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OZET

Bu c¢alismada, Cyprinus carpio (L.), bakirin 0,01, 0,05, 0,1 ve 0,5 ppm’lik ortam derisimlerinin
etkisinde 7, 15 ve 30 giin siirelerle tutularak, kas ve karaciger dokularindaki bakir birikiminin, total
protein derisimi lizerine etkileri incelenmistir. Belirlenen siire ve ortam derisimlerinin etkisinde kas ve
karaciger dokularindaki bakir birikimi atomik absorbsiyon spektrofotometrik, total protein derigimi ise
spektrofotometrik yontemlerle belirlenmistir. Kas ve karaciger dokularindaki bakir birikimi, ortam
derisimi ve etkide kalma siiresindeki artisa bagl olarak artmistir. Bakir etkisinde karaciger dokusundaki
total protein derigimi, belirli bir siirede ortam derisimindeki artisa ve belirli bir ortam derisiminde etkide
kalma siiresindeki artiga paralel olarak artarken, kas dokusunda azalmustir.

Anahtar kelimeler: Bakir, birikim, Cyprinus carpio, protein

Effects of copper accumulation in muscle and liver tissues
on total protein levels of Cyprinus carpio (L.)

ABSTRACT

Cyprinus carpio (L.) was exposed to 0.01, 0.05, 0.10 and 0.50 ppm copper for periods of 7. 15 and 30
days and the effects of accumulation in muscle and liver tissues on total protein levels were studied.
Copper accumulation and total protein levels in the tissues studied were determined using atomic
absorption spectrophotometric and spectrophotometric methods respectively. Muscle and liver
accumulation of copper increased with increasing concentrations of copper and with exposure period.
Total protein level in liver tissue increased and that of muscle tissue decreased with increasing
concentrations of the metal at given period and with increasing exposure period at a given concentration.
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GIRIS

Niifus artis1 ile birlikte barinma problemlerinin ¢oziimii
icin tarim alanlarinin yerlesime acilmasi, kimyasal tarim
uygulamalarindaki artis, teknolojik gelismeye paralel olarak
endiistriyel hammadde kaynaklarmin yaygm bir sekilde
kullanimi, fosil yakitlarin asir1 tiikketimi sonucu atmosferik
olaylar, agir metallerin sucul ortamlara katilimin arttirmistir
(Venkataramana ve Rhadhakrishaniah, 2001). Agir metallerin
belirtilen kaynaklardan sucul ortamlara katilimindaki artis,
duyarli tiirlerin ortadan kalkmasina neden oldugu gibi
hosgoriisii yiiksek tiirlerin doku ve organlarinda birikime,
besin zinciri araciligi ile artan derisimlerde ist trofik
diizeylere iletilmesine neden olmaktadir (Heath, 1995).

Bakir, biyotik derisimlerde metabolik ve fizyolojik olaylar
icin gereksinim duyulan bir iz elementtir. Hayvansal
organizmalarda, askorbik asit oksidaz, sitokrom oksidaz,
tirozinaz, lizil oksidaz gibi yaklasik 30 kadar enzimde
prostetik grup olarak bakir bulunurken, seruloplazmin,
hepatokuprein, hemosiyanin yapisal bilesiminde bakir
bulunduran proteinlerdir (Arellano ve ark., 1999). Baliklarda
doku ve organlardaki bakir derisimi, metabolik ve fizyolojik
olaylar icin gereksinim duyulan diizeyi agmasi, hiicresel veya
molekiiler diizeyde yapisal ve islevsel bozukluklara sonucta
mortaliteye neden olmaktadir (Perkins ve ark., 1997).

Bakir etkisinin, baliklarda solungac¢ lamelleri epitelinde
Nat+ - K+ ATPaz aktivitesini inhibe ederek hipertropiye,
elektrolit  kaybint  arttirarak  kardiovaskiiler  sistemin
¢okmesine, oksijen transfer kapasitesini azaltarak doku
diizeyinde hipoksiyaya (Heath, 1995; Handy, 2003), metal
alimm  kapasitesindeki artisa bagli olarak karaciger
hiicrelerinde hiperplasi ile stoplazmik vakuol ve lizozomal
vezikiillerin sayisindaki artisla hipertropiye, endokrin sistem
araciligi ile protein ve karbonhidrat metabolizmasinda
degisikliklere neden oldugu saptanmistir (Vijayan ve ark.,
1997).

