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Bu arastirmada CuO NP ve CuSOs’iin 0.1 ve 1.0 mg/L derisimlerinin 7 ve 21 giinliik
stirelerle etkisine birakilan Oreochromis niloticus ’un karaciger, bagirsak, solunga¢ ve kas
dokularinda bakir birikimi, Na *, K * Ca*?ve Mg*?iyon diizeyleri ve Na*/K*-ATPaz aktivitesi iizerine
etkileri incelenmistir. Bu ¢alismada CuO NP ve CuSOs’1n etkisine birakilan baliklarin dokularinda
bakirin birikimi ortamdaki bakir derisimi ve siirenin artmasiyla artmistir. En yiiksek bakir birikimi
karaciger dokusunda olmus, bunu bagirsak, solungag ve kas dokusu izlemistir. Denenen tiim sartlarda
CuO NP’lerin etkisine birakilan baliklarin dokularindaki bakir birikimi, CuSO4’1n etkisine birakilan
baliklara oranla daha yiiksek diizeyde oldugu bulunmustur.

Doku iyon (Na*, K*, Ca*?, ve Mg*?) diizeyleri CuO NP ve CuSO; tarafindan etkilenmistir.
O. niloticus’da 21 giinliik etki siiresi sonunda denenen CuO NP ve CuSOs ortam derisimleri
karaciger, bagirsak, solunga¢ ve kas dokusu Na* ve K* diizeylerini azaltmistir. O. niloticus’da 21
giinliik etki siiresi sonunda denenen CuO NP ve CuSQs ortam derisimleri karaciger ve solungag
dokusu Ca*? diizeyini azaltirken, bagirsak ve kas doku Ca*? diizeyini ise artirmustir. CuO NP ve
CuSO, konsantrasyonlar1 O. niloticus'un karaciger, barsak ve solunga¢ dokularinda Mg*?
diizeylerinde azalmaya, kas dokusunda ise artisa neden olmustur.

O. niloticus’da CuO NP ve CuSO. dokularda Na*,K*-ATP az aktivitelerinde degisiklige
neden olmustur. Denenen tiim ortam derisimlerinde, CuO NP ve CuSO, etkisinde Na*,K*-ATP az
aktivitesi karaciger, bagirsak, solunga¢ ve kas dokusunda bir azalma gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Bakir, Nanopartikiil, Birikim, Iyonlar, ATPaz, O. niloticus
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ABSTRACT

In this study, copper accumulation in liver, intestine, gill and muscle tissues of Oreochromis
niloticus, which was exposed to 0.1 and 1.0 mg/L concentrations of CuO NP and CuSO, for 7 and
21 days, and Na*, K*, Ca*? and Mg*? ion levels and the effects on Na*/K*-ATPase activity were
investigated.

In this study, copper accumulations in the tissues after to CuO NP and CuSO, for 7 and 21

days increased with increasing concentrations of copper and time in the medium. The highest
accumulation occured in the liver followed by intestine, gill and muscle. It was found that the copper
accumulation in the tissues of fish exposed to CuO NPs in all tested conditions was higher than those
of fish exposed to CuSQ..
Our data show that tissue ion (Na*, K*, Ca*? ve Mg*?) levels effected by CuO NP and CuSQO,.. Inall
the concentration of CuO NP and CuSOQ, the end of the 21" day Na* and K* levels in the liver,
intestine, gill and muscle of O. niloticus were decreased compared with control. After 21 days of
CuO NP and CuSO4exposures tissue Ca++ levels showed an decrease at gill and liver tissues and a
increase in intestine and muscle tissue of O. niloticus. CuO NP and CuSO4 concentrations caused a
decrease in Mg*? levels in the liver, intestine and gill tissues while an increase in muscle tissue of
O. niloticus.

In tissues of O. niloticus, Na*,K*-ATP ase activities were altered by exposure CuO NP and
CuSQq. In all the concentrations tested, CuO NP and CuSO. caused a decrease in Na*,K*-ATP ase
activity in the liver, intestine, gill and muscle tissues

Key Words: Copper, Nanoparticle, Accumulation, lons, ATPase, O. niloticus
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1. GIRIS

Kirletici maddelerin g¢evreye birakilmasi antropojenik faaliyetlere bagli olarak ortaya
cikabilmekte buda, toprak, su ve hava kirliligi yaratarak organizmalarin sagligin tehdit etmektedir.
Agir metaller, su kolonunda ve sedimentlerde goriilen ve bir¢ok organizmanin dokularinda biriken
diinya ¢apindaki en yaygin kirletici siniflarindan biri olarak bilinir. Agir metaller, toksisiteleri,
biyolojik olarak parcalanabilmelerinin zor olmasi1 ve organizmalarda birikme egilimleri nedeniyle su
ortaminin ciddi kirletici maddeleri olarak kabul edilirler. Madencilik, sanayi ve tarimsal faaliyetler,
suda metal konsantrasyonlarina artisina neden olmakta ve bu da subletal konsantrasyonlarda bile su
ortaminda zararl etkilere neden olmaktadir. Sucul organizmalar, suda bulunan dogal bilesiklerin
etkilerine adapte olmakla birlikte, agir metal, pestisit gibi ¢esitli kirleticilere maruz kalabilirler. Su
ekosistemlerinin kirlenmesine neden olan agir metallerin yaygin kullanimi, ¢evre i¢in biiyiik bir
tehdit olusturmaktadir. Su ekosistemlerinin biyo-izlenmesi, agir metaller gibi kimyasallarin
artmasina bagl olarak gittikce 6nem kazanmaktadir. Metal iyonlari, hiicresel yapilar1 bozan veya
metabolik fonksiyonu etkileyebilecek muhtemel mekanizmalar ile organizmalara hiicresel diizeyde
zarar verebilir. Metal iyonlar1 gerekli metabolik kofaktorlerin yerini alabilir, hiicrenin kimyasal
bilesimini degistirebilir, hiicrelerdeki makromolekiillere, 06zellikle enzimlerle baglanarak
aktivitelerini degistirebilirler. Agir metaller, akuatik canlilarda solunum ve osmoregiilasyon
sistemini bozabilmekte (Bjerregoard ve Vislie 1986), baliklarin fizyolojik aktivitelerini etkileyerek
doku ve organlarina zarar verebilmekte, beslenme ve iireme fonksiyonlarini olumsuz ydnde
etkilemekte ve baliklarda fonksiyonel ve yapisal degisikliklere neden olabilmektedirler (Gabryelak
ve ark., 2000).

Bakir dogada en ¢ok bulunan gecis metallerinden biridir ve metabolik fonksiyonlar igin
organizmalar tarafindan kiiciik dozlarda gerekli olan 6nemli bir eser metaldir, ancak viicuda alinan
konsantrasyonu fizyolojik/biyokimyasal detoksifikasyon kapasitesini agsmasi durumunda potansiyel
olarak toksik olmaya baslar (Rainbow, 1992). Bakir (Cu), basta tel, diger elektrikli tiriinler ve sihhi
tesisat borular1 iiretiminde yaygin olarak kullanilan bir metaldir (Lander ve Reuther, 2004). Dogal
kirli olmayan sularda bakir diizeyleri genelde gok diisiik olup 0,5 ila 1 pg/L diizeyindedir (Moore
and Ramamoorthy, 1984). Bununla birlikte, endiistriyel gelisme, su ortaminda bakir diizeyinin
stirekli olarak artisina neden olmustur. Son 100 yilda kiiresel iiretim katlanarak artmistir (Lander ve
Reuther, 2004) ve artan {iretim ile birlikte daha fazla miktarda Cu, alic1 sulara girmekte ve yiiksek
konsantrasyonlarda toksik olmasi nedeniyle su organizmalarini etkilemektedir (Pyle ve ark., 2005).
Baliklarda toksik etkiye neden olan Cu diizeyleri tiire ve yasam evrelerine gore degisirken, suyun
kimyas1 da bu toksik etkide 6nemli bir rol oynar (Taylor ve ark., 2000). Kronik Cu'ya maruz kalan
baliklarda, istah kaybi, bilyiime baskilanmasi, iyon regiilasyonunda bozukluk gibi cesitli fizyolojik
ve davranigsal degisiklikler goriilmektedir (Taylor ve ark. 2000).



Bakir (Cu), hiicresel metabolizmada énemli bir rol oynamaktadir. Cu, hemoglobin sentezi,
kemik olusumu, sinir sisteminde miyelin bakimi ve temel enzimlerin (sitokrom oksidaz, dopamin
hidroksilaz ferroksidaz ve tirozinaz gibi) birincil bir bileseni olarak ¢ok sayida biyolojik proseslerde
onemli bir rol oynamaktadir (Tan ve ark., 2011). Bakir, sitokrom C oksidaz da dahil olmak iizere
birgok enzim icin bir kofaktdrdiir ve bu nedenle tiim 6karyot hiicrelerinde solunum i¢in gereklidir
(Linder ve ark., 1998). Solunum enzimi sitokrom oksidaz dahil yapilarinda bakir bulunmasi gereken
en az 2 major protein vardir (Hassall ve Dangerfield, 1990). Bakirin redoks 6zelligi bu elementi
zehirli hale getirir. Suda yasayan organizmalar bakir1 dogrudan sudan alabilir ve ortamdaki bakir
konsantrasyonlarinin yiikselmesi, cesitli dokularda bakir birikimine neden olabilir (Grosell and
Wood, 2002; Kamunde et al., 2002). Cu baliklarda karaciger siiperoksit dismutaz ve kalp sitokrom
oksidaz aktivitelerini azaltmaktadir (Lall, 2002). Bakirin gereksinimi ve toksisitesi arasindaki sinir
cok hassastir ve ¢esitli endojen ve eksojen faktorlere baglidir (Weber ve ark., 1992). Hayvanlarin
toksik maddelere toleransi, bazi1 endojen (yani satha, tiirler, fizyoloji) ve eksojen (yani sicaklik,
tuzluluk, alkalilik) faktorlere gore degisir.

Nanoteknoloji diinyadaki gelismekte olan ve dinamik olarak gelisen teknolojilerden biridir
ve piyasa 1000'den fazla nano iiriine sahiptir (Arora ve ark., 2011). Son on yilda, nanoteknolojinin
hizla gelismesi, mithendislik nanopartikiillerinin (NP) potansiyel ekolojik riskleri ile ilgili ¢evresel
kaygilar1 biiyiik ol¢lide artirmistir (Syberg and Hansen, 2016). Birgok endiistriyel proseste genis
uygulama alanlar1 bulma nedeniyle nano partikiiller (NP'ler) giderek daha fazla iiretilmekte ve besin
ve organik maddelerden kirleticilerin uzaklagtirllmasina kadar bir ¢ok alanda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Sanchez ve ark., 2012). Metal oksit NP'ler (MNP'ler) en ¢ok kullanilan
miihendislik nanomateryalleridir (Vance ve ark., 2015).

Nanomateryallerin kisisel, ticari, endiistri, tarim, medikal ve askeri uygulamalarda kullanilan
yiizlerce iirlinii bulunmaktadir (Griffitt ve ark., 2007; Klaine ve ark., 2008). Bununla birlikte, kii¢iik
boyutlarindan dolay1, nanomateryallere maruz kalma ile iliskili risk bulunmaktadir; ¢linkii bu
nanomateryaller, minyatiir 6l¢egiyle hiicre zar1 i¢ine serbestge girebilir ve bunlarin girisi, materyal,
boyut ve organizmaya bagl olarak degisim gostermektedir. (Monfared ve Soltani, 2013). NP'lerin
su ortamindaki gelecegi, biyotik ve abiyotik bilesenlerle olan etkilesimleri ve zarara neden olma
potansiyelleri hala tam olarak anlagilamamistir ve bu belirsizlikler, insan ve ¢evre sagligina yonelik
riskler konusunda endiseler yaratmaktadir (Scown ve ark., 2010).

Genis ylizey alam1 ve reaksiyon aktivitesi gibi benzersiz Ozelliklerinden dolay1
nanopartikiiller (NP) son yillarda hemen tiim alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. NP, dogal
veya sentetik, amorf ve yar1 kristal yap1 olusturabilirler ve genelde 1 ila 100 nm arasinda bir boyuta
sahip materyallerdirler (Roco, 2003). Bu materyallerin boyutlar1 ¢ok kii¢iik oldugundan (6zellikle 20
nm'den kiiciik olanlar) miikemmel optik, manyetik ve kimyasal dzellikler gosterir. Metal oksit igeren
nanopartikiiller, nanomateryallerin en ¢ok kullanilan grubudur (Chen ve ark., 2014). Ek olarak,

fiziksel ve kimyasal 6zellikleri sadece element bilesimine degil, ayn1 zamanda ylizey kaplamasina,



sentez ve ¢evre kosullarina (pH, sicaklik, oksidasyon ve 1s1k olusumu) bagli olarak degisir (Borm ve
ark., 2006). Metal oksit nanopartikiilleri (NP), ¢esitli ticari iiriinlerde en ¢ok kullanilan NP'ler
arasindadir ve bu da insan ve cevre sagliginda olumsuz etkiler olusturmasi endiselerine yol
agmaktadir (Aschberger ve ark., 2011). Metal oksit NP'lerinin kullaniminin artmasi, bu pargaciklarin
su ortamina birakilmasina neden olmaktadir. NP'lerin ¢evre ve su organizmalar iizerindeki olumsuz
etkileri son yillarda dikkat ¢ekmektedir (Farre ve ark., 2009).

Yiiksek diizeyde termal ve elektriksel iletkenligi olmasi nedeniyle metal oksit
nanopartikiilleri arasinda CuNP en yaygin kullanilan nanopartikiillerden biridirir. Bakir bazli metal
oksit nanopartikiilleri (nano CuQO) son zamanlarda elektronik ve tedavi biliminde (terapétiklerde)
genis kullantmi nedeniyle biiyiilk 6nem kazanmustir; 6rnegin, nano CuO, 1s1 transferli nano
akiskanlarda, solar hiicrelerde, pillerde ve yari iletkenlerde yaygin olarak kullanilmaktadir (Ren ve
ark., 2009; Bondarenko ve ark., 2013). Bakir oksit nanopartikiilleri (nano CuQO) antibakteriyel,
antiviral ve antifungal 6zelliklere sahip olmasi nedeniyle yaygin olarak antimikrobiyal ilaglarda
kullanilmakta ayrica endiistride iletken filmlerde, yaglayici maddelerde ve elektronik cihazlarda
kullanilmaktadir (Cheon ve ark, 2012; Longano ve ark., 2012). Nano CuO ayrica karbon monoksitin
oksidasyonunu saglamak i¢in en umut verici ¢evresel katalizorler arasindadir (Wang ve ark. 2009).
Nanoteknolojideki diinya ¢apindaki ilerlemeden dolayr son birkag yildan beri yogun nano CuO
iretimi ve kullanimi, bu materyalin dogal sulara salinim olasiliginm arttirmistir (Kaegi ve ark., 2008).

NP'lerin biyolojik toksisitesi, biiylikliik, yiizey alan1 ve yiizey modifikasyonu gibi bircok
fizikokimyasal 6zellik ile yakindan iliskilidir (Abdel-Khalek ve ark., 2016). Alict sularin dogasina
bagli olarak, NP'er, tek parcaciklarin kararli kolloidal siispansiyonlarimi olusturabilir veya
kiimelenmis veya kaynasmis hale gelebilirler (Nowack ve Bucheli, 2007). Bu 6zellikler biyolojik
sistemlerle olan etkilesimlerini de etkiler; NP'ler hiicre zarlarimi difiizyon veya endositoz yoluyla
gecebilirler ve mitokondri gibi hiicre i¢i organellerde birikebilirler (Lynch ve ark., 2006; Srikanth ve
ark., 2016). Son zamanlarda, bakir oksit (CuO) NP'lerin organizmalarin hayatta kalmasi ve bilytimesi
iizerinde olumsuz etkileri oldugu gosterilmistir (Nations, ve ark., 2011; Soliman ve ark., 2021). Cu
NP toksisitesinin mekanizmalar1 ve serbest metal iyonunun bulunup bulunmadigi bilinmemektedir.
Cozlinmiis bir Cu fraksiyonu Cu NP'lerden serbest birakilmis olabilir (Shaw ve ark., 2012).
Gokkusagi alabaligi ile yapilan bir ¢alismada CuSO4 (100 pg/L), ayn1 miktarda Cu NP’den daha
toksik oldugu saptanmis olup, CuS0s % 100 mortaliteye neden olurken, Cu NP'lerin ayni
konsantrasyonu 10 giin boyunca sadece% 19 mortaliteye neden oldugu belirtilmistir (Shaw ve ark.,
2012). CuS04’tin etkisinin Cu NP'lere kiyasla daha biiyiik olmasina ragmen, subletal etkileri
benzerlik gostermektedir. (Griffitt ve ark., 2007). Bakir nanopartikiilleri, genis bir uygulama
yelpazesi ile ¢dzlinmeyen bakir formudur (Shaw ve Handy, 2011). Suda ¢6ziinmez olmasina ragmen,
bakir nanopartikiilleri, kii¢iik partikill boyutu nedeniyle ¢evredeki suya bakir iyonlari salgilarlar
(Shaw ve Handy, 2011). Bakir nanopartikiillerin suda yasayan organizmalar iizerinde bakir
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iizerinde solunga¢ ve karacigerden daha fazla olumsuz etkisi oldugu bulunmustur; halbuki bakir
stilfat solungac ve karaciger iizerinde bagirsaklara gore daha fazla olumsuz etkiye sahiptir (Wang ve
ark.,, 2014; Wang ve ark., 2015). Danio rerio embriyolar1 iizerine iyonik bakir, esit
konsantrasyondaki bakir nanopartikiillerine gore daha az olumsuz etkiye sahiptir (Bai ve ark., 2010).
Ayrica, bakir nanopartikiilleri ve iyonik bakir Oncorhynchus mykiss dokularina benzer sekilde zarar
vermislerdir (Al-Bairuty ve ark., 2013).

Cu NP'ler, plazma membranini gegerek hiicresl organellerle etkilesime girerek oksidatif stres
yaratma kabiliyetine sahiptir (Fahmy ve Cormier, 2009; Melegari ve ark., 2013) ve balik karaciger
ve solungaclart gibi dokularinda birikebilir (Griffitt ve ark., 2007; Wang ve ark., 2013). Cu NP'lerin
¢Oziinmesi ve Cu iyonlarinin salinimi, zebra balig1 (Griffitt ve ark., 2009;) ve gokkusagi alabaliginda
Cu birikimine ve biyoaktiviteye neden oldugu belirtilmistir (Shaw ve ark., 2012). Cu NP'lerin
karacigerde nekrozu indiikledigi ve solungaglardaki siniizoidal alanlar1 degistirdigi gosterilmistir
(Griffitt ve ark., 2007; Al-Bairuty ve ark., 2013). Cu NP'ler normal bronsiyal iyonoregiilasyon
homeostazisini bozar ve elektrolitlerin kandan solungag epiteliyle sizmasina (disar1 atilmasina) ve
daha sonra kardiyovaskiiler cokmeler nedeniyle 6liime neden olabilir (Handy, 2003). Bu bakimdan,
Cu NP'lerin yenilebilir bir balik kullanarak etkisini arastirilmasi énemlidir.(Gupta ve ark., 2016).

Metaller absorbsiyon, regiilasyon, depolanma ve bosaltim mekanizmalarina gore, cesitli
balik dokular1 farkli birikim oranlar1 gostermektedirler. Her dokuda metal konsantrasyonu temel
olarak maruz kalan tiire (Roach ve ark. 2008), metal ¢esidine (Vinodhini ve Narayanan 2008) ve
etkide kalma siiresine (Grosell ve ark.,2006) baglh olarak olarak degisir. Birgok balik tiiriinde
karaciger ve bobrek dokusu, metal iyonlarini baglayan metalotiyoinlerin iiretmeleri ve yliksek
diizeyde metalleri depolamalarindan dolayr genellikle hedef dokulardirlar. Yiiksek metal birikimi,
cevreyle direkt temasta olmasi nedeniyle solungaglarda da ortaya cikabilir. Bu dokudaki metal
birikimi iglevlerinin azalmasina neden olabilir (Rogers ve ark., 2003).

Solungaglar, su ile yakin temasta ince ve genis bir yiizeyi (toplam viicut yiizeyinin yaklasik
% 90") temsil ederler. Gaz aligverisi, iyon regiilasyonu ve metabolik atik iiriinlerinin atilimi olmak
iizere li¢ temel gorevi vardir. Dig ortamla siirekli temastan dolayi, solungaclar sudaki kirleticilerin
ilk hedef dokusudur (Pandey ve ark., 2008) ve suyla taginan bakirin aliniminda en 6énemli yerdir
(Campbell ve ark., 1999). Bakir birikimi ile iliskili olarak, solungag epitelinde ¢esitli histopatolojik
(Sola ve ark. 1995, Arellano ve ark. 2000, Mazon ve ark. 2002) ve fizyolojik parametrelerde
degisiklikler meydana gelir (Monteiro ve ark., 2005). Bakir, solungaglarda mukus {iretimine, hiicre
sismesine ve epitel kopmasina neden olur (Wood, 2001). Bu organdaki hizli bakir birikimi, diger
organlardaki birikimden once olmaktadir (Grosell and Wood, 2002). Bu birikim, solungag
dokusunda Na* ve CI” igin aktif alim mekanizmalarinin bozulmas: (Na*/K*-ATPaz aktivitesinin
inhibisyonuyla), solunga¢ gecirgenliginde bir artis ve oksidatif stres gibi bir dizi olumsuz etkiye yol
acabilmektedir (Eyckmans ve ark., 2010, 2011).



Tatli suda baliklarinda solungaglarda hizli bir Cu birikimi olmakta bunu karaciger, bobrek
ve kas gibi diger dokulardaki birikim izlemektedir (Grosell ve ark., 1998; Grosell ve Wood , 2002).
Karaciger kemikli baliklarda Cu'yu biriktiren merkezi bir organdir ve bu organda biriken Cu’nun
biiyiik bir kismi safra ile atilir (Grosell ve ark. 1996). Memelilerde oldugu gibi, baliklarda da
karaciger, Cu i¢in dnemli bir depolama organidir (Shearer, 1984). Bununla birlikte, memeliler ile
baliklar arasindaki Cu birikim ve toksisitesindeki en biiylik fark, baliklarda bakirin ortamdan
almmasinin hemen hemen sadece solungaclar yoluyla olmasidir (Battaglini ve ark., 1993). Balikta
bu organ toksik hasardan ilk etkilenen organdir ve telafi edici yanitlarin baglatilmasi konusunda kilit
organ olarak diisiiniilmektedir (Lauren ve McDonald, 1987).

Baliklar son derece degerli bir besin kaynagidir ve son zamanlarda gerek tiir ve gerekse
miktar olarak gittik¢ce azaldigi agiktir. Bu azalma nedeniyle baliklarin hayatta kalmasi ve balik ve
diger su canlilar1 i¢in giivenli olmayan ¢esitli kimyasal kirleticilerin diizeylerinin belirlenmesine ilgi
gittikge artmaktadir. Balik, gerekli proteinler, coklu doymamis yag asitleri ve yagda eriyen vitaminler
gibi besinsel degerleri nedeniyle tiim diinyadaki en 6nemli besin kaynaklarindan biridir (Yilmaz ve
ark., 2010). Baliklar, su ortami ile ¢ok yakin iliskidedirler ve dolayisiyla hiicre membrani
bilesenlerine de yansiyabilecek fizikokimyasal degisikliklere ¢ok hassastirlar ek olarak, baliklar
cevresel degisikliklere karsi cok duyarlidir ve bu nedenle baliklarin saglik durumu su ekosisteminin
durumunu yansitmaktadir (Capkin ve ark., 2010; Burkepile ve ark., 2010). Oreochromis niloticus,
en 6nemli yenilebilir tath su kemikli balik tiirlerinden biridir. Ayrica, diger laboratuvar baliklariyla
kiyaslandiginda kirleticilere kars1 daha direngli olmalari, laboratuvarda bakiminin ve kiiltiiriiniin
kolay olmasi ve toksikolojik ¢alismalardaki ksenobiyotiklere olan tepkileri nedeniyle iyi bir biyolojik
model olarak kabul edilmektedir.

Ksenobiyotikler ve biyolojik sistemler arasindaki etkilesimler organizma homeostazisinde
bozulmalara neden olabilir ve etkilenen organizmalarda homeostaziyi koruyan telafi edici
mekanizmalar uyarilabilir. Bu tepkiler hematolojik, biyokimyasal ve histolojik degisikliklerde
gozlenebilir. Bu biyomarkirlar, nanopartikiilleri de iceren cesitli toksik maddelere maruz birakilan
organizmalarin genel saglik kosullarin1 ve toksikantlarin etki sekillerini arastirmak igin
kullanilmaktadir (Priya ve ark., 2015).

Cevresel kaliteyi ve organizmalarin sagligini izlemede kullanilan biyomarkirlar erken tani
araglart olarak da yaygin bir sekilde kullanilmaktadirlar. Su kirliliginin izlenmesin de serum
metabolitleri, iyon regiilasyon bozukluklari, fizyolojik ve biyokimyasal degisiklikler gibi
biyomarkirlar yaygin olarak kullanilmaktadir (DiGiuliove ve ark.,1995; Martinez ve Souza, 2002;
Frrat ve Kargin, 2010). Dokunun veya bir organin veya organizma grubundaki degisiklikler, ¢esitli
biyomarkirlar kullanilarak 6l¢iiliir; burada, elektrolitler ve ATPazlar hassas biyomarkirlar olarak
diisiiniiliir, ¢iinkii suda bulunan metallerin diigiitk bir konsantrasyonu bile iyon regiilasyonunu

bozabilir (McDonald ve ark., 1989; Klinck ve ark., 2005; Sathya ve ark., 2012).



Son zamanlarda biyomarkirlar, organizmalarin fizyolojisi iizerine NP'lerin toksisitesini
belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Klaper ve ark.,2009). Suda yasayan organizmalarin
NP'lere maruz kalmasi, biyokimyasal bozulmalara ve/veya adaptif tepkilere neden olabilir ve bu
biyolojik tepkiler veya biyomarkirlar, sudaki organizmalarin saglik durumunu degerlendirmek i¢in
kullanilirlar (Zhu ve ark. 2008, Binelli ve ark. 2009; Lu ve ark., 2011).

