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0z

Bu calismada tek hiicreli bir alg olan Chlamydomonas reinhardtii’nin Fe;Os, TiO2, ve ZnO NPlarin farkh
konsantrasyonlarina (Fe;Oszve TiOzi¢in 1.8-61.22 mg/L, ZnO i¢in 0.39-10.48 mg/L araliginda) 24, 72 ve 120 saat
siire ile maruz birakmasi sonucu ortaya ¢ikan toksik etkilerin degerlendirilmesi amaglandi. Bu NP
konsantrasyonlar1 6n testlere gore belirlendi. Toksisitenin 6lgiitii olarak, NP’lerin kullanilan her konsantrasyonu
i¢in belirtilen siire sonunda kiiltiir ortamlarinda toplam hiicre sayilari, ortamdaki canli hiicre sayilari, toplam hiicre
kiitlesi ve hiicre boyutlarindaki degisim kullanildi. Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmis ve kullanilan her
iic nanoparcacigin da kiiltiirdeki toplam hiicre sayisini azalttig1 (Ti< Fe<Zn), canli hiicre oranlarimi diisiirdiigii
gozlenmistir. Ayrica her ii¢ NP, hiicre boyutlarinda artigsa neden olmustur.

Anahtar kelimeler: Metal Nanoparcaciklar, Chlamydomonas reinhardtii, Toksisite, Titanyum Dioksit, Demir
(IIT) Oksit, Cinko Oksit.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the toxic effects of Chlamydomonas reinhardtii, a single-celled alga, exposed
to different concentrations of Fe;Os, TiO2, and ZnO NPs (1.8-61.22 mg/L for Fe2O3 and TiO,, 0.39-10.48 mg/L
for ZnO) for 24, 72 and 120 hours. These NP concentrations were determined according to preliminary tests. As a
measure of toxicity, the total number of cells in the culture media, the number of viable cells in the media, the total
cell mass and the change in cell size at the end of the specified time for each concentration of NPs used were used.
The results were statistically evaluated and it was observed that all three nanoparticles used decreased the total
number of cells in culture (Ti< Fe<Zn) and decreased the rate of viable cells. In addition, all three NPs caused an
increase in cell size.

Keywords: Metal Nanoparticles, Chlamydomonas reinhardtii, Toxicity, Titanium Dioxide, Iron (111) Oxide, Zinc
Oxide.
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GIRIS

Nanomateryal teriminin farkli tanimlar1 bulunmakla birlikte yaygin kabul goren ve
Amerikan Test ve Malzeme Kurumu (ASTM) ve Ingiliz Standartlar1 Enstitiisii (BSI ) tarafindan
da Onerilen tanimi, “en az bir boyutu 100 nm’den kiigiik olan materyaller” seklindedir. Bu
materyal grubundan olan ve 1 ile 100 nm arasinda en az iki boyuta sahip malzemeler ise
nanopargacik (NP) olarak tanimlanmaktadir (Klaine vd. 2008) NP’ler, bulk (hacimli)
muadillerinden farkli olarak, kiigiik parcacik boyutlar1 nedeniyle yiiksek yiizey-hacim oranina
sahiptirler. Metal nanoparcaciklarin (NP) ¢esitli amaglar i¢in kullanim1 giderek artmaktadir.
Bununla birlikte 6zellikle sucul ekosistemlerde sucul organizmalara olusturabilecegi riskleri
yeterince bilinmemektedir ya da ¢eligkili sonuglar verilmektedir.

1990’1larin bagindan itibaren ortaya c¢ikan bir bilim dali olan nanoteknoloji sayesinde
cesitli amaglar i¢in kullanilan metal nanopargaciklarin (MNP) ¢esitliligi ve {iretimi giderek
biiylik artis gostermektedir. Nanoboyutlu malzeme olarak tanimlanan yapilar; nanokristaller,
nanopargcaciklar, nanotiipler, nanoteller, nanogubuklar veya nano ince filmler gibi farkl
siiflara ayrilir. MNP’ler yapisal 6zellikleri ve boyutlarina bagl olarak ¢ok farkli karakterler
sergileyebildiklerinden, farkli kullanim alanlarina sahiptir. Nanomalzeme ¢esitliliginde ortaya
cikan gelismeler nedeniyle MNPIler ilag ve kimya sanayi, su aritimi, endiistriyel teknolojiler,
kozmetik iiriinler, daha dayanikli ve daha hafif malzemeler tiretilmesi gibi ¢cok farkli alanlarda
onemli avantajlar saglamasi ve Onemli potansiyellere sahip olmasi nedenleri ile
kullanilmaktadir. Nano metaller bircok patojen mikroorganizmaya kars1 pasif antimikrobiyal
aktiviteye sahip olmakla birlikte, insan saglig1 ve ¢evre lizerinde yiiksek derecede toksik etki
gosterebilmektedir (Burges ve Varadharajan, 2022; Yang vd. 2022). Dogaya karisan MNPlerin
ozellikle sucul ¢evrede giderek birikmesine neden olabileceginden, ekosistem i¢in bir risk
olusturmakta, konunun ¢esitli organizmalar yoniinden degerlendirilmesi onem tagimaktadir.
Ozellikle pargacik boyutuna bagli olarak yiizeylerinde tagidiklar1 atom sayisinin farklilasmasi
MNP’leri daha reaktif hale getirmektedir (Vaseem, Umar ve Hahn, 2010). Bu durumda MNPler
kiitlece biiyiik yapili olanlara (bulk) kiyasla 6zellikle sucul organizmalarda daha fazla birikim
riski tastyabilir (Banu, Kudesia, Raut, Pakrudheen ve Wahengbam, 2021).

