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OZET
NANOPLASTIKLERIN SUCUL BiR ORGANIZMA OLAN TETRAHYMENA
THERMOPHILA’DA GENOTOKSIK VE SITOTOKSIK ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Ece AKMAN PEHLIVANLI

Ileri Teknolojiler Anabilim Dali
Biyoteknoloji Bilim Dal1

Eskisehir Teknik Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, May1s 2025
Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Handan Agelya KAPKAC

Plastik atiklar ¢evre kirliligi i¢in olduk¢a 6nem arz etmektedir. Zaman igerisinde
plastiklerin {iretimi ve asinimui ile ortaya ¢ikan nanoplastiklerin artan cevresel varlig
sebebiyle, canli organizmalar iizerinde potansiyel etkilerinin arastirilmas1 daha 6nemli
hale gelmektedir. Bu ¢alismada, nanoplastiklerin sucul bir organizma olan Tetrahymena
thermophila tizerindeki genotoksik ve sitotoksik etkileri incelenmistir. Farkl
konsantrasyonlarda Tetrahymena thermophila iizerinde nanoplastik maruziyeti
gerceklestirilmistir. MTT testi ile hiicre canliligi degerlendirilmis ve konsantrasyona
bagl olarak sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica LDso degeri 183,71 mg/L
bulunmustur. COMET (alkalin tek hiicre jel elektroforezi) testi ile DNA hasar1 analiz
edilmis ve nanoplastiklerin genotoksik etkiye yol actigi belirlenmistir. Oksidatif stres
parametrelerinden katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon S-transferaz
(GST) enzim aktiviteleri Ol¢iilmiis, nanoplastiklerin antioksidan savunma sistemini
bozarak oksidatif strese neden oldugu gozlemlenmistir. Lipid peroksidasyon (MDA
diizeyleri) analizleri, hiicre zarlarinda oksidatif hasarin varligini dogrulamistir. Bu
bulgular, nanoplastik kirliliginin sucul ekosistemler iizerindeki potansiyel risklerini

ortaya koymakta olup, ilerleyen ¢alismalar i¢in 6nemli bir referans olusturmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Tetrahymena thermophila, Nanoplastik, Genotoksisite,
Sitotoksisite, Biyokimyasal aktivite.
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ABSTRACT
INVESTIGATION OF THE GENOTOXIC AND CYTOTOXIC EFFECT OF
NANOPLASTICS ON TETRAHYMENA THERMOPHILA, AN AQUATIC
ORGANISM

Ece AKMAN PEHLIVANLI

Department of Advanced Technologies
Programme in Biotechnology
Eskisehir Technical University, Institute of Graduate Programs, May 2025
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Handan Acelya KAPKAC

Plastic waste is very important for environmental pollution. Due to the increasing
environmental presence of nanoplastics that emerge with the production and erosion of
plastics over time, it is becoming more important to investigate their potential effects on
living organisms. In this study, the genotoxic and cytotoxic effects of nanoplastics on an
aquatic organism, Tetrahymena thermophila, were investigated. Nanoplastic exposure
was performed on Tetrahymena thermophila at different concentrations. Cell viability
was evaluated with the MTT test, and it was determined that it showed a cytotoxic effect
depending on the concentration. Moreover, the LDso value was determined as 183,71
mg/L. DNA damage was analysed with the COMET (alkaline single cell gel
electrophoresis) test and it was determined that nanoplastics caused genotoxic effects.
Catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and glutathione S-transferase (GST)
enzyme activities were measured from oxidative stress parameters, and it was observed
that nanoplastics disrupted the antioxidant defense system and caused oxidative stress.
Lipid peroxidation (MDA levels) analyses confirmed the presence of oxidative damage
in cell membranes. These findings reveal the potential risks of nanoplastic pollution on

aquatic ecosystems and constitute an important reference for further studies.

Keywords: Tetrahymena thermophila, Nanoplastic, Cytotoxicity, Genotoxicity,
Biochemical activity.
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1. GIRIS

Plastikler gerek dayanikliliklar: gerekse diisiik maliyetleri nedeniyle yaygin olarak
kullanilmaktadir ve atik yonetimindeki eksiklikler nedeniyle g¢evresel bir krize yol
acmaktadir. 2000 yilindan bu yana her yil plastigin ¢evreye sizmasi iki kat daha fazla
artmakta olup 2040 yilina gelindiginde ise plastik atiklar ile ilgili yeterli diizeyde 6nlem
alinmazsa plastik iiretimi, kullanimi1 ve atiklarin yaygilagmasinin %70 oraninda artacagi
ongoriilmektedir (OECD, 2024). Bu nedenle ¢evre kirliligine neden olan plastik atiklar
Oonemli bir arastirma konusu haline gelmistir.

Plastik atiklarin makro boyutlarda c¢evre kirliligine neden olmas1 gozle goriiliir bir
gercektir fakat yillar gectikge bu plastik atiklar ¢esitli etkenlerle daha kiigiik boyutlara
parcalanmakta ve birikime sebep olmaktadir. Bu durum g6z oniine alindiginda pargacik
boyutlar1 kiigiildiikce biyolojik reaktivitenin arttigt gozlemlenmis olup son yillarda
mikroplastikler ve nanoplastiklerle ilgili yapilan ¢aligmalar oldukca artmistir (Mughal,
Aylaz, ve Andag, 2022). Yapilan bu caligmalarda genellikle mikro ve nanoplastikler bir
arada ele alinmis olsa da nanoplastikler boyutuna bagh olarak analitik zorluklar, tasima
ozellikleri, biyoyararlanim, 151k ve diger dogal kolloidlerle etkilesimleri, sizma siireleri
ve toksisitesi gibi farkli Ozellikler gosterirler ve bu ozellikler dolayisiyla da
mikroplastiklerden  ayrilmaktadirlar  (Gigault, vd., 2021). Bu baglamda,
mikroplastiklerden ayr1 olarak nanoplastiklerle ilgili yapilan ¢alismalarda higbir risk
degerlendirmesi yaymlanmamis olmast bu alanda bosluk yaratmaktadir (Cunningham,
Sharpe , Brander , Landis, and Harper, 2023). Bu duruma istinaden plastik kirliliginin
giin gectikce artmasi ve nanoplastiklerin heniiz yeterince arastirilmamis olmasi konunun

aciliyetini ortaya koymaktadir.

1.1. Nanoplastik Tanimi ve Kaynaklar

Nanoplastikler (NP) ile ilgili yapilan ¢alismalara genel olarak bakildiginda boyut
arali@1 konusunda ¢esitli goriisler ortaya ¢ikmistir. Bu farkl: fikirlerin ortaya ¢ikmasimin
altinda yatan nedenlere bakildig1 zaman genellikle ¢caligma yapilan laboratuvar sartlari ve
teknikleri oldugu gozlenmistir. Genel olarak bir tanim yapilacak olursa nanoplastik;
plastik nesnelerin bozunmas1 ve imalatindan dolay1 istem dis1 iiretilen 1 nm ile 1 pm
boyut araliginda kolloidal davranisa sahip olan parcaciklar olarak tanimlanmaktadir

(Gigault, vd., 2018).



NP’ler farkli sekillerde olabilir ve boyutlar1 ise dogrudan yiizey alani-kiitle
oranlaryla ilgilidir. Bu durum onlarin biiytik ylizey alan-kiitle oranina sahip olmasinin
yani sira biyolojik olarak temas veya kimyasal olarak absorpsiyon i¢in daha biiyiik bir
ylizeye sahip olmalarin1 saglamaktadir (Stapleton, 2019). Bu o6zellikleri NP’lerin
mikroorganizmalar1 ve kirleticileri tagiyarak Truva Ati gibi davranabilmelerine olanak
verebilmektedir (Trevisan, Uzochukwu, and Di Giulio, 2020). En yaygin kimyasal
bilesimleri ise; polistiren (PS), polietilen tereftalat (PET), polivinil kloriir (PVC),
polyester (PES), polipropilen (PP), poliiiretan (PU), poliamid (PA), diisiik yogunluklu ve
yiiksek yogunluklu polietilen (LDPE ve HDPE) olmakla birlikte farkli kaynaklardan
cevreye yayilabilmektedir (Dube and Okuthe, 2023).

NP’lerin genel olarak kaynagi biiylik plastiklerin par¢alanmasinin yani sira atik
sular, kozmetik iirlinler, endiistriyel faaliyetler hatta 3D baski gibi teknolojiler
gosterilebilmektedir (da Costa, Santos, Duarte, and Rocha-Santos, 2016). Bununla
beraber 6zel olarak NP’ler birincil malzemeler olarak dogrudan ve ikincil malzemeler
olarak dolayli sekilde cevreye yayilmaktadir. Birincil kaynaklar arasinda iiretilen
elektronikler, boyalar, yapistiricilar, kaplamalar, bakim {iriinleri (dis macunu, el ve yiiz
temizleyicileri gibi), sentetik tekstil tiriinleri, tek kullanimlik polistiren bardak kapaklari,
tarimda kullanilan iirtinler (sera ekipmanlari, plastik filmler vb.) ve mikroplastiklerin
fotodegradasyonu sayilirken; ikincil kaynaklar arasinda ise plastigin parcalanmast,
arttilmis sular, araba lastiklerinin aginmasi, sentetik polimerler ve gemi boyalar1 gibi

kaynaklar gosterilmektedir (Arif, Mir, Zielinski, Hayat, and Bajguz, 2024).

