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ONSOZ
Bu calisma, Kafkas Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim dalinda yiiksek

lisans tezi olarak hazirlanmistir.

Calismada; Cildir Goliinde yasayan Cyprinus carpio (L., 1758) bireylerinin serum

proteinleri izerine bakir siilfat (CuSO4)’ 1 etkisi elektroforetik yonden incelenmistir.

Tez konumun seciminde, tezimin hazirlanmasinda ve sonuclandirilmasinda yol gosterici
olan, yogun calismalarindan bana zaman aywrarak engin tecrilbbe ve birikimlerinden
yaralanma firsat1 veren, 0grencisi olmaktan her zaman gurur duydugum degerli bilim insani
ve yonetici danigman hocam Saym Prof. Dr. Arif BAYSAL’ a ve laboratuar calismalarimin
yiiriitiilmesinde ve sonuglandirilmasinda yakin ilgisini, destek ve katkilarmi esirgemeyen
degerli hocam Saym Yrd. Dog¢. Dr. Muhittin YILMAZ’ a da tesekkiirlerimi ve saygilarimi

sunarim.
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OZET

Bu calismada Cildir Goéliinde yasayan Cyprinus carpio (L., 1758) bireylerinin serum
proteinleri tizerine farkl dozlardaki bakir siilfat (CuSO4)’ 1n etkisinin elektroforetik yonden
incelenmesi arastirildi. Baliklar 3 gruba ayrildi; 1. grup normal su ortaminda, II. grup 0.1
ppm ve III. grup 0.3 ppm diizeyinde bakir siilfat iceren su ortaminda bekletildi. Caligsma
sonunda elde edilen serum numuneleri Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel
Elektroforezi (SDS-PAGE)’ nde yiiriitiildii. II. ve III. gruptaki baliklarin serum protein
bantlarinda kontrol grubuna gore kalinlagsmalar oldugu tespit edildi. Bakir siilfatm 0.1 ppm
ve 0.3 ppm dozlarda toksik etki yaptigi ve 40 kD ve 43 kD’luk protein bantlarinin
olusmasma yol actifi, bu olusumunda toksikasyon stresi ve immun sistemin

uyarilmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Bakir siilfat, Cyprinus carpio, serum protein, SDS-PAGE.

v



ABSTRACT

In this study, the electrophoretic effects of different doses of copper sulphate on serum
proteins extracted from Cyprinus carpio’s (L., 1758) which were caught from Cildir lake
were investigated. Fish were seperated from 3 groups; 1% group in normal water
environment, 2" group in 0,1 ppm and 3™ group were left in water which contain 0,3 ppm
copper sulphate. At the end of study, serum samples were let run in sodium dodecyl
sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). It was determined that, each
serum protein bands of the 2" and the 3™ group fishs get thickker. 0.1 ppm and 0.3 ppm
doses of copper sulphate made toxic effect and it was caused 40kD and 43kD protein bands
formation; it was thought that this formation is a result of toxication stres and stimulation

of immune system.

Key Words: Copper sulphate, Cyprinus carpio, serum protein, SDS-PAGE.



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi
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1. GIRIS

Cagimizda dogal dengeyi, insan ve hayvan saglhigini tehdit eden en 6nemli tehlikelerin
basmnda cevre sorunlarmmin geldigi ve sorunlarin her gecen giin gittikce biiyliyen
boyutlarda karsimiza ciktig1 goriilmektedir. Giiniimiizde siirdiiriilen hizli endiistrilesme
atilimlari, asir1 kentlesme ve yogun tarimsal savas uygulamalari olduk¢a karmasik cevre
sorunlarimi da beraberinde getirmektedir. Bu tiir etkinliklerle ¢evreye yayilan binlerce
kimyasal madde atiginin neden oldugu ¢evre kirlenmeleri artik diinyada evrensel sorun

olarak kabul edilmektedir [1].

Organizmalar beslenme ve yasam Ozellikleri geregi aymi metali farkli sekillerde
biriktirebilmektedirler [2]. Su ekosistemine ulasan ve cesitli formlarda bulunan metaller
su canlilar1 tarafindan; ortam suyunda bulunan ¢oziinmiis ya da organik molekiillere
bagl iyonlarin su ile birlikte alinmasi seklinde, i¢inde agir metal birikmis besin
maddeleri ile, ylizeylerinde agir metalleri absorbe etmis sestonlar ve toksik metal
iyonlar1 ile organizmalarin irettigi baz1 maddeler arasinda ortaya ¢ikan ¢ekim sonucu

absorbsiyon seklinde biinyeye alinmaktadir [3].

Insan ve canli yasami i¢in hayati 6neme sahip olan suyun kullanilabilir olmasi igin
tehlikeli kimyasallardan ve bakterilerden temizlenmesi gerekmektedir. Ayrica
derelerden 1rmaklardan ve gollerden alinarak yerlesim yerlerindeki insanlarin
kullanimina sunulan su belirli standartlara uymak zorundadir. Aksi durumda
kullanilmasi tehlikeli sonucglar dogurabilmektedir. Giintimiizde teknolojinin gelismesi,
niifus artig1 gibi etkenlerden dolayr su kaynaklar1 olan dereler, goller ve yeralt1 sulari
asirt kirlenme ile yiiz yiize kalmaktadir. Yerlesim yerlerinin (sehir, kasaba, vs.) ve
fabrikalarin atik sular1 derelere veya gollere baglanmaktadir. Atik sulardaki kimyasal
maddeler ve organik bilesikler suda ¢oziinmiis olan oksijenin miktarmin azalmasina
sebep olmaktadir. Bu da suda yasayan bitki ve hayvanlarin O6lim oranlarim
artirmaktadir. Bu tiir sular daha koyu renge ve pis kokuya sahiptir. Hatta baz1 goller
veya derelerde asir1 kirlenme sonucu canli yasami sona ermis ve igerisinde atiklardan
meydana gelen adaciklar olugmustur. Ciftciler tarafindan daha verimli iriin elde
edebilmek icin kullanilan giibreler, yagmur gibi etkenlerle yeralt1 ve yeriistii sularina

karigmaktadir. Yiiksek oranda nitrat ve fosfat iceren giibreler suya karistiginda suda



yosunlarin daha fazla iiremesini saglar, bu da yosunlarin diger canlilardan daha fazla

oksijen kullanmasina sebep olur ve diger canlilar1 tehdit eder [4].

