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Bu arastirmada titanyum dioksit nanopartiklllerin (TiO,-NP) etkilesimine
yanitta tatli su baligi Oreochromis niloticus’ta hedef doku olarak secilen solungactaki
baz1 antioksidan enzimlerin aktivitelerindeki degisimler arastirilmistir. Bu amagla
baliklar 4 ve 14 glnlik surelerle TiO,-NP’in 1.0 ve 5.0 mg/L etkisine birakilmis ve
katalaz (CAT), superoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPX), glutatyon S-
transferaz (GST) ve glutatyon rediktaz (GR) enzim aktiviteleri belirlenmistir. TiO,-
NP’in etkisinde incelenen antioksidan enzimlerde ortam derisimi ve etkilesim slresine
bagli olarak anlamli degisimlerin meydana geldigi saptanmuistir.

CAT aktivitesi, TiO,-NP’in 1.0 mg/L ortam derisiminde her iki etki sUresi
sonunda azalis gosterirken (P<0.05); 5.0 mg/L ortam derisiminde 4 giinliik siire sonunda
azalig, 14 ginin sonunda ise artis gostermistir (P<0.05).

4 gundn sonunda TiO,-NP’in diisiik ve yiiksek ortam derisimlerinde azalig
gosteren (P<0.05) SOD aktivitesi, 14 ginin sonunda anlamli bir degisim
gostermemistir (P>0.05).

5.0 mg/L TiO,-NP’in etkisinde GPX aktivitesi ilk etkilesim siiresi sonunda
azalis (P<0.05); son etkilesim siiresi sonunda artig gostermistir (P<0.05).

GST aktivitesi, TiO,-NP’in diisiik ortam derisiminde 4 giinliik siire sonunda;
yiiksek ortam derisiminde ise hem 4 hem de 14 giinliik siire sonunda artmistir (P<0.05).

GR aktivitesinde ise TiO,-NP’in yiksek ortam derisiminde her iki etkilesim
sliresi sonunda artig saptanmistir (P<0.05).

Sonug olarak ¢alismamiz O. niloticus’un solunga¢ dokusundaki incelenen tim
antioksidan enzimlerin, TiO2-NP’den etkilendigini ve belirlenen enzim aktivitelerindeki
artis veya azaliglarin genel olarak TiO2-NP’nin yiiksek ortam derisiminin etkisinde daha
fazla oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Oreochromis niloticus, Balik, Titanyum Dioksit Nanopartikulleri,
Enzimatik Antioksidanlar
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In this research, it was investigated the alterations in activities of some antioxidant
enzymes of gill chosen as the target tissue in Oreochromis niloticus in response to titanium
dioxide nanoparticles (TiO,-Np). For this purpose fish were exposed to 1.0 and 5.0 mg/L TiO,-
Np for 4 and 14 days and catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase
(GPX), glutathione -S-transferase (GST) and glutathione reductase (GR) activities were
determined. The significant changes in all analyzed antioxidant enzymes were observed due to
medium concentration and exposure period in the exposure of TiO,-Np.

CAT activity decreased in the exposure of 1.0 mg/L TiO,-Np after both periods
(P<0.05). In the higher concentration of TiO,-Np, CAT activity declined at 4 days, whereas it
increased at 14 days (P<0.05).

SOD activity decreased in all the tested concentrations of TiO,-Np at 4 days (P<0.05),
while it was not observed a significant change in its activity at 14 days (P>0.05).

In 5.0 mg/L TiO,-Np exposed fish, although GPX activity declined at 4 days (P<0.05),
it elevated at the end of the exposure period (P<0.05).

In response to TiO,-Np exposure, GST activity showed an increase in its lower
medium concentration after 4 days and in its higher medium concentration after both periods
(P<0.05).

It was determined a significant elevation in GR activity in exposure of 5.0 mg/L TiO,-
Np after 4 and 14 days (P<0.05).

In conclusion, our study indicated that all analyzed antioxidant enzymes in gill of O.
niloticus were affected by TiO,-Np and that observed decreases or increases in enzyme
activities of generally were higher in the exposure of 5.0 mg/L TiO,-Np.

Keywords: Oreochromis niloticus, Fish, Titanium Dioxide Nanoparticles, Enzymatic
Antioxidants
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1. GIRIS

Nanobilim 0.1-100 nm arasindaki materyallerin 6zelliklerini anlama,
nanoteknoloji ise bu diizeydeki yeni {iriinleri sentezlemek ya da var olani degistirmek
icin ugragsmaktadir. Glnlmuzde nanobilim ve nanoteknoloji tip, ilag, implant
teknolojileri, elektronik ve telekomiinikasyon gibi alanlarda genis bir yayillim
gostermektedir (Royal Society 2004).

Nanoteknoloji siirekli olarak gelismekte olan ¢ok disiplinli bir bilim olup,
nanometre (10° m) boyutundaki materyallerin sentezine dayanan uygulamalari igerir.
Nanoteknoloji kavrami Yunancada kiicik anlamina gelen nano sozciigiinden
tiiretilmistir. Bu teknoloji ¢ok kiigiik boyuttaki maddeleri kullanarak yeni {iriinlerin
uretilmesi konusunda heyecan verici sonuglar ortaya g¢ikarmaktadir. Ciinkii; partikdl
biiyiikliigli 100 nm altinda olan materyaller ile ¢alisilmaktadir. Bu teknoloji iirlin
gelisiminde c¢ok yonlii ve etkin bir yaklagimi teknolojiye sunarak bir¢ok endiistri
alaninda ve tibbi uygulamalarda yeni {riinlerin iiretilmesini mimkiin kilmaktadir.
Nanoteknolojinin bir¢ok kullanim alani bulunmaktadir. Tip alaninda gorintiileme
teknikleri, ilag tasiyicilar1 ve implant materyallerinde; tekstilde su tutmayan, yanmayan
ve kendini temizleyen kumaglarda; kozmetikte gilines kremleri ile kirigik onleyici ve
yaslanmay1 geciktirici kremlerde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Colvin 2003).
Guntumizde 1000’den fazla tlketici Grunlerinde nanomaddeler bulunmaktadir. 2007
yilinda nanoteknoloji endiistrisinin 147 milyar dolar olan pazar biiyiikliginin, 2015
yilinda 3.1 trilyon dolara ulasabilecegi ifade edilmistir (Singh vd. 2009). Genis bir
endiistri  kolundaki nanopartikiillerin artan kullanimlarindan dolay1 tasarlanmig
nanomalzeme {iretiminin 2011°den 2020 yilina kadar 400 tondan 58000 tona kadar
¢ikmasi beklenmektedir (Mayland 2006). Bu nedenle insanlar gelecek yillarda dramatik
bir sekilde daha fazla bu teknolojinin etkisi altinda kalacaklardir.

Nanomateryaller genel olarak karbon nanotipleri ve fullerenler olarak
isimlendirilen karbon kreleri ile metal (Cu-NP, Ag—NP gibi) ve metal oksitlerden
(TiO,-NP, ZnO-NP gibi) olusan nanopartikiiller olarak ¢esitli kisimlara
ayrilabilmektedirler (Shaw ve Handy 2011). Nanopartikiiller bazen ¢ok ince pargaciklar
olarak da ifade edilmekte ve genellikle bir yada iki boyutta 1-100 nm arasindaki

parcacik bliyiikliigline sahip partikiiller olarak tanimlanmaktadir. Bir nanometre kabaca



10 hidrojen atomu genisligindedir. Nanopartikiilleri biyolojik ve hiicresel yapilarla
karsilastiracak olursak bir eritrosit yaklasik olarak 7 pm capinda ya da 7000 nm’dir.
Bazi bakterilerin biiytikliikleri siklikla 1 um aralifinda (1000 nm), bazi viriisler ise 60 —
100 nm araliginda bir biiytikliige sahiptir (Warheit vd. 2008).
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Sekil 1.1. Nanopartikillerin biyolojik yapilar ile karsilastiriimasi (Atli-Sekerlioglu
2013).

Nanopartikiiller deniz tuzu, volkanik kiiller, orman yanginlar1 gibi dogal
kaynaklarda bulunmasinin yani sira endiistri ve otomobil gibi 6nemli alanlarda genis
Olgiide kullanilmaktadir (Colvin 2003). Nanopartikiiller ¢cok genis bir yiizey alanina
sahip olup bu yiizey alan1 demir gibi metaller, polisiklik aromatik karbonlar gibi organik
kimyasal yanma trUnleri icin yiksek bir afiniteye sahiptirler (Cheng vd. 2004). USEPA
atmosferik nanopartikiil solunumu sonucu her yil 60 bin insanin O6ldiigini
belirtmektedir. Alzheimer, parkinson, wilson gibi dejeneratif hastaliklar igin
nanopartikiil igeren yeni ilaglar gelistirilmektedir (Dobson 2001). Yine nanopartikiler
ilaclar kanser tedavilerinde de kullanilmaktadir (Brigger vd. 2002).



Titanyum dioksit-nanopartikilleri (TiO,—NP) metal oksit nanopartikilleri olup
U.V. radyasyonuna kars1 etkili bir giines kremi olarak kozmetiklerde ve ayrica
endiistriyel iriinler ile ilaglarda yaygim bir sekilde kullanilmaktadir (Diebold 2003).
Yine bu TiO,-NP, fotokataliz 6zelliginden dolayr atik sularda dezenfektan (Cho vd.
2004) ve son caligmalarda da insan kolon kanser hicrelerinde fotodinamik terapi
yontemlerinde 1s18a duyarlastirict olarak kullanilmaktadir (Zhang ve Sun 2004). TiO,—
NP, ABD Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan giines koruyucularinda kullanimi igin
giivenli olarak kabul edilmesine ragmen, in vivo ve in vitro arastirmalarda bu
partikillerin DNA hasarina neden oldugu gosterilmistir (Dunford vd. 1997).

TiO,—NP’nin stiperoksid anyonu, hidrojen peroksit, serbest hidroksil radikalleri
ve singlet oksijen gibi reaktif oksijen tirlerine (ROT) neden oldugu gosterilmistir
(Singh vd. 2009). Ayrica bu nanopartikiillerin periniikleer bolgede konsantre olduklari
ve ilging olarak bu bolgede ROT iiretimini arttirdigi rapor edilmistir (Park vd. 2008). In
vivo calismalarda TiO,—NP’in inflamasyona, fibrozise, akciger ve DNA hasarina neden
oldugu gosterilmistir (Singh vd. 2009).

TiO,—NP, ticari olarak yapilmis ilk nanomalzemelerin yapisinda bulunmasi ve
cesitli endiistrilerde yaygin bir sekilde kullanilmasindan dolayr metal oksit
nanopartikiilleri arasinda ekotoksisite agisindan en ¢ok calisan nanometaldir (Cattaneo
vd. 2009). TiO rutil, anataz ve brokit olarak bilinen tg¢ kristal formda bulunabilen ve
dogal olarak olusan bir mineraldir. Element olarak titanyum keza ilmenit (FeTiO3) ve
TiO,’den iiretilebilen diger mineral ve cevherlerde de bulunabilmektedir (NRC 1999).
TiO2-NP’lerin ticari tUretimi 2006 — 2010 yillar1 arasinda yillik 5000 ton iken, 2011 —
2014 yillar1 arasinda 10000 tondan fazla olup, yaklasik olarak 2025 yilinda 2,5 milyon
ton olarak hesaplanmaktadir (Robichaud vd. 2009).

Rutil faz TiO,’nin dogada en yaygm bulundugu formdur. Rutil formda TiO,
boya, kagit, miirekkep ve dis macununda opaklik saglayan beyaz pigment; kozmetik
tirtinlerinde pigment ve koyulastirict ve U.V. 1s1n absorplayict 6zelligi ile de plastik ve
diger uygulamalarda kullanilmaktadir. Anastaz form en yiksek foto Kkatalitik aktivite
gosterdiginden kataliz ve fotokataliz uygulamada; brokit ise daha ¢ok giines pillerinde
elektrot olarak kullanilmaktadir (Menard vd. 2011).

TiO,—NP’in bu sekildeki genis kullanim alanlar1 ¢evreye bu partikillerin yiksek

diizeylerde karismasina ve gevrede zararlara neden olmasina yol agmaktadir. Ozellikle



son 10 yilda TiO,—NP kullanimi oldukga yayginlasmistir. GUnlmuzde TiO,—NP’nin
cevresel konsantrasyonuyla ilgili cok az veri bulunmaktadir. TiO,—NP ¢esitli yollarla su
ekosistemine girebilmektedir. Yiuzey akis sularinda metalik konsantrasyonu en ylksek
olarak 600 pg/L olarak dlgiilmiistiir. Atik su aritma tesislerinde de TiO,—NP dizeyleri
Olgmiis ve kanalizasyon sularinda 100-3000 pg/L dizeyleri saptanmistir (Menard vd.
2011). Nanopartikiillerin su ortaminda pH, iyonik gii¢ ve dogal elektrotlar gibi ¢esitli
faktorlerin etkisi altinda olabilmektedirler (Sharma 2009). Su ortamlarma giren
nanopartikiller bir araya toplanma, sedimente karisma ya da askida partikiil madde ile
birlikte bir arada bulunabilmektedirler (Boxall vd. 2007). TiO,—NP’nin toksik etkileri
partikiil biiylklikleri, sekilleri, bir araya gelme diizeyleri, kimyasal ve katalitik
Ozelliklerine bagli olarak bakteri, alg, omurgasiz ve omurgalilari i¢eren tiirlerde degisim
gosterebilmektedir (Sharma 2009).

