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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

GUMUS NANOPARTIKULLERI ILE TUZLARININ DENiZ KESTANESI
EMBRIYONIK GELiSiMi UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

Hasan Hiiseyin OZCIFTCI

Manisa Celal Bayar Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
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Damisman: Dr. Ogretim Uyesi Fatma KOCBAS

Son yillarda giindemde olan nanopartikiiller saglik, otomotiv, gida, giyim,
tekstil, elektronik ve kozmetik gibi ¢ok farkli alanlarda kullanilmaktadir.
Nanopartikiiller diinyada birgok tilke biiyiik biit¢elerle ve kalkinma planlarina alarak
destekledigi konularin basinda gelmektedir. Giimiis ve glimiis nanopartikiilleri
geemisten giliniimiize farkli alanlarda ozellikle saglik ve askeri alanda c¢ok fazla
kullanilmaktadir. Uretilen nanopartikiillerin ¢evreye olan etkileri arastirilmamaktadir.
Glimiis nanopartikiillerinin ¢evredeki etkileri yeni arastirilmaya baslanmistir. Giimiis
iyonlarmin, giimiis nanopartikiillerden Arbacia lixula embriyolarina gore daha toksik
oldugunu ifade edildi. A. lixula' da (18 ° C'de 72 saat inkiibasyon) EC50 degerleri
iyonik glimiis icin 42.5 pg/L, <100 nm nanogiimiis i¢in 1958.8 g/L ve <150 nm
nanogiimiis i¢in 0.3 M olarak saptandi. Sonug olarak, A. lixula embriyolari, deniz
suyuna dagilmis nanopartikiillerin potansiyel etkilerini test etmek igin hassas ve
giivenilir bir modeli temsil etmektedir.

Anahtar Kelimeler:(Arbacia lixula, giimiis nanopartikiilleri, AgNOs3,
embriyotoksisite)

2019, 89 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF NANOPARTICLES AND SALT
OF SILVER ON EMBRYONIC DEVELOPMENT OF SEA URCHIN

Hasan Hiiseyin OZCIFTCI

Manisa Celal Bayar University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Biology

Supervisor: Ast. Prof. Dr. Fatma KOCBAS

Nanoparticles, which are on the agenda in recent years, are used in many
different fields such as health, automotive, food, clothing, textile, electronics and
cosmetics. Many countries in the world are one of the main topics that they support by
taking large budgets and development plans on nanoparticles. Silver and silver
nanoparticles are widely used in different fields from past to present, especially in
health and military fields. The environmental effects of the produced nanoparticles are
not investigated. The environmental effects of silver nanoparticles have just started to
be investigated. We reported that silver ions are more toxic than silver nanoparticles
to Arbacia lixula embryos. EC50 were 42,5 pg/L for ionic silver, 1958,8 ug/L for <100
nm nanosilver and 0.3 M for <150 nm nanosilver in A. lixula (72 h incubation at 18°C).
In conclusion, A. lixula embryos represents a sensitive and reliable model for testing
potential effects of nanoparticles that are dispersed in sea water.

Keywords:( Arbacia lixula, silver nanoparticles, AQNOs, embryotoxicity )

2019, 89 pages
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1. GIRIS

Glinlimiiziin en biiylik problemlerinin basinda gelen kirlilik; sanayilesme, hizli
niifus artisi, yogun pestisit kullanimi, deterjan kirliligi, petrol kirliligi, radyoaktif
Kirlilik, tasimacilik gibi kirleticilerin yaninda teknolojide yeni gelismeler sonucu
ortaya ¢ikan yeni {rlinlerden kaynaklanan diger kirleticiler bulunmaktadir. Son
yillarda 6n plana ¢ikan nanopartikiiller ve nanoteknoloji c¢ok farkli alanlarda
kullanilmasina ragmen ¢evresel etkilerinin belirlenmesi ve toksisite ¢alismalarina yeni

baslanmis olup yarattig1 ¢evre sorunlar1 tam olarak bilinmemektedir.

Nanopartikiiller (NP); 100 nm’ den kii¢lik en az bir boyutlu partikiil maddeler
olarak tanimlanir [1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8 ]. “ Nano ’’ 6n eki Yunanca nanos kelimesinden
gelmekte olup “ Nanometre > ise bir fiziksel biiyiikliigiin bir milyarda biri (1x10~ °
m) olarak ifade edilir [9, 10]. 1-100 nm boyutlu, oldukga biiyiik yiizey alan1 olan,
yapisal ve yapisal olmayan uygulama alanlar1 bulunan, kimyasal olarak oldukc¢a hafif

malzeme seklinde 6zelliklere sahip partikiil maddeler NP’ lerdir [11].

Nanopartikiiller kuantum boyut etkileri, elektronik yapisinin boyut bagimliligi,
yiizey atomlarinin benzersiz karakterizasyonu ve yiiksek ylizey/hacim orani gibi farkl
ve Ustin Ozellikler sergiledigi belirtilmistir [12]. Bu 06zelliklerden dolay1
nanopartikiiller biyolojik sistemlere kolayca giris yapabilirler. Bu nedenlerle biyo
Olctimlerde NP’ ler ¢esitli amaclarla kullanilmaktadir. Bu kullaniom amaglarindan

bazilar1 asagidaki gibidir [13]:

1. Miktar tayinlerinde radyoaktif isaretlemeyi veya organik fluroforu elimine
etmek i¢in NP’ler tercih edilebilir. Bu amagla en ¢ok metal NP’ ler ve

kuantum noktalar1 kullanilir.

2. NP’ ler solisyonlardaki biyolojik Ol¢iimler ig¢in substrat olarak

kullanilabilir.



3. Tamisal ol¢iimlerde Sinyal iletici olarak etki gosteren NP’ ler biyolojik

Ornegin isaretlenmesini elimine ettikleri i¢in kullanilir.

4. Fonksiyonel nanomateryaller biyolojik reaksiyonlarin katalizi gibi
islevleri yiiriitebilmek i¢in partikiillerin spesifik kimyasal ve fiziksel

Ozelliklerini kullanirlar.

Nanopartikiillerin farkli 6zelliklerine gore siniflandirmalar1 olmasina ragmen

kimyasal bilesimine gore siniflandirilma asagidaki gibidir [14]:

1- Nanomateryaller (dendrimerler)
2- Metal nanomateryaller (Au gibi)
3- Metal oksitler (TiO2 ve ZnO gibi)
4- Yan lletkenler (kuantum noktalar)

Nanoteknoloji kavramini ilk defa ortaya koyan Dr. Richard Feynman ile 1959
yilinda baglandig1 kabul edilmektedir. Norio Taniguchi tarafindan 1974 yilinda ise,
“Ileri diizey duyarlilikla mevcut teknolojilerin kiigiiltiilmesine dayali bir teknoloji”
tanimi ile nanoteknolojiyi ilk olarak tanimlamistir. Daha sonra 1981 yilinda atomlarin
dogrudan goriintiilerini veren Taramali Tiinelleme Mikroskobunun ve 1986 yilinda
atomik kuvvet mikroskobunun kesfi ile biyolojik materyallerin de nano 6l¢iide ylizey
ozelliklerinin incelenebilmesinin miimkiin oldugu goériilmiis ve nanometre boyutlarda
bilime yonelmenin yaninda bu alanda gelismeler ivme kazanmigtir. Nano iiretiminin
babas1 olarak kabul edilen Richard Smalley ve birka¢ arastirmaci 1990 yilinda 60
karbon atomunun simetrik bicimde siralanmasiyla elde edilen futbol topu seklindeki
“fullerene” molekiillerini gelistirmislerdir. Bu molekiil; nano biiyiikliiglinde,
plastikten daha hafif ¢elikten kuvvetli, elektrik ve 1s1 gecirgen bir yapiya sahip bu
buluslari ile 1996 yilinda Nobel Kimya 6diiliinti almiglardir. Daha sonraki yillarda ve

giiniimiizde bir¢ok arastirma yapilmis ve yapilmaktadir. 20. yiizyilin son ¢eyreginde



ise dogada bulunmayan yeni nano yapilarin atomsal diizeyde tasarlanarak

sentezlenmesi devri baglamistir [15].

Nanoteknoloji 1999 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’ nde nanoteknoloji
alaninda yiiriitiilen arastirma, gelistirme ve ticarilestirme faaliyetlerinin artirma,
gelistirme ve ticarilestirme amacini tagiyan ilk resmi hiikiimet programi olan, Ulusal
Nanoteknoloji Adimi (National Nanotechnology Initiative) ile baslatilmistir. Daha
sonra ise Cin, Japonya, Avrupa Birligi, Tayvan, Singapur, Israil, Isvicre ve Giiney
Kore gibi tilkeler teknoloji yarisinda geri kalmamak i¢in biiylik aragtirmalar
yapmaktadirlar [15, 16]. Ulkemizde ise nanoteknolojinin énemi Ulusal Nanoteknoloji
Arastirma Merkezi (UNAM) Projesi ile baglamistir. Bilkent Universitesi, Ortadogu
Teknik Universitesi, Istanbul Teknik Universitesi, Ege Universitesi, Ko¢ Universitesi,
Sabanci Universitesi, Gebze Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, Erciyes Universitesi gibi
kurumlarda ve 6zel sektor kuruluslarinda birgok calisma siirdiiriilmektedir. Ayrica
Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) tarafindan hazirlanan

2023 vizyon programinda da nanoteknoloji 6nemli yer tutmaktadir [9].

Nanoteknoloji, son yiizyilin en bilyiik arastirma alani olarak ¢ikmakta olup [17,
18, 19, 20] metrenin milyarda biri biiyiikliigiindeki maddelerin anlasilmasi, kontrol
edilmesi, atomsal seviyede degistirilip islevsel hale getirilmesi ve 100 nanometre (nm)
boyutunda orta dlgekli 6zelliklere sahip cihazlarin gelistirilmesi ve kullanilmasi ile
ilgilidir [10, 21, 22, 23, 24]. Nanoteknoloji sayesinde iriinlerin iletkenlik, yiiksek
dayaniklilik, korozyon korumasi, su ve kir tutmama, ¢izik direnci gibi yeni islev ve
Ozellikler kazanmaktadir. Bu nedenle son donemde kozmetik, elektronik, ilag
endiistrisi, enerji liretimi, gida, spor malzemeleri, biyoloji, fizik, kimya, tip gibi bircok

uygulama alanlar1 olan yeni bir bilim dalidir [7, 8].

Nanoteknolojinin evrensel, ¢ok disiplinli, geleneksel olani bozmasi ve
olanaklar teknolojisi olmast en oOnemli Ozellikleridir [9]. Bunlarin 1s181inda

nanoteknolojinin baslica kullanim amaglar asagidaki gibidir [9, 11]:
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Nanometre dl¢ekli yapilarin analizi ve imalati

Nano 6lgekli cihazlarin gelistirilmesi

Nano hassasiyetli cihazlarin gelistirilmesi

Nanometre boyutunda yapilarin fiziksel 6zelliklerinin anlagilmasi
Aligilandan farkli ve iistiin malzeme Ozellikleri/iiretim siirelerinin elde
edilmesi

Daha dayanikli, hafif ve hizli yapilar

Daha az malzeme ve enerji kullanimi

Cevre sorunlarina yeni ¢oziimler liretilmesi

Uygun yontemler bulunarak makroskopik ve nanoskopik diinya arasindaki

bagin kurulmasi.

10. Pratik uygulamalar i¢in baslangi¢ kosullarinin optimize edilmesi

Nanoteknolojinin yer buldugu kullanim alanlar1 ise su sekilde siralanabilir [9]:

Otomotiv : Hava ve yag filtreleri, cilalar, motor yagi, ¢izilmez yiizey,
araba cilasi, hava temizleyicileri, yakit tiiketimini iyilestirmek icin
katalizorler, lastikler vb.

Giyim ve tekstil : Burusmaz ve leke tutmaz giysiler, antibakteriyel ve
koku 6nleyici giysiler, antibakteriyel kumas, UV’ ye dayanikli ve koruyucu
giysiler, alev geciktirici kumaslar.

Kozmetik: Cilt kremleri ve nemlendiriciler, cilt temizleyicileri, giines
kremleri, makyaj malzemeleri, makyaj gidericiler.

Elektronik: Piller, elektronik gériintiileyiciler, organik 151k yayan LEDler,
veri hafizasi, antibakteriyel ve statik dnleyici kaplamalar (klavye, mouse,
cep telefonlar1), DVD kaplamalari, MP3 oynaticilari, bilgisayar islemcileri
ve ¢ipler.

Besin ve Besin Takviyeleri: Enerji igecekleri, besin takviyeleri, gida
saklama kaplari, antibakteriyel mutfak esyalari, kesme tahtalar1, plastik
ambalajlar, Nano-¢ay, kanola aktif yag1 vb.

Ev: Antibakteriyel mobilya ve minderler, antibakteriyel kaplamali aletler,
filtreler, hava temizleyicileri, kendi kendini temizleyen cam, antibakteriyel
UV dayanikli boyalar, iitiiler, elektrikli siipiirgeler, giines pilleri, temizlik

iirlinleri, dezenfektan spreyler, yumusatici.
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7. Kisisel Bakim/ Saghk: Isitme cihazlari, kontak lensler, viicut yikama, suni
deri, implant, dis macunu, sampuanlar, sa¢ kremleri, deodorantlar, bocek
kovucular, antibakteriyel kremler, bandaj vb.

8. Spor Ekipmanlari: Golf toplar1 ve sopalari, tennis raketleri ve toplari,
beysbol sopalari, Hokey sopalari, kayaklar ve snowboardlar, kayak cilast,
bisiklet pargalari, dalgic kiyafeti, ayakkabi tabanliklari, antibugu
kaplamalar.

9. Oyuncaklar ve Cocuk Esyalari: Leke direngli pelus oyuncaklar,
antibakteriyel bebek emzikleri, kupalar ve siseler, oyun kutulari,

antibakteriyel doldurulmus oyuncaklar

Nanopartikiillerin karakteristik Ozellikleri; nanopartikiil, nanokristal ya da
nano katman diizeyinde gergeklesmesi nedeniyle nanoteknolojinin en énemli kismini

nanopartikiillerin sentezi olusturdugu rapor edilmistir [21].

