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NIiL TILAPYALARINDA (Oreochromis niloticus)
BULK VE NANO CINKO OKSIT
PARTIKULLERININ KARSILASTIRMALI
TOKSISITESI: BIRIKIM VE OKSIDATIF STRES
GEN EKSPRESYONLARINA ETKIiSI

Giilsemin SEN AGILKAYA!
Sahire KARAYTUG?

Giris
Nanopartikiiller, dogal ya da sentetik, amorfya da yar1 kristal
yapida, 1-100 nm boyutlarindaki materyallerdir (Roco, 2003a). Bu
materyaller ¢ok kii¢lik boyutlarindan dolay1 (6zellikle 20 nm’den
daha diistik), essiz optik, manyetik ve kimyasal 6zelliklere sahiptir
(Commission Regulation, 2011). Nanobilim ve nanoteknoloji, ilag,
tiketim Triinleri, enerji, malzeme ve imalat alaninda bilimsel
gelismeler sunarak tiim diinyada gelismekte olan alanlardir.

Nanoteknolojinin toplum, sanayi, ¢cevre ve saglik alanlarinda da ¢ok
biiyiik fayda saglama potansiyeli vardir. Nanoteknoloji, daha fazla
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islevi olan, daha az ham madde ve daha az enerji tiiketen, daha
kii¢iik, daha ucuz, daha hafif ve daha hizli cihazlarin iiretiminin
onilinli agmaktadir (Sharifzahed, 2006). Yasam kalitemizi artirmasi
ve sera gazi emisyonlarmin azaltilmasi gibi bazi giinliik Kkilit
konularda yardimc1 olabilmektedirler.

Uretimi siirekli biiyiiyen nanoteknoloji endiistrisinin 2020'de
42,2 milyar ABD dolar oldugu tahmin edilmekte ve 2026 yilina
kadar 70,7 milyar dolara ¢ikmasi beklenmektedir (Barhoum vd.,
2022). Son on yilda, endiistriyel nano materyaller (ENM) ilag,
imalat, pigmentler ve foto-kataliz gibi c¢esitli alanlarda genis
uygulamalar bulmustur. Metal oksitleri igeren nanopartikiiller,
nanomateryallerin siklikla kullanilan bir grubudur (Chen vd., 2014).
Cok sayidaki ENM'ler arasinda metaloksit nanomateryaller (MNP)
biiylik miktarlarda tiretilmekte ve endiistri, tarim, tiiketici iiriinleri ve
ev esyalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Joo vd., 2017).
Ornegin ZnO ve TiO> NP'ler cilt bakim {iriinlerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir, % 25'e kadar ZnONP’ler igeren 33.000 tonun
iizerinde gilines koruyucu iiretilmektedir (SCCS, 2012). Giines
kremlerinin en az %25'1 (yaklasik olarak 4000-6000 ton/yil) resif
alanlarina salinmaktadir (Danovaro, 2008).

Nano boyutlu ¢inko oksit (nano-ZnO), essiz 6zelliklerine ve
farkli nano yapilar olusturma yetenegine sahip oldugu igin,
optoelektronik, kozmetik, katalizor, seramik ve pigmentlerde yaygin
olarak uygulanmistir (Osmond ve McCall, 2010). Nano-ZnO, su
veya havadaki Kkirleticilerin elimine edilmesi i¢in emici ve
fotokatalitik Ozelliklerinden dolay1 cevresel remediasyonda da
kullanilmaktadir (Qiang vd., 2001). Bu nedenle Nano-ZnO'lar,
TiO,NP'lerinden sonra desarj hacmi en yiiksek ikinci siradaki
nanopartikiillerdir (Gottschalk vd., 2009). Nano-ZnO'nun artan
kullanimi, insanlarin ve ¢evrenin bu partikiillerden etkilenmelerinin
artmasina neden olmus ve dolayisiyla toksisitesi hakkinda endise
duyulmaktadir.



Bulk malzeme, Ozellikleri hem biitiinii (6rnegin, yigin
bilesimi) hem de bireysel parcaciklari (6rnegin, parcacik
mineralojisi, parcacik boyutu ve sekli) tanimlayabilen parcaciklar
veya graniillerin genel ifadesi olarak tanimlanabilir (Bonifazi vd.,
2002). NP'lerin essiz fiziksel Ozellikleri, ¢cogunlukla daha biliyiik
boyutlara sahip bulk malzemelere kiyasla atomlarin hacimce daha
biiyiik yiizey alanlarina sahip olmasiyla iligkilendirilmektedir. Bulk
materyallerin yiizey atomlar1 toplam atom sayisinin sadece birkagini
olustururken, NP'lerde atomlarin ¢ogu yiizeyin yakininda veya
ylizeydedir (Casals vd., 2012). NP’ler, daha yiiksek ylizey
reaktiviteleri nedeniyle hiicre igine girmekte ve organizmalarda
birikim yeteneklerinden dolayr bulk partikiillerden daha toksik
oldugu diistiniilmektedir (Maharramov vd., 2019). Ayn1 zamanda
siispansiyonlarda, nanopartikiiller biiyiik partikiiller olusturmaya
egilimlidir ve agregalarin ¢ogu birka¢ saat iginde uzaklasip
toksisiteleri azalabilmektedir (Adams vd., 2006). Bu nedenle, benzer
boyutlardaki ~ siispansiyon  halindeki ~ bulk  partikiillerle
karsilagtirildiginda nanopartikiillerin toksisite mekanizmalarinin
daha karmasik oldugu belirlenmistir (Zhang vd., 2007; Wigginton
vd., 2007).

Metal tabanli nanoteknolojiler, c¢evresel remediasyon ve
cesitli endiistriyel prosesler i¢in giderek daha fazla kullanilmaktadir.
Bununla birlikte, metal NP'lerin sucul ekosistem tizerindeki toksik
etkileri heniiz tam olarak anlasilamamistir (Chen vd., 2012). NP’ler
sucul ekosisteme yayildiklarinda, elektrostatik ve van der Waals
baglarla sucul ortamlarda etkilesime girmekte ve sucul canlilarda
birikmektedirler (Parlak, 2013). Biyokimyasal ve fizyolojik etkileri
uyarabilen mekanizmalarla NP’ler, hiicre i¢i metabolik faaliyetlerin
bozulmasiyla, antioksidan sistemi bozarak ya da hiicre
makromolekiilleri ile etkilesime girerek yaglarin, karbonhidratlarin
(Wang vd., 2008), proteinlerin ve DNA’nin hasarina sebep
olmaktadir (Kelly vd., 1998; Aschberger vd., 2011; Schrand vd.,
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2010). NP aracili ROS yanitlarinin, genotoksisite, inflamasyon,
fibrozis ve karsinogenez gibi bir dizi patolojik olaya sebep oldugu
bildirilmistir (Xiong vd., 2011). Baz1 NP'ler makrofaj ve notrofil gibi
inflamatuvar hiicreleri aktive etmekte ve bu da ROS {iretiminde
artisa neden olabilmektedir (Zhang vd., 2003). Titanyum dioksit
(Ti0O»), ¢inko oksit (ZnO), seryum oksit (CeO2) ve glimiis NP gibi
diger NP'ler, hiicresel yiizeye yerleserek ya da hiicrelerin igine
girerek oksidatif stres sinyal mekanizmasini uyarmakta, bunun
sonucunda oksidatif hasara neden olmaktaktadir (Buzea vd., 2007).
ROS olusum mekanizmasit her NP i¢in farklidir ve bugiine kadar
ROS iiretimi i¢in kesin olan hiicresel mekanizma tam olarak agikliga
kavugturulmamigtir. Metal esasli NP'nin ¢ogu, Fenton tipi
reaksiyonlar yoluyla serbest radikal aracili toksisite ortaya
cikarmaktadir (Huang vd., 2010).

Nano ve bulk yapidaki metaller gibi cevresel kirleticilerin
etkisiyle hiicresel diizeyde ciddi miktarda {iretilen reaktif oksijen
tiirlerinin yol agtig1 oksidatif hasar, viicuttaki antioksidan savunma
sistemiyle elimine edilmeye calisilir. Oksidatif hasarin en aza
inebilmesi i¢in oksidanlar ve antioksidanlar arasinda bir denge
saglanmalidir. Antioksidan savunmanin yetersiz kaldigr durumlarda
ortaya ¢ikan oksidatif stres kosullarinda, yiiksek miktarda yag
asitleri ihtiva ettikleri i¢in baliklarin doku ve hiicrelerinin zarar
gormesine neden olmaktadir (Kovacik vd., 2019). Oksidatif stres,
reaktif oksijen tiirlerinde (ROS) bir artisa, antioksidan savunma
sisteminde bozulmasina veya oksidatif hasar1 onaramamasina baglh
olarak ortaya ¢ikar (Dorval ve Hontela, 2003). Oksidatif stres,
toksisite ve ekotoksisiteyi Olgmek icin uygun bir parametredir;
clinkli hiicreler, oksidatif strese yanit olarak de§isen enzim
aktivasyonu veya enzimlerin genetik ekspresyonu gibi kolayca
olgiilebilen bir takim koruyucu tepkilerle yanit olustururlar (Abdel-
Khalek, 2015a).



Normal sartlar altinda canli organizmalarda oksidatif stresin
zararl etkileri stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GPx) ve glutatyon transferaz (GST) gibi antioksidan
enzimler tarafindan azaltilmaktadir. Sucul organizmalar, SOD, CAT,
GPx, GST gibi antioksidan enzimler de dahil olmak iizere ROS ile
olusturulan hasarlara karsi koruma gelistirmistir (Eyckmans vd.,
2011). Bir antioksidan enzim olarak SOD, O;™nin CAT ve GPx
tarafindan suya indirgenen H>O»'ye doniisiimiinii hizlandirmaktadir
(Ruas vd., 2008; Birben vd., 2012). CAT ise, 2 molekiil H>O>'nin
H>0 ve O2'ye dontistimiinii hizlandiran, tiim hiicrelerde bulunan hem
iceren tetramerik bir antioksidan enzimdir (Krishnamurthy ve
Wadhwani, 2012). GST'ler, faz Il metabolizmasina katilirlar, organik
hidroperoksitlerin alkollere indirgenmesini katalize ederek GPx
aktivitesi gosterirler ve ¢esitli organizmalardaki prooksidanlara yanit
olarak indiiklenirler (Garner ve Di Giulio, 2012). GPx, Cu ve Zn gibi
toksik elementlere karsi hiicre i¢i korumada 6nemli bir role sahiptir
(Mosleh vd., 2005). GPx, hidrojen perokside (H20O2) kars1 enzimatik
savunmadan sorumludur. Glutatyon ve H,O- arasindaki reaksiyonu
katalize ederek glutatyon disiilfiirin  (GSSG) olusumuyla
sonuclanan indirgenmis glutatyon (GSH) konsantrasyonu ile siki
sikiya baglantilidir (Alkaladi vd., 2013).

Metal iyonlariin salinimi, metal oksit nanopartikiillerinin
toksisitesini etkilemektedir. Metal bazli ve metal oksit esash
NP'lerde toksisite en azindan kismen kiigiik boyutlar1 ve bunun
sonucunda NP'lerin yliksek ylizey aktivitesi gosterirken, etkiler
metal iyonlariin serbest birakilmasiyla daha da artabilir (Auffan
vd., 2009). Balikta nano-ZnO'nun olast toksik mekanizmalari
oldukc¢a karmagiktir. Nano ZnO partikiillerinin toksisitesi, ¢coziinmiis
Zn iyonlarina dayandirilmistir (Aruoja vd., 2009). Ancak, son
caligmalarda ¢oziinmiis iyonlarin varhigiyla iligkili yan etkilerden
farkl1 olarak toksisitenin boyuta bagli olma ihtimaliyle iligkili
bulgular elde edilmistir (Nair vd., 2009; Wong vd., 2010). Zhu vd.
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(2009), nano-ZnO ve Zn*' 'nin, ROS’u artirarak ve/veya hiicresel
oksidatif stres tepkisini tehlikeye atarak embriyonik toksisiteye
neden oldugunu bildirmistir. Ayrica, nano-ZnO silispansiyonlarinda
bulunan pargaciklarla dogrudan temas eden solunga¢ hiicrelerinde
mekanik hasar olusturma gibi farkli toksik mekanizmalara neden
oldugu bildirilmistir (Yu vd., 2011).

Canlilarda birikim o6zelligi gosteren kirleticilerin besin
zincirinde izledigi yolu belirlemek amaciyla baliklar, metalleri
metabolize etme, konsantre etme ve biriktirme yetenekleri
nedeniyle, sudaki ekosistemin mevcut durumunun bir biyogostergesi
olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle, baliktaki metal seviyelerinin
belirlenmesi, insan sagligi i¢in oldukc¢a 6nemlidir (Uysal vd., 2008).
Oreochromis niloticus, yiksek biliylime orani, ¢evresel strese karsi
gosterdigi tolerans, kolay iireme ve yiiksek pazar talebi nedeniyle
biyoizlem programlarinda bir indikator tiir olarak kullanilmak iizere
uygun bir model olmasmi saglayan bir¢cok oOzellige sahiptir
(Gadagbui vd., 1996). Enzim ekspresyonlarinin analizi, hedef
organlarinda gosterdigi toksisitenin yani sira organizmalarin genel
saglik durumlarinin belirlenmesine yardimci olmakta ve aym
zamanda stres etkisindeki organizmada erken uyar1 sinyali de
verebilmektedir.

Cinko iz miktarlarda biiyiime ve hiicre bdliinmesi, yara
onarimi, bagisiklik, hormon salgilanmasi, tat ve gérme islevleri gibi
cok sayida fizyolojik olaylar i¢in gereksinim duyulan ve 300 kadar
proteinin yapisal ve islevselliginde rol oynayan bir eser elementtir
(Vallee ve Falchuk, 1993; Watanabe vd., 1997, Akahori vd., 1999).
Zn normal seviyelerde antioksidan 6zellige sahiptir ancak yliksek ve
orta konsantrasyonlarda toksik hale gelir (Trevisan vd., 2014).
Antioksidan savunma sistemleri bir dizi antioksidatif enzimi ve
diisik molekiillii, enzimatik olmayan antioksidanlar1 igerir.
Biyolojik sistemleri molekiiler diizeyde cevresel stresten korurlar

(Van der Oost vd., 2003; Pandey vd., 2003).
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Cinko 6nemli bir eser element olmasina ve ROS olusumunu
kisitlamasina ragmen biyolojik olarak biriktiginde toksik etki
gosterir  (Bozcaarmutlu ve Aring, 2004). Yiiksek ¢inko
konsantrasyonlart apoptozu ve oksidatif stresi indiikleyebilir
(Formigari vd., 2007), bu metalin oksidan/antioksidan ve pro-
apoptotik/anti-apoptotik ajan olarak ikili roliinii vurgulamaktadir
(Trevisan vd., 2014). Clearwater vd. (2002) yapilan caligmalara
dayanarak O. niloticus i¢in glinliik diyetle 5-10 mg/kg viicut agirlig
oraninda ¢inko aliminin esansiyel oldugunu, giinliik 30-3000 mg/kg
viicut agirligr diyet kaynakli ¢inko aliminin toksik etkilere neden
oldugunu bildirmistir.

Sucul ekosistemlerdeki NP ve BP’ler baliklar tarafindan
almip kan yoluyla doku ve organlara taginmaktadir. Baliklarin
detoksifikasyon i¢in karacigerde metal graniilleri biriktirdikleri
bilinmektedir (Lanno vd., 1987). Karaciger, metabolizmanin ¢esitli
yasamsal fonksiyonlarinda ©onemli bir rol oynar ve kirletici
maddelerin  birikimi, biyotransformasyonu ve atiliminin ana
organidir (Triebskorn vd., 1997). Ayrica, karacigerin siirekli olarak
ROS tarafindan tehdit edilmesi nedeniyle, diger organlara gore 10
kata kadar daha gelismis antioksidan savunmaya sahip oldugu
bildirilmektedir (Wu vd., 2017). Antioksidan yanit esas olarak
karacigerde meydana gelir ve bu yanit yoluyla uzaklastirilmayan
ROS'un iltihaba neden oldugu bilinmektedir (Winterbourn vd.,
2008). Kirletici maddelerin sucul ekosistemleri tizerindeki etkisi,
baligin karacigerindeki biyokimyasal parametrelerin olgiilmesiyle
de degerlendirilebilir (Barhoumi vd., 2012).

Bu ¢alismada O. niloticus’ta nano-ZnO (<50 nm) ve bulk-
ZnS04 (2000 nm) partikiillerinin LCso degerleri belirlenmis, baliklar
bu degerlere gore belirlenen subletal konsantrasyonlar (%5 ve %10
LCso) etkisine birakilarak 7. ve 15. giin sonunda karaciger
dokusundan o&rnekler alinmistir. Karaciger dokularinda c¢inko

birikimine bakilmasinin yani sira potansiyel olarak genotoksik
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bilesiklerin detoksifikasyonunda Onemli rol oynayan savunma
sistemi temel enzimleri olan SOD, CAT, GPx ve GST enzimleri ve
bir 1s1 soku proteini olan HSP70 gen ekspresyonlarina bakilmis ve
standart gen olarak -aktin gen ekspresyonlar1 kulanilmigtir.

KAYNAK ARASTIRMALARI

1. Nanopartikiiller

Nano oOneki, Yunanca nanos, yani “ciice” sozciiglinden
tiretilmigtir. 1947'de, Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya
Birligi'nin (IUPAC) 14. konferansinda, bir birimin milyarda bir
kismini (10”) tanimlamak igin nano 6n eki resmi olarak kabul
edilmistir (Joudeh ve Linke, 2022). “Nano” 6n eki son on yilda farkl
bilgi alanlarinda giderek artan bir uygulama alan1 bulmustur ve artik
modern bilimin biiyiik bir kismi1 i¢in popiiler bir etikettir; bu nedenle
bilimsel literatiirde giderek yayginlagmaktadir (Buzea vd., 2007;
Torgal ve Jalali, 2010; Pal vd., 2011; Findik, 2021). Bu terimler
arasinda nanobilim, nanoteknoloji, nanorobotlar, nanomiknatislar,
nanoelektronik, nanokapsiilleme vb. yer alir, ancak bunlarla sinirh
degildir (Buzea vd., 2007). 1 ila 100 nm arasindaki uzunluk 6l¢egini
ifade eden boyut, malzemelerin en az nano 6l¢ekli bir boyuta sahip
oldugu tiim nanopartikiillerin temel tanimlayic1 o6zelligidir.
Nanomalzemeler, ii¢ boyutundan en az birinde (De vd., 2008)
boyutlar1 1 ila 100 nm arasinda olan (Abdalkreem, 2018; Afolalou
vd., 2019) ve kiiresel yiizey alani/hacimlerinin 60 m?/cm?’den biiyiik
olmasi (Gaffet, 2011; Santos vd., 2014) gereken maddelerdir.