Nanopartikiillerin kiigiik boyutlar1 ve fizikokimyasal 6zelliklerine bagli olarak
organizmalar i¢in olumsuz biyolojik etkilere neden olacag: ifade edilmektedir. Yaklasik
13 yildir nanomateryallere cevre ve insan sagligi ile ilgili olarak artan bir ilgi
gosterilmekte olup bu konuda ilk rapor nanomateryallerin insan saglhigi ve g¢evreye
etkileri Uzerine belirgin bir bilgi eksikligi bulundugunu vurgulamak icin Kraliyet
Bilimler Akademisi tarafindan 2004 yilinda yaymlanmistir (Royal Society 2004). Daha
sonra bu konuda bazi hiikiimet raporlar1 da ortaya ¢ikmistir. Ancak suan nanoteknoloji
endiistrisindeki sasirtict gelisme ve biiylimeye paralel olarak bu malzemelerin
giivenirligi ile ilgili bir siiphe uyanmis bulunmaktadir. Dahas1 bu maddelerin sitotoksik,
oksidatif stres ve inflamatuar etkileri yavas yavas ortaya ¢ikmaktadir (Singh vd. 2009).
Bu nanopartikiller genotoksik etkilere yol acabilmektedirler. Eger yeterince kiigiik
boyutta iseler hem hiicre hem de ¢ekirdek zarmi gegerek dogrudan DNA hasarina neden
olabildikleri ve/veya hiicre icinde biriken nanomateryallerin mitozda g¢ekirdek zarinin
kaybolmas1 esnasinda DNA ile etkilesime girebildikleri ifade edilmektedir.
Nanopartikillerin htcre icerisindeki redoks dengesini bozarak, antioksidan savunma
sistemlerini baskilayarak ya da artan hiicre i¢i ROT ile iligkili olarak oksidatif strese
neden oldugu 6ngorilmektedir. Nanopartikiillerin ROT {iretimini arttirdigi ile ilgili
birgok ¢aligma vardir (Reeves vd. 2008, Saquib vd. 2012). TiO,—NP’nin de ROT
tiretimine neden oldugu gosterilmistir (Shukla vd. 2011).



Biyolojik  sistemlerdeki  TiO,-NP  etkileri  ¢alisilmistir. ~ TiO,—NP
fotoindiiklenebilir ve redoks aktivitesine sahip bir partikiil oldugundan ROT’larin
potansiyel Ureticileri olarak bilinmektedir. TiO,—NP’nin  ve diger metal
nanopartikillerin toksisite mekanizmalar1 kesin olarak bilinmemektedir. Bununla
birlikte son ¢aligmalar nanopartikiil toksisitesinin partikiil biiytikliigi, sekli ve yiizey
ozelliklerine bagli olarak olustugu ifade edilmektedir (Crane vd. 2008). Baliklar {izerine
TiO2 — NP’nin toksik etkileri son yillarda rapor edilmistir. Yapilan ¢alismalarda TiO,—
NP’nin bir¢ok balik tiirii igin toksik oldugu goriilmistir (Menard vd. 2011).

Cevresel kosullardaki degisimler ve kirleticiler diinya iizerindeki ekosistemleri
tehdit etmekte ve degistirmektedir. Yeryiiziinin %70’inden fazlasini su Kkiitlesi
olusturmaktadir. Bu nedenle hem bu ekosistem hem de i¢inde yasayan organizmalar ne
yazik ki bu degisim ve kirlilikten son derece etkilenmektedir. Akuatik ekosistemler
kirleticilerin etkilerine en acik olan sistemlerdir. Nehirler ve goller gibi tath sular ve
denizler hemen tiim ¢evresel kirleticiler i¢in nihai bir alict ortamdir. Sehirlesme ve
endiistrilesme ile tarimsal ve madencilik aktivitelerinin su kaynaklarina yakin olmasi
sucul ekosistemleri bu antropojenik kirleticilere karsi savunmasiz hale getirerek ciddi
boyutlarda etkilenmesine neden olmaktadir. Baliklar su ortamlarmin en 6nemli
biyolojik 6gesi olup su besin zincirinin en iistiinde bulunduklarindan kirlilikten daha
cok etkilenmektedir. Baliklar keza protein ve mineral kaynagi olarak ozellikle de
insanlarin 6nemli bir besin kaynagini oOlusturduklarindan kirleticilerin sucul ortamlara
olan etkileri sadece bu canlilarda degil dolayli olarak insanlarda da toksik etkilerin
ortaya c¢ikmasina neden olmaktadir. Bu nedenle su kirliliginin izlenmesinde ve
kirleticilerin toksik etkilerinin degerlendirilmesinde baliklar biyoindikatdr turler olarak
bilimsel ¢alismalarda siklikla kullanilmaktadir.

Cogu cevresel durumlar ve kirletici stresi sucul organizmalardaki oksijen
radikallerinin olusturulmasi ve bunlarin etkisiz hale getirilmesi arasindaki dengeyi
bozmakta ve oksidatif strese neden olmaktadir (Abele vd. 2012). Kimyasal toksik
Kirleticiler biyolojik sistemlerdeki ROT’un o6nemli kaynaklaridir. Organizmalarin
antioksidan savunma sistemleri ve temel biyomolekillerinde hasara neden olan
oksidatif stres, bu ROT’larin toksik etkilerinin bir sonucudur. Oksidatif stres, oksidan
ve antioksidan arasindaki denge mekanizmasimnin bozulmasina bagli olarak ortaya

c¢ikmaktadir. Normal olarak hiicrelerde aerobik metabolizmanin bir sonucu olarak



olusan ROT ve bunlarin hasarlarina karst etkin bir savunma mekanizmasi
bulunmaktadir. Bununla birlikte siddetli bir oksidatif stres durumunda bu savunma
mekanizmasinin baskilanmasina bagli olarak hicreleri 6lume kadar goétiirecek toksik
mekanizmalarin ortaya c¢ikmasi kaginilmaz olmaktadir. Gerek alan gerekse de
laboratuvar caligsmalart ¢ok cesitli ¢evresel kirleticilerin etkisinde olusan ROT’lar
nedeniyle canlilarda DNA hasari, hiicre ve organel zarlarinda lipid peroksidasyonu,
enzim sistemlerinin inhibisyonu, karbonhidrat ve protein metabolizmasinin bozulmasi
gibi toksikolojik sonuglar1 gostermistir.

Su organizmalarinda ksenobiyotiklerin stiperoksit anyonu, hidroksil radikali,
hidrojen peroksit ve singlet oksijen gibi hiicre ve dokularda ciddi patolojik durumlara
neden olan ROT’lar1 olusturdugu iyi bilinmektedir (Wilhelm-Filho vd. 2001). Son
yillardaki ekotoksikolojik calismalarin bu nedenle akuatik organizmalardaki c¢esitli
kirleticilerin neden oldugu oksidatif stres toksisitesinin arastirilmasi {izerine
yogunlagmis olmasi sasirtict degildir. Akuatik organizmalar arasinda baliklar oksidatif
strese olduk¢a duyarli olan organizmalardir. Diger yliksek yapili canlilar gibi baliklarda
oksidatif strese karst Onemli bir savuma stratejisi gelistirmistir. Genel olarak
antioksidanlar adi verilen bu savunma mekanizmasi baliklarin hayatta kalmasi ve
saglikli yasam siirmeleri ic¢in hiicrelerde 6nemli gOrevler iistlenmistir. Bu savunma
sistemi enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak ikiye ayrilmaktadir.
Enzimatik antioksidanlar arasinda katalaz (CAT), stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GPX), glutatyon-S-transferaz (GST) ve glutatyon rediktaz (GR) enzimleri
O6nemli bir yer tutmaktadir. Antioksidan enzim aktivitelerin degerlendirilmesi
organizmalardaki oksidatif durum hakkinda yararli bilgiler sagladigindan bu enzimler
oksidatif stresin biyomarkirlar1 olarak ifade edilmektedir (Kohen and Nyska 2002).
Cevresel kirleticilerin baliklarin dokularindaki antioksidan enzim aktivitelerinde onemli
degisimlere (azalis ve/veya artiglara) neden oldugu birgok arastirict tarafindan
gosterilmistir (Xiong vd. 2011, Abdel-Khalek vd. 2015, Afifi vd. 2016, Firat 2016,
Tutus 2016).

Hucreleri oksidatif stresin zararl etkilerine kars1 koruyan en énemli antioksidan
enzimler SOD ve CAT’dir. Bu enzimlerden SOD siiperoksit anyonunu; CAT ise
hidrojen peroksite etki ederek bu iki ROT dan hiicresel yapilar i¢in oldukca tehlikeli

olan hidroksil radikalinin olugmasini engellemektedirler. Bu nedenle SOD ve CAT’1n



ROT’lara kars1 hiicresel antioksidan savunma sisteminin ilk hattin1 olusturdugu kabul
edilmektedir. Bu biyolojik 6nemlerinden dolay1r bu iki enzim kirleticilerin etkilerinin
degerlendirilmesinde toksikolojik ¢aligsmalarda siklikla kullanilmaktadir.

SOD, tim oksijenli solunum yapan hicrelerde bulunan bir metalloenzim olup
yapisinda  bulunan  metallere gore Cu-Zn-SOD ve Mn-SOD  seklinde
isimlendirilebilmektedirler. Cu-Zn-SOD’lar hiicrenin sitozol ve g¢ekirdegine; Mn-
SOD’lar ise mitokondri organeline yerlesmis olarak hiicrede lokalize olmuslardir. Bu
enzim sadece toksikantlarin varliginda degil normal kosullarda da oksijen toksisitesine
kars1 hiicreleri korumaktadir. SOD baska bir elektron ekleyerek daha az reaktif ve daha
az toksik olan hidrojen perokside doniistiirerek siiperoksit anyon radikalini detoksifiye
etmektedir (Abele vd. 2012). Katalizledigi reaksiyon asagidaki gibidir;

20"+ 2H" — Hz0,+0;

CAT yapisinda demir atomlar1 bulundugundan bir hemoprotein olarak da
adlandirilan ve hiicrelerin 6zellikle de peroksizomlarinda lokalize olmus bir enzimdir.
SOD’nin katildig1 ya da baska reaksiyonlar sonucunda olusan hidrojen peroksidi su ve
molekiiler oksijene doniistiirerek ROT’larin  uzaklastirilmasinda kritik bir rol
oynamaktadir (Vander vd. 2003). Bir CAT molekiilii dakikada yaklasik olarak 6 milyon
hidrojen peroksit molekiiliinii toksik olmayan bilesenlere ayirmakta ve bu nedenle de
tim enzimler igerisinde en yiksek katalitik aktiviteye sahip enzimlerden biri olarak
kabul edilmektedir (Polidoros ve Scandolios 1999). Katalizledigi tepkime asagidaki
gibidir;

2H,0, — 2H,0+ 0,

GST hucrelerin sitozolinde bulunan bir multienzim ailesi olup faz-II
reaksiyonlarindaki detoksifiye edici rolii ile hiicreleri ksenobiyotiklerin zararh etkilerine
kars1 koruyan bir enzimdir. GST epoksitler, alifatik heterosiklik radikaller ve bircok
ksenobiyotigin glutatyon (GSH) ile konjugasyonunu katalize ederek detoksifikasyon
streclerinde 6nemli roller oynamaktadir (Sherratt ve Hayes 2002). Gene lipit
peroksitlerine karst aktivite gostererek antioksidan savunmada hayati bir rol
oynamaktadir. Katalizledigi reaksiyaon asagidaki gibidir;

ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,0
GPX de hucrelerin sitozoliine yerlesmis bulunan ve yapisindaki dort selenyum

atomundan dolay1 tetramerik yapida olan bir enzimdir. Se-bagimli bu enzimler hem



hidrojen peroksit hem de hidroperoksitlere etki etmektedirler. Katalizledigi reaksiyonlar
asagida verilmistir.
H,0,; + 2GSH — GSSG + 2H,0
ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,0

Yukaridaki reaksiyonlarda da goriildiigli lizere GPX, tipki CAT gibi hidrojen
perokside etki ederek bu peroksidin doniisiimiiyle olusacak ve hiicre zarlarinda lipid
peroksidasyonunu baslatma riski yiiksek olan hidroksil radikalinin olusumunu
Onleyerek ve/veya baslamis olan lipid peroksidasyonuyla olusan lipid peroksitlerine etki
ederek cok oOnemli bir antioksidan savunma saglar. Bu nedenle bu enzim hicre
zarlarinin stabil yapisinin korunmasinda hayati bir rol oynamaktadir (Ralston ve
Raymond 2010).

GR hucrelerde birgok hayati fonksiyonu bulunan ve ayni zamanda da énemli bir
antioksidan olan GSH metabolizmasindaki rolleri ile dikkat ¢eken bir enzimdir. Bir
flavoprotein olan bu enzim NADPH yardimiyla okside glutatyondan redukte
glutatyonun olusumunu katalize ederek hicre i¢i glutatyon diizeylerini korumaktadir.
GSH da diger 6nemli gorevlerinin yaninda GST’nin ksenobiyotiklerin konjugasyonu
icin ve CAT enziminin yapisinin korunmasinda rol oynamaktadir. GR’nin Katalizledigi
reaksiyon asagidaki gibidir:

GSSG + NADPH + H" — 2GSH + NADP*

Giliniimiizde hizli teknolojik ve endiistriyel gelismeler insan yasami igin
kolayliklar sagladig1 gibi ne yazik ki ¢evrede de ciddi problemlere neden olmaktadir.
Ozellikle de sanayi devriminden bu yana Uretilen ve sentezlenen ancak cevre dostu
olmayan dogaya toksik kimyasallarin gerek dogrudan gerekse de besin zinciri ya da
baska bir yolla dolayli olarak insan yasamini da olumsuz etkileyecek bir ¢ok cevre
sorunlarina neden olmasi dikkat edilmesi ve {izerinde diisiiniilmesi gereken bir
durumdur. 1960’11 yillarda ortaya ¢ikan ve giiniimiizde blylk bir ivme kazanan
nanotekolojideki gelismelere paralel olarak hayatimiza yeni ve ¢ok kiiciik boyutlarda
olan kimyasallar girmektedir. Gelecekte nanoteknolojinin, tarihte buhar gucindn,
transistorlerin veya elektrigin kullanimi kadar etkili olacagi belirtilmektedir (Australian
Government 2005). Boylesine yiksek bir potansiyele sahip bir teknolojinin tim
ekosistemleri ve i¢inde yasayan canlilar1 da gelisimi ve bilyiiligii kadar etkileyebilecegi

diisiiniilmektedir. Tarihe baktigimizda da insanoglunun DDT, asbest ve civa gibi bir¢cok



kimyasalla yasamis oldugu act deneyim bu yeni teknolojiyle hayatimiza giren
nanopartikiillerin de potansiyel bir toksikant olarak dikkate alinmasi gerektigini
gOstermektedir.

