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OZET

Bilim ve teknolojideki en 6nemli gelismelerden biri olan nanomalzemeler, gériinmez kii¢iik boyutlu
parcaciklar olup; cesitli alanlarda uygulamalari olan benzersiz fiziksel, kimyasal ve biyolojik
ozelliklere sahiptir. Siirekli olarak kullanilan nanoyapilarin bir¢ok avantajimn arkasinda hala
belirsizligini koruyan nanotoksik etkileri ve ¢eligkili durumlar1 mevcuttur. Teknolojik ¢alismalarda
popiiler olan nanomalzemelerin akuatik ekosistemde toksik etkileri belirsizdir. Caligmamizda,
Bizmut sulfur (BizSs) nanogicekler ve Kobalt (Co) nanoyapraklart mikrodalga bazli hidrotermal
stire¢ kullanilarak sentezlenmis ve sentezlenen nanomalzemelerin ayirt edici dzellikleri saptamak
icin; XRD (X 1511 kirmimi), SEM (Taramali elektron mikroskobu) ve FTIR (Fourier Doniigiim
Kizilotesi Spektroskopisi) analizleri yapilarak, model organizma (Cyprinus carpio), (Daphnia
magna) iizerindeki genotoksik etkileri arastirilmustir. Kullanilan nanomalzemelerin (Ekonomik
Isbirligi ve Kalkinma Orgiitii) yonergelerine gore yapilmustir. Ik bolim de BizSsnanogiceklerin
96.saat sonunda LC50degeri probit analizi ile 350 mg L * olarak belirlenmis ve LC50degerine gore
i subletal konsantrasyon (35, 87 ve 175 mg L) secilmistir. LC50degerine gore Bi,Sznanogicekleri
AB Direktifi 93/67/EEC smiflandirma semasina gore sucul organizmalar i¢in toksik bulunmamustir.
BizSsnanogigeklerinin subletal konsantrasyonlarina ait genotoksikolojik degerlendirmede, 35 ve 87
mg L * doz gruplarmin DNA hasar1 ve mikroniikleus diizensizlikleri; kontrol grubu ile benzer
bulunurken; 175 mg L ™ Bi,S; grubunda, kontrol ve diger doz gruplarina gére yiiksek DNA hasar1
ve eritrosit anormallikleri belirlenmistir. Tkinci boliimiinde, sentezlenen kobalt nanoyapraklarmnin
diger model organizmamiz olan Daphnia magna iizerinde olasi sitotoksik ve genotoksik etkileri
arastirilmigtir. Model organizma, Kobalt (Co) nanoyapraklarin farkli konsantrasyonlari (1, 5, 10, 15,
20 ve 25 pg L™) 24, 48, 72 ve 96 saatlik periyotlarda maruz birakilmis ve 96. saatin sonunda,
LC50degeri probit analizi ile 9.705 pg L™ olarak belirlenmistir. Kimyasallarm Smiflandiriimasi ve
Etiketlenmesine Iliskin Kiiresel Uyumlastirilmis Sistem tarafindan belirlenen toksisite seviyelerine
gore, Kobalt (Co) nanoyapraklarmnin yiiksek derecede toksik kategorisine girmistir. Ayrica, 96 saatlik
akut toksisite testi ile Giivenli Uygulama Oram (SAR) ve Giivenlik Faktorii (SAFE) katsayilari
hesaplanmus, sirasiyla 0,025 ve 0,243 olarak bulunmustur. Subakut denemede, Co nanoyapraklarin
en vyilksek konsantrasyonundaki (2,5 pug L ) DNA hasart (%53.00+£0.94) kontrol grubuna
(%28,33+1,52) gore yaklasik 2 kat daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ayrica, [ISO10993-5;e gore,
Kobalt nanoyapraklar D. magna Uzerinde belirli konsantrasyonlar icin sitotoksik olarak
siiflandirilmistir. Bu tez ¢alismast BiSz nanogicekleri ve Co nanoyapraklarinin sucul yasam
iizerindeki etkilerini ortaya ¢ikarmak ve toksikolojisi hakkinda somut veriler ortaya koymak adina
ilk caligma olup, bu nanomalzemelerinin ¢evresel etkileri ve risklerine yonelik daha fazla sistematik
calisma yapilmas1 gerekmektedir.

Bu tez ¢alismasi 100/2000 YOK Doktora Bursu, TUBITAK 2211-C Oncelikli Alanlara
Yénelik Yurt I¢i Doktora Burs Program, TUBITAK BICABA tarafindan desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: Nanotoksikoloji, bizmut stlfiir nanogicek, kobalt nanoyapraklar
Sayfa Adedi:51
Danigman : Prof. Dr. Funda TURAN
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ABSTRACT

Nanomaterials, invisible particles with unique physical, chemical, and biological properties, have
numerous applications in various fields. However, their toxic effects on aquatic ecosystems remain
unclear. A study synthesized Bismuth sulfide (Bi2S3) nanoflowers and Cobalt (Co) nanosheets using
microwave-based hydrothermal processes investigated their genotoxic effects on Cyprinus carpio
and Daphnia magna using XRD, SEM, and FTIR analysis.Made according to the guidelines of the
nanomaterials used (Organization for Economic Cooperation and Development). In the first part,
LC50value of Bi,Ss nanoflowers at the end of 96th hour was determined as 350 mg L * by probit
analysis and three subletal concentrations (35, 87 and 175 mg L ) were selected according to
LC50value. According to LC50value, Bi2S3 nanoflowers are not found toxic to aquatic organisms
according to EU Directive 93/67/EEC classification scheme. In the genotoxicological evaluation of
the sublethal concentrations of Bi2S3 nanoflowers, DNA damage and micronucleus disorders of 35
and 87 mg L ! dose groups; while it was found similar to the control group; Higher DNA damage
and erythrocyte abnormalities were detected in the 175 mg L -1 Bi2S3 group compared to the control
and other dose groups. In the second part, possible cytotoxic and genotoxic effects of synthesized
cobalt nanoleaves on our other model organism, Daphnia magna, were investigated. The model
organism was exposed to different concentrations of Cobalt (Co) nanoleaves(1, 5, 10, 15, 20 and 25
pg L) for 24, 48, 72 and 96 hours and at the end of the 96th hour, the LC50value was determined
by probit analysis. It was determined as 9,705 pg L™. According to the toxicity levels determined by
the GHS, Cobalt(Co) nanoleaves are in the highly toxic category.Safe Administration Rate (SAR)
and Safety Factor (SAFE) coefficients were calculated with the 96-hour acute toxicity test and found
to be 0.025 and 0.243, respectively. In the subacute trial, DNA damage (53.00+0.94%) at the highest
concentration (2.5 pg L ™) of Co nanoleaves was approximately 2 times higher than that of the control
group (28.33+1.52%). 1S0O10993-5, Cobalt nanoleaves are classified as cytotoxic for certain
concentrations on D. magna. This thesis is the first study to reveal the effects of Bi,S; nanoflowers
and Co nanoleaves on aquatic life and to reveal concrete data on their toxicology, and more
systematic studies are needed on the environmental effects and risks of these nanomaterials.

This thesis study was supported by 100/2000 YOK Doctoral Scholarship, TUBITAK 2211-C
Domestic Doctoral Scholarship Program for Priority Areas, and TUBITAK BICABA.

Keywords: Nanotoxicology, bismuth sulfide nanomaterials, cobalt nanoleaves
Number of Pages:51
Supervisor: Prof. Dr. Funda TURAN
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TESEKKUR

Tez ¢alismamin her adiminda ¢6ziim odakli olan doktora konu se¢imimden arastirmamin
yiiriitiilmesine kadar tezimi gelistirici fikir ve Onerilerle gece giindiiz bana yardimlarini
esirgemeyen, akademik rotami insanliga yonelik faydali sekilde degerlendirmemi saglayan;
her daim yolunda oldugum degerli Danisman Hocam Prof. Dr. Funda TURAN’a ¢ok
tesekkiir ederim. Akademik anlamda ilerlemem igin lisansta karar vermemi saglayan bilim
diinyasinm kapilarini ilk bana agan ve bu diinyay1 daha da ¢ok sevdiren, maddi manevi her
zaman destegi olan degerli hocam Prof. Dr. Cemal TURAN’a tesekkiir ederim. Tezimin
ilerlemesi ve gelistirme agamalarinda ilham kaynagi olan ve doktora donemimin en kritik
noktasida beni yalniz birakmayan; kendisi gibi 1yi insanlara yolumu ¢ikaran ayrica bir 6miir
minnet duygusu duydugum degerli Rektér Hocam Prof. Dr. Tolga DEPCI ’ye tesekkiir
ederim. Tezimin baslangicindan sonuna kadar Ozellikle sentez ve analiz siireglerinin
yapilmasinda, makale yazim siirecinde asla yalniz birakmayan, BAKIRDERE RESEARCH
GROUP laboratuvarinda ¢alisma destegini veren, olumlu fikirleriyle motivasyon kaynagi
olup utkumu acan, akademik rotamin olusmasina katkida bulunan degerli hocam Prof. Dr.
Sezgin BAKIRDERE ’ye; tesekkiirii borg bilirim. Tez izleme Komitemde yer alan degerli
fikirleri ile yaptigim tez ¢alismasinin sekillenmesini saglayan Dog. Dr. Ersin Bahgeci ve
diger hocalarima tesekkiirii bor¢ bilirim. Genotoksikoloji ¢aligmalarimda tiim yardimlar1
saglayan Prof. Dr. Bertan YILMAZ ve ekibi Dr. Seda ILGAZ’a; Dr. Hale OKSUZ’e
tesekkiirii borg¢ bilirim. Ayrica iyi ve kotii glinde siirekli yanimda olan tezime ¢ok biiyiik
destek veren her daim en yogun aninda bile bana yardim eden beni asla geri ¢evirmeyen, en
kiymetli en sevdigim arkadasim Doktora 6grencisi Tugba Buse ZAMAN’a tesekkiir ederim.
Motivasyon kaynagim olan yoruldugum anda hayatta beni cesaretlendiren; ayrica giizel
anlarimi da beraberin de paylastigim degerli yasam kocum canim agbim Turgay
BAYSECKIN e tesekkiir ederim. Beni bugiinlere getiren maddi manevi tiim sikintilarimda
yanimda olan; her zaman ‘lyilik kétiiliige diz ¢oktiiriir’kizim deyip iyi insan olmam yolunda
emek verdigi her seye canim anneme tesekkiir ederim. Ayrica doktora silirecimin
tamamlanmasin1 saglayan maddi katkilarmdan dolayr 100/2000 YOK Doktora Bursu,
TUBITAK 2211-C Oncelikli Alanlara Yénelik Yurt I¢i Doktora Burs Programi, TUBITAK
2250-Lisansiistii Burslar1 Performans: ve TUBITAK BICABA (Birlikte Cahsip Birlikte

Basaracagiz Programi) tesekkdiirlerimi ve minnetlerimi sunarim.
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Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte asagida
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Simgeler
(Co(NO3)2 - 6H20
°C

AU

Bi2S3
Bi5O(OH)9(NO3)4
CaCOs

cm

Co

DNA

DO

EMS

FAO
FT-IR
GHI

GSH
LC50
mg L*
mL
mmol
MN
mV

Aciklamalar
Cobalt(1l) nitrate
Derece

Santigrat

Arbitrary Unit
Bizmut Sulfur
Bismuth oxynitrate
Klasiyum Karbonat
Santimetre

Kobalt

Deoksiribo nikleik asit
¢Oziilmiis oksijen
Etilmetan sulfonat

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii
Fourier Doniisiim Kiziltesi Spektroskopisi Analizi
Genetik Hasar Indeksi

Kiresel Uyum Sistemi
Lethal Doz
Miligram/Litre
Mililitre

Milimol

Mikrontkleus

Hiz



Xiv

OECD Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Orgiitii

pH Potansiyel Hidrojen

rpm Revolutions Per Minute (Dakikada Bir Devir Sayisi)

SD Standart Sapma

SEM Taramal1 Elektron Mikroskobu Analizi

AY Hacimce 100 birim ¢0zeltide bulunan c¢ozlnenin
hacimce kesridir

XRD X 1sm1 kirmimi

0 Sinus

ul Mikrolite



1. GIRIS

Dinya genelinde temiz su kaynaklar1 temini giderek azalmaktadir. Niifus artigi, hizli
sanayilesme ve sehirlesme, diinyadaki su tiiketiminde 6nemli bir artisa neden olmaktadir.
Diinya niifusunun ii¢ kat artmasi, su kullaniminin da yedi kat daha fazla kullanilmasina sebep
olmustur. Cevre kirliligi, iklim degisikligi, su kaynaklar1 izerinde ciddi baski yaratmaktadir
Tiirkiye’de su kaynaklar1 sorunlarinin baslica sebebi ¢evre kirliligi olup; bu durumdan payini
alan; 2020 yilinda yaklasik 30 milyon insan olacagi, 2050 yilinda ise bu verilerin yaklagik
i¢ katin1 bulacagi varsayilmaktadir. Ayrica; 2025 yilinda Diinya genelinde 1,8 milyar
insanin daimi su kithg: olan bdlgelerde yasayacagi tahmin edilmektedir. Su stresi “belirli
bir zaman diliminde suya talebin su arzim asti§1” durum olarak tanimlanabilmekle
birlikte; Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO) ise su stres seviyesini; tatli su

tiiketiminin mevcut tath su kaynaklarma orani olarak tanimlamaktadir [1].

Birlesmis Milletlerin hazirladigi rapora gore giiniimiizde 1 milyar insan su stresi olarak
tanimlanan su kithigi limit degerinin altinda yasamaktadir. Ayrica Diinya niifusunun %20°lik
bir diliminin ise temiz suya erisimi maalesef bulunmamaktadir. 2025 yili hedef segilerek
yapilan tahminlere gore; 3 milyardan fazla insanin su stresine maruz kalacagi ve yaklagik 15
iilkenin su stresinden su kitlig1 durumuna diisecegi varsayilmaktadir. Tiirkiye’de kisi bas1
diisen su miktar1 Diinya ortalamasinin altindadir. Tiirkiye, 1543 m?/y1l su miktari ile su stresi
yasayan iilkeler arasinda yer almaktadir. Tiirkiye “su azlig1” ¢eken bir iilke olup, gelecekte
“su fakiri” olma tehlikesi altindadir. Su kaynaklarmin yonetiminde siirdiiriilebilir olmasi i¢in

atik su yonetiminde 6nemli adimlar atilmaya baslanilmustir [2].

Canlilar1 i¢in vazgegilmez olan suyun temiz ve giivenli olmasi 6nem arz etmektedir. Bu
ylzden atik su aritiminin siirdiiriilebilirligi 6nemlidir. Teknolojinin ileri diizeylere her gegen
gun gelmesiyle su kaynaklarinda bulunan toksik maddelerin uzaklastirilmasi 6nem arz eden
konularindan biridir. Atik suyun aritilmasi ¢evreye kazandirilmasi uygun hale getirlmesi
giniimiiz kirliliginde elzem bir durum olmustur. Atik su aritimi1 onceden belirlenmis su
miktarlarinin aritilmasi olarak gerceklesmekteydi. Oysaki yeni yapilan ¢aligma lar da insan
ve gevre sagligi lizerinde zararl etkisi olmayan mikro ya da nano 6lgekli aritim proseslerini
gelistirmeye yoneliktir [3]. Atik su aritimi i¢in etkin yontemlerden olan biri olan kimyasal
cokelme, iyon degisim, adsorpsiyon, membran filtrasyonu, elektrokimyasal islemler kirletici
metal giderimi i¢in uygulanan proseslerdendir. Diger aritma yontemlerinden biri de

biyolojik kokenli olan biyomateryallerin kullanimidir. Biyomateryallerin vasitasiyla atik
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sularin kirleticelerden uzaklastirilmasma biyosorbsiyon denilmektedir. Biyosorpsiyon
tekniginde tarimsal atiklar, bakteriler, algler ve yengeg, istakoz dan elde edilen uzaklastirici
biyomateryaller (biyoabsorban) kullanilmaktadir). Sdrdurebilir su yonetimi ve atik
degerlendirmede kimyasal ve biyolojik prosesler gibi (Adsorpsiyon, ¢okeltme, pihtilasma ve
aktif camur prosesleri, biyomateryal) geleneksel atiksu aritma teknolojilerinin, disiik aritma
verimliligi, yiiksek maliyet gibi bircok dezavantaji vardir. Bundan dolay1 artik giiniimiizde
essiz fizikokimyasal Ozellikleri, ekonomik yararlari,, verimlilikleri ve ¢evre dostu

olmalarindan dolay1, su kalitesi yonetiminde nanopartikiillere biiytlik ilgi gosterilmistir[4].

