T.C.

AYDIN ADNAN MENDERES UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJIi ANABILIiM DALI
2019-YL-155

SILIKON DIOKSIT NANOPARTIKULLERININ
LARVAL DONEM LABIDOCHROMIS
CAERULEUS (FRYER, 1956)
(TELEOSTEI: CICHLIDAE) UZERINE
HISTOPATOLOJIK ETKILERI

Umran CINAR

Tez Danismanai:
Prof.Dr. Yiicel BASIMOGLU KOCA

AYDIN






T.C.
AYDIN ADNAN MENDERES UNiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGUNE
AYDIN

Biyoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans Programu ogrencisi Umran CINAR
tarafindan hazirlanan ~ “Silikon Dioksit Nanopartikiillerinin Larval Ddonem
Labidochromis caeruleus (Fryer, 1956) (Teleostei: Cichlidae) Uzerine
Histopatolojik Etkileri” baglikli tez, 20/11/2019 tarihinde yapilan savunma

sonucunda asagida isimleri bulunan jiiri liyelerince kabul edilmistir.

Unvani, Ad1 Soyad: Kurumu Imzas1

Baskan :  Prof. Dr. Yiicel BASIMOGLU KOCA  ADU

Uye : Prof. Dr. Erdal BALCAN MCBU

Uye : Dog. Dr. Tiilay ASKIN CELIK ADU

Jiri tiyeleri tarafindan kabul edilen bu Yiiksek Lisans Tezi, Enstiti Yonetim
Kurulunun ......... Sayili karartyla .................... tarihinde onaylanmistir.

Prof. Dr. Goniil AYDIN
Enstiti Mudiri






T.C.
AYDIN ADNAN MENDERES UNiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGUNE

Bu tezde sunulan tiim bilgi ve sonuglarin, bilimsel yéntemlerle yiiriitiilen gergek
deney ve gozlemler gergevesinde tarafimdan elde edildigini, ¢alismada bana ait
olmayan tim veri, disiince, sonug ve bilgilere bilimsel etik kurallarin geregi
olarak eksiksiz sekilde uygun atif yaptigimi ve kaynak gostererek belirttigimi
beyan ederim.

20/11/2019

Umran Cinar






Vii
OZET

SILIKON DIOKSIT NANOPARTIKULLERININ LARVAL DONEM
LABIDOCHROMIS CAERULEUS (FRYER, 1956) (TELEOSTEI:
CICHLIDAE) UZERINE HiSTOPATOLOJIK ETKILERI
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Bu c¢alismada, silikon dioksit nanopartikiillerinin (SiO.NP) Labidochromis
caeruleus (L. caeruleus) tirii balik larvalarina etkileri histolojik yonden
arastirilmigtir. Bunun i¢in ana¢ baliklar laboratuvarda c¢ogaltilmis, bir giinliik
larvalar kontrol ve deney grubu olarak ikiye ayrilmistir. Kontrol grubuna
herhangi bir islem yapilmamis, deney gruplarina SiO>NP’leri ii¢ farkli dozda (50
mg/L, 100 mg/L ve 200 mg/L) uygulanmistir. Madde uygulamasi 96 saat siireyle
yapilmistir. Akvaryum sularmin %50’si 24 saatlik araliklarla, test ¢ozeltisi
igerisindeki nanopartikiil konsantrasyonu degismeyecek sekilde yenilenmistir.
Tiim gruplara ait larvalar rutin histolojik prosediirden gegirilerek daimi preparat

haline getirilmis, mikroskopta incelenerek degerlendirilmistir.

SiO;NP’leri uygulanan tiim deney gruplarina ait baliklarin degerlendirilen
solungag, karaciger, gbz ve beyin dokularinda bazi yapisal degisimler tespit
edilmistir. Solunga¢ dokusunda lamel sekillerinde bozulma, primer lamellerde
kopma ve ayrilma, sekonder lamellerde kisalma ve kopma, epitellerinde ayrilma
gozlenmistir. Karacigerde kapsiil altinda 6dem, hepatositlerde piknotik niikleus,
parankimanin farkli bolgelerinde nekroz ve genis vakuoller izlenmistir. Goz
dokusunda kornea tabakasinda incelme, lens epitelinde ayrilma ve lens liflerinde
parcalanmalar dikkati ¢ekmistir. Beyin dokusunda, sadece yiiksek doz grubunda
olfaktdr bolgenin anterior kismi, medulla oblongata ve spinal kordda astrositler
yogun izlenmigtir. Bu yapisal degisimler solunga¢ ve karaciger dokularinda ileri,
gozde orta, beyinde hafif diizeydedir.

Anahtar Kelimeler: Silikon dioksit, Nanopartikiil, Labidochhromis caeruleus,
Histopatoloji.






ABSTRACT

HISTOPATHOLOGICAL EFFECTS OF SILICONE DIOXIDE
NANOPARTICLES ON THE LARVAL PERIOD LABIDOCHROMIS
CAERULEUS (FRYER, 1956) (TELEOSTEI: CICHLIDAE)
Umran CINAR
M.Sc. Thesis, Department of Thesis, Biology Supervisor
Supervisor: Professor. Dr. Yiicel BASIMOGLU KOCA
2019, 87 pages

In this study, the effects of silicon dioxide nanoparticles (SiO.NP) were
investigated histologically on fish larvae of Labidochromis caeruleus (L.
caeruleus). For this purpose, rootstock fishes were multiplied in the laboratory
and one day larvae were divided into two groups as control and experimental
groups. No treatment was performed in the control group and SiO;NPs were
administered to the experimental groups in three different doses (50 mg/L, 100
mg/L and 200 mg/L). Substance administration was carried out for 96 hours.
50% of the aquarium water was renewed at 24-hour intervals without changing
the concentration of nanoparticles in the test solution. The larvae of all groups
were subjected to routine histological procedure and prepared as a permanent
preparation.

Some structural changes were found in the gill, liver, eye and brain tissues of the
fishes of all experimental groups applied SiO:NPs. In the gills, disruption of
lamellae shape, shortening and breakage of primary and secondary lamellae,
fusion and branching, separation in the secondary lamellae epithelium. Oedema
in hepatic capsule, picnotic nucleus in hepatocytes, necrosis in different parts of
the parenchyma and large vacuoles were observed in liver. Thinning of the
corneal layer in the eye tissue, separation of the lens epithelium and
fragmentation of the lens fibers were noted. In the brain tissue, only in the high
dose group, astrocytes were observed intensely in the anterior part of the
olfactory region, medulla oblongata and spinal cord. These structural changes are
advanced in gill and liver tissues, moderate in eye, mild in brain.

Key Words: Silikon dioksit, Nanoparticule, Labidochromis caeruleus,
Histopathology.
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: Primer lamellerde sekil bozuklugu

: Sekonder lamellerde epitelyal ayrilma
: Sekonder lamellerde kayip

: Sekonder lamellerde kisalma

: Sekonder lamel kapillerinde genisleme

. Hepatosit niikleuslar1

: Yag vakoulleri

: Eksentrik yerlesimli hepatosit niikleuslari

. Sitoplazmik vakoulleri igeren hepatositler
. Genis acikliklar

: Damarlarda kan hiicresi birikimi

: Odem

: Piknotik niikleuslu hepatositler

: Hepatosit niikleuslarinda boyanmada farklilik
. Lens fibrillerinde ¢oziilme

- Optik diskte ¢cokme

: Kornea tabakasinda incelme

: Lens kapsiiliinde agilma
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a : Anterior bosluk

A : Astrosit

Akt : Protein kinaz B

c : Koni hiicreleri

Caco-2 : Insan kolon karsinoma hiicre hatt:
cm : Santimetre

cr : Kornea

Cu-NP : Bakir nanopartikiil

°C : Santigrat derece

C-SiNP : Kolloida silika

DNA : Deoksiribo niikleik asit

ES51 . Silikon dioksit

EGFR . Glomeriiler filtrasyon hizi

GES-1 : Gastrik epitel sistem

Gl : Gastrointestinal

GXF251L : Insan Gastrik karsinoma hiicre dizisi
g/mol : Gram/mol

g/lcm3 : Gram/santimetrekiip

H - Hepatosit

HT29 : Insan Kolerektal adenokarsinoma hiicre dizisi
i : Iris

k : Koroid tabaka

L - Lens

MAPK : Mitojenle etkinlesen protein kinaz

mg

: Miligram
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mg/L : Miligram/Litre

mL : Mililitre

M-SiNP : Mesoporous silica

mTOR : Protein yolagi (enzim)

nm : Nanometre

NO > Nitrik oksit

NOAEL : No-observed-adverse-effect level (Gozlenebilen higbir etki
gostermeyen deger)

NOS - Nitrik oksit sentaz

NP : Nanopartikiil

Od : Optik disk
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PI3K : Fosfoinositid 3-kinaz

PL : Primer lamel
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1. GIRIS

Nano ve teknoloji kelimelerinin birlesiminden olugsan nanoteknoloji; 100
nanometreden kiigiik partikiillerin kullanildig1 fizik, kimya, biyoloji, enerji
iiretimi, malzeme ve imalat sektorii, elektronik ve bilgisayar teknolojileri, tip ve
saglik sektorii, tekstil, havacilik ve wuzay arastirmalari, cevre ve enerji,
biyoteknoloji ve tarim, savunma sektorii gibi genis uygulama alanlart bulunan bir
bilim dahdir.

Son yillarda nanoboyutlu malzemeler iizerine gerceklestirilen calismalar tek
basina 6nemli bir alan olma yolunda biiyiik bir gelisme gostermistir. Her yeni
teknolojide oldugu gibi, bu teknoloji ve triinlerinin de ¢evre ve saglik tizerindeki
etkileri merak edilmektedir.

Nanopartikiiller, gerek sistemik dolagimla gerekse hava yolu epitelinde sonlanan
duyu sinirleri lizerinden veya olfaktor sinir vasitasiyla gangliyonik ve merkezi
sinir sistemi yapilarina ulagabilmektedir (Medina vd., 2007). Arastirmalar, bu
maddelerin merkezi sinir sistemi {izerine toksik etkilerinin oldugunu gdstermistir.
Giines kremlerinde kullanilan titanyum dioksit nanopartikiillerinin farelerde beyin
hasarina neden oldugu gosterilmistir (Long vd., 2006). Agir metallerden olan
nanopartikiil boyutundaki manganezin merkezi sinir sisteminde birikerek
Parkinson sendromuna yol agtigi, merkezi sinir sisteminde reaktif oksijen
driinlerini ve dopamin tliketimini artirdigi bildirilmistir (Olanow vd., 2004;
Hussain vd., 2006). Chen ve arkadaslarmin ¢alismasinda da farelere oral yolla
verilen nanopartikiil boyutlarindaki (23.5 nm) bakir elementinin bobrek, karaciger
ve dalakta mikropartikiiler (17 pm) boyuttaki bakir elementinden daha fazla hasara
yol agtig1 saptanmustir (Chen vd., 2006).

Nanopartikiillerin insan viicudunda en 6nemli giris ve hedef organlarindan biride
akcigerlerdir. Solunumla akcigerlere alinan partikiiller pariyetal plevraya kadar
ulagir. Kiiciik boyuttaki nanopartikiiller makrofajlar tarafindan yok edilirken,
biiyilk boyda olan nanotiipler stromada ¢evresinde birikir. Makrofajlar, bu lifsi
yapilart nedeniyle nanotiipleri fagosite edemez ve ortama mezotel hiicreleri
tarafindan proinflamatuvar, genotoksik, mitojenik mediatorler salinir (Donaldson
vd., 2010). Bu siirecin gelismesinde partikiil boyutlar1 6zellikle 6nem tasimaktadir.
Partikiil boyutu 100 nm’den kii¢lik nanopartikiillerin hava ve sivida daha fazla
biriktikleri, epitel hiicreleri, lenfatikler, kan, sinir sistemi ve sekonder hedef



organlara daha fazla gegtikleri, bliyiik partikiillerin ise karacigerde eliminasyon
nedeniyle hedef organlara ulasamadig: ifade edilmektedir (Oberdorster, 2010).

Titanyum oksit, aliiminyum oksit, karbon ve diger materyalden olusan
nanopartikiillerin yaninda silika nanopartikiiller (SiO.NP) en c¢ok {iretilenler
arasindadir (Borm vd., 2006). SiO>NP'ler sadece mevcut ve potansiyel uygulamali
teknik miihendislik alanlarinda degil (Borm vd., 2006; Lin vd., 2006), ayni
zamanda biyoteknoloji ve tipda, ilag uygulamalar1 (Venkatesan vd., 2005; Roy vd.,
2005; Bharali vd., 2005; Gemeinhart vd., 2005), kanser terapisi, enzim
immobilizasyonu, biyosensor ve biyolojik belirte¢ olarak yaygin kullanilmaktadir
(Qhobosheane vd., 2001; Santra vd., 2001a; Santra vd., 2001b; Zhang vd., 2004).

Silika, giiniimiizde en popular nanopartikiiller arasindadir. Biiyiik 6lgekli tiretim ve
kullanim, insanin SiO;NP'lerine maruz kalma riskini arttirmigtir. SiO2NP'lerinin
kozmetikte, 6rnegin dis macunu veya cilt bakim tiriinlerinde ve ayn1 zamanda gida
sektoriinde de kullanimi bulunmaktadir. Tuz, baharat, anlik c¢orba kivamini
onleyici maddeler, lezzet artiricilar veya gida pigmentleri, sekerleme {iriinleri ve
ambalaj malzemelerinin kaplama malzemesi olarak veya saglik takviyeleri gibi
gida katki maddesi (E551) olarak bulunabilir (Alexandre ve Dubois, 2000; Lomer
vd., 2002; Chaudhry vd., 2008; Bouwmeester vd., 2009; Shankar vd., 2011,
Frohlich, 2012).

Genel olarak nanopartikiil maruziyeti ve 6zellikle de SiO.NP" lerine maruz kalma
gevre ve saglik agisindan giivenilirligi biiyiik 6nem tasimaktadir. Ancak bu konuda
bilimsel bilgi nispeten simirhdir. Yapilan calismalardan bazilarn asagida

Ozetlenmistir.

Hareketsizlestirilmis nanopargaciklarin  miikemmel enzimatik aktivite ve
miikemmel tespit yetenegi gosterdigini ifade eden Qhobosheane vd. (2001), silis
nanopargaciklarinin enzim immobilizasyonu igin iyi biyouyumlu bir kati1 destek
oldugunu, nanopargacik yiizeyinin biyokimyasal islevsellestirme, biyolojik
algilama ve biyo-isaretleme uygulamalar1 i¢in kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Silika nanopartikiillerinin hiicre seviyesindeki DNA konsantrasyonuna dayanan
modiiler sistemin transfeksiyon verimliligini arttirmak i¢in kullanilabilecegi,
sistemin daha fazla modifikasyonunun DNA transferini daha iyi
gerceklestirebilecegi ve DNA ekpresiyon engellerini asabilecegi gosterilmistir



(Gemeinhart vd., 2005).

Lin vd., (2006)’nin ¢alismasinda SiO; nanopar¢aciklarina maruz kalmanin, insan
bronkoalveoler karsinom tiirevli kiiltiir hiicrelerinde, artan oksidatif stres ile yakin
iligkisinden ve doza bagli sitotoksisiteden s6z edilmektedir. Panas vd., (2013,
2014) farkli metal oksit nanoparcaciklarinin akciger epitel hiicreleri ve
makrofajlarinda secici toksisite, Silika nanopartikiillerinin ise enflamatuar etkisi
gosterdigini  gozlemiglerdir.  Degerlendirmelerinin =~ sonunda  ise  amorf
SiO;NP’lerinin  her iki hiicre tipinde de Onemli bir pro-enflamatuar tepki
olusturdugu ve en sitotoksik nanopartikiiller oldugu kararina varmiglardir.

