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OZET

Nano TiO2 Partikiillerinin Yiiksek CO: icerikli Sularda
Yasayan Japon Baliklar: (Carassius auratus) Uzerindeki
Genotoksik ve Sitotoksik Etkilerinin Degerlendirmesi

Sanayi devriminden sonra artan popililasyon ve karbon salinimi giinlimiizde en
yiikksek seviyeye ulagmistir. Artan karbon salinimi hem havadaki karbon miktarini
arttirmis hem de sucul sistemlere gegerek, sistemlerin stabilitesini etkilemeye baglamistir.
Sucul sistemlerde artan CO2 miktar1 suyun fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini etkilemekte

ve bu degisimler canlilar i¢in zarar verici olabilmektedir.

Metal nanopartikiiller boyutlar1 1-100 nanometre arasinda degisen parcaciklardir.
Boyutlarinin bu kadar kiiciikk olmasi diger molekiillere gore daha farkli elektriksel,
kimyasal ve fiziksel 6zelliklere sahip olmasini saglamaktadir. Glinlimiizde yemek, ilag
endiistrilerinde siklikla kullanilmakta, hastaliklarin goriintiilenmesinde
faydalanilmaktadir, mekanik araclarda iletim hizindan yararlanilmaktadir. Kullanimi bu
kadar yogun olan metal nanopartikiillerin canli viicuduna alindigi, biriktigi ve canl

yasamina zararli etkiler yarattig1 bilinmektedir.

Bu ¢alismanin asil amaci yiikselen CO2 konsantrasyonlari ile TiO2 NP’niin beraber
sinerjik bir toksisite yaratip yaratmadigini tayin etmektir. Bu sebeple Carassius auratus
bireyleri 6ncelikle iki gruba ayrilarak 20 mg/L ve 30 mg/L olmak iizere CO> seviyesi
arttirllmis akvaryum suyunda belirli siirelerde bekletildi. Deney 1, 2 ve 3 hafta olarak ti¢
farkli siire i¢in kurgulandi. Her iki grup da artan konsantrasyonlarda TiO2 NP maruz

birakildi. Uygulanacak konsantrasyonlar 5, 10 ve 20 pg/L olarak belirlendi.

Farkli konsantrasyonlar iceren Nano TiO2 ve yiiksek CO> seviyelerindeki sulara
maruz birakilan bireylerin eritrositlerinden mikroniikleus testi ve comet analizi yapilarak
genotoksik ve sitotoksik arastirmalar gerceklestirilmistir. Comet analizinin sonucunda
yiikksek CO2 derisimine maruz kalan baliklarda gozlemlenen DNA kiriklarr diisiik
derisime gore yiiksek bulunmustur. Ozellikle olive kuyruk momentleri
karsilastirildiginda yiiksek COz’e sahip gruplarin degerleri ile diisiik grup arasindaki
dramatik fark gozlemlenebilmektedir (20mg/L igin 5 pg/L TiO2 NP 8,5 iken 30mg/L CO:

icin bu deger 29,1). Bununla beraber eritrositlere uygulanan mikroniikleus analizi



sonuglarinda gruplar ve siireler arasinda anlamli bir mikroniikleus olusumu

gbzlemlenmemistir.

Histopatolojik arastirmalar i¢in solungag¢ ve karacigerler dokulari rutin histolojik
islemlerden gecirildikten sonra incelenmistir. Biitlin doz ve gruplarda histopatolojik
bulgulara rastlanmaktadir. Ozellikle solunga¢ dokularmda meydana gelen hasar ve
degisimler dramatiktir. Bunun hem CO2 hem de TiO2 nanopartikiiliiniin viicuda girmek
icin asil yol olarak solungaclar1 kullanmasi ile yakindan iliskisi oldugu diisiiniilmektedir.
Karacigerde goriilen histopatolojik bulgularin solungaglardan daha az oldugu tespit
edilmistir. Bunun altinda yatan nedenler TiO2 nanopartikiiliiniin agrega olmasi sebebiyle
karacigere ulagamamasi, CO2’in karaciger dokusuna direkt zarar vermemesi gibi
secenekler siralanabilmektedir.

Kiiresel 1sinma sonucunda sucul ¢evrede artan CO3 seviyelerinin TiO2 NP {iniin
toksik etkilerini arttirmasi nedeniyle bu sinerjik etkinin daha yakindan takip edilmesi

gerekmektedir.

Haziran, 2019 Irmak Bilgiseven
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ABSTRACT
Genotoxic and Cytotoxic Assessment of Elevated CO; Levels

with Nano TiO: particle on Goldfish (Carassius auratus)

Increasing population and carbon emissions after the industrial revolution have
reached their highest point today. Carbon emissions has increased and cousing the
increasing the amount of carbon in the air and started to affect the stability of the systems
by switching to aquatic systems. In aquatic systems, the increasing amount of CO; affects
the physical and chemical properties of water and these changes can be harmful for living
things.

Metal nanoparticles are particles ranging in size from 1 to 100 nanometers. Its size
is so small that it has different electrical, chemical and physical properties than other
molecules. Today, frequently used in pharmaceutical and food industries, imaging of
diseases and transmission speed is utilized in mechanical devices. It is known that uptake
and accumulation of metal nanoparticles, which are so intense to use, create toxic effects

on living life.

The main purpose of this study was to determine whether the rising CO2
concentrations together with the TiO2 NP create a synergistic toxicity. Fort his purpose,
Carassius auratus individuals were first divided into two groups and were kept in
aquarium water with increased CO> levels of 20mg/L and 30mg/L. The experiment was
designed for three different periods as 1, 2 and 3 weeks. Both groups were exposed to
TiO2 NP at increasing concentrations. The concentrations to be applied were 5, 10 and
20pg/L.

Genotoxic and cytotoxic studies were performed by performing micronucleus test
and comet analysis from erythrocytes of individuals exposed to different nano TiO-
concentrations and high levels of CO». As a result of Comet analysis, DNA fractures
observed in fish exposed to high CO2 concentration were higher than low concentration.
Especially when the olive tail moments are compared, the dramatic difference between
the values of high CO2 groups and low group can be observed (For 20mg/L, 5 pug/L TiO2

NP is 8,5 while for 30mg/L CO: this value 29,1). However, the results of micronucleus

vii



analysis on erythrocytes showed no significant micronucleus formation between groups

and durations.

For histopathological investigations, gill and liver tissues were examined after
rutin histological procedures. Histopathological findings are observed in all doses and
groups. Especially damages and changes in gill tissues are dramatic. This is thought to be
closely related to the fact that both the CO2 and TiO2 nanoparticles use the gills as the
main route to enter the body. Histopathological findings in the liver were found to be less
than the gills. The reasons underlying this are options such as the fact that the TiO>
nanoparticle cannot reach the liver due to the aggregate and CO> does not directly damage

the liver tissue.

This synergistic effect needs to be closely monitored, as the increased CO- levels
in the aquatic environment as a result of global warming increase the toxic effects of TiO>
NP.
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1. GIRIS

1. 1. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji, 1-100nm araliginda nano 6l¢ekli boyutlardaki malzeme ve yapilarin
gelistirilmesi ve uygulanmasi olarak tanimlanmaktadir (Roco 2003). 1999 yilinda Ulusal
Teknoloji  Girisimi’nin  (National Nanotechnology Initiative) hazirladigi rapora gore
nanoteknolojik arastirmalarin amaglar1 “Malzeme ve enerji  kullaniminin  ve Kirlilik
kaynaklarinin azaltilmasi, geri doniisiim i¢in firsatlar arttirarak endiistriyel stirdiiriilebilirligin

korunmasi1” olarak listelenmistir (Rocco 1999).

Nanomateryaller ¢ok kiiciik olmas1 nedeniyle yilizey alanlar1 diger materyallere gore
daha fazladir. 10nm boyutundaki nanomateryallerin atomlarinin %35-40’1 yiizey alanini
olustururken 30nm’den daha biiyiik pargaciklarda bu oran %20 daha azalmaktadir (Auffan ve
ark. 2006). Bu 6zelligi sayesinde boyutu ne kadar kii¢iik olursa bu oran ile orantili olarak gii¢lii

ylizey reaktivitesi gostermektedirler (Chen and Zhang 1998).

Diinyada nanomateryallerin 3 ana kaynagi vardir. Bunlar dogal kaynaklar, tasarlanmig

nanomateryal {iretimi ve antropojenik kaynaklardir (Farré ve ark. 2009).

Dogal kaynaklar dogada cesitli bozunma veya doga olaylar1 vasitasiyla olusan
nanopartikiillerdir. Silikatlarin, oksitlerin ve diger minerallerin kimyasal ayrigma siiregleri,
amorfsilika, allofan gibi sulu aliimino silikatlar, halloysit gibi killer ve manyetit ve hematit gibi
oksitler ¢esitli nanopartikiil tiirevlerinin dogada bulunmasina katki saglamaktadir (Farré ve ark
2009). Ayn1 zamanda Al1z ve Alsg gibi alimiinyum nano tanecikleri ve CusSe gibi siilfit nano
tanecikler dogal sularda bulunmaktadir (Furrer ve ark. 2002). Fulleren ve karbon nanotiipleri
Kretase sonu-Tersiyer Baglangicit donemlerinde olustugu tespit edilen kayaglarda bulunmustur.
Bu iki nanomateryal Gronland’da bulunan 10,000 yillik buzul kayaglardan alinan 6rneklerde
de tespit edilmistir(). Mikroorganizmalar da ¢esitli redoks reaksiyonlarinin bulundugu enerji

metabolizmasi ile dogal yoldan nanopartikiil tiretmektedir (Gilbert 2005).

Nanomateryallerin farkli fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin bulundugunun kesfedilmesi
ile bu maddelerin insanlar tarafindan sentezlenerek c¢esitli alanlarda kullanmasina neden
olmustur. 2006 yilinda Nanoteknoloji piyasasinin degerinin 10.5 milyar dolar oldugu tahmin
edilmektedir (http://www.bccresearch.com/report/NANO31B.html). 2020 — 2025 yillar

arasinda ise kiiresel olarak nanoteknoloji sektorlerinin yilda 1 trilyon dolar gelir elde etmesi ve

2 milyon insana is olanagi saglayacagimi ongérmektedirler (Roco ve Bainbridge 2001). Bu

1


http://www.bccresearch.com/report/NAN031B.html

durum da dogaya salinan miktarin kaginilmaz olarak artmasi anlamina gelmektedir (Barmo ve
ark. 2013; Baker ve ark. 2013). Endiistriyel ve evsel atiklarin kontrolsiiz bir sekilde dogaya
karigmasi dogadaki ve ozellikle su-toprak sistemlerinde olusan toksik etkinin 6nemli bir
miktarin1 olusturmaktadir. Aynm1 zamanda nanopartikiil liretiminde olusan yan irlinler de
dogaya donen nanopartikiil miktarini arttiran bir unsurdur. Bununla beraber dizel yakitlarin

kullanimi, aga¢ yakimi gibi olaylar da havaya nanopartikiil saliniminin en 6nemli kaynagidir.

1.1.1. Nanomateryallerin kullanim alanlari

Nanomateryallerin katalist olmasi ve elektrigi iletme hizinin yiiksek olmasi
mikroelektronik sektoriinde kullanim alaninin olusmasina neden olmustur. Bu amagcla
transistorler, solar enerji panelleri, enerji depolama, LED ekranlar, diyot lazerler, inkjet printing
teknolojisi gibi gesitli sektorlerde nanopartikiillerden yararlanilmistir. Ayni zamanda farkli
ozellikleri sayesinde siirtiinme Onleyici boyalar, kendi kendini temizleyen camlar gibi ¢esitli

sektorlerde de kullanilmaya baslanmistir. Sekil 1.1.°de kullanim alanlar ile ilgili sema

gosterilmektedir.
Medikal Tekstil
Lityum iyon
batarya
elektrolitleri
Kanser

Cevresel Terapisi
Katalizér

Yenileniebilinir w
UV Kormimmna

Kirli Su
Temizleme .
Ilag Tasiuma
Cev
. Goriintlileme
Fonksiyonel
Nanokompozit
\_Endisﬁ'u'i}rel;Fonks iyonel
Kataliz Nanokompozit

Sekil 1.1. Nanopartikiillerin kullanim alanlari



Nanomateryaller yiyecek ve tarim ¢alismalarinda da kullanilmaktadir. Bu sayede
kiiresel yiyecek liretimini ve besinsel degerlerini daha yukari seviyelere ¢cekmek ve daha kaliteli
triinler tretmek miimkiin olmaktadir (Chung ve ark. 2017). Bir¢ok c¢alisma nanosensor
kullanom1 ile yiyecek sistemlerindeki kontaminasyonlar1 tespit etmek iizerindedir.
Nanoemiilsiyonlar i¢erdikleri nanodamlaciklar vasitasiyla, fonksiyonel ve biyoaktif {iriinlerin
enkapsiilasyonu ve tasmmasinin saglanmasi amaciyla gelistirilen en Onemli iletim
sistemlerinden birisidir (Tarhan ve ark. 2010). Yapilan ¢alismalar Koenzim Q10 (CoQ10)’in
nanoemiilsiyon formlarinin biyoyararliligini 6nemli 6l¢tide arttirdigini géstermistir (Zuelli ve
ark. 2006). Ayni1 zamanda biyoaktif i¢erikler ve probiyotik gibi fonksiyonel bilesenler nano-
enkapsiilasyon yontemi ile katki maddelerinin diizenli salinimini saglamaktadir (Kuang ve ark.
2010). Nanokompozitler, ¢evre dostu ve biyolojik olarak pargalanabilir olduklarindan, gida
ambalaji alaninda en ¢ok yararlanilan tirtinlerdir. Nanokompozit bazl ticarilestirilmis giibreler,
meyve ve sebzelerin etilen gazi ile olgunlagsmasina yardimei olur (Gupta ve Moulik 2008).
Nanosensorler yiyeceklerin taginmasi ve saklanmasi sirasinda cesitli patojenlerin  ve
kimyasallarin gézlemlenmesi i¢in kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda sarap, kahve, meyve suyu,
stit gibi gesitli igeceklerin Kalitesinin saptanmasinda da yardime1 olmaktadir (Thiruvengadam
ve ark. 2011).

Nanomateryaller saglik sektoriinde de kendine kullanim alant bulmustur. Beyin, gz
gibi dokulara kolayca penetre olabilmesi 6zelligi sayesinde nanomateryal ile etkinlestirilmis
ilaclar viicutta aktif olarak hedef dokuyu arayip baglanabilmektedir. Ayn1 zamanda tiimor,
kanser gibi ¢esitli hastaliklarin teshisinde kullanilmak iizere biyogoriintilleme alaninda da
insanlarin hizmetine sunulmaktadir. Sekil 1.2.°de nanomateryallerin yiyecek sektoriinde

kullanim alanlar1 gosterilmistir.
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Sekil 1.2. Nanomateryallerin yiyecek sektoriinde kullanim alanlar1 (Thiruvengadam ve ark.
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2011 makalesinden diizenlenmistir.)

Nanoteknolojinin kullanim alanlarinin genislemesi nanopartikiilleri giinliik hayatimiza
da dahil etmistir. Ornek olarak giinesin zarar1 1sinlarindan cildi korumasi igin giines kremleri
TiO2 veya ZnO nanopartikiilii icermektedir. Giimiis nanopartikiiller, cerrahi aletlerden kap1

tokmagina kadar bir¢ok sarf malzemesinde antibakteriyel ajan olarak kullanilmaktadir (Mutlu

2015).

Nanopartikiillerin kullanim alanalarin bu kadar genis olmasi atik formundaki

nanopartikiil miktarinin da armasina neden olmaktadir. Bu durum da cesitli nanopartikiillerin

dogada birikmesi ile sonu¢glanmaktadir.



1.1.2. Nanoteknoloji ¢evre etkilesimi

Nanoteknolojinin kullanim alanlari arttikga tretilen {iriin atiklart ve iiretim sirasinda
¢ikan yan {riin atiklarin miktar1 da artmaktadir. Bu durum hem dogadaki canlilar hem de bu
canlilardan faydalanan insanlar i¢in énemli bir konudur. Ozellikle nanopartikiillerin canli

viicuduna olan olumsuz etkileri insanlar i¢in de tehlike arz etmektedir.

Giimiis, altin, kadmiyum nanopartikiilleri gibi bazi nanopartikiiller biyomagnifikasyona
ozelligi gosterir (Judy ve ark. 2011; Yoo-iam ve ark. 2015). Bu nanopartikiiller besin zincirinde
her iist basamaga gectikge birikimi artmakta ve besin zincirinin en istiindeki canlilarda en
yilksek seviyeye ulasmaktadir. Bu sebeple biyomagnifikasyon 0zelligi gosteren
nanopartikiillerin salinnmma daha ¢ok dikkat edilmelidir. Bu sebeple doga ile bulusan
nanopartikiiller besin zincirinde en iist basamaga c¢iktikca birikim miktar1 artmakta ve etkileri
daha tehlikeli olabilmektedir. Nanopartikiillerin dogaya salimmi c¢esitli  yollarla
gerceklesmektedir.

Sekil 1.3’te de gosterildigi gibi nanomateryallerin liretimi sirasinda fabrikalarda olusan
yan iriinlerin direkt olarak dogaya salinimi gergeklesmektedir ve bunun yaninda iretilen
nanopartikiillerin taginmasi ve kullanimlari sirasinda nanomateryallerin tekrar dogaya salinimi
istemsiz olarak da olsa s6z konusu olmaktadir. Bu nedenle dogaya karisan nanopartikiiller
toprak, hava ve su araciligi ile tagiarak kentsel alanlardan tarlalara veya dogaya taginir. Hem
suda yasayan canlilar hem de solunum yapan canlilar ortamda bulunan nanopartikiillere direkt
maruz kalmaktadir. Topraktaki nanopartikiiller ise bitkisel besin olarak bitki ve hayvanlara
tekrar geri donmektedir. Dogaya salinan nanomateryaller tek hiicreli canlilardan yiiksek
organizasyonlu canlilara kadar bir¢ok canli tarafindan tiiketilmekte ve dokularda birikime

neden olmaktadir.
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Sekil 1.3. Nanoteknolojinin ¢evre ve insanla olan etkilesimi (The Royal Society & Royal

Academy of Engineering 2004’den diizenlenmistir).

