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Seryum oksit nanoparcaciklarinin (nano-CeO>) kozmetikten gida endiistrisine kadar
birgok alanda yaygin olarak kullanilmasiyla birlikte dogaya salinimi artmistir. Bu
nedenle, Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Orgiitii'niin (OECD) miihendislik
nanomalzemeler (MNM) i¢in hazirlanan oncelik listesine nano-CeO> dahil edilmistir.
Bu tez ¢alismasi kapsaminda, iki tatli su canlisi; tatarcik sinegi (Chironomus riparius)
ve tath su midyesi (Unio crassus) tizerindeki nano-CeO2’nin toksik etkileri
aragtirtlmistir. Chironomus riparius larva ¢alismasi i¢in dogal sartlara uygun 2,5, 25,
250, 2.500 mg CeO2 NP/kg sediment konsantrasyon araligi ve Unio crassus ¢alismasi
icin 10 mg, 25 mg ve 50 mg CeO2 NP/L su konsantrasyon araligi secilmistir.

[k olarak, nano-CeOz'nin kimyasal ve yapisal 6zellikleri, transmisyon elektron
mikroskobu (TEM), taramali elektron mikroskobu (SEM), enerji dagilimh
spektroskopi (EDS), X-1sin1 kirmimi (XRD), X-1ismm1 fotoelektron spektroskopisi
(XPS), A Brunauer-Emmett—Teller (BET) yontemi, dinamik 151k sa¢ilimi (DLS) ve

zeta potansiyeli analizleri ile ayrintili olarak karakterize edilmistir.



Kronomidlerin nano-CeO>'ye uzun siireli maruziyet ¢alismast OECD test kilavuzu
218'e gore tasarlanmistir. Larvalar tarafindan nano-CeO. alimi, oksidatif stres
parametreleri, in vivo genotoksik etki ¢alismasi ve yasam Ozelligi (gelisim siiresi,
ortaya ¢ikma, 6lim ve hayatta kalma orani) parametreleri arastirilmistir. ICP-MS
analizi, sedimentteki nano-CeO. konsantrasyonu ile larvalar tarafindan alinan
konsantrasyon arasinda pozitif korelasyon oldugunu gostermistir. Calisma sirasinda,
kronomidlerde 6nemli bir mortalite gozlenmemis ve oksidatif stres saptanmamustir.
Bununla birlikte, doza bagl bir sekilde, 25 mg/kg ve daha yiiksek konsantrasyonlarda
onemli DNA hasarlar1 tespit edilmistir. Elde edilen sonuclar, kisa vadede nano-
CeO2'nin kronomidler i¢in dogrudan toksik etkisinin olmadigin1 goéstermektedir.
Ancak, tek onemli subletal etki genotoksisite ¢aligmasinda 25 mg/kg sediment
konsantrasyonunda ortaya ¢ikmis ve daha yiiksek konsantrasyonlarda artarak devam
etmistir.

Tatl su midyeleri tizerinde nano-CeO>'ye maruziyet ¢alismasi iki zaman araliginda
(48 saat ve 7 giin) tasarlanmistir. Bu ¢calismada, midyeler tarafindan nano-CeO; alima,
toplam hemosit sayilarinin hesaplanmasi, histopatoloji ve biyokimyasal analiz (biyo-
belirte¢ deneyleri) parametreleri arastirtlmistir. Her iki zaman araliginda da yapilan
deneylerde 6nemli bir mortalite goriilmemesine ragmen, histopatoloji sonuglar1 sudaki
nano-CeQO; konsantrasyonu ile dokularda olusan hasar miktar1 arasinda pozitif bir
korelasyon oldugunu gostermistir. Ayrica, biyo-belirte¢ analizinde onemli bir
degisiklik tespit edilmemesine ragmen oksidatif stres parametrelerinin ikili
karsilastirmalarinda sapmalar gézlemlenmistir.

Sonug olarak, bu tez ¢aligsmasi, kisa siirelerde tatli su midgeleri ve midyelerinin nano-
CeO2'ye akut maruziyetinin 6nemli bir biyolojik risk olusturmadigin1 gostermistir. Ek
olarak, midge ve midyelerin nano-CeO.'yi viicutlarinda O6nemli Olgiide
biriktirebildikleri kanitlanmistir. Bu durum bu tatli su canlilarimin ekosistemdeki
konumu nedeniyle ekosistemdeki diger organizmalar i¢in besin aginda trofik transfer

yoluyla nano-CeO2’nin bir risk olusturabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Tatli su midgesi, Chironomus riparius, Tatli su midyesi, Unio
crassus, Metal oksit, Nanoparcacik, CeO2, Toksisite, Sediment, Tatl su,
Genotoksisite, Histopatoloji.
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The release of Cerium oxide nanoparticles (nano-CeO;) to the environment has
increased with extensive usage of them in many areas ranging from cosmetics to food
industry. Therefore, it is included in the Organization for Economic Co-operation and
Development (OECD) priority list of engineered nanomaterials. The present study was
carried out to assess the nano-CeO; toxicity on the freshwater midge, Chironomus
riparius larvae at concentrations of 2.5, 25, 250, 2500 mg of CeO2 NP/kg of sediment
and freshwater mussels, Unio crassus, at concentrations of 10 mg, 25 mg, and 50 mg
of CeO2 NP/L in freshwater.

Firstly, the chemical and structural properties of nano-CeO. were characterized by
transmission electron microscopy (TEM), scanning electron microscopy (SEM),
energy dispersive spectroscopy (EDS), X-ray diffraction (XRD), X-ray photoelectron
spectroscopy (XPS), A Brunauer—Emmett—Teller (BET), dynamic light scattering
(DLS) and zeta potential analyses.

The prolonged exposure of midges to nano-CeO; were designed according to OECD

test guide 218. The following parameters were investigated: nano-CeO. uptake by the

Vi



larvae, oxidative stress parameters, in vivo genotoxic effect and life trait parameters
(developmental time, emergence, mortality and survival rate). ICP-MS analysis
showed significant positive correlation between the concentration of the nano-CeO; in
the sediment and its uptake by the larvae. No significant mortality was observed in
Chironomus riparius and oxidative stress was not detected. Nevertheless, significant
DNA damage was detected in the midges at concentrations of 25 mg/kg and higher, in
a dose-dependent manner. Obtained results indicate that nano-CeO- is not directly
toxic to chironomids. Furthermore, the only significantly induced sublethal effect is
genotoxicity which begin to manifest at a concentration of 25 mg/kg of sediment and
Is progressively increasing at higher concentrations.

Two types of time intervals (48 hours and 7 days) were designed to investigate the
effect of nano-CeO. exposure on mussels. The following parameters were
investigated: nano-CeO uptake by mussels, calculation of total hemocyte counts,
histopathology and biochemical analysis (biomarker experiments). Although no
significant mortality was observed during the experiments’ time frame, histopathology
results showed a positive correlation between the concentration of CeO,-NPs in the
water and the amount of tissue damage. Furthermore, no significant alteration was
detected in biomarker analysis. However, it was observed in binary comparisons that
oxidation stress parameters were deviating.

As a result, our experiment indicates that exposure to nano-CeQO does not induce
biological risk for freshwater midges and mussels during acute exposure. In addition,
the location of midges and mussels in the ecosystem may pose a risk through trophic
transfer to other organisms of the food web due to the significant accumulation and

biomagnification of nano-CeO- in the midges and mussels.

Keywords: Freshwater midge, Chironomus riparius, Freshwater mussels, Unio
crassus, Metal oxide, Nanoparticles, CeOz, Toxicity, Sediment, Freshwater,
Genotoxicity, Histopathology.
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1. GIRIS

Glinlimiiziin en popiiler arastirma alanlarindan biri olan nanoteknoloji, ilk olarak 1959
yilinda Nobel o6dillii Richard Feynman’in Kaliforniya Teknoloji Enstitiisii’nde
Amerikan Fizik Dernegi toplantisinda “There’s plenty of room at the bottom™ baglikli
konusmas ile hayatimiza girmistir [1]. Unlii bilim insanmin bu konusmas ile nano
Olcekli materyallerin endiistride kullanimi biiylik dikkat ¢ekmeye baslamistir. Daha
sonra nano boyuttaki malzemelerin {iretimini ve kullanimmi saglayan bu yeni
arastirma alan1 1974 yilinda Norio Taniguchi tarafindan nanoteknoloji olarak

adlandirilmistir [2].

Boylelikle atom ve/veya molekiillerin birlesmesi ile olusan nanometre 6l¢ekli yeni
yapilarin elde edilmesi, cihazlarin {iretilmesi, sistemlerin tasarlanmasi ve
karakterizasyonu olarak tanimlanan nanoteknoloji, giiniimiizde modern teknolojinin
yap1 taslarindan biri haline gelmistir [2]. Nanoteknoloji tip, enerji ve savunma gibi pek
cok sektdrde aktif olarak yer almaktadir. Boylelikle gelisen bu teknolojilerle de “nano

pargacik/partikiil” kavrami hayatimiza girmis bulunmaktadir.

Nano malzemeler dogal ve sentetik olarak iki ana gruba ayrilmaktadir. Dogal nano
malzemeler dogal proseslerle kendiliginden olugsmus nano boyutlu malzemelerdir. Bu
malzemeler mekanik, kimyasal, fotokimyasal, 1s1l ve biyolojik gibi yollarla
olugmaktadirlar. Atmosferden gegerken meteor ve kozmik tozlarin pargalanmasi,
volkanik patlamalar, firtinalar, kasirgalar, riizgarlar, dalgalar vb. atmosfer ve doga
olaylar1 sonucunda dogal nano malzemeler olusmaktadir. Sentetik nano malzemeler
ise dogal yollarla olusmayan nano boyutta endiistriyel iretim ile elde edilen
malzemelerdir ve genel olarak “miihendislik {iriinii nanoparcaciklar” olarak

adlandirilmaktadir.

1.1 Miihendislik Uriinii Nanoparcaciklar

Miihendislik iiriinii nanopar¢acik (MNP), 1-100 nm? biiyiikliigiinde bir veya daha fazla

yiizey alanina sahip, endiistriyel olarak iiretilmis malzeme seklinde tanimlanmaktadir.



MNP’lerin aynit malzemenin y1gin (bulk) formuna gore hem farkli hem de sira dis1
kimyasal, fiziksel ve optik 6zellikler gostermesi son yillarda diinyada MNP {iretiminde
ve kullaniminda biiyiik artisa sebep olmustur. Malzemelerin boyutlar1 azaldikg¢a sahip
olduklar1 ozellikler degismekte ve yigin formundaki hallerinden farkli 6zellikler
gostermektedir. Ornegin, TiO, ve CeO; gibi malzemelerin nano boyutlarina inildikce
UV absorplama kapasiteleri ve fotokatalitik aktivitesi artmaktadir. Yigin formundaki
karbon temelli malzemelere gore karbon nano tiipler hem elektrik hem de 1s1 iletkenligi
olarak tstiin Ozellikler gostermektedir. Ancak, giiniimiizde MNP’lerin dogaya
karigmasi sonucu olusacak etkileri bilinmezligini korumaktadir [3]. Bu malzemelerin
canlilar ve doga iizerine toksik etkileri olabilecegi diisiiniilmekte ve bu sebeple pek
cok arastirma yapilmaktadir. Ancak, bu malzemelerin sekli, boyutu vb. 6zellikleri
degiskenlik gosterdigi i¢in toksik 6zellikleri konusunda bir arsiv olusturmak kolay
degildir. Bununla birlikte, endiistride kullanimi ve toksikolojik testler i¢in cesitli
oneriler de mevcuttur (U.S. Food and Drug Administration (FDA) ve Organisation for
Economic Co-operation and Development (OECD)). 2012 yilinda Avrupa
Komisyonu, mikro ve nanopargaciklarin boyutlarinin standardize edilebilmesi
amaciyla bu pargaciklarin  boyutlarinin = dlglimlerinde  gereksinim  duyulan
parametrelerin belirlenmesi i¢in bir kilavuz (REACH) yayimlamistir [4]. Avrupa
Komisyonunun calismalarinin nihai sonucuna goére mevcut yontemlerin higbiri tek
bagina tiim partikiil boyutlarin1 kapsayacak sekilde pargaciklarin sayi-boyut bilgileri
ile ilgili saglikli bilgi saglamak i¢in yeterli degildir [4]. Dolayisiyla hali hazirda
kullanilan 6l¢gme yontemleri test edilen partikiillerin komisyon tarafindan belirlenen

standart tanima uyup uymadig1 konusunda giivenilir bilgiler verememektedir.
1.1.1 MNP Cesitleri

Literatiirde mithendislik tirtinii bu nanopargaciklar olusturulduklari malzemelere gére

siniflandirilmaktadir. Bunlar Cizelge 1.1°de siralanmistir [5].



Cizelge 1.1 : MNP cesitleri.

MNP Cesitleri Ornekler

fullerenler ve karbon nanotiipler (tek
duvarl karbon nanotiipler (SWCNTSs)
ve ¢ok duvarli karbon nanotiipler
(MWCNTS))

Karbon bazli nanopargaciklar

metal oksitler (TiO2, ZnO, and Al20s,

Inorganik nanopargaciklar FesOs, Fe20s, CeOy, vb.)

Nano 6lgekli metaller altin, gimiis, aliiminyum, demir vb.

kadmiyum siilfit ve kadmiyum selenid

Kuantum noktalar
vb.

Polimer bazli nanopargagiklar Dendrimerler, sentetik polimerler vb.

nanopartikiilleri diger nanoparcaciklarla
Kompozitler veya daha bilyiik hacimli yapilarla
birlestiren kompleks yapili malzemeler

1.1.2 MNP Uretim Yontemleri

Ayni yap1 tagina sahip MNP ler farkli yontemlerle iiretilebilir ya da sentezlenebilirler
boylelikle farkli fizikokimyasal 6zelliklere sahip olabilir ve farkli toksik ozellikler
gosterebilirler. Gliniimiizde tiretilen MNP’ler i¢in en ¢ok kullanilan iiretim yontemleri

ve smiflandiriimast Sekil 1.1°de 6zetlenmistir [5-12].



MNP Uretim Yontemleri

Yukaridan-Asagiva

Asagidan-Yukariya

VIgIn toz kiimeler atom
00, 99, o0, 0% o 8o
= 590 % oo ° 089
908 = 58 = Fr Eh e 4 e
Nanoparcacik
Fiziksel Kimyasal Biyolojik
yontemler yontemler yontemler
l l yesil sentez
# mekanik ydntem # sol-jel J’
» Ogutme # kimyasal buhar » bitkileri ve &zitlerini
= alasimlama biriktirme kullanarak
# buhar yontemi # kolloidal yontem % mikroorganizmalari
= soy-gaz » sprey piroliz kullanarak
yogunlagmasi » elektrokimyasal ¥ algleri kullanarak
- ﬁzﬁﬁglbuhar yontem % Enzimleri ve
biriktirme » piroliz biyomolekilleri
*  sputter # solvotermal sentez kullanarak
. :EEET E"_:"lalff‘l"'-_’” ¥ Endiistriyel ve
azer piroliz tarimsal atiklari

kullanarak

Sekil 1.1 : MNP iiretim yontemleri 6zeti ve siniflandirmasi.



Cizelge 1.2 : Bazt MNP gesitleri igin en ¢ok kullanilan tiretim yontemleri

[5-12].
Fiziksel yontemler
Mekanik Uretilen MNP’ler
yontemler
Ogiitme o Metal NP’ler: Fe, Co
o Intermetalik NP’ler: FeCos, CeCos
o Tek kristal NP’ler
Alagimlama o Nanokompozit NP’ler
Buhar Soy gaz yogunlasmasi o Metal NP’ler: Au, Ag, Pt, Mn
yontemi o Intermetalik NP’ler: AuPd
o Cekirdek-kabuk NP’ler: FeAg
(¢ekirdek) — Si (kabuk)
Fiziksel Buhar Sputter:
Biriktirme o Metal NP’ler: Au, Ag, Pt, Co, Fe, Y
o Metal oksit NP’ler: TiO2, ZnO
o Yari iletken: Ge
o Manyetik: Fe-Pt
Lazer ablasyonu:
o Metal NP’ler: Ag, Fe, Ni, Se
o Metal oksit NP’ler: ZnO
Laser piroliz:
o Metal oksit NP’ler: TiO2, SiO2, Al2O3,
Fe203
o Si, SiC, MoS;
Kimyasal yontemler
Sol-jel o Metal oksit NP’ler: ZnO, SnO», Fe20s,
Al2O3
o Seramik NP’ler: TiOz, SiO,, CeO>
Kimyasal Buhar o Metal oksit NP’ler: CoO, SiOz, Fe20s,
Biriktirme ZnO
o Karbon ve silikon bazli NP’ler:
karbon nano tiip (CNT)
Termal yontemler o Metal NP’ler: Ag, Pt, Zr
o Metal oksit NP’ler: ZnO, CeOy,
Fe,03, CuO
o CdS, FeWOQOq
Biyolojik yontemler
Mikroorganizmalari o Metal NP’ler: Ag, Pt, Au, Hg, Cu, Pd
kullanarak o Metal oksit NP’ler: TiO2, SiOz, ZrO;
o Metal sulfit NP’ler: CdS, PbS
Bitkileri ve oziitlerini o Metal NP’ler: Ag, Au, Pd, Pt
kullanarak
Enzim ve o Metal NP’ler: Ag, Au, Pt
biyomolekiilleri
kullanarak




Cizelge 1.2°de giinlimiizde en ¢ok kullanilan MNP cesitleri i¢in en yaygin {iretim
yontemleri siralanmistir. Tez kapsaminda kullanilan MNP olan seryum oksitin sentezi
i¢in ise literatiirde en ¢ok kullanilan yontem hidrotermal metottur. Ayrica, solvotermal
yontem, elektrikle biriktirme yontemi, ¢okeltme, fiziksel buhar biriktirme, Kimyasal
buhar biriktirme, yanma ve sol-jel yontemleri de seryum oksit sentezinde kullanilan

yontemlerdir [12].
1.1.3 MNP Uygulama Alanlar

Nanopargagiklarin benzersiz 6zellikleri nedeniyle, her gecen giin uygulama alanlar1
artmaktadir. Kozmetikler, gilines losyonlari, boyalar, kendi kendini temizleme
Ozelligine sahip camlar, yliksek performansli lastikler, lekeye dayanikli giysiler,
dolgular, katalizorler ve yar iletkenler nano yapili malzemelerin popiiler kullanim
alanlaridir [13,14]. Nanopargagiklar ayrica tenis, golf ve bowling toplar1 gibi
malzemelerde, glines kremi, yiiz yikama jeli gibi kozmetik iiriinlerinde de yer aldig
icin giinliikk hayatimizda pek ¢ok kez fark etmeden temas ettigimiz materyallerdir

[13,14].

Son yillarda nanopartikiiller, su aritma temel olmakla birlikte bir¢ok cevresel ¢oziim
i¢in filtrelerde ve membranlarda da katki malzemesi olarak kullanilmaktadir. Ayrica,
atik su aritimi igin geleneksel absorbana 6nemli bir alternatif olarak nanopartikiillerin

kullanildig1 da bilinmektedir [15].

Savunma sanayisi i¢inde kimyasal-biyolojik silah detektorlerinde veya daha hafif ama

daha gii¢lii silahlarin iiretiminde de performans arttirmak i¢in ¢esitli nanopartikiiller

kullanilmaktadir [16].

"The Nanotechnology Consumer Products Inventory/ Nanoteknoloji Tiiketici Uriinleri
Envanteri"ne gore en yaygm kullanilan nanopargacik tliri karbon bazh

nanopartikiillerdir. Ikinci sirada ise giimiis nanopartikiiller gelmektedir [17].

Nanoparcaciklar, kozmetik iiriinleri (krem, deterjan, yiiz yikama jelleri, dig macunlari
vb.), elektronik tiriinler (piller, bataryalar vb.), tekstil materyalleri (antibakteriyel, leke
tutmayan, kirismayan kumaglar vb.), insaat dolgu malzemeleri (¢izilmez, su tutmaz
yiizeyler, boyalar vb.), medikal iirlinler (biyosensorler, kalp kapaklari, antibakteriyal
bandajlar, ilaglar vb.) ve su aritma sistemleri gibi birgok alanda iiretilen nihai tiriinde

katki malzemesi olarak yer alarak bu iiriinlerin kalite ve performansi arttirilmaktadir.



CNT’ler saglik sektoriinde ve alternatif enerji kaynaklarinda farkli amaglarla tercih
edilmektedir. Elektronik cihazlarda, implant malzemelerinde, katalizérde, kompozit
malzemelerde, biyosensdrlerde, cok sayida biyolojik, medikal ve tibbi uygulamalarda,
su aritma sistemlerinde kirletici maddeleri sudan uzaklastirmak i¢in adsorban
malzemesi olarak gibi farkli amaglarla pek ¢ok alanda CNT’ler kullanilabilmektedir
[18].

Kalay oksit (SnO2) nano partikiiller, seffaf iletken cam kaplamalarda, gaz
sensorlerinde, giines pillerinde kullanilmaktadir [19]. Aliminyum Oksit (Al203),
pillerde, bataryalarda, katalizorlerde katki maddesi olarak kullanilmaktadir [20].

Titanyum dioksit (TiO), gida boyasi, fotokatalizor, pigment, ilag ve kozmetikte katki
maddesi, boyalar, antibakteriyel ve kendi kendini temizleyen malzemeler, giines
kremi, kozmetikler, UV korumasi, Kkataliz, kendi kendini temizleyen pencere

kaplamasi, dolgular, katalizor destekleri olarak yaygin kullanilan bir nanomalzemedir
[20].

Silikon dioksit (SiO2), eczacilik iiriinlerinde, bitkisel yag aritma sistemlerinde,
seramiklerde, deterjanlarda, yapistiricilarda, kromatografilerde, yangma dayanikli

camlarda, dolgu maddelerinde ve katalizorlerde kullanilan bir materyaldir [21].

Demir (11, 111) Oksit (FesOs), DNA algilama, ila¢ dagitim sistemi ve kanser tedavisi
gibi basta saglik sektorii olmak iizere, manyetik rezonans goriintileme (MRI),
manyetik depolama, manyetik sogutma, kontaminasyon uzaklastirici, sensorler gibi

pek cok alanda kullanilmaktadir [22].

Seryum oksit (CeO,) ise kimyasal-mekanik cilalama (CMP) igin agindirict malzeme,
cila malzemesi, cam sektorii igin parlaklik arttirici, alternatif enerji kaynaklari igin
elektrolit, oksijen sensoril, gaz sensorleri, yakit katki maddesi olarak pek ¢ok alanda
kullanilmaktadir [23]. Giiniimiizde nanopartikiillerin uygulama alanlarini goésteren

diyagram Sekil 1.2’de sunulmustur.



Nano Malzemeler
181 Tutucu Kullanim Alanlari Pansuman
Kumaglar Malzemelert
Polimer fiberier| Dig Seramiklert
Boya Esash Tekmik
Gunes Hicrelerl LekeTutmaz Tekstil Medikal Kemik Boyutmeleri
> Tekstil
Boya Hassastyeth Tekstil : Molekiler
Gines Hicreleri 4 Kontrol llag Etiketleme
Lityupt Tyon Batarya Salmimi
Yakat Katk Elektrotlan Biyo Gostergeler
Malzemeleri Kanseq Terapisi
Hidrojeh Uretim Tekstil Hipetermik Tedawi
Hidrojen Depolama Katatizleri
Malzemeleri llag Temin MRI Kontrast
Yakit Hiocresi Blomedlkal \ Madde
UV-Bariyer Kafalizleri Gordntileme IR Kontrast
Kumaslan Ceyresel \ Madde
Katalzorl Antibakteriyel
Kendi Kendinl Temizleyen 1 dmasdesd ve KG“"‘Z
Kumaglar Atk Su | remieci
] Antioksidaniar
Islemleri UV kbruma
Otomotiv Interaktif Yiyeceider
Katalizorleri  Kuantum Bllgisayartan Nuteastiik Yiyecek Isleme
\ . 1 Katalistleri
Kirletlct Onleme Yuksek Youniuku | Elektronik Fungisid il el ol
Sistemleri Verl Depdfama RS
pd» Besin Paketleme Sensdrieri
Ferro\Akigkaniar
Kirlilk Yonetim Nanokompozitier Gaz Bariyer
Sensorlerl o K Sensbrleri
$in Kennim
Kuantum Lazerleri Mahendisligi Katalzorler UV Blok
Goglendiriimés Kaplamalan
Glgld Miknatislar  sgper plastik Seramikler Plastidér  Asinma Dayamimi
Tek Elektron Kagit Katkitan ve Pigmentles Artinci Kaplamalan
Transistorier Kaplama Sistemleri  SOper Termal Anti Mikrobiyal
Yoksek Hassasiyetl lletken Sralar Kaplamalar
Sensdrier Kendl Kendini Temizleyen
Yizeyler
Kimyasal Sensorler Gorantaleme iin
Gaz Sensorlert Nano-Fosfor
Nano Mirekkepler Seffaf lletken CUrdme Onleyici
polimer Filmler Kaplamalar

Sekil 1.2 : Nanomalzeme kullanim alanlari diyagrami [24].

1.1.4 MNP Toksikolojisi

Son yillarda nanoteknolojinin gelisimindeki hizin artmasi ile, farkli yapilarda
nanopartikiillerin iiretimine ve bu yapilarin c¢esitli alanlarda kullanimima hiz
verilmigtir. Ancak ayn1 zamanda, atmosferdeki, dogadaki, su ortamlarindaki
nanopargacik miktari da istenmeden artmistir. Bu sebeple, bilim insanlarinin bir kismi
nanoteknolojinin cazibesiyle yeni yiiksek verimli ve performansh iiriin, sistem ve
modeller iiretirken bir diger bilim insanlar1 ise dogaya salinan bu nanopartikiillerin
olumsuz etkileri tizerine arasgtirmalara baglamistir. Boylelikle giintimiizde
nanoteknolojinin hizli gelisimi ve uygulamalari1 nedeniyle, nanoparcagiklar ¢cevreyi ve
insan sagligmi onemli 6l¢iide tehdit etmeye baslamistir. Her gegen giin endiistriyel
uygulamalarda artan nanopargagiklarin kullanimiyla birlikte bu parcaciklarin dogaya,
atmosfere, karasal ve su ortamlarina salindig1 bilinmekte ve bu da 6nemli bir aragtirma

alan1 dogurmaktadir.



Ayn1 atom ya da molekiilden iiretilmis olsa bile nano boyuta inildikge malzemelerin
sekil, boyutu vb. 6zellikleri degiskenlik gosterdigi i¢in toksik dzelliklerinin de farklilik
gosterebilecegi bilinmekte olup bu konu hakkinda literatiirde yeterli bilgi yer
almamaktadir. Genel olarak, nanoparcaciklarin, makro boyuttaki malzemelere kiyasla
daha ¢ok zarar verme egiliminde oldugu bilinmektedir. Biyolojik organizmalar yeme,
solunum, yiizeye tutunma, gozenekli dokudan igeri girme gibi bir¢ok yoldan
nanoparcaciklara maruz kalabilmektedir. Ayrica her bir nanoparcacik i¢in maruziyet

mekanizmasi da farklilik gosterebilmektedir [25].
1.1.5 MNP’lere Maruz Kalma Yontemleri

Nanoparc¢agiklara maruz kalma yollar1 ti¢ temel yontem ile agiklanabilir.