Silikon dioksitin diger hiicre sistemlerine, 6rnegin hepatik (Ye vd., 2010) ve gesitli
epitelyal benzeri karsinoma hiicrelerine (Al-Rawi vd., 2011; Ahamed 2013;) ve
primer fare embriyonik hiicrelerine etkisinin az oldugu belirlenmistir (Yang vd,
2009).

Bu pargaciklarin gastrointestinal (GI) yol tizerindeki potansiyel etkileri hakkinda
¢ok az sey bilinmektedir. Bu nedenle, ozellikle kiiltiir GI hiicreleri ile ilgili
caligmalar giderek artmigs ve yeni veriler elde edilmistir. SiO,NP'lerin
gastrointestinal hiicreler tizerindeki etkileri ile ilgili ¢esitli in vitro ¢aligmalar
yayinlanmistir (Yang ve vd., 2014; Tarantini vd. 2015; Wittig vd., 2017).

Nanomalzemeler, ¢evredeki etkileri ve &zellikle sucul organizmalar tizerindeki
cevresel riskleri konusunda, endise yaratmistir. Digerleri gibi silika
nanoparcaciklart da gesitli alanlarda kullanim bulmakta ve kaginilmaz olarak
¢evreye salinmaktadir.

Nanoteknolojideki  hizli  gelismeler bu teknolojinin  6ziinii  olusturan
nanopartikiillere dikkatleri ¢evirmis ve yapilan ilk deneysel gézlemler bu kuskuyu
hakli ¢ikaracak boyutlara ulasmaya baslamistir. Bununla birlikte, SiO.NP'lerinin
tath su baliklar1 iizerindeki ekotoksikolojik etkileri tam olarak anlasilmamistir. Bu
nedenle ¢alismamizda kozmetik, gida, saglik, endiistri ve nanoteknolojide farkli
amaglarla kullanilan SiO>NP’lerinin sucul organizmalardan L. caeruleus tiirii balik
larvalarindaki solungag, karaciger, goz ve beyin dokularina muhtemel toksik
etkilerinin histolojik yonden belirlenmesi amaglanmustir.
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1.1. Nanopartikiiller

Nanoteknolojide kullanilan nanopartikiiller; “American Society for Testing and
Materials (ASTM)”1n standart tanimlamasina gore partikiil boyutlar iki yada ii¢
boyutlu olarak 1-100 nm boyutlarindaki pargaciklar olarak tanimlanmaktadir
(ASTM, 2006).

Nanopartikiiller genel olarak karbon bazli nanopartikiiller, metal bazl
nanopartikiiller ve yari iletken bazli nanopartikiiller olarak siniflandirilabilirken
(Lewinski vd., 2008), nanomalzeme boyutu ve tipine gore de nanokristaller,
nanopartikiiller, nanotiipler, nanoteller, nanogubuklar ve nano ince filmler gibi

farkli siniflara ayrilmaktadir (Giirmen ve Ebin, 2008).

Nanomalzeme Boyutu | Nanomalzeme Tipi ‘ Ornek
[ » nanopartikiller, kuantum doflar, ‘
U boyuiu fg <100 "M | nanokabuklar, nanohalkalar, mikro-
e kapsuller v

3D ince filmler, tabakalar ve kaplamalar *’

Sekil 1.1. Nanoboyutlu malzemelerin siniflandirilmasi (Anonim 9)

Nanoteknolojik uygulamalarin artisiyla birlikte nanomateryaller, pek ¢ok tiiketici
tirtinii i¢in kullanilmaya baslanmistir (Hanks vd., 2015). Nanopartikiiller, yiiksek
yiizey-hacim oranina sahip olmasi sebebiyle 6nem tagimakta olup, katalizorler ve
ilag sanayi, optik materyaller, sensorler ile enerji depolama-transmisyonu da dahil
olmak tizere pek ¢ok alanda kullanimi mevcuttur (Haverkamp ve Marshall, 2009).
Bu materyallerin fonksiyonlar1 ve kullanim alanlar1 nanopartikiillerin (NP)
boyutuna ve bilesimine gore farklilik gostermektedir (Haverkamp vd., 2007).
Gimiis NP' leri (AgNP) ev aletlerinde (Siripattanakul-Ratpukdi vd., 2014),
platinyum (Pt) NP'leri endiistride ve biyomedikal uygulamalarda (Asztemborska
vd., 2015), altin (Au) NP'ler sensér alanindaki c¢aligmalarda (Yafiez-Sedefio ve
Pingarron, 2005) kullanilabilmektedir.

Son yillarda biiyik ©nem kazanan NP'ler, nanoteknolojinin temelini
olusturmaktadir. Cevreye ve insan sagligina olan etkileri ve riskleri ile ilgili cok az



bilgi olmasina ragmen, miithendislik NP'leri ¢ok cesitli ticari iiriinlerin bilesimine
entegre edilmis durumdadir (Andreotti vd., 2015). Ev aletleri ve {iriin kaplamalari
(Hanks vd., 2015), biyomedikal uygulamalar (Uskokovi¢, 2015; Stone vd., 2015)
miicevhercilik  (Asztemborska vd., 2015), elektrokimyasal sensorler ve
biyosensorler uygulamalar1 (Haverkamp vd., 2007), tip (Zhu vd., 2016) ve daha
pek cok alanda kullanmilabilmektedir. NP'lerin pek ¢ok endiistriyel alanda sikc¢a
kullanilmaya baglanmasi, nanopartikiil sentezlenmesinin de dnemini artirmaktadir.
Miihendislik yontemleri ile iiretilebilen NP'ler dogal yollarla da olusabilmektedir.
Hem hali hazirda dogada bulunmasi hem de nanoteknolojinin gelismesinin bir
sonucu olarak, NP'lerin konsantrasyonlarinin ortamlarda yiikselmesi de
muhtemeldir (Ugiincii Tunca, 2015).

1.2. Silikon dioksit

Silikon dioksit kumdan iiretilen bir nanopartikiildiir. Dogada kum ya da kuartz
halinde bulunur (Sekil 1.2). 16. yiizyildan beri bilinmektedir. Silika/silisyum 2
oksijen ve 1 silisyum atomundan olusur, kimyasal sembolii SiO2’dir. (Sekil 1.3).
Renksiz, kaynama noktast 2.230 °C, erime noktast 1.710 °C’dir. Molekiiler
agirligi 60,08 g/mol ve yogunlugu 2,65 g/cm?’diir (Anonim 1).

Silicon dioxide
Si0,

0 ’ 0=S=0
¢ 0

Sekil 1.3. Kuartz kimyasal formiilii Sekil 1.2. Silikon dioksitin kimyasal formiilii

(Anonim 10)


https://www.shutterstock.com/tr/search/sio2

SiO; camin bir ¢ok tiiriiniin ve ¢gimento gibi malzemelerin temel bilesenidir. Beton,
fayans, porselen gibi pek ¢ok madde de kullamilmaktadir. Yiiksek erime
sicakligina sahip olmasindan dolayi firin yapiminda kullanilir (Anonim 2). Ayrica
SiONP'ler miihendislik (Borm vd., 2006; Lin vd., 2006) ve biyoteknolojide
DNA’nin transportu, ilag uygulamalari, tip alanlarinda (Venkatesan vd., 2005; Roy
vd., 2005; Bharali vd., 2005; Gemeinhart vd., 2005), kanser terapisi, enzim
immobilizasyonu, biyosensor ve biyolojik belirte¢ gibi ¢esitli amaglarla yaygin
olarak kullanilmaktadir (Ohobosheane vd., 2001; Santra vd., 2001a,;Santra vd.,
2001b; Zhang vd., 2004).

SiO;NP’lerinin kozmetikte, 6rnegin dis macunu veya cilt bakim iiriinlerinde ve
aynit zamanda gida sektdriinde de kullanimi bulunmaktadir. Tuz, baharat, hazir
corba kivamini oOnleyici maddeler, lezzet artiricilar veya gida pigmentleri,
sekerleme iirlinleri ve ambalaj malzemelerinin kaplama malzemesi olarak veya
saglik takviyeleri gibi gida katki maddesi olarak kullanilir (Alexandre ve Dobois,
2000; Lomer vd., 2002; Chaudhry vd., 2008; Bouwmeester vd., 2009; Shankar
vd., 2011; Frohlich, 2012). Ayrica topaklanmay1 engelleyici ajan olarak, bira veya
sarap lretiminde maya ve proteinlerin uzaklastirilmasi ile kopiiklenmeyi onleyici
ajan olarak kullanilir (Anonim 3).



1.3. Labidochromis caeruleus’ un Taksonomisi

Kingdom: Animalia

Phylum: Chordata

Classis: Actinopterygii

Ordo: Perciformes

Subordo: Labroidei

Family: Ciclidae

Genus: Labidochromis

Species: Labidochromis caeruleus

Sekil 1.4. Labidochromis caeruleus (Fryer, 1956) (Orijinal resim)
1.3.1. Labidochromis caeruleus’ un Ozellikleri

L. caeruleus Tiirkiye’de “sar1 prenses baligi”, Ingiltere’de ise “mavi 151n bantl”
(blue streak hap) ve akvaryum balikgiliginda ise “elektrik saris1” (electric yellow
cichlid) adiyla taninmaktadir (Saygi, 2009). Cichlidae familyasinin bir iiyesi olup,
Anavatani Afrika kitasinin Malavi golii olan bu balik, sig kayaliklarda yasamay1
sever (Anonim 4).

Akvaryum kosullarinda orijinal yasam alanlarindaki su kalitesini taklit ederek
uzun, saglikli bir yasam ve besleme ortami tesis etmek miimkiindiir. 24-28 °C su
sicakligi, >7 pH, <8,5 pH araligi rutin metabolizmalari i¢in optimum yasama
kriterleri olarak bilinir (Morioka ve Matsumota, 2008).



Sar1 prenses genelde durgun, temiz ve bol oksijenli sularda yasar. Merakli bir
davranig sergilemeleri yaninda alanlarini koruyucu o6zellik de gosterirler. Sari
prenses baliklarin erkekleri, disilere gore daha iri ve daha parlak renkte ve
gosterisli  olurlar. Dogal kosullarda erkek baliklar 15-16 cm'ye kadar
biiylimektedirler. Akvaryum ortaminda en iyi sartlarda 8-12 cm civarinda
biiyiliyebilirler. Davranig bi¢imi olarak erkeklerde alan savunmasi vardir. Sari
prenses hem et¢il hem otgul beslenme 6zelligine sahiptir (Qaran;jiki,2017).

L. caeruleus’ta cinsiyet ayrimi kolay degildir. Dis goriiniisiine bakarak anlamaya
calismak oldukga zordur fakat erkeklerde alin disilere gore daha diktir, gogiis ve
anal yiizgecteki siyahliklar disilere gore daha belirgin ve koyu renklidir.
Erkeklerde ylizgegler disilere oranla daha sivri bir sekilde sonlanir fakat kesin
ayrim yapabilmek icin aniis ve ventral agikliga bakmak gerekir. Erkeklerin agzinin
iist kismi1 kur yapma zamaninda siyah mor arasi koyu bir renk alir (Saygi, 2009).

Disi L. caeruleus’lar genellikle 15-20 arasinda yumurta birakir, dollenmis
yumurtalar1 agzinda kulugkalar ve 21 giin sonra kusma yontemiyle larvalar
birakir. Bu kulugka ve bakim doneminde agzina yem almaz ve ag¢ kalarak
kondisyon kaybina ugradigindan hassas bir hal alir. Bu nedenle yumurtlama oncesi
ve sonrasi disilerin iyi beslenmesi gerekmektedir. Renkli, hareketli, iremesi kolay,
kotii sartlara toleransi yiiksek bir baliktir. Bu nedenle son yillarda biyolojik
olaylarin arastirilmasinda, bilgi edinmek igin birgok ¢alismada model organizma
olarak kullanilirlar (Anonim 5).

Yumurtanin déllenmesinden sonra olusan zigotta mitoz bolinme ve blastodisk
olusum baslar. ilk blastomerden sonra blastula evresi belirginlesir ve morula
evresine gecer. Bu evreden sonra blastomer sayisi artmaya baglar ve blastula
vitellusun iizerinde ¢ogalmaya baglar. Son blastula safhasindan sonra gastrula
sathas1 baglar ve gastrula vitellus lizerinde germ halkasi olusturur. Daha sonra
omurga, otolit, pigmentler belirginlesir ve organ olusumu baslar. Déllenmeden
yaklasik ti¢ giin sonra larvalar yumurta zarim yirtarak disari ¢ikarlar ve pre-larval
donem baglar. 16. giinden sonra vitellus kesesi kii¢iilmeye baslar, 25. giinden sonra
tamamen kaybolur. Vitellus kesesinin kaybolmasindan sonra larvalar disaridan
beslenmeye bagslarlar (Qaranjiki,2017).



1.4. Labidochromis caeruleus’ un Dokularimin Histolojik Yapisi
1.4.1. Solungac

Solungag bosluguna yerlesmis olan solungaglar, kemikli baliklarda operkulum
denilen ve kemik pargalarindan olusan hareketli solungac kapaklart ile
korunmaktadir. Her iki solunga¢ kapagii alttan bogaz kismina baglayan ve
solunga¢ 151m da denilen solunga¢ zarlart bulunur. Kemikli baliklarda her bir
tarafta dort adet solungac yay1 yeralir. Bu yaylarin i¢ kismina yerlesmis olan
uzunluk ve sayilari tiirlerine gore degisen solungac dikenleri vardir. Solungag
yaylarinin dig kismina yerlesmis olan iizerinde kilcal kan damarlar1 tasiyan bu
yiizden kirmizi renkli goriilen solungag¢ lamelleri bulunur. Bu lameller solungag
yaylarina baglanan primer lameller ve solunum yiizeyini artiran filamentoz
yapidaki sekonder lamellerdir (Sonia vd., 2007). Sekonder lameller bir iki sirali,
basit yassi solunum epiteliyle doselidirler. Epitelin arasinda iri ve yuvarlak
niikleuslartyla mukus hiicreleri, daha i¢ kisimlarda destekleyici hiicreler bulunur.
Iyon degisimi yaptiklari icin mitokondrice zengin olan klorid hiicreleri,
biiyiikliikleri ve agik renkli olmalar1 ile diger hiicrelerden kolayca ayirt
edilebilirler (Isisag vd., 2010).

Baliklarda solunum solungaglarla saglanir. Solunum esnasinda operkulum
kapatilir, ag1z acilir ve su agiza girer. Bundan sonra agiz kapatilir operkulum agilir
ve bu sayede su solunga¢ yariklarina geger. Bu sirada solungag ipliklerindeki
kilcal damarlarda bulunan kirli kan igerisindeki karbondioksiti suya vererek yerine
sudaki erimis oksijeni alir (Kuru, 2009).

