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OZET Arastirma Makalesi

Bu calismada, disi siganlara 14 giin boyunca oral gavaj ile farkh

dozlarda (kontrol (0), 0.5, 5, 50 mg/kg/giin) CuO nanopartikiilii (NP) Makale Tarihcesi

verildi. Bunu takiben bobrek, beyin ve ince bagirsak dokularinda Gelig Tarithi  :15.05.2019
ATPaz aktiviteleri ve beyin dokusunda asetilkolinesteraz (AChE) Kabul Tarihi :08.11.2019

aktivitesi Ol¢uldi. Ayrica, karacigerde farkli glutatyon formlar:

(toplam GSH, rGSH, GGSG) ve lipit peroksidasyonu {iiriinii olan Anahtar Kelimeler

TBARS (tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleri) diizeyleri de 6l¢iildii. Metal

Diger yandan, dokularda CuO NP birikimi bir transmisyon elektron Bakir oksit
mikroskobu (TEM) yardimiyla gériintiilendi. Sonuclar, beyin AChE Nanopartikiil
aktivitesinde anlamli (P<0.05) azalmalar oldugunu gostermistir. Memeli
Beyin ve ince bagirsak ATPaz aktiviteleri istatistiksel olarak anlaml Biyomarkir
degisimler gostermezken (P>0.05), bébrek ATPaz aktivitesinde TEM

istatiksel olarak (P<0.05) anlamh azalislar olmustur. Farkh glutatyon
formlarmnin dizeyleri en yiiksek doz haricinde anlamli bir sekilde
degismemigtir. Benzer sekilde, TBARS diizeyleri sadece en yliksek
dozda istatiksel olarak anlamh (P<0.05) artislar géstermistir. TEM
gortintiilleri CuO NP'lerin sican dokularda birikebilecegini gostermis
olup, bu goriuntiler sicanlarda enzimatik ve enzimatik olmayan
biyobelirteclerde meydana gelen degisikliklerin dokularda CuO NP
birikmesinden kaynaklandigini vurgulamigtir.

ABSTRACT
In this study, different doses (control (0), 0.5, 5, 50 mg/kg b.w./day) of
CuO nanoparticle (NP) were administered to female rats via oral
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gavage for 14 days. Following the exposures, the activities of ATPases Received ©15.05.2019
in the kidney, brain and small intestine and activity of Accepted - 08.11.2019
acetylcholinesterase (AChE) in the brain were measured. Levels of

different glutathione forms (total GSH, rGSH, GGSG) and TBARS ~ Leywords

(thiobarbituric acid reactive substances) were also measured in the Metal .

liver of rats. The accumulation of CuO NPs in the tissues were Copper OX_lde’
demonstrated following capture of tissue images by a transmission Nanoparticle

electron microscope (TEM). Data demonstrated that activity of AChE Mammale

in the brain decreased significantly (P<0.05). ATPase activity in the gg)ﬁarker

brain and small intestine did not change significantly (P>0.05),
though there were significant decreases (P<0.05) in ATPase activity
in the kidney. Levels of glutathione forms did not change significantly,
except the highest dose. Similarly, levels of TBARS increased
significantly (P<0.05) at the highest dose. TEM images showed that
CuO NPs were able to accumulate in the tissues, emphasizing
occurred alterations in enzymatic and non-enzymatic biomarkers
were due to CuO NP accumulation in the tissues.
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GIRIS

Son yillarda agir metallerin nanoteknolojide
kullanimlar1 hiz kazanmigtir. Nanopartikiil denen bu
maddeler 1-100 nm arasinda olup, ¢esitli, metallerle
(Ag, Cu, Ti, Zn vb.) olusturulan 6zgiin kristallerdir.
Metal-oksit nanopartikiilleri Ustin fiziko-kimyasal
ozellikleri sayesinde nanoteknoloji alaninda aranan
maddeler haline gelmigtir. Nanopartikilleri 6zgin
yapan oOzellikler arasinda genig ytizey alanlarina sahip
olmalari, 6zgin ylizey yapilari, sekilleri, fonksiyonel
gruplari, reaktiviteleri, elektronik ve kristal 6zellikleri
sayilabilir (Handy ve Shaw, 2007; Bahadar ve ark.,
2016). Bu ozellikleri sayesinde nanopartikiiller ilac
endistrisi, beyaz egyalar, gilines kremi, besin
endustrisi, dokuma sanayi, dis macunu, filtreler,
nemlendirici, ¢ocuk oyuncaklari, paketleme triinleri