Nanopartikillerin trend smiflandiriimasinda olan; nanogicekler 4 — 20 pm araligindaki
mikro boyutlu olup; nano boyutlu yapraklardan olusmaktadir. Nanogiceklerin diger
nanopartikiillere gore iistiin yetenekleri vardir. Daha genis yiizey alanina sahip ti¢ boyutlu
olmalar1 nedeniyle ¢esitli islevlerde da etkindir. Basit Hazirlama yontemleri, yuksek
kararliliga sahiptirler. Cicege benzer yapida ki 6zellikleri ile su aritiminda diger malzemelere
gore daha fotokatalitik etkiyi daha kararli sunmaktadirlar. Nanoparcaciklarin sert yapilari,
metalik iyonlar veya organik bilesen formlar1 dahil olmak iizere toksisitelerine katkida
bulunabilir. Nanopartikiillerin morfolojileri, gégii, konsantrasyonlar1 ve doniisiim siiregleri,

sucul ekosistem ve ¢evre i¢in risk olusturabilir [5-6].

Nano Dunyada trend olan ve ilging 6zelliklere sahip malzemelerden biri de ilingesel
(topolojik) yalitkanlardir. Bu tiir malzemeler hem iki hem de ii¢ boyutlu bilesiklere
sahiptirler. “Maddenin ilingesel fazlar1 ve ilingesel faz gecislerinin teorik kesfi” isimli
caligmalariyla 2016 Nobel fizik 6diiliini alan bilim insanlarmin [7] yaptiklar1 arastirmada
spesifik olarak ilingesel yalitkanlar iizerinde arastrma yapmislardir. Kazandiklar1 Nobel
Odiilii, ilingesel yalitkanlarm onemini vurgulamaktadir. Dolayisiyla bu 6zellikleriyle
kesfedilmeye hazir yeni nesil malzemeler i¢in yeni uygulama alanlar1 arastirmak popiiler
hale gelip bilim diinyasmin dikkatini ¢ekmistir. ilingesel yalitkanlar yiiksek yiik tasima
mobilitesine sahiptir, spintronik ve kuantum sigrayis1 analiz etme hesaplamada
kullanilmaktadir. Bu 6zellikte ki malzemeler spin yoriinge etkilesimi incelendiginde, valans
bandi ile iletkenlik bantlarinin yerlerinin sira degistirdigi (bant evrilmesi -band inversion-
olarak adlandirilir) tesit edildiginden bahsetmislerdir. Yalitkanliklariyla ve kendilerine ait
Ozel kimyasal ag yapilariyla iyi elektron ileten yapiya sahip olup teknoloji ve saglik
diinyasmin g0zde malzemeleri arasina girmislerdir. Y iksek spin-yoriinge enerji bant aralikl
ilingesel (maddenin siiperiletkenlik, siiperakigskanlik veya ince manyetik filmler gibi siradis1

fazlarda bulunma durumlari)6zellige sahip olan Bizmut Periyodik cetvelin 3 A Grubundadir.
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Ayrica I11-A grubu elementlerinin Bizmut ile yaptiklari (X-Bi, X-Bi3; X=Ga, In) bilesikler
bu konuda dikkat ¢eken malzemeler arasinda bulunmaktadir. Bizmut yapisal Ozellikleri
nedeniyle elektroseramik, oksijen dedektori, nanofiber teknoloji, algilama sistemlerinin gaz
miktarinin tespitinde, Su aritiminda yiiksek fotokatalitik 6zelliginde bulunmasimdan dolay1
fotokatalizér olarak ve son olarak da yakit hiicreleri ve gaz sensorleri olarak karsimiza
¢cikmaktadir [8].

Diger 6nemli tez de kullandigimiz elementlerden kobalt; Periyodik cetvelin 4. periyot VI1II
B grubunda yer alan sembolii Co ve atom numarasi 27°dir. Kobalt nanomalzemeleri kristal,
yiiksek zorlayicilik, orta derecede doygunluk manyetizasyonu, kimyasal kararlilik ve
mekanik sertlik gibi benzersiz 6zelliklere sahiptir. Kobalt nanomalzemeler Ozellikleri
yoniyle 6nemli nanomalzemelerden biridir. Bu nanomazeme katalizorler, enerji depolama,
elektrokimya, sensorler, manyetizma ve su aritma siirecinde organik kirleticilerin azaltilmas1
gibi ¢esitli alanlarda onemli uygulamalara sahiptir. Kobalt nanomalzemeler katalizorler,
enerji depolama, elektrokimya, sensdrler, manyetizma ve su aritma siirecinde organik
kirleticilerin azaltilmasi gibi alanlarda cesitli 6nemli uygulama sahalarina sahiptir. Ayr1 bu
nanopartikiller antimikrobiyal, antikanser, antioksidan, antifungal ve enzim inhibisyon
Ozellikleri gostermektedir [9]. Ticari tiriinlerde yaygin olarak kullanilan bu nanopargaciklar,
kimyasal stabiliteye ek olarak yuksek adsorpsiyon kapasitelerine sahiptir. Nanopartikillerin
yaygin kullanimi, sucul ekosistemlere desarj olma potansiyellerini artirmaktadir. Ayrica, bu
nanopartikiller antimikrobiyal, antikanser, antioksidan, antifungal ve enzim inhibisyon
Ozellikleri gosterir [10]. Ticari iirinlerde yaygin olarak kullanilan bu nanopargaciklar,
kimyasal stabiliteye ek olarak yuksek adsorpsiyon kapasitelerine sahiptir. Nanopartikillerin
yaygin kullanimi, sucul ekosistemlere desarj olma potansiyellerini artirmaktadir.
Giliniimiizde yeni nesil mazleme tekniojisinin 6nemli siniflarindan nanomateryaller ilgili
nanotoksikolojik veriler ile ilgili ¢aligmalar yapilmaya baslamistir ancak yeterli sayida
Nanopartikiillere  maruziyeti akuatik canlilar i¢in henliz netlik kazanmamustir.
Nanotoksikoloji bilim dali multidisipliner bir bilim dali olup malzeme teknolojisi ve jeolojik
bilimler, kolloid kimya teknnolojisi, genotoksikoloji icermektedir. Nanotoksikoloji
caligmalar1 genellikle nanomalzemelerin ¢evreye olan potansiyel risklerini degerlendirmek
icin yapilmaktadir [11-12]. NM'lerin dogrudan veya dolayli olarak reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) uretimine yol acarak oksidatif strese birlikte genotoksik veya sitotoksik etkiye neden
olabilecegi bir¢ok ¢aligmalar da bildirilmistir. Bu etki, pro-oksidan fonksiyonel gruplarin

varligina bagli olabilir. Baz1 nanomalzemeler, reaktif yiizeyleri veya NM-hiicre etkilesimleri
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nedeniyle gen mutasyonlarmnm indiiklenmesi, DNA sarmal kirilmalar1 ve kromozomal
fragmantasyon gibi DNA hasarina neden olabilir. Ayrica bir¢ok literatiir ¢aligmalari
NM'lerin tamamlayict proteinleri, ROS'u ve reseptor kaynakli nekroz/apoptoz gibi toksik
yan tiriinleri indiikleyerek enflamasyonu indiikledigini, toksisiteye neden oldugunu ve hiicre
Oliimiini tesvik ettigini bildirmistir [13-14]. Bu bilesiklerin ekosisteminin biyolojik ve
cevresel unsurlar ile etkilesimi dnemli bir endige kaynagi olsa da, bu nanomalzemelerin risk
ve toksisite degerlendirmesi hakkinda smirli bilgi vardir. Literatirde o6zellikle
nanomalzemeler arasinda nanocigeklerin ekolojik olarak degerlendirilmesine yonelik

herhangi bir caligmaya rastlanmamistir [15].

Farkli model organizmalardaki farkli nanomalzemelerin etkisini anlamak ve sucul ekosistem
icin suda giivenli kullanimlarma yonelik diizenlemeleri ve sinirlamalar1 belirlemek igin
nano-toksisite testleri oldukca gereklidir. Bir¢ok c¢alisma, baliklarin sucul ekosistemdeki
toksisiteyi degerlendirmek i¢in iyi bir model organizma oldugunu dogrulamistir. Ciinki
baliklar ksenobiyotikleri metabolize edebilmektedir ve kirleticilere karsi hassastir [16].
Ayrica, baliklar gesitli kirleticileri biyolojik olarak biriktirebilir. Biyo-akiimiile olmalar1
sebebiyle ¢evre kirliligi calismalarinda potansiyel risklerin tahmini i¢in en uygun model

organizmalardan biridir [17-18].

Diger 6nemli model organizmalardan biri; su piresi (Daphnia magna)’ dir. Tatl su sucul
canlilar arasinda model organizmalardan biri olan daphinalarin, diger organizmalara kiyasla
cevresel kirleticilere kars1 nispeten yliksek duyarliliga sahip oldugu bilinmektedir. Daphnia
tiirlerinin in vitro ortaminda yetistirmenin kolayligi ve bulundugu ortamda ani degisikliklere
kars1 yiiksek duyarliliga sahiptir. Besin zincirinin 6nemli halkalarindan biri olan Daphnialar
bu yuzden ideal model organizmalar arasindadir. Daphnia magna, bir¢ok bilim insani
tarafindan akuatik toksikoloji caligmalari amaciyla seg¢ilmistir [19-20]. Daphina’ daki
genlerin sayis1 insanlara oranla daha fazla olmasi molekiiler ve toksikolojik ¢aligmalarda
onemini arttirmaktadir. Genotoksikolojik ¢alismalarda toksisite testlerini rat ve fareler
Uzerinde uygulamaya gerek kalmadan problemlerin ¢oziilmesine yardimei olabilmektedir
[21]. D. magna, nanopartikillerin hem kimyasal hem de nanopartikile 6zgu toksisitesini ele

almak icin uygun 6zelliklere sahiptir.

Son yillarda nanogigeklerin endiistriyel uygulamalarda {iretimi ve potansiyel kullanimi
yogun bir sekilde ¢alisilmaktadir [22-23-24-25-26]. Tiim bu degerli arastirmalara ragmen,

nanociceklerin potansiyel toksisitesi veya hem su ekosistemleri hem de cevre Uzerindeki
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olas1 etkileri hakkinda yapisal bir bilgi yoktur. Bu husus arastirilmasi gereken énemli bir
konudur ¢iinkii nanociceklerin yapist potansiyel toksisitelerini etkileyebilir[15].
Nanogigekler gibi ¢esitli nanopartikiillerin kullanimmin artmasi ve ¢esitli organizmalar
tizerindeki etkilerine iliskin yeterli bilgi mevcut degildir. Bu nedenle nanogigeklerin toksik
etkilerine iligkin ¢aligmalarin yapilmasi biiylik 6nem tasimaktadir. Yapilan literatiir
calismalarinda bizmut siilfiir (Bi2Ss) ve kobalt (Co) nanoyapraklarin model organizmalar
Uzerindeki olas1 nanotoksikolojik etkilerini ortaya koyan herhangi bir c¢alismaya

rastlanmamustir.

Bu tez ¢galismasmin amaci; Atiksu aritiminda yaygin olarak kullanilan bimutsiilfiir ve kobalt
nanopartikiilleri sentezlemek, sucul ekosistem de ki olas1 ¢cevresel davranislarini agiklamak

ve model organizmalar Uzerindeki sitotoksik ve genotoksik etkilerini analiz etmektir.

1.1. Atiksu Aritimi ve Nanomalzemelerin Kullanimi

1.1.1. Nanomalzemeler ve suda nanopartikiillerin davramslari

Nanoteknolojinin yol almasiyla nanomalzemelerin kullaniommm ve kullanim sahalarinin
giinden giine artmasi, bu malzemelerin ¢evreye konrolsiizce salinimina neden olmaktadir.
Bu baglamda yeni nesil malzemelerin ekotoksisitesini arastirmak ve belirlemek son yillarda
trend konulardandir. Metal atomlarin ve iyonlarin ¢dziinebilme kapasitesi, toksik etki
bakimindan tahmin edilebilmektedir [27]. Nanopartikullerin ¢evreye salmimindan
kaynaklanan toksik etkileri ile ilgili cok az bilgiye rastlaniimaktadir. Nanopartikillerin
cozinmesi de-agregasyonun neden oldugu agrega i¢indeki pargagiklar olarak
nanopartikillerin agregasyonunu etkileyebilir [28]. Nanopartikil agregasyonu yiizey
kimyasimi etkileyebilir, boyut ve yogunluk anlaminda degisiklige sebebiyet verebilmektedir.
Bu sorunlarin, ¢éziinme {izerine nanoparcacik agregasyon etkisi ve agregasyon iizerine
nanoparcacik ¢ozililme etkisi yeterince iyi anlasilamamistir ancak 6nemli olan nanopartikiil
hareketliliginin ¢evreye olan etlikeri acisindan daha genis bir baglamda anlasilmasmin
saglanmasidir. Nanopartikiillerin canliyla etkilesimi sulu faz yoluyla gergeklesebilmektedir.
Solunduklarinda ciger i¢ine alinmalar1 ve ag1z yoluyla alinimlari, tiikiiriik ve mide-bagirsak

sistemindeki diger sivilarin araciligiyla kan plazmasina ulasmasina neden olur [27-29-15].

Nanomalzemelerin ¢evresel etkilerini anlagilmasi yiizey ligand yer degistirme etkileri

konusunda 1iyi bir bilgiye sahip olmay1 gerektirir. Nanopartikiillerin hiicre zarindan
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fizikokimyasal 6zelliklerinden dolayr kolay gegebilme yetenegi, DNA veya RNA gibi

niikleik asitlerin tastyicilari olarak birgok alternatif yontemde yarar saglamaktadir [30].

Nanotastyicilar, terapotik etkinligin artirici 6zellik tagimasindan ilerde gelecek vaad ettigin
diisiinglmektedir. Nanotastyioct sistemler akilli ilag teknolojisinde kilit nokta olacagi
varsayilmaktadir [31]. Bu baglam da Kiiresel Nanoteknoloji Piyasasina bakildiginda
nanoteknolojik faaliyetler yilda yaklasik olarak %5 artarak ekonomik saha 5 da kendini
gostermektedir. Ayrica 2016 yilindan giiniimiize kadar olan siiregte yilda yaklasik %17,5

artmis beraberinde bazi endiseleri de getirmistir [27].

