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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

°C : santigrat derece

o : alfa

n : mikro

+: art1, eksi

* : istatistiksel anlaml1 farklilik diizeyi, P<0.05

o : istatistiksel anlamli farklilik diizeyi, P<0.01
**% . jstatistiksel anlamli farklilik diizeyi, P<0.001
mg/kg : miligram/kilogram

mg/L : miligram/litre

pg/ml : mikrogram/mililitre

pm  : mikrometre
ng :nanogram
nm : nanometre
vd. :ve digerleri

NP  : nanopartikiil

MN : mikroniikleus

EMS : etil metan siilfonat
DNA : deoksiriboniikleik asit
S : solungag

K : kuyruk

BN : biniikleus

CN : ¢entikli niikleus

TN  : tomurcuklu niikleus



LN :loblu niikleus
UV  :ultraviyole

CFU : Colony Forming Units (Koloni Olusturan Birim), bir numunedeki canli bakteri veya mantar

sayisini ifade eden birim

CHO-K1: Cin Hamsteri yumurtalik hiicreleri

SCE (KKD) : sister chromatid exchange (kardes kromatid degisimi)

EPA : United States Environmental Protection Agency (ABD Cevre Koruma Kurumu)

OECD : Organisation for Economic Co-operation and Development (Ekonomik Kalkinma ve
Isbirligi Orgiitii)
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OZET

TITANYUM DIiOKSIT’IN (TiO2) ERGIN LABIDOCHROMIS CAERULEUS (FRYER,
1956) TURUNE GENOTOKSIK ETKILERi: MIKRONUKLEUS TESTI

Bulut, B. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji
Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2021.

Amagc: Bu calismada; titanyum dioksit (TiO2) nanopartikiiliiniin, laboratuvar aragtirmalarinda en
cok kullanilan balik tiirlerinden biri olan Labidochromis caeruleus (Fryer, 1956) tiirii izerine olas1

genotoksik etkilerinin mikroniikleus testi ile arastirilmas1 amaglanmustir.

Materyal ve Yontem: 28 erkek ve 27 disiden olusan L. caeruleus’un ergin bireyleri 24 saat, 48
saat ve 96 saatlik periyotlarla 25 mg/L, 50 mg/L ve 100 mg/L konsantrasyonda TiO: ile muamele
edilmistir. Negatif kontrolde dinlendirilmis su, pozitif kontrolde ise 5 mg/LL. EMS (Etil Metan
Siilfonat) kullanilmistir. Uygulama siirelerinin sonunda solunga¢ ve kuyruk kanindan alinan
orneklerle preparat hazirlanmistir. Mikroskop incelemesinde solungag¢ ve kuyruk 6rneklerinin her
biri igin 3000°er adet olmak tizere balik bagina toplam 6000 hiicre sayilmistir. Elde edilen veriler

SPSS Statistics-22 istatistik programinda analiz edilmis ve karsilagtirma yapilmistir.

Bulgular: Mikroniikleus (MN) frekans1t analizi sonucunda; tiim deney gruplarinda MN
frekanslarinin negatif kontrol grubuna kiyasla artig gosterdigi fakat bu artigin tiim gruplarda anlaml
diizeyde olmadig tespit edilmistir. Kuyruk érneklerinin MN frekanslarinin, solunga¢ 6rneklerine
gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Morfolojik niikleus diizensizlikleri analizine gore; solungag
ve kuyruk oOrneklerinin tamaminda biniikleus, g¢entikli niikleus, tomurcuklu niikleus ve loblu
niikleus frekanslar1 negatif kontrol grubuna kiyasla artig gostermistir. Toplam genotoksik hasar
frekanslarinin tiim gruplarda negatif kontrol grubuna gore anlamli diizeyde artis gosterdigi

belirlenmistir.

Sonug: TiO: ile muamele edilen deney gruplarinda MN frekanslar1 bakimindan konsantrasyon-siire
etkilesiminin istatistiksel olarak anlamli oldugu, uygulama siiresindeki artisin MN frekanslarinda

artisa yol actig1 saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Labidochromis caeruleus, Mikroniikleus, Morfolojik Niikleus

Diizensizlikleri, Nanopartikiil, Titanyum dioksit.



ABSTRACT

GENOTOXIC EFFECTS OF TITANIUM DIOXIDE (TiO2) TO ADULT
LABIDOCHROMIS CAERULEUS (FRYER, 1956) TYPE: MICRONUCLEUS TEST

Bulut, B. Aydin Adnan Menderes University, Graduate School of Natural and Applied
Sciences, Biology Program, Master/Doctorate Thesis, Aydin, 2021.

Objective: In this study it was aimed to investigate the possible genotoxic effects of titanium
dioxide (TiO2) nanoparticles on Labidochromis caeruleus (Fryer, 1956), which is one of the most

used fish species in laboratory research, by micronucleus test.

Material and Methods: Adult individuals of L. caeruleus, consisting of 28 males and 27 females,
were treated with TiO; at concentrations of 25 mg/L, 50 mg/L and 100 mg/L for 24 hour, 48 hour
and 96 hour periods. Rested water was used in the negative control and 5 mg/L EMS (Ethyl Methane
Sulphonate) was used in the positive control. At the end of the application periods preparats were
prepared with samples taken from gill and tail blood. In microscopic examination, a total of 6000
cells per fish were counted, 3000 for each of the gill and tail samples. The data obtained were

analyzed in the SPSS Statistics-22 statistical program and compared.

Results: As a result of micronuclei (MN) frequency analysis; It was determined that MN
frequencies increased in all experimental groups compared to the negative control group, but this
increase was not significant in all groups. It was determined that MN frequencies of tail samples
were higher than gill samples. According to the analysis of morphological nucleus irregularities;
According to the analysis of morphological nucleus irregularities; binucleus, notched nucleus,
budded nucleus and lobed nucleus frequencies increased in all gill and tail samples compared to the
negative control group. It was determined that the total genotoxic damage frequencies increased

significantly in all groups compared to the negative control group.

Conclusion: It was determined that the concentration-time interaction was statistically significant
in terms of MN frequencies in the experimental groups treated with TiO», and the increase in the

application time caused an increase in the MN frequencies.

Key Words: Labidochromis caeruleus, Micronucleus, Morphological Nucleus Irregularities,

Nanoparticle, Titanium dioxide.
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1. GIRIS

Nanopartikiiller (NP), 100 nm veya daha az boyutta tasarlanmis olan yapilardir. Yaklagik
1-100 nm boyutlarindaki maddelerin aragtirilmasi ve kontrolii olarak tanimlanan nanoteknoloji,
tim diinyada dinamik olarak gelisen bir bilim ve sanayi alanidir. NP’lerin olaganiistii
potansiyelleri, diinya ¢apinda nanoteknoloji arastirma ve gelistirme yatirimlarinda ciddi bir

artisa neden olmustur (Asztemborska vd., 2018).

NP’ler dogal yollarla olusabildigi gibi yapay olarak da {iretilebilirler. Dogal yollarla
olusma sekilleri; toz firtinalari, orman yanginlari, volkanik aktivite, okyanuslardaki
buharlagsmadir (Zorlu, 2016). NP’lerin kii¢iik kiitleleri ve genis yiizey alanlari, en karakteristik
iki Ozelligidir. Bu ozellikler, NP’lerin kimyasal reaktivitesinin yani sira mekanik, optik,
elektriksel ve manyetik 6zelliklerini de etkilemektedir (Mital ve Manoj, 2011). Bu da NP’leri
birgok tibbi ve biyolojik ¢aligmada kullanima uygun hale getirmektedir (Salata, 2004).

NP’ler ticari olarak temin edilebilen birgok iiriinde mevcuttur. Ozellikle, cesitli boyalarin
ve dolgu maddelerinin {iretimi, kozmetik iirlinlerinin tiretimi, seramik iiretimi, fotokatalitik su
ve atik su aritiminin yapilmasi, gazlarin filtrelenmesi ve diger birgok endiistriyel uygulamada
kullanilmaktadir (Mital ve Manoj, 2011). Titanyum dioksit (Ti03), silikon dioksit (Si03), ¢inko
oksit (ZnO), demir oksit (Fe30s), aliiminyum oksit (Al2O3) NP’leri, en ¢ok kullanilan NP’lerdir
(Salata, 2004).

Yapilan arastirmalar sonucunda ZnO NP’lerinin, istiin UV engelleme 6zelliklerine sahip
oldugu tespit edilmistir (Chen vd., 2006). Boya, pigment, kauguk, seramik, giines kremi, kisisel
bakim triinleri, metalurji katkilar: ve gida katki maddelerinin tiretimi gibi endiistriyel alanlarin

yaninda tibbi teshis alaninda en yaygin kullanilan NP’lerden biridir (Fan ve Lu, 2005).

Nano boyutlu aliiminyum igeren Al>O3 ¢ogunlukla endiistriyel, evsel ve tibbi iiriinlerin
tiretiminde kullanilir. Enerji sistemlerinde kompozit yakit olarak tercih edildigi gibi agir

silahlarda kursun primerlerine alternatif olarak kullanilmaktadir (Colvin, 2003).

Fe304 NP’lerinin tipta tiimor tedavisi, manyetik rezonans gortintiilleme (MRI), ila¢ ve gen
transferi, makro molekiillerin ve hiicrelerin isaretlenmesi gibi uygulamalarda kullanilmasi ile

ilgili kapsamli aragtirmalar bulunmaktadir (Salata, 2004).



Si03; beton, ¢imento, seramik ve pencere cami iiretilmesinde kullanilmaktadir. Beton ve
¢imentonun dayanikliginin arttirilmasi, yangina karsi dayaniklt ve alev gegirmeyen yapi
malzemelerinin {iretilmesi, pencere camlarinda yansimanin saglanmasi gibi 6zellikler SiO; ile
saglanmaktadir (Turung, 2019). Bunun disinda tip ve biyoteknoloji alaninda kanser tedavisi,
enzim immobilizasyonu gibi islemlerde kullanilmakla birlikte biyobelirte¢ olarak da tercih

edilmektedir (Venkatesan vd., 2005; Qhobosheane vd., 2001).

TiO2; boya, ¢imento, giines koruyuculari, kozmetik {iriinleri, otomobil boyalari,
katalizorler, ultraviyole koruma cihazlar1 ve bataryalarin liretiminde kullanilir (Asztemborska,
2018). TiO2, UV 1511 maruziyetine karsi yiiksek refraktif indeksine sahiptir. Bu nedenle birgok
giines kremi, UV 1sinlarin1 daha biiyiik pargacik yapisina sahip kimyasallardan daha verimli
yansitan ve dagitan TiO2 nanopartikiilii igerir. Cok sayida ve ¢ok ¢esitli kullanim alanina sahip

olmasindan dolay1 ticari potansiyeli oldukca yiiksektir (Paull vd., 2003).

Ote yandan NP’ler, ¢evrede yiiksek tutulum gdstermeleri nedeniyle besin zincirine dahil
olarak canlilar1 olumsuz etkileyebilir (Meschini vd., 2010). NP’ler reaktivite, iletkenlik ve optik
hassasiyetleri gibi one ¢ikan 6zellikleri nedeniyle, etkilesime girdikleri biyolojik sistemlerde
toksik etki gosterebilirler (Donaldson vd., 2002). NP igeren iiriinler, kanalizasyon yoluyla atik
sulara ya da su aritma iglemleri esnasinda biyosolitlerle ¢evreye karisabilirler (Weir vd., 2012).
NP’lerin birgogunun sucul ortamlara bu sekilde karistigi ve besin zinciri yoluyla
biyoakiimiilasyona ugradig1 varsayilmaktadir (Guzman vd., 2006; Nowack ve Bucheli, 2007;

Kaegi vd., 2008).

Insanlarin bilingli veya bilingsiz olarak agiz, solunum, deri ve damar ici enjeksiyon gibi
cesitli yollarla NP’lere maruz kalmas1 muhtemeldir. NP’ler en ¢ok gastrointestinal yolla insan

viicuduna aliir (Saman vd., 2013).

NP’lerin genis kullanim alanina sahip olmalar1 ve diger endiistriyel malzemelerden
ayrilan Ozellikleri dikkate alindiginda, yararlarinin yaninda bir¢ok zararlarmin olabilecegi
anlasilmaktadir. Biyolojik sistemler tizerindeki olas1 potansiyel sitotoksik ve genotoksik etkileri
sebebiyle NP’lerin daha ¢ok arastirilmasi ve arastirmalarda giincel yontemler kullanilmasi

Onemlidir.

Calismamizda; TiO: nanopartikiiliiniin Labidochromis caeruleus (Fryer, 1956) tiirii

izerine olas1 genotoksik etkilerinin mikroniikleus testi ile aragtirilmasi1 amaglanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Labidochromis caeruleus’un (Fryer, 1956) Genel Ozellikleri

Resim 1.Labidochromis caeruleus ergin erkek ve disi bireyleri (Anonim 1)

Labidochromis caeruleus’un sistematikteki yeri (Schmitter-Soto, 2007);
Alem : Animalia

Sube : Chordata

Smif : Actinopterygii

Takim : Perciformes

Aile : Cichlidae

Cins : Labidochromis

Tir : Labidochromis caeruleus (Fryer, 1956)



Ulkemizde “sar1 prenses” olarak bilinen Labidochromis caeruleus, 1956 yilinda Fryer
tarafindan adlandirilmistir. Tropikal tathi su akvaryum baligi tiirlerinden olan L. caeruleus;
Chordata subesi, Actinopterygii sinifi, Perciformes takimi, Cichlidae (Ciklitler) familyasinda
yer alir (Kiictik vd., 2018). Ciklitler tek sirt yiizgeclidir ve yan ¢izgileri genellikle 2 kisimhidir.
Boylar1 genelde 5-30 cm arasindadir ve maksimum 80 c¢cm boya ulasabilirler (Saygi, 2009).
Sislii ve ¢ok renkli olmalarinin yaninda zarif ylizgec yapilart sebebiyle akvaryum balig
yetistiricilerinin favori tlirleri arasindadir. Kolay tiremeleri ve yavrularinin hizli gelismesi, diger

tercih edilme nedenidir (Bulguroglu, 2014).

Cichlidae familyasindaki tiirler arasinda L. caeruleus, aragtirmalarda en c¢ok c¢alisilan
tirlerdendir (Dogan Etyemez vd., 2013). Orijini Afrika olup, Malawi Goliinde yasayan
endemik bir tlirdiir. Genellikle s1§ ve kayalikli sularda yasar. Tercih ettigi su sicakligi 23-26
°C’dir (Bulguroglu, 2014). Dogal yagam alani olan Malavi Golii, Afrika’nin glineyinde olup su
sicakligi 24-28°C’dir. Ortalama derinligi 292 m, maksimum derinligi 785 m’dir (Guildford vd.,
2000).

Sl Demokratik
Kongo
Cumburiyeti

Tanzanya

Zambiya Malavi

Mozambik

Resim 2. Malawi G6lii haritast ( Anonim 2)

L. caeruleus omnivor (hepgil) beslenme 6zelligine sahiptir. Temel besin grubunu algler,
kiiciik eklem bacaklilar ve kabuklular olusturur. Akvaryumda kuru karma yeme ilave olarak

canli yem ve dondurulmus yemle besleme uygulanabilir (Bulguroglu, 2014).



L. caeruleus, yumurtalarini agizda kulugkalar ve belirli bir biiyiikliige erisene kadar
yavrularii agizlarinda saklar. Disiler, bu 6zelliklerinden dolay1 kulugka déneminde ag kalir.
Bu nedenle, yumurtlama oncesinde ve sonrasinda iyi beslenmeleri biiyiik 6nem tasir (Qaranjiki,

2017).

2.2. Titanyum Dioksit (TiO2) Nanopartikiilii

Titanyum; kimyasal sembolii “Ti” olan 22 atom numarali elementtir. Hafif, gli¢lii, parlak
grimsi, korozyona karsi direngli bir gec¢is metalidir. Titanyum, 1791'de William Gregor
tarafindan Ingiltere'de kesfedilmis, Martin Heinrich Klaproth tarafindan Yunan mitolojisindeki
Titan'a atfen “Titanyum” olarak isimlendirilmistir. 1950°1i yillardan itibaren Kroll yontemiyle

ticari amagla tliretilmeye baslanmistir (Kart, 2016).

P

W

Sekill. Titanyum (Ti) elementinin kimyasal yapisi (Mouminsta, 2017)

Titanyum, genis bir yayilim alanina sahiptir ve miktar bakimindan dogada bulunan
elementler arasinda dokuzuncu siradadir. Yer kabugundaki ortalama yogunlugu 4400
mg/kg’dir. Yer kabugunu olusturan elementler i¢inde miktar bakimindan %0,6’lik bir orana

sahiptir (Zorlu, 2016).

Titanyum dioksit (TiOz); oksijenle tepkimeye girmis titanyum elementidir. Parlak beyaz
renkli, toz seklinde, kokusuz bir maddedir ve yanici degildir. Ticari formu E171 kodu ile bilinir
(Mouminsta, 2017). Anataz, rutil ve brokit olmak tizere ii¢ farkli yapiya sahiptir (Akici, 2017).
TiO2’in karanlik ortamda kimyasal aktivitesi stabildir. UV 1sik altinda aktif hale gelir ve
kimyasal reaksiyon gerceklesir. Giines 1s181ina maruz kalan TiO»> icerikli boyalarin dokiilmesi

ve kumasglarin bozulmasi, kimyasal reaksiyon gerceklestigine isarettir (Kilig, 2018).



Sekil 2. TiO, nanopartikiiliiniin anataz (a), rutil (b) ve brokit (c) yapis1 (Akici, 2017)

TiO2; kristal yapisi, elektron yapist vb. Ozellikleri sebebiyle heterojen kataliz
islemlerinde, hidrojen ve elektrik enerjisi liretiminde, boya ve kozmetik iiriinlerinde, giines
kremlerinde, atik sularin saflastirilmasi ve temizlenmesi gibi bazi ¢evresel uygulamalarda

yaygin olarak kullanilmaktadir (Yakaboylu, 2011).

Ti02’in 2005 yilinda kiiresel iiretimi 2000 tondur (Asztemborska vd., 2018). 2010 yilinda
ise Uretim miktar1 %150 artarak yillik 5000 tona ulagmistir. Bu miktarin 2025 yilina kadar
artmasi beklenmektedir (Meschini vd., 2010). TiO,, Tirkiye’de ticari satis1 miimkiin olan bir
tiriindiir. Agirlikli olarak yapi/ingaat islemlerinde (satin almanin %50°si) ve sanayi boyalarinin
tiretiminde (satin almanin %30°u) kullanilir. Otomotiv ve mobilya boyalarinda ise daha az

tercih edilmektedir (Anonim 3).

Resim3.TiO»’in transmisyon elektron mikroskobu 300.000X goriintiisii (solda) (Disner vd., 2017), makroskobik
goriintiisii (sagda) (Anonim 4)



Yeni teknolojilerde sik¢a kullanilmalarina ragmen nanopartikiillerin saglik ve cevre

tizerindeki muhtemel toksik etkileri hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir (Kim vd., 2006).

Chen vd. (2006), TiO2 NP'lerinin Danio rerio'da 1.0-7.0 mg/L konsantrasyonlarda

bliylime inhibisyonuna ve karaciger agirlik oraninda azalmaya neden oldugunu gostermislerdir.

Nurkiewicz vd. (2008), si¢anlarla yaptig1 caligmada, inhalasyon yoluyla 24 saat siireyle
verilen yaklasik 21 nm’lik ve 1 pm’lik TiO> NP’niin omuz kasi arterlerinde fonksiyon

bozukluguna sebep oldugunu bildirmislerdir.

Farelere TiO> ve FeoO3 nanopartikiillerinin enjekte edilmesinin; beyinde, testislerde ve
akcigerde Fe>Os3 birikimine sebep oldugu, yavrularda kan bariyeri yoluyla testislerin TiO2’e
maruz kaldig: bildirilmistir (Kiickelhaus vd., 2003; Garcia vd., 2005; Kim vd., 2006; Takeda
vd., 2009).

Liu vd. (2009), 0,5 mg/kg, 5 mg/kg ve 50 mg/kg ve swrasiyla 5, 21 ve 50 nm TiO>
NP’lerini kullanarak fareler iizerinde yaptiklari calismada, 7 giin sonunda 5 nm’lik TiO»

NP’niin daha yiiksek pulmoner toksisiteye sebep oldugunu rapor etmislerdir.

Trouiller vd. (2009), ¢alismalarinda farelerin igme suyuna karistirarak kullandiklar 21
nm’lik TiO2 NP’niin 6nemli oranda inflamasyonlara neden oldugunu ve TiO2’nin genotoksik

bir nanopartikiil oldugunu bildirmislerdir.

Zhu vd. (2009), Cin hamsteri ovaryum (CHO-K1) hiicrelerini 10-20 nm anataz, 50-60 nm
anataz ve 50-60 nm rutil TiO2’in 25, 50, 75, 100, 125, 150,175, 200, 225, 250, 275, 300, 325
pug/ml konsantrasyonlarina maruz birakmislardir. TiO2’in sitotoksik etkilerinin arastirildigi
calisma sonucunda CHO-K1 hiicrelerinin sitoplazmasinda TiO2 goézlemlediklerini, LCso
degerlerine 10-20 nm anataz formunda 150 pg/ml’de, 50-60 nm anataz formunda 175 pg/ml’de,
50-60 nm rutil formunda ise 190 pg/ml’de ulagildigin1 rapor etmislerdir. Bu sonuglara gore

TiO-'in toksik etkisinin, nanpartikiillerin boyutu ve tiirii ile ilgili oldugunu bildirmislerdir.

Di Virgilio vd. (2010), 0,5pg/mL, 1 pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL ve 25 pg/mL TiO2 ve
AlO3 ile muamele ettikleri CHO-K1 hiicre hattinda; TiO2’in 0,5 ve 1 pg/mL, Al2O3’in 0,5 ve
10 pg/mL konsantrasyonda MN frekanslarini énemli 6l¢iide arttirdigini, 1-5 pg/mL TiO; ile
muamele edilen hiicrelerde SCE frekanslarmin yiiksek oldugunu, metafaz yoklugunun
sitotoksisiteyi kanitladigini, 1-25 pg/mL Al>O3 konsantrasyonu araliginda SCE indiiksiyonu

elde edilmedigini bildirmislerdir.



Rossi vd. (2010), 10 mg/m? SiOz kapli, 40 nm’lik rutil TiO» NP’niin etkisini inceledikleri
calismada; akciger dokusundaki tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a)) ve kemokin (CXC) ligand 1
(CXCL 1) gibi genlerin ekspresyonlarinin arttigim1 fakat bu etkinin TiO2 ve SiO;

nanopartikiillerinin hangisinden kaynaklandigin1 tespit edemediklerini bildirmislerdir.

Yazdi vd. (2010), TiO2 NP’niin farelerde interlokin reseptor 1 (IL-1R) ve interlokin 1 alfa

(IL-1a) genlerini baskiladigini, akciger inflamasyonlarina sebep oldugunu rapor etmislerdir.

Jugan vd. (2012), 12 nm ve 140 nm’lik TiO7’in insan alveolar bazal epitel hiicrelerinin
(A549) DNA’larinda tek zincir kiriklarina ve oksidatif lezyonlara sebep oldugunu ve oksidatif

stres olustugunu bildirmislerdir.

Saquib vd. (2012), insan amnion epitel hiicrelerinde 30,6 nm’lik rutil tip TiO2’in

sitotoksik ve genotoksik hasara sebep oldugunu bildirmislerdir.

Shi vd. (2013), yaklasik 4 hafta kadar siiren sub-akut toksisite ¢alismalarinda, TiO»

NP’niin akut ¢alismalarda oldugu gibi toksik etkilerini rapor etmisglerdir.

2.3. Genotoksisite Testleri

Genotoksisite veya genetik toksisite; niikleus (¢ekirdek), kromozom veya DNA’nin
yapisinda meydana gelen DNA kiriklar, DNA eklentileri, gen mutasyonlari, kromozom
anomalileri, klastojenite, andploidi gibi hasarlar1 ifade etmektedir (Kutoglu, 2017).
Genotoksisiteye neden olan maddeler ise “genotoksik maddeler” olarak tanimlanir. Ilaglar,
temizlik ve kozmetik maddeleri, pestisitler, besin katki maddeleri ve canlilarin maruz
kalabilecegi diger kimyasal maddeler genotoksik potansiyele sahiptirler (Ozkara ve Akyil,
2015). Genetik toksikoloji; kimyasal ajanlarin ve radyasyonun kalitsal materyaller, DNA ve
hiicreler iizerindeki toksik etkilerini inceler (Kutoglu, 2017). Genotoksik maddeler etkilerini

temel olarak iki yolla gdstermektedirler;
Dogrudan veya dolayli olarak DNA {izerinde hasar meydana getirebilirler,

Hiicrede siliregelen onarim mekanizmalarinda bozulmalara sebep olarak, kendiliginden

meydana gelen DNA hasari frekansin yiikseltebilirler (Konen, 2007).
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Sekil 3. Genotoksik etki mekanizmasi ve sonuglari (Y1ldiz ve Onen, 2016)

Genotoksik hasar sebebiyle sonraki nesillerin mutasyona ugrama ihtimali, insanlarda
bliyiik endiselere yol agmaktadir. Bu endiseye sebep olan mutajenler, EPA (United States
Environmental Protection Agency-ABD Cevre Koruma Kurumu) Pestisit ve Toksik Maddeler
Ofisi Test Semalarina ve OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development-
Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi Orgiitii) Uluslararasi Uyumlastirilmis Test Rehberine de
yansimis olup, insanlarda kalitsal mutasyonlara yol agma potansiyellerine gore

siiflandirilmistir (Kutoglu, 2017).

Hizli endiistrilegsme ve sanayilesmeyle birlikte artan ¢evre kirliligi, canlilarin daha fazla
fiziksel ve kimyasal ajana maruz kalmasina, beraberinde toksik, mutajenik, karsinojenik,
teratojenik ve benzeri etkiler ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir (Demirel ve Zamani, 2002).
Boylece, fiziksel ve kimyasal ajanlarin etkisiyle doku hasari, hiicre yaglanmasi, kanser,
infertilite ve bazi genetik ve multifaktoriyel hastaliklara yakalanma orani hizla ylikselmektedir.
Bu durum, genotoksisite caligmalarina nitelik ve nicelik bakimindan daha fazla 6nem verilmesi

gerekliligini ortaya koymaktadir (Sezginer ve Dane, 2016).



Genotoksisite ¢aligmalar1 ilk olarak Hermann Joseph Muller tarafindan yapilmistir.
Muller, yirminci yiizyilin baslarinda  Drosophila  melanogaster (meyve sinegi)
kromozomlarinin yapisi ve genetik mutasyonlar iizerinde calismistir. 1926 ve 1927'de,
organizmanin, ylksek enerjili bir radyasyon sekli olan x-1ginlarina maruz kalmasinin, 6zellikle
yumurta ve sperm genomunda degisiklik yapan genetik mutasyonlara neden olabilecegini
gosteren li¢ deney yapmustir. Deneylerinde Drosophila melanogaster’i X 1smlarina maruz
birakmus, ¢iftlestirmis ve yavrulardaki mutasyonlarin sayisini gozlemlemistir. Muller 1927'de,
"Genin Yapay Transmutasyonu" ve "Genik Modifikasyon Problemi" konusundaki deney
sonuglarini agiklamustir. Bu arastirmasi ile Nobel Fizyoloji/Tip Odiiliinii almistir (Gleason,

2017).

Ilerleyen dénemlerde genotoksik karsinojenlerin tespit edilmesi i¢in ¢esitli in vivo ve in
vitro test sistemleri gelistirilmistir. Genotoksisite testleri; kimyasal maddelerin kromozomal
anomalilere, mutasyonlara, DNA hasarlarina sebep olup olmadigini tespit etmek ve etki
mekanizmalarim1 arastirmak amaciyla uygulanmaktadir. En ¢ok kullanilan genotoksisite
testleri; Comet (kuyruklu yildiz) Testi, Bakteriyel (Salmonella typhimurium) Geri Mutasyon
Testi (AMES), Kardes Kromatid Degisimi (KKD) Testi, Hipoksantin Guanin Fosforibozil
Transferaz (HPRT) Ileri Mutasyon Testi, Mikroniikleus (MN) Testi, Kromozom Anormalligi
(KA) Testi, Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testidir (SMART) (Yiizbasioglu vd., 2014).

Genotoksisite test yontemlerinde aranan ideal ozellikler; uygulamanin kolay olmasi,
genotoksik hasarin belirlenmesinde etkin olmasi, hizli ve giivenilir sonu¢ vermesi, ekonomik

olmasi ve analiz i¢in az sayida ornek gerektirmesidir (Kénen, 2007).

24. Mikroniikleus (MN) Testi

Mikroniikleus (MN), hiicre boliinmesi esnasinda kromozom fragmentinin veya
kromozomlarin ortamda serbest kalmasiyla olugan, ana ¢ekirdege dahil olmayan, niikleoplazma
ile sarth yapidir (Yildiz ve Onen, 2016). MN, genellikle hiicre ddngiisiinii kontrol eden
genlerdeki eksikliklerden, mitotik igdeki hatalardan, kromozomal hasarlardan, kinetokordan

veya mitotik aygitin diger parcalarindan kaynaklanmaktadir.

Kromozom kiriklar1 mitoz ve mayozda hiicre siklusunun G1, S ve G2 evrelerinde
olusabilir. Yapisal olarak, kromozomlarda iki tip kirik gergeklesebilir. Bunlar; kromozom
kiriklar1 ve kromatid kiriklar seklindedir. Fiziksel veya kimyasal ajanin bu kirik tiplerinden

hangisine sebep olacagi, hiicre siklusunun hangi fazinda etkili oldugu ile ilgilidir. Fiziksel veya
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kimyasal ajan, mitozun GO ya da G1 fazinda etki ediyorsa kromozom tipi kiriklara, S ya da G2
fazinda etki ediyorsa kromatid tipi kiriklara neden olur. Kromozom kiriklari, G1 fazinda yalniz
bir kromatidde bir kirik meydana getirir ve bu kirik S fazi boyunca devam ederse, metafazdan
sonra her iki kromatidde de kirik olusur ve kromozom tipi kiriga sebep olur. Bu kirik tekrar
birlesmezse, delesyonlu bir kromozom ve asentrik bir fragment meydana gelir. Kromozom
kirilmasi sonucu olusan asentrik fragmentler metafazda M kontrol noktasinda onarilabilir veya

anafazda mikroniikleus olusumuna sebep olabilir (Ustiiner, 2011).

MN sayisindaki artis, c¢esitli ajanlarin sebep oldugu sayisal ve yapisal kromozom
diizensizliklerinin (Ozkara ve Akyil, 2015) ve somatik hiicrelerde genomik kararsizligin dolayl
gostergesi olarak kabul edilmektedir (Atli Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011). Arastirmalarin
bir¢cogu, kanser ve genomik diizensizlik seklinde karakterize edilen ¢esitli hastaliklara maruz
kalan insanlarda, MN frekansinin 6nemli diizeyde yiiksek oldugunu ortaya koymaktadir (Ath
Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011).