Yaygm ve bilingsiz bir sekilde kullanilan pestisitlerin yagis sulari ile akarsular, oradan
da i¢ sular ve denizlere ulagsmalari, su kirliliginin olusmasinda onemli bir etmen olarak
karsimiza cikmaktadir. Ekosistemin normal kosullarini bozan bu kirleticiler sucul
organizmalarda besin ve su yoluyla alnarak, ortamdaki diizeyine bagl olarak tiirler
arasinda veya ayni tiiriin farkli dokularinda degisik oranlarda birikebilmekte ve
organizmada metabolik degisikliklere, davramis bozukluklarina ve diger toksikolojik
olusumlara neden olabilmekte ve doniisiimsiiz zararlarin ortaya c¢ikmasma yol
acmaktadirlar [5,6]. Giiniimiizde ¢evresel sorunlar i¢inde en tehlikeli kabul edileni agir

metal kirliligidir [7].

Kimyasal bir kirlilik olarak kabul edilen agir metal kirliligi cesitli kaynaklardan ortaya
cikabilir olmalari, ortamdan kaldirilmasmin zor olmasi ve kolaylikla besin zincirine
girerek canlilarda artan yogunluklarda birikebilmeleri nedeni ile diger kimyasal

kirleticiler arasinda ilk sirada yer almaktadirlar [8].

Bu calismada, bakir siilfat (CuSO4.5H,O) kullanilarak, Cildir Goliinden yakalanan
Cyprinus carpio (L., 1758) bireylerinin serum proteinleri iizerine bir agir metal olan

Cu’nin etkisinin elektroforetik yonden incelenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGIiLER
2.1 Agir Metaller

Agir metaller, iz elementler veya eser elementler olarakta adlandirilabilirler. Agir
metallere ornek olarak Cu, Fe, Zn, Pb, Hg, Co, Mn, Cr, Se, Ni, Cd sayilabilir [9].
Dogada bulunan bu elementler belli bir doza kadar canli yasamu icin gereklidir. Ancak
dogal kaynaklardan; jeolojik ve volkanik faaliyetler, erozyon, yanginlar, maden arama
isleme, evsel atiklar, tarimsal faaliyetler, endiistriyel atiklar gibi insan faaliyetleri

sonucunda bu elementlerin su ortamindaki derisimleri artmaktadir [10,11].

Metallerin biiytik bolimii canlilarda birikim yapmaktadir. Birikim sonucu canlilarin
biinyesinde yogunlasan bu elementler etkili dozlara ulastiklarinda ciddi hastaliklara
hatta oliimlere sebep olabilirler [10,12]. Baz1 agir metaller canli organizmalar igin
esansiyel olduklar1 halde yiiksek konsantrasyonda toksiktirler. Bunlar Cu, Cr, Fe, Mn,
Mo, Zn ve Ni’ dir. Bununla birlikte Cd, Hg ve Pb gibi agir metaller canllar i¢in
esansiyel olmayip eser miktarlari ile toksik etki gosterebilir [13].

Gelisen endiistri ve daha modern bir yasam saglama amaciyla siirdiiriilen cabalarin
istenilmeyen bir sonucu olarak ortaya ¢ikan besin kirlenmeleri giiniimiizde de artan bir
tehlike halinde ©Onemini korumakta ve toplum sagligimi tehdit eden en Onemli
unsurlardan biri olarak karsimiza c¢ikmaktadir [14]. Dogal dengeyi bozan kirletici
unsurlar; organik maddeler, endiistriyel atiklar, petrol tiirevleri, yapay tarimsal giibreler,
deterjanlar, radyoaktivite, pestisitler, inorganik tuzlar, yapay organik kimyasal maddeler
ve atik 1s1 seklinde gruplandirilabilirler. Agir metaller bu smiflandirmaya gore

endiistriyel atiklar ve bazi pestisitler icerisinde yer almaktadir [15].

Pestisitler; suda yasayan canlilara veya su kanallarinda yasayan bitkilere karsi yapilan
ilaclamalarla, yerlesim bdlgelerinde kanalizasyon ve lagim sularina pestisitlerin
karigmasi ve pestisit imalat artiklarinin desarji ile su kaynaklarina gecmektedirler.
Pestisitler ayn1 zamanda yagmur sulari, drenaj sulari, yiizey akislar1 ve sulama sularma
karisarak da bu sulara kontamine olurlar. Ayrica dogrudan suya yapilan uygulamalar
sonucunda (Orn; sivrisinek miicadelesinde) pestisitler su bitkileri veya dip ¢amurlari

tarafindan tutulurlar [16].



Pestisitlerin su icerisinde hareketliligi kismen suda eriyebilirlik ve formiilasyonuna
baghdir. Suda eriyebilen ya da suda eriyebilecek sekilde formiile edilen pestisitler su
icerisinde kisa siirede dagilirlar. Fakat toz veya graniil formda bulunanlar su icerisinde
askida kalarak uzun siire aktif maddelerinin yayilmasina neden olurlar. Baliklar
solungaclar1 vasitasiyla su ortamindan bunlar1 absorbe ederek yada bulasik materyalleri

besin olarak tiiketimi sonucu pestisitle bulasabilir hatta zehirlenebilir [17].

Pestisitler sucul hayat i¢cin potansiyel bir tehlike olarak ©nem tasirlar, ciinkii bu

kimyasallar canli organizmalar: 6ldiirmek iizere iiretilmis ve kullanilmaktadirlar [18].

Pestisitlerin baliklara etkileri degisik sekillerde goriiliir. Direkt olarak Oldiirme soz
konusu olabilecegi gibi yumurta koymay1 ve iiremeyi durdurmak suretiyle de balik
populasyonu iizerinde etkili olabilmektedirler. Ayrica dokularda meydana getirdikleri
hasarlar ile baliklarda duyarliliga yol acarak mevsimlik 1s1 degisimleri ve gecici acliktan
gereginden fazla etkilenirler. Yavru baliklar ise hassas olduklar: i¢cin bu durumdan daha

fazla zarar goriirler [19].
2.2 Bakir Siilfat

Bakir, dogal cevrede ve farkli ekosistemlerde en yaygin halde bulunan metallerden
biridir. Tiim canlilar i¢in elzem olan bir iz elementtir. Diinya su sistemlerinde dogal
sular, sedimentler ve su canlilarinda nispeten yiiksek yogunluklarda bulunur. Bakirin su
ortamindaki besin zincirinde biyolojik yonden yogunlastigina iliskin ¢ok ve net bilimsel
veriler bulunmamaktadir. Bununla beraber, tath sular kiy1 sularina kisa siirede yiiksek
boyutlarda karigan ¢oziinmiis bakir tuzlar1 ayni ortamda bulunan su canlilar1 i¢in kisa
siirede oldiiriicii olabilmektedir. Ote yandan, fizyolojik yasam icin gerekli olan
diizeylerin iizerinde alinan veya buna yol acabilen su yogunluklarina maruz kalan
canlilarda zehirlenme riski ka¢cmilmaz olabilmektedir. Sularda bulunan ¢6ziinmiis bakir
yogunlugu 0,5 ppm’ e ulastiginda algler icin Oldiiriicii olabilmektedir. Yine dogal
sularda birka¢ ppm diizeyinde bulunan bakir kirlilikleri bir ¢ok balik tiirii icin 6ldiiriicii
olabilmektedir. Nitekim, alabaliklar i¢in zehirleyici yogunlugu 0,14 mg/L olarak
saptanmustir [20].