Demir oksit (Fe;O3) nanoparcaciklar (FeONP) biyomedikal, ¢evresel ve tarimsal
uygulamalarda giderek daha fazla kullanilmaktadir ancak bunlarin biyolojik sistemlerle
etkilesimleri yeterince 1yi anlasilamamistir. Siiperparamanyetizma dahil benzersiz
fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle, FeO NPler, 6zellikle biyomedikal alanda énemli bir

konuma sahiptir (Hurtado-Gallego vd., 2020). FeONP lerin alglerde potansiyel toksisiteleri
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hakkinda bilgiler kisithdir ve ¢eliskili sonuglar ortaya konulmustur. Bir ¢alismada Fe,Os NP
etkisine maruz birakilan Chlorella sp. ve Daphnia magna’da gelisimin azaldigi, ancak énemli
bir toksik etki gézlenmedigi iddia edilmistir (Ertit, Kars ve Ates, 2020). Sucul ekosistemerde
su kalitesini iyilestirmek ve metal absobsiyonunu saglamak amaci ile kullanilabilecegi
bildirilen bir alg olan Coelastrella terrestris’in Fe,O3 NP’lere 25 giin siire ile maruz
birakilmalarinin 50 mg/L iizeri konsantrasyonlarda toksik etkiyi arttirdigi, oksidatif stres
nedeniyle alg biiyiimesini engelledigi bildirilmistir (Fazelian, Yousefzadi ve Movafeghi, 2023;
Saxena, Sangela ve Harish, 2020). Fe>Os etkisine farkli konsantrasyonlarda maruz birakilan
Chlorella vulgaris’de konsantrasyon artisina paralel olarak klorofil miktarinin azaldigi, tatli su
ekosistemlerinde algler icin bir tehdit olabilecegi rapor edilmistir (Farsi, Khodadadi,
Sabzalipour, Jaafarzadeh Haghighi Fard ve Jamali-Sheini, 2021).

Titanyum dioksit (TiO2), diisiik toksisiteye ve ihmal edilebilir biyolojik etkilere sahip
titanyum elementinin dogal bir oksitidir. Hiicre hasarmin boyutu ve tipi biiylik 6l¢iide TiO2
NP’lerin boyutu, kristal yapis1 ve foto-aktivasyonu dahil olmak {izere kimyasal ve fiziksel
ozelliklerine baglhdir (Grande, ve Tucci, 2016). 20. yy’1in baslarinda ticari olarak iiretiminden
bugiine, titanyum dioksit (TiO2) NP’ler, giines koruyuculari, kisisel bakim trtinleri, gida da
dahil olmak iizere ¢ok sayida endiistriyel alanda ve tliketim mallarinda yaygin sekilde
kullanilmaktadir (Haynes, Ward, Russell, ve Agrios, (2017). Bu nedenle, insan maruziyeti hem
tiretim siireci hem de kullanim sirasinda yutma ve deriye niifuz etme veya soluma yoluyla
gerceklesebilir. TiO2 NP'lerin yaygin olarak kullanilmasina ragmen, biyolojik etkileri ve
hiicresel yanit mekanizmalar1 hala tam olarak aydinlatilamamistir ve bu nedenle bu bilesigin
toksikolojik profilinin derinlemesine anlagilmas1 gerekmektedir (Baranowska-Wojcik,
Szwajgier, Oleszczuk ve Winiarska-Mieczan, 2020; Grande ve Tucci, 2016; Rashid, Forte
Tavcer ve Tomsic, 2021).

Cinko oksit NP’ler, son yillarda ¢ok sayida endiistriyel siirecte ve endiistriyel {riiniin
tretiminde (Or. plastikler, seramik, cam, ¢cimento, kaucuk, boyalar, pigmentler, gidalar ve piller
gibi) kullanilmaktadir. Giiniimiizde yiiksek UV emilim 6zelliginden dolayi, ZnO NP'ler dis
macunu, giines kremi ve kozmetik malzemeleri gibi kisisel bakim iirtinlerinde kullanilmaktadir.
Buna ek olarak, bu NP'ler, bakterilere kars1 secici toksisitesi nedeniyle su dezenfeksiyonu i¢in
potansiyel materyallerden biri olarak diistiniilmektedir (Ates, Daniels, Arslan, Farah ve Rivera,
2013). Ayrica, antibakteriyel, bakteriyostatik ve fungisidal 6zellikleri, boyalarda ve hatta gida
paketlemesinde kullanilmalarini saglamaktadir (da Silva, Caetano, Chiari-Andréo, Pietro, ve
Chiavacci 2019; Espitia vd, 2012). ZnO NP'lerin antibakteriyel aktivitesini i¢in gerekli miktar1

ve tiiketici iirlinlerinde bu nanopartcaciklarin belirtilen miktarlari, canli organizmalar tizerinde
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olumsuz bir etki yaratir. Etkilerine en duyarli olanlar insan hiicreleridir ve sitotoksisite
mekanizmasi esas olarak ¢inko iyonlarinin etkisinin neden oldugu oksidatif stres olusumuyla
iliskilidir (Czyzowska, ve Barbasz, 2022).

ZnO NP'lerin ¢ozinirliigii, bu NP'lerin toksisitesi ve ekosistem tizerindeki etkileri igin
cok onemlidir. Ayrica, yliksek stabiliteleri, ZnO NP'lerin organizmalara niifuz etmesine ve
organizmada birikmesine yol agmaktadir (Ates vd 2013; Choi, R. O. Kim, Yoon ve W. K. Kim,
2016). ZnO NP'lerin oldukga reaktif oldugu ve 10 pg/ml dan daha yiiksek konsantrasyonlarda,
reaktif oksijen tiirleri ile (ROS) tek sarmalli DNA kirilmalarina neden oldugu bildirilmektedir.
(Sruthi, Ashtami ve Mohanan, 2018).

Algler, ozellikle sucul ortamlarda besin zincirinde 6nemli rolii olan ve ekosistemin
niteliklerinin gelistirilmesine katki saglayan basit, cogu tek hiicreli olan organizmalardir. Yesil
algler hem fotosentez ile suda oksijen iiretimine sagladiklari katki, hem de besin zincirinin ilk
halkalarinda bulunan canlilar arasinda olmalar1 nedeniyle 6nem tasimaktadir. Ancak, algler
bulunduklar1 ortamlarda kirleticilerden yogun olarak etkilenebilir ve metaller gibi kirleticileri
biinyelerinde biriktirebilirler. Alglerin hiicre duvarlarindaki gézenekler, NP'lerin ¢ift yonlii
hareketlerine izin verir. Parcaciklar ne kadar kiigiik olursa, alglerin hiicre duvarlarindan
geemesi o kadar kolay olur. Farkli alglerde, NP'lerin difiizyon hizi, hiicre duvarlarinin
yapisindaki ve kimyasal bilesimindeki farkliliklar nedeniyle degiskenlik gosterebilmektedir.
NP'lerin hiicre i¢ine alinmasi ayrica parcaciklarin agregasyonundan da etkilenir (Izak-Nau,
Voetz, Eiden, Duschl ve Puntes, 2013).

Cesitli sucul organizmalar tizerinde MNP lerin toksik etkilerinin saptanmasina yonelik
caligmalar bulunmaktadir (Kumari, Singh, Bauddh, Mallick ve Chandra, 2019; Ozmen N.,
OzhanTurhan, Gilingordii, Caglar Yilmaz, ve Ozmen, M, 2023). Ancak yiiriitiilen ¢aligmalarin
cogu sucul ekosistemlerde hayvansal organizmalar ile iliskilidir ve besin zincirinin ilk
halkasindaki canlilardan biri olan algler ile yiirlitilen caligmalar nispeten kisithdir.
Calismamizda test organizmasi igin se¢ilen C. reinharthii, kozmopolit olarak sucul ¢evrede
bulunan bir tiirdiir ve biyolojik ¢alismalar i¢in 1yi bir model organizmadir. Bu ¢alismada yaygin
olarak farkli amaglar i¢in kullanilan ii¢ farkli MNP’gin C. reinhardhii’de toksik etkilerinin
belirlenmesi amaclanmistir. Dolayisiyla nanomateryallerin ekotoksikolojik ve insan ve gevre

giivenligini iizerindeki etkilerinin degerlendirilmesinde katki saglayacagi diisiintilmektedir.
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GEREC VE YONTEM

Test Edilen Nanometaller

Test edilen NP’lerden titanyum (IV) oksit (TiO2, Sigma 718467, ABD) 21 nm
boyutludur. Diger test materyallerinden ¢inko oksit NP, <100 nm (ZnO, Sigma 544906, ABD)
ve demir (I11) oksit NP, ise <50 nm (Fe203, Sigma 544884, ABD) boyutludur. Test edilen

NP’lerin daha onceki c¢aligmalar i¢in alinmis olan taramali elektron mikroskobu goriintiileri

Sekil 1.’de verilmistir.

200 nm EHT =25.00 kv Signal A = SE1 200 nm EHT =25.00 kv Signal A = SE1 200 nm EHT = 25.00 kv Signal A= SE1
| WD = 85 mm Mag= 50.00KX WD = 8.0 mm Mag= 6000KX |1 WD = 7.5 mm Mag= 50.00 KX

Sekil 1. Test Edilen Nanopargaciklarin Elektron Mikroskobu Gériintiileri

Test Organizmasi

Calismada kullanilan Chlamydomonas reinharthii (UTEX, 2243) Dr. Stacey L. Harper
Laboratuvarindan (Oregon State University, USA) temin edildi. Kiiltiir 14:10 saat aydinlik:
karanlik fotoperiyodunda giinisig1 aydinlatmasi saglayan bir floresan lamba yardimi ile
yaklagik 2500 Liimen 151k siddetinde aydinlatma saglayan, havalandirmali bir diizenek vasitasi
ile steril kosullarda yasatilmaktadir. 100 ml erlenmayerlerde Tris-Acetate-Phosphate (TAP) s1vi
besiyeri ortaminda (Gorman ve Levine, 1965) 22+2 °C iretilmekte ve devamli taze kiiltiir

olarak yasatilmaktadir.

