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OZET

Cinko Oksit (ZnO) Nanopartikiillerinin, Akdeniz Midyesi
(Mytilus galloprovincialis LAMARCK, 1819) Dokular1 Uzerindeki

Histopatolojik Etkilerinin Arastiriimasi

Berkay GUNES
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Mert GURKAN

04/07/2022, 36

Nanopartikiiller bir ¢ok alanda kullanilmalari, 6zgilinliikleri ve yiiksek miktarda
reaksiyon aktivitesi gostermeleri nedeniyle artan bir 6neme sahiptir. Farkli faaliyetlerde
kullanim1 olan ¢inko oksit (ZnO) nanopartikiillerinin, 6zellikle sucul ekosistemler {izerinde
olumsuz etkilerinin oldugu bilinmektedir. Mytilus galloprovincialis (Kara midye veya
Akdeniz midyesi) iilkemiz denizlerinde dagilis gosteren ve insan tarafindan besin olarak
tilketilmesi sebebiyle ekonomik 6nemi olan bir tiirdiir. Ayrica biyoindikator bir tiir olan
M. galloprovincialis, filtrasyonla beslenmesi nedeniyle birgok kirleticiyi biinyesinde
biriktirmektedir. ~ Bu  c¢alismada; midyeler ZnO  nanopartikiillerinin =~ farkli
konsantrasyonlarma (0; 0,01; 0,1 ve 1 mg/l) 96 saat siireyle maruz birakilarak sonrasinda
olusan toksik etkiler histopatolojik bulgular acisindan degerlendirildi. ZnO
nanopartikiillerine maruz birakilan midyelerin histolojik incelemelerinde; solungaclarda
lipofuskin agregatlari, genislemis merkezi toplardamar ve lamellar flizyon, mantoda
hemosit infiltrasyonlari, sindirim bezinde lipofuskin agregatlari, hemosit infiltrasyonlar1 ve
hipertrofi tespit edildi. Sonug olarak ZnO nanopartikiillerinin, Akdeniz midyeleri iizerinde
olumsuz histopatolojik etkileri oldugu sonucuna ulasildi.

Anahtar Kelimeler: ZnO, Lipofuskin agregatlari, Lamellar fiizyon, Hemosit

infiltrasyon, Toksik etki
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ABSTRACT

Investigation of the Histopathological Effects of Zinc Oxide (ZnO) Nanoparticles
on the Tissue of the Mediterranean Mussel

(Mytilus galloprovincialis LAMARCK, 1819)

Berkay GUNES
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Master of Science Thesis in Department of Biology
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Mert GURKAN

04/07/2022, 36

Nanoparticles are increasing importance due to their use in many fields, their
specificity and their high reaction activity. It is known that zinc oxide (ZnO) nanoparticles,
which are used in different facilities, have negative effects especially on aquatic
ecosystems. Mytilus galloprovincialis (Black mussel or Mediterranean mussel), is a species
that is distributed in the seas of our country and has economic importance due to its
consumption as food by humans. In addition, a bioindicator species M. galloprovincialis
accumulates many pollutants due to its feeding by filtration. In this study, the toxic effects
of mussels after exposure of ZnO nanoparticles at different concentrations (0, 0.01, 0.1,
and 1 mg/L) for 96 hours were evaluated in terms of histopathological findings.
Histological examinations of mussels exposed to ZnO nanoparticles revealed; lipofuscin
aggregates, heamocyte infiltration, enlarged central vessel and lamellar fusion in the gills,
haemocyte infiltration in the mantle, lipofuscin aggregates, haemocyte infiltration and
hypertrophy in the digestive gland. As a result, it was concluded that ZnO nanoparticles
had negative histopathological effects on Mediterranean mussels.

Keywords: ZnO, Lipofuscin aggregates, Lamellar fusion, Hemocyte infiltration,

Toxic effect

v



ICINDEKILER

Sayfa No
ETIK BEYAN ...iiiiiiiitiietieeise et sse ettt st i
TESEKKUR ...ttt sen s il
OZET oottt iii
ABSTRACT ...ttt ettt ettt et sbe ettt e bt et et saeebeeaees v
ICINDEKILER ........coviiieiieieeee ettt en e v
SIMGELER VE KISALTMALAR ....c.cotiuiitiiiineineieieeiesise s ssese e essesenes vii
CIZELGELER DIZINT......oovieieieoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e viii
SEKILLER DIZINT ......oooiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee et iX
BIRINCI BOLUM
GIRIS ..ottt 1
IKINCI BOLUM
ONCEKI CALISMALAR ...t eeenns 4
2.1, AKAENIZ MIAYST...vvieuvieiiiieiieeieeiie ettt ettt ettt ettt et e e ebeesateenbeessaeenseenseeenseenens 4
2.1.1. Akdeniz Midyesinin MOTfOlojiSiu.....ccueerrierieriiienieeiiesie ettt 5
2.1.2. Akdeniz Midyesinin BiyOlojiSi.........covueeiieriirriieniieeiieiie et 6
2.1.3. Akdeniz Midyesinde BeSIenme ............ccccoevieriieniiiniiieiieeiceiiece e 7
2.2. Nanopartikiiller ve ZnO Nanopartikililli..........cccoveerieniieniinieiiieieeieee e 7
2.3. Midyelerde, Metal Oksit Nanopartikiillerinin Toksik Etkileri Uzerine Baz1
Histolojik CaliSMAalar ..........cocuieuiiiiiiiieciiee et 8
UCUNCU BOLUM
ARASTIRMA YONTEMI/MATERYAL VE YONTEM .......cccoovovoiieieieeceeeeeeeene, 12
R T LY 21 () ) 7 | PSPPSR 12
3.1.1. Deney HayVani.......coooviiiiiiiiiiiie ettt e et e e aaeeeean 12
3.1.2. ZnO NanopartiKGIIETT........cccuvieiiieeiieeciee ettt e e 12
RIS 0] 111<) 1 4 FOR O OO UOPOT U OTOPPOTOPPRRROTP 12
3.2.1. Deney DiizeneZinin Kurulmast...........cccvieeiiiieiiieeiieeeie e 12
3.2.2. ZnO Nanopartikiillerinin Midyelere Uygulanmasi...........ccccceeevveerieeenieeenneenns 13
3.2.3. Fizikokimyasal OIGHMIET ...............coevevieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 14
3.2.4. Morfolojik OIGUMIET .........oovvieieieiiiieee et 14
3.2.5. Histopatolojik INCElemEler.............oovveeeeveeeeeeeeeeeeeeeeeee e 15
3.2.6. Histopatolojik Kondisyon INdeksi ...........ccoeveveiuiveiececceeeeeeeeeeeeeeeeeenes 16
3.2.7. IStatiStIKSEl ANALIZ.........o.evveeeereeeeeeeceeieecee e 17



DORDUNCU BOLUM

ARASTIRMA BULGULARI ...ttt e 18
4.1. Histopatolojik Bul@ular...........c..cooiiiiiiiiiiiieciieee e e 18
4.1.1. Mantodaki Histopatolojik Bulgular ............cccceeeiiiieiiiiiieieceeece e 18
4.1.2. Solungactaki Histopatolojik Bulgular...........ccceeevieiiiieniiiiieeeeeeeeee e 20
4.1.3. Sindirim Bezindeki Histopatolojik Bulgular ............cccooovviieiiiiniieiecieeee 22

4.2 Mortalite Degerleri ve Morfolojik Bulgular ............ccccovvveiiiiiiiiiiiieceeeeee e, 24
4.3. Histopatolojik Kondisyon Indeks BUulGUIart ..............cccoceveveveveveveeeeeeeeeeeeeeeenae, 24
4.3, TATLISITIA ...uiviiiieeeeeeeeecitie e e e e eeeet et e e e e e e e e e attbaeeeeaeeeeesaesssaeseaaaeeeaanssasseaeaeeeesannssssens 27

BESINCI BOLUM

SONUC VE ONERILER ......ooiiiiiiiiiiieieieeeeeeeee et 29
KAYNAKCA .ttt ettt sttt et be et sate s bt e bt et esbeeteeaee e 31

vi



SIMGELER VE KISALTMALAR

% Yiizde orani

%0 Binde orani

°C Santigrat derece

Zn0O Cinko Oksit

CuO Bakir Oksit

Fe O3 Demir Oksit

TiO, Titanyum OKksit

pH Potansiyel hidrojen

1 Litre

ug Mikrogram

ml Mililitre

cm Santimetre

mg Miligram

mm Milimetre

S Siemens

LCsg Orneklerin yarisini Oldiiren maddenin konsantrasyon miktari
H&E Hematoksilen-Eozin