Nanopartikiil iiretiminde kullanilan yontemler; asagidan yukariya “Bottom
Up” ve yukaridan asagiya “Top Down” olarak adlandirilan yaklasimlardir (Sekil 1.1).
Yukaridan asagiya nanaopartikiil liretim yonteminde hacimsel malzemeye disaridan
mekaniksel ve/veya kimyasal islemler ile enerji verilmesi sonucunda malzeme nano
boyutta pargalara ayrilmasi prensibine dayanmakta olup buna mekanik 6giitme ve
asindirma yontemi en genel 6rneklerdir. Asagidan yukariya yaklagiminda ise atomik
veya molekiiler boyuttaki yapilar1 kimyasal reaksiyonlar ile biiylitme ve partikiil
olusumunun gerceklesmesi olarak ifade edilmektedir. Bu yaklasima ise en iyi 6rnek

ise gaz yogunlastirma teknigidir [12].
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Sekil 1.1: Nanopartikiil tiretiminde kullanilan yaklagimlar [12].

Partikiil tiretiminde yukarida kullanilan yontemlerin disinda mekanik ener;ji

kullanilmasi gibi fiziksel 6zelliklerin de 6ne ¢ikarildig1 yontemler olan fiziksel ve

kimyasal reaksiyonlarin gerceklestigi yontemler ise kimyasal temelli olarak kabul

edilmektedir (Sekil 1.2). Bu yontemlerin baslicalari ise asagidaki gibidir [25, 12]:

1.

Kimyasal Buhar Yogunlastirma Y dntemi

Hidrojen Rediiksiyon Yontemi

Asal Gaz Yogunlastirma (AGY) Yontemi
Mikroheterojen Sistemlerden Nanopartikiil Uretimi
Alev Sentezi Yontemi

Mekanik Asinma Y ontemi

Ultrasonik Sprey Piroliz (USP) Yontemi

Digerleri



URETIM YONTEMLERI

| l

Yukandan asagiva Asafgmdan yukanya
|

[ Mekanik asindirma — Asal gaz yvogunlastirma
—  » Elektro patlama ™ Alev sentezi
— » Daglama — Kimyasal buhar yogunlastirma
— Isal (termik) vontem " Molekiiler hiizme
—— » Didnen Soguk Yizeyde Katilagtirma ——m»Atom tabaka gdkelmesi
—— Gaz Atomizéri Y anma
——» Yiiksek enerji — Yas Kimyasal sentez
———  Litografi, Asin Ultravivole(EUW) ™ Elektro-Patlama
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™ Sol-jel

L » Ultrasonik sprey piroliz{USP)

Sekil 1.2: Nanoboyutta pargacik iiretim yontemleri [26].

Nanopartikiiller ~yukaridaki yontemlerin yaninda canli organizmalar
kullanilarak da sentezlenebilmektedir. Bunlara 6rnekler ise Penicilium fellutanu ve
Aspergillus niger mantar tiirlerinden, Sargassum wightii ve Sargassum muticum alg
tirlerinden, Callysspongia diffusa siinger tiirii gibi canli materyalleri kullanarak

nanopartikiil biyosentezi gergeklestirilebilir [27, 28, 29, 30, 31].

NP iiretiminde kullanilan fiziksel ve kimyasal yontemler ile kisa siirede yiiksek
¢oziiniirliikte, istenilen kiiclikliikte NP {iretilmesine ragmen toksisitesinin yiiksek
olmasi, partikiil kararliliklarinin iyi olmamasi, yeni teknolojilerin pahali olmas1 gibi
nedenlerle daha iyi ve verimli teknolojilerin aragtirmalart devam etmektedir. Buna
dayanarak canlilarla olan arastirmalar artmistir. Yesil nanoteknoloji olarak tanimlanan
toksik igerigi az, ¢evre dostu canli hiicrelerden NP iiretim esasina dayanir. Yesil
nanoteknoloji ile insan sagligina zararsiz, atik lriinler problemini azaltacak ¢alisma
yontemlerini ifade etmektedir [15]. Bunlara ornek olarak AgNP’ lerinin yesil
nanoteknoloji ile fizyokimyasal yontemlerin sakincalarmi gideren glimiis tuzlar

tizerinde caligmak i¢in, bakterilerin, mantarlarin, mayalarin, alglerin veya bitki



Ozlerinin, indirgeyici ve/veya stabilize edici olarak kullanilmasi hedeflenmistir [32].
Bu amagla Aloe vera, Camellia sinensis (¢ay), Azadirachta indica (thlamur), Acalypha
indica (hint 1sirgan1), Jatropha curcas (hint fistig1), ornek verilebilir. Giimiis
nanopartikiil tiretiminde kullanilan bazi bitkiler; Allium sativum, Acalypha indica,
Boswellia ovalifoliolata, Camelia sinensis, Calotropis procera, Catharanthus roseus,
Citrus sinensis peel, Coleus aromaticus, Melia azedarach, Memecylon edule, Mentha
piperit, Nelumbo nucifera, Rhododedendron dauricam, Syzygium cumini,

Trachyspermum copticum’ dur [15].

Cesitli yollarla iiretilen nanopartikiiller toprak ve su yolu ile denize ve

okyanuslara ulagmakta ve ¢evre sorunlarini olusturmaktadir (Sekil 1.3) [33].
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Sekil 1.3: Cevredeki nanopartikiillerin sematik gosterimi [34].



NP igeren iiriinlerin miktar1 ve gorlintilenmesi ile ilgili bilgilerin ve
nanopartikiillerin nasil tagindiginin tam olarak bilinememesinden dolay1r NP’ lerin
mevcut iretimi, yayilmast ve akis kat sayisini tahmin etmenin ¢ok zor oldugu
gorilmektedir. Gilintimiizde 100 nm’ den biiyiik molekiiller temel alinarak modelleme
ve teoriler ortaya atilmasina ragmen 100 nm’ nin altina inildiginde ise yapilan
modellemeler ve teoriler yetersiz kalmaktadir. Bu noktada nanoteknoloji devreye
girmekte olup atom ve molekiillere yeni fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikler
kazandirmaktadir. Modelleme c¢alismalarinin ¢ok fazla yapilamamasindaki temel
sorun, biyolojik ortam ya da ¢evredeki nanopartikiilniin karakterizasyonu ve tanimini
yapmak ig¢in gerekli olan in-situ tekniklerin ve ekipmanlarin eksik olmasindan
kaynaklanmaktadir [35].

Nanopartikiillere maruz kalmanin degerlendirilmesi i¢in hem 6l¢iim (fiziksel,
kimyasal ve biyolojik) hem de modelleme gerekmektedir. Nanoteknoloji ve
stirdiirtilebilir teknolojiler i¢in ¢evresel risk degerlendirilmesinin ve ekotoksikolojik

caligmalarin yapilmasi en basta gelen kriter olmaktadir [36].

Nanoteknolojik gelismeler sonucunda her giin yeni bir iiriin gelistirilmektedir
ve kullanim alanlar1 artmaktadir. Insan ve gevre kalitesini artmasini saglarken ayni
zamanda insan ve c¢evre igin biiyiik tehlikeler yaratmaktadir. Insan tarafindan
solunmasi durumunda veya hava ile maruz kaldiginda deri yolu ile veya solunum
yoluyla deri yoluyla hiicrelere oradan da degisik doku ve organlara ulagabilmekte olup
serbest radikal olusumlara sebebiyet verecegi goz ardi edilmemelidir. Ayn1 sekilde
sucul ekosisteme ulagsan nanopartikiiller zararli organizmalar1 yok ederken yararl
organizmalar1 da yok ettigi bilinmektedir. Sucul ortamda balik ve diger canlilar1 da

ayn1 sekilde etkileyecegi kagimilmazdir [11].

Nanoteknolojideki gelismeye bagl olarak ¢alismamizin konusunu da olusturan
giimiis ve AgNP ile yapilan calismalar artmistir. Giimiis ilk baslarda giimiis nitrat,
giimiis sulfadiazin, giimiis zeolit olarak formlarinda kullanilmistir. Eski ¢caglardan beri
kullanilan glimiis siite Omriinii raf Oomriinii uzatmak i¢in, suyun ig¢ine atilarak

eklendiginde antibakteriyal olarak suyun dezenfeksiyonunda, iilser ve yanik
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tedavilerinde, g6z damlalarinda kullanilmaktadir. Antifungal ve antiviral
ozelliklerinden dolayr giimiis siilfadiazin S. aureus, E. coli, Klesiella sp. ve
Pseudomonas sp. gibi bakterilere karsi etkili oldugu bildirilmistir [15]. Giimiis
nanopartikiillerinin ~giimiis tuzlarindan {stiin oldugu ve glimiis iyonlarindan daha
diisiik toksisitede oldugunu kanitlanmistir. AgNP’ lerin yiliksek antibakteriyel
ozellikleri fizikokimyasal (boyut, morfoloji, yiik, kararlilik vb.) 6zelliklerine baglidir.
AgNP’ ler ticari olarak tiim nanortikiillerin %50’ sini olusturdugu pazar
arastirmalarinda goriilmiistiir. Antibakteriyel ve antifungal 6zellikleri ile tekstil, su
aritimi, ziraat, boya sanayi, kaketli yiyecek ve icecek sektoriinde AgNP kullanimi
gittikge artmaktadir [37, 38]. Arya ve arkadaslarinin (2019) yaptigi AgNP ile boyut
antibakteriyel etki calismasinda 5, 7 ve 10 nm AgNP’ leri denenmis ve 5 nm AgNP’
in daha etkili oldugunu ifade etmislerdir [37].

Glimiis, diger antibakteriyel metaller olan kursun ve civa gibi insana karsi
toksik etki yapmaz. Yine bu metaller gibi kansere neden olma ya da sinir sistemine
zarar verme gibi etkileri olmadigi bilinmektedir. Bu yilizden glimiis en ¢ok kullanilan

antibakteriyel ajandir [39, 40, 41].

Glimiisiin antibakteriyel 6zelligi giimiis miktar1 ve serbest giimiis orani ile
iliskilidir. Metalik glimiis viicuttan atilabilir ancak deri, nem ve yara sivisi ile
reaksiyona girerse iyonize olur. Iyonize giimiis doku proteinlerine baglanan, hiicre
bozukluklar1 ve 6liimlere yol agan ve bakteriyel hiicre duvarinda yapisal degisiklikler
olusturan bir reaktiftir. Ayrica glimiis bakteriyel DNA ve RNA baglanarak bakteriyel
replikasyonu inhibe edebilir [42, 43].

Calisma materyalimizi de olusturan giimiis nanopartikiilleri ¢esitli tiiketim
tirlinlerinden kaynaklanan c¢evreye AgNP bulasma yollarinin simiilasyon sonuglari

Sekil 1.4° te gosterilmistir [5].
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Sekil 1.4: AgNP’ lerinin ton/yil olarak simiilasyon sonuglari [5].

AgNP, sprey ve temizlik malzemelerinin kullanilmasiyla ve nanopartikiil
igeren Uriinlerin asinmasi yoluyla atmosfere bulagsmaktadir. Topraga AgNP girisi ise
agir metal iyonlari, poliklorlanmig hidrokarbonlar, pestisitler ve radyoaktif ile
kontamine olmus topraklarin iyilestirilmesi i¢in kullanilan uygulamalardan ve boyalar,
temizlik malzemeleri, sprey kullanimi sonucu yol ylizeyinden topraga gectigi tahmin
edilmektedir. Buna ek olarak havadaki AgNP birikimi ve atmosferik yayilimi da
AgNP’ lerinin tograga baska bir giris yolu olarak gosterilebilir. Yiizey sularina AgNP’
lerinin girisi; atmosferik ¢cokelme, topraktan siiziilme, atik su desarjlar1 ile olmaktadir
[44]. Diinya ¢apinda yillik 63 ton nano giimiisiin suya giris yaptig1 tahmin edilirken
sucul ortamlardaki nano giimiisiin konsantrasyonu ise 0.03 - 0.32 pg/L araliginda
oldugu tahmin edilmektedir [45, 46]. Johari ve arkadaslarin 2014 yilinda yaptig

calismada piyasada bulunan iiriinlerin % 23.52’ si nano giimiis i¢erdigi bildirilmistir
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[47]. AgNP’ lerinin sucul ortama dnemli bir diger giris kaynag1 ise nano giimiis igeren
coraplarin yikama sulariin ¢evreye yayilmasi ile olmakta oldugu ([48] ve 2008
yilinda yapilan c¢alismada da coraplarin gram basmna 1360 ug AgNP icerdigi
belirtilmistir [49].

NP’ ler biyolojik membranlardan rahatlikla ge¢ip organ, doku, hiicre ve protein
diizeyinde ters etkilere sebep olabilmekte [50] ve nanoboyutlu yapilarindan dolayi

mikropartikiiler sistemlere kiyasla hiicre i¢ine daha fazla alindig: bildirilmistir [51].

AgNP’ nin Avrupa ve ABD’ deki degisik ortamlarda olas1 g¢evresel
konsantrasyonlar1 ve risk katsayr degerleri Tablo 1.1’ de; tatli sulardaki tahmini

cevresel konsantrasyonu Tablo 1.2° de belirtilmistir.
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Tablo 1.1: AgNP’ nin Avrupa ve ABD’ deki farkli ¢evresel boliimlerdeki tahmini

cevresel konsantrasyonlari ve risk katsayi degerleri [5].

Avrupa ABD
Konsantrasyon Risk Konsantrasyon Risk
) katsay1s ) katsayisi
( mod degeri ) ( mod degeri )
(RQ) (RQ)
Toprak 22.7 8.3
Islenmis 1581 662
kanalizasyon atik
camuru
Yiizey suyu 0.7 11 0.1 0.2
Kanalizasyon 42.5 61.1 21.0 30.1
aritma tesisi atig1
Kanalizasyon 1.7 1.6
aritma tesisi
camuru
Sediment 952 195
Hava 0.008 < 0.0005 0.002 <0.0005

Tablo 1.2: Giimiis nanopartikiillerinin tath sulardaki tahmini ¢evresel konsantrasyonu
[52].

Ortam Birim Minimum Orta Maksimum
Nehir suyu ng/L 40 140 320
Nehir sedimenti mg/kg 2 6 14
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NP’ lerin toksik etkileri partikiil boyutu, aglomerasyon/agregasyon derecesi,
sekli, boyutu, yiizey alani, kimyasal kompozisyonu, kristal yapisi, yiizey kimyasi,
ylizey yiikii, miktari, ¢oziiniirliiliigli gibi fiziko-kimyasal parametrelere baglidir. NP’
lerin hiicredeki toksik etki mekanizmasi heniiz kesinlik kazanmasa da elde edilen

bulgular asagidaki gibidir [50]:

Genel olarak reaktif oksijen tlirlerinin ( ROT ) olusumuna,
Mitokondriyal fonksiyonlarda hasarlara,
Hiicre ve plazma membran gegirgenliginde artisa,

Apoptoz ya da nekroz yoluyla hiicre 6liimiine,

o~ w0 DN e

Gen ve protein diizeyinde etkilesimlere sebep olabilmektedir.

