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BAKIR SULFAT VE BAKIR NANOPARTIKULLERININ Oreochromis
niloticus’TA HEMATOLOJI, PLAZMA BiYOKIMYASI VE DOKU
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Sunulan ¢aligmada bakir siilfat (CuSOj4) ve bakir oksit nanopartikiillerin (CuO-
NP) toksik etkileri Oreochromis niloticus’ta fizyolojik ve biyokimyasal biyobelirtecler
kullanilarak degerlendirilmistir. Bu amagla baliklar 4 ve 21 giinliik siirelerle 0.05 mg/L
CuSO4 ve CuO-NP’nin etkisine birakilmig ve hematolojik, plazma biyokimyasal ile
solunga¢ ve karaciger oksidatif stres parametreleri Ol¢iilmiistiir. Her iki bakir
formunun etkisinde eritrosit sayisi ile hemoglobin ve hematokrit diizeyleri azalirken
(P<0.05); 16kosit sayis1 dnemli bir degisim gdostermemistir (P>0.05). CuSO4 ve CuO-
NP plazma alanin aminotransferaz, aspartate, aminotransferaz ve alkalen fosfataz
enzim aktiviteleri ile kortizol ve glukoz diizeylerini arttirmistir (P<0.05). Hem CuSO4
ve hem de CuO-NP etkisinde siiperoksit dismutaz ve katalaz aktivitesinde karaciger
ve solunga¢ dokularinda glutatyon peroksidaz aktivitesinde ise karacigerde azalig
belirlenmistir (P<0.05). Test edilen bakir formlarina yanit olarak glutatyon rediiktaz
ve glutatyon-S-transferaz aktivitesi 4. giinde her iki dokuda artig 21. giinde ise
karacigerde azalis gostermistir (P<0.05). Hem solungag¢ hem de karacigerde CuSOs ve
CuO-NP, glutatyon diizeyinde 4. giinde artis 21. giinde azalisa; malondialdehit
diizeylerinde ise son etkilesim siiresi sonunda artisa neden olmustur (P<0.05). Sonug
olarak sunulan arastirma her iki bakir formunun da O. niloticus i¢in hematoksik
oldugunu ve dokularda oksidatif strese yol a¢tigimi gostermektedir. Arastirma
sonuglarimizi dikkate aldigimizda O. niloticus’ta CuSO4 ve CuO-NP nin benzer toksik
etkiler gosterdigi; bununla birlikte, CuO-NP’nin toksik etkilerinin biraz daha fazla
oldugu ifade edilebilir.

Anahtar Kelimeler: Oreochromis niloticus, Bakir Silfat, Bakir Oksit
Nanopartikiilleri, Hemato-biyokimyasal Parametreler, Antioksidanlar
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In the presented study, toxic effects of copper sulphate (CuSO4) and copper
oxide nanoparticles (CuO-NP) were evaluated using physiological and biochemical
biomarkers in Oreochromis niloticus. For this purpose, fish were exposed to 0.05 mg
/ L CuSO4 and CuO-NP for 4 and 21 days, and parameters of hematological, plasma
biochemical, gill and liver oxidative stress were measured. Under the effect of both
copper forms while the erythrocyte number and hemoglobin and hematocrit levels
decreased (P<0.05); leukocyte number count did not change significantly (P>0.05).
CuSOs and CuO-NP increased plasma alanine aminotransferase, aspartate
aminotransferase and alkaline phosphatase enzyme activities and cortisol and glucose
levels (P<0.05). Under both CuSO4 and CuO-NP effects it was determined decreases
in superoxide dismutase and catalase activity of liver and gill tissues and in the liver
glutathione peroxidase activity (P<0.05). In response to the tested copper forms,
glutathione reductase and glutathione-S-transferase activity increased in both tissues
at 4 days and decreased in the liver at 21 days (P<0.05). In both gill and liver CuSO4
and CuO-NP caused elevation at 4 days and decline at 21 days in glutathione levels,
however, they increased malondialdehyde levels at the end of the exposure period
(P<0.05). Consequently, the present study shows that both copper forms are hematoxic
to O. niloticus and cause oxidative stress in tissues. When we consider our research
results, it can be stated that CuSO4 and CuO-NP show similar toxic effects in fish;
however, the toxic effects of CuO-NP are slightly more in O. niloticus.

Key Words: Oreochromis niloticus, Copper Sulphate, Copper Oxide
Nanoparticles, Hemato-biochemical Parameters, Antioxidants
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1. GIRIS

Denizler ve nehirler gibi ¢ogu aquatik ortamlar dogal ve antropojenik
kaynaklardan gelen kirleticiler tarafindan kirletilmektedir. Son yillarda aquatik
ortamlar iizerine agir metallerin etkileri ciddi bir sorun haline gelmistir ve bu metaller
sucul ekosistemlerdeki esas Kirleticiler olarak dikkate alinmaktadir [1]. Ozellikle de
endiistriyel ve tarimsal atiklarin olusumuna neden olan niifus ve insan aktivitesindeki
arttg sucul ortamlara giren kirletici diizeylerini de arttirmaktadir ki bu kirlilik sucul
organizmalar lizerinde ciddi toksik etkilere neden olmaktadir [2]. Bu tehlikeli
kimyasallarin suya siirekli girisi sucul ortamlarin kalitesini bozmakta ve sucul
organizmalar i¢in uygun olmayan yasam ortamlart olusturmaktadir [3].

Cu, Cd, Pb, Zn ve 6zellikle de CuO gibi tehlikeli kirleticiler baliklarda zararli
etkilere neden olmaktadir [4]. Bununla birlikte aquatik hayvanlarin biyolojik
sistemlerinde 6zellikle de homeostazisinin korunmasinda kritik bir rol oynayan baslica
elementlerden biri bakirdir ve bu metalin konsantrasyonlarindaki degisimler bazi
fizyolojik ya da biyokimyasal etkilere neden olabilmektedir [5]. Bakir baliklarda
metallothionein sentezi, bazi organlarin histopatolojisi ve kan kimyasi {izerine ¢esitli
fizyolojik etkilere sahiptir [6].

Bakir hemoglobin sentezi, kemik olusumu gibi birgok metabolik fonksiyonlar
icin gerekli olup bircok enzimin de yapisal bilesenidir [7]. Bakir hiicresel
metabolizmada merkezi bir rol iistlenen sitokrom oksidazlar siiperoksit dismutaz ve
monooksijenazlar gibi farkli enzimlerde kofaktor olarak ve seruloplazminin de
yapisinda bulunarak canli organizmalar i¢in oldukga gerekli bir iz elementtir [8].

Dogal sularda bakir iyonlarinin ¢ogu serbest degildir. Genellikle inorganik
iyonlar ya da organik substanlarla birlikte bulunmaktadir. Bakir siilfat (CuSQO4) diinya
genelinde balik tretim ¢iftliklerinde fitoplankton ve ipliksi alglerin biiyiimesini
kontrol etmek ve birgok balik hastaliklarin1 dnlemek i¢in inorganik algisit olarak
kullanilmaktadir. Bakir siilfatin 1-100 mg/L arasinda degisen konsantrasyonlari;
baliklarda endoparazitlerin ya da ekzomantar ve bakterilerin neden oldugu hastaliklar
kontrol etmek i¢in Onerilmektedir. Bununla birlikte fitoplankton kontrolii igin

kullanilan CuSOs konsantrasyonlar1 nadiren baliklar i¢in dogrudan toksik olurken
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rotifer ve kopepodlar i¢in dldiiriicii olabilmektedir [9]. Bakir igeren kirli sularda bu
metalin konsantrasyonlarinin 0.04 ile 294 pg/L hatta bazen ekstrem durumlarda 20
mg/L’ye de ¢iktig1 belirlenmistir [9]. Cevredeki bu yiiksek Cu konsantrasyonlari
redoks reaksiyonlarindaki aktif rollerine bagli olarak aquatik organizmalara toksik
olabilmektedir. Cu’in ¢oziilebilir formlar1 baliklar i¢in oldukga toksiktir ve suda
bulunan asir1 Cu gesitli yollarla viicuda girerek dokularda birikim gdsterebilmektedir
[10].

Nanopartikiiller 1 ve 100 nm arasindaki boyutlara sahip partikiiller olarak
tanimlanmakta ve kiiglik boyutlarina bagli olarak yiiksek yiizey alanina sahip olma
gibi benzersiz 6zellikler gostermektedir [11]. Miihendislik nanomateryallerin liretimi
ve kullanimindaki artis, bunlarin su ortamlarma girmesi ve aquatik organizmalar
lizerinde istenmeyen zararlarin olusmasini da saglamaktadir [12]. Nanopartikiillerin
kiigiik boyutlarina, kimyasal kompozisyonlarina, ylizey yapilarina, ¢oziiniirliiklerine,
sekillerine ve agregasyonlarina gibi essiz ve yararl fizikokimyasal 6zelliklerine bagh
olarak c¢esitli endiistrilerde kullanimlar1 hizli bir sekilde artmaktadir [13].
Nanopartikiillerin bu artan kullanimi ekosistemleri ve bdylelikle de insan ve hayvan
sagligin1 da 6nemli 6lgiide etkileyebilmektedir [14]. Nanopartikiillerin insan sagligi ve
dogal c¢evre iizerine etkilerini degerlendirmek ve risklerini ortaya ¢ikarmak

giinlimiizde en 6nemli ekotoksikolojik arastirma konular1 haline gelmistir [16].

IUIIA»\ ‘- d - il

10 102 10 | 10% 10° Am
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Sekil 1.1 Nanopartikiillerin boyut karsilastirilmasi [17].
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Nanopartikiiller birkag tipe ayrilmaktadir. Bunlardan dogal olanlar toprak, su
ve volkanik tozlarda bulunmaktadir. Bu dogal nanopartikiiller hem jeolojik hem de
biyolojik stireclerle olusmaktadir. Bunlar toksik olsalar bile gogu organizmalar bunlara
kars1 adaptasyon gelistirmislerdir [18]. Son yillarda nanopartikiiller endiistriyel olarak
da iiretilmekte ve tarim, elektronik iiriinler, tip, eczacilik, kozmetik ve diger bir¢ok
alanlarda kullanilmaktadir [19]. ABD ve Avrupa’da yapilan ¢alismalarda entiistriyel
atiklarda Ag-NP TiO2-NP, ZnO-NP gibi metal ve metaloksit nanopartikiilleri
belirlenmistir [20]. Sonug¢ olarak nanopartikiiller karasal ve sucul ortamlara
girebilmekte canli organizmalarda birikebilmekte ve fizikokimyasal etkilerine bagh
oOlarak zararli etkiler ortaya c¢ikarmaktadirlar. Kiiciik boyutlarina bagli olarak
nanopartikiiller hiicre membranlarin1 gegebilmektedirler. Hiicre iginde de ¢ekirdek ve
mitokondri gibi organallere ulasabilmekte hiicre metabolizmasinda degisiklige neden
olmakta ve hatta hiicreleri 6ldiirecek siiregleri baslatabilmektedirler. Nanopartikiiller
kimyasal bilesimlerine ve fiziksel 6zelliklerine gére sitotoksik olabilmektedir. Ornegin
nanopartikiillerin ~ pozitif ~ yiikli ~ olanlar1 membran lipit  bariyerlerini
pargalayabilmektedir. Nanopartikiiller dogada yasayan organizmalar {izerine dogrudan
ya da dolayli olarak zararli etkiler olusturabilmektedir. Giiniimiizde yapilan
calismalarda bakteri, alg, memeli ve balik tiirlerinde toksik oldugu gosterilmistir.
Nanopartikiillerin bu toksik etkileri bu canlilarin ¢ogunda tiremeyi ve embriyonik
gelisimi engellemekte, oksijen radikalleri araciliiyla oksidatif strese neden olmakta,
DNA kiriklartyla genotoksisite gostermekte ve hiicre oliimlerine neden olmaktadir.
Ag-, ZnO- ve CuO-NP gibi nanopartikiiller bakterisitler olarak siklikla
kullanilmaktadir. Ancak suya ya da diger ortamlara karistiklarinda hedef olmayan
organizmalarda da toksik etkiye neden olabilmektedir [21].

Nanoteknoloji uygulamalarin c¢ogunda metalik nanopartikiiller
kullanilmaktadir ki bu da aquatik organizmalar i¢in toksik olabilmektedir. ZnO, TiO>
ve CuO gibi metal oksit nanopartikiilleri ticari ve endiistriyel iiriinlerde artan bir
sekilde kullanilmaktadir [8]. Boylelikle kaginilmaz olarak nanopartikiil triinler
aquatik ortamlara girmektedirler. Nanopartikiil toksisitesi ile ilgili ¢alismalar hizla
artmaktadir. CuO-NP’ler endiistriyel uygulamalarda, tiiketici iiriinlerinde, tipta ve

pestisitler olarak artan bir sekilde kullanilmaktadir [22]. CuO antimikrobiyal tekstil



1. GIRIS Rabia EROL

tirtinleri i¢in de kullanilmaktadir [23]. Bakir nanopartikiilleri fiziksel ve kimyasal
ozelliklerine bagli olarak tekstil, ahsap koruma, biyoaktif kaplamalar, gaz ve sivi
filtrasyonlar, cilt iriinleri ve entegre devrelerde kaplama olarak en ¢ok kullanilan
nanopartikiil materyallerden biridir [24].

Sucul ortama girdiklerinde metal nanopartikiilleri bir araya toplanma, su i¢inde
tortu olusturma, besleyici 6zelligi olan maddelere adsorbe olma ya da ¢oziilebilir metal
iyonlar1 seklinde bulunabilmektedir [25]. Karasal organizmalar i¢in nanopartikiillerin
esas almim yollar1 solunum ve sindirim iken aquatik organizmlarda solungag
yiizeylerini dogrudan gegme yoluyla da alinabilmektedir. Baliklarda iyon tasiyicilarini
kullanmak i¢in ¢ok genis olduklarindan nanopartikiillerin hedef hiicrelere endositoz
yoluyla girebildigi varsayilmaktadir [26].

Aquatik ortamlarda nanopartikiiller birikme, toplanma ve sonra da sedimente
katilma egilimi gosterirler [27]. Bazi nehirlerde Cu-NP ve Ag-NP diizeylerinin
sirastyla 0.06 ve 0.04 mg/L oldugu rapor edilmistir [28]. Nanopartikiil toksisitesi
tiplerine, sekillerine, biiyiikliiklerine ve yiizey alanlar1 ile organizma i¢indeki bulunma
siirelerine, metabolizma ve biyodagilimlarina baglidir. Balik karacigerleri metal
nanopartikiillerinin metabolizmasinda ve birikiminde detoksifikasyonunda rol
oynayan Onemli bir organdir [29]. ug/L seviyesinden diisikk olan subletal bakir
konsantrasyonlar1 baliklarda bakir metabolizmasinda merkezi bir rol oynayan
karacigerde birikim gostermektedir [30]. Solungaglar sudaki bakir aliniminda esas
yoldur ve bu nedenle de bakir toksisitesinden en fazla etkilenen organlardan biridir
[31].

Aquatik omurgasizlar ve baliklar, memelilere oranla herhangi bir toksik
maddenin etkisine daha duyarlidirlar bu nedenle diisiik nanopartikiil konsantrasyonu
ile sucul organizmalar i¢in endise verici olabilir [32]. Yapilan ¢aligmalarda 6rnegin
glimiis nanopartikiillerinin (1-10 nm) baliklarda metabolik aktiviteyi membran
gecirgenligini azaltarak oldukga sitotoksik ve yine Au-NP’lerin (5-10 nm) ROT
tiretimini oldukga arttirarak toksik etkiye neden olduklari belirlenmistir [33].

Bakirin patolojik etkileri ve hedef organ toksisitesi baliklarda iyi ¢aligilmistir.
Subletal Cu etkilesiminin kemikli baliklarda neden oldugu hematolojik, histopatolojik

degisiklikler ve oksidatif stres gibi olumsuz etkileri rapor edilmistir [34]. Bu nedenle
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arastiricilar hayvanlarda toksik kimyasallarin etkilesimi ile olusan toksikolojik etkileri
arasindaki diizenli bir baglantiyr tanimlamak icin bazi biyolojik belirtegleri
kullanmaktadirlar [11].

Bunlardan hematolojik parametreler kolaylikla Olgiilebilir ve aquatik
organizmalarin saglik durumlarini degerlendirmek igin yararli belirtegler olarak
kullanilabilmektedir [35]. Gergekten de hayvan kanini ¢alismak kimyasal toksisitenin
teshisinde ve belirlenmesinde uygun bir yoldur [36]. Bir¢ok arastirici bu nedenle ¢esitli
aquatik hayvanlardaki hematolojik parametreler lizerine bazi agir metallerin etkilerini
calismislardir. Hematolojik parametreler, metal stresi altindaki baliklarin fizyolojik
durumlarinin degerlendirilmesinde ¢ok 6nemli parametreler oldugu vurgulanmaktadir.
Eritrosit, hemoglobin ve hematokrit gibi hematolojik indisler kanin oksijen tagima
kapasitesinin fonksiyonel durumunu degerlendirmek ve sucul ortamlardaki agir metal
kirliliginin indikatorleri olarak kullanilmaktadir. Baliklarda tam kan {izerine yapilan
calismalarda metallerin hematopoetik organlar etkileyerek 16kositlerde degisikliklere
ve ayrica anemik durumlarin olugmasina neden oldugu gosterilmistir [37,38].

Yine kan serum/plazmasindaki enzimatik veya nonenzimatik faktorler de
diizenli olarak aquatik hayvanlardaki toksik materyallerin etkilerini degerlendirmek
icin kullanilmaktadir. Enzim aktiviteleri iizerine tehlikeli kimyasallarin etkisi stres
tarafinda kontrol edilen en Onemli biyokimyasal faktorlerden biridir. Aspartat
aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), alkalen fosfataz (ALP) ve
laktat dehidrojenaz (LDH) gibi bazi enzimler ¢ogu sucul organizmalarda kimyasal
kirliligin biyobelirtegleri olarak onerilmektedir [39]. AST ve ALT aktivitesindeki
kiiciik bir degisim agir metaller tarafindan hasara ugratilan bazi mekanizmalarin
gostergeci  olabilecegi vurgulanmaktadir [40]. Keza ALP aktivitesi de farkli
organizmalarda stres durumlarinin tahmin edilmesinde bir biyomarker olarak
kullanilmakta ve toksikolojide uygun diagnostik bir parametre olarak ifade
edilmektedir. Balik serum ya da plazma kortizol ve glukoz diizeyleri de metalleri de
iceren Kirleticilerin olumsuz etkilerini degerlendirmekte kullanilmaktadir. Bu plazma
metabolitleri 6zellikle de stres esnasinda organizmanin gereksinim duydugu enerjinin

karsilanmasinda islevseldir.
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Aquatik organizmalarda bakir iyonlarinin toksik etkileri iyi bilinmekte ve bir
redoks metal olarak Cu, Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlarina katilmakta ROT larin
olusumunu ve oksidatif stresi indiiklemektedir [41]. Oksidatif stres ROT
olusumundaki bir artisla ya da oksidatif hasarin giderilmesinde yetersizlik sonucu
olusabilen ve antioksidan savunma sistemlerinin etkinliklerini gosteren bir durumdur.
Bakirt ROT olusumunu ve iretimini arttirdigi ve olusan bu ROT’larn da lipit
peroksidasyon olusumuna neden oldugu rapor edilmistir [42]. Metallerin neden oldugu
oksidatif strese kars1 antioksidan savunma yanitlari olusabilmektedir. Diger metallerde
oldugu gibi bakirin neden oldugu oksidatif hasara karsi da bu sistem
indiiklenebilmektedir.

Organizmalar dogal olarak da devamli olarak oksidatif stresin etkisi
altindadirlar ve aerobik organizmalar bu stresle bas etmek i¢in siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPX), glutatyon S-transferaz (GST) ve
glutatyon rediiktaz (GR) gibi enzimleri i¢eren enzimatik ve glutatyon (GSH) vitamin
C ve E gibi serbest radikal temizleyicileri iceren enzimatik olmayan antioksidan
savunma sistemlerine sahip olup bu savunma sistemi sayesinde oksidatif strese neden
olan ROT’lar1 uzaklastirmaktadirlar [43]. Enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar
hiicre hemoostazisinin korunmasinda kritik bir rol oynar. Bu nedenle proksidan
endojenler cevresel stres durumlarinin varliinda biyolojik sistemlerdeki bu
stresorlerin toksik etkilerini degerlendirmek i¢in kullanilabilmektedir [44].