Ornekleme On islem Goriintiileme Kantifikasyon
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Sekil 1.1. Nanoplastik analizinde uygulanan temel islemler. (Cai, vd., 2021 den uyarlanmigstir.)

Boyutlar1 nedeniyle nanoplastiklerin ¢evreden elde edilen 6rneklerden ayrilarak
tespiti ve karakterizasyonu oldukc¢a zor olmaktadir. Sekil 1.1°de 6zetlendigi gibi ¢cevreden

toplanan plastik 6rnekler, 6n islemler (6n konsantrasyon ve ayirma islemleri) sonucunda
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nanopargaciklar halinde ayrilir, goriintileme ve kantifikasyon asamalarindan sonra
NP’ler analiz edilebilmektedir.

Cevreden toplanan 6rneklerin matrislerinin sayisi ve farkliligi dogrudan analiz igin
bir engeldir ve bu nedenle NP analiz ve karakterizasyonlarinda 6n islem siireci hem
orijinal 6zelliklerin hem de sayisinin korunmasinda olduk¢a 6nemli olmaktadir (da Costa,
vd., 2019). Ultrafiltrasyon, ultra santrifiijasyon gibi yontemler uygulanarak hazirlanan 6n
konsantrasyonlarda bulunan NP’leri ayirma islemlerinde ise membran filtrasyonu uygun
gozenek boyutuna sahip filtreler se¢ildiginde popiiler bir ayirma yontemidir (Cai, vd.,
2021). Bunun yan1 sira nano boyuttaki partikiillerin ayriminin kimyasal karakterizasyonla
birlestirilmesiyle analitik bir ara¢ olan Raman spektroskopisiyle birlikte optik cimbizlar
kullanilarak NP’lerin yakalanmasi ve ayrilmasi analiz yontemi olarak kullanilmis ve
gelecek vadetmistir (Gillibert, vd., 2019; Schwaferts, vd., 2020).

Isik mikroskobu ve gozle tespit edilemeyecek kadar kii¢iik boyutlarda olan NP’ler
cesitli araglarla goriintiilenebilmektedir. Elektron mikroskopi yontemleri olan SEM
(Taramal1 Elektron Mikroskobu) ve TEM (Transmisyon Elektron Mikroskobu) NP’lerin
karakterizasyonu i¢in kullanishi, nispeten hizli ve erisilebilir araclar olmaktadir
(Mandemaker ve Meirer, 2022). Ayrica AFM’nin (Atomik Kuvvet Mikroskobu) bu
yontemlerle birlikte kombine olarak kullanilmasi, karakterizasyon i¢in umut verici bir
arac olarak sayilmaktadir (Mariano, Tacconi, Fidaleo, Rossi, and Dini, 2021). Yapilan bir
calismaya gore ise STED (Stimulated Emission Depletion) mikroskobu ile
nanoplastiklerin floresanla etiketlenerek goriintiilenmesi saglanmistir (Nguyen and
Tufenkji, 2022). Foetisch ve ark., STXM (Taramali Transmisyon X-1s1n1 Mikroskobu)
kullanarak farkli kimyasal yapidaki, yaklasik 100 nm'ye kadar minimum boyutta olan
NP'lerin goriintiilenmesini ve kimyasal karakterizasyonunu saglamiglardir. Tiim bu
yontemlere ek olarak FTIR (Fourier Doniistimlii Kizilotesi Spektroskopisi) ve Raman
spektroskopisi yaygin olarak kullanilan yontemler arasinda bulunmaktadir (da Costa, vd.,
2019). Son olarak nanoplastiklerin goriintiilenmesi i¢in kullanilan SRS (hiperspektral
uyarilmis raman sag¢ilmasi) mikroskobunun Raman goriintiilemesinden daha hizli oldugu
bildirilmistir (Qian , vd., 2024).

NP’lerin kantifikasyonu i¢in farkli yontemler mevcuttur. UV-Vis (Ultraviyole-
goriiniir) spektrofotometri ile polistiren NP’lerin konsantrasyonu ucuz ve kolay bir
sekilde belirlenebilmektedir (Hong, Lee, Park, and Kim, 2022). Aymi zamanda

nanoplastiklerin pargacik konsantrasyonlari, TRPS (Ayarlanabilir Direngli Darbe



Algilama) ve NTA (Nanopartikiil Izleme Analizi) gibi yontemlerle parcaciklari sayarak
sayilya dayali parcacik boyut dagilimlarint dogrudan elde edebilirken; CLS (Santrifiijli
S1vi Sedimantasyon) ile de konsantrasyon olgiimleri teknik 151k yogunluguna bagli olarak
parcacik dagilimlar1 elde edilebilmektedir (Huber, vd., 2023). Ayrica NP’lerin daha
kapsamli arastirilmasi i¢in fizikokimyasal karakterizasyon ve kantifikasyon igin
uygulanan araglarin birlikte kullanilmasin1 6neren Huber ve ark. tarafindan, yontemin
dogrulanmasi i¢in iki farkli laboratuvarda yapilan ¢alismalarda NP’lerin kantifikasyonu
icin AF4 (Asimetrik akis alan-akis fraksiyonlamasi) ve pyGC-MS (Piroliz Gaz

Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi) yontemi birlikte kullanilmistir.
Bozunma
PLASTIK

Fiziksel
Bozunma

Hayvanlar

Hicreler

Sekil 1.2. NP lerin bozunma yollari ve organizmalarca alimi. (Xie, vd., 2023 ten uyarlanmigtir.)

NP’ler Gorsel 1.2. de 6zetlendigi sekilde cesitli plastik materyallerin iiretiminde
aciga cikabildigi gibi bliyiik boyutlardaki plastiklerin kimyasal, biyolojik ve fiziksel
olarak bozunmalar1 sonucunda daha kiigiik pargaciklar olarak ¢evreye salinir ve boyutlar
dolayisiyla yayilmalar1 da olduk¢a kolaydir. Bu sayede ekosistemde yayilan
nanoplastikler ¢evrede bulunan diger organizmalar tarafindan almabilirler (Xie, vd.,

2023).

1.2. Nanoplastiklerin Cevre ve Insan Uzerine Etkileri

Plastigin dongiisii Sekil 1.3.’da 6zetlenmis olup kirmizi kutucuklar kaynaklari,
beyaz kutucuklar tasima faktorii ve mekanizmalari, oklar tasima yollarmi ifade
etmektedir. Bu dongii esnasinda ortaya ¢ikan NP’ler ise giinden giine ¢evrede birikmekte
ve tasinmaktadir. Karada, havada ve suda bulanarak c¢evresel olarak etkilere sahip
olabildigi gibi insan viicudunda da bulunarak insan sagligina etki ettigine dair birtakim

caligmalarda mevcuttur.
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Sekil 1.3. Plastigin dongiisii. (Tiirkge diline ¢evrilmistir.) (Bianco and Passananti, 2020)

Nano boyutlarda plastik parcalarla ilgili ¢alismalar her ne kadar sucul ortamlarda
yogunlukta olsa da NP’lerin karasal ortamda da bulundugu ve tagindigi géz oniine alinmis
ve ¢esitli calismalarla ortaya konulmustur. Toprakta NP’lerin hareketini etkileyen gesitli
faktorler mevcuttur. Toprakta bulunan gesitli biyotalarin (solucan, bakteri ve mantar gibi)
yani sira bitki koklerinin, ¢esitli tarimsal faaliyetlerin (slirme, giibreleme, sulama, hasat
vb.) NP’lerin tasinmasinda gorev almakta ve sulama ile birlikte topragin alt katmanlarma
taginarak yer alti sularma karigmaktadir (Han, vd., 2024). Ayrica toprakta bulunan
NP’lerin tasinmasinda ve birikmesinde topragin tipi ve pH’nin etkili olabilecegi hakkinda
da bulgular elde edilmistir (Tsuchida, Imoto, Saito, Hara, and Kawabe, 2025).

Topraga karisan nanoplastikler toprak yapisini ve besin dongiisiinde degisikliklere
neden oldugundan dogrudan toprak verimliligini etkileyebildigi gibi bitki biiylimesinde
rol alan mikrobiyal topluluklarin biiylimesini de azalttig1 i¢in elde edilen mahsullerin
verimini ve kalitesini de etkileyebilmektedir (Pathan, vd., 2020; Allouzi, vd., 2021).
Bunun yani sira bitkilerin kokleri tarafindan emilen nanoplastikler, bitkilerin gévde ve
yapraklarina kadar ulasabilirler ve bu durum c¢evrede bulunan hayvanlar ve insanlar
tarafindan besin zinciri yoluyla alinmasina neden olabilmektedir (Yu, Xu, Guo, Jin, and
Lu, 2024).