NP’ lerin ¢ok farkli alanlarda kullanilmasina ragmen toksik ve ekotoksikolojik
etkilerini anlama gereklilik nedeni NP toksisitelerinin biiyiik sorun olusturmaya devam
etmesinden kaynaklanmaktadir [53]. Ekotoksikolojik veriler kiyisal bir bdlgenin
kontrol stratejilerinin belirlenmesinde fiziksel, kimyasal, biyolojik ve mikrobiyolojik
izlemelerden bir Oneme sahip olup, bolgenin Kkirliliginin belirlenmesi i¢in iki

parametreye bakilmasi gerektigi bildirilmistir. Bunlar [54].;

1. Hangi kirleticinin var oldugunu saptamak

2. Biyota iizerine bu kirleticilerin olas1 etkilerini arastirmak

Bu parametreleri degerlendirebilmek i¢cin model canlilara ihtiyag
duyulmaktadir. Bu model canlilardan biri Ekinodermler olup kirletici toksisitesini
degerlendirmek icin siklikla kullanilmaktadir. Ekinodermlerden deniz kestaneleri de
deniz suyu kalitesinin degerlendirilmesi, ekoloji, biyoloji, embriyoloji, toksikoloji ve
biyolojik mineralizasyon gibi ¢esitli ¢caligmalarda siklikla kullanilmaktadir [55, 56, 57,
58].
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Deniz kirliliginin izlenmesi caligmalarinda ve biyotestlerin etkisinin
belirlenmesinde avantajlara sahip oldugu i¢in deniz kestanesi larval biyotestinin ilk
dort biyotest arasinda yer almaktadir. Deniz kestaneleri embriyolar1 ve gametleri ile

gerceklestirilen biyotestlerin sagladigi avantajlar asagidaki gibidir [54]:

1. Metazoan organizma ile calisma olanag1 vermektedir.

2. Ureme basarisi, embriyogenesiz ve mitotik aktivite iizerinde ¢ok sayida

biyolojik sonu¢ gézlemlenebilmektedir.
3. Test organizmasini neredeyse tiim y1l boyunca elde etmek miimkiindjir.

4. Yiiksek iireme yetene8i nedeniyle tek seferde ¢ok sayida embriyo elde

etmek miimkiindiir.
5. Hizlh ve duyarli cevaplar alinabilmektedir.
6. Maliyet cok diisiiktiir ve pahali ekipman gerektirmemektedir
7. Bu test sistemi kozmopolitandir.
8. Sub-letal toksisiitenin belirlenmesine olanak saglamaktadir.
9. Temel alinacak literatiir boldur.
10. Ogrenilmesi kolaydur.

11. Veriler istatistiki analizler i¢in uygundur.

Yapilan literatiir taramasinda A. lixula’ nin embriyonik gelisimi tizerine AgNP
ve AgNQOz3’ {in etkisinin arastirildigi bir calismaya rastlanilmamistir. Bu ¢alismanin
amaci ise <100 nm ve 100> nm boyutlarindaki AgNP’ iin degisik konsantrasyonlari
ile AgNOz3’ 1n deniz biyotasi tizerine etkilerini A. lixula deniz kestanesinin larvalarim

kullanarak belirlemektir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Literatiir ozeti

Nanopartikiiller ile ilgili yapilan ilk ¢alismalar derleme ¢alismalaridir. Denizel
nanotoksisite ile ilgili ¢alismalar son yillarda baslamistir. Giimiis nanopartikiilleri ile

ilgili yapilan ¢aligmalarin bazilari ise sunlardir:

Desai ve arkadaslarinin 1997 yilinda yaptiklari ¢alismada Caco-2 hiicrelerinin
igerisine nanopartikiillerin girisi ile mikroparcaciklarin ¢ap1 (0.1 pm, 1 pym ve 10 um)
arasindaki iliskisi ve etki ylizdeleri aragtirtlmig olup etki 0.1 pm > 1 pm > 10 pm

seklinde siralanmistir [59].

2004 yilinda Sondi ve Salopek-Sondi tarafindan yapilan ¢calismada AgNP’ lerin
antimikrobiyal etkisi Escherichia coli gram negatif bakterisi kullanilarak
arastirilmistir. 10 pg/cm™ konsantrasyonda AgNP’ lerinin bakteriyel biiyiimeyi %70
oraninda durdurdugu, 20 pg/cmkonsantrasyonda bakteriyel kolonilerin biiyiimesinde
onemli oranda azaldigi, kolonilerin agar plaklarin kenarlarina yerlestigi ve 50 — 60
ng/cm konsantrasyonda ise bakteri bilyiimesinin %100 oraninda inhibe ettigi rapor
edilmistir. Bu elde edilen sonuglara gore AgNP’ lerin ¢ok etkili bir bakteri 6ldiiriicti

oldugu bulunmustur [60].

AgNP’ lerin antimikrobiyal etkileri lizerine yapilan bir baska ¢alismada ise E.
coli ve Staphylococcus aureus kullanilmistir. AgNP’ lerinin S. aureus tizerinde
biiyiimeyi engelleyici etkisi az iken E. coli lizerinde ¢ok diisiik konsantrasyonlarda
dahi inhibe edici 6zelligi gostermistir. E. coli ye karst MIC (Minimum Inhibitory
Concentration = Minimum Engelleyici Konsantrasyonu) degerinin 3.3 nM - 6.6 nM
arasindaki degerler oldugu goriilmiistiir. Pozitif kontrol grubu ile karsilastirildiginda

ise 33 nM AgNP konsantrasyonunun mayalara karsi benzer biiylimeyi engelleyici etki
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gostermistir. En yiiksek biiylimeyi engelleyici konsantrasyonun 13.2 nM oldugu ve
AgNP’ lerinin mayalara kars1t MIC degerinin 6.6 nM - 13.2 nM arasinda oldugu rapor
edilmistir [61].

2008 yilinda Navarro ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada ise AgNO3
ve AgNP’ lerinin Chlamydomonas reinhardtii tizerindeki ECso degeri 188 nM, 2 saat
icin ise 184 nM oldugu ve AgNP’ leri i¢in ise 1 saat sonunda 3300 nM, 2 saat sonunda
1049 nM oldugu belirtilmistir. Bu sonuglara gore C. reinhardtii AQNO3z’ in AgNP’
lerine gore yaklasik olarak 18 kat daha toksik oldugu bildirilmistir [62].

AgNP’ lerinin Dapnia pulex fizerine 48 saatlik siirede toksik etkisine
bakildigunda 40 pg/L oldugu rapor edilmistir. Nanometal toksisitesinin duyarliliginin,
tirler arasinda farklilik gosterdigi ve filter-feeding beslenen omurgasizlarin zebra

balig1 gibi daha biiyiik organizmalara gore daha hassas oldugu ifade edilmistir [63].

Zebra baligi (Danio rerio) embriyolar1 yapilan bir baska ¢alismada ise AgNP
toksisitesinin konsantrasyona bagli olmasinin yaninda kalp atis hizinin diismesi,
yiiksek Oliim orani, zebra baligi embriyolarinda yumurtadan ¢ikma gecikmeleri

toksisite gostergeleri arasinda oldugu bildirilmistir [64].

Zebra baligi ile yapilan bir bagka c¢alismada ise 3, 10, 50, 100 nm
boyutlarindaki AgNP’ iin toksik etkisi incelenmis ve LCso degerlerinin 3 nm igin 93
uM, 10 nm i¢in 126 uM, 50 nm i¢in 127 uM ve 100 nm i¢in ise 137 uM oldugu rapor
edilmistir [65].

Chae ve arkadaslar tarafindan 2009 yilindaki ¢alismada AgNP ve AgNO3’ in
Japon medeka baligi (Oryzias lapites) lizerine toksik etkileri aragtirilmistir. AgNP’ leri
i¢in LCsp konsantrasyonunun 34.6 £ 0.9 ug/L, AgNOz i¢in 36.5 £ 1.8 ug/L, hem AgNP
hem de AgNO:s i¢in ise 25 pg/L konsantrasyonda Oliimlerin goriilmeye baslandigi
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belirtilmistir. Elde edilen sonuglara gore O. lapites icin AgNP’ lerin AgNO3’ a gore
daha toksik oldugu gosterilmistir [66].

Ringwood ve arkadaslar1 tarafindan 2010 yilinda yapilan ¢aligmada AgNP’
lerinin Crassostrea virginica embriyolar1 tizerine etkisi aragtirllmis ve diisiik
konsantrasyonlarda embriyonik gelisim tlizerine toksik etkileri oldugunu belirtilmistir.
Ayrica Metallotiyoneinler (MT) gen expressiyonu hem embriyolar hem de yetiskin
bireyler iizerince degerlendirilmis olup 0.16 pg/L konsantrasyonda AgNP’ lerine
maruz kalan yetiskin ve embriyolarda Metallotiyoneinler mRNA diizeylerinde bir

artigin oldugu gézlenmistir [67].

<50 nm boyutundaki AgNP’ lerinin ve AgNO3 ’1n genotoksik ve ekotoksik
degerlendirmeleri 0.1, 1, 2, 4, 8 ve 50 png/L konsantrasyonlarda tatli su kabuklusu olan
Daphnia magna ile yapilmistir. 2 pg/L ve {izerindeki konsantrasyonlarda tiim D.
magna bireylerinin 6ldiigl bildirilmistir. 1 ve 1.5 pg/L konsantrasyonda AgNP ve
AgNO3’ a maruz kalan bireylerde DNA zincir kiriklarinda 6nemli artis oldugu
gozlenmistir. Ayrica AgNP’ lerinin AgNO3’ a gore ¢ok az daha toksik oldugu
belirtilmistir [68].

2011 yilinda Bilberg ve arkadaslari tarafindan Zebra baligi (D. rerio) iizerine
AgNP’ leri ile AgNO3’ 1n toksik etkisi arastirilmistir. Erkek zebra baligi bireylerinin
48 saat boyunca AgNP’ lerine maruz kalmasi sonucunda olusan akut toksisitenin LC1g
degeri 57 pg/L iken LCso degeri ise 84 ng/L iken olarak bulunmustur. 44.5 - 216 nm
arasinda AgNP iceren ortamda 48 saat boyunca maruz birakilan zebra baliklarinda ise
LCso degeri 7.07 pg/L olarak bildirilmistir. AgNOzi¢in LCso degeri 24 saatte 28 ug/L,
48 saatteki 25 pg/L oldugu rapor edilmistir [69].

2011 yilinda Knight tarafindan Echinarachnius perma ile yapilan ¢alismada
AgNQOgz’ iin akut toksisitesi degerlendirilmis ve normal kosullar altinda doéllenme

basarist ile AQNOs eklendikten sonraki dollenme basarist karsilagtirilmistir. AgNO3’
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1n 10° M konsantrasyonda kontrol grubuna oranla %20 - 30 oraninda azalma oldugu
belirtilmistir [55].

Yesil makro alglerden olan Ulva lactuca 48 saat siiresince farkli
konsatrasyonlardaki AgNP ve AgNOz3’ a maruz birakilmigtir. AgNP 15 ug/L’ den daha
yiiksek konsantrasyonda toksik etki goriilirken AgNOs ise 2.5 pg/L gibi diisiik
konsantrasyonda toksik etki gostermistir. Boylece U. lactuca i¢in AgNO3’ iin AgNP’
lere gore daha toksik oldugu gosterilmistir [70].

Sucul omurgasizlardan olan D. magna iizerine 35 nm boyutundaki AgNP’ lerin
0 — 10 mg/L konsatrasyon araliginda 96 saatteki Oliim oranlar1 aragtirilmstir.
Calismada 6liim oranlar1 0.1 mg/L’ de %56.7 £ 23.3 ve 1 mg/L’ da ise %100 olarak
bulunmustur. Buna gére AgNP’ lerinin ¢evreye yayildiktan sonra sucul omurgasizlar

icin zararli oldugu bildirilmistir [71].

2012 yilinda Asghari ve arkadaslar tarafindan ¢alismada D. magna 48 saat
boyunca AgNP’ lerin ve AgNOs’ 1n farkli konsantrasyonlarina maruz birakilmasi
sonucunda meydana gelen yiizme anormallikleri incelenmistir. Bu ¢calismada AgNP’
lerinden 15.83 nm ¢apinda olanlar1 nAgl, 129 nm c¢apinda olanlara nAg2 ve 161 nm
capinda olanlar ise nAg3 olarak adlandirilmistir. ECso degerleri nAgl ic¢in 0.004 mg/L,
nAg2 icin 0.002 mg/L, nAg3 i¢in 0.187 mg/L ve AgNO3 i¢in 0.0023 mg/L olarak
bildirilmistir. Ayni1 siirede %100 6liime neden olan konsantrasyonlar ise nAgl i¢in
0.006 mg/L, nAg2 i¢in 0.00325 mg/L, nAg3 i¢in 0.275 mg/L ve AgNOs igin 0.0032
mg/L olarak bulunmustur. nAgl i¢in 0.001 mg/L konsantrasyonda normal yiizme
davraniglar1 goriiliirken bunun tlizerindeki konsantrasyonlarda diizensiz ylizme, nAg2
i¢cin gogunlukla dibe go¢ ve su yiizeyinde hareketsiz kalma hali, nAg3 i¢in 0.1 mg/L
konsantrasyonda diizensiz yiizme, bunun iistiindeki konsantrasyonlarda ise dibe go¢
ve su ylizeyinde hareketsiz kalma hali goriildiigii rapor edilmistir. AgNOs icin 0.001
mg/L konsantrasyonda anormal ylizme oraninin %6.6 oldugu belirtilmistir. Ayrica
AgNOsigin sadece dibe goc ve su ylizeyinde hareketsiz kalma goriildiigii bildirilmistir
[72].
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Paracentratus lividus tiirinde AgNP’ lerin birikimi iizerine yapilan ¢alismada
51 saat siireyle 0.3 mg/L AgNP ye maruz kalan larvalar incelenmistir. Bu
incelemelerin X-Ray Near Edge Structure (XANES) ve Fourier Transform Infared
Spektroskopisi (FTIR) kullanilarak yapildigi belirtilmistir. XANES sonuglar1 AgNP’
lerin toplanmasimin kiikiirt ve Oksijen/Azot ligandlar1 ile kompleks ve oksitlenmis
olabilecegi gosterilmistir. FTIR 6l¢iimlerinde ise nanopartikiile maruz kalan deniz
kestanelerinde agir1 stilfat varlig1 ve iskeletlerinden kalsit kayb1 oldugu rapor edilmistir

[56].