ve elektronik cihazlar gibi  bir¢gok alanda
kullanilmaktadir. Diger yandan, baz1 metal
nanopartikiilleri (AgO ve CuO) cesitli antimikrobiyal
urunlerde istenmeyen mikroorganizmalarin
uremelerini durdurmak i¢in de siklikla

kullanilmaktadir (Handy ve Shaw, 2007; Asharani, ve
ark., 2008; Schrand ve ark., 2010). Metallerin nano
teknolojik amaclar i¢in kullanimi 6énemli ekonomik
sonuc¢lar ve yenilikler sunarken, igcermis olduklar:
toksik metaller sebebiyle c¢evreye ve insanlara
yapacaklar1  olumsuz  etkiler de c¢evrecileri
diistindiirmektedir (Auffan ve ark, 2011; Canli ve ark.
2019a; Canli ve ark., 2019b). Bu nedenle,
nanopartikillerin cevresel risklerinin ve
toksisitelerinin farkli hayvan gruplarinda erken
belirlenmesi daha sonra meydana gelebilecek biiyuk
felaketlerin énlenmesi bakimindan énemlidir.

Yapilan ¢alismalar nanopartikillerin hem sucul, hem
de karasal hayvanlarin biyolojik zarlarindan gegerek
kan yoluyla tasinabildigini ve hedef dokularda
birikerek toksik etkiler yaptigini gostermistir (Hagen
ve ark., 2007; De Jong ve Borm, 2008; Canli ve ark.,
2018; Canli ve ark. 2019a; Canli ve Canli, 2019). Bu
nedenle, her yastan insan nanopartikillere maruz
kalabilir ve bunun sonucu olarak hayati organlar
olumsuz yonde etkilenebilir. NP'ler bir kere viicuda
girdikten sonra, yarilanma émirleri uzun oldugundan
viicuttan atilmalar: oldukea zordur. Ayrica, ayni metal
NP'leri karsilastirnldiginda daha kii¢iik boyutlu olan
NPlerin biyiiklere oranla daha toksik olduklar:
gosterilmistir (Yang ve Watts, 2005; Mostafalou ve
ark., 2013). Nanopartikiillerin metal icerigi
toksisiteleri bakimindan oénemlidir. Ornegin ZnO,
Al20O3, TiO2 nanopartikiillerinin farelerde farkl
diizeylerde doku hasarlarina neden oldugu, benzer
sekilde farkli diuzeylerde oksidatif strese yol agtiklari
gosterilmistir (Shrivastava ve ark. (2014). Benzer
sekilde, Canli ve ark. (2017) oral yolla verilen
nanopartikiillerin (Alz0s, CuO ve TiO2) sigcanlarin
serum degerlerinde farkli biyokimyasal etkilere neden
olduklarin1 gostermiglerdir. Gergekte, cevreye Dbir
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sekilde yayilan nanopartikiiller biitin organizmalar:
degisik diizeylerde etkileyebilmektedir (Bondarenko
ve ark. 2013). Arastiricilar farkli nanopartikiillerin
(AgO, CuO, ZnO) algler, mantarlar, protozoanlar,
kabuklular, nematodlar, balklar ve memeliler
uzerinde toksik etkileri oldugunu gosterirken,
organizmalarin etkilenme duzeylerinin de farklh
olabilecegini vurgulamiglardir.

Na'K-ATPaz hiicre zarinda bulunan bir enzim olup 2 K
iyonunun hicre i¢ine girigini ve diger yandan 3 Na
iyonunun hiicre digina atilmasini katalizleyerek
ozmoregilasyonda 6nemli gérevleri olan bir enzimdir.
Iyon tagimmi ozmotik gradientin tersi ydénde
yapildigindan (aktif tasima) c¢ok miktarda ATP
harcanmig olur. Soyle ki, hiicrelerin ihtiya¢ duydugu
toplam enerjinin yaklastk %30 u Na,K-ATPaz
tarafindan kullanilmaktadar. Mg-ATPaz ise
sitoplazmada ve mitokondride bulunur ve hiicre
icindeki Mg iyon konsantrasyonunu diizenler ve
mitokondride oksidatif fosforilasyonda kullanilir
(Howarth ve ark., 2012). ATPaz grubu enzimlerin
cevresel kirleticilere kargt duyarli  olduklar
gosterilmistir (Guo ve ark., 2013; Singh ve ark., 2013;
Canli ve Canli, 2017; Canli ve ark. 2019a; Canli ve
Canli, 2019b). AChE sinir sisteminde gérev alan ve
impuls iletimi sirasinda en fazla aktivite gosteren bir
enzimdir. Bu enzimin gérevi norotransmitter madde
olan asetilkolinin asetat ve koline par¢alanmasinin
saglanmasidir. Yapilan c¢alismalar, bu enzimin de
cevre kirleticileri  tarafindan olumsuz yonde
etkilendigini géstermistir (Durmaz ve ark., 2006;
Piner and Uner, 2012; Silva-Herdade ve Saldanha,
2013; Yilmaz ve ark. 2015; Canli ve ark., 2019a; Canli
ve ark., 2019b).