Osmoregiilasyon, ekstraseliiller sivilarda ozmotik dengenin siirdiirilmesinde sucul
hayvanlarin adaptasyonu i¢in gerekli olan temel fizyolojik siiregtir. Tatli su baliklarinda bulunan
ATPazlar, cevresel stres iireten maddelere karsi cok hassastirlar ve agir metalleri de iceren
ksenobiyotiklere verdigi tepkiler genelde degismektedir. Baliklar, iyon alim1 i¢in iki bolgeye sahiptir:
Bunlar solungaglar (iyon tasima hiicreleri veya kloriir hiicrelerini icerir) ve bagirsaklardir. Iyonlar
solungaclar yoluyla dogrudan sudan ve bagirsaklardan igilen su ile alinmaktadir. Besinler bagirsak
emilimi yoluyla diger bir iyon kaynagi olarak kabul edilmektedirler. Baliklarda iyon regiilasyonu,
tim ¢evre kirleticilerine karsi ¢ok hassastirlar ¢iinkii bu kirleticiler solungaglarin iyon islevlerini
bozmastyla ilk toksik etkilerini yapmaktadirlar (Croke ve McDonald, 2002). Ortamda diisiik
seviyelerde bile, suda tasman bakir iyonlar1 (Cu*?) tatli su organizmalari igin toksiktir ve solungag
gibi hedef organlarda histo-morfolojik degisikliklere neden oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir
(Griffitt ve ark., 2009). Bu hasar, balik performansini ve sagligini olumsuz yonde etkileyebilecek gaz
aligverisini, Na* ve CI~ homeostazini ve azotlu atik atilimini bozabilmektedir (Grosell ve ark., 2012).

Su organizmalarinda, hiicre i¢i ve hiicre dis1 iyon regiilasyonu icin sabit i¢ iyon
konsantrasyonunun siirdiiriilmesi gereklidir (Mayer ve ark., 1992). Sodyum, potasyum ve kalsiyum
gibi inorganik iyonlar, bir organizmanin normal metabolik / fizyolojik islevi i¢in 6nemlidir. Na ™ ve
Cl, sirastyla hiicre dis1 sivinin ana katyonu ve anyonudur; K *, hiicre i¢i sivinin ana katyondur
(Forstner ve Wittman, 1983). Bu iyonlarin diizeylerinde herhangi bir dengesizlik, fizyolojik
aktivitelerdeki bozulmay1 gostermektedir. (Sathya ve ark., 2012). Na * ve K * 'nin organizmalar i¢in
gerekli oldugu ve fizyolojik fonksiyonlarin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadig1 bilinmektedir.
Na * ve K * dengesi, hiicre siizme basinci ve sinir uyarilma yetenegini korumak igin énemlidir. Ca*?
¢ogunlukla endoplazmik retikulum ve mitokondrinin depolarindaki hiicre digt Ca*? veya hiicre igi
Ca*2 'den saglanir ve ayrica norolojik bozukluklara katilir ve sinyal iletim yollarina sinyal génderir
(Yamakage ve Namiki, 2002; Ohashi ve ark., 2009). ikinci bir haberci olarak Ca*? hiicrelerde
metabolizma, nekroz, apoptoz ve taginmayi diizenler (Pozzan ve ark., 1994; Cummings ve ark.,
2004). Organizmalarda agir metaller ile Na*, K*, Ca™ ve Mg gibi iyonlarin derisimleri arasinda
siki bir etkilesim oldugu belirlenmistir (Astorga-Espana ve ark., 1999). Aluminyum etkisinde
Salvelinus namaychus’da intraseliiler elektrolitler olan Ca*™ ve K* olumsuz etkilenmis, ekstraseluler
iyonlar olan Na* ve Cl ise metalin etkisinde iyon regulasyonunun bozulmasi nedeni ile viicut iyon
kayb1 en fazla ve hizli olan iyonlar olarak saptanmistir (Gunn ve Noakos 1987). Aluminyum ve diisiik
pH’larin etkisine birakilan Salvelinus fontinalis’de tiim viicut Na*, Ca™, K*, Mg** ve CI" iyonlarmin

azaldigr bildirilmistir (Cleveland ve ark.1991). Salmo gairdneri’nin Al ve pH etkisinde solungag



epiteli lizerinde biriken Al’nin buradaki enzimlerle rekabete girerek, elektrolit alinimindan sorumlu
olan Na-K-ATPaz fonksiyonunu engelleyerek iyon kaybina neden oldugu belirlenmistir (Dietrich
ve Schlatter, 1989). Gokkusagi alabaliginda, akut Cu maruziyetinin siirekli olarak Na+ kayiplarim
artirmakta ve Na+ alimin1 engelmektedir (Chowdhury ve ark., 2016). Tiim viicut Na+ diizeylerinin
azalmasina ragmen, akut Cu maruziyeti zebra baliklarinda (D.rerio) Na* alimimi engellemez, ancak
Ca*2 alimim &nemli dlgiide azaltig: belirtilmistir (Alsop ve Wood, 2011).

Organizmalarda ATP az diizeyindeki degisikliklerin belirlenmesi cevresel kirleticilerin
neden oldugu zararl etkilerin belirlenmesinde ¢ok 6nemlidir ayrica stres biyomarkir1 olarak da
kullanilmaktadir. ATP’azlar, iyonlarin membranlarda tasinmasindan sorumludur ve ozmotik basing,
hiicre hacmi ve dolayisiyla membran biitiinliigiinii diizenlerler (Kundu ve ark., 1995). ATP'azlar tiim
hiicre zarlarinda bulunur ve hiicrelerin icindeki iyonik konsantrasyonlari diizenlerler. Iyon
transportundaki temel gorevine ek olarak, ATP’az aktivitesi fizyolojik degisikliklerin bir indikatorii
olarak kullanilmaktadir. Iyon aktarimimi gergeklestiren bu membran enzimleri iyi tamimlanmis ve
aktivitelerindeki varyasyonlar kimyasallarin toksik etkisini 6l¢gmek i¢in kullanilmaktadir (Cotou ve
ark., 2001). ATPaz’lar hiicre i¢i fonksiyonlarda ve tiim fizyolojik aktivitelerde 6nemli bir rol
oynamaktadirlar ve genelde akuatik canlilarda agir metal toksisitesinin belirlenmesinde indikator
olarak kullanilmaktadir. ATPaz’lar baliklarda 6zellikle solunga¢ dokusunda ve kandaki Na* ve K*
iyon konsantrasyonlarinin dengede kalmasini saglamaktir. Na* ve K* -adenosin trifosfataz (Na*, K*-
ATPaz) toksik bilesiklerin sublethal etkilerini incelemek i¢in kullanilan transmembran bir proteindir
(Shephard ve Simkiss, 1978; Stagg and Shuttleworth, 1982). Bu protein, hiicre i¢indeki Na* ve K*
konsantrasyonlarinin korunmasindan sorumludur (Price ve ark.,1990). Na*, K*-ATPaz, hiicresel
zarlar boyunca iyon tasginiminin ana aracidir ve baliklarin tiim viicut iyon diizenlemesinde merkezi
bir rol oynamaktadir (Towle, 1981). Na*,K*-ATPaz, su organizmalarinda kirlilik stresinin potansiyel
olarak yararli bir gostergesi olarak kabul edilmektedir. (Torreblanca ve ark., 1989). Ca*?, Mg*?-
ATP'azlar, birgok metabolik yolda ve gesitli patolojik ve toksikolojik siire¢lerde 6nemli rol oynayan
Ca*2 ve Mg*2 iyonlarinin regiilasyonunda (diizenlenmesinde) rol oynamaktadir (David ve ark., 2014).
Mg*2-ATPaz enzimi, solungag¢ epitelyumunda hiicre membran biitiinliigii, solunga¢ gegirgenliginin

stabilizasyonu icin gerekli olan Mg

nin tasinmasinda ve oksidatif fosforilasyonda gorev
gormektedir (Parvez ve ark., 2006). Ca*?-ATPaz ise sarkoplazmik retikulum tiibiillerinde lokalize
olmakta ve ATP hidrolizinden meydana gelen enerjiyi kullanarak sitoplazmadan Ca*?’nin
uzaklastirilmas1 ve bdylece diisiik hiicresel Ca*? igeriginin korunmasinda rol oynar. (Watson ve
Beamish, 1980; Saxena ve ark., 2000). ATP’azlar, aktiviteleri i¢in Na*, K*, Ca*2 ve Mg*? iyonlarina
gereksinim duyarlar ve ATP'nin ADP / AMP ve inorganik fosfata par¢alanmasiyla enerjinin serbest
birakilmasinda rol oynarlar (Begum, 2011).

Osmoregiilasyon, metal varliginda Na*, K*-~ATPaz (Ahern ve Morris 1998; Rogers ve ark.
2003) ve Ca™-ATPaz (Rogers ve Wood 2004) enzimlerinin inhibisyonunun bir sonucu olarak

6zellikle bozulmaktadir bu da i¢ iyon konsantrasyonlarinda degisikliklere neden olur. Baz1 metaller



ayni zamanda karbonik anhidraz (CA) islevine miidahale edebilir (Skaggs ve Henry 2002; Rogers ve
ark., 2005) ve dolayisiyla dolayli olarak Na* ve Cl iyonlarmin alinimini engelleyebilirler (Evans
1987).

Cu toksisitesinin baliklarda Na* ve K" homeostazisini bozdugu ve larvalarda bilylimeyi
engelledigi bildirilmistir (McGeer ve ark., 2000; Wu ve ark., 2003). Baliklarda Na*, K*-ATPaz
aktivitesi sudaki Cu’in etkisine kars1 cok hassastir (Li et al., 1998, De Boeck ve ark., 2001). Serbest
Cu*?'min, Na*, K*-ATPazin SH-gruplarina kovalent olarak baglandig1 gosterilmis olup, bu da kisa
bir siire subletal Cu konsantrasyonlarina maruz kalma durumunda bile proteinde konformasyonel
degisikliklere neden oldugu belirtilmistir (Kone ve ark., 1990). Cyprinus carpio’nun solungaglarda
Na*, K'-ATPaz aktivitesinin 0.1 mg/L Cu maruziyetinden dort saat sonra anlamli bir sekilde azaldigt
ve solungaglardaki Na®, K*-ATPaz aktivitesinin 96 saatte yaklasik olarak % 65'e dustigi
saptanmustir (De Boeck ve ark., 2001). Solunga¢ Na* ve ClI* aliminin Cu tarafindan inhibisyonu,
mortaliteye yol acan bir dizi olay baslatabilmektedir (Grosell ve Wood, 2002). Kemikli baliklarda,
Zn, balik solungaglarina baglanarak klorit hiicrelerinde Ca*?-ATP az ve Na*, K*-ATP azi inhibe
ederek hasar olusturup toksisite gosterebilmekte ve boylece ciddi osmoregiilasyon bozukluklarina
yol acabilmektedir (Evans 1987; Sauer ve Watabe 1988). Suda Zn diizeylerindek artig oncelikli
olarak Ca*? alimim etkilemekte ve sonucta balik da hipokalsemiye neden olmaktadir (Hogstrand ve
ark. 1995; Santore ve ark., 2002). Bir¢ok tatli su organizmasinin solungaglari osmoregiilator bir
organ olarak hareket eder; énemli iyonlar, Na* ve CI, solungaglar yoluyla aktif sekilde kan ve
interstisyel s1v1 icine tagimir (Randall ve ark., 2002). Akut Pb etkisinde, gokkusag: alabaliginda Ca*?
ve Ca*?-ATPaz aktivitesinin énemli 6l¢iide azaldig: belirlenmistir (Rogers and Wood, 2004). Buna
ek olarak, Na* ve Cl-aliniminin engellendigi ve solunga¢ Na*, K*-ATP az aktivitesinin inhibe oldugu
belirtilmistir (Rogers ve ark., 2005). Baliklarda Ag’nin Na*, K*-ATP az aktivitesini inhibe ederek
iyon regiilasyonunu bozdugu kaydedilmistir (Wood ve ark., 1999). Giimiis iyonlar1, Na*, K*-ATP
azin siilthidril gruplarina baglanir ve enzim aktivitesini engeller (Webb ve Wood, 1998) ki buda
oliimle sonuglanabilir.

Cu NP'ler ve CuSO,; O. mykiss’de solungaglarda Cu birikimine, plazma Na* diizeyinin
tilkenmesine, doku iyon diizeylerinde bozukluklara ve solunga¢ Na*, K*-ATP az aktivitesinde
azalmaya neden olmustur (Shaw ve ark., 2012). 48 saat siireyle 0.25 mg/L ¢dziinmiis Cu ve 0.25
veya 1.5 mg/L Cu NP'ye maruz birakilan gokkusagi alabaliklarinda, solunga¢ Na*, K*-ATP az
aktivitesinde inhibisyon ve solungacta hasarlara neden olmustur (Griffitt ve ark., 2007). Farmen ve
ark. (2012), Ag NP'lerin etkisine 48 saat siireyle biraktiklar1 (100 pg / L Ag NP) Salmo salar’in
solunga¢ dokusunda Ag NP'lerin biriktigi, solunga¢ Na*, K*-ATP az ve plazma Na*, K" ve CI
diizeylerinin azaldigini1 bildirmislerdir. Solunga¢ Na*, K*-ATP az aktivitesinin, 48 saat boyunca 1
mg/L Ag NP'lerin etkisine birakilan O. mykiss’de inhibe oldugu ve buda tek yonlii Na* akisinda

yiizde % 50'nin iizerinde bir azalmaya neden oldugu belirlenmistir (Schultz ve ark., 2012).



Suda yasayan baliklar {izerinde CuO NP'lerin etkileri ve toksik mekanizmalar1 tam olarak
bilinmemektedir. Bu nedenle bu ¢alismada Oreochromis niloticus’un solungag, karaciger, barsak ve
kas dokularinda bakir nanopartikiillerinin ve bakir siilfatin farkli derigsimlerinin iyon diizeyleri (Na *,

K * Ca*?ve Mg*? ) ve Na*/K*-ATPaz aktivitesi iizerine etkilerinin belirlenmesi amaglanmustir.






2. ONCEKi CALISMALAR

Su ekosistemlerine giren agir metallerin baliklarin doku ve organlarinda birikiminin yam
sira, serumdaki biyokimyasal parametreleri de etkileyerek metabolik ve fizyolojik islevlerin
degisimine neden olmaktadir (Health,1987).

Bakirin subletal derisimlerinin baliklarda biiylime, gelisme ve iireme iizerine olumsuz etkiler
yaptig1 (Hilmy ve ark., 1985) ve ayrica kan biyokimyasinda degisikliklere neden oldugu bir ¢cok
arastirict tarafindan belirtilmistir (Dethloff ve ark., 1999; Firat ve ark., 2011).

Raja erinaceae ve Myoxocephalus octodecemspinosis tiirleri ile yapilan bir c¢alismada
Cu’nun 7 giinliik etki siiresinde en fazla Cu birikiminin karacigerde oldugu, beyin ve kas dokularinda
ise oldukea diistik diizeyde oldugu belirtilmistir (Grosell ve ark.,2003).

Oncorhynchus mykiss ile yiiriitiilen bir ¢alismada 30 giinliik bakir etkisinde en yiiksek Cu
birikiminin karacigerde oldugu, bunu bobrek ve solungaglarin izledigi belirlenmistir (Hollis ve ark.,
2001).

Vutukuru ve ark. (2005) Esomus danricus ile yiirittiikleri bir ¢alismada bakirin 1.402 mg/L
derigiminin 96 saatlik etki siiresinde solungaglarda belirgin histolojik degisimlere ve hipoksiyaya
neden oldugunu belirtmigledir.

Reyhan, (2014) Kalsiyum ve zeolitin Oreochromis niloticus’un karaciger, solungag ve kas
dokularinda bakir birikimi tlizerine etkilerinin inceledikleri bir ¢alismada baliklarin 5, 10 ve 15 giin
stirelerle 1.0 mg/L Cu, 1.0 mg/L Cu+1.0 mg/L Ca, 1.0 mg/L Cu+0.1 g/L Zeolite karigiminin etkisine
birakmiglar ve dokularda bakir birikiminin siirenin uzamasiyla arttigin1 gormiislerdir. En yiiksek
bakir birikimi karaciger dokusunda bulunmus, bunu solunga¢ ve kas dokusu izlemistir. Etkide
kalinan tiim stirelerde, O. niloticus un dokularinda bakir birikimi kalsiyum ve zeolitin varliginda
azalmistir. Tiim karisimlarda kalsiyum ve zeolit O. niloticus’un karaciger ve solungag¢ dokularinda
bakir birikimini istatistiksel olarak énemli 6l¢iide azalttigini belirtmislerdir.

Rajkumar ve ark., (2022) Cyprinus carpio ’da ZnO NP’nin toksik etkisi ve dokularda birikimi
ile ilgili yaptiklar1 bir calismada ZnO NP’nin baliklara toksik etki yaptigim1 ve dokularda ¢inko
birikimi oldugunu ve birikimin en fazla solunga¢ dokusunda oldugunu bunu karaciger ve kas
dokusunun izledigini belirtmislerdir.

Birgok arastiric1 Cu nanopartikuiillerinin baliklar iizerinde akut ve kronik toksik etkilerini
inceleyip bunun sonucunda doku birikimine, reaktif oksijen kaynakli oksidatif strese DNA
hasarlarinda ve biyokimyasal parametrelerde degisimlere neden oldugunu belirtmislerdir (Federici
ve ark., 2007; Karlsson ve ark., 2008; Khabbazi ve ark., 2015; Abdel-Khalek ve ark., 2016).

Griffit ve ark.,(2009) bakir nanopartikiiliiniin ve bakir siilfatin 100 pg/L derisimlerinin
etkisine 48 saat siireyle birakilan Danio rerio’nun solunga¢ dokusundaki bakir birikiminin oldugu

ve Cu NP’nin, CuSO4’e oranla daha fazla biriktigini belirtmisler.
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Zhao ve ark., (2011) CuO’nun nano (<10nm) ve daha biiyiik formunun (1500 nm) etkilerinin
karsilastirmali ¢alismalarinda C. carpio’da 30 giinliik etki siiresinde nano formunda en fazla birikim
karacigere oranla solungagta olurken, CuO’nun daha biiyiilk formunda ise solungaca oranla
karacigerde birikimin daha fazla oldugunu bildirmislerdir.

D. rerio‘da Cu0 NP ve CuCly'nin 96 saatlik LC50 degerleri karsilastirildiginda, Cu,0O

NP'nin toksisitesinin CuCl,'nin toksisitesinden daha diisiik oldugu ve Cu,O NP maruziyetinde kalan
D. rerio‘nun karacigerinde CuClz'ye maruz kalanlarla benzer diizeylerde bakir birikiminin oldugu
belirlenmistir (Chen ve ark., 2011).

Shaw ve ark., (2012) O. mykiss’de CuSO.ve Cu-NP'nin esdeger konsantrasyonlart ile ilgili
yapilan bir aragtirmada CuSO.’iin Cu-NP'nin esdeger konsantrasyonuna gore daha akut toksik
oldugu goriinmiis; 100 pg /I CuSO4 konsantrasyonu tam mortaliteye neden olurken, ayn1 Cu-NP
Konsantrasyonu 10 giinliik siirede sadece% 19 mortaliteye neden olmustur O. mykiss’de CuSO;, ve
Cu NP’nin 10 giinliik siireyle solungac ve karaciger dokusunda bakirin biriktigi ve CuSOs ‘iin
etkisindeki baliklarda Cu NP’ye oranla daha fazla bakir biriktigini belirtmiglerdir.

Al Bairuty ve ark., (2013) 20 ve 100 pg/L Cu NP ve 20 pg/L Cu SO4 derisimlerinin etkisine
10 giinlik siireyle birakilan O.mykiss’in solunga¢ dokusunda tiim derisimlerde ve karaciger
dokusunda ise yalnizca 20 pg/L CuSOs derisiminde bakirin biriktigi gozlenirken, dalak ve kas
dokusunda bir degisimin olmadigini gézlemlenmislerdir.

Wang ve ark.,(2015) Epinephelus coiodes ile yiiriittiikleri bir calismada Cu NP ve CuSO4’lin
20 ve 100 pg/L derisimlerinin 25 giin siireyle etkisinde solungag ve karacigerde bakiri birikiminin
bu dokularda hasarlara neden oldugu ve bakir siilfatin bakir oksit nanopartikiiliinden daha toksik
oldugunu belirtmiglerdir.

Lakani ve ark., (2016) Acipenser baerii ile yirittiikleri bir ¢alismada Cu NP’nin farkli
derigimlerine 14 giin siireyle biraktiklar1 baliklarin solungag, karaciger, bagirsak ve kas dokularinda
bakirin tiim dokulardaki biriktigi ve en fazla birikimin sirasiyla bagirsak>solunga¢>karaciger>kas
oldugunu belirtilmiglerdir.

Xiong ve ark., (2011) D.rerio ile yiiriittiikleri bir ¢alismada metal oksit nanopartikiillerinin
oksidatif stresi artirdigini ve bu nanopartikiillerin metalin diger formlarina oranla daha fazla oksidatif
hasara yol ac¢tigin1 belirtmislerdir.

Abdel-Khalek ve ark., (2016) bakirin nano ve daha biiyiik formlarmin kiyaslandigi bir
calismada CuO ‘nun 96 saatlik LC50 degerinin 1/10 ve 1/20’sinin 30 giinliik siireyle etkisinde O.
niloticus’un solungag ve karaciger dokularindaki antioksidan enzim aktivitelerini incelemislerdir. O.
niloticus’un karaciger dokusunda SOD ve CAT aktivitesinde bakirin daha biiyiik formunda artig
gozlenmis, nano formunda ise bu enzimlerin inhibe oldugu belirtilmistir. Solungag¢ ve karacigerde
GPx aktivitesinin bakirin her iki formunda da arttig1 belirtilmistir. Tiim bu veriler 1s18inda sonug

olarak CuO’nun nano formunun daha toksik oldugu belirtilmistir.
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Tungsoy,M. (2019), bakir oksit nanopartikiillerinin (CuO NP) 1 ve 5 ppm derisimlerinin 7
giinliik siireyle etkisinde Clarias gariepinus’un serum glikoz, total protein, albumin, kolesterol,
trigliserit diizeyinin belirlenmesi amaglandig bir ¢alismada, belirlenen siire ve derisimlerde Cu NP
etkisinde baliklarda mortalite gozlenmedigi, her iki derisimde de serum glikoz ve albiimin diizeyleri
artarken serum total protein, kolesterol ve trigliserid diizeyleri kontrole oranla azaldigin1 belirtmistir.

Hongstrand ve ark. (1999) Platichthys stellatus’da solungag¢ ve bagirsak Na*/K* ATP az
aktivitesi iizerine giimiisiin etkisiyle ilgili bir ¢calismada kotnrol grubuna oranla enzim aktivitesinde
bir atis oldugunu belirtmislerdir. Na*/K* ATP az aktivitesindeki bu artisin Cl ve Na iyonlarindaki bir
islev bozuklugundan kaynaklandigini belirtiglerdir.

Wu ve ark., (2008) bakirin diisiikk derisimlerinin etkisine farkli siirelerle biraktiklar
O.niloticus’da solungag¢ Na/K-ATPaz aktivitesinin azaldigini belirtmislerdir. 96 saatte Na/K-ATPaz
aktivitesinin kontrol diizeylerine ulagtigini 120-144 saatte ise tekrar azaldigini saptamiglardir.

Monteiro ve ark., (2005) bakirin 400 pg/L derisiminin etkisine buraktiklar1 O. niloticus’da
solunga¢ Na/K-ATPaz aktivitesinin %70 diizeyinde bir azalma gosterdigini belirtmiglerdir.

Oreochromis mossambicus’da bakir, kadmium ve bunlarin karigimlarinda plazmada Na* ve
ClI" diizeylerine bakilmis ve bu iyonlarin derisimlerinde azalma oldugu belirlenmistir (Pelgrom ve
ark. 1995).

Hoyle ve ark. (2007), besin yoluyla Cu*#nin (1500 mg Cu*%/kg k.a.) 30 giinliik etkisine
birakilan kedibaligi C. gariepinus’un bagirsak, karaciger ve solunga¢ dokularinda Cu*? diizeyini
incelemislerdir. Bu siirenin sonunda Cu diizeyi sirasiyla 20, 5 ve 4 kat artmis ve doku Na*, K* diizeyi
ile Na+/K+-ATPaz aktivitesinde az miktarda degisiklik olmustur.

Aluminyum etkisinde Salvelinus namaychus’da intraseliiler elektrolitler olan Ca™ ve K*
olumsuz etkilenmis, ekstraseluler iyonlar olan Na* ve Cl-ise metalin etkisinde iyon regiilasyonundaki
bozulma nedeni ile viicut iyon kaybi en fazla ve hizli olan iyonlar olarak saptanmistir (Gunn ve
Noakos 1987).

Aluminyum ve diisik pH’larin etkisine birakilan Salvelinus fontinalis’de tiim viicut Na*,
Ca*, K*, Mg** ve CI" iyonlarinin azaldig: bildirilmistir (Cleveland ve ark.1991).

Salmo gairdneri’nin Al ve pH etkisinde solungag epiteli {izerinde biriken Al’un buradaki
enzimlerle rekabete girerek, elektrolit alinimindan sorumlu olan Na*/K* ATP az1 engelleyerek iyon
kaybina neden oldugu belirlenmistir (Dietrich ve Schlatter 1989).

Sahil yengeci Carcinus means’da bakirin iyon derisimine etkisi ile ilgili yapilan bir
calismada bakirin direkt olarak Ca-ATPaz aktivitesini engelleyerek Ca ‘un tagimimi azaltmakta,
indirekt olarakta Na* tasinimini engelleyerek Na/Ca oranini bozmaktadir (Bjerregaard ve Visile
1986).

Birgok balik tiiriinde subletal bakir derisimleri ilk olarak plazma Na* ve CI

konsantrasyonlarini etkiler. O. mossambicus 'da bakir, kadmium ve bunlarin karigimlarinda plazmada
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Na* ve CI diizeylerine bakilmis ve bu iyonlarin derisimlerinde azalma oldugu belirlenmistir
(Pelgrom ve ark. 1995).