Nanomateryallerin kendilerine 6zgii redoks potansiyelleri (Eh) sayesinde oksitleyici

ozelligine sahip olabilmektedirler. Her nanomateryal i¢in farkli olan bu degerler eger hiicre

matrisinden yiiksekse kendisini oksitleyerek reaktif oksijen tliretir. Olugan reaktif oksijen tiirleri

(ROS) etraflarindaki element ve molekiillere saldirarak elektron koparmaya calisirlar ve bu

element ve molekiilleri kararsiz hale sokarlar. Bu sebeple ROS iiretimi hem hiicren ve hem de

nanomateryalin kendisi tarafindan gerceklestirilebilmekte, bu durum ise canli organizmanin

antioksidan savunma sisteminin agirt yorulmasina ve buna bagli olarak toksik yan etkilerin

gozlemlenmesine neden olmaktadir.




1. 2. TiO2 Nanopartikiilii

Titanyum dioksit nanopartikiilleri boylar1 1 ile 100 nanometre arasinda degisen metal
oksit nanopartikiillerdir. Boylarina gore farkli fiziksel ve kimyasal 6zellik gdsterdigi i¢in ii¢
farkli yapida gozlemlenebilir: rutil, anataz ve brokit. Bu yapisal farkliliklar Tablo 1.1.’de

gosterilmistir.

Tablol.1. Rutil, Anataz ve Brokit arasindaki yapisal farkliliklar

Rutil Anataz Brokit

Kristal Yapis1 | Tetragonal Tetragonal Ortorombik

Molekiiler
Konformasyon
Cap1 35 nanometre ve daha | 11 nanometre ve daha 11-35 nanometre
biiyiik kiiglik (Watanabeve ark. 1999)
Erime 1858°C 1825°C 1825°C
klig oo
Steakhig (Fujishima ve ark 1991)
Yasak Bant 3.0eVvV 3.2eV -
Aralig1

(Kumar 2013)

Absorpladigt | 413 nm ve daha diisiik | 388 nm ve daha diisiik -

Dalga boyu dalga boylar dalga boylar1
59 6.3 -
pHzpc (Kosmulski 2009)




TiO2  nanopartikiillerinin ~ en  Onemli  Ozelligi  fotokatalitik  reaksiyon
gerceklestirebilmesidir. Fotokatalitik reaksiyon; bir katalist araciligi ile fotonlarin 1s1k
enerjisinin (hv), elektrokimyasal enerjiye transferidir. Kisaca fotokatalist, 1siktaki enerji
aracilig ile yiizeyinde gii¢lii oksidasyonun meydana geldigi bir yari iletkendir. Daha detaylh
olarak ifade etmek gerekirse TiO2 nanopartikiiliiniin iki bandi arasinda (valans bandi ile
iletkenlik band1) belirli bir enerji farki vardir. Giines 1s18indan ¢ikan foton enerjisi sayesinde
TiO2 nanopartikiiliiniin E4’sinden (forbidden energy gap, yasak bant araligi) daha fazla enerji
kazanan elektronlar valans bandindan iletkenlik bandina yiikselerek serbest kalirlar ve
arkalarinda pozitif yiikli bir "bosluk" (hole) (h*vg) birakirlar ve bdylece bir elektron-hole gifti

(ece / h*ve) olusur. Bahsedilen fotokatalitik reaksiyonun sematik gOsterimi Sekil 1.4.’te

verilmistir.
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Sekil 1.4. TiO2 nanopartikiiliiniin fotokatalitik reaksiyonunun sematik goriintiisii.

Olusan bu elektron/bosluk c¢iftleri, yari iletken ylizeyinde redoks reaksiyonlarinin
baslamasina neden olur. Valans bandinda olusan bu bosluklar, fotokatalistin yiizeyinde bulunan
su ile reaksiyona girerek oldukga reaktif olan hidroksil radikalini (*OH) olusturur (Sam ve ark.
2007). 0, 0,*

reduction

ecg + 025 — 02
CB

h*ve + OH ) — OHs) * E 'r
hv excitation |
I

“Bandgap”

\ > - recombination energy
' ¢

PO
oxidation

OHe OH

Sekil 1.5. TiO2 NP’niin uyarilmasi ve reaktif oksijen tiretmesinin sematik gosterimi
(Clemente ve ark. 2012)



TiO2 nanopartikiiliiniin fotokatalitik etkisiyle olusan singlet oksijen (Oz ¢) ve hidroksil
radikalleri (OH °) ¢cok giiclii oksidantlardir ve bir¢ok organik malzemeyi oksitlemek i¢in
kullanilabilirler (Sam ve ark. 2007). Hidroksil radikalleri 6ncelikle paylasilmamis bir elektronu
olan kararsiz formdadirlar. Bu forma serbest radikaller denir. Ardindan organik bilesiklerle
reaksiyona girerler. Eger ortamda oksijen bulunuyorsa oksijen molekiilleri serbest radikallerle
reaksiyona girerek organik peroksit radikalleri (RO-OH) olustururlar. Bu zincir reaksiyonlar
kisa bir siire igerisinde organik bilesikleri tamamen parcalayarak CO2 ve suya gevirirler
(Fujishima ve ark. 1999). Cesitli oksitlenme basamaklar1 nedeniyle dokular islevlerini yerine

getiremez. Bu olaylarin sonucunda tiimorlesme veya hiicre 6liimleri ortaya ¢ikabilmektedir.

TiO2’nin reaktif oksijen tiirleri liretmesi bazi alanlarda avantaj saglarken canlilik igin
biiylik bir tehlike olmaktadir. Yakin zamanda IARC (International Agency for Research on
Cancer) TiO2’i insanlar i¢in olasi kanserojen riski (grup 2B) sinifina koymustur (Baan ve ark
2006). Ekstraseliiler ve intraseliiler alanda tiretilen radikal tiirler ortamda ROS bilesenlerinin
artmasina ve buna bagli olarak antioksidan cevaplarinin yetersizligine ve hiicrede ROS

bilesenlerinin konsantrasyonlarinin artmasina neden olmaktadir.

Olusan rediiksiyon reaksiyonlarinin derecesi ve miktar1 g¢esitli parametrelere gore
degisebilmektedir: Dogal ortamlarda suda bulunan organik ve inorganik maddeler 15181
adsorplayarak 151g1n farkli dalga boylarinda dagilmasini saglar (Kirk 1994). Bu sebeple dogal
ortamlarda TiO2’nin fotokatalizleme siddeti ortamin turbidite derecesine gore degiskenlik
gosterebilmektedir. TiO2 nanopartikiillerinin etki derecesi ayni zamanda ¢6ziicliniin iginde
¢oziinme miktari ile de dogrudan iligkilidir. TiO2 nanopartikiilleri genellikle su, klorik asit,
nitrik asit, etanolde ¢oziinmezken konsantre ve 1sitilmis siilfiirik, hidrojen florit, ve alkalin gibi
ortamlarda ¢0ziinebilmektedir (NRC 1999). Eger ¢oOziiciiniin i¢inde agregat olusumu
gozlemlenirse nanopartikiiller oldugundan daha biiyiik bir parcacik olarak hareket edecek,
yiizey alaninin hacmi azalacak ve kendine 0zgli olan fiziksel-kimyasal 0zellikleri
gosteremeyecektir. Bu sebeple TiO2 partikiillerinin ¢6zliinme miktar1 dnemlidir. Coziiniirliikleri
partikiillerin ~ biiyiikliiklerine, ortamin pH’mma ve ¢oziicide kalma siiresine gore
degisebilmektedir. Farkli boyutlardaki TiO2 nanopartikiillerinin ¢éziintirliikleri kiyaslandiginda
en kii¢iikk boyutlara sahip olan (<5nm) TiO2 nanopartikiillerinin ¢6ziiciide daha uzun siire
¢ozlinebildigi ve stabil kalabildigi goriilmiistiir (Schimit ve Vogelsberger 2009). Ayni1 zamanda
pH’a bagli olarak ¢oziiniirliikkleri kiyaslandiginda diisiik ve yiiksek pH degerlerinde ¢oziiniirliik

artarken pH’1n notr oldugu durumlarda ¢6ziiniirliigii de azalmaktadir.



Her molekiiliin oldugu gibi TiO2 nanopartikiiliiniin de belirli bir pH noktasinda elektrik
yiikii sifir (zero point of charge) olmaktadir. Bu pH noktasina kisaca pHzpc denmektedir.
pHzpc, pargacigin esit sayida pozitif ve negatif yiike sahip oldugu pH degeridir. Bu pH'a

ulagildiginda, parcaciklar elektrik alaninin varliginda hareket etmeyi durdururlar.

Farkli pH noktalarinda farkli fizikokimyasal etkiler gostermesi ve farkli ¢ézilintictilerde
farkli verimler gostermesi gibi ¢esitli farkliliklar TiO2 NP’niin farkli alanlarda kullanilmasini

saglamaktadir.

1. 2. 1. TiO2 nanopartikiiliiniin kullanim alanlar

19. ylizyildan 6nce beyaz boya pigmenti olarak kursun-oksit kullanilmaktaydi. Ancak
ilerleyen donemlerde kursun-oksitin toksik 6zelliginin kesfedilmesi yeni materyal arayisini da
beraberinde getirmistir. TiO2’in gozle goriiliir 15181 etkin bigimde dagitma 6zelligi yani goriiniir
bolge spektrumunda kirilma o6zelligi kesfedildikten sonra boya imalatinda kullaniimaya
baglanmistir (Greenwood 1984). Bu yenilik TiO2’in endiistriyel 6nemini arttirmigtir. 20.
Yiizyildan sonra toplam boya iiretiminin %51°1 TiO2 metali ile karsilanmaktadir ve bu liretimin

%19’u plastik triinler, %17’si ise kagit tirtinler izerinden olmaktadir (Mert 2006).

i -
1.90 =
1.78 -

2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024 2025
®Boyama ve kaplama * Plastik Kagit ve boru " Kozmetik ™ Diger
Sekil 1.6. Gegmis verilere dayanarak 2025 yilinda kadar tahmini TiO2 kullanim alanlari (TiO>
Endustriyel Raporu 2019-2025)
Sekil 1.6.’da A.B.D.’nde suan ki kullanim temel alinarak gelecek yillar i¢in ortalama
kullanim miktarlar1 verilmistir. Grafige bakildiginda her senenin bir 6nceki seneye gore daha

fazla iiretim hacmine sahip oldugu ve buna bagli olarak da atik formunda dogaya donecek TiO2

NP miktariin arttig1 gézlemlenmektedir. Bu durum da TiO2 NP niin etkisinin her gegen sene
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dogada daha ¢ok hissedilecegine isarct etmektedir. Bu sebeple TiO> NP’niin kimyasal ve
fiziksel oOzelliklerinin kesfedilmesinin ardindan ¢esitli toksikoloji calismalar1 yapilmaya
baslanmistir. Yapilan ¢alismalar sonucu herhangi bir toksik etkinin goriilmedigi idda edilmis
ve gida, eczacilik ve Ozellikle kozmetik; giines kremi sektorlerinde TiO2 nanopartikiilii
kullanilmaya baglanmistir. Kozmetik ve gilines kreminde, bulunan igeriklerin stabilizasyonu
amaciyla ve vitaminlerle birlikte antioksidantlarin deriye penetre etmesini kolaylastirmak
amaciyla kullanilmaktadir. Bu sayede giinesten kaynaklanan UV i1sinlarinin engellemesinin
verimi arttirilmaktadir (Mu ve Sprando 2010). Avusturalya’da 300°den fazla giines kremi
triintinde TiO2 nanopartikiilii ya da CuO nanopartikiili bulunmaktadir (Australian
Government, 2006). Cilt kozmetikleri tiretimi igin kullanilan metal oksit miktarinin 2005-2010
yillar1 arasinda 1,000 ton/y1l oldugu tahmin edilmektedir (Pitkethly 2004).

Bulunduklari ortamda neredeyse hi¢ kimyasal degisim gdstermedigi i¢in ve kimyasal
maddelere kars1 dayaniklilig1 yiiksek olmasi nedeniyle inert biyoseramik olarak insanlarda dis
implantlarinda kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda kontak lenslerde de renk acic1 oOzelligi

sayesinde TiO2 molekiillerinden yararlanilmaktadir (French ve ark. 2009).

Isik varhiginda fotokatalitik 6zellik gosteren TiO2 nanopartikiillerinin 1s1ksiz ortamda
daha az reaktif oksijen tlirii trettigi bilinmektedir. TiO2 nanopartikiiliiniin 151k varliginda
superoksit anyon radikalleri, hidrojen peroksit, bagimsiz hidroksil radikalleri ve singlet oksijen
gibi reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimini katalizleme 6zelligi sayesinde bakterilere karst
sterilizasyonda kullanilmaktadir (Wei ve ark. 1994). Uygulanan TiO2 NP miktart ile
bakterilerin biiylime oranlar1 arasinda ters bir iliski oldugu da bildirilmistir (Adams ve ark.
2006).

TiO2 NP’in bilinen fotokatalitik oksitleme 6zelliginin yani sira bir diger 6zelligi de 151k
etkisi ile ylizeyinin siiperhidrofilik o6zellik kazanmasidir. TiO2 NP’niin bu o&zelligi,
bugulanmayan ve kendi kendisini temizleyebilen yiizeyler ve camlar elde edilmesini
saglamaktadir (Wang ve ark. 1997). Aym1 zamanda yol, tiinel ve kaldirimlarda kullanilan
¢imento ve asfaltin igine konulan TiO2 nanopartikiilii hava temizleme ve havadaki azotoksit ve

tiirevlerinin (NOx) oranini azaltma islevi gergeklestirmektedir (Chen ve Poon 2009).

Ayrica 15181 ¢ok iyi kirma 6zelligi ve reaktif oksijen tiretebilmesi nedeniyle silikonlu
giines pillerinde, yansimay1 engellemesi nedeniyle de ince film optik aletlerde kullanilir (Mert

2006).
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2002 yilinda TiO2 nanopartikiiliiniin iiretim kapasitesinin 4.6 milyon ton oldugu tahmin
edilmektedir (Winkler, 2003). Oniimiizdeki 10 yil i¢inde TiO2 nanopartikiilii igeren 2 milyon
ile 6 milyon ton arasinda iriiniin ise dogaya karisacagi (Robichaud ve ark. 2009) tahmin
edilmektedir. TiO2 nanopartikiillerin kullaniminin gittikge artmasi dogaya geri donen miktarin
artmasina ve buna bagli olarak da ekolojik riskleri konusunda da gesitli endiselere neden
olmaktadir. Miiller ve Nowack (2008)’1n bildirdigine goére TiO2 nanopartikiiliiniin havadaki
konsantrasyonunun 0.0015ug/m, sudaki konsantrasyonunun 3.07ug/L ve topraktaki

konsantrasyonunun 0.4pg/kg oldugu tahmin edilmektedir.

1. 2. 2. TiO2 NP toksikolojisi

TiO2 NP’niin endiistri, saglik ve kozmetik alanlarda yogun kullanimi nedeniyle risk
degerlendirme ¢aligmalarinin 6zellikle memeliler lizerinde yogunlastigi goriilmektedir. Birgok
caligmada farelerde kronik akciger inflamatuar olusumu gozlemlemistir (Oberdorster ve ark.
1992). Memeli ¢alismalari solunum yoluyla viicuda alinan TiO2 nanopartikiillerinin akciger
dokusunda biriktigi ve bu sebeple inflamatuar cevap gelistirmesine sebep oldugunu ve bununla
beraber akcigerde notrofil oraninda yiikselme ve dokuda patolojik degisikliklerin olustugu
gozlemlenmistir (Osier ve Oberdorster, 1997; Oberdorster ve ark. 2000; Bermudez ve ark,
2004; Warheit ve ark. 2005).

TiO2’in dis macunu, agiz pastili gibi triinlerde kullanilmasi ve ilag tagimasi gibi
farmakolojik alanlarda kullanilmast TiO2 nanopartikiiliiniin gastrointestinal emilim ile herhangi
bir toksik yangi olusturup olusturmadigi arastirilmistir. Farelerle yapilan deneyde TiO>
nanopartikiiliiniin beyindeki konsantrasyonu 6nemli derece artmistir (Wang ve ark. 2007).
Ancak daha sonra yapilan aragtirmalar TiO2’in birikiminin en diisiik oldugu yolagin beslenme
ile alindan yolagin oldugu ortaya konmustur. Bu durum nanopartikiillerin bagirsaklardan geri

emilim oraninin az olmasi ile agiklamaktadirlar (Cho ve ark. 2013).

Kan-beyin bariyerinden fagositier araciligi ile 60-120 nm boyutundaki pargaciklarin
gecebilmesi, nanopartikiillerin beyine ulasabilmesini miimkiin kilmaktadir. Beyindeki sinir
hiicrelerinde bulunan lipitler reaktif oksijen tiirlerinin hiicumuna ugrayarak lipit
peroksidasyonu yoluna gitmeye daha yatkindirlar. Bu durum ise ndéronlarin fizyolojik
fonksiyon bozukluguna ve beynin oksidatif hasar gormesine neden olmaktadir (Matés 2000).
Yakin zamanlarda yapilan bir ¢alismada nano boyutlu TiO2 partikiillerinin sadece beyindeki
Mikroglia hiicrelerini uyararak reaktif oksijen tiirlerinin {iretilmesine sebep olmakla kalmayip

ayn1 zamanda mitokondrial enerji tiretimine de miidahale ettigi ortaya ¢itkmistir (Long ve ark.
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2006). ). In vitro ortamda yapilan bir¢ok ¢alisma da TiO, nanopartikiiliiniin sinir hiicreleri i¢in
sitotoksik oldugunu ve apoptozu arttirdig1 sonucuna ulasmistir. insan ve farelerin glia hiicreleri,
insan astrosit hiicreleri, fare adrenal medulla hiicreleri (PC12) gibi birgok sinir hiicresiyle in
vitro yapilan calismalarin ¢ogunda apoptozda artig, niikleusun daralmasi, anormal niiklear
membran ve kromatin marjinalizasyonu, mitokondrial sisme gibi sistotoksik ve genotoksik

gelismeler ortaya konmustur (Marquez-Ramirez ve ark.2012; Sheng ve ark. 2015).

TiO2 nanopartikiillerin ayn1 zamanda norotransmitterlerin salinimini da etkiledikleri
gozlemlenmistir. Farelerin viicutlarinda biriken TiO> miktar1 vertebralarda en uyaric
ndrotransmitter olan glutamat metabolizmasinda aksamalara neden olmaktadir (Ze ve ark
2016). Sekil 1.7.°de yukarida paragraflar seklinde anlatilan gibi TiO2 NP’niin merkezi sinir

sistemi lizerindeki etkisi gosterilmektedir.

