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OZET

CINKO OKSIT (ZnO) NANOPARTIKULLERIN ZEBRA BALIGI (Danio rerio)
LARVALARI UZERINE GENOTOKSIK ETKILERI VE GEN EKSPRESYON
DEGIiSIMLERININ BELIRLENMESI

Gokay ULUTAS

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Ana Bilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi
Damsmam: Yrd. Dog. Dr. Halis BORAN

Endiistriyel nanopartikiiller, aligtimamis fizikokimyasal 6zelliklerinden dolay1 canlilarda
bulunan doku, organ, hiicre, hiicre i¢i yapilar, DNA ve protein diizeylerinde potansiyel olarak
olumsuz etkiler olusturabilmektedirler. Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda, ZnO
nanopartikiillerin etkilerinin kismen mi yoksa tamamen mi Zn*? iyonlarindan kaynaklandig tam
olarak anlasilamamustir. Bu ¢alismada, ZnO nanopartikiiliiniin ve uygun konsantrasyonlarda
suda ¢oziinebilen ZnCl, kaynakli Zn*? iyonlarmnin larval zebra baliklar1 (Danio rerio, 72 saatlik)
tizerine potansiyel toksik etkileri, stres gen (p53, rad51 ve mt2) ekspresyonlarindaki degisimler
es zamanl kantitatif PZR (RT-qPCR) teknigi kullanilarak karsilagtirilmigtir. Ayrica, ZnCl, ve
ZnO nanopartikiiliiniin olusturabilecegi genotoksik etkiler belirlenmeye calisilmistir. Calisma
sonucunda, 0-60 mg/L araligindaki konsantrasyonlarda ZnCl, ve ZnO nanopartikiiliine maruz
birakilan zebra balig1 larvalarmin % 50’sini 6ldiiren letal konsantrasyonlar sirasiyla 4,66 + 0,11
ve 21,37 + 1,81 mg/L olarak hesaplanmustir. Ayrica, ZnCl, ve ZnO nanopartikiiline 96 saat
siireyle maruz birakilan zebra baligi larvalarinin kan hiicrelerinde, konsantrasyona bagli olarak
DNA zincir kiriklari tespit edilmistir. DNA hasarmin ZnCly’e (% 55,3) maruz birakilan
larvalarda, ZnO nanopartikiiliine (% 25,4) maruz birakilanlara oranla daha yiiksek oranda
oldugu tespit edilmistir. Stres gen ekspresyon degisimlerinin ise direkt olarak konsantrasyona
bagli olmadig1 tespit edilmesine ragmen ZnCl, ve ZnO nanopartikiiline maruz birakilan
larvalarin mt2 gen ekspresyonlarinda kontrol grubuna oranla sirasiyla 20,5 ve 2,5 kat artis
belirlenmistir. Toksik etkilerin genel olarak benzerlik gostermesi, ZnO nanopartikiiliiniin

toksisitesinin iyonlasma nedeniyle olusan Zn** iyonlardan kaynaklandigini ortaya koymustur.

2015, 49 sayfa
Anahtar Kelimeler: ZnO Nanopartikiil, DNA Hasari, Gen Ekspresyonu, Zebra Baligi, Akut

Toksisite.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF GENOTOXIC EFFECTS AND GENE EXPRESSION
CHANGES OF ZINC OXIDE (ZnO) NANOPARTICLES IN ZEBRAFISH (Danio rerio)
LARVAE

Gokay ULUTAS

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Fisheries
Master Thesis
Supervisor: Yrd. Do¢. Dr. Halis BORAN

Engineered nanoparticles can potentially generate adverse effects on tissue, organ,
cellular, subcellular, DNA, and protein levels due to their unique physico-chemical properties.
To date it is not yet completely understood, whether effects of zinc oxide (ZnO) nanoparticles
are solely or partly due to dissolved Zn?*. The present study compare potential effects of ZnO
nanoparticles and corresponding concentrations of ion Zn?* by water soluble ZnCl, to larval (72
h post fertilization) zebrafish (Danio rerio) by analysing changes in expression levels of stress-
related genes (p53, rad5l, and mt2) by real-time quantitative PCR (RT-gPCR). Another
objective was to assess genotoxicity of ZnO nanopartciles and ZnCl,. The lethal concentrations
for 50% mortality (LCsp) in larval zebrafish exposed (96 h) to 0-60 mg/L ZnO nanoparticles and
ZnCl, were 21.37 + 1.81 and 4.66 + 0.11 mg/L, respectively. A concentration-dependent
increase in DNA strand breaks was detected in blood cells from larvae exposed (96 h) to ZnO
nanoparticles and ZnCl,. DNA damage was higher in ZnCl, (% 55.3) than ZnO nanoparticles
(% 25.4) exposed larvae. Induction of stress-related genes in larvae was complex and not
directly related to ZnO nanoparticles and ZnCl, concentrations, although there was 20.5 and 2.5
fold increase in mt2 gene expression of larvae exposed to ZnCl, and ZnO nanoparticles relative
to control. The similarities of the effects lead to the coclusion that effects of ZnO nanoparticles

are mainly related to the release of Zn** ions.

2015, 49 pages
Keywords: ZnO Nanoparticles, DNA Damage, Gene Expression, Zebrafish, Acute Toxicity.
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

“Nano” yunanca ve latincede ciice, metrik sistemde metrenin milyarda biri
anlamma gelmektedir. Bir nanometre (nM) metrenin milyarda biri kadardir. Nano
Olgekteki nesneler boyutlar: bilinen diger nano ve mikro boyutundaki dogal bilesenlerle
karsilastirilarak Olglileri konusunda daha ayrmtili bilgi saglanabilmektedir. Maddeler
nano boyutta normal hallerinden ¢ok farkli davranislar gosterirler. Normalde elektrigi
ve 15181 iletmeyen maddelerin nano boyuttaki iletkenlikleri ¢cok yiiksektir. Sert olmayan
maddeler, nano boyutta iken tam tersi 6zellikler gostererek elmastan bile sert bir
davranig gosterebilirler (Mark vd., 2007; Crane vd., 2008).

Uretilen nanoteknoloji iiriinlerinin daha dayanikli, daha hafif ve daha hassas
ozelliklerle donatilmis olmasi giinlimiizde nanoteknolojiyi ilgi odag1 haline getirmistir.
Nanoteknoloji vizyonunun ortaya ¢ikisini, 1959 yilinda fizik¢i Richard Feynman’in
malzeme ve cihazlarin molekiiler boyutlarda tiretilmesi ile basarilabilecekler {izerine
yapmig oldugu “There’s Plenty of Room at the Bottom” baslikli {inlii konugmasina
kadar dayandirabiliriz. Nanoteknolojinin 6nemini ‘“2000’li yillarda insanlar geriye
donlip baktiklarinda neden 1960’lara kadar bu konu ile ilgili ciddi g¢alismalarn
baslamadigimi merak edecekler” sozleriyle aciklayan Feynman, minyatiirize edilmis
enstriimanlar ile nanoyapilarin Olgiilebilecegi ve yeni amaglar dogrultusunda
kullanilabileceginin altin1 ¢izmistir. Feynman’in baslattigi bu akim, giiniimiize kadar
miithis bir hiz ve bilgi birikimi ile devam etmistir. 2000 yilinda “Amerikan Ulusal
Nanoteknoloji Gurubu” kurulmus ve nanoteknolojiye verilen maddi destek 2005 yilinda
milyar dolara yaklagsmigtir. 2000 yilinda “Amerikan Ulusal Saghk Enstitiileri
Biyomiihendislik Konsorsiyumu”, “Nanobilim ve Nanoteknoloji: Biyomedikal
Aragtirmalarm Sekillendirilmesi” baslig: ile yapilmistir. Bu konsorsiyumun en 6nemli
faydas1 nanoteknolojinin tip ve biyolojideki kullanim alanlarmin daha iyi anlagilmasi
olmustur (TUBITAK, 2004). 21. yiizyilin en énemli teknolojisi olan nanoteknolojide,
ilk olarak 1985 yilinda Amerikali bilim adami Richard B. Fuller tarafindan Cego
(fulleren) kesfedilmis ve tiretilmistir (Sekil 1).



Sekil. 1. Cgo nanopartikiil (fulleren) taneciginin ii¢ boyutlu goriiniimii.

Giliniimiizde de artik nanoteknolojinin gelismesiyle, farkli sahalarda yararlanmak
iizere sentetik olarak yeni Ozellikler kazandirilan nanomalzemeler iiretilmektedir.
Malzemenin boyutlar1 nano dlgek diizeyine yaklastik¢a olusan yeni 6zellikler sayesinde,
nanomalzemeler sanayide genis kullanim alani bulmus ve gelistirilen iriinler hizla
giindelik hayatimiza girmistir (Handy vd., 2008). Tekstil sanayiinde giyim tiriinlerinin
yani sira teknik iriinlerde de nanomalzemeler kullanilmaktadir. Ziraat tekstilleri, ingaat
malzemeleri, spor malzemeleri, endiistriyel tekstiller, tibbi tekstiller gibi teknik tekstil
driinleri nanomalzemeler kullanilarak tiretilmektedir. Ayrica boya endiistrisinde de
nanoteknolojik malzemelerden yararlanilmis, binalarin genellikle dis cephelerinde ve
gerektiginde i¢ cephelerinde faydalanilmak iizere; kendi kendini temizleme, yiiksek
koruma, koku 6nleme, antimikrobiyal ve antibakteriyal gibi nitelikler tasiyan boyalar
iiretilmistir. Nanoteknolojiden yararlanan bir baska sektor de kozmetik endiistrisidir.
Nanomalzemeler kullanilarak {iretilen dis macunu, giines kremleri, tiras losyonu,
nemlendirici, deodorant gibi gesitli tirlinler tiiketici piyasasina sunulmustur. Diger bir
sanayi dali olan otomotiv endiistrisi de; hafif motor ve gerceve parcalarinin yapimi,
stirtinmeye kars1 dayanikli malzemelerin iiretimi, asinmaya kars1 koruyucu katmanlar

gelistirilmesi gibi farkli alanlarda nanoteknolojiden faydalanmistir (SCENIHR, 2006).

Nanoteknolojinin ve nanomalzemelerin uluslararasi diizeyde 6nem kazanmasi ve
kullanimmnin artmasi ile birlikte basta EPA (Cevre Koruma Orgiitii) olmak {izere
ABD’de ve Avrupa’da ¢ok sayida kurulus bu iriinlerin potansiyel zararli etkilerini
belirleme calismalarina baslamistir (Wiesner vd., 2006). Nanoteknolojinin kullanim
alanimin biiytikliigli ve hizli bir sekilde gelisip yayilmasi goz Oniine alindiginda, bu
malzemelerin zararl etkilerinin belirlenmesi, ¢evre ve halk sagligmin korunmasinda

onemli bir yere sahiptir (Moore, 2006; Kroll vd., 2009).



Glinlimiizde ¢ok sayida yapilan nanopartikiil (NP) toksisite test arastirmalarinda
elde edilen veriler olduk¢a problemli ve karmagiktir. Bunun nedeni, nanopartikiillerin
kiimelenme 6zelliklerinin deney elemanlar1 ve 6l¢lim sistemlerinin diizgiin ¢alismasina
olanak saglamamasidir. Biiyiikliiklerine ve dagilim o6zelliklerine bagli olarak
nanopartikiiller sucul ortam igerisinde hem dagilma hem de bulunduklar test sisteminin
tabanma ¢okme egilimindedirler (Limbach vd., 2005). Nanopartikiiller i¢in giiniimiizde
kullanilan test yontemleri, giivenilir risk 6l¢ciimii, dogrulama ve standart test protokolii
diizenleme agisindan bazi problemlere sahiptir. Bu nedenle farkli laboratuarlar
tarafindan gergeklestirilen testlerde farkli sonuglar elde edilmektedir. Son zamanlarda
uygulanan test metotlari muhtemelen nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zelliklerinden
etkilenmektedir, bu sorunu asabilmek icin nanopartikiill risk degerlendirme
caligmalarinda hiicresel toksikolojik deney metotlarinin uygun hale getirilmesi veya
yeni bir test sisteminin kullanilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir (Kroll vd., 2009; Boyle
vd., 2015). Nanopartikiillerin su ortamindaki zararh etkilerini degerlendirebilmek igin;
dogru deney sistemlerinin kullanilmasi ve ¢evresel maruz kalma sartlarini gz oniine
alarak test canlilar1 i¢in uygun maruz birakma diizeneginin olusturulmasi oldukg¢a

Oonemli bir kriterdir.