Deneysel Calismalar

Calisma i¢in kullanilacak olan hiicreler stok kiiltiirden 24 saat siire ile iiretim ile elde
edilen taze kiiltiirden alinarak kullanildi. NP toksisitesinin belirlenmesi i¢in steril hiicre kiiltiirii
flasklarinda (25 mL, kapasiteli, nontreated flasklar) her kapta 15 mL TAP ortaminda 1 mL alg
kiiltiirli inkiibe edilerek test baslatildi. Bu amagcla bir otomatik hiicre sayim cihazinda (Luna-II,

Logos Biosystems, G. Kore) ve sisteme uyumlu tek kullanimlik sayim lamlari ile hiicre sayimi1
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yapildiktan sonra, ortamda 10° canli hiicre bulunacak sekilde alg ekimleri yapild: ve bir seri
nanometal konsantrasyonuna hiicreler maruz birakildi. Bunun i¢in TAP ortaminda
nanometallerin bir seri konsantrasyonu taze olarak hazirlandi. Hazirlanan siispansiyon bir
ultrasonik banyoda 30 dk siire ile sonifiye edilerek metallerin TAP ortaminda siispanse olmasi
saglandi. Her uygulama grubu i¢in her konsantrasyonda testler ii¢ tekrarl olarak calisildi ve
caligmalara toplam bes flask i¢in kontrol grubu ornekleri dahil edildi. Test flasklar1 yatik
pozisyonda ve tiim kaplar esit ve 151k kaynagindan ayni diizeyde 151k alacak sekilde yatik olarak
yerlestirilerek statik kosullarda inkiibe edildi. Hiicrelerin flask yiizeyine yapismasini 6nlemek
ve siispanse etmek amaciyla, 24 saatte bir hafif¢e calkalanarak hiicreler siispanse edildi.
Chlamydomonas hiicresi tiremesi, 24, 72 ve 120 saatlerde hiicre sayim cihazinda kontrol
edilerek ortamdaki toplam hiicre sayis1 ve canlilik orani (%) ve biiyiikliikleri tespit edildi.
Calismanin son giiniinde siispanse edilerek sayimi yapilan hiicrelerden 1 mL 6rnek
pipetlenerek dara agirligi kaydedilen mikrosantrifiij tiiplerinde 5.000 rpm devirde 15 dakika
santrifiij edildi ve toplam hiicre kiitlesi tartilarak belirlendi. Tiim nanometal uygulamalari i¢in

toksik etki belirlenmesi kontrol grubu 6rnekleri ile karsilastirilarak yapildi.

Istatistiksel Analiz
[statistiksel analizler SPSS 21.0 kullamlarak yapildi. Parametrik veriler ONE WAY
ANOVA Duncan Testi (Post Hoc testi) kullanilarak gruplarin ikili karsilastirmalar: yapildi.

BULGULAR VE TARTISMA

Fe203 NP Uygulamasi

15 mL TAP ortamina 10° canli hiicre olacak sekilde eklenen C.reinharthii hiicreleri, farkl
konsantrasyonlarda (1.8-61.22 mg/L) Fe,O3 NP’lerine 24, 72 ve 120 saat maruz birakilmis ve
otomatik hiicre sayim cihazinda Ol¢limler yapilmis ve elde edilen sonuglar Tablo 1’de
verilmistir.

Tablo 1. Fe;03 NP’lerin Farkli Konsantrasyonlarinin 24-120 Saat Siireyle Chlamydomonas reinharthii Uzerinde
Etkileri

Kons. Uygulama Siiresi  Toplam Hiicre Canhhk Hiicre
(mg/L)  (h) (x10% (%) Biiyiikliigii (um)
Kontrol 24 2195 + 286 92.6 + 1.29 6.63 + 0.09
72 5403 + 524 95.2 + 1.56 6.73 £ 0.12
120 7267 + 391 945 + 2.77 6.87 + 0.13
1.8 24 2037 + 127 87.9 + 3.32 7.80 + 0.44
72 3607 + 480 90.0 + 2.32 7.30 + 0.06
120 5243 + 882 89.7 + 0.51 7.93 + 0.38
3.24 24 1153 + 685 92.2 + 1.57 7.43 + 0.07
72 2847 + 342 91.7 + 0.60 7.30 + 0.06
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120 6170 + 1746 87.9 + 3.15 7.60 = 0.06
5.83 24 2473 + 360 91.6 £ 0.91 6.63 = 0.23
72 4933 + 927 88.6 = 0.96 7.33 £ 0.07
120 6170 + 1746 86.5 + 1.43 7.57 = 0.09
10.49 24 2207 + 1062 80.9 + 7.23 7.27 £ 0.23
72 4693 + 703 90.6 = 0.13 7.23 £ 0.07
120 6403 + 2415 87.2 + 3.28 7.50 + 0.10
18.9 24 2250 + 610 84.8 + 7.29 7.17 £ 0.13
72 3823 + 1120 90.5 + 0.90 7.30 £ 0.12
120 5507 + 627 88.0 + 0.92 7.47 + 0.03
34 24 1903 + 324 90.6 + 1.75 6.83 + 0.07
72 4180 + 1019 920+ 1.04 7.30 + 0.06
120 5220 + 395 86.0 + 1.19 7.50 + 0.00
61.22 24 2410 + 467 94.7 + 0.54 6.73 + 0.03
72 4090 + 376 80.1 + 6.40 7.37 £ 0.09
120 7285 + 355 84.6 + 0.35 7.60 = 0.10

Farkli konsantrasyonlarda (1.8-61.22 mg/L) Fe2O3 NP’lerine maruz birakilan alglerde
kontrol ve uygulama gruplarinda konsantrasyona bagli olmaksizin toplam hiicre sayisi, 24.
saatten 120. saat sonunda kadar lineer olarak artis gostermistir. Biitiin uygulama gruplarinda
120. saatte gozlenen artis, kontrol grubu ile paralellik gostermistir (P<0.05).