Akcigerin Sindirim Yolununi ‘ Enjeksiyon ile Dolasim Deri
fu il | > 2 o
Butur: Yoo Hle Maruz kalmasi Maruz kalmasi Sistemine Girig Yolu
Kan Penetrasyon
__yok

""" P ey e e MR o o o
'Solunum ile ilgili '

-SinnrYolaol

IR A e AT ERE {}— ____________ :
P Beyin(hippocampus)

N 0. <

' Microglia Aktivasyonu

i INGronlar ile Direkt Etklle51m'

Pro-inflamatuar ROS uUretimi Hucre O1uma Sinyal
sitckinlerin salinimi \ Yolaklarinin Aktivasyocnu

Hiucre Oluma

Apoptoz
Nekroz

2

Noérodejenerasyon

g

Beyin Hasari

Sekil 1.7. TiO2 nanopartikiiliiniin viicuda olasi giris yollar1 ve merkezi sinir sistemi lizerinde
yaptigi hasarin mekanizmasi (Czajka ve ark. 2015°den diizenlenmistir).
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TiO2 NP immiin sistemde de ¢esitli yangilar olusturmaktadir. Canlida pro-inflamatuar
cevap olusturdugu insan endotel hiicrelerinde gozlemlenmistir (Driscoll ve ark. 1997). TiO>
NP’niin UV altinda reaktif oksijen tiirleri iiretmesinin yami sira UV yoklugunda da
gerceklesmesi dikkat ¢gekicidir (Peters ve ark. 2004).

Insan ve memeli hiicreleri ile in vitro yapilan calismalarda, 151k varliginda TiO;
nanopartikiillerinin DNA iizerinde cesitli etkilerinin oldugu kanitlanmustir. Ozellikle fotokataliz
etkisi sebebiyle DNA’da zincir bozulmalarina sebep olabilecegi diisiiniilmektedir. 10nm
capindaki TiO2 nanopartikiilleri ile yapilan ¢aligmada partikiillerin DNA’nin fosfat grubuna
baglandigi gozlemlenmistir (Zhu ve ark. 2007). Lenfoblastoid hiicrelerinde TiO2
nanopartikiiliiniin mikroniikleus olusumunu 2,5 kat arttirdigi ve DNA’da olusan tek zincir

kiriklarinin olusma sikliginin 5 katina ¢ikardigi gézlemlenmistir (Wang ve ark. 2007).

Nanomateryallerin kontrolstiz bir sekilde dogaya salimimi baslica su sistemleri
iizerinden olmaktadir. Ozellikle nanopartikiillerin kullanildig {iriinlerin imalatin1 yapan sanayi
tesisleri ve popiilasyonun yogun oldugu sehirlerde biriken atiklarin agik su sistemlerine
dokiilmesi denizel sistemlere nanopartikiil yiiklemesi ile sonuglanmaktadir. Ornegin Isvigre’de
sehir atiklarinin toplandigi atik sularinda Ti konsantrasyonu 16pug/L olarak dl¢tilmiistiir (Kaegi

ve ark. 2008).

Su canlilarinin viicutlarina giren nanopartikiiller, hem ¢esitli dokularda birikerek hem
cesitli yolaklarin aktivasyonuna zarar vererek hem de iirettigi reaktif oksijen tiirleri ile canlilarin
i¢ dengesini bozarak toksik etki yarattig1 bilinmektedir. 2009 yilinda yapilan bir calismada bazi
nanomateryallerin (nano TiO2, ZnO, Ag, karbon nanotiip ve fullerene) A.B.D, Avrupa ve
Isvigre’de toprak ve sedimentteki miktarlar1 6l¢iilmiis ve TiO2 nanopartikiiliiniin 3 bélgede de
en ¢ok konsantrasyona sahip oldugu goriilmiistiir. Ayni ¢alismada bir yi1l i¢inde tahmin edilen
birikim miktarlar karsilastirildiginda yiizey suyu igin 0.085ug/L, sediment i¢in 2382pg/kg.y,
hava i¢in 0.003ug/m? ve toprak icin 2.13pg/kg.y’dir (Gottschalk ve ark. 2009). Ozellikle atik
su aritma tesislerinde biriken TiO2 NP’niin bertaraf edilme yontemleri sucul ekosistem igin
hayati 0zellik tasimaktadir. Atik su tesislerinde TiO2 nanopartikiillerinin modellenen
konsantrasyonu 1,2mg/L'ye kadar ¢ikmistir. (Gottschalk ve ark. 2013). Ayni zamanda 2011
yilinda Avrupa denizlerinin yiizey suyundaki TiO2 degerinin 0.1 ile 16 pg/L arasinda oldugu

tahmin edilmektedir (Johnson ve ark. 2011).
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Sekil 1.8. Los Angeles Bolgesinde 1 yillik simiilasyon ile elde edilen nanopartikiil degerleri.
(Liu ve Cohen 2014 makalesinden diizenlenmistir.)

Sekil 1.8.’de de gortildiigli gibi ¢esitli nanopartikiillerle kiyaslandiginda TiO2 NP niin
dogada bulunma miktarinin tretimi ile baglantili olarak en yiiksek oldugu goriilmektedir.

Ozellikle su ve sedimentteki miktarmin toprak ve havada bulunma miktarindan daha fazla

olmasi TiO2 NP’niin toksisite tehlikesinden en ¢ok akutaik canlilarin etkilenecegi 6ngdriilebilir.
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Sekil 1.9. Amerika Birlesik Devletleri’nde ¢esitli nanopartikillerin 2001-2012 yillar1 arasinda
sedimentteki miktarindaki artis. (Gottschalk ve ark. 2013)
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Sekil 1.9.’da Amerika Birlesik Devletleri’nde 2001 ile 2012 yillar1 arasinda TiO>
nanopartikiiliiniin ¢esitli nanopartikiillerle kiyaslandiginda sedimentte bulunma miktarinin
gosterilen grafik incelendiginde TiO2 NP’niin miligram cinsinden verilmesi ancak diger
nanopartikiillerin mikrogram cinsinden verilmesi dikkat cekicidir. Ayrica TiO2 NP’niin
sedimentte bulunma oraninin diger nanopartikiillerle kiyaslandiginda ilerleyen yillardaki
bulunma miktarindaki artigin daha fazla oldugu da goriilmektedir. Bu da TiO2 nanopartikiiliiniin

ekolojik hayat ve canlilik i¢in gittikge daha biiyiik bir tehdit olusturdugunu gostermektedir.

Deniz ve tatlisu sistemlerinde suyun i¢inde bulunan TiO2 nanopartikiilleri sonikasyonla
coziinebildigi gibi birka¢ saat sonra suyun zemininde ¢okelti olusturmaya meyillidirler. Bu
sebeple basta midye, deniz salyangozu gibi deniz omurgalilar1 ve dip baliklar1 gibi bentik zonda

yasayan canlilar i¢in toksik etkisinin daha yiiksek oldugu tahmin edilmektedir.

Akuatik ekosistemin bir pargasi olan midyeler filtrasyonla beslenirler. 6pum’den biiyiik
partikiilleri %90 verimle yakalayan bu sistem daha kiigiik partikiilleri yakalama orani gittikce
diismektedir (Riisgard 1988). 1um’den daha kiigiik partikiilleri ise ¢ogu tiiriin yakalama verimi
%15’in altindadir (Ward ve Shumway 2004). Biitiin bu sinirlamalar g6z 6niinde bulundugunda
bivalv smifinin nanopartikiil toksikolojisi yoniinden diisiik risk grubunda oldugu soylenebilir.
Ancak nanopartikiillerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ¢ok hizl bir sekilde degisebildigi gibi
agregat olusturmaya ve kiimelenmeye yatkin partikiillerdir. Ozellikle tuzlu sudaki yiiksek
iyonik bag yapma kapasitesi nanopartikiillerin ¢ok daha biiytik partikiillere donligmesine sebep
olmaktadir (Keller ve ark. 2010). Agrage olan nanopartikiiller diger biiyiik toksik maddeler gibi
fonksiyon gostererek midyenin viicudunda birikime neden olmakta ve belirli organlarina zarar
vermektedir. Yapilan ¢alismalarda TiO2 nanopartikiiliiniin sindirim kesesi ve solungaglarda
reaktif oksijen tiirleri Uirettigi ¢esitli ¢alismalarla gézlemlenmistir (Zhu ve ark. 2011). Bunun
sonucunda antioksidant savunma sistemi hedef dokulardaki reaktif oksijen tiirevlerini etkisiz
hale getirmeye caligmakta, basarisiz oldugu durumlarda ise dokularda dejenerasyonlar

gergeklesmektedir.

Suyu filtrasyonla viicuduna alan diger bir canli ise baliktir. Ancak solungag sistemleri
midyeden farklidir. Bu da TiO2 nanopartikiiliiniin baliklarda daha farkli yangilar olusturmasina
neden olmaktadir. Yapilan ¢esitli caligsmalar sonucunda TiO2 nanopartikiillerin balik viicuduna
girdikten sonra birikim yaptig1 hedef organlarin solungag, bagirsak, karaciger ve beyin oldugu

saptanmistir (Handy ve ark. 2008).
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Solungaglardan ¢oziinmiis metallerin dokuya gegisi ilgili iyon tasima sistemleri veya
hidrofobik membrandan diflizyonu ile ger¢eklesmektedir (Campbell ve Stokes 1985). Metaller
ve ¢esitli iyonlarin solungaca gegisi epitelinin iizerindeki ince bir katman olusan polianyonik
mukus sayesindedir. Polianyonik mukustan salinan Cl” iyonlar1 apikal alanda toplanarak
membranin her iki tarafindaki katyon iyonlarini kendine c¢eker. Bu sayede elektrostatik bir
denge olusur. Olusan bu dengeye Donnan Potansiyeli ad1 verilmektedir. Sekil 1.10’da Donan

potansiyelin sematik gosterimi verilmistir.

Ekstraseliiler

Sekil 1.10. Donnan Potansiyeli

Sitoplazma

Metaller ve ¢esitli iyonlar bu sayede iyon tasiyicilari araciligi ile hiicrenin igine girerler
(Handy ve ark. 2008). Ancak ¢6ziinmiis metallerin aksine nanopartikiillerin taginmasi sirasinda
bir metal-ATPaz (6rnek olarak Cu i¢in CuATPaz) aktivitesi olmamaktadir. Bunun yerine apikal
membranda partikiillerin endositozu ger¢eklesmektedir (Shaw ve Handy 2011). Baliklarin
mukus salgisini arttirarak mukuslarinda bulunan mukoproteinlerin nanopartikiilleri sararak
toksik etkiyi azaltmaya calismasi yapilan ¢aligsmalarda ortaya konulmustur. Cesitli deneylerde
nanopartikiile maruz birakilan baliklarin mukus salgilamasimnin arttig1 gézlemlenmistir
(Federici ve ark. 2007). Bu durum bir siire sonra dezavantaja doniismekte ve mukus salgisinin
yiiksek ekspresyonu nedeniyle {iretiminin azalmasina ve solungaglara zarar vermesine neden
olmaktadir. Ancak bu sistem sayesinde belirli bir siire i¢in diger dokularin nanopartikiilden
etkilenmesinin de Oniine biiyiik miktarda gecilmis olunur. Bunun sonucunda ise solungaglarda
nanopartikiil agregasyonu ve birikimi gerceklesir: Baliklarin solungac epitel yapisi

memelilerdeki solunum epiteline gére daha siki bir yapida oldugu i¢cin (McWilliams ve Potts
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1978) nanopartikiiller, hiicre bosluklarindan dokuya transfer olamayacak kadar biiytiktiirler.
Sadece boyutlar géz oniine alindiginda kiigiik molekiiller ve atomlara gore nanopartikiillerin
baglanma noktalarindan (gap junctions) ge¢isinin diisiik bir ihtimal oldugu s6ylenebilir (Handy
ve Eddy 2004). Bu boélgelerde biriken nanopartikiiller fotokataliz Ozellikleri sayesinde
kolaylikla reaktif oksijen tiirleri lireterek solunga¢ lamellalarina zarar verebilir. Yapisal
konformasyonu bozulan lamellalardan daha rahat gecebilen nanopartikiillerin viicuda girisi

kolaylasmis olur.

Hedef organlardan biri olan bagirsaklarindan daha biiyiik molekiilleri endositoz yolu ile
dolasima kazandirabildigi i¢in nanopartikiillerin bu yol ile viicuttaki diger dokulara daha kolay
ulastig1 diistiniilmektedir (Moore 2006). Ayn1 zamanda hem mide hem de bagirsakta toplanarak

agregat olusturdugu da ¢esitli caligmalarca kanitlanmistir.

Diger bir hedef organ olan karaciger, metal graniillerinin toplandig1 organdir (Lanno ve
ark. 1987). Bu sebeple nanopartikiillerin de hepatik hiicrelerde toplanmasi tahmin edilmekte ve
cesitli deneyler sonucunda da ortaya konmaktadir (Palaniappan ve Pramod 2011). Yapilan
cesitli histolojik gozlemler TiO2 nanopartikiiliine maruz birakilan bireylerin karacigerlerinde
sitoplazmik vakuolizasyon, apoptik hiicreler ve nekrotik hiicreler gibi ¢esitli degisiklikler
gozlemlenmektedir. Ayn1 zamanda yapilan biyokimyasal ¢aligmalar karacigerin reaktif oksijen
tirlerine kars1 antioksidant savunma elemanlarindan olan SOD ve CAT aktivitesinin solungag
ve beyine gore 10 kat arttig1 tespit edilmistir (Hao ve ark. 2009). Bu durum karacigerin TiO>
nanopartikiiliiniin toksik etkisinin Oniline gecebilmek icin g¢esitli yollarla bir yangi
olusturdugunu TiO2 nanopartikiiliiniin ise karaciger dokusuna patolojik etki ettigi sonucunu
ortaya koymaktadir. Sekil 1.11°de TiO2 NP’ niin yukarida anlatildig1 gibi viicuda girebilecegi

olas1 organlar ve viicutta birikim ile ilgilisi olan organlar gosterilmektedir.

Bu calismalarin yaninda ¢esitli deneyler farkli sonuglar1 da isaret etmektedir. Soyle ki,
bazi calismalarda sadece solungaglarda birikim goriilmesine ragmen (Boyle ve ark. 2013) ayn1
konsantrasyonla ve ayni tiirle yapilan diger ¢alismalarda ise karaciger ve beyinde birikim
gozlemlenmistir (Chen ve ark. 2011A). Bunun gibi daha 6nce yapilan c¢alismalar birbiri ile
farkli sonuglar ortaya koydugu halde i¢ organlarin etkilenmesi dahil sub-letal toksisite etkisi

birgok arastirmaci tarafindan rapor edilmistir.
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Solungag viizevinden viicuda
TiO2 NP'niin deriden ge¢mesi girerek yavas bir sekilde kan
¢ok miimkiin olmasa da dolastmna katihr.
herhangi bir vara ve enfeksivon

acigmdan girebilir.

Baligm i¢tigi su ile viicuda

girerek epitel hiicrelerini
Eger viicuda girerse Eger viicuda absorbe oksidatif strese sokar. Bu
glomeriiler filtreden ohursa hepatik dokuda sayede epitel hiicrelerinin
gegmesi mimkiin birikime sebep olabilir. gecirgenligini degistirir.
olmavabilir.

Sekil 1.11. TiO2 NP’niin viicuda alim1 ve birikimi ile ilgili olas1 yolaklar (Handy ve ark. 2008

makalesinden diizenlenmistir.)

TiO2 nanopartikiilii yiizeyindeki elektriksel potansiyel sebebiyle suda bulunan bazi
metal menseili partikiilleri ve kirleticileri de kendi yapisina baglayarak dokulara penetre
olmasini kolaylastirmaktadir. Cesitli caligmalar TiO2 nanopartikiiliiniin arsenik, (Sun ve ark.
2009), kadmiyum (Zhang ve ark 2007), bakir ve ¢inko (Ramsden 2009) gibi diger metallerle
bag kurarak kendi molekiiler konformasyonuna dahil ettigini ve bu sayede dokularda biriken

ikincil metal miktarinin arttigin1 gézlemlemislerdir.

Baliklarda TiO2 nanopartikiiliiniin beyin dokusunda birikimi ile ilgili birgok ¢aligma
yapilmistir. Ozellikle koku duyu organinin meydana getirdigi aciklik, solungag agikliklari ve
endositoz-pinositoz yolaklari nanopartikiillerin beyin dokusuna ulasmasini kolaylastiran
mekanizmalardir.  Yapilan bir¢ok toksikoloji c¢alismasinda beyinde Ti birikimi gesitli
yontemlerle ortaya konmustur. 8 hafta boyunca TiO2 nanopartikiiliine beslenme yolu ile maruz
kalan gokkusagi alabaliklarinda 4. haftadan itibaren beyin dokusunda nanopartikiil birikmesi
gozlemlenmeye baslamistir (Ramsden ve ark. 2009). Laterizasyon ve yiizme ile ilgili
becerilerde aksamalar TiO2’nin beyin dokusunda ¢esitli degisikliklere yol actigna isaret
etmektedir. Yapilan ¢aligmalarda baliklarin solunum ve yiizme frekansinin arttig1 ayrica yiizme

stilinde bozulmalar meydana geldigi ve yiizeye yakin bolgelerde kiiciik dairesel hareketler
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yaptig1 (Hao ve ark. 2009) gézlemlenmis, vertikal diizlemde asili kalma hareketleri (Simth ve
ark. 2007) gibi davranissal bozukluklar gézlemlenmistir. Ayn1 zamanda beyin dokusundaki
noronlardaki apoptoz, mitokondrial sisme, kristalarin kaybolmasi, niiklear membranda olusan
cokiintiiler de TiO2 nanopartikiiliiniin beyin hiicrelerine zarar verdigini gostermektedir (Sheng
ve ark. 2016). Nanopartikiillerin epitel hiicrelerinde reseptorleri engelleyerek koku alma
duyusunda aksakliklara neden oldugu bilinmektedir (Brog-Neczak ve Tjalve 1996). Beyinde
meydana gelen bu bozukluklar davranissal fonksiyonlar; tekrarlanan davranissal kaliplar; yem
alimi; saldirganlik; seksiiel davranig; 0grenme; sirkadiyen ritim; uyuma-uyanma dongiisi;
lokomotor sistemlerin olgunlagmasi ve yiizme becerisi gibi fonksiyonlarin sekteye ugramasina
neden olmustur (Holscheneider ve ark. 2001). Hayati sistemleri diizenleyen beyindeki
degisimler baliklarin av-avci iliskisini etkileyebilmektedir. Bunun sonucu olarak da baligin
popiilasyonunda artma ya da azalma gozlemlenebilecegi gibi bu degisim ekosistemdeki biitiin
canlilart etkileyecektir. Biitiin bu bulgulara ragmen bazi ¢alismalar TiO2 nanopartikiiliiniin

beyinde herhangi bir birikime sebep olmadigi da bildirilmistir (Boyle ve ark. 2013).