Nanomalzemelerin ~ daha  biiyiikk  boyutlarda  aym
malzemelerden 6nemli Gl¢iide farkli davranmasina neden olan iki
ana faktor vardir: ylizey etkileri ve kuantum etkileri (Roduner,
2006). Bu faktorler nanomalzemelerin daha biiylik boyutlu
muadillerine gore gelismis veya yeni mekanik, termal, manyetik,
elektronik, optik ve katalitik Ozellikler sergilemesine neden olur

(Buzea vd. 2007; Lines 2008; Gade vd. 2010). Nanomalzemeler,
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mikromalzemelere veya bulk malzemelere kiyasla temel olarak {i¢
nedenden dolayi farkl: yiizey etkilerine sahiptir; (a) nanomalzemeler
cok genis bir yiizey alanina ve kiitle birimi basina yiiksek pargacik
sayisina sahiptir, (b) nanomalzemelerde yiizeydeki atomlarin orani
fazladir ve (c) nanomalzemelerde ylizeyde yer alan atomlarin daha
az dogrudan komsusu vardir (Roduner, 2006; Buzea vd., 2007). Bu
farkliliklarin  her birinin bir sonucu olarak nanomalzemelerin
kimyasal ve fiziksel 6zellikleri, daha biiyiik boyutlu muadillerine
gore degismektedir. Ornegin, yiizeyde yer alan atomlar igin daha az
dogrudan komsu atoma sahip olmak, nanomalzemeler i¢in atom
basina baglanma enerjisinin diigmesine neden olur (Roduner, 2006).

Daha biiylik yiizey alanlar1 ve daha biiyiik ylizey-hacim
oranlari, genellikle daha biiylik reaksiyon ylizeyi nedeniyle
nanomalzemelerin reaktivitesini artirmaktadir (Buzea vd., 2007).
Ayrica ylizey Ozellikleri, yapilar {lizerinde 6nemli etkilere neden
olmaktadir (Ikhmayies, 2014). Nanomalzemelerin dagilimi, yiizey
etkileri i¢cin 6onemli bir faktordiir. Pargaciklar arasindaki giiglii ¢ekici
etkilesimler, nanomalzemelerin topaklagmasina ve toplanmasina
neden olabilir; bu da ylizey alanlarin1 ve nano 6lgekli 6zelliklerini
olumsuz etkiler (Ashraf, 2018). Aglomerasyon, nanomalzemelerin
zeta potansiyelini artirarak (itici kuvveti artirarak) (Suttiponparnit
vd., 2011), nanomalzemenin hidrofilik/hidrofobiklik derecesini veya
slispansiyon ortaminin pH'mmi ve iyonik giiclinii optimize ederek
onlenebilir (Fubini vd., 2010).

NP'ler morfolojilerine, boyutlarina ve kimyasal 6zelliklerine
bagh olarak ¢esitli kategorilere ayrilmaktadir. Fiziksel ve kimyasal
ozelliklerine gore en 1yt bilinen NP’ler: Karbon bazh
nanopartikiiller, Metal nanopartikiiller, Seramik nanopartikiiller,
Yari iletken nanopartikiiller, Polimerik nanopartikiiller, Lipit bazl
nanopartikiiller olmak {iizere alt1 farkli sinifa ayrilmaktadir (Khan
vd., 2019). Nanopartikiiller 100 nm’den kiiciik ve boyutlarina 6zgii

ozellikleri nedeniyle biyolojik sistemlere kolayca entegre
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olabildikleri ic¢in biyomedikal ve tip alanlarinda; akilli ilag
tastyicilari, goriintiileme, biyosensorler, nanomakineler
(biyorobotlar), niikleik asit analizleri, biyoinformatik ve genomik
uygulamalar i¢in DNA ¢iplerinin nanofabrikasyonu, kok hiicre bazl
organ miithendisligi uygulamalari, implant materyalleri, yapay doku
ve nanocerrahi gibi pek cok alanda kullanilmaktadirlar (Kocaefe,
2007; Yula, 2010).

Nanoteknoloji, nanomalzemeler olarak bilinen, boyutlar1 1
ila 100 nm arasinda degisen malzemelerin sentezini, miithendisligini
ve kullanimini kapsayan bir daldir (Hasan, 2015). Nanoteknoloji,
atomik, molekiiler veya makromolekiiler Olgekte arastirma ve
geligtirme olarak tanimlanmaktadir (NNI, 2004). Nanopartikiiller,
nanoteknolojinin yapi taslar1 olarak kabul edilmektedir. Nano 6lgekli
malzemeler elektronik, manyetik ve optoelektronik, biyomedikal,
farmasotik, kozmetik, enerji, c¢evre, katalitik ve malzeme
uygulamalar1 gibi ¢esitli farkli alanlarda kullanim alan1 bulmaktadir.
Bu teknolojinin potansiyeli nedeniyle, nanoteknoloji arastirma ve
gelistirme yatirinmlarinda diinya capinda bir artis olmustur (Roco,
2003b). Nano tabanli teknoloji, son on yilda ¢ok biiyiik bir ilerleme
kaydetmis ve bu ilerleme, tiretimleri i¢in nanopartikiiller (NP) iceren
iirlinlerin sayisinda 2005 ile 2010 yillart arasinda 25 katlik bir artigla
desteklenmistir (PEN, 2013).

Maddenin boyutu kiigiildiik¢ce atom yiizey alani artar, bu da
reaktifligi artirir ve ylizeydeki atomlar basit katalitik proseslerin
aktif merkezleri olmasiyla yiiksek reaktif katalistler haline
dontistirler. Boylece nanopartikiiller nanometre 6lgegi boyutunda
benzersiz elektronik, optik, manyetik ve mekanik Ozellikler
gosterirler. Bu benzersiz Ozellikleri sebebiyle NP’lerin enerji
depolanmas1 ve veriminin artirimina katkisi, hastaliklara daha iyi
tan1 ve tedavi yontemleri sunmasi, bilgisayar sistemlerini
hizlandirmasi gibi diger kullanim alanlart mevcuttur.
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Nanoteknoloji ¢evredeki hava, su ve toprak kalitesinin
remediasyonunda biiyiik potansiyele sahiptir. Kirleticilerin tespitini
ve algilanmasimi  gelistirebilir ve remediasyon ig¢in yeni
teknolojilerin gelistirilmesine yardimci olabilir. NP’lerin olusum ve
biiyiime siireclerinin anlasilmasi, ilk etapta kirleticilerin olusumunun
en aza indirilmesi ve bunlarin emisyonlarinin azaltilmasi igin etkili
yontemlerin gelistirilmesine olanak saglar. Nanoteknolojinin ¢evre
kalitesini iyilestirme potansiyeline sahip olmasina ragmen, ayni
zamanda yeni bir cevresel tehlike smifina da yol acabilecegi
konusunda endiseler bulunmaktadir (Masciangioli ve Zhang, 2003;
Colvin, 2003). Bu tiir endiseler neredeyse tiim yeni teknolojilerle
iliskilidir ve bunlarin 6nceden ele alinmasi gerekir. NP’lerin
olusumu ve etkilesiminin kimyasal mekanizmalar1 hakkinda temel
bir anlayis olmadan, maruz kalma sonrasinda olumsuz saglik
etkilerini azaltmak/ortadan kaldirmak icin hafifletme stratejileri
sinirlt olmaktadir (Sharma vd., 2019). Uygun arastirma ve bulgularin
erken asamada birlestirilmesiyle nanoteknolojinin  giivenligi
saglanabilir (NNI, 2004).

Metal oksit NP'ler, ¢esitli ticari tiriinlerde en ¢ok kullanilan
tasarlanmig NP'ler arasindadir ve insan ve ¢evre saglig: tizerindeki
potansiyel toksisiteleri konusunda endiselere yol ag¢maktadir
(Aschberger vd., 2011). Metal oksit NP'lerin kullaniminin artmasi,
bu parcaciklarin su ortamina salinmasina neden olabilir. NP'lerin su
ortami1 ve organizmalar {izerindeki olumsuz etkileri son zamanlarda
cok ozel ilgi cekmistir (Blaise vd., 2008; Farre” vd., 2009).
Nanoparcaciklar, suda sulu cozeltiler yerine dispersiyonlar veya
emiilsiyonlar olustururlar ve metal NP'lerin toksisitesinin ayni
metalin  bulk partikiillerinin  ¢6ziilmiis formlarindan farkh
olabilecegi endiseleri vardir. Bu metal NP'ler parcacik ylizeyinden
cozlinerek metal iyonlarmi serbest birakmak igin yavas yavas
coziinebilirler ve serbest iyon toksisitesine neden olabilirler (Handy
vd., 2008a).
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Nanomalzemeler hiicresel bilesenlerle etkilesebilir, hiicre
islevini bozabilir veya degistirebilir ya da ROS olusturabilir.
Nanomalzemelerin mitokondri ve hiicre ¢ekirdegi ile olan
etkilesimleri, toksisitenin baslica kaynaklar1 olarak goriilmektedir.
Nanomalzemeler, makrofaj ve noétrofillerde serbest radikal
kaynaklar1 olan NADPH oksidaz ve ksantin oksidazin
aktivitelerinde artisa sebep olabilmektedir (Sharma vd., 2017).
Karacigerde, nanomalzemelerin metabolik modifikasyonu, or.
sitokrom p450 ile reaksiyona giren ara maddelerle hepatotoksisiteye
neden olabilir (Lanone ve Boczkowski, 2006).

1. Nano Cinko Oksit Partikiilii

Cinko oksit NP’leri tipik metal oksit NP'lerdir ve yanmaz ve
kokusuz beyaz tozlardir (Hao ve Chen, 2012). ZnONP’ler optik,
piezoelektrik, manyetik ve gaz algilama dahil olmak {izere ¢esitli
alanlarda potansiyel uygulamalara sahiptir. Ayrica biyoalgilama
amaciyla yiiksek katalitik verim, giiclii adsorpsiyon yetenegi, yiiksek
izoelektrik nokta (9.5), yiksek optik gecirgenlik, yiiksek kirilma
indeksi (n = 2.0) ve genis bant aralig1 (3.37 V), biyouyumluluk ve
hizl1 elektron transfer kinetigi gibi {istlin 6zellikler sergilemektedir
(Jamieson vd., 2007; Wahab vd., 2009). Yiiksek stabiliteleri,
korozyon Onleyici ve fotokatalitik 6zellikleri nedeniyle gida, giines
koruyuculari, kozmetikler, boya, kagit, plastik, seramik ve yap1
malzemeleri, yari iletkenler, katalizorler, parlaticilarin imalatinda
yaygin olarak kullanildig1 i¢in endiistriyel Olgekte iiretilen en
popiiler nanomalzemeler arasindadir (Resim 1) (Chung vd., 2000;
Jin vd., 2000; Osmond ve McCall, 2010). 2019 yilinda 4,4 milyar
dolar degerinde olan kiiresel ZnO pazarinin biiyiikliiglintin, 2019-
2024 tahmin doneminde %)5,4'liik bir biiylime oram1 kaydederek
2024 yilina kadar 5,7 milyar ABD dolarina ulasacagi tahmin
edilmektedir (Zinc Oxide Market Global Forecast to 2024).
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Resim 1. ZnO Nanopartikiil Kullanim Alanlar
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ZnO nanopartikiilleri, benzersiz kimyasal ve termal stabilite,
saglamlik ve TiO2, WO3, SiO2 ve Fe;O3 gibi diger metal oksitlere
gore uzun raf Oomri gibi cesitli avantajlara sahiptir. ZnONP’ler,
altigen kuvarsit, kiibik ¢inko blende ve kiibik kaya tuzu gibi
yapilarda bulunmaktadir (Belver vd., 2019). Nano-ZnQO’lar, sol-jel,
hidrotermal, c¢okeltme ve birlikte c¢okeltme, kimyasal buhar
biriktirme, sprey pirolizi, manyetik piiskiirtme, mikrodalga destekli
teknik, solvotermal, biyolojik yollar gibi farkli kimyasal ve fiziksel
yontemlerle sentezlenmistir (Ul-Haq vd., 2013). Bahsedilen
yontemlerin her birinin avantajlar1 ve dezavantajlart vardir. Bu
nedenle nanoplakalar, nanokristaller, nanoteller, nanotiipler gibi
karakterizasyon araglarina gore ZnO nanopargaciklarinin farkl
morfolojileri rapor edilmistir (Ambika ve Sundararajan, 2015).

ZnONP’ler biyouyumlu, ¢evre dostu, diisitk maliyetli ve
toksik olmayan dogasi gibi benzersiz fiziksel, kimyasal ve biyolojik
ozelliklerinden dolay1 malzeme biliminde yaygin olarak uygulanan
onemli metal oksit malzemelerden birini olusturmaktadir (Alwan vd.
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2015; Salahuddin vd. 2015; Ruszkiewicz vd. 2017). ZnONP’ler,
giiclii antimikrobiyal aktiviteleri sayesinde mikrobiyal yapigmayi,
cogalmayr ve biyofilm biiylimesini azaltabilmesi 6zellikleri
sayesinde antibakteriyel ve antibiyofilm aktivitelerine kars1 yaygin
olarak kullanildig1 gérilmektedir (Jin vd., 2009; Arvizo vd., 2011;
Jothiprakasam vd., 2017; Bhattacharyya vd., 2018). Ustiin dzellikleri
nedeniyle, ZnO nanopartikiilleri, 6zellikle atik su aritiminda kataliz
alaninda ve aymi zamanda kozmetik ve antimikrobiyal katki
maddeleri olarak farkli toplumsal sorunlar1 ¢6zmek icin islevsel,
gelismis bir malzeme olarak uygulanmigtir (Ruszkiewicz vd., 2017).
Gida ve llag Idaresi (FDA), gida endiistrilerinde kullanilabilecek en
giivenli metal oksitlerden biri olarak ZnO yer almaktadir (Bettini
vd., 2016).

ZnONP’ler, yiiksek kimyasal ve termal stabilite, doymamis
yiizeyler ve sulu matristeki organik ve inorganik kirleticilere karsi
milkemmel  adsorpsiyon davranigt  gibi  bazi  Ozellikler
sergilemektedir. ZnO nanopartikiilleri, diger yar1 iletkenlerle
karsilagtirildiginda daha yiiksek foton sogurma verimliligine, yiiksek
ylizey alanina ve oksitleme giicline sahiptir ve atik suyun aritilmasi
icin kolay temin edilebilir, toksik degildir ve uygun maliyetlidir (Zito
ve Shipley, 2015). Bu ozellikler son yillarda bir¢ok bilim adamini
endiistriyel atik sulardan agir metallerin uzaklastirilmasi i¢in ZnO
nanopartikiillerinin adsorptif potansiyellerini arastirmaya tesvik
etmistir (Yuvaraja vd., 2018).

2. Oksidatif Stres

Oksijen, biyolojik sistemlerde yararl 6zelliklerinin yani1 sira
potansiyel olarak zararli etkilerinin olmas1 sebebiyle Janus gazi
olarak da adlandirilmaktadir (Burton ve Jauniaux, 2011). Reaktivite,
oksijenin yliksek enerjili elektron transferlerine katilmasina izin
verir ve dolayistyla oksidatif fosforilasyon yoluyla biiyiik
miktarlarda adenozin-5-trifosfat (ATP) olusumunu destekler. Bu
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durum, karmasik yapili ¢ok hiicreli organizmalarin evrimine izin
vermek icin gereklidir. Ancak ayn1 zamanda onu protein, lipit veya
DNA gibi herhangi bir biyolojik molekiile saldirmaya yatkin hale
getirir. Atmosferdeki oksijenin varligt kendine has zorluklarla
birlikte gelir; bunlardan en 6nemlisi oksijenden tiiretilmis serbest
radikallerin (eslesmemis elektrona sahip bir atom veya molekiil)
veya radikal olmayan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) (6rn. hidrojen
peroksit; hipokloréz asit) olusumudur. (Halliwell ve Gutteridge,
2015).

Biyolojik sistemlerde ROS'un kesfi yaklasik 70 yil dnce
gerceklesmis ve hastaliklar ve yaslanmayla iligkilendirilmistir
(Harman, 1956). Aerobik organizmalar, siirekli ROS oksidatif
saldirist altindadir. Bu saldirty1 genellikle dengede tutan karmasik
bir antioksidan savunma sistemi gelismistir. Ancak bazi durumlarda
bu denge bozulabilir ve oksidatif strese yol agabilir. Oksijen
toksisitesinin bir hiicre iizerinde sahip olabilecegi ¢oklu ve gesitli
etkilerden dolayi, oksidatif stres en genis anlamda, prooksidan-
antioksidan dengesinde, potansiyel hasara yol acan prooksidanlar
lehine bir degisiklik olarak tanimlanir (Halliwell ve Gutteridge,
2015). Prooksidan - oksidan dengesinin bozulmasi ve canli
metabolizmasinda yol acti§1 durumlar Resim 2’de 6zetlenmistir.
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Resim 2. Baliklarda Oksidatif Belirtegler ve Antioksidan Sistem
(Hoseinifar vd., 2020)
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Atmosferdeki oksijenin temel durumunda iki eslesmemis
elektronu vardir, bu da oksijeni paramanyetik yapar, bu 6zellik
aktive edilmedigi siirece organik molekiillerle kolayca etkilesime
girmesini engeller (Asada ve Takahashi, 1987; Cadenas, 1989;
Halliwell ve Gutteridge, 2015). Oksijendeki kismi azalma,
siiperoksit radikali (O2"), singlet oksijen ('O2), hidrojen peroksit
(H202) ve hidroksil radikali (OH) gibi reaktif ara maddelerin
liretimine yol agar (Asada ve Takahashi, 1987; Cadenas, 1989;
Halliwell ve Gutteridge, 2015) ve bu maddeler reaktif oksijen tiirleri
(ROS) olarak adlandirilir. Tiim fotosentetik ve aerobik organizmalar,
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normal metabolizmalar1 yoluyla, (i) kompleks I'deki (NADH
dehidrojenaz) ve (ii) ubikinon ile kompleks III arasindaki
mitokondriyal elektron tasima zincirinden ROS iiretir (Brookes,
2005).

Stiperoksit radikali, oksidatif streste ilk olusan reaktif oksijen
tiirtidiir, hidrojen peroksitin olusumuna ve sonrasinda da reaktif
oksijen tiirleri arasinda en zararli olan ‘OH olusumuna yol agar
(Halliwell ve Gutteridge, 2015), H>O, radikal bir tiir olmasa da
zarlardan kolaylikla gecgebilir ve cogu oksijen tiirevi diger radikal
tirlere gore daha uzun Omiirliidiir. Degeri degisebilen metal
iyonlarinin varliginda H>O», temas ettigi makromolekiillerden
(ntikleik asitler, proteinler, lipitler ve karbonhidratlar) elektronlari1 ve
protonlart  ¢ikarabilen yiiksek derecede reaktif OH’ye
doniistiiriilebilmekte, boylece daha fazla eslesmemis elektron ve
radikal tiir tiretilmektedir (Birnie-Gauvin vd., 2017). ROS {iretimi,
bir organizma i¢indeki oksijen konsantrasyonuyla pozitif olarak
iligkilidir (Jamieson vd.,1986). ROS iiretimindeki artis, bir
organizmanin bu reaktif tiirleri antioksidan kullanimiyla giderme
yetenegini astiginda, hiicresel bilesenlere zarar veren oksidatif stres
ortaya c¢ikar (Asada ve Takahashi, 1987; Cadenas, 1989).