Nanoteknolojinin sektdrel agidan tiim diinya da ilgi odagi olmas1 bu malzemelere maruz
kalan canli sayisinda da dramatik sekilde artis kazanmasina neden olmustur. insan ve Cevre
Saglig1 iizerindeki zararl etkileri yeni yeni ortaya ¢ikan ve asbest benzeri 6zellik gosterdigi
kanitlanan bu malzemelerin kullanimi, tasinmasi ve en 6nemlisi liretimi esnasinda alinmasi
gereken Onlemler biiyiilk Onem tasimaktadir. Nanomateryaller ile ilgili risklerin
degerlendirmesi konusunda literatiir yetersizligi nanotoksikolojik ¢calismalarin gerekliligini
ortaya c¢ikarmaktadir [29]. Yine yapilan galismalar nanopartikiillerin akuatik ve karasal
canlilarda hiicre memranlarindan gegerek kan yoluyla tasmabildigini ve hedef dokularda
birikerek toksik etkiler neden oldugu tespit edilmistir. Yas grubu fark etmeksizin
nanopartikiillere maruziyet ciddi saglik problemlerini beraberinde getirmektedir.
Nanopartikiller organizmaya maruziyetinden sonra yarilanma Omiirleri uzun oldugundan
biyobirikime sebeb oldugu diisiiniilmektedir. Ilaveten nanopartikiil boyutlarma bakildiginda
kii¢iik boyutlu olan yapmin daha gok zarar verdigi saptanmistir. Nanomateryallerin dretim
ya da kullanim sirasinda maruziyet sonrasinda bu partikiillerin sebeb oldugu genetik
hasarlarin da c¢esitli test methodlariyla gelistirilmesi gerekmektedir. Son zamanlarda bu
maddelerin toksik ve genotoksik potansiyellerinin ne oldugu konusuna merak giderek
artmakta in vivo ve in vitro test sistemlerinde nanomateryallere iligkin sitotoksisite, genetik
materyal (DNA) hasari, reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusumu ve genotoksisite ¢aligmalari

yapilmaktadir [32-17-18].

Nanopartikiillerin bazi hastaliklarin gelismesinde aktif olarak rol oynayabilen inflamasyona,
oksidatif strese sitotoksisite, DNA hasar1 gibi istenmeyen etkilere yol actig1 bildirilmistir
[33-29]. Istenmeyen etkileri dnleyebilmek igin yeni nanomalzeme bilim ve teknolojilerinin

guvenli kullanimini saglamak oldukca 6nemlidir.



1.2. Nanogicek (Nanoflower) ve Nanoyapraklar (Nanoleaves)

Nanopartikil yapilarinin arasinda farkli yapiya sahip olan, nanogicekler (nanoflower) 100-
500 nm nanodlgek araliginda bitki ¢iceklerine yapisal benzerlik gosteren gelismekte olan
nanopartikiil ¢esitidir [34]. Nanogicek iizerine yapilan arastirmalar, organik, inorganik
malzemelerden basit sentez yOntemiyle Onem kazanmakta ayrica stabilitesini ve
verimliligini artirmak i¢cin hem organik hem de inorganik malzemelerin bir
kombinasyonundan olusmaktadir. Nanogiceklerve nanoyapraklar kataliz, biyosensorler ve

biyoteknolojik ila¢ teknolojilerinde kullanilmaya baglanmaktadir [35].

Bir ve iki boyutlu ortnekleriyle kiyas edildiginde ¢ boyutlu nanomalzemeler katalizor
yoniinden daha aktiftir. Fiziksel yapisinda bol gbézeneklerinin bulunmasi reaktifliklerini

arttirmakta ve geri doniisiimii kolay olmaktadir [36-34].

Nanociceklerin ve Nanovapraklarin Genel Olarak Ozellikleri

o Katalitik Aktivite,

e Kararlilik,

e Secicilik,

e Diisiik Toksisite

e Sudaki Coziiniirligidiir.

Bu nedenle gesitli bilimsel ve teknik alanlarda kullanilmaktadir [36- 6].

Nanocicekler (nanoflowers) son zamanlarin en trend nanomalzemesi olup yaprakllar1 ve
boyut yapilarindan dolay1 reaksiyonlarda verebilecekleri etki tepki mekanizmalarmi kontrol
etmek malesef ki zordur. Bu yapilarin sentezlenmesi esnasinda toksik organik ¢oziiciiler,
yiiksek basing ve yiiksek sicaklik gibi ¢ok zorlu kosullar gerekebilir [37-38]. Geleneksel
yontemlerden farkli olarak organik-inorganik hibrit nano yapilarin sentezlenmesi ile
etkililigi ve dayaniklilig1 arttirilmis farkli tlirde materyallerin  olusturulabilecegi
gosterilmistir. Sentez reaksiyonlar1 sonucunda olusan bu yeni formlara “cgicek sekilli nano
yapilar - nanogigekler” ismi de ilk kez belirtilerek “Flower-Like Nanostructures,
Nanoflowers” terimi literatiire kazandirilmistir [39]. Bu yapilar organik-inorganik hibrit
nanopargcaciklar olup, kolay sentezlenebildikleri ve kiiresel sekilli nanoparcaciklara kiyasla
daha genis ylizey alanina sahip olduklar1 i¢in reaksiyonlardaki yliksek verimleri ve enzimleri

stabilize etme yetenekleri nedeniyle olduk¢a dikkat ¢ekmislerdir [38].
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Nanoyapraklar (Nanoleaves) ise bazi uygulamalarda performanslarini artiracak mikro
gozenekler igerir; 6rnegin, bu gdzenekler, reaktant molekiillerin yilizeyin aktif bolgelerine
dogru kaymasi i¢in daha verimli bir yol saglar.Bu gozeneklerin performanslarmin yiiksek
olmasi sensor teknolojisini daha ileri seviyeye tasiyacagi diisliniilmektedir.Ayrica
Elektrokimyasal degerlendirmelerin analiz sonuglarmma bakildiginda nanoyapraklarin;
yilksek hassasiyet, genis dogrusal aralik ve diigiik algilama limitine sahip oldugu
belirlenmistir. Ayrica, vericilerin meydana getirdigi dalgalarin haricinde elektrik yiiklerinin
aktifliginden kaynaklanan ve bu dalgalarn ilettigi akim1 bozan numunelerin saptanmasinda
anti-girisimi yapis1 gosterdigi saptanmistir. Nanoyapraklarin kolay sentezlenme 6zelligine
sahip olup diisiik maliyetle ortaya ¢ikmasi gelecekte bir ¢ok uygulamda kullanabilecegi
fikirlerini ortaya ¢ikarmaktadir [6]. Nanoteknoloji, su aritma, koruma ve yeniden kullanim
icin temiz icme suyunun sirdirulebilir mevcudiyetini ve su kaynaklarinin korunmasini
saglama vaadine sahiptir. Nanoteknoloji deki mevcut ilerlemeler, su kalitesiyle ilgili bircok
sorunun, uygulandiklar1 sahalarla umut vaat etmektedir. Ileri malzeme teknolojisi
hamlesiyle giliniimiizde hemen hemen her sahada kullanilan nano bazli malzemeler, umut
verici teknolojik gelismelerin yani sira, canlilar icin potansiyel saglik riskleri ciddi anlamda

arastirilmali ve bu konuda ki literatiir eksiklikleri giderilmelidir [17].

1.3. Nanotoksikoloji

Nanoteknolojik gelismelerin ¢cogu heniliz erken bir asamada olmasina ragmen, 6zellikle
‘Biyoteknolojik ila¢c Teknolojileri’ acismdan bilyiilk bir gelecege sahip olmasi
beklenmektedir. Glinimizdeki nanomalzemeler, yeni gorintiileme yontemlerinde (X-1sin1
teshisi veya manyetozonans tomografi) doku miihendisliginde, akilli ila¢ teknolojileri
sektoriinde kullanilmaya baglanmustir. Salgin hastaliklarin ¢oziiminde devrim yaratabilecek
0zel kaplamal1 nano parcaciklarinin hedef organa isabeti i¢in gelismeler devam etmektedir.
Insanlar icin tasarlanmis giiniimiiz harikas1 yeni nesil nano malzemelerin tehlikelerini dogru
bir sekilde tahmin etmek i¢in, potansiyel maruziyetlerini ve toksisitelerini bilmek gereklidir.
Nanopartikiillerin; canlilarda ki molekiiler, hiicresel etkilerini inceleyip ekosistemdeki
verdigi zarar1 kapsayan multidisipliner bilim dali olan nanotoksikolojinin genel kabul géren
ilkesi: Risk = Tehlike x Maruziyet sekilde degerlendirir [40]. Cesitli nanopartikiillerle ilgili

son yillarda yapilan literatiir galimalar1 agagida verilmektedir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Tirkez ve digerleri [41], yaptiklar1 arastirmada insan kan hicrelerinde bizmut trioksit
(Bi203), trifenil bizmut (TPB), koloidal bizmut subsitrat (CBS) ve bizmut subnitrat
(BSN)erkek siganlara fakli konsantrasyonlarda (100,200,400, 500,1000ng/L) uygulamiglar.
CBS enjeksiyonlarindan sonra siganlara farkli araliklarla (24, 48 ve 72 saat) anestezi
uygulamiglar. Serum enzim seviyeleri belirlemisler. Aspartat aminotransferaz (AST), alanin
aminotransferaz (ALT), alkalin fosfataz (ALP) ve kreatin kinaz (CK) seviyeleri, zamana
bagli olmaksizin tim CBS maruziyetinden sonra miktarlarinda artis oldugunu
gozlemlemislerdir. Tiim bizmut dozlari, 72 saat sonra laktat dehidrojenaz (LDH) serumunu
onemli Olglide etkiledigini gozlemlemisler. ALT ve LDH (zerinde toksik etki

gbzlemlemisler.

Abudayyak ve digerleri [42], inceledikleri calismada karaciger (HepG2 hepatokarsinom
hicresi), bobrek (NRK-52E bobrek epitel hiicresi), bagirsak (Caco-2 kolorektal
adenokarsinom hiicresi) ve akciger (A549 akciger karsinom hiicresi) hiicre kiiltiirlerinde.
Bi2O 3 bizmut oksit nanopartrikiillerinin sitotoksik ve genotoksik 6zelliklerini incelemisler.
Haepatokarsinom hiicresi (HepG2) ve Bobrek epitel hiicresi (NRK-52E) hicrelerinde
apoptoz saptamiglardir. Ayrica diger hiicre kiiltiirlerinde Akciger Karsinom Hiicresi ( A549)
ve kolorektal adenokarsinom ( Caco-2 )hiicrelerinde nekroz oldugu gozlendi. Ayrica, A549
hicresi haric HepG2, NRK-52E ve Caco-2 hiicrelerinde glutatyon (GSH), malondialdehit

(MDA) ve 8-hidroksi deoksiguanin seviyeleri 6nemli 6lctide hasar gozlemlemislerdir.

Cigerci ve digerleri [43], yaptiklar1 arastrma da; CoCly nanopartikilinin Eisenia
hortensis  tiiriinde olan maruziyetini incelemislerdir. Mevcut ¢alisma Eisenia hortensis
solucanlarinin sélomositlerinde CoCl, kaynakli genotoksisiteyi alkalin comet assay (CA) ve
mikronukleus (MN) testi ile degerlendirmisler. Solucanlar (her grup igin n = 10), LD50'yi
bulmak i¢in farkli CoClz konsantrasyon serilerine (100, 200, 300, 400, 500, 600 ppm) maruz
birakildi. CoCI2 i¢in LD50 226 ppm'de bulundu. Daha sonra 48 saatlik LD50 /2, LD50 ve
2XLD50 dozlar1 kullanildi. Komet ve mikronikleus test sonuglarinda DNA hasarinda ve
kromozomal anormalliklerde dnemli bir artis (P < 0.05) gosterdigini tespit etmislerdir. En
yliksek DNA hasar1 ve kromozomal anormallikler 2XLD 50 olan grupta fark edildigini 6ne
sirmiigler. Kullandiklar1 nanopartikiiliin CoCl2'nin  Eisenia hortensis tiriinde DNA
hasarmi, sitokinez yetmezligini ve kromozomal anormallikleri indiikledigi sonucuna

varmiglar. Uyguladiklart doz gruplar1 (100, 200, 300, 400, 500, 600 ppm) sonucunda en


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/glutathione
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/glutathione
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yuksek doz grubu 600 pmm’ in solucanlarin DNA sinda ciddi hasara yol agtigini tespit

etmislerdir.

Abudayyak ve digerleri [44], ¢alismalarinda memeli hiicrelerinde Bi>Os nanopartikillerin
toksisitesini degerlendirmek i¢in karacigerde (HepG2 hepatokarsinoma hicresi), bobrek
(NRK-52E bobrek epitelyal hiicresi), bagirsakta (Caco-2 kolorektal adenokarsinoma
hiicresi) ve akcigerde (A549 akciger karsinom hiicresi) toksik etkilerini maruziyet sonrasi
degerlendirmigler. Bi2Os nanopartikullerin mitokondri ve lizozom uzerinde pargalanarak
hiicre canliligini azalttigmi tespit etmisler. Ayrica maruziyet sonrast HepG2, NRK-52E ve
Caco-2 hiicrelerinde oksidatif hasar neden oldugunu bunun sonucunda yuksek oranda hiicre
Olimiine neden oldugunu belirtmisler. Bi,O3 nanopartikillerin, tuketici Uriinlerinde
giivenlikleri konusunda endise uyandirilmasi gerektigini bu konuyla ilgili ¢aligmalara daha

fazla yer verilmesi gerektigini rapor etmislerdir.

Lish ve digerleri [45], Artemia salina’ya giimiis nanopartikillerin ( AgNP )toksik etkisini
cevresel kosullarla (Isik siiresi degisimi, tuzluluk miktarmda degisim vb.) birlikte degisimini
ve farkli tuzluluklarda AgNP siispansiyonunun bireylere verecegi durumu
degerlendirmislerdir. Sonuglara gore, 48 saat sonra AgNP'lerin konsantrasyona bagli olarak
%0 35 tuzlulukta A. salina'nin (evre I ve II) toksik etki gosterdigi ve tuzluluk artisina bagl

olarak uygulanan doz konsantrasyonlarinin daha toksisitenin arttigimi bildirmislerdir.

Koca ve digerleri [46], Allisin (Allium sativum'un aktif bileseni) ve Cu?* iyonlar1yla birlikte
yesil sentez methodunu kullanarak canli lizerinde ki antimikrobiyal etkilerini ¢alismiglardir.
Cu nanociceklerinin antimikrobiyal etkilerini tespit etmek icin Aeromonas hydrophila
(Gram-pozitif), Vibrio parahaemolyticus ve Lactococcus garvieae (Gram-negatif) iceren ¢
balik patojen bakterisini lizerinde ki etkilerini arastirmiglardir. Yapilan ¢alisma sonucunda;
MIC degerini, 151 g/ml olarak hesaplamiglardir. Ayrica Allisin bazli bakir nano ¢igek
yapilarinin balik patojen bakterilerine (Aeromonas hydrophila, Vibrio parahaemolyticus ve

Lactococcus garvieae) iligskin antibakteriyel dzellikler gosterdigini tespit etmislerdir.

Raju ve digerleri [47], inceledikleri arastirmada Kobalt oksit nanopartikillerinin Cos O4 tath
suda yetisen yenilebilir salyangoz Pila virens (P. virens ) lizerindeki toksisitesini aragtirmay1
hedeflemisler. Akut  toksisite caligmalart igin toplam 10 adet tath su salyangozu
kullanmislar. Yapilan ¢alisma da 96. saat sonras1 LC50degerini 509,45 ng/L tespit etmisler.
Sub akut toksite denemesinde 24 saat boyunca 2 farkli doz uygulamislar. Pila virens ’te lipid

peroksidasyonu, katalaz, glutatyon siilfotransferazda artis gergeklestigini saptamuslar. Diger



11

enzimlere baktiklarinda glutatyon ve glutatyon peroksidaz aktivitesinde azalma oldugunu

tespit etmislerdir. Sonu¢ olarak bu malzemenin toksik oldugunu tespit etmislerdir.