TiO2 nanopartikiilleri immiin sistemde de aksakliklara neden olabilmektedir; soyle ki
kalsiyum iyonlarmin varliginda TiO2 nanopartikiilleri lipopolisakkaritlerle bag
yapabilmektedirler (Aswood ve ark. 2007). Bu yetenegi sayesinde bakteriler gibi

immiinotoksikantlar1 tagiyarak patojen bakterileri canlinin viicuduna sokabilmektedir.

TiO2 nanopartikiiliiniin akuatik sistemde yasayan canlilarda genotoksik etkilere de
neden oldugu bildirilmistir. DNA’da olusan zararin mekanizmasi tam olarak bilinmemekle
birlikte DNA ve TiO2 nanopartikiiliiniin direk karsilasmasi1 durumunda TiO2 NP’ii DNA’nin
fosfat grubunu hedef almakta veya tamir enzimlerini inhibe ederek DNA zincirinde kiriklara
yol agtig1 disiiniilmektedir (Hartwig 1998, Reeves ve ark. 2008). Bununla birlikte TiO:
nanopartikiiliiniin tirettigi reaktif oksijen tiirleri de DNA hasarina sebep olan etkenlerden biri
oldugu diisiintilmektedir (Gurr ve ark. 2005; Veranth ve ark. 2007). Tiim bu bulgularla beraber
mutageneze dair herhangi bir kanit bulunamamistir (Zhu ve ark. 2007; Li ve ark. 2008). Ayrica
TiO2’e maruz birakilan bireylerde ribozom striiktiirii ve ribozomal aktivite ile alakali olmak
tizere 171 genin ekspresyon derecesini degistirdigi tespit edilmistir (Griffith ve ark 2009).
Bagka bir ¢alismada ise bireylerin 6grenme ve hafiza ile iligkili olan genlerinde bozukluk

gozlemlenmistir (Zheng ve ark. 2013).
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TiO2 nanopartikiiliiniin yiiksek kullanim hacmi ve akuatik canlilardaki birikim akuatik
sistemde gozlemlenen tek problem degildir. Bu probleme ek olarak kiiresel 1sinmaya bagl
sekilde sularda artan CO2 konsantrasyonlar1 nedeniyle gelecekte diinyamizi ve akuatik canlilari
yakindan ilgilendirmektedir. Bu sebeple kiiresel 1sinmanin akuatik canlilar itizerindeki
etkilerinin iyice anlasilmasi ve bu iki biiylik problemin sinerjik etkisinin Sonuglarinin tespit

edilmesi akuatik ekosistemin devami i¢in hayati 6nem tagimaktadir.

1.2. Kiiresel Issnmanin Akuatik Sistem Uzerindeki Etkisi

Akuatik sistem diinyanin ylizde 71’ini kaplarken bu akuatik sistemin biiylik bir
boliimiinii tuzlu sular; okyanus ve denizler olusturmaktadir. Tatlisular ise yeryiiziindeki su
kiitlesinin %0.8’ini ifade etmesine ragmen tatlisu ekosistemi tiim balik tiirlerinin %40’1na ev
sahipligi yapmaktadir (Dudgeon ve ark. 2006). Sekil 1.12.’de diinyamizda suyun bulunma

sekilleri ve yiizdeleri verilmektedir.

Tath . Golve
Su 3 % Nehirler
<1%

Buzullar 70%

Tuzlu slu 97%

Sekil 1.12. Yeryiiziinde suyun bulunma sekilleri.

Kapal1 su sistemleri okyanuslardan farkli olarak karasal biyotik ve abiyotik sistemden
daha ¢ok etkilenmektedir. Tatlisu sistemlerine karasal sistemden yiiksek miktarda karbon gecisi

olmaktadir. Genel anlamda tatlisularda total CO- miktarin1 etkileyen temel faktorler;

1. Suyun kaynag (yeralti, bosaltim alan1 vs.)

2. CO’in tatlisuda kalma siiresi, gaz transfer hiz1 (CO:’in sudan atmosfere buharlagmasi
ve tekrar suda ¢oziinme hiz1)

3. Su kiitlesinin altinda yatan jeoloji
4. Heterotrof ve ototrof aktivite arasindaki denge

Yasayan organizmalarin, organik materyallerin dekompozisyonu akuatik sistemi DOC
(¢6ztinmiis organik karbon) ile akuatik canlilarin solunumu (karbonik asit - H.COs, bikarbonat

- HCOs", karbonat - COg, karbondioksit - CO-) akuatik sistemi ¢éziinmiis inorganik karbon
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(DIC) ile doymus hale getirebilmektedir. Bu durum ise sucul sistemi atmosferdeki CO-
degerlerinin lizerine ¢ikartir ve sistem net heterotrof (CO: iireten) pozisyona gelebilir (Sobek
ve ark. 2003).

Tarimsal uygulamalar daha fazla karbonun tatlisu sistemlerine tasinmasina neden olur.
Bu durum tatlisudaki kararsiz karbon miktarin1 %30’dan %70’e ¢ikartmaktadir (Beyer ve ark.
1993). Bunla beraber tatlisularin bulundugu bolgeye bagli olarak yapraklarini doken bitkilerin
miktar1 ve ¢ayir alanlar1 gibi arazi 6zellikleri de tathisulardaki CO. miktarii etkilemektedir.
Kalsiyumca zengin bolgedeki tatlisularda CO: hizlica CaCO3 doniistiigiinden bu bolgelerde

CO2 miktarinin diisiik olmasi beklenmektedir.

Biyotik ve abiyotik faktorlerin etkilesmeleri ve karmasikligi nedeniyle tatlisulardaki
CO: miktar1 gilinlik, sezonluk dalgalanmalar gosterebildigi gibi atmosferdeki CO-
konsantrasyonu ile kendi konsantrasyonu arasinda da biiyiik ¢esitlilik gostermektedir. Kiiresel
capta gollerle yapilan bir calismada tatlisularda bulunan CO: konsantrasyonlar1 bulundugu
cevredeki CO2 miktarinin 1/3°1 ile 3 kat fazlasi arasinda degistigi goriilmistiir (Cole ve ark.
2007). 6,708 akarsu ve irmak arasindaki 6rneklerin %95’inin CO: konsantrasyon miktari
atmosferik CO. miktarindan yiiksek ¢ikmistir. Degerlendirilen 6,708 tatlisu sisteminin CO:
konsantrasyon medyan degeri 2.300 patm, ortalamasi ise 3,100 patm olarak belirlenmistir

(Raymond 2013). Ozellikle lotik sistemlerde atmosferik degerlerin 10-15 kat1 yiiksek degerlere
cikabilmektedir (Amazon River - Richey ve ark. 1980, Ottawa River — Telmer & Veizer 1999).

Sulardaki CO2 miktarini etkileyen biyotik faktorlerin yaninda 19. yiizyilin baslarinda
gerceklesen Endistiiriyel Devrim ve fosil yakitlar ile yiikselen karbon kullanimi da bu miktari
etkileyen en dnemli abiyotik faktdrdiir. Oyle ki havadaki CO2 miktar1 giiniimiizde en yiiksek
seviyeye ulasmaktadir: Sanayi Devrimi baslangiglarinda atmosferdeki CO2 miktar1 280 ppm
iken giiniimiizde bu deger 405 ppm’e ulagmistir. Eger CO2 salinim ivmesi degismezse bu
yiizyilin sonunda atmosferik CO:’in 730-1020 ppm degerlerine ulasmasi beklenmektedir
(Raupach ve ark. 2007). Eger havadaki CO: konsantrasyonu yiiksek ise havadan suya,
okyanustaki konsantrasyonu yiiksekse sudan havaya CO: ge¢isi gozlemlenmektedir. Buna bagl
olarak bu yiizyilin sonunda okyanus pH’1 suan ki degerlere kiyasla 0.3-0.4 birim diisecektir.
2300 yilinda okyanus pH’mnin 0.77 birim diiserek 7.6 degerlerinde olmasi ve sudaki CO:’in
kismi basincinin 1721patm olmasi beklenmektedir (Caldeira ve Wickett 2005)

Kiiresel 1sinma nedeniyle atmosferik CO-’in yiikselmesi tatli sularda karbonik asit

(H2COs) olusumuna sebep olmaktadir. Karbonik asit ise bikarbonat (HCOs") ve hidronyum
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(HO3) iyonlarina doniiserek hidrojen iyonlarinin salinmasina neden olmaktadir Sekil 1.13’te de
goriildiigli tizere bu iyonlarin bulunma yogunlugunun miktart suyun pH derecesine gore
degisiklik gostermektedir. Bazik sular daha yiiksek miktarda CO3 bulundururken asidik sular
ise daha ¢ok H>COs bulundururlar (Wetzel 2001). Bu durum da kiiresel 1sinma ile suyun

kimyasal 6zelliklerinin degismesine neden olmaktadir.

H>COs + H,0 © H30' + HCO:*

HCO:? + H,0 ©H30* + CO3?2

0.8l

064

0.4

0.2

Sekil 1.13. Farkli pH degerlerinde karbonun bulunma sekilleri

Denizlerde kiiresel 1sinmaya bagh olarak artan CO. konsantrasyonu ve beraberinde
pH’in diismesi bu ortamda yasayan canliligi farkli sekillerde etkilemektedir. CO. ve pH
degerlerinin degismesi, tiirler igindeki bireysel etkilerin yansira komiinite ozelliklerini,
varyasyonunu da etkilemekte ve buna bagli olarak popiilasyon ve ekosistemde de degisiklikler
meydana getirmektedir. Kiiresel 1sinmanin denizel beslenme agi, nutrient dongiisii ve

verimlilik lizerinde de biiyiik etkisi bulunmaktadir.

1.2.1. Yiiksek CO2’in akuatik canlilar iizerindeki etkisi
Yiikselen CO2’e bagli olarak diisen pH degeri en basta aragonit ve kalsitin maddelerinin
doymusluk oranini disiiriir. Bu durum molliisk (Munday 2011), ekinodermler (Gazeau ve ark.

2007) gibi kalsifiye olan tiirlerin kalsifikasyon oraninin diismesine neden olmaktadir. Bu
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durumun biiyiime oraninda azalma ve hayatta kalma oraninda azalma ile iliskisi oldugu
diistiniilmektedir. Yiiksek CO: denizel yumusakcalarda hareket yetenegi ve aktivite miktarini
da etkilemektedir. Yiiksek CO: degerlerinde yetisen yumusakgalarin hareketsiz sekilde daha
fazla zaman harcadigi gozlemlenmistir. Aynmi sekilde yiiksek CO. degerlerinde bireylerde
yemek arama ve av ile bas etme becerisinde diisiis gozlemlenmistir (Queiros ve ark. 2015).
Anti-predatér  davraniglar, beyindeki GABAAa reseptoriiniin  etkilenmesinden dolay1
engellenmistir. Protein sentezi, hiicresel strese karst olusan tepki, enerji iiretimi gibi hiicre ici

proseslerin de negatif etkilendigi bilinmektedir (Hasler ve ark. 2016).

Baliklar da diger su canlilar1 gibi suyun filtrasyonu ile oksijen ihtiyacim
karsilamaktadir. Bu sebeple yliksek COz-in etkileri diger canlilarda oldugu gibi viicut i¢i
yapilarda hissedilmektedir. Ancak baliklar daha kompleks canlilar oldugu i¢in yiiksek CO2’in
etkileri daha farkli olmaktadir. Bu sebeple baligin saglikli bir hayat siirmesi suyun fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri ile yakindan iligkilidir. Suda gergeklesen herhangi bir fiziksel ve kimyasal
degisiklik solungaglar sayesinde viicut icinde hissedilmekte ve sistemleri etkilemektedir. Ancak
yukarida anlatildig1 gibi tatlisu sistemlerinde CO2 miktarinin degisimleri siirekli yasandigi i¢in
baliklarin 2000patm CO: konsantrasyonlarinin altindaki CO- degerlerine toleransi oldugunu

soylenebilir (Heuer ve Grosell 2014).

CO2’in denizel canlilar iizerindeki etkileri bes ana kategoride incelenebilir. Bu
kategoriler ise;

A. Asit-baz dengesi

B. Metabolizma

C. Biiytime ve Gelisim

D. Norosensor Sistemler

E. Kalsifikasyon
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Sekil 1.14. CO’in akuatik canlilar lizerinde gosterdigi olumsuz etkiler etkiler (Heuer ve Grosell
2014’den diizenlenmistir.)

Sekil 1.14’te gorildiigii gibi 2000 patm CO: konsantrasyon derigimlerinin iizerinde
norolojik davraniglar, biiylime, gelisim, hayatta kalma orani, metabolik hiz ve yilizme
performanst gibi beceriler etkilenmektedir. Osmoregiilasyon, mitokondrial aktivite ve
metabolik yolaklar 1,900-1,200 patm CO: degerlerinin altinda test edilmedigi i¢in bu
sistemlerin ne kadar hassas oldugu tam bilinmemektedir. CO-’e kars1 en hasSas noktalarin asit-

baz dengesini korumak adina otolit kalsifikasyonu ve GABAAa reseptorlerindeki noral
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bozulmadir. Bunlara ragmen 5 major kategoriden 2’si ile ilgili etkiler bu ylizyilin ortasinda

ortaya ¢ikacak olan 600 patm CO: konsantrasonlarinin altinda gézlemlenmistir.

pH regiilasyonu

Kemikli baliklar sicakliga da bagli olarak- ekstraseliiler pH’y1 (pHe) 7.7-8.1 arasinda
yani notr-alkali bir seviyede tutmaya meyillidirler. Ters akint1 sayesinde solungaglarda kan
damarlari ile su arasinda degisim gegeklesir. CO: suya atilarak kan plazmasinda diisiik CO-
basinci elde edilir. Bu sistem sayesinde sucul canlilarin kan plazmasindaki CO. miktar1 karasal
canlilardan daha azdir (arteriyal pCO2 ~2.600 patm balik, ~53,000 patm insan) (Perry ve
Gilmour 2006; Evans ve ark. 2005). Baliklarin asit-baz dengesindeki bozulmaya kars1 verdigi
temel cevap H* ve HCOs" iyonlarinin atim oranindaki regiilasyon ile plazma HCOs™ seviyesini
ayarlamaktir (Marshall ve Grosell 2006; Perry ve ark. 2010). Solungag epitelinin apikal ve
basolateral membranlarindaki H* - HCOs transfer yolaklari asit-baz regiilasyonunun
saglanmasinda 6nemli bir kapasiteye sahiptir. CO2’in HCOs™ formuna doniismesi karbonik

anhidraz (CA) sayesinde katalizlenerek ¢ok hizli bir sekilde gergeklestirilir.

KARBONIK
ANITIDRAZ,
(CA)

CO, + H,0 == H,CO; <= HCO; + H*

Baligin viicudunda olusan pH diisiisiiniin 0niine geg¢ilmesi i¢in solungacglarda bulunan
Na/H* pompasi veya Na*/NH4* pompasi kullanilmaktadir. Bu iyon aligverigleri gesitli protein
(NHEZ1, NHE2, NHE3) ve protein ailelerinin diizenlemesi altinda gelismektedir. Bu durum H*
iyonunun kan plazmasina gegisinin azaltilmasi i¢in 6nem arz etmektedir. Hiperkapniyaya
maruz kalan bireylerle yapilan ¢alismalarda NHE1 proteinin downregiilasyonu gozlemlenmistir

(Edwards ve ark. 2005).

Asit-baz dengesinin saglanmasi igin gerekli olan bagka bir eleman ise Na*/K*-ATPaz
aktivitesine bagl olan Na*, K* ve CI tasiyicilaridir. 6.000 patm (Melzner ve ark. 2009) ve
10.000 patm (Meehl ve ark. 2007) CO: konsantrasyonlarina maruz kalan bireylerin solungag
dokusunda Na*/K*-ATPaz aktivitesinin arttigi goézlemlenmistir. Sekil 1.14’de bahsedilen
transport sistemi ve yiiksek asidik degerlerde bahsedilen sistemdeki downregiilasyon ve

upregiilasyonlar gosterilmistir.
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Sekil 1.15. Denizel baliklarda asit-baz dengesi regiilasyonu: Kirmizi oklar yiiksek CO:
degerlerinde olusacak inhibisyon ve ekspresyonlari gostermektedir. Na*, K* ve CI transporter
(NKCC1), Na'/K* - ATPaz aktivitesi tarafindan kontrol edilir. CO2 hidrasyonu karbonik
anhidraz (CAc? tarafindan gerceklestir ve H ile HCO3 olusur. (Heuer ve Grosell 2014°den
diizenlenmistir)

Cogu c¢alismada 10.000patm CO; seviyelerinde bireylerin kandaki CO2 degeri anormal
degerlere c¢ikmaya baslar. Ancak kisa siirede verimli ve tam bir pH diizenlemesi
gerceklestirilmistir. Bu diizenleme i¢in gereken siire tiirlere gore degismesine karsin
giinler/saatler iginde gergeklesmektedir. Bu diizenleme net asit atilimimin artmasi ile
ekstraseliiler alandaki HCOs™ iyonlarinin tutulmasi yolu ile gergeklestirilmistir (Randall ve ark.
1982,Michaelidis ve ark. 2007,Perry ve ark. 2010). Ekstraseliiler alandaki pH dengeye
sokulmasina ragmen noral davranis, otolit biiyiimesi ve osmoregiilasyon iizerinde belirgin bir
etkisi oldugu varsayilmaktadir.