MN, ilk kez Howell ve arkadaslar1 tarafindan eritrositlerde tespit edilmis, Joly tarafindan
bugiinkii ismiyle adlandirilmistir (Y1ldiz ve Onen, 2016). Bu nedenle Howell-Jolly cisimcigi
olarak da tamimlanmaktadir (Ustiiner, 2011). MN Testi; 1950’lerde bitki hiicrelerinde
kromozom hasarinin 6lgiilmesinde kullanilmis (Demirel ve Zamani, 2002), 1951 yilinda
Thoday tarafindan Vicia faba’da uygulanmistir. Boller ve Schmid 1970’te, Heddle 1973’te
kemik iligi eritrositlerinde kimyasal ajanlarin genotoksik etkilerini tespit etmek i¢in MN
olusumlarm gdzlemlemislerdir (Ozkan, 2009). MN testi, 1980’den sonra 6zellikle deney
hayvanlariyla yapilan genetik hasarin tespiti ¢alismalarinda giivenilir bir yontem haline
gelmistir (Sezginer ve Dane, 2016). Genotoksisite potansiyeli tespit edilmek istenen maddelerin
karsinojenik ve mutajenik etkileri arasindaki iliskinin belirlenmesinde, en yaygin olarak
kullanilan standart in vitro ve in vivo genotoksisite testlerinden biridir (Ath Sekeroglu ve
Sekeroglu, 2011). Uygulama kolaylig1, fazla sayida hiicre sayilabilmesi ve istatistiksel yonden
daha anlamli sonuglar elde edilmesi gibi avantajlari sebebiyle de arastirmalarda tercih
edilmektedir (Demirel ve Zamani, 2002). Mavournin ve arkadaslari, kimyasallarin canlilar
tizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla 1990 yilina kadar yapilan MN c¢aligmalarinin
sonuclarini derleyerek, ABD Cevre Koruma Grubunun Gen-Toks Programina dahil etmislerdir

(Demirel ve Zamani, 2002).
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OECD raporlarinda MN testinin memelilerde in vivo ve in vitro uygulanma protokolleri
aciklanmistir. Buna gore; memeli in vivo MN testi, test kimyasalinin eritrosit kromozomlarinda
sebep oldugu hasar tespit etmek ve hasara neden olan maddeleri tanimlamak i¢in kullanilir
(OECD TG 474, 2014). In vitro MN testi, hiicre boliinmesinde anafaz asamasinda asentrik
kromozomlarin bir boliimiinden veya tamamindan kaynaklanan MN olusumunun saptanmasi
icin kullanilan genotoksisite testidir. In vitro MN testi, kromozomal hasar potansiyelini
arastirmak icin kapsamli bilgi saglayan temel bir yontemdir. Clinkii bu test yontemiyle hem
boliinme esnasinda hem de sonrasinda hiicrenin maruz kaldigi anojen ve klastojenler tespit

edilebilir (OECD TG 487, 2014).

MN testi ¢cevresel etkenlerden kaynaklanan genotoksik hasarin belirlenmesinde de biiyiik
oneme sahiptir. Endiistriyel ve tarimsal faaliyetler sonucu olusan cesitli toksik kimyasallar,
sucul ortamlardaki kirliligi artirmaktadir. Bu kimyasallar, yalnizca dogrudan maruz kalan
organizmalara degil, bunlarla beslenen insanlara ve diger organizmalara da zarar verebilir,

genetik materyallerinde hasar olusturabilir (Ozkan vd., 2011).

Kimyasallarin genotoksik ve antigenotoksik potansiyellerinin degerlendirilmesi i¢in
yapilan MN ve niiklear anomali testlerinde baliklar yogun olarak kullanilmakta ve tercih
edilmektedir. Bunun sebebi, baliklarin toksik maddelere genellikle yiiksek omurgalilara benzer

sekilde tepki vermeleridir (Ali vd., 2008; Konen Adigiizel ve Cavas, 2017).

2.4.1. In vivo Mikroniikleus (MN) Test Protokolii

In vivo MN testinde kullanilacak kontrol ve deney gruplari, rastgele secilen saglikli
hayvanlardan olusturulur. Hayvanlar, Onceden belirlenmis konsantrasyonlardaki test
maddesine maruz birakilir. Muameleden sonra hayvanlara etik prosediire uygun olarak 6tenazi
uygulanir ve kan Ornekleri alinir. Maruz kalma siiresinin sonu ile kan elde etme arasinda
miimkiin oldugunca az zaman ge¢mesi gerekir. Preparatlar hazirlanir ve kurutulur. Fikse
edildikten sonra tekrar kurutulur. Giemsa boyama yapilir ve tekrar kurutulur, entellan ile
kapatilir. Pozitif ve negatif kontroller dahil tiim lamlar mikroskobik analizden 6nce kodlanir.
Mikroskop kullanilarak hiicreler goriintiilenir. Hayvan basina en az 4000 eritrosit sayilir ve elde

edilen veriler analiz edilir (OECD TG 474, 2014).
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2.4.2. Mikroniikleus (MN) Degerlendirme Kriterleri

Hazirlanan preparatlarda yer yer bulunabilen boya partikiilleri, doku parcalar1 veya diger
bazi kirleticiler, mikroskop incelemesi esnasinda MN ile karistirilabilmektedir. Bu ve benzeri
hatalarin en aza indirilebilmesi i¢cin MN sayimlarinda genel olarak standardize edilmis kriterlere

uyulmasi gerekmektedir.
Bu kriterler soyle siralanabilir;
Mikroniikleus, ana niikleusun 1/3’linden daha kii¢iik olmalidir,
Mikroniikleus, ana niikleus ile ayn1 boyama tonuna sahip olmalidir,
Mikroniikleus, ana niikleus ile ayn1 mikroskobik refleyi vermelidir,
Mikroniikleus, niikleusa yakin olmal1 fakat yapisik olmamalidir,
Mikroniikleus igeren hiicre, diger hiicrelerden ayri bulunmalidir (Kutoglu, 2017).

Mikroskop incelemesinde MN, mitoz boliinme esnasinda klastojenik etki veya anojenik
hatalara bagli olarak kromozomlardan kopan fragmentlerin ve ana niikleusa dahil olamayan,
sitoplazma igerisinde ana niikleus yaninda gozlenen kiigiik niikleus yapisi seklinde goriiliir

(Konen, 2007).
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Sekil 4. Mikroniikleus igeren hiicrenin olusum safhalar1 (Kénen, 2007)
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2.4.3. Morfolojik Niikleus Diizensizlikleri

Morfolojik niikleus diizensizlikleri Carrasco vd.’ne (1990) gore; biniikleus, centikli
niikleus, tomurcuklu niikleus ve loblu niikleus olmak iizere baslica dort grup altinda

degerlendirilmistir.
Biniikleus (binucleus): Bir hiicrenin iki adet niikleus igermesidir.

Centikli niikleus (notched nucleus): Niikleus zarindan igeri dogru ¢entik seklinde olusur,

kromatin igermez.

Tomurcuklu niikleus (budded nucleus): Niikleus zarindan disar1 dogru ¢ikintilar seklinde

olusur, tomurcuk seklindedir, kromatin igerir.

Loblu niikleus (lobed nucleus): Tomurcuklara gore daha biiyiik olan loblar seklinde

goriiliir, kromatin igerir (Kutoglu, 2017).

Mikroniikleus Centikli Nikkleus ~ Tomurcuklu Nikleus

e

Loblu Niikleus Biniikleus

Sekil 5. Mikroniikleus ve morfolojik niikleus diizensizliklerinin sematik goriiniimii (K6nen, 2007)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Etik Prosediir

Baliklarin bakimi ve beslenmesi ile ilgili prosediir; OECD Guideline for Testing of
Chemicals/Fish, Acute Toxicity” Test Kilavuzuna (OECD 203, 1992) ve Aydin Adnan
Menderes Universitesi Yerel Etik Kurulu Kararina (ADU HADYEK, 64583101/2018/115)

uygun olarak gerceklestirilmistir.

Canli hayvan iizerinde uygulanan deney prosediirii;, OECD Guideline for Testing of
Chemicals/Fish, Acute Toxicity Test Kilavuzuna (OECD 203, 1992), Aydin Adnan Menderes
Universitesi Yerel Etik Kurulu Kararina (ADU HADYEK, 64583101/2018/115) ve The
Principles of Humane Experimental Technique’de (Russel ve Burch, 1959) yayinlanan 3R
(Replacement: yerine koyma; Reduction: azaltma; Refinement: iyilestirme) ilkelerine (Kirk,

2018) uygun olarak gerceklestirilmistir.

3.2. Laboratuvar ve Ekipman

Aragtirmamiz, Aydin Adnan Menderes Universitesi (ADU) Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii Genetik Laboratuvari ve Histoloji/Embriyoloji Laboratuvarinda yapilmistir.
Deney hayvanlarinin bakimi, beslenmesi, kimyasal ile muamele edilmesi, hayvanlarin feda
edilmesi ve kan orneklerinin alinmasi islemleri Genetik Laboratuvarinda; muamele edilecek
kimyasalin hazirlanmasi, yayma preparat hazirlanmasi, mikroskop incelemesi ve fotograflama

islemleri Histoloji/Embriyoloji Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

3.3. Canh Materyal Temini, Bakimi ve Gruplandirilmasi

Arastirmamizda kullandigimiz L. caeruleus (Fryer, 1956) tiirii baliklar, ADU Ziraat
Fakiiltesi Su Uriinleri Miihendisligi Béliimiinden temin edilmis, ADU Fen-Edebiyat Fakiiltesi

Biyoloji Boliimii Genetik Laboratuvarinda yetistirilmistir.

Laboratuvar, baliklarin yasam kosullarina uygun olarak diizenlenmistir. Baliklar
30x50x80 cm ebatlarinda 120 L kapasiteli ve 30x50x100 cm ebatlarinda 150 L kapasiteli cam
akvaryumlarda yetistirilmis, 23.0°Cde (£2.0), 14:10 saat aydinlik/karanlik rejimine tabi
tutulmustur. Laboratuvar havalandirilmis, suyun buharlasmamasi i¢in akvaryumlarin tizeri 6zel
kapaklarla kapatilmigtir. Yetistirme esnasinda akvaryum su miktarinin, toplam su kapasitesinin

%90’ min altina diismemesine dikkat edilmistir. 5-7 giinlik periyotlarla akvaryumlar
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temizlenmis ve su ilavesi yapilmis, 12 saatlik periyotlarla su sicaklig1 6l¢iilmiis, baliklarin yem
tiketim miktar1 gozlenmis ve saglik takipleri yapilmistir. Baliklar, tiirlerine ve yasamsal
evrelerine uygun olarak ticari ¢iklet balik yetistiricilerinden temin edilen yemle 12 saatte bir

kez beslenmistir.

Resim 4. Laboratuvar kosullarinda barindirilan ergin L. caeruleus bireyleri

Baliklarin, deneyde kullanilacak akvaryumlara alistirtlmasi i¢in TiO2 muamelesinden 14
giin nce negatif ve pozitif kontrol grubu i¢in 2, deney gruplari i¢in 3 adet olmak {izere, her biri
40x35x20 cm ebatlarinda 28 L kapasiteli toplam 5 adet akvaryum hazirlanmig, baliklar bu
akvaryumlarda 20 L suda barindirilmistir. Deney gruplarinin (ii¢ farkli konsantrasyon ve ii¢
farkli siire) her biri i¢in 5’er adet, negatif kontrol i¢in 5 adet ve pozitif kontrol i¢in 5 adet olmak
tizere, 28 erkek ve 27 disiden olusan toplam 55 balik secilmistir. Her grupta yaklasik sayida
erkek ve disi (3 erkek 2 disi veya 2 erkek 3 disi) olacak sekilde gruplara rastgele dagilim
yapilmigtir. Deneyde, ayn1 donemde kuluckadan ¢ikan, saglikli, ergin disi ve erkek bireyler
kullanilmis, kulugkada oldugu tespit edilen disiler kullanilmamistir. Baliklarin agirlik ve
uzunluklar 6l¢iilmiistiir. Baliklarin agirlhigr 5,83-7,10 gr (ortalama: 6,55 gr), uzunlugu 6,57-
8,51 cm (ortalama: 7,38 cm) olarak tespit edilmistir. Baliklarin yetistirilmesi i¢in uygun yasam
kosullarinin saglanmasi, deneyde kullanilacak balik sayisisinin belirlenmesi, disi ve erkek birey

dagiliminin dengelenmesi, baliklarin se¢imi ve gruplara atanmasi, deney akvaryumlarina
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alistirilmasi ve benzeri islemler, bu ¢alismada belirtilen etik prosediire uygun olarak yapilmistir

(3.1. Etik Prosediir).

3.4. TiO2 Nanopartikiiliiniin Hazirlanmasi

Arastirmamizda kullandigimiz TiO; NP’#i, Sigma Aldrich firmasindan (CAS Number:
1317-70-0) temin edilmistir. Molekiil agirligi 79,87 g/mol, nanopartikiil boyutu 25 nm’dir ve

anataz formundadir.

Deney gruplarinda kullanilan NP konsantrasyonu ve uygulama siireleri OECD’nin TG
474 (OECD Guideline for Testing of Chemicals, Mammalian Erythrocyte Micronucleus Test,
2014) ve 203 (OECD Guideline for Testing of Chemicals, Fish, Acute Toxicity Test, 1992)
numarali kilavuzlar1 ile Onceki arastirmalarda tavsiye edilen oranlara uygun olarak
belirlenmigtir. Negatif kontrol grubunda dinlendirilmis su kullanilmigtir. Pozitif kontrol
grubunda; memeli hayvan deneylerinde yogun olarak kullanilan, birka¢ balik tilirtinde
klastojenik, mutajenik, teratojenik ve karsinojenik etki gdsterdigi bilinen (Konen Adigiizel ve

Cavasg, 2017) Etil Metan Siilfonat (EMS) kullanilmistir.

Cizelge 1. Deney Plani

Kimyasal | Konsantrasyon Uygulama Siiresi
Negatif Kontrol Grubu - - 24 saat
Pozitif Kontrol Grubu EMS 5 mg/L 24 saat
25 mg/LL 24 saat | 48 saat | 96 saat
Deney Gruplari TiO» 50 mg/L 24 saat | 48 saat | 96 saat
100 mg/L 24 saat | 48 saat | 96 saat

TiO; hassas terazide tartilarak, 1 litre dinlendirilmis suda 7 gr TiO: icerecek sekilde stok
¢ozelti hazirlanmistir (7 gr/L). Stok ¢dzelti konsantrasyonu su sekilde hesaplanmistir: Deney
esnasinda baliklarin barindirildigr akvaryumlardaki su miktar1 20 L’dir. NP uygulamas: i¢in
baslangicta ihtiya¢ duyulan TiO; miktari; 100 mg/L. konsantrasyonun saglanmasi i¢in 2 gr
(20x100 mg/L), 50 mg/L konsantrasyonun saglanmasi i¢in 1 gr (20x0,5 mg/L) ve 25 mg/L
konsantrasyonun saglanmasi i¢in 0,5 gr’dir (20x25 mg/L). Deney siirecinde, ilk uygulamadan
sonra 24 saatte bir kez olmak lizere toplam 2 kez (24 saat ve 48 saat sonunda) NP
konsantrasyonu degismeyecek sekilde akvaryum sularinin yaris1 (10 L) yenilenecegi icin her
bir yenilemede, baglangigta ihtiya¢ duyulan miktarin yaris1 kadar NP gerekmektedir. Buna gore
deney siirecinde 100 mg/L konsantrasyon i¢in 4 gr (2+1+1 gr), 50 mg/L konsantrasyon i¢in 2
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gr (1+0,5+0,5 gr), 25 mg/L konsantrasyon i¢in 1 gr (05+0,25+0,25 gr) olmak {izere toplam 7 gr
TiO; kullanilmistir. Stok ¢ozeltiden, seyreltme yontemiyle 25 mg/L, 50 mg/L ve 100 mg/L
konsantrasyonlarini saglayacak sekilde ¢ozelti elde edilmistir. Akvaryum sularina eklemeden
once TiO; ¢ozeltilerine 30’ar dakika sonikasyon iglemi uygulanmistir. Pozitif kontrol grubuna
uygulanmak tlizere 5 mg/L. EMS konsantrasyonunu saglayacak sekilde 100 mg/L (20x5 mg/L)
EMS hazirlanmistir.

Resim 5. TiO, ¢ozeltisine sonikasyon islemi uygulanmasi

3.5. Baliklarin TiO: ile Muamele Edilmesi

TiOy ile 24, 48 ve 96 saat, EMS ile 24 saat muamele edilecek gruplarin bulundugu 20 L
su iceren akvaryumlarin her birinden 1 L su bosaltilmistir. Deney gruplarinin bulundugu
akvaryumlarda 100 mg/L, 50 mg/L ve 25 mg/L TiOz konsantrasyonlarinin saglanmasi i¢in stok
¢ozeltiden onceden hazirlanmis olan sirasiyla 2 gr/L, 1 gr/L ve 0,5 gr/L TiO2 igeren ¢ozelti
eklenmistir. Pozitif kontrol grubunun bulundugu akvaryumdan 1 L su bosaltilarak, 5 mg/L EMS

konsantrasyonunun saglanmasi i¢in 100 mg/L. EMS igeren 1 litre ¢ozelti eklenmistir.