Toprakta 31 farkl plastik polimerin mevcut oldugu ve yalnizca 6 polimerin saglik
acisindan etkilerinin incelendigi ve genel olarak polistiren iizerinde in vivo deneylerin
gerceklestirildigi gozlenmistir (Mills, Savanagouder, de Almeida Monteiro Melo Ferraz,
and Noonan, 2023). Toprakta bulunan bu NP kirliliginin giinde giline artmasina ragmen

bir takim bilgi eksiklikleri mevcuttur. Kisaca 6zetlemek gerekirse, gelecek ¢alismalarda;

5



zengin tarimsal alanlarda toplanan oOrneklerden NP analizi i¢in belirli yontemlerin
standartlastirilmasi, NP’lerin toprak organizmalar1 ve bitkilerle etkilesimini yoneten uzun
siireli etki mekanizmalarin arastirilmasi ve bu arastirmalarin i¢inde bulundugu bir veri
taban1 olusturulmasi1 gibi adimlar bu bilgi eksikliklerinin giderilmesinde faydali
olabilecegi diislinliilmektedir (Okeke, vd., 2023).

Karasal ve sucul ortamlar iizerinde yapilan NP calismalari ile karsilastirildiginda,
Ozellikle havadaki NP pargaciklart hakkindaki arastirmalar olduk¢a azdir. Oysaki
atmosferde bulunan NP’ler, uzun menzilli bir taginma potansiyeline sahiptir ve bu
durumda atmosferde bulunan plastiklerin ¢ogunlugunu olusturarak bulut olusum
stireglerinde de 6nemli bir rol oynamaktadir (Aeschlimann, Li, Kanji, and Mitrano, 2022).
Atmosferde bulunan nanoplastiklerin kaynagi olarak endiistriyel atiklar, kentsel yapi,
trafik, insaat ve geri doniisiim fabrikalarindan ac¢iga ¢ikan kiiller sayilabilmektedir. Bu
kaynaklardan ortaya ¢ikan bu nano boyutlu plastikler havada toz olarak asili kalmakta
olup riizgar ve yagis gibi faktorlerle de ¢evreye yayilabilmektedir (Bhat, Gedik, and
Gaga, 2022). Akciger dokusunda bulunan mikroplastiklerin, havada ve tozda
bulunanlarla 6rtiismesiyle birlikte solunum yoluyla alinabildikleri fikri desteklenmektedir
(Vasse and Melgert, 2024). Fakat nanoplastiklerin solunum yolu ile alinmasiyla ilgili
kapsamli aragtirmalarin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Cevresel nanoplastikler cesitli yollarla insan sagligi iizerine etki etmektedir.
Insanlar nanoplastiklere; temas (deri), solunum ve yutma yoluyla maruz kalmaktadir
(Mughal, Aylaz, ve Andag, 2022). Basta yutma yoluyla olmak iizere plastik borulardan
saglanan i¢gme sulari, plastik cay posetleri, sofra tuzu, deniz iirlinleri gibi tiikketim
malzemelerinden viicuda alinan NP’lerin yani sira havada bulunan NP’leri soluma ve
kisisel esyalar ve kirli sularda yiizme ile de maruz kalma séz konusu olmaktadir
(Algahtani, Alqahtani, Saquib, and Mohiddin, 2023). Nanoplastik maruziyetinin artan
dozuyla birlikte insanlarda gastrointestinal, kardiyovaskiiler, solunum ve iireme

sistemlerinde etkileri vardir (Preda, vd., 2024).

1.3. Sucul Ekosistemde Nanoplastikler

Sucul ekosistemde NP’ler olduk¢a yaygin olarak bulunmaktadir. Her yil tahmini 8
milyon tona yakin plastik atik okyanuslara taginmakta ve ¢esitli etkenlerle nano boyutlu

pargaciklara donligmektedir (Trevisan, Ranasinghe, Jayasundara, and Di Giulio, 2022).



Her ne kadar nanoplastiklerin sucul sistemde varlig1 rakamsal olarak belirtilmemis olsa
da litre basina siselenmis su igerisinde yaklasik olarak 240.000 mikro-nanoplastik
parcgacik kesfedilmis olup bunlarin %90 kadarinin nanoplastik oldugu tahmin edilmistir
(Qian , vd., 2024). Buna durum g6z oniine alindiginda nanoplastigin, sucul ortamlarda
yogun miktarlarda bulunabilecegi sonucuna varilmaktadir.

NP’ler daha 6nce de belirtildigi tizere birincil ve ikincil kaynaklardan sucul ortama
girerler. Tatli su ortamlari, atik su aritma tesislerinin ve ¢opliiklerin yakinligi nedeniyle
kiiciik plastik kirliligine maruz kalmaktadir (Bulannga and Schmidt, 2024). Sucul
ortamda bulunan nanoplastikler karasal ortamdan okyanuslara girebilmektedirler.
Riizgar, yagis, gelgit olaylari, insan faaliyetleri, denizcilik faaliyetleri gibi farkli yollarla
nehirlere, denizlere ve okyanuslara karisabilmektedir (Peng, vd., 2020). Farkl1 yollardan
sucul ortama giren NP’lerin bu denli yayilmasi sucul ekosistemler {izerinde olumsuz
etkilere yol acabilmektedir.

Kiiciik boyutlar1 nedeniyle olduk¢a yaygin bulunan NP’ler ayni zamanda sucul
ekosistemde kalicidirlar. Bunun yani sira kii¢lik boyutlarindan dolay1 genis ylizey alanina
sahip olmasi bazi metal, biyosit, pestisit, antibiyotikler, c¢esitli organik bilesikler ve
cevresel kimyasal bilesikleri de beraberinde tasimasina neden olmaktadir (Trevisan,

Ranasinghe, Jayasundara, and Di Giulio, 2022).
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Sekil 1.4. Nanoplastiklerin sucul ortamda orvganizmalar tarafindan alimi ve toksikolojik etkileri.

NP’ler farkli seviyelerdeki su organizmalarina dogrudan ya da besin zinciri
yoluyla girmektedir ve farkli seviyelerde etki gosterebilmektedir (Gong, vd., 2023). Bu
etkileri gozlemlemek amaciyla farkli organizmalar {lizerinde ¢esitli ¢alismalar yapilmis
olup NP’lerin etki mekanizmalarina dair daha ayrintili olarak anlasilabilir olmasi i¢in
caligmalar devam etmektedir. Gorsel 1.4.’te 6zetlendigi gibi NP’ler sucul ekosisteme
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girdikten sonra organizmalar lizerinde ¢esitli toksikolojik etkiler (genotoksik, sitotoksik
ve oksidatif stres) gosterdigi gibi organizma diizeyinde (biiyiime, iireme ve davranis
degisiklikleri) ve popiilasyon diizeyinde de (tiir sayisinda azalma) etkiler gostermektedir.
Daha once de belirtildigi tizere NP’lerin sucul ortamda yayilimi ve sucul organizmalar
tizerindeki etkilerini gdstermek amaciyla caligmalar giincel olarak halen devam

etmektedir.

1.3.1. Sucul organizmalar iizerinde yapilan ¢alismalar

NP’ler iizerinde yapilan ge¢mis calismalara genel olarak bakildiginda kullanilan
farkl1 sucul organizmalarda fizyolojik ve biyokimyasal degisimler, DNA hasar1 ve
diizensizligi tespit edilmistir (Gong, vd., 2023). Deneysel kosullar altinda laboratuvar
ortaminda gerceklestirilen c¢alismalarda cesitli organizmalarin plastik pargaciklar
biriktirdikleri, fizyolojik degisikliler gosterdigi, oksidatif stres ve inflamatuar
reaksiyonlar gibi olumsuz etkileri oldugu bildirilmistir (Schréter and Ventura, 2022).

NP'lerin, Daphnia pulex iizerinde yapilan ¢alismalarda siiperoksit dismutaz (SOD),
Glutatyon S-Transferaz (GST), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), HSP90 ve
HSP70 dahil olmak iizere anahtar enzimleri ve proteinleri kodlayan stres savunma
genlerinin ekspresyonu lizerinde de etki gosterdigi, bu sonuglar neticesinde
nanoplastikten kaynaklanan kirlilige kars1 duyarlilik, hiicresel enerji homeostazisi ve
oksidasyon gibi hayati fizyolojik ve biyokimyasal siire¢lerdeki degisiklikler yoluyla
etkilendigi bildirilmistir (Liu, vd., 2018).

Tetrahymena thermophila, tek hiicreli, tath sularda serbest yasayan okaryotik bir
silli protozoadir (Orias, Cervantes, and Hamilton, 2011). Laboratuvar sartlarinda kolay
kiiltiire edilebilirligi nedeniyle toksikolojik c¢alismalarda tercih edilen bir model
organizmadir. Tetrahymena thermophila lizerinde daha once yapilan bir ¢aligmada
polistren nanoplastiklerin kalsiyumun endoplazmik retikulumdan serbest birakilmasina
miidahale ettigini ve dolayisiyla hiicre i¢i kalsiyum (i-Ca) homeostazisini bozarak
depolarizasyona, mitokondriyal membranin geg¢irgenliginin artmasina, ROS {iretimine ve
sonugcta bilylime inhibisyonuna yol actig1 gosterilmistir (Wu, Guo, Liu, Yang, and Miao,
2021). Bununla birlikte Tetrahymena thermophila tarafindan yutulan NP’lerin lizozomal
enzimler yardimiyla kismen de olsa biyolojik olarak parcalanabilmesine dair birtakim

bulgular elde edilmis ve farkli mikroorganizmalarla beraber NP’lerin fiziksel ve kimyasal



ozelliklerini degistirerek biyoremediasyonun da dnemli bir rol oynadig1 varsayilmaktadir
(Li, vd., 2025).

