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OZET

ALUMINYUM OKSIT ve NIKEL NANOPARTIKULLERIN ZEBRA BALIGI (Danio
rerio) LARVALARININ GENETIK YAPISI UZERINE TOKSIK ETKILERININ
BELIRLENMESI

Savas SAFFAK

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Su Uriinleri Ana Bilim Dal
Doktora Tezi
Damsmani: Prof. Dr. Biilent VEREP

Endiistriyel nanopartikiiller, alisilmamis fizikokimyasal oOzelliklerinden dolayr canlilarda
bulunan doku, organ, hiicre, hiicre i¢i yapilar, DNA ve protein diizeylerinde potansiyel olarak
olumsuz etkiler olusturabilmektedirler. Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda, nanopartikiillerin
etkilerinin kismen mi yoksa tamamen mi iyonlasmadan kaynaklandigi tam olarak
anlasilamamugtir. Bu ¢alismada, aliiminyum oksit (Al.O3) ve nikel (Ni) nanopartikiillerin ve
uygun konsantrasyonlarda suda ¢oziinebilen iyonlarinin larval zebra baliklar1 (Danio rerio, 72
saatlik) lizerine potansiyel toksik etkileri, stres gen (p53, rad51 ve mt2) ekspresyonlarindaki
degisimler es zamanl kantitatif PZR (RT-qPCR) teknigi kullanilarak arastirilmistir. Ayrica, bu
iki nanopartikiilin olusturabilecegi genotoksik etkiler Comet Assay teknigi kullanilarak
belirlenmeye ¢aligilmigtir. Calisma sonucunda, 0-500 mg/L araligindaki konsantrasyonlarda
Al>O3 ve 0-300 mg/L araligindaki konsantrasyonlarda Ni nanopartikiillere maruz birakilan zebra
balig1 larvalarinin % 50’sini Oldiiren letal konsantrasyonlar sirasiyla 130,19 £+ 5,59 mg/L ve
122,22 + 6,33 mg/L olarak hesaplanmistir. Ayrica, bu iki nanopartikiile 96 saat siireyle maruz
birakilan zebra balig1 larvalariin kan hiicrelerinde, konsantrasyona bagli olarak DNA hasarinda
artig tespit edilmistir. DNA hasarinin Al>Os nanopartikiiliine maruz birakilan larvalarda %21,82
ve Ni nanopartikiiliine maruz birakilanlarda ise %?26,87 oranlarinda oldugu tespit edilmistir.
Stres gen ekspresyon degisimlerinin ise karmasik ve direkt olarak konsantrasyona baglh
olmadig1 tespit edilmesine ragmen rad51 ve p53 gen ekspresyonlarinda 6nemli bir farklilik
goriilmezken, mt2 gen ekspresyonlarinda kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak onemli

artiglar tespit edilmistir.

2022, 65 sayfa
Anahtar Kelimeler: Nanopartikiiller, DNA Hasari, Gen Ekspresyonu, Zebra Balig1, Akut

Toksisite.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF TOXIC EFFECTS OF ALUMINIUM OXIDE and NICKEL
NANOPARTICLES ON GENETIC STRUCTURE OF ZEBRAFISH
(Danio rerio) LARVAE

Savas SAFFAK

Recep Tayyip Erdogan University
Institute of Graduate Studies
Department of Fisheries
Doctoral Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Biilent VEREP

Engineered nanoparticles can potentially generate adverse effects on tissue, organ, cellular,
subcellular, DNA, and protein levels due to their unique physico-chemical properties. To date it
is not yet completely understood, whether effects of nanoparticles are solely or partly due to
dissolved ions. In the present study, it was investigated the potential toxic effects of aluminium
oxide (Al>Os), and nickel (Ni) nanoparticles and their dissolved ions on larval (72 h post
fertilization) zebrafish (Danio rerio) by analysing changes in expression levels of stress-related
genes (p53, rad51, and mt2) by real-time quantitative PCR (RT-gPCR). Another objective was
to assess genotoxicity of these two nanoparticles by Comet Assay technic. The lethal
concentrations for 50% mortality (LCso) in larval zebrafish exposed (96 h) to 0-500 mg/L Al,Os
nanoparticles and 0-300 mg/L Ni nanoparticles were 130.19 + 5.59 mg/L and 122.22 + 6.33
mg/L, respectively. A concentration-dependent increase in DNA strand breaks was detected in
blood cells from larvae exposed (96 h) to these two nanoparticles. DNA damages were
determined as %21,82 for Al,O; nanoparticles and %26,87 for Ni nanoparticles exposed larvae.
Induction of stress-related genes in larvae was complex and not directly related to nanoparticle
concentrations, although there was no significant difference in rad51 and p53 gene expression
changes, there was statistically significant increase in mt2 gene expression of larvae exposed to

nanoparticles relative to controls.

2022, 65 pages

Keywords: Nanoparticles, DNA Damage, Gene Expression, Zebrafish, Acute Toxicity.
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

“Nano”; metrik sistemde metrenin milyarda biri, yunanca ve latincede ciice
anlamina gelmektedir. Nano boyuttaki maddeler 6lgekleri bilinen bagka mikro ve nano
boyutundaki saf bilesenler ile kiyaslanarak olgiileri hakkinda daha detayli bilgiye
ulagilabilmektedir. Nano boylarda maddeler dogal hallerinden ¢ok daha degisik
davraniglar sergilerler. Normal hallerinde 15181 ve elektrigi iletmeyen maddelerin
iletkenlikleri nano boyutta ¢ok daha yiiksektir. Normalde sert yapili olmayan maddeler,
nano ebatta incelendiginde tam tersi ozellikler sergileyerek elmastan dahi sert bir tutum
gosterebilirler (Mark vd., 2007; Crane vd., 2008).

Giiniimiizde nanoteknoloji kullanilarak iiretilen malzemelerin, diger iiriinlere gore
daha dayanikli, hassas ve hafif 6zellikler ile donatilmis olmasindan &tiirii bu teknolojiyi
diinyada ilgi odagi haline getirmistir. Nanoteknoloji vizyonu ilk olarak, fizik¢i Richard
Feynman’in 1959 yilinda malzemelerin ve cihazlarin molekiiler boyutlarda iiretilmesi
ile basarilabilecekler iistiine yapmis oldugu “There’s Plenty of Room at the Bottom”
baglikli {inlii konusmasma kadar dayandirabiliriz. Richard Feynman, “2000’li yillarda
insanlar geriye doniip baktiklarinda neden 1960’lara kadar bu konu ile ilgili ciddi
caligmalarin baslamadigint merak edecekler” sozleriyle nanoteknolojinin Onemini
acikliyor ve nanoyapilarin minyatiirize edilmis enstriimanlar ile dlgiilebilecegi ve yeni
hedefler dogrultusunda kullanilabilecegini vurgulamigtir. Feynman’in baslattigi
nanoteknolojinin gelisimi ile ilgili bu akim, bugiine kadar olaganiistii bir bilgi birikimi
ve hizla devam etmistir. ABD’de nanoteknoji ile ilgili olarak 2000 yilinda “Amerikan
Ulusal Nanoteknoloji Gurubu” olusturulmus ve bu teknolojiye 2005 yilinda saglanan
fon milyar dolar seviyelerine yaklasmistir. “Amerikan Ulusal Saglik Enstitiileri
Biyomiihendislik Konsorsiyumu”, 2000 yilinda “Nanobilim ve Nanoteknoloji:
Biyomedikal Arastirmalarin Sekillendirilmesi” bashigiyla duyurmustur.
Nanoteknolojinin  biyoloji ve tiptaki kullanim alanlarmin iyi anlasilmasi bu
konsorsiyumun en onemli faydasi olmustur (TUBITAK, 2004). 1985 senesinde ilk

olarak Amerikali bilim insan1 Richard B. Fuller tarafindan 21. ylizyilin en &nemli



teknolojisi olan nanoteknolojide, Ceo (fulleren) kesfedilmis ve sonrasinda iiretilmistir
(Sekil 1).

Sekil 1. Ug boyutlu Ceo nanopartikiil (fulleren) taneciginin goriiniimii.

Son yillarda nanoteknolojinin de biiylimesi ile, cesitli alanlarda faydalanmak
adina sentetik olarak farkli 6zellikler eklenen nano boyutta malzemeler imal
edilmektedir. Nano olgegine indik¢e malzemenin boyutlarinda meydana gelen yeni
ozellikler ile, elde edilen nanomalzemeler endiistride yaygin kullanim sahasi elde etmis
ve hizla iretilen malzemeler giinliik yasantimizda yerini almistir (Handy vd., 2008).
Tekstil sanayinde ve giyim iirinlerinde nanomalzemeler kullanilmaktadir.
Nanomalzemeler; spor malzemeleri, insaat malzemeleri, endiistriyel tekstiller, ziraat
tekstilleri ve tibbi tekstiller gibi teknik tekstil tirtinleri kullanilarak imal edilmektedir.
Ote yandan, bu malzemelerden boya endiistrisinde de yararlanilmis, genellikle binalarin
ic ve dis cephelerinde kullanilmak amaciyla; kendini temizleyebilme 6zelligi, istiin
muhafaza o6zelligi, koku giderme 6zelligi, antibakteriyel ve antimikrobiyal 6zellikler
igeren boyalar imal edilmistir. Kozmetik endiistrisi nanopartikiil teknolojisinden istifade
eden bir diger sektordiir. Nemlendirici, dis macunu, tiras losyonu, giines kremleri,
deodorant gibi nanomalzemeler kullanilarak {iretilen farkli materyaller tiiketicilerin
kullanimina siiriilmiistiir. Bagka bir endiistri kolu olan otomobil sanayisi de; siirtiinmeye
dayanikli malzemelerin yapimi, hafif motor ve c¢ergeve pargalarinin imal edilmesi,
asinma Onleyici tabakalar tiretilmesi gibi ¢esitli sanayi triinlerinde nanopartikiil

teknolojisinden yararlanmistir (Scenihr, 2006).

Uluslararas1 diizeyde nanopartikiil teknolojisinin ve nano iriinlerin 6nemli hale
gelmesi ve kullanim diizeyinin giderek artmasiyla beraber Cevre Koruma Orgiitii (EPA)
basta olmak {iizere bu frlinlerin Amerika ve Avrupa’da bircok kurum tarafindan

olumsuz etkilerinin tespit edilmesi arastirmalarina baslanmistir (Wiesner vd., 2006).



Nanoteknoloji kullanimmin giderek gelismesi, yayginlagsmasi ve biiyiimesi gbz oniine
alindiginda, bu nanomalzemelerin zararlariin tespit edilmesinin, ¢evrenin ve toplum

sagliginin muhafazasinda biiyiik bir 6nemi vardir (Moore, 2006; Kroll vd., 2009).

Yapilan pek c¢ok nanopartikiil toksikoloji c¢alismalarinda saptanan bilgiler
giniimiizde epey karmasik ve problemlidir. Bunun sebebi, nanopartikiillerin
kiimelenme 6zelliklerinden dolay1 6l¢iim sistemlerinin ve deney elemanlarinin dogru
calismasina imkan saglamamasidir. Dagilim 6zelliklerine ve biiyiikliiklerine gore su
ortaminda nanopartikiiller hem yayilma hem de var olduklar1 diizenegin dibine ¢okelme
egilimindedir (Limbach vd., 2005). Giiniimiizde nanopartikiil deneylerinde uygulanan
test metotlar1; dogrulama, giivenli bir risk degerlendirmesi ve standardize edilmis bir
test dizayn1 olusturma bakimindan birtakim sorunlara haizdir. Bu sebeple degisik
laboratuarlar arasinda yapilan deneylerde degisik sonuglara ulasilmaktadir. Giiniimiizde
gerceklestirilen deney yontemleri biiylik olasilikla nanopartikiillerin fiziksel ve
kimyasal  niteliklerinden  etkilenmektedir.  Nanopartikiil risk  degerlendirme
caligmalarinda bu sorunu asabilmek igin hiicre diizeyinde toksik test yontemlerinin
elverigli duruma getirilmesi ya da farkli bir deney diizeneginin kullanimina gereksinim
duyulmaktadir (Kroll vd., 2009; Boyle vd., 2015). Sucul ¢evrede nanopartikiillerin
zararlarmi 6lgebilmek amaciyla; uygun test diizeneklerinin kullanimi ve gevreye uygun
maruziyet kosullarin1 dikkate alarak deney organizmalarina elverisli maruziyet

sisteminin diizenlenmesi ¢ok énemli bir faktordiir.

1.2. Nanoteknolojinin Tarihi ve Giiniimiiz Nanoteknoloji Endiistrisi

Maddeler tizerinde 100 nanometre dlgeginden daha diisiik boyutlarda elde edilen
ve ticari bir hedefe yonelik olarak isleme, modelleme, diizenleme ve Ol¢iim gibi
calismalar1 igeren bilim dalina nanoteknoloji denilmektedir. 21. yiizyilda gelisen ve
onemli bir bilim dali olarak tanimlanan nanoteknoloji, Amerikali bilim adami Richard
Feynman’in ilk 1959 yilinda nanoyapilarin temel yapilardan daha farkli nitelikler
tasidigin1 vurgulamasi ve bilim ile ugrasan insanlarin dikkatini nanometrik boyutlara
¢ekmesi ile hiz kazanmustir. 1981 yilinda ilk olarak taramali tiinelleme mikroskobunun
(STM), sonrasinda 1985 yilinda atomik kuvvet mikroskobunun (AFM) bulusu,

yiizeydeki molekiillerin ve atomlarin incelenmesine, atomik boyutta tepkimelerin
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izlenmesine imkan vermistir. Bu yilizden nanoteknoloji endiistrisi 20. yiizyilin son
doneminde ivme kazanmis ve dogada olmayan yeni nanomalzemelerin atomsal diizeyde

iiretilmesine baslanmistir (TUBITAK, 2004).

Giintimiizde nanoteknolojiden; gevre, ilag, biyoloji, kimya, fizik, uzay, elektronik
ve bilgisayar gibi gesitli endiistri alanlarinda da yararlanilmaya baslanmistir. Nano
alanmn ileride bilim ve miihendislik arastirmalarinin esasini olusturacagi, diger taraftan
multidisipliner caligmalarin ve egitimin temel kademesi olarak goriilmektedir. Son
donemlerde diinya ekonomisinde 6nde gelen iilkeler nanoteknoloji alanindaki AR-GE
calismalarina ve bununla ilgili yatirnmlara hayli yiiksek miktarlarda kaynaklar
ayirmaktadir (Sekil 2).
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Sekil 2. Nanoteknoloji konusunda 6nde gelen tilkeler ve bu iilkelerin nanoteknoloji igin
ayirdiklart fonlar (Boran, 2012).

Nanotoz boyutlar1 1-100 nm arasinda degisiklik gosteren bilesikler olarak
nitendirilmektedirler. Nanotoz maddeler; nitritler, siilfitler, karpitler, boritler, metaller
ve metal oksitlerken metal olmayan malzemeler ise karbon, kalay, silika ve silikon
karpitler olarak siralanabilir. Nanotozlarin kullanim alanlar ile ilgili asagida 6rnekler
verilmistir. Titanyum dioksit (TiO2) ve ¢inko oksit (ZnO) nanotozlari; giines losyonu ve
kozmetik, kaplamalar ve boyalar, hatta i¢cme sularinin igerisindeki Kirleticilerin

eliminasyonunda kullanilmaktadir. Titanyum dioksit nanotozlar1 gozliik camlarindaki
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merceklerde ¢izilmeyi Onler ve tibbi amagh kullanilan camlarda ise kendi kendini
temizleme 6zelligini igerir (Pritchard, 2004). Mikro aliiminyum nanotozlar, patlayici
maddelerde ve havai fiseklerde yanma 6zelliklerini artirmak maksatli kullanilmaktadir.
Elmas nanotozlar; zimpara, macun, ayna ve mercek gibi materyallerde istenilen yiiksek
parlakligr almak i¢in kullanilmaktadir. Ayrica, yaglarda da elmas nanotozlar1 yaglama
ozelliklerini gelistirmek maksatli kullanilmaktadir. Boyanin dis etkenler ile aginmasini,
yipranmasini Onlemek ve koruma saglamak amacgli giimiis ve elmas nanotozlari
boyalara eklenerek kullanilmaktadir. Nanobakir, bilgisayar donanimlarinda, askeri
materyallerde, asinmayi, yipranmayr Onleyici yag katkilarinda ve elektriksel
malzemelerde kullanilmaktadir. Nanogiimiis, antimikrobiyal 6zelligi ile bilinmektedir.
Bu yiizden koku giderici ve bakteri olusumunu Onleyici olarak tekstil sanayinde
kullanilmaktadir. Bunlardan baska, glimiis nanopartikiilleri beyaz esya sanayinde ve

gida paketlemede de kullanildig: bilinmektedir (Mark vd., 2007).

1.3. Al203 ve Ni Nanopartikiillerin Kullanim Alanlar:

Aliiminyum oksit nanopartikiillerin kullanimi genel asindirict uygulamalarinda
yaygindir. Bu aliiminyum oksit nanopartikiilleri hassas yapilarin ve miicevheratlarin
parlatilmasinda da kullanilmaktadir. Silikon devre elemanlarinin ve optik materyallerin
parlatilmasi gibi uygulamalar da siklikla kullanilirlar. Degerli metaller i¢in aliiminyum
oksit nanopartikiilleri altlik yapiminda yaygin olarak kullanilan metal oksitlerdir. Metal
matriks kompozitlerin kullanildigi yapisal seramiklerde de aliiminyum oksit
nanopartikiillerinin kullanildig1 goriilmektedir (Koch, 2006). Ayrica, plastik, boya ve
seramik sanayinde de {riin kalitesini ve dayaniklili§ini arttirmak i¢in aliiminyum oksit

nanopartikiiller yaygin sekilde kullanilmaktadirlar (Sekil 3).

Sekil 3. Al20s nanopartikiillerin tiiketici liriinlerinde ve sanayide kullanim alanlar
(Koch, 2006).



Son zamanlarda nanopartikiillerin malzeme ve imalat alaninda kullanilmasi
konusunda biiyiik gelismeler olmustur. Bunlardan biri, kendini iyilestirme o6zelligi
bulunan ve yapay deri olarak kullanilabilen nikel nanopartikiil takviyeli polimerlerdir.
Nikel (Ni) nanopartikiil takviyeli polimer kompozitlerle iiretilen yapay deriler kesilip el
ile hafif¢e birlestirildigi takdirde eski haline yaklagik 30 dakika iginde
kavusabilmektedir. Yiizde yiiz iyilesmenin oldugu bu malzeme i¢in elektrik iletkenligi
ve dayanimin da neredeyse eski haline %75 oraninda kavusmaktadir. Kesme islemleri
cok sayida tekrarlansa bile malzeme yine kendini iyilestirme 6zelligini korumaktadir.
Bu 06zelligi sayesinde Ni nanopartikiillerin tipta biyoprotez olarak kullanilmaya

baglanmasi diisiiniilmektedir (Tee vd., 2012) (Sekil 4).

Sekil 4. Ni-NP’in biyoprotez olarak ve diger sanayi iiriinlerinde kullanilmas1 (Tee vd.,
2012).

1.4. Nanopartikiil Toksikolojisi

Nanotoksikoloji; risk degerlendirmesi, giivenilirlik boyutlar1 ve nanopartikiillerin
potansiyel toksik etkilerinin tespit edilmesi maksadiyla yapilan deneysel arastirmalari
anlatir. Maddelerin nano boyutta bilinmeyen bazi o6zelliklerinin fark edilmesiyle
nanoteknoloji endiistrisi hizl1 bir ilerleme kaydetmistir ve bu &zellikler nanopartikiillerin
hem ekotoksikolojileri hem de potansiyel toksisiteleriyle ilgili bir takim endiselere
neden olmustur. Reaktivitelerinin artmasi ve degisen kuantum davranislari, endiistride
tiretilmis olan nanopartikiilleri olduk¢a fazla uygulamada kullanilabilir duruma

getirmigtir, fakat bu maddeler ¢evrede ve canlilarda beklenmedik birtakim olumsuz
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etkilere neden olabilmektedir (Handy vd., 2008). Ote yandan, nanopartikiiller kiiciik
boyutlarda olmalar1 nedeniyle bir bariyer meydana getirerek farkli kimyasallarin
hiicreleraras1 baglantilarindan ve hiicre zarindan ge¢ip canli hiicrelerine girmelerini

engellemektedirler (Lanone ve Boczkowski, 2006).

1.5. Nanopartikiillerin Su Canlilar1 Uzerine Etkileri

Yakin gelecekte nanopartikiiller, Su ortamina karigmayla dikkate alinmasi gerekli
olan yeni cevre sorunlarma sebebiyet verebilecektir. Oncelikli olarak bilimsel olarak
aragtirilma ihtiyact hissedilen konular; kolloit partikiiller ve nanopartikiillerin
sedimentlerle iliskisi, kii¢iik partikiillerin hidrodinamik davraniglari, toksisitenin
artmasina sebep olan ve diger kimyasal kirleticiler ile olusan sinerjistik etki, metallere
ve lipofilik organik bilesiklere baglanma 6zellikleri, canlilarin viicuduna girme sekilleri,

yiizey ozellikleri, parcacik boyutu ve su ekosistemleri iizerine etkileridir (Moore, 2006).

Sehirsel atiksularin ve sanayi atiklarmm biiyiik bir ¢ogunlugunun derelere,
nehirlere, gollere ve kiyisal sulara karigtigi bilinmektedir. Bundan dolayi, sucul
ortamlara nano 6l¢ekli birgok endiistriyel tiriin ve bunlarin yan tiriinlerinin de karismasi
kaginilmaz bir gergekliktir (Daughton, 2004). Bunun yaninda, ¢evre takip yontemlerinin
yeterli olmamasi, maddelerin nano ve normal yapilarinin ayrilmasinda karsilagilan
giigliiklerden &tiirti nanopartikiillerin miktarlar1 ve ¢evredeki yayilimu ile ilgili ¢ok fazla
bilgi mevcut degildir. Giinlimiizde nanopartikiillerin ¢evresel konsantrasyonlarini pg/L
seviyelerinde modelleme teknikleri ile tespit etmek miimkiin kilinmistir (Boxall vd.,
2007). TiO2 nanopartikiil konsantrasyonunun Iskandinav sucul ekosistemlerinde yapilan
bir aragtirmada 0,0007-0,0245 ng/L araliginda degisim gosterdigi belirlenmistir
(Mueller ve Nowack, 2008; Perez vd., 2009).

Su yiizeyinin altindaki kiyisal ve denizel ortamlari, balik tiirleri ve ¢ok sayida
omurgasiz canlilara ait pelajik yumurta ve larvalari da igine alan biiylik mikroskobik
canlilara sahiptir (Wurl ve Obbard, 2004). Suda yasayan canlilarin viicutlarina
nanopartikiillerin giris sekilleri; dogrudan yutarak, solungaglardan girme, deri yolu ve
koku organlart ile viicudun dis g¢eperinden gegcme yoluyladir. Omurgasiz

organizmalarda yutulan nanopartikiiller i¢in hepatopankreas, hiicresel bagisiklik sistemi
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ve bagirsak epiteli olas1 hedef dokulardir (Moore, 1990). Baliklarda da nanopartikiiller
i¢in olas1 hedef organ karacigerdir (Smedsrud vd., 1984).

Canlilarda nanopartikiiller birka¢ sekilde toksik etki meydana getirebilirler.
Nanotoksisitenin ana molekiiler mekanizmasi, canli viicudunda meydana gelen serbest
radikaller sebebi ile hiicresel oksidatif stres olusmasidir (Lanone ve Boczkowski, 2006).
Nanopartikiillere yiiksek dozda maruz kalinmasi halinde, serbest radikaller; protein,
lipid ve DNA’nin oksidasyonuna yol agarak biyolojik bilesenlerde tahribat olustururlar.
Hiicresel inflamasyonun artmasi ve olusmasinda oksidatif stres onemli rol oynar
(Rahman, 2000; Rahman vd., 2005; Lanone ve Boczkowski, 2006). Serbest radikaller,
baz1 nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zellikleri ve ¢evresel faktorleri, fagositik hiicre
etkisi yabanci maddelere karsi, gegis metallerinin varligi, antioksidan madde miktarinin
yetersiz olmasi gibi farkli birka¢ faktdrden olusabilir (Lanone ve Boczkowski, 2006).
Nanopartikiillerin tirettigi potansiyel serbest radikallerin dokularda birikim olugturmasi
ve yavas temizlenmesi, dalak ve karaciger gibi organlari oksidatif stresin ana hedefi
haline getirmektedir. Diger taraftan, yiiksek seviyelerde kan akiginin oldugu (Bobrek
vb.) oraganlar da nanopartikiillere maruz birakilma durumunda olumsuz bir sekilde

etkilenebilmektedir.

Canli hiicre igerisinde nanopartikiiller hiicresel bilesenler ile etkilesime girebilir,
hiicresel fonksiyonlar1 degistirebilir veya bozabilir hatta reaktif oksijen tiirleri meydana
getirebilirler. Zehirlenmenin ana kaynagi hiicre ¢ekirdegi ve mitokondri ile
nanopartikiillerin etkilesime girmelerinin oldugu diisiiniilmektedir. Bunun neticesinde
de olusan hiicre dongiisiinde aksama, hiicresel DNA hasari, apoptozis ve mutageneze
sebep olarak zehirlenmenin ana kaynagmi olusturur (Unfried vd., 2007).
Nanopartikiillerin diger toksisite mekanizmalarinin, ¢ok hizli bir sekilde bulunduklar
ortamla etkilesime girmelerinden kaynaklandigi diistiniilmektedir. Dolasim sistemine
nanopartikiiller girdiklerinde kan bilesenleri ile etkilesime girerek trombozis ve
hemolize neden olabilirler. Bundan baska, immiin sistemiyle nanopartikiillerin
etkilesimi halinde organizmalarda bagisiklik sistemindeki toksisiteyi yiikselttikleri
belirlenmistir (Dobrovolskaia ve McNeil, 2007).



1.6. Akuatik Toksikoloji Deneyleri

Canlilarin  hiicrelerinde Kimyasallara bagli olarak Onemli yap1 ve islevsel
degisikliklerinin belirlenmesi ve agiklanmasi amaci ile deneysel toksikolojik
aragtirmalar yapilmaktadir (Loomis, 1978). Toksikolojik testler, yalnizca canli
organizmalar iizerindeki kimyasallarin zararli etkilerini belirlemek i¢in degil, toksik
etkilerinin goriilmeyecegi bu maddelerin miktarlarin1 tespit etmek amaciyla da
yapilmaktadir. Testlerde uzun vadeli madde maruziyetine bagli olarak toksik etkiler
arastirilacaksa; ortak 6zellikteki maddelerin, su hacimlerinin ve test sartlarinin deneyin
yapildigi zaman periyodu igerisinde de uygulanmasi gerekir (Altinok vd., 2011). Diger
taraftan, testlerde beklenen toksik etkinin goriilmesine yonelik olarak, bir kimyasal
maddenin bilinen etkiyi olusturdugunun ve deneyin saglikli bir sekilde islediginin test
edilmesi amaciyla pozitif kontrol grubuna uygulanmasi da gerekir (Saygi vd., 1991;
CPMP, 2000).

Kullanilan test organizmalar1 toksik maddelerin bulundugu ortamda tutularak
toksikolojik deneylerde bu maddelerin artan seviyelerde organizmalardaki etkileri
aragtirilir. Bu ¢alismalarda; canlilarin iiremesi, gelisimi, denge bozukluklari, yiizme
yetenekleri, organlarindaki aktiviteler, histolojik degisimler, biyokimyasal degisimler ve
oliimler gibi degiskenler arastirilir. Deneylerdeki materyal birden fazla madde igeren
kompleks bir karigim olabilecegi gibi tek bir kirletici de olabilir (APHA, 1992; Laufer
ve Nation, 1999). Ortak 06zelliklere sahip organizmalar toksikolojik deneylerde,
genellikle toksik maddeye farkli miktarlarda maruz birakilmaktadir. Ayrica, testlerde
kontrol grubu, toksik madde disindaki degiskenlerin etkilerinin ortadan kaldirilmasi
acisindan kullanilmaktadir (EPA, 1993; Unsal, 1998; Altinok, 2004).