Balasurya ve digerleri [48], yaptiklar1 calismada 5-fluorourasil, karvedilol, para - klorofenol
ve metimazoluin U¢  boyutlu  (3D) MnWOg4 nanogiceklerinin -~ modifiye
Ag> WO4 nanogubuklar ile fotodegradasyon yontemini kullanarak su aritiminda etkili olup
olmayacagmi incelemisler. Kullandiklar1 nanohibrit malzemeyle MnWO 4 /Ag 2 WO 4 ile
goriiniir 151k 151masi altinda 5-Flurourasil (FU), karvedilol (Car), para - klorofenol (PCP) ve
metimazolin (Met) fotokatalitik bozunumuna odaklanmislardir. Ayrrica fotokatalitik
etkisini degerlendirmek icin XRD, TEM, EDS, XPS, ESR, EIS, BET ve DRS ile karakterize
etmislerdir. MWO/AWO nanohibritin bant aralig1 enerjisinin 2.75 eV saptayip, goriiniir 151k
altinda etkili fotokatalitik aktivitesini verimli oldugunu tespit etmislerdir. Fotokatalitik islem
sirasinda olusan ara friinler, GC-MS/MS ile analiz etmiglerdir. Bozunan Urindn
toksisitesi, Bacilluss subtilis ve Escherichia coli'ye kars1  gergeklestirilmislerdir.  Ayrica
nanohibridin Allium cepa'ya karsi genotoksik etkisini ibcelemisler sonu¢ olarak diisiik
toksisite gosterdigini saptamuslardir. Sentezledikleri nanohibrit malzemenin sonug olarak iyi
stabilite, yeniden kullanilabilirlik, ¢evre dostu ve uygun maliyetli malzeme oldugunu ayrica

fotokatalist oldugunu ileri stirmiislerdir.

Rodriguez- Garraus ve digerleri [49], yaptiklar1 Calisma da Farelerde yeme ialve edilen
giimils kaolin bazindan olusan malzemeyi eklemislerdir. In vivo ortam kosullarini
sagladiktan sonra doz gruplar1 sirasiyla 50, 300 ve 2000 mg/kg olup 28 gunliik maruziyete
birakmuglardir. Farelerde 28 Giinliik maruziyet sonrasi doz gruplarmi mikroniiklus testi,
comet testine tabi tutmuslar. Sonrasinda 28 giin boyunca oral yoldan 2000 mg/kg glimiis
kaolin naomalzemesinin kemik iliginde mikrogekirdekleri indiiklemedigini, veya herhangi
bir dozda karaciger, dalak, bobrek te DNA zinciri kiriklarma rastlamadiklarmi tespit
etmiglerdir. Ayrica farelere uygulanan en yiiksek doz grubu olan 2000 mg/kg hehangi bir
hasara karsi tim hedef organlarda ICP-MS ile olgllip elde edilen sonuglar negatif
korelasyon olarak dogrulandigini bildirmislerdir. Kullanilan malzemenin toksik olmadigini

ileri stirmiiglerdir.

Feswick ve digerleri [50], yaptiklar1 incelemede Daphnia magna ve Ceriodaphnia dubia’ da
ki kuantum noktalardan sentezlenen PEG, NH.ve COOH malzemelerinin 24 saat
maruziyetten sonra bagiwrsak da ki birkimilerini incelemisler. Sonrasinda birkimin

depurasyonunu saglamak i¢in 4 saat boyunca malzeme olmayan suya daldrma islemini
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gerceklestirmisler. C. dubia, 24 saat boyunca birikmis olan PEG'nin %69,1'ini, NH2'nin
% 59,2'sini ve COOH QD'lerin % 49,1'ini salinimin1 gergeklestirmis olup; 24 saatlik
temizlemeden sonra, PEG ve NH2 QD konsantrasyonlari, toplam QD vicut yiklerinin
%87,1'ini ve % 84,2'sini depurasyon yapmustir. Arastirmacilar 1s1k mikroskopunda model
organizmalarin sindirim sistemini incelemigler; malzeme kalintisinin olmadigini hatta disi

bireylerde yumurta birikimi oldugunu saptamslar.

Farsi ve digerleri [20], OECD yo6ntemi (202) kullanilarak, Daphnia magna’larda Fe203 ve
C0203 nanoparcaciklarmin farkli konsantrasyonlari akut toksitesini incelemislerdir. Demir
oksit ve kobalt oksit NP'lerin LC 50'si, belirlenmesi i¢in 96 saat sonra Probit yontemiyle
analiz etmislerdir. FeoOs igin LC50degerini 163,21 mg L ! bulup diger malzeme
C020s3 nanoparcaciklar: i¢in 121,04 mg L ! bulmuslardir ( p<0,05). USEPA'nin toksik
smiflandirma kriterlerine gore LC50degeri 100 mg L ~* 'in Uizerinde olan nanopartikiller,
suda yasayan hayvanlar i¢in daha diisiik akut toksisiteye sahip oldugunu tespit etmislerdir.
Kullandiklar1 nanopargaciklarin demir oksitin kobalt oksite gore daha az toksik etkiye sahip

oldugunu belirtmislerdir.

Zhu ve digerleri [51], Daphnia magna ya sirasiyla 0,1; 1,0 mg L! Titanyum oksit’ e 24
saat maruz brrakilmistir. Daphnia magna da TiO. in biyobirikimini Michaelis-Menten
kinetigi formiliiyle hesaplayip; besin zinciri tarafindan zebra baligma (Danio rerio)
transferini saptamislardir. Deneme stiresince 0. giin (kontrol olarak), 1, 3, 5, 7, 10, 14. giin
(maruz kalma stiresi) ve 15, 17, 19, 21. giin (depurasyon siiresi) sonrasinda balik 6rnekleri
alimiglardir. Sonug olarak yaptiklar1 hesaplamada nanopasrtikillerin sadece su salinimindan
degil yem olarak prey predator iligkisinden de transfer olacagmi bu yiizden

nanomalzemelerin toksik degerlerinin bilinmesi gerektigini savunmuslardir.

Eskin ve digerleri [15], inceledikleri arastrma da model organizma olarak Galleria
mellonella'da (Lepidoptera: Pyralidae) bakir fosfat nanogiceklerinin (p-CPnfs) (100, 500,
1000, 2000, 6000 ppm) doz gruplarinda hemositler ve enzimatik tepkiler Gzerindeki
etkilerini arastirmiglar. Bakir Fosfat nanogigeklerinin yiiksek dozda G. mellonella iizerinde
etki gosterip; hemositler ve hemolenf asetilkolin esteraz (AChE), superoksit dismutaz (SOD)

ve katalaz (CAT) enzimlerinin aktivitelerinin arttigini tespit etmisler.

Altinkaynak ve digerleri [52], yaptiklar1 ¢calisgma da Organik-inorganik hibrit nanogicek
sentezi i¢in organik bilesen olarak Trigonella foenumgraecum L. bitkisi tohum ekstresi ve

inorganik bilesen olarak bakir iyonlar1 kullanilarak bir ¢esit yesil sentez methodu
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kullanmiglardir. Nanogicekler; Pseudomonas aeruginosa ve Haemophilus influenza disinda
Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, S. aureus, Bacillus cereus, Salmonella typhi
ve E. coli tirlerine kars1 antibiyotikler ile kiyaslandiginda yiiksek diizeyde antimikrobiyal
ozellik tespit etmislerdir. Ancak hem hibrit nanocicekler hem de serbest ham bitki ekstresi,
Candida albicans ve Candida glabrata turlerine kars1 antifungal aktivite tepkisi vermedigini

saptamuglardir.

Bor ve digerleri [53], yaptiklar1 ¢caligmada, Organik-inorganik nanogigeklerin ve bitkilerin
metanollii ekstrelerinin karsilastirmali olarak cilt hastaliklarinda 6nemli yere sahip olduguna
dair hyaluronidaz ve jelatinaz (MMP-2/MMP-9) enzimlerinin inhibisyonuna yonelik
genotoksikolojik calisma yapmuslardir. Bu ekstrelerden hareketle, bakir ve ¢inko iyonlari
kullanilarak iki farkli organik-inorganik hibrit nanogigek yapilar1 sentezlenmistir.
Hyaluronidaz enzimi iizerindeki en yiiksek inhibitor aktiviteye P. americana'nin ¢inko hibrit
nanocicek yapisi; jelatinaz enzimi tizerindeki en yiiksek inhibisyona ise E. arvense' nin bakir
hibrit nanog¢igek yapisinin sahip oldugu tespit etmisler. Bu durumda ¢inko hibrit nanogicek
yapisimin genotoksik incelenmesinde bakir hibrit nanogigek yapisina oranla teranopotik ve

biyouyumlu oldugunu saptamislar.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Denemede Kullanilan Nanomalzemeler

Bu tez ¢aligmasinda nanoteknoloji endiistrisinde oldukga degerli olan bizmut silfur Bi.Ss
nanogicekleri ve Kobalt nanocicekleri Yildiz Teknik Universitesi, Bakirdere Research

Laboratuvari *nda sentezlenmistir (Resim 3.1).

Resim 0. Bizmut sllflir Bi>Ss nanogigekleri (soldaki) ve Kobalt nanoyapraklar1 (sagdaki)

3.2. Denemede Kullanilan Model Organizmalar

3.2.1. Sazan (Cyprinus carpio)

Bu tez ¢alismasinda deney hayvani olarak Cyprinus carpio (L. 1758) tlrli Sazan balig
kullanilmistir. Denemede kullanilan sazan baliklarun ortalama agirlhigr 4,13+0,19 g ve
ortalama toplam uzunlugu ise 4,4+1,1 cm olup sistematikteki smiflandirilmasi asagida

verilmistir (Resim 3.2).

Ust Takim: Teleostei
Takim: Cypriniformes
Alt Takim: Cyprinoidei
Aile: Cyprinidae

Cins: Cyprinus

Tur: Cyprinus carpio
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M. O L N
Resim 0. Model organizma Sazan Baligi (Cyprinus carpio) (Orijinal)

I

3.2.2. Su piresi (Daphnia magna) (Straus, 1820)

Bu tez calismasinda model organizma olarak tatli su mikrokrustesasi olan su piresi Daphnia
magna kullanilmistir (Resim 3.3). Denemede kullanilan su pireleri ortalama 3 mm boyutlu

olup sistematikteki siniflandirilmasi asagida verilmistir.

Sube: Arthropoda
Takim: Crustacea
Aile: Daphniidae
Cins: Daphnia

Tur: Daphnia magna

Resim 3.3. Model organizma Su piresi (Daphnia magna) Orijinal
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3.3. YOntem

3.3.1. Nanomalzemelerin sentezi

Bizmut Sulfir (Bi»Sz) nanogiceklerinin sentezi

Bizmuth Silfur (Bi.Ss) nanogicekleri, mikrodalga destekli hidrotermal yontemle Chen ve
digerleri [54] modifiye edilerek sentezlenmistir. Baglangicta 0,50 mmol BiSO(OH)9(NO3)4
ve 6,02 mmol tiyoure, bir beher iginde 25 mL deiyonize su ve etilen glikol karigmmi (1:3,
v:v) i¢inde c¢oziilmiistiir. Cozelti manyetik karistirict yardimiyla 1000 rpm'de oda
sicakhiginda 1 saat kuvvetlice karistirilmistir. Daha sonra beher beher 5 mL deiyonize su ve
etilen glikol karigim ile yikanarak beyaz renkli siispansiyon TEFLON kaplara alinmustir.
Bi>S3 nanogigekleri olusturmak igin bir mikrodalga sisteminde 60 dakikalik bir sicaklik
programi uygulanmistir. Programa gore sicaklik oda sicakligindan 100 °C'ye 5 dakikada
cikarilmis ve 10 dakika bu sicaklikta tutulmustur. Ardindan diger 5 dakikada sicaklik 165
°C'ye ulagmis ve 30 dakika ayni sicaklikta tutulmustur. Son olarak 10 dakika ventilasyon
yapilmistir. Siyah renkli ¢okeltiler temiz bir test tiipline alinarak daha iyi ¢okelmesi i¢in 3
saat karanlik ortamda bekletilmistir. Ardindan numune, test tiipiliniin tabanindaki tiim Bi2S3'lU
toplamak i¢in 3000 rpm'de 5 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatan bosaltilip ve nanoc¢igekler
ultra saf su ile yikanarak ii¢ defadan fazla santrifiij islemi gergeklestirilmistir. Daha sonra
nanocicekler tam kuruma igin 72 saat 55-60 °C'de etiivde bekletilmistir. Kullanmadan 6nce,

nanogigekler bir havanda 6giitiilerek toz formu elde edilmistir.

Kobalt (Co) nanovapraklarin sentezi

Kobalt (Co) nanoyapraklari, mikrodalga destekli hidrotermal yontemle Chen ve digerleri
[54] den modifiye edilereksentezlenmistir. Baslangicta 0,50 mmol (Co(NO3)2 - 6H20, 6,02
mmol tiyoure, bir beher iginde 25 mL deiyonize su ve etilen glikol karigimi (1:3, v:v) iginde
coziilmustiir. Cozelti manyetik karistirict yardimiyla 1000 rpm'de oda sicakliginda 1.0 saat
kuvvetlice karistirilmistir. Daha sonra beher 5,0 mL deiyonize su ve etilen glikol karigimi
ile yikanarak beyaz renkli slispansiyon TEFLON kaplara alimmistir. Kobalt nanoyapraklari
olusturmak i¢in bir mikrodalga sisteminde 60 dakikalik bir sicaklik programi uygulanmistir.
Programa gore sicaklik oda sicakligindan 100 °C'ye 5 dakikada ¢ikarilmis ve 10 dakika bu
sicaklikta tutulmustur. Ardindan diger 5 dakikada sicaklik 165 °C'ye ulasmis ve 30 dakika
ayni sicaklikta tutulmustur. Son olarak 10 dakika ventilasyon yapilmistir. Siyah renkli
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cokeltiler temiz bir test tiipline alinarak daha iyi ¢okelmesi i¢in 3 saat karanlik ortamda
bekletilmistir. Ardindan numune, test tiipiiniin tabanindaki tiim kobalt nanoyapraklar1
toplamak i¢in 3000 rpm'de 5 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatan bosaltilip ve nanocigekler
ultra saf su ile yikanarak ii¢ defadan fazla santrifiij islemi gergeklestirilmistir. Daha sonra
nanoyapraklar tam kuruma icin 72 saat 55-60 °C'de etiivde bekletilmistir. Kullanmadan

once, nanoyapraklar bir havanda 6giitiilerek toz formu elde edilmistir [55].
3.4. Nanomalzemelerin Karakterizasyonu

Nano yapili malzemelerin nanotoksik etkileri lizerinde, kullanilan malzemelerin parcacik
numarasi, yikleri, boyutlari, boyut dagilimlari, yiizey alanlari, yapilar1 ve sekilleri ile
kiimelesme durumlar1 [56] ve ayrica konsantrasyon orani gibi bir¢ok faktor dnemli etkiye
sahiptir. In-vivo veya in-vitro kosullar altinda tiim nanotoksikolojik arastirmalarda bu
faktorleri belirlemek gerekir. Bu nedenle, tez kapsaminda sentezlenen nano malzemelerin

bu ayirt edici 6zellikleri saptamak i¢cin; XRD, SEM, FTIR analizleri yapilmistir.

Taramali elektron mikroskobu analizi (SEM)

Iskenderun Teknik Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi nde
SEM analizleri gerceklestirilmistir. Bizmut siilfiir ve Kobalt nanopargaciklarinin SEM
goruntalerini elde etmek icin Zeiss EVO LS10 Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)
kullanilmistir. SEM o6l¢limlerinden 6nce nanopargaciklara bir Au-Pd kaplamasi saglamak
icin bir otomatik kaplayici kullanilmis ve kaplama islemi toplam bes dakika stirmiis, vakum

sisteminde ger¢eklesmistir.