1. Mesleki maruziyet: Kiginin {retim/imalat veya aragtirma esnasinda
nanopartikiiller ile temas ettigi durumdur.

2. Tiketici maruziyeti: Kisinin, farkli kisisel bakim, giines kremi, yiliz yikama jeli,
deterjan vb. lirtinlerinin kullanim1 sirasinda temas ettigi durumdur.

3. Ekolojik maruziyet: Uretilen nanoparcagiklarin hava, su ve toprak yoluyla

ckosisteme ulagmasi nedeniyle bu par¢aciklara maruz kalinmasi durumudur.
1.2 Nanotoksikoloji

Nanoteknolojinin hayatimiza girmesi ile nanopartikiillerin yiiksek miktarda tiretimi ve
cevreye salmimi ancak ekosistem T{izerindeki toksik etkilerinin bilinmemesi
“Nanotoksikoloji” kavraminin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Nanotoksikoloji,
nanoyapilarin biyolojik sistemlerle etkilesimlerinin ve etki mekanizmalarinin
arastirtlmas1 anlamina gelmektedir. Nanoparcaciklarin ylizey kimyasi, malzeme
kompozisyonu, boyutu, sekli ve agregasyonu gibi fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine
biyolojik sistemlerin verdigi tepki ile farmakodinamik, farmakokinetik ve

metabolizmalar1 nanotoksikolojinin temel inceleme alanlaridir [17].

Nano boyuta inildikce malzemelerin yiizey hacim oranlar1 makro boyutlarina gore
artis gostermektedir. Bu karakteristik yiiksek yiizey hacim orani1 malzemelerin toksik
ozelligini de degistirmektedir. Yapilan arastirmalar giimiis, silikon dioksit, titanyum
dioksit gibi nanoparcaciklarin boyutu kiigiildiikce, biyolojik sistemler iizerindeki
toksik etkilerinin arttigin1 ortaya koymaktadir. Nanoparcaciklar makro boyuttaki

malzemelere kiyasla daha fazla toksiklik gostermeye egimlidirler. Bu durum,



nanopargaciklarin canlilarda hiicre membranina tutunmalari, elektron transferi ve
solunumu engelleyebilmeleri gibi ¢ok ciddi sorunlar1 ortaya ¢ikarmaktadir. Ayrica
malzemenin boyutu kiigiildiik¢e, 6zellikle nano mertebelere ulastikca erisebildikleri
alanlarda da artmaktadir. Canli dokularinda daha rahat emilim sagladiklar1 ve
birikebildikleri ¢aligmalar ile kanitlanmistir [26]. Nano boyutlu malzemelerin yiizey
alan1 y181in formuna gore yiiksek oldugu i¢in yiizeye tutunma kapasitesi de yiiksektir.
Boylelikle yiizey kimyasi, malzeme kompozisyonu gibi fiziksel ve kimyasal
Ozelliklerinin etkisi de yiizey ile temas orani yiiksek oldugu i¢in artacaktir. Bu durum,

azalan boyut ile artan toksik etki oranini agiklamaktadir [27].

Nanoparcaciklarin toksikolojisini etkileyen bir diger o6zelligi ise formlaridir.
Nanoparcaciklar farkli iiretim ve sentez yontemleri ile farkli boyut ve sekillerde
uretilebilmektedirler. Bu durum toksik oOzelliklerinde de farkliliklara neden
olmaktadir. Farkli sekillerdeki malzemelerin yiizey temas agilart degismekte
boylelikle yiizey kimyalar1 da farkliik gostermektedir. Bu durum ayni
nanoparcaciklarin farkli formlarimin farkli toksik ozellikler gdstermesine neden

olmaktadir [28].

Nanoteknoloji ile birlikte yiizey kimyasi ve yiizey modifikasyonu giincel ¢alisma
alanlarindan biri haline gelmistir. Ornegin, yiizey modifikasyonlar ile partikiillerin
yiizey ylklerini degistirerek ayn1 malzemeye hidrofobik ya da hidrofilik 6zellik
kazandirmak miimkiindiir. Ancak nanopargagiklarin degisen yiizey kimyasi ile doku
ve hiicrelerle olan etkilesimi de degismektedir. Nanopargaciklarin toksisitesi yiizeyi
fonksiyonlandirilarak arttirilip azaltilabilir. Bazen ise toksisite, malzemenin
sentezinde kullanilan baslatict materyalin toksik olmasi sebebiyle olmaktadir. Bu
nedenle nanopartikiiller, sentez yontemine gore de toksik 6zellik gosterebilmektedir
[29]. Nanopartikiiller esas olarak canlilarin solunum organlarini hedef almaktadir,
ancak yapilan ¢alismalar agizdan dogrudan ilag, su ve gida alimi ile ya da dolayh

olarak mukus yoluyla mide ve bagirsak sistemine de ulastigin1 kanitlamaktadir [29].

Endiistriyel ve ticari iiriinlerde farkli amaclarla metal oksit nanopartikiillerin artan
kullanimi, ekosistemde yiiksek miktarda nanopartikiil olusumuna yol a¢gmakta ve
ekosisteme karisan nanopartikiillerin varligi da tehdit edici sonuglar dogurmaktadir.
Karbon bazli nanopartikiillerin (CNT'ler, fullerenler vb.), giimiis nanopartikiillerin,

TiO2’nin, ZnO’nun ve nano boyutlu demir partikiillerin gesitli uygulamalarda siklikla
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kullanildiklart ve ¢evreye salinmalari ile insanlari, hayvanlari, bitkileri ve sucul

tiirlerini dogrudan etkiledikleri bilinmektedir [30].

Ce0o, TiO2, Zn0O, Fe;03 ve CuO nanopartikiiller kozmetiklerde ve antimikrobiyal
irlinlerin igerisinde yer almaktadir. Bu nedenle bu nanopartikiillerin atik sular yoluyla,
kisisel kullanim sebebiyle ya da yiizme gibi aktiviteler sonucunda sucul
ekosistemlerine girme olasilig1 ¢ok yiiksektir. Nanopartikiillerin sucul ekosistemine
ulagsmasi flora, fauna ve hatta insanlar {izerinde toksik etkiler olusturabilmektedir.
Nanopartikiillerin toksisitesini gbzlemlemek igin birgok in vivo ve in vitro ¢alismalar
yapilmaktadir. In vitro ¢alismanin sonuglarinin in vivo ¢alisma ile iyi bir korelasyon
gosterdigi, ancak bazen in Vvitro c¢alismanin sonuglarmin in vivo c¢alismada
uygulanmadi@i bildirilmistir. In vitro ve in vivo calisma arasindaki iligkiyi
gbézlemlemek icin yapilan bir calismada, sicanlarda bazi karbonil demir, kristalin
silika, amorf silika, nano boyutlu ¢inko oksit ve ince boyutlu ¢inko oksidin in vitro ve
in vivo pulmoner toksisite profilleri karsilagtirilmistir. In vivo ve in vitro dlgtimleri

arasinda ¢ok az korelasyon oldugunu gozlemlenmistir [31].

Nanoteknolojinin artan uygulama alanlar1 ile artan nanopargagik iiretimi bu
parcaciklarin toksik etkileri ilizerine de aragtirma yapma ihtiyact dogurmustur.
Nanopargagiklarin yiizey kimyasi, malzeme kompozisyonu, boyutu, sekli ve
agregasyonu gibi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri nedeniyle ayni malzeme bile olsa
biyolojik sistemlerin verdigi toksik tepki degisiklik gdsterdigi icin nanotoksikoloji
alaninda oldukca farkli ve cesitli arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Giiniimiizde
cokca kullanilan bazi nanoparcaciklarin toksik etkileri ile ilgili yapilan bazi ¢calismalar

asagida derlenmistir.
1.2.1 Karbon Nanotiiplerin Toksik Ozellikleri

Karbon nanotiipler (CNT'ler), spesifik mekanik, elektriksel ve manyetik 6zellikleri
nedeniyle en ¢ok kullanilan nanoparcaciklardan biridir. Ik olarak Ijima tarafindan
1991'de kesfedilen karbon nanotiipler, tek bir grafit tabakasinin yani grafenin
yuvarlanarak silindir formuna getirilmesi ile iretilmistir ve karbon nanotiipler
karbonun allotropik bir modifikasyonudur. Altigen kafes yapiya sahip grafit levhadan
olusturulmus dikissiz silindir yapiya sahiptirler [32]. Sira dis1 6zelliklere sahip olan bu

malzemeler kimyasal ve termal olarak c¢ok kararlidirlar [33]. CNT’lerin iki temel
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formu bulunmaktadir. Bunlar, tek duvarli (SWCNT) ve ¢ok duvarli MWCNT) karbon

nanotiiplerdir.

0.5 to 1.5nm ) >100nm

Sekil 1.3 : Tek duvarli (SWCNT) ve ¢ok duvarli (MWCNT) karbon nanotiip

goriintiileri [34].
Hem SWCNT'ler hem de MWCNT'ler, birbirinden farkli ve sira dis1 6zelliklere
sahiptir. CNT’ler yiiksek sicakliklarda (800°C’ye kadar) kararli yapiya sahiptir.
CNT’ler yiiksek termal iletkenlik (MWNT igin yaklagik 2000 W/Mk ve SWNT igin
yaklasik 6000 W/MK) ve elektriksel iletkenlik (MWNT icin yaklasik 10 -10° S/cm ve
SWNT igin yaklasik 10?-10° S/cm) degerlerine sahiptir. SWNT’lerin young modiilii
yaklagik 1 TPa ve MWNT lerin yaklasik 1.28 TPa’dir. CNT’ler yiliksek mukavete
sahiptirler. Ozellikle elektronik 6zellikleri ticari ve endiistriyel alanlarda pek ¢ok

uygulamada kullanilmalarina imkan saglamaktadir [34].

CNT'ler, yakin kizil6tesi bolgede benzersiz absorpsiyon 6zelligine sahiptir, bu 6zellik
biyolojik algilama/duyarlilik imkan saglamaktadir. CNT'lerin nano boyutta olmasi
proteinler ve DNA gibi makromolekiillerle kolay etkilesime girmesini saglamaktadir.
Yakin kizil6tesi bolgedeki absorpsiyon 6zelligi ve sahip olduklari essiz tek boyutlu ici
bos silindirik yapilar1 sayesinde CNT’ler, Lazerle Isitmali Kanser Tedavisi’nde (Laser
heating cancer therapy) ve yeni ila¢/gen dagitim sistemlerinde kullanilmaktadir.
Ayrica, CNT'lerin elektronik Ozellikleri hassas ve spesifik uygulama alanli nano
Olcekli biyosensorlerin  gelistirilmesi  i¢in  kullanilmaktadir. CNT'ler cesitli
elektroanalitik nanotiip cihazlariin ve yapay kaslar i¢in elektromekanik aktiiatdrlerin

tiretiminde de kullanilmaktadir. [35, 36].

CNT'lerin nanoteknolojideki bu genis kullanilma kapasitesi hem ekosistem hem de

insan i¢in yiiksek dozda bu nano malzemeye maruziyete sebep olmaktadir. Bu nedenle
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CNT'lerin hem toksisitesinin hem de biyouyumlulugunun incelenmesine ihtiyag

duyulmaktadir.

Son yillarda, CNT'lerin viicuda girmesiyle akciger, deri ve viicudun diger kisimlar1
tizerindeki dogrudan veya dolayli zararli etkileri arastirilmaktadir [37]. Bu
arastirmalar, CNT'lerin toksisitesinin boyut, doz ve ortama bagli oldugunu

gostermektedir [38].

Sicanlar ve fareler iizerinde yapilan bazi caligmalar, SWCNT ve MWCNT'nin
akcigerlerde oksidatif stres, inflamasyon, graniilomlar ve fibrozisi uyardigin
gostermistir [39]. Karbon nanotiiplerin 24 saat maruziyetten sonra insan akciger timor
hiicreleri i¢in 6nemli Slgiide toksik oldugu bulunmustur [40]. Bir aragtirmada, bes
farkli karbon nanopartikiiliiniin (SWCNT'ler, aktif karbon, karbon siyahi, MWCNT'ler
ve karbon grafitin) insan fibroblast hiicreleri tizerindeki toksikolojik etkileri in vitro
olarak incelenmistir. Tespit edilen nanopartikiillerin tanimlanmamig formlarindan
daha fazla toksik etki gosterdikleri goriilmiistiir [41]. CNT'lerin hiicre hasarindan
sorumlu olan hiicre i¢i Reaktif Oksijen Tiirlerinde (ROS) doz ve zamana bagli olarak
bir artisa neden oldugu bulunmustur. CNT'lerin tek hiicreli ilkel canlilar olan
protozoada biiyiimeyi inhibe ettigi bildirilmistir. Ayrica, CNT'lerin tipki asbest gibi
akciger hastaligina neden olabildigi bildirilmistir [42].

Cheng ve arkadaslarini yaptig1 caligmada ise MWCNT'lerin zebra baligi (Danio rerio)
tizerindeki etkisi arastirilmistir. Bu in vivo c¢alismada, fonksiyonellestirilmis
MWCNT'lerin zebra baligmin biiyiimesindeki uzun siireli embriyotoksik etkisi
incelenmigtir. Bir hiicreli asamada fonksiyonellestirilmis MWCNT'lerle yiiklii zebra

baliklarinin daha diisiik hayatta kalma oranlarina sahip oldugu gozlenmistir [43].
1.2.2 Titanyum Dioksit (TiO2) Nanoparc¢aciklarin Toksik Ozellikleri

Titanyum dioksit nanopargaciklar, ilag, gida, kozmetik gibi bir¢ok sektdrde boya ve
katki maddesi olarak en cok tercih edilen nanopargaciklardan biridir [44]. Gilines
kremleri ve kendi kendini temizleyen pencere kaplamalar1 gibi pek ¢ok ticari {liriiniin
icinde nano boyutlu TiO2 bulunmaktadir [45]. Bu nedenle bu partikiile en ¢cok deri ve
solunum yoluyla maruz kalinmaktadir. Yapilan bagka bir ¢alismada, TiO2’nin beyin

murin mikroglia hiicrelerini etkiledigi kanitlanmistir [46].
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Hu ve arkadaslarinin yaptig1 ¢aligmada ise, farkli metal oksit nanopartikiillerin (ZnO,
CuO, Al0s3, La0s3, Fe2 03, SnO2 ve TiOz) Escherichia coli test organizmasi
tizerindeki in vitro sitotoksisitesi arastirilmistir. Daha yiiksek katyon yiikli TiO2’ nin
daha diisiik sitotoksisite gosterdigi goriilmiistiir. Tiim metal oksitler arasinda, ZnO'mun

en toksik oldugu bulunmustur [47].

Wang ve arkadaglarimin yaptigi arastirmada ise, nano boyutlu TiO2'nin serbest

radikaller tiretebildigi ve yliksek oksitleme yetenegine sahip oldugu bildirilmistir [48].

Lovern ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, Daphnia magna’nin, ortalama ¢ap1 30 nm
olan TiO2 nanopargaciklara maruz birakildiginda, 100—500 nm'ye maruz kalanlara

gore daha yiiksek 6liim orani sergiledigi raporlanmistir [49].

TiOy, ii¢ ana kristalografik yapida (anataz, rutil ve brookit) bulunmaktadir. Bu
formlarin her biri farkli 6zelliklere sahip olmakta ve bu nedenle farkli uygulamalarda
kullanilmakta bdylelikle farkli ¢evresel etkiler gostermektedir. Ayrica, 151k altinda
mikroorganizmalar, TiO2 nanopartikiillerden olumsuz etkilenerek ROS iiretmektedir.
TiO2 nanopartikiilleri suda yasayan organizmalarda oksidatif stres {liretimine neden
olmaktadir. Gokkusagi alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) TiO2 nanopartikiillerine

maruz kaldiktan sonra inflamasyon ve solunum sikintis1 gézlemlenmistir [50].

Tatli su salyangozu Physa acuta (Draparnaud) tizerindeki farkli TiO2 (y-aliimina, o-
aliimina, modifiye TiO2 (M-TiOz) ve ticari TiO2) nanopartikiillerin etkisini gostermek
icin Musee ve arkadaslarinin yaptig1 calismada, y-aliimina/a-aliimina konsantrasyon
oranindaki artisin embriyo kulugka kabiliyetinde ve embriyo biiylime hizinda hayati
bir azalmaya neden oldugu bildirilmistir. Ayrica nanopartikiillerin embriyolarin

gelisiminde deformasyona neden oldugu gozlemlenmistir [51].

Sadiq ve arkadaglarmin yaptigi mikroalg tiirleri (Scenedesmus sp. ve Chlorella sp.)
tizerinde TiO2 nanopartikiillerinin ekotoksisite ¢aligmasma gore, TiO2’ye maruz
kalmis alg tiirlerinin klorofil i¢eriginin, maruz kalmamais alglere kiyasla azaldig: fark

edilmistir [52].

Seitz ve arkadaslarinin yaptigi calismada TiO2 nanopargaciklarin boyut, yiizey ve

kristal yapisinin Daphnia magna ve Gammarus fossarum iizerindeki etkileri
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incelenmis, nanopartikil toksisitesinin partikiil 6zelliklerine bagl oldugu bildirilmistir
[53].

Iki TiO, formunun (anataz ve anataz/rutil karisimi) Danio rerio baliklarinin embriyosu
tizerindeki etkileri incelenmis, anataz / rutil karisiminin, anataza kiyasla larvalarin

daha fazla 6limiine neden oldugu raporlanmistir [54].

2006 yilinda, Uluslararasi Kanser Aragtirma Ajanst (IARC) TiO2'yi insanlar ve
hayvanlar i¢cin muhtemel kanserojen maddeler simifina koymustur. TiO2
nanopartikiillerinin farkli faz bilesimlerinin (6rnegin, anataz ve rutil karigimi) akciger
hiicrelerinde ~ sitotoksisiteye neden oldugu raporlanmigtir. Anataz  TiO2
nanopartikiillerinin ayni orandaki rutil TiO2’ye gore 100 kat daha toksik oldugu
gbézlenmistir, bu da insan akciger epitel hiicrelerindeki oksidatif hasarin
nanopartikiillerin kristal faz bilesimine biiyiik 6l¢iide bagl oldugunu ortaya koymustur
[55].

1.2.3 Giimiis (Ag) Nanoparcaciklarin Toksik Ozellikleri

Glimiis nanoparcaciklar antiseptik Ozelliklerinden dolayr kremlerde, tekstil
tiriinlerinde, kumaslarda, cerrahi protezlerde, kozmetiklerde ve bircok tiiketici
tiriinlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Hem nano hem de yigin formundaki
giimiis antiseptik 6zellige sahiptir. Ancak, nano 6l¢ekli giimiis daha genis ylizey alani
sahip olmasi nedeniyle daha yiiksek bir antimikrobiyal 6zellik gosterebilmektedir [56].

ACTICOAT (Nanokristal Giimiis Igerikli Antimikrobiyal Bariyer Pansuman) yillardir
yaralar 1yilestirmek ic¢in kullanilmaktadir. ACTICOAT pansuman, basi yarasi, venoz
bacak yarasi, diyabetik yaralar, yaniklar, donér ve alici doku gref yerleri icin

antimikrabiyal bariyer tabakasi1 olarak kullanilmaktadir [57].

Yaygin uygulamalar1 nedeniyle, nano olcekli glimiis partikiiller, ¢evreye kolayca
dagilmaktadir. Derinin giimils nanopartikiillere maruziyetinin potansiyel toksisitesi,

insan epidermal keratinosit canliliginin azalmasi olarak ortaya ¢ikmaktadir [58].

Yapilan c¢alismalar Ag nanopartikiillerin ¢evreye de zararlar1 olabilecegini
gostermektedir. Ag nanoparcaciklarma maruziyet genomik ve proteomik
degisikliklere neden olabilmektedir. Giimiis nanopartikiiller kok ucu hiicrelerinde

morfolojik modifikasyona neden olmaktadir [59]. Giimiis nanopartikiillerin Catla

15



catla ve Labeo rohita iizerinde sitotoksik etkiler olusturdugu raporlanmistir. Bakir ve
giimiis nanopartikiillerin Drosophila'larin yetigkin yasam siiresini ve sperm rekabetini

azaltabilecegi belirtilmistir [60].

Gilimiis nanopartikiillerin, nitrifikasyon bakterilerinin P, S ve N dongiilerini saglayan
enzimleri engelledigi raporlanmigtir. Ayrica DNA transkripsiyonunu ve adenozin
trifosfat (ATP) iiretimini bloke ettikleri de bildirilmistir. Giimiis nanopartikiiller,
proteinlerle reaksiyona girerek proteinlerin aktivasyonu engelledigi ve bakteri

solunumunu kestigi belirtilmistir [61].

Ag nanopargaciklarin gékkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) hepatositlerindeki
etkileri aragtirllmigtir. Bu ¢alisma, Ag nanopargagiklarin hormonlarin diizenledigi

hiicre sinyal yollarin etkileyebilecegini 6ne siirmiistiir [62].

Fajardo ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada ise, Ag veya Al2O3 nanopartikiillerin
maruziyetinin toprak bakterilerinde (Pseudomonas stutzeri ve Bacillus cereus)
sitoksik etkileri gozlemlenmis ve nanopartikiil uygulanan topraklarda bakteriyel

transkripsiyon yanitinda azalma tespit edilmistir [63].

Katuli ve arkadaslarinin yaptig1 arastirmada ise, glimiis nanopartikiillerin eritrosit
asetilkolinestraz (AChE) ve Na*/K*-ATPase aktivitelerini inhibe edebilecegi ve ergin
zebra baliklarinda (Danio rerio) plazma biyokimyasini etkileyebilecegi raporlanmistir
[64].

Iplik kurdu (Caenorhabditis elegans) iizerinde ¢iplak ve polivinilpirolidonun (PVP)
kapli Ag nanopartikiillerin kiyaslanmasi i¢in Ahn ve arkadaslarinin yaptigi toksisite
calismasinda ise kaplanmis giimiis nanopartikiillerin ¢iplak giimiis nanopartikiillere
kiyasla daha toksik oldugu sonucuna varilmistir. Bdylelikle ylizeyde yapilan
degisikliklerin de toksisiteyi degistirdigi kanitlanmistir [65].

1.2.4 Cinko Oksit (ZnO) Nanoparcaciklarin Toksik Ozellikleri

Cinko oksit (ZnO) parcaciklar nano boyutta sahip olduklar1 farkli 6zellikler sayesinde
son yillarda tercih edilen nanomalzemelerdendir. ZnO nanopargaciklar glines kremi ve
kozmetik iirlinlerde kullanilmaktadir. Ayrica, nano 6lgekteki ZnO farkl elektronik ve

optoelektronik  Ozelliklere sahiptir  boylelikle biyosensorlerde, dis dolgu
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malzemelerinde ve yara iyilegsmesi amagli tibbi uygulamalarda kullanilabilmektedir

[66].

ZnO nanoparcaciklarin yaygin kullanimi nedeniyle, bu nanoparcaciklarin c¢evreye
ulagmasi ve dagilmasi kag¢inilmazdir. Son yillarda, diger metal oksit nanoparcaciklar
gibi ZnO nanopargaciklarinin potansiyel toksisitesi iizerine arastirmalar yapilmis ve
bu nanopargaciklarin dogrudan ya da dolayli yolla fauna, flora, hayvanlar ve insanlar
i¢cin bir tehdit olusturdugu sonucuna varilmistir [67]. ZnO nanoparcaciklarinin giin
gectikce artan kullanimi nedeniyle hem biyolojik sistemlerle biyouyumlulugunun hem

de ekosistemdeki etkisinin arastirilmasi olduk¢a 6nemlidir.

Nations ve arkadaslariin ZnO nanopargaciklarin ekosistemdeki etkisini arastirdigi
calismada, nano ZnO'nun Xenopus laevis tlizerindeki etkisi incelenmistir. Yiiksek
dozda ZnO nanopargaciklarma maruz kalan Xenopus laevis oldiigii veya biiyiime

hizinin diistiigii raporlanmistir [68].

Su ekosistemlerinde ise ZnO nanopargaciklarinin varliginin, yosun gibi gida
kaynaklarm1  azaltabilecegi  belirtilmistir.  Su  ekosistemlerine  yiiksek
konsantrasyonlarda salinan ZnO nanopar¢aciklarinin, amfibiler gibi suda yasayan
organizmalar {izerinde zararli etkileri olabilecegini bildirilmistir. Zebra baliklar
lizerine yapilan ¢alismada ise ZnO nano materyaline maruz kalan zebra baliklarinin

6liim oraninin énemli dlciide arttig1 ve larva ¢ikis oraninin azaldigi raporlanmistir [69].

ZnO nanopargaciklarinin, metal oksit MNP’ler arasinda en toksik nanopargacik
oldugu bildirilmistir. Fine ve arkadaglarinin solunum {izerine yapti§i calismada,
domuzlarin ZnO'yu solumas1 durumunda solunum fonksiyonunda bozulmaya (akciger
bozukluklart) neden oldugu, insanlarda soluma durumunda ise, metal atesi hastaligina

neden olabilecegi belirtilmistir [70].

Ayrica, ZnO nanopargaciklarinin hiicre hasarina neden oldugu iizerine de literatiirde
caligmalar bulunmaktadir. Bu parcaciklarin hiicre zarinda hasara neden olmak i¢in
hiicrelere girmesine gerek olmadigi, parcacik ile hiicre duvar1 arasindaki temasin

yeterli olabilecegi ve bu temas ile metallerin ¢oziintirligiiniin arttig1 bildirilmistir.
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Brunner ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada ZnO nanopargaciklarinin ¢éziinmesi ile
ortaya ¢ikan metal iyonlarinin akciger hiicre hatlarindaki in vitro toksisiteden sorumlu

oldugu bildirilmistir [71].

ZnO nanopargaciklarinin ekosistem iizerine etkilerini inceleyen ¢alismalar da
literatiirde yer almaktadir. Zebra baliklar1 {izerine yapilan calismada, baliklarin
gelisimi tizerindeki noro-davranigsal toksisitesi incelenmistir. ZnO nanopargaciklarina
maruz birakilan zebra baliklarinda embriyo—larva gelisimi sirasinda yumurtadan

cikma gecikmesi gozlemlenmistir [72].

ZnO nanopargaciklarinin fare dermal fibroblast hiicreleri (mDF'ler) ve insan
periodontal ligament fibroblast hiicreleri (hPDLF'ler) iizerindeki olumsuz sitotoksik

etkileri oldugu da raporlanmistir [73].
1.2.5 Demir/Demir Oksit Nanoparc¢aciklarin Toksik Ozellikleri

Nano yapili demir oksitler, biyomedikal goriintiileme, manyetik hedefli ilag dagitima,
cevresel kataliz, manyetik depolama vb. pek cok nanoteknoloji ile ilgili alanlarda
cesitli potansiyel uygulamalara sahiptir. Cevre ve biyomedikal alaninda genis
kullanimi1, demir ve demir oksit nanopar¢aciklarinin gevre ve canlilar izerindeki toksik
etkilerinin arastirilmasini 6nemli kilmaktadir. Demir oksit nanoparcaciklar bir¢ok

cesitli yontem ile tiretilebilmektedir ve farkli pek ¢ok tiirii bulunmaktadir [3].