24 saat sonunda, akvaryum sularmin %50’si TiO; konsantrasyonu degismeyecek sekilde
dinlendirilmis su ile yenilenmistir. Akvaryum suyu yenileme islemi su sekilde yapilmigtir:
TiO2’in akvaryum zeminine ¢dkelme ihtimaline karsi, baliklara zarar vermeyecek sekilde

akvaryum suyu homojen hale getirilmis, ardindan 10 L su bosaltilmistir. 20 L suda 100 mg/L,
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50 mg/LL ve 25 mg/LL TiO: konsantrasyonunun saglanmast i¢in baslangicta eklenen
konsantrasyonun (sirasiyla 2 gr/L, 1 gr/L ve 0,5 gr/L) yaris1 kadar (sirasiyla 1g/L, 0,5 gr/L ve
0,25 gr/L) TiO; igeren 1 L c¢ozelti akvaryumlara ilave edilmistir. 9 litre dinlendirilmis su
eklenerek toplam su miktar1 20 L’ye tamamlanmistir. 48 saat sonundaki yenilemede, bu
islemler tekrar edilmistir. 12 saatte bir kez hayvanlarda 6liim, hastalik belirtisi, davranig
degisikligi, yem alim miktar1 gozlenmis, su sicakliginda degisim olup olmadigi kontrol

edilmistir. Herhangi bir anormallik gdzlenmemistir.

Resim 6. TiO: ile muamele edilen L. caeruleus bireyleri

3.6. Baliklarin Feda Edilmesi, Preparatlarin Hazirlanmasi

Canli hayvan iizerindeki prosediir, Deney Hayvanlar1 Kullanim Sertifikasina sahip olan
uzman (Prof. Dr. Yiicel Koca, Sertifika No: 2010/000192) tarafindan gergeklestirilmistir. 24,
48 ve 96 saatlik periyotlarin sonunda hayvanlara etik kurallara uygun olarak &tenazi (fiziksel

travma ile ani 6liim) uygulanmustir.

Calismanin sonuglar1 bakimindan disi ve erkek bireyler arasinda ayrim yapilmamaistir. 24
saatlik silirenin sonunda, negatif ve pozitif kontrol grubu ile 3 farkli konsantrasyonda TiO»
iceren akvaryumlardan yaklasik sayida erkek ve disi (3 erkek, 2 disi veya 2 erkek, 3 disi) olacak
sekilde, 5’er baligin her biri file yardimiyla ¢ikarilmis, temiz bir zemin iizerine alinmis ve
Otenazi uygulanmistir. Baliklarin ac1 gekmemesi icin tek seferde fiziksel travma ile ani 6liim

saglanmistir. Solunum problemi nedeniyle zarar gormemeleri i¢in prosediir iglemleri ara
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verilmeden uygulanmistir. Bir deney hayvanina 6tenazi uygulanirken diger hayvanlarin normal
barmmma kosullar1 devam ettirilmistir. Deney sonuglarinin giivenilirligi bakimindan herhangi bir

yatistirict kullanilmamistir.

Yayma preparat prosediiriine uygun olarak, solunga¢ ve kuyruk kanindan alinan
orneklerin her biri i¢in 2’ser adet olmak iizere balik basina toplam 4 adet yayma preparat
hazirlanmistir. Yayma preparat prosediirii su sekilde uygulanmustir: Otenazi isleminin
uygulanmasinin ardindan, ara vermeden kan ornekleri preparatlara alinarak oda sicakliginda
hava ile kurutulmustur. Preparat numarasi, konsantrasyon ve siire bilgisini igerecek sekilde
kodlanmustir. 20 dakika metanolde fiske edilmis ve kurutulmustur. Ardindan 20 dakika Giemsa
(%10) boyama yapilmis, distile su ile yikanmis, ayn1 sartlarda tekrar kurutulmustur.

&% oGy

Resim 7. TiO; ile muamele edilen L. caeruleus’tan alman 6rneklerle hazirlanan yayma preparat

48 ve 96 saat sonunda TiO; ile muamele edilen diger deney gruplarinda, prosediire uygun
olarak ayni islemler tekrar edilmis ve preparat hazirlanmistir. 24 saat sonunda 25 adet, 48 saat
sonunda 15 adet, 96 saat sonunda 15 adet olmak iizere toplamda 55 baliga 6tenazi islemi
uygulanmigtir. Solungag¢ ve kuyruk orneklerinden 110’ar adet olmak {izere toplam 220 yayma
preparat hazirlanmistir. Otenazi uygulanan hayvanlar, fakiilte bahgesinde uygun bir alana

gomiilerek dogaya doniisiimleri saglanmistir.
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3.7. Mikroskop Incelemesi

Mikroskop incelemesi; ADU FEF Histoloji/Embriyoloji Laboratuvarinda bulunan
Olympus BX 51 mikroskop kullanilarak yapilmistir. Her gruptaki 5’er baligin her birinin
solunga¢ ve kuyruk oOrneklerinden hazirlanan 2’ser adet yayma preparat mikroskopta
incelenmigtir. 2 preparatin herhangi birinin veya her ikisinin incelenmesinde, 3000 hiicreye
ulasildiginda inceleme ve sayim islemi tamamlanmistir. Boylece her balikta solungag
orneklerinden 3000 adet ve kuyruk o6rneklerinden 3000 adet olmak iizere balik basina toplam
6000 hiicre sayilmistir. Her baligin solunga¢ ve kuyruk 6rneklerindeki 3000°er adet hiicrenin
incelenmesinden elde edilen hiicre sayim sonuclari ile mikroniikleus (MN), biniikleus (BN),
centikli niikleus (CN), tomurcuklu niikleus (TN) ve loblu niikleus (LN) sayilar1 ayr1 ayri
kaydedilmistir. Mikroskobik goriintiiler, Olympus E-330 dijital kamera ile fotograflanmistir.

3.8. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz icin SPSS Statistics Base 22.0 programi kullanilmustir. Negatif kontrol,
pozitif kontrol ve deney gruplarinda bulunan 5’er baligin her birinin solunga¢ ve kuyruk
orneklerinin mikroskop incelemesinden elde edilen MN, BN, CN, TN ve LN sayilarinin her
birinin grup olarak ortalamalar1 (%o) belirlenmis, Kolmogorov-Smirnov testi sonucunda
verilerin normal dagilim gosterdigi tespit edilmistir (P>0.05). Normal dagilim gosteren verileri
grup olarak degerlendirmek, konsantrasyon ve siire arasindaki iligkiyi belirlemek amaciyla
parametrik testlerden biri olan Independent Samples t Test yapilmistir. Solungag¢ ve kuyruk
orneklerinin MN frekanslari ile morfolojik niikleus diizensizlik (BN, CN, TN, LN) frekanslari

ayr1 ayr1 analiz edilmistir.

Toplam genotoksik hasarin analiz edilmesi i¢in negatif kontrol, pozitif kontrol ve deney
gruplarinin solungag¢ ve kuyruk 6rneklerinin incelenmesi sonucunda her bir grupta elde edilen
MN, BN, CN, TN ve LN verileri toplanmis (MN+BN+CN+TN+LN), toplam genotoksik hasar
verilerinin grup olarak ortalamalar1 (%o) hesaplanmistir. Kolmogorov-Smirnov testi sonucunda
toplam genotoksik hasar frekanslarinin normal dagilim gosterdigi (p>0.05) tespit edilmistir.
Verilerin grup olarak degerlendirilmesi i¢in Independent Samples t Test yapilarak toplam

genotoksik hasar frekanslar1 analiz edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Mikroniikleus (MN) Verileri

4.1.1. Mikroniikleus (MN) Frekanslarinin Degerlendirilmesi

Arastirmamizda; negatif kontrol grubu, pozitif kontrol grubu ve TiO2’in 25 mg/L, 50

mg/L ve 100 mg/L konsantrasyonlarina 24, 48 ve 96 saatlik periyotlarla maruz birakilan L.

caeruleus bireylerinin solunga¢ ve kuyruk orneklerinin incelenmesinden elde edilen veriler

analiz edilmis, ortalama MN frekanslar1 (%o, Ortalama + S.H.) belirlenmistir (Cizelge 2).

Ayrica MN frekanslarinin degisimi grafiksel olarak gosterilmistir (Sekil 6).

Cizelge 2. L. caeruleus bireylerinde mikroniikleus (MN) frekanslart (%o, Ortalama + S.H.)

Uygulama Siiresi
Konsantrasyon MN S-K 24 Saat
. S 1,40+1,14
Negatif Kontrol K 1.80+0.84
5 mg/L EMS S 7,00£1,58%***
(Pozitif Kontrol) K 8,2041,92%**
Konsantrasyon MN S-K 24 Saat 48 Saat 96 Saat
. S 1,80+1,48 2,40+1,14 4,60+1,14**
25 mg/L Ti0 K 3,20+1,92 3,60+1,34* 5,00+1,00%*
. S 2,80+£2,17 4,40+1,82* 6,40+1,14%**
50 mg/L TiO> K 4,40+2,30% 5,00£1,00%% | 6,60+1,34%**
: S 3,60+1,14* 4,40+£2,07* 6,80+1,30%**
100 mg/L Ti0: K 5,802,59* 7,00+2,12%* 8,601,147+

MN: Mikroniikleus; S: Solungag; K: Kuyruk

* P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; TiO. Titanyum dioksit; EMS: Etil metan siilfonat;

MN Frekansi (%o)
OFRNWAUIONOWLO
u
||
|
. |

Konsantrasyon

M Negatif Kontrol 24 Saat
B Pozitif Kontrol 24 Saat
M Deney Grubu 24 saat

M Deney Grubu 48 saat

Deney Grubu 96 saat

Sekil 6. L. caeruleus bireylerinde mikroniikleus (MN) frekanslarinin degisimi (%o)
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24 saat siireyle 5 mg/L. EMS uygulanan pozitif kontrol grubunda solungag (7,00£1,58) ve
kuyruk (8,20+1,92) orneklerinin MN frekanslari, negatif kontrol grubunun solungag
(1,40+1,14) ve kuyruk 6rneklerine (1,80+0,84) oranla anlamli artis gostermistir (P<0.001).

Deney gruplarinin tamaminda solunga¢ ve kuyruk 6rneklerinin MN frekanslari, negatif
kontrol grubuna gore artis gOstermistir. Fakat bu artigin, gruplarin tamaminda istatistiksel

olarak anlamli olmadig tespit edilmistir.

Solunga¢ orneklerinin MN frekansi analizinden elde edilen sonuglara gore; 25 mg/L
konsantrasyonda 24 ve 48 saat sonunda MN frekanslarinda negatif kontrole oranla bir artig
gerceklesse de bu artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigr (P>0.05), yalnizca 96 saat
sonunda anlamli artis oldugu tespit edilmistir (P<0.01). 50 mg/L konsantrasyonda 24 saat
sonunda anlamli bir artis olmamus, 48 saat (P<0.05) ve 96 saat (P<0.001) sonunda anlamli artig
olmustur. 100 mg/L konsantrasyonda 24, 48 ve 96 saatlik periyotlarin tamaminda farkl
diizeylerde de olsa negatif kontrole oranla anlamli artis olmustur (24 saat: P<0.05; 48 saat:
P<0.05; 96 saat: P<0.001). Buna gore solungag¢ orneklerinde en yiiksek anlamlilik diizeyine
sahip MN frekans1 50 mg/L (6,40+1,14) ve 100 mg/L (6,80+1,30) konsantrasyonda 96 saat
sonunda ortaya ¢ikmistir (P<0.001).

Kuyruk orneklerinin MN frekansi analizine gore; 25 mg/L konsantrasyonda 24 saat
sonunda anlamli artis olmamis, 48 saat (P<0.05) ve 96 saat (P<0.01) sonunda anlamli artis
olmustur. 50 mg/L ve 100 mg/L’lik konsantrasyonlarda 24, 48, 96 saatlik periyodlarin
tamaminda negatif kontrole oranla anlamli artig ger¢eklesmistir. Buna gore kuyruk 6rneklerinde
en yiksek anlamlilik diizeyine sahip MN frekans1 50 mg/L (6,60+1,34) ve 100 mg/L
(8,60+1,14) konsantrasyonda 96 saat sonunda ortaya ¢ikmistir (P<0.001).

TiO2 ile muamele edilen deney gruplarinda MN frekanslar1 bakimindan konsantrasyon-
stire etkilesiminin istatistiksel olarak anlamli oldugu, uygulama siiresindeki artisin MN
frekanslarinda artisa yol actig1 goriilmistiir. Solungag¢ 6rneklerinde en diisiik MN frekansi 25
mg/L konsantrasyonda 24 saat sonunda goriiliirken (1,80+1,48), en yiiksek MN frekans1 100
mg/L. konsantrasyonda 96 saat sonunda goriilmiistiir (6,80+1,30). Benzer sekilde kuyruk
orneklerinde en diisiik MN frekans1 25 mg/L konsantrasyonda 24 saat sonunda goriiliirken
(3,20+1,92), en yiiksek MN frekans1 100 mg/L konsantrasyonda 96 saat sonunda goriilmiistiir

(8,60+1,14). L. caeruleus’un kan orneklerinde MN olusumu Resim 8’de gosterilmistir.
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Resim 8. L. caeruleus’un kan 6rneklerinde mikroniikleus (MN) olusumu (40X; 25 mg/L, 24 s.)

4.1.2. Solunga¢ ve Kuyruk Orneklerinin Mikroniikleus (MN) Frekanslarinin
Karsilastirilmasi

Mikroniikleus frekanslari analizi sonucuna gore; tiim gruplarda kuyruk érneklerinin MN
frekansi, solungag 6rneklerinin MN frekansindan yiiksektir. Solunga¢ ve kuyruk 6rneklerinin
en diigiik MN frekans1 25 mg/L konsantrasyonda 24 saat sonunda ortaya ¢ikmistir. Bu grupta
solungag 6rneklerinin en diisiik MN frekans1 1,80+1,48 iken kuyruk 6rneklerinin en diisiik MN
frekansi 3,20+1,92°dir. Solungag¢ ve kuyruk orneklerinin en yliksek MN frekans: 100 mg/L
konsantrasyonda 96 saat sonunda goriilmiistiir. Solunga¢ 6rneklerinin en yiiksek MN frekansi

6,80+1,30 iken kuyruk 6rneklerinin en yliksek MN frekans1 8,60+1,14 tiir.

25 mg/L konsantrasyonda solungac 6rneklerinin MN frekanslar1 negatif kontrole oranla
96 saat sonunda anlamh artis gosterirken, kuyruk orneklerinin MN frekans1 48 ve 96 saat

sonunda anlamli artig gostermistir.

50 mg/L konsantrasyonda solunga¢ orneklerinin MN frekanst 48 ve 96 saatte sonunda
anlaml artis gosterirken, kuyruk érneklerinin MN frekanslar1 tiim periyotlarda anlamli artis

gostermistir.
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25 mg/L ve 50 mg/L konsantrasyonlarda kuyruk orneklerinin MN frekanslarinda,

solungag orneklerine kiyasla daha erken zaman periyotlarinda anlamli artis olmustur.

100 mg/L konsantrasyonda 24, 48 ve 96 saatlik periyotlarin tamaminda solungag ve

kuyruk orneklerinin MN frekanslar1 anlamli artig géstermistir.

Genel olarak degerlendirildiginde; sonuglarimiz, tiim deney gruplarindaki MN
frekansinin negatif kontrole kiyasla artis gosterdigini, kuyruk orneklerinin MN frekanslarinin,
solunga¢ Orneklerinin MN frekansina gore tiim gruplarda daha yiliksek oldugunu ortaya
koymustur. 96 saatlik periyotta 25 mg/L (P<0.01), 50 mg/L (P<0.001), 100 mg/L (P<0.001)
konsantrasyonlar ile 24 saatlik periyotta 100 mg/L (P<0.05) konsantrasyonda solunga¢ ve
kuyruk orneklerinin MN frekanslarinin anlamlilik diizeyleri benzerlik gostermektedir. Diger
gruplarda kuyruk 6rneklerinin MN frekanslari, solunga¢ 6rneklerinin MN frekanslarina gore

daha yiiksek anlamlilik diizeyine sahiptir (Cizelge 2).