Jiang ve arkadaglar1 tarafindan 2012 yilinda su mercimegi (Spirodela
polyrhiza) ile AQNOs ve AgNP ile yaptiklari galismada AgNO3 AgNP’ den daha toksik
oldugu bulmuslardir. Kuru agirlikta EC50 degeri AgNOs i¢in 17.67 ve AgNP icin
13.39 ise olgmiislerdir [73].

Eisenia andrei tiirii solucan kullanilarak AgNP ve AgNOg ile ilgili ¢esitli
denemeler yapilmistir. Solucanlarda AgNP’ lerinden gelen Ag’ iin AgNOs3’ tan gelen
Ag iyonu alimindan daha yiiksektir. Dokulardaki Ag miktarinin doza bagli olmadigi
ifade edilmistir. Ayrica solucanlarda Ag miktarinin artmasinin tiremeyi durdurucu bir

etki yapmadigi agiklanmistir [74].

Gokkusagi alabaliginin (Oncorhynchus mykiss) farkli yasam evrelerinde
(larva, geng bireyler ve eleutheroembriyolar) AgNP’ lerin farkli konsantrasyonlardaki
(100, 32, 10, 3.2, 1, 0.32, 0.1, 0.032 mg/L) toksik etkileri arastirilmistir. 96 saat
sonunda LC50 degerleri eleutheroembriyolar i¢in 0.25 mg/L, larvalar i¢in 0.71 mg/L
ve geng bireyler i¢in de 2.16 mg/L olarak bulunmustur. Geng bireylerde %100 6liime
neden olan en diisiik AgNP konsantrasyonunun 3.2 mg/L, eleutheroembryolarda ise
1 mg/L oldugu bulunmustur. Bu yasam evrelerinde NOEC degerleri (No Observed
Effect Concentration = Higbir etkinin gbzlenmedigi konsantrasyon) eleutheroembryos

icin 0.01 mg/L, larvalar i¢in 0.32 mg/L ve geng bireyler i¢in ise 1 mg/L iken LOEC
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degerleri (Lowest Observed Effect Concentration = Herhangi bir etkinin gézlendigi en
diisiik konsantrasyon) eleutheroembriyolar1 i¢in 0.08 mg/L, larvalar i¢in 0.36 mg/L. ve
geng bireyler icin 1.60 mg/L olarak rapor edilmistir. AgNP’ lerine maruz kalan
baliklarda  solungaglarda mukus salgisinin  arttigt  ve  yiiksek  AgNP
konsantrasyonlarinda (>1 mg/L) baliklarin solungag yiizeylerinde mukus-nano giimiis

karisim1 oldugu belirtilmistir [75].

AgNP' lerinin bakterilerin gelisimi {izerine yapilan ¢alismada E. coli igin 5 mm,
Proteus mirabilis ve Salmonella typhi i¢in 4 mm, Salmonella paratyphi igin ise 3 mm’
ye kadar gelisim oldugu belirlenmistir. Bu elde edilen sonuclar AgNP’ lerinin
antimikrobiyal ~kontrol sistemleri ve tibbi cihazlarda kullanilan ¢esitli
mikroorganizmalarin biiylimesini engellemede inhibitdr olarak kullanilabilecegi

gosterilmistir [31].

2013 yilinda Oukarroum ve arkadaslar tarafindan yapilan calismada AgNP’
lerinin toksik etkileri sucul bir bitki olan Lemna gibba’ nin biiyiime ve hiicre canliligi
belirlenerek arastirilmistir. Bunun i¢in AgNP’ lerinin farkli konsantrasyonlar1 (0, 0.01,
0.1, 1 ve 10 mg/L) incelenmis ve kontrol grubu ile karsilastirilmistir. AgNP’ lerine 1
ve 10 mg/L konsantrasyonda maruz kalan bitkinin yapraklarinda %40 - 45 azalma
oldugu, 10 mg/L konsantrasyonda biiyiimeyi %44 oraninda inhibe ettigi gosterilmistir.
Ayrica yaprak sayisina bakilarak belirlenen ECsp degeri 9.36 mg/L olarak rapor
edilmistir. L. gibba bitkisindeki toplam Ag miktarlar1 ise: 0.01 mg/L’> de 7.72x103
mg/mg, 0.1 mg/L’ de 9.5x10° mg/mg, 1 mg/L’ de 11.3x10° mg/mg, 10 mg/L’ de
17.5x10" mg/mg olarak rapor edilmistir. Bu sonuglar da bitkideki Ag alim miktarinin
sulu ¢ozelti igindeki AgNP miktarina bagli olarak degistigini ve hiicre canliligina
bakildiginda ise kontrol grubuna gére 10 mg/L AgNP konsantrasyonunda %80

oraninda azalma meydana geldigi gosterilmistir [76].

Massarsky ve arkadaslar1 tarafindan 2013 yilindaki ¢calismada zebra balig1 (D.
rerio) tizerinde AgNP ve AgNO3’ 1n toksik etkileri degerlendirilmistir. Zebra
baliklarinda 96 saat maruziyetten sonra LCso degerleri AgNP icin 1.18 pg/L, AgNO3
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icin 0.07 pg/L olarak belirtilmistir. Bu sonuca gore zebra baliklarinda AgNO3’
AgNP’ lerine gore daha toksik oldugu gosterilmistir [77].

P. lividus deniz kestanesinin erkeklerinden elde edilen spermler 0.0001 - 1
mg/L arasinda degisen konsantrasyonlarda AgNP iceren deniz suyuna maruz
birakilmis ve dollenme yetenegini etkilemedigi belirtilmistir. Buna ek olarak,
larvalarin enzimatik aktiviteleride Olgiilmiis ve asetilkolinesteraz (AChE) ile
propionilkolinesteraz  (PrChE) aktivitesinin AgNP ye maruz kalan tim

e

konsantrasyonlarda degistigi ve norotoksik hasarlara neden oldugu gosterilmistir [78].

P. lividus tizerine AgNP’ lerin ayn1 konsantrasyondaki AgNOs’ dan daha
toksik oldugu gosterilmistir. 0.03 mg/L konsantrasyona maruz kalan larvalarda gelisim
gecikmesi, kaybolmus viicut simetrisi, dengesiz yiizme davranislari, kisa/diizensiz
kollar gibi farkliliklar oldugu belirtilmistir. 0.3 mg/L konsantrasyondaki AgNP ile
muamele edilen larvalarin yaklasik olarak %93’ {inde ge¢ prizma/erken pluteus gibi
gelisim kusurlari, %70’ inden fazlasinda ise kisa kollar ve kiigiik kalsit spikiillere
sahip oldugu ve 3 mg/LL konsantrasyonda ise larvalarda hicbir embriyonun

blastula/gastrula safhasina ulasamadigi bildirilmistir [47].

Yapilan bir diger ¢alisma ise Gokkusagi alabaliginda (O. mykiss) 11. ve 21,
giindeki AgNP’ lerinin birikimi ve histopatolojik etkileri arastirilmasidir. Bu
calismada toz glimiis (pAgNP) ve kolloidal giimiis (cAgNP ) olmak tizere 2 farkli form
kullanilmis solungag, bagirsak, karaciger ve bobreklerdeki histolojik degisiklikler ile

solungag, bagirsak karaciger ve kaslarda birikimi incelenmistir [51].

Kiiciik tath ve tuzlu su baliklarinin solungaclari iizerine AgNP ve AgNO3’ 1n
etkisini belirlemek i¢in yapilan ¢aligmada iki farkli konsantrasyon kullanilmistir.
AgNOs igin 1.3 ve 3.7 pg/L, AgNP icin 15 ve 39 pg/L konsantrasyona maruz
birakilmistir. AgNO3’ 1n 1.3 ug/L konsantrasyonda toplam mukus goblet hiicre
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sayisint yiikselterek tedavi sagladigi belirtilirken AgNP’ lerinin de en yiiksek
toksisiteye sahip oldugu bildirilmistir [79].

Zebra baligi (D. rerio) baliklarinin solungaglari tlizerine AgNP’ lerinn
oldiiriicii konsantrasyonlarda histopatolojik etkilerinin arastirildigi calismada AgNP’
lerine 4 giin maruz kalmanin sonucu olarak vakuolizasyon, anevrizma, hiperplazi,
0dem, flizyon, hipertrofi ve nekroz gibi yaralanmalara neden olmaktadir. 0.015 mg/L
konsantrasyonda solungag¢ filamentleri ve ikincil lamellerin ¢apinda artis oldugu
belirtilmistir. Zebra baliklar1 solungaglarinda nekroz ve flizyon gibi en agir yaralar
0.0015 mg/L konsantrasyonda gdzlenmistir. 0.0015 mg/L konsantrasyonda hiicre
cogalmas1 filament epitellerinin uzamasina yol ag¢mistir. Bulgular zebra balig
solungaglarindaki hasarin biiyiikliigiiniin AgNP’ lerinin konsantrasyonundaki artiga

bagli olarak arttig1 gosterilmistir [80].

Biyolojik fonksiyonlart bozma 6zelligi olan antropojenik kirletici maddeler
sucul ekosisteme degisik kaynaklardan gelmektedir. Uzun vadeli sucul ekosistemlerin
stirdiiriilebilirligi agisindan kirleticilerin etkileri potansiyel agidan cevresel risk teskil
etmektedir. Larvalar diger gelisim evreleri bu etkilerin mekanizmalarini belirlemek

icin kullanilabilir [81].

2017 yilinda Sayed ve Younes tarafindan Afrika yayin baligi (Clarias
gariepinus) ile yapilan ¢alismada 25, 50, 75 ve 100 mg/L 10 nm AgNP’ e maruz
birakilarak immunohistolojik biyobelirtegler olarak melanomakrofaj merkezlerini
incelemislerdir. Sonu¢ olarak, Ag-NP' lere maruz kalma sonucunda dokularda
degisikliklere bagli olarak oksidatif streste muhtemel bir artis oldugunu

gostermiglerdir [82].

Hou ve arkadaslar tarafindan 2017 yilinda D. magna ile yapilan ¢aligmada 40
ve 110 nm boyutlar ve farkli yiizey kaplamalari ile (Sodyum sitrat ve
polyvinylpyrrolidone, PVP) AgNP etki mekanizmalart arastiritlmistir. Sodyum sitrat
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kapli AgNP’ii PVP kapli AgNP’ den 40 nm AgNP ise 110 nm AgNP’ den daha toksik
oldugunu ortaya koymustur [83].

Deniz mikroalgi olan Dunaliella salina ile Johari ve arkadaslar1 tarafindan
2018 yilinda yapilan ¢aligmada artan tuzlulugun AgNP’leri ve AgNOs canli iizerine
toksik etkilerini azalttigi goriilmistir. Ayrica AgNP’leri ve AgNO3 toksisitenin
zamana ve konsantrasyon artisina bagli oldugunu bildirmislerdir. AgQNO3’ in AgNP’

lerine gore biitiin tuzluluk testlerinde daha toksik oldugunu ifade etmislerdir [84].

2018 yilinda yayinlanan bir derleme c¢alismasinda AgNP' lerin oksidatif
¢ozlinmesinden kaynakli ortama Ag+ salinimi oldugu icin bakteriler, algler basta
olmak tizere birgok sucul organizmalari etkileyebilecegi ifade edilmistir. Bunun
yaninda AgNP' lerin proteinlerle de etkilestigi gosterilmistir. AgNP' lerin alg
hiicrelerde etkisi; fotosentetik enzimleri ters yonde etkilenmesi, toplam klorofil
icerigindeki zamansal azalma, hiicre ¢eperine zarar vermesi ve kromozomal

anormalliklerin goriilmesi seklinde ortaya ¢iktigi bildirilmistir [85].

Pham tarafindan 2018 yilinda model organizma olarak tatlisu yesil algi
Scenedesmus acuminatus, deniz diatomu Chaetoceros gracilis ve mikrokrustacea
Daphnia lumholtzi kullanilarak AgNP’ lerinin akut ve kronik toksisitesi arastirilmistir.
Biiytime inhibisyonlar1 igin EC50 degerleri S. acuminatus i¢in 38.5 pg/L ve C. gracilis
icin 24.3 pg/L bulunmustur. D. Lumholtzi igin AgNP’ lerinin LC50 degeri 24 saat i¢in
69.3 pg/L ve 48 saat icin ise 57.6 pug/L oldugunu, 21 giin kronik maruz kalmada ise
0.1 -5 pg/L arasinda bulmustur. AgNP kronik etkileri D. Lumholtzi i¢in hayatta kalma,
biiyiime, tireme i¢in 0.5 pg/L ve tist konsantrasyonlarda goriilmeye basladig: ifade

edilmistir [86].

2019 yilinda Pecoraro ve arkadaslar1 40 yetiskin D. rerio ile yaptiklart bir
calismada 30 gilin siiresince 50 nm boyutunda AgNP’ e 8, 45 ve 70 pg/L
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konsantrasyonlar olarak maruz birakilmis ve kornea epitelinde herhangi bir degisiklik

lezyonun olmadigi tespit etmislerdir [87].

2019 yilinda yapilan bir ¢alismada da AgNP (M-Ag, NM300K ve NM302) ve
AgNOQO3' iin Raphidocelis subcapitata tizerine toksisitesini test etmislerdir %50’ sini
etkileyen konsantrasyon sirast ile AQNO3 > M-Ag > NM300K > NM302. Bunlardan
da AgNO:s i¢in 7.09, Mesogiimiis 9.7 mg/L ve NM300K i¢in ise 24.18 mg/L seklinde
oldugunu bildirmislerdir [88].

Pham tarafindan 2019 yilinda yaptig1 bir ¢alismada tropikal tatlis1 ve deniz
mikroalgleri iizerine AgNP’ lerinin etkilerinin arastirildigi calismada tatlisu algleri
lizerine deniz alglerinden daha fazla toksisite gosterdigini bulmustur. AgNP
uygulandiktan 72 saat sonra EC50 degeri Scenedesmus sp. i¢in 89.92 + 9.68 pg/L
Thalassiosira sp. i¢in ise 107.21 + 7.43 pg/L oldugu bildirilmistir [89].