CAT Katalaz aktivitesi

GTS Glutatyon S-transferaz
AChE Asetil-kolinesteraz aktivitesi

LPO Lipid peroksidasyon

vil



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge No Cizelge Ad1 Sayfa No
Cizelge 1. Akdeniz midyesinin sistematikteki yeri (MolluscaBase, 2019)..........cccccvveenneen. 4
Cizelge 2. Akdeniz midyelerine ZnO nanopartikiilleri maruziyeti (96 saat)

siiresince tespit edilen mortalite say1lart ..........cceeeeveeiiiieiiieceece e 24
Cizelge 3. Ortalama morfolojik 6l¢iim ve standart sapma degerleri (n=10)....................... 24

Cizelge 4. 96 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda ZnO nanopartikiillerine
maruz kalmis M. galloprovincialis drneklerinin manto, solungag ve
sindirim bezindeki histopatolojik degisiklikler ve bu degisikliklerin
onem agirliklar1 (w) (Costa vd., 2013; Pinto vd., 2019)......ccoeevvieeiiiiiieeieee 25

viil



SEKILLER DiZINi

Sekil No  Sekil Adi Sayfa No
Sekil 1. Mytilus galloprovincialis'in MOTOLOJIST....ccvveerciiieiiieeciie et 5
Sekil 2. Akdeniz midyesinin genel anatomiSi ...........cecueerieeriierieeriienieeiee e eiee e iee e 6
Sekil 3. Akdeniz midyesinin beslenme sekli (Aquascope, 2000) .......cccceeevieerciieenceeenieenns 7
Sekil 4. a. Deney diizenegi genel goriiniim. b. Deney diizenegi tek akvaryum

GOTUNTUSTL ©eeeeeiiiiieeeiiiiee ettt e e et ee e et e e e et e e e ettt eeeeabeeeeesnaaaeesennaeeesansaeeeennnseeas 13
Sekil 5. ZnO nanopartikiillerinin ultrasonik banyoda sonifikasyonu..............ccccccveeeiiennnns 13
Sekil 6. Fizikokimyasal OIGUMIET. ...........cccuiiiiiiiiiiiieiieie e 14
Sekil 7. Morfolojik Olgiimler a. Midye drneklerinin en, boy ve yiikseklik 6l¢iimii

b. Midyenin yas agirlik SIGUMIT. ......ccueeriiiiiiiiiiieiieie e 15
Sekil 8. Midye diSSEKSTYONU.....cccuuiiiiiiiiiiiiciie ettt e e e eenee s 16

Sekil 9. 96 saat boyunca ZnO nanopartikiillerine maruz kalan manto dokular1. a.
Kontrol; b. 0,01 mg/l; c. 0,1 mg/l; d. Img/l (k: Hemosit infiltrasyonu),

H&E ...ttt ettt ettt ettt ettt ee e eneas 18
Sekil 10. 96 saat boyunca 0,1 mg/l ZnO nanopartikiillerine maruz kalan

midyelerdeki manto dokusu (% : Hemosit infiltrasyonu), H&E. .......................... 19
Sekil 11. 96 saat boyunca 1 mg/l ZnO nanopartikiillerine maruz kalan

midyelerdeki manto dokusu (% : Hemosit infiltrasyonu), H&E. ......................... 19

Sekil 12. 96 saat boyunca ZnO nanopartikiillerine maruz kalan solungag¢ dokulari.
a. Kontrol; b. 0,01 mg/l; c. 0,1 mg/l; d. 1mg/l (: Lipofuskin agregatlari,

—: Lamellar fiizyon, A: Genislemis merkezi toplardamar), H&E. ..................... 20
Sekil 13. 96 saat boyunca 0,1 mg/l ZnO nanopartikiillerine maruz kalan

midyelerdeki solungag¢ dokusu (% :Lipofuskin agregatlari), H&E. ..................... 21
Sekil 14. 96 saat boyunca 1 mg/l ZnO nanopartikiillerine maruz kalan

midyelerdeki solungag¢ dokusu (% :Lipofuskin agregatlar1), H&E. ..................... 21

Sekil 15. 96 saat boyunca ZnO nanopartikiillerine maruz kalan sindirim bezi
dokular1. a. Kontrol; b. 0,01 mg/l; c. 0,1 mg/l; d. Img/1 (% : Hiperplazi,
—: Hipertrofi, A : Lipofuskin agregatlari, +: Hemosit infiltrasyonu),

Sekil 16. 96 saat boyunca 0,1 mg/l ZnO nanopartikiillerine maruz kalan

midyelerdeki sindirim bezi dokusu (% : Hiperplazi, —: Hipertrofi, A :

Lipofuskin agregatlari, +: Hemosit infiltrasyonu), H&E. ..........cccooeviininninnene. 23
Sekil 17. 96 saat boyunca 1 mg/l ZnO nanopartikiillerine maruz kalan

midyelerdeki sindirim bezi dokusu (% : Hiperplazi, —: Hipertrofi, A :

Lipofuskin agregatlari, +: Hemosit infiltrasyonu), H&E. ..........cccooeviininninnene. 23
Sekil 18. ZnO nanopartikiillerine 96 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda (0;

0,01; 0,1; 1 mg/l) maruz kalmis M. galloprovincialis manto dokular1 i¢gin

histopatolojik kondisyon indeksi(lh). Sonuglar + standart sapmalidir.

uygulama gruplar arasindaki onemli farklar ¥ ile temsil edildi, p <

0,05 ettt e h et e et ettt e st e he et e ententeenneenean 25
Sekil 19. ZnO nanopartikiillerine 96 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda (0;

0,01; 0,1; 1 mg/l) maruz kalmis M. galloprovincialis solunga¢ dokulari

i¢in histopatolojik kondisyon indeksi(lh). Sonuglar + standart sapmalidir.

Uygulama gruplar arasindaki 6nemli farklar % ile temsil edildi, p <

0.0 ettt ettt et et e et e ene e heenteententeenneenean 26

X



Sekil 20. ZnO nanopartikiillerine 96 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda (0;
0,01; 0,1; 1 mg/l) maruz kalmis M. galloprovincialis sindirim bezi
dokulari i¢in histopatolojik kondisyon indeksi(lh). Sonuglar + standart
sapmalidir. Uygulama gruplari arasindaki énemli farklar % ile temsil
CAIIAL, P 005, e e



BIRINCI BOLUM
GIRIS

Su, birgok canlinin yasam siirecinde hayatsal faaliyetlerini yerine getirmede
olmazsa olmaz bir maddedir. Yasamin olusmasinda ¢ok biiyiik rol oynadigi gibi aym
zamanda kendisi bir yasam ortamudir.

Suyun yasamsal faaliyetler i¢in mutlaka olmasi gerekliligi suyun kalitesi ve
icerigini de dnemli kilar. Su her ne kadar berrak ve temiz goriinse de gozle goriilemeyecek
ve anlagilamayacak birgok faktdorden dolayr kalitesi ve temizligi istenen standartlarda
olmayabilir. Suyun kalitesini olumsuz yonde etkileyecek bir c¢ok kirletici vardir. Bu
kirleticiler basit evsel atiklar olabilecegi gibi fabrika, tarim veya yerlesim yerlerinin atiklar
da suya karisarak kirletebilir. Sanayi ve teknolojik gelismelerle hayatimiza girig yapan bir
cok yeni materyal vardir. Bunlardan birisi de nanopartikiillerdir.

Bilim felsefesiyle alakali sodylesi esnasinda konusulan nanobilim/nanopartikiil
kavrami (Feyman, 1999), Nobel Fizik Odiilii sahibi Richard Feyman tarafindan ilk kez
1959 yilinda giindeme getirilmistir. Bir ¢ok teknolojinin hizla gelismesiyle beraber
nanoteknoloji de hizla gelismis ve bu teknolojinin iirlinii olan nanopartikiillerin insan ve
ekosistem i¢in yararli olabilecegi gibi zararli etkilerinin de olabilecegi sorusu giindeme
gelmistir (Seaton vd., 2005). Uretilen ve kullanilan nanomalzemelerin; insan saghgi, cevre
ve doga ile ilgili potansiyel olumsuz etkileri ortaya yeni konulmaya baglandigi igin,
nanoteknolojinin ¢evre ve insan sagligi lizerindeki etkileri hakkindaki bilgimiz heniiz
sinirlidir (Chichiricco ve Poma, 2015; Dale, 2005; Srivastava vd., 2015).

