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OZET

Polimetilmetakrilat (PMMA), kemik c¢imentosu, protez taban malzemesi olarak yaygin
olarak kullanilan, toz polimer ve sivi monomerin karistirilmasiyla kivamlasan, ekzotermik
bir reaksiyonla yaklasik 60-80° sicakliga ulasip sertlesen bir biyomateryaldir. Bu malzeme
aslinda implantlarin kemige sabitlenmesi igin gelistirilmistir. Ayrica osteomiyelit
tedavisinde yiiksek konsantrasyonda lokal antibiyotik saglamak i¢in de kullanilmaktadir.
PMMA bir termoplastik polimer olup, protez malzeme kullanima ek olarak ¢ok ¢esitli
alanlarda kendine yer bulan, diinyada en cok iiretimi gergeklestirilen malzemeler arasinda
yer almaktadir. Bu agidan, PMMA aslinda bir plastik olarak ¢evre kirleticiler arasindadir ve
cevre kirleticilere son yillarda verilen 6nem git gide artmaktadir. Bu ¢alismanin amaci,
PMMA'nin sucul toksikoloji agisindan ¢evresel etkisini belirlemektir. DNA/RNA oksidatif
hasarim1 degerlendirerek insanlar tizerindeki olasi olumsuz etkilerini dngormektir. Zebra
balig1 deney gruplar1 (Danio rerio) 6, 24, 96 saat ve bir hafta boyunca planlanan zaman
araliklarinda PMMA’ya 1, 10 ve 50 mg/L dozlarinda olarak maruz birakilmistir. DNA/RNA
oksidatif hasarin1 8-hidroksi-2'deoksiguanozin (ng/g doku) olarak degerlendirmek igin,
zebra baligi DNA izolasyonu i¢in homojenize ve hidrolize edilmistir ve hasar LC-MS
modifiye yontemi ile 6l¢iilmiistiir. DNA hasari, 24 saatlik gruplarin diisiik dozlarina maruz
birakilan grupta istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmistir, ancak 96 saatlik ve 1 haftalik
gruplarin yiiksek dozlarinda kontrol gruplarina kiyasla bir fark gozlenmemistir. Solungag
dokularinda epitel hiperplazisi saptanmistir. 96 saat ve bir hafta boyunca 10 mg/L ve 50
mg/L dozlara maruz kalan gruplarda epitel hiperplazisi’nin artig1 gézlemlenmistir. Ayrica,
karaciger dokularinda da ayni konsantrasyon ve siirelerde histolojik olarak hidropik
dejenerasyonlar gozlenmistir. Histolojik hasar 50 mg/L PMMA maruz kalan grupta daha
siddetli olarak saptanmistir. Sonug olarak, sonug¢larimiz maruz kalma siiresi ve dozu ile ilgili
degisiklikleri temsil etmektedir. Zebra baliklarinda akut genotoksik etkinin doku hasarina
neden oldugu tespit edildigi i¢in, ¢cevre kirliligi ve saglik sorunlar1 arasinda iliski oldugu ileri
stirlilmektedir.
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ABSTRACT

Polymethylmethacrylate (PMMA), bone cement, is widely used as a prosthetic base
material, known as bone cement, is a biomaterial that is thickened by mixing the powdered
polymer and liquid monomer, reaching a temperature of about 60—-80° and hardening with
an exothermic reaction. Bone cement was originally developed for the fixation of implants
to the bone, it is also used to provide a high concentration of antibiotics locally in the
treatment of osteomyelitis. Basically, PMMA is a thermoplastic polymer, and it is among
the most produced plastic materials in the world, which finds its place in a wide variety of
areas in addition to the use of prosthetic materials. In this direction, PMMA is actually
among the environmental pollutants as a plastic and the importance given to environmental
pollutants has been increasing in recent years. The aim of the present study was to determine
the environmental effect of PMMA on aquatic toxicology and the possible negative effects
on humans by evaluating DNA/RNA oxidative damage. Experimental groups of zebrafish
(Danio rerio) were exposed to PMMA as 1, 10 and 50 mg/L for the planned time intervals
as 6, 24, 96 hours and one week. To evaluate the DNA/RNA oxidative damage as 8-hydroxy-
2’deoxyguanosine (ng/g tissue), whole body zebra fish was homogenized for DNA isolation,
hydrolyzed and damage was measured by LC-MS modified method. DNA damage was
statistically significantly increased at low doses of 24 h exposed groups, however no
difference was observed for high doses of 96 hours and 1 week groups compared to controls.
The gill tissues revealed epithelial hyperplasia and lifting after exposed to 10 and 50 mg/L
for 96 h and one week, hydropic degenerations were observed in the liver tissues
histologically in same concentrations and durations. The histological damages were more
severe at 50 mg/L PMMA exposed group. In conclusion, our results represent alterations
related with the duration of exposure and dose. Since it has been determined that acute
genotoxic effect causes tissue damage in zebrafish, it is suggested that there is a relationship
between environmental pollution and health problems.
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1. GIRIS

Denizler genel itibariyle 2,9 milyar insanin protein gereksiniminin yaklasik olarak %20’sini
karsilayan deniz canlilarin1 barindirmaktadir. Ayrica, atmosfer ile okyanus arasindaki
etkilesim sonucu yasamin temelini olusturan iklim olaylar1 meydana gelmektedir. Bu
nedenle, son yillarda hizli artis gosteren diinya niifusunun hayatin1i devam ettirmesi

denizlerin ve okyanuslarin varliklarini siirdiirmesine baglidir [1].

Okyanuslar yerkiirenin %71’ini kaplarken, giderek artan asit orani ve 1sinma sonucu deniz
seviyelerinin ylkselmesi yasam dengesini bozmakta ve yasam alanlarinin degismesine
neden olmaktadir. Bilim insanlar1 son yiiz yil icerisinde kiiresel deniz seviyesinin 20 cm
kadar yiikseldigini belirlerken, bu ylizyilin sonuna kadar yaklasik olarak 80 cm gibi bir

artisla, toplam deniz seviyