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YESIL SENTEZ FERULIK ASIT MAGNEZYUM
NANOPARTIKULUN: GOKKUSAGI ALABALIKLARINDA
(Oncorhynchus mykiss) BUYUME HORMONLARI VE
ANTIOKSIDAN ENZIMLERININ GEN EKSPRESYONLARININ
DEGERLENDIRILMESIi VE ANTIOKSIiDAN ENZiM
AKTIVILERININ VE ANTIBAKTERIYEL OZELLIKLERININ
INCELENMESI

OZET

Bu c¢aligmada, yesil sentez (Green Synthesis) yaklagimu ile sentezlenen ferulik asit ve magnezyum
nanopartikiilleri (FA@MgNPs) gelistirilmistir. Sentezlenen FA@MgNPs’lerin, Gokkusagi
alabaliklar1 (Oncorhynchus mykiss) iizerindeki biyolojik etkilerinin molekiiler diizeyde
arastirilmasi amaglanmustir.

Deneysel c¢alismalara, sentezlenen FA@MgNPs’lerin karakterizasyonunu gergeklestirmek
amactyla Ultraviyole/goriiniir 151k Spektroskopisi (Uv-vis.), Fourier Doniistimlii Kizilotesi
Spektroskopisi (FT-IR), X-Isin1 Kirmimmi (XRD), X-Isin1 Spektroskopisi (EDX), Taramali
Elektron Mikroskobu (SEM), Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) ve Zeta potansiyel
analizi gibi enstriimental analiz teknikleri ile baglanmigtir. Karakterizasyon isleminin ardindan in-
vitro ortamda; FA@MgNPs’lerin antimikrobiyal etkinlikleri, pozitif ve negatif kontroller
kullanilarak disk difiizyon metodu ile degerlendirilmistir. /n-vivo deneyeler i¢in yavru gokkusag
alabaliklar1 (Oncorhynchus mykiss) temin edilmistir. Aklimasyon gergeklestirilmis ve baliklar,
deney ic¢in hazirlanmis katkili yemlerle beslenmeye baslanmistir. Beslenme siiresi tamamlanmis
ve molekiiler analizlerde kullanmak tizere deneklerden; kas, karaciger ve bobrek dokular: alinarak
uygun kosullarda muhafaza edilmistir. Alinan dokularla, biiylime hormonu (GH-I), insiilin
benzeri biiyiime faktorii (IGF-I) ve antioksidan iligkili genlerin ((katalaz (CAT), siiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPX), glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon-S-transferaz
(GST)) mRNA diizeyleri, enzim aktivitesi ve yag asidi profili analizleri gerg¢eklestirilmistir.

Karakterizasyon analizleri sonucunda FA@MgNPs’lerin, partikiil boyutu yaklasik 10,68 nm
olarak saptanmustir. FA@MgNPs’lerin doza bagimli bir sekilde Escherichia coli, Aeromonas
hydrophila, Yersinia ruckeri, Staphylococcus aureus bakterilere karsi etkinlik gosterdigi
belirlenmistir. Kas, karaciger ve bobrek dokularinda hedeflenen genlerin mRNA ekspresyon
diizeyleri, enzim aktivite seviyeleri ve yag asidi icerikleri degerlendirilmis; bu parametrelerde gen
ve dokuya 6zgii farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Yesil sentez, MgO nanopartikiilleri, Antimikrobiyal aktivite, Gen
ekspresyonu, Biiyiime hormonu, Insiilin benzeri biiyiime faktorii, Antioksidan enzim aktivitesi,
Yag asidi, Gokkusagi alabaligi.
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GREEN SYNTHESIS FERULIC ACID MAGNESIUM
NANOPARTICLE: EVALUATION OF GENE EXPRESSIONS OF
GROWTH HORMONES AND ANTIOXIDANT ENZYMES IN
RAINBOW TROUT (Oncorhynchus mykiss) AND INVESTIGATION
OF ANTIOXIDANT ENZYME ACTIVES AND ANTIBACTERIAL
PROPERTIES

ABSTRACT

In this study, ferulic acid and magnesium were combined to create a synergistic effect by
adopting a green chemistry approach; in this way, it was aimed to synthesize ferulic acid
magnesium nanoparticles (FA@MgNPs) and to investigate the biological effects of the
synthesized FA@MgNPs on aquatic organisms at the molecular level.

Experimental studies were initiated with instrumental analysis techniques such as
Ultraviolet/visible light Spectroscopy (Uv-vis.), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-
IR), X-Ray Diffraction (XRD), X-Ray Spectroscopy (EDX), Scanning Electron Microscopy
(SEM), Transmission Electron Microscopy (TEM) and Zeta potential analysis in order to
characterize the synthesized FA@MQgNPs. After the characterization process, in vitro;
antimicrobial activities of FA@MgNPs were evaluated by disk diffusion method using positive
and negative controls. Juvenile rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) were provided for in vivo
experiments. Acclimation was performed and the fish were started to be fed with supplemented
feeds prepared for the experiment. The feeding period was completed and muscle, liver and
kidney tissues were taken from the subjects to be used in molecular analyses and stored under
appropriate conditions. The mRNA levels, enzyme activities and fatty acid contents of growth
hormone (GH-I), insulin-like growth factor (IGF-1) and antioxidant (catalase (CAT), superoxide
dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPX), glutathione reductase (GR), glutathione-S-
transferase (GST)) genes were analyzed with the tissues taken.

As a result of characterization analysis, FA@MgNPs were found to have a size of approximately
10.68 nm. It was determined that FA@MgNPs were effective against Escherichia coli,
Aeromonas hydrophila, Yersinia ruckeri, and Staphylococcus aureus bacteria in a dose-
dependent manner. The mRNA expression levels, enzyme activity levels, and fatty acid contents
of targeted genes in muscle, liver, and kidney tissues were evaluated; it was determined that gene-
and tissue-specific differences in these parameters were statistically significant. It was observed
that the relative density and hardness values increased in parallel with the increase in sintering
temperature and time for the material.

Keywords: Green synthesis, MgO nanoparticles, Antimicrobial activity, Gene expression,
Growth hormone, Insulin like growth factor , Antioxidant enzyme activity, Fatty acid, Rainbow
trout
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1. GIRIS

Su fdriinleri yetistiriciligi sektorli, insan sagligina yonelik degerli besin 0Ogeleri
saglamasmin yam sira gida gilivenligi, istthdam ve ekonomik biiyiimeye de Onemli
katkilar saglamaktadir (Sen vd., 2017; Veske ve Yavuzcan, 2025). Son yillarda iiretim
acisindan onemli bir ivme kazanan sektdr, uluslararasi ticaretteki artan payiyla kiiresel
ekonomide etkili bir faktor haline gelmistir. Diinya su {irlinleri {iretimi incelendiginde,
avcilik ve yetistiricilik liretim miktarlar1 arasindaki farkin giderek arttigir goriilmektedir.
1980’lerden giiniimiize kadar avcilik biiyiik 6lgiide sabit kalirken Gida ve Tarim Orgiitii
(FAO)’niin 2024 yilinda yayimladigi 2022 yili raporuna gore, 2022 yilinda toplam tiretim
rekor seviyeye ulasmistir ve ilk defa yetistiricilik yoluyla elde edilen su tiriinleri miktari
avcilik yoluyla elde edilen miktar1 geride birakmistir. (Tarim ve Orman Arastirmalari,
2024). Ulkemiz de su iiriinleri yetistiriciligi alaninda énemli gelisim gostermistir. 2023
yil1 verilerine gore toplam su {irlinleri liretiminin %55°1 yetistiricilikten saglanmistir. En
cok yetistiriciligi yapilan tatli su baliklar1 arasinda alabalik tiirleri yer almaktadir.
Tiirkiye, bu liretim kapasitesiyle Avrupa’nin 6nde gelen su lriinleri yetistiricili§i yapan
iilkeleri arasinda yer almaktadir (Tarim ve Orman Arastirmalari, 2024). Su iiriinleri
yetistiricilik sektoriiniin  sosyo-ekonomik durumu goéz Oniine alindiginda, sektoriin
strdiiriilebilirligi, su kaynaklarinin dogru kullanimi ve dogal ¢evre unsurlarinin
korunmasi gibi konularda daha duyarli davranilmasi zorunlulugunu dogurmustur (Emin

ve Mutlu, 2024).

Son yillarda nanoteoknoloji ve biyoteknolojinin bir araya getirilerek “nanobiyoteknoloji”
olarak kullanilmaya baslanmasi, basta tarim ve su tirlinleri sektorleri olmak tizere birgok
sektorde 6nemli gelismelere olanak saglamustir. Ozellikle biyolojik kaynaklardan elde
edilebilen nano igerikli besin maddelerinin kullanimi hayvan sagligi ve biiylime
performansi iizerinde 6nemli etkiler olusturmaktadir (Altav vd., 2019). Bu baglamda yesil
sentez metodu, siirdiiriilebilir ve ¢evre dostu bir yaklasim olarak dikkatleri {izerine
cekmektedir. Metodun esasi, bitkisel 6zler veya biyoajanlar kullanarak nanomalzeme

tasarlanmasi ve sentezlenmesine dayanmaktadir (Ciftci vd., 2021).



Ferulik asit (FA), bitkilerin hiicre duvarinda bulunan fenolik bir bilesiktir (Kimura ve
Takamatsu, 2015). Bu bilesik; diisiik toksisiteye sahip olup antioksidan (Zdunska vd.,
2018), antimikrobiyal (Ahmadifar vd., 2019), antikanser aktivite (Kumar ve Goel, 2019)
gibi ¢esitli fizyolojik fonksiyonlara sahiptir. Serbest radikalleri veya serbest radikal
iireten enzimleri dogrudan ortadan kaldirabilir (Li vd., 2021).

Magnezyum (Mg), hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde temel bir element olup
bir¢ok biyokimyasal reaksiyonda 6nemli roller iistlenmektedir. Magnezyum, bagisiklik
sisteminin isleyigsinde etkin bir sekilde gorev almaktadir ve ayni zamanda birgok
enzimatik reaksiyonun kofaktoriidiir. Magnezyumun organizmalar tizerindeki etkilerinin
daha iyi anlasilmasiyla birlikte, bu elemente yonelik ilgi yeniden artis gostermistir.
Magnezyumun, nano formunda kullanimi, biyoyararlaniminmi artirarak daha etkin hale

gelmesini saglayabilir (Maier vd., 2021).

Canlilar oksidatif strestin zararli etkilerinden korunmak amaciyla antioksidan savunma
sistemlerini devreye sokarlar (Alak vd., 2011). SOD, CAT, GPx, GR ve GST gibi
antioksidan enzimler, oksidatif stres altindaki organizmalarda Kilit islevler {iistelenen
temel bilesenlerdir (Oruc vd., 2004; Alak vd., 2011).

Calismanin amaci, yesil sentez metodu kullanilarak FA ve Mg birlestirip bir sinerji elde
ederek Ferulik asit magnezyum nanopartikiil sistemi (FA@MgNPs) sentezini
gergeklestirmek ve bu nanopartikiillerin  (NP) sucul canlilar {izerindeki biyolojik
etkinliklerini molekiiler diizeyde arastirmaktir.

Bu amaca yonelik hedeflerimiz;

1. Bu c¢alismada, Mg’nin olumsuz Dbiyolojik etkilerinin azaltilmasi ve FA’nm
biyoyararlaniminin artirilmasi hedeflenmistir. Ayrica model organizma olarak gokkusagi
alabaligi (Oncorhynchus mykiss) kullanilarak FA@MgNPs’nin; biiyiime hormonu (GH-
), insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF-1), CAT, SOD, GR, GST ve GPX genlerinin
MRNA ifade diizeyleri ile antioksidan iligkili enzimlerin (CAT, SOD, GR, GST, GPX)

aktiviteleri izerindeki etkileri degerlendirilmistir.



2. FA@MgNPs’nin, balik sagligina olan olumlu etkilerinin yani sira ¢evre dostu bir
yaklagim  sunarak sucul iriinlerin {retim verimliligini artirma potansiyeli

degerlendirilmistir.

3. Bu calismayla, nanoteknolojinin su {riinleri yetistiricilii ve biyolojik etkinlik
alanlarindaki potansiyelinin arastirilmasi ve bu dogrultuda literatiire bilimsel katki

sunulmasi hedeflenmistir.

1.2. Kuramsal Temeller

1.2.1. Nanoteknoloji ve Nanopartikiil

Richard Feynman 1959 yilinda “There is plenty of room at the bottom” (Derinlerde
olanlarla yapilacak ¢ok sey var.) diyerek nanoteknolojiyi isaret etmesiyle bilim
diinyasinin ilgisi bu alana yonelmistir. Nanoteknoloji; miihendislik, kimya, biyoloji ve
fizik gibi cesitli alanlar1 kapsayan disiplinler arasi bir teknolojiyi tanimlamaktadir. 100
nanometre (nm) ’den kiiciik biyolojik olan veya olmayan nano 6l¢ekli malzemeler ve bu
malzemelerin en uygun alanlar i¢in kullanimin1 kapsamaktadir. 1 nm metrenin milyarda
birine esit olan birimi ifade etmektedir. Bu tiir malzemeler 6zel elektronik, optik, termo-
fiziksel ve mekanik 6zellikleriyle ilgi ¢ekmektedir (Beykaya ve Caglar, 2016; Sadri vd.,
2018; Biswas vd., 2023). Nanoteknolojik tirtinler; tarim, tip, tekstil, kimya, kozmetik vs.

pek ¢ok alanda yogun olarak kullanilmaktadir.

Nanoteknolojinin esasin1 teskil edinen nanopartikiiller; arttirilmis yiizey alanlari,
giic/agirlik oranlart ve kullanim amacina gore degistirilebilen atomik o6zellikleri
dolayisiyla arastirmacilarin dikkatini ¢ekmektedir (Turan vd., 2019). Nano malzemeler
kimyasal bilesimlerine gore metal, metal oksitler, yar1 iletkenler, karbon nano tiipler
olarak gruplandirilmaktadir. Malzemenin ii¢ boyutu da 100 nm’den kiigiikse bu tiir
malzemeler nanopartikiil, nonashell, nanoring vs. gibi ¢esitli adlarla tanimlanmaktadir.
Malzemenin sadece iki boyutu 100 nm’den kiigiikse nanotiip, nanotel ya da fiber olarak,
eger malzemenin sadece bir boyutu 100 nm’den kiigiikse ince film, katman ve kaplama

olarak isimlendirilir (Filipponi vd., 2012).



NANOTUP NANOPARGCACIKLAR  NANOTEL

NANOKURE  KUANTUM NOKTALARI 2D MALZEME

Sekil 1.1. Nano malzemeler

Metal/metal oksit nanopartikiiller; magnezyum, altin, giimiis, demir, bakir vs. gibi
metallerin tuz ya da bilesiklerinden elde edilmektedir (Sekil 1.2). Metal oksitler ise
yapisinda en az bir oksijen atomu bulunduran, magnezyum oksit (MgO), Cinko oksit
(ZnO) gibi metal igerikli yapilari tanimlamaktadir (Marouzi vd., 2021). Magnzeyum oksit
nanopartikiilii (MgO-NP), essiz fizikokimyasal davranisi, kararli yapisi, ekonomik olusu,

cevre dostu olmasi gibi daha pek ¢ok 6zelliginden dolay1 6nemli bir nanomalzemedir.



Sekil 1.2. Metal nanopartikiil ¢esitleri

1.2.2. Nanopartikiillerin Sentez Yontemleri

Nanopartikiiller, kimyasal ve fiziksel olmak iizere iki yontemle iiretilmektedir. Uretimde,
yukaridan asagi (top down) ve asagidan yukar1 (bottom up) olarak isimlendirilen iki ana
yaklagim kullanilmaktadir. Fiziksel yontemler yukaridan asagi, kimyasal ve biyolojik
yontemler ise asagidan yukari yaklagimi olarak bilinmektedir. Yukaridan asagiya
yonteminde, hacimsel maddeye kimyasal veya mekanik olarak enerji verilmekte ve
maddenin makro boyuttan nano boyuta kadar kii¢iilmesi saglanmaktadir (Baygu, 2020).
Yontem, ince tabaka kristallerin elde edilmesi icin yigin bilesenler arasindaki
VanderWaals kuvvetlerinin kirtlmasini icermektedir. Yukaridan asagiya yonteminde
genel olarak biiylik enerji girdileri gerekmektedir ve biiyiikk cevresel etkiye neden
olabilmektedir. Cevreyi iyilestirmek icin kullanilacak nanomalzemenin, ¢evre iizerinde

biiyiik etkiler yaratmamasi gerekir (Song vd., 2019). Lazer ablasyonu, iyon piiskiirtme,



mekanik 0giitme gibi yontemlerde yukaridan asagiya yaklagimlar arasinda bulunmaktadir
(Rajput, 2015). Yukaridan asagiya yaklasimlar; goreceli olarak daha kolay
uygulanabilirken, ¢ok kii¢iik boyutlu parcaciklarin iiretilmesi bu yontemle miimkiin
olmamaktadir. Yontemin bir diger dezavantaji ise nanopartikiillerin sentezi igin

fizikokimyasal 6zelliklerindeki degisim ve yiizey kimyasidir.

Asagidan yukariya olan yaklasimda, atomik veya molekiiler boyutta olan malzemeye,
kimyasal reaksiyonlarla enerji verilerek nanopartikiil elde edilmektedir. Ilk asamada,
nanomalzemenin temel yapi taslart olan nanoyapilar olusturulur; ardindan bu yapilar
birlestirilerek hedeflenen nanopartikiil sentezlenir. Asagidan yukariya yaklagiminda; lazer
pirolizi, sol-jel yontemi, kimyasal ve fiziksel buhar tortulama yontemi, hidrotermal
yontemler bulunmaktadir (Jamkhande vd., 2019). Asagidan yukar1 yaklasimi daha etkili
ve nispeten daha ucuz bir yontem oldugu i¢in yukaridan asagiya yontemine gore daha

fazla tercih edilmektedir (Saravanan vd., 2021).

Nanopartikiil sentez ve tasariminda yesil sentez yaklasimi; bitki, alg, mantar vs. gibi
biyolojik materyallerin 6ziitleri kulanilarak nanopargacik sentezine dayanmaktadir. Yesil
sentez; temelde indirgeme, biiyiime ve sonlandirma olmak {izere ii¢ asamadan
olusmaktadir (Saravanan vd., 2021). Yontem esas olarak, biyolojik materyallerde (bitki,
maya, mantar vs.) mevcut olan fitokimyasallarin kullanilmasiyla metal iyonlarinin
indirgenmesi ve metal/metal oksit nanopartikiil iiretilmesine dayanmaktadir. Bu siirec;
fenol, tanenler, terpenler, terpenoidler, alkoloidler gibi ¢esitli indirgeyici fitokimyasallari
igerir. Bu yaklasim, boyutlar1 1-100 nm arasinda degisen nanopartikiillerin olugsmasina
olanak saglamakla beraber ucuz maliyet ve erisebilirlik, siirdiiriilebilirlik gibi
avantajlarmin yani1 sira toksik kimyasal kullanimi, yiiksek enerji, yiiksek basing
gerektirmemesinden dolayr nanopartikiil iretimi icin en etkili yontem olarak
degerlendirilmektedir (Sneha vd., 2010; Singh vd., 2018; Zhang vd., 2020; Bawazeer vd.,
2021; Saravanan vd., 2021). Nanopartikiiller c¢esitli yontemlerle sentezlenebiliyor
olmalarma ragmen g¢evre {lzerine etkileri g6z Oniinde bulundurularak biyolojik
materyaller araciligiyla tiretilmelerinin daha avantajli oldugu vurgulanmaktadir. Biyolojik
bilesenleri kullanarak metalik nanopartikiillerin daha etkin olarak olusturmasi
arastirmalara konu olmaktadir. Bununla beraber bitki esktraktlarinin bilesimi ve

bilesiklerinin konsantrasyonu; ekstraksiyon yontemine, cografi parametrelere ve hasat



mevsimine paralel olarak degisiklik gdstermektedir. Bitki 6ziitlerinin bilesimi ve i¢indeki
maddelerin konsantrasyonlart ¢ok degisken olabilmektedir. Ayrica tekrarlanabilirlik, iyi
tanimlanamayan reaktan konsantrasyonu, nanopartikiillerin kolay saflastirilmasi
acisindan siirlamalar dogurmaktadir. Bu nedenlerle analitik/kimyasal uygulamalar i¢in
indirgeyici Ozelliklere sahip saf maddeler tercih edilmektedir. Saf madde ile iiretilmis
olan nanopartikiiller cografi parametreler, hasat mevsimi, tekrarlanabilirlik agisindan
biiyiik avantaj saglamaktadir. Son donemlerde, izole edilmis veya saf {irtinlerle metalik
nanopartikiillerin sentezi dikkat ¢ekmektedir (gvecové vd., 2018; Mavaei vd., 2020;
Chahardoli vd., 2022; Mkouboi vd., 2024).

KIMYASAL SENTEZ FIZIKSEL SENTEZ BIYOLOJIK SENTEZ
Kimyasal Reaksiyon Enerji Biyolojik maddenin
ekstraksiyonu
| ! Metal Biyolojik
.:“ -1 lyonlar ekstrakt
aoﬁ‘“ 5 l
Kaplama Kaplama Madde
soltisyonu g

Nanopartikiil l Sentez

Nanotip, nanogubuk
nanotel, karbon vs.

nanopartikil

Sekil 1.3. Nanopartikiil sentezinde kullanilan yontemler

1.2.3. Nanopartikiillerin Karakterizasyon Yontemleri

Nanoparikiillerin karakterizasyonlar1 igin; Uv-visible spektroskopi (Uv-vis), X-Isin
kirinim Analiz Metodu (XRD), Fourier Doniistimii Kiz1l6tesi Analizi (FT-IR), Geg¢irimli
Elektron Mikroskobu (TEM), Zeta Potansiye Ol¢limii gibi enstriimental analiz teknikleri

kullanilmaktadir.



1.2.3.1. UV-Visible Analizi

Ultraviyole ve goriiniir 151k (UV-Vis) absorpsiyon spektroskopisi, bir 1sik demetinin bir
ornekten gecerken veya Ornek ylizeyinden yansitilirken siddetindeki azalmanin
Olciilmesine dayanan bir tekniktir. Isik siddetindeki azalma, Ornek tarafindan
absorpsiyonun arttigin1 gosterir. Belirli bir dalga boyundaki 1s181n absorpsiyonu 6lgiilerek
ornegin derigimi belirlenebilir. UV-Vis spektroskopisi genellikle ¢ozeltide bulunan
molekiiller ile inorganik iyonlar ve komplekslerin analizinde kullanilir. Pek ¢ok molekiil,
ultraviyole veya goriiniir bolgedeki 15181 absorplar ve her molekiil karakteristik olarak
farkli dalga boylarinda absorpsiyon gdsterir. Bu nedenle, absorpsiyon spektrumlari
molekiillerin yapisal 6zelliklerine dair bilgi iceren ¢esitli absorpsiyon bantlarindan olusur

(Chen vd., 2013; Daglioglu, 2018; Jassal vd., 2022).

1.2.3.2. XRD Analizi

X-151m1 kirmmimi (XRD) analizi, materyallerin yapisal karakterizasyonunda yaygin olarak
kullanilan ve kristalin malzemelerde uzun menzilli atomik diizenin yani sira amorf veya
yart kristalin yapidaki malzemelerde kisa menzilli diizenin incelenmesini saglayan hassas
bir yontemdir. Bu teknik, X-1sinlarinin numuneye c¢arpmasi ve atomik diizlemlerden
eszamanl sekilde sagilmasi prensibine dayanir. Bu sagilma, yapinin periyodik dogasi
nedeniyle belirli acilarda artiric1 girisime yol agar ve Bragg yasast (nA = 2phi sinf) ile
tanimlanan kirinim kosullar1 gerceklesir. Bu temel prensipler dogrultusunda, XRD analizi
nano boyuttaki pargaciklarin ortalama kristalit boyutlarinin ve mikrogerilemelerin
tayininde de kullamlmaktadir. iki teta (20) degeri kullanilarak nanopartikiillerin kristal
yapist belirlenir. Nanopartikiil boyutunun belirlenmesinde en yaygin kullanilan
metotlardan biri, kirmim tepelerinin genisliginin Debye-Scherrer denklemi araciligiyla
hesaplanmasidir. Bu yontem, kristalit boyutuna bagl olarak tepelerin genisliginde ortaya
¢ikan degisiklikleri analiz ederek ortalama tane boyutunu belirlemeye olanak tanir (Khan

vd., 2020; Govindasamy, 2024).



1.2.3.3. FT-IR Analizi

Fourier dontsimli infrared spektroskopisi (FT-IR), biyomolekiillerin fonsiyonel
gruplarindaki degisiklikleri tespit ederek toplam bilesimlerindeki degisimleri koyan ve
hemen hemen her tiirlii 6rnegin farkl fiziksel hallerde incelenebilmesine olanak saglayan
onemli analitik yontemlerden bir tanesidir. FT-IR yontemi, molekiillerin belirli dalga
boylarindaki infrared 1sinim tarafindan uyarilan titresim rotasyon hareketlerini élger. Bu
teknik, molekiiller arasindaki bag yapisindaki farkliliklar1 tanimlayarak molekiiller arasi
etkilesimlerin varligina dair yapisal bilgiler saglar. Bu teknik, 6zellikle organik ve bazi
inorganik bilesiklerin fonksiyonel gruplarmin belirlenmesinde, molekiillerin titresim
hareketlerine dayali olarak ¢alisan bir yontem olup, santimetrede 400-4000 cm™ dalga
sayis1 aralifinda spektral bilgi saglar. Bu sayede, nanopartikiiller iizerinde bulunan
fonksiyonel gruplarin tespiti miimkiin olmaktadir. Kizilotesi 1sinin numune tarafindan
absorblanmasini dlgerek molekiillerin yapisal 6zelliklerini belirler. Karakterizasyon igin
yaygin kullanilan FT-IR tabanli yontemler arasinda transmittans FT-IR, azalan toplam
yansima (ATR-FT-IR) ve mikro spektroskopi FT-IR yer almaktadir (Chahardoli vd.,
2022; Eid, 2022).

1.2.3.4. SEM Analizi

Taramal1 elektron mikroskobu (SEM), yiiksek enerjili ve odaklanmis bir elektron
demetinin, 6rnek yiizeyini tarayarak goriintii olusturmasi esasina dayanan mikroskobik
analiz teknigidir. Yontem, yiiksek ¢oziniirliikli yiizey morfolojisi analizlerinde
kullanilmaktadir. Vakumlu ortamda elektronlar olusturulup, bu elektronlar
elektromanyetik lensler araciligiyla dar bir alana odaklanacak sekilde numuneye
yonlendirilir. Numune yiizeyine c¢arpan elektronlar ile malzeme atomlari arasinda
meydana gelen etkilesimler sonucunda ikincil elektronlar, karakteristik X-isinlar1 gibi
cesitli sinyaller olusur. Olusan sinyaller uygun bir dedektdr yardimiyla toplanarak
goriintii sistemine aktarilir ve yiizey topografisine dair detayli gorseller elde edilir. Bu
sekilde hem nano 6lgekte hem de mikro 6lgekte tanecik boyutu, yerlesim diizeni ve sekli

hakkinda bilgi elde edilmesine imkan saglamaktadir (Ates, 2018).
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1.2.3.5. TEM Analizi

Gegirimli elektron mikroskobu (TEM), hem goriintiilleme hem de kirmim analizlerini bir
arada gergeklestirerek, malzemelerin kristal yapilari ve mikro yapisal Ozelliklerinin
nanometre Olgeginde ayrintili sekilde incelenmesine olanak saglayan yiiksek
cozlnlrliiklii bir karakterizasyon teknigidir. Bu yontemde, yiiksek enerjili bir elektron
demeti ¢ok ince bir numuneden gecirilir ve numune igerisindeki atomlarla etkilesime
giren elektronlarin olusturdugu sinyaller kullanilarak goriintii elde edilir. Elektronlarin
dalga boyunun kisa olmast sayesinde, TEM optik mikroskoplara kiyasla ¢ok daha yiliksek
¢Oziiniirliik sunar. TEM analizinde, 6zellikle nanomalzemelerin, sekil ve boyut dagilimi
gibi morfolojik 6zellikleri dogrudan gozlemlenebilir. Bu goriintiilerde parlak ve karanlik
alan teknikleri kullanilarak farkli kristal yonelimleri ve fazlar ayristirilabilir. TEM
analizine uygun numune hazirh@i, goriintii kalitesini dogrudan etkileyen kritik bir
adimdir. Genel olarak nanopartikiil ¢6zeltilerinden alinan kiigiik hacimdeki numune,
karbon kapli bakir 1zgaralar iizerine damlatilarak kurutulur. Elektron yogunlugu yiiksek
malzemeler bu yonteme 6zellikle uygundur. Hazirlanan numune TEM cihazinda incelenir
ve goriintii elde edilir. Elde edilen goriintiilerden parcacik boyutu ve dagilimini ImageJ
gibi yazilimlar aracilifiyla istatistiksel olarak analiz etmek mimkiindiir (Ates, 2018;
Chahardoli vd., 2022).