Giliniimiize kadar yapilmis olan arastirmalara bakildiginda en yaygin kullanilan
malzeme, farkli parca boyutlar1 ve yiizey modifikasyonlaria sahip olabilmesinin yani
sira floresan etiketleme yapilabilir olmasi nedeniyle polistirenlerdir (Stock, vd., 2022).
Bu tez c¢alismasinda ise yaygin olarak kullanilan polistiren nanoplastikler tercih
edilmistir; ilerleyen ¢alismalarda benzer materyallerin kullanilmasi gerek karsilastirmali
analizler gerekse genis kapsamli degerlendirmeler agisindan 6nemlidir.

Nanoplastikler genel olarak suda yasayan tiirlerin sagligini ve gelismesini olumsuz
yonde etkileyebilir. Bu durum yalnizca sucul organizmalar i¢gin degil insan sagligi i¢in de
biiyliyen ve ilerleyen donemlerde de tehlike arz eden bir sorundur. Plastiklerin ¢evreye
ve canlilara verdigi zarar1 azaltmak i¢in daha verimli bicimde geri donilisiimii miimkiin
kilan teknolojilere, atik plastiklerin zararsiz maddelere doniisiimiinii saglayan kimyasal

ve biyolojik ¢ozlimlere ihtiyag vardir.

1.4. Amac¢

Bu tezin temel amaci, ¢evrede bulunan atik plastiklerin yillar boyu asinimi ve
iiretimi esnasinda ortaya ¢ikan nanoplastiklerin sucul ekosistemler tizerindeki etkilerini,
sucul bir model organizma olan Tetrahymena thermophila iizerinde incelenerek bu
kirleticilerin canli organizmalar iizerindeki toksikolojik mekanizmalarin1 ortaya
koymaktir. Bu tez calismasi, nanoplastiklerin hiicresel diizeyde yol agtig1 oksidatif stres,
membran biitiinliigiiniin bozulmasi, enzimatik aktivite degisimleri ve genotoksik etkileri
gibi biyolojik siiregleri kapsamli bir sekilde analiz etmeyi hedeflemektedir. Elde edilen
sonuclarin ise konu ile ilgili ¢evre politikalarinin gelistirilmesinde ve atik ydnetimi
stratejilerinin iyilestirilmesinde bilimsel bir temel olusturmasi beklenmektedir.

Tez calismasi daha kapsamli olarak nanoplastik kirliliginin mikroorganizma
diizeyindeki etkilesimlerini anlamak amaciyla sucul ekosistemlerdeki ¢ok boyutlu
tehditleri disiplinler arasi bir yaklagimla ele almayir hedeflemektedir. Tetrahymena
thermophila gibi tek hiicreli 6karyotik bir sucul organizmanin model olarak kullanilmasi,
NP’lerin gerek temel hiicresel islevler iizerindeki etkileri gerekse bu etkilerin ekosistem

tizerindeki olas1 etkilerinin degerlendirilmesi olanagini saglamaktadir.



Sonug olarak, bu tez galismasi, plastik kirliliginin g¢evresel etkilerini minimum
diizeye indirmeye yonelik yenilik¢i ¢oziim Onerileri gelistirilmesine onciilitk ederek
biyogesitliligin korunmasina katki saglayarak gelecekte yapilacak olan bilimsel

caligmalara yol gostermeyi amacglamaktadir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

Tez ¢alismasinda kullanilan Tetrahymena thermophila SB210 hiicreleri Cornell
Universitesi Tetrahymena Stok Merkezi’nden (Tetrahymena Stock Center Cornell
University, https://tetrahymena.vet.cornell.edu/index.php) tedarik edilmistir. Hiicrelerin
cogaltilmasinda zengin bir besiyeri olan SPP (Super proteose peptone) (%2 proteose
peptone, %0,1 yeast extract, %0,2 glucose, 33 uM FeCls) kullanilmistir.
Kontaminasyonun Onlenmesi amaciyla besiyerine Penisilin-streptomisin =~ ve
Amphoterisin B antibiyotikleri eklenmistir. Hiicreler bu besiyerinin bulundugu genis
tabanli flasklarda 30+1°C’de 120 RPM’de calkalamal1 etiivde ¢ogaltilmistir.

Nanoplastik ana stogu Sigma-Aldrich’ten ticari olarak temin edilen polistren
nanoplastik (0.1 um, turuncu floresans etiketli, Aex ~ 475 nm; Aem ~ 540 nm, L9904-1
mL) kullanilarak final konsantrasyon 1000 mg/L olarak hazirlanmistir. Daha sonrasinda

hazirlanan konsantrasyonlar bu stoktan alinarak distile su ile diliie edilerek kullanilmistir.

2.1. MTT Testi

Metabolik olarak aktif olan (canli) hiicrelerde sar1 renkli tetrazolium tuzunun mor
renkli formozan kristallerine mitokondride rediiksiyonu ile renk degisimine bagh
(kolorimetrik) canlilik tayinin yapildigt MTT (3- (4,5-dimetil-2-tiazol-2-11)-2,5-difenil-
2h-tetrazolium bromdir) testi 6zellikle toksikolojik calismalarda siklikla kullanilmaktadir.
Bu tez kapsaminda sitotoksisite testi daha once Tetrahymena igin yaymlanan MTT
protokoliinde birka¢ degisiklik yapilarak kullanilmistir (Zilberg and Sinai, 2006).

Daha once SPP besiyerinde bulunan Tetrahymena thermophila hiicreleri 3 kere
aclik tamponuyla (0.6 g KH2POa4, 0.15 g KoHPOs4 ve 0.25 g MgSO4 1 L’de ¢oziilmiis pH
7.5’a NaOH ile ayarlanmistir) yikanmistir. Her bir yikama islemi 1000 g’de 4 dakika
olacak sekilde yapilmistir. Hiicreler 1.2 x10° hiicre/ml konsantrasyona getirilerek
Proteose Peptone Yeast Extract (%2 proteaz pepton, %0,1 maya ekstrati 33 uM
FeCl..6H20) besiyeri iceren steril petrilere 5’er ml eklenmistir. Hiicreler 50 mg/L, 100
mg/L, 150 mg/L, 200 mg/L ve 250 mg/L final konsantrasyonlarda 24 saat nem
cemberinde 30 °C’de hibridizasyon firininda c¢alkalama olmaksizin inkiibasyona
birakilmigtir. 3, 6, 9, 12 ve 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda her bir dozdan 110 uL
hiicre alinarak 96 kuyucuklu Elisa petrisine aktarilmistir. Hiicre 6rnekleri iizerine MTT

stogundan (10 mg/mL, Sigma M2003) 10 pl eklenmis, tabagin tlizeri folyo ile kaplanip ve
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4 saat boyunca hibridizasyon firiminda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda olusan
formozan kristallerini ¢6zmek amaciyla DMSO soliisyonundan kuyulara 120 pl eklenmis
ve 30 dakika karanlik ortamda bekletilmistir. Elisa petri tabaklari, bu siire sonunda 570
nm’de Elisa Reader (SpectraMax Plus384 Absorbance Microplate Reader) cihazinda

okutulmustur.

2.2. COMET Testi

Temel prensibi; elektroforez sirasinda hiicre igerisindeki ¢ekirdeklerden c¢ikan
denatiire olmus DNA pargalarinin miktarinin dl¢timiine dayanan COMET testi i¢in daha
once olusturulmus alkali COMET testi protokoliinden yararlanildi (Vidic, Lah, Berden-
Zrimec, and Marinsek-Logar, 2009).

Lamlar etiketlenerek deney siirecinden bir glin Oncesinde diizglin bir zemin
olusturmak amaciyla %1 NMP agar ile kaplanmis kuruduktan sonra ise %0,6 NMP agar
ile kaplanarak buz iizerinde kurutulmustur. Hiicreler 24 saat PS-NP ile inkiibasyon
sonucunda 3 kez PBS ile yikanarak hiicre yogunlugu ~10¢ hiicre/ml olarak ayarlandi. Her
bir yikama islemi 300 g’de 3 dakika gergeklestirilmistir. Hiicrelerin {izerine 1:2
hiicre/agar oraninda %0,8 LMP agar karistirilarak lamlarin lizerine aktarilmistir ve son
olarak tlizeri %0,5 LMP agar ile kaplanmistir. Lamlar yatay saleye alinarak lizis tamponu
(1.2 M NaCl, 0.0015 M NaOH, %10 DMSO, 9%0.05 Triton X 100, %0,1 N-
laurylsarcosine, pH:12.4) ile 4°C’de bir gece boyunca hiicrelerin lizise ugramasi
saglanmigtir. Siire¢ sonunda elektroforez tankina karsilikli olarak dizilen lamlarin {izerine
elektroforez tamponu (0.03 M NaOH, 2 mM EDTA, pH:12.7) eklenmis ve 1 saat
bekletildikten sonra 15 dakika yiiriitiilmistiir (18 V, 180 mA). Elektroforez tankindan
alinan lamlar nétralizasyon tamponuyla (0.4 M Tris-HCI, pH:7.5) 15 dakika 4°C de
bekletildikten sonra steril distile su ile lamlar yikanmistir. Hiicrelerdeki DNA hasarinin
tespiti i¢cin lamlar kurutulduktan sonra floresan mikroskop araciligiyla lamlara etidyum

bromiir (2 pg/mL) eklenerek incelenmistir.