Zehirlilik testleri; deneyin ortamina, zamanina, toksik madde eklenmesine ve
amagclarina gore ayrilmaktadir. Deney siirelerine gore akut ve kronik olmak iizere testler
ikiye ayrilir. Akut toksikolojik deneylerde 24, 48, 72 ve 96 saatlik zaman araliklar
kullanilarak testler yapilmaktadir. Testlerde kullanilan canliya gére deney siiresi de
farklilik géstermektedir. Bu zaman zarfinda kullanilan canlinin gelisimi ve biiylimesi de
g0z oniine alinmalidir. Test siiresi kronik deneylerde daha uzun kullanilabilir veya bir

haftayla bir ay arasinda da olabilir. Farkli toksik madde miktarlarinin bu test tiiriinde
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canlilarin tiremesi ve gelisimleri iizerine etkileri de arastirilmaktadir (FAO, 1987;
Unsal, 1998). Kirletici ilavesine gére toksikolojik testler, statik akis sistemli, yari statik
akis sistemli ve stirekli akis sistemli olmak tizere ii¢ sekilde siniflandirilmaktadir. Teste
tabi tutulacak canlilar, statik deneylerde uygun bir sistem icersinde hazirlanmis deneye
konur ve deney siiresince herhangi bir degisiklik yapilmaz. Bu c¢alismalarda
metabolizma sonucunda atiklarin su kalitesinde olusturacagi olumsuzluklari gidermek
amaci ile genelde 96 saatlik siire se¢ilmektedir. Yari statik toksik deneylerde, belli
zaman araliklar1 ile deney ortami yenilenmekte olup, toksik madde ve deneyde
kullanilan canli tiirline gore bu zaman araliklar1 farklilik gostermektedir. Bu yiizden,
statik testlerde su kalitesindeki degisimlerin bilinmesi; metabolizma atiklart ve diger
baz1 sebeplerden kaynaklanan olumsuz etkileri ortadan kaldirmis olmaktadir. Siirekli
akis sistemli deneylerde ise, test ortami1 devamli yenilenir ve test siiresi boyunca su
kalitesinde metabolizma atiklarindan kaynaklanan herhangi bir degisiklik olmaz. Bu
deneyler dogal ortam kosullarinit miikemmel bir sekilde temsil eden test sistemleridir
(FAO, 1987; Unsal, 1998).

Zehirlilik testlerinde, toksik olan maddelerin zararli etkilerini ve su kalitesini
tespit etmek, atiklar1 ve bu atiklarin desarj edildigi alanlari izlemek, insanlarin tiikettigi
su Urlinlerinin saglik acisindan zararlarini tespit etmek, gida zincirinin stiindeki
canlilar1 korumak, toksik maddelerin canlilar iizerindeki biyolojik birikimini ve uyarici
etkilerini gozlemlemek igin yapilmaktadir. Ote yandan, canli organizmalarda farkli
toksik maddelerin etkilerini kiyaslamak ve bu toksik maddelere karsi tepkilerini 6lgmek
maksadiyla da bu deneyler yaygin bir bi¢imde yapilmaktadir (Nowak, 1992; Arnold vd.,
1996; Klauning, 2000; Leblond vd., 2001).

1.7. Deneylerde Kullanilan Canlinin Se¢imi

Toksikolojik deneyler icin kullanilacak canlilar miimkiinse ekosistemi temsil
edebilecek yerli tiirler arasindan secilmelidir. Tespiti yapilacak olan bu tiiriin ekonomik
ve ekolojik Oneme sahip olmasinin yaninda elde edilmesinin de kolay olmasi
gerekmektedir. Tiirler aras1 ve tiir iginde duyarlilik, gesitlilik gosterdiginden canlilar
oldukga genis bir duyarlilik araligmma sahip bir sekilde belirlenmelidir. Bu tiirlerin

kiiltiirlerinin yapilabilir ve laboratuvar sartlarina dayanikliliginin yiiksek olmasi gerekir.
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En az bir ay siire ile belirlenen tiirler laboratuar ortaminda saglikli kosullarda kontrol
edilebilmelidir. Test canlilarmin biyolojilerinin, tuzluluk, sicaklik ve pH gibi
isteklerinin deney sistemi kurulmadan 6nce bilinmesi gerekir. Canlinin en hassas evresi,
ekonomik agidan Onemi ve gida zincirindeki diizeyi bilinmelidir. Ayriyeten,
denemelerde kullanilacak canlilar uygun boyda olmasi gerekmektedir (Greenberg vd.,
1985; Rand, 1995; Atamanalp, 2004).

Zebra baligi (Danio rerio) (Sekil 5) larvalar1 bu tez ¢alismasinda deney canlisi
olarak se¢ilmistir. Bu tiirlin ¢alismamizda seg¢ilme sebepleri; laboratuvar kosullarina
adaptasyonunun yiiksek olmasi, birey basma haftada yaklasik 120-150 yumurta
tiretebilme kapasitesine sahip olmalari, genetik yapisi, davraniglarinin iyi bilinmesi,
genel fizyolojisi, dis ortamda embriyonun gelismesiyle biitiin asamalarinin
gozlemlenebilmesi ve degisiklik yapilabilmesi, genetik analizler i¢in uygun olmasi,
insan genlerinin karsilagtirilmali haritalandirilmasinda kullanilmasi, insan hastalik ve

gelisim genleri ile benzer birgok gen bulundurmasi gibi 6zellikleridir.

Sekil 5. Toksikolojik testlerde anag olarak kullanilan zebra baliklart (Danio rerio).

1.8. Gen Ekspresyonu

Gen ifadesi ya da gen ekspresyonu, DNA dizisi olan genlerin, islevsel protein
yapilarina doniismesi siireci i¢in kullanilan bir terimdir. DNA’daki genetik bilgilerin bir
RNA molekiili (mRNA) senteziyle kopyalanmasi (transkripsiyonu) ve kopyalanan
genetik bilgilerin bir protein molekiiliine ¢evrilmesi (translasyonu) islemlerinin tamami
gen ifadesi ya da gen ekspresyonu olarak ifade edilir. DNA’nin farkli genlere karsilik

gelen bolgelerindeki baz dizilimleri, o gen tarafindan sifrelenen proteinin aminoasit
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dizisini tayin eder. DNA’da bulunan baz dizilimlerinin proteinin amino asit dizisini
nasil sifreledigi biyokimyasal ve genetik yontemlerin beraber kullanilmasiyla ortaya

konulmustur (Yauk ve Berndt, 2007).

Gen ekspresyonunun en genel 6lgme amaci kiyaslamadir. Baska hiicrelerdeki
genlerin mRNA seviyelerini kiyaslama, bir organdaki normal bir hiicre ile timor
hiicresinin karsilastirilmasi, toksik maddelere maruz birakilan veya farkl: siireler ile ilag
uygulanan canlilarin genlerindeki ekspresyon degisimlerinin kiyaslanmasi gibi

maksatlarla gergeklestirilmektedir (Suter vd., 2004).

1.9. DNA Hasar1 (Comet Assay)

Giiniimiizde DNA hasarinin dlgiilmesine imkan taniyan hassas teknikler biyiik
onem kazanmistir. DNA hasarini tespit etmek ve miktarini belirlemek igin tek hiicreli
jel elektroforezi veya diger adiyla “Comet Assay” teknigi ile hiicre seviyesinde
uygulanan non-invaziv, hizli ve hassas bir floresan mikroskobik islemdir. ‘‘Alkali
Comet Assay’’ olarak 1988 yilinda tanmitilmasindan sonra farkli modifikasyonlar ile
gelistirilerek ¢ok ¢esitli tiplerde DNA hasarinin tespit edilmesinde kullanilir duruma
gelmigtir. “‘Comet Assay’’; genetik toksikoloji, yaslanma, klinik ve molekiiler
epidemiyoloji alanlarinda 6nemli uygulamalari olan 6zellikle son yillarda her gegen giin
artan apoptozis, oksidatif stres-antioksidan arastirmalarinda da yer almistir. Islem
asamalar1 ise; hiicre siispasiyonunun hazirlanma islemi, mikroskop lamlarinin
hazirlanmasi, lizis islemi, DNA siiperkoil yapisinin alkali ortamda agilmasi (alkali
unwinding), elektroforez islemi, nétralizasyon islemi, DNA boyama ve “comet’leri
goriintiileme, cometlerin sayilmasi ve DNA hasar tespiti gibi basamaklar1 igermektedir
(McKelvey-Martin vd., 1993).

1.10. Onceki Cahsmalar

Canlilar lizerindeki nanopartikiillerin  zararli etkilerinin  degerlendirildigi
toksikolojik arastirmalar ¢ok fazla degildir. Ceo (Karbon 60) nanopartikiilleri,
fizikokimyasal 6zellikleri ve boyutlari iyi bilinen nanopartikiiller olmalar1 sebebiyle ilk

aragtirmalarin birgogunda kullanilmigtir. Bu arastirmalar neticesinde, hiicresel oksidatif
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strese sebep oldugu ve hiicresel toksisitenin, memeli hayvanlara ait hiicre kiiltiirii ile
karistirilan fullerenlerin, yag igerisinde olusan ¢oziinmeden kaynaklandigi belirlenmistir
(Colvin, 2004; Sayes vd., 2004). Yiizey alanlarindaki degisim Ceo nanopartikiillerin,
yaglardaki alifatik gruplara ve hidroksile tutunarak g¢6ziinmelerini azaltabilir ve bu

sayede zehirlilik miktarinda da diisiis olabilir (Sayes vd., 2004).

Nanopartikiillerin son yillara kadar toksik etkileri konusunda yapilmis
arastirmalarin  birgogu memeli hayvanlar (domuz, fare vb.) ile ilgili yapilan
aragtirmalardir. Hayvanlardaki solunum sistemi Ttzerine ozellikle, metal oksit
nanopartikiiller, kadmiyum, TiO ve karbon nanotiiplerin etkilerine yonelik arastirmalar
cogunluktadir. Bu arastirmalar neticesinde, nanopartikiillerin hayvanlara intratrakeal
olarak verildiginde 6nemli diizeyde akciger hasar1 olusturduklari, fibroza ve dokularda
iltihaplanmaya sebep olduklart belirlenmistir (Takenaka vd., 2004; Handy ve Shaw,
2007). Yalniz, giiniimiizde tretilen nanoteknolojik tirtinlerin hizli bir sekilde biiyiimesi
g6z Oniine alindiginda, nanopartikiillerin letal ve subletal zehirlilik deneyleri; sucul
organizmalar, baliklar, midye ve omurgasizlar gibi canlilarda da uygulanmaya
baglanmigtir. Mavi midye (Mytilus edulis) ve deniz taragi ile yapilan arastirmalarda bu
canlilarin nanopartikiillerin endositoz vasitasiyla sindirim sistemine gegtikleri tespit
edilmistir. Bunun yani sira, denizel ortamdan toplanan midyelerin hemen hepsinin

karacigerlerinden nano 6lcekteki partikiiller izole edilebilmistir (Moore vd., 1997).

Baliklar ve omurgasiz canlilar ile yapilan arastirmalarda Ceo fullerenler mg/L
seviyelerinde toksik etki gosterebilmektedir, fakat ulasilan sonugta LCso degerleri
¢oziicii tiirli ve nanopartikiillerin hazirlanma metoduna gore farklilik gosterebilmektedir.
Bu c¢alismalar neticesinde, sulu fazda nanopartikiillere maruz kaldiklarinda birikimin
canli organizmalarda, Ozellikle solungaclar ve bagirsaklarda meydana geldigi
belirlenmistir. Alabaliklarda, hedef organ olarak nanopartikiillerin maruziyetinde
karaciger tespit edilmis ve onemli seviyede baliklarin karacigerlerinde biyolojik ve
kimyasal degisimlerin olustugu saptanmistir (Kashiwada, 2006; Lovern vd., 2007).
Balik beyninin de karbon igerikli nanopartikiil zehirlilik ¢alismalarinda potansiyel bir
hedef organ oldugu ortaya konulmustur. Genis agizli levrek (Micropterus salmoides)
baliginda uygulanan karbon 60 nanopartikiilleri beyin dokusundaki lipid
peroksidasyonunda artig, golyan baliginda (Pimephales promelas) ise %42 oraninda
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peroksizomal lipid tastyici protein olan PMP70 seviyesinde bir diislis tespit edilmistir
(Oberdorster, 2004; Oberdorster vd., 2006). Karbon 60 ile organik bir bilesik olan
tetrahidrofuran (THF) karisimina maruz kalan zebra baliklar1 larvalarinin kontrol
grubuna gore gen ekspresyonlarinda diisiik diizeyde bir degisim ve hayatta kalma
oranlarinda azalma saptanmistir (Henry vd., 2007). Bunun yani sira, zebra baligi
larvalarmin yumurtadan ¢ikis oranlarinda azalma ve embriyolojik gelisimlerinde de

gecikme oldugu belirlenmistir (Zhu vd., 2007).

Gokkusagir alabaliklarinin  beyin dokularinda TiO2 nanopartikiillere maruz
kaldiklarinda herhangi bir toksik etki olmamasina ragmen, oksidatif stres kaynakli
etkiler solungaglarinda goriilmistir. Bu durum beyinde hasar olusumunun
nanopartikiiliin tiirline bagli olarak degistigini gostermektedir (Federici vd., 2007).
Zebra baliklarinda ribozomal fonksiyonlarinin gen ekspresyonlarinda énemli diizeyde
degisimler meydana gelirken solungag filament genisliklerinde herhangi artis
goriilmemistir (Griffitt vd., 2009). TiO2 nanopartikiilleri baz1 nanopartikiillere gore daha
diisiik oranda toksik etki gostermektedirler. Yiiksek nanopartikiil konsantrasyonlarinda;
yavru sazan baliklar1 (Cyprinus carpio) ile yapilan denemelerde dahi 6liim olmazken
solunum sisteminde konsantrasyona gore oksidatif stres ve stres olusumunun etkisine
bagl olarak, peroksidaz, laktoperoksidaz, SOD ve katalaz enzim miktarlarinda
degisiklikler belirlenmistir (Hao vd., 2009).

Zebra baliklarinda yapilan 48 saatlik akut toksisite deneyi neticesinde suda
kismen ¢6ziinme oOzelligine sahip olan metalik nanopartikiillerden bakir (Cu)
nanopartikiillerin LCso degeri 1,5 mg/L olarak tespit edilmistir. Baliklarda bagka bir
metalik nanopartikiill olan giimiis (Ag) nanopartikiillerin toksik etkilerinin
degerlendirildigi arastirmalarda, golyan baliginin embriyolarinda 35 ve 100 nm
boylarindaki nanopartikiiller i¢in 96 saat siireyle LCso degerleri sirast ile 9,4 ve 10,6
mg/L olarak belirlenmistir. Diger taraftan, larva anormalliklerinde konsantrasyona bagl
olarak artis saptanmistir (Laban vd., 2010). Yavru gokkusagi alabaliklarinda yapilan
giimiis (Ag) nanopartikiilii biyobirikim ¢alismalarinda en fazla birikiminin karacigerde
ve solungaglarda oldugu belirlenmistir (Scown vd., 2010).
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Zebra balig1 embriyolarindaki ¢inko oksit (ZnO) nanopartikiillerin toksik etkileri
tizerine yapilan bir aragtirma sonucunda, yumurtadan ¢ikis oranlarinda ve perikardiyal
O6demde doz miktarina bagli olarak Onemli diizeyde azalma oldugu belirlenmistir.
Oteyandan, zebra baligi embriyolar1 ¢inko oksit (ZnO) nanopartikiillerine maruz
biraldiginda oksidatif stres ve hiicre igi reaktif oksijen tiirlerinin olugsmasi sebebiyle

toksik etkiler olustugu tespit edilmistir (Zhu vd., 2009).