Oksidatif stres aerobik yasamin kac¢inilmaz bir yoniidiir.
Canli organizmalarda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi ile
antioksidan savunma arasindaki dengesizligin bir sonucudur
(Nishida, 2011). Reaktif oksijen tiirleri, geg¢is metal iyonlari,
pestisitler ve petrol kirleticileri gibi maddeler tarafindan indiiklenir
(Slaninova vd., 2009; Lushchak, 2011). Serbest radikaller ayrica
normal fizyolojik kosullar altinda bile hiicre metabolizmasi sirasinda
endojen hiicresel kaynaklar tarafindan da iiretilir. Mitokondriyal
solunum, ROS'un ana endojen kaynagidir. Bu kaynaklarin en
onemlileri; mitokondrinin elektron tagima zincirleri, endoplazmatik
retikulum, sitokrom P450'nin fonksiyonu (Di Giulio ve Meyer,

2008), kataliz sirasinda oksidatif enzimlerin aktivasyonu (Fridovich,
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1978) ve hayvanlarda hiicresel fonksiyonun anahtar molekiillerinin
otooksidasyonu (Halliwell ve Gutteridge, 2015) ve bitkilerde
mitokondriye alternatif olarak kloroplastlardir (Di Giulio ve Meyer,
2008). Yiiksek ROS iretimi, proteinlerin ve lipitlerin
oksidasyonuna, gen ekspresyonunda ve hiicre redoks durumunda
degisime neden olabilir (Livingstone, 2003).

Sudaki organizmalarda ve memelilerde oksidatif stres iireten
stiregler benzerdir. Pestisitler gibi bircok ksenobiyotik, membrana
bagl elektron tasginmasinin bozulmasi (6rnegin mitokondriyal,
mikrozomal elektron tasinmasi) ve ardindan indirgenmis ara
maddelerin birikmesi, redoks dongiisii, 1s18a duyarlilik (Di Giulio ve
Meyer, 2008), fenton reaksiyonunun kolaylastirilmasi, antioksidan
enzimlerin inaktivasyonu (Kono ve Fridovich, 1982) ve serbest
radikal temizleyicilerin tiikkenmesi (Winston ve Di Giulio, 1991) gibi
cesitli biyokimyasal mekanizmalar yoluyla reaktif oksijen tiirlerinin
iiretimini tetikleyebilir (Stolze ve Nohl, 1994).

Baliklardaki antioksidan savunma  mekanizmalari,
memelilerdekine benzer sekilde enzim sistemini ve diisiik molekiiler
agirlikli antioksidanlari igerir (Di Giulio ve Meyer, 2008). SOD,
CAT, GPx ve GST, ana antioksidan enzimler ve oksidatif stresin
onemli gostergeleridir (Sevcikova vd., 2011). Indirgenmis glutatyon
(GSH) ve oksitlenmis glutatyon (GSSG), enzimatik olmayan
antioksidan savunmada 6nemli bir rol oynar. Ferritin, seriiloplazmin
ve metallotiyoneinler (MT'ler) gibi metal baglayici proteinler, toksik
metallerin detoksifikasyonunda 06zel iglevlere sahiptir ve aym
zamanda esansiyel metallerin metabolizmasi ve homeostazisinde de
rol oynar (Kelly vd., 1998).

1. Antioksidan Savunma Enzimleri

Hiicresel stresi iceren en c¢ok calisilan biyokimyasal
stireclerden biri oksidatif strestir. Dogal kosullarda aerobik
organizmalar, i¢ ve dis uyaranlara yanit olarak siirekli ROS {iretirler.
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Oksidatif stres, ROS olusumu ile organizmalarin antioksidan
savunmasi arasindaki denge bozuldugunda ortaya ¢ikar ve hiicresel
membranlarin, genetik materyalin ve diger hiicresel bilesenlerin
hasarina (Halliwell ve Gutteridge, 2015; Sies, 2015) veya hiicresel
6liime neden olmaktadir (Elsayed ve Gorbunov, 2003). Baliklardaki
antioksidan savunma mekanizmalari, memelilerdekine benzer
sekilde enzim sistemini ve diisiik molekiiler agirlikli antioksidanlari
icerir. Ancak cesitli balik tiirlerinde enzimlerin spesifik izoformlari
iyt tanimlanmamigtir (D1 Giulio ve Meyer, 2008). Tim
organizmalarda reaktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyonu i¢in CAT,
SOD, GPx ve GST enzimlerinin aktiviteleri, pro-oksidanlara karsi
koymak i¢in antioksidan rezervini dogrudan veya dolayli olarak
Olcen hiicre alt1 cevaplart icermektedir (Limoén-Pacheco ve
Gonsebatt, 2009).

1. Siiperoksit Dizmutaz (SOD)

Enzimatik sistem arasinda siliperoksit dismutazlar (SOD;
EC1.15.1.1) antioksidan metalloenzimlerin ilki ve en Onemlisidir.
McCord ve Fridovich (1969), O;™nin HxO, ve Oo'ye
dismutasyonunu gdzlemlediklerini rapor etmislerdir (Huang vd.,
2005; Anju vd., 2013):

SOoD
02'_ + 02'_ +2H — Hzoz + 02

H>0., CAT ve GPx gibi diger enzimler tarafindan zararsiz
iiriin suya (H20) donistiiriiliir (Wang vd., 2011). Bu enzimlerin
birlesik eylemleri, O>™ ve H2Oz seviyelerini diisiik tutar (Daniela vd.,
2008). SOD tiim yasam formlarinda tiim hiicrelerde bulunur.
SOD'lar aktif bolgeye baglanan metalin tiiriine gore siniflandirilir:
(1) bakir/cinko-SOD (Cu/Zn-SOD), (2) manganez SOD (Mn-SOD)
ve (3) demir-SOD (Fe-SOD) (Huang vd., 2005; Culotta vd., 2006).

Cu/Zn-SOD ve Mn-SOD hem prokaryotlarda hem de
okaryotlarda hiicre i¢i ve hiicre dis1 boliimlerinde genis dagilimi
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nedeniyle, asirt ROS'un neden oldugu oksidatif doku hasarina karsi
korumada 6zellikle 6nemli bir rol oynar (Gémez-Anduro vd., 2006;
Martins ve English, 2014). Cu/Zn-SOD genellikle homodimeriktir
ve farkli organizmalarda farkli yerlerde bulunur (Bafana vd., 2011;
Anju  vd., 2013). Gram-negatif bakterilerin (SODC)
periplazmasinda, bitkilerin sitoplazmasinda ve kloroplastinda,
mitokondrinin zarlar arasi1 boslugunda ve hayvanlarda cekirdek,
lizozom, peroksizom, sitozol (SOD1) ve hiicre dis1 ortamda (SOD3,
EC SOD) (Huang vd., 2005; Culotta vd., 2006). Diger
organizmalardan farkli olarak bitkiler Cu/Zn-SOD'larin iki ana alt
grubuna (kloroplastik ve sitozolik) sahiptir (Takemura vd., 2002;
Prashanth vd., 2008). Cu/Zn-SOD, bakteri ve mantarlarda sabit fazin
hayatta kalmas1 ve aerobik biiylimesinde 6nemli rol oynar (Owsiak
vd.,, 2010). Ek olarak, gram-negatif patojenik bakterilerdeki
periplazmik Cu/Zn-SOD'un, konak savunma tepkilerine karsi
koruma sagladig1 6ne siiriilmiistiir (Kim vd., 2010).

Mn-SOD, prokaryotlarda (SODA) ve okaryotlarin
mitokondrilerinde (SOD2) meydana gelir ve toksik O2™’1 molekiiler
oksijen ve hidrojen peroksite katalize etme yetenegine sahiptir
(Islam vd., 2022). Prokaryotlarda (SODB), protozoanlarda ve
alglerin kloroplastlarinda bulunan Fe-SOD enziminin, bitkilerde
kloroplastik lokalize ve plastidiyal lokalize Fe-SOD olmak {izere 2
tipi bulunmaktadir (Wang vd., 2013). Fe ve Mn-SOD'lar
muhtemelen ortak bir atadan evrimlesmis homodimerler veya
homotetramerlerdir. Yapisal ve dizilim korumalari nedeniyle hem Fe
hem de Mn'yi baglayabilirler, ancak yalnizca izin verilen metal
kofaktdrle 6nemli aktivite elde edebilitler (Islam vd., 2022). Ug
ortak izoform, farkli kimyasallara kars1 farkli duyarliliklarina gore
ayirt edilebilir. Cu/Zn-SOD, H,0O; ve siyaniire kars1 ¢ok hassastir;
Mn-SOD, H>0: ve siyaniire kars1 duyarsizdir ve Fe-SOD, siyaniir
tarafindan inhibe edilemez ancak H>O»'ye karsi ¢ok hassastir (Wang
vd., 2016).
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Baliklar, metal kofaktorleri ve hiicresel lokalizasyonlar ile
karakterize edilen {i¢ farkli SOD izoformu kullanir: sitozolde mevcut
olan Cu/Zn-SOD (SOD1); mitokondri iginde bulunan Mn-SOD
(SOD2); ve agirlikli olarak dokularin hiicre dist matrislerinde
lokalize olan hiicre dis1 Cu/Zn-SOD (EC-SOD; SOD3). Cesitli
biyokimyasal ve molekiiler ¢alismalar, balik SOD'larinin
embriyonik ve larva gelisiminin yani1 sira endotoksinler ve patojenik
enfeksiyonlar dahil olmak tlizere ¢evresel streslere maruz kalma dahil
olmak iizere yasam dongiileri tarafindan modiile edildigini
gostermistir (Chatzidimitriou vd., 2020; Liu vd., 2015; Wang vd.,
2019; Zhang vd., 2011; Sun vd., 2014). Bundan dolay:r balik
SOD'lar1 yalnizca biiyiimede degil, ayn1 zamanda dogustan gelen
bagisiklik tepkisi ile antioksidan savunmalar arasindaki homeostatik

dengenin korunmasinda da onemli rol oynamaktadir (Kim vd.,
2021).

2. Katalaz (CAT)

Katalaz (CAT, EC.1.11.1.6), enzimatik antioksidan sistemin
onemli bir {iyesidir ve oksijenli solunum yapan tiim organizmalarda
bulunur (Valko vd., 2006; Zamocky vd., 2008). Katalaz agirlikli
olarak peroksizomlarda lokalizedir ve burada peroksizomal
proteinin %10-25'ini olusturur (Reumann vd., 2004). Katalaz (EC
1.11.1.6), alt birim basina tek bir ferriprotoporfirin grubu igeren ve
yaklasik 240 kDa'lik bir molekiiler kiitleye sahip olan, 60 kDa'lik
dort ozdes tetrahedral olarak diizenlenmis alt birimden olusan
tetramerik bir enzimdir (Aebi, 1980). Dizilimleri ve yapilarindaki
farkliliklara bagli olarak ti¢ farkli tiirii bulunan katalaz, bir¢cok
okaryotik ve prokaryotik organizmada tanimlanmistir. Tek islevli
hem igeren enzim en yaygin olanidir ve tiim aerobik organizmalarda
bulunmaktadir. iki islevli katalaz-peroksidaz, dogada nispeten daha
az miktarda bulunan ikinci sinifa aittir, bu enzim ayrica bir hem
grubu icermektedir. Yapisal ve dizilim benzerlikleri ile bitki
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peroksidazlari ile yakindan iliskilidir. Ugiincii smif, hem grubundan
yoksun olan Mn igeren katalaz grubuna aittir (Nandi vd., 2019).

Bazi peroksizom reseptorleri tarafindan tanman bir dizi
sinyali igeren (tetramerizasyon, hem ilavesi gibi) katalaz enzimi,
hiicre i¢inde peroksizomlarda yer almaktadir (Lazarow ve De Duve,
1973). CAT normal sartlarda bazi hiicre tipleri i¢in gerekli olmasa da
hiicrelerin adaptif yamitinda oksidatif strese kars1 toleransin
kazanilmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Matés vd., 1999). CAT,
dogal bagisiklik i¢cin gerekli olan de novo H>O; iiretimi ile verimli
eliminasyon arasindaki dengeyi korumak i¢in substrat olarak radikal
olmayan hidrojen peroksitin (H2O2) ayrismast (H2O ve O:'ye)
yoluyla nétralizasyonundan sorumludur (Ha vd., 2005). Boylece
hiicresel sinyallesme stiregleri i¢in de gerekli olan molekiiliin hiicre
icindeki optimum seviyesinin korunmasini saglar. Katalazin
modiilasyonu (yukar:1 veya asagi regiilasyonu), H>Ozmin bu
biyolojik olaylarin algilanmasin1 ve sinyallenmesini i¢erdiginden
hiicre proliferasyon (¢ogalma), diferansiyasyon (farklilagma), hiicre
gb¢li ve apoptoz gibi birgok biyolojik siire¢ i¢in dnemlidir (Matés
vd., 1999; Veal vd. 2007, Wang vd., 2013).

CAT
2H202 —>2H20 +02

CAT
ROOH + AH, —— H,0 + ROH + A

3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz enziminin iki formu vardir; bunlardan
biri selenyumdan bagimsizdir (glutatyon-S-transferaz, GST, EC
2.5.1.18), digeri ise selenyuma bagimhdir (GPx, EC 1.11.1.19)
(Matés vd., 1999). Bu iki enzim, alt birimlerin sayisi, selenyumun
aktif merkezdeki baglanma yapis1 ve katalitik mekanizmalari
bakimindan farklilik gosterir. Glutatyon metabolizmasi antioksidatif

savunma mekanizmalarinin en onemlilerinden biridir (Esterbauer
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vd., 1992; Grazioli vd., 1998). 80 kDa agirligindaki, glutatyon
peroksidaz (EC 1.11.1.19), yapisinda selenyum iceren dort 6zdes alt
birimin her birinde, enzim aktivitesi i¢in gerekli olan tek bir
selenosistein (Sec) kalintis1 icermektedir (Matés vd., 1999; Tappel,
1978).

GPx, GSH’1 kullanarak cesitli hidroperoksitlerin (ROOH ve
H>0») indirgenmesini katalize ederek hiicreleri oksidatif strese karsi
korumaktadir. Diisiik diizeyde GPx igeren hiicreler, hidroperoksit
olusumuna sebep olan bilesiklerin toksisitesine karsi ¢ok daha
duyarlidir ve peroksinitrite karsi bir savunma hatt1 olarak 6nemli
goriinmektedir (Taylor vd., 1993).

Memelilerde bes tip GPx izoenzimi bulunur: hiicresel ve
sitozolik GPx (GPx1), hiicre dis1 plazma GPx (GPx2), sitozolik
gastrointestinal GPx (GPx3), fosfolipid hidroperoksit GPx (PHGPx,
GPx4) ve epididime 6zgii GPx (GPx5) (Vernet vd., 1999). Her ne
kadar ekspresyonlar1 her yerde bulunsa da her izoformun seviyeleri
doku tipine bagli olarak degisir. Tiim GPx enzimlerinin selenoller
(Se-OH) olusturarak peroksitleri azaltmak icin iki elektron
ekledikleri bilinmektedir. Bu seleno-enzimlerin antioksidan
ozellikleri, Fenton reaksiyonu icin potansiyel substratlar olan
peroksitleri ortadan kaldirmalarina olanak tanimaktadir. GPx,
hiicrelerde yiiksek (mikromolar) konsantrasyonlarda bulunan
tripeptit GSH ile birlikte hareket eder. GPx'in katalitik
reaksiyonunun substrati H>O> veya bir organik peroksit ROOH'dir.
Bu islemde hidrojen peroksit suya indirgenir ve organik
hidroperoksitler alkollere indirgenir (Desideri vd., 2003; Michiels ve
Raes, 1994).

GPX
ROOH + 2GSH —— ROH + GSSG + H,0

GP
2GSH + H,0, —> GSSG + 2H,0
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Sitozolik ve mitokondriyal glutatyon peroksidaz (cGPx veya
GPx1), glutatyon pahasina yag asidi hidroperoksitlerini ve H>O>'yi
azaltir. GPx1 ve PHGPx veya GPx4 c¢ogu dokuda bulunur. GPx1
agirlikli olarak eritrositler, bobrek ve karacigerde bulunurken, GPx4
hem sitozol hem de membran fraksiyonunda yer alir. PHGPx,
peroksitlenmis membranlarda ve oksitlenmis lipoproteinlerde
iretilen fosfolipid, yag asidi ve kolesterol hidroperoksitlerini
dogrudan azaltabilir (Imai vd., 1998). Bobrek epitel hiicrelerinde ve
testislerde yiiksek diizeyde eksprese edilir. Sitosolik GPx2 veya
GPx-G1 ve hiicre dis1 GPx3 veya GPx-P, sirasiyla gastrointestinal
sistem ve bobrek disindaki cogu dokuda zayif sekilde tespit edilir.
Son zamanlarda, 6zellikle fare epididimisinde eksprese edilen yeni
bir liye olan GPx35, ilging bir sekilde selenyumdan bagimsizdir (Haan
vd., 1998). GPx, H>O; substratini katalaz ile paylassa da, tek basina
lipit ve diger organik hidroperoksitlerle etkili bir sekilde reaksiyona
girebilir ve diisiik seviyelerde oksidan strese karsi ana koruma
kaynagidir (Matés vd., 1999).

2. Glutatyon S-Transferaz (GST)

Glutatyon S-Transferazlar (GST, EC 2.5.1.18), ribozomal
olarak sentezlenmemis tripeptit glutatyonu (GSH; y-Glu-Cys-Gly)
kii¢iik bir molekiil alicisi i¢inde bulunan elektrofilik bir merkeze
ekleyen veya yerine koyan enzimlerdir (Hayes vd., 2005; Li vd.,
2009). GST'ler, gerek prokaryotlarda gerekse de 6karyotlarda yaygin
olarak bulunan, ¢ok islevli enzim ailesidir (Jakoby, 1978). GST'lere
atfedilen hiicresel islevler arasinda ligand baglanmast ve
ksenobiyotik detoksifikasyonu yer alir (Tew, 1994). GSH, GST nin
'G' bolgesine baglanir ve ROS’un detoksifikasyonunda ve hiicresel
redoks durumunun korunmasinda 6nemli bir rol oynar (Sato vd.,
1989).

GST’ler, kimyasal karsinojenler, g¢evresel Kkirleticiler ve
antitimor  ajanlar gibi zararli elektrofilik ksenobiyotikleri
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detoksifiye eden, hiicre i¢indeki dagilimlarina gore sitozolik,
mitokondriyal ve mikrozomal olmak {iizere ii¢ enzim ailesidir. Hem
GPx hem de GST aktiviteleri sonugta toplam hiicre i¢ci GSH
seviyesini  distirebilir ~ (Masella  vd.,  2005).  Oksijen
metabolizmasinin toksik {irtinlerini etkisiz hale getirerek hem
ksenobiyotiklerin hem de endojen bilesiklerin faz II
detoksifikasyonunda énemli rol oynar. Ornegin, GST'lerin aerobik
solunumdan kaynaklanan O> ™, 10, H2O> ve .OH dahil olmak iizere
reaktif oksijen tiirleri (ROS) tarafindan iiretilen oksidatif strese karsi
korumada birkag farkli asamada etkileri vardir (Ranson ve
Hemingway, 2010).