Kuhnert ve ark.,1976, Invivo Cr*® etkisindeki alabalik Salmo gairdneri’nin solungag
dokusunda Na-K-ATPaz aktivitesinde inhibisyon gozlemislerdir. Arastiricilar Cr’nin etkisine
birakilan gokkusagi alabalifinda osmoregiilasyon ve atilim ile iliskili olan bagirsak, solungac,
bobrek ve karaciger gibi organlarda Na / K-ATPaz aktivitesi etkilendigini bildirmislerdir.

Bakir direkt olarak mitokondrice zengin (MR) hiicrelerde nekroza neden olur ve Cu
toksisitesinin Na* ve K" homeostazini bozdugu ve larvalarda biiyiimeyi engelledigi bildirilmistir
(McGeer et al. 2000; Wu ve ark., 2003).

Akut Pb gokkusagi alabaliginda Ca*? ve Ca*? ATPaz aktivitesini belirgin sekilde diisiirerek
iyon diizenleyici etkilere neden olmustur (Rogers and Wood, 2004). Buna ek olarak, Na *ve CI
alinimu ve solungag Na* / K* ATPaz aktivitesi inhibe oldugu belirlenmistir (Rogers ve ark., 2005).

Ag'nin, tath su baliklarinda ve omurgasizlarda Na*/K* -ATPaz aktivitesini onleyebildigi ve
Na* ve CI” alimin1 azaltarak osmoregiilasyonu bozabilecegi gosterilmistir (Wood ve ark., 1999).

Kundu ve ark.,. (1995) Cr’nin etkisine biraktiklar1 Bleophthalmus dentatus’da hem beyinde
hem de kasta Na, K -ATPaz 6énemli bir doz ve siireye bagli inhibisyon gézlendigini, beyinde, Ca **
ve Mg* " 'ye bagli ATPazlar, inhibisyon gésterdigini belirtmislerdir.

Thaker ve ark., (1996) Cr’nin etkisine biraktiklar1 Periophthalmus dipes de solungag, bobrek
ve barsak dokularinda Na*, K*-ATPaz aktivitesininm derisim ve siireye bagli olarak azaldigini
belirtmislerdir.

Yetigkin zebra baliklarinda AgNP'lerin solunga¢ Na / K-ATPaz aktivitesi iizerine etkisiyle
ilgili yapilan ¢aligmada, 16,76 mg / L akut AgNP etkisine 4 giin maruz kaldiktan sonra enzim
aktivitesinde anlamli bir fark olmadigi; bununla birlikte, aktivite, 24 mg/L. AgNP'lere iki hafta maruz

kaldiktan sonra 6nemli 6l¢iide azaldig1 saptanmistir (Katuli ve ark., 2014).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Bu c¢alismada deney materyali olarak Oreochromis niloticus baliklart kullanilmigtir. Bu
baliklar Cukurova Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi yetistirme havuzlarindan alinarak 3 ay siire ile
25+1°C sabit sicaklikta laboratuvar kosullarina adaptasyonlar1 saglanmistir. Bu siire sonunda
baliklar 12.12 £ 2.42 cm boy ve 30.15+6.03 gr. agirhiga ulasmislardir. Baliklar, laboratuvar
kosullarina adaptasyon ve deney siiresince, giinde 1 defa (aksam saat 18:00) viicut agirliklarinin
%?2’g.’1 kadar hazir balik yemi (Pinar Balik Yemi, Tiirkiye) ile beslenmislerdir. Adaptasyon ve deney
stiresince akvaryumlar merkezi havalandirma sistemi ile havalandirilmis, giinde 12 saat aydinlik, 12

saat karanlik fotoperiyodu uygulanmustir.

Cizelge 3.1. Deney Ortam Suyunun Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Aydinlanma : 12 saat aydinlik,12 saat karanlik
Toplam Sertlik 320,65 + 3,213 ppm CaCO3
Toplam Alkalinite : 222,3 + 13,223 mg/L CaCOs3
Coziinmiis Oksijen : 7,48 + 0,123 mg/L

Suyun Sicakhign  :23,7+0,258°C

pH : 7,64+ 0,035

Deneyler iki seri halinde yiiriitiilmiistiir. Birinci seride baliklar CuSO4’1n 0.1 mg/L Cu ve 1
mg/L Cu derisimlerine 7 ve 21 giin siirelerle birakilmustir. ikinci seride CuO NP nin 0.1 mg/L ve 1
mg/ L derisimlerine ayni siirelerle birakilmistir. Bu amagla 40x120x40 cm. boyutlarinda ve her
birinin igerisinde 18 balik olacak sekilde toplam 5 akvaryum kullanilmistir. Birinci serideki
akvaryumlarin ikisine de 100 litrelik farkli CuSOs derigimleri, ikinci serideki akvaryumlarin ikisine
ise 100 litrelik farkli CuO NP derisimleri konulmus olup besinci akvaryuma ise hi¢ metal icermeyen
¢esme suyu konulup kontrol grubu olarak kullanilmistir. Deneyler, denenen her derisim igin ii¢ tekrar
seklinde yiiriitilmiis ve her tekrarda {i¢ balik kullanilmistir. Deneylerde kullanilan Bakiroksit
nanopartikiil ¢ozeltileri (Sigma Aldrich; CuO; partikiil boyutu <50nm) stok ¢ozeltisinden, bakir
cozeltileri ise (1 M Copper (1) sulfate pentahydrate) stok ¢ozeltisinden seri seyreltme yontemi ile
hazirlanmstir.

Deney siiresince metallerin cama yapisma durumu, ¢okelme ve metallerin buharlagsma
olasilig1 gibi nedenlerle deney akvaryumlarinda kullanilan bakir ve bakir oksit nanopartikiil
cozeltilerinin derisimlerinde zamanla birlikte bir degisim ya da bozulma olabilecegi diisiiniilerek
cozeltiler her giin yeniden hazirlanan stok c¢ozeltilerden uygun seyreltmeler yapilarak yeniden

uygulanmstir.
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Belirtilen siireler sonunda baliklar ¢esme suyunda iyice yikanip kurutma kagidi ile

kurulandiktan sonra disekte edilerek bobrek, bagirsak, kas ve solungag dokulari izole edilmistir.

3.1.1. Bakir oksit nanopartikiil karakterizasyonu

Deneylerde partikiil biiyiikliigii 50 nm’den kiiciik olan bakir oksit nanopartikiilii (sigma
Aldrich) kullanilmigtir. CuO NP ¢6zeltinin derisimi 100 mg/L olacak sekilde hem ultra saf su hem
de cesme suyu icinde ¢oziilmiistiir. Elde edilen karisim analizden hemen 6nce 15 dakika siireyle
ultrasonik banyoda sonikasyona birakilmigtir. Numuneler NP boyutu ve yiizey yiikiiniin belirlenmesi
i¢in analiz edilmis ve karakteristik 6zellikleri Transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile stok

soliisyon ¢ozeltisinden belirlenmistir

ETre

Sekil 3.1.CuO NP’nin Transmisyon elektron rnikroskobﬁ goriintlisi

Hidrodinamik ¢ap ve zeta potansiyeli belirlemek i¢in ultra saf su ve ¢esme suyu ile 100 mg/L
CuO NP ¢ozeltisi hazirlanmis Zetasizer Nano ZS analizatorii kullanilarak (Malvern Instruments Inc.,

UK) sirasiyla dinamik 151k sagilimi (DLS) ve elektroforetik 151k sagilimi (ELS) ile belirlenmistir.

Cizelge 3.2. CuO nanopartikiil karakterizasyonu (Ortalalama+Standart hata)

Partikiil 6zellikleri Metod Ultra saf su Cesme suyu
Boyut (nm) TEM <50nm? -

Partikiil Boyut dagilimi (nm) TEM 33.0+8.3° -
Hidrodinamik ¢ap (nm) DLS 586.6+89.4 ° 812.8+98.8P
Zeta Potansiyeli (mV) ELS -17.1£0.4° -18.5+2.1°

2 Sigma Aldrich
® 100 mg/L CuO NP
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3.2. Cihazlar ve Kimyasal Maddeler
3.2.1. Cihazlar

© o N o gk~ wDd e

e T e e o o
o N o oA W N BB O

Buz makinesi (HOSHIZAKI ICE MAKER)
-80 °C Derin dondurucu (Lozone CFC)
-20 °C Derin Dondurucu (UGUR Derin Dondurucu)

Dijital pH metre (EUTECH INSTRUMENTS EcoScan Hand - Held Series)
Distile su cihazi (mes mp MINIpure)

Hassas terazi (DENVER INSTRUMENT)
Homojenizator (IKA T18 basic ULTRA - TURRAX)
Manyetik karistirict (VELP - Scientifica)

Oksijen metre (Oxi 315i / SET)

3.2.2. Kimyasal Maddeler

© 0o N o g~ Dd e

-
©

11.
12.
13.

Bakiroksit

Bakirnanopartikiil

Nitrik asit (HNO3 - %65°lik)
Perklorik asit (HCIO4 - %60)
Siilriirik asit (H2SO4 - %98)
Sucrose (C12H22011)
Trizma-Baz (C4H11NO3)
EDTA (CH3COOH)4N2C2H4)
Polioksietilen 10 Lauril eter
Molibdik asit  (MbO3)
Amonyum molibdat

Sodyum Hidroksit (NaOH)
Sodyum Kloriir (NaCl)
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. Otomatik pipet (BIOHIT PROLINE PIPETTE) - (AXYGEN-AXYPET autoclavable)
. Sogutmali santrifiij (Hettich ZENTRIFUGEN UNIVERSAL 320R)

. Benmari (MEMMERT)

. Terazi (SCALTEC SPB53)
UV spektrofotometre (OPTIZEN 3220UV)
. Vortex (VELP SCIENTIFICA
. Etitv (MEMMERT)

. Ceker ocak

. Atomic absorbsiyon spektrofometresi

(Sigma Aldrich)

(Sigma Aldrich)
(MERCK)
(MERCK)
(MERCK)
(MERCK)
(SIGMA)
(SIGMA)
(MERCK)
(SIGMA)
(MERCK)
(MERCK)
(MERCK)



14. Potasyum Kloriir (KCL) (MERCK)

15. MgCl, (MERCK)
16. ATP (SIGMA)
17. Ouabain (SIGMA)
18. Tris (SIGMA)
19. KH:PO4 (MERCK)
20. Alkali Na2COs Cozeltisi (MERCK)
21. CuSO04.5H:0 (MERCK)
22. Na-K tartarat (MERCK)
23. Folin-Ciocalteu (MERCK)
24. Calcium chloride (AK KIMYA)
25. Ethylene glycol-O,0-bis (2-aminoethyl) (Alfa Aesar)
3.3. Metod

3.3.1. Doku birikimi

Alinan doku ve organlar etiivde 150°C ‘de 48 saat siireyle kurumaya birakilmislardir.
Etlivden ¢ikarilan doku ve organlar, hassas terazide kuru agirliklar1 alindiktan sonra cam tiipler
ierisine alinarak iizerlerine 2 mL nitrik asit (Merck,%65, O.A.1.40) ve 1 mL perklorik asit
(Merck,%60,0.A.1.53) eklenmis ve ceker ocakta 120°C’de 4 saat siireyle yakilmistir. Yakma islemi
tamamlanan 6rnekler daha sonra oda sicakligina yakin bir sicakliga gelinceye kadar bekletilip
polietilen tiiplere aktarilmis ve iizerleri damitik su ile 5 ml’ye tamamlanarak agir metal birikimi
analizine hazir hale getirilmistir. Doku ve organlardaki agir metal birikimleri ICP-MS

spektrofotometre kullanilarak belirlenmistir.

3.3.2. Doku Homojenatlarin Hazirlamsi

Na*/K* ATPaz enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in -80°C buz makinesinden ¢ikartilan
dokular iizerine agirliklarinin 1/10’u oraninda homojenizasyon tamponu eklenerek (250 mM sukroz,
20mM Trizma - Baz, ImM EDTA - pH 7.8) ile 9000 rpm’de 3 dk siireyle igerisinde kirik buz bulunan
cam beherde homojenize edildi. Ependorf tiiplerine aktarilan homojenatlar 13.000 g ‘de +4°C’de 20
dk santrifiij edildi ve elde edilen siipernatantlarda Na*/K* ATPaz enzim aktivitesi ve protein tayini

spektrofotometrik yontemlerle belirlendi.

3.3.3. Inorganik Fosfat Tayini

Prensip: Inorganik fosfat tayini, ATP’den aciga ¢ikan Pi’nin Polioksietilen 10 Lauril eter ile
fosfomolibdatin olusturdugu sar1 renkli kompleksin absorbansinin 390 nm’de 6l¢iilmesi esasina
dayanmaktadir (Atkinson ve ark., 1973).

Ayiraglar:
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1. %5 Polioksietilen 10 Lauril eter
2. %2 Amonyum molibdat
3. Ana ayirag: 10 mL %5 Polioksietilen 10 Lauril eter, 25 mL % 2 Molibdik asit ve 65

mL saf su karistirilarak hazirlanmigtir.

Yontem: Na*/K* ATPaz i¢in inkiibasyon ortami pH:7.7’de 100 mM NaCl, 20 mM KCL, 4 mM
MgCl,, 3mM ATP, 1mM ouabain ve 40 mM tris baz olacak sekilde hazirlanip 37°C’de 5 dakika su
banyosunda tutulmustur. Deney tiiplerine 3 mL ana ayira¢ konulduktan sonra 10 dakika oda
sicakliginda bekletilerek 390 nm dalga boyunda agiga ¢ikan sar1 renkli kompleksin absorbansinin
Olciilmesiyle inorganik fosfat miktar1 belirlenmistir. Sonuglar 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500 uM
KH2POj4 ¢ozeltisinden hazirlanarak elde edilen standart egri tizerinden degerlendirilmistir. Konuyla
ilgili yapilan ¢alismalar da dikkate alinarak (Sunny ve Oommen, 2001; Guynn ve ark., 2002) O.
niloticus’un karaciger, bagirsak, solungag¢ ve kas dokularindaki Na*/K* ATPaz enzim aktivitesi

saptanmistir.

Absorbans

0 100 200 300 400 500
Fosfat Derisimi

Sekil 3.2. Fosfat derisimi ve absorbans arasindaki dogrusal iligki.
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Iyon Diizeyleri Grafikleri
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K Duzeyleri (mg/L)

Na Duzeyleri (mg/L)
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3.3.4. Na*/K* ATPaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Cizelge 3.3. Na'/K" ATPaz Yontemi

. ATP
(Total-ATPaz) (Mg-ATPaz) Or Kor Kor
Kor
-Ouabain inkb
870 uL --- 870 uL 870 uL | 870 uL
ortami
+ Quabain inkb
--- 870 uL --- --- ---
ortami
Ornek 30 ul 30 uL --- 30 uL ---
H.0 - - 30 uL 100 uL | 130 uL
37°C’de 5dakika inkiibe edilir.
ATP 100uL 100uL 100uL --- ---
37°C’de 30 dakika inkiibe edilir.
500 uL soguk saf su (+4°C) eklenir.

Spektrofotometrede, 390 nm dalga boyunda ATPaz ve kor tiiplerinin absorbans degerleri

Olclilmiistiir.

Hesaplama: Na'/K* ATPaz aktivitesi, Toplam-ATPaz (ouabain igermeyen) aktivitesinden Mg?*

ATPaz (Ouabain igeren) aktivitesinin ¢ikarilmasi ile hesaplanmustir.

0D/0,0014 x4,5 (mL)

ATPaz aktivitesi =
az aktivitesl = oo 0,03 (mL) x 0,5 (sa.) x mg prot./mL

=umol Pi/mg prot./sa.

*=Inorganik fosfat regresyon esitligi (y=0,0014x)

3.3.5. Protein Yontemi

Homojenize edilen bobrek, bagirsak ve kas ornekleri santrifiij edildikten sonra elde edilen
supernatantlar Lowry metodu (Lowry ve ark., 1951) ile protein analizi yapilmigtir.

Proteinler alkali ortamda bakir siilfat ilavesiyle fosfotungustik-fosfomolibdik asidi
rediikleyerek mavi renk verirler. Olusan bu renkli bilesigin absorbansi spektrofotometrede 750nm

dalga boyunda olgiilerek kantitatif olarak protein miktarlari tespit edilir (Lowry ve ark., 1951).
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Ayiraglar:

1. Alkali Na,CO3 Cozeltisi

2. Bakir Siilfat-Sodyum Potasyum Tartarat Cozeltisi

%1 CuS04.5H0

%2 Na-K tartarat

3. Alkali Cozelti (Giinliik olarak hazirlanir.): 50 mL alkali Na;COj3 ¢ozeltisi 1 mL Bakir Siilfat-
Sodyum Potasyum Tartarat ¢ozeltisi ile karistirilarak hazirlanir.

4. Folin - Ciocalteu Ayiraci: ImL Folin-Ciocalteu, 1.5 saf su ile seyreltilerek hazirlanir.

Yontem

Cizelge 3.4. Lowry Yontemi ile Protein Tayini

Cozeltiler Kér (mL) Ornek (mL)
Saf su 0.3 -
Ornek - 0.3

Alkali Cozeltisi 3.0 3.0
Oda sicakliginda 15 dakika bekletilir.
Folin-Ciocalteu 0.3 0.3

Oda 1sisinda 30 dakika bekletildikten sonra spektrofotometrede 750 nm’de absorbans
degerleri dlgiiliir. Orneklerin igerdigi protein miktarlar1 sigir serum albumini kullanilarak hazirlanan

standart grafikten degerlendirilir.

3.3.6. Istatistik

Deneylerden elde edilen verilerin istatistiksel analizleri Microsoft Office Excel 2012
programi ile “Regresyon analizi” ve SPSS 21.0 bilgisayar paket programi kullanilarak “Student-
Newman Keul’s Test (SNK)” testleri uygulanarak yapilmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bakar Birikimi

Bu ¢alismada; CuO NP ve CuSOs etkisine 7 ve 21 giin siirelerle birakilan Oreochromis
niloticus’un solungag, karaciger, barsak ve kas dokularinda bakir birikimi ile bakir
nanopartikiillerinin ve bakir siilfatin farkli derisimlerinin dokularda iyon diizeyleri (Na *, K * Ca*
ve Mg*? ) ve Na*/K*-ATPaz aktivitesi iizerine etkileri arastirilmustir.

7 ve 21 giin siirelerde ve yiiksek derisimlerde Cu NP ve CuSO; etkisinde baliklarda 6liim
gozlenmemigtir. CuO NP ve CuSO,; etkisinde baliklarda besin alimminda azalma, yiizme
hareketlerinde bozulma, solunga¢ ve kuyruk yiizgeclerinde koyulagsma gibi bazi morfolojik ve
davranis degisiklikleri belirlenmistir.

O. niloticus ‘da belirlenen derisim ve siirelerde bir doku igin ii¢ tekrarli olarak saptanan bakir
diizeylerinin aritmetik ortalamalar1 ve standart hatalar1 ¢izelge 4.1-2’de verilmistir. Belirli bir siire
sonunda Cu ONP ve CuSO4 ve ayni derisimde bakir birikimi bakimindan dokular arasindaki ayrimi
belirlemek amaci ile veriler SNK testi (Student Newman Keul’s Test) ile analiz edilmis ve sonuglar
cizelge 4.1-2’de verilmistir. Bu ¢izelgelerde a, b ve ¢ harfleri derisimlerin etkisini gdstermek, x, y, z
ve t harfleri dokular arasindaki ayrimi gdstermek amaciyla kullanilmistir. Cizelgelerde farkl
harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistik ayrim vardir.

O.niloticus ‘da 7 giinliik siire sonunda CuSOj etkisinde karaciger Cu birikimi kontrole oranla
artig gostermis ve bu artig 1.0 mg/L’lik derisimde istatistik ayrim gostermistir (Cizelge 4.1.; P<0.05).
CuSO0; etkisinde bagirsak ve solunga¢ dokularinda Cu birikimi tiim dersimlerde kontrole oranla artis
gostermistir (P<0.05). Bu artig derisim artigina parelel olarak daha yiiksek olmustur. CuSOs etkisinde
kas dokusunda Cu birikimi tiim dersimlerde kontrole oranla herhangi bir degisim gdstermemistir
(P>0.05).

O. niloticus ‘da 7 giinliik siire sonunda CuSOj4 etkisinde bakir birikimi bakimindan doku ve
organlar arasinda onemli istatistik ayrim saptanmustir (Cizelge 4.1. ; P<0.05). Denenen her iki
derisimde de bakir birikimi en fazla karacigerde olmus bunu sirasiyla bagirsak, solungac ve kas

dokusu izlemistir.
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Cizelge 4.1. CuO NP ve CuSOy,’lin etkisine 7 giin siire ile birakilan O. niloticus 'un dokularinda bakir

birikimi (ng/g k.a.).
DOKULAR

DERISIM Karaciger Bagirsak Solungag Kas

(mg/L) X+sx * X+sx * X+sx *  X+sx *
Kontrol 4444+£109 ax 21.80+0.73 ay  7.35f1.34az 4.10+0.76 az
0.1 Cu SOy 451.8+4.66 ax 86.21+2.77 by 14.25+2.54 bz 4.47+1.22 at
1.0 Cu SO, 770.1£52.6 bx 107.248.37cy 86.95t1.18 cy 5.84+0.89 az
Kontrol 4444+£109 ax 21.80+0.73 ay 7.35+1.34 az 4.10+£0.76 az
0.1 CuO NP 619.7£149 bx 94.36+£1.35by 18.60+0.51 az 5.57+1.26 abz
1.0 CuO NP 880.3+£50.3 cx 185.1+£10.7cy 117.9+15.7bz 7.01+0.91 bt

*SNK; a, b ve ¢ harfler derisimler arasi X, y, z ve t harfleri ise dokular arasindaki ayrim1 belirlemek
amacityla kullanilmistir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P < 0.05).

X+SX: Aritmetik ortalama + Standart hata

O. niloticus ‘da 7 giinliik siire sonunda Cu ONP etkisinde karaciger Cu birikimi kontrole
oranla artis gdstermis ve bu artig derisimler arasinda istatistik ayrim gostermistir (Cizelge 4.1.;
P<0.05). Cu ONP etkisinde bagirsak dokusunda Cu birikimi tiim dersimlerde kontrole oranla artis
gostermistir (P<0.05). Bu artig derisim artigina parelel olarak daha yiiksek olmustur. Cu ONP
etkisinde solungac¢ ve kas dokularinda bakir birikimi 0.1 mg/L. CuO NP derisiminde kontrole oranla
herhangi bir degisim gdstermezken, 1.0 mg/L CuO NP derigiminde artis gdstermistir.

O. niloticus ‘da 7 giinliik siire sonunda Cu ONP etkisinde bakir birikimi bakimindan doku
ve organlar arasinda 6nemli farkliliklar g6zlenmistir (Cizelge 4.1.; P<0.05). Denenen her iki Cu ONP
derigiminin etkisinde de bakir birikimi en fazla karacigerde olmus bunu sirastyla bagirsak, solungac
ve kas dokusu izlemistir.

O. niloticus ‘da 21 giinliik siire sonunda CuSO; etkisinde karaciger, bagirsak ve solungag
dokularinda bakir birikimi kontrole oranla artis gostermistir (Cizelge 4.2.; P<0.05). Dokulardaki
bakir birikimi derigim artigina parelel olarak daha yiiksek olmustur. CuSO4 etkisinde kas dokusunda
Cu birikimi 1.0 mg/L CuSOs ortam dersiminde kontrole oranla bir atig gostermistir (P<0.05).

O. niloticus ‘da 21 giinliik siire sonunda CuSOj4 etkisinde bakir birikimi bakimindan doku ve
organlar arasinda Onemli istatistik ayrim saptanmustir (Cizelge 4.2.; P<0.05). Denenen her iki
derisimde de bakir birikimi en fazla karacigerde olmurken en az birikim ise kas dokusunda oldugu
saptanmistir.

O. niloticus ‘da 21 giinliik siire sonunda Cu ONP etkisinde karaciger, barsak ve kas

dokularinda bakir birikimi kontrole oranla artis gostermis ve bu artis derisimler arasinda istatistik

26



ayrim gostermistir (Cizelge 4.2.; P<0.05). Cu ONP etkisinde solunga¢ dokusunda bakir birikimi 0.1
mg/L CuO NP derisiminde kontrole oranla herhangi bir degisim gdstermezken, 1.0 mg/L CuO NP
derigiminde artig gostermistir.

O. niloticus ‘da 21 giinliik siire sonunda Cu ONP etkisinde bakir birikimi bakimindan doku
ve organlar arasinda dnemli istatistik ayrim bulunmustur (Cizelge 4.2.; P<0.05). 0.1 mg/L ve 1.0
mg/L CuO NP derisimlerinin etkisinde bakir birikimi en yiiksek karacigerde saptanmig bunu sirasiyla

bagirsak, solungag ve kas dokusu izlemistir.

Cizelge 4.2. CuO NP ve CuSOy’iin etkisine 21 giin siire ile birakilan O. niloticus’un dokularinda
bakir birikimi (ug/g k.a.).

DOKULAR

DERISIM Karaciger Bagirsak Solungag Kas

(mg/L) X4sx * Xisx * X+sx * Xtsx *
Kontrol 539.2433.8 ax  32.09+1.25 ay 11.30+1.02ay 4.05+0.33 ay
0.1CuSOs  655.8+18.0 bx 94.48+4.63 by 17.86+0.91 bz  6.22+1.08 abz
1.0 Cu SO4 839.1£19.9cx  133.7+£7.30 cy 93.72+2.67cz  7.76+1.62 bt
Kontrol 539.2433.8 ax  32.09+1.25 ay 11.30+1.02 ay 4.05+0.33 ay
0.1 Cu NP 922.8462.3 bx  179.9+13.07by 19,09+0.68 az 8.86+0.62 bz
1.0 Cu NP 1082.8+14.2cx  255.9+£27.55cy 118.2+7.50 bz 11.00+0.34 ct

*SNK; a, b ve c harfler derisimler arasi X, y, z ve t harfleri ise dokular arasindaki ayrimi belirlemek
amaciyla kullanilmistir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P < 0.05).

X=+SX: Aritmetik ortalama + Standart hata

CuO NP ve CuSOs’1in karaciger dokusundaki birikimleri kiyaslandiginda, 0.1 ve 1.0
mg/L’lik derisimlerde 7 ve 21 giinliik etki siiresinde Cu NP’iin etkisinde kalan baliklarin
karacigerindeki bakir birikimi CuSO4’iin etkisinde kalan baliklardaki bakir birikimine oranla daha
fazla olmustur (Sekil 4.1; P<0.05).
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Sekil 4.1. CuO NP ve CuSQOy’iin 0.1 (A) ve 1.0 (B) mg/L derisimlerinin etkisine birakilan O.
niloticus’un karaciger dokusunda siireye bagl bakir birikiminin karsilastiritlmasi (ug Cu/g k.a.).
Farkli simgelerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P < 0.05).

