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11

OZET

Bu ¢alismada, Capoeta capoeta capoeta (Guldenstaedt 1772) tizerine Kobalt (IT) kloriir
[CoCly6H,Olin etkileri elektroforetik ve histopatolojik yontemlerle arastirildi.  Kars
Cayr’ndan yakalanan baliklar 500 litrelik tanklara konularak 15 giin siireyle ortama
adaptasyonlar1 saglandi. Daha sonra 3 gruba ayrlarak I. gruptaki baliklar normal su
ortaminda, II. ve IIIl. gruptaki baliklar ise sirasiyla 1 ve 2 mg/L CoCl, igeren su
ortamlarinda 10 giin siireyle bekletildi. Bu siire sonunda elektroforetik ve histopatolojik
calismalar i¢in baliklardan kan ve doku Ornekleri alindi. Elde edilen serum ornekleri
Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)’nde yiiriitiildii. Doku
omekleri ise %10’luk formaldehit soliisyonunda tespit edilerek rutin histolojik yontemlerle
parafin bloklar hazirland1 ve 2-4 p kalinliginda kesitler alindi ve elde edilen kesitlerin
tamami hematoksilen ve eosin boyama metoduna gore boyanarak isik mikroskobunda

incelendi.

SDS-PAGE’den elde edilen elektroforegramda kontrol grubuna gore deney gruplarindaki
bir¢cok protein bandinda incelmeler oldugu ve bu incelmelerin 1 mg/L CoCl, uygulanan
grupta daha fazla oldugu, bununla birlikte 1 mg/L’lik grupta 32,4 kD, 2 mg/L’lik grupta ise
33,3 kD, 30,6 kD ve 28,2 kD’luk yeni proteinlerin sentezlendigi saptanmustir.
Histopatolojik incelemelerde ise; deney gruplarindaki baliklarin karaciger ve bagirsak

dokularinda doz artistyla orantili olarak artan derecelerde dejenerasyonlar gézlemlenmistir.

Gerek serum protein ekspresyonlarindaki gerekse de karaciger ve bagirsak dokusundaki

degisikliklere gore, Kobalt tiim canlilar i¢in tehlikeli olabilir.

Anahtar Kelimeler: Kobalt kloriir, Capoeta capoeta capoeta, serum protein, SDS-PAGE,
histopatoloji.



ABSTRACT

In this study, the effects of Cobalt chloride [CoCl,6H,O] on Capoeta capoeta capoeta
species (Guldenstaedt 1772) were searched by electrophoretic and histopathological
methods. The fish from Kars River were put into 500 litters tanks and they made to adapt
into the medium for 15 days. Later, they were divided into 3 groups. The fish in the 1*
group were held in normal water, 2™ and 3™ groups were held in the water containing 1
mg/L and 2 mg/L CoCl, respectively for 10 days. At the end of this period blood and tissue
samples were taken from the fish for electrophoresis and histopathological examinations.
Serum samples obtained were carried out in Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis (SDS-PAGE). Tissue samples were fixed in %10 formaldehyde solution
and paraffin blocks were prepared by routine histological methods and section 2-4 p
thickness were performed and the sections obtained were dyed hematoxylin and eosin

dying method and examined under light microscope.

It was determined that in the SDS-PAGE obtained through electrophoregram there were
thinning in various protein types of experimental groups in comparison with control group
and these thinning were more in the group applied 1 mg/L CoCl,, however, it was
determined that in group 1 mg/L was took place 32,4 kD new protein band, and in group 2
mg/L 33,3 kD, 30,6 kD and 28,2 kD new protein bands. In histopathological examination, a
increasing level of degeneration was observed in the tissues of the livers and intestines in

experimental fish groups in proportion with the increasing of dose.

According to changing both in the serum protein expressions and in the tissues, Cobalt can

be dangerous to all lives.

Key Words: Cobalt chloride, Capoeta capoeta capoeta, serum protein, SDS-PAGE,
histopathology.



CIZELGELER DIiZIiNi
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RESIMLER DiZiNi

Resim 2.3.2: Siraz balig1 (Capoeta capoeta capoeta)

Resim 4.1: Kobalt kloriir'e maruz birakilan Siraz baligi’nin

SDS-PAGE yontemiyle elde edilen serum proteinlerinin elektroforegrami

Resim 4.2: Kobalt kloriir'e maruz birakilan Siraz baligi’'ndan elde edilen

karaciger ve bagirsak dokularinin histopatolojik goriintiileri
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZINi

Simgeler

kg Kilogram
gr Gram

mg  Miligram
ng Mikrogram
L Litre

ml Mililitre

dl Desilitre

ul Mikrolitre
m Metre

cm  Santimetre
mm  Milimetre
n Mikron
rpm devir/ dakika
0 Derece

sn Saniye

dk Dakika

pm  Mikromol
M Molar

ppm  Milyonda bir kisim
% Yiizde

kD  Kilodalton
\% Voltaj

mA  Amper

Cu  Bakir

Fe Demir

Zn  Cinko

vi



NaCl
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Civa

Kobalt
Mangan

Krom
Selenyum
Nikel
Kadmiyum
Gilimis
Molibden
Sodyum klortir
Hidroklorik Asit

Vi

Vil



1. GIRIS

Cevre, doga ve insan tarafindan bigimlenen 6geler ve kosullar biitiiniidiir. Insan ve
cevre birbirini tamamlayan, karsilikli etkilesim i¢inde olan kavramlardir. Fakat son
zamanlarda insan-doga iligkilerinin olumsuz yonden c¢esitli boyutlara ulastigi
goriilmektedir. Ciinkii insanoglu varolusundan itibaren kendi yasamsal ve Kkiiltiirel
faaliyetleri icin dogal cevresini kirletmis, degistirmis ve dogadaki dengeleri
bozmustur. Hayatin temel 6geleri olan hava, su ve toprakta olusan kirlilik insan
hayatin1 ve gelecegini olumsuz yonde etkilemektedir. Ozellikle dogal su
kaynaklarinda meydana gelen kirlilik, su kaynaklarmin siirekliligini etkileyecek
boyutlara ulagmistir. Boylece suyun fiziksel, kimyasal ve biyolojik o6zellikleri

olumsuz yonde degismistir (1).