Bugiin nanoteknoloji {iriinlerinin ¢evresel etkilerini agikliga kavusturmak amaciyla
kapsamli arastirmalar yapilmaktadir (Ebabe Elle vd., 2013; Garcia vd., 2011; Heydrnejad
vd., 2015; Nations vd., 2011; Rinna vd., 2015; Soenen ve De Cuyper, 2009; Wang vd.,
2009; Zhu vd., 2008). Farkli canlilar iizerinde yapilan arastirmalarin bulgular1 ciddi
anlamda farklilhlk gostermektedir. Nanopargaciklarin biyokimyasal ve toksikolojik
etkilerini heniliz tam olarak anlamak giictiir, ¢iinkii gozlenen etkiler nanoparcgaciklarin
cinsine, boyutuna, fiziko-kimyasal 6zelliklerine, cevreye ve organizma farkliligina bagh
olarak degisiklik gostermektedir. Nanoparcaciklarin; fiziksel ve kimyasal ozellikleri,
sadece temel bilesime gore degil; ayn1 zamanda dis kaplamalariyla, sentezleriyle ve
cevresel kosullar (sicaklik, pH, oksidasyon ve 1s1ga maruz kalma) ile de degisebilmektedir

(Berg vd., 2009). Bununla beraber, organizmalarin toksik maddelere toleransi ciddi
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anlamda farklilik gosterdiginden, bu durum toksikolojik etki degisikliklerinin biiyiik bir
boliimiini aciklar vaziyettedir. Dolayisiyla, ayn1 nanopargaciklarin de§isen organizmalar
ve farkli ortamlardaki etkilerini belirlemek i¢in dogru toksikolojik modelleri kullanmak
gerekmektedir (Hoet vd., 2004).

Son yillarda, metal oksit nanoparcacik iiretiminin hizli artis1 ve bir ¢ok alanda
kullanim1 bu parcaciklarin ¢evreye kontrolsiizce salinimina neden olmaktadir. Metal oksit
nanopartikiillerinden olan ¢inko oksit (ZnO) nanopartikiilleri; bilisim, enerji, kozmetik ve
saglik endiistrisinde siklikla kullanilan bir malzemedir. Bu nanopartikiiliin olas1 denizel
kontaminasyonu, 6zellikle sucul ekosistemlerde yasayan canlilar i¢in 6nemli derecede
tehdit olusturmaktadir.

Besin ag1 diisiiniildiigiinde alt basamakta bulunan bivalv mollusklar filtrasyon ile
beslenmelerinden dolayi, kirlilige veya kirleticiye en ¢ok maruz kalan omurgasiz hayvan
grubundadir. Bir ¢ok sucul ortamda yasayabilen bu canlilar farkl kirleticilerin etkilerinin
tespit edilip degerlendirilmesinde ¢okca kullanilan ekolojik bir gruptur. Aktif olarak yer
degistirmeyen yani sesil olan midyeler, bulunduklar1 ortamdaki suyu filtre ederek
beslenmelerinden dolayr bir¢ok maddeyi dokularinda biriktirebilmektedir. Saglikli ve
ortalama boydaki bir akdeniz midyesi giinde 20-40 litre arasi suyu filtre edebilmesinden
dolay1, indikator bir canli olarak kabul edilir ve biyolojik izleme caligmalarinda sik¢a
kullanilir (Ors 2008).

Filtrasyonla beslenmesi, ¢ok fazla yer degistirmemesi, iilkemizin denizlerinde genis
dagilim gostermesi, kolay oOrneklendirilebilir olmasi, insan tarafindan besin olarak
tilkketilmesi nedeniyle ekonomik 6nemi olmasi ve teshis etme sorununun nispeten daha az
olmas1 gibi ozellikleri sayesinde, yasadigi ortamdaki kirliligin tespitinde de kullanilan
Mytilus galloprovincialis, bilimsel ¢alismalarda genellikle tercih edilen bir tiirdiir (Aksoy
vd., 1999).

Bu tezin amaci, bir ¢ok alanda kullanimi olan nanopartikiillerden ZnO
nanopartikiillerinin, M. galloprovincialis 6rneklerinin manto, solunga¢ ve sindirim bezi
dokularinda meydana getirdigi olumsuz etkileri histopatolojik ag¢idan tespit etmektir.
Mevcut literatiirde; ZnO nanopartikiilllerinin midyelerde; hayatta kalma, biiylimeye etki,
sitotoksik ve genotoksik etkileri arastirllmis olsa da histopatolojik agidan bir
degerlendirmeye rastlanilmamuistir. Bu tezde; sucul ekosistemin 6nemli bir bileseni olan,
insan ve diger denizel canlilar tarafindan besin maddesi olarak tiiketilen Akdeniz midyesi

orneklerine, ZnO nanopartikiillerinin farkli konsantrasyonlarina (0; 0,01; 0,1 ve 1 mg/l) 96



saat siireyle maruz birakilmasinin ardindan olusan toksik etkiler, histopatolojik bulgular
bakimindan degerlendirilmistir. Elde edilen bulgularin literatiire histolojik a¢idan katki
saglayacagi ve daha sonra yapilacak calismalar igin ise yol gdsterici olacagi

diistiniilmektedir.



IKiNCi BOLUM
ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Akdeniz Midyesi

Ulkemiz denizlerinde; Izmir’den, Karadeniz’e kadar genis bir yayilim gosteren
M. galloprovincialis, Mytilidae familyasinin 6nemli bir tiirii olmasinin yani sira ekonomik
olarak da g6z ardi edilmemesi gereken bir tiirdiir. Tuzluluk acisindan %o 5-40 deger
araliginda bir toleransa sahip olan midyeler yine ayni sekilde genis bir sicaklik degeri olan
2-30 °C toleransina sahiptir (Uysal, 1970). Tiirlin bu kadar genis bir tolerans araliginda
yasamasi, arastirmacilarin Akdeniz midyesini indikatér canli olarak deneysel caligmalarda

kullanmasina imkan vermektedir (De Donno vd., 2008).

Cizelge 1. Akdeniz midyesinin sistematikteki yeri (MolluscaBase, 2019)

Alem Animalia

Sube Mollusca

Siif Bivalvia

Alt stmf Pteriomorphia

Takim Mytilida

Ust Aile Mytiloidea

Aile Mytilidae

Alt Aile Mytilinae

Cins Mytilus

Tiir Mytilus galloprovincialis




2.1.1. Akdeniz Midyesinin Morfolojisi

Biiyiime Cizgisi
Ventral

Gaga

Posterior Anterior

-

Sekil 1. Mytilus galloprovincialis’in morfolojisi

M. galloprovincialis’in kabuklan iki esit par¢a seklindedir ve 4 anatomik bolge
kolayca ayirt edilebilmektedir; 6n (anterior), arka (posterior), i¢ (ventral) ve sirt (dorsal).
On kenar kisadir, iicgene benzer ve kabuklar burada birbirlerine baglanir. Kabuklarin
iistiinden, eliptik daireler seklinde olan kenarlara dogru paralel yonlii yerlesim gosteren
bliytime ¢izgileri bulunur (Sekil 1). Uygun olmayan ekolojik sartlar altinda midyenin
biliylime ¢izgilerinde asagiya dogru ¢okme veya yukariya dogru kabarma gozlemlenebilir
(Uysal, 1970).

Kabugun disinin rengi genel olarak siyah, siyaha calan mavi, koyu mor ve
kahverengi tonlarinda olup, midyenin bulundugu ortamin fizikokimyasal ozellikleri ve
derinlik kosullarina gore farklilik gosterebilir. Kabugun i¢i ise genellikle ¢ift renklidir.
Ortada beyaza calan sedef, dis kisma dogru gidildikge lacivert renkler gozlemlenir. Midye,
bissus iplik¢igi sayesinde kendisini bir substrata sabitlemektedir. Bissus ag¢ikligi, kabugun
ventralinde bulunur ve periostrakum kivrimlariyla oriiliidiir. Periostrakum kivrimlari,
kabuklar kapali oldugunda bissus iplik¢ikleriyle aralanan kisimdan su ve cisim girigini

engellemis olurlar (Uzunéren, 1987).