Nikel (Ni) nanopartikiiller, c¢esitli ticari uygulamalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir ve bu sebeple cevreye salindiklari alanlardaki ekosistem ve canli
organizmalarin gelisimleri {izerinde toksisiteye neden olabilmektedirler. Nikel
nanopartikiiller sanayide katalizér, miirekkep materyali ve seramik katkisi olarak
kullanilmaktadirlar (Ozay vd., 2011; Bazarjani vd., 2011). Coziilebilir ve ¢oziilemeyen
nikel bilesiklerinin (NiSOs, NiCl2-6H20, NiO) sucul organizmalar {izerinde lokomotor
aktivitede ve yumurtadan ¢ikma oraninda azalma, solunum problemi ve kanserojenik
etkiler gibi toksik etkiler olusturdugu kanitlanmistir (Pane vd., 2003; Kienle vd., 2008).
Nikel nanopartikiillerin toksik etkilerini niteliksel olarak ifade eden, gézleme dayali
birka¢ toksikolojik ¢alisma yapilmis olmasina ragmen, canli organizmalar iizerindeki
etkileri konusundaki belirsizlik halen devam etmektedir (Karlsson vd., 2008; Kasemets
vd., 2009).

Aliiminyum oksitten (Al2O03) iiretilmis nanopartikiiller endiistride O6nemli
uygulama alanlarina sahiptirler. Bunlar; evsel, tibbi iiriinler, emici veya sogurucu
maddeler, biyomateryaller ve hareket elemanlar1 gibi sistemlerdir (Sadiq vd., 2009).
Aliiminyum oksit nanopartikiiller; {iretim, tasinim, kullanim ve imha islemleri esnasinda
ekosisteme girebilmekte ve potansiyel olarak insan saglig1 i¢in risk olusturabilmektedir
(Pakrashi vd., 2011; Arora vd., 2012). Farelere agiz yoluyla aliiminyum oksit
nanaopartikiiller uygulandiginda genotoksik etkiler olusturdugu (Balasubramanyam vd.,
2009) ve bu maddelerin UMR 106 hiicreleri {izerinde sitotoksik etkilere neden oldugu
belirlenmigtir (Di Virgilio vd., 2010). Bunun yaninda, onceki bazi ¢aligmalar
aliminyum oksit nanopartikiillerin algler (Pakrashi vd., 2013), bakteriler (Pakrashi vd.,
2011; Fajardo vd., 2014), su piresi (Pakrashi vd., 2013) ve zebra baligi (Kovriznych vd.,
2013) iizerine sitotoksik etkileri konusunda yapilmis olmasina ragmen, baliklarin hiicre

yapist iizerine etkileri konusundaki bilgiler halen olduk¢a sinirli diizeydedir.
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Aliiminyum oksit nanopartikiillere maruz kalan hiicrelerde, oksidatif stres sonucu
olusan enflamasyon ve lipit oksidayonu hiicre dliimlerine sebebiyet vermektedir (Ju-
Nam ve Lead, 2008). Nanopartikiillerin genis yiizey alanina sahip olmalari, reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) olugmasina sebep olan etmenlerden bir tanesidir. Bundan
dolay1, nanopartikiil boyutlariin kii¢iik olmasi daha yiiksek oranda oksidatif strese
neden olabilmektedir (Gliga vd., 2014; Mittal ve Pandey, 2014).

Su canlilarinda nanopartikiillerin viicuttaki dagilimi, absorbsiyonu, yerlesimi,
diger yandan bosaltim, protein miktarlar: ve metabolizmadaki etkileri ile ilgili yeterince
aragtirma bulunmamaktadir (Handy vd., 2008). Ayrica, reaktif oksijen tiirlerinin ve
serbest radikallerin olusumundan kaynaklanan oksidatif stres hakkinda da arastirma
yapilmasina gereksinim duyulmaktadir. Nanopartikiillere sulu fazda maruz kalan ve
organizma viicudunda meydana gelen oksidatif stres nedeniyle, damar sertligi,
solungaclarda hasar, eser element metabolizmasinda bozulma ve epitel hiicrelerinde
bulunan antioksidan savunma sisteminde degisimler olabilmektedir (Kashiwada, 2006;
Smith vd., 2007). Bu konu hakkinda yapilan arastirmalar, sucul organizmalarda
nanopartikiillerin 6zellikle oksitleyici ajanlara kars1 hassaslig ile bilinen DNA’da hasar

meydana getirdigini ve oksidatif strese neden oldugunu gostermistir (Linse vd., 2007).

Bazi sucul omurgasizlara, nanopartikiillerin etkileri hakkinda yapilmis birkag
farkli arastirma vardir. Bunun yaninda, ekotoksikoloji ¢alismalari igin su piresinin
(Daphnia magna) standart bir organizma oldugu bilinmektedir ve bu su piresi (Daphnia
magna) kullanilarak nanopartikiillerin LCso degerlerinin tespitine yonelik farkli birkag
aragtirma yapilmistir. Karbon 60 fulleren nanopartikiillere en yiiksek konsantrasyonda
21 giin siire ile 5 mg/L doza kadar maruz kalan su pirelerinde %40 oraninda 6liim
oldugu belirlenmistir (Oberdorster vd., 2006). Bunun yani sira, su bitkileri (denizel
nanoplankton, bitki hiicreleri), alg, bakteri ve toprak solucani kullanilarak da

nanopartikiil ekotoksisite aragtirmalar1 yapilmistir (Lyon vd., 2006; Tong vd., 2007).

Zebra balig1 (Danio rerio) ile birka¢ balik tiirii tizerinde 50 nm ¢apa sahip Cu
nanopartikiillerin toksik etkileri arastirilmistir. Yapilan bu ¢alisma sonucunda baliklarin
solungaglarinda ve solunga¢ hiicrelerinde Cu nanopartikiillerin hasara neden oldugu

tespit edilmistir (Song vd., 2015).
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Zebra baliklarinin (Danio rerio) embriyo ve larvalarina CuO nanopartikiillerin
toksik etkisini arastirmak maksadiyla 6,25 mg/LL ile 50 mg/L. konsantrasyon
araliklarinda CuO nanopartikiilleri uygulanmis ve 3 giin bekledikten sonra g¢esitli
molekiiler, morfolojik ve biyokimyasal analizler yapilmistir. Calisma sonunda CuO
nanopartikiillerin yiiksek konsantrasyonlarda embriyo veya larvalarda gelisimsel
anormalliklere sebep oldugu, norotoksisite ile birlikte hepatotoksisiteye neden oldugu,
siiperoksit dismutaz 1 ve tiimor nekroszis faktor alfa genlerinin ekspresyonunda

degisiklige yol agtig1 saptanmistir (Sun vd., 2016).

Zebra baliginin embriyolojik gelisimin evrelerinde; Ag, Au, CuO ve ZnO
nanopartikiillerinin yumurtadan embriyoya, koryondan vitelliis kesesinine kadar
birikimi aragtirtlmigtir. Yapilan ¢alisma sonucunda elde edilen verilere gore; zebra
baligi yumurtasinda birikimin en az CuO, en fazla Au nanopartikiillerin oldugu,
embriyoda birikiminin en fazla ¢inko nanopartikiilleri oldugu, koryonda ise sirasi ile
Ag, Au ve CuO nanopartikiillerinin birikiminin en fazla oldugu belirlenmistir (Bohme

vd., 2017).

Gokkusagi alabaliginin (Oncorhynchus mykiss) 28 giin siireyle Ag nanopartikiilii
ve Cu nanopartikiiline maruz birakildiginda hedef organ olan karacigerlerinde
sitotoksik etkilerin olustugunu ve Ag nanopartikiiliine oranla Cu nanopartikiiliiniin daha

fazla dokularda hasara sebep oldugu belirlenmistir (Ostaszewska vd., 2018).

Wang ve ark. (2019) Kirpi baligin1 (Takifugu fasciatus) Cu nanopartikiiliiniin 20
ve 100 mg/L olan farkli konsantrasyonlarma 30 giin siire ile maruz birakarak
karacigerinde olusan oksidatif stresin, bagisikligin ve hiicre apoptozun cevaplarini
arastirmigladir. Calisma sonucunda baligin karaciger oksidatif stres parametrelerinde,
apoptoz indeksi ve kaspaz enzim aktivitelerinde Cu nanopartikiiliiniin etkisine paralel

olarak artis tespit etmislerdir.

1.11. Calismanin Onemi ve Amaci

Endiistriyel nanopartikiillere maruz kalma konusunda 6zellikle sucul ortamlar ve

su kaynaklari risk altindaki alanlardir. Sudaki nanopartikiillerin davranislari, sucul
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organizmalarla viicuda alinma kapasitesi ve ortaya ¢ikabilecek potansiyel toksik etkileri
hakkinda son yillara kadar yapilmis ¢alisma sayisi ¢ok azdir. Cevremizde nanopartikiil
kaynakli risklerin  tespit edilebilmesi i¢in Oncelikle detayli olarak sucul
organizmalardaki etkilerinin arastirilmasi gerckmektedir. Nanopartikiillerin suda
canlilar tizerindeki etkilerinin anlasilabilmesi i¢in davraniglari, viicuda alinim
mekanizmasi, fizikokimyasal ozellikleri ve maruziyet yonteminin iyi anlagilmasi
gerekir. Diger taraftan, su canlilarindaki nanopartikiillerin toksisite mekanizmalarini
belirlemek i¢in oksidatif stres nedeniyle olusabilecek stres gen ekspresyonlarindaki
degisimleri ve DNA hasarlarinin molekiiler diizeyde tespit edilmesi onem arz

etmektedir.

Bu c¢alismada, ticari amagla tiretilen AloO3 ve Ni nanopartikiillerin homojen bir
karisim ortami saglayan toksikolojik deney sistemi sayesinde zebra baligi larvalari
kullanilarak fizikokimyasal ve genel ekotoksikolojik niteliklerinin tespit edilmesi ve
molekiiler genetik diizeyde toksik etkilerinin belirlenmesi amaglanmigtir. Bu amag
dogrultusunda bu ¢alismada; Al2O3 ve Ni nanopartikiillerin fizikokimyasal nitelikleri,
Al203 ve Ni nanopartikiillerin konsantrasyon-etki testleri araciligiyla letal (LCsp) ve
subletal diizeyleri, Al2O3z ve Ni nanopartikiillere maruziyet sonrasinda zebra baligi
larvalarinin hiicrelerinde subletal konsantrasyonlarda meydana gelebilecek DNA’daki
hasarlar ve deneylerde yer alan larval zebra baliklarinin real-time PZR teknigi ile stres
kaynakli genlerindeki (mt2, rad51 ve p53) ekspresyon degisimleri tespit edilmeye
caligilmistir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu c¢alismada yaygin bir sekilde nanoteknoloji endiistrisinde kullanilmakta olan
aliminyum oksit (Al2O3-NP, partikiil biyiikligi: <50 nm) ve nikel (Ni-NP, partikiil
blyiikligli: <100 nm) nanopartikiiller toksikolojik agidan zebra baligi larvalarinda
degerlendirilmistir. Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve nanopartikiiller araci
medikaller vasitasiyla “’Nickel nanopowder, Sigma-Aldrich, Katalog no: 577995 ve
“’Aluminum oxide nanopowder, Sigma-Aldrich, Katalog no: 544833’ ticari isimleriyle

temin edilmistir.

2.2. Fizikokimyasal Analizler

Nanopartikiillerin toksik testlerde uygulanan boyutlari, kiimelenme durumlar1 ve
fiziksel goriinlimlerini tespit etmek amaci ile Taramali Elektron Mikroskobu (JSM-
6610; Scanning Electron Microscope, SEM; JEOL Co., Japan) kullanilarak
goriintiilenmistir. Bu islem yapilirken, mikroskobun voltaji 20 kV ve yaklasma mesafesi
12 mm olacak bi¢imde ayarlanmistir. Bunun yaninda, deneylerde kullanilan test
cozeltileri igerisindeki iyonlasan metal konsantrasyonlarini ve gercek nanopartikiil
konsantrasyonlarini tespit etmek maksadiyla Endiiktif Eslesmis Plazma-Optik Emisyon
Spektroskopisi (Perkin Elmer Optima 7000 DV, ICP-OEYS) ile analiz yapilmistir. Test
cozeltilerinden bu maksatla farkli siirelerde ve degisik miktarlarda su numuneleri
orneklenmistir. Ol¢iim isleminden once ¢ozelti icinde yer alan nanopartikiillerin
tamaminin ¢Oziinebilmesi amaciyla derigik nitrik asit (HNO3z) su oOrneklerine
eklenmistir. Iyon konsantrasyonlar1 deneylerdeki test sulari igerisinde, hazirlanan

standart ¢ozeltilere kars: ICP-OES cihazindan okunarak belirlenmistir.

Gen ekspresyon degisimlerinin nanopartikiillerin karakteristik 6zellikleri ile olan
iligkilerinin tespit edilmesi amaciyla Zetasizer (Nano ZSP; Malvern Instruments Ltd.,
Malvern, UK) nanopartikiil takip analizi yapilmistir. Bu hedef dogrultusunda; su

ornekleri alinmis test ¢ozeltilerinden, goriintilleme sistemi igerisine konulmus ve lazer

19



1511 araciligtyla sivi igerisinden gegirilen nanopartikiillerin goriintiilenmesi saglanarak

kiimelenme miktarlari, partikiil konsantrasyonu ve partikiil biiytikliigl 6l¢iilmiistiir.