2.3. Biyokimyasal Analizler

Bu tez kapsaminda PS-NP’lerin Tetrahymena thermophila iizerindeki

biyokimyasal etkilerini gézlemlemek ve olasi toksisitesi i¢in antioksidant belirteclerden
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siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), GST enzimatik aktiviteleri ve lipid
peroksidasyon seviyesi ol¢iilmiistiir.

Oncelikle aktivite deneyleri icin toplam ¢Oziiniir protein izolasyonu
gerceklestirilmistir. Tetrahymena thermophila hiicreleri doz muamelesinden sonra 2000
g’de 10 dakika santrifiij edilerek hiicreler peletlenir ve besiyeri uzaklastirilmistir. Daha
sonra ~25 milyon hiicre i¢in 3 mL T-100B liziz tamponu (300 mM NacCl, 25 mM Tris H-
Cl pH 7.5, %1 Triton X-100, 2 mM PMSF, 1 X Proteaz Inhibitér Kokteyli) eklenmistir.
Buzda 10 dakika bekletilir. Bekleme asamasinda hiicreler araliklarla ters diiz edilir. Daha
sonra 14.000 rpm’de ya da 20.000 g’de 20 dk santrifiije edilir, slipernatant temiz tiipe
aktarilir (Kapkag¢ and Arslanyolu, 2021). Protein izolatlarinin miktar analizi Bradford

yontemiyle tespit edilmistir.

2.3.1. GST enzimatik aktivitesi

PS NP’ler ile muamele edilmis hiicrelerden elde edilen proteinlerin GST aktivite
testi daha Once yayimlanan protokolde kiigiik degisikliklerle spektrofotometrik olarak
gerceklestirilmistir (Habig, Pabst, and Jakoby, 1974). Kisaca GST enzim aktivitesi testi
96 kuyucuklu Elisa petrilerine 20 pl protein 6rnegi ve 180 pl test tamponu (PBS pH 6.5,
10 mM CDNB, ve 10 mM reduced Glutathione) eklenip enzim aktivitesi i¢in BioTek The
Synergy™ HT Elisa Reader- Epoch 2 cihazinin kinetik programu ile 1’er dk. araliklarla
20 dk. boyunca 340 nm’de O.D’ler okunmustur. AA340/dakika’y1 hesaplamak icin
zamana bagli absorbans degisimi grafigi ¢izilip egim hesaplanip bu egimin formiilii
kullanilmistir. Aktivitenin {inite cinsinden degeri, 25°C’de 1 pmol substrati kataliz eden

enzim miktar1 olarak tanimlanmustir.

2.3.2. Katalaz (CAT) aktivitesi

Katalaz aktivitesi, 100mM potasyum fosfat tamponu (pH 6.3) ve 20mM H:0:
igeren bir reaksiyon karisimi iginde 30°C'de gergeklestirilmistir. Enzim aktivitesi {initesi,
20 mM H:0: baslangi¢ konsantrasyonunda dakikada 1 mmol H2O:'nin pargalanmasini

katalize eden enzim miktar1 olarak tanimlanmistir (Goldberg and Hochman, 1989).
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2.3.3. Lipid peroksidasyon seviyesi

Lipid peroksidasyon seviyesi, malondialdehit (MDA) igeriginin Olgiilmesiyle
TBARS olusumunun belirlenmesi yoluyla 6lciildii (Mortimer, Kasemets, Vodovnik,
Marinsek-Logar, and Kahru, 2011). Ependorf tiiplerindeki 100 pL hiicre kiiltiiriine %2'lik
sodyum dodesil siilfat (SDS) eklendi ve hiicreler oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyonla
lize edildi. Bu siire sonunda 250 uL %7,5 asetik asit ve %1 NaOH (pH 3,5) iginde %0,52
TBA eklendi ve tiipler 95 °C'de 45 dakika 1sit1ld1 ve ardindan tiipler 5 dakika buz {izerine
yerlestirilerek reaksiyon durduruldu. Tiipler oda sicakliginda 15 dakika boyunca 700 g'de
santrifiij edildikten sonra, her tiipten 200 pL st s1vi, 532 nm'de florometrik okuma igin
96-kuyulu bir mikro plakaya iki kez aktarildi. Lipid peroksidasyon seviyesi, NP'lere
maruz birakilan hiicrelerin O.D.'sinin kontrol ile karsilagtirilmasiyla belirlendi (Okhawa,

Ohishi, and Yagi, 1979).

2.3.4. Siiperoksit dismutaz (SOD)

SOD enzim aktivitesinin belirlenmesinde Sun vd. (1988) metoduna dayal: ticari kit
kullanilmistir. Siiperoksit dismutaz aktivitesi (SOD), tic SOD tipini de (Cu/Zn, Mn ve Fe-
SOD) 6lgen ticari kit (Cayman Chemical Company Ann Arbor, MI. ABD) Uriin No.
706002 kullanilarak Slgiilmiistiir.

Cayman's Superoxide Dismutase Assay, ksantin oksidaz ve hipoksantin tarafindan
tiretilen stiperoksit radikallerinin saptanmasi igin bir tetrazolyum tuzu kullanilmasi
prensibine dayanmaktadir. Bir birim SOD; siiperoksit radikalinin %50 dismutasyonunu
sergilemek i¢in gereken enzim miktar1 olarak tanimlanir. Bu test; plazma, serum, eritrosit
lizatlar1, doku homojenatlar1 ve hiicre lizatlarinda SOD aktivitesini test etmek i¢in basit,
tekrarlanabilir ve hizl1 bir aragtir.

1 inite enzim: 37°C sicaklikta ve pH 8.8de 1 mikromol
5,6,6a,11btetrahidro3,9,10,-trihidroksibenzo [c] floren’in (BXT-01050) 1 dakikadaki

otooksidasyonunu saglayan enzim aktivitesidir.
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Xanthine Formazan dye

- O2
Xanthme oxldase
H,0, .J \ 20,* Tetrazolium salt

Uric acid

SOD

02 + H202

Sekil 2.1. SOD testi semasu.
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3. BULGULAR
3.1. MTT Testi

Nanoplastiklerin, Tetrahymena thermophila lizerinde farkli konsantrasyona (50
mg/L ile 250 mg/L araliginda) ve zamana bagh (3, 6, 9, 12 ve 24 saat) maruziyeti
sonucunda hiicre canliliginin tespiti igin MTT testi kullanilmistir ve sonuglar Sekil 3.1°de
grafiksel olarak gosterilmistir. Nanoplastik ile muamele edilmeyen hiicrelerden elde
edilen aym1 zaman dilimindeki O.D. degerleri %100 olarak kabul edilmis olup,
nanoplastikle muamele edilen hiicrelerin O.D. degerleri kontrol yilizdesine oranlanarak
hesaplanmustir.

140
120

100
B

T
| I

3. saat 6. saat Q. =aEt 12 =szar 24 =zar

=]

% Canlihk

B

(=]

4

[=]

2

=

m50mgfL = 100 mgfL 150 mgfL w200 mgfL w250 mgfL

Sekil 3.1. Tetrahymena thermophila’da nanoplastik maruziyeti sonucu % canlilik grafigi.

Laboratuvarimizda gergeklestirilen dnceki deneylerde Tetrahymena thermophila
hiicreleri senkronize edildikten sonra her 4,5 saatte bir boliindiigii gozlemlenmistir. 3, 6,
9 ve 12 saatlik NP maruziyetinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir.
[k 3 saatlik zaman diliminde NP maruziyetinde doza bagli azalma goriilmiistiir. 6. saate
bakildiginda 50 mg/L — 150 mg/L konsantrasyonlarinda doza bagli azalma mevcuttur.
Buna ragmen 150 mg/L’de yaklasik olarak %20 lik bir azalma mevcutken 200 mg/L —
250 mg/L NP konsantrasyonlarinda hiicre canliliginda artis gozlenmistir. NP
maruziyetinin 9. saatinde ise doza bagli azalmada en yliksek doz olan 250 mg/L
konsantrasyonda %30 bir azalma goriilmektedir. Son olarak maruziyetin 12. saatinde
doza bagli azalma gozlenmekle birlikte 250 mg/L konsantrasyonla maruziyette yaklasik

olarak %20’lik bir azalma goriilmustiir.
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Kontrole gore hiicre canliligi tizerindeki degisikligin en fazla goriildiigii ve %50
altina diistiigii zaman dilimi 24. saat oldugu gozlenmistir. Bu nedenle LDso dozu 24 saat
baz almarak Miller and Tainter (1944)’e gore hesaplanmistir. Tetrahymena
thermophila’da 24 saatlik NP maruziyeti sonucu LDso degeri 183,71 mg/L olarak

bulunmus olup zamana ve doza bagli olarak hiicre canliliginda azalma goriilmiistiir.