Enzimatik biyobelirtecler gibi, enzimatik olmayan
biyobelirte¢ler de nanopartikiiller dahil c¢evre
kirleticilerin etkilenmektedir. En ¢ok kullanilan
biyobelirte¢ler arasinda metabolizmada etkili bir
antioksidan oldugundan farkli glutatyon trinleri
(GSSG, rGSH, tGSH) sayilabilir. Glutatyon dogal
olarak veya kirletici etkisiyle olusan serbest
radikalleri yok eden indirgeyici bir tripeptit olarak
bilinmektedir (Pena-Llopis ve ark 2001; Hidalgo ve
ark, 2002; Kanak ve ark, 2014; Canli ve ark 2017;
Canli ve ark, 2019b). Organizmalarda normal
sartlarda antioksidanlar ve oksidanlar arasindaki bir
denge vardir. Bu dengenin antioksidanlarin lehine
bozulmas1 sonucu oksidatif stres meydana gelir
(Winston, 1991). Nanopartikiillerin oksidatif strese
neden olduguna iligkin ¢aligmalar mevcut olmasina
karsin, yeterli bilgi heniiz elde edilememistir (Canli ve
ark. 2019b). Syama ve ark. (2013) nanopartikiillerin
memelilerde oksidatif strese yol acgtigini ve
antioksidan sisteminin nanopartikiiller tarafindan
olumsuz etkilendigini belirtmislerdir. Hiicre zarlar1 da
serbest radikaller nedeniyle hasar gérebilmektedir.
Bunun sonucu zar lipitlerden elektronlar ¢alinmakta
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ve boylece lipit peroksidasyonu meydana gelmektedir.
Cevre kirleticilerinin lipit peroksidasyonuna neden
olup olmadigim belirlemek icin MDA (malondialdehit)
veya TBARS seviyeleri ol¢ilmektedir. Boylece, bu
veriler organizmanin yasadigi oksidatif stres igin
onemli belirtec olmaktadir (Wang ve ark., 2009; Lei ve
ark., 2015; Hong ve ark., 2015; Yilmaz ve ark. 2017;
Canli ve ark., 2019b).

Bu calisma CuO NP etkisinde kalan albino Wistar
sicanlarmin farkli sistemlerinin vermis oldugu
tepkiler Dbelirlenmigtir. Bunun i¢in, yetigskin disi
sicanlar 14 giin boyunca farkl dozlarda NP'lere (0, 0.5,
5, 50 mg/kg/giin) maruz birakilmis ve farkli metabolik
sistemlere ait enzimatik ve enzimatik olmayan
biyobelirte¢ degerleri élgtilmustiir. Diger yandan, CuO
NP’lerin dokularda birikimi TEM ile géruntilenerek
meydana gelen toksik etkilerin NP etkisi ile oldugu
vurgulanmagtir.

MATERYAL ve METOT
Deney Hayvanlarinin Hazirlanmasi

Disi albino sicanlar (Rattus norvegicus var. albino)
Cukurova Universitesi DETAUM Merkezinden temin
edildi ve laboratuvar sartlarina uyum saglamalar i¢in
bir hafta siireyle 12 saat aydinlatmasi ve 22 + 1.5 °C
sicakliga sahip (nem % 50) deney odasinda bekletildi.
Deneylerin yapilabilmesi i¢in Cukurova Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan 26.09.2017
tarith ve 8 sayili toplanti karari ile izin alinmistir.
Deneylerde agirliklari 195-206 g arasinda degisen
yetigkin digi sicanlar kullanildi. Sican agirliklar
kontrol ve diger gruplar arasinda istatistiksel olarak
fark (P>0.05) géstermemistir.