27



Intraseliiler pH’taki (pHi) en hafif degisim bile glikoliz rediiksiyonu ve aerobik
metabolizmada bozulmalara neden olur (Somero 1985; Hazel 1978). pHi regiilasyonu ¢ogu
dokuda CI/HCOs" degisimi (Brauner & Baker 2009; Concepcion 2012) ya da Na*/H" arasindaki
asit degisimi (Krumschnabel ve ark 2011; Orlowski ve Grinstein 2004) sayesinde olur. Ayni
zamanda katekolamin aktivasyonu sayesinde balik kan hiicrelerindeki Na* /H* degisim
sayesinde ger¢eklesmektedir (Baker ve ark. 2009). Bu mekanizmalar sayesinde intraseliiler
alandaki asidoz engellenmis olur ancak hiicrelerdeki Cl” ve Na+ konsantrasyonlarinin artmasi

cesitli noral ve davranigsal sorunlara yol agabilmektedir.
Metabolizma

Standart/bazal metabolik hiz (SMR) ile maksimum metabolik hiz (MMR) arasindaki
fark “aerobik faaliyet kapsami” olarak adlandirilir, oksijen tiiketimi ile dl¢lilmektedir ve bu
degerler hayvanin kondisyonu ve performansi hakkinda fikir vermektedir (Clark ve ark. 2013).
CO:-’e maruz kalan bireylerde MMR’da yiikselis gdzlenmektedir. Bu yiikselis stresorlerden ya
da hafif asidozdan kaynaklaniyor olabilir. Bu durumda canli katekolamin salinimini arttirir ve

intraseliiler alandaki pH’1 diisiirebilmektedir (Heuer ve Grosell 2014).

Eger canli viicudun ihtiya¢ duydugu oksijeni alamazsa dokularda hipoksi ortaya
¢ikmaya baglamaktadir. Solunum frekansinda artig birgok tiir igin genel bir cevap olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Osmoregiilasyon i¢in artan enerji ihtiyaci biiylime, iireme, otolit
formasyonu ve protein sentezi i¢in gerekli olan enerjiden harcanmaktadir (Kidder ve ark. 2006,

Ishimatsu ve ark. 2008).
Norosensor aktivite

Normal CO: kosullarinda GABA reseptorii agildigi zaman Cl” ve HCOs™ hiicrenin igine
akar ve polarizasyon gergeklesir. Noron dinlenme haline geger. Bu sayede néral aktivite
sonlanir. Ancak yiiksek CO: konsantrasyonlarindaki néron membranlarindaki CI- ve HCOs
gradientlerinin degismesi GABA-A resept0riiniin ters ¢caligmasina neden olmaktadir. Bu durum
da depolarizasyon ile sonuglanir. Depolarizaston-polarizasyon arasindaki bu aksamalar

canilarin davranislarinda degisime sebep olmaktadir (Nilsson ve ark. 2012). Bu degisimler;

Av-avci dinamikleri

Stres Seviyesi

Laterizasyon

Biyogesitlilik (Munday ve ark. 2009; Munday ve ark. 2010)

A w P
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Habitat tercihi (Devine ve Munday 2012a, Devine ve Munday 2012b)
Sosyal etkilesimler (Devine ve ark. 2012)

7. Yerlesme (settlement) tercihlerinde degisikliklere neden olmaktadir. Bu degisiklikler
popiilasyon ve ekosistem dinamiklerini etkilemektedir.

Yiiksek CO:’e maruz kalan bireylerde koku alma duyusunda gerileme ve buna bagli olarak
anti-predator hareketlerde ve predatore karsi olusan streste Onemli derecede gerileme
goriilmistiir . (Kitamura 2000; Ikuta 2001; Dixson ve ark. 2010). Ayni zamanda yiiksek CO-
konsantrasyonlar1 bireylerin lateralizasyonunda bozulmalar olusturmaktadir. Lateralizasyon
problemleri, 6grenme, uyaranlardan kagis, birgok isi ayni anda yapabilme gibi davranislarda
aksaklik olusturmaktadir (Jutfelt ve ark. 2013; Domenici ve ark. 2014). Ayrica i¢ kulaktaki
otolitleri aragonit (CaCOs3) yapida olup gelisimi CO: oran1 yiikseldiginde ekstraseliiler alanda
pH seviyesini koruma amaciyla olusan regiilasyon mekanizmasindan etkilenebilir (Payan ve ark.
1997). Bu durum baligin asit-baz dengesi regiilasyonunu korumak adina otolitlerde CaCO3
birikimine sebep olabilmektedir.

Kiiresel 1sinmaya bagli olarak yiikselen CO:2 konsantrasyonlari ve nanoteknoloji ile
hayatimiza giren TiO2 NP’lerinin dogaya karisma miktar1 her gecen giin daha da artmaktadir. Bu
sebeple giiniimiizde bu iki etkenin dogaya ve buna bagl olarak akuatik ekosisteme verdigi
etkilerin derinlemesine incelenmesi gerekmektedir. Bu sebeple bu calismada yiliksek CO2
konsantrasyonlari ile TiO2 NP’niin beraber gentoksisite ve sitotoksisitede sinerjik bir etki

gosterip gostermedigi incelenmek istenmektedir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1.Arastirma Materyali ve Temini

Sekil 2.1. de goriilen Carassius auratus bireyleri deneyde kullanilan balik tiiriidiir. Bu
deneyde Japon baliklarinin se¢ilmesinin nedeni hipoksiyaya karsi direngli bir balik olmasidir
(Roesner ve ark. 2008). Ozellikle yiiksek dozdaki CO, deneylerinden az etkilenmesi ve en az
mortality ile karsilasilmasi amaci ile deney Japon baliklari lizerinden dizayn edilmistir. Ayni
zamanda japon baliklar1 model organizma olmasi nedeni ile yapilan baska bilimsel ¢alismalar

da karsilastirma yapabilme adina kolaylik saglamaktadir.

Sekil 2.1. Carassius auratus

Carassius auratus bireyleri deney igin ticari bir firmadan alinmis ve deneyin
baglamasindan bir ay onceden laboratuvara getirildi. Laboratuvara alistirma siirecinde tim
baliklarin ortalama 941 cm boylarinda ve 11£2 g agirliklarda olacak sekilde secildi ve deney
gruplar1 herhangi bir hastalik belirtisi tespit edilmeyen saglikli bireylerden olusturuldu. Baliklar
on beserli gruplara boliinerek 40 L kapasitesi olan akvaryumlara konuldu. Akvaryumlar
dinlendirilmis-havalandirilmis ¢esme suyu ile 20L hacimnde dolduruldu. Tiim baliklara dogal
fotoperiyot uygulandi. Akvaryum suyu sicakligi 24+1 °C, oksijen konsantrasyonu 8.3 mg/L
olarak olgiildii. Baliklar sabah ve aksam olmak tizere iki kere ticari yem ile beslendi. Giinliik su
pH degeri ve su sicakligi takip edilerek her su degisimi esnasinda suyun sertligine bakildi. Su
degisimleri ti¢ glinde bir gergeklestirildi. Su degisimlerinde akvaryumum suyunun %380’
degistirildi. Hava tas1 yardimiyla suya siirekli olarak oksijen verilerek hipoksiya durumu
onlendi. Baliklarin strese girmemesi i¢in akvaryumlarin dibine tas dokiilerek ortam

dogallastirildi.
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2.2. CO2 Sistemi

Akvaryumlara kiiresel 1sinma sonucu artan CO> degerlerinin simiilasyonu i¢in uygun
bir diizenek hazirland. istenilen CO, konsantrasyonlarmin saglanmasi icin BKS marka 5 LT
CO. tiipii ticari bir firmadan edinildi. CO- tiiptii ile akvaryumlar arasindaki baglanti Milwaukee
MC122 pH Controller ile gergeklestirildi: kontrol panelinden ¢ikan prob akvaryumlardaki pH’1
Olcerek suyun pH’inin istenilen diizeyde tutmasi saglandi. Konsantrasyonun sabit kalmasini
saglamak i¢in kontrol panelinden ¢ikan baska bir kablo tlipe baglanarak pH’in yiikselmesi
durumunda tiipe sinyal gondererek tiipiin CO2 salinimin1 baslatmakta ve durum sudaki pH’1in
istenilen noktaya diismesine kadar devam etmektedir. CO> tiipiinden ¢ikan pndmatik hortum
6’1 dagitict ve dagitict baglanti elemanlar1 sayesinde 6 farkli akvaryuma dagitilmistir.
Akvaryuma girislerin bulundugu hortum uglarmma ISTA marka CO; difiizor damla sayacina
takilarak CO2 ’in suda ¢dziinmesi kolaylagtirilmistir. Suyun pH seviyesi ve sicaklik Milwaukee
PH55 PH Meter ile giinde alt1 kere, Salifert marka KH/AlKalinity testi ile de suyun sertligi her
akvaryum degisiminde takip edilmistir. Bahsedilen diizenek Sekil 2.2.’de gosterilmistir.

HACH marka titrasyon cihazi ve CO2 reagent seti ile sudaki degisen pH seviyeleri takip
edilmistir. Yapilan titrasyon deneyleri ile her pH’a karsilik suda ¢oziinmiis CO2 miktart mg/L
cinsinden hesaplanmistir. Yapilan deneyler sirasinda akvaryumlarin sicakliklar1 ve oksijen
miktarlarinin aynmi1 olmasina dikkat edildi. CO2 ve pH iliskisini tespit edebilmek i¢in yapilan
deneyler sonucunda 24 C’de 7.2 pH seviyesinde suda ¢6ziinen CO2 miktar1 20 mg/L
belirlenmistir. Ayni deneyler sonucunda 6.7 seviyesindeki pH’in ise 30 mg/L CO: ’e denk

geldigi belirlenmis ve deney siiresince bu iki ¢oziliniirliik kullanilmastir.
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Sekil 2.2. Deney i¢in dizeyn edilen CO. diizenegi. A. Sudaki pH’1 CO: tiipii yardimi ile
istenilen pH’1 sabit tutan controller, B. CO tiipii, C. CO2’1 akvaryumlara dagitan pnomatik
hortumlar ve dagitici, D.CO2’i akvaryuma veren difiizor.
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2.3. TiO2 Uygulanmasi

TiO2 NP, “US Research Nanomaterials” firmasindan temin edilmistir. %99,5 saflikta Anataz
formunda olan TiO2 NP 5 nm ¢apina sahiptir. Toz seklinde bulunan TiO2 NP beyaz ve kokusuz
olarak temin edildi. Zeta potansiyel analizi ve tane biiyiikliigii analizi i¢in Atatiirk Universitesi,
Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi’ne (DAY TAM) tarafindan
gerceklestirildi.

Nanopartikiiliin istenilen yogunlukta hazirlanmasi igin stok ¢ozelti (1mg/mL)
hazirlandi. Bunun igin 0,05 gr TiO2 NP tartilarak 50 mL distile suya tamamlandi. Hazirlanan
stok ¢ozelti kullanilmak istendigi zaman agrage olan partikiillerin suda ¢éziinmesini saglamak
amaci ile 6ncelikle VWR marka ultrasonik banyoda 20dk sonike edildi ve ardindan vorteks ile
karistirildi. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda gesitli denizlerdeki TiO2 konsantrasyonunun 0.1 ile
16 pg/L arasinda oldugu tahmin edilmektedir (Miieller ve Nowack, 2008; Gottschalk ve ark.
2009; Johnson ve ark. 2011). Uygulanacak dozlarin giiniimiiz sucul sistemlerdeki toksik degere
yakin olmasi, giiniimiiz akuatik toksikolojisine doniik gergeke¢i bir ¢ikarim yapilmasina
yardimci olmasi sebebiyle baliklara 5 pg/L, 10 pg/L ve 20 pg/L olmak iizere ti¢ farkli TiO2 NP
konsantrasyonu uygulandi. Belirlenen degerler daha 6nce yapilan ¢aligmalarda denizlerinde

yiizey suyundaki TiO2 NP degerine yakin degerlerde olmasina dikkat edilmistir.

TiO2 NP’niin farkli pH noktalarinda farkli elektrostatik 6zelligi oldugu igin ortamin
pH’1 Once istenilen noktaya getirildi. Ardindan Stok nanopartikiil ¢ozeltisi deney
konsantrasyonlaria gore akvaryum suyu seyreltildi. TiO2 NP agrage olma 6zelligi nedeniyle
akvaryum suyu 3 giinde bir ve %80°1 uygulanan ¢éziinmiis nanopartikiil konsantrasyonlara gore
hazirlanmig akvaryum suyu ile degistirildi. Boylece deney boyunca akvaryum suyundaki

nanopartikiil seviyelerinde degisiklik olmamasi i¢in semi-statik kosullar saglandi.

Farkli CO2 seviyeleri ve TiO2 NP konsantrasyonlari, yine ii¢ farkli siire belirlenerek
Carassius auratus bireylerine uygulanmistir. Buna gore deney gruplari ile kontrol gruplari siire

olarak 1 hafta, 2 hafta ve 3 hafta boyunca toksik etkilere maruz birakildi.

Bu tez ¢alismasinda yer alan tiim deney gruplar iki tekrarli olarak yiiriitiilmiis ve

asagidaki tabloda 6zetlenmistir.
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Karbondioksit Uygulanan Comet | Mikronukleus | Histopatoloji
seviyesi TiO> Analizi | Analizi
nanopartikiilii
5 pg/L X X
1.Hafta 10 pg/L X X X
20 pg/L X X X
5 ug/L X X X
20mg/L CO2 2.Hafta 10 pg/L X X X
20 pg/L X X X
5 ug/L X X X
3.Hafta 10 pg/L X X X
20 pg/L X X X
5 pg/L X X X
1.Hafta 10 ng/L X X X
20 pg/L X X X
5 pg/L X X X
30mg/L CO2 2.Hafta 10 ng/L X X X
20 pg/L X X X
5 pg/L X X X
3.Hafta 10 pg/L X X X
20 pg/L X X X
1.Hafta X X X
Pozitif Kontrol 2.Hafta X X X
3.Hafta X X X
Negatif Kontrol X X X

Tablo 2.1. Tez ¢alismasindaki tiim deney gruplari.
2.4. Orneklerin Alnmasi

Bu ¢alismada kullanilan Japon Baliklar1 (Carassius auratus) Sigma Aldrich marka
MS222 anestezik S50mg/L oraninda uygulanmasi sureti ile bayiltildi. Baliklarin
solungaglarindaki nefes alma refleksi gozlemlenmeyene kadar bekletildi ve ardindan anestezi

etkisindeki canli daha 6nceden sudan-1 ve agar ile kaplanmig petri kabina alindu.

Ik olarak Comet ve mikroniikleus analizi i¢in 0.5 mL’lik heparinize siringa ile kaudal
venden kan alindi. Alinan kanin 1 damlas1 Mikroniikleus testi i¢in lama yayilmis, 60 ul kan ise
Comet analizi (Singh ve ark. 1988) i¢in daha 6nceden hazirlanan buzda bekletilmis 1 mL PBS
(fosfat tamponlu su ¢ozeltisi) ile seyreltidi. Kan alma islemi tamamlandiktan sonra histolojik
analizler i¢in balik tekrar anestezik suya konarak diseksiyon sirasinda herhangi bir
komplikasyonun gelismesi Onlenmeye c¢alisildi. Ardindan balik tekrar sudan alinarak
diseksiyon gerceklestirildi. Diseksiyon sirasinda canlilarin karacigerleri ve solungaclart Sekil
2.3.’de gosterilen i¢ anatomi klavuzundan yararlanilarak alindi ve %10 ndtral formaldehite

konularak tespit islemi baslatildi.
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Sekil 2.3. Carassius auratus bireylerinin i¢ organ anatomisi. R.kaburga, A.B:solunum kesesi,
U.D:idrar yolu, G:solungag, H:kalp, OES:6zafagus, L :karaciger, INT:bagirsak, ST:mide,
GD:gonad, A:aniis, K:bobrek, VC.vertebra

2.5. Comet Analizi

Bu calismada yiiksek CO2 seviyeleri ve farkli konsantrasyonlarda TiO2 NP’niin baligin
DNA'’sina verdigi muhetemel zarari 6lgmek i¢in comet analizi yapildi. Comet analizi [Tek
Hiicre Jel Elektroforezi (SCGE)] elektroforetik ortamda lizize ugramis ayni hiicrelerin arti
kutuptan eksi kutupa dogru hareket ettirilmesi ve ardindan floresan boya ile boyanan DNA
fragmentlerinin aldiklar1 hasara gore farkli seviyede 151ma yapmalar ilkesine dayanmaktadir.
Comet analizi i¢in elektroforetik ortamda yiiriitiilen hiicreler 6ncelikle lam tizerine sabitlenerek
comet tankina koyulmaktadir. Comet analizinin basamaklar1 Sekil 2.4.te sematik halde

gosterildigi sekilde uygulandi.

e Onceden yiiksek kaynama derecesine sahip agaroz (HMA) ile kaplanan lamlar
hazirlanip bir gece 6nceden kurumasi i¢in birakildi.

e Carassius auratus bireylerinden kan alinmasi ve PBS ile karistirilarak kan hiicrelerinin
bir siire daha canliliginin korunmasi saglanda.

e 400 pl diisiik kaynama derecesine sahip agaroz (LMA) ile 120 pl PBS+kan soliisyonu
karigtiritlarak HMA ile kaplanmis lamlarin iizerine yayildi ve lamel ile kapatilarak 10
dakika boyunca kan hiicrelerinin HMA iceren lama yapismalart beklendi. Ardindan
lamel dikkatli bir sekilde kaldirildi. Béylece hiicreler lam iizerindeki agar igerisine
gomiuldii.

e Hiicrelerin zarlarinin biitiinliigiiniin bozulmas1 ve DNA’nin serbest kalabilmesi i¢in

+4°C’de Lizis soliisyonunda hazirlanmis lamlar bir saat bekletildi.
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e Lamlar elektroforez i¢in hazirlanmis soliisyonda 30 dakika tutularak DNA’larin ortama
aligmasi1 saglandi ve ardindan comet tankina yerlestirilerek DNA’larin yarim saat
boyunca 15 volt, 300 mA akimda elektroforetik ortamda yiirlimesi saglandi.

e (alismada alkali Comet analizi i¢in yliksek pH(=13) kosullarinda uygulanan
elektroforezden sonra lamlar nétralizasyon soliisyonunda ve +4°C ‘ye koyularak
DNA’larin nétralize olmasi beklendi.

e Ustiine 75 pl EtBr damlatilan lamlar floresan mikroskopta X20’lik objektifte
incelenerek her gruba ait iki yiiz hiicre sayild1 ve goriintiilendi.

e Kaydedilen hiicreler Canon 640 dijital kamerasi ile fotografland1 ve Kameram Comet
Goriintii Isleme ve Analiz yazilimu ile analiz edilerek % DNA kuyruk ve Olive kuyruk
momenti hesaplandi. Tiim hesaplamalarda her bir balik i¢in 2 lam hazirlanarlak her

lamdan 100 comet goriintiisii kullanuldi.