Fourier doniisiim kizilotesi spektroskopisi analizi

Iskenderun Teknik Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi nde
FT-IR analizleri ger¢eklestirilmistir. FTIR Olgtimleri igin kat1 Bi»Sz ve Co nanogicekleri
kullanilmistir. Orneklerin FTIR spektrumlarini elde etmek icin JASCO 6700 model Fourier
transform kizildtesi spektrofotometrede 4000 - 400 cm™ dalga sayisi araliginda tekrarli
dlciimler yapilmustir. Coziiniirliik, 2 mm/s tarama hizinda 16 tarama icin 4 cm™ olarak
ayarlanmistir. Alet, TGS detektorii ile donatildi ve Olgiimler i¢in bir elmas kristal
yerlestirilmis ekipmanla zayiflatilmis bir toplam yansitma (ATR) modu kullanildi. FTIR
spektrumu, ATR PRO I kullanilarak analiz edilmistir.
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X asini kirinimi (XRD)

Iskenderun Teknik Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi nde
Malvern Panalytical /Empyrean markali cihazda Bi»Sz ve Co nanopartikullerin XRD
analizleri gerceklestirilmistir. XRD paterni, oda sicakliginda bir Cu-K radyasyon kaynagi
takilmis bir PANalytical X'Pert Pro analiz cihazi kullanilarak elde edildi. Tarama agis1 26,
5¢ ila 90° araliginda olacak sekilde ayarlandi ve kademeli tarama hizi, 45 kV ve 40 mA'da

40 s olarak ayarlanmuistir.
3.5. Deneme Ortaminin Hazirlanmasi

Model organizma olarak kullanilan Sazanlar biyodeneyler baglatilmadan 6nce 80x40%20 cm
boyutlarindaki 20-litrelik cam akvaryumlarda iki hafta sire ile tutularak ortama
adaptasyonlar1 saglanmistir. Adaptasyon siirecinde %28 Ham protein icerigine sahip sazan
yemleriyle giinde bir kez yemlenmistir. OECD method 202 [57-58] kurallarma uygun olarak

ortam sartlar1 saglanmustir.

Model organizma olarak kullanilan diger tiir olan Su piresi (Daphnia magna) biyodeneyler
baslatilmadan 6nce 500 ml lik 6lgiilerdeki cam beherlere yerlestirilmistir. OECD method
202 [59-58] adaptasyon siresince pH (8,28-8,42), sicaklik (20 - 22° C), ¢6ziilmiis oksijen
(DO) (4,5-5,5 mg L7). Ayrica toplam sertlik (CaCOs), 170 mg L7?, 1sik siiresi
aydinlik/karanlik 16:8 seklinde uygulanmistir [59-58]. Su pirelerine yem olarak karisik alg
(S. subspicatus) kiiltiirti verilmistir. Akut ve sub akut toksisite deneylerinde, yumurtadan

yeni ¢1kig yapmis olan (neomate) (24 saatten daha kii¢iik) bireyler kullanilmistir.

3.5.1. Akut ve Subakut konsantrasyonlarin belirlenmesine yonelik biyodeneyler

Bizmut Silfur (Bi;S3) nanociceklerinin _model organizma (Cyprinus carpio)’ vya

uygulanmasi

Bi>Sz nanogiceklerinin Akut ve Subakut Konsantrasyonlarin Belirlenmesine Yo6nelik
Biyodeneyler, Ekonomik Isbirligi ve Kalkmma Orgiitii [59-58] yonergelerine gore
yapilmigtir. Calismanin ilk bolimiinde Bi>S3 Bizmut Silfiir nanogiceklerin 100, 200, 400,
600, 800 mg L™lik konsantrasyonluk siispansiyolar1 10 mL ultra saf suda, 15 dakika
boyunca 40 mV'de sonikasyona tabi tutularak hazirlanmigtir. Daha sonra; 20 litrelik cam
akvaryumlarda 10’ar adet stoklanan sazanlar siirekli havalandirma yapilan statik sitemde

sirasiyla 24, 48, 72 ve 96 saat sure ile Bi»S3 nanogigeklerinin farkli konsantrasyonlarina
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maruz birakilmis ve 6liim oranlar1 tespit edilmistir. Deneme {i¢ tekerriirlii olarak ytiriitiilmiis
ve deneme siiresince yemleme yapilmamistir. Ayrica, 96. saat sonunda elde edilen 6liim
yuzdeleri kullanilarak probit analizi yapilmis ve LC50 degeri elde edilmistir. Bi.Ss Bizmut
Siilfiir nanogigeklerin 96 saat sonra LC50 degeri 350 mg L olarak belirlenmistir. LC50
degerine (96 saat) dayali olarak, subakut I (1/10 LC50~35 mg L), subakut Il (1/4 of
LC50~87 mg L) ve subakut Il ( 1/2 LC50~175 mg L) dozlar1 belirlenmistir. Calismani
ikinci boliimiinde ise yukarida belirtilen konsantrasyonlarda OECD kilavuzunda [57]
kurallarma uygun olarak, 14 saat aydinlik:10 saat karanhik dongiisiine gore 20 litrelik
akvaryumlara 20 adet sazan (1 adet /L) stoklanarak 30 giinliik subakut denemesi baslatilmis
ve semi statik olarak deneme yiritiilmistir. Deneme 3 farkli BiSs nanogicek
konsantrasyonlar1 negatif ve pozitif kontrol gruplari ile birlikte 5 farkli muamele gruplarinda
3 tekerriirlii olarak 30 giin boyunca siirmiistiir.Pozitif kontrol grubunda mutajenik olan
Etilmetan stlfonat (5 mg L) kullanilmistir[60].Giinde bir kez yemleme yapilarak, canli-61ii
birey kontrolleri saglanmistir. Haftda bir akvaryumlarda 1/3 oraninda su degisimi yapilmis
ve deneme ortammin fizikokimyasal parametreleri takip dilmistir. 30 giinliik Sub-akut
denemenin sonunda sazanlardan nanootksikolojik testler icin gerekli kan ve doku
orneklemeleri yapilmistir. Toksite teslerine baslamadan once baliklara 5 mg L kinaldin

stilfat (Sigma) ile anestezi uygulanmistir[61].

3.6. Kobalt (Co) Nanoyapraklarinin Model Organizma (Daphnia magna)’ ya

Uygulanmasi

Kobalt (Co) nanoyapraklarin Akut ve Subakut Konsantrasyonlarin Belirlenmesine Y 6nelik
Biyodeneyler, Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma Orgiitii [59] yonergelerine gdre yapilmustir.
Calismanin ilk boliimiinde Co nanoyapraklarm (1, 5, 10, 15, 20 ve 25 mg L%)
konsantrasyonluk siispansiyolar1 10 mL ultra saf suda, 15 dakika boyunca 40 mV'de
sonikasyona tabi tutularak hazirlanmistir Daha sonra; 100 ml lik cam beherlerde 10’ar adet
stoklanan daphnialar surekli havalandirma yapilan statik sitemde sirasiyla 24,48,72 ve 96
saat siire ile Co nanogiceklerinin farkli konsantrasyonlarina maruz birakilmis ve 6liim
oranlar1 tespit edilmistir. Deneme {i¢ tekerriirlii olarak yiiriitiilmiis ve deneme siiresince
yemleme yapilmamistir. 96 saat sonunda elde edilem 6liim yiizdeleri kullanilarak probit
analizi yapilmis ve LC50 degeri elde edilmistir 96 saat sonra Kobalt (Co) nanogigeklerin
LC50 degeri 9,705 mg L? olarak belirlenmistir. Ayrica, LC50 degerine (96 saat) dayal
olarak, subakut I (1/10 of LC50~1 mg L), subakut Il (1/4 of LC50~2.5 mg L), ve 6lumciil

olmayan Il (1/2 LC50~5 mg L?) dozlar1 belirlenmistir. Calismani ikinci bdliimiinde ise
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yukarida belirtilen konsantrasyonlarda OECD kilavuzunda [57] kurallarina uygun olarak, 16
saat aydmlik:8 saat karanlik dongiisiine gére 300 ml lik cam beherlere 20 adet daphnia
stoklanarak 21 gunlik subakut denemesi baslatilmis ve semi statik olarak deneme
yiirtitiilmiistiir. Deneme 3 farkli Co nanoyaprak konsantrasyonlar1 negatif ve pozitif kontrol
gruplart ile birlikte 5 farkli muamele gruplarinda 3 tekerriirlii olarak 21 giin boyunca
siirmiistiir. Pozitif kontrol grubunda mutajenik olan Etilmetan stlfonat (5 mg L7?)
kullanilmistir [60].

Gilinde bir kez yemleme yapilarak, canli-6li birey kontrolleri saglanmistir. Haftda bir cam
beherlere 1/3 oraninda su degisimi yapilmis ve deneme ortaminin fizikokimyasal
parametreleri takip dilmistir. Ayrica 21 giinlik Sub-akut denemenin sonunda Daphnia

magna nanotksikolojik testler icin gerekli 6rneklemeler yapilmaistir.

3.7. Genotoksite testi

3.7.1. Mikronukleus (MN) testi

Mikronukleus test teknigi periferik kirmizi kan hiicrelerinde uygulanmistir. Her muamele
grubundan 5 er baliktan kalpten kan 6rnekleri alinmistir. Daha sonra hazirlanan preparatlar
% 95 etanolde 20 dakika fikse edilmistir. Slaytlar, 20 dakika boyunca % 5 Giemsa ile
boyanmistir (Resim 3.9). Mikroniikleus hesaplamasi, [62]’ye gore her slayttan 1000 hiicre
sayilarak tamamlanmistir. Morfolojik ¢ekirdek diizensizlikleri bes ana grup altinda tahmin
edilmistir: iki ¢ekirdekli, loblu ¢ekirdek, tomurcuklu ¢ekirdek ve ¢entikli ¢ekirdek ve bobrek

seklinde olmak iizere toplanmistir.

{7 A
| 3

Resim 3.4. Baliklardan kan alimi ve oﬁkleus Testi (Orijinal)
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3.7.2. Mikronukleus sayim kriterleri

Yapilan test sonucunda birey basina alt1 preparat hazirlanmis olup; tlim preparattan bin adet
hiicre sayim1 gerceklestirilerek mikroniikleus sayim kriterleri ger¢eklestirilmistir. Incelenen
preparatlarda mikroniikleus yapist ile Kkaristirilabilen durumlarin  olugsmamasi igin
mikronlkleus sayimlarinda standart kabul edilmis durumlar dikkate alinmistir. Baslica bu
durumlar su sekildedir: Mikroniikleuslar ana niikleustan ayrik olmali, Mikroniikleuslar ana
niikleus ’la ayni mikroskopla goriilebilecek goriintiiyii vermeli, Mikroniikleuslar ana
niikleus’un ile boyama tonlar1 esit olacak sekilde yapilmali, Mikroniikleuslar ana niikleus’un
merkezine fazla uzakta bulunmamali, Mikroniikleuslar boyut olarak ana niikleus’un

1/3’inden daima daha kii¢lik yapiya sahip olmalidir [62].

Eritrositlerde mikrogekirdegin disinda ¢ift ¢cekirdek, tomurcuklu ¢ekirdek, ¢entikli ¢cekirdek
cekirdek gibi eritrositik ¢ekirdek anormallikleri de bakilmustir. Iki ¢ekirdege sahip olan
hiicreler ¢ift ¢ekirdekli (biniikleus), ¢cekirdek membranindan kii¢lik yapidaki ¢ikint1 yapmis
durumlar tomurcuklu ¢ekirdek seklinde adlandirilmis olup; tomurcuklu ¢ekirdeklerden biraz
daha buyik ¢ikintilara gésteren yapi ve loplu goriintii veren ¢ekirdekler loplu cekirdek
olarak iafade edilmektedir [63].

3.7.3. Tek huicre Jel Elektroforez (Comet Assay) Testi

Tek hiicre Jel Elektroforez (Comet Assay) Testi [64] modifiye edilerek uygulanmistir.
ElKullanacagimiz hiicre siispansiyonu soguk fosfat tamponu (4 C'de) olacak sekilde 5 dk
3000 rpm'de santrifiij yapilmistir. Bundan sonra; 10 pl hiicre siispansiyonu, 100 pl % 0,7
LMPA ile karistirilarak 6rnekler olusturulmus ve bu siispansiyondan 100 pl kullanilarak,
normal agaroz (NMPA) kapli lamlarin tizerine konarak dondurulmustur. Preparatlar lizis
cozeltisinde 4 °C'de ve sonrasinda elektroforez tamponunda 4 C° 20 dakika bekletilmistir.
Alkalin elektroforez 300 mA olarak uygulanmis ve sonrasinda preparatlar 100 pl etidyum
bromid (10 pl / ml) ile boyanmistir (Resim 3.10). Preparatlarin incelenmesinde floresan
mikroskobu (Leica marka, yesil 151k altinda) ve gorsel skorlama methodu kullanilarak
Arbitrary Unit ve diger indeks hesaplamalar1 yapilmistir. Fluoresan mikroskopu ile inceleme
sonras1t her bir lam i¢in sayilan 100 hiicrede DNA hasar1 ¢ekirdekten uzayan kuyruk
uzunlugunun seviyelerine gore “hasarsiz (0)”, “az hasarli (1)”, “orta derecede hasarlh (2)”,
“hasarli (3)” ve “yuksek derecede hasarli (4)” olmak fiizere 5 kategoride (Tip’te)

degerlendirilmistir [65].
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T

Resim 3.5. Tek Hiuicre Jel Elektroforezi (Comet Assay)Testi

3.8. Sitotoksisite testi

3.8.1. Trypan Mauvisi ile Hiicre Canhhg Testi

Tripan mavisi, toksikolojik testlerde hiicre canliliginin tespit edilmesi igin surekli tercih
edilen boya tiplerindendir. Trypan mavisi ile hiicre canlilig1 testi, Strober [66]’dan modifiye

edilerek yapilmistir (Resim 3.6).

Resim 3.6. Hicre Canlilig1 (Tripan Mavisi) Testi
3.9. Istatistiksel Analiz

Bu veri setleri istatiksel analizlerden 6nce normalite (Shapiro—Wilk test) ve homojenite
(Levene’s test) testine tabi tutulmustur. Kullanilan biitiin parametrelerin gruplar arasindaki
benzer olmayan durumlarin kiyaslanmasinda varyans analizi (ANOVA) ve c¢oklu

karsilagtirma testi icinde Duncan testi tercih edilmistir. Farkliliklar, P <0,05'te istatistiksel
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olarak anlamli kabul edilmistir. Veriler ortalama * standart sapma (SD) olarak ifade

edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Bizmut Sulfur (Bi>S3) Nanogiceklerinin Karakterizasyonu ve Toksikolojisine Ait
Bulgular

4.1.1. Bizmut Sulfur (Bi2Sz) nanociceklerin karakterizasyonu

Bizmut Sulfir (Bi2Ss) nanogigekleri mikrodalga destekli hidrotermal ydntemle
sentezlenmistir. Bi»S3 nanogicekleri olusturmak i¢in bir mikrodalga sisteminde 60 dakikalik
bir sicaklik programi uygulanmistir. Kullanmadan o©nce, nanogicekler bir havanda

ogiitlilerek toz formu elde edilmistir.

4.1.2. Taramah elektron mikroskobu analizi (SEM)

Sentezlenen malzemeye iliskin; Yiizey morfolojisi ve partikiil boyut dagilimini analiz etmek
icin SEM kullanilmistir. Bu cihaz ile tez ¢alismasinda sentezlenen malzemeye ait yiiksek
¢oziniirlikli gorintiiler elde edilmistir. Bizmut stlfir nanocgieklerinin 100 nm'nin altinda
oldugu ve nanogigegin yapraklarinin birbirine oldukca benzedigi goriilmiistiir. Sonuglar bu
malzemenin hazirlama yonteminin seklinden dolay1 olduk¢a verimli oldugunu gostermistir.
Bizmut Sulfur (Bi2S3) nanogiceklerin farkli biiyiitmelerdeki SEM goriintiileri almmustir
(Resim 4.1).

EHT = 700KV WD =10.00 mi

Resim 4.1. Bizmut Sulflr (Bi2S3) nanogiceklerin farkli biiylitmelerdeki SEM goriintiileri.

4.1.3. Fourier doniisiim kizilotesi spektroskopisi analizi (FT-IR)

Bizmut Silfir (BiS3) Nanogiceklerine ait FTIR o6l¢iminden elde edilen spektrum
incelenmis, sonuglara gore 4000 cm™- 400 araliginda kendini gdstermis olup; ¢oziiniirliigii

2,0 mm/s tarama hiz1 ile 4,0 cm? olarak ayarlanmustir. Sonug olarak; Spektroskopi
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analizinde 3450 cm™? araliginda belirgin pikle sahip olup; 1500-1450 cm™'de arahiginda
malzemenin  kimyasal yapisinda H-O-H bukulme mevcut olup; CO32-'nin molekiler

titresim degeri 1400 cm™ dalga oraninda gozlemlenmistir (Sekil 4.1).