1.2. Nanoteknolojinin Tarihi ve Giiniimiiz Nanoteknoloji Endiistrisi

Maddeler {izerinde 100 nanometre Olgeginden daha diisik boyutlarda
gerceklestirilen ve ticari bir amaca yOnelik olarak isleme, Olciim, modelleme ve
diizenleme gibi caligmalar1 kapsayan bilim dalina nanoteknoloji ad1 verilmektedir. 21.
yiizyilda gelismekte olan ve en 6nemli bilim dallarindan biri olarak ifade edilen
nanoteknoloji, ilk olarak 1959 yilinda Amerikali bilim insani Richard Feynman’in
nanoyapilarin esas yapilardan daha farkli 6zellikler tagidigini vurgulamasi ve bilim
insanlarmin dikkatini nanometre boyutlarma ¢ekmesiyle ivme kazanmustir. Ilk olarak
1981 yilinda taramali tiinelleme mikroskobunun (STM), daha sonra 1985 yilinda atomik
kuvvet mikroskobunun (AFM) kesfi, ylizeyde bulunan atomlarm ve molekiillerin
incelenmesine, atomsal boyutta tepkimelerin izlenmesine olanak tanimistir. Bu sayede
20. ylzyilim son doneminde nanoteknoloji endiistrisi hiz kazanmis ve dogada
bulunmayan yeni nanomalzemelerin atomsal seviyede {iretilmesine baslanmistir
(TUBITAK, 2004).



Nanoteknoloji giiniimiizde de fizik, kimya, biyoloji, ilag, ¢evre, bilgisayar, uzay
ve elektronik gibi bir¢ok endiistri alaninda da kullanilmaya baslanmistir. Nano alan
gelecekteki miihendislik ve bilim ¢alismalarinin temelini olusturacak bilimler arasi
aragtirmalarin ve egitimin esas basamagi olarak goriilmektedir. Diinya ekonomisinde
sOz sahibi olan iilkeler son donemlerde nanoteknoloji alanindaki arastirma-gelistirme

calismalarma ve yatirimlara oldukga yiiksek miktarda kaynaklar ayirmaktadir (Sekil 2).
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Sekil. 2. Nanoteknoloji tiretim teknolojisinde 6nde gelen tilkeler ve bu teknoloji i¢in
ayirdiklar1 fonlar.

Boyutlar1 1-100 nm arasinda degisen bilesikler nanotoz olarak adlandirilmaktadir.
Nanotoz olarak iiretilen maddeler; metaller, metal oksitler, siilfitler, nitritler, boritler, ve
karpitler iken metal olmayan materyaller ise silika, silikon karpitler, karbon ve kalay
olarak siralanabilir. Nanotozlarin gliniimiizdeki kullanim alanlarina asagida 6rnekler
verilmistir. Cinko oksit ve titanyum dioksit nanotozlari; boya ve kaplamalar, giines
losyonu ve kozmetik, ayrica igme sularindaki Kirleticilerin elimine edilmesinde
kullanilmaktadir. Gozliik camlarinda, merceklerde kullanilan ¢izilmeyi Onleyen
malzemeler ve tibbi amagli kullanilan camlara kendi kendini temizleme 6zelligi veren
materyaller titanyum dioksit nanotozlarimi igermektedir (Pritchard, 2004). Mikro
Aliminyum nanotozlar, havai figeklerde ve patlayici maddelerde yanma &zelliklerini
artirmak amaciyla kullanilmaktadir. EImas nanotozlar; ayna, mercek, zimpara ve macun

gibi malzemelerde istenilen yiiksek parlakligi elde etmek icin kullanilmaktadir.
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Yaglama Ozelliklerini gelistirmek amaciyla yaglarda da elmas nanotozlar
kullanilmaktadir. Giimiis ve elmas nanotozlar1 boyalara ilave edilerek boyanin dis
etkenlerle asinmasini dnlemek ve koruma saglamak i¢in kullanilmaktadir. Nanobakir,
askeri malzemeler, elektriksel materyaller, asinmay1 onleyici yag katkilar1 ve bilgisayar
donanimlarinda kullanilmaktadir. Nanogiimiis ise daha ¢ok antimikrobiyal 6zelligiyle
bilinmektedir. Bu nedenle tekstil sanayinde bakteri olusumunu 6nleyici ve koku giderici
olarak kullanilmaktadir. Ayrica, gida paketleme ve beyaz esya sanayinde de giimiis

nanopartikiiller kullanilmaktadir (Mark vd., 2007).

1.3. ZnO Nanopartikiillerin Kullanim Alanlari

Bu tez ¢alismasima da konu olan ¢inko oksit (ZnO) nanopartikiiller bant araligi ve
bliylik baglanma enerjisi gibi oOzelliklerinden dolayr yar1 iletkenler arasinda en
onemlilerinden bir tanesidir. Bu 6zelliginden dolay bir ¢ok alanda kullanilabilmektedir.
Gaz sensorleri, seffaf elektrot, pH sensorleri, biosensorler, giines pili ve foto kataliz
caligmalarinda kullanilabilmektedir. ZnO nanopartikiillerin kullanilan materyallerdeki
performanslari, 6zellikle tane seklinin homojenligine, en/boy oranina, tane ylizeyinin

temizligine ve biiylitiilen tanelerin yonelimlerine baghidir (Moezzi vd., 2012).

Yapilan pek cok calismada, ¢inko oksit nanopargaciklariin mor oOtesi 1sinlarina
karst koruyucu etkisi oldugu, antioksidan ve antibakteriyel etkilere sahip oldugu
bildirilmigtir. Ayrica, gida ambalajlanmasinda kullanilarak gidalarin raf Omriiniin

uzatilmasinda, giines koruyucularda UV fitresi olarak ve dis macunlarinda kalinlastirict

olarak kullanilmaktadir (Pritchard, 2004) (Sekil 3).
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Sekil. 3. ZnO nanopartikiillerin toz hali ve ti¢ boyutlu goriiniimii (A) ve bir tiiketici
tirtinii olarak giines kremlerinde kullanilmasi (B).

1.4. Nanopartikiil Toksikolojisi

Nanotoksikoloji, nanopartikiillerin potansiyel toksik etkileri, risk degerlendirmesi
ve giivenilirlik boyutlarinin belirlenmesi amaciyla yapilan deneysel calismalar1 ifade
eder. Nanoteknoloji endiistrisi, maddelerin nano 6l¢ekte alisilmamis bir takim 6zellikler
kazanmasmin kesfedilmesiyle hizli bir gelisme kaydetmistir ve nanopartikiillerin bu
Ozellikleri ayn1 zamanda potansiyel toksisiteleri ve ekotoksikolojileri hakkinda bir takim
endiselere sebep olmustur. Degisen kuantum davraniglar1 ve reaktivitelerinin artmasi,
imal edilmis nanopartikiilleri endiistride pek ¢ok uygulamada kullanilabilir hale
getirmistir, ancak bu maddeler ¢evre ve canli organizmalar {izerinde beklenmedik bazi
olumsuz etkiler meydana getirebilmektedir (Handy vd., 2008). Ayrica, nanopartikiiller
kii¢iik olmalar1 sayesinde bir bariyer olusturarak diger Kimyasal maddelerin hiicre zar
ve hiicreleraras1 baglantilardan gecerek canli organizma hiicrelerine girigini

engellemektedirler (Lanone ve Boczkowski, 2006).

1.5. Nanopartikiillerin Sucul Ortam Uzerine Etkileri

Nanopartikiillerin sucul ¢evreye karigmasi yakin gelecekte iizerinde durulmasi

gereken yeni ¢evresel problemlere neden olmaktadir. Bilim insanlar1 6ncelikli olarak
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arastirilmaya gerek duyulan alanlarmn; kiiciik partikiillerin hidrodinamik davraniglars,
nanopartikiillerin sedimentler ve kolloit partikiillerle iliskisi, lipofilik organik bilesiklere
ve metallere baglanma o6zellikleri, diger kimyasal kirleticilerle olusan ve toksisitenin
artmasina sebep olan sinerjistik etki, canli organizmalar tarafindan viicuda alinma
yollari, pargacik blyilikligii ve yiizey Ozellikleri ve sucul ekosistemler iizerindeki
etkileri oldugunu kesin olarak ifade etmektedirler (Moore, 2006).

Sanayi atiklarinin ¢ogunun ve sehirsel atiksularin nehirlere, gollere ve kiyisal
sulara karigtigi bilinmektedir. Bu nedenle, nano 6lgekli endiistriyel iiriinler ve yan
drtinlerin de sucul ortamlara karigsmasi kaginilmazdir (Daughton, 2004). Ayrica,
cevresel izleme tekniklerinin yetersiz olmasi ve maddelerin normal ve nano formlarmin
ayirt edilmesindeki zorluklardan dolay1 nanopartikiillerin ¢evreye dagilimi ve miktarlari
konusunda c¢ok az bilgi mevcuttur. Giiniimiizdeki modelleme teknikleri
nanopartikiillerin ¢evresel konsantrasyonlarini pg/L diizeylerinde tespit edebilmektedir
(Boxall vd., 2007). iskandinav sucul ekosistemlerinde yapilan bir ¢alismada TiO,
nanopartikiil konsantrasyonunun 0,0007 ile 0,0245 pg/L arasinda degistigi tespit
edilmistir (Mueller ve Nowack, 2008; Perez vd., 2009).

Yiizeyalt1 denizel ve kiyisal ekosistemleri, pek¢ok omurgasiz canli ve balik
tiirlerine ait pelajik yumurta ve larvalar1 igeren genis mikrobiyal topluluklara sahiptir
(Wurl ve Obbard, 2004). Nanopartikiillerin sucul organizmalar tarafindan viicuda alimim
yollart; direkt olarak yutma, solungaclar araciligiyla giris, koku alma organlar1 ve deri
yoluyla viicut duvarindan gegis seklindedir. Omurgasiz canlilarda hiicresel bagisiklik
sistemi, bagirsak epiteli ve hepatopankreas, yutulan nanopartikiiller i¢cin muhtemel
hedef bolgeler iken (Moore, 1990), baliklarda ise karaciger nanopartikiiller igin
muhtemel hedef organdir (Smedsrud vd., 1984).

Nanopartikiiller canli organizmalarda birkag farkli sekilde zehirlilik etkisi
olusturabilirler. Nanotoksisitenin ana molekiiler mekanizmasi, olusan serbest radikaller
nedeniyle canli viicudunda hiicresel oksidatif stres meydana gelmesidir (Lanone ve
Boczkowski, 2006). Nanopartikiillere asir1 miktarda maruz kalma durumunda, serbest
radikaller; lipid, protein ve DNA’nin oksidasyonuna sebep olarak biyolojik bilesenlerde

hasar meydana getirirler. Oksidatif stres, hiicresel inflamasyonun olusmasi ve
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artmasinda Onemli rol oynar (Rahman, 2000; Rahman vd., 2005; Lanone ve
Boczkowski, 2006). Serbest radikaller, yabancit maddelere kars1 fagositik hiicre etkisi,
antioksidan madde miktarmin yetersiz olmasi, gecis metallerinin varligi, cevresel
faktorler ve bazi1 nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zellikleri gibi birkag farkli faktérden
meydana gelebilir (Lanone ve Boczkowski, 2006). Nanopartikiillerin tirettigi potansiyel
serbest radikallerin yavas temizlenmesi ve dokularda birikim olusturmasi, karaciger ve
dalak gibi organlar1 oksidatif stresin ana hedefi haline getirmektedir. Ayrica, bobrek
gibi yliksek miktarda kan akisi olan organlar da nanopartikiillere maruz kalindiginda

olumsuz etkilenebilen organlardir.

Nanopartikiiller canli hiicre icerisindeki hiicresel bilesenlerle etkilesime girebilir,
hiicresel fonksiyonlar1 bozabilir veya degistirebilir ve reaktif oksijen tiirleri
olusturabilirler. Nanopartikiillerin mitokondri ve hiicre ¢ekirdegi ile etkilesime
girmelerinin zehirlenmenin ana kaynagi oldugu diisiiniilmektedir. Bunun sonucunda da
olusan hiicresel DNA hasari, hiicre dongiisiinde aksama, mutagenez ve apoptozise
neden olarak zehirlenmenin ana kaynagmi teskil eder (Unfried vd., 2007).
Nanopartikiillerin diger toksisite mekanizmalarinin, bulunduklar1 ortamla ¢ok hizli bir
etkilesime girmelerinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Nanopartikiiller dolasim
sistemine girdiklerinde kan bilesenleriyle etkilesime girerek hemoliz ve trombozise
sebep olabilirler. Ayrica, nanopartikiillerin bagisiklik sitemi ile etkilesimi sonucunda
canlilarda immiinotoksisiteyi arttirdiklar1 tespit edilmistir (Dobrovolskaia ve McNeil,
2007).

1.6. Akuatik Toksikoloji Deneyleri

Canli organizmalarin hiicreleri lizerinde kimyasal maddelere bagli 6nemli yap1 ve
fonksiyon degisikliklerinin saptanmasi ve yorumlanmasi amaciyla deneysel toksikolojik
calismalar yapilmaktadir (Loomis, 1978). Toksikolojik deneyler, sadece kimyasal
maddelerin canli organizmalar iizerindeki zararli etkilerini agiklamak i¢in degil, bu
maddelerin toksik etkilerinin goriilmeyecegi doz degerlerini saptamak icin de
yapilmaktadir. Deneylerde uzun siireli madde maruziyetine bagl zehirlilik etkileri
aragtirtlacak ise, deneyin yapildig1 zaman periyodu igerisinde de ayni Ozellikte

maddelerin, su hacimlerinin ve test kosullarinin uygulanmasi gerekir (Altinok vd.,
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2011). Ayrica, 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).

Toksikolojik deneylerde kullanilan deney canlilar1 artan miktarlarda toksik
maddelerin bulundugu ortamda tutularak bu maddelerin canlilar tizerindeki etkileri
arastirilir. Bu arastirmalarda; 6liimler, ireme ve denge bozukluklari, gelisme durumlarsi,
ylizme yetenekleri, histolojik ve biyokimyasal de§isimler ve organlarin aktiviteleri gibi
faktorler incelenir. Testlerde kullanilan materyal tek bir kirletici olabilecegi gibi birden
fazla madde igceren kompleks bir karisim da olabilir (APHA, 1992; Laufer ve Nation,
1999). Toksikolojik deneylerde ayni 6zelliklere sahip canlilar, farkli miktarlarda toksik
maddeye maruz birakilmaktadir. Toksik madde disindaki faktorlerin etkilerinin ortadan
kaldirilmas1 bakimindan testlerde ayrica kontrol grubu kullanilir (EPA, 1993; Unsal,
1998; Altinok, 2004).

Zehirlilik deneyleri; testin siiresine, test ortamina, toksik madde ilavesine ve
amaglarina gore siiflandirilmaktadir. Test siirelerine goére yapilan smiflandirmada
testler, akut ve kronik olmak tizere iki sekilde gruplandirilir. Akut toksikolojik testler,
deney siiresi 24, 48, 72 ve 96 saatlik zaman dilimleri kullanilarak yapilmaktadir. Deney
stiresi, deneyde kullanilacak canli tiiriine gore de degisiklik gostermektedir. Bu siire
boyunca kullanilan organizmanin biiyiime ve gelisimi de g6z 6niinde bulundurulmalidir.
Kronik testlerde deney siiresi 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 lizerine etkileri incelenmektedir (FAO, 1987;
Unsal, 1998). Toksikolojik deneyler, kirletici ilavesine gore statik, yar 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 siiresi boyunca herhangi bir degisiklik yapilmaz. Bu deneylerde metabolizma
sonucu olusan atiklarin su kalitesinde meydana getirecegi olumsuzluklar1 gidermek
amaciyla genellikle 96 saatlik siire tercih edilmektedir. Yar1 statik toksik testlerde,
deney ortamu belirli zaman araliklariyla yenilenmekte olup, bu zaman araliklar1 toksik
madde ve deneyde kullanilan organizma tiiriine gére degismektedir. Bu test tiiriinde

genellikle farkli zaman dilimleri tercih edilmektedir. Bu sayede, statik testlerde
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metabolizma atiklar1 ve diger bazi nedenlerden kaynaklanan su kalitesindeki
degisimlerin olumsuz etkileri ortadan kaldirilmig olmaktadir. Siirekli akis sistemli
testlerde ise, deney ortami1 devamli olarak yenilenir ve deney siiresince su kalitesinde
metabolizma atiklar1 nedeniyle herhangi bir degisiklik meydana gelmez. Bu testler
dogal ortam sartlarini en iyi sekilde temsil eden deney sistemleridir (FAO, 1987; Unsal,
1998).

Zehirlilik testleri, toksik maddelerin zararl etkilerini ve su kalitesini belirlemek,
atiklar1 ve bu atiklarin bosaltildig1 alanlar1 izlemek, gida zincirinin {ist seviyesindeki
canlilar1 korumak, insanlar tarafindan tiiketilen su {irlinlerinin saglik agisindan zararl
olup olmadiklarmi belirlemek ve toksik maddelerin organizmalar iizerindeki uyarici
etkilerini ve biyolojik birikimini gézlemlemek i¢in yapilmaktadir. Ayrica, farkli toksik
maddelerin canli organizmalara olan etkilerini karsilastirmak ve bu toksik maddelere
kars1 tepkilerini 6lgmek amaciyla da bu testler yaygin sekilde gerceklestirilmektedir
(Nowak, 1992; Arnold vd., 1996; Klauning, 2000; Leblond vd., 2001).

1.7. Biyodeneylerde Deney Canhlarinin Se¢imi

Toksikolojik deneylerde kullanilacak olan canlilar miimkiin oldugunca ekosistemi
temsil edebilecek yerli tiirler olmalidir. Segilecek olan bu tiiriin ekolojik ve ekonomik
Oneme sahip olmasi ve teminin de kolay olmasi gerekmektedir. Tiir i¢i ve tiirler
arasinda duyarhlik farklilik gosterdiginden miimkiin oldugunca genis bir duyarlilik
araligma sahip canlilar se¢ilmelidir. Bu tiirlerin laboratuvar kosullarina dayanikliliginin
yiksek ve kiiltlirlerinin de yapilabilir olmas1 gerekir. Secilecek tiirler en az bir ay
stireyle laboratuvarda saglikli sartlarda muhafaza edilebilmelidir. Deney canlilarmin
biyolojilerinin, tuzluluk, pH ve sicaklik isteklerinin 6nceden bilinmesi gerekir. Canli
organizmanin gida zincirindeki diizeyi, ekonomik yonden onemi ve en hassas evresi
bilinmelidir. Ayrica, denemede kullanilacak organizmalar uygun boyda olmalidir

(Greenberg vd., 1985; Rand, 1995; Atamanalp, 2004).

Sunulan bu tez ¢aligmasinda deney canlis1 olarak zebra baligi (Danio rerio) (Sekil
4) larvalar1 tercih edilmistir. Calismamizda bu tiiriin tercih edilme nedenleri; laboratuvar

sartlarma uyum yeteneginin yiiksek olmasi, genel fizyolojisi, genetik yapis1 ve
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davranislarinin iyi bilinmesi, embriyonun dig ortamda gelismesiyle tiim sathalarinmn
izlenebilmesi ve degisiklik yapilabilmesi, bir¢ok insan hastalik ve gelisim genleriyle
benzer genler bulundurmasi, genetik analizler i¢in uygun olmasi, insan genlerinin
karsilastirilmali haritalanmasinda kullanilmasi ve haftada yaklasik birey basina 120-150

yumurta liretebilme kapasitesine sahip olmalar1 gibi dzellikleridir.

Sekil. 4. Toksikolojik deneylerde anag olarak kullanilan zebra baliklari1 (Danio rerio).
1.8. Gen Ekspresyonu

Gen ekspresyonu ya da gen ifadesi, DNA dizisi olan genlerin, fonksiyonel protein
yapilarina doniismesi 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 molekiilii haline ¢evrilmesi (translasyon)
islemlerinin tamami gen ifadesi (ekspresyonu) olarak tanimlanir. 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 kullanilmasi ile

ortaya konulmustur (Yauk ve Berndt, 2007).

Gen ifadesinin en genel 6l¢iim amaci karsilagtirmadir. Farkli hiicrelerdeki genlerin
mRNA diizeylerini karsilagtirma, bir organdaki tiimor hiicresiyle normal bir hiicrenin
karsilastirilmasi, farkl siirelerle ila¢ uygulamasi yapilan veya toksik maddelere maruz
kalan canlilarin genlerindeki ekspresyon degisimlerinin karsilastirilmas: gibi amagclarla

gerceklestirilmektedir (Suter vd., 2004).
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1.9. DNA Hasarn (Comet Assay)

DNA hasarmin hassas bir sekilde Olgiilmesine olanak taniyan teknikler
giinlimiizde bliyiik 6nem kazanmistir. Tek hiicreli jel elektroforezi veya siklikla tercih
edilen diger adiyla “Comet Assay” teknigi hiicre diizeyinde DNA hasarin1 saptamak ve
miktarmi belirlemek i¢in uygulanan non-invaziv, hizli ve hassas bir floresan
mikroskobik yontemdir. 1988 yilinda ‘‘Alkali Comet Assay’’ olarak tanitilmasindan
sonra ¢esitli modifikasyonlarla gelistirilerek ¢ok farkli tiplerde DNA hasarmin
belirlenmesinde kullanilir hale gelmistir. Yaslanma, molekiiler epidemiyoloji, klinik ve
genetik toksikoloji alanlarinda 6nemli uygulamalari olan ‘‘Comet Assay’’ son yillarda
giderek artan bir siklikta apoptozis, oksidatif stres-antioksidan c¢aligmalarinda da
yeralmistir. Islem basamaklari; hiicre siispasiyonunun hazirlanmasi, mikroskop
lamlarinin hazirlanmasi, lizis islemi, alkali ortamda DNA siiperkoil yapisinin agilmasi
(alkali unwinding), elektroforez islemi, noétralizasyon islemi, DNA’nin boyanmasi ve
“comet”lerin goriintillenmesi, comet sayimi ve DNA hasarmin belirlenmesi gibi

asamalar1 kapsamaktadir (McKelvey-Martin vd., 1993).

1.10. Onceki Cahsmalar

Nanopartikiillerin ~ canli  organizmalar  iizerindeki olumsuz etkilerinin
degerlendirildigi toksikolojik c¢alismalar olduk¢a az sayidadir. Karbon 60 (C60)
nanopartikiilleri, boyutlar1 ve fizikokimyasal 6zellikleri iyi bilinen nanoyapilar olmalar1
nedeniyle yapilan ilk ¢alismalarin pek ¢cogunda kullanilmistir. Yapilan bu calismalar
sonucunda, memeli hayvanlara ait hiicre kiiltiiriiyle karistirilan fullerenlerin, hiicresel
oksidatif strese neden oldugu ve hiicresel toksisitenin, yag icerisinde meydana gelen
¢ozlinmeden kaynaklandigi tespit edilmistir (Colvin, 2004; Sayes vd., 2004). Karbon 60
nanopartikiillerin ylizey alanlarinin degisimi, yaglardaki alifatik ve hidroksil gruplara
tutunarak ¢oziinmelerini azaltabilir ve bu sayede toksisitede azalma meydana gelebilir
(Sayes vd., 2004).