1.2.3.6. Zeta Potansiyel Analizi

Zeta potansiyeli, bir nanopargacik ile kolloidal ortam arasindaki elektrokinetik potansiyel
farkini tanimlar ve kolloidal sistemlerde parcacik kararliliginin 6nemli bir gostergesidir.

Kolloidal sistemlerde potansiyel stabiliteyi belirlemek i¢in kullanilan bu teknik ile
parcacik yiizeyinde olusan yiik, siv1 igerisindeki zit yliklii iyonlar1 ¢eker ve bu sayede cift
tabaka yapist meydana gelir. Bu yapmin, yiizeye yakin kisminda yer alan ‘“kayma
yizeyi’ndeki potansiyel farki zeta potansiyel olarak adlandirilir. Zeta potansiyeli,
parcaciklarin elektrostatik itme ve c¢ekme kuvvetlerini belirleyerek siispansiyon
kararhiligim etkiler. Yiiksek zeta potansiyeli degeri (= mV), partikiiller arasi itmenin
artmasina ve buna bagl olarak daha stabil disperyonlarin olusmasina neden olur. Zeta
potansiyeli; parcacik ylizeyinin kimyasal yapisi, iyonik giicii ve ozellikle pH gibi

faktorlerden etkilenir.
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pH’a bagh olarak degisen bu potansiyel, belirli bir pH’da sifir degerini alabilir ki bu
nokta izoelektrik nokta olarak tanimlanir. Genel olarak diisik pH’da pozitif, yiiksek
pH’da ise negatif degerlere ulasir. Nanopartikiillerin zeta potansiyeli degeri ile stabilitesi

arasindaki farklar asagidaki sekilde belirtilir:

o 0-5mV, partikiiller agregasyon egilimi sergilerler.

o 5-20 mV, partikiillerin kismen kararhdir.

o 20-40 mV, partikiiller orta diizeyde kararlilik gosterirler.

o +40 mV, partikiillerin son derece kararli olduklar1 degerdir (Ates, 2018; Dagliogu,
2018).

Zeta potansiyeli Olglimii, altin elektrot iceren bir hiicreye c¢ozelti eklenerek
gerceklestirilir. Elektrota bir voltaj uygulandiginda, pargaciklar zit yiiklii elektrota dogru
hareket ederler. Voltajin bir fonksiyonu olarak par¢acik hizi Olgiiliir. Lazer demeti
icerisinden gecen pargaciklarin sactifi 1518in yogunlugundaki frekans dalgalanmalari,
parcacik hizina baghdir. Farkli voltaj degerlerinde Slgiilen hiz verileri kullanilarak zeta
potansiyeli hesaplanir. Analiz i¢in hazirlanan soliisyonlardan alinan 1 mL ¢6zelti, temiz

elektrotlu kiivete yerlestirilerek nanosize cihazinda 6l¢iim yapilir (Ates, 2018).

1.3. Ferulik Asit

Ferulik asit (4-hidroksi-3-metoksisinnamik asit), bitkilerde en bol bulunan bir fenolik
fitokimyasallardan biridir (Sakai vd., 1999). Bitkilerde nadiren serbest formda bulunan
ferulik asit, mono ve oligosakkaritler, poliaminler, lipitler ve polisakkaritlerle ester
carpraz baglari halinde bulunur. Ferulik asit diisiik toksisiteye sahiptir; insan viicudunda
emilebilir ve kolayca metabolize edilir. Ferulik asitin; antimikrobiyal, antioksidan,
antiinflamatuar, antikansergibi pek c¢ok fizyolojik fonksiyonu bulunmaktadir (Ou ve

Kwok, 2004).

Ferulik asit, ilk kez Ferula foetida bitkisinden izole edilerek yapisinin belirlenmesi igin
kullanilmig ve adi bitkinin botanik adindan tiiretilmistir. 1925 yilinda FA kimyasal olarak
sentezlenmis ve yapist spektroskopik tekniklerle dogrulanmistir. Bu yapiin, FA'da

doymamis bir yan zincir bulundugunu ve cis-trans izomerik formlarinin varligini
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gosterdigi belirtilmistir (Sekil 1.4). Yan zincirdeki ¢ift bag, cis-trans izomerizasyonuna
tabidir ve rezonansla stabilize olan fenoksi radikali, FA'nin etkili bir antioksidan

aktiviteye sahip olmasini saglamaktadir.

UV 15181 absorbe edildiginde, stabil fenoksi radikali olusumunu katalize eder ve bu durum
FA'ya serbest radikal zincir reaksiyonlarini sonlandirma giicii verir (Kumar ve Pruthi,
2014). Bu faydali Ozelliklerine ragmen ferulik asidin  disik ¢ozlintrlig,
biyoyararlaninmini siirlayan 6nemli bir faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Hsu vd.,
2019; El-Gogary vd., 2022; Shukla vd., 2022). Bir¢ok arastirma, ferulik asidin nano
formda daha iyi ¢0ziindiiglinii ve biyoyararlaniminin arttigini bildirmektedir (Hsu vd.,
2019; El-Gogary vd., 2022; Shukla vd., 2022; Raj ve Singh, 2022; Rani vd., 2024).
Ferulik asit yem katki maddesi olarak kullanildiginda biiyiime hormonlarinin
ekspresyonunu arttirarak biiylimeyi tesvik ettigi, bazi hastalik etmenlerine karsi direnci
arttirarak Olim oranin1 azalttigi, antioksidan (Dawood vd., 2020) ve biyokimyasal

parametreleri giiclendirdigi ve balik etinin lezzetini arttirdig1 rapor edilmistir (Liu vd.,

2022a).

H H
\\\ H \\\ COOH
I *
COOH : H
OH OH
CH, CH,
(@) (b)
H H
\\\ H \\\ COOH
I *
COOH : H
OH OH
CH, CH,

Sekil 1.4. Ferulik asidin izomerleri (a) cis (b) trans (Kumar ve Pruthi, 2014)
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1.4. Magnezyum

Magnezyum, baliklar i¢in temel bir elementtir (Wang vd., 2011). Baliklarda kemik
gelisimi, niikleik asit metabolizmasi, antioksidan ve bagisiklik sisteminde de rol
oynamaktadir (Shivakumar ve Prakash, 1997; Tam vd., 2003; Zafar ve Khan, 2021).
Magnezyum baliklarda kas biiyiimesinin diizenlenmesinde, o©zellikle kas hiicresi
poliferasyonunu etkileyen 6nemli bir elementtir (Maradze vd., 2019). Tiim viicut protein
igcerigini artirarak balik etinin besin degerini iyilestirir (Bao vd., 2022). Magnezyumun
organizmalar {izerindeki olumlu etkileri giin yiliziine ¢iktikca magnezyuma olan ilgi
yeniden artig gostermistir (Maier vd., 2021). Magnezyum tatli sularda, deniz suyundakine
gore daha az miktarda bulundugundan dolayi tatli suda yetistiriciligi yapilan baliklar i¢in
diyet yoluyla takviyesi gerekli ve vazgecilmezdir (Gatlin Delbert vd., 1982; Dabrowska
vd., 1991; Lin vd., 2013; Zafar ve Khan, 2021). Ancak magnezyum metal iyonlarinin
sularda Kirlilige neden olabilme riski nedeniyle alternatif olarak magnezyum oksit
nanopartikiillerinin kullanilip kullanilamayacag1 arastirilmaktadir (Verma vd., 2020).
Magnezyumun tathh su baliklarina nano formda verilmesinin, baliklarin biiylime
performansin1 ve kas gelisimini artirdigt (Bao vd., 2022), magnezyum toksisitesini
diisiirdiigi (Zhang vd., 2016) ve bagisiklik sistemini giiclendirdigi belirlenmistir
(Deilamy Pour vd., 2021). Ancak, magnezyum NP'lerinin biyo-uygulamalar igin
potansiyeli, 6zellikle su {irlinleri yetistiriciligi alaninda heniiz tam olarak aragtirilmamistir

(Zhang vd., 2023).

Magnezyum ve magnezyum oksit nanopartikiilleri; c¢evre dostu uygulamalari, zor
kosullarda yiiksek derecede kararlilik gdstermelerinin yani sira ucuz ve biyouyumlu
olmasi gibi pek ¢ok sebepten dolay: bilim diinyasinin ilgi odag: haline gelmistir (Fardood
vd., 2018).

1.5. Su Uriinleri Yetistiriciligi

Su triinleri sektorii; dengeli ve saglikli beslenme igin gerekli olan iriinlerin tiretimini
saglayan, iilke ekonomisine katma deger kazandiran ve istihdama katki sunan 6nemli bir
endistridir (Ukav, 2023). Su iriinleri yetistiriciliginin tarihi binlerce yil Oncesine

dayanmaktadir. Antik ¢aglarda Cin, Misir ve Roma uygarliklari, sucul organizmalar1 gida
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olarak kullanmak amaciyla iiretim yontemleri gelistirmistir. ilk donem uygulamalari
olarak nitelendirilen bu yoOntemler, glinlimiizden ¢ok daha farkli olup, dogal su
kaynaklarindan organizmalarin toplanarak belirli su havuzlarina aktarilmasi seklindeydi.
Modern anlamda su firtinleri yetistiriciligi 20. ylizyilin ortalarinda bilimsel ve sistematik
bir sekilde gelismeye baslamistir (Dikel ve Demirkale, 2023). Giiniimiizde ise Su {irtinleri
yetistiriciligi; deniz balik¢iliginin yeterince yapilamamasi, artan niifus ve su lriinlerine
olan talebin artmasi dolayisiyla kiiresel olarak en hizli biiyiiyen sektorlerin basinda
gelmektedir. Su triinleri yetistiriciligi 2020 yilinda 87,5 milyon ton ile biiyiik bir ivme
kazanarak diinya deniz tiriinleri arzinin %50’sini olusturmaktadir (FAO, 2024; Gan vd.,
2024). Bu biiyiimenin tetikleyici giicli olarak biyolojik iiretim siire¢lerinin iyi yonetilmesi
goriilmektedir (Samat vd., 2024). 2030 yilina gelindiginde yetistiricilik yontemi ile
iiretilen su driinleri miktarinin avcilik yoluyla elde edilen su iirlinlerini gegmesi
beklenmektedir (Arslan, 2021). Yilda ortalama 78 milyon artan diinya niifusu
diisiiniildiigiinde 2050 yilina gelindiginde yaklasik 13 milyara ulasacagi diisiiniilmektedir.
Bununla beraber hayvansal kaynakli {iriin talebinde 2 kat artis olacagi ve bu ihtiyacin
yaklagik olarak %20’sinin su iriinlerinden karsilanacagi tahmin edilmektedir (Arslan,
2021). Bunun yan sira iilkelerin ekonomisine olan katkilariyla da 6n planda kabul
gormektedir. Bu baglamda degerlendirildiginde iilkelerin gelecekleri agisindan su

tirtinleri endiistrisi son derece 6nem arz etmektedir (Arslan, 2021).

Su iriinleri sektoriine bakildiginda gelismis olan {ilkeler tarafindan yonlendirilmesine
karsin gelismekte olan iilkelerde de ekonomik gelismelerine paralel olarak su {irtinleri
sektoriiniin  de gelisme kaydettigi goriilmektedir (Ukav, 2023). Su friinleri
yetistiriciliginde nanoteknoloji genis bir uygulama imkéni1 sunmaktadir. Balik
biiylimesinin arttirilmasi, patojenlerin tespiti ve kontrolii, su aritma, besin maddeleri ve
ilaglarin etkin olarak taginmasi gibi konular bu uygulamalardandir. DNA-nano asilari,

balik bagisiklik sistemini gliclendirmek i¢in kullanilmaktadir (Dénmez, 2023).

Tarim, su trtlinleri ve gida sektdrlerine yonelik arastirmalar; nanopartikiiller, lipozomlar,
kat1 nano-lipit partikiiller gibi nano malzemelerin uygulamasina yonelik malzemeler
kullanilarak ~ yapilmaktadir. Nano malzemeleri avantajli  kilan  ozellikleri;
biyouyarlanabilirlik, yiiksek emilim, iyi derecede ¢oOziinebilirlik ve ¢evresel bozulmaya

kars1 iyi stabilite ve kontrolii miimkiin olan salim kinetigidir (Ercen, 2023).
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Su tirtinleri biyoteknolojisinde, nanopartikiiller niikleik asitlere baglanarak onlarin yapisal
stabilitesini artirmakta ve biyolojik ortamlarda korunmalarma yardimci olmaktadir. Bu
sayede gen tasima, genetik analizler ve biyosensor uygulamalarinda niikleik asitlerin
etkinligi yiikselmektedir. Su tiriinlerinde gen ifadesindeki farkliliklar1 incelemek, genetik
polimorfizm analizi yapmak ve yeni biyobelirtecler gelistirmek igin kullanilabilir.
Nanopartikiiller ayrica yeni ve farkli gen transfer yontemleri tasarlanmasia olanak
saglar. Nanoteknoloji, baliklarin kalitesini arttirmak i¢in de uygulanabilmektedir.
Ozellikle balik tiiketimindeki en biiyiik endise iiriiniin tazeligi konusunda yasanmaktadir.
Bu soruna yonelik olarak lazerle olusturulmus nanosensorler gelistirilmis ve tazelik takibi

konusunda yenilikgi {irtinler sunmaktadir (Reza vd., 2013; Ergen, 2023).

Hizla artmakta olan diinya niifusunun ihtiyaci olan besin kaynaklar1 diisiiniildiigiinde
sucul organizmalarin 6nemi daha da artmistir. Sucul organizmalarin gida olarak giin
gectikee daha fazla talep gormesi daha fazla iiretimi zorunlu kilmaktadir. Bu durumda da
su {irlnleri lretiminde verimin arttirilmast i¢cin yem atiklari, herbisit, polikloriirlii
binefilleri ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar1 gibi g¢esitli organik maddelerin
kullanimin1 elzem hale getirmektedir. Bu malzemeler sucul biyotaya geger ve birikerek
besin kaynagi zinciri araciligiyla son alici olan insana aktarilabilir. Bundan dolay1 su
kalitesini, Diinya Saghk Orgiitii, Gida ve Tarim Orgiitii tarafindan 6ngériilen uygun
degerlerde tutmak onem arz etmektedir. Hem sucul ekosistemlerde tehlikeli maddelerin
sebep olabilecegi riski en aza indirgemek hem de verimliligi en iist seviyelere ¢ikarmak
onemlidir (Ogunfowora vd., 2021). Bu amagla kirli su ortamindan antropojenik maddeleri
uzaklastirmak ve fizikokimyasal niteliklerini sucul organizmalar ve insan tiiketimi i¢in
standartlara uygun hale getirmek amaciyla aritilmasi gerekmektedir. Nanoteknolojik
malzemeler sulardan; mikroorganizmalarin, inorganik kimyasallarin ve &zellikle i¢ su
dirtinleri yetistiriciliginde biyolojik kirliligin 6nlenmesi gibi pek cok 6zelliginden dolay:
ilgi ¢cekmektedir (Iwuozor vd., 2021; Ogunfowora vd., 2021). Nanoyapili malzemeler;
kararl1 yapilari, kiiglik boyutlar1 ve c¢esitli alanlarda uygulanabilir olmalar1 nedeniyle

yaygin olarak kullanilmaktadir.

Cinko oksit, giimiis, demir oksit, karbon nanotiipler su iirlinleri yetistiriciliginde su
kalitesi yonetiminde kullanim igin arastirilan nano malzemelerden bazilaridir (Omodele

vd., 2019; Ighalo ve Adeniyi, 2020; Ogunfowora vd., 2021).
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Ayrica dogal yiizey hidrolojisi ve fotosentez yeteneginden faydalanarak algler gibi
biyopolimerlerle sinerjik olarak birlestirildiklerinde performanslart énemli 6lgiide artis

gostermektedir (Askari Hesni vd., 2020; Nasr-Eldahan vd., 2021; Ogunfowora vd., 2021).

1.6. Gokkusag1 Alabahg

Gokkusagi alabaligir (Oncorhynchus mykiss), Kuzey Amerika kokenli olup yetistiricilige
uygunlugu nedeniyle diinya ¢apinda taninmaktadir. Tirkiye’ye 1970’1 yillarda getirilen
gokkusagi alabaligi, yetistiriciligi yapilan tatli su baliklar1 arasinda ilk sirada bulunan
alabalik tirtidir (Celikkale, 1994; Sarieyyiipoglu vd., 2017; Cakmak vd., 2024).
Diinya’da yetistiricilik yoluyla iiretimi yapilan tiirler arasinda 15. sirada olup
yetistiriciligi yapilan alabalik tiirleri arasinda ise birinci sirada bulunmaktadir. Ulkemiz
165.683 tonluk {iretim ile Diinya gokkusagi alabaligi yetistiriciliginde ligiincii sirada
bulunmaktadir (FAO, 2024; Cakmak vd., 2024). Bunlarla beraber 2018 yilinda Tarim ve
Orman Bakanligi, Karadeniz’de yetistiriciligi yapilan biiyiik boy gokkusag1 alabaliklarini
Diinya balik pazarina “Tiirk Somonu” markasi ile tanitimini yapmistir (Cakmak vd.,

2024).

Gokkusagr alabalifi; cevre sartlarina hizlica adapte olmasi, yem alma ve yem
degerlendirme kapasitesinin yiliksek olmasi gibi 6zelliklerinden otiirli yetistiricilik i¢in
tercih edilen tiirlerin basinda gelmektedir (Yildirim ve Cantas, 2022). Balik yetistiriciligi
yapilan isletmelerin en 6nemli problemleri; ithal edilen yemler, hastaliklar, su kirliligi ve
cevresel kosullar olarak belirtilmektedir. Yem maliyetlerinin diisiiriilmesi igin yerli
hammadde kullanilarak; ¢evreyle dost, su kaynaklarimin siirdiiriilebilirligini tehlikeye
sokmayan alternatif yem katki maddeleri kullanilarak igerigi zenginlestirilmis yemlerin

uretilmesi gerekmektedir (Kaya ve Geng, 2022; Yildirim ve Cantas, 2022).

Yukarida belirtilen ozellikleri gokkusagi alabaliginin su iriinleri sektorii agisindan
onemini vurgulamaktadir. Bununla beraber gokkusagi alabaligi; fizyolojik ve toksikolojik
caligmalarda ¢ok iyi bir model organizma olarak bilinmektedir (Shahmohamadloo vd.,
2022; Painefila vd., 2022).
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Model organizma; bilimsel arastirmalarda kullanmak amaciyla bilim diinyasi tarafindan
kabul gérmiis, diger organizmalarin fonksiyonlariyla ilgili 6n bilgi elde edilmesine olanak
saglayan tiirlerdir. Model organizma olarak secilen gokkusagi alabaligi; genetik,
biyoteknoloji, toksikoloji, fizyoloji, ekoloji, su iirlinleri vs. gibi pek c¢ok alan igin

kullanilabilmektedir (Tilton vd., 2005; Kutluyer ve Aksakal 2013; Korkmaz, 2023).

1.7. Bahklarda Biiyiime Hormonu ve Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-|

Biiytime hormonu (GH-I) ve insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-I), baliklarin
gelisimleri ve metabolizmalari {izerinde dnemli rol oynamaktadir. i¢ ve dis uyaranlara
bagli olarak biiylimenin diizenli bir sekilde kontrol edilmesi, hormonlar araciliiyla
saglanir. Bu diizenleyici sistem, GH-1/GF-I ekseni olarak adlandirilmaktadir. Bu eksende
on hipofizden GH salinimi, hipotalamustan gelen somatostatin tarafindan uyarilan
biiyiime hormonu salgilatict hormon (GH-RH) tarafindan baskilanir. On hipofizden
salgilanan GH, reseptorii GH-R araciligiyla karacigerde IGF-I’in sentezini ve dolagima
salinimini uyarir. IGF-I, kan dolasimi yoluyla bobrek, dalak, beyin, kas, gonadlar gibi
diger organlardaki hedef hiicrelere ulasir ve tip-1 IGF reseptorii (IGF-1R) araciliiyla
etkilerini gosterir. Dolasimda bulunan IGF-I, GH sentez ve salinimini engelledigi i¢in
hipofiz GH salgisinin 6nemli bir negatif geri bildirim diizenleyicisidir. Bu sepepten 6tiirii
IGF-TI’in fizyolojik rolii endokrin olarak anlagilmaktadir. GH-1/GF-1 ekseni olarak

bahsedilen bu sistem Sekil 1.5’te sematize edilmis olarak verilmistir (Reinecke, 2010).



18

1234 M. REINECKE

Season —, Photoperiod

: !

Temperature ~

J Autocrine—
paracrine
route

Endocrine if | -3
disruption Negative | ™~ Salinit
feedback ; 3 e
! ; e
\‘
Salinity k
Negative Bt Endocrine
feedback i disruption
route
IGF-I s
Gi. /
‘\ § .- v
Endocrine R IGF-I <= Nutnition
. . —_—
disruption ~
Nutrition / Salinity

Sekil 1.5. Baliklarda GH/IGF-I ekseninin sematik diyagrami (Reinecke, 2010)

Biiyiime diizenleyici olarak nitelendirilen GH, bu islevinin yani sira lipid, karbonhidrat ve
protein metabolizmasint (Davidson, 1987; Mgller ve Norrelund, 2003), bagisiklik
sistemini (Jeay vd., 2002), stres tepkisini ve davranisi (Yoshizato vd., 1998) gibi farkli
fizyolojik siireglerde de dnemli rol istlenmektedir (De Azevedo Figueiredo vd., 2007).
GH’nin bu siireglere etkisi genellikle GH uyarimina yanit olarak karacigerde ve diger
dokularda iiretilen IGF-I’in aracilik etmesiyle gerceklesir. GH’nin biyolojik etkileri
temeldedn hipofiz bezinde bulunan somatotroflarda (sentez ve salgilama) ve hedef
dokularda spesifik bir hiicre reseptorii olan GH-R ile etkilesimi yoluyla diizenlenir. Bu
sekilde GH-R sentezi cevresel ve biyolojik faktorlere bagli olan GH duyarliligin
diizenler (Flores Morales vd., 2006).

IGF-I; baliklarda biiyiimeyi, farklilagmay1, gelisimi ve iiremeyi diizenleyen sistemin esas
bilegenlerden bir tanesidir. IGF-1, esas olarak endokrin IGF-I’in ana kaynagi olan

karacigerde sentezlenmekle beraber otokrin-parakrin bir sekilde etki ettigi farkli



19

organlarda da ifade edilir. IGF-I’in sentez ve salinimi i¢in birincil uyarici gérevi goren,

on hipofizden gelen biiyiime hormonudur.

1.8. Antioksidan Savunma Sistemi

Hiicrede lipit, protein ve DNA gibi oksidasyona duyarli molekiillerin serbest radikaller
tarafindan zarar gormesini engelleyen veya bu siireci yavaslatan bilesiklere antioksidan,
bu isleyise ise antioksidan savunma sistemi denir. Antioksidanlar, serbest radikallere

elektron vererek hiicresel hasar1 6nlemeye yardimci olurlar.

Antioksidanlar dort temel mekanizmayla etki gosterir:

1. Temizleme (siipiirme): Serbest radikalleri dogrudan etkisizlestirerek ya da daha
zayif formlara donistiirerek zarar1 6nler (6rnegin, SOD, CAT, GSH).

2. Baskilama: Oksidanlara hidrojen vererek etkilerini azaltir; reaksiyon hizlarini
diisiiriir (0rnegin, C vitamini, flavonoidler).

3. Onarma: Serbest radikallerin neden oldugu DNA, protein ve lipit hasarini tamir
eder.

4. Zincir koparma: Serbest radikalleri baglayarak zincirleme reaksiyonlar

durdurur, yayilmasini 6nler (Aslankog vd., 2019).

Molekiiler oksijen, tiim aerobik organizmalar icin temel bir bilesiktir ve biyolojik
islevlerde cok onemli rolleri bulunmaktadir. Ancak oksijen ayni zamanda gii¢lii bir
antioksidandir ve agir metaller gibi ¢evresel stresorlerin varlifinda oksidatif strese yol
acan giiclii bir oksidandir. Oksidatif stres, organizmada c¢ok fazla dengesiz molekiil
tretimi ile antioksidan savunma sistemi arasindaki dengesizligi ifade etmektedir. Bu
dengesiz molekiiller ise serbest radikal olarak adlandiriimaktadir (Kumar vd., 2023).

Oksidatif stresin uyarilmasi, antioksidanlarin tepki vermesini, antioksidan sistemle iligkili
genlerin ifadesinin uyarilmasim1 ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) temizleyicilerinin
artmasint saglar (Mahboob, 2013; Kumar vd., 2023). ROS olusumunu engelleyerek,
ROS’un sebep olabilecegi hasarlar1 6nlemede ve detoksifikasyonunu saglamada rol alan
sistemler “anitoksidanlar veya antioksidan savunma sistemi” olarak adlandirilmaktadir

(Sener ve Yegen Berrak, 2009; Karabulut ve Giilay, 2016). Antioksidan savunmalari
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tirden tlire farklilik gosterse de, antioksidan savunmanin varli§i ortak bir ozelliktir

(Nimse ve Pal, 2015).

Baliklar, ROS’un etkisini en aza indirgemek i¢in koruyucu bir yapiya sahiptir ve
antioksidan sistemleri, enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlardan olusur.
Enzimatik antioksidanlar, serbest radikalleri parcalayarak ve yok ederek gorevlerini
yerine getirirken enzimatik olmayan antioksidanlar serbest radikal zincir reaksiyonlarini
engelleyici olarak islev gortirler (Kumar vd., 2023). Enzimatik antioksidanlar olan; SOD,
CAT, GPx, GST ve GR, redoks dengesizliginin baslica biyobelirtegleridir. SOD, CAT ve
GPx’in hiicresel islevleri, SOD katalizli reaksiyonun bir {iriinii olan HyO,’nin CAT ve
GPx tarafindan katalizlenen reaksiyonlar i¢in substrat gorevi gérmesi nedeniyle birbiriyle
iligkilidir. SOD ve CAT, yabanci maddeler tarafindan indiiklenen serbest radikallere kars1

birincil savunma hattini olusturur (Irato ve Santovito, 2021; Kumar vd., 2023).

1.9. Yag Asitleri

Yaglar (lipidler), temel besin ogelerinden biri olarak beslenmede hayati bir rol
oynamaktadir. Yalnizca yiikksek enerji saglamalariyla degil ayn1 zamanda yagda
cozlinebilen vitaminleri tagimalari, proteinlerle etkileserek lipoprotein yapilarinin
olusumuna katki saglamalar1 ve saglik lizerindeki c¢esitli etkileri dolayisiyla da biiyiik
onem tagirlar. Kimyasal agidan yaglar, heterojen bilesiklerden olusan genis bir grubu
temsil eder ve bu bilesiklerin gogu, yap1 tasi olarak yag asitlerini igerir. Bu ozellikleri
sayesinde yaglar, hiicresel diizeyden makroskobik organizma diizeyine kadar pek c¢ok

biyolojik siireci incelemek i¢in uygun bir arag haline gelir.

Yag asitleri pek ¢ok biyolojik rolii iistlenmektedir. Hiicre zarimin temel bilesenlerinden
fosfolipitlerin yapisina katilarak yapisal biitiinligli saglarlar. Bunun yani sira fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri ile beslenmeki islevleri; molekiildeki karbon atomu sayisina, karbon
atomlar1 arasindaki ¢ift baglarin sayisina, doymusluk derecesine ve hidrojen atomlarinin
baglanma konumuna bagli olarak degiskenlik gosterir (Karabulut ve Yandi, 2006; Karaca
ve Aytag, 2007; Cakmakg1 ve Tahmas-Kahyaoglu, 2012). Baliklarda yaglar ve igerdikleri

yag asitleri, proteinlerle birlikte temel organik bilesenleri olusturur. Bu bilesnler, biiylime
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ve lireme gibi yiiksek enerji gerektiren fizyolojik siirecler i¢cin 6nemli bir metabolik enerji

kaynagidir.

Yag asitleri doymus ve doymamis yag asitleri olmak tizere iki ana gruba ayrilirlar. Bu
siiflandirma molekiil yapilarindaki karbon-karbon baglarinin tiiriine gore yapilir ve her
iki grubun hem baliklardaki fizyolojik islevleri hem de insan beslenmesindeki saglik
etkileri farklilik gostermektedir. Asagida bu iki yag asidi grubunun oOzellikleri, ayri

basliklar altinda verilmistir.

1.9.1. Doymus Yag Asitleri (Saturated Fatty Acid, SFA)

Doymus yag asitleri (SFA), zincirlerinde ¢ift bag i¢cermeyen ve karbon atomlarinin
tamamen hidrojenle doyuruldugu stabil molekiillerdir. Kimyasal olarak oldukga kararli
yapiya sahip olan bu yag asitleri, karboksil grubu disinda ek bir fonksiyonel grup
icermediginden dolay1 yag asitleri arasinda en diisiik reaktiviteye sahip olan gruptur.
Karbon atomu sayis1 10’dan az olan doymus yag asitleri, oda sicakliginda genellikle sivi
ve ugucu Ozellik gosterirken daha uzun zincirli doymus yag asitleri ise genellikle kati
halde bulunur. Bu kapsamda, gida bilesiminde yaygin olarak bulunan bazi doymus yag
asitlerine; biitirik asit (C4:0), kapronik asit (C6:0), Kaprilik asit (C8:0), laurik asit
(C12:0), miristik asit (C14:0), palmitik asit (C16:0), arasidik asit (C20:0), 6rnek olarak
verilebilir (Semma, 2002; Cakmak¢1 ve Tahmas-Kahyaoglu, 2012).