Deneylerin Yapiligi

Deneyler biri kontrol grubu ve tigii CuO NP gruplar
olmak tizere 4 grup halinde yurutilmustiir. Hayvanlar
hem adaptasyon suresince, hem de deneyler sirasinda
normal sican yemi ile beslendi ve kisitlamasiz bir
sekilde su erisimi saglandi. Deneylerde kullanilan
CuO nanopartikiilii ~ Sigma-Aldrich  (Germany)
sirketinden temin edilmigtir. Nanopartikiil deneylerde
kullamilmadan 6nce 20 dakika sire ile buz igerisinde
sonikasyona (Bandelin HD2200, Germany) maruz
birakilmigtir. Deneylerde kullanilacak son NP
derisiminin (0.5, 5, 50 mg/kg/giin) saglanmasi i¢in bir
stok hazirlanmigtir. Bu derisimlerin siganlar i¢gin ayni
deneysel sartlar altinda on doért glin siire sonunda
lethal olmadigti daha  6nceki ¢aligmamizda
gosterilmistir (Canli ve Canli, 2017). Sicanlara bakir
NP oral olarak (200 pl su ile) verilmis olup, kontrol
hayvanlar sadece aym1 miktarda su almiglardir. On
dort giin siiren deney sonrasi biitiin sicanlar gtigli bir
anestezi ile (ketasol 10%, Harson Lab. India)
6ldirildi ve dokular1 alinarak -80 °C derin
dondurucuda (Esco UUS-480A) bir ay kadar saklandi.
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Dokularin Homojenizasyonu

Analizi yapilacak olan doku derin dondurucudan
¢gikartildiktan sonra buzun ¢oéziilmesi beklendi ve 90
saniye siire ile buz icinde homogenizde (9500 rpm)
edildi. Homojenizasyon tamponu (100 mM KH:POq
(pH 7.4), 100 mM KCl, 1 mM EDTA) kullanilan doku
agirhigina goére (1:10 w/v) kullanildi. Homojenize edilen
dokular daha sonra sogutmali (+4 °C) santrifiijde
(Hettich Universal 30 RF) 30 dakika siire ile 10,000 g
de santrifij edildi. Ust kisminda bulunan kisim
(supernatant) dikkatli bir sekilde bagka tiiplere
aktarilarak butiin analizlerde kullanildi.

Biyobelirte¢ Analizleri

Dokulardaki ATPaz (umol Pi/mg/protein/h) ve AChE
(U/mg protein) aktiviteleri sirasiyla Atkinson ve ark.
(1973) ve Ellman ve ark. (1961) metotlarina gore
yapildi. Dokulardaki TBARS (U/mg protein) ve
glutatyon (U/mg protein) diizeyleri ise sirasiyla
Ohkawa ve ark. (1979) ve Griffith (1980) metotlar:
kullanilarak yapildi. Bitiin dokularda protein
analizleri ise Lowry metodu (Lowry ve ark., 1951)
kullanilarak yapildi ve protein degerleri biyomarkir
degerlerini normalize etmek i¢in kullanildi.

Nanopartikiil Karakterizasyonu ve TEM analizleri

Deneylerde kullanilan CuO NP’lerin boyutu (~40 nm),
saflig1 (>99 %), ylizey alam (>20 m?/g) ve yogunlugu
(6.50 glcm?) olarak belirtilmistir. Daha detayh
analizler i¢cin TEM, XRD ve EDX -cihazlan
kullanilmigtir. Bakir NPlerin gecirimli TEM
goriintiisii Jeol JEM-1010 TEM (80kW) (GATAN 782

ES500W Erlangshen kamerall) cihazi ile elde
edilmigtir (Sekil 1a). XRD analizleri Rigaku RadB
SmartLab marka bir diffraktometre cihazi

kullanilarak (CuKal, A=1.5405 A, 30 kV, 15 mA,
20=10°-90°, scanning rate 2°/min) yapilmistir. XRD
analiz verilerine gére CuO NP’leri polikristal yapida ve
monoklinik fazdadir (Sekil 1b). EDX analizleri ise FE-
SEM (taramali elektron mikroskobu) (Zeiss/Supra 55
VP) ile elde edilmistir (Sekil 1c). Buna gére CuO
NPlerinde Cu atomlari %48.74 olarak bunmustur.
Agirlik olarak hesaplandiginda CuO NP’lerinde Cu
atomlar1t %79.06 olarak bulunmustur. Geri kalan
kismin sadece oksijen atomlarindan ibaret oldugu
belirlenmigstir. Dokularinda nanopartikil birikiminin
belirlenmesi i¢in de ayn1 TEM cihazi kullanilmig olup,
doku gorintileri Sekil 2-5 de verilmistir.