Karlsson ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, Hematit (Fe203) nanopargaciklarin
hiicre canliligim1 azalttigi raporlanmistir. Hiicrelerde oksidatif stresin artmasi ile
antioksidan savunma sistemi enzimlerinin aktivitesinde azalma meydana geldigi
bildirilmistir [74].

Karlsson ve arkadaslari, Fe2O3, FesO4, TiO2 ve CuO gibi baz1 metal oksit mikro ve
nanoparg¢aciklari karsilagtirarak toksisitelerini incelemistir. Bu nanopargaciklara insan
hiicre hatt1 A549 maruz kaldig1 zaman, hiicre 6liimii, mitokondriyal hasar, DNA hasar1
ve oksidatif DNA lezyonlar1 olustugu raporlanmistir. Bu c¢alisma, CuO
nanoparcaciklarinin CuO mikropartikiillerine kiyasla ¢ok daha toksik oldugunu
kanitlamigtir. TiO2 partikiilleri i¢in ise mikro boyutlular, nanoparcaciklara kiyasla

daha fazla DNA hasarina neden olmustur [74].

18



Bregoli ve arkadaslari, yedi farkli nanopargacigin (Sb20s, TiO2, Fe2O3, Fe30s, Au, Co
ve Ag) insan hematopoietik projenitor hiicrelerinin primer kiiltiirii iizerindeki toksik
etkisi aragtirmistir. Bu arastirmaya gore bu yedi partikiiliin tiimii arasinda Sb>O3 ve
kobalt (Co) nanopargaciklar digerlerinden daha toksik bulunmustur. Ayrica, Sb,O3
nanopargaciklarin eritroid progenitorlerinin proliferasyonunu bozdugu raporlanmistir

[75].
1.2.6 Bakar (IT) Oksit Nanoparcaciklarin Toksik Ozellikleri

Nanoteknolojinin gelisimi ile kullanimi1 artan bir diger nano malzeme olan CuO ile

ilgili de literatiirde yapilan toksikoloji ¢caligmalar1 bulunmaktadir.

CuO nanopargaciklarmin bir tiir tath su canlisi olan Allogamus ligonifer tizerindeki
oldiiriicti etkileri aragtirllmistir. Farkli konsantrasyonda (0, 50, 100, 250, 500 ve 1000
mg/L) CuO nano siispansiyonlar hazirlanarak yapilan c¢aligmada yiiksek

konsantrasyonlarda 6liimciil etkilere yol a¢tig1 goriilmiistiir [76].

CuO nanoparcaciklarinin memeli hiicrelerine etkisi lizerine Chen ve arkadaslarinin
yaptigi ¢alismada ise, CuO nanopargaciklarinin, doza ve boyuta bagh olarak H4 ve

SHSYS5Y hiicrelerinin 6liimiine neden oldugu raporlanmistir [77].
1.3 Tez kapsaminda kullanilan MNP: Seryum Oksit (CeO2)

Glniimiizde pek c¢ok alanda kullanilan MNP’lerden biri de seryum dioksit
nanopargaciklardir (CeO2 NP). CeO2 NP’lerin boya, kozmetik, temizlik gibi
sektorlerde kullanim1 ve bu sektorlerde tliretim yapan fabrikalarin atik sularini denize
birakmasi ile CeO2 NP’ler kolaylikla dogal su ortamlarina karismaktadir. Bu sebeple,
CeO2 NP’ler su ortamindaki canlilara farkli yollarla niifus etmektedir ve sucul canlilari
tizerindeki etkilerini inceleyen ¢aligmalar da bdylelikle gittikce 6nem kazanmaktadir.
Ayrica, OECD, CeO2 NP igeren malzemelerin test edilmesi i¢in OECD, 2010b kodlu
bir 6ncelik listesi yayimlamistir [78].

1.3.1 Seryum

Seryum (Ce), periyodik tablodaki metallerin lantanit serisine ait bir elementtir.
Seryum, 1803 yilinda Jons Jacob Berzelius ve Wilhelm Hisinger tarafindan Isvec

Bastnas’taki demir madeninde bulunan silikat minerali Cerite i¢cinde kesfedilmistir.
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Daha sonra seryumun iki oksit hali oldugu bulunmustur. Bunlarin birincisinin renksiz
tuz formunda, digerinin ise sar1 kirmizi renkte oldugu tespit edilmistir. Bulunan
elementin ismi i¢in glines sisteminin en biiylik clice gezegeni olan Ceres asteroitinden
esinlenerek “Seryum” olarak adlandirilmistir. Seryum ilk olarak 1803 yilinda
kesfedilmesine ragmen o yil saf metal formu izole edilememistir, metal seryumun ilk
eldesi 1839 yilinda Isvecli kimyager Carl Gustaf Mosander tarafindan yapilmistir
[79,80].

Ce yer kabugunda bulunan nadir toprak metalleri i¢inde kiitlece %0,0046 oraniyla en
cok bulunan elementtir [79, 81]. Ce ve diger lantanit metaller, silikatlar, fosfatlar,

oksitler gibi ¢evrede bulunan minerallerin igerisinde dogal olarak olusmaktadir [79].
1.3.2 Seryum Kimyasi

Dogal olarak olusan Ce’nin %89’u dort kararli izotoptan olusmaktadir (136Ce, 138Ce,
190Ce, %2Ce). Bu dort izotoptan **°Ce, %88,5°i dogal olarak olusan en bol bulunan
cesittir. Seryum, lantanitler arasinda en yaygin bulunan nadir toprak elementidir.
Seryum’un elektron konfigiirasyonu: [Xe] 4f' 5d! 6s? seklindedir. Ce, diger
lantanitlerden farkli olarak, degisken elektron yapilar sergilemektedir. igerideki 4f
enerji seviyesi, disaridaki veya valans elektronlarin enerjisi ile neredeyse esittir.
Elektron seviyelerindeki yakin bosluklara gegmek i¢in ihtiya¢ duyulan enerji ¢ok az

+45

oldugundan, seryumda *3 ve **te ¢ift valans durumu olusmaktadir [79].

Seryum, bu sira dis1 6zelligi sayesinde genellikle ii¢ degerli (Ce®") ve dort degerli
(Ce*) durumlarda ayni anda bulmaktadir. Diger lantanitler sadece ii¢ degerli durumda
kararl1 iken, seryum dort degerli durumda da 6zgiin bir kararlilik géstermektedir. Bu
ozellik, seryumun oksidasyonunu (CeO2 olusumunu) ve bdylelikle diger nadir toprak
elementlerinden kolayca ayrilmasini saglamaktadir [79]. Seryumun, seryum dioksit ve
Ce (III) oksit, arasindaki gecisi serya donglisii olarak adlandirilmaktadir. Serya
dongiisi, hidrojen tiretimi i¢in kullanilmaktadir. Serya ise, florit yapidadir ve beyaza

yakin soluk sar1 renge sahiptir [82].

Seryumun redoks oOzelligi sayesinde seryum oksit genellikle katalizor olarak
kullanilmaktadir. Nano boyuta inildigi zaman ise seryum oksit nanopargaciklar
cogunlukla Ce(IIl) ve Ce(IV) karisimi olarak bulunmaktadir. Nanoparcgacik igindeki
Ce(IV) miktarinin artmasi ile daha giiglii katalaz etki ortaya ¢ikmaktadir [83].
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Ce’nin  bir diger oOzelligi ise, diger lantanitlerin E° degeri 2.9 iken,
Ce(IV)suda/Ce(I1I)suda i¢in E° degeri 1.72 V’tur. Bu deger Ce’nin pH gibi hidroliz ve
kompleks olusturma ozelliklerine baglidir [79, 84].

Seryum, oksitlenme 6zelligi yiiksek bir elementtir. Bu agidan demire benzer 6zellik
gostermektedir demirin paslanma Ozelligi gibi yiizeyinde oksit bir tabaka
olusturmaktadir. Seryumun ylizeyi yaklasik bir yil i¢cinde tamamen korozyona

ugramaktadir [79].

Seryumun kimyasal sembolii “Ce”dir. Atom numaras1t 58, atom agirhigr 140,11,
yogunlugu 6,77°dir. Erime noktas1 799 derece, kaynama noktasi 3443 derecedir.
Periyodik element tablosunun 3-B grubunda yer alan lantanit serisinin ikinci
elementidir. Geleneksel olarak nadir toprak elementlerinden kabul edilir. Kristal
yapisi, 726 derecenin altinda ylizey merkezli kiibik kafes seklindedir. 726 derecenin
tizerinde viicut merkezli kiibik bir kristal yapiya gecer. Giimiis parlakliginda, glimisi
beyaz renkte, yumusak, siinek bir metaldir. Bilesiklerinin bazilar1 sar1 ve kirmizi
renklidir. Saf seryum bigak ile kesilebilir, kolayca islenebilir, elektropozitifligi
yiiksektir [79-84].

1.3.3 Seryum ve Seryum Oksitin Ge¢cmisten Bugiine Kullanim Alanlari

Seryum ilk olarak Avusturyali kimyager Carl Auer Von Welsbach tarafindan gaz
lambas1 mantosu i¢in kullanilmistir. Saf toryum oksit yandiginda mavi 151k
vermektedir ancak seryum oksitle karigtirarak parlak beyaz bir 151k vermesi
saglanmistir. Seryum oksit, toryum dioksidin yanmasinda katalizor gorevi gormiistiir.
Welsbach’in bu icadi ticari anlamda biiylik 6nem tasimaktadir. Welsbach, Seryum
oksit ile ¢alismalarina devam etmis ve ferroseryum (cakmaktasi) diye adlandirilan ve

seryum katki maddeli demir alagimini da bulmustur [85].

Sekil 1.4 : Ferroseryum (¢akmak tasi).
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Seryum bilesiklerinin on dokuzuncu ylizyilin ortalarindan itibaren ilaglar ve tibbi
iiriinlerde kullanildig1 bilinmektedir. Ilk olarak 1854 yilinda, seryum nitratin kusmay1
rahatlattig1 raporlanmistir. Seryum (III) oksalat, 1950’11 yillara kadar giiniimiizde bile
hala kullanilan antihistamin meclizin ile degistirilene kadar antiemitik (kusma sinir

merkezlerini etkileyen ilag) olarak kullanilmistir [79, 86].

Seryum klorit (CeCls), Friedel-Crafts alkillesme reaksiyonlarinda katalizor olarak
kullanilmasiyla birlikte seryum tuzlarimin hazirlanmasi igin baslangic malzemesi

olarak da kullanilmistir [79].

Seryum, su-hava degisimi, etanolden buhar olusumu, dizel yakitin hidrojen gazina ve
karbon dioksite doniisiimii gibi bir¢ok reaksiyonda ko-katalist olarak kullanilmaktadir.
Fischer-Tropsch reaksiyonlarinda ve bazi yiikseltgenme reaksiyonlarinda da
kullanildig: bilinmektedir. Elektrosentez uygulamalarinda seryum oksit, oksidasyona
destek amacli kullanilmaktadir. Elektronik bilesenlerde oksitleyici olarak, kantitatif
analizlerde birincil standart olarak kullanilmaktadir. Ce (IV) bilesikleri, iyi bir

oksitleyici ajandir [87].

Ozellikle serya, seryumun ticari olarak en yaygin kullanilan bilesigidir. Serya, yiiksek
kaliteli optik yiizeylerde kullanilmaktadir. Uzun yillardir bilinen ilk ve en yaygin
kullanim alanlarindan biri aydinlatma sistemleridir. Serya, demir alagimlarinda dnemli

bir yan malzemedir [85].

Gilinlimiizde Seryum elemental formda ya da seryum bilesikleri olarak pek ¢ok alanda
kullanilmaktadir. Cam, boya, pigment, cila, katalitik konvertorler, miknatislar gibi
malzemelerde kullanilmaktadir. Floresan lambalar, televizyon ekranlari, projektorler,
manyetik optik kompakt diskler, oksijen gecirgen membran sistemler ve yakit
hiicreleri gibi teknolojik malzemelerde yer almaktadir. Motor alagimlari, porselen
kaplamalar, paslanmaz ¢elik malzemeler, krom kaplamalar gibi malzemelerin iginde
otomotiv sektorii gibi oncii sektorlerde de kullanilmaktadir. Aydinlatma alaninda da
onemli bir yeri alan seryum ve bilesikleri akkor lambalar, karbon ark lambalari, enerji
tasarruflu ampullerde bulunmaktadir. Gozliiklerde, kendi kendini temizleyen
yiizeylerde, cam yiizeylerde ¢izik giderici ve parlatici olarak da seryum kullanilan bir

malzemedir [85, 86, 87].
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1.3.4 Seryum Oksit (CeOz)

Seryum dioksit (CeOy), lantanit grubuna ait nadir toprak metali Seryum'un oksit
formudur. CeO: genellikle mikro veya nano olgekli beyaz ile agik sari renkli toz

formunda bulunan bir malzemedir.

Seryum, lantanit serisinin ikinci iiyesi ve en reaktif elementidir. Dogas1 geregi
elektropozitif olan seryum, Ce®* ve Ce** olmak iizere ikili oksidasyon modlarinda

3+

bulunur. Ce** oksidasyon durumu genellikle Ce®*’ten daha kararl bir yapiya sahiptir,
clinkii Ce*" elektronik konfigiirasyonu [Xe]4f° kararli yapiya sahipken, Ce®* elektronik

konfigiirasyonu [Xe]4f! bos bir elektron seviyesine sahiptir [79].

Seryum, seryum dioksit (CeO>) ve seryum trioksit (Ce203) adinda iki tip oksit yapiya
sahiptir. CeOz daha kararli yapidadir ve daha ¢ok bulundugu igin kisaca CeO2 Seryum

oksit olarak kullanilmaktadir.
1.3.5 CeO2’nin Kristal Yapisi

Seryum dioksit (CeO,), florit/yiizey merkezli kiibik yapiya (FCC) sahiptir. Sekil 1.5'te
gosterildigi gibi alternatif kiip merkezlerini isgal eden seryum iyonlar ile basit bir
kiibik oksijen alt kafesinden olusur. CeO2’nin stokiyometrik yapisi, dort koordineli
oksijen ve sekiz koordineli seryum ile temsil edilmektedir. Seryum, koseleri oksijen

atomlariyla dolu olan tetrahedronun merkezindedir [88].

Sekil 1.5 : CeOy: i¢in FCC yapis1 [88].

Nano boyuta inildik¢e nanopargaciklarda bulunan genis yiizey alani/hacim oram
benzersiz  Ozellikler kazandirmaktadir. Partikiil boyutunu azaltmak, CeO:2

nanopargaciklarda daha fazla oksijen boslugu olusumuna neden olmaktadir. Ayrica,
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nano boyutlu CeO., y1gin formuna gore elektronik iletkenlik gibi bir¢ok yeni ve iistiin
ozellikler kazanmaktadir [79].

1.3.6 CeO2’nin Uygulama Alanlari

Gliniimiizde teknolojik agidan 6nemli bir yer edinen CeO», bir¢ok farkli alanda dikkate
deger uygulama alanlarina sahiptir. CeO2’nin en ¢ok bilinen ticari ve endiistriyel

uygulamalarinin bazilar1 asagida 6zetlenmistir.

CeO; bazli seramiklerin, Ce®" ve Ce*' arasindaki tersine cevrilebilir redoks gegisi
sayesinde indirgen bir atmosferde karisik iyonik ve elektronik iletkenlik sergiledikleri
iyi bilinmektedir. Ayrica, oksijen boslugu olusum mekanizmasi sayesinde mitkemmel
katalitik aktiviteler gostermektedir. Bu ozellikleri sayesinde basta kati oksit yakit

pilleri olmak tizere pil teknolojisi i¢inde potansiyel bir kullanim alanina sahiptir [89].

CeO:2 nanopargaciklari, tic degerli ve dort degerli halleri arasinda kolay gegis yapmasti
ve dogada ¢okg¢a bulunmasi sebebiyle yiiksek oksijen depolama kapasitesine sahiptir.
Bu durum CeO2’yi kataliz olarak mitkemmel bir se¢im haline getirmektedir. Karbon
monoksit (CO) oksidasyonu, katalitik uygulamalar i¢in 6nemli bir reaksiyondur. CO
oksidasyonu sirasinda, CeO2 nanomalzemelerin, diisiik sicakliklarda katalizorlerin
oksijen depolama kapasitesini artirabildigi bilinmektedir. Genel olarak, yiliksek yiizey
alanina sahip nanomalzemeler bu uygulama i¢in ideal kabul edilir. Yiksek yiizey
alani, aktif tiirlerin reaktanlarla temas etmesi i¢in daha biiyiik bir egilim saglar ve bu
nedenle, gelismis bir katalitik performans beklenebilmektedir [89]. Ek olarak, Au-
destekli CeO2 nanopargacik bazli fotokatalizorler tiretildigi de rapor edilmistir [91].

CeO2 nanomalzemeler ayrica cevresel iyilestirme i¢in de kullanilmaktadir. CeO>
nanotiiplerin ve nanopargaciklarin ortaya ¢ikan kirletici maddelerin iyilestirilmesi
amactyla yapilmis aragtirmalar literatiirde yer almaktadir [91, 92]. Ornek bir ¢alismada
kentsel ortam havasinda bulunan ve ¢evre sagligi ile ilgili 6nemli bir endise kaynag:
olan aromatik benzenin iyilestirilmesi iizerine c¢alisilmis ve bu amag i¢in CeO2
nanomalzemelerin fotokatalitik aktiviteleri incelenmis ve bir diger nano malzeme olan

ticari TiO2 (P25) ile sonuglari karsilagtirilmistir [92].

Ayrica, CeO2 nanopargaciklar, dizel yakit icin daha fazla yanmaya ve egzoz

emisyonlarini1 azaltmaya yardimei olmasi i¢in kullanilan ideal bir katki maddesidir.
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Seryum oksit katkisi, motordaki kurumlari yok ederek motor performansini

artirmaktadir [87].

CeO2 suda ve seyreltik asitte tamamen ¢oziinmemesi sayesinde, yaygin bir sekilde
asindirici olarak kullanilmaktadir. Camlarin cilalanmasinda kullanildig ve ayrica 1s1ya

dayanikli alagim kaplama ve seramik kaplamada da kullanildigi bilinmektedir [90].
1.3.7 CeO2 Nanoparcaciklarin Toksik Ozellikleri

Nanoteknolojide birgok kullanim alanina sahip olan CeO: nanoparcaciklarin
ekosisteme karigmasi ile olusabilecek toksik etkiler merak uyandirmakta ve bu konuda
da aragtirmalar yapilmaya devam etmektedir. Kullanim1 her gegen giin artan CeO>
nanopargaciklar lizerine yapilan ¢aligmalar literatiirde mevcut olmakla birlikte bu
arastirmalar toksik etkileri lizerine yeterli veri saglayacak diizeyde degildir. Mevcut

arastirmalardan bazi 6rnekler asagida sunulmustur.

CeO2 nanopargaciklarinin iki farkli amfibi larva tiirii (Pleurodeles waltl ve Xenopus
laevis) ve omurgasiz Chironomus riparius ve diatom Nitzschia palea tizerindeki toksik
etkileri aragtirilmistir. Pleurodeles waltl tizerinde genotoksik bir etki yaratabilecegi
belirtilmistir [93].

Nano boyuttaki CeO2'nin in vivo toksik etkileri iizerine yapilan ¢alismada, 96 saat
boyunca 100 pg/L CeO'ye maruz kalan Mytilus galloprovincialis deniz midyelerinin
hemosit ve doku (solungagclar, sindirim bezi) seviyesinde ¢esitli lizozomal, immiin,
inflamatuar ve antioksidan biyobelirtegleri Ol¢lilmiistiir. Hemositlerde ve sindirim
bezindeki molekiiler sonuclar, biyolojik fonksiyonlar1 bilinen 11 gen belirlenerek
degerlendirilmistir. Sonuglar, nano boyutlu CeO2’nin dokularda birikimi ile farklh
biyolojik organizasyon seviyelerinde spesifik immiinomodiilatér ve antioksidan
etkilere sebep oldugunu gostermektedir. Bu veriler ayrica nano CeOz'nin fizyolojik
etkilerinin ve muhtemel oksidatif hasarlarin nedeninin CeO2’nin redoks mekanizmasi
oldugunu desteklemektedir. Ayrica, tiim organizmalar diizeyinde nano CeOz'nin olasi
toksik etkilerini belirlemek icin, genis bir konsantrasyon aralifinda 48 saatlik
embriyotoksisite testi de bu ¢alismada yapilmistir. Nano CeO2 maruziyeti sonucunda,
normal embriyo gelisiminde kiiciik bir miktar azalma tespit edilmistir. Genel olarak,
sonuclar midyelerde nano CeO2'nin farkli biyolojik organizasyon seviyelerinde farkli

fizyolojik siiregleri etkileyebilecegini gostermektedir [94].
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Garauda ve arkadaglarinin yaptig1 arastirmada ise iki tath su omurgasizinda (tatli su
amfipodu Gammarus roeseli ve zebra midyesi Dreissena polymorpha) ¢evreye duyarli
konsantrasyonlarda nano CeOz'nin kisa vadeli etkilerinin arastirilmistir. Calismada,
coklu belirte¢ yaklasimi kullanilarak nano CeOz'nin organizma biyolojisi lizerindeki
olumsuz etkileri incelenmistir. Calismada, su kolonundaki organizmalardaki
farkliliklarinin, farkli nano CeO2 biyoakiimiilasyonuna yol a¢tigi ve sonucunda
Gammarus roeseli’nin, Dreissena polymorpha'dan daha fazla seryum biriktirdigi
raporlanmistir. Nano CeO2'ye maruz kalma, membran stabilitesine, katalaz
aktivitesinde ve midye sindirim bezlerindeki lipid peroksidasyonunda (LPO) azalmaya
yol agarken, ayn1 zamanda hemolenf iyon konsantrasyonlarini da olumsuz etkilemistir.
Azalmanin nano CeO: antioksidan 6zelliklerinden kaynaklanabilecegi belirtilmistir.
Ayni zamanda, Gammarus roeseli iizerinde nano CeOz'nin giiglii yan etkileri

gbzlenmemistir [95].

Sitrat kapli nano CeO2 (ci-CeO2) ve ¢iplak nano CeO'ye (ba-CeO2) kronik maruz
kalmanin tathh zebra midyesi Dreissena polymorpha iizerindeki etkilerini
degerlendirmek i¢in basitlestirilmis bir ekosistem iireten Garaud ve arkadaslarinin
yaptig1 ¢alismada, organizmalar ii¢ hafta boyunca partikiillere maruz birakilmis ve
biyobelirteg analizi i¢in haftalik olarak 6rnekler alinmistir. Midyelerin filtre besleme
aktivitesi sonucunda, nano CeO:'nin midyeler tarafindan su kolonundan 6nemli 6l¢iide
uzaklastirlldigi gézlemlenmistir. Midyelerin, ci-CeOz'yi ba-CeO>'den ii¢ kat daha fazla
biriktirdigi kaydedilmistir. Biyomarker sonuglari, pi-glutatyon-S-transferaz (piGST)
mRNA, katalaz (CAT) aktivitesi ve lizozomal sistemin, diskriminant analiz ile se¢ilen
yedi biyobelirtecten en ¢ok etkilenenler oldugunu vurgulamaktadir. Bu biyobelirteg
sonuglari, nano CeO2'nin her iki formuna da maruz kalan midyelerin stres altinda
oldugunu ve kontrol grubundan farkli sonuglar gosterdigini kanitlamaktadir. Ayrica,
ba-CeO:> ve ci-CeO2 maruziyetine midyelerin farkli tepkiler verdigi belirtilmis ancak

ciddi toksik etki gozlemlenmemistir [96].

Sendraa ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, farkl fiziko-kimyasal 6zelliklere (boyut,
sekil, zeta-potansiyeli ve Ce*3/Ce** orami) sahip iki farkli CeO2 nanoparcaciklarin
toksik etkileri incelenmistir. Bu iki farkli CeO2’nin ayn1 zamanda plazma sivisindaki
biyomolekiillerle de farkli davranislar sergiledigi gézlemlenmistir. Bu galisma, deniz

tiirii kara midyelerinin (Mytilus galloprovincialis) birincil hemositlerinin kullanildigi
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in vitro bir ¢aligmadir. Sonuglar, maruziyet ortamindaki CeO> nanopargaciklarin
aglomerasyon durumunun, partikiil etkilerinde 6nemli bir role sahip olmadigini, ancak
nanoparcaciklarda sekil, zeta-potansiyeli ve biyokorona olusumundaki farkliliklarin
hemositler lizerinde olumsuz etkilere neden olacak 6nemli faktorler oldugu tespit
edilmistir. Negatif yiiklii ve yuvarlak sekilli CeOz nanopargaciklarin stres
biyobelirteglerinde (LMS) ve immiinolojik parametrelerde (ROS ve fagositoz
kapasitesi) daha yiliksek degisikliklere neden oldugu raporlanmistir. CeO2
nanoparcaciklarin neredeyse notr yilizey yiikii ve iyi sekillendirilmis olanlarinin énemli
toksik  Ozellikler gostermedigi tespit edilmistir. Sonucglara gore, CeO:2
nanoparcaciklarin sahip oldugu farkli fiziko-kimyasal 6zellikler nanoparcaciklarin
toksisitesinde Onemli bir rol oynamaktadir, ayn1 zamanda nanopar¢aciklarinin
biyolojik sivilarla etkilesiminin incelenmesi de hiicresel diizeyde davranisini ve

toksisitesini bilmek i¢in arastirilmasi gereken 6nemli bir konudur [97].

Sugantharaj David ve arkadaslarinin yaptig1 calismada ise, nano ve yigin CeO2
pargaciklarin Artemia salina tizerindeki etkisi karsilastirmali olarak arastirilmustir.
CeO2’nin TEM analizi ile belirlenen boyutlar1 sirasiyla 15 = 3,5 (nano) ve 582 + 50
nm (yigin) olarak belirtilmistir. CeO2 partikiillerinin her iki boyutu da Artemia
salina’nin yumurtadan ¢ikma oranimi engellemistir. Nano-CeO2'nin yi1gin CeO: ile
Artemia salina i¢in daha toksik oldugu tespit edilmistir. Nano-CeQO2, Artemia salina
lizerinde yigin formdan daha yiliksek oksidatif strese (ROS) sebep olmustur.
Antioksidan aktivitesindeki azalma, hiicrelerdeki oksidatif streste bir artis oldugunu
ve savunma sisteminin yetersiz kaldigin1 gdstermistir. Nano ve yigin CeO2
parcaciklara maruz kalma sonucunda yiiksek asetilkolin esteraz aktivitesi (AChE)
gbzlenmistir. Konsantrasyon ve partikiil boyutu arttikga CeO2 partikiillerinin alim1 ve
birikimi de artmistir. Bu nedenle, sonuglar nano CeOz'nin y1gin partikiillere kiyasla

Artemia salina i¢in daha toksik oldugunu ortaya koymustur [98].

