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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Bu calismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklama

ppm Milyonda bir birim
mmol Milimol

nm Nanometre

dL Desilitre
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L Litre
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M Monosit orani
WBC Total 16kosit oran
Hct Hematokrit deger
Hb Hemoglobin

Rbc Eritrosit oran

L Lenfosit orani

NOM Dogal organik madde
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OZET

HUMIK ASIT KAPLI GUMUS NANOPARTIKULLERIN (Ag-NP) SAZAN (Cyprinus carpio L.,
1758) BALIKLARINDA HEMATOLOJIK ETKILERI

Mehmet Ali AKILLI

Amasya Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Tip Anabilim Dali, Yiiksek Lisans, Agustos/2020
Danisman: Dog. Dr. Arif AYAR

Bu ¢alismada, yaygin endiistriyel kullanimi sebebi ile sucul ortamlarda ¢ok fazla miktarlarda
bulunan nano malzemelerden biri olan giimiis nanopartikiillerin (AgNP) hiimik asit ile kaplanmis
formlarinin (AgNP+HA) sucul organizmalara etkilerinin incelenmesi amag¢lanmustir.

Oncelikle galigmada kullanilan nanopartikiillerin karakterizasyon islemleri yapilmistir. Bu
amagla Zeta boyut analizi, Atomik kuvvet mikroskobisi, Elektron mikroskobisi (SEM), UV-Vis
spektroskopisi ve Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) gibi yontemler kullanilmigtir.
Daha sonra akvaryumlarda adaptasyonu saglanmis sazan baliklarma (Cyprinus carpio L., 1758)
farkli dozlarda (0,03 ppm AgNP; 0,3 ppm AgNP; 3,0 ppm AgNP; 0,03 ppm AgNP+HA; 0,3 ppm
AgNP+HA; 3,0 ppm AgNP+HA) ve farkli siirelerde (4 ve 21 giin) AgNP ve AgNP+HA
uygulanmigtir. Sonugta elde edilen hematolojik degerler birbirleriyle karsilastirilmustir.

Analiz sonucunda, kontrol grubuna gore sadece AgNP uygulanan gruplarda doz miktarina
bagli olarak akut ve subkronik siirelerde total 1okosit sayilarinda artis, lenfosit, eritrosit,
hemoglobin ve hematokrit degerlerinde ise istatiksel agidan anlamli azalmalar tespit edilmistir
(p<0,05). Buna kars1 hiimik asitle birlikte yapilan uygulama gruplarinda (AgNP+HA) ise doz ve
muamele siirelerine bagli olarak kontrol grubuna dah yakin sonuglara ulasildigi gézlemlenmistir.

Elde edilen verilerden akut ve subkronik siirelerin etkisi ile beraber uygulanan dozlara bagl
olarak hiimik asit kapl giimiis nanopartikiillerin meydana getirdikleri toksik etkilerin daha geg¢ ve
daha diisiik oranlarda oldugu sonucuna ulagilmustir.

Anahtar Kelimeler: Cyprinus carpio, Gimiis nanopartikiil, Hematolojik Parametreler,
Hiimik asit



ABSTRACT

HEMATOLOGICAL EFFECTS OF HUMIC ACID COATED SILVER NANOPARTICULES
(AgNP) IN SAZAN FISH (Cyprinus carpio L., 1758)

Mehmet Ali AKILLI

Amasya University, Institute of Health Sciences
Department of Molecular Medicine, MSc, August / 2020
Advisor: Assoc. Prof. Arif AYAR

In this study, it is aimed to investigate the effects of the humic acid coated forms (AgNP +
HA) of silver nanoparticles (AgNP), which is one of the nano materials found in large quantities in
aquatic environments due to its widespread industrial use, on aquatic organisms.

First of all, characterization processes of the nanoparticles used in the study were made. For
this purpose, methods such as Zeta size analysis, Atomic force microscopy, Electron microscopy
(SEM), UV-Vis spectroscopy and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) were used.
Later, in aquariums, adapted carp fish (Cyprinus carpio L., 1758) in different doses (0,03 ppm
AgNP; 0,3 ppm AgNP; 3,0 ppm AgNP; 0,03 ppm AgNP + HA; 0,3 ppm AgNP + HA; 3,0 ppm
AgNP + HA) and different durations (4 and 21 days) AgNP and AgNP + HA were applied. The
resulting hematological values were compared with each other.

As a result of the analysis, statistically significant decreases in lymphocyte, erythrocyte,
hemoglobin and hematocrit values were found in the groups that were applied only AgNP
compared to the control group, depending on the amount of dose, in the acute and subchronic
periods (p <0.05). On the other hand, in the application groups (AgNP + HA) made with humic
acid, results similar to the control group were observed depending on the dose and treatment times.

From the data obtained, it was concluded that the toxic effects of the humic acid coated
silver nanoparticles, depending on the doses applied together with the effects of acute and
subchronic periods, were later and at lower rates.

Keywords: Cyprinus carpio, Silver nanoparticle, Hematological parameters, Humic acid






1. GIRIS

Yiiksek teknoloji ekonomisinin en hizli biiyliyen sektorlerinden birisi olan
nanoteknoloji, maddelere uygulanan ¢esitli islemlerle maddelerin atomik diizeyde molekiil
yapisini  degistirerek baska maddeler ve {irlinler gelistirmeyi amaglayan, Ozellikle
miihendislik ve kimya gibi alanlarin meydana getirdigi bir bilim dalidir. Bu sekilde tiretilen
nanometre biiyiikliigiindeki malzemelerin canli organizmalar ve gevre {izerindeki olas1 yan
etkilerinin arastirildigi alt bilim dalina ise nanotoksikoloji denilmektedir [1]. Nano
teknoloji uygulamasi son zamanlarda tip, biyoteknoloji, malzeme miihendisligi, enerji ve
gevre gibi birgok alanda kullanilmaya baslanmistir. Bu teknolojiye duyulan ihtiyagtaki
artisin, farmakoloji, gida, saglik ve biyomedikal gibi ¢esitli bilim alanlarda ihtiya¢ duyulan
birgok yeni oOzelligin  gergeklestirilmesinde pargaciklarin  boyutunun  kiigiilmesi
gerekliliginden kaynaklandigi diistiniilmektedir [2]. Bununla birlikte, nano malzemelerin
potansiyel faydalarina olan ilgideki artis, bu malzemelerin daha fazla iiretimi ve dogal
olarak kullanimlarindan veya ¢evreye kasitsiz olarak salmimlarindan kaynaklanan
potansiyel toksik etkiler konusunda artan bir endiseye de yol agmistir. Nano malzemelerin
her alanda kullanim1 bunlarin sucul ekosistemlere salinmalarint muhtemel kilmakta ve su
ekosistemleri i¢in ciddi riskler olusturabilmektedirler [3-5]. Birgok farkli nanomateryal
tiirii arasinda, nano Olgekli giimiis, benzersiz 6zellikleri ve farkli nanoyapilar olusturma
kabiliyeti nedeniyle en dnemli nano malzemelerden biri olarak kabul edilmis ve bu nedenle
tiikketici liriinii envanterleri listesine yerlestirilmistir [6]. Her yil yaklasik 63 ton nano
glimiisiin diinya capinda su kiitlelerine girmesi beklenmektedir [7]. Sucul ortamlardaki
konsantrasyonun litre basina 0,03 ila 0,32 mikrogram arasinda degisecegi tahmin
edilmektedir [8]. Bu nedenle, nano giimiislerin sucul organizmalar iizerindeki potansiyel
zararlin1 anlamak ve belirlemek olduk¢a 6nemlidir.

Su ortaminda biriken glimiis nanopartikiil (AgNP)’lerin toksikasyon testleri ile ilgili
literatlirde bir¢ok ¢alisma olmasina ragmen AgNP’ler {izerinde toksik kanit hala ¢ok net
mevcut degildir. Bununla birlikte AgNP’lerin birikiminin baliklar {izerindeki etkileri
hakkinda da ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Ne yazik ki, bugiine kadar, sucul ortamda
nanomalzeme toksisitesi testleri i¢in kabul edilmis bir risk degerlendirme yontemi veya
test kilavuzu da mevcut degildir [9].

Birgok ¢alisma AgNP'lerin balik [10], Daphnia [11] ve algler [12] gibi ¢esitli su

organizmalarindaki zehirlilik etkilerini aragtirmis olsa da, su anda AgNP'lerin sudaki



toksikasyonu hakkinda sinirli bilgi bulunmaktadir [13]. Yapilan bazi ¢alismalarda, glimiis
nano plakalarinin daha diisiik ¢oziinme ve biyoyararlanim oranlarina ragmen nano kiirelere
kiyasla, gokkusagi alabalig1 solungag epitel hiicrelerine ve zebra balig1 embriyolarina karsi
daha yiiksek bir toksik etki gosterdikleri tespit edilmistir. Ayrica Kim vd., [14], sigan
bobreklerinde AgNP'lerin cinsiyete Ozgii birikimini, Artal vd., [15] ise AgNP giimiis
nanotellerinin akut toksisite durumlarini arastirmislardir. Scanlan vd. [16] yaptiklart
calismayla glimiis iyonlarinin ve nanotellerin toksisitelerini karsilastirmiglar ve bazi
AgNP'lerin Daphnia magna i¢in yiiksek derecede toksik, ancak iyonik giimiisten daha az
toksik oldugunu bulmuslardir. Yapilan ¢alisma sonucunda AgNP'lerin toksik etkilerinin,
boyutlarinin, kaplamasmin ve c¢ozelti kimyasinin birer fonksiyonu olarak degistigi
sonuglarina ulasilmistir [16].

Bu calismada AgNP'lerin su ortamindaki toksik etkilerinin Sazan (Cyprinus carpio
L., 1758) baliklarinda hematolojik parametrelerle dl¢iilmesi ve bu etkilerin hiimik asit
kapli AgNP’lerin etkileriyle karsilagtirllmasi amaglanmistir. Calismanin sonuglarinin,
AgNP'lerin hiimik asitle kaplandiginda sucul organizmalar i¢in ekolojik risklerin azalip

azalmayacagini degerlendirmek amaciyla yararli olabilecegi diisliniilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Nanoteknoloji ve Tarihgesi

Nanoteknoloji, yaklasik 100 milyonda bir milimetre (100 nanometre ) veya daha az,
bir veya daha fazla boyutlarda meydana gelen; malzeme, yapi, cihaz ve sistemlerin
tasariminda, karakterizasyonunda, tiiretiminde ve uygulamasinda kullanilan bilim ve
miihendislik alanlarina verilen isimdir. Bu nedenle, prensip olarak, bu seckilde
spesifikasyonlar olarak mevcut olan veya bunlarla imal edilen bilesikleri kullanan herhangi
bir iirlin nanoteknolojinin 6rnekleri olarak kabul edilebilir [1, 2]. Sekil 2.1°de, Nano, mikro

ve makro sekillerin karsilagtirmasi gosterilmektedir.

Nanopargacik

Atom

Bakteri

Protein Hicre

Molekul

Sekil 2.1. Nano, mikro ve makro sekillerin karsilastirmasi [17]

Nanopartikiillere insan maruziyeti insanoglunun tarihi boyunca ortaya ¢ikmis, asil
onemliligini sanayi devriminin baslamasiyla biiyilik 6l¢iide kazanmistir. Nanopartikiillerin
arastirilmasi ¢ok eski zamanlara kadar uzanmaktadir. “Nanometre” kavrami ilk olarak
1925 Nobel Kimya Odiilii sahibi Richard Adolf Zsigmondy tarafindan sunulmustur.

Nanometre terimi partikiil boyutlarin1 karakterize etmek igin kullanilmistir. Zsigmondy



ayni zamanda mikroskop kullanarak altin kolloid partikiillerin boyutunu 6lgen ilk kisi
olarak tarihe adin1 yazdimustir [17].