Dogal dengeyi bozan kirletici unsurlar; organik maddeler, endiistriyel atiklar, petrol
tiirevleri, yapay tarimsal giibreler, deterjanlar, radyoaktif maddeler, pestisitler,
inorganik tuzlar, yapay organik kimyasal maddeler ve atik 1s1 seklinde
gruplandirilabilirler. Agir metaller bu siniflandirmaya goére endiistriyel atiklar ve bazi

pestisitler igerisinde yer almaktadir (2).

Teknolojinin hizli gelisimine paralel olarak sanayi ve kentsel atiklarin bulundugu
kanalizasyon sular1 da, bosaltildig1 nehir ve golleri kirletmekte ve sucul ortamda
yasayan canli organizmalart da tehdit etmektedir (3). Metaller ve diger artiklardan
olusan kirleticiler ¢cok c¢esitli kaynaklardan ortaya ¢ikabilmekte olup, yaygin kirlenme
nedeni olusturmalari, c¢evre kosullarina dayanikli olmalari, daima biyolojik
sistemlere yonelik etki gostermeleri ve kolaylikla besin zincirine girerek canlilarda
artan yogunluklarda birikebilmeleri nedeniyle diger kimyasal kirleticiler arasinda
ayrt bir onem tagimaktadirlar. Cevre ve besin kirlenmesine yol acan metaller
arasinda arsenik, civa, kadmiyum, kursun ve ¢inko gibi metaller kirletici 6zelliklerine
gore ilk siralarda yer almaktadirlar (4). Bunlardan bir veya birkag tanesinin eksikligi
yada fazlalig1 hiicrenin fizyolojik islevlerini degismektedir. Ozellikle fazla miktarda
alman civa, kursun ve krom gibi agir metaller canli organizmanin organ ve

dokularinda birikerek toksik etkilere neden olmaktadir (5).



Normal kosullarda agir metallerin sudaki diizeyi diisiiktiir. Canlilarda enzimatik
aktivite i¢in belirli konsantrasyonlarda agir metallere gereksinim vardir. Canhl
organizmadaki fizyolojik sinirlar asildigi zaman, ozellikle glimiis, civa, bakair,
kadmiyum ve kursun gibi agir metaller toksik etki yapmakta ve enzimleri inhibe
etmektedirler. Agir metaller, gerekli olsun yada olmasmn canli organizmalar i¢in

potansiyel birer toksik ajandir (6).

Bu calisma, Kars Cayi’ndan yakalanan Capoeta capoeta capoeta (Guldenstaedt
1772) tiirti baliklarin karaciger ve bagirsak dokularn {izerine Kobalt(Il) kloriir

hekzahidrat [CoCl,.6H,O] un etkilerinin arastirilmas1 amag¢lanmustir.



2. GENEL BiLGIiLER
2.1 Agir Metaller

Agir metal; organizmanin saglikli biiylimesi ve gelismesi i¢in gerekli olan ve miktari
organizmanin agirligmin %0,01’inden az olan elemente denir (7). Ayrica iz
elementler veya eser elementler olarak ta adlandirilabilirler. Cu, Fe, Zn, Pb, Hg, Co,

Mn, Cr, Se, Ni, Cd gibi elementler agir metaller olarak adlandirilmaktadir (8).

Metallerin biiyiik boliimii canlilarda birikim yapmaktadir. Birikim sonucu canlilarin
bilinyesinde yogunlasan bu elementler etkili dozlara ulastiklarinda ciddi hastaliklara
hatta Gliimlere sebep olabilirler (9,10). Cu, Cr, Fe, Mn, Mo, Co, Zn ve Ni gibi
elementler esansiyel olup yiiksek dozlarda alindiklarinda toksik etkilerini
gostermektedirler. Bununla birlikte Cd, Hg ve Pb gibi agir metaller canlilar i¢in

esansiyel olmayip eser miktarlar ile toksik etki gosterebilir (11).
2.2. Kobalt

Kobalt dogada yaygin olarak kayalarda, topraklarda, sularda ve sebzelerde
bulunaktadir. Genellikle nikelle birlikte bulunur. Kobalt, iki formda bulunur (Co™ ve
Co™) (12, 13). Kobalt cogunlukla, Ni, Ag, Pb, Cu ve Fe elementleriyle birlikte
bulunmaktadir(14). Kobalt; araclar, stiper maden alasimlari, ylizey tabakalar, yliksek
hiz c¢elikleri, ¢imento karpitleri, elmas islemesi ve seramik endiistrisinde 6nemli

kullanim alanlarina sahiptir (15).

Kobalt, vitamin B, kompleksinin gerekli bir bileseni oldugu gibi insanlar ve diger
memeliler i¢in eser miktarda gereklidir (16). Kobalt iceren 6nemli besin kaynaklari,
balik (0.01 mg/kg), findik (0.09 mg/kg), yesil yaprakla kapli sebzeler (Brokoli ve
1spanak gibi: 0.009 mg/kg), ve taze tahillar (yulaf gibi 0.01 mg/kg)’dir. Besin yoluyla
alinan kobalt'm ¢ogu inorganiktir. Insanlar tarafindan alman toplam kobalt
cografyayla, jeolojiyle ve beslenme tipine bagh olarak degismektedir. Ortalama

giinliik kobalt alinim1 miktart1 0.012 mg’dir (17).

Kobalt igeren sebzeler, gevis getiren hayvanlar i¢in dnemlidir (Koyun ve biiyiikbag

hayvanlar). insanlarda kobalt eksikligi ve vitamin B, eksikligi sonucu merkezi sinir



sistemi ve kansizlik problemleri ortaya ¢ikmaktadir. Yetigkinler tarafindan giinliik
B, vitamini gibi 0.1 pm kadar kobalta ihtiya¢ duyulur ve giinliik 10/1800 pm
oraninda kobalt alinimi insan sagligi i¢in bir sorun teskil etmemektedir (18,19).
Kobalt, gerekli bir besin olmasmna ragmen, agiz yoluyla yiiksek dozda alinmasi
olumsuz sonucglar dogurabilir. Kobaltin yiiksek dozlarda yada yiiksek diizeyleri
insanlar, karada ve suda yasayan hayvanlar ile bitkiler i¢in toksiktir (12). En yiiksek
toksik etkileri alyuvar sayilarinda artisa (Polisitemi), kardiyomiyopatiye ve erkek
iireme sistemi iizerinedir(20, 21). Yiiksek diizeylerde kobalt maruziyeti astim, zatiirre
ve hinltili solumaya sebep olabilmektedir (18). Kobalt ¢ogunlukla idrarda atilir,
ayrica digki ile de bir miktar kobalt atilimi olur (17).