Doymus yag asitleri, canli organizmalarda yalnizca enerji kaynagi olarak kullanilmazlar
ayn1 zamanda yapisal ve metabolik islevlerde de onemli rolleri bulunmaktadir. Hiicre
zarinin biitliinligiinii saglayan fosfolipitlerin ve noétral yaglarin yapisinda yer alan bu
bilesikler, organizmalarin enerji depolama mekanizmasinda da kritik bir konumda
bulunur (Balgik Misir, 2014). Baliklar gibi sucul omurgalilarda, 6zellikle palmitik asit
(C16:0) ve stearik asit (C18:0) gibi yaygin doymus yag asitleri, enerji ihtiyacini
karsilamak i¢in SFA’lart mitokondriyal f-oksidasyon yoluyla kullanirlar. Bdylece,
biiytime i¢in gerekli enerji ve yedek proteini liretmek iizere kolayca oksitlenebilen lipit

kaynagi olarak bulunurlar (Kamarudin vd., 2012; Bami vd., 2017).
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1.9.2. Doymamuis Yag Asitleri (Polyunsaturated, PUFA)

Doymamis yag asitleri, bir veya daha fazla sayida ¢ift bag igeren yag asitleridir. Tek veya
cift bag icerme durumlaria gore tekli doymamis (monounsaturated fatty acid, MUFA)
veya ¢oklu doymamis yag asitleri (polyunsaturated, PUFA) olarak siniflandirilirlar. Tek
bir ¢ift bag icerenler, tekli doymamis; birden fazla ¢ift bag igerenler ise ¢oklu doymamis
yag asitleri olarak adlandirilirlar. Gida bilesiminde en fazla bulunan tekli doymamis yag
asidi, oleik asit; ¢oklu doymamis yag asidi, linoleik asittir (Semma, 2002; Cakmakg1 ve
Tahmas Kahyaoglu, 2012).

Baliklar, esansiyel yag asitlerini kendileri sentezleyemediginden, bu yag asitlerinin
diyetle alinmas1 zorunludur. Ozellikle doymamus yag asitleri arasinda yer alan omega-3
ve omega-6 serisi PUFA’lar, baliklarin biiyiime, tireme ve hiicre fonklsiyonlart i¢in kritik
oneme sahiptir (Kamarudin vd., 2012). Baliklarin biiyiik ¢ogunlugu, oleik asit (18:1 n-9)
gibi MUFA’lardan C18 uzunlugundaki PUFA’lar1 sentezleyemezler ¢linkii bu doniisiim
icin gerekli Al12 ve Al5 desaturaz enzimlerine sahip degildirler. Bu nedenle
eikosapentaenoik asit (EPA) ve dokosaheksaenoik asit (DHA) gibi uzun zincirli
PUFA’lar diyet yoluyla saglanmalidir. PUFA’larin yeterli miktarda saglanmasi biiyiime,
ireme ve genel saglik agisindan hayati 6neme sahiptir (kamarudin vd., 2012; Bami vd.,
2017).
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2. KAYNAK OZETLERI

Radwan vd. (2024) tarafindan, alg 6zleri (Hypnea musciformis, Grateloupia acuminata
ve Sargassum muticum) kullanilarak sentezlenen magnezyum oksit nanopartikiillerinin
(MgO NP), nil tilapyas1 (Oreochromis niloticus) kiiltiir suyu tizerindeki etkileri
degerlendirilmistir. 60 giin sliren deneyde, kontrol gurubu (HGS0), HGS5, HGS10 ve
HGS15 mL™ siv1 ekstrakt igeren gruplara, tiim gruplar igin 7.5 pg/mL™ MgO NP ilave
edilmistir. Arastirma bulgular, HGS10 ve HGS15 mL™ seviyelerinin, biiyiime ve
sindirim enzim aktivitelerini 6nemli 6lglide artirdigin1 ayrica Aeromonas hydrophila ile
enfekte edilen baliklarin hayatta kalma oranini kontrol grubuna kiyasla iyilestirdigini
gostermistir. HGS10 ve HGS15 mL™ seviyelerinde balik kaslarindaki toplam bakteri,
koliform, digski koliform sayisi ve agir metal konsantrasyonlarinin kismen azaldigi
belirtilmistir. Ayn1 seviyelerde, hematolojik ve biyokimyasal parametrelerde iyilesmeler
kaydedilmis; bagisiklik ve antioksidan indekslerde kontrol grubuna kiyasla belirgin
gelismeler tespit edilmistir. Bununla beraber HGS15 mL™ seviyesinde inflamasyonla
iliskili genlerin (HSP70, IL-1B ve IL-8) ekspresyonunda azalma tespit edilmistir. /n-vitro
olarak, karigtmin HGS10 ve HGS15 mL™ seviyelerinde, antibakteriyel ve kismen
antiparazitik etkiler gdsterdigi belirlenmistir. Calisma bulgularina gore, kiiltiir suyuna 10-
15 mL™* HGS ve MgO NP karisimi eklenmesinin, su kalitesini, balik biiylimesini ve
saglik durumunu 1yilestirdigi; nil tilapyasinin bakteri ve parazit enfeksiyonlarina karsi

direncini artirdig1 bildirilmistir (Radwan vd., 2024).

Vijayakumar vd. (2023), Moringa olifera kapli magnezyum oksit nanopartikiilleri (Mgm-
MgO NPs) sentezleyerek biyolojik aktivitelerini degerlendirdikleri arastirmalarinda,
Mgm-MgO NPs’nin yliksek antioksidan aktivite sergiledigi, 500 pg/mL konsantrasyonda
anlamli hemoliz (%72,54) olusturdugunu daha diisiik konsantrasyonlarda ise bu etkinin
gozlenmedigi tespit edilmistir. MTT testi ile yapilan sitotoksisite analizi, Mgm-MgO
NPs’nin (0,1-500 pg/mL) hiicre canliligin1 6nemli 6l¢iide azalttigi tespit edilmistir. Zebra
balig1 embriyotoksisite testi ise 0,1-500 pg/mL konsantrasyonlarinda; morfoloji, 6liim

orani veya sagkalim oraninda herhangi bir olumsuz etki gostermedigi belirtilerek yesil
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sentez ile tiretilen Mgm-MgO NPs’nin biyouyumlu ve toksik olmyan bir yapiya sahip
oldugu bildirilmistir (Vijayakumar vd., 2023).

Verma vd. (2020), magnezyum oksit (MgO) ve deve Calotropis gigantea aracili yesil
sentez magnezyum oksit nanopartikiillerinin (G-MgO NP), karsilagtirmali olarak zebra
balig1 emriyolar1 lizerinde molekiiler diizeydeki toksisite mekanizmasini arastirmistir.
Calismalarinda; hiicresel toksisite karsilastirimalari, G-MgO NP’nin, MgO NP’ye kiyasla
zebra balig1 embriyolarinda morfolojik degisiklikler, notokord gelisimi ve kalp atis hizi
acisindan daha yiiksek biyouyumluluk sergiledigi belirtilmistir. G-MgO NP’nin, LCsg
degeri 520 pg/mL iken, MgO NP’nin LCsp degeri 410 pg/mL olarak bulunmustur.
Molekiiler toksisite analizi, MgO NP’nin toksik etkilerinin; nanopartikiillerin hiicre ici
birikimi ve proteinler (Sodl ve p53) ile etkilesiminden kaynaklanan oksidatif stresin
diizensizlesmesi sonucu apoptoza yol agtigini ortaya koymustur. Calismada, MgO NP’nin
nanotoksisitesine alternatif olarak yesil sentez yontemi ile MgO sentezi Onerilmistir

(Verma vd., 2020).

Faisal vd. (2021) calismasinda, Mentha arvensis oziitii kullanarak magnezyum oksit
nanoparcaciklart (MgO-NP) yesil sentez yontemi ile elde etmistir. Elde edilen MgO-
NP’lerin in-vitro ortamda antioksidan, antialzheimer, antikanser ve anti-Helicobacter
pylori aktiviteleri incelenmistir. Sonug olarak, MgO-NP’lerin, antimikrobiyal, antikanser
etkinlik gostermekle beraber serbest radikal temizleme 6zelligi rapor edilmistir. MgO-
NP’lerin antimikrobiyal ve antikanser 6zelliklerinin yani sira serbest radikal temizleme
ozellikleri nedeniyle terapotik uygulamalarda potansiyel bir ajan olarak kullanilabilecegi
vurgulanmistir (Faisal vd., 2021).

Nasim vd. (2024), Ocimum tenuiflorum bitkisini kullanarak ¢inko oksit
nanopartikiillerinin (ZnO NPs) antibakteriyel, antibiyofilm ve zebra baligi embriyolari
iizerine biyouyumluluklarmi inceledikleri ¢aligmalarinda, ZnO NPs’lerin hem gram
negatif hem de gram pozitif bakterilere kars1 etkili oldugunu, 6zellikle E. coli (20,0+0,8
mm), Enterococcus faecalis (20,0+0,5 mm), Staphylococcus aureus (S. aureus)
(18,01£1,2 mm) ve Streptococcus mutans (17,5+1,0 mm) bakterilerinin tiremesini
durdurdugu bildirilmistir. ZnO NPs’lerin biyofilm olusumunu 0,198-1,431 OD arasinda

azaltigim1 ve bu etkinligin konsratrasyona bagimli oldugu gosterilmistir. NPs’lerin
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Minimum inhibisyon konsantrayon (MiK) degerleri, 15-25 pg/mL arasinda bakterilere
karst etkili olmustur. Zaman bagimhi 6lim kinetigi c¢alismalarinda, ZnO NPs’lerin
bakterileri 8-12 saat i¢inde 6ldiirdiiglinii géstermistir. Zebra baligi embriyolarinda ise 750
ug/mL ZnO NPs ¢6zeltisinin embriyo ¢ikis ve hayatta kalma oranlarimi etkilemedigini, 1
mg/mL’ye kadar olan dozlarda ise olduk¢a diisiikk diizeyde zarar verdigi sonucuna
ulasilmigtir. Sonug olarak, yesil sentez metodu ile iiretilen ZnO nanopartikiillerinin;
stirdiiriilebilir, biyolojik olarak uyumlu ve cesitli biyolojik uygulamalara uygun bir

yaklasim oldugunu rapor etmistir (Nasim vd., 2024).

Abd El-Kader vd. (2020), selenyum (Se) nanopartikiillerinin Avrupa levregi
(Dicentrarchus labrax) biiylime performansi {izerine farkli besleme stratejilerini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda, kontrol grubu sadece bazal yem, diger gruplara ise Se
nanopartikiilleri; her giin (R1), iki giinde bir (R2) ve li¢ giinde bir (R3) olacak sekilde
yemleme yapilmistir. R1 gurubunda bulunan baliklarin, diger gruplarla kiyaslandiginda
daha ytiksek viicut agirligi (FBW), biiylime oran1 (WG) ve spesifik biiyiime oran1 (SGR)
gosterdigi tespit edilmistir. Yem doniisiim oraninin (FCR) tiim Se gruplarinda azaldigi,
en diisiik degerin R1 grubunda oldugu belirtilmistir. Se nanopartikiilleri ile beslenen
gruplarda (R1, R2, R3), hemoglobin, alyuvar ve akyuvar seviyeleri kontrol gurubuna gore
anlamli derecede yiiksek bulunmus; toplam protein, globulin, fagositik indeks, fagositik
aktivite ve lizozim aktivitesinin artig1 tespit edilmistir. R2 grubunda: SOD, CAT, GPx
ylikselirken; malonaldehit diizeyinde azalma oldugu bildirilmistir. Karacigerde GH ve
IGF-1, IL-8 ve IL-1B genleri yukar regiile olurken, HSP70 ekspresyonunun azaldigi
kaydedilmistir. Calisma sonucunda, Se nanopartikiillerinin giinliik, giin asir1 veya iki
glinde bir verilmesiyle baliklarin, biityiime hizi, yem verimliligi ve hemato-biyokimyasal
degerlerinin artt1g1; bagisiklik ve antioksidatif tepkiler ve antiinflamatuar etkilerin de Se
nanopartikiilleri tarafindan aynmi sekilde artirildigi rapor edilmistir (Abd El-Kader vd.,
2020).

Dawood vd. (2020), yem katki maddelerinin 6zellikle stres altindaki baliklar tizerindeki
etkilerini belirlemek amaciyla FA katkili yemleri kullanarak nil tilapyasi (Oreochromis
niloticus) ile 60 giin siireyle yaptiklar1 arastirmalarinda, diyetlere; 0, 20, 40, 80 ve 160 mg
FA/Kg oranlarinda ferulik asit eklenmistir. 60 giin sonra baliklar 1s1 stresine (HS) maruz

birakilmistir. Ardindan kan ve karaciger ornekleri toplanmistir. HS’den Once biiyiime
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performanst FA’nin dahil edilmesiyle dogrusal ve ikincil olarak etkilendigi ve en yiiksek
etki oraninin 80 mg/kg diyet grubunda oldugu belirtilmistir. Hemoglobin ve kirmizi kan
hiicrelerinin de diyet FA’sindan dogrusal ve karesel olarak etkilendigi ve en yiiksek
seviyelerin 40 ve 80 mg FA/kg olarak bildirilmistir. HS’den sonra kan glikoz, kortizol,
SOD, CAT, GPx ve malondialdehit (MDA) degerleri HS 6ncesine gore artarken, diyetle
alinan FA bu degerleri doza bagli bir rejimde (dogrusal ve ikincil p < 0,05) azalttigi
belirtilmistir. HS’den 6nce SOD 80 mg/kg diizeyinde; CAT 40, 80 ve 160 mg FA/kg
diizeyinde artis oldugu; 6te yandan MDA o6zellikle 80 mg/kg diizeyinde FA ile diisiik
seviyeler gosterdigi belirtilmistir. SOD, CAT ve GPx seviyeleri HS’den sonra artmis ve
en yiiksek seviyeler MDA’da benzer egilimle FA takviyesiyle gozlemlenmistir. FA,
fagositoz (PA) ve lizozim (LZM) aktivitelerini HS sonrasi azalmis olmasia ragmen,
doza bagl olarak artirmistir. Diyetle alinan FA, INF- y, TNF- o ve IL-1 f genlerinin
ekspresyonunu yukart ve HSP70 genini doz bagimli olrak HS’den 6nce ve sonra asagi
diizenledigi (p < 0,05) belirtilmistir. Calisma sonucunda, FA’nin; HS’nin, antioksidan ve
bagisiklik sistemi lizerindeki olumsuz etkilerini gidermede 6nemli bir katki maddesi

olabilecegini rapor etmistir (Dawood vd., 2020).

Liu vd. (2022a), nehir karidesi (Macrobrachium nipponense)’nin biiyiimesi, spesifik
olmayan bagisiklig1, fizyolojik tepkisi ve hastalik direnci iizerindeki etkisini arastirmak
icin alt1 deneysel diyete sirasiyla 0 (FA0), 20 mg/kg (FA20), 40 mg/kg (FA40), 80 mg/kg
(FA80), 160 mg/kg (FA160), 320 mg/kg (FA320) ferulik asit eklenmistir. Sonuglar,
FA80 ve FA160’1n agirlik kazanma oran1 (WGR) ve SGR degerinin, kontrol grubundan
onemli Olclide daha yiiksek oldugunu; FA80, FA160 ve 320 320 gruplarmin FCR
degerinin, kontrol grubuna gore énemli 6lglide daha diisiik oldugu belirtilmistir. Kontrol
grubuyla karsilagtirildiginda, FA160 ve FA320 gruplarinin albumin/globulin orani (A/G)
ve tim tedavi gruplarinin kompleman 3’ (C3) 6nemli Olgiide artigir belirtilmistir.
FA40’m glikozu (GLU) diger gruplardan énemli 6l¢lide daha daha yiiksek bulunmustur.
Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, FA80 ve FA160 grubunda aspartat aminotransferaz
(AST), indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS), nitrik oksit (NO) ve MDA o6nemli
Olciide azalma, FA160 grubunda SOD, FA80 ve FA160 gruplarinda GPx 6nemli 6lgiide
artmigtir. FA160 grubu, Toll ve Dorsal immiin yetmezlik (IMD) ekspresyonunu 6nemli
Olglide asag1 diizenlendigi belirtilmistir. FA40, FA80 ve FA160 gruplarinda 1s1 soku

proteini (HSP70) ekspresyonu, kontrol grubuna kiyasla 6nemli diizeyde asagi yonde
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reglile oldugu bildirilmistir. Sonu¢ olarak, 163,99-183,33 mg/kg ile optimum FA
miktarin, M. nipponense’nin biiyiimesini, spesifik olmayan bagisikligin1 ve hastalik

direncini 6nemli 6l¢iide iyilestirebilecegi rapor edilmistir (Liu vd., 2022).

Shao vd. (2024), ot sazan1 (Ctenopharyngodon idellus) baliklarinin biiyiime performansi,
sindirim yetenegi, bagirsaginda aminoasit ve oligopeptitlerin tasinma fonksiyonu {izerine
FA takviyesinin etkisini degerlendirmek amaciyla gerceklestirdikleri ¢alismada; biiyiime
deneyi i¢in saglikli ot sazan1 (678+1,00 g) bes deneme grubuna ayrilmis ve 9 hafta
boyunca uygulama yapilmustir. FA icermeyen kontrol grubu (FAO0), 50 (FA50), 100
(FA100), 150 (FA150) ve 200 (FA200) mg/kg olarak gruplara uygulama yapilmistir.
Sonug olarak, ot sazaninin biiylime performansi ve yem verimliliginin (FE) artig
belirtilmistir. Yiizdelik agirlik kazanimi (PWG), FE, SGR, aktivite analizlerine dayanarak
ot sazanlarinda 92,18-120,60 mg/kg diyetle optimum ferulik asit takviyesi diyetler igin
onerilmistir (Shao vd., 2024).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Tez calismasi kapsaminda kullanilan malzeler Tablo 3.1°de, kullanilan cihazlar Tablo

3.2’de verilmistir.

Tablo 3.1. Tez ¢alismasinda kullanilan malzemeler ve markalari

Malzeme Marka

Ferulik asit BLDpharm (CAT No: BD21297, %99,97)
Magnezyum kloriir (MgCl,.6H,0) KimyaLab (CAS No:7791-18-6)
Sodyum Hikroksit Sigma Aldrich (CAS No: 1310-73-2)
TRIzol Reaktif Thermo Fisher Scientific

Kloroform EMSURE® ACS,ISO,Reag.
izopropanol ISO Lab.

cDNA sentez Kiti SOLVER

SYBRGreen gPCR Master Mix SOLVER

Fish Elisa KiT YL Biont (Cat No:YLAOO39FI)
Fosfat Tamponlu Salin (PBS) Biowest (P0750)

Miiller Hinton Agar Merck (CAS No:

Nutrienth Broth Merck (CAS No:

Etil alkol Sigma Aldrich (CAS No: 67-17-5)
Potasyum Karbonat Merck (CAS 584-08-7)

Metanol Carlo Erba (Cat No: 308662)
Silfirik Asit Kimyalab (CAS No : 7664-93-9)
n-Hekzan Honeywell (Cat No: 34859)
izopropil alkol ISOLAB (CAS No: 67-63-0)

Bos Disk Bioanalyse

CAT Eliza KiT YL Biont (Cat No: YLAOO014FI)
SOD Eliza KiT YL Biont (Cat No: YLAOO15FI)
GST Eliza KIT YL Biont (Cat No: YLAOO37FI)
GPX Eliza KiT YL Biont (Cat No: YLAQO39FI)

GR Eliza KIT YL Biont (Cat No: YLAOO78FI)
Sodyum Kloriir Sigma Aldrich (CAS Number: 7647-14-5)

Antibiyotik Disk Bioanalyse
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Cihaz Marka

Manyetik karistirict IKA (RT 10)

pH metre Hanna (2211)
Santrifiij Madell (TG16-W)

Uv-visible (Uv-vis):

Shmadzu (Uv-3600)

X-Isin1 Kirinim Analizi (XRD)

Rikagu Ultima IV

Fourier Doniisiimii Kizil6tesi Analizi (FT-IR)

Perkin Elmer Spektrum 100

Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM)

Hitachi HighTech HT7700

Zetasizer (Zeta Potansiyeli Olgiim Cihazi)

Malvern Zetasizer Nano ZSP

Real Time PCR Qiagen (RotorGene Q 9000)
PCR Veriti (96 well Therma Cycler)
TissueLyser Qiagen

Vorteks Wizard

Gaz Kromatografisi GC 2010 Plus

Cold plate Qiagen

Hassas Terazi Dikomsan

Pipet Uglar1 Eppendorf

Kuru Hava Firmi Niive

Kiyma Makinesi Fakir

Mikropipet Takimi Eppendorf

Coklu Plaka Okuyucu (Elisa) SPECTRAMAX PLUS 384

3.2. Yontem

3.2.1. Ferulik Asit Magnezyum Nanopartikiillerin Sentezlenmesi

Ferulik asit magnezyum nanopartikiillerinin sentezi i¢in:

1. Manyetik 1sitic1 40 'C’ye ayarlanmistir.

2. 50 mL’de 4,92 g magnezyum kloriir (MgCl,) distile suda ¢oziilene kadar manyetik
1siticida karigtirilmastir.

3. Farkli bir beherde 0,3 g trans ferulik asit (CioH1004) 10 mL etanol igerisinde
¢cOzdiirtilmiistiir.

4. Ferulik asit ¢ozeltisi pastor pipeti yardimiyla damla damla magnezyum cozeltisine

eklenerek iki ¢6zelti bir beherde birlestirilmistir.
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5. 2M sodyum hidroksit (NaOH) ile ¢ozeltinin pH’s1 10 olarak ayarlanmistir. Cozelti
renginin siit beyazdan sartya donmesi nanopartikiil olusumunun gergeklestigini
gosteriyordu (Sekil 3.1).

6. Cozelti 24 saat boyunca 40 C’de manyetik ¢alkalayicida karistirilmistir.

7. Ardindan 4500 rpm’de ¢oktiirme islemi yapilarak ¢okelti, 3 kez dH,0 ile yikama ve 2
kez %70’1ik etanol ile durulama, islemi gergeklestirilmistir.

8. Sentezlenen nanopartikiiller, 37'C’de kurumaya birakilmustir.

9. Kuruyan pelet ogiitiilmiistir (Sekil 3.2) (Gao vd., 2022; Macit vd., 2023). Ferulik

asitin magnezyum kloriirii magnezyum oksite indirgemesi sematik olarak Sekil 3.3’te
verilmistir (Pugazhendhi vd., 2019; Faisal vd., 2021; Amoah, 2022; Sharma vd., 2023).

N ey 3
~ - 2

*1: Baslangi¢ ¢ozeltisi, 2: Reaksiyon baslangici, 3:VN‘émopartikﬁl olusum sﬁfei 4: Sentezin tamamlanm;sf

Sekil 3.1. Nanopartikiil sentezinin gerceklestigini gosteren renk degisimi
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Fa@Mg NPs YESIL
'S SENTEZ =
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Sekil 3.2. Nanopartikiil sentez agsamalari

Ferulik asitin, gii¢lii indirgeme (Chahardoli vd., 2022) 6zelligi magnezyum iyonu ile
etkilesime girer ve onu Mg**den Mg”a indirger (Faisal vd., 2021).

o] (0]
= o M e (0]
DHJ\/\@L ~CH: g o “CHs
/ O\ NaOHH0 . | +2HCI +
0,
o rarooaee 0
: Mg
0
Ferulik Asit mmm o
r R
o) O‘CHa
- Nannpartiki.l Sistemi —n

Sekil 3.3. FA@MQgNPs olusumunun sematik gosterimi
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3.2.2. Ferulik Asit Magnezyum Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

FA@MgNPs karakterizasyonu c¢esitli enstriimantal analiz teknikleri kullanilarak
gergeklestirilmistir. UV-Vis spektroskopisi, nanopartikiillerin olusumunu dogrulamak ve
yiizey plazmon rezonansii tespit etmek igin kullanilmistir. FT-IR spektroskopisi,
nanopartikiil yiizeyindeki fonksiyonel gruplar1 tanimlamak ve bitki oziitii ile olast
etkilesimleri arastirmak i¢in kullanilmistir. Nanomalzemenin kristalin yapisim1 ve
kristalinite derecesini belirlemek i¢in XRD analizi yapilmistir. Nanopartikiillerin yiizey
morfolojisi ve sekil ozelliklerini gézlemlemek i¢in SEM kullanilirken, EDX, element
bilesimleri hakkinda bilgi saglamistir. TEM, pargacik boyutunun ve i¢ yapisinin yiiksek
¢Oziiniirliklii incelenmesini saglamak ic¢in kullanilmistir. Son olarak, nanopartikiillerin
yiizey yiikiinii belirlemek ve kolloidal kararliliklarin1 degerlendirmek igin zeta potansiyeli
analizi yapilmistir. Bu analizler, FA@MgNPs'lerin yapisal, morfolojik ve kimyasal
ozellikleri hakkinda kapsamli bir anlayis sagladi (Gao vd., 2022; Macit vd., 2023).

3.2.3. Antibakteriyel Aktivite Analizleri

Antibakteriyel aktivite analizleri i¢in gram-negatif bakterilerden; E. coli- (ATCC-25922),
A. hydrophila, Y. ruckeri ve gram-pozitif bakterilerden; S. aureus (ATCC-6538P)
kullanilmigtir. Calisma konsantrasyonlari; 1, 2, 4, 6 mg/disk olarak belirlenen farkli
dozlarla gergeklestirilmistir. Calismada, pozitif kontrol olarak amikasin; negatif kontrol
olarak DMSO kullanilmistir. Deney asagida belirtilen protokol dogrultusunda
gergeklestirilmistir:

1. Nutrient broth ve Miiller hinton besiyerleri iretici firma prosediirii kullanilarak
hazirlanmstir.

2. Nutrient broth besiyerinden cam tiiplere 9 mL koyularak, kullanilacak diger
malzemelerle beraber sterilizasyonu saglanmistir.

3. Biyogiivenlik kabini igerisinde stok bakterilerden ekimler yapilmustir, etiivde 24 saat
37°C’de inkiibe edilmistir.

4. Mc Farland 0,5 standardina gore bakteri konsantrasyonu ayarlanmuistir.

5. Konsantrasyonu ayarlanmis olan bakterilerden, petrilere 20 pL bakteri ekimi

yapilmistir.
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6. Bakteri ekimi yapilmis olan petrilere, antibiyotik ve bos diskler yerlestirilmistir. Bos
disklere uygun konsantrasyonlarda drnekler eklenmistir.

7. Petriler +4 °C’de 30 dakika siiresince tutulmustur.

8. Ardindan 24 saat boyunca 37°C’de inkiibe edilerek disklerin etrafinda olusan zon
caplart Olclilmistiir (Benli ve Yigit, 2005; Yigit vd., 2009). Analizin asamalar1 Sekil

3.4’te verilmistir.

Sekil 3.4. Antibakteriyel analiz asamalart

3.2.4. Yem Rasyonlarimin Hazirlanmasi

Toz formda temin edilen yavru alabalik yemleri, deney siiresince her bir grup igin toplam
48 g olacak sekilde hazirlanmistir. Deneme siiresince baliklara, giinde iki kez (sabah ve
aksam) canli agirliklarinin %31 oraninda yem verilmistir. Katkili yemlerin hazirlanmasi:
1. Mg, FA ve FA@MgNPs (0,5 mg, 1 mg, 1,5 mg ve 3 mg) dozlar1 her bir grup i¢in ayri
ayri tartilarak eklenmistir.

2. Karigimin, iyice harmanlanmasi i¢in 10 dk boyunca karistirilmistir.

3. Karisim, ultra saf su (ddH,0) kontrollii bir sekilde eklenerek sert kivamli bir hamur
elde edilmistir.

4. Elde edilen hamur 10 dk boyunca karistiricida karistirilmaya devam edilmistir.
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5. Hazirlanmis hamur, kiyma makinesinden gegirilerek 2-2,5 mm boyutlarinda peletler

haline getirilmistir.

6. Peletler, 25 °C’de kuru hava firininda kurutulmustur.

7. Kullanim 6ncesi +4 °C’de muhafaza edilmistir (Deilamy Pour vd., 2021).

Deney icin hazirlanmis katkili yemlerin igerigi Tablo 3.3’te; yemlere ait gorsel Sekil

3.5’te verilmistir.