4.2. Morfolojik Niikleus Diizensizlik Verileri

24, 48 ve 96 saatlik siirelerde TiO2’in 25mg/L, 50 mg/L ve 100 mg/L konsantrasyonlarina
maruz birakilan L. caeruleus bireylerinin solunga¢ ve kuyruk orneklerinin incelemesi sonucu
yapilan morfolojik niikleus diizensizlikleri analizi Cizelge 3, 4, 5 ve 6’da verilmistir. Ayrica
morfolojik niikleus diizensizlik frekanslariin degisimi Sekil 7, 8, 9 ve 10°da grafiksel olarak

gosterilmistir.

24 saat siireyle 5 mg/L EMS uygulanan pozitif kontrol grubunda, solunga¢ ve kuyruk
orneklerinin biniikleus (BN), ¢entikli niikleus (CN), tomurcuklu niikleus (TN) ve loblu niikleus
(LN) frekanslarinda negatif kontrol grubunun solunga¢ ve kuyruk 6rneklerine oranla anlamli

artis gerceklesmistir (P<0.001).

4.2.1. Biniikleus (BN) Frekanslarinin Degerlendirmesi

Solungag 6rneklerinin incelenmesinden elde edilen verilere gore; 25 mg/L ve 50 mg/L
konsantrasyonda 48 ve 96 saatte BN frekanslarinda istatistiksel olarak anlamli artis
gerceklesmistir. 100 mg/L konsantrasyonda ise 24, 48 ve 96 saatlik periyotlarin tamaminda
negatif kontrole oranla istatistiksel olarak anlamli artig gergeklesmistir. Solungac 6rneklerinde
BN frekanslarinin en yiiksek anlamlilik diizeyi, 50 mg/L ve 100 mg/L konsantrasyonda 96 saat
sonunda ortaya ¢ikmistir (P<0.001).
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Kuyruk 6rneklerinin inceleme sonuglaria gore; 25 mg/L konsantrasyonda 24 saat hari¢
olmak tizere (P>0.05), diger tiim gruplarin BN frekanslarinda negatif kontrole oranla anlaml
artis olmustur. Buna gore kuyruk 6rneklerinin en yiiksek BN frekanslar1 50 mg/L ve 100 mg/L
konsantrasyonda 96 saat sonunda ortaya ¢ikmistir (P<0.001).

BN verilerine gore en diisiik BN frekansi 25 mg/L konsantrasyonda 24 saatte (3,20+2,28)
solunga¢ oOrneklerinde, en yiiksek BN frekansi 100 mg/L. konsantrasyonda 96 saatte
(10,60+£1,67) kuyruk orneklerinde ortaya c¢ikmistir (Cizelge 3). L. caeruleus’un kan

orneklerinde BN olusumu Resim 9°da gosterilmistir.

Cizelge 3. L. caeruleus bireylerinde biniikleus (BN) frekanslart (%o, Ortalama+S.H.)

Morfolojik Uygulama Siiresi
.1'\Iukle.3us. 9 Konsantrasyon | S-K 24 Saat
Diizensizligi
. S 0,80+0,84
Negatif Kontrol K 1.20+1.30
5 mg/L EMS S 4,2040,84***
(Pozitif Kontrol) K 5,00+0,71***
Konsantrasyon | S-K 24 Saat 48 Saat 96 Saat
BN 75 mo/L TiO S 3,20+2,28 4,0042,45% 8,40+2,97%*
& § K 4,00+3,16 4,80+2,28* 7,6042,97%*
. S 3,60+£2,61 3,60£1,67* 7,404£2,07%%*
SOmgL IO, 4 002,00 | 5,20£2.28%* | 8,401,827+
. S 3,40+1,52* 5,20+3,35% 7,40£1,14%%*
100 mg/L Ti0> ™75 4052.30%% | 6,0021,58** | 10,60£1,67%
* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, TiO». Titanyum dioksit, EMS: Etil metan siilfonat, S:
Solungag, K: Kuyruk, BN: Biniikleus
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Konsantrasyon

Sekil 7. L. caeruleus bireylerinde biniikleus (BN) frekanslarinin degisimi (%o)
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4.2.2. Centikli Niikleus (CN) Frekanslarinin Degerlendirmesi

Solunga¢ ve kuyruk 6rneklerinin CN frekanslari, tiim konsantrasyon ve siirelerde negatif

kontrole oranla anlamli artig gdstermistir. Tiim deney gruplarinda, en yiiksek diizeyde anlamli

fark olugmustur (P<0.001). En diisik CN frekans1 25 mg/L konsantrasyonda 24 saatte

(12,80+1,30) solungac orneklerinde, en yiiksek CN frekansi 100 mg/L konsantrasyonda 96

saatte (37,20+1,64) kuyruk orneklerinde ortaya ¢ikmistir (Cizelge 4). L. caeruleus’un kan

orneklerinde CN olusumu Resim 10’°da gosterilmistir.

Cizelge 4. L. caeruleus bireylerinde ¢entikli niikleus (CN) frekanslart (%o, Ortalama+S.H.)

Morfolojik Uygulama Siiresi
}}Iukl(?us. - Konsantrasyon | S-K 24 Saat
Diizensizligi
. S 2.80+1.48
Negatif Kontrol K 3.80£1.79
5 mg/L EMS S 20,203, 1 1%%*
(Pozitif Kontrol) K 25,0041,58%**
Konsantrasyon | S-K 24 Saat 48 Saat 96 Saat
CN : S [ 12,80£1,30%* | 17,00+1,58%%* | 27,001,23%%*
po my/Lg, K | 14,8042,95%%% | 17,0040,71%%% | 31,2042 49%%*
o Tio S | 13,2020,84%%% | 21 40£1,14%%% | 27,80+1,30%**
meit 1t K | 13,801,49%%% | 23,00+1,58%%* | 35 80+],48%+*
. S | 15,00+3,00%%% | 24,6042,07%%* | 29,20+1,79%%*
100 mg/L TiO; K | 15,00£1,00%%% | 26,00£2,45%%% | 37 20+1 64%+*

* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, TiO,. Titanyum dioksit, EMS: Etil metan siilfonat, S:
Solungag, K: Kuyruk, CN: Centikli niikleus
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B Deney Grubu 24 saat
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Deney Grubu 96 saat

Sekil 8. L. caeruleus bireylerinde ¢entikli niikleus (CN) frekanslarinin degisimi (%o)
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4.2.3. Tomurcuklu Niikleus (TN) Frekanslarinin Degerlendirmesi

Solunga¢ ve kuyruk orneklerinin TN frekanslari, 25 mg/L konsantrasyonda ve 24 saat

hari¢ olmak iizere diger tiim konsantrasyon ve siirelerde negatif kontrole oranla anlamli artig

gostermistir. 50 mg/L konsantrasyonda ve 24 saatlik siirede solunga¢ Orneklerinin TN

frekanslar1 (P<0.01), anlamlilik diizeyi bakimindan diger gruplardan (P<0.001) ayrilmaktadir.

En diisiik ve en yiiksek TN frekanslari sirasiyla 25 mg/L konsantrasyonda 24 saatte (4,60+3,21)

ve 100 mg/L konsantrasyonda 96 saatte (23,60+1,82) solunga¢ Orneklerinde ortaya ¢ikmistir

(Cizelge 5). L. caeruleus’un kan 6rneklerinde TN olusumu Resim 10’da gosterilmistir.

Cizelge 5. L. caeruleus bireylerinde tomurcuklu niikleus (TN) frekanslar1 (%o, Ortalama+S.H.)

Morfolojik Uygulama Siiresi
.1‘\Iukle.3us. N Konsantrasyon | S-K 24 Saat
Diizensizligi
. S 4,20+1,92
Negatif Kontrol K 3.80+1.48
5 mg/L EMS S 13,80£1,79%**
(Pozitif Kontrol) K 16,2041,92%***
Konsantrasyon | S-K 24 Saat 48 Saat 96 Saat
TN 75 me/L TiO S 4,60+3,21 15,80+0,84%** | 19 80+2,17%**
MEE T K 5.80£3,96 | 17.4052,30%%* | 19,801,927+
50 mo/L TiO S | 12,0044,53%* | 16,80+1,30%** | 22 60+1,14%**
& § K | 12,60+1,67*** | 17,804£1,30%** | 20,0041,58***
. S | 15,80+1,64%** | 18,00+1,58%** | 23 60+1,82%**
100mg/L 0 175 4041,67%% | 17,002,877 | 23,201 48

* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, TiO,. Titanyum dioksit, EMS: Etil metan siilfonat, S:
Solungag, K: Kuyruk, TN: Tomurcuklu niikleus
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Sekil 9. L. caeruleus bireylerinde tomurcuklu niikleus (TN) frekanslarinin degigimi (%o)
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4.2.4. Loblu Niikleus (LN) Frekanslarinin Degerlendirmesi

Negatif kontrole kiyasla deney gruplarinin tamaminda, solungag ve kuyruk érneklerinin

LN frekanslarinda anlamli artis goriilmiistiir. 25 mg/L konsantrasyonda ve 24 saatlik siirede

solunga¢ ve kuyruk 6rneklerinin LN frekanslar1 (P<0.01), anlamlilik diizeyi bakimindan diger

gruplardan (P<0.001) ayrilmaktadir. En diisiik LN frekans1 25 mg/L konsantrasyonda 24 saatte

(10,00£3,39) solunga¢ Orneklerinde, en yiiksek LN frekans1 100 mg/L konsantrasyonda 96

saatte (35,20+1,92) kuyruk oOrneklerinde ortaya c¢ikmistir (Cizelge 6). L. caeruleus’un kan

orneklerinde LN olusumu Resim 12°de gosterilmistir.

Cizelge 6. L. caeruleus bireylerinde loblu niikleus (LN) frekanslar1 (%o, Ortalama+S.H.)

Morfolojik Uygulama Siiresi
.1‘\Iukle.3us' N, Konsantrasyon | S-K 24 Saat
Diizensizligi
. S 2,20+1,92
Negatif Kontrol K 3.8042.17
5 mg/L EMS S 23,0042,92%**
(Pozitif Kontrol) | K 22,60+1,52%**
Konsantrasyon | S-K 24 Saat 48 Saat 96 Saat
LN 75 me/L TiO S 10,00£3,39%* | 25,60+2,07*%* | 32 20+£2,05%**
e K 710,2043,49%* | 27,0041,58%%* | 33,60+1,50%%*
50 me/L TiO S | 17,60+4,28*** | 27 40+£2,61*** | 30,804+1,30%**
& > K | 21,00+2,83*** | 29 40+£1,67*** | 32,404+]1,52%%*
. S | 19,00+1,87*** | 27,00£1,58%** | 33,404]1,34%**
100mg/L 02 13 601,527 | 30,6042,07% | 35.2041,92%%

* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, TiO». Titanyum dioksit, EMS: Etil metan siilfonat, S:
Solungag, K: Kuyruk, LN: Loblu niikleus
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Sekil 10. L. caeruleus bireylerinde loblu niikleus (LN) frekanslarinin degisimi (%o)
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Resim 10. L. caeruleus’un kan 6rneklerinde ¢entikli niikkleus (CN) olusumu (40X; 25 mg/L, 96 s.)
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4.2.5. Solungac¢ ve Kuyruk Orneklerinin Morfolojik Niikleus Diizensizlik Frekanslariin
Karsilastirilmasi

Morfolojik niikleus diizensizlikleri analizi sonucuna gore; 25 mg/L konsantrasyonda 96
saat sonunda solungac¢ Orneklerinin BN frekanst (8,40+£2,97), kuyruk oOrneklerinin BN
frekansindan (7,60+2,97) yiiksektir. Bunun disindaki tiim gruplarda kuyruk orneklerinin BN

frekansi solungag orneklerine kiyasla daha yiiksektir.

25mg/L konsantrasyonda solunga¢ ve kuyruk oOrneklerinin BN frekanslar1 negatif
kontrole oranla 48 saat sonunda anlamli artis gostermistir. Bu grupta solunga¢ ve kuyruk
orneklerinin 48 saat (P<0.05) ve 96 saat (P<0.01) sonundaki anlamlilik diizeyi benzerlik

gostermektedir.

50 mg/L konsantrasyonda solungag¢ 6rneklerinin BN frekanslar1 48 saat sonunda anlamli
artis gosterirken (P<0.05), kuyruk 6rneklerinin BN frekansi 24 saat sonunda anlamli artis
gostermistir (P<0.05). 50 mg/L konsantrasyonda 96 saat sonunda solunga¢ ve kuyruk

orneklerinin anlamlilik diizeyi benzerlik gostermektedir (P<0.01).

100 mg/L konsantrasyonda solunga¢ ve kuyruk oOrneklerinin BN frekanslari, tiim
konsantrasyon ve siirelerde negatif kontrole oranla anlamli artig gostermistir. Bununla beraber
24 saat ve 48 saatte kuyruk orneklerinin BN frekanslari, solungag¢ 6rneklerine gore daha yiiksek

anlamlilik diizeyine sahipken, 96 saat sonunda benzerlik gostermektedir.

25 mg/LL konsantrasyonda 24 saat sonunda solunga¢ ve kuyruk orneklerinin TN
frekanslarinda negatif kontrole gére anlamli artis olmamistir (P>0.05). Bunun disindaki tim
konsantrasyon ve siirelerde solunga¢ ve kuyruk drneklerinin CN, TN ve LN frekanslari, negatif
kontrole gore anlamli artig gostermistir. 50 mg/L konsantrasyon ve 24 saat sonunda solungag
orneklerinin TN frekanst ile 25 mg/L konsantrasyon ve 24 saat sonunda solunga¢ ve kuyruk
orneklerinin LN frekans1 (P<0.01), anlamlilik diizeyi bakimindan diger gruplardan (P<0.001)

ayrilmaktadir.

Morfolojik niikleus diizensizlik verileri genel olarak degerlendirildiginde; deney
gruplariin tamaminda BN, CN, TN ve LN frekanslar1 negatif kontrol grubuna kiyasla artis
gostermistir. Nadiren bazi gruplar disinda kuyruk orneklerinin BN, CN ve TN frekanslarimin
solunga¢ orneklerine gore yiiksek oldugu, kuyruk érneklerinin yalnizca LN frekanslarinin tiim
gruplarda solungag¢ orneklerine kiyasla daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Bununla beraber

yalnizca CN ve LN frekanslarindaki artisin tiim deney gruplarinda negatif kontrole oranla
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anlamli oldugu, CN frekanslariin tiim gruplarda en yiiksek anlamlilik diizeyine sahip oldugu

tespit edilmistir (P<0.001).

4.3. Genotoksik Hasarin Genel Degerlendirmesi

Negatif kontrol grubu, pozitif kontrol grubu ve TiO> uygulanan deney gruplarindaki L.
caeruleus bireylerinin solunga¢ ve kuyruk Orneklerinin incelenmesinden elde edilen toplam
genotoksik hasar verileri (MN+BN+CN+TN+LN) analiz edilmis, ortalama genotoksik hasar
frekanslar1 (%o, Ortalama £ S.H.) belirlenmistir (Cizelge 7).

L. caeruleus bireylerinde toplam genotoksik hasar analizi sonucuna gore; pozitif kontrol
grubu ve deney gruplarinin tamaminda solunga¢ ve kuyruk orneklerinin toplam genotoksik
hasar frekanslar1 negatif kontrole gore artig gdstermistir. Buna gore deney gruplarinda en diistik
toplam genotoksik hasar frekansi 24 saat sonunda 25 mg/L konsantrasyonda (32,40+7,57), en
yiiksek toplam genotoksik hasar frekans1 96 saat sonunda 100 mg/L konsantrasyonda ortaya

cikmistir (114,80+2,86).

