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Ozet: Bu arastirmada, her hangi bir biyolojik isleve sahip olmayip oldukga toksik bir agir metal olan
Kadmiyum (Cd) ile organizmanin eser miktarda kullandig1 Bakir (Cu)’in 10 giin siireyle statik
kosullarda belirlenen sublethal ortam derisiminde, (Carassius carassius)'nin karaciger protein
miktar1 Gizerine etkileri incelenmistir. Dokularda (solungag, kas ve karaciger) biriken Cd ve Cu
belirlenmesinde Atomik Absorpsiyon Spektrofotomeresi (AAS) kullanilmistir. Karacigerdeki
total protein miktar1 Lowry yontemi ile analiz edilmistir. Artan Cu dozlarinda karaciger do-
kusunda total protein miktarinin artis gosterdigi, Cd etkisinin ise daha yiiksek dozlarda ortaya
¢iktig1 belirlenmigtir. Cu-Cd etkilesiminde ise en yiiksek total protein seviyesi 0,5-0,5 ppm Cd-
Cu etkilesiminde belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Cu, Cd, birikim, etkilesim, protein miktari, Carassius carassius

Abstract: Effects of Copper and Cadmium Interaction on Total
Protein Levels in Liver of Carassius carassius

The aim of the present study was to determine the effects of cadmium, a rather toxic metal
without a biological role, and copper on protein levels of liver of Carassius carassius
following a 10 days of exposure period at static condition. Cd and Cu values in each tissue
(Gill, muscle and liver) were determined by flame atomic absorption spectrophotometer. The
total protein amounts of liver were analyzed by Lowry metod. The total protein levels of liver
tissue increased with increasing Cu doses, while effect of Cd was determined with higher
doses. The highest protein level was determined as 0,5-0,5 ppm in Cu-Cd interaction.
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Giris

Canlilar normal gelisimleri ve biyolojik is-
levlerini siirdiirebilmeleri i¢in eser miktarda
Cu, Zn, ve Fe gibi iz elementlere gereksinim
duymaktadirlar. Hg, Pb ve Cd gibi agir metal-
lerin ise her hangi bir biyolojik islevleri olma-
dig1 gibi, eser miktarda da toksik etkili olduk-
lar1 saptanmigtir (Johnson 1988). Cu ve Cd
kullanim alanlar1 kullanim miktarlar1 giinii-

miize kadar artigs gostermektedir (Hodson
1988).

Gerek dogal gerekse antropojenik faktorle-
rin etkisi ile sucul ortamdaki derigimi artan
agir metaller, sucul organizmalar tarafindan
ortamdan alinmakta ve besin zinciri araciligi
ile iist trofik diizeylere artan derigimlerde ile-
tilerek, metabolik bakimdan aktif doku ve or-
ganlarda birikmekte, hiicresel veya molekiiler
diizeyde yapisal ve islevsel bozukluklara hatta
mortaliteye neden olmaktadirlar (Tort ve
Torres 1988, Heath 1995).

Cesitli balik tiirlerinde doku ve organlar-
daki Cu birikiminin, kan parametrelerinde de-
gisiklige neden olurken, karaciger enzimlerinin
aktivasyonunu inhibe ettigi, gelisme ve iire-
meyi olumsuz yonde etkiledigi (Beaumont ve
ark. 2000), Cd'un ise karaciger, bobrek, solun-
gac, dalak ve kemik iliginde patolojik degi-
simlere, hipokalsemi ve hipoglisemiye neden
oldugu, solungaglardan Ca++ alinimini engel-
ledigi, plazma iyon kompozisyonu ile
ozmoregiilasyonu etkiledigi belirlenmistir (Ri-
card ve ark. 1998).

Baliklarin doku ve organlarindaki agir me-
tal birikimi, tiire, metale, metalin ortam
derisimine, etkide kalma siiresine, gelisme
evresine, ortamin fiziksel ve kimyasal 6zellik-
lerine bagh olarak degistigi gibi ortamda bulu-
nan diger metallere gore de degismektedir
(Pagenkopf 1983). Dogal ortamlarda metaller
tek baslarina bulunmadiklarindan, metal kari-
simlarinin etkisinde doku ve organlardaki me-
tal birikiminin incelenmesi, agir metal kirlili-
ginin ¢evresel etkileri ile metalin aliniminin,
biyotransformasyonun ve kontaminasyonunun
degerlendirilmesi bakimindan 6nem tagimak-
tadir (Wicklund ve ark. 1988). Metal etkis-
indeki dokularda protein sentezin degistigi, bu
degisim nedenlerinden birinin metal baglayici
proteinler oldugu bilinmektedir (Cicik ve Er-
dem 1992).