Son yillarda yapilan calismalarda nanopartikiillerin ¢evre ve i¢inde yasayan
canlilarda ve hatta insanlarda ciddi toksik ve patolojik etkilere neden oldugu
gosterilmistir. Sucul ortamlar agir metaller, pestisitler gibi bilinen geleneksel kirleticiler
kadar bu nanopartikillerin de son alic1 ortamlari olarak diisiiniilmektedir. Her gecen giin
artan kullanimlarina bagli olarak bu ortamlara giren nanopartikiillerin miktarlarinda da
artis olmaktadir. Akuatik ekosistemlerin bu kimyasallar tarafindan kontaminasyonu
baliklart da igeren sucul organizmalar i¢in oldukc¢a yiiksek bir tehdit olusturmaktadir.
Nanopartikillerin 6zellikle de metal oksit nanopartikiillerin baliklar tizerine etkileriyle
ilgili bilimsel calismalar oldukca azdir. Sucul ekosistemin 6nemli bir 6gesi olan,
diinyada ¢ok genis bir sekilde kiiltiirii yapilan ve insanlarin birinci dereceden besinini
olusturan Oreochromis niloticus tatli su guprasiyla ilgili bu tarz ¢alismalar ise daha bir
sinirhidir. Bu nedenle sunulan bu arastirmada TiO,-NP’nin O. niloticus zerine olasi
toksik etkilerinin antioksidan enzim sistemleri ile degerlendirilmesi amag¢lanmistir. Bu
amacla TiO2-NP’nin farkli ortam derisimlerinin etkisine birakilan baliklarda hedef doku
olarak secilen solunga¢ dokusundaki SOD, CAT, GST, GPX ve GR enzim aktiviteleri

Olciilmiistiir.



2. KAYNAK OZETLERI

Federici vd. (2007), 14 gln sireyle 0.1, 0.5 ve 1.0 mg/L TiO,-NP’nin etkisine
birakilan Oncorhynchus mykiss’te doku hasari, oksidatif stres ve diger fizyolojik etkiler
aragtirtlmistir. Calisma sonucunda TiO»-NP’nin, solungaglarda lamellerin incelmesi ve
6dem olusumu gibi bazi patolojik durumlara neden oldugu; ancak, kanin hematolojik ve
biyokimyasal parametrelerinde énemli bir degisiklik meydana getirmedigi saptanmistir.
Bunun yani sira TiO,-NP’nin solunga¢ ve bagirsaklarda Na/K-ATPaz aktivitesinde
azaliglara ve lipid peroksidasyonunda ise artiglara neden oldugunu belirtmislerdir.
Ayrica total gulutatyon diizeyinin solungaglarda arttig1, karacigerde ise azaldigi ifade
edilmistir.

Smith vd. (2007), C—NP etkisinde O. mykiss’in kan, solungag, beyin, bagirsak ve
karaciger dokularinda patolojik ve diger fizyolojik etkilerini arastirmiglardir. C-NP
etkisinde solungaclarda mukus salgisinin artmasi, 6dem gibi hasarlar belirlenmistir.
Ayrica bu nanpartikiliin etkisinde, solunga¢ ve karacigerde total glutatyon diizeyi de
artmistir.

Reeves vd. (2008), yaptiklart in vitro caligmalarinda TiO,-NP etkisindeki
Carassius auratus baliklarin hiicrelerinde oksidatif stresin meydana geldigi ve bunun
sonucunda da DNA hasarlarinin oldugu belirlenmistir. Arastiricilar TiO2-NP’nin
hidroksil radikalinin olusumuna bagli olarak bu hasarlarin meydan geldigini
saptamiglardir.

Chae vd. (2009), Oryzias latipes tiirii baliklarda Ag-NP toksik etkilerini
aragtirmiglardir. Baliklar, 1.25 mg/L Ag-NP etkisine 1, 2 ve 4 giin siireyle birakilmis ve
metallothionein, HSP 70, GST gibi stresle iligkili parametrelerin gen ekspresyonu
calistlmistir. Ag-NP’lerin hiicresel ve DNA hasarina neden oldugu ve oksidatif stresi
indiikledigi belirlenmistir.

Dropne vd. (2009), 3 ve 14 giunluk silrelerle TiO,-NP’nin etkisine birakilan
Porcellio scaber tirii omurgasizda hepatopankreas dokusundaki CAT ve GST
aktivitesini olglilmistiir. Siireye ve derisime bagli olarak GST ve CAT aktivitelerinde
artis ve azalislar belirlenmistir.

Linhua vd. (2009), Cyprinus carpio’da oksidatif stres ve histopatolojik

degiskenler iizerine TiO,-NP’nin subakut etkisini arastirmiglardir. Baliklar 8 giin
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stireyle 10, 50, 100, 200 mg/L TiO,-NP etkisine birakilmis ve karaciger, solungag ve
beyin dokularindaki SOD, CAT ve peroksidaz aktiviteleriyle lipid periksidasyonu
diizeyleri arastirilmistir. Calisma sonucunda TiO»-NP’in 6zellikle yiksek ortam
derisimlerinde (100 ve 200 mg/L), incelenen dokulardaki SOD, CAT ve peroksidaz
aktivitelerinde anlamli azaliglar, lipid peroksidasyon diizeylerinde ise onemli artiglar
meydana geldigi belirlenmistir. Yine bu yiiksek derisimlerin etkisinde, solungac¢larda
lamel ve flamentlerde incelme ve 6dem olusumu, karacigerde ise nekrotik apoptoz
igeren patolojik durumlarin olustugu gézlenmistir. Arastiricilar TiO,-NP’nin baliklarda
oksidatif strese yol agtigini ve enzim aktivitesi ile lipid peroksidasyonda Onemli
degisimlere neden oldugunu belirtmislerdir.

Ramsden vd. (2009), besin yoluyla verilen TiO,-NP’nin O. mykiss’in blylme ve
baz1 doku biyokimyasal parametreleri Gzerine etkilerini incelenmislerdir. Baliklar 8
hafta sureyle 10 ve 100 mg/kg TiO,-NP igeren diyetlerle beslenmistir. Caligma sonunda
TiO2-NP’lerinin biiyiime {izerine bir etki gostermedigi, solungag, karaciger, bagirsak ve
beyin total gulutatyon diizeyinde oOnemli bir degisim meydana getirmedigi
belirlenmistir. Bununla birlikte solunga¢ ve bagirsaklarda TBARS diizeyinin 6nemli
oranda azaldig1 ifade edilmistir.

Kim vd. (2010), TiO,-NP’nin etkisine birakilan Daphnia magna’da oksidatif
stres yanitlarini aragtirmiglardir. D. magna 0.5, 1, 2.5, 5 ve 10 mg/L TiO,-NP etkisine
48 saat ve 21 giin siireyle birakilarak CAT, SOD, GPX, GST aktiviteleri aragtirilmistir.
Uzun dénemli etkilesimde 5 ve 10 mg/L TiO,-NP etkisinde 6lumler gozlenmistir. TiO,-
NP konsantrasyonuna bagli olarak CAT, GPX ve GST aktivitesi artarken, SOD
aktivitesi degisim gOstermemistir.  Arastiricilar, antioksidan parametrelerdeki
degisimlerin TiO,-NP’nin D. magna’da oksidatif strese neden olan ROT olusumu ile
iliskili oldugunu belirtmislerdir.

Tedesco vd. (2010), Au-NP’lerin Mytilus edulis midyesinde meydana getirdigi
oksidatif stres ve toksisitesini arastirmiglardir. Midyeler 24 saat siireyle 750 ppb Au-NP
etkisine maruz birakildiginda, siire sonunda dokulardaki lipid peroksidasyon
diizeylerinin arttig1 belirlenmistir.

Chen vd. (2011), Danio rerio larvalarinda TiO,-NP’nin toksik etkilerini
aragtirdiklar1 caligmalarinda, 0.1, 1, 5 ve 10 mg/L TiO,-NP etkisine baliklar

birakilmigtir. Calisma sonuncunda baliklarda oksidatif stres olustugu ve bu strese bagl
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olarak da balik davraniglarinda onemli bir degisikliklerin  meydana geldigi
belirlenmistir.

Chen vd. (2011), D. rerio’da uzun dénem TiO,-NP etkisinde biyime ve bazi
histolojik parametrelerdeki degisimleri arastirmislardir. Baliklar 1, 2, 4, 5 ve 7 mg/L
TiO,-NP etkilesimine 2, 4 ve 6 aylik siirelerle birakilmig ve karaciger, solungag, kalp ve
beyin dokular1 incelenmistir. Baliklarin biiylimesinde siireye ve derisime bagli olarak
azalma ve dokularinda ise 6nemli histopatolojik degisiklikler meydana gelmistir.

Shukla vd. (2011), yaptiklar1 in vitro c¢alismalarinda insan epidermal
hicrelerinde TiO2-NP’nin indiikledigi serbest Oy tiirleriyle genotoksik degisimler
belirlemislerdir. Calismada TiO,-NP’nin lipid peroksidasyonu ve serbest O tirlerinin
olusumunu arttirdigi, glutatyon diizeyini ise azalttig1 belirlenmistir.

Xiong vd. (2011), D. rerio’da NP’lerin akut toksisitelerini, oksidatif stres ve
hasarini aragtirdiklar1 ¢alismalarda, baliklar TiO,; ve ZnO NP etkisine birakilmistir.
Arastirmada radikal tretimi, SOD, CAT ve GST aktivitesi ile MDA diizeyi
arastiritlmistir. Calismada 96 saat siire sonunda NP etkisinde hidroksi radikalinin arttigi,
bunun sonucu olarak da lipidperoksidasyonunun olustugu ve MDA diizeyinin arttig1
belirlenmistir. Diger dokulara oranla oksidatif stresin etkisine en fazla maruz kalan doku
karaciger olmustur. SOD ve CAT aktiviteleri ile GSH duzeyleri NP’nin tlrine ve
dokulara bagli olarak azalig ve artig gostermistir.

Zhu vd. (2011), 0.1, 1.0 ve 10 mg/L TiO,-NP etkisinde 96 saat siireyle birakilan
deniz omurgasizi Haliotis diversicolar supertexta’da oksidatif stres parametreleri
calismiglardir. TiO,—NP etkisinde SOD aktivitesi ve lipit peroksidasyon diizeyi artis
gostermisken GSH diizeyi azalig gostermistir.

Lee vd. (2012), 48 ve 96 saat sureyle 25, 50, 100 ve 200 pg/L Ag-NP etkisine
birakilan C. carpio’da solungag, karaciger ve beyin dokular1 CAT, SOD ve GST
antioksidan enzim aktiviteleri ile histopatolojik degisimleri incelemislerdir. Ag-NP
etkisinde baliklarda mortalite gozlenmemesine ragmen incelenen dokularda c¢esitli
patolojik durumlar belirlenmistir. CAT, SOD ve GST enzim aktivitelerinde beyin
dokusunda ytiiksek ortam derisimlerinde 6zellikle de 200 pg/L. Ag-NP etkisinde anlamli
azaliglar belirlenmisken; solungag¢ ve karaciger dokularinda ise metal-nanopartikilin

ortam derigimi ve etki siiresine bagl olarak 6nemli azalis ya da artiglar belirlenmistir.
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Saquib vd. (2012), in vitro olarak insan amnion epitelya hicrelerinde TiO,-
NP’nin sitotoksik, oksidatif stres ve DNA hasar1 arastirllmistir. TiO,-NP bu hicrelerde
CAT aktivitesi ve glutatyon diizeylerinde onemli azaliglara, ROT’larin olusumunda ise
artiglara neden olmustur.

Al-Bairuty vd. (2013), bakir nanopartikiiller ve bakir siilfatin O. mykiss’te
histopatolojik etkilerinin karsilagtiritlmas1 amaciyla yapilan laboratuvar c¢alismalarinda
baliklar 20 ve 200 pg/L Cu-NP ve CuSO, etkisine 4 ve 10 gunlik surelerle
birakilmistir. Her iki bakir etkilesiminde de dokularda énemli lezyonlar belirlenmistir.
Calismada genel olarak Cu-NP’nin CuSO, oranla daha fazla histopatolojik durumlara
yol agtig1 ve daha toksik oldugu belirlenmistir.

Faria vd. (2014), TiO,-NP etkisinde D. rerio embriyolarinda oksidatif stres
parametrelerini ¢alismiglardir. Calisma sonunda, TiO,-NP etkisinde ROT uretiminde ve
SOD aktivitesinde bir artiy, GSH diizeylerinde ise genel olarak azalig meydana geldigi
belirlenmistir.

Varela-Valencia vd. (2014), O. niloticus’ta TiO,-NP’nin antioksidan gen
ekspresyonu Uzerine etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda 3, 6, 12 ve 24 saat sireyle
0.1, 1.0, 10.0 mg/L TiO2-NP’nin intraperitonal enjeksiyonu sonrasinda CAT, GST ve
SOD gen ekspresyonlar1 olgiilmiistiir. TiO,—NP etkisinde baliklarin karaciger CAT,
GST ve SOD gen ekspresyonlari artig gostermistir.