CuO NP ve CuSO.; bagirsak dokusundaki birikimleri kiyaslandiginda, 0.1 mg/L’lik
derisimde 7. giinde herhangi bir farklilik gézlenmezken (Sekil 4.2.; P>0.05), 21 giinliik etki siiresinde
CuSO04’teki birikim CuO NP’deki bakir birikimine oranla daha fazla olmustur (P<0.05). 1.0 mg/L’lik
derisimlerde her iki etki siiresinde CuO NP etkisinde kalan baliklarin bagirsaklarindakii bakir
birikimi CuSO4’iin etkisinde kalan baliklardaki bakir birikimine oranla daha fazla olmustur (P<0.05).
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CuO NP ve CuSOs’1n solunga¢ dokusundaki birikimleri kiyaslandiginda, 0.1 mg/L’lik
derisimde 7 giinliik etki siiresinde CuO NP’deki birikim CuSO4’teki bakir birikimine oranla daha
fazla olurken (P<0.05), 21. giinde herhangi bir farklilik gézlenmemistir. 1.0 mg/L’lik derisimlerde
denenen her iki etki siiresinde de CuO NP’iin etkisinde kalan baliklarin solunga¢ dokusundaki bakir
birikimi CuSOy’iin etkisinde kalan baliklarin solunga¢ dokusundaki bakir birikimine oranla daha
fazla olmustur (Sekil 4.3; P<0.05).

CuO NP ve CuSOsin kas dokusundaki birikimleri kiyaslandiginda, 0.1 mg/L’lik
derigimlerde 7 ve 21 giinliik etki siiresinde Cu NP’iin etkisinde kalan baliklarin kas dokusundaki
bakir birikimi CuSQOgs’iin etkisinde kalan baliklardaki bakir birikimine oranla daha fazla olmustur
(Sekil 4.4; P<0.05). 1.0 mg/L’lik derisimde CuO NP ve CuSOs kas dokusundaki birikimleri
kiyaslandiginda, 1.0 mg/L’lik derisimde 7. giinde herhangi bir farklilik gézlenmezken (Sekil 4.4.;
P>0.05), 21 giinliik etki siiresinde CuSO4’teki birikim CuO NP’deki bakir birikimine oranla daha
fazla olmustur (P<0.05).
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Sekil 4.2. CuO NP ve CuSOy’iin 0.1 (A) ve 1.0 (B) mg/L derisimlerinin etkisine birakilan O.
niloticus’un bagirsak dokusunda siireye bagli bakir birikiminin karsilagtirilmasi (ug Cu/g k.a.).
Farkli simgelerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P < 0.05).
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Sekil 4.3. CuO NP ve CuSQOy’iin 0.1 (A) ve 1.0 (B) mg/L derisimlerinin etkisine birakilan O.
niloticus’un solunga¢ dokusunda siireye bagli bakir birikiminin karsilastirillmasi (ug Cu/g k.a.).
Farkli simgelerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P < 0.05).
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Sekil 4.4. CuO NP ve CuSQOy’iin 0.1 (A) ve 1.0 (B) mg/L derisimlerinin etkisine birakilan O.
niloticus’un kas dokusunda siireye bagli bakir birikiminin karsilastirilmasi (ug Cu/g k.a.). Farkli
simgelerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P < 0.05).

4.2. iyon Diizeyleri
4.2.1. Sodyum Iyon Diizeyleri

O. niloticus’da belirli bir siirede karaciger, bagirsak, solungac ve kas dokusu sodyum iyon
diizeylerine CuO NP ve CuSOQOy’iin ortam derigimlerinin etkilerini belirlemek amaci ile veriler SNK
testi (Student Newman Keul’s Test) ile analiz edilmis ve sonuglar ¢izelge 4.3-4’de verilmistir. Bu
cizelgelerde a, b ve ¢ harfleri derisimlerin etkisini gdstermek amaciyla kullanilmistir. Cizelgelerde

farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistik ayrim vardir
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7 giin siireyle CuSQs etkisine birakilan O. niloticus ‘da karaciger dokusunda sodyum diizeyi
kontrole oranla herhangi bir degisim géstermezken (P>0,05), O. niloticus ‘da 7 giinliik siire sonunda
bagirsak ve solungag dokularinda 0.1 mg/ L ortam derisiminde ve kas dokusunda ise her iki ortam
derisiminde sodyum diizeyinin kontrole oranla azaldigi belirlenmistir (Cizelge 4.3.; P<0.05). O.
niloticus ‘da 7 giinliik siire sonunda CuO NP etkisinde karaciger, barsak, solunga¢ ve kas
dokularmda sodyum diizeyi kontrole oranla azalma gdstermis ve bu azalma solunga¢ ve kas
dokularinda derisimler arasinda istatistik ayrim gostermistir (Cizelge 4.3.; P<0.05).

O. niloticus ‘da 21 giinliik siire sonunda CuSOs etkisinde O. niloticus ‘da karaciger ve
bagirsak dokularinda denenen her iki derisimde solunga¢ ve kas dokularinda ise diisiik ortam
derisimlerinde sodyum diizeyi kontrole oranla azalma gostermistir (Cizelge 4.4.; P<0.05). 21 giin
stire ile CuO NP etkisine birakilan O. niloticus ‘da ¢alisilan tiim dokularda sodyum diizeyi kontrole
oranla azalma goOstermis ve bu azalma karaciger ve solunga¢ dokularinda derisimler arasinda

istatistik ayrim gostermistir (Cizelge 4.3.; P<0.05).

Cizelge 4.3. CuO NP ve CuSOy’iin farkli derisimlerinin etkisine 7 giin siire ile birakilan O.
niloticus’un dokularinda bakirin sodyum diizeyi iizerine etkisi (ug Na*/g k.a.).

DOKULAR
DERISIM Karaciger Bagirsak Solungag Kas
(mg/L) X4sx = X+tsx * X+sx * X+tsx *
Kontrol 23.23+0.97 a 34.15£3.80 a 37.90+2.19 a 11.57+0.07 a
0.1 Cu SOq4 22.91£2.70 a 2498+1.70 b 21.24+126 b 7.98+0.19 b
1.0 Cu SO4 23.07£1.70 a 31.20+1.33 a 36.08+2.42 a 9.17£0.34 ¢
Kontrol 23.23+0.97 a 34.15£3.80 a 37.90+2.19 a 11.57+0.07 a

0.1 CuO NP 18.16£0.69 b  24.92+1.38 b 27.50+0.30 b 9.56+0.53 b
1.0 CuO NP 20.27+1.41 b 29.19£2.00 b 32.91+3.49 c 10.54+0.51 ¢

*SNK; a, b ve ¢ harfler derisimler arasindaki ayrimi belirlemek amactyla kullanilmigtir.
Farkl: harflerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P < 0.05).

X=+SX: Aritmetik ortalama + Standart hata
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Cizelge 4.4. CuO NP ve CuSOy’iin farkl derisimlerinin etkisine 21 giin siire ile birakilan O.
niloticus’un dokularinda bakirin sodyum diizeyi iizerine etkisi (ug Na*/g k.a.).

DOKULAR
DERISIM Karaciger Bagirsak Solungag Kas
(mg/L) XEsxX * XEsx * XEsX * X+sx =
Kontrol 30.40£2.16 a  37.35£1.53 a 37.51£3.28 a 13.70+£2.08 a

0.1 Cu SO4 27.22+1.63 b 29.09+1.97 b 25.74+328 b 9.52+0.17 b

1.0 Cu SO, 23.32+0.81 b  28.94+1.27 b 32.08t1.67 a 11.19+£1.27 ab

Kontrol 30.40+2.16 a  37.35+1.53 a 37.51+3.28 a 13.70£2.08 a
0.1 CuO NP 20.10£0.16 b  31.67£2.03 b 25.83+0.80 b 9.09£1.17 b

1.0 CuO NP 26.97+1.83 ¢  33.81+1.18 b 31.58+0.87 ¢ 10.74+1.11 ab

*SNK; a, b ve ¢ harfler derisimler arasindaki ayrimi belirlemek amactyla kullanilmistir.
Farkl1 harflerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P < 0.05).

X=+SX: Aritmetik ortalama + Standart hata

CUuONP ve CuSOy’iin karaciger dokusundaki sodyum iyon diizeyleri iizerine etkileri
kiyaslandiginda 0.1 mg/L’lik derisimde 7 ve 21 giinliik etki siiresinde CuO NP’iin etkisinde kalan
baliklarin karacigerindeki sodyum iyon diizeyleri CuSO4’iin etkisinde kalan baliklardaki sodyum
iyon diizeylerine oranla daha diisiik oldugu saptanmistir (Sekil 4.5; P<0.05). 1.0 mg/L’lik derisimde
ise 7 giinlik etki siiresinde CuO NP’iin etkisinde kalan baliklarin karacigerindeki sodyum iyon
diizeyleri CuSO4’lin etkisinde kalan baliklardaki sodyum iyon diizeylerine oranla daha diisiik iken
(P<0.05), 21 giinliik etki siiresinde ise CuO NP ve CuSOy’iin etkileri arasinda herhangi bir farklilik
gozlenmemistir (Sekil 4.5.; P>0.05).
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Sekil 4.5. CuO NP ve CuSOg4’iin 0.1 (A) ve 1.0 (B) mg/L derisimlerinin etkisine birakilan
O. niloticus’un karaciger dokusunda siireye bagli sodyum iyon diizeyinin karsilagtirilmasi

(mg Na/g k.a.). Farkli simgelerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P <
0.05).

CuO NP ve CuSO4’1in bagirsak dokusundaki sodyum iyon diizeyleri iizerine etkileri
kiyaslandiginda, 0.1 mg/L’lik derisimde 7 ve 21 giinliik etki siiresinde CuO NP ve CuSOy’iin etkileri
arasinda herhangi bir farklilik belirlenmemistir (Sekil 4.6; P>0.05). 1.0 mg/L’lik derisimde 7 giinliik
etki siiresinde CuO NP ve CuSO4’1in etkisinde kalan baliklarin bagirsagindaki sodyum iyon diizeyleri
arasinda herhangi bir farklilik gézlenmezken (Sekil 4.6; P>0.05), 21 giinliik etki siiresinde CuO

35



NP’iin etkisinde kalan baliklarin bagirsagindaki sodyum iyon diizeyleri CuSO4’lin etkisinde kalan
baliklardaki sodyum iyon diizeylerine oranla daha fazla oldugu belirlenmistir (Sekil 4.6.; P<0.05).

CuO NP ve CuSOsm solunga¢ dokusundaki sodyum iyon diizeyleri iizerine etkileri
kiyaslandiginda 0.1 mg/L’lik derisimde ise 7 giinliik etki sliresinde CuO NP’iin etkisinde kalan
baliklarin solunga¢ dokusundaki sodyum iyon diizeyleri CuSO4’ilin etkisinde kalan baliklardaki
sodyum iyon diizeylerine oranla daha fazla iken (Sekil 4.7.; P<0.05). 21 giinliik etki siiresinde ise
CuO NP ve CuSOsin etkileri arasinda herhangi bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.7.; P>0.05).
1.0 mg/L’lik derigsimde 7 ve 21 giinliik etki siiresinde CuO NP ve CuSO4’iin solungag¢ sodyum iyon
diizeyleri arasinda herhangi bir farklilik gozlenmemistir (Sekil 4.7; P>0.05).

CuO NP ve CuSOsm kas dokusundaki sodyum iyon diizeyleri iizerine -etkileri
kiyaslandiginda 0.1 mg/L’lik derisimde ise 7 giinliik etki siiresinde CuO NP’iin etkisinde kalan
baliklarin kas dokusundaki sodyum iyon diizeyleri CuSO4’iin etkisinde kalan baliklardaki sodyum
iyon diizeylerine oranla daha fazla iken (Sekil 4.8.; P<0.05). 21 giinliik etki siiresinde ise CuO NP
ve CuSOy’1in etkileri arasinda herhangi bir farklilik gdzlenmemistir (Sekil 4.8.; P>0.05). 1.0 mg/L’lik
derisimde 7 ve 21 giinliik etki stiresinde CuO NP ve CuSOys’iin kas dokusu sodyum iyon diizeyleri
arasinda herhangi bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.8; P>0.05).
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Sekil 4.6. CuO NP ve CuSOy4’1in 0.1 (A) ve 1.0 (B) mg/L derisimlerinin etkisine birakilan O.
niloticus’un bagirsak dokusunda siireye bagli sodyum iyon diizeyinin karsilastirilmasi (mg Na/g
k.a.). Farkli simgelerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P < 0.05).
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Sekil 4.7. CuO NP ve CuSQOy’iin 0.1 (A) ve 1.0 (B) mg/L derisimlerinin etkisine birakilan O.
niloticus’un solunga¢ dokusunda siireye bagli sodyum iyon diizeyinin karsilastirilmasi (mg Na/g
k.a.). Farkli simgelerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P < 0.05).
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Sekil 4.8. CuO NP ve CuSO,’tin 0.1 (A) ve 1.0 (B) mg/L derisimlerinin etkisine birakilan O.
niloticus’un kas dokusunda siireye bagli sodyum iyon diizeyinin karsilastirilmasi (mg Na/g k.a.).
Farkli simgelerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P < 0.05).

4.2.2. Potasyum Iyon Diizeyleri

O. niloticus’da belirli bir stirede karaciger, bagirsak, solungag ve kas dokusu potasyum iyon
diizeyine Cu ONP ve CuSO.’lin ortam derisimlerinin etkilerini belirlemek amaci ile veriler SNK testi
(Student Newman Keul’s Test) ile analiz edilmis ve sonuglar ¢izelge 4.5-6’de verilmistir. Bu
cizelgelerde a, b ve ¢ harfleri derisimlerin etkisini gdstermek amaciyla kullanilmistir. Cizelgelerde

farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistik ayrim vardir
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7 giin siireyle CuSOs etkisine birakilan O. niloticus ‘da karaciger, barsak, solungac ve kas
dokularmda potasyum diizeyi kontrole oranla azalma gostermis ve bu azalma bagirsak ve kas
dokularinda derigimler arasinda istatistik ayrim gostermistir (Cizelge 4.5.; P<0.05). O. niloticus ‘da
7 giinliik siire sonunda CuO NP etkisinde karaciger, solunga¢ ve kas dokularinda potasyum diizeyi
kontrole oranla azalma gostermis ve bu azalma derisimler arasinda istatistik ayrim gosterirken
(Cizelge 4.5.; P<0.05), bagirsak dokusunda potasyum diizeyi kontrole oranla herhangi bir degisim
gostermemistir (Cizelge 4.5.; P>0.05).

O. niloticus ‘da 21 giinliik siire sonunda CuSOs etkisinde O. niloticus ‘da karaciger, solungag
ve kas dokularinda denenen her iki derisimde bagirsak dokusunda ise yiiksek ortam derisiminde
potasyum diizeyi kontrole oranla azalma gostermistir (Cizelge 4.6.; P<0.05). 21 giin siire ile CuO NP
etkisine birakilan O. niloticus ‘da kas dokusu 0.1 mg/L ortam derisimi hari¢ ¢alisilan tiim dokularda
denenen her iki ortam derisiminde de potasyum diizeyi kontrole oranla azalma gdstermistir (Cizelge
4.6.; P<0.05).

Cizelge 4.5. CuO NP ve CuSOy’iin farkli derisimlerinin etkisine 7 giin siire ile birakilan O.
niloticus’un dokularinda bakirin potasyum diizeyi iizerine etkisi (ug K*/g k.a.).

DOKULAR

DERISIM Karaciger Bagirsak Solungag Kas
(mg/L) Xtsx * X+sx * X+sx *  X4sx  *
Kontrol 304.06£6.20 a  369.00+£5.58 a  252.7748.40 a 236.57+4.57
0.1 Cu SOy 263.30£7.76 b 215.40+4.50 b  159.40+19.19 b 136.82+9.96
1.0 Cu SO4 255.77€14.37b  291.40+10.41c 152.80+13.11 b 178.07+3.40
Kontrol 304.06£6.20 a 369.00+5.58 a  252.77+8.40 a 236.57+4.57
0.1 CuO NP 280.05£6.26 b  349.40+20.40a 234.03+3.61 b 180.27+2.74
1.0 CuO NP 260.73£2.70 ¢ 360.23+4.02a  220.00+6.38 c 168.07+3.43

*SNK; a, b ve ¢ harfler derisimler arasindaki ayrimi belirlemek amaciyla kullanilmistir.

Farkl1 harflerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P < 0.05).

X=+SX: Aritmetik ortalama + Standart hata
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Cizelge 4.6. CuO NP ve CuSOQOy’iin farkli derisimlerinin etkisine 21 giin siire ile birakilan O.
niloticus’un dokularinda bakirmn potasyum diizeyi iizerine etkisi (ug K*/g k.a.).

DOKULAR
DERISIM Karaciger Bagirsak Solungag Kas
(mg/L) X+sx * X+sx * X+sx *  X4sx ¢
Kontrol 325.5749.84 a 422.70£9.65 a  294.93+5.06 a 242.77+10.05 a

0.1 Cu SO4 267.90+£7.66 b 383.97+54.11a 220.10£8.23 b 228.00+4.19 b

1.0 Cu SO, 260.20+6.50 b 314.97+£8.00 b 253.23+16.44 c¢ 197.30+4.65 c

Kontrol 325.5749.84 a 422.770+9.65 a  294.93£5.06 a  242.77+10.05 a
0.1 CuO NP 307.80+£5.25 b 367.10+16.31b  214.23+10.72 b 224.09+6.94 a

1.0 CuO NP 308.50+4.08 b 364.87+17.24b  263.53+3.30 ¢ 171.93+13.77 b

*SNK; a, b ve ¢ harfler derisimler arasindaki ayrimi belirlemek amacryla kullanilmistir.
Farkl1 harflerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P < 0.05).

X=+SX: Aritmetik ortalama + Standart hata

CuO NP ve CuSOy’iin karaciger dokusundaki potasyum iyon diizeyleri iizerine etkileri
kiyaslandiginda, 0.1 mg/L’lik derisimde 7 ve 21 giinliik etki siiresinde CuSOj4’iin etkisinde kalan
baliklarin karacigerindeki potasyum iyon diizeyleri CuO NP’lin etkisinde kalan baliklardaki
potasyum iyon diizeylerine oranla daha diisiiktiir (Sekil 4.9; P<0.05). 1.0 mg/L’lik derisimde 7
giinliik siirede CuO NP ve CuSOys’ilin etkisinde kalan baliklarin karacigerindeki potasyum iyon
diizeyleri arasinda herhangi bir farklilik gézlenmezken (Sekil 4.9.; P>0.05), 21 giinliik etki siiresinde
ise CuSOy’iin etkisinde kalan baliklarin karacigerindeki potasyum iyon diizeyleri CuO NP’iin
etkisinde kalan baliklardaki potasyum iyon diizeylerine oranla daha diisiik oldugu saptanmistir (Sekil
4.9; P<0.05).
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Sekil 4.9. CuO NP ve CuSQOy’iin 0.1 (A) ve 1.0 (B) mg/L derisimlerinin etkisine birakilan O.
niloticus’un karaciger dokusunda siireye bagli potasyum iyon diizeyinin karsilastiriimasi (pg Cu/g
k.a.). Farkli simgelerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P < 0.05).

CuO NP ve CuSOs’1in bagirsak dokusundaki potasyum iyon diizeyleri {izerine etkileri
kiyaslandiginda her iki ortam derisiminde de 7 giinliik etki siiresinde CuSQOs’ iin etkisinde kalan
baliklarin bagirsak dokusundaki potasyum iyon diizeyleri CuO NP’iin etkisinde kalan baliklardaki
potasyum iyon diizeylerine oranla daha diisiik iken (Sekil 4.10.; P<0.05), 21 giinliik etki siiresinde
ise CuO NP ve CuSOy’iin etkisinde kalan baliklarin bagirsak dokusundaki potasyum iyon diizeyleri
arasinda herhangi bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.10.; P>0.05).
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CuO NP ve CuSOs’1n solunga¢ dokusundaki potasyum iyon diizeyleri iizerine etkileri
kiyaslandiginda 0.1 mg/L ve 1.0 mg/L’lik ortam derisimlerinde 7 giinliik etki siiresinde CuSQOy4’ iin
etkisinde kalan baliklarin solunga¢ dokusundaki potasyum iyon diizeyleri CuO NP’iin etkisinde
kalan baliklardaki potasyum iyon diizeylerine oranla daha az oldugu (Sekil 4.11.; P<0.05), 21 giinliik
etki siiresinde ise CuO NP ve CuSOy’iin etkisinde kalan baliklarin solunga¢ dokusundaki potasyum
iyon diizeyleri arasinda herhangi bir farklilik gézlenmedigi saptanmustir (Sekil 4.11.; P>0.05).

CuO NP ve CuSOs1in kas dokusundaki poasyum iyon diizeyleri tizerine etkileri
kiyaslandiginda 0.1 mg/L’lik derisimde ise 7 giinliik etki siiresinde CuSOj4’iin etkisinde kalan
baliklarin solunga¢ dokusundaki potasyum iyon diizeyleri CuO NP’iin etkisinde kalan baliklardaki
potasyum iyon diizeylerine oranla daha diisiik iken (Sekil 4.12; P<0.05). 21 giinliik etki siiresinde ise
CuO NP ve CuSOy’iin etkileri arasinda herhangi bir farklilik gdzlenmemistir (Sekil 4.12.; P>0.05).
1.0 mg/L’lik derisimde 7 giinliik etki stiresinde CuO NP ve CuSO4’1in etkisinde kalan baliklarin kas
dokusunda potasyum iyon diizeyleri arasinda herhangi bir farklilik gézlenmezken (Sekil 4.12;
P>0.05), 21 giinliik etki siiresinde CuO NP’{in etkisinde kalan baliklarin kas dokusundaki potasyum
iyon diizeyleri CuSOy’1in etkisinde kalan baliklardaki potasyum iyon diizeylerine oranla daha diisiik

oldugu belirlenmistir (Sekil 4.12.; P<0.05).
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Sekil 4.10. CuO NP ve CuSO4’iin 0.1 (A) ve 1.0 (B) mg/L derisimlerinin etkisine birakilan O.
niloticus’un bagirsak dokusunda siireye bagli potasyum iyon diizeyinin karsilagtirtimasi (ug Cu/g
k.a.). Farkli simgelerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P < 0.05).
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Sekil 4.11. CuO NP ve CuSO4’tin 0.1 (A) ve 1.0 (B) mg/L derisimlerinin etkisine birakilan O.
niloticus’un soungag¢ dokusunda siireye bagli potasyum iyon diizeyinin karsilastirilmasi (pg Cu/g
k.a.). Farkli simgelerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P < 0.05).
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Sekil 4.12. CuO NP ve CuSO4’iin 0.1 (A) ve 1.0 (B) mg/L derisimlerinin etkisine birakilan O.
niloticus’un kas dokusunda siireye bagli potasyum iyon diizeyinin karsilastirilmasi (ug Cu/g k.a.).
Farkli simgelerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P < 0.05).

4.2.3. Kalsiyum Iyon Diizeyleri

O. niloticus’da belirli bir siirede karaciger, bagirsak, solunga¢ ve kas dokusu kalsiyum iyon
diizeyine Cu ONP ve CuSOy’iin ortam derigimlerinin etkilerini belirlemek amaci ile veriler SNK testi
(Student Newman Keul’s Test) ile analiz edilmis ve sonuglar ¢izelge 4.7-8’de verilmistir. Bu
cizelgelerde a, b ve ¢ harfleri derisimlerin etkisini gostermek amaciyla kullanilmistir. Cizelgelerde
farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistik ayrim vardir.

O. niloticus ‘da 7 gilinliik siire sonunda CuSOs etkisinde O. niloticus ‘da karacigerde

kalsiyum diizeyi kontrole oranla 0.1 mg/ L ortam derisiminde artma, 1.0 mg/L ortam derisiminde ise
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azalma gosterirken (Cizelge 4.7.; P<0.05), barsak, ve kas dokularinda ise kalsiyum diizeyi kontrole
oranla artig, solunga¢ dokusunda ise azalma gostermis ve bu artis ile azalma dokularda derigimler
arasinda istatistik ayrim gostermistir (Cizelge 4.7.; P<0.05). O. niloticus ‘da 7 glinliik siire sonunda
CuO NP etkisinde karacigerde 0.1 mg/L ortam derisiminde ve solungag¢ dokusunda ise her iki ortam
derigininde kalsiyum diizeyleri kontrole gdre azalirken (Cizelge 4.7.; P<0.05), bagirsak ve kas
dokusularinda 1.0 mg/L ortam derisiminde kalsiyum diizeyleri kontrole gore artig gdstermistir
(Cizelge 4.7.; P<0.05).

21 giin siireyle CuSOs etkisine birakilan O. niloticus ‘da karacigerde 1.0 mg/L ortam
derisiminde ve solunga¢ dokusunda her iki ortam derisininde kalsiyum diizeyi kontrole oranla
azalirken (Cizelge 4.8.; P<0.05), bagirsak ve kas dokularinda kalsiyum diizeyinin kontrole oranla
artti@1 belirlenmistir (Cizelge 4.8.; P<0.05). O. niloticus ‘da 21 giinliik siire sonunda CuO NP
etkisinde karacigerde yliksek ortam derisiminde ve solunga¢ dokusunda her iki ortam derisiminde
kalsiyum diizeyi kontrole oranla azalirken (Cizelge 4.8.; P<0.05), bagirsak dokusunda denenen her
iki ortam derisiminde ve kas dokusunda ise yiliksek ortam derisiminde kalsiyum diizeyinin kontrole

oranla arttig1 belirlenmistir (Cizelge 4.8.; P<0.05).

Cizelge 4.7. CuO NP ve CuSOy’iin farkli derigimlerinin etkisine 7 giin siire ile birakilan O.
niloticus’un dokularinda bakirin Kalsiyum diizeyi iizerine etkisi (ug Ca™/g k.a.).