Carassius auratus tiiriinde Cd LCso deger-
leri, 96 saat i¢in 2.13, ve 240 saat i¢in 1.78
mg Cd/L olarak hesaplanmistir (McCarty ve
ark., 1978). Bir bagka arastirmada ise ayni tii-
riin statik deney kosullarinda 25 °C ‘de 7.5 pH
degerinde 24 saatlik i¢in 3.46, 96 saat i¢in 2.34
olarak belirlenmistir (Donson, 1992).

Bu arastirmada toksik etkili Cd ile eser
miktarda gereksinim duyulan Cu’in belirlenen
derisimdeki karisiminin etkisinde 10 giin sii-
reyle tutulan C. carassius'un metabolik bakim-
dan aktif karaciger, solungag ve kas gibi doku
ve organlarindaki birikimi ile karaciger doku-
sundaki total protein miktar1 lizerindeki etkile-
rinin belirlenmesi amaglanmastir.

Materyal ve Metod

Arastirmada ortalama 120.408 +1,764 mm
total boy ve 39.827 +15.287g agirliga sahip
Carassius carassius (L.) tiiri baliklar kulla-
nilmistir. Baliklar, Gala goliinden, deneylerin
yiriitiilecegi kontrollii ortam sartlarina sahip
laboratuara getirilmis ve her biri 50x40x100
cm boyutlarinda olan 10 adet stok cam akvar-
yum igerisinde iki hafta siireyle bekletilerek
ortam sartlarina uyumlari saglanmstir.

Deneylerin yiiriitiildiigii laboratuar 20+£1°C
duragan sicakliga sahip olup, deneyler siire-
since 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik
fotoperiyodu uygulanmistir. Akvaryum orta-
minin fiziksel ve kimyasal o6zellikleri en-
striimental yontemlerle her 2 giinde bir belir-
lenmis ve asagidaki sonuglar elde edilmistir.

e pH:838+0.03

e (oOziinmils oksijen: 12.102 +0.083
mg/L

e Toplam sertlik: 660.714 £2.966 phos

Deneylerde her biri 50x40x100 cm boyutla-
rinda olan toplam 10 cam akvaryum kullanil-
mis ve akvaryumlar ikiserli 2 gruplara ayril-
mustir. Her bir akvaryuma 100 L aktif karbon-
dan ge¢mis ¢esme suyu ile 0.1, 0.5 ve 1.0 ppm
konsantrasyonlarda Cu ve ayni konsantras-
yonlarda Cd c¢ozeltileri konmustur. Etkilesim
grubuna ise her iki metalin ayn1 dozlar1 uygu-
lanmistir. Gruplardaki diger akvaryumlara ise
belirtilen hacim ve 6zellikteki ¢cesme suyu dol-
durularak kontrol grubu olarak incelenmistir.
Deney ve kontrol akvaryumlariin her birine 6
tane balik konmustur.
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Akvaryumlart merkezi havalandirma sis-
temi havalandirilmistir. Deney ¢6zeltilerinin
hazirlanmasinda Cu igin CuSO4.5H,0 (Merck)
tuzu, Cd i¢in CdCl,. H;O (Merck) tuzlan kul-
lanilmistir. Statik deney kosullarinda zaman
icerisinde akvaryumlardaki metal ¢dzeltilerinin
derisiminde degisimler olabileceginden, deney
¢oOzeltileri her iki giinde bir taze olarak hazir-
lanan stok ¢ozeltilerden uygun seyreltmeler
yapilarak degistirilip ortam yenilenmistir. De-
ney akvaryumlari 6zel olarak dizayn edildigin-
den artan yem atiklar alt kisimdaki tahliye bo-
rusuyla ortamdan uzaklagtirilmigtir. Deney
siiresince baliklar, 2 glinde bir defa pelet balik
yemi (BioAqua Pinar Yem)ile beslenmistir.
Belirlenen 10 giinliik deney siiresi sonunda her
bir akvaryumdaki 6 balik ¢ikartilarak MS 222
(tricane  methanesulphonate, 75 mg/L)
anestezik maddesi ile bayiltilmistir.