Giniimiize kadar nanopartikiillerin toksik etkileri hakkindaki yapilmis
caligmalarin ¢ogu memeli hayvanlar (fare, domuz vb.) ile yapilan c¢aligmalardir.

Ozellikle, karbon nanotiipler, TiO,, kadmiyum ve metal oksit nanopartikiillerin
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hayvanlardaki solunum sistemi {iizerine etkilerine yonelik ¢alismalar agirhiktadir.
Yapilan bu caligmalarin ¢ogunun sonucunda, nanopartikiillerin intratrakeal olarak
hayvanlara verildiginde 6nemli derecede akciger hasar1 olusturduklar1 ve dokularda
iltihaplanma ve fibroza neden olduklari tespit edilmistir (Takenaka vd., 2004; Handy ve
Shaw, 2007). Ancak, son yillarda iiretilen nanopartikiil ve nanoteknoloji {irlinlerinin
hizli artis1 géz Oniine alinarak, nanopartikiillerin letal ve subletal zehirlilik deneyleri;
baliklar, omurgasizlar, sucul organizmalar ve midye gibi canlilarda da yapilmaya
baglanmigtir. Deniz taragi ve mavi midye (Mytilus edulis) kullanilarak yapilan
calismalarda nanopartikiillerin bu canlilarda endositoz yoluyla sindirim sistemine
gegtikleri belirlenmistir. Bunun yanmda, nano Olcekteki patikiiller denizel ortamdan

toplanan midyelerin tamaminin karacigerlerinden izole edilebilmistir (Moore vd., 1997).

Omurgasiz canlilar ve baliklarla yapilan c¢aligmalarda C60 fullerenler mg/L
diizeylerinde zehirli etki gosterebilmektedir, ancak sonugta elde edilen LCso degerleri
nanopartikiillerin hazirlanma metodu ve ¢oziicii tiiriine gore farklilik gosterebilmektedir.
Bu deneyler sonucunda, canli organizmalarin nanopartikiillere sulu fazda maruz
birakildiklarinda birikimin, 6zellikle solungaglarda ve bagirsaklarda meydana geldigi
tespit edilmistir. Alabaliklarda karaciger, nanopartikiiller i¢in en 6nemli hedef organ
olarak belirlenmis ve baliklarin karacigerlerinde 6nemli derecede biyokimyasal
degisimlerin olustugu tespit edilmistir (Kashiwada, 2006; Lovern vd., 2007). Karbon
icerikli nanopartikiil toksisite deney ¢alismalari, balik beyninin de potansiyel bir hedef
organ oldugunu ortaya koymustur. Karbon 60 nanopartikiil uygulanan genis agizh
levrek (Micropterus salmoides) baliginda beyin dokusundaki lipid peroksidasyonunda
artig, golyan baliginda (Pimephales promelas) ise peroksizomal lipid tasiyici protein
olan PMP70 miktarinda %42 oraninda bir azalma belirlenmistir (Oberddrster, 2004;
Oberdorster vd., 2006). Organik bir bilesik olan tetrahidrofuran (THF) ile karbon 60
karigimma maruz birakilan larval zebra baliklarinin hayta kalma oranlarinda azalma ve
kontrol grubuna oranla gen ekspresyonlarmmda diisiik miktarda bir degisim tespit
edilmistir (Henry vd., 2007). Bunun yaninda, zebra baligi larvalarinin embriyolojik
gelisimlerinde gecikme ve yumurtadan ¢ikis oranlarinda da azalma meydana geldigi

tespit edilmistir (Zhu vd., 2007).
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TiO; nanopartikiillere maruz birakilan gokkusagir alabaliklarinin  beyin
dokularinda herhangi bir toksik etki goriillmemesine ragmen, solungaglarinda oksidatif
stres kaynakli etkiler goriilmiistiir. Bu durum beyinde bir hasarin olusumunun
nanopartikiil tiirtine bagl olarak degistigini gostermektedir (Federici vd., 2007). Zebra
baliklarinda solunga¢ filament genisliklerinde herhangi artis goriilmezken ribozomal
fonksiyonda gen ekspresyonlarinda 6nemli derecede degisimler tespit edilmistir (Griffitt
vd., 2009). Baska bazi nanopartikiillere oranla TiO, nanopartikiiller daha diisiikk oranda
toksik etki gostermektedirler. Yavru sazan baliklariyla (Cyprinus carpio) yapilan
deneylerde yiiksek nanopartikiil konsantrasyonlarinda dahi 6liim goriilmezken solunum
sisteminde konsantrasyona bagli olarak stres olusumu ve oksidatif stres etkisi nedeniyle
stiperoksit dismutaz, katalaz, peroksidaz ve laktoperoksidaz enzim miktarlarinda

degisiklikler tespit edilmistir (Hao vd., 2009).

Metalik nanopartikiillerden su igerisinde kismen ¢oziinme 6zelligine sahip olan
bakir (Cu) nanopartikiillerin zebra baliklarinda 48 saatlik akut toksisite deneyi
sonucunda LCsy degeri 1,5 mg/L olarak belirlenmistir. Diger bir metalik NP olan giimiis
(Ag) nanopartikiillerin baliklarda toksik etkilerinin degerlendirildigi ¢alismalarda,
golyan balig1 embriyolarinda 96 saat LCsg degerleri 35 ve 100 nm boyutlarindaki
nanopartikiiller i¢in swrasiyla 9,4 ve 10,6 mg/L olarak tespit edilmistir. Ayrica,
konsantrasyona bagli olarak larva anormalliklerinde artis belirlenmistir (Laban vd.,
2010). Yavru gokkusagi alabaliklar1 ile yapilan biyobirikim deneylerinde en fazla Ag
nanopartikiil birikiminin solungaclarda ve karacigerde oldugu tespit edilmistir (Scown

vd., 2010).

Cinko oksit (ZnO) nanopartikiillerin zebra balig1 embriyolarindaki toksik etkileri
iizerine yapilan bir ¢aligma sonucunda, doza bagl olarak perikardiyal 6dem ve
yumurtadan ¢ikma oranlarinda dnemli derecede azalma oldugu tespit edilmistir. Ayrica,
ZnO nanopartikiillere maruz birakilan zebra baligi embriyolarinda oksidatif stres ve
hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin olugmasi nedeniyle toksik etkiler meydana geldigi

belirlenmistir (Zhu vd., 2009).

Nanopartikiillerin sucul organizmalarda viicut igerisindeki absorbsiyonu, dagilima,

yerlesimi, bunun yaninda protein seviyeleri, metabolizma ve bosaltim {izerine etkileri
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hakkinda yeterince c¢alisma bulunmamaktadir (Handy vd., 2008). Bunun yaninda,
serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumundan kaynaklanan oksidatif stres
konusunda da arastrmaya gereksinim duyulmaktadir. Sulu fazda nanopartikiillere
maruz birakilan canli viicudunda olusan oksidatif stres nedeniyle, eser element
metabolizmasinda bozulma, damar sertligi, epitel hiicrelerindeki antioksidan savunma
sisteminde degisimler ve solungaglarda hasar meydana gelebilmektedir (Kashiwada,
2006; Smith vd., 2007). Bu konuda yapilan c¢alismalar, nanopartikiillerin sucul
organizmalarda oksidatif stres olusturdugu ve oOzellikle, oksitleyici ajanlara karsi

hassasligiyla bilinen DNA’da hasar meydana getirdigini gdstermistir (Linse vd., 2007).

Nanopartikiillerin bazi sucul omurgasizlara etkileri konusunda yapilmis birkag
calisma mevcuttur. Su piresinin (Daphnia magna), ckotoksikoloji c¢aligmalar1 i¢in
standart bir organizma oldugu bilinmektedir ve bu canli kullanilarak nanopartikiillerin
LCso degerlerini belirlemeye yonelik birkag ¢alisma yapilmustir. Karbon 60 fulleren
nanopartikiillere 21 giin siireyle 5 mg/L doza kadar maruz birakilan su pirelerinde en
yiikksek konsantrasyonda %40 oraninda O6lim meydana geldigi tespit edilmistir
(Oberdorster vd., 2006). Bunun yaninda, toprak solucani, bakteri, alg ve su bitkileri
(deniz nanoplanktonlari, bitki hiicreleri) kullanilarak da nanopartikiil ekotoksisite

calismalar1 gerceklestirilmistir (Lyon vd., 2006; Tong vd., 2007).

1.11. Cahsmanin Onemi ve Amaci

Ozellikle su kaynaklar1 ve sucul ortamlar endiistriyel nanopartikiillere maruz
kalma konusunda risk altinda bulunan ortamlardir. Nanopartikiillerin su ortamindaki
davranislari, sucul organizmalar tarafindan viicuda alinma kapasitesi ve olusabilecek
potansiyel toksik etkileri konusunda giiniimiize kadar yapilmig caligmalar oldukga
smirlidir. Nanopartikiillerin ¢evremizde olusturdugu risklerin belirlenebilmesi ig¢in
oncelikle sucul canlilar tizerindeki etkilerinin detayli olarak arastirilmasi gerekmektedir.
Sucul ortamda organizmalar {izerindeki etkilerin anlasilabilmesi ig¢in nanopartikiillerin
fizikokimyasal 6zellikleri, viicuda alinim mekanizmasi, davraniglar1 ve maruz kalma
yonteminin iyi anlasilmasi gerekir. Ayrica, nanopartikiillerin sucul canlilardaki toksisite

mekanizmalarmni tespit edebilmek icin oksidatif stres nedeniyle olusabilecek DNA
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hasarlar1 ve stres gen ekspresyonlarindaki degisimlerin molekiiler diizeyde belirlenmesi

Onem arz etmektedir.

Bu caligmada, zebra baligi larvalar1 kullanilarak ticari amagla imal edilen ZnO
nanopartikiillerin homojen bir karisim ortami saglayan toksikolojik test sistemi
yardimiyla genel ekotoksikolojik ve fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi Ve
molekiiler genetik diizeyinde toksik etkilerinin tespit edilmesi hedeflenmistir. Bu
amagcla bu calismada;

1- ZnO nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zellikleri,

2- Doz-etki deneyleri yardimiyla ZnO nanopartikiillerin letal (LCsg) ve subletal
konsantrasyonlari,

3- Subletal konsantrasyonlarda ZnO nanopartikiillere maruz birakilan zebra balig
larvalarmin kan hiicrelerinde olusabilecek DNA hasarlar1 ve

4- Testlerde kullanilan zebra baligi larvalarinin stres gen (mt2, rad51 ve p53)

ekspresyonlarindaki degisimler real-time PZR teknigi ile belirlenmeye ¢aligilmistir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu tez calismasinda nanoteknoloji endiistrisinde yaygin sekilde kullanilmakta
olan ¢inko oksit nanopartikiiller (ZnO-NP, %80 Zn, partikiil biiyiikliigi: <100 nm,
spesifik yiizey alani: 25 + 7 m?/g) zebra baligi larvalarmda toksikolojik agidan
degerlendirilmigtir. Calismada kullanilan ZnO nanopartikiiller ve diger kimyasal

maddeler arac1 medikaller araciligiyla temin edilmistir.

2.2. Fizikokimyasal Analizler

Toksikolojik deneylerde kullanilan ZnO nanopartikiillerin fiziksel goriiniimleri,
boyutlar1 ve kiimelenme durumlarinin belirlenmesi amaciyla Taramali Elektron
Mikroskopu (SEM; JSM-6610 Scanning Electron Microscope, JEOL Corporate, Japan)
ile goriintiileme islemi yapilmistir. Goriintiileme isleminde, elektron mikroskopunun
yaklasma mesafesi 12 mm ve voltaji 20 kV olacak sekilde ayarlanmistir. Ayrica,
deneylerde  kullanilan  test  ¢ozeltileri  igerisindeki  gercek  nanopartikiil
konsantrasyonlarmi belirlemek amaciyla Indiiktif Eslesmis Plazma-Optik Emisyon
Spektrometresi (ICP-OES, Perkin Elmer Optima 7000 DV) kullanilmistir. Bu amagla
test ¢ozeltilerinden farkli konsantrasyonlarda ve farkli siirelerde su 6rnekleri alinmustir.
Cozeltiler icerisinde bulunan ZnO nanopartikiillerin tamamen ¢oziinmesi i¢in 6lgiim
isleminden 6nce su drneklerine derisik nitrik asit (HNO3) ilave edilmistir. Deneylerde
test sular1 igerisindeki Zn konsantrasyonlari, hazirlanan standart ¢ozeltilere kars1 ICP-

OES cihazinda okunarak tespit edilmistir.