3.2. COMET Testi

Fopruk Haumlugo (g
[ == [ I Ln
[=] =1 = = o
| |
——
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*
%

mOme/l m30me/L m100mg/L m150mefl w200 me/L w250 mefL w01 mhHO:

Sekil 3.2. T. thermophila’da nanoplastik maruziyeti sonucunda kuyruk uzunlugu parametreleri grafigi.

Tetrahymena thermophila tizerinde 24 saat NP maruziyeti sonucunda DNA
hasarmin kuyruk uzunlugu parametreleri grafigi Sekil 3.2.°de grafiksel olarak
gosterilmistir. Gruplar ligten fazla ve birbirinden bagimsiz oldugu i¢in One-Way Anova
testi ile ortalama degerler (mean + SS), istatistiksel anlamlilik i¢in Dunnett Post-hoc testi
ile gruplar arasi anlamlilik degerleri (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001)
hesaplanmistir. Her bir grafik degerleri 50 hiicre Ornegi {lizerinden hesaplanmistir.
(Kuyruk uzunluguna gore diisiik hasar <20 um, orta siddetli hasar20-40 pum, yiiksek
siddetli hasar 40-60 um, ¢ok siddetli hasar >60 um). Farkli konsantrasyonlarda NP’lerin,
kontrol grubuna (0 mg/L) gore istatistiksel olarak anlamli farklilik degerleri, * p< 0,05,
** p< 0,01, *** p< 0,001 ile gosterilmistir.

Kuyruk uzunlugu 150 mg/L konsantrasyonun altinda kontrol grubuna gore gozle
goriliir bir artis gostermemektedir. Fakat bu konsantrasyon ve iizeri konsantrasyonlarda

artig gdriilmektedir. Istatistiksel olarak hem kontrol grubuna hem de birbirleri arasinda
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anlamli fark bulunmaktadir (p<0.05). Istatistiksel olarak en belirgin fark ise 200 mg/L ve
250 mg/L konsantrasyonlarda bulunmaktadir (p<0.001).

% k&
L
50 Jk ok
*
I
20
) -

mO0mg/L m50mgfL =100 mgfL 150mg/L wm200mgfL w250 mg/L wm0.1mMH0:
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=]
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&

ekil 3.3. T. thermophila’'da nanoplastik maruziyeti sonucunda % kuyruk DNA parametreleri grafigi.
p p A% Ly V4 grajig

NP’lerin 24 saatlik maruziyeti sonucunda % kuyruk DNA parametreleri Sekil
3.3.’te grafik olarak gosterilmistir. Farkli konsantrasyonlarda NP’lerin, kontrol grubuna
(0 mg/L) gore istatistiksel olarak anlamli farklilik degerleri, * p< 0,05, ** p< 0,01, ***
p< 0,001 ile gosterilmistir.

NP’lerin artan konsantrasyonlarinda artan kuyruk uzunluklar1 gibi % kuyruk
DNA’da da artig goriilmektedir. 50 mg/L ve 100 mg/L konsantrasyonlarda yaklasik 2 kat
artis gozlenmesine ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0.05).
150 mg/L konsantrasyon ve lizeri konsantrasyonlarda belirgin olarak artig goriilmekle
birlikte negatif kontrole en yakin % kuyruk DNA parametresi 250 mg/L konsantrasyonla
maruziyet sonucunda gozlenmistir. Istatistiksel olarak anlaml fark 150 mg/L (p<0.05),
200 mg/L (p<0.001) ve 250 mg/L (p<0.001) NP konsantrasyonlarinda ve negatif kontrol
grubunda gozlenmistir (p<0.001).

18



*
ok ke
30 {
E 25 *exx| ]
g x kK [ {
g 20 : | L_|
x —
3 | + —
> 15 ]
3 ;
% - W
10
5
0
O omg/L ] 50 mg/L 0O 100 mg/L O 150 mg/L
[ 200 mg/L [J 250 mg/L O 0.1 mMH,0,

Sekil 3.4. T. thermophila’da nanoplastik maruziyeti sonucu kuyruk momenti parametreleri grafigi.

NP’lerin 24 saatlik maruziyeti sonucunda DNA hasarmin kuyruk momenti
parametreleri Sekil 3.4.’te grafik olarak gosterilmistir. Olive tail moment (OTM),
OpenCOMET v.1.3.1 yazilimi ile hesaplanmustir. Farkli konsantrasyonlarda NP’lerin,
kontrol grubuna (0 mg/L) gore istatistiksel olarak anlaml farklilik degerleri, * p< 0,05,
** p< 0,01, ¥** p< 0,001 ile gosterilmistir.

NP maruziyeti sonucunda DNA hasar1 derecelerine bakildiginda kontrol grubu (0
mg/L) ile artan NP konsantrasyonlarina bakildiginda parametrelerde artis goriinmekle
birlikte bu degerler arasinda anlamli bir farklilik vardir (p <0.05). Nanoplastigin 50 mg/L
konsantrasyonunda kontrol grubuna gore anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0.05)
fakat kuyruk momenti yiikselmistir. En yiiksek kuyruk momenti pozitif kontrol grubunda
(0.1 mM H:0:) gézlenmistir. En yakin yiiksek deger ise en yiiksek konsantrasyonda (250
mg/L) gézlenmistir.
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Tablo 3.1. Nanoplastiklerin Tetrahymena thermophila iizerindeki genotoksik etkilerinin tablosu.

Konsantrasyon
(mg/L)

COMET Goriintiisii

0 mg/L (Kontrol
grubu)

50 mg/L

100 mg/L

150 mg/L

Kuyruk % Kuyruk Bulgu
Uzunlugu (um) DNA
Meanzss Meanzss
19,6+3,18 10,66+2,35 Diisiik
Hasar
20,14+2,42 24,89+2,72 Diisiik
Hasar
21,1942,18 25,76+1,68 Diisiik
Hasar
23,53+3,36 37,37+1,46 Orta
Siddetli
hasar
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Tablo 3.1. (Devam) Nanoplastiklerin Tetrahymena thermophila iizerindeki genotoksik etkilerinin tablosu.

200 mg/L

250 mg/L

30,65+2,74

43,08+3,56

Yiksek
Siddetli
Hasar

0.1 mM H:20:

38,66+4,21

47,13+2,95

Yiiksek
Siddetli
Hasar

49,98+4,49

58,23+3,02

Yiiksek
Siddetli
Hasar
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3.3. Biyokimyasal Analizler

3.3.1. GST enzim aktivitesi

Spesifik akteite (Ufme prot.)
:\j
L

. s3at 12 szat

m0mg/L m50 mg/L m 100 mg/L 150 mgflL. w200 mgflL w250 mg/L

Sekil 3.5. Tetrahymena thermophila’da nanoplastik maruziyeti sonucu GST enzim aktivitesi grafigi.

Tetrahymena thermophila iizerinde 3, 6. 9. 12 ve 24 saatlik NP maruziyeti
sonucunda GST enzimatik aktivitesinin grafik tizerinde gosterimi Sekil 3.5.’te belirtildigi
gibidir. Istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli fark olup olmadigini tespit etmek
amaciyla yapilan SPSS Tek Yonli ANOVA-Tukey Testi, muamele edilmemis kontrol
hiicre grubu (0 mg/L) aktivite verileri ile deney gruplarinin karsilastirilmasi igin
kullanilmistir.

[k 3 saatlik maruziyet sonucunda GST enzim aktivitesi her bir konsantrasyonda
kontrol grubuna gore artis gostermistir. Istatiksel olarak tiim konsantrasyonlarda kontrol
grubuna gore anlamli bir fark vardir (p<0.05). Kontrol grubuyla en biiytik farkin oldugu
(p<0.001) ve en yiiksek aktivite 200 mg/L konsantrasyonda gozlenmistir. 250 mg/L
konsantrasyonda ise diger konsantrasyonlara nazaran daha az bir aktivite gézlenmistir. 6.
saate bakildiginda ise kontrol grubuna gore yiiksek aktivite yalnizca 250 mg/L de
goriilmiis olup istatiksel olarak kontrol grubuyla anlamli bir fark bulunmamaktadir
(p>0.05) fakat diger konsantrasyonlarla arasinda anlamli bir fark bulunmaktadir (p<0.05).
En yiiksek dozda aktivite 3. saate gore 6. Saatte yaklasik olarak 2 kat artmistir. 9. saatte
GST aktivitesi kontrol grubuna oranla 50 mg/L-150 mg/L konsantrasyon aralifinda
diismiis olup en yliksek aktivite kontrol grubuna yakin olarak 200 mg/L konsantrasyonda

goriilmiistiir. Kontrol grubuna gore bakildiginda ise 200 mg/L konsantrasyon arasinda
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anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0.05). 12 saatlik siirede ise doza bagl olarak bir
artis gozlenmistir fakat 150 mg/L-250 mg/L araligindaki konsantrasyonlarda kontrol
grubuna nazaran 2-3 kat artis goézlenmistir fakat gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamamistir (p>0.05). 24 saatin sonunda GST enzim aktivitesi
yalmizca 200 mg/LL NP konsantrasyonunda bir artis gozlenmis olup diger
konsantrasyonlarda azalma gozlenmistir buna ragmen kontrol grubu ile anlamli bir fark
bulunmamaktadir (p>0.05). Zaman ve konsantrasyon etkilesimine bakildiginda ise

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmaktadir (p<0.05).