100

%T | /
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Sekil 4.1. Bizmut Sulftr (Bi2S3) nanogiceklerinin FT- IR Analizi

4.1.4. X-1s51m kirinim (XRD)

Sentezlenen Bi.Ss nanogiceklerinin XRD'si, XRD difraktogrammdan, malzemenin ytksek
saflikta ve 1yi kristal yapiya sahip oldugu anlasilmaktadir. Ayrica 20: sirasiyla; 15,6, 17,5,
22,4,249,28,6,31,7,35,5,40,0 ve 52,6 sinyal degerlerinde olup karakteristiktir. Bununla
birlikte nanoparcaciklarin yapisi i¢in tipik tepe noktalarinda genis/orta tepe noktalari
oldugunu gostermistir. XRD 1smimmi1 Sekil 4.2'de gosterilmektedir. Genel olarak pik
seviyelerine bakildiginda Yiiksek kristalinite yakin — Diisiik Amorf faz goriilmektedir.
Kirmim tepe noktalarinin genislemesi kii¢iik partikiil yapisini ve malzemenin yiiksek kristal

yapida olustugunu gostermektedir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Bizmut Sulfiir (Bi2S3) nanogigeklerinin XRD 1sinimi
4.2. Bizmut Sulfur (Bi>S3) Nanogiceklerin Akut Toksitesine Ait Bulgular

Bi>S3 nanogiceklerinin Akut toksitesine ait LC50 degerini bulmaya yonelik ydritulen
denemede sirastyla 100, 200, 400, 600 ve 800 mg L? doz gruplar1 uygulanmistir. Bi,S3
nanociceklerinin 96. saatte maruziyet sonrasi model organizma Cyprinus carpio da sirasiyla
%0, %40, %60, %80 ve %100 6liim orani tespit edilmistir. Yapilan probit analizi sonucunda;

Bi>Ss nanogiceklerin %95 gliven aralig: ile birlikte 96. saatteki LC50 degeri 350 mg L*
olarak tespit edilmistir (Sekil 4.3).

96.saat maruziyet
120

100
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Bi;,S; nanogigeklerinin konsantrasyonlari, mg/L

Sekil 4.3. Bizmut Sulfir (Bi2S3) nanogiceklerinin akut toksisitesi
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4.3. Bizmut SuUlfur (Bi>S3) Nanogiceklerin Sub-akut Toksitesine Ait Bulgular

Bi>Sz Bizmut Stlfur nanogiceklerin sub-akut toksitesine ait 30 giinlik deneme ortamina ait

fizikokimyasal parametreleri agagida verilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Deneme ortamimin fizikokimyasal parametreleri

Parametreler Birimler Degerler Standard OECD Methodu (1992-2018)
pH - 8,02+0,05 6-8,5

Sicakhik °C 22,05+1,05 20-24

Coziinmiis Oksijen mg L? 5,77+0,50 %80

NO2-N mg L? 0,075+0,005 -

NOs-N mg L? 0,375+0,005 0,3

NHs-N mg L? 0,001+0,0001 0,001

Toplam Sertlik mg L*? 190+10 10-250

OECD method 203’ e gore (OECD, 2009;2018) deneme siiresince pH (8,02+0,05), sicaklik
(22,05%1,05), ¢oziilmiis oksijen (DO) (5,77+0,50) NO2- N (Nitrit) degeri 0,075+0,005 mg
LT NOs- N (Nitrat) degeri 0,375+0,005 mg L?; NH3N (Amonyak) degeri 0,001+0,0001
toplam sertlik, 190+10 mg L™? seklinde uygulanmustir. Deneysel suyun fizikokimyasal
parametreleri, Standart OECD yo6nergelerinde (OECD 2009; 2018) agiklanan sicaklik, pH,

CO ve diger ol¢iilen parametrelerle ilgili kalite araligma uygundur.

4.4. Model Organizma (Cyprinus carpio) Bizmut Sulfir (Bi.Ss) Nanogiceklerinin
Biyobirikimi

Bizmut Sulfir (Bi2Ss) nanogiceklerinin maruziyeti sonrasinda Cyprinus carpio

solungaclarinda ve bagirsaginda Bi,Sz nanogigeklerinin birikimi Taramali Elektron

Mikroskobu Analizi (SEM) kullanilarak belirlenmis ve mikrograflar1 verilmistir (Resim

4.2).
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Resim 4.2. Model organizma lizerinde Bi.Ss nanogiceklerinin birkimlerini gosteren SEM
mikrograflari. (A ve B) Bagirsak (C ve D) Solungaglar1

Resim 4.2°de A ve B baligin bagirsaklarinda ki birikimi gostermektedir. Yogun olarak
goriilen malzemeler aglomere olmus sindirim kanalinin islevsel yeteneklerini kaybetmesine
neden olmustur. Baliklarda mikro elementlerin emilimi esas olarak sindirim sisteminin en
onemli organlarindan bagirsakta gergeklesir. Bu durumda nanoparcaciklarin birikimi
sindirim sisteminde zamanla olumsuz etkilere sebeb olabilir [67-68]. Sekilde C ve D de ki
bizmut siilfiir nanogiceklerinin solunga¢ lamelin de yogun oldugu biriktigi goriilmektedir.
Zamanla bu durum solunum sirasinda ki gaz alis verisini ve baliklarda ki metabolik atiklarin
solungac yoluyla ber taraf edilmesini olumsuz yoénde etkileyebilir. Kimyasal maddelerin
diftizyon hiziyla solunga¢ epitelinin gegirgenligiyle lamellere gelmesi solungaglar da

biyobirikime neden olmaktadir [69-70].
4.5. Model Organizma (C.carpio) Davranissal TepKisi

Calisma da 96 saatlik deneme siiresince baliklarda ki davranig degisiklikleri takip edilmistir.
Bu maruziyetle birlikte yiuksek dozdaki Bi»S3 nanogiceklerinin konsantrasyonlarinda (600
ve 800 mg L) baliklar da zamanla huzursuzluk, yiizme dengesini kaybetme, tankin dibine
siginma, hareket kabiliyetlerini kaybetme gibi davranigsal tepkiler meydana gelmistir
(Cizelge 4.2).



29

Cizelge 4.2. Akut toksisite testi sirasinda Cyprinus carpio davranissal durumlari

Davramgsal Tepki Y Uzme Aktiviteler Solungag Hareketleri

24s Normal Normal hareket, barisgil Normal

48 s Hizli Hizli davranissal tepkiler Normal
agresiflik, ani yorulma,

72s Yavas dibe dogru batip tekrar Yavasg
yukari ¢ikma
Hareket etmede

96 s Cok Yavas huzursuzluk, Denge Cok Yavas
saglayamama, dibe
dogru batma

Akut Toksitite Testi swasinda ki Bizmut siilfir (Bi2S3)

nanogigeklerinin farkl

konsantrasyonlar daki tespit edilen canli-6Li birey miktar1 hesaplanmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Bizmut sulflr (Bi2Ss) nanogigeklerinin canli-6lii birey miktarlar1

24s 48s 72s 96s
Doz
Gruplann Ol Mortalite Ol Mortalite Ol Mortalite Ol Mortalite
(mg LY Birey (%) Birey (%) Birey (%) Birey (%)
Control 0 = 0 - 0 - 0 -
100 0 - 0 - 0 - 0 -
200 0 - 1 10 2 20 1 10
400 0 - 2 20 2 20 2 20
600 2 20 3 30 5 50 8 80
800 2 20 3 30 5 70 10 100

4.6. Bizmut Sulfur (Bi>Ss)Nanogigeklerinin Genotoksitesine Ait Bulgular

4.6.1. Tek Hucre Jel Elektroforezi (Comet Assay) Testi

Farkli konsantrasyonlardaki Bizmut Sulfur(Bi.Ss)Nanogiceklerinin C. carpio’nun solungag

ve karaciger dokularindaki DNA Hasarma iliskin parametrelere bakilmigtir. DNA hasar1

parametrelerinin sonuglar1 ve istatistiksel degerlendirilmeleri verilmistir (Cizelge 4.4),

(Cizelge 4.5).

Cizelge 4.4. Farkli konsantrasyonlarda ki Bi.Sz nanogigeklerinin baliklarin solungag

Doz gruplarn (mg L?) DNA Hasar Frekans1 Arbitrary Unit  Genetik Hasar Indeksi (%0)
(%) (AV)

Pozitif Kontrol (EMS) 100,0+0,1¢ 305,67+4,71¢ 3,05+0,047¢

Kontrol (0) 25,672,492 48,67+2,05° 0,48+0,02?

35 25,33+2,05° 45,00+6,37 0,45:0,06°

87 35,00£2,49° 75,33+3,85 0,75£0,03"

175 50,33+2,86° 136,67+5,32" 1,36+0,05°

P p<0.001 p<0.001 p<0.001
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dokularinda olusturduklart DNA Hasar parametreleri (ortalamaz standart hata).

Veriler aritmetik ortalama + SD (standart sapma) olarak verilmistir, *Her siitunda farkli harfler, kontrol ve {i¢ farkli bizmut

sulfir nanogigek konsantrasyonlari arasindaki 6nemli farkliliklar1 gosterir (*, P<0,05; **P<0,01; *** P<0,001).

Bi>S3 nanociceklerine ait C. carpio’nun solunga¢ dokularinda tespit edilen DNA Hasar1
parametrelerine bakildiginda; mutajenik pozitif kontrol grubunda beklenildigi gibi en
yilksek DNA hasar degerleri (DNA Hasar Frekansi, Arbitrary Unit ve Genetik Hasar
Indeksi) sirasiyla %100,0+0,1; 395,67+4,71 ve %3,95+0,047 olarak elde edilmis olup tiim

gruplar arasinda istatistiksel anlamda 6nemli farklilik bulunmustur (P<0,001).

En diisiik DNA Hasar frekanslar1 ise kontrol ve 35 mg L™ Bi,Ss nanogicek grublarinda
sirastyla %25,67£2,49 ve %25,33+£2,05 olarak elde edilmis olup bu iki grup arasinda
istatistiki anlamda benzerlik bulunmustur (P>0,05). Ayrica 87 ve 175 mg L™’lik doz
gruplarinda ise DNA Hasar Frekansi sirasiyla %35,00+£2,49 ve %50,33+£2,86 olarak
belirlenmistir. Bu doz gruplar1 arasinda ki en yiiksek DNA Hasar1 175 mg L doz grubuna
ait olup tiim doz gruplarda istatistiksel anlamda 6nemli derecede farklilik goriilmiistiir
(P<0,001). Ayn1 sekilde Arbitrary Unit ve Genetik Hasar Indeksine bakildiginda bu iki doz
grubu arasmdaki en yiiksek degerler 175 mg L™ lik doz grubunda 136,67+5,32 ve 1,36+0,05
olarak bulunmus ve tiim doz gruplarda istatistiksel anlamda 6nemli derecede farklilik tespit
edilmistir (P<0,001).

Cizelge 4.5. Farkli konsantrasyonlarda ki Bi»Sz nanogiceklerinin baliklarin karaciger
dokularinda olusturduklar1 DNA Hasar parametreleri (ortalamaz standart hata).

Doz gruplan (mg L?) DNA Hasar Frekeansi (%) Arbitrary Unit Genetik Hasar Indeksi
—_ (AV) (%)

Pozitif Kontrol (EMS) 97,66+3,30° 396,00+ 0,014 3,96+ 0,01¢

Kontrol (0) 21,671,242 36,33+1,88? 0,36+ 0,012

35 20,66+0,94° 38,33+4,64° 0,38+0,042

87 24,33+0,94° 49,33+2,05 0,49+0,02°

P p<0.001 p<0.001 p<0.001

Veriler aritmetik ortalama + SD (standart sapma) olarak verilmistir, *Her siitunda farkli harfler, kontrol ve ti¢ farkli bizmut

stlfur nanogicek konsantrasyonlari arasindaki 6nemli farkliliklar1 gosterir (*, P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001),

Bi>S3 nanogiceklerine ait C, carpio’nun karaciger dokularinda tespit edilen DNA Hasar1
parametrelerine bakildiginda; mutajenik pozitif kontrol grubunda beklenildigi gibi en
yiiksek DNA hasar degerleri (DNA Hasar Frekansi, Arbitrary Unit ve Genetik Hasar
Indeksi) swrastyla %97,66+3,30; 396,00+0,01 ve %3,96+0,01 olarak elde edilmis olup tiim

gruplar arasinda istatistiksel anlamda 6nemli farklilik bulunmustur (P<0,001).

En diisiik DNA Hasar frekanslar1 ise kontrol ve 35 mg L?, 87 mg L™ Bi,Ss nanogicek
grublarinda sirasiyla %21,67+1,24 ve %20,66+0,94; 24,33+0,94 olarak elde edilmis olup bu
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tic grup arasinda istatistiki anlamda benzerlik bulunmustur (P>0,05). En yliksek DN A Hasar1
grubu olan 175 mg L? 1n DNA Hasar Frekans1 42,33+2,05 olup; tiim doz gruplarinda
istatistiksel anlamda Onemli derecede farklilik goriilmiistir (P<0,001), Ayni sekilde
Arbitrary Unit ve Genetik Hasar Indeksine bakildiginda doz grubu arasindaki en yiiksek
degerler 175 mg L™ ’lik doz grubunda 110,66+4,92 ve 1,10+0,04 olarak bulunmus ve tiim
doz gruplarda istatistiksel anlamda 6nemli derecede farklilik tespit edilmistir (P<0,001).

4.6.2. Mikronukleus Test Teknigi

Farkli konsantrasyonlar da ki Bizmut Sulfir (Bi.Ss)Nanogigeklerinin C. carpio'nun
eritrositlerinde ki olusturduklar1 mikronkukleus verilerine bakilmistir. Baliklarin
eritrositlerinde olusturduklar1 sonuglar ve istatistiksel degerlendirilmeleri verilmistir
(Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Farklh konsantrasyonlar da Ki Bi»Sz nanogigeklerinin baliklarm eritrositlerinde
olusturduklar1 mikronukleus verileri (%) (ortalamaz standart hata).

Gruplar (mgL?1) Mikroniuikleus Bobrek Binukleus Centikli Loblu Tomurcukl
u

Pozitif Kontrol
16,66+0,15° 13,60+0,1¢  17,23+0,15¢  15,10+0,10°¢  17,46+0,20°  19,93+0,15°

Kontrol

3,260,252 3,50+0,72*  5,20+0,10% 7,93+0,66° 5,23+0,28? 4,16+0,15%
3 5,30+0,08" 6,10+0,32°  8,26+0,24° 9,40+0,29° 9,66+0,12° 11,33+0,94°
87 7,16+0,28° 6,86+0,15°  10,90+0,10° 12,16+0,15° 12,26+0,20°  12,20+0,10°
17 8,430,401 7,33+0,28°  13,53+0,25¢  14,10+0,10¢  13,66+0,15%  13,23+0,25°
P ek ke ke ke ek ek

Veriler aritmetik ortalama + SD (standart sapma) olarak verilmistir, *Farkl iist simgelere sahip degerler, ii¢ farkli Bi2S3
nanogigek konsantrasyonu ve kontrol grubundan elde edilen sazanlarin periferik eritrositlerindeki mikroniikleus frekanslar

ve eritrosit anormallikleri arasinda 6nemli farkliliklar gosterir (*, P<0,05; **,P<0,01; *** P<0,001 ).