Koehlé-Divoa ve arkadaslarinin yaptigir calismanin amaci, kuyruklu yildiz testi ve
coklu enzimatik biyobelirte¢ yaklasimi kullanilarak CeO2 nanoparcaciklarin tatl su
midyesi (bivalve) Corbicula fluminea tizerindeki genotoksik ve fizyolojik etkilerinin
degerlendirilmesidir. Kisa siireli deney sirasinda (6 giin) iki farkli konsantrasyondaki
CeO, nanopargaciklara maruz birakilmistir. Birinci doz 10 ug/L disik ancak

olgiilebilir bir konsantrasyon ve ikinci doz ise on kat daha yiiksek olan 100 pg/L olarak
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secilmigtir. DNA hasarinin, iki gilinlik maruziyette baslayarak test edilen her iki
konsantrasyon icin de kontrole kiyasla devam eden siirede Oonemli Olglide arttigi
goriilmiistiir. Baz1 enzimatik anti-oksidatif savunmalar (toplam antioksidan kapasite,
katalaz aktivitesi), anti-toksik mekanizmalar (glutatyon-S-transferaz aktivitesi,
kaspaz-3 aktivitesi) ve enerji metabolizmasi aktiviteleri (laktat dehidrojenaz aktivitesi)
6 giinliik maruziyetten sonra artmaya basladig1 raporlanmistir. Bu ¢alismada, CeO>
nanopargaciklarin Corbicula fluminea tizerindeki zaman ve konsantrasyon etkileri,
genotoksisite ve biyobelirteg analizlerinin birlikte yorumlanmasiyla vurgulanmistir
[99].

1.3.8 CeO2 Ekotoksikolojisinin Arastirilma Nedenleri

Nanomateryal iiretimindeki siirekli artis nedeniyle tiretilen nanomalzemelerin sucul
ortama salinma potansiyeli, her gecen yil giderek artmaktadir. Seryum oksit (CeO2)
nanoparcacik (nano-CeQOy) iiretimi yilda yaklasik 10.000 ton seviyesindedir [100,
101]. 2014 yilinda yalnizca Avrupa Birligi'nde 3,240 ton nano-CeO> kullanilmigtir
[100, 102]. Nano-CeO., kozmetik endiistrisinden otomotiv endiistrisine kadar,
elektronik, optik, katalizor, kaplama ve boya olmak iizere pek ¢ok uygulama alaninda
kullanilmaktadir. Yapilan bir ¢alismada, MNP’lerin malzeme akis modellemesine
gore, yillik 300 ton nano-CeOz'nin sucul ekosistemlere karistigi tahmin edilmektedir.
Ayni ¢alisma, kaplamalarin, boyalarin, pigmentlerin ve kozmetiklerin de nano-
CeO2'nin sucul ekosistemlere karismasina sebep oldugunu gostermektedir. Bu
calisma, c¢evreye atilan nano-CeOz’nin gelecekte su ekosistemlerindeki varliginin
artacagini da kanitlamaktadir [100, 103]. Sucul ekosistemdeki nano-CeOz'nin baglica
birikme sebebi, su kenarlarinda ve atik su kaynaklar1 yoluyla sediment ortamina
karismasindan kaynaklanmaktadir [100, 102]. Sucul ekosistemlerde nano-CeOz'nin
dogrudan 6l¢iimii oldukga zordur, bu nedenle konsantrasyon tahminleri modelleme
yontemlerine dayanmaktadir. Tatli su sedimentlerinde tahmini nano-CeO>
konsantrasyonu 0,2-95 ug/kg arasinda degismektedir, atik su aritma sedimentleri
icinde ise bu konsantrasyonun 350 pg/kg degerinde oldugu tahmin edilmektedir [100,
102, 104].

Nano-CeO2’nin g¢evre salimi tahminlerine ragmen, bentik kommiiniteler tizerindeki
etkileriyle ilgili veriler yetersizdir. Uretilen nano-malzemelerin spesifik &zellikleri

nedeniyle kullanimlar1 giin gectikce artmaktadir. Ayrica bu spesifik 6zelliklerin
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cevresel ve biyolojik davranislari hakkindaki bilgi kisithidir [100, 105]. Bu sebeple,
organizmalarin nano-CeOz'ye maruz kalma durumlarini, bunlarin biyota ve dolayisiyla
cevre sagligina potansiyel toksik etkilerinin arastirilmasina olan ihtiya¢ hala devam

etmektedir.

Nano-CeOz'nin hizli sedimantasyonundan dolay1, bentik organizmalarin maruz kalma
olasiligr olduk¢a yiiksektir ve bu nedenle bu organizmalar tatli su kirliliginin
biyoindikatorleri olarak kullanilabilmektedir. Larva evresinde sedimente bagli bir¢cok
tire sahip ¢esitli makro-omurgasizlar grubu olan kronomidler, toksisite ¢alismalari

icin standardize edilmis bir model organizmadir [100, 106].

Nanoparcaciklar, tathi su ortamlarinda dibe ¢oktiikleri i¢cin dogrudan bentik
organizmalar1  etkilemektedir. Bu sebeple, bu tez c¢alismasinda farkh
konsantrasyonlarda nano-CeOz’nin bir bentik organizma olan Chironomus riparius

tizerindeki toksik etkisi incelenmistir.
1.3.9 Nano CeO2 Hakkinda Celiskili Arastirmalar

Literatiirde, CeO2 nanoparcaciklarin etkileri iizerine ¢eliskili sonuglar bulunmaktadir.
CeO:2 nanopargaciklar1 hem antioksidan hem de bir¢cok Reaktif Oksijen Tiirli (ROS)

tiretimini tetikleyici etken madde olarak rapor edilmistir [79].

Baz1 arastirmalarda, CeO2 nanoparcgaciklarin serbest radikal tiirlerini uzaklastirmay1
saglayan  antioksidan  olarak  kullanilabilecegini  raporlanmistir.  CeO2
nanopargaciklarin, siiper oksidin oksijen ve hidrojen perokside doniigmesi ile ROS
iretiminin ve memeli hiicrelerindeki zararli etkilerinin azaltilmasinda siiper oksit
dismutaz (SOD) benzeri ana katalizor olarak davrandigi raporlanmistir. Ayrica,

korliige neden olan retina bozukluklarini engelledigi belirtilmistir [79].

Ancak CeO: nanopargaciklar hakkinda zit sonuglar da literatiirde bulunmaktadir. CeO>
nanopargaciklarin, bir¢ok biyolojik sistemde ROS {iretimini sagladig1 ve hizlandirdigi
raporlanmistir. Siganlarin karacigerlerinde hasara sebep oldugu, akciger dokular1 gibi

cesitli insan kas dokularinda orta derecede toksik oldugu raporlanmistir [79].

Son c¢alismalarda CeO2 nanopargaciklarin boyutundaki, seklindeki ve Ce®*/Ce*
oranindaki farkliliklarin bu zit davranislara sebep oldugu belirtilmesine ragmen [79],

CeO:2 nanopargaciklarin zararlt mi1 yoksa faydali mi olduguna karar verebilmek i¢in
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daha fazla arastirma sonucuna ihtiya¢ duyulmaktadir ve bu tez ¢alismasi bu anlamda
literatiire katki saglayacaktir. Son yillarda kullanim alan1 giin gegtikce artan seryum
dioksit nanoparcaciklar boya, kozmetik, temizlik gibi sektorlerde kullanmakta ve bu
sektorlerde iiretim yapan fabrikalarin atik sularin1 denize birakmasi ile CeO:
nanopargaciklar kolaylikla dogal su ortamlarina karigmaktadir. Bu sebeple, CeO2
nanoparcaciklarin sucul ortamdaki toksik etkilerini inceleyen ¢alismalara da ihtiyag
duyulmaktadir ve bu tez calismasi da literatiirdeki bu boslugu doldurmada katki

saglayacaktir.
1.4 Tezin Amaci

Glinlimiizde nanoparcaciklarin, sucul ortamdaki dogal hayata etkilerinin arastirildig
calismalar heniiz yeterli diizeyde degildir ve elimizdeki bilgiler sinirlidir. Ancak,
yapilan bazi calismalar parcacik boyut ve sekil etkisinin 6nemini ortaya koymaktadir.
MNP’lerin ¢evreye etkileri hakkinda daha fazla bilgiye ihtiya¢ duyulmaktadir. Daha
fazla bilgi elde edebilmek icin g¢esitli deneysel yontemlerin gelistirilmesi

gerekmektedir. En 6nemli ihtiyaglar asagida siralanmaistir:

1. Nanopargagiklar i¢in numune alma, O6lgme ve saptama ydntemlerinin
gelistirilmesi/iyilestirilmesi ve her malzeme igin ayr1 bir standart olusturulmast
gerekmektedir.

2. Her bir nano malzeme i¢in belirli standartlar olusturularak ayrintili
karakterizasyonun yapilmasi ve bir kilavuz olusturulmasi gerekmektedir.

3. Sucul organizmalar iizerinde nano boyuta 6zgl etkilerin arastirilmasi ve

yigin/makro boyuttan farkinin incelenmesi gerekmektedir.

Bu nedenlerle bu tez kapsaminda asagida siralanan hedefler tez ¢calismasinin amaci

olarak belirlenmistir.

» MNP’lerden onemli biri olan nano-CeOz’nin endiistriyel alanda en c¢ok
kullanilan nano boyuttaki tiirlerinden biri segilerek malzemenin fiziksel,
kimyasal ozellikleri, kristal yapisi, morfolojisi, su ve sediment ortamindaki
davraniglarinin ayrintili olarak incelenmesi amacglanmistir. Boylelikle tez
kapsaminda calisilan nano-CeO; icin yukarida belirtilen 1 ve 2 numaral

ithtiyaglarin giderilmesi amaglanmaistir.
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» Nano-CeO:'nin artan iiretimi ve kullanimi sonucunda bu pargaciklarin tatl su
ortamlarina ulastiklar1 ve su ortaminda dibe ¢okiip biriktikleri bilinmektedir.
Boylelikle nano-CeOznin bu hizli sedimantasyonundan dolayi, bentik
organizmalarin nano-CeO.'ye maruz kaldiklar1 tahmin edilmektedir. Bu
sebeplerle bu tez kapsaminda tatli su ortaminda yasayan ve biyo-indikator
olarak toksikoloji ¢alismalarinda sik¢a kullanilan iki canli tiirti Chironomus
riparius ve Unio crassus segilerek bu iki organizma iizerindeki nano-CeO2'nin
toksik etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Boylelikle yukarida ifade edilen

3 numarali ifadeye katki saglanmasi1 hedeflenmistir.
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2. NANO CeO2’NIN CHIRONOMUS RIPARIUS UZERINDEKI TOKSIiK
ETKILERI

2.1 Calismanin Amaci

Giiniimiizde pek ¢ok alanda kullanimi1 artan Seryum Oksit nanoparcaciklarinin (nano-
Ce0y), cevreye etkisinin arastirilabilmesi i¢in bu nano-malzemeler OECD 6ncelik
listesine dahil edilmistir. Nanoparcaciklar, tatli su ortamlarinda dibe ¢oktiikleri i¢in
dogrudan bentik organizmalar1 etkilemektedirler. Bu sebeple Chironomidae (Diptera)
familyasina ait olan Chironomus riparius, ¢alisma kapsaminda model organizma
olarak secilmistir. Deney prosediirii, OECD 218 numarali kilavuza uygun olarak

tasarlanmustir.

Bu c¢alisgmasinin genel amaci farkli konsantrasyonlarda nano-CeOz’nin bir bentik
organizma olan Chironomus riparius tizerindeki toksik etkilerinin incelenmesidir. Bu

temel amag¢ dogrultusunda belirlenen alt hedefler asagida siralanmistir.

1. Nanopargacik 6zelliklerinin modern analitik yontemlerle incelenmesi (kristal
yapist, morfolojik 6zellikleri, nanoparcacik boyutu ve ortam i¢inde (sediment
ve su) kiimelenmesinin 6zellikleri/davranislari, spesifik ylizey analizi, yiizey
kimyasi, hidrodinamik ¢ap, polidispersite ve zeta potansiyel degerleri)

2. Nano-CeOz’nin toksik etkilerinin aragtirilabilmesi i¢in uygun test diizeneginin
OECD'nin 218 numarali prosediiriinden de faydalanarak kurulmasi ve sucul
ekosistemlerde biyolojik izleme yontemlerinin uygulanmasi

3. Model organizma tarafindan nano-CeO pargaciklarinin
biyoakiimiilasyonunun belirlenmesi (ICP-MS ¢alismasi)

4. Nano-CeO2'nin yasam dongiisii toksisite parametrelerinin gézlemlenmesi ve
parametrelerin degerlendirmesi

5. Biyobelirte¢ caligmalari yapilarak oksidatif stres parametrelerin bulunmast

6. Somatik hiicrelerdeki DNA hasarinin belirlenmesi
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2.2 Materyal ve Yontem
2.2.1 Test Maddesi: Nano CeO:2

Ticari partikiil cap1 <25 nm olan CeO2 (Seryum (IV) Oksit) NP’ler (iirlin numarasi
544841) Sigma-Aldrich’den temin edilmistir. Calismalara baslamadan 6nce CeO>

NP’lerin kimyasal ve yapisal 6zellikleri ayrintili olarak karakterize edilmistir.
2.2.2 Karakterizasyon Yontemleri
2.2.2.1 Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM)

Gecirimli elektron mikroskobu (TEM (Transmission Electron Microscope)) ¢ok ince
bir ornek icinden gecirilen yiiksek enerjili elektronlarin goriintiillenmesi prensibine
dayanmaktadir. Elektronlarin 6rnek ile etkilesimleri sonucu olusan goriintii biyitilir
ve sensor lizerine odaklanir. Nanometre mertebesinde ¢ok kiiclik ve ince alanlardan,
milyon kat1 biiyiitmelerde malzemenin kristalografik ve morfolojik bilgilerine ayni
anda ulagilmasin1 olanaklt kilan bir tekniktir [107]. Tez c¢alismasinda, TEM
pargaciklarin seklini, morfolojisi, parcacik biiyiikliiklerini ve topaklanma gibi

ozelliklerini goriintiilemek i¢in kullanilmistir.

CeO2 nanopargaciklarin TEM goriintiileri FEI Tecnai G2 F30 cihazi kullanilarak elde
edilmistir. Ornekler, parcactk dagilimimi saglayabilmek igin 1-2 damla etanol

damlatilarak karbon kapli bakir grid tizerinde hazirlanmistir.
2.2.2.2 X-Istm Kirinmm Yoéntemi (XRD)

X-Isin1 Kirinim yontemi (XRD), her bir kristalin fazin kendine 6zgli atomik
dizilimlerine bagl olarak, X-ismlarin1 karakteristik bir diizen icerisinde kirmasi
esasina dayanmaktadir. Her bir kristalin faz i¢in bu kirnim profilleri o kristalin parmak

izi olarak tanimlanabilmektedir [107].

X-Isinim1 Kirinim (XRD) 6l¢iimleri Pananalytical X’pert Pro ¢ok amacglh X-Isinimi1
Kirmim Olger cihazinda yansima geometrisi ile gerceklestirilmistir. CuK-Alpha
1s1nim1 (dalga boyu=0.154 nm) 40 kV ve 40 mA kosullarinda kullanilmustir. Olgiimler
2 Theta’da, 1° ile 90° arasinda 0,05°’lik adimlarla yapilmustir.
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2.2.2.3 X-Ray Fotoelektron Spektroskopi (XPS)

X-Ray Fotoelektron Spektroskopisi (XPS) kati materyallerin yiizeyleri hakkinda
kimyasal bilgi elde etmek i¢in kullanilan gelismis bir yiizey analiz teknigidir. Metot,
kat1 ornekleri uyaran bir x-151n demeti kullanarak foto-elektronlarin sagilmasini
saglamaktadir. Firlatilan elektronunun kinetik enerjisi numuneye gonderilen X-
1sinlarinin enerjisi ve elektronun baglanma enerjisine baglidir. Elektron X-1sinlarindan
aldig1 enerjinin bir kismini baglanma enerjisini yenmek i¢in kullanir ve geriye kalan
elektronun Kinetik enerjisidir. Baglanma enerjisi elektronun baglandigi atomun ve
bulundugu orbitalin karakteristik bir degeridir. XPS ile NP’lerin yiizeyinin kimyasal

yapist ve baglanma enerjileri tayin edilmistir [107].

XPS’de, yayilan kinetik enerji dagilimi, uygun elektron enerji ¢oziimleyicisi
kullanilarak 6l¢iilmiis ve bu sayede foto elektron spektrumlari kaydedilmistir. Ayrica
XPS, ¢ekirdek seviyelerini analiz edebilmek igin hassas X-Isinimi (200-1500 eV)

degerlerini kullanmustir.

XPS analizlerinde, Mg K-Alpha (1253.6 eV) X-isinim1 kaynagi 300 W degerinde
calistirlmistir. Inceleme spektrasi olarak 117.40 eV gecis enerjisi kullanilmistir.

Spektra, normal yiizeye 60° ¢ikis acis1 kullanilarak kaydedilmistir.
2.2.2.4 Brunauer-Emmett-Teller (BET)

BET cihaz1 kat1 veya toz numunelerde fiziksel adsorpsiyon yontemiyle yiizey alani
6l¢iimleri, mikro/mezo/makro gozenek boyutunu ve gézenek boyut dagilimini diigiik
basinglarda ve yliksek ¢oziintirliikte tespit edebilmektedir. Cihaz numune yiizeyini tek
bir molekiiler tabaka ile kaplamak i¢in gerekli gaz miktarini tayin etmekte, Brunauer
Emmett ve Teller teorisini kullanarak yiizey alanini hesaplamaktadir [107]. Tez
caligmasinda, Brunauer-Emmett-Teller yiizey alan1 analizi (BET) teknigi ile NP’lerin

yiizey alan1 ve porozitesinin dl¢limii i¢in kullanilmistir.

CeO2 nanopargaciklarin Brunauer-Emmett-Teller (BET) yiizey alani analizi Autosorb-
1Q Station 1 cihazinda N2 ortaminda gergeklestirilmistir. CeO2 nanopargaciklarin
(BET) ylizey alanlari, 77 K’de N2’nin yiizeye tutunmasi ve yiizeyden ayrilmasindan
elde edilmistir. Olgiimler yapilmadan 6nce Ornekler 120°C’de 15 saat boyunca

gazlardan arindirilmistir.
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2.2.2.5 Dinamik Isik Sacilma Spektroskopisi (DLS) & Zeta Potansiyel

Dinamik 1s1ik sagilma Spektroskopisi, seyreltik ¢ozelti igerisindeki kiiglik
parcaciklardan sacgilan 1518in  siddetinin ve degisiminin Ol¢ililmesi temeline
dayanmaktadir. Sacgilan 15181n siddetindeki degisim, pargacigin hareketine buna bagh

olarak da pargacigin biiyiikliigiine, ortamin viskozitesine ve sicakligina baglidir [107].

Zeta potansiyel ise, taneler arasindaki itme veya c¢ekme degeri Ol¢limiidiir. Zeta
potansiyel dl¢iimii dagilma mekanizmalari ile ilgili ayrintili bilgi vermektedir. Belli
bir ylikteki tane, siispansiyon igerisindeki kars1 yiikteki iyonlar1 ¢eker, sonug olarak,
yiiklii tanenin yilizeyinde gli¢lii bir bag ylizeyi olusur ve daha sonra da yiiklii tanenin
yiizeyinden disa dogru yayilmig bir ylizey olusur. Yayilmis bu ylizey igerisinde
"kayma ylizeyi" diye adlandirilan bir sinir bulunur. Yiikli tane ve onun etrafinda
bulunan iyonlarin kayma yiizey sinirina kadar olan kisim tek bir parga olarak hareket
eder. Bu kayma yiizeyindeki potansiyel zeta potansiyeli olarak isimlendirilir ve hem
tanenin yiizey yapisindan hem de i¢inde bulundugu sivinin igeriginden etkilenir.
Tanelerin polar sivilar igerisindeki davraniglarini yiizeylerindeki elektrik yiikii degil,
zeta potansiyel degerleri belirler [107]. DLS, nanoparcaciklarin su igerisindeki
hidrodinamik ¢ap1, zeta potansiyel ve polidispersite degerlerini 6l¢mek igin

kullanilmistir.

CeO2 nanopargaciklarin hidrodinamik yari ¢apt ve zeta potansiyeli, 633 nm dalga
boyunda 5mW He-Ne lazer kaynagi kullanilarak 25°C’de Malvern ZetaNano ZS
cthazinda Olgiilmiistiir. CeO2 c¢ozeltisi deiyonize edilmis suda 0,1 mg/mL
konsantrasyonda hazirlanmistir. Cozelti ultrasonik banyoda tutulmamistir. Cozelti
hazirlandiktan sonra ortalama hidrodinamik yarigap 1 saat boyunca her 5 dakikada bir
Olciilmiistiir. Bu 6lctimler, yiiksek ¢okelti olusumu beklendiginden, zamanla meydana

gelen ¢ozelti kararsizligini gormek i¢in yapilmastir.
2.2.2.6 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Taramali elektron mikroskobu (SEM (Scanning Electron Microscope)), odaklanmis
bir elektron demeti ile numune yiizeyini tarayarak goriintii elde eden bir elektron
mikroskobu tliriidiir. Elektronlar numunedeki atomlarla etkileserek numune
yiizeyindeki topografi ve kompozisyon hakkinda bilgiler igeren farkli sinyaller
tiretmektedir [107].
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CeO2 nanopartikiillerinin morfolojisi, agregasyon durumu ve partikiil biiylikliigl orta
ivmeli voltajda (10-20 kV) FEI Nova Nano SEM 430 Alan Emisyon Taramali Elektron
Mikroskobu ile analiz edilmistir. Vakum altindaki partikiillerin iyi ¢oziiniirliikle
arastirilabilmesi i¢in numuneler, pliskiirtme yoluyla 10nm kalinliginda ince bir Au

tabaka ile kaplanmistir.

SEM analizi i¢in 250 ve 2500 mg/kg nano-CeQOz/ince kum (sediment igindeki kum)
numuneleri hazirlanmistir. Au kapli CeO2 nanopargaciklarinin ve kum parcaciklari
karisiminin SEM goriintiilerini dogru tanimlayabilmek i¢in Enerji Dagilimli X-1sinlar1
Spektroskopi (EDX) analizi, SEM analiziyle es zamanl yapilmistir. EDX, sediment
icindeki CeO> pargaciklarin tespit edilmesinde yardimci olmustur. Ayrica kum ile
karisitk CeO2 parcaciklarin ylizey iizerindeki konumunun yiiksek hassasiyetle

haritalamasina imkan saglamistir.
2.2.3 Test Organizmasi: Chironomus riparius

Bu caligmada kullanilan test hayvani larvadan ergin evreye kadar isirmayan midge
Chironomus riparius'tur (Diptera, Chironomidae). Deneylerde kullanilan Chironomus
riparius'un &rnekleri, OECD kilavuzuna gore yetistirilmis, Ni§ Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi laboratuvarinda bulunan stok kiiltiirlinden alinmistir (OECD,
2004). Stok kiiltiirin {ireme popiilasyonunu olusturmak igin &rnekler, Nis
yakinlarindaki dogal bir habitattan (eski Nisava nehir yatagi, 43 ° 19'01.73" K; 21°
51721.79" Dogu; deniz seviyesinden 187 metre) alinmistir. Kilavuza gore, larvalar
ogiitiilmiis seliiloz kagitlar1 ve musluk suyu-deiyonize su karigimiyla dolu olan cam
tanklarda 23°C + 2 °C'lik sicaklikta, 16:8 saatlik fotoperiyod ve sabit havalandirma
sartlarinda tutulmustur. Kronomidlere Tetra-Min® ince 6giitiilmiis yem verilmistir. 20
ml distile suya 1-3 g yem eklenip manyetik karigtirici ile homojenize edilip, giinliik 5
ml verilerek kronomidler beslenmistir. Taze yumurtalar toplanmis ve stok kiiltiir
akvaryumundaki su ile doldurulmus Petri kaplarina (klorsuz musluk ve deiyonize su
karisimi, pH 7,6 ve toplam sertlik 350 mg/L CaCOz ile) yerlestirilmistir. Larvalar iki
giin sonra yumurtadan ¢ikmistir. Genetik homojenligi korumak i¢in her yumurtadan
cikan ilk instar larvalar kullanilmistir. Larvalar dort gilinliikkken test kabina

yerlestirilmistir.
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Sekil 2.1 : Chironomus riparius'un gelisim evreleri.

2.2.4 Deney Tasarimi ve Nano CeO2’ye Maruz Birakma
Bu calisma iki deneyden olusmustur:

1. deney: CeO2’nin ergin larvalarin yasam dongiisii {izerindeki toksisitesinin

degerlendirilmesi,

2. deney: CeO2’nin kronomid larvalarindaki sublethal toksisitesinin degerlendirilmesi.

25 mg/'kg 250 mg/kg 2500 mg/kg

Kontrol

25 larva 25 larva 25 larva 25 larva 25 larva

Sekil 2.2 : Deney prosediirii.

Chironomus riparius larvalari, OECD Test No. 218 (Test No. 218: Sediment-Water
Chironomid Toxicity Using Spiked Sediment) (OECD, 2004) [108] kilavuzundan
adapte edilerek olusturulmus deney prosediirine gore nano-CeOz'ye maruz
birakilmistir. Larvalar, sirasiyla artan nano-CeO; konsantrasyonlari igeren sediment
ortamina birakilmigtir. 2,5, 25, 250 ve 2500 mg/kg nano-CeO, konsantrasyon

miktarlaridir ve bir de kontrol grubu bulunmaktadir. Tim deney prosediirii 4 tekrar
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olacak sekilde tasarlanmistir. Tiim deney kurulumu iki kez tekrarlanmistir. Test kab1

olarak 8 cm ¢apinda 600 ml ytliksekliginde cam beher kullanilmaistir.

Deney tasariminda maruziyet konsantrasyonlari, daha 6nceki yapilan g¢alismalar
incelenerek belirlenmistir. Gottschalk ve arkadaslarinin  yaptigt modelleme
calismasina gore tatlh su sediment ortaminda tahmini ortalama nano-CeO:
konsantrasyonu 0,2 to 45 ng/kg arasinda ve aritma camurlarinda ise yaklagik 350
um/kg olabilecegi tahmin edilmistir [104]. Wang ve arkadaslarinin yaptigi1 calismaya
gore ise Avrupa Birligi kapsamindaki iilkelerde, tatli su sedimentleri igerisinde tahmini
ortalama nano-CeO- konsantrasyonu 2 ile 95 pg/kg arasinda degismektedir [102]. Bu
nedenle, bu ¢alismada kullanilan en disiik 2,5 mg/kg nano-CeO2 konsantrasyonu,
giivenlik faktorleri eklendikten sonra nano-CeOz'nin kapsamli kullanimina devam
edilmesi durumunda cevreyle ilgili en kotli durum senaryosu olarak diisiiniilerek
belirlenmistir. En yiiksek doz olan 2500 mg/kg nano-CeO konsantrasyonu ise
maksimum maruziyet durumunda olabilecek en kotii senaryonun belirlenmesi igin

secilmistir.