3.3.2. Katalaz (CAT) aktivitesi
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Sekil 3.6. Tetrahymena thermophila’da nanoplastik maruziyeti sonucunda katalaz aktivitesi grafigi.

Artan konsantrasyonlara gore 3, 6, 9, 12 ve 24 saatlik NP maruziyeti sonucunda
katalaz aktivitesi Sekil 3.6.’te grafik olarak verilmistir. Ayn1 zaman igerisinde farkl
konsantrasyonlarda NP’lerin, kontrol grubuna (0 mg/L) gore istatistiksel olarak anlamli
farklilik degerleri, * p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001 ile gosterilmistir. Istatiksel olarak
konsantrasyon ve zamana bagli olarak gruplar arasinda anlamhi fark bulunmaktadir
(p<0.05).

Cesitli NP konsantrasyonlarinda 3 saatlik maruziyet sonucunda kontrol grubuna
kiyasla CAT aktivitesinde 50 mg/L ve 100 mg/L konsantrasyonlarda kontrol grubuna
gore azalma gozlemlenmisken 150 mg/L ve 200 mg/L konsantrasyonlarda artis baslamis

250 mg/L konsantrasyondaki NP maruziyetinde en diislik seviyede aktivite gozlenmistir.
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Kontrol grubu ile 200 mg/L. konsantrasyonda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmaktadir (p<0.05). 6. saatte en yiliksek aktivite 100 mg/L konsantrasyonda
gbzlenmis olup kontrole kiyasla 250 mg/L konsantrasyon hari¢ CAT aktivitesi artmistir.
50-150 mg/L. arasindaki konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli fark vardir
(p<0.05). 9. Saatte tiim konsantrasyonlarda CAT aktivitesi artmistir ve en yiiksek aktivite
200 mg/L konsantrasyonda gozlenmistir ve istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir
(p<0.001). Ayn1 sekilde 12. saate bakildiginda artan konsantrasyonlarda CAT aktivitesi
artmistir fakat 50 mg/L ve 250 mg/L konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0.05). 24. Saatte ise en yiiksek
aktivite 150 mg/L de olup istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunurken (p<0.001),
kontrole kiyasla 150 mg/L-200 mg/L konsantrasyonlar haricinde CAT aktivitesinde

azalma gozlenmistir.

3.3.3. Lipid peroksidasyon seviyesi

Nanoplastik maruziyeti sonucunda Tetrahymena thermophila’da MDA seviyesinin
grafigi Sekil 3.7.’de verilmistir. Ayni zaman i¢inde farkli konsantrasyonlarda NP’lerin,
kontrol grubuna (0 mg/L) gore istatistiksel olarak anlamli farklilik degerleri, * p< 0,05,
** p< 0,01, ¥** p< 0,001 ile gosterilmistir.
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Sekil 3.7. Tetrahymena thermophila’da nanoplastik maruziyeti sonucunda MDA seviyesi.

NP maruziyeti sonucunda MDA diizeylerine bakildiginda 3. saatte kontrol grubuna
kiyasla en ¢ok artig yaklasik 2 kat kadar artis ile 200 mg/L konsantrasyonda goriilmektedir
ve istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir (p<0.05). 50 mg/LL ve 150 mg/L
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konsantrasyonlarinda kontrol grubuna kiyasla artis gézlenirken 100 mg/L ve 250 mg/L
konsantrasyonlarda ise MDA diizeyi kontrol grubuna yakin ¢iktig1 gézlenmistir. 6. saatte
kontrol grubuna kiyasla en diisiik aktivite 150 mg/L konsantrasyonda gdzlenmis olup
diger konsantrasyonlarda artis gozlenmistir ve en yiiksek artis 250 mg/L konsantrasyonda
goriilmiistiir. Buna nazaran konsantrasyonlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamaistir (p>0.05). 9 ve 12 saat sonunda MDA diizeylerinde en yiiksek artisin
gbzlendigi NP konsantrasyonu 200 mg/L olup, 9. saatte 50 mg/L ve 12. saatte 250 mg/L
konsantrasyonda kontrol grubuna nazaran bir artis goriilmektedir. 24 saat sonunda tiim
dozlarda MDA seviyesinde diisiis gozlenirken 250 mg/L konsantrasyondaki MDA
seviyesi kontrol grubuna yakin bir deger gostermistir ve istatistiksel olarak anlamli bir

fark yoktur (p>0.05).

3.3.4. Siiperoksit dismutaz (SOD)
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Sekil 3.8. Tetrahymena thermophila 'da nanoplastik maruziyeti sonucunda SOD aktivitesi grafigi.

SOD aktivitesi, NP maruziyeti sonucunda ilk {li¢ saatte artan dozlarda dalgali bir
grafik gostermistir. Kontrol grubuna kiyasla 150 mg/L ve 250 mg/L konsantrasyonlar
haricinde SOD aktivitesinde diisiis meydana geldigi gézlenmistir. Kontrol grubuna gore
konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p>0.05). 6. saatte kontrol
grubuna kiyasla farkli konsantrasyonlarda azalma gozlenmistir fakat diger
konsantrasyonlara nazaran 150 mg/L ve 200 mg/L de artis s6z konusudur. 9. saate

bakildiginda kontrol grubu ile 200 mg/L ve 250 mg/L konsantrasyonlarda maruziyette
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SOD aktivitesinde artis s6z konusudur fakat istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamaktadir (p>0.05). 24 saat maruziyet sonucunda ise 150 mg/L konsantrasyonda
artis gozlenmekte olup istatistiksel olarak anlamli farkin bulundugu goézlemlenmistir
(p<0.05).

Genel olarak diisiik konsantrasyonlarda (50-100 mg/L) SOD aktivitesinde zamana
bagl olarak kontrol grubuyla karsilastirildiginda herhangi bir artis olmamakla birlikte
istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmemistir (p>0.05). 150 mg/L NP
konsantrasyonunda zamana bagli olarak SOD aktivitesinde artis gériilmektedir. 12 ve 24
saatte kontrol grubuna nazaran aktivite artmis olup istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmektedir (p<0.05). 200 mg/L konsantrasyona bakildiginda ilk 9 saatlik maruziyet
sonucunda SOD aktivitesinde artis gozlenmis 12 ve 24. saatlerde aktivite diismiistiir. En
yiiksek konsantrasyonda (250 mg/L) ise 6 saat maruziyet sonucunda SOD aktivitesi
azalmis olsa da 9 ve 12 saatlik maruziyette kontrol grubuna kiyasla aktivite artist
gbzlenmistir. 24 saatlik maruziyet sonunda SOD aktivitesi 12 saatlik maruziyetten sonra

Olciilen aktiviteden yaklasik olarak yar1 yartya bir azalma gostermistir.
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4. SONUC VE TARTISMA

Nanoplastiklerin sucul organizmalar tarafindan dogrudan veya dolayli olarak
alinmasi sonucunda genis bir biyolojik, kimyasal ve fiziksel etkileri vardir ve sucul
organizmalar etkileyerek artan morbidite ve mortaliteye yol agabilirler (Benson, vd.,
2022). Nanoplastiklerin sucul ekosistemde biyolojik etkilerini anlamak iizere laboratuvar
ortaminda kolay kiiltliire edilen ve g¢evresel etkilere duyarlilig1 nedeniyle tercih edilen
sucul bir organizma olan Tetrahymena thermophila iizerinde yapilan ¢alismalar
sonucunda, sitotoksik etkiyi belirlemek i¢in MTT testi yapilmistir. NP maruziyetinin
artan konsantrasyonlar ve zaman bagli olarak hiicre canliligini etkiledigi gdzlenmis olup
24 saatlik NP maruziyeti sonucunda LDso degeri 183,71 olarak belirlenmistir. Wu ve ark.
(2021), 20 nm boyutunda PS-NP’lerin Tetrahymena thermophila tizerindeki ICso degerini
24 saat maruziyet sonucunda 9,5 mg/L olarak ifade etmislerdir. Li ve ark. (2025)
tarafindan PS-NP’ler ile yapilan bir ¢aligmada ise 50 nm boyutlardaki nanoplastigin 100
mg/L den yiiksek konsantrasyonlarda 24 saat sonucunda viicut uzunlugu ve alanini
onemli Olgiide azalttigimi ortaya koymuslardir. Bu tez calismasinda kullanilan
nanoplastigin boyutu (100 nm) géz 6niine alindiginda benzer etkiler 24 saat maruziyet
sonucunda goriilmektedir.