Tablo 3.3. Deney i¢in hazirlanmig katkili yemlerin igerigi

Grup Yem Icerigi (Total) Yem Miktar1 (10 giin/g)
Kontrol Ticari Yem 48
Iyonik FA 300 mg FA + 47,79 Ticari Yem 48
Iyonik Mg 700 mg Mg + 47,3 g Ticari Yem 48
0,5 mg FA@MgNP 0,5 mg NPs + 47,5 g Ticari Yem 48
1 mg FA@MgNP 1 mg NPs + 47 g Ticari Yem 48
1,5 mg FA@MgNP 1,5mg NPs + 46,5 g Ticari Yem 48
3 mg FA@MgNP 3 mg NPs + 45 g Ticari Yem 48

Sekil 3.5. Her bir grup i¢in ayr1 olarak hazirlanmis yemler

glCvas‘

i
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3.2.5. Yavru Alabaliklarin Temini ve Aklimasyonu

Baliklar, Bingdl ilindeki alabalik tesislerinden temin edilip, 7 giin siiresince aklimasyona
tabi tutulduktan sonra deney i¢in hazirlanmis katkili yemlerle beslenmeye baslanmistir.
Akvaryumlara; 8 adet 8+4 g agirliginda yavru balik kontrol ve deney gruplari olacak
sekilde rastgele dagitilmistir. Deney, 10 gilin siireyle ve {¢ tekrarli olarak
gerceklestirilmistir. Deneyin gergeklestirildigi balik yetistiriciligi {initesinin yapisal
semasi Sekil 3.6’da verilmistir (Rajkumar vd., 2022).

Sekil 3.6. Deneysel balik yetistiriciligi sistemine ait genel goriiniim

Deney siiresince su parametreleri (sicaklik: 15-20 °C, pH: 8,5-9,5) diizenli olarak kontrol
edilmistir. Deneklere dogal fotoperyot uygulanmistir (Federici vd., 2007; Younas vd.,
2022; Razmara ve Pyle 2022; Ghanbary vd., 2022). Deneme sonunda baliklar, karanfil

yag1 igeren suya konularak bayiltilmis ve ardindan kas, karaciger ile bobrek dokulari
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alinmustir (Sekil 3.7). Bu calisma Bingdl Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulu tarafindan E-85680299-020-59585 numarali karar ile onaylanmigtir.

‘““””M" dhisaa: TR ‘"i“i\ i

Sekil 3.7. Calismadan kullanilan baligin, doku alinmadan 6nce g¢ekilmis fotografi

3.2.6. Dokulardan Total RNA izolasyonu

Dokulardan RNA izolasyonu manuel olarak gergeklestirilmistir. Calismada kullanilacak
tiim malzemeler 6nceden sterilize edilerek kullanilmistir.

1. Balik dokular1 50 mg olacak sekilde tartim yapilmistir

2. Dokular, RNaz igermeyen tiiplere yerlestirilmis ve tizerine 700 pL TRIzol Reaktif
eklenmistir. Dokular, doku homojenizatorii (tissueLyser) kullanilarak 5 dk boyunca
homojenize edilmistir.

3. Homojenize edilmis doku karisimi, oda sicakliginda 5 dk bekletilerek RNA'nin
hiicresel komponentlerden ayrismasi saglanmistir. 10 dk 12,000 x g hizinda santrifiij
edilmistir. Santrifiij yapilan 6rneklerin iist faz1 yeni tiiplere aktarilmstir.

4. Uzerlerine 250 pL kloform eklenmistir ve tiipler calkalanarak iyice karistirilmstir.

5. 10 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 15 dk boyunca 4°C'de, 12,000 x g hizinda
santrifiij edilmistir.

6. 2 mL’lik yeni tlipler hazirlanmigtir ve santrifiij sonrasi iist faz dikkatlice alinarak
tiiplere aktarilmistir.

7. Ust faza 500 pL izopropanol eklenmistir ve vorteks yapilmistir. Karisim, RNA'nin
¢cokelmesi i¢in 10 dk boyunca oda sicakliginda bekletilmistir.
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8. Tiip tekrar 15 dk boyunca 4°C'de, 12,000 x g hizinda santrifiij edilmistir ve RNA
peleti tliplin dibinde toplanmustir.

9. RNA peletinin, tizerindeki s1iv1 dikkatlice uzaklastirilarak 1 mL %75 etanol eklenmistir
ve vorteks yapilarak yikanmistir.

10. Etanol yikamasi sonrasi tiip 5 dk boyunca 4°C'de, 7,500 x g hizinda santrifiij
edilmistir.

11. Yikama sivis1 uzaklastirllmistir ve RNA peleti oda sicakliginda kurutulmustur.

12.  Kuru pelet lizerine 50 uL. RNAse-free water eklenmistir ve kullanilincaya dek
mahafaza ¢cDNA sentezinin tiim asamalar1 edilmistir (Onalan, 2019). Calismaya ait

gorseller Sekil 3.7°de verilmistir.

Sekil 3.8. Total RNA izolasyonu goriintiileri
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3.2.7. cDNA Sentezi

13. +4 °C’de soguk plaka iizerinde gerceklestirilmistir. cDNA sentezi igin All in one
cDNA synthesis kit kullanilmigtir. Bu kapsamda:

1. izole edilen 1 ul RNA, 10 ng/ul konsantrasyona seyreltilerek toplam hacim 20 ul’ye,
RNase-free su kullanilarak tamamlanmaistir.

2. 20 pl cDNA sentez kiti eklenerek, 42 °C’de 60 dk ve sonrasinda 80 °C’de 10 dk PCR
protokolii uygulanmistir (Onalan, 2019). Calismaya ait gorseller Sekil 3.8’de verilmistir.

vvvvvvv

QQQ?. S il
’('.('\\9 s \Q 1] 00 19199

Sekil 3 9. cDNA ¢aligsmalarina ait goriintiiler
3.2.8. Genlere Spesifik Primer Dizayni

Calismada Hedef gen olarak kullanilan GH-I, IGF-I, SOD, CAT, GR, GPX, GST ve
referans gen olarak kullanilan S-aktin (AF254414) primerlerin gen dizilimlerinin dizayn
edilebilmesi i¢in daha 6nce yapilmis ¢alismalardan gen bank erisim numaralar1 alinmistir.

Yapilan ¢alismada kullanilan genlere ait baz dizilimleri Tablo 3.4’te verilmistir.



Tablo 3.4. Calismada kullanilan primeler ve 6zellikleri

p-aktin Forward TGGCCGTACCACCGGTAT AF254414.1 Johansen ve Overturf, (2005)
Reverse GCAGAGCGTAGTCCTCGTAGATG

IGF-1 Forward ATGTGCTGTGTCTCCTGTACCC M95183.1 Aksakal vd. (2010)
Revers TAAAAGCCTCTCTCTCCACACA

GST Forward TGGCTGACGTTATTGTCTTCC NM_001160559.1 Mercan vd. (2013)
Revers CTGGGTCTGTCCTTCACCATA

GR Forward ATCACGCCATCACCACCAG HF969248.1 Kutluyer vd. (2017)
Revers CTTGCAACATCTCATCACAGCC

39


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=search&db=nucleotide&doptcmdl=genbank&term=AF254414.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=search&db=nucleotide&doptcmdl=genbank&term=NM_001124689.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=search&db=nucleotide&doptcmdl=genbank&term=M95183.1
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3.2.9. Real Time PCR Uygulamalar

Genlerin, mRNA ifadesinin belirlenmesi amaciyla yalnizca primer kullanilan genler igin
SYBRGreen (QPCR Master Mix) (Solver), protokolii uygulanmistir (Tablo 3.5.). Bu
kapsamda:

1. Kas, karaciger ve bobrek dokularindan izole edilen total RNA’lardan revers
transkriptaz enzimi araciligiyla cDNA elde edilmistir.

2. cDNA iriinleri RotorGene Q9000 (Qiagen) cihazi ile ve Real-Time PCR analizinde
kullanilmistir.

3. Genlerin mRNA ifade diizeylerinin analizi i¢in fS-aktin referans gen olarak analiz
edildi. SYBR Green protokoliinde her bir tiip i¢in kullanilan kimyasal miktarlar1 Tablo

3.6’da sunulmustur, caligmaya ait gorseller 3.9°da verilmistir.

Tablo 3.5. Real-Time PCR protokolii (Onalan, 2019)

PCR déngii kosullar:

15 dk, 95 °C’de denatiirasyon
95 °C’de 30 sn, 60 °C’de 30 sn primer baglanmasi

55 dongii

Tablo 3.6. Real-Time PCR protokoliinde tiip bagina kullanilan kimyasal miktarlar

Bilesenler Miktar (pL)
cDNA 4L
SYBRGreen Master mix 12 uL
Forward Primer (FP) 2uL
Reverse Primer (RP) 2 ul

ddH,0 5ul

Total 25 uL
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Sekil 3.10. Real-Time PCR ¢alismalarina ait goriintiiler

3.2.10. istatistik Analizler

Arastirma sonuglarmin istatistiksel analizleri, Minitab 17 yazilimi Kkullanilarak
gergeklestirilmistir. Analiz 6ncesinde veriler, normallik ve varyans homojenligi agisindan
degerlendirilmis ve normalize edilmistir. Elde edilen veriler, ortalama + standart hata
(SEM) olarak ifade edilmistir. Gruplar arasindaki farklarin belirlenebilmesi amaciyla tek
yonli varyans analizi (One-way ANOVA) uygulanmistir. Kontrol grubu ile diger gruplar
arasindaki farklarin degerlendirilmesinde Dunnett g¢oklu karsilastirma testi, gruplar
arasindaki farkhliklarin karsilastirllmasinda ise Tukey ¢oklu Kkarsilagtirma testi

kullanilmistar. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p <0,05 olarak kabul edilmistir.



42

3.2.11. Antioksidan Enzim Aktivitesi Calismalari

3.2.11.1. Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi

Doku homojenatlar;, YL biont Fish Elisa KIiT protokolii kullanilarak gerceklestirildi.
Protokole gore:

1. Kas, karaciger ve bobrek dokular1 kiiciik parcalara ayrilarak her bir 6rnek i¢cin 100 mg
doku tartilmastir.

2. Tartim1 yapilmis Orneklerin iizerine, +4°C’de Onceden sogutulmus, pH 7.4’e
ayarlanmig 1 mL PBS eklenmistir.

3. Ardindan s1v1 azota daldirilarak hizli dondurma islemi uygulanmastir.

4. Analiz 6ncesinde 6rnekler kontrollii bir sekilde +4’de ¢oziindiiriilmiistiir.

5. Tamamen ¢oziinen dokular, homojen bir siispansiyon elde edilinceye kadar iyice
homojenize edilmistir.

6. Homojenizasyon sonrasinda her bir 6rnege ilave olarak 500 pL PBS ilave edilmistir.

7. Elde edilen homojenatlar, 3000 rmp’de 20 dakika siireyle santrifiij edilmistir.

8. Santrifiiyj islemi sonrasinda olusan siipernatantlar dikkatlice toplanarak tek kullanimlik

olacak sekilde eppendorf tiiplere boliinerek analizler i¢in saklanmustir.

3.2.11.2. Antiokasidan Enzimlerin Aktivite Olciimleri

Antioksidan enzimlerin aktivite Ol¢iimleri, YL Biont Fish Elisa Kit protokolii
dogrultusunda gerceklestirildi. Tiim enzimler i¢in kitin plaka yiikleme protokolii ayni
oldugundan dolay1 sadece CAT enzimine (Cat No: YLAOO14FTI) ait protokol verilmistir.
Bu kapsamda:
1. Kit igerisinde yer alan yiikksek konsantrasyona sahip standart c¢ozeltisi, {iretici
talimatlar1 dogrultusunda, kiigiik tiiplerde uygun oranlarda seyreltilerek hazirlanmistir.
2. Analizlerde kullanilacak ornekler, her biri 3 tekerriirlii (triplikat) olacak sekilde
diizenlenmistir.
3. Hazirlanan 6rnekler ve standart ¢6zeltiler, protokolde belirtilen plana uygun bigimde
mikrotitre plakaya asagida belirtildigi sekilde yerlestirilmistir:

Bos (Blank) kuyucuk: Sadece kromojen A, kromojen B ve durdurma soliisyonu

eklenmistir.
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Standart kuyucuklari: 50 pL standart ve 50 pL streptavidin-HRP eklenmistir.

Ornek kuyucuklari: Her bir kuyucuga sirasiyla, 40 uL &rnek, 10 pL ilgili enzim
antikoru ve 50 pL streptavidin-HRP eklenmistir. Plakanin {izeri Ortiilmiistiir. Hafifge
¢alkalamanin ardindan 37 °C’de 60 dakika siireyle inkiibasyona birakilmustir.

4. 30X konsantre yikama ¢ozeltisi, ultra saf distile su ile 1:30 oraninda seyreltilerek
hazirlanmistir. Her bir kuyucuga 330 pL yikama tamponu ilave edilmistir. 30 saniye
beklemenin ardindan plaka ters c¢evrilerek sivi uzaklastirilmistir. Bu islem bes kez
tekrarlanarak yikama adimi tamamlanmigtir. Son olarak, plaka blotlama yontemiyle
kurutulmustur.

5. Her kuyuya sirastyla 50 pL Kromojen A ve 50 uL Kromojen B ¢ozeltileri eklenmistir.
Plaka hafifce ¢alkalandiktan sonra 37°C’de karanlikta 10 dakika inkiibe edilmistir.

6. Inkiibasyonun ardindan her kuyuya 50 pL durdurma soliisyonu ilave edilmistir. Bu
islemle birlikte mavi renk sariya donlismiistiir ve enzimatik reaksiyon sonlandirilmistir
(Sekil 3.10).

7. Olgiim asamasinda bos (blank) kuyucuk referans almarak, her bir kuyucugun
absorbansi 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6lgtilmiistiir.

8. Olgiimler, durdurma soliisyonu ilavesinden sonraki 10 dakika igerisinde

tamamlanmustir.

Sekil 3.11. Enzim aktivite ¢calismasi gorseli
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3.2.11.3. Enzim Aktivitesi Sonuglarmn istatistiksel Analizi

Standart ¢6zeltilere ait konsantrasyonlar ve karsilik gelen optik yogunluk (OD) degerleri
kullanilarak dogrusal regresyon analizi ile standart egri olusturulmustur. Elde edilen
regresyon denklemine Orneklere ait OD degerleri yerlestirilerek her bir Ornegin
konsantrasyonu hesaplanmistir. Analiz Oncesinde veriler, normallik ve varyans
homojenligi acisindan degerlendirilmis ve gerekli durumlarda normalize edilmistir.
Sonuglar, ortalama + standart hata (SEM) seklinde ifade edilmistir. Hesaplamalarda ve
istatistiksel analizlerde, Minitab 17 yazilimi kullanilmistir. Gruplar arasindaki farklarin
belirlenebilmesi amaciyla tek yonlii varyans analizi (One-way ANOVA) uygulanmustir.
Kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki farklarin degerlendirilmesinde Dunnett ¢oklu
karsilastirma testi, gruplar arasindaki farkliliklarin karsilastirilmasinda ise Tukey coklu
karsilastirma testi kullanilmustir. Istatistiksel anlamlhilik diizeyi p <0,05 olarak kabul

edilmisgtir.
3.2.12. Yag Asidi Profili Analizleri
3.2.12.1. Dokulardaki Lipidlerin Ekstraksiyonu

Gaz kromatografisi kullanilarak dokulardaki yag asidi profilini belirlemek amaciyla Hara
ve Radin (1978) tarafindan belirlenmis olan metod kullanilmistir (Hara ve Radin, 1978).
Metoda gore:

1. Dokulardan 1 gr alinarak 30 sn siireyle 3:2 (v/v) hekzan-izopropil alkol ortaminda
homojenize edilmistir.

2. Homojenat 4500 rpm’de 10 dk boyunca santrifiijlenmis ve iist faz alinarak yag asidi

metil esterleri olusturmak i¢in kullanilmistir.
3.2.12.2. Yag Asidi Metil Esterlerin Hazirlanmasi

Yag asidi profilini belirlemek i¢in 6nceden hazirlanmis olan homojenatlar kullanilmastir.
1. %2’lik metanolik siilfirik asit ilave edilmis ve iyice karigmasi i¢in vorteklenmistir.
Ardindan 55-57 °C’de 24 saat boyunca metillesmeye birakilmistir.

2. Numuneler oda sicakligina gelene kadar bekletilmistir.
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3. 5mL %5’lik sodyum kloriir (NaCl) ve 5 mL hekzan ilave edilmistir.

4. Karisim vortekslendikten sonra oda sicakliginda 24 saat boyunca bekletilmistir.

5. Beklemenin ardindan, st faz dikkatlice alinarak iizerine 5 mL %?2’lik potasyum
karbonat (KHCO3) ¢ozeltisi eklenmistir.

6. Karisim iyice ¢alkalanarak faz ayrimi ig¢in 24 saat boyunca oda sicakliginda
bekletilmistir.

7. Siire sonunda st faz almarak kiigik cam tiiplere konmustur. Etiiv 37 °C’ye
ayarlanarak sivi faz ugurulmustur.

8. Cam tiiplerin i¢inde kalan kisim 1 mL kloroform eklenmis ve vortekslendikten sonra 1
mL’lik cam viallere alinarak gaz kromatografisi ile analiz edilmistir (Sekil 3.11)

(Christie, 1992; Ciftci vd., 2010).

Sekil 3.12. Hazirlanan yag asidi metil esterleri
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3.2.12.3. Yag Asidi Metil Esterlerin Gaz Kromatografik Analizi

Doku 6rneklerinde bulunan yag asidi metil esterlerinin belirlenmesi amaciyla analizler,
GC 2010 Plus marka gaz kromatografi cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. Analiz

kosullar1 su sekilde optimize edilmistir:

Kolona uygulanan sicaklik programi baslangigta 110 °C olarak ayarlanmis ve sicaklik
200 °C’ye kadar dakikada 6 °C’lik bir artigla yiikseltilmistir. Bu noktadan itibaren
sicaklik artis1 dakikada 3 °C olacak sekilde devam ettirilmis ve 215 °C’ye ulasildiginda
sicaklik 5 dakika sabit tutulmustur. Toplam analiz siiresi 27 dakika olarak belirlenmistir.
Enjeksiyon iinitesi 245 °C, dedektor ise 285 °C sicaklikta caligtirilmistir. Tasiyic1 gaz
olarak helyum tercih edilmistir ve sabit akil hizinda kullanilmistir. Analiz 6ncesinde,
tanimlama ve zamanlamalarin dogrulugunu saglamak amaciyla ticari olarak temin edilen
a-linolenik asit (ALA) ve morina karaciger yagi (Cod Liver Oil) referanslari ile
yapilmistir. Bu standartlar sayesinde yag asitlerinin alikonma siireleri belirlenmis ve
orneklerdeki bilesiklerin kantitatif analizi gerceklestirilmistir. Bu referans veriler
dogrultusunda, doku 6rneklerinden elde edilen yag asidi metil esterlerin tanimlanmasi ve

kantitatif analizi gergeklestirilmistir (Tvrzicka vd., 2002).

3.2.12.4. Yag Asidi Sonuclarinin istatistiksel Analizleri

Yag asitleri ile ilgili verilerin istatistiksel analizleri, Minitab 17 yazilimi1 kullanilarak
gergeklestirilmistir. Analiz 6ncesinde veriler, normallik ve varyans homojenligi agisindan
degerlendirilmis ve gerekli durumlarda normalize edilmistir. Sonuglar, ortalama =+
standart hata (SEM) secklinde ifade edilmistir. Gruplar arasindaki farklarin
belirlenebilmesi amaciyla tek yonlii varyans analizi (One-way ANOVA) uygulanmustir.
Kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki farklarin degerlendirilmesinde Dunnett ¢oklu
karsilastirma testi kullanilmustir. Istatistiksel anlamlhilik diizeyi p <0,05 olarak kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. Ferulik Asit Magnezyum Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

4.1.1.1. Uv-visible Analizi Bulgulari

Mevcut ¢alismada sentezlenmis olan FA@MQgNPs’ler, 200-800 nm araliginda tarama
yapilmis ve Fa@MgNPs’lere ait SPR piki 288-324 nm araliginda genis bir tepe noktasini

gosteren Uv-visible spekturumu Sekil 4.1°de verilmistir. Bu bulgu, FA@MgNPs’lerin

basaril bir sekilde sentezlendigini desteklemektedir.

2,0
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Sekil 4.1. FA@MgNPs’lere ait Uv-vis absorbsiyon spektrumu
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4.1.1.2. FT-IR Analizi Bulgular:

FT-IR spektroskopisi, FA@MgNPs’lerde bulunan fonksiyonel gruplari belirlemek igin
kullanilmistir (Sekil 4.2). FA@MgNPs’lerin, 3232, 2989, 1643, 1066 982 ve 539 cm™;
Magnezyum, 3675, 2988, 1406,1229, 1066, 892 cm™; Ferulik asit ise 3433, 2969, 2513,
1687, 1406,1229, 1066, 892 cm™ de pik yaptiklar: tespit edilmistir. FA@MgNPs’lerin
spektrumunda hem saf Mg tuzuna hem de saf ferulik aside ait karakteristik bantlara ek
olarak, bazi1 piklerin kaymasi ve/veya siddetinin degismesi, ferulik asidin MgONP
yiizeyine bagarili sekilde baglandigin1 gostermektedir.

100 T- =
904 //|
801 *
) 70 - ‘
= T
60
50
—FA
—— Mg
40 —— FA@MgNPs
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
cm’’

Sekil 4.2. Mg, FA ve FA@MgNPs’lere ait FT-IR spektrumu

4.1.1.3. XRD Analizi Bulgular

Sentezlenen FA@MQgNPs’lerin kristal yapisini ve kristalit boyutunu belirlemek amaciyla
XRD analizi yapilmustir. Sekil 4.3, 20 agis1 20°-80° arasinda degisen FA@MgNPSs’lerin
XRD difraksiyon desenini gostermektedir. 20= 18,82°, 38,22°, 50,98°, 58,94°, 62,26°,
68,16°, 72,42° derecede goézlenen FA@MQNPS’lerin kirmim tepe noktalari sirasiyla;
(001), (011), (012), (110), (111), (103) ve (201) diizlemleriyle eslesmekte olup MgO’nun
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kristal yapisiyla uyumludur (ICSD code 064929) (Salman vd., 2021). Bu kirinim
desenleri, FA@MgNPs’lerin ylizey merkezli kiibik yapida kristalize oldugunu ve yiiksek
kristallik sergiledigini gostermektedir. Ayrica ferulik asit kaplamasina ragmen MgQO’ya
Ozgii karakteristik piklerin korunmasi, kaplamanin kristal yapiyr bozmadigini ancak

yiizey modifikasyonu sagladigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.3. FA@MQgNPs’lerin XRD difraksiyon deseni

4.1.1.4. Nanopartikiil Boyutunun Hesaplanmasi

XRD kristalografisi, NP’lerin tane boyutu hakkinda da bilgi vermektedir. NP’lerin
yiiksek kristal yapisi, keskin tepe ile gosterilir. Grafik, 20 degerlerine kars1 yogunluk
kullanilarak ¢izilir. Yaklasik olarak 1’e esit olan (0,9) ortalama kristal orant1 sabiti, 3,
radyan cinsinden tepe noktasinin FWHM’si olarak bilinir. A, X-1sinlarinin dalga boyu
(1,540 A) olarak adlandirilir, 6= Bragg acis1 olarak adlandirilir (Kannan vd., 2020).
Mevcut ¢alismada, XRD Nanopartikiil boyutunu hesaplamak i¢in Debye-Scherrer
formiilii kullanilmistir. Bu formiil, XRD analizinden elde edilen FWHM (Full Width at
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Half Maximum) degerine dayanmaktadir. Debye-Scherrer formiili, kristalin boyutunun
difraksiyon zirvesinin genisiligi ile ters orantili oldugunu gosterir (Selvam vd., 2011;

Kannan vd., 2020; Salman vd., 2021) ve asagidaki sekilde ifade edilir:

D= KA 4.1)
fcoséd

Burada:

« D, nanopartikiiliin ortalama boyutunu (nm) verir.

« K, Scherrer sabiti olup genellikle 0,9 olarak kabul edilir.

« A, X-151m1 dalga boyu (Cu-Ka icin 1,540 A).

« P, zirve genisligini (FWHM) radyan cinsinden ifade eder.

« 0, radyan cinsinden difraksiyon ag¢isinin yarisini belirtir.

XRD analizi ile belirlenen 26 agilar1 kullanilarak Origin programi kullanilarak FWHM
degeri elde edilmistir. Degerler formiile yerlestirilerek nanopartikiil boyutu
hesaplanmistir. Teorik hesaplama sonucunda, ortalama nanopartikiil boyutu yaklagik

10,68 nm olarak belirlenmistir.
4.1.1.5. SEM Analizi Bulgular:

Sekil 4.4’te yer alan SEM goriintiileri, sentezlenen FA@MgNPs’lerin ylizey
morfolojisine iliskin bilgiler sunmaktadir. Ust sol panelde (20.000X biiyiitme, 200 nm
olgek) nanopargaciklarin diizensiz, yaprak benzeri ve gevrek yapilara sahip oldugu
gozlemlenmistir. Bu morfoloji, malzemenin yiiksek yiizey alanina sahip olabilecegini
diisiindiirmektedir. Ust sag ve alt gorsellerde ise (10.000X biiyiitme, 1 pm &lgek)
nanoparc¢aciklarin agregalar halinde kiimelendigi izlenmistir. Bu kiimelesmenin, ferulik
asit ile yapilan kaplama sonucunda gergeklesen ylizey modifikasyonuna bagli olarak
olustugu degerlendirilmektedir. Genel olarak, nanoyapilarin amorf bir matris igerisinde
cesitli boyut ve sekillerde agregalar olusturdugu, bu durumun ise sentez isleminin
kontrollii bir sekilde gerceklestigini ve yiizeyde ferulik asit kaplamasinin basarili bir

sekilde gerceklestigini gosterdigi diistiniilmektedir.
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Sekil 4.4. FA@MgNPs’lere ait TEM goriintiileri

4.1.1.6. EDX Analizi Bulgular:

Sentezlenen FA@MQgNPSs’lerinin, element bilesimi ve stokiyometrisini tespit etmek i¢in
Sekil 4.5’te gosterilen EDX analizi gergeklestirildi. EDX analizi, en yiiksek katki
yiizdesine Mg’nin sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica yapida, oksijen (O) ve karbon
(C) varligimmi belirten sinyaller goriilmektedir. Bu bulgu saf MgO nanopartikiillerin
olustugunu dogrulamaktadir.



Elt. Agirhk Atomik
(%) (%)
[\/.g 0 11.20 35.78
Mg |56.73 51.12
C 1.18 13.10
Toplam 100
C P imad
5 10
Cursor=
Vert=360 Window 0.005 - 40.955=

7,765 cnt

Sekil 4.5. EDX analizi grafigi

4.1.1.7. TEM Analizi Bulgular

52

Sentezlenen FA@MgNPs’lerin,  morfolojisini  anlamak i¢in TEM  analizi

gergeklestirilmistir. Sekil 4.6°da gosterildigi gibi FA@MgNPSs’lerin nanokristalitlerden

olustugu goriilmektedir. ImageJ programi kullanilarak 100 kV, 50,000x magnifikasyon

biiyiitmede dlgek ¢ubugu 200 nm’ye sabitlendi. Hesaplama sonunda, FA@MgNPS’lerin

yaklagik 10,26 nm boyutunda oldugu (Sekil 4.6) belirlenmistir. Mevcut literatiirde

incelendiginde TEM goriintiilerinin benzerlik gosterdigi anlasilmaktadir (Hu vd., 2007,
Selvam vd., 2011; Patil vd., 2024).
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Sekil 4.6. FA@MgNPs’lere ait TEM Gorntiileri

4.1.1.8. Zeta Potansiyel Analizi Bulgular:

FA@MgNPs’ler igin zeta potansiyelinin tespiti, NP karakterizasyonu ve g¢esitli
uygulamalar i¢in 6nem arz etmektedir. FA@MQgNPS’lerin zeta potansiyeli 4,69 mV
olarak belirlenmistir (Sekil 4.7).
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Zeta Potential Distribution
500000
4000004 - - -
§ 300000,
g 2000001 - ---
100000
0
Apparent Zeta Potential (mV)
\ Record 10876: Fa-Mg@NPs 1 Record 10877: Fa-Mg@NPs 2 Record 10878: Fa-Mg@NPs 3|
Ornek Zeta Potansiyel (mV) Z-Ave. Pdi
Adi d.nm
Fa-Mg@NPs 1 4,79 1643 0,992
Fa-Mg@NPs 2 4,34 2409 0,223
Fa-Mg@NPs 3 4,93 4124 0,272
Total 4,69 2725 0,496

Sekil 4.7. Zeta potansiyel grafigi

4.1.2. Antibakteriyel Aktivite Analiz Bulgular:

Sentezlenen FA@MQgNPSs’lerin antibakteriyel etkinliklerinin tespit edilmesi amaciyla
gram-negatif; E. coli (ATCC-25922), A. hydrophila, Y. ruckeri ve gram-pozitif; S. aureus
(ATCC-6538P) bakterileri kullanildi. FA@MgNPSs’lerin antibakteriyel aktivitesi Sekil
4.8’de gosterildigi gibi disk etrafinda olusan ve bakteri bilylimesi olmayan inhibisyon
zonlari, mm cinsinden olgildi. Bu zonlar, bu alanlarda bakteri iiremesi
gozlenmediginden FA@MgNPS’lerin  antibakteriyel — etkinligini ~ gostermektedir.