Bakirin diisiik derisimlerinin uzun siireli etkisi baliklarin
metabolik bakimdan aktif doku ve organlarinda yiiksek
derisimlerde birikime neden olur (McGeer ve ark. 2000).
Cesitli balik tiirleri ile yapilan arastirmalarda bakirin
karaciger, solungag, bobrek gibi doku ve organlarda yiiksek
derisimlerde birikirken, etkide kalma siiresinin uzamasi ile
kas, beyin, ovaryum ve testisde de 6nemli diizeyde biriktigi
belirlenmistir (Cicik, 2003).

Baliklarda karbonhidratlarin yani sira doku proteinlerinin,
o6nemli bir enerji kaynagi olmasi (Diane, 1982), metal
detoksifikasyonunda islev gérmeleri, agir metallerin disinda
cesitli stres faktOrlerinin etkisinde kalitatif ve kantitatif
degisim gostermesi metabolik olaylardaki degisiklikleri
yansitmasi bakimindan olduk¢a énemlidir (Canli, 1996).

Sucul ekosistemlerde besin zincirinin 6nemli bir halkasim
olusturan ve besin kaynagi olarak tiiketilen baliklarda bakirin,
diisik derisimlerinin uzun siireli etkisinde doku ve
organlardaki birikim diizeyi ile fizyolojik ve biyokimyasal
parametrelerde neden oldugu degisimlerin incelenmesi, metal
toksisitesinin  belirlenmesine olanak sagladigindan bu
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arastirmada 7, 15 ve 30 giin siirelerle bakirn 0,01, 0,05, 0,1 ve
0,5 ppm’lik derigimlerinin etkisinde birakilan C. carpio’nun
kas ve karaciger dokularindaki bakir birikimi ile total protein
diizeyindeki degisimlerin belirlenmesi amaglanmustir.

MATERYAL VE METOT

Arastirma materyali olarak kullanilan Cyprinus carpio,
yetistirme havuzlarindan alinarak, deneylerin yliriitiilecegi 12
saat aydinlik, 12 saat karanlik fotoperiyod uygulanan ve 25+1
°C duragan sicakliga sahip laboratuvara getirilmig, her biri
(40x120%40) cm boyutlarinda olan 6 adet stok cam akvaryum
icerisinde 3 ay siireyle bekletilerek ortam sartlarina uyumlari
saglanmustir. Baliklar bu siire icerisinde ortalama 11,29 £ 0,7
cm boy ve 10,50 £ 0,65 g agirliga ulasmistir. Deneyler
siiresince ortamin bazi kimyasal 6zellikleri agsagidaki sekilde
belirlenmistir.
pH: 8,19 + 0,06
Toplam alkalinite: 326 + 0,50 mg/l CaCO;

Toplam sertlik: 230 + 0,75 mg/l CaCO;
Coziinmiis oksijen: 7,02 + 0,27 mg/1

Baliklarin karaciger ve kas dokularindaki metal birikimi ile
total protein diizeyindeki degisiklikler, bakirin, kaynak bilgisi
ve arastirma biriminde yapilan g¢alismalar sonucunda 30
giinliik siire icerisinde letal olmadig1 belirlenmis, 0,01, 0,05,
0,1 ve 0,5 ppm’lik ortam derisimlerinin etkisinde 7, 15 ve 30
giinliik 3 farkli zaman siireci sonunda belirlenmistir.