2.1.2. Akdeniz Midyesinin Biyolojisi

Posterior Addiiktor Kas1
POSTERIOR
Solungag
Manto
Anterior Retraktor Kas
Sindirim Bezi
Ayak
Labial Palp
VENTRAL ’J’ .
N ANTERIOR

Sekil 2. Akdeniz midyesinin genel anatomisi

Kabuklar1 bir arada tutan addiiktor kasi kesildiginde ilk goriilen kistm manto
boslugudur. Midyenin i¢ boslugunda ise siki bir sekilde baglanmis olan manto bulunur.
Ayrica midyenin i¢ boslugunda, suyun hareketini saglayan sifon vardir. Ligament boyunca
ilerlendiginde, agiz ve ¢ift halde bulunan labial palpler mevcuttur. Labial palpler olukludur
ve olugun altinda mide, listlinde ise koyu kahverengi olan ayak bulunur. Ayak ile bissus
ipliklerinin ¢iktig1 bissogen bezleri birbirine ¢ok yakindir. Gonadlar kapak acildiginda
solungaglarin altinda kalacak sekilde bulunan genelde beyaz veya benekli yapilardir (Sekil
2), (Gosling, 1992; Seed ve Suchanek, 1992 Uysal, 1970). Midyelerde bir ¢ift bulunan
solungaglar, kitap yaprag: seklindedir ve viicut duvarina baglidir. Suyun akis1 hem manto
hem de solungaglarin i¢ yiizeyiyle saglandigindan dolayr manto epiteli de solunumda
gorevlidir. Posterior addiiktor kastyla solungag arasinda aniis, bosaltim ve lireme organlari

bulunur (Uysal, 1970; Gosling, 1992; Seed ve Suchanek, 1992).



2.1.3. Akdeniz Midyesinde Beslenme

Bissus iplikcikleri .

Sekil 3. Akdeniz midyesinin beslenme sekli (Aquascope, 2000)

Cift kabuklularda beslenme, genelde iki sekilde gerceklesir. Ik olarak suyla beraber
viicuda giren besin pargalar1 (plankton vb.) su akiminin yardimiyla midyenin 6n tarafinda
cokme yapar ve depolanir. Depolama yaparak besinini saglayan midyelerde, besin
tanecikleri solungaclar sayesinde labial palplere (agiz uzantilari) ulasip agiza geger (Morse
ve Zardus, 1997). Farkli bir beslenme sekli de; suda ¢6ziinmeden bulunan besin tanecikleri,
solungaglarin besin i¢in kullanilan bosluklardan gecerek alinir ve solungaglardaki mukus
bezlerinden ortama salinan mukus sivistyla ilerleyerek agiza ulasir (Owen, 1966; Salman,
2004). Agiz agikligina ulagan besin tanecikleri, yemek borusuyla mideye ulasir (Morse ve
Zardus, 1997). Mideye ulasan besin tanecikleri kristal ¢ubugun midedeki hareketiyle
secilir. Besin tanecikleri, hiicre disinda enzimler kullanilarak sindirilir. Sillerin ortaya
cikardig1 su akintistyla hiicre dis1 sindirimi tamamlanmis besin tanecikleri, dnce primer
sonra da sekonder kanallara ulasir. Sekonder kanallar vasitasiyla sindirim tiibiillerine
ulasan besin tanecikleri, sindirimden sorumlu hiicrelerce emilir ve besin taneciklerinin

hiicre i¢i sindirimi tamamlanir (Sekil 3), (Owen, 1955).

2.2. Nanopartikiiller ve ZnO Nanopartikiilii
Nanoteknoloji, boyutlar1 1-100 nm arasinda farklilik gosterebilen ve birgok alanda
kullanilmak iizere malzemelerin dizayn edildigi 6nemli endiistri faaliyetlerinden birisidir.

Giliniimiizde nanoteknoloji alanindaki gelismeler hizla artmaktadir. Nanoteknolojik
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uygulamalarin artis gostermesiyle, her gecen giin yeni kesfedilen nanomateryaller
toplumun kullanimina sunulmaktadir (Hanks vd., 2015). Nanoteknoloji bilimi ne yazik ki
bu malzemelerin toksikolojik 6zelliklerini diisinmeden veya bu konuda c¢ok az bilgiyle
nanomalzemelerin formulasyonu ve iiretimi lizerine yogunlagsmaistir (Roco, 2005).

ZnO nanopartikiillerin elektronik ve enstriimantal sanayide uygulamalar1 vardir.
Kablosuz iletim teknolojisi, radyo, goriintii kaydi, gaz sensorleri, floresan lamba ve giines
pili elektrotlarinda kullanilir. Ayrica antibakteriyel ve saglik koruma firiinlerinde, ayrica
kozmetikte giinesten koruyucu ajan olarak kullanilir. ZnO nanopartikiillerinin bu genis ve
yaygin kullanimindan kaynakli olas1i kontaminasyonlar, sucul canlilar1 hem biiyiime
parametreleri bakimindan hem de sitotoksik ve genotoksik etkiler acisindan tehdit
etmektedir (Hanna vd., 2013; Li vd., 2018).

Nanopartikiiller viicuda bircok yolla (oral, dermal, inhalasyon vb.) giris
yapabilirler. Nanopartikiillerin boyca kiigiik olmalari; dokuya, hiicreye ve ayni zamanda
biyomolekiiler yapilara (DNA vb.) girmelerini kolaylastirir. Giris yaptiktan sonra
karsilagtiklar1 ilk biyolojik yapi tarafindan absorbe edilmeleri sonucu farkli organlara
dagilimi gerceklesebilir. Yiiksek reaktivite gosteren nanopartikiiller, girmis olduklar1 hiicre
veya doku igerisinde modifiye olabilir veya sindirilebilirler. Canli  yapinin
nanopartikiillerden ne kadar etkilenecegi nanopartikiillerin, toksisitesi ve reaksiyon
aktivitesi gibi fizikokimyasal niteliklerine gore degiskenlik gosterebilmektedir (Fischer

vd., 2007).

2.3. Midyelerde, Metal Oksit Nanopartikiillerinin Toksik Etkileri Uzerine Bazi
Histolojik Calismalar

Kédar vd. (2009) yapmis olduklar1 ¢alismada; M. edulis orneklerini, 1000 pg/l
demir oksit (Fe;Os) nanopartikiilleri ve 100 ug/l demir 3 kloriire (FeCl;) 1 ve 12 saat
siireyle maruz birakmislardir. Yaptiklar1 histolojik incelemelerde, yiiksek dozda graniil
yapilar1 ve doku i¢ine giren partikiiller tespit etmislerdir.

Hanna vd. (2013) yapmis olduklari ¢alismada M. galloprovincialis 6rneklerini
kullanmis ve 12 hafta boyunca, 0,1; 0,5; 1 ve 2 mg/l dozlarinda ZnO nanopartikiilleri (20-
30 nm) maruziyetinin; midye biiyiikliigii ve ZnO nanopartikiilleri birikimi arasindaki
iligkisini incelemislerdir. Kiiglik midyeler (<4,5 cm kabuk uzunlugu) 0,5 mg/l dozunda
biiyiiklere (>4,5 cm kabuk uzunlugu) gore 10 kat daha fazla birikim yaparken, biiyiik
midyeler ise 2 mg/l dozunda kiiciiklere gore 4 kat daha fazla birikim yapmistir. Her iki



biiytikliik grubunda da 2 mg/l dozuna maruz kalan midyeler kontrol grubuna gore % 40
oraninda daha az biliylime gostermistir.

Hu vd. (2014) yapmis olduklari ¢calismada; M. edulis 6rneklerine, 400; 700 ve 1000
ppb dozlarinda bakir oksit (CuO) nanopartikiillerini maruz birakmislardir. Absorbe edilen
CuO nanopartikiilleri agirlikli olarak solungagta ve bir kismi ise sindirim bezinde tespit
edilmistir. Histolojik agidan ise bu nanopartikiillerin genellikle mantoda ve solungag
kenarlarinda artan dozlarda daha bariz biriktigini belirlemislerdir.

Gornati vd. (2016) yapmis olduklan ¢alismada; M. galloprovincialis 6rneklerine,
24, 72 ve 96 saat siireyle 1; 5 ve 10 mg/l dozlarinda titanyum dioksit (TiO;)
nanopartikiillerine maruz birakmiglardir. Artan doz ve maruziyet siiresinde, solungacglarda
hemosit infiltrasyonu, sil yapisinda bozulma, filament incelmesi ve hiperplazi, sindirim
bezinde ise hemosit infiltrasyonu ve vakuoller tespit etmiglerdir.