Cd, Cu ve protein analizleri i¢in solungag,
kas, ve karaciger dokular1 ¢ikarilarak polietilen
tiiplere aktarilmistir. Solungag, kas ve karaci-
ger dokularindaki metal analizinde tiiplere 1:1
oraninda HNO;:HCIO,4 karigimindan toplam 4
ml eklenmig, 120°C'ye ayarli otoklavda 2 saat
sireyle yakilmistir (Giiner 2007). Yakilan
doku o6rneklerindeki Cd ve Cu derisimi, stan-
dart stok cozeltilerle kalibre edilmis Unicom
(960) Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresi
kullanilarak saptanmustir.

Karaciger dokularinda protein miktarini be-
lirlemek amaciyla doku oOnce fosfat tampo-
nunda 2000 rpm. homojene edilmis ve Folin-
Lowry yontemi kullanilarak protein tayini ya-
pilmistir (Lowry 1951). Deney verilerinin
istatistik  analizinde SPSS programi ile
ANOVA, SNK (Student-Newman-Keuls)
testleri kullanilmustir.

Bulgular ve Tartisma

Subletal derisimdeki Cd ve Cu ile etki-
lesimlerinde 10 giin siireyle birakilan C.
carassius'un karaciger, solunga¢ ve kas
dokularinda biriken Cd ve Cu miktar1 Sekil 1,
2,3 ve 4’ de gosterilmistir. Cd ve Cu-Cd kari-
stminin  incelendigi  gruplardaki  kontrol
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baliklarinin belirlenen doku ve organlarinda,
Cd miktari, Atomik Absorbsiyon Spektro-
fotometresinin duyarhilik diizeyinin altinda
oldugu i¢in belirlenememistir.

Kontrol grubuna goére tim Cu konsan-
trasyonlarinda solungag, kas ve karaciger
dokularinda Cu birikimi belirlenmistir. Cu
incelenen dokular icinde en fazla solungag
dokusunda biriktigi en diisiik birikimin ise kas
dokusunda oldugu gozlenmistir (Sekil 1).

Farkli dozlardaki Cd’a maruz birakilan C.
Carassius artan dozlar ile karaciger, kas ve
solunga¢ dokularinda artan miktarlarda Cd
birikiminin oldugu goézlenmistir (Sekil 2). Cd
en fazla solungag biriktigi en az diisiik birikim
ise kas dokusunda oldugu belirlenmistir.

Cd ve Cu birlikte etkisine birakilan C.
Carassius solungag ve kas dokusunda en
yliksek doz hari¢ artan dozlar ile daha fazla
miktarda Cd birikimi varken, karaciger
dokusunda o6nce azalma daha sonra artis
gozlemistir (Sekil 3).

Etkilesimde C. Carassius solunga¢ dokusu
disindaki tiim dozlarda artan Cu miktar1 ile
biriken Cu miktarinin artis  gosterdigi
belirlenmistir (Sekil 4).

Farkli dozlarda Cd ve Cu maruz birakilan
C. Carassius karaciger dokusundaki total
protein miktart sekil 5 verilmistir.

Cd ile Cu birlikte etkisinin karaciger total
protein miktar1 {lizerine etkisi Sekil 6’ da
verilmistir.

Deneyde kullanilan tiim dozlarin karaciger
total protein miktar1 iizerindeki etkisinin
istatistiki olarak 6nemli olup olmadigi Tablo
1’de verilmistir.
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Sekil 1. Farkli Cu konsantrasyonlarinda Carassius auratus ’un solungag, kas ve karacigerinde Cu
birikimi (A solungag, B Kas, C Karaciger).

Fig 1. Accumulation of Cu at different tissues on different Cu concentrations at C. carassius. (A gill, B,
muscle, C liver).
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Sekil 2. Farkli Cd konsantrasyonlarinda Carassius auratus *un solungag, kas ve karacigerinde Cd
birikimi (A solungag, B Kas, C Karaciger).