Bakir bir soymetal olarak siniflandirilmakta olup bircok mineralin parcasi olarak veya
elemental halde dogada bulunur. Molekiiler agirligi 63.55, yogunlugu 8.94, erime
noktas1 1083°C* dir. Bakir, nitrik asit ve sicak siilfiirik asit ile ¢oziiniir, hidroklorik asit
ve amonyakta cok az ¢Oziiniir, suda ise ¢Oziinmez. Bakir, viicutta karaciger, bobrek,
dalak, kalp, kas, mide, bagirsak, tirnak ve sa¢ gibi cesitli dokularda yaygin bir sekilde
bulunur. Bakirin en yiiksek konsantrasyonlar1 karacigerde olmakla birlikte cesitli
hiicrelerde de kiiciik miktarlarda bulunur. Bakir iyonlari hem okside (Cu**) hem de
rediikte (Cu®) halinde bulunabilmektedir [21].

Bakir siilfat en yaygin kullanilan zirai miicadele ilaglarindan birisidir. Bakir siilfat,
kiiltiir balik¢iliginda, fungal ve paraziter hastaliklarin tedavisinde, tarim alanlarinda
bitkileri tahrip eden zararlhilarla miicadelede, havuzlarda zararl otlarin yok edilmesinde
ve su bitkilerinin biiylimesinin kontrol altinda tutulmasinda sik¢a kullanilan kimyasal

maddelerden biridir [22].

2.2.1 Bakir Metabolizmasi

Bakir metabolizmasi, bakirin ¢esitli organik ligandlara gidis ve oradan doniisiinii igerir.
Karaciger bakir metabolizmasindaki en onemli organdir. Karaciger bir bakir deposu,
kana alman seruloplazminin sentez merkezi ve safra atilminda gerekli olan bakir
komplekslerinin iiretim merkezi olarak islev goriir. Bakirin insandaki yarilanma omrii

yaklasik 4 haftadir [21].
2.2.2 Bakir Toksisitesi

Bakir, homeostatik kontrol icin gerekli bir mikro besin olmasina ragmen diyetle asiri
alimlar bazi durumlarda toksik olabilir. Bakir toksikasyonu tiir, genetik, yas ve diyet
gibi bircok faktore bagl olarak degisiklik gosterebilir. Bu durum, bakir toksisitesini
sadece bakiri aliminin veya atiliminin etkinligindeki degisikliklere degil ayn1 zamanda
diger hepatotoksik ve koruyucu faktorlerin alimindaki degisimlerin, bakirin hiicresel
yikimmdaki degisimlere ve spesifik bakir tasiyict ve depolayic1 proteinlerdeki
degisimlere de bagl oldugunu gostermektedir. Hiicre membranlarindaki artmis lipid
peroksidayonu ve DNA hasar1 gibi bakirin toksik etkilerinin ¢ogu, bakirin serbest

oksijen radikalleri tiretiminde oynadig rolle alakalidir [23].



2.3 Cyprinus carpio (L., 1758)’ nin Sistematikteki Yeri

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

Class (Snif) : Osteichthyes
Subclass (Alt sinif) : Actinopterygii
Superordo (Ust takim) : Teleostei
Order (Takim) : Cypriniformes
Family (Aile) : Cyprinidae
Genus (Cins) : Cyprinus

Species (Tiir)

:Cyprinus carpio (24).

2.3.1 Familya ve Cins Ozellikleri

Ulkemizde yasayan kemikli baliklarin, 6zellikle de tathsu baliklarmnin biiyiik bir kismini
olusturan bu familya, Kura-Aras Havzasinda da olduk¢a yaygindir. Bu baliklarda bas
ciplak, viicut ise sikloit tip pullarla ortiiliidiir. Agi1zda maksiller (maxiller) dis bulunmaz.
Bazi tiirlerde agiz protraktil karakterde (koriiklil) olup, tipki bir koriiklii hortum seklinde
ileriye dogru uzayip kisalabilir. Yag yiizgeci (adip6z doku) bulunmaz. Bu familyanin en
karakteristik 6zelligi olarak farinks dislerinin varligi gosterilebilir. Bu disler genellikle
operkulumun altinda ve 4. solungag¢ yaylarmin gerisindeki faringien kemikler tizerinde
olup sira, say1 ve sekilleri tiirlere gore biiyiik farkliliklar gosterir. Bu nedenle, cinslerin
ve tiirlerin ayiriminda onemli diagnostik 6zellikler olarak dikkate alinirlar. Sirtta daima
tek dorsal ylizge¢ vardir. Ventral ylizgecler 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 ¢cok kaynasarak Weber kemikleri denilen



0zel bir formasyon meydana getirmislerdir. Mide civarinda plorik ¢ekum denilen kor
bagirsaklar bulunmaz. Genellikle biyiksiz iseler de bazen bir veya iki ¢ift biyik tasiyan
temsilcilerine rastlanmaktadir. Ag1z konumu itibariyle terminal, yukariya yonelik veya

alt durumlu olabilir.

Cogunlukla siiriiler halinde yasarlar. Ureme zamam ilkbahar ve yaz aylaridir. Bu
zamanda Ozellikle erkeklerin daha parlak ve siislii bir goriiniim kazandig, ozellikle bag
ve viicutlar1 iizerinde kiigiik ireme tiiberkiillerinin meydana geldigi dikkati

cekmektedir.

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

alanlarinin disindaki bir ¢ok iilkelere insanlar tarafindan taginmiglardir.