1.4.2. Karaciger

Karaciger, kemikli baliklarda anterior ve posterior olmak tizere iki loblu, nispeten
biiyiik bir organdir. Diiz koyu kahve renktedir. Sindirim kanalinin kronial kisminin
hemen yaninda yer alir. Karacigerin anterior (sag) lobu safra kesesini igerir.
Posterior (sol) lobu da dalag: orter. L. caeruleus’un karaciger genel yapisi diger
teleostatlarla benzerlik gostermesine ragmen, hepatositlerin merkezi ven etrafinda
diizgiin kordonlar halinde izlenmesi birgok aym tiirde goriilmez (Ugiincii vd.,
2010; Karaman ve Doriicii, 2017).

Baliklarda karaciger histolojisi memeli karaciger histolojisinden farkliliklar
gostermektedir. Memelilerdeki lobiiller ¢ok kenarli olup, birbirinden bag dokusu
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ile ayrilirlar. Bu o6zellik baliklarda yalnizca alabalikta yalanci lobiil olarak
gortiliirken diger baliklarda tiire 6zgii degisiklikler gosterir ve genellikle karmasik
yapidadir (Tanyolag, 1999; Genten, 2009; Timur, 2013).

Lobiilii olugturan karaciger hiicre kordonlarina “Remark kordonlar1” denir. Bu
kordonlar tek hiicre kalinligindadir. Siniizoidleri Orten hiicreler arasinda tiim
omurgalilarda fagositoz kabiliyetine sahip olan hiicreler vardir. Bunlar,
mikroorganizmalar dahil tiim partikiil halindeki yabanci maddeleri fagosite
ederler. Bu hiicrelere “Kuppfer'in yildiz hiicresi” denir. Hepatik hiicreler
yuvarlagimsi ¢ok kenarli hiicre gévdesine sahip ve yuvarlak belirgin bir ¢ekirdek
ve ¢ekirdekgikleri vardir. Hiicrelerin sitoplazmalarinda biraz veya ¢ok glikojen ya
da yag bulunur. Bu nedenle bu hiicrelerde pek¢ok vakuoliin goriilmesine neden
olur (Karaman ve Dériicii, 2017).

Karaciger hem anabolizma hem de katabolizma olaylarinda gorev alir. Hepatik
arter ile portal ven karacigere girer ve portal ven bircok kola ayrilarak sintizoidleri
meydana getirir (Sonia vd., 2007). Portal vena, bagirsaklardan emilen besinleri
iceren kani tasir. Bu kan siniizoidlerle yakin iligkisi olan karaciger kordonlarindaki
hiicrelere gecerek cok miktarda besinin depolanmasini saglar. Hepatik venanin bir

kolu her lobiiliin merkezine uzanir.

1.4.3. Goz

Baliklarda gozler, bas bolgesinin on tarafinda bulunan hafif konveks bir yapiya
sahip, gormeyi saglayan kiiresel yapilardir. Biiyiiklik, renk, sekil ve konumlar
tiirlere gore degisiklik gosterebilir. Genel olarak basin yaninda bulunsa da kaya
baliklarinda basin iyice tepesine dogru yerlesmis durumdadir. Kiiresel ve sert bir
kristal igerir. Kornea tabakasi 15181 yansitmaz. Kirilma indisi suyunkinden farkli
degildir (Megep, 2006).

Kornea; kornea epiteli, kornea stromasi ve kornea endotelinden olusur. iris, gdziin
anterior ve posterior bolimlerini ayiran ince bir tabakadir. Lens bir mercek
kapsitliiyle oOrtiilmiistir ve i¢i lens (mercek) maddesi igerir. Lens maddesi
fibrillerden olusur ve bu lens fibrilleri modifiye olmus epitel hiicreleridir. Retina
koroid ile Ortiilmistiir. Koroid, retinanin altinda damarlardan olusmus bir
tabakadir. Sklera, kalin ve kuvvetli bir tabakadir ve koroidi orter. Retina disaridan
iceriye dogru pigment epiteli, rod ve Kkoni gérme hiicreleri, dis sinirlayici
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membran, dis niiklear tabaka, dis ag tabakasi, i¢ niiklear tabaka, i¢ ag tabaka,
ganglion hiicre tabakasi, sinir fibrilleri tabakasi ve i¢ smirlayici membran
tabakalaridir (Timur, 2013).

1.4.4. Beyin

Omuriligin sefalik kisminin genislemesiyle olusan beyin kranial boslukta yer alir.
Telencephalon (olfactory bulb ve serebral yarim kiireler), diencephalon (ara beyin
veya ikiz beyin), mesencephalan (optik loblar ve tegmentum), metencephalon
(cerebellum-beyincik) ve mylencephalon (medulla oblongata-omurilik sogani)
olmak iizere bes ana bolgeden olusur (Sekil 1.5).

MESENCEPHALO! METENCEPHALON
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PITUITARY GLAND

Sekil 1.5. Baliklarda beynin boliimleri (Anonim 7)

Telensefalon, memelilere gore nispeten daha kiiciiktiir ve esas olarak olfaktor
loblar, ampuller ve telensefalik loblar tarafindan olusturulur. Koku loblar1 ve
ampulleri (kese) tiirlere gore uzunlugu degisken olfaktor sinirler ile baglantilidir.
Kranial sinir veya koku alma siniri (duyusal sinir) igeren telensefalonun ana islevi
koku almadir.

Diensefalon ¢atisi, duvarlar1 ve zemini olan epithalamus, talamus ve

hipotalamustan meydana gelir. Icerisinde dorsal koroid pleksus yer alan bir
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ventrikiil icerir. Hipotalamusta endokrin fonksiyon gosteren hipofiz bezi yer
almaktadir. Epithalamusun arka kismi, ndroendokrin fonksiyonuna ek olarak 1s13a
duyarli olan epifiz bezini igerir. Diensefalonun ana islevi endokrin sistemi
etkileyen hipofiz yoluyla i¢c hemeostaziye iliskin gelen ve giden mesajlari
iliskilendirmektir.

Mesensefalon dorsal optik loblar ve ventral tegmentumdan olusur. Baslica islevi,
gorsel bilgilerin entegrasyonu ve motor islevlerle iligkilidir. Beyindeki en degisken
yapt olan metensephalon kendi ventrikiiliinii igeren beyincikten olusur. Uzayda
dengeyi, ylizmeyi, kas tonusunu ve oryantasyonu kontrol eder.

Miyelensefalon esasen arka koroid pleksus tarafindan dorsal olarak kaplanan
medulla oblongata tarafindan olusturulur. Bu bolgede Mautner hiicreleri yer alir.
Bu hiicreler hizli hareketle ilgili motor koordinatorlerdir. Miyelensefalon
ventilasyon oraninmi kontrol eder ve tat, dokunsal ve anal-akustik sistemlerin
fonksiyonlarini isler.

Omurilik, vertebral kolonun sinir kanali i¢inde medulla oblongatadan baligin
uzunlugu boyunca geriye dogru uzanir. Omurilik miyelinli aksonlari igeren beyaz
madde ve noron govdelerinin hakim oldugu gri maddeden olusur. Merkezinden
epandymal hiicrelerle kapli omurilik kanali gecer. Ependimal hiicreler beyin
omurilik sivisinin igerigini ve dolagimi diizenler. Omurilik sinirleri omuriligin her
iki tarafinda metamerik olarak diizenlenmistir. Her bir spinal sinir omurilige dorsal
ve ventral olmak iizere iki kok ile baglanir. Dorsal kok duyusal (somatik ve
visseral) ve visseral motordur ve spinal gangliona sahiptir. Ventral kok ise visseral
ve somotik motor olup, ganglion icermez (Anonim 6, Anonim 7, Megep, 2006,
Timur, 2013).
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2. KAYNAK OZETLERI

Nanopartikiiller, ¢evresindeki bir arayiizey tabakasi ile 1 ila 100 nanometre
biiyiikliiglinde partikiillerdir. Araylizey tabakasi, temel olarak tiim ozelliklerini
etkileyen, nano 6l¢ekli maddenin ayrilmaz bir parcasidir. Araylizey tabakasi tipik
olarak iyonlardan, inorganik ve organik molekiillerden olusur (Anonim 8).

Nanopartikiillerin biyotik ve abiyotik bilesenlerle etkilesimi hakkinda bilgi azdir
ve su anda nanomalzeme toksisitesini degerlendirmek i¢in giivenilir bir yontem
bulunmamaktadir. Metal NP' lerin su kirliligine neden olmasi ve baliklarda
birikmesi sonucu biyolojik olarak kullanilabilirlikleri insan sagligi ve ¢evre igin
6nemli bir risk olusturmaktadir (Handy vd., (2008 ve 2011); Arora vd., (2012).

Nanopartikiillerle ilgili yapilan bir derlemede, nanopartikiillerin solunmasi halinde
solunum yollarinda birikebildigi ve oksidatif strese bagl inflamatuar reaksiyonlar
gosterdigi ifade edilmektedir. Nanopartikiillerin beyin dokusuna olfakt6ér (koku
alma) epiteli yoluyla gectikleri belirtilmektedir. Ayrica nanopartikiillerin
olusturdugu timorlerin sadece siganlarda ve yiiksek dozlarda ortaya c¢iktigi
soylenmektedir (Borm, 2006).

Titanyum dioksit (TiO,) nanopartikiilleri, tiiketici tiriinlerinde, boyalarda ve
farmasotik preparatlarda kullanilan ilk bes nanopartikiill arasindadir. Bu tiir
nanopargaciklara maruziyet daha ¢ok cilt ve solunum yoluyla olmaktadir. Alarifi
vd., (2013) galismalarinda TiO; nanoparcaciklarinin karaciger dokusuna etkilerini
histolojik yonden aragtirmak amaciyla Wistar albino tiirii siganlari, 24 ve 48 saat
boyunca 63 mg, 126 mg ve 252 mg dozlarindaki TiOz-nanopartikiillerine maruz
birakmiglardir. Sonugta karaciger hepatositlerinde hidropik dejenerasyon,
bulaniklik, sislik, yag dejenerasyonu, kronik enflamatuar hiicre infiltrasyonu ve
merkezi damarlarda tikaniklik gézlemislerdir.

Nano-TiO; veya diger nanopargaciklarin karaciger toksisitelerini indiikleyebildigi
bilinmesine ragmen, mekanizmalar ve molekiiler patogenez hala belirsizdir. Ma
vd., (2009) calismalarinda, nano-anataz TiO;’i (5 nm), {ist iiste 14 giin boyunca
farelerinin karin bosluguna enjekte etmis ve farelerin karacigerin enflamatuar
tepkilerini arastirmiglardir. RT-PCR ve ELISA analizleri ile nano-anataz TiO2'nin
niikleik faktor-kB, makrofaj gd¢ili inhibe edici faktor, timor nekroz faktorii-a,
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interlokin-6 dahil olmak {izere ¢esitli enflamatuar sitokinlerin mMRNA ve protein
ekspresyonlarini 6nemli dlgiide degistirdigini tespit etmislerdir.

Nanopartikiiller kiiciik boyutlarindan dolay1r yeni ozelliklere ve fonksiyonlara
sahiptir. Nanopartikiillerin benzersiz dogas1 potansiyel olarak toksik etkilerle
iliskilendirilebilir. Balasubramanyam vd., (2009), ¢alismalarinda aliiminyum oksit
nano partikiillerine oral yoldan maruz birakilan siganlarin kemik iliginde
genotoksik etkilerini aragtirmiglardir. Bu amagla ¢alismalarinda 30 ve 40 nm
partikiil biyiikliigiine sahip aliiminyum oksit nanopartikiilleri sicanlara oral yoldan
500, 1000 ve 2000 mg dozlarinda 18 ile 48 saat uygulamuslardir. Incelemeler
sonucunda aliiminyum oksit nano partikiillerine maruz kalmanin, ciddi boyutlarda
genetik hasara neden olma potansiyeline sahip oldugunu bildirmislerdir.

Gupta vd. (2016)’ nin ¢alismasinda 50 nm’den kiigiikk Cu-NP’lerinin ii¢ aylik
Cypnus carpio (sazan) bobrek, karaciger ve solungag dokular1 tizerindeki toksik
etkileri hem biyokimyasal hemde histolojik yonden agiklanmaya calisilmistir.
Arastirmada baliklar Cu-NP’lerine 20 ve 100 mg/L/Kg dozlarda 7 giin boyunca
maruz birakilmigtir. Deneye baglamadan once baliklarin agirliklart Slglilmiis ve
hergiin deney tanklarindaki su %80 oraninda yenilenmistir. Viicut ve doku agirlig
bakimindan karsilastirildiginda diisiikk dozda Cu-NP’lerine maruz birakilan grubun
kontrole gore, yiikksek doz grubunun ise diisiik doza gore daha belirgin ve anlaml
bir etki gosterdigi dikkati ¢ekmistir. Adi gegen ¢alismada histolojik incelemelerle
diisik dozda Cu-NP’lerine maruz kalan gruba ait C. carpio solungaglarinda
sekonder lamellerin tabaninda hiperplazi ve nadir anevrizma, solungag epitelinde
6dem, lamel uglarinda sismis mukositler gézlemislerdir. Karaciger dokusunda ise
artmug siniizoidal bosluk, piknotik ¢ekirdekli hiicreler ve nekrozun erken evrelerini
belirten sitoplazmik vakuol tespit etmislerdir. Yiiksek doza maruz birakilan grupta
ise hasar gormiis kan damari ve kan hiicrelerinin birikimine ek olarak, ¢cok sayida
piknotik cekirdekli hepatositlerle birlikte ve canliiginmi yitirmis hepatosit
topluluklar1 seklinde belirgin karaciger hasari saptamiglardir. Aynmi ¢alismada
bobreklerde diisiik doza maruz birakilan grupta bobrek tiibiillerinde dejenerasyon,
hematopoetik dokuda birkag nekrotik hiicre ve genis siniizoidal bosluklar, yiiksek
doza maruz kalan grupta ise ¢ok sayida tiibiilde dejenerasyon, glomerulus ve
Bowman kapsiilii arasindaki boglukta (cavum bowmani) ileri diizeyde genisleme
bildirmislerdir.
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Bir bagka caligmada ise farelere 0.1 ve 0.5 mg/kg dozlarda intratrakeal karbon
nanotlip uygulamasindan 7 ve 90 giin sonra pulmoner toksisite incelenmis, tiim
nanotiip tirtinlerinin doza bagiml olarak epiteloid graniilomlarina, 7 giin grubuna
ait deneklerde ise interstisyal enflamasyona neden oldugu, bu lezyonlarin 90 giin
gruplarinda devam ettigi ve daha belirgin hale geldigi saptanmistir. Hayvanlarin
bazilarinda akcigerlerinde ayrica alveoler septaya yayilmig peribronsiyal
iltihaplanma ve nekroz tespit edilmistir. Karbon nanotiip intratrakeal muamele
sonrasi farelerin akcigerlerinin normal oldugu buna ragmen yiiksek doz kuvars
nanotiipleri ile muamele edilenlerde ise hafif ile orta dereceli iltihaplanma
go6zlendigini rapor edilmistir (Lam vd., 2004).

Titanyum oksit, aliminyum oksit, bakir, karbon ve diger materyalden olusan
nanopartikiillerin yanisira silika nanopartikiilleri de en ¢ok iiretilenler arasindadr.
Kolloidal silika (C-SiNP), stober silika (S-SiNP), mesoporous silika (M-SiNP),
cokeltilmis silika (Pr-SiNP) ve pirojenik silika (Py-SiNP) gibi farkli silika
nanopartikiil tipleri bulunmaktadir (Murugadoss vd., 2017). SiONP'ler sadece
mevcut ve potansiyel uygulamali teknik miihendislik alanlarinda degil (Borm vd.,
2006; Lin vd., 2006), aym zamanda biyoteknolojide, ila¢ uygulamalar
(Venkatesan vd., 2005; Roy vd., 2005; Bharali vd., 2005; Gemeinhard vd., 2005),
kanser terapisi, enzim immobilizasyonu, biyosensér ve biyolojik belirteg olarak
yaygin kullanilmaktadir (Ohobosheane vd., 2001; Santra vd., 2001a; Santra vd.,
2001b; Zhang vd., 2004).