FAO (Birlesmis Milletler yiyecek ve tarimsal organizasyonu) ve WHO (Diinya
saglik organizasyonu), eriskinlerde besinlerle giinliik 2.4 pg vitaminin B, alinmasimi

tavsiye eder (Kobalt'in giinliik 0.1 pg’ina denk) (22).



2.3. Capoeta capoeta capoeta (Guldenstaedt 1772)’min Sistematikteki Yeri

Regnum (Alem) : Animalia
Subregnum (Alt alem) : Metazoa
Phylum (Sube) : Chordata
Subphylum (Alt sube) : Vertebrata
Superclass (Ust sinif) : Pisces

Class (Sinif) : Osteichthyes
Subclass (Alt sinif) : Actinopterygii
Superordo (Ust takim) : Teleostei

Order (Takim) : Cypriniformes
Family (Aile) : Cyprinidae
Genus (Cins) : Capoeta

Species (Tiir) : Capoeta capoeta
Subspecies (Alttiir) : Capoeta capoeta capoeta (23).

2.3.1 Familya ve cins ozellikleri

Ulkemizde yasayan kemikli baliklarin, 6zellikle de tatli su baliklarinm biiyiik bir
kismini olusturan bu familya, Kura-Aras Havzasinda da oldukg¢a yaygindir. Bu
baliklarda bas ¢iplak, viicut ise sikloit tip pullarla ortilidiir. Agizda maksiller
(maxiller) dis bulunmaz. Baz1 tiirlerde agiz protraktil karakterde (koriiklii) olup, tipki
bir kortiklii hortum seklinde ileriye dogru uzayip kisalabilir. Yag yiizgeci (adipoz
doku) bulunmaz. Bu familyanin en karakteristik 6zelligi olarak farinks dislerinin
varlig1 gosterilebilir. Bu disler genellikle operkulumun altinda ve 4. solungag
yaylarinin gerisindeki faringien kemikler tizerinde olup sira, say1 ve sekilleri tiirlere
gore biiylik farkliliklar gosterir. Bu nedenle, cinslerin ve tiirlerin ayiriminda énemli
diagnostik ozellikler olarak dikkate alinirlar. Sirtta daima tek dorsal yiizgec vardir.
Ventral yiizgecler ise, biitiin cins ve tiirlerde abdominal tiptedir. Hava keseleri

mevcut olup, daima bir bogumla iki loba ayrilmistir. Ayrica pneumatofor adi verilen



bir kanal sayesinde 6zofagus ile devamli irtibat halindedir. Omur seridinin ilk dort
omuru birbiriyle az ¢ok kaynasarak Weber kemikleri denilen 6zel bir formasyon
meydana getirmislerdir. Mide civarinda pilorik ¢cekum denilen kor bagirsaklar
bulunmaz. Genellikle biyiksiz iseler de bazen bir veya iki c¢ift biyik tasiyan
temsilcilerine rastlanmaktadir. Ag1z konumu itibariyle terminal, yukariya yonelik

veya alt durumlu olabilir.

Cogunlukla siiriiler halinde yasarlar. Ureme zamani ilkbahar ve yaz aylaridir. Bu
zamanda Ozellikle erkeklerin daha parlak ve siislii bir goriiniim kazandigi, 6zellikle
bas ve viicutlar1 iizerinde kiiciik lireme tliberkiillerinin meydana geldigi dikkati

¢cekmektedir.

Ekonomik 6nemi olan bu familyanin bazi temsilcileri ¢abuk biiyiimeleri, yapay
dollenme yoluyla yetistirilmelerinin nispeten kolay olmasi gibi nedenlerle dogal

yasam alanlarinin disindaki bir ¢ok iilkelere insanlar tarafindan tasimaiglardir.

Esas itibariyle, Eski Diinya Kitalar1 adin1 verdigimiz Asya, Avrupa ve Afrika’ da
yayilis gostermektedirler. Bununla beraber, Amerika’nin Kuzeye yakin bolgelerinde
de bulunmaktadirlar. Daha da genellestirecek olursak, Madagaskar, Avustralya, Yeni
Zelanda, Giiney Amerika, Kuzey Kanada ve Alaska, Gronland ve izlanda harig
olmak iizere biitiin diinyaya dagilmislardir. Madagaskar ve Amazon civarindaki
mevcudiyetleri insanlar tarafindan c¢esitli maksatlar icin tasmmmalariyla miimkiin
olmustur. Bu familya diinya yiiziinde 15000’e yakin tir ile temsil edilirse de,
Tiirkiye’de 30 cins ve 70 tiiri yasamaktadir (23,24).



2.3.2. Alttiir Capoeta capoeta capoeta (Guldenstaedt 1772)

-

Resim 2.3.2: Siraz balig1 (Capoeta capoeta capoeta)

Viicut yuvarlak olup, kismen iri pullarla ortiilmiistiir. Bas, boyun, maksimal viicut
yiiksekliginden biraz daha biiyiik veya ona esit olabilir ve kuyruksuz viicut boyunda
4,3-4,8 defa bulunur. Uzerleri boynuzsu bir madde ile ¢evrelenmis ve iyi gelismis
dudaklar vardir. Agiz koselerinde bir ¢ift kisa biyik yer alir. Dorsal’in serbest kenart
hafifce igeriye dogru kavisli ve sonuncu basit 1smnin kaideden itibaren 2/3’i testere

seklinde dislenmistir. Ayni1 1s1nin serbest ucu ise, tirtiksiz, ince ve esnektir.

Renk sirtta koyu esmer, karin bolgesinde kirli saridir. Henliz erginlik c¢agina
ulagsmamis geng fertlerde viicut lizerinde siyahimsi renkli kiiclik benekler goriiliirse
de erginlerde bu benekler tamamen kaybolur ve biitiin viicut homojen bir goriiniis

kazanir. Uzunlugu en fazla 70 cm kadardir.

Esas yayilig alan1 Aras ve Kura nehir sistemleri olan bu 1tk memleketimizde sadece
Kuzeydogu Anadolu bolgesinde yasamakta olup, s6z konusu nehirlerin smirlarimiz
icerisinde kalan kaynak ve kollarinda bilinmektedir. Eti lezzetli olup, insan gidasi

olarak kullanilir. Bu nedenle memleketimiz i¢in ekonomik 6nemi vardir (24).