3. Is1 Sok Proteinleri

99 13

“Ekstrinsik saperonlar”, “yapisal saperonlar” ve “is1 soku
kokenliler” olarak da adlandirilan 1s1 soku proteinleri, hiicresel strese
maruz kaldiklarinda tiim hiicrelerde iiretilen, degisen molekiiler
agirhga (16-100 kDa) sahip, yiiksek dilizeyde korunmusg
proteinlerden olusan bir protein ailesidir (Welch, 1993; Pockley,
2003). Bu proteinler, molekiiler agirliklarina gére HSP90 (85-90
kDa), HSP70 (68-73 kDa), HSP60, HSP47 ve kiiciik HSP’ler (12-43
kDa) gibi cesitli ailelere siniflandirilmistir (Park vd., 2007; Hallare
vd., 2004). Oncelikle sitozol, ¢ekirdek ve mitokondride bulunan
HSP’ler, saglikli biiytliyen hiicrelerdeki toplam proteinin %5-10"unu
temsil eden normal stressiz hiicrelerin sitoplazmasinda da bulunur
(Pockley, 2003). Stressiz hiicrede, 1s1 soku proteinleri, protein
metabolizmasinda gerekli olan kurucu islevlere sahiptir (Hightower
vd., 1999). Tiim hiicreler i¢in evrenseldirler ve protein yapisinin
korunmasi ve katlanmasi, hasarli hiicre iskeleti elemanlarinin
desteklenmesi ve onarilmasi, hiicre i¢i proteinlerin, enzimlerin ve
hormon reseptorlerinin iiretimine ve katlanmasma yardimei
olunmasi ve mitokondri ile niikleer ve hiicre duvari lipoprotein
membranlarinin bakimi da dahil olmak {izere ¢esitli homoeostatik

islevler i¢in gereklidirler (Beckman vd., 1990).
_00-.



Soguk, sicak, UV radyasyonu, toksinler, patojenler, beslenme
eksikligi, protein bozulmasi, hipoksi, asidoz, mikrobiyal hasar
olusmas1 durumlarinda veya herhangi bir hiicresel stres nedeniyle
strese girdiginde, hiicrelerde yapisal saperonlarin iki veya ii¢ kati
konsantrasyonlarda HSP'ler {iretmek i¢in ekspresyonlar1 artis
gostermistir (Chiang vd., 1989; Locke, 1997). Is1 sok proteinleri,
protein homeostazisinde ve hiicresel stres yanitinda énemli bir rol
oynar (Iwama vd., 2004; Mao vd., 2005; Keller vd., 2008). Normal
hiicresel siireglerin bozulmasi, HSP familyasina ait bir grup proteinin
sentezinde hizli bir artisa neden olabilir. Is1 soku tepkisi, 6limciil
olmayan zararli uyaranlar1 takiben hiicresel homeostazi korumak
icin evrimsel olarak korunmus bir mekanizmadir (Lindquist, 1986;
Lindquist ve Craig, 1988). HSP’ler, hiicre i¢i ve salgilanan
polipeptitlerin ve oligomerik protein yapilariin dogru sekilde
birlestirilmesine ve lokalizasyonuna aracilik eden molekiiler
saperonlar olarak gérev yapar.

HSP'lerin birincil iglevleri, proteinlerin uygun sekilde
katlanmasini veya yeniden katlanmasini tesvik etmek, proteinlerle
potansiyel olarak zarar verici etkilesimleri onlemek ve protein
agregatlarinin olusumlarinin parcalanmasina yardimci olmaktir
(Kayhan ve Duman 2010). Dengesiz bir doku oksidasyonu durumu
olan stres, hiicresel antioksidan ve redoks dengesinde bozulmaya ve
HSP’lerin asir1 ekspresyonuna neden olur. HSP'lerin farkli aileleri,
farkli fizyolojik fonksiyonlara sahiptir ve bunlarin transkripsiyonel
diizeyde diizenlenen indiiksiyonuna, 1s1 sok faktdrlerinin
aktivasyonu aracilik eder (Feder ve Hofmann, 1999). Ilging bir
sekilde HSP'ler ayrica stresin aracilik ettigi apoptotik etkileri modiile
eden ¢ok cesitli sinyal molekiilleriyle de etkilesime girer (Pockley,
2003). Bu nedenle, HSP indiiksiyonu hiicre homeostazisinin
korunmasinda biiylik Oneme sahiptir. HSP aracili adaptasyon
stirecleri, hiicresel hasara sebep olan olaylarin etkilerini azaltan
temel bir koruyucu mekanizma olarak kabul edilir. Bu nedenle,
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HSP'lerin uyarlanabilir ekspresyonu, proteinlerde stresin neden
oldugu konformasyonel hasarla miicadeleye yardimci olan koruyucu
bir yanittir.

Hiicreler kimyasal veya biyolojik toksinlere maruz
kaldiginda, polar baglarin zayiflamasi ve bunun sonucunda
hidrofobik gruplarin agiga ¢ikmasi sonucu hiicre i¢inde veya hiicre
ylizeyinde protein denatiirasyonu meydana gelir. Bu, protein
katlanmasinda ve protein agregasyonunda hatalara yol agmakta
(Wedler, 1987) ve bu hasar mekanizmasi proteotoksisite olarak
adlandirilmaktadir (Hightower, 1991). Bu tiir hiicresel stresler
durumunda 6nemli 6l¢lide artan HSP90 ve HSP70'in sentezi, bu tiir
hasarli proteinlerin  korunmasina veya erken onariminin
kolaylagtiritlmasina hizmet eder.

HSP’lerin islevleri, gelisim ve yaslanma, stres fizyolojisi ve
endokrinoloji, immiinoloji, c¢evresel fizyoloji, stres toleransi ve
iklime alisma dahil olmak tizere balik fizyolojisini etkilemektedir
(Basu vd., 2002). HSP’ler, fiziksel ve kimyasal stresorlerle iliskili
toksisite i¢in biyomolekiiler biyobelirtecler olarak oOnerilmistir
(Sanders, 1993; Ryan ve Hightower 1994; Ovelgonne vd., 1995),
¢linkli genlerinin ekspresyonu, 1s1 sokuna sebep olan agir metaller
tarafindan aktive edilebilmektedir (Airaksinen vd., 2003). Cesitli
cevresel stres etkenleri, baliklarda HSP tepkisini tetiklemektedir
(Kayhan ve Duman, 2010). HSP'nin baliklarda stres durumlarinda
gosterge olarak kullanilmasi oldukc¢a karmasiktir. HSP cevabi
dokuya (Smith vd. 1999; Rabergh vd. 2000), HSP ailelerinin
cesidine (Smith vd. 1999) ve stres faktorlerine (Airaksinen vd. 2003)
ve HSP ekspresyonun duyarlilig: tiire (Basu vd. 2002; Nakano ve
Iwama, 2002) ve gelisim asamasina (Lele vd., 1997; Santacruz vd.,
1997) ve mevsime (Fader vd., 1999) gore de degisim gostermektedir.
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1. Ist Sok Proteini-70 (HSP70)

Is1 soku proteini-70 (HSP70, HSP72 veya HSPA1 olarak da
adlandirilir), yiiksek oranda korunmus en az 11 gen tarafindan
kodlanan 70-kDa (66- 78 kDa) agirliginda molekiiler bir saperondur
(Jaattela vd., 1999; Mayer ve Bukau, 2005). HSP70'ler, ATP igeren
tiim Okaryotik hiicrelerde bulunan monomerik proteinlerdir ve ayrica
hiicre zarlarinda (Gehrmann vd., 2005; Hantschel vd., 2000;
Multhoff vd., 1995; Multhoff ve Hightower, 1996) ve hiicre dis1
ortamda (Pockley vd., 2014), bakterilerde ve baz1 Archaea'larda da
bulunmaktadir (Lindquist ve Craig, 1988). HSP70, stres proteini
ailelerinin en biiyligii ve en yiiksek oranda korunanidir (Sanders,
1993). Bu aile i¢inde en az 121 protein karakterize edilmistir ve
memeliler, baliklar ve yumusakcalar arasinda ¢apraz hibridizasyon
meydana gelir; aslinda insanlar ve yumusakcalar ayni antijenik ve
ATP baglama alanlarin1 paylasirlar (Margulis vd., 1989).

HSP70 sitoplazma, ¢ekirdek, endoplazmik retikulum ve
mitokondride protein tagima siireclerine katilmaktadir. HSP70'in
hiicre i¢indeki ana fizyolojik islevleri sunlardir: (1) yeni olusan ve
denatiire proteinlerin dogal duruma katlanmasi, (2) hiicre igci
kiimelenmis proteinlerin yeniden katlanmasi1 ve (3) ubikuitin
proteazom sistemi veya molekiiler saperon aracili lizozomal otofaji
stireci yoluyla kiimelenmis proteinlerin bozunmasidir (Rokutan vd.,
2000). Ayrica, proteinler ve RNA gibi makromolekiillerin taginmast,
salgilanmasi, sinyal iletiminin  uyarilmasi, transkripsiyon
faktorlerinin diizenlenmesi, hiicre boliinmesi, gocii ve farklilasmasi
dahil olmak iizere cesitli hiicresel homeostatik olaylara da katkida
bulunabilir (Séti vd., 2005; Kiang ve Tsokos, 1998). ATP’ye baglanir
ve ATPaz aktivitesi gosterir (Pockley, 2001).

Yapisal olarak, HSP70'in iki farkli alan1 vardir: bir niikleotid
baglama alan1 (NBD) ve katlanmamis peptidin baglandigi bir
substrat baglama alan1 (SBD). HSP70'in denatiire proteinlerin dogal
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hallerine katlanmasina yardimci oldugu molekiiler mekanizma hala
muamma olsa da, Onerilen ortak mekanizma esas olarak saperonun
proteinlerin hidrofobik kalintilarina baglanmakta ve bdylece ATP'ye
bagl bir sekilde molekiiller arasi etkilesimleri 6nlemektedir (Mayer
vd., 2000; Ben-Zvi ve Goloubinoff, 2005). Farkli hiicresel stres
tiplerine, 6zellikle 1s1 soku, oksidatif stres, hipoksi, degisen pH ve
agir metaller gibi proteine zarar veren kosullara yanit olarak
ekspresyonu uyarilmaktadir (Juhasz vd., 2013; Morimoto, 1998).
Hiicre disti  HSP70'in, istenmeyen hiicreleri dolasimdan
uzaklagtirmak i¢in bagisiklik sistemini uyarmasi nedeniyle karaciger
ve dalak gibi farkli dokularda yaralanmaya karst koruyucu bir rolii
oldugu bildirilmistir (Merchant ve Korbelik, 2011).

HSP70 proteinleri proteostaz ve oksidatif stres de dahil
olmak tiizere farkli stres tiirlerinden kaynaklanan hasar1 iyilestirmek
icin 6nemli faktorlerdir (Fernandez-Fernandez vd., 2018). HSP70
dyeleri siklikla kosaperonlar araciligiyla farkli hiicresel sinyal
yollarma katilirlar (Jiang vd., 2007). ROS dogrudan HSP70
dyelerinin oksidatif sistein modifikasyonlarinin yapilarim1  ve
saperon aktivitelerini degistirmesine neden olabilir, bu da HSP70 ile
miisterilert  veya  kosaperonlar  arasindaki  etkilesimlerde
degisikliklere neden olur ve bu da daha sonra redoks sinyallerini
HSP70 ile ilgili sinyal yollarina aktarabilir (Zhang vd., 2022). Ote
yandan ROS, HSP70 aktivitesini ve ekspresyonunu dolayli olarak
modiile etmek i¢in redoksla iligkili baz1 sinyal yollarin1 da aktive
eder. Yiiksek HSP70 ekspresyonuyla birlikte fosforilasyonu iceren
translasyon sonrast modifikasyonlar, HSP70'in ROS hasarh
proteinlerle basa ¢ikma ve antioksidan enzimleri destekleme
kapasitesini artirabilir (Zemanovic vd., 2018).

4. Onceki Calismalar

Oberdorster  (2004),  endiistriyel = nanomateryallerin
(fullerenler, C60) Micropterus salmoides oksidatif etkilerini
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arastirdigi calismada nano fullerenlerin balik beyin dokusunda
oksidatif strese ve lipid peroksidasyonuna sebep oldugunu, bunun da
NP'lerin sucul ekosistemlerde canlilarin saglig: tizerindeki olumsuz
etkisini kanitladigin1 belirtmistir.

Yu vd. (2011), zebra baliklarinda ZnONP ve ZnOBP’lerinin
sedimantasyona etkisini ve karsilastirmali toksisitesini arastirdiklari
caligmada 96 saatlik LCso degerlerini (sirasiyla 3,969 mg/L, 2,525
mg/L) birbirine yakin bulmuslardir.

Tilapyalarin (O. niloticus) organ patolojilerini (bagirsak,
solungag, bobrek ve karaciger), osmoregiilasyon cevaplarini,
immunolojik parametrelerini belirlemek amaciyla farkli boyutlarda
(10-30 nm, 100 nm) ZnONP’lerin subletal (1-10 mg/L) etkisine
birakildiklarinda bu partikiillerin 2 farklt boyutunun da organ
hasarina yol agtig1, osmoregiilasyon degisikligine ve immiin
sistemde bozukluga neden oldugu bildirilmistir (Kaya vd., 2016).

TiOoNP  ve ZnONP’leri ve bunlarin daha biiyiik
partikiillerinin zebra baligina akut toksisitesi ve oksidatif etkilerinin
arastirildig1 calismada, TiO>-den farkli olarak, ZnONP’leri BP’lere
benzer toksisite degerleri (96 saat LCso degerleri sirasiyla 4,92 ve
3,31 mg/L) gosterdikleri, ZnONP 'lerin toksisitesinin (96 saat LCso,
4,92 mg/L), nano-TiOnin (96 saat LCso, 124,5 mg/L)
toksisitesinden ¢ok daha yiiksek oldugu, lipit peroksidasyonuyla
iliskilendirilen ‘OH miktar1 artis1, karaciger MDA seviyelerinin ve
protein karbonil igeriginin yiikselmesiyle sonuglanan oksidatif
etkiler saptandigi bildirilmistir (Xiong vd., 2011).

Zhang vd. (2007), ZnO NP’nin Escherichia coli'ye karsi
bakteriyostatik aktiviteye sahip oldugunu, antibakteriyel aktivitenin
nanopartikiil konsantrasyonunun artmasiyla ve partikiil boyutunun
azalmasiyla arttigini, partikiil konsantrasyonunun  partikiil
boyutundan daha 6nemli oldugunu bildirmistir.
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Gokkusagt alabaliginda (Oncorhynchus mykiss)
TiO2NP’lerinin subletal toksisitesinde, beyin dokusunda oksidatif
stres, organ patolojileri ve glutatyon gibi antioksidan sistemlerin
indiiklenmesini iceren sonuglara neden oldugu saptanmistir
(Federici vd., 2007).

Bawuro vd. (2018), Geriyo Goli’nde (Adamawa eyaleti,
Nijerya) agir metallerin baz1 dokularda biyobirikimini inceledikleri
calismada, c¢inko, bakir ve kursun metalleri icin hedef dokunun
karaciger oldugunu bildirmistir.

Sazan baliginda (Cyprinus carpio), farkli konsantrasyonlarda
(0.5, 5.0 ve 50.0 mg/L) nano-ZnO'nun etkisinin incelendigi
calismada, Ozellikle 50.0 mg/L nano-ZnO konsantrasyonunun,
cesitli antioksidan enzim aktivitelerinde (SOD, CAT ve GPx)
inhibisyona neden olurken GSH igeriginin azalmasinin yani sira lipit
peroksidasyonu (LPO) seviyesindeki artisa neden oldugu; solungac,
karaciger ve beyin dokular1 daha duyarli olurken en az degisiklige
ugramis dokunun bagirsak oldugu saptanmistir (Hao ve Chen, 2012).

Jiivenil sazanlarda (C. carpio) sucul ortamdaki ZnONP ve
ZnOBP'min  biyoakiimiilasyon = ve  subakut toksisitesinin
degerlendirildigi ¢alismada, ZnONP'min ZnOBP'ye gore daha fazla
biyoakiimiilasyon sergiledigini, karaciger ve solungacin ZnONP'nin
hedef dokusu olurken, ZnOBP i¢in hedef dokunun bagirsak
olabilecegini, SOD aktivitelerinin yani sira GSH igeriginin dnemli
derecede tlikenmesine sebep oldugu tespit edilmistir (Hao vd.,
2013).

Zhu vd. (2008), ZnONP'nin, zebra baligi embriyolarina
TiONP ve AlLOsNP'den daha yiiksek akut toksisiteye sahip
oldugunu, zebra balig1 embriyo ve larva gelisimini geciktirdigini,
hayatta kalma oranlarim1 ve kulucka hizlarmi azalttigint ve doku
hasarma neden oldugunu saptamislardir.
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O. niloticus’ta, CuO'nun nano ve bulk partikiillerinin LCsq
degerlerinin 1/10°u (220,5; 15 mg/L) ve 1/20’si (110,25; 7,5 mg/L)
olarak  belirlenen ikiser subakut konsantrasyon etkisine
birakildiklarinda tiim baliklarda kontrol grubuna kiyasla karaciger
ve solungag¢ dokularinda GSH igeriginde azalma ve MDA miktar ile
GPx aktivitesinde artis oldugu belirtilmistir (Abdul-Khalek vd.,
2015a).

Cozzari vd. (2015), Ag NP ve Ag BP etkisinin, ozellikle
yiiksek konsantrasyonlarinda ROS ROS olusumunda artis ve SOD
ve CAT aktivitelerinde azalmaya neden oldugunu bildirmistir.

Zebra baliklarinda metal oksit (CuO ve ZnO) NP'ler
tarafindan indiiklenen oksidatif stresin incelendigi c¢alismada;
sonuglar, metal oksit NP'lerin siispansiyonlarindaki ‘OH
miktarlarinin, bulk partikiil siispansiyonlarindan ¢ok daha yiiksek

oldugu bildirilmistir (Chang vd., 2012).

Zhao vd. (2013), akut ZnO nanopartikiilleri etkisine birakilan
zebra balig1 embriyolarinda artan nano-ZnO konsantrasyonunun
DNA hasarimi artirdigini, oksidatif hasara yanit olarak Nqol, Gstp2
ve Bcl-2 gibi antioksidan yanit genlerinin transkripsiyonel
ekspresyonu baskilanirken, ROS iretimi ile 1ilgili Ucp2'nin
transkripsiyonel ekspresyonunu uyardigini bildirmislerdir.

Glimiis NP'ler (1 ve 25 pg/L) Oryzias lapites'te hiicresel ve
DNA hasarlarinin yani sira oksidatif strese neden oldugu ve metal
detoksifikasyon/metabolizma regiilasyonu ve radikal siiplirme
islemi ile ilgili genleri (metallotiyonein, HSP70, GST, p53, CYP 1A
ve transferrin geni) uyardigi belirtilmistir (Chae vd., 2009).

Zebra baliklarinin 30 mg/L'den 120 mg/L'ye kadar AgNP'lere
maruz kalmasi, karacigerdeki metallotiyonein -2'nin (MT2) mRNA

ekspresyonunu uyardig1 ve CAT ve GPx1a'nin aktivitelerini azalttig
bildirilmistir (Choi vd., 2010).
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Zhu vd. (2009), nano-ZnO agregalarinin zebra baliklarinin
gelisimsel siireclerinde, yiikselmis hiicresel ROS seviyelerine ve
buna bagli olarak Nqo1 ve Gstp2 control grubuna kiyasla daha diisiik
gen ekspresyonu gostermesinin, antioksidan detoksifikasyon
sistemlerinin tehlikeye girdigini ve dolayisiyla oksidatif hasara
neden oldugunun bir gostergesi olabilecegini bildirmislerdir.

Levrek baliginin (Dicentrarchus labrax) karacigerinde
TiOoNP  ve TCDD  (2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksin) nin
etkilerine bagli gen ekspresyonlar1 incelendiginde, tiim gruplarda
kontrol gruplarina kiyasla, Ahrr (aril hidrokaron reseptor represor),
erf2 (Ostrojen reseptor), abccl ve abeg2 (ABC protein) genlerinin
baskilandigi bildirilmistir (Vannuccini vd., 2015).