2.3. Toksikolojik Test Canlhilar:

Deneylerde kullanilan zebra baliklar1 10-12 aylik damizlik olarak akvaryum
baliklar1 saticisindan alinmistir. 10 litrelik akvaryumlar icerisinde damizlik zebra
baliklarinin iiremeleri saglanmis, anag¢ baliklarin yumurtalar1 yemeleri engellemek i¢in
akvaryumlarin tabanina gozenekli 1zgaralar yerlestirilmistir. Sonrasinda, dollenmis
yumurtalar akvaryum tabanindan sifonlanarak toplanmis ve petri plaklarina
konulmustur (Sekil 6). Gen ekspresyon ve doz-etki denemeleri i¢in haftalik ortalama
1500-2000 civarinda larva temin edilmistir. Deneylerde kullanilan saglikli larvalar
dollenme iglemi yapildiktan 72 saat sonra yumurtadan ¢ikmistir. Damizlik baliklarin
toksikolojik testlerde ve laboratuar sartlarina adaptasyonunda klor igermeyen en az 24
saat siire ile bekletilmis sebeke suyu kullanilmistir. Damizlik zebra baliklarina giinliik
olarak yapilan yemleme isleminde sabah ve aksam olmak iizere iki kez tetramin hazir
yem ve bir kezde Artemia sp., verilmistir. Baliklardaki fotoperiyot uygulamasi 14 saat
aydinlik, 10 saat karanlik olacak sekilde yapilmigtir. Test suyunun sicakligi, ¢oziinmiis
oksijen miktarlari, pH’s1 giinde bir defa 6l¢iilmis, nitrit, nitrat, amonyak miktarlar: ile
toplam sertlik haftada bir 6lgiilmiistiir. Yapilan dlgliimler sonucunda, su sicakligi; 28 +
1°C, ¢6ziinmiis oksijen; 7,2 + 0,8 mg/L, pH; 7,1 + 0,5, nitrit; <0,1 mg/L, nitrat; <20
mg/L, toplam amonyak; <0,02 mg/L ve toplam sertlik; 53,06 + 1,3 mg/L CaCOs olarak

Olgtilmiistiir.
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Sekil 6. Damizlik zebra baliklarindan dol alimi ve embriyo asamalari (Boran, 2012).

2.4. Test Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Al>O3 ve Ni nanopartikiiller ve dogal (iyon) halleri olan aliiminyum kloriir (AICI3)
ve nikel kloriir (NiCl2) toksikolojik olarak kiyaslama deneylerinde kullanilmak iizere
¢ozeltilerinin  hazirlanmasinda saf su  kullamilmustir. Iyon ve nanopartikiil
denemelerinde, 1 mg/mL stok ¢ozeltiler hazirlanmig, DNA hasar ve gen ekspresyon
deneyleri igin 5 farkli subletal (0,1-3 mg/L AICls; 0,2-6 mg/L Al2Os-NP; 1-20 mg/L
NiCl2; 1-20 mg/L Ni-NP), konsantrasyon-etki deneyleri i¢in ise 6 farkli letal
konsantrasyon (20, 50, 100, 175, 300 ve 500 mg/L) kullanilmistir. Nanopartikiiller 1
saat siire ile banyo tip sonikatér yardimi ile stok ¢ozeltileri igerisindeki kiimelenmenin

olusmasini 6nlemek igin sonikasyon islemine tabi tutulmustur.

2.5. Letal ve Subletal Maruz Birakma Deneyleri

Deneylerde iyon haldeki maddelerin toksikolojik etkilerinin tespit edilecegi,
icinde 200 mL bekletilmis sebeke suyu bulunan 400 mL’lik beherlerle ¢alisilmistir
(Sekil 7). Nanopartikiillerin  toksikolojik  deneylerdeki letal ve subletal
konsantrasyonlari, ayrica homojen karisim saglayan nanopartikiil test sistemleri

larvalarda olusabilecek gen ekspresyon degisimlerini ve DNA hasarlar1 belirlemek
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amactyla kullanilmistir. 2 litrelik 6 adet beher bu test sistemlerinde kullanilmis ve 3

tekrar sekilde deneyler yiirtitiilmiistiir.

Sekil 7. Zebra balig: larvalar1 kullanilarak toksisite test tiniteleri 3 tekrar olacak sekilde
hazirlanmas.

Déllenme isleminden 72 saat gegtikten sonra yumurtadan ¢ikmig normal larvalar
toksikolojik testlerde, nanopartikiillere 96 saatlik siire ile maruz birakilmistir. Test
sistemlerinde her bir deneme i¢in kontrol grubu olusturulmus ve sistemlerin her birinin
icerisine 30’ar adet larva konulmustur. Biitlin sistemler icerisindeki sularin karisimi ayni
hizda olabilmesi i¢in ¢oklu manyetik karigtirict yardimi ile nanopartikiil deneyleri
stiresince karigtirllmigtir. Suyun yukari yonde hareket etmesi igin pastor pipeti (cam)
yardimu ile suya hava enjekte edilerek, ortaya ¢ikan kabarciklar kullanilmistir (Sekil 8).
Homojen bir sekilde su kolonunda nanopartikiillerin yayilimini saglamak igin, 1 saat
banyo tip sonikatér yardimiyla sonikasyon islemi yapilmasinin ardindan farkl
konsantrasyonlarda deney sistemlerine eklenmistir. Olii larvalar plastik pastdr pipeti
araciligiyla toplanip sayilmis ve konsantrasyon-etki deneyleri sonunda LCso degerleri
hesaplanmistir. Gen ekspresyon ve DNA hasar testlerinde ise, maruz birakma
sonucunda ependorf tiiplerine canliligi devam eden larvalar alinarak -80 °C’de analiz

yapilana kadar saklanmistir.
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Sekil 8. Larvalara zarar vermeden donme hareketi yaparak homojen bir nanopartikiil
karisim ortami saglayan yari-izole toksikolojik test sistemi.

2.6. Gen Ekspresyon Degisimleri

2.6.1. RNA izolasyonu

Toplam RNA, bir ependorf tiipii i¢erisinde RNeasy mini kit (Qiagen) kullanilarak
zebra baligi larvalar biitiin halde ve 30 adet olacak sekilde elde edilmistir. Bu nedenle;
lizis islemi ig¢in larva bulunan tiipler igerisine RLT soliisyonu eklenmis ve prob
sonikatér yardimiyla larvalar pargalanmistir. Olusan lizis ¢06zeltisi Spin tiipiine
(Qiashredder) konulmus ve 13000 g’de santrifiij islemi yapilmigtir. Yeni bir
mikrosantrifiij tiipline deney tiipiiniin dip kisminda biriken siipernatan aktarilmig ve 1:1
oraninda lizat1 temizlemek i¢in %70’lik etanol ilave edilmistir. Sonrasinda, RNeasy
mini tiipe deney tiipiiniin i¢inde bulunan karisim tamamen ilave edilmis, 13000 g’de
santrifiij islemi yapilmis ve tiipiin dibinde toplanan sivi atilmistir. Ornekler igindeki
DNA’y1 ayirmak amaciyla 15 dakika ornekler DNase ¢ozeltisi igine konularak
beklenmistir. Daha sonra, mini tiip baska bir mikrosantrifiij tiipiine alinarak RPE
tamponu iizerine yikamak amaciyla eklenmistir. Mini tiip hizli santrifiij isleminin
ardindan bagka bir mikrosantrifiij tiipii i¢erisine alinarak RNA stok ¢ozeltisi tizerine
ilave edilmistir. Son asamada Santriflij yapilarak mini tiipdeki RNA’nin silika jel
membrandan ayrilmasiyla mikrosantrifiij tiipii i¢inde kalmasi saglanmistir. 30 adet
larvanin bulundugu 6rnekten bu islem sonucunda saf RNA ¢ozeltisi (30 puL) alinmigtir

(Boran, 2012).
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RNA’nin izole edilmesinin ardindan Orneklerin RNA  konsantrasyonlari
spektrofotometre (Thermo Scientific, NanoDrop 2000, Wilmington, DE, USA)
cihaziyla analiz edilmistir. Analiz amaciyla spektrofotometreye 2 puL 6rnek alinmis,
RNA miktarinin >100 ng/uL ve RNA kalitesi 260/280: 1,8-2,1 aralifina ayarlanmustir.

Yiirtitiilen tiim agsamalar buz icerisinde ve serin ortamda yapilmigtir.

2.6.2. Ters (Revers) Transkripsiyon

Komplementer DNA’lar (¢cDNA), RNA o6rnekleri kullanilarak ImProm-11 Revers
Transkriptaz  Kiti  (Promega) araciligiyla elde edilmisti. Bu dogrultuda,
spektrofotometre ile RNA miktar1 belirlenen Ornekler alinarak tiim oOrneklerin 100
ng/uL nihai konsantrasyonda niikleaz icermeyen su eklenerek seyreltilmistir.
Sonrasinda 16 pL revers transkripsiyon reaksiyon karisimi ve 8 pL seyreltilmis kalip
RNA PZR tiiplerine ilave edilmistir. PZR tiipleri icerisinde bulunan 6rnekler Termal
Cycler (Bio-Rad, T100) cihazina konulmus ve 90 dakika reaksiyona birakilmistir.
Reaksiyon kosullari; annealing (tutunma) 25°C’de 5 dakika, extension (uzama) 42°C de
1 saat, ve ters transkriptaz enziminin inaktivasyonu amaciyla 70°C’de 15 dakika olacak
bigcimde diizenlenmistir. Olusturulan tamamlayict DNA’lar reaksiyon isleminin
bitiminin ardindan analize kadar -80°C’de muhafaza edilmistir. Asagida verilen
miktarlarda reaksiyon soliisyonu ters transkripsiyon isleminde yer almistir (Henry vd.,
2013)

- Niikleaz igermeyen su 6,6 uL
- 5 x Reaksiyon soliisyonu 4 uL

- MgClz (25mM) 2,4 uL
- dNTP tamponu (herbiri 10 mM) 1 uL

- Hegzaniikleotid primerler 1 uL

- Ters Transkriptaz 1 uL

- Kalip RNA 8 uL
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2.6.3. Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)

Gen ifadesi analizlerinde hedef stres genleri olarak; hiicrelerde tiimér proteini
olarak gorev yapan, kanser olusumunu 6nleyici ve tiimor baskilayict gorev yapan, hiicre
dongiisiinii diizenleyen p53 geni, DNA onarma proteini olan, DNA’daki ikili zincir
kiriklarinda onarim gorevi yapan rad51 geni ve hiicre i¢inde golgi aygitinin zarina
yerlesen, metalik maddelere karsi hassas ve baglama yetenegi olan mt2 geni
proteinlerini temsil eden gen dizileri tercih edilmistir. Ote yandan standart gen olarak
ekspresyon degisimlerini karsilagtirmali olarak hesaplamak amaci ile, hiicre iskeleti
sisteminde gorev yapan, hiicrenin yapisinda, hareketinde ve biitiinliigiinde islev goren
beta aktin (f-actin) proteinini temsil eden gen se¢ilmistir. Bio Basic firmasindan her bir
gen igin spesifik primerlerin temini saglanmistir. Hedef amplikon bolgesi biiyiikliikleri

ve niikleotid primer dizileri Tablo 1°de gdsterilmistir.

Tablo 1. Hedef genleri igin zebra baligi niikleotid primer dizileri.

Niikleotid dizisi Amplikon
5-3 biiyiikliigii
Forward  TTG TCC CAT ATG AAG CAC CA

Hedef gen  Primer

p53 Reverse  TTT CCT GTC TCT GCC TGG AC 200 bp
Forward  ACT AGC CGT CAC CTG CCA GC

rads1 Reverse  ACT GCC CAC CAG ACC ATA CCG TT 133 bp
Forward  CTG CGA ATG TGC CAA GAC TGG AAC

mt2 Reverse  GCG ATG CAA AAC GCA GAC GT 243 bp

-actin Forward  ACA CAG CCA TGG ATG AGG AAA TCG 138 bp

Reverse TCACTC CCT GAT GTCTGG GTC GT

Reaksiyonda kullanilmas: diisiiniilen 6rnek karisim; revers ve forward primerler,
“SYBR yesil (Sigma-Aldrich SYBR Green JumpStart Taq Ready Mix,)” floresan boya
yardimiyla hazirlandi. Ters transkripsiyon reaksiyonundan sonra olusan DNA’lar 3
paralel ve 1:10 oraninda seyreltilmis olarak hazirlanmistir. Diger taraftan standart DNA
ornekleri de reaksiyon etkinliginin kontrolii amaci ile 3 paralel olacak miktarda
hazirlanmistir. Yine 3 paralel olacak sekilde real-time PZR reaksiyonunda sirasi ile
igerisinde niikleaz bulunmayan su, negatif kontrol, 1/10 miktarinda seyreltilen DNA
ornegi ve son olarak da reaksiyonda etkinligi tespit etmek amaciyla degisik miktarlarda

seyreltilen standart DNA’lar konulmustur. Elde edilen 6rnekler 0,2 mL hacmindeki
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tiipler icerisine pipet yardimi ile alinmasinin ardindan real-time PZR aletine bu tiipler
konulmustur. Kantitatif PZR analizi yapmak amaciyla Real-time PZR cihaz1 (Qiagen,
Rotor-Gene 3000) kullanilmis ve reaksiyon 2 saat 40 dakika siire ile 40 dongii seklinde
asagida agiklanan dongii kosullarinda yapilmistir (Henry vd., 2013).

a. Bekletme asamasi
94 °C, 2 dakika
b. Dongli agsamast
1. asama 94°C, 15 saniye
2. asama 55°C, floresan kapali, 1 dakika
3. asama 72°C, floresan acik, 1 dakika
c. Erime egrisi agsamasi
1. asama 94°C, 15 saniye
2. asama 60°C, 1 dakika
3. asama 94°C, 15 saniye
d. 4 °C de bekletme

2.6.4. Gen Ekspresyon Degisimlerinin Hesaplanmasi

Real-time PZR analizinde kullanilan bilgisayar programi araciligr ile, istatistiksel
olarak DNA replikasyonunda meydana gelen floresan isima diizeyinin 6nemli miktarda
artis gosterdigi diizeydeki dongii miktarlar1 “Cry, Threshold Cycle” es zamanli sekilde
belirlenmistir. Gen ekspresyonlarindaki degisimler esik asamasindaki dongii miktarlar
dikkate alinarak asagidaki hesaplamalar yardimi ile kat olarak belirtilmistir (Reinardy
vd., 2013)

Ct (Treshold cycle) : DNA’da olusan floresan 1sima diizeyinin esik seviyesine
vardig1 noktadaki dongii sayisi

ACt = ortalama Cr nedef gen (Mt2) — ortalama Cr standart gen (S-actin)

AACT = ACt smek — ortalama ACt kontrol

RQ (Relative quantification) = 2247 (gen ifadesi degisimleri)
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Ote yandan, reaksiyonun diizgiin bir sekilde c¢alisip calismadiginin bir isareti
olarak etkinligi hesaplanmistir. Bu maksatla elde edilen degerler yardimi ile standart bir
egri olusturulmus ve egrinin egimi tespit edilerek 10CY¢€™ -1 formiilinde yerine
yazilmak kaydiyla etkinlik degeri saptanmustir. Diizgiin bir sekilde reaksiyonun
calismasi i¢in etkinlik degeri 0,9 ile 1,1 (%90 - %110) arasinda olmalidir. Bu degerler
diginda real-time PZR reaksiyonunun etkinliginin hesaplanmasi hususunda, hatanin

kaynag belirlenerek reaksiyon yenilenmistir.