ROT toksisitesine kars1 hiicreler SOD, CAT ve GPX’leri igermektedir. SOD
siiperoksit anyonunu hidrojen peroksite doniisiimiinii katalizleyen metalloenzim
grubudur ve olusan hidrojen peroksit CAT ve GPX ile detoksitiye edilir [45]. Katalaz
hidrojen peroksiti molekiiler oksijen ve suya donilisiimiinii metabolize ederek
uzaklastiran ve hem grubu igeren enzimdir [45]. GPX, H202’nin suya metabolizmasini
katalize eder ve GSH’in GSSG doniisiimiinii saglar. GST hiicrelerde 6zellikle de
detoksifikasyon siireclerinde temel bir rol oynayan enzimdir. GR de yine oksidatif
strese kars1 hiicrelerin korumasinda diger enzimler kadar 6nemli bir rol oynamaktadir.
Enzimatik olmayan bir antioksidan olan GSH tiyol bakimindan zengin bir tripeptid
olup hiicrelerin oksidatif stresle miicadelesinde ve detoksifikasyon siire¢lerinde kritik

oneme sahiptir. Oksidatif stresin neden oldugu hiicresel hasarlardan biri de lipid
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peroksidasyonudur. Hiicre zarlarinin kararli yapisi ve yar1 gecirgen ozelliklerinin
korunmasi hiicrenin yagsamsal fonksiyonlarini yerine getirmesi i¢in elzemdir. Bircok
kirleticinin en dnemli hiicresel hedefi hiicre zarlaridir. MDA kimyasal toksikantlain
hiicre zarlarinda neden oldugu lipid peoksidasyonun bir gostergeci olarak ifade
edilmektedir. Dokularin MDA diizeylerindeki artislar oksidatif stresin de dnemli bir
belirtecidir.

Bakir tiim organizmalarda diisiik diizeylerde oldukea gereklidir ve siiperoksit
dismutaz da oldugu gibi bir¢ok enzimin aktivite gostermesinde de gerekli olmasina
ragmen belli bir diizeyden sonra bu metal GSH diizeylerini azaltarak aquatik
organizmalar lizerine tehlikeli bir etkiye neden olabilmektedir [46]. Bakirin ROT
olusumunu katalize ederek [42], GSH diizeylerini azaltarak [46] ve antioksidan
enzimlerle etkilesime girerek oksidatif stresi indiikledigi belirlenmistir [8].

Baliklar sucul ekosistemlerin énemli bir organizma grubudur. Bu canlilar
protein, vitamin ve mineral agisindan zengin bir besin kaynagidir. Diinyanin hemen
her yerinde hem deniz hem de tatli su baliklari, insanlar tarafindan birinci dereceden
besin kaynagi olarak tliketilmektedir. Toksikolojik arastirmalarda en ¢ok kullanilan ve
izerinde en fazla degerlendirme yapilan balik tiirleri zebra baligi (Danio rerio),
gokkusag1 alabaligi (Oncorhynchus mykiss), sazan (Cyprinus carpio) ve Nil
tilapyasidir (Oreochromis niloticus). O. niloticus tropikal bir tatli su baligidir ve
ekonomik 6nemi nedeni ile yaygin bir sekilde kiiltlirii yapilmaktadir. Ayrica bu
baliklar sicaklik ve tuzluluk gibi degisen ¢evre kosullarina yiiksek bir tolerans
yetenegine sahip olup kisa bir besin zincirine ve iy1 bir besin degeri oranina sahiplerdir.
Ayrica yogun stoklama durumlarina ve parazitik hastaliklara kars1 da direnglidirler
[47].

Son yillarda nanomateryal toksisitesi iizerine yapilan ¢alismalarin giderek
artmasina ragmen nanopartikiillerin hiicresel diizeylerden ekosistem diizeyine kadarki
etkileri tam olarak agikliga kavusturulmus degildir. Nanomateryallerin potansiyel
yararlarindaki artigsa ragmen karasal ya da sucul ekosistemlere girisim yapmalarindan
dolay1 potansiyel toksik etkilerinin de dikkatli izlenmesi gerekmektedir. Bu nedenle
bu alanda yeni arastirmalara acilen gereksinim vardir [48]. Nanotoksisite ile ilgili ¢ogu

calismada bu partikiillerin atmosferik ve solunum etkilesimleri iizerinde durulmustur.
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Bununla birlikte nanopartiiller su ortamlarina da ulastiklarindan aquatik sistemlerde
de risk olusturmaktadirlar [49]. Bu nedenle sucul organizmalar tizerine bu Kirleticilerin
etkilerini ¢calismak 6nemlidir.

Baliklardaki nanometal toksikolojik arastirmalarin ¢ogunda; bu metallerin
alinimi, taginmasi, birikimi ve detoksifikasyonunda islevsel olan hedef dokular olarak
da dikkate alman kan, solunga¢ ve karacigeri dokulart {izerine yogunlasilmistir
[31,34,37]. Baliklar bakir nanopartikiillerine karst savunmasizdir; ¢iinkii bu
nanopartikiiller solunga¢ hasarina ve Oliime bile neden olabilirler. Bakir
nanopartikiillerin toksisiteleri; kimyasal bilesime, etkilesim dozuna ve etkilesim
yollar1 ile biiytikliik ve ylizey boyutu, ¢oziinme ya da agregrasyon dzelliklerine bagh
olarak degisebilmektedir [50]. Bakiroksit gibi metal oksit nanopartikiillerin baliklar
tizerine toksik etkilerini aciga ¢ikarmak, Kirleticilerin hedef olmayan aquatik
organizmalardaki toksisitelerinin belirlenmesi i¢in 6nemlidir.

Sunulan bu ¢alismada insanlarin énemli bir besin kaynagi olan tatl su baligi
Oreochromis niloticus’un hematolojik, plazma biyokimyasal ve oksidatif stres
paramtereleri lizerine CuSO4 ve CuO-Np’nin karsilastirilmali etkilerinin ortaya
c¢ikartilmasi amaglanmaktadir. Genelde baliklar tizerine nanopartikiillerin etkileri ilgili
fazla bir ¢alisma yapilmamistir. Bu nedenle sunulan ¢aligmada baliklar bakirin hem
metal hem de nanopartikiiler formunun etkisine birakilacak ve bu baliklarin eritrosit,
l6kosit, hematokrit, hemoglobin, plazma ALT, AST, ALP, kortisol, glukoz ile
karaciger ve solunga¢ dokulart CAT, SOD, GPX, GR, GST, GSH ve MDA
parametreleri analiz edilecek ve elde edilen veriler degerlendirilecektir. Bu ¢alisma ile
toksisite karsisinda baliklarda meydana gelen savunma mekanizmalarinin,
nanopartikiiler =~ maddelerin etkilerinin ve toksisite fazinda biyokimyasal

mekanizmalarin durumlarinin daha iyi anlagilabilmesi saglanacaktir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Gomes ve ark. [51], bir Oligochaeta olan Enchytraeus albidus’ta Cu-NP ile
CuCl2’nin karsilastirmali etkilerini stres biyomarkirlarini kullanarak arastirmislardir.
Arastirmalarinda lipid peroksidasyon, GSH, GSSG, SOD, CAT, GPX, GR, GST gibi
oksidatif stres parametrelerini incelemislerdir. Hem Cu-NP’nin CuClz’nin oksidatif
strese ve hasarlara neden oldugu belirlenmistir.

Govindasamy ve Rahuman [52], 25, 50 ve 75 mg/L Ag-NP etkisine 8 giin siire
ile biraktiklar1 O. mossambicus’un solungag, karaciger dokularindaki SOD, CAT ve
peroksidaz enzim aktiviteleri ile MDA diizeylerindeki degisimleri inceledikleri
caligmalarinda karaciger ve solunga¢ dokusu SOD ve CAT aktivitesinin genel olarak
artt1ig1 bu dokularin MDA diizeylerinde de artislarin oldugu belirlenmistir.

Hau ve Chen [53], 1, 3, 7, 14 giin siirelerle 0.5, 5.0 ve 50 mg/L ZnO-NP’nin
etkisine birakilan Cyprinus carpio’nun solungag, karaciger, beyin ve bagirsak
dokularindaki SOD, CAT ve GPX aktiviteleri ile GSH ve Lipid peroksidasyon
diizeylerini arastirmislardir. Nanopartikiiliin dozuna ve siireye bagl olarak incelenen
oksidatif stres parametrelerinde anlamli degisimler belirlenmistir. Ozellikle de 50
mg/L ZnO-NP antioksidan enzim aktivitelerinde artis, GSH diizeylerinde ise azalislara
neden olmustur. Arastiricilar bu biyooksidatif stres belirteclerinin baliklarda
nanopartikiillerin toksik etkilerinin belirlenmesinde kullanilabilecegini belirtmislerdir.
Solungag, karaciger ve beynin ZnO-NP etkisine en hassas organlar oldugu
belirlenmistir.

Shaw ve ark. [34], Oncorhynchus mykiss’te doku iz element diizeyleri,
hematoloji ve biyokimyasal parametreler iizerine 4 ve 10 giin siire ile 20 ve 100 pg/L
CuSO4 ve Cu-NP’nin etkilerini incelemislerdir. Arastiricilar solungag dokusundaki
lipid peroksidasyonun bir gostergeci olan TBARS miktarlarinin Cu etkisinde arttigini
bu artislarin CuSO4’e oranla Cu-NP’lerde daha fazla oldugunu belirtmislerdir. Yine
aragtirmada Cu-NP’lerin genel olarak CuSOs’e benzer toksik etkiler gosterdigi
vurgulanmistir.

Al-Bairuty ve ark. [31], 4 ve 10 giin siirelerle 20 ve 100 pg/L. CuSO4 ve Cu-
NP etkisine biraktiklar1 O. mykiss’in dokularindaki histopatolojik degisimleri
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incelemislerdir. Cu formlarinin etkisinde karaciger, solunga¢ bobrek ve beyin gibi
dokularda 6nemli patolojik degisimler meydana gelmistir. Genel olarak CuSO4 ve Cu-
NP benzer patolojik durumlara neden olmustur. Cu-NP’nin karaciger, beyin ve
bagirsakta, CuSO4’iin ise solunga¢ ve kaslarda daha fazla patolojik durumlara neden
oldugu belirtilmistir.

Chen ve ark. [54], Carassius auratus’un kan hiicreleri lizerine Cu2O-NP’nin
etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda 40 pug/ml Cu2O-NP dozlariin kan hiicrelerine
toksik oldugu ve eritrosit membranlarinda ciddi hasarlara neden oldugu belirlenmistir.

Fernandes ve ark. [32], in-vitro olarak ZnO ve Zn-NP’nin etkisine birakilan
balik hiicrelerindeki hiicresel yanitlar1 degerlendirdikleri ¢alismalarinda ZnO-NP’ nin
sitotoksik etkisinin ZnO’ya gore daha fazla oldugunu, ZnO-NP’nin doza bagli olarak
oksidatif stresi indiikledigini ve GST aktivitesi ROT ile total-GSH diizeylerinin
oksidatif stresin belirteci olarak kullanilabilecegi belirlenmistir. ZnO-NP, ROT
olusumunu ve GST aktivitesi ile total-GSH diizeylerini artirmstir.

Isani ve ark. [8], O. mykiss’te CuO-NP ile CuSOs’iin Kkarsilastirmali
toksisitelerini arastirdiklar calismalarinda, bakirin balik plazma karaciger ve solungag
dokularinda biriktigini, bakir birikiminin genel olarak CuSOs etkilesiminde daha fazla
oldugunu bulmuslardir. Ayrica DNA hasarlarinin da CuSOs grubunda daha fazla
oldugu belirlemistir.

Vignesh ve ark. [55], Ag-NP’nin Labeo rohita’daki hemotolojik ve
biyokimyasal etkilerini inceledikleri ¢aligmalarinda hemoglobin ve total kan hiicre
sayisinin arttigini, karaciger, solungag ve bobrek GOT ve GPT aktivitelerinin ise
azaldigin1 belirlenmistir.

Abdel — Khalek ve ark. [56], 7, 14, 28 giinliik siirelerle Zn ve Zn-NP’nin 96
saatlik LCso degerinin 1/2'sine birakilan O. niloticus’ta biyokimyasal parametrelerdeki
degisimleri incelemislerdir. Her iki Zn formu da serum glukoz diizeylerinde ve
karaciger enzimleri olan AST, ALT, ALP aktivitelerinde artislara neden olmustur. Zn-
NP karaciger ve solunga¢ GPX, CAT, SOD aktivitesi ile MDA diizeylerinde artislara,
GSH diizeylerinde ise azalislara neden olmustur. Arastirmada Zn-NP’lerin Zn’ye

oranla daha fazla toksik etkiye sahip oldugu belirlenmistir.
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Abdel-Khalek ve ark. [57], CuO ve CuO-NP’nin etkisine birakilan O.
niloticus’un serum biyokimyasi ile doku oksidatif stres parametreleri lizerine etkilerini
degerlendirmislerdir. Serum glukoz ile AST, ALT ve ALP enzim aktivitelerinde her
iki Cu formu etkisinde artis gézlenmistir. Hem CuO ve hem de CuO-NP’nin karaciger
ve solungag dokulart GSH diizeylerini azalttigi bununla birlikte MDA diizeyi ile GPX
aktivitesini arttirdigi belirlenmistir. Solungag CAT ve SOD aktivitesi her iki CuO
formunda artis gOstermistir. Bununla birlikte karacigerde bu enzimler CuO-NP
etkisinde azalig gostermistir.

Khabbazi ve ark. [58], 1, 5, 20, 100 ppm CuO-NP etkisine 4 giin siireyle
birakilan O. mykiss’te bazi hematolojik parametrelerdeki degisimleri aragtirmislardir.
Arastirmada hematolojik parametrelerden 16kosit, 6zinofil, nétrofil ve hematokritin
CuO-NP’den etkilendigi hemoglobin ve monositlerin etkilenmedigi belirlenmistir.
Calismada 96 saatlik siire sonunda baliklarda 6liim gézlenmemistir.

Wang ve ark. [59], Epinephelus coioides’in biiyliime parametreleri, sindirim
enzimleri, viicut kompozisyonu ve histolojisi tizerine CuSO4 ve Cu-NP’ nin etkilerini
inceledikleri ¢aligmalarinda baliklar 25 giin siire ile 20 ile 100 pg/L Cu formlarinin
etkisine birakilmistir. incelenen parametrelerde her iki Cu formu etkisinde 6nemli
degisiklikler meydana geldigi ve Cu-NP’nin CuSOs’e benzer toksik etkiler gosterdigi
belirlenmistir.

Wang ve ark. [60], E. coioides’in bagirsak dokusu oksidadif stres, apoptoz ve
immiin sistemler {izerine Cu-NP ve CuSOs’in karsilagtirmali etkilerini
incelemislerdir. Baliklar 25 giin siireyle her iki bakir formunun 20 ve 100 pg/L etkisine
birakilmigtir. Etkilesim siiresi sonunda ve doza bagli olarak hem Cu-NP hem
CuSOy’iin etkisinde bagirsak MDA diizeylerinde artiglar total-SOD ve CAT
aktivitesiyle GSH diizeylerinde azaliglar belirlenmistir. Cu-NP ve CuSOas’e genel
benzer toksik etkiler gostermesine ragmen Cu-NP’nin toksititesinin CuSO4’e gore
biraz daha siddetli oldugu rapor edilmistir.

Abdel — Khalek ve ark. [61], CuO ve CuO-NP’nin LCso degerlerinin 1/10 ve
1/20’sine 30 giin siireyle birakilan O. niloticus’un hematolojik ve histolojik
biyomarkirlarindaki degisisimleri incelenmistir. Her iki bakir formu da eritrosit sayisi,

hemoglobin ve hemotokrit diizeylerinde azaliglara neden olmustur. Yine hem CuO ve

11



2. ONCEKIi CALISMALAR Rabia EROL

hem de CuO-NP’nin etkisinde karaciger solungag¢ ve bobrek dokularinda onemli
histopatolojik degisimler belirlenmistir.

Ates ve ark. [62], O. niloticus’ta demir oksit nanopartikiillerinin metal birikimi,
atilimi, hematolojisi ve immiin yanitlar iizerine etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda
hemoglobin, hematokrit, eritrosit ve Iokosit diizeylerinde onemli degisimlerin
olmadigini belirtmislerdir. Calismada demir oksit nanopartikiillerinin etkisinde serum
glukoz diizeylerinde azaliglarin, serum ALT, AST ve LDH aktivitelerinde artiglarin
meydana geldigi gézlenmistir.

Benavides ve ark. [48], Al2O3- ve ZnO-NP’nin tek basina ve birlikte etkilerinde
tatli su balig1 C. auratus’un solungag ve karaciger dokusundaki CAT, GST ve SOD
aktivitesi ile lipid peroksidasyon ve doku patolojisindeki degisimleri arastirmislardir.
14 giinliik siire sonunda metal oksit nanopartikiillerinin tek basina ve birlikte etkisinde
karaciger ve solungag CAT ve SOD aktivitesinde artis, 21 giinliik siire sonunda ise
azalis belirlenmistir. Yine solungag GST aktivitesi 7 gilinlin sonunda artig gosterirken
karacigerde 14 giiniin sonunda artis belirlenmistir. Solunga¢ ve karaciger MDA
diizeyleri ise 14 giiniin sonunda anlamli bir artig géstermistir.

Gupta ve ark. [63], 20 ve 100 ug/L Cu-NP etkisine 7 giin siireyle birakilan C.
carpio’daki biyokimyasal ve histolojik parametrelerdeki degisimleri belirlemislerdir.
Arastiricilar Cu-NP’nin  baliklarin solungag, karaciger ve bdobrek dokularindaki
oksidatif stres parametreleri olan CAT, SOD ve GST aktivitelerinde artiglara neden
oldugunu belirlemislerdir. Yine arastiricilar Cu-NP’nin kisa doénemli etkilerinin
baliklarda oksidatif strese ve baliklarin biiylime ve gelisimlerin de rol oynayan
dokularda ciddi hasarlara neden oldugunu da rapor etmislerdir.

Alkobaby ve EI-Wahed [9], 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 mg/L CuSOs etkisine
biraktiklar1 O. nilotucus’ta bakirin karaciger ve solungag dokusu iizerine histopatolojik
etkilerini arastirmiglardir. CuSOs igin 96 saat LCso degeri 31,2 mg/L bulunmustur.
CuSOys’lin artan dozuna bagli olarak hem solunga¢ hem de karacigerde onemli
patolojik degisimler belirlenmistir.

Tungsoy ve ark. [64], O. niloticus’un solungag¢ karaciger ve kas dokularinda
CuO-NP etkilesiminini takiben bakir birikimini ve SOD, CAT, GPX aktivitelerindeki
degisimleri incelemislerdir. Baliklar 15 giin siire ile 20 pg/L CuO-NP etkisine
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birakildiklarinda etkilesim siiresi boyunca baliklarda 6liim gozlenmemistir. Solungag
ve karaciger dokusunda bakir birikimi artmistir. Ayrica CuO-NP solungag ve karaciger
dokusunda SOD ve CAT aktivitesini azaltirken GPX aktivitesini iSe artirmustir.

Akbary ve ark. [65], 21 giin siireyle 0.79 ve 1.57 mg/L CuO etkisine biraktiklar
Mugil cephalus’za hepatik enzim aktivitesi ve oksidadif stres ile hematolojik
parametrelerdeki yanitlar1 incelemislerdir. CuO bu baliklarin hemoglobin, eritrosit ve
hematokrit diizeylerini diisiiriirken l6kositlerde artisa neden olmustur. Yine CuO
etkisinde plazma AST, ALT ve LDH aktivitesinde artis, ALP aktivitesinde ise azalis
belirlenmistir. Karaciger SOD ve CAT aktiviteleri ile GSH diizeylerinde CuO
etkisindeki baliklarda 6nemli azalislar gbzlemlenmistir. Arastiricilar hematolojik ve
hepatik  antioksidanlarinin ~ agir metal toksisitesinin  degerlendirilmesinde
biyobelirtecler olarak kullanilabilecegini belirtmiglerdir.