ZnO nanopartikiillerin karakteristik 6zelliklerinin gen ekspresyon degisimleri ile
olan iligkilerinin belirlenmesi amaciyla Zetasizer (Nano ZSP; Malvern Instruments Ltd.,
Malvern, UK) nanopartikiil izleme analizi yapilmistir. Bu amagla; test ¢ozeltilerinden su
ornekleri alinmis, goriintiileme sistemi igerisine konulmus ve sivi igerisinden gegirilen
lazer 1511 vasitasiyla nanopartikiillerin goriintiilenmesi saglanarak partikiil biiyiikliigii,

partikiil konsantrasyonu ve kiimelenme miktarlar1 6lgtilmiistiir.
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2.3. Toksikolojik Test Canhlar

Deneylerde kullanilan 10-12 aylik damizlik zebra baliklar1 akvaryum baliklari
saticisindan temin edilmistir. Damizlik zebra baliklarinin 10 litrelik akvaryumlar
icerisinde tiremeleri saglanmis, akvaryumlarin tabanina yerlestirilen gézenekli 1zgaralar
yardimiyla ana¢ baliklarin yumurtalar1 yemeleri engellenmistir. Daha sonra, akvaryum
tabaninda biriken dollenmis yumurtalar sifonlanarak toplanmis ve petri plaklarina
aktarilmistir (Sekil 5). Doz-etki ve gen ekspresyon denemeleri igin haftalik olarak 1500-
2000 civarinda larva elde edilmistir. Dollenme isleminden 72 saat sonra yumurtadan
cikan saglikli larvalar toplanarak deneylerde kullanilmistir. Damuzlik baliklarin
laboratuar sartlarma adaptasyonunda ve toksikolojik testlerde en az 24 saat siireyle
dinlendirilmis klor icermeyen sebeke suyu kullanilmistir. Giinliik olarak yapilan
yemlemede damizlik baliklara bir defa Artemia sp., sabah ve aksam olmak {izere iki
defa Tetramin hazir yem verilmistir. Baliklar 14 saat aydinlik, 10 saat karanlik olacak
sekilde fotoperiyot uygulamasina tabi tutulmustur. Test suyunun sicakligi, pH’s1 ve
¢Ozlinmiis oksijen miktarlar1 giinliik olarak, toplam sertlik, nitrit, nitrat ve amonyak
miktarlar1 haftalik olarak Ol¢lilmiistiir. Yapilan 6lglimler sonucunda, su sicakligl; 28 +
1°C, pH; 7,1 £ 0,5, ¢6ziinmiis oksijen; 7,2 £+ 0,8 mg/L, toplam sertlik; 53,06 + 1,3 mg/L
CaCOg, nitrit; <0,1 mg/L, nitrat; <20 mg/L ve toplam amonyak; <0,02 mg/L olarak

Olctilmiistiir.

1500-2000 larva

1 10 erkek + 10 disi — t
@0\0» 6 " Z @-»Q \
o 0® —

45 48 s 72s

Sekil 5. Damizlik zebra baliklarmdan dol alimi ve embriyo asamalari.
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2.4. Test Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Toksikolojik acgidan karsilastrma deneylerinde kullanilmak tiizere ZnO
nanopartikiiller ve dogal (iyon) hali olan ¢inko kloriir (ZnCly) ¢ozeltilerinin
hazirlanmasinda saf su kullanilmistir. ZnO nanopartikiil ve ZnCl, denemeleri igin, 1
mg/mL stok ¢ozeltiler hazirlanmis, konsantrasyon-etki deneyleri i¢in 6 farkli letal, DNA
hasar ve gen ekspresyon deneyleri igin ise 5 farkli subletal konsantrasyonlar
kullanilmigtir. ZnO nanopartikiil stok ¢6zeltisi igerisindeki kiimelenmeyi Onlemek

amaciyla 1 saat siireyle banyo tip sonikator yardimiyla sonikasyon islemi yapilmaistir.
y y yo lp y y Y $ yap S

2.5. Letal ve Subletal Maruz Birakma Deneyleri

ZnCly’iin - toksik etkilerinin  belirlenecegi deneylerde igerisinde 200 mL
dinlendirilmis sebeke suyu bulunan 400 mL’lik beherler kullanilmistir (Sekil 6).
Toksikolojik  deneylerde kullanilan ZnO nanopartikiillerin  letal ve subletal
konsantrasyonlarini, ayrica larvalarda meydana gelebilecek DNA hasarlar1 ve gen
ekspresyon degisimlerini belirlemek amaciyla homojen karisim saglayan nanopartikiil
test sistemleri kullanilmistir. Bu test sistemlerinde 6 adet 2 litrelik beher kullanilmis ve

deneyler 3 paralel olacak sekilde yiiriitiilmiistiir.

Sekil 6. Zebra balig1 larvalar1 kullanilarak 3 paralel olacak sekilde hazirlanmis ZnCl,
toksisite test iiniteleri.
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Toksikolojik testlerde dollenmeden 72 saat sonra yumurtadan g¢ikan saglikli
larvalar, 96 saatlik siireyle nanopartikiillere maruz birakilmistir. Test sistemlerinin her
biri igerisine 30’ar adet larva konulmus ve her bir deneme i¢in kontrol grubu
olusturulmustur. Nanopartikiil deneyleri siiresince ¢oklu manyetik karistirict yardimiyla
tiim sistemler igerisindeki sularin ayni hizda karigmasi saglanmigtir. Cam pastor pipeti
yardimiyla sisteme hava verilerek, olusan hava kabarciklar1 araciligiyla suyun yukari
yonde hareket etmesi saglanmistir (Sekil 7). ZnO nanopartikiiller su i¢erisinde homojen
dagilim1 saglamak amaciyla, banyo tipi sonikatorle 1 saat sonikasyon isleminden sonra
test sularma farkli konsantrasyonlarda ilave edilmistir. Konsantrasyon-etki deneyleri
sonunda Olii larvalar plastik pastor pipeti yardimiyla toplanarak sayilmis ve LCsg
degerleri hesaplanmistir. DNA hasar ve gen ekspresyon deneyleri igin ise, maruziyet
islemi sonunda canli larvalar toplanarak ependorf tiiplerine alinmig ve analiz asamasina

kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 7. Larvalara zarar vermeden donme hareketi yaparak homojen bir nanopartikiil
karigim ortami saglayan yari-izole toksikolojik test sistemi.

2.6. Gen Ekspresyon Degisimleri
2.6.1. RNA izolasyonu
Toplam RNA, zebra baligi larvalari biitiin halde ve bir ependorf tiipii i¢erisinde

30 adet larva olacak sekilde RNeasy mini kit (Qiagen) kullanilarak izole edilmistir. Bu

amagla; larvalarin igerisinde bulundugu tiipe lizis islemi icin RLT tamponu ilave
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edilmis ve prob sonikator kullanilarak larvalarin pargalanmasi saglanmistir. Elde edilen
lizat Qiashredder spin tiipiine aktarilmis ve 13000 g’de santrifiij edilmistir. Tiipiin dip
kisminda biriken siipernatan yeni bir mikrosantrifiij tiipiine aktarimis ve lizati
temizlemek i¢in 1:1 oraninda %70’lik etanol ilave edilmistir. Daha sonra tiip icerisinde
bulunan sivi karigimin tamami RNeasy mini tiipe aktarilmig, 13000 g’de santrifiij
edilmis ve tiipiin dibinde biriken s1v1 dokiilmiistiir. Ornek icerisinde bulunan DNA’y1
elimine etmek i¢in drnekler DNase ¢ozeltisine tabi tutularak 15 dakika bekletilmistir.
Sonrasinda, mini tiip yeni bir mikrosantrifiij tlipiine aktarilarak yikama islemi igin
iizerine 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 tiipinde toplanmas1 saglanmistir. Bu islem sonucunda 30 adet

larvanm bulundugu bir 6rnekten yaklasik olarak 30 pL RNA ¢6zeltisi elde edilmistir.

RNA izolasyon isleminden sonra NanoDrop 2000 spektrofotometre (Thermo
Scientific, Wilmington, DE, USA) kullanilarak 6rneklerdeki RNA konsantrasyonlari
Olciilmiistiir. Spektrofotometrede Olctim i¢in 2 upL  6rnek kullanilmis, RNA
konsantrasyonunun >100 ng/uL ve RNA kalitesinin 260/280: 1,8-2,1 araliginda olmasi

saglanmugtir. Biitiin islemler soguk ortamda ve buz icerisinde gergeklestirilmistir.

2.6.2. Revers (Ters) Transkripsiyon

RNA o6rneklerinden ImProm-11 Revers Transkriptaz Kiti (Promega) kullanilarak
komplementer DNA’lar (cDNA) iretilmistir. Bu amagla, NanoDrop ile RNA
konsantrasyonu 6lglilen 6rnekler alinmis ve biitiin 6rneklerin final konsantrasyonu 100
ng/uL olacak sekilde niikkleaz igermeyen su ilave edilerek seyreltilmistir. Daha sonra
PZR tiiplerine 8 pL seyreltilmis kalip RNA ve 16 pL revers transkripsiyon reaksiyon
karisimi ilave edilmistir. Icerisinde drnekler bulunan PZR tiipleri Termal Cycler (Bio-
Rad, T100) cihazina yerlestirilmis ve 1,5 saat siireyle 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 ayarlanmigtir. Reaksiyon isleminin bitiminde elde edilen komplementer

DNA o6rnekleri bir sonraki analiz islemine kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.
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Revers transkripsiyon isleminde asagida miktarlar1 verilen reaksiyon karigimi

kullanilmistir.
- Niikleaz igermeyen su 6,6 uL
- 5 x Reaksiyon tamponu 4 uL

- MgCl; (25mM)

2,4 uL

- dNTP karigimi (herbiri 10 mM) 1 pL

- Hegzaniikleotid primerler 1L
- Reverse Transkriptaz 1 uL
- Kalip RNA 8 uL

2.6.3. Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)

Gen ekspresyon deneylerinde hedef olarak; hiicresel tiimor proteini olan, hiicre

dongiisiinii diizenleyen tiimor baskilayici ve kanser olusumunu onleyici gérev yapan

p53, DNA onarim proteini olan, DNA’nin ¢ift zincir kiriklarinin onariminda gérev alan

rad51 ve hiicre igerisinde golgi aygitinin membraninda lokalize olan, metal ve agir

metallere duyarh ve baglayici 6zelligi olan mt2 proteinlerini kodlayan genler se¢ilmistir.

Ayrica ekspresyon degisimlerini karsilastirmali olarak hesaplamak amaciyla standart

gen olarak, sitoiskeletal sistemde gorev alan hiicre yapisi, biitiinliigli ve hareketinden

sorumlu beta aktin (S-actin) proteinini kodlayan gen se¢ilmistir. Her bir gene spesifik

primerler Bio Basic firmasindan temin edilmistir. Niikleotid primer dizileri ve hedef

amplikon bolgesi biiyiikliikleri Tablo 1°de belirtilmistir.

Tablo 1. Zebra baligi hedef genleri i¢in niikleotid primer dizileri.