Modern nanoteknoloji, 1965 Nobel Fizik Odiilii Sahibi Richard Feynman'in
caligmalariyla ortaya ¢ikmistir. Caltech'teki 1959 Amerikan Fizik Dernegi toplantisinda,
atom seviyesinde manipiile etme kavraminmi tanittigi “Altta Cok Oda Var” baslikli bir
konferans sunmustur. Bu fikir yeni diisiinme olanaklar1 ortaya ¢ikarmig olup Feynman'mn
bu hipotezleri 0 donemlerden beri kanitlanarak giiniimiize kadar ulasmistir. Bu nedenlerle
modern nanoteknolojinin babasi olarak tarihteki yerini almistir. Feynman'mn
konusmasindan neredeyse 15 yil sonra, bir Japon bilim adami1 Norio Taniguchi, nanometre
diizeyinde meydana gelen yari iletken siiregleri tanimlamak igin ilk olarak “nanoteknoloji”
terimini kullanmustir. Taniguchi, nanoteknolojinin malzemelerin bir atom veya bir molekiil
tarafindan islenebilmesi, ayrilmasi, konsolidasyonu ve deformasyonundan meydana
geldigini savunmustur [18].

Nanoteknolojinin altin ¢ag1 1980'lerde Kroto, Smalley ve Curl Fullerene’yi
kesfettiginde baslamistir. Massachusetts Teknoloji Enstitlisii'nden (MIT) Eric Drexler,
Feynman'm “Altta Cok Oda Var” ve Taniguchi'nin “nano teknoloji” teriminden 1986'da
yola ¢ikarak “Yaratilis Motorlari: Nano teknolojinin Yaklasan Donemi” baslikli bir kitap
literatlire kazandirmistir. Drexler, kendisinin ve diger keyfi karmasikligin bir kopyasim
olusturabilecek bir nano 6l¢ekli “montajc1” fikrini 6nermistir. Drexler'in nano teknoloji
vizyonuna genellikle “molekiiler nanoteknoloji” adi verilmistir [19]. Sekil 2.2°de

Drexler’lerin nanomakinelerinden se¢ilmis bazi 6rnekler sunulmustur.

Karbon nanotup
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kuwwet dle idehilmistir 2008

Sekil 2.2. Drexler’lerin nanomakinelerinden secilmis bazi 6rnekler [20]



1981 yillarinda IBM’deki arastirma ekibi tarafindan bulunuan Scanning Tunneling
Microscope (STM) 1986 yilinda arastirma yapan ekibe Nobel fizik 6diiliinii kazandirmistir.
1980 yillarinda taramali elektron mikroskobu (SEM), atomik kuvvet mikroskobu (ATM)
ve taramali yakin mikroskobu (NFM) cihazlarini gelistirerek nano boyutta modelleme ve
Olclimlerin yapilmasina imkan saglanmistir.

1990 yillarinda Rice Universitesinden Richard Smalley’in ekibindeki arastirmacilar,
60 karbon atomun esit yapida siralandigini ve futbol topu seklinde fullerene molekiillerini
olusturdugunu kesfetmislerdir. Bu ¢alismlardan sonra NEC firmasi arastirmacilarindan

Sumio Lijima tarafindan karbon nano tiipleri bulunmustur (Sekil 2.3) [21].

Sekil 2.3. Karbon nanotiipe ait sematize edilmis goriintii [22]

2.2. Nanoteknolojinin Uygulama Alanlar

Nanoteknoloji biliminin gelismesiyle birlikte giiniimzde kimya, malzeme bilimi,
fizik, biyoteknoloji, tip, gida, elektronik, kozmetik sektorii gibi bircok alanda birbirinden
farkli yapilara sahip nanomalzemelerin iiretiminde etkili bir sekilde artisin s6z konusu
oldugu goriilmiistiir. Bu malzemelerden bazilar1 giinlilk yasantimizda yer alirken, bazilari
da arastirma yapanlarin problemlere ¢oziim olabilmesi igin deneysel c¢alismalar

asamasindadir. Nanoteknolojinin baslica uygulama alanlari Sekil 2.4’de gosterilmistir.



Malzeme Bilimi
(Hafif ve Kuvvetli
Malzeme)

Matematik
{(Modelleme)

Fizik
(Karakterizasyon)

Elektronik
(Nano elektronik)

Bilgisayar
(Kuantum bilgisayar)

Kimya
(Secici Depolama)

Eczacilk, Tip
(Yapay Kemik)

Biyoloji
(Biyosensadrler)

Sekil 2.4. Nanoteknolojinin uygulama alanlar1 [22]

2.3. Nanopartikiiller

Nanopartikiiller (NP'ler) temel olarak bir boyutu 100 nm'nin altindaki partiikiiller
olarak tanimlanir. Bu tanim NP'leri dogal kolloidlerle ayni boyut alanina yerlestirir [23].
Cevrede hem NP'lerin hem de kolloidlerin varlig1 birkag grup tarafindan incelenmistir [24].
NP'ler, toprak kolloidleri gibi dogal olarak kendiliginden meydana gelebilir [25], veya
istemeden olusturulabilirler. Daha sonra istenilen herhangi bir ortama sokulabilir, bu
durumda meydana gelen NP'ler genellikle tesadufi NP'ler olarak adlandirilirlar. Ornegin,
Ogilitme, yanma, kaynaklama veya 6giitme sirasinda tesadufi NP kiimeleri olusturulabilir.
Ek olarak, spesifik Ozelliklere sahip NP'ler spesifik uygulamalar i¢in tasarlanmis ve
sentezlenmistir. Bu NP'lere islenmis nanopargacik denir.

NP'ler sanayi, elektronik, tip alaninda ve tiiketim driinleri gibi gesitli sektorlerde
genis uygulamalar bulmuslardir [26]. NP'lerin iiretimi ve kullaniminin 2010 yilinda 10
milyar oldugu ve 2015 yilina kadar bir trilyona ¢ikacagi tahmin edilmektedir [27]. Bu
nedenle, 6nemli miktarda NP'lerin {iretim, nakliye ve kullanim sirasinda atik veya dokiintii
olarak ortaya ¢ikacagi sonucu kaginilmazdir. NP'lerin genis uygulamasi, yiiksek yiizey
alanlarindan hacim oranina tiiretilen benzersiz 0Ozelliklerinden kaynaklanmaktadir.
Malzemelerin reaktivitesi yiizey alanina baglidir. Partikiil boyutu azaldik¢a bu oran artar.
Bu partikiiller ¢esitli sektorlerde rahatlikla uygulanabilir. Nanopartikiiller dogada yaygin

olarak bulunur ve kimya, fizik, jeoloji ve biyoloji gibi bir¢ok bilim dalinda calisma



nesneleridir.  Nanopartikiildeki anizotropi, nanopartikiillerin 6zelliklerinde birgok
degisiklige yol acar. Biiyiileyici optik ozelliklerinden dolayr altin, giimiis ve platinin
kiiresel olmayan nanopartikiilleri, ¢esitli uygulama alanlarinda kullanilmakta ve aragtirma
materyalleri olarak biiytik ilgi goérmektedir. Ayrica, NP'lerin yiizeyi genellikle
biyomembranlar veya diger ¢evre bilesenleri gibi diger bilesenlerle temas eden
yiizeylerdir.

Toksisitelerine ragmen, AgNP'ler endiistride ve c¢esitli tiiketici {iriinlerinde yaygin
olarak kullanilmaktadir [28]. Bu nedenle, g¢evreye Onemli miktarlarda salinmalar1 da
muhtemeldir [29]. Bu nedenle, dogal olusumlarimi ve ¢evredeki organizmalar ile
etkilesimlerini anlamak olduk¢a Onemlidir. Sudaki organizmalar {izerine olasi toksik
etkileri; yiizey kaplamalarina adsorbe edilebilen besin maddelerinin [30], ve Kirleticilerin
[31] biyoyararlanimini etkileme potansiyeli, ¢evreye genis Ol¢iide uygulanabilir olmalar

ve ¢esitli dogal kaynaklar olmasinin biiyiik bir etkisi vardir [32].

2.4. Nanopartikiillerin Genel Ozellikleri

Cesitli teknolojilerin ve tiriinlerin boyutlarini kiigiiltme ile ilgili belirgin faaliyetleri
vardir. Bunlar yerden tasarruf etmeyi ve tretim-nakliye gibi islemlerin maliyetlerini
azaltmayr igerir. Ornegin, bilgisayarlarin ve bilesenlerinin asamali  olarak
minyatiirlestirilmesi, oda boyutlu makinelerden ge¢isi miimkiin kilmustir [33].

Hizli bir sekilde birden fazla karmasik gorevi ayni anda gerceklestirebilen cep
boyutundaki cihazlarda basit hesaplamalar yapabilme yetenegine sahiptir. Teknolojiler,
kesin oOzelliklere gore molekiillerin manipulasyonunu ve olusturulmasimi igeren, ayni
zamanda daha etkili islev goren ve yeni roller gerceklestirebilen yeni malzemelerin
olusturulmasina izin verir. Bunun nedeni, ¢esitli fiziksel 6zelliklerin nanopargaciklar: daha
biiylik malzemelerden ayirmasidir. Bunlar potansiyel kullanimlarina olan ilgiyi biiyiik
oOl¢iide koriikleyen 6zelliklerdir [34]. Kiigiik boyutlar1 nedeniyle, nanopartikiiller ¢ok genis
bir ylizey alanina / hacim oranina sahiptirler. Bu sebeple, ayn1 kimyasal bilesimin biiyiik
bir pargacigina kiyasla pargacigin yiizeyinde pargacik olusturan atomlarin sayisi artar. Bu
ozellik, ¢oziinme hizinin arttigi biyomedikal uygulamalarda kullanim i¢in 6zellikle tercih
edilme sebeplerindendir [35]. Tablo 2.1’de farkli ¢aplardaki pargaciklarda yiizey

molekiillerinin yilizdesi gosterilmistir.



Tablo 2.1. Farkl ¢aplardaki pargaciklarda yiizey molekiillerinin yiizdesi [35]

Partikiil Boyutu (nm) Yiizey Molekiilleri %
1 100
10 27,1
100 2.97
1,000 0,3
10,000 0,03

2.5. Nanomateryaller
Nanomateryaller 100 nm alt1 pargaciklar veya yapilar olup nanopartikiiller,
fullerenler, karbon nanotiipler, kuantum noktalari, dendrimerler, nanoporéz malzemeler ve

biyolojik nanopartikiiller gibi diger karbon bazli molekiilleri icermektedir [36].

2.6. Giimiis Nanopartikiillerin Tarihcesi

Gilimiis NP'ler ilk olarak 100 yildan fazla bir siire 6nce, 6zellikle fotograf {irlinlerinde
ve biyositlerde tiikketim maddesi olarak eklenmistir [37]. AgNP'lerin ilk kayda deger
sentezi Lea  [38] tarafindan "allotropik" bir giimiis formunun hazirlanmasinda
bildirilmistir. Lea, giimiisiin tam bigimini bilmiyordu, ancak Frens vd., [39], Lea’nun el
yazmasinda belirtilen yontemlerden sonra giimiis kolloidleri sentezlemislerdir. AgQNP'lerin
biiyiikliigiiniin 37-45A (3,7-4,5nm) oldugu ve kiiresel sekilde oldugu bu calismalarla
vurgulanmigtir. Bu {riinlerin  antimikrobiyal aktivitesi, 20. ylizyilin baglarinda
poptilaritesini artirmistir. Collargol, Argyrol ve Protargol gibi marka isimleri tibbi bir Ag
olarak kabul edilmis ve 50 yildan fazla bir siirede popiiler hale gelmistir. Bu siire zarfinda
doktorlar genellikle sifiliz gibi bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi i¢in AgNP'leri
uygulamiglardir [40]. Halen biyosidal ajanlar ve tibbi takviyeler olarak sik¢a
kullanilmaktadir (6rn. MesoSilver®). Yapilan arastirmalar AgNP kullanim egiliminin

yakin ge¢miste giderek artacagini ortaya koymustur.