DOKULAR
DERISIM Karaciger Bagirsak Solungag Kas
(mg/L) X+sx * X+sx * X+sx *  X4sK  *
Kontrol 456.80+4.74 a  218.30+£5.12 a 473.63+4.07 a 119.63+0.30 a

0.1 Cu SOq4 464.77£2538 b 339.60+6.45 b  449.27+2.00 b  136.83+6.54 b

1.0 Cu SO, 414.53+541 b 423.10+16.24c  435.80+8.46 c¢  238.80+10.06 c

Kontrol 456.80+4.74 a  218.30+5.12 a  473.63+4.07 a 119.63+0.30 a

0.1 CuO NP 444.50+12.87a 236.23+598 a 391.73+£2.31 b 121.4743.30 a

1.0 CuO NP 302.87£1.90 b 359.23+14.46b 377.70£10.95 ¢  131.80+6.00 b

*SNK; a, b ve ¢ harfler derisimler arasindaki ayrimi belirlemek amactyla kullanilmisgtir.
Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P < 0.05).

X=+SX: Aritmetik ortalama + Standart hata
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Cizelge 4.8. CuO NP ve CuSOy’iin farkli derisimlerinin etkisine 21 giin siire ile birakilan O.
niloticus’un dokularinda bakirin Kalsiyum diizeyi iizerine etkisi (ug Ca™"/g k.a.).

DOKULAR
DERISIM Karaciger Bagirsak Solungag Kas
(mg/L) Xtsx =+ XEsx * XEsX * Xtsx =
Kontrol 322.70+£1.60 a 216.40+7.92 a 476.60+9.00 a 115.63+£6.93 a

0.1 Cu SO4 303.87+3.16 a  268.93+7.39 b 441.23+6.99 b  155.20£7.20 b

1.0 Cu SO, 281.13+17.39b  389.10+£3.17 ¢ 429.97£5.06 b  319.9748.55 ¢

Kontrol 322.70+£1.60 a  216.40+7.92 a  476.60+9.00 a 115.63+6.93 a
0.1 CuO NP 315.774£3.61 a  250.90+7.45 b 441.90+3.10 b 136.00+4.56 a

1.0 CuO NP 237.53420.30 b 304.00+4.27 ¢ 427.5346.21 ¢ 160.10+17.09 b

*SNK; a, b ve ¢ harfler derisimler arasindaki ayrimi belirlemek amacryla kullanilmistir.
Farkl1 harflerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P < 0.05).

X=+SX: Aritmetik ortalama + Standart hata

CuO NP ve CuSOgs’1in karaciger dokusundaki kalsiyum iyon diizeyleri iizerine etkileri
kiyaslandiginda, 0.1 mg/L’lik derisimde 7 ve 21 giinliik etki siiresinde CuO NP ve CuSOs’lin
etkisinde kalan baliklarin karacigerindeki kalsiyum iyon diizeyleri arasinda herhangi bir farklilik
gbzlenmezken (Sekil 4.13.; P>0.05), 1.0 mg/L’lik derisimde ¢aligilan her iki siirede de CuO NP’iin
etkisinde kalan baliklarin karacigerindeki kalsiyum iyon diizeyleri CuSO4’lin etkisinde kalan

baliklardaki kalsiyum iyon diizeylerine oranla daha diisiik oldugu saptanmistir (Sekil 4.13; P<0.05).
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Sekil 4.13. CuO NP ve CuSOy4’lin 0.1 (A) ve 1.0 (B) mg/L derisimlerinin etkisine birakilan O.
niloticus’un karaciger dokusunda siireye bagli kalsiyum iyon diizeyinin karsilastirilmasi (ug Cu/g
k.a.). Farkli simgelerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P < 0.05).

CuO NP ve CuSOsm bagirsak dokusundaki kalsiyum iyon diizeyleri iizerine etkileri
kiyaslandiginda 0.1 mg/L’lik ortam derisiminde de 7 giinliik etki siiresinde CuO NP’iin etkisinde
kalan baliklarin bagirsak dokusundaki kalsiyum iyon diizeyleri CuSOgs’iin etkisinde kalan
baliklardaki kalsiyum iyon diizeylerine oranla daha diisiik iken (Sekil 4.14.; P<0.05), 21 giinliik etki
stiresinde ise CuO NP ve CuSOy’iin etkileri arasinda herhangi bir farklilik gozlenmemistir (Sekil
4.14.; P>0.05). 1.0 mg/L’lik derisimde 7 ve 21 giinliik etki siirelerinde CuO NP’iin etkisinde kalan
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baliklarin bagirsak dokusunda kalsiyum iyon diizeyleri CuSO4’iin etkisinde kalan baliklardaki
kalsiyum iyon diizeylerine oranla daha diisiik oldugu belirlenmistir (Sekil 4.14.; P<0.05).

CuO NP ve CuSOs’1mn solunga¢ dokusundaki kalsiyum iyon diizeyleri iizerine etkileri
kiyaslandiginda 0.1 mg/L ve 1.0 mg/L’lik ortam derisimlerinde 7 giinliik etki siiresinde CuO NP’
iin etkisinde kalan baliklarin solunga¢ dokusundaki kalsiyum iyon diizeyleri CuSOy’iin etkisinde
kalan baliklardaki kalsiyum iyon diizeylerine oranla daha diisiik oldugu (Sekil 4.15.; P<0.05), 21
giinliik etki siiresinde ise CuO NP ve CuSOy’ilin etkisinde kalan baliklarin solunga¢ dokusundaki
kalsiyum iyon diizeyleri arasinda herhangi bir farklilik gézlenmedigi saptanmistir (Sekil 4.15.;
P>0.05).

CuO NP ve CuSOsin kas dokusundaki kalsiyum iyon diizeyleri iizerine etkileri
kiyaslandiginda hem 0.1 mg/L ve hemde 1.0 mg/’lik derisimlerde calisilan her iki etki siiresinde de
CuO NP’1iin etkisinde kalan baliklarin kas dokusundaki kalsiyum iyon diizeyleri CuSO4’iin etkisinde
kalan baliklardaki kalsiyum iyon diizeylerine oranla daha diisiik oldugu belirlenmistir (Sekil 4.16.;
P<0.05).
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Sekil 4.14. CuO NP ve CuSOy4’lin 0.1 (A) ve 1.0 (B) mg/L derisimlerinin etkisine birakilan O.
niloticus’un bagirsak dokusunda siireye bagl kalsiyum iyon diizeyinin karsilastiriimasi (ug Cu/g
k.a.). Farkli simgelerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P < 0.05).
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Sekil 4.15. CuO NP ve CuSOy4’tin 0.1 (A) ve 1.0 (B) mg/L derisimlerinin etkisine birakilan O.
niloticus’un solunga¢ dokusunda siireye bagl kalsiyum iyon diizeyinin karsilastirilmasi (ug Cu/g
k.a.). Farkli simgelerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P < 0.05).
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Sekil 4.16. CuO NP ve CuSOy4’lin 0.1 (A) ve 1.0 (B) mg/L derisimlerinin etkisine birakilan O.
niloticus’un kas dokusunda siireye bagl kalsiyum iyon diizeyinin karsilagtiritlmasi (ug Cu/g k.a.).
Farkli simgelerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P < 0.05).

4.2.4. Magnezyum Iyon Diizeyleri

O. niloticus’da belirli bir siirede karaciger, bagirsak, solunga¢ ve kas dokusu magnezyum
iyon diizeyine Cu ONP ve CuSOy’iin ortam derigimlerinin etkilerini belirlemek amaci ile veriler SNK
testi (Student Newman Keul’s Test) ile analiz edilmis ve sonuclar ¢izelge 4.9-10°da verilmistir. Bu
cizelgelerde a, b ve ¢ harfleri derisimlerin etkisini gostermek amaciyla kullanilmistir. Cizelgelerde

farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistik ayrim vardir.
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O. niloticus ‘da 7 gilinliik siire sonunda CuSOs etkisinde O. niloticus ‘da karacigerde
magnezyum diizeyi kontrole oranla her iki ortam derisiminde de herhangi bir degisim gostermezken
(Cizelge 4.9.; P>0.05), bagirsak dokusunda her iki ortam derisiminde de kontrole oranla azalma
gostermisir (Cizelge 4.9.; P<0.05). Magnezyum iyon diizeyleri kontrole oranla solunga¢ dokusunda
0.1 mg/ L ortam derisiminde azalma, kas dokusunda ise 1.0 mg/L ortam derisiminde artig gostermigtir
(Cizelge 4.9.; P<0.05), O. niloticus ‘da 7 giinliik siire sonunda CuO NP etkisinde karaciger, bagirsak
ve solunga¢ dokularinda magnezyum diizeyleri kontrole gore azalirken (Cizelge 4.9.; P<0.05), kas
dokusuinda ise kontrole oranla herhangi bir degisim gostermemistir (Cizelge 4.9.; P>0.05).

21 giin siireyle CuSOs etkisine birakilan O. niloticus ‘da denenen her iki derisimde de
karaciger, bagirsak ve solunga¢ dokularinda magnezyum diizeyleri kontrole gore azalirken (Cizelge
4.10.; P<0.05), kas dokusuinda ise kontrole oranla herhangi bir degisim gostermemistir (Cizelge
4.10.; P>0.05). O. niloticus ‘da 21 giinliik siire sonunda CuO NP etkisinde karaciger, bagirsak ve
solunga¢ dokularinda diisiik ortam derisiminde magnezyum diizeyi kontrole oranla azalirken
(Cizelge 4.10.; P<0.05), kas dokusunda ise her iki ortam derisiminde magnezyum diizeyinin
kontrole oranla arttig1 belirlenmistir (Cizelge 4.10.; P<0.05).

Cizelge 4.9. CuO NP ve CuSOy4’iin farkli derisimlerinin etkisine 7 giin siire ile birakilan O.
niloticus’un dokularinda bakirin Magnezyum diizeyi iizerine etkisi (ug Mg*™*/g k.a.).

DOKULAR
DERISIM Karaciger Bagirsak Solungag Kas
(mg/L) Xtsx =+ XEsx * Xtsx *  Xtsx =
Kontrol 119.47£7.30 a 156.53£3.00 a 166.17£13.40 a 125.37+£3.32 a

0.1 Cu SOq4 107.9742.51 a 1185643.13 b 119.62+8.73 b  124.77+4.66 a

1.0 Cu SO, 106.30+£9.77 a 139.70+4.95 ¢ 157.87+12.64 a 134.47+1.23 b

Kontrol 106.30+9.77 a  156.53+3.00 a 166.17+13.40 a  125.37+£3.32 a
0.1 CuO NP 74.99£3.70 b 125304192 b 132.43+£3.18 b  129.62+6.12 a

1.0 CuO NP 95.14£3.45 ¢ 114.0743.71 ¢ 145.8324.30 b 134.63£3.07 a

*SNK; a, b ve ¢ harfler derisimler arasindaki ayrimi1 belirlemek amaciyla kullanilmistir.
Farkl1 harflerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P < 0.05).

X=+SX: Aritmetik ortalama + Standart hata
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Cizelge 4.10. CuO NP ve CuSOy’iin farkli derisimlerinin etkisine 21 giin siire ile birakilan O.
niloticus’un dokularinda bakirin Magnezyum diizeyi iizerine etkisi (ug Mg**/g k.a.).

DOKULAR
DERISIM Karaciger Bagirsak Solungag Kas
(mg/L) Xtsx =+ XEsx * Xtsx  *  Xisx =
Kontrol 116.83£10.16 a 170.90+12.85a 182.10+11.64 a 125.90+4.25 a

0.1 Cu SO4 94.40+£3.62 b 152.17£1.40 b 163.0742.12 b 125.73+4.01 a

1.0 Cu SO4 95.89+4.58 b 128.13£3.61 ¢ 15530+6.43 b 140.53+8.54 a

Kontrol 116.83+£10.16 a 170.90+12.85a 182.10+11.64 a  125.90+4.25 a
0.1 CuO NP 65.43£3.51 b 108.73+23.76b  138.93£8.45 b  140.43£2.08 b

1.0 CuO NP 108.36+8.54 a  150.00+1.67 a 171.73+6.74 a 135.80+3.01 b

*SNK; a, b ve ¢ harfler derisimler arasindaki ayrimi belirlemek amacryla kullanilmistir.
Farkl1 harflerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P < 0.05).

X=+SX: Aritmetik ortalama + Standart hata

CuO NP ve CuSOs’1n karaciger dokusundaki magnezyum iyon diizeyleri iizerine etkileri
kiyaslandiginda, 0.1 mg/L’lik derisimde 7 ve 21 giinliik etki siiresinde CuO NP’iin etkisinde kalan
baliklarin karacigerindeki magnezyum iyon diizeyleri CuSO4’lin etkisinde kalan baliklardaki
magnezyum iyon diizeylerine oranla daha diisiik oldugu saptanmustir (Sekil 4.17.; P<0.05), 1.0
mg/L’lik derisimde 7 giinliik siirede CuO NP’iin etkisinde kalan baliklarin karacigerindeki
magnezyum iyon diizeyleri CuSO4’lin etkisinde kalan baliklardaki magnezyum iyon diizeylerine

oranla daha diisiik iken, 21 giinliik siirede ise yiiksek oldugu saptanmustir (Sekil 4.17; P<0.05).
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Sekil 4.17. CuO NP ve CuSOy4’lin 0.1 (A) ve 1.0 (B) mg/L derisimlerinin etkisine birakilan O.
niloticus’un karaciger dokusunda siireye bagli magneziyum iyon diizeyinin karsilastirilmasi (ug
Cu/g k.a.). Farkli simgelerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P < 0.05).

CuO NP ve CuSOs’1n bagirsak dokusundaki magnezyum iyon diizeyleri iizerine etkileri
kiyaslandiginda 0.1 mg/L’lik ortam derisiminde de 7 giinliik etki siiresinde CuO NP ve CuSO4’{in
etkileri arasinda herhangi bir farklilik gozlenmedigi (Sekil 4.18.; P>0.05), 21 giinliik etki siiresinde
ise CuO NP’iin etkisinde kalan baliklarin bagirsak dokusundaki magnezyum iyon diizeyleri
CuSOy’lin etkisinde kalan baliklardaki magnezyum iyon diizeylerine oranla daha diisiik oldugu

belirlenmistir (Sekil 4.18.; P<0.05). 1.0 mg/L’lik derisimde 7 giinliik siirede CuO NP’iin etkisinde
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kalan baliklarin bagirsagindaki magnezyum iyon diizeyleri CuSO4’ilin etkisinde kalan baliklardaki
magnezyum iyon diizeylerine oranla daha diisiik iken, 21 giinliik siirede ise yiiksek oldugu
saptanmistir (Sekil 4.18; P<0.05).

CuO NP ve CuSOg4’1n solunga¢ dokusundaki magnezyum iyon diizeyleri {izerine etkileri
kiyaslandiginda 0.1 mg/L’lik ortam derisiminde de 7 giinliik etki siiresinde CuO NP ve CuSO4’lin
etkileri arasinda istatiksel bir farkliligin olmadig1 (Sekil 4.19.; P>0.05), 21 giinliik etki siiresinde ise
CuO NP’iin etkisinde kalan baliklarin solunga¢ dokusundaki magnezyum iyon diizeyleri CuSO4’lin
etkisinde kalan baliklardaki magnezyum iyon diizeylerine oranla daha diisiik oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.19.; P<0.05). 1.0 mg/L’lik ortam derisiminde 7 ve 21 giinliik etki siiresinde CuO NP ve
CuSOy’in solunga¢ dokusu magnezyum iyon diizeylerine etkilerinde istatiksel bir farklilik
gozlenmemistir (Sekil 4.19.; P>0.05),

CuO NP ve CuSO4’1in kas dokusundaki magnezyum iyon diizeyleri iizerine etkileri
kiyaslandiginda 0.1 mg/L ortam derisiminde 7 giinliik etki siiresinde CuO NP ve CuSO4’{in etkileri
arasinda istatiksel bir farkliligin olmadig1 (Sekil 4.20.; P>0.05), 21 giinliik etki siiresinde ise CuO
NP’iin etkisinde kalan baliklarin kas dokusundaki kalsiyum iyon diizeyleri CuSO4’iin etkisinde kalan
baliklardaki magnezyum iyon diizeylerine oranla daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Sekil 4.20.;
P<0.05). 1.0 mg/L’lik ortam derisiminde 7 ve 21 giinliik etki siiresinde CuO NP ve CuSO4’iin kas
dokusu magnezyum iyon diizeylerine etkilerinde herhangi bir farkliligin gézlenmedigi saptanmistir

(Sekil 4.20.; P>0.05).
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Sekil 4.18. CuO NP ve CuSOy4’iin 0.1 (A) ve 1.0 (B) mg/L derisimlerinin etkisine birakilan O.
niloticus’un bagirsak dokusunda siireye bagli magnezyum iyon diizeyinin karsilastirilmasi (ug
Cu/g k.a.). Farkl1 simgelerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P < 0.05).
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Sekil 4.19. CuO NP ve CuSO4’iin 0.1 (A) ve 1.0 (B) mg/L derisimlerinin etkisine birakilan O.
niloticus’un solunga¢ dokusunda siireye bagli magnezyum iyon diizeyinin karsilastirilmasi (ug
Cu/g k.a.). Farkli simgelerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P < 0.05).
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Sekil 4.20. CuO NP ve CuSOg4’iin 0.1 (A) ve 1.0 (B) mg/L derisimlerinin etkisine birakilan O.
niloticus’un kas dokusunda siireye bagli magnezyum iyon diizeyinin karsilastiriimasi (ug Cu/g
k.a.). Farkli simgelerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P < 0.05).
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4.3. ATP az Aktivitesi

O. niloticus’da belirli bir siirede karaciger, bagirsak, solunga¢ ve kas dokusu Na*/K*- ATP
az aktivitesine Cu ONP ve CuSOs’iin ortam derigimlerinin etkilerini belirlemek amaci ile veriler
SNK testi (Student Newman Keul’s Test) ile analiz edilmis ve sonuglar c¢izelge 4.11-14°de
verilmistir. Bu gizelgelerde a, b ve ¢ harfleri derigimlerin etkisini gostermek amaciyla kullanilmigtir.
Cizelgelerde farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistik ayrim vardir.

Karaciger dokusunda CuO NP ve CuSO4’ilin etkisindeki Na*/K*- ATP az aktivitesi 7 ve 21
giinliik etki stiresinde tiim derisimlerde kontrole oranla azalis gostermistir (Cizelge 4.11.; P<0.05).
CuO NP’nin etkisinde 7 ve 21 giinliik etki siirelerinde derisimler arasinda herhangi bir ayrim
gbzlenmezken (P>0.05). CuSO4’iin etkisinde 7 giinliik etki siiresinde derisimdeki artisa bagl olarak
enzim aktivitesinde azalmanin daha yiiksek oldugu gozlenmistir (P<0.05).

Siireye bagli metal etkisi incelendiginde, hem CuO NP ve hemde CuSO.’iin etkisinde
denenen tiim derisimlerde 21 giinliik etki siiresinde 7 giinliik etki siiresine oranla Na*/K*- ATP az

aktivitesindeki azalma daha fazla olmustur (P<0.05).

Cizelge 4.11. CuO NP ve CuSOys’iin farkli derisimlerinin etkisine birakilan O. niloticus’un karaciger
dokusunda bakirin Na*/K*- ATP az aktivitesi lizerine etkisi (umol Pi/mg Prt/sa).

o Siire (giin)

DERISIM (mg/L) - 51

Kontrol 9.08+0.35 ax 8.84+0.63 ay
0.1 mg/L CuONP 4.51+£0.45 bx 3.98+0.16 by
1.0 mg/L CuONP 4.324+0.23 bx 3.60+£0.29 by
Kontrol 9.08+0.35 ax 8.84+0.63 ay
0.1 mg/L CuSOg4 5.07+£0.26 bx 3.58+0.30 by
1.0 mg/L CuSO4 3.81+0.15 cx 2.66£0.20 by

*SNK; a, b ve ¢ harfleri derisimleri; x ve y harfleri siireler arast ayrimi belirlemek amaciyla kullanilmustir.
Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P < 0.05).

X=+SX: Aritmetik ortalama + Standart hata
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CuO NP ve CuSOy’lin etkisine biraliklan baliklarin bagirsak dokusunda Na*/K*- ATP az
aktivitesi 7 ve 21 giinliik etki siiresinde tiim derisimlerde kontrole gore azaldig1 saptanmustir (Cizelge
4.12.; P<0.05). Hem CuO NP ve hemde CuSOy’iin etkisinde denenen siirelerde derisimler arasinda
herhangi bir ayrim gézlenmemistir (P>0.05).

Siireye bagli metal etkisi incelendiginde, CuO NP etkisinde denenen tiim derigsimlerde 21
giinliik etki siiresinde 7 giinliik etki siiresine oranla Na*/K*- ATP az aktivitesindeki azalma daha fazla
olmustur (P<0.05). CuSO; etkisinde ise 0.1 mg/L’lik derisimde etkide kalma siiresindeki artisa bagli
olarak enzim aktivitesinde herhangi bir degisim gdzlenmezken (P>0.05), 1.0 mg/L’lik derisimde

etkide kalma siiresindeki artisa bagli olarak enzim aktivitesi azalmistir (P<0.05).

Cizelge 4.12. CuO NP ve CuSOs’iin farkli derisimlerinin etkisine birakilan O. niloticus’un bagirsak
dokusunda bakirin Na*/K*- ATP az aktivitesi lizerine etkisi (umol Pi/mg Prt/sa).

Siire (giin)

DERISIM (mg/L) 7 21

Kontrol 7.57£0.36  ax 7.26£0.32 ax
0.1 mg/L CuONP 5.02+0.19 bx 497+0.11 by
1.0 mg/L CuONP 4.85+0.24 bx 4.50+0.23 by
Kontrol 7.57£0.36 ax 7.26+0.32 ax
0.1 mg/L CuSO4 3.83+0.17 bx 3.47+0.29 bx
1.0 mg/L CuSO4 3.06+£0.17  bx 2.54+£0.25 by

*SNK; a ve b harfleri derisimleri; x ve y harfleri siireler arasi ayrimi belirlemek amaciyla kullanilmustir.
Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P < 0.05).

X+SX: Aritmetik ortalama + Standart hata

Solunga¢ dokusunda CuO NP’mn etkisindeki Na*/K*- ATP az aktivitesi 7 giinliik etki
stiresinde 0.1 mg/L derisimde kontrole oranla herhangi bir degisim olmamis (P>0.05), 1.0 mg/L
derisimde ise azalis gostermistir (Cizelge 4.13.; P<0.05). 21 ginliikk etki siiresinde ise tiim
derisimlerde kontrole gore azaldigi saptanmustir (Cizelge 4.12.; P<0.05). CuSO4’iin etkisindeki
Na*/K*- ATP az aktivitesi 7 ve 21 gilinliik etki siiresinde tim derisimlerde kontrole gore azaldigi
saptanmistir (Cizelge 4.12.; P<0.05). CuO NP’nin etkisinde 7 ve 21 giinliikk etki siirelerinde
derigimler arasinda bir ayrim goézlenirken (P<0.05). CuSO4’iin etkisinde 7 giinliik etki siiresinde
derisimdeki artisa bagli olarak enzim aktivitesinde azalmanin daha yiiksek oldugu gézlenmistir
(P<0.05).

Siireye bagli metal etkisi incelendiginde, hem CuO NP ve hemde CuSOs’iin etkisinde
denenen tiim derigimlerde solunga¢ dokusu Na*/K*- ATP az aktivitesi 21 giinliik etki siiresinde 7

giinliik etki siiresine oranla azalmanin daha fazla oldugu belirlenmistir (P<0.05).
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Cizelge 4.13. CuO NP ve CuSOy’iin farkli derigsimlerinin etkisine birakilan O. niloticus’un solungag
dokusunda bakirin Na*/K*- ATP az aktivitesi lizerine etkisi (umol Pi/mg Prt/sa).

Stire (giin)

DERISIM (mg/L) 7 21

Kontrol 23.48+0.72  ax 23.48+0.72 ax

0.1 mg/L CuONP 21.97+0.31 ax 19.39+0.67 by

1.0 mg/L CuONP 15.02+0.53  bx 12.724+0.65 cy
Kontrol 23.48+0.72  ax 23.48+0.72 ax
0.1 mg/L CuSO4 20.25+0.33  bx 18.14+0.58 by
1.0 mg/L CuSOg4 18.41+0.30 cXx 16.60+0.76 by

*SNK; a, b ve ¢ harfleri derisimleri; x ve y harfleri siireler arasi ayrimi belirlemek amacryla kullanilmistir.
Farkl1 harflerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P < 0.05).

X=+SX: Aritmetik ortalama + Standart hata

CuO NP ve CuSOy’tin etkisine biraliklan baliklarin kas dokusunda Na*/K*- ATP az aktivitesi
7 ve 21 giinliik etki siiresinde tiim derisimlerde kontrole gore azaldigi saptanmistir (Cizelge 4.12.;
P<0.05). CuO NP’ etkisinde denenen siirelerde derigsimler arasinda ayrim istatistiksel olarak 6nemli
oldugu saptanmistir (P<0.05). CuSOs’iin etkisinde 7 giinliik etki siiresinde derisimler arasinda
herhangi bir ayrim gozlenmezken (P>0.05), 21 giinliik etki siiresinde derisimler arasinda ayrim
istatistiksel olarak 6nemli oldugu saptanmustir.

Siireye bagli metal etkisi incelendiginde, CuONP etkisinde 0.1 mg/L’lik derisimde etkide
kalma stiresindeki artisa bagli olarak Na*/K*- ATP az enzim aktivitesi azalirken (P<0.05), 1.0
mg/L’lik derisimde etkide kalma siiresindeki artisa bagl olarak enzim aktivitesinde herhangi bir
degisim gozlenmemistir (P>0.05). CuSO4’lin etkisinde denenen tiim derisimlerde 21 giinliik etki
stiresinde 7 giinliik etki siiresine oranla Na*/K*- ATP az aktivitesindeki azalma daha fazla olmustur
(P<0.05).
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Cizelge 4.14. CuO NP ve CuSOy’iin farkli derigimlerinin etkisine birakilan O. niloticus’un kas
dokusunda bakirin Na*/K*- ATP az aktivitesi lizerine etkisi (umol Pi/mg Prt/sa).