Jimeno-Romero vd. (2016) yapmis olduklar1 c¢alismada; M. galloprovincialis
orneklerini, giimiis (Ag) metali ve Ag nanopartikiillerine (0,75 pg/l) ayr1 ayr1 21 giin
stiresince maruz birakmiglardir. Histopatolojik a¢idan incelendiginde solungag¢ ve sindirim
bezinde hemosit infiltrasyonlari, vakuolizasyon, morfolojik anormaliler (6dem, hiperplazi),
nekroz, kahverengi hiicre agregasyonu belirlemislerdir.

Rosha vd. (2016) yapmis olduklar1 ¢alismada; M. galloprovincialis 6rneklerini 14
giin boyunca hem kadmiyum (Cd) bazli kuantum noktaciklarina hem de Cd metaline ayn1
konsantrasyonlarda (10 pg/l) maruz birakmislardir. Histolojik incelemeler sonucunda;
sindirim tiibiilii epitelinde bazofilik hiicreler, hemosit infiltrasyonlar1 ve hiicre
parcalanmalar belirlemislerdir.

Marisa vd. (2016) yapmis olduklart c¢alismada; Ruditapes philippinarum
orneklerini, 7 gin boyunca farkli konsantrasyonlarda (0; 1; 10 pg/l) ZnO
nanopartikiillerine ve 10 pg/l ¢inko kloriir (ZnCl;) metaline maruz birakmiglardir.
R. philippinarum istiridyesinde, oksidatif stres parametrelerini (CAT, GTS, SOD, AchE
LPO vb.) incelemislerdir. ZnO nanopartikiilleri uygulanan 6rneklerde oksidatif stres
gostergesi olarak; CAT ve SOD aktivitesinde artis, GTS aktivitesinde diisiis
gozlemlenmistir.

Bouallegui vd. (2017) yapmis olduklar1 ¢alismada; M. galloprovincialis 6rneklerini,
3, 6 ve 12 saat siireyle Ag nanopartikiillerine (<50 nm ve <100 nm) maruz birakmislardir.

Bu ¢aligmada, sindirim bezlerinde lipofuskin birikimleri, hemosit infiltrasyonlar1 ve tubular



yap1 i¢i hemosit infiltrasyon gézlemlemistir. Artan maruziyet siiresi ve nanopartikiillerin
daha kiigiik boyutta olmas1 gozlenen histopatolojik etkileri arttirmistir.

Fahmy ve Sayed (2017) yapmis olduklar1 calismada, Coelatura aegyptiaca
orneklerini, 6 giin silireyle farkli konsantrasyonlarda (0; 2; 10; 50 mg/l) ZnO
nanopartikiillerine maruz birakmiglardir. Maruziyetler neticesinde C. aegyptiaca
bivalvinin; sitotoksisite, genotoksisite ve sindirim bezi ile solungag¢ histopatolojisini
degerlendirmislerdir. Sindirim bezinin glandiiler hiicrelerinde hipertrofi, hiperplazi,
solungaclarinda ise sil kaybi, hiperplazi, lamellar fiizyon ve nekroz gozlemlenmistir.

Li vd. (2018) yapmis olduklart c¢alismada; M. galloprovincialis’e ZnO
nanopartikiillerini (<100 nm) ve ZnO metalini (150-200 nm) 4 hafta boyunca 0,01; 0,1; 1;
10 ve 100 mg/l dozlarinda uygulamis ve 72 saatten sonra her iki grupta da Oliimler
gozlemlemiglerdir. Nanopartikiil icin LCsy =0,78 mg/l olarak hesaplanmistir. 28. giinde
nanopartikiillerin (<100 nm) ham haline goére (150-200 nm) 3 kat daha toksik oldugunu
bulmustur.

Duroudier vd. (2019) yapmis olduklan ¢alismada; M. galloprovincialis 6rneklerini,
24 saat siireyle, 10 pg/l dozunda 5 nm boyutunda olan Ag nanopartikiillerine maruz
birakmislardir. Bu ¢alismada, solungag ve sindirim bezinde Ag nanopartikiillerinin birikimi
gozlemlenmistir.

Abdel-Azeem vd. (2021) yapmis olduklar1 ¢calismada; Helix aspersa orneklerini, 7
giin boyunca farkli konsantrasyonlarda (0; 25; 35; 45 pg/l) ZnO nanopartikiillerine maruz
birakmuslardir. H. aspersa yumusakcasinin, oksidatif stres parametrelerini (CAT, GST
aktivitesi vb.) ve sindirim bezi histopatolojisini incelemistir. Sindirim bezi histopatolojisi
incelendiginde; vakuolizasyon, sindirim tiibiilii kaybi, limen genislemesi, nekroz ve
hemosit infiltrasyonlart gézlemlenmistir.

Giirkan vd. (2021) yapmis oldugu calismada; M. galloprovincialis 6rneklerini, 96
saat boyunca 0; 5; 20 ve 40 mg/l dozlarinda aliiminyum oksit nanopartikiillerine kontrollii
laboratuvar kosullarinda maruz birakmiglardir. Maruziyetler neticesinde; solungaclarda
lipofuskin agregasyonu, hemosit infiltrasyonu, merkezi hiicrelerde genisleme, lamellar
flizyonlar gibi histopatolojik bulgular tespit edilmistir.

Wu vd. (2021) yapmis olduklar1 ¢calismada; M. edulis 6rneklerini, 21 giin boyunca
farkli konsantrasyonlarda (0; 10; 100 mg/l) ZnO nanopartikiilleri ve ¢éziinmiis Zn metaline
maruz  brrakmiglardir. Maruziyetler, protein ve lipid seviyelerinde az fakat

karbonhidratlarin 6nemli 6l¢iide azalmasina ve elektron tagima sistemi (ETS) aktivitesinde
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azalmaya neden olmustur. Calisma sonucunda ZnO nanopartikiillerinin ¢6ziinmiis ¢inkoya

gore daha giiclii etkiler yaptig1 belirlenmistir.
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UCUNCU BOLUM
ARASTIRMA YONTEMI/MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Deney Hayvani

Canakkale’nin Gelibolu ilgesinde faaliyet gdsteren Gelibolu Su Uriinleri tesisinden
temin edilen M. galloprovincalis Ornekleri polietilen filelerle paketlenerek canli halde
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii

laboratuvarlarina getirilmistir.

3.1.2. ZnO Nanopartikiilleri
Calismada kullanilan ZnO (18 nm) nanopartikiilleri, Nanografi (Ankara, Tiirkiye)

firmasindan temin edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Deney Diizeneginin Kurulmasi

Calismada kullanilan M. galloprovincialis 6rneklerinin (n=120), 7 giin boyunca
fizikokimyasal parametreleri (¢6ziinmiis oksijen 5,2-6,7 mg/l; pH 7,9-8,1; tuzluluk % 18,2-
21,2; sicaklik 18,2-19,2 OC; elektriksel iletkenlik 3,1-3,2 S/m) olgiilen, 12 farkli
akvaryumda (50X50X40 cm) adaptasyonlar1 saglanmistir. Adaptasyon siirecinde midyeler
beslenmemistir. Akvaryum basina 15 litrelik yapay deniz suyu hazirlamak i¢in, litre basina
35 g ReeFlowers Caledonia Coral Salt marka hazir deniz tuzu ve saf su kullanilmstir.
Adaptasyon periyodu sonunda, her gruba 10’ar adet midye yerlestirilerek toplamda 120
midyeyle, 3 tekrarli deneme diizenegi olusturulmustur. (Sekil 4). Midyeler, adaptasyon ve
maruziyetler siiresince mevsimsel fotoperiyoda maruz birakilmistir. Akvaryum temizligi
glinliik olarak yapilmistir. Temizlik sirasinda dipteki diskilar kepgeyle temizlenmistir.
Uygulamada midyeler, kontrol (0); 0,01; 0,1 ve 1 mg/l ZnO nanopartikiillerine 96 saat

siireyle maruz birakilmistir.
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Sekil 4. a. Deney diizenegi genel goriiniim. b. Deney diizenegi tek akvam tﬁsﬁ.