) Niikleotid dizisi Amplikon
Hedefgen  Primer
5.3 biiyiikliigii
s Forward _ TTG TCC CAT ATG AAG CAC CA 00 b
P Reverse ~ TTT CCT GTC TCT GCC TGG AC P
Forward  ACT AGC CGT CAC CTG CCA GC
rad51 Reverse  ACT GCC CAC CAG ACC ATACCG TT 133 bp
Forward  CTG CGA ATG TGC CAA GAC TGG AAC
mt2 Reverse  GCG ATG CAA AAC GCA GAC GT 243 bp
factin Forward  ACA CAG CCA TGG ATG AGG AAA TCG 138 bp
Reverss ~ TCA CTC CCT GAT GTC TGG GTC GT
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Reaksiyonda kullanilacak olan mastir karigimi; forward primer, revers primer ve
SYBR green (SYBR Green JumpStart Tag Ready Mix, Sigma-Aldrich) 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 3 paralel olacak miktarda hazirlanmistir. Real-time PZR reaksiyonunda 3 paralel
olacak sekilde swrasiyla niikleaz icermeyen su, negatif kontrol, 1:10 oraninda
seyreltilmis DNA Ornekleri ve son olarak da reaksiyonun etkinligini belirlemek i¢in
farkli oranlarda seyreltilmis standart DNA o6rnekleri kullanilmistir. Orneklerin pipet
yardimiyla 0,2 mL’lik tiiplere konulmasindan sonra tiipler real-time PZR cihazina
yerlestirilmistir. Kantitatif PZR islemi i¢in real-time PZR cihazi (Qiagen, Rotor-Gene
3000) kullanilmig ve reaksiyon 40 dongii (2 saat 40 dakika) olacak sekilde asagida
verilen dongi sartlarinda gergeklestirilmistir.

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

2.6.4. Gen Ekspresyon Degisimlerinin Hesaplanmasi

Real-time PZR reaksiyonunda kullanilan bilgisayar yazilimi araciligiyla, DNA
replikasyonu sirasinda olusan floresan 1ginim miktarmin istatistiksel olarak Onemli
miktarda artt1ig1 seviyedeki dongii sayilar1 (Threshold Cycle, Ct) es zamanli olarak elde
edilmistir. Elde edilen, esik seviyesindeki dongii sayilar1 kullanilarak asagidaki

formiiller yardimiyla gen ekspresyonlarindaki degisimler kat olarak ifade edilmistir.
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Cr (Treshold cycle) : DNA 6rnegindeki floresan 1sinim miktarinin esik seviyesine
ulastig1 noktadaki dongii sayisi

ACrt = ortalama Cr hedef gen (Mt2) — ortalama Cr standart gen (B-actin)

AACT = ACt gmek— Ortalama ACr kontrol

RQ (Relative quantification) = 22T (gen ekspresyon degisimi)

Ayrica, reaksiyonun diizgiin calisip calismadiginin  bir gostergesi olarak
reaksiyonun etkinligi hesaplanmistir. Bu amagcla elde edilen degerler yardimiyla
standart egri olusturulmus ve egrinin egimi belirlenerek 10C€™ -1 formiiliinde yerine
yazilarak etkinlik degeri belirlenmistir. Reaksiyonun diizgiin bir sekilde calismasi i¢in
etkinlik degeri 0,9 ile 1,1 (%90 - %110) araliginda olmalidir. Real-time PZR
reaksiyonunun etkinliginin bu degerler disinda hesaplanmasi durumunda, hatanin

kaynag tespit edilerek reaksiyon yenilenmistir.

2.7. Larvalarda Hiicresel DNA Hasarimin Belirlenmesi (Comet Assay)

ZnO naopartikiillere 96 saat siireyle maruz kalan larvalar deney siiresi sonunda
1,5 mI’lik santifiriij tiiplerine (bir tiipte 30 adet larva) alinmis ve iizerine 300 uL RLT
buffer (Qiagen) ilave edildikten sonra doku homojenizatorii yardimiyla homojenize
edilerek hiicre siispansiyonu hazirlanmistir. Daha sonra 10 pl hiicre stispansiyonu 75 ul
% 0,5 LMP (disek erime 1sili) agaroz ile karistirilmistir (LMP agaroz 37°C’de
bekletilerek kullanilmistir). Uzerinde hiicre saymmi yapilan rodajli lamlarin ilk agamada
200 puL %1°lik NMP (normal erime 1sil1) agaroz ile yiizeyleri kaplanmig ve 10 dakika
bekletilmistir. Hiicrelerin tizerini kaplama islemi i¢in lameller kullanilmustir. Daha sonra
ikinci tabaka olarak hazirlanmis hiicre silispansiyonu ve LMP karigimmdan 80 pl
kullanilarak ikinci tabaka olusturulmus ve {izeri lamelle kapatilmistir. Bu islemden
sonra 20 dakika siireyle agarozun donmasi beklenmistir. Ugiincii tabakada ornekler
sadece 80 pL %0,5 LMP agarozla kaplanmis ve yine {lizeri lamelle kapatilarak agarozun
donmasi beklenmistir. Hazirlanan slaytlar daha 6nce hazirlanmis ve +4°C’de bekletilen
lizis soliisyonuna (2,5 M NaCl, 100 mM Na2 EDTA, 10 mM Tris, pH 10, %10 DMSO
ve %1 Triton X-100) daldirilmis ve en az 2 saat karanlik ortamda bekletilmistir. Slaytlar
yan yana elektroforeze konulmus ve +4°C’de 30 dakika bekletilmistir. Hazirlanan
ornekler 30 dakika 24 V 300 mA +4°C’de elektroforezde yiiriitiilmiistiir. Ytirlitme
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isleminden sonra slaytlar nétralize buffer ile 15 dakika yikanmis ve 0,5 mg/mL
konsantrasyonunda Etidium Bromiir ile boyanmistir. Pozitif kontrol i¢in hidrojen
peroksit (H,O2) kullanilmistir. Son olarak boyanmis slaytlar 400 X’de floresan
mikroskop (¢ikis filtresi 515-560 nm, bariyer filtresi 590 nm) altinda goriintiillenmis ve

sonuglar Comet IV bilgisayar yazilimi kullanilarak analiz edilmistir.

2.8. istatistiksel Analizler

Bu calismada gerceklestirilen doz-etki deneylerinin tamami bagimsiz olarak 3
farkli zamanda tekrarlanmis ve tiim veriler ortalama standart sapma olarak ifade
edilmistir. ~ Istatistiksel ~analizler ~SPSS 15.0 paket programi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Hedef gen ekspresyon diizeyleri, kontrol 6rneklerinin ortalamalari
ile karsilastirilarak kat degisim olarak ifade edilmistir. Farkli test kosullar1 altinda hedef
genler ve f-actin gen ekspresyonlarindaki 6nemli farkliliklar1 belirlemek amaciyla esit
degiskenler icin veri degerlerine once Levene testi, sonrasinda ise ANOVA testi
uygulanmistir. Coklu gruplar arasindaki 6nemli farkliliklar1 belirlemek igin Tukey testi

kullanilmistir. LCso degerleri Probit analiz metoduyla hesaplanmustir.

25



3. BULGULAR

ZnO nanopartikiillerin fiziksel goriinlimlerinin, pargactk boyutlarmin ve
kiimelenme durumlarinin belirlenmesi amaciyla Taramali Elektron Mikroskopu (SEM)
analizi yapilmistir. Analiz sonucunda ZnO nanopartikiillerin diizgiin olmayan kompleks
bir yapiya sahip olduklari, parcacik boyutlarinin 50-100 nm arasinda oldugu ve yiiksek

oranda kiimelenme egiliminde olduklari tespit edilmistir (Sekil 8).

20 kV x20,000 500 nm e— w

Sekil 8. ZnO nanopartikiillerin Taramal Elektron Mikroskopu (SEM) ile elde edilen
goriintiisii. Olgek cubugu 500 nm.

Nanopartikiiller hareketsiz su ortamlarinda kiimelenme ve tabana ¢okme egilimi
gostermektedirler. Bu 6zelliklerinden dolay: toksisite deneyleri sonucunda ¢ok farkli
sonuglar elde edilmektedir. Bu sorunun Oniine gegilebilmesi i¢in nanopartikiillerin su
icerisindeki davranis ozelliklerinin iyi bilinmesi gerekmektedir. ZnO nanopartikiillerin
bu ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla nanopartikiil izleme analizi ve ICP-OES analizi
yapilmistir. Analizler sonucunda, su siitununda baglangigta ortalama 255 nm olan
partikiil boyutunun 96 saatlik test siiresi sonunda kiimelenme nedeniyle 1543 nm’ye
kadar yiikseldigi tespit edilmistir (Sekil 9). Benzer sekilde ICP-OES analizi sonucunda
da su silitunundaki ZnO nanopartikiil konsantrasyonunun zamana bagli olarak
kiimelenme ve sedimantasyon nedeniyle miktarinda % 40 oraninda bir azalma meydana

geldigi belirlenmistir (Sekil 10).
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Sekil 9. 96 saatlik deney siiresince ZnO nanopartikiillerin (1 mg/L) su siitunundaki
boyutsal dagilima.
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Sekil 10. Nanopartikiil test sistemi igerisindeki sulu fazda ZnO nanopartikiillerin 96
saatlik maruziyet siiresi boyunca 6l¢iilen konsantrasyonlari.

Metalik nanopartikiiller su igerisinde kismen iyonlasarak c¢oziinebilirler. Zn
metalinin iyon (dogal) haliyle nanopartikiil halinin toksisite bakimindan farklilik
gosterip gostermedigini  belirlemek amaciyla, bu c¢alismada ZnCl, ile ZnO
nanopartikiiliiniin zebra balig1 larvalarindaki zehirlilik diizeyleri karsilagtirilmistir. Bu

amagla, 96 saat siireyle ZnCl, ve ZnO nanopartikiiliiniin 3 farkli zamanda yapilan
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konsantrasyon-etki deneyleri sonucunda LCsy degerleri sirasiyla 4,66 = 0,11 mg/L (GA:
3,96 - 5,88) ve 21,37 + 1,81 mg/L (GA: 16,75 - 28,87) olarak hesaplanmistir (Sekil 11).
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Sekil 11. Toksikolojik testlerde ZnCl, ve ZnO nanopartikiiliine 96 saat siireyle maruz
kalan zebra balig1 larvalarmin 6liim oranlari.

ZnCl, ve ZnO nanopartikiiline maruz kalan zebra baligi larvalarmin kan
hiicrelerinde olusabilecek DNA hasarlarin1 belirlemek araciligiyla “Comet Assay”
teknigi kullanilmistir. Subletal konsantrasyonlarda ZnCl, ve ZnO nanopartikiiliine
maruz birakilan larvalarm DNA’larinda maruziyet konsantrasyonuna bagli olarak
onemli derecede hasar tespit edilmistir. Ayrica, pozitif kontrol grubuna H0;
uygulanmast sonucunda olusan hasarm ZnCl, ve ZnO nanopartikiil uygulanan

larvalarda olusan hasardan daha yiiksek seviyede oldugu belirlenmistir (Sekil 12).

En yiiksek subletal konsantrasyonlarda ZnCl, (3 mg/L) ve ZnO (6 mg/L)
nanopartikiiliine maruz kalan larvalarm Comet analizi sonucunda olusan ortalama DNA
hasarlari, kontrol grubuna oranla sirasiyla % 55,3 ve % 25,4 olarak hesaplanmistir (P <
0,05). En diisik konsantrasyonlarda ZnCl, (0,1 mg/L) ve ZnO (0,2 mg/L)
nanopartikiiliine maruz kalan larvalarm Comet analizi sonucunda ise olusan ortalama

DNA hasarlari, kontrol grubuna oranla sirastyla % 4,2 ve % 3,4 olarak hesaplanmistir
(Sekil 13).
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Sekil 12. ZnCl, ve ZnO nanopartikiil uygulanan zebra baligi larvalarmin kan
hiicrelerinde Comet olusumu. (a) Kontrol, (b) 0,1 mg/L ZnCl,, (c) 3 mg/L
ZnCl, (d) H20 ile pozitif kontrol, (e) 0,2 mg/L ZnO np, (f) 6 mg/L ZnO np.
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Sekil 13. 96 saat siireyle subletal konsantrasyonlarda ZnCl; (iiggen) ve ZnO (daire)
nanopartikiiliine maruz birakilan larvalardaki DNA hasarlar1 (% kuyruk DNA,
Comet assay), P < 0.05.