Esas itibariyle, Eski Diinya Kitalar1 adin1 verdigimiz Asya, Avrupa ve Afrika’ da yayili
gostermektedirler. Bununla beraber, Amerika’nin Kuzeye yakin bdlgelerinde de
bulunmaktadirlar. Daha da genellestirecek olursak, Madagaskar, Avustralya, Yeni
Zelanda, Giiney Amerika, Kuzey Kanada ve Alaska, Gronland ve zlanda hari¢ olmak
tizere biitlin diinyaya dagilmislardir. Madagaskar ve Amazon civaridaki
mevcudiyetleri insanlar tarafindan cesitli maksatlar icin taginmalariyla miimkiin
olmustur. Bu familya diinya yiiziinde 15000’e yakin tiir ile temsil edilirse de,
Tiirkiye’de 30 cins ve 70 tiirli yasamaktadir [24,25].



2.3.2 Tiir Ozellikleri

PR R e,
T e

Resim?2.3:Sazanbahigi(Cyprinuscarpio)[26].

Viicut yanlardan yassilagmis ve biiyiik pullarla kaplidir. Yan ¢izgide 26-30 pul bulunur.
Iki ¢ift bryiklar1 vardir. Farinks disleri ii¢ sirali olup genellikle 1.1.3-3.1.1. seklindedir.
Boylar1 1 m., agirliklar1 30 kg kadar olabilmektedir. 3-4. yaslarinda eseysel olgunluga
erisirler. Nisandan hazirana kadar yumurtalarimi bitkilerin bulundugu sig alanlara
birakirlar. Disinin yas ve biiyiikliigiine bagli olarak bir defada birakilan yumurta sayisi
1.000.000-1.600.000 arasinda degisir. 16°C* lik suda yumurtalar 5 giinde acilir. Su
sicakligmin artmasiyla agilma siiresi 3 giine kadar diisebilir. Larvalar 2-3 giin siire ile
yedek besin torbalarindan yararlanirlar ve daha sonra planktonlarla ve ozellikle zor
planktonlarla beslenmeye baslarlar. Yedek besin torbasi 8-10 giin sonra tiimiiyle
absorbe edilir. Daha sonra su tabanindaki bocek ve solucanlarla beslenmeye bagslarlar.
Erginleri omnivor bir beslenme gosterir. Su sicakliginin 17-25°C* ye yiikseldigi
zamanlarda viicuda alman besin miktarinda bir artis goriilir. Bu sirada algleri de
yedikleri saptanmustir. Su sicakligr 2-5°C olunca artik beslenmezler ve su tabanindaki
camurlu alanlarda kis uykusuna yatarlar. Bu swrada avlanmalar1 ¢ok giictiir. Oksijen
yokluguna karsi dayaniklidirlar. Kisin, litrede 3, yazin 7 cm’ oksijen iceren sularda
rahatlikla yasarlar. Biiyimeleri cok hizlidir. Yilda 5 kg kadar agirlik kazanabilirler. 15
ve 16. yiizyillardan sonra durgun ve sicak sularda yapay olarak iiretilmeye baslanmustir.
Denetim altinda yapilan caprazlamalar sonucunda viicudunun bazi bdlgelerinde pul
iceren aynali sazanlar elde edilmistir. Eger caprazlamalardaki denetim kaldirilirsa

yeniden pullu bireyler sekline doniisiirler [24].



2.4 Cildir Golii’ niin Ozellikleri

Sekil 2.4.1: Cildir G6lii” den Bahar Goriinimii [27].

Ardahan ve Kars il smirlar icerisinde kalan Cildir Golii 123 km® alani ile Dogu
Anadolu Bolgesi'nin en biiyiik tath su ve en biiyiik ikinci goldiir. Deniz seviyesinden
1965 m yiiksekte bulunan goliin en derin noktast 22 metre ve tektonik olusumlu bir
goldiir. Bircok dere ve pinarlarla beslenmekte olan goliin tek c¢iktis1 kuzey batisinda yer
alan Ermenistan simirinda bulunan Arpacay’n kolu olan Telek Cay1’dir. En biiyiik olan
Akgakale harabelerinin yaninda yer alan adadir. GOl etrafinda ¢ok az bitki Ortiisii

gelismistir ancak golii cevreleyen otlaklarda yogun hayvancilik yapilmaktadir.

Yilin dort mevsiminde yapilabilen balik¢ilik yore halki icin 6nemli bir ekonomik gelir
kaynag teskil etmektedir. Golde balik¢ilik 6nemli bir insan aktivitesi olup, kisin buz
tutan golde kaln buz tabakasi kirilarak balik avlanmaktadir. G6lde yakalanan en dnemli
balik tiirii Sazan (Cyprinus carpio)’dir. Ancak kurak gecen mevsimlerde, gol seviyesi
hizla c¢ekilmekte ve bu nedenle sazan gibi tiirlerin iiremesi igin gerekli sazliklar
daralmaktadir. Ayrica bir¢ok balik¢inin yasaklara uymayarak kontrolsiiz avlanmalari

balik stoklarini olumsuz etkilemektedir.



Sekil 2.4.2: Cildir Golii’nde kis aylarinda sazan avi [28].

Goliin sadece kuzey batisinda seddeyle ayrilmis bataklik ve sulak cayirlar bulunur.

Genelde gol cevresi mera vasifli olup, sert bolge iklimi tarima olanak vermez.

GOl ve cevresindeki tarim alanlarinda kullanilan tarimsal kimyasallarin (6zellikle de
yiikksek oranda azot igeren giibrenin) bilingsizce ve yoOrenin ekolojik ve iklimsel

kosullar1 goz ard1 edilerek kullanilmasmin gol tizerindeki kotii etkileri belirtilmektedir.

Golde asirt bir kirlilik gézlenmemesine ragmen yine de artan bir evsel kirlilik goze
carpmaktadir. Adalardaki insan baskisinin artmasi bu alanlar1 kulugka i¢in kullanan
tiirleri olumsuz etkilemektedir. Yapimi planlanan otel ise yeniden gdzden gegirilmelidir.
Son yillarda artan turizmle birlikte insan baskis1 artmis ve turistik tesisler insa edilmeye

baslanmistir [28].
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3. MATERYAL VE YONTEMLER
3.1 Orneklerin Toplanmasi1 ve Muhafaza Edilmesi

Bu incelemede yaslar1 ayni olan (4 yasinda) , agirliklar1 350-400 g arasinda degisen her
bir grup i¢cin 6’ sar adet Cyprinus carpio lizerinde ¢alisildi. Cyprinus carpio’ lar Cildir
Goliinden fanyali ve galsama aglar1 kullanilarak yakalandi. Elde edilen oOrnekler
laboratuara getirilerek 500’ er L’ lik tanklara alindi ve 15 giin siireyle ortama
adaptasyonlar1 saglandi. Daha sonra 10 giin siireyle I. grup normal su ortaminda, II.
grup 0.1 ppm ve III. grupta 0.3 ppm diizeyinde bakir siilfat (CuSO,) igeren su
ortaminda tutuldular. Ozellikle secilen baliklarin saglik durumlarmnin iyi olmasina
dikkat edildi. Siire sonunda kuyruktan alinan kan numuneleri +4°C ve 3000 rpm’ de 10
dk santrifiij edilerek serumun ayrilmasi saglandi. Alinan serumlar analizler yapilincaya
kadar —20°C' de saklandi. Numunelerin protein konsantrasyonlar1 biiiret yontemi ile

slciildii [29].