Son yillarda SiO,NP’lerinin canli sistemler tizerine etkileri ile ilgili hiicre kiiltiirii
ve deney hayvanlart  kullanilarak  c¢esitli  calismalar  yapilmaktadir.
Kaewamatawong vd. (2006) ¢alismalarinda diisiik dozda ultra ince kolloidal silika
partikiillerinin (UFCS) akut ve subakut akciger toksisitesini incelemek igin
farelere 0, 0.3, 3, 10, 30 ve 100 pg UFCS’y1 intratrakeal olarak uygulamislardir.
Ucg giin sonra farelerin hiicresel ve biyokimyasal faaliyetlerini ve viicut agirhigini
degerlendirmislerdir. Disiik doz UFCS uygulamasmin gegici akut orta dereceli
akciger iltihabina ve doku hasarina neden oldugunu bildirmislerdir.

SiO;NP' lerinin oral alimindan sonra gastrointestinal (GI) yol {izerindeki
potansiyel etkiler hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Bu nedenle, oral yolla
alimimi iizerine ¢aligmalar giderek artmaktadir ve daha yakin zamanda yeni veriler
elde edilmistir. SiO.NP' lerin gastrointestinal hiicreler iizerindeki etkileri ile ilgili
cesitli in vitro galigmalar yayinlanmistir. Bir ¢alismada Yang vd. (2014), insan
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gastrik epitel (GES-1) ve kolorektal adenokarsinoma (Caco-2) hiicreleri igin dort
farkli biiyiikliikteki SiO,NP'lerinin 100 pg/mL konsantrasyonuna kadar giivenli
oldugunu kabul etmislerdir. Fakat daha uzun inkiibasyon periyotlarinda ve daha
yiiksek konsantrasyonlarda DNA hasar1 olustugu ve hiicre sag kaliminin azaldigim
ifade etmislerdir.

Tarantini vd., (2015) 32 pg/mL konsantrasyonda amorf nanosilika partikiillerinin
insan Caco-2 hiicrelerinde hiicre yasayabilirligini azalttig tespit edilmistir. Bagka
bir c¢alismada ise insan kolon kanseri hiicre hattinda (HT29) 10 ug/mL
konsantrasyonda SiO;NP' lerinin (14 nm) sitotoksik ve genotoksik etkilere neden
oldugu belirlenmistir (Mu vd., 2012). Yapilan bir ¢aligmada ticari olarak elde
edilmis olan amorf silika nanopartikiiliiniin (12 nm) toksikolojik etkileri insan
gastrik  karsinoma hiicre dizisi GXF251L {izerinde arastirilmig, Silika
nanopartikiillerin konsantrasyona ve zamana bagli olarak EGFR ve MAPK
yolaklarini gesitli seviyelerde etkiledigi tespit edilmistir (Wittig vd., 2017).

Ersoz ve Altun Colak, (2018) calismalarinda sik kullanilan NP’ler arasinda yer
alan SiO,NP’lerinin (20-55 nm) Drosophila melanogaster'in 3. evre larvalari
iizerine olas1 toksik etkilerini degerlendirmisler ve bunun icin meyve sinegi
larvalarina 0.1, 1, 5 ve 10 mg/mL konsantrasyonlarda 24, 48, 96 ve 120 saat
boyunca SiO;NP’leri uygulamislardir. Calisma sonucunda larvalara uygulanan
SiO2NP’lerinin mortaliteyi tiim konsantrasyonlarda kontrole gore arttirdigini, pupa
ve ergin birey olusumunu ise azalttigini belirlemiglerdir. Meyve sineklerinde larval
mortalitenin artarak pupa ve ergin gelisim oraninin kontrole goére azalmasinin
artan SiO;NP dozuyla birlikte tiretimi artan serbest radikallerden kaynaklandig
konusunda ipuglar tespit edildigini rapor etmislerdir.

Vidya vd., (2016) silika nanopartikiillerinin tath su baliklarindaki (Oreochromis
mossambicus) oksijen tiiketimi iizerine akut toksik etkilerini arastirmistir. Alt
oliimciil konsantrasyonu LC50-96 saat 12 mg/L olarak belirlenmis, oksijen
tilketim oraninin kontrol grubuna kiyasla zamana bagli olarak azaldigi rapor

edilmisgtir.

Yine Vidya ve Chitra (2018), baska bir c¢alismalarinda SiO,NP’lerinin
Oreochromis mossambicus’ un solungag, karaciger ve beyin dokulari iizerine
etkilerini histopatolojik yonden incelemislerdir. SiO.NP’lerine 12 mg/L dozda, 96
saat ve 60 giin boyunca maruz birakilan baliklarin bu dokular1, kontrol grubuyla
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karsilastirildiginda, SiO,NP’lerinin zamana bagli olarak agir hasara neden
oldugunu saptamislardir. Solungagta epitelinin ayrilmasi, solunga¢ kemerlerinde
hasar ve vakuolizasyon, anevrizma, sekonder lamellerin yoklugu ve kivrilmasi,
mukozada birikme, gibi patolojik bulgular izlemislerdir. Karacigerde major
hepatik lezyonlar normal doku mimarisinin kaybi, hepatositlerde vakuolizasyon, ig
seklinde ¢ekirdek ve nekroz saptamiglardir. Beyin dokusunda sinir hiicrelerinde
dejenerasyon, vakuolizasyon, beyin 6demi, norofibriller bélgede nekroz ve koroid
pleksusta lezyon tespit etmislerdir. Sonug olarak, baliklar SiO;NP’lerine maruz
birakildiktan sonra, nanopartikiillerin neden oldugu tamir edilemez morfolojik
degisiklikler saptadiklarini ve bu ¢aligmanin dogal olarak ¢evresel degisikliklere
neden olan nanopartikiillerin iiretimini ve kullanimmi kisitlamak igin c¢evresel

tarama ve izleme programlarina katkida bulunmaya yarayacagini rapor etmislerdir.

Gen terapdtikleri, RNA terapotikler ve DNA asilart dahil olmak iizere verimli
molekiiler ilaglarin gelistirilmesi, DNA veya RNA' nin hiicreye verimli bir sekilde
transfer edilmesine baglidir. Toksisite ve immiinojeniklik dahil, potansiyel DNA
transferi viral metodlar ile viral olmayan sentetik tasiyicilarin kullanilmasim

gerektirmistir.

Gemeinhart vd., (2005)’nin c¢aligmasinda, yogun bir silika nanopargacik
kullanilarak DNA-transfeksiyon reaktif kompleksinin transfeksiyon etkinligi
arttirilmustir. Silika nanopargaciklarin, yiizey modifikasyonu ve transfeksiyon
veriminin sadece kii¢ilk bir degisiklikle hiicresel alim mekanizmasinin
belirlenmesine olanak sagladigi belirlenmistir. Silika nanopartikiillerinin, hiicre
seviyesindeki DNA konsantrasyonuna dayanan modiiler sistemin transfeksiyon
verimliligini artirmak i¢in kullanilabilecegi, sistemin daha fazla modifikasyonunun
DNA dagitimimi daha iyi hedefleyebilecegi ve diger DNA ekspresyon engellerinin
iistesinden gelebilecegini rapor etmiglerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Calisma Plam

Deneyler ADU Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii, Histolojisi-Embriyoloji
Laboratuvari’'nda yapilmistir. Calisma ADU-Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulundan izin alindiktan sonra (HADYEK karar no: FEF-2017/046)
gerceklestirilmis olup, deney hayvanlariin bakimina iliskin “Hayvan Etik
Kurulu” uygulamalarina 6zen gosterilmistir.

Calisma i¢in ADU/Ziraat Fakiiltesi, Su Uriinleri Miihendisligi Boliimii’nden temin
edilen anag baliklar ADU/FEF Biyoloji Boliimii Histoloji-Embriyoloji
Laboratuvarina getirilmistir. Anag baliklar 26+1°C sicakligindaki dinlendirilmis su
iceren, 30x50x100 cm ebatlarindaki cam akvaryuma alinamis ve baliklarin iki
hafta boyunca laboratuvar kosullarina alismasi saglanmistir. Deneyler 14:10
aydmlik/karanlik fotoperiyotta gergeklestirilmistir. Akvaryumlar, akvaryum
motoru ile siirekli havalandirilmis ve deneme siirecinde suyun buharlagmasini
onlemek igin iizerleri cam kapaklar ile kapatilmistir. Baliklar; tiire uygun olarak
secilmis, gelisimlerini ve yumurta liretimini tesvik edici protein icerikli ticari balik

yemi ile giinde iki kez beslenmistir.

L. caeruleus tiirii baliklarda yumurta dollenmesi gergeklestikten sonra alt
genelerinde sislik olusur. Anag¢ baliklar d6llenmis yumurtalarin1 kulugka siiresince
(21 giin) agizlarinda tagir ve bu siirenin sonunda yavru baliklar agizdan ¢ikarilir.
Bu nedenle galismada kullanilacak anag¢ baliklar her giin izlenmis olup, alt ¢enesi
sis olan anag¢ baliklarin agiz i¢i kontrol edilerek doéllenmis yumurta olup
olmadigma bakilmistir. Agizlarinda dollenmis yumurta bulunan anag¢ baliklar
28+1°C sicakligindaki dinlendirilmis su igeren 35x25x20 cm ebatlarimdaki cam
akvaryuma alinarak burada larvalarin gelismesi beklenmistir. Ayrilan anag
baliklarin 20-21. gilinlerde agizlar1 tekrar kontrol edilerek yumurtalarin larval
forma girip girmedikleri gézlemlenmistir. Kulugka siiresi sonunda belirgin hale
gelmis ve gerekli olgunluga ulasmis olan bu larvalar, ana¢ baligin agz1 kiigiik bir
spatiil yardimiyla acilarak, i¢cinde ana¢ baligin bulundugu akvaryum suyunu igeren
petriye aktarilmistir (Sekil 3.2). Boylece kusturma islemi gergeklestirilmis ve
larvalar elde edilmistir (Sekil 3.3).
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Larvalarin kusturma isleminin gercgeklestigi giin sifirinci giin olarak kabul edilmis
ve bir giin bekletilerek larvalarin ortama adapte olmasi saglanmistir. Bir giinliik
larvalar kontrol ve deney grubu olarak ikiye ayrilmistir. Her grupta 10’ar larva
olacak sekilde, toplamda 40 adet larva kullanilmigtir. Kontrol grubuna herhangi bir
islem yapilmamis, deney gruplarina ticari firmadan (Nanoshel/INDIA) satin alinan
SiO2NP’leri (20-30 nm) 50 mg/L, 100 mg/L ve 200 mg/L olarak ii¢ farkli dozda
uygulanmugtir (Sekil 3.1).

Madde uygulama 96 saat siirmiig bu siirenin sonunda larvalar histolojik prosediire
almmistir. Akvaryum sularinin  %50’si 24 saatlik araliklarla, test c¢ozeltisi
icerisindeki nanopartikiil konsantrasyonu degismeyecek sekilde yenilenmistir
(OECD, 1992). Kontrol grubuna ait akvaryum ise 24 saatlik araliklarla akvaryum
suyunun %50’si dinlenmis su ile yenilenmistir.

ID: Synport Corporatien
Involce No: INV/17-18/ 152-Pb

Silicon Oxide Nanopowderu'
5102, 99+%, 20-30 nM, amorpho

4 i PAAN LI L
¥ g Miewss s 165

High Purity Nanopowder

CAS: 7631-86-9
STOCK Ne: N§6130-03-344 "nl‘m\
)

Qty: 100Gms.

Sekil 3.1. Calismada kullanilan SiO,NP’leri.
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Sekil 3.2. L. caeruleus tiirii anag baliklar
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Sekil 3.3. L. caeruleus larvalar
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3.2. Histolojik Yontemler

Deneme ve kontrol gruplarina ait larvalar biitiin olarak 24 saat siireyle Bouin
soliisyonu ile tespit edilmistir. Fiksatifin fazlasinin uzaklastirilmasi amaciyla
larvalar, %70’lik alkol ile iyice yikanmistir. Yikama islemi 24 saat boyunca her
yarim satte bir alkoliin degistirilmesi seklinde yapilmistir. Daha sonra larvalar
doku takibine alinmistir (Cizelge 3.1). Takip sonrasi kontrol ve deney grubuna ait
larvalar yonleri frontal dorsal, frontal ventral, sagittal sol yan ve sagittal sag yan
olacak sekilde parafine gomiilerek bloklanmistir. Parafin bloklardan Rotary
mikrotomda (Leica RM-2145) 6p kalinliginda her bloktan boyama i¢in 5’er lam
(her lamda ti¢ doku olacak sekilde) kesitler alinmustir. Elde edilenkesitler Mayer’s
Hematoksilen-Eosin ile boyandiktan sonra entellan ile kapatilarak daimi preparat
haline getirilmistir (Cizelge 3.2), (Bancroft ve Cook, 1994).

Hazirlanan preparatlarda larvalarin hem biitiin hali hem de bu larvalardaki
solungag, karaciger, géz ve beyin dokular1 ayr1 ayr1 incelenerek farkli
biiyiitmelerde fotograflar1 (Olympus BX 51, Olympus E-330 digital kamera)
cekilip degerlendirilmistir. Calismanin bitiminde yapilan incelemeler sonucunda,
deney gruplarindan elde edilen bulgular kontrol grubu ile karsilastirilip
degerlendirilerek literatiir bilgileri ile tartigilmugtir.

Cizelge 1. Bouin fiksatifi doku takibi

Madde Siire

% 80’lik Alkol 1 Saat

% 96°1ik Alkol 1 Saat

% 96’11ik Alkol 1 Saat

% 100’1k Alkol 1 Saat

% 100’1tk Alkol 1 Saat

% 100’lik Alkol 1 Saat

Ksilol 80 dk

Ksilol 80 dk

Ksilol + Parafin 1 Saat (Etiivde 58°C)

Parafin 1 Gece (Etiivde 58°C)
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Cizelge 2. Hematoksilen-Eosin Boyamasi

60°C etiivde 1 gece

Ksilen 11 30 dakika

% 80 alkol 2 dakika

% 60 alkol 2 dakika

Mayer’s hematoksilen 5 dakika

Asit alkol 2-3 saniye

Akar su 5 dakika

% 96 alkol 1 dakika

Entellan Kapatma
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4. BULGULAR

4.1. Davrams Degisikliklerine Ait Makroskopik Gozlemler

SiO;NP’lerinin 50 mg/L, 100 mg/L, ve 200 mg/L dozlarina maruz birakilan balik
larvalarinda; tim gruplarda baliklar ilk akvaryuma koyuldugunda strese girdikleri
fakat ortama uyum sagladik¢a hareketlerinin normale dondiigi gozlenmistir.
Bunun disinda deney siiresince baliklarin kontrol grubuna goére daha aktif ve
hareketli olduklari, maruz birakilan Silikon dioksit dozu arttik¢a biiylime ve
gelismelerinin de daha fazla oldugu dikkati ¢ekmistir. 96 saatlik deney siiresi
bitiminde 200 mg/L’ye maruz birakilan grupta ki larvalarin 100 mg/L ve 50 mg/L
SiO;NP’lerine maruz birakilan balik larvalarina gore daha biiyiik olduklari,
kontrol grubu ve 50 mg/L’ye maruz birakilan larvalarin nispeten biiyiikliiklerinin
yakin olduklar1 100 mg/L uygulanan gruptaki baliklarin 50 mg/L’ye gore nispeten
biiyiik olduklar1 makroskobik olarak izlenmistir.