Inhibisyon zonlar1 tablo 4.1de verilmistir.
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Sekil 4.8. Antibakteriyel analiz gorselleri
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Tablo 4.1. FA@MgNPs’lerin antibakteriyel inhibisyon zonlar1

Mikroorganizma adi 1 mg/disk 2 mg/disk 4mg/disk 6 mg/disk Amikasin

FA@MgNPs - - 9,66+0,57 12,33+0,57
Ferulik Asit 16,33+0,57 18,33+0,57 15,33+0,57 18+1,01 33,75+0,15

FA@MQgNPs - 14.66:0.15 15,66+0,57 16,33+0,57
Ferulik Asit 13,33+0,57 13.66+0.57 18,06+0,15 17.34+0.57 27,50+0,29
FA@MQgNPs - - - 15,00+0,50

Ferulik Asit 14,00+0,00 16,33+0,05 20,00£0,01  19,0040,57 38,00+0,50

FA@MgNPs
Ferulik Asit 18,30+0,53 18,33+0,08 19,0040,01  21,00+0,02 34,00+0,50
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4.1.3. Real Time PCR Analiz Bulgulan

Calismada hedef genlere spesifik sentezlenen primerlerin  optimizasyonlar
gerceklestirilmis ve Real Time PCR sonucunda, threshold degeri 0,03 olarak
belirlenmistir. Tiim 6rneklerin threshold degerinin {izerinde sonug verdigi ve sigmoidal
egri olusturduklar1 goriilmistiir. Real Time PCR’da elde edilen ornek bir pik
kromotogrami Sekil 4.9°da verilmistir. Kas, karaciger ve bobrek dokularina ait mMRNA
ifade diizeylerini gosteren grafikler, ilgili alt boliimlerde sekil olarak sunulmustur.
Ayrica, tim dokulara ait sayisal veriler ile istatistiksel analiz sonuglart Tablo 4.2°de

topluca verilmis olup, bu tablo bdliim sonunda yer almaktadir.

/' ,/ T
//‘ = Threshold Seviyesi

Orneklerin CT’ye

giris noktalarn

Sekil 4.9. Real Time PCR’da elde edilen 6rnek bir pik kromotogrami
4.1.3.1. Kas Dokusu GH-I ve IGF-1 Gen Ekspresyon Bulgulan

Kas dokusunda GH-1 mRNA ifade diizeylerine gore (Sekil 4.10(A)), kontrol (1,00+0,00),
Mg (0,55+0,06), FA (3,71+£0,01), 0,5 mg NPs (4,27+0,01), 1 mg NPs (1,74+0,07), 1,5 mg
NPs (1,58+0,10) ve 3 mg NPs (1,66+0,06) olarak tespit edilmistir. mRNA ifade diizeyleri
incelendiginde gruplar arasinda anlamli farkliliklar tespit edilmistir (p <0,05). Mg
(0,55+0,09) grubunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma bulunmustur (p <0,05). Bu
durum, Mg grubunda GH-I geninin baskilandigin1 géstermektedir. FA (3,71+£0,01) ve 0,5
mg NPs (4,27+0,01) gruplarinda, GH-I diizeyi kontrol grubuna kiyasla belirgin sekilde
artmis ve en yiiksek seviyeye ulasmistir. Bu bulgular, 0,5 mg NPs dozunun GH-I gen
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ekspresyonunu indiikledigini gostermektedir. 1 mg NPs (1,74+0,07), 1,5 mg NPs
(1,58+0,10) ve 3 mg NPs (1,66+0,06) mg NPs gruplarinda, GH-I diizeyi kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermis olmalarina ragmen, 0,5 mg NPs
dozuna gore daha diisiik kalmistir. Bu durum, GH-I ekspresyonunun doza bagli olarak
degistigini, 0,5 mg dozunun optimal bir etki olusturdugunu diistindiirmektedir.
Dolayistyla FA@MgNPs’lerin, doza bagli olarak GH-I gen ekspresyonunu pozitif yonde

etkileyebilecegi sonucuna varilmistir.

Kas dokusunda IGF-1 mRNA ifade diizeylerine gore (Sekil 4.10(B)), kontrol (1,00+0,00).
Mg (0,11+0,00), FA (1,27+0,10), 0,5 mg NPs (3,54+0,15), 1 mg NPs (2,54+0,07), 1,5 mg
NPs (2,32+0,05) ve 3 mg NPS (2,53+0,08) olarak tespit edilmistir. Kas dokusu mRNA
ifade diizeyleri incelendiginde, gruplar arasinda anlamli farkliliklar tespit edilmistir (p
<0,05). FA (1,27+0,10), 0,5 mg NPs (3,54+0,15), 1 mg NPs (2,54+0,07), 1,5 mg NPs
(2,32+0,05) ve 3 mg NPS (2,5340,08) gruplarinda, istatistiksel olarak anlamli yukar1 gen
regiilasyonu; Mg (0,11+0,00) grubu ise istatistiksel olarak anlamli asag1 gen regiilasyonu
oldugu saptanmistir (p <0,05). Bulgular, Mg grubunda IGF-I gen ekspresyonunun
anlamli diizeyde asagi regiile edildigini gostermektedir. Nanopartikiil uygulama
gruplarinda, IGF-I gen ifadesinin doza bagli olarak anlamli artis gosterdigi tespit
edilmistir (p <0,05). Ozellikle 0,5 mg NPs grubunda en yiiksek diizeye ulasmis ve diger
gruplardan anlamli bir sekilde farklilagtigi gériilmiistiir. Bu sonug, 0,5 mg dozunda IGF-I
geninin en yiiksek seviyede aktive edildigini gostermektedir. 1, 1,5 ve 3 mg NPs
gruplarimin ifade diizeyleri birbiriyle anlamli farklilik olusturmamis fakat kontrol grubu

ile anlamli bir artig gostermistir (p <0,05).
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*Kontrol grubuyla arasinda fark bulunmayan gruplar “a” harfi ile gosterilmistir (Dunnett, p <0,05). Gruplar
arasindaki farkliliklar biiylik harflerle gosterilmistir, farkli biiyiik harf verilen gruplar birbirleriyle
istatistiksel olarak farklidir (Tukey, p <0,05).

Sekil 4.10. Kas dokusuna iliskin GH-I ve IGF-I mRNA ifade diizeyleri

4.1.3.2. Kas Dokusu Antioksidan Genlerin Ekspresyon Bulgulari

Kas dokusunda CAT geni mRNA ifade diizeylerine gore (Sekil 4.11(A)), kontrol
(1,00+0,00), Mg (0,65+0,02), FA (3,32+0,15), 0,5 mg NPs (2,35+0,15), 1 mg NPs
(1,08+0,02) 1,5 mg NPs (1,38+0,10) ve 3 mg NPS (0,60+0,09) olarak tespit edilmistir.

Gruplardaki mRNA ifade diizeyleri degerlendirildiginde, Mg (0,65+0,02) grubunun CAT
geni ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu; FA (3,32+0,15)
grubunun CAT geni ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir yukar1 regiilasyon
oldugu belirlenmistir. Nanopartikiil gruplarinda ise 0,5 mg NPs (2,35+0,15) grubunda
istatistiksel olarak anlamli yukari regiilasyon, 3 mg NPs(0,60+0,09) grubunda,
istatistiksel olarak anlamli asag1 regiilasyon oldugu gozlenmistir. 1 mg NPs (1,08+0,02)
ve 1,5 mg NPs (1,38+0,10) gruplarinda ise istatistiksel olarak anlamli bulunmayan yukar1
regiilasyon belirlenmistir (p <0,05). Bu bulgular, CAT geninin ifade diizeylerinin

uygulanan doza ve gruplara bagli olarak 6nemli 6lgiide degistigini gostermektedir.
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Kas dokusunda SOD mRNA ifade diizeylerine gore (Sekil 4.11(B)), kontrol (1,00+0,00),
Mg (3,30+0,03), FA (3,30+0,01), 0,5 mg NPs (2,03+0,05), 1 mg NPs (1,04+0,01) 1,5 mg
NPs (3,56+0,01) ve 3 mg NPS (3,50+0,04) olarak tespit edilmistir. Buna gore, Mg
(3,30+0,03), FA (3,30+0,01), 0,5 mg NPs (3,49+0,05), 1,5 mg NPs (3,56+0,01) ve 3 mg
NPS (3,50+0,04) gruplarinda istatistiksel olarak anlamli yukar1 gen regiilasyonu oldugu
belirlenmistir (p <0,05).

Kas dokusunda GPX geni mRNA ifade diizeylerine gore (Sekil 4.11(C)), kontrol
(1,00£0,00), Mg (0,89+0,01), FA (1,83+0,13), 0,5 mg NPs (1,45+0,01), 1 mg NPs
(1,04+0,00) 1,5 mg NPs (1,43+0,14) ve 3 mg NPS (2,67+0,07) olarak tespit edilmistir.
Buna gore, FA (1,83+0,13) ve 3 mg NPS (2,67+0,07) gruplarinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir yukar1 gen ekspresyonu belirlenmistir (p <0,05).

Kas dokusunda GR geni mRNA ifade diizeylerine gore (Sekil 4.11(D)), kontrol
(1,00+0,00), Mg (0,36+0,03), FA (1,55+0,09), 0,5 mg NPs (4,45+0,13), 1 mg NPs
(0,15+0,02), 1,5 mg NPs (0,59+0,03) ve 3 mg NPS (3,03+0,02) olarak tespit edilmistir.
Gruplarin gen ekspresyonu Seviyelerine gore, istatistiksel olarak anlamli olan en yiiksek
yukart gen regiilasyonunun, 0,5 mg NPs (4,45+0,13) ve 3 mg NPS (3,03+0,02);
istatistiksel olarak anlamli olan agagi gen regiilasyonunun Mg (0,36+0,03) ve 1,5 mg NPs
(0,59+0,03) gruplarinda oldugu tespit edilmistir (p <0,05).

Kas dokusunda GST geni mRNA ifade diizeylerine gore (Sekil 4.11(E)), kontrol
(1,00+0,00), Mg (1,67+0,01), FA (0,26+0,04), 0,5 mg NPs (2,44+0,01), 1 mg NPs
(0,31+0,07), 1,5 mg NPs (3,65+0,10) ve 3 mg NPS (2,18+0,11) olarak tespit edilmistir.
Mg (1,67+0,01), 0,5 mg NPs (2,44+0,01), 1,5 mg NPs (3,65+0,10) ve 3 mg NPS
(2,184+0,11) gruplarinda istatistiksel olarak anlamli yukari regiilasyon; FA (0,26+0,04) ve
1 mg NPs (0,31+0,07) gruplarinda ise istatistiksel olarak anlamli asag1 regiilasyon oldugu
gozlenmistir (p <0,05).
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*Kontrol grubuyla arasinda fark bulunmayan gruplar “a” harfi ile gosterilmistir (Dunnett, p <0,05). Gruplar
arasindaki farkliliklar biiylik harflerle gosterilmistir, farkli biiyiik harf verilen gruplar birbirleriyle
istatistiksel olarak farklidir (Tukey, p <0,05).

Sekil 4.11. Kas dokusuna iliskin antioksidan enzimlerin mRNA ifade diizeyleri

4.1.3.3. Karaciger Dokusu GH-1 ve IGF-1 Gen Ekspresyon Bulgulari

Karaciger dokusunda GH-1 geni mRNA ifade diizeylerine gore (Sekil 4.12(A)), kontrol
(1,00+0,00), Mg (4,49+0,03), FA (1,58+0,08), 0,5 mg NPs (0,59+0,08), 1 mg NPs
(0,60+0,05), 1,5 mg NPs (1,80+0,02) ve 3 mg NPS (3,49+0,06) olarak tespit edilmistir.
Gruplarin gen ekspresyon ifadelerine gore, istatistiksel olarak anlamli ve en yiiksek
yukar1 gen regiilasyonunun, Mg (4,49+0,03) ve 3 mg NPS (3,49+0,06) gruplarinda
oldugu belirlenmistir. 0,5 mg NPs (0,59+0,08) ve 1 mg NPs (0,60+0,05) gruplarinda ise

istatistiksel olarak anlamli olan asag1 regiilasyon belirlenmistir (p <0,05).

Karaciger dokusunda IGF-I geni mRNA ifade diizeylerine gore (Sekil 4.12(B)), kontrol
(1,00+0,00), Mg (2,32+0,04), FA (1,45+0,06). 0,5 mg NPs (1,93+0,01). 1 mg NPs
(1,02+0,05), 1,5 mg NPs (1,41+0,03) ve 3 mg NPs (3,10+0,01) olarak tespit edilmistir.
Buna gore, Mg (2,32+0,04), ve 3 mg NPs (3,10+0,01) gruplarinda meydana gelen yukari

regililasyonun istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p <0,05).



63

A GH-I B IGF-I
_ 5-
(7]
()]
>
2 -
[¢b)
(7]
§ 3
>
@
5 27
wn
4
(D) 1-
c
(D]
O 4.
N O X 02 092 02 02 N O N 02 09 02 o2
O P TLLLLL O P TLLLLL
& . & 6@@@ & & . & @Q@(@ &
% 0\ NN\ (b % 0« ,»N\ (b
KARACIGER KARACIGER

*Kontrol grubuyla arasinda fark bulunmayan gruplar “a” harfi ile gosterilmistir (Dunnett, p <0,05). Gruplar
arasindaki farkliliklar biiyiik harflerle gosterilmistir, farklt biiyilkk harf verilen gruplar birbirleriyle
istatistiksel olarak farklidir (Tukey, p <0,05).

Sekil 4.12. Karaciger dokusuna iliskin GH-I ve IGF-I mRNA ifade diizeyleri

4.1.3.4. Karaciger Dokusu Antioksidan Genlerin Ekspresyon Bulgular:

Karaciger dokusunda CAT geni mRNA ifade diizeylerine gore (Sekil 4.13(A)), kontrol
(1,00+0,00), Mg (0,41+0,01), FA (1,16+0,00), 0,5 mg NPs (1,97+0,03), 1 mg NPs
(4,95+0,03), 1,5 mg NPs (0,75+0,03) ve 3 mg NPS (0,61+0,05) olarak tespit edilmistir.
Buna gore, FA (1,16+0,00), 0,5 mg NPs (1,97+0,03), 1 mg NPs (4,95+0,03) gruplarinda
belirlenen yukari; Mg (0,41+0,01), 1,5 mg NPs (0,75+0,03) ve 3 mg NPS (0,61+0,05)
gruplarinda ise belirlenen asagi regiilasyonun istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit

edilmistir (p <0,05).

Karaciger dokusunda SOD geni mRNA ifade diizeylerine gore (Sekil 4.13(B)), kontrol
(1,00+0,00), Mg (3,68+0,02), FA (1,39+0,07), 0,5 mg NPs (0,80+0,02), 1 mg NPs
(1,64+0,00), 1,5 mg NPs (2,44+0,01) ve 3 mg NPS (0,44+0,01) olarak tespit edilmistir.
Mg (3,68+0,02), FA (1,39+0,07), 1 mg NPs (1,64+0,00), 1,5 mg NPs (2,44+0,01)
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gruplarinda istatistiksel olarak anlamli yukari regiilasyon gozlenmistir. 0,5 mg NPs
(0,80+0,02) ve 3 mg NPS (0,44+0,01) gruplarinda ise istatistiksel olarak anlamli asagi
regiilasyon oldugu gézlenmistir (p <0,05).

Karaciger dokusunda GPX geni mRNA ifade diizeylerine gore (Sekil 4.13(C)), kontrol
(1,00+0,00), Mg (1,20+0,05), FA (0,40+0,04), 0,5 mg NPs (0,40+0,05). 1 mg NPs
(0,20+0,00) 1,5 mg NPs (0,49+0,08) ve 3 mg NPS (1,75+0,01) olarak tespit edilmistir.
Buna gore, Mg (1,20+0,05) ve 3 mg NPS (1,75+0,01) gruplarindaki yukari; FA
(0,40+0,04), 0,5 mg NPs (0,40+0,05), 1 mg NPs (0,20+0,00) ve 1,5 mg NPs (0,49+0,08)
gruplarinda belirlenen asagi regiilasyonun istatistiksel olarak anlamli oldugu

belirlenmistir (p <0,05).

Karaciger dokusunda GR geni mRNA ifade diizeyleri (Sekil 4.13(D)), kontrol
(1,00+0,00), Mg (1,32+0,06), FA (0,50+0,05), 0,5 mg NPs (1,70+0,02), 1 mg NPs
(1,45+0,00), 1,5 mg NPs (1,55+0,04) ve 3 mg NPS (1,28+0,06) olarak tespit edilmistir.
Elde edilen verilere gore, FA (0,50+0,05) grubunda istatistiksel olarak anlamli bir asagi
regiilasyon; diger gruplarda ise istatistiksel olarak anlamli olan yukari regiilasyon

gozlenmisgtir.

Karaciger dokusunda GST geni mRNA ifade diizeyleri (Sekil 4.13(E)), kontrol
(1,00+0,00), Mg (3,09+0,08), FA (2,07+0,01), 0,5 mg NPs (3,81+0,02), 1 mg NPs
(1,32+0,04), 1,5 mg NPs (2,25+0,00) ve 3 mg NPS (3,89+0,10) olarak tespit edilmistir.
Buna gore, tiim gruplarda belirlenen yukari regiilasyonun istatistiksel olarak anlamli

oldugu gozlenmistir (p <0,05).
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*Kontrol grubuyla arasinda fark bulunmayan gruplar “a” harfi ile gosterilmistir (Dunnett, p <0,05). Gruplar
arasindaki farkliliklar biiylik harflerle gosterilmistir, farkli biiyiik harf verilen gruplar birbirleriyle
istatistiksel olarak farklidir (Tukey, p <0,05).

Sekil 4.13. Karaciger dokusuna iliskin antioksidan enzimlerin mRNA ifade diizeyleri

4.1.3.5. Bobrek Dokusunda GH-I ve IGF-1 Gen Ekspresyon Bulgular:

Bobrek dokusunda GH-1 geni mRNA ifade diizeyleri (Sekil 4.14(A)), kontrol
(1,00+0,00), Mg (0,18+0,05), FA (0,90+0,07), 0,5 mg NPs (0,70+0,00), 1 mg NPs
(0,58+0,08) 1,5 mg NPs (0,45+0,13) ve 3 mg NPs (2,40+0,18) olarak tespit edilmistir.
Buna gore, 3 mg NPs (2,40+0,18) grubunda yukari; diger gruplarda ise istatistiksel olarak

anlaml1 asag regiilasyon oldugu belirlenmistir (p <0,05).

Bobrek dokusunda IGF-I geni mRNA ifade diizeyleri (Sekil 4.14(B)), kontrol
(1,00+0,00), Mg (1,74+0,00), FA (4,18+0,07), 0,5 mg NPs (1,70+0,03), 1 mg NPs
(0,11+0,00), 1,5 mg NPs (2,24+0,02) ve 3 mg NPs (2,58+0,07) olarak tespit edilmistir.
Buna gore, 1 mg NPs (0,11+0,00) grubunda belirlenen asagi; diger gruplarda ise yukari

regiilasyonun istatistiksel olarak 6nemli oldugu gézlenmistir (p <0,05).
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*Kontrol grubuyla arasinda fark bulunmayan gruplar “a” harfi ile gosterilmistir (Dunnett, p <0.05). Gruplar
arasindaki farkliliklar biiylik harflerle gosterilmistir, farkli biiyiik harf verilen gruplar birbirleriyle
istatistiksel olarak farklidir (Tukey, p <0,05).

Sekil 4.14. Bobrek dokusuna iligkin GH-1 ve IGF-I mRNA ifade diizeyleri

4.1.3.6. Bobrek Dokusu Antioksidan Genlerin Ekspresyon Bulgulari

Bobrek dokusunda CAT geni mRNA ifade diizeylerine gore (Sekil 4.15(A)), kontrol
(1,00+0,00), Mg (0,91+0,06), FA (0,50+0,05), 0,5 mg NPs (0,42+0,11), 1 mg NPs
(1,91+0,02), 1,5 mg NPs (1,92+0,00) ve 3 mg NPs (1,63+0,10) olarak tespit edilmistir.
Buna gore, 1 mg NPs (1,91+£0,02), 1,5 mg NPs (1,92+0,00) ve 3 mg NPs (1,63+0,10)
gruplarinda belirlenen yiiksek yukari regiilasyonun; Mg (0,91+0,06), FA (0,50+0,05), 0,5
mg NPs (0,42+0,11) gruplarinda belirlenen asagi regiilasyonun istatistiksel olarak anlamli
oldugu belirlenmistir (p <0,05).

Bobrek dokusunda SOD geni mRNA ifade diizeylerine gore (Sekil 4.15(B)), kontrol
(1,00+0,00), Mg (3,53+0,32), FA (0,88+0,04), 0,5 mg NPs (1,82+0,14), 1 mg NPs
(0,72+0,03), 1,5 mg NPs (1,75+0,04) ve 3 mg NPS (2,10+0,07) olarak tespit edilmistir.
Mg (3,53+0,32), 0,5 mg NPs (1,82+0,14), 1,5 mg NPs (1,75+0,04) ve 3 mg NPS
(2,10+0,07) gruplarinda belirlenen yukari regiilasyonun; FA (0,88+0,04) ve 1 mg NPs
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(0,7240,03) gruplarinda belirlenen asagi regiilasyonun istatistiksel olarak anlamli oldugu
gozlenmistir (p <0,05).

Bobrek dokusunda GPX geni mRNA ifade diizeylerine gore (Sekil 4.15(C)), kontrol
(1,00+0,00), Mg (4,89+0,04), FA (3,70+0,22), 0,5 mg NPs (3,35+0,03), 1 mg NPs
(0,89+0,16), 1,5 mg NPs (3,75+0,07) ve 3 mg NPs (4,04+0,02) olarak tespit edilmistir.
Buna gore, 1 mg NPs (0,89+0,16) grubunda belirlenen asagi regiilasyonun ve diger
gruplarda Dbelirlenen yukar1 regililasyonlarin istatistiksel olarak anlamli oldugu

gozlenmistir (p <0,05).

Bobrek dokusunda GR geni mRNA ifade diizeylerine gore (Sekil 4.15(D)), kontrol
(1,00+0,00), Mg (3,19+0,14), FA (0,93+0,03), 0,5 mg NPs (3,47+0,06), 1 mg NPs
(3,47+0,13) 1,5 mg NPs (4,72+0,13) ve 3 mg NPs (4,79+0,13) olarak tespit edilmistir.
Buna gore, FA (0,93+0,04) gurubunda belirlenen asagi regiilasyonun ve diger gruplarda
belirlenen yukari regiilasyonlarin istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlenmistir (p

<0,05).

Bobrek dokusunda GST geni mRNA ifade diizeylerine gore (Sekil 4.15(E)), kontrol
(1,00+0,00), Mg (4,05+0,02), FA (1,80+0,00), 0,5 mg NPs (0,94+0,03), 1 mg NPs
(1,22+0,06), 1,5 mg NPs (4,19+0,08) ve 3 mg NPs (5,50+0,11) olarak tespit edilmistir.
Buna gore, Mg, FA, 1,5 ve 3 mg uygulama gruplarinda anlamli yukar1 gen regiilasyonu
belirlenmistir. 0,5 ve 1 mg uygulama gruplarinda ise kontrol grubuyla ayni diizeyde gen

regiilasyonu oldugu belirlenmistir.
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*Kontrol grubuyla arasinda fark bulunmayan gruplar “a” harfi ile gosterilmistir (Dunnett, p <0,05). Gruplar
arasindaki farkliliklar biiylik harflerle gosterilmistir, farkli biiyiik harf verilen gruplar birbirleriyle
istatistiksel olarak farklidir (Tukey, p <0,05).

Sekil 4.15. Bobrek dokusuna iligkin antioksidan enzimlerin mRNA ifade diizeyleri
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Tablo 4.2. Dokularin gen ekspresyonu (ort. + SEM) ve istatistiksel veriler

Uygulama Gruplari (mg/g)
Kontrol Mg FA 0,5 mg NPs 1 mg NPs 1,5 mg NPs 3 mg NPs P F
Dokular Degeri | Degeri
GH-I | 1,00+0,00%° 0,55+0,06% 3,71+0,01% | 4,27+0,01* 1,74+0,07° 1,58+0,10¢ 1,66+0,06° 0,000 | 506,67
IGF-1 | 1,00+0,00% 0,11+0,00° 1,27+0,10% | 3,54+0,15" 2,54+0,07° 2,32+0,05° 2,53+0,08°% 0,000 | 178,64
CAT | 1,00£0,00°° | 0,65+0,02°® | 3,32+0,15" | 2,35+0,15° 1,08+0,02°P | 1,38+0,10% 0,60+0,09® | 0,000 | 101,11
KAS SOD | 1,00£0,00” | 330+0,03° | 330+0,01° |203+0,05° [1,04+0,01" |356+0,01" |3,50+0,04" | 0,000 | 134293
GPX | 1,00£0,00°°% | 0,89+0,01% | 1,83+0,13% | 1,45+0,015° | 1,04+0,00°PF | 1,43+0,145°° | 2,67+0,07* 0,000 | 60,66
GR 1,00+0,00%° 0,36+0,035" | 1,55+0,00° | 4,45+0,13* 0,150,027 0,59+0,03F 3,03+0,028 0,000 | 559,12
GST | 1,00+0,00%° 1,67+0,01°¢ 0,26+0,045 | 2,44+0,0,01% | 0,31+0,07F 3,65+0,10" 2,18+0,118 0,000 | 334,23
GH-I | 1,00+0,00%° 4,49+0,03* 1,58+0,08° | 0,59+0,08% 0,60+0,05% 1,80+0,02°°F | 4,49+0,06° 0,000 | 692,80
» IGF-1 | 1,00+0,00° 2,32+0,04° 1,45+0,06° | 1,93+0,0,01¢ | 1,02+0,05% 1,41+0,03° 3,10+0,01* 0,000 | 372,94
IéARACIGE CAT | 1,00£0,00° | 0,410,005 | 1,16:0,00° | 1,07£0,08% | 495:0,03* | 0,75£0,03° | 0,6120,05° | 0,000 | 2501,05
SoD | 1,00+0,00% 3,68+0,02 1,39+0,07° | 0,80+0,02 1,64+0,00¢ 2,44+0,015 0,44+0,01¢ 0,000 | 1233,02
GPX | 1,00+0,00® 1,20+0,05° | 0,40+0,04°° | 0,40+0,05°° | 0,20+0,00° 0,49+0,08¢ 1,75+0,014 0,000 | 141,49
GR 1,00+0,00*° 1,32+0,06%¢ | 0,50+0,05° | 1,70+0,02" 1,45+0,00%¢ | 1,55+0,04"® | 1,28+0,06° 0,000 | 82,19
GST | 1,00+0,00° 3,09+0,08° 2,07+0,01¢ | 3,81+0,02" 1,32+0,04° 2,25+0,00¢ 3,89+0,074 0,000 | 41584
GH-1 | 1,00+0,00* 0,18+0,05° 0,90+0,07*® | 0,70+0,00°% | 0,58+0,08°%¢ | 0,45+0,13% | 2,40+0,18" 0,000 | 53,76
) IGF-1 | 1,00£0,00%* 1,74+0,0,00° | 4,18+0,07* | 1,70+0,03° 0,11+0,00" 2,24+0,02¢ 2,58+0,07° 0,000 | 937,40
HOIEIRIE CAT | 1,00£0,00% | 0,91+0,06® | 0,50+0,05 |042£0,11C | 1,9120,02 | 1,02+0,00° | 1,63x0,10° | 0,000 | 88,85
SOD | 1,00+0,00°° | 3,53+0,32" 0,88+0,04%° | 1,82+0,14° 0,72+0,03%° 1,75+0,04%¢ | 2,10+0,07® 0,000 | 46,83
GPX | 1,00+0,00%° 4,89+0,04* 3,70+0,225¢ | 3,35+0,03¢ 0,89+0,16%°° | 3,75+0,075¢ | 4,04+0,02° 0,000 | 191,97
GR 1,00+0,00% 3,19+0,148 0,93+0,03° | 3,47+0,06° 3,47+0,13% 4,72+0,13" 4,79+0,13" 0,000 | 223,65
GST | 1,00+0,00%° 4,05+0,02° 1,80+0,00° | 0,94+0,03%° 1,22+0,06°° | 4,19+0,08° 5,50+0,11" 0,000 | 894,75

*Aym satirda, kontrol grubuyla arasinda fark bulunmayan gruplar “a” harfi ile gosterilmistir (Dunnett, p <0,05). Gruplar arasindaki farkliliklar biiyiik harflerle

gosterilmistir, farkli bityiik harf verilen gruplar birbirleriyle istatistiksel olarak farklidir (Tukey, p <0,05).
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4.1.4. Antioksidan Enzim Aktivitesi Bulgulari

Kas, karaciger ve bobrek dokularina ait sonuglar ve grafikler, ilgili alt boliimlerde yer
almaktadir. Tiim dokulara ait sayisal veriler ile istatitiksel analiz sonuglar1 Tablo 4.3’te

topluca verilmis olup, bu tablo bdliim sonunda sunulmustur.

4.1.4.1. Kas Dokusu Antioksidan Enzim Aktivitesi Bulgular:

Kas dokusunda CAT enzim aktivitesi sonuglarina gore (Sekil 4.16(A)), kontrol grubu
(38,88+0,62). Mg (36,05+1,50), FA (36,46+0,23), 0,5 mg NPs (36,00+2,76), 1 mg NPs
(36,07+1,08), 1,5 mg NPs (36,04+2,77), 3 mg NPs (36,81+1,19) olarak belirlenmistir.
Uygulama gruplar1 hem kontrol grubuyla hem de birbirleriyle karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (p <0,05).