Hiicreler

Boyama

FPG

@ DNA  w— @ l

+—— |Alkali Ortamda Yiuritme

Sekil 2.4. Comet analizinin sematik gosterimi

Alkali Comet analizinde kullanilan soliisyonlarin hazirlanigi1 Tablo2.1.’de gdsterilmektedir.
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Tablo2.2. Comet analizi igin gereken kimyasallar, hazirlanisi ve kullanim amaci.

Soliisyon Ismi Icerik Hazirlams1 Kullanim amaci
HMA 0,65gr HMA HMA ile distile su karistirilarak Alkali Comet analizi
(Yiiksck kaynama 100mL distile su mikrodalga firinda kaynayana kadar i¢in hiicrelerin

dereceli agaroz)

bekletilir. Sicak bir sekilde tamlar i¢ine
daldirilip ¢ikartilir ve lamin ters kismi
silinerek kurumaya birakilir.

tutanabilmesi igin.

LMA 0,65gr LMA Icerikler karistirilarak mikrodalga firmda Balik periferik kan
(Dusiik kaynama 100mL distile su + kaynayana kadar bekletilir. hicrelerinin HMA
kapli lamlara 2.
dereceli agaroz) PBS katman agar jel ile
sandvi¢ seklinde
gomiilmesi igin.
Lizis Cozeltisi Stok: Stok ¢ozelti icin gereken kat1 kimyasallar | Hiicre membranlarinin
2,5M NaCl (146,1gr) 700mL dH.0 ile karigtirtlir. Ardindan pH pqrgalangrak nu’kleus
100mM EDTA NaOH yardimu ile 10’a getirilir. Ardindan igindeki DNAnin
(37,2qr) son hacim 890mL’ye tamamlanarak +4C ortaya gikmast igin.
10mM Tris baz getirilir.
(1,29r) Kullanilmadan 6nce stok ¢6zeltinin
N iizerine DMSO ve Triton-X yarim saat
Cahsma gozeltisi: once eklenerek buzdolabinda sogumaya
100mL DMSO birakilir.
10mL Triton-X
Elektroforez Stok: Iki ayr1 sisenin birinde 1000mL dH,O ile Tek iplik DNA
Cozeltisi 10N NaOH (400gr) NaOH ¢bziiliir. Digerinde ise 200mL | kiriklar1 ve alkali labil
dH.0 EDTA ¢éziiliir. Ardindan EDTA bolgelerin.
200mM EDTA ¢ozeltisinin pH’1 NaOH yardimu ile 10’a e:cektmfort?m .Ile
(14,89) ayarlanir. Calismaya baslamadan énce a;i%r:]nirs] . legr ll rr:
NaOH ¢ozeltisinden alindan 30mL
soliisyon ile EDTA ¢dzeltisinden alinan
SmL soliisyon karigtirilarak son hacmi
dH0 ile 1000mL tamamlanir. (Son
hacmin pH’1 6lgiilerek 13ten biiyiik
olmasina dikkat edilmelidir.)
Notralizasyon 0,4M 63,04gr Tris- Tris-HCI bir miktar suda ¢6ziiliir. Olusabilecek
Cozeltisi HCI Ardindan NaOH ile pH 7,5 ayarlanir. artefaktlar'u}
Ardindan soliisyon 1000mL’ye azaltilmast igin.
1000mL dH,0
tamamlanr.
Boyama Cozeltisi Stok: dH.0’da ¢oziilen 200gr distile su DNA spesifik bir boya
EtBr (200gr) buzdolabinda saklanir. Kullanilmadan ile DNA nin
once icerisinden 200mL almarak 800mL boyanarak

dH20 1000mL

dH.0 ile ¢oziilerek galigma ¢ozeltisi
hazirlanir.

goriintiilenmesi icin.

38




2.6. Mikronukleus Yontemi

Mikroniikleuslar (MN) hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan, esas ¢ekirdege
dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom fragmanlarindan koken alan
olusumlardir (Demirel ve Zamani 2002). Mikroniikleus frekansinin yiiksek olmasi hiicre
icindeki kromozom diizensizliklerin arttigin1 gostermekte ve bu da genetik hasarin ciddiyetiyle

ilgili bize bilgi vermektedir.

Mikrontikleus yontemi i¢in baliklarin kaudal yilizgeglerinin altindan alinan kan daha
onceden %99 Etil alkolde bekletilerek temizlenmis lamlara yayma kan preparati yapilacak
sekilde yayildi. Bunun gerceklesmesi i¢in kan damlasinin damlatildigi noktaya bagka bir lam

45°lik agiyla konularak lamin aksi yoniine dogru ¢ekildi.

e — [P

"]
<{—

Sekil 2.5. Mikroniikleus sayimi i¢in yayma kan preparati uygulamasinin sematik gosterimi
Yayilan kanin kurumasi i¢in on dakika beklenerek asagidaki prosediir uygulanda.

e Kan yayilmis lamlar %99 derisimde hazirlanan etil alkolde on dakika bekletildi.

e Hematoksilen (Hematoxylin Solution, Mayer’s, Sigma Aldrich, MHS16-500ML)
sollisyonunda 15 dakika bekletidi.

e 15 dakika boyunca dH20 ile boya akitildu.

e 20 dakika eozin gimsa soliisyonunda bekletildi. Bu soliisyonu hazirlamak i¢in 5 mL
gimsa soliisyonu (EosimeY- Solution %0.5 Aqueous For Microscopy, Merck, 109844)
100 mL PBS(fosfat baline serum) eklendi dH2O ile ¢oziildii ve ardindan kullanildi.

e 20 saniye boyunca dH20 tutularak fazla boyanin hiicrelerden uzaklagsmasi saglanir.

o 2 dakika ksikolde bekletildi.

e 2 dakika asetonda bekletildi.

e Entellan ile lamlarin istii lamelle kapatildi. Ve kurumast igin bir saat beklendi.

Hazirlanan preparatlar X40 objektif ile incelenerek Mikroniikleus bulunan hiicreler
kaydedildi. Toplam 1000 hiicre gbzlemlenerek i¢inde mikroniikleusa sahip hiicrelerin orani

%MN= MN igeren hiicre sayisi/Toplam hiicre sayis1 formiiliine gore hesaplandi. Ancak
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Mikroniikleus tayin etmede olusan ¢esitli zorluklarin asilabilmesi i¢in asagidaki basamaklara

da dikkat edilmistir:

1. Mikroniikleus ¢ap1 ana niikleus ¢apinin 1/3 ile 1/6’s1 arasinda olmalidir.

2. Ana niikleus ile baglantili olmamasi ve sinirlarinin ana nukleustan net olarak ayirt
edilmesi gerekmektedir.

3. Ana nukleus ile ayn1 oranda boyanmis olmasi gerekmektedir.

4. Mikronukleusun yuvarlak sekle sahip olmasi gereckmektedir.

5. Mikronukleusun 15181 kirmamasina dikkat edilmelidir (Fenech, 2000).

2.7. Histopatolojik Inceleme

Baliklarda diseksiyon esnasinda alinan organlar %10 nétral Formalin soliisyonuna
konuldu. Doku s1vist ve kanin fiksatifin kalitesini bozmamasi i¢in 10 dakika 6n fiksasyon
yapildi. Daha sonra kullanilan fikastifin iyi niifuz etmesi i¢in tiim organlar 48 saat boyunca
fiksatifte bekletildi ve parafine gomiilmek lizere asagidaki dehidratasyon ve seffaflastirma

islemlerinden geg¢irildi (Sekil 2.6.
Karaciger ve solungag¢ dokulart;

o 9050 etil alkolde 30 dakika,

o %70 etil alkolde,

o %80 etil alkolde,

o 990 etil alkolde,

e 9100 etil alkolde 60 dakika,

e Kiilol igerisinde 10 dakika (2 defa)

e FEtiivde 1/1 hacimde ksilol/parafin ¢6zeltisinde 10 dakika,

e Etiivde eritilmis s1v1 parafin igerisinde 12 saat,

rv

y

),-l —e ' — ' . - — ’ —_— Lj — ;’ . l’
Doku  Fiksasyon Dehidrasyon Seffaflagtirma Parafinizasyon

Sekil 2.6. Histolojik kesit alirken doku, fiksasyon, dehidratasyon, seffaflastirma ve
parafinizasyonu temsil eden sematik gdosterim.

40



58°C’de etiivde bekletilen dokularin igerisine parafinin niifuz etmesi saglandi. Ardindan
dokular parafin bloklar sekline getirilerek mikrotomla kesilmeye hazirlandi. Mikrotomla
kalinlig1 7 mikron olacak sekilde 18 deney grubuna ve kontrollere ait olan karaciger,
solunga¢ Orneklerinin kesitleri alindi. Aliman kesitler daha once albiimin Mayer ile
kaplanmus lamlarin {izerine yapistirildi. Ornekler 1s1tic1 tablada bir giin bekletilerek lamlara

tespiti gergeklestirildi.

Hazirlanan doku kesitlerinin boyanmasi i¢in asagidaki prosediir uygulandi. Uygulanan

prosediiriin sematik hali Sekil 2.7.’de gosterilmektedir.

e Ksilol Iigerisinde 7 dakika,

e 1/1 Hacimde Kislol/Alkol ¢ozeltisinde 7 dakika,

e 97100 etil alkolde 15 dakika,

o  9%96’lik etil alkolde 10 dakika,

o  %380’lik etil alkolde 5 dakika,

e %701k etil alkolde 5 dakika,

e 9%50’lik etil alkolde 5 dakika,

e Akarsuda 5 dakika,

e Hematoksilen boyasinda (Hematoxylin Solution, Mayer’s, Sigma Aldrich, MHS16-
500ML) 5 dakika,

e Akarsuda 5 dakika,

e Eozin soliisyonunda (EosmeY- Solution %0.5 Aqueous For Microscopy, Merck,
109844) 5 dakika,

e Distile sudan birkag kez gecirerek boyanin uzaklastirilmasi saglandi,

e  9%380’lik etil alkolde 1-2 dakika,

e  9%90’lik etil alkolde 1-2 dakika,

e 907100 etil alkolde 10 dakika,

e 907100 etil alkolde 5 dakika,

e Kisilolde 10 dakika,

e Asetona bir iki defa dalip ¢ikartilds,

e Kurutma kagidina alinir ve entellan damlatilarak lamekke {istleri kapatilarak kalici

preparat hazirland1.
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Wiy @b

Kesit alma Kesitlerin lama alinmasi
\ [T\

Kalici preparat Boyama

Sekil 2.7. Histopatolojik analiz sirasinda kesit alma, kesitlerin lama alinmasi, boyama ve kesit
hazirlama agsamalarinin sematik gosterimi

Incelemeye hazir olan preparatlar 151k mikroskobunda x40 objektifte incelenerek cesitli

patolojik bulgular tespit edildi.

2.8. Pozitif ve Negatif Kontroller

Negatif kontrol i¢in daha 6nceden dinlendirilmis temiz suyun i¢ine hava tasi konarak

hazirlanmis akvaryum diizenekleri kullanilmistir. Baliklara giinde iki kez yem verilmistir.

Pozitif kontroller i¢in genotoksik ve kansorejen oldugu ispatlanmis bir kimyasal olan
Etil Metan Siilfonat (EMS) kullanilmistir. Uygulana dozu olarak 5 mg/L olacak sekilde
uygulandi. Yapilan hesaplamalar ile 20 litre suya 83 pl konularak deney diizenegi

hazirlanmstir.

2.9. Istatistik Hesaplamalar1

Comet analizlerinin anlamli ifadeleri igin SPSS programi kullanildi. Comet analiz
sonuglarnin sayisal degerleri yapilan normalite testinin sonucunda normal dagilim
gostermedigi tespit edilmistir. Normal dagilim olmadigi i¢in gruplarin birbiri ile
karsilastirilmasi i¢in Krusak-Wallis analizinden yararlanilmistir. Giiven araligi p<0.05 olarak

belirlenmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. TiO2 Nanopartikiilii Karakterizasyonu

Atatiirk Universitesi, Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi’ne
(DAYTAM) zeta potansiyel ve parcacik boyutu analizi i¢in yollanan TiO2 NP niin sonuglari
asagidaki tablodaki gibidir;

Tablo 3.1. TiO2 NP’niin karakterizasyon analizi sonuglari

Zeta potansiyeli (mV) -19,3
Iletkenlik (mS/cm) 0,0232
Z-Average (Pargacik biiytikliigii)(d.nm) 1234

3.2. Comet Analizi

Comet analizinin sonuglar1 her grup i¢in 200 comet goriintiisti analizi yapildiktan sonra
hesaplandi. Deneyler iki tekrar yapilmistir ve her deney grubundan 3 adet baligin kani
kullanilarak analizler gerceklestirilmistir. Comet analiz programinda her bir DNA kuyruk ve
govde oranlar1 hesaplanarak kuyruk % DNA ve olive kuyruk momentleri bulunmustur. Kuyruk
% DNA degeri, kuyrugun toplam yogunlugunun hiicrenin toplam yogunluguna orani (birlikte
bas ve kuyruk) olarak tanimlanmaktadir (Mozaffarieh ve ark. 2008). Olive kuyruk momenti ise
Olgiilebilen en kiigiik gé¢ eden DNA miktarint ve DNA’dan kopan pargalarin miktarini
Olgmekte kullanilan bir parametredir. Yapilan 6l¢iimlerde standart sapmalar dikkate alinarak
grafikler olusturulmustur. Negatif, pozitif kontrol ve deney gruplarinin comet goriinliileri Sekil
3.1, 3.2, ve 3.3.°de, grafikleri Sekil 3.4 ve 3.5.’te gosterilmektedir. Comet kuyruklarinin olive
momenti ve kuyruk % DNA’siin sayisal ifadeleri tablo 3.2., Tablo 3.3., Tablo 3.4., ve Tablo
3.5.”de gosterilmektedir.
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Negatif Kontrol

Pozitif Kontrol

1. Hafta 2.Hafta 3. Hafta

Sekil 3.1. Comet analizi negatif ve pozitif kontrol (5 mg/L EMS)

Sug/L 10pg/L 20pg/L

Sekil 3.2. 20 mg/L CO2’¢ maruz kalan bireylerin farkli TiO2 NP konsantrasyonlari ve
stirelerinde ortaya ¢ikan DNA hasarlar1 A: 5 ug/L TiO2 NP, 1 hafta B: 10 pg/L TiO2 NP, 1
hafta C: 20 ng/L TiO2 NP, 1 hafta, D: 5 pg/L TiO2 NP, 2 hafta E: 10 pg/L TiO2 NP, 2 hafta F:
20 ng/L TiO2 NP, 2 hafta, G: 5 ng/L TiO2 NP, 3 hafta H: 10 pg/L TiO2 NP, 3 hafta I: 20 ng/L
TiO2 NP, 3 hafta

1. Hafta

2. Hafta

3. Hafta
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3. Hafta
2 G
G H

Sekil 3.3. 30 mg/L CO2’¢ maruz kalan bireylerin farkli TiO2 NP konsantrasyonlart ve
stirelerinde ortaya ¢ikan DNA hasarlart A: 5 ng/L TiO2 NP, 1 Hafta B: 10 pg/L TiO2 NP, 1
Hafta C: 20 pg/L TiO2 NP, 1 Hafta, D: 5 ng/L TiO2 NP, 2 Hafta E: 10 pg/L TiO2 NP, 2 Hafta
F: 20 ug/L TiO2 NP, 2 Hafta, G: 5 pg/L TiO2 NP, 3 hafta H: 10 pg/L TiO2 NP, 3 Hafta I: 20
ng/L TiO2 NP, 3 Hafta

Kuyruk % DNA

.l 2 e

¢ 1 S |

d c d
. bc l | c . c = e e
T b c - c I A l T
Il B | I RIS § I
20 mg/L CO;5 30 mgL CO; Negatif Kontro
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Sekil 3.4. Carasius auratus bireylerinde negatif ve pozitif kontrollerle beraber 20 mg/L ve 30
mg/L CO> ve TiO; seviyelerinde ortaya ¢ikan kuyruk % DNA degerleri ve standart sapmalari.
(P<0.05).
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Sekil 3.5. Carasius auratus bireylerinde negatif ve pozitif kontrollerle beraber 20 mg/L ve 30
mg/L COz ve TiO2 seviyelerinde ortaya ¢ikan kuyruk % DNA degerleri ve standart sapmalari

(P<0.05)

Tablo 3.2. 20 mg/L CO: konsantrasyonundaki TiO> NP konsantrasyonlarina ait comet

goriintiilerinin standart sapmalarla beraber kuyruk % DNA analiz sonuglari

20 mg/L CO-
TiO, 1 Hafta 2 Hafta 3 Hafta
5 png/L 68,5:+15,4 59,9+19,7 72,4+16,8
10 pg/L 71,9+16,4 58,7+12,9 67,1+17,2
20 pg/L 71,1+17,6 65,2+14,8 63,8+18,4
Kontrol (+) 85,3+14 91,348,4 100+£13
Kontrol (-) 33,1+16,6 33,1£16,6 33,1+16,6
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Tablo 3.3. 30 mg/L CO. konsantrasyonundaki TiO2 NP konsantrasyonlarina ait comet

gortintiilerinin standart sapmalarla beraber kuyruk % DNA analiz sonuglari

30 mg/L CO>
TiO2 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta
5 ug/L 29,149,9 18,8+9,6 19,6+10,2
10 pg/L 29,6+7,3 26,16+10 22,7473
20 pg/L 25,6+8,4 22,7+6,7 15,4454
Kontrol (+) 6,3+1,9 6,1+1,3 6,82+1,9
Kontrol (-) 1,7+0,5 1,7+0,5 1,7+0,5

Tablo 3.4. 20 mg/L CO2 konsantrsyonundaki TiO2 NP konsantrasyonlarina ait comet
goriintiilerinin standart sapmalarla beraber olive kuyruk momenti analiz sonuglari

20 mg/L CO>
TiO2 1. Hafta 2. Hafta 3. Hafta
5 ng/L 8,5+4.5 7,5+4,8 15,849.9
10 pg/L 6,8+3,3 10,1£5 16,510
20 pg/L 13,8473 9,7+4.5 9,7£3.5
Kontrol (+) 6,3+1,9 6,1+1,3 6,1+1,7
Kontrol (-) 1,7+0,5 1,7+0,5 1,7+0,5

Tablo 3.5. 30 mg/L CO2 konsantrasyonundaki TiO> NP konsantrasyonlarina ait comet

goriintiilerinin standart sapmalarla beraber olive kuyruk momenti sonuglari

30 mg/L CO-
TiO, 1. Hafta 2 Hafta 3 Hafta
Sug/L 76,6+12,7 734+24.6 76,6+15,5
10pg/L 83,9+8,3 82+13,7 81,6+9,3
20pg/L 78,4+13 71,9+13,2 72,3154
Kontrol (+) 85,5+14 91,3+12 100+£13
Kontrol (-) 33,1+16,6 33,1+16,6 33,1£16,6
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Comet analizi uygulamasi sonucu kuyruk % DNA degerleri kiyaslandiginda 10 pg/L
TiO2 NP uygulanan grubun CO2 konsantrasyonuna bagli olarak her hafta birbiri iginde anlamli
bir atis gostermektedir (p<0,05). 5 ve 20 pg/L TiO2 NP uygulanan konsantrasyonlar
karsilastirildigind CO; konsantrasyonuna bagli olarak ayni uygulama siiresi i¢erisinde anlaml
bir artis goriilmemekle birlikte sayisal olarak comet analizlerinin ortalamalar1 yiiksek
¢ikmaktadir (p>0,05). Nanopartikiil uygulanan biitiin gruplar negatif kontrole gére anlaml bir
fark ile genotoksik etkiye sebep oldugunu ispatlamigtir (p<0,05). Bununla beraber kuyruk %
DNA degeri en diisiik olan grup 20 mg/L CO. konsantrasyonunda 5 pg/L TiO2’in 2 hafta
uygulanmasi ile gézlemlenen gruptur ve kuyruk % DNA degeri 59,9 olarak hesaplanmustir. %
Kuyruk degeri en yiiksek gézlemlenen grup 30 mg/L CO> uygulanan gruptaki 10 ug/L TiO>
NP’nii 1 hafta siireyle uygulayan gruptur ve kuyruk % DNA degeri 83,9 olarak kaydedilmistir
(Tablo 3.2. ve Tablo 3.3.).