Carrazco-Quevedo ve arkadaslarinin 2019 yilinda Saccostrea glomerata (kaya
istiridyesi) ile yaptigi calismada AgNP’ {in etkileri arastirilmistir. AgNP NM300K (20
+5nm) 12.5 ve 125 pg/L, kontrol ve pozitif kontrol (12.5 ug/L AgNO3) denemislerdir.
125 pg/L AgNP > 12.5 pg/L AgNP - 12.5 pg/L AgNOs iken biyoakiimiilasyonda tam

tersi egilim gostermistir [90].
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Materyal

Deniz kestaneleri biyoloji, ¢cevresel galismalar, toksikoloji gibi bir¢ok alanda
kullanilmasmin yaninda 6&zelliklede embriyolojik c¢alismalarda onemli bir canli
materyal olup hem ekosistemdeki gorevleri hem de gonadlarinin ekonomik olarak
kullanilmasi agisindan 6nem tagimaktadir [91, 92]. Kara deniz kestanesi olarak bilinen
Arbacia lixula embriyolar1 tizerine 100 nm> ve 150 nm> boyutlarindaki AgNP’ leri

ve AgNOz’ in embriyotoksik etkileri aragtirilmistir.

3.1.1. Arbacia lixula Biyolojisi

Eski caglarda Echinoidea (Deniz kestaneleri) sinifi iiyelerine kestane veya
kirpiye benzedigi i¢in “Echinos’’ terimi kullanilmistir [96]. Echinoidea sinifi iginde
yer alan Arbacia lixula (Linnaeus, 1758)’ nin sistematik kategorideki yeri asagidaki
gibidir [93].

Phylum : Echinodermata (Derisidikenliler)
Classes : Echinoidea (Deniz kestaneleri)

Ordo : Regularia (Diizenli deniz kestaneleri)
Subordo : Echinicea

Familya - Arbaciidae

Genus : Arbacia

Species : Arbacia lixula
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A. lixula, Akdeniz kiyilarinda si1g ve sert zeminlerde yaygin bir sekilde yasam
alanina sahiptir ve Gliney Akdeniz kiyilarinda da en bol bulunan ekinoidlerden
birisidir (Sekil 3.1.1.1). Bunun disinda Atlantik Okyanusu’ nun sadece Giiney
Yarimkiiresi’ nde, Brezilya ve Angola kiyilarinda bulunur [94, 95, 96]. Tiirkiye’ de ise
Ege ve Akdeniz kiyilarinda sahilden 50 metre derinliklere kadar P. lividus ile birlikte
makroalg tlirlerinin  bulundugu taslik zeminlerde gruplar halinde yasadigi
bilinmektedir [97, 98].

Sekil 3.1.1.1: A. lixula tiirtiniin Akdeniz kiyilarinda dagilis1 [99].
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A. lixula’ da viicut oral taraftan basilmig yani hemisferik tiptedir. Peristom ¢ok
biiyiik olup ¢iplak bir zarla ¢evrilmistir. Peristom etrafinda bes adet kiigiik plak¢ik
(ambulakral plak) yer almaktadir ve bu plaklar iizerinde vantuzlar bulunmadigindan

sirt kisimda yabanci cisimlere rastlanmaz [91, 100].

Tiip ayaklar iskeletin ambulakral bolgesinden bes ¢ift sira halindeki porlardan
cikarak viicutta genis yayilis gosterir. Tiip ayaklarin bulundugu bolgeler agza yakin ya
da yakin olmayan ¢izgiler halinde uzanarak simetrik sekilde siralanmistir. Bu bolgeler
tiip ayaklardan yoksun olan interambulakral bolgeler tarafindan birbirinden ayrilir

[101].

A. lixula’ da agzm bulundugu kutuba oral, aniisiin bulundugu iist tarafa ise
aboral kisim denir. Agzin etrafinda 5 tane interradyal dis yer alir. Sindirim sisteminin
ilk kisminda “ Aristo Feneri ” denen ¢igneme aygiti bulunur. Aristo feneri A. lixula’
da beslenme sirasinda kuvvetli kaslar tarafindan hareket ettirilen ¢ignemeye yarayan
disli yapilardir. Bu aygita disaridan bakildiginda 5 biiyiik kalkerli plaktan ve
disciklerden olustugu goriiliir. Aristo fenerinden sonra bukkal bosluk ve yutak gelir.
Yemek borusu ise daha dar bir yapidadir. Bunlardan sonra 6zofagus ve 6zofagusla
bagirsagin birlestigi yerde kor bagirsak bulunur. Bagirsaklar olduk¢a uzundur ve 6n
tarafta ince bagirsak arka tarafta da kalin bagirsak olarak iki kisma ayrilir. Bagirsagin
distal ucu, aboral kutba dogru uzanir ve rektuma baglanir. Kalin bagirsak da bu rektum

araciligiyla aniise agilir [102, 103].

Basta A. lixula olmak {izere tiim ekinodermler de gergek bir mide bulunmaz.
Besinler bagirsakta hem sindirilir hem de emilir. Sinir sistemlerinde ise belirgin bir
beyin olmayip Ektondral, Hiponoral ve Entondral olmak tizere ii¢ tane daginik sinir

agindan olugmaktadir [101].

Doéllenmeden hemen sonra segmentasyon baglar ve ortalama 60 - 72 saat

arasinda deniz kestanelerin de tipik olan pluteus larvasi goriiliir. Fertilizasyondan 10

28



saat sonra blastula safhasina, 20 saat sonra gastrula sathasina ve 45 saat sonra da
prizma agamasina geldigi bilinmektedir (Sekil 3.1.1.2). Dollenmeden sonra meydana

gelen boliinmeler holoblastik (esit boliinme) seklindedir [97, 100].

A. lixula bireylerinin tamami ayri1 eseylidir ve eseysel dimorfizim gostermezler.
Eseysel bezler interambulakral bolgenin altina, kabugun anal kisminin altinda kiigiik
folikiillerden olusmus bes kitle halinde bulunurlar. Gonad kaslarmin kasilmasi ile
gametler deniz suyuna birakilir ve doéllenme su igerisinde gergeklesir [102, 103].
Gonad verimliliginde de suyun sicaklifindan ¢ok ortamdaki besin miktarina ve
kalitesine baglidir. Ancak besinin sinirsiz oldugu kosullarda suyun sicaklig

gonadlarin gelisimi tizerine etkili hale gelmektedir [98].

Deniz kestanesi gonadlar1 Japon deniz iirlinleri pazarinda kestanenin tiiriine ve
yil i¢indeki durumuna bagli olarak kg basina 400 dolar gibi yiiksek fiyata alici
bulabilmektedir. A. lixula tiriiniin ekonomik olarak fazla degeri bulunmamakla
birlikte Japonya ve Pasifiklerde yumurtalari insanlar tarafindan tiiketilmektedir [98,
100].
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Sekil 3.1.1.2: Deniz kestanesi embriyogenesisi [104].
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3.1.2. Kimyasallar

Biyotestlerde kullanilan <100 nm AgNP (576832-5G, CAS NO: 7440.22.4
MW: 107.87 g/mol) ve <150 nm AgNP (484059-5G, CAS NO: 7440.22.4 MW: 107.87
g/mol) ile AgNOs Sigma Aldrich’ den ticari olarak temin edilmistir (Sekil 2.2.3.1).
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Sekil 3.1.2.1: AgNP’ lerin genel goriintiisii <100 nm (a), <150 nm (b) ve Taramali
Elektron Mikroskobundaki <100 nm (c¢), <150 nm (d) boyutlarindaki AgNP’

lerinin goriintiileri.
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3.1.2.1. Giimiis ve Giimiis Nitrat (AgNO3)

Glimiis (Ag) atom numarasi 47, atomik kiitlesi 107.87, elektronik yapilanmasi
4d° 55!, yogunlugu 10.5 g/cm?, erime noktas1 960 °C, kaynama noktas1 2170 °C olan
ve periyodik tabloda gecis elementlerinin yer aldigi 1B grubunda yer alan bir

elementtir [105].

Gilimiis dogada serbest veya bilesik halde bulunan beyaz renkli bir metaldir.
Bilesiklerinde ise +1 degerlige sahiptir [106]. Ayrica giimiis, 15181 ¢ok iyi yansitan,
doviilebilen, stinek bir metaldir. Atmosferde oksitlenmeye kars1 biiyiik bir mukavemet
gosterir. Asitlere ve bircok organik maddeye kars1 da dayaniklidir. Saf glimiis kolay
paslanmaz ve elektrik ile 1s1y1 ¢ok 1yi iletir. Fakat ¢ok yumusak olup, mekanik kuvvete
kars1 direnci azdir [107]. Glimiis bir¢ok 6zelligi bakimindan altina benzer. Ancak
altina gore daha az asil bir element oldugundan, ¢dzeltiye gegcme ve yeniden ¢okelme

egilimi daha ytiksektir [108].

Glimiis pliitonik veya subvolkonik evrelerde genelde damarlar seklinde seyrek
olarak stoklar ve imprenye cevherlesmeler halindedir. Glimiis yataklar1 olarak isletilen
yataklar ¢ogunlukla altin metalleri ile birlikte bulunmaktadir ve glimiisiin en biiyiik
rezervleri altinla birlikte olan yataklarda (Bati Amerika, Mezozoik-Tersiyer
magmatizmasina bagl olarak) bulunmaktadir. Giimiis altindan baska kursun ve bakir’
n elde edilmesi sirasinda yan {iriin olarak elde edilir. Giimiis yan {iriin olarak 50 - 100
g/ton kadar elde edilir. Diinya glimiis iiretiminin yaklasik yaris1 bu sekilde diger

metallerin kazanilmasi sirasinda yan {iriin olarak elde edilir [108].

Devlet Planlama Teskilati (DPT)’ nin 2001 yilindaki verilerine gore, Tiirkiye’
deki isletilen tek giimiis yatagi olan, Kiitahya - Glimiiskdy glimiis yatagi 178 g/ton Ag
tenorli, 21.5 milyon ton rezerve sahiptir. Bu da 3827 ton metal giimiis rezervine

esdegerdir. Glimiiskdy disindaki isletilebilir altin yataklarindaki giimiis rezervi ile
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potansiyel sahalardaki ve glimiigiin yan {iriin olarak bulundugu sahalardaki glimiis

rezervi de 2913 ton metal giimiis civarindadir [109].

Giimiis nitrat (AgNOs3) ingilizce “ Lunar caustic >, Latince * Lapis infernale’’

2

ve Fransizca “Pierre infernale *” gibi farkli terimler ile bilinmekte ve kati formda

kullanilmaktadir [110].

AgNO3 kokusuz, renksiz veya beyaz renkli, iyi ¢oziilebilen kristal bir tuz
olarak tanimlanmistir. Fotografcilikta, ilaglarda, ayna iiretimi, sa¢ boyalarinda,

miirekkep ve glimiis kaplamalarda kullanilmaktadir.

Glimiisiin suda ¢oziinen 6nemli tuzlarindan biriside glimiis nitrattir. AgNO3
kaynama noktas1 440 °C, yogunlugu 4.350 g/cm?® olan kat1 halde bulunan beyaz renkli
bir bilesiktir [111].

AgNO3’ in kolay ¢6ziinmesinin yaninda viicuda girdiginde zehirleyici, kolayca
giimiise indirgenebilmesi ve deride iz birakmasi gibi 6zellikleri oldugu bildirilmistir

[112].

Avrupa Parlamentosu ve Konseyinin (EC) No 1272/2008 tiiziigiine gore
AgNOs dort farkli kategoride siniflandiriimistir. Bu kategoriler ise [113].;

1. H314 (Kategori 1B): deri asinmasi, ciddi derecede yaniklar ve g6z

hasarina neden olma
2. H400 (Kategori 1): Akut su zehirliligi, Sudaki yasam i¢in ¢ok zehirlidir

3. H410 (Kategori 1): Kronik su zehirliligi, uzun siireli etkilerle sudaki

yasam i¢in ¢ok zehirlidir
4. H272 (Kategori 2): Yiikseltgen katilar, Yangin koriikleyebilme
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AgNO:3 toksik ve cliriitiicii bir bilesiktir. Yiiksek konsantrasyon da bu bilesige
maruz kalmak insanlar i¢in son derece sakincalidir. Ciinkii AgNO3’ 1 goze temas
ettirmek ciddi kornea yaniklarina, buhariin solunmasi bas agrisi, bas dénmesine,
yutulmasi halinde de mide rahatsizligi, kusma, ishal ve narkoza neden olmaktadir.
Yiiksek konsantrasyonlar da ise uyusukluk, biling kaybi, koma ve hatta 6limle bile
sonuclanabilir. Giinliik 50 - 200 ppm arasinda AgNO3’ e maruz kalmak asir1 doz olarak

kabul edilirken 2 g 6ldiiriicii konsantrasyon olarak belirtilmistir [114].

Gilimiis iyonlarinin 6ldiiriicii etkinligi son yillarda yapilan ¢aligmalarla agikliga
kavusmugstur. Bu caligmalarda gilimiis iyonlarinin proteinlerin SH gruplariyla bag
yapti81 belirlenmistir. Glimiisiin proteinler lizerindeki bu etkisi nedeni ile hiicre DNA’
s1, hiicre sitoplazmasi, hiicre duvar1 proteinleriyle reaksiyona girerek antibakteriyel,

antifungal ve antiviral etki gosterdigi bildirilmistir [115].

1700’ 1i yillarda AgNO3 kemik, perianal abse, tiikiiriik bezi gibi hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktaydi. 19. ylizyilda graniilasyon dokular yara yiizeyinin
tizerinde kabuk olusumunu desteklemek icin AgNOz kullanilarak yaralardan
uzaklagtinnlmistir. AgNO3’ 1n ¢esitli konsantrasyonlar1 taze yaniklarin tedavisinde
kullanilmistir. 1940’ larda penisilinden sonra bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde
gimiisiin  kullanim1 agiklanmistir. Yanik tedavisi ig¢in %0.5 AgNOz kullanimi
aciklandiginda 1960 I yillarda glimiis tekrar giindeme gelmistir. 1968 yilinda AgNO3
genis spektrumlu antibakteriyel madde olarak gdrev yapan ve yanik tedavisi i¢in
kullanilan glimiis siilfadiazinli krem yapmak {izere siilfanamidler ile birlestirilmistir
[40].