Kas dokusunda SOD enzim aktivitesi sonuglarina gore (Sekil 4.16(B)), kontrol grubu
(14,69+0,21), Mg (15,11+0,43), FA (14,76+0,40), 0,5 mg NPs (14,42+0,65), 1 mg NPs
(14,37+0,24), 1,5 mg/g NPs (15,60+0,38), 3 mg NPs (16,80+0,46) olarak belirlenmistir.
Uygulama gruplar1 ile kontrol grubu karsilastirildiginda, kontrol grubu (14,69+0,21) ile 3
mg NPs (16,80+0,46) uygulama grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir aktivite
artist saptanmugtir (p <0,05). Diger uygulama gruplar: ile kontrol grubu arasinda ise
istatistiksel olarak anlamli  fark bulunmamistir. Uygulama gruplari  birbiriyle
karsilagtirildiginda ise gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar oldugu
gozlenmistir (p <0,05).

Kas dokusunda GPX enzim aktivitesi sonuglarina gore (Sekil 4.16(C)), kontrol grubu
(31,23+0,21), Mg (32,95+1,64), FA (40,62+0,27), 0,5 mg NPs (29,10+0,39), 1 mg NPs
(33,26+0,12), 1,5 mg NPs (34,96+0,45) ve 3 mg NPs (34,34+0,14) olarak belirlenmistir.
Uygulama gruplari ile kontrol grubu karsilastirildiginda, FA (40,62+0,27), 0,5 mg NPs
(29,10+0,39), 1 mg NPs (33,26+0,12), 1,5 mg NPs (34,96+0,45) ve 3 mg NPs
(34,34+0,14) gruplarinin hem kontrol grubu ile hem de kendi aralarinda istatistiksel
olarak anlamli farkliliklar oldugu belirlenmistir (p <0,05).
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Kas dokusunda GR enzim aktivitesi sonuglarma gore (Sekil 4.16(D)), kontrol grubu
(27,21+0,17), Mg (28,14+0,87), FA (32,59+0,84), 0,5 mg NPs (23,67+0,65), 1 mg NPs
(26,93+0,24), 1,5 mg NPs (26,64+0,41) 3 mg NPs (18,06+0,77) olarak belirlenmistir.
Uygulama gruplari ile kontrol grubu karsilastirildiginda, Mg (28,14+0,87), 1 mg NPs
(26,93+0,24) ve 1,5 mg NPs (26,64+0,41) gruplarinin enzim aktivitesinde istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik olmadigi; FA (32,59+0,84), 0,5 mg NPs (23,67+0,65) ve 3 mg
NPs (18,06+0,77) gruplarinda ise istatistiksel olarak anlamli farkliliklar oldugu
saptanmistir (p <0,05). Uygulama gruplar1 birbiriyle karsilastirildiginda ise gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gézlenmistir (p <0,05).

Kas dokusunda GST enzim aktivitesi sonug¢larina gore (Sekil 4.16(E)), kontrol grubu
(16,55+0,51), Mg (19,72+0,48), FA (18,36+0,23), 0,5 mg NPs (18,02+0,67), 1 mg NPs
(15,70+0,30), 1,5 mg NPs (18,66+0,81), 3 mg NPs (19,80+0,35) olarak belirlenmistir.
Uygulama gruplari ile kontrol grubu karsilastirildiginda, 0,5 mg NPs (18,02+0,67), 1 mg
NPs (15,70+0,30) gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olusmadigi; diger
gruplar ile kontrol grubu arasinda ise istatistiksel olarak anlamli farklar olustugu
saptanmistir (p <0,05). Gruplar birbiriyle karsilastirildiginda ise aralarinda istatistiksel
olarak anlamli farklar oldugu belirlenmistir (p <0,05) (Tablo 4.3.).
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*Kontrol grubuyla arasinda fark bulunmayan gruplar “a” harfi ile gosterilmistir (Dunnett, p <0,05). Gruplar
arasindaki farkliliklar biiyiik harflerle gosterilmistir, farkli biiyiik harf verilen gruplar birbirleriyle
istatistiksel olarak farklidir (Tukey, p <0,05).

Sekil 4.16. Kas dokusuna iliskin antioksidan enzimlerin aktivite diizeyleri
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4.1.4.2. Karaciger Dokusu Antioksidan Enzim Aktivitesi Bulgulari

Karaciger dokusunda CAT enzim aktivitesi sonuglarina gore (Sekil 4.17(A)), kontrol
grubu (34,03+1,20), Mg (35,70+0,75), FA (35,99+1,21), 0,5 mg NPs (35,67+1,07), 1 mg
NPs (31,04+0,34), 1,5 mg NPs (39,46+1,69), 3 mg NPs (35,83+2,00) olarak
belirlenmistir. Uygulama gruplart hem kontrol grubu ile hem de birbirleriyle

karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli farklarin olustugu saptanmistir (p <0,05).

Karaciger dokusunda SOD enzim aktivitesi sonuglarina gore (Sekil 4.17(B)), kontrol
grubu (11,95+0,81), Mg (12,51+0,28), FA (12,27+0,21), 0,5 mg NPs (11,18+0,35), 1 mg
NPs (13,83+0,99), 1,5 mg NPs (14,36+0,79), 3 mg NPs (13,47+0,78) olarak
belirlenmistir. Uygulama gruplar ile kontrol grubu karsilastirildiginda, 1,5 mg NPs
(14,36+0,79) grubu ile istatistiksel olarak anlamli olan enzim aktivitesi artig1 saptanmistir
(p <0,05). Gruplar birbirleriyle karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak anlamli
farkliliklar olustugu saptanmistir (p <0,05).

Karaciger dokusunda GPX enzim aktivitesi sonuglarma goére (Sekil 4.17(C)), kontrol
grubu (27,72+0,66), Mg (32,77+0,71), FA (26,83+2,13), 0,5 mg NPs (27,81+1,27), 1 mg
NPs (32,06+2,02), 1,5 mg NPs (28,29+1,64), 3 mg NPs (28,62+1,73) olarak
belirlenmistir. Uygulama gruplar1 hem kontrol grubu karsilastirildiginda hem de
birbiriyle karsilastirildiginda, Mg (32,77+0,71) ve FA (26,83+2,13) gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu; diger gruplar ile farklarin anlamli olmadig:

belirlenmistir.

Karaciger dokusunda GR enzim aktivitesi sonuglarina gore (Sekil 4.17(D)), kontrol grubu
(23,34+0,24), Mg (26,06+0,40), FA (25,45+0,77), 0,5 mg NPs (24,82+1,10), 1 mg NPs
(27,80+0,79), 1,5 mg NPs (28,16+2,71), 3 mg NPs (23,51+1,16) olarak belirlenmistir.
Uygulama gruplari hem kontrol grubu karsilagtirildiginda hem de birbiriyle
karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli farkliliklar oldugu saptanmistir (p <0,05).

Karaciger dokusunda GST enzim aktivitesi sonuglarina gore (Sekil 4.17(E)), kontrol
grubu (17,43+0,25), Mg (16,03+0,23), FA (17,80+0,23), 0,5 mg NPs (18,45+0,14), 1 mg
NPs (17,00+0,28), 1,5 mg NPs (16,71+0,86), 3 mg NPs (15,20+0,89) olarak
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belirlenmistir. Uygulama gruplari hem kontrol grubu ile karsilastirildiginda hem de

birbirleriyle karsilagtirildiginda istatiksel olarak anlamli farkliliklar oldugu saptanmistir

(p <0,05) (Tablo 4.3.).
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*Kontrol grubuyla arasinda fark bulunmayan gruplar “a” harfi ile gosterilmistir (Dunnett, p <0,05). Gruplar
arasindaki farkliliklar biiylik harflerle gosterilmistir, farkli biiyiik harf verilen gruplar birbirleriyle
istatistiksel olarak farklidir (Tukey, p <0,05).

Sekil 4.17. Karaciger dokusuna iligkin antioksidan enzimlerin aktivite diizeyleri

4.1.4.3. Bobrek Dokusu Antioksidan Enzim Aktivitesi Bulgular:

Bobrek dokusunda CAT enzim aktivitesi sonuglarina gore (Sekil 4.18(A)), kontrol grubu
(42,48+0,30), Mg (39,00+0,70), FA (33,16+0,23), 0,5 mg NPs (37,32+0,04), 1 mg NPs
(44,54+0,32), 1,5 mg NPs (53,45+0,27), 3 mg NPs (35,68+0,22) olarak belirlenmistir.
Uygulama gruplart hem kontrol grubu ile hem de birbirleriyle karsilastirildiginda,

aralarinda istatistiksel olarak anlamli farliliklarin oldugu saptanmustir (p <0,05).

Bobrek dokusunda SOD enzim aktivitesi sonuglarina goére (Sekil 4.18(B)), kontrol grubu
(15,31+0,59), Mg (13,89+0,99), FA (14,53+0,53), 0,5 mg NPs (13,36+0,24), 1 mg NPs
(16,64+0,60), 1,5 mg NPs (14,86+0,56), 3 mg NPs (15,70+0,31) olarak belirlenmistir.
Uygulama gruplar1 kontrol grubuyla karsilastirildiginda, 0,5 mg NPs (13,36+0,24)
grubunda belirlenen diisiik enzim aktivitesi diizeyinin istatistiksel olarak anlamli oldugu;

diger gruplar ile istatistiksel olarak anlamli farklarin olusmadigi belirlenmistir. Gruplar
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birbiriyle karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak anlamli farklarin  olustugu

saptanmustir (p <0,05).

Bobrek dokusunda GPX enzim aktivitesi sonuglarina gore (Sekil 4.18(C)), kontrol grubu
(37,73+0,33), Mg (33,77+0,39), FA (35,5040,84), 0,5 mg NPs (35,97+0,81), 1 mg NPs
(32,66+2,41), 1,5 mg NPs (52,08+0,82), 3 mg NPs (34,46+0,27) olarak belirlenmistir.
Uygulama gruplar1 hem kontrol grubu ile hem de birbirleriyle karsilastirildiginda,

istatistiksel olarak anlamli farkliliklarin oldugu saptanmistir (p <0,05).

Bobrek dokusunda GR enzim aktivitesi sonuglarina gore (Sekil 4.18(D)), kontrol grubu
(29,50+1,02), Mg (30,68+0,35), FA (28,02+0,68), 0,5 mg NPs (33,83+0,62), 1 mg NPs
(31,54+0,27), 1,5 mg NPs (30,46+0,29), 3 mg NPs (27,12+0,22). olarak belirlenmistir.
Uygulama gruplar1 hem kontrol grubu ile hem de birbirleriyle karsilastirildiginda,

istatistiksel olarak anlamli farkliliklarin olustugu saptanmustir (p <0,05).

Bobrek dokusunda GST enzim aktivitesi sonuglarina gore (Sekil 4.18(E)), kontrol grubu
(20,08+0,15), Mg (19,43+0,28), FA (17,65+0,83), 0,5 mg NPs (21,66+0,29), 1 mg NPs
(22,36+0,19), 1,5 mg NPs (23,96+0,88), 3 mg NPs (23,234+0,03) olarak belirlenmistir.
Uygulama gruplar1 hem kontrol grubu ile hem de birbirleriyle karsilastirildiginda,
istatistiksel olarak anlamli farkliliklarin oldugu gézlenmistir (p <0,05) (Tablo 4.3.).
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*Kontrol grubuyla arasinda fark bulunmayan gruplar “a” harfi ile gosterilmistir (Dunnett, p <0,05). Gruplar
arasindaki farkliliklar biiyiik harflerle gosterilmistir, farkli bilyiikk harf verilen gruplar birbirleriyle
istatistiksel olarak farklidir (Tukey, p <0,05).

Sekil 4.18. Bobrek dokusuna iligkin antioksidan enzimlerin aktivite diizeyleri



Tablo 4.3. Dokularin enzim aktivitesi (ort. + SEM) ve istatistiksel veriler
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Uygulama Gruplari (mg/g)
Kontrol Mg FA 0,5 mg NPs 1 mg NPs 1,5 mg NPs 3 mg NPs P F
Dokular Degeri | Degeri
CAT | 38,88+0,62*" 36,05+1,50* 36,46+0,23* 364+2,76%4 36,071,084 36,04+2,77% 36+1,19% 0,509 | 0,92
KAS SOD | 14,69+0,21*° 15,11+0,43%® 14,76+0,40°® 14,4240,65® | 14,37+0,24°® 15,60+0,38% | 16,80£0,46™ 0,001 | 8,17
GPX | 31,23+0,21%P 32,95+1,64%¢ 40,62+0,27"" 29,10+0,39°° | 33,26+0,12°6€ | 34,96+0,45" 34,34+0,14"® 0,000 | 56,13
GR 27,21+0,17%8 28,1440,87%8 32,59+0,84°" 23,67+0,65°C | 26,93+0,24% 26,64+0,41% 18,0620,77°° 0,000 | 99,95
GST | 16,55+0,51%8C 19,72+0,48°A 18,360,238 18,02+0,67* | 15,70+0,30° 18,66+0,81°* 19,80+0,35°A 0,000 | 13,79
CAT | 34+1,20%® 35,70+0,758 35,99+1,21%48 35,67+1,07%% | 31,0440,34% 39,46+1,69°4 35,83+2,008 0,002 6,31
KARACIGER | SOD | 11,95£0,81%¢ | 12,51+0,28%¢ | 1227+0,21*%¢ | 11,18+0,35°° | 13,83£0,99"® | 14,36+0,79"" 13,47+0,78%¢ | 0,004 | 5,65
GPX | 27,72+0,66*® 32,77+0,71°A 26,83+2,13%8 27,81+1,278 | 32,06+2,02%8 28,29+1,64*8 28,62+1,73*8 0,011 | 4,36
GR 23,3440,24% 26,06+0,40%8¢ 25,45+0,7748¢ | 24,82+1,10%® | 27,80+0,79"B 28,162,714 23,51+1,16%¢ 0,010 | 4,42
GST | 17,43+0,25%® 16,03+0,23%8¢ 17,80+0,23%8 18,45+0,14% | 17,00+£0,28*8 16,71+0,86%5¢ 15,20+0,89°¢ 0,000 | 8,57
CAT | 42,48+0,30% 39,00+0,70°° 33,16+0,23% 37,32+0,04" | 44,54+0,32"8 53,45+0,27"" 35,68+0,22° 0,000 | 732,24
BOBREK SOD | 1531+0,59%¢ | 13,89+0,99"°¢ | 14,53+0,53°¢ | 13,36+0,24°° | 16,64+0,60* 14,86+0,56*%¢ | 15,70+0,31*® | 0,001 | 6,90
GPX | 37,73+0,33%® 33,77+0,39"¢ 35,50£0,84%E¢ 35,97+0,81%5¢ | 32,66+2,41°¢ 52,08+0,82"" 34,46+0,27°%¢ | 0,0001 | 75,03
GR 29,50+1,02%P 30,68+0,35%5¢ 28,02+0,68°°F 33,83+0,62"" | 31,54+0,27°8 30,46+0,29%¢ | 27,12+0,22" 0,000 | 31,13
GST | 20,08+0,15%P 19,43+0,28%° 17,65+0,83" 21,66+0,29°€ | 22,36+0,19°*% | 23,96+0,88°" 23,23+0,03"*® | 0,0001 | 40,85

*Ayni satirda, kontrol grubuyla arasinda fark bulunmayan gruplar “a” harfi ile gosterilmistir (Dunnett, p <0,05), Gruplar arasindaki farkliliklar biiyiik harflerle gosterilmistir,
farkli bityiik harf verilen gruplar birbirleriyle istatistiksel olarak farklidir (Tukey, p <0,05).
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4.1.5. Yag Asidi Profilleri

Yag asidi metil esterlerinin tanimlanmasi i¢in referans bilesik olarak Alfa-Linolenik Asit
(ALA) ve Cod liver (COD LIV) standart karisimlart kullamilmistir. Bu standartlar
araciligtyla yag asidi metil esterlerinin tanimlanmasi i¢in alikonma siireleri belirlenmistir
ve numunelerdeki bilesiklerin tayini bu verilere dayanarak gerceklestirilmistir. Asagida
standart karisimlara ait kromatografik profiller (Sekil 4.19 ve Sekil 4.20) ve alikonma

siireleri sunulmustur.
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Sekil 4.19. ALA kullanilarak elde edilen standart yag asidi kromatogrami1
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Sekil 4.20. COD LIV kullanilarak elde edilen standart yag asidi kromatogram
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4.1.5.1. Kas Dokusu Yag Asidi Profili

Baliklarin kas dokusu yag asidi analizi sonucunda, 19 yag asidi tespit edildi. Doymus yag
asitlerinden, kaprik asit, miristik asit, pentadekanoik asit, palmitik asit, heptadekanoik
asit, stearik asit, arasidik asit, behenik asit belirlenmistir. Doymamis yag asitleri olarak;
linoleik asit, gamma-linolenik asit, alfa-linolenik asit, arasidonik asit, eikosapentanoik
asit (EPA), dokosapentanoik asit (DPA), dokosahekzanoik asit (DHA) ¢oklu doymamis
yag asitleri olarak; miristoleik asit, palmitoleik asit, heptadekenoik asit ve oleik asit ise
tekli doymamis yag asitleri olarak belirlenmistir. Kas dokusuna iligkin gruplarin yag asidi
profili Tablo 4.4’te verildi. SFA’da, kontrol grubuna kiyasla Mg uygulama grubunda
istatiksel olarak anlamli bir degisiklik olmadigi; diger gruplarda ise diisiikk SFA degerleri
oldugu belirlendi. MUFA, Mg, FA ve 1,5 mg FA@MgNPs uygulama gruplarinda
istatiksel olarak anlamli bir farklilik olmadigr; diger gruplarda ise diisitk MUFA degerleri
oldugu belirlendi. PUFA, Mg grubunda istatistiksel olarak anlamli olmayan bir farklilik
diger gruplarda ise istatistiksel olarak anlamli olan yiiksek PUFA degerleri belirlendi.



Tablo 4.4. Kas dokusu % yag asidi profili (ort. £ SEM) ve istatistiksel veriler
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Yag Asidi Kontrol Mg FA 0,5 mg NPs 1 mg NPs 1,5 mg NPs 3 mg NPs P Degeri | F Degeri
10:00 1,57+0,53° 0,69+0,15" 0,22+0,10 0,13+0,00 0,62+0,51 - 0,42+0,26 0,003 5,94
14:00 2,71+0,10° 3,39+0,29° 3,29+0,21° 2,64+0,09° 2,67+0,11° 3,1240,14° 2,32+0,48° 0,020 3,74
1401 0,19+0,03° 0,23+0,02° 0,26+0,03° 0,23+0,00° - - 0,17+0,09° 0,000 20,88
15-00 0,30+0,02° 0,38+0,04° 0,36+0,03° 0,35+0,02° 0,31+0,01° 1,18+0,01° 0,31+0,01° 0,453 1,02
16:00 17,59+0,76* | 18,88+3,23" 16,34+0,68° 17,25+0,77° 16,94+0,47° 16,33+0,32° 17,77+1,43° 0,254 1,48
16:1 5,33+0,21° 5,53+0,86" 5,66+0,41° 5,00+0,07° 5,17+0,35" 5,65+0,25" 4,30+1,36° 0,266 1,45
17:00 0,08+0,05° 0,28+0,14 0,29+0,01 0,26+0,03° 0,24+0,01° 0,33+0,02 0,29+0,06 0,024 3,53
17:01 0,11+0,00° - 0,17+0,01° 0,13+0,02° 0,16+0,02° 0,23+0,02 0,10-+0,06° 0,000 17,70
18:00 6,40+0,66" 5,61+0,82° 4,23+0,30 4,67+0,28 5,14+0,63° 4,42+0,01 5,32+0,79° 0,006 5,10
18:1 32,06+1,27° 32,09+3,29°% 31,84+1,23° 28,22+2,44° 28,95+0,63" | 33,92+2,15° 27,97+1,98° 0,012 4,30
18:2 14,99+0,12° 15,33+0,96° 16,46+0,40° 14,85+0,72° 14,32+1,02° 15,74+0,41° 12,52+3,48° 0,106 2,19
18:3 n6 0,10+0,03° 0,15+0,04° 0,22+0,04 0,19+0,01° 0,25+0,01 0,25+0,03 0,20+0,06 0,006 4,99
18:3n3 2,32+0,11° 2,14+0,50° 2,73+0,21° 2,49+0,15° 2,55+0,22° 2,50+0,08" 2,20+0,36° 0,194 1,70
20:00 0,57+0,05° 0,54+0,21° 0,74+0,05° 0,68+0,05° 0,70+0,06" 0,65+0,27° 0,64+0,20° 0,733 0,59
20:02 1,33+0,14° 1,69+0,23" 1,79+0,23° 1,61+0,38° 1,84+0,03" 1,61+0,38° 1,20+0,57° 0,208 1,64
22:00 0,72+0,01° 0,75+0,14° 0,91+0,07° 0,81+0,10° 0,93+0,01° 0,74+0,31° 0,79+0,05° 0,445 1,03
20-5 n3 3,17+0,89° 2,84+1,16° 3,09+0,09° 4,42+0,80° 3,50+0,32° 2,40+1,62° 3,92+1,30° 0,316 1,31
22:5n6 0,23+0,01° 0,32+0,01° 0,28+0,07° 0,38+0,04° 0,37+0,05" 0,63+0,46" 0,48+0,13" 0,243 1,50
22:6 13 10,23+1,55° 12,41+0,92¢ 10,38+2,53° 15,69+1,86 14,51+0,05° 10,30+1,66° 16,40+2,82 0,064 2,62
SFA 29,94+0,27 30,52+0,62 26,38+0,18 26,79+0,13 27,55+0,16 26,77+0,13 27,86+0,41

MUFA 37,69+0,37 37,85+1,04 37,930,42 33,58+0,51 35,11x1,76 39,80+0,80 32,54+1,13

PUFA 32,37+0,40 31,63+1,18 35,78+0,51 39,63+0,16 37,34+0,24 33,43+0,66 39,65+2,23

* Aym satirda, kontrol grubuyla arasinda fark bulunmayan gruplar “a” harfi ile gosterilmistir (Dunnett, p <0,05).
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4.1.5.2. Karaciger Dokusu Yag Asidi Profili

Baliklarin karaciger dokusu yag asidi analizi sonucunda, 16 yag asidi tespit edildi.
Doymus yag asitlerinden, miristik asit, pentadekanoik asit, palmitik asit, heptadekanoik
asit, stearik asit, arasidik asit, behenik asit; Coklu doymamis yag asitlerinden, linoleik
asit, gamma-linolenik asit, alfa-linolenik asit, arasidonik asit, eikosapentanoik asit (EPA),
dokosapentanoik asit (DPA), dokosahekzanoik asit (DHA) ve tekli doymamis yag
asitlerinden; palmitoleik asit, oleik asit belirlenmistir. Karaciger dokusuna iliskin
gruplarin  yiizde yag asidi profili Tablo 4.5°te wverildi. Kontrol grubuyla
karsilastirildiginda, tiim gruplarda istatistiksel olarak anlamli olan diisiik SFA degerleri
belirlendi. MUFA, 1 ve 1,5 mg FA@MQgNPs uygulama gruplarinda istatiksel olarak
anlamli olmayan farklilik; diger gruplarda ise istatistiksel olarak anlamli olan diisiik
MUFA degerleri gozlendi. Yiiksek PUFA degerleri, tim gruplarda istatistiksel olarak
anlaml1 bulundu (p <0,05).



Tablo 4.5. Karaciger dokusu % yag asidi profili (ort. £ SEM) ve istatistiksel veriler
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Kontrol Mg FA 0,5 mg NPs 1 mg NPs 1,5 mg NPs 3 mg NPs P Degeri F Degeri
14:00 1,46+0,22° 1,19+0,18° 1,09+0,13 1,17+0,20 1,39+0,49° 1,14+0,22° 1,20+0,10° 0,554 0,85
15:00 0,26+0,12° 0,29+0,08? 0,32+0,03° 0,33+0,00° 0,34+0,02° 0,31+0,06° 0,32+0,04° 0,826 0,46
16:00 24,13+0,76° 19,27+0,97 19,19+1,67 19,17+0,16 19,15+1,15 20,18+0,22 19,98+0,42 0,000 11,56
16:1 2,87+0,47° 1,10+0,23 1,05+0,19 0,89+0,28 0,77+0,03 0,81+0,07 0,97+0,62 0,000 14,63
17:00 0,17+0,07% 0,16+0,05% 0,12+0,07% 0,15+0,04% 0,21+0,10 0,31+0,02% 0,19+0,05% 0,085 2,38
18:00 7,47+1,51° 7,20+0,49° 6,82+0,46° 6,44+1,03° 6,72+0,40° 6,23+0,85° 6,67+0,38° 0,507 0,92
18:1 16,82+0,88 16,99+2,66° 16,15+0,57° 15,81+0,67° 15,87+0,99% 18,33+0,85% 16,23+0,86° 0,258 1,47
18:2 6,09+0,73° 6,20+0,7° 6,66+0,47° 6,39+1,15° 7,75+1,67° 7,48+0,20° 6,45+0,45° 0,244 1,52
18:3 n6 0,36+0,37° 0,09+0,01° 0,10+0,02° 0,05+0,00° 0,08+0,01° 0,06+0,02° 0,06+0,03* 0,182 1,75
18:3 n3 0,62+0,07° - 0,51+0,09° 0,51+0,31° 0,86+0,43° 1,23+0,52° 0,91+0,25° 0,006 5,01
20:00 0,53+0,63° 0,30+0,38° 0,67+0,51° 0,94+0,13% 0,25+0,35* 0,61+0,80° 0,69+0,52° 0,700 0,64
22:00 1,40+0,46 1,25+0,07° 1,28+0,09° 1,15+0,18% 1,06+0,8° 1,02+0,52° 0,94+0,56° 0,703 0,63
20:4 n6 1,00+0,10° 1,00+0,24° 1,00+0,17° 0,83+0,31° 0,76+0,15* 0,78+0,00° 0,81+0,54° 0,791 0,51
20:5 n3 2,05+0,54° 2,32+0,28% 3,36+0,38 2,48+0,32° 3,06+0,72° 3,11+0,39° 2,81+0,79° 0,065 2,62
22:5n6 0,85+0,16° 0,81+0,12° 0,85+0,12° 0,70+0,17° 0,60+0,09° 0,53+0,25° 0,84+0,04° 0,097 2,27
22:6 n3 34,02+0,65° 41,85+1,03 40,84+1,18 43,08+0,71 41,07+0,49 37,87+0,52 41,08+1,50 0,000 32,16
SFA 35,42+0,53 29,66+0,31 29,49+0,42 29,24+0,24 29,18+0,61 29,80+0,38 29,99+0,29
MUFA 19,69+0,67 18,09+1,44 17,2+0,38 16,70+0,47 16,64+0,51 19,14+0,46 17,2+0,74
PUFA 44,89+0,37 50,93+0,34 53,31+0,34 54,04+0,42 54,18+0,50 51,06+0,27 52,96+0,51

*Ayni satirda kontrol grubuyla arasinda fark bulunmayan gruplar “a” harfi ile gosterilmistir (Dunnett, p <0,05).
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4.2. Tartisma
4.2.1. UV-Visible Spektroskopi Sonu¢larinin Degerlendirilmesi

UV-Vis spektroskopisi, genis bir organik bilesik grubunun yani sira bazi inorganik tiirler
icin de uygun, basit, ekonomik, esnek ve tahribatsiz bir analitik yontem olarak kabul
edilmektedir. Bu spektrometreler, ortamdan gecen 1s18in dalga boyunun bir fonksiyonu
olarak 1s18in  emilim veya gegirgenlik Olglimlerini gerceklestirmektedir. Uv-vis
spektroskopisi, kat1 ve toz halindeki materyallerin 6zelliklerini 6lgmek igin gelistirilmis
bir yontem olup yiiksek sacilma 6zelligine sahiptir. Cok ¢esitli disiplinlerde kullanilmakla
beraber Ozellikle nanoteknoloji ve ¢evre miihendisligi gibi alanlarda yaygin olarak

kullanilmaktadir (Rocha vd., 2018).