Istatistiksel Analizler

Biyomarkir verilerinin analizinde SPSS istatistiksel
paket program kullanmilmistir (SPSS 20, Chicago, IL,
ABD). Veri dagilimina baglh olarak istatistiksel
kargilagtirmalar i¢cin One-way ANOVA veya Kruskal-
Wallis testi kullanilmigtir. Anlamh diizeylerde fark
(P<0.05) bulunan veriler, farklihga neden olan
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gruplari belirlemek i¢in bir post-hoc testi ile yeniden rakamlar (ortalama + standart hata) olup, kontrolden
analiz edilmigtir. Bitiin biyomarkir verileri sekil 6-9 anlaml diizeyde (P<0.05) farkh olanlar
da verilmigtir. Bu veriler 6 sicandan elde edilen igsaretlenmigtir.
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lec.
Sekil 1. CuO nanopartikiiliiniin karakterizasyonu. CuO nanopartikiiliiniin XRD deseni (a), EDX spektrumu (b) ve
TEM gériiniimii (c) verileri.
Figure 1. Characterization of CuO nanoparticle. XRD pattern (a), EDX spectra (b) and TEM image (c) of CuO
nanoparticle.

Sekil 2. Kontrol sicanda beyin (a), bébrek (b) ve karaciger (c) dokusunun TEM gériintiileri.
Figure 2. TEM images of brain (a), kidney (b) and (liver (c) of control rats.

a b c
Sekil 3. On dért giin siiresince oral olarak en diisiik dozda CuO NP (0.5/kg/giin) alan sicanda beyin (a), bébrek (b)
ve karaciger (c) dokusunda nanopartikiil birikimini gésteren TEM goriintiileri.
Figure 3. TEM images of brain (a), kidney (b) and liver (c) tissues of rats received the lowest dose of CuO NP (0.5
mg/kg/day) for 14 days.
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a

b

C

Sekil 4. On dért giin siiresince oral olarak orta dozda CuO NP (5/kg/giin) alan sicanda beyin (a), bobrek (b) ve
karaciger (c) dokusunda nanopartikiil birikimini gésteren TEM gériintiileri.
Figure 4. TEM images of brain (a), kidney (b) and liver (c) tissues of rats received the medium dose of CuO NP (5

mg/kg/day) for 14 days.

C

Sekil 5. On dért giin siiresince oral olarak en yiiksek dozda CuO NP (50/kg/giin) alan sicanda beyin (a), bobrek (b)
ve karaciger (c) dokusunda nanopartikiil birikimini gésteren TEM goriintiileri.
Figure 5. TEM images of brain (a), kidney (b) and liver (c) tissues of rats received the highest dose of CuO NP (50

mg/kg/day) for 14 days.

BULGULAR ve TARTISMA

Bakir oksit NP dozlarinin (0, 0.5, 5, 50 mg/kg/giin)
higbiri 14 giin iginde siganlari1 6ldiirmemis olup, aym
zamanda deneyler sirasinda goriinir bir saghk sorunu
da (6rnegin géz rengi, beslenme aligkanlhiginda
degisim, aktivite azlig1 veya fazlaligl) olmamistir. Bu
nedenle, caligitlan CuO NP dozlari, 14 giin oral
uygulama i¢in subletal olarak kabul edilmisgtir. TEM
goruntilerine bakildiginda kontrol hayvan
dokularinda herhangi NP varligina rastlanmazken,
NP verilen siganlarin dokularinda TEM goériintileri
doza bagl olarak CuO NP varligim géstermistir (Sekil
2-5). Bu goriintiillerden de goriilecegi {izere
dokulardaki CuO NP birikimi en disik doza gore
yiksek dozlarda daha yogun olarak belirlenmistir. Bu
gorintiiler oral yolla verilen CuO NP'lerin bagirsak
duvarindan gectigini ve damarlara ge¢ip oradan kan
yoluyla dokulara ulagarak dokularda biriktigini
gostermektedir. Literatur verileri incelendiginde bezer
durumlara rastlanmistir (Meena ve Paulraj, 2012;
Shrivastava ve ark., 2013; Jovanovic, 2015; Canli ve
ark., 2018; Tang ve ark., 2019; Canli ve ark., 2019b).
Ayni metalin NP formu ile iyonik formu arasinda
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toksisite bakimindan ciddi farklar olabilecegi
bildirilmistir (Ema ve ark., 2016). Literatiir verileri
ayrica NP toksisitesinin uygulama suresi ve
dozundaki artiglarla artabilecegini gostermektedir
(Janrao ve ark.,, 2014; Rizk ve ark., 2017; Chen ve ark.,
2019).