2.4. Cahsma Alam Hakkinda Genel Bilgi

Kars Cayr farkli isimlerle anilan yan kollarin birlesmesinden olusur. Bunlar,
Sarikamis Cayi, Keke¢ Cayi, Katranli Cayi, Bayburt Suyu, Susuz Cayi, Cildir
Golayagi, Karahan Cay1 ve Tazekent Suyudur.

Uzunlugu 93 kilometre olan Kars Cay1’nin en uzun kolu Sarikamis Cay1’dir. Soganh
Daglari’nin Asit Tepe (2350 m) eteklerinden dogan Sarikamis Cayi, Sarikamis
Ilgesi'ni gectikten sonra Kars Cay1 adin1 alir. Kars Cay1’nin su potansiyeli agisindan
en onemli kolu Keke¢ Cay1’dir. Katranli Cay1 ve Bayburt Suyu ile birlestikten sonra
Selim Ilgesi Killik Diizii mevkiinde Kars Cay1’na karisir. Bu noktadan itibaren dogu
yoniinde akismi siirdiiren Kars Cay1 Kars ili’nin iginden gecerek Kuzeyden gelen

Susuz Cay1 ve Cildir Golii ayagini da alarak Arpacay Baraj Golii’ne dokiiliir (25).



3. MATERYAL VE METOD
3.1. Deney Diizenegi

Bu ¢aligmada boyutlar1 ayn1 olan ve agirliklar1 200-250 g arasinda degisen 18 tane
Capoeta capoeta capoeta kullanildi. Bu baliklar Kars Cayi’ndan yakalanarak
laboratuvar ortaminda 500°er L’lik tanklara alindi. 15 giin siireyle ortama
adaptasyonlar1 saglandiktan sonra her grupta 6 balik bulunan 3 ayr1 grup olusturuldu
ve L. gruptaki baliklar normal su ortaminda, II. ve IIl. gruptaki baliklar ise sirasiyla 1
ve 2 mg/L CoCl, igeren su ortamlarinda 10 giin siireyle bekletildi. Ozellikle segilen
baliklarin saglik durumlarinin iyi olmasina dikkat edildi. Calisma siiresi sonunda
elektroforetik ve histopatolojik calismalar i¢in baliklardan kan ve doku o6rnekleri
alindi. Alinan kan numuneleri +4 °C ve 3000 rpm’ de 10 dk santrifiij edilerek
serumun ayrilmasi saglandi. Elde edilen serumlar analizler yapilincaya kadar —20 °C'
de saklandi. Numunelerin protein konsantrasyonlar: biiiret yontemi ile dl¢tildii (26).
Doku oOrnekleri ise histopatolojik inceleme i¢in %10’luk formalin soliisyonuna

aliarak tespit edildi.

3.2. Histopatolojik ¢calismalar

Formalin soliisyonunda 48 saat tespit edilen karaciger ve bagirsak doku
orneklerinden 2-4 p kalinliginda kesitler alindi. Elde edilen kesitlerin tamami

Hematoksilen — eosin boyama yontemi ile boyanarak 1sik mikroskobunda (Olympus

BX51, JAPAN) incelendi.
3.3. Baliklarda Kan Alma Yontemi

Baliklarin kalplerinden ve kuyruklarindan yeterli miktarda kan alabilmek ig¢in

asagida belirtilen islemlerden yararlanilir.

Canli: Kan alinacak numune canli iken basi yukarida ve kuyrugu asagida olacak
sekilde tutulur ve bir vurusta kuyrugu kesilerek dorsal aort damarindan kan alimi

gerceklestirilir.
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3.3.1. Kuyruktan kan alinmasi

Baliklar, baslarinin hemen arkasindan kuyruk kismi asagida kalacak sekilde statife
bagli bir kiskacla tespit edilirler. Pediinkiil hemoskiilatér ile kan damarlarini
kapatamayacak sekilde sikistirilip hareketsiz hale getirildikten sonra keskin bir bigak
ile kuyruk tek darbede kesilir ve dorsal aorttan akmakta olan kan normal plastik

tiiplere direkt alinir.

Hangi yontemle olursa olsun, baliktan kan alma islemi en fazla 45 saniyede

tamamlanmalidir.

3.4. Total Protein Tayini

Serum Ornekleri 1:10 oraninda serum fizyolojik ile sulandirildiktan sonra Biiiret

metoduna gore total protein tayini yapildi (26).

Cizelge 3.4.1. Total protein tayin prosediirii.

Cozeltiler 1-Kor tlipi 2-Standart tiipii  3-Numune
tupl

Albumin standardi (10mg/ml) -- 0.1 ml --
Serum (Numune) -- -- 0.1 ml
%0,9 NaCl 1.4 ml 1.3ml 1.3 ml
Biiiret ¢ozeltisi 1.5ml 1.5 ml 1.5 ml

Cizelge 3.4.1' de verilen siraya gore kor, standart ve numune tiipleri hazirlandi. Bir
numarali tiip protein tagimayan “kor tiipiidiir”’. Tiipler hazirlanirken bitiret ¢ozeltisi
en son ilave edildi ve iyice karistirildi. Oda sicakliginda 30 dk bekletildikten sonra
kor tipi ile spektrofotometre 540 nanometre dalga boyunda sifir absorbansa

ayarlandi. Daha sonra standart ve numunelerin absorbanslar1 6l¢iildii. Elde edilen
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absorbanslardan asagida belirtilen formiillere gdre total protein miktar1 hesaplandi.

Numunenin Protein Konsantrasyonlarimin Hesabi:

Numunenin Absorbansi
Numune Protein Konsantrasyonu (mg/ml): x10
Standardin Absorbansi

3.5. Elektroforetik Calismalar

Biiiret metoduna gore total protein tayini yapilan serum numuneleri Sodyum Dodesil
Stilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE), vertikal slab jel elektroforez
sistemi kullanilarak Laemmli (27) ve O’Farrell (28) metotlarina gore yapilmistir. Bu

uygulama i¢in asagidaki ¢ozeltilerin hazirlanmasi yeterlidir.
3.5.1. % 30’luk akrilamid ¢ozeltisi

7.5 g Akrilamid ve 200 mg Bisakrilamid hassas terazide tartilarak bir miktar distile
suda eritildi. Total hacim 25 ml' ye tamamlandi. Bu ¢ozelti oda sicakliginda koyu
renkli sisede 2-3 ay dayaniklidir. Akrilamid ¢ozeltisinin norotoksik etkili olmasi

nedeniyle ¢alisirken eldiven kullanildi.

