KARADENIZ TEKNIiK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BALIKCILIK TEKNOLOJiSI MUHENDISLiGi ANABILiM DALI

NANOPARTIKULLERIN ZEBRA BALIGI (Danio rerio) LARVALARI
UZERINE OLAN ETKILERININ GEN EKSPRESYON YONTEMIYLE

BELIiRLENMESI

DOKTORA TEZi

Balik¢ilik Tek. YUk. Muh. Halis BORAN

TEMMUZ 2012
TRABZON



KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BALIKCILIK TEKNOLOJiSi MUHENDISLiGi ANABILiM DALI

NANOPARTIKULLERIN ZEBRA BALIGI (Danio rerio) LARVALARI
UZERINE OLAN ETKILERININ GEN EKSPRESYON YONTEMIYLE
BELIRLENMESI

Balik¢ilik Tek. Yiik. Miih. Halis BORAN

Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri.EnstitUsUnce
“DOKTOR (BALIKCILIK TEKNOLOJiSI MUHENDISLIGI)”
Unvam Verilmesi i¢cin Kabul Edilen Tezdir

Tezin Enstititye Verildigi Tarih  : 14.06.2012

Tezin Savunma Tarihi :17.07.2012

Tez Damismani : Prof. Dr. ilhan ALTINOK

Trabzon 2012



Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiist
Balik¢ilik Teknolojisi Miihendisligi Anabilim Dalinda
Halis BORAN tarafindan hazirlanan

NANOPARTIKULLERIN ZEBRA BALIGI (Danio rerio) LARVALARI
UZERINE OLAN ETKILERININ GEN EKSPRESYON YONTEMIYLE
BELIRLENMESI

bashkl bu ¢alisma, Enstitii Yonetim Kurulunun 19/06/2012 giin ve 1461 sayili
karariyla olusturulan jiiri tarafindan yapilan sinavda
DOKTORA TEZi

olarak kabul edilmistir.

Juri Uyeleri

Baskan : Prof. Dr. ilhan ALTINOK
Uye : Prof. Dr. Muhammet BORAN
Uye : Prof. Dr. Zihni DEMIRBAG
Uye : Dog. Dr. Erol CAPKIN

Uye : Dog. Dr. Siyami KARAHAN

Prof. Dr. Sadettin KORKMAZ

Enstitu Maduri



ONSOZz

Bu tez calismas1 Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Balik¢ilik
Teknolojisi Miihendisligi  Anabilim Dali Doktora programinda yiiriitilmiistiir.
“Nanopartikullerin zebra baligi (Danio rerio) larvalart Uzerine olan etkilerinin gen
ekspresyon yontemiyle belirlenmesi” adli bu ¢alismanin bir boliimi ingiltere Plymouth
Universitesi, Biyoloji ve Biyomedikal Bsliimii’nde bulunan Ekotoksikoloji ve Zebra Balig
Aragtirma ve Uygulama Laboratuarlar’'nda ve bir kismu da KTU, Deniz Bilimleri
Fakultesi, Molekdler Biyoloji Laboratuari’nda gergeklestirilmistir.

Tez damigmanhigimi lstlenerek bilgi ve desteklerini esirgemeyen, yurtdisina gitme
konusunda tegvikte bulunan ve her konuda destegini hissettigim degerli hocam Sayin Prof.
Dr. ilhan ALTINOK’a tesekkiirlerimi bir bor¢ bilirim. Yurtdisindaki calismalarin
yiriitiilmesinde ve sonuglarin yorumlanmasinda bilgi ve tecriibesiyle yardimlarin
esirgemeyen, Dr. Theodore B. HENRYye, tez izleme komitemde yer alan Sayin Prof. Dr.
Zihni DEMIRBAG ve Prof. Dr. Muhammet BORAN’a, yurtdisi laboratuar ¢alismalarimda
yardimlarini esirgemeyen Dr. David BOYLE’e ve Ars. Gor. Helena C. REINARDY’ye ve
yurtdisinda kaldigim siire igerisinde maddi manevi destegini esirgemeyen, calisma
motivasyonumu gii¢lendiren ve ev arkadashigi yapan degerli hocam Yrd. Dog. Dr. Ertugrul
AGIRBAS’a tesekkiir ederim.

Yurtdisinda kaldigim siire icerisinde gdsterdigi sabir ve manevi desteklerinden dolay1
sevgili esim Serpil BORAN’a ve ailesine, varliklari ile hayatima deger katan ¢ocuklarim
Enes ve Kerem’e, egitim hayatima verdikleri énem ve gosterdikleri fedakarliklarindan

dolay1 degerli aileme sonsuz siikranlarimi sunarim.

Halis BORAN
Trabzon 2012



TEZ BEYANNAMESI

Doktora Tezi olarak sundugum ‘Nanopartikiillerin zebra baligi (Danio rerio)
larvalar1 lizerine olan etkilerinin gen ekspresyon yontemiyle belirlenmesi” baslikli bu
calismay1 bastan sona kadar danismanim Prof. Dr. ilhan ALTINOK un sorumlulugunda
tamamladigimi, verileri ve 6rnekleri kendim topladigimi, analizleri ilgili laboratuvarlarda
yaptigimi, bagka kaynaklardan aldigim bilgileri metinde ve kaynakcada eksiksiz olarak
gosterdigimi, ¢aligma siirecinde bilimsel aragtirma ve etik kurallara uygun davrandigimi ve
aksi bir durumun ortaya ¢ikmast halinde her turli yasal sonucu kabul ettigimi beyan
ederim. 14/06/2012

Halis BORAN



ICINDEKILER

Sayfa No
ONSOZ ..ottt ettt bttt bbbttt Il
TEZ BEYANNAMESI.....coiiiiiiiiiieiice ettt v
ICINDEKILER .....oocviiiiiiiiteiiscte ettt V
OZET ettt bbbt VIl
SUMMALRY e Vil
SEKILLER DIZINT ...ttt ettt IX
TABLOLAR DIZIN...oiiiiiiiiiiiiiiciesss s XI
SEMBOLLER DIZINT ....ccoooiiiiiiiiiiiieeeissssess e Xl
1. GENEL BILGILER ...ttt 1
1.1. (€51 a1 RPN 1
1.2 Nanoteknoloji ve Kullanim Alanlart..........cccocveiiiiiiiiiieeee e 3
1.3. Nanopartikillerin Sucul Cevreye SalInImi ..........ccoeiiririiiieienese e 6
1.4. NANOTOKSTKOIOJT ... 7
1.5. Nanopartikiillerin Canlilardaki Toksisite Mekanizmast ..........c.cccoeveviiininiiicnnn, 8
1.6. TOKSIKOIOJIK TESEIEN ... 9
1.7. Toksik Deneylerde Kullanilacak Deney Organizmalariin Se¢imi...........cccoeeeee. 11
1.8.  Gen Expresyonu (Gen Ifadesi) ve OIGHMI ......c.ceeveviveviiiieercieiecccree e 12
1.9. Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve SYBR Green | Yontemi .................. 13
1.10.  OnCeki CalISMALAL. ........ceviveeeeieeeeeeeeeceeeceeeee et s e eseseeeees 14
1.11.  Calismanin ONemi V& AMACT ......ceveveveueereeereeeceeeesesessessescsessssssssssssssssssssssssssnsees 16
2. YAPILAN CALISMALAR ....ooiiiiie s 18
2.1. NANOPAITIKUIIET ... 18
2.2. Deney BalIKIars .......oociiiiiiiiiic s 18
2.3. Nanopartikil Test Sistemi GeliStirilmesi........cccovvreiiriieiiiieiesese e 19
2.4. Test COzeltilerinin Hazirlanmast ..........cccevverereniiiiiiieieeee e 21
2.5. Akut Letal ve Subletal Toksisite TeStIer........c..cooevviiiiiiiiiiiiii, 22
2.6. Gen Ekspresyon Degisimlerinin Belirlenmesi..........cccoccoovviiiiiiiiiiiiiiici, 22
2.6.1.  RNA IZOIaSYONU.......oiviviiiiiiicteteiei ettt 22
2.6.2.  Revers (Ters) TransKripSIYON. ..ot 23



2.6.3. Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT K-PZR) .......ccccoceviiiiiiiniiiieiieen, 24
2.6.3.1. PIIMEIIEI ...ttt st r e ae e 24
2.6.3.2. Kantitatif Polimeraz Zincir REaKSIYONU .........cccvevviiieiieriicic e 25
2.6.3.3. Gen Ekspresyon Degisimlerinin Hesaplanmasi ..........cocccevvvvieiiiiniiiie e, 26
2.7. ICP-OES Metal Konsantrasyon AnalizIeri ...........cccoocveiiiiiiiniiiiececeee s 27
2.8. Nanopartikil Karakterizasyonu (NanoSight)..........cccccevviiiiiieninnnese e 27
2.9. Istatistiksel DEBErIENdIrme .......ceveveveveverereeererereeere ettt seeas 28
3. BULGULAR ...ttt sttt tene e 29
3.1 NP Test Sistemi ile ICP-OES Analizi ve Doz-Etki (LCs) Deneyleri................... 29
3.2 Ceo ile Hg"?’nin Birlikte Kontaminasyon Iliskisi ve Gen Ekspresyonu................. 33
3.3. TiO; ile Hg*?’nin Birlikte Kontaminasyon iliskisi ve Gen Ekspresyonu.............. 36
3.4.  SuSertligi ve EDTA’nin Cu*? ve Cu-NP Toksisitelerine EtKisi .........c..ccoo........ 40
3.5. Larva ANOIMAITTKIENT.....c.eiieiiece e 44
4. TARTISMA ..ot e s s 46
5. SONUGLAR ..ottt ettt se et be et ne e 53
6. ONERILER ..ottt 55
1. KAYNAKLAR et et e e e e s nanee s 56
OZGECMIS

VI



Doktora Tezi
OZET

NANOPARTIKULLERIN ZEBRA BALIGI (Danio rerio) LARVALARI
UZERINE OLAN ETKILERININ GEN EKSPRESYON YONTEMIYLE
BELIRLENMESI

Halis BORAN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Balikgilik Teknolojisi Mithendisligi Anabilim Dal1
Danisman: Prof. Dr. {lhan ALTINOK
2012, 65 Sayfa
Bu calismada, yeni bir nanopartikil (NP) test sistemi gelistirilerek, karbon 60 (Cgp),
titanyum dioksit (TiOy), bakir (Cu) ve giimiis (Ag) nanopartikillerinin zebra baligi (Danio
rerio) larvalari iizerine etkileri belirlenmistir. Ayrica, NP’lerin letal (LCsp) ve subletal
konsantrasyonlar1 belirlenerek metallothienin-2 (MT-2) proteinini kodlayan genin
ekspresyonundaki degisimler, Real-time PZR ile SYBR Green | kullanilarak analiz
edilmistir. Yeni gelistirilen test sistemi ile {i¢ farkli zamanda tekrarlanan doz-etki deney
sonuglarmin tekrarlanabilir oldugu goriilmiis ve LCsy degerleri Ag, Cu ve TiO, NP’ler igin
strasiyla 0,27; 0,65 ve 897 mg/L olarak hesaplanmustir. Hg™®min farkh konsantrasyonlari

+2,

ile yapilan MT-2 gen ekspresyon analizleri sonucunda Hg™“’nin gen ekspresyonunu kontrol
grubuna oranla 10 kat (% 89) arttirdig1 tespit edilmistir. Cgo ve TiO, NP’ler ile Hg"*’nin
birlikte etkisinin arastirildigi gen ekspresyon deneyleri sonucunda Cgp Ve TiO;’in Hg+2’n1n
toksisitesini onemli oranda azalttigi belirlenmistir. Cu** ve Cu-NP’iin toksisitelerinin

+2,

karsilastirildigi deneylerde Cu™“’1n sebep oldugu gen ekspresyon artisinin Cu-NP’e gore 3
kat fazla oldugu tespit edilmistir. Ayrica, sertligi (mg/L CaCOg3) yiiksek olan sularda Cu-
NP’iin toksisitesinde artis olurken, EDTA bulunan sularda Cu-NP’iin toksisitesinin

azaldig tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Nanopartikil, Nanopartikil test sistemi, Gen ekspresyonu, Zebra
baligi, Akut toksisite
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PhD. Thesis

SUMMARY

DETERMINATION OF NANOPARTICLE TOXICITY TO LARVAL ZEBRAFISH
(Danio rerio) BY ASSESSMENT OF GENE EXPRESSION

Halis BORAN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Fisheries Technology Engineering Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Ilhan ALTINOK
2012, 65 Pages

In this study, the dose-response experiments were performed to determine lethal and
sublethal concentrations of carbon 60 (Cg), titanium dioxide (TiO,), copper (Cu), and
silver (Ag) nanoparticles in zebrafish (Danio rerio) larvae by developing a new
nanoparticle test system. Also, the changes in expression of the gene encoding
metallothienin-2 protein were analyzed with SYBR Green | method through Real-Time
PCR analysis. Repeatable test results were obtained with the newly developed test system
at three different time periods and LCsg values for Ag, Cu, and TiO, NPs were calculated
as 0.27, 0.65 and 897 mg/L, respectively. As a result of the MT-2 gene expression analysis
performed with different Hg** concentrations, it was determined that Hg®* caused an
increase in MT-2 gene expression ten times (89%) higher in comparison with the control
group. According to the results of gene expression of Cgy and TiO,-NPs associated with
Hg?*, Ceo and TiO,-NPs decreased the toxicity of Hg®* significantly. It was determined that
gene expression of Cu?* was higher three times than Cu-NPs in the comparative toxicity
experiments of Cu®* and Cu-NPs. Furthermore, the toxicity of Cu-NPs decreased in water

containing EDTA while increased in hard water (as mg/L CaCOs3).

Key Words: Nanoparticle, Nanoparticle test system, Gene expression, Zebrafish, Acute
toxicity
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

“Nano” kelimesi teknik bir 6l¢li birimi olarak kullanilmakta ve herhangi bir birimin
milyarda biri anlamin1 tagimaktadir. Bir nanometre (nm) bir milimetrenin milyonda birine
esit bir uzunluk birimidir. Bir nanometre i¢ine yan yana ancak 2-3 atom dizilebilmekte ve
yaklagik 100-1000 atom bir araya gelerek nano odlgeklerde bir nesneyi olusturmaktadir
(Ciraci, 2005; Mark vd., 2007; Crane vd., 2008). Nano 6l¢ekteki nesneler boyutlari bilinen
diger nano ve mikro boyutlardaki dogal bilesenlerle karsilastirilarak Ol¢iileri konusunda

daha ayrintili bilgi saglanabilmektedir (Sekil 1).
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Sekil 1. Karbon 60 (fulleren) nanopartikilinin logaritmik olarak uzunluk
Olculeri ile gosterilerek nano ve mikro boyutlardaki biyolojik
bilesenlerle karsilastirilmasi (Buzea vd., 2007).

Nanoteknolojinin geligsmesiyle, cesitli alanlarda yararlanmak (izere sentetik olarak

yeni iglevler kazandirilan nanomalzemeler iiretilmektedir. Bunun yani sira nanoboyutlu



partikuller, orman yanginlar1 ve volkanik faaliyetler neticesinde olusabilecegi gibi viral
pargaciklar ve ferritin gibi protein molekiilleri seklinde de dogada bulunabilmektedirler
(Goldman ve Coussens, 2005). Nanoboyuttaki malzemeler, mikro ve makro boyuttaki
malzemelerden yapisal boyutlarina 6zgii farkli birtakim 0Ozellikleriyle ayrilmaktadir.
Malzemenin boyutu nano dlgek diizeyine yaklastikga (malzemeyi olusturan atom sayisi
100’ler diizeyine indikg¢e), atom yapisinin geometrisi ve hatta atom sayist fiziksel
oOzelliklerin (elektronik, optik, manyetik dzellikler ve iletkenlik gibi) belirlenmesinde etken
olmaktadir. Ornegin, nanopargacigin iletkenligi o yapiya tek bir atom eklense bile
degisebilmektedir. Benzer sekilde, nano dlgeklerde atomlar arast bag yapisi da degisiklige
ugrayabilmektedir. Mekanik olarak malzeme giiglenirken ya da zayiflarken, elektriksel
iletkenlik 6zelligi tiimiiyle degisebilmektedir (Oberdorster vd., 2007).

Malzemenin boyutlar1 nano 6l¢ek diizeyine yaklastikca ortaya c¢ikan yeni dzellikler
sayesinde, nanomalzemeler endiistride genis kullanim alan1 bulmus ve gelistirilen Urlnler
hizla giindelik yasamimiza girmistir (Handy vd., 2008). Tekstil sektoriinde giyim
iriinlerinin yani sira teknik tiriinlerde de nanomalzemeler kullanilmaktadir. Zirai tekstiller,
ingaat tekstilleri, spor tekstilleri, endiistriyel tekstiller, tibbi tekstiller gibi teknik tekstil
triinleri nanomalzemeler kullanilarak gelistirilmektedir. Ayrica boya sanayinde de
nanoteknolojik malzemelerden yararlanilmis, binalarin ¢ogunlukla dis cephelerinde ve
gerektiginde i¢ cephelerinde kullanilmak iizere; kendi kendini temizleme, yiiksek koruma,
koku giderme, antimikrobiyal ve antibakteriyal gibi 0zellikler tasiyan boyalar
gelistirilmistir. Nanoteknolojiden yararlanan bir baska sektor de kozmetik sektortdur.
Nanomalzemeler kullanilarak iiretilen dis macunu, giines kremleri, ruj, géz fari, tiras
losyonu, nemlendirici, deodorant gibi ¢esitli tirlinler raflarda yerlerini almistir. Diger bir
endiistri dali olan otomotiv endiistrisi de; hafif motor ve gergeve parcalarinin yapimu,
sirtinmeye karsi direncgli boyalarin {iretimi, asinmaya karsi koruyucu tabakalar
gelistirilmesi gibi alanlarda nanoteknolojiden faydalanmistir (SCENIHR, 2006).