Tetrahymena thermophila’da daha Once yapilan calismalarda degisen LDso
degerinin; NP tiirli, boyutu ve laboratuvar kosullar1 gibi etkenlerden ileri geldigi
diisiiniilmektedir. Diger iki calismada da NP tiirleri benzer olmasina karsin NP pargacik
boyutlar1 birbirinden farklidir. Ayrica laboratuvar ortaminda biiyiitillen ve maruziyet
boyunca kullanilan besi yerleri farklilik gostermektedir. Bu ¢alisma da kullanilan besi
yeri (PPY), hiicrelerin daha yavas ve dengeli bliylimesine neden oldugundan toksisite
deneyleri i¢in daha ideal oldugu diisiiniilmektedir. Li ve ark. (2025) tarafindan
gerceklestirilen deneylerde maruziyet boyunca besi yeri olarak kullanilan SPP ise daha
zengin bir besiyeridir ve hiicrelerin hizli bir sekilde cogalmasini saglar. Bu nedenle
toksisite caligmalarinda ayr1 bir stres yaratabilecegi g6z Oniinde bulundurulmalidir.
Gelecek c¢alismalarda benzer tiirde NP’lerin sucul organizmalardaki etkilerinin
arastirilmasi, calismalarda kullanilan NP’lerin benzer boyutlarda ve oncelikli olarak
dogal kaynaklardan saglanarak bir veri tabani olusturulmasi ile bu farkliliklarin en aza
indirilmesinin miimkiin olabilecegi diisiiniilmektedir.

NP’lerin cesitli organizmalar iizerinde de etkileri arastirilmistir. Ornegin Daphnia

magna yenidoganlar1 {izerinde 100 nm boyutlu nanoplastiklerin toksik etkisi 24 saat
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maruziyet sonucunda LDso degeri 86,31 mg/L olarak bulunmustur (Reynolds, Giltrap,
and Chambers, 2019). Bir diger ¢alismaya gore ise, Hydra attenuata tizerinde 24 saatlik
100 nm PS-NP’lerin LDso degeri >80 mg/L, ECso degeri ise 18,4 mg/L olarak ifade
edilmistir. Ayni1 zamanda pargacik boyutuyla ilgili 100 nm boyuttaki nanoplastigin 50 nm
boyuttaki nanoplastige oranla daha toksik oldugu bildirilmistir (Auclair, Quinn, Peyrot,
Wilkinson, and Gagné, 2020). Toksikolojik ¢calismalarda siklikla model organizma olarak
kullanilan Danio rerio (zebra baligl) lizerinde yapilan 50 nm boyutundaki PS-NP’lerin
oldiirticii etkisi fazla olmamakla birlikte Caenorhabditis elegans iizerinde 1 um boyuttaki
nanoplastiklerin 0.5 — 10 mg/L konsantrasyonlarinda giiclii bir oldiiriiciiliige sahip oldugu
bildirilmistir (Lei, vd., 2018). Karsilagtirmal1 ¢alismalara bakildiginda genel olarak uzun
siireli maruziyette NP’lerin pargacik boyutunun kiigiildiik¢e biliylime ve oldiiriicii
etkisinin arttig1 g6z Oniinde bulundurulmali ve gelecek calismalarda NP’lerin
uzaklastirilmasi ve biyoaritimi iizerinde daha fazla durulmasi gerektigi diistiniilmektedir.

Tetrahymena thermophila iizerinde farkli konsantrasyonlarda NP’lerin 24 saat
maruziyeti sonucunda herhangi bir DNA hasar1 olusturup olusturmadigini gézlemlemek
amactyla COMET testi uygulanmistir. Bu deney kapsaminda DNA hasarint kuyruk
uzunlugu, % kuyruk DNA’s1 ve kuyruk momenti parametreleri gézlemlenmistir. Tiim
parametreler  degerlendirildiginde 150 mg/L  konsantrasyonun  altindaki
konsantrasyonlarda onemli bir degisiklik gézlenmemekle beraber istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamamistir (p>0.05). Sonu¢ olarak hiicrelerde diisiik
konsantrasyonlarda DNA hasar1 gézlenmemekte olup genotoksik bir etki gdzlenmemistir.
Daha 6nce ¢esitli sucul organizmalar tizerinde yapilan ¢aligmalarda NP’lerin, DNA hasar1
ve diizensizligine neden oldugundan genotoksik etkisinin varlig: bildirilmistir (Gong, vd.,
2023). Ornegin; 1 pm boyuttaki polistren plastik parcaciklarinin 8,5 pg/L
konsantrasyonun iizerindeki konsantrasyonlarda su piresinde (Ceriodaphnia dubia)
COMET testi sonucunda genotoksik etkisi bulunmustur (Nugnes, Lavorgna, Orlo, Russo
, and Isidori, 2022). Literatiirde NP’lerin genotoksik etkileri halen arastirilmaktadir ve bu
tez kapsaminda Tetrahymena thermophila izerinde NP’lerin genotoksik etkisinin varligi
150 mg/L konsantrasyonun iizerindeki konsantrasyonlarda tespit edilmistir.

Bu tez calismasi kapsaminda; farkli konsantrasyon (0-250 mg/L) ve zaman
noktalarinda (3-24 saat) NP’lerin oksidatif stres parametreleri ve hiicre canlili1
tizerindeki etkileri kapsamli olarak analiz edilmistir. NP’lerin Tetrahymena thermophila

tizerindeki biyokimyasal etkilerini gézlemlemek ve olasi toksisitesi i¢in antioksidant
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etkilerin gozlemlemek i¢in yapilan analizler sonucunda hiicre canliligi da géz Oniine
alinarak oksidatif strese neden oldugu goézlenmistir.

Biyokimyasal analizler sonucunda diisiik dozlarda (50-100 mg/L) baslangigta GST
ve CAT aktivitelerinde gegici artislara neden olarak Tetrahymena thermophila’nin
detoksifikasyon mekanizmalarin1 harekete gegirdigini gostermistir. Ancak 150 mg/L ve
tizeri konsantrasyonlarda, 6zellikle 24 saatlik maruziyet sonucunda GST aktivitesinde
neredeyse yar1 yariya olan azalma, SOD ve CAT aktivitelerinde tamamen baskilanma
gozlenmistir. Bu enzimatik ¢okiise paralel olarak MDA diizeylerinde kontrol grubuna
kiyasla artis tespit edilmis, bu da lipit peroksidasyonunun siddetlendigini ve hiicre zar1
biitiinliglinlin  bozuldugunu gostermistir. MTT testi sonuglari, bu biyokimyasal
degisimlerle uyumlu sekilde, 250 mg/L'de 24. saatte canliligin %40'n altina diistiiglini
ortaya koymustur.

NP’lerin once antioksidan savunma sistemlerini (6zellikle SOD ve CAT)
baskilayarak reaktif oksijen tiirlerinin birikimine yol agtigi, bunun sonucunda artan
oksidatif stresin lipit peroksidasyonunu tetikledigi ve nihayetinde hiicre 6liimiine neden
oldugu anlagilmaktadir. Ozellikle 6-9. saatler arasinda SOD aktivitesindeki gegici artislar,
hiicrenin oksidatif strese karsi verdigi savunma yanitin1 yansitmaktadir. Ancak uzun
siireli maruziyet ve yliksek dozlarda bu savunma mekanizmalariin yetersiz kaldigi
gorilmiistiir.

Elde edilen verilerde diisiik konsantrasyon araliginda (50-100 mg/L), 3-6 saatlik
donemde GST enzim aktivitesinde gozlenen artislar, hiicrelerin detoksifikasyon
mekanizmalarini hizla aktive ettigini gostermektedir. Bu donemde paralel olarak CAT ve
SOD aktivitelerindeki artislar ile MDA diizeylerindeki kontrollii yiikselis, oksidatif
dengenin korunduguna isaret etmektedir. MTT sonuglarina goére bu doz ve saat
araliklarinda %80-85 canlilik gdstermesi, bu konsantrasyon araliginin hiicre
homeostazini siirdiirdiigiinii kanitlamaktadir.

Bu bulgular sonucunda, NP’lerin 100 mg/L altindaki konsantrasyonlarda gozle
goriiliir bir etki gostermedigi, 150 mg/L lizerindeki konsantrasyonlarda ise belirgin toksik
etki gosterdigi soOylenebilir. Deneysel bulgular, nanoplastigin 6zellikle uzun siireli
maruziyetlerde oksidatif stres yoluyla hiicresel hasara neden olabilecegini ortaya
koymaktadir.

Daha oOnce yapilan cesitli calismalarda bakteriler, kabuklular, baliklar vb. sucul

organizmalarda NP'lerin reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) seviyelerini yiikselttigi, hiicresel
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oksidatif hasarin birikmesine neden oldugu ve antioksidan biyomolekiillerin seviyelerini,
aktivitesini etkiledigi bildirilmistir. Asir1 ROS seviyeleri ise, mitokondriyal ve lizozomal
bozulmaya, lipid peroksidasyonuna, antioksidan yanitlarin aktivasyonuna ve
inflamasyona yol acgabilmektedir (Trevisan, Ranasinghe, Jayasundara, and Di Giulio,
2022).

Bu c¢alisma ile NP’lerin sucul bir organizma olan Tetrahymena thermophila
tizerindeki sitotoksik ve genotoksik etkileri gdsterilmistir. Bu calisma sonucunda elde
edilen veriler ise, ilerleyen donemlerde yapilacak olan caligmalar da NP’lerin hiicreler
tarafindan biriktirilme veya metabolize edilebilme potansiyellerinin arastirilmasinin
Oniinii acarak biyolojik aritim siireglerinde kullanimi konusunda rehber olacagi

diistiniilmektedir.
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