SDS-Poliakrilamid jel soliisyonu i¢in pH ve molariteleri farkli stoklama ve ayirma jel

tamponlart hazirlanda.
3.5.2. Stoklama jel tamponu ( 0.5 M Tris-HCI1, pH 6.8 )

1.5 g Tris ve 100 mg SDS hassas terazide tartilarak yaklasik 10 ml dH,O’ da eritildi.
Daha sonra pH’ s1 6.8 olana kadar HCI ¢ozeltisinden (1M) ilave edildi (yaklagik 1 M
HCI’ den 7ml). Total hacim dH,O ile 25 ml' ¢ tamamlandi ve +4°C’ de muhafaza
edildi.

3.5.3. Ayirma jel tamponu (3 M Tris-HCI, pH 8.8 )

9.075 g Tris ve 0.2 g SDS (Sodyum dodesil siilfat) hassas terazide tartilarak 7.5 ml
dH,0O' da eritildi. Daha sonra tamponun pH' s1 1 M HCI ¢6zeltisi ile 8.8' e ayarlandi.
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Total hacim dH,O ile 25 ml’ ye tamamlandi ve +4°C” de muhafaza edildi. 1 M HCl
cozeltisi, 11.7 M’lik stok HCI'den 8.55 ml alind1 ve total hacim dH,O ile 100 ml’ ye

tamamlanmak suretiyle hazirlandi.
3.5.4. Yiiriitme tamponu ( 0.025 M Tris, 0.192 M Glisin , pH: 8.3)

3.03 g Tris, 14.4 g Glisin ve 1g SDS hassas terazide ayri ayri tartildi ve ilk 6nce Tris
ve Glisin 750 ml dH,O’ da eritildi, sonra SDS eklenerek pH 8.3' e ayarlandi. Total

hacim distile suyla 1000 ml” ye tamamlanarak +4 °C’de muhafaza edildi.

3.5.5. Numune tamponu (0.0625 M Tris- HCL, pH: 6.8)

Stacking jel tamponu 1.25 ml
(0.5 M Tris- HCI, pH 6.8)

SDS 195 mg
Gliserol (%99’1uk ) 1 ml

2- Merkaptoetanol 0.5 ml
Bromophenol blue -2 mg

Distile suyla 10 m1’ ye tamamlandi ve +4°C' de muhafaza edildi.

3.5.6. Jelin boyanmasi islemi

Boyama islemi i¢in 6nce Coomassie blue ¢ozeltisi hazirlandi.

Boyama ¢ozeltisi:

Coomassie Brilliant Blue R.250 125 mg (%0.025)
Ethanol 200 ml (%40)
Asetik Asit (CH;COOH) 35 ml (%7)

Total hacim distile suyla 500 ml’ e tamamlandi. Hazirlanan bu boyama soliisyonu
20-40 defa kullanilabilir. Jeller bu boya soliisyonunda 2-4 saat bekletilmek suretiyle
boyanirlar. Her jel i¢in kendi hacminin 5-10 kati hacminde boya soliisyonu
kullanildi. Boyama esnasinda hafifce ¢alkalama islemi jellerin daha 1yi boyanmasimni

saglad1. Boyama islemi ¢alkalamali benmari su banyosunda 56-60°C’ de bekletilmek
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suretiyle daha kisa siirede (20 dk) tamamlanabilir. Bu esnada sik sik ¢alkalama islemi

yapilmalidir.

Bu yontem her ¢izgide 0.1-0.5 mg proteini boyayabilir.

3.5.7. Jelden boya ¢ikarma islemi
Jeli boyadan ¢ikarma isleminde iki metot vardir. Bunlar;

1. Metot;
Methanol %40’ ik
Asetik asit (CH;COOH) %7’lik

Bu soliisyonda jeller 1 saat siireyle bekletilerek ve ara sira calkalamak suretiyle boya
cikarma islemi gerceklestirilir. Protein bantlar1 disindaki jel kisimlarinin daha iyi

beyazlamasi isteniyorsa siire daha uzun tutulmaldir.

2. Metot;
Methanol %5
Asetik asit (CH;COOH) %7.5

Calismamizda boyadan ¢ikarma isleminde ikinci metod kullanildi. Bu soliisyonda
jellerin boyadan ¢ikarma islemi bir gecede tamamlandi. Ancak, bu siire iginde

boyadan ¢ikarma soliisyonu 2-3 defa degistirilerek daha iyi sonug elde edildi.

3.5.8. Diger kimyasallar ve 6zellikleri

1. TEMED (N,N,N',N' - Tetra methylethylen diamine):

Hazir preparat olarak minimum %99’°luk hazir ¢ozeltisi bulunmaktadir. Bu ¢ozelti

koyu renkli sisede +4 °C’de konsantre halde siiresiz bekletilebilir.

2. %1’lik Amonyum persiilfat: Poliakrilamid jel ¢ozeltisine polimerizasyon icin ilave

edilen bir ajandir. Karisima ¢ok az ilave edilmesi nedeni ile Sml’lik veya daha az
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hacimde, o6zellikle deneyden hemen once hazirlandi. Bu ¢6zeltinin stabil olmamasi

nedeniyle her deneme i¢in tazesi hazirlandi.

3.5.9. Kesikli tampon sistemli jelin hazirlanmasi

Kesikli jel sistemi, proteinlerin stoklandigi ve birbirinden ayrildigi iki farkh

konsantrasyonda iki ayr1 jelden olugsmaktadir.

Bu jelin hazirlanmas: i¢in ayirma ve stoklama ¢ozeltileri gereklidir.
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3.5.9.1. Ayirma jelin hazirlanmasi

Cizelge 3.5.9.1: Degisik Konsantrasyonlarda Ayirma Jeli Hazirlama Prosediirii.

Ayirma jelin son konsantrasyonlar1 (%)

Stok ¢dzeltisi (ml) 20 17.5 15 125 10 75 5
Poliakrilamid ¢ozeltisi (%30) 20 17.5 15 125 10 75 5
Ayirma jel tamponu 375 375 375 375 375 375 3.5
%1 Amonyum persiilfat 075 075 075 075 0.75 0.75 0.75
TEMED 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
Distile Su 549 799 1049 1299 1549 179 2049

Toplam hacim 30 ml olacak sekilde hazirlanir. Bu jel hazirlanirken dikkat edilmesi
gereken husus; %1°lik amonyum persiilfatin ¢ézeltiye en son katilmasidir. Ciinkii,
cOzeltiye amonyum persiilfat ilavesinden sonra polimerizasyon islemi baslamakta ve

kisa siirede ger¢ceklesmektedir.
3.5.9.2. Stoklama jelin hazirlanmasi

Cizelge 3.5.9.2: Degisik Konsantrasyonlarda Stoklama Jeli Hazirlama Prosediirii.