ZnCl, ile ZnO nanopartikiiliniin gen ekspresyon degisimleri agisindan
karsilastirildig1 deneme sonuglarinda, 96 saat siireyle her iki maddeye de maruz kalan
zebra balig1 larvalarinda mt2 geni i¢in kontrol grubuna oranla sirasiyla 10 kat ve 2 kat
artty meydana gelmistir. Ayrica ZnCl, tin sebep oldugu gen ekspresyon artiginin ZnO
nanopartikiiliine oranla mt2 geni i¢in yaklasik olarak 5 Kkat fazla oldugu tespit edilmistir
(Sekil 14).
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Sekil 14. Toksikolojik testlerde 96 saat siireyle farkli konsantrasyonlarda ZnCl, ve ZnO
nanopartikiiliine maruz kalan zebra balig1 larvalarindaki mt2 gen ekspresyon
degisimleri.
rad51 geni ekspresyonunda kontrol grubuna oranla ZnCl, ve ZnO nanopartikiil
icin sirasiyla 2,5 kat ve 1,3 kat azalma meydana gelmistir. Ayrica ZnO nanopartikiillerin
sebep oldugu gen ekspresyon artisinin ZnCl,’e oranla rad51 geni i¢in yaklasik olarak
1,6 kat fazla oldugu tespit edilmistir (Sekil 15).

S
A

0,6 - [

0,2 A1

rad51 gen ekspresyon degisimi (kat)

Kontrol ZnCl, ZnO-NP

Sekil 15. Toksikolojik testlerde 96 saat siireyle farkli konsantrasyonlarda ZnCl, ve ZnO
nanopartikiiliine maruz kalan zebra balig1 larvalarindaki rad51 gen ekspresyon
degisimleri.

30



p53 geni ekspresyonunda ise kontrol grubuna oranla ZnCl, i¢in 6nemli bir
degisiklik goriilmezken, ZnO nanopartikiil deneylerinde 1,6 kat artiy meydana geldigi
tespit edilmistir. Ayrica ZnO nanopartikiillerin sebep oldugu gen ekspresyon artisinin
ZnCl,’e oranla p53 geni i¢in yaklasik olarak 1,5 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir
(Sekil 16).
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Sekil 16. Toksikolojik testlerde 96 saat siireyle farkli konsantrasyonlarda ZnCl, ve ZnO
nanopartikiiliine maruz kalan zebra balig1 larvalarindaki p53 gen ekspresyon
degisimleri.

Farkli konsantrasyonlarda ZnCl, tin mt2, rad51 ve p53 genlerindeki ekspresyon
degisimleri agisindan karsilastirildigi ¢alisma sonucunda mt2 genindeki ekspresyon
degisiminde, yiiksek konsantrasyonlarda yaklasik olarak 20 kat artis meydana geldigi
goriilmistir. Bunun yaninda, rad51 ve p53 gen ekspresyonlarinda &nemli  bir

degisikligin olusmadigi tespit edilmistir (Sekil 17).
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Sekil 17. Toksikolojik testlerde 96 saat siireyle farkli konsantrasyonlarda ZnCl,’e maruz
kalan zebra baligi larvalarindaki ti¢ farkli gende olusan ekspresyon
degisimleri.

Farkli konsantrasyonlarda ZnO nanopartikiillerin mt2, rad51 ve p53 genlerindeki
ekspresyon degisimleri agisindan karsilastirildigi ¢alisma sonucunda mt2 ve rad51
genlerindeki ekspresyon degisimlerinde, yiiksek konsantrasyonlarda yaklasik olarak

sirasiyla 2,5 kat ve 1,7 kat artis meydana geldigi goriilmiistiir (Sekil 18).
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Sekil 18. Toksikolojik testlerde 96 saat siireyle farkli konsantrasyonlarda ZnO
nanopartikiiliine maruz kalan zebra baligi1 larvalarinda ii¢ farkli gende
olusan ekspresyon degisimleri.
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Su igerisinde kismen iyonlagsmalar1 nedeniyle 6zellikle metalik nanopartikiiller
sucul organizmalar tizerinde toksik etkilere ve bunun sonucunda da oliimlere neden
olabilmektedir. Bu ¢alismada kullanilan ZnO nanopartikiiller, zebra balig1 larvalarinda
notokord egriligi, besin kesesinde sisme ya da biiziilme, kuyrukta erime gibi etkiler

olusturabilmekte ve ileri asamada da liimlerine sebep olabilmektedir (Sekil 19).

notokord

besin kesesi
E_L 800 800 um

Sekil 19. Zebra baligi larvasinin viicut bolimleri ve nanopartikiillere maruz kalan
larvalarda goriilen anormallikler. (A) Normal larvalar, (B) nanopartikiillere
maruziyet sonucu canli fakat anormal larvalar, (C) nanopartikiillere maruziyet
sonucu Olmiis larvalar.
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Nanopartikiillerin bildigimiz maddelerden ¢ok degisken ozelliklere sahip olmasi
ve bu Ozelliklerinin yeterli diizeyde anlagilamamasi zehirlilik deneylerinde istenmeyen
olumsuz durumlara sebebiyet vermektedir. Bu nedenle, nanopartikiillerin karakteristik
ozelliklerini belirlemeye yonelik caligmalar yapilmaksizin giiniimiizde yapilmakta olan
toksikolojik test yontemleri, nanopartikiil zehirlilik degerlendirme ¢alismalar1 igin
uygun degildir (Schulze vd., 2008). Nanopartikiillerin maddelerin dogal hallerinden ¢ok
degisken ozellikler sergilemesi, zehirlilik testlerinde kullanilan malzeme ve elemanlarla
etkilesime girmelerine neden olmaktadir, bu yilizden nanopartikiil zehirlilik belirleme
calismalarinda farkli maruz birakma yontemleri kullanilmali ve uygun bir kontrol

sistemi saglanmalidir.

Zehirlilik diizeylerinin belirlenmesi i¢in yapilan nanotoksikolojik c¢aligmalarda
nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zellikleri uygun bir test sisteminin olusturulmasini
simirlamaktadir. Nanopartikiillerin zehirlilik diizeylerini belirlemek i¢in kullanilan test
sistemleri nanospesifik ozelliklerden etkilenmeyecek sekilde dizayn edilmelidir (Nel
vd., 2006). Ayrica, giinimiizde gergeklestirilen nanopartikiil risk degerlendirme
calismalarinda kullanilan test sistemlerinin standardizasyon eksikligi nedeniyle, elde
edilen sonuglar bakimindan farkli laboratuarlar arasinda 6nemli farkliliklar oldugu
gozlenmektedir (Lilienblum vd., 2008). Yapmus oldugumuz bu c¢alismada,
nanopartikiiller i¢in sucul ortamda yapilmasi diistiniilen zehirlilik testlerini standart hale
getirecek ve farkli laboratuarlar tarafindan yapilan calisma sonuclari arasindaki
tekrarlanabilirlik sorununu ortadan kaldiracak bir nanopartikiil test sistemi
kullanilmistir. Yapilan testler ve dogrulama deneyleri sonucunda, bu test sisteminin
nanopartikiillerin spesifik Ozelliklerinden etkilenmedigi ve genel bir zehirlilik test

prosediir standardi sagladigi tespit edilmistir.

Giliniimiizde nanopartikiiller genis bir kullanim alanina sahip olmasma ragmen
nanopartikiillerin risk degerlendirmesi ve standardize test protokolleri konusunda ulusal
veya uluslararasi igbirligi ya da anlagmalar yeterli diizeyde degildir. Nanopartikiillerin
kiitleleri, sayilari, yiizey alanlar1 ve diger 6lgiilerine oranla doz tanimi1 heniiz standardize

edilememistir. Bu nedenle, nanopartikiiller arasindaki veri ve karsilastirma analizlerinin
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objektifligi gilinlimiizde halen sorun teskil etmekte olan bir durumdur (SCENIHR,
2007). Bu caligmada, kullanilan ve homojen bir karigim saglayan nanopartikiil test
sistemleri (Boran vd., 2012) nanopartikiil-bagimli deneysel sorunlarin {istesinden
gelebilecek ve nanopartikiil risk degerlendirmesi igin bir standart olusturabilecek

potansiyele sahiptir.

Biitiin nanopartikiiller ¢ok kiiciik boyutlarda (<0.1 pm) oldugu i¢in kolayca cevre
kirliligine sebep olabilir ve insanlar ve diger organizmalar i¢cin risk olusturabilirler
(Griffitt vd., 2007; Lanone vd., 2009). Bu nedenle, nanopartikiillerin olasi toksikolojik
etkilerinin belirlenmesi ve hangi partikiillerin ¢evreye en fazla zarar verdiginin tespit
edilmesi gittikge artan bir 6neme sahiptir. Bu calismada, ZnO nanopartikiillerin zebra
balig1 larvalari iizerine etkileri aragtirilmis ve biyomarkir genler (p53, rad51 ve mt2)
kullanilarak toksisite mekanizmasinin anlagilabilmesi i¢in iyon haldeki Zn*® nun toksik
etkileri ile karsilagtirilmistir. Ayrica, ZnCl, ve ZnO nanopartikiil kaynakli DNA zincir
kiriklarinin olusup olusmadigi “Comet Assay” teknigi kullanilarak belirlenmeye

caligilmustir.

Akuatik toksikoloji testlerinde kullanilan nanopartikiillerin su i¢erisinde dagilmasi
nedeniyle, kiimlenme durumu ve yiizey gerilimi gibi fizikokimyasal 6zelliklerinin de
degisiklige ugradigi bilinmektedir (Maynard, 2002; Powers vd., 2006; Vielkind vd.,
2013). Bu nedenle, c¢evresel uygulamalarda ve nanotoksikoloji arastirmalarinda
nanopartikiil dagiliminin dogru sekilde karakterizasyonu olduk¢a onemlidir. Vielkind
vd. (2013) ZnO nanopartikiillerin sucul ortamdaki fizikokimyasal G&zelliklerini
(hidrodinamik boyut, ylizey gerilimi ve kiimelenme derecesi) belirlemeye ¢alismislar ve
calisma sonucunda partikiil boyutu azaldikca partikiil ylizey alaninin dramatik sekilde
arttigini tespit etmislerdir. Benzer sekilde, yapmis oldugumuz ¢aligmalarda da 96 saatlik
deney siiresi boyunca su siitunundaki ZnO nanopartikiil konsantrasyonunda azalma
goriilirken partikiil ¢apr ve kiimelenme miktarinda artiy meydana geldigi tespit

edilmistir.

Nanopartikiillerin sanayide yaygin sekilde kullanilmasi, onlarm ¢evresel etkileri
konusunda belirsizliklere neden olmaktadir. Ozellikle metal nanopartikiillerin su

icerisinde kismen ¢oziinebilme yetenegine sahip olmalar1 nedeniyle, kirletici 6zelligi

35



olan metallerden tiretilmis nanopartikiillerin baliklarda toksik etkilerinin biyomarkir gen
ekspresyonlarindaki  degisimler degerlendirilerek  arastirilmast  biiyilk  0nem
arzetmektedir (Klaine vd., 2008). Yapilan bu ¢alismada konsantrasyona bagli olarak
ZnCl, ve ZnO nanopartikiiliniin, hedef genlerin (p53, rad51 ve mt2) mRNA
diizeylerinde degisimlere neden oldugu tespit edilmistir. Bu genler kendi islevsel
ozelliklerinin yanisira, c¢evresel Zn kirliliginin izlenmesi i¢in de potansiyel
biyomarkirlar olarak gorev yapmaktadirlar. Sonu¢ olarak, ZnCl, ile ZnO
nanopartikiiliiniin zebra balig1 larvalarinda toksisitelerini karsilagtirdigimiz ¢alismalarda
ZnCly’iin ZnO nanopartikiiline oranla ¢ok daha toksik oldugu belirlenmistir. Suda
¢cOziinebilen iyon haldeki Zn icin varolan calismalar ve diizenlemeler, metalik
nanopartikiillerle ilgili giivenilirlik endisesini ortadan kaldiracak yeterlilikte degildir.
Bunun yaninda, zebra baligi embriyo-larva sistemi, biyomarkir gen ekspresyon
degisimleri yardimiyla toksik etkilerin belirlenmesi i¢in oldukca faydali bir yontemdir.
Bu nedenle yapilan bu arastirma, entegre edilmis nanotoksikolojik denemelere 151k

tutabilecek niteliktedir.