Dokularda nanopartikil birikimi ve doz arasindaki
pozitif iligki genellikle biyomarkir diizeylerinde
meydana gelen anlamli degisimlere de yansimigtir.
Biyomarkir tepkileri genellikle en yiiksek dozda daha
fazla goralmiigtiir. Ornegin karaciger tGSH, rGSH ve
GSSG diizeyleri sadece en yiiksek dozda anlamlh
azalmalar goOsterirken, bunun sonucu olarak
GSH/GSSG orani da yine en yiiksek dozda degismistir
(Sekil 6a-d). Bilindigi gibi glutatyon bir tripeptit olup,
serbest radikallere karsi iyi bir indirgen ve glicli bir
antioksidan olarak bilinmektedir (Hidalgo ve ark.,
2002; Kanak ve ark., 2014; Canli ve ark., 2017). Bu
nedenle, glutatyon dizeyinde meydana gelebilecek
artig veya azaliglarin organizmanin yasadig: oksidatif
stresin gostergesi olabildigi cesitli arastirmalarda
vurgulanmistir (Yu ve ark., 2014; Hu ve ark., 2015; Lei
ve ark., 2015; Rizk ve ark., 2017; Canli ve ark., 2019a).
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Bu durum NP'lerin enzimatik reaksiyonlara miidahale
ederek veya enzimlerin aktif bolgelerine baglanarak
metabolizmada  degisimlere neden olabildigini
gostermektedir. Literatiir verileri TiO2, CuO, ZnO ve
Al2O3 NPlere maruz kalan memeli hayvanlarda
serbest radikal artigi ile antioksidan sisteminin
yetersizligi arasinda iliski oldugunu gostermigtir.
Buna tepki olarak hayvan metabolizmas1 glutatyon
miktarim artirarak oksidatif stresle miicadele etmeye
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calismaktadir (Yu ve ark., 2014; Hu ve ark., 2015; Lei
ve ark., 2015; Park ve ark., 2015; Rizk ve ark., 2017).
Diger yandan, literatiir verileri glutatyon diizeylerinin
tepkisinin hem artis, hem de azalig yoninde
olabilecegini ve her iki durumda da organizmanin
antioksidan  sisteminin  olumsuz  etkilendigini
belirtmislerdir (Rizk ve ark., 2017; Elnagar ve ark.,
2018).
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Sekil 6. On dért giin siiresince oral olarak CuO NP alan si¢canlarin karacigerinde toplam glutatyon (a), indirge glutatyon (b),
okside glutatyon (c) ve toplam glutatyonun okside glutatyona orani (d). Veriler 6 sicanin ortalamasin géstermektedir.
(Yildizlar kontrol ve farkli dozlarda NP alan sicanlar arasindaki anlamli (P<0.05) farklar: gostermektedir).

Figure 6. Levels of total glutathione (a), reduced glutathione (b), oxidized glutathione (c) and the ratio between reduced and

oxidised glutathione (d) in the liver of rat orally received CuO NPs for 14 days. Data are the mean of 6 rats. )Asterisks
indicate significant (P<0.05) differences between control rats and rats received different doses of NPs).