Ostaszewska ve ark. [66], 28 giin siire ile Ag-NP ve Cu-NP etkisine biraktiklar
O. mykiss’in karacigerlerinde sitotoksik etkilerin meydana geldigini Ag-NP’ye oranla
Cu-NP’nin daha fazla doku hasarina neden oldugunu belirtmislerdir.

Wang ve ark. [24], 30 giin siireyle 20 ve 100 pg/L Cu-NP etkisine birakilan
ekonomik olarak 6nemli bir tiir olan Takifugu fasciatus’un karacigerindeki oksidatif
stres, hiicre apoptozu ve immiin yanitlari aragtirmisladir. Karaciger oksidatif stres
parametrelerinde (MDA, total-SOD, CAT ve GSH), apoptoz indeksi ve kaspaz enzim

aktivitelerinde Cu-NP etkisinde artis belirlenmistir.

13
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Arastirma igin gerekli Etik Kurul onay1 Cukurova Universitesi (CU) Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulundan alimmustir (Karar No:2, Tarih: 26.02.2018, EK-1).
Calismamizda arastirma materyali olarak Oreochromis niloticus kullanilmustir.
Baliklar, CU Su Uriinleri Fakiiltesi biinyesindeki balik yetistirme havuzlarindan
alinmig ve yine ayni {inivesitenin Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Hayvan
Ekofizyoloji laboratuvarina getirilerek cam akvaryumda ortam kosullarina uyumlari
icin iki ay siire ile birakilmislardir. Bu siirede deneyde kullanilacak baliklar 14.33 +
0.28 cm boy ve 52.71 + 0.63 g agirliga ulasmustir.

Deneyler 25+1 °C’de yiritilmis, giinde sekiz saat aydinlanma periyodu
uygulanmistir. Merkezi havalandirma Sistemiyle akvaryumlarin havalandirilmasi
saglanmigtir. Laboratuvar kosullarina uyumlar1 sirasinda baliklar, hazir balik yemi
kullanilarak (Pmnar Balik Yemi, Tiirkiye) beslenmistir. Denemelerden 48 saat
oncesinde yem kesilmis ve denemeler boyunca giinde iki defa olmak tizere viicut
agirhiklarimin - %2’s1  kadar yem ile baliklar beslenmistir. Deney suyunun

fizikokimyasal 6zellikleri Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1 Deney ortam suyunun fizikokimyasal 6zellikleri

Su sicakligi 22.18+0.42 °C
Cozlinmiis oksijen 7.65+0.37 mg/L

pH 7.98+0.06

Toplam sertlik 318+3.5 mg/L CaCO3

14
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3.2. Yontem

Deneylerde bakir siilfat (CuSO4-5H20, SIGMA) ve bakir oksit nanopartikiilii
(CuO-NP, <50 nm, SIGMA) kullanilmistir. Deneyler her birinin igerisinde 12 adet
balik bulunan 3 adet cam akvaryumda yiiriitilmiistiir. Baliklar, CuSO4 ve CuO-NP’in
0.05 mg/L derisimlerinin etkisine 4 ve 21 giin siireler boyunca birakilmistir.

Deneylerde 3 akvaryumun ilk ikisine 120 L 0.05 mg/L CuSOs ve CuO-NP
¢ozeltileri; liglincii akvaryum ise kontrol grubu olarak kullanilarak igerisine ayni
hacimde (120 L) ve bakir igermeyen dinlendirilmis ¢esme suyu konmustur. Deney
akvaryumlarinda kullanilan bakir ¢ozeltilerinin derisimlerinde zamana bagli olarak
degisim olabilecegi dikkate alinarak ¢Ozeltiler her giin yeni hazirlanan stok

cozeltilerden uygun seyreltmeler yapilarak degistirilmistir.

3.2.1. Kan Orneklerinin Ahnmasi ve Biyokimyasal Analizler

Denenen etki siireleri sonunda deney akvaryumlarindan rastgele baliklar
alinmistir. Baliklarin kan alma sirasinda strese girmesini ve boylelikle incelenecek kan
parametrelerinde meydana gelebilecek olas1 degisiklikleri onlemek igin baliklara
anestezik madde uygulanmistir. Akvaryumlardan alman baliklar 75 mg/L
derigimindeki MS222 (etil p-amino benzoat metan siilfanat veya trikain metan
siilfanat) anestezik maddesi ile bayiltilmistir. Bayiltilan baliklarin boy ve agirliklar
alindiktan sonra zaman kaybetmeksizin kaudal pedinkiiliin vertikal kesilmesi yoluyla
kan Ornekleri temin edilmistir. Kan ornekleri i¢inde antikuagiilant madde bulunan
(EDTA’]) tiiplere alinmistir. Alinan kan drneklerinin bir kism1 hematolojik bir kismi
ise plazma biyokimyasal parametrelerin analizi igin kullanilmistir.

Kan orneklerinin eritosit ve 16kosit sayilari ile hemoglobin ve hematokrit
diizeyleri, CU Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi Merkez Laboratuarinda Beckman
Coulter LH 750 Analyser cihazinda belirlenmistir. EDTA’L1 tiiplerdeki kan
orneklerinin kalan kismi ise 10 dakika siire ile 3000 rpm’de santrifiij edilerek ALT,
AST, ALP, kortizol ve glukoz, diizeylerinin belirlenmesinde kullanilacak plazma

ornekleri elde edilmistir. Alinan plazma 6rnekleri eppendorf tiiplere aktarilarak analize
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hazir hale getirilmistir. Plazma 6rneklerindeki biyokimyasal parametrelerin analizi,
CU Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi Merkez Laboratuarindaki otoanalizator
cihazlarinda (Beckman Coulter DXC 800 ve Beckman Coulter DXI 800)

yuriitiilmustiir.

3.2.2. Doku Orneklerinin Ahnmasi ve Biyokimyasal Analizler

Belirlenen her siirenin sonunda kan Ornekleri alinan her bir balik hemen
diseksiyon agamasina alimmustir. Steril aletlerle solungag¢ ve karaciger 6rnekleri buz
tizerinde disekte edilmis, bu ornekler % 0.59 NaCl ile yikanmis ve agirliklar

alindiktan sonra biyokimyasal analize kadar -80 °C’de muhafaza edilmislerdir.

3.2.2.1. Homojenatlarim Hazirlanmasi

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

diizeyleri spektrofotometrik yontemlerle belirlenmistir.

3.2.2.2. CAT Aktivite Tayini

Prensip: Katalaz aktivite tayini, H202’nin 240 nm dalga boyundaki
absorbansinin enzim ile etkilesiminden sonra zamana bagli olarak azalmasi dikkate

alinarak yapilmistir [67].
Ayriraglar:

a. 50 mM Fosfat Tamponu (pH 6.8): 2.482 g KoHPO4 ve 4.864 g KH2PO4 alinir

ve pH ayarlandiktan sonra saf su ile 1000 mL’ye tamamlanir.
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b. 10 mM H202: %30’luk peroksitten 10 uL alinir ve 9990 uL saf suyla
tamamlanir.
c. 1 M HCI: %37°1ik HCl’den 43 pL alimir ve fosfat tamponuyla 50 mL’ye

tamamlanir.

Yontem: 50 mmol/L fosfat tamponu (pH 6.8) igerisinde 10 mmol/L H20-
olacak bicimde substrat ¢cozeltisi hazirlanmistir. 20 uLL 6rnek {lizerine 2.5 ml substrat
cozeltisi eklenerek 37 °C sicaklikta iki dakika bekletilmis ve tepkimeyi durdurmak icin
tizerine 0.5 ml 1 M HCI ¢ozeltisi eklenerek 240 nm dalga boyundaki absorbansi (Ar)
Olclilmiistiir.

Kor i¢in 2.5 ml 50 mmol/L fosfat tamponu (pH 6.8) ve 0.5 ml 1 M HCl igeren
¢Ozelti kullanilmastir.

H202’in baslangi¢ absorbans (As) degerini saptamak i¢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 ¢ozeltinin absorbansi 6l¢tilmiistiir.

Hesaplama:
Enzimatik aktivite kaynakli absorbans (A) degisimi:
A = (As + At)- Ar

Enzim aktivitesi hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanilmigtir.
AVt
CAT aktivitesi (U/mL) = €1V0
Vt = Toplam reaksiyon hacmi (mL)
V& = Ornek hacmi (mL)

& = H202’nin molar ekstinksiyon katsayis1 (0.0396 cm?/umol)

t = Reaksiyon zamani (dakika)

CAT Aktivitesi
Protein Miktari

CAT Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) =

17
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3.2.2.3. 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 [68].

Ayraglar:
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 ¢oziilmiistiir.
c. 150 pg/L N.B.T.: 12.3 mg alinip 100 mL saf suda ¢6ziilmstiir.
d. 400 mM Naz2COs: 2.544 g alinip 60 mL saf suda ¢oziilmiistiir.
e. 1g/L Sigir serum: 30 mg alinip 30 mL saf suda ¢oziilmiistiir.
2. Ksantin Oksidaz (167 U/L): 18 ul almip 3 ml 2 M (NH4)2SO4 da
¢Ozlilmiistiir.

3. CuCl2.2H20 (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 3.2’te belirtilen

ayiraclar konmustur.

Cizelge 3.2 Siiperoksit Dismutaz Y ontemi

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

25 °C’de oda sicakliginda 20 dakika bekletilip

CuCls, 0.1ml 0.1 ml

Numune 0.1ml -

560 nm dalga boyunda absorbans degerleri distile suya kars1 okunmustur.

18



3. MATERYAL ve YONTEM Rabia EROL

Hesaplama:

KorObD — NumOD x
SOD Aktivitesi (U/mL)= KérobD
20: zaman (dakika)

20

SOD Aktivitesi
Protein Miktari

SOD Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) =

3.2.2.4. GPX Aktivite Tayini

Prensip: Glutatyon peroksidaz, GSH’1in H20> ile GSSG’ye yiikseltgenmesini
katalizler. T-butil hidroperoksit varliginda GPX’in olusturdugu GSSG, GR ve
NADPH’in NAD"’ye yiikseltgenmesi esnasindaki absorbans farkinin 37 °C 340 nm’de

okunmasi ile belirlenir [69].

Ayiraclar:

1- 1 M Tris Tamponu (pH=8.0)

Tris HCI 8.80¢g

Tris Baz 540¢

EDTA 0.14 g

100 mL saf suda ¢ozdiiriiliir.

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 pL t butil hidroperoksit alinip 5 mL saf su eklenir.

Yontem: GPX aktivitesi igin iki kiivet alinmis ve ¢izelge 3.3’te belirtilen

ayiraglar konmustur.
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Cizelge 3.3 Glutatyon Peroksidaz Yo6ntemi

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 - 10

hidroperoksit

Kor igin saf su kullanilmig ve tepkimeler ise 37°C’de 1 c¢cm 151k yollu kuvartz

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

Hesaplama:
AOD x Vit
GPX Aktivitesi (U/mL)= T 6.22xV0

AOD= Zamana bagl absorbans farki

V= Toplam hacim

t= Zaman

V= Ornek hacim

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

GPX Aktivitesi
Protein Miktari

GPX Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) =

3.2.2.5. GST Aktivite Tayini

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

esnasmdaki absorbans degisiminin 340 nm’de okunmasi esasina dayanir [70].
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Ayrraclar:

1-100 mM Tris Tamponu (pH=7.4)

TrisHCI  3.2846 g

TrisBaz 0.5036 g

250 mL saf suda ¢ozdiiriiliir.

2- 20 mM CDNB (%95’lik 10 mL alkolde ¢oziiliir.)

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

0.0030 g GSH alinir tizerine 10 mL tris tamponu eklenir.

Yontem: GST aktivitesi igin iki kiivet alinmis ve ¢izelge 3.4’te gosterilen

¢ozeltiler konmustur.

Cizelge 3.4 Glutatyon S-Transferaz Yontemi

Céozeltiler Kor (uL) Ornek (pL)
Tris Tamponu 1100 1050
CDNB 50 50

GSH 50 50

Ornek - 50

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

AOD Vit
GST Aktivitesi (U/mL)= t 0.0096xV0o

AOD= Zamana bagli absorbans farki
V= Toplam hacim

t: zaman
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V= Ornek hacim
0,0096= lcm’lik 151k yolunda 1 mM CDNB’nin verdigi absorbans degeri

GST Aktivitesi
Protein Miktari

GST Spesifik Aktivitesi (U /mg protein) =

3.2.2.6. GR Aktivite Tayini

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

absorbans degisminin 340 nm’de okunmasina goére belirlenir [71].

Ayrraclar:

1-100mp Na-P Tamponu: (pH=8.0)

Na;HPO4.7H20 5.7554 g

NaH2P04.2H20 0.5328 g

Saf su ile 250 ml’ye tamamlanir.

2-Giinliik Tampon

1mM GSSG ve0.12 mM NADPH’in tampon i¢inde ¢oziilmesiyle hazirlanir.
0.0165 g GSSG + 0.002 g NADPH 27 mL 100 mM Na-P i¢inde ¢oziiliir.

Yontem: GR aktivitesi i¢in iki kiivet alinmis ve gizelge 3.5’te gosterilen

ayiraglar konmustur.

Cizelge 3.5 Glutatyon Rediiktaz Yo6ntemi

Céozeltiler Kor (uL) Ornek (uL)
Saf su 100 -

Giinliik tampon 900 900

Ornek - 100

Calkalanir ve 37 °C’de 340 nm’de 0. ve 5. dk. kore kars1 absorbans degerleri

Olgiiliir.
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Hesaplama:

AOD N Vt
GR Aktivitesi (U/mL)= t 6.22xV0
AOD=Zamana bagli absorbans farki

t= Zaman

V= Toplam hacim

Vs=Ornek hacmi

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

GR Aktivitesi
Protein Miktari

GR Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) =

3.2.2.7. GSH Diizeyi Tayini

Prensip: DTNB, siilfidril bilesikleri tarafindan rediikte edilen bir disiilfit
bilesigi olup sar1 renkli bir anyon olusturmaktadir. Ornek ile DTNB nin olusturdugu
sart renkli kompleksin renk siddeti ortamdaki GSH konsantrasyonu ile dogru
orantilidir; 412 nm’de spektrofotometrik olarak degerlendirilir [69].

Ayriraclar:

1. Coktiiriicii ¢cozelti

Galsiyel metafosforik asit 1679
Disodyum EDTA 0.20¢
NaCl 30.0g

Distile su ile 100 mL’ye tamamlanmustir.
2.0.3 M NazHPO4
NaxHPO4 42.59 ¢

Distile su ile 100 mL’ye tamamlanmustir.
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3. %0.02 DTNB cozeltisi
DTNB 20 mg

%1°lik sodyum sitrat ile 100 mL’ye tamamlanmistir.

Yontem: 200 pL. homojenat tizerine 2 mL saf su ilave edilir. GSH tayini i¢in

iki tlip alinir ve ¢izelge 3.6’da belirtilen ayiraglar konur.

Cizelge 3.6 Rediikte Glutatyon Y dntemi

Cozeltiler Kor (mL) Ornek
(mL)
Homojenat - 2
Distile su 2 -
Coktiiriicii 3 3

5 dakika bekletilmis, 6rnek filtre kagidindan siiziilmiis;

Siiziintii 2 2

0.3 M NazHPO4 8 8

412 nm’de kore karsi okunmus (ODz), tiiplere;
%0.02 DTNB 1 1

Ilave edilip 412 nm’de kore karsi okunmustur (OD,).

Hesaplama:

GSH miktar1 pmol/g protein olarak hesaplanir.
C (OD.-0ODy) 11 5 100

1000 = 13600 x 2 x 2 x Pro

(OD2-0D1)x101
Pro(g/dL)

C (umol/g Pro) =

13600: GSH ve DTNB etkilesimi sirasinda olusan sari rengin molar
ekstinksiyon katsatyist.

Pro: Protein (g/dL)
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1000: pmol’e doniisiim katsayisi

C: umol glutatyon

OD:: DTNB ilave edilmeden 6nceki 412 nm’de 6l¢iilen optik dansite
ODg2: DTNB ilave edildikten sonraki 412 nm’de 6lgiilen optik dansite
11/2 ve 5/2: Sulandirma katsayisi.

3.2.2.8. MDA Diizeyi Tayini

Prensip: Malondialdehid 90 °C sicaklikta thio barbutirik asit ile pembe renkli
bir kompleks olusturmakta ve bu kompleks spektrofotometrede 535 nm’de

Ol¢tilmektedir [72].

Ayiraclar:

TBA (%0.8): 0.8 g TBA tartilir ve 100 ml distile suda ¢oziiliir.
TCA (%20): 20 g TCA 100 ml distile suda eritilir.

Stok Standart: 1,1,3,3 Tetrametoksipropan.

Yontem:

MDA aktivitesi tayini i¢in siipernatanttan alinan 2501 6rnek, 125 pl %20 TCA
ile karigtirilir. Bu karigim 15000 g de, 10 dakika siireyle +4 °C’de santrifiij edilir.
Tiipteki siipernatant (300 pl), 200 pl TBA ile karistirilir ve 60 dakika siireyle sicak su
banyosunda (90 °C) bekletilir. Bu islem sonunda 535 nm de spektrofotometrede okuma

yapilir.

Hesaplama:

Sonuglar standart egride degerlendirilir. Standart olarak 1,1,3,3
Tetrametoksipropan kullanilacaktir. Stok standarttan 6.6 pl alinir ve distile suyla 100
ml’ye tamamlanir. Bu ¢o6zeltiden 10, 20, 40, 60, 80 ve 100 nmol/mL’lik ¢alisma
standartlar1 hazirlanir ve 6rneklere yapilan islemin aynisi yapilarak standart egri ¢izimi

gerceklestirilir. Bu egriden yararlanilarak MDA miktar1 hesaplanir. MDA miktari
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belirlenip, protein miktarina boliiniip, sonuglar nmol MDA/mg protein cinsinden

bulunur.
3.2.2.9. 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 6lgiilerek protein miktarlari tespit edilir [73].

Ayiraclar:

1. Cozelti A:
Na.COs 10g
NaOH 2g¢

aliir ve 500 mL’ye saf su ile tamamlanir
2. Cozelti B:
CuS0O4.5H.0 0.5¢
Na-sitrat 1.0g
aliir 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 Ayiract: 1 mL Folin-Ciocalteu, 1 mL saf su ile

seyreltilerek hazirlanir.

Yontem: Protein tayini igin iki tiip alinir ve ¢izelge 3.7°de belirtilen ayiraglar

konur.
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Cizelge 3.7 Protein Y ontemi

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 1sisinda 30 dakika bekletildikten sonra ve spektrofotometrede 750 nm’de

absorbans degerleri ol¢tiliir.

Hesaplama

Protein diizeyleri s1g1r serum albumini kullanilarak hazirlanmis olan standart grafikten

yararlanarak hesaplanmustir (Sekil 3.1).

1,2 4

0,6 -

0,2 -

w 3 8 o= 0 w T P>

y = 2,1555x
R?2=0,9718

0 0,1 0,2 0,3
Derisim (mg/ml)

0,6

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

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

CuSO4 ve CuO-NP’nin 0.05 mg/L derisimlerinin etkisine 4 ve 21 giin siirelerle
birakilan O. niloticus’ta hematolojik (eritrosit, 16kosit, hemoglobin ve hematokrit),
plazma biyokimyasal (ALT, AST, ALP, kortizol ve glukoz) ve doku oksidatif stres
(SOD, CAT, GPX, GR, GST, GSH ve MDA) parametrelerindeki degisimler

arastirilmistir.

4.1. Hematolojik Parametreler

4.1.1. Eritrosit

O. niloticus’un eritrosit sayisi tizerine CuSO4 ve CuO-NP’nin etkileri Cizelge
4.1’de  verilmistir. Etki  siireleri dikkate alindiginda kontrol  grubuyla
karsilastirildiginda CuSO4 ve CuO-NP’nin etkisinde 4 giinliik siire sonunda anlamli
bir degisim gostermeyen (P>0.05) eritrosit sayisi, 21 giinliik siire sonunda anlamli bir
azalis gostermistir (P<0.05). 21. giiniin sonunda CuSO4 ve CuO-NP’nin etkisinde
eritrosit sayisinin sirastyla %21 ve %23 diizeyinde azaldigi saptanmistir. Ayni
etkilesim grubunda siireye bagl olarak eritrosit sayisinin ise hem CuSO4 ve hem de
CuO-NP grubunda 4 giinliik etki siiresine oranla 21 giinliik etki siiresi sonunda anlamli
bir sekilde azaldig1 belirlenmistir (P<0.05).