Ahamed vd. (2010), Drosophila melanogaster’de giimiis
nanopartikiillerinin stres etkilerini arastirdiklar1 calismada, Ag
NP'lerin, HSP70'in ekspresyonunu uyardigini ve D. melanogaster'de
oksidatif stresi indiikledigini, antioksidan enzim SOD ve CAT
aktivitelerini de yiikselttigini bildirmislerdir.

Hu vd. (2011), zebra baliginda biyo¢dziiniir kitosan
NP’lerinin  toksik  etkilerini  arastirdiklart  ¢alismada, bu
nanopartikiillerin HSP70 gen ekspresyonlarinda asir1 uyarilmaya
neden oldugunu bildirmistir.

Oryzias melastigma’nin ZnONP’leri subletal
konsantrasyonlarinin  etkisini degerlendirmek i¢in molekiiler
belirteclerin (SOD, MT, HSP70) kullanildig1 c¢alismada, kontrol
grubuyla karsilagtirildiginda istatistiksel anlamlilik olusmasa da
ZnONP'ya maruz kalma SOD ve MT'de gen ekspresyonunda
uyarilmaya neden oldugu, HSP70'in gen ekspresyonunun ise tiim
konsantrasyonlarda iki ila dort kat artmasi, hiicresel hasar gibi
oksidatif strese ek olarak muhtemelen bagka stres bi¢imlerinin de
varligini bildirmislerdir (Wong vd., 2010).
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Harsij vd. (2021), ZnONP’lerinin Carassius auratus
solunga¢ ve karaciger dokularinda HSP70 gen ekspresyonuna ve
histolojik etkilerini inceledikleri ¢alismada, deneme gruplarinda (5,
20, 50 mg/L) HSP70'in ekspresyonunun kontrol grubuna gore
anlaml diizeyde arttifin1 ve bu artisin 6zellikle ilk 6rneklemede (1.
ve 3. giin) oldukea yiiksek oldugunu belirtmistir.

Nil tilapyalarinda (O. niloticus) Zn (BP and NP) LCso
degerleri sirasiyla (1,36 ve 0,18 g/L) olarak bulunmus ve
ZnNP’lerinin LCso degerlerinin yarisina esdeger konsantrasyonunun
balik karaciger ve solunga¢ dokularinda GSH, GPx, CAT, SOD
aktiviteleri ve malondialdehit (MDA) diizeylerinde belirgin bir artiga
sebep oldugu; ZnNP'lerin ZnBP'lerinkinden daha gii¢lii toksik
etkilere sahip oldugu ve uzun siireli maruz kalma siiresiyle
toksisitenin arttig1 bildirilmistir (Abdel-Khalek vd., 2015b).

Materyal ve Yontem

Deneysel Dizayn

Materyal olarak jiivenil tilapyalar (O. niloticus L.,1758)
kullanilmustir. Baliklar C.U. Su Uriinleri Fakiiltesi Tatlisu Baliklari
Uretim ve Arastirma Istasyonu‘ndan saglanmistir. Deneyler, Mersin
Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi Uygulama Birimleri’nde yer alan
12 saat aydinlik 12 saat karanlik fotoperiyodu uygulanan Temel
Bilimler Arastirma Laboratuvari’nda yiiriitiilmiistiir. Toksisite
denemelerinde yaklasik ayni boy (12,39 + 0,47 cm boy) ve agirlikta
(30,95 £ 3,05 g) baliklar kullanilmistir.

Laboratuvara getirilen baliklar, arastirmaya baglamadan 6nce
fiberglas tanklara alinmis, 60 giin siireyle ortama adaptasyonlari
saglanmistir. Subletal konsantrasyon uygulamalarindan dénce LCso
analizlari yapilmis, sonrasinda ise her biri 40x100x40 cm
boyutlarinda olan, icerisinde 100L dinlendirilmis ¢esme suyu
bulunan 5 adet cam akvaryum igerisinde 30 giin siireyle bekletilerek
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laboratuvar kosullarina uyumlari saglanmistir. Denemede kullanilan
dinlendirilmis ¢esme suyunun fizikokimyasal parametreleri;
Cozlinmiis Oz. 8,52 + 0,35 mg/L; pH: 8,30 + 0,18; Sicaklik: 25,07 £
0,66°C; Toplam Alkalinite: 331 + 0,68 mg/L; Toplam Sertlik 229 +
5,63 mg/L CaCOs seklinde belirlenmistir.

Bulk metal ve nanopartikiil birikim ve toksisite
caligmalarinda uygulanacak konsantrasyonlar1 belirlemek amaciyla
akut toksisite calismalar1 yapilmistir. Yapilan akut toksisite deneyleri
sonras1 belirlenen LCso degerlerinin sirasiyla %5 ve %10'u segilerek
toksisite denemelerinde uygulanmistir (Tablo 1.).

Tablo 1. Deneme Gruplar

METAL DERISIM
Kontrol -

ZnO NP 1 mg/L
ZnO NP 2 mg/L
ZnSO4 BP 4 mg/L
ZnSO4 BP 8 mg/L

Deneyde 40x100x40cm boyutlarinda ve her birinin
icerisinde 12 adet balik bulunan 5 adet cam akvaryum kullanilmistir.
Akvaryumlardan ilkine 100 L 1 mg/L konsantrasyonda ZnONP,
ikinci akvaryuma 2 mg/L konsantrasyonda ZnONP, iigiincii
akvaryuma 4 mg/L konsantrasyonda ZnSO4BP ve dordiincii
akvaryuma 8 mg/L konsantrasyonda ZnSO4BP, besinci akvaryuma
ise metal icermeyen 100 L dinlenmis ¢esme suyu konulmus ve
kontrol grubu olarak degerlendirilmistir. Deney c¢dzeltilerinin
hazirlanmasinda ¢inko oksit (ZnO) nano partikiilii (Sigma-Aldrich)
ve ¢inko siilfat (ZnSO47H>0) (Sigma-Aldrich) bulk partikiili
kullanilmigtir. Denemeler sirasinda baliklar giinde bir kez toplam
biyomasin %?2’si kadar hazir balik yemi (Camli Balik Yemi San.,
[zmir, Ham Protein: %45; Ham Yag: %19; Nem: %]12) ile
beslenmistir.
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Adsorbsiyon, presipitasyon ve evaporasyon gibi nedenlerle
deney c¢ozeltilerinin  konsantrasyonlarinda zaman igerisinde
degisimler olabileceginden, deneyler siiresince deney ve kontrol
akvaryumlarindaki sular giinde bir kez tamami bosaltilarak ayni
ortam kosullarinda bulunan dinlenmis su ile hizla degistirilerek
ortam yenilenmistir.

7. ve 15. glinlerde 6rnekleme yapilmis ve her diseksiyondan
hemen Once baliklar akvaryumlardan alinarak buzda bayiltilmas,
beyin omurilik baglantilar kesilerek 6ldiiriilen baliklardan dncelikle
her bir deney grubundan 6 adet balik karaciger dokulari ¢ikartilip
%0,59‘luk serum fizyolojik ile yikandiktan sonra yas agirligi
tartilarak gen ekspresyon analizleri gerceklestirilinceye kadar -
80°C’de saklanmigtir (Puerto vd., 2009). Ayrica her bir gruptan
aliman 6’sar adet farkli baligin karaciger dokular1 da nano ve bulk
partikiil metal birikim analizlerinde kullanilmak iizere ayrilmistir.

Nano Cinko Oksit Karakterizasyonu ve Stok Siispansiyon
Hazirlama

Ultra saf su ile hazirlanmis ZnONP ve ZnSO4BP
slispansiyonlari, Zn tozlarinin dagitilmast i¢in 30 dakika
ultrasonikasyona tabi tutulmustur (HD2070 Bandelin Electronic,
Berlin, 100W ve 50kHz) ve agregalari miimkiin olabildigince kirmak
icin 2-3 dakika mekanik titresimle (vibrasyon) uygulanmistir (Wang
vd., 2011).

Tedarik edilen ZnONP ve ZnSO4BP parc¢aciklar1 birer gram
tartilarak kapakli mikro tiiplere aktarildiktan sonra karakterizasyon
analizleri i¢in Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve
Arastirma Merkezi (DAYTAM)’a gonderilmistir. XRD (X-151n1
kirinimi), SEM (Taramal1 elektron mikroskopisi) ve zeta sizer ve
parcacik boyutu kullanilarak karakterize edilmistir. NP ve BP'lerin
sekli ve enerji dagilimli rontgen analizleri SEM-EDX (Zeiss Sigma
300) kullanilarak degerlendirilmis, partikiillerin soliisyon iginde
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dagilma mekanizmalar1 zeta sizer (Malvern Zetasizer Nano ZSP)
kullanilarak belirlenmistir. XRD analizi i¢in nano-ZnO ve bulk-
ZnSO4 toz kullanilmgtir.

ZnO (BPs and NPs) LCso degerlerinin tayini

Adaptasyon periyodundan sonra, on baliktan olusan gruplar
LCsp tespiti i¢in her biri 40x100x40 cm boyutlarinda olan, i¢erisinde
100L dinlenmis ¢esme suyu bulunan cam akvaryumlara
aktarilmistir. ZnONP i¢in kullanilan nominal konsantrasyonlar (0,
16, 20, 28, 38, 50 mg/L) ve ZnSO4BP i¢in kullanilan nominal
konsantrasyonlar (0, 58,75,100,135,180 mg/L) olarak belirlenmistir.
Maruz kalma siiresi 96 saat olup, adaptasyon déneminde oldugu gibi
aymi sicaklikta, ¢6ziinmiis oksijende ve pH'da tutulmustur. Deney
cozeltilerinin konsantrasyonlarinda adsorbsiyon, presipitasyon ve
evaporasyon gibi nedenlerle silireye bagli olarak degisimler
olabileceginden nano ve bulk partikiillerin sabit konsantrasyonunu
saglamak amaciyla deney cozeltileri giinliik olarak degistirilmistir.
Deney akvaryumlarinda havalandirma merkezi havalandirma ile
saglanmis ve yemdeki bulk ve nano partikiillerin emilimini ve digki
dretimini en aza indirmek icin baliklar deney siiresince
beslenmemistir. Akut toksisite testleri standart metoda gore
gerceklestirilmistir  (OECD, 1992). Nominal konsantrasyonlar
etkisinde 24, 48, 72 ve 96 saatlik siire i¢erisinde 6len baliklar, LCso
degerini belirlemek amaciyla istatistik programi (SPSS yazilimi,
stiriim 16.0, IBM, Chicago, IL, ABD) kullanilarak Finney'e (1971)
gore probit analizi yoluyla her bir konsantrasyonda kaydedilmistir.

Gen Ekspresyonu Analizi

RNA izolasyonu ve Ekpresyon Calismalar

Bu calismada gen ekspresyon analizleri i¢in karaciger
dokular1 izole edilmistir. Dokularda RNA izolasyonu Trizol
protokolii uygulanarak yapilmistir (Yilmaz vd., 2009). Deneye

4]



baslamadan 6nce RNaz enzimini inhibe etmek i¢in RNA izolasyonu
sirasinda kullanilacak kapakli mikro tiipler %0,5’lik dietil piro
karbonat (DEPC) igeren saf su ile muamele edilmistir. Total RNA
izolasyonu Laminar flow kabininde yapilmistir. izolasyon isleminde
tek kullamimlik filtreli RNaz igermeyen pipet uglart kullanilarak
yapilmistir. Uygulanan protokoliin metodolojisi asagidaki gibidir;

Doku buz iizerinde soguk petri i¢erisinde parcalanip kapakli
mikro tliplere aktarilmistir. Sonra doku {izerine 1000 pL
Trizol eklenip sonra vorteksle iyice homojenize edilmistir. Buz
iizerinde toplamda 15 dk inkiibasyon sonrasinda 14.000 rpm’de 10
dk santrifiijlenmistir. Siipernatant baska bir kapakli mikro tiipe
aktarilip tizerine 200 pL kloroform eklenerek 15 sn vortekslenmistir.
Sonrasinda 10 dk buz {izerinde tutularak ve ardindan 15 dk 14.000
rpm’de santrifiijlenmigtir. Stipernatantin %70°lik saydam kismi
baska bir tiipe aktarilip esit hacimde izopropanol eklenerek
vortekslenmistir. 10 dk buz tizerinde bekletilen siipernatant, 14.000
rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. Dipte pellet goriildiikten sonra
siipernatant1 atilmis 1 mL %75’lik etil alkol ilave edilerek
vortekslenmistir. 5 dk 14.000 rpm’de santrifiijlenerek yeniden
olusan silipernatant uzaklastirilip 6 dk buz ilizerinde kapaklar1 agik
bekletilerek DEPC (Dietil pirokarbonat)’li sudan 20 pL eklenmistir.
Sonrasinda buz iizerinde 15 dk agzi agik bekletilip pipetajlanmis ve
200 pL’lik RNaz igcermeyen kapakli mikro tliplerde deney giiniine
kadar -80 °C’de saklanmistir (Y1lmaz vd., 2015).

Total RNA Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

RNA konsantrasyonu ve safligt Thermo Scientific Multiskan
Go cihaz1 kullanilarak 260 ve 280 nm’de spektrofotometrik olarak
Ol¢iilmiistiir. 260 nm’de Slgiilen absorbsiyon degerleri oldukga saf
olarak izole edilen niikleik asitlerin ng/pL diizeyinde miktarlarinin
belirlenmesinde kullanilmigtir. RNA’nin miktarin1 ve safligim
belirlemek i¢in izole edilen her bir RNA 6rneginden 4 pL, RNaz
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icermeyen sudan 96 pL alinarak 1:24 oraninda sulandirma
yaptlmisti. ~ Bu  dilusyonun 260 ve 280 nm’de
absorbanslar1 6l¢lilmiistiir. RNA miktarlarinin belirlenmesi i¢in 260
nm’deki absorbsiyon degeri, kontamine protein miktarinin
belirlenmesi i¢in de 280nm’deki absorbsiyon degeri kullanilmustir.
Saf RNA elde etmek igin OD260/0D280 degerinin 1,9-2,1 arasinda
olmas1 saglanmisti. RNA’nin konsantrasyonunun saptanmasinda
kullanilan spektrofotometrik yontemler DNA’nin spektral analizi ile
tamamen aymidir. Sadece tek zincirli RNA’nin  miktarmin
belirlenmesinde kullanilan formiil farklidir (Y1lmaz vd., 2015). Total
RNA miktar1 asagidaki formiile gore hesaplanmustir:

Total RNA (ng/uL) = 260 nm’deki absorbans x 40 x Diliisyon Faktorii

RNA molekiilleri i¢in 1 optik dansitenin 40 pg/mL’ye
karsilik geldigi bilinmektedir. Yukaridaki formiilde 40 sayis1 da
buradan gelmektedir.

Total RNA’lardan cDNA Sentezlenmesi

Dokulardan izole edilen RNA’lar Qiagen RNeasy Mini Kit
250 (Qiagen, Hilden, Almanya, Cat No. 74106) kullanilarak, Kit’ in
kendi protokoliine gore 3 asamada cDNA’ya cevrilmistir. Orneklerin
ayn1 anda calisilmalarina ve Ozellikle dondurucuda ayni siire
beklemelerine 6zen gosterilmistir. Elde edilen cDNA’larin iizerine
30 uL RNaz igermeyen su konularak daha sonra kullanilmak igin -
20°C’de saklanmustir.

Real-Time (Gercek Zamanh) PCR

Ilgili genlerin ekspresyonlarinin belirlenmesi icin bes pL
cDNA o6rneginden alinarak ROX iceren Green PCR Kiti (BioRad)
ile Applied Biosystem 7500 cihaz1 kullanilmistir. SOD, CAT, GPx,
GST, HSP70 ve housekeeping B-aktin genleri i¢in spesifik primerler
dizayn edilmistir. Her bir hedef gen i¢in, forward ve revers primerler
(Tablo 2) Primer-BLAST kullanilarak dizileri se¢ilmis ve
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PrizmaLab. (Istanbul, Tiirkiye) tarafindan sentezlenmistir
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast).

Tablo 2. Real-Time PCR i¢in kullanilan hedef genlere yonelik
primer dizileri

Hedef | Genbank Dizi (5°37)
Gen
CAT JF801726.1 | TCCTGAATGAGGAGGAGCGA
ATCTTAGATGAGGCGGTGATG
SOD JF801727.1 | GGTGCCCTGGAGCCCTA
ATGCGAAGTCTTCCACTGTC
GST EU234530.1 | TAATGGGAGAGGGAAGATGG
CTCTGCGATGTAATTCAGGA
GPx GQ853451.1 | TCGGACATCAGGAGAACTGC
GCACTGCTCAAAGTTCCAGG
HSP70 | FJ207463.1 | CATCGCCTACGGTCTGGACAA
GCCGTCTTCAATGGTCAGGAT
B-actin | EF206801.1 | CAATGAGAGGTTCCGTTGC
AGGATTCCATACCAAGGAAGG

Polimeraz zincir reaksiyonu SYBR Green PCR karigimi
kullanilarak 3 asamali olacak sekilde gerceklestirilmistir. Reaksiyon,
95°C'de 15 dakika ilk denatiirasyon, ardindan 40 dongii boyunca
95°C'de 15-30 sn; 60°C’de 30 sn; 72°C’de 30 sn. olarak
gergeklestirilmistir.  Calismalardaki esik  dongli  degeri (Cr);
reaksiyon ortamindaki floresan miktarinin sabitlenmis esik degerini
gectigi dongliniin kesirli ifadesi olarak kullanilmistir. Sonrasinda Cr
degerleri mutlak kopya sayilarina doniistiiriilmiistiir. “Kalip
icermeyen” ve “enzim igermeyen” kontroller kullanilarak genomik
DNA wvarligit ve reaksiyon oOzgilligii kontrol edilmistir.
Tekrarlanabilirligi  gostermek i¢inse ii¢ bagimsiz  deney
gergeklestirilmistir. Real-time PCR iiriinlerinin 6zgiilliigii melt curve
analizi ve jel elektroforezi ile dogrulanmistir (Y1lmaz vd., 2015).
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ACT, AACT ve Kat Degisim (Fold Change) Degerleri

Real-time PCR cihazinda CT (cycle threshold- dongii esigi)
degerleri elde edilir. Boya molekiilii ¢ift zincir DNA sarmalinin
arasinda yayildiginda 1s1ma yani floresan sinyal yayilimi baslar.
Belirlenen dongii sayis1 iizerinden floresan sinyal yayiliminin
goriinebilmesi i¢in gereken dongii esigi bize CT degerini
vermektedir. Deney grubunda arastirilan hedef genin CT degeri ile
kontrol geninin (housekeeping) CT degeri arasindaki fark bize ACT
degerini verir (ACT = CT hedef gen — CT kontrol gen). AACT degeri
ise deney grubundaki hedef genin ACT degeri ile kontrol grubunun
ACT degeri arasindaki farki ifade eder (AACT = ACT deney gen —
ACT kontrol gen). Kontrol 6rnegi i¢in AACT sifira esittir ve her
dongiide cDNA miktar iistel olarak (2*) artmaktadir. Boylelikle
hedef genin ekspresyonunda 2° 22CT degeri, gen ekspresyonunda
kontrol grubuna gore degisim degerini verir (Livak ve Shmittgen,
2001).