Abdel-Khalek vd. (2015), Nil tilapiast O. niloticus’ta ¢inkonun metal ve
nanopartikiler formlarmin karsilastirtlmali toksikolojisini incelemislerdir. Zn ve Zn-
NP’nin 96 saatlik LCsp degerlerinin 1/2'sine 7, 14 ve 28 giinliik siirelerle birakilan
baliklarda serum biyokimyasal parametreleri ile karaciger ve solunga¢ dokulari
oksidatif stres parametreleri ¢alisilmistir. Hem Zn hem de Zn-NP serum dokusu total
lipid, total protein ve globiilin diizeylerinde azaliglara albiimin, glukoz, kreatinin ve iirik
asit diizeyleri ile AST, ALT ve ALP enzim aktivitelerin de ise artiglara neden olmustur.
Ayrica Zn-NP anlamli olacak sekilde karaciger ve solunga¢ dokularindaki CAT, SOD
ve GPX aktiviteleri ile MDA diizeylerinde artislara GSH diizeylerinde ise azalislara
neden olmustur. Arastiricilar Zn-NP’nin Zn metaline oranla daha yiksek toksik etkiye
sahip oldugunu da rapor etmislerdir.

Srinonate vd. (2015), O. niloticus’ta Ag-NP’nin kisa donemli patolojik,

biyokimyasal toksisitesi ile biyobirikimini arastirmiglardir. 1, 2, 3 ve 4 glnlik surelerle
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1, 10 ve 100 ppm Ag-NP etkisine birakilan baliklarda karaciger, solungag, bobrek ve
dalaktaki degisimler belirlenmistir. Hem siireye hem de ortam derisimlerine bagl olarak
onemli histopatolojik lezyonlar saptanmistir. Yine dokularin SOD aktivitesi de Ag-NP
etkisinde artis gOstermistir. Arastiricilar Ag-NP’nin O. niloticus’ta oksidatif stresi
indiikledigini ve bu baliklar icin toksik etkiye sahip oldugunu belirtmiglerdir.

Afifi vd. (2016), O. niloticus ve Tilapia zilli’de beyin dokusu lizerine Ag-NP’nin
etkisini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda 2 ve 4 mg/L Ag-NP etkisinde GSH, total GSH
(tGSH) ve MDA dizeyleri, SOD, CAT, GR, GST ve GPX aktiviteleri ile gen
ekspresyon diizeyleri Sl¢iilmiistiir. Ozellikle de yiiksek Ag-NP etkisinde beyin
dokusundaki tiim antioksidan enzim aktiviteleri ve GSH ve tGSH diizeylerinde azalislar
MDA dizeylerinde ise artislar belirlenmistir. Arastiricilar yiiksek Ag-NP duzeylerinin
her iki baligin antioksidan savunma mekanizmalarin1 bozdugunu ve baliklarda oksidatif
strese neden oldugunu vurgulamislardir.

Ates vd. (2016), O. niloticus’ta Fe-NP’nin uzun dénemli etkisinde meydana
gelen histolojik ve immiin yanitlarin yani sira birikim ve atilim diizeylerini
arastirmiglardir. 0.1, 0.5 ve 1.0 mg/L Fe-NP etkisine 30 ve 60 giinliik siirelerle birakilan
baliklarin solungag, karaciger, bobrek, bagirsak, beyin, dalak ve kas dokularinda Fe-NP
birikiminin gerceklestigi ve ortam derisim ve etki siiresine bagli olarak serum
biyokimyasal parametrelerinde (glukoz, ALT, AST ve LDH) azalis/artiglarin meydana
geldigi rapor edilmistir.

Kaya vd. (2016), 14 gun sireyle 1 ve 10 mg/L Zn-NP etkilesimini takiben O.
niloticus’ta bagirsak, bobrek, karaciger, solungag, beyin ve kasta Zn-NP birikimi ve
serum glukoz, ALT, AST ve ALP diizeyleri ile doku histolojisini arastirmiglardir. Zn-
NP organ ve dokularda O6nemli histopatolojik degisikliklere neden olmustur. Bu
nanopartikil, etki siiresine ve ortam derisimine bagl olarak bagirsak, karaciger, bobrek
ve solungaclarda anlamli diizeylerde birikim gostermistir. Ayrica Zn-NP serum

biyokimyasal parametrelerinde de 6nemli degisimlere neden olmustur.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Sunulan ¢alisma igin gerekli Etik Kurul onayr Cukurova Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alinmistir (Karar No:7, Tarih: 27.07.2015, EK-1).
Calismamizda arastirma materyali olarak Oreochromis niloticus kullanilmistir. Baliklar,
Cukurova Universitesi (C.U.) Su Uriinleri Fakiiltesi biinyesindeki balik yetistirme
havuzlarmdan alinmis ve C.U. Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Hayvan
Ekofizyoloji laboratuvarina getirilerek icerisinde 110 L bekletilmis ¢esme suyu bulunan
40x140x40 cm ebatlarindaki 8 stok cam akvaryumda ortam kosullarina uyumlari igin {i¢
ay siire ile birakilmiglardir. Bu siirede deneyde kullanilacak baliklar 11.29 + 0.34 cm
boy ve 34.49 £ 0.93 g agirliga ulasmustir.

Deneyler 25+1 °C’de yiiriitiilmiis, giinde sekiz saat aydinlanma periyodu
uygulanmistir. Merkezi havalandirma sistemiyle akvaryumlarin havalandirilmasi
saglanmistir. Laboratuvar kosullarina uyumlar1 sirasinda baliklar, hazir balik yemi
kullanilarak (Pinar Balik Yemi, Tiirkiye) beslenmistir. Denemelerden 48 saat dncesinde
yem kesilmis ve denemeler boyunca giinde iki defa olmak {izere viicut agirliklarinin
%?2’si kadar yem ile baliklar beslenmistir. Deney suyunun fizikokimyasal Ozellikleri;
akvaryum suyunun sicakligi 21.67+0.35 °C, ¢Oziinmiis oksijen 7.39+0.23 mg/L, pH
8.07£0.09, toplam sertlik 329+4.2 mg/L CaCOj olarak 6l¢iilmiistiir.

3.1.1. Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler

Dipotasyum hidrojen fosfat (K,HPO,4.3H,0, Merck)
Potasyum fosfat monobasik (KH,PO4, Merck)
Sukroz (C12H12011, Sigma)

Hidro Klorik Asit (HCI, Merck)

Sodyum Hidroksit (NaOH, Merck)

Tris HCI (Sigma)

Tris Baz (sigma)

Redikte Glutatyon (GSH, Sigma)
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Monosodyum Fosfat (NaH,PO4.H,0O, Sigma)
Nikotin Amid Adenindinlkleotit Fosfat (NADPH, Sigma)
Oksideglutatyon (GSSG, Sigma)
Etilendiamintetraasetikasit (EDTA, Sigma)
Glutatyon Rediiktaz (GR, Sigma)

tert-Butil Hidroperoksit (Sigma)

Sodyum Kloriir (NaCl, Merck)

Hidrojen Peroksit (H,O,, Merck)

Ksantin (Sigma)

Nitrobluetetrazolium (NBT, Sigma)

Sodyum Karbonat (Na,CQO3, Merck)

Si1gir Serum Albumini (Merck)

Ksantin Oksidaz (XOD, Sigma)

Amonyum Siilfat ( (NH4),SO4, Merck)

Bakir Kloriir (CuCI,.H,0, Merck)

Tri-Sodyum Sitrat (Merck)

Bakir (IT) Siilfat pentahidrat (CuSO4.5H,0, Sigma)
Folin Ciocalteu Fenol Ayiract (Merck)

3.1.2. Deneylerde kullanilan cihazlar

Homojenizator : WISETIS HG-15D
Sogutmali Santrifiij : Hettich Universal 320R
Vortex : Labort Multi-Mixer MVS-1

pH metre : Thermo Scientific Orion 2 Star
Manyetik Karistirict : VELP Scientifica ARE
Santriftj : Nive NF400

Spektrofotometre : SHIMADZU UV-1800
Hassas Terazi : OHAUS Pioneer PA214C
Derin Dondurucu (-80°C) : New Brunswich Scientific U410 Premium
Su Banyosu : Jeio Tech BS-11

Distile Su Cihazi : Millipore Rios 8
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3.2. Yontem

Deneylerde nanopartikiler titanyum dioksit (TiO,-NP, SIGMA, 2016)
kullanilmistir. Deneyler her birinin igerisinde 12 adet balik bulunan 3 adet cam
akvaryumda yiiriitilmistiir. Baliklar TiO,-NP’in 1.0 ve 5.0 mg/L derisimlerinin etkisine
4 ve 14 gin sireler boyunca birakilmistir.

Deneylerde 3 akvaryumun ilk ikisine 120 L farkli TiO,-NP ¢ozeltileri (1.0 ve
5.0 mg/L); Uclincu akvaryum ise kontrol grubu olarak kullanilarak igerisine ayni
hacimde (120 L) dinlendirilmis c¢esme suyu konmustur. Deney akvaryumlarinda
kullanilan nanopartikiil ¢o6zeltilerinin derisimlerinde zamana bagli olarak degisim
olabilecegi dikkate alinarak ¢ozeltiler her giin yeni hazirlanan stok ¢ézeltilerden uygun
seyreltmeler yapilarak degistirilmistir. Deneyler alt1 tekrarli olarak yiiriitiilerek her

tekrarda bir balik kullanilmistir.

3.2.1. Doku 6rneklerinin alinmasi ve biyokimyasal analizler

Belirlenen her siirenin sonunda deney akvaryumlarindan rastgele segilen
baliklar, ¢esme suyuyla yikanarak temizlenmis, yiizeylerinde bulunan su damlaciklari
kurutma kagidiyla alinmis ve boy ve agirliklar1 saptanarak diseksiyona hazir hale
getirilmistir. Baliklar diseksiyondan once spinal yapilarak oldiiriilmiistiir. Steril aletlerle
solungac 6rnekleri buz iizerinde disekte edilmis, bu 6rnekler % 0.59 NacCl ile yikanmis
ve agirliklart alindiktan sonra biyokimyasal analize kadar -80 °C’de muhafaza

edilmislerdir.

3.2.1.1. Homojenatlarin hazirlanmasi

Disekte edilen dokular 1/10 agirlik/hacim (w/v) olacak sekilde 0.25 M siikroz
igceren 0.05 M sogutulmus Na-P tamponu (pH: 7.4) ile buz icerisinde ultra-turrax
homojenizatérde 3 dakika stireyle 10.000 rpm’de homojenize edilmistir. Homojenatlar
+4 °C’de 10.000 rpm’de 30 dakika siireyle santrifiij edilmis ve elde edilen
stpernatantlarda CAT, SOD, GR, GST ve GPX aktiviteleri ile protein duzeyleri

spektrofotometrik yontemlerle belirlenmistir.
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3.2.1.2. CAT aktivite tayini

Prensip: Katalaz aktivite tayini, H,O2’nin 240 nm dalga boyundaki absorbansinin
enzim ile etkilesiminden sonra zamana bagli olarak azalmasi dikkate alinarak

yapilmustir (Lartillot vd. 1988).

Ayrraclar:
a. 50 mM Fosfat Tamponu (pH 6.8): 2.482 g K,HPO, ve 4.864 g KH,PO, alinir
ve pH ayarlandiktan sonra saf su ile 1000 mL’ye tamamlanur.
b. 10 mM H,03: %30’luk peroksitten 10 pL alinir ve 9990 pL saf suyla
tamamlanir.
c. 1 M HCI: %37’lik HCI’den 43 uL alinir ve fosfat tamponuyla 50 mL’ye

tamamlanir

Yontem: 50 mmol/L fosfat tamponu (pH 6.8) icerisinde 10 mmol/L H,0, olacak
bigimde substrat ¢ozeltisi hazirlanmistir. 20 puL 6rnek Uzerine 2.5 ml substrat ¢ozeltisi
eklenerek 37 °C sicaklikta iki dakika bekletilmis ve tepkimeyi durdurmak igin {lizerine
0.5 ml 1 M HCI c¢ozeltisi eklenerek 240 nm dalga boyundaki absorbansi (Ar)
Olciilmiistiir.

Kor i¢in 2.5 ml 50 mmol/L fosfat tamponu (pH 6.8) ve 0.5 ml 1 M HCI igeren
¢ozelti kullanilmistir.

H,0,’in baslangi¢ absorbans (As) degerini saptamak ic¢in 2.5 ml substrat ve 0.5
ml 1 M HCl igeren ¢ozeltinin absorbansi 6l¢iilmiistiir.

Proteinin neden oldugu absorbansi (At) tespit etmek i¢in 20 pL 6rnek, 2.5 ml

fosfat tamponu ve 0.5 ml 1 M HCl igeren ¢dzeltinin absorbansi dl¢tilmiistiir.
Hesaplama:

Enzimatik aktivite kaynakli absorbans (A) degisimi:
A= (As + At)- Ar
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Enzim aktivitesi hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanilmistir.

AVt

CAT aktivitesi (U/mL) = -
etVo

Vt = Toplam reaksiyon hacmi (mL)
V6 = Ornek hacmi (mL)
& = Hy0, nin molar ekstinksiyon katsayis1 (0.0396 cm?/umol)

t = Reaksiyon zamani (dakika)

CAT Aktivitesi
Protein Miktar1

CAT Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) =

3.2.1.3. SOD aktivite tayini

Prensip: Enzim aktivite tayini, ksantin ve ksantin oksidazin reaksiyonuyla olusan

siiperoksit anyon radikallerinin, nitrobluetetrazolium ile olusturdugu mavi renkli

formazan boyasinin 560 nm’deki absorbansinin okunmasi esasina dayanmaktadir (Sun

vd. 1988).

Ayrraglar:
1. Reaktif:

a. 0.3 mM Ksantin: 9.13mg alinip 200 mL saf suda ¢oziilmiistiir.
b. 0.6 mM EDTA: 22.3 mg alinip 100 ml saf suda ¢oziilmiistir.

c. 150 pg/L N.B.T.: 12.3 mg alinip 100 mL saf suda ¢oziilmustiir.
d. 400 mM Na,CO3;: 2.544 g alinip 60 mL saf suda ¢6ziilmiistiir.

e. 1g/L Sigir serum: 30 mg alinip 30 mL saf suda ¢oziilmiistiir.
2. Ksantin Oksidaz (167 U/L): 18 ul alinip 3 ml 2 M (NHy)2SO4 da ¢oziilmiistiir.
3. CuCl;.2H,0 (0.8 mM): 13.6 mg alinip 100 ml’ye saf su ile tamamlanmustir.