Uygulanan dozlarin ger¢ek senaryolara yakin olmasi amaglandigi icin TiO2 NP
uygulanan deney gruplarinin konsantrasyonlarin birbirine yakin olmasi, deney gruplari arasinda
onemli derecede genotoksik fark olugsmasinin Oniine geg¢mis olabilecegi diisiiniilmektedir.
20ug/L TiO2 NP’niin uygulandigi gruplarin kendi arasinda en yiiksek toksisite gostermesi
beklenirken gozlemlenmemis olmasi en yiiksek dozun konsantrasyon yogunlugu nedeniyle
agrage olma potansiyelinin daha fazla olmasi olarak diisiiniilmektedir. CO2 sebebiyle degisen
pH’1n uygulanan nanopartikiiliin etkinlik derecesini degistirmesi de canlilardaki toksik etkiyi
degistirmektedir. TiO2 nanopartikiillerinin farkli pH degerlerinde farkli ¢6ziiniirliik gostermesi
cesitli caligmalarda g6zlemlenmistir (Schimit ve Vogelsberger 2009; French ve ark. 2009).

Yapilan comet analizinde olive kuyruk moment degerleri incelendiginde 30 mg/L
CO2’e maruz birakilan gruplarin 20 mg/L COz’e gore daha yiiksek genotoksik hasar verdigi
acikca gozlemlenmektedir. (Sekil 3.4. ve Sekil 3.5.) 30 mg/L CO2 konsantrasyonu uygulanan
gruplarda yine en yiiksek genotoksisitenin 10 pg/L TiO2 NP’ne ait oldugu tespit edilmistir. Bu
yiksek genotoksisite tiim zaman periyotlarinda diger TiO2 NP doz gruplan ile
karsilastirildiginda anlamli bir sekilde yiiksektir (P<0,05). 20 mg/L CO. konsantrasyonuna
maruz birakilan deney gruplarinda da 10 pg/L TiO2 NP uygulanan deney gruplarinin en yiiksek
genotoksisiteye ait oldugu gozlemlenmektedir. Bu toksisite istatistiki olarak anlam1 olmasa da

sayisal degerler olarak yiiksek oldugu Comet analizi programinca tespit edilmistir (P>0,05)
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Uygulanan biitiin deney gruplarinin pozitif kontrole gore istatistiki olarak anlamli olarak fazla
genotoksisiteye sahip olmasi dikkat c¢ekicidir (P<0,05). Bunlarla beraber en yiiksek
genotoksisite gosteren grup 30 mg/L CO> konsantrasyonu uygulanan gruplarin igerisinde 1
hafta siire ile 10 ug/L TiO2 NP uygulanan deney grubunda olive kuyruk momenti 29,6 olarak
gbzlemlenmistir. En diisiik genotoksisiteye sahip grup ise 20 mg/L CO. konsantrasyonu
uygulanan gruplarin igerisinde 1 hafta siire ile 10 pg/L TiO2 NP uygulanan deney grubunda ise

olive kiuruk momenti 6,8 olarak tespit edilmistir.

TiO2 NP’niin ¢esitli analizlerle toksik oldugu gozlemlenmis, oksidatif stresi arttirdigi
(Reeves ve ark. 2008; Hao ve ark. 2009; Xiong ve ark. 2011) norotoksik 6zelliginin oldugu
(Wang ve ark. 2007; Sheng ve ark. 2016) ve DNA’ya zarar verdigi ¢esitli (Trouiller ve ark.
2009, Huang 2009) caligmalar ile desteklenmistir. Ayn1 zamanda comet analizlerinde de
genotoksik etki yarattigi diger ¢alismalarca da desteklenmistir (Clemente ve ark. 2013; Gurr ve
ark. 2005). Bununla beraber genotoksik etki yaratmasi ancak TiO2 NP dozajlar1 arasinda
anlamli bir fark olmamasi bu ¢alisma disinda birgok calismada da ortaya konmustur. Ornek
olarak hiicre hatti kullanilarak yapilan bir calismada dozlar arasinda 64 kat fark olmasina
ragmen dozlar arasinda anlamli1 bir genotoksik hasar gézlemlenmemistir ancak goreceli olarak
yiikseldigi sdylenebilmektedir (Du ve ark. 2019). Ayn1 sonug Carassius auratus hiicre hatti ile
yapilan bir ¢alismada da goézlemlenmistir. Calismada dozlar arasinda 100 kat fark olmasina
ragmen anlamli bir degisim gézlemlenememistir (Reeves ve ark. 2008). Ancak TiO2 NP’nin T.
Cardinus tiirii baliga enjeksiyon ile uygulandigi bir ¢aligmada 1,5 pg/g ve 3ug/g dozlari
kullanilmasina ragmen 72. Saatte uygulanan comet analizinde anlamli bir artis gézlemlenmistir
(Vignardi ve ark. 2015). Bu durum ise solungaglar sebebiyle olusturulan bariyer sistemi ve
hiicre i¢ine alim mekanizmalarinin TiO2 NP niin genotoksitesini azaltma yoniinde bir avantaji

oldugunu diisiindiirmektedir.

Yapilan c¢aligmada siireye bagli olarak genotoksite etkisinde bir artis
gozlemlenmemistir. Bunun sebebi baliklarin adaptasyon yeteneginin yiiksek olmasi ve duruma
kendisini adapte edebilmesi ile alakali oldugu diisiiniilmektedir. Bu duruma benzer olarak bazi

caligmalarda da genotoksitenin zamana bagl artis1 gézlemlenememistir (Rocco ve ark. 2015).

Yiiksek COz’in baliklar iizerinde ¢esitli etkileri aragtirilsa da DNA iizerinde herhangi
bir hasar olusturduguna dair bir ¢calisma bulunamamasiyla beraber yiiksek CO2’in ¢esitli serbest
radikallerin olusumuna etkisi oldugu bildirilmistir (Strobel 2013). Olusan serbest radikaller

hiicrelerde karbon merkezli ¢esitli radikaller olusturabilmektedir. Bununla beraber reaktif
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oksijenler elektron almak tizere lipidler, proteinler, karbonhidratlar ve DNA ile reaksiyona
girmektedirler (Sezer ve Keskin 2014). Carassius auratus ile yapilan 8 saatlik akut bir deneyde
anoksiya durumunun glutathione seviyesini %17 dislirdiigli, siliperoksit radikallerinin
olusumunu Onleme ile gorevli katalaz ve glutathione peroksidaz aktivitesini yiikselttigi
gozlemlenmistir. Ayn1 deneyde lipit peroksidaz radikalinin ise %114 arttif1 gézlemlenmistir
(Lushchak ve ark. 2011). Membranda bulunan integral veya periferal proteinleri ile tepkimeye
girerek lipid peroksil (LOO¢) radikalleri, hiicrenin kritik 6nem tastyan molekiillerine en aktif
ve hasara sebep olan OHe radikalinden daha etkin olarak hasar yapabilmektedir (Burcak ve
Andican 2004). Bununla beraber yiiksek CO2’in solunga¢ lamellerindeki iyon ve elementlerin
kan dolagimina gegcmesini saglayan cesitli proteinlerin expresyon miktarini etkiledigi ve ayni
zamanda lamellere patolojik zarar vererek dokularin iglevini yliksek verimle yapmasini
engelledigi bilinmektedir (Cameron ve Iwama 1989; Esbaugh ve ark. 2012, Edwards ve ark.
2005, Tsenk ve ark. 2013, Hamilton ve ark. 2017). Solungaglardan siiziilen suyun igindeki
cesitli elemanlarmm alimindan sorumlu ¢esitli yolaklarin CO2’ten etkilenmesi TiO, NP gibi
cesitli zararli maddelerin de canlinin viicuda kontrolsiiz bir sekilde alimina neden oldugu
diistintilmektedir. Bu bulgular yiiksek CO2’in dolayl1 yoldan DNA hasarlarina katkis1 oldugunu

gostermektedir.

3.3. Mikronukleus Testi

Kromozom kiriklart canli viicudunda meydana gelen dogal bir olaydir ve genellikle
tekrar birleserek onarilabilmektedir. Ancak bazi durumlarda bir hiicrede birden fazla kirik
olusabilmektedir. Bu durum kromozomlarin tamiri ve diizenlenmelerini engellemeye
meyillidir. Bu sekilde kromozom kiriklarin1 meydana getiren mutajenik ajanlar genellikle
kromozom kiriklar1 ile gen mutasyonlarini indiiklemektedir (Saldamli ve Uygun 2014). Bu
durumda da kopan kromozomlarin onarimi gerceklesmemekte ve mikroniikleus olusumu

gozlemlenmektedir.

DNA’da olusan harabiyet ve DNA tamir genlerinde meydana gelen hatalar
mikroniikleus frekansini arttirabilmektedir. Bu gibi durumlar c¢esitli gen ekspresyonu
derecelerini degistirebilmekte ve buna bagli olarak kromozomlarda yeni diizenlemelere neden
olabilmektedir (Huerta ve ark. 2014). Bu sebeple artan reaktif oksijen tiirleri hiicre iginde
DNA’ya hasar vererek mutajenik etki yaratabilmektedir. Ozellikle TiO2 NP’niin kendisinin
singlet oksijen iiretmesi ve ayn1 zamanda hiicrenin de bu ajana kars1 da reaktif oksijen iiretmesi

DNA icin zararli sonuclar dogurabilmekte, bu sebeple mikroniikleus frekansini
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arttirabilmektedir. Cesitli in vitro ¢alismalar1 bu goriisii desteklemektedir (Sadiq ve ark. 2012;
Shukla ve ark. 2013).

Calismada yapilan mikroniikleus testinde incelenen 1000 eritrosit ayni deney grubuna
ait ii¢ farkli Carassius auratus bireyinden elde edilmistir. Inceleme 151k mikroskobundan

gergeklesmistir.

Elde edilen sonuglarda herhangi bir grupta anlamli sayida mikroniikleus

gozlemlenememistir. Bahsedilen mikroniikleus testinin sonuglart Sekil 3.6.’da gosterilmistir.

Sekil 3.6. Farkli konsantrasyon ve stirelerde TiO2 NP ile yiliksek CO2’in Mikroniikleus
olusumuna etkisi (siyah ok). A: Negatif kontrol. B: Pozitif kontrol. C: 1 Hafta, 20mg/L COa,
S5ug/L TiO2 NP. D: 2 Hafta, 20mg/L CO2, 10ug/L TiO2 NP. E: 3 Hafta, 20mg/L CO2, 20ug/L
TiO2 NP. F: 1 Hafta, 30mg/L COz, 5ug/L TiO2 NP. G:2 Hafta, 30mg/L CO2, 10ug/L TiO2 NP.
H: 3 Hafta, 30mg/L COz2, 20pg/L TiO2 NP.

Bahsedilen bulgulara ek olarak gruplar arasinda da anlamli bir artis veya azalis
gozlemlenmemistir. Yapilan literatiir arastirmalarinda da buna benzer sonuglarla
karsilagilmaktadir. Avrupa Levregi’ne 1 mg/L TiO> NP ve 0.1 mg/L CdCly’in birlikte
uygulandig1 ¢aligmada negatif kontrolle kiyaslandiginda herhangi bir kromozomal farkliliga
rastlanmamis ve bu sebeple apopototik hiicrelerde negatif kontrole kiyasla herhangi bir artis

olmadig1 sonucunda varilmigtir (Santonastaso ve ark. 2015). 1 mg/L, 10 mg/L ve 100 mg/L
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TiO2 NP’ 96 saat boyunca Piarcartus mesapotemic bireylerine uygulanmis ve mikroniikleus
olusumu gozlemlenememistir. Deneyde eritrosit niikleuslarinda ¢esitli morfolojik degisiklikler
gozlemlense de dozlara bagli bir korelasyon goriilememistir (Clemente ve ark. 2013). Baska bir
calismada ise 21 giin boyunca 100 mg/L TiO2 NP maruz birakilan Piarcatus mesapotemic
bireylerine Mikroniikleus testi uygulanmistir. Testin sonuglarinda mikroniikleus olusumu
gozlemlenmemistir (Fraceto ve ark. 2014). Bununla beraber Carassius auratus deri hiicreleri
ile yapilan in vitro ¢alismada 1 pg/mL, 10 pg/mL ve 100 pg/mL TiO2 NP verilmistir. Bunun

sonuncunda mikroniikleus sonuglari anlamli ¢ikmistir (Reeves ve ark. 2008).

Bu sonuclar mikroniikleus olusumunun Onlenmesinde hiicresel olmaktan ¢ok
organizmanin tamamini ilgilendiren cesitli yolaklarin gérev almis olma ihtimaline isaret
etmektedir. Ayni zamanda olusan DNA hasarinin kromozom kiriklarinin tamirinin oniine
gececek derecede biiyiik dlgekte gerceklememesi de miimkiindiir. Tamir edilmeyen kromozom
kiriklart hiicre boliinmesinin Gi1 evresinde her iki kromatidde de gergekleserek meydana
gelmektedir. Birlesmeyen kirtk sonucu olusan asentrik pargalar hiicre bdoliinmesinin
metafazinda kaybolabilir. Kaybolmadigi durumlarda ise mikroniikleus olusumu goriiliir

(Mamur ve ark. 2018).

Bu bilgiler 15181inda yiiksek CO2 ve TiO2 NP’niin uygulanan konsantrasyonlar1 sonucu
olusan reaktif oksijen tiirler ve mutajenik ajanlar Carrisus auratus bireylerinin eritrositlerinde

mikrontiikleus olusumuna neden olmadig diisiiniilebilir.

3.4. Davrams Farkhihklar

30 mg/L CO2’e maruz birakilan Carassius auratus bireylerinin fiziksel aktivitelerinin
zaman igerisinde azaldig, 3 haftanin sonunda ise hareket kapasitelerini minimumda tuttuklar
gozlemlenmistir. Bununla beraber ayn1 grupta solunumun hizlandig1 da gézlemlenmistir. CO2
sebebiyle kanin pH degeri diismekte ve bireyler solunum hizini arttirarak kandaki diisiik pH’1
kompanse etmeye c¢alismaktadir. Ancak solunum sirasinda tekrar viicuda alinan CO», kandaki
asit-baz diizenlemesi ile ilgili sorunlari tekrarlatmaktadir (Gilmour 2001). Solunumun artmasi
oksijen ve CO disinda cesitli iyonlarin alimi ve atimini da hizlandiracagi igin bireyler
osmoregiilasyonun diizenlenmesi adina daha fazla enerji harcamaktadir (Sardella ve Brauner
2007). Suyun ve buna bagl olarak da kanin pH’min degismesi homoestazi igin daha fazla
enerji gerektirmektedir. Buna baglh olarak da {ireme, biliyiime gibi hayati olmayan ¢esitli
fonksiyonlarin yavaslamasi kaginilmazdir (Ern ve Esbaugh 2016). Deney grubunda

gozlemledigimiz yiizme frekansinin azalmasi ve zamanla durmasi da yukarida anlatilan
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nedenlerle agiklanabilmektedir. Ventilasyonun artmasi ve ylizme aktivitesinde goriilen diisiis
cestli caligmalarda da ortaya ¢ikmistir (Deigweiher ve ark. 2010; Enzor ve ark. 2013). Biitiin
bunlarin  yaninda nanopartikiillerin  kan-beyin bariyerinden gecgebilmesi sebebiyle
norotoksisiteye sebep olduklar1 bilimektedir. Yapilan ¢esitli calismalarda TiO2 NP niin beyinde
biriktigini ortaya koymustur ve bununla beraber beyindeki ¢esitli iyon pompalarinin aktivitesini
de etkiledigi bilinmektedir (Ramsden ve ark. 2009). Ayni zamanda buna bagl olarak
laterizasyon problemleri de ¢esitli balik tiirlerinde gézlemlenmistir (Boyle ve ark. 2013). Biitiin
bunlar g6z Oniinde bulunduruldugunda yiizme fitnesindaki diisiisiin altinda yatan

mekanizmanin aydinlanmasi i¢in daha fazla ¢aligsma gerekmektedir.

Gozlemlere dayanan incelemeler sonunda bulunan bagka bir olgu ise ¢esitli deney
gruplarinda artan mukus salgist olmustur. 3 hafta boyunca 20 mg/L CO. uygulanan gurptaki
bireylerin iizerini 6rten mukus tabakasinda ve ununla beraber 2 hafta ve 3 hafta uygulanan 30
mg/L CO: deney diizeneklerinde bulunan Carassius auratus bireylerinde de mukus salgisinin
arttig1 gézlemlenmistir. Buna benzer bulgu TiO2> NP ile yapilan baska bir deneyde daha
gozlemlenmistir (Federici ve arl. 2007) ve viicudun savunma sisteminin akrivasyonu olarak

tarafimizca degerlendirilmistir.