Cizelge 4.1 CuSO4 ve CuO-NP’nin O. niloticus’un eritrosit sayis1 (10%/uL) iizerine
etkileri

Gruplar 4 Giin 21 Giin

Kontrol 1.75+0.02 ax 1.78+0.03 ax
CuSOs4 1.79+0.04 ax 1.41+0.02 by
CuO-NP 1.81+0.02 ax 1.37+0.04 by

Veriler aritmetik ortalama + standart hata seklinde verilmistir. “a ve b” harfleri deney
gruplari, “X ve y” harfleri ise etkilesim siireleri arasindaki ayirimi géstermek amaciyla
kullanilmigtir. Farkli harfler P<0.05 diizeyindeki istatistiksel ayrimi ifade etmektedir.
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4.1.2. Lokosit

Test edilen bakir formlarinin ve etkilesim siirelerinin O. niloticus’un 16kosit
sayis1 lzerine etkileri Cizelge 4.2°de verilmistir. Denenen etki siireleri dikkate
alindiginda kontrol grubuyla karsilastirildiginda hem 4 hem de 21 giinliik siire sonunda
CuSOs ve CuO-NP’nin etkisinde 16kosit sayisinda anlamli bir degisim
belirlenmemistir (P>0.05). Ayn sekilde test edilen bakir gruplarinda etki siireleri de
dikkate alindiginda ilk etkilesim siiresiyle karsilagtirildiginda son etkilesim siiresi

sonunda 16kosit sayilarinda istatistiksel bir degisim saptanmamistir (P>0.05).

Cizelge 4.2 CuSO4 ve CuO-NP’nin O. niloticus’un 16kosit sayis1 (10%/uL) iizerine
etkileri

Gruplar 4 Giin 21 Giin

Kontrol 47.24+1.28 ax 46.74+2.39 ax
CuSOq4 45.4842.06 ax 45.63+1.78 ax
CuO-NP 44.93+2.69 ax 43.75+1.61 ax

Veriler aritmetik ortalama =+ standart hata seklinde verilmistir. “a” harfi deney gruplari,
“x” harfi ise etkilesim siireleri arasinda istatistiksel bir ayrim olmadigini
gostermektedir (P>0.05).

4.1.3. Hemoglobin

Denenen metal gruplarinin ve etki siirelerinin O. niloticus’un hemoglobin
diizeyi lizerine etkileri Cizelge 4.3°te verilmistir. Ayni etki siiresi dikkate alindiginda
CuSO4 ve CuO-NP’nin etkisinde 4 giinliik siire sonunda anlamli bir degisim
gostermeyen (P>0.05) hemoglobin diizeyi, 21 giinliik siire sonunda anlamli bir azalis
gostermistir (P<0.05). Son etkilesim siiresi sonunda hemoglobin diizeyi CuSOs4 ve
CuO-NP’nin etkisinde sirastyla %29 ve %32 diizeyinde azalis gostermistir. Benzer
sekilde her iki bakir grubunda da hemoglobin diizeyleri etkilesim siiresine bagli olarak

anlamli bir azalig gostermistir (P<0.05).
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Cizelge 4.3 CuSO4 ve CuO-NP’nin O. niloticus’un hemoglobin diizeyi (g/dL) iizerine
etkileri

Gruplar 4 Giin 21 Giin

Kontrol 8.31+0.14 ax 8.38+0.09 ax
CuSOq4 8.34+0.33 ax 5.94+0.12 by
CuO-NP 8.25+0.19 ax 5.69+1.61 by

Veriler aritmetik ortalama + standart hata seklinde verilmistir. “a ve b” harfleri deney
gruplari, “x ve y” harfleri ise etkilesim stireleri arasindaki ayirimi géstermek
amaciyla kullanilmistir. Farkli harfler P<0.05 diizeyindeki istatistiksel ayrimi ifade
etmektedir.

4.1.4. Hematokrit

O. niloticus’un hematokrit diizeyi {izerine bakir gruplarinin ve belirlenen
siirelerin etkileri Cizelge 4.4’te verilmistir. 11k etkilesim siiresi sonunda hematokrit
diizeyi her iki bakir formunun etkisinde anlamli bir degisim gdstermemistir (P>0.05).
Bununla birlikte 21 giinliik etki siiresi sonunda hematokrit diizeyinin hem CuSOs ve
hem de CuO-NP’nin etkisinde istatistiksel olarak azaldigi belirlenmistir (P<0.05).
Kontol grubuyla karsilastirildiginda bu azalisin CuSOs grubunda %22 iken CuO-NP
%24 diizeyinde oldugu saptanmistir. Ayni etkilesim grubunda hematokrit diizeyi
lizerine siirenin etkisi incelendiginde Hem CuSO4 ve hem de CuO-NP gruplarinda
etkide kalma siiresi uzadik¢a hematokrit diizeyinde 6nemli azalislar belirlenmistir

(P<0.05).

Cizelge 4.4 CuSO4 ve CuO-NP’nin O. niloticus’un hematokrit diizeyi (%) tizerine
etkileri

Gruplar 4 Giin 21 Giin

Kontrol 31.53+0.88 ax 31.95+0.74 ax
CuSOq 30.47+0.66 ax 24.83+0.37 by
CuO-NP 31.14+0.70 ax 24.15+0.49 by

Veriler aritmetik ortalama =+ standart hata seklinde verilmistir. “a ve b harfleri deney
gruplari, “X ve y” harfleri ise etkilesim siireleri arasindaki ayirimi gostermek amaciyla
kullanilmigtir. Farkli harfler P<0.05 diizeyindeki istatistiksel ayrimi ifade etmektedir.
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4.2. Plazmanin Biyokimyasal Parametreleri

42.1. ALT

Test edilen etkilesim gruplarinin ve etki siirelerinin O. niloticus’un plazma
ALT enzim aktivitesi tizerine etkileri Cizelge 4.5’te verilmistir. 4. giiniin sonunda
CuSOy’lin etkisinde énemli bir degisim gostermeyen (P>0.05) ALT aktivitesi, CuO-
NP’nin etkisinde 6nemli bir artig gostermistir (P<0.05). 21. Giiniin sonunda ise her iki
bakir formunun etkisinde ALT aktivitesin anlamli artiglar belirlenmistir (P<0.05). Bu
artigin istatistiksel olarak CuSO4 oranla CuO-NP’nin etkisinde daha fazla oldugu
saptanmigtir (P<0.05). Son etkilesim siiresi sonunda ALT aktivitesinde CuSOs ve
CuO-NP sirastyla %47 ve %88 diizeyinde bir atisa neden olmustur. Etki siireleri
dikkate alindiginda ise sadece CuSO4 grubunda ALT enzim aktivitesinin ilk etkilesim
stiresi ile karsilastirildiginda 21 giinliik etki siiresi sonunda 6nemli bir artig gosterdigi

belirlenmistir (P<0.05).

Cizelge 4.5 CuSOs ve CuO-NP’nin O. niloticus’un plazma ALT aktivitesi (U/L)
tizerine etkileri

Gruplar 4 Giin 21 Giin

Kontrol 18.214+0.48 ax 18.4440.77 ax
CuSOq 20.49+0.93 ax 27.07+0.68 by
CuO-NP 31.15+0.74 bx 34.66+0.56 cx

Veriler aritmetik ortalama + standart hata seklinde verilmistir. “a, b ve ¢” harfleri
deney gruplari, “x ve y” harfleri ise etkilesim siireleri arasindaki ayirimi gostermek
amaciyla kullanilmigtir. Farkli harfler P<0.05 diizeyindeki istatistiksel ayrimi ifade
etmektedir.

42.2. AST
Denenen bakir gruplarinin ve etkide kalma siirelerinin O. niloticus’un plazma

AST enzim aktivitesi iizerine etkileri Cizelge 4.6’da gosterilmistir. i1k etkilesim siiresi

sonunda anlamli bir degisim gdstermeyen (P>0.05) AST aktivitesinde 21. giiniin
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sonunda her iki bakir grubunu etkisinde anlamli artislar saptanmistir (P<0.05). Bu artis
istatistiksel olarak CuO-NP’nin etkisinde CuSOas oranla daha fazla olmustur (P<0.05).
21 giinliik siire sonunda kontrol grubuyla karsilastirildiginda AST aktivitesinde CuSO4
ve CuO-NP’nin etkisinde sirasiyla %32 ve %54 diizeyinde bir atis saptanmistir. Ayrica
etkide kalma siiresinin uzamasiyla AST aktivitesinin her iki bakir grubunda da

istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde arttig1 belirlenmistir (P<0.05).

Cizelge 4.6 CuSO4 ve CuO-NP’nin O. niloticus’un plazma AST aktivitesi (U/L)
tizerine etkileri

Gruplar 4 Giin 21 Giin

Kontrol 136+4.5 ax 128+5.6 ax
CuSOq4 127+6.1 ax 169+3.9 by
CuO-NP 141+5.4 ax 1974+6.1 cx

Veriler aritmetik ortalama + standart hata seklinde verilmistir. “a, b ve ¢” harfleri
deney gruplari, “X ve y” harfleri ise etkilesim siireleri arasindaki ayirimi gostermek
amaciyla kullanilmistir. Farkli harfler P<0.05 diizeyindeki istatistiksel ayrimi ifade
etmektedir.

4.2.3. ALP

Test edilen bakir gruplarinin ve etki siirelerinin O. niloticus’un plazma ALP
enzim aktivitesi tizerine etkileri Cizelge 4.7’de verilmistir. Kontrol grubuyla
karsilastirildiginda hem CuSOs ve hem de CuO-NP etkisinde ilk etkilesim siiresi
sonunda ALP enzim aktivitesinde istatistiksel olarak Onemli bir degisim
saptanmamugstir (P>0.05). Bununla birlikte 21. giiniin sonunda ALP aktivitesi her iki
bakir grubunun etkisinde anlamli olacak sekilde bir atig gostermistir (P<0.05). Son etki
stiresi sonunda ALP aktivitesindeki bu artisin CuSO4 ve CuO-NP gruplarinda sirastyla
%34 ve %40 diizeyinde oldugu hesaplanmistir. Belirli bir bakir grubunda etki de kalma
stiresinin ALP aktivitesi {izerine etkilerini dikkate aldigimizda ilk etkilesim siiresine
gore son etkilesim siiresi sonunda enzim aktivitesi her iki bakir grubunda da anlamh

bir artig gostermistir (P<0.05).
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Cizelge 4.7 CuSO4 ve CuO-NP’nin O. niloticus’un plazma ALP aktivitesi (U/L)
tizerine etkileri

Gruplar 4 Giin 21 Giin

Kontrol 25.34+0.51 ax 24.79+0.63 ax
CuSQq4 24.89+0.47 ax 33.21+0.70 by
CuO-NP 24.60+0.39 ax 34.59+0.66 by

Veriler aritmetik ortalama =+ standart hata seklinde verilmistir. “a ve b” harfleri deney
gruplari, “X ve y” harfleri ise etkilesim siireleri arasindaki ayirimi goéstermek amaciyla
kullanilmistir. Farklt harfler P<0.05 diizeyindeki istatistiksel ayrim1 ifade etmektedir.

4.2.4. Kortizol

O. niloticus’un plazma kortizol diizeyi lizerine bakir gruplarin ve denenen
stirelerin etkileri Cizelge 4.8’de verilmistir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda her
iki etkilesim siiresi sonunda da kortizol diizeyi, hem CuSO4 ve hem de CuO-NP
etkisinde anlaml1 bir artis gostermistir (P<0.05). Bu artislarin 4. giiniin sonunda daha
fazla oldugu saptanmistir. 4 giinliik etki siiresi sonunda kortizol diizeyi, CuSO4 ve
CuO-NP’nin etkisinde sirastyla %47 ve %51 diizeyinde bir artis gostermistir. Etkide
kalma siiresi dikkate alindiginda ise her iki bakir grubunda da 4. giine oranla 21. giiniin
sonunda kortizol diizeyinde istatistiksel olarak dnemli bir degisim belirlenememistir

(P>0.05).

Cizelge 4.8 CuSO4 ve CuO-NP’nin O. niloticus’un plazma kortizol diizeyi (ng/dL)
tizerine etkileri

Gruplar 4 Giin 21 Giin

Kontrol 4.67+0.17 ax 4.78+0.11 ax
CuSQOq4 6.86+0.13 bx 6.16+0.22 bx
CuO-NP 7.04+0.21 bx 6.20+0.19 bx

Veriler aritmetik ortalama + standart hata seklinde verilmistir. “a ve b” harfleri deney
gruplar1 arasindaki istatistiksel ayirimi géstermektir (P<0.05 ). “X” harfi ise etkilesim
stireleri arasinda istatistiksel ayrim olmadigini gostermektedir (P>0.05).
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4.2.5. Glukoz

Denenen etkilesim gruplarmin ve etkide kalma siirelerinin O. niloticus’un
plazma glukoz diizeyleri tizerine etkileri Cizelge 4.9’da verilmistir. Hem 4 hem de 21
giinliik siire sonunda kontrol grubuyla karsilagtirildiginda glukoz diizeyi her iki bakir
grubunun etkisinde de 6nemli bir artis gostermistir (P<0.05). Bu artisin ilk etkilesim
stiresi sonunda daha fazla oldugu belirlenmistir. 4 giinlik siire sonunda glukoz
diizeyinde CuSO4 ve CuO-NP’nin etkisinde sirasiyla %49 ve %64 diizeyinde bir artig
saptanmistir. Etkide kalma siiresi dikkate alindiginda ise her iki bakir grubunda da 4.
giine oranla 21. giinlin sonunda glukoz diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir

degisim saptanmamistir (P>0.05).

Cizelge 4.9 CuSO4 ve CuO-NP’nin O. niloticus’un plazma glukoz diizeyi (mg/dL)
tizerine etkileri

Gruplar 4 Giin 21 Giin

Kontrol 51.44+0.63 ax 53.61+0.71 ax
CuSOq 81.88+0.74 bx 75.18+0.46 bx
CuO-NP 84.25+0.52 bx 76.09+0.84 bx

Veriler aritmetik ortalama =+ standart hata seklinde verilmistir. “a ve b” harfleri deney
gruplar1 arasindaki istatistiksel ayirimi gostermektir (P<0.05 ). “x” harfi ise etkilesim
siireleri arasinda istatistiksel ayrim olmadigini gostermektedir (P>0.05).

4.3. Oksidatif Stres Parametreleri

43.1. CAT

Test edilen etkilesim gruplarimin ve etki siirelerinin O. niloticus’un karaciger
ve solunga¢ dokusu CAT aktivitesi lizerine etkileri Cizelge 4.10°da verilmistir.
Kontrol grubuyla karsilastirildiginda her iki dokudaki CAT enzim aktivitesi, hem
CuSO4 ve hem de CuO-NP etkisinde 4 gilinliik siire sonunda 6nemli bir degisim
gostermezken (P>0.05), 21 giinliik siire sonunda anlamli bir azalis goéstermistir

(P<0.05). Son etkilesim siiresi sonunda CAT aktivitesinde, CuSO4 ve CuO-NP’nin
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etkisinde karacigerde sirasiyla %38 ve %46; solunga¢ dokusunda ise sirastyla %25 ve
%29 diizeylerinde azaliglar saptanmistir. Yine etkide kalma siireleri dikkate
alindiginda da her iki doku CAT aktivitesi her iki bakir grubunda da 4 giinliik siireye

oranla 21 giinliik siire sonunda anlamli1 bir azalis gdstermistir (P<0.05).

Cizelge 4.10 CuSO4 ve CuO-NP’nin O. niloticus’un doku CAT aktivitesi (U/mg
protein) tizerine etkileri

Gruplar 4 Giin 21 Giin
Karaciger

Kontrol 470+13 ax 461+15 ax
CuSOq4 481+16 ax 285+20 by
CuO-NP 493+21 ax 247+16 by
Solungag

Kontrol 165+6.8 ax 1724+3.8 ax
CuSO4 17145.5 ax 129+4.4 by
CuO-NP 166+4.7 ax 122+2.9 by

Veriler aritmetik ortalama =+ standart hata seklinde verilmistir. “a ve b” harfleri deney
gruplari, “X ve y” harfleri ise etkilesim siireleri arasindaki ayirimi géstermek amaciyla
kullanilmigtir. Farkli harfler P<0.05 diizeyindeki istatistiksel ayrimi ifade etmektedir.

4.3.2. SOD

Test edilen etkilesim gruplarinin ve etki siirelerinin O. niloticus’un karaciger
ve solunga¢ dokusu SOD aktivitesi iizerine etkileri Cizelge 4.11°de gosterilmistir.
Belirli bir etki siiresinde kontrol grubuyla karsilastirildiginda CuSO4 ve CuO-NP’nin
karaciger ve solunga¢ dokusunda SOD aktivitesinde ilk etkilesim siiresi sonunda
istatistiksel olarak dnemli bir degisiklige neden olmadig1 (P>0.05); bununla birlikte 21
giinliik etki siiresi sonunda anlamli azalislara neden oldugu saptanmistir (P<0.05). Son
etkilesim siiresi sonunda SOD aktivitesinde, CuSOs ve CuO-NP’nin etkisinde
karacigerde sirasiyla %41 ve %42; solunga¢ dokusunda ise sirasiyla %36 ve %38

diizeylerinde azalislar saptanmistir. Yine etkide kalma siireleri dikkate alindiginda da
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her iki doku SOD aktivitesinde her iki bakir grubunda da 4 giinliik siireye oranla 21

giinliik siire sonunda anlamli bir azalis belirlenmistir (P<0.05).

Cizelge 4.11 CuSO4 ve CuO-NP’nin O. niloticus’un doku SOD aktivitesi (U/mg

protein) lizerine etkileri

Gruplar 4 Giin 21 Giin
Karaciger

Kontrol 27.40+0.62 ax 27.98+0.43 ax
CuSOg4 27.89+0.54 ax 16.65+0.34 by
CuO-NP 26.71+0.78 ax 16.24+0.59 by
Solungag

Kontrol 21.70+0.51 ax 21.95+0.44 ax
CuSOq4 20.97+0.34 ax 14.13+0.26 by
CuO-NP 22.06+0.65 ax 13.60+0.51 by

Veriler aritmetik ortalama =+ standart hata seklinde verilmistir. “a ve b harfleri deney
gruplari, “X ve y” harfleri ise etkilesim siireleri arasindaki ayirimi goéstermek amaciyla
kullanilmigtir. Farkli harfler P<0.05 diizeyindeki istatistiksel ayrimi ifade etmektedir.

4.3.3. GPX

Denenen etkilesim gruplarinin ve etkide kalma siirelerinin O. niloticus’un
karaciger ve solunga¢ dokusu GPX aktivitesi iizerine etkileri Cizelge 4.12°de
verilmistir. Karaciger GPX aktivitesi her iki bakir grubunun etkisinde 4. giiniin
sonunda anlamli bir azalig gosterirken (P<0.05); 21. giiniin sonunda kontrol grubuna
gore onemli bir degisim gdstermemistir (P>0.05). Ilk etkilesim siiresi sonunda
karaciger GPX aktivitesi CuSOs ve CuO-NP’nin etkisinde sirasiyla %29 ve %39
diizeyinde bir azalis saptanmistir. Solungag GPX aktivitesinde ise her iki siirenin
sonunda ve her iki bakir grubunun etkisinde istatistiksel olarak 6nemli bir degisim
belirlenmemistir (P>0.05). Siirenin etkisi dikkate alindiginda ise siirenin uzamasina
bagl olarak karaciger GPX aktivitesi CuSO4 ve CuO-NP grubunda anlamli bir artig
gostermistir (P<0.05).
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Cizelge 4.12 CuSO4 ve CuO-NP’nin O. niloticus’un doku GPX aktivitesi (U/mg

protein) lizerine etkileri

Gruplar 4 Giin 21 Giin
Karaciger

Kontrol 0.51+0.02 ax 0.52+0.04 ax
CuSOq4 0.36+0.04 bx 0.50+0.04 ay
CuO-NP 0.31+0.03 bx 0.48+0.05 ay
Solungag

Kontrol 0.31+0.03 ax 0.30+0.02 ax
CuSOg4 0.30+0.03 ax 0.34+0.04 ax
CuO-NP 0.33+0.02 ax 0.31+0.02 ax

Veriler aritmetik ortalama =+ standart hata seklinde verilmistir. “a ve b” harfleri deney
gruplart, “X ve y” harfleri ise etkilesim siireleri arasindaki ayirimi gostermek amaciyla
kullanilmistir. Farkli harfler P<0.05 diizeyindeki istatistiksel ayrimi ifade etmektedir.