Siire (giin)

DERISIM (mg/L) 7 21

Kontrol 28.83+0.42  ax 27.76£0.34  ax
0.1 mg/L CuONP 25.43+0.37  bx 23.95+0.49 by
1.0 mg/L CuONP 21.60+£0.68  cx 20.61+0.30  cXx
Kontrol 28.83+0.42 ax 27.76£0.34  ax
0.1 mg/L CuSOg4 20.51£0.27  bx 19.07+£0.03 by
1.0 mg/L CuSOg4 19.09+0.54  bx 17.05+0.51 cy

*SNK; a,b ve ¢ harfleri derisimleri; x ve y harfleri siireler arasi ayrimi belirlemek amaciyla kullanilmstir.
Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (P < 0.05).

X=+SX: Aritmetik ortalama + Standart hata

Cu NP ve CuSOgs’iin karaciger dokusundaki Na*/K*- ATP az aktivitesi kiyaslandiginda, 0.1
ve 1.0 mg/L’lik derisimde 7 ve 21 giinliik etki siirelerinde CuO NP ve CuSOs’iin etkisinde kalan
baliklarin karacigerindeki Na*/K*- ATP az aktivitesi arasinda énemli bir degisim saptanamamustir
(Sekil 4.18.; P>0.05).

Cu NP ve CuSOgs’iin bagirsak dokusundaki Na*/K*- ATP az aktivitesi kiyaslandiginda, 0.1
mg/L’lik derisimde 7 giinliik etki siiresinde CuO NP’in etkisinde kalan baliklarin bagirsaklarindaki
Na*/K*- ATP az aktivitesininin CuSO4’iin etkisinde kalan baliklara oranla daha diisiik oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.19.; P<0.05). 1.0 mg/L’lik derisimde 7 ve 21 giinliik etki siirelerinde CuO
NP’in etkisinde kalan baliklarin bagirsaklarindaki Na*/K*- ATP az aktivitesinin CuSO4’iin
etkisindeki enzim aktivitesine oranla daha yiiksek oldugu belirlenmistir (P<0.05).

Cu NP ve CuSOy’iin solunga¢ dokusundaki Na*/K*- ATP az aktivitesi kiyaslandiginda, 0.1
mg/L’lik derisimde 7 ve 21 giinliik etki siirelerinde CuO NP ve CuSOy’iin etkisinde kalan baliklarin
solungag dokusundaki Na*/K*- ATP az aktivitesi arasinda dnemli bir degisim saptanamamigtir
(Sekil 4.20.; P>0.05). 1.0 mg/L’lik derisimde 7 ve 21 giinliik etki siirelerinde CuO NP’in etkisinde
kalan baliklarin solungaglarindaki Na*/K*- ATP az aktivitesinin CuSO.’lin etkisindeki enzim
aktivitesine oranla daha diisiikk oldugu belirlenmistir (P<0.05).

Cu NP ve CuSO4’iin kas dokusundaki Na*/K*- ATP az aktivitesi kiyaslandiginda, 0.1 ve 1.0
mg/L’lik derisimde 7 ve 21 giinliikk etki siirelerinde CuO NP’in etkisinde kalan baliklarin kas
dokusundaki Na*/K*- ATP az aktivitesinin CuSO4’iin etkisinde kalan baliklardaki enzim aktivitesine
oranla daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Sekil 4.21.; P<0.05).
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Sekil 4.21. CuO NP ve CuSO4’iin 0.1 (A) ve 1.0 (B) mg/L derisimlerinin etkisine birakilan O.
niloticus’un karaciger dokusunda siireye bagh Na,K -ATP az aktivitesinin karsilastirilmasi (nug
Cu/g k.a.). Farkli simgelerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (umol Pi/mg Prt/sa).
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Sekil 4.22. CuO NP ve CuSO4’iin 0.1 (A) ve 1.0 (B) mg/L derisimlerinin etkisine birakilan O.
niloticus’un bagirsak dokusunda siireye bagli Na,K -ATP az aktivitesinin karsilastirilmasi (ug Cu/g
k.a.). Farkli simgelerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (wmol Pi/mg Prt/sa).
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Sekil 4.23. CuO NP ve CuSO4’iin 0.1 (A) ve 1.0 (B) mg/L derisimlerinin etkisine birakilan O.
niloticus’un solunga¢ dokusunda siireye bagli Na,K -ATP az aktivitesinin karsilastirilmasi (ug
Cu/g k.a.). Farkli simgelerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (wmol Pi/mg Prt/sa).
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Sekil 4.24. CuO NP ve CuSOy4’lin 0.1 (A) ve 1.0 (B) mg/L derisimlerinin etkisine birakilan O.
niloticus’un kas dokusunda siireye bagli Na,K -ATP az aktivitesinin karsilasgtirilmas: (ug Cu/g
k.a.). Farkli simgelerle gosterilen veriler arasinda istatistik ayrim vardir (umol Pi/mg Prt/sa).
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4.4. Tartisma

Agir metaller, su kirleticinin énemli bir tiiriidiir ve baliklar i¢in potansiyel olarak toksik
olmalar1 nedeniyle, baliklarin hayatta kalma, biiylime ve iiremeleri iizerinde etkili olabilen
biyokimyasal ve fizyolojik degisikliklere neden olurlar. Su ortaminda bulunan organizmalar
metalleri biriktirebilirler buda organizmanin sadece iiretkenligini ve iireme yetenegini degil, ayni
zamanda bu organizmalarda yasamsal aktiviteler i¢in gerekli olan parametreleri de olumsuz yiinde
etkileyebilmektedir.

Toksisite calismalarindaki letal (6liimciil) etkiler, canlilik ve duyarhilik {izerindeki etkilere
dayanarak organizmalarin kirletici maddelere verdigi akut stres tepkilerdir. Letal etkilerde gézlenen
farkliliklar, balik tiirleri ve biiytlikliigii, kullanilan suyun fiziko kimyasal 6zellikleri, doz ve maruz
kalma siiresine bagli olarak degisebilir (Shobana ve ark., 2018). Organizmalarin metallere ve
nanometal oksitlere (nanoCuO) tepkileri tiirlere ve metallere gore degismektedir (Erdem ve Kargin,
1992; Griffitt ve ark., 2007; Hao ve Chen, 2012; Bondarenko ve ark., 2013). Nanometaller ve
¢oziinen metallerin toksisitesi, viicuda solunum veya sindirim yoluyla alinan bu metallerin membran
ve protein yapisini bozmasi, enetji kaynaklarini azaltmasi ve fizyolojik hasarlar (biiyiime, lireme ve
hayatta kalma) yapmasi sonucu olmaktadir. Bu aragtirmada CuO NP ve CuSO4 ‘iin yiiksek ortam
derisimlerinde, deneylerin sona erdirildigi 21. giiniin sonunda Oreochromis nilotucus’da 6liim
gbzlenmemistir, fakat yiiksek ortam derisimlerindeki baliklar olagan olmayan davranis degisiklikleri
gostermislerdir. 60 giin siireyle bakirin farkli derisimlerine birakilan Tilapia nilotica’da ve Cyprinus
carpio’da diisiik derisimlerde mortalite gézlenmezken, yiiksek derisimlerde mortalitenin oldugu
saptanmistir (Erdem ve Kargin, 1992). Shaw ve ark. (2012) Oncorhynchus mykiss’de 100 pg/L
CuS04 ve Cu-NP'lerin etkisinde mortalitenin oldugu ve CuS04’iin, esdeger konsantrasyondaki Cu-
NP'lerden daha toksik oldugunu saptamislardir. Yapilan ¢alismalarda, TiO, ve CuO NP'lerin, C.
carpio i¢in akut toksisite gostermedigi bildirilmistir (Hao ve ark., 2009; Zhao ve ark., 2011) ve metal
oksit NP'lerin sazan iizerine akut toksisitesi diisiik oldugu belirlenmistir (Hao ve Chen, 2012).

Bu arastirmada, CuS0s ve CuO NP'lerin diisiik derisimlerinin etkisine birakilan O.
nilotucus’da besinin yeterince alinamamasina, solungaglarda mukus olusumuna, solunum
giicliigline, ylizme hareketlerinde koordinasyon bozukluguna ve yiizgeclerde dejenerasyona neden
oldugu gozlenmistir. Baliklarda 6liim olmamasi, bakir derisimlerinin diisiik olmasi, baliklarin bu
metalleri regiile edebilmeleri ve baliklarin detoksifikasyon mekanizmalarinin iyi olmasindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Allogamus ligonifer tizerinde yapilan bir ¢alismada, CuO NP'nin
sublethal konsantrasyonlarina maruz kalmanin 5 veya 10. giiniinde biiylime ve beslenme davranigim
onemli 6l¢iide etkilendigi ve CuO NP'den salinan Cu 'nin bunda etkili oldugu belirtilmistir (Pradhan
ve ark., 2012). Linhua ve ark.(2009) TiO,NP’nin yiiksek ortam derisimlerinin etkisine biraktiklar1
C.carpio’da mortalite’nin  olmadigin1  belirtmiglerdir. ~ Arastiricilar  TiO,NP’nin  artan
konsantrasyonlarinin etkisindeki baliklarda solunum giicliigii ve yiizme sikligi, 100 mg/L

TiO2NP’nin etkisindeki baliklarda ise fizyolojik degisiklilerin oldugunu gézlemislerdir.
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Suda bulunan kimyasallar, baliklarda solungag epiteli, sindirim sistemi (besin ve i¢gme) ve
deri olmak {izere li¢ yerden alinarak birikebilir (Pedlar ve Klaverkamp 2002; Handy ve ark. 2008).
NP'ler baliklara hasar goren epitel hiicre membrani yoluyla dogrudan girebilir ve istenmeyen toksik
etkileri indiikleyebilirler.

Agir metaller ve nanopartikiillerin toksik etki gdstermesinde dnemli faktorlerden biri, balik
dokular1 tarafindan birikim (biyoakiimiilasyon) ve eliminasyon potansiyelidir. Metallerin ve
nanopartikiillerin ~ birikimi, ortamdaki agir metal ve nanopartikiil konsantrasyonuyla
karsilastirildiginda, zaman iginde balik organlarindaki metal ve nanopartikiillerin
konsantrasyonundaki bir artis1 yansitir. Balik dokularinda metallerin birikimi, maruz kalma stiresi,
derisim, ¢evre kosullari, diger maddelerle etkilesim ve ilgili organ gibi ¢esitli faktrlere baglidir.

Solungac ve bagirsak, metallerin alinimi ve diger organlara tasinmasi icin kullanilan
organlardir; karaciger ve bobrek metallerin detoksifikasyon ve elimine edilmesinden sorumlu
organlardirlar (De Boeck ve ark. 2004). Ek olarak, karaciger ve bobrek, baliklardaki eksojen
maddelerin bosaltim fonksiyonuyla gorevli organlardirlar. Karaciger, bobrek ve solungag gibi aktif
metabolik organlar kas gibi diger inaktif metabolik dokulardan daha fazla miktarda metal
biriktirdikleri igin birgok toksikolojik etkiye maruz kalmaktadirlar (Uysal ve ark. 2008). Kirletici
maddeler su ortaminin her tarafinda esit dagilmis olabilir ancak farkli dokularda farkli sekilde
birikmektedirler. Doku metabolizmasindaki farkliliklar metal birikiminde ©6nemli rol oynar.
Baliklarda, Cu metabolizmasi ve homeostazi ile ilgili en énemli organlar karaciger, bobrek ve
solungaglardir.

Karaciger, kimyasal toksisite indikatorii olarak kullanilir ve sudaki hayvanlarin su ortaminda
bulunan toksinlere maruz kalma etkilerini incelemekte yararli bir organdir (Fernandes ve ark., 2008).
Karaciger, absorbe edilen ksenobiyotiklerle temas eden ana detoksifikasyon organi olarak kabul
edilir ve lezyonlari siklikla su kirleticilerine maruz kalmayla iliskilidir (Velma ve Tchounwou 2010).
Karaciger metabolizma ve detoksifikasyon mekanizmalarinda rol oynayan hayati bir doku olup
kirletici maddelere karsi ¢ok hassastir, ayni zamanda ¢esitli kritik metabolik yollar i¢in temel bir
organdir ve detoksifikasyon islemi sirasinda kirleticilerin biyokimyasal doniigiimlerinde 6nemli bir
rol oynar (Hao ve ark. 2013). Karaciger onemli bir metal baglayici protein ireticisi oldugundan,
metalotiyonin gibi diisiik molekiiler agirlikli metal baglayici proteinlerin indiiklenmesi (uyarilmasi),
metal maruziyetleriyle yakindan iliskilidir ve ortamdan alinan metaller, muhtemelen proteinlere
baglanarak detoksifiye edilmektedir (Palaniappan ve Karthikeyan 2009). Ote yandan, karaciger
glikoz metabolizmasinda anahtar rol oynar ve hepatositler, glikozu glikojen haline getirir. (Gharaei
ve ark., 2011). Tath suda kemikli baliklarinda Cu solunga¢ boyunca absorbe edilir ve Cu
homeostazinin merkezi kompartmani olarak karacigere aktarilir (Grosell ve ark. 1997, 1998).
Karaciger Cu’nun safra yoluyla atilimini diizenler ve bu nedenle diger i¢ organlara yalnizca sinirli

miktarda Cu gecer (Kamunde ve Wood, 2004).
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25 ve 29 ug Cu/L'ye 96 saat maruz birakilan Prochilodus. scrofa baliklarinda Cu birikiminin
diger dokulara kiyasla karacigerde en fazla oldugu ve onu bagirsak ve bobregin izledigi saptanmigtir
(Mazon ve Fernandes, 1999). Arastiricilar bu organlarda bakir birikiminin yiliksek olmasinin
karaciger ve bobrek dokusunun, toksik maddelerin detoksifikasyon ve atiliminda 6nemli bir rol
oynamasiyla agiklamiglardir. Shaw ve ark. (2012), Cu NP ve CuSOs (20 pg/L) 'etkisine 10 giin
boyunca birakilan gokkusagi alabaliginda karacigerde Cu diizeylerinde olgiilebilir artiglara neden
oldugunu, ancak kas, beyin veya dalakta tespit edilebilir bir artis olmadigini belirtmislerdir. 12.8 uM
bakira maruz birakilan Opsanus beta baliginda karaciger, incelenen dokular arasinda en yiiksek bakir
konsantrasyonunu icerdigi saptanmistir (Grosella ve ark., 2004). Cd veya Cu ya maruz kalan O.
mykiss’de karaciger ve bobrekte onemli miktarda metal biriktigi belirlenmistir (McGeer ve ark.,
2000). CuO NP ve biiyiik partikiillii CuO etkisine birakilan O. niloticus’da Cu birikimi dokuya 6zgii
karaciger>bobrek>solunga¢g>kas seklinde bir sira izlemistir (Abdel- Khalek 2016). Arastiricilar
karacigerde yiiksek Cu birikiminin hepatik dokularda yogunlasan diisitk molekiiler agirlikli
proteinler ile (metalotiyoninler) iliskisi nedeniyle olabilecegini bildirmislerdir. Bu ¢alismada CuO
NP ve CuSO; etkisine O. niloticus’da denenen tiim siire ve ortam deisimlerinde karaciger Cu birikimi
diger dokulara oranla daha yiiksek olarak bulunmustur. Derisim artisina ve siirenin uzamasina bagl
olarak bakir birikimindeki artisin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Karacigerde bakir birikiminin
yiiksek olmasi, diger metallere kiyasla bakir icin hedef organ olmasi, metal baglayici proteinlere
sahip olmasi ve safra yoluyla bakirin detoksifikasyonundan sorumlu olmasindan kaynaklandig
diistintilmektedir.

Solungaclar cevreyle dogrudan temas halindedir ve fizyolojik agidan karmagik ve
savunmasiz yapilardir ve suda bulunan toksik maddeler igin hedeftirler (Baramaki ve ark. 2012;
Nowrouzi ve ark., 2012). Solungaglar, yiizeyinde bulunan metal baglama bélgeleri nedeniyle sudan
agir metalleri almada 6nemli bir dokudur. Biiylik bir ylizey alan1 ve ince bir epitel bariyeri olan
solunga¢ dokusu, nanopartikiiller de dahil olmak {izere, mukoza tabakasinda tutulabilen veya epitel
hiicreleri tarafindan alinabilen ¢evredeki toksik maddeleri i¢in en 6nemli alim yollarindan biridir
(Farkas ve ark., 2011; Wu ve Zhou, 2013). Solunga¢ dokusu, metabolitlerin atilimi, viicut sivist
gecirgenlik dengesi ve asit-baz dengesi gibi bir¢ok fizyolojik aktiviteye katilan 6nemli solunum
dokusu oldugu iyi bilinmektedir. Ve ayn1 zamanda ortam suyu ile temas eden ilk dokudur (Hao ve
ark., 2013). Solungaglar solunum ve bosaltim fonksiyonlart i¢in ¢ok dnemli bir dokudur. Balik
solungaglari su kaynakli kimyasallara maruz kalmada hedef organdir ve bu nedenle biyomonitoring
organ olarak kullanilabilmektedir (Lawrence ve Hemingway, 2008). Cevresel su ile temas halinde
olan genis yiizey alan1 ve hayvanin dis ve i¢ ortamini ayiran ¢ok ince bariyer nedeniyle,
solungaglarin, 6zellikle tatli su baliklarinda, bakir aliminin hedef bdlge oldugu diisiiniilmektedir
(Mazon ve Fernandes, 1999).

TiO2NP ve CuO NP’nin etkisine birakilan C. carpio’da karaciger ek olarak, solungaglarda
yiiksek diizeyde CuO NP biriktigi belirlenmistir (Mansouri ve ark., 2016). Wang ve ark. (2015) Cu-
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NP ve CuSO.in etkisine 25 gilin siireyle biraktiklart juvenil Epinephelus coioides' lerin
solungaglarinda yiiksek konsantrasyonda Cu biriktigini ve solungag dokusu Cu'yu almada 6nemli bir
organ oldugunu belirtmislerdir. Zno NP etkisine birakilan C. carpio’da solunga¢ dokusunda,
dogrudan solungag ylizeyi lizerinde nanopartikiillerin adsorpsiyonu ve solunga¢ membrani boyunca
niifuz etmesiyle dnemli diizeyde Zn birikimi olmustur. Bu nedenle, karaciger ve solunga¢ dokusunun
ZnO NP'lere maruz birakilan baliklarda hedef dokular olabilecegi sonucuna varilmistir (Hao ve ark.,
2013). Solungag Cu birikimi, hem CuSO4 hem de Cu NP'lere maruz kalinan O. mykiss de arttigi,
ancak CuSO; etkisinde birikimin daha fazla oldugu saptanmustir. (Al-Bairuty ve ark., 2016).
Bakirin etkisine birakilan O. beta baliginda solunga¢ bakir konsantrasyonu siireye bagli olarak
stirekli bir dogrusal artis gostermistir (Grosell ve ark., 2004). Arastirmamizda hem CuSO4 hem de
CuO NP'lerin farkli derisimlerinin etkisine birakilan O. niloticus’da solunga¢ dokusunda yiiksek
diizeyde bakir biriktigi ve bu birikimin derisim artisina bagli olarak arttig1 saptanmistir. Solungag
dokusunda bakirin yiiksek oranda birikiminin, bu dokunun bakir ile direkt temasta olmasi ve mukus
kapli solungag lamelleri ile bakirin kombinasyonundan kaynaklanabilir.

Kemikli baliklarda iki ana epitel (solungag¢ ve barsak) suda bulunan metallere maruz kalirlar
ve bu nedenle metal iceren suyla temastan dogrudan etkilenirler ve ayn1 zamanda hayvanin metal
biriktirmesinde énemli rol oynarlar. Bagirsaklar, su kaynakli toksik maddelere maruz kalma ile ilgili
diger bir birincil organdir ve bu nedenle toksikolojik ¢aligmalarda bir biyobelirte¢ olarak kullanilir
(Joo ve ark., 2018). Kirletici maddeler, baliklarin birkag kat daha fazla su igme tepkilerine neden olur
ve bu da bagirsaklarin su kaynakli kirleticilere karsi hassasiyetini arttirir (Di Giulio ve Hinton 2008;
Shirdel ve Kalbassi 2016). Hem solunga¢ hem de bagirsak kontrol degerlerine kiyasla birkag kat
daha fazla konsantrasyonda bakir biriktirdiginden, bu dokular viicudun bakir aliminda &nemli
dokular oldugu belirtilmistir (Grosell ve ark., 2004). Bagirsak dokusunun, kemikli baliklarda Cu
aliminda 6nemli bir yol oldugu (Handy ve ark.,1999) ve balik bagirsaginin, besinleri almak igin emici
bosluklar olusturan bir epitel olarak partikiil alimina katkida bulundugu belirtilmistir (Al-Bairuty ve
ark., 2013). Buna ¢k olarak, organizmalarda besin yoluyla bagirsak duvarindan alinimin da 6nemli
bir yol oldugu belirtilmistir (Gaiser ve ark., 2012). ZnO NP’leri, kiiciik boyutlar1 nedeniyle bagirsak
duvar1 boyunca daha kolay niifuz etmekte ve kan dolasimi yoluyla diger dokulara tasinmaktadir.
(Hao ve ark., 2013). Mazon ve Fernandes, (1999) bagirsaklarda bakir birikiminin, gastrointestinal
sistem i¢ine safra ile atilan bakirin kontaminasyonu yoluyla, solungaglardan absorbe edilen bakirin
dolagim sistemi vasitasiyla bagirsaga tasinmasi yoluyla olmak iizere iki sekilde oldugunu
bildirmislerdir.

Zhang ve Wang (2007b), Zn etkisine birakilan Acanthopagrus schlegeli baliginin
gastrointestinal sisteminde Zn birikiminin arttigini bildirmislerdir. Tath suda, 15 ve 75 pg/L Zn'ye 7
giin siireyle birakilan Fundulus heteroclitus baliklarinin bagirsaklarinda kontrole kiyasla 6nemli
diizeyde Zn artis1 oldugu gozlemlenmistir (Shyn ve ark., 2012). Arastiricilar bagirsaklardaki yiiksek

Zn miktar1, muhtemelen bosaltim ve detoksifikasyon yollarinin bir sonucu oldugunu bildirmislerdir.
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Bagirsaklardaki yiiksek Zn birikiminin diger bir kaynagi safra kesesidir ¢iinkii bu organin safra yolu
ile bagirsaga Zn gonderdigi gosterilmistir. Bielmyer ve ark. (2006), 21 giinliikk subletal Cu
maruziyetinden sonra Morone saxatilis in bagirsaginda belirgin bakir birikiminin oldugunu
bildirmislerdir. Pb’nin etkisine birakilan Carassius auratus’da solungaglara ek olarak,
bagirsaklarinda bir alimim yolu oldugu bildirilmistir (Tao ve ark., 1999). 60 giin siireyle bakirmn farkli
derisimlerine birakilan T. nilotica’da ve C.carpio’da bagirsaklarda solungag ve kas dokusuyla
kiyaslandiginda daha fazla bakirin biriktigi belirtilmistir (Erdem ve Kargin, 1992). Bakirin etkisine
96 saat siireyle birakilan P. scrofa'da baliklarinda bagirsakta 6nemli diizeyde Cu birikiminin oldugu
belirlenmistir (Mazon ve Fernandes, 1999). Bu calismada CuSOs4 hem de Cu NP'lerin farkli
derigimlerinin etkisine 7 ve 21 giinliik siirelerle birakilan O. niloticus’da barsak dokusu Cu
birikiminin solungac¢ ve kas dokularina gore yiiksek oldugu saptanmistir. Bagirsak bakir birikiminin
derigim artisina bagl olarak artarak devam ettigi1 saptanmistir. Baliklarin bagirsaklarindaki bakir
birikimi, biiyiik bir olasilikla atik maddelerinden ve strese bagli olarak igilen sudaki bakirdan
kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Tatlisu baliklarinda metal birikimi iizerine yapilan ¢aligmalarin biiyiik bir béliimiinde, kas
dokusunun en diisiik diizeyde metal biriktiren bir doku oldugu belirlenmistir (Erdem ve Kargin,
1992; Mazon ve Fernandes, 1999; Grosell ve ark., 2004; Mansouri ve ark., 2016). Kas dokusunda
metallerin biyolojik olarak birikimi ancak karacigerin maksimum depolama kapasitesine ulagmasi
durumunda belirgin hale geldigi iddia edilmektedir (Kim ve ark., 2011). Bakirin diisiik derisimlerinin
etkisine 96 saat siireyle birakilan P. scrofa'da bakir birikiminin olmadigi belirlenmistir (Mazon ve
Fernandes, 1999). Prochilodus lineatus'ta Pb dagilimi, 6 saatlik maruz kalmanin ardindan bobrek>
solungaglar> karaciger> kan> kas seklinde olup, tiim deney siiresince ayn1 kalmigtir (Ribeiro ve ark.,
2014). TiONP ve CuO NP’nin etkisine birakilan C. carpio’da diger dokulara kiyasla balik kasinda
daha diisiik Cu birikimi oldugu gosterilmistir (Mansouri ve ark., 2016). Bakirin etkisine 30 giin
stireyle birakilan O. beta baliginda kas dokusunda bakir birikiminin diisiik oldugu saptanmistir
(Grosella ve ark., 2004). Kursunun etkisine birakilan Catla catla’da kas dokusu Pb birikiminin diger
dokulara oranla diisiik oldugu belirlenmistir (Palaniappan ve ark., 2009). Arastiricilar kas dokusu
kiitlesinin, analiz edilen diger dokulardan ¢ok daha biiyiik olmasina ragmen Pb’nin diigiik miktarda
birikimini metalin baligin diger dokularina dagilmasi nedeniyle olabilecegini belirtmislerdir. Bu
arastirmada denenen tiim CuO NP ve CuSOjs derisimlerinde ve denenen her iki siirede O. niloticus’da
kas dokusu Cu birikiminin diger dokulara oranla ¢ok diisiik diizeyde oldugu saptanmistir. Bu dokuda
Cu birikiminin disiik diizeyde olmasi, karaciger, solungac ve barsak gibi diger dokularla
karsilastirildiginda kas dokusunun metabolik aktivitesinin daha diisiik olmasina bagl olabilir

Cu NP’lerin fizikokimyasal 6zellikleri, ¢oziniirliikleri, ¢ok kii¢iik boyut ve yiizey alanlari
nedeniyle diger bakir tuzlarma (CuSOs CuCly) oranla baliklar tizerindeki toksik etkileri ve
dokulardaki birikimleri farklilik gostermektedir ((Griffitt ve ark., 2007.; Chen ve ark., 2011; Al-
Bairuty ve ark., 2013; Isani ve ark., 2013). Iyonik bakir (CuSO.) ve nano-bakirin (Cu NP) baliklar
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izerinde farkli etkilerinin biiyiik olasilikla viicuda giris yollarinin farkli olmasindan kaynaklanabilir.
Hedayati ve ark. (2016), Iyonik bakirin(CuSOs) esas olarak balik solungaclar: tarafindan absorbe
edildigini gosterirken, nano-bakirin (Cu NP) bagirsak yoluyla daha fazla absorbe edildigini
gostermislerdir. Griffitt ve ark. (2007), solunga¢in Cu-NP'lerin toksisitesinden etkilenen ilk hedef
doku oldugunu ve zebra baliginda nano-Cu'nun ¢6ziinebilen Cu'ya gore daha akut toksik etkiye sahip
oldugunu gostermiglerdir. D. rerio’da Cu;O NP ve CuCly'nin 96 saatlik LC50 degerlerinin
karsilagtirlldigr bir arastirmada, Cu,O NP'nin toksisitesinin CuCly'nin toksisitesinden daha diisiik
oldugu bulmustur (Chen ve ark., 2011). Arastiricilar, CuO NP ve CuCl.'nin D. rerio baliklarina ve
larvalarina toksisitesi arasindaki farkliliklarin Cu,O NP'nin 6zelliklerine ve bakir tasinim yoluna
bagli oldugu belirlemislerdir. CuO NP ve ¢o6ziinmiis Cu’nun Apistogramma. agassizii ve
Paracheirodon. axelrodi’de LC50 degerlerinin belirlenmesi ilgili yapilan bir ¢alismada CuO NP
LC50' degeri A. agassizii i¢in 58.31 pg /L ve P. axelrodi’de 69.6 pug/L ve Cu igin A. agassizii 20
ng/L ve P. axelrodi’de 22.9 ng/L olarak saptanmistir. Arastiricilar her iki tiirde de CuO NP’nin
¢oziinmiis Cu’ya oranla daha az toksik oldugunu belirlemislerdir (Braz-Mota ve ark., 2018). Bu
sonuglar, CuO NP'nin Cu*? ile karsilastirildiginda diisiik kullanilabilirlik (mevcut olma) kapasitesine
sahip oldugu ve bu nedenle su kiitlelerine daha az zarar verebilecegini diisiindiirmektedir (Braz-Mota
ve ark., 2018). Bu arastirmada CuO NP ve CuSO; “lin denenen tiim ortam derisimleri O. nilotucus’da
toksisiteye neden olmadigi belirlenmistir.