Fe20s3 etkisine maruz kalan C. reinharthii’de konsantrasyon artis1 ve maruziyet siiresine
bagh olarak yapilan degerlendirmede 24 h, 72 h ve 120 h uygulama orneklerinde saptanan
hayatta kalma oranlarinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda 3.24 mg/L. ve iizeri
konsantrasyonlardaki uygulama gruplarinda 120 saat sonunda 6nemli oranda azalis gosterdigi
saptanmustir (Tablo 1) (P<0.05).

Fe2.O3 NP etkisine maruz kalan C. reinharthii kiiltiriinde hayatta kalma oranlarindaki
azaltirken, hiicre biiyiikliiklerinde tiim konsantrasyonlarda 24. saatten itibaren kontrole goére
artis gozlenmistir (P<0.05). MNP uygulamasina maruz kalan tiim deney gruplarinda canh
hiicrelerdeki azalisa karsin, hiicre biiyiikliiklerinde artis, besin miktar1 / hiicre, oraninin
artmastyla agiklanabilir (Tablo 1). Ortama Fe2O3 NP eklenmesinin toplam agirlik {izerine etkisi
gozlenmemistir (P<0.05).

Saxena vd.’nin (2020) yaptiklar1 ¢alismada da Fe»Os’in toksik etkiyi arttirmasinin
oksidatif stresle iligkili oldugu ve buna bagli olarak biiyimeyi engelledigi rapor edilmistir. Lei
ve arkadaglar1 (2016) yesil bir alg olan Chlorella pyrenoidosa’da NP'lerin, parc¢acik boyutu,
kristal faz, oksidasyon durumu ve ¢evresel yaslanmanin etkileri iizerine yaptiklari ¢alismada,
ozellikle sifir degerlikli FeNP’in (nZVI), pargacik boyutu kiigiildiikce alg biiylimesinin
baskilandigin1 ve oksidatif strese bagl olarak alg toksisitesine neden oldugu belirtilmistir.
Ayrica NP, hiicre heteroaglomerasyonu ve fiziksel etkilesimler de nanotoksisiteyi artirirken,
NP ¢6ziinmesinin etkisinin onemsiz oldugu vurgulanmistir (Lei, Zhang, Yang, Zhu ve Lin,
2016). Ayrica Fe203 NP'lerin yiiksek degerlerinin, DNA bozulmasina neden oldugunu ve alg
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biiyiimesini engelleyen 6nemli bir etkiye sahip oldugunu belirtmistir (Al-Khazali ve Alghanmi,
2023). Dolayisiyla arastirmamizda Feo,O3 NP’lerin toksik etkisinin, oksitatif strese baglh
olabilecegi diisiiniilmektedir.

Baz1 ¢alismalarda sifir degerlikli nano demir (nZVI)’in kiimelesmeye bagli olarak
golgeleme etkisi olusturarak fotosentezi etkileyebilecegi ve organizmalarda 6nemli hasara
neden olabilecegi ya da nZVI'min Fenton reaksiyonuna katilarak yiiksek reaktiviteye sahip
serbest radikaller iiretmesine yol acgabilecegi, bu da algal biiylimenin inhibisyonunu
aciklayabilecegi ileri stiriilmiistiir (Ates vd., 2020; Fu, Dionysiou ve Liu, 2014).

Bizim ¢alismada kullanilan NP Fe boyutu <50 nm dir. Ayrica Antonietta Quigg ve ark.
alglerde Fe, Mn gibi bazi iz elementlerin besleyici role sahip olduklarini belirtmislerdir (Quigg
vd., 2013).

TiO2 NP Uygulamasi

TAP ortamma 10° canli hiicre olacak sekilde eklenen C.reinharthii hiicreleri, farkl
konsantrasyonlarda (1.8-61.22mg/L) TiO2 NP’lerine maruz birakilmis ve hiicre sayim
cihazinda Ol¢limler yapilarak, ortamdaki toplam hiicre sayisi, canli hiicrele orani ve hiicre
biiytlikliigii bakimindan degerlendirildiginde sonuglar Tablo 2°de verildigi gibidir.

TiO2 NP’nin etkisine maruz birakilan alg kiiltiiriinde elde edilen verilerde, toplam hiicre
sayist 1.8, 3.24, 5.83 mg/L konsantrasyon uygulamalarinda kontrol grubuyla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak onemli oranda azalis gosterdigi, buna karsin, 10.49 ve
daha yiiksek konsantrasyonda maruziyetin hiicre sayisi artigina neden oldugu bulundu. Ancak
zamana bagl olarak hiicre sayisinda gozlenen bu artig, kontrol grubundaki hiicresel artiga
kiyasla daha diisiik bir oranda saptandi (Tablo 2), (p<0.05). TiO2 uygulanan kiiltiirde 61.22
mg/L’de hiicre sayis1 kontrole gore 24 saat sonunda %18 artig, 72 ve 120 saat sonunda ise %15
azalig gozlenmistir. Kang vd. (2014) Chlorella vulgaris ile yaptiklari bir ¢alismada, 2.5-5 g/L
uygulanmisg TiO2 NP lerin hiicre biiylimesini %42 azalttigini belirtmislerdir. Bulgularimizda

uygulama siiresinin artmasi ile toksisitenin arttig1 saptanmistir (Tablo 2).