Bi>S3 nanociceklerine ait Cyprinus carpio’nun eritrositlerinde tespit edilen mikroniikleus
parametrelerine bakildiginda; mutajenik pozitif kontrol grubunda beklenildigi gibi en
yiiksek mikroniikleus diizensizlik degerler (Mikroniiklus, Bobrek, Binikleus, Centikli,
Loblu, Tomurcuklu) sirasiyla %16,66+0,15 , %13,60+0,1 , %17,23+0,15 , %15,10+0,10 ,
%17,46+0,20 , %19,93+0,15 olarak elde edilmis olup tiim gruplar arasinda istatistiksel

anlamda onemli farklilik bulunmustur (P<0,001).

En diisiik mikroniikleus frekanslar1 ise kontrol grubunda olup diger doz gruplarinda (35, 87,
175 mg Lt ) sirastyla mikroniikleus frekans degerleri 3,26+0,25; 5,30+0,08; 7,16+0,28;
8,43+0,40 olarak elde edilmis olup tiim doz gruplarda istatistiksel anlamda 6nemli derecede

farklilik tespit edilmistir (P<0,001). En yiiksek mikroniikleus diizensizligine sahip 175 mg
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L lik doz grubunda ise (Mikroniiklus, Bébrek, Biniikleus, Centikli, Loblu, Tomurcuklu)
sirastyla 8,43+0,40; 7,33+0,28; 13,53+0,25; 14,10+0,10; 13,66+0,15; 13,23+0,25 tim doz

gruplarma kiyasla istatistiksel anlamda 6nemli derecede farklilik goriilmiistiir (P<0,001).

Kontrol ve Bi>S3 nanogicekleri gruplari ile karsilastirildiginda mikroniikleus ve diger
eritrosit duzensizliklerin (tomurcuklu cekirdek, loblu gekirdek, ¢centikli ¢ekirdek, binukleus
ve bobrek ) frekans sikliginda 6nemli farkliliklar oldugu saptanmistir (P<0,001). Ayrica en
cok hasar gordiigii belirlenen 175 mg L™ Bi.Ss nanogicekleri grubunun mikroniikleus ve
diger niikleer anormallikleri, mutajenik grubun (pozitif grup) hasar seviyesinden neredeyse

yuzde elli daha diisiik bulunmustur.

4.7. Kobalt (Co) Nanoyapraklarin Karakterizasyon ve Toksikolojisine Ait Bulgular

4.7.1. Kobalt (Co) nanoyapraklarin karakterizasyonu

Kobalt (Co) nanoyapraklar1 mikrodalga destekli hidrotermal yontemle sentezlenmistir. Co
nanocicgekleri olusturmak i¢in bir mikrodalga sisteminde 60 dakikalik bir sicaklik programi
uygulanmistir. Kullanmadan 6nce, nanopartikiiller bir havanda 6giitiilerek toz formu elde

edilmistir.

4.7.2. Taramah elektron mikroskopu analizi (SEM)

Sentezlenen malzemeye iliskin; Yiizey morfolojisi ve partikiil boyut dagilimini analiz etmek
icin SEM kullanilmistir. Bu cihaz ile tez ¢alismasinda sentezlenen malzemeye ait yiiksek
¢oziiniirliklii gorintiiler elde edilmistir. Kobalt (Co) Nanoyapraklarin birbirine oldukca
benzedigi ve genis ylizey alanina sahip oldugu goriilmistiir. Sonuglar Bu malzemenin
hazirlama yonteminin seklinden dolay1 olduk¢a verimli ve piiriizsiiz oldugunu gostermistir

(Resim 4.3).
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Resim 4.3. Kobalt (Co) nanoyapraklarin farkli biiyiitmelerdeki SEM goriintiileri

4.7.3. X-151m kirinim (XRD)

Sentezlenen Kobalt(Co) nanoyapraklarin XRD'si, XRD difraktogramindan, malzemenin
yiiksek saflikta ve iyi kristal yapiya sahip oldugu anlasilmaktadir. Ayrica sirasiyla; 19,2°,
32,47°, 37,95°, 51,22°, 51,50°, 58,02°, 61,65° sinyal degerlerinde olup karakteristiktir.
Bununla birlikte nanopargaciklarin yapisi i¢in tipik tepe noktalarinda genis/orta tepe
noktalar1 oldugunu géstermistir. XRD 1smimu1 Sekil 4.4’de gosterilmektedir. Genel olarak
pik seviyelerine bakildiginda Yiiksek kristalinite yakin — Diistik Amorf faz gorilmektedir.
Kirmim tepe noktalarmin genislemesi kiigiik partikiil yapisini ve malzemenin yiiksek kristal

yapida olustugunu gostermektedir (Sekil 4.4).

¥ Yy Y TEY. 3¥  § T 5T ¥ Y 11
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Sekil 4.4. Kobalt (Co) nanoyapraklarin XRD 1sinimi1
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4.8. Kobalt (Co) Nanoyapraklarin Akut Toksitesine Ait Bulgular

Kontrol grubunda ve 1 mg L? konsantrasyonunda, test organizmalarinda &liim
gozlenmemistir. 1k o6lum, ilk 24 saat icinde bir o6limle, 20 ve 25 mg L*
konsantrasyonlarmda meydana gelmistir.25 mg L konsantrasyonunda, model organizmada
yiiksek bir 6liim oran1 gézlenmistir. Ayrica; Akut test sliresince; testin ilk 48 saatinde ve 72
saatinde sirasiyla 3 ve 6 birey (Daphnia magna ) 6lmiistiir (Sekil 4.5).

120 H
100 A
80 A

60 A

Mortalite (%)

40 A

20 A

Doz Gruplari (mg/ L)

Sekil 4.5. Kobalt (Co) Nanoyapraklarin D. magna lzerinde ki Akut Toksitesi

Sonuglar, 96 saatteki LC50 degerinin su piresi igin 9,705 mg L™ oldugunu gdstermistir [71].

4.8.1. Model Organizma (D.magna) davramssal tepKkisi

Nanopargaciklarm (96 saat) akut toksisitesi, OECD yonergesi [58] yonergesi inclenerek
uygulanmigtir. Belli konsantrasyonlarda model organizma olan Daphnia magna
nanopartikill konsantre Daphnia'nin akut toksisite deneyi sirasindaki davranigina iligkin
gOzlemler Cizelge 4.7'de verilmistir. Toksisite testi sirasinda, zaman ilerledikce, 6zellikle
72. saatte model organizmada anormal hareketler ve davranislar gozlenmistir. Bu davraniglar
arasinda kaginma davranisi, durmaksizin rastgele yiizme, baskdiger bireylere karsi saldirgan
davranig, beherin dibine batma, hareket etmede huzursuzluk, dengeyi kaybedecek
davraniglardan kagmma vardi. Yiksek konsantrasyonlarda, 96. Saatte canli kalan birey

agresif davranislar sergilemistir (Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.7. Akut toksisite testi sirasinda D. magna'nin davranigsal tepkileri

Davramgsal Tepki  Yizme

Aktiviteler

Anten Hareketleri

24 h
48 h

72h

96 h

Normal Normal hareket, uyum, bariscil

Hizli Hizl1 davranigsal tepkiler
Huzursuz rastgele yiizme, bagka bir

Yavas bireye kars1 saldirgan davranis, ters
diiz hareket, batma

Cok Yavas Hareket etmede huzursuzluk,

Denge saglayamama

Normal
Normal

Yavasg

Cok Yavas

Kobalt (Co) nanoyapraklarin farkli konsantrasyonlarda olusturduklari tespit edilen canli-61{

birey miktar1 hesaplanmistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Kobalt (Co) nanoyapraklarin farkli konsantrasyonlarda olusturduklar: tespit
edilen canli-6lii birey miktari

24s 48s 72s 96s
Doz
Gruplan  Olu Mortalite ~ Olu Mortalite ~ Olu Mortalite ~ Olu Mortalite
(mg LY Birey (%) Birey (%) Birey (%) Birey (%)
Control 0 0 - 0 - 0 -
1 0 0 - 0 - 0 -
5 0 0 = 1 10 2 20
10 0 0 - 1 10 3 30
15 0 1 10 3 30 6 60
20 1 10 4 40 6 60 9 90
25 1 10 3 30 6 60 10 100

4.9. Kobalt (Co) Nanoyapraklarin Sub-Akut Toksitesine Ait Bulgular

Kobalt (Co) nanoyapraklarin sub-akut toksitesine ait 21 giinlik deneme ortamina ait

fizikokimyasal parametreleri hesaplanmistir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. Deneme ortaminin fizikokimyasal parametreleri

Parametreler Birimler Degerler Standart OECD Methodu 203 (2009)
pH - 8,35+0,07 6-9

Sicakhk °C 21,00+1,00 18-22

Coziinmiis Oksijen mg L* 4,95+0,55 >3

Aydinlanma Siiresi  Im 16:8 16:8

Toplam Sertlik mg L? 170 140-250

OECD method 202 ye gore [59-58] , suyun pH'1 (8,35 £0,07), sicaklik (21,00£1,00 °C) ve
¢oziinmiis oksijen (DO) (4,95+0,55 mg L?) ; Aydinlanma siiresi, 16:8 aydmlik/karanlik

olarak ayarlanmustir. Test suyunun toplam sertligi olarak 170,0 mg L™ olarak bulunmustur.
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Deneysel suyun fizikokimyasal parametreleri, Standart OECD yonergelerinde [59-58]

aciklanan sicaklik, pH, CO ve diger Olcililen parametrelerle ilgili kalite araligina uygundur.

4.10. Kobalt (Co) Nanoyapraklarin Genotoksitesine Ait Bulgular

4.10.1. Tek Hucre jel elektroforezi (comet assay) testi

Daphnia magna’nin Kobalt (Co) nanoyapraklarinin farkli konsantrasyonlarda DNA hasar1
comet assay ile analiz edilmis ve Hasar Frekansinin (%)'s1, Arbitary Unit ve Genetik Hasar

Indeksi (%) olarak ifade edilmis ve DNA hasar1 parametrelerinin sonuglar:1 verilmistir
(Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. Farkli konsantrasyonlardaki Kobalt (Co) nanoyapraklarinin Daphnia magna
da olusturduklart DNA Hasar parametreleri (ortalamaz standart hata)
Gruplar (mg L)  Hasar Frekansi (%) Arbitrary Unit (AU)  Genetik Hasar Indeksi (Gl) (%)

Pozitif Kontrol 99,00+1,73¢ 391,67+6,81° 3,91£0,06°
Negatif Kontrol 28,33+1,522 48,33+2,08% 0,48+0,02*
1,0 38,33+0,16° 97,00+1,12° 0,97+0,01°
2,0 45,33+4,04¢ 120,00+6,93° 1,12+0,07°
2,5 53,00+0,94¢ 158,005,29¢ 1,58+0,05"
P *k*k *k*k **kk

Veriler aritmetik ortalama + standart sapma olarak gosterilmistir. *Her siitunda farkli harflerle gosterilen degerler 6nemli
farkliliklar1 gostermektedir. Kontrolden elde edilen DNA hasart Daphnia magna ile ti¢ farkli Kobalt (Co) nanogicek

konsantrasyonu arasindaki anlamlilik seviyesini gosterir (*, P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001).

Kobalt nanoyapraklarina ait Daphnia magna ’da tespit edilen DNA Hasar1 parametrelerine
bakildiginda; mutajenik pozitif kontrol grubunda beklenildigi gibi en yiikksek DNA hasar
degerleri (DNA Hasar Frekansi, Arbitrary Unit ve Genetik Hasar Indeksi) sirasiyla
%99,00£1,73, 391,67+6,81 ve %3,91+0,06 olarak elde edilmis olup tiim gruplar arasinda
istatistiksel anlamda 6nemli farklilik bulunmustur (P<0,001). En diisik DNA Hasar
frekanslar1 ise kontrol ve 1,0 mg L? Co nanoyapraklarma grublarinda sirasiyla %
28,33+1,52 ve %38,33+0,16 olarak elde edilmis olup bu iki grup arasinda istatistiki anlamda
onemli farkliliklar bulunmustur (P<0,001).

Doz gruplarindan 2,0 ve 2,5 mg L™ ’lik doz gruplarinda ise DNA Hasar Frekansi sirastyla
%45,3344,04 ve %53,00+0,94 olarak belirlenmistir. Bu doz gruplar1 arasinda ki en yiiksek
DNA Hasar12,5mg L™ doz grubuna ait olup tim doz gruplarda istatistiksel anlamda 6nemli
derecede farklilik goriilmiistiir (P<0,001). Aymi sekilde Arbitrary Unit ve Genetik Hasar
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Indeksine bakildiginda bu iki doz grubu arasindaki en yiiksek degerler 2,5 mg L™’lik doz
grubunda 158,00+5,29 ve 1,58+0,05 olarak bulunmus ve tum doz gruplarda istatistiksel
anlamda 6nemli derecede farklilik tespit edilmistir (P<0,001).

4.11. Kobalt (Co) Nanoyapraklarinin Sitotoksitesi Ait Bulgular

4.11.1. Hucre canhhg test teknigi (Tripan Mavisi)

Kobalt (Co) nanoyapraklarinin D. magna'nin hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi verilmistir
(Sekil 4.6). Co nanoyapraklarinin doz gruplari, artan konsantrasyonlarda; kontrol grubuna
gore hiicrelerin canliigini dnemli lgiide azaltmis ve 2,5 mg L™ Co nanoyapraklar grubunda
maksimum sitotoksisite goriilmiistiir. Uluslararas1 Standart Organizasyonu (ISO)10993-5'e
gore hiicre canliliginda %30'dan fazla azalma sitotoksik etki olarak kabul edilebilir. ISO[72]
gore kobalt nanogigekleri, ¢alisilan konsantrasyonlar i¢in D. magna Uzerinde sitotoksik

olarak siniflandirilir.
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Sekil 4.6. Model Organizma (D. magna) Kobalt (Co) Nanoyapraklarinin Sitotoksitesi
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5. TARTISMA

Nanoteknolojinin endiistriyel faaliyetlerden veya dogal afetlerden (sel, deprem vb.) kaynakli
kasith veya kazara sekilde kontrolsiiz gevreye salinimi ¢evresel sorunlar1 da beraberinde
getirmektedir. Bu durum endiseye sebebiyet verdigi i¢in nanotoksikoloji dalinin ortaya
cikmasint saglamistir [29]. Nanomalzemelerin olasi toksisitesi besin zincirinin en {ist
basamagindaki insana kadar bulasabilmektedir [20-73-74]. Toksite testleri uygulamasi,
cevreye salinan kirletici ajanlarin sucul canlilara kars1 biyolojik olarak verdigi tepkisini

Olgmektedir [20].

Bu tez ¢alismasi kapsaminda ilk boliimde Bizmut siilfiir (Bi2S3) nanogigekleri ¢aligilmustir.
Bizmutun toksik etkileri arastirilmis olmasina ragmen, nano 6l¢ekteki toksisitesi hakkinda
cok az sey bilinmektedir. Bu nedenle, bu c¢alismada, Bizmut siiliifiirlin nanocicek
formundaki yapismnin model organizma olan Cyprinus carpio Uzerindeki etkilerini
incelemeyi amagladik. Yapilan diger ¢aligmalara bakildiginda bizmut ve tiirevleri i¢in toksik
etki bulunurken; bu tez kapsaminda yapilan arastirmada Bizmut stlfir Bi>Ss toksik olmadig:

bildirilmistir.

Yapilan literatiir ¢alismalarina bakildiginda; Deshpande ve digerleri [73] BALB/c3 T3
Hucre hatlarin1t memeli canlilardan alip; notral kirimizisi testi ve tunel testi kullanarak hiicre
hatlarindaki degisimi incelemislerdir. Doz cevap iliskisini degerlendirdiklerinde 1C50:28,51
+ 9,96 pg/ml bulup [71]” ye gore bizmut nanopartikiillerinin zararli derece de toksik

oldugunu savunmuslardir.

Liu ve digerleri [75] yaptiklar1 caligmada bizmut nanopartikillerinin embriyonik bobrek 293
(HEK293)hiicre hatt1 Uzerinde maruziyetini incelemislerdir. Maruziyet sonrasinda bobrek
293 (HEK293) hiicre hatti iizerinde bizmut nanoparcaciklarinin sitotoksisiteye neden

oldugunu ve bu nano partikiiliin sitotoksik oldugunu belirtmisler.