3.2.2. ZnO Nanopartikiillerinin Midyelere Uygulanmasi
Nanografi firmasindan temin edilen 18nm ZnO nanopartikiilleri maksimum

nanoparcacik dagilimimi saglayabilmek i¢in ultrasonik banyoda sonifikasyona tabi tutuldu
(Wang vd., 2009) ve %10’luk (kiitle/hacim) olacak sekilde deniz suyunda siispanse edildi
(Sekil 5). Hazirlanan stok siispansiyon (1 g/l) ¢alismada kullanilan 0,01; 0,1; 1 mg/l
konsantrasyonlarda seyreltilerek otomatik pipet ile akvaryumlara eklendi ve midyelerin

nanopartikiillere maruziyeti saglandi.

Sekil 5. ZnO nanopartikiillerinin ultrasonik banyoda sonifikasyonu.
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3.2.3. Fizikokimyasal Olciimler
Maruziyetler boyunca su kalitesi parametreleri HANNA C200 ekolojik kit cihazi ile
giinliik olarak ol¢iildii (Sekil 6). Bu dl¢limlerde kullanilan parametreler ise: pH, ¢oziinmiis

oksijen, tuzluluk, sicaklik ve elektriksel iletkenlik olarak se¢ildi.

L

Sekil 6. Fizikokimyasal 8lgiimler.

3.2.4. Morfolojik Olciimler

ZnO nanopartikiilleri uygulanan midye 6rneklerinin morfolojik 6l¢timleri dissekte
edilmeden O6nce yapildi. Midyelerin boy (mm), en (mm) ve ylikseklik (mm) degerleri
Mitutuyo marka dijital kumpasla, 1slak agirliklar1 (g) AND EK-300i marka hassas teraziyle
olgtildii (Sekil 7).
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Sekil 7. Morfoloji lg:iimlr a. Midye orneklerinin en, boy ve yiikseklik O6l¢timii
b. Midyenin 1slak agirlik 6l¢timii.

3.2.5. Histopatolojik incelemeler

18 nm boyutundaki ZnO nanopartikiillerine maruz kalan midyeler 96. saatin
sonunda dissekte edildi (Sekil 8). Mantolari, solungaclar1 ve sindirim bezleri, Davidson’s
fiksatifine alindi. Fiksasyon 24 saat siireyle oda sicakliginda tamamlandi ve dokular
preperasyonun yapilacagi zamana kadar %70lik alkolde muhafaza edildi. Ardindan,
ornekler dehidre edilmek amaciyla agamali olarak artan konsantrasyondaki (%80-90-96-
100) etanol serisinden gecirilerek dehidrasyon iglemi yapildi. Seffaflastirma isleminin
ardindan parafin bloklara gomiildii. Bloklardan Leica marka mikrotom kullanilarak 5 pm
kalinlikta kesitler alindi ve bu kesitler Hematoksilen&Eosin ile boyandi (Wilson ve
Gamble 2002). Histolojik bulgular detayli bicimde incelendi ve DP2-BSW yazilimi
kullanilarak dijital kamera ile donatilmis CX31 Olympus 1s1tk mikroskobu kullanilarak
fotograflandi.
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Sekil 8. Midye disseksiyonu.

3.2.6. Histopatolojik Kondisyon Indeksi

Bernet vd. (1999) balik i¢in, Costa vd. (2013) istiridye i¢in ve Cuevas vd. (2015)
midye i¢in uyguladiklar1 yar1 kantitatif histopatolojik durum indeksleri (I;), modifiye
edilerek; ZnO nanopartikiillerine maruz kalmis midyelerin manto, solunga¢ ve sindirim
bezlerinde olusan histopatolojik degisiklikler belirlendi. [,, incelenen her degisikligin;
agirlik ve yayginlik derecesi kavramlarma gore tespit edildi. Agirlik degeri 1 (minimum
onem derecesi) ile 3 (maksimum Onem derecesi) arasinda, yayginlik derecesi puan degeri
ise 0 (yok) ile 6 (yaygin) arasinda degismektedir. Costa ve ark. (2013) yapmis olduklari

caligma referans alinarak [, asagidaki formiile gore hesaplandi.

Jwas
_ Ziwi%n
J s
XM

h

[, birey icin histopatolojik durum indeksi degeridir. j: histopatolojik degisikligin
sayisi, w;: j histopatolojik degisik sayisina bagli olan h oOrmnek sayisi, aj, ve M,
Jj degiskeninin maksimum alabilecegi degerdir. Cizelge 3’de incelenen midyelerin

dokularindaki histopatolojik degisiklikler ve 6nem agirliklar1 (w) sunulmustur.
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3.2.7. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS 21.0 programi kullanilarak yapildi. Verilerin normalligi
ve varyanslarin homojenligi sirasiyla Kolmogorov-Smirnov ve Levene testleri kullanilarak
test edildi. Gruplar arasinda, histopatolojik kondisyon indeksi degerlerinin farklilik

gosterip gostermedigi, Kruskal-Wallis testi kullanilarak karsilastirildi. Tiim istatistiksel

analizler %95 giiven aralig1 kullanilarak yapildi.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Histopatolojik Bulgular

4.1.1. Mantodaki Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubu midyelerin mantolarinin normal histolojik goriiniimde oldugu
belirlendi (Sekil 9.a). ZnO nanopartikiillerinin uygulandigi gruplarin manto dokularinda,
hemosit infiltrasyonu tespit edildi (Sekil 9.b, Sekil 9.c, Sekil 9.d). ZnO nanopartikiillerinin
artan dozlarinda ise midye mantolarinda hemosit infiltrasyonunda artiglar goézlemlendi

(Sekil 10). Bu ¢alismanin en yliksek dozu 1mg/l ZnO nanopartikiilleri maruziyetinde tiim

midyelerin manto dokularinda yaygin hemosit infiltrasyonu gozlemlendi (Sekil 11).

Sekil 9. 96‘aat nca ZnO nanopartikiillerine maruz kalan mantdokular1. ontrl;
b. 0,01 mg/l; ¢. 0,1 mg/l; d. Img/l (% : Hemosit infiltrasyonu), H&E.
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dokusu (% : Hemosit infiltrasyonu), H&E.
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4.1.2. Solungactaki Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubu midyelerin solungaglar1 histolojik ag¢idan normal goériinimdedir
(Sekil 12.a). Kontrol grubu ile ZnO nanopartikiillerinin uygulandigi gruplar
karsilastirildiginda, solunga¢ dokusunda lipofuskin agregatlari, lamellar fiizyon, genislemis
merkezi toplardamar bulgular1 gézlemlendi (Sekil 12.b, Sekil 12.c, Sekil 12.d). Orta doz
maruziyetini takiben en yiiksek doz maruziyetinde de lipofuskin agregatlar1 oldukca yogun

ve yaygin bir bicimde gozlemlendi (Sekil 13 ve 14).

L
LY

> e O 2 e O < Ao e
Sekil 12. 96 saat boyunca ZnO nanopartikiillerine maruz kalan solunga¢ dokulari. a.
Kontrol; b. 0,01 mg/l; ¢. 0,1 mg/l; d. Img/l (%: Lipofuskin agregatlari, —: Lamellar

flizyon, A: Genislemis merkezi toplardamar), H&E.
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Sekil 13. 96 saat boyunca 0,1 mg/l ZnO nanopartikiillerine maruz kalan midyelerdeki
solungag dokusu (% :Lipofuskin agregatlari), H&E.

Sekil 14. 96 saat boyunca 1 mg/l ZnO nnoartillerine maruz kalan midyelerdeki
solungag dokusu (¥ :Lipofuskin agregatlari), H&E.
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4.1.3. Sindirim Bezindeki Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubu midyelerin sindirim bezleri histolojik agidan normal goériinlimdedir
(Sekil 15.a). Kontrol grubu ile ZnO nanopartikiillerinin uygulandig1 gruplar
karsilastirildiginda, sindirim bezi dokularinda hipertrofi, lipofuskin agregatlari ve hemosit

infiltrasyonu tespit edildi (Sekil 15.b, Sekil 15.c, Sekil 15.d). S6z konusu adaptif patolojik

degisikliklerin 0,1 ve 1 mg/l ZnO uygulamasi yapilan gruplarda daha yaygin oldugu
gozlendi (Sekil 16 ve 17).