Stoklama Jelin Son Konsantrasyonlar (%)

Stok ¢ozeltiler (ml) 6 5 4 3

% 30 Poliakrilamid 2 1.67 1.33 1
Stok Jel Tamponu 2.5 2.5 2.5 2.5
% 1 Amonyum persiilfat 0.5 0.5 0.5 0.5
TEMED 0.075 0.075 0.075 0.075

Distile Su 4.925 5.265 5.595 6.425
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Total hacim 10 ml olacak sekilde hazirlanir. Bu ¢ozeltiylr de hazirlarken %1'lik

amonyum persiilfat'in en son ilave edilmesine dikkat edilmelidir.

3.5.10. Ayirma jelin plaga dokiilmesi islemi

Plaga ilk once ayirma jel dokiiliir. Proteinlerin birbirinden ayrilmasi %10’luk ayirma

jelde yapilmistir. %10'uk jel ¢ozeltisi icin;

%30'Tuk Poliakrilamid ¢ozeltisi 10 ml

Ayirma jel tamponu 3.75 ml
%1'lik Amonyum persiilfat 0.75 ml
TEMED 0.01 ml
Distile Su 15.49ml

Yukaridaki miktarlar 30 ml jel ¢6zeltisi hazirlamak i¢in gerekli olan miktarlardir.
Ayirma jel ¢ozeltisinin toplam hacminin 10 ml olmasi yeterlidir. Bunun ig¢in
yukaridaki miktarlar 2/3 oraninda azaltildi. Beher igerisine 1:2 ayirma jel tamponu

konuldu ve arkasindan 5.163 ml dH»O ilave edildi. Daha sonra 0.0033 ml TEMED

ilave edildi. Eger jel kalmlign 1 mm' den kiiciik ise ortamdaki oksijen
uzaklastirilmalidir. Bunun i¢in ¢6zeltiyi bir ka¢ dakika vakum etmek yeterlidir. Aksi
takdirde ortamdaki oksijen polimerizasyonda gecikmeye neden olacaktir.
Polimerizan ajan olarak % 1'lik amonyum persiilfat kullanilmigtir. Amonyum
persiilfat ilave edildikten sonra ¢ozelti hafifce karistirildi. Hazirlanan ayirma ¢ozelti
10 ml'lik enjektore alindi ve vakit kaybetmeksizin diizenekteki bosluga doldurulma
islemine gecildi. Ayirma jel c¢ozeltisi kopiirtiilmeksizin diizenekteki isaretli yere
kadar dolduruldu. Jelin iist yiizeyinin keskin ve diizgiin bir ¢izgi haline geldikten
hemen sonra hava ile temasini kesmek i¢in jel ylizeyinde ince bir tabaka olusturacak
kadar dH,O ilave edildi. %1'lik Amonyum persiilfat, 50 mg almarak 5 ml dH,O' da

cozmek suretiyle hazirlandi. Polimerize olan ayirma jelin iizeri naylon bir posetle

hava almayacak seckilde kapatildi ve +4 OC' de bir gece bekletildi. Boylece
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polimerize olmamis akrilamid ve bisakrilamidlerin polimerizasyonu saglandi. Tam
polimerizasyon sonrasi akrilamid ve bisakrilamidin norotoksititesi ortadan kalkar,

dolayisiyla bu asamadan sonra jellerle direk temasta hig bir sakinca yoktur.
3.5.11. Stoklama jelin plaga dokiilmesi islemi

Proteinlerin stoklanmas1 %4'liikk stoklama jel {izerinde yapilmistir. %4'liik stoklama
jel sollisyonu hazirlamak i¢in, bir mikropipetle asagidaki ¢ozeltilerden uygun

miktarlarda alind1 ve total hacim 3.5 ml'ye tamamlandi.

Buna gore;

%30'Tuk Akrilamid ¢ozeltisi 0.468 ml
Stoklama jel tamponu (pH 6.8, 0.5 M) 0.833 ml
%1'lik Amonyum persiilfat 0.25 ml
TEMED 0.015 ml
Distile Su 1.95 ml
Toplam Hacim: 3.5ml

Jel yilizeyindeki distile su bosaltildi ve iki jelin kolay kaynagmasi i¢in ayirma jel
ylizeyi stoklama tamponla yikandi. Daha sonra numune yiikleme cukurlarini
olusturmak i¢in tarak cam levhalar arasina yerlestirildi. Taragin kenarindan stoklama
jel ¢ozeltisi bir enjektorle yavas yavas plaga aktarildi. Ancak jel i¢inde hava
kabarcig1 bulunmamasina dikkat edildi. Bu arada tarak yerlestirildikten sonra protein
uygulanacak kanallar cam kalemle isaretlendi. Stok stoklama jel soliisyonu
polimerize olduktan sonra tarak alindi ve kanal araliklar1 da bir lanset yardimiyla
diizeltildi. Protein ylikleme gukurlar1 yiiriitme tamponuyla bir ka¢ defa yikanarak jel
artiklar1 temizlendi. Sonra elektroforez tanklar yiirtitme tamponu ile (Tris-Glisin pH
8.6) dolduruldu ve plaktaki lastik conta ve klempler ¢ikarildi. Jel tanka yerlestirilerek
plagin alt kisminda olusan hava kabarciklar enjektor yardimiyla uzaklastirildi. Bu

islemlerden sonra serum numunelerinin hazirlanmasina geg¢ildi.
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3.5.12. Serum numunelerinin sulandirilmasi ve jele yiikleme islemi

1 ve 5 numarali jel ¢ukuruna molekiil agirliklart bilinen standart proteinler aplike
edildi. 2 numarali jel ¢ukuruna kontrol grubu numunesi, 3 numaral jel ¢ukuruna 1
mg/LL dozda CoCl, verilen Capoeta capoeta capoeta numunesi, 4 numarali jel
cukuruna, 2 mg/L dozda CoCl, verilen Capoeta capoeta capoeta serum numuneleri
uygulandi. Standart olarak molekiil agirliklar: farkli olan 4 protein kullanildi. Bunlar;
karbonik anhidraz (29 kD), tripsinojen (18 kD), yumurta albumini (45 kD), sigir
albumini (66 kD) ’dir. Bu standart proteinlerin her birinden 1' er mg alind1 ve 1 ml

dH>O' da 1 mg/ml'lik standart hazirlandi. 1mg/ml standarttan 200 pl alinip 200 pl
dH»O ile sulandirildi. Boylece son protein konsantrasyon 0.5pg/pl oldu. Daha sonra

sample tamponla 1/2 oraninda sulandirildi. Jele bu standart proteinlerin her birinden

5 nug uygulandi.