2.7. Larvalarda Hiicresel DNA Hasarinin Belirlenmesi (Comet Assay)

Larvalarda komet deneyi, baz1 degisiklikler yapilarak asagida aciklanan prosediire
gore gerceklestirilmistir (Reinardy vd., 2013). 96 saat siireyle nanopartikiillere maruz
birakilan larvalar deney siiresi bitiminde bir tiipte 30 adet larva olacak sekilde 1,5 ml’lik
santifirlij tiiplerine alinmis ve lizerine 300 uL RLT buffer (Qiagen) eklendikten sonra
hiicre siispansiyonu doku homojenizatorii yardimi ile homojenize edilerek
hazirlanmistir. Sonrasinda 75 pl % 0,5 LMP (diisek erime 1s1l1) agaroz 10 pl hiicre
siispansiyonu ile karistirilmistir (LMP agaroz 37°C’de bekletilerek kullanilmistir). Ilk
asamada 200 pL %]1’lik NMP (normal erime 1s1l1) agaroz ile iizerinde hiicre sayimi
yapilan rodajli lamlarin yiizeyleri kaplanmis ve 10 dakika bekletilmistir. Lameller
hiicrelerin tizerini kaplama islemi igin kullanilmigtir. Daha sonra ikinci tabaka olarak
LMP karisimindan 80 pl hazirlanmig ve hiicre siispansiyonu kullanilarak ikinci tabaka
olusturulmus ve lamelle {izeri kapatilmistir. Bu islemden bitiminden sonra 20 dakika
siire ile agarozun donmasi beklenmistir. Uciincii tabakada ise drnekler sadece 80 pL
%0,5 LMP agaroz ile kaplanmig ve yine lamelle iizeri kapatilip agarozun donmasi
beklenmistir. Hazirlanan slaytlar daha 6nce hazirlanmis ve +4°C’de bekletilen lizis
soliisyonuna ‘’(2,5 M NaCl, 100 mM Naz EDTA, 10 mM Tris, pH 10, %10 DMSO ve
%1 Triton X-100)*’ daldirilmis ve en az 2 saat karanlik ortamda bekletilmistir. Slaytlar
yan yana elektroforeze konulmus ve +4°C’de 30 dakika bekletilmistir. Hazirlanan
ornekler 30 dakika 24 V 300 mA +4°C’de elektroforezde yiiriitiilmiistiir. Slaytlar
yiiriitme igleminden sonra nétralize buffer ile 15 dakika boyunca yikanmis ve Etidium
Bromiir ile 0,5 mg/mL konsantrasyonunda boyanmustir. Hidrojen peroksit (H202)

pozitif kontrol i¢in kullanilmistir. Son islem olarak boyanmis slaytlar 400 X’de floresan
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mikroskop (cikis filtresi 515-560 nm, bariyer filtresi 590 nm) altinda goriintiilenmis ve

sonuglar Comet IV bilgisayar yazilimi kullanilarak analiz edilmistir.

2.8. istatistiksel Analizler

Gergeklestirilen doz-etki testlerinin tamami bu ¢alismada bagimsiz olarak 3 ayri
zamanda tekrarlanmis ve biitiin veriler ortalama standart sapma olarak belirtilmistir.
SPSS 15.0 paket programiyla istatistiksel analizler gerceklestirilmistir. Kontrol
orneklerinin ortalamalari, hedef gen ekspresyon seviyeleri ile kiyaslanalarak kat
degisim olarak belirtilmistir. Farkli deney sartlar1 altinda f-actin gen ekspresyonlart ve
hedef genlerindeki 6nemli farkliliklari tespit etmek maksadiyla esit degiskenler igin veri
degerlerine ilk olarak Levene testi, devaminda ise ANOVA testi yapilmistir. Onemli
farkliliklar1 belirlemek i¢in ¢oklu gruplar arasinda Tukey testi uygulanmustir. Probit

analiz metoduyla LCsp degerleri hesaplanmustir.
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3. BULGULAR

3.1. Al203 Nanopartikiiller

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) kullanilarak Al2O3 nanopartikiillerin
pargacik boyutlarinin, fiziksel goriiniimlerinin ve kiimelenme durumlarinin saptanmasi
amactyla yapilan analiz sonucunda Al>O3 nanopartikiillerin farkli boyutlarda ve kiiresel
bir sekle sahip olduklari, par¢a boyutlarinin ise 10-80 nm arasinda oldugu ve diisiik

seviyede kiimelenme yoneliminde olduklari belirlenmistir (Sekil 9).

Sekil 9. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile Al203 nanopartikiillerinin elde edilen
goriintlisti. 100 nm’lik 6l¢ek cubugu kullanilmistir.

Al>03 nanopartikiiliiniin kiimelenme ve tabana ¢okme 6zelliklerinin belirlenmesi
amaciyla yapilan nanopartikiil izleme analizi ve ICP-OES analizleri sonucunda,su
stitununda baglangicta ortalama 289 nm olan parcacik boyunun 96 saat siiren testin
sonunda disiik diizeyde bir kiimelenme nedeniyle 532 nm’ye kadar yiikseldigi
belirlenmistir (Sekil 10). Bunun yaninda, su siitunundaki Al>O3 nanopartikiil
konsantrasyonunun ICP-OES analizi sonucunda, zamanla sedimantasyon ve
kiimelenmenmeye bagli olarak miktarinda % 36 oraninda bir diisiis oldugu tespit

edilmistir (Sekil 11).

29



600 -

€ R2=0,9578
£ 500 A
>
)
3
g 400 -
0
S
= 300
pud
a
o 200 4
=
©
S 100 o
| -
(@)
O L] L] L] L] L}
0 20 40 60 80 100

Zaman (saat)

Sekil 10. 96 saatlik deney siiresince su siitunundaki Al,O3 nanopartikiillerinin (1 mg/L)
boyutsal dagilima.
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Sekil 11. Sulu fazda Al2O3 nanopartikiiliiniin 96 saatlik maruziyet siiresi boyunca test
sistemi igerisindeki dlgiilen konsantrasyonlar1 (Bos kare: 20 mg/L, yildiz: 50
mg/L, kirmiz1 tiggen: 100 mg/L, bos daire: 175 mg/L, turuncu daire: 300
mg/L, bos tiggen: 500 mg/L).

Al>03 nanopartikiiliin su igerisindeki ¢oziiniirliigiinii (iyonlasma) belirlemek

amaciyla test

tinitelerine 20, 50, 100, 175, 300 ve 500 mg/L konsantrasyonlarda

nanopartikiil ilave edilmis ve iyonlasma miktarlar1 96 saatlik test siiresi sonunda ICP-

OES yardimiyla dl¢tilmiistiir. Diislik nanopartikiil konsantrasyonlarinda énemli diizeyde
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bir AlI*® salmimi goriilmemesine ragmen, 300 ve 600 mg/L konsantrasyonlarda énemli

diizeyde Al saliniminin meydana geldigi belirlenmistir (Sekil 12).
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Sekil 12. Al;0O3 nanopartikiiliiniin ICP-OES analizi yardimiyla 96 saatlik test siiresi
sonunda &lgiilen su igerisindeki Al*® salimim diizeyleri.

Bu calismada Al metalinin iyon (dogal) halinin toksisite agisindan farklilik
gosterip gostermedigini saptamak amaciyla, AlCI3 ile Al2O3 nanopartikiilerinin zebra
balig1 larvalar icerisindeki zehirlilik seviyelerini karsilastirilmistir. Bu nedenle, 96 saat
stire ile AICls ve Al;03 nanopartikiiliinin 3 farkli zamanda yapilmis olan
konsantrasyon-etki deneylerinde LCso degerleri sirasi ile 3,26 + 0,38 mg/L (GA: 2,54 -
4,03) ve 130,19 + 5,59 mg/L mg/L (GA: 118,33 - 142,97) olarak hesaplanmistir (Sekil
13).
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Sekil 13. Toksikolojik testlerde AICI3 ve Al,O3 nanopartikiiliine 96 saat siire ile maruz
birakilan zebra balig1 larvalarindaki 6liim oranlari.

Zebra baligi larvalarinin AlIClz ve Al2Os nanopartikiiline maruz birakilan kan
hiicrelerinde meydana gelebilecek DNA hasarlarinin tespiti i¢in “Comet Assay” teknigi
kullanilmigtir. Subletal konsantrasyonlarda AIClz ve Al203 nanopartikiiliine maruz
kalan larvalarin DNA’larinda maruz birakildiklari konsantrasyona bagli olarak 6nemli
diizeyde hasar saptanmistir. Diger taraftan, H2O2 uygulanan pozitif kontrol grubunda
olugan hasarin AICl3 ve Al2O3 nanopartikiil uygulanan larvalarda olusan hasardan ¢ok

daha yiiksek diizeyde oldugu belirlenmistir (Sekil 14).

En yiiksek subletal konsantrasyonlarda AIClz (15 mg/L) ve Al>0Os (50 mg/L)
nanopartikiiliine maruz birakilan larvalarin ortalama DNA hasarlart Comet analizi
sonucunda, sirastyla kontrol grubuna oranla % 40,9 ve % 21,8 olarak hesaplanmustir (P
< 0,05). En disik konsantrasyonlarda AICls (1 mg/L) ve AlLOz (5 mg/L)
nanopartikiiline maruz birakilan larvalarin ortalama DNA hasarlar1 Comet analizi

sonucunda ise sirasiyla kontrol grubuna oranla % 19,8 ve % 8,6 olarak hesaplanmistir
(Sekil 15).
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Sekil 14. Comet olusumu, AICIz ve Al>Os nanopartikiiliine uygulanan zebra baligi
larvalarmin kan hiicreleri goriiniimii. (a) Kontrol, (b) 0,1 mg/L AIClIs, (c) 3
mg/L AICI3z (d) H20: ile pozitif kontrol, (e) 0,2 mg/L Al.O3-NP, (f) 6 mg/L
Al>,O3-NP.
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Sekil 15. 96 saat siireyle subletal konsantrasyonlarda AICls (liggen) ve Al2O3 (daire)
nanopartikiiliine maruz kalan larvalardaki DNA hasarlari, P < 0.05.

Gen ekspresyon degisimlerinin arastirildigi deneylerde, 96 saat siireyle AlCIs ile
Al>O3 nanopartikiiliine maruz birakilan zebra baligi larvalarinda mt2 geni i¢in sirasiyla
kontrol grubuna oranla 1,7 kat ve 1,5 kat artis meydana gelmistir. mt2 gen ekspresyon
degisimleri 6nemli diizeyde olmamakla birlikte, AICI3’lin sebep oldugu gen ekspresyon

artisinin Al203 nanopartikiiliine gére daha yiiksek oldugu saptanmistir (Sekil 16).
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Sekil 16. Zebra baligi larvalarinin AICI3 ve Al2O3 nanopartikiiline maruz birakilan
toksikolojik testlerde 96 saat siire ile farkli konsantrasyonlarda goériilen mt2
gen ekspresyon degisimleri.

Kontrol grubuna oranla rad51 geni ekspresyonunda AICIz ve Al>Os nanopartikiil
icin yaklagik olarak 2 kat azalma meydana gelmistir. Ayrica AloO3 nanopartikiillerin
neden oldugu gen ekspresyon artisinin AlCls’e oranla rad51 geni igin 6nemli bir

degisiklik gostermedigi saptanmustir (Sekil 17).
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Sekil 17. Zebra balig1 larvalarinin AICl3 ve Al;O3 nanopartikiiliine maruz birakilan
toksikolojik testlerde 96 saat siire ile farkli konsantrasyonlarda goriilen rad51
gen ekspresyon degisimleri.

34



p53 gen ekspresyonundaysa kontrol grubuna oranla AlICIs; ve Al,O3 nanopartikiil
icin diisiik diizeyde bir azalma olmasina ragmen 6nemli bir degisiklik goriilmemistir.
Ayrica Al2O3 nanopartikiillerin neden oldugu gen ekspresyonundaki artisin AICl3’e

oranla p53 geni i¢in yaklasik olarak 1,3 kat daha fazla oldugu belirlenmistir (Sekil 18).
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Sekil 18. Zebra baligi larvalarinin AICl3 ve Al,03 nanopartikiiliine maruz birakilan
toksikolojik testlerde 96 saat siire ile farkli konsantrasyonlarda goriilen p53
gen ekspresyon degisimleri.

AICI3’tin farkli konsantrasyonlarda mt2, p53 ve rad51 genlerindeki ekspresyon
degisimleri bakimindan karsilastirildigi ¢alisma sonucunda mt2 genindeki ekspresyon
degisiminde, 15 mg/L konsantrasyonda yaklasik olarak 4 kat artig1 gézlemlenmistir.
Diger taraftan, p53 ve rad51 gen ekspresyonlarinda istatistiksel agidan 6nemli bir

degisikligin olusmadigi saptanmustir (Sekil 19).
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Sekil 19. AlICIz’e maruz birakilan zebra baligi larvalarindaki toksikolojik testlerde, 96
saat siire ile farkli konsantrasyonlarda, farkli iic gende meydana gelen
ekspresyon degisimleri (P < 0,05).

Farkli konsantrasyonlarda Al2O3 nanopartikiillerin mt2, p53 ve rad51 genlerindeki
ekspresyon degisimleri bakimindan karsilastirildigr ¢alisma sonucunda her ii¢ gen
ekspresyon degisimlerinde de istatistiksel olarak Onemli diizeyde bir degisiklik

goriilmemistir (Sekil 20).
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Sekil 20. Al>03 nanopartikiiliine maruz birakilan zebra baligi larvalarinda, toksikolojik
testlerde 96 saat siire ile farkli konsantrasyonlarda, farkli ii¢ gende meydana
gelen ekspresyon degisimleri.

36



3.2. Ni Nanopartikiiller

Ni nanopartikiillerin kiimelenme durumlarinin, pargacik boyutlarinin ve fiziksel
goriiniimlerinin tespiti amaciyla yapilan Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) analizi
sonucunda bu nanopartikiillerin diizgiin olmayan kiiresel bir sekle sahip olduklari, 15-
100 nm arasinda pargacik boyutlarinin oldugu ve kiimelenme egiliminin yiiksek

diizeyde oldugu tespit edilmistir (Sekil 21).

’ 20 kV x20,000 100 nM  e—

Sekil 21. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile Ni nanopartikiillerinin elde edilen
goriintiisti. 100 nm’lik 6l¢ek ¢cubugu kullanilmistir.