Ozmoregiilator organlar olan bébrek ve ince bagirsagin
CuO NPlere olan tepkisi farkli yonlerde olmustur.
Incelenen dokular arasinda sadece bébrek ATPaz
aktiviteleri anlamli (P<0.05) degisime ugramistir
(Sekil 7a-c). Ilging bir sekilde, daha énce yayinlanmis
olan verilerimiz, sicanlarin eritrositlerinde ATPaz
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aktivitelerinin NP etkisinde ciddi azalmalar
gosterdigini vurgulamistir (Canli ve Canli, 2017).
Bezer sonuclar1 Li ve ark. (2008) beyaz tavsanlarda
gostermiglerdir. Arastiricilar NPlerin eritrositlein
yuzeyine adsorbe oldugunu ve 6zellikle zar enzimleri
inhibe ettigini  belirtmiglerdir. Bilindigi gibi,
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eritrositler kanda serbest dolagan NP'lerle genig ylizey
alanlar1 sayesinde karsi karsiya gelebilir ve bunun
sonucu olarak NP'ler eritrositlerin hiicre zarina
baglanarak iyon tasinmasini engelleyebilir. Boylece
NP’lerin farklh dokularda farkh etkiler
gosterebilecegini sonucu cikarilabilir (Canli ve Canli,
2017). Kumari ve ark. (2012) Fe-NP verilen sicanlarin
beynin dokusunda Na,K-ATPaz, Mg-ATPaz ve Ca-
ATPaz aktivitelerinin anlamli olarak azaldigim
gostermiglerdir. Benzer sekilde, Zhou ve ark. (2017) 90
giin siiresince burun yoluyla titanyum NP (1-5
mg/kg/giin) verdikleri farelerde Na,K-ATPaz, Ca-
ATPaz ve Mg-ATPaz aktivitelerinde anlaml
azalmalar oldugunu belirtmiglerdir. ATPaz
aktivitelerinde olan azalmalar Hong ve ark. (2015)
tarafindan da goOsterilmistir. Arastiricilar 2 ay
stiresince 2.5-10 mg/kg/gun dozlarindaki TiO2 NP alan
erkek  farelerde Na,K-ATPaz ve Ca-ATPaz
aktivitelerinde anlamlh azalmalar oldugunu
gosterirken, altin NP verilen sicanlarin beyninde
Na,K-ATPaz aktivitesinin % 100 arttigini, buna kargin

Mg-ATPaz aktivitesinin ise degismedigini
belirtmiglerdir. Chichova ve ark. (2014), NP'lerin
toksik etkilerinin, hicre zarlarindan difizyon

kapasiteleri ile iligkili oldugunu, mitokondrinin ig
zarinda olan Mg-ATPaz enziminin inhibe olabilmesi
icin buraya kadar wulagsma o6zelliginde olmasi
gerektigini vurgulamiglardir. Bu c¢alismada, Mg-
ATPaz aktivitesinde goriillen azalmalar CuO NP’lerin
mitokondri  ig¢ zarina kadar ulagabildigini
vurgulamaktadir. Metal toksisitesinde oldugu gibi,
nanopartikillerin  toksik  etkileri  arastirmada
deneylerin sonuglar in vitro veya in vivo 6zelliklerine
gore degismektedir (Vasic ve ark., 2009). Benzer
sekilde, Canli ve Stagg (1996) in vivo sartlar altinda
enzimlerin farkli davrandigini ve in vitro sartlarda
goriilen  toksik  etkilerin in  wvivo sartlarda
goriilmeyebilecegini vurgulamiglardir. Buna neden
olarak, enzimlerin in vivo sartlarda turnover sayilarini
artirabilmelerini géstermislerdir. Bu nedenle, ATPaz
grubu enzimler s6z konusu oldugunda in vivo ve In
vitro deneylerin sonuglarinin yorumlanmasinda
dikkatli olunmasi gerektigini belirtmiglerdir.