Daha sonra total protein konsantrasyonu bilinen serum numuneleri total
proteinlerinin gr/dl cinsinden miktarlarina goére sulandirilmasi islemine ge¢ildi.
Capoeta capoeta capoeta’dan alinan serum numuneleri sulandirilarak son protein

konsantrasyonlar1 4 pg/ul’ye ayarlandi.

En sonunda her bir numune tiipiinden 200 pl serum alind1 ve her birinin tizerine 200
pl sample tampon ilave edilerek son protein konsantrasyonu 2pg/ul' ye ayarlanmis

oldu.

Hazirlanan serum numuneleri bir beher igerisine bir miktar su konularak 100 °C’de 3
dk siireyle kaynatildi. Numune tamponundaki 2-merkaptoethanol proteinlerdeki
disiilfit baglarin1 acar ve denatiire olmalarmi saglar. Boylece serum proteinleri tek
polipeptidler haline gelmis olur. Her jel ¢ukuruna 20' ser pul numune uygulandi.
Boylece 40 pg protein jele yiliklenmis oldu. Numuneler plaktaki yerlerine
uygulandiktan sonra proteinler 200 V ve 30 mA' de yiirtitiildi.

Elektroforez de proteinleri yiiritme islemine yaklasik 2,5 saat devam edildi. Siirenin
sonunda jel tanktan alinarak boyama soliisyonda boyama islemine gecildi. Bu arada

plak iizerindeki stoklama jeli kesilerek atildi. Jeli icinde 250 ml boyama soliisyonu
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olan bir kaba birakild1. Jel, 56-60 °C'ye ayarlanmis su banyosunda 20-30 dk inkiibe
edildi. Bu esnada kap icindeki boya ¢ozeltisi hafifce ¢alkalanarak jelin daha ¢abuk

boyanmasi saglanda.

Bu islem tamamlandiktan sonra her jel, boyadan ¢ikarma islemi i¢in %35 metanol ve
%7.,5 asetik asit bulunan bir kaba alinarak protein bantlar1 disindaki jel kisimlarinin
seffaflasmas1 saglandi. Bu islem, jellerin su banyosunda 55-60°C’ de 60-70 dk
bekletilmek suretiyle yapildi. Bu esnada jeller hafifce calkalandi. Ancak, boyadan
cikarma islemi esnasinda boyadan ¢ikarma c¢ozeltisi bir ka¢ defa yenilendi. Bu
islemlerden sonra jeller %7’lik asetik asit igcinde muhafaza edildi. Sonra jellerin
fotograflar1 ¢ekildi. Proteinlerin molekiiler agirligt Weber ve ark. (1972)’larinin
metoduna gore hesaplandi (29).
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4. BULGULAR

Serum numunelerinin SDS-PAGE’ den elde edilen elektroforegraminda ise 1
mg/L’lik grupta daha fazla olmak iizere 6zellikle yliksek molekiil agirlikli albumin
bantlar ve diisiik molekiil agirlikli globulin bantlarinda her iki deney grubunda da
incelmeler oldugu, bununla beraber 1 mg/L’lik deney grubunda 32,4 kD, 2 mg/L’lik
deney grubunda ise 33,3 kD, 30,6 kD ve 28,2 kD’luk yeni proteinlerin sentezlendigi

saptanmuistir.

Deneklerden elde edilen karaciger ve bagirsak preparatlarinin 151k mikroskobik
incelemelerinde en 6nemli histopatolojik degisikliklere inceledigimiz karaciger ve
bagirsak dokularinda rastlandi. Kontrol grubu ornekleri ise normal goriiniimdeydi.
Deney grubu karaciger dokusunda kontrol grubuna kiyasla doz artisiyla orantili
olarak artan derecelerde yaygin nekroz alanlari, hidropik ve vakuolar dejenerasyonlar
ile dissosiasyon gozlemlendi (Resim 4.2). Bagirsak dokularinda ise hemoraji,

deskuomasyon ve villus epitelinde nekroz odaklar tespit edildi (Resim 4.3).



66 kD

45 kD

29 kD

18 kD

Resim 4.1:Kobalt kloriir’e maruz birakilan Capoeta
capoeta capoeta’nin SDS-PAGE yontemiyle elde
edilen serum proteinlerinin elektroforegrami. 1-5
standart proteinler, 2. kontrol grubu, 3. 1 mg/L
uygulanan baliklarin serum proteinleri, 4. 2 mg/L
uygulanan baliklarin serum proteinleri.
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Resim 4.2. A- Karaciger dokusu kontrol grubu. B- CoCl,
uygulanan baliklardan elde edilen karaciger dokusunda
yaygin nekroz alanlari (N), hidropik (beyaz oklar) ve
vakuolar (siyah oklar) ile birlikte dissosiasyon alanlar
(H-E 40x)
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Resim 4.3. A- Bagirsak dokusu kontrol grubu.
B- CoCl; uygulanan baliklardan elde edilen bagirsak
dokusunda deskuomasyon, hemoraji (beyaz ok),
villus epitelinde nekroz (siyah oklar) ve lamina
propriada dejenerasyon (yildizlar) (H-E 40x)
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5. TARTISMA VE SONUC

Arastirmamizda 1 ve 2 mg/L’lik dozlarda Kobalt kloriir hekzahidrat’a maruz kalan
Capoeta capoeta capoeta’nin karaciger ve bagirsak histopatolojik dejenerasyonlara
sebep oldugu ve bu hasarin siddetinin de doz artisina baglh olarak arttigi, SDS-
PAGE’den elde edilen -elektroforegramda ise kontrol grubuna gore deney
gruplarindaki bir¢ok protein bandinda incelmeler oldugu ve bu incelmelerin 1 mg/L
CoCl; uygulanan grupta daha fazla oldugu, bununla birlikte 1 mg/L’lik grupta 32,4
kD, 2 mg/L’lik grupta ise 33,3 kD, 30,6 kD ve 28,2 kD’luk yeni proteinlerin

sentezlendigi saptanmustir.