Ni nanopartikiillerin su igerisindeki fiziko-kimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi
maksadiyla ICP-OES analizi ve nanopartikiil izleme analizi yapilmistir. Analizler
sonucunda, baslangicta su siitununda ortalama 711 nm olan partikiil boyutunun
kiimelenme nedeniyle 96 saatlik test siiresi sonunda 1763 nm’ye kadar ylikseldigi
belirlenmigtir  (Sekil 22). Bunun yaninda, su siitunundaki Ni nanopartikiil
konsantrasyonunun ICP-OES analizi sonucunda da zamana bagli olarak sedimantasyon
ve kiimelenme nedeniyle miktarinda % 47 oraninda bir diisiis meydana geldigi

saptanmustir (Sekil 23).
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Sekil 22. 96 saatlik deney siiresince su siitunundaki Ni nanopartikiillerinin (1 mg/L)
boyutsal dagilimi.
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Sekil 23. Ni nanopartikiillerin 96 saatlik maruz birakma siiresince sulu fazda
nanopartikiil test sistemi icerisinde Olgiilen konsantrasyonlar1 (Bos kare: 20
mg/L, yildiz: 50 mg/L, sar1 liggen: 100 mg/L, bos daire: 175 mg/L, yesil
daire: 300 mg/L, bos tiggen: 500 mg/L).

Ni nanopartikiiliin su igerisindeki ¢oziiniirliiglinii (iyonlasma) belirlemek amaciyla
test tUnitelerine 20, 50, 100, 175, 300 ve 500 mg/L konsantrasyonlarda nanopartikiil

ilave edilmis ve iyonlagsma miktarlar1 96 saatlik test siiresi sonunda ICP-OES yardimiyla
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dleiilmiistiir. Diisiik nanopartikiil konsantrasyonlarinda énemli diizeyde bir Ni*? salinim
goriilmemesine ragmen, 50 mg/L. ve iizeri konsantrasyonlarda dnemli diizeyde iyon

salimiminin meydana geldigi belirlenmistir (Sekil 24).
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Sekil 24. Ni nanopartikiiliiniin ICP-OES analizi yardimiyla dl¢iilen 96 saatlik test siiresi
sonunda su icerisindeki Ni*? salinim diizeyleri.

Toksisite bakimindan Ni metalinin nanopartikiil haliyle iyon(dogal) halinin
farklilik gosterip gostermedigini tespit etmek amaciyla, bu c¢alismada zebra balig
larvalarindaki NiCl; ile Ni nanopartikiiliiniin zehirlilik seviyeleri karsilastirilmigtir. Bu
amagcla, NiCl, ve Ni nanopartikiiliiniin 96 saat siireyle 3 farkli zaman araliginda yapilan
LCso degerleri konsantrasyon-etki deneyleri sonucunda sirasiyla 32,55 + 2,20 mg/L
(GA: 29,53 - 36,22) ve 122,22 + 6,33 mg/L (GA: 94,59 - 165,09) olarak hesaplanmistir
(Sekil 25).

39



110 -
100 A

Oliim orani (%)

0 o T T r T T \

0 50 100 150 200 250 300

Ni konsantrasyonu (mg/L)

Sekil 25. Toksikolojik testlerde NiCl, ve Ni nanopartikiiliine 96 saat siire ile maruz
birakilan zebra balig1 larvalarinda goriilen 6liim oranlari.

Zebra baligr larvalarinin NiCl, ve Ni nanopartikiiline maruz birakilan kan
hiicrelerinde olusabilecek DNA hasarlarini tespit etmek amaciyla yapilan Comet analizi
sonucunda, subletal konsantrasyonlarda NiCl> ve Ni nanopartikiiline maruz kalan
larvalarin  DNA’larinda maruz birakilan konsantrasyonuna bagli olarak Onemli
diizeylerde hasar tespit edilmistir. Diger taraftan, H.O> uygulanan pozitif kontrol
grubunda olusan hasarin NiCl> ve Ni nanopartikiiliine uygulanan larvalarda meydana

gelen hasardan daha yiiksek seviyede oldugu saptanmistir (Sekil 26).

En yiiksek subletal konsantrasyonlarda NiCl> (20 mg/L) ve Ni nanopartikiiliine
(20 mg/L) maruz birakilan larvalarin ortalama DNA hasarlar1 Comet analizi sonucunda,
sirastyla kontrol grubuna oranla % 81,9 ve % 26,9 olarak hesaplanmistir (P < 0,05). En
diisiik konsantrasyonlarda NiClz (I mg/L) ve Ni nanopartikiiline (1 mg/L) maruz
birakilan larvalarin ortalama DNA hasarlari Comet analizi sonucunda ise sirasiyla

kontrol grubuna oranla % 22,4 ve % 15,6 olarak hesaplanmistir (Sekil 27).
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Sekil 26. Comet olusumu, NiCl, ve Ni nanopartikiiline uygulanan zebra balig
larvalarmin kan hiicreleri gériintimii. (a) Kontrol, (b) 1 mg/L NiCly, (c) 20
mg/L NiClz (d) H20: ile pozitif kontrol, (€) 1 mg/L Ni-NP, (f) 20 mg/L Ni-

NP.
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Sekil 27. 96 saat siireyle subletal konsantrasyonlarda NiCl; (liggen) ve Ni (daire)
nanopartikiiliine maruz kalan larvalardaki DNA hasarlari, P < 0.05.

Gen ckspresyon degisimleri agisindan NiCl, ile Ni nanopartikiilii karsilastirildigi
deneme sonuglarinda, mt2 geni igin her iki maddeye de 96 saat siire ile maruz birakilan
zebra balig1 larvalarinda sirastyla kontrol grubuna oranla 22 kat ve 2 kat artig olmustur.
Ayrica mt2 geni igin NiCl2’tin neden oldugu gen ekspresyonundaki artisin Ni

nanopartikiiliine oranla neredeyse 11 kat daha fazla oldugu belirlenmistir (Sekil 28).
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Sekil 28. Zebra baligi larvalarinin NiCl; ve Ni nanopartikiiline maruz birakilan
toksikolojik testlerde 96 saat siire ile farkli konsantrasyonlarda goriilen mt2
gen ekspresyon degisimleri (P < 0,05).

Kontrol grubuna oranla rad51 gen ckspresyonunda diisiik diizeyde bir azalma
olmasina ragmen, istatistiksel olarak onemli seviyede bir degisim gézlemlenmemistir.
Ayrica, Ni nanopartikiillerin sebep oldugu gen ekspresyon degisimiyle NiCl2’nin sebep
oldugu gen ekspresyon degisimi arasinda da Onemli seviyede bir farklilik
belirlenmemistir (Sekil 29).
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Sekil 29. Zebra baligi larvalarinin NiCl, ve Ni nanopartikiiliine maruz birakilan
toksikolojik testlerde 96 saat siire ile farkli konsantrasyonlarda goriilen
rad51 gen ekspresyon degisimleri.
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p53 geni ekspresyonunda ise zebra baligi larvalarinda 96 saat siireyle NiCl2 ve Ni
nanopartikiiliine maruz birakilan kontrol grubuna oranla 16 kat ve 1,7 kat artis olmustur.
Ayrica NiCl’tin  sebep oldugu gen ekspresyon artisinin p53 geni igin Ni

nanopartikiiliine oranla neredeyse 9,5 kat fazla oldugu belirlenmistir (Sekil 30).
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Sekil 30. Zebra baligi larvalarinin NiCl, ve Ni nanopartikiiliine maruz birakilan
toksikolojik testlerde 96 saat siire ile farkli konsantrasyonlarda goriilen p53
gen ekspresyon degisimleri. (P < 0,05).

Farkli konsantrasyonlarda NiClz’iin p53, rad51 ve mt2 genlerindeki ekspresyon
degisimleri bakimindan kiyaslandiginda arastirma neticesinde, p53 ve mt2 genlerindeki
ekspresyon degisimlerinde konsantrasyona bagli olarak istatistiksel anlamda onemli
derecede artiglar goriilmiistiir. Ekspresyon artiglarinin p53 geninde 2 mg/L ve {izeri mt2
geninde ise 1 mg/L ve 1lzeri konsantrasyonlarda oOnemli diizeyde olduklari
belirlenmistir. Ayrica, gen ekspresyonlarinda rad51 geninde onemli bir degisikligin

olusmadig1 goriilmistiir (Sekil 31).
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Sekil 31. NiCly’e maruz kalan zebra baligi larvalarmin toksikolojik testlerde 96 saat

stire ile farkli konsantrasyonlarda farkli ii¢ gende meydana gelen ekspresyon
degisimleri (P < 0,05).

Farkli konsantrasyonlarda Ni nanopartikiillerin p53, rad51 ve mt2 genlerindeki
ekspresyon degisimleri bakimindan kiyaslandiginda arastirma neticesinde mt2 ve p53
genlerindeki  ekspresyon  degisimlerinde, kontrol  grubuna oranla fazla
konsantrasyonlarda istatistiksel anlamda 6nemli derecede artis oldugu tespit edilmistir.
Bunun yani sira, gen ekspresyonlarindaki rad51 geni kontrol grubuna oranla 6nemli bir

farklilik gézlenmemistir (Sekil 32).
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Sekil 32. Ni nanopartikiiliine maruz birakilan zebra baligi larvalariin toksikolojik
testlerde 96 saat siire ile farkli konsantrasyonlarda farkli ti¢ gende meydana
gelen ekspresyon degisimleri (P < 0,05).
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Ozellikle metalik nanopartikiiller su igerisinde kismen iyonlasmalar1 nedeniyle
sucul organizmalarda toksik etkilere ve bunun neticesinde de Oliimlere sebep
olabilmektedir. Bu arastirmada kullanilan Al,O3 ve Ni nanopartikiiller, zebra balig
larvalarinda; besin kesesinde sisme ya da biiziilme, renkte kararma, notokord egriligi,
perikardiyal bolgede kan toplanmasi (hiperemiya), yiizme kesesinde deformasyon,
kuyrukta erime ve karin bolgesinde nanopartikiil birikimi gibi etkiler olugturmakta ve

ileri asamalarda da oliimlerine neden olabilmektedir.
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Nanopartikiiller bilinen maddelere gore daha ¢ok kararsiz niteliklere sahiptir. Bu
Ozellikler konusunda yeterince bilgiye sahip olunmamasi toksisite testlerinde
beklenmeyen sonuglara yol agmaktadir. Bu sebeple, giiniimiizde yapilan toksikolojik
test yontemleri nanopartikiillerin karakteristik ozelliklerini belirlemeye yonelik cesitli
caligmalar yapilmaksizin, nanopartikiil toksisite belirlenme arastirmalarinda kullanima
elverigli olmamaktadir (Schulze vd., 2008). Nano boyutta maddelerin dogal haldeki
maddelerden oldukga farkli nitelikler gostermesi, toksisite denemelerinde kullanilmakta
olan elemanlar ve malzemelerle etkilesim gostermelerine sebep olmaktadir, bundan
dolay1 nanopartikiil toksisite tespit arastirmalarinda uygun bir kontrol sistemi

olusturulmali ve farkli maruz birakma yontemleri kullanilmalidir.

Yapilan nanotoksikolojik  ¢alismalarda nanopartikiillerin  fizikokimyasal
ozelliklerine gore zehirlilik diizeylerinin tespiti i¢in bir deney diizeneginin kurulmasini
kisitlamaktadir. Nano maddelerin  toksiklik seviyelerini  saptamak amaciyla
kullanilmakta olan deney diizenekleri, nanopartikillerin spesifik niteliklerinin
etkilemeyecegi bir tarzda tasarlanmalidir (Nel vd., 2006). Ote yandan, son yillarda
yapilan nanopartikiil risklerini belirleme arastirmalarinda, kullanilmakta olan deney
diizeneklerinin standart olmamasi nedeniyle, bulunan ¢iktilar agisindan gesitli arastirma
sonuglarinda 6nemli derecede farkli sonuglar saptandigi goriilmektedir (Lilienblum vd.,
2008). Bu ¢alismamizda, farkli laboratuarlarda yapilan ¢alisma sonuglari arasindaki
tekrarlanabilirlik problemini ortadan kaldiracak ve sucul ortamda nanopartikiiller igin
yapilmas1 diigiiniilen zehirlilik testlerini standartlastiracak bir nanotoksisite deney
prosediirii yiiriitiilmiistir. Dogrulama deneyleri ve yaptigimiz deneyler sonucunda, bu
deney diizeneginin genel bir zehirlilik test prosediir standardi sagladigr ve

nanopartikiillerin spesifik 6zelliklerinden etkilenmedigi saptanmaistir.

Nanopartikiiller, giiniimiizde yaygin bir sekilde ve pek ¢ok alanda kullanilmakla
birlikte, bu maddelerin standardize test protokolleri ve risk degerlendirmesi
calismalarinda uluslararas: ve ulusal anlasmalar veya is birligi gerekli seviyede mevcut
degildir. Nano maddelerin sayilari, agirliklari, yiizeylerinin alani ve baska dl¢iimlerine

nispeten konsantrasyon terimi hala standart hale getirilememistir. Bundan dolayi, nano
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maddelerin karsilagtirlmasi, bunun yaninda veri degerlendirmelerinin nesnelligi son
yillarda da hala problem olusturan bir unsurdur (Scenihr, 2007). Yapmis oldugumuz
arastirmada, dizayn edilen ve tiirdes bir karisma ortami olusturan nanopartikiil deney
diizenekleri (Boran vd., 2012), ayn1 zamanda nanopartikiillerin spesifik 6zelliklerinden
kaynaklanan test problemlerine ¢oziim saglayacak ve nanopartikiillerin risklerinin

belirlenmesi amaciyla da bir standardize sistem olusturacaktir.

Tim nanopartikiiller ¢ok kiigiik boyutlara (<0.1 um) sahip oldugu i¢in kolayca
cevre kirliligine yol agabilir ayn1 zamanda diger organizmalar ve insanlar i¢in risk
olusturabilirler (Griffitt vd., 2007; Lanone vd., 2009). Bundan dolayi, nanopartikiiller
icerisinde hangi partikiillerin ¢evreye en fazla zarar verdiginin belirlenmesi ve olasi
toksikolojik etkilerinin tespit edilmesi giderek artan bir O6neme sahiptir. Bu
caligmamizda, Al,O3 ve Ni nanopartikiillerinin zebra baligi larvalarindaki etkileri
incelenmis ve biyomarkir genler (p53, rad51 ve mt2) kullanilarak toksisite
mekanizmasindaki isleyisin daha iyi anlasilabilmesi i¢in iyon haldeki Al ve Ni’ in
toksik etkileri ile karsilastirilmistir. Ayrica, bu maddelerden kaynakli DNA zincir

kiriklarimin olup olmadig “Comet Assay” teknigi kullanilarak saptanmaya calisilmistir.