Fanyali ve Galsama Aglar:

Uc¢ kath olan fanyali aglarin, distaki gomlekleri biiyiik, ortadakiler ise kiigiik
gozeneklere sahiptirler. Biiyilk gozenekli aglardan gecen baliklar kiiciik gozenekli
aglara takilirlar. Galsama aglar: ise tek kathdir. Hem fanyali hem de galsama aglari
cesitli ebatlarda olabilirler. Genellikle bu aglar durgun sularda ve akintis1 yavas olan
akarsularda kiyidan kiyiya veya gol aynasmma dosenerek balik avciliginda

kullanilmaktadir.
3.2 Baliklarda Kan Alma Yontemleri

Baliklarin kalplerinden ve kuyruklarindan yeterli miktarda kan alabilmek i¢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

gercgeklestirilir.
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1. Canli iken
a- Kalpten
b- Kuyruk kesilerek

3.2.1 Kalpten Kan Alinmasi

Sazanlar canli iken, elektrosok, anestezi veya basa darbe ile vurularak bayiltildiktan
hemen sonra balik sol tarafma yatirilir. Diger bir kisinin yardimui ile balik karmn ve
kuyruk kismindan tutulur. Sag solungac¢ kaldirildiktan sonra cleithrum kemiginin
olusturdugu kemerin hemen Oniinden alt iicte bir mesafeden 1.3 nolu hipodermik igne
ile yatay diizleme 40-45 derecelik bir a¢1 yapacak sekilde direkt kalbe girilip enjektorle
yeterli miktarda (3-4 ml) kan almir. Ayrica, laporatomi yapilan bir baliktan hipodermik

igne ile kalbe girilip baligin agirligi ile orantili olarak istenilen miktarda kan alinir.
3.2.2 Kuyruktan Kan Alinmasi

Baliklar, baglarinin hemen arkasindan kuyruk kismi asagida kalacak sekilde statife bagh
bir kiskacla tespit edilirler. Pediinkiil hemoskiilator ile kan damarlarin1 kapatamayacak
sekilde sikistirilip hareketsiz hale getirildikten sonra keskin bir bicak 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.

2. Elektrosokla
a- Kalpten
b- Kuyruk kesilerek.

Elektrosok: Kan almadan Once baliklar bireysel olarak igerisinde 20 L su bulunan
kovalara alinir. Elektrogok (medica) ile suya 5-10 sn 5 voltluk elektrik akimi verilerek

baliklar hareketsiz hale getirilir.

3. Anestezi edilerek
a- Kalpten
b- Kuyruk kesilerek
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Anestezi: Anesteziye tabii tutulacak baliklarda icerisinde 20 L su bulunan ve 0.4 ml
Chinaldin (C;oHoN) karistirilan kovalara tek tek birakilir, 15-45 saniyede hareketsiz

hale getirilir.

4. Baslarina darbe
a- Kalpten
b- Kuyruk kesilerek

Darbe: Bir yardimci tarafindan basin arka kismindan ve kuyruk kismindan tutulan

baligin basina uygun agirlikla bir cisimle darbe yapilir.

5. Laporatomi

a- Kalpten

Laporatomi: Bir yardimeci tarafindan sirt iistii yatirilan ve hareketsiz hale getirilen

baligin gogiis ve karin boslugu arzu edilen sekilde disli pens ve bistiiri ile agilir.

3.3 Total Protein Tayini

Derin dondurucudan c¢ikarilan serum numunelerinin ¢oziilmesi beklenildi ve total
protein tayini islemine gecildi. Analiz 6ncesi her serum numunesi serum fizyolojikle

1:10 sulandirildi. Numunelerin total protein tayini biliret metoduyla yapildi [29].

Cizelge 3.3.1. Total protein tayin prosediirii.

Cozeltiler 1-Kor tiipii 2-Standart tiipii  3-Numune tiipii
Albumin standard1 (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 1.5ml 1.5ml

Cizelge 3.3.1' de verilen siraya gore kor, standart ve numune tiipleri hazirlandi. Bir

numaral1 tiip protein tagimayan “kor tiipiidiir”. Tiipler hazirlanirken biiiret ¢ozeltisi en
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son ilave edildi ve iyice karistirildi. Oda sicakliginda 30 dk bekletildikten sonra kor
tiipti ile spektrofotometre 540 nanometre dalga boyunda sifir absorbansa ayarlandi.

Daha sonra standart ve numunelerin absorbanslar1 6l¢iildi.

Numunenin Protein Konsantrasyonlarinin Hesabu:

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

3.4 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE)

Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE), vertikal slab jel
elektroforez sistemi kullanilarak Laemmli [30] ve O’Farrell [31] metodlarina gore

yapilmistir. Bu uygulama i¢in asagidaki ¢ozeltilerin hazirlanmasi yeterlidir.
3.4.1 % 30’luk Akrilamid Cozeltisi

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 dayamiklidir. Akrilamid cozeltisinin norotoksik etkili olmasi nedeniyle

calisirken eldiven kullanildi.

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

tamponlar1 hazirland1.
3.4.2 Stoklama Jel Tamponu ( 0.5 M Tris-HCl, 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 (yaklasik 1 M
HCI’ den 7ml). Total hacim dH,0 ile 25 ml' e tamamland1 ve +4°C’ de muhafaza edildi.

3.4.3 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,O' da eritildi. Daha sonra tamponun pH' s1 1 M HCI c¢ozeltisi 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 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 ayr1 ayr tartildi ve ilk once 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.