Yontem: Enzim aktivite tayini i¢in iki tiip alinmis ve Cizelge 3.1°te belirtilen ayiraglar

konmustur.
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Cizelge 3.1. Superoksit Dismutaz Yontemi

Cozeltiler Kor Numune
Reaktif 2.85 ml 2.85 ml
Numune - 0.1ml
Ksantin oksidaz 50 uL 50 pL

25 °C’de oda sicakliginda 20 dakika bekletilip

CuCl, 0.1ml 0.1ml

Numune 0.1 ml -

560 nm dalga boyunda absorbans degerleri distile suya kars1 okunmustur.

Hesaplama:
SOD Aktivitesi (U/mL)= <OrOD = Numob
KoroD
20: zaman (dakika)
SOD Aktivitesi

SOD Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) =

Protein Miktari

3.2.1.4. GPX aktivite tayini

Prensip: Glutatyon peroksidaz, GSH’in H,O; ile GSSG’ye ylkseltgenmesini katalizler.
T-butil hidroperoksit varliginda GPX’in olusturdugu GSSG, GR ve NADPH’m
NAD™"ye yiikseltgenmesi esnasindaki absorbans farkinin 37 °C 340 nm’de okunmasi ile
belirlenir (Beutler 1984).

Ayrraglar:

1- 1 M Tris Tamponu (pH=8.0)
Tris HCI 8.80¢g

Tris Baz 540¢

EDTA 0.14 g

100 mL saf suda ¢ozdurtldr.
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2-0.1 M GSH:

0.0155 g GSH alinir ve 0.5 mL saf su eklenir.

3-10 U/mL GR:

50uL GR alinir ve 2450 mL saf su eklenir.

4- 2mM NADPH:

0,0045 g NADPH tartilir ve 2500 ml saf su eklenir.
5- 7 mM t butil Hidroperoksit:

5 uL t butil hidroperoksit alinip 5 mL saf su eklenir.

Yontem: GPX aktivitesi icin iki kiivet alinmis ve gizelge 3.2°de belirtilen ayiraglar

konmustur.

Cizelge 3.2. Glutatyon Peroksidaz Yontemi

Cozeltiler Kor (uL) Ornek (uL)
Saf Su + 660
Tris Tamponu - 100
GSH - 20
GR - 100
NADPH - 100
Ornek - 10

37 °C’de 10 dakika inkiibe edilir

t- butil hidroperoksit - 10

Kor igin saf su kullanilmis ve tepkimeler ise 37°C’de 1 cm 151k yollu kuvartz kiivetlerde

340 nm’de 0. , ve 5. absorbans degeri ile izlenmistir.
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Hesaplama:

oD Vi

GPX Aktivitesi (UmL)= 222 _
t 6.22xV06

AOD= Zamana bagli absorbans farki

V= Toplam hacim

t= Zaman

V= Ornek hacim

6.22= 1 cm’lik 151k yolunda 1 nmol NADPH’1n verdigi absorbans degeri

GPX Aktivitesi
Protein Miktari

GPX Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) =

3.2.1.5. GST aktivite tayini

Prensip: Enzim aktivite tayini, CDNB’nin redukte glutatyon ile konjugasyonu

esnasindaki absorbans degisiminin 340 nm’de okunmasi esasina dayanir (Habig vd.
1974).

Ayiraclar:

1-100 mM Tris Tamponu (pH=7.4)

Tris HCI 3.2846 ¢

Tris Baz 0.5036 g

250 mL saf suda ¢ozduralr.

2- 20 MM CDNB (%95’lik 10 mL alkolde ¢ozulir.)

0.0405 g CDNB tartilir tizerine 9.52 mL mutlak alkol konur.0.44 mL su eklenir.
3-Redulikte Glutatyon (taze hazirlanir)

0.0030 g GSH alinir iizerine 10 mL tris tamponu eklenir.

Yontem: GST aktivitesi igin iki kiivet alinmig ve cizelge 3.3’te gosterilen c¢ozeltiler

konmustur.
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Cizelge 3.3. Glutatyon S-Transferaz Yontemi

Cozeltiler Kor (uL) Ornek (uL)
Tris Tamponu 1100 1050
CDNB 50 50
GSH 50 50
Ornek - 50

25°C’de 340 nm’de 0. ve 2. dakikalarda okunur.
Hesaplama:

oD X Vit
t 0.0096xVo

GST Aktivitesi (U/mL)= 2

AOD= Zamana bagli absorbans farki

V= Toplam hacim

t: zaman

V= Ornek hacim

0,0096= 1cm’lik 151k yolunda 1 mM CDNB’nin verdigi absorbans degeri

GST Aktivitesi
Protein Miktari

GST Spesifik Aktivitesi (U /mg protein) =

3.2.1.6. GR aktivite tayini

Prensip: GR aktivitesi, NADPH’IN NADP"’a yiikseltgenmesi esnasindakii absorbans

degisminin 340 nm’de okunmasina gore belirlenir (Carlberg ve Mannervik 1975).
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Ayrraglar:
1-100mp Na-P Tamponu: (pH=8.0)
Na;HPO,.7H,O 5.7554 g
NaH,P0,4.2H,0 0.5328 g
Saf su ile 250 ml’ye tamamlanir.
2-Gunluk Tampon
1mM GSSG ve0.12 mM NADPH’in tampon i¢inde ¢dzilmesiyle hazirlanir.
0.0165 g GSSG + 0.002 g NADPH 27 mL 100 mM Na-P icinde ¢dzulUr.

Yontem: GR aktivitesi igin iki kiivet alinmig ve gizelge 3.4’te gOsterilen ayiraglar

konmustur.

Cizelge 3.4. Glutatyon Reduktaz Ydntemi

Cozeltiler Kor (uL) Ornek (pL)
Saf su 100 -
Gunlik tampon 900 900
Ornek - 100

Calkalanir ve 37 °C’de 340 nm’de 0. ve 5. dk. kdre kars1 absorbans degerleri dl¢iiliir.
Hesaplama:

oD X Vit
t 6.22xV0

AOD=Zamana bagli absorbans farki

GR Aktivitesi (U/mL)= 2

t= Zaman
V= Toplam hacim
V=Ornek hacmi

6,22= 1 cm’lik 151k yolunda Inmol NADPH’ 1n verdigi absorbans degeri

GR Aktivitesi

GR Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) = Protein Miktar
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3.2.1.7. Protein diizeyi tayini

Prensip: Proteinler, alkali ortamda bakir siilfat eklenmesiyle fosfotungustik-
fosfomolibdik asidi rediikleyerek mavi renk olustururlar. Bu renkli bilesigin absorbans

degeri 750 nm’de Slgiilerek protein miktarlari tespit edilir (Lowry vd. 1951).

Ayrraclar:
1. Cozelti A:
Na,CO; 10g¢g
NaOH 249
alinir ve 500 mL’ye saf su ile tamamlanir
2. Cozelti B:
CuSO4.5H,0 0509
Na-sitrat 10g
alinir ve 100 mL’ye saf sui le tamamlanir.
3. Cozelti C: 50 mL Cozelti A, 1 mL Cozelti B ile karistirilarak hazirlanir.
4. Folin-Ciocalteu Ayiraci: 1 mL Folin-Ciocalteu, 1 mL saf su ile seyreltilerek

hazirlanir.

Yontem : Protein tayini i¢in iki tiip alinir ve ¢izelge 3.3te belirtilen ayiraglar konur.

Cizelge 3.3. Protein Yontemi

Cozeltiler Kor (mL) Ornek (mL)
Saf Su 0.50 0.45
Ornek - 0.05
Cozelti C 2.50 2.50

Oda sicakliginda 10 dakika bekletilir.

Folin-Ciocalteu 0.25 0.25

Oda 1s1sinda 30 dakika bekletildikten sonra ve spektrofotometrede 750 nm’de

absorbans degerleri ol¢iiliir.
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Hesaplama

Protein diizeyleri sigir serum albumini kullanilarak hazirlanmis olan standart

grafikten yararlanarak hesaplanmistir (Sekil 3.1).

1,2 +

0,8 -

0,6 -

04 -

w 3 9 O = 0 w T >

0,2 -

O T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Derisim (mg/ml)

Sekil 3.1. Standart protein grafigi
3.3. Istatistik
Verilerin istatistiksel analizi, IBM SPSS Statistics 21.0 paket programinda One

Way-ANOVA (Tek Yonli Varyans Analizi)-Student — Newman Keul’s Test (SNK) ve
Student-t Test (Independent-Sample t Test) kullanilarak yapilmistir.
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4. BULGULAR

Sunulan ¢alismada 4 ve 14 giinliik siirelerle 1.0 ve 5.0 mg/L TiO,-NP etkisini
takiben O. niloticus’ta solunga¢ dokusundaki bazi antioksidan enzim (SOD, CAT, GST,
GR ve GPX) aktiviteleri arastirilmistir. TiO2-NP’in denenen tim ortam derisimlerinde

etki siireleri boyunca baliklarda 6lim gézlenmemistir.

4.1. CAT Aktivitesi

Belirli bir etki stresinde O. niloticus’un solunga¢ dokusu CAT aktivitesi tizerine
TiO2-NP’in derisime bagl etkileri Cizelge 4.1°de verilmistir. Etki sureleri dikkate
alindiginda kontrol grubuyla karsilastirildiginda CAT aktivitesinin, 4 gunlik sure
sonunda 1.0 ve 5.0 mg/L TiO,-NP etkisinde 6nemli olacak sekilde azaldigi saptanmistir
(P<0.05). 14 gunlik sire sonunda ise CAT aktivitesi, TiO,-NP’in diisiik ortam
derisiminde anlamli bir azalis gosterirken; yuksek derisiminde ise 6nemli bir artis
gostermistir (P<0.05). 4 gunin sonunda 1.0 ve 5.0 mg/L TiO,-NP etkisinde CAT
aktivitesinin sirasiyla %46 ve %60 duzeyinde azaldigi saptanmistir. 14 ginlik sure
sonunda ise enzim aktivitesi, diisiik ortam derisiminde %35 azalmis; bununla birlikte,

yiiksek ortam derisiminde %61 diizeyinde artmstir.

Cizelge 4.1. O. niloticus’ta solunga¢ dokusu CAT aktivitesi (U/mg protein) (zerine
TiO2-NP’in ortam derisimine bagh etkisi

4. Gln 14. Gin
DERISIM (mg/L) X + Sx * X + Sx *
0.0 144 + 2.89 x 138 +4.94 x
1.00 78+491y 90+5.59y
5.00 58 +4.63 z 222+8.21z

*: X, y ve z harfleri belirli bir etki siiresinde derigimler arasindaki ayirimi gostermek amaciyla
kullanilmistir. Harflerin farkli olmasi veriler arasinda istatistiksel bir ayrimi ifade etmektedir (P<0.05).

X + SX: Aritmetik ortalama + Standart hata
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Ayni1 ortam derisiminde O. niloticus’ta solunga¢ dokusu CAT aktivitesi tzerine
TiO2-NP’in siireye baglh etkisi Sekil 4.1’de gosterilmistir. Etki siiresine bagli olarak
CAT aktivitesinin TiO2-NP’in her iki ortam derisiminde arttig1; ancak, bu artisin yuksek
ortam derisiminde istatistiki olarak anlamli oldugu saptanmistir (P<0.05). 4 glnlik etki
siresine oranla 14 gunlik etki stresi sonunda CAT aktivitesi, TiO,-NP’in 5.0 mg/L

ortam derisiminde %283 dulizeyinde bir artig gostermistir.
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Sekil 4.1. O. niloticus’ta TiO,-NP’in belirli bir ortam derisiminde etkide kalma
stiresinin solunga¢ dokusu CAT aktivitesi iizerine etkisi. “#” isareti ayni derisimde
siireler arasinda istatistiksel ayrim oldugunu ifade etmektedir (P<0.05).

4.2. SOD Aktivitesi

Denenen etki sirelerinde O. niloticus’un solunga¢ dokusu SOD aktivitesi
tzerine TiO,-NP’in derisime baglh etkileri Cizelge 4.2°de verilmistir. 4 ginlik etki
stiresi sonunda 1.0 ve 5.0 mg/L TiO,-NP etkisinde SOD aktivitesinde anlamli bir azalis
belirlenmistir (P<0.05). Ancak bu azalis TiO,-NP’in diisiik ve yiiksek derigimleri
arasinda anlamli bir ayrim gostermemistir (P>0.05). Son etkilesim siiresi sonunda ise

SOD aktivitesinde TiO,-NP’in her iki ortam derisimlerinin etkisinde kontrole gore
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anlamli bir degisim belirlenmemistir (P>0.05). Ilk etkilesim siiresi sonunda SOD
aktivitesinde TiO,-NP’in 1.0 ve 5.0 mg/L etkilesimini takiben sirasiyla %27 ve %26

diizeylerinde bir azalis saptanmistir.

Cizelge 4.2. O. niloticus’ta solunga¢ dokusu SOD aktivitesi (U/mg protein) Uzerine
TiO,-NP’in ortam derisimine bagl etkisi

4. Gln 14. Gin
DERISIM (mg/L) X + SX * X + SX *
0.0 18.39 + 0.29 x 19.03 + 0.53 x
1.00 13.40+0.34y 19.15 +0.78 x
5.00 13.58 +0.39 y 20.09 + 0.81 x

*: x ve y harfleri belirli bir etki siiresinde derigimler arasindaki ayirimi géstermek amaciyla kullanilmistir.
Harflerin farkli olmasi veriler arasinda istatistiksel bir ayrimi ifade etmektedir (P<0.05).