Karaciger, viicudun hemen hemen biitiin sistemleri ile iliskili son derece karmasik
fonksiyonlar1 olan 6nemli bir metabolik merkezdir. Karbonhidrat, protein ve lipit
metabolizmasinda Onemli gorevleri bulunmaktadir. Yine karaciger safra
salgilanmasinda, kandaki besin maddelerinin depolanmasinda, bir¢ok plazma
proteininin yapiminda, viicuda girmis ilaglarin ve zehirlerin meydana getirdigi toksik
etkinin ortadan kaldirilmasinda gorev almaktadir (30). Proteinler ise, hiicresel
fonksiyonlarda ve hiicre yapisinda farkli islevlere sahip olan organik bilesikler olup
hiicrelerde bircok aktivitenin  gerceklesebilmesi ve homeostatik dengenin
saglanabilmesi i¢in gereklidirler. Toksik maddeler viicuda alindiginda olusan stres
siiresince organizma gereksinim duydugu fazla miktardaki enerjiyi karsilamak
amaciyla proteinleri hidroliz ederek amino asitlere doniisiimiine neden
olabilmektedirler (31). Baliklarda kan serumu agir metallerin etkilerinin gosterilmesi
amaciyla sik¢a kullanilmaktadir. Dutta ve ark. (1983). Lepomis macrochirus lizerine
metil civanin serum proteinleri iizerine etkilerini arastirmis ve 24, 48, 72 saatlik
maruz kalmada, kontrol grubunda 28 protein bandi1 gbzlenirken, metil civaya maruz
kalan baliklarda 24 saatlik uygulamada 22, 48 saatlik uygulamada 51 ve 72 saatlik
uygulamada 27 serum protein bandi oldugunu bildirmistir (32). Richmonds ve Dutta
(1992) Lepomis macrochirus’u malathiona maruz birakmiglar ve serum proteinleri
iizerine elektroforetik etkilerini incelemislerdir. Globulin bantlarinda 6nemli bir artig
ve albumin bantlarinda 6nemli bir azalma oldugunu gozlemislerdir (33). Bir baska

arastirmada, Channa punctatus‘ da serum proteinleri endosiilfan uygulanmasi ile
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artmig, daha sonra pestisitin artan miktar1 ve etkide kalma siiresine bagli olarak
azalmistir. Serum protein diizeyinde gbzlenen baslangigtaki artisin, pestisit etkisiyle
su kaybmm neden oldugu hemokonsantrasyonun artmasi sonucu oldugu, daha
sonraki azalisin ise bobrek ve karaciger dokularinin zarar gérmesi ve protein
sentezinin azalmasi sonucu oldugu seklinde yorumlanmistir (34). Shaw ve Handy
(2006) Oreochromis niloticus’u besin yoluyla 42 giin boyunca bakira maruz
birakmiglar ve bu siire sonunda baliklarin solunga¢ ve bagirsak dokularinda
histolojik olarak bir degisiklik saptanmadigini fakat karaciger dokusunda
hepatositlerdeki yag igeriginin arttigini belirtmislerdir (35). Bagka bir arastirmada ise
Heikkila ve ark (1982) Som balig1 embriyo hiicrelerinde kadmiyum kloriir ve ¢inko
kloriir uygulamasindan sonra 84, 70, 68, 51, 46 ve 28 kD molekiil agirliklarindaki

protein bantlarinda 6nemli derecede artis oldugunu bildirmislerdir (36).

Yapilan literatiir taramalarinda kobaltin toksik etkilerinin bir¢ok arastirmaci
tarafindan calisildig1 fakat baliklarla ilgili fazla bir calisgmaya rastlanamamuistir.
Christova ve ark. (2002) deri altindan 60 mg/kg oraninda CoCl, uyguladiklar1 kobay
ve ratlarda glutatyon seviyesinin indirgendigini lipit peroksidasyon diizeyinin
arttigin1 bildirmislerdir (37). Yine Shakoori ve ark. (1992) Cesitli toksikantlarin
serum proteinleri {izerine etkileri incelemisler ve albumin bantlarinda koyulasma,
globulin bantlarinda yayilma ve yeni globulin bantlarinin olustugunu belirtmislerdir
(38). Bagka bir arastirmada Kog ve ark. (2008) Kobalt kloriir hekzahidrat’in fareler
iizerine etkilerini arastirmislar ve karaciger dokusunda histopatolojik olarak
dejeneratif ve nekrotik bozukluklar oldugunu yine elektroforetik olarak ta diisiik doz
uygulanan gruptaki hayvanlarin protein bantlarinda incelmeler ve bazi proteinlerin
sentezinin inhibe oldugunu, yiiksek doz uygulanan gruptaki hayvanlarin protein
bantlarinda ise kalinlagsmalar oldugunu bildirmislerdir (39). Yilmaz ve ark. (2008)’da
Kobalt parahidroksibenzoat (CoBHB)’ in Capoeta capoeta capoeta’ nin serum
proteinleri iizerinde doz artisina bagl olarak yiliksek molekiil agirlikli protein
bantlarinda kalinlasmalar, kiiclik molekiil agirlikli protein bantlarinda ise incelmelere
sebep oldugunu, histopatolojik olarak ise karaciger, solunga¢ ve bagirsak
dokularinda yine doz artisiyla orantili olarak artan derecelerde nekroz ve

dejenerasyonlar olustugunu belirtmislerdir (40). Yapilan arastirmada ise
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histopatolojik olarak Yilmaz ve ark. (2008) (45) ile uyumlu bulgular elde edilmis ve
doz artisiyla paralellik gdsteren dejenerasyonlar elde edilmistir fakat elektroforetik
olarak CoCly’tin CoPHB’a gore albumin bantlarinda zit etkili oldugu globulin
bantlarinda ise benzer etkili oldugu tespit edilmistir. Bu farkliligin canlilarin
immunolojik olarak farkli toksikantlara kars1 farkli etkili olabilecegi, ayrica deney
gruplarinda protein bantlarinda meydana gelen degisikliklerin ve yeni proteinlerin
sentezinin 1ise toksikasyon stresi ve immun sistemin uyarilmasindan dolay1

kaynaklandig1 kanisindayi1z.

Calisma sonucu elde edilen bulgulara gore, yiiksek dozda Kobalt maruziyetinin
toksikasyona sebep oldugu ve basta onemli bir detoksifikasyon merkezi olan
karaciger dokusu olmak {iizere organizmada degisik bozukluklara sebep oldugu

diistiniilmektedir.
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