Solungag ve kuyruk drneklerinin toplam genotoksik hasar frekanslari karsilagtirildiginda;
tiim deney gruplarinda kuyruk 6rneklerinin toplam genotoksik hasar frekanslarinin solungag
orneklerine gore yiliksek oldugu goriilmektedir. Bununla beraber solungag¢ ve kuyruk
orneklerinin tamaminda frekans artiglarinin negatif kontrole gore anlamli diizeyde
gerceklestigi, anlamlilik diizeyinin pozitif kontrol ve deney gruplarinin tamaminda benzerlik

gosterdigi belirlenmistir (P<0.001).

Genel olarak TiO> ile muamele edilen deney gruplarinda konsantrasyon-siire
etkilesiminin istatistiksel olarak anlamli oldugu, uygulama siiresindeki artisin toplam

genotoksik hasar frekanslarinda artisa yol agtig1 goriilmistiir (Cizelge 7).
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Cizelge 7. L. caeruleus bireylerinde toplam genotoksik hasar frekanslarinin karsilastirtlmasi (%o, Ortalama+S.H.)

Uygulama Siiresi
Konsantrasyon | S-K 24 Saat
. S 11,4+2,61
Negatif Kontrol K 14,443 36
5 mg/L EMS S 68,204,322 %%:*
(Pozitif Kontrol) | K 77,00+£3,81***

Toplam Konsantrasyon | S-K 24 Saat 48 Saat 96 Saat
Genotoksik 25 mg/L TiO S | 32,40£7,57*** | 64,804+1,30%** | 92,004+2,55%%*
Hasar (%o) K | 38,00+£7,45%** | 69,80+4,66*** | 97,2045,72%*%*

50 mg/L TiO; S | 49,20+9,44%** | 73,60+£4,04%** | 95,00+2,74%**

K | 55,804£6,30%** | 80,404+4,04*** | 103,20+4,09%%**

100 mg/L TiO; S | 56,80+5,12%** | 79 2043,96%*** | 100,4042,41 %%

K | 65,204£5,36%** | 86,60+4,34%** | 114,80+2,86%%**

* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, TiO>. Titanyum dioksit, EMS: Etil metan siilfonat, S:

Solungag, K: Kuyruk, MN: Mikroniikleus, BN: Biniikleus, CN: Centikli Niikleus, TN:

Tomurcuklu  Niikleus, LN: Loblu  niikleus, ToplamGenotoksik  Hasar:
MN+BN+CN+TN+LN (Ortalama+S.H.)
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Deney Grubu 96 saat

Konsantrasyon

Sekil 11. L. caeruleus bireylerinde toplam genotoksik hasar frekanslarinin degisimi (%o)

Toplam genotoksik hasar analizi sonucuna gore deney gruplarinin solungag¢ ve kuyruk
orneklerinde elde edilen MN frekanslar1 ile BN, CN, TN ve LN frekanlarinin (%o) uygulama

siirelerine gore karsilagtirilmasi Sekil 12, 13 ve 14’te verilmistir.

24 saatlik TiO»> uygulamasindan sonra 25 mg/L konsantrasyonda solunga¢ ve kuyruk

orneklerinde en diisiik genotoksik hasar frekansinin MN frekansi, en yliksek genotoksik hasar
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frekansinin CN frekansi oldugu; 50 mg/L konsantrasyonda solungag¢ o6rneklerinde en diisiik
genotoksik hasar frekansinin MN frekanst, en yiiksek genotoksik hasar frekansinin LN frekansi
oldugu tespit edilmistir. 50 mg/L konsantrasyonda kuyruk orneklerinde, 100 mg/L
konsantrasyonda solunga¢ ve kuyruk 6rneklerinde en diisiik genotoksik hasar frekansinin BN

frekansi, en yiiksek genotoksik hasar frekansimnin LN frekansi oldugu oldugu tespit edilmistir
(Sekil 12).
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M Centikli Nukleus
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B Tomurcuklu Nikleus
Loblu Nukleus
5 .
0 T T T T T T

25mg/L  25mg/L 50mg/L 50mg/L 100 mg/L 100 mg/L
TiO2(S) TiO2(K) TiO2(S) TiO2(K) TiO2(S) TiO2 (K)

Konsantrasyon

24 Saat Sonunda Genotoksik Hasar Frekansi (%o)

Sekil 12. 24 saatlik uygulama sonunda olusan genotoksik hasar frekanslarinin karsilagtirilmast (%o)

48 saatlik TiO; uygulamasindan sonra 25 mg/L konsantrasyonda solunga¢ ve kuyruk
orneklerinin, 50 mg/L konsantrasyonda kuyruk orneklerinin ve 100 mg/L konsantrasyonda
solunga¢ orneklerinin en diisiik genotoksik hasar frekansinin MN frekans1 oldugu; 50 mg/L
konsantrasyonda solunga¢ ve 100 mg/L konsantrasyonda kuyruk orneklerinin en diisiik
genotoksik hasar frekansinin BN frekansi oldugu tespit edilmistir. Tiim gruplarda en yiiksek

genotoksik hasar frekansinin LN frekans1 oldugu gozlemlenmistir (Sekil 13).
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Sekil 13. 48 saatlik uygulama sonunda olusan genotoksik hasar frekanslarinin karsilagtirilmast (%o)

96 saatlik TiO> uygulamasindan sonra tiim deney gruplarinda solunga¢ ve kuyruk

orneklerinde en diigiikk genotoksik hasar frekanslarinin MN frekansi oldugu; 50 mg/L ve 100

mg/L konsantrasyonda kuyruk oOrneklerinde CN frekansinin, 25 mg/L konsantrasyonda

solunga¢ ve kuyruk 6rnekleri ile 50 mg/L ve 100 mg/L konsantrasyonda solunga¢ 6rneklerinde

LN frekansinin, en yiiksek genotoksik hasar frekansina sahip oldugu tespit edilmistir (Sekil 14).
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5. TARTISMA

Nanoteknoloji alaninda yapilan ¢aligmalarin yogunlagmasiyla birlikte NP’lerin kullanim
diizeyi artmakta ve ticarilegsme potansiyeli gelismektedir. NP’lerin yeni 6zelliklerinin kesfinden
ve yeni uygulama alanlar1 yaratilmasindan dolay1 nanoteknoloji “yeni bir endiistri devrimi”

olarak da tanmimlanmaktadir (Yakaboylu, 2011).

NP’ler; elektronik sanayi, tekstil sanayi, savunma sanayi ve kozmetik sektorii basta olmak
tizere bircok endiistriyel alanda tercih edilmektedir. Buna karsin, imalatina katildiklar
iiriinlerle birlikte atik olarak cevreye salinmalari, NP’lerin olasi olumsuz etkileri konusunda

endiselerin artmasina neden olmaktadir (Asztemborska vd., 2018).

Yapay yollarla tretilerek ¢evreye salinan NP’ler dogrudan dogruya veya atmosferik
birikim, yiizey akintisi, atik seklinde sucul ekosistemlere ulasabilmektedir (Ates ve Celik
Cakirogullari, 2017). Bu durumun sonuglariin arastirilmasi i¢in son zamanlarda, endiistriyel
amagla tretilmis metal ve metal oksit NP’lerinin 6zellikle baliklara, omurgasizlara ve
zooplanktonlara toksik etkilerinin degerlendirildigi arastirmalar yapilmistir. NP'lerin saglik ve
cevre lizerindeki muhtemel toksik potansiyelleri hakkinda yapilan nitelikli arastirmalarin sayisi
artmasina ragmen heniiz yeterli goriilmemektedir. Bu nedenle, riskin boyutlar1 hakkinda farkl

spekiilasyonlar ortaya atilmaktadir (Di Virgilio vd., 2010).

Bu arastirmamizda; diinyada ve iilkemizde en ¢ok kullanilan NP’lerden biri olan T1O2’in,
ergin L. caeruleus bireyleri iizerindeki genotoksik etkileri degerlendirilmistir. Genotoksik etki;
25 mg/L, 50 mg/L ve 100 mg/L TiO: ile 24 saat, 48 saat ve 96 saat muamele edilen baliklarda,
MN testi ile aragtirilmistir. TiO> ile muamele edilen ergin bireylerin solunga¢ ve kuyruk
orneklerinde MN verileri ve morfolojik niikleus diizensizlik verileri (BN, CN, TN, LN) analiz

edilmis ve karsilagtirma yapilmigstir.

Hiicrenin yasamsal dongii siiresi canli tiirline gore degismekle birlikte, temel olarak G1,
S, G2 ve M evresi olmak iizere 4 evrede gerceklesmektedir. Boliinme yetenegini yitiren
hiicrelerde ayrica GO evresi bulunmaktadir. G1, S ve G2 evresi hiicre siklusu esnasinda
interfazda gergeklesir. M evresi ise profaz, metafaz, anafaz ve telofaz evrelerini kapsamaktadir.
Bunun yaninda, hiicre siklusunda, fiziksel ve kimyasal ajanlarin sebep olabilecegi muhtemel
hasarlarin kontrol edildigi ve onarildig1 G1, G2 ve M kontrol noktalar1 bulunmaktadir. G1, G2

ve M kontrol noktalarinda; kromozomlarda hasar olup olmadigi, DNA replikasyonunda
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herhangi bir sorun olup olmadigi, ig ipliklerinin kinetokorlara baglanip baglanmadig: kontrol
edilir ve varsa G1, S, G2 ve M evrelerinde ortaya ¢ikan hasarlar onarilir. Hiicre siklusunda
olusan kromozom kiriklarinin, son kontrol noktasi olan ve metafazda ger¢eklesen M kontrol
noktasinda onarilamamasi durumunda, anafazda asentrik kromozomlar veya kromozom

fragmentleri, mikroniikleus olusumuna sebep olur.

Bu arastirmada kullandigimiz TiO2 NP’ii, deney gruplarinin tamaminda solungag ve
kuyruk orneklerinin MN frekanslarinin negatif kontrol grubuna kiyasla artmasia sebep
olmustur. Bu artis, nadiren bazi gruplar disinda anlamli diizeyde ger¢eklesmistir. Buna gore; L.
caeruleus bireylerine uygulanan TiO’in, solunga¢ ve kuyruk kan hiicrelerinin boliinmesi
esnasinda kromozom hasarlarina yol agtig1, bu hasarlarin hiicre siklusunun kontrol noktalarinda
tamir edilemedigi, genel olarak TiO2’in L. caeruleus bireylerinin kan hiicreleri {lizerinde

genotoksik potansiyeli oldugu degerlendirilmistir.

NP’lerin farkli hiicre tiplerine etkilerinin incelendigi onceki arastirmalar genel olarak;
bilin¢li veya bilingsiz sekilde NP’lere maruz kalmanin hassasiyetine isaret etmekte, NP’lerin
biyolojik sistemlere yonelik ciddi diizeyde tehdit olusturabilecegini ortaya koymaktadir
(Ramsden vd., 2009). Bununla beraber toksisite ¢alismalarinin ¢ogunda tehtidin boyutunun,
maruz kalinan NP konsantrasyonuna ve maruziyet siiresine paralel olarak artis gosterebilecegi

vurgulanmaktadir (Gonzalez vd., 2011).

Arastirmamizda elde ettigimiz sonuglar; deney gruplarinda MN frekanslar1 bakimindan
konsantrasyon-siire etkilesiminin istatistiksel olarak anlamli oldugunu ortaya koymustur.
Solunga¢ ve kuyruk 6rneklerinin her ikisinde de en diisiik MN frekansi, en diisiik konsantrasyon
ve en kisa zaman periyodunda (25 mg/L; 24 saat) ortaya ¢ikarken; en yiiksek MN frekansi, en

yiiksek konsantrasyon ve en uzun zaman periyodunda ortaya ¢ikmistir (100 mg/L; 96 saat).

Ali vd. (2015), yaptiklar1 ¢alismada 24 ve 96 saat siireyle TiO2’in 28 pg/ml, 56 pg/ml ve
84 ng/ml konsantrasyonlarina maruz biraktiklari Lymnea luteola L.’nin (tath su salyangozu)
kan hiicrelerinde 6nemli 6l¢tide DNA hasar1 belirlemislerdir. TiO2 konsantrasyonu ve uygulama
stiresi arttikca, hiicrelerdeki DNA hasarinda kademeli fakat dogrusal olmayan bir artis oldugunu
tespit etmiglerdir. En yiiksek DNA hasarinin 96 saatte 84 pg/ml TiO2 konsantrasyonunda
gerceklestigini bildirmislerdir.

Vidya ve Chitra (2018), Oreochromis mossambicus’u 24, 72, 96 saat ve 15, 30, 60 giin
sireyle 16,4 mg/L TiO2, 12 mg/L SiO2, 4 mg/L Al,O3 ve 15 mg/L Fe;Os ile muamele
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etmislerdir. TiO> ile muamele edilen baliklarda 24 saatlik stireden sonra MN (3,5+0,67) ve TN
(6,5+0,12) olusumunun, 15 giinliik stireden sonra BN olusumun (11£0,77) uygulama siiresine
bagli olarak anlamli artig gosterdigini belirlemislerdir. TiO» uygulamasinda en yiiksek MN, BN
ve TN frekanslarinin en uzun uygulama siiresi olan 60 giinliik periyotta ortaya g¢iktigini
bildirmislerdir (MN: 55+0,35; BN: 23,5+0,65; TN: 324+0,27). Ayrica SiO> uygulamasinda en
yiiksek BN ve TN frekanslariin 30 giin sonunda; SiO> uygulamasinda en yiiksek MN frekans1
ile Al2O3 ve Fe2O3 uygulamasinda en yiiksek MN, BN ve TN frekanslarinin, en uzun uygulama

stiresi olan 60 giinliik periyotta ortaya ¢iktigini bildirmislerdir.

Baliklarda solunum, solungaclar aracilifiyla ger¢eklesir. Solungaclar, yutak bolgesinin
her iki yaninda, disa dogru uzanan cep veya yarik seklindeki yapilarin i¢inde bulunur.
Solungaglar, gaz aligverisini saglayarak viicudun ihtiyact olan oksijeni kan hiicrelerine iletir.
Kan hiicreleri dolasim sistemi yoluyla, oksijeni viicudun diger boliimlerine tasir. Dolasim
sonunda olusan COa, yine solungaglardan disar1 atilir. Solungaglar, su ile dogrudan iligkilidir
ve ortamdaki agir metal ve diger kirleticilerin hedef organidir. Solunga¢ epitel hiicreleri,
canlinin bulundugu ortamdaki tuzluluk, sicaklik, pH, yiiksek konsantrasyonda amonyak ve agir
metaller gibi farkli ortam sartlarindan etkilenirler. Suda bulunan agir metaller eser miktarda
olsalar dahi sucul organizmalar icin sakincali maddeler olarak degerlendirilmektedir. Agir
metaller beslenme, solunum veya viicut ylizeyinden absorbsiyon yolu ile alinmakta ve
dokularda birikmektedir. Bununla beraber baliklar agir metalleri kalsiyum kanallar1 yoluyla da
viicutlarina alabilmektedirler. Kadmiyum, ¢inko, mangan ve kursun gibi agir metallerin,
baliklarin viicuduna kalsiyum kanallariyla alindigim1 ve dokularda biriktigini gdsteren

caligmalar mevcuttur (Baldisserotto vd., 2004).

Arastirmamizda elde ettigimiz sonuglar; tiim deney gruplarinda MN frekanslarinin
negatif kontrol grubuna kiyasla artis gosterdigini, ayrica tiim deney gruplarinda kuyruk
orneklerinin MN frekanslarmin solunga¢ Orneklerine gore daha yiiksek oldugunu ortaya
koymustur. Arastirmamizda kullandigimiz TiO», agir metallere benzer olarak, solungaglarla
alimin disinda absorbsiyon yoluyla veya kalsiyum kanallariyla baliklarin viicuduna alinmis ve
dolagim sistemine ulagmis olabilir. Bu durum, kan hiicrelerinin yalnizca solungagtan alinan
TiO2 miktarindan daha fazla TiOz’e maruz kalmasiyla ve tiim deney gruplarinda MN
frekanslarinin negatif kontrol grubuna goére artmasiyla sonuclanir. Agir metal; “yogunlugu 5
g/cm®ten bilyilk olan metaller” olarak ifade edilmektedir (Ozbolat ve Tuli, 2016). Bu
aragtirmada kullandigimiz TiO2’in molekiil agirligr 79,87 g/mol ve nanopartikiil boyutu 25

40



nm’dir. TiO2’in nano boyutlu bir materyal olmast solunumla, absorbsiyonla ve kalsiyum
kanallartyla baliklarin  viicuduna alinma ve dolagim sistemine wulagma ihtimalini
giiclendirmektedir. Bununla beraber tiim deney gruplarinda kuyruk kan orneklerinin MN
frekanslarinin solunga¢ orneklerine gore yiiksek olmasi; TiO:’in solunga¢ kan hiicrelerine
erismesinden sonra, bu hiicrelerin dolasim sistemi yolu ile kuyruga ulasana kadar TiO>’e daha

uzun siire maruz kalmasinin bir sonucu olarak degerlendirilmektedir.