Bu amagla deneylerde her biri 40x120%40 cm boyutlarinda
olan 5 cam akvaryum kullanilmigtir. Akvaryumlardan ilk
dordiine toplam hacim 120 ser L olacak sekilde sirasiyla 0.01,
0,05, 0,1 ve 0,5 ppm derisimlerindeki bakir ¢ozeltisi
konurken, besinci akvaryuma belirtilen hacimde bakir
icermeyen dinlendirilmis ¢esme suyu konularak kontrol grubu
olarak incelenmistir. Deney ¢dozeltilerinin hazirlanmasinda
bakirin suda ¢oziinebilen tuzlarindan biri olan CuSO, 5H,O
kullanilmistir. Deneyler, her tekrarda iki balik olacak sekilde
3 tekrarl olarak yiiriitiilmiistiir. Bu baglamda tiim deneylerde
kontrol ve deney akvaryumlarinin her birinde 18 balik olacak
sekilde toplam 90 balik kullanilmistir. Akvaryumlarda
havalandirma merkezi havalandirma sistemi ile saglanmustir.

Akvaryum ortaminda adsorbsiyon, evaporasyon ve
presipitasyon nedeniyle bakir derisiminde siireye bagl
degisimler olabileceginden, deney ¢ozeltileri, deney siiresince
her iki glinde bir taze olarak hazirlanan stok ¢ozeltiden uygun
seyreltmeler yapilarak degistirilmis ve ortam yenilenmistir.

Belirlenen 7, 15 ve 30 giinliik siireler sonunda her bir
akvaryumdan 6 tane balik ¢ikartilarak, MS — 222 (Etil ester 3—
amino benzoik asit) ¢dzeltisi igerisinde bayiltilmigtir. Cesme
suyu ile yikanip kurutma kagidi ile kurulanan her bir alt1 balik
ikiserli 3 gruba ayrnilmistir. Her gruptaki iki baliktan disekte
edilen kas ve karaciger dokulart iki kisma ayrilarak metal
derisimi ve total protein diizeyinin belirlenmesinde
kullanilmustir.

Bakir derisimi belirlenecek kas ve karaciger doku
ornekleri, 150 °C’de 72 saat siireyle sabit tartima getirilip,
kuru agirliklar1 belirlendikten sonra deney tiiplerine aktarilmig
ve izerlerine nitrik asit — perklorik asit (2:1 v/v) karisimi



Cyprinus carpio (L.) 'da bakirin
kas ve karaciger dokularindaki birikiminin
total protein derigimi iizerine etkileri

eklenerek 120 °C’de 60 dakika siireyle yakma islemi
tamamlanmistir (Muramoto, 1983). Yakma isleminden sonra
ornekler, polietilen tiiplere aktarilarak, distile su ile toplam
hacimleri 5 ml’ye tamamlanmis ve analize hazir hale
getirilmistir. Doku Orneklerindeki bakir derigimi, Perkin —
Elmer (2380) atomik absorbsiyon spektrofotometresinde
belirlenmistir.

Total protein diizeyi belirlenecek kas ve karaciger doku
ornekleri, yas agirliklart belirlendikten sonra 0,3 M siikroz
cozeltisi igerisinde homojenizatér (Ultra — Turrax ,T — 25)
yardimiyla 24.000 devirde 5 dakika siireyle homojenize
edilmistir. Homojenizasyonu bozan partikiiller,
homojenatlarin 2000 devirde 10 dak. siireyle santrifiijlenmesi
sonucu ortamdan uzaklastirilmistir. Analize hazir hale
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getirilen orneklerdeki total protein derisimi, Lowry yontemine
gore saptanmistir (Wedemeyer ve Yasutake, 1977).

Deney verilerinin istatistik analizinde “Student Newman
Keul’s” (SNK) testi kullanilmistir (Rholf ve Sokal, 1969).

BULGULAR

Bakirin belirlenen siire ve ortam derisimlerinin etkisinde
kas ve karaciger dokularinda ii¢ tekrarli olarak saptanan bakir
derigimlerinin aritmetik ortalamalar1 ile istatistik analiz
sonuglar sirastyla Cizelge 1 ve Cizelge 2°de verilmistir.

Bu caligmada kontrol grubuna ait kas ve karaciger doku
orneklerinde degerlendirilebilir diizeyde bakir absorbansi
alimamamustir. Bu durum kontrol grubu doku &rneklerindeki
bakir derigsiminin AAS’nin duyarlilik diizeyi altinda oldugunu
gosterdiginden ¢izelgelerde DA olarak ifade edilmistir.