Tablo 2. TiO, NP’lerin Farkli Konsantrasyonlarinin 24.72 ve 120 Saat Siireyle Chlamydomonas reinharthii’ye
Etkileri

Kons.  Uygulama Siiresi Toplam Hiicre Canhilhik Hiicre

(mg/L) (h) (x10%) (%) Biiyiikliigii (um)

Kontrol 24 2195 + 286 926 +£129 6.63 + 0.09
72 5403 + 524 952 +156 6.73 + 0.12
120 7267 £ 391 945 +£277 6.87 + 0.13

1.8 24 2107 £ 312 969 +£0.69 6.57 + 0.03
72 3967 + 697 924 +119 7.17 + 0.03
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120 4047 <+ 514 874 =117 7.83 + 0.13
3.24 24 2337 + 223 92.0 £3.52 6.60 + 0.26
72 4183 £ 173 93.7 £0.35 7.20 + 0.06
120 4603 <+ 1701 91.0 £251 7.60 + 0.12
5.83 24 2293 + 612 97.2 £1.03 6.47 + 0.18
72 3727 + 405 93.0 £0.27 7.10 + 0.00
120 4757 £+ 2067 895 +222 7.90 + 0.12
10.49 24 2493 + 26 98.2 +0.54 6.53 + 0.03
72 4160 =+ 771 93.0 £2.34 7.20 + 0.06
120 6597 + 2653 85.6 £3.98 7.60 + 0.12
18.9 24 3970 <+ 170 88.3 £3.05 6.75 + 0.35
72 4875 + 225 921 +£+0.20 7.30 + 0.10
120 6315 + 1285 843 +1.75 7.55 + 0.05
34 24 4050 <+ 95 935 £3.07 6.57 + 0.07
72 5555 + 645 83.9 £8.90 7.30 + 0.20
120 4213 + 524 878 £0.72 7.50 + 0.00
61.22 24 4027 £ 749 97.0 £0.89 7.03 + 0.38
72 4643 £ 1035 90.6 £1.54 7.33 + 0.03
120 6207 + 1373 86.7 £1.99 7.67 + 0.03

Deney gruplarinda ortamdaki canli hiicre sayisi, TiO2 maruziyetine bagli olarak 72 ve
120. saatte azalis gosterdi (p<0.05). Ozellikle 10.49 mg/L ve daha yiiksek konsantrasyonlardaki
uygulamalarin, hiicrelerin hayatta kalisin1 daha fazla olumsuz yonde etkiledigi gézlendi (Tablo
2). Kontrolle kiyaslandiginda, 10.49 mg/L konsantrasyona maruz kalan hiicrelerde % 13 bir
azalis gozlenirken, 61.22 mg/L uygulama grubunda canlilik 120 saat sonunda % 11.5 oraninda
azaldig1 hesaplanmistir. Gunawan ve arkadaglari’nin (2013) yapmis olduklar1 bir ¢alismada,
tatl su ortaminda, mikron alti ve nano TiO:, asili agregatlar halinde bulundugunu ve kati
TiO2'nin hiicreye alinmasinin hiicresel ROS olusumunu uyardigi belirtilmistir. Ayrica hem
¢Oziinmiis hem de kati1 TiO2'nin alg ¢ogalmasi iizerinde olumlu etkiler gostermesine ragmen
hem mikron altt hem de nano TiO: maruziyeti i¢in hiicresel redoks dengesizligine neden
oldugunu belirtmislerdir (Gunawan, Sirimanoonphan, Teoh, Marquis ve Amal, 2013).

Toplam hiicre sayisindaki azalmaya ragmen, tiim uygulama gruplarinda hiicre
buytikliikler1 72. ve 120. saatlerde artis gosterdi. Hiicre biiytlikliiglindeki zamana bagl olarak
gbzlenen bu artigin, kontrol grubu hiicreleriyle karsilagtirildiginda istatistiksel olarak énemli

oldugu saptandi (Tablo 2), (p<0.05).

ZnO NP Uygulamasi

15mL TAP ortamma 10° canl hiicre olacak sekilde eklenen C. reinharthii kiiltiirii, farkls
konsantrasyonlarda (0.39-10.48mg/L) 24,72 ve 120 saat ZNO’e maruz birakilmistir. Toplam
hiicre, canlilik orani ve hiicre biiylikliigli yoniinden elde edilen degerler Tablo 3’te verildigi
gibidir. ZnO’e maruz kalmayan kontrol grubunda, ortamdaki hiicre sayis1 zamana bagli olarak
artis gosterdigi saptanmistir. En diigiik konsantrasyondan (0.39 mg/L) itibaren hiicre sayilari

24. saate gore,72. saatte artarken, 120. saat sonunda azalmistir (p<0.05). Kontrol grubu ile en
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yiiksek  konsantrasyon (10.48mg/L) uygulanan grubun 120. saatteki degerleri

karsilastirildiginda toplam hiicre sayis1 bakimindan %44 oraninda azaldig1 hesaplanmistir.