Turkiye nanoteknolojik drtnleri Gretebilmek ve gelismekte olan uluslararasi
nanoteknoloji pazarinda var olabilmek i¢in ¢esitli girisimlerde bulunmaktadir. Avrupa
Birligi’nin 6. Cerceve Programi (Nanoteknoloji ve Nanobilimler, Bilgi Tabanli Cok
Fonksiyonlu Malzemeler, Yeni Uretim Siirecleri ve Araclar1) ve 7. Cerceve Programi
(Nanobilimler, Nanoteknolojiler, Malzemeler ve Yeni Uretim Teknolojileri) kapsaminda
Tiirkiye’nin nanoteknoloji arastirmalarinin yapilandigi ve ivme kazandigi goriilmektedir.

Nanoteknoloji, TUBITAK (Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu) tarafindan



hazirlanan Vizyon 2023 Programi’na Oncelikli alanlardan biri olarak alinmistir
(TUBITAK, 2004).

Nanoteknolojinin ve nanomalzemelerin uluslararasi arenada 6nem kazanmasi ve
kullaniminin artmasi ile beraber basta EPA (Environment Protection Agency, Cevre
Koruma Orgiitii) olmak iizere ABD’de ve Avrupa’da ¢ok sayida kurulus bu iiriinlerin risk
haritasin1 ortaya ¢ikarma ¢alismalarina baslamistir (Wiesner vd., 2006). Nanoteknolojinin
kullanim alanmin genisligi ve hizla gelisip yayilmasi goz Oniinde bulunduruldugunda,
nanomalzemelerin ekotoksikolojik etkilerinin belirlenmesi ¢evre ve halk sagligini
korumada 6nem arzetmektedir (Moore, 2006).

Son zamanlarda artan oranda yapilan nanopartikil (NP) ekotoksisite ¢aligmalarinda
elde edilen veriler olduk¢a celiskili ve karmasiktir. Bunun nedeni, NP’lerin kiimelenme
egilimlerinin deney bilesenleri ve Olgiim sistemlerinin diizglin ¢aligmasina imkan
vermemesidir. Biyiikliiklerine ve dagilim faktorlerine bagli olarak NP’ler sivi igerisinde
hem dagilma hem de bulunduklari test ortaminin tabanina ¢okme egilimindedirler
(Limbach vd., 2005). NP’ler i¢in giiniimiizde kullanilan test metotlari, giivenilir risk
degerlendirmesi, dogrulama ve standart test prosediirii olusturma acisindan bazi
problemlere sahiptir. Bu nedenle farkli laboratuarlar tarafindan yapilan deneylerde ¢ok
farkli sonuclar elde edilmektedir. Son zamanlarda uygulanan test metotlarit muhtemelen
NP’lerin spesifik ozelliklerinden etkilenmektedir, bunun o6niine ge¢mek igin NP risk
degerlendirme caligmalarinda hiicresel toksisite test yontemlerinin uygun hale getirilmesi
veya yeni bir test sisteminin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir (Kroll vd., 2009).
NP’lerin sucul ortamdaki potansiyel toksik etkilerini belirlemek i¢in; dogru test
yontemlerinin uygulanmasi ve c¢evresel maruz kalma sartlarin1 dikkate alarak deney

hayvanlari i¢in homojen bir maruziyet ortaminin saglanmasi ¢ok énemlidir.

1.2. Nanoteknoloji ve Kullamim Alanlari

Nanoteknoloji, nesneleri 100 nm’den daha kiigiik boyutlarda olusturmakla ilgilenen
bir bilim dahdir (Mark vd., 2007; Crane vd., 2008). 1959 yilinda Amerikan Fizik
Cemiyeti’nden (APS, American Pysical Society) Richard Feynman, nanoyapilarin esas
yapilardan daha farkli ozellikler tasidigini vurgulayarak bilim insanlariin dikkatini
nanometre boyutlarma ¢ekmistir. Once 1981 yilinda taramali tiinelleme mikroskobunun
(STM), daha sonra 1985 yilinda atomik kuvvet mikroskobunun (AFM) kesfi, yilizeyde



bulunan atomlarm ve molekullerin godzlenmesine, atomsal dizeyde tepkimelerin
izlenmesine olanak tanimistir. Boylece 20. yiizyilin son ¢eyreginde nanoteknolojiyle
tanisilmis ve dogada bulunmayan yeni nanoyapilarin atomsal diizeyde sentezlenmesine
baslanmistir (TUBITAK, 2004). Son yillarda, diinya tlkeleri nanoteknoloji alanindaki
yatirimlara oldukga yiiklii kaynaklar ayirmaktadir (Sekil 2).
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Sekil 2. Nanoteknoloji alaninda yatirim yapan iilkeler ve 2008-2010 yillarinda ayrilan
fon miktarlar1 (Xue ve Hwang, 2011).

21. ylizyilda bilgi alma teknolojileri, malzeme bilimi, biyoteknoloji, c¢evre
miihendisligi, kimya miihendisligi, elektrik miithendisligi ve molekiler kimya gibi bircok
farkli bilim dalindaki gelismeler nano Olgekte ilerlemektedir (Nowack ve Bucheli, 2007).
Nano alan gelecekteki miihendislik ve bilim ¢aligmalarinin temelini olusturacak bilimler
arasi arastirmalarin ve egitimin esas basamagi olarak gorulmektedir.

Nanoteknoloji terimlerinde ortaya ¢ikan karmasaya ¢dziim olarak, ingiliz Standartlar
Enstitlisii  (British Standards Institution) 2005 yilinda terimlerin tanimlamalarini
yayinlamistir. Genel olarak asagidaki ana tanimlar 6nerilmektedir;

Nano malzeme: Bir ya da daha ¢ok boyutu 1-100 nm olan ve nanoboyutta olmayan
ayn1 malzemeye kiyasla bir¢ok yeni 6zellikler kazanmig malzemelerdir.

Nano partikil: Bir ya da daha fazla boyutu nano 6l¢ekte olan pargaciklardir.



Nano 6lgek: Bir ya da daha fazla boyutu 100 nm ya da altinda olan nesneleri 6lgen
orandir.

Nano bilim: Maddelerin atom, molekiler ve makro molekdler 6lgekte islenmesiyle
ortaya ¢ikan yeni 6zellikler iizerinde ¢alisan bilim dalidir.

Nano yap1: Nano olcekteki yapilardir.

Imal edilmis NP’lerden olan karbon 60 (fulleren, buckyballs), bir karbon allotropu
ailesidir. Saf karbondan olusan fulleren molekiilii futbol topunu andiran bir yapiya sahiptir.
Bunlara otomobillerde ve spor malzemelerinde kullanilan karbon kompozitler ve dénme
hareketi yapan elektronik elemanlar érnek verilebilir (Nowack ve Bucheli, 2007; Ju-Nam
ve Lead, 2008). Karbon nanotipler (buckytubes), grafitin 1-10 nm ¢apinda ve birkag
mikrometre uzunlugunda bir silindir olusturacak sekilde yuvarlanmasiyla elde edilmis
yapilardir (O’Connel, 2006; Nowack ve Bucheli, 2007). Bir baska deyisle karbon
nanotipler, fullerenlerin silindir seklindeki formlaridir ve nanoelektronik ve nanomekanik
devrelerde kullanilmak i¢in elverislidirler (Ju-Nam ve Lead, 2008).

Nanotozlar, biiyiikliigii 1-100 nm aras1 degisen bilesiklerdir. Nanotoz olarak uretilen
materyaller; metaller, metal oksitler, boritler, karpitler, nitritler ve sulfitler iken metal
olmayan materyaller ise karbon, kalay, silika ve silikon karpitler olarak siralanabilir.
Nanotozlarin giincel kullanimina asagida 6rnekler verilmistir (Pritchard, 2004). Titanyum
dioksit ve ¢inko oksit nanotozlari; giines losyonu, kozmetik, boya ve kaplamalar, ayrica
icme sularindaki kontaminantlarin  uzaklastirilmasinda  kullanilmaktadir.  GozIluk
camlarinda, merceklerde kullanilan ¢izilmeyi Onleyen kaplamalar ve tibbi amach
kullanilan camlara kendi kendini temizleme 6zelligi veren kaplamalar titanyum dioksit
nanotozlar1 igermektedir. Mikro Olcekli tozlar yerine aliminyum nanotozlar, patlayici
maddelerde ve havai fiseklerde yanma niteliklerini artirmak amaciyla kullanilmaktadir.
Elmas nanotozlar; zzimpara, macun, mercek ve ayna gibi optik aletlerde istenilen yuksek
parlakligi elde etmek i¢in kullanilmaktadir. Yaglarin, yaglama ozelliklerini gelistirmek
amaciyla da elmas nanotozlar kullanilmaktadir. Boyalara ilave edilen giimiis ve elmas
nanotozlari boyanin dis etkenlerle asinmasini &nlemek ve koruma saglamak igin
kullanilmaktadir. Nanobakir, asinmayr onleyici yag katkilari, elektriksel materyaller,
bilgisayar donanimlar1 ve askeri malzemelerde kullanilmaktadir. Nanogiimiis ise daha ¢ok
antimikrobiyal 6zelligiyle bilinmektedir. Bu nedenle tekstil sanayinde bakteri

eliminasyonu ve koku onleyici olarak kullanilir. Ayrica gida paketleme ve beyaz esya



sanayinde de kullanilmaktadir (Mark vd., 2007). Nanoteknoloji alanindaki {irlin ¢esitligi,
teknolojinin gelismesine paralel olarak hizli bir sekilde artmaktadir (Sekil 3).
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Sekil 3. Diinya genelinde 2005-2010 yillar1 arasinda iiretilen ve tiiketici pazarina
sunulan farkli nanoteknolojik iirlin sayilar1 (Xue ve Hwang, 2011).

1.3. Nanopartikillerin Sucul Cevreye Salinimi

NP’lerin sucul ortamlara karigmasi yakin gelecekte arastirilmasi gereken yeni
cevresel problemlere neden olmaktadir. Bilim adamlar1 6ncelikli olarak arastirilmaya gerek
duyulan alanlarin; kiigiik partikiillerin hidrodinamik davraniglari, NP’lerin daha buyik
sedimentler ve kolloit partikiillerle iligkisi, lipofilik organik bilesiklere ve metallere
baglanma Ozellikleri, diger kimyasal kirleticilerle olusan ve toksisitenin artmasina sebep
olan sinerjistik etki, NP’lerin canli organizmalar tarafindan viicuda alinma yollar1, pargacik
biiytikligii ve yiizey 6zelliklerinin dnemi ve NP’lerin sucul ekosistemler Uzerindeki etkiler
oldugunu kesin olarak ifade etmektedirler (Moore, 2006).

Endiistriyel atiklarin cogunun ve sehirsel atiksu desarjlarinin nehirlere, gollere ve
kiyisal sulara karigtig1 iyi bilinen bir gergektir. Bu nedenle, nano 0lgekli endustriyel trtnler
ve yan urunlerin de sucul ortamlara karismasi kaginilmazdir (Daughton, 2004). Bununla
birlikte, ¢evresel izleme tekniklerinin yetersiz olmasi ve maddelerin normal ve nano

formlariin ayirt edilmesindeki zorluklardan dolay1 NP’lerin ¢evreye salinimi ve miktarlari



konusunda ¢ok az bilgi mevcuttur. Glinimuzdeki modelleme teknikleri NP’lerin cevresel
konsantrasyonlarmi pg/L diizeylerinde tespit edebilmektedir (Boxall vd., 2007). Ornegin,
TiO,-NP’lerin Iskandinav sucul ekosistemlerinde tahmin edilen konsantrasyonu 0,0007 ile
0,0245 pg/L arasinda degismektedir (Mueller ve Nowack, 2008; Perez vd., 2009).

Yapilan c¢aligmalar farkli sucul ortamlarda askida kati maddelerin, Kimyasal
kirleticilerin ayirimi ve uzak mesafelere taginimi konusunda onemli bir rol oynadigim
gostermektedir. Ayrica, nehirlerin ve kiyisal bolgelerin hidrodinamik ve morfolojik
Ozellikleri de NP’lerin dagilim sinirlarini belirlemektedir (Smedes, 1994). Denizel ve
kiyisal sucul cevrelerde; seker, protein ve lipid igeren deniz yilizey suyu mikrotabakasi
NP’lerin davranislarinda énemli rol oynamaktadir. Ozellikle lipid kismu, lipofilik NP’lerin
ayrigsmasinda onemli bir faktor olmaktadir (fullerenler ve karbon nanofiberler). Siiphesiz
bu durum NP’lerin yiizeyalti su ekosistemlerindeki davranislarini ve biyolojik olarak
kullanilabilirligini etkilemektedir. Yiizeyalt1 denizel ve kiyisal ekosistemleri, pekgok
omurgasiz canli ve balik tiirlerine ait pelajik yumurta ve larvalari igeren genis mikrobiyal
topluluklara sahiptir (Wurl ve Obbard, 2004). NP’lerin sucul organizmalar tarafindan
viicuda alinim yollart; direkt olarak yutma, solungaglar araciligiyla giris, koku alma
organlar1 ve deri yoluyla viicut duvarindan gegis seklindedir. Protista ve metazoanlar gibi
Okaryotik organizmalar nano (<100 nm) ve mikro (100 nm-100.000 nm) O&lgekli
partikillerin hicresel olarak igsellestirilmesi i¢in endositoz ve fagositoz olarak ifade edilen
cok gelismis siireglere sahiptir (Pelkmans ve Helenius, 2002; Reiman vd., 2004).
Omurgasiz canlilarda hiicresel bagigiklik sistemi, bagirsak epiteli ve hepatopankreas,
yutulan NP’ler igin muhtemel hedef bolgeleri iken (Moore, 1990), baliklarda ise karaciger
NP’ler i¢in muhtemel hedef organdir. NP’ler bagirsak epitelinden endositik taginim
yoluyla gecerek hepatik portal dolasim sistemi araciligiyla hepatositlere ulasir ve endositoz

islemiyle siire¢ sonlanir (Smedsrud vd., 1984).

1.4. Nanotoksikoloji

Nanotoksikoloji, NP’lerden kaynaklanan sagliga zararli etkilerin agiklandigi
toksikolojinin yeni bir dali olarak ifade edilmektedir (Donaldson vd., 2004). Nanoteknoloji
endustrisi, maddelerin nano 6lgekte alisiimamis 6zellikler kazanmasinin kesfedilmesiyle
hizli bir gelisme gostermistir ve NP’lerin bu 06zellikleri ayn1 zamanda potansiyel

toksisiteleri ve ekotoksikolojileri hakkinda endiselere sebep olmustur. Degisen kuantum



davraniglar1 ve reaktivitelerinin artmasi, imal edilmis NP’leri sanayide pek ¢ok
uygulamada kullanilabilir hale getirmistir, fakat bu maddeler ¢evre ve canli organizmalar
uzerinde beklenmedik etkiler meydana getirebilmektedir (Handy vd., 2008). Bunun
yaninda, NP’ler kii¢iik boyutlar1 sayesinde bir bariyer olusturarak diger ksenobiyotiklerin
membran ve hiicrelerarast baglantilardan gegerek canli organizma hiicrelerine girisini
engellemektedirler. NP’lerin reaktivitelerinin artmasi potansiyel olarak zararli hiicresel
etkiler olusturabilmekte ve canli organizmalara zarar verebilmektedir. Bugiline kadar imal
edilmis NP’lerin, 6zellikle sucul ortamlardaki canli organizmalar zerindeki etkilerinin
arastirildigr pek az ¢alisma mevcuttur (Oberdorster vd., 2007; Crane vd., 2008; Griffitt vd.,
2008; Kroll vd., 2009).

1.5. Nanopartikiillerin Canlilardaki Toksik Etki Mekanizmasi

NP’ler canli organizmalarda birkag¢ farkli mekanizmayla toksik etki olusturabilirler.
In vivo nanotoksisitenin ana molekiiler mekanizmasi, olusan serbest radikaller nedeniyle
canli viicudunda hiicresel oksidatif stres meydana gelmesidir (Lanone ve Boczkowski,
2006). NP’lere asirt miktarda maruz kalma durumunda, serbest radikaller; lipid, protein ve
DNA’nin oksidasyonuna sebep olarak biyolojik bilesenlerde hasar meydana getirirler.
Oksidatif stres, hiicresel inflamasyonun olugmasi ve artmasinda Onemli rol oynar.
[ltihaplanma olustugunda redoks duyarli transkripsiyon faktorii, protein-1 aktivator(i ve
kinaz miktarinda artis meydana gelir (Rahman, 2000; Rahman vd., 2005; Lanone ve
Boczkowski, 2006). Serbest radikaller, yabanci maddelere karsi fagositik hiicre etkisi,
antioksidan madde miktarinin yetersiz olmasi, gecis metallerinin varligi, ¢evresel faktorler
ve bazi NP’lerin fizikokimyasal 6zellikleri gibi birkag farkli faktdrden meydana gelebilir
(Lanone ve Boczkowski, 2006). NP’lerin irettigi potansiyel serbest radikallerin yavas
temizlenmesi ve dokularda birikim olusturmasi, ayrica retikiiloendotelyal sisteme ait
organlarda ¢ok sayida fagositik hiicrenin yaygin olarak bulunmasi, karaciger ve dalak gibi
organlar1 oksidatif stresin ana hedefi haline getirmektedir. Bunun yaninda, bobrek ve
akciger gibi yiiksek miktarda kan akigi olan organlar da NP’lere maruz kalindiginda
olumsuz etkilenebilen organlardir.