AChE enzimi her cesit kas kasilmasi esnasinda olugan
impuls sirasinda norotransmiter olarak goérev yapan
o6nemli bir enzim olup hem cevresel, hem de merkezi
sinir sistemi i¢in anahtar roli olan enzimdir. Yapilan
calismalar bu enzimin c¢evre Kkirleticilerine karsi
oldukca hassas oldugunu géstermistir (Frasco et ve
ark., 2005; Yilmaz ve ark., 2015; Canli ve ark., 2019a).
Memelilerde beyin AChE aktivitesinin nanopartikiil
etkisinden en fazla etkilenen enzim oldugu
goriilmektedir. Hem bu ¢alismada, hem de daha 6nceki
calismalarimizda (Canli ve ark., 2019a) NPlerin
sicanlarda beyin AChE aktivitesini (Sekil 8) anlaml
olarak azalttigi gosterilmistir. AChE aktivitesinde
gorilen azalmalar gesitli calismalarda gosterilmistir.
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Singh ve ark., (2013) oral olarak yiiksek dozda MnO
NP verdikleri sicanlarda AChE aktivitesinin anlamli
olarak azaldigimi belirtmiglerdir. Arastiricilar, MnO
NP’lerin ayni zamanda biyokimyasal, histolojik ve
genetik degisimlere de neden oldugunu
gostermislerdir. Benzer sekilde altin NPler (100
ng/kg) 24 saat icerisinde sicanlarin beyin AChE
aktivitesinde anlamli azalmalara yol agtigini
belirtmiglerdir. Kumari ve ark. (2012) demir NP
verdikleri siganlarda eritrosit ve beyin AChE
aktivitelerinde  6nemli  degisimlerin  oldugunu
belirtirken, demir gibi dusiik toksisiteye sahip bir
metalin NP formunda daha toksik olabilecegini
vurgulamiglardir. Demir gibi aliiminyum metali de NP
formunda memelilerin beyin AChE aktivitesini
anlaml olarak azaltabilmektedir (M'rad ve ark., 2018;
Canli ve ark. 2019a). Literatiir verileri ve bu
¢alismanin sonucglarina goére, NP etkisinde kalan
memelilerde beyin AChE aktivitesi en fazla etkilenen
biyomarkirlar olarak géze carpmaktadir. Ozellikle oral
yolla alinmasina karsin enzim aktivitesinde anlaml
azalmalarin olmasi insanlar icin de bir alarm
niteligindedir. Cunkii insanlar glnlik yasamda
nanoteknolojik trinleri sik¢a kullanmaktadar.
Karaciger TBARS diizeyleri CuO NP etkisinde kalan
sicanlarda genelde bir artig goriilmekle birlikte, sadece
en yliksek CuO NP dozunda istatistiksel olarak
anlaml artislar gériilmistir (Sekil 9). Literatiir
incelendiginde memelilerde karaciger TBARS ve MDA
duizeyleri lipit peroksidasyonunu gostergesi olarak
kullanilmaktadir (Rohner ve ark., 2007; Wang ve ark.,
2009; Yilmaz ve ark., 2015; 2017; Canli ve ark.,
2019a). Oksidatif strese neden olan ksenobiyotiklerin
ayni zamanda lipit peroksidasyonuna da neden oldugu
bilinmektedir. Verilere bu acidan bakildiginda,
glutatyon duzeylerini etkileyen en yiksek CuO NP
dozunun aymi zamanda TBARS diizeylerini de
etkiledigi goriilmektedir. Bu nedenle, en yiksek CuO
NP dozunun hem oksidatif strese, hem de lipit
peroksidasyonuna neden oldugunu séylemek miimkiin
goziikmektedir (Lei ve ark., 2015; Hong ve ark., 2015).
Bu ¢alisma CuO NPlerin lipit peroksidasyonuna
neden olarak muhtemelen zar yapisini bozdugunu
gostermektedir. Wang ve ark. (2009) silica NP'lere
maruz kalan insanlarin embriyonik hiicrelerinde
TBARS diizeylerinin arttigin1  gosterirken, lipit
peroksidasyonuna dikkat ¢ekmiglerdir. Benzer
sekilde, aluminyum NP etkisinde kalan siganlarin
karacigerinde TBARS dizeylerinde artiglar oldugu
gosterilmistir (M'rad ve ark., 2018; Canli ve ark.,
2019a).

Bu c¢alisma sican metabolizmasina ait enzimatik ve
enzimatik olmayan biyomarkirlarin CuO NP etkisine
verdigi tepkileri goéstermektedir. Sonuglar, dokuya
06zgin vel/veya biyomarkira bagh olarak degisen
etkilerin olabilecegini vurgulamigtir. Siganlarin beyin
ve bobrek dokular: CuO NP’lerden en fazla etkilenmek
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Sekil 7. Sican bébreginde (a), ince bagirsaginda (b) ve beyninde (c) ATPaz aktiviteleri. Detaylar Sekil 6 da
verilmigtir.
Figure 7. Activities of ATPases in the kidney (a), intestine (b) and brain (c¢) of rats. Details are given in Fig. 6.

312



KSU Tarim ve Doga Derg 23(2): 304-315, 2020
KSU J. Agric Nat 23 (2): 304-315, 2020

Aragtirma Makalesi
Research Article

le beraber, karaciger dokusu da en yiliksek dozda
etkilenmigtir. TEM gortuntiileri bu etkilerde NP
birikiminin rolii olabilecegini net bir sekilde
vurguladigindan 6nemli gérintilerdir. Ayn1 zamanda,
sonuclar NP etkisinin ve etki mekanizmalarinin daha
kapsamli olarak arastirilmasi gerektigini de
vurgulamigtir. Ayrica, memeli hayvanlarda metal
oksit nanopartikiillerinin letal dozlarinin ve besin

kabul edilebilirlik diizeylerinin belirlenmesi de
gereklidir.
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