Wang ve ark. (2015) Cu-NP ve CuSO4'tin etkisine 25 giin siireyle biraktiklart juvenil
Epinephelus coioides'lerde solungaglarda yiiksek diizeyde bakir biriktigini, CuSOs birikiminin Cu-
NP'lerin birikiminden daha fazla oldugunu saptamislardir. O. mykiss’de CuO NP ve CuSO; ‘iin
karsilastirmali toksisitesi ile ilgili yapilan bir ¢alismada, CuO NP'ye gore CuSOs’iin etkisindeki
baliklarin solungaglarda daha yiiksek konsantrasyonlarda bakir birikimi oldugu belirtilmistir (Isani
ve ark., 2013). Al-Bairuty ve ark. (2016). Solungag Cu birikiminin, hem CuSO, hem de Cu-NP'lere
maruz kalinan O. mykiss’de arttigini, ancak CuSOs etkisinde birikimin daha fazla oldugunu
saptamiglardir. 10 giin siireyle CuSO4 ve Cu-NP'lerin 20 pg/L etkisine birakilan O. mykiss’de Cu-
NP etkisindeki baliklara oranla CuSO4'lin etkisinde kalan baliklarin solungaglarinda yaklasik 2 kat
daha fazla Cu birikmistir (Shaw ve ark., 2012). Arastiricilar Cu-NP etkisindeki baliklarda bakir
birikiminin diisiik olmasinin, Cu-NP'in bulundugu siispansiyonundaki baliklar1 tarafindan bakir
absorbsiyonun diisiik olmasindan kaynaklandigini belirtmislerdir. 20 pg/L. CuSO4 ve Cu-NP'ye
maruz kalan O. mykiss’de 10. giinde karacigerde Cu birikimi CuSO4’lin etkisinde Cu-NP'ye oranla
yaklagik 2 katlik bir artig gosterirken, 100 pg /L CuSO4 ve Cu-NP'lerin ortam derisiminin etkisinde
birakilan O. mykiss’de CuSO4'in etkisine birakilan baliklarin aksine, Cu-NP etkisine birakilan
baliklarin karacigerinde Cu birikmemistir (Shaw ve ark., 2012). Bu, solunga¢ dokusunda bulunan
Cu-NP'lerin, karaciger veya diger i¢ organlarda birikimi igin Cu’nun yeterli miktarda kana
ge¢medigini distindiirmektedir. Cu20 NP ve CuClynin etkisine birakilan D. rerio’da bakir

birikiminin, Cu,O NP etkisinde kalan baliklarinin karacigerinde CuCl.'nin etkisinde kalanlarla
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benzer diizeylerde oldugu ve hatta CuCly'ye maruz kalan zebra balik larvalarindan bile daha yiiksek
oldugu saptanmigtir (Chen ve ark., 2011). Wang ve ark. (2015) Cu-NP ve CuSO4'iin 20 ve 100 pg/L
derisimlerin etkisine 25 giin siireyle biraktiklari E. coioides' lerde karacigerde CuSOa‘lin, Cu NP’ye
oranla daha etkili oldugunu belirtmiglerdir. Cu-NPs ve CuSOQOs'lin farkli derigimlerinin etkisine
birakilan O. mykiss’de 4. giinde yiiksek Cu-NP derigminin etkisindeki baliklarda barsak bakir diizeyi
CuSOqy'iin etkisindeki baliklara gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Shaw ve ark., 2012).
Aragtiricilar, bagirsaklarda Cu-NP’nin bakirin yiiksek diizeyde birikimini, stresin indiiklendigi Cu-
NP ile kontamine sularin i¢ilmesinden kaynaklanabilecegini belirtmislerdir. O. mykiss’de Cu-NP ve
CuSOq'iin etkisini belirlemek amaciyla yapilan bir ¢alismada 20 pg/L'ye maruz kalmanin sonunda
bagirsak dokusundaki bakir konsantrasyonlarimin her iki bakir forumunda da benzer oldugu
saptanmustir (Al-Bairuty ve rak., 2013). Cu-NP ve CuSO.'iin farkli derisimlerinin etkisine birakilan
O. mykiss’de kas dokusu bakir birikiminin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirtilmistir (Shaw
ve ark., 2012). O. mykiss’de Cu-NP ve CuSO:.'in etkisinde kas dokusunda Cu birikiminin her iKi
bakir forumunda da 6l¢iilebilir bir artis gostermedigi saptanmistir (Al-Bairuty ve rak., 2013).

Bu arastirmada da karaciger ve barsak dokusunda 21. giinde ve denenen ortam derisimlerinde
CuO NP etkisindeki baliklarda bakir birikimi CuSOs’e oranla daha fazla olurken, 7. giinde diisiik
ortam derisimde barsak dokusunda bakir birikiminin benzer oldugu saptanmistir. Solungag
dokusunda denenen her iki siire ve ortam derisiminde bakir birikimi CuO NP etkisinde CuSOas’e
oranla daha fazla olmus, kas dokusunda ise 7. gilinde yiiksek ortam dersiminde bakir birikimi
bakimindan her iki bakir forumu arasinda herhangi bir farklilik gézlenmemistir. Metaller arasindaki
farklilik CuO NP’nin kiigiik boyutlu ve genis ylizey alanina sahip olmasi ve deneyler sirasinda CuO
NP’den metalik iyonun ayrilarak ¢ozeltide serbest kalmasi sonucu olabilecegi diisiiniilmektedir.

Osmo ve iyon regiilasyonu, bir hayvanin hiicresel metabolizmasinda ¢gok 6nemli bir rol oynar
ve onun dengesizligi ¢esitli fizyolojik ve biyokimyasal fonksiyonlarda degisikliklere neden olur
(Moorthy ve ark. 1984). Sucul kirleticiler solunga¢ membraninin gecirgenligini degistirerek iyon
regililasyonunda veya osmoregiilasyon islevinde degisiklikler meydana getirebilmektedir (Sathya ve
ark., 2012). Metal naopartikiiller ve agir metaller baliklarda osmoregiilasyonun siirdiiriilmesinde
islev yapan parametreler iizerine olumsuz etkilere neden olmaktadir. Bu parametreler arasindan iyon
taginmasinda gorev yapan enzimler (Na, K-ATPaz ve Ca, Mg-ATP azlar) ve hormonlar (aldesteron,
kortizol ve prolaktin) 6nem tagimaktadir.

Bazi stres faktorlerine maruz kalan baliklarda osmoregiilasyon degisiklikleri genellikle doku
ve kan plazmasi sodyum, potasyum, kalsiyum, kloriir ve/veya toplam ozmolaritenin 6l¢iilmesiyle
aydinlatilir (Heath, 1987). Sodyum, potasyum ve kalsiyum sadece viicut sivilarinda
osmoregiilasyonunun siirdiiriilmesi i¢in énemli degil (Baskin ve ark., 1981), ayn1 zamanda besin
maddelerinin bagirsak hiicrelerinde tasinmasi (Crane, 1977) ve beyindeki ndrotransmiterlerin
alimmasi i¢in de gerekli iyonlardirlar (Iverson ve Kelly, 1975). Sodyum, potasyum ve kloriir

ozmolarite ve plazmanin ozmotik basincinin korunmasindan sorumlu iyonlardirlar (Meyer, 1988).
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Tath su baliklar1 hiperozmotiktir ve iyon/osmoregiilasyon siireglerinin yardimiyla fizyolojik
sliregleri ve viicut sivis1 homeostazisini korurlar (Hwang ve Lee, 2007). Na, K ve CI gibi iyonlar
viicut sivilart boyunca dagilir ve néromiiskiiler (sinir-kas) duyarlilik, koenzim, hiicrenin asit-baz
dengesi ve osmotik basing gibi dokunun normal islevleri i¢in kullanilmaktadirlar (Suvetha ve ark.,
2010).
Baliklarda solungag, bobrek ve bagirsak gibi dokular osmoregiilasyon iglevinin ger¢eklestigi
ve iyon hareketlerinin diizenlendigi dokulardirlar (Pelgrom ve ark., 1995; De La Torre ve ark., 2000).
Bu dokular baliklarda iyon dengesini koruyarak dis ortam kosullarindaki degisikliklere uyum
saglamada biiyiikk 6neme sahip dokulardirlar. Sodyum (Na*), potasyum (K*) ve kloriir (CI) gibi
elektrolitler, cevresel degisimlere karsi oldukca duyarlidir ve bunlarin 6l¢iimii, suda yasayan
organizmalarda kimyasal maddelerin etkilerinin belirlenmesinde potansiyel biyomarkirlar olarak
kabul edilmektedir (Mayer ve ark., 1992). Na* ve K* iyonlari, hiicre islevinin korunmasinda énemli
bir rol oynamakta ve Na* ve K*’nin dengesizligi sinir ve kas fonksiyonuna zarar verir (Liu ve ark.,
2014). K*, hiicre i¢i ve hiicre dis1 sivilarin osmotik ve iyon regiilasyonu i¢in 6nemli bir iyondur, Na*,
ozmotik basmcin korunmasinda 6nemli rol oynayan bir iyondur (Smikiss ve Taylor, 1989).
Baliklarda solungag¢ epiteli boyunca Na* absorbsiyonu, dis ortamdan iyon kanallar1 veya protein
tastyicilart yoluyla olmaktadir (Handy ve ark 2002). Buna ek olarak, solunga¢ Na* alimi, Na, K-
ATPazabagli Na"'nin igeri girmesi sonucu olmakta, Na*’nin disariya ¢ikisi ise pasif difiizyon yoluyla
(Wood 1992) veya bazolateral membran tizerinde bir Ca*™/Na* degisimi vasitasiyla olmaktadir
(Verbost ve ark., 1994). Baliklarda Na ve Cl gibi iyonlarin girisinin engellenmesi; apikal ylizeyde
alim i¢in rekabet, Na kanallarinda Na aliminin inhibisyonu, Na kanalin1 polarize ettigi disiiniilen
apikal H ATPaz inhibisyonu, karbonik anhidraz inhibisyonu ve bazolateral zardaki Na, K-ATPaz'in
inhibisyonu olmak tizere gesitli sekillerde olabilir (Rogers ve ark., 2003). Tatlisu baliklarinda
sodyumun igeriye girisi (hiicre i¢i Na), distaki Na konsantrasyonuna baglidir (Goss and Wood, 1990).
Kiigiik iyonik yarigapindan dolay1 Cu*?, Cu-spesifik kanallar1 veya Na* kanallar1 yoluyla
alinmaktadir (Handy ve ark 2002). Cu, bazolateral Na*/K*-ATP az aktivitesini ve Na* girisini
engelleyebilir ve Na* kaybina neden olabilir (Handy ve ark., 2002). Cu, Na* pompasinin
(solungaclarda, bagirsaklarda ve beyinde) inhibisyonuna neden oldugu belirtilmistir (Lauren ve
McDonald, 1987; Li ve ark.,1998), ¢6ziinmiis Cu toksisitesinin ana hedefi Na* homeostazisidir
(Grosell ve ark., 2002; Handy ve ark., 2002). Na" pompasinin Cu'ya bagli inhibisyon mekanizmast,
Cu iyonlarinin ATPazin protein alt birimlerine baglanmasi ve/veya enzimin Mg baglanma yerine
miidahale etmesi sonucu olmaktadir (Li ve ark., 1996). Oreochromis mossambicus’da letal Cu (2
mg/L) konsantrasyonu Na* homeostazint bozmustur; 0.2 mg/L Cu etkisinde, tim viicut Na*
konsantrasyonu, 72 saatte yaklasik % 50 oraninda azaldigi belirlenmistir (Wu ve ark., 2008). 200
pug/L Cu’nun etkisine birakilan O. mossambicus’da solungaglarda Na* girisinin engellendigi ve
viicut Na* diizeyinin azaldig1 belirtilmistir (Pelgrom ve ark., 1995). 50 ug/L Cu’nun etkisinde

Paracheirodon axelrodi’de Na *, K* ve Cl~ azalmalar oldugu belirtilmistir (Crémazy ve ark., 2016).
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Cu ve CuNP'ya maruz kalan P. axelrodi oksijen tiiketiminde artig, tiim viicut Na+ ve K+
diizeylerinde azalma, oksidatif streste artis ve solungag epitelinde ciddi hasar sergilemistir (Braz-
Mota ve ark., 2018). Poopal ve ark. (2013), HgCI’nin farkli derisimlerinin etkisine biraktiklar
Cirrhinus mrigala’nin solunga¢ ve beyin dokularinda Na® ve K* iyon diizeylerinin azaldigini
belirtmiglerdir. Arastiricilar solunga¢ dokusunda Na* ve K* iyon diizeylerindeki azalmanin
solungagta HgCl’nin birikimi ve toksik etkisinden kaynaklandigini belirtmislerdir. Cd’un farkl
derisimlerine birakilan Carassius auratus’da Cd'un diisiik konsantrasyonunun, ince bagirsakta ve
solungacta Na ve K' y1 belirgin olarak arttirdigini, buna karsin Cd'un daha yiiksek konsantrasyonu
ise Na" diizeyini diistirdiigii gosterilmistir. Solungag¢ ve ince barsak fonksiyonu, etkide kalma
stiresinin uzamasiyla Cd'dan etkilendigi belirlenmistir (Liu ve ark., 2014). Deltametrinin subletal
konsantrasyonunda Na * ve K * diizeyleri, C. mrigala baliklarin solungag, karaciger ve kas
dokularinda Na * K *-ATPaz aktivitesinin 1. giin ve 10. giinlerdeki inhibisyonu ile 6nemli 6l¢iide
azalmistir (David ve ark., 2014). Johari ve arkadaslar1 (2013), gokkusag: alabaliklarinin 2,16 mg /
L AgNP'nin etkisinde Na, K ve Cl diizeylerinin 6nemli 6l¢iide azaldigini bildirmislerdir. Cu, Cd ve
Zn'nin etkisine birakilan O. mykiss ‘de Cu ve Cd etkisinde dokularda iyon diizeyleri metal
birikimiyle azalmistir (McGeer ve ark., 2000). Kadmiyumun letal konsantrasyonlarina birakilan C
carpio’nun kas dokusunda sodyum, potasyum ve kalsiyum iyon diizeylerinde azalma oldugu
belirlenmistir (Suresh ve ark., 1995). Arastiricilar bu azalmanin Cd’un etkisinde solunga¢ doku
hasarina bagli olarak hiicre zarlarinin gegirgen 6zelliklerinde degisikliklerden ve/veya Na* -K* iyon
pompasinin bozulmasindan kaynaklandigini belirtmislerdir.

Bu calisgmada O. niloticus’da denenen her iki ortam derisiminde 7 ve 21 giinliik siireler
sonunda karaciger, solungag, bagirsak ve kas dokularinda Na* diizeyi hem CuO NP hemde CuSO4'iin
etkisinde kontrole oranla azalma gosterdigi belirlenmistir. 21. giinde bu azalmalar CuO NP’iin
etkisinde karaciger ve solungag¢ dokularinda derigim artisina paralel olarak daha da fazla olmustur.
Bakirin bu iki forumunun dokularda Na* diizeyi lizerine etkisi kiyaslandiginda CuO NP ve CuSO4’tin
etkileri arasinda farkliliklar gézlenmemistir. Karacigerde 7 giinliik siirede her iki derisimde ve 21
glinliik siirede ise diigiik ortam derisiminde Na* diizeyindeki azalma CuO NP’in etkisindeki
baliklarda CuSO4'e oranla 6nemli oldugu belirlenmistir. Barsak, solungag ve kas dokularinda ise Na*
diizeyindeki azalma CuSOjy *iin etkisindeki baliklarda CuO NP’e oranla 6nemli oldugu belirlenmistir.
Dokularda Na* iyonu g6z 6niinde bulunduruldugunda genel olarak CuO NP’nin CuSO4'e oranla daha
etkili oldugu belirlenmistir. Dokularda Na* diizeyindeki bu azalma CuO NP ve CuSO.'iin solungag
dokusu tizerine etkisi nedeniyle osmoregiilasyonun bozulmasi, Na * K *-ATPaz aktivitesinin
engellenmesi, solungag gecirgenliginde degisiklikler olusturmasi ve solunga¢ dokusuna Na* girigini
engellemesi sonucu oldugu diistiniilmektedir. Ek olarak, CuO NP ve CuSOx'iin iyon regiilasyonu ve
osmoregiilasyonu bozarak dokulardaki iyon diizeylerinde bir azalmaya neden olabilecegi

diistintilmektedir.
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O. niloticus’da 7 ve 21 giinliik siirede CuO NP ve CuSO4'lin her iki ortam deriminde
karaciger, solungag, bagirsak ve kas dokularinda K* diizeyi kontrole oranla azalma g6stermistir. Her
iki Cu forumunda da solunga¢ ve kas dokularinda K* diizeyindeki bu azalmalar derigim artigina
paralel olarak daha yiiksek olmustur. CuO NP ve CuSO4'in dokularda Ka* diizeyi ilizerine etkisi
kiyaslandiginda CuSOg'iin etkisinde kalan baliklarin dokularinda K* diizeyindeki azalma CuO NP’iin
etkisinde kalanlara oranla daha fazla olmustur. Karacigerde 7 ve 21 giinliik siirelerde, solungag¢ ve
bagirsak dokusunda ise 7 giinliik siirede K* diizeyindeki azalma CuSO.’lin etkisindeki baliklarda
CuO NP 'e oranla 6nemli oldugu belirlenmistir. Dokularda K* iyonu goz 6niinde bulunduruldugunda
genel olarak CuSOs’iin CuO NP 'e oranla daha etkili oldugu belirlenmistir. Cu solungag
membraninda ATP aza baglanarak Na kanali vasitasiyla hiicrelere girmekte ve Na * K *-ATP azi
bloke ederek Na ve K ‘un kan ve diger dokularda azalmasina neden olmaktadir. Dokularda K*
diizeyindeki bu azalma solunga¢ dokusunda bakirin birikimi ve toksik etkisi nedeniyle Na *, K *-
ATPaz aktivitesinin engellenmesi sonucu K* iyonunun viicuda daha az girisinden kaynaklanmis
olabilecegi diisiiniilmektedir.

Ca*™* ve Mg** iyonlari, farkli kimyasal norotransmiterlerin salinimi gibi bir¢ok fizyolojik
islevin diizgiin ¢alismasi i¢in hayati 6neme sahip iyonlardirlar. Ca ve Mg iyonlar1 birgok metabolik
yolda 6nemli rol oynarlar. Kalsiyum iyonlar1 néronlardan transmiterlerin salinimi igin gereklidir.
Ca'™" hiicre igi ve hiicre dis1 sivilarin ozmotik ve iyon regiilasyonu igin gerekli bir iyondur (Simkiss
ve Taylor, 1989). Ca*™ plazma zarindan kanallar yoluyla girer ve hiicrelerin fizyolojik islevlerinin
diizenlenmesine katilir. Hiicre zarmin biitliinliigii, hiicre i¢i ¢imento maddesi olarak ve solungag
gecirgenliginin stabilizasyonu igin gerekli olan Mg iyonlan transepitelyal (epitellerarasi)
regiilasyonundan sorumludur (Parvez ve ark. 2006). Mg, baliklarda regiile edilebilen bir iyon olup,
normal olarak hiicresel ve enzimatik fonksiyonlarn siirdiiriilmesi i¢in 1 mM'nin altinda korunmasi
gerekir (Bijvelds ve ark., 1998). Baliklar kalsiyumu, solungaglar (iyon tagima hiicreleri) ve
bagirsaklar olmak iizere iki bolgeden almaktadirlar. Solungaglarda Ca girisi, hormonal kontrol,
spesifik iyon kanallar1 ve bazolateral membranlarinda ATPazlarin vasitasiyla olmaktadir (Flik ve
ark., 1985; McDonald ve ark., 1989). Ca*?' un epitelyal Ca*? kanallar1 yoluyla solunga¢ dokusuna
girigini saglayan Ca*?- ATPaz dir (Shahsavarani ve ark., 2006).

1.0 ve 5.0 mg/L Cd’un etkisine birakilan C. auratus’da solunga¢ Ca*™ diizeyinin her iki

ortam derisiminde de azaldig1, ince barsakta ise 1.0 mg/L Cd ortam derisiminde artis gosterdigi, 5.0
mg/L ortam derisiminde ise azaldig1 belirtilmistir (Liu ve ark., 2014). Cu, Cd ve Zn'nin farkli ortam
derigimlerinin etkisine birakilan O. mykiss ‘de viicut Ca*™ iyon diizeyi her bir metalin etkisinde
azaldigr saptanmistir (McGeer ve ark., 2000). Arastiricilar Ca girisinin Cd kaynakl
inhibiisyonunun, apikal alim kanalinda Ca ile Cd’un rekabeti ve Ca-ATP az inhibiisyonundan
kaynaklandigini belirtmislerdir. Pb ve Cd karisimlarinin etkisine birakilan O. mykiss’de Cd'nin Ca
diizeyinin azalmasi {izerine etkisi, baglanma bolgeleri igin Cd ve Ca arasindaki rekabetin yani sira

solungagtaki Ca-ATPazin Cd tarafindan inhibisyonu sonucu oldugu belirtilmistir (Birceanu ve ark.,
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2008). Kaya ve ark. (2016), ZnNP etkisine biraktiklar1 O.niloticus’da kontrol gurubuna oranla ¢inko
nanopartikiillerin etkisindeki baliklarin solunga¢ dokusunda Ca** diizeyinin artis gésterdigini ve
osmoregiilasyonu bozdugunu belirtmislerdir. Deltametrinin diisiik konsantrasyonunda C. mrigala
baliklarin solungag, karaciger ve kas dokularinda Ca** diizeyinin azaldig1 saptanmistir (David ve
ark., 2014). Cu ve Pb’nin farkli derigimlerine birakilan C. carpio’da karaciger ve kas dokusu Mg*™*
diizeyleri tiim derigimlerde artarken, solunga¢ dokusu Mg™* diizeyi kursunun etkisinde degismedigi,
bakirin etkisinde ise 20. glinde tiim derisimlerde arttig1 saptanmistir (Cogun, 2008).

O. niloticus ile yiiriitiilen bu arastirmada 7 ve 21 giin siireyle CuO NP ve CuSO4'iin etkisine
birakilan baliklarin karaciger dokusunun yiiksek ortam derisiminde (1.0 mg/L), solungag
dokusunda ise her iki ortam derisiminde Ca™ diizeyi kontrole gore azalirken, bagirsak ve kas
dokularinda ise denenen her iki siire ve ortam derisiminde Ca*" diizeyi kontrole gore arttigi
belirlenmistir. Calisilan her iki siirede de CuSO4'lin etkisinde bagirsak ve kas dokularindaki Ca*™*
diizeyindeki artig derisim artisina paralel olarak daha yiiksek olmustur. 7 ve 21 giin siire ile CuO
NP’iin etkisine birakilan baliklarin solunga¢ dokusundaki azalma derisim artisina paralel olarak
daha fazla olmustur. CuO NP ve CuSO.'iin dokularda Ca** diizeyi lizerine etkisi kiyaslandiginda
CuO NP’iin etkisinde kalan baliklarin dokularinda Ca™ diizeyindeki azalmalar CuSO4'iin etkisinde
kalanlara oranla daha fazla olmustur. Dokularda Ca** iyonu g6z 6niinde bulunduruldugunda genel
olarak CuO NP’iin CuSO4'e oranla dokularda Ca** iyonu iizerine daha etkili oldugu belirlenmistir.