3.6 Numune Tamponu (0.0625 M Tris- HCI, pH: 6.8)

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

SDS 195 mg
Gliserol (%99’Iuk ) 1 ml

2- Merkaptoetanol 0.5 ml
Bromophenol blue 1-2 mg

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

3.7 Jelin Boyanmasi islemi

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

Boyama cozeltisi:

Coomassie Brilliant Blue R.250 125 mg (%0.025)
Ethanol 200 ml (%40)
Asetik Asit (CH3COOH) 35 ml (%7)

Total hacim distile suyla 500 ml’ e tamamland1. 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 kat1 hacminde boya soliisyonu kullanildi.
Boyama esnasinda hafifce calkalama islemi jellerin daha iyi boyanmasini sagladi.

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

yapilmalidir.

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

3.8 Jelden Boya Cikarma Islemi
Jeli boyadan ¢ikarma isleminde iki metot vardir. Bunlar;

1. Metot;
Methanol %40’ ik
Asetik asit (CH3;COOH) %7’ lik

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

beyazlamasi isteniyorsa siire daha uzun tutulmalidir.

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

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

cikarma soliisyonu 2-3 defa degistirilerek daha iyi sonug elde edildi.
3.9 Diger Kimyasallar ve Ozellikleri

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. Karigima ¢ok az ilave edilmesi nedeni ile Sml’ lik veya daha az
hacimde, ozellikle deneyden hemen Once hazirlandi. Bu ¢6zeltinin stabil olmamasi

nedeniyle her deneme i¢in tazesi hazirland1.
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3.10 Kesikli Tampon Sistemli Jelin Hazirlanmasi

Kesikli jel sistemi, proteinlerin stoklandigi ve birbirinden ayridigr iki farklh

konsantrasyonda iki ayr1 jelden olugmaktadir.

Bu jelin hazirlanmasi i¢in ayrrma ve stoklama c¢ozeltileri gereklidir.

3.10.1 Ayirma Jelin Hazirlanmasi

Cizelge 3.10.1: Degisik Konsantrasyonlarda Ayirma Jeli Hazirlama Prosediirii.

Ayirma jelin son konsantrasyonlar1 (%)

Stok ¢ozeltisi (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 3775 375 3.5
%1 Amonyum persiilfat 0.75 0.75 075 0.75 0.75 0.75 0.75
TEMED 0.01 0.01 0.01 0.01 o0.01 0.01 0.01
Distile Su 549 7.99 10.49 12,99 15.49 17.99 20.49

Toplam hacim 30 ml olacak sekilde hazirlanir. Bu jel hazirlanirken dikkat edilmesi

gereken husus; %1’ lik amonyum persiilfatin ¢ozeltiye en son katilmasidir. Ciinkii,

cOzeltiye amonyum persiilfat ilavesinden sonra polimerizasyon islemi baslamakta ve

kisa siirede gerceklesmektedir.
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3.10.2 Stoklama Jelin Hazirlanmasi

Cizelge 3.10.2: Degisik Konsantrasyonlarda Stoklama Jeli Hazirlama Prosediirii.

Stoklama Jelin Son Konsantrasyonlar1 (%)

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

Total hacim 10 ml olacak sekilde hazirlanir. Bu ¢o6zeltiyi de hazirlarken %1' lik
amonyum persiilfat' in en son ilave edilmesine dikkat edilmelidir.
3.11 Ayirma Jelin Plaga Dokiilmesi islemi

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

jelde yapilmistir. %10’ luk jel ¢cozeltisi i¢in;

%30' luk 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 c¢ozeltisi hazirlamak icin gerekli olan miktarlardir.
Ayirma jel ¢ozeltisinin toplam hacminin 10 ml olmasi yeterlidir. Bunun i¢in yukaridaki

miktarlar 2/3 oraninda azaltildi. Beher igerisine 1:2 aywrma jel tamponu konuldu ve
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arkasindan 5.163 ml dH5O ilave edildi. Daha sonra 0.0033 ml TEMED ilave edildi.

Eger jel kalinlig1 1 mm' den kiiciik ise ortamdaki oksijen uzaklastirilmalidir. Bunun i¢in
cOzeltiyi bir ka¢ dakika vakum etmek yeterlidir. Aksi takdirde ortamdaki oksijen
polimerizasyonda gecikmeye neden olacaktir. Polimerizan ajan olarak % 1' lik
amonyum persiilfat kullanilmistir. Amonyum persiilfat ilave edildikten sonra c¢ozelti
hafifce karigtirildi. Hazirlanan ayirma cozelti 10 ml' lik enjektore alindi ve vakit
kaybetmeksizin diizenekteki bosluga doldurulma islemine gecildi. Ayirma jel ¢ozeltisi
kopiirtiilmeksizin diizenekteki isaretli yere kadar dolduruldu. Jelin iist yiizeyinin keskin
ve diizgiin bir ¢izgi haline gelmesini mutakiben hava ile temasini kesmek i¢in jel
yiizeyinde ince bir tabaka olusturacak kadar dH,O ilave edildi. %1' lik Amonyum

persiilfat, 50 mg alinarak 5 ml dH,O' da ¢ozmek suretiyle hazirlandi. Polimerize olan

ayirma jelin iizeri naylon bir posetle hava almayacak sekilde kapatildi ve +4°C' de bir
gece bekletildi. Boylece polimerize olmamis akrilamid ve bisakrilamidlerin
polimerizasyonu saglandi. Tam polimerizasyon sonrasi akrilamid ve bisakrilamidin
norotoksititesi ortadan kalkar, dolayisiyla bu asamadan sonra jellerle direk temasta hic

bir sakinca yoktur.
3.12 Stoklama Jelin Plaga Dokiilmesi Islemi

Proteinlerin stoklanmasi %4' liik stoklama jel tizerinde yapilmistir. %4' liik stoklama jel
soliisyonu hazirlamak icin, bir mikropipetle asagidaki ¢ozeltilerden uygun miktarlarda

alind1 ve total hacim 3.5 ml' e tamamlandi.