2.7. AgNP’lerin Genel Ozellikleri ve Uygulama Alanlar1

Saf giimiis, yiiksek termal elektrik iletkenligine ve nispeten diisiik temas direncine
sahiptir, bu da onu elektronikte popiiler bir segenek haline getirmektedir. Giimiis
nanopartikiiller veya nanoteller [41], baskili devre kartlari i¢in macunlar ve miirekkepler,
optoelektronik, veri depolama cihazlari ve pil bazli interkalasyon malzemeleri olarak ince
film transistor elektrotlar1 tiretmek i¢in kullanilmistir [42]. Oldukga kiiglik boyutlarindan
dolayr AgNP'ler, yiiksek ylizey enerjisi ve daha olas1 reaktif bolgeler sunan genis ylizey
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alanina sahiptir [43]. Bu 6zellikler AgNP'leri katalizde en umut verici malzemelerden biri
olarak nitelendirmistir. AgNP’ler ve nanokompozitler, essiz Ozelliklerinin bir sonucu
olarak, DNA'nin saptanmasi, sisteinin Segici kolorimetrik algilanmasi, duyarli piirin
niikleosid fosforilaz aktivitesi ve civanin segici kolorimetrik algilanmasi dahil olmak tizere
algilama ve goriintiileme uygulamalarinda kullanilmaktadir [44].

AgNP’lerin zararli bakterileri 6ldliirme yetenegi uzun zamandir arastirmacilarin
dikkatini ¢ekmis ve bundan dolay1 ¢esitli tiriinlere eklenmeleri giderek popiiler hale
gelmistir [45]. AgNP’ler genis bir antimikrobiyal aktivite spektrumu sergiler ve Gram-
pozitif ile Gram-negatif bakterilerin (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve
Staphylococcus aureus dahil) biiylimesini inhibe ederler [46]. Farkli antibakteriyel
aktiviteleri, ¢oklu ilaca direngli klinik 6neme sahip dayanikli patojenler, P. aeruginosa,
ampisilin direngli E. coli ve eritromisin direngli S. pyogenes, gibi tiirler igin rapor
edilmistir [47]. Baska bir ¢alismada ise ¢esitli antibiyotiklerin antimikrobiyal aktivitesinin
AgNP'lerin varhiginda arttig1 ortaya konulmustur [48]. Ayrica nanogiimiislerin etkili bir
fungisit oldugunu belirleyen c¢aligmalar da mevcuttur. AgNP'lerin, Aspergillus fumigatus,
Saccharomyces cerevisiae ve Candida tropicalis dahil olmak tizere bir dizi mantar susunu
oldiirebildigi bilinmektedir [48].

Nanoglimiisler ayrica antiviral oOzelliklere sahiptirler. Herpes tamponunda
sentezlenen AgNP'lerin HIV-1 replikasyonunda yasayabildigi ve anti-HIV aktivitesinin (%
98) altin nanopargaciklardan (% 6-20) ¢ok daha yiiksek oldugu bildirilmistir [49]. Ayrica
Hepatit B ve Herpes simpleks viriisiinii engellemede etkili olduklari tespit edilmistir [50].

AgNP'ler tiiketici pazarinda genis bir iriin Yyelpazesine sahiptirler. Piyasada
nanomalzeme igeren 1317 iriiniin 313'iniin AgNP icerdigi iddia edilmektedir [51].
Uriinler arasinda gida ambalaj malzemeleri, gida saklama kaplari, ariticilar, kokuya
dayanikli coraplar ve i¢ ¢amasirlari, oda spreyleri, camasir deterjanlari, gamasir makineleri,
losyonlar ve sabunlar bulunmaktadir. Ayrica, AgNP'ler yara sargilari, kadin hijyen
triinleri, cerrahi aletler, kemik c¢imentolar1 ve implante edilebilir cihazlar dahil olmak

tizere tibbi uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir [52].

2.8. AgNP’lerin Cevre ve Insan Saghg Uzerine Etkileri
AgNP'lerin giinliikk yasamimizda yaygin olarak uygulanmasi kaginilmaz olarak insan
ve ekosistem maruziyetini de artirmaktadir. Ayrica, AgNP igeren {irlinlerin {retimi,

taginmasi, erozyonu, yikanmasi veya bertarafi sirasinda AgNP'ler cevreye salmabilir.
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Gilimiislin uzun tarihsel kullanimi belirgin olumsuz etkiler gostermese de AgNP 'lerin ¢evre
tizerindeki potansiyel riskleri hakkinda endiseler vardir. AgNP'lerin ¢evreye sizmasi ve
bulas1 hakkinda bir dizi literatiir raporu ortaya ¢ikmustir. Bununla birlikte, AgNP ‘lerin
cevredeki davranisi, biyotik ve abiyotik bilesenlerle etkilesimleri veya canli organizmalara
yol agabilecekleri potansiyel toksik etkileri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir [47].

Yapilan c¢alismalar AgNP igeren c¢oraplarin ¢alkalanarak suya daldirilmasiyla
kolayca suya gegebilecegini ortaya koymustur. Bazi ¢orap markalarinin, arka arkaya dort
yikamadan sonra toplam glimiis igeriginin yaklasik %100%inii bile kaybedebilecekleri
ortaya konmusgtur. Tiiketicilerin glimiis nanotekstillerine maruziyetini anlamak i¢in yapilan
bir ¢alismada normal yikama islemi sonrasi insan derisi terini test etmislerdir. Bu amagla
AgNP’ler yiizey aktif cisimlerine, oksitleyici maddelere, farkli pH'a, camasir makinelerine
ve simiile edilmis terleme sivilarina maruz birakilmistir [53]. Diisiik pH, mekanik stres ve
agartma mevcudiyetinin Ag'nin ¢dziinmesini biiyiik 6l¢iide artirdig1 ve katilma seklinin Ag
saliniminin miktarin1 ve bi¢imini belirledigi gosterilmistir [54]. Ag'nin simiile edilmis
terleme sivilarinda 6nemli 6lgiide salinmasi, AgNP igeren tekstil iirlinlerinin kullaniminda
potansiyel insan riskini ortaya koymustur [55]. Ayrica AgNP'lerin ¢amasir makinelerinin
altindan hava kosullar1 ile ve dis cephelerden salindigi da bildirilmistir [49]. Bakterileri
Oldiirmek icin AgNP {rettigini iddia eden ticari c¢amasir glimiis naneli yikama
makinelerinin, atiklarinda ortalama 11pL L™ konsantrasyonunda giimiis salgiladiklari
bulunmustur [51].

Cleveland vd. [50] ’nin yaptig1 bir ¢alismada AgNP tiiketim {irtinlerinin, 60 giinlik
deney siiresi boyunca biiyiikk miktarda Ag'nin ya Ostuarin biyotast veya adsorpsiyon
tarafindan alindigim1 bulmuslardir. Arastirmacilar; tortu, kum ve biyofilm ile artan
maruziyet ve sert istiridye, ¢im karides, camur salyangoz ve cordgrass saplar1 ve yapraklari
gibi organizmalarda meydana gelen Ag birikiminin ¢ok 6nemli miktarda oldugunu tespit
etmigler ve insanlart AgNP'lerin potansiyel tehlikelerine daha fazla dikkat etmeleri
konusunda uyarmislardir [50].

Piyasadaki genis kullanim ve AgNP potansiyel riski géz oniine alindiginda, AgNP
tirtinlerini kullanmak i¢in acele etmeden dnce AgNP'lerin ¢evresel ve toksikolojik kimyasi
tizerinde sistematik bir ¢alismaya ihtiya¢ vardir [56]. AgNP'lerin analizi, kaynagi, kaderi,
nakliyesi ve AgNP'lerin potansiyel riskleri de dahil olmak iizere AgNP'ler hakkindaki bilgi
durumunun elestirel bir incelemesinin saglandigt ve bazi acik sorularla tartigildigi

caligmalar da mevcuttur [57].
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2.9. Gelecek Vaat Eden Uygulama Alanlar

Nanoteknoloji genellikle farkli disiplinleri bir araya getiren ve bu disiplinlerarasi
yaklasimin toplumdaki giinlimiiz sorunlarmin ¢ogunu c¢ozebilecek yeniliklere katkida
bulunan bir bilim dalidir.

Nanoteknoloji, seffaflig1 artirilmis giines kremleri ve viicuda daha derin hedefleme
yetenegine sahip nanopartikiiller igeren kozmetikler gibi dokme {iriinler icin ticari
uygulamalarda zaten kullanilmaktadir. Kozmetik sirketleri, mevcut triinlerini gelistirmek
icin nanoteknolojiyi sikg¢a kullanmakta olup L’Oreal gibi sirketlerin ¢ok sayida
nanoteknoloji patentine sahip oldugu bilinmektedir [58]. Ayrica dolgu maddesi olarak
nanoparcaciklar muazzam bir pazara sahip kompozit malzemelere dahil edilmistir.
Nanoparcaciklar malzemenin &zelliklerini degistirebilir. Ornegin metal sertlestirme,
seramik yumusatma ve alasimlar meydana getirme gibi islemler bunlardan sadece
birkagidir. Kil nanopartikiilleri ekleyerek malzemeleri daha giicli, daha hafif, daha
dayanikli ve ¢cogu zaman seffaf hale getirmek miimkiindiir. Bunlar 6zellikle havacilik ve
uzay sanayiinde, ambalajlamada ve otomobil endiistrisinde potansiyele sahip nanomateryal
ozellikleridir [58]. Diger kullanim alanlar1 arasinda giines enerjisi toplama (fotovoltaikler),
tibbi teshis araglart ve sensorleri, esnek ekran teknolojileri, tutkallar, boyalar ve
yaglayicilar, gesitli optik bilesenler ve elektronik devre kartlarini saymak miimkiindiir [59].

Nanoteknoloji yardimiyla gelistirilen akilli tekstil iiriinleri de vardir ve uzun vadede
tekstillerin fiziksel 6zelliklerini ¢evre kosullarina gore degistirmeleri, hatta hayati sinyalleri
izlemeleri beklenmektedir [60]. Nanopartikiillerin tekstile sokulmasi, suya, lekelere ve
kirigmaya kars1 direncli cok hafif ve dayanikli tekstil iirtinleri tiretmeyi miimkiin kilabilir.

Tibbi uygulamalar insan refahi1 konusunda en biiyiik beklentileri olan alanlardan
biridir. Yeni materyallerin gelistirilmesi ve nanoteknoloji ile biyoteknolojinin bir
kombinasyonu ile hasarli sinir hiicrelerini onarabilen, hasarli deri, doku veya kemigin
yerini alabilecek hiicre biiylimesi yoluyla yapay organlar ve implantlar yapmak miimkiin
olabilir [58]. Ayrica, bilgi teknolojisi ve tibbin sinerjisinde; kisisel tibbi izleme i¢in tani
testlerine son derece hassas ve hizli yamit siiresi saglayan cihazlarin yapilmasi
saglanacaktir. Tiptaki bir baska uygulama alani, 6zellikle nanoparcaciklarin ilag vermek
icin manipiile etme olasilig1 yogun oldugu i¢in ila¢ dagitimidir. Ciinkii nanoparcaciklar
daha biiylik partikiillerden daha iyi bir ¢oziiniirlik ve emilim potansiyeline sahip

olabilmektedir. Nanopargaciklar ilaci tasiyabilir ve belki de uzun bir siire boyunca
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hedeflenmis bir alana ince ayarlanmis dozlarda birakabilir ve geleneksel ilaglarin yan
etkilerini azaltabilir [61].

Nanoteknoloji yardimiyla gelecekteki ¢evresel uygulamalar da gelistirilecektir.
Ornegin, karbon nanotiipleri, hidrojen i¢in bir depolama ortami olarak yenilenebilir enerji
icin yeni olanaklar sunmaktadir. Arastirilan diger uygulama alanlarindan birisi de
biyoremidasyon veya toprak kirliligini temizlemek igin kullanilan biyolojik organizmalar
olarak kullanilacak nanopartikiillerdir. Topraktaki kirleticilerin ¢ogu geri doniistiiriilemez
ya da faydali hale getirilemez, ancak toprak yapisinda gézenekler iginde kilitlenip kalirlar.
Nanoparcaciklar kullanilarak, kirleticileri kontrollii bir sekilde biyolojik olarak
kullanilabilir hale getirilmeleri ve biyoremidasyonda gorevli organizmalarin hizli bir
salimla oldiiriilmemelerini  saglamak icin kasith olarak mobilize etmek miimkiin
olabilecektir.