Iyonik giimiis 5 ve 70 pgAg/L (0.05 - 0.65 mM) araligindaki degerlerde
solungac osmoregiilasyonu bozmasi ve diisiik LCso degerine sahip oldugu i¢in tath su

baliklar1 igin en toksik metallerden birisi oldugu rapor edilmistir [79].
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3.1.2.2. Giimiis Nanopartikiilleri (AgNP)

Nanopartikiillerden Metal nanopartikiilleri igerisinde siniflandirilanlardan
birisi de Giimiis nanopartikiilleri (AgNP)’ dir. AgNP’ leri kiiresel goriiniimlii olup
zaman zaman bazi bolgelerde zincir yapida olan toz formlar1 da bulunabilir. Zincir
yapida olan AgNP’ ler de elektrik 6zelligi daha iyi oldugu bildirilmis olup 60 - 90 °C
araligindaki sicakliklarda iletkenliginin de arttig1 bildirilmistir [116]. Ayrica AgNP’
lerin fizikokimyasal Gzelliklerin basinda yliksek elektrik, optik ve 1s1 iletkenligi,
Kimyasal stabilite, katalitik aktivite ve dogrusal olmayan optik davraniginin yaninda
antibakteriyel 6zellikleri oldugu da belirtilmistir [5, 117]. Bu baslica 6zelliklerinden
dolay1 AgNP’ lerin genis bir kullanim alan1 vardir. Bu kullanim alanlari ise bilgisayar
teknolojisi, hafiza kartlari, hidrojen iretimi ve bataryalar, televizyon teknolojisi,
elektronik cihazlar, mobil iletisim araglari, optik sistemler, sensorler, dedektorler,
lazerler, biyoanaliz sistemleri, ayristirma teknolojileri, atik sularin bioremidasyonu,
farmakoloji, tipta goriintiileme teknolojisi ve tibbi malzemeler, filtre sistemleri,
yapistiricilar, parlatict maddeler, boyalar, Tekstil, otomobil endiistrisi, ingaat
malzemeleri, cocuk oyuncaklari, gida paketlenmesi, kisisel bakim tiriinleri, temizlik
islemleri ve digerleri olarak siralanabilir [69, 118, 119, 120].

Giinliik hayatta kullanilan ve igerisinde ¢esitli nanopartikiilleri i¢ceren 1015
temel iiriin belirlenmistir. Bu triinlerden 259 iirlinlin AgNP icerdigi saptanmustir.

Genel olarak AgNP igeren bu tiriinler ve oranlar1 Tablo 3.1.2.2.1° de gdsterilmistir [5].

Gilimiis nanopartikiilleri insan, hayvan ve ¢evre lizerine potansiyel etkileri ve
tiiketici tirlinlerde yaygin kullanimi nedeniyle toksikolojik caligmalarda en 6nemli
nanomateryallerden birisidir. Ancak sucul ortam icin yeterli bilgi olmamasina ragmen
AgNP’ lerin ¢esitli yollarla ¢evreye yayildiginda insan ve hayvanlar i¢in toksik
olabilecegi diistinlilmektedir. Ancak AgNP’ lerinin toksisite mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir. ~ Ancak zebra baligt ile yapilan c¢alismalar  disiik
konsantrasyonlardaki AgNP’ leri embriyolarda gelisim gecikmesi, anormal viicut

ekseni, biikiilmiis notokorda, hasarl1 gozler ve kavisli kuyruk gibi ¢esitli morfolojik
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degisikliklere neden olurken yiiksek konsantrasyonlarda embriyolarda Oliimlerin

oldugu belirtilmistir [56].

Tablo 3.1.2.2.1: AgNP igeren iiriinler ve yiizdeleri [5].

Nano-Ag Iceren Uriinler Oranlari (%)
Kremler ve Kozmetik Uriinleri 324
Saglik Uriinleri 4.1
Tekstil ve Giyim 18.0
Hava ve su filtreleri 12.3
Ev egyalari 16.4
Deterjanlar 8.2
Digerleri 8.6

Glimiis nanopartikiilleri cilt temasi, kirlenmis igme suyunun i¢ilmesi, sebze ya
da diger gida maddeleri iizerinden absorbe edilmesi ile balik ve kabuklu deniz
tirlinlerinin gida olarak tiiketilmesi sonucu insanlara gegmektedir [121]. Ayrica AgNP’
lerin ter bezleri ya da igne delikleri yoluyla viicuda girdigi tahmin edilmektedir [122].
AgNP’ lerinin insan saglhig: ilizerine faydali etkilerinin oldugu kanitlanmamasina
ragmen insanlar i¢in nispeten zarasiz olarak kabul edilmektedir. Ancak yiliksek oranda
giimis bilesenlerine (AgNP, AgNO3 gibi) maruz kalmak deride mavimsi renk olusumu
olarak adlandirilan ve geri doniisii olmayan “ argyria °’ ya neden olmaktadir. Argyria
hastaligina kisa siirede teshis konulmazsa ileride bunun manik depresif psikozu ayni
anda gelistirebilecegi ve ardindan da aort anevrizma kopmasi ile 6liime neden

olabilecegi belirtilmistir [5].
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Gilimiis iyonlarinin ve tuzlarinin antimikrobiyal etkileri ¢ok iyi bilenmesine
ragmen AgNP’ lerinin mikroorganizmalar {izerine etkileri ve mikrobiyal
mekanizmalar1 agik bir sekilde ortaya konmamustir [61]. Sadece AgNP’ lerinin
hijyenik islem amaciyla tekstil, gida saklama kaplari, camasir makinesi, tibbi cihazlar,
dis fircas1 ve yara sargilart {izerine antimikrobiyal ajan Ozelligi gosterdigi
bilinmektedir [56, 79]. Bu 6zelliklerin nanopartikiillerin yilizey alani ile iliskili oldugu,
partikiil boyutunun kii¢lilmesinin dolayisiyla yiizey alanimin artisinin antibakteriyel
aktivite i¢in daha fazla etki sagladigi belirlenmistir [123, 124]. AgNP’ lerin en etkili
antibakteriyel 6zelliginin 25 nM boyutunda oldugu bildirilmistir [124]. AgNP’ lerin
antibakteriyel etkilerinin partikiil boyundaki azalma ile antimikrobiyal etkilerinin
arttig1 belirtilmesi de bunun bir kanitidir [125].

Glimiis nanopartikiillerinin boyutunun kiigiilmesi ile yiizey alani artmakta ve
buna bagl olarak antibakteriyel 6zelligi de artmaktadir. Partikiil boyutunun kiigiilmesi
ile AgNP’ leri bakterilere niifuz ederek oldiiriicti etkilerini gergeklestirmektedir.

AgNP’ leri bu etkiyi 2 sekilde gostermektedir [126].

1- DNA’ ya baglanarak bakterilerin ¢ogalmasini engellemekte

2- Bakterilerin elektron tasima sistemindeki (solunum sisteminin) metabolik
enzimlerinin siilfihidril gruplarina baglanmakta ve onlarin inaktivasyonuna

neden olmaktadir.

Buna ek olarak AgNP’ lerinin inhibitér ve bakterisidal 6zelligi de vardir.
AgNP’ ler katalizor olarak rol aldiginda tek hiicreli bakteri, virlis ve mantarlarda
oksijen metabolizmalar1 i¢in gerekli enzimlerin ¢alismasini durdurdugu bildirilmistir.
Insan enzimlerine ve viicut kimyasina zarar vermeden tek hiicrelilerin liimiine neden

olarak viicutta hastaliga sebep olan organizmalar1 yok etmektedir [127].
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Cesitli calismalar AgNP’ lerin bakterisidal etkilerini gdstermistir. Bakterisidal
etkiye ¢coziinmiis glimiis iyonlarindan ziyade AgNP’ lerinin kendine has 6zelliklerinin
neden oldugu belirtilmistir [128]. AgNP’ lerin bu bakterisidal etkileri nanopartikiiliin
konsantrasyonuna ve en basta bakteri konsantrasyonuna bagli oldugu ifade edilmistir
[129].

AgNP’ lerin medikal plastiklerde ve gida isleminde antimikrobiyal
kullaniminin iki ana nedeni vardir. Bunlardan biri, bakterilerin ve mantarlarin
nesnenin fiziksel 6zelikleri tlizerindeki etkilerini durdurmak, digeri ise enfeksiyon
kaynagi olabilecek zararli bakterilerin gelisimini dnlemektir [123]. Ayrica Suresh ve
arkadaslarinin 2010 yilinda yaptiklari calismada 4 nm boyutundaki AgNP’ lerine gram
pozitif bakterilerin gram negatif bakterilere gore daha duyarli oldugunu bildirilmistir
[130].

AgNP’ lerinin insanlar iizerine antibakyeriyel aktiviteleri belirlemek i¢in E.
coli, Proteus mirabilis, Salmonella typhi, Salmonella paratyphi, Vibrio cholerae,
Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae and Staphylococcus aureus patojenlerine

kars1 arastirmalar yapilmistir [31].

AgNP’ leri mikroorganizmalar ile daha iyi temas saglayan genis yiizey alanlari
nedeniyle diger tuzlara gore daha etkili antimikrobiyal etki gostermektedir. Bu etkiyi
de bakteri hiicresinin zarina baglanip bakteri i¢ine niifuz ederek gerceklestirir. Bakteri
hiicre zar1 stilfiir iceren proteinler icerir ve AgNP’ leri DNA gibi fosfor iceren
bilesiklerle birlikte hiicre i¢indeki bu proteinler ile etkilesime gecer. AgNP” leri bakteri
hiicrelerinin i¢ine girdiginde bakteri yigminin merkezinde diisiik molekiil agirlikli
bolge olusturur DNA’ y1 glimiis iyonlarindan korumus olur. AgNP’ leri hiicrenin
6liimii ile sonlanan solunum zinciri ve hiicre bdliinmesi olaylarini engellerler. Bu olay1
da bakterisidal etkiyi arttirmak i¢in bakterinin igerisine giimiis iyonlariin yayilmasin

saglayarak gerceklestirirler [60, 131,132, 133].
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Bitkilerle (Erwinia carotovora subsp. atroseptica ve Alternaria alternata)
yapilan ¢alismada AgNP’ leri bitki patojenlerine karst milkemmel antimikrobiyal

aktivite gostermistir [134].
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3.2. Yontemler

3.2.1. Biyotest canlisinin toplanmasi

Bu ¢alismada kullanilan A. lixula’ nin ergin bireyleri (Sekil 3.2.1.1) Seferihisar
(38°07'57.2" N 26°50'07.2" E)’ dan Ege Denizi infralittoral bolgede kayalik zemin
tizerinde yasayan dogal ortamlarindan el ile toplanmistir (Sekil 3.2.1.2). Bu 6rnekleme
bolgesi endiistri, sanayi ve schirlesmeden uzak kirliligin olmadigi denizel ortam

oldugu i¢in se¢ilmistir.

lh | W’

Sekil 3.2.1.1: A. lixula’ nin iistten ve yandan goriiniisii.
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Sekil 3.2.1.2: Ornek toplama alani.

3.2.2. Test Ortamimin Hazirlamsi

Biyotestlerde kullanilacak deniz kestanesi gonadlarinin eldesi ve embriyolarin
kiiltiire alinmasinda Pagano ve arkadaslar1 (1986) tarafindan belirtilmis olan metot

esas alimmugtir [135].

Ergin A. lixula bireylerinin ektodermal iskeleti sivri ug¢lu makas yardimiyla
periferal olarak kesildikten sonra i¢ organlar ¢ikartilarak temizlenmistir (Sekil 3.2.2.1).
Daha sonra disi bireyler su dolu beherin iizerine, erkek bireylerde kuru beherin lizerine
birakilarak gametler elde edilmistir (Sekil 3.2.2.2). Yumurtalar Filtre Edilmis Deniz

Suyu (FDS) i¢ine alinirken spermler kuru olarak +4 °C’ de buzdolabinda saklanmustir.
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A B

Sekil 3.2.2.2: A. lixula’ nin gametlerinin elde edilmesi A) Disi birey B) Erkek birey
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Yumurtalar deniz suyu i¢inde dollenebilirliklerini birkac saat koruyabildigi
halde spermler deniz suyunda canliliklarini ¢ok kisa siirede kaybetmektedirler. Kuru

olarak saklanan spermler oldukga stabildir [136].

Calismada kullanilan aletler her kullanimdan 6nce tathi su ile yikanmustir.
Boylece disi bireylerin sperm ile dollenmesi 6nlenmistir. Yumurtalar 100 um goz
acikligindaki filtreden gecirilerek 250 mL’ lik cam beherlere alinmistir. Bu yumurtalar
mikroskopta incelenerek en iyi olgunluga ulasanlar secilmistir. Boylece gametler

(yumurta ve sperm) biyotest i¢in hazir hale gelmistir.

A. lixula embriyolarinin kiiltiire alinmasinda ve denemelerde dogal yasam
ortamindan alinan filtre edilmis deniz suyu (FDS) kullanilmistir. Deniz suyu her

denemeden 6nce alinmis ve taze olarak kullanilmistir.

3.2.3. Konsantrasyonlarin Hazirlanmasi

A. lixula embriyolarinin geligimi tizerine AgNP’ leri ve AgNOz3’ 1n etkilerinin
arastirildigi bu ¢alismada ilk denemelerde genis konsantrasyon araliklari incelenmistir.
En etkili test araligi embriyolarin 06ldiigli en yiliksek ve en az etkilendigi
konsantrasyonlar arasindan secilmistir. Boylece embriyotoksisite denemelerine
baglamadan Once hazirlanmak istenen final toksisite test konsantrasyonlari elde

edilmistir.

Deneme siiresince negatif kontroller (blank) sadece filtre edilmis deniz suyu
(FDS) ve pozitif kontroller ise 2.5x10* M CdSO4 (Kadmiyum II siilfat) kullanilmistir.

Denemelerde kullanilan FDS, A. lixula’ nin yagam ortamindan alinmustir.
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Hazirlanan AgNP konsantrasyonlar1 30 dakika sonikasyona maruz birakilarak
tiiplerde homojen bir karisim elde edilmistir (Sekil 3.2.3.1). Denemelerde Molar (M)

derisim kullanilmastir.

Sekil 3.2.3.1: Sonikasyon diizenegi genel goriintiisii.