4.2. Histolojik Bulgular

Biitiin deney gruplarinda yapilan incelemeler sonucunda, larvalari bir biitiin olarak
ele aldigimizda asagida da gorildigi gibi kontrol grubuna kiyasla genel
morfolojik yapilarinda gozle goriiliir makroskobik degisiklikler saptanmamuisgtir.
Solungag, karaciger, gbz ve beyin dokularindaki mikroskobik degisiklikler asagida

organ bazinda verilmistir.
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4.2.1. Kontrol Grubu Larva Kesitleri
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4.2.2. Deney Grubu Larva Kesitleri
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4.3. Organlara ait Histolojik Bulgular
4.3.1. Solungag

4.3.1.1. Kontrol grubu

Kontrol grubuna ait baliklardan elde edilen preparatlar incelendiginde solungag
yaylarinin, filamentlerin ve lamellerin diizgiin, solunga¢ epitel hiicrelerinin normal
gbriiniimli ve dizilimli oldugu gorilmistiir (Sekil 4.17). Bag ve kikirdak doku ile
desteklenen, merkezi konumdaki primer lamellerden sagli sollu 1sinsal tarzda
ayrilan sekonder lamellerin diizgiin oldugu goriilmiistir (Sekil 4.18). Primer
lamellerin ortasinda merkezi vena siniizoidi yer almaktadir (Sekil 4.18). Sekonder

lamellerin dis yiizeyi Ortii epiteli ve aralarinda yer alan salgi hiicreleriyle kaphidir
(Sekil 4.18).

Sekil 4.17. Kontrol grubu L. caeruleus solunga¢ dokusunun genel goriiniimii.
Solunga¢ yaylar1 (SY), primer lameller (PL), sekonder lameller (SL).
H&E, 10x.
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Sekil 4.18. Kontrol grubu L. caeruleus solunga¢ dokusunun genel gériiniimii.
Primer lamel (PL), sekonder lamel (SL) ve solungag epiteli (SE).
H&E, 40x.

4.3.1.2. Deney grubu

SiO;NP’leri uygulanan tiim deney gruplarina ait baliklarin solungag dokularinda
doza bagli artis gosteren bazi yapisal degisimler tespit edilmis olup, en belirgini
lamel sekillerindeki bozulmalardir (Sekil 4.19-22). incelemelerde tiim deney
gruplarinda primer lamellerde kopma ve ayrilma (Sekil 4.19), sekonder lamellerde
sekil bozuklugu ve Odem olusumuna bagli olarak epitellerinde ayrilma
gozlenmistir (Sekil 4.20-22). Baz1 sekonder lamellerin kisaldig1 hatta dokiildigii,
baz1 sekonder lamellerde ise kilcal damarlarin genisledigi (balonlasma) dikkati
cekmistir (Sekil 4.21, 22).



Sekil 4.19. 50 mg/L SiO;NP’leri uygulanan L. caeruleus grubuna ait solungag
kesiti. Primer lamellerde sekil bozuklugu ve kopma (=)
izlenmektedir. H&E, 20x.

Sekil 4.20. 100 mg/L SiO;NP’leri uygulanan L. caeruleus grubana ait solungag
kesiti. Sekonder lamellerde 6deme bagli epitelde ayrilma (>),
sekonder lamellerde kayip (). H&E, 40x.



Sekil 4.21. 200 mg/L SiO;NP’leri uygulanan L. caeruleus grubana ait
sekonder lamel epitelinde ayrilma (»), sekonder lamellerde
kisalma (=) ve kayip (). H&E, 20x.

Sekil 4.22. 200 mg/L SiO,NP’leri uygulanan L. caeruleus grubana ait
sekonder lamel epitelinde ayrilma (») ve dokiilme, kapillerde
genisleme (). H&E, 40x.

35
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4.3.2. Karaciger
4.3.2.1. Kontrol grubu

Kontrol grubuna ait baliklardan elde edilen preparatlar incelendiginde L.
caeruleus’un karaciger dokusunda anterior ve posterior olmak tizere iki loba sahip
oldugu goriilmektedir (Sekil 4.23). Normal yapilanma gosterdigi gozlenen
parankimayi olusturan hepatositler diizgiin kordonlardan ziyade diizensiz dizilimli
hiicre gruplar1 seklindedir (Sekil 4.24). Hepatositlerin yuvarlagimsi sekilde
oldugu, sitoplazmalarinda belirgin bir niikleusa ve bol miktarda yag damlasi
icerdigi belirlenmistir. igerdikleri yag miktarina bagl olarak niikleuslarin hiicrenin
farkli yerlerinde oldugu, genellikle periferik sitoplazmaya dogru itildigi
goriilmiistiir (Sekil 4.24). Yag damlaciklar1 sitoplazmada ¢ok sayida irili ufakl
vakuol seklinde izlenmektedir (Sekil 4.23-25). Parankimada, portal venin birgok
dala ayrilarak olusturdugu sinuzoidler normal yapidadir (Sekil 4.24,25).
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Sekil 4.23. Kontrol grubu L. caeruleus karaciger dokusunun genel goriiniimil.
H&E, 10x.



Sekil 4.24. Kontrol grubu L. caeruleus karaciger dokusunda hepatosit gruplari (H)
ve aralarindaki siniizoidler (S). H&E, 20x.

Sekil 4.25. Kontrol grubu L. caeruleus karaciger dokusunda yag vakuolleri (X),
hepatosit niikleuslar1 (=). H&E, 40x.
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4.3.2.2. Deney grubu

Deney grubuna ait larvalarda yapilan incelemelerde 50 mg/L SiO,NP’leri
uygulanan baliklarin karaciger dokularinda, parankimanin ve hepatositlerin
kontrol grubuna benzer oldugu goézlenmistir. Hepatik hiicre sitoplazmalari ¢ok
miktarda yag vakuolii igermekte ve niikleuslar eksentrik yerlesimlidir (Sekil
4.27,28). 100 mg/L SiO2NP uygulanan grupta karaciger lobunun u¢ boliimiinde
(Sekil 4. 28) ve parankimanin farkli yerlerinde vakuol tarzda genis agikliklar
dikkat ¢ekicidir (Sekil 4. 29). Ayrica bu gruba ait kesitlerde, kan damarlarinin kan
hiicreleri ile dolu oldugu belirlenmistir (Sekil 4.29). Sekil 4.30 ve 31’°de goriildigii
gibi parankimada hepatoseliiler nekroz ve kapsiil altinda 6dem saptanmustir.
Kapsiil altina yakin yerlesim gosteren hepatositlerde piknotik niikleuslar ayirt
edilmistir (Sekil 4.31). 200 mg/L uygulanan grupta ise periferik parankimada yer
alan hepatositlerin niikleuslarinda boyanmada farkliliklar izlenmistir (Sekil 4.34).

Sekil 4.26. 50 mg/L SiO2NP uygulanan grupta karaciger dokusunun genel gériiniimii.
H&E, 10x.
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Sekil 4.27. 50 mg/L SiO,NP uygulanan grupta hepatositlerde yag vakuolleri (X),
eksentrik yerlesimli hepatosit niikleuslar1 (%) izlenmektedir.
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Sekil 4.28. 100 mg/L SiO,NP uygulanan grupta karaciger lobunun ug bolimiinde
genis aciklik (XX), hepatositlerde sitoplazmik yag vakuolleri (>).
H&E, 20x.
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Sekil 4.29. 100 mg/L SiO,NP uygulanan grupta karaciger parankimasinda genis
agikliklar (X¥), damarlarda kan hiicresi birikimi (P ). H&E, 20x.
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Sekil 4.30. 100 mg/L SiO-NP uygulanan grupta parankimal nekroz (n). H&E, 40x.
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Sekil 4.31. 100 mg/L SiO.NP uygulanan grupta kapsiil alt1 6dem ve ayrilma (%),

piknotik niikleuslu hepatositler (). H&E, 40x.

Sekil 4.32. 200 mg/L SiO;NP uygulanan grupta karaciger dokusunun genel
goriinimii. H&E, 10x.
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Sekil 4.33. 200 mg/L SiO2NP uygulanan grupta periferik parankimada sitoplazmik
vakuol igeren hepatositler (> ). H&E, 20x.
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Sekil 4.34. 200 mg/L SiO;NP uygulanan grupta hepatosit niikleuslarinda boyanmada
farklilik ( X*). H&E, a; 40x, b; 100x
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4.3.3.Goz
4.3.3.1. Kontrol grubu

Kontrol grubuna ait goz dokusu preparatlart incelendiginde lensi askida tutan
ligamentler (iris) ile lensler ve mercek maddesi fibrilleri ve bu fibrilleri olusturan
epitel hiicrelerinin normal goriiniimlii oldugu gozlenmistir. Retina ve retinay1 orten
koroid ile koroidi orten sklera, koroid boslugun normal goériinimlii ve dizilimli
oldugu goriilmiistiir. Optik sinirler ve iris normal gériiniimliidiir. Retina ve retinay1
disaridan igeriye dogru olusturan pigment epiteli, rodlar ve cone tabakasi (gorme
hiicreleri), dis siirlayici membran, dis niiklear tabaka, dig ag tabakasi, i¢ niiklear
tabaka, i¢ ag tabaka, ganglion hiicre tabakasi, sinir fibrilleri tabakasi ve i¢
siirlayict membran tabakalari normal goriinimliidiir (Sekil 4.35, 37).

Sekil 4.35. Kontrol grubu L. caeruleus larvasi g6z dokusunun genel goriiniimii. cr;
kornea, a; anterior bosluk, i; iris, lens (L), v; vitr6z humor, Re; retina,
%; koroid cisim, k; koroid tabaka, s; sklera. H&E, 10x.



Sekil 4.36.Kontrol grubu L. caeruleus larvasi goz dokusunda retina
tabakasi.1; Retina pigment epiteli, 2; Foto reseptorlerinin dis
boliimii, 3; Foto reseptorlerinin i¢ boliimi, 4; dis smurlayict
membran, 5; dis niiklear tabaka, 6; i¢ niiklear tabaka, 7; Miiller
hiicreleri, 8; ganglion hiicre katmani, 9; optik sinir lifleri, k;
koroid, ¢; koni hiicreleri, r; rod hiicreleri. H&E, 100x.

Sekil 4.37. Kontrol grubu L. caeruleus larvasi géz dokusu, Od; optik disk,
Os; optik sinir lifleri. H&E, 20x.
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4.3.3.2. Deney grubu

50 mg/L SiO,NP’leri uygulanan grupta lens kapsiilinde kayip, lens primer
fibrillerinde hafif diizeyde ¢ozillme gorilmistir (Sekil 4.39). 100 mg/L
SiO2NP’leri uygulanan grupta kornea tabakasinda yer yer incelme, lensi askida
tutan ligamentlerde (iris) kisalma, lens primer liflerinde ileri diizeyde ¢oziilme
izlenmigtir (Sekil 4.42). 200 mg/L SiO,NP’leri uygulanan grupta bazi 6rneklerde
lens epitelinin lens fibrillerinden ayrildigi, birgok kesitte lens fibrillerinin ileri
diizeyde parcalandigi tespit edilmistir (Sekil 4.46). Biitiin deney gruplarinda retina
ve optik sinir ile bu bolgesinde herhangi bir yapisal degisim olmadigi dikkati
cekmistir (Sekil 4.40,41,44,45,47,48).

Sekil 4.38. 50 mg/L SiO;NP uygulanan grupta goz dokusu, lens kapsiiliinde
kayip (»). H&E, 10x.



) :L

Sekil 4.39. 50 mg/L SiO,NP uygulanan grupta géz dokusu, lens primer liflerinde
hafif diizeyde ¢6ziilme (¢). H&E, 10x.

s

Sekil 4.40. 50 mg/L SiO.NP uygulanan grupta retinanin (Re) goriintimii.
H&E, 40x.
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¥ D

Sekil 4.41. 50 mg/L SiO2NP uygulanan grupta optik sinir (Os). H&E, 40x.

an grupta goziin kornea tabakasinda incelme
(J), iriste kisalma (i), lens primer liflerinde ileri diizeyde ¢oziilme (4)
izlenmektedir. a; anterior bosluk. H&E, 20x.



Sekil 4.43. 100 mg/L SiO,NP uygulanan larvalarda lens kapsiil altinda agilma
() ve lens fibrillerinde ileri diizeyde dagilma (¢). H&E, 10x.

Sekil 4.44. 100 mg/L SiO;NP uygulanan larvalarda goz dokusu,Re; retina
normal goriiniimlii. H&E, 40x.
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Sekil 4.45. 100 mg/L SiO;NP uygulanan grupta optik diskte ¢okme ()
izlenmektedir. H&E, 40x.

Sekil 4.46. 200 mg/L SiO:NP uygulanan grupta géz dokusunda lensin (L)
seklinde bozulma, primer ve sekonder lens fibrillerinde ileri diizeyde
pargalanma/kayip (¢). H&E, 10x.
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Sekil 4.47. 200 mg/L SiO;NP uygulanan gruba ait larvada normal yapida retina
(Re) tabakas1. H&E, 40x.

Sekil 4.48. 200 mg/L SiO.NP uygulanan grupta normal goriiniimlii optik sinir
(Os). H&E, 40x.
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4.3.4.Beyin

4.3.4.1. Kontrol grubu

Kontrol grubuna ait beyin dokusu preparatlari incelendiginde kranial bosluga
yerlesmig telencephalon, diencephalon, mesencephalan, metencephalon ve
mylencephalon olmak tizere bes ana bolimden olustugu goriilmistiir (Sekil 4.49).
Beyin dokusunun olfaktér loplar, beyin, beyincik loplari, myelensefalonu
olusturan medulla oblangata ve devaminda seyreden spinal kord, birbiriyle
baglantili néronlardan ve onlar1 destekleyen akson, dentrit ve glial uzantilardan
meydana gelmistir (Sekil 4.50).

Cerebrum
(Telensefalon

Optik tektum

(Mesensefalon Diensefalon

Cerebellum
(Metensefalon)

Sekil 4.49. Kontrol grubu L. caeruleus larvasi beyin dokusunun genel gériintimii.
Sagital sag yan kesit. H&E, 4x.
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Olfaktor
lob
Cerebrum
(Telensefalon)
Optik tektum

(Mesensefalon Diensefalon

Cerebellum
(Metensefalon)

Medulla oblangata
(Miyelensafalon)

Spinal Kord

Sekil 4.50. Kontrol grubu L. caeruleus larvasi beyin dokusunun genel goriintimil.
Frontal dorsal kesit. H&E, 4x.
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4.3.4.2. Deney grubu

Tim deney gruplarima ait beyin dokusu preparatlar1 incelendiginde esas olarak
olfaktor loblar, ampuller ve telensefalik loblardan olusan telensefalonun
kontrollere benzer yapida oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.51-55). Gorsel bilgilerin
entegrasyonu ve motor islevlerle iligkili olan mesensefalon ve beyincik bolimiinii
iceren metensefalon yapisal olarak normaldir. Medulla oblongata ve spinal korda
bakildiginda Kontrol grundaki yapisini korudugu dikkati ¢ekmistir (Sekil 4.51-55).
Yiiksek doz (200mg) grubu kesitlerinde beynin olfactory bolgeSinin anteriortl,
medulla oblongata ve spinal kord gibi farkli bélimlerinde astrositlerin yogun
olarak bulundugu dikkati ¢gekmistir (Sekil 4.56-58).
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Olfaktor
lob
Cerebrum

(Telensefalon)
Torus

Longitudinalis
Optik tektum

Cerebellum (Mesensefalon

Metensefalon _
( Diensefalon

Medulla oblangata
(Miyelensafalon)

Spinal kord

Sekil 4.53. 100 mg/L SiO; uygulanan larva beyin dokusu, frontal dorsal kesit.
H&E, 10x.
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Sekil 4.56. 200 mg/L SiO. uygulanan larva beyin dokusu, frontal dorsal kesit.
Astrositler (A). H&E, 10x.