Magnezyum oksit nanopartikiillerinin (MgO NP), elektronik yapis1 ve optik ozellikleri
200-700 nm araliginda Uv-vis spektroskopisi kullanilarak karakterize edilebilir
(Jeevanandam vd., 2017; Kumar vd., 2021; Chandrasekar vd., 2022). Ferulik asidin metal
cozeltisi ile karistirilmasindan kaynaklanan renk degisimi, nanopartikiillerin basarili
sentezini  gostermektedir. Yeni renk olusumunun meydana gelmesi kloriiriin
indirgendigini ve serbest kalan elektronu Mg™®yi Mg(OH)s’ye indirgemek igin
kullandigin1 gostermektedir (Amin vd., 2024). Fa@MgNPs’lere ait SPR piki 288-324 nm
araliginda genis bir tepe noktasini gostermistir. Bu sonug, FA@MQgNPSs’lerin serbest
ylizey elektronlarinin gelen 1sikla tutarli bir sekilde girmesinden kaynaklanmaktadir
(Sharmila vd., 2025). Bu aralik literatiirdeki diger ¢alismalarla uyumludur (Jeevanandam
vd., 2017; Kumar vd., 2021; Chandrasekar vd., 2022; Amin vd., 2024; Ramaprabha vd.,
2025; Sharmila vd., 2025;). SPR degerleri genellikle sentezlenen nanopartikiillerin sekli,
biiyiikligii ve dagilimini etkiler. Bu bulgulara iliskin Jeevanandam vd. (2017) tarafindan
elde edilen MgO-NP’lerin boyutlarinin, maksimum SPR < 300 nm oldugunda kiigiik ve
homojen, SPR > 300 oldugunda ise biiyiik ve heterojen oldugunu belirtmislerdir. Bundan
dolay1, mevcut ¢aligmada sentezlenmis olan FA@MgNPSs’lerin heterojen bir yapiya sahip
oldugunu ve farkli boyutlarda partikiiller igerdigini gostermektedir. 288 nm’lik pik,
kiigiik ve homojen partikiilleri isaret ederken, 301 ve 324 nm’lik piklerin varlig1 daha

biiylik ve heterojen partikiillerin de bulundugunu diisiindiirmektedir.
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4.2.2. FT-IR Analizi Sonuglarinin Degerlendirilmesi

FT-IR spektroskopisi, sentezlenen MgO nanopartikiillerinin indirgenmesi ve kaplanmasi
icin kullanilan saf trans ferulik asit ve nanopartikiillerin fonksiyonel gruplarini analiz
etmek i¢in kullanilmistir (Chahardoli vd., 2022). Bu fonksiyonel gruplar, stabilizator ajan
ve elektron vericisi olarak nanopartikiillerin olusumunda rol oynamaktadir. Mevcut
caligmada, FA’da bulunan ve sentez siirecine dahil olan organik molekiillerin birkag piki
sentezlenen FA@MgNPs’lerin fonksiyonel gruplara sahip oldugunu giiglii titresim
bantlart ile gostermektedir. FA nin diger piklerinin yoklugu, diisiikk kararlilik davranislar
nedeniyle organik molekiillerin  sentez islemi esnasinda ayrisma  yoluyla
FA@MgNPs’den uzaklastirildigini ve metal oksidin kararli inorganik iriinlerinin ise
korundugunu gostermektedir (Chahardoli vd., 2022). Bununla birlikte, 3232 cm ™ de
goriilen pik, hidroksil (O-H) gruplarma aittir. Bu pik, fenolik ve alifatik yapilardaki O-H
gerilme titresim baglar1 olarak bilinmektedir. Bu bulgu, onceki arastirmacilarin
bulgulariyla benzer olup 3200-3600 cm™ arasindaki genis bir spektrumun O-H gruplarini
temsil ettigi belirtilmistir (Kandiban vd., 2015; Umaralikhan ve Jamal Mohamed Jaffar,
2018; Kumar vd., 2021; Macit vd., 2023). 2989 cm™’de goriilen pik, C-H baglarmna
atfedilmektedir. Bu sonug, Zurita-Mapula vd. (2024), yaptigi calismayla benzer olup
2800-2600 cm™ araligindaki piklerin, hidrofobik zincirin C-H baglarinin simetrik ve
asimetrik gerilme titresimleriyle iliskili oldugu bildirilmistir (Zurita-Mapula vd., 2024;
Chahardoli vd., 2022). 1643 cm™de gorillen pik, -C=C- gerilme titresimlerini
gostermektedir. Chahardoli vd. (2022) yaptiklar calismada, 1665 ve 1613 cm™ de
goriilen bantlarin, -C=C- gerilmesini gosterdigini belirtmislerdir (Chahardoli vd., 2022).
Baskar vd. (2013) yaptiklar1 ¢alismada, 1538 ve 1675 cm™deki piklerin aromatik nitro
bilesikleri amidlere ve agik zincirli amino gruplarina atfedildigini ileri siirmiiglerdir
(Baskar vd., 2013; Jeevanandam vd., 2017). 1066 ve 982 cm™’de goriilen pik, C-H, C-O

veya C-C gruplarina ya da karbonhidratlarin gerilme titresimlerine atfedilir.

Pugazhendhi vd. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada, 1000 ve 1100 cm™*deki bantlari;
C-H, C-O veya C-C gruplarina ya da karbonhidratlarin gerilme titresimlerine atfedilmistir
(Pugazhendhi vd., 2019). Krishna vd. (2024) yaptiklari calismada, 1080 ve 823 cm™ deki
tepe noktalarini sirastyla C-H, C-O ve C-C gruplarina ve karbonhidratlarin gerilme

titresimlerine ve aromatik gerilmeye atfetmislerdir (Krishna vd., 2024). 595 cm™de
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goriilen pik, Mg ve O arasindaki bagin varligim dogrulamaktadir. Sajid vd. (2024)
yaptiklar1 arastirmada, Mg-O nanopartikiillerinin varligini, 590 cm™de gozledikleri pik
ile dogrulamistir. Mevcut literatiire gore Mg ve O arasindaki bagin 470-670 cm™ dalga
boyu araliginda bir uzama sergiledigini dogrulamaktadir (Jeevanandam vd., 2017; Sajid
vd., 2024; Krishna vd., 2024; Ramaprabha vd., 2025).

Fonksiyonel gruplarin analizi, fitokimyasallarin metal iyonlarin1 indirgeyerek
nanopartikiil olusumunda ve stabilitesinde 6nemli bir rol oynadigimi gostermektedir.
Bununla beraber, farkli indirgeyiciler, farkli sicakliklar, farkli konsantrasyonlar
nanopartikiillerin olusumunu etkilemektedir. Nanopartikiillerin morfolojisi ve boyutu, bu
degiskenlerin Onciillerle etkilesimi ile iliskili oldugu one siiriilmiistiir. Mg-O
nanopartikiillerin olusumu i¢in indirgeyici, stabilize edici ve kaplama maddesi olarak
gorev yapma potinsiyeli olan biyoaktif fitokimyasallar1 belirlemek 6nemlidir (Makarov
vd., 2014; Jeevanandam vd., 2017; Khodashenas ve Ghorbani, 2019).

4.2.3. XRD Analizi Sonu¢larimin Degerlendirilmesi

FA@MgNPs’lerin XRD difraksiyon desenini gosteren Sekil 5.3’te gorildigii gibi 26=
18,82°, 38,22°, 50,98°, 58,94° 62,26°, 68,16°, 72,42° derecede goOzlenen
FA@MQgNPs’lerin kirinim tepe noktalari sirastyla; (001), (011), (012), (110), (111), (103)
ve (201) diizlemleriyle iliskilidir (ICSD code 064929) (Salman vd., 2021). XRD
sonug¢larindan, homojen kristalligi gosteren keskin tepe noktalar: ve kiibik yapiya sahip
oldugu anlasilmaktadir. Elde edilen sonuglar mevcut literatiirle uyumludur (Selvam vd.,
2011; Salman vd., 2021) yaptiklar1 ¢alismada, MgO NP sentezlemisler ve XRD analizini
gerceklestirmislerdir. Sonug olarak, 26 = 18,58°, 37,984°, 50,815°, 58,607°, 62,045°,
68,209°, 71,996° derecelerine karsiklik gelen diizlemleri (001), (011), (012), (110), (111),
(103) ve (201) olarak belirlemistir. Bu diizlemler sirasiyla A’de yaklasik 4,771, 2,3669,
1,7953, 1,573, 1,494, 1,373, 1,310 d-araliginda ve iyi kristallik yapida oldugunu
belirtmislerdir (Salman vd., 2021).

Selvam vd. (2011) yaptiklart ¢alismada MgO NP sentezlemisler ve XRD analizi
sonucunda, 26= 36,70°, 42,90°, 62,30°, 74,60°, 78,61°’de gozlenen kirimin tepeleri ve
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bunlara karsilik gelen diizlemleri (200), (220), (222), (311), (111) olarak verilmis ve
MgO NP’nin, kiibik yapida oldugunu belirtmislerdir (Selvam vd., 2011).

4.2.4. Nanopartikiil Boyutunun Hesaplanmasi

XRD Nanopartikiil boyutunu hesaplamak i¢in Debye-Scherrer formiilii kullanilmistir.
XRD analizi kullanilarak yapilan teorik hesaplama sonucunda, ortalama nanopartikiil
boyutu yaklasik 10,68 nm olarak bulunmustur. Bulunan sonu¢ mevcut literatiirle

uyumludur (Selvam vd., 2011; Kannan vd., 2020; Salman vd., 2021).

4.2.5. SEM Analizi Sonuclarimin Degerlendirilmesi

Bu ¢alismada sentezlenen FA@MgNPs nanopartikiillerinin kristalin yapiya sahip oldugu
gozlenmistir. Bu durum, nanopartikiillerin diizenli bir yapida oldugunu gostermektedir.
Literatiirde de benzer sonuglar bildirilmistir (Zeenath vd., 2024; Gurule vd., 2025;
Ramaprabha vd., 2025). Mevcut ¢alismanin bulgulari, 6nceki ¢alismalarla uyumlu olup,

kullanilan sentez yonteminin basarili oldugunu desteklemektedir.

4.2.6. EDX Analizi Sonu¢larimin Degerlendirilmesi

EDX analizi sonucu, XRD sonuglariyla uyumlu olarak saf MgO NP’lerin olusumunu
dogruladi (Gurule vd., 2025). EDX analizi, en yiiksek yiizdesine Mg’ nin sahip oldugunu
gostermektedir. C’nin varligit hem indirgeyici hem de dengeleyici olarak kullanilan
ferulik asitte bulunan molekiillerden kaynaklanmaktadir (Vergheese ve Vishal, 2018).
EDX sonucunun literatiirle uyumlu oldugu goriilmektedir (Lokhande vd., 2002;
Vergheese ve Vishal, 2018; Salih, 2024; Gurule vd., 2025; Ramaprabha vd., 2025).

4.2.7. TEM Analizi Sonuclarinin Degerlendirilmesi
Sentezlenen FA@MQgNPS’lerin, nanokristalitlerden olustugu goriilmektedir. Ayrica

ImagelJ programi kullanilarak yapilan lgiimlerde sonucunda FA@MgNPS’lerin yaklagik
10,26 nm boyutunda oldugu belirlenmistir. Mevcut literatiir incelendiginde TEM



91

goriintiilerinin benzerlik gosterdigi anlasilmaktadir (Hu vd., 2007; Selvam vd., 2011,
Patil vd., 2024).

4.2.8. Zeta Potansiyel Analiz Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi

Elektrik yiizey yiikiiniin bir 6l¢iisii olarak bilinen zeta potansiyeli, kolloidal sistemdeki
nanopartikiillerin davranisi ve kararliligi hakkinda bilgi vermektedir (Yuan vd., 2022;
Amin vd., 2024). Zeta potansiyel Ol¢imii, bir elektrik alan1 uygulandiginda
nanopartikiillerin nasil hareket ettigine baglidir. Parcacigin yerel cevresi ve ylizey yiikii
bu hareketi etkilemektedir (Ramaprabha vd., 2025). Genel olarak +0 ve +10 mV
araliginda zeta potansiyel degerlerine sahip sistemler oldukca kararsiz kabul edilirken
+10 ve £20 mV araligindaki sistemler kararli olarak kabul gérmektedir. +20 ve £30 mV
zeta potansiyel degerlerine sahip sistemler orta derece kararli olarak siiflandirilirken +30
mV’den biiyiik degerlere sahip sistemler son derece kararli dispersiyonlar olarak kabul
edilirler (Liu vd., 2022b; Amin vd., 2024). FA@MgNPs’lerin zeta potansiyeli 4,69 mV
olarak belirlenmistir (Sekil 5.7). Bu deger, FA@MgNPs’lerin biyolojik ortamlarla
uyumlu olabilecegini ve asir1 elektrostatik etkilesimlerden kaynaklanabilecek hiicresel
toksisitelerin Oniine gegilebilecegini diisiindiirmektedir (Shao vd., 2015). Ayrica, bu
diizeydeki ylizey yiikii, hiicre zarlarinin negatif yiikiiyle belirli diizeyde etkilesime girerek
biyolojik hedeflere ulasimini kolaylastirabilir. Bu nedenle, elde edilen zeta potansiyel
degeri biyolojik sistemlerle kontrollii etkilesim ve potansiyel biyouyumluluk ag¢isindan

avantaj saglayabilir (Shao vd., 2015; Zajac vd., 2023).

4.2.9. Antibakteriyel Aktivite Analizlerinin Degerlendirilmesi

Metal oksit nanopartikiillerin  bakterileri etkileme mekanizmalar1 karmasiktir.
Nanopartikiillere atfedilen baslica antibakteriyel mekanizmalar su sekilde siniflandirilir:
(1) Nanopargaciklarin keskin kenarlarinin hiicre duvart zariyla elektrostatik etkilesimi
sonucu bakteri hiicre duvarinda olusan fiziksel hasar (Akhavan ve Ghaderi, 2010;
Ramezani Farani vd., 2023), (2) karanlikta bile ROS {iretimi (Dutta vd., 2015; Lakshmi
Prasanna ve Vijayaraghavan, 2015; Ramezani Farani vd., 2023), (3) bakterilerin bir araya
gelmis nanomalzemelerde hapsolmasi (Lakshmi Prasanna ve Vijayaraghavan, 2015), (4)

oksidatif stres (Lakshmi Prasanna ve Vijayaraghavan, 2015), (5) bakteriyel glikolizin
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bozulmast (Ramezani Farani vd., 2023), (6) DNA hasar1 (Lakshmi Prasanna ve
Vijayaraghavan, 2015), (7) proteinlerin ve hiicre yapisinin bozulmasi, metal katyonlarin
ve alkali etkilerin salinmasina ve etkilesimine yol agar (Wang vd., 2017; Abdel-Aziz vd.,
2020; Ramezani Farani vd., 2023).

MgO malzemelerin antibakteriyel aktivitesi genel olarak, nanopartikiillerin boyutu,
kimyasal bilesiklerin 6zgiil yilizeyi alani, Kristallik derecesi, morofolojisi, yiizey oksijen
bosluklar1 ve difiizyon kabiliyetleri gibi faktorlere baghdir ve faktérler MgO NP’lerin
biyolojik sistemler i¢in toksisitesine neden olur. Nanopartikiillerin bu 6zellikleri, ROS ile
iligskilendirilmektedir (Karthik vd., 2019; Demirci vd., 2021). MgO nanomalzemeler,
yiiksek yiizeyleri araciligiyla bakterinin hiicre zariyla etkilesime girmektedir. Bakteri ile
malzeme arasindaki bu etkilesimin artmasi, MgO’nun daha reaktif yiizey oksijen
bosluklarina sahip olmasi nedeniyle bakteri biiyiimesini Onlemektedir. MgO
pargaciklarinin yiizeyinde bulunan oksijen bosluklari, bakteri kaynakli olan oksijeni (O2)
adsorbe eder ve ROS firetir (Sekil ) (Demirci vd., 2021).

0y +e — 05 (Caivd., 2017) (4.2)
0, +H,0 — -HO, + OH (El-Shaer vd., 2020)
‘HOy + -HOp; — Hy0, (Dizaj vd., 2014)

Hy02 4+ 05 — Oy + -OH + OH™ (Anic'ic vd., 2018)

Stiperoksit radikalleri (O, ), hidroksil radikalleri (¢«OH) ve hidrojen peroksit (H,O,),
bakteri hiicrelerinde oksidatif strese neden olur. Giiglii oksidatif stres, onlar1 yok etmek
ve Oldiirmek i¢in biyolojik sistemlerine zarar verir. Siiperoksit anyon radikali (¢O;7),
sirastyla H* iyonlar ile reaksiyona girerek hidroperoksit anyonunu (HO,™) olusturur. Bu
anyon, elektronlarla bir sonraki ¢arpismada yeniden reaksiyona girerek hidrojen peroksit
anyonlarina (HO,") doniisiir. Hidrojen iyonlar1 ile reaksiyona girerek biyolojik acidan
onemli olan hidrojen peroksit (H,O,) molekiillerini olustururlar. Olusan H,O,,
mikroorganizmalar1 yok etmek i¢in deoksiriboniikleik aside (DNA), hiicre zarlarina ve

hiicresel proteinlere niifuz eder. Daha biiyiik ROS, daha kii¢iik kristalit boyutlar, yiiksek
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Ozgiil yiizey alan1 ve ylizey kusurlarindaki artis ile iligkilidir (Raghunath ve Perumal,
2017; Thamilvanan vd., 2021; Demirci vd., 2021).

Karthik vd. (2019), mikrodalga destekli (M1) ve hidrotermal yontemler kullanarak MgO
nanoyapilarini sentezlemis ve bakterisidal aktivitelerini arastirmiglardir. Calismalarinda,
E. coli, A. hydrophila, Shigella flexneri (S. flexneri), Salmonella typhi (S. typhi), Proteus
mirabilis (P. mirabilis) ve Vibrio cholerae (V. cholerae); gram-pozitif bakterilerden ise
Bacillus subtilis (B. subtilis) ve Rhodococcus rhodochrous (R. rhodochrous)
kullanilmigtir.  Sonug¢ olarak, MgO’nun gram-negatif bakterilere kars1 yiiksek
antibakteriyel aktivite gdsterdigi belirtilmistir. Ozellikle, A. hydrophila’da, M1°de 24 mm
ve M2’de 25 mm’lik inhisyon zonu ve E. coli’de, M1’de 20 mm ve M2’de 24 mm’lik zon
inhibisyonlar1 oldugu belirtilmistir (Karthik vd., 2019).

Radwan vd. (2024) yaptiklar1 ¢alismada, yesil sentez MgO NP’lerin ve deniz yosunu
ozitiiniin nil tilapyas:1 (Nile tilapia) hastalik direncine etkisini karsilastirmali olarak
arastirmislardir. Calismada sonunda, MgO NP’lerin, Eschericha coli, Proteus vulgaris ve
Pseudomonas aurigenosa’ya karst olaganiistii bakterisidal etki gosterdigi bildirilmistir

(Radwan vd., 2024).

Ramaprabha vd. (2025), biyosentezlenmis MgO NP’lerin antibakteriyel etkisini
arastirdiklar1 ¢alismada gram-pozitif S. aureus ve gram-negatif bakteriler olan
Escherichia coli ile Pseudomonas aeruginosa kullanilmistir. Deneysel sonuglar, MgO
NP’lerin E. coli’ye karsi daha etkili oldugunu S. aureus’a karsi orta diizeyde bir

antibakteriyel etki oldugunu gostermistir (Ramaprabha vd., 2025).

Sonug olarak; bakterisidal ajanlar, patojenik enfeksiyonlarin hizli ve etkili bir sekilde
lyilesmesini saglamalar1 ve ilaglara kars1 direng gelisimini en aza indirmeleri nedeniyle
klinik alanlarda ¢ok fazla tercih edilmektedir. Hem mevcut ¢alismada elde edilen
deneysel sonuglar hem de literatiirde bulunan arastirmalar MgO nanomalzemelerinin,
genis Ozgiil yiizey alani, kristalit boyutu ve morfolojisi gibi 6zelliklerinden dolay1 test
edilen patojenlere kars1 giiclii ve karsilagtirilabilir antibakteriyel aktivite etki gosterdigini
dogrulamaktadir (Karthik vd., 2017; Revathi ve Karthik, 2018; Karthik vd., 2019;
Radwan vd., 2024; Ramaprabha vd., 2025).
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4.2.10. Kas Dokusu GH-I ve IGF-1 Gen Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Baliklarda iskelet kasi, viicut kiitlesinin 6nemli bir boliimiinii (%40-60) olusturur ve
biiyiime hiz1 su triinleri yetistiriciligi agisindan kritik bir faktordiir (Johnston vd., 2011).
Mekanik ve metabolik islevleri nedeniyle kas biiyiimesi ve gelisimi karmasik diizenleyici
mekanizmalara baglidir. Bu siirecte GH ve IGF ekseni, kas biiylimesinin baglica endokrin
diizenleyicileri olarak 6nemli bir rol oynar (Saez-Arteaga vd., 2024). Kas dokusuna ait
GH-1 ve IGF-I gen ekspresyonu sonuglarina gore, tiim nanopartikiil gruplarinda bu
genlerin ifadesinde artis belirlenmistir. Ancak istatistiksel olarak anlamli olan en yiiksek
gen regiilasyonu 0,5 mg FA@MgNPs grubunda saptanmigtir (p <0,05). Nanopartikiil
dozu arttik¢a gen ifadesindeki artista, 0,5 mg FA@MgNPs grubuna gore azalma oldugu
belirlenmistir. Buna ragmen, bu dozlardaki ekspresyon degerleri kontrol grubuna gore
hala anlamli derecede yiiksektir. Bu durum, diisiik dozda GH-1 geninin uyarildigi, ancak
daha yiiksek dozlarda geri bildirim mekanizmalar1 veya toksik etkiler nedeniyle
ekspresyonun kismen baskilandigi seklinde yorumlanabilir (Zhang vd., 2023). Ayrica
literatiirde bildirilen uygun dozlarda Mg’nin bagirsak sindirim enzimlerini ve besin
emilimini destekleyerek yem degerlendirme kapasitelerini artirdigi, dolayisiyla biiylimeyi
tesvik edebilecegi yoniindeki bulgularla uyumludur (Wang vd., 2011; Zhang vd., 2016;
Srinivasan vd., 2017; Zhang vd., 2023). Bununla birlikte yiiksek doz FA@MgNPs verilen
gruplarda gen ekspresyon ifadesinin 0,5 mg FA@MgNPs uygulama grubuna gore
diismiis olmas1 fazla Mg’nin gastrointestinal fonksiyonlar1 bozabilecegini ve besin
emilimini olumsuz etkileyebilecegini diisiindiirmektedir (Zhang vd., 2023). Benzer
sekilde, sar1 yayin balig1 ve sazan {izerine yapilan arastirmalarda da uygun Mg seviyeleri
sunuldugunda biiylime hizinin arttigi rapor edilmistir. Ayrica farkli tiirlerin Mg
ihtiyaglarmin da farklilik gosterdigi bildirilmistir (Dabrowska vd., 1991; Kandeepan,
2013; Wei vd., 2017; Zhang vd., 2023). Tirlere gore farkliligin sebebi; beslenme
aligkanliklari, yem tiirlerine bagli olmasi1 (Antony Jesu Prabhu vd., 2016) ve diger Mg
kaynaklariyla karsilastirildiginda MgO NP’lerinin daha kiiciik boyutu ve bagirsak
duvarmma daha kolay emilimi nedeniyle yiiksek bir biyoyararlanima sahip olmasidir

(Zhang vd., 2016; Deilamy Pour vd., 2021).
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Zhang vd. (2023) tarafindan yapilan ¢alismada, MgO NP’lerin farkli dozlarmin (0, 60,
120, 240, 480, 960 ve 1920 mg/kg) c¢ipura (Megalobrama amblycephala)’nin biiyiime
performansi, gen ekspresyonu ve metabolik parametreleri iizerindeki etkileri
arastirilmistir. Baliklar, bu dozlar1 igeren yemlerle 12 hafta boyunca beslenmistir.
Calismadan elde edilen bulgular, MgO NP takviyesinin belirli dozlarda (120-140 mg/kg)
biliylimeyi tesvik edebilecegini ancak asir1 miktarlarin olumsuz etkilere yol acabilecegini
gostermektedir. Calismada Ozellikle 120-140 mg/kg MgO NP ile beslenen gruplarda
biiyiime performansinin en yiiksek oldugu belirlenmistir (Zhang vd., 2023). Thabet vd.
(2021), karabaligin (Clarias gariepinus) diyetine 0,02 ve 0,04 mg/kg dozlarinda MgO
nanopargaciklar: ekleyerek, 15, 30, 45 ve 60. giinlerde biyokimyasal ve fizyolojik
etkilerini incelemistir. MgO uygulamasinin biiyiime perfomansi agisindan, her iki grupta
da kontrol grubuna kiyasla vuciit agirhiginda belirgin bir artis oldugu tespit edilmistir
(Thabet vd., 2021). Srinivasan vd. (2017) tarafindan, tatli su karidesi (Macrobrachium
rosenbergii) larvalarma 90 giin boyunca diyetle verilen MgO NP’lerin, 500 mg/kg’lik
optimum konsantrasyonda verilmesinin ardindan genel saglik, biiyiime performansi ve

bagisiklik tizerinde yararl etkileri bildirilmistir (Srinivasan vd., 2017).

4.2.11. Kas Dokusu Antioksidan Gen Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Kas dokusu, yogun metabolik aktiviteleri nedeniyle reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
iretimine maruz kalir ve bu durum oksidatif strese yol acabilir. Bu nedenle kas hiicreleri
oksidatif hasari onlemek i¢in antioksidan enzimlere ihtiya¢ duyar (Saez-Arteaga vd.,
2024). SOD, CAT ve GPX enzimleri ROS’u nétralize etmek igin ayni hedef
dogrultusunda g¢alisirlar. SOD, siiperoksit (O7) radikallerini (hidrojen peroksite (H,0,)
cevirerek siirecin ilk asamasini yonetir. CAT, SOD tarafindan iretilen HyO;’yi su ve
oksijene pargalar ve oksidatif stresin etkilerini azaltir. GPX ise H,O; ve diger peroksitleri
suya ve alkollere indirger (Irato ve Santovito, 2021; Kumar vd., 2023).

Mevcut calismadaki veriler; SOD, CAT ve GPX’in ROS’u nétralize etmek i¢in ayni
dogrultuda caligtiklarin1 desteklemektedir. Ancak antioksidan enzimlerin artisi ya da
azalmasi her zaman ROS birikiminin oldugu anlamina gelmez. Hiicreler, diisiik seviyeli
bir stres uyaranina maruz kaldiginda antioksidan enzimlerin gen ifadesini artirarak bir
adaptasyon gelistirir. Bu hiicrenin daha ciddi oksidatif hasara karsi korunmasini

saglayabilir. Mevcut calismada, 0,5 mg uygulama grubunda belirlenen yukari gen
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regiilasyonunu agiklamaktadir. 1,5 ve 3 mg FA@MgNPs uygulama gruplarinda, SOD,
GPX ve GST genlerinin yukart regiilasyonu, hiicrelerin nanopartikiiller tarafindan
indiiklenen oksidatif strese karsi bir yaniti olarak degerlendirilebilir. Bu enzimlerin
ekspresyonunun artmasi, hiicrelerin artan ROS seviyelerini dengelemek amaciyla
antioksidan savunma mekanizmalarini harekete gegirdigini gosterir. Ancak antioksidan
gen  ekspresyonundaki artis her zaman istenmeyen bir durum olarak
degerlendirilmemelidir. Diisiik veya orta diizeydeki ROS artisi, hiicrelerde adaptif yaniti

tetikleyerek savunma mekanizmalarini gii¢lendirebilir (Saygili vd., 2021).

GSH, detoksifikasyon ve antioksidan savunma mekanizmalarinin kritik siire¢lerinde rol
oynayan, tek sistein kalintisina sahip, enzimatik olmayan bir tripeptit ve antioksidandir.
Serbest radikal temizleme ve GSH ile iliskili enzimler (GPX, GST, GR) i¢in kofaktor
gorevi gordiiglinden ROS’a kars1 savunmada hiicresel savunmada en énemli faktorlerden
biri olarak kabul edilmektedir (Verma vd., 2007; Firat ve Kargin, 2021). GR gen
seviyesinin, 1 ve 1,5 mg FA@MgNPs gruplarinda istatistiksel olarak anlamli olan asag:
regiilasyon, hiicrelerin oksidatif stresle basa c¢ikma kapasitesinin diistiigiinii  ve
GSH/GSSG dengesinin bozulmus olabilecegini diisiindiirmektedir (Srikanth vd., 2013).
0,5 ve 3 mg FA@MQgNPs gruplarinda ise istatistiksel olarak 6nemli yukar1 regiilasyon
gozlenmistir. GR ifadesindeki bu artis, hiicrelerin daha fazla GSH sentezlemeye ve
redoks dengesini korumaya g¢alistigini diisiindiirmektedir. Bu durum, hiicrelerin oksidatif
strese maruz kaldigin1 ve ROS artisin1 gostermektedir (Kovarova ve Svobodova, 2009;
Srikanth vd., 2013). GST, ksenobiyotiklerin GSH ile konjugasyonunu katalizyelerek
oksidatif strese kars1 balik dokularini koruyan 6énemli bir detoksifikasyon enzimi grubunu
olusturur (Luo vd., 2006). Mevcut calismada GST gen ifadesinde, FA ve 1 mg
FA@MQgNPs uygulama gruplarinda asagi; diger gruplarda ise yukari regiilasyon oldugu
gozlenmistir. GST baliklarin toksik maddelere karsi savunma mekanizmalarinda merkezi
bir enzim oldugundan dolay1, GST gen ifadesindeki bu artis, hiicrelerin oksidatif strese
veya toksik bilesiklere karsi savunma mekanizmasini aktive ettigini gosterir. GST
ifadesinin artmasi, hiicrenin adaptif bir tepki olarak oksidatif hasar1 6nlemeye yonelik bir

strateji oldugunu da ifade etmektedir (Luo vd., 2006).
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4.2.12. Karaciger Dokusu GH-I ve IGF-1 Gen Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Karaciger, bircok fizyolojik siirecin merkezinde yer alan kritik bir organdir. Bu siirecler
arasinda, biiylime sinyal yollarinin kontrolii ve makro besin metabolizmasi da yer
almaktadir (Trefts vd., 2017). Baliklarda biiyiime siirecinde dogrudan rol oynayan GH ve
IGF; kas, yag ve kemik dokusu iizerinde etkili olmaktadir. GH, IGF ile baglantili olarak
calismaktadir. GH, hipofiz bezinden salgilanir ve karacigerde bulunan spresifik
reseptorlere baglanarak etkilerini bu reseptdrler lizerinden gergeklestirir. Aymi sekilde
Karaciger IGF-I ekspresyonu giliclii bir sekilde GH’ye bagimhidir. Dolayisiyla,
karacigerde IGF-I iretimi biyik oOlgiide GH varligina baglidir. GH olmazsa IGF-I
ekspresyonu belirgin bir sekilde azalir (Yowe ve Epping, 1995; Balkis vd., 2024).
Mevcut tez ¢alismasinda karaciger dokusunda GH geni; 1,5 ve 3 mg NPs uygulamasi
yapilan gruplarda, GH ifadesinin arttigt; 0,5 ve 1 mg NPs uygulamas1 yapilan gruplarda
ise GH ifadesinin azaldig1 gozlenmistir. Kaydedilen degerler asagidaki durumlarla

ilikilendirilebilir:

(a) Nanomalzemelerin elektriksel dzellikleri, bagirsak emiliminin yilizey alanini artirarak
besin verimliligini iyilestirebilir (Swain vd., 2016; Swain vd., 2019).