43.4. GR

Test edilen etkilesim gruplarinin ve etki siirelerinin O. niloticus’un karaciger
ve solunga¢ dokusu GR aktivitesi {izerine etkileri Cizelge 4.13’te gdsterilmistir.
Kontrol grubuyla karsilastirildiginda GR aktivitesinin hem CuSO4 ve CuO-NP’nin
etkisinde 4. giiniin sonunda her iki dokuda da anlamli olacak sekilde arttigi (P<0.05);
21. giiniin sonunda ise karacigerde Onemli olacak sekilde azaldigi belirlemistir
(P<0.05). GR aktivitesi CuSO4 ve CuO-NP’nin etkisinde ilk etkilesim siiresi sonunda
karacigerde sirasiyla %28 ve %33; solunga¢ dokusunda ise sirasiyla %29 ve %34
diizeyinde artarken son etki siiresi sonunda karacigerde sirasiyla %25 ve %26
diizeyinde azalmustir. Belirli bir grubun etkisinde her iki doku GR aktivitesinin her iki
bakir grubunda da etkide kalma siirelerinin uzamasiyla istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde azaldig1 belirlenmistir (P<0.05).
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Cizelge 4.13 CuSO4 ve CuO-NP’nin O. niloticus’un doku GR aktivitesi (U/mg
protein) tizerine etkileri

Gruplar 4 Giin 21 Giin
Karaciger

Kontrol 0.081+0.003 ax 0.085+0.004 ax
CuSOq4 0.104+0.004 bx 0.064+0.005 by
CuO-NP 0.108+0.003 bx 0.063+0.003 by
Solungag

Kontrol 0.035+0.002 ax 0.034+0.003 ax
CuSOq4 0.045+0.003 bx 0.033+0.002 ay
CuO-NP 0.047+0.002 bx 0.030+0.005 ay

Veriler aritmetik ortalama =+ standart hata seklinde verilmistir. “a ve b harfleri deney
gruplart, “X ve y” harfleri ise etkilesim siireleri arasindaki ayirimi gostermek amaciyla
kullanilmistir. Farkli harfler P<0.05 diizeyindeki istatistiksel ayrimi ifade etmektedir.

43.5. GST

Denenen etkilesim gruplarinin ve etkide kalma siirelerinin O. niloticus’un
karaciger ve solunga¢ dokusu GST aktivitesi iizerine etkileri Cizelge 4.14°te
verilmistir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda hem CuSO4 ve hem de CuO-NP’nin
etkisinde GST aktivitesinde karacigerde 4. giinde anlamli bir artig (P<0.05) ile 21.
giinde anlamli bir azalisin oldugu (P<0.05) belirlenirken; solunga¢ dokusunda ise 4.
giinde anlaml bir artis (P<0.05) ile 21. giinde 6nemli bir degisimin olmadigi (P>0.05)
belirlenmistir. GST aktivitesi CuSO4 ve CuO-NP’nin etkisinde ilk etkilesim siiresi
sonunda karacigerde sirastyla %27 ve %54; solunga¢ dokusunda ise sirastyla %26 ve
%28 diizeyinde artarken son etki siiresi sonunda karacigerde sirasityla %22 ve %25
diizeyinde azalmistir. Etkilesim siireleri dikkate alindiginda ise her iki doku GST
aktivitesi hem CuSOs ve hem de CuO-NP grubunda da etkide kalma siirelerinin

uzamastyla anlamli bir azalis gostermistir (P<0.05).

39



4. BULGULAR Rabia EROL

Cizelge 4.14 CuSO4 ve CuO-NP’nin O. niloticus’un doku GST aktivitesi (U/mg
protein) tizerine etkileri

Gruplar 4 Giin 21 Giin
Karaciger

Kontrol 29.18+0.84 ax 31.41+£0.64 ax
CuSOq4 37.14+0.69 bx 24.49+0.33 by
CuO-NP 44.85+0.51 cx 23.55+0.48 by
Solungag

Kontrol 14.76+0.57 ax 15.28+0.63 ax
CuSOg4 18.61+0.73 bx 14.91+0.49 ay
CuO-NP 18.89+0.89 bx 15.13+0.54 ay

Veriler aritmetik ortalama =+ standart hata seklinde verilmistir. “a, b ve ¢” harfleri
deney gruplari, “X ve y” harfleri ise etkilesim siireleri arasindaki ayirimi gostermek
amaciyla kullanilmistir. Farkli harfler P<0.05 diizeyindeki istatistiksel ayrimi ifade
etmektedir.

4.3.6. GSH

Test edilen etkilesim gruplariin ve etki siirelerinin O. niloticus’un karaciger
ve solunga¢ dokusu GSH diizeyleri iizerine etkileri Cizelge 4.15’te gosterilmistir.
Kontrol grubuyla karsilastirildiginda hem CuSO4 ve hem de CuO-NP’nin her iki doku
GSH diizeylerini anlamli olacak sekilde 4. giiniin sonunda arttirdigi (P<0.05), 21.
giiniin sonunda ise azalttig1 belirlenmistir (P<0.05). CuSO4 ve CuO-NP’nin etkisinde
GSH diizeyinin ilk etkilesim siiresi sonunda karacigerde sirasiyla %30 ve %35,
solungacta ise %24 ve %32 diizeylerinde arttig1 saptanirken 21 giinliik siire sonunda
karacigerde sirastyla %24 ve %39; solungagta ise %20 ve %21 diizeylerinde azalttig1
saptanmistir. Etkide kalma siirelerin doku GSH diizeylerine etkileri dikkate
alindiginda ise hem karaciger hem de solungag GSH diizeylerinin siirenin uzamasina

bagli olarak her iki bakir grubunda da 6nemli olacak sekilde azaldig1 belirlenmistir
(P<0.05).
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Cizelge 4.15 CuSOs ve CuO-NP’nin O. niloticus’un doku GSH diizeyi (umol/g
protein) tizerine etkileri

Gruplar 4 Giin 21 Giin
Karaciger

Kontrol 2.61+0.14 ax 2.724+0.18 ax
CuSOq4 3.40+0.23 bx 2.08+0.15 by
CuO-NP 3.52+0.19 bx 1.65+0.22 cy
Solungag

Kontrol 1.49+0.05 ax 1.544+0.04 ax
CuSOq4 1.85+0.04 bx 1.23+0.03 by
CuO-NP 1.96+0.05 bx 1.22+0.03 by

Veriler aritmetik ortalama =+ standart hata seklinde verilmistir. “a, b ve ¢” harfleri
deney gruplari, “X ve y” harfleri ise etkilesim siireleri arasindaki ayirimi gostermek
amaciyla kullanilmistir. Farkli harfler P<0.05 diizeyindeki istatistiksel ayrimi ifade
etmektedir.

4.3.7. MDA

Denenen etkilesim gruplarinin ve etkide kalma siirelerinin O. niloticus’un
karaciger ve solunga¢ dokusu MDA diizeyleri iizerine etkileri Cizelge 4.16°da
verilmistir. Kontrol grubuyla karsilagtirildiginda CuSO4 ve CuO-NP’nin etkisinde her
iki doku MDA diizeylerinin 4. giiniin sonunda anlamli bir degisim gostermedigi
(P>0.05), 21. giiniin sonunda ise 6nemli olacak sekilde arttig1 belirlenmistir (P<0.05).
Son etkilesim siiresi sonunda CuSOs4 ve CuO-NP’nin etkisinde MDA diizeyi;
karacigerde sirasiyla %42 ve %46; solunga¢ dokusunda ise sirasiyla %23 ve %28
diizeyinde bir artig gostermistir. Belirli bir grubun etkisinde her iki doku MDA
diizeyinin her iki bakir grubunda da etkide kalma siirelerinin uzamastyla istatistiksel

olarak anlamli bir sekilde arttig1 belirlenmistir (P<0.05).

41



4. BULGULAR

Rabia EROL

Cizelge 4.16 CuSO4 ve CuO-NP’nin O. niloticus’un doku MDA diizeyi (nmol/mg

protein) tizerine etkileri

Gruplar 4 Giin 21 Giin
Karaciger

Kontrol 2.11+0.03 ax 2.04+0.03 ax
CuSOq4 2.06+0.02 ax 2.89+0.04 by
CuO-NP 2.07+0.04 ax 2.97+0.03 by
Solungag

Kontrol 1.73+0.02 ax 1.74+0.03 ax
CuSOg4 1.75+0.03 ax 2.13+0.02 by
CuO-NP 1.72+0.02 ax 2.22+0.04 by

Veriler aritmetik ortalama =+ standart hata seklinde verilmistir. “a ve b” harfleri deney
gruplari, “X ve y” harfleri ise etkilesim siireleri arasindaki ayirimi gostermek amaciyla
kullanilmistir. Farkli harfler P<0.05 diizeyindeki istatistiksel ayrimi ifade etmektedir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Diinya ¢apinda tilapyalar sazanlardan sonra kiiltiirii yapilan en biiyiik ikinci
balik grubudur ve hemen her balik ¢iftliginde yetistirilebilmektedir. Nil tilapyas1 O.
niloticus detritus, fitoplankton ve zooplankton ile beslenen omnivor bir baliktir ve bu
besinlerle birlikte bakir bilesiklerini de igeren c¢evresel kirleticileri viicuduna
alabilmektedir. Nil tilapyas1 toksikolojik ¢alismalarda kullanilan en yaygin tatli su
baliklarindan biridir. Kiiltiirii ve laboratuvar ortamlarina adaptasyonu kolay, ¢evresel
degiskenlere direncli oldugundan bu tiir toksikolojik arastirmalar i¢in iyi bir model
organizmadir [9]. Sunulan bu ¢alismada da O. niloticus CuSO4 ve CuO-NP’nin toksik
etkilerini degerlendirmek ig¢in model bir organizma olarak kullanilmigtir.

Sucul ekosistemler hemen tiim kirleticiler i¢in son ugrak yer olup bu ortamlara
giren ve her gegen giin de derisimi artan toksikantlar nedeniyle aquatik organizmalar
ciddi bir tehdit altinda kalmaktadir. Tatli su ve deniz baliklarinin gerek geleneksel
kirleticiler olan agir metaller ve pestisitler gibi gerekse de yeni bir kirletici grubu olan
nanopartikiillere kars1 hayatta kalabilmeleri ve yasamlarin1 devam ettirebilmeleri her
seyden Once adaptasyon yetenekleri ve hiicresel savunma mekanizmalartyla olduk¢a
yakin iligkilidir. Bu kirleticilerin baliklarda i¢ dengeyi bozdugu, molekiiler,
biyokimyasal ve hiicresel diizeylerde ciddi toksik etkilere ve hatta Sliimlere bile yol
act181 birgok calismada gosterilmistir. Sunulan aragtirmada 0.05 mg/L CuSO4 ve CuO-
NP etkisinde ve 21 ginliik etkilesim siiresi boyunca O. niloticus’ta mortalite
gozlenmemistir. Bununla birlikte her iki bakir formunun etkisinde bu baliklarda
hematolojik, plazma biyokimyasal ve doku oksidatif stres parametrelerinde 6nemli
subletal degisiklikler belirlenmistir. Bu ciddi etkilere kars1 O. niloticus’ta her iki bakir
formlarinin etkisinde 6liim gozlenmemesi bu baliklarin giiglii detoksifikasyon ve
hiicresel savunma yeteneklerine bagl olabilir. Gergekten de bu canlilar kirleticilerin
yogun olarak bulundugu ortamlarda bile giicli immiin sistemleri ve yanit
mekanizmalartyla yasamlarini siirdiirebilmektedir. Calismamizla benzer sekilde
Tungsoy ve ark. [64] da yaptiklar1 arastirmada 15 giin siire ile 20 pg/L CuO-NP
etkisine birakilan O. niloticus’ta doku biyokimyasal parametrelerinde bu metal oksit

nanopartikiiliin 6nemli toksik etkisine ragmen mortalite gozlenmemistir. Yine Firat ve
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Bozat [74] yaptiklar arastirmada da 4 ve 14 giinliik siirelerle 1.0 ve 5.0 mg/L TiOz-
NP etkisine birakilan O. niloticus’ta mortalite gézlenmemistir.

Guinimiizde geleneksel metallerin ve bu metallerin nano boyutlu formlarinin
sucul ekosistemlerdeki derisimleri giderek artmaktadir. Bu Kirleticiler hem su
kalitesinin bozulmasina neden olmakta hem de i¢inde yasayan organizmalara zararlar
vermektedir. Sucul organizmalarin 6nemli bir grubunu olusturan baliklar suda bulunan
metalleri ve bunlarin nano boyutlu formlarini genellikle solungaglar1 araciligiyla
almakta diger dokulara tasmimi kan yoluyla olmaktadir. Bu nedenle balik
solungaglari, kan dokusu ve toksikantlarin detoksifikasyonundan sorumlu olan
karaciger dokusu metallerin ve metal oksit nanopartikiillerin etkisine en agik ve
belirgin toksik etkilerin goriindiigii dokular olarak dikkate alinmaktadir. Sunulan
calismada da CuSO4 ve CuO-NP’nin baliklarda meydana getirdigi toksik etkilerin
degerlendirilmesinde kan, solunga¢ ve karaciger dokular1 hedef dokular olarak
secilmistir.

Kanin hematolojik ve plazma biyokimyasal parametreleri organizmanin genel
saglik durumu hakkinda yararli bilgiler saglayan onemli saglik belirtecleri olup
baliklarda toksik kimyasallarin ve g¢evresel stres yapicilarin toksikolojik etkilerini
anlamak ve degerlendirmek i¢in siklikla kullanilmaktadir [38]. Kan hiicre sayilari ve
plazma/serum parametreleri g¢evresel kirleticilerin toksik etkileri i¢in erken uyarici
sistemler olarak genis bir sekilde kullanilmakta ve organizmanin sagligi ve immiin
sistemi hakkinda onemli bilgiler saglamaktadir [75]. Baliklarin eritrosit, 16kosit,
hemoglobin ve hematokrit gibi hematolojik parametreleri su ortamindaki gesitli
kirleticilere kars1 oldukga duyarli indikatorler olarak atfedilmektedir [76].

Eritrositler rutin olarak yeni kimyasallarin toksisitesini ¢alismak i¢in model
hiicreler olarak kullanilmaktadir. Ayrica balik eritrositleri tipik bir viicut hiicresi gibi
niikleous, mitokondri ve diger organelleri igermekte ve kolayca izole edilmektedirler
[8]. Sunulan ¢alismada hem CuSO4 ve hem de CuO-NP’nin etkisinde O. niloticus’un
eritrosit sayisi, hemoglobin ve hematokrit diizeyi anlaml azalis gosterirken 16kosit
sayisinda Onemli bir degisim belirlenmemistir. Test edilen bakir bilesiklerinin
etkisinde eritrosit, hemoglobin ve hematokrit diizeylerinde meydana gelen azalislarin

bu metallerin neden oldugu eritropoiezis, hemosentez ve osmoregiilasyondaki
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hasarlarla yada hematopoetik organlardaki eritrosit yikim hizindaki artisla iliskili
olabilecegi diistiniilmektedir. Eritrosit ve hemoglobin diizeylerindeki azalislar CuSO4
ve CuO-NP’nin O. niloticus’ta anemik durumlara neden oldugunu da géstermektedir.
Mekkawy ve ark. [38], baliklarda toksikantlarin etkisinde eritrosit sayilarinin
azalmasina yol agan bu olgun kan hiicrelerinin parcalanmasi, eritrosit sentezinin
baskilanmasi, hem-sentezinin ve demir-sentez mekanizmalarinin  bozulmasi
sonucunda anemiye neden olacagini belirtmiglerdir. Harabawy ve lbrahim [77] de
baliklarda cevresel kirleticilerin en belirgin toksik etkilerinden biri olan anemik
durumun bu toksikantlarin kan dokusu iizerine olan olumsuz etiklerinin bir géstegeci
oldugunu ve kanin oksijen tasima kapasitesinde azalmalara neden olarak hiicrelerde
oksijen kithigina ve canlinin da ac1 ¢ekmesine yol agtigini vurgulamigtir. Calisma
sonuglarimizla uyumlu olarak Firat ve Kargin [37] de ¢inko ve kadmiyumun tek bagina
ve birlikte etkisine 7 ve 28 giinliik siirelerle birakilan O. niloticus’ta eritrosit sayisi,
hemoglobin ve hematokrit diizeylerinde 6nemli azalislar belirlemiglerdir. Arastiricilar
bu hematolojik parametrelerdeki azaliglarin baliklarda anemiye neden oldugunu ve bu
kan parametrelerinin baliklarin  genel fizyolojik ve patolojik durumlarini
degerlendirmek i¢in kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Farkli ¢alismalarda da hem metallerin hem de metal oksit nanopartikiillerin
etkisinde balik hematolojik parametrelerin 6nemli degisimler belirlenmistir. C.
auratus’ta 40 pg/ml Cu20O-NP derisiminin kan hiicrelerine toksik oldugu ve eritrosit
zarlarinda ciddi hasarlara neden oldugu saptanmistir [54]. Abdel — Khalek ve ark. [61]
yaptig1 arastirmada da 30 giin siireyle CuO ve CuO-NP’nin subletal derisimlerinin
etkisine birakilan O. niloticus’ta eritrosit sayisi ile hemoglobin ve hematokrit
diizeylerinde anlamli olacak sekilde azaldig: rapor edilmistir. Bagka bir ¢alismada da
0.79 ve 1.57 mg/L CuO etkisine 21 giin siireyle birakilan M. cephalus 'ta hematolojik
parametrelerin bakirdan etkilendigi ve eritrosit sayisi ile hemoglobin ve hematokrit
diizeylerinin 6nemli olacak sekilde azalis belirlenmistir [65].

Cevresel kirleticilere yanitta biyokimyasal parametrelerdeki degisimler hizli
bir sekilde meydana gelmekte ve bu nedenle bu parametreler kimyasallarin toksik
etkilerinin  biyobelirte¢leri olarak atfedilmektedir [78]. Bu biyokimyasal

parametrelerden ALT, AST ve ALP karaciger kokenli enzimlerdir. Bu enzimler hiicre
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i¢ci enzimlerdir. ALT, AST ve ALP gibi enzimler kirleticilere duyarli olduklarindan
hepatik hiicre hasarlarinin ve ¢ogu karaciger hastaliklarinin degerlendirilmesinde
anahtar enzimler olarak onerilmektedir [79]. ALT ve AST aminoasit metabolizmasina
katilan ve ayni zamanda stres altindaki organizmalarda karbonhidrat olmayan
kaynaklardan enerji elde edilmesi siireglerinde de rol oynayan glukoneojenez enzimler
olarak da ifade edilmektedir. Kan serumundaki ALT, AST ve ALP enzim diizeyleri
diisiiktiir. Bununla birlikte karacigerde hiicresel hasara neden olabilecek toksikantlarin
varliginda hepatosit hiicre zarlarinin hasar almasina bagli olarak hiicreler aras1 siviya
oradan da kana gecerek diizeyleri artig gosterebilmektedir. Sunulan arastirmada da
Ozellikle 21 giinliik etki siiresi sonunda hem CuSOs hem de CuO-NP etkisinde O.
niloticus’un plazma ALT, AST ve ALP enzim aktiviteleri anlamli artislar gostermistir.
Bu plazma enzim aktivitesindeki artiglarin her iki metal formunun balik karacigerinde
meydana getirdigi hiicresel hasarlara bagli olarak gerceklestigi diistiniilmektedir.
Benzer sekilde Firat ve ark. [80], 4 ve 21 giinliik siirelerle 0.05 mg/L bakir ve kursun
etkisine birakilan O. niloticus’un serum ALT, AST ve ALP enzim aktivitelerine
artislar belirlemislerdir. Arastiricilar balik serumundaki bu enzim aktivitesindeki
artiglarin esas olarak metallerin neden oldugu karaciger hasarinin bir sonucu olarak
karaciger sitosoliinden kana bu enzimlerin gegmesiyle olustugunu vurgulamislardir.