~ gt 1)

Sekil 4.57. 200 mg/L SiO; uygulanan larva beyin dokusu, frontal dorsal kesit.
Astrositler (A). H&E, 10x.
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5. TARTISMA VE SONUC

Son yillarda nanoteknoloji alanindaki hizli gelismeler bu teknoloji iirlinlerinin
giinliik yasantimiza daha fazla oranda girmelerine yol agmaktadir. Binlerce ¢esit
nanoteknoloji  {lirlinliniin  glinlik kullanmlan iriinler arasinda yer aldig
goriilmektedir. Kir tutmaz bebek elbiseleri, leke tutmaz masa ortiileri ve koltuk
yiizleri, su tutmaz-islanmaz-kirlenmez boyalar, tras losyonlari, giines kremleri
hatta tan1 ve tedavi amaciyla kullanilan bir takim ilag ve tibbi uygulamalar
bunlardan birkagidir (Roco, 2005).

Silika, ¢esitli endiistrilerde yaygin olarak uygulanmaktadir. Altin kapl silika
uygulamasi, iyi  huylu ve koti  huylu timorlerin  tedavisinde
kullanilmaktadir. Yiizeyi modifiye edilmis hidrofobik ve lipofilik nanosilika, ipek
bocegi endiistrisinde, tavuk sitmasi ve niikleer polihedroz viriisii tedavisinde yeni
ilaglar olarak etkili bir sekilde kullanilabilir (Barik vd.,2008).

Ticari tiriinlerde kullanilan nanomalzemelerin artmasiyla birlikte, nanoteknolojinin
cevresel ve sosyal maliyetleri goz Oniine alindiginda, yararlarinin mi yoksa
zararlarinin m1 daha agir bastigi merak konusudur. Nanomalzemelerin toksik etkisi
lizerine yapilan ¢ogu arastirma, viicuda giren nanopartikiillerin olumlu ya da
olumsuz etkilerine odaklanmustir.

Nanopartikiillerin kasitli olarak yerlestirildigi ilaglar ve goriintiileme sistemleri
gibi biyomedikal uygulamalarda kullanimi durumunda olusabilecek toksik etkileri
hakkinda daha az arastirma yapilmistir. Ayrica, nanopartikiillerin bagigiklik
sistemine  toksisitesini  degerlendirmek ig¢in belirlenmis standartlar da
bulunmamaktadir. Dobrovolskaia ve McNeil, (2007)’in immiinotoksisite
hakkindaki son arastirmalari nanopartikiillerin immiin yanitlar1 uyarabildigini,
baskilayabildigini ve immiin sistemle uyumlariin biiyiik dlgiide yiizey kimyasi
tarafindan belirlendigini gostermistir.

Coklu ilag direnci (Multi Drug Resistance-MDR) ile basetmek icin silika
nanoparcaciklari (100=13nm) anti kanser ilac1 doksurubisin ile birlestirilmis insan
meme kanser hiicresi (MCF-7) ile muamele edilmistir. Uygulamadan 1, 2, 3 giin
sonra nano-MDDS ve serbest ilaglarin MCF-7 hiicrelerine sitotoksik etkileri
degerlendirilmistir. Sonugta ilagtaki silika nanopargaciklart kanser hiicreleri ile
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etkilesime gectigi ve bu hiicrelerde apoptozunu indiikleyerek ve hiicre ¢ogalmasini
engelledigi tespit edilmistir (He vd., 2011).

Her ne kadar nanopartikiiller biyomedikal uygulamalar igin biiyiik bir potansiyele
sahip olsalar da, canli sistemler iizerine etkileri hakkindaki degerlendirmelerin
eksikligi ortadadir. Duan vd. (2014) silika nanopartikiillerinin (Nano-SiO,)
biyolojik davraniglarini  endotel hiicre fonksiyonu iizerindeki etkilerini
netlestirmek i¢in yaptiklart caligmada, Nano-SiO;nin endotel hiicrelerinde
NO/NOS sistemini bozabilecegi, enflamatuar yaniti indiikleyebilecegi, otofajiyi
aktive edebilecegi ve nihayetinde PI3K/Akt/mTOR vyolu ile endotel fonksiyon
bozukluguna yol agabilecegini tespit etmisler, Nano-SiO;' ye maruz kalmanin
kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in potansiyel bir risk faktori oldugunu
belirtmislerdir.

Sucul ortamin en alt omurgali grubunu olusturan ve insanlar igin 6nemli bir besin
kaynagi olan baliklar sudaki bir¢ok kirletici igin erken uyar1 sistemi olarak
degerlendirilebilir (Singh vd., 2002). Bu kirleticilerin meydana getirebilecegi
dokusal bozukluklarin belirlenmesinde histopatolojik caligmalar 6nemli bir yer

tutmaktadir.

Solungaglar ozmoregiilasyon, asit-baz dengesinin diizenlenmesi ve nitrojenli
atiklarin bosaltilmasinda gorevli olmalart nedeni ile dis ortamla siirekli bir alig
veris igindedir. Bu sebeple baliklarin gelistikleri ¢evre ile olan etkilesimlerinde asil
bolgeyi olusturmalart nedeni ile sudaki kimyasallara veya c¢evre kosullarindaki
degisiklige bagh olarak ilk etkilenen yapilardir (Barlas, 1999).

Bu calismada yapilan inceleme ve gozlemlerden SiO:NP den en fazla etkilenen
organin solungaglar oldugunu sdylemek miimkiindiir. Bu durum; baliklarda
solunum, osmoregiilasyon ve atilim gibi birgok onemli fonksiyonlara katilan
solungaglarin, suyun kalitesindeki degisikliklere kars1 hassas ve dig g¢evre ile
yakin temas halinde olduklarindan sudaki her tiirli maddenin birincil hedefi
olmasi ile agiklanabilir.

SiO2NP nanopartikiilleri uygulanan tiim deney gruplarinin solunga¢ dokularinda
lamel sekillerinde bozulma, primer lamellerde kopma ve ayrilma, sekonder
lamellerde sekil bozuklugu ve 6dem olusumuna bagl olarak epitellerinde ayrilma,
baz1 sekonder lamellerde ise kilcal damarlarin geniglemesi (balonlasma) gibi
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O6nemli bazi yapisal degisimler tespit edilmistir. Baz1 sekonder lamellerin kismi
flizyonunun yan1 sira epitelyal ayrilma, hiperplazi ve hipertrofi gibi degisiklikler
savunma mekanizmalarina ornektir, ¢linkii bunlar genel olarak dig ¢evre ile kan
arasindaki mesafenin artmasina neden olur ve boylece kirleticilerin girigine bir
engel olusturur (Fernandes ve Mazon, 2003; Basimoglu Koca vd. 2005; Koca vd.,
2008; Giircii vd., 2010; Yildiz vd., 2010).

Bu calismada gozlenen solungag sekonder lamellerindeki kisalma ve kopmalarin,
yiizey alaninin azaltilmasina yonelik bir degisim olabilecegini diisiindiirmektedir.
Organ, sudaki maddeye daha az yiizeyden maruz kalmayi hedeflemektedir
diyebiliriz. Baliklar diisiik oksijen alimimi telafi etmek ic¢in havalandirma
oranlarini arttirma kapasitesine sahip olmasina ragmen (Fernandes ve Mazon,
2003), calismada gozlenen epitelyal ayrilma sonucu su ve kan arasindaki

mesafenin artmast ile oksijen aliminin bozulmasi kagmilmazdir.

Solungaglardaki benzer degisiklikler, metallere (Oliveira Ribeiro vd., 2000;
Cerqueira ve Fernandes, 2002; Martinez vd., 2004) ve organik kirletici maddelere
(Rosety-Rodriguez vd., 2002; Fanta vd., 2003) maruz kalan baliklarda da
bildirilmistir. Mallatt'a (1985) gore bu degisiklikler spesifik degildir ve farkl tiir
maddeler tarafindan indiiklenebilir.

Nishimori vd, (2009) 4 hafta boyunca 70 nm'lik silika parcaciklarini farelere
intravenoz yolla enjekte ederek karaciger, dalak, akciger, bobrek, beyin ve kalp
gibi ana organlarin histolojik analizini yapmuslardir. Histolojik analiz sonucunda
70 nm silika pargaciklari ile muamele edilen farelerde hepatik mikrograniilasyon
ve splenik megakaryosit birikimini ortaya ¢ikarirken, bobrek, akciger, beyin ve
kalbin etkilenmedigini boylece, karaciger ve dalagin 70 nm'lik silika
pargaciklarinin kronik olarak verilmesiyle toksisite i¢cin ana hedef organlar gibi
goriindiigiinii rapor etmislerdir.

Karaciger = metabolizmasi,  Kkirleticilerin ~ biyokimyasal  doniisimii  ve
detoksifikasyonu i¢in temel organdir. Dolayisiyla, toksisite ¢aligmalarinda
hepatositlerin histopatolojisi giivenilir biyobelirtecler olarak kullanilir. Balik
karacigeri, kirleticiler ¢evrede oldugundan g¢ok biiyiikk miktarlarda karacigerde
biriktiginden ve histolojik lezyonlara neden oldugundan karaciger Kirletici
maddelere kars1 hassastir.
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Isoda vd. (2013) partikiil biyiikligii ile toksisite arasindaki iligkiyi ii¢ farkl
nanosilika partikiillerini (SP30, SP50, SP70) kullanarak arastirmiglar, SP30 ve
SP50 uygulanmasindan sonra hepatik hasarda doza bagh artiglar gézlemislerdir.
SP30 ile SP50’nin daha diisiik doz seviyelerinde bile SP70’e gore daha fazla akut
karaciger hasarina neden oldugunu rapor etmislerdir. Ayrica, SP30'un toksisitesini
kimyasal olarak indiiklenmis karaciger hasar1 varliginda (karbon tetraklortir,
paraquat, sisplatin ve asetaminofen) arastirmiglar ve test edilen en kiigiik boyuttaki
partikiillerin (SP30) karaciger hasarna yol agan kimyasal maddelerle sinerjize
oldugunu belirtmislerdir. Bu verilerin silika nanopargaciklarinin biyiikligiiniin
(capmin) nanopargacik kaynakli karaciger hasarinin ciddiyetini etkiledigini,
nanoteknoloji ve nanotoksikoloji alaninda gelecekteki arastirmalar icin yararh
olacagini belirten bir bulgu oldugunu rapor etmislerdir.

Bir ¢alismada tatli su baliklarindan Oreochromis mossambicus tiirii baliklar 96
saat ve 60 giin boyunca 12 mg/L SiO>NP’lerine maruz birakilmis, hepatositlerde
segmentasyon ve ig bicimli niikleus gibi histolojik degisikliklere rastlanmistir.
SiO;NP'lerine 60 giin boyunca maruz kalan grupta ileri diizeyde vakuollesme,
cekirdek yoklugu ve tamamen diizensiz hepatositler gibi morfolojik doku hasari
ciddiyetinin daha belirgin oldugu ifade edilmistir (Vidya ve Chitra 2018).

Hepatositlerin sitoplazmasindaki vakuoller lipit ve glikojen icerir bu da
karacigerin normal metabolik fonksiyonu ile ilgilidir (Camargo ve Martinez 2007).
Dolayisiyla, hepatositlerin vakuollesmesi, parankimal hiicrelerde maddelerin
sentez hiz1 ile sistemik dolasima salimm hizi arasindaki dengesizligi gosterir
(Gingerich 1982). Yorumlarina katildigimiz bu arastiricilarin diisiincelerine ek
olararak, hepatositlerde gozledigimiz sitoplazmik vakuolizasyon ve piknotik
niikleus olusumu ve niikleuslarda boyanma farkliligina dayanarak, SiO,NP’lerinin
hepatik dokudaki protein ve enzimlerle etkilesime girdigini, antioksidan savunma
mekanizmalarini etkileyerek ve atrofiyi tesvik eden reaktif oksijen tiirlerinin
olusumuna yol a¢tigini, bunun sonucunda da nekrozun gelistigini sOylemek
miimkiindiir. Nitekim, Alarifi vd., (2013)’nin TiO. nanopartikiillerinin hepatik
dokuya etkilerini inceledikleri ¢aligmalarinda, hepatositlerdeki ¢ekirdek ve
sitoplazmik hasarin hiicre i¢i mekanizmalarda meydana gelen bozulmalar

sonucunda apoptoz ve nekroz olabileceginden soz edilmektedir.

Seryum oksit nanopartikiillerinin (nanoceria) uygulanmasi sonrasinda kiiltiir goz
mercek proteinlerinin kromatografik ve elektroforetik profillerinin degismedigi
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belirlenen ¢aligmada, nanoceria’nin gz mercegi proteinleri {izerinde zararh etkisi
olmadig1 agiklanmistir (Pierscionek vd. 2010).

Jo wvd, (2012) tarafindan silika nanopartikiillerinin (SiNP) retina
neovaskiilarizasyonu lizerindeki antianjiyogenik etkisini gostermeyi amagladiklari
caligmalarinda retina ndronal veya endotelyal hiicrelerinde dogrudan SiNP
toksisitesi gozlenmedigi ifade edilmistir. Ayrica SiNP’lerin intravitreal
enjeksiyonunun, oksijene bagl retinopati farelerinde anormal retinal anjiyojenezi
etkili bir sekilde azalttigi, in-vitro vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF)
kaynakli anjiyogenezi etkili bir sekilde inhibe ettigi rapor edilmistir. SINP’ lerin
ERK 1/2 aktivasyonunu bloke ettigini belirttikleri bu ¢alismalarinda, SiNP'lerin
VEGF'nin aracilik ettigi retina neovaskiilarizasyonu inhibitorii  olarak
kullanilabilecegi ve anjiyogenezle iliskili korligiin tedavisinde gelecekteki

uygulamalar i¢in Onerilebilecegi sonucuna varmiglardir.

SiNP’ lerin insan kornea epitel hiicreleri (HCEC) gibi okiiler yiizey hiicreleri
tizerindeki toksisitesi hakkinda ¢ok az sey bilindiginden séz edilen g¢aligmada,
kiltir HCEC’lerde 50, 100 ve 150 nm boyutlarinda SiNP'nin indiikledigi
sitotoksisite  degerlendirilmis, bu nanopartikiillerin HCEC’lerde anlamh
sitotoksisite indiiklemedigi tespit edilmistir. 48 saat muamele sonrasinda SiNP’
lerin HCEC’ler tarafindan alindigi ve hiicresel reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunun doza bagli olarak hafifce yiikseldigi, ancak ii¢ farkli biiytikliikteki
SiNP i¢in 100 ug/ml konsantrasyonlarina kadar hiicresel canliliklarinda énemli bir
azalma gozlenmedigi gorilmiistiir (Park vd., 2016).