NP’ler canli hiicre igerisindeki hiicresel bilesenlerle etkilesime girebilir, hiicresel
fonksiyonlar1 bozabilir veya degistirebilir ve reaktif oksijen tiirleri olusturabilirler.

NP’lerin mitokondri ve hicre cekirdegi ile etkilesime girmelerinin zehirlenmenin ana



kaynagi oldugu diistiniilmektedir. Giimiis ile kaplanmis altin NP’ler, fullerenler, blok
kopolimer tanecikleri ve karbon nanotiipler hiicre igerisindeki mitokondriye yerlesebilir ve
apoptozise ya da reaktif oksijen tiirlerinin olusmasina neden olabilirler. Bunun sonucunda
da olusan hiicresel DNA hasari, hiicre dongiisiinde aksama, mutagenez ve apoptozis
zehirlenmenin ana kaynagini teskil eder (Unfried vd., 2007). Giiniimiizde hala tartisilan bir
durum olmasina ragmen, NP’lerin makrofaj ve nétrofillerdeki serbest radikal kaynaklar
olan NADPH oksidaz ve ksantin oksidazin artmasina neden olabilecegi diisiiniilmektedir
(Lanone ve Boczkowski, 2006).

NP’lerin diger toksisite mekanizmalarinin, bulunduklari ortamla ¢ok hizli bir
etkilesime girmelerinden kaynaklandig1 diistiniilmektedir. NP’ler dolasgim sistemine
girdiklerinde kan bilesenleriyle etkilesime girerek hemoliz ve trombozise sebep olabilirler.
Bununla Dbirlikte, NP’lerin bagisiklik sitemi ile etkilesimi sonucunda canlilarda

immiinotoksisiteyi arttirdiklari tespit edilmistir (Dobrovolskaia ve McNeil, 2007).

1.6. Toksikolojik Testler

Toksikoloji yani zehir bilimi, kimyasallar ile biyolojik sistem arasindaki
etkilesimleri, zararli sonuclart yoniinden inceleyen veya kimyasallarin zararsizlik
limitlerini belirleyen bilim dalidir. Uygun yol ve dozda alinmayan her madde zehir etkisi
yapabilir. Bu etki bir yap1 degisikligi seklinde olabilecegi gibi biyokimyasal lezyon
seklinde de olabilir. Ortaya ¢ikan etki, geri doniisiimlii olabilecegi gibi hucre 6lumu
seklinde de olabilir (Vural, 1996). Canli hiicreler ilizerinde kimyasal maddelere bagh
onemli yap1 ve fonksiyon degisikliklerinin saptanmasi ve yorumlanmasi amaciyla deneysel
toksikolojik ¢alismalar yapilmaktadir (Loomis, 1978).

Toksisite testleri, sadece kimyasal maddelerin canli organizmalar {izerindeki zararlt
etkilerini aciklamak i¢in yapilmaz. Bu maddelerin toksik etkilerinin goériilmeyecegi doz
degerlerini saptamak icin de yapilir. Eger uzun siireli madde maruziyetine bagh toksik
etkiler arastirilacak ise, deneyin yapildigi zaman periyodu igerisinde de aym ozellikte
maddelerin, su hacimlerinin ve test kosullarinin uygulanmasi gerekir (Altinok vd., 2011).
Beklenen toksik etkinin goriilmesine yonelik testlerde, bu etkiyi olusturdugu bilinen bir
kimyasal maddenin, pozitif kontrol grubuna uygulanmasi ve deneyin saglikli islediginin

test edilmesi gerekir (Saygi vd., 1991; CPMP, 2000).
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Toksikolojik testlerde kullanilan deney hayvanlari farkli konsantrasyonlarda toksik
maddelerin bulundugu ortamda tutularak bu maddelerin hayvanlar Uzerindeki etkileri
arastirilir. Bu arastirmalarda; Sliimler, tireme ve denge bozukluklari, gelisme durumlari,
ylizme yetenekleri, histolojik ve biyokimyasal degisimler ve organlarin aktiviteleri gibi
faktorler incelenir. Testlerde kullanilan materyal tek bir kirletici olabilecegi gibi birden
fazla madde igeren kompleks bir karisim da olabilir (APHA, 1992; Laufer ve Nation,
1999). Toksikolojik deneylerde aymi 6zelliklere sahip canlilar, farkli miktarlarda toksik
maddeye maruz birakilmaktadir. Toksik madde disindaki faktorlerin etkilerinin ortadan
kaldirilmasi bakimindan testlerde ayrica kontrol grubu kullanilir. Toksik maddenin belirli
miktarlarda ¢ozeltileri kullanilacagi i¢in bu maddenin bir ¢oziicii yardimiyla ¢oziilebilir
olmasi1 gerekmektedir. Kullanilan bu ¢6ziici maddelerin de toksik etkilerinin dikkate
alinmasi gerekir (EPA, 1993; Unsal, 1998; Altinok, 2004).

Toksisite testleri; testin siiresine, test ortamina, toksik madde ilavesine ve amaglarina
gore siniflandirilmaktadir. Test siirelerine gore yapilan siniflandirmada testler, akut ve
kronik olmak tiizere iki sekilde gruplandirilir. Akut toksikolojik testler, deney siiresi 24, 48,
72 ve 96 saatlik zaman dilimleri kullanilarak yapilmaktadir. Deney siiresi, deneyde
kullanilacak canli tiiriine gore de degisiklik gostermektedir. Bu siire boyunca kullanilan
organizmanin biiyiime ve gelisimi de goz oOniinde bulundurulmalidir. Kronik testlerde
deney siresi bir hafta ile bir ay arasinda olabilir veya daha uzun siireler de kullanilabilir.
Bu test tiirlinde genellikle farkli toksik madde miktarlarinin organizmalarin lireme ve
gelismeleri {izerine etkileri incelenmektedir (FAO, 1987; Unsal, 1998).

Toksikolojik testler, deney ortamina Kkirletici ilavesine gore statik, yar1 statik ve
siirekli akis sistemli olacak sekilde ii¢ gruba ayrilmaktadir. Statik testlerde deneye tabi
tutulacak organizmalar uygun bir diizenek igerisinde hazirlanmis deney ortamina konur ve
deney stresi boyunca herhangi bir degisiklik yapilmaz. Bu deneylerde metabolizma
sonucu olusan atiklarin su kalitesinde meydana getirecegi olumsuzluklar1 gidermek
amactiyla genellikle 96 saatlik siire tercih edilmektedir. Yar1 statik toksik testlerde, deney
ortami belirli zaman araliklariyla yenilenmekte olup, bu zaman araliklar1 toksik madde ve
deneyde kullanilan organizma tiirtine gore degismektedir. Bu test tiiriinde genellikle farkli
zaman dilimleri tercih edilmektedir. Bu sayede, statik testlerde metabolizma atiklar1 ve
diger bazi nedenlerden kaynaklanan su kalitesindeki degisimlerin olumsuz etkileri ortadan
kaldirilmis olmaktadir. Siirekli akis sistemli testlerde ise, deney ortami devamli olarak

yenilenir ve deney siiresince su kalitesinde metabolizma atiklari nedeniyle herhangi bir
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degisiklik meydana gelmez. Bu testler kisa siireli toksik deneyler igin tercih edilmekle
birlikte, dogal ortam sartlarini en iyi sekilde temsil etmektedir (FAO, 1987; Unsal, 1998).
Toksisite deneyleri, toksik maddelerin zararhi etkilerini ve su kalitesini belirlemek,
atiklar1 ve bu atiklarin bosaltildigi alanlar1 izlemek, gida zincirinin ist seviyesindeki
canlilar1 korumak, insanlar tarafindan tiiketilen su tiriinlerinin saglik agisindan zararli olup
olmadiklarini belirlemek ve toksik maddelerin organizmalar Gzerindeki uyarici etkilerini
ve biyolojik birikimini gozlemlemek icin kullanilmaktadir. Ayrica, farkli toksik
maddelerin canli organizmalara olan etkilerini karsilastirmak ve bu toksik maddelere karsi
tepkilerini 6lgmek amaciyla da bu testler yaygin olarak kullanilmaktadir (Nowak, 1992;
Arnold vd., 1996; Braunbeck ve Appelbaum, 1999; Klauning, 2000; Leblond vd., 2001).

1.7. Toksik Deneylerde Kullanilacak Deney Organizmalariin Secimi

Toksikoloik testlerde giincel ve anlamli sonuglar elde etmek i¢in sadece uygun test
tipinin degil ayn1 zamanda uygun test organizmasinin da se¢ilmesi gerekmektedir (Rand,
1995). Toksisite testlerinde segilecek organizmalar miimkiin oldugunca ekosistemi temsil
eden yerli tiirler olmalidir. Segilecek tiir ekolojik ve ekonomik 6neme sahip olmali, temini
kolay ve sayilar1 yeterli olmalidir. Tiir ici ve tiirler arasinda duyarlilik farklilik
gosterdiginden miimkiin oldugunca genis bir duyarhilik araligina sahip organizmalar
secilmelidir. Tirlerin laboratuar ¢alismalarina adaptasyon kabiliyetlerinin yiiksek ve
kiiltiirlerinin yapilabilir olmas1 gerekmektedir. Segilecek tiirler en az bir ay siireyle
laboratuarda saglikli sartlarda muhafaza edilebilmelidir. Tiirlerin biyolojilerinin, tuzluluk,
pH ve sicaklik isteklerinin dnceden bilinmesi gerekir. Organizmanin gida zincirindeki
diizeyi, ekonomik ydonden Onemi ve en hassas evresi bilinmelidir. Ayrica, denemede
kullanilacak organizmalar uygun boyda olmalidir (Greenberg vd., 1985; Rand, 1995;
Atamanalp, 2004).

Akuatik toksikolojide canli materyali olusturacak organizmalar dogrudan dogal
ortamdan temin edilebilecegi gibi {ireticilerden de satin alabilir veya laboratuar,
kulugkahane vb. suni kosullarda yetistirme yollariyla da elde edilebilir (Atamanalp, 2004).
Akuatik toksikolojide test tiirlerinin secimi daha ¢ok arastirmanin amacina bagli olmakla
birlikte, omurgalilar icerisinde baliklar temel grubu olusturmaktadir. Toksikolojik testlerde
yaygin olarak kullanilan balik tiirleri; kaynak alabaligi, gokkusag: alabaligi, japon baligi,
sazan baligi, golyan baligi, kanal yaymn baligi, giines baligi, turna baligi, dikence baligy,
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zebra baligi ve lepistes baligidir. Baliklarin yani sira bakteriler, algler, yliksek yapili
bitkiler, protozoa, sdlenterata, rotifer, annelidler, krustasea, su bocekleri ve yumusakgalar
da testlerde kullanilan diger gruplardir (Pascoe ve Edwards, 1989).

Bu c¢alismada, zebra baliklar1 (Danio rerio); laboratuar sartlarina uyum
kabiliyetlerinin yiiksek olmasi, genel fizyolojisi, genetik yapist ve davranislarinin iyi
bilinmesi, embriyonun dis ortamda gelismesi nedeniyle tiim safhalarinin izlenebilmesi ve
degistirilebilmesi, bir¢ok insan hastalik ve gelisim genlerinin benzerinin zebra baliginin
genomunda mevcut olmasi, genetik analizler i¢in uygun ve insan genlerinin karsilastirmali
haritalamasinda kullanilmasi ve haftada 150-200 yumurta Uretebilme kabiliyetine sahip

olmasi gibi 6zellikleri nedeniyle tercih edilmistir.

1.8. Gen Ekspresyonu (Gen Ifadesi) ve Olgiimii

Gen ekspresyonu ya da gen ifadesi, DNA dizisi olan genlerin, fonksiyonel protein
yapilarina dontigmesi siireci i¢in kullanilan bir terimdir. DNA’da bulunan genetik bilgilerin
bir RNA molekiilii (mRNA) sentezi suretiyle kopyalanmasi (transkripsiyon) ve kopyalanan
genetik bilgilerin bir protein molekili haline ¢evrilmesi (translasyon) islemlerinin tamami
gen ifadesi (ekspresyonu) olarak tanimlanir. Basitge, bu durum genlerin agik (aktif) olup
olmadiklar olarak da tanimlanabilir. DNA’nin farkli genlere karsilik gelen bolgelerindeki
baz dizilimleri, o gen tarafindan sifrelenen proteinin aminoasit dizisini belirler. DNA’daki
baz dizilimlerinin proteinin amino asit dizisini nasil sifreledigi genetik ve biyokimyasal
yontemlerin birlikte kullanilmast ile ortaya konulmustur (Yauk ve Berndt, 2007).

Gen ekspresyonunun en genel 6l¢iim amaci karsilagtirmadir. Farkli hiicrelerdeki
genlerin mRNA diizeylerini karsilagtirma, bir organdaki timor hiicresiyle normal bir
hiicrenin karsilastirilmasi, farkli siirelerle ilag uygulamasi yapilan veya toksik maddelere
maruz kalan canlilarin genlerindeki ekspresyon degisimlerinin karsilastirilmasi gibi

amaglarla yapilmaktadir (Suter vd., 2004).


http://tr.wikipedia.org/wiki/DNA
http://tr.wikipedia.org/wiki/Gen
http://tr.wikipedia.org/wiki/Protein
http://tr.wikipedia.org/wiki/DNA
http://tr.wikipedia.org/wiki/Protein
http://tr.wikipedia.org/wiki/Aminoasit
http://tr.wikipedia.org/wiki/Biyokimya
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1.9. Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve SYBR Green | Yoéntemi

Real-time PZR, floresan boyalar yardimiyla DNA’nin miktarinin belirlenmesi ve
gercek zamanli olarak gosterilmesi teknigidir (Gibson vd., 1996). PZR ¢ogaltimini gorunir
hale getiren ve monitorize edebilen floresan isaretli prob ve boyalarin kullanildigi,
floresanin olusan DNA ile dogru orantili olarak arttigi bir ¢ogaltma yontemidir. Birgok
isimlendirme yapilan bu teknoloji, yabanci yayinlarda “kinetik PZR”, “homojen PZR”,
“kantitatif real-time PZR” gibi c¢esitli adlarla da isimlendirilmektedir (Bustin, 2000).
Biyolojik 6rneklerden elde edilen DNA’nin kopya sayisini sayisal degerlere doniistlirme ve
mRNA’nin diizeyini sayisal olarak belirleyebilme en c¢ok kullanilan alanlarini
olusturmaktadir. Bu amaglarla kullanimmin yani sira tek nokta mutasyonlarini belirleme,
patojen belirleme, DNA hasar1 belirleme, metilasyon tespiti, SNP analizi, kromozom
bozukluklarinin tespiti gibi calismalarda da kullanim alanlari mevcuttur (Kubista vd.,
2006). Bugiin birgok arastirma ve tani laboratuarlarinda kullanilan real-time PZR cihazlar
mevcuttur. Bu cihazlar birbirlerinden reaksiyon sayisi, kapasiteleri, eksitasyon-emisyon
dalga boylarindaki farkliliklari, hizlart ve kanal sayilar1 gibi Ozellikleri ile ayrilirlar
(Kubista vd., 2001).

Spesifik olmayan c¢ift zincirli DNA’nin ¢ogaltiminda “SYBR Green 1” yontemi
kullanilmaktadir. Bu yontemde kullanilan floresan boya sadece ¢ift zincirli DNA’ya
baglandigindan, ¢ogalan DNA miktarindaki artiga paralel olarak real-time PZR cihazinda
okunan floresan miktar1 da es zamanl olarak artar. SYBR Green I, en fazla kullanilan boya
cesitidir ve 497 nm dalga boyunda yukseltgenir ve 520 nm dalga boyunda indirgenir. Cift
sarmal DNA’nin kii¢iik oluguna baglanan boya 30 amplifikasyon dongiisii sonrasi yalnizca
aktivitesinin  %6’sin1  kaybeder (Kubista vd., 2006). Cogaltimin basinda reaksiyon
karisiminda ¢ift zincirli DNA molekli, primerler ve SYBR Green I boyasi bulunmaktadir.
Bagli olmayan serbest DNA molekiilii ¢ok az bir floresan 1s1ma yapar. Primerler baglanip
uzama basladiginda boya molekiilii ¢ift zincirli DNA’nin arasina girer ve floresan yayilimi
baslar. Baslangigtaki dongii boyunca sinyal zayiftir; iiriin miktar1 arttik¢a floresan miktar
hizla artar ve bu artis real-time cihazinin monitoriinden izlenebilir (Kubista vd., 2006). Bu
yontem optimize edilmis PZR sartlarinda ve dizayni iyi yapilmig primerler ile ¢cok fazla
sayida hedef genin c¢ogaltilmasina olanak verir. Floresan isaretli problara ihtiyac
gostermedigi i¢in maliyeti ucuzdur. Bunun yani sira ydntemin dezavantajlari ise;

istenmeyen PZR drlnlerinin ¢ogalmasi ile yine floresan aciga ¢ikacagindan her zaman
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istenilen DNA’nin ¢ogaldigini gostermez ve yanlis pozitif sonug verebilir. Ortamda hedef
DNA dizisi olmadiginda primerlerin birbiri ile baglanmalari sonucunda primer dimerleri
olarak adlandirilan ve ¢ift zincirli DNA bdlgelerinin olusumu ile floresan 1s1ma
gozlenebilir ve ¢ogaltilan DNA’nin istenilen hedef bolge olup olmadigini anlayabilmek
icin DNA’larin erime egrisi analizlerinin (melting curve, dissociation) yapilmasini

gerektirir.