Isleri oncekinden daha kiigiik, daha hafif ve daha hizli yapmanm gelisimi uzun
yillardir devam ediyor. Bu gelismis hassasiyet, mevcut triinlerin ve islemlerin daha etkili
olmasini1 saglayabilir. Boylelikle daha az hammadde ve enerji gereksinimi ortaya ¢ikar.
Ozellikle asagida belirtilen alanlarda nanoteknoloji yiiksek uygulama potansiyeline
sahiptir;

1 - Ekranlar i¢in Organik Isik Yayan Diyotlar (OLED'ler)

2 - Is181 elektrige doniistiiren fotovoltaik film

3 - Kendilerini UV ile temizleyen ¢izilmeye dayanikli kaplamali pencereler
4 - Lekelere ve kontrol sicakligina dayanikli kumasglar

5 - Akilli giysiler nabzi ve solunumu 6lger

6 - Bucky-tubeframe hafif ama ¢ok giiclii

7 - Biyouyumlu malzemelerden yapilmis hipjoint

8 - Korozyonu 6nlemek i¢in nano partikiil boya

9 - Is1g1 diizenlemek igin termo-kromik cam

10- Kompakt veri bellegi i¢in manyetik katmanlar

11- Elektronik ve araglara gii¢ saglamak i¢in karbon nanotiip yakit hiicreleri

12- Nano tasarimli koklear implant

2.10. Hiimik Asit ve Yapisal Ozelligi
Humus ilk once topraklarda bulunan ve degisken ¢iiriime durumlarinda bulunan

organik maddenin bir bileseni olarak taninmistir [62, 63]. Canli organizmalar karbon bazli
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oldugundan, orada biiyiiyen bitkilerin {iretimi ve ayrigsmasiyla ekosistemler araciligiyla
karbon dongiileri gergeklesir.

Bitkiler oldiikten sonra, topraktaki mikrobiyal topluluk, bitkilerin molekiiler
yapilarin1 pargalanana, yeni bilesiklere doniistiiriilene ve sonunda topraga organik madde
veya humus olarak dahil edilene kadar ayrismaya baslar [64]. Bitki Ortiisiiniin tiiriine ve
ayristigi siirece bagl olarak farkli humus tiirleri olusturulabilir [65].

Bitkiler, toprak mantarlar tarafindan o6ldiikten sonra yavas yavas parcalanan biiyiik
organik molekiillerden olusan canlilardir. Bu ayrisma siireci gerceklestikge, lignin veya
seliiloz gibi biiylik yapilar hiimik asitler gibi molekiillere ayrilir [66]. Asagida Sekil 2.5°de

hiimik asitin kimyasal yapisi gosterilmistir.
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Sekil 2.5. Hiimik asitin kimyasal yapis1 [67]

Yiiksek katyon degisim kapasitesine sahip toprak parcaciklari, bitki bilylimesi igin
gerekli olan potasyum, kalsiyum veya magnezyum gibi katyonlara tutunmak icin bir
afiniteye sahiptir. Bu biiyiik hiimik asit molekiilleri, katyonlara olan afiniteleri nedeniyle
toprak partikiillerine yapisabilir ve bolgenin ortamina bagli olarak toprakta kalabilir [68].
Daha yiiksek ayrigma hizina sahip ekosistemler (sicak, nemli alanlar), molekiiler yapilari
pargalamak i¢in daha diislik ayrisma hizlarina sahip alanlara kiyasla daha kisa bir siire i¢in
hiimik asitleri tutacaktir [69]. Toprak parcaciklarina ¢ekildikten sonra, hiimik asitler toprak

parcaciklarina benzer sekilde topraktaki ek iyonlari tutabilir.
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Iyonlara tutunan bu afinite, topragin katyon degisim kapasitesini artirabilir ve
topraktan besin kaybini azaltmaya yardimci olabilir. Hiimik asitler bunu topraktaki
baglanma yerlerinin miktarini artirarak ve katyonlarla baglayarak yapabilir [70]. Toprak
parcaciklarina ve hiimik asitlere baglanan katyonlar daha sonra bolgeye farkli bir katyon
baglandiginda degis tokus edilebilir. Toprak tarafindan tutulabilen katyonlarin miktari
katyon degisim kapasitesi olarak bilinir [62]. Toprakta ve hiimik asitlerde bulunan temel
katyon elementleri bitkiler tarafindan biiylime ve metabolik aktiviteler i¢in kullanilabilir.
Hiimik asitler zamanla yavas¢a pargalandigindan, topraga daha fazla katyon
eklenmesinden ziyade katyonlarin tutulmasi yoluyla toprak sagligina katkida bulunurlar
[71, 72].

Hiimik asitlerin, katyon degisim kapasitesinin artmasina ragmen toprakta daha fazla

iyon tuttugu gosterilmistir [62, 73]

2.11. Hiimik Madde ve Bilesenleri

Dogal organik madde, karasal, sucul ve komiir alanlar1 da dahil olmak iizere ¢evre
boyunca yaygin olan organik asitleri ifade eder. Dogal organik madde protein, seliiloz
iceren bitki maddesinin mikrobiyal parcalanmasini takiben ¢evrede dogal olarak olusur.
HA'lar toprakta ¢cogunlukla karasal, sucul ve deniz ortamlarinda bulunur. Normal olarak
turba, giibre, linyit komiiriinden c¢ikarilirlar ortamda lignin, lipitler, kiitinler ve kesitler
[74]. Dogal organik madde iki ana kategoride siniflandirilir; hiimik olmayan maddeler ve
hiimik maddeler (HM). HM'ler ana bilesenleri olusturur ve ilk olarak 1786 yilinda Achard
tarafindan turba alkali ekstraktinin asitlestirilmesiyle koyu bir ¢okeltinin izolasyonu
yoluyla kesfedilmistir [75].

HM'ler en iyi karmasik olarak tanimlanabilir, ¢iirimiis organik maddenin heterojen
ve c¢oklu dagilmis karisimi [76]. Su ¢oziiniirliigli pH'a bagh oldugundan, HM'ler ayrica
asagidaki gibi lic ana fraksiyona ayrilir: humin, tiim pH degerlerinde suda ¢oziinmez,
fulvik asit (FA) tiim pH degerlerinde su ve hiimik asit (HA) 2'den yiiksek pH degerlerinde
¢Oziiniir; sonug¢ olarak, sucul ¢evreye HA'lerin fulvik ve HM bilesenleri ¢ogunlukla
hakimdir (%50-80) [77].

HA'lar, olusturulduklar1 bilesenlerden olusur. Karasal HA'lar ¢evrede olusur ve esas
olarak linyinler ve tanenler igeren bitkilerden tiiretilir [78]. Sucul ortamlarda bulunan
HA'lar temel olarak basit sucul bitkilerden ve yosun ve bakteri gibi organizmalardan elde

edilir. Genel olarak HA'lar ili¢ ana bilesenden olusur: alifatik hidrokarbonlar, aromatik
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kisimlar; esas olarak linyinler, tanenler ve karbonhidratlardan tiiretilen fenolik, karboksilik

ve metoksil bilesenleridir.

2.12. Sazan Bahg (Cyprinus carpio L., 1758)

Canlilar arasinda tiir sayis1 bakiminda en kalabalik baliklar olarak bilinirler. Bilimsel
olarak; Sube: Chordata, Altsube: Gnathostomata, Smif: Pisces, Altsinif: Teleostei, Ordo:
Cypriniformes, Familya: Cyprinidae, Cins: Cyprinus, Tir: Cyprinus carpio L., 1758
seklinde siniflandirilmaktadirlar.

Habitat: Sazan genellikle diisiik irtifada durgun veya yavas akan sularda, 6zellikle
bol miktarda su bitkisinin bulundugu bolgelerde bulunur. Ayrica bazi nehirlerin ve kiy
gollerinin aci alt kisimlarinda da bulunurlar.

Cesitli cevresel kosullara tolerans gosterebilirler. Diisiik oksijen seviyelerine,
kirleticilere ve bulanikliga toleranslari cogu yerli baliga gore daha fazladir ve genellikle
durgun sular da dahil olmak iizere bozulmus habitatlarla iligkilidir. Son birkag¢ on yilda su
akisindaki degisiklikler, su kalitesindeki diisiis ve nehir habitatlarindaki diger degisiklikler
sazan lehine bir¢ok yerli balig1 olumsuz etkilemistir [79].

Ureme: Uygun kosullar altinda, sazan oldukca verimlidir. Erken olgunlasirlar -
erkekler icin 1 yil ve kadinlar i¢in 2 y1l - ve disiler ¢ok sayida yapiskan yumurta iiretir (6
kg balik i¢in 1,5 milyona kadar). Sazan, lireme mevsiminde, bazen yiizlerce kilometre
seyahat ederek ilireme alanlarina ve alanlarindan gbo¢ eder. Cogu yumurta ve larva
yetiskinlige ulagsmadan 6liir, ancak g¢evresel kosullar uygunsa daha fazla hayatta kalabilir.
Taskinlar, sazan yetistiriciligi i¢in 6zellikle elverisli kosullar ve ¢ocuklar i¢in bol miktarda
yiyecek sagliyor gibi goriinmektedir. Bu, sazanlarin neden 1970'lerin biiyiik selleri
sirasinda boyle bir niifus patlamasi yasadiklarini agiklamaya yardimer olabilir [80].

Beslenme: Sazan omnivordur ve diyetleri mevcut olana bagli olarak degisir.
Yumusakcalar, kabuklular, bocek larvalar1 ve tohumlar gibi bir dizi kii¢iik gida maddesi
tiikketirler. Bu gida maddeleri alttan emilir (¢camur ve su ile birlikte) ve solungag tirmiklar
kullanilarak siiziiliir. Ayrica, ozellikle diger gida kaynaklar1 olmadiginda (6rnegin kis
aylarinda) bitki materyali ve genel organik madde tiiketebilirler. Sazan nadiren balik yer,
ancak balik yumurtasi ve larva tiiketebilir ve lireme alanlarini rahatsiz edebilir. Yetiskin
sazanlarin dogal yirticilar1 yoktur. Murray morina, altin levrek ve bas gibi biiyiik yirtict

yerli baliklar, geng bir sazan tiiketebilirler, ancak bunlar tercih edilen bir av 6gesi degildir
[81].
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Bilimsel arastirmalarda model organizma olarak kullanilan ve deneysel ¢alismalarda
en az maliyetli tiir olan Sazan (Cyprinus carpio), sazangiller Cyprinidae familyasina ait bir

tatli su baligidir (Resim 2.1).
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Resim 2.1. Sazan Baligi (Cyprinus carpio L., 1758) [129]

Gol ve debisi yavas akan derelerde yagamsal faliyetlerini siirdiirtirler.

2.13. Baliklarda Hematolojik Parametreler ve Dolasim Sistemi

Baliklar sucul canlilar olduklarindan su ortamlarina gelecek tim olumlu veya
olumsuz etkilere kars1 c¢ok hassas olan canlilardir. Bunun nedeni baliklarin portal
kanallarinin, suyun ortamindaki hareketlere gére olustugundandir. Bu kanallar bosaltimda
ve beslenmede kullanildiklar i¢in toksik etkilere ve hastaliklarin arastirilmasinda temel
materyal olarak kullanilir. Balik kanlarinda eritrositler g¢ekirdekli yapida olup miktar
bakimindan az denilebilecek sayidadir. Akyuvar ile alyuvar kiyaslandiginda say1 olarak
neredeyse aynidirlar. Balik kalpleri iki odacikli olup kalplerinde daima kirli kan tasirlar.
Solungaclar sayesinde temizlenmis kan dorsal (sirt) aort kanaliyla kuyruk bolgelerine
uzayip hepatik portal ven, renal portal ven ile ventralin alt kisimlarina kadar uzanir [82].

Sekil 2.7’de baliklarin dolagim sistemi gosterilmistir.
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Sekil 2.7. Baliklarda dolasim sistemi [130]

Kan analizleri baliklarda hastaliklarin tanisinda, baliklarin fizyolojik durumlarinin
degerlendirilmesinde, tanisinda ve diger gevre faktorlerinin saptanmasinda énemli bir yere
sahiptir [83]. Kan hiicrelerinden eritrositlerin sayisi, kanin oksijen tasima kapasitesi ve
eritropoietik dokularin iglevlerinin yansitilmasinda 6nem arz eder [84].