Kim vd.,’nin (2017) raporuna gore; insan kornea endotel hiicre (HCEC) hattinda
(B4G12) SiNP’ nin ii¢ farkli boyut (50, 100 ve 150nm) ve ii¢ farkli dozda (0, 25,
50 ve 100 ug/ml) 48 saat maruz kalma durumunda transmiyon elektron mikroskop
diizeyinde SiNP’ lerin hiicre igine alindig1 fakat mitokondriyal yapisal hasar
gbzlenmedigi, hem hiicresel yasayabilirlik hem de LDH seviyesinin 100 ug/mL
dozda degismeden kaldigi, otofajinin belirgin doza bagimli bir aktivasyon
gosterdigi, ancak mTOR (rapamisin) aktivasyonunun degismeden kaldig
sOylenmektedir. 72 saat boyunca 100 ug/ml SiNP konsantrasyonunda, insan
kornea dokusu kiiltiiriiniin belirgin endotel toksisite gostermedigi de ifade
edilmektedir. Ayn1 raporda bulgularina dayanarak 50, 100 ve 150nm SiNP'lerin,
kornea endotelyal hiicrelerinde 100 ug/mL' ye kadar konsantrasyonlarda akut
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belirgin sitotoksisiteyi indiiklemedigi, bununla birlikte SiNP'lerin uzun siireli
toksisitesi bilinmedigi vurgulanmaktadir.

Primer insan korneal epitel hiicrelerinin (hCEC) ultra ince (30 ve 40nm) SiO,NP’
lerine 24 saat sire ile in-vitro maruz kalmasi durumunda hiicre zar1 hasari, hiicre
Omriinin azalmasi, hiicre oliimii ve mitokondriyal fonksiyon bozuklugu gibi
degisimler olusturdugu, ayn1 nanoparcaciklara in-vivo maruz kalma durumunda da
gozlenebilir kornea hasari tespit edilmistir. Bu etkilerin ultra ince (100 ve 150 nm)
SiO2NP’lerden daha siddetli oldugu ve yaygin kullanilan antioksidan bilesiklerin
korneay1 SiO,NP’nin neden oldugu hasardan korumadigi bildirilmistir (Dayu vd.,
2018).

Dayu vd., (2018)’nin sonuglarina benzer sekilde, bu tez ¢alismasinda baliklarda 50
mg deney grubunda lens kapsiilinde kayip, 100 mg/L grubunda kornea
tabakasinda yer yer incelme, lens epitelinde ayrilma, lens primer liflerinde
¢oziilme, 200 mg/L uygulama grubunda ise lens fibrillerinin ileri diizeyde
par¢alanma Saptanmustir. Biitiin deney gruplarinda retina ve optik sinir ve
bolgesinde herhangi bir yapisal degisim olmadigi, sadece 100 mg/L uygulanan
grupta optik diskte ¢okme oldugu belirlenmistir.

Elektron mikroskop diizeyinde yapilan bir ¢alismada siganlarda 6, 20, 50 nm
boyutunda ve 150 mg/mL dozunda SiO»NP'lerinin karaciger, bobrek, beyinde
oksidatif strese neden oldugu ve yapisal hasara yol agtigi gosterilmis, 6zellikle
beyinde norotoksik etki ile uyumlu yapisal degisikliklere neden olmasindan
dolay1, SiO2NP'lerin etkilerinin insanlarda kullanilmadan 6nce iyice arastirilmasi
gerektigi vurgulanmstir (Comelekoglu vd., 2019).

Teleost beyni noéropile gomiilii néroglial ve diger néronal hiicrelerin uzantilarini
iceren kendine 6zgii noron tabakalarindan olusur (Butler, 2011). Vidya ve Chitra
(2018) caligmasinda kisa siireli SiOo.NP uygulanan baliklarin beyin dokusunda
hafif dejenerasyon gozlenirken, uzun siireli maruz kalma durumunda koroid
pleksusta ciddi norodejenerasyon, vakuolizasyon olusumu, beyin O&demi,
norofibriller bolgenin nekrozu ve lezyon tespit etmislerdir. Koroid pleksus
ventrikiillerin limenine Salgilanan beyin omurilik sivisini (BOS) sentezler
(Ferguson 2006). Nanopartikiillerin koroid pleksusda neden oldugu lezyonlarin
baliklarda sublethal norolojik rahatsizliga neden olabilecek patolojik beyin
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hasarin1  gosterir.  Patolojik lezyonlar, maruz kalma durumunun ortadan
kalkmasindan sonra bile korunmaktadir (Vidya ve Chitra (2018).

Calismamizda tiim deney gruplarinda telensefalon, mesensefalon, metensefalon,
medulla oblongata ve spinal kordun yapisal olarak kontrollere benzer yapida
oldugu gdzlenmesine ragmen, sadece yiiksek doz grubunda olfactory bolgenin
anterior kismi, medulla oblongata ve spinal kord gibi farkli bolgelerde astrositlerin
yogun olarak bulundugu saptanmustir. Astrositler, bilindigi iizere, noronlar
koruyan sinir sisteminin yildiz bi¢imli glial hiicreleridir. Bu anlamda, yiiksek doz
grubunda bu hiicrelere siklikla rastlanmasi SiO,NP’lerinin kan beyin bariyerini
gecebilecegini akla getirmektedir.

Kim vd. (2014)’ nin farkli biiytikliiklerde (20 ve 100 nm) ve farkli dozlarda (550-
1000-2000 mg/Kg) kolloidal silika nanopargaciklarin toksik etkisini aragtirdiklar
caligmalarinda, sicanlara oral yolla 90 giin uygulama sonrasinda, deney gruplariin
higbirinde klinik degisiklik ve histopatolojik bulgularin belirlenmedigi, herhangi
bir hayvan oliimiiniin olmadigi, deney siiresince haftalik olarak agirliklart tartilan
sicanlarin agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu, bu nedenle
NOAEL (No-observed-adverse-effect level) degerinin 2.000 mg/kg'dan fazla
olmas1 gerektigi ifade edilmistir. Kim vd., (2014)’ nin bu g¢alismalarina benzer
sekilde, bizim c¢alismamizda da kontrollere kiyasla doz artigina bagli olarak
baliklarin biiyiimelerinde makroskobik olarak gdzlenen artis, bize SiONP’lerinin
canlilarin biliyiime ve gelismeleri tizerinde olumlu bir etkisinin de olabilecegini

disiindirmiistiir.

Yukaridaki calismalardan da anlasilacag: iizere, nanapartikiillerin canli sistemler
iizerine olumlu ya da olumsuz etkileri sadece partikiiliin fiziksel, kimyasal
ozellikleri ile ilgili degil ayn1 zamanda partikiile maruz kalan canli sisteminin
Ozellikleri, maruz kalma sekli, dozu ve siiresi ile de ilgilidir. Bu nedenle
nanopartikiillerin yarar ve zararlarinin kesin olarak belirlenebilmesi ig¢in bunlar
g6z ard1 edilmemelidir.

Son yillarda nanoteknoloji alamindaki hizli gelismeler bu teknoloji iiriinlerinin
giinliik yasantimiza daha fazla oranda girmelerine yol agmaktadir. Binlerce ¢esit
nanoteknoloji  lirlinliniin  glinlik kullanilan iriinler arasinda yer aldif
goriilmektedir. Kir tutmaz bebek elbiseleri, leke tutmaz masa ortiileri ve koltuk
yiizleri, su tutmaz-islanmaz-kirlenmez boyalar, tras losyonlari, giines kremleri



66

hatta tan1 ve tedavi amaciyla kullanilan bir takim ilag ve tibbi uygulamalar
bunlardan birkagidir (Roco, 2005).

Silika, ¢esitli endiistrilerde yaygin olarak uygulanmaktadir. Altin kapl silika
uygulamasi, iyi  huylu ve koti  huylu  timorlerin  tedavisinde
kullanilmaktadir. Yiizeyi modifiye edilmis hidrofobik ve lipofilik nanosilika,
ipekbocegi endiistrisinde, tavuk sitmasi ve niikleer polihedroz viriisii tedavisinde
yeni ilaglar olarak etkili bir sekilde kullanilabilir (Barik vd.,2008).

Ticari tiriinlerde kullanilan nanomalzemelerin artmasiyla birlikte, nanoteknolojinin
cevresel ve sosyal maliyetleri goz Oniine alindiginda, yararlarmin mi yoksa
zararlarinin m1 daha agir bastigi merak konusudur. Nanomalzemelerin toksik etkisi
iizerine yapilan ¢ogu arastirma, viicuda giren nanopartikiillerin olumlu ya da

olumsuz etkilerine odaklanmustir.

Nanopartikiillerin kasitli olarak yerlestirildigi ilaglar ve goriintiileme sistemleri
gibi biyomedikal uygulamalarda kullanimi durumunda olusabilecek toksik etkileri
hakkinda daha az arastirma yapilmistir. Nanopartikiillerin bagisiklik sistemine
toksisitesini degerlendirmek i¢in belirlenmis standartlar da bulunmamaktadir.
Dobrovolskaia ve McNeil (2007)’in immiinotoksisite hakkindaki son arastirmalari,
nanopartikiillerin immiin yanitlar1 uyarabildigini, baskilayabildigini ve immiin
sistemle uyumlarinin biiyiik 6l¢iide yiizey kimyasi ile belirlendigini gostermistir.

Coklu ilag direnci (Multi Drug Resistance-MDR) ile basetmek icin silika
nanopargaciklar1 (100£13nm) anti kanser ilac1 doksurubisin ile birlestirilmis insan
meme kanser hiicresi (MCF-7) ile muamele edilmistir. Uygulamadan 1,2,3 giin
sonra nano-MDDS ve serbest ilagclarin MCF-7 hiicrelerine sitotoksik etkileri
degerlendirilmistir. Sonugta ilagtaki silika nanoparcaciklari kanser hiicreleri ile
etkilesime gectigi ve bu hiicrelerde apoptozunu indiikleyerek ve hiicre ¢ogalmasini
engelledigi tespit edilmistir (He vd., 2011).

Her ne kadar nanopartikiiller biyomedikal uygulamalar igin biiyiik bir potansiyele
sahip olsalar da, canli sistemler tizerine etkileri hakkindaki degerlendirmelerin
eksikligi ortadadir. Duan vd. (2014) silika nanopartikiillerinin (Nano-SiO,)
biyolojik davraniglarini  endotel hiicre fonksiyonu iizerindeki etkilerini
netlestirmek i¢in yaptiklart ¢alismada, Nano-SiO;nin endotel hiicrelerinde
NO/NOS sistemini bozabilecegi, enflamatuar yanit1 indiikleyebilecegi, otofajiyi
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aktive edebilecegi ve nihayetinde PI3K/Akt/mTOR yolu ile endotel fonksiyon
bozukluguna yol agabilecegini tespit etmisler, Nano-SiO;' ye maruz kalmanin
kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in potansiyel bir risk faktorii oldugunu
belirtmislerdir.

Sucul ortamin en alt omurgali grubunu olusturan ve insanlar icin 6nemli bir besin
kaynagi olan baliklar sudaki bir¢ok kirletici i¢in erken uyari sistemi olarak
degerlendirilebilir (Singh vd., 2002). Bu kirleticilerin meydana getirebilecegi
dokusal bozukluklarin belirlenmesinde histopatolojik calismalar 6nemli bir yer
tutmaktadir.

Solungaglar ozmoregiilasyon da, asit-baz dengesinin diizenlenmesi ve nitrojenli
atiklarin bosaltilmasinda gorevli olmalar1 nedeni ile dis ortamla siirekli bir alig
veris i¢indedir. Bu sebeple baliklarin gelistikleri ¢evre ile olan etkilesimlerinde asil
bolgeyi olusturmalart nedeni ile sudaki kimyasallara veya c¢evre kosullarindaki
degisiklige bagli olarak ilk etkilenen yapilardir (Barlas, 1999).

Bu ¢aligmada yapilan inceleme ve gozlemlerden SiO.NP’den en fazla etkilenen
organin solungaglar oldugunu sdylemek miimkiindiir. Bu durum; baliklarda
solunum, osmoregiilasyon ve atilim gibi birgok 6nemli fonksiyonlara katilan
solungaglarin, suyun kalitesindeki degisikliklere karsi hassas ve dig cevre ile
yakin temas halinde olduklarindan sudaki her tiirli maddenin birincil hedefi

olmasi ile agiklanabilir.

SiO;NP’leri uygulanan tiim deney gruplarinin solunga¢ dokularinda lamel
sekillerinde bozulma, primer lamellerde kopma ve ayrilma, sekonder lamellerde
sekil bozuklugu ve 6dem olusumuna bagli olarak epitellerinde ayrilma, bazi
sekonder lamellerde ise kilcal damarlarin genislemesi (balonlagma) gibi 6nemli
bazi yapisal degisimler tespit edilmistir. Bazi sekonder lamellerin kismi
flizyonunun yani sira epitelyal ayrilma, hiperplazi ve hipertrofi gibi degisiklikler
savunma mekanizmalarina ornektir, ¢linkii bunlar genel olarak dis ¢evre ile kan
arasindaki mesafenin artmasina neden olur ve boylece kirleticilerin girisine bir
engel olusturur (Fernandes ve Mazon, 2003; Basimoglu Koca vd. 2005; Koca vd.,
2008; Giircii vd., 2010; Yildiz vd., 2010). Bu calismada gozlenen solungag
sekonder lamellerindeki kisalma ve kopmalarin, yiizey alaninin azaltilmasina
yonelik bir degisim olabilecegi yoniinde diigiindiirmektedir. Organ daha az
yiizeyden, sudaki daha az maddeye maruz kalmayi hedeflemektedir diyebiliriz.
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Epitelyal ayrilma nedeniyle su ve kan arasindaki mesafenin artmasi sonucu,
oksijen aliminin bozulmasi kaginilmazdir. Ancak baliklar diisiik oksijen alimini
telafi etmek i¢in havalandirma oranlarini arttirma kapasitesine sahiptir (Fernandes
ve Mazon, 2003). Solungaglardaki benzer degisiklikler, metallere (Oliveira
Ribeiro vd., 2000; Cerqueira ve Fernandes, 2002; Martinez vd., 2004) ve organik
kirletici maddelere (Rosety-Rodriguez vd., 2002; Fanta vd., 2003) maruz kalan
baliklarda da bildirilmistir. Mallatt'a (1985) gdre bu degisiklikler spesifik degildir
ve farkli tiir maddeler tarafindan indiiklenebilir.

Nishimori vd, (2009) 4 hafta boyunca 70 nm'lik silika parcaciklarimi farelere
intravenoz yolla enjekte ederek karaciger, dalak, akciger, bobrek, beyin ve kalp
gibi ana organlarin histolojik analizini yapmuslardir. Histolojik analiz sonucunda
70 nm silika parcaciklari ile muamele edilen farelerde hepatik mikrograniilasyon
ve splenik megakaryosit birikimini ortaya ¢ikarirken, bobrek, akciger, beyin ve
kalbin etkilenmedigini boylece, karaciger ve dalagin 70 nm'lik silika
pargaciklarinin kronik olarak verilmesiyle toksisite i¢in ana hedef organlar gibi
goriindiigiinii rapor etmislerdir.