Abudayyak ve digerleri [44] yaptiklar1 galigmada Bi.Os nanopargaciklarinin HepG2, NRK-
52E, Caco-2 ve A549 hiicrelerinde genotoksik ve sitotoksik caligmalar yapmuglardir.
Nanomalzemenin maruziyeti sonrasinda IC50 degerleri 35,11-96,55 pg/mL  seklinde
hesaplamiglardir. Doza baglh olarak hiicre hattinda mitokondriyal ve lizozomal

fonksiyonlarmin yavagladigini tepit etmislerdir.
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He ve digerleri [76] zebra baligi embriyolarinda bizmut-asparagin polimer kirelerinin
0,0125, 0,05 ve 0,1 g L? doz gruplarinda hasara bakmuslar. Zebra baliginin kalp ve
perikardiyal genlerinde; gen ekspresyonunda gecikmeler meydana geldigini bu durumun

normal olmadigini belirtmisler.

Ahamed ve digerleri [77] arastirmalarinda Bizmut oksit Bi.Oz nanopartilkillerinin
kullandiklar1 model organizmea da oksidatfi stresi indiikledigini buna baglh olarak ta

beraberinde apoptotik tepkilerini ortaya ¢ikardigini tespit etmislerdir.

Liu ve digerleri [75] embriyonik bobrek 293 (HEK293)hiicre hatt1 Uzerinde bizmut
nanopartikiillerinin etkisini arastirmiglar. Uyguladiklar1 dozlar sirasiyla O; 2,5; 5,0; 10,0;
20,0; 40,0; 80,0; 160,0 ug/ml olup embriyonik bobrek 293 (HEK293) hiicre hatt1 Uizerinde

sitotoksisiteye neden oldugunu bu nano partikiiliin sitotoksik oldugunu belirtmisler.

Quayyum ve digerleri [78] yaptiklar1 arastirmada Isvigre Albino fareleri (disi) farelerine 20
mg/kg; 40 mg/kg; 30 gin boyunca BiOs/CuO/GO nanomalzemelerini oral yontemle
uygulamislar. Hematolojik ve patolojik degerlendirmeler i¢in; karaciger, akciger, bobrek
dokularindan ornekler alimislar. Deney boyunca isvigre albino fareleri (disi) nde uyku
problemi, hiperaktivite, salivasyon, gozyasi, terleme, idrara ¢ikma, dogrulma refleksi,
kavrama kuvveti, kornea refleksi, kivranma refleksi, agri yanit1 gibi davraniglara
rastlanmayip; Bizmut oksit Bi,O3 nanomalzemesinin toksik olmadigini tespit etmislerdir.
Bahsedilen sinirli sayida ki ¢alismalarda goriildiigii gibi bizmut nanopartikiliin geneli toksik

etki gostermistir.

Ayrica; Yeni nesil nanopartikiil olan; Nanocicekler, son yillarda gelistirilen diger
nanoparcaciklara kiyasla iistiin 6zellikler gosteren bir nanopargacik smifidir. Nanogigekler
cicek benzeri yapilar halinde olmasi reaksiyon kinetigi, diger nanopartikiil siniflarina gore
daha uzun siireli kararlilik, yiiksek verimlilik ve 6zellikle diisiik toksisite gibi dzellikler

sergilemektedir [53].

Yaptigimiz tez kapsaminda kullandigimiz birinci kisimda bahsedilen Bizmut siilfiir
nanogigeklerinin toksik olmadigi belirlenmis olup; Quayyum ve digerleri [78]’nin

caligmasiyla uyumludur.

Ayrica benzer sekilde [53], ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda, ¢inko nanogigegin (NF)
Cu-NF'den daha giivenli bir terap6tik alternatif olabilecegini bildirmistir.
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Yeni nanoparcaciklardan biri olan Bi»S3z nanogiceklerinin genotoksik degerlendirmesi
uzerine herhangi bir literatir ¢aligmasi olmadig1 i¢in, BiS3 nanogigeklerinin genotoksisite
sonuglar1 dogrudan karsilastirilamamis olup bu tarz ¢alismalarin daha ¢ok yapilmasi

gerekliligi sonucuna varilmaistir.

Bu tez c¢alismasi kapsaminda ikinci kisminda kullanilan; Daphnia magna sucul ekosistem
i¢in kirleticilerinin tepkilerine cabuk yanit veren besin zincirinde Kilit pozisyonu olan 6nemli
bir model organizmadir. Ayrica D. magna gibi suda yasayan canlilar, nanopargaciklari
yiyecek sanabilir ve onlar1 yutabilir. Bu durumdan dolay1 nanopargaciklara maruz kalabilir.
Bu kosullar altinda, nanoparcaciklar sindirim sisteminde toplanarak 6liimle sonuglanir[20].
Bazi arastirmacilar, D. magna'nin boyutlar1 50 nm'den kiiciik olan parcaciklar1 tiikettigini
bildirmistir. Sucul ekosistemlerde nanopartikiillerin birikmesi sonucunda toksik etkilerin
etkisi besin zincirinin en st kisminda bulunan insana kadar tasmabilmektedir
Nanoparcaciklarin ¢cevreye olan retkilerini incelemek i¢in akut ve subakuit testleri 6nem arz
etmektedir. Bu tez kapsaminda ikinci nanomalzeme olan Kobalt (Co) nanoyapraklarin
model organizma Daphnia magna ’ya olan etkileri incelendiginde akut toksite
degerlendirmesi sonucunda LC50 degerinin 9,705 mg L™ oldugu tespit edilmistir [20]. GHS
[71]’e gore Toksik siniflandirma Kategorisine gore orta toksik kategoriye aittir. Ayrica, ISO
[72] e gore 1SO10993-5 smiflandirma kategorisine gore sitotoksik olarak bulunmustur.
Yapilan diger ¢alismalara bakildiginda Wang ve digerleri [79] ’a gore yaptiklar1 ¢alisma
da gpt delta transgenik fareleri 50 pg/L kobalt nanopargaciklarina maruz birakmislardir.
Transgenik farelerde, nano kobalt genotoksik etkilere neden olup iltihaplanmaya yol agmis
oldugunu tespit etmislerdir. Yaptiklar1 in vivo ¢alisma da nano kobalt pargaciklarmin toksik
oldugunu belirtmislerdir. Hwang ve digerleri [80]’a gore silika kapli kobalt ferrit manyetik
floresan nanopartikilleri in vivo ve in vitro gen ekspresyon profillerindeki toksiteyi
arastrmiglar. Farelere uyguladiklarn silika kapli kobalt ferrit floresan nanopartikillerinin
toksik oldugunu tespit etmislerdir. Luggun ve digerleri [81] gore inceledikleri ¢alisma da
insan fibroblast hicrelerinde kobalt oksit alasgimlarimlarmin genotoksik etki gosterip
gbsdtermedsigini aragtrmuslar. Yaptiklar1 calisma sonucunda kobalt oksit alagimlarmin
oksidatif strese neden oldugunu bazi kanser ghiicrelerini tetikledigini yaptiklari toksikolojik
testler sonucunda ifade etmislerdir. Sonug olarak kobalt oksit alagimlarinin orta toksik etkiye
sahip oldugunu savunmuslardir. Bu yapilan ¢alisma ve diger ¢alismalar tez calismasiyla
uyumlu gorulmektedir. Ponti ve digerleri [82] yaptiklar1 incelemede nano kobalt ve nano

kobalt iyonlarmi fare fibroblastlarinda Balb/3T3 maruz brrakmislardir. Uyguladiklar1
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toksikoljik testler sonrasinda nano kobalt iyonlarinin toksik oldugunu DNA zincir
kirilmalarina neden olduklarini, nano kobalt formunun ise toksik etki gdstermedigini 6ne

stirmislerdir.

Yapilan caligmalara genellikle bakildiginda nano kobalt formunun ve nano kobalt
alagimlarinin toksik oldugu go6zlemlenmistir. Kobalt ve kobalt alagimlarinin Genellikle
toksik oldugu canli lizerinde ciddi etkide zararlar1 oldugu goriilmiistiir. Bu zararh etkilerden
bazilar1 DNA zincir kirilmalari, gen degisimi, hiicre 6liimii ve apoptozdur[83]. Ayrica bu tez
caligmasinda; kobalt nanogiceklerle ilgili sonuglarimiz diger ¢alismalar ile benzer sekilde
olup; nanogigekler de calisilan konsantrasyonlar igin D. magna (zerinde sitotoksik ve

genotoksik etkilere sahip oldugunu gostermistir.

5.1. Nanomalzemenin Karakterizasyonu

5.1.1. Bizmut Sulfur (Bi>S3) Nanogigeklerinin Karakterizasyonu

Zhou ve digerleri [84], yaptiklar1 ¢alismada Bizmut Siilfiir (Bi:S3s) Nano yapisinin
karakterizasyonu i¢cin SEM degerini 100-200 nm arasinda bulup; essiz sekilde malzemenin
dagilim yaptigmi tespit etmislerdir [85]. Yaptiklar1 incelemede Bizmut Sulfir (Bi>S3) Nano
yapismin mikkemmel uyum igerisinde olduklarini 50 nm oldugunu tespit etmislerdir.
Chowdhury ve digerleri [86]e gore sentezledikleri Bizmut Silfur (Bi2Ss) Nanopartikiliinde
¢okme yapisma olmadigini ileri stiriip 100 nm nin altinda SEM goriintiisii elde ettiklerinden
bahsetmiglerdir. Liu ve digerleri [87], Bizmut Siilflir (Bi2S3) Nano yapilariin miikemmel
uyum gosterdigini silindir sekile sahip oldugunu SEM cihazinda yaptiklari 6l¢iimde 100 nm

nin altinda deger saptadiklarini belirtmislerdir.

Zhou ve digerleri [84], yaptilar1 ¢alismada da Bizmut Sulfir (Bi2Ss) Nano yapisinin
karakterizasyonu igin FT-IR 6lciimlerinde nano yapinin molekiiler tayininde pik seviyesini
2500 cm™ olarak hesaplamislardir. Bharathi ve Wang[85] yaptiklar1 calismada Bizmut
Sulfur (Bi2S3) Nano yapisinin Karakterizasyonu icin ¢alisma da FT-IR 6lgimiinde molekler
aras1 bag hesaplamalarinda 779,596,538 cm™ olarak tespit etmislerdir. Liu ve digerleri
[87]sentezledikleri de Bizmut Stlfiir (Bi>S3) nano yapmim 1467;1370; 720 cm™ pik yaptigini
fonksiyonel gruplar arasindaki titresimi incelemislerdir. Arastirilan literatiir ¢alismalar

yaptigimiz ¢aligma ile dogrulugu uyumludur.
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5.1.2. Kobalt (Co)Nanogiceklerinin Karakterizasyonu

Ansari ve digerleri [88] yaptiklar1 ¢aligmada kobalt nanopartikiilleri igin SEM degerini 50-
480 nm arasinda degistigini saptamislardir. Nano yapinin piirlizsiiz ve essiz oldugunu
savunmuslardir. Shatrova ve digerleri [89] yaptiklar1 arastirmada yiizey morfolojisi 6lgmek
icin kullandiklar1 SEM sonuglar1 100 nm nin altinda tespit ettiklerini ifade etmislerdir. Ji ve
digerleri [90] yaptiklar1 inceleme de sentezledikleri nanomalzemenin 50 nm oldugunu kristal
yapismin diizgiin ve piriizsiiz olduguna dikkat cekmislerdir. Jiang ve digerleri [91]
yaptiklari inceleme de nano yapinin yiizey morfolojisi i¢in 10-30 nm araliginda bulduklarimni
tespit etmislerdir. Ansari ve digerleri [88] yaptiklar1 ¢alisma da kobalt nanopartikulleri i¢in
XRD degerini 20 41.55°; 44.47°,47.41° ,62.52° ;75.87° olarak tespit etmislerdir. Ayrica
pik noktasinin 51.2-6° oldugunu bildirmislerdir. Aghazadeh ve digerleri [92] yaptiklar1
calismada bizmut siilfiir i¢in XRD pik noktasinin 19.3 oldugunu bulmuslardir. Ji ve digerleri
[90] yaptiklar1 inceleme de sentezlenen nano yapinin kirinim noktalarmi 1520 <70°
arasinda degiskenlik gosterdigini tespit etmiglerdir. Jiang ve digerleri [91]. Sentezledikleri
nanomalzemenin kirmim lizerine diisen atomik dizilim dalga boyunun pik degerlerinin
44.2°, 51,5° kirmim tepe noktasina sahip oldugunu tespit etmislerdir. Literatiirdeki

calismalar yaptigimiz ¢alisma ile uyumludur.
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6. SONUC VE ONERILER

Nanoteknoloji uygulamalart her gecen giin atmakta bu durum da bilim diinyasini
endiselendirip, nanopartikiillerin toksikolojik, etkilerini arastirmaya tesvik etti. Farkli
nanomalzemelerin (kobalt ve bizmut sulfiir nanogigekler dahil) gevre ve sucul organizmalar
iizerindeki toksisitesine iliskin ¢aligmalarin sayis1 net degildir ve smirli sayidadir.Tez
calismasi kapsaminda sentezlenen Bizmut Siilfiir (Bi2Sz )nanogiceklerin; basit, etkili

;maliyeti diislik, cevre dostu bir sentez yontemi gelistirilmistir.

Cyprinus carpio'daki Bizmut Sdlfir (Bi.Ss) nanocigeklerin genotoksik sitotoksik
degerlendirmesi hakkinda yapilan ilk ¢alismadir. Tasarlanan proseste mikrodalga hidro
termal yonteminin kullanilmasi, cevre dostu bir metodoloji saglarken, homojen bir reaksiyon
ortamimin olusturulmasi, hizli ve verimli senteze olanak saglamistir. Karakterizasyon
calismalari, yukarida belirtilen nanocicekler lizerinde onceki arastirmalarla tutarli sonuglar
oldugunu gostermistir. Nanopartikiillerin biyolojik sistemlerle etkilesim mekanizmasi

bilmek nanomalzemelerin givenilirligini bilmeyi saglamaktadir.

Bu tez ¢aligmasmim ikinci kisminda ki model organizma Daphnia magna da ki kobalt
nanogiceklerin sitotoksik ve genotoksik etkilerini belirlemeye yonelik yapilan yine ilk
calismadir. Bu ¢alismanin sitotoksik ve genotoksik sonuglari, kobalt nanoyapraklarin toksik
oldugunu ve sucul ckosistemlerde uzun vadeli olumsuz etkilere neden olabilecegini

gostermektedir.

Nanoteknolojinin bir ¢ok saha da kullanilmasi inanilmaz kolayliklar saglamaktadir. Suda
yasayan organizmalar tizerindeki toksisitesini degerlendirmek igin yeterli sayida galisma
mevcut degildir. Nanopartikiillerin neden oldugu genetik hasarin etki mekanizmalarini
hakkinda bilgi sahibi olmak i¢in, hiicre dongiisii ve DNA tamiri konularini da kapsayan
detayli in vivo ve in vitro sitotoksisite ve genotoksisite calismalarina da ayrica onem
verilmelidir. Ulkemizde yogun kullanilan nanopartikiiller icin nanotoksite veri tabanl
bankalar kurulmalidir. Arastirmalar sonucunda elde edilen veriler sayesinde bu
nanopartikiillerin giivenilirligi test edilecek, ne kadar risk tasidigi degerlendirilebilecek ve
nanopartikiillerin kullanimma dair uygulamalara yon verilebilecektir. Son olarak, ¢evresel
giivenlik konularmin degerlendirilmesi i¢in yonergeler gelistirmek ve nanomalzemeler
ekosisteme girmeden Once kirlenmenin yolunu ve boyutunu belirlemek icin daha fazla

calismaya ihtiyac vardir.
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