Doku fyon Analizleri

Doku nano partikiil metal ve bulk metal analizleri i¢in
karaciger dokular1 alinmistir ve Milli-Q su ile yikanmistir (Handy
vd., 1999). Ornekler temiz petri kaplarma yerlestirilmis ve 72 saat
stireyle 150°C ayarl etiivde kurutulduktan sonra bu dokular, siire
sonunda kuru agirliklar1 belirlenerek polipropilen sintilasyon
sigselerine aktarilmistir. Numuneler (kuru agirliklar1 0.1-0.5 g agirhiga
sahip olan), 4 mL konsantre nitrik asit (Merck, %65, d:1.40)
eklenerek 3 saat siireyle yakilmis, sogumaya birakilmis ve sonra 16
mL Ultra saf su (Milli-Q) ile seyreltilmistir. Cok kiigiik doku
numuneleri i¢in ise (kuru agirligin 0.1 gramindan daha azi), 1 mL
nitrik asit ilavesi yapilmis ve daha sonra Milli-Q su ile 4 mL'lik bir
nihai hacime seyreltilmistir.

Dokulardaki nano ve bulk partikiill metal analizleri,
Cukurova  Universitesi Merkezi Arastirma  Laboratuvar
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(CUMERLAB)’ta Lazer Asindirmali Indiiktif Olarak Eslestirilmis
Plazma - Kiitle Spektrometresi (LA-ICP-MS) (Perkin Elmer
NEXION 2000 P) ile belirlenmistir.

Istatistiksel Analiz

LCso degeri, SPSS 16.0 istatistik yazilimi (SPSS Inc.,
Chicago, IL) kullanilarak probit ve logit analizi ile belirlenmistir
(Roberts ve Boyce, 1972). Sonuglar ortalama + SP olarak ifade
edilmigtir. Karaciger dokusuunda birikim ve molekiiler analiz
sonucglart OneWay-ANOVA Duncan testi kullanilarak farkliliklar P
<0.05 oldugunda anlamli olarak kabul edilmistir (Kinnear ve Gray,
1995).

Bulgular ve Tartisma

5. Nano ve Bulk Cinko Partikiillerinin Karakterizasyon
Analizi

Nanopartikiillerin ekotoksisite caligmalari igin
karakterizasyonunu yapmak ¢ok 6nemlidir. Clinkii boyut, sekil, yapi,
coziiniirliik, stabilite, yilizey alani, ylizey kaplamalar1 vb. 6zellikleri,
nanopartikiillerin biyolojik sistemdeki ozellikleri, etkileri ve
davraniglart hakkinda bilgi vermektedir (Zhu vd., 2010). Bu
caligmada partikiil bliytikliigii agisindan karsilastirma yapildigi i¢in
ZnONP (<50 nm) ve ZnSO4sBP (2000 nm) partikiillerinin
karakterizasyon analizi yapilmistir. ZnONP'lerin ve ZnSO4BP’lerin
XRD modelleri, Grafik 1'de gosterildigi gibi farkli kirmim zirveleri
gostermistir. ZnONP parcaciklarin sekli kiiresel, hafif eliptik ve
daha diizgiin iken, ZnSO4BP pargaciklarinin ise daha koseli ve
diizensiz sekle sahip oldugu SEM goriintiileriyle (Grafik 2-3) ortaya
cikmistir. EDX spektrumuna dayali NP'lerin ve BP’lerin elemental
bilesimi Tablo 3-4'de gosterilmektedir.
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Grafik 1. ZnONP'lerin ve ZnSO4BP lerin XRD grafigi
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Grafik 2. ZnONP 'nin EDX Spektrumlu SEM Gériintiisti
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Grafik 3. ZnSO4BP 'nin EDX Spektrumlu SEM Goériintiisti
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tatus: Idle csme D24 w202 GBCas

Tablo 3. ZnONP lerinin EDX spektrumu tarafindan belirlenen
Elemental Kompozisyonu

Element Atom Numarasi Seriler Agirlik % Atomik %
(g/mol)

Zn 65.39 K-serileri 85,25 58,58

O 16 K-serileri 14,75 41,42

Toplam 100 100

Tablo 4. ZnSO4BP lerinin EDX spektrumu tarafindan belirlenen
Elemental Kompozisyonu

Element | Atom Numarast Seriler Agirlik % Atomik %
(g/mol)

Zn 65,39 K-serileri 48,84 22.2

S 32,066 K-serileri 18,51 17,15

O 16 K-serileri 32,65 60,65

Toplam 100 100
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ZnO  NP'lerin ve  ZnSO4BP’lerin  fizikokimyasal
karakterizasyonuna goére, Zn BP'lerin SEM goriintiisiinde,
siispansiyonlardaki pargaciklarinin diizensiz sekillerde biiyiik
agregalar halinde toplandig1 saptanmistir. Zn NP'lerin ¢ogunlugu
plriizsiiz ylizeylere sahip salkim sekillidir. SEM goriintiileri,
aliminyum plakalarin yiizeyinin nano ve bulk yapilar ile iyi bir
sekilde kaplandigimi gostermektedir. Zn0 nanopartikiiliiniin SEM
gorlntiileri, ZnO partikiillerinin kiireler halinde tabaka {izerine
kaplandigin1 ve homojen dagildigin1 gostermektedir. Baz1 NP'lerin
daha koyu goriiniimii, temel olarak, elektronlarin tutarsiz bir sekilde
dagildig1 ve diferansiyel kontrast iirettigi SEM plakalar1 tizerinde
kurutuldugunda farklt NP'lerin kalinligmma ve oryantasyonuna
atfedilmektedir (Abdel-Khalek vd., 2015b). Siispansiyondaki bir
parcacigin elektrokinetik Ozellikleri, parcacigi cevreleyen cift
katmana dagitilan elektrik yiikii tarafindan yonetilir (Will vd., 2001).

Artan elektrostatik itme, daha diisiik mutlak zeta potansiyeli
degerleri sergileyen silispansiyonlarla karsilastirildiginda daha stabil
olan, yiiksek bir mutlak zeta potansiyeli degeri gosteren
parcaciklarin topaklanmasini engeller. Elektroforetik islemlerde,
malzemenin ¢okelmesini engellerken belirli bir elektrik alani altinda
parcacik hareket hizini artirdigi i¢in yiiksek bir zeta potansiyeli arzu
edilir (Hanaor vd, 2012). Zeta potansiyelinin (ZP) biiyiikligi,
NP'lerin kolloidal stabilitesini anlamak i¢in parametrelerden biri
olarak alinabilir. ZP degerleri +30 mV'den biiyiik veya -30 mV'den
kiiciik olan NP'ler tipik olarak siispansiyonda yliksek derecede
stabiliteye sahiptir (Xu vd., 2007). Bu ¢alismada Zn BP'ler i¢in zeta
potansiyeli Olgiimlerinde (- 0,92 mV) degeri pargaciklarin
kiimelesme veya bir araya gelme egilimini yansitirken, Zn NP'ler
icin zeta potansiyeli 6l¢timleri (6,59 mV) daha fazlaydi. Bu degerler
Zn BP'lerin siispansiyon halinde topaklanma egilimine daha yatkin
oldugunu gostermektedir.
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6. Nano ve Bulk Cinko Partikiillerinin Akut Toksisite
(LCso) Analizi

O. niloticus iizerinde yiriitilen bu calismada Zn NP ve
BP’lerinin 96 saatlik LCso degerinin belirlenmesi igin toplam 5 farkli
konsantrasyon denenmis ve her bir grupta 10’ar adet balik
kullanilmigtir. Yapilan ¢alisma sonunda probit analizi yapilarak
(Finney, 1971) nano c¢inko partikiilleri i¢cin hesaplanan 96 saatlik
LCso degeri 20,376 mg/L olup gliven aralig1 ise 12,184 — 25,834
mg/L olarak bulunmustur (Tablo 5). Bulk ¢inko partikiillerinin 96
saatlik LCso degerinin belirlenmesi i¢in ise toplam 5 farkli
konsantrasyon denenmis ve hesaplanan 96 saatlik LCso degeri
78,893 mg/L olup giiven aralig1 ise 55,774 — 97,086 mg/L olarak
bulunmustur (Tablo 6). O. niloticus’un 6liim orani ile nano ve bulk
cinko log konsantrasyonlar1 arasindaki regresyon analizi Grafik 4 ve
Grafik 5°te verilmistir.

Tablo 5. Nano Cinko Partikiiliiniin Letal Degerleri ve %95 Giiven

Swmirlar
Test 96 saat LCsg 96 saat LC5 96 saat LC95 SE
Hayvani (mg/L) (mg/L) (mg/L) o
0. 20,376 7,510 55,283 1208
niloticus (12,184-25,834) | (0,899-12,423) | (38,518-30,188) ’

Tablo 6. Bulk Cinko Partikiillerinin Letal Degerleri ve %95 Giiven

Swmrlar
Test 96 saat LCsp 96 saat LC5 96 saat LC95 SE
Hayvant | (mg/L) (mg/L) (mg/L) o
0. 78,893 33,806 184,111 1314
niloticus | (55,774-97,086) | (8,513-50,271) (135,356-506,149) ’
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Akut toksisite testleri, ekosisteme yapilan toksik madde
desarjlarinin organizmalar ve bir biitiin olarak ekosistem tlizerindeki
etkileri hakkinda ilk elden bilgi saglar. Bu testler, bir ekosistemdeki
toksik maddenin izin verilen sinirini belirlememize yardimci olur
(Singh ve Manjeet, 2015), bu tiir endiistriyel atiklarin ¢evreye olasi
zararh etkileri konusunda farkindalik yaratmasi agisindan degerlidir
(Adedeji vd., 2008; Onyedineke vd. 2010). Yadav vd. (2007) suyun
fiziksel, kimyasal ve biyolojik parametrelerindeki degisikliklerin
baliklarin davraniglarin1 degistirmenin yani sira 6liimlere de neden
oldugunu bildirmistir. LCso degerlerinin belirlenmesi, bir kirleticinin
giivenli veya tolerans seviyelerinin 6lgiimiine biiyiik dl¢iide katkida
bulunmaktadir (Prenter vd., 2004).

Onceki ¢alismalarda, cesitli kirleticilere maruz kalan
baliklarin anormal davranigsal ve morfolojik degisiklikler sergiledigi
bildirilmistir. Bu degisiklikler diizensiz yiizme, yilizeye ¢ikmanin
artmasi, operkiiler hareket hizinin azalmasi, ¢evikligin azalmasi ve
maruz kalma siiresi arttikca normal durus ve dengeyi silirdiirememe
olarak bildirilmistir (Adedeji vd., 2008; Deepak vd., 2009). Benzer
sekilde bu ¢aligmada da kontrol gruplarinda davranis degisiklikleri
ya da Olim gozlenmezken Zn NP ve Zn BP’lerinin etkisinde
baliklarda huzursuzluk, ani hizli hareketler, solunum giigliikleri,
yiizeye ¢ikma, denge kaybu, sirt {istii ylizme gibi anormal davraniglar
gbzlemlenmis ve bu davraniglar 6liim takip etmistir.

Yapilan ¢aligmalardaki LCso verilerindeki farkliliklar, canlt
organizmanin tiirli, yasi, beslenme aligkanligi, cinsiyeti, toksik
maddenin bilesimi ve ayrica testlerin gerceklestirildigi deneysel
kosullar dahil olmak {izere bir¢ok faktdrden kaynaklanmaktadir
(Latif vd., 2013). AlO3 NP'lerinin Temiz ve Kargmn (2022), O.
niloticus i¢in ortalama 96 saatlik LCso degerini 52,4 mg/L olarak,
Murali vd. (2017), 203 mg/L olarak bulurken, farkli bir balik tiirii
olan O. mossambicus'ta 96 saatlik LCso degerini 235-245 mg/L

olarak tespit etmistir. Daha 6nce yapilan baska bir ¢aligsmada, tatli su
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baligt O. mossambicus'ta Al,03 NP'lerinin 96 saatlik LCso degerinin
40 mg/L olarak belirlendigi rapor edilmistir (Vidya ve Chitra, 2018).
Abdal-Khalek vd. (2015a), O. niloticus’ta 96 saatlik CuO (BP (142-
159 nm) ve NP (35-37 nm)) LCso degerlerini sirastyla 2205 mg/L ve
150 mg/L olarak bulmustur. Aziz vd. (2020), Labeo rohita’da ZnO
nanopartikiiliiniin LCso degerini 31,15 mg/L olarak bulmustur.

Aymi tiir ile yapilan akut toksisite deneylerinde bile farkli
konsantrasyonlarda LCso degerleri elde edilebilmektedir. Ghanman
(2022) O. niloticus’ta bulk ve nano ZnO partikiillerinin 96 saatlik
LCso degerlerini ZnOBP i¢in 84 mg/L, ZnONP i¢in 5,6 mg/L olarak
bulmusglardir. Alkaladi vd. (2020) ise disi juvenil nil tilapyalar1 igin
ZnONP 96 saatlik LCso degerini 4,1 pg/L oldugunu bildirmistir.
Abdel-Khalek vd. (2020) ise O. niloticus’ta 96 saatlik LCso
degerlerini ZnNP’ler i¢in 180 mg/L, ZnBP’ler i¢cin 1360 mg/L olarak
saptamistir. Saddick vd. (2017), O. niloticus ve Tilapia zilli
tiirlerinde ZnONP 96 saatlik LCso degerini 5,5 ve 5,6 mg/L olarak
bildirmistir. Bu c¢alismada ise O. niloticus i¢in nano ¢inko
partikiilleri 96 saatlik LCso degeri 20,376 mg/L olarak bulunurken
bulk cinko partikiilleri ise 78,893 mg/L olarak bulunmustur. LCso
degerlerinde farklilik, baligin fizyolojik 6zellikleri, biiytikligii ve
deney ortami parametreleri ile iliskilendirilebilir. Farkli su kalitesi
degerleri ile ayni tiire ait deney gruplarmin genetik direng
farkliliklar1 sonuglarn etkileyebilmektedir (Yalginkaya, 2013).

Dogal ortamlarda konsantrasyonlar1 hizla artan metal ve
nanopartikiil gibi kirleticilerin ekosistem ve canlilar i¢in yararlar
oldugu kadar 6nemli zararlar1 olabileceginin bilinirligi giinlimiizde
yapilan c¢aligmalarla artmistir. Nano boyutlu materyaller, mikro ve
makro boyutlu materyallere gore daha fazla toksik etkiye sahiptir
(Chausali vd., 2023). Wigginton vd. (2007)’e gore nanopartikiiller,
ayni kimyasal bilesime sahip bulk partikiillerle karsilastirildiginda
biiylik 6l¢iide farkli davranir. Nanomalzemelerin kiigiik boyutu,

yiiksek reaktivitesi ve birim hacmi basina yiiksek yiizey alani, ayrica
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kimyasal bilesim ve ylizey reaktivitesinden kaynaklanan toksisite
etkileri, dogrudan nanopartikiil toksisitesine katkida bulunmaktadir
(Navarro vd., 2008). Yapilan bu ¢alismada ZnSO4BP ile ZnONP’yi
karsilastirdigimizda LCso degerleri ¢inko siilfat bulk partikiilleri i¢in
daha yiiksek bulunmaktadir. ZnO nanopartikiillerinin LCso
degerlerinin, ZnSO4 bulk partikiillerinin LCso degerlerinin yaklagik
%25’1 oraninda bulunmasi, bulk partikiillerden daha toksik
olabilecegini gostermektedir.

7. Karaciger Dokusunda Cinko Birikimi

Farkli konsantrasyonlardaki ZnONP (1 ve 2 mg/L) ve
ZnSO4BP (4 ve 8 mg/L) soliisyonlar1 etkisine farkl siirelerde (7. ve
15. giin) birakilan O. niloticus’un karaciger dokusundaki ¢inko (Zn)
birikim diizeyleri Tablo 7°de verilmistir. Farkli konsantrasyonlara ve
etkide kalma stirelerine bagl karaciger dokusundaki ¢inko birikim
diizeyleri Grafik 6’da verilmistir.

Tablo 7. Cinkonun farkli boyut ve subletal konsantrasyonlarinin
etkisinde O. niloticus 'un karaciger dokusunda birikim diizeyleri

(ug/e k.a.).
B SURE (GUN)
DERISIM 7. Giin 15. Giin
(X £Sx) (X £ Sx)
Kontrol 75,90+£6,05 ™ 84,45+9,54™

1 mg/L ZnONP

118,82+10,47%

145,82+9,55

2 mg/L ZnONP

154,83+9,63

183,61+13,34%

4 mg/L ZnSO4BP

101,49+10,05%

126,01+8,89%

8 mg/L ZnSO4BP

144,65+15,30

164,66+13,26%

* Duncan;, a,b,c,de harfleri ZnONP

konsantrasyonlarinin, x ve y harfleri

ve ZnSO4BP’lerin farkli
ise etkide kalma siiresi arasi ayrimi

belirtmek amaci ile kullamilmistir. Farkly harfler ile gosterilen veriler arasinda
P<0,05 diizeyinde istatistiksel ayrum vardir.

X + Sy = Aritmetik ortalama + Standart sapma
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Grafik 6. Karaciger Dokusunda Gruplara Gore Cinko Birikim
Diizeyleri (ug/g)

Su ortamindaki yaygin tiirlerden biri olan baliklar, habitatin
fiziko-kimyasal 6zelliklerindeki herhangi bir degisiklige oldukga
duyarhdir (Bukhari vd., 2012). Su ekosistemlerinde bulunan
nanopartikiiller, baliklar tarafindan alimip kan yoluyla doku ve
organlara tasinmaktadir (Handy vd., 2008b). Metal partikiilleri, balik
karacigerinde birikir ve burada detoksifiye edilir. Karaciger,
metabolizmanin ¢esitli hayati fonksiyonlarinda énemli bir rol oynar
ve kirletici maddelerin birikimi, biyotransformasyonu ve atiliminin
ana organidir (Lanno vd., 1987). TiO,NP etkisinin sazanlarda
karaciger yiikiinii artirdigini (Hao vd, 2013), zebra baliginda lipidoza
yol agabilecek karaciger yaralanmalarina yol actig1 bildirilmistir
(Chen vd., 2011). Sazanin farkli dokularinda (karaciger, solungac,
bagirsak, beyin, kas) en yiiksek Zn birikiminin karacigerde tespit
edilmesi sebebiyle, ZnONP’lerinin hedef dokusunun karaciger
dokusu oldugu bildirilmistir. Cinkonun solunga¢ dolasimi ve
bagirsak adsorpsiyonu yoluyla ayni anda birden fazla yoldan
karacigere ulastig1 bilinmektedir.
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ZnONP’lerdeki ¢inkonun konsantrasyon artisina bagli olarak
baligin karaciger, kas ve solunga¢ dokularinda birikmeye basladig1
ve yiiksek konsantrasyonlarinda maksimum birikimin karacigerde
oldugu goézlenmistir (Shahzad vd., 2019). ZnNP’leri, ZnBP’lere
kiyasla oOzellikle renal ve hepatik doku olmak {izere tiim balik
dokularinda yiiksek birikme potansiyeline sahiptir ve bu da
ZnNP’lerinin farkli giris mekanizmalariyla hiicre zarina kolayca
niifuz edebildigini yansitmaktadir (Abdel-Khalek vd., 2015b).
Nanopartikiillerin uzun dolagimi (kanda dakikalar yerine saatlerce
kalan pargaciklar) (Haroon vd., 2022), bunlarin dokulara gegis
sansinin artmasina ve dolayisiyla hiicresel alimin artmasina neden
olur (Li ve Huang, 2008). Pargaciklar hiicrelere alindiktan sonra
erken endozomlardan ge¢ endozomlara ve son olarak lizozomlara
dogru hareket ederken giderek artan asidik bir ortamla karsilasir ve
bu da onlarin ¢6ziinmesine neden olur (Nel vd., 2009). Bu tiir
olaylar, bu c¢aligmada karaciger dokusunda gozlenen Zn
birikimlerindeki artiglara katkida bulunmus olabilir. 30 giin boyunca
2 mg/LL ZnONP'lere maruz kalan Japon baliklarinda (C. auratus),
NP'lerin en fazla solungaglarda ve sonra da karacigerde biriktigi
gorilmistiir (Fan vd., 2013).