Kan biyokimyasi, zehirli maddelerin fizyolojik davraniglarinin analizinde yardimci
olmakla birlikte hematolojik analizlerin toksikolojik ajanlarin etki diizeylerini belirlemede
oldukga 6nemli bir kan testi parametresidir. Baligin kan dl¢timleri zehirli ajanlarin etkisini,
canlinin yapisal ve islevsel olan 6zelliklerin tespitinde énemli veriler sunmaktadir [85]. Bu
nedenle alyuvar, hemoglobin (Hb) ve akyuvar gibi hematolojik degiskenler; MCHC
(eritrosit bagina diisen ortalama hemoglobin konsantresi), MCV (ortalama eritrosit
hacimleri) ve MCH (ortalama eritrosit hemoglobin miktari) benzeri hematolojik, plazma
glikoz ile protein benzeri biyokimyasal parametrelerin, baliklarda toksikolojik maddelerin
belirlenmesinde kullanilir [86].

Baliklarda bulunan eritrositler (kirmizi kan hiicresi, RBC) diger kan hiicreleri ile olan
iliskilerinden dolay1 sayica en ¢ok bulunan kan hiicrelerdir [87]. Eritrositler kirmizi
renklidir ve bunun nedeninin protein yapili globulin ile demir yapisin1 bulunduran
hemoglobin pigmentlerinden kaynaklandigi belirtilmektedir [88]. Baliklarin tiirlerine gore
eritrositlerin kan igindeki miktarlari 0,06x10%/ ul-5,3X106/ pl arasinda degismektedir [89].
Eritrosit degerlerinde goriilebilecek degisimler hastalik belirtisinin oldugunun tanisi olarak

kullanilmaktadir. Kan parametrelerinin incelenmesi, canlilarda yapilan deneysel
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calismalarda ¢ok Onem tasimaktadir. Bu tiir yontemler canlinin fizyolojik yapisi ve
aragtirmacilar i¢in uygun verilerin saglanmasinda yardime1 olur [90].

Kirmizi kan hiicreleri sularda ¢6ziilen oksijenin %99 kismini da tasirlar [91]. Anemi
hastaliginin tespitinde hemoglobin, eritrosit ve hematokrit degerlerine bakilir. Ayrica
ortalama eritrosit hacimleri (MCV), eritrosit bagina diisen ortalama hemoglobin
konsantrasyonu (MCHC) ile eritrosit basina diisen ortalama hemoglobin (MCH) degerleri
aneminin belirlenmesinde etkilidir [92]. MCV, oksijeni tasiyan hiicrenin ortalama
biiyiikliigii olarak belirlenir. MCV diisiik oldugunda eritrositler kiigliktiir, fazla ise
genislemis olarak belirlenir. Kalbin hareketi kanin akisinin belirlenmesinde 6nemli
belirteglerden biri olan MCV, osmoregiilasyon durumlarin belirlenmesinde kullanilir [93].
Solunum fonksiyonlarin belirlenmesinde, eritrosit oranina diisen ortalama hemoglobin
(MCH),eritrositlerde bulunan hemoglobinin miktar1 6nemli belirtecidir [94]. Hematokrit
(Hct), kirmizi kan hiicrelerde yiizdelik oran1 kabul edilirek aneminin belirlenmesinde
kullanilan 6nemli kriterdir [95]. Olgiimlerinin basit olmasindan dolayr ¢ok kullanilan
parametrelerden biridir. Ayrica baliklarin diizgiin beslenmemesi ya da anemi durumunda
Hct miktar1 azalip, dehidrasyon durumlarinda belirgin artis ortaya ¢ikar. Farkli tip anemi
durumlarinda MCHC miktarlarinda degisiklikler ortaya ¢ikabilir [96].

2.14. Nanopartikiillerin Baliklara Etkileri

Baliklar ¢ok c¢esitli ksenobiyotik kimyasallara karsi hassas olduklari i¢in ¢evre
sagliginin miikemmel belirte¢ canlilarindandir. Sudaki besin zincirindeki konumlari,
baliklarin popiilasyonlarinin degerlendirilmesi ayn1 zamanda sudaki diger diisiik trofik
seviyelerin sagligina dair bir gosterge olabilecegi anlamina da gelmektedir. Bu nedenle
NP'lerin baliklar tizerindeki etkilerini belirlemek ayni zamanda NP'lerin sudaki ve c¢evre
tizerindeki etkilerini de bir biitiin olarak degerlendirirmek anlami tasimaktadir. Bu nedenle
bu degerlendirmeyi yaparken maddeye maruz kalma, igme veya deri yoluyla ilgili unsurlar
mutlaka g6z Onilinde bulundurulmalidir [4]. Bugiine kadar yapilan az sayida g¢alisma
cogunlukla, asir1 toksik etkilere neden olan nanopargacik tiplerinin taninmasi, hedef
organlarin tanimlanmasi ve nanopartikiillerin balik gévdelerinde biyo-dagilimi ile ilgili
olup, literatiirde simdiye kadar verilen yanitlarin karsilastirilmasina iliskin ¢ok az kanit
bulunmaktadir. Nano boyutlu parcaciklar ve bunlarin muadilleri veya maruz kalma
ortaminin Ozelliklerinin alim veya toksisiteyi nasil etkiledigi tam olarak bilinmemektedir.

Yukarida belirtildigi gibi, NP'lerin sucul ortamlardaki davraniglar1 ¢ok sayida farkli
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fizikokimyasaldan etkilenmektedir. Tiim bu sonuglar, sucul organizmalarin bu faktorlerle
kapsamli bir sekilde ilgilenen NP'lere maruz kalmanin, karasal hayvanlarda esdeger

inhalasyon veya oral maruziyet yapmaktan daha karmasik oldugu anlamina gelmektedir.

2.15. Biyodeneyler

Biyolojik deneylerde kullanilan deneysel tasarimlar, kimyasal ve fiziksel deneylerde
kullanilan tipik tasarimlardan farklidir. Ciinkii canli maddedeki i¢sel varyasyon, deneyin
karmasikliini ve veri analizini arttirir. Deneysel tasarim, sadece biyolojik test
birimlerindeki i¢sel degiskenligi hesaba katmakla kalmayip, ayn1 zamanda operatorler, giin
degisimi, parti degisimi, vb. gibi diger faktorleri de dikkate almak zorundadir [97].

Bir maddenin belirli bir canl tiirii lizerindeki etkisini belirlemek icin biyolojik bir
tahlil kullanilir. Biyolojik bir test sistemi, 6rnegin hayvanlar, doku, vb. konsantrasyonu
(dozu) genellikle degisen bir maddeye maruz birakilir. Biyolojik sistemin cevabinin
biiyiikliigii doza baghdir. Fiziksel veya kimyasal yontemlerin aksine, dozun bir fonksiyonu
olarak maddenin aktivitesi hakkinda ayrintili bilgi elde edilir. Biyo-tahlillerin 6zel bir
ozelligi, sonuctaki en biiylik varyasyon kaynaklarindan birinin test birimleri arasindaki fark
olmasidir ve yanit canli maddeye bagli oldugundan, bu, elde edilen olgiimler arasinda
biiyiik degiskenlik saglar. Genellikle ayni tiirden deney organizmalara antijenik madde
gida ve enjeksiyon yoluyla dogrudan verilir veya degisik konsantrasyonlarda maruziyet
sliresi degistirilerek test yapilir [98]. Biyodeneyler, sularin kirlenmesinde, suyun kalite
diizeylerinin belirlenmesinde etkili olarak kullanilmaktadir [99].

Balik ile yapilan ¢alismalarda, akvaryumlarda belli sayidaki test baliklarina, farkli
konsantrasyonlarda antijenli maddeler, 48-96 saat veya 20 giin {izeri siireler boyunca
uygulanmaktadir. Deneysel g¢alisma sonucunda hayatta kalan baliklar tespit edilerek,
(subletal, letal, LCsp ) uygulanan maddelerin doz ayar1 yapilabilmektedir [100].

Sucul ortamlarda yapilan toksikolojik ¢alismalar, bu ortamlarda olusan etkilerin
belirlenmesinde ilk sirada gelmektedir. Biyodeneylerde kullanilan baliklar i¢in ¢alisma
sicakliklar, soguk ve sicak suda yasayan tiirlere gore 25+2°C ya da 15+2°C olarak
belirlenir. Biyodeney ¢alismalarinda oksijen miktart 4mg/L’nin daha az olmayacak sekilde
ayarlanmalidir [97]. Bir maddenin, sucul ortamlarda canlinin beslenme sekillerine bagl

olarak olusturabilecegi toksik etkinin belirlenmesine yonelik deneysel ¢alismalarda;
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e Memeli canlilarda akut-oral toksisite arastirmasi
o Bakterilerde akut-toksisite arastirmasi
e Baliklarda akut-toksisite arastirmasi seklinde 3 farkli biyolojik test yapilabilir [101].

Deneylerimizde sazan baliklarinin sec¢ilmesinin sebebi ekonomik degerinin olmasi ve
iilkemizde yaygin olarak bulunmasindandir.

Bu tez c¢alismasinda 150 litrelik akvaryumlarda adaptasyonu saglanmis sazan
baliklarina (Cyprinus carpio, 1758 L.) giimiis nanopartikiiller (AgNP) ve hiimik asit kapl
giimiis nanopartikiiller (AgNP-HA) farkli dozlarda (0,03, 0,3 ve 3,0 ppm) ve siirelerde (4
ve 2lgiin) uygulanmig olup baliklarin hematolojik parametrelerinde meydana gelen

degisiklikler degerlendirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deneylerde Kullamilan Malzemeler

Glmiis nitrat (Analitik reaktif ayar, %99,9), Trisodyum sitrat dihidrat, Hiimik asit
(Teknik ayar), Sodyum bor hidriir, Polivinilpirolidon PVP10 Sigma-Aldrich (St. Louise,
MO, USA) sirketinden temin edilmistir.

3.2. Deneylerde Kullamlan Baliklar

Deneysel ¢alismalarimizda kullandigimiz sazan (Cyprinus carpio L.) baliklart Orman
ve Su Isleri Bakanlhgi DSI 7. Bolge Miidiirliigii 73. Sube Miidiirliigii Yedikir Su Uriinleri
Istasyonunda alinmigtir. Caligmanin Etik Kurul onayr Ahi Evran Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alinmistir (EK1)(18.04.2018 tarih ve 4 sayili onay
yazist). Calismalar i¢in Oncelikle baliklarin 150 L’lik akvaryumda 20 giin siiresince
bulundugu ortama uyum saglamalar1 beklenmigtir. Uyum siiresi boyunca baliklar pellet
yemle beslenmistir. Deneysel ¢alismalarimizda kullanilan baliklar 1 yaslarindan kiigiik,
yaklasik 112-120 g agirligina sahip, boylar1 13-15 cm arasinda degisen baliklar arasindan
secilmistir (Resim 3.1).
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Resim 3.1. Deneylerde kullanilan sazan baligi (Cyprinus carpio L., 1758)

Sunulan proje kapsaminda yaygin nanoteknoloji {iriinlerinden olan gilimiis
partikiillerin yaygin iiretim yontemlerinden olan kimyasal indirgenme yontemi ve bu
yapilarin en yaygin stabilizasyon yontemlerinden olan sitrat ile kaplama yonteminin ¢evre

sularina karigtiginda etkilesimleri sonucu ortaya gikabilecek muhtemel dogal organik
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materyallerden hiimik asit ile etkilesiminin sucul canlilar iizerine etkisi model organizma
olarak segilen sazan (Cyprinus carpio, 1758 L.) baliklarinda incelenmistir.
Bu sayede hiimik asit gibi bir dogal organik maddenin glimiis nano partikiillerinin

canlilardaki toksik etkisinin arttirip arttirmadigi hakkinda bilgi edinilmesi amaglanmistir.