Tablo. 3 ZnO NP’lerin Farkli Konsantrasyonlarinin 24-120 Saat Siireyle Chlamydomonas reinharthii’ye Etkileri

Kons. Uygulama Siiresi Toplam Hiicre = Canlhihik Hiicre
(mg/L) (h) (x10%) (%) Biiyiikliigii (um)
Kontrol 24 2195+286 92.6+1.29 6.63 £ 0.09
72 5403 £524 952+ 1.56 6.73 £ 0.12
120 7267 £391 945+ 277 6.87 £ 0.13
0.39 24 3113+799 89.5+1.29 6.73 £ 0.09
72 4603 + 1265 88.2 +1.56 7.27 £ 0.07
120 2995+195 904+ 2.77 7.80 + 0.20
0.625 24 2570 £+ 670  97.6 +5.13 6.60 + 0.00
72 6307 £533 92.4+4.49 7.03 + 0.07
120 4450 + 266 88.0 + 2.65 7.37 + 0.03
1 24 2980 + 21 92.1+0.35 6.53 + 0.03
72 7463 £ 986  92.8+0.29 6.83 + 0.09
120 4480 £ 543  90.4 +2.20 7.37 + 0.03
1.6 24 3150 + 115  94.2+5.23 6.47 + 0.09
72 5400 £821 92.2+0.86 7.10 + 0.06
120 5233 +£1279 85.4+0.93 7.53 + 0.09
2.56 24 2513 + 83 85.6 + 0.98 6.80 + 0.10
72 7237 £1018 925+ 0.33 6.97 + 0.12
120 5037 £549 88.8+2091 7.40 £ 0.00
4.1 24 2510172  89.1+6.37 6.67 + 0.03
72 6297 £ 1253 91.6 + 0.43 7.47 £ 0.09
120 6083 + 1482 85.7+1.01 7.63 + 0.07
6.55 24 3335+285 94.8+8.15 6.50 + 0.10
72 6023 £395 92.8+1.45 6.97 + 0.09
120 5110+ 1003 88.3 +1.62 7.47 + 0.03
10.48 24 2097 £393  88.3+3.05 6.63 + 0.15
72 5783+378 82.2+0.61 7.07 + 0.03
120 4076 + 1584 86.3+1.16 7.57 + 0.03

Ortamdaki hiicrelerin canlilik yiizdelerine bakildiginda, 0.625 mg/L konsantrasyondan
itibaren 72. saate anlaml1 bir degisim goriilmezken (p<0.05), 120 saat maruziyet sonucunda
canlilik ylizdesinin azaldigi saptanmistir. Kontrol grubu ile en yiliksek konsantrasyonlarin
(10.49 mg/L) 120. saatleri karsilastirildiginda ise yaklasik % 10 azalma tespit edildi.

Yapilan bu calismada hiicre biiyiikliigii, kontrol grubunda oldugu gibi en diisiik
konsantrasyondan itibaren zamana bagli olarak artmistir (p<0.05). 120 saat maruziyet sonunda
10.48 mg/L konsantrasyondaki uygulama grubundaki artis, kontrole gére %10 daha fazladir
(Tablo 3).

Sonuglarimiz bazi c¢alismalarla uygunluk gosterirken, bazilariyla uyusmamaktadir.
Suman ve arkadaslar1 (2015) 200 mg/L olarak uygulanan ZnO NP lerin 72 saat saat sonunda
Chlorella vulgaris’in hiicre canliligin1 %35 azalttigini tespit etmislerdir (Suman, Rajasree ve
Kirubagaran, 2015). Bu durum,

toksisitenin konsantrasyona bagli degisebildigini

gostermektedir. Bagka bir aragtirmada C. reinhardtii'nin mikron alt1 ve nano ZnQO'te paralel
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maruziyeti hem ¢oziinmiis hem de katt ZnO'in hiicreye alindigi ve bunun sonucunda alg
gelisimini engelledigi rapor edilmistir. Arastirmacilar hiicrelerin ZnO’e olan duyarliligina
ragmen, 100 mg/L ZnO maruziyetinde bile c¢inko kaynakli hiicresel ROS iiretimi
saptamamiglardir. Bu gozlemler, parcaciklarin hiicresel oksidatif stres kaynakli sitotoksisitesine
iligkin genel kabul gérmiis paradigmayla ¢elismektedir (Djearamane, Wong, Lim ve Lee, 2020;
Gunawan vd., 2013)

Wong ve arkadaslar1 (2010), algler iizerinde nano ZnO’nin, ZnO'ten daha toksik, ancak
kabuklular ve baliklar tizerinde daha az toksik oldugunu sdylemislerdir. ZnO NP'lerin olumsuz
etkilerinin NP'lerin kendisinden ziyade NP'lerden salinan ¢inko iyonlarlariyla iligkili oldugunu
belirtmislerdir (Wong, Leung, Djuri$i¢ ve Leung, 2010). Ayrica T. pseudonana‘da (deniz
diatomu) 48 saat maruziyetten sonra, ¢oziiniir Zn?* iyonlarinin alg sayisinda bir azalmaya neden
oldugunu ve fotosentetik siireci azalttigin1 belirtmiglerdir. Deniz mikroalgi Dunaliella
tertiolecta ile yapilan bir ¢alismada, ZnO NP'lerin toksisitesinin, esas olarak alg hiicrelerine
tutunarak, bulk ZnO par¢aciklarindan daha biiyilik agregatlarin olusumundan kaynaklandigini
ve bunun da populasyon biiylimesini ve fotosentetik siirecleri engellenmesine yol agtigini

gostermislerdir (Schiavo, Oliviero, Miglietta, Rametta ve Manzo, 2016).
Toplam Hiicre (x102)
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Sekil 2. MNP’lere 120 Saat Siireyle Maruz Kalmig C. reinharthii Kiiltiirinde Toplam Hiicre Sayilarindaki
Degisim
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Sekil 3. MNP’lere 120 Saat Siireyle Maruz Kalmig C. reinharthii Hiicrelerinin Hayatta Kalma Oranlart

Villem Aruoja ve arkadaslarinin nano metal oksitlerle yaptiklart bir ¢aligmada, en ¢ok
toksik etki gosteren maddenin nano ZnO oldugunu belirtmislerdir (Aruoja, Dubourguier,
Kasemets ve Kahru, 2009). Bulgularimizda elde ettigimiz verilerde kullanilan NP’ler ZnO TiO>
ve Fe;O3 NP’ler de canlilik oran1 ve toplam hiicre sayisini azaltirken ortamda kalan hiicrelerin
biiytlikliiklerinde artis saptanmistir. Bu durumu, populasyon yogunlugundaki azalmanin hiicre
boyutlarinda artis1 tesvik etmesiyle agiklayabiliriz. Hiicre sayisinda ki azalmanin en fazla ZnO
NP’de goriilmesi Aruoja ve arkadaglarinin (2009) yaptig1 ¢alismay1 desteklemektedir.