Cizelge 1. Cyprinus carpio’da bakirin karaciger dokusundaki
birikimi (ug cu/g k.a.) iizerine ortam derisimi ve

siirenin etkileri

Derisim Siire (Giin)
(ppm Cu) 7 15 30
X £s8x X+ sx X+ sx

0,00 DA® DA® DA®
0,01 52,79+ 0,78 65,66+ 1,03 77,75+ 1,17™
0,05 63,61 +1,29° 91,89+ 1,69 122,73 +1,45%
0,10 82,41 £2,18% 157,90 +3,16% 236,77 + 1,45"
0,50 117,40 231 216,95+ 1,99 325,66 + 6,36™

*: SNK: a, b, ¢, d ve e derisimler, s, t ve x harfleri siireler aras1 ayrimi belirtmek

amactyla kullanilmistir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda

diizeyinde istatistik ayrim vardir.

X = sx: Aritmetik ortalama + Standart hata.

DA: Duyarlilik diizeyi altinda.

P< 0,05

Cizelge 2. Cyprinus carpio’da bakirin kas dokusundaki birikimi
(ug cu/g k.a.) lizerine ortam derigimi ve siirenin etkileri

Derisim Siire (Gtin)
(ppm Cu) 7 = 15 = 30 +
X *sx X+ sx X+ sx

0,00 DA® DA® DA®
0,01 4,91+0,21" 6,45+0,15™ 11,87 +0,34™
0,05 6,29 + 0,24 831+0,14" 14,37 +0,30%
0,10 7,70 +0,29% 9,80+ 023" 19,15+ 0,30%
0,50 11,78 +0,09° 15,99+ 028" 25,67 +0,33%

*: Agiklamalar Cizelge 1’de verilmistir.

Belli bir zaman siireci dikkate alindiginda, bakirin ortam
derisimindeki artis, kas ve karaciger dokularindaki bakir

birikimini arttirmistir. Bakirin incelenen ortam
derisimlerindeki 10 katlik bir artis, kas ve karaciger
dokularindaki  bakir birikiminde 1,5-2 kathik artisla

sonu¢lanmustir. Belirli bir ortam derigsiminde, etkide kalma
stiresindeki artig da doku ve organlardaki bakir birikimini

arttirmigtir. 30 giinliik deney siiresi sonunda kas ve karaciger
dokularindaki bakir birikimi, 7. giine oranla 2,5 katlik artis
gdstermistir. Incelenen tiim siire ve ortam derisimlerinin

etkisinde karaciger dokusundaki bakir birikiminin, kasa oranla
oldukga yiiksek diizeyde oldugu saptanmustir.

Bakir etkisinde kas ve karaciger dokularinda ti¢ tekrarl
olarak belirlenen protein diizeylerinin aritmetik ortalamalari
ile istatistik analizleri sirasiyla Cizelge 3 ve Cizelge 4’de
gosterilmistir. Bakirin belirtilen siire ve ortam derisimlerinin
etkisinde karaciger protein derigimi, ortam derigimi ve etkide
kalma siiresindeki artiga paralel olarak artmistir. Deney siiresi
sonunda incelenen en yliksek ortam derisiminin etkisinde bu
artis yaklagik 1,5 — 2 kat olmustur.
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Cizelge 3. Cyprinus carpio’da karaciger dokusundaki protein

diizeyi (mg/g y.a.) izerine bakir ortam derigsimlerinin
siireye bagl etkileri

Derisim Siire (Giin)
7 15 30

(ppm Cu) X +sx X+ sx' X+ sx"
0,00 4455 £0,60° 4131+0,66° 4321+ 1,08"
0,01 61,49+ 1,96 67,46 +2,60® 83,49 +0,79"
0,05 70,47 +£0,52° 82,40 £2,02% 98,66 + 2,83
0,10 83,06 £ 1,27° 101,85 +3.22% 120,25+ 1,92%*
0,50 97,40 +3,95% 125,57 +2,23% 165,99 + 3,31

*: Agiklamalar Cizelge 1’de verilmistir.