1.10. Onceki Cahsmalar

Nanopartikillerin zararli etkilerinin arastirildigi toksikolojik ¢alismalar oldukga
siirhdir. Fullerenler (Cgp), boyutlar: ve fizikokimyasal 6zellikleri iyi bilinen nanoyapilar
olmalar1 nedeniyle yapilan ilk calismalarin pekcogunda kullanilmistir. Bu galigmalar
gostermistir ki, memeli hayvanlara ait hiicre kiiltiiriiyle karistirilan fullerenler, hiicresel
oksidatif strese neden olmakta ve hicresel toksisite, yag icerisinde meydana gelen
¢ozlinmeden kaynaklanmaktadir (Colvin, 2004; Sayes vd., 2004). Fullerenlerin ylzey
alanlarmin degisimi, yaglardaki alifatik ve hidroksil gruplara tutunarak coziinmelerini
azaltir ve bu sayede toksisitede azalma meydana gelir (Sayes vd., 2004).

Son zamana kadar NP’lerin toksisiteleri hakindaki c¢alismalarin ¢ogu memeli
hayvanlar (fare, domuz vb.) ile yapilan c¢aligmalardir. Bu caligmalar 6zellikle, karbon
nanotiipler, TiO,, kadmiyum ve metal oksit NP’lerin hayvanlardaki solunum sistemi
Uzerine etkilerine yoneliktir. Calismalarin ¢ogu gostermistir ki, NP’ler intratrakeal olarak
hayvanlara verildiginde Onemli derecede akciger hasar1 olusturmakta ve dokularda
iltihaplanma ve fibroza neden olmaktadir (Takenaka vd., 2004; Handy ve Shaw, 2007).
Fakat son yillarda imal edilmis NP ve nanoteknoloji iiriinlerinin hizli artis1 géz Oniine
alinarak, NP’lerin letal ve subletal toksisite deneyleri; baliklar, omurgasizlar, sucul
organizmalar ve midye gibi canlilarda da uygulanmaya baslanmistir. Mavi midye (Mytilus
edulis) ve deniz taragiyla yapilan ¢alismalarda NP’lerin canlilarda endositoz yoluyla
sindirim sistemine ge¢is yaptigr gorilmiistiir. Ayrica, nano 6l¢ekteki patikiiller (sukroz
polyester, sifir kalorili besin katkilar1) denizel ortamdan toplanan midyelerin tamaminin
hepatopankreaslarindan izole edilmistir (Moore vd., 1997).

Baliklar ve omurgasiz canlilarla yapilan calismalarda Cgo fullerenler mg/L
duzeylerinde toksik etki gostermektedir, fakat sonucta elde edilen LCsp degerleri NP’lerin

hazirlanma metoduna ve kullanilan dagitici tiiriine gore farklilik gdstermektedir. Bu
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calismalar sonucunda goriilmistiir ki, canlilar NP’lere sulu fazda maruz birakildiginda
birikim, ozellikle solungaglarda ve bagirsaklarda meydana gelmektedir. Alabaliklarda
karaciger, NP’ler i¢in en Onemli hedef organ olarak tespit edilmis ve baliklarin
karacigerlerinde Onemli derecede biyokimyasal degisimlerin meydana geldigi
belirlenmistir (Kashiwada, 2006; Lovern vd., 2007). Karbon igerikli NP toksik test
calismalari, balik beyninin de potansiyel bir hedef organ oldugunu gostermistir. Cgo-NP
uygulanan genis agizli levrek (Micropterus salmoides) baliginda beyin dokusundaki lipid
peroksidasyonunda artis, golyan baliginda (Pimephales promelas) ise peroksizomal lipid
tasiyict protein olan PMP70 miktarinda %42 oraninda bir azalma tespit edilmistir
(Oberdorster, 2004; Oberdorster vd., 2006). Zebra baligi embriyolart ile yapilan Cgo-NP
deneylerinde perikardiyal 6dem, malformasyonlarda artis ve bunun sonucunda da 6liimler
meydana gelmistir (Usenko vd., 2007). Organik bir bilesik olan tetrahidrofuran (THF) ile
Ceo karisimina maruz birakilan larval zebra baliklarinin yasam oranlarinda azalma ve
kontrol grubuna oranla gen ekspresyonlarinda az miktarda bir degisim tespit edilmistir
(Henry vd., 2007). Ayrica, zebra balig1 larvalarinin embriyonik gelisimlerinde gecikme ve
yumurtadan ¢ikis oranlarinda da azalma meydana gelmektedir (Zhu vd., 2007).

TiO,-NP’lere maruz kalan gokkusagi alabaliklarinin beyinlerinde herhangi bir hasar
olusmamasina ragmen, solungaclarinda oksidatif stres kaynakli hasarlar tespit edilmistir.
Bu da gostermektedir ki, beyinde bir hasarin olusumu NP tiirtine bagli olarak
degismektedir (Federici vd., 2007). Zebra baliklarinda solungag¢ filament genisliklerinde
artis gorlilmezken ribozomal fonksiyonda gen ekspresyonlarinda degisimler tespit
edilmistir (Griffitt vd., 2009). Diger NP’lere oranla TiO,-NP daha diisiik oranda toksik etki
goOstermektedir. Yavru sazan baliklariyla (Cyprinus carpio) yapilan deneylerde yiiksek NP
konsantrasyonlarinda dahi 6liim goriilmezken solunum sisteminde doza bagl olarak stres
olusumu ve oksidatif stres etkisi nedeniyle slperoksit dismutaz, katalaz, peroksidaz ve
laktoperoksidaz enzim miktarlarinda degisiklikler tespit edilmistir (Hao vd., 2009).

Metalik NP’lerden su igerisinde kismen ¢oziinme ozelligine sahip olan bakir (Cu)
NP’lerin zebra baliklarinda 48 saatlik akut toksisite deneyi sonucunda LCsg degeri 1,5
mg/L olarak belirlenmistir. Ayrica, doza bagl olarak solungac epitel doku proliferasyonu,
birincil ve ikincil filamentlerde 6dem, bransiyal Na'/K*-ATPase aktivitesinde inhibisyon
tespit edilmistir (Griffitt vd., 2007). Diger bir metalik NP olan giimiis (Ag) NP’lerin
baliklarda toksik etkilerinin degerlendirildigi ¢aligmalarda, golyan baligi embriyolarinda
96 saat LCsp degerleri 35 ve 100 nm boyutlarindaki NP’ler i¢in sirasiyla 9,4 ve 10,6 mg/L
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olarak hesaplanmistir. Ayrica konsantrasyona bagli olarak larva anormalliklerinde artig
goriilmistiir (Laban vd., 2010). Yavru gokkusagi alabaliklari ile yapilan biyobirikim
deneylerinde en fazla Ag-NP birikiminin solungaglarda ve karacigerde oldugu tespit
edilmistir (Scown vd., 2010).

Simdiye kadar yapilan nanotoksikolojik calismalar sinirli sayida olmakla birlikte
pekcok organ sistemleri (iskelet kas, dalak, bobrek, kemik fonksiyonu) Uzerine etkileri
hakkinda bilgi mevcut degildir. NP’lerin sucul organizmalarda vicut icerisindeki
absorbsiyonu, dagilimi, yerlesimi, bunun yaninda protein seviyeleri, metabolizma ve
bosaltim iizerine etkileri hakkinda daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir (Handy
vd., 2008). Ayrica, serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumundan
kaynaklanan oksidatif stres konusunda da arastirmaya gereksinim vardir. Oksidatif stres,
canli organizmalar sulu fazda NP’lere maruz birakildiklarinda, viicutlarindaki eser element
metabolizmasinda bozulmaya, damar sertligine, epitel hiicrelerindeki antioksidan savunma
sisteminde degisimlere ve solungaglarda hasara sebep olmaktadir (Kashiwada, 2006; Smith
vd., 2007). Yapilan ¢alismalar gostermistir ki, NP’ler sucul organizmalarda oksidatif stres
olusturmakta ve Ozellikle, oksitleyici ajanlara karsi hassasligiyla bilinen DNA’da hasar
meydana gelmektedir. Cozlnebilir protein iceren tampon ile yapilan in vitro deneylerde
hidrofobik NP’lerin protein fibril niikleasyon oranlarinda artis meydana getirdigi tespit
edilmistir (Linse vd., 2007).

NP’in sucul omurgasizlara etkileri konusunda yapilmis birka¢ calisma mevcuttur. Su
piresinin (Daphnia magna), ekotoksikoloji ¢aligsmalari igin standart bir organizma oldugu
bilinmektedir ve bu canli kullanilarak NP’lerin LCsg degerlerini belirlemeye yonelik birkag
calisma yapilmistir. Cgo fulleren NP’lere 21 giin siireyle 5 mg/L doza kadar maruz
birakilan su pirelerinde en yiiksek konsantrasyonda %40 oraninda 6liim meydana gelmistir
(Oberddrster vd., 2006). Su piresi ile yapilan diger ¢aligmalarda lokomotor davraniglarda
degisimler tespit edilmistir (Hund-Rinke ve Simon, 2006; Lovern vd., 2007). Ayrica toprak
solucani, bakteri, alg ve su bitkileri (deniz nanoplanktonlari, bitki hiicreleri) kullanarak da

NP ekotoksisite ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir (Lyon vd., 2006; Tong vd., 2007).

1.11. Calismanin Onemi ve Amaci

Ozellikle sucul cevreler NP’lere maruz kalma konusunda risk altinda bulunan

ortamlardir. NP’in su ortamindaki davraniglari, sucul organizmalar tarafindan viicuda
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alinma kapasitesi ve olusabilecek potansiyel toksik etkileri konusunda halen ¢ok az bilgi
mevcuttur. NP’in ¢evremizde olusturdugu risklerin belirlenebilmesi i¢in 6ncelikle sucul
organizmalar iizerindeki etkilerinin detayli olarak arastirilmasi gerekmektedir. Sucul
ortamda organizmalar iizerindeki etkilerin anlasilabilmesi i¢in NP’lerin viicuda alinim
mekanizmasi, davraniglart ve maruz kalma yonteminin iyi anlagilmasi gerekir. Sucul
canlilarin su ortamindaki muhtemel NP alinimini tahmin edilebilmek igin NP’lerin su
stitunundaki kiime olusturma egilimi, uzun omiirliiliigli ve ¢evrede bulunan dogal organik
maddelerle olan etkilesimi gibi fiziksel 6zelliklerinin de iyi bilinmesi gerekir.

NP’ler suda ¢oziinme 6zelligine sahip degillerdir, bu nedenle bulunduklari su ortami
hareketsiz ise tabana ¢Okme ya da ortamda bulunan diger materyallere tutunma
egilimindedirler. Bu ylizden nanotoksikolojik calismalarda geleneksel statik toksikolojik
test diizenekleri kullanilamamaktadir. Dolayisiyla, nanotoksikoloji denemeleri igin
hareketli su ortami saglayan yeni bir test sisteminin gelistirilmesi gerekmektedir.

Bu calismada, zebra balig1 larvalari1 kullanilarak ticari amagla imal edilen NP’lerin
yeni bir test sistemi gelistirilerek genel ekotoksikolojik ve karakteristik Ozelliklerinin
belirlenmesi ve molekdiler genetik dizeyinde etkilerinin tespit edilmesi hedeflenmistir. Bu
amagla;

1- Kullanilan test canlilarina zarar vermeden homojen bir karisim ortami saglayan
NP test sistemi gelistirilmesi ve ¢alistiginin kanitlanmasi,

2- Doz-etki deneyleri yapilarak NP’lerin letal (LCsp) ve subletal konsantrasyonlarinin
belirlenmesi,

3- Testlerde kullanilan NP’lerin parcacik biiyiikliigii etkilerinin, diger toksik
maddelerle ve test suyunun 6zellikleri ile etkilesimlerinin belirlenmesi,

4- Testlerde kullanilan zebra baligi larvalarinin gen ekspresyon degisimlerinin SYBR

Green | kullanilarak real-time PZR ile belirlenmesi amaglanmustir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Nanopartikuller

Toksikolojik deneylerde karbon 60 (Ceo, %99,5, 1 nm; SES Research, Houston,
Texas, USA), titanyum dioksit (TiO,, 25-30 nm; Degussa AG, Frankfurt, Almanya), bakir
(Cu-NP, %99,9, <50 nm) ve gimis (Ag-NP, %99,5, <100 nm) nanopartikiller
kullanilmigtir. Calismada kullanilan diger kimyasal maddeler Sigma Aldrich (Steinheim,

Almanya)’den temin edilmistir.

2.2. Deney Baliklan

Deneylerde kullanilan 10-12 aylik damizlik zebra baliklar1 (Danio rerio) Plymouth
Universitesi Zebra Balig1 Arastirma ve Uygulama Unitesi’nden temin edilmistir. Damizlik
zebra baliklarinin 10 litrelik akvaryumlar igerisinde iiremeleri saglanmig, akvaryumlarin
tabanina yerlestirilen cam 1zgaralar yardimiyla ana¢ baliklarin yumurtalar1 yemeleri
engellenmistir. Daha sonra, akvaryum tabaninda biriken dollenmis yumurtalar sifonlanarak
toplanmis ve petri plaklarma aktarilmistir (Sekil 4). Doz-etki ve gen ekspresyon
denemeleri icin haftalik olarak 1500-2000 civarinda larva elde edilmistir. Dollenme
isleminden 72 saat sonra yumurtadan ¢ikan saglikli larvalar toplanarak deneylerde
kullanilmigtir. Damizlik baliklarin laboratuar sartlarina adaptasyonunda ve toksikolojik
testlerde 24 saat siireyle dinlendirilmis klor icermeyen sebeke suyu kullanilmigtir. Gunlik
olarak yapilan yemlemede damizlik baliklara bir defa Artemia sp., sabah ve aksam olmak
Uzere iki defa Tetramin verilmistir. Baliklar 14 saat aydinlik, 10 saat karanlik olacak
sekilde fotoperiyot uygulamasina tabi tutulmustur. Test suyunun sicakligi, pH’s1 ve
¢oziinmiis oksijen miktarlart glinliik olarak, toplam sertlik, nitrit, nitrat ve amonyak
miktarlar1 haftalik olarak Slgiilmiistiir. Yapilan 6l¢iimler sonucunda, su sicakligi; 27 + 1°C,
pH; 7,2 + 0,3, ¢ozlinmiis oksijen; 7,4 + 0,5 mg/L, toplam sertlik; 52,02 + 1,2 mg/L CaCOQOs,
nitrit; <0,1 mg/L, nitrat; <20 mg/L ve toplam amonyak; <0,02 mg/L olarak 6l¢iilmiistiir.
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1500-2000 larva

L A

A
4s 24 s 48 s 72s

Sekil 4. Damizlik zebra baliklarindan dol alimi ve embriyo agsamalart

2.3. Nanopartikul Test Sistemi Gelistirilmesi

Ekonomik Isbirligi ve Kakinma Teskilati (OECD)’min 210 nolu, kimyasallarin letal,
subletal ve kronik toksik etkilerinin belirlenmesinde erken hayat evresindeki baliklarin
kullanilmas1 adli yonergesinde ‘“toksikolojik testlerde cam veya paslanmaz celikten
tiretilmis, hareketsiz su ortami igeren initeler (Sekil 5) kullanilmali ve deney sistemi
kullanilan canlilar1 istenmeyen ve rahatsiz edici dis faktorlerden uzak tutacak sekilde
dizayn edilmelidir” ifadeleri yer almaktadir (OECD, 1992). NP’ler bilinen maddelerden
cok daha farkli fiziksel ve kimyasal Ozelliklere sahiptirler. Bulunduklari sulu ortam
icerisinde kiime olusturma ve tabana ¢okme egiliminde olduklarindan sulu fazda toksik
etkilerinin arastirilmasinda bu test sistemleri kullanilamaz. Bu nedenlerden dolay:1 toksik
testler icin hareketli bir ortam saglayan, ancak test canlilarin1 rahatsiz etmeyecek sekilde

yeni bir test sisteminin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Sekil 5. OECD 210 nolu yonergede 6nerilen toksikolojik test sistemi ve
nanotoksikoloji  testlerinde kiumelenme ve sedimentasyon
olusumu

Bu calismada yiriitiilen toksikolojik deneylerde, 2 litrelik beherler, manyetik
karistirict ve barlar, plastik tiipler, cam ¢ubuklar, plastik borular, kiicliik gozenekli aglar,
plastik plaklar, cam pastor pipetleri ve yapistirma amagl silikon kullanilmistir. Beherler
icerisinde bulunan test ¢dzeltisinin manyetik karistirici vasitasiyla diisiik hizda karigmasi
saglanmistir. Larvalarin olugsacak donme hareketinden etkilenmeyecegi ve igerisinde
yiizebilmesini saglayacak sekilde beherin su yiizeyine yakin kismma 7 cm’lik boru
yerlestirilmis ve borunun alt kismi 350 um’lik ag ile kapatilmistir. Sisteme hava girisi
saglamak amaciyla hava motoru, cam pastor pipeti ve plastik hortum kullanilmistir.
Ayrica, zamanla su buharlagmasini 6nlemek amaciyla sistemin st kismina plastik kapak
konulmustur. 24 ve 96 saatlik test siresince bu deney sistemleri kullanilmistir (Sekil 6).
Deneyler suresince su degisimi yapilmamis ve test sistemlerine herhangi bir miidahalede

bulunulmamustir.
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Sekil 6. Larvalara zarar vermeden donme hareketi yaparak homojen bir NP karisim ortami
saglayan yari-izole toksikolojik test sistemi

2.4. Test Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Test ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda ultra saf su (Milli-Q water) kullanilmistir. Cgo-NP
denemeleri i¢in 500 mg/L stok ¢Ozelti homojen dagilim i¢in 10 hafta sureyle karistirilmis
ve test sularina %5, %10 ve %20 (10, 20 ve 40 mL) olacak sekilde 3 farkl
konsantrasyonda ilave edilmistir. TiO,-NP denemeleri icin 20 mg/mL stok c¢ozelti
hazirlanmis, homojen dagilim igin 1 saat sireyle sonikasyona tabi tutulmus ve doz-etki
deneyleri icin nominal konsantrasyonlar; 0, 10, 50, 100, 300, 600 ve 1000 mg/L olarak
belirlenmistir. TiO,-NP gen ekspresyon deneyleri igin; 0; 0,01; 0,1; 0,5; 1; 10 ve 100
mg/L’lik subletal konsantrasyonlar kullanilmistir. Cu-NP denemeleri icin, 1 mg/mL stok
cozelti (1 saat sonikasyon) hazirlanmig, doz-etki deneyleri icin 0; 0,2; 0,5; 1; 3 ve 6
mg/L’lik letal ve gen ekspresyon deneyleri icin; 0, 10, 20, 40, 60, 100 ve 150 pg/L’lik
subletal konsantrasyonlar kullanilmistir. Ag-NP denemeleri icin, 1 mg/mL stok ¢ozelti (1
saat sonikasyon) hazirlanmis, doz-etki deneyleri icin 0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1 ve 2 mg/L’lik
letal konsantrasyonlar kullanilmistir.