OECD Test 218'e gore, sediment olarak secilebilecek opsiyonlardan biri asagidaki
gibidir.
- %75-76 (kuru kiitle agirlig1) kuvars kum (ince kum orani daha baskin olmali

ve pargaciklarin % 50'sinden fazlasinin boyutu 50- 200 pm arasindaki olmali)

Bu c¢alismada sediment olarak bu kosula uyumlu kuvars kum kullanilmistir. Kuvars
kumunun partikiillerinin %50'sinden fazlas1 50 ila 200 pm arasinda degismektedir.
Sedimentin farkli bolgelerinden alinan kum taneciklerinin ortalama parcacik boyutu
SEM analizi ile 152 + 46 um olarak tayin edilmistir. Maksimum boyut yaklasik 243
um ve minimum boyut yaklasik 650 um olarak dl¢lilmiistiir. Kullanilacak sediment,
calismadan 6nce suyla iyice yikanmis ve daha sonra 1s1 sterilizatoriinde (VimS Electric

SSW 120) 180 °C'de 180 dakika sterilizasyon i¢in inkiibe edilmistir.

Sediment karigimini olusturmak i¢in, uygun nano-CeO; konsantrasyonu islak
sediment i¢ine iyice ve esit bir sekilde elle karistirilarak dagitilmistir. Nanopargaciklari
test kaplarinda miimkiin oldugunca esit bir sekilde dagitmak i¢in karistirma islemi
giinde 10 dakika olacak sekilde {i¢ giin boyunca tekrarlanmistir. Her test kabinin dibine

3 cm derinliginde sediment katmani konulmustur. Test kaplar1 deiyonize ve kloru
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uzaklagtirllmig musluk suyu (1:1) karisim1 (pH 7 £ 0.5; sertlik 7.0°dH; iletkenlik 326
mS/cm) ile sediment:su orani 1:4 olacak sekilde doldurulmustur. Test kaplari, 16:8
fotoperiyod dongiisii ile 23 £ 1° C'de izotermal bir odaya yerlestirilmistir. Hazirlanan
test kaplari, larvalar eklenmeden 6nce tiim parcaciklarin ¢okmesi yaygin dagilimin

saglanmasi i¢in ti¢ giin dinlendirilmistir.

Deney diizenegine eklenmek i¢in hazirlanan larvalarin yumurtadan ¢ikmasi iki giin
stirmiistiir. Larvalar yumurtadan ¢iktiktan dort giin sonra her test kabina 25’er tane ilk
c¢ikan instar larva eklenmistir. Ilk deney diizeneginde (25 larva x 4 konsantrasyon ve
bir kontrol x 4 tekrar) toplam 500 larva, ikincisin de ise bir baska 500 larva

kullanilmistir.

Ik deney setinden gelen larva sinekleri, yasam Xkalitesi toksisite analizi igin
kullanilirken, ikinci deney setindeki larvalar, genotoksisite, oksidatif stres ve endiiktif
olarak eslesmis plazma kiitle spektrometrisi analizi (ICP-MS) i¢in kullanilmistir.
Larvalarin eklenmesinden 24 saat sonra sediment katmaninin 2 cm tiizerine plastik bir
pipet sabitlenerek genel havalandirma saglanmistir. Larvalar, ilk 2 giin i¢in giinde
larva bagina 0,5 mg ve deneyin geri kalani i¢in giinde larva basina 1 mg olacak sekilde

2 giinde bir TetraMin® balik yemi ile beslenmistir.
2.2.4.1 Endiiktif Eslesmis Plazma Kiitle Spektrometresi Analizi (ICP-MS)

Kronomid larvalarindaki nano-CeO; konsantrasyonunun belirlenebilmesi i¢in, ikinci
deneyden Chironomus riparius'un dordiincii instar larvalan saf su ile iyice yikanip
analiz i¢in kullanilmistir. Etanolde bekletilen yaklasik 0,1 g (1slak kiitle) Chironomus
riparius larva ornekleri, sabit bir kiitle elde edebilmek igin bir gece boyunca 75°C'de
firinda kurutulmustur. Numuneler, CEM MARS 6 Mikrodalga Parcalama Sistemi
(Matthews) kullanilarak mikrodalga destekli asit parcalama sistemi ile par¢alanmistir.
Yaklagik 0,01 g agirhigindaki kurutulmus numuneler tartilip mikrodalga kabina
konulmustur ve 1,0 ml hidrojen peroksit (%30 H2Oz, suprapure, Merck Millipore) ve
3,0 ml nitrik asit (%67-69 HNOs3, suprapure, Carlo Erba) eklenmistir. Numuneler,
belirtilen prosediirle kapali kap mikrodalga parcalama sistemine tabi tutulmustur: 30
dakika boyunca sicaklik 200°C'ye ¢ikarilmig, 60 dakika boyunca sicaklik 200°C'de
tutulmustur, daha sonra oda sicakligina sogutulmustur. Par¢calanmadan sonra, berrak

¢ozeltiler elde edilmistir. Pargalanan numuneler 30 ml polietilen tiiplere aktarilmis ve
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Milli-Q su ile 30 ml'lik bir nihai hacme seyreltilmistir. Blank degerini belirlemek i¢in

ayni1 prosediir 6rneksiz olarak uygulanmistir.

Numuneler i¢indeki Ce iyonunun ICP-MS analiziyle tespitinin dogru yapilabilmesi
i¢in oncelikle cihaz kalibrasyonu yapilmistir. Cihaz i¢ standardizasyonu 25 ug/L Rh
¢ozeltisi olarak ayarlanip, 0,1-1.000 pg/L konsantrasyon araliginda Ce standartlarini
Ol¢erek harici kalibrasyon yapilmigtir. Matriks uyumlu kalibrasyon standart ¢ozeltileri,

Ce stok soliisyonundan (Merck, %5 HNO3 igerisinde 1000 pg Ce m/L) hazirlanmistir.

ICP-MS analizi i¢in, SPS4 Agilent otomatik numune alma cihazi iceren Agilent 7900
ICP-MS cihaz1 kullanilmistir. Enstriimantal parametrelerin optimizasyonu Cizelge
2.1°de Ozetlenmistir. Parametrelerin optimizasyonu, yiiksek hassasiyet, diisiik oksit

seviyeleri ve iki kat yiiklii iyonlar elde etmek i¢in her giin diizenli olarak yapilmistir.
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Cizelge 2.1 : ICP-MS Ce konsantrasyonunu belirlemek i¢in ICP-MS isletim
parametreleri.

Parametreler Tiir/Deger

Numune Girigi

Nebulizator Miramist
Sprey Odast Scott
Skimmer and Sampler Cone Ni

Plazma Parametreleri

Itici Giig 1480 W
Plazma Gaz Akisi 15,0 I/dk
Tasiyict Gaz Akisi 1,05 I/dk
Numune Derinligi 7,0 mm

Diliisyon Gaz Akisi 0,1 1/dk
Hiicre Parametreleri
Gaz Akisi /
Octopole Bias -10,0 vV
Enerji Diskriminasyonu 50V

Veri Toplama Parametreleri

[zlenen Izotop 140Ce

I¢ Standard Izotoplar 103Rh

Analitik yontemin dogrulugunu degerlendirmek igin standart nano-CeOz (US
Research Nanomaterials, agirlik¢a %20 nano-CeO: siispansiyonu), kronomid dokusu
i¢cin standart referans materyali (SRM) (2976, US National Institute of Standars and
Technology, 0,109 + 0,008 mg/kg Ce igeren) ve nano-CeQO: siispansiyonu ile
birlestirilmis SRM 2976, numunelerle ayni sekilde pargalanmistir. Nano-CeO:
siispansiyonu 6nce vorteks (10 sn) ve ultrasonik banyo (20 dk) kullanilarak dagitilmig
ve sonra 10 pg/ml nihai CeO2 konsantrasyonlu bir siispansiyon elde etmek igin
seyreltilmistir. Bu siispansiyonun 100 pl'si, mikrodalga kaplara aktarilmis ve

parcalanmustir. Tyi geri kazammlar (121 + 4%, n = 3) elde edilmistir. SRM 2976'nin
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parg¢alanmasi i¢in 0,1 + 0,005 g numune (kuru kiitle) kullanilmis ve tespit edilen Ce
konsantrasyonu 0,097 + 0,013 mg/kg (n = 3) olmustur. Ek olarak, 0,1 g SRM 2976,
100 ul ve 10 pg/ml nano-CeO: ile birlestirilip, yine ayni mikrodalga destekli
parcalanmaya tabi tutulup ve ICP-MS ile 6l¢iilmiistiir. %93 + 1 geri kazanim (n = 3)

elde edilmistir.

Nano-CeO2’ye maruz birakilan larvalarin CeO2 alim konsantrasyonlarini hesaplamak

icin asagidaki denklem kullanilmistir:

CeO,kons. =
(Deney numunesinin Ce kons. —Kontrolin background Ce kons.) * (CeO,/

Ce) kiitle orani
(Ce0,/Ce)kiitle orant = 1,2286 (2.1)

Veriler, Kolmogorov-Smirnov istatistigi (Lilliefors Significance Correction teknigi
ile) kullanilarak normal dagilima uyum Ve varyanslarin homojenitesi agisindan analiz

edilmistir.

Sediment i¢indeki CeO2 konsantrasyonlar1 (maruziyet konsantrasyonu) ile kronomit
larvalar tarafindan aliman nano-CeO: konsantrasyonu arasindaki korelasyonu

arastirmak i¢in non-parametrik Spearman Rank Order Korelasyon Testi kullanilmistir.

Farkli maruziyet konsantrasyonlari ile dozlanmis larvalarin nano-CeO; alim
konsantrasyonlarini karsilastirmak i¢in, normalite testi ve varyanslarin homojenligi
varsayimlarina uygunlugu belirlendikten sonra tek-yonlii varyans analiz yontemi

(ANOVA) kullanilmuistr.

Analizler, SPSS istatistiksel yazilim paketi (IBM, Windows siiriim 15.0) kullanilarak

yapilmistir. Anlamlilik seviyesi p <0,05 olarak ayarlanmistir.
2.2.4.2 Yasam Dongiisii Toksisite Analizi

Nano-CeOz'nin ergin bireyler ilizerindeki Oldiiriicii etkilerini degerlendirmek i¢in
yapilan bu calismada, kronomid bireyler ilk larva asamasindan itibaren CeO:2

nanoparcaciklarina maruz birakilmistir.
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Larvalar sediment ortamina sokulduktan sonra;

- 10. Giin: ilk midgeler (sinekler) ortaya ¢ikmaya baslamistir.
- 22. Gln: son ergin midge ortaya ¢ikmuistir.
- 27. Giin: bes giin gbézlem yapilmis ve yeni bir midge gézlenmedigi i¢in deney

sonlandirilmistir.

Deney boyunca her giin tam olarak ortaya ¢ikan midge (sinek) sayist kaydedilmistir.

Deney, son ergin midge ortaya ¢iktiktan bes giin (27. Giin) sonra sonlandirilmistir.

Veriler, Kolmogorov-Smirnov istatistigi (Lilliefors Significance Correction ile) ve
Shapiro-Wilk ve Levene istatistikleri kullanilarak normalite ve homojenlik agisindan

analiz edilmistir.

Normalite ve homojenite testlerinin normal dagilim gostermemesi nedeniyle mortalite,
non-parametrik ANOVA (Kruskal-Wallis testi) kullanilarak analiz edilmistir. Gelisim
stiresi ve gelisim hizi, tek-yonlic ANOVA (ikili karsilastirma i¢in Dunnett post-hoc

testi ile) kullanilarak test edilmistir.

Analizler, SPSS istatistiksel yazilim paketi (IBM, Windows siiriim 15.0) kullanilarak
yapilmistir. Anlamlilik seviyesi p <0,05’tir.

2.2.4.3 Toplam Protein Icerigi ve Oksidatif Stres Analizi

Nano-CeO2’nin kronomidler lizerindeki subletal etkilerini degerlendirmek i¢in yapilan
bu ¢aligmada, kronomidlerin dordiincii instar larvalarin goriilmesinden {i¢ giin sonra
(10. giin) deney tamamlanmistir. Hayatta kalan larvalarin sayis1 kaydedilmis ve
kaydedilen tiim 6rnekler hemen toplanarak, distile suyla iyice yikanip ve %95 etanol

i¢cine alinip saklanmistir. Her diizenekten toplam bes larva alinmistir.

Ikinci deneyden alinan Chironomus riparius'un doérdiincii instar larvalari
homojenlestirilip, nano-CeO2’ye maruz kalmasi sebebiyle olusan oksidatif stres

parametreleri 6l¢iilmiistiir.

Total protein konsantrasyonu, Lowry ve arkadaglarinin 1951°de standart olarak sigir

serum albiimini (BSA) kullanilarak gelistirdikleri yonteme gore hesaplanmistir [109].
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Lipid peroksidasyonu, Ohkawa ve arkadaglarmin 1979’da modifiye ettikleri malonil
dialdehit (MDA) konsantrasyonunun Olglilmesi i¢in kullanilan metot ile

hesaplanmustir [110].

200 ul homojenize doku 6rnegi, 200 pl %8,1 sodyum dodesil siilfat (SDS), 1,5 ml %20
asetik asit (pH = 3,5) ve 1,5 ml %0,81 tiobarbitiirik asit ile karistirilmig ve 95 °C'de 60
dakika boyunca inkiibe edilmistir. Buz lizerinde sogutulduktan ve santrifiijlendikten
sonra, olusan silipernatantin Libro S22 Spektrofotometre cihazi (Biochrom) ile 532 ve
600 nm dalga boyundaki absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir. Toplam absorbans degeri,

asagidaki formiil kullanilarak belirlenmistir:

Atoplam = Aszznm—Asoonm (2.2)

MDA seviyeleri, malondialdehit-tiyobarbiturat (MDA-TBA) kompleksi i¢in molar
absorpsiyon katsayis1 (1,56 x 10° M.cm™) kullanilarak belirlenmistir.

Stiperoksit dismutaz (SOD) seviyeleri, Floh¢, 1984, yonteminde modifiye edilen SOD
yontemi kullanilarak saptanmistir [111]. SOD aktivitesi, ksantin oksidasyonunun
(AA/dk ~ 0,025) inhibisyon yilizdesi hesaplanarak bulunmaktadir. Ksantin
oksidasyonu, oOrneklerde bulunan SOD i¢in substrat olarak siiperoksit anyon
olusturmaktadir. Enzim tarafindan kullanilmayan siiperoksit anyonu, sitokromu okside
etmektedir. Seyreltilmemis bir numune (25 pl), 1,45 ml reaksiyon ¢ozeltisi (sitokrom
C, 0,05 mM; ksantin, 1 mM, 5,5’-dithiobis-(2-nitrobenzoic asit ile 10:1 oraninda
karistirtlmis) ile karistirilmistir. Reaksiyonu baslatmak i¢in 20 ul ksantin oksidazdan
(0.4 U/mL) ilave edilmistir. Reaksiyon, Libro S22 Spektrofotometre (Biochrom)
cihazi ile 550 nm dalga boyunda 3 dakika bir dl¢lilmiistiir. Toplam SOD aktivitesinin
bir birimi, standart SOD ile elde edilen tipik kalibrasyon egrisinde %50 inhibisyon
elde etmek i¢in gereken enzim miktar1 olarak tanimlanmistir. At kalbi sitokrom C (tip
VI), insan kan1 SOD (tip I, liyofilize toz, 2400 U/mg protein), ksantin ve ksantin
oksidaz (200 U/mL) Sigma-Aldrich’den temin edilmistir.

Veriler, Kolmogorov-Smirnov istatistigi (Lilliefors Significance Correction ile)
kullanilarak normalite ve homojenlik acisindan analiz edilmistir. Analiz i¢in tek-yonlii

ANOVA (ikili karsilastirma i¢in Dunnett post-hoc testi ile) kullaniimistir.
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Analizler, SPSS istatistiksel yazilim paketi (IBM, Windows siirtim 15.0) kullanilarak
yapilmistir. Anlamlilik seviyesi p <0,05’tir.

2.2.4.4 Genotoksisite Analizi-Komet Yontemi (Tek Hiicre Jel Elektroforezi)

Nano-CeOz'nin somatik hiicrelerde DNA'ya zarar verip vermeyecegini belirlemek
icin, ikinci deneyden Chironomus riparius'un dordiincii instar larvasi analiz igin

alimustir.

1988 yilinda Singh tarafindan bulunan Komet analiz yonteminin Bernabo ve
arkadaglar1 tarafindan modifiye edilmis sekli calismada kullanmilmistir [112].
Caligmada kullanilan kontrol grubu negatif kontrol olarak adlandirilmistir. Negatif
kontrol nano-CeO;’ye maruz kalmadigi igin hasarsiz dokularin tespitinde faydali
olmustur. Ek olarak, hasar miktar1 belirlemede katki saglamasi i¢in hidrojen peroksit
(H202, 4 °C'de 1 saat boyunca 100 mM) pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
Calismada kullanilan fosfat tamponlu salin agar (PBS), kalsiyum ve magnezyum
icermeyen ve disiik erime noktali agar (LMA), Alfatrade Enterprise (Serva

Electrophoresis, Heidelberg, Almanya)’dan temin edilmistir.

Somatik hiicrelerdeki DNA hasar1 seviyesini belirlemek i¢in, deney bagina 10 adet
canli larva 1 ml siispansiyon tamponu (1*PBS, 20 mM EDTA, %10 DMSO, pH 7,4)
igine yerlestirilip, mekanik olarak pargalanip, filtre edilmistir. 3 ml'lik bir siispansiyon
tamponunda yeniden siispanse edilmistir. Homojen karigim, 15 dakika boyunca 1500
rpm'de 4°C'de santrifiijlenmis ve 150 pL siispansiyon tamponunda yeniden siispanse
edilmistir. Hiicre stispansiyonundan 10 pl, 75 pl %1 LMA ile karistirilmig ve 75 pl bu

karigim, bir mikroskop lam1 iizerine yayilmistir.

I¢inde hiicre olan slaytlar karanlikta 10 dakika boyunca etidyum bromiir ile boyanip,
daha sonra cam kapag: tizerine kapatilip ve Nikon floresan mikroskobu (Ti-Eclipse)
altinda gozlemlenmistir. Toplam 150 hiicre (ii¢ kopya lamin her birinden 50 hiicre)
analiz edilmistir. Her slayt icin, DNA hasariin kapsami, farkli migrasyon siniflarina
ayirarak gorsel olarak belirlenmistir. Siibjektif olabilmek i¢in, hangi 6rnegin hangi
numuneden geldigi Onceden bilinmemektedir. Kometler, bes kategoride

siniflandirilmstir.
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Cizelge 2.2 : Kometlerin hasar miktarina gore siniflandirilmasi.

0 Hig ya da ¢ok diisiik

1 Az

2 Orta

3 Cok

4 en yiiksek hasar (yiiksek degradasyon (bozunma seviyesi)) (¢ok kiigiik
bas, uzun kuyruk)

Toplam komet puani agagidaki denkleme gore hesaplanmaktadir:

(% hiicre (0.Swnif) * 0) + (% hiicre (1. Stnif) = 1) + (% hiicre (2. Sintf) *
2) + (% hiicre (3.Suuf) *3) + (% hiicre (4.Sinif) *4) (2.3)

Boylece, toplam puan O (tiimii hasarsiz) ila 400 (tamamen hasar gormiis) arasinda
degismektedir. Nano-CeO: ile maruziyetten sonra Chironomus riparius dordiincii
instar larvalarindaki DNA hasarin1 gdsteren komet analizi sonuglarmin temsili

fotomikrograflar Sekil 2.3’te verilmistir.
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Sekil 2.3 : Chironomus riparius dordiincii instar larvalarinda nano CeO; ile
muameleden sonra DNA hasarini gosteren komet testlerinin
fotomikrograflari.

e Negatif kontrol (A),

e Pozitif kontrol, 100 mM H20: (B),

e 2,5mg/kg nano CeO: igeren sediment 6rnegi (C),
e 25 mg/kg nano CeO; igeren sediment drnegi (D),

e 250 mg/kg nano CeO: igeren sediment 6rnegi (E),

2500 mg/kg nano CeO; igeren sediment 6rnegi (F).

Kontrol ve dozlanmis larvalar arasindaki istatistiksel farklar, SPSS istatistiksel yazilim
paketi (IBM, Windows siiriim 13.0) kullanilarak tek-yonli ANOVA analizi ile

incelenmistir. Anlamlilik seviyesi p <0,05 olarak ayarlanmistir.
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2.3 Bulgular
2.3.1 Nano CeO2 Karakterizasyonu
2.3.1.1 Morfolojik Analiz

CeO2 nanopargaciklarin morfolojisi (partikiil cap1, boyut dagilimi ve yiizey 6zellikleri)
gecirmeli elektron mikroskobu (TEM) (FEI Tecnai G2 F30) ile incelenmistir. TEM
goriintiileri CeO2 nanopargaciklarin genis bir pargacik dagilimina sahip oldugunu
gostermistir. Pargaciklar tam bir kiire degil, agili (kdseli) bir sekle sahiptir. Parcacik
boyutlar1 23,25 ile 29,30 nm arasinda degismektedir. Ayrica, pargaciklar etanol
¢ozeltisi igerisinde topaklanmigtir. TEM goriintiilerine gore tanecik boyutu
hesaplamasi yapilmistir. Pargacik boyutunun ortalamasi ve standart sapmasi 25,32 +

1,81 nm’dir.
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Sekil 2.4 : CeOz parcaciklarin TEM goriintiileri.

50



Cizelge 2.3 : Hesaplanan tanecik boyutu degerleri.

Olciilen Degerler (nm)
1 29,30
2 27,24
3 27,09
4 26,97
5 26,59
6 25,75
7 25,44
8 25,12
9 24,76
10 23,95
11 23,82
12 23,64
13 23,52
14 23,32
15 23,25

2.3.1.2 CeO2 Nanoparcaciklarin Kristal Yapisi

CeO:2 nanopargalarin kristal yapis1 X-Isinim1 Kirinim (XRD) 6l¢iimleri (Pananalytical
X’pert Pro ¢ok amaclh X-Isinimi Kirimim Olger) cihazinda yansima geometrisi ile

gergeklestirilmistir.

XRD analizinde elde edilen biitiin kirinim pikleri iyi tanimlanmistir ve bu piklerin
kusursuz florit kristal (yiizey merkezli kiibik/fcc) yapida oldugu belirlenmistir. Keskin
pikler CeO; pargaciklarin (111), (200), (311), (200), (220), (311), (222), (400), (311),
(420) ve (422) kristal ylizeylerine karsilik gelmektedir. Bagka kristal yapilara ait

karakteristik piklere rastlanmamastir.
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25000 -
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2 Teta (derece)

Sekil 2.5 : CeOz kristal yapisinin XRD goriintimii.

2.3.1.3 CeO2 Nanoparcaciklarin Yiizey Kimyasi

CeO2 orneginin XPS incelemesi Sekil 2.6’da gosterilmistir. Ce3d spektrasi, CeO>
karakteristigi olan, 915-900 eV arasinda Ces/2 pikleri ve 895-875 eV arasinda Ces2
pikleri gostermistir (Sekil 2.7).

Ols spektras1 529.2 eV degerinde, tetravalent Ce iyonlarina bagl oksijen olarak
saptanan bir ana pik ile ~532.5 eV degerinde, yiizeyin kismen hidroksit OH gruplari
ile kaplandigina isaret eden baska bir pik daha gostermistir (Sekil 2.8). Ayrica
Seryum:Oksijen orani, CeO2 nin florit kristal yapida oldugunu gostermektedir.
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Sekil 2.6 : CeO2 nanopargaciklarin XPS spektra incelemesi.
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Sekil 2.7 : Ce3d pikinin XPS spektrasi.
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Sekil 2.8 : Ols pikinin XPS spektrasi.

2.3.1.4 CeO2 Nanoparcaciklarin Yiizey Alani ve Gozenek Yapisi

BET analizlerine gore, CeO, topaklarinin 6zgiil yiizey alan1 42,602 m? g%, gdzenek
hacmi 1,172cc g ve gdzenek yaricapr 1075.761 A olarak hesaplanmistir. Sonugclar
Cizelge 2.4’te gosterilmistir. Sonucglara gore topaklanma egiliminden dolayr CeO:
nanopargaciklarin ylizey alan1 ve gozenek yaricap degerleri tanecik boyutuna gore

bilyiiktiir.

Cizelge 2.4 : BET analiz sonuglari.

CeOs Ozgiil yiizey Gozenek Gozenek

alani hacmi yarigapi

42,602 m? gt 1,172 cc g 1075,761 A
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2.3.1.5 CeO2 Nanoparcaciklarin Hidrodinamik Caplar: ve Sulu Ortamdaki

Kararhhiklar:

Deiyonize su igindeki CeO2 nanoparcaciklarin ortalama hidrodinamik caplarinin
zamanla degisimi Cizelge 2.5’te goOsterilmistir. Cozeltinin polidispersite degerleri
0,879 ile 0,55 arasinda degiskenlik gostermistir. Olgiimler sonucunda solvasyon
kuvvetlerin etkisi ile CeO2 nanopargaciklarin su molekiillerinin iizerine adsorplanarak
tutundugu, boylelikle daha yiliksek cap degerlerine sahip oldugu goézlemlenmistir.
Ayrica CeO2 nanoparcaciklarin suda ¢oziinmedigi ya da dagilmadigi daha ¢ok ¢ozelti

olusturma egiliminde oldugu kanitlanmistir.

Cizelge 2.5 : CeO2 nanopargaciklarin hesaplanmis ortalama hidrodinamik
caplar ve polidispersite degerlerinin zamanla degigimi.

o am) PD!
5 1068 0,879
10 803,2 0,784
15 687,7 0,68
20 716,1 0,71
25 552,3 0,571
30 513,3 0,525
35 477,2 0,61
40 558,2 0,818
45 580,9 0,594
50 817,9 0,795
55 642,8 0,652
60 639,9 0,655

Ayrica zeta potansiyel degeri, deionize su igerisinde ¢ozelti hazirlandiktan sonra
28mV olarak ol¢iilmiistiir. Bu deger CeO2 nanopartikiillerinin deiyonize suda orta

derecede bir stabiliteye sahip oldugunu gostermektedir.
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2.3.1.6 Sediment Analizleri

CeO:2 nanoparcaciklar normal sartlar altinda nano boyutta olduklar1 i¢in SEM ile
gorintiilenememektedirler. Ancak, sediment i¢inde nano-CeQz’ler topaklanarak SiO2
(silika) partikiillerinin {izerine tutunmuslardir. Bu sebeple SEM ile goriintii
alinabilmektedir. Sekil 2.9a'da bu durumu gostermektedir. Sekil 2.9b, ayn1 partikiiliin
daha biiyiitiilmiis gortintiistidiir. Silika taneciklerinin tizerindeki CeO2'nin varligit EDX
analizi ile teyit de edilmistir. Si ve Ce'nin agirlik¢a miktarlar %17,32 ve 82,68'dir
(Sekil 2.9c). CeOz'nin sediment iginde farkli boyutlarda topaklanarak dagilim
gosterdigi agiktir. CeO2 topaklanmalari, test edilen 2.500 mg/kg CeO2 konsantrasyonu
icin 2-25 pm arasinda degisen genis bir dagilim gosterirken, CeO2 kiimelenmeleri, 250
mg/kg CeO, konsantrasyonu igin 5-10 pum arasinda degismektedir. SEM
goriintiilerinden, sadece CeO2 partikiillerinin bir araya toplanmadigi, ayn1 zamanda
silika partikiillerinin tizerine yapistigi sonucuna da varilmistir ¢iinkii SEM’in metal

numune koyma haznesi tizerinde herhangi bir CeO3 topaklanmasina rastlanmamagtir.
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WD mag HV HFW 200 pm
7.9 mm 700 x| 18.0 kV | 426 ym METE-METU

HV | HFW —10 pm
18.0kV |29.8 pm METE-METU




1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 keVv (C)

Sekil 2.9 : (a) Tek bir kum yiizeyinde bulunan topaklanmis CeO-
nanopargacigi SEM goriintiisii (konsantrasyon nano-CeOz/sediment: 2.500
mg/kg), (b) Sekil a'da gosterilen CeOz topaginin biiyiitiilmiis SEM
goriintiisii, (¢) ayn1 noktanin EDX datalari.