Biyobirikim, bir kirleticinin bir organizmada birikmesini
ifade eder ve tiim maruz kalma yollar1 dikkate almir (Bour vd.,
2014). Biriken NP'ler yalnizca su kiitlelerinin kalitesini etkilemekle
kalmaz, ayn1 zamanda mutajenik ve karsinojenik reaksiyonlar
tetiklemenin yani sira gesitli biyolojik degisikliklere neden olarak
suda yasayan canlilar1 da etkilemektedir (Lee vd., 2009). Bu
calismada karaciger dokusunda yiliksek c¢inko birikimi partikiil
biiyiikliigii, konsantrasyon miktar1 ve etkide kalma siiresine bagl
olarak istatistiksel olarak anlamli farkliliklar géstermistir (p<0,05).
15 giinliik deneme sonunda O. niloticus’un karaciger dokusunda
cinko birikimi kontrol grubuna kiyasla uygulama gruplarinin (1
mg/L ve 2 mg/L ZnONP, 4 ve 8 mg/L ZnSO4BP) zamana ve
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konsantrasyona bagli olarak artig gosterdigi saptanirken; ayrica
ZnONP’lerinin, ZnSO4BP'lerine gore daha fazla Zn birikimi
gosterdigi saptanmistir (P<0,05). Karaciger dokusundaki yiiksek Zn
birikimi, BP'lerin neden oldugu nispeten diisiik alim seviyelerine
kiyasla NP'lerin daha fazla fizyolojik metabolizmaya katilmasina ve
baliklar i¢in daha ciddi tehditlere neden olmasina neden olabilir; bu
aynt zamanda partikiil alimimin parcactk boyutuna bagh
olabilecegini gostermektedir. Benzer sekilde, Hao vd. (2013), C.
carpio’da nano partikiillerin bulk partikiillerden daha fazla birikim
gosterdigini bildirmistir.
8. mRNA Olciimleri

RNA kalite ve miktarlarinin Ol¢iimleri Thermo Fisher
Multiskan Go cihazi ile gergeklestirilmistir. RNA pelletleri DEPC su
da homojen hale getirilmistir. Verilen degerler 2 uL. RNA’dan elde
edilmislerdir. Cihazda yapilan okuma sonuclarina gore orneklerin
260/280 oran1 1.7 ile 2.00 arasinda bulunmustur. Bu degerler protein
kontaminasyonu hakkinda bilgi verir. Saf RNA i¢in 2 civarinda
olmas1 beklenir.

9. Antioksidan Enzimlerin ve HSP70’in Gen
Ekspresyonlari

Son yillarda ¢ok sayida balik geninin dizilenmesi, gevresel
zorluklara maruz kalan hayvanlarin hiicrelerindeki mRNA
seviyelerinin Olclilmesine olanak saglamistir. Gen ekspresyonu
caligmalari, mRNA seviyeleri belirli bir zamandaki hiicre
aktivitesinin anlik goriintiistinii temsil ettiginden, protein ve enzim
incelemelerine faydali analizlerdir. Birgok durumda, tek gen mRNA
ekspresyonlar1  hayvanlarda stresin yararli  biyobelirtecleri
olmaktadir (Bustin, 2000). Karaciger dokusunda incelenen genlerin
mRNA ekspresyon diizeyleri kontrol gruplari ile karsilagtirilmistir.
Sonuglar kat artisi (fold change) degeri olarak ifade edilmis olup 2-

AACT formiilii ile hesaplanmustir.
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1. Karaciger Dokusunda SOD Genine iliskin
Ekspresyon Bulgular:

1 ve 2 mg/L ZnONP ve 4 ve 8 mg/L ZnSO4BP’lerinin
subletal konsantrasyonlarinin etkisinde 7, 15 giin siiresince O.
niloticus’ta karaciger dokusunda SOD geni rolatif ekspresyonlarinin
tiim gruplarda kontrol grubuna gore degisiklik gosterdigi, fakat bu
degisiklikler 7. glinde istatistiksel anlamlilik gosterirken, 15. giinde
istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlenmistir (p<0,05). O.
niloticus’ta karaciger dokusunda SOD geni rolatif ekspresyonlar
Tablo 8 ve Grafik 7°de sunulmustur.

Tablo 8. Cinkonun farkli boyut ve subletal konsantrasyonlarinin
etkisinde O. niloticus 'un karaciger dokusunda p-Aktin’e kiyasla
SOD geni rolatif ekspresyon seviyeleri

SURE (GUN)
DERISIM 7. Giin 15. Giin

(X +S%) (X +S%)
Kontrol 0,87+0,18 0,82+0,24%
1 mg/L ZnONP 1,43%0,3% 0,38+0,13%
2 mg/L ZnONP 1,7620,54% 0,34+£0,21%
4 mg/L ZnSO,BP 5,54+0,83 0,25£0,21%
8 mg/L ZnSO,BP 4,88+0,72% 0,57+0,29%

* Duncan; a,b,c,d harfleri ZnONP ve ZnSO4BP’lerin farkli subletal
konsantrasyonlarimin, x ve y harfleri ise etkide kalma siiresi arasi ayrumi
belirtmek amact ile kullanilmistir. Farkli harfler ile gosterilen veriler arasinda
P<0,05 diizeyinde istatistiksel ayrum vardir.

X + Sg= Aritmetik ortalama + Standart sapma
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Grafik 7. Karaciger dokusuna iliskin SOD geni rolatif ekspresyon
seviyeleri

Baliklar ¢esitli antioksidan enzimleri dahil ederek kendilerini
oksidatif stresten korurlar. Bunlarin arasinda SOD, ROS'a karsi ilk
savunma hattindan sorumlu, radikal temizleyici bir enzimdir. Bu
nedenle bu enzim, 6zellikle agir metaller de dahil olmak tizere toksik
kimyasallarin neden oldugu kirlilik agisindan ¢ok yonlii
biyobelirteglerden biri olmustur. Cevresel risklerin erken uyarisi
amactyla balikk organlarinda SOD'un degisen ekspresyonunu
incelemek i¢in ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir (Basha ve Rani, 2003;
Pandey vd., 2003). Bu calismada SOD gen ekspresyonlarinda 7.
giinde hem ZnONP hem de ZnSO4BP gruplarinda kontrol grubuna
gore anlamli uyarilma goézlenmistir (P<0,05). Yapilan ¢alismalar,
metal maruziyetinin balik modellerinde transkripsiyon faktorlerinin
ve bunlarin hedef genlerinin mRNA seviyelerinin artmasina neden
olabilecegini gdstermistir (Gyrd-Hansen vd., 2006; Wang vd., 2016;
Zheng vd., 2018).
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SOD dogustan gelen bagisiklik tepkisi ile antioksidan
savunmalar arasindaki homeostatik dengenin gelistirilmesi ve
stirdiiriilmesinde 6nemli roller iistlenen bir enzimdir (Sheng vd.,
2014). 7. giinde gozlenen gen ekspresyonlarinda anlamli artig
(uyarilma) (P<0,05), lipid peroksidasyon siirecleri sirasinda
meydana gelen serbest radikallerin neden oldugu oksidatif hasarin
azaltilmasina yonelik bir gosterge vermektedir (Halliwell ve
Gutteridge, 2015). Ancak ZnONP ve ZnSO4BP etkisinde
kalinmasinin devam etmesi 15. giinde antioksidan kapasitenin
diismesine sebep olmustur. 15. gilinde ise tiim gruplarda kontrol
grubuna gore baskilanma gdstermistir, ancak istatistiksel anlamlilik
tasimamaktadir  (P>0,05). SOD aktivitesinde ve mRNA
ekspresyonundaki azalma, oksidan eliminasyonunun bir gostergesi
olarak kullanilmistir (Moreno vd., 2005).

15. giinde SOD gen ekspresyonlarindaki baskilanmalar, nano
ve bulk partikiillerde benzerlik gosterirken ROS varligindan
kaynakli olabilir. 7. glinde ZnSO4BP’lerde goriilen yukar1 dogru
regiilasyonlarin, ZnONP’lerden 2 kati1 kadar daha fazla oldugu
saptanmistir (P<0,05).

2. Karaciger Dokusunda CAT Genine iliskin
Ekspresyon Bulgular:

1 ve 2 mg/L ZnONP ve 4 ve 8 mg/L ZnSO4BP’lerinin
subletal konsantrasyonlarinin etkisinde 7, 15 giin siiresince O.
niloticus’ta karaciger dokusunda CAT geni rolatif ekspresyonlarinin
tiim gruplarda kontrol grubuna gore degisiklik gosterdigi, fakat bu
degisiklikler 7. giin 1 mg/L ZnONP ve 15. giinde 1 ve 2 mg/L
ZnONP gruplarinda istatistiksel anlamlilik tasimazken diger
orneklemelerde istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir
(P<0,05). O. niloticus’ta karaciger dokusunda CAT geni rolatif
ekspresyonlar1 Tablo 9 ve Grafik 8’de sunulmustur.
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Tablo 9. Cinkonun farkli boyut ve subletal konsantrasyonlarinin
etkisinde O. niloticus 'un karaciger dokusunda p-Aktin’e kiyasla
CAT geni rélatif ekspresyon seviyeleri

SURE (GUN)
DERISIM 7. Giin 15. Giin

(X +S%) (X +S%)
Kontrol 0,75+0,132bx 0,710,192
1 mg/L ZnONP 0,80+0,16" 0,44+0,072Y
2 mg/L ZnONP 1,33+0,15% 0,43+0,122Y
4 mg/L. ZnSO4BP 2,07+0,06% 0,38+0,19%Y
8 mg/L ZnSO4BP 1,74+0,25% 1,45+0,549

* Duncan; a,b,c,def harfleri ZnONP ve ZnSO4BP’lerin farkli subletal
konsantrasyonlarimin, x ve y harfleri ise etkide kalma siiresi arasi ayrumi
belirtmek amact ile kullanilmistir. Farkli harfler ile gosterilen veriler arasinda
P<0,05 diizeyinde istatistiksel ayrum vardur.

X + Sx= Aritmetik ortalama + Standart sapma
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Grafik 8. Karaciger dokusuna iliskin CAT geni rélatif ekspresyon
seviyeleri

--62--



Katalaz, O> ve HxO’ya donistiiriilen, H202’nin
uzaklastirilmasina yardimci olan hematin igeren enzimlerdir (Vander
Oast vd., 2003). H2Ox'ye ek olarak ¢esitli lipit peroksitleri azaltabilen
bazi peroksidazlarin aksine, CAT yalnizca H20-'yi azaltabilir (Filho,
1996).

Bu c¢alismada 7. Giin CAT gen ekspresyonlarinin 1 mg/L
ZnONP grubu hari¢ kontrole gore anlamli yukar1 dogru regiilasyon
saptanmistir (P<0,05). 6 hafta boyunca 200 ug/L ¢inko etkisinde
zebra baliginda CAT ekspresyonlarinda artan enzim aktiviteleriyle
uyumlu uyarilmalar saptanmistir (Si vd., 2019). Oksidatif strese
verilen genetik tepkiler adaptif olabilir, antioksidanla ilgili genlerin
transkripsiyonundaki bir artis daha sonra canlinin antioksidan tepki
kapasitesini artirabilir (Wu vd., 2017). Yogun ¢inko igeren yem
(710,6 mg/kg) ile beslemenin sebep oldugu Cu/Zn-SOD ve CAT gen
ekspresyonlarindaki artislar, enzimlerin oksidatif stres altinda asir1
ROS'u ortadan kaldirmak i¢in gii¢lendirildiklerini gdstermektedir
(Wu vd.,, 2011). Bir¢ok c¢alisma, antioksidan enzimlerin
ekspresyonlarinin uyarilmasinin veya aktivitelerinin artmasinin,
suda yasayan canlilarin daha iyi yasam siiresi ve saglikli durumuyla
iliskili oldugunu gostermistir (Fang vd., 2002, Wu vd., 2011). Ayrica,
ROS ve antioksidanlar (O6rnegin Zn) arasindaki homeostaz
durumlari, konakg¢ilarin sagligi ve hayatta kalmasi i¢in uygundur
(Fang vd., 2002).

15. giinde CAT gen ekspresyonu diisiik doz ZnSO4BP’de (4
mg/L) kontrole gore Onemli azalma saptanirken, yiiksek doz
ZnSO4BP’de 6nemli artislar saptanmistir (P<0,05). 15. Gilin 1 ve 2
mg/L ZnONP gruplarinda kontrol grubuna goére baskilanma olsa da
istatissel anlamlilik tasimamaktadir, sadece 2 mg/LL ZnSO4BP
grubundaki baskilanma anlamlidir. Wu vd. (2011), Haliotis discus
hannai’de yem ile ¢inko takviyesi (33,8 mg/kg) yapilan gruplarda
gen ekspresyonlari miktarlarinin, yogun c¢inko takviyesi (3462,5

mg/kg) yapilan gruplarla kiyaslandiginda daha yiiksek oldugunu
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bildirmisglerdir (P< 0,05). Uzun siireli ve yogun miktarlarda Zn alim1
asirt ROS birikimine neden olarak oksidatif stres yaratmaktadir
(Kindermann vd., 2005; Cabreiro vd., 2009).

3. Karaciger Dokusunda GPx Genine Iliskin
Ekspresyon Bulgulari

1 ve 2 mg/L ZnONP ve 4 ve 8 mg/L ZnSO4BP’lerinin
subletal konsantrasyonlarinin etkisinde 7, 15 giin siiresince O.
niloticus’ta karaciger dokusunda GPx geni rolatif ekspresyonlarinin
tim gruplarda kontrol grubuna gore degisiklik gosterdigi, bu
degisikliklerinde tiim orneklemelerde istatistiksel olarak anlamli
oldugu belirlenmistir (p<0,05). O. niloticus’ta karaciger dokusunda
GPx geni rolatif ekspresyonlart Tablo 10 ve Grafik 9’da
sunulmustur.

Tablo 10. Cinkonun farkli boyut ve subletal konsantrasyonlarinin
etkisinde O. niloticus 'un karaciger dokusunda p-Aktin’e kiyasla
GPx geni rolatif ekspresyon seviyeleri

SURE (GUN)
DERISIM 7. Giin 15. Giin

(X +S%) (X +S3)
Kontrol 0,94+0,13* 1,0120,11%
1 mg/L ZnONP 0,33+0,13> 0,21£0,12%
2 mg/L ZnONP 0,60+0,32% 0,25+0,09%
4 mg/L. ZnSO4BP 0,760,259 0,32+0,14%
8 mg/L ZnSO4BP 0,62+0,14* 0,340,11%

* Duncan; ab,c,d harfleri ZnONP ve ZnSO4BP’lerin farkli subletal
konsantrasyonlarmmin, x ve y harfleri ise etkide kalma siiresi arasi ayrimi
belirtmek amact ile kullanilmistir. Farkli harfler ile gosterilen veriler arasinda
P<0,05 diizeyinde istatistiksel ayrim vardur.

X + Sx= Aritmetik ortalama * Standart sapma
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Grafik 9. Karaciger dokusuna iliskin GPx geni rélatif ekpresyon
seviyeleri

Glutatyon peroksidaz enzimleri, GSH’m, GSSG’ye
oksidasyonu yoluyla H202’i, H2O’ya veya organik peroksitlerin
benzer stabil alkollere doniisiimiinii katalize eden selenyum igeren
proteinlerdir (Manduzio vd. 2004).

Calismada GPx gen ekspresyonlarinin  ZnONP ve
ZnSO4BP’ne maruz kalan tiim gruplarda kontrol grubuna gore 7 ve
15. giinde 6nemli 6l¢iide baskilandig, bu baskilanmanin ZnONP’ne
maruz kalan gruplarda daha fazla oldugu saptanmistir (P<0,05).
Cinko NP ve BP’lerde goriilen antioksidan genler tizerindeki
baskilayic1 etki, metalin DNA {izerindeki =zararli etkisi ile
aciklanabilir (Saddick vd., 2017). Wang vd. (2020) cinko ile
zenginlestirilen su mercimegi ile 42 giin boyunca beslenen Nil
tilapyalarinda GPx enzim aktivitesinin 6énemli derecede azaldiginm
bildirmistir. Meiler vd. (2021), O. mykiss’te farkli dozlarda (10,4 Zn
grubu hari¢) ¢inko besin takviyelerinin GPx gen ekspresyonlarini
baskiladigini bildirmistir.
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4. Karaciger Dokusunda GST Genine iliskin
Ekspresyon Bulgular:

1 ve 2 mg/L ZnONP ve 4 ve 8 mg/L ZnSO4BP’lerinin
subletal konsantrasyonlarinin etkisinde 7, 15 giin siiresince O.
niloticus’ta karaciger dokusunda GST geni rélatif ekspresyonlarinin
tiim gruplarda kontrol grubuna gore degisiklik gosterdigi, fakat bu
degisiklikler 7. glinde 2 mg/L ZnONP, 15. giinde 1 mg/L ZnONP, 4
ve 8 mg/L ZnSO4BP gruplarinda istatistiksel anlamlilik tasimazken
diger gruplarda istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir
(p<0,05). O. niloticus’ta karaciger dokusunda GST geni rolatif
ekspresyonlari Tablo 11 ve Grafik 10°da sunulmustur.

Tablo 11. Cinkonun farkli boyut ve subletal konsantrasyonlarinin
etkisinde O. niloticus 'un karaciger dokusunda p-Aktin’e kiyasla
GST geni rolatif ekspresyon seviyeleri

SURE (GUN)
DERISIM 7. Giin 15. Giin

(X +S%) (X +5%)
Kontrol 0,65+0,05%* 0,70+0,07%*
1 mg/L ZnONP 2,73%0,23 0,410,17°Y
2 mg/L ZnONP 0,76£0,31 0,32+0,12%
4 mg/L ZnSO,BP 2,29+0,38% 0,68+0,08%
8 mg/L ZnSO,BP 2,54%0,24% 0,960,15"

* Duncan; ab,c,de harfleri ZnONP ve ZnSO.BP’lerin farkli subletal
konsantrasyonlarimin, x ve y harfleri ise etkide kalma siiresi arasi ayrimi
belirtmek amaci ile kullamilmistiv. Farkly harfler ile gosterilen veriler arasinda
P<0,05 diizeyinde istatistiksel ayrim vardur.