Deneylerde ayrica NP’lerin diger toksik maddelerle olan etkilesimlerini belirlemek

ve Kkarsilastirma yapmak amaciyla civa klortir (HgCly) ve bakir siilfat (CuSQy)



22

kullanilmigtir. HGCly igin 100 mg/mL stok ¢ozelti hazirlanmis ve gen ekspresyon deneyleri
igin 25 pg/L’lik subletal doz kullanilmistir. CuSOy igin 1 mg/mL stok ¢ozelti hazirlanmus,
doz etki deneyleri icin 0; 0,1; 0,2; 0,4; 0,75 ve 1,5 mg/L’lik letal ve gen ekspresyon
deneyleri icin 0, 5, 10, 20, 40, 60 ve 100 pg/L’lik subletal konsantrasyonlar kullanilmistir.
Ayrica, Cu*® ve Cu-NP gen ekspresyon deneylerinde test suyunun &zellikleri ile olan
etkilesimi arastirmak icin 220 mg/L Ca*? (CaCOs) ve 5 mg/L EDTA kullanilmistir.

2.5. Akut Letal ve Subletal Toksisite Testleri

Toksikolojik deneylerde kullanilan NP’lerin letal ve subletal konsantrasyonlarini,
ayrica larvalarda meydana gelebilecek gen ekspresyon degisimlerini belirlemek amaciyla
yeni gelistirilen NP test sistemleri kullanilmistir. Testlerde herbir NP i¢in 6 adet 2 litrelik
beherler kullanilmis ve deneyler 3 paralel olacak sekilde yiiriitiilmistiir. Toksikolojik
testlerde dollenmeden 72 saat sonra yumurtadan ¢ikan saglikli larvalar, 24 ve 96 saatlik
stirelerde NP’lere maruz birakilmigtir. Test sistemlerinin herbiri icerisine 30’ar adet larva
konulmus ve herbir deneme i¢in kontrol grubu olusturulmustur. Deneyler suresince ¢oklu
manyetik karistirict yardimiyla tiim sistemler icerisindeki sularin ayni hizda karigmasi
saglanmistir. Cam pastor pipeti yardimiyla sisteme hava verilerek, olusan hava kabarciklari
araciligiyla suyun yukari yonde hareket etmesi saglanmistir. NP’ler su igerisinde homojen
dagilimi saglamak amaciyla, banyo tipi sonikatorle 1 saat sonikasyon isleminden sonra test
sularma farkli konsantrasyonlarda ilave edilmistir. Doz-etki deneyleri sonunda 6lu larvalar
plastik pastor pipeti yardimiyla toplanarak sayilmis ve LCsq degerleri hesaplanmigtir. Gen
ekspresyon deneyleri sonucunda ise, canli larvalar toplanarak eppendorf tiiplerine alinmis

ve analiz asamasina kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.

2.6. Gen Ekspresyon Degisimlerinin Belirlenmesi
2.6.1. RNA Izolasyonu
Toplam RNA, zebra balig1 larvalar biitiin halde ve bir tiip icerisinde 30 adet larva

olacak sekilde RNeasy mini kit (Qiagen, West Crawley, UK) kullanilarak izole edilmistir.

Bu amagla; larvalarin igerisinde bulundugu tiipe lizis islemi i¢in RLT tamponu ilave
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edilmis ve prob sonikator kullanilarak larvalarin pargalanmasi saglanmistir. Elde edilen
lizat Qiashredder spin tlpune aktarilmis ve 13000 g’de santrifiij edilmistir. Tiipiin dip
kisminda biriken stipernatan yeni bir mikrosantriflj tipune aktarilmis ve lizati temizlemek
icin 1:1 oraninda %70’lik etanol ilave edilmistir. Daha sonra tiip icerisinde bulunan sivi
karisimin tamami RNeasy mini tlipe aktarilmig, 13000 g’de santrifiij edilmis ve tiiplin
dibinde biriken sivi dékiilmiistiir. Ornek igerisinde bulunan DNA’y1 elimine etmek igin
ornekler DNase cozeltisine tabi tutularak 15 dakika bekletilmistir. Sonrasinda, mini tip
yeni bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilarak yikama islemi icin tizerine RPE tamponu ilave
edilmistir. Yiiksek hizda santrifiij isleminden sonra mini tiip yeni bir mikrosantrifiij tiipiine
aktarilarak tizerine RNA stoklama ¢Ozeltisi eklenmistir. Son olarak santrifiij islemi
yapilmis ve RNA’nin mini tiipdeki silika jel membrandan ayrilarak mikrosantrifiij tiiptinde
toplanmasi saglanmistir. Bu islem sonucunda 30 adet larvanin bulundugu bir &rnekten
yaklasik olarak 30 uLL RNA ¢0zeltisi elde edilmistir.

RNA izolasyon isleminden sonra NanoDrop spektrofotometre (Thermo Scientific,
Wilmington, DE, USA) kullanilarak orneklerdeki RNA konsantrasyonlar1 dl¢iilmiistiir.
Spektrofotometrede 6lciim igin 2 pL 6rnek kullanilmis, RNA konsantrasyonunun >100
ng/uL ve RNA Kalitesinin 260/280: 1,8-2,1 araliginda olmasi saglanmstir. Biitiin islemler

soguk ortamda ve buz icerisinde gerceklestirilmistir.

2.6.2. Revers (Ters) Transkripsiyon

RNA o6rneklerinden ImProm-11 Revers Transkriptaz Kiti (Promega, Southampton,
UK) kullanilarak komplementer DNA’lar (cCDNA) iiretilmistir. Bu amagla, NanoDrop ile
RNA konsantrasyonu olgiilen 6rnekler alinmig ve bitiin drneklerin final konsantrasyonu
100 ng/uL olacak sekilde niikleaz icermeyen su ilave edilerek seyreltilmistir. Daha sonra
PZR tiiplerine 8 pL seyreltilmis kalip RNA ve 16 pL revers transkripsiyon reaksiyon
karistmi ilave edilmistir. Icerisinde ornekler bulunan PZR tiipleri Termal Cycler
(GeneAmp PCR System, 9700, Applied Biosystems, Warrington, UK) cihazina
yerlestirilmis ve 1,5 saat slreyle reaksiyona tabi tutulmustur. Reaksiyon sartlari; tutunma
(annealing) 25°C’de 5 dakika, uzama (extension) 42°C de 60 dakika, ve revers transkriptaz
enziminin inaktive olmasi i¢in 70°C’de 15 dakika olacak sekilde ayarlanmistir. Reaksiyon
isleminin bitiminde elde edilen komplementer DNA 6rnekleri bir sonraki analiz islemine

kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.
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Revers transkripsiyon reaksiyon karigimi;

- Nukleaz-free su 6,6 UL
- 5 x Reaksiyon tamponu 4 uL
- MgCl; (25mM) 2,4 uL
- dNTP karisimi (herbiri 10 mM) 1 pL
- Hegzanukleotid primerler 1puL
- Reverse Transkriptaz 1uL
- Kalip RNA 8 uL

2.6.3. Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT k-PZR)

2.6.3.1. Primerler

Gen ekspresyon deneylerinde hedef gen olarak, hiicre igerisinde golgi aygitinin
membraninda lokalize olan, metal ve agirmetallere duyarli ve baglayict 6zelligi olan
metallothienin-2 (MT-2) proteinini kodlayan gen segilmistir. Ayrica ekspresyon
degisimlerini karsilagtirmali olarak hesaplamak amaciyla standart gen olarak, sitoiskeletal
sistemde gorev alan hiicre yapisi, biitiinliigii ve hareketinden sorumlu beta aktin (B-actin)
proteinini kodlayan gen secilmistir. Her iki gene spesifik primerler Eurofin UK’dan
(Wolverhampton, UK) temin edilmistir. Niikleotid primer dizileri ve hedef amplikon
bolgesi buyuklikleri Tablo 1°de belirtilmistir. Ayrica, MT-2 genine ait primerlerin diizgiin
calisip ¢alismadiginin kontrolii amaciyla cDNA 6rneklerinden seri diliisyonlar hazirlanarak

PZR ile ¢ogaltilmis ve jelde yiiriitiilerek goriintilenmistir (Sekil 7).
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Tablo 1. Zebra baligi hedef genleri i¢in nikleotid primer dizileri

] Nikleotid dizisi Amplikon
Hedef gen  Primer
5-3 biyiikligii
Forward CTG CGA ATG TGC CAA GAC TGG AAC
MT-2 243 bp

Reverse  GCG ATG CAA AAC GCA GAC GT

Forward ACA CAG CCA TGG ATG AGG AAATCG
[B-actin 138 bp
Reverse TCACTC CCT GATGTCTGG GTCGT

cDNA 1:10 1:100 1:1000 1:10000 NTC DL

Sekil 7. MT-2 gen primerlerinin cDNA 06rneklerinin PZR ile
cogaltildiktan sonra jelde yiiriitiilerek goriintiilenmesi
(NTC: negatif kontrol, DL: DNA markir)

2.6.3.2. Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Reaksiyonda kullanilacak olan mastir karisimi; forward primer, revers primer ve
SYBR green (SYBR Green JumpStart Tag Ready Mix, Sigma-Aldrich, Dorset, UK)
floresan boya karigimi kullanilarak hazirlanmistir. Revers transkripsiyon reaksiyonu
sonucu elde edilen DNA oOrnekleri 1:10 oraninda seyreltilmis ve 3 paralel olacak sekilde

hazirlanmistir. Ayrica reaksiyon etkinliginin kontrolii amaciyla standart DNA 6rnekleri de
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3 paralel olacak miktarda hazirlanmistir. Real-time PZR reaksiyonunda 48 kuyucuklu plak
kullanilmig ve plagin kuyucuklarina 3 paralel olacak sekilde sirasiyla niikleaz icermeyen
su, negatif kontrol, 1:10 oraninda seyreltilmis DNA 6rnekleri ve son olarak da reaksiyonun
etkinligini belirlemek igin farkli oranlarda seyreltilmis standart DNA  Ornekleri
konulmustur. Orneklerin pipet yardimiyla kuyucuklara konulmasindan sonra plagin iizeri
seffaf film ile kapatilmis ve real-time PZR cihazina yerlestirilmistir.

Kantitatif PZR islemi i¢in real-time PZR cihaz1 (Step One Real-Time PCR System,
Applied Biosystems, Warrington, UK) kullanilmis ve reaksiyon 40 dongii (2 saat 40
dakika) olacak sekilde asagida verilen dongii sartlarinda gergeklestirilmistir.

a. Bekleme asamasi
94 °C, 2 dakika
b. Dongli asamasi
1. adim 94°C, 15 saniye
2. adim 55°C, floresan kapali, 1 dakika
3. adim 72°C, floresan agik, 1 dakika
c. Erime egrisi agsamasi
1. adim 94°C, 15 saniye
2. adim 60°C, 1 dakika
3. adim 94°C, 15 saniye
d. 4 °C de bekleme

2.6.3.3. Gen Ekspresyon Degisimlerinin Hesaplanmasi

Kantitatif real-time PZR reaksiyonunda kullanilan bilgisayar yazilimi (Step One
Real-Time PCR Software) araciligiyla, DNA replikasyonu sirasinda olugan floresan 1gmnim
miktarinin istatistiksel olarak dnemli miktarda arttig1 seviyedeki dongii sayilar1 (Threshold
Cycle, Ct) es zamanli olarak elde edilmistir. Elde edilen, esik seviyesindeki dongii sayilari
kullanilarak asagidaki formiiller yardimiyla gen ekspresyonlarindaki degisimler kat olarak
ifade edilmistir.

Cr (Treshold cycle) : DNA o6rnegindeki floresan 1sinim miktarinin esik seviyesine
ulastig1 noktadaki dongii sayisi

ACt = ortalama Cr nedef gen (MT-2) — ortalama Cr standart gen (B-actin) 1)

AACt = ACt grex — ortalama AC+ kontrol @)
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RQ (Relative quantification) = 22*“T (gen ekspresyon degisimi) 3)

Ayrica, reaksiyonun diizgilin ¢alisip ¢alismadiginin bir gostergesi olarak reaksiyonun
etkinligi hesaplanmistir. Bu amagla elde edilen degerler yardimiyla standart egri
olusturulmus ve egrinin egimi belirlenerek 10CY8m) 1 formiiliinde yerine yazilarak
etkinlik degeri belirlenmistir. Reaksiyonun diizgiin bir sekilde ¢alismasi i¢in etkinlik degeri
0,9 ile 1,1 (%90 - %110) araliginda olmalidir. Real-time PZR reaksiyonunun etkinliginin
bu degerler disinda hesaplanmasi durumunda, hatanin kaynagi tespit edilerek reaksiyon

yenilenmistir.

2.7. ICP-OES Metal Konsantrasyon Analizleri

Deneylerde kullanilan test ¢Ozeltileri icerisindeki gergek NP konsantrasyonlarini
belirlemek amaciyla indiiktif Eslesmis Plazma-Optik Emisyon Spektrometresi (ICP-OES,
Inductively Coupled Plasma-Optical Emission Spectrometer, Varian 725, Mulgrave,
Avustralya) kullanilmistir. Bu amagcla test c¢ozeltilerinden farkli konsantrasyonlarda ve
farkli siirelerde su 6rnekleri alinmistir. Cozeltiler icerisinde bulunan NP’lerin tamamen
¢oziinmesi i¢in Ol¢iim isleminden once su Orneklerine derisik nitrik asit (HNO3) ilave
edilmistir. Deneylerde test sulari igerisindeki Cu-NP, Ag-NP ve Hg*? konsantrasyonlari,

hazirlanan standart ¢ozeltilere karsi ICP-OES cihazinda okunarak tespit edilmistir.

2.8. Nanopartikll Karakterizasyonu (NanoSight)

NP’lerin karakteristik 6zelliklerinin gen ekspresyon degisimleri ile olan iligkilerinin
belirlenmesi amaciyla NanoSight (Amesbury, UK) analizi yapilmistir. Bu amagla; test
¢ozeltilerinden su 6rnekleri alinmig, goriintiileme sistemi igerisine enjekte edilmis ve sivi
icerisinden gegirilen lazer 1s1m1 vasitasiyla mikroskop altinda NP’lerin gorunttlenmesi
saglanarak (Sekil 8) partikiil biiytikliig, partikil konsantrasyonu ve kiimelenme miktarlar

Olgiilmiistiir.
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Sekil 8. Nanopartikiil karakterizasyon dl¢iim cihazi ve g¢alisma prensibi semasi

2.9. Istatistiksel Degerlendirme

Bu calismada gerceklestirilen doz-etki deneylerinin tamami bagimsiz olarak 3 farkli
zamanda tekrarlanmis ve tiim veriler ortalama standart sapma olarak ifade edilmistir.
Istatistiksel analizler Statgraphics Centurion 16.1.15. (Statistical Graphics Corp., USA)
yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir. MT-2 gen ekspresyon duzeyleri, kontrol
orneklerinin ortalamalari ile karsilagtirilarak kat degisim olarak ifade edilmistir. Farkli test
kosullari altinda MT-2 ve B-actin gen ekspresyonlarindaki énemli farkliliklari belirlemek
amaciyla esit degiskenler icin veri degerlerine dnce Levene testi, sonrasinda ise ANOVA
testi uygulanmistir. Coklu gruplar arasindaki 6nemli farkliliklar1 belirlemek igin Tukey
testi kullanilmigtir. LCsg degerleri Trimmed Spearman-Karber (US EPA, USA) metoduyla

hesaplanmustir.