Fig 2. Accumulation of Cd at different tissues on different Cd concentrations at C. carassius. (A gill, B,
muscle, C liver).
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Sekil 3. Farkli Cd, Cu konsantrasyonlarinda Carassius auratus un solungag, kas ve karacigerinde Cd
birikimi (A Solungag, B Kas, C Karaciger).
Accumulation of Cu-Cd at different tissues on different Cd concentrations at C. carassius. (A gill, B,

Fig 3.

muscle, C liver).
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Sekil 4. Farkli Cd, Cu konsantrasyonlarinda Carassius auratus un solungag, kas ve karacigerinde Cu
birikimi (A Solungag, B Kas, C Karaciger).

Fig4. Accumulation of Cu-Cd at different tissues on different Cd concentrations at C. carassius. (A gill, B,
muscle, C liver).
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Sekil 5. Farkli Cu ve Cd ile etkilesim konsantrasyonlarinda C. carassius'un karaciger dokusunda pro-
tein miktart.
Fig 5. Total liver protein level of C. carassius at different Cu and Cd concentrations.
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Sekil 6. Cu-Cd etkilesimde C. carassius'un karaciger dokusundaki protein miktari.
Fig 6. Total Liver protein level of C. carassius Cu- Cd interaction concentrations.

Tablo 1. Farkli dozlarda Cd ve Cu’a maruz birakilan C. Carassius’un karaciger dokusundaki protein

miktari.

Table 1. Total Liver protein level of C. carassius exposed to different consantration of Cd, Cu and interaction.

Doz Minimum Maksimum Ortalama Std. hata SNK

0.1 ppm Cu’ 4.20 4.95 4.508 0.1203 b
0.5 ppm Cu 2.88 4.92 3.768 0.2973 a
1.0 ppm Cu' 4.73 6.04 5.372 0.2151 c
0.1 ppm Cd 4.04 5.95 5.030 0.2803 c
0.5 ppm cd’ 3.88 5.09 4.460 0.1763 b
1.0 ppm Cd 4.02 6.33 4.852 0.3560 c
0.1+0.1 Cu Cd" 4.04 4.76 4.368 0.1129 b
0.5+0.5CuCd 3.97 5.85 5.017 0.2877 c
1.0+1.0 Cu Cd” 4.30 5.54 4.785 0.1868 c
Kontrol 3.80 5.23 4.605 0.0888

[*kontrol grubuna gore statiksel olarak farkli (P<0.05), SNK; a,b ve ¢ harfleri

Cd, Cu ile CuCd karigimi arasindaki ayrimi gostermektedir. ]

Bu aragtirmada 10 giin siireyle Cd, Cu ve
Cd-Cu karigimimnin etkisinde kalan baliklarda,
deney siiresince mortalite gézlenmemistir. In-
celenen agir metallerin tek basina ve birlikte
Cu kisa siireli (10 giin) etkisinin mortaliteye
neden olmamasi c¢esitli uyum mekanizmalari
ile aciklanabilir. Bu mekanizmalarin basinda
karacigerde gerceklesen detoksifikasyon ve

metallothionein gibi metal baglayici proteinle-
rin sentezi gelmektedir(Martinez ve ark. 1991).

Cd karaciger ve solungac gibi metabolik
aktivitesi yiiksek dokularda daha fazla biriktigi
belirlenmistir (Kalay 1996, Kargin ve Cogun
1999). Bu durum, s6z konusu dokularin diisiik
molekiil agirlikli ve metal baglamada etkin
metallothionein (MT) proteinleri igermesi
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(Wicklund ve ark. 1988), ayrica kadmiyum ve
benzeri metallerin etkisinde MT sentez diizey-
lerinin artis gostermesi (Kaly 1996) ile agik-
lanmaktadir.