; ' e ! SN 4l Lkt ,}‘.-A» ! SRR A | 3 G

Sekil 15. 96 saat boyunca ZnO nanopartikiillerine a.
Kontrol; b. 0,01 mg/l; ¢. 0,1 mg/l; d. Img/l (% : Hiperplazi, —: Hipertrofi, A : Lipofuskin
agregatlari, +: Hemosit infiltrasyonu), H&E.
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Sekil 16. 96 saat Boyunca 0,1 mg/l ZnO nanopartikiillerine maruz kalan midyelerdeki
sindirim bezi dokusu (% : Hiperplazi, —: Hipertrofi, A : Lipofuskin agregatlari, +: Hemosit
infiltrasyonu), H&E.

Sekil 17. 96 saat boyunca 1 mg/l ZnO nanopartikiillerine maruz kalan midyelerdeki
sindirim bezi dokusu (% : Hiperplazi, —: Hipertrofi, A : Lipofuskin agregatlari, +: Hemosit
infiltrasyonu), H&E.
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4.2 Mortalite Degerleri ve Morfolojik Bulgular
ZnO nanopartikiilleri maruziyeti siiresince, kontrol ve uygulama gruplarinda tespit

edilen mortalite degerleri Cizelge 2’ de sunuldu.

Cizelge 2. Akdeniz midyelerine ZnO nanopartikiilleri maruziyeti (96 saat) siiresince tespit
edilen mortalite sayilar1 (n=10)

Siire (saat)
Uygulama Grubu

[\
NN
NN
oo
3
[\
O
(@)}

Kontrol (1)

Kontrol (2)

Kontrol (3)

0,01 mg/l ZnO Np (1)
0,01 mg/l ZnO Np (2)
0,01 mg/l ZnO Np (3)
0,1 mg/l1 ZnO Np (1)
0,1 mg/l ZnO Np (2)
0,1 mg/l ZnO Np (3)
1 mg/l1 ZnO Np (1)

1 mg/l1 ZnO Np (2)

1 mg/l ZnO Np (3)

S O O O o o o o o

—_—

S
_ o O o = O O O O o o o
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ZnO nanopartikiilleri maruziyetleri sonrasinda midyelerin 1slak agirlik (g), boy
(mm), en (mm) ve ylikseklik (mm) degerlerinin ortalamalar1 ve standart sapma degerleri

Cizelge 3’te topluca sunuldu.

Cizelge 3. Ortalama morfolojik 6l¢clim ve standart sapma degerleri (n=10)

Morfolojik Ozellikler
Grgglgalrlllzzﬁz ) Islak Agirlik (g) Boy (mm) En (mm) lelr(r?i()hk
0 23,4+1,2 61,423 26,3%1,8 19,9+1,1
0,01 23,8+0,9 64,3+£2,8 27,2+1,4 17,5+£2,2
0,1 21,5+1,1 64,3+2,1 26,7+0,7 19,6+1,7
1 23,1+0,7 63,8+1,6 25+1,3 18,3+1,4

4.3. Histopatolojik Kondisyon indeks Bulgular
Histopatolojik kondisyon indeksi hesaplanirken kullanilan histopatolojik degisimler

ve 6nem agirliklar Cizelge 4’te topluca sunuldu.
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Cizelge 4. 96 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda ZnO nanopartikiillerine maruz kalmis
M. galloprovincialis 6rneklerinin manto, solungac¢ ve sindirim bezindeki histopatolojik
degisiklikler ve bu degisikliklerin 6nem agirliklar1 (w) (Costa vd., 2013; Pinto vd., 2019).

Doku Histopatolojik degisim

Manto Hemosit infiltrasyonu

Solungaclar Lipofuskin agregatlari
Genislemis merkezi toplardamar
Lamellar fiizyon

Sindirim bezi Lipofuskin agregatlari
Hemosit infiltrasyonu

Hiperplazi

W W = W W N W w g

Hipertrofi

ZnO nanopartikiillerine, 96 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda (0; 0,01; 0,1; 1
mg/l) maruz birakilan M. galloprovincialis 6rneklerinin manto, solungag¢ ve sindirim bezi
dokularinda hesaplanan histopatolojik kondisyon indeks degerlerinin ortalamalar1 arasinda

farklar sirasiyla Sekil 18, Sekil 19 ve Sekil 20°de sunuldu.

1 MANTO "%
0,5+ *
£
@
£ .. *
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2
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S 04
g
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2
g 021
2
w
£
- T40
=0,2
0 00! 01 i
Uygulama Gruplar: (mg/l)

Sekil 18. ZnO nanopartikiillerine 96 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda (0; 0,01; 0,1; 1
mg/l) maruz kalmis M. galloprovincialis manto dokular1 i¢in histopatolojik kondisyon
indeksi(l). Sonuglar + standart sapmalidir. Uygulama gruplar1 arasindaki 6nemli farklar
% ile temsil edildi, p <0.05.

25



o,

=]
1

SOLUNGAC *&

o
in
1

=1
S
1

Histopatolojik Kondisyon Indeksi
i
|
|

0,21 —e— —

0,1

0,0
T T T T
0 0,01 01 1

Uygulama Gruplar: (mg/l)

Sekil 19. ZnO nanopartikiillerine 96 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda (0; 0,01; 0,1; 1
mg/l) maruz kalmis M. galloprovincialis solungac dokulari i¢in histopatolojik kondisyon
indeksi(ly,). Sonuclar £+ standart sapmalidir. Uygulama gruplar arasindaki énemli farklar
* ile temsil edildi, p <0.05.
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Sekil 20. ZnO nanopartikiillerine 96 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda (0; 0,01; 0,1; 1
mg/l) maruz kalmis M. galloprovincialis sindirim bezi dokular1 ig¢in histopatolojik
kondisyon indeksi(l;). Sonuglar + standart sapmalidir. Uygulama gruplar1 arasindaki
onemli farklar % ile temsil edildi, p < 0.05.
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4.3. Tartisma

Nanoteknoloji giinliik hayatimiza son yillarda dahil olmus ve mevcut malzemenin
fiziksel ve kimyasal oOzelliklerini degistirmek icin siklikla kullanilan bir uygulama
olmustur. Bu degisiklikler, biyotip, enerji, ¢evre ve elektronik gibi genis bir yelpazede
uygulanabilir olmasindan dolay1 fazlaca ragbet gormektedir (Tiede vd., 2009). Bu genis
uygulama alan1 nedeniyle nano boyutlu malzemeler ister istemez cevresel kaynaklarla
temasa ge¢cmekte ve kontaminasyona sebep olabilmektedir. Cesitli 6zelliklere sahip birgok
kirletici gibi, nanopartikiiller de yer alti ve yiizey suyu sistemiyle karigabilmekte ve
ekosistemi dolayli ya da dogrudan etkileyebilmektedir. Bu kontaminasyondan dolay1
nanopartikiiller ortamdaki canli organizmalara soluma, agizdan alma, deri gibi ¢esitli
yollarla giris yapabilirler. Nanopartikiillerin hiicreye girme yollar1 incelendiginde
karsimiza dort farkli yol ¢ikar bunlar: fagositoz, pinositoz, endositoz ve hiicre zarinin yapi
taglarinin bozunumuyla ger¢eklesen maddenin direkt penetrasyonu yoluyladir (Moore,
2006; Paur vd., 2011). Nanopartikiillerin hiicrede genel olarak kullanilan protein ve
bilesiklerle ayn1 boyutta olmasi ya da daha kiigiik olmasi, hiicrenin sahip oldugu segici
gecirgen zar yapisindan kolayca ge¢mesini saglar. Hiicre zarinin segici gegirgenligi birgok
maddenin gecisinin kontrolii bakimindan ¢ok faydali olsa da, nanopartikiillerin boyutlar
bakimindan zaman zaman bu kontrol yapilamamaktadir. Bouallegui vd. (2017) yapmis
olduklar1 ¢alismada, nanopartikiillerin boyutlarmin (50nm ve 100nm) histopatolojik agidan
ne gibi bir farklilhik yapacagim aragtirmis ve 50 nm olan Ag nanopartikiillerinin ayni
maruziyet siiresinde 100 nm Ag nanopartikiillerine gore daha fazla histopatolojik etkilere
neden oldugunu belirlemislerdir. Nanopartikiillerin bu boyutsal anlamdaki hiicre i¢ine
girme avantaji canli organizmada birikim yapabilmesine de neden olmaktadir. Hu vd.
(2014) yapmis olduklar1 c¢alismada, Mytilus edulis tiriine c¢esitli dozlarda CuO
nanopartikiilleri uygulamis ve midyedeki birikim seviyelerini belirlemislerdir. Canli
organizma tarafindan alinan CuO nanopartikiillerinin, ¢ogunlugu solungagta ve bir
kismininda sindirim bezinde biriktirildigi belirlenmistir.