3. BULGULAR

3.1. NP Test Sistemi ile ICP-OES Analizi ve Doz-Etki (LCs) Deneyleri

Iki litrelik cam beherler ve ¢oklu manyetik karigtirici kullanilarak homojen bir

karisim ortami saglayan NP test sistemi gelistirilmis ve yapilan ICP-OES metal analizleri

sonucunda statik sistemde olusan NP kaybinin %95’den %20 seviyelerine kadar diistiigi

tespit edilmistir (Sekil 9, 10). Yeni gelistirilen test sisteminde karisim olmasina ragmen

olusan %?20’lik NP kaybmin kiimelenme ve kullanilan sistem elemanlarina yapisma

nedeniyle olustugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 9. ICP-OES analizi yapilarak statik ve hareketli su ortaminda zamana bagh

olarak 6l¢iilen Ag-NP konsantrasyonlari
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Sekil 10. ICP-OES analizi yapilarak statik ve hareketli su ortaminda zamana bagl
olarak 6lgulen Cu-NP konsantrasyonlari

Statik test sistemi kullanilarak larval zebra baliklariyla farkli zamanlarda
gerceklestirilen Ag ve Cu NP doz-etki deneylerinde benzer sonuglar elde edilemezken,
hareketli test sistemi ile i¢ farkli zamanda yapilan doz-etki deney sonuglarinin
tekrarlanabilir oldugu goriilmustiir (Sekil 11, 12). Statik sistem kullanilarak yapilan TiO,
NP doz-etki deneylerinde 6liime rastlanmazken hareketli test sistemi ile yapilan deneylerde
Oliimler gorilmiistir (Sekil 13). Hareketli NP test sistemi kullanilarak yapilan doz-etki
deneyleri sonucunda 96 saat LCsy degerleri Ag, Cu ve TiO, NP’ler i¢in sirastyla 0,27; 0,65
ve 897 mg/L olarak hesaplanmigtir. Cgo-NP’lerin kullanildigi deneyler sonucunda
larvalarda herhangi bir 6liim tespit edilmemistir. U¢ bagimsiz deneyin LCsy degerlerinin
varyasyon katsayilari oldukc¢a diisiik olmakla birlikte Ag, Cu ve TiO2-NP’ler i¢in sirasiyla
%14,81; %10,94 ve %12,69 olarak hesaplanmistir. Bu sonuclara gore yeni gelistirilen test

diizenegi, sistemde olusabilecek NP kaybini minimuma indirmekte ve farkli zamanlarda
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yapilan deneyler sonucunda benzer ve tekrarlanabilir sonuglar elde edilebilmesine imkan

tanimaktadir.
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Sekil 11. Statik test sistemi ve yeni gelistirilen NP test sisteminin Ag-NP ile doz-

etki deneyleri yapilarak karsilastirilmasi ve zebra baligi larvalarindaki
Oliim oranlari
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Sekil 12. Statik test sistemi ve yeni gelistirilen NP test sisteminin Cu-NP doz-etki
deneyleri yapilarak karsilastirilmasi ve zebra baligi larvalarindaki 6lim
oranlari

100 -
90 A
80 A
70 4

60 A1

50 1 LCs, : 897,6 mg/L /

Oliim orani (%)

0 10 50 100 300 600 1000

TiO, NP konsantrasyonu (mg/L)

Sekil 13. Yeni gelistirilen NP test sistemi kullanilarak yapilan TiO,-NP doz-etki
deneyleri ve zebra baligi larvalarindaki 6liim oranlari
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3.2. Cgo ile Hg"* nin Birlikte Kontaminasyon iliskisi ve Gen Ekspresyonu

NP’ler farkli fizikokimyasal 6zelliklerinden dolayr bulunduklar1 ortamlarda diger
toksik olan veya toksik olmayan maddelerle etkilesime girebilirler. Bu deneyde, cevresel
bir kirletici olan ve canlilar iizerinde yiiksek toksisiteye sahip Hg"*’nin gen ekspresyon
degisimleri tizerine etkileri ve NP’lerle olan etkilesimleri incelenmistir. Farkli miktarlarda
Hg+2 konsantrasyonlari ile yapilan MT-2 gen ekspresyon degisimlerinin regresyon analizi
sonucunda, bulunan sonuclar arasinda giiclii bir lineer iliski (R2:O,9688) oldugu
belirlenmis ve 25 pg/L Hg™ varhginda gen ekspresyon degisiminde kontrol grubuna
oranla 35 kat artis tespit edilmistir (Sekil 14) (P < 0,001).

40
35
R?=0,9688
30
25 1
20

15 1

10 4

MT-2 ekspresyon degisimi (kat)

0 5 10 15 20 2 %0
Hg?* konsantrasyonu (Ug/l)

Sekil 14. 24 saat stireyle farkli konsantrasyonlarda Hg"?’ya maruz kalan zebra baligi
larvalariin MT-2 gen ekspresyon degisimleri

Ceo-NP’Uin sucul ortamda Hg+2 ile olan birlikte kontaminasyon etkisini belirlemek
amaciyla yapilan deneylerde, sadece Cgo-NP’iin gen ekspresyonlarinda bir degisime neden

+25

olmadig: tespit edilmistir. En yiksek subletal doz olan 25 pg/L Hg™“nin MT-2 gen
ekspresyonunu kontrol grubuna oranla 10 kat (% 89) arttirdig1 belirlenmistir. Cgo-NP’U ile

Hg™® nin birlikte etkisinin incelendigi deney sonucunda ise, 50 mg/L Ceo-NP’iin Hg*?’nin
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toksisitesini gen ekspresyon degisimi agisindan %84 oraninda azalttigi tespit edilmistir

(Sekil 15) (P < 0,001).
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Sekil 15. NP test sistemi ile 24 saat streyle Cgo, Hg+2 ile birlikte Cgp Ve sadece
Hg®ya maruz kalan zebra baligi larvalanmm MT-2  gen
ekspresyonlarindaki degisimler

NP’ler hareketsiz su ortamlarinda kiimelenme ve tabana ¢okme egilimi
gostermektedirler. Bu ozelliklerinden dolayr toksisite deneyleri sonucunda c¢ok farkli
sonuglar elde edilmektedir. Bu sorunun 6niine gegilebilmesi igin NP’lerin su igerisindeki
davranis 6zelliklerinin iy1 bilinmesi gerekmektedir. NP’lerin bu 6zelliklerinin belirlenmesi
amaciyla nanosight ve ICP-OES cihazlar ile analizler yapilmistir. Analizler sonucunda,
sadece Cgo-NP’lin bulundugu test sularinda zamana bagli olarak su siitunundaki Cgo
miktarinda kiimelenme ve sedimentasyon nedeniyle bir azalma goriiliirken Cgo ve Hg*# nin
birlikte bulundugu su ortamindaki madde miktarlarinda yaklasik olarak iki kat daha hizli
bir azalma oldugu tespit edilmistir (Sekil 16, 17). Elde edilen bu sonuglara gore, Cgo-NP ile
Hg™®min su igerisinde birlikte bulundugu durumlarda, etkilesim nedeniyle kompleks bir

+2,

yap1 olusturmalar1 ve bu sayede Hg “’nin larvalar tarafindan viicuda aliniminin 6nemli

diizeyde azaldigi s6ylenebilir (P < 0,001).



35

4s H 2s H Qs

L . . 11 o7 Z
190 o5p 310 379 430 4o LT ‘,;;f’f:?f%i;‘

Partikil konsantrasyonu (E6 partikil/mL)

70 40 9 LT ;jf‘,tff)t?

Cgo partikul gapr (nm)

Ceo + Hg"?

Sekil 16. Cgo-NP’iin 25 pg/L Hg"*’nin varliginda ve yoklugunda su ortaminda gosterdigi

kiimelenme ve sedimentasyon 6zelliklerinin zamana bagli degisimi
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Sekil 17. Cgo-NP ve Hg+2’n1n birlikte bulundugu su kolonunda zamana bagli olarak

etkilesim nedeniyle Hg"? miktarinda meydana gelen degisimler
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3.3. TiO, ile Hg*#nin Birlikte Kontaminasyon liskisi ve Gen Ekspresyonu

Ayni sekilde diger bir NP olan TiO,’in sucul ortamda Hg* ile olan birlikte
kontaminasyon iliskisini belirlemek amaciyla yapilan deneylerde, 24 saat sureyle 25 pg/L
Hg*™ ve artan miktarlarda TiO,-NP’e maruz kalan zebra baligi larvalarmin MT-2 gen
ekspresyonlarinda ters orantili bir iliski oldugu belirlenmis, TiO,-NP konsantrasyonu
artarken gen ekspresyonunun onemli derecede azaldigi belirlenmistir (Sekil 18). Bu
deneylerde ayrica, tek basina TiO,-NP’iin gen ekspresyonlarinda bir degisime neden

+25

olmadig: tespit edilmistir. En yuksek subletal doz olan 25 pg/L Hg™“’nin MT-2 gen
ekspresyonunu kontrol grubuna oranla 19 kat (%94) arttirdigi belirlenmistir. TiO,-NP’ii ile
Hg"®nin birlikte etkisinin incelendigi deney sonucunda ise, TiO,-NP’iin Hg"*’nmn
toksisitesini gen ekspresyon degisimi agisindan %49 oraninda azalttigi tespit edilmistir

(Sekil 19) (P < 0,001).
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Sekil 18. Su kolonunda birlikte bulunan Hg*? ve artan konsantrasyonlarda TiO,-
NP’lerin 24 saatlik test siiresi sonunda zebra balig1 larvalarinda
olusturdugu MT-2 gen ekspresyon degisimleri
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Sekil 19. NP test sistemi ile TiO,-NP’lerin Hg**’min varliginda ve yoklugunda zebra
baligir larvalarinin MT-2 gen ekspresyonlarinda meydana getirdigi
degisimler

NP’lerin yiizey alanlar1 ve parcacik biiyiikliikleri de toksisite Uzerinde etkili olan
onemli 6zelliklerdendir. NP’lerin bu etkilerinin arastirildig1 deneylerde TiO, bulk (150 nm)
partikiillerin yiizey alanlarinin kii¢iik, parcacik biiytikliiklerinin biiyilk olmas1 nedeniyle
NP’lere (25 nm) oranla Hg*?’nin toksisitesinin azalmasinda daha az etkili olduklari tespit
edilmistir (Sekil 20) (P < 0,001).
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Sekil 20. TiO,-NP - Hg™ karisimi, TiO, bulk partikiil - Hg™ karisimi ve sadece
Hg*?ya 24 saat siireyle maruz kalan zebra baligi larvalarimin MT-2 gen
ekspresyon degisimleri

TiO,-NP’tin  kiimelenme ve sedimentasyon Ozelliklerinin incelendigi deney
sonuglarinda, yalniz TiO,-NP bulunan ve TiO,-NP ve Hg"®’nin birlikte bulundugu su
ornekleriyle yapilan nanosight analizleri sonucunda zamana bagli olarak su siitunundaki
TiO,-NP miktarlarinda kiimelenme ve sedimantasyon nedeniyle 6nemli bir azalma tespit
edilmistir. TiO, ve Hg™®’min birlikte bulundugu su ortaminda iki maddenin miktarinda da
oncekine oranla daha hizli bir azalma oldugu belirlenmistir. TiO, bulk partikilin
bulundugu su ortaminda ise nispeten daha diisiik oranda bir madde kaybr tespit edilmistir
(Sekil 21). Ayrica, ICP-OES analiz sonuglari, TiO,-NP’iin yiizey alanimnin daha fazla
olmasi nedeniyle bulk partikiile oranla su siitunundaki Hg+2 miktarinda daha fazla
azalmaya sebep oldugunu gostermistir (Sekil 22). Elde edilen bu sonuglara gore, TiO,-NP

+2,

ile Hg™“’nin su igerisinde birlikte bulundugu durumlarda, etkilesim nedeniyle kompleks bir
yap1 olusturmalar1 ve bu sayede Hg+2’n1n larvalar tarafindan viicuda aliniminin 6nemli
diizeyde azaldigi soylenebilir. Bunun yaninda, NP’lerin toksik maddelerin etkisini

azaltmada bulk partikillere oranla daha etkili olduklar1 sonucuna varilabilir.
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Sekil 21. TiO-NP ve bulk partikiilin Hg**min varligimda ve yoklugunda su
ortaminda gosterdigi kiimelenme ve sedimentasyon 6zellikleri
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Sekil 22. NP test sistemi icerisinde TiO,-NP ve bulk partikiil varliginda farkli Hg*™
konsantrasyonlarinda meydana gelen zamana bagli degisimler

3.4. Su Sertligi ve EDTA’nin Cu*? ve Cu-NP Toksisitelerine Etkisi

NP’lerin bir kismi su igerisinde ¢oziinme 6zelligine sahip degillerdir. Bunun yaninda,
ozellikle metalik NP’ler ise su igerisinde kismen iyonlasarak ¢oziinebilirler. Maddelerin
iyon halleriyle NP hallerinin toksisite bakimindan farklilik gosterip gostermedigini
belirlemek amaciyla, bu calismada Cu*? ile Cu-NP’ler zebra baligi larvalarmdaki
toksisiteleri bakimindan karsilastirilmistir. Bu amagla, 96 saat streyle Cu*? ve Cu-NP’iin 3
farkli zamanda yapilan doz-etki deneyleri sonucunda LCso degerleri sirasiyla 226 pg/l
(GA:195 - 262) ve 648 ug/l (GA: 575 - 733) olarak hesaplanmistir (Sekil 23).
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Sekil 23. NP test sistemiyle Cu*™® ve Cu-NP’e 96 saat siireyle maruz kalan zebra
balig1 larvalarinin 6liim oranlari

Cu*? ile Cu-NP’iin gen ekspresyon degisimi agisindan karsilagtirildigt deneme
sonuglarinda, 96 saat siireyle her iki maddeye de maruz kalan zebra balig1 larvalarinda
Cu™1n sebep oldugu gen ekspresyon artisinin Cu-NP’e gore 3 kat fazla oldugu tespit
edilmistir. Ayrica, regresyon analizi sonuglari MT-2 gen ekspresyon degisimleri ile Cu*?
(R?=0,9492) ve Cu-NP (R?=0,9860) konsantrasyonlar: arasinda kuvvetli bir pozitif lineer
iliski oldugunu gostermistir (Sekil 24).
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Sekil 24. 96 saat sireyle farkli konsantrasyonlarda Cu*? ve Cu-NP’e maruz kalan
zebra balig1 larvalarindaki MT-2 gen ekspresyon degisimleri

Toksik testlerde kullanilan test sularmin sertliginin (CaCOj3) artmasiyla deneylerde
kullanilan kimyasal veya metallerin toksik etkilerinin azalma egilimi gosterdigi
bilinmektedir. Ayn sekilde EDTA kullanilan test sularinda da Cu*? metalinin toksisitesinin
azaldig1 yapilan caligmalarla gosterilmistir. Cu*?n toksisitesinin gen ekpresyon degisimi

+25

acisindan degerlendirildigi iki farkli deney sonucunda 40 pg/L Cu™’in zebra baligi

larvalarinin MT-2 gen ekspresyonunu 6nemli derecede (3,2 kat) arttirdig: tespit edilmistir.