X + SX: Aritmetik ortalama + Standart hata

Ayni ortam derisiminde O. niloticus’ta solunga¢ dokusu SOD aktivitesi Uzerine
TiO2-NP’in siireye bagl etkileri Sekil 4.2°te gosterilmistir. Belirli bir ortam derisiminde
etkide kalma siiresi uzadikga SOD aktivitesinde TiO,-NP’in her iki derisiminde 6nemli
bir artis saptanmistir (P<0.05). 4 gunlik stireye oranla 14 gunluk sure sonunda 1.0 ve
5.0 mg/L TiO,-NP etkisinde SOD aktivitesinde sirasiyla, %43 ve %48 diizeylerinde bir

artis belirlenmistir.
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Sekil 4.2. O. niloticus’ta TiO,-NP’in belirli bir ortam derisiminde etkide kalma
siresinin solunga¢ dokusu SOD aktivitesi iizerine etkisi. “#” isareti ayni derisimde
stireler arasinda istatistiksel ayrim oldugunu ifade etmektedir (P<0.05).

4.3. GPX Aktivitesi

Belirli bir etkilesim siiresi sonunda O. niloticus’un solunga¢ dokusu GPX
aktivitesi Uzerine TiO,-NP’in derisime bagl etkileri Cizelge 4.3’te gosterilmistir. 4 ve
14 gunun sonunda kontrol grubuyla karsilastirildiginda GPX aktivitesinde TiO,-NP’in
diisiik derisiminin etkisinde Onemli bir degisim belirlenmemistir (P>0.05). Bununla
birlikte 5.0 mg/L TiO,-NP’in etkisinde GPX aktivitesinde ilk etkilesim siiresi sonunda
anlamli bir sekilde azalis (P<0.05); son etkilesim siiresi sonunda ise anlamli bir sekilde
artis saptanmustir (P<0.05). TiO,-NP’in yiiksek derisiminin etkisinde GPX aktivitesi 4
gunlik siire sonunda %37 diizeyinde azalmis; 14 giinliikk siire sonunda ise %32

dizeyinde artmuistir.
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Cizelge 4.3. O. niloticus’ta solunga¢ dokusu GPX aktivitesi (U/mg protein) (zerine
TiO,-NP’in ortam derisimine bagl etkisi

4. Gln 14. Gin
DERISIM (mg/L) X + SX * X + SX *
0.0 0.27 +£0.02 x 0.28 +0.03 x
1.00 0.26 +0.03 x 0.25 +0.03 x
5.00 0.17 £0.02y 0.37 £0.04y

*: x ve y harfleri belirli bir etki siiresinde derisimler arasindaki ayirimi géstermek amaciyla kullanilmustir.
Harflerin farkli olmasi veriler arasinda istatistiksel bir ayrimi ifade etmektedir (P<0.05).

X + SX: Aritmetik ortalama + Standart hata

Ayni ortam derisiminde O. niloticus’ta solunga¢ dokusu GPX aktivitesi Uzerine
TiO2-NP’in siireye bagh etkileri Sekil 4.3’te gosterilmistir. Etkide kalma siiresi arttikca
TiO2-NP’in diisiik derisiminde anlamli bir degisim gostermeyen (P>0.05) GPX
aktivitesinde, yiiksek derisiminde anlamli olacak sekilde bir artis belirlenmistir
(P<0.05). 4 gunluk sureye oranla 14 gunlik sire sonunda 5.0 mg/L TiO,-NP ortam
derisiminde GPX aktivitesinde %117 diizeyinde bir artig saptanmastir.
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Sekil 4.3. O. niloticus’ta TiO,-NP’in belirli bir ortam derisiminde etkide kalma
siiresinin solunga¢ dokusu GPX aktivitesi iizerine etkisi. “#” isareti ayni derisimde
siireler arasinda istatistiksel ayrim oldugunu ifade etmektedir (P<0.05).

4.4. GST Aktivitesi

Belirli bir etkilesim siiresi sonunda O. niloticus’un solunga¢ dokusu GST
aktivitesi zerine TiO,-NP’in derisime bagl etkileri Cizelge 4.4’te gosterilmistir.
Denenen etki sdrelerinde kontrol grubuyla karsilastirildiginda GST aktivitesinin, 4
gunlik sire sonunda TiO,-NP’in diisiikk ve yiiksek derisimlerinde anlamli bir sekilde
arttigr belirlenmistir (P<0.05). Bu artis TiO,-NP’in ortam derisimleri arasinda da
istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05). Bu durum ortam derisimindeki artisa
bagli olarak GST aktivitesinin de arttigin1 gostermektedir. Son etkilesim siiresi sonunda
ise TiO2-NP’in 1.0 mg/L etkisinde onemli bir degisim gostermeyen (P>0.05) GST
aktivitesinde, yiiksek derisiminin etkisinde anlamli bir artis belirlenmistir (P<0.05).
GST aktivitesinin 4 ginlik siire sonunda 1.0 ve 5.0 mg/L TiO,-NP etkisinde sirasiyla
%44 ve %100 duzeyinde; 14 gunluk stre sonunda ise yiiksek ortam derisiminde %54

diizeyinde arttig1 saptanmuistir.
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Cizelge 4.4. O. niloticus’ta solunga¢ dokusu GST aktivitesi (U/mg protein) (zerine
TiO,-NP’in ortam derisimine bagl etkisi

4. Gln 14. Gin
DERISIM (mg/L) X + SX * X + SX *
0.0 11.68 + 0.83 x 11.41 +0.52 x
1.00 16.78 +0.76 y 12.02 + 0.69 x
5.00 23.40+0.49 z 1754+ 034y

*. X, y ve z harfleri belirli bir etki siiresinde derisimler arasindaki ayirimi gdstermek amaciyla
kullanilmustir. Harflerin farkli olmasi veriler arasinda istatistiksel bir ayrimi ifade etmektedir (P<0.05).

X + SX: Aritmetik ortalama + Standart hata

Ayni ortam derisiminde O. niloticus’ta solunga¢ dokusu GST aktivitesi izerine
TiO2-NP’in siireye baglt etkisi Sekil 4.4°te gosterilmistir. Etki sliresine bagli olarak
GST aktivitesinde TiO,-NP’in diisiik ve yiiksek derisimlerinde Onemli olacak sekilde
bir azalis bulunmustur (P<0.05). 4 gunlik etki siresine oranla 14 gunlik etki suresi
sonunda GST aktivitesinin, 1.0 ve 5.0 mg/L TiO,-NP’de sirasiyla %28 ve %25

dizeylerinde azaldig1 belirlenmistir
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Sekil 4.4. O. niloticus’ta TiO,-NP’in belirli bir ortam derisiminde etkide kalma
stiresinin solunga¢ dokusu GST aktivitesi lizerine etkisi. “#” isareti ayni derisimde
siireler arasinda istatistiksel ayrim oldugunu ifade etmektedir (P<0.05).

4.5. GR Aktivitesi

Denenen etki siireleri dikkate alindiginda O. niloticus’un solunga¢ dokusu GR
aktivitesi Uzerine TiO,-NP’in derisime bagl etkileri Cizelge 4.5’te verilmistir. Her iki
etkilesim siiresi sonunda da kontrol grubuyla karsilagtirildiginda 1.0 mg/L TiO2-NP’in
ortam derisiminde anlamli bir degisim gostermeyen (P>0.05) GR aktivitesinde, 5.0
mg/L TiO,-NP etkisinde 6nemli bir artis saptanmistir (P<0.05). TiO,-NP’in yuksek
derisiminde GR aktivitesinde, 4 ve 14 gunlik etki sureleri sonunda sirasiyla %47 ve

%93 dlizeylerinde bir artis belirlenmistir.
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Cizelge 4.5. O. niloticus’ta solunga¢ dokusu GR aktivitesi (U/mg protein) tUzerine TiO,-
NP’in ortam derigimine baglh etkisi

4. Gln 14. Gin
DERISIM (mg/L) X + SX * X + SX *
0.0 0.030 + 0.003 x 0.028 + 0.004 x
1.00 0.032 + 0.002 x 0.029 + 0.003 x
5.00 0.044 +0.003 y 0.054 + 0.006 y

*: x ve y harfleri belirli bir etki siiresinde derisimler arasindaki ayirimi géstermek amaciyla kullanilmustir.
Harflerin farkli olmasi veriler arasinda istatistiksel bir ayrim1 ifade etmektedir (P<0.05).

X + SX: Aritmetik ortalama + Standart hata

Ayni ortam derisiminde O. niloticus’ta solunga¢ dokusu GR aktivitesi izerine
TiO2-NP’in siireye bagl etkileri Sekil 4.5°te gosterilmistir. Belirli bir ortam derisiminde
etkide kalma siiresi uzadik¢a GR aktivitesi TiO,-NP’in yalnizca ylksek derisimin
etkisinde dnemli bir degisim gosterdigi saptanmistir (P<0.05). TiO,-NP’in 5.0 mg/L
ortam derisiminde GR aktivitesi siireye bagl olarak artis gostermistir. 4 gunlik sireye
oranla 14 glinltk stre sonunda TiO,-NP’in yiiksek ortam derisiminde GR aktivitesinde

%23 dlizeyinde bir artis belirlenmistir.
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Sekil 4.5. O. niloticus’ta TiO,-NP’in belirli bir ortam derisiminde etkide kalma
siiresinin solunga¢ dokusu GR aktivitesi ilizerine etkisi. “#” igareti ayni derisimde
siireler arasinda istatistiksel ayrim oldugunu ifade etmektedir (P<0.05).
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5. TARTISMA VE SONUC

Gunumuzde endastriyel ve teknolojik alanlarda ¢ok hizli gelismeler
yasanmaktadir. Ozellikle de yaklasik 60 yillik bir tarihi ve yenilik¢i bir alan olan
nanoteknolojide her gecen giin hayatimiza yeni nano-urunler girmektedir. Sagliktan
kozmetige kadar bir¢ok alandaki kullanimina bagli olarak nano-mucize olarak gorulen
bu nanomaddeler aslinda agir metaller ve pestisitler gibi geleneksel ve bilinen
Kirleticiler kadar ¢evrede ciddi problemlere neden olmaktadir.

Yapilan calismalarda metal ve metal oksit nanopartikiillerin su canlilarindan
karasal organizmalara kadar bir¢cok canli grubunda ve hatta insanlarda bile DNA hasari,
oksidatif stres ve inflamasyon gibi ¢esitli saglik sorunlarina neden oldugu
belirtilmektedir. Nanopartikiillerin bu etkileri disinda artan derisim ve etki siirelerine
bagli olarak mortaliteye neden olacagi da ifade edilmektedir. Nanometallerin pg/L
ortam derisimlerinde bile baliklar i¢in letal olabilecegi vurgulanmaktadir. Yapilan bir
calismada D. reriro’da 48 saat LCsy degeri sadece Cu metali i¢in 1.78 mg/L; Cu-NP
icin ise 0.71 mg/L oldugu bulunmustur (Shaw ve Handy 2011). Bu durum geleneksel
metal kirliligine oranla nanometallerin daha toksik olabilecegini gostermektedir.
Nanopartikillerin oldiiriicii etkilerinin yani sira baliklarda oksidatif stres, Na'/K"-
ATPaz enzim inhibisyonu, dokularda iz element dagilimi ve solunum toksisiteleri gibi
subletal etkilere neden olabilecegi de belirtilmektedir. Ayrica bu partikillerin baliklarin
solungag, karaciger, bagirsak ve beyin gibi farkli dokularinda patolojik durumlara neden
oldugu da gosterilmistir (Shaw ve Handy 2011). Sunulan ¢alismada 5.00 mg/L TiO,-NP
etkisinde ve 14 gunlik stre sonunda O. niloticus’ta mortalite gézlenmemistir. Bununla
birlikte solunga¢ dokusu antioksidan enzim aktivitelerinde dnemli degisimler bu metal
oksit partikullerin etkisinde belirlenmistir. O. niloticus’ta TiO,-NP etkisinde mortalite
gbézlenmemesi bu baliklardaki giiclii detoksifikasyon ve savunma mekanizmasina ve
TiO2-NP’ye kars1 adaptasyon yetenegine bagli olabilir. Caligmamizla paralel olarak
Abdel-Khalek vd. (2015) yaptiklar1 ¢alismalarinda da 28 gun sureyle 0.09 g/L Zn-NP
etkisine birakilan O. niloticus’ta mortalite gozlenmemistir.

O. niloticus agir metal ve pestisitler gibi cesitli kirleticilere karsi oldukga
dayanikli bir tiirdiir. Bircok alan ve laboratuvar ¢alismalarinda bu baliklarin

toksikantlara uyum yeteneklerine bagli olarak yogun kirliligin bulundugu ortamlarda
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bile yasamlarini siirdiirebildikleri gozlemlenmistir. Gili¢li bir immiin sistemleri
bulunmakta ve bu da hastaliklara kars1 bu baliklarin direngli olmasini saglamaktadir. Bu
direncli-dayanikli yapilarinin yani sira yetistiriciliginin kolay olmasi, diinyada en fazla
kilturd yapilan tatli su baliklarindan birini ve insanlarin da besinini olusturdugundan O.
niloticus, kirleticilerin akuatik organizmalar {izerine etkilerinin arastirildig1 ¢caligmalarda
bir model organizma olarak siklikla kullanilmaktadir. Sunulan bu ¢aligmada da bu
biyolojik ve ekolojik ©Onemlerinde dolayr O. niloticus arastirma materyali olarak
secilmistir.