Buna gore;

%30 luk Akrilamid c¢ozeltisi 0.468 ml
Stoklama jel tamponu (pH 6.8, 0.5 M) 0.833 ml
9%1' lik Amonyum persiilfat 0.25 ml
TEMED 0.015 ml
Distile Su 1.95 ml

Toplam Hacim: 3.5 ml
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Jel ylizeyindeki distile su bosaltildi ve iki jelin kolay kaynagmasi icin ayirma jel yiizeyi
stoklama tamponla yikandi. Daha sonra numune yiikleme cukurlarini olusturmak i¢in
tarak cam levhalar arasma yerlestirildi. Taragin kenarindan stoklama jel ¢ozeltisi bir
enjektorle yavas yavas plaga aktarildi. Ancak jel i¢inde hava kabarcigi 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 yiikleme c¢ukurlari
yiirlitme tamponuyla bir ka¢ defa yikanarak jel artiklari temizlendi. Sonra elektroforez
tanklar: yiiriitme tamponu ile (Tris-Glisin pH 8.6) dolduruldu ve plaktaki lastik conta ve
klempler c¢ikarildi. Jel tanka yerlestirilerek plagin alt kisminda olusan hava kabarciklar:
enjektor yardimiyla wuzaklastirildi. Bu islemlerden sonra serum numunelerinin

hazirlanmasina gecildi.

3.13 Serum Numunelerinin Sulandirilmasi ve Jele Yiikleme islemi

1 ve 5 numarali jel gukuruna molekiil agirliklar: bilinen standart proteinler aplike edildi.
2 numarali jel ¢ukuruna kontrol grubu numunesi, 3 numaral jel ¢ukuruna 0.1 ppm
dozda bakir siilfat verilen Cyprinus carpio numunesi, 4 numaral jel ¢cukuruna, 0.3 ppm
dozda bakir siilfat verilen Cyprinus carpio serum numuneleri uygulandi. Standart olarak
molekiil agirliklar1 farkli olan 4 protein kullanildi. Bunlar; gliseraldehit-3-fosfat (36
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 ul alinip 200 ul dH»O ile sulandirildi. Boylece son

protein konsantrasyon 0.5ug/ul oldu. Daha sonra sample tamponla 1/2 oraninda

sulandirildi. Jele bu standart proteinlerin her birinden 5 pg uygulandi.

Daha sonra total protein konsantrasyonu bilinen serum numuneleri total proteinlerinin
g/dl cinsinden miktarlarina gore sulandirilmasi islemine gecildi. Cyprinus carpio’ dan
alman serum numuneleri sulandirilarak son protein konsantrasyonlart1 4 pg/ul’ e

ayarlandi.

En sonunda her bir numune tiipiinden 200 pl serum alind1 ve her birinin iizerine 200 ul

sample tampon ilave edilerek son protein konsantrasyonu 2ug/ul' ye ayarlanmis oldu.

20



Hazirlanan serum numuneleri bir beher icerisine bir miktar su konularak 100°C* de 3 dk
siireyle kaynatildi. Numune tamponundaki 2-merkaptoethanol proteinlerdeki disiilfit
baglarmi acar ve denatiire olmalarini saglar. Boylece serum proteinleri tek polipeptidler
haline gelmis olur. Her jel cukuruna 20' ser pul numune uygulandi. Boylece 40 pg
protein jele yiiklenmis oldu. Numuneler plaktaki yerlerine uygulandiktan sonra

proteinler 200 V ve 30 mA' de yiiriitiildii.

Elektroforez de proteinleri yiiriitme 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 olan
bir kaba birakildi. Jel, 56-60°C' ye ayarlanmis su banyosunda 20-30 dk inkiibe edildi.
Bu esnada kap icindeki boya ¢ozeltisi hafifce calkalanarak jelin daha ¢abuk boyanmasi

sagland.

Bu islem tamamlandiktan sonra her jel, boyadan ¢ikarma islemi i¢in %5 metanol ve
%7,5 asetik asit bulunan bir kaba alinarak protein bantlar1 digindaki jel kisimlarmin
seffaflasmasi 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 c¢ikarma c¢ozeltisi bir ka¢ defa yenilendi. Bu
islemlerden sonra jeller %7’ lik asetik asit icinde muhafaza edildi. Sonra jellerin
fotograflar1 ¢ekildi. Proteinlerin molekiiler agirhigi Weber ve ark.” larmin metoduna

gore hesaplandi [32].
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4. BULGULAR

Cidir goliinden yakalanan Cyprinus carpio’lara farkli dozlarda bakir siilfat
uygulamasindan sonra deneklerden elde edilen serum numunelerinin SDS-PAGE’ den
elde edilen elektroforegramda II. ve I1I. gruptaki baliklarin serum protein bantlarinda I.
gruba gore kalinlagmalar oldugu, bununla birlikte I1. grupta 40 ve 43 kD’ luk, III. grupta
da 40 kD’ luk proteinlerin sentezlendigi tespit edildi.

110 kD

97 kD
90 kD

82 kD
71 kD

59 kD

49 kD

43 kD
40 kD

28 kD

Sekil 4.1: Bakir siilfat’a maruz birakilan Cyprinus carpio’ nun SDS-PAGE yontemiyle
elde edilen serum proteinlerinin elektroforegrami. 1-5 standart proteinler, 2. kontrol
grubu, 3. 0.1 ppm uygulanan baliklarin serum proteinleri, 4. 0.3 ppm uygulanan

baliklarin serum proteinleri.
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S. TARTISMA VE SONUC

Agir metal deneylerinin ¢cogu, balik ciftliklerinde balik yetistiriciligine baslanmasmdan
sonra yapilmistir. O zamandan beri bu baliklarin biyokimyasal indeksleri ve farkl
fizyolojileri iyi bir sekilde arastirilmistir [33]. Yapilan literatiirler 151ginda, baliklarin
kan indekslerindeki degisikliklere agir metal ve karigimlarin etkili oldugu goriilmiistiir.
Literatiir ¢aligmalar1 bize, hem sudaki agir metallerin hem de maruz kalma siiresinin
baligin hemostasisinde geri doniilmez ve diizensiz degisikliklere neden olabilecegini

gostermistir [34]. Bu calismalara ornek olarak sunlar verilebilir.

Asztaloz ve ark. (1990) pestisitlerin cyprinidae’ lere toksik etkilerini arastirmiglar ve
bakir siilfat (CuSQOy), paraquat (PQ) ve methidation (MD) gibi pestisitler adi sazanlarda
doku yaralanmalar1 ve strese yol acarak, laktat dehidrogenaz (LDH), glutamik
oksaloasetik transaminaz (GOT) ve glutamit dehidrogenaz enzim aktiviteleri ile kan
seker miktarini ylikseltmektedirler. Bakir siilfat, paraquat ve methidathion ile birlikte
verildiginde doku yaralanmalar1 ve stres etkileri iizerine sinerjetik etki yapmaktadir.
Bakir siilfat ve methidathion kombinasyonunun ise karaciger hiicrelerinde odaksal
hiicre nekrozuna sebep oldugunu, mitokondri ve golgi cisimciginde de degisikliklere

yol actigini belirtmektedirler [35].