3.3. Giimiis Nanopartikiillerin (AgNP) Uretimi

Glmiis nanopartikiillerin sentezi Chinnapongse vd. [102]’nin belirttigi yontemle
kimyasal indirgenme yoluyla yapilmistir [102]. Bunun i¢in asagida belirtilen prosediirler
uygulanmistir:

600 rpm'de karistirllan 400 mL kaynar distile suya, 58,8 mmol/L AgNO;
¢ozeltisinden 1,690 mL ve 34 mmol/L tribazik sodyum sitrat dihidrat ¢6zeltisinden 2,920
mL ilave edilmistir. Sonrasinda reaksiyonu hizlandirmak i¢in damla damla 2,000 mL 100
mmol sodyum borohidrit ilave edilmesiyle ¢oOzeltinin rengi renksiz halden sarimsi
kahverengiye donmiistiir. Reaksiyon 30 dakika bu sekilde karistirildiktan sonra oda
sicakliginda sogumaya birakilmistir. Sonrasinda 10 g/L hiimik asit ¢ozeltisi hazirlanmis ve
elde edilen sitrat ile stabilize edilmis AgNP karisimina ilave edilerek 18 saat inkiibe
edilmistir. Boylelikle hiimik asit ile kaplanmis AgNP’ler elde edilmistir.

AgNP’lerin sentezlenmesinde kimyasal indirgenme yonteminin tercih edilmesinin
sebebi, bu yontemin herhangi bir agregasyon olmaksizin yiiksek verim ve diisiik maliyetle
yontemi ¢evre sularina karisan nanopartikiillerin sentezi ve tespiti ig¢in en yaygin kullanilan

yontemlerden biri halini almigtir.

3.4. Giimiis Nanopartikiillerin (Ag NP) Karakterizasyonu
Kimyasal indirgeme yontemi kullanilarak sentezlenen AgNP’lerin karakterizasyonu
UV-Vis spektrumu, atomik kuvvet mikroskobu, zeta boyut analizi ve elektron mikroskobu

ile gerceklestirilmistir.

3.4.1. Zeta boyut analizi

Nanopartikiillerin boy ve boy dagilimlarini incelemek ve AFM’den elde edilen
verilerle karsilastirmak amaciyla Zeta-Sizer (3000 HSA, Malvern, Ingiltere) cihazi
kullanilmistir. Zeta Sizer, ¢ozeltide bulunan nanopartikiillerin molekiil agirliklari, zeta

potansiyel ve hidrodinamik boyut 6lgiimleri i¢in kullanilmaktadir. Cihaz; nanopartikiiller,
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kolloidler ve biyomolekiillerin ¢ozeltideki partikiiliin boyut tayinlerinde kullanilmaktadir.
Prensip olarak dinamik ve elektroforetik 1s1k sagilmasi yontemiyle ¢aligmaktadir.

Sentezin sonucunda yikanip santrifiijlenen nanopartikiiller deionize su ile
seyreltilmis ve yaklastk 2 ml hacimli Ornek ¢ozeltisi, polistiren kiivet igerisine
konulmustur. Deneyler ornek ¢ozelti icerisinden lazer 1s1gimin gegirilmesi sonucu

gerceklestirilmistir.

3.4.2. Atomik kuvvet mikroskobu

Gilimiis nanopartikiillerin karakterizasyonun belirlenmesinde yar1 iletken modda
atomik kuvvet mikroskobu (Nanomagnetics Instruments, Oxford, Ingiltere) kullanilmustir.
Ornekler 1 pm/sn tarama hizinda, 256 x 256 piksel ¢oziiniirliikte, 500 x 500 nm’lik alanin

goriintilisii olarak alinmistir.

3.4.3. Elektron mikroskobu
Elektron mikroskopisi olgiimleri 5kV gerilim altinda 60000x biiyiitme ile vakum

ortaminda yapilmaistir.

3.4.4. UV-Vis spektrumu
Sentezlenen AgNP'lerin  UV-goriiniir  spektrumlari, 300-700 nm araliginda

seyreltilmis collodial nanopartikiil ¢ozeltileri ile alinmastir.

345 FT-IR

Nanopartikiil yiizeyindeki modifikasyonlarin degerlendirilmesi icin FTIR-ATR
spektrofotometresi (Thermo Fisher Scientific, Nicolet iS10, Waltham, MA, ABD)
kullanilmistir. Fonksiyonel monomer 6rnegi cihazin ornek yuvasma yerlestirilmis 400-
4000 cm™ dalga sayisi araliginda yiizeyde gerceklesen toplam yansima miktari

Olclilmiistiir.

3.5. Giimiis Nanopartikiillerin Sazan (Cyprinus carpio, 1758 L.) Bahklar1 Uzerine
Etkilerinin incelenmesi

Arastirmada kullamlacak baliklar Orman ve Su Isleri Bakanhigi DSI 7. Bolge
Miidiirliigii 73. Sube Miidiirliigii Yedikir Su Uriinleri Istasyonunda hibe yolu ile temin

edilmistir. Deney oOncesi baliklar 20 giin boyunca akvaryum ortamina adaptasyonlar
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saglanmistir. Bu siire igerisinde baliklar pelet yem ile beslenmistir. Deney siiresince
baliklara 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik periyodu uygulanmigtir.  Deneysel
caligmadan Once ve sonrasinda akvaryumdaki suyunun Kalite kriterleri (Coziinmiis oksijen,
sicaklik, pH, sertlik, elektrik iletkenligi, amonyak ve bulaniklilik) belirlenmistir. Deneyde
kullanilacak baliklar pullu sazan (Cyprinus carpio L., 1758) ortalama agirliklart 112-120
ve boylar1 13-15 cm olarak tasarlanmastir.

Bu aragtirmada, akvaryumda adaptasyonu saglanmis sazan baliklarina akvaryumdaki
son derisimleri 0,03, 0,3 ve 3,0 ppm olacak sekilde giimiis nanopartiikiillerin (Ag-NP) ilave
edilmesiyle yiirtitiilmistiir.

Elde edilen hiimik asit kapli glimiis nanopartiikiillerin farkli dozlarda (0,03, 0,3 ve
3,0 ppm) ve siirede (4 ve 21gilin) uygulama sonucunda baliklarda; hematolojik, etkilerinin

belirlenmesi amaglanmustir.

3.5.1. Deney ve akvaryum diizenegi
Minimum diizeyde tutularak her grupta 7 balik yer almistir. Asagidaki deney gruplari
dikkate alindiginda hem akut hem de sub-kronik faz gruplarinin her birinde 7 balik (N:7

adet) olmak iizere toplam 112 adet sazan baligi kullanilmistir (Resim 3.2).

Resim 3.2. Deneylerde kullanilan akvaryum sistemi



Tablo 3.1. Deney gruplari

4 giin Akut Deneyde 21 giin Sub-kronik Deneyde
kullamlan kullanilan
Hayvan Hayvan
Sayisi Sayisi

(N) (N)

1.Grup: Kontrol Grubu 7 1.Grup: Kontrol Grubu 7

2.Grup Hiimik Asit (HA) 7 2.Grup Himik Asit (HA) 7

3.Grup:  0,03ppm Giimiis 7 3.Grup: 0,03ppm Giimiis 7

nano partikiil (AgNP) nano partikiil (AgNP)

4. Grup 0,3ppm Giimis 7 4. Grup 0,3ppm Giimiis 7

nano partikiil (AgNP) nano partikiil (AgNP)

5. Grup 3ppm Giimiis nano 7 5. Grup 3ppm Giimiis 7

partikiil (AgNP) nano partikiil (AgNP)

6.Grup: 0,03ppm hiimik asit 7 6.Grup: 0,03ppm hiimik 7

kapli Glimiis nano partikiil asit kapli Gilimiis nano

(AgNP-HA) partikiil (AgNP-HA)

7.Grup: 0,3ppm hiimik asit 7 7.Grup: 0,3ppm hiimik 7

kapli Giimiis nano partikiil asit kapli Glimiis nano

(AgNP-HA partikiil (AgNP-HA

8.Grup: 3ppm hiimik asit 7 8.Grup: 3ppm hiimik asit 7

kapli Giimils nano partikiil
(AgNP-HA)

kapli  Glimiis
partikiil (AgNP-HA)

nano
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Deney sonunda baliklardan kan, anestezik madde (fenoksi etanol 0,5ppm)

uygulandiktan sonra canli canli direk kuyruktan alinmistir. Kan 6rneklerinin bir kismi

antikoagiilan madde (EDTA) igeren tiiplere alinarak, 30 dakika icerisinde hematolojik

analizleri yapilmistir. Alinan kanin bir kismi ise 10 ml’lik cam biyokimya tiiplerine

alimarak 5 dakika siireyle 4000 rpm’de sogutmali santrifiijde serumlar1 elde edilip

hormonal analizleri yapilacagi zamana kadar -40°C’ye ayarli deep-frezer’de muhafaza

edilmistir.

3.6. Analizler

3.6.1. Hematolojik analizler

Baliklarda hematolojik analizlerin tespitinde veteriner ¢alismalarda kullanilan Ms4

(Melet Schloesing 4, Fransa) kan sayim cihazi i¢in uygun hazir ticari kitler (Cat. No:

WD1153) kullanilmustir.
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3.6.2. istatistiksel analizler

Deneysel ¢alismalarin sonucunda elde edilen istatistiksel verilerin hesaplanmasinda
SPSS (Versiyon 16) programinin Van Whitney U ve Kruskal Wals testleri, varyans

analizleri igin ise p<0,05 seviyesinde Duncan modeli kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Giimiis Nanopartikiillerin (AgNP) Uretimi ve Karakterizasyonu

4.1.1. Zeta boyut analizi

Gilimiis nanopartikiillerin sulu ortamda 30 dakika sonikator yardimiyla dagitilmasi ile
elde edilen zeta boyut analizi sonucunda brownian harekete bagli olarak nanopartikiillerin
hidrodinamik ¢aplar1 Sekil 4.1.a” da goriilen ii¢ yaygin dagilimda elde edilmistir. Sitrat ve
hiimik asit kapli yapilar degerlendirildiginde hiimik asit kaplamas1 sonrasi her bir dagilim
bolgesinde ortalama c¢aplarda artis gozlenmistir (Sekil 4.1.b). Bu durum hiimik asit

yapisinin sitrat yapisina gore ¢ok daha fazla bir molekiiler boyuta sahip olmast ile

agiklanabilir.
Size Distribution by Intensity
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Sekil 4.1.a. Sitrat kapl glimiis nanopartikiiller
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14 .................................................................................
A2 e B £
. T Size (d.nm): % Intensity: St Dev X X _
‘s‘ 10 | - Peak 1: 60,47 66,8 1976 [ )" ............... ................
o T .
° ... Peak 2 13,84 20,4 4,003 |
a 8 . » - "
g | Peak 3: 5,009 12,8 1,267
T S
[ =
s !
=
2 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Sekil 4.1.b. Hiimik asit kapli glimiis nanopartikiiller
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4.1.2. Atomik kuvvet mikroskopisi él¢iimleri

Sentez sonrasi yikanarak santrifiijlenen nano partikiiller deiyonize su ile
seyreltilmistir. Sulu ortamdaki glimiis nanopartikiillerin mika yiizeyinin {izerinde
kurutulmasi ile elde edilen 6rnegin 500nmx500nm alanda yari iletken modda alinan
morfolojik Slgtimleri Sekil 4.2.a ve 4.2.b’de goriilmektedir. Elde edilen sonuglar zeta boyut

analizi sonuglarini destekler niteliktedir.

00im 02 04

87 nm
80

70
60
50
40
30
20

87 nm

60
40

20

Sekil 4.2.a. NP 2b morfolojik yapisi Sekil 4.2.b. NP 3b morfolojik yapisi

4.1.3. Elektron mikroskopisi dl¢iimleri

Elektron mikroskopisi sonuglart zeta boyut analizi ve elektron mikroskopisi
Olgtimlerini destekler niteliktedir. Resim 4.1°den de goriilebilecegi iizere sentezlenen
hiimik asit kapli nanopartikiiller ¢esitli biyolojik zarlar ve hiicre yapilarindan gegebilecek
boyuttadir. Olgiimler sentezlenen Hiimik asit kapli nanopartikiillerin en azindan birkag ay
igin stabilitesini korudugunu ve agregasyonun gergeklesmedigini gostermektedir (Resim
4.1).
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Resim 4.1. Hiimik asit kapli nanopartikiillerin elektron mikroskopisi goriintiisii

4.1.4. UV-Goriiniir bolge spektroskopisi

Giimiis nanopartikiillerin kaplamalarinda istendigi gibi sitrat yapilarinin hiimik asit
yapilariyla yer degistirip degistirmedigini incelemek i¢in nanopartikiiler yapilarin 300-700
nm dalga boylarmi1 kapsayan ultraviyole goriiniir bolge araligindaki absorbansi
incelenmistir (Sekil 4.3). 350-475 nm araliginda giimiis nanopartikiillerin yiizey plazmon
olusumu nedeni ile ortaya ¢ikan siddetli absorpsiyon gozlenmektedir. Sekil 4.3’den de
goriildiigli tizere maksimum absorbans degerlerinde kiiciik de olsa kayma gerceklesmistir.