Kullanilan nanopartikiillerin toksikolojik testlerde su igerisinde dagilmasi
sebebiyle, yiizey gerilimi ve kiimelenme durumu gibi fizikokimyasal 6zelliklerinin de
degisiklige ugradigi bilinmektedir (Maynard, 2002; Powers vd., 2006; Vielkind vd.,
2013). Bundan dolayi, nanotoksikoloji arastirmalarinda ve gevresel uygulamalarda
dogru sekilde karakterizasyon i¢in nanopartikiil dagilimi olduk¢a onemlidir. Vielkind
vd. (2013) Sucul ortamdaki ZnO nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zelliklerini
(hidrodinamik boyut, kiimelenme derecesi Ve yiizey gerilimi) tespit etmeye ¢alismislar
ve ¢aligmanin sonunda partikiil boyutu azaldik¢a partikiil ylizey alaninin ¢arpici sekilde
arttigin1  belirlemiglerdir. Benzer bir sekilde, yaptigimiz arastirmalarda da su
stitunundaki nanopartikiil konsantrasyonlarinda 96 saatlik deney siiresi boyunca azalma

goriiliirken kiimelenme miktar1 ve partikiil capinda artig meydana geldigi saptanmigtir.

Sanayide yaygin sekilde kullanilan nanopartikiiller, ¢evresel etkileri bakimindan
belirsizliklere sebep olmaktadir. Ozellikle su icerisinde metal nanopartikiillerin kismen

¢oziinebilme yetenegine sahip olmalar1 sebebiyle, metallerden tiretilmis kirletici 6zelligi
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olan nanopartikiillerin biyomarkir gen ekspresyonlarindaki degisimler degerlendirilerek
baliklarda toksik etkilerinin arastirilmasi biiylik 6nem tasimaktadir (Klaine vd., 2008).
Yapmis oldugumuz bu ¢alismada deneylerde kullanilan maddelerin konsantrasyona
bagl olarak, hedef genlerin (mt2, p53 ve rad51) mRNA diizeylerinde degisimlere sebep
oldugu belirlenmistir. Bu genler kendi fonksiyonel o&zelliklerinin yanisira, gevre
kaynakli nanopartikiil kirliliginin izlenebilmesi icin de potansiyel biyomarkirlar olarak
gorev yapmaktadirlar. Bu nedenle, iyon haldeki maddeler ile nanopartikiil haldeki
maddelerin zebra baligi larvalarinda toksisitelerini kiyasladigimiz ¢alismalarda iyon
haldeki maddelerin nanopartikiillere oranla daha fazla toksik oldugu tespit edilmistir.
Varolan c¢aligmalar ve diizenlemeler suda ¢oziinebilen iyon haldeki metaller igin,
metalik nanopartikiiller ile iligkili giivenilirlik kaygisni ortadan kaldiracak uygunlukta
degildir. Ayrica, zebra baligi embriyo-larva sistemi, biyomarkir gen ekspresyon
varyasyonlari yardimiyla toksik etkilerin tespiti i¢in epey faydali bir yontemdir. Bundan
dolayr yapitigmiz bu c¢alisma, entegre edilmis nanotoksikolojik denemeleri

aydinlatabilecek niteliktedir.

Bilindigi gibi, larvalar tarafindan sucul ¢evrede var olan metalik maddelerin viicut
sistemine dahil etmesi, metallerin solunga¢ dokularindan ge¢mesi ve bagirsaklar
tarafindan emilme araciligiyla meydana gelmektedir (Minghetti vd., 2010). Hiicrelerin
icindeki 6nemli bir sistem degisken metal konsantrasyonlarmi kontrol eden
metallothioneinlerdir (mts). Bu proteinler gerekli oldugunda iyon haldeki metalleri
serbest birakma ya da baglama gorevi gorirler (Maret, 2009). Metallothionein
proteinleri, bakir ve ¢inko benzeri temel eser elementler veya giimiis ve kadmiyum gibi
toksik metaller vasitasiyla indiiklenirler (Kimura ve Itoh, 2008). mt genleri canlilarda
dort farkli izoforma sahiptir. mtl ve mt2 gen dizileri bunlardan ikisi olup sinir disi
dokular igerisinde agir metallere tutunarak onlarin toksiklik etkilerini giderir, diger
taraftan ¢inko ve bakir diizeylerini ayarlar ve oksidatif hasar olusumunu engellerler
(Cho vd., 2009). Yaptigimiz bu arastirmada, larval zebra baliklarinda kullanilan
metaller mt2 geninin ifadesinde degisikliklere sebebiyet vermistir. Iyon haldeki
metallerin ve nanopartikiillerin neden oldugu gen ekspresyon artisinin mt2 gen
ekspresyon artisindan daha fazla oldugu belirlenmistir. mt2 gen ekspresyonunun yiiksek
seviyede artiginin olmast aynt zamanda metal birkiminin larvalarin dokularinda da

yiiksek diizeyde oldugunu belirtmektedir. Yapilan diger bir arastirmada zebra baligi
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embriyolar1 kullanilarak, hem Zn*? hem de ZnO nanopartikiil maruziyetlerinin ardindan
tim miktarlarda mt2 gen ifadelerinde ileri seviyede bir yiikselis saptanmistir. Bunun
yaninda bu arastirmada, sitokinlere ait transkriptlerde ve oksidatif stres baglantili
genlerde de (Cu/zZn SOD) de 6nemli seviyede degisimler belirlenmistir (Brun vd.,
2014).

Aliiminyum oksit (Al2O3) nanopartikiiller sanayide 6nemli uygulama alanlarina
sahiptirler. Evsel, tibbi iirlinler, emici veya sogurucu maddeler, biyomateryaller ve
hareket elemanlart gibi sistemlerde kullanilmaktadirlar (Sadiq vd., 2009). Al2O3
nanopartikiiller, iiretim, tasmim, kullanim ve imha islemleri esnasinda ekosisteme
girebilmekte ve potansiyel olarak insan sagligi i¢in risk olusturabilmektedir (Pakrashi
vd., 2011; Arora vd., 2012). Farelere agiz yoluyla aliiminyum oksit nanaopartikiiller
uygulandiginda genotoksik etkiler olusturdugu (Balasubramanyam vd., 2009) ve bu
maddelerin UMR 106 hiicreleri iizerinde sitotoksik etkilere neden oldugu belirlenmistir
(Di Virgilio vd., 2010). Bunun yaninda, onceki bazi caligmalar aliiminyum oksit
nanopartikiillerin algler (Pakrashi vd., 2013), bakteriler (Pakrashi vd., 2011; Fajardo
vd., 2014), su piresi (Pakrashi vd., 2013) ve zebra balig1 (Kovriznych vd., 2013) lizerine
hiicresel diizeyde etkileri konusunda yapilmis olmasina ragmen, baliklarin hiicre yapisi
tizerine etkileri konusundaki bilgiler halen oldukc¢a sinirh diizeydedir. Aliiminyum oksit
nanopartikiillere maruz kalan hiicrelerde, oksidatif stres sonucu olusan enflamasyon ve
lipit oksidayonu hiicre 6liimlerine sebebiyet vermektedir (Ju-Nam ve Lead, 2008).
Nanopartikiillerin genis yiizey alanina sahip olmalari, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
olugmasina neden olan etmenlerden bir tanesidir. Bu yilizden, nanopartikiil boyutlarinin
kiiglik olmasi daha yiiksek oranda oksidatif strese neden olabilmektedir (Gliga vd.,
2014; Mittal ve Pandey, 2014). Aym sekilde, yapdigimiz caligmada da Al2Os3
nanopartikiilllerin zebra balig1 larvalarinda 6nemli diizeyde DNA hasarmma ve gen
yapisinda degisikliklere neden olabilecegi belirlenmistir. Bu yapilan ¢alismada maruz
birakilan maddelere bagli olarak bazi grafiklerde kontrol grubuna gore stres gen
seviyeleri daha az olarak tespit edilmistir. Bunun nedeni canlidaki erken savunma
mekanizmasina bagl olarak stres genlerindeki degisimin kontrol grubuna gore daha az

olmasi seklinde belirlenmistir.
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Baz1 nikel bilesiklerinin (NiSO4, NiCl2-6H20, NiO) sucul organizmalar iizerinde
lokomotor aktivitede ve yumurtadan ¢ikma oraninda azalma, solunum problemi ve
kanserojenik etkiler gibi toksik etkiler olusturabilecegi tespit edilmistir (Pane vd., 2003;
Kienle vd., 2008). Nikel nanopartikiillerin toksik etkilerini niteliksel olarak ifade eden,
gozleme dayali birka¢ toksikolojik c¢alisma yapilmis olmasina ragmen canli
organizmalar tzerindeki etkileri konusundaki belirsizlik halen devam etmektedir
(Karlsson vd., 2008; Kasemets vd., 2009). Bu sebeple yapmis oldugumuz bu arastirma,
Ni nanopartikiillerin 6zellikle baliklarin gen yapis1 ve DNA iizerine etkileri konusunda
detayli aydinlatici bilgi sunmasi nedeniyle literatiirdeki eksikligi gidermesi agisindan

Onem arzetmektedir.

Yaptigimiz calismada kullanilan genlerin islevleri ve se¢im kriterleri su
sekildedir: f-actin; sitoiskeletal sistemde gorev alir, hiicre hareketi, yap1 ve
biitiinliglinden sorumludur, gen ekspresyon deneylerinde referans gen olarak kullanilir.
mt2; metallotiyonein-2 proteini, ¢esitli metalleri baglayan yiiksek oranda sistein kalintisi
igerigine sahiptir. Bu proteinler hem agir metaller hem de glukokortikoidler tarafindan
transkripsiyonel olarak diizenlenir. rad51; DNA onarim proteinidir. DNA’nin ¢ift zincir
kirtklarinin onariminda goérev alir. p53; hiicresel timor proteinidir. Hiicre dongiistinii

diizenler, timor baskilayict ve kanser olusumunu 6nleyici gorev yapar.

p-actin genindeki ekspresyon seviyelerinde hi¢bir zaman farklilik gézlenmemesi,
hedef genlerin normalizasyonu amaciyla (mt2, p53 ve rad51) standart gen olarak tercih
edilmesine imkan saglamaktadir. Casadei vd. (2011) Kantitatif PZR’nda normalizasyon
icin 8 adet farkli zebra baligi standart genlerini inceledikleri bir arastirmada en
kullanigh genin hangisi oldugunu tespit etmeye calismiglardir. Arastirmada elde edilen
sonuglarda, larvalarin farkli gelisim kademelerinde en fazla ifade edilen genin fS-actin

oldugunu ve ekspresyonun en sabit ve en yiiksek seviyede oldugunu saptamiglardir.

Bilim insanlar1 glinlimiizde nano boyutlu tiiketici {irlinlerinin gelistirilmesinin
bilime, teknolojiye ve saglik alanlarina yararl olacagi hususunda hemfikirdirler, ancak
onlarin g¢evreye, canli organizmalara ve hassas ekosistemlere, hatta sucul gevreye
salmimi insanlarda zararh etkilere yol agmaktadir (Guzman vd., 2006; Barrena vd.,

2009). Devletler, bagimsiz bir ¢evre konusunda bilim toplulugu ve endiistriler arasinda
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etkili bir isbirliginin gelistirilmesi, ¢evresel zararlarin belirlenmesini ve Onlenmesini
saglayacak, uygun ekotoksikolojik calismalarin gelistirilmesini kolaylastiracaktir.
Giliniimiizde su ortamindaki nanopartikiillerin davranislari, potansiyel toksik etkileri ve
organizmalar tarafindan viicuda alinma mekanizmasi konusunda halen ¢ok daha az bilgi
mevcuttur. Yaptigimiz bu c¢alisma, ¢evremizde nano maddelerin meydana getirdigi
risklerin  belirlenmesine olanak saglayacak ve ileride yiritilmesi planlanan

arastirmalara Onciiliik edecektir.

o1



5. ONERILER

Son zamanlarda nanoteknoloji; saglik sektoriinde, ekonomik kalkinmada ve
tretimde teknolojinin gelistirilmesinde 6nemli role sahiptir. Bu faktorler géz Oniine
alindiginda nano maddelerin tiretimi, gelistirilmesi, tasinmasi, kullanim1 ve daha sonra
yapilan yok etme islemleri sirasinda degisik ekosistemlerle iligkisi kagmilmaz
olmaktadir. Dolayisiyla ekosistemin sagligi iizerine nanomalzemelerin sebep olabilecegi
tim sorunlar dikkate alinmalidir. Giiniimiizde nano maddelerin g¢evreye olan etki
seviyelerinin ¢ok az diizeylerde oldugunun 6ngdriilmesinin yaninda bu alanda yapilan
aragtirmalar bir hayli kisithidir. Bu sebeple yeni goriintilleme, 6lgme ve izleme
yontemlerinin gelistirilmesiyle ve gevresel toksikoloji ¢alismalari vasitasiyla gevredeki

diizeylerinin zarar olusturacak seviyede bulunup bulunmadig: tespit edimelidir.

Nano maddelerin dogal ¢evrede takip edecekleri yollarin belirlenmesinde ve
etkilerinin tespit edilmesinde sedimantasyon ve kiime olusturma niteliklerinin
aydmnlatilmas1 gerekmektedir. Nanopartikiillerin yapilmast diisliniilen olan tiim
arastirmalarda askida kalan c¢ozeltilerinin  dogal c¢evrelerde olusturacaklar
kiimelenmenin ve Kkararliligin baska organik maddeler tizerindeki etkilerinin
incelenmesi igin ylizeydeki su oOrneklerinden faydalanilmalidir. Bunun yaninda,
kiimelenmeden sonra partikiillerin nano 6lgeklerini muhafaza edip etmedikleri ve kiime
olusturan partikiillerin sediment tabakasina inip burda yasamini siirdiiren canlilar ile
etkilesime girmeleri gibi konularin daha detayli bir sekilde degerlendirilmesi gerekir.
Nanopartikiillerin sucul ekosistemler {izerindeki etkilerinin ortaya ¢ikarilmasinda
maruziyet siireleri artirilarak yapilacak testlerde organizmalarin gelecekte gosterecekleri
davranig degisikliklerinin arastirilmasi sonucunda da dikkate deger veriler elde
edilebilir. Ekotoksikolojik ¢alismalar, av-avci iligskisinde bulunan canlilar ile yapilacak
uzun stireli deneyler araciligiyla genis siirelerde nano maddelerin besin piramitinde
meydana getirecegi problemlerin ve izleyecegi yollarin arastirilmasina 151k

tutabilecektir.

Uluslararas1 kurumlarin gerceklestirdigi pek cok toplanti ve sempozyumlar
sayesinde nano maddelerin ekosistemler iizerindeki etkileri tartigilmaktadir. Nano

maddelerin ¢evre {izerine toksik etkileri hususuna ise iilkemizde yeterli dikkat
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gosterilmemektedir. Ulkemizde nanotoksikoloji konusuna gereken énemin gosterilmesi

ve bu konu iizerindeki ¢alismalara hiz verilmesi gerekmektedir.
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