3.2.4. Biyotestler

A. lixula embriyolari ile yapilan denemeler kontrol grubu ve 10 mL toksikant
igceren altil1 polistiren kaplarda gerceklestirilmistir. Bu kaplar steril ve her deneme i¢in
tek kullanimlik olup tekrar kullanilmamistir. Denemeler 6 tekrarli olarak 2 kere
yapilmistir. Embriyotoksisite testleri in vitro sperm eklenmesi isleminden sonra
yumurtalarin =~ tamaminin =~ ddllenip  dollenmedigi  mikroskopta  bakilarak
degerlendirilmistir. Embriyolarin gelisimi 18 + 1 °C’ de dollenme gerceklestikten 10
dakika sonra baglaylp 72 saat sonunda pluteus larval safhasina kadar devam

ettirilmistir (Sekil 3.2.4.1).
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Deneme oncelikle 20 pL konsantre kuru sperm 50 mL FDS i¢inde aktif olmasi
saglandi. Bu sperm solusyonundan 1 mL alinarak yumurtalarin bulundugu 250 mL
FDS igerisine eklenmistir (Sekil 3.2.4.2). Bu gamet karigimi yumurtalarin zarar
gormemesi i¢in hafifce kanistirilarak zigot olusumu saglanmistir. Olusan zigot
siispansiyonundan 1 mL alinarak daha 6nceden hazirlanmis olan negatif kontrol grubu

ile belli oranlarda toksikant igeren 9 mL FDS igine ilave edilmistir.

Sekil 3.2.4.1: Embriyogenesiz i¢in deney ortami ve polisitiren kaplar.
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Sekil 3.2.4.2: Sperm ve yumurtalarin sulu ortamdaki goriintiileri.

Embriyolarin mikroskopta incelenebilmesi icin hareketlerini yavaslatmak

amaciyla 3 - 4 damla 10 M Krom siilfat damlatilmistir.

Her konsantrasyondan 100 birey asagida belirtilen morfolojik Olgiitlere gore

degerlendirilmistir (Tablo 3.2.4.1).
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Tablo 3.2.4.1: Larval gelisimsel anormalliklerin belirlenmesinde kullanilan morfolojik

olgiitler [137].

GELISIMSEL BOZUKLUKLAR

MORFOLOJIK OLCUTLER

N (NORMAL )

Normal Pluteus

G ( GECIKMIS)

Boyut <2 normal larva

P1 (PATOLOJIK)

Iskelet ve sindirim sistemi bozukluklari

veya pigmentasyona sahip pluteus larvalari

P2 (PATOLOJIK 2)

Pluteus sathasina ulasmamis larvalar

(anormal blastula veya gastrula)

O (OLU)

Olii embriyo veya larva

A
\%’A

(@)

Q

) &
©

(©

A@°

(b)
@® " ®
@
- . .
@

(d)

Sekil 3.2.4.3: A. lixula embriogenesizinde goriilen morfolojik degisiklikler: a: Normal

Pluteus b: P1 anomalileri c¢: P2 anomalileri d: 6lii bireyler.
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>100 nm ve >150 nm AgNP’ lerin ve AgNOz3’  A.lixula embriyolari iizerine
sublethal etkilerini belirleyebilmek icin ise Woelke’ nin 1965 yilinda yayinladigi
toksisite degerlendirme kriterleri temel alinmustir ( Tablo 3.2.4.2 ) [138].

Tablo 3.2.4.2: A. lixula embriyolar1 iizerine sublethal etkilerini belirleyebilmek igin

toksisite degerlendirme kriterleri [138].

% Anormal Larva Toksisite
< %5 Toksik degil
% 5-15 Az toksik
>% 15 Toksik
>0050 Lethal esik
>% 90 Lethal

3.2.5. Giimiis Nanopartikiillerinin Ol¢iimii

Taramali1 Elektron Mikroskobunun (SEM) ¢alismasi temel olarak yiiksek voltajda
hareketleri hizlandirilan elektronlarin 6rnegin iizerine disiiriilmesi prensibine
dayanmaktadir. Elektronlar numunenin yiizeyi taradiktan sonra numune ile elektronlar
arasinda bir etkilenme olusmaktadir. Bu etki uygun algilayicilar tarafindan
toplanmakta ve sinyal gii¢clendiricilerden gecirildikten sonra bir katot 1sinlar tiipiiniin

ekranina aktarilmaktadir. Boylece SEM’ de goriintii elde edilmektedir [139].

Bu ¢alismada AgNP boyutlarinin 8lgiimii ve fotograflanmasi Bolu Abant Izzet
Baysal Universitesi, Fen - Edebiyat Fakiiltesi, Fizik Bolimii biinyesinde bulunan SEM
Laboratuvarinda JEOL JSM-6390LV marka Tarayict Elektron Mikroskobu’ nda
yapilmistir ( Sekil 3.2.5.1).
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Sekil 3.2.5.1: JEOL JSM-6390LV marka Taramali Elektron Mikroskobu.

AgNP’ leri siyah ¢ift tarafli band iizerine yapistirildiktan sonra 1 cm’ lik
numune kaplarinin iizerine yerlestirilmistir. Goriintii almak i¢in numuneler 6rnek
kapsiiline konmustur ve SEM Mikroskobuna yerlestirilerek AgNP’ lerin boyutlarmin
gorintiisii elde edilmistir (Sekil 3.2.5.2).
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a b

Sekil 3.2.5.2: Hazirlanan numunelerin 6rnek kapsiiliine (a), kapsiilin SEM’ a

yerlestirilmesi (b).

3.2.6. Verilerin Istatistiksel Analizleri

72 saat sonundaki ECso degerleri Probit analizi yapilarak hesaplanmustir.

Istatistiksel analizlerde ise SPSS 10’ versiyonu kullanilmustir.
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4.  ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. BULGULAR

Yapilan galismada Arbacia lixula deniz kestanesi embriyolar1 lizerine farkli
(1x107, 2.5x107, 5x107, 1x10°, 2.5x10°, 5x10°, 1x10° 2.5x10°, 5x10° M)
konsatrasyonlarda <100 nm AgNP, <150 nm AgNP’ leri ve AgNO3’ 1n toksik etkileri

arastirilmistir.

A. lixula embriyogenesisi siiresince toksik etkiler morfolojik olgiitlerdeki
anormalikler incelenmistir. Bu anormaliler Pagano ve arkadaslari (1983)° nin
belirledigi kriterlere goére N (normal birey), P1 (Larval bozukluk), P2 (Gelisim

durmasi) ve D (Olii larva veya embriyo) olarak degerlendirilmistir.

72 saatin sonunda normal pluteus safhasina ulasan A. lixula embriyolarinin orani
%96.6 + 0,6 olarak bulunmustur (Sekil 4.1.1).

Kontrol gruplarinda normal pluteuslarin canli kalma yiizdesi ortalama %96.6
iken bu orandan ani_diisiisler AgNOs3 icin 2.5x10”7 M konsantrasyonda, <100 nm
AgNP’ leri icin 1x10° M konsantrasyonda, <150 nm AgNP’ leri icin ise 2.5x10° M
konsantrasyonda gozlenmistir (Sekil 4.1.2, Tablo 4.1.1).
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Sekil 4.1.1: Kontrol grubunda goriilen A. lixula pluteus larvalarinin genel goriiniisii
(Orijinal).
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Sekil 4.1.2: Normal bireyler ve farkli konsantrasonlardaki degisimler.

Tablo 4.1.1: 72 saatlik embriyogenesiz sonunda AgNOs, <100 nm ve <150 nm AgNP’
leri icin pluteus sathasmna ulasan bireylerde goriilen ani etkilerin goézlendigi

konsantrasyonlar.

Kimyasal Ani Etkinin Goézlendigi Konsantrasyon
AgNO3 2.5x107 M

<100 nm AgNP 1x10° M

<150 nm AgNP 2.5x10° M
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Bu ¢alisma sonucunda A. lixula embriyonik geligimi iizerine toksik etki yapan

konsantrasyonlar incelendiginde 2.5x107 M konsantrasyon AgNOs igin, 1x10° M
konsantrasyon <100 nm AgNP icin ve 2.5x10° M konsantrasyon ise <150 nm AgNP
i¢in oldugu bulunmustur (Tablo 4.1.2).

Tablo 4.1.2: Embriyogenezis siiresince AgNO3, <100 nm AgNP, <150 nm AgNP
konsantrasyonlarinin en yiiksek ve ani degisimlerinin goriildiigli pluteus anormalileri

ve toksik konsantrasyonlari

Kimyasallar | En yiiksek etkilerin gozlendigi Ani Degisimlerin Gézlenen
Konsantrasyon (M) Konsantrasyon(M)
P1 P2 o) P1 P2 0

AgNOs3 5x1077 1x10°¢ 2.5x10° 2.5x1077 5x10°7 2.5x10®
<100 nm

1x10° 5x10° 2.5x10°° 5x106 2.5x10° | 2.5x10
AgNP
<150 nm

5x10° 5x10° 1x10° 2.5x10° 5x10° 1x10°
AgNP

Nanopartikiiller agisindan degerlendirildiginde 1x10° M konsantrasyondan
itibaren P1 anormalileri, 5X10°° M konsantrasondan itibaren P2 anormalileri, 6lii larva
ve embriyo sayisinin ise 2.5x10° M konsantrasyondan itibaren <100 nm AgNP

boyutunda belirgin olarak goriilmeye baslandigi bulunmustur. Benzer sekilde
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2.5x10° M konsantrasyondan itibaren P1 anormalileri, 5x10° M konsantrasondan
itibaren P2 anormalileri, 6lii larva ve embriyo sayismin ise 1x10° M konsantrasyondan

itibaren <150 nm AgNP’ de goriilmiistiir.

Bu elde edilen nanopartikiil sonuglari ile de <100 nm AgNP boyutundaki
toksik etkilerin <150 nm AgNP’ lerden 6nce gozlenmeye baslanmasi toksik etkilerin
partikiil blytikligline bagh olarak degistirdigini gostermistir. Patikiil boyutu

biiyiidiikce toksitenin azaldigi bulunmustur.

AgNO; icin anormaliler degerlendirildiginde P1 igin 2.5x107 M, P2 icin
5x107 M ve Olii embrio veya larvalar igin 2.5x10° M konsantrasyon olarak
bulunmustur. Bu yapilan ¢alismanin sonucunda AgNOs en toksik etkiye sahip oldugu
goriilmiistiir. Toksisite acisindan ilk sirada AgNO3s’ 1n daha sonra <100 nm AgNP ve
<150 nm AgNP’ {in geldigi bulunmustur.

Farkli konsantrasyonlara maruz kalan A. lixula embriyolarinda goriilen
morfolojik anormali yiizdeleri ve dagilimlart AgNOs icin Tablo 4.1.3° te, <100 nm
AgNP igin Tablo 4.1.4° te ve <150 nm AgNP i¢in ise Tablo 4.1.5” te verilmistir.
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Tablo 4.1.3: AgNOs konsantrasyon artisgina bagli olarak goriilen A. lixula

popiilasyonunda goriilen morfoljik anormalilerin % oranlart.

Konsantrasyon Normal P1 P2 D

Negatif Kontrol 96.6+0.6 3.3+0.6 5.6£3.9 2.842.8
1x107M 94.5+0.8 5.5+0.8 0.0+0.0 0.0+0.0
2.5x10" M 55.3£1.5 44.5+11.4 0.9+0.4 8.3+8.3
5x107 M 0.0+0.0 59.8+12.2 39.8+12.1 0.3+0.2
1x10° M 0.0+0.0 33.3+10.5 66.7£10.5 0.0+0.0
2.5x10°¢ M 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 100+£0.0
5x10° M 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 100+0.0
1x10° M 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 100+£0.0
2.5x10° M 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0£0.0 100£0.0
5x10° M 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 100£0.0
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Tablo 4.1.4: <100 nm AgNP’ lerinin konsantrasyon artigina bagli olarak goriilen A.

lixula popiilasyonunda goriilen morfoljik anormalilerin % oranlari.

Konsantrasyon Normal P1 P2 D

Negatif Kontrol | 96.6+0.6 3.3+0.6 5.6+3.9 2.8+2.8
1x10"M 94.6+1.1 5.3+1.1 0.0+0.0 0.0+0.0
2.5x107 M 93.3£1.2 6.7+1.1 0.3+0.1 0.0+£0.0
5x10" M 93.3+1.4 6.6+1.4 8.3+8.3 0.0+0.0
1x10° M 88.6+2.3 11.1+£2.2 0.3+0.2 0.0+0.0
2.5x10° M 82.9+7.7 9.5+1.3 0.0£0.0 8.3+8.3
5x10° M 82.9+£7.7 29.3£2.1 0.0+£0.0 0.2+1.1
1x10° M 21.2+2 .4 74.6£3.2 4.5+1.7 0.6+£0.3
2.5x10° M 0.0+£0.0 20.9+£2.8 78.3£2.7 0.4+0.2
5x10° M 0.0+0.0 0.0+0.0 98.7+0.6 1.3+0.6
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Tablo 4.1.5: <150 nm AgNP’ lerinin konsantrasyon artigina bagli olarak goriilen A.

lixula popiilasyonunda goriilen morfoljik anormalilerin % oranlari.

Konsantrasyon Normal P1 P2 D

Negatif Kontrol 96.6+0.6 3.3+0.6 5.6£3.9 2.842.8
1x10"M 96.5+0.8 3.5+0.8 0.0£0.0 0.0£0.0
2.5%107 M 93.7+1.0 5.6£1.0 0.3£0.1 0.0+0.0
5x107" M 92.2+1.2 14.3+6.9 0.0+0.0 0.0+0.0
1x10° M 94.5+1.5 5.3%1.5 0.2+0.1 0.0+0.0
2.5x10° M 92.9+1.4 7.0x1.4 8.3+8.3 0.0+0.0
5x10° M 87.7x1.7 11.7+1.9 0.2+0.2 0.0+0.0
1x10° M 81.8+2.2 18.1+£2.2 0.2+0.2 8.3+8.3
2.5x10° M 47.843.5 52.84£3.8 1.1+0.9 0.0+0.0
5x10° M 0.0£0.0 64.3+8.7 34.3+£8.9 0.2+0.1
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Yapilan bu calismada A. lixula embriyolar iizerine AgNO3z ve AgNP’ leri
(<100 nm ve <150 nm) i¢in ECso degerleri hesaplanmistir. ECso degeri; AgNOs igin
0.3x10% M, <100 nm AgNP igin 5.7x10° M ve <150 nm AgNP igin ise 1.8x10° M’
dir (Tablo 4.1.6). Bu sonuglara gore AgNO3’ in AgNP’ lerine gore daha toksik oldugu
bulunmustur. ECso degerlerine gore kimyasallarin toksik etkileri biiyiikten kiiciige
dogru AgNO3z > 100 nm AgNP > 150 nm AgNP sekildedir.