Baliklar lizerine metallerin ya da metal oksit nanopartikiillerin etkileri ile ilgili
bircok calismada da serum/plazma enzim aktivitelerinde artiglarin oldugu rapor
edilmistir. Zn ve Zn-NP’nin subletal etkisine farkl: siirelerle birakilan O. niloticus’un
serum ALT, AST ve ALP enzim aktivitelerinde 6nemli artiglar saptanmistir [56]. Ates
ve ark. [62] de demir oksit nanopartikiillerin O. niloticus’ta serum ALT ve AST enzim
aktivitelerini arttirdigin1 rapor etmistir. Bagka bir calismada da CuO ve CuO-NP’nin
etkisine birakilan O. niloticus’ta serum ALT, AST ve ALP enzim aktiviteleri artis
gostermistir [57]. Yine Firat ve Kargin [81] de Zn ve Cd’nin 7 ve 14 giinliik etkisinde
O. niloticus’un serum ALT ve AST enzim aktivitelerin bu metallerin hepatoksik
etikilerinin bir sonucu olarak arttigini1 saptamiglardir.

Serum/plazma glukoz ve kortizol diizeylerindeki degisimler baliklarda stres
biyobelirtegleri olarak kullanilan 6nemli parametrelerdir [80]. Stres durumunda balik

beyni asir1 miktarda katekolamin ve kortikosteroid hormon salgilar ve bunlar da
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karaciger glikojeninin yikimini artirarak kan glukoz diizeylerinin ytikselmesine neden
olur [82]. Toksikantlarin etkisinde baliklarda ortaya cikan stres durumlariyla bas
edebilmek i¢in acil enerjiye gereksinim vardir. Glukoz ve kortizol birer stres metaboliti
olup enerji gereksinim siireglerinde aktif rol oynamaktadirlar.

Sunulan ¢aligmada hem 4 hem de 21 giinliik siireler sonunda CuSO4 ve CuO-
NP etkisinde O. niloticus’un plazma glukoz ve kortizol diizeyleri énemli artislar
gostermistir. Glukoz ve kortizol diizeylerinin bakirin neden oldugu stres durumlarinda
artan enerji ihtiyacinin karsilanmasi i¢in arttig1 disiiniilmektedir. Calisma
sonuglarimizla benzer sekilde Firat ve ark. [80] de yiiriittiigli arastirmalarinda bakir ve
kursunun O. niloticus’un serum glukoz ve kortizol diizeylerini arttirdig1 saptanmuistir.
Aragstiricilar glukoz ve kortizol diizeylerindeki artislarin metallerin neden oldugu
stresle bas edebilmek igin 6nemli siiregler oldugunu vurgulamislardir. Iwama ve ark.
[83] de bir stres hormonu olan kortizoliin baliklarda glukoneojenez ve glikojenolizis
stireglerindeki rolleriyle kan glukoz diizeylerini arttirdigin1 ve stresle bas edebilmek
icin gerekli enerjinin karsilanmasinda 6nemli gorevleri oldugunu belirtmistir.

Bir¢ok calismada da metallerin ve metal nanopartikiillerin baliklarda plazma
glukoz ve kortizol diizeylerini arttirdigi saptanmistir. 7, 14 ve 28 giinliik siirelerle hem
Zn ve hem de Zn-NP’nin LCsp degerinin 1/2'sine maruz birakilan O. niloticus’ta serum
glukoz diizeylerinin arttig1 rapor edilmistir [56]. Yine CuO ve CuO-NP’nin etkisine
birakilan O. niloticus’ta serum glukoz diizeyleri anlamli artislar gostermistir [56].
Bagka bir caligmada da 28 giin siireyle Ag-NP’nin diisiik ve yiiksek derisimlerinin
etkisine birakilan O. mykiss’in plazma kortizol diizeylerinin arttig1 saptanmistir [84].
Canli ve ark. [85] da yaptig1 arastirmalarinda 14 giinlik 25 mg/L Al203-NP
etkilesiminin O. niloticus’un serum kortizol diizeylerini attirdigini rapor etmislerdir.
Serum glukoz ve kortizol diizeylerinde artiglar keza bakir etkisinde Prochidolus
lineatus [86] ve kursun etkisinde O. niloticus’ta [87] belirlenmistir.

Dogal ya da antropojenik kaynaklardan su ekosistemlerine giren agir metaller,
pestisitler ve metal bazli nanopartikiilleri iceren Kirleticiler ROT’lar1 iireterek aquatik
organizmalarda oksidatif strese neden olabilmektedirler. Agir metallerin ve metal bazli
nanopartikiillerin baliklarda ROT {iretmini indiikledigi bircok calismada rapor

edilmistir [32,48,53]. Superoksit anyonu ve hidroksil gibi oldukga tehlikeli radikalleri
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iceren ROT’lar hiicrelerde ciddi hasarlara neden olmaktadir. Toksikantlarin etkisinde
canlt hiicrelerde meydana gelen oksidatif stres lipidler, proteinler, enzimler ve
karbonhidratlar gibi biyomolekiillerin yapisinda ve islevlerinde degisikliklere neden
olabilmektedir. Oksidatif stresle bas edebilmek i¢in ROT olusumunu engelleyen ya da
tiretilen ROT lar1 temizleyen ve yahut da onlarin neden oldugu hiicresel hasarlari tamir
eden mekanizmalar hiicrelerde bulunmaktadir. Bu mekanizmalardan en
onemlilerinden biri antioksidan savunma sistemleridir. Bu sistem diger yiiksek yapili
omurgalilarda oldugu gibi baliklarda da CAT, SOD, GPX, GR ve GST gibi enzimatik
ya da GSH gibi enzimatik olmayan antioksidanlardan olusmaktadir [88]. Birgok
arastirict tarafindan hiicresel antioksidan savunma sistemlerinin agir metallerin ve
metal-bazli nanopartikiillerin neden oldugu oksidatif hasarlarin biyobelirtegleri olarak
kullanilabilecegi vurgulanmistir [64,65,74].

SOD ve CAT, ROT ve diger serbest radikallere karsi hiicrenin ilk savunma
hattin1 olusturmaktadir [89]. Bu iki antioksidan enzim hiicrelerin oksidatif stresten
hasar almamasi1 ve korunmasi siire¢lerinde 6nemli biyolojik roller tistlenmistir. SOD
ve CAT, toksikantlar tarafindan olusturulan ROT’larin hiicresel eleminasyonundan
sorumlu olan kilit antioksidan enzimlerdir [90]. SOD hiicreler igin potansiyel olarak
oldukga toksik olan ve yiiksek reaktif 6zelligine sahip siiperoksit radikalini hidrojen
perokside doniisiimiinii katalize ederek hiicreleri bu tehlikeli radikalin etkilerinden
korumaktadir. Bu esnada olusan H202’nin de hiicreden uzaklastirilmasi normal hiicre
fonksiyonlar1 i¢in elzemdir. H202 hiicrede bilinen en toksik ve en reaktif radikal olan
hidroksil radikaline doniisme potansiyeline sahiptir. CAT bu tehlikeli radikale
dontismeden 6nce H202’yi suya ve molekiiler oksijene doniistiirerek hiicrelerin
antioksidan savunma sistemlerinde hayati bir rol oynamaktadir [91].

Sunulan ¢alismada CuSO4ve CuO-NP’nin etkisinde 21 giinliik siire sonunda
hem karaciger hem de solungag SOD ve CAT aktivitesi anlamli bir azalig gdstermistir.
Bakirin etkisinde SOD ve CAT aktivitesinde meydana gelen azalislarin bu enzimlerin
antioksidan savunmada oynadiklar1 biyolojik rolleri dikkate alindiginda stiperoksit ve
hidroksil radikallerinin toksik etkilerine kars1 hiicrelerin savunma yeteneklerinde bir
azalmaya neden oldugu ve hiicreleri bu radikallerin toksik etkilerine kars1 agik hale

getirdigi diisiiniilmektedir. Firat ve Bozat [74] da yaptiklari ¢calismalarinda 4 ve 14 giin

48



5. TARTISMA ve SONUC Rabia EROL

stirelerle 1.0 ve 5.0 mg/L TiO2-NP etkisine birakilan O. niloticus’un solunga¢ dokusu
SOD ve CAT aktivitesinin ilk etkilesim siiresi sonunda anlamli olacak sekilde azaldig:
belirlenmistir. Arastiricilar metal oksit nanopartikiillerin toksik etkilerininin bir
sonucu olarak meydana gelen antioksidan enzim aktivitelerindeki bu azaliglarin
stiperoksit ve H20; gibi ROT larin yeterli diizeyde uzaklastirilmamalarindan kaynakli
hiicrelerin bu nanopartikiillerin olumsuz etkilerine karsi savunmasiz kaldiklarini ifade
etmislerdir. Calismamiza benzer sonuglar Tungsoy ve ark. [64] yiiriittiigli calismada
da gozlenmistir. Aragtiricilar 20 pg/L CuO-NP etkisine birakilan O. niloticus’un
solunga¢ ve karaciger dokularinda SOD ve CAT enzim aktivitesinin azaldigini
saptamiglardir.

Birgok balik tiirlide yapilan caligmalarda metallerin ya da metal bazlh
nanopartikiillerin tipine etki siiresine ve derisimlerine bagli olarak SOD ve CAT
aktivitesinde 6nemli degisikliklerin oldugu rapor edilmistir. 100 ve 200 mg/L TiO»-
NP, C. carpio’nun solungag ve karaciger SOD aktivitesini inhibe etmistir [92]. Abdel-
Khalek ve ark. [57] 30 giin siireyle 7.5 mg/L CuO-NP etkisine birakilan O. niloticus’ta
karaciger dokusu SOD ve CAT aktivitesi azaldigini saptamislardir. Yine bagka bir
calismada da 160 ve 320 mg/L CuO-NP etkisine 4 giin siireyle birakilan C. auratus’un
karaciger SOD ve CAT aktivitesi azalis gostermistir [93]. CAT aktivitesinin Danio
rerio’nun dokularinda ZnO-NP [94] ve Tilapia zillii’de ise Ag-NP etkisinde [95]
azaldig1 rapor edilmistir.

GPX, H20; tarafindan indiikklenen hasarlara kars1 hiicreyi koruyan bir enzim
olup H202’yi GSH varliginda suya dontisiimiinii katalize etmektedir (H.O> + 2GSH
— GSSG + 2H20) [96]. Bu nedenle CAT gibi bu enzim de ROT’lara kars1 hiicresel
savunmada onemli bir rol oynamaktadir. GPX aktivitesindeki degisimler hiicrelerin
toksikantlara karsi savunma yeteneklerini etkilemektedir. Caligmamizda O.
niloticus’un karaciger GPX aktivitesi hem CuSO4 hem de CuO-NP etkisinde 4 giinliik
siire sonunda azalmistir. Enzim aktivitesindeki bu azalis doniisiime ugramayan
H202’nin hiicrede birikmesine ve bunun hiicrelere olumsuz etkilere neden oldugu
diisiiniilmektedir. Gerek CAT ve gerekse de GPX enzimlerinin bakirin etkisinde
azalan aktivitelerine bagli olarak H2O2’nin yeteri kadar uzaklastirilamamasi bu

ROT’un hidroksil radikaline doniisebilmesinin ve bdylece de hiicre bilesenlerinde
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hasarlara neden olmasinin Oniinii actig1 ongoriilmektedir. Sonuglarimizla uyumlu
olarak Firat ve Bozat [74] da 5.0 mg/L TiO2-NP’nin 4 giinliik etkisinde O. niloticus’un
solunga¢ dokusu GPX aktivitesinde azalislar belirlemislerdir. Arastiricilar GPX
aktivitesindeki azaliglarin metal oksit nanopartikiiliin toksik etkilerinin ya da azalan
GSH diizeyleriyle iligkili oldugunu vurgulamiglardir. Afifi ve ark. [95] da Ag-NP
etkilesimini takiben O. niloticus ve T. zillii’nin beyin dokusu GPX aktivitelerinde
azaliglar belirlemislerdir. 14 giin siireyle farkli derisimlerde ZnO-NP etkisine birakilan
C. carpio’da 50 mg/L nanopartikiil derisiminin baliklarda karaciger, solungag,
bagirsak ve beyin dokulart GPX aktivitelerini azalttig1 rapor edilmistir [53].

GR, GSH metabolizmasinda 6nemli bir oynamaktadir. Bu enzim NADPH
varliginda okside glutatyonu rediikte glutatyona doniisiimiinii katalizlemektedir. GR
de diger antioksidan enzimler gibi oksidatif hasara karsi birincil savunma hattini
olusturan bir antioksidan olarak oksidatif strese karsi hiicreleri korumaktadir [97].
Sunulan ¢alismada GR aktivitesinin hem CuSOs hem de CuO-NP etkisinde 4 giinliik
siire sonunda solunga¢ ve karaciger dokusunda arttig1 21 giinliik siire sonunda ise
karacigerde azaldig1 belirlenmigstir. Her iki bakir formunun etkisinde gozlemlenen GR
aktivitesindeki artislarin bir antioksidan yanit olarak olustugu bununla birlikte azalan
enzim aktivitelerinin ise bakirin GR {izerine olan dogrudan/dolayli toksik etkisinin bir
sonucu oldugu disiintilmektedir. Benzer sekilde 5.0 mg/L TiO2-NP etkisinde O.
niloticus’un solunga¢ dokusu GR aktivitesi de 4 ve 14 giinliik siireler sonunda artig
gostermistir [74]. Arastiricilar GR’nin hiicresel antioksidan savunmada 6nemli bir rol
oynadigini bu nedenle de enzim aktivitesindeki artiglarin metal oksit nanopartikiillerin
toksisitesine karsi koruyucu bir mekanizma olarak meydana geldigini 6ngérmiislerdir.
Villarreal ve ark. [98] da 0.5 and 5.0 mg/L CuO-NP’nin O. mossambicus’un karaciger
dokusu GR aktivitesinde artiglara neden oldugunu belirlemislerdir. Bununla birlikte
Firat [99] 0.01 ve 0.10 mg/L civa derisimlerinin etkisine birakilan O. niloticus’ta 7
giinliik siire sonunda solungag ve karaciger GR aktivitesinde azalig saptamis Ve civanin
toksik etkisinin bir sonucu olarak enzim aktivitesinin azaldigini belirtmistir. Ayrica
kadmiyumun etkisinde Australoheros facetus tiirii baliklarda beyin GR aktivitesi de

azalig gostermistir [100].
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GST hiicrelerde detoksifikasyon siireglerinde oldukga etkin ve énemli rolleri
bulunan bir enzimdir [74]. Katalizledigi reaksiyon ROOH + 2GSH — GSSG + ROH
+ H20 seklinde olup 6zellikle de lipit peroksitlerine kars1 6nemli antioksidan savunma
hatt1 olusturur. GST, GSH’1n ksenobiyotiklere konjugasyonunu da saglayarak bu
kimyasallarin yapacagi zararl etkilerden hiicreleri ve bilesenlerini korumaktadir.

Sunulan aragtirmada CuSO4 ve CuO-NP’nin O. niloticus’ta GST aktivitesinde
4 giinliik siire sonunda solungag ve karaciger dokularinda artiglara bununla birlikte 21
giinliik siire sonunda ise karacigerde azalislara neden oldugu belirlenmistir. GST
aktivitesindeki indiiksiyonun CuSOs4 ve CuO-NP’nin toksik etkilerine karsi bir
adaptasyon yanit1 olarak olustugu; bununla birlikte, inhibisyonun ise ¢calismamizda da
belirlendigi lizere bakirin etkisinde azalan hiicre i¢i GSH diizeyleriyle iliskili oldugu
diistiniilmektedir. Benzer sekilde Firat ve Bozat [74] da TiO2-NP’nin O. niloticus’un
solunga¢ dokusu GST aktivitesini arttirdigini ve TiO2-NP’nin toksisitesini notralize
etmek icin hizli bir adaptasyon yaniti olarak GST aktivitesinin attigini rapor
etmislerdir. Keza Benavides ve ark. [48] da Al.Oz- ve ZnO-NP’nin etkisine farkli
stirelerle birakilan C. auratus’un solungac ve karaciger GST aktivitelerinde artiglar
belirlemislerdir. C. carpio’da Ag-NP’nin 4 giinliik etkilesiminde dokularin GST enzim
aktivitelerinde artislarin oldugu ve GST indiiksiyonunun nanopartikiillerin toksik
etkilerinin 6nlenmesinde énemli roller oynadigi rapor edilmistir [101].

GSH disiik molekiiler agirlikli siilfidril gruplari bakimindan zengin bir
molekiil olup sahip olduklar1 —SH gruplariyla bir¢ok toksik bilesiklere kars1 koruyucu
bir ajan ve H2O; ve organik peroksitlerin indirgenme reaksiyonlarini katalizleyen GPX
enziminin hidrojen donérii olarak gérev yapmaktadir [102]. GSH'in yapisinda bulunan
sistein rezidiisii bu tripeptidin, elektrofilik metabolitlerin ve metabolik olarak tiretilen
oksitleyici ajanlarin detoksifikasyonunda ©nemli roller oynamasini saglayan
niikleofilik bir tiyol 6zelligi kazanmasini saglar [103]. Bu nedenle GSH’in hiice igi
diizeyleri ve bu diizeylerinin korunmasi hem normal hiicre fonksiyonlari hem de
toksikant stresiyle miicadelede olduk¢a 6nemlidir.

Calismamizda O. niloticus’un solunga¢ ve karaciger GSH diizeyleri hem
CuSO4 hem de CuO-NP’nin etkisinde 4 giinliik siirenin sonunda artis 21 giinliik siire

sonunda ise azalig gostermistir. GSH diizeylerindeki artiglarin her iki bakir formunun
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hiicrelerde yaptig1 toksik etkilerinin nétralize edilmesinde Onemli oldugu
diistiniilmektedir. Bununla birlikte slirenin uzamasiyla GSH diizeylerinde belirlenen
azaliglarin bu molekiiliin sentezi {izerine bakirin toksik etkisinin yada bu molekiiliin
oksidatif stres altinda artan hiicresel kullaniminin bir sonucu olabilir. Calisma
sonuglarimiza benzer sekilde Hao ve Chen [53], C. carpio’nun solungag ve karaciger
dokulart GSH diizeyinin ZnO-NP’nin etkisinde 14 giinliik siire sonunda 0.5 mg/L
etkilesiminde arttigini; 5 ve 50 mg/L derisimlerin etkisinde ise azaldigini rapor
etmislerdir. Arastiricilar GSH diizeyindeki azalislarin siddetli oksidatif durumla iligkili
olabilecegini belirtmislerdir. Dar ve ark. [104], aquatik kirleticilere karsi verilen
savunma yanitlarinin ilk agamalarinda GSH diizeylerinin arttigini ifade etmislerdir.

Baska caligmalarda da GSH diizeylerinde 6nemli degisimler toksikantlarin
etkisinde belirlenmistir. Abdel-Khalek ve ark. [57], CuO ve CuO-NP’nin O.
niloticus’un solungagve karaciger GSH diizeylerini azalttigini rapor etmislerdir. ZnO
ve ZnO-NP etkisinde de D. rerio’da karaciger GSH diizeyleri azalig gostermistir [94].
Firat ve Kargin [105], 10 ve 20 giinliik siirelerle 1.0 mg/L Cu etkilesimini takiben C.
carpio’nun solunga¢ dokusu GSH diizeylerinin arttigini ve bu artigin bakirin solungag
dokusu tizerine toksik etkilerinin onlenmesinde kritik bir rol oynadigini
belirtmislerdir. Keza Wang ve ark. [24] da 20 ve 100 ug/L Cu-NP etkisine 30 giin
slireyle birakilan T. fasciatus baliklarinin karaciger dokusu GSH diizeylerinde 6nemli
artislar saptamislardir.