Canli organizmalar, agir metaller ve metaloidleri suda ¢oziiniir iyon formunda, aktif
tasima ve metal selatlayict proteinleri endositoz ile yapilarina katabilirler (Arunakumara ve
Zhang, 2008). Ozellikle su ortamlari farkli kaynaklardan gelen cesitli NP'ler ile de
kirlenebilmekte ve bu kirleticiler NP karisimlar1 ve NP kombinasyonlarina bagl olarak toksik
etkilere yol acabilmektedir (Lopez, Fabiani, Lassalle, Spetter ve Severini, 2022). Bununla
birlikte Ozellikle sucul ekosistemlerde nanoparcaciklarin toksikolojik riskleri hakkinda
bilinenler yeterli diizeyde degildir. NP’lerin cesit ve fizikokimyasal niteliklerine bagh olarak
membrandan kolaylikla gecerek hiicrede temel metabolik reaksiyonlara karistigi ve toksik
etkilere neden olabildigi belirtilmektedir. (Biswas ve Billare, 2022). Ayrica metal oksit
NP’lerin toksik etkisinde reaktif oksijen tiirleri de (ROS) 6nemli rol oynayabilir (Yu vd., 2020).

Bu arastirmada kullanilan Fe2O3, TiO2 ve ZnO NP’ler ile elde edilen sonuglarda da hiicre
sayis1 ve hiicrenin hayatta kalma orani iizerinde toksik etki gosterdigi saptanmistir (Sekil 1,2;
Tablo 1,2,3). Ayrica baska bir ¢alismada nano ZnQO’in, biiylik boyutlu ZnO’ten daha toksik
oldugunu ve diisiik konsantrasyonlardan itibaren bir deniz algi olan D. tertiolecta’da biiyiime
hizint olumsuz yonde etkiledigini belirtmislerdir. Ancak bu etkinin serbest Zn iyonlariyla

aciklanamayacagini vurgulamiglardir. (Manzo, Miglietta, Rametta, Buono ve Di Francia, 2013)
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Alg hiicrelerine niifuz edebilen MNP’ler, hacim/boyut oranina kiyasla genis yiizey
alanlar1 nedeniyle genellikle biiytik kiitleli muadillerine kiyasla daha yiiksek biyolojik reaktivite
sergiler ve antropojenik faaliyetlerden kaynaklanan toksik MNP'lerin sucul ekosistemlere artan
girisi alg tiirleri tizerinde olumsuz etki yapar (Kralova ve Jampilek, 2021). Metal NP’lerin canlt
organizmalara aktif veya pasif yollardan girebildigi ve belirli bir siire boyunca maruz kalmanin,
farkli organ ve dokulardaki demir birikimine neden oldugu rapor edilmistir. Diger yandan
NP'lerin toksisitesinin, NP boyutu, boyut dagilimi, yiizey morfolojisi, ylizey yiikk yogunlugu,
kaplama maddesinin kimyasal yapisi, konsantrasyonu, hiicre tipleri ve maruz kalma yollar1 gibi
cesitli etkenlere bagli oldugu bilinmektedir (Seabra ve Haddad, 2013). NP’lerin bu ¢ok yonlii
ozelliklerinden dolayi, farkli ¢alismalarin toksikolojik sonuglarinin karsilastirilmast zordur.
Zira bu parametreler, ¢alismalar arasinda degisiklik gosterebilmektedir (Biswas vd., 2022;

Manzo vd., 2013; Wong vd., 2010; Yu vd., 2020).
SONUC

Bu ¢alismada Fe2Os, TiO2 ve ZnO NP’lerin C. reinhardtii tizerinde toksik etkileri
aragtirilarak daha once mikro alglerle yapilan c¢aligmalardan farkli bir toksik etki yapip
yapmadig1 ortamdaki hiicre sayisi, canlilik orani, hiicre biiytikliigii ve toplam kiitle bakimindan
degerlendirilmistir. Kullanilan her ii¢ nanopargacigin da kiiltiirdeki toplam hiicre sayisini
azaltt1g1, canli hiicre oranlarimi diislirdiigii gézlenmistir. Ayrica her ti¢ NP, hiicre boyutlarinda
artisa neden olurken, toplam hiicre kiitlesinde anlamli1 bir degisiklige neden olmamuistir.

Bu nedenle, insan sagligi lizerindeki potansiyel etkileri dikkate alindiginda tibbi ve
endiistriyel alanlarda nanopargaciklarin giivenli bir sekilde kullanilmasini dnermek igin
hiicreler, dokular, organlar ve organizmalar {izerindeki etkisinin daha fazla arastirilmasina

gereksinim vardir.

Not: Bu ¢alisma “11th International Congress of the Turkish Society of Toxicology’’
Antalya, 2-5 Kasim 2022 tarihinde poster bildiri olarak sunulmustur.
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