Bu kimyasal yapidaki yer degisiminin gerceklestigini destekler niteliktedir.

300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.3. UV goriiniir bolge spektroskopik dlgtim sonuglari
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4.15.FT-IR

Kimyasal yapidaki degisimleri gostermek i¢in Fourier doniisiimlii kizil6tesi ile sitrat
ve hiimik asit kapli nano partikiillerin toplu 6l¢timleri yapilmistir (Sekil 4.4).

3500 cm™ O-H gerilme titresimi, 3200 cm™ civarinda alifatik C-H gerilme, 1630 cm™
civarinda karboksil ve ketonik gruplarda goriilen C=0 gerilme titresimleri gézlenmektedir.
500 cm™ civarinda gozlenen Ag-O gerilme titresimi tiim her iki spektrumda ortaktir. 2614
cm® 2362 cm™ 768cm™de gdzlenen farkliliklar kimyasal yapidaki degisimi dogrular
niteliktedir (Sekil 4.4).

Transmittance [ @6

7 = tirate (baseling comected)- smoothed
= humic (haseline comected] - smoathed

4000 300 B0 MO M 3000 ] 100 pI 200 W0 1600 1400 00 1000 80 80 4
Wavenumbers [1/m]

Sekil 4.4. FT-IR spektroskopik 6l¢iim sonuglar
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4.2. Nanopartikiillerin Sazan (Cyprinus carpio, 1758 L.) Baliklar iizerine Hematolojik
Etkileri

4.2.1. Lenfosit oranlar (L)

Analiz sonucunda, LWBC oranlarinda kontrol grubuna gore; 0,03Ag-NP, 0,3Ag-NP,
3Ag-NP ve 3Ag-NP+HA gruplarinda azalislar gozlenmistir. Akut ve sub-kronik siirelerde
doz diizeyleri bakimindan istatistiksel olarak sonuglar anlamli bulunmustur (p<0,05)
(Tablo 4.1) Siirelerin kiyaslanmasinda 0,03Ag-NP+HA ve 0,3Ag-NP+HA doz gruplarinda
ve sub-kronik siirede Lenfosit oranlari istatistiksel baktigimizda anlamli sonuglar elde
edilmistir (p<0,05). Himik Asit uygulanmis doz gruplari arasindaki iliski istatistiksel
anlamda benzer ¢ikmistir (p>0,05).

Tablo 4.1. Himik Asit Kapli (HA) Glmiis Nano Partikiillerin (Ag-NP) Baliklardaki
Lenfosit (%) Oranlarina Etkisi

Lenfosit Oranlari (L) %
Gruplar AKkut Siire Sub-kronik Siire
(4 giin) (21 giin)

Kontrol 75,1+2,64° 76,0+2,44°
Hiimik Asit (HA) 74,942,42° 75,142,37°
0,03Ag-NP 68,2+2,14° 66,1+2,20°
0,3Ag-NP 66,242,47° 64,0+2,25"
3Ag-NP

0,03Ag-NP+HA 73,7+2,52° 68,1+2,11°
0,3Ag-NP+HA 73,1+2,59° 70,1+2,44"

Renk matriksi ve istatistiksel agidan benzerlik (p<0,05)
U Giuvenli W Tehlikeli B Cok Tehlikeli

[abed] Siitunlarda degisik harf ile belirtilen ortalamalar istatistiksel bakimindan birbirlerinden farkli
(n:7),
*: Satirlardaki ortalamalar siireye bagli degisikligi belirtmektedir (p<0,05).




4.2.2. Monosit oranlari (M)

Analiz sonucunda, M oranlarinda kontrol grubuna gore; Hiimik asit disindaki biitiin
doz gruplarinda goriilen artislar akut ve sub-kronik siirelerde doz diizeyleri bakiminda
istatistiksel olarak sonuglar anlamli elde edilmistir (p<0,05) (Tablo 4.2) Siireler arasi
kiyaslamada istatistiksel bakimdan anlamli bir degisiklik goriilmemistir (p>0,05). Hiimik
Asit uygulanmis doz gruplan arasindaki iligki istatistiksel anlamda benzer c¢ikmistir

(p>0,05).

Tablo 4.2. Hiimik Asit Kapli (HA) Gimiis Nano Partikiillerin (Ag-NP) Baliklardaki
Monosit (%) Oranlarina EtKisi

Monosit Oranlar1 (M) %

Gruplar Akut Siire Sub-kronik Siire

(4 giin) (21 giin)
Kontrol 2,4+0,10° 2,3+0,14°
Hiimik Asit (HA) 2,3+0,22° 2,4+0,12°
0,03Ag-NP 4,2+0,40° 4,8+0,52°
0,3Ag-NP 5,7+0,34° 6,1+0,51°
3Ag-NP
0,03Ag-NP+HA 5,1+0,32° 5,14+0,56°
0,3Ag-NP+HA 5,5+0,44° 5,0+£0,41°

Renk matriksi ve istatistiksel agidan benzerlik (p<0,05)
¥ Giivenli ~ MTehlikeli M Cok Tehlikeli

[abedl Siitunlarda degisik harf ile belirtilen ortalamalar istatistiksel bakimindan birbirlerinden farkl:
(n:7),
*. Satirlardaki ortalamalar siireye bagh degisikligi belirtmektedir (p<0,05).
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4.2.3. Total Lokosit sayillar1 (WBC)

Analiz sonucunda, WBC sayilarinda kontrol grubuna gore; 0,3Ag-NP, 3Ag-NP ve
3Ag-NP+HA doz gruplarinda goriilen artmalar akut ve sub-kronik siirelerde doz diizeyleri
bakiminda istatistiksel olarak sonuglar anlamli elde edilmistir (p<0,05) (Tablo 4.3) Siireler
arasi karsilastirmada ise 0,03Ag-NP, 0,3Ag-NP ve 0,3Ag-NP+HA doz gruplarinda ve sub-
kronik siirede kan WBC sayilarinda azalislar istatistiksel olarak baktigimizda anlamli
sonuglar elde edilmistir (p<0,05). Hiimik Asit uygulanmis doz gruplar arasindaki iliski

istatistiksel anlamda benzer ¢ikmistir (p>0,05).

Tablo 4.3. Hiimik Asit Kapli (HA) Giimiis Nano Partikiillerin (Ag-NP) Baliklardaki Total
Lokosit sayisilara (WBC) Etkisi

Total Lokosit (WBC) mm®/10°

Gruplar Akut Siire Sub-kronik Siire

(4 giin) (21 giin)
Kontrol 9,4+0,32° 9,3+0,50°
Hiimik Asit (HA) 9,5+0,44° 9,6+0,34°
0,03Ag-NP 10,240,42° 12,440,46°
0,3Ag-NP 12,5+0,45" 13,8+0,52”"
3Ag-NP
0,03Ag-NP+HA 9,5+0,33° 10,1+0,36°
0,3Ag-NP+HA 9,7+0,34° 12,0+0,51°"

Renk matriksi ve istatistiksel agidan benzerlik (p<0,05)
¥ Giivenli M Tehlikeli W Cok Tehlikeli

[abedl Giitunlarda degisik harf ile belirtilen ortalamalar istatistiksel bakimindan birbirlerinden farkli
(n:7),
*: Satirlardaki ortalamalar siireye baglt degisikligi belirtmektedir (p<0,05).




4.2.4. Eritrosit sayilar (Rbc)

Analiz sonucunda, Eritrosit sayilar1 akut siire ve sub-kronik siirede kontrol grubuna
gore; tiim gruplarda goriilen azalmalar istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edilmistir
(p<0,05). Hiimik asit doz grubu ise her iki stirede de benzerdir (p>0,05) (Tablo 4.4) Farkli
stirelerde kiyaslandiginda ise 3Ag-NP, 0,03Ag-NP+HA, 0,3Ag-NP+HA ve 3Ag-NP-HA

doz gruplar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli goriilmiistiir (p<0,05).

Tablo 4.4. Himik Asit Kapli (HA) Giimiis Nano Partikiillerin (Ag-NP) Baliklardaki
Eritrosit Sayilarma (Rbc) mm?®/10°) Etkisi

Eritrosit Sayilar1 (Rbc) mm®/10°
Gruplar AKkut Siire Sub-kronik Siire
(4 giin) (21 giin)
Kontrol 1,85+0,03% 1,80+0,06
Hiimik Asit (HA) 1,84+0,04% 1,814+0,04%
0,03Ag-NP 1,70+0,04° 1,60+0,05°
0,3Ag-NP 1,65+0,06" 1,55+0,03°
0,03Ag-NP+HA 1,60+0,05" 1,52+0,06""
0,3Ag-NP+HA 1,48+0,05° 1,53+0,05""

Renk matriksi ve istatistiksel agidan benzerlik (p<0,05)
« Giivenli WTehlikeli  MCok Tehlikeli

[abedl giitunlarda degisik harf ile belirtilen ortalamalar istatistiksel bakimindan birbirlerinden farkl
(n:7),

*: Satirlardaki ortalamalar siireye bagl degisikligi belirtmektedir (p<0,05).




35

4.2.5. Granulosit oranlari (Gran)

Analiz sonucunda, Granulosit oranlarinda akut siirede kontrol grubu ile hiimik asit,
0,03Ag-NP+HA, 0,3Ag-NP+HA doz gruplar1 benzer ¢ikmistir (p>0,05) (Tablo 4.5) Sub-
kronik siirede ise hiimik asit uygulanmis doz grubun disindaki biitiin doz gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli fark goriilmiistiir (p<0,05). Siirelerin karsilagtirmasinda 3Ag-
NP, 0,03Ag-NP+HA, 0,3Ag-NP+HA ve 3Ag-NP-HA doz gruplan arasindaki degisiklik

istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edilmistir (p<0,05).

Tablo 4.5. Himik Asit Kapli (HA) Giimiis Nano Partikiillerin (Ag-NP) Baliklardaki
Granulosit (%) Oranlaria EtKisi

Granulosit Oranlan (L) %
Groplac Akut Siire (4 giin) Sub-kronik Siire (21
giin)
Kontrol 22,5+1,68° 21,7+1,55"
Hiimik Asit (HA) 22,8+1,55° 22,5+0,96"
0,03Ag-NP 27,6+1,14° 29,1+1,12°
0,3Ag-NP 28,1+0,96" 29,9+1,24°
0,03Ag-NP+HA 21,2+1,07° 26,8+1,52°
0,3Ag-NP+HA 21,4+1,52° 24,9+1,43%

Renk matriksi ve istatistiksel agidan benzerlik (p<0,05)
U Giivenli M Tehlikeli M Cok Tehlikeli

[abedl Giitunlarda degisik harf ile belirtilen ortalamalar istatistiksel bakimindan birbirlerinden farklr
(n:7),

*. Satirlardaki ortalamalar siireye bagl degisikligi belirtmektedir (p<0,05).
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4.2.6. Hemoglobin miktarlari (Hb)

Analiz sonucunda, Hemoglobin Miktarlar1 akut siire ve sub-kronik siirede kontrol
grubuna gore; tiim gruplarda goriilen azalma istatistiksel olarak anlamli sonuglar goriilmiis
(p<0,05). Hiimik asit doz grubu ise her iki siirede de benzerdir (p>0,05) (Tablo 4.6)
Siirelerin karsilagtirmasinda 3Ag-NP, 0,03Ag-NP+HA, 0,3Ag-NP+HA ve 3Ag-NP-HA
doz gruplar1 arasindaki degisiklik istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edildi (p<0,05).