Agir metaller ve metal bazli nanopartikiillerin baliklarda lipid
peroksidasyonuna yol actigi bilinmektedir. Lipid peroksidasyonu hiicre zarlarinin
segici gegirgenligini bozmakta ve hiicrelerde ciddi hasarlara yol agacak siiregleri
baslatabilmektedir. Agir metaller, pestisitler ve nano metaller gibi c¢evresel
Kirleticilerin aquatik organizmalarda neden oldugu oksidatif hasarin en Onemli
belirteglerinden biri olarak lipid peroksidasyonu Onerilmektedir. MDA lipid
peroksidasyon tiriinlerinden biri olup diizeylerindeki artislar toksikantlarin oksidatif
stresi ve bu stresin siddeti hakkinda kritik bilgiler sunmaktadir. MDA ROT’lar ile
hiicre zarlarindaki doymamis yag asitleri arasindaki reaksiyonun bir iriinii olup
radikallerin neden oldugu hiicresel membran hasarinin belirtecleri olarak

atfedilmektedir [106].
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Sunulan ¢alismada O. niloticus’ta CuSO4 ve CuO-NP’nin 21 giinliik etki siiresi
sonunda solunga¢ ve karaciger MDA diizeylerin onemli artiglara neden oldugu
belirlenmistir. MDA diizeyinin bakirin indiikledigi ROT’lara bagli olarak meydana
gelen lipid peroksidasyonu sonucunda arttig1 diistiniilmektedir. MDA diizeyindeki
artiglar biiylik bir olasilikla bakirin balik dokularinda oksidatif stresi indiikledigini
gostermektedir. Hao ve Chen [53], metal oksit nanopartikiillerin toksik etkilerini
arastirdiklar1 calismalarinda da benzer sonuc¢lar bulmuslardir. Arastiricilar 5 ve 50
mg/L ZnO-NP etkisinde 10 ve 14 giinliik siireler sonunda C. carpio’nun solungag ve
karaciger dokusunda MDA diizeylerinin arttigint ve bunun oksidatif stresin bir
belirteci oldugunu rapor etmislerdir. Aytekin ve ark. [107] da 7 ve 14 giinliik siirelerle
0.1 ve 1.0 mg/L metal karisimlarinin (Cd+Cu+Cr+Pb+2Zn) etkisine birakilan O.
niloticus’un solungag ve karaciger MDA diizeylerinde artiglarin ve bu artiglarin da
metallerin yol actig1 lipid peroksidasyonun bir sonucu oldugunu belirtmislerdir.

MDA diizeyinde artislar metallerin ve metal bazli nanopartikiillerin etkisinde
bir¢cok balik tlirlinde gozlenmistir. 8 giin siire ile Ag-NP’nin farkli derisimlerinin
etkisine birakilan O. mossambicus’un solungag ve karaciger dokularinda MDA
diizeyinin arttig1 belirlenmistir [52]. Shaw ve ark. [34], CuSOs ve Cu-NP’nin O.
mykiss’in solunga¢ dokusunda lipid peroksidasyonun arttigini ve bunun da MDA gibi
baska bir lipid peroksidasyon belirteci olan TBARS diizeylerinde artiglara neden
oldugunu saptamiglardir. Baska calismada da CuO ve CuO-NP’nin etkisinde O.
niloticus’un solungag ve karaciger MDA diizeyleri artig gostermistir [57].

Genel olarak enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarin, toksikantlarin
indiikledigi ROT iiretimini durdurmak, olusan ROT’lar1 temizlemek ve sonug olarak
da oksidatif stresi ve lipid peroksidasyonu gibi hiicresel hasarlar1 engellemek gibi
kritik rolleri bulunmaktadir. Bununla birlikte Kirleticilein toksik etkisi sonucu
antioksidan savunma sistemindeki bir basarisizlik ya da yetersizlik hiicreleri oksidatif
stresin etkilerine acik ve savunmasiz hale getirebilmektedir. Sunulan ¢calismada CuSO4
ve CuO-NP’nin O. nilotucus’un dokularinda oksidatif stresi indiikledigi ve bunun
sonucunda da lipid peroksidasyonun olustugu 6ngoriilmektedir. Ozellikle de 21
giinliik siire sonunda dokularda azalan SOD, CAT, GR ve GST enzim aktivitesi ve

GSH diizeylerine bagli olarak MDA diizeylerinin arttig1 diisiiniilmektedir. Hao ve
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Chen [53] de C.carpio’da 6zellikle de yiiksek ZnO-NP etkisinde solungag ve karaciger
dokularinda artan lipid peroksidasyon diizeylerinin azalan SOD, CAT, GPX aktivitesi
ve GSH diizeylerine bagli olarak olusan antioksidan savunmadaki
basarisizlikla/yetersizlikle agiklamiglardir.

Aragtirma sonuglarimizi dikkate aldigimizda O. niloticus’un hematolojik,
plazma biyokimyasal ve oksidatif stres parametreleri tizerine CuSO4 ve CuO-NP’nin
benzer etkiler gosterdigi; bununla birlikte CuO-NP’nin toksik etkilerinin biraz daha
fazla oldugu belirtilebilir. Shaw ve ark. [34] da O. mykiss’in hematolojik ve
biyokimyasal parametreler tizerine Cu-NP’lerin genel olarak CuSO4’e benzer toksik
etkiler gosterdigini vurgulanmislardir. Abdel — Khalek ve ark. [56], O. niloticus’ta Zn-
NP’nin Zn’ye oranla biraz daha toksik oldugunu belirtmislerdir. E. coioides
baliklarinda da Cu-NP ve CuSOy’ilin genel olarak benzer toksik etkiler gdstermesine
ragmen Cu-NP’nin toksisitesinin CuSOs’e gore biraz daha siddetli oldugu rapor
edilmistir [60].

Sonug olarak hem CuSO4 hem de CuO-NP’nin O. niloticus igin toksik oldugu
ve incelenen hemen tiim parametrelerin bakirdan olumsuz etkilendigi belirlenmistir.
Her iki bakir formunun etkisinde genel olarak hematolojik parametrelerden eritrosit,
hemoglobin ve hematokritte azalis, plazma biyokimyasal parametrelerinden ALT,
AST, ALP, kortizol ve glukozda artis, oksidatif stres parametrelerinden ise SOD, CAT,
GPX, GR, GST ve GSH’da azalis ile MDA’da ise artis belirlenmistir. Sonuglarimiz
bakirin O. niloticus’ta hematoksik oldugunu ve biyokimyasal ve oksidatif toksisiteye
sahip oldugunu gostermektedir. Bakirin her iki formu da baliklarin dokularinda
oksidatif strese neden olmustur. Ayrica CuSO4 ve CuO-NP’nin benzer toksisiteler
gostermekle birlikte CuO-NP’nin toksik etkisinin biraz daha fazla oldugu sdylenebilir.
Arastirmamiz baliklarda metallerin normal ya da nano boyutlu formlarinin toksik
etkilerini degerlendirmek i¢in hematolojik, plazma biyokimyasal ve ozellikle de
oksidatif stres parametrelerinin biyobelirtecler olarak kullanilabilecegini de

gostermektedir.

54



KAYNAKLAR Rabia EROL

KAYNAKLAR

[1] D. Das, M. Moniruzzaman, A. Sarbajna ve S.B. Chakraborty, “Effect of heavy
metals on tissue-specific antioxidant response in Indian major carps”,
Environmental Science and Pollution Research, vol. 24, pp. 18010-18024, 2017.

[2] M.S. Islam ve M. Tanaka, “Impacts of pollution on coastal and marine ecosystems
including coastal and marine fisheries and approach of management: a reviewand
synthesis”, Marine Pollution Bulletin, vol. 48, no. 7, pp. 624-649, 2004.

[3] P.L.R.M. Palaniappan ve V. Vijayasundaram, “The effect of arsenic exposure and
the efficacy of DMSA on the proteins and lipids of the gill tissues of Labeo
rohita”. Food and Chemical Toxicology, vol. 47, no. 8, pp. 1752-1759, 2009.

[4] A. Eroglu, Z. Dogan, E.G. Kanak, G. Atli ve M. Canli, “Effects of heavy metals
(Cd, Cu, Cr, Pb, Zn) on fish glutathione metabolism”, Environmental Science and
Pollution Research, vol. 22, pp. 3229-3237, 2015.

[5] A. Amr, R.B. Shereen ve S.M. Mohamed-Assem, “Toxicity evaluation of copper
oxide bulk and nanoparticles in Nile tilapia, Oreochromis niloticus, using
hematological, bioaccumulation and histological biomarkers”, Fish Physiology
and Biochemistry, vol. 42, pp. 1225-1236, 2016.

[6] Y. lger, R.A.C. Lock, H.A. Jenner ve Sew B, “Cellular responses in the skin of
carp (Cyprinus carpio) exposed to copper”, Aquatic Toxicology, vol. 29, pp. 49—
64, 1994.

[7] G. Nussey, J.HJ. Van Vuren ve H.H. Du Preez, “Effect of copper on the
hematology and osmoregulation of the Mozambique tilapia, Oreochromis
mossambicus (Cichlidae)”, Comparative Biochemistry and Physiology, vol. 111C,
pp. 369-380, 1995.

[8] G. Isani, M.L. Falcioni, G. Barucca, D. Sekar, G. Andreani, E. Carpen¢, G.
Falcioni, "Comparative toxicity of CuO nanoparticles and CuSOg4 in rainbow
trout”, Ecotoxicology and Environmental Safety, vol. 97, pp. 40-46, 2013.

[9] A.l. Alkobaby ve R.K. EI-Wahed, “The acute toxicity of copper to Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) fingerlings and its effects on gill and liver histology”,

Journal of Aquaculture Research & Development, vol. 8, pp. 465-470, 2017.

55



KAYNAKLAR Rabia EROL

[10] S.J. Clearwater, A.M. Farag ve J.S. Meyer, “Bioavailability and toxicity of
dietborne copper and zinc to fish”, Comparative Biochemistry and Physiology,
vol. 132, pp. 269-276, 2002.

[11] T. Gomes, J.P. Pinheiro, 1. Cancio, C.G. Pereira, C. Cardoso ve M.J. Bebianno,
"Effects of copper nanoparticles exposure in the mussel Mytilus
galloprovincialis”, Environmental Science & Technology, vol. 45, no. 21, pp.
9356-9362, 2011.

[12] S.J. Klaine, P.J.J. Alvarez, G.E. Batley, T.F. Fernandes, R.D. Handy, D.Y. Lyon,
S. Mahendra, M. McLaughlin ve J.R. Lead, “Nanomaterials in the environment:
behavior, fate, bioavailability and effects”, Environmental Toxicology and
Chemistry, vol. 27, no. 9, pp. 1825-1851, 2008.

[13] A. Nel, T. Xia, L. Madler ve N. Li, “Toxic potential of materials at the nanolevel”,
Science, vol. 311, pp. 622-627, 2006.

[14] R.D. Handy, T.B. Henry, T.M. Scown, B.D. Johnston ve C.R. Tyler,
“Manufactured nanoparticles: their uptake and effects on fish, a mechanistic
analysis”, Ecotoxicology, vol. 17, pp. 396-409, 2008.

[16] A.M. Schrand, M.F. Rahman, S.M. Hussain, J.J. Schlager, D.A. Smith ve A.F.
Syed, “Metal-based nanoparticles and their toxicity assessment”, Wiley
Interdisciplinary Reviews-Nanomedicine and Nanobiotechnology, vol. 2, pp.
544-568, 2010.

[17] P. Unak, “Birden fazla goriintileme sisteminde kullanilabilen goriintiileme
problar1 (dual modalite problar)”, Nuclear Medicine Seminars, vol. 5, pp. 15-22,
2019.

[18] R.D. Handy, R. Owen ve E. Valsami-Jones, “The ecotoxicology of nanoparticles
and nanomaterials: current status, knowledge gaps, challenges, and future needs,”
Ecotoxicology, vol. 17, no. 5, pp. 315-325, 2008.

[19] V. Matranga, I. Corsi, “Toxic effects of engineered nanoparticles in the marine
environment: model organisms and molecular approaches,” Marine
Environmental Research, vol. 76, pp. 32-40, 2012.

[20] F. Gottschalk, T. Sonderer, R.W. Scholz ve B. Nowack, “Modeled environmental

concentrations of engineered nanomaterials (TiO2, ZnO, Ag, CNT, fullerenes) for

56



KAYNAKLAR Rabia EROL

different regions,” Environmental Science and Technology, vol. 43, no. 24, pp.
9216-9222, 20009.

[21] .M. Exbrayat, E.N. Moudilou ve E. Lapied, “Harmful effects of nanoparticles on
animals” Journal of Nanotechnology, vol. 22, pp. 1-10, 2015.

[22] L. Kiaune ve N. Singhasemanon, “Pesticidal copper (I) oxide: environmental fate
and aquatic toxicity”, Reviews of Environmental Contamination and Toxicology,
vol. 213, pp. 1-26, 2011.

[23] J. Gabbay ve G. Borkow, “Copper oxide impregnated textiles with potent biocidal
activities”, Journal of Industrial Textiles, vol. 35, pp. 323-335, 2006.

[24] T. Wang, X. Wen, Y. Hu, X. Zhang, D. Wang ve S. Yin, “Copper nanoparticles
induced oxidation stress, cell apoptosis and immune response in the liver of
juvenile Takifugu fasciatus”, Fish and Shellfish Immunology, vol. 84, pp. 648-
655, 2019.

[25] R.J. Griffitt, K. Hyndman, N.D. Denslow ve D.S. Barber, “Comparison of
molecular and histological changes in zebrafish gills exposed to metallic
nanoparticles”, Toxicological Sciences, vol. 107, pp. 404-415, 2009.

[26] B.J. Shaw ve R. Handy, “Physiological effects of nanoparticles on fish: a
comparison of nanometals versus metal ions”, Environment International, vol. 37,
pp. 1083-1097, 2011.

[27] M. Farre, K.G. Schrantz, L. Kantiani ve D. Barcelo, “Ecotoxicity and analysis of
nanomaterials in the aquatic environment”, Analytical and Bioanalytical
Chemistry, vol. 393, pp. 81-95, 2009.

[28] C.P. Chio, W.Y. Chen, W.C. Chou, N.H. Hsieh, M.P. Ling ve C.M. Liao,
“Assessing the potential risks to zebrafish posed by environmentally relevant
copper and silver nanoparticles”, Science of the Total Environment, vol. 420, pp.
111-118, 2012.

[29] C. Ramsden, T. Smith, B. Shaw ve R. Handy, “Dietary exposure to titanium
dioxide nanoparticles in rainbow trout, (Oncorhynchus mykiss): no effect on
growth, but subtle biochemical disturbances in the brain”, Ecotoxicology, vol. 18,
pp. 939-951, 2009.

57



KAYNAKLAR Rabia EROL

[30] M. Grosell, J.C. McGeer ve C.M. Wood, “Plasma copper clearance and biliary
copper excretion are stimulated in copper-acclimated trout”, American Journal of
Physiology-Regulatory, vol. 280, pp. 796-806, 2001.

[31] G. A. Al-Bairuty, B. J. Shaw, R. D. Handy ve T.B. Henry, “Histopathological
effects of waterborne copper nanoparticles and copper sulphate on the organs of
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss)”, Aquatic Toxicology, vol. 126, pp. 104—
115, 2013.

[32] D. Fernandez, C.G. Gémez ve M. Babin, “In vitro evaluation of cellular responses
induced by ZnO nanoparticles, zinc ions and bulk ZnO in fish cells”, Science of
the Total Environment, vol. 452, pp. 262-274, 2013.

[33] J. Farkas, P. Christian, J.A.G. Urrea, N. Roos, M. Hassellov, K.E. Tollefsen ve
K.V. Thomas, “Effects of silver and gold nanoparticles on rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) hepatocytes”, Aquatic Toxicology, vol. 96, pp. 44-52,
2010.

[34] B.J. Shaw, G. Al-Bairuty ve R.D. Handy, “Effects of waterborne copper
nanoparticles and copper sulphate on rainbow trout, (Oncorhynchus mykiss):
Physiology and accumulation”, Aquatic Toxicology, vol. 116, pp. 90-101, 2012.

[35] M. Bahmani, R. Kazemi ve P. Donskaya, “A comparative study of some
hematological features in young reared sturgeons (Acipenser persicus and Huso
huso)”, Fish Physiology and Biochemistry, vol. 4, no. 2, pp. 135-140, 2012.

[36] M. Banaee, A. Mirvagefei, G. Rafei ve B.M. Amiri, “Effect of sub-lethal diazinon
concentrations on blood plasma biochemistry”, International Journal of
Environmental Research, vol. 2, no. 2, pp. 189-198, 2008.

[37] O. Firat ve F. Kargin, “Hematological parameters in Nile tilapia (Oreochromis
niloticus) exposed to sub-lethal concentrations of cadmium and zinc”, Fresenius
Environmental Bulletin, vol. 24, pp. 1985-1989, 2015.

[38] I.LA.A. Mekkawy, U.M. Mahmoud ve R.H. Mohammed “Protective effects of
tomato paste and vitamin E on atrazine-induced hematological and biochemical
characteristics of Clarias gariepinus (Burchell, 1822)”, Global Advanced
Research Journal of Environmental Science and Toxicology, vol. 2, no. 1 pp. 11—
21, 2013.

58



KAYNAKLAR Rabia EROL

[39] V. Sathya, M. Ramesh, R.K. Poopal ve B. Dinesh, “Acute and sub lethal effects
in an Indian major carp Cirrhinus mrigala exposed to silver nitrate: gill Na*/K*—
ATPase, plasma electrolytes and biochemical alterations”, Fish Shellfish
Immunology, vol. 32, no. 5, pp. 862-868, 2012.

[40] M. Ramesh, M. Sankaran, V.V. Gowtham ve P.R. Krishnan “Hematological,
biochemical and enzymological responses in an Indian major carp Labeo rohita
induced by sublethal concentration of waterborne selenite exposure”, Chemico-
Biological Interactions, vol. 207, pp. 6773, 2014.

[41] M.J. Bebianno, F. Géret, P. Hoarau, M.A. Serafim, M.R. Coelho, M. G. Barelli
ve M. Roméo, “Biomarkers in Ruditapes decussatus: a potential bioindicator
species”, Biomarkers, vol. 9, no. 4-5, pp. 305-330, 2004.

[42] J. Prousek, “Fenton chemistry in biology and medicine”, Pure and Applied
Chemistry, vol. 79, pp. 2325-2338, 2007.

[43] A. Doyotte, C. Cossu, M.C. Jacquin, M. Babut ve P. Vasseur, “Antioxidant
enzymes, glutathione and lipid peroxidation as relevant biomarkers of
experimental or field exposure in the gills and the digestive gland of the freshwater
bivalve Unio tumidus”, Aquatic Toxicology, vol. 39, pp. 93-110, 1997.

[44] C.F. Howcroft, M.J.B. Amorim, C. Gravato, L. Guilhermino ve A.M.V.M.
Soares, “Effects of natural and chemical stressors on Enchytraeus albidus: Can
oxidative stress parameters be used as fast screening tools for the assessment of
different stress impacts in soils?”” Environment International, vol. 35, pp. 318-
324, 20009.

[45] K. Unfried, C. Albrecht, L. Klotz, A.V. Mikecz, S.G. Beck ve R.P.F. Schins,
“Cellular responses to nanoparticles: target structures and mechanisms”,
Nanotoxicology, vol. 1, no. 1, pp. 52-71, 2007.

[46] H. Speisky, M. Gomez, F. B. Bravo, C. L. Alarcon, C. Jullian, C. O. Azar,
“Generation of superoxide radicals by copperglutathione complexes:
redoxconsequences associated with their interaction with reduced glutathione”,
Bioorganic & Medicinal Chemistry, vol. 17, no. 5, pp. 1803-1810, 2009.

59



KAYNAKLAR Rabia EROL

[47] E.A. Khallaf, M. Galal ve M. Authman, “Assessment of heavy metals pollution
and their effects on Oreochromis niloticus in aquatic drainage canals”, Egyptian
German Society of Zoology, vol. 26, no. B, pp. 39-74, 1998.

[48] M. Benavides, J. F. Lodeiro, P. Coelho, C. Lodeiro ve M.S. Diniz, “Single and
combined effects of aluminum (Al203) and zinc (ZnO) oxide nanoparticles in a
freshwater fish, Carassius auratus”, Environmental Science and Pollution
Research, vol. 23, pp. 24578-24591, 2016.

[49] M.N. Moore, “Do nanoparticles present ecotoxicological risks for the health of
the aquatic environment”, Environment International, vol. 32, no. 8, pp. 967976,
2006.

[50] Y. Chang, M. Zhang, L. Xia, J. Zhang ve G. Xing, “The toxic effects and
mechanisms of CuO and ZnO nanoparticles”, Materials, vol. 5, pp. 2850-2871,
2012.