Cizelge 4. Cyprinus carpio’da kas dokusundaki protein diizeyi
(mg/g y.a.) lizerine bakir ortam derisimlerinin
siireye bagl etkileri

Derisim Siire (Giin)
15 30
(ppm Cu) X +sx" X+ sx” X+ sx”
0,00 4271 £0,99% 4124+ 1,58% 42,00 +2,04*
0,01 31,71 £0,98™ 24,60+ 0,34" 21,30+ 0,70"
0,05 2921 +0,40" 2572+0,03" 19,94+ 0,85
0,10 29,16+ 0,86* 17,64 £ 0,84 13,00 + 0,84
0,50 22,68 0,34 14,83+ 121" 922+ 1,08
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*: Agiklamalar Cizelge 1’de verilmistir.

Bakir etkisinde kalan baliklarin kas protein diizeyi, 7, 15 ve
30 giinliik etki siirelerinde bakirin ortam derigimindeki artisa
bagli olarak kontrole gore azalmistir. 0,05 ppm ortam
derisiminde 7 ve 15. giinler, 0,01 ve 0,1 ppm ortam
derisimlerinde 15 ve 30. giinler disinda kas protein diizeyi
etkide kalma siiresi arttikga azalmustir. Incelenen ortam
derisimlerinin etkisinde kas protein derisiminde saptanan
diisme, deney siiresi sonunda 7. giine oranla %45 diizeyinde
olmustur.

TARTISMA

C. carpio ile yapilan bu arastirmada, bakirin 0,01, 0,05, 0,1
ve 0,5 ppm’lik ortam derisimlerinin 7, 15 ve 30 giin siireyle
etkisinde kalan baliklarda mortalite gdzlenmemistir.
Oreochromis niloticus (Saglamtimur ve ark., 2003) ve C.
carpio (Erdem ve Kargmn, 1992)’da bakirn subletal
derisimlerinin 4 hafta siireyle etkisinin mortaliteye neden
olmadigi, Tilapia nilotica (Cicik ve Erdem, 1992)’da bakirin
10 ppm’lik ortam derisiminin 30 - 60 giinler arasinda %100
oraninda mortaliteye neden oldugu saptanmistir. Baliklarda
agir metallerin mortalite {izerine etkisi her ne kadar tiirler
arasinda ayrim gosterse de (Thomas ve ark., 1986) belli bir
derisim araliginin iizerinde etkide kalma siiresindeki artisa

siiresinin uzamasi ile karacigerdeki bakir derisiminin
solungactaki diizeyi gectigi saptanmigtir. Bu durum, baliklarda
solungaclarin dogrudan dogruya ortamla temas halinde olmast
ve baglica alinim yolu olmasindan kaynaklanmaktadir.

bagli olarak mortalitenin arttigi goriiliir (Sanpera ve ark.,
1983).

Bakirin belirlenen siire ve ortam derigsimlerinin etkisinde
mortalitenin gézlenmemesi ¢esitli metabolik ve fizyolojik
diizenlemelerle, metal etkisine adaptasyondan kaynaklanabilir.
Bu diizenlemeler arasinda; yiizme performansini diisiirerek
enerji rezervlerini metal etkisiyle miicadelede kullanma
(Toguyeni ve ark., 1997), solunga¢ yapisindaki bozulmaya
bagli iyon kaybmi gidermek icin iyon regiilasyonunun
maksimum diizeye ¢ikartilmasi1 (DeBoeck ve ark., 2001),
metalin, molekill agirligi yiiksek bilesiklere baglanmasini
onlemek icin metal baglayici proteinlerin sentezindeki artis
sayilabilir (Sorensen, 1991).