ZnCl, ve ZnO nanopartikiill LCsp degerleri bakimindan karsilastirildiginda 96
saatlik deney sonunda ZnCl,’tin ZnO nanopartikiiliinden yaklasik olarak 5 kat dafa fazla
toksik oldugu tespit edilmistir. Elde ettigimiz bu sonuglar, nano ZnO ve ¢oziinebilir Zn
iyonlariyla yapilmig Onceki galismalarla uyum gostermektedir (Wong vd., 2006; Ma
vd., 2013). Zebra balig: larvalarinda nano ZnO ve iyon haldeki Zn*? arasindaki toksisite
farkliliginin  ZnO nanopartikiillerin  alisilmamis  fizikokimyasal —06zelliklerinden

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Bilindigi gibi, su ortammda bulunan metallerin larvalar tarafindan viicuda
alinmasi, solungaglardan gecerek ve bagirsaklardan emilim yoluyla gerceklesmektedir
(Minghetti vd., 2010). Hiicre icerisindeki degisken Zn*? konsantrasyonlarim kontrol
eden onemli bir sistem metallothioneinlerdir (mts). Bu proteinler gerekli oldugu zaman

+2,

iyon haldeki Zn"“’yu baglamak ya da serbest birakmakla gorevlidirler (Maret, 2009).
Metallothioneinler, giimiis ve kadmiyum gibi toksik metaller veya bakir ve ¢inko gibi
temel eser elementler tarafindan uyarilirlar (Kimura ve Itoh, 2008). Hayvansal
organizmalarda mt genlerinin dort onemli izoformu bulunmaktadir ve bunlardan ikisi

olan mtl ve mt2 genleri sinirsel olmayan dokularda agir metallerin zehirlilik etkisini

36



ortadan kaldirir, bakir ve ¢inko seviyelerini diizenler ve oksidatif hasar1 smirlandirir
(Cho vd., 2009). Yapmis oldugumuz c¢alismada, ZnCl, ve ZnO nanopartikiilii zebra
balig1 larvalarindaki mt2 gen ekspresyonlarinda degisiklige neden olmustur. ZnCl,’deki
mt2 gen ekspresyon artisinin ZnO nanopartikiillerin sebep oldugu gen ekspresyon
artisindan yaklagik olarak 5 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir. Yiiksek seviyede mt2
gen ekspresyon artisinin olmasi larvalarin dokularindaki Zn birkiminin de yiiksek
diizeyde oldugunu gdstermektedir. Zebra baligi embriyolar: kullanilarak yapilan diger
bir ¢alismada, hem ZnO nanopartikiil hem de Zn*?> maruziyeti sonucunda biitiin
konsantrasyonlarda mt2 gen ekspresyonlarinda 6nemli derecede bir artis belirlenmistir.
Bu calismada ayrica, oksidatif stresle ilgili genler olan Cu/Zn SOD ve sitokinlere ait

transkriptlerde de 6nemli derecede degisimler tespit edilmistir (Brun vd., 2014).

Bu ¢alismada, rad51 ve p53 gen ekspresyonlarindaki degisimlere bakildiginda,
larvalarda konsantrasyona bagli olarak kontrol grubuna oranla 6nemli bir fark
goriilmemistir. En yiiksek subletal konsantrasyonda (6 mg/L) ZnO nanopartikiillere
maruz kalan larvalarda p53 gen ekspresyonunda 1,7 kat artis tespit edilmistir. Diisiik
konsantrasyonlarda ise p53 gen ekspresyonunda onemli bir degisim gériilmemistir. Bu
durumun nedeni, muhtemelen DNA onarim mekanizmasinin daha erken harekete
ge¢mesinden kaynaklanmaktadir (Checkik ve Koller, 2009). Canli organizmalarda
hiicrenin hayatta kalmasinda, DNA onariminin 6neminden ve standart gen olarak
kullanilmalarindan dolay1, bu onarim genleri devamli olarak uyarilirlar (Kim vd., 2001;
Iwanaga vd., 2004; Bladen vd., 2007). Bu nedenle, aktif sekilde boliinen hiicrelerde
belirli oranda, DNA onarim genlerine ait transkriptler devamli olarak yiiksek miktarda
bulunabilirler (Lu ve King, 2009) ve DNA onarim aktivitesindeki artis nedeniyle de
onemli bir ekspresyon degisimi goriilmez. Bu ¢alismada incelenen rad51 ve p53 gen
ekspresyonlarinda ortalama 1,5 kat degisim goriilmiistiir. Bu sonuglar daha 6nce yapilan
ve diisiik seviyede ekspresyon degisimi goriilen calisma sonuglariyla da benzerlik

gostermektedir (Sandrini vd., 2009).

f-actin geninin ekspresyon diizeylerinin higbir durumda degisiklik gostermemesi
hedef genlerin (p53, rad51 ve mt2) normalizasyonu igin standart gen olarak se¢ilmesine
olanak saglamaktadir. Casadei vd. (2011) 8 farkli zebra baligi standart genini analiz

ettikleri bir ¢caligmada kantitatif PZR’nda normalizasyon i¢in en uygun genin hangisi
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oldugunu belirlemeye ¢alismislardir. Calismadan elde ettikleri sonuglarda, f-actin’in
larvalarin farkli gelisim asamalarinda en fazla ifade edilen gen oldugunu ve

ekspresyonun en yiiksek ve en sabit diizeyde oldugunu tespit etmislerdir.

Bu ¢alismada, ZnCl, ve ZnO nanopartikiiline maruz birakilan zebra baligi
larvalarinda konsantrasyona bagli olarak DNA hasarlarinda artis tespit edilmistir. Insan
hiicreleri ve zebra baligi kullanilarak yapilan bir karsilastirma deneyinde 20 mg/L ZnO
nanopartikiil maruziyeti sonucunda insan hiicrelerinde % 20 ve 100 mg/L maruziyet
sonucunda ise zebra baliklarinda kontrol grubuna oranla % 50 oraninda DNA hasar1
tespit edilmistir (Ng vd., 2011; Zhao vd., 2013). Hiicresel oksidatif stres; protein
yapisimin bozulmasi, iyon kaybi, membran peroksidayonu ve DNA zincir kiriklar1 gibi
pekgok zararl etkiye neden olabilmektedir. Cevresel Kirleticiler, direkt olarak canli
viicudunda bulunan bazi bilesiklerle ve onlarin metabolitleriyle etkilesime girerek ve
dolayli olarak da reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna zemin hazirlayarak DNA
da hasar meydana getirebilirler (Oliveira vd. 2009). Bu c¢alismada, subletal
konsantrasyonlarda ZnCl, ve ZnO naopartikiillere maruz kalan larvalarda kontrol
grubuna oranla sirastyla % 55,3 ve % 25,4 oraninda DNA hasar1 tespit edilmistir.
Benzer sekilde, Zhu vd., (2011) yaptiklar1 bir ¢alisma sonucunda nanopartikiillere
maruz brrakilan zebra baliklarinin karaciger hiicrelerinde konsantrasyona bagli olarak

artan oranda DNA hasar1 tespit etmiglerdir.

Giliniimiiz bilim insanlar1 nano 6lgekli iiriinlerin gelistirilmesinin bilime, saglik
sektoriine ve teknolojiye faydali olacagi konusunda hemfikirdirler, fakat onlarin
cevreye, 6zellikle de sucul ¢evreye salinimi insanlarda, canli organizmalarda ve hassas
ekosistemlerde zararl etkilere neden olabilmektedir (Guzman vd., 2006; Barrena vd.,
2009). Ulkeler, endiistriler ve bagimsiz bir ¢evresel bilim toplulugu arasinda etkin bir is
iliskisinin  gelistirilmesi, uygun ekotoksikolojik caligmalarin  gelistirilmesini
kolaylastiracak, cevresel zararlarin belirlenmesini ve Onlenmesini saglayacaktir.
Giliniimiizde nanopartikiillerin su ortamindaki davraniglari, organizmalar tarafindan
viicuda alinma mekanizmas1 ve potansiyel toksik etkileri konusunda halen ¢ok az bilgi
mevcuttur. Yapilan bu c¢alisma, nanopartikiillerin ¢evremizde olusturdugu risklerin
tespit edilebilmesine kolaylik saglayabilecek ve gelecekte yapilmasi diisiiniilen

calismalara 151k tutabilecektir.
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5. ONERILER

Nanoteknoloji giiniimiiz diinyasinda ekonomik biiylimede, saglik sektoriinde ve
iretim teknolojilerinin gelistirilmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu durum goz
oniinde bulunduruldugunda nanomalzemelerin iiretim, gelistirme, tasinma, kullanim ve
sonrasinda imha islemleri esnasinda farkli ekosistemlerle temasi1 kaginilmazdir. Bundan
dolay1r nanomalzemelerin c¢evre sagligi iizerinde olusturabilecegi riskler goz Oniinde
bulundurulmalhidir. Nanopartikiillerin ¢evresel diizeylerinin giiniimiizde ¢ok diisiik
seviyelerde oldugu disiiniilmekle birlikte bu konuda yapilmis g¢alismalar oldukca
smirlidir. Bu nedenle yeni izleme, 6lgme ve gorintiilleme tekniklerinin gelistirilerek
ekotoksikolojik ¢aligmalar vasitasiyla cevresel seviyelerinin zararli diizeyde olup

olmadig1 belirlenmelidir.

Nanopartikiillerin ekosistemlerde izleyecekleri yollarin tanimlanmasinda ve
etkilerinin belirlenmesinde kiime olusturma ve sedimantasyon Ozelliklerinin agikliga
kavusturulmas:1  gerekir.  Yapilacak ¢alismalarda  nanopartikiillerin  kolloidal
cozeltilerinin dogal ekosistemlerde gosterecekleri kararlihigin ve kiimelenme iizerinde
diger organik maddelerin etkisinin arastirilmasi i¢in yiizey suyu Orneklerinden
yararlanilmalidir.  Ayrica, kiimelenmenin ardindan nano boyutlarini koruyup
korumadiklar1 ve kiimelenen parcaciklarin sedimente tasmip burada yasayan canlilarla
etkilesimleri konularinin ayrmtili olarak degerlendirilmesi gerekir. Maruz kalma
stiresini artirarak gerceklestirilecek deneylerle canlilarin uzun vadede davraniglarindaki
degisikliklerin incelenmesi de nanopartikiillerin sucul ekosistemler {izerindeki
etkilerinin ortaya cikarilmasinda 6nemli bulgular saglayabilir. Av-avct iligkisi iginde
olan canlilarla yiiriitiilecek kronik testler vasitasiyla uzun vadede nanopartikiillerin
izleyecegi yollar ve besin zincirinde olusturacag: etkilerin arastirilmasi ekotoksikolojik

calismalara 151k tutabilecektir.

Nanopartikiillerin ekosistemler iizerindeki etkilerini tartigmak icin uluslararasi
kuruluslarin diizenledigi bircok kongre ve toplantilar bulunmaktadir. Ulkemizde ise
nanopartikiillerin ekotoksikolojisi konusuna yeterince ilgi gosterilmemektedir. Ulke
genelinde bu konu iizerindeki ¢aligmalara hiz verilmesi ve konuya gereken Gnemin

gosterilmesi gerekmektedir.
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