Baliklar sudaki toksikantlari en ¢ok solungaglar1 araciligiyla viicuda
almaktadirlar. Solungaglar baliklarin solunum, iyon regiilasyonu ve asit-baz dengesinde
onemli roller oynamaktadir. Bu dokular ayrica bosaltima da yardimci olarak viicuttan
artiklarin atilmasinda da islevseldir. Sularda havaya oranla oksijen diizeyi yaklasik 40
kat daha az bulunmaktadir. Bu ¢ok az olan oksijenden viicudun gereksinim duyulan
miktarlarinin karsilanmasi igin balik solungaglart bazi 6nemli uyum mekanizmalari
gelistirmistir. Bunlardan en 6nemlileri ¢ok genis bir ylizey alanina sahip olmalar1 ve
kilcallarda akan kan ile suyun akig yoniiniin ters olmasidir. Bu 6zellikler ayn1 zamanda
sudaki Kirleticilerin organizmaya hem girisini kolaylastirmakta hem de fazla miktarlarda
alinmasimi saglamaktadir. Balik dokular igerisinde solungaclar, suyla dogrudan temas
halinde olmasi ve toksikantlar i¢in viicudun ilk alinim bdolgelerini olusturmalarindan
dolay1 Kirleticilerden en fazla etkilenen doku olarak ifade edilmektedir. Bu nedenlerden
dolay1 da sunulan bu g¢alismada solunga¢ dokular1 nanopartikiillerin toksik etkilerinin
degerlendirilmesinde hedef doku olarak secilmistir.

Nanopartikiil ya da nanomalzemelerin biyolojik sistemler (zerine olan
toksisiteleriyle ilgili ¢alismalar son yillarda ivme kazanmistir. GUnimizde
ekotoksikologlar nanopartikiill toksisitesi ve patolojisi iizerine yogunlagmis
durumundadirlar (Moore 2006). Bu alandaki ¢aligsmalarda dikkatler daha ¢ok metal (Au,
Ag, Cu ve Ni) nanopartikilleri ve metaloksit (TiO,, ZnO, Fe,03, Fe304, CuO, CeO,,
SiO; ve Al,O3) nanopartikullerine verilmistir (Menard vd. 2011). Nanopartikiller
potansiyel akuatik kirleticiler olarak ifade edilmektedir. Endustriyel triin ve atiklar gibi
cesitli yollardan su ortamlarina ulasabilmektedirler. Nanoteknoloji endiistrisinin
gelisimindeki hizina bagli olarak bu partikiillerin akuatik ortamlara giris miktarlarinda

da artis olmaktadir (Moore 2006). Ultra diisik boyutlu bu partikillerin bircok
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oksiradikallerin dogrudan yada dolayli olarak olusumunu saglayabilmektedir. Bu
oksiradikaller de DNA, protein ve membranlarda hiicresel hasarlara neden olmaktadir
(Brown vd. 2001). Ayrica ¢ogu nanopartikiillerin gecis metallerine ve organik kimyasal
Kirleticilere baglanma ilgisinin, bu partikiillerin toksik etkisini arttirict bir etkiye neden
oldugu da belirtilmektedir (Cheng vd. 2004). Yine bu partikullerin viicuda ve hiicrelere
dogrudan ve kolaylikla girebilmeleri daha yiksek toksik etkiler gostermesine neden
olmaktadir (Berry vd. 2004) .

TiO,-NP boyalarda, giines kremlerinde, kozmetiklerde, kondansatorlerde, yap1
materyallerinde, hava temizlenmesinde, ¢esitli kaplama malzemesinde, anti-bakteriyal, -
viral, -alg ve -fungus olarak ve spor ekipmanlarinda yaygin bir sekilde kullanildigindan
(Shaw ve Handy 2011) her gecen giin su ortamlarindaki diizeyleri artmaktadir. Bu
nanopartikiillerin baliklarda stperoksit anyonu, hidroksil radikali ve hidrojen peroksit
gibi ROT’nin iretimine neden oldugu belirtilmektedir (Federici vd. 2007). Bu
ROT’larda hiicrelerin biyomolekiillerine ve yapisal bilesenlerine saldirarak hicre ici
homeostaziyi bozmakta ve sonucta da oksidatif stresi ortaya ¢ikarmaktadirlar. Bu strese
kars1 hiicreler kendilerini antioksidan savunma sistemleriyle korumaktadirlar. SOD,
CAT, GST, GPX ve GR oOnemli antioksidanlar olup ROT’larin olusumu yada
uzaklastirilmasi siireclerinde etkin rolleri bulundugundan biyolojik agidan ¢ok 6nemli
enzimlerdir.

Cevresel kirleticilerin etkilerinin biyobelirtecleri olarak bir¢cok biyokimyasal ve
fizyolojik parametreler kullanilmaktadir. Biyobelirtecler geleneksel ve bilinen
kirleticiler de oldugu gibi su ortamindaki nanopartikiillerin alinim, biyolojik
bulunurlugu ve zararli etkilerinin degerlendirmek icin de kullanilmaktadir (Wels vd.
2001, Moore vd. 2004). Biyobelirtecler oksidatif hasar, antioksidan savunma sistemi
etkinligi ile doku ve hiicre patolojisini gosteren belirteclerdir (Livingstone vd. 2000).
Birgok arastirici nanopartikiillerin etkisinde antioksidan enzimlerin aktivitelerinde
onemli degisimlerin meydana geldigini  belirlediklerinden bu  enzimlerin
nanopartikiillerin  toksik etkilerinin degerlendirilmesinde biyobelirte¢ler olarak
kullanilabilecegini belirtmektedir (Xiong vd. 2011, Abdel-Khalek vd. 2015, Afifi vd.
2016). Sunulan ¢alismada da TiO2-NP’nin ortam derisimi ve etkilesim siiresine bagl
olarak O. niloticus’un solunga¢ dokusundaki CAT, SOD, GPX, GST ve GR enzim

aktivitelerinde ©6nemli degisimlerin oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde oOnceki
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calismalarda da nanopartikiil ¢esidine, balik tiiriine, ortam derisimi ve etkilesim
peryoduna bagli olarak antioksidan enzim aktivitelerinde anlamli azalis veya artiglar
rapor edilmistir (Lee vd. 2012, Varela-Valencia vd. 2014, Abdel-Khalek vd. 2015).

SOD ve CAT oksidatif hasara karsi hiicrelerin ilk savunma hatt1 olarak biyolojik
sistemlerin korunmasi agisindan 6nemli enzimlerdir. Bu enzimlerden SOD hiicre
bilesenlerine ciddi zarar veren radikallerden bir olan superoksit anyonuna; CAT ise
radikal olamayan ama hiicreler icin en tehlikeli radikal olan hidroksil radikaline
doniisme potansiyeli yiksek olan hidrojen perokside etki ederek bu ROT’larin zararl
etkilerinden hiicreleri koruyan antioksidandirlar. Nanopartikiller baliklarin SOD ve
CAT enzim aktivitelerinde degisiklige neden olmaktadirlar.

SOD oksiradikaller ile ugrasan ilk enzim olarak ifade edilmektedir. Bu enzim
kirletici stresine karsi olduk¢a duyarli oldugundan ¢evresel kirliligin indiikledigi
oksidatif stresin erken uyarici bir belirteci olarak kullanilmaktadir. SOD aktivitesindeki
azalislarin hiicrelerin serbest radikallerin temizlenme yeteneginin bir gostergeci
olabilecegi ve antioksidan savunma sisteminin ROT’lar tarafindan etkisizlestirildigini
gosterebilecegi ifade edilmektedir (Vander vd. 2003). Sunulan g¢alismada da O.
niloticus’un solunga¢ dokusu SOD aktivitesinin TiO,-NP’nin diisiik ve yiiksek ortam
derisimlerinde 4 giinliik siire sonunda anlamli bir azalis gosterdigi belirlenmistir. TiO5-
NP’nin toksik etkilerinin bir sonucu olarak SOD enzim aktivitesinin azalmis olabilecegi
ve bu enzim aktivitesindeki azalislarin sonucunda da slperoksit anyon radikalinin
uzaklastirilmamasina bagli olarak dogrudan ya da dolayli yollardan hicre ve
bilesenlerin bu radikalden olumsuz etkilenebilecegi diisiiniilmektedir. Calismamizla
paralel olarak 0.09 g/L Zn-NP etkisine farkl: siirelerle birakilan O. niloticus’ta solungag
dokusu SOD aktivitesi 28 giinliik siire sonunda bir azalis géstermistir (Abdel-Khalek
vd. 2015). Yine baska bir ¢alismada geleneksel bir kirletici olan insektisitlerin etkisinde
de O. niloticus’un karaciger dokusu SOD enzim aktivitesinin azaldigi belirlenmistir
(Tutus 2006). Arastirici toksikantlarin etkisinde SOD aktivitesindeki azalislarin,
stperoksit anyonunun toksik etkilerine karsi hicrelerin daha duyarli hale
getirebilecegini belirtmektedir. Keza Yonar ve Sakin (2011) de kirleticilerin etkisinde
SOD aktivitesindeki azaliglarin bu ksenobiyotiklerin hiicresel toksisitesine bagli olarak

olusan oksidatif stresle agiklanabilecegini ifade etmislerdir.
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Onceki ¢aligmalarda da metal ya da metaloksit bazli nanopartikiillerin etkisinde
SOD enzim aktivitesinde anlamli azaliglar rapor edilmistir. Linhua vd. (2009) yaptiklar
laboratuvar ¢alismalarinda 100 ve 200 mg/L TiO,-NP etkisinde C. carpio’nun solungac,
karaciger ve beyin dokusu SOD aktivitesinde ©nemli azalislar belirlemislerdir.
Arastiricilar azalan SOD aktivitesinin, siiperoksit anyon radikalinin diizeylerinde
artiglara bunun da azalan bir antioksidan savunma potansiyeline neden olacagini
vurgulamiglardir. Yine Xiong vd. (2011) de 50 mg/L TiO,-NP 96 saatlik kisa dénemli
etkilesim stiresi sonunda D. rerio’da karaciger SOD aktivitesinde azaliglarin oldugunu
rapor etmiglerdir. Bagka bir ¢alismada ise 4 mg/L Ag-NP etkisini takiben O. niloticus ve
T. zillii tiirti baliklarin beyin dokusu SOD aktivitesi azalis gostermistir (Afifi vd. 2016).

CAT aktivitesindeki degisimlerde SOD aktivitesinde oldugu gibi kirleticilerin
oksidatif toksisitesinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Sunulan arastirmada O.
niloticus’un solunga¢ dokusu CAT aktivitesi, TiO2-NP’nin 1.0 mg/L ortam derisiminde
her iki etki stresi sonunda azalig gosterirken; 5.0 mg/L ortam derisiminde 4 giinliik siire
sonunda azalis, 14 giinliik siire sonunda ise artis gostermistir. CAT enzim aktivitesinde
Ozellikle de ilk etki siiresi sonundaki azaliglarin SOD aktivitesindeki azalisla iliskili
olabilecegi diisliniilmektedir. Ciinkii azalan SOD aktivitesine bagli olarak hiicre i¢inde
artan superoksit anyonunun CAT enzim aktivitesini inhibe edebilecegi belirtilmektedir
(Ballesteros vd. 2009). CAT aktivitesindeki artiglar ise H,O,’ye karsi bir adaptasyon
yanitin1 gosterebilir. Tutus (2016), toksikantlarin etkisinde azalan CAT aktivitesinin
artan superoksit anyonunun toksik etkisinin bir sonucu; bununla birlikte bu enzim
aktivitesindeki artiglarin ise antioksidan savunma yaniti olarak olustugunu ifade
etmektedir. Calismamizla benzer sonuglar Linhua vd. (2009) yaptiklari arastirmalarinda
da TiO,-NP’nin farkli ortam derisimlerinin etkisinde C. carpio’da rapor edilmistir.
Arastiricilar  sazanlarin  solungag ve karacigerlerinde TiO,-NP’nin diisiik ortam
derisimlerinde baslangigta azalan CAT aktivitesinin etkisi siiresinin uzamasiyla arttigini
belirlemislerdir.

Farkli balik tiirleri ile yiirtitiilen ¢alismalarda nanopartikllerin etkisinde CAT
enzim aktivitesinde azalis ve/ve ya artislar rapor edilmistir. Zhu vd. (2008) C. carpio’da
karbon nanopartikiillerinin etkisinde diisiik ortam derisimlerinde ve 32 gunlik etki
stiresi sonunda CAT enzim aktivitesinde anlamli azalislar saptamislardir. Baska bir

calismada da TiO,-NP ve ZnO-NP’nin D. rerio’nun dokularinda CAT enzim
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aktivitelerinde azaliglara neden oldugu belirlenmistir (Xiong vd. 2011). Afifi vd. (2016)
yaptiklar laboratuvar ¢aligmalarinda Ag-NP etkisinde artan ROT tiretimine bagl olarak
O. niloticus ve T. zilli'de CAT enzim aktivitesinin azaldigin1 rapor etmislerdir.
Alkaladi vd. (2014) de 1 ve 2 mg/L ZnO-NP etkisinde O. niloticus’ta solunga¢ ve
karaciger dokularinda CAT aktivitelerinin azaldigini gostermislerdir. 0.09 g/L Zn-NP
etkisine birakilan O. niloticus’ta 7 ve 14 gunluk sireler sonunda solungag ve karaciger
CAT enzim aktivitesinde anlamli artislar belirlenmistir (Abdel-Khalek vd. 2015).
Varela-Valencia vd. (2014) 3, 6, 12 ve 24 saat sureyle 0.1, 1.0, 10.0 mg/L TiO,-NP’nin
intraperitonal  enjeksiyonu sonrasinda O. niloticus’ta karaciger CAT gen
ekspresyonlarinin arttigini rapor etmislerdir.

Hucreleri oksidatif stresin zararli etkilerine kars1 korumada ¢ok onemli rolleri
olan GSH’1n hiicre i¢i diizeylerinin korunmasi organizmanin sagligi acisinda oldukca
onemlidir. GST, GPX ve GR hiicre i¢gi GSH metabolizmasinda ve diizeylerinin
korunmasinda gorevli enzimlerdir. Bu enzimler bu tripeptidi bazen substrat bazen de
kofaktor olarak kullanarak oksidatif hasardan hiicreleri korumaktadirlar.