Dutta ve ark. (1983). Lepomis macrochirus tizerine metil civanin serum proteinleri
izerine etkilerini arastirmis ve 24, 48, 72 saatlik maruz kalmada, kontrol grubunda 28
protein band1 gozlenirken, metil civaya maruz kalan baliklarda 24 saatlik uygulamada
22, 48 saatlik uygulamada 51 ve 72 saatlik uygulamada 27 serum protein bandi
oldugunu bildirmistir [36].

Kumar ve ark. (1986) malathion toksisitesinin Brachydanio rerio (Cyprinidae)
karacigeri iizerine etkisini arastirdiklar1 caligmalarinda karaciger dokusunda protein,
DNA ve RNA diizeyinin diistiigiinii ve bunun malathionun primer DNA ve RNA

polimeraz enzim sentezinin inhibisyonu sonucu olabilecegini belirtmiglerdir [37].

Saglam ve ark. (2003) degisik yogunluktaki bakir siilfat (CuSQO4) solusyonunda
birakilan Gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) yapilan makroskobik ve

mikroskobik incelemeler sonucunda makroskobik olarak baliklarin operkulum ve
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yiizge¢ uglar1 ile solunga¢ flamentlerinde CuSO, kristallerinin oldugu, solungac
lamellalarinin  birbirine yapistigi ve viicut yiizeyinden asir1 mukus salgilandigi,
mikroskobik olarak ise solungac¢ lamellalarinda pilar ve epitel hiicrelerde dejenerasyon,
vakuoler dejenerasyon ve damarlarda hiperemi ile hemoraji tespit edilmistir [38].
Schjolden ve ark. (2007) bakirin Carassius carassius iizerine toksik etkili oldugunu
fakat diger balik tiirlerine gore daha toleransli oldugunu gostermisler. Bakirin solungac
yapisina, iyon regiilasyonuna ve solunum iistiine etkili oldugunu saptamislar. Carassius
carassius’ un bakira oldukga toleransli olmasi, hipoksiyaya ve diisiik plazma

ozmolalitesine uygun kabiliyetini gosterdigini ileri siirmiislerdir [39].

Karan ve ark., bakir siilfatin Cyprinus carpio tiirii baliklarda enzim aktivitesi ve
solunga¢ histolojisi iizerine etkisini arastirmiglar ve 14 giin boyunca 5 farkh
konsantrasyonda Bakir siilfat verilen baliklarin 14. giinde alkalin fosfataz (ALP),
aspartat aminotransferaz (AST) ve alanin aminotransferaz (ALT)‘ in kan serumu ve
solungaclarda enzim aktivitelerinin arttigi, bu siire sonunda ise balik stresinin

azalmasina bagh olarak enzim aktivitelerinin diistiigiinii belirlemislerdir [40].

Richmonds ve Dutta (1992) Lepomis macrochirus’u malathiona maruz birakmislar ve
serum proteinleri iizerine elektroforetik etkilerini incelemislerdir. Globulin bantlarinda
Onemli bir artis ve albumin bantlarinda 6nemli bir azalma oldugunu gézlemislerdir [41].
Bir bagka arastirmada, Channa punctatus da serum proteinleri endosiilfan uygulanmasi
ile artmig, daha sonra pestisitin artan miktar1 ve etkide kalma siiresine bagli olarak
azalmistir. Serum protein diizeyinde gozlenen baslangigtaki artisin, pestisit etkisiyle su
kaybmin neden oldugu hemokonsantrasyonun artmasi sonucu oldugu, daha sonraki
azalism ise bobrek ve karaciger dokularinmn zarar gormesi ve protein sentezinin
azalmasi sonucu oldugu seklinde yorumlanmistir [42]. Kog¢ ve ark.. (2008) Bakir (II)
siilfat’mn ergin farelerin (Mus musculus var. Albinos) karaciger proteinleri iizerine
etkisini aragtirmiglar ve 2 mg/kg doz uygulanan gruptaki farelerin protein bantlarinda
kontrol grubu hayvanlarin protein bantlarina nazaran incelmeler, 6 mg/kg doz
uygulanan grupta ise genelde kalinlagmalar goriildiigiinii bildirmislerdir. [43]. Yilmaz
ve ark. (2007) Kobalt parahidroksibenzoat’ i Capoeta capoeta capoeta’ nin serum
proteinleri iizerine etkisini arastirmiglar ve Kobalt parahidroksibenzoatin doz artigina

bagl olarak yiiksek molekiil agirlikli protein bantlarinda kalinlagmalar, kiiciik molekiil
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agirlikli protein bantlarinda ise incelmeler olustugunu belirtmislerdir [44]. Yapmis
oldugumuz arastirmada da mevcut calismalarla uyumlu olarak deney grubu baliklarin
protein bantlarinda kontrol grubuna gore kalinlagsmalar oldugu tespit edilmistir. Yine
Shakoori ve ark. (1992) Cesitli toksikantlarin serum proteinleri iizerine etkileri
incelemisler ve albumin bantlarinda koyulasma, globulin bantlarinda yayilma ve yeni
globulin bantlarmin olustugunu belirtmislerdir [45]. Yaptig§imiz bu arastirmada ise bakir
siilfat toksikasyonuna karsi protein sentezinin artmus oldugu ve yeni proteinlerin
sentezlenmeye baslandigi, 0,1 ppm bakir siilfat uygulanan gruptaki baliklarda 40 kD ve
43 kD’ luk, 0,3 ppm bakir siilfat uygulanan gruptaki baliklarda da 40 kD’ luk protein
bantlar1 olustugu saptanmustir. Yiiksek doz uygulanan grupta sonradan olusan bant
sayisinin diisiik doz grubuna gore az olmasinin sebebinin doz artisina bagh olarak

bobrek ve karaciger dokularinin zarar gérmesinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Is1 stresi uygulanan Hela hiicre kiiltiiriinde 40 kD’ luk protein sentezinin oldugu ortaya
cikarilmugtir [46], bunun yam swra, 40 kD agirhigindaki proteinlerin immun sistemle
ilgili proteinler oldugu ileri siirtilmektedir [47]. Bu bilgilerin 151g1nda, bakir siilfatin 0.1
ppm ve 0.3 ppm dozlarda toksik etki yaptig1 ve 40 kD ve 43 kD’ luk protein bantlarinin
olusmasinin da  toksikasyon stresi ve immun sistemin uyarilmasindan

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.
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