinde potansiyel bagvurular veya markirlar
olabilecegi belirlenmigtir.
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