O,

- ©

HFW | — 10 1111
149 um METE-METU

58



WD mag HV HFW —»_ 2 111
5.6 mm | 10 000 x| 20.0 kV | 29.8 pm METE-METU (b)

7.00 8.00 keV (C)

Sekil 2.10 : (a) Farkli yerlerde topaklanmis CeO2 nanoparcaciklarinin SEM
goriintiisti (konsantrasyon nano-CeQOz/sediment: 2.500 mg/kg), (b) Sekil a'da
gosterilen iki noktanin biiylitiilmiis SEM goriintiisii, (c) ilgili noktalarin
EDX datalar1.
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1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 keV

Sekil 2.11 : (a) Tek bir kum yiizeyinde bulunan topaklanmig CeO-
pargacigmin SEM goriintiisii (konsantrasyon nano-CeO,/sediment: 250
mg/kg), (b) ilgili noktalarin EDX datalari.
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2.3.2 Chironomus riparius larvalar tarafindan Nano-CeO2 alim

Chironomus riparius lavralariin CeO2 nanopartikiil maruziyetini tespit etmek igin
yiiksek hassasiyeti nedeniyle ICP-MS teknigi tercih edilmistir. ICP-MS analiz
sonuglar1 Cizelge 2.6’da verilmistir. Sonuglar, Chironomus riparius larvalarindaki
CeO:> konsantrasyonlarinin, kontrollerde ortalama 12 mg/kg CeO: viicut agirhiginda
iken, en yiiksek doz uygulanmis numunede 29.100 mg/kg viicut agirligina ulastigini
ve CeO; konsantrasyonlar1 arasinda 6nemli 6lgiide farkliliklar oldugunu gostermistir.
(Tek yonli ANOVA: p <0.05, F = 69.331; Cizelge 2.6). Spearman’in rank
korelasyonu, sedimentteki nano-CeO> konsantrasyonu ile kronomid larvadaki nano-

CeO2 miktar1 arasinda yiiksek oranda pozitif korelasyon oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

Cizelge 2.6 : Chironomus riparius larvalarindaki ICP-MS ile saptanan
toplam seryum (Ce) konsantrasyonlar1 ve CeO2’ye oranlanmasi.

Numuneler
Ce CeO2
(mg/kg nano
) (mg/kg viicut agirhgl) | (mg/kg viicut agirhg)
CeOz/sediment)
Kontrol 10+4 12+5
2,5 53+1 66 + 1
25 251+ 54 309 + 66
250 1910 + 300 2340 + 370
2500 23700 + 5300 29100 + 6500

2.3.3 Nano-CeOz2’nin Chironomus riparius'larin yasam dongiisii iizerindeki
toksik etkisi

Larvalar sedimente sokulduktan 10 giin sonra midgeler ortaya ¢ikmaya baslamistir ve
son ergin midge 22. giinde ortaya ¢ikmustir. Calisma, kontrol grubu igindeki son
erginin ortaya ¢ikmasindan bes giin sonra, yani 27. giinde sona erdirilmistir. Yasam
dongiisli son nokta analizi, kontrolde (23 6rnek) ortalama 15 giin igerisinde en fazla

sayida midgenin ortaya ¢iktigini gostermistir (Cizelge 2.7, Sekil 2.12). Ortaya ¢ikma
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orani, ortalama %76 ile %92 arasinda degigsmekte olup, gelisim hizi giinliik ortalama
%5,96 ile %11,2 arasinda degismektedir. Tek-yon ANOVA analizi, hem dozlanmis
numuneler ve kontrol grubu arasinda hem de dozlanmis numunelerin birbiri arasinda

anlamli bir fark gostermemistir.

Cizelge 2.7 : Nano-CeOz'lere maruz kalan Chironomus riparius'ta yasam
dongiisii parametreleri.

Parametreler | Kontrol 2,5 25 250 2500
ER+£SD (%) | 92+13,47 81+16,12 76+37,66 74+27,03 83+8,87
M=£SD (%) 8+13,46 19+16,12 24+37,66 26+27,03 17+8,87
DT+SD (d) | 15,1542,97 | 15,08+3,74 | 15,324+0,57 | 14,90+2,79 | 16,77+2,99
DR£SD (%) | 7,17+1,62 | 9,77+6,68 | 11,2492 7,67+1,2 | 596+0,85
ER: Ortaya gikma orani, M: Mortalite, DT: Gelisim siiresi, DR: Gelisim hizi, SD: Standart sapma

s Ortaya cikma orami

= 110
=
S 70 l T
>
8 so
5]
= 30
Kontrol 2,5 25 250 2500
Doz miktarlan (mg Ce02)
s % mortalite B
=
B
a 40
5
z 30 _
E
2 20
E“ -
5 10
b .
a 0 -
=S Kontrol 2,5 25 250 2500

Doz miktarlan (mg Ce02)
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Kronomidlerin giinliik kiimilatif

ortalama ortaya ¢ikma sayisi

20
13
1
1
1
10

Giin
(=]

[

o]
[=]

% giinliik ortaya
cikan larva
5

30

N
o

[y
o

M Larvadan ergine

pnnnl

Kontrol

Doz miktarlan [mg {:ED;!]

B % giinlilk ortaya ckma

iliin

Kontrol

e Kontrol

Doz miktarlan {mg Ce02)

2,5 25 s 250

-— 2500 E

15 18

Giin (deney bagladiktan sonra)

21

24

Sekil 2.12 : Nano-CeO>'ye maruz kalan Chironomus riparius'taki yasam
donglisli parametreleri: A: Ortaya ¢ikma orani, B: Mortalite, C: Gelisim
stiresi, D: Gelisim hiz1, E: ergin midgelerin kiimiilatif giinliik ortaya

cikmasi.
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2.3.4 Oksidatif Stres

Larvada 6l¢iilen protein miktari, ortalama 0,81 ila 1,20 mg/ml arasinda degismektedir.
Olgiilen oksidatif stres parametre degerleri, numunelerdeki toplam protein
konsantrasyonuyla iligkili olup MDA konsantrasyonu, ortalama 14,07 ile 23,16
nmol/mg arasinda degisirken, SOD aktivitesi ortalama 38,68 ila 54,41 protein/mg
arasinda degismektedir (Cizelge 2.8).

Post-hoc Dunett prosediiriinii izleyen tek yonlit ANOVA analizi, oksidatif stres verileri
icin larva numunelerinin birbiri arasinda ve numuneler ile kontrol grubu arasinda

anlamli bir fark gostermemistir.

Cizelge 2.8 : Nano-CeO:'lere maruz kalan Chironomus riparius'ta oksidatif
stres parametreleri.

Parametreler Kontrol 2,5 25 250 2500

Proteinler
] 1,063+0,05 | 1,17£0,020 | 1,20£0,14 | 1,16+0,17 | 0,81+0,24
(mg protein/ml)

MDA
konsantrasyonu 16,08+2,19 | 16,08+5,32 | 20,62+8,43 | 23,16+7,61 | 14,07+2,60

(nmol/mg protein)

SOD
(aktivite/mg protein)

49,90+4,68 |36,068+13,20|40,39+11,41|40,02+12,58 | 54,41+13,71

2.3.5 Genotoksisite

Larvalarin, farkli nano-CeO; konsantrasyonlarina maruz kaldiktan sonra gézlemlenen

genotoksik etkileri Cizelge 2.9’da sunulmustur.
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Cizelge 2.9 : Chironomus riparius dordiincii instar larvalarinda nano-
CeO2’nin genotoksik etkisi.

Komet Sinifi
Toplam
Numuneler 0 1 2 3 4 Komet
Skoru
NC 86,1+0,34 13,9+0,20 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 13,9ﬂz0,61T
PC 46,4+1,02 | 23,3+0,35 16,4+0,95 8,2+0,42 5,7£1,2 103,5+0,8*
2.5 82,4+0,60 17,6+0,12 | 0,00+£0,00 | 0,00+0,00 | 0,00+0,00 17,6ﬂz0,47T
25 83,9+0,30 | 6,5£1,20 | 3,2+032 | 6,4+0,80 | 0,00£0,00 | 32,1+0,64"
250 47,8+0,43 | 39,1+0,17 | 13,140,224 | 0,00+£0,00 | 0,00£0,00 | 65,3+0,40"
2500 38,5+0,60 15,4+0,82 15,3+0,42 | 23,1+0,70 7,7+0,41 146,1i1,02T
NC: Negatif Kontrol; PC: Pozitif Kontrol, 100mM H>0-
* p < 0,05 negatif kontrol grubuyla karsilagtirildiginda
t p < 0,05 pozitif kontrol grubuna gére

25, 250 ve 2.500 mg/kg konsantrasyonlari, toplam komet puanlarinda (sirasiyla 32,1,
65,3 ve 146,1) uygun negatif kontrole (13,9) kiyasla doza bagli anlamli bir artis
gostermistir. En disiik (2,5 mg/kg) konsantrasyona sahip numune, negatif kontrole ve
test edilen diger nano-CeO, konsantrasyonlarina kiyasla anlamli bir sekilde daha
diisiik toplam komet skoru gdstermistir. Konsantrasyona bagli degisen sonuglar elde

edilmistir.

Pozitif kontrole gore ortaya ¢ikan DNA hasarlari, negatif kontrolden istatistiksel
olarak farkli sonuglar vermistir. 2.500 mg konsantrasyonun, diger gruplarla

karsilastirildiginda ¢ok daha yiiksek DNA hasar1 olusturdugu gézlemlenmistir.
2.4 Degerlendirme

Yapilan tiim ¢alismalarin sonucunda, ICP-MS analizi, sediment igerisindeki nano-
CeO: konsantrasyonu ile larvalar tarafindan alinan miktar arasinda dogru oranti

oldugunu gostermistir. Sedimentteki konsantrasyon artisiyla birlikte larvalar
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tarafindan alinan miktar da artmistir ve kontrol grubunda CeO2 miktar1 12 mg/kg CeO>
viicut agirhigiyken en yiiksek dozda 29.100 mg/kg viicut agirligina kadar ulagsmistir.
Kronomid larvalarin, o6nemli miktarda nano-CeOz’yi viicutlarinda biriktirme
kabiliyetinin oldugu ICP-MS calismasiyla kanitlanmistir. Bour ve arkadaslarinin
yaptigi ¢aligmalar da benzer sonuglar elde edilmistir. Bu ¢alismada, 1 mg/L nano-
CeO2'ye maruz kalan, kronomid larvalarin ortalama 282 mg/kg viicut agirli§inda nano-

CeO biriktirdikleri raporlanmustir [78].

Larvalardan midgelerin deney boyunca ortaya ¢ikma orani, glinliik ortaya ¢ikma orant,
Olim orani, gelisim hizi ve orami bagliklar1 altinda larvalardan midgelere (bocek
formu) yasam dongiisii incelenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda ortaya ¢ikma
orani, ortalama %76 ile %92 arasinda degismekte olup, gelisim hiz1 giinliik ortalama
%S35,96 ile %11,2 arasinda degigsmektedir. Kontrol grubuna gore parametreler arasi
sapmalar olmakla birlikte Chironomus riparius'larda belirgin bir mortalite

gbzlemlenmemistir.

Oksidatif stres verileri ile yapilan istatistiksel ¢alisma sonucunda larva numunelerinin
birbiri arasinda ve numuneler ile kontrol grubu arasinda Onemli bir fark
gozlemlenmemistir. Maruziyet sonucunda Chironomus riparius'larin oksidatif stres
datalarinda sapmalar saptanmistir. Bu sonuglar literatiirdeki benzer c¢alismalarla da
uyusmaktadir. Garanda ve arkadaslarinin yaptigi calismada tathh su amfipodu
(Gammarus roeseli) [95] tizerinde nano-CeOz’nin toksik etkileri oksidatif stres
parametreleri ele alinarak incelenmistir ve tez kapsaminda yapilan ¢alismalara benzer
sonucler elde edilmistir. Bu calismada, nano-CeOz’nin zaman ve konsantrasyon
etkileri, bu tez kapsaminda da oldugu gibi oksidatif stres degerlendirmelerinin yaninda

genotoksisite deneylerin sonuglariyla birlestirilerek vurgulanmistir.

Genotoksisite ¢alismasi sonucunda ise nano-CeOz’nin Chironomus riparius'lar
tizerinde subletal (6ldiiriicii olmayan toksik etki) etkisi oldugu sonucuna varilmistir.
Nano-CeO2’nin subletal etkisi 25 mg/kg konsantrasyon gozlemlenmeye baslanmis
olup, konsantrasyon arttikca etkisi kademeli olarak artmaya devam etmistir. Tez
kapsaminda yapilan, genotoksisite analizinin sonuglari, nano-CeO2'nin, Chironomus
riparius'un dordiincii instar larvalarinda doza bagli olarak DNA hasarma neden
oldugunu gostermektedir. Lee ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma da benzer sonuglar

raporlamaktadir. Chironomus riparius, 15 ve 30 nm boyuttaki iki farkli nano-CeQOz'ye
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1 mg/L konsantrasyonda maruz birakilan ¢aligmada, daha kiigiik boyutlu nano-
CeO2’nin daha fazla DNA hasarina neden oldugu belirtilmistir [122].

Sonug olarak, nano-CeOz’nin tathi su ortaminda yasayan kronomidler iizerindeki
etkisinin incelendigi bu c¢alismada maruziyetin 6nemli bir risk teskil etmedigi
sonucuna varilmistir. Bu ¢alisma, nano-CeO;'nin dogada mevcut olan miktardan
onemli Ol¢iide daha yiiksek olan 2500 mg/kg sediment konsantrasyonunda bile
kronomidler i¢in Oldiiriicii etkisinin olmadigin1 gostermektedir. Nano-CeO2'nin
kronomidler {izerinde e¢lde edilen en Onemli subletal toksik etkisi 25 mg/kg
konsantrasyonlarda ortaya ¢ikmaya baslayan ve artan konsantrasyonlarda artarak
devam eden DNA hasaridir. Bununla birlikte, Gottschalk ve arkadaslarinin yaptig
Danimarka ¢evresindeki nanomalzemelerin akis ve konsantrasyon miktarini
modelleme calismasina gore 25 mg/kg konsantrasyon, yakilan atik kiitlelerinde tahmin
edilen en yiiksek miktar olan 0,1 mg/kg konsantrasyondan neredeyse 250 kat ve hatta
tahmin edilen en diisiik ortalama konsantrasyondan 125.000 kat daha yiiksektir [ 104].
Ancak son ¢alismalar, nano-CeO; konsantrasyonlarinin bu caligmada tahmin
edilenden daha yiiksek olabilecegini ve su ortamlarina yillik nano-CeO; girisinin
yiizey sularinda 0,1 pg/L civarinda ve sediment ortamlarinda 10 ile 100 pg/kg arasinda
olabilecegini tahmin etmektedir [102]. Bu verilere, tezde ICP-MS sonuglari ile elde
edilen kronomidlerin nano-CeO.'yi viicutlarinda biriktirdigi gergegini de eklersek, bu
birikimin sonucunda besin zincirindeki daha ilerideki organizmalara trofik transfer

yoluyla risk olusturabilecegi sonucuna varilmistir.
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3. NANO CeO2’NiN TATLI SU MIDYELERI UZERINDEKI TOKSIK
ETKILERI

3.1 Calismanin Amaci

Giliniimiizde pek c¢ok alanda kullanimi artan nano-CeOz’nin, ¢evreye etkisinin
arastirilabilmesi i¢in bu nanomalzemeler OECD 06ncelik listesine dahil edilmistir. Bu
tez calismasi kapsaminda, bir tiir tatli su midyesi olan Unio crassus iizerindeki nano-
CeO2’nin toksik etkisi incelenmistir. Nano-CeO: nin tatli su midyeleri lizerinde neden
olabilecegi maksimum hasarin belirlenebilmesi i¢in ¢alisma yliksek doz araliklarinda
gerceklestirilmistir. Calismada, 10 mg/L, 25 mg/L, 50 mg/L. konsantrasyonlarinda

nano-CeOz/su kullanilmgtir.

Bu ¢alismasinin temel amaci bir tiir tatl su midyesi olan Unio crassus iizerindeki
nano-CeOz'nin belirlenen kisa siireli iki zaman (48 saat ve 7 giin) araliginda maruziyet
sonucu olusan toksik etkilerin incelenmesidir. Bu temel amag¢ dogrultusunda

belirlenen alt hedefler asagida siralanmustir.

1. Nanopargacik 6zelliklerinin modern analitik yontemlerle incelenmesi (kristal
yapisi, morfolojik 6zellikleri, nanoparcacik boyutu ve ortam i¢inde (sediment
ve su) kiimelenmesinin 6zellikleri/davranislari, spesifik yilizey analizi, ylizey
kimyasi, hidrodinamik cap, polidispersite ve zeta potansiyel degerleri)

2. Nano-CeOz’nin toksik etkilerinin aragtirilabilmesi i¢in uygun test diizeneginin
kurulmas1 ve nano CeO2’ye maruz birakma kosullarinin belirlenmesi

3. Model organizma iizerinde maruziyet sonucu olusabilecek anormalliklerin
saptanmasi i¢in midyelerin agirlik ve boyut dl¢timlerinin yapilmasi

4. Nano-CeO2’nin toplam hemosit sayis1 tizerine etkilerin incelenmesi

5. Biyokimyasal analizler yapilarak oksidatif stres parametrelerin hesaplanmasi

6. Deney diizeneginde kullanilan akvaryumlara ait su numuneleri i¢indeki nano-
CeOz’nin davranislariin analizleri (¢0ziinebilirlik, dagilim, ¢okelti olusturma

potansiyeli, hidrodinamik ¢ap, miktar analizleri)
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3.2 Materyal ve Yontem
3.2.1 Test Maddesi: Nano CeOz2

Ticari partikiil ¢apt <25 nm olan CeO (Seryum (IV) Oksit) NP’ler (iiriin numarasi
544841) Sigma-Aldrich’den temin edilmistir. Calismalara baslamadan 6nce CeO2
NP’ler tamamen karakterize edilmis ve sonuglari tezin Onceki boliimiinde rapor

edilmistir.
3.2.2 Test Organizmasi: Tath Su Midyesi (Unio crassus)

Bu c¢alismada kullanilan test hayvani tatli su midyeleridir. Midyeler dogal
ortamlarindan akvaryum ortamina aligabilmeleri i¢in su dolu akvaryumlarda iki hafta
bekletilmislerdir. Iki haftanin sonunda akvaryum ortamma aligan midyeler deney

asamast i¢in hazir hale gelmislerdir.
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Sekil 3.1 : Deney ¢alismasinda kullanilan tatli su midyeleri.
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3.2.3 Deney Tasarimi ve Nano CeO2’ye Maruz Birakma

Bu calisma i¢in 4 adet akvaryum hazirlanmistir ve her bir akvaryuma 10 L su
eklenmistir. Akvaryumlardaki, kontrol grubuna 15 diger gruplara ise 30’ar adet olmak
tizere toplam 105 adet midye konulmustur. Her akvaryuma sirast ile 10 mg/L, 25 mg/L,
50 mg/L nano-CeOy’ler eklenmistir. Son akvaryum ise kontrol grubu olarak

kullanilmistir. Deney gruplari agsagidaki gibi adlandirilmistir.

1. Kontrol grup (C)

2. Deney Gruplari (E)
a. Eio: 10 mg/L
b. E2s: 25 mg/L
c. Eso: 50 mg/L

Bu calismada iki agsamali deney yapilmistir. Birinci asamanin deney siiresi 2 giin (48
saat) olarak ikinci asamanin deney siiresi bir hafta (7 giin) olarak belirlenmistir.
Midyeler her 24 saatte bir gozlemlenmistir. Toplamda gecen 7 giinliik siirede iki adet

6lim gozlemlenmistir. Deney protokolii asagida 6zetlenmistir.

Cizelge 3.1 : Deney protokolii.

Midye Numune )
Alma Siiresi Ornek Sayis1
(saat)
Konsantrasyon .
miktar1 (mg/L) Kontrol 10 25 50 Midye sayis1
0 15 - - - 15
48 - 15 15 15 45
168 (7 giin) - 15 15 15 45
Toplam: 105

Deney kapsaminda yapilan ¢aligmalar asagida aciklanmistir.
Deney 1. Giin

Nano-CeO> suda ¢oziinmediginden akvaryum i¢inde malzemenin maksimum miktarda

dagilimini saglayabilmek i¢in dozlama miktarlart 5 mg/L olacak sekilde boliinmiis ve
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midyelerin yerlestirildigi akvaryumlardan bir beher yardimiyla su alinip 5 mg/L nano-
CeO: ekleyerek 20 dk sonikatorde bekletilmistir. Sonrasinda nano-CeO2’nin iyice
dagildig1 bu nano-CeO2/su karisimi (Sekil 3.2) ilgili akvaryuma eklenmistir. Toplamda
i¢ akvaryumuma sirasi ile 10 mg/L, 25 mg/L ve 50 mg/L olacak sekilde nano-CeO;

eklenmistir. Sekil 3.3’te dozlama sonras1 akvaryumlarin goriintiileri verilmistir.

Sekil 3.2 : Sonike edilmis nano-CeO,/Su karigimi.
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Sekil 3.3 : ilk giin sagdan sola; kontrol, 10 mg/L, 25 mg/L ve 50 mg/L nano

CeO03 ile dozlanmig akvaryum goriintiileri.
Deney 2. Giin

Deney boyunca her 24 saatte bir midyeler kontrol edilmistir. Midyelerin kabuklar: el
yardimiyla uyarilarak midyelerin canliligi test edilmistir. Midyeler cam baget gibi bir
alet ile uyarilarak, midyelerin kabuklari agilmaya galisilmis ve bdylece canliliklar
tespit edilmis, eger kabuklar aciliyorsa o6lii, agilmaya c¢alisildiginda zorlaniyor ve
tekrar kapaniyorsa canli oldugu anlagilmistir. Yapilan canlilik tayininden sonra 6lii

bireyler kaydedilmistir.

48 saat sonra nano-CeO2’ler dibe ¢okmiis midyelerin {izerinde birikmistir. Birikmeyi
onlemek i¢in belli periyotlarda spatula yardimu ile akvaryumlardaki su karigtirilmastir.
48 saat sonra en yiiksek doz yogunlugundaki akvaryumdaki suyun en bulanik oldugu

gozlemlenmistir. Sekil 3.4’te akvaryumlarin 48 saat sonraki durumu fotograflanmistir.
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Sekil 3.4 : 48 saat sonra akvaryumlarin goriintiisii.

48 saat sonunda akvaryumlardan 15’er midye alinmistir. Alinan midye 6rneklerine
strastyla; toplam boy ve agirlik 6l¢timii, hemolemfte hiicre sayimi1 (hemosit sayisi/ml),

histopatolojik analizler ve biyokimyasal analizler yapilmistir.
3.2.3.1 Midye Olciimleri

Deney baslatildiktan 48 saat sonra her akvaryumdan 15°er tane midye alinmistir.
Oncelikle tiim midyelerin agirlik, uzunluk, yiikseklik ve kalinlik tayini yapilmistir. Her
midyenin 6nce kagit havlu ile lizerindeki fazla sular alinmig, sonrasinda Sartorius,
TE313S marka terazi ile agirlik olgtimleri yapilmigtir. Kumpas ile de yiikseklik,

uzunluk ve kalinlik parametreleri tayin edilmistir.

o
|<—u'—)-

le—c

Sekil 3.5 : Midye dl¢iimleri; a) Uzunluk b) Yiikseklik ¢) Kalinlik.
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3.2.3.2 Hemolemf Alim1 ve Toplam Hemosit Sayisinin Hesaplanmasi

Tiim midyelerden tek kullanimlik enjektor ile mikroskop altinda hiicre sayimlar
yapilabilmesi i¢in hemolemf sivisi alimi yapilmistir. Midyelerinin umbo kismina
yakin bir bolgesinden 2,5 ml’lik enjektdr yardimiyla hemolemf sivisi alinmig 1:1
oraninda %4’liik formaldehitle sulandirilmistir (%4’°liik formaldehit; 96 ml distile su

ve 4 ml formaldehit karisimi1). Sonrasinda ise, mikroskop altinda hemolemf sivisindaki

!

hiicre sayim1 yapilarak sonuglar ii¢ tekrarli, THC/ml olarak hesaplanmistir.

] F

1 W

Sekil 3.6 : Hemolemf sivisinin alinma goriintiisii.

Lis

3.2.3.3 Midyelerden Dokularin Cikarilmasi

Midyelerin hemolemfleri alindiktan sonra midyeler spatula yardimiyla agilarak
diseksiyon asamasina gegilmistir. Diseksiyon iglemi iki temel analiz i¢in yapilmistir.
Orneklerin bir kismi1 biyokimya galismalar1 diger kismu ise histopatoloji ¢aligmast igin

ayrilmstir.
Biyokimya Calismalan Icin Numune Alinmasi

Biyokimya i¢in ayrilan orneklerin dokularindaki biyo-belirteglerin tespiti ig¢in

numuneler ligament ve ayak kisimlar1 hari¢ alinip aliiminyum folyoya sarilmustir.
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Numuneler parametre Slglimlerinin yapilacagi zamana kadar bekleyebilmesi igin

-80°C’de derin dondurucuda muhafaza edilmeye baslanmistir.

Sekil 3.7 : Midye doku 6rnekleri a) agilmis midye, b) pargalara ayrilmis

midye dokulari, c) aliminyum folyoya sarilmis doku numuneleri.
Histopatoloji Calismalar: I¢cin Numune Ahnmasi

Deney stireleri sonunda buz anestezisi altinda dissekte edilen 6rneklerde ligament ve
ayak kismi haric midye dokular1 alinmig ve kasetlere yerlestirilip Davidson
soliisyonuna (330 ml %95°lik etil alkol, 220 ml formaldehit, 115 ml glasiyal asetik
asit, 335 ml distile su/ya da ¢esme suyu) konulmustur. Ornekler 48 saat sonra %70’lik
etil alkole aktarilmigtir [113]. Dokular daha sonra doku takibinin gerceklestirilmesi
amaciyla plastik kasetlere kiigiiltiilerek alinmistir. Doku takibine kadar plastik
kasetlerde %70’lik etanol i¢cinde bekletilmistir.
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Sekil 3.8 : Histopataloji ¢calismasi i¢in kasetlere konulan doku 6rnegi.
Deney 7. Giin

Calismanin ikinci kismi i¢in kalan midyeler diizenli olarak kontrol edilerek 7 giin
boyunca goézlem yapilmistir. 7 giinlin sonunda deney sonlandirilmistir. Nano
CeOg’lerin daha uzun siireli etkisinin gdzlemlenebilmesi i¢in ¢alismanin birinci kismi

olan 48 saat sonraki yapilan ¢alismalar yedinci giiniin sonunda tekrarlanmistir.