Tablo 4.6. Hiimik Asit Kapli (HA) Giimiis Nano Partikiillerin (Ag-NP) Baliklardaki
Hemoglobin Miktarma (Hb) g/dL Etkisi

© Guvenli

(n:7),

Hemoglobin Miktarinda (Hb) g/dL

Gruplar Akut Siire (4 giin) Sub-kronik Siire (21
giin)

Kontrol 12,7+0,66% 12,640,60%
Hiimik Asit (HA) 12,6+0,54° 12,3+0,40%
0,03Ag-NP 10,8+0,33" 10,2+0,35°
0,3Ag-NP 10,2+0,45° 10,0+0,30°
3Ag-NP
0,03Ag-NP+HA 10,640,57° 9,1+0,26°
0,3Ag-NP+HA 10,4+0,41° 9,0+0,35°"
3Ag-NP+HA

Renk matriksi ve istatistiksel agidan benzerlik (p<0,05)
M Tehlikeli

[abedl Giitunlarda degisik harf ile belirtilen ortalamalar istatistiksel bakimindan birbirlerinden farkl:

B Cok Tehlikeli

*. Satirlardaki ortalamalar siireye bagh degisikligi belirtmektedir (p<0,05).
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4.2.7. Hematokrit degerleri (Hct)

Analiz sonucunda, Hematokrit degerlerinde akut siire ve sub-kronik siirede kontrol
grubuna gore; tiim gruplarda goriilen azalma istatistiksel olarak anlamli sonuglar goriilmiis
(p<0,05). Hiimik asit doz grubu ise her iki siirede de benzerdir (p>0,05) (Tablo 4.7)
Siirelerin karsilagtirmasinda 3Ag-NP, 0,03Ag-NP+HA, 0,3Ag-NP+HA ve 3Ag-NP-HA
doz gruplart arasindaki degisiklik istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edilmistir

(p<0,05).

Tablo 4.7. Himik Asit Kapli (HA) Giimiis Nano Partikiillerin (Ag-NP) Baliklardaki
Hematokrit Degerlerinde (Hct) % EtKisi

+ Guvenli

farkli (n:7),

Hematokrit Degerlerinde (Het) %
Gruplar Akut Siire (4 giin) Sub-kronik Siire (21
giin)
Kontrol 37,1+1,16° 36,9+0,96
Hiimik Asit (HA) 36,9+1,24° 37,240,842
0,03Ag-NP 33,2+1,27° 32,5+1,21°
0,3Ag-NP 33,1+1,42° 32,1+£0,91°
0,03Ag-NP+HA 32,9+1,12° 31,8+1,10°
0,3Ag-NP+HA 32,5+1,41° 31,1+1,23"

Renk matriksi ve istatistiksel agidan benzerlik (p<0,05)
M Tehlikeli M Cok Tehlikeli

[abedl Giitunlarda degisik harf ile belirtilen ortalamalar istatistiksel bakimindan birbirlerinden

*: Satirlardaki ortalamalar siireye bagl degisikligi belirtmektedir (p<0,05).
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5. TARTISMA VE SONUC

Ilerleyen yillarda nanoteknolojinin ¢evre saglig1 agisindan ne kadar biiyiik bir sorun
olacagi kesin olarak bilinmemektedir. Bilimin giderek daha fazla veri ve teknoloji
acisindan zenginlesmesine ragmen, kesin bilgi agisindan hala bir bilgi eksikligi vardir.
Bilimi ileriye tagimak i¢in ¢ok disiplinli yaklasimlarla ¢alismalarin daha biitiinciil hale
gelmesi zorunludur. Kiiresel olarak, hem ¢ok disiplinli hem de ¢ok uluslu igbirligi
cabalarini tesvik eden finansman girisimleriyle bunu basarmak i¢in adimlar atilmaktadir.

Glimiis nano malzemelerin optik, nanofotonik, katalizor uygulamalari, giines enerjisi
sistemleri, sensdr uygulamalar1 ayrica antimikrobiyal ve antifungal 6zellikleri sebebi ile
cesitli medikal {irlinlerde, cesitli alanlardaki Ar-Ge c¢alismalarinda ve endiistriyel
uygulamalar ile pek ¢ok son tiiketici iirtiniinde kullanilmaktadir [ 104, 105].

Glmis nano malzemelerin yaygin kullanimi sonucu giderek artan cevreye
saliimlar1 ve sonucundaki ekosisteme ve canli saglifina potansiyel etkileri hakkindaki
bilinmeyenler giimiis nanopartikiillerin ekosistemdeki akibetleri ve canlilar {izerine
etkilerinin incelenmesi igin artan bir ilgiye neden olmaktadir [106].

Nanopargaciklar su anda tibbi goriintiileme, ilag ve ilag dagitimi1 gibi biyomedikal
uygulamalarda kullanilmak iizere gelistirilmekte olup, 6zellikle hiicrelere niifuz edebilmek
ve biyolojik etkilerin indiiklenebilmesi i¢in gelecekteki Onemli bir sorun olmasi
muhtemeldir

Son yillarda yapilan baz1 calismalar ¢evresel kosullarda glimiis nanopartikiillerin
olusabilecegi ve c¢evresel kosullarda nanopartikiiller yapilarin modifikasyonlara
ugrayabilecegini gostermistir [107, 108]. Sucul ortamlardaki degisikliklere tepki gosterdigi
icin baliklar su kirliliginin izlenmesinde biyoindikator tiirler arasinda gosterilirler [109].
Nanopartikiiller yapilarin organizmalara gecisi ve birikimi, partikiill boyutuna, sekline,
kimyasal bilesimine, yiikiine, yiizey yapisina ve alanma, c¢oziiniirlik ve toplanma
durumuna baghdir [57]. Nanopartikiillerden kaynaklanan tehlike ve riskler incelenirken
hem maruz kalma siiresi hem de maruziyet sonrasi gozlenen etkiler beraber
degerlendirilmelidir [110]. Bu nedenle, bu tiir sucul toksisite testlerinin yiiriitiilmesi igin
giivenilir ve uygulanabilir bir ¢ergevenin uygulanmasi zorunludur, bdylece bu sorunlar

ortaya ciktiginda uygun testler yapilabilir.
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Kimyasal stres altinda kalan canlilarin karmasik yapilarinda olusan degisikliklerin en
onemli gostergelerinden biri olan hematolojik parametrelerdir. Cevresel ve biyolojik
etkilerine maruz kalan bir canlida goriilebilecek degisiklerin etkileri sonucunda, goriilen
stres hematolojik degerlerde goriilebilecek degisim ile belirlenebilmektedir [82]. Kan
dokusunda fiziksel ve kimyasal olarak yapisinda canlida goriilecek farkliliklar dogrudan
etkisini gostermektedir [111].

Baliklarin kan degerlerindeki monositlerin miktar1 normal sartlarda azdir. Fakat
yabanci bir madde viicud ile temasinda monosit miktarlarinda artiglar goriilebilmektedir
[112]. Lenfositler edinilmis viicud savunmasinda etkilidir. Kazanilmis bagigiklik antijeni
0zel olarak tanir ve lenfositlerin uyarilmasinda, hareketli olmasi sonucu meydana gelirler
[113]. Organizmanin saglikli goriilebilmesi 16kosit miktarlarmin  ¢ok olmasi ile
belirlenebilmektedir [114]. Baliklarin bagigiklik sisteminin ¢okmesi sonucunda 16kosit
miktarlarindaki azalislar belirlemektedir [115, 116].

Subletal bir doza maruz kalma Hb diizeylerinde belirgin azalmalar meydana getirir
ve bu da cesitli dokulardaki oksijen arzini diisiirebilir, bu nedenle yavas bir metabolik hiz
ve diigiik enerji tiretimi ile sonuglanir [117]. Hb konsantrasyonundaki belirgin diisiis ya
Hb'nin yikim hizinin arttiginin ya da Hb sentezinin hizinda bir azalmaya bagl olabilir
[118]. Benzer sekilde, tatlisu yayin baligi (H. fossilis)’in 30 giin deltametrine maruz
birakilmasi Hb oraninda azalmaya neden olmustur [119]. Fenvalerate 48 saat maruz
birakilan sonra C. idella'da MCH anlamli olarak azaldi [120]. Azalan MCH ve MCV
seviyeleri hipokromik mikrositik aneminin belirtisi olabilir [121]. Saravanan vd.[122]
neem yapragindaki Oziitiin 1.035g/L ‘sinin 24 saat siiresince Cirrhinus mrigala’ya
uygulanmas1 sonucu Hb, Hct, RBC, MCV, MCH ve MCHC miktarlar1 kontrol grubuna
gore kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli azalmalar goriildiigii ve WBC sayilarinda
artis tespit edildigini rapor etmislerdir. Glimiis nanopartikiillerin sazan baliklar1 iizerine
etkisi incelendiginde hematolojik parametreleri ve bagisiklik tepkilerini degistirdigi
gozlenmistir. Literatiirdeki bazi ¢aligmalar glimiis nanopartikiillerin fagositik aktiviteyi
azalttig1; kirmizi kan hiicrelerinin ve beyaz kan hiicrelerinin sayisini; hematokrit yilizdesini
maruziyetin 1. haftas1 sonrasinda diistirmeye basladigint belirtmistir [123]. Gokkusagi
alabaliklarinda farkli doz (0,1, 0,2, 0,4 mg/L) ve siirelerde (4-8 giin) glimiis nanopartikiil
uygulamasinin RBC, Hb, HCT, WBC sayilarinda kontrol grubu ile kiyaslamada meydana
gelen artma istatistiksel agidan anlamli bulunmustur (p<0,05) [126]. Giimiis sazanlarinda

giimiis nanopartikiillerin 96-h LCso konsantrasyonu olan 0,202 mg/L olan dozunun %10 ve
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%20 oranlarin1 3, 7 ve 14 giin siirelerde uygulanmasi sonucunda RBC, Hb, HCT
degerlerinde azalma WBC sayilarinda artma kontrol grubuna goére anlamli oldugu
belirtilmektedir [124]. Priya [125] e gore SiO; nanopartikiillerinin (1, 5, 25 mg/L) dozlarda
ve 24, 48, 72 ve 96 saatlik siirelerde Labeo rohita baliklarinda RBC, Hb, HCT degerlerinde
azalma, WBC sayilarinda artma kontrol grubuna gore anlamli bulunmustur. Yine ayni
alabalik tiirtinde demir oksit nanopartikiiliinin RBC, Hb, HCT degerlerinde kontrol
grubuna gore artis oldugu rapor edilmistir [125].

Sunulan proje kapsaminda sazan baliklarina (Cyprinus carpio, 1758 L.) akut ve
subkronik siireler i¢in farkli dozlarda (0,03, 0,3 ve 3,0 ppm) uygulanmis olan standart ve
hiimik asit kapli giimiis nanopartikiillerinin hematolojik etkileri belirlenmistir.

Calisamamiz sonucunda elde ettigimiz RBC, Hb, Hct ve lenfosit oranlarinda
meydana gelen azalmalar ve WBC, monosit ile graniilosit oranlarindaki azalislar literatiir
bulgulariyla ortiismektedir. AgNP'lerin iiretiminin degiskenligi ve cevreye giris yollar1 goz
ontine alindiginda, AgNP'lerin yerli baliklardaki etkisi {iizerindeki bulgularimiz
nanopartikiillerin toksikolojik etkisi hakkinda bilimsel bilgiye o©nemli bir katki
saglamaktadir.

Dogal ortama herhangi bir sanayiden, evden veya endiistri kurulusundan desarj
edilen giimiis nanopartikiillerin baliklarda hematolojik parametre bakimindan kisa
zamanda toksik etki gosterirken bazi doz grublarinda hiimik asit ile kaplanmis glimiis
nanopartikiiller toksik etkinin kayboldugu goriilmiistiir. Ayrica belli bir doz grubuna kars1
hiimik asitin giimiis nanopartikiillerde toksik etkiyi giderici bir 06zellik gostermistir.
Dolayisiyla sucul ortamlarda, hiimik asit iiretimi ve kullanimi arttirilirsa ilerde sucul
ortamlara desarj edilen toksik maddenin etkisi azaltilabilinir.

Nano partikiillerin yiizey kaplamasinin, NP hiicreler ile olan etkilesimini degistirdigi
ve toksisiteyi etkiledigini istatistiksel sonuglarla bulunmustur. Genel olarak organik
bilesikler ile kaplanmis nano partikiiller hiicre i¢ine gegisi artirdig1 ve toksisiteyi etkiledigi

bulunmustur.
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