3.5. Histopatolojik Analiz

Histolojik analiz i¢in her deney grubundan diseksiyon sonrasi muhafaza edilen solungag
ve karaciger dokular1 daha oOnce anlatilan islemlerden gecirilerek hematoksilen ve eozin
boyalari ile boyanmistir. Ardindan entellan ile kapatilarak mikroskopta incelenmistir. Negatif
deney grubu ve EMS uygulanarak olusturulan pozitif kontrol grubu da bu islemlerden
gecirilerek kargilastirma yapilmistir. Pozitif kontrol 5 mg/L EMS kullanilarak dizayn edilmistir.
Incelenen tiim preparatlar ve degerlendirilen bulgular sonucunda solunga¢ ve karaciger
dokularinda ¢esitli histopatolojik bulgular tespit edilmistir. Karaciger ve solubngag
dokularindan elde edilen sonuglarin 6zetlendigi tablolar Tablo 3.6. ve Tablo 3.7.’deki gibi

Ozetlenmektedir.

Solungaglarda en ¢ok goézlemlenen patolojik bulgu hiperplazi ve fiizyon olmustur.
Hiperplazi hiicre sayisindaki artistan kaynaklanan doku biiyiimesi olarak tanimlanirken fiizyon
sekonder lamellerin birleserek tek bir yapr haline gelmesi olarak tanimlanabilmektedir.
Hiperlazi ve fiizyonun ardindan en ¢ok gozlemlenen histopatolojik bulgu hipertrofi olmustur.
Hipertrofi ise hiicrelerin biiyiikliigii sebebiyle doku biiylimesine verilen isimdir 20 ve 30 mg/L

CO: konsantrasyonlar karsilastirildiginda iki grup arasinda patolojik olarak anlamli bir fark
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gbzlemlenmemektedir. Ancak her iki CO2 grubunda da 2. Haftada uygulanan 10 ug/L TiO2 NP
uygulanan gruplarda goriilen histopatolojik degisimlerin, diger gruplara goére daha yiiksek
frekansta gozlemlendigi soylenebilir. . Bu durum Comet analizinde ¢ikan DNA hasarlari
tablosu ile korelasyon saglamaktadir. Baliklar asit baz dengesini saglayabilmek i¢in sudan
gerekli iyonlar solungaclari aracilig ile almasi sebebiyle yliksek CO2’in solungaglara biiyiik
dlciide histopatolojik zarar vermemesi, beklenen sonuglarla paralellik gostermektedir: iki farkl
CO: konsantrasyonu arasinda histopatolojik olarak biiyiik bir fark gézlemlenmemistir. Bununla
birlikte sucul canlilara TiO2 NP uygulanarak dokulardaki histopatolojik hasarlarin takibi ¢esitli
bilim insanlar1 tarafindan yapilmstir: 0,1, 0,5 ve 0,7 mg/L TiO2’ye maruz birakilan bireylerin
solungaglarinda primer lamellerinde Hiperplazi ve sekonder lamellerde 6dem ve anevrizma
gozlemlenmistir. Federici ve arkadaslar1 ¢alismasinin sonunda solungaglarda gdzlemlenen
hasarin bu kadar biiyiik olmasinin sebebinin TiO2 NP’niin hiicre i¢inden absorbasyon ile
ge¢medigi, bunun yerine yiizeyden absorbasyon ile birikebilmis olabilecegi tizerinde durmustur
(Federici ve ark. 2007). Yapilan baska calismada ise 100 ve 200 mg/L verilen baliklarin
solungaglarinda o6dem, kalinlikta artis, Hiperplazi, flizyon, sitoplazma vakuolizasyonu
gozlemlenmistir (Hao ve ark. 2009). Chen ve ark. 2011°de yaptig1 ¢alismada 1, 2, 3, 4, 5, 7
mg/L TiO2 NP ile muamele edilen baliklarda primer lamelde hiperplaziye benzer kalinlagmalar,

flizyon ve dejenere olmus lameller gozlemlemistir

Tablolardan da goriildiigii iizere solungaglarda olusan hasarlar, karacigerde olusan
hasarlardan daha dramatiktir. Elde edilen doku goriintiilerin resimleri ise Sekil 3.7., Sekil 3.8.,
Sekil 3.9., Sekil 3.10, Sekil 3.11., Sekil 3.12, Sekil 3.13 Sesik 3.14 ve Sekil 3.15°te

gosterilmektedir.
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Tablo 3.6. 20 mg/L COz konsantrasyonunda farkli dozlardaki (ug/mL) TiO2 NP niin farkli siirelerde uygulanmasi sonucu solungaglarda meydana
gelen histopatolojik bulgular

Gruplar Hiperplazi Hipertrofi Primer Lamel Disorga- Fuzyon Lamel Lamel Anevrizma Nekroz
Kalinlagmas: nizasyon Kisalmas:  Epitelyvumunda
Avrilma
Sug/mL TiOz, 1 Hafta +at + R + -+ + + + +
10pg/mL TiOz, 1 Hafta bttt 4 + 3. H+ + + + -+
20ug/mL TiOz, 1 Hafta ++ + +H + ++ + + - +
Sug/mL TiO2, 2 Hafta HHH + + + -+ + ++ - ++
10pg/mL TiOz, 2Hafta ~ ++H++ ++ *E + +H+ + ++ + ++
20pg/mL TiO2, 2 Hafta +aet .. ++ + +++ - + + ++
Sug/mL TiOz, 3 Hafta ++ B + + + + + + +
- ++ - i+t + + - ++

10pug/mL TiO, 3 Hafta L

20pug/mL TiOz, 3Hafta ++ +
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Tablo 3.7. 30 mg/L CO2 konsantrasyonunda farkli dozlardaki (ng/mL) TiO2 NP’niin farkl: siirelerde uygulanmasi sonucu solungaclarda meydana
gelen histopatolojik bulgular

Gruplar Hiperplazi Hipertrofi Primer Lamel Disorga-  Fiizyon Lamel Lamel Anevrizma Nekroz
Kalinlagmas1 nizasyon Kisalmasi Epitelyumunda
Ayrulma
Sug/mL TiOz, 1 Hafta ++ + - + + + + + +
10pg/mL TiO;, 1 Hafta +++ ++ + N - + 3 . 3
+
20ug/mL TiOz, 1 Hafta it +F + + et + + +
" + e + + +
Sug/mL Ti0g, 2 Hafta R R e +
I + ++ -
10ug/mL TiOz, 2 Hafta e +++ ++ o HH
20pg/mL TiO, 2 Hafta e G + + ++ + ; + +
Sug/mL TiOy, 3 Hafta +++ + + + -+ ++ . + i+
++ + + + ++
10ug/mL TiO;, 3 Hafta + + i *
++ ++ +++ e 3 + ++
20ug/mL Ti02, 3Hafta s +H+
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Sekil 3.7.Solungag Pozitif ve negatif kontroller. A. Negatif kontrol, ikincil Iamellalarﬁ bircil

lameller /A B. 5 mg/L EMS ile olusturulan pozitif kontrol. Hipertrofi Y ,bircok
lamelin fiizyonu A , lamel epitelyumunda ayrilma /\ .H&E boyama.
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Sekil 3.8. 20 mg/L CO> konsantrasyonuna bir hafta maruz kalan bireyler A. 5 pg/mL TiO2’ye
maruz  kalan  bireyler  lamel ﬁ kisalmas1 ve fiizyon A B. 10 pg/mL TiO2’ye
maruz kalan bireylerde meydana gelen hipertrofi ﬁ , Hiperplazi A . H&E boyamasi.
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Sekil 3.9. 20 mg/L CO2
konsantrasyonuna iki hafta maruz kalan
bireyler A. 5 ug/mL TiO2’ye maruz
kalan bireyde flizyon ﬁ B. 10 pg/mL
TiO2’ye maruz kalan bireylerde lamel
kalinlagmasi , ﬁ Hipertrofi A

anevrizma /A .H&E boyamast.



Sekil 3.10. 1 Hafta boyunca 30 mg/L CO> konsantrasyonuna maruz kalan bireyler A. 5 pg/mL

TiO2 NP ile muamele sonucu lamel epitelyumunda ayrisma 4} , fiizyon A B. 20 pg/mL

TiO> ile muamele edilen bireylerde birden ¢ok olarak iki-ii¢ sekonder lamelin birlesmesi ile

olusan flizyonlar gozlemlenmektedir. H&E boyamasi.
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Sekil 3.11. 3 Hafta boyunca 30 mg/L COz konsantrasyonuna maruz kalan bireyler A. 10 pg/mL
TiO2 NP maruz kalan bireylerde anevrizma ﬂ ve kisalmis ikincil lamellalar A B. 20
pg/mL TiO2 NP maruz kalan bireylerde lamellalarin ayrismast — , Hiperplazi A H&E

boyamasi.
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Karaciger dokusunda gozlemlenen anormalilerin frekansi solungaglarla kiyaslandiginda
daha az oldugu gozlemlenmistir. Bunun sebebi CO2’in karaciger dokusuna direkt etki etmemesi

ve kullanilan TiO2 dozlarinin diisiik olmas1 olabilmektedir.

Karaciger dokusunda en sik gozlemlenen patolojik bulgu Hepatositte hipertofi ve
vakuolizasyondur. Hepatositin Hipertrofi olmasi hepatosit hiicresinin biiylimesi nedeni ile
dokunun biiyiimesi olarak tanimlanabilir. Vakuolizasyon ise dokularda olusan bosluklar olarak
tanimlanabilmektedir. Karaciger dokusunda patolojik bulgular en ¢ok 20 mg/L CO:
konsantrasyonunda 2 haftalik deneyde ve 20 pg/L TiO2 NP konsantrasyonunda ve 30 mg/L
CO: konsantrasyonunda 2 haftalik deneyde ve 10 pg/L TiO2 NP konsantrasyonunda

gozlemlenmistir.

Bulunan histopatolojik bulgular diger yapilan ¢alismalarla paralellik gostermektedir.
100 ve 200 mg/L TiO2> NP kullanilarak yapilan c¢aligmada karacigerde sitoplazmik
vakuolizasyon, nekrotik hiicreler gozlemlenmistir (Hao 2009). Suanki yapilan ¢alismada da
vakuolizasyon, niikleus seklinin bozuklugu, niikleus hipertrofisi, hepatosit hipertrofisi,
melanomakrofaj aggregatlari, damar dejenerasyonlari, siniizoid’de kan hiicreleri gibi gesitli

histopatolojik farkliliklar gozlemlenmistir.
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Tablo 3.8. 20 mg/L CO> konsantrasyonunda farkli dozlardaki (ug/mL) TiO2 NP’niin farkl siirelerde uygulanmasi sonucu karaciger dokusunda
meydana gelen histopatolojik bulgular

Gruplar Hepatositte Bozuk Niikleusta Vakuolizasyon Damar Siniizoid'te Kan  Melanomakrofaj
Hipertrofi Sekill Hipertrofi Dejenerasyonu Hiicreleri Aggregatlan
Niikleus

Sug/mL Ti0;, 1 Hafta +H+ + + + + S 4
10pg/mL Ti02, 1 Hafta £F -

e 102, i + + g 5
20pg/mL Ti02, 1 Hafta -

ng 102, e + ++ + ++ %
Sug/mL TiOz, 2 Hafta R = +H+ + = - i
10pg/mL Ti0z, 2 Hafta ++ - = ++ ++ + g
20pg/mL T10», 2 Hafta ++ + +t +H+ ++ + ++
Sug/mL Ti0;, 3 Hafta 4+ _ + B A + S i
10pg/mL T102, 3 Hafta ++ + ++ ++ ++ + +
20pg/mL Ti02, 3Hafta +++ + ++ pegip ++ + i
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Tablo 3.9. 30 mg/L CO2 konsantrasyonunda farkli dozlardaki (ug/mL) TiO2 NP’niin farkl siirelerde uygulanmasi sonucu karaciger dokusunda
meydana gelen histopatolojik bulgular

Gruplar Hepatositte Bozuk Niikleusta Vakuolizasvon Damar Siniizoid’te Kan  Melanomakrofaj
Hipertrofi Sekilli Hipertrofi Dejenerasyonu Hiicreleri Aggregatlan
Niikleus

Spg/mL TiO2, 1 Hafta

= = + - * - 5

10pg/mL TiOz, 1 Hafta T + : - i . i
20pg/mL Ti02, 1 Hafta +++ + = +—+ + + ++
Sug/mL TiOy, 2 Hafta Lam + N +H++ £ + -
10pg/mL TiOs, 2 Hafta + 5 3 o HHH + iy
20pg/mL TiOz, 2 Hafta -+ + - e+ : ) g
Sug/mL TiOs, 3 Hafta 4t + ++ " ] -

10pg/mL TiO2, 3 Hafta 4+ 4 i Fera + B "
20pg/mL TiOz, 3Hafta - + ++ P i ) +
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Sekil 3.12. Karaciger negatif ve pozitif kontroller. A. Negatif kontrol, damar A , hepatosit
hiicresi ﬁ B. Pozitif kontrol (5 mg/L EMS) dejenere olmus damar ﬁ , nekroz A

, dejenere olmus karaciger dokusu — . H&E boyama.
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Sekil 3.13. 1 Hafta boyunca 20 mg/L CO> konsantrasyonuna maruz kalmis bireyler A. 5 pg/mL

TiO2 NP ile muamele edilmesi sonrast damar dejenerasyonu ﬁ ve Vakuolizasyon A B. 10
ug/mL TiO2 NP’e maruz kalmasi bozuk sekilli niikleus ﬁ ,niikleusta hipertrofi A
. H&E boyamasi.
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- Sekil 3.14. 3 Hafta boyunca 20 mg/L

- CO2 konsantrasyonuna maruz kalmig

bireyler A. 10 pg/mL TiO2 NP
uygulanan  grupta  siniizoidlerin

etrafinda kan hiicreleri ﬁ , damar

dejenerasyonu A B. 20 pg/mL
. TiO, NP uygulanan bireylerde

melanomakrofaj aggregatlari 4}



Sekil 3. 15. 2 Hafta boyunca 30 mg/L CO:
konsantrasyonuna maruz kalmis bireyler A. 5 pg/mL
TiO2 NP ile hazirlanan deneyde bozuk sekilli niikleus

1 | niikleus hipertrofisi A B. 20 pg/mL TiO;
NP ile hazirlanmis olan deneyde vakuolizasyon ﬁ
, hepatosit hipertrofisi A H&E boyamasi.
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Sekil 3. 16. 3 Hafta boyunca 30 mg/L CO: konsantrasyonuna maruz kalmis bireylerden 10
ug/mL TiO2 NP ile hazirlanan deneyde vakuolizasyon ﬁ H&E boyama.
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4. SONUCLAR

Insan niifusunun hizli artis1, teknolojik gelismeler ve bu gelismeler sonucu olusan
atiklar her gegen giin dogay1 ve canlilari tehdit etmektedir. Dogaya geri donen atiklarin ¢esitli
ve miktarinin fazla olmasi bu toksik ajanlarin canlilar tizerindeki etkisinin tam bilinememesine
neden olmaktadir. Akuatik sistemde bu tez konusunu kapsayan iki etkenin birbiri ve ¢evre ile

etkilesimi sirasinda cesitli basliklar altinda toplanabilmektedir. Bunlar ise;

1) Ozellikle karbon emisyonu sonucu atmosfere yayilan ve bu sekilde sucul sistemlere
giren CO2 miktar1 her gegen giin artmakta ve sudaki toksik ajanlarla beraber biiyiik tehdit
olusturmaktadir. Ozellikle dogaya donen miktar1 trilyon tonlar: bulan TiO, NP’niin suda

bulunma miktar ile birlestigi zaman canlilarin iizerindeki etkileri iyice arastirilmalidir.

2) Dogal ortamda bulunan giines etkisi de disiinildiigi zaman, TiO2 NP’niin
fotokatalitik etkisi sonucu ortaya ¢ikan reaktif oksijen tiirlerinin su kimyasi ve sucul canlilar

tizerindeki etkilerinin arastirilmasi gerekmektedir.

3) Ozellikle CO2’in ortamin pH’1n1 asidige kaydirdig1 diisiiniiliirse farkli pH’larda TiO>
NP’niin fizikokimyasal Ozelliklerindeki degisimler de sucul ekosistemdeki toksik etkiyi

degistirebilmektedir.

4) Ayni zamanda g¢esitli elemenleri tutarak onlarin da canli viicuduna girmesini
sagladigi diistiniilirse CO2 ve TiO2 NP arasindaki iligkinin su toksikolojisi i¢in énemli su

gotiirmezdir.

Yapilan bu tez calismasinda TiO2 NP genotoksisitesi ve sitotoksisitesinin CO>
seviyesine bagli olarak arttig1 comet analizi deneyi, mikroniikleus deneyi ve histopatolojik
incelemeler sonucu ortaya ¢ikmugtir. Carassius auratus bireylerinde genotoksik etki yarattigi,
DNA’ya zarar verdigi ortaya konmustur. Ayn1 zamanda incelenen dokular, hiicresel boyutta
cesitli anormalilerin tespitinin yapilmasini saglamistir. Bu incelemelerle beraber yiiksek CO2
konsantrasyonlar1 ve TiO2 NP niin sinerjik etki yaratarak organizmalara daha fazla zarar verdigi
tarafimizca gozlemlenmis ve bu sinerjik etkinin altinda yatan mekanizmalarin agiga ¢ikmasinda

yardimci olunmaya calisilmigtir.

Yiiksek CO2 ve TiO2 NP’niin toksik etki yarattig1 bilinse de dokularda biriken TiO2 NP
miktarinda herhangi bir sinerjik etkinin olup olmadigi veya dokularda gelisen serbest

radikallerin anti-oksidant sistemindeki cevabi bilinmemektedir.
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Kiiresel 1sinma sonucu dogaya donen CO2 miktar1 ve teknolojik gelismeler sonucu
dogaya karisan nanopartikiil miktar1 her gegen giin artmakta ve dogay1 kirletmektedir. Bu iki
ajanin etkilerinin derinlemesine arastirilmasi1 gelecekteki su ekosisteminin yasatilmasi ve

korunmasi igin biiyiik 6nem arz etmektedir.
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