CuO NP ve CuSOq4'tin 7 ve 21 giin siireyle etkisine birakilan baliklarin karaciger, bagirsak

ve solunga¢ dokularinda Mg™ diizeyinin kontrol baliklarina oranla azaldigi kas dokusunda ise
genelde bir artig gosterdigi belirlenmistir. 7 giinliik siirede CuO NP ve CuSO4'iin etkisinde bagirsak
dokusunda ve CuO NP'iin etkinde karaciger dokusunda Mg*™ diizeyindeki azalma derisim artigina
paralel olarak daha fazla oldugu saptanmistir. CuO NP ve CuSO4'iin dokularda Mg** diizeyi iizerine
etkisi kiyaslandiginda 21 giinliik siirede diisiik ortam derisiminde CuO NP’iin etkisinde kalan
baliklarin karaciger, bagirsak ve solunga¢ dokularinda Mg*™ diizeyindeki azalmalar CuSO4'iin
etkisinde kalanlara oranla daha fazla olmustur. Genel olarak CuO NP’iin CuSO.'e oranla dokularda
Mg** iyonu lizerine daha etkili oldugu saptanmistir. Dokulardaki iyon diizeylerindeki bu artis veya
azalmalar, CuO NP ve CuSO.'iin iyon regiilasyonu ve osmoregiilasyonu bozarak dokulardaki iyon
diizeylerini degistirmesi nedeniyle olabilecegi diisiiniilmektedir. Dokularda Ca™ ve Mg"™
diizeyindeki bu degisiklikler CuO NP ve CuSOy4'iin solunga¢ membraninda ATP aza baglanarak Ca,
Mg-ATP az1 bloke ederek Ca ve Mg ‘un dokularda azalmasina veya artisina neden oldugu
diistintilmektedir.

Agir metal etkisine birakilan organizmlarda, dokulardan iyon akisinin ve solungaclarda aktif
iyon aliminin hasar gérmesi sonucu elektrolit kaybinin oldugu belirtilmistir (Lauren ve McDonald,
1987; Garcia-Santos ve ark., 2006). Bu ¢alismada CuSO4 ve CuO NP’in dokulardaki birikimi, iyon
diizeylerinde gdzlenen degisikliklerin nedeni olarak kabul edilebilir. iyon diizeyleri dokuya, metalin

cinsine ve etkide kalinan siireye baglh olarak degisiklik gostermistir.
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Baliklarda enzimler, kirlilik izleme yontemleri i¢in uygun parametreler olarak yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. ATPazlar tiim hiicre zarlarinda mevcut ve hiicrelerde iyon
konsantrasyonlarin diizenleyen enzimlerdirler. ATPaz sistemi, farkli iyonlarin hiicre i¢indeki zardan
tasinmasindan sorumludur, ek olarak tuz ve su homeostazisinin saglanmasinda, elektrolit
olmayanlarin taginmasina 6énemli dl¢iide yardimei olur (Kundu ve ark., 1995). ATPazlarin, hiicrenin
fizyolojik gereksinimlerini siirekliligi i¢in membran boyunca farkli iyonlarin girisini ve ¢ikigini
diizenlemektedir (Thaker ve ark., 1996). ATPaz sistemi uzun bir siireden beri toksik bilesikler i¢in
bir hedef olarak tanimlanmis ve agir metallerin veya toksik organik bilesiklerin neden oldugu
inhibisyon, enzimin hiicresel membran konfigiirasyonunun degismesine neden olmaktadir (Wells ve
ark., 1974). Baliklarda ATPazlar solungaglarda iyon dengesinin korunmasinda goérev alir ve toksik
maddelerin ATPaz sistemi lizerindeki etkisi baliklarin osmoregiilasyon kapasitesini bozabilmektedir
(Dalela ve ark., 1978). ATPazlarin akut ve kronik metal maruziyetlerine tepkisi, maruz kalma
tiplerine, konsantrasyona, siireye ve doku ¢esidine gore degismektedir

Na*, K* -ATPaz, hiicrenin i¢ dengesini siirdiirmede ve viicuttaki Na* ve K* diizeyinin
regiilasyonundan sorumlu ¢ok 6nemli bir enzimdir (Federici ve ark., 2007). Na*, K* -ATPaz,
monovalent katyonlarin (Na* ve K*) zar boyunca aktif tasinmasinda 6nemli bir rol oynar (Jorgensen
ve ark., 2003). Na*, K* -ATPaz, hiicrenin fizyolojik bozuklugunu anlamak i¢in bir markir enzim
olarak kabul edilmektedir (Martine ve Arivoli, 2008). Tatli su organizmalarinda Na*, K*-ATPaz
enzimi, solungag epitel hiicrelerinde bulunan ve aktif olarak iyon regiilasyonunda yer alan bir
membran enzimidir (Dang ve ark., 2000; Parvez ve ark., 2006). Kemikli baliklarda, solunga¢ Na*,
K* -ATPaz, elektrolitlerin hiicre dis1 ve hiicre i¢i ortamlar arasinda aktif iletiminde énemli bir rol
oynamaktadir (McCormick, 1993). Bu nedenle, bu enzimin aktivitesindeki degisiklikler plazma
elektrolit diizeylerini degistirebilir (Katuli ve ark., 2014). Solunga¢ Na*, K" -ATPaz baliklarda aktif
Na ve K transportunu katalize eden ve solungag epitelyumunda bir itici gii¢ saglayan membrana bagl
bir enzimdir (De la Torre ve ark., 2007). Hiicrenin iyon homeostazinin korunmasinda sorumlu
onemli bir anahtar transmembran enzim olan Na*, K* -ATPaz, metal ve metal nanopartikiillerin
etkisiyle ortaya ¢ikan peroksidatif hasar nedeniyle kismen inaktive olabilir. Na*, K* -ATPaz'in
ozmoregiilasyondaki 6neminden dolayr agir metaller tarafindan bu enzimin inhibisyonu hiicre
zarindaki iyon tagima siirecinde degisiklige neden olabilecegi diisiiniilmektedir (Gilles, 1979).

Baliklar agir metal ve metal nanopartikiillerin olumsuz etkilerine karsi fizyolojik ve
biyokimyasal tepkiler gostermektedirler. Baliklarda metal ve metal nanopartikiillerin etkisinde Na*,
K*-ATPaz aktivitesinin degisebildigi bildirilmistir (Kundu ve ark., 1995; Boyle ve ark., 2013; Katuli
ve ark., 2014; Alsop ve ark., 2016). Na*, K'-ATPaz aktivitesinin inhibisyon derecesi bir tiirden
digerine degisebildigi gibi, bu enzimin inhibisyonunda etkide kalma siiresi, derisim ve toksik
maddeninin ¢esidi de 6nemli bir rol oynamaktadir (Poopal ve ark., 2013).

Bu ¢alismada hem CuO NP'lerin hemde CuSQOy’iin etkisinde Na*, K*-ATPaz aktivitesinin

karaciger, solungag, barsak ve kas dokularinda derisim ve etkide kalma siirelerine bagli olarak

80



degisim gostermistir. CuO NP'lerin etkisinde Na*, K'-ATPaz aktivitesi karaciger, barsak, solungag
ve kas dokusu tiim derisimlerde ve etkide kalinan siirelerde azaldigi belirlenmistir. CuSOj4’iin
etkisinde calisilan tiim dokularda denenen tiim derisim ve siirelerde Na*, K*-ATPaz aktivitesinin
azalma gosterdigi saptanmustir.

Cu ve Cu NP’leri baliklarin farkli dokularinda Na*, K*-ATPaz aktivitesinde artis veya
azalmalara neden oldugu bir ¢ok arastirici tarafindan yapilan bir¢ok ¢alismada belirtilmistir (Quabius
ve ark., 1988; Wu ve ark., 2008; Grosell ve ark., 2012; Shaw ve ark., 2012; Tellis ve ark., 2012;
Boyle ve ark., 2013).

Solungac ve bagirsak, metallerin alinimi ve diger organlara tasinmasinda gorev yapan 6nemli
organlardir. Solunga¢ ve bagirsaklar osmoregiilasyondaki hayati roliinden dolayr ¢ok onemli
organlardirlar. Solunga¢ ATP azlar ozmoregiilasyon, asit-baz regiilasyonu ve baliklarin solumu ile
yakindan iligkilidir (Parvez ve ark., 2006). Bu galismada hem CuO NP'lerin hemde CuSO4’iin
etkisinde denenen tiim derisimlerinde solunga¢ ve barsak Na*, K*-ATPaz aktivitesinin kontrol
gurubuna gore azaldig1 saptanmistir. Solunga¢ dokusundaki bu azalma 21. giinde CuO NP'lerin ve
7. giinde CuSOy’1in etkisinde derisi artisina paralel olarak daha fazla olmustur.

Cu’nun etkisine birakilan tilapia (O. mossambicus) ile yapilan ¢alismada, solunga¢ Na*, K*
-ATPaz spesifik aktivitesinin siireye bagli bir azalma gosterdigi belirtilmistir (Quabius ve ark.,
1998). Arastiricilar solungag Na*, K*-ATPaz'in Cu i¢in bir primer hedef oldugu ve Cu’nun Na*, K*
-ATPaz'in spesifik bloke edicisi oldugunu belirtmislerdir. CuSO4ve Cu-NP'lere maruz birakilan O.
mykiss de CuSQs solungag¢ Na*, K" -ATPaz aktivitesinde inhibisyona neden olmustur (Al-Bairuty
ve ark., 2016). Pb’nin etkisinde O. mykiss de bagirsak Na*, K" -ATPaz aktivitesini inhibe oldugu
bildirilmistir. (Alsop ve ark., 2016). Cu-NP'lere etkisine birakilan O. mykiss de, solungag,
bagirsakta ve beyinde Na*, K* -ATPaz aktivitesi azalmistir (Shaw ve ark., 2012). Griffitt ve ark.
(2007), Cu-NP'lere maruz kalan zebra baliginda(Danio rerio) solunga¢ Na*, K* -ATPaz
aktivitesinin azaldigini bildirmislerdir. Bakirin etkisinde Piaractus mesopotamicus'da solungag
Na*, K*-ATPaz aktivitesinin inhibisyonun, metalin enzimin aktif bolgesine baglanma kapasitesine
bagli olabilecegi ve solunga¢ Na*, K" -ATPazin, bakir maruziyetinin etkili biyobelirteci oldugu
belirtilmistir (Sampaio ve ark., 2012).

Cr’nin etkisine birakilan Periophthalmus dipes de solungag, bobrek ve barsak dokusunda
Na*, K* -ATP az inhibisyonu goézlenmistir. Bu inhibisyon doza ve siireye bagli bir egilim
gostermistir. Solungaglardaki Na*, K*-ATPaz inhibisyonu muhtemelen Na*, K* pompasini bozarak
konsantrasyon gradyani boyunca Na* 'nin kontrol edilemez bir sekilde hiicreye girmesine neden
olmustur (Thaker ve ark., 1996). Zn etkisine birakilan, giimiis kedi baliginin (Rhamdia quelen)
solungaglarinda ve bagirsaklarinda Na*, K* -ATPaz aktivitesi azalmistir. Bu dokular, metallerle
etkilesime giren ilk hedef organlardir ve osmoregiilasyonda kilit rollere de sahiptirler. Enzim
aktivitesindeki azalma, enzim molekiilinde -SH gruplarinin metallere yiiksek afinitesi ile de

iligkilendirilebilir (Loro ve ark., 2014). TiO2 NP’nin 0.5 ve 1.0 mg/L derisimlerine 14 giin maruz
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kalmman gokkusagi alabaliginda solunga¢ Na®, K* -ATPazda belirgin bir azalma gdzlenmistir
(Federici ve ark., 2007). Yetigkin zebra (D.rerio) baliginda siirenin baslangicinda Ag NP'lerin
solunga¢ Na*, K" -ATPaz aktivitesini inhibe ettigi belirtilmistir .(Katuli ve ark., 2014). Hg’nin akut
derigimlerine birakilan C.mrigala’da solungag¢ Na*, K*-ATPaz aktivitesinin inhibiisyonu, inorganik
civanin dogrudan ATPaz fonksiyonu iizerindeki toksisitesinden kaynaklanmig olabilir. Hg nin
etkisine bagli olarak enzim aktivitesinin degismesi, metalin siilfidril gruplarmma baglanarak
konformasyonel degisikliklere ve substrat baglanmasina engel olmasindan kaynaklanabilir (Poopal
ve ark., 2013). Fe;Os NP'lerin etkisinde Labeo rohita baliginin solungaglarinda Na*, K*-ATPaz
aktivitesinin inhibisyonu, demir oksit nano partikiillerinin birikmesi nedeniyle membranin
fiziksel Ozelliklerinde veya membranin lipid igeriginde bir degisiklikten kaynaklanabilir.
(Remya ve ark., 2015). Osmoregiilasyon ve iyonik bozulmaya karsi duyarl bir biyobelirte¢ olan
solunga¢ Na*, K*-ATPaz aktivitesi (Kroglund ve ark. 2007), Rutilus kutum ‘da Ag NP nin etkisiyle
onemli oOl¢iide inhibe edildigi ve 168 saatlik maruziyetten sonra en diisilk diizeye ulastig
belirtilmistir. Ag muhtemelen solungag Na*, K*-ATPaz iizerindeki Mg" * baglanma yerine baglanir
ve adenosin 5'-trifosfat (ATP) hidrolizinin engellemesi yoluyla Na*, K* -ATPaz aktivitesini inhibe
eder ve Na* ve Cl'nin aktif alimmm azaltir (Wood ve ark., 1999). Anguilla anguilla’da
kadmiyumunun bagirsak ve solungag Na*, K*-ATPaz aktivitelerini azalttig1 belirlenmistir. Derisim
artisina bagli olarak bu azalmanin daha fazla oldugu saptanmistir (Lionetto ve ark., 1998). Bu
aragtirmada solunga¢ ve barsak Na*, K*-ATPaz aktivitesindeki azalma bakirin protein alt
birimlerindeki tiol gruplarina baglanabilmesi ve membranin fiziko-kimyasal &zelliklerini
degistirmesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

Karaciger, baliklarda sudaki metallere maruz kaldiginda en yiiksek alim oranina sahip ve
oksidatif stresin belirlenmesinde ¢ok galisilan bir organdir. Bu nedenle, hem CuO NP'lerin hemde
CuSOy’iin karaciger Na*, K™ -ATPaz lizerindeki belirgin etkileri bulunmasi olasidir. Bu ¢aligmada
CuO NP ve CuSOy’iin etkisinde karaciger Na*, K*-ATPaz aktivitesinin kontrol gurubuna gore
azaldig1 ve bu azalmanin istatiksel olarak onmeli oldugu saptanmistir. CuO NP ve CuSOg4’iin
etkisinde kas dokusu Na*, K*-ATPaz aktivitesi denenen tiim siire ve derisimlerde azaldigi
saptanmustir. Her iki siiredede CuO NP’1n etkisinde kas dokusundaki azalmanin derigim artisina bagh
olarak daha fazla oldugu saptanmustir.

ZnO NP etkisine birakilan C. carpio’ da nano (30 nm) ve biiyiik ZnO (2000 nm) partikiillerin
karacigerde Na*, K*-ATPaz aktivitesini inhibe ettigi bildirilmistir (Hao ve ark., 2013). Cr’un etkisine
birakilan Boleophthalmus dentatus ‘da genel olarak beyin ve kas dokusunda doz ve siireye bagl
6nemli bir Na*, K" -ATPaz inhibisyonu gézlenmistir (Kundu ve ark., 1995). Arastiricilar, Na*, K* -
ATPaz'in inhibisyonun, Cr ile oksit ve silfhidril gruplari arasindaki bag olusumundan
kaynaklanabildigini ve bu da iyon tasiniminda bir bozulmaya yol agabilecegini bildirmiglerdir.
Kromun etkisine birakilan Salmo gairdneri’de karaciger ve bobrek dokularinda Na*, K* -ATPaz

aktivitesinde azalmanin meydana geldigi belirtilmistir (Kuhnert ve ark., 1976). Pb’nin farkli
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derisimlerin etkisine 21 giin siireyle birakilan O. niloticus’da kas dokusu Na*, K*-ATPaz
aktivitesinin bir azalma gosterdigi belirtilmistir (Kétemen, 2013). David ve ark. (2014), deltametrin
letal ve subletal konsantrasyonlarina etkisine biraktiklar1 Cirrhinus mrigala tath su baliklarinda
karaciger ve kas dokularinda Na®, K* -ATPaz enzim aktivitelerini 6nemli Olglide azaldigin
bildirmislerdir. Endiistri atiklarinin etkisine birakilan Periophthalmus dipes’de karaciger, beyin ve
kas dokularinda Na*, K" -ATP az enziminin genel bir inhibisyon gosterdigi saptanmstir. Na*, K* -
ATPaz aktivitesinin inhibisyonu, Na*, K* pompasini engelleyip iyon dagilimini bozulmasina neden
oldugu belirtilmistir (Chhaya ve ark., 1997). Bu aragtirmada karaciger ve kas dokusu Na*, K*-ATPaz
aktivitesindeki azalma CuO NP ve CuSO.’tin dogrudan ATP az fonksiyonu tizerindeki toksik
etkisinden, -SH gruplarina yiiksek afinitesinden ve dokuda hasar olusturmasindan kaynaklanmis
olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu ¢alismada elde edilen veriler, Na+,K+-ATPaz aktivitelerinin metal cinsine, etkide kalma
sliresine, doku tipi ve ortam derisimine bagli olarak 6nemli oranda degistigini gostermistir.
Baliklarda CuSO4’nin Na+,K+-ATPaz aktivitesine etkisinin CuO NP ’ya oranla genelde daha fazla
oldugu gozlenmistir. Metallerin enzim aktivitesini en ¢ok etkiledigi dokuya dair bir karsilastirma
yapilacak olunursa siralamanin karaciger>bagirsak> solunga¢>kas seklinde oldugu goriillmektedir.
Tiim dokularda Na+,K+-ATPaz aktivitesi her iki metal etkisinde de azalis gostermistir. Bununla
birlikte metal etkilerinin enzim aktivitesine etkilerine bakildiginda; CuO NP’ye oranla CuSO4
etkisinde Na+,K+-ATPaz aktivitesindeki degisiklik daha fazla olmustur.

Sonug olarak, hem solunga¢ hem de barsak dokusu osmoregiilasyon mekanizmalar igin
onemlidir ve su kaynakli metallerin toksik etkisi i¢in hedef bolgelerdir. Bu nedenle, metal etkilerine
kars1 en diisiik konsantrasyonda ve en kisa siirede bile yiiksek hassasiyet gosteren ATP az enziminin

bir biyoindikator olarak kullanilmasi ekotoksikolojik alanda biiyiik 6nem kazanmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Agir metaller, su ortamlarinda beliren ve bir¢ok organizmanin dokularinda biriken diinya
capindaki en yaygin kirletici siniflarindan biri olarak bilinir. Bazi metaller yagsam siirecleri igin
gereklidir ve ¢ogu organizma bu metalleri ortamdan alma ve biriktirme egilimindedir. Agir metaller,
su kolonunda ve sedimentlerde goriilen ve bir¢ok organizmanin dokularinda biriken diinya ¢apindaki
en yaygin kirletici siniflarindan biri olarak bilinir. Agir metaller, toksisiteleri, biyolojik olarak
parcalanabilmelerinin zor olmasi ve organizmalarda birikme egilimleri nedeniyle su ortaminin ciddi
kirletici maddeleri olarak kabul edilirler. Su organizmalar, agir metallerin yiiksek derisimlerine uzun
stire maruz kalma ile fizyolojik tepki ve davranis degisiklikleri gdsterirler. Su ekosistemlerinin
kirlenmesine neden olan agir metallerin yaygin kullanimi, ¢evre igin biyik bir tehdit
olusturmaktadir.

Bakir dogada en ¢ok bulunan gecis metallerinden biridir ve metabolik fonksiyonlar i¢in
organizmalar tarafindan kii¢iik dozlarda gerekli olan 6nemli bir eser metaldir, ancak viicuda alinan
konsantrasyonu fizyolojik/biyokimyasal detoksifikasyon kapasitesini agsmasi durumunda potansiyel
olarak toksik olmaya baglar. Bakir (Cu), hiicresel metabolizmada énemli bir rol oynamaktadir. Cu,
hemoglobin sentezi, kemik olusumu, sinir sisteminde miyelin bakimi ve temel enzimlerin (sitokrom
oksidaz, dopamin hidroksilaz ferroksidaz ve tirozinaz gibi) birincil bir bileseni olarak ¢ok sayida
biyolojik proseslerde 6nemli bir rol oynamaktadir. Yiiksek diizeyde termal ve elektriksel iletkenligi
olmas1 nedeniyle metal oksit nanopartikiilleri arasinda CuONP en yaygin kullanilan
nanopartikiillerden biridirir. Bakir oksit nanopartikiilleri (nano CuQ) antibakteriyel, antiviral ve
antifungal 6zelliklere sahip olmasi nedeniyle yaygin olarak antimikrobiyal ilaglarda kullanilmakta
ayrica endiistride iletken filmlerde, yaglayici maddelerde ve elektronik cihazlarda kullanilmaktadir.
NP'lerin su ortamindaki gelecegi, biyotik ve abiyotik bilesenlerle olan etkilesimleri ve zarar verme
potansiyelleri hala tam olarak anlagilamamistir ve bu belirsizlikler, insan ve ¢evre sagligina yonelik
riskler konusunda endiseler yaratmaktadir

Bu ¢alismada Oreochromis niloticus’un solungag, karaciger, barsak ve kas dokularinda bakir
nanopartikiillerinin ve bakir siilfatin farkli derisimlerinin iyon diizeyleri (Na *, K * Ca*2ve Mg*? ) ve
Na*/K*-ATPaz aktivitesi lizerine etkilerini inceleyen bir ¢aligmadir.

CuO NP ve CuSO; etkisinde karaciger, bagirsak, solungag¢ ve kas dokularinda Cu birikimi
tiim dersimlerde kontrole oranla artis gostermistir. Denenen tiim derisim ve siirelerde CuO NP ve
CuSO0; etkisinde de bakir birikimi en fazla karacigerde olmus bunu sirasiyla bagirsak, solungag ve
kas dokusu izlemistir.

CuO NP ve CuSQO4’1n karaciger, solungag¢ ve kas dokularindaki birikimleri kiyaslandiginda,
denenen her iki derisim ve etki siiresinde de CuO NP’iin etkisinde kalan baliklarin karaciger,
solunga¢ ve kas dokusularindaki bakir birikimi CuSO.’lin etkisinde kalan baliklarin karaciger,

solungag ve kas dokularindaki bakir birikimine oranla daha fazla olmustur. Yiiksek derisimde her iki
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etki siiresinde CuO NP etkisinde kalan baliklarin bagirsaklarindakii bakir birikimi CuSO4’{in
etkisinde kalan baliklardaki bakir birikimine oranla daha fazla olmustur. Baliklarin dokularinda CuO
NP ve CuSOs 1 yiiksek diizeyde birikimi organizmalarda bu metal forumlarinimn birikebilecegini
gostermektedir.

CuO NP ve CuSOq etkisinde denenen her iki ortam derigsiminde 21 giinliik slire sonunda
karaciger, bagirsak, solunga¢ ve kas dokularinda sodyum diizeyi kontrole oranla azalmistir. 7 giin
stireyle CuSO4 ve CuO NP etkisine birakilan O. niloticus ‘da denenen her iki derisimde de karaciger,
barsak, solunga¢ ve kas dokularinda potasyum diizeyi kontrole oranla azalma gostermistir. 21 giin
stireyle CuSO4 ve CuO NP etkisine birakilan baliklarda karacigerde 1.0 mg/L ortam derisiminde ve
solungac¢ dokusunda her iki ortam derisininde kalsiyum diizeyi kontrole oranla azalirken, bagirsak ve
kas dokularinda kalsiyum diizeyinin kontrole oranla arttig1 belirlenmistir. 21 giin siireyle CuSO4 ve
CuO NP etkisine birakilan O. niloticus ‘da diisiik ortam derisimde karaciger, bagirsak ve solungag
dokularinda magnezyum diizeyleri kontrole gore azalirken, kas dokusuinda ise CuSOs etkisinde
kontrole oranla herhangi bir degisim gostermemis, CuO NP etkisinde ise kontrole oranla arttig
belirlenmistir.

Karaciger, barsak ve kas dokularinda CuO NP ve CuSOs’iin etkisindeki Na*/K*- ATP az
aktivitesi 7 ve 21 giinliik etki siiresinde tiim derisimlerde kontrole oranla azalig gostermistir. Solungag
dokusunda CuO NP’ etkisindeki Na'/K*- ATP az aktivitesi 21 glinliik etki siiresinde ise tiim
derisimlerde kontrole gore azaldigi saptanmistir. CuSO4’lin etkisindeki Na*/K*- ATP az aktivitesi
denenen tiim siire ve derisimlerde kontrole gore azaldig1 saptanmistir.

CuO NP ve CuSO; gibi metaller organizmalarda molekiiler diizeyde toksik etki gostermeleri
ve birikebilmeleri nedeniyle bunlarin dikkatli kullanilmalar1 gerekmektedir ¢linkii bu metaller,
insanlar tarafindan protein kaynagi olarak kullanilan baliklar ve diger su organizmalari {izerinde ciddi
risklerden sorumlu kimyasallardirlar.

Endiistride son yillarda giderek daha fazla kullanilan nanopartikiillerin su ortamlarina
birakilmalart sonucu organizmalar iizerine etkileri ve dokuda birikimleri iizerine yapilan
calismalarda bu nanopartikiillerin metallerin diger formlarina oranla birikimleri ve molekiiler
diizeyde toksik etkileri farkliliklar gdstermektedir. Ulkemizde konu ile ilgili ¢alismalar ¢ok az
oldugundan nanopartikiil birikimi ve molekiiler diizeyde etkilerinin arastirilmasi ve metallerin diger
formlarina gore farklilik gosterip gostermediginin belirlenmesi 6nem tagimaktadir. Calismamizin
sonuclart endiistriyel ve tarimsal faaliyetlerde kullanilan metallerin ve nanopartikiillerin sucul
ekosistemlerdeki etkilerinin boyutlar1 ortaya ¢ikarilmis olacaktir

Bu arastirmanin sonuglari risk belirlenmesinde CuO NP ve CuSO. forumlarinin etkileri
hakkinda veri saglayacaktir. Bu metal forumlarinin balik ve diger su organizmalar {izerine yaptiklari
etkilerin ortaya cikarilarak bunlara kars1 6nlemlerin alinmasinda katki saglayacaktir. Bu ¢alismada
elde edilen veriler, diinyada metal ve metal nanopartikiilleri ile ilgili izleme programlarinda

kullanilabilecektir.
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