Yapilan canlilik tayininden sonra 6lii bireyler kaydedilmistir. Toplamda gecen 7

giinliik stirede iki adet 6lii midye tespit edilmistir.
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Sekil 3.10 : Yedinci giin tiim midyeler alindiktan sonraki deney diizenegi.
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Sekil 3.11 : Midyelerin diseksiyon sonras1 i¢ organ morfolojisi goriintiileri.

3.2.3.4 Histopatoloji Calismasi
a) Numune Alinmasi

Deney siireleri tamamlandiktan sonra akvaryumdan alinan 6rnekler “Midyelerden
dokularin ¢ikarilmas1” baslig altinda anlatilan metot ile hazirlanmis ve doku takibine

kadar plastik kasetlerde %70’lik etanol iginde bekletilmistir.
b) Doku Takibinin Gergeklestirilmesi

Yiizde 70’lik etanol igerisinde bekleyen dokular dehidrasyon amagli olarak sirasiyla
her birinde ikiser saat kalacak sekilde %70, 80, 90, 96 ve absolii etil alkol serilerine
maruz birakilmiglardir. Daha sonra alkoliin uzaklastirilmasi ve parlatma islemi igin 2
saat siire ile ksilenden gecirilerek; 56-58°C’de ksilenli parafin ve parafinde ikiser saat
bekletilip gomiilmislerdir. Gommek i¢in 6zel kaliplar igerisine sivi parafin
doldurularak doku pargalar1 yerlestirilmistir. Parafin bloklar kesim Oncesinde

buzdolabinda saklanmigtir [114].
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) Parafin Bloklardan Doku Kesitlerinin Alinmasi

Parafin bloklardan histolojik inceleme i¢in, rotary ThermoShandon mikrotom ile 5-6
mikron kalinliginda kesitler alinmistir. Daha sonra kesitler 1s1tilmis su banyosunda lam
tizerine yerlestirilmistir. Lamlar 50-60°C’ye ayarlanmis etiivde bir gece kurutularak
parafinli kesitlerin lama iyice yapismasi saglanmistir. Lamlar daha sonra Presnell ve
Schreibman [115] prosediirlerine gore Hematoksilen ve Eozinle boyanmistir.
Hematoksilen ve Eozin ile boyanan dokular Kanada Balsami ile yapistirilarak sabit

preparat haline getirilmistir [114].
d) Histolojik Preparatlarin incelenmesi

Histolojik preparatlar/dokular 151k mikroskobu altinda incelenmistir. Dokularin 151k
mikroskobu ile incelenmesi, degerlendirilmesi ve goriintiilenmesi i¢in histoloji

atlasindan faydalanilmistir [116].
3.2.3.5 Biyokimyasal Analizler: Biyo-belirte¢c Deneyleri
a) Numune Alinmasi

Biyokimya i¢in ayrilan Orneklerin dokularindaki biyo-belirteglerin tespiti icin
numuneler ligament ve ayak kisimlar1 hari¢ alinip aliiminyum folyoya sarilmistir.
Dokular her birini temsil edecek sekilde diseksiyon yapildiktan sonra yaklasik 300 mg

doku aliiminyum folyoya sarilarak -80°C’de derin dondurucuda saklanmastir.
b) Doku Numunelerinin Homojenizasyonu

300 mg doku iizerine 1.200 pL tampon eklenerek doku yas agirliginin 4 kat1 agirlikla
tamponda homojenize edilmistir. Caligmada 300 mg doku kullanildigindan homojenat
1/5 (w/v) oraninda olmaktadir (300 mg+1.200 pL = 1.500, 1.500/300=5).
Homojenizasyon tamponu, (0,1 M potasyum fosfat, k-fosfat tamponu) (pH=7,4)
sogukla daha iyi uyumlu olmasi ve fizyolojik deneylerde tercih edilmesi nedeniyle
sodyum fosfat yerine kullanilmistir. Genel doku homojenizasyonu i¢in 800 ml ve pH
ayarl yapilmis tampon fizerine; 0,15 M KCI, (MA=74,553), 1 mM EDTA
(MA=292,24) ve 1 mM DTT (1,4-dithiothreitol) (MA=144,15) eklenmistir. MDA

calismasi genel doku homojenizasyonu diginda tutulmustur.
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Numunelerde kiimelenmenin 6nlenmesi i¢in ince uglu sonikatdr yuvarlak dipli
eppendorf tlipline daldirilarak sonikasyon uygulanmistir. Homojenat, 4°C’de,

sogutmali santrifiijde 20 dk santrifiij edilerek slipernatan alinmis ve saklanmistir.

Biyokimyasal analiz calismasinda mikroplaka okuyucusu olarak Ankara Universitesi,
Veteriner Fakiiltesi, Veteriner Farmakoloji ve Toksikoloji Ana Bilim Dali’nda
bulunan Molecular Devices Spectramax minimax i3 microplate reader cihazi

kullanilmustir.
3.2.3.5.1.Toplam Antioksidan Statiisii (TAS)

TAS 6lgiimleri RELASSAY® MARKA TAS KITi kullanilarak EREL metodu ile
yaptlmistir. ABTS radikal katyonunun Olgiilmesiyle total antioksidan kapasite
dogrudan &l¢iilmiistiir [117]. Uretici firmanin Toplam Antioksidan Statiisii (TAS) Kiti
ile elde edilen degerler mikroplaka okuyucu ile tespit edilmistir. Absorbans 6l¢iimleri
660 nm dalga boyu altinda yapilmistir. Sonuglar asagidaki formiil kullanilarak mmol/L
biriminde hesaplanmistir.

AAbs H,O—AAbs Numune
AAbs H,O0—AAbs Standart

Sonug [mmol/L] = (3.2)

3.2.3.5.2. Rediikte Glutatyon (GSH)

GSH, dithionitrobenzoik asit (DTNB, Ellman’s reagent) ile reaksiyona girerek
GSSG’yi (okside glutatyon) olusturur boylelikle total GSH (GSH + GSSGQG)
Olctlilebilmektedir. Bu tez calismasi kapsaminda total GSH (GSH + GSSG) degeri
Ol¢iilmiistiir. 100 pL homojenat alinarak, spektrofotometrede 340 nm dalga boyundaki
degerler okunmustur. Bu calismada Molar Extinction Coefficient €412 = 13 mM*cm?

olup homojenat 1/5 oraninda diliite edilmistir.
3.2.3.5.3. Total Protein

Bu ¢alisma kapsaminda total protein seviyelerinin Ol¢iilmesi i¢in Bovine Serum
Albumin Protein Standardi (BSA, SIGMA) kullanilmistir. 2,0 mg/ml standard distile
su i¢inde hazirlanmistir. Blank, standard ve Orneklerden 20 pL alinip, Bradford
reaktifinden de 200 pL alinarak toplam 220 puL hacimde numuneler hazirlanmistir.
Absorbans degerleri 595 nm’de okunmustur. Homojenat 1/5 dillisyonda olup, ilk

protein dl¢timleri 1/10 homojenat diliisyonunda; toplam diliisyon 1/5 X 1/10= 1/50;
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ikinci tekrarlarda ise 1/5 ve tekrar 1/5 toplam 1/25 diliisyonda 15 dakika bekletilerek
degerler okunmustur. Protein standart egrisine karst bilinmeyen protein miktarlar

hesaplanmistir. Bu ¢alisma i¢in Bradford (1976) metodu kullanilmigtir [118].
3.2.3.5.4. Glutatyon S-transferaz (GST) aktivitesi

Potasyum fosfat tamponu 0,1 M pH 6,5 ve CDNB (2,4-dinitrobenzene, MA=202,55)
5 ml %96’1ik etil alkol iginde 0,0195 g, 0,019 mmol/ml (19 mM) ¢6ziilmiistiir.

Rediikte glutatyon (GSH, MW=307,32) 20 ml distile su i¢inde 0,0123 g ¢oziiliip, 0,002
mmol/ml, 2 mM, 2°- 8°C’de saklanmistir. Stok ¢dzelti, kii¢iik porsiyonlarda -20°C’de
saklanmigtir. GSH’nin 20 ml’lik ¢ozeltisine 20 ml tampon eklenmistir. GST tayini,
Okay ve arkadaglarinin 2017 yilinda yaptigi Habig ve arkadaslarinin (1974)

metodunun modifikasyonuna gore yapilmistir [119].

Homojenat siipernatan1 10 pL, 200 pl karisim (6nceden hazirlanan ‘% dilie GSH
¢ozeltisi, fosfat tamponunda), 10 pl CDNB reaktifi karstirilmustir. Iki dk
vortekslendikten sonra 344 nm’de okuma yapilmistir. CDNB i¢in €340 = 9,6 x10° M
cm? (9,6 MM cm, 0,0096 uM™ cm™). Unit ak (umol/ml): AA x 0,00415. Olgiimler

asagida verilen formiile gore hesaplanmaktadir.

GST (birim) _ (%) 5 (VTop.) x (D.F.) (3.2)
ml - (340)%(D) Vornek o .

D.F. : Eger varsa ornek i¢in diliisyon faktorii
GST : Spesifik Aktivite

3.2.3.5.5. dleri Oksidasyon Protein Uriinleri (Advanced Oxidation Protein
Products - AOPP)

Bu ¢aligmada, AOPP 6l¢limii icin Witko Sarsat yontemi kullanilmistir. Asidik kosullar
altinda AOPP'nin oksidasyonunun spektrofotometrik tayini yapilmistir [120].

1/5’lik homojenatan dogrudan 50 puL alinarak 340 nm’de spektrofotometrede karsilik
gelen degerler okunmustur (Molar Extinction Coefficient €30 = 26 mM™ cm™).
Chloramine-T (SIGMA) standard egrisine kars1 bilinmeyen miktarlar hesaplanmuistir.
Numune 50, 1,16 M KI 10, glasiyal asetik asit 20 pL eklenmistir. KI eklendikten sonra
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iki dakika vortekslenmis ve asit eklendikten sonra ¢okme olmamasi igin hizlica
vorteksleyip degerler hemen okunmustur (Standard Stok Chloramine-T ¢ozeltisi 100
uM, chloramine-T, MW= 281,69).

3.2.3.6 Su Analizi Calismalari
Dinamik Isik Sacilma Spektroskopisi (DLS)

Dinamik Isik Sagilma Spektroskopisi (DLS), seyreltik ¢ozelti igerisindeki kiiciik
parcaciklardan sacgilan 15181n siddetinin ve degisiminin ol¢iilmesi temeline dayanan bir
metottur. Calisma sirasinda akvaryumlardan hem 48 saat sonras1 hem de 7 giin sonrasi
su numuneleri alinmigtir. Alinan su numunelerinden DLS metottu kullanilarak CeO>
nanopargaciklarin su icerisindeki hidrodinamik ¢aplart ve polidispersiteleri
Olciilmiistiir. Farkl: siire ve farkli konsantrasyonlardaki numunelerden alinan degerler
karsilastirilmistir. CeO2 nanoparcaciklarin ortalama hidrodinamik yarigap degerlerinin
hesaplanmasi igin 1 saat boyunca her 5 dakikada bir dl¢iim alinmistir. Olgiim igin
Malvern ZetaNano ZS cihazi kullanilmistir. Calisma, 25°C’de, 633 nm dalga boyunda
ve 5mW He-Ne lazer kaynagi kullanilarak yapilmstir.

Endiiktif Eslesmis Plazma Kiitle Spektrometresi Analizi (ICP-MS)

Akvaryumlardan 48 saat sonrasi ve 7 gilin sonrasi alinan su numunelerindeki nano-
CeO:2 konsantrasyonunun belirlenebilmesi i¢cin ICP-MS analizi yapilmistir. Analiz

yontemi olarak EPA METHOD 6020B kullanilmistir [121].
3.2.4 Istatistik Analizler

Farkli nano-CeO; maruziyet konsantrasyonlarindaki midye numunelerinin
biyokimyasal parametreleri arasinda maruziyet konsantrasyonu ve zamana bagh
olarak fark olusup olusmadig: ikili gruplarda T-testi, ikiden fazla olan gruplarda ise
non-parametrik Kruskal Wallis H yontemi ile karsilastirilmistir. Anlamlilik seviyesi
0,05 olarak belirlenmistir. Gruplarin normallikleri ve homojen dagilim gosterip
gostermedikleri incelenmis, normal dagilim goéstermedikleri igin non-parametrik

yonteme karar verilmistir.
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3.3 Bulgular
3.3.1 Midye Olgiimleri

Deney sonlandirildiktan sonra ilk olarak midyelerin agirligi, uzunlugu, yiiksekligi ve
kalinlig1 Olgiilmistiir. Bu Olgiimlerin verileri asagida sunulmustur. Nano-CeO>
maruziyeti sonrasi her iki stire araliginda da midyelerde boyutsal ve agirlik anlaminda
kontrol grubu ile istatistiksel olarak kiyaslandiginda anlamli bir farklilik

gorilmemistir. Tiim midyeler benzer 6zelliklere sahiptir.

Cizelge 3.2 : Ortalama midye agirlik degerleri.

Agirlik (g)
Ortalama
48 saat 7 glin
K 32,19+6,21 | 32,19+ 6,21

10 mg/L CeO2 |33,32+10,15| 32,11 £ 8,56

25 mg/L CeO, | 33,09 +8,96 (30,65 + 12,35

50 mg/L CeO, | 34,3+8,66 | 31,3+8,11

MIDYE AGIRLIGI (48 SAAT)
60
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=

Agirlik (g)

R
;
-
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B« Hl10mg/L M 25mg/L 50 mg/L

Sekil 3.12 : 48 saatlik deney kapsamindaki midye agirlik grafigi.
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MIDYE AGIRLIGI (7 GUN)
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Sekil 3.13 : 7 giinliik deney kapsamindaki midye agirlik grafigi.
3.3.2 Hemolemf Alimi1 ve Toplam Hemosit Sayisinin Hesaplanmasi

Isik mikroskobu altinda hemosit sayimi sonucunda elde edilen THC (hiicre)/ml
degerleri Cizelge 3.3’te sunulmustur. Maruziyet sonrasi degerlerde kontrol gruba
kiyasla 6nemli bir diislis gozlemlenmistir. Midyelerin hemosit degeri, 10 mg/L CeO>
dozda en diisiik degere sahiptir. Deney siiresinin artmasi ile hemosit degerlerinde kismi

bir artis gdzlemlenmistir.

Cizelge 3.3 : Hiicre sayimi degerleri.

THC (hiicre/ml)

Ortalama
48 saat 7 glin

K 810 000 + 377 219| 810 000 + 377219

10 mg/L CeO> |325 000 + 136 401 | 377 000 +£159 905

25 mg/L CeO, [337 000 + 181 256|396 000 = 195 809

50 mg/L CeO, [442 000 + 185 688|543 000 + 283 021
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2000000
1800000
1600000
1400000
1200000
1000000

800000

e
600000
400000 &
200000

0

THC (Huicre) / ml

Grup

B« H10mg/L M 25mg/L M 50 mg/L

Sekil 3.14 : 48 saatlik deney kapsamindaki hiicre sayisi.

HUCRE SAYIMI (7 GUN)
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Grup

WKk M 10mg/L M 25mg/L M 50 mg/L

Sekil 3.15 : 7 giinliik deney kapsamindaki hiicre sayisi.
3.3.3 Histolojik Bulgular

Uciincii asama olarak histopataloji ¢alismas1 yapilmistir. Calismada 48 saat ve 7 giin
stire ile 10, 25 ve 50 mg/L CeO’ye maruz kalan tatli su midyelerinin dokular1 alinarak
histopatolojik olarak incelenmistir. Isik mikroskobunda yapilan inceleme sonucunda
her iki 6rneklem siiresinde kontrol grubu ve 10 mg/L ait midyelerin tiim dokularinda

herhangi bir histolojik bulguya rastlanmamistir. 25 ve 50 mg/L’ye maruz kalan
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midyelerin gonadlar (ovaryum ve testisler), kas ve manto dokusunda da drneklem
zamanlarinda da herhangi bir histopatolojik bulgu saptanmamistir. Histopatolojik
bulgulara iliskin sonuglar Cizelge 3.4’te 6zetlenmistir. Verilere gore, bulgular deney
siiresi ile birlikte artmaktadir. En biiylik hasar yedinci giin sonunda solungaglarda
lipofuscin birikimi ve sindirim bezinde tubul dejenerasyon olarak gozlemlenmistir.
Sindirim bezindeki tubul dejenerasyon 25 mg/L dozda 48 saat sonunda baslamis olup
artan doz ve siire ile artmaya devam etmistir. Doku hasarlarina ait goriintiiler Sekil

3.16-3.19°da verilmistir.

Cizelge 3.4 : CeO2’ye maruz kalan tatli su midyelerindeki histopatolojik

bulgular.
& : . Kontrol | 10 mg/L | 25 mg/L | 50 mg/L
g | Histopatolojik (%) | CeO, | CeO: | CeO
o Bulgular
. 48h | 7d |48h | 7d |48h | 7d | 48h | 7d
Lipofuscin birikimi - - - - - - S [
o d
<
%” Hemositik infiltrasyon | - - - - - - - +
& | Hemolenfatiksinus | | | | | | | |,
genislemesi
‘5 | Hemositik infiltasyon | - - - - - - + +
a
E | Lipofuscinbirikimi | - | - | - | - | - | - | + | +
=
=
¥ | Tubul dejenerasyonu - - - - + | ++ |+ |+t

*Kisaltmalar: (-) = histopatolojik bulgu yok; (+) = %<20 alanda histopatoloji; (++) =% 20-60 alanda
histopatoloji; (+++) =% >60 alanda histopatoloji
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Sekil 3.16 : Kontrol grubuna ait sindirim bezi.

Sekil 3.17 : 50 mg/L nano CeO2’ye maruz kalan tatli su midyelerinin

sindirim bezinde lipofuscin (kii¢iik ok) ve tubul dejenerasyonu (biiyiik ok).



Sekil 3.19 : 7 giin siire ile 50 mg/L nano-CeO2’ye maruz kalan tatli su

midyelerinin solungaglarinda lipofuscin (siyah ok) ve hemolenfatik siniis

genislemesi (mavi ok).
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3.3.4 Biyokimyasal Analiz Sonuclari

Biyokimya ¢alismasi i¢in ligament ve ayak kisimlari hari¢ alinan dokular her birini
ayr1 ayr temsil edecek sekilde diseksiyon yapildiktan sonra yaklasik 300 mg olarak
aliminyum folyoya sarilip -80°C’de derin dondurucuda saklanmistir. Doku
numunelerinin homojenizasyonu saglandiktan sonra Molecular Devices Spectramax
minimax i3 microplate reader cihazi kullanilarak 6l¢iimler yapilmis ve biyokimyasal

analiz verileri elde edilmistir. Yapilan ¢alismalarin verileri agagida raporlanmistir.
3.3.4.1 Toplam Antioksidan Statiisii (TAS)

Midyelerin 48 saat ve 7 giin sonra elde edilen TAS verileri Cizelge 3.5’te verilmistir.
Kontrol grubuna gore dozlanmis numunelerde TAS degerinde genel olarak azalma
saptanmigtir. Kontrol grubunun ortalama TAS degeri 0,76 + 0,22 mmol/L olup en
diisiik veri 7 giiniin sonunda 50 mg/L dozlama sonrasindaki midyelerden 0,48 + 0,16
mmol/L olarak elde edilmistir. Veriler Sekil 3.20 ve 3.21°de gosterilmistir. Genel
olarak nano-CeO, maruziyetinin midyelerin TAS verilerinde kii¢iik sapmalara neden

oldugu gozlemlenmistir.

TAS (48 saat)

1,4
1,2

1
0,6
0,4
0,2

Grup

TAS (mmol/L)
o
[o4]

B« Biomg/L M 25mg/L M 50 mg/L

Sekil 3.20 : 48 saat sonraki TAS verilerinin karsilagtirilmasi.
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TAS (7 giin)
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Sekil 3.21 : 7 giin sonundaki TAS verilerinin karsilagtirilmas.
3.3.4.2 Rediikte Glutatyon

Midyelerden 48 saat ve 7 giin sonra elde edilen ortalama GSH verileri Cizelge 3.5’te
sunulmustur. Kisa zamanli (48 saaat) dozlama verilerinde istikrarl bir artis ya da azalig
saptanmamustir. Kontrol grubuna goére dozlanmis numunelerde elde edilen ortalama
GSH degerinde genel olarak dalgalanmalar gozlemlenmistir. Daha uzun zamanlt (7
giin) siiren dozlama c¢alismasinda ise midyelerden elde edilen GSH verilerinin
maruziyet konsantrasyonu arttik¢a azaldigi saptanmistir. GSH verileri Sekil 3.22 ve
3.23’te gosterilmis olup ozellikle 7 giin sonuglarinda GSH verilerinin maruziyet

konsantrasyonu arttik¢a azaldig1 sonuglarda da resmedilmistir
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Sekil 3.22 : 48 saat sonundaki GSH verilerinin karsilastirilmasi.
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Sekil 3.23 : 7 giin sonundaki GSH verilerinin karsilagtirilmasi.
3.3.4.3 Toplam Protein

Midyelerden 48 saat ve 7 giin sonra elde edilen ortalama toplam protein verileri
Cizelge 3.5’te sunulmustur. Hem kisa zamanli (48 saaat) dozlama verilerinde hem de

uzun zamanlt (7 glin) dozlama verilerinde kontrol grubuna gore elde edilen ortalama
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total protein degerlerinde genel olarak dalgalanmalar gézlemlenmistir. Veriler Sekil

3.24 ve 3.25’te gosterilmis olup grafikler bu verileri dogrulamaktadir.

Kontrol grubunun ortalama total protein degeri 2,75 + 0,09 mg/ml olarak saptanmaistir.
Kontrol gruba gore en farkli deger 50 mg/L dozlanan midyelerin 7. giiniin sonundaki

ortalama protein degerinde 3,29 + 0,35 mg/ml olarak belirlenmistir.

Protein (48 saat)

4,5
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Sekil 3.24 : 48 saat sonundaki toplam protein verilerinin karsilagtirilmasi.
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Protein (7 giin)
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Sekil 3.25 : 7 giin sonundaki toplam protein verilerinin karsilagtirilmasi.
3.3.4.4 Glutatyon S-transferaz (GST) Aktivitesi

Midyelerden 48 saat ve 7 giin sonra elde edilen ortalama GST verileri Cizelge 3.5’te
verilmistir. Kontrol grubuna gore dozlanmis numunelerde elde edilen ortalama GST
degerlerinde genel olarak dalgalanmalar gozlemlenmistir. Kisa siireli (48 saat)
dozlama c¢alismasinda midyelerden elde edilen GST verilerinin maruziyet
konsantrasyonunun artisiyla genel olarak arttigi saptanmistir. Kontrol grubunun
ortalama GST degeri 32,78 + 4,78 umol/dk/mg protein olup, en yiiksek GST degeri 48
saat siiren ¢aligmada 50 mg/L dozlanan midyelerden 56,17 + 20,62 umol/dk/mg
protein olarak elde edilmistir. 7 giin siiren ¢alismada ise elde edilen verilerde kontrol
gruba gore Once bir artis daha sonra azalis saptanmistir. Bu ¢alismada en yiiksek deger
39,81 + 3,27 umol/dk/mg protein olarak 10 mg/L dozlanan midyelerden elde
edilmistir. Bu sonuglar midyelerin GST verilerinin kisa vadede daha ¢ok etkilendigini
zamanla normal degerlerine yakinlastigin1 gostermektedir. Verilere ait grafikler Sekil

3.26 ve 3.27°de sunulmustur.
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Sekil 3.26 : 48 saat sonundaki GST verilerinin karsilastirilmasi.
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Sekil 3.27 : 7 giin sonundaki GST verilerinin karsilagtirilmasi.

3.3.4.5 ileri Oksidasyon Protein Uriinleri (Advanced Oxidation Protein
Products - AOPP)

Midyelerden 48 saat ve 7 giin sonra elde edilen ortalama AOPP verileri Cizelge 3.5’te

verilmistir. Kontrol grubuna gore dozlanmis numunelerde elde edilen ortalama AOPP
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degerlerinde genel olarak bir artis gézlemlenmistir. Kisa stireli (48 saat) dozlama
calismasinda midyelerden elde edilen AOPP verilerinin 6nce bir artis daha sonra azalig
gosterdigi saptanmistir. Kontrol grubunun ortalama AOPP degeri 1729,36 + 403,67
umol/mg protein olup, en yiiksek AOPP degeri 48 saat siiren ¢alismada 10 mg/L
dozlanan midyelerden 2533,50 + 457,69 umol/mg olarak, 7 giin siiren ¢alismada ise
en yiiksek veri yine 10 mg/L dozlanan midyelerden 2613,67 + 608,08 umol/mg olarak
belirlenmistir. Bu sonuclar midyelerin AOPP verilerinin daha diisiik dozlamada daha
yiiksek degere ulastigini ve uzun siireli maruziyetin kisa siireli maruziyete gore daha
yiiksek AOPP degerine neden oldugunu gostermektedir. Verilerin sonuglari Sekil 3.28
ve 3.29’°da sunulmustur. Hesaplamalar yapilirken anormal degerde olmalari nedeniyle

48 saat siiren caligmadaki 50 mg/L dozlanan midyelerden 6 ve 11 nolu veriler

cikarilmistir.
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Sekil 3.28 : 48 saat sonundaki AOPP verilerinin karsilastirilmasi.
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Sekil 3.29 : 7 giin sonundaki AOPP verilerinin karsilagtirilmasi.
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Cizelge 3.5 : Biyokimyasal analiz sonuglart.

48 saat 7 giin
10 mg/L 25 mg/L 50 mg/L 10 mg/L 25 mg/L 50 mg/L
C
CeO2 CeO2 CeO2 CeO2 CeO2 CeO2
TAS
0,76 +0,22 | 0,69+0,13 | 0,62+0,18 | 0,70+0,23 | 0,53+0,14 | 0,87+0,15 | 0,48 +0,16
(mmol/L)
GSH
o 1900,23 + 1944,77 + 233498 + 2245,53 + 2585,79 + 2140,64 + 1768,41 +
mole.
(u_ 8 369,23 274,93 486,24 469,33 887,21 611,71 343,42
tissue)
GST
42,48 + 56,17 +
(umol/dk/mg | 32,78 £4,78 | 44,11 +5,30 39,81 +3,27 | 32,32 +5,34 | 34,03 +4,11
: 10,97 20,62
protein)
Protein
2,75+0,09 | 262+0,28 | 287+0,32 | 223+0,50 | 2,57+0,18 | 2,64+0,35 | 3,29+0,35
(mg/ml)
AOPP
1729,36 + 2533,50 + 2230,61 + 1717,33 + 2613,67 + 2130,24 + 2207,63 +
(nmol/mg
_ 403,67 457,69 661,86 206,11 608,08 536,68 398,52
protein)




3.3.5 Su Analizi Sonuglar:
3.3.5.1 CeO2 Nanoparcaciklarin Dispersiyonu ve Parcacik Boyutu Analizi

Akvaryumlardan alinan su numuneleri igindeki CeO2 nanopargaciklarin ortalama
hidrodinamik ¢aplarmin ve polidispersite degerlerinin zamanla degisimi Cizelge
3.6’da verilmistir. Sonuglar CeO2 nanoparcaciklarin su i¢inde oldukg¢a kismi bir

¢ozlinme gosterdigini, genel olarak yogun topaklanma gosterdigini kanitlamaktadir.