Ali vd. (2008), Oreochromis niloticus (Nil Tilapiyas1), Oreochromis aureus (Mavi
tilapya), Tilapia zillii (kirmiz1 karinl tilapiya) ve Clarias gariepinus (Afrika keskin disli yayin
balig1) tiirli baliklara 24 saat siireyle 2, 5, 10, 40 mg/kg siklofosfamid (C7H15C12N2O2P) enjekte
etmisler, uygulama siiresinin sonunda solungag¢ ve bobrek kan 6rneklerinde MN olusumlarini
incelemislerdir. Arastirma sonucunda; siklofosfamid enjekte edilen baliklarin tamaminda
bobrek kan orneklerindeki MN frekanslarinin, solunga¢ 6rneklerindeki MN frekanslarindan
yiikksek oldugunu tespit etmislerdir. Dort balik tiiriinde solungag ve bobrek Orneklerinin en
yiksek MN frekansinin, en yliksek doz olan 40 mg/kg’lik uygulamada ortaya ciktigini
bildirmislerdir.

Morfolojik niikleus diizensizlikleri ilk olarak Carrasco vd. (1990) tarafindan Cenyonemus
lineatus (White croaker) eritrositlerinde MN testi ile tanimlanmis ve genotoksik etkinin bir
gostergesi olarak degerlendirilmistir. Morfolojik niikleus diizensizliklerinden ¢entikli
niikleusun olusum mekanizmasi ile ilgili kesin bir gorlis bulunmamakla birlikte, loblu ve
tomurcuklu niikleusun olusum mekanizmasi ile ilgili baz1 arastirma sonuglar1 bildirilmistir

(Konen, 2007).

Niikleusta tomurcuk ve lob olusumuyla ilgili kabul edilen en gecerli raporlardan biri
Shimizu vd. (1998) tarafindan yapilan arastirma sonuglaridir. Shimizu vd. (1998), yaptiklar
aragtirmada; tomurcuk olusumunun hiicre siklusunun S fazinda, amplifiye edilmis DNA nin
niikleus zarina dogru itilmesi sonucu olustugunu bildirmislerdir. Ayrica niikleusun, niikleus
alan1 ile orantisiz sekilde fazlalik olusturan DNA miktarin1 tanima yetenegine sahip
olabilecegini, bu sebeple niikleusun fazla DNA’y1 disar1 atma egilimi gosterdigini, tomurcuk
olusma sebebinin bu duruma bagli olabilecegini 6ne stirmiislerdir. Hiicre donglisiiniin ilerleyen
siirecinde tomurcugun niikleustan disar1 atilmasi sonucunda, mikroniikleus olustugunu

bildirmislerdir (Shimizu vd., 1998). Buna gore tomurcuklu niikleus olusumu, hiicre bdliinmesi
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esnasinda gen amplifikasyonu veya degisen gen miktarinin gostergesi olarak da

degerlendirilmektedir (Borgek Kasurka, 2019).

Carrasco vd. (1990), lob ve tomurcuk olusumu arasindaki farkin, yalnizca igerdikleri
DNA miktarina bagl olarak biiyiikliikk farki oldugunu, mikroskobik incelemede tomurcuklu
niikleusun loblu niikleusa gore daha belirgin ve ayrintili bir yapiya sahip oldugunu

bildirmislerdir.

Bu aragtirmada, morfolojik niikleus diizensizlikleri analizi sonucuna gore tiim deney
gruplarinda BN, CN, TN ve LN frekanslarinin negatif kontrol grubuna gore artis gosterdigi
tespit edilmistir. CN ve LN frekanslarinin tim deney gruplarinda, BN ve TN frekanslarinin
nadiren bazi gruplar disinda negatif kontrol grubuna gore anlamli diizeyde artis gosterdigi
belirlenmigtir. Arastirma sonuglarimiz TiO’in, morfolojik niikleus diizensizliklerinin

olusumunda genotoksik potansiyelinin oldugunu ortaya koymaktadir.

Alimba vd. (2019), Clarias gariepinus (Afrika keskin disli yayin baligi) ile yaptiklar
calismada; baliklar1 14 giin boyunca %2,18, %4,35, %8,71 ve %17,41°lik konsantrasyonda
arsenik (As), kadmiyum (Cd), krom (Cr), kursun (Pb), bakir (Cu), demir (Fe) ve manganez
(Mn) gibi kimyasallar1 igeren ila¢ endiistrisi atik sularina maruz birakmislardir. 7 giinliikk
maruziyetten sonra MN sayisinda %4,35, %8,71 ve %17,41’lik konsantrasyonlarda, BN
sayisinda %38,71 ve %17,41’°lik konsantrasyonlarda, TN sayisinda ise tiim konsantrasyonlarda
kontrol gurubuna kiyasla anlamli fark tespit etmislerdir. 14 giinliik maruziyetten sonra MN ve
TN sayisinda tiim konsantrasyonlarda, BN sayisinda ise %4,35, %8,71 ve %17,41°lik

konsantrasyonlarda anlamli fark tespit etmislerdir.

Su iirlinleri yetistiriciliginde, NP’lerin artan bir potansiyelinin oldugu bilinmektedir.
Ureticiler, iiriinlerinin biiyiime ve iireme etkinligini artirmak, su arittminda yaganan giicliikleri
ortadan kaldirmak amaciyla NP’leri kullanmaktadirlar. Baz1 iireticiler bu NP’leri baliklarin
yemlerine, bazilar1 ise yasam ortamlarina veya su Kkiiltlir tesislerine dogrudan ekleyerek
kullanmaktadirlar. Ureticiler, kisa siireli maruziyetin herhangi bir sakincasinin olmayacagi
diisiincesiyle NP’lerin potansiyel etkilerini goz ardi etmektedir (Berik, 2018). Oysaki bir¢ok
hayvan deneyinde elde edilen sonuglar, NP’lerin akut maruziyetlerde bile toksik
potansiyellerinin olabilecegini ortaya koymaktadir. Bu ¢calismada kullanilan TiO2, baliklara 24,
48 ve 96 saat siireyle 25 mg/L, 50 mg/L ve 100 mg/L. konsantrasyonda uygulanmustir.

Hayvanlarla yapilan ¢alismalarda bu uygulama siireleri, akut belirtilerin gézlenebilecegi stireler
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olarak  degerlendirilmektedir.  Arastirmamizda, tim uygulama silirelerinde ve
konsantrasyonlarda MN, BN, CN, TN ve LN frekanslari, negatif kontrol grubuna gore artis

gostermistir.

Zhu vd. (2010), Daphnia magna’da (su piresi) 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 50 ve 100 mg/L
konsantrasyonlarda TiO> birikimini analiz ettikleri akut (72 saat) ve kronik (21 giin)
ekotoksisite ¢aligsmalarinda; 48 saat muameleden sonra 50 mg/L ve 100 mg/L'lik yiiksek
konsantrasyonlarda mortalite gézlendigini fakat dnemli diizeyde olmadigini, 72 saat sonra 0,1
mg/L'lik diisiik konsantrasyonda bile %13 oraninda mortalite gdzlendigini bildirmislerdir. Ote
yandan, 21 giinden sonra kronik maruziyet sebebiyle D. magna’da siddetli biiyiime geriligi,
tireme kusurlar1 ve mortalite gozlemlemislerdir. Genel bir degerlendirmeyle sucul
organizmalarin TiO2'e maruz kalmasinin hem bireylerde hem de populasyon diizeyinde biiylime
geriligine neden olabilecegini, bu durumun sucul ekosistemler i¢in risk olusturabilecegini

bildirmislerdir.

Vidya ve Chitra (2017), Oreochromis mossambicus’u 96 saat siireyle 25, 50, 75, 100,
125, 150, 175, 200, 225 mg/L TiOz’e (11,4 nm), 10, 20, 30, 40, 50, 60 ve 70 mg/L AL:O3’e
(16,7 nm) ve 5, 25, 50, 75, 100, 125, 150 ve 175 mg/L SiO2’e (1 nm) maruz birakarak,
nanopartikiillerin akut toksisitesini degerlendirmislerdir. TiO2’e maruz kalan baliklarda 125,
150, 175 ve 200 mg/L konsantrasyonda 96 saat sonunda sirasiyla %20, %40, %50 ve %80
mortalite gozlemlemislerdir. 225 mg/L konsantrasyonda ise 24 saatten sonra mortalite
belirlemiglerdir. Al2Os’e maruz kalan baliklarda 96 saat sonunda 10 ve 20 mg/L
konsantrasyonlarda mortalite gézlenmedigini, 30, 40 ve 50 mg/L konsantrasyonlarda sirasiyla
%20, %50 ve %80 mortalite gdzlendigini belirlemislerdir. SiO2’e maruz kalan baliklarda 100
ve 125 mg/L konsantrasyonlarda 96 saat sonunda %40 ve %50, 150 mg/L konsantrasyonda 96
saat sonunda ve 175 mg/L konsantrasyonda 48 saat sonunda %100 mortalite gézlemlemislerdir.
Probit analizi sonucunda ortalama mortalite konsantrasyonlarint; Al2O3 i¢in 40 mg/L, SiO: i¢in

120 mg/L ve TiO2 i¢in 164 mg/L olarak tespit etmislerdir.

Sucul ekosistemlerde baliklar, besin zincirinin en iistiinde bulunmakta ve kirli sulardaki
toksik iz elementleri biriktirmektedirler. Baliklarin, bulunduklari ortamda g¢evresel kirleticilere
maruz kalmasi sonucu ya dogrudan ya da genellikle hiicresel stresin uyarilmasiyla genotoksik
hasar meydana gelir (Kontas ve Bostanci, 2020). NP’lerin ve diger kimyasal maddelerin

genotoksik etkilerinin arastirilmasinda baliklar yogun olarak kullanilmaktadir (Kénen Adigiizel
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ve Cavas, 2017). Ciinkii toksik maddelere gosterdikleri tepki, genellikle yiiksek omurgalilarin
gosterdigi tepkilerle benzerdir (Ali vd., 2008). Bunun yaninda balik toksisite testlerinde
uygulanmasi gereken protokoller OECD kilavuzlarinda belirtilmistir. Bu ¢alismada kullanilan
kimyasalin konsantrasyonu, kimyasal uygulama siiresi, hayvan barindirma ve besleme
kosullari, hayvan sayisi, disi/erkek orani gibi arastirma kriterleri, OECD’nin TG 474 ve 203
numarali kilavuzlarinda agiklanan ve 6nceki ¢aligmalarda tavsiye edilen bilgilere uygun olarak

belirlenmistir.

MN testi; hizl1 ve giivenilir sonu¢ vermesi, ekonomik olmasi gibi 6zellikleri sebebiyle
genotoksisite caligsmalarinda en c¢ok tercih edilen testlerden biridir (Tas¢1 ve Tok, 2018).
Calismamizda, TiO2> NP liniin genotoksik etkileri MN testi ile arastirilmis, MN olusumuyla
birlikte morfolojik niikleus diizensizlikleri de degerlendirilmistir. MN testi; kromozom
hasarlarina sebep olabilecek fiziksel ve kimyasal etkenlerin karsinojenik ve genotoksik
etkilerinin belirlenmesinde, ilaglarin toksik etkilerinin ve gilivenilirliginin arastirilmasinda,
kanserden korunmada ve kanserin takip edilmesinde oldukg¢a yaygin kullanilan bir testtir.
Bununla beraber NP’ler disindaki kimyasallarin genotoksik etkilerinin MN testi ile arastirildigi

calismalarda onemli sonuglar rapor edilmistir.

Talapatra vd. (2014), Heteropneustes fossilis (Asya yayi balig1 veya fosil kedi balig)
bireylerini 5, 10 ve 30 mg/L Zn igeren ¢ozeltiye maruz birakarak 24, 48, 72 ve 96 saat sonunda
MN olusumlarini incelemislerdir. Tiim konsantrasyonlarda kontrol gruplarina gére MN
frekanslarinda anlaml artislar oldugunu, en ytliksek anlamli artisin 30 mg/L konsantrasyonda

72 ve 96 saat sonunda gerceklestigini bildirmislerdir (p<0.001).

Aslantiirk ve Celik (2017), Aydin sinirlart igerisinde 5 kuafor salonunda en az 2 yildir
calisan ve sa¢ bakim liriinlerindeki kimyasal maddelere maruz kalan 10 erkek ve 10 kadin birey
ile kuafor salonlarinda ¢alismayan 10 erkek ve 10 kadin bireyin agiz i¢i yanak epitel (bukkal)
hiicrelerinde MN frekanslarint arastirmiglardir. Arastirma sonuglarina gére MN frekansinin;
kontrol grubu kadmlarinda %02,14, deney grubu kadinlarinda %024,37, kontrol grubu
erkeklerinde %02,05 ve deney grubu erkeklerinde %o031,95 oldugunu, kadin ve erkek
bireylerdeki MN frekansi artiginin anlamli diizeyde oldugunu belirlemislerdir. Buna gore deney
grubundaki kadmn ve erkeklerin MN frekanslar1 bakimindan genotoksik risk tasidiklarini
bildirmislerdir. Calismada ayrica TN frekanslarinin; kontrol grubu kadinlarinda %00,19, deney

grubu kadinlarinda %00,54, kontrol grubu erkeklerinde %00 ve deney grubu erkeklerinde %00,30
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oldugunu belirlemislerdir. Yine BN frekanslarinin; kontrol grubu kadinlarinda %00,22 iken
deney grubu kadinlarinda %00,34, kontrol grubu erkeklerinde %00,10 iken deney grubu
erkeklerinde %01,82 oldugunu belirlemislerdir. Deney grubundaki kadin ve erkeklerin TN
frekanslarinin  kontrol grubu kadin ve erkeklerine gore anlamh diizeyde arttigini, BN

frekanslarinin ise yalnizca erkek bireylerde anlamli diizeyde arttigini bildirmislerdir.

Arastirmacilar, yaptiklar1 bazi ¢aligmalarda TiO2’in diger fiziksel veya kimyasal ajanlarla
etkilesiminin farkli genotoksik ve sitotoksik sonuclarini degerlendirmislerdir. Bu arastirmalarin
bircogunda, diisiik konsantrasyonlarda bile tek basina toksik olmayan veya ¢ok az hasara sebep
olan TiO?’in, fiziksel ve kimyasal ajanlarla birlikte maruz kalma sonucunda potansiyel toksik
etkiler gosterebilecegi bildirilmistir. Buna karsin, TiO>’in tek basina veya diger kimyasallarla
birlikte uygulamasinin birden fazla teknikle arastirildigi bazi caligmalarda, uygulanan test
teknigine bagl olarak genotoksik hasar tiirlerinin farkli diizeylerde ortaya ¢ikabilecegi rapor

edilmistir.

24 saat siireyle 0,1 ile 1000 pg/mL arasinda degisen konsantrasyonlarda TiO2’in, 2 saat
sireyle UV (0,5-2,0 kJm) varliginda Carassius auratus (Japon balig1) deri hiicrelerinde
potansiyel sitotoksik ve gonotoksik etkileri arastirilmistir. In vivo c¢alismanin sonucunda;
TiO2’in tek basina diislik diizeyde DNA hasarina sebep oldugu, birlikte maruz kalma sonucunda
1 pg/mL, 10 pg/mL ve 100 pg/mL dozlarin DNA hasarinda daha fazla artisa sebep oldugu
bildirilmistir (Reeves vd., 2008).