(b) FA@MQgNPs’lerin antibakteriyel etkisi, bagisiklik sistemini giiglendirerek biiytime
performansini artirabilir (Mishra vd., 2014). Ayrica Mg; biiyiime, protein sentezi, sinir
sistemi ve gastrointestinal sistem fonksiyonlarinda katilan bir¢ok enzim ve protein i¢in

kofaktor olarak gorev almaktadir (EI-Badawy vd., 2022; Akimbekov vd., 2024).

Karaciger dokusunda IGF-I gen ekspresyon diizeylerinin degerlendirilmesi sonucunda,
FA@MgNPs uygulanan tiim gruplarda kontrol grubuna kiyasla gen ifadesinde artis
egilimi gozlemlenmistir. Ozellikle 3 mg FA@MgNPs uygulama grubunda elde edilen
anlamhi artis (p <0,05), bu dozun IGF-1 gen ekspresyonunu en fazla uyarici etki
gosterdigini ortaya koymustur. Magnezyum grubunda da gen ifadesi belirgin sekilde
yiikselmis, bu bulgu magnezyumun biiyiime ve metabolik siire¢lerdeki diizenleyici roliinii
destekler niteliktedir. IGF-I, somatik biiylimenin temel diizenleyici hormonlarindan
biridir ve karaciger, bu hormonun primer sentez bolgesidir. Dolayisiyla, karaciger
dokusunda gozlenen bu artiglar, FA@MgNPs’nin endokrin sistem {izerindeki biyolojik

etkilerini yansitmaktadir. FA’nin antioksidan 0zelliklerinin hiicresel stres diizeyini
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azaltarak gen ekspresyonunu dolayli olarak desteklemis olabilecegi diisliniilmektedir.
Literatiirde, uygun dozda uygulanan magnezyumun biiyltimeyi destekledigi ve IGF-I
ifadesini artirabilecegi bildirilmistir (Zhang vd., 2016; Srinivasan vd., 2017). Bu ¢alisma,
ozellikle yiiksek doz FA@MgNPs uygulamasinin karacigerde IGF-l1 ekspresyonunu
maksimum diizeyde artirabildigini ortaya koyarak, nanoparcacik dozunun biyolojik

yanita olan etkisinin altin1 ¢izmektedir.

4.2.13. Karaciger Dokusu Antioksidan Gen Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Antioksidanlar, serbest radikal reaksiyonlarini Onleyen veya azaltan, hiicresel hasari
geciktiren ya da engelleyen ve ROS kaynakli organ hasarini 6nlemede hayati bir rol
oynayan temel molekiiller olarak kabul edilir (Devi vd., 2015). CAT ve SOD, antioksidan
sistemlerde ilk savunma hatti olarak bilinirler (Irato ve Satovito, 2021; Kumar vd., 2023).
Mevcut ¢alismada CAT geni karaciger dokusunda kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
0,5 ve 1 mg FA@MQgNPs gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir yukar1 regiilasyon
oldugu; 1,5 ve 3 mg FA@MQgNPs gruplarinda ise istatistiksel olarak anlamli bir asagi
regililasyon gozlenmistir (p <0,05). Benzer sekilde yapilan bazi arastirmalarda, CAT’in
metal konsantrasyonlarina tepkisi bildirilmistir. Baz1 organizmalarda gen ifadesi artarken,
bazilarinda ise diisiik gen ifadesi gostermistir (Regoli vd., 1998; Lee vd., 2012; Diniz vd.,
2013; Taju vd., 2014). Lee vd. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, 25 ve 50 pug/L giimiis
nanopartkiil (Ag NP) maruziyetinin, sazan baliklarinin karaciger CAT seviyesinde
azalma gozlemlenirken Ag NP konsantrasyonunun (100 ve 200 pg/L) artmasiyla CAT
ekspresyonunda artis oldugu belirtilmistir (Lee vd., 2012). Baska bir calismada ise
karaciger dokusundaki CAT ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli olan bir azalma
oldugu bildirilmistir (Diniz vd., 2013). Ruas vd. (2008)’in bildirdigi rapora gére CAT
aktivitesindeki azalma toksik maddelerin baglanmasindan, enzimlerin —SH gruplari,
yiikselen H,O; ve siiperoksit radikalinden kaynaklanabilir (Ruas vd., 2008). Taju vd.
(2014)’nin raporuna gore, farkli dozlarda nanopartikiillere maruz kalan sazanlarin, daha
diisiik konsantrasyonlarda CAT aktivitesinde dnemli bir fark gézlenmezken daha yiiksek
konsantrasyonlarda CAT aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla yliksek derecede azaldigi
gozlenmistir (Taju vd., 2014). SOD geninin karaciger dokusundaki ekspresyon diizeyi
incelendiginde; Mg, FA, 1 ve 1,5 mg FA@MQgNPs gruplarinda istatistiksel olarak anlamli
bir yukar1 regiilasyon tespit edilmistir. 0,5 ve 3 mg FA@MgNPs ise istatistiksel olarak
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anlamli bir asagi regiilasyon oldugu gozlenmistir. 0,5 mg FA@MgNPs grubunda
meydana gelen istatistiksel olarak {iglincli dereceden zayif asagi regiilasyon, ROS
tretiminden kaynaklaniyor olabilir. Bu durum SOD’un inaktif hale gelmesine ve
dolayisiyla ROS birkimine yol agmis olabilir (Devi vd., 2015), Karaciger dokusu GST
geninde, tiim gruplarda istatistiksel olarak anlamli olan yukari regiilasyon gozlenmistir.
FA@MgNPs gruplarinda doza bagimli olarak artis oldugu belirlenmistir. GST ifade
seviyelerindeki artis, FA@MQgNPs’lerden kaynaklanan toksik etkileri ve oksidatif stresi
ortadan kaldirma girisimini gosterebilir (Johari vd., 2016). Calismamiza benzer sekilde,
Pham vd. (2012) arastirmalarinda, nanopartikiil maruziyetinin GST indiiksiyonuna neden
oldugunu belirtmistir (Pham vd., 2012; Johari vd., 2016). Chae vd. (2009), AgNP’lere
maruz kalmanin Japon medekas: karacigerinde GST ifadesinin artigim1 gézlemlemistir

(Chae vd., 2009; Johari vd., 2016).

GPX, hidrojen peroksitleri indirgeyerek ROS’a kars1 etkili bir savunma saglamaktadir
(Frrat ve Kargin, 2021). Mevcut caligmada, gokkusagi alabaligi karaciger dokusunda 3
mg FA@MgNPs grubunda GPX gen ekspresyonunda goézlenen yukari regiilasyonun,
artan doza bagli olarak toksik etkilere karsi bir yanit olusturdugu ve oksidatif strese karsi
koruyucu bir rol oynadigi disiiniilmektedir. Calisma sonuglarimiza benzer sekilde,
Radwam vd. (2024), yesil sentez yontemi kullanarak {irettikleri MgO NP’lerin nil
tilapyas1 iizerindeki etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, GPX, SOD ve CAT
seviyelerinin kontrol grubuna gére dnemli bir artis gosterdigini belirtmistir (Radwan vd.,

2024).

Enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda, tripeptit GSH (y-glutamat-sistein-glisin (y-
Glu-Cys-Gly)), ROS ve/veya ROS hasarmin neden oldugu iiriinlere karsi onemli bir
hiicresel savunma olarak kabul edilir. GSH’nin metallerin ¢oguna kars1 giiclii bir afinite
gosterdigi ve en yaygin bilinen —SH’lerin (GSH’ nin aktif bolgesinde bulunan, siilthidril
(tiyol) grubu), birincil islevi asir1t miktarda metali hapsetmek ve hiicreleri toksisiteden
korumak olan indirgenmis GSH/oksitlenmis glutatyon disiilfiirdiir (GSSG) (Kovarova ve
Svobodova, 2009; Srikanth vd., 2013). GR ve GSSG, enzimatik olmayan savunmada
onemli bir rol oynar. GSH’nin GSSG’ye doniisiimii serbest radikallerle nonenzimatik
olarak gerceklesir. GSH indirgenmis ve GSSG’nin oksitlenmis formunda bulunur.

Bundan dolay:1 yiiksek GSH/GSSG orani, oksidatif strese isaret eden hiicre i¢i redoks
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durumunun bir gostergesi olarak kabul edilir (Kovarova ve Svobodova, 2009; Srikanth
vd., 2013). GR, GSSG’yi 6nemli bir hiicresel antioksidan olan GSH’ye indirger
(Mannervik, 1987; Srikanth vd., 2013) ve hiicrelerdeki ROS’u temizleyen iki indirgenmis
GSH molekiilii elde edilir. Mevcut ¢alismada, FA@MgNPs gruplarinda doza bagli olarak
artmis olan GR ifade seviyeleri; metal maruziyeti gibi stres faktorlerine karsi bir

detoksifikasyon mekanizmasinin devreye girdigini de gosterebilir (Srikanth vd., 2013).

4.2.14. Bobrek Dokusu GH-1 ve IGF-1 Gen Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

GH, fizyolojik etkilerini dogrudan dogrudan ya da dolayli olarak IGF’ler iizerinden
uygular (Reinecke, 2010). IGF-I biiyiime ve gelismede rol oynayan bir hormondur.
Karaciger, dolagimdaki IGF-I'in ana iiretim merkezi olup bu siire¢ genellikle GH
tarafindan diizenlenir. Bununla birlikte, IGF-I yalnizca karacigerde degil ayni zamanda
otokrin/parakrin mekanizmalarla etki edebilecegi bobrek, beyin, solungaglar gibi gesitli
dokularda da eksprese edilir (Reinecke, 2010). Karaciger IGF-I ekspresyonu biiyiik
ol¢tide GH’ya bagliyken; bobrekte IGF-1 ekspresyonu GH tarafindan kismen diizenlense
de tamamen ona bagl degildir (Lupu vd., 2001). Mevcut ¢alismada GH geninin
ekspresyonu, FA@MgNPs gruplarinda kontrol grubuyla karsilagtirildiginda 3 mg
grubunda yukar1 regiilasyon; diger gruplarda ise asagi regiile oldugu belirlenmistir. IGF-I
ifadesinin, kontrol grubuna gore yalnmizca 1 mg FA@MQgNPs grubunda asagi regiile
oldugu, diger gruplarda ise kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir yukari
regiilasyon gozlenmistir. Bobrek dokusunda azalan GH seviyelerine ragmen IGF-I
seviyelerinde ayni1 oranda diislis kaydedilmemis olmasi, IGF-I ekspresyonunun GH’den
bagimsiz yollarla da diizenlenebilecegi (Lupu vd., 2001) bilgisiyle uyumludur. Bu durum,
GH seviyelerinin azalmasina ragmen, bazi dokularda IGF-I iiretiminin diger faktorler
veya lokal diizenleyici mekanizmalar tarafindan artirilabilecegini gosterir. Bu da GH ve
IGF-I arasindaki iligkiyi daha karmagik hale getirebilir ve bu hormonlarin dokuya 6zgii

etkilerini yeniden sekillendirebilir (Lupu vd., 2001; Reinecke, 2010).

4.2.15. Bobrek Dokusu Antioksidan Gen Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Antioksidanlar; hiicrede, DNA, lipit, protein gibi oksidasyona ugrayabilecek bilesikleri

serbest radikallerin zararli etkilerinden koruyabilen veya etkilerini azaltabilen maddeler
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olarak tanimlanmaktadir. Antioksidanlar, serbest radikallere, elektron transferi yaparak
hiicresel diizeyde olusabilecek hasari Onler. Antioksidan mekanizmalar genel olarak dort
sekilde etki gostermektedir. Bunlar: (a) Temizleme etkisi, ROS’u etkisiz hale getirerek
tutulmalarin1 saglar ya da onlar1 daha zayif molekiillere ¢evirerek zararsiz hale getirir.
Bunun i¢in CAT, SOD, GPX, GR ve GST gibi antioksidan sistem enzimlerini kullanir.
(b) Baskilama etkisi, oksidanlara hidrojen aktararak onlar1 notralize eder ya da reaksiyon
hizlarini azaltir. (¢) Onarma etkisi, ROS’un yol actig1 hasarin onarilmasini saglar. (d)
Zincir koparma etkisi, ROS’lar1 baglayarak rekasiyonlarini ve islevlerini engeller (Valko
vd., 2007; Aslankog vd., 2019). SOD, CAT ve GPx’in hiicresel islevleri, SOD katalizli
reaksiyonun bir iiriinii olan H,O,’nin CAT ve GPx tarafindan Kkatalizlenen reaksiyonlar

icin substrat gorevi gdrmesi nedeniyle birbiriyle iliskilidir.

SOD ve CAT, yabanci maddeler tarafindan indiiklenen serbest radikallere kars1 birincil
savunma hattin1  olusturur. GST ve GR ise redoks dengesizliginin baglica
biyobelirtegleridir (Irato ve Satovito, 2021; Kumar vd., 2023). Hiicresel antioksidan
mekanizmalarda hayati rol oynayan bir enzim olan CAT, peroksizomlarda bulunur ve
oksidatif stresi onlemek ve hiicre homeostazini korumak i¢in HyO,’yi Oy’ye indirger
(Irato ve Satovito, 2021; Kumar vd., 2023). Mevcut ¢alismada bobrek dokusunda CAT
geni, Mg ve FA uygulamasi yapilan gruplarinda istatistiksel olarak anlamli olan bir asagi
reglilasyon belirlenmistir. FA@MgNP uygulama gruplarinda ise doza bagiml istatistiksel
olarak anlamli olan yukari reglasyon oldugu gozlenmistir. CAT seviyesindeki artis,
hiicrenin  yiiksek diizeyde H;0,’ye maruz kaldigini ve bu toksik bilesigin
detoksifikasyonunu  hizlandirarak  oksidatif  stresi  dengelemeye  ¢alistigini
diisiindiirmektedir. SOD gen ifadesi degerlendirildiginde, Mg, 0,5, 1,5 ve 3 mg
FA@MgNPs uygulama gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir yukari regiilasyon
oldugu; FA ve 1 mg gruplarinda ise istatistiksel olarak anlamli bulunmayan asagi
regiilasyon oldugu tespit edilmistir. GPX gen ekspresyon seviyelerinde, 1 mg
FA@MgNPs uygulama grubunda kontrol grubuna gore anlamli olmayan, diger uygulama
gruplarinda ise istatistiksel olarak anlamli yukar1 regiilasyon oldugu belirlenmistir. Bu
sonuglara gore, CAT ve GPX seviyelerindeki artis, H,O, nin detoksifikasyonunun
hizlandigin1 diisiindiirmektedir. GR ve GST genleri diger genlerle benzer sekilde doza
bagimli olarak yukari regiilasyon oldugu belirlenmistir. Antioksidan savunmadaki bu

artis, hiicreleri serbest radikal hasarindan korumak icin antioksidan aktiviteleri
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destekleyen artan ROS olusumundan kaynaklaniyor olabilir (Torres vd., 2002; Shobana
vd., 2018).

4.2.16. Enzim Aktivitesine Iliskin Bulgularin Degerlendirilmesi

Magnezyum, temel bir mineral olarak ¢ok sayida enzimatik ve metabolik reaksiyonda
yardimci faktor olarak rol oynar (Zhang vd., 2016). Tiim hayvanlar, viicut i¢inde olusan
oksidasyonla miicadele etmek ve oksidatif hasar1 Onleyerek sagligi korumak igin
fizyolojik antioksidan koruma mekanizmalarini iceren sistemlere sahiptir. Bu koruma
hem eksojen hem de endojen kokenli, su ve yagda ¢oziinebilen ¢esitli kimyasal sistemleri
kapsar (Zhang vd., 2016). Normal metabolizma, ROS iiretimine karsi koruyucu
faktorlerin aktivitesi arasindaki dengeye baglidir (Mourente vd., 2002; Zhang vd., 2016).

Normal kosullar altinda baliklar hem enzimatik hem de enzimatik olmayan antioksidan
savunma mekanizmalar1 gelistirerek bir yanit olusturmaktadir. Bu mekanizmalar
arasinda, CAT, SOD, GPX, GR ve GST gibi enzimler bulunmaktadir. Bu enzimler
araciligiyla ROS’un kontrolsiiz sekilde olusumu engellenir (Trenzado vd., 2009; Zhang
vd., 2016; Firat ve Kargin, 2021). Mevcut ¢alismada, antioksidan enzimlerin aktivite
degerleri kontrol grubuna gore, kas, karaciger ve bobrek dokularinda, SOD, CAT, GPX,
GR ve GST aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli farklar oldugu belirlenmistir. Bazi
gruplarda artiglar bazi gruplarda ise azalmalar kaydedilmistir. Fakat bu artis ve azaliglar
dozlarin artmasi veya azalmasiyla dogru orantili bir sekilde meydana gelmemistir. Genel
olarak, kontrol grubu ile benzer veya yiiksek aktivite diizeyleri tespit edilmistir. Bu
durum, FA@MgNPs’lerin kullanilan doz ve maruz kalma siiresi altinda belirgin bir
oksidatif stres yanit1 olusturmadigini diisiindiirmektedir. Sonuglarimiza benzer sekilde,
Srinivasan vd. (2017), MgO NP’lerin biiyiimeyi destekleyici potansiyelini inceledikleri
calismalarinda, CAT ve SOD aktivitelerinde onemli bir degisiklik kaydedilmedigini
bildirmislerdir (Srinivasan vd., 2017). Literatiir incelendiginde bazi ¢alismalarda MgO
NPs’lerin oksidatif stres ve buna bagl olarak antioksidan yaniti artirdig1 rapor edilmistir
(Zhang vd., 2016). Bunlarin yam1 sira bazi c¢alismalarda ise, antioksidan enzim
aktivitelerinin diistiigii veya oOnemli olmayan yiikselmelerin oldugu rapor edilmistir

(Zhang vd., 2023; Hussain vd., 2025). Bu durum, enzim aktivite artiginin/azaliginin,
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uygulama dozu, siiresi, tiir, yas veya NP’lerin boyut, sekil gibi fizikokimyasal

ozelliklerine bagli oldugunu gostermektedir.

Enzim aktivitesi ve gen ekspresyonu analizlerine iliskin elde edilen bulgular birlikte
degerlendirildiginde, bu iki parametre arasinda hem benzerlikler hem de farkliliklar
oldugu gozlemlenmistir. Baz1 genlerin mRNA diizeylerindeki artmalar veya azalmalarin,
enzim aktiviteleriyle paralellik gosterdigi belirlenmistir. Bu sonuglar, transkripsel
regiilasyonun enzim diizeyine dogrudan yansidigimi diisiindiirmektedir (Isik vd., 2023).
Ancak bazi genlerde bu iligski belirgin olmamistir. Bu durum, enzim aktivitesinin
diizenlenmesinde, gen ekspresyonunun tek basina belirleyici faktor olmadigina, post-
translasyonel diizenlemelerin ve protein stabilitesinin veya farkli mekanizmalarin da
onemli rol oynayabilecegi seklinde yorumlanabilir (Nadif vd., 2005). Literatiirde benzer
sekilde, bazi caligmalarda gen ekspresyonu ile enzim aktivitesi arasinda dogrudan bir
iliski gozlenmedigi ve bu durumun bazi karmasik hiicresel diizenleyici mekanizmalarin
sonucu oldugu vurgulanmaktadir (Nadif vd., 2005; Yang vd., 2021; Isik vd., 2023). Bu
kapsamda elde edilen bulgular, genetik diizeydeki degisikliklerin biyolojik fonksiyonlara
etkisini degerlendirirken ¢ok katmanli yaklasimlarin gerekli oldugunu ortaya

koymaktadir.

4.2.17. Kas ve Karaciger Dokular1 Yag Asidi Profillerinin Degerlendirilmesi

Baliklar, yaglar1 genellikle kas ve karaciger dokularinda depolar. Depolanan yaglarin bir
boliimii, baligin fizyolojik durumuna bagli olarak ihtiya¢ duyulan bolgelere tasinir.
Ozellikle karaciger, yaglarin depolanmasi ve déniisiimiinde temel bir rol iistlenir (Kacar
ve Baghan, 2022). Yaglar ve ana bilesenleri olan yag asitleri, proteinlerle beraber
baliklarin esas organik bilesenlerinden bir tanesidir. Bu bilesenler, fizyoloji ve yasam
dongiisii i¢in gereken metabolik enerjinin kaynagidir. Bununla beraber, uzun zincirli
yliksek doymamis olan omega-3 (w-3) yag asitleri, iistlendikleri hayati fizyolojik islevleri
nedeniyle hayvan ve insan beslenmesinde biiyiik 6neme sahiptir (Balgik Misir, 2014).

Baliklarin yag asidi profillleri {izerinde cinsiyet, beslenme ortami ve suyun yapisi gibi
pek cok biyotik ve abiyotik faktor etkili olmaktadir (Christiansen vd., 1989; Yilmaz,
1995; Aras vd., 2002). Ayrica arastirmalar besinlerle alinan yaglarin ayni1 baligin farkl

dokularinda bile yag asidi igeriginde onemli farkliliklar olabilecegini ortaya koymustur
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(Haliloglu, 2001; Okumus, 2000; Aras vd., 2002). Yaglarin depolanmas1 balik tiirlerine
gore degismektedir bunun yani sira kas ve karaciger dokusu dahil olmak {izere farkli
dokularda depolanabilir (Weil vd., 2013; Laurent vd., 2025). Arastirmamizda hem kas
hem de karaciger dokusundaki yag asitleri kontrol grubuyla karsilastirildiginda, genel
olarak diisik SFA ve MUFA’ya karsin yiiksek PUFA degerleri belirlendi. PUFA
degerlerinin yiiksek olmasi kas lipit ve besin bilesenlerinin kalitesini ayrica
FA@MgNPs’lerin bu yag asidi seviyelerinin korunmasina yardimci oldugunu
gostermektedir (Srinivasan vd., 2017; Keva vd., 2019; Laurent vd., 2025). Ayrica
FA@MgNPs uygulama gruplarinin genelinde tespit edilen degerli yag asitlerinin (©-3 ve
-6) yiiksek diizeyde bulunmasi, FA@MgNPs’nin hayvan beslenmesinde fonksiyonel bir

yem katki maddesi olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir.

-3 ve 0-6 gibi esansiyel yag asitlerinin varligi, hayvan saglig1 lizerinde olumlu etkiler
olusturabilir; biliyime performansinin artirtlmasi, bagisiklik sisteminin desteklenmesi,
yemden yararlanmanin 1iyilestirilmesi gibi katkilar saglayabilir. Bu baglamda
degerlendirildiginde, elde edilen bulgular tasarlanan nanomalzemenin yalnizca enerji
kaynaglt olmanin yami sira kaliteli bir besin takviyesi olarak da hayvansal iiretim
sistemlerinde kullanilabilecegine isaret etmektedir. Caligmamizla benzer sekilde
Srinivasan vd. (2017), diyet MgO NP’lerin nehir karidesi (Macrobrachium rosenbergii)
post-larvalarinin biiylime, sag kalim ve yag asidi profillerini inceledikleri ¢aligmalarinda,
besi SFA, ikisi MUFA ve dordii PUFA olmak tizere on bir farkli yag asidi tespit etmisler.
Test grubundaki karideslerde SFA, MUFA ve PUFA diizeylerinin kontrol grubuna
kiyasla anlamli diizeyde daha yiiksek (p <0,05) oldugu bildirilmistir.

Bu sonuclarm, MgO NP’leri ile yapilan takviyelerin karideslerin yag asidi
kompozisyonunu zenginlestirdigini ve oOzellikle temel enerji kaynaklarini artirarak
biliylime ve metabolik aktiviteler iizerinde olumlu etkiler saglayabilecegini bildirmislerdir

(Srinivasan vd., 2017).

Biyolojik mikrocevrede bulunan serbest yag asitleri, canli organizmalarin fizyolojik
yapilar1 geregi c¢esitli biyomolekiillerle etkilesim halindedir. Bu baglamda, cevresel veya
diyet kaynakli olarak sisteme giren nanopargaciklar, bu serbest yag asitleriyle

karsilasarak onlarin etkisiyle biyolojik davranislarini degistirebilir (Jiang vd., 2019). Bu
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etkilesim, nanopargaciklarin yiizey 6zelliklerinde degisikliklere yol agarak; hiicre zarma
baglanma, hiicre i¢ine alinma ve doku hedeflemesi gibi siirecleri etkileyebilir. Ayrica,
serbest yag asitleri nanopargaciklarin hiicre i¢i tasinimini ve hiicresel stres yanitlarini da
dolayl1 olarak degistirebilir. Bazi yag asitlerinin nanoparcaciklarla kurdugu bu etkilesim,
hiicrelerdeki antioksidan savunma, inflamasyon ve metabolik yanitlar gibi biyolojik
stirecleri modiile edebilir. Bu da nanopargaciklarin biyolojik etkilerinin yalnizca kendi
kimyasal 6zelliklerine degil, bulunduklar1 biyolojik ortamin bilesimine de bagli oldugunu
gostermektedir (Jiang vd., 2019; Yang vd., 2021). Bu gergevede yetistiricilik iiriint
alabaliklarin, nanopartikiiller gibi ¢evresel faktorlerden etkilenmesi, baliklarin yag asidi
kompozisyonu ve genel metabolik faaliyetleri lizerinde degisikliklere sebep olabilir.
Alabaliklar, metabolik hizlar1 yavas olan ve uzun dénemde besin tiiketimine bagh yag
asidi kompozisyonu degisimlerini yavag¢a gosteren canlilardir (Srinivasan vd., 2017,

Keva vd., 2019).
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez g¢alismasinda, yesil sentez metodu kullanilarak sentezlenen FA@MgNPs’lerin
gokkusagr  alabaliginda  ¢esitli  biyolojik  parametreler  lizerindeki  etkileri
degerlendirilmistir. Antimikrobiyal aktivite analizi, bu NP’lerin, balik sagligin1 tehdit
eden bazi patojen mikroorganizmalara karst etkili oldugunu gostermistir. Gen
ekspresyonu analizleri GH-1 ve IGF-I genlerinin ifade diizeylerindeki artis, bu NP’lerin,

bliylime performansi iizerinde olumlu etkileri oldugunu géstermektedir.

Antioksidan sistemde gorev alan, antioksidan enzim aktivitelerinde kontrol grubu ile
benzer ya da hafif artiglar gozlenmistir. Bu da FA@MgNPs’nin, ¢alismada kullanilan doz
ve slirelerde belirgin bir oksidatif stres olusturmadigini, dolayisiyla biyolojik olarak tolere
edilebilir oldugunu gostermektedir. Ayrica, yag asidi profilindeki degisim, balik etinin

besin degeri potansiyelinin iyilesmesinde de katkisi olabilecegine isaret etmektedir.
Bu dogrultudaki onerilerimiz:

» FA@MgNPs’nin uzun donemli etkilerini degerlendirmek amaciyla kronik
maruziyet ¢alismalar1 yapilmalidir. Ozellikle farkli yasam evrelerinde (larva,
juvenil, ergin) etkileri karsilastirilmalidir.

= Gen ekspresyon diizeyleri ile enzim aktivitesi arasindaki farklar g6z Oniinde
bulundurularak, post-translasyonel modifikasyonlar, protein stabilitesi ve
metabolik yanitlar detayl olarak aragtirilmalidir.

= FA@MgNPs’nin biiylime, bagisiklik yaniti, lireme performansi ve dokularda
birikim diizeyi gibi daha genis fizyolojik parametreler tiizerindeki etkileri
caligilmalidir.

= FA@MgNPs gibi nanomalzemelerin su iiriinleri yetistiriciliginde fonksiyonel yem
katkist olarak kullanimi tesvik edilebilir; ancak bu kullanim Oncesinde
ekotoksikolojik ve gida giivenligi agisindan risk  degerlendirmeleri

tamamlanmalidir.
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