Baliklarda agir metal gibi toksik maddelerin
atilim, depolama ve detoksifikasyon mekaniz-
malari, alimimi karsilamadigi durumlarda agir
metallerin doku ve organlarda birikimine ne-
den olmaktadir. Baliklarda agir metal birikimi
doku ve organlar arasinda farklilik gostermek-
tedir. Agir metaller, subletal ortam
derisimlerinde etki siiresinin baglangicinda
oncelikle solunga¢ dokusunda birikmektedir
(Flos ve ark. 1987). Oreochromis mossambicus
(Wong ve Wong 2000), Oncorhynchus mykiss
(Hollis ve ark. 1999) ve Cyprinus carpio
(Desmet ve Blust 2001)'da Cd’un letal olma-
yan ortam derisimlerinin kisa siireli etkisinde
en fazla solunga¢ dokusunda biriktigi belir-
lenmigtir. Tilapia nilotica ile yapilan bir arag-
tirmada da Cdun 0.5 ve 1.0 ppm'lik ortam
derisimlerinin 10 giin siireyle etkisinde diger
doku ve organlara gore en fazla solunga¢ do-
kusunda biriktigi belirlenmistir (Kalay 1996).
Kisa siireli Cd maruz kalan solunga¢ doku-
sundaki Cd birikimi, baliklarda solungaglarin
dogrudan dogruya ortamla etkilesim halinde
olmasindan ve glikoprotein igerigi yiiksek
mukusdaki aktif gruplarin metali baglamasin-
dan kaynaklanmis olabilir.

Solunga¢ dokusundaki agir metal birikimi-
nin mortaliteye neden olmamasi durumunda,
etkide kalma siiresinin uzamasi ile distigi
saptanmigtir (Kalay 1996). C. carpio'da 29
giinliik etki siiresinde en fazla Cd birikimi so-
lunga¢ dokusuna oranla bobrek ve karacigerde
meydana gelmistir (DeSmet ve Blust 2001).
Salmo gairdneri’de Cd'un subletal
derisimlerinin  kronik  etkisinde, metalin
%90'dan fazlas1 bobrek ve karaciger gibi
metabolik bakimdan aktif doku ve organlarda
birikmistir (Thomas ve ark. 1985). C.
carassius ile yapilan bu arastirmada da salt Cd
etkisinde metalin solunga¢ dokusundan sonra
en fazla bobrek ve karacigerde biriktigi belir-
lenmistir. Etkide kalma siiresine bagli olarak
Cd'un bobrek ve karacigerde yiiksek derisimde
birikimi, plazmada amino asit ve albumin gibi
proteinlere bagli Cd'un detoksifiye edilmek
tizere karacigere, atilim icin bobrege taginma-
sindan kaynaklanabilir.

Baliklarda kas dokusu, Cd birikimi baki-
mindan etkin bir doku olmamasima ragmen
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baligin besin olarak tiiketilebilir kismin1 olus-
turmasi ve insan saghigimi yakindan ilgilendir-
mesi nedeniyle kas dokusundaki metal biriki-
minin incelendigi ¢ok sayida arastirma bulun-
maktadir (DeContoCinier ve ark. 1999). O.
mykiss (Melgar ve ark. 1997) ve T. nilotica'da
(Erdem, 1990) Cd'un kas dokusundaki biriki-
minin ¢ok diisiik diizeyde oldugu belirlenmis-
tir. Bu arastirmada da salt Cd ve Cd-Cu kari-
siminin 15 giin siireyle etkisinde Cd en diisiik
diizeyde kasta birikmistir. DeContoCinier ve
ark., (1999) C. carpio'nun kas dokusunda tii-
ketim bakimindan tehlikeli diizeyde Cd biriki-
minin, etkide kalma siiresinin uzamasi, karaci-
ger ile bobregin tagima kapasitesini agmast
durumunda meydana geldigini belirlemislerdir.

Baliklarin doku ve organlarindaki agir me-
tal birikimi, metaller arasindaki etkilesime
bagli olarak da degisim gostermektedir.
Paracheridon innesi’de kursun ve Cu’in
subletal derisimlerdeki karigiminin solungag
dokusundaki Cu birikimini, salt Cu etkisine
oranla arttirdig1r belirlenmistir (Tao ve ark.
1999). T. nilotica'da Cd-Zn karigiminin 10 giin
siireyle etkisi, karaciger, solungag ve kas do-
kularinda metallerin tek tek etkisinde saptanan
Cd birikimini azaltirken, Zn birikimini arttir-
mustir (Kargin ve Cogun 1999). C. carpio’da
Cu-Zn karigimmin (Cicik 2003), T. nilotica'da
Cu-Cd karisiminin (Saglamtimur ve ark. 2003)
karaciger, solungag¢ ve kas dokularindaki Cu
birikimini salt Cu etkisindeki birikime oranla
diigiirdiigii saptanmistir. C. Carassius ile ya-
pilan bu arastirmada da Cd-Cu karisiminin
incelenen doku ve organlardaki Cd birikimini
azaltici etki yaptig1 belirlenmistir.