Nigro vd. (2015) Dicentrarchus labrax’a (Avrupa levregi) 7 giin boyunca 1 mg/L TiO2’1
tek basina ve 0,1 mg/L CdCl; ile birlikte uygulamiglardir. Comet testi sonucunda; TiO>’in tek
basina uygulanmasinda DNA hasarinin (%40 kuyruk DNA) kontrol grubu degerlerine (%39
kuyruk DNA) yakin oldugunu ve bu degerlerin istatistiksel olarak anlamli olmadigim
bildirmislerdir. CdCl,’{lin tek basina %47 oraninda, TiO> ile birlikte maruz kalma sonucunda
%46 oraninda DNA hasarina sebep oldugunu, sonuglar istatistiksel olarak anlamli olmasina
ragmen TiO2’in DNA hasar oranina herhangi bir etkisinin olmadigini bildirmislerdir. Bunun
yaninda MN testi sonucunda; TiO>’in tek basina uygulamasinda MN oranlarinin istatistiksel
olarak anlamli oldugunu, tek basina CdClz uygulamasi ve birlikte uygulama sonucunda MN
oraninin kontrol grubu degerlerine yakin oldugunu, istatistiksel olarak anlamli olmadigini
gozlemlemislerdir (Kontrol Grubu: %1,2 MN; TiO2: %17 MN; CdClz: %1 MN;, TiO»:CdCly:
%1 MN).
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Baliklar “poikilotermik™ yani “sogukkanli” canlilardir. Baliklarin viicut 1silari, i¢cinde
yasadiklar1 suyun sicakligiyla aynidir ve ortamin sicaklik degisiminden dogrudan etkilenirler.
Baliklarin biyokimyasal fonksiyonlar1 ortamin sicakligina baghdir. Tiire ve tiiriin habitatina
bagli olarak degismekle birlikte genelde ortam sicakliginda olusacak her 10°C’lik artis,
biyokimyasal fonksiyonlarin oranini iki kat artirmaktadir. Dolayisiyla oksijen tiiketimi, sicaklik
artisina bagl olarak artmakta ve tiiketim miktar1 belirli bir maksimum sicaklik araliginda letal
seviyeye ulasmaktadir (Dikel, 2009). Bu arastirmada kullanilan L. caeruleus bireyleri, tiiriin
ozelliklerine uygun olarak 23.0 °C de (£2.0), 14/10 saat aydinlik/karanlik rejimine tabi tutulmus
ve 12 saatte bir kez ticari yemle beslenmistir. Periyodik olarak saglik gézlemleri yapilmis ve
deneyin sonucglarin1 etkileyecek herhangi bir anormallik yasanmadigi gozlenmistir.
Aragtirmalar, baliklarin yasam ortamlarindaki kimyasal faktorlerin yani sira sicaklik basta

olmak iizere fiziki kosullardaki asiriligin, hasar diizeyini artirabilecegini ortaya koymaktadir.

Cavas ve Ergene Goziikara (2005); Mersin Limani, Karaduvar Limani ve Erdemli
Limanindaki polisiklik hidrokarbon, krom, soda, gilibre ve petrol gibi kirleticilerin Mugil
cephalus (gri kefal) lizerindeki etkilerini incelemek amaciyla arastirma yapmislardir. Ekim,
Subat, Nisan ve Temmuz (2002-2003) aylarinda topladiklar1 120 adet M. cephalus’un kaudal
damarlarindan ve solungaglarindan aldiklar1 6rnekleri incelemeleri sonucunda; solungag
hiicrelerindeki MN frekanslarinin, kaudal damardan alinan 6rneklerdeki MN frekanslarindan
onemli dl¢lide daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Lokasyonlarin karsilastiriimasinda;
Karaduvar ve Mersin Limanindaki baliklardan alinan 6rneklerin MN frekanslarinin, Erdemli
Limanindaki baliklardan alinan 6rneklere kiyasla daha yiiksek oldugunu ortaya koymuslardir.
Mevsimsel degisim analizlerinde; MN frekanslarinin kis aylarina oranla yaz aylarinda daha
yiiksek oldugunu, mevsimsel ve bolgesel MN farkliliklarinin, incelenen her iki 6rnek icin

benzer oldugunu belirlemislerdir.

Kontas ve Bostanci (2020); Ordu Kiranyagmur lokasyonunda kadmiyum (Cd), kursun
(Pb), arsenik (As), aliiminyum (Al), nikel (Ni), krom (Cr), demir (Fe), ¢inko (Zn), bakir (Cu),
manganez (Mn), kobalt (Co) elementlerinin suda, sedimentlerde ve Vimba vimba (Egrez balig1)
bireylerinin kas, solunga¢ ve karaciger dokularindaki yogunlugunu mevsimsel olarak
belirlemisler, genotoksik potansiyellerini degerlendirmislerdir. MN testi sonucuna gore;
eritrositlerdeki MN frekansini yaz, kis, sonbahar ve ilkbahar mevsimlerinde sirasiyla %o5,20,
%01,80 %01,40 ve %o1,10 olarak belirlemislerdir. Yaz mevsiminde ortaya ¢ikan MN frekansinin

diger mevsimlere oranla belirgin sekilde yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Comet testi
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sonuglarina gore; eritrositlerdeki DNA hasaria bagl olarak olusan kuyruk boyu degerlerinin
yaz, ilkbahar, sonbahar ve kis mevsimlerinde sirasiyla 26,32 um, 25,12 um, 22,16 um ve 17,78
um oldugunu, en yiiksek DNA hasarinin yaz aylarinda goriildiiglinii, kis mevsiminde ortaya

cikan DNA hasarinin diger mevsimlere gore daha diisiik seviyede oldugunu bildirmislerdir.

Sanayide, endiistride, tipta, gida sektdriinde yogun ve ¢ok ¢esitli kullanim alani bulunan
TiO2, Al2O3, Fe203, ZnO, CuO, SiO,, ayn1 zamanda deneysel ¢alismalarda en ¢ok arastirilan
NP’lerdir. Bu NP’lerin histopatolojik, teratojenik, genotoksik ve benzeri potansiyellerinin
arastirilmasinda ¢ogunlukla baliklar, ratlar, fareler, nematodlar, ¢ekirgeler, deniz kabuklulari
kullanilmaktadir. Bununla beraber Allium cepa, Vicia faba gibi bazi bitkiler, kolay elde
edilmesi ve kromozomlarinin mikroskop altinda rahatlikla gozlenebilmesi sebebiyle

genotoksisite ¢aligmalarinda yogun olarak tercih edilmektedir.

Ataci ve Tiirkoglu (2020), 25, 50, 100 pg/ml’lik dozlar halinde TiO2, SiO2, ZnO, CuO ve
Al>O3 NP’lerini Allium cepa ve Caenorhabditis elegans modellerine uygulayarak A. cepa kok
ucu hiicrelerinde mitotik indeks ve kromozomlar tizerine etkilerini, C. elegans’da yagam siiresi,
yumurta verimi ve fiziksel biiylime iizerine etkilerini arastirmiglardir. A. cepa’ya uygulanan
TiO, SiO2, ZnO, CuO ve Al;05’in tiim dozlarinda 12 ve 24 saatlik siirelerde, doz ve uygulama
stiresindeki artigla birlikte kontrol grubuna kiyasla mitotik indeksin azaldigini, kromozom
anormallik oraninin arttigimi belirlemislerdir. Inceleme sonucuna gére en ¢ok gozlenen
anormalligin BN oldugunu, bunu multiniikleus veya C-mitoz’ un takip ettigini saptamislardir.
C. elegans nematodunun yasam siiresi incelemesi sonucunda; kontrol grubunda 17 giinde
tamamlanan yasam siiresinin, NP’lerin etkisiyle 100 pg/ml’lik dozda en diisiik seviyeye
indigini, bu grupta yasam siiresini TiO2’in 13 giinde, SiO2’in 12 giinde, ZnO ve Al,O3’in 7
giinde, CuO’in 6 giinde sona erdirdigini gézlemlemislerdir. Genel olarak doz artisiyla birlikte
yasam siiresinin azaldigini tespit etmislerdir. Yumurta verimi incelemesi sonucunda kontrol
grubundaki yumurtalarin %98,31’inden yavru ¢iktigini, NP uygulanan gruplarda yumurta
verimliligini Ti02’in %89,69’a, SiO2’in %84,43°e, ZnO’in %93,87’ye, CuO’in %85,27’ye ve
AL203’in %88,34’e gerilettigini gozlemlemislerdir. Fiziksel biiylime degerlerinin kontrol
grubunda ortalama 4,99 mm diizeyindeyken, NP uygulanan gruplarda TiO2’in 2,38 mm,
Si02’in 2,56 mm, ZnO’in 1,92 mm, CuO’in 2,96 mm ve AL>O3’in 2,63 mm’ye kadar
gerilemeye sebep oldugunu, doz artisinin genel olarak fiziksel bliylimeyi olumsuz etkiledigini

bildirmislerdir.
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Bazi c¢alismalarda TiO2’in, alg biiylimesini ve toplam klorofil varligini azalttig
aciklanmistir. TiO2’in alglere diisiik toksisitesini gosteren ¢alismalar da yapilmistir. TiO2’in
algler tizerindeki toksisite mekanizmalar biiyiik olglide bilinmemektedir. TiO2, UV ve glines
15181 altinda reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve hidroksil radikalleri (OH) iiretebilir. ROS giiclii bir
antioksidandir, bu nedenle hiicre zarini1 pargalayabilir. Oksidatif strese sebep olarak lipid
peroksidasyonuna ve membran deformasyonunun artmasina yol acabilir. Boylece hiicre

mortalitesine sebep olur (Ozkaleli ve Erdem, 2018).

Bu arastirmada elde ettigimiz bulgularin aksine, nadiren olmakla birlikte TiO>’in
herhangi bir toksik potansiyelinin gozlenmedigini, uygulama siiresi veya konsantrasyon
artisinin farkl etkilere sebep olabilecegini ortaya koyan arastirma sonuglar1 da rapor edilmistir.
Boyle vd. (2013) Oncorhynchus mykiss’e (gokkusagi alabaligl) 24 ve 96 saat siireyle 50 g
TiO; enjekte ederek bobrek, dalak, karaciger, kalp, beyin, kas, solunga¢ ve bagirsaklardaki
birikimini arastirmiglardir. TiO2’in Olgiilebilen toplam miktarinin %94’{inlin bobrekte ve ¢ok
az miktarinin dalakta biriktigini, buna ragmen dalak, bobrek veya diger dokularda herhangi bir

toksik etki gozlenmedigini bildirmislerdir.

Clemente vd. (2013), Piaractus mesopotamicus bireylerini 96 saat boyunca 1, 10 ve 100
mg/L TiO: konsantrasyonlarina maruz birakmis ve en fazla MN olusumunun 10 mg/L

konsantrasyona maruz kalmis bireylerde ortaya ¢iktigini tespit etmislerdir.

Bir bagka arastirmada Nagamachi vd. (2014), Oreochromis niloticus (Nil Tilapiyas1)
bireylerini 72 saat siireyle 0,06 mg/L, 0,125 mg/L, 0,187 mg/L, 0,25 mg/L, 0,3125 mg/L ve
0,375 mg/L konsantrasyonlarda rotenona maruz birakmislardir. Arastirma sonucunda 0,06
mg/L, 0,125 mg/L, 0,187 mg/L ve 0,25 mg/L’lik konsantrasyonlarda MN frekanslarinin kontrol
grubuna gore anlamli diizeyde arttigini, buna karsi 0,3125 mg/L ve 0,375 mg/L’lik ytliksek
konsantrasyonlarda anlamli fark olusmadigini tespit etmislerdir. Bununla birlikte MN
olusumunun hiicre boéliinmesi sirasinda gergeklestigini ve hiicre dongiisii tamamlandiginda
gozlenebilecegini, yliksek konsantrasyonlardaki rotenonun hiicre boliinmesini engellemis
olabilecegini, bu sebeple yiiksek konsantrasyonlarda MN go6zlenememis olabilecegini

bildirmislerdir.
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6. SONUC VE ONERILER

TiO2 NP’niin, ergin L. caeruleus bireyleri iizerindeki genotoksik etkilerini MN testi ile
arastirdigimiz ¢aligmamizda MN frekansi analizi sonucunda; tiim deney gruplarinda MN
frekanslarinin negatif kontrol grubuna kiyasla artis gosterdigi fakat bu artisin tiim gruplarda
anlaml diizeyde olmadig tespit edilmistir. Kuyruk orneklerinin MN frekanslarinin, solungag
orneklerine gore daha ytiksek oldugu belirlenmistir. Ayrica, deney gruplarinda MN frekanslari
bakimindan konsantrasyon-siire etkilesiminin istatistiksel olarak anlamli oldugu, uygulama
stiresindeki artisin MN frekanslarinda artisa yol agtig1 tespit edilmistir. 24 saatlik uygulama ve
100 mg/L konsantrasyon ile 96 saatlik uygulamada tiim konsantrasyonlarda solunga¢ ve kuyruk
orneklerinin MN frekanslarinin anlamlilik diizeyi benzer olmakla birlikte, diger gruplarda
kuyruk 6rneklerinin MN frekansinin, solungag¢ drneklerinin MN frekansina gore daha yiiksek

anlamlilik diizeyine sahip oldugu sonucuna varilmstir.

Morfolojik niikleus diizensizlikleri analizine gore; solunga¢ ve kuyruk orneklerinin
tamaminda BN, CN, TN ve LN frekanslar1 negatif kontrol grubuna kiyasla artis géstermistir.
Kuyruk 6rneklerinin BN, TN, CN frekanslar1 nadiren bazi gruplar diginda, LN frekanslari ise
tiim gruplarda solungag drneklerine kiyasla daha yiiksektir. CN ve LN frekanslari tiim gruplarda
negatif kontrole kiyasla anlamli artis gostermistir. Beraberinde CN frekanslari tiim gruplarda

en yiiksek anlamlilik diizeyine sahiptir.

Toplam genotoksik hasar frekanslari incelendiginde tiim deney gruplarinda genotoksik
hasar frekanslariin negatif kontrole gére anlamli diizeyde artis gosterdigi, kuyruk 6rneklerinin
toplam genotoksik hasar frekanslarinin tiim gruplarda solungag¢ 6rneklerine gore daha ytiksek

oldugu ortaya ¢ikmistir.

Calismamizdan ve bilim insanlarinin 6nceki ¢aligmalarindan anlasilacag: tizere NP’ler,
genel olarak canli sistemlerde farkli diizeyde genotoksik, sitotoksik, histopatolojik vb. etkilere
sebep olabilmektedir. Simdiye kadar yapilan calismalarin ¢ok azinda NP’lerin herhangi bir
hasara yol agmadig1 bildirilmistir. Bu sonuglar, NP’lerin potansiyel toksik etkileri konusundaki
endiselerin yersiz olmadigini, bu konuda daha fazla bilimsel ¢alisma yapilmasi gerektigini géz

Oniine sermektedir.

Ayrica arastirmamiz esnasinda yaptigimiz literatiir taramasinda, NP’lerin toksik

potansiyelinin karsilagtirmali olarak degerlendirildigi calismalarin sinirh sayida oldugunu
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gdzlemlemis bulunmaktayiz. Ozellikle farkli doku, organ ve hiicre hatlarinda yapilacak
karsilagtirmali ¢alismalar, NP’lerin toksik etkileri konusunda daha ayrintili ve giivenilir
sonuglar elde edilmesine olanak saglayacaktir. Bu nedenle, elde ettigimiz bulgularin yaninda

arastirma yontemimizin de benzer ¢alismalara 6rnek olusturabilecegi kanaatindeyiz.
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BIiLIMSEL ETiK BEYANI

Bu tezde sunulan tiim bilgi ve sonuglarin, bilimsel yontemlerle yiiriitiilen gergek deney
ve gozlemler ¢er¢evesinde tarafimdan elde edildigini, ¢aligmada bana ait olmayan tiim veri,
diisiince, sonug ve bilgilere, bilimsel etik kurallarin geregi olarak eksiksiz sekilde uygun atif

yaptigimi ve kaynak gostererek belirttigimi beyan ederim.

06/07/2021

Bilgehan BULUT

62