Calismamizda incelenen M. galloprovincialis 6rneklerinde manto ve sindirim bezi
dokularinda, mantoda; artan dozlarda yaygin gézlenen hemosit infiltrasyonlari, sindirim
bezinde ise yine yaygin gozlenen lipofuskin agregatlari, hemosit infiltrasyon, hiperplazi ve
hipertrofi gozlemlediklerini bildirmektedirler. Hemosit infiltrasyonundaki artis midyede
immun sistemin tetiklendiginin bir gostergesidir. Lipofuskin agregatlari, cesitli hiicre

tiplerinde bulunan “asinma ve yipranma” pigmentleridir. Stres faktOriiniin 6nemli bir
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belirtecidir ve yasa bagli olarak artis gosterirler. Hiperplazi, bolge veya dokudaki hiicre
sayisindaki artis1 ifade eder. Fiziksel veya kimyasal tahris ya da asir1 hormonal stimiilasyon
sonucunda indiiklenir. Hipertrofi, ek yapisal bilesenlerin sentezi nedeniyle bir hiicrenin
boyutundaki artistir. Boyuttaki bu artis, doku veya organin boyutunu artirabilir. Hipertrofi
genellikle artan is yiikii veya fiziksel veya kimyasal tahrig tarafindan indiiklenir (Mumford
vd., 2007). Sindirim bezi midyenin beslenme, birikim, metabolizma, bagisiklik savunma
sistemi, homeostaz ve detoksifikasyon i¢in ana organidir (Bouallegui vd. 2017). Sindirim
tiibiiliindeki histolojik degisiklikler, farkli maddelere maruz kalmada nekrozun baslangig
siireci olarak kabul edilir (Rocha vd. 2016). Sindirim tiibiilii bulgulari, Hanna vd. (2013)
yaptiklar1 caligmay1 destekler niteliktedir. Hanna vd. (2013)’ e gore midyelerde 6zellikle 2
mg/l ZnO nanopartikiilleri maruziyetinin biiylimeyi olumsuz etkiledigi bildirilmektedir.
Calismamizdaki midyeler biiylime parametreleri bakimindan incelenmemis olsalar da,
sindirim bezi epiteli deformasyonlarinin olast kronik bir maruziyette biiyiime
performansini olumsuz etkileyecegini diisiindiirmektedir. Marisa vd. (2016)’ ya gore
R. philippinarum 6rneklerine ZnO maruziyeti oksidatif stres parametrelerinde artisa neden
olmaktadir. Caligmamizdaki histopatolojik degisiklikler bu literatiirii destekler niteliktedir.
Diger sonuglar ise midyelerde farkli nanopartikiillere maruz birakilmanin meydana
getirdigi olas1 toksik etkilerinin ortaya koyuldugu onceki calismalardaki histopatolojik
bulgularla uyumludur (Bouallegui vd., 2017; Rocha vd., 2016; Ruiz vd., 2015).
Calisgmamizda incelenen M. galloprovincialis solunga¢ dokularinda, lipofuskin
agregatlari, genislemis merkezi toplardamar ve lamellar flizyon gozlenmistir. Gornati vd.
(2016) yapmis olduklar1 ¢alismada, M. galloprovincialis 6rneklerini farkli dozlarda TiO,
nanopartikiillerine maruz birakmislardir. Artan doz ve maruziyet siiresinde solungaglarda;
hemosit infiltrasyonu, sil yapisinda bozulma, filament incelmesi ve hiperplazi
gozlemlelediklerini bildirmektedir. Midye solungaglar1 siirekli suyla temas halinde
oldugundan, ortamda bulunan bir kirleticiyle de ilk temasa gececek olan organdir. Bu
nedenle solunga¢ dokusunda histopatolojik bulgularin ve miktarlarinin daha fazla
gozlemlenmesi olasidir. Midyenin solungaglarinda meydana gelen lamellar fiizyon, canl
organizmanin Kkirletici kaynakli gerceklesecek tahribasyonu daha aza indirgemek igin
yapmis oldugu defans mekanizmasidir (Mallat, 1985). Calismamizdaki ZnO
nanopartikiillerine bagli gergceklesen solungaglardaki bu etkilerin diger calismalardaki

benzer nedenlerle oldugu diisiiniilmektedir.
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BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

Su, yasamin olmazsa olmazlarindandir ve ayni zamanda suyun iginde
barindirdiklar da bir o kadar 6nemlidir. Ik bakista ¢ok temiz oldugu diisiiniilen suyun
icerisinde kirletici olup olmadiginm1 anlamak ic¢in farkli yontemler kullanilir. Bu
yontemlerden en sik kullanilani olan kimyasal analiz yontemi, genel kirliligi tespit etmede
basvurulacak geleneksel yontemlerden birisidir. Kimyasal analiz yontemi, ortamdaki
kirletici etki gosteren maddeyi belirtmesine ragmen, canli organizmada nasil bir etki
yaptigini ortaya koyamaz (Taylan ve Ozkog, 2007). Diger maddelerin tespiti i¢in kullanilan
farkli yontemlerin ¢ogu ise nanopartikiillerin tespitinde ne yazik ki olumlu sonug
veremeyebilir. Son donemlerde yapilan ¢alismalarda, bu sorunun tistesinden gelmek i¢in
bu tip kirletici maddeleri viicutlarinda biriktirerek tespit edilmesini kolaylastiran canlilar
kullanilmaktadir. Bu canlilara “gosterge canli” ya da “biyoindikatér” canli denilir. Bu tip
canlilar1 kullanarak gerceklestirilen testler sayesinde, ortamdaki kirleticilerin tespiti ve
kirleticinin konsantrasyonu gibi bilgiler elde edilebilir (Gadzala-Kopciuch vd., 2004). Bu
sebepten dolayt M. galloprovincialis bivalvi deniz ortaminda karsilagilabilecek
kirleticilerle ilgili ¢calismalarda biyoindikatoér canli olmasindan dolay1r en dogru sonucu
verecegi diistiniildiigiinden tercih edilmistir.

Canliligin ilk olusmaya basladigi donemler oncesi ve sonrasinda da gerceklesen
volkanik patlama gibi ¢esitli elementlerin dogaya sagilimi esnasinda dogal nanopartikiiller
olusmus ve farkli ekosistemlere dahil olmustur. S6z konusu farkli ekosistemlere dahil olma
siireci dogal ortamda cok uzun bir siliregte gergeklestiginden dolay1 canlilarin adapte
olabilmesine olanak saglamistir. Fakat insan etkileri, endiistri ve teknolojinin gelismesiyle
dogaya salman yapay nanopartikiiller, canlilarin adapte olmasia engel olacak bir hizla
dagilim gostermektedir. Nanopartikiillerin kendine has olan 6zellikleri (yliksek reaksiyon)
nedeniyle kirletici pozisyonuyla bulunduklar1 ortamlarda yasayan canlilar1 tehdit
etmektedir. ZnO nanopartikiilleri genis kullanim yelpazesiyle bircok alanda
kullanilmaktadir. Bu durum biyoindikatér bir tiir olan M. galloprovincialis ile birgok
arastirmaci tarafindan ZnO nanopartikiilleri uygulanarak farkli etkileri gézlemlenmistir.
Fakat M. galloprovincialis Orneklerinin ZnO nanopartikiillerine maruziyet sonucunda
histolojik ac¢idan degerlendirildigi bir c¢alismaya literatiirde rastlanilamamistir. Yapilan

calismanin literatiire katki saglayacag diisiiniilmektedir. 96 saat boyunca ZnO
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nanopartikiilleri uygulanan c¢alismada ortaya c¢ikan bulgularin kirletici ortamdan
uzaklastirildiginda geri doniisii olan hasarlar olusturdugu belirlenmistir.  Kirleticinin
ortamdan uzaklagtirilmadig1 bir senaryoda ise, s6z konusu hasarlarin kalic1 olacagi,
nekrotik siireglerin baglayacagi, hem cevrede hem de bu canliyla beslenerek yasayan

tiirlerde olumsuz sonuglar ortaya ¢ikacagi diistiniilmektedir.
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