+2,

Ayrica, su sertliginin arttirilmasinin (220 mg/L CaCOg3) Cu™“’1n toksisitesini %61 oraninda
azalttigi, aymi sekilde EDTA (5 mg/L)’min da Cu*in toksisitesini gen ekspresyonu
acisindan % 44 oraninda diisiirdiigii yapilan deneyler sonucunda tespit edilmistir (Sekil 25)
(P < 0,001). Elde edilen bu sonuglara gore, su sistemlerindeki Cu*? toksisitesinin
azaltilmasinda, su sertliginin arttirilmasinin EDTA kullanimina gére daha etkin bir faktor

oldugu sodylenebilir.
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Sekil 25. 96 saat siireyle Cu*®a maruz kalan zebra balig1 larvalarinin MT-2 gen
ekspresyon degisimleri ve su sertligi (CaCO3) ve EDTA’nin ekspresyon
degisimleri Uzerine etkisi

MT-2 gen ekspresyon degisimleri agisindan; Cu-NP’{in artan konsantrasyon serileri,
CaCOs; ile Cu-NP’iin artan serileri ve EDTA ile Cu-NP’lin artan konsantrasyon serilerinin
karsilastirildigi deney sonuclar: gostermistir ki; CaCOj3 olarak sertligi yuksek olan sularda
Cu-NP’iin toksisitesi artarken EDTA varliginda Cu-NP’iin toksisitesi azalma egilimindedir
(Sekil 26). Bu sonuglara gore, bir dnceki Cu*? deneylerinden farkli olarak su sertliginin
arttirilmasiin Cu-NP’{in toksisitesini de arttirdigi soylenebilir. Bu durumun nedeninin,
maddelerin NP hallerinin  normal hallerinden farkli fizikokimyasal 0zellikler

gostermesinden kaynaklandig: diistintilmektedir.
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Sekil 26. 96 saat sureyle Cu-NP’e maruz kalan zebra baligi larvalarinin MT-2 gen
ekspresyon degisimleri ve su sertligi (CaCO3) ve EDTA’nin ekspresyon
degisimleri lizerine etkisi

3.5. Larva Anormallikleri

Su igerisinde kismen iyonlagsmalar1 nedeniyle 6zellikle Ag ve Cu gibi metalik NP’ler
sucul organizmalar Uzerinde toksik etkilere ve bunun sonucunda da Olimlere neden
olabilmektedir. Bu calisgmada kullanilan NP’ler zebra baligi larvalarinda genel olarak
notokord egriligi, besin kesesinde sisme ya da biiziilme, kuyrukta erime gibi etkiler

olusturmakta ve ileri asamada da 6liimlerine sebep olmaktadir (Sekil 27).
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notokord

Sekil 27. Zebra baligi larvasimin viicut bolimleri ve NP’lere maruz kalan
larvalarda gorilen anormallikler. A: Normal larvalar, B: NP’lere

maruziyet sonucu canli Kalmig fakat anormal larvalar, C: NP’lere
maruziyet sonucu 6lmiis larvalar



4. TARTISMA

NP’lerin bilinen maddelerden farkli ve essiz Ozellikler gostermesi ve bu
Ozelliklerinin iyi derecede bilinememesi toksisite deneylerinde bazi istenmeyen durumlara
sebep olabilmektedir. Bu ylizden, NP’lerin 06zelliklerini belirlemek i¢in detayli
karakterizasyon c¢aligsmalar1 yapilmaksizin giiniimiizde yapilan in vitro toksik test metotlari,
NP toksisite degerlendirme ¢alismalari i¢in elverisli degildir (Schulze vd., 2008). NP’lerin
bilinen kimyasallardan farkli 6zellikler gostermesi, toksisite testlerinde kullanilan malzeme
ve elemanlarla etkilesime girmelerine neden olmaktadir, bu nedenle NP risk degerlendirme
calismalarinda farkli maruz birakma teknikleri kullanilmali ve uygun bir kontrol sistemi
olusturulmalidir.

Risk degerlendirmesi yapilan in vitro nanotoksikolojik caligmalarda NP’lerin
fizikokimyasal 6zellikleri uygun bir test sisteminin kurulumunu sinirlamaktadir. NP’lerin
toksisitelerini  belirlemek i¢in kullanilan test metotlart nanospesifik 06zelliklerden
etkilenmeyecek sekilde dizayn edilmelidir (Nel vd., 2006). Bunun yaninda, son zamanlarda
gerceklestirilen NP risk degerlendirme ¢alismalarinda kullanilan test sistemlerinin
standardizasyon eksikligi nedeniyle, elde edilen sonuglar bakimindan farkli laboratuarlar
arasinda onemli farkliliklar gbéze g¢arpmaktadir (Lilienblum vd., 2008). Bu ¢alismada
NP’ler igin sulu fazda yapilmas: distiniilen toksisite testlerini standart hale getirecek ve
farkli laboratuarlar tarafindan yapilan ¢alisma sonuglar1 arasindaki karsilastirilabilirlik
sorununu ortadan kaldiracak yeni bir test sistemi gelistirilmistir. Yapilan degerlendirme ve
dogrulama caligsmalart sonucunda, yeni gelistirilen bu test sisteminin NP’lerin spesifik
oOzelliklerinden etkilenmedigi ve genel bir in vitro toksisite test prosedir standardi
olusturdugu kanitlanmistir.

NP’lerin yapiskanlik ve ¢okelme ozelliklerinden dolay:1 toksisite denemelerinde
tekrarlanabilir ve guvenilir sonuclar elde edilememektedir. Bu nedenle, toksisite
deneylerine baslamadan once NP’lerin karakteristik ozelliklerinin dikkatli bir sekilde
belirlenmesi ve risk degerlendirmesi igin metot olusturulacagi zaman ayrintili bir
dogrulama isleminin yapilmasi gerekmektedir. Gilintimiizde NP’ler genis bir kullanim
alanina sahip olmasina ragmen NP’lerin risk degerlendirmesi ve standardize test

protokolleri konusunda ulusal veya uluslararasi isbirligi ya da anlagsmalar yeterli diizeyde
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degildir. NP’lerin kiitleleri, sayilari, ylizey alanlar1 ve diger Olciilerine oranla doz tanimi
heniiz standardize edilememistir. Bu nedenle, NP’ler arasindaki veri ve karsilastirma
analizlerinin objektifligi giinlimiizde halen sorun teskil etmekte olan bir durumdur
(SCENIHR, 2007). Bu ¢alismada, yeni gelistirilen ve standardize edilen test sistemleri NP-
bagimli deneysel sorunlarin {istesinden gelecek potansiyele sahiptir ve NP risk
degerlendirmesi i¢in yeni bir standart olusturabilecektir. Denemelerde kullanilan Cgo, Ag,
Cu ve TiO,-NP’ler ile yapilan ¢alismalar sonucunda farkli zamanlarda yapilan toksisite
deneme sonuglarmin tekrarlanabilir oldugu goriilmiis ve deneme siiresinde olusan partikiil
kayb1 minimum diizeye indirilmistir.

Metallothionein (MT), bir metabolizma Uriind olan sisteinil igerisinde bulunan, diisiik
molekiil agirlikli, agir metalleri yiiksek oranda baglama kapasitesine sahip bir proteindir.
MT ekspresyonu, ¢oklu fizyolojik uyar1 ve agir metalleri de iceren Kimyasallara maruz
kalma durumlarinda uyarilmaktadir (Hamer, 1986; Waalkes ve Goering, 1990). Hg*? gibi
agir metallere maruz kalma durumunda, canli organizmalarda 6nemli bir uyumsal tepki
olarak MT-2 sentezinde artis meydana gelmektedir (Sweet ve Zelikoff, 2001). Onemli bir
toksik cevresel kirletici oldugundan dolay1 Hg+2 aragtirmaya elverisli bir metaldir. Onceki
calismalar gostermistir ki hayvansal organizmalarda Hg™ maruziyeti, bobrek dokusundaki
MT sentezini 6nemli derecede arttirmaktadir (Piotrowsky vd., 1974; Cherian ve Clarkson,
1976). Bunun yaninda, zebra baliklarinda da Hg™? maruziyeti MT-2 ekspresyonunda artisa
neden olmaktadir (Chan vd., 2006). Yapmis oldugumuz ¢alismalarda da 6nceki ¢alismalara
paralel olarak Hg*?’ya maruz kalan zebra balig1 larvalarimn MT-2 gen ekspresyonlarinda
Oonemli derecede artis goriilmils ve artan miktarlarda TiO,-NP varliginda da gen
ekspresyonlarinda 6nemli derecede bir azalma tespit edilmistir. Elde edilen bu sonuclar, 24

+2,

saatlik test stresince Hg"“’nin larvalar tarafindan biyolojik olarak kullanilabilirliginin, test
sulart igerisindeki TiO2,-NP miktar1 ile iligkili oldugunu gostermektedir. Cevresel
kontaminantlarin NP’ler tarafindan absorbsiyonu ve canli organizma viicudunda biyolojik
olarak kullanilabilirliklerindeki degisimler yapilan ¢alismalarla ortaya konulmustur
(Koelman vd., 2006; Hyung vd., 2007; Knauer vd., 2007). Tawabini vd. (2010) metal
iyonlarmin sulu ortamda negatif yiiklii NP’ler tarafindan adsorbe edilebildigini ortaya
koymuslardir. Bu ¢alismada da elektrostatik 6zelliklerinden dolayr pozitif yiikli Hg*™
iyonu ve negatif yikli TiO,-NP’lerin su ortaminda etkilesime girdikleri tespit edilmistir.

NP’ler kiimelenme davraniglar1 ve yiizey alanlarinin farkliligi  sayesinde,

kontaminantlarin uzaklastirilmasinda reaktivite ve etkinlik agisindan O6nemli bir etkiye
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sahiptir (Waychunas vd., 2005; Gilbert vd., 2009; Zeng vd., 2009). TiO,-NP ile sulu fazda
yapmis oldugumuz karakterizasyon ¢alismalar1 sonucunda da, partikiil yiizey alanmm Hg*?
ile etkilesimde onemli bir faktdr oldugu tespit edilmistir. TiO,-NP’ler yiizey alanlarinin
bulk partikiillere oranla daha biiylik olmas1 nedeniyle Hg+2’n1n canlilar tarafindan viicuda
alimimini azaltmada daha etkilidirler. Boylece, yapilan denemeler sonucunda da sulu fazda
ve Hg*? varliginda NP yiizey alanimin artmastyla MT-2 geninin ekspresyonunda 24 saatlik
deneme siiresi sonunda, kontrol grubuna oranla 6nemli bir azalma tespit edilmistir.

Nanopartikiillerin genellikle sulu ortam igerisinde dagilimi saglandiktan sonra toksik
testler uygulanmaktadir. Bu durum, NP’lerin kiimelenme ve yiizey gerilimi gibi
fizikokimyasal 6zelliklerinin degisimine neden olmaktadir (Maynard, 2002; Powers vd.,
2006; Jiang vd., 2009). Boylece, sulu fazda NP’lerin dagilim 6zelliklerinin belirlenmesi
cevresel uygulamalar ve NP arastirmalari i¢in biiyiik 6nem arzetmektedir. Jiang vd. (2009)
titanyum ve diger nanopartikiil siispansiyonlarinin karakteristik 6zelliklerini (hidrodinamik
biiyiikliik, ylizey gerilimi ve kiimelenme derecesi) belirlemeye g¢alismiglardir. Caligsma
sonucunda TiO,-NP’lin partikiil biyiikliigli azaldik¢a partikiil yiizey alaninin dramatik
sekilde arttig1 tespit edilmistir. Bu ¢alismada yapmis oldugumuz, nano ve bulk formda
TiO2’in karsilagtirma deneyi sonucunda nano formun bulk forma gore yiizey alaninin fazla
olmasi nedeniyle Hg"*’nin su siitunundaki miktarinda daha fazla azalmaya neden oldugu
tespit edilmistir. Boylece, 24 saatlik deney siiresi icerisinde TiO,-NP’iin partikiil ¢apinin
ve kiimelenme miktarinin artmas: nedeniyle zamana bagli olarak Hg+2’n1n larvalar
tarafindan viicuda alinimini azalttig1 sdylenebilir.

Zebra baligi larvalari Hg"’ya maruz kaldiklarinda biyolojik bir tepki olarak MT-2
geni ekspresyonlarinda degisim meydana gelmektedir. Sulu fazda Cgo-NP varliginda
Hg+2’ya maruz kalan larvalarda Hg+2’mn biyolojik olarak kullanilabilme miktarinin bir
gostergesi MT-2 geninin ekspresyonlarindaki degisimlerdir. Daha Once yapilan
caligmalarda da kanitlandig iizere, sulu fazda pozitif yiiklii metal iyonlarinin negatif yiikli
NP’lerle (Cgo gibi) elektrostatik etkilesimi sonucunda su siitunundaki metal iyonlarinda bir
azalma meydana gelmektedir (Tawabini vd., 2010). Bu nedenle, Cgo kiimeleri ve Hg**’nin
sulu fazda etkilesimi nedeniyle larvalarin Hg+2’mn toksisitesinden daha az etkilendigi
sonucuna varmak mimkindir. Yaptigimiz ¢alismalarda elde ettigimiz sonuglar da diger
calismalarda elde edilen bu sonuglarla benzer niteliktedir. Biitin maruz birakma
deneylerindeki test ve kontrol gruplarinda, larvalar test sisteminin tabaninda yerlesme

egilimi gostermektedirler. Ayni sekilde Cgo-NP’ler de hareketsiz su ortamlarinda farkli
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boyutlarda kiimelenerek tabana ¢okmektedirler. Yapilan ¢aligmalarda, Cgo-NP’lerin tabana
¢okme oranmin kiimelenme biiylikligii ve test ¢Ozeltileri icerisinde baslangigta bulunan
partikil Kkonsantrasyonlar1 ile iliskili oldugu tespit edismistir. Bu nedenle baliklar
kullanilarak yapilan arastirma sonuglarinda hareketsiz test ortamlarinda Cgo-NP ve
Hg"%’nin birleserek tabana ¢okmesiyle MT-2 gen ekspresyonlarinda azalma oldugu tespit
edilmistir (Avdeev vd., 2004). Biitiin bu degerlendirmeler 1s1g81nda, elde edilen bulgular Cg
ve TiO,-NP’lerin potansiyel bir adsorbant yiizeyine sahip olmalari sayesinde, sularin
kontamine olmasina neden olan Hg+2 iyonlarinin ortamdan uzaklastirilmasina imkan
saglamaktadir. Bu nedenle, Cgp Ve TiO,-NP’lerin ¢evresel kontamine sularin 1slahinda ve
aritilmasinda 6nemli faydalar saglayacag: disiiniilmektedir. Yapilan bu calismada da Cgo
ve TiO,-NP’lerin varliginda sulu fazda diger metal iyonlarinin zebra baligi larvalar
tarafindan biyolojik olarak kullanilabilirligi benzer analizlerle degerlendirilmis ve daha
Once yapilan ¢aligmalarin sonuglarini dogrulayici nitelikte sonuglar elde edilmistir.

B-actin geninin ekspresyon duzeylerinin hicbir durumda degisiklik géstermemesi
hedef (MT-2) genin normalizasyonu ic¢in standart gen olarak secilmesine olanak
saglamaktadir. Casadei vd. (2011) 8 farkli zebra baligi standart genini analiz ettikleri bir
calismada kantitatif PZR’nda normalizasyon i¢in en uygun genin hangisi oldugunu
belirlemeye ¢aligmislardir. Calismadan elde ettikleri sonuglarda, B-actin’in larvalarin farkli
gelisim asamalarinda en fazla ifade edilen gen oldugunu ve ekspresyonun en yiiksek ve en
sabit diizeyde oldugunu tespit etmislerdir.

Biitiin NP’ler ¢ok kiigiik boyutlara sahip olduklarindan dolayr (<0,1 pm), kolaylikla
cevrenin kirlenmesine sebep olabilmekte ve insanlar ve diger canlilar igin risk
olusturabilmektedirler (Griffitt vd., 2007; Lanone vd., 2009). Bu nedenle, NP’lerin
potansiyel toksik etkilerinin ve en fazla hangi NP’iin ¢evreye daha biiylik zarar verdiginin
arastirilmasi ve agikliga kavusturulmasi giderek artan 6neme sahip olmaktadir. Yapilan bu
caligmalarda, Cu-NP’lerin zebra balig1 larvalar tizerindeki etkileri biyomarkir bir gen olan
MT-2 ekspresyon degisimleri degerlendirilerek arastirilmis ve suda ¢dziinebilen iyon hali
olan Cu*? ile toksisite acisindan karsilastirilmistir. Ayrica, CaCO3; olarak su sertliginin
arttirtlmasinin ve su igerisindeki EDTA varliginin Cu*? ve Cu-NP’iin toksisiteleri iizerine
etkileri zebra baliklarindaki MT-2 geninin ekspresyon degisimleri karsilastirilarak
degerlendirilmistir. 96 saat siireyle gergeklestirilen akut toksisite deneylerinde Cu-NP ile
Cu™®1mn LCsp degerleri karsilastirildiginda Cu-NP’lin daha diislik toksik etki gosterdigi

tespit edilmistir. Bu sonuglar, Cu-NP ve Cu* ile daha once yapilan toksisite
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calismalarindan elde edilen sonuglarla uyum igerisindedir (Griffitt vd., 2007; Lanone vd.,
2009). Elde edilen bu sonuglara gore, zebra baligi larvalarinda iyon haldeki Cu ile nano
haldeki Cu arasindaki toksisite farkinin Cu-NP’iin farkli fizikokimyasal 6zelliklerinden
kaynaklandig1 s6ylenebilir.

Cu-NP ve Cu* zebra bahigi larvalarmin MT-2 gen ekspresyonlarinda 6nemli
derecede bir artisa neden olmus ve gen ekspresyon artisinin Cu*?’a maruz kalan larvalarda
2,9 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir. Daha fazla ekspresyon artisinin, iyon haldeki
Cu’mm zebra baligi larvalarinda daha fazla birikim olusturmasindan kaynaklandigi
sOylenebilir. Bilindigi tlizere Cu’in larvalar tarafindan viicuda alinimi, su yoluyla
solungaglara gecerek ve bagirsaklardan emilim yoluyla ger¢eklesmektedir (Minghetti vd.,
2010). Zebra baligi larvalart besin kesesine sahip olduklarindan Cu’in bagirsaklardaki
emilimi minimum diizeyde olmaktadir. Cu’in zebra balig1 solungaclarindan sadece
¢oziinmiis haldeki Cu*? olarak degil ayni zamanda nano Cu olarak da gegebildigi rapor
edilmistir (Griffitt vd., 2007). Ayrica, deniz suyunda pH ve tuzlu bilesenlerin degismesinin
de Cu’in c¢oziniirliiglini arttirdigr bilinmektedir (Palmer ve Benezeth, 2008). Canl
vicudundaki Cu tutulum geni olan CTR1 geni ve ATP7A ve G genlerinin ekspresyonu
dahi viicut igerisindeki Cu akisini ve dengesini saglamak i¢in arttirilmaktadir (Chen vd.,
2011). Benzer sekilde, yapilan bu ¢alismalarda da Cu-NP’e maruz kalan zebra baligi

*2°3 maruz kalan larvalardaki

larvalarinin viicutlarindaki Cu birikiminin, iyon haldeki Cu
birikimden daha az oldugu, MT-2 gen ekspresyonlar1 arasindaki farkliliklar
degerlendirilerek tespit edilmistir.