Cizelge 3.6 : Farkli konsantrasyonlardaki su numuneleri i¢indeki CeO2
nanoparcaciklarin ortalama hidrodinamik ¢aplar1 ve polidispersite
degerlerinin zamanla degisimi.

Numune alum DLS Konsantrasyon miktari (mg/L)
siiresi Deney siiresi 10 ‘ 25 ‘ 50
(dk) Hidrodinamik ¢ap dH (nm)
5 787,6 624,5 604,4
10 799,6 657,8 7279
15 897,2 622,9 715,9
20 713,5 699,7 679,5
25 656,4 724,3 7354
48 saat 30 7443 814,9 641,5
35 735,6 788,4 684,3
40 818,2 601,9 618,2
45 762,3 644,4 572,3
50 812,5 714,3 697,3
55 798,3 7773 734,3
60 812,2 735,2 644,9
DLS Konsantrasyon miktar1 (mg/L)
Num?ne a lim Deney siiresi 10 ‘ 25 ‘ 50
surest (dk) Polidispersite
5 0,732 0,697 0,682
10 0,707 0,715 0,645
15 0,743 0,628 0,621
20 0,767 0,686 0,694
25 0,779 0,760 0,709
48 saat 30 0,699 0,654 0,764
35 0,632 0,689 0,631
40 0,632 0,697 0,682
45 0,707 0,715 0,645
50 0,743 0,628 0,621
55 0,667 0,686 0,794
60 0,679 0,660 0,709
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Numune alim

DLS

Konsantrasyon miktari (mg/L)

siiresi Deney siiresi 10 | 25 | 50
(dk) Hidrodinamik ¢ap dH (nm)
5 787,6 624,5 342,0
10 440,6 553,8 376,4
15 397,2 322,0 325,2
20 313,4 364,7 376,3
25 357,2 4123 309,7
7 giin 30 344,3 373,3 362,7
35 393,6 274,4 298,7
40 418,2 336,3 375,7
45 452,3 2917 3214
50 465,5 282,4 336,1
55 391,3 290,3 277,5
60 374,8 301,2 351,2
DLS Konsantrasyon miktar1 (mg/L)
Num}_lne oy o Deney siiresi 10 ‘ 25 ‘ 50
surest (dk) Polidispersite
5 0,774 0,666 0,452
10 0,456 0,491 0,490
15 0,502 0,400 0,433
20 0,546 0,383 0,485
25 0,534 0,440 0,476
7 giin 30 0,432 0,397 0,482
35 0,507 0,415 0,445
40 0,443 0,528 0,621
45 0,467 0,386 0,494
50 0,479 0,360 0,509
55 0,599 0,454 0,464
60 0,632 0,489 0,531

3.3.5.2 Endiiktif Eslesmis Plazma Kiitle Spektrometresi (ICP-MS) ile CeO2

Konsantrasyon Tayini

Her konsantrasyon i¢in akvaryumlardan 48 saat sonrasi ve 7 giin sonrasi alinan su
numunelerindeki nano CeO: konsantrasyonunun belirlenebilmesi i¢in EPA metod
6020B analiz yontemi kullanilarak elde edilen ICP-MS sonuglar1 Cizelge 3.7°de
raporlanmistir. Analizde kullanilan Ce i¢in LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,15 pg/L

ve 0,5 pg/L’dir.
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Sonuglar genel olarak gostermektedir ki hem deney siiresi hem de seryum
konsantrasyonu arttikga su numuneleri i¢indeki seryum miktar1 da genel olarak

artmaktadir.

Cizelge 3.7 : Farkli konsantrasyonlardaki su numuneleri i¢indeki nano CeO2>

miktarlari.
Numune (CeO2/Su) (mg/L) Ce (ng/L)
48 saat Kontrol 0,55
48 saat 10 mg/L CeO> 21,6
48 saat 25 mg/L CeO> 16,96
48 saat 50 mg/L CeO> 273,24
Su
7 giin Kontrol 0,94
7 giin 10 mg/L CeO> 378,3
7 giin 25mg/L CeO> 1133,3
7 giin 50 mg/L CeO> 3955,8
3.4 Degerlendirme

Tezin bu boliimiinde ilk olarak deney calismasinda kullanilan tiim midyelerin
maruziyet sebebi ile olusabilecek anormalliklerin saptanabilmesi i¢in agirlik ve boyut
Olgtimleri yapilmis kontrol grup ile dozlanan grup midyeleri arasinda agirlik ve boyut
olarak onemli bir fark gozlemlenmemistir. Yaklasik olarak tiim midyeler benzer
agirhk ve boyuta sahiptir. Ayrica deney siiresi boyunca oOnemli bir o6liim
gozlemlenmemistir. Sendra ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, farkli fiziko-kimyasal
ozelliklere (boyut, sekil, zeta-potansiyeli ve Ce*3/Ce** orani) sahip iki farkli nano-
CeOz’nin toksik etkileri raporlanmigtir. Bu iki farkli nano-CeO’nin incelendigi
calisgmada, bu tez kapsaminda kullanilan midye tiirline benzer Mytilus

galloprovincialis isimli midye tiirii kullanilmigtir. Nano-CeQOz’lerin hem nétr ylizey
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yiikli hem de iyi sekillendirilmis formlarinda ciddi toksik 6zellikler gostermedigi bu

caligmada da raporlanmistir [97].

Ikinci olarak midyelerden hemolemf alimi yapilip 151k mikroskobu altinda hemosit
saymmi gerceklestirilmistir. Kontrol grubuna kiyasla dozlanmis numunelerde THC
(hiicre/ml) degerlerinde olduk¢a diisiis gozlemlenmistir. THC (hiicre/ml) degerleri
kontrol grubun degerinin yarisindan bile diisiiktiir. Elde edilen sonuglar istatistiki
bakimdan anlamli olup dozlanmis numunelerde kontrol gruba kiyasla diisiik THC

sayimi elde edilmesi hiicrelerin nano-CeO,’den etkilendigini gostermektedir.

Histopatoloji ¢alismasiin sonuglarina goére, nano-CeQO>'lerin subletal etkisi oldugu
sonucuna varilmistir. Sudaki nano-CeO;'lerin konsantrasyonu ile doku hasar1 miktari
arasmda pozitif bir korelasyon oldugu gdzlemlenmistir. Ozellikle yiiksek dozlarda
sindirim bezi ve solungaglarda histolojik olarak baz1 doku hasarlarina neden oldugu
sonucuna varilmistir. Elde edilen bu sonuglar literatiir ile paralellik gdstermistir. Nano-
CeOz2'nin in vivo toksik etkileri lizerine Augustea ve arkadaslarinin yaptigi calismada,
96 saat boyunca 100 pg/L CeOz'ye maruz kalan deniz midyesi Mytilus
galloprovincialis’in dokularinda (solungaglar, sindirim bezi) farkli seviyelerde hasar
tespit edilmistir. Ayrica, bu ¢alismada nano-CeOz'nin toksik etkilerini belirlemek igin,
genis bir konsantrasyon araliginda 48 saatlik embriyo-toksisite testi de yapilmuistir.
Nano-CeO2 maruziyeti sonucunda, normal embriyo gelisiminde kiigiik bir miktar

sapma tespit edilmistir [94].

Biyokimyasal analiz datalar1 ile yapilan istatistiksel c¢alisma sonucunda midye
numunelerinin birbiri arasinda ve numuneler ile kontrol grubu arasinda 6nemli bir fark
gozlemlenmemistir. Maruziyet sonucunda biyo-belirte¢ analizinde O6nemli bir
degisiklik tespit edilmemekle birlikte dozlanmis numunelerin ikili karsilagtirmalarda
oksidasyon stres parametrelerinde sapmalar oldugu raporlanmistir. Elde edilen
bulgular istatistiki olarak anlaml diizeyde degildir. Ancak, bu sonuglar literatiirdeki
benzer ¢alismalarla uyusmaktadir. Garanda ve arkadaslarinin yaptig1 calismada zebra
midyesi (Dreissena polymorpha) [95], Vanessa ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada ise
tatli su taragi (Corbicula fluminea) [99] deney hayvani olarak secilmistir. Her iki
calismada da nano-CeO'nin oksidatif stres parametreleri lizerine sapmalara sebep

oldugu belirtilmistir. Bu c¢alismalarda, nano-CeO2’nin zaman ve konsantrasyon
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etkileri, bu tez kapsaminda da oldugu gibi biyo-belirte¢ degerlendirmelerinin yaninda

hemolemf ve histolojik vb. deneylerin sonuglartyla birlestirilerek vurgulanmastir.

Su analizi kapsaminda yapilan DLS ¢alismasi sonucunda, CeO2 nano pargaciklarin su
icinde kismi bir ¢ozlinme gosterdigi, genel olarak yogun bir sekilde topaklanarak
¢oktiigli sonucuna varilmistir. I[CP-MS analizinde ise hem deney siiresinin hem de
seryum konsantrasyonunun artmasi ile su numuneleri i¢indeki seryum miktar1 da
artmaktadir. Bu iki analiz, akvaryum gorsellerinde de gozle goriilen midye iizerinde
topaklanarak biriken nano-CeO; pargaciklarini ve 48 saat ile 7 gilin sonrasinda bile
gozle goriilen su bulanikliginin nedeninin tiim nano-CeO; topaklarinin ¢okmedigi bir

miktarinin ise su i¢inde tutunabildigini kanitlamaktadir.

Tezin bu béliimiinde yapilan deneylerin sonucunda, nano-CeO'ye maruz kalmanin
akut maruziyet sirasinda midyeler igin biyolojik risk olusturmadigi; ancak midyelerin
cok yiiksek doz nano-CeOz’ye maruz birakildig1 bu ¢alismada 6zellikle sindirim bezi
ve solungaclarda histolojik olarak bazi doku hasarlarima neden oldugu sonucuna

varilmstir.

Bu tez ¢aligsmast tath su ortamlarinda var olan nano-CeO2 miktarina gére daha yiiksek
oranlarinda maruziyetin 6zellikle histolojik agidan doku hasar1 olusturdugunu, daha
diisiik dozlarda etki gostermeyecegini kanitlasa da artan nano-CeO> kullanimi1 ve sucul
ekosisteme hizli sedimentasyonu nedeniyle gelecekte midyelerin ekosistemdeki
konumundan dolay1, besin aginin diger organizmalarina trofik transfer yoluyla bir risk

olusturabilecegi gostermektedir.
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4. DEGERLENDIRME ve TARTISMA

Yapilan ¢aligmalar sonucunda miihendislik {iriinii nanoparcaciklarin (MNP'ler) dogal
su ortaminda biriktigi bilinmektedir. Her gegen giin, MNP’lerin kullaniminin artmasi
ile de sudaki bu birikim orami artmaktadir. Bu tez calismasi kapsaminda da
MNP’lerden 6nemli biri olan nano-CeQOz’nin tatli su ortaminda birikmesi sonucu zarar
gorebilecek olan iki tatli su canlisi ele alinmstir. Oncelikle su dibinde olusan sediment
ortaminda yasayan Chironomus riparius larvalarin dogal sartlarda maksimum
miktarda olabilecek konsantrasyon miktar1 ele alinarak belirlenen en diisiik doz ve
yiikksek doz etkilerini incelemek i¢in belirlenen en yiiksek doz ve ara dozlarda
eklenerek farkli nano-CeQO> konsantrasyonlarina maruziyeti incelenmis, daha sonra ise
yine bir tatli su hayvami olan tatli su midyelerin yiiksek dozdaki nano-CeO;’ye
maruziyetleri aragtirilmistir. Sonug olarak ise, nano-CeOz’nin hem kronomidler hem
de midyeler i¢in kisa vadede ciddi bir risk teskil etmedigi sonucuna varilmistir. Ancak,
nano-CeOz’nin tath su dibinde ciddi birikimiyle birlikte hayvanlarin viicutlarinda da
biriktigi gozlemlenmistir. Bu birikim sonucunda besin zincirindeki daha ilerideki
organizmalara trofik transfer yoluyla risk olusturabilecegini kanaatine varilmistir. Tez
kapsaminda nano-CeO2’nin hem kronomidler hem de midyeler i¢in kisa vadedeki
toksik etkileri arastirilmistir. Ancak daha uzun vadeli etkileri heniiz arastirilmamastir.
Hayvanlarin viicutlarinda nano-CeO2 nin biriktiginin bilinmesi nedeniyle uzun vadede
toksik etki yaratabilecegi diislinlilmektedir ve uzun vadeli etkileri ileride ¢alisilmasi

gereken 6nemli bir arastirma konusudur.

MNP’lerin kuantum boyut etkisi ve sahip olduklar1 genis yiizey alani/hacim oram
sebebiyle sira dis1 ve y18in formuna gore farkli 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir.
Bu ozelliklere toksik etkileri de dahildir. Bagka bir degisle, ayni malzemenin farkli
nano sekil ve boyuttaki formlar1 hem birbirlerinden hem de yi1gin formdaki halinden
farkl1 toksik 6zelliklere sahiptir. Bu sebeple MNP lerin toksikolojisi 6nemli ve genis
bir arastirma alanmi olusturmaktadir. MNP’lerin ayn1 malzemeden bile olsa her bir
formu farkli toksik etki yaratacagindan yapilacak calismanin basinda kullanilacak

MNP ’nin ayrintili karakterizasyonun yapilmasi bilylik 6nem tagimaktadir. Bu nedenle
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bu tez calismasi kapsaminda kullanilan MNP (nano-CeQO2) ¢ok detayli bir sekilde
farkli yontemler kullanilarak karakterize edilmistir. Bu ¢aligma kapsaminda kullanilan
nano-CeOz’nin partikiil boyutu ortalama 25 + 1.8 nm’dir. Partikiil boyutlar1 23 ile 29
nm arasinda degisebilmektedir. Nano-CeO;’nin sekli ise tam bir kiire degil, koseli bir
forma sahiptir. Kristal yapisi yiizey merkezli kiibik yapida baska bir degisle florit
yapidadir. Suda ¢6ziinmeyen CeO2 molekiillerinin su i¢erisinde solvasyon kuvvetlerin
de etkisiyle s1ivi molekiillerinin etrafinda adsorplanarak ince bir tabaka olusturdugu bu
nedenle hidrodinamik ¢ap denilen kuru ortama gore farkli bir ¢cap boyutuna sahip
oldugu bilinmektedir. Nano-CeOz’lerin hidrodinamik ¢ap1 kuru ortamdaki ¢apina gore
¢ok daha yiliksek degerlere sahiptir. Ayrica nano-CeOz’nin hem sivi hem de kuru
ortamda birbirlerine tutunma, topaklanma egiliminde oldugu tespit edilmistir. BET
sonuglarina gére CeOy’nin 6zgiil yiizey alan1 42,602 m?/g ve gdzenek yaricapr 107,5
nm’dir. Bu degerler CeO2 topaklarinin yiizey alan1 ve gbzenek yarigapinin degerleri
olup sediment ¢aligmasinda SEM ile elde ettigimiz silika pargaciklarina tutunan CeO>
topak goriintiileri ile uyumlu sonuglar gostermektedir. Su ortaminda da akvaryum
icinde gozle goriilen, ICP-MS ve DLS verileri ile de dogrulanan, nano-CeO2’nin

topaklanma egiliminde oldugudur.

Sendraa ve arkadaslarinin yaptigi calismada, farkl fiziko-kimyasal 6zelliklere (boyut,
sekil, zeta-potansiyeli ve Ce*3/Ce™ orani) sahip iki farkli nano-CeOz’nin toksik
etkileri raporlanmistir. Bu iki farkli nano-CeO2’nin incelendigi ¢aligmada, bu tez
kapsaminda kullanilan midye tiiriine benzer Mytilus galloprovincialis isimli midye
tiri kullanilmistir. Ayn1 deney kosullarinda plazma sivisindaki biyo-molekiillerde
farkli davranislar sergiledigi belirtilmistir. Negatif yiikli ve yuvarlak sekilli nano-
CeOz’lerin stres biyo-belirtecinde (LMS) ve immiinolojik parametrelerde (ROS ve
fagositoz kapasitesi) daha yliksek degisikliklere neden oldugu raporlanmistir. Nano-
CeOz’lerin nétr yiizey yiklii ve iyi sekillendirilmis formlarinda ciddi toksik ozellikler
gostermedigi tespit edilmistir [97].

Bu konuyla ilgili David ve arkadaslarinin yaptigi bir diger calismada ise, nano ve yi1gin
formdaki nano-CeOz’nin deniz mikrokabugu, Artemia salina, iizerindeki etkisinin
arastirmistir.  CeOz2’nin boyutlar1 15 + 3,5 (nano) ve 582 + 50 nm (y18in) olarak
bildirilmistir. CeO» partikiillerinin her iki boyutu da Artemia salina’nin yumurtadan

¢ikma oranini azaltmigtir. Nano CeO2'nin yi1gin CeOz ile karsilastirildiginda Artemia
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salina igin daha toksik oldugu tespit edilmistir. Nano CeO2, Artemia salina tizerinde
y1igin formdan daha yiiksek oksidatif strese (ROS) sebep olmustur. Antioksidan
aktivitesindeki azalma, hiicrelerdeki oksidatif streste bir artis oldugunu gostermistir.
Nano ve yi1gin CeO; partikiillerine maruz kalma sonucunda ytiksek asetilkolinesteraz
aktivitesi (AChE) gozlenmistir. Konsantrasyon ve partikiil boyutu arttikca CeO>
partikiillerinin alimi1 ve birikimi de artmigtir. Bu nedenle, sonuglar nano-CeO>'nin
y1gin partikiillere kiyasla Artemia salina i¢in daha toksik oldugunu ortaya koymustur
[98]. Sonug¢ olarak, nano-CeOz’nin farkli formlar1 farkli toksik sonuglar
dogurabileceginden ¢alismalardaki karakterizasyon kismi1 olduk¢a 6nem tasimaktadir.

Bu sebeple bu tez kapsaminda karakterizasyon ¢alismasina olduk¢a 6nem verilmistir.

Literatiirde, nano-CeO2’nin etkileri {lizerine ¢eliskili ¢calismalar bulunmaktadir. Bazi
caligmalar nano-CeO2'nin antioksidan oldugunu belirtirken bazi ¢alismalar ise Reaktif
Oksijen Tiirleri (ROS) iiretimini tetikleyici etken madde oldugunu rapor etmistir.
Nano-CeO2'nin kancali kurtlarin yasam siirelerini azalttigi, sicanlarin karacigerlerinde
hasara sebep oldugu, akciger dokular1 gibi ¢esitli insan kas dokularinda ortalama bir
toksiklik sergiledigi raporlanmistir [79]. Nano-CeOzmnin sahip oldugu serya
dongiisiiniin bu celiskili durumun sebebi oldugu ve Ce3*/Ce*" oranindaki degisimin bu
z1t davraniglara neden oldugu diisiiniilmektedir. Ancak nano-CeO2'nin hangi formunun
nasil 6zellik gdsterdigi net olarak bilinememektedir. Bu konuda daha fazla aragtirmaya
ithtiya¢ duyulmakla birlikte bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalar literatiire bu noktada
katki saglayacaktir.

Bu tez ¢alismasinda, kronomid larvalarin, 6nemli miktarda nano-CeO3’yi viicutlarinda
biriktirme kabiliyetinin oldugu ICP-MS c¢alismasiyla kanitlanmigstir. Yapilan ¢alisma,
bu agidan pek cok calisma ile uyusmaktadir. Kronomid larvalarin, nanopartikiilleri
biriktirme kabiliyetinin oldugu kanitlanmistir. Bu aragtirmada, kronomid larvalari
nano-CeOz'yi maruz kaldigi konsantrasyonun 10 katindan daha fazla miktarda
viicutlarinda biriktirdikleri raporlanmistir. Bour ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismalar
da benzer sonuglar gostermektedir. Bu ¢alismada, 1 mg/L nano-CeO.'ye maruz kalan,
kronomid larvalarin ortalama 282 mg/kg viicut agirliginda nano-CeO: biriktirdikleri

raporlanmustir [78].

Tez kapsaminda yapilan, genotoksisite analizinin sonuglari, nano-CeO2'nin,

Chironomus riparius'un dordiincii instar larvalarinda doza bagl olarak DNA hasarina
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neden oldugunu gostermektedir. Lee ve arkadaslarinin yaptigi calisma da benzer
sonuglar raporlamaktadir. Chironomus riparius, 15 ve 30 nm boyuttaki iki farkli nano-
CeO.'ye 1 mg/L konsantrasyonda maruz birakilan ¢alismada, daha kii¢iik boyutlu
nano-CeOz’nin daha fazla DNA hasarima neden oldugu belirtilmistir [122]. Boyut
etkisinin de arastirildig1 bu ¢alismada her iki boyutta da DNA hasar1 gozlemlenmis,
boyut azaldik¢a toksik etkinin arttigi sonucuna varilmistir. Bu tez kapsaminda
kullanilan nano-CeQO; ise 25 nm olup artan konsantrasyon degerleri ile artan DNA

hasar1 gozlemlenmistir.

Tez kapsaminda elde edilen histolojik bulgular da literatiir ile paralel sonuglar
gostermistir. Histopatoloji ¢alismasiin sonuglarma goére, nano-CeOz'nin midyeler
tizerinde subletal etkisi oldugu, nano-CeOz'nin konsantrasyonundaki artis ile doku
hasar arasinda pozitif bir korelasyon oldugu gdzlemlenmistir. Ozellikle yiiksek
dozlarda sindirim bezi ve solungaglarda yiiksek doku hasarlar1 gézlemlenmistir. Nano-
CeO2'nin in vivo toksik etkileri {izerine yapilan bir ¢alismada, 96 saat boyunca 100ug/L
CeO2'ye maruz kalan midyelerin dokularinda (solungaclar, sindirim bezi) farkli
seviyelerde patolojik etkiler tespit edilmistir. Ayrica, bu g¢alismada nano-CeO2'nin
toksik etkilerini belirlemek i¢in, genis bir konsantrasyon araliginda 48 saatlik embriyo-
toksisite testi de yapilmistir. Nano-CeO, maruziyeti sonucunda, normal embriyo

gelisiminde kiiglik bir miktar sapma tespit edilmistir [94].

Caligma kapsaminda elde edilen biyokimyasal analiz sonuglart hem kronomid larva
hem de midye numunelerinin birbiri arasinda ve numuneler ile kontrol grubu arasinda
onemli bir fark gostermemistir. Sadece oksidatif stres parametrelerinin ikili
karsilagtirmalar1 sonucu sapmalar oldugu raporlanmistir. Bu sonuglar literatiirdeki
benzer calismalarla uyusmaktadir. Bu ¢alismalara tathh su amfipodu (Gammarus
roeseli) ve zebra midyesi (Dreissena polymorpha) [80] iizerinde yapilan ¢alisma ve
tatli su taragi (Corbicula fluminea) [99] iizerine yapilan g¢alisma Ornek olarak
verilebilmektedir. Her iki ¢alismada da nano-CeO2'nin oksidatif stres parametreleri
lizerine sapmalara sebep oldugu belirtilmistir. Bu ¢alismalarda, nano-CeO2’nin zaman
ve konsantrasyon etkileri, bu tez kapsaminda da oldugu gibi biyo-belirte¢
degerlendirmelerinin yaninda genotoksisite, hemolemf, histolojik vb. deneylerin

sonuglartyla birlestirilerek vurgulanmastir.
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Nano partikiiller, tatli su ortamlarinda dibe ¢okerek dogrudan bentik organizmalari
etkilemektedir. Bu sebeple, bu tez ¢alismasinda Chironomus riparius ve Unio crassus
test organizmalar1 olarak secilmistir. Bu iki canli da nano partikiilleri viicutlarinda
biriktirebildikleri i¢in dogal indikatérlerdir; bu nedenle nano partikiillerin toksik

etkilerinin ¢alisilmasi i¢in segilecek en uygun tatli su canlilarindandirlar.

Ayrica, kronomidlerin yasam dongiisiiniin sadece 21-22 giin olmasi da nano
malzemelerin 6ldiirticii etkilerinin arastirilmasi ¢alismalari i¢in kronomidleri uygun
test organizmasi yapmaktadir. Bu tez kapsaminda da nano-CeOz’nin kronomidlerin
yasam dongiisli parametreleri iizerindeki etkisi incelenmis ve yliksek dozlarda bile
oldiiriicli bir etkisi olmadig1 sonucuna varilmistir. Sineklerde mortalite orani kontrol
grubuna kiyasla bir miktar artmis olma bile ortaya ¢ikma orani, gelisim siiresi ve

hizinda anlamli bir fark gézlemlenmemistir.

Sonug olarak, nano-CeOz’nin kronomid larva (Chironomid Riparius) ve tatli su
midyesi (Unio crauses) tizerindeki toksik etkilerinin arastirildigi bu tez ¢calismasinda
her iki tath su canlisi i¢cin de nano-CeOz’ye maruziyetin biiylik bir risk teskil
etmedigini sonucuna varilmistir. Ancak bu calisma, kronomid larvalarin 6nemli
miktarda nano-CeQO>’yi viicutlarinda biriktirebildiklerini dogrulamaktadir. Her gegen
giin artan nano-CeO» kullanimi ile de bu pargaciklarin tatli su ortamlarina hizlica
ulastigl; su diplerinde ve sediment ortamlarinda biriktigi de bilinmektedir. Sucul
ekosistemde her gecen giin artan nano-CeO; konsantrasyonu nedeniyle de kronomid
ve midyelerde bu nanopargagigin birikiminin de artacagi tahmin edilmektedir. Bu
sebeple bu tez caligsmasi ile ileri vadede besin zincirindeki daha ilerideki organizmalara
trofik (beslenme basamagi) transfer yoluyla nano-CeOz’nin risk olusturabilecegi

sonucuna varilmistir.

Ayrica, nano pargaciklarin, sucul ortamdaki toksik etkilerinin arastirildigi ¢alismalarin
heniiz yeterli diizeyde olmadig1 ve bu alanda literatiirdeki bilgilerin sinirli oldugu
bilinmektedir. Nano pargaciklarin ¢evreye etkileri hakkinda daha fazla arastirmaya
ihtiyag  duyulmaktadir. Bu tez kapsaminda da nano-CeOz’nin ayrmtili
karakterizasyonun yapilmasi ve iki tatli su organizmasi iizerindeki ekotoksikoloji
calismalarinin yapilmasiyla bu alanda literatiirde var olan acigin doldurulmasina katki

saglanmstir.
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