Tablo 4.1.6: AgNO3s ve AgNP’ lerin EC50 Degerleri

Kimyasallar EC50 Degeri
AgNOs3 3x107 M
<100 nm AgNP 5.7x10° M
<150 nm 1.8x10° M
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4.2. TARTISMA

Giliniimiizde en 6nemli teknolojik gelisme konularinin basinda nanopartikiiller
gelmektedir. Nanopartikiiller en ¢ok askeri, saghk ve sanayi alanlarinda
kullanilmaktadir. Buna karsilik nanopartikiillerin ¢evresel etkileri ile ilgili ¢aligmalar
siirli hatta yok denecek kadar azdir. Bu alanda sucul ekosistemler iizerine yapilan

caligmalar ise son donemde baglanmis olup ¢ok az sayidadir.

Nanopartikiillerle Artemia salina [140], Daphnia magna [72], baz
omurgasizlar, balik ve alg tiirleri [66] ile ilgili ¢alismalar oldugu goriilmektedir. Daha
cok calismalarin yesil nanoteknoloji ile nanopartikiil {iretimi ile ilgili oldugu ve bu

alana yogunlasildigi goriilmektedir.

Tatlisu ve denizel nanotoksikoloji ile ilgili ¢alismalar son yillarda yapilmaya
baslanmistir. Denizel kirlilik ve toksisite ¢alismalari i¢in gosterge tiirlerden olan deniz
kestanesi ile ilgili 2013 yilinda Siller ve arkadaslari tarafindan P. lividus ile yapilmig
bir ¢alismaya rastlanilmistir. AgNP toksisitesinin belirlendigi A. lixula ile ¢alismaya
rastlanilmamis fakat diger canlilarla yapilan ¢alismalar bulunmaktadir. Bu alanda
calisma olmamasi gelecekte nanopartikiiller agisindan en 6nemli ¢caligsma alanlarindan

birisinin deniz nanoekotoksikolojisi olacagini gostermektedir.

AgNP’ lerinin deniz kestaneleri tizerine embriyotoksik etkilerinin arastirildig
tek ¢aligma Siller ve arkadaglari tarafindan 2013 yilinda P. lividus tiirii ile yapilmistir.
Bu calismada 0.03, 0.003 ve 0.0003 mg/L konsantrasyonlarda AgNOs 1n, 3, 0.3 ve
0.003 mg/L konsantrasyonlarda ortalama boyutu 5 - 35 nm olan AgNP’ lerinin toksik
etkileri aragtirilmigtir. Diisiik konsantrasyonda 24 saat sonunda AgNP’ lerine maruz
kalan P. lividus larvalarinda gozlenen deforme sayisi incelenmis ve %20’ den daha
diisiik oldugu bildirilmistir. Yaptigimiz ¢alismada ise 72 saatlik toksisite denemeleri
sonunda <100 nm AgNP ve <150 nm AgNP’ leri igin A. lixula larvalarinda gézlenen

deforme orani ise %S5 - 6 arasinda bulunmustur. Bu durum NP’ lerin boyutunun artmasi

60



ile canli viicuduna girisinin azaldigin1 ve buna paralel olarak NP’ lerinin toksik
etkilerinin azaldigin1 géstermistir. P. lividus kontrol gruplar1 48 saat sonunda normal
pluteus larva asamasina ulasirken 0.3 mg/L konsantrasyonda AgNP’ lerine maruz
kalan embriyolar prizma sathasinda kaldig1 ya da erken pluteus sathasina ulasabidigini
rapor etmislerdir [58]. Yaptigimiz ¢alismada kontrol gruplarinda ise A.lixula
embriyolar1 72 saat sonunda %96.6 basar1 orani ile normal pluteus safthasina ulagsma
gozlenirken larval bozukluklar <100 nm AgNP i¢in 10x10® M, <150 nm AgNP igin
50x10° M ve AgNOs i¢inde 0.5x10°® M konsantrasyonlarda gozlenmistir.

AgNP’ lerine maruz kalan P. lividus larvalari i¢in karakteristik olan kisa kol ve
kiigtik kalsit spekiil deformasyonlar1 48 saat sonunda larvalarin %70’ inden fazlasinda
gozlenirken [58] bizim ¢alismamizda bu deformasyolar <100 nm ve <150 nm AgNP

icin 50x10° M ve AgNOs3 igin 1x10° M konsantrasyonda goriilmiistiir.

<100 nm AgNP ve <150 nm AgNP’ lerinin ECsgo degerleri hesaplandiginda
boyutu kiigiik olanlarin toksik etkisinin daha fazla oldugu goriilmektedir. NP boyutu
kiigiildiikge canli viicudunda birikimini gosteren caligmalar bulunmaktadir. Bu
calismalara orneklerden birisi Zebra balig1 lizerine Bar-1lan ve arkadaslar1 tarafindan
2009 yilinda yapilan arastirma olup 3, 10, 50, 100 nm boyutlarindaki AgNP’ lerin
toksik etkisi arastirilmis ve LCso degerlerinin 3 nm i¢in 93 uM, 10 nm i¢in 126 uM,
50 nm i¢in 127 uM ve 100 nm i¢in ise 137 uM oldugu bildirilmistir. Diger bir ¢alisma
ise 2012 yilinda Asghari ve arkadaslari tarafindan Daphnia magna iledir. Bu ¢alismada
ECso degerlerinin 15.83 nm AgNP i¢in 0.004 mg/L, 129 nm AgNP i¢in 0.002 mg/L,
161 nm i¢inde 0.187 mg/L oldugu rapor edilmistir. Lemna gibba su bitkisi ile yapilan
calismada da 50 nm boyutundaki AgNP’ lerin ECso degeri 9.36 + 2.36 olarak
bildirilmistir. Bu sonuglara gére AgNP’ lerin sucul ortamlarda canlili1 tehdit eden bir

risk oldugu goriilmektedir [76].

Bu sonuglar karsilagtirildiginda ayni kirleticilerin farkli tiirler iizerine farklh
toksik etki yapabilecegi gostermekte olup NP’ lerin boyutunun toksisite tizerinde etkili

oldugunu gostermektedir.
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2014 yilinda Garcia-Alonsa tarafindan yapilan ¢calismada Platynereis dumerilii
tizerine AgNP’ lerinin toksisitesi aragtirilmistir. Calismada sitrat (cit-AgNP), hiimik
asit (HA-AgNP) ve AgNOs kullanilmis ve AgNP’ lerin AgNO3’ a gore daha toksik
oldugu vurgulanmistir [141].

Zebra baliklar ile yapilan calismada da yukaridaki sonuglara paralel olarak
AgNP’ lerinin konsantrasyonu arttikga zebra baliklarinin normal gelisim oraninda
diisme ve 6lii sayisinda artis goriilmiistiir. 0.19 nM tizerindeki konsantrasyonlarda
zebra balig1 embriyolarinda 6lii ve deforme goriilme oraninin maksimum oldugu ifade
edilmistir [142]. Bu ¢alismada da hem <100 nm AgNP hem de <150 nm AgNP’ lerinde
konsantrasyon artigina bagli olarak normal pluteus goriilme oraninda azalma oldugu

bulunmustur.

AgNP’ lerin ¢esitli yollar ile deniz suyuna bulastig1 ve giimiisiin tuz formuna
gecebildigi bilinmektedir. Giimiisiin en énemli tuz formu AgNO3z olup AgNP’ lerine
gore daha toksik olabilmektedir. Yaptigimiz ¢alismada AgNO3’ in <100 nm AgNP’
lerine gore 19 kat, <150 nm AgNP’ lerine gore de 60 kat daha toksik etki gosterdigi
tespit edilmistir. Calismamizin aksine Siller ve arkadaslari da AgNP’ lerinin AgNO3’
a gore daha toksik oldugunu bildirmislerdir. P. lividus embriyolar1 iizerine 3 mg/L
AgNP konsantrasyonun toksik etkisi 0.03 mg/L Ag iyon konsantrasyonuna gore daha
yiiksek olurken ayn1 sonug 0.3 mg/L AgNP ile 0.03 mg/L Ag iyonlarina maruz kalan
embriyolar i¢inde gozlenmistir. Bu sonuglar AgNO3 ile karsilastirilan AgNP’ leri
boyutunun 6nemini ortaya ¢ikarmaktadir. Siller ve arkadaslariin yaptigi ¢alismada
kullanilan AgNP’ lerin boyutunun kiigiik olmasi (5 - 35 nm) P. lividus’ da daha fazla
birikim yaptig1 rapor edilmistir. Bunun sonucu olarak AgNP’ lerin toksik etkisi
AgNQO3’ a gore daha yiiksek bulunmustur. Calismamiz da kullanilan AgNP’ lerin daha
bliyiik olmas1 (<100 nm ve <150 nm) nedeni ile AgNP’ lerin toksik etkisini daha diisiik

bulunmustur.

AgNO3 ve AgNP ile ilgili bu ¢alismamiz sonuglarimiza paralellik gosteren

baska caligmalarda bulundugu goriilmiistiir. 2013 yilinda Massarsky ve arkadaglari
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tarafindan zebra balig icin yapilan ¢calismada AgNO3’ in AgNP ye gore yaklasik 17
kat daha toksik oldugu ifade edilmistir [77]. Diger ¢alisma ise Daphnia magna ile 2012
yilinda Asghari ve arkadaslari tarafindan yapilmis ve AgNO3’ in 161 nm boyutundaki
AgNP’ lerine gore 81 kat daha toksik oldugu bildirilmistir. Navarro ve arkadaslari
tarafindan 2008 yilinda AgNO3 ve AgNP’ lerinin Chlamydomonas reinhardtii
tizerindeki toksik etkilerinin arastirildigi calismada da AgNO3’ in AgNP’ lerine gore
18 kat daha toksik oldugunu ifade etmistir. O - 100 pg/L araliginda hazirlanan AgNP
(<100 nm) ve AgNO3 konsantrasyonlarina maruz birakilan Ulva lactuca i¢in 48 saat
sonunda AgNP’ leri i¢in 15 pg/L, AgNOs icin ise 2.5 pg/L konsantrasyonlarda toksik
etkiler gozlenmistir [70].

AgNO3’ 1 toksik etksinin gosterildigi bir ¢alisma 2011 yilinda Knight
tarafindan AgNO3’ 1n E. perma gametlerinin déllenme basarisini {izerine yapilmistir.
10° M konsantrasyonda kontrol grubuna oranla %20 - 30 oraninda azalma oldugu
belirtilmistir [55]. Bizim ¢alismamizda da farkli konsantrasyonlarda AgNO3z’ a maruz
kalan A. lixula gametlerinin dollendigi ancak normal pluteus sathasina ulasan birey
sayilarinin degiskenlik gosterdigi goriilmiistiir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
0.25x10°® M da normal pluteus safhasina ulasan birey sayisinda yaklasik %50 azalma
oldugu tespit edilmistir. Boylece AgNOs’ 1 canlilarin normal gelisimi iizerine

olumsuz etkileri oldugu belirtilmistir.

AgNP’ leri ve AgNO3’ 1n Eisenia fetida solucanlarinin iiremesi {izerine benzer
toksik etki gosterdigi bildirilmistir. Ayrica solucanlarda giimiis aliminin daha ¢ok
AgNP’ lerinden gercgeklestigi ve Ag alimimin konsantrasyon artisina bagli oldugu
belirtilmistir. Kuru toprakta 60, 120 ve 200 mg/kg AgNP konsantrasyonlar1 diger grup
olarak normal topraga AgNP ve AgNOs ayr ayri; 15, 30, 60, 120 ve 200 mg/kg
konsantrasyonlarda eklenmistir. Elde edilen sonuclara gore AgNO3z’ in AgNP’ lerine
gore daha toksik oldugu goriilmektedir. Kuru toprakta AgNP ECso 74.3 mg/kg normal
toprakta 80.0 mg/kg; AgNOs i¢in ise kuru toprakta 46.9, normal toprakta ise 42.2

mg/kg olarak bulunmustur.
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Ale ve arkadaslar1 2019 yilinda midye Mytilus galloprovincialis ile AgNP
etkilerini arastirmiglardi. Midyelerin yumusak dokularinda giimiis bulduklarini rapor
etmislerdir. M. galloprovincialis tiiriinde oldugu gibi bizim ¢alismamizda da AgNO3
tuzu AgNP’ lerden toksik ¢ikmustir. [143].

Cevredeki NP’ lerin hareketlilik, reaktivite, ekotoksisite ve birikimi agisindan
risk degerlendirmelerinin yapilmasi gerekmektedir. Cilinkli endistriyel ve evsel
uygulamalarda NP’ lerin kullaniminin artmasi bu materyallerin ¢evreye yayilmasina
yol agmaktadir. AgNP’ leride antibakteriyel 6zelliginden dolayi tiiketici tirlinlerinde
artan bir sekilde kullanilmaktadir. Boylece cevreye AgNP’ lerinin yayilimi artmakta
ve bu durum ekolojik agidan endiselere yol agmaktadir. Ekotoksikolojik ¢alismalardan
elde sonuclar AgNP’ lerinin genellikle yiliksek konsantrasyonlarda ortamdaki

organizmalar tizerine toksik etkilere sahip oldugunu gostermektedir [144, 145, 146].
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5. SONUCLAR VE ONERILER

AgNP’ lerinin uzun zaman g¢evrede kalabilecegi ve kalicilik olusturabilecek
potansiyele sahip oldugu goriilmektedir. Sucul ekosistemlerin korunmasi diinyanin
gelecegi agisindan biiylik 6nem arz etmektedir. Sucul canlilar {izerine toksik etkilerinin
arastirildig1 caligmalarin az oldugu diisiiniildiigiinde ¢alismamizin literatiire biiyiik

fayda saglayacagi kanisindayiz.

Cevre sorunlarin ¢ézlimiinde en 6nemli parametrenin ¢evre ile ilgili kamuoyu
ve ¢evre bilinci olusturmak oldugu son zamanlarda iyice ortaya ¢ikmaktadir. Yeni
cikan drlnler iretilirken ayni zamanda toksikolojik kriterlerin belirlenmesi igin

firmalarin arastirma laboratuvarlarini da kurmalarinin faydali olacagi kanaatindeyiz.
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