Bu c¢alisma kapsaminda yapilan testlerden elde edilen sonuglar CaCOj3 olarak su
sertliginin arttirilmasinin, Cu™1n larvalar iizerindeki toksisitesinin azalmasina ve Cu-
NP’iin ise toksisitesinin artmasina neden oldugunu gdstermistir. Cu’in bu iki formu
arasindaki toksisite farkinin NP’lerin sahip olduklar1 farkli fizikokimyasal 6zelliklerden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Bunun yaninda, su sertliginin Cu’in baliklara olan
toksisitesi lizerinde dnemli bir etkiye sahip oldugu ve yumusak sularda Cu’in toksisitesinin
sert sulardakine oranla daha yiiksek oldugu soylenebilir. Biyotik ligand modelleri (6rn.,
baliklar) tizerindeki baglanma bdlgeleri igin, kalsiyumun (Ca) Cu ile rekabetine oranla
daha &nemli bir sertlik katyonu oldugu diisiiniilmektedir. Ornegin, yapilan birka¢ ¢alisma
sonucunda gorilmistiir ki Ca sertligi, hem baliklar i¢in (Erickson vd., 1996; Welsh vd.,
2000; Naddy vd., 2002; Terzi ve Verep, 2012), hem de omurgasiz hayvanlar (De

Schemphelaere ve Janssen, 2002; Naddy vd., 2002) icin kimyasal ve metal toksisitesi



51

acisindan koruyucu bir etkiye sahiptir. Sonug olarak Ca, canlilarin hayatta kalabilmesi i¢in
gerekli olan temel bir elementtir. Bunun yaninda, Ca’un baliklardaki Cu-biyotik ligand
baglanma bdlgeleri icin kimyasal olarak rekabete giren 6nemli bir katyon oldugu
distiniilmektedir.

EDTA da sucul organizmalarda metallerin biyolojik olarak kullanilabilirligini
etkiledigi bilinen diger bir kimyasal maddedir (Khangarot, 1981). Yapilan bu calisma
sonucunda Cu®** ve Cu-NP’lerin bulundugu su ortamlarina EDTA ilave edildiginde Cu
toksisitesinin ve MT-2 gen ekspresyonlarinin 6nemli derecede azaldigi tespit edilmistir. Bu
sonug, EDTA’nin test suyu igerisindeki Cu*? iyonlariyla baglanip, su icerisinden ¢ok az
miktarda serbest iyon ¢ikisini saglayarak ve bu sayede metallerin larvalar tarafindan
viicuda almim oranmi azaltarak kalict bir EDTA-iyon (Cu'®) degisim kompleksi
olusturdugunu gostermektedir. EDTA gibi su igerisinde muhtemel metal toksisitesini
azaltan maddeler, sadece birikme sonucu olusan Cu’1 degil ayn1 zamanda Cu gibi viicut
igerisinde varolan, canli igin gerekli ve fizyolojik 6neme sahip olan eser elementleri de
ortadan kaldirmaktadir. Lepistes (Poecilia reticulata) baliklar1 kullanilarak yapilan bazi
calismalar, EDTA’nin kompleks bir yapt olusturmasi nedeniyle Cu’in toksisitesinde
onemli derecede azalma meydana geldigini agik¢a gostermistir (Khangarot, 1981). Bu
caligmalar ayrica diger toksisiteden koruyucu maddelerin, salmonid tiirlerinde de Cu ve
¢inkoya (Zn) kars1 etkili bir koruma sagladigini gostermistir (Sprague vd, 1965). Sodyum
sitrat, sodyum tiyosulfat vb. anti-kirletici maddelerin, Cu tuzlarinin toksisitesini énemli
derecede azalttigi (Shaw ve Brown, 1974), bunun yaninda EDTA’nin metal toksisitesini
azaltmada en etkili madde oldugu yapilan ¢alismalar sonucunda tespit edilmistir (Sprague
vd., 1965).

NP’lerin sanayide yaygin sekilde kullanilmasi, onlarin ¢evresel etkileri konusunda
belirsizliklere neden olmaktadir. Metal NP’lerin su igerisinde kismen ¢oziinebilme
yetenegine sahip olmalar1 nedeniyle, kirletici 6zelligi olan metallerden iiretilmis NP’lerin
baliklarda  toksik etkilerinin ~ biyomarkir gen ekspresyonlarindaki ~ degisimler
degerlendirilerek arastirilmasi blyik 6nem arzetmektedir (Klaine vd., 2008). Yapilan bu
toksisite denemelerinde doza bagli olarak Cu?* ve Cu-NP’lerin, MT-2 geninin mRNA
diizeylerinde degisimlere neden oldugu tespit edilmistir. Bu genler kendi islevsel
ozelliklerinin yanisira, ¢evresel Cu kirliliginin izlenmesi i¢in de potansiyel biyomarkirlar
olarak gorev yapmaktadirlar. Sonu¢ olarak, Cu*? ile Cu-NP’iin zebra balig1 larvalarinda

toksisitelerini karsilagtirdigimiz ¢aligmalarda Cu*®1n LCso degerinin Cu-NP’e oranla ¢ok
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daha diisiik (daha toksik) oldugu belirlenmistir. Cu*®1n larvalardaki toksisitesi ve MT-2
gen ekspresyonlarindaki degisimler su sertliginin arttirllmasiyla azalmis, fakat Cu-NP
uygulanan larvalarda su sertliginin arttirilmasiyla toksisite ve gen ekspresyon
degisimlerinde artis tespit edilmistir. Ayrica, su icerisinde EDTA varliginda Cu*? ile Cu-
NP’iin toksisiteleri ve gen ekspresyon degisimlerinde azalma egilimi goriilmistiir. Suda
¢oOziinebilen iyon haldeki Cu i¢in varolan calismalar ve diizenlemeler, metalik NP’lerle
ilgili giivenilirlik endisesini ortadan kaldiracak yeterlilikte degildir. Bunun yaninda, zebra
balig1 embriyo-larva sistemi, biyomarkir gen ekspresyon degisimleri yardimiyla toksik
etkilerin belirlenmesi i¢in olduk¢a faydali bir yontemdir. Bu nedenle yapilan bu arastirma,
entegre edilmis nanotoksikolojik denemelere 151k tutabilecek niteliktedir.

Gunimdz bilim insanlart nano Olgekli {irinlerin gelistirilmesinin bilime, saglik
sektorline ve teknolojiye faydali olacagi konusunda hemfikirdirler, fakat onlarin ¢evreye,
Ozellikle de sucul c¢evreye salinimi insanlarda, canli organizmalarda ve hassas
ekosistemlerde zararli etkilere neden olabilmektedir (Guzman vd., 2006; Barrena vd.,
2009). Ulkeler, endiistriler ve bagimsiz bir gevresel bilim toplulugu arasinda etkin bir is
iligkisinin  gelistirilmesi, uygun  ekotoksikolojik  calismalarin  gelistirilmesini

kolaylastiracak, ¢cevresel zararlarin belirlenmesini ve 6nlenmesini saglayacaktir.



5. SONUCLAR

Bu ¢alismada, yeni bir NP test sistemi gelistirilerek Cgo, TiO2, Cu ve Ag NP’lerin
zebra baligi larvalariyla doz-etki deneyleri yapilmig, NP’lerin letal (LCsp) ve subletal
konsantrasyonlar1 belirlenerek MT-2 proteinini kodlayan genin ekspresyonundaki
degisimler, Sybergreen yontemiyle ve Real-time PZR araciligiyla analiz edilmistir. Bunun
yaninda, NP’lerin karakteristik 6zellikleri belirlenerek Hg+2, su sertligi (CaCOg3) ve EDTA
ile su ortamindaki etkilesimleri incelenmistir.

Kullanilan test canlilarina zarar vermeden homojen bir karisim ortami saglayan NP
test sistemi igin, iki litrelik cam beherler ve ¢oklu manyetik katistiricilar kullanilmustir.
Yapilan ICP-OES metal analizleri sonucunda statik sistemde olusan NP kaybinin %95
duzeyinden %20 seviyelerine kadar diistiigii tespit edilmistir. NP’lerin letal (LCs) ve
subletal konsantrasyonlarini belirlemek amaciyla statik test sistemi ile larval zebra baliklari
icin doz-etki deneylerinde benzer sonuglar elde edilemezken, yeni test sistemi ile {i¢ farkli
zamanda tekrarlanan doz-etki deney sonuglarinin tekrarlanabilir oldugu goériilmistiir.
Yapilan deneyler sonucunda 96 saat LCsy degerleri Ag, Cu ve TiO, NP’ler igin sirasiyla
0,27; 0,65 ve 897 mg/L olarak hesaplanmistir. Farkli zamanlarda gergeklestirilen bagimsiz
deneylerin LCsp degerlerinin varyasyon katsayilari oldukga diisiikk olmakla birlikte Ag, Cu
ve TiO,-NP’ler i¢in sirastyla %14,81; %10,94 ve %12,69 olarak hesaplanmustir.

Testlerde kullanilan NP’lerin parcacik biiyiikligii etkilerinin, diger toksik maddelerle
ve test suyunun 6zellikleri ile etkilesimlerinin arastirildigi ¢alismalarda, artan miktarlarda
Hg* konsantrasyonlari ile yapilan MT-2 gen ekspresyon degisimlerinin regresyon analizi
sonucunda, bulunan sonuglar arasinda giiclii bir lineer iliski (R2 = 0,9688) oldugu

+2,

belirlenmistir. En ylksek subletal doz olan 25 pg/L Hg™“’nin MT-2 gen ekspresyonunu
kontrol grubuna oranla 10 kat (%89) arttirdig tespit edilmistir (P < 0,001).

Ceo-NP’ler ile Hg"™®’nin birlikte etkisinin arastirildigi gen ekspresyon deneyleri
sonucunda Cgo’1n Hg+2’n1n toksisitesini %84 oraninda azalttigi belirlenmistir. Sadece Cg
bulunan ve Ce ve Hg™*’nin birlikte bulundugu su drnekleriyle yapilan nanosight ve ICP-
OES analizleri sonucunda zamana bagl olarak su siitunundaki Cgg miktarinda kiimelenme
ve sedimantasyon nedeniyle bir azalma gériilirken Cgo ve Hg**’nin birlikte bulundugu su
ortaminda iki maddenin miktarinda da daha hizli bir azalma tespit edilmistir (P < 0,001).

Elde edilen bu sonuglara gore, Cg ile Hg™® nin su igerisinde kompleks bir yap1 olusturmasi



54

ve bu olusum nedeniyle Hg"*nin larvalar tarafindan viicuda alimminin énemli diizeyde
azaldig1 diistiniilmektedir.

24 saat siireyle 25 ug/L Hg™ ve artan miktarlarda TiO,-NP’e maruz kalan zebra
balig1 larvalarinin MT-2 gen ekspresyonlarinda ters orantili bir iliski oldugu belirlenmis,
TiO,-NP  konsantrasyonu artarken gen ekspresyonunun Onemli derecede azaldigi
belirlenmistir. Partikiil yiizey alaninin toksisite iizerine etkisinin arastirildigi deneylerde
TiO, bulk partikiilin NP’e oranla Hg*?’nin toksisitesini énlemede daha az etkili oldugu
tespit edilmistir. Sadece TiO,-NP bulunan ve TiO,-NP ve Hg**’nin birlikte bulundugu su
ornekleriyle yapilan nanosight analizleri sonucunda zamana bagli olarak su siitunundaki
TiO,-NP miktarinda kiimelenme ve sedimantasyon nedeniyle bir azalma goriiliirken TiO,-
NP ve Hg*#nin birlikte bulundugu su ortaminda iki maddenin miktarinda da daha hizl bir
azalma tespit edilmistir. ICP-OES analizi sonuglari, TiO,-NP’lerin ylizey alanlarinin daha
fazla olmasi nedeniyle bulk partikiile oranla su siitunundaki Hg*? miktarinda daha fazla
azalmaya sebep oldugunu gostermistir (P < 0,001).

96 saat siireyle Cu*? ve Cu-NP’iin 3 farkli zamanda yapilan doz-etki deneyleri
sonucunda LCsy degerleri sirasiyla 226 pg/l (195 - 262) ve 648 pg/l (575 - 733) olarak
hesaplanmistir. Regresyon analiz sonuglari, MT-2 gen ekspresyon degisimleri ile Cu*? (R
= 0,9492) ve Cu-NP (R? = 0,9860) konsantrasyonlar: arasinda kuvvetli bir pozitif lineer

+25

iliski oldugunu gostermistir. Bu deneylerde ayrica Cu™“’in sebep oldugu gen ekspresyon

artistnin Cu-NP’e gore 3 kat fazla oldugu tespit edilmistir.

+2,5

iki farkli deney sonucu 40 pg/L Cu™in zebra bahg: larvalarinin MT-2 gen
ekspresyonunu 6nemli derecede arttirdigini gostermistir. Ayrica su sertligi (CaCO3) ve
EDTA’nin (5 mg/L) Cu™1n toksisitesini gen ekspresyonu agisindan onemli derecede
diistirdiigii tespit edilmistir (P < 0,001). MT-2 gen ekspresyon degisimleri agisindan; Cu-
NP artan konsantrasyon serileri, CaCOg ile Cu-NP artan serileri ve EDTA ile Cu-NP artan
konsantrasyon serilerinin Karsilastirildigi deney sonuclari gostermistir ki; CaCO3 olarak
sertligi yuksek olan sularda Cu-NP’iin toksisitesi artarken EDTA varliginda Cu-NP’iin
toksisitesi azalma egilimindedir. NP’lerin subletal dozlarinin zebra baligi larvalarinda
notokord egriligine ve besin keselerinde dezenformasyona sebep olduklari tespit edilmistir.
Guniimizde NP’lerin su ortamindaki davraniglari, organizmalar tarafindan viicuda alinma
mekanizmasi ve potansiyel toksik etkileri konusunda halen ¢ok az bilgi mevcuttur. Yapilan

bu calisma, NP’lerin ¢evremizde olusturdugu risklerin tespit edilebilmesine kolaylik

saglayabilecek ve gelecekte yapilmasi diisiiniilen ¢aligmalara 1s1k tutabilecektir.



6. ONERILER

Nanoteknoloji giinlimiiz diinyasinda ekonomik biiyiimede, saglik sektoriinde ve
uretim teknolojilerinin gelistirilmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu durum g6z oniinde
bulunduruldugunda nanomalzemelerin iiretim, gelistirme, tasinma, kullanim ve sonrasinda
imha islemleri esnasinda farkli ekosistemlerle temast kaginilmazdir. Bundan dolay:
nanomalzemelerin cevre sagligi iizerinde olusturabilecegi riskler gboz Oniinde
bulundurulmalidir.

NP’lerin ¢evresel diizeylerinin gilinlimiizde c¢ok diisiik seviyelerde oldugu
distiniilmekle birlikte bu konuda yapilmig ¢alismalar olduk¢a sinirhidir. Bu nedenle yeni
izleme, 6lgme ve gorlntuleme tekniklerinin gelistirilerek ekotoksikolojik ¢aligmalar
vasitastyla cevresel seviyelerinin zararli diizeyde olup olmadigi belirlenmelidir.

NP’lerin ekosistemlerde izleyecekleri yollarin tanimlanmasinda ve etkilerinin
belirlenmesinde kiime olusturma ve sedimantasyon ozelliklerinin agikliga kavusturulmasi
gerekir. Yapilacak calismalarda NP’lerin kolloidal ¢ozeltilerinin dogal ekosistemlerde
gosterecekleri kararliligin ve kiimelenme {izerinde diger organik maddelerin etkisinin
arastiritlmasi i¢in ylizey suyu Orheklerinden yararlanilmalidir. Ayrica, kiimelenmenin
ardindan nano boyutlarini koruyup korumadiklar1 ve kiimelenen pargaciklarin sedimente
taginip burada yasayan canlilarla etkilesimleri konulariin ayrintili olarak degerlendirilmesi
gerekir.

Maruz kalma siiresini artirarak gerceklestirilecek deneylerle canlilarin uzun vadede
davraniglarindaki degisikliklerin incelenmesi de NP’lerin sucul ekosistemler Uzerindeki
etkilerinin ortaya ¢ikarilmasinda 6nemli bulgular saglayabilir. Av-avci iligkisi icinde olan
canlilarla yiiriitiilecek kronik testler vasitasiyla uzun vadede NP’lerin izleyecegi yollar ve
besin zincirinde olusturacagl etkilerin arastirilmasi ekotoksikolojik ¢alismalara 151k
tutabilecektir.

NP’lerin ekosistemler (zerindeki etkilerini tartismak igin uluslararasit kuruluslarin
diizenledigi birgok kongre ve toplantilar bulunmaktadir. Ulkemizde ise NP’lerin
ekotoksikolojisi konusuna yeterince ilgi gosterilmemektedir. Ulke genelinde bu konu
lizerindeki caligmalara hiz verilmesi ve konuya gereken Onemin gosterilmesi

gerekmektedir.
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