GST o6nemli  bir detoksifikasyon enzimi olup  ksenobiyotiklerin
biyotransformasyonunda GSH’1 bir substrat olarak kullanmaktadir. GST’nin g¢esitli
kirleticilerin detoksifikasyonunda kritik bir rol oynadigi ve boylelikle ROT’larin neden
oldugu oOrnegin DNA hasar1 gibi toksik etkilere karsi hiicreleri korudugu
belirtilmektedir (Salinas ve Wong 1999). Bu nedenle bu enzim aktivitesi hucrelerin
toksikantlar1 detoksifiye etme yeteneklerinin ve oksidatif stresin degerlendirilmesinde
yararlt bilgiler verdigi vurgulanmaktadir (Hayes ve Strange 1995). Sunulan bu
calismada O. niloticus’un solunga¢ dokusu GST aktivitesinin, TiO,-NP’nin diisiik
ortam derisiminde 4 giinliik; yiiksek ortam derisiminde ise hem 4 hem de 14 giinliik
sire sonunda arttig1 belirlenmistir. GST aktivitelerinin bir detoksifikasyon yanit1 olarak
TiO2-NP’nin  toksik etkilerini noétralize etmek icin arttigi  diistiniilmektedir.
Calismamizla paralel olarak Lee vd. (2012) 25, 50, 100 ve 200 pg/L Ag-NP etkisine
birakilan C. carpio’da karaciger dokusu GST aktivitesinin 96 saatlik etkisi siiresi
sonunda onemli diizeylerde arttigini1 saptamislardir. Arastiricilar enzim aktivitesindeki
artiglarin bu metal bazli nanopartikiiliin toksik etkilerinin 6nlemesinde yararli oldugunu
belirtmislerdir. Firat (2016) da yaygin bir kirletici olan civanin 0.01 ve 0.1 ppm ortam

derisimlerinin etkisine 7 ve 21 giinliik siireler ile birakilan O. niloticus’ta solunga¢ ve
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karaciger dokulari GST aktivitelerinin anlamli olacak sekilde arttigini belirlemistir.
Arastirict artan GST aktivitelerinin metalin oksidatif stresine bir adaptasyon yaniti
sonucunda olustugunu ve boylelikle bu toksikantin toksik etkilerinin nétralize edildigini
vurgulamistir. Calismamizla benzer sonuglara Varela-Valencia vd. (2014) yiiriittiigi
calismada da ulasilmistir. Arastiricilar O. niloticus’ta 0.1, 1.0 ve 10 mg/L TiO2-NP’nin
3, 6, 12 ve 24 saatlik intraperitonal enjeksiyonu sonucunda karaciger doku GST gen
ekspresyonunun genel olarak arttigini rapor etmislerdir. Monteiro vd. (2010)
Kirleticilerin etkisinde balik dokularinda artan GST aktivitesinin oksidatif stres hasarinin
onlenmesinde 6nemli oldugunu ifade etmislerdir.

Farkl1 organizma gruplarinda nanopartikiillerin GST enzim aktivitelerin artislara
neden oldugu gosterilmistir. Lorenco (2012) TiO,-NP’nin farkli ortam derisimlerinin
etkisine birakilan Carassius auratus’ta solungag, karaciger ve bagirsak dokulari GST
aktivitelerinin o6zellikle de 10 ve 100 mg/L ortam derisimlerinde ve 7 ve 14 giinliik
stireler sonunda 6nemli diizeylerde arttigini saptamistir. Su besin zincirinin énemli
ogeleri olan D. magna (Kim vd. 2010) ve D. pulex (Klaper vd. 2009) ile yiratilen
calismalarda TiO,-NP’nin farkli ortam derisimlerinin etkisinde GST enzim aktivitesinin
bu nanopartikiliin toksik etkilerine bir yanit olarak arttigi belirlenmistir. Chae vd.
(2009) de Ag-NP’in O. latipes baliklarin karaciger dokusunda GST enziminin gen
ekspresyonunu arttirdifini  ve bu artisin  bu metal bazli nanopartikiiliin
detoksifikasyonunda ya da bu toksikanta karsi hiicresel savunmada 6nemli oldugunu
belirtmislerdir.

GPX, indirgeyici ajan olarak GSH’1 kullanarak hidrojen peroksit ve organik
hidroperoksitleri detoksifiye etmektedir (Halliwell and Gutteridge 1998). Bdylelikle
GPX enzimi, hiicreleri bu toksik molekillerin zararli etkilerinden korumada kritik bir
rol oynamaktadir (Vinodhini ve Narayanan 2009). Bu arastirmada O. niloticus’un
solunga¢ dokusu GPX aktivitesi TiO,-NP’in yiiksek ortam derisiminde 4 ginlik stre
sonunda azalig; 14 giinliik siire sonunda ise artis gostermistir. Azalan GPX enzim
aktivitesinin TiO2-NP’in enzim {izerine olan dogrudan yada hiicre i¢i GSH diizeylerini
azaltmasia bagli olarak dolayli toksik etkisi ile iliskili olabilecegi ongorilmektedir.
Calisma sonuglarimizla uyumlu olarak Afifi vd. (2016) de O. niloticus ve T. zilli ile
yuriittiikkleri ¢aligmalarinda beyin dokusu GPX aktivitesinin 4 mg/L Ag-NP etkisinde

anlaml olacak sekilde azaldigi belirlenmistir. Arastiricilar bu enzim aktivitesinin GSH

43



diizeyleriyle iligkili oldugunu ve metal-nanopartikillerinin toksik etkileri sonucunda
azalan GSH miktarlarina bagli olarak bu enzim aktivitesinin azalmis olabilecegini
belirtmislerdir. Ali ve Ali (2015) baska bir metaloksit nanopartikiil olan CuO-NP
etkisinde tatli su salyangozu Lymnea luteola’da GPX enzim aktivitesinin bu
nanopartikiiliin toksisitesi sonucunda azaldigini saptamislardir.

Calismamizda TiO,-NP etkisinde artan GPX enzim aktivitesi ise bu
nanopartikilin indiikledigi H,O, ve/veya hidroperoksitlere karsi bir savunma yaniti
olarak meydana gelmis olabilir. Abdel-Khalek vd. (2015) de benzer sekilde O.
niloticus’un solungag¢ ve karaciger GPX aktivitelerinin Zn-NP’in etkisinde 7, 14 ve 28
gunlik sdreleri sonunda arttigin1  belirlemislerdir.  Arastiricilar  GPX  enzim
aktivitesindeki artislarin serbest radikallerin temizlenmesinde ve cesitli tiirlerdeki
peroksit molekiillerinin zararli etkilerinin nétralize edilmesinde 6nemli oldugunu
belirtmislerdir. Yine bagka arastirmalarda da yaygin kirleticiler olan agir metallerin
etkisinde ¢esitli balik tiirlerinde GPX enzim aktivitelerinin bir adaptasyon yanit1 olarak
ve hiicresel bilesenlerin 6zellikle de lipid peroksidasyonuna karsin hiicre zarlarinin
korunmasinda arttig1 rapor edilmistir. Ornegin; O. niloticus’ta civa (Firat 2016), C.
carpio’da Cd, Pb ve Cr (Vinodhini ve Narayanan 2009) ve Dicentrarchus labrax, Solea
senegalensis ve Pomatoschistus microps’ta Cu, Zn, Pb ve Cr etkisinde (Ahmad vd.
2008) GPX enzim aktiviteleri anlamli artiglar gostermistir.

GR oksidatif hasara kars1 ilk savunma hattin1 saglayan bir baska antioksidan
enzimdir (Cnubben vd. 2001). Bu enzim aktivitesi GSH’m sitosolik
konsantrasyonlarinin korunmasinda islevseldir. GR aktivitesindeki artiglarin oksidatif
stresin potansiyel bir biyokimyasal belirteci oldugu ifade edilmektedir (Cazenave vd.
2006). Sunulan bu arastirmada da O. niloticus’un solunga¢ dokusundaki GR enzim
aktivitesinin yiksek TiO,-NP ortam derisiminin etkisinde 4 ve 14 gunlik slreler
sonunda arttig1 belirlenmistir. Bu enzim aktivitesinin TiO2-NP etkisinde artan ROT
olusumuna bagli olarak meydana gelen oksidatif stresle bas etmek icin artmis
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica artan GR aktivitesine bagli olarak okside
glutatyondan rediikte glutatyonun olusumunun oksidatif toksisite ile miicadelede
biyolojik agidan 6nemli olabilecegi 6ngorulmektedir. Arastirma sonuglarimiza benzer
sonuglar Ramesh vd. (2013) tarafindan 7 giin siireyle 2.5 ve 5.0 mg/L SiO,-NP ortam

derisimlerinin  etkisine birakilan zebra baliginin dokularindaki oksidatif stres
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parametrelerini  inceledigi  ¢aligmalarinda da  bulunmustur.  Arastiricilar  bu
nanopartikilun etkisinde D. rerio’nun &zellikle de karaciger ve solunga¢ dokularindaki
GR enzim aktivitelerinin bir oksidatif stres yaniti olarak arttigini ifade etmislerdir.
Ribeiro vd. (2015) de metal-nanopartikillerin etkisinde oksidatif stresin olumsuz
etkilerini notralize etmek icin gerekli GSH diizeylerinin korunmasi amaciyla GR enzim
aktivitesinin artig olabilecegini belirtmislerdir. Baska bir ¢alismada da 0.5 ve 5.0 mg/L
CuO-NP’in etkisine birakilan O. mossambicus’ta karaciger GR aktivitesinin arttigi
saptanmustir (Villarreal vd. 2014).

Nanopartikiilleri de igeren c¢esitli cevresel kirleticilerin farkli organizma
gruplarinda GR enzim aktivitesinde artiglara neden oldugu onceki c¢alismalarda
gosterilmistir. Sequero (2014) giimiis nanopartikiillerin balik hiicreleri tizerine toksik
etkilerini inceledigi in vitro ¢alismasinda Ag-NP’in D. rerio’da karaciger hepatosit
hiicrelerinde GR enzim aktivitesini arttirdigini rapor etmistir. Farkli derisimlerde TiO;-
NP etkisine birakilan Xenopus laevis Afrika pengeli kurbagasi embriyolarinda 6zellikle
de yiiksek ortam derisimlerinde GR enzim aktivitesinde anlamli artiglar belirlenmistir
(Birhanli vd. 2014). Karbamat tirl insektisit olan methomyl etkisinde O. niloticus
karacigerinde (Meng vd. 2014) ve organofosfat insektisit olan methyl parathion
etkisinde ise Poecilia reticulata baliklarmin solunga¢ ve karaciger dokularindaki
(Sharbidre vd. 2011) GR aktiviteleri artis gostermistir. Kumari vd. (2014) Cr
etkilesimini takiben Labeo rohita baliklarin solungag, karaciger, beyin ve kas
dokularindaki GR enzim aktivitelerinde genel olarak bir artis saptamiglardir.

Sonug olarak sunulan ¢aligmada O. niloticus’un solunga¢ dokusu antioksidan
enzim aktivitelerinin TiO,-NP’den etkilendigi belirlenmistir. SOD, CAT, GST, GPX ve
GR enzim aktivitelerinde belirlenen artis ve/veya azalislarin TiO2-NP’in diisiik ortam
derisimlerine oranla yiiksek ortam derisimlerinde ve etki siiresinin de uzamasina bagl
olarak daha fazla oldugu gozlenmistir. Baliklarin 6nemli metabolik dokusu olan
solungaglarin bu nanopartikiilden olumsuz etkilendigi ve bu nedenle solungaglarin
TiO2-NP’in toksik etkilerinin degerlendirilmesinde hedef doku olarak kullanilabilecegi
vurgulanabilir. Solungaclarin suyla dogrudan temas halinde olmas1 ve sudaki
toksikantlar i¢in ilk alinim bdolgesi olmasina bagli olarak bu nanopartikilin olumsuz

etkisine daha acik hale gelmis olabilir.
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Nanoteknolojideki gelismeler ve nanomateryallerin giinliik yasantimizda artan
kullanimlarina bagli olarak akuatik ortamlarin gittikge artan kirlilik yiikii hem bu
ekosistemlerin canli gruplarinin hem de onlarla beslenen insanlarin sagligi i¢in diinya
capinda bir endise kaynagi olmaya baslamistir. Bu nanopartikiillerin ¢ok diisiik
boyutlarina ragmen biiyilkk ekolojik sorunlara neden olmast bunlarin dikkatle
incelenmesi ve bu alandaki ¢aligmalarin da daha fazla ivme kazanmasi gerektigini
diistindiirtmektedir. Ne yazik Ki nanotoksisite alanindaki arastirmalar hentiz yeterli
diizeyde degildir. Ozellikle de geleneksel ve bilinen Kirleticiler olarak kabul edilen agir
metaller ve pestisitlerle karsilastirildiginda nanotoksisite c¢alismalarin oldukg¢a sinirh
oldugu goriilmektedir. Sunulan c¢alismada metaloksit bazli nanopartikiillerin toksik
etkileri ortaya ¢ikarilmistir. TiO,-NP etkisinde O. niloticus’ta genel olarak artan GST
ve GR aktiviteleri, azalan SOD aktivitesi ile etkilesim silirecinin basinda azalan daha
sonra da artan CAT ve GPX aktivitelerinin olasilikla bu nanopartikiiliin etkisinde olusan
ROT’larla ve sonugta da oksidatif stresle iliskili olabilir. Bu sonuglar TiO,-NP’in
antioksidan savunma sistemlerini etkiledigini ve bu nedenle de oksidatif strese neden
olan bir nanotoksik ajan olarak dikkate alinmasi gerektigini gostermektedir. Son olarak
aragtirma  sonuclarimiza  dayali  olarak  TiO,-NP’in  toksik  etkilerinin
degerlendirilmesinde solungaclarin hedef doku ve antioksidan enzimlerin de

biyokimyasal belirtegler olarak kullanabilecegi vurgulanabilir.
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