Karaciger = metabolizmasi,  kirleticilerin ~ biyokimyasal  doniisimii  ve
detoksifikasyonu i¢in temel organdir. Dolayisiyla, toksisite c¢aligmalarinda
hepatositlerin histopatolojisi giivenilir biyobelirtegler olarak kullanilir. Balik
karacigeri, kirleticiler ¢evrede oldugundan ¢ok biiylik miktarlarda karacigerde
biriktiginden ve histolojik lezyonlara neden oldugundan karaciger kirletici
maddelere kars1 hassastir.

Isoda vd. (2013) partikiil biiytikligi ile toksisite arasindaki iliskiyi ti¢ farkli
nanosilika partikiillerini (SP30, SP50, SP70) kullanarak aragtirmiglar, SP30 ve
SP50 uygulanmasindan sonra hepatik hasarda doza bagli artislar gdzlemislerdir.
SP30 ile SP50’nin daha diisiik doz seviyelerinde bile SP70’e gore daha fazla akut
karaciger hasarina neden oldugunu rapor etmislerdir. Ayrica, SP30'un toksisitesini
kimyasal olarak indiiklenmis karaciger hasar1 varliinda (karbon tetrakloriir,
paraquat, sisplatin ve asetaminofen) arastirmiglar ve test edilen en kiiciik boyuttaki
partikiillerin (SP30) karaciger hasarina yol acan kimyasal maddelerle sinerjize
oldugunu belirtmislerdir. Bu verilerin silika nanoparcaciklarinin biiyiikliigliniin
(capmin) nanoparcacik kaynakli karaciger hasarmmin ciddiyetini etkiledigini,
nanoteknoloji ve nanotoksikoloji alaninda gelecekteki arastirmalar icin yararl
olacagini belirten bir bulgu oldugunu rapor etmislerdir.
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Bir c¢aligmada tathi su baliklarindan Oreochromis mossambicus tiirii baliklar 96
saat ve 60 giin boyunca 12 mg/L SiO;NP’lerine maruz birakilmis, hepatositlerde
segmentasyon ve ig bicimli niikleus gibi histolojik degisikliklere rastlanmistir.
SiO2NP'lerine 60 giin boyunca maruz kalan grupta ileri diizeyde vakuollesme,
cekirdek yoklugu ve tamamen diizensiz hepatositler gibi morfolojik doku hasari
ciddiyetinin daha belirgin oldugu ifade edilmistir (Vidya ve Chitra 2018).

Hepatositlerin sitoplazmasindaki vakuoller lipit ve glikojen igerir, bu da
karacigerin normal metabolik fonksiyonu ile ilgilidir (Camargo ve Martinez 2007).
Dolayisiyla, hepatositlerin vakuollesmesi, parankimal hiicrelerde maddelerin
sentez hiz1 ile sistemik dolasima salimm hizi arasindaki dengesizligi gosterir
(Gingerich 1982). Yorumlarina katildigimiz bu arastiricilarin diistincelerine ek
olararak, hepatositlerde gozledigimiz sitoplazmik vakuolizasyon ve piknotik
niikleus olusumu ve niikleuslarda boyanma farkliligina dayanarak, SiO>NP’lerinin
hepatik dokudaki protein ve enzimlerle etkilesime girdigini, antioksidan savunma
mekanizmalarin1 etkileyerek ve atrofiyi tesvik eden reaktif oksijen tiirlerinin
olusumuna yol a¢tigini, bunun sonucunda da nekrozun gelistigini sdylemek
miimkiindiir. Nitekim, Alarifi vd., (2013)’nin TiO; nanopartikiillerinin hepatik
dokuya etkilerini inceledikleri ¢aligmalarinda, hepatositlerdeki c¢ekirdek ve
sitoplazmik hasarin hiicre i¢i mekanizmalarda meydana gelen bozulmalar

sonucunda apoptoz ve nekroz olabileceginden séz edilmektedir.

Seryum oksit nanopartikiillerinin (nanoceria) uygulanmasi sonrasinda kiiltiir goz
mercek proteinlerinin kromatografik ve elektroforetik profillerinin degismedigi
belirlenen ¢alismada, nanoceria’nin gdz mercegi proteinleri iizerinde zararli etkisi

olmadigr agiklanmigtir (Pierscionek vd. 2010).

Jo wvd., (2012) tarafindan silika nanopartikiillerinin (SiNP) retina
neovaskiilarizasyonu iizerindeki antianjiyogenik etkisini gostermeyi amagladiklari
calismalarinda, retina noronal veya endotelyal hiicrelerinde dogrudan SiNP
toksisitesi gozlenmedigi ifade edilmistir. Ayrica SiNP’lerin intravitreal
enjeksiyonunun, oksijene bagli retinopati farelerinde anormal retinal anjiyojenezi
etkili bir sekilde azalttigi, in-vitro vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF)
kaynakl1 anjiyojenezi etkili bir sekilde inhibe ettigi rapor edilmistir. SiNP’ lerin
ERK 1/2 aktivasyonunu bloke ettigini belirttikleri ¢aligmalarinda, SiNP'lerin
VEGF'nin aracilik ettigi retina neovaskiilarizasyonu inhibitdrii  olarak
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kullanilabilecegi ve anjiyogenezle iliskili korliigiin tedavisinde gelecekteki
uygulamalar i¢in Onerilebilecegi sonucuna varmiglardir.

SiNP’ lerin insan kornea epitel hiicreleri (HCEC) gibi okiiler yiizey hiicreleri
tizerindeki toksisitesi hakkinda ¢ok az sey bilindiginden s6z edilen c¢alismada,
kiiltir HCEC’lerde 50, 100 ve 150 nm boyutlarinda SiNP'nin indiikledigi
sitotoksisite  degerlendirilmis, bu nanopartikiillerin HCEC’lerde anlamh
sitotoksisite indiiklemedigi tespit edilmistir. 48 saat muamele sonrasinda SiNP’
lerin HCEC’ler tarafindan alindigi ve hiicresel reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunun doza bagl olarak hafifce yiikseldigi, ancak ii¢ farkli biiyiikliikteki
SiNP i¢in 100 ug/ml konsantrasyonlarina kadar hiicresel canliliklarinda énemli bir
azalma gozlenmedigi goriilmiistiir (Park vd., 2016).

Ja-Yeon Kim vd.,’nin (2017) raporuna gore; insan kornea endotel hiicre (HCEC)
hattinda (B4G12) SiNP’ nin ii¢ farkli boyut (50, 100 ve 150nm) ve ti¢ farkli dozda
(0, 25, 50 ve 100 ug/ml) 48 saat maruz kalma durumunda transmiyon elektron
mikroskop diizeyinde SiNP’ lerin hiicre i¢ine alindig1 fakat mitokondriyal yapisal
hasar gozlenmedigi, hem hiicresel yasayabilirlik hem de LDH seviyesinin 100
ug/mL dozda degismeden kaldig1, otofajinin belirgin doza bagiml bir aktivasyon
gosterdigi, ancak mTOR (rapamisin) aktivasyonunun degismeden kaldig
sOylenmektedir. 72 saat boyunca 100 ug/ml SiNP konsantrasyonunda, insan
kornea dokusu kiiltliriiniin belirgin endotel toksisite gostermedigi de ifade
edilmektedir. Ayni raporda bulgularina dayanarak 50, 100 ve 150nm SiNP'lerin,
kornea endotelyal hiicrelerinde 100 ug/mL' ye kadar konsantrasyonlarda akut
belirgin sitotoksisiteyi indiiklemedigi, bununla birlikte SiNP'lerin uzun siireli

toksisitesi bilinmedigi vurgulanmaktadir.

Primer insan korneal epitel hiicrelerinin (hCEC) ultra ince (30 ve 40nm) SiO,NP’
lerine 24 saat siire ile in-vitro maruz kalmasi durumunda hiicre zar1 hasari, hiicre
Omriiniin azalmasi, hiicre 6liimii ve mitokondriyal fonksiyon bozuklugu gibi
degisimler olusturdugu, ayn1 nanoparcaciklara in-vivo maruz kalma durumunda da
gozlenebilir kornea hasari tespit edilmistir. Bu etkilerin ultra ince (100 ve 150 nm)
SiO;NP’lerden daha siddetli oldugu ve yaygin kullanilan antioksidan bilesiklerin
korneay1 SiO2NP’nin neden oldugu hasardan korumadigi bildirilmistir (Dayu vd.,
2018).


https://www.nature.com/articles/s41598-017-15247-2#auth-1
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Dayu vd., (2018)’nin sonuglarina benzer sekilde, bu tez ¢alismasinda baliklarda 50
mg deney grubunda lens kapsiilinde kayip, 100 mg/L grubunda kornea
tabakasinda yer yer incelme, lens epitelinde ayrilma, lens primer liflerinde
¢coziilme, 200 mg/L uygulama grubunda ise lens fibrillerinin ileri diizeyde
parcalanma saptanmustir. Biitiin deney gruplarinda retina ve optik sinir ve
bolgesinde herhangi bir yapisal degisim olmadigi, sadece 100 mg/L uygulanan
grupta optik diskte ¢okme oldugu belirlenmistir.

Elektron mikroskop diizeyinde yapilan bir calismada siganlarda 6, 20, 50 nm
boyutunda ve 150 mg/mL dozunda SiO>NP'lerinin karaciger, bobrek, beyinde
oksidatif strese neden oldugu ve yapisal hasara yol agtigi gosterilmis, 6zellikle
beyinde ndrotoksik etki ile uyumlu yapisal degisikliklere neden olmasindan
dolay1, SiOoNP'lerin etkilerinin insanlarda kullanilmadan Once iyice arastirilmasi
gerektigi vurgulanmistir (Comelekoglu vd., 2019).

Teleost beyni noropile gdmiilili néroglial ve diger néronal hiicrelerin uzantilarin
iceren kendine 6zgii néron tabakalarindan olusur (Butler, 2011). Vidya ve Chitra
(2018) calismasinda kisa siireli SiO2NP uygulanan baliklarin beyin dokusunda
hafif dejenerasyon gozlenirken, uzun siireli maruz kalma durumunda koroid
pleksusta ciddi norodejenerasyon, vakuolizasyon olusumu, beyin &demi,
ndrofibriller bolgenin nekrozu ve lezyon tespit edilmistir. Koroid pleksus, beyin
ventrikiillerinin liimenine salgilanan, beyin omurilik sivisin1 (BOS) sentezler
(Ferguson 2006). Nanopartikiillerin koroid pleksusta sebep oldugu lezyonlarin
baliklarda sublethal norolojik rahatsizlifa neden olabilecek patolojik beyin
hasarin1 gosterdigi, bu lezyonlarin maruz kalma durumunun ortadan kalkmasindan
sonra bile korundugu belirtilmistir (Vidya ve Chitra (2018).

Calismamizda tiim deney gruplarinda telensefalon, mesensefalon, metensefalon,
medulla oblongata ve spinal kordun yapisal olarak kontrollere benzer yapida
oldugu gozlenmesine ragmen, sadece yiiksek doz grubunda olfactory bdlgenin
anterior kismi, medulla oblongata ve spinal kord gibi farkli bolgelerde astrositlerin
yogun olarak bulundugu saptanmistir. Astrositler, bilindigi iizere, ndronlar
koruyan sinir sisteminin yildiz bi¢imli glial hiicreleridir. Bu anlamda, yiiksek doz
grubunda bu hiicrelere siklikla rastlanmast SiO.NP’lerinin kan beyin bariyerini
gecebilecegini akla getirmektedir.
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Kim vd. (2014)’ nin farkh biiyiikliiklerde (20 ve 100 nm) ve farkli dozlarda (550-
1000-2000 mg/Kg) kolloidal silika nanoparcaciklarin toksik etkisini arastirdiklart
caligsmalarinda, siganlara oral yolla 90 giin uygulama sonrasinda, deney gruplarinin
hicbirinde klinik degisiklik ve histopatolojik bulgularin belirlenmedigi, herhangi
bir hayvan 6liimiiniin olmadig1, deney siiresince haftalik olarak agirliklar1 tartilan
siganlarin agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu, bu nedenle
NOAEL (No-observed-adverse-effect level) degerinin 2.000 mg/kg'dan fazla
olmas1 gerektigi ifade edilmistir. Kim vd., (2014)’ nin bu ¢aligmalarina benzer
sekilde, bizim c¢alismamizda da kontrollere kiyasla doz artigina bagli olarak
baliklarin biiylimelerinde makroskobik olarak gbozlenen artig, bize SiO,NP’lerinin
canlilarin biiylime ve gelismeleri iizerinde olumlu bir etkisinin de olabilecegini

diisiindlirmiistiir.

Yukaridaki ¢aligmalardan da anlasilacagi lizere, nanopartikiillerin canli sistemler
iizerine olumlu ya da olumsuz etkileri sadece partikiiliin fiziksel, kimyasal
ozellikleri ile ilgili degil ayni zamanda partikiile maruz kalan canli sisteminin
ozellikleri, maruz kalma sekli, dozu ve siiresi ile de ilgilidir. Bu nedenle
nanopartikiillerin yarar ve zararlarinin kesin olarak belirlenebilmesi i¢in bunlar

g0z ard1 edilmemelidir.

Dogada kendiliginden olusabilen ya da endistriyel olarak sentezlenen
nanopartikiillerin, sanayide kullanilmasiyla birlikte ¢evredeki konsantrasyonlarinin
artmast kagmilmazdir. Bu alan, yeni iriinler gelistirme istegi ile siirekli bir
degisim igerisinde bulunmakta ve laboratuvar ortamlarinda yapilan ¢aligmalar
sonucu farkli nanopartikiiller tiretilmektedir. Her gegen giin artan nano iiretim ile
yeni yeni nanomalzemeler yapilmakta, nanomalzemelerin ¢ogalmasi da ekolojik

sistemin nanopartikiillere daha fazla maruz kalmasi anlamina gelmektedir.

Nanopartikiiller cevreye salinmig veya gidaya dolayli yollarla bulagmis
olabililecegi gibi insanlar nanopartikiillere deri, solunum ya da sindirim yoluyla da
maruz kalabilirler. Ancak, bu partikiillerin viicuda alindiktan sonra ne olacagi ile
ilgili ¢ok az bilgi bulunmaktadir.

Nanopartikiillerin ¢evre ve insan sagligi iizerindeki etkileri ve riskleri kesin olarak
bilinmediginden bu alandaki boslugu doldurmak igin yogun c¢alismalar yapilmasi
gerekmektedir. Nitekim, giliniimiizde bu etkilerin O6nceden tespit edilip gerekli

onlemlerin alinmasi zorunlulugu ortaya ¢ikmistir. Bu sebeple, canlilar tizerindeki
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toksik etkilerinin belirlenmesi iizerine yapilacak c¢aligmalar biiyilk Onem
tagimaktadir. Bu anlamda, elde ettigimiz sonuglar baliklarin diisitk doz ve kisa
stireli SiO;NP’ne maruz kalmasinin bile potansiyel risk olusturabileceginin
miimkiin oldugunu gostermektedir.

Calismamizin, hedef organizmalarda veya hedef olmayan organizmalarda SiO>NP
kullaniminin giivenligi ve potansiyel riskleri hakkinda faydali, cevre kirlenmesi ve
insan saglig1 g6z oniine alindiginda ileri aragtirmalar i¢in yararli olacagini, kaliteli
yasam ve ekonomik kaybin 6dnlenmesi anlaminda da biiyiik katkilar saglayacagini

diisiinmekteyiz.
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