Metal etkilesiminde birikim ve toksik etki-
ler, organizmaya bagli olarak degisim goster-
mektedir. Mytilus edulis planulatus’da Cu-Cd
karistmi doku ve organlardaki Cd birikimini
azaltirken (Eliot ve ark. 1986) Oreochromis
mossambicus’da  arttirict  etki  yapmustir
(Pelgrom ve ark. 1995).

Cd birikiminde karaciger, solungac ve kas
dokularindaki metal baglayici proteinlerin Cd'u
baglayarak depolamasindan kaynaklanabilir.
Metal etkilesiminin, Cd birikimini azaltic1 et-
kisi ise Cu’in solungaglardan Cd alinimini en-
gellemesi, Cd'un karacigerden diger organlara
transferini hizlandirmas1 yada Cu’m MT gibi
metal baglayic1 proteinlerdeki baglanma ve
solungaglardaki almim bolgelerinde Cd ile
rekabet etmesi ile agiklanabilir. Cd-Cu karisi-
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minin, salt Cd etkisinde kas dokusundaki metal
birikim diizeyinde herhangi bir degisime neden
olmamasi, kas dokusunun metal birikiminde
aktif bir doku olmamasindan yada belirlenen
siirenin degisiklige neden olabilecek kadar
uzun olmamasindan kaynaklanabilir.

Agir metaller, metabolik faaliyet hizina
gore total protein miktarinit degistirmektedir
ornegin Cu etkisinde kalan T. nilotica'da ka-
raciger dokusu total protein derisimi artarken,
metabolik hizi daha diisiik olan kas dokusu
total protein derisiminin diistigl belirlenmigtir.
(Cicik ve Erdem 1992). Benzer sonuglar Cd
etkisinde kalan Tilapia zilli’nin solungag ve
karaciger dokularinda da  belirlenmigtir.
(Kargin  1996). Poecilia reticulata gelisme
doneminin basindan itibaren uzun siire Cd
etkisinde  tutuldugunda  proteinin  diger
makromolekiillere oranit artis gostermistir
(Miliou ve ark 1998). Zn’un etkisinde kalan
Tilapia zillii ve Clarias lazera'da karaciger
dokusu ile serum total protein derisimi artig
gostermis olup, bu durum metalin etkisinde
MT sentez diizeyinin artmasindan
kaynaklanmaktadir (Hilmy ve ark. 1985). Cd,
Mugil cephalus'da karaciger ve solungag
dokulari ile serum protein derisimini artirmistir
(Hilmy ve ark 1985). Cd, Cu ve krom
metallerinin ~ etkisinde  kalan  Clarias
batrachus'da kas dokusu total protein
derisiminde diigiis goOsterirken karaciger ve
bobrek dokularinda total protein derigimi artig
gostermistir (Jana ve Sahane 1988). Buna
kargin T. nilotica kisa siire ile (7 giin) 0,32,
0,64, 1,28 ve 2,56 ppm Cd derisimlerinin
etkisinde tutuldugunda karaciger dokusu total
protein diizeyinin diisiis gosterdigi
belirlenmistir. (Almadia ve ark 2001).

Sonuc¢

Bu calismada kontrol grubuna gore 0.1 ve
1.0 ppm Cd derisiminin ile 0.5 ve 1.0 ppm Cu
derisimlerinin  karacigerdeki total protein
miktarinin istatistiki olarak dnemli derecede
artirdign belirlenmistir (tablo 1). Etkilesimde
ise 0.5+0.5 ppm Cu-Cd ile 1.0+1.0 Cd-Cu
derisimlerinin  karacigerde total protein
miktarin1 artirdigr  belirlenmistir. Metabolik
olarak aktif olan karacigerde total protein
derisiminin artmasi, Cd birikim diizeyine bagl
olarak bu dokularda MT ve MT dis1
proteinlerin sentezindeki artis ile agiklanabilir.
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