[51] S. I. L. Gomes, S. C. Novais, C. Gravato, L. Guilhermino, J.J. Scott-Fordsmand,
A. M. V. M. Soares ve M. J. B. Amorim, “Effect of Cu-nanoparticles versus one
Cu-salt: Analysis of stress biomarkers response in Enchytraeus albidus
(Oligochaeta)”, Nanotoxicology, vol. 6, pp. 134-143, 2012.

[52] R. Govindasamy ve A. A. Rahuman, “Histopathological studies and oxidative
stress of synthesized silver nanoparticles in Mozambique tilapia (Oreochromis
mossambicus)”, Journal of Environmental Sciences, vol. 24, pp. 1091-1098,
2012.

[53] L. Hao ve L. Chen, “Oxidative stress responses in different organs of carp
(Cyprinus carpio) with exposure to ZnO nanoparticles”, Ecotoxicology and
Environmental Safety, vol. 80, pp. 103-110, 2012.

[54] L.Q. Chen, B. Kang ve J. Ling, “Cytotoxicity of cuprous oxide nanoparticles to
fish blood cells: hemolysis and internalization”, Journal of Nanoparticle
Research, vol. 15, pp. 1507-1515, 2013.

[55] V. Vignesh, K.F. Anbarasi, S. Karthikeyeni, G. Sathiyanarayanan, P.
Subramanian ve R. Thirumurugan, “A superficial phyto-assisted synthesis of

silver nanoparticles and their assessment on hematological and biochemical

60



KAYNAKLAR Rabia EROL

parameters in Labeo rohita (Hamilton, 1822)”, Colloids and Surfaces A, vol. 439,
pp. 184— 192, 2013.

[56] A.A. Abdel-Khalek, M. Kadry, A. Hamed ve M.A. Marie, “Ecotoxicological
impacts of zinc metal in comparison to its nanoparticles in Nile tilapia;
Oreochromis niloticus™, The Journal of Basic & Applied Zoology, vol. 72, pp.
113-125, 2015.

[57] A.A. Abdel-Khalek, M. A.M. Kadry, S. R. Badran ve M.A. Marie, “Comparative
toxicity of copper oxide bulk and nano particles in Nile Tilapia; Oreochromis
niloticus: Biochemical and oxidative stress”, The Journal of Basic & Applied
Zoology, vol. 72, pp. 43-57, 2015.

[58] M. Khabbazi, M. Harsij, S.A.A. Hedayati, H. Gholipoor, M.H. Gerami ve H.G.
Farsani, “Effect of CuO nanoparticles on some hematological indices of rainbow
trout Oncorhynchus mykiss and their potential toxicity”, Nanomedicine Journal,
vol. 2, pp. 67-73, 2015.

[59] T. Wang, X. Long, Y. Cheng, Z. Liu ve S. Yan, “A comparison effect of copper
nanoparticles versus copper sulphate on juvenile Epinephelus coioides: Growth
parameters, digestive enzymes, body composition, and histology as biomarkers”,
International Journal of Genomics, vol. 25, pp. 1-10, 2015.

[60] T. Wang, X. Long, Z. Liu, Y. Cheng ve S. Yan, “Effect of copper nanoparticles
and copper sulphate on oxidation stress, cell apoptosis and immune responses in
the intestines of juvenile Epinephelus coioides”, Fish & Shellfish Immunology,
vol. 44, pp .674-682, 2015.

[61] A.A. Abdel-Khalek, S.R. Badran ve M.A.S. Marie, “Toxicity evaluation of copper
oxide bulk and nanoparticles in Nile tilapia, Oreochromis niloticus, using
hematological, bioaccumulation and histological biomarkers”, Fish Physiolology
and Biochemistry, vol. 42, pp. 1225-1236, 2016.

[62] M. Ates, V. Demir, Z. Arslan, H. Kayad, S. Yilmaz ve M. Camas, “Chronic
exposure of tilapia (Oreochromis niloticus) to iron oxide nanoparticles: Effects of
particle morphology on accumulation, elimination, hematology and immune

responses”, Aquatic Toxicology, vol. 177, pp. 22-32, 2016.

61



KAYNAKLAR Rabia EROL

[63] Y.R. Gupta, D.Sellegounder, M. Kannan, S. Deepa, B. Senthilkumaran ve Y.
Basavaraju, “Effect of copper nanoparticles exposure in the physiology of the
common carp (Cyprinus carpio): Biochemical, histological and proteomic
approaches”, Aquaculture and Fisheries, vol. 1, pp. 15-23, 2016.

[64] M. Tungsoy, S. Duran, O. Ay, B. Cicik ve C. Erdem, “Effects of copper oxide
nanoparticles on antioxidant enzyme activities and on tissue accumulation of
Oreochromis niloticus”, Bulletin of Environmental Contamination and
Toxicology, vol. 99, pp. 360-364, 2017.

[65] P. Akbary, S.S. Yarahmadi ve A. Jahanbakhshi, “Hematological, hepatic
enzymes’ activity and oxidative stress responses of gray mullet (Mugil cephalus)
after sub-acute exposure to copper oxide”, Environmental Science and Pollution
Research, vol. 25, pp. 1800-1808, 2018.

[66] T. Ostaszewska, J. Sliwinski, M. Kamaszewski, P. Sysa ve M. Chojnacki,
“Cytotoxicity of silver and copper nanoparticles on rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss) hepatocytes”, Environmental Science and Pollution Research, vol. 25, pp.
908-915, 2018.

[67] S. Lartillot, P. Kadziora ve A. Athios, “Purification and characterization of new
fungal catalase”, Preparative Biochemistry, vol. 18, no. 3, pp. 241-246, 1988.
[68] Y. Sun, L.W. Oberley ve Y. Li, “A simple method for clinical assay of superoxide

dismutase”, Clinical Chemistry, vol. 34, pp. 497-500, 1988.

[69] E. Beutler, Red Cell Metabolism: A Manual of Biochemical Methods. 2nd edition,
New York: Grune and Starton, 1984.

[70] W.H. Habig, M.J. Pabst ve W.B. Jakoby, “Glutathione S transferases. The first
enzymatic step in mercapturic acid formation”, Journal of Biological Chemistry,
vol. 249, pp. 7130-7139, 1974.

[71] 1. Carlberg ve B. Mannervik, “Purification and characterization of the
flavoenzyme glutathione reductase from rat liver”, Journal of Biological
Chemistry, vol. 250, pp. 5475-5480, 1975.

[72] .M. Dubovskiy, V.V. Martemyanov, Y.L. Vorontsova, M.J. Rantala, E.V.
Gryzanova ve V.V. Glupov, “Effect of bacterial infection on antioxidant activity

62



KAYNAKLAR Rabia EROL

and lipid peroxidation in the midgut of Galleria mellonella L. larvae (Lepidoptera,
Pyralidae)”, Comparative Biochemistry and Physiology, vol. 148C, pp. 1-5, 2008.

[73] O.H. Lowry, N.J. Rosebrough ve A.L. Farr, “Protein measurements with the folin
phenol reagent”, Journal of Biological Chemistry, vol. 193, pp. 265-75, 1951.

[74] O. Firat ve R.C. Bozat, “Assessment of biochemical and toxic responses induced
by titanium dioxide nanoparticles in Nile tilapia Oreochromis niloticus”, Human
and Ecological Risk Assessment, vol. 25, no. 6, pp. 1438-1447, 2019.

[75] M. Cole, D. Arnold, B. Watten ve W. Krise, “Haematological and physiological
responses of brook charr to untreated and limestone-neutralized acidmine
drainage”, Journal of Fish Biology, vol. 59, pp. 79-91, 2001.

[76] M.R. Narra, “Single and cartel effect of pesticides on biochemical and
haematological status of Clarias batrachus: Along-term monitoring”,
Chemosphere, vol. 144, pp. 966-974, 2016.

[77] A.S.A. Harabawy ve I. Ata, “Sublethal toxicity of carbofuran pesticide on the
African catfish Clarias gariepinus (Burchell, 1822): Hematological, biochemical
and cytogenetic response”, Ecotoxicology and Environmental Safety, vol. 103, pp.
61-67, 2014.

[78] B. Desai ve P. Parikh, “Biochemical alterations on exposure of imidacloprid and
curzate on fresh water fish Oreochromis mossambicus and Labeo rohita”, Indian
Journal of Forensic Medicine & Toxicology, vol. 7, pp. 87-91, 2013.

[79] S.A. Ibrahim ve S.A. Mahmoud, “Effect of heavy metals accumulation on enzyme
activity and histology in liver of some Nile fish in Egypt”, Egyptian Journal of
Aquatic Biology and Fisheries, vol. 9, no. 1, pp. 203-219, 2005.

[80] O. Firat, H.Y. Cogun, T.A. Yiizereroglu, G. Gok, O. Firat, F. Kargin ve Y.
Kotemen, “A comparative study on the effects of a pesticide (cypermethrin) and
two metals (copper, lead) to serum biochemistry of Nile tilapia, Oreochromis
niloticus”, Fish Physiology and Biochemistry, vol. 37, pp. 657-666, 2011.

[81] O. Firat ve F. Kargin, “Individual and combined effects of heavy metals on serum
biochemistry of Nile tilapia Oreochromis niloticus”, Archives of Environmental
Contamination and Toxicology, vol. 58, pp. 151-157, 2010.

63



KAYNAKLAR Rabia EROL

[82] K.K. Saxena ve P. Gupta, “Impact of carbamates on glycogen contents in the
muscles of freshwater fish Channa punctatus”, Pollution Research, vol. 24, pp.
669-670, 2005.

[83] G.K. Iwama, M.M. Vijayan, R.B. Forsyth ve P.A. Ackerman, “Heat shock
proteins and physiological in fish”, American Zoologist, vol. 39, pp. 901-9009,
1999.

[84] L. Murray, M.D. Rennie, E.C. Enders, K. Pleskach ve J.D. Martin, “Effect of
nanosilver on cortisol release and morphometrics in rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss)”, Environmental Toxicology and Chemistry, vol. 36, no. 6, pp. 1606—
1613, 2017.

[85] E.G. Canli, A. Dogan ve M. Canli,” Serum biomarker levels alter following
nanoparticle (Al203, CuO, TiO2) exposures in freshwater fish (Oreochromis
niloticus), Environmental Toxicology and Pharmacology, vol. 62, pp. 181-187,
2018.

[86] C.B.R. Martinez, M.Y. Nagae, C.T.B.V. Zaia ve D.AM. Zaia, “Acute
morphological and physiological effects of lead in the Neotropical fish,
Prochidolus lineatus”, Brazilian Journal of Biology, vol. 64, pp. 797-807, 2004.

[87] S.M. Monteiro, J.M. Mancera, A.F. Fernandes ve M. Sousa, “Copper induced
alterations of biochemical parameters in the gill and plasma of Oreochromis
niloticus”, Comprative Biochemistry and Physiology, vol. 141, pp. 375-383,
2005.

[88] L. Liu, B. Zhu, Y.X. Gong, G.L. Liu ve G.X. Wang, “Neurotoxic effect of
triazophos on goldfish (Carassius auratus) and tissue specific antioxidant
responses”, Ecotoxicology and Environmental Safety, vol. 116, pp. 68-75, 2015.

[89] M. Karaca, L. Varish, K. Korkmaz, O. Ozaydmn, F. Per¢in ve H. Orhan,
“Organochlorine pesticides and antioxidant enzymes are inversely correlated with
liver enzyme gene expression in Cyprinus carpio”, Toxicology Letters, vol. 230,
pp. 198-207, 2014.

[90] J. Ma, C. Zhou, Y. Li. ve X. Li, “Biochemical responses to the toxicity of the
biocide abamectin on the fresh water snail Physa acuta”, Ecotoxicology and
Environmental Safety, vol. 101, pp. 31-35, 2014.

64


https://www.researchgate.net/scientific-contributions/2084823214_KK_Saxena
https://www.researchgate.net/profile/Pooja_Gupta84
https://www.researchgate.net/journal/0257-8050_Pollution_Research

KAYNAKLAR Rabia EROL

[91] T. Vlahogianni, M. Dassenakis, M.J. Scoullos ve A. Valavanidis, “Integrated use
of biomarkers (superoxide dismutase, catalase and lipid peroxidation) in mussels
Mytilus galloprovincialis for assessing heavy metals pollution in coastal areas
from the Saronikos Gulf of Greece”, Marine Pollution Bulletin, vol. 54, pp. 1361—
1371, 2007.

[92] H. Linhua, W. Zhenyu ve X. Baoshan, “Effect of sub-acute exposure to TiO:
nanoparticles on oxidative stress and histopathological changes in juvenile Carp
(Cyprinus carpio)”, Journal of Environmental Sciences, vol. 21, no. 10, pp. 1459-
66, 20009.

[93] J. Xia, H.Z. Zhou ve L.U. Hua, “ Effects of selected metal oxide nanoparticles on
multiple biomarkers in Carassius auratus”, Biomedical Environment Science, vol.
26, pp. 742-749, 2013.

[94] D. Xiong, T. Fang, L. Yu, X. Sima ve W. Zhu, “Effects of nano-scale TiO2, ZnO
and their bulk counterparts on zebrafish: Acute toxicity, oxidative stress and
oxidative damage”, Science and Total Environment, vol. 409, no. 8, pp.1444—
1452, 2011.

[95] M. Afifi, S. Saddick ve O.A.A. Zinada, “Toxicity of silver nanoparticles on the
brain of Oreochromis niloticus and Tilapia zillii”, Saudi Journal of Biological
Sciences, vol. 23, no. 6, pp. 754-760, 2016.

[96] R.V. Oost, R. Beyer ve J.N. Vermeulen, “Fish bioaccumulation and biomarkers
in environmental risk assessment: a review”, Environmental Toxicology and
Pharmacology, vol. 13, pp. 57-149, 2003.

[97] A. Jos, S. Pichardo, A.l. Prieto, G. Repetto, C.M. Vazquez, |. Moreno ve A.M.
Camean, “Toxic cyanobacterial cells containing microcystins induce oxidative
stress in exposed tilapia fish (Oreochromis sp.) under laboratory conditions”,
Aquatic Toxicology, vol. 72, pp. 261-271, 2005.

[98] F.D. Villarreal, G.K. Das ve A, Abid, “ Sublethal effects of CuO nanoparticles
on mozambique tilapia (Oreochromis mossambicus) are modulated by
environmental salinity , PLoS ONE, vol. 9, pp. 88723. 2014.

65



KAYNAKLAR Rabia EROL

[99] O. Firat “Civa, civa-selenyum ve civa-zeolit karisimlarina birakilan Oreochromis
niloticus’ta civanin, dokulardaki birikimi ve GSH ile iliskili enzim aktivitelerine
etkisi”, Doktora Tezi, Cukuova Universitesi.

[100] A.C. Crupkin ve M.L. Menone, “ Changes in the activities of glutathione-S-
transferases, glutathione reductase and catalase after exposure to different
concentrations of cadmium in Australoheros facetus (Cichlidae, Pisces)”,
Ecotoxicology and Environmental Contamination, vol. 8, pp. 21-25, 2013.

[101] B. Lee, C.N. Duong ve J. Cho, “Toxicity of citrate-capped silver nanoparticles
in common carp (Cyprinus carpio) ”, Journal of Biomedicine and Biotechnology,
vol. 34, pp. 1-14, 2012.

[102] 1. Moreno, S. Pichardo, L.G. Amores, A. Mate, C.M. Vazquez ve A.M. Camean,
“Antioxidant enzyme activity and lipidperoxidation in liver and kidney of rats
exposed to microcystin-LR administered intraperitoneally”, Toxicon, vol. 45, pp.
395-402, 2005.

[103] R.S. Verma, A. Mehta ve N. Srivastava, “In vivo chlorpyrifos induced oxidative
stress: Attenuation by antioxidant vitamins”, Pesticide Biochemistry and
Physiology, vol. 88, pp. 191-196, 2007.

[104] S.A. Dar, A.R. Yousuf, M.H. Balkhi, F.A. Ganai ve F.A. Bhat, “Assessment of
endosulfan induced genotoxicity and mutagenicity manifested by oxidative stress
pathways in freshwater cyprinid fish crucian carp (Carassius carassius L.)”,
Chemosphere, vol. 120, pp. 273-283, 2015.

[105] O. Firat ve F. Kargm, “Response of Cyprinus carpio to copper exposure:
alterations in reduced glutathione, catalase and proteins electrophoretic patterns ”,
Fish Physiology and Biochemistry, vol. 36, pp. 1021-1028, 2010.

[106] X.Y. Li, S.H. Zeng, W.H. Zhang, L. Liu, S. Ma ve J.J. Wang, “Acute toxicity
and superficial damage to goldfish from the ionic liquid 1-methyl-3-
octylimidazolium bromide”, Environmental Toxicology, vol. 28, pp. 207-214,
2013.

[107] T. Aytekin, O. Firat, H.Y. Cogun, O. Firat, D. Kargin, H. Karadag, G.Fridin ve

F. Kargin, “Effects of metal mixtures (Cd+Cu+Cr+Pb+Zn) on antioxidant systems

66



KAYNAKLAR Rabia EROL

and lipid peroxidation in tissues of freshwater fish, Oreochromis niloticus”,
Fresenius Environmental Bulletin, vol. 26, no. 8 pp. 4963-496, 2017.

67



KIiSISEL BILGILER Rabia EROL

KIiSISEL BILGILIER

Adi Soyadi  : Rabia EROL
Dogum Yeri : Adiyaman
Dogum Tarihi : 23.04.1985
Medeni Hali : Evli
Yabanci Dili 1ngi1izce
E-posta - rabiaerol0227@gmail.com
Egitim Durumu

Derece Alan Universite Mezuniyet

Yih
Fen Bilimleri ve
Lisans Teknoloji Amasya Universitesi 2010
Ogretmenligi
Lise Gaziantep Lisesi 2004

68



EKLER Rabia EROL

EKLER

69



EKLER

Rabia EROL

Ek 1. Etik Kurul Karari

T.C. CUKUROVA UNIVERSITESI HAYVAN DENEYLERI YEREL

ETIK KURULU
Toplant1 Sayisi Toplant: Tarihi Toplant: Yeri Oturum Bagkan
2 26.02.2018 G.U -SABIDAM Prof. Dr. Ergin SINGIRIK

KARAR NO 1- Adiyaman Universitesi Fen Edebiyet Fakilltesi Biyoloji Bolimii Ogretim Uyesi Dog.Dr.Ozgiir
FIRAT'in sorumlu arastirmaci olarak yiiriitmesi 6ngoriilen 36 adet balik oreochromis niloticus’ta yapilmas:

planlanan

“Bakar Siilfat ve Bakir Nanopartikiillerinin Oreochromis Niloticus’ta Hematoloji,

Plazma Biyokimyas: ve Doku Oksidatif Stres Durumlar: Uzerine Etkileri” baslikli proje, arastirma
etigi yoniinden degerlendirildi; toplantiya katilan tiyelerin oybirligiyle uygun olduguna karar verildi.

BASKAN

UYELER

Prof. Dr . Ergin SINGIRIK
Arastirmac) Uzman Uye y
Farmakoloji A.B.D. Ogretim Uyesi

Dog. Dr. Yusuf Kenan DAGLIOGLU
Veteriner Hekim

C.U-SABIDAM Miidiirii

Prof. Dr. Fatih KOKSAL
Aragtirmaci Uzman Uye
Mikrobiyoloji A.B.D. Ogretim Uyesi

Prof. Dr. Mustafa EMRE
Aragtirmact Uzman Uye
Biyofizik A.B.D. Ogretim Uyesi

Prof .Dr.Gllsah SEYDAOGLU
Arastirmaci Uzman Uye
Biyoistatistik A.B.D. Ogretim Uyesi

Dog. Dr. Selim KADIOGLU
Tip Etigi Uzmam Uye

Deontoloji ve Tip Tarihi A.B.D. Ogretim Uyesi

Dog. Dr. Bertan YILMAZ
Arastirmact Uzman Uye

Tibbi Biyoloji A.B.D. Ogretim Uyesi

Av. Hasan SOYLU -
Sivil Toplum Kurulusu Uyesi
[Meslek Dis1 ve Kurum Disi Uye]

Sezgin KERTMEN
Sivil Uye

[Meslek Digt ve Kurum Dis1 Uye]

70

SAA