Baliklarda agir metal birikimi, doku ve organlar arasinda
ayrim gostermekle birlikte, genellikle metabolik bakimdan
Oncorhynchus mykiss (Melgar ve ark., 1997; Daglish ve
Novak, 2002) ve Scyliorhinus canicula (Sanpera ve ark.,
1983)’da bakirin diger doku ve organlara goére en fazla
karacigerde biriktigi belirlenmistir. O. mykiss (Dethloff ve
ark., 1999) ve Ictalurus nebulosus (Brungs ve ark., 1973) da
metal etkisinin baslangicinda bakirin solunga¢ dokusunda
karacigere oranla daha fazla biriktigi ancak etkide kalma

C. carpio ve T. nilotica ile yapilan bir arastirmada subletal
derigimlerdeki bakirin kronik etkisinde en fazla metal birikimi
C. carpio’da karacigerde olurken, 7. nilotica’da dalakta
oldugu bunun da metabolik aktivite ile doku birikiminin tiire
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bagli olarak degisim  gostermesinden  kaynaklandig
bildirilmistir (Erdem ve Kargin, 1992). Baliklarda karaciger
hiicresi mitokondrileri (Akberali ve Earnshow, 1982) ile
lizozomlarinin (Heath, 1995) metal iyonlarini etkin bir sekilde
bagladig1 saptanmustir.

C. carpio ile yapilan bu arastirmada da bakirin belirlenen
stire ve ortam derisimlerinin etkisinde en fazla karacigerde
biriktigi, bununda metallothionein ve glutatyon gibi metal
baglayici proteinlerin karaciger hiicrelerinde
sentezlenmesinden ve hiicre komponentlerinin bakirt belirgin
bir sekilde alikoymasindan kaynaklandigi olasidir.

Baliklarda kas dokusundaki agir metal birikiminin diger
doku ve organlara gore ¢ok disik diizeyde oldugu
belirlenmistir (Melgar ve ark., 1997; DeConto — Cinier ve ark.,
1999; Cicik ve ark., 2004). Bu arastirmada da karacigere
oranla kas dokusundaki bakir birikiminin ¢ok diisiik diizeyde
oldugu ve C. carpio’da kas dokusunun bakir birikimi
bakimindan aktif olmadigini géstermistir.

Agir metaller sucul organizmalarda protein
metabolizmasint etkileyerek doku protein diizeyinde kantitatif
degisimlere neden olmaktadir. Baliklarda serum albumini
karaciger orijinli olup, bakirin dolasim sistemine alinmasi ve
karacigere taginmasinda islev gormektedir (Cousins, 1985). C.
carpio’da bakirin ortam derisimindeki artigin serum albumin
derisimini  arttirdigt  saptanmistir  (Romanenko  ve
Yevtushenko, 1985).

Metallothionein ve glutatyon, toksik etkili agir metalleri
baglayarak, enzim gibi molekiil agirligr yiiksek bilesiklere
baglanmasin1  engelleyen, toksisiteyi digiiriici, molekiil
agirhigr diisiik proteinlerdir. Anguilla anguilla’da karaciger
hiicrelerindeki bakir birikiminin MT gen transkripsiyonunu
arttirdigt belirlenmigtir (Noel — lambot ve ark., 1978).
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Ictalurus punctatus (Perkins ve ark., 1997)
Pseudopleuronectes americanus (Fletcher ve Fletcher,
1980)’da bakir etkisi karacigerdeki metal birikimine paralel
olarak metallothionein ve vitellogenin derigimini arttirmigtir.
Clarias batrachus (Jana ve Sahana, 1988) ve T. nilotica (Cicik
ve Erdem, 1992) da bakir, Clarias lazera ve Tilapia zilli
(Hilmy ve ark., 1987) de ¢inko, C. carpio’da (Canli, 1996)
civa etkisi karaciger total protein derisimini arttirmistir. Bu
arastirmada da bakirin belirlenen siire ve ortam derigimlerinin
etkisi C. carpio’da karaciger protein diizeyini arttirmistir.
Bakir etkisinde protein derisimindeki artisin, bakirin alinim,
depolama ve salimimi ile ilgili proteinlerin sentezindeki
artigtan kaynaklandigi olasidir.

Baliklarda hipoksik kosullar, yogun stoklama ve {iremenin
yant sira agir metal etkisi de strese neden olmaktadir
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