X + Sx= Aritmetik ortalama * Standart sapma
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Grafik 10. Karaciger dokusuna iliskin GST geni rélatif ekspresyon
seviyeleri

Toksik kimyasallarin organizmalardaki biyotransformasyon
reaksiyonu transformasyon, konjugasyon ve atilim seklinde {i¢
asamada gerceklesir. GST, ksenobiyotik bilesikleri tasinma veya
atilim i¢in daha hidrofilik hale getirmek amaciyla elektrofilik
maddelerin veya gruplarin tripeptit glutatyona konjugasyonunu
destekleyen bir faz II enzim sistemidir (Egaas vd., 1993). Baliklarda
ve diger deniz organizmalarinda, bir¢ok ksenobiyotik, GST’ler
tarafindan detoksifiye edilmektedir. Bu enzimatik sistem, su
kirliliginin belirlenmesinde bir ¢esit haberci biyomarkerdir (Riol vd.,
2001). Cesitli ksenobiyotiklerin etkisi ile organizmada GST’nin
indiiksiyonu, cevredeki degisimlere adaptasyonu i¢in bir yoldur
(Mikhailova vd., 2005). Bir¢ok tiirde GST ekspresyon seviyeleri
yabanci bilesiklere maruz kalma ile nemli derecede artmasi, bu artig
sucul kontaminasyonun etkili biyomarker1 olarak uygunlugunu
gostermektedir. Bu enzimler, baliklar ve diger deniz canlilarinda
bilesiklerin biiyiik bir ¢esidinin detoksifikasyonuna katilirlar. Bu
enzimler temel olarak baliklarin karacigerlerinde bulunmasina
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ragmen, ¢esitli baliklarin solungag, bobrek, ve bagirsaklarinda GST
aktiviteleri gosterilmistir (Gallagher ve Di Giulio, 1992; Al-Ghais
vd., 1999; Pérez-Lopez vd., 2000).

Ksenobiyotiklerin faz II biyotransformasyonuna katkida
bulundugu disiiniilen GST’ler, GSH’in ¢esitli elektrofilik
maddelerle konjugasyonunu katalize eder ve lipid peroksitlerin
parcalanma {riinlerini GSH'ye baglayarak oksidatif hasarin
onlenmesinde rol oynar. Bu calismada 7. Giin 1 mg/L. ZnONP ve 4
mg/L ZnSO4BP gruplarinda kontrole gére GST ekspresyonlarinda
fazla uyarilmalar saptanmistir (P<0,05). Chae vd. (2009), diisiik
AgNO3 dozlarmin, yiiksek dozlara gore daha yiiksek GST mRNA
seviyelerine yol ac¢tigin1 ve her iki durumun da zamana bagl
oldugunu bildirmistir. Lee vd. (2008), eser metallere maruz
birakildiginda deniz kopepodunda (7igriopus japonicus) GST
izoform genlerinin ekspresyonunu inceledigi c¢alismada, Ag’nin
cogu GST mRNA'sinda diisiik konsantrasyonlarda (4-12 pg/L)
onemli Olclide artislara neden olmus ve bazi GST izoformlar
zamana bagli bir yanit géstermistir. Ayn1 LCso oranlarinda (%5 ve
%10) ZnONP ve ZnSO4BP konsantrasyonlar1 etkisine birakilan
baliklar arasindaki gen ekspresyon modellerindeki Onemli
farkliliklar, bu iki ¢inko formunun farkli toksik etkilerini de ortaya
koymaktadir.

15. glinde ZnONP ve ZnSO4BP partikiillerinin her ikisinde
de kontrol grubuna gore zamana ve partikiil biiyiikliigiine bagh
olarak anlamli azalmalar saptanmistir. Meiler vd. (2021), O.
mykiss’te farkli dozlarda c¢inko besin takviyelerinin GST gen
ekspresyonlarint baskiladigini bildirmistir. 15. giin 2 mg/L ZnONP
grubunda GST ekspresyonlarindaki azalma (2,5 kat) gozlenirken, 8
mg/L ZnSO4BP gen ekspresyonunda artis (4 kat) gozlenmistir.
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5. Karaciger Dokusunda HSP70 Genine iliskin
Ekspresyon Bulgular:

1 ve 2 mg/L ZnONP ve 4 ve 8 mg/L ZnSO4BP’lerinin
subletal konsantrasyonlarinin etkisinde 7, 15 giin siiresince O.
niloticus’ta  karaciger = dokusunda ~ HSP70  geni  rolatif
ekspresyonlarinin 7. giin 2 mg/L ZnONP grubu hari¢ tiim gruplarda
kontrol grubuna gore degisiklik gosterdigi, bu degisikliklerinde tiim
gruplarda istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (P<0,05).
O. niloticus’ta  karaciger dokusunda HSP70 geni rolatif
ekspresyonlar1 Tablo 12 ve Grafik 11°de sunulmustur.

Tablo 12. Cinkonun farkli boyut ve subletal konsantrasyonlarinin
etkisinde O. niloticus 'un karaciger dokusunda p-Aktin’e kiyasla
HSP70 geni rolatif ekspresyon seviyeleri

SURE (GUN)
DERISIM 7. Giin 15. Giin

(X +S%) (X +S%)
Kontrol 0,97+0,05% 1,010, 14
1 mg/L ZnONP 0,67+0,09" 0,530, 13
2 mg/L ZnONP 1,16+0,18™ 0,40+0,11
4 mg/L ZnSO,BP 1,55+0,23% 0,39+0,12%
8 mg/L ZnSO4BP 0,79+0,10% 0,64+0,215

* Duncan; ab,c,de harfleri ZnONP ve ZnSO.BP’lerin farkli subletal
konsantrasyonlarimin, x ve y harfleri ise etkide kalma siiresi arasi ayrimi

belirtmek amact ile kullanilmistir. Farkli harfler ile gosterilen veriler arasinda

P<0,05 diizeyinde istatistiksel ayrum vardir.

X + Sg= Aritmetik ortalama + Standart sapma
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Grafik 11. Karaciger dokusuna iliskin HSP70 geni rolatif
ekspresyon seviyeleri

Is1 sok proteinleri organizmayi ¢evresel ve biyolojik kokenli
streslerden koruyan ve stres aninda bulundugu hiicrede miktari artan
proteinlerdir. Is1 sok proteinleri, hiicrenin stres varliginda
olusturduklar1 kendini koruma mekanizmasidir. Yani herhangi bir
hiicresel yapisina ya da genetik materyale (DNA, RNA) zarar
olusturmamasi i¢in Trettikleri proteinlerdir. Bu nedenle bu
proteinlerin yiliksek miktardaki tretimi hiicrenin stres altinda
oldugunun en biiyiik gostergesidir (Bener vd., 2018).

HSP70 ailesi organizmalar i¢in hiicre savunmasinda onemli
bir rol oynar ve hiicresel strese duyarliligi ve hizli tepkisi nedeniyle
bir biyobelirte¢ olarak yaygin sekilde kullanilir (Chen vd., 2009). Bu
caligmada 15. giin 2 mg/L ZnONP ve 4 mg/L ZnSO4BP gruplari harig¢
tiim gruplarda HSP70 gen ekspresyonlarinda kontrol grubuna gore
azalma gostermistir (P<0,05). HSP70 gen ekspresyonlariin kontrol
grubuna gore anlamli derecede diisiik olmasi, ¢cogu antioksidan
enzim gen ekspresyonlarinda buldugumuz (CAT ve SOD (15. giin),
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GPx, GST (7. ve 15. giin) baskilanmalarla tutarlilik géstermektedir.
Artan HSP70 seviyeleri, HSF'lerin gen promoter bolgelerindeki 1s1
soku elemanlar ile etkilesime girerek HSP70 proteinlerinin denatiire
proteinlerin konformasyonunu yeniden olusturmak veya bunlarin
bozulmasinmi kolaylastirmay1 saglamaktadir (Pockley, 2003; Wang
vd., 2011). HSP70'in baskilanmasi ise siklikla uyarilmasindan daha
toksik bir tepkiye isaret etmektedir (Arts vd., 2004). Benzer sekilde
Wang vd. (2020) Cu ve Cut+Zn etkisindeki Nil tilapyalarinda
baskilanan HSP70 gen ekspresyonlarin1 yogun stres gostergesi
olarak  bildirmistir. Kumar vd. (2023), Pangasianodon
hypophthalmus’a ZnNP yem ilavesinin HSP70 gen ekspresyonunda
baskilanmaya yol agtigini bildirmistir. ZnONP ve ZnSO4BP’nin O.
niloticus karaciger dokusunda sebep oldugu oksidatif stres
sonucunda NF-kB'nin etkilerini artirmaktan sorumlu olan
glukokortikoid reseptdr protein komplekslerinin olusumunda hayati
bir rol oynayan (Kanelakis vd., 1999) HSP70 mRNA'nin azalmasi,
tilapyanin  bagisiklik sisteminin de zayiflamasina da sebep
olmaktadir (Wang vd., 2020).

Esansiyel bir metal olan c¢inko, baliklardaki biyolojik
fonksiyonlarda oOnemli rol oynar. Cinko biiylimeyi, enzim
aktivitelerini ve protein metabolizmasini etkilemektedir (Watanabe
vd., 1997; Wang vd., 2020). Diger taraftan Zn'nin asir1 seviyeleri
organizmalar i¢in zararlidir. Zn'min asir1 emilimi, suda yasayan
hayvanlarda lireme performansini, bilylimeyi ve diger minerallerin
kullanimin1 engelleyebilir (Jeng ve Sun, 1981; Shiau ve Jiang,
2006). Yiksek Zn seviyeleri baliklarda ROS olusmasina neden
olabilir (Zheng vd., 2011). Yogun ROS iiretimi, oksidatif strese ve
biyolojik molekiillerin (yani lipit, DNA ve proteinler) hasarina yol
acacak ve bu da lipit peroksidasyonuna, DNA eklentilerinin
olusumuna, protein par¢alanmasina ve amino asit modifikasyonuna
neden olacaktir (Joshi vd., 2011). Bu ¢calismada, 1 ve 2 mg/L ZnONP
ve 4 ve 8 mg/L ZnSO4BP etkisine birakilan O. niloticus’ta 7. giinde
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SOD, CAT, GST (1 mg/L ZnONP ve 4 mg/L ZnSO4BP gruplarinda),
HSP70 (4 mg/L. ZnSO4BP grubunda) gen ekspresyonlarinda kontrol
grubuna kiyasla koordineli bir uyarilma gozlenmistir ve bu
uyartlmalarin karaciger dokusunda oksidatif hasara karsi koruyucu
bir rol olabilecegi diisiiniilmektedir.

Zn"?, Ca™ gecgirgen AMPA/kainat kanallar1 araciligiyla
mitokondriyal ROS iiretimini tetikleyebilir (Sensi vd., 1999) ve
lipoamid dehidrojenaz aktivitelerini bastirabilir (Gazaryan vd.,
2002), ardindan oksitlenmis lipidler ve proteinlerde ciddi bir artisa
neden olabilir (Lemire vd., 2008) ve mitokondri fonksiyon
bozukluguna neden olmaktadir (Dineley vd., 2005). Antioksidan
sistem asirt ROS ve H»O:'yi ortadan kaldiramadiginda veya
notrlestiremediginde,  lipit  peroksidasyonu  ve  protein
karbonilasyonunun birikmesi nedeniyle oksidatif hasar riski artar, bu
da enzim aktivitelerini azaltabilir ve hatta enzimleri bozabilir.
(Zhang vd., 2008). 1 ve 2 mg/L ZnONP ve 4 ve 8 mg/L ZnSO4BP
etkisine birakilan O. niloticus’ta 7. giin ve 15. giinde GPx, GST (7.
giin 1 mg/L ZnONP ve 4 mg/LL ZnSO4BP gruplar1 hari¢) ve HSP70
gen ekspresyonlarinda (7. giin 4 mg/L ZnSO4BP grubu harig); SOD
ve CAT gen ekspresyonlarinda ise 15. glinde kontrol grubuna kiyasla
koordineli bir baskilanma goézlenmistir (P<0,05). Bunun da uzun
stireli etkide kalma siiresine bagli olarak ¢inkonun nano ve bulk
formlarinin antioksidan-prooksidan dengesinin bozularak deney
gruplarina  ciddi  hasarlar  verdiginin  gostergesi  oldugu
diistiniilmektedir. Prooksidanlar antioksidan enzimlerin yapisini
bozarak mRNA ekspresyonlarinda azalmaya sebep olmaktadir
(Moreno vd., 2005).

Nanopartikiillerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri yalnizca
element kompozisyonuna degil, ayni zamanda yiizey alanlari,
sentezleri ve ¢evresel kosullara (pH, sicaklik, oksidasyon, 151k vb.)
bagli olarak degisiklik gostermektedir (Borm ve Miiller-Schulte,

2006). Bu nedenle, nanomalzemeler iizerine yapilan arastirmalarin
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sonuglar1 kesin degildir ve ayn1 tiir nanoparcaciklarla ilgili bulgular,
cogu durumda farklilik gdstermektedir (Hao ve Chen, 2012). Bu
calismada ZnONP’lerinin, ZnSO4BP’lerine gore LCso degeri
belirlenirken daha diisiik dozda LCso degerine (ZnSO4BP LCso
degerinin %25’1) sahip oldugu, karaciger dokuda ZnSO4BP
gruplarina goére daha fazla ¢inko birikimine sebep oldugu tespit
edilirken; bazi antioksidan gen ekspresyonlar1 parametrelerinde bulk
cinko stilfat partikiillerinin daha fazla baski ya da uyar1 yaptigi
saptanmustir. Insan sagligim dogrudan etkileyen sucul ekosistemler
iizerinde toksik etkileri tam olarak anlasilamayan nanopartikiiller
iizerine daha fazla ¢alisma yapilmasi gerektigi tespit edilmistir.

SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismanin temel amaci, ZnONP ve ZnSO4BP’lerinin
balik  karaciger  dokusunda  karsilastirmali  toksisitesini
degerlendirmektir. 96 saatlik LCso analizlerinin sonucunda
ZnONP’nin, ZnSO4BP'ne gore daha diisiik dozda LCso degerine
(%25 daha az) sahip oldugu saptanmistir. ZnONP’lerinde 15 giin
subakut konsantrasyonlar etkisine birakilan baliklarda birikimin
daha fazla oldugu ve bazi oksidatif stres etkilerinin daha yogun
oldugu saptanmistir. Bununla birlikte bazi enzim ekspresyonlarinda
ise bulk partikiillerde ¢ok daha yogun ekspresyon farkliliklari
belirlenmistir. Bu ¢alismanin sonuglari, farkli boyutlardaki metal
partikiillerinin karaciger dokusunda biriktigini, canli organizmada
sebep oldugu toksik etkileri ve partikiil boyutlarinin farkli toksik
cevaplara yol acgtigini gostermistir. Calismanin bulgulari, baliklarda
SOD, CAT, GPx, GST antioksidan enzimlerinin ve HSP70’in
molekiiler diizeyde incelenmesinin, nano ¢inko oksit ve bulk ¢inko
stilfat partikiillerinin toksisitesinin biyobelirtecleri olarak etkili bir
sekilde kullanilabilecegine dair daha Onceki  bulgulan
dogrulamaktadir.
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Son yillarda oksidatif stres toksikolojinin énemli bir konusu
haline gelmis ve giderek daha fazla ilgi gormeye baslamistir.
Oksidatif stresin, ozellikle oksidatif stres tiretebilen bir¢ok kirletici
icin desarj alan1 olan sucul ekosistemlerin ekolojik 6neme sahip
oldugunu gosteren kanitlar artmaktadir. Bu ¢alisma ayni zamanda
baliklarin 6nemli biyoindikatorler olarak hizmet edebilecegini ve
oksidatif stresin anlasilmasinda yararli alternatif modeller olarak
kullanilabilecegini vurgulamaktadir. Baliklarla yapilan ¢alismalar,
aragtirmada kullanilan memelilerin sayisin1 azaltma/kaginma,
maliyet etkinligi ve c¢aligma basina organizma sayisini artirarak
istatistik agidan deney sonuglarinin dogruluk oraninin artmasina
olanak tanimasi gibi 6zellikleri nedeniyle oksidatif stresi incelemek
icin c¢esitli avantajlara sahiptir. Bu anlamda balik modellerinin
oksidatif stresi incelemek ve cevre sorunlarini insan sagligi ve
ekolojik ac¢idan degerlendirmek icin de kullanilabilecegi sonucuna
varilmstir.

Metal nanopartikiillerinin kullanimindaki hizli artig, bu
partikiillerin ¢evreye kontrolsliz salinimina yol agmaktadir. Son
zamanlarda antropojenik aktiviteler tarafindan saliman bu
partikiillerin etkisinde kalmasi nedeniyle sucul ekosistemler ve sucul
organizmalarin besin zincirinde riske neden olmaktadir. Artan
taleplere bagli olarak yogun fretimi yapilan nanopartikiillerin
cogunun sucul ekosistemlere karisabilme ihtimali, bunlarin sudaki
toksisitesine yonelik biiyiik endiseler dogurmaktadir. Uretilen
metaloksit NP'lerin yaygin olarak uygulanmasi, karada ve suda
yasayan organizmalarin  glivenligi  konusundaki  endiseleri
artirmaktadir. NP'lerin artan {iretimi ve uygulamalar1 nedeniyle
cevreye salinmalar1 kaginilmaz olacaktir; bu da onlarin ¢evredeki
sonuclarinin ve davraniglarinin daha i1yi anlagilmasini gerektirir.
Dogal cevresel parametrelerin NP toksisitesi ve toksik etki
mekanizmasi iizerindeki etkisini incelemek i¢in daha fazla
calismaya ihtiya¢ vardir. Bu c¢alisma, metaloksit NP'lerin bulk
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partikiillere gore daha yogun olan ¢evresel etkileri ve saglik
iizerindeki etkilerini vurgulamaktadir.

Veriler analiz edildiginde ¢inko NP’lerinin, ¢inko BP’lerden
daha giiclii toksisiteye sahip olabilecegi, ¢inkonun her iki partikiil
biiyiikliigiinde de (BP'ler ve NP'ler) balik saglig1 iizerinde zararh
etkileri olabilecegi ve balik Oliimlerine yol acabilecegi sonucuna
varilabilir. Bu veriler, toksikolojik etkilerini yorumlayabilmek icin
Zn NP'ler hakkinda yeni bilgiler eklemektedir. Bu durum, Zn (BP ve
NP)’lerin dogal ortamlarda yeterli seviyeye ulagsmasi durumunda
cevresel biyota i¢in 6nemli risk olusturabilecegini gdostermektedir.
Bununla birlikte, bu malzemeye yonelik risk degerlendirmesi ve
yonetimi i¢in Zn NP ekotoksisitesinin kapsamli bir sekilde
anlagilmasi i¢in doldurulmasi gereken ¢esitli bilgi bosluklart vardir.

Nanomalzemelere iliskin mevzuat, toksikolojik bilgi
eksikligi ve alanin yeniligi nedeniyle sinirlidir. Ancak, ylizey ve yer
alti su kaynaklarmmin kirlenmesini azaltacak uygun bertaraf
mekanizmalarinin  gelistirilmesine izin vermek igin potansiyel
"kirleticilerin" sonuglarin1 ve etkisini anlamamiz ¢ok énemlidir. Bu
caligmanin sonuglari, yiizey veya yer alti sularina salinmalari
ekosistem sagligina zararli etkiler yaratabilecegi saptanan bu
bilesiklerin (ZnONP ve ZnSO4BP) her biri i¢in kontrollii kullanim
ve giivenli imha protokollerine duyulan ihtiyaci vurgulamaktadir.
Artan yogun kimyasal kullaniminin cevresel etkilerini gosteren
bilimsel ¢aligma sonuglart iireticiler, kullanicilar ve diizenleyiciler
tarafindan dikkate alinarak diizenlemeler getirilmeli ve bunlara
ciddiyetle uyulmasi saglanmalidir.

Tesekkiir: Bu tez ¢alismasi, MEU. Bilimsel Arastirmalar Birimi
tarafindan 2018-1-TP3-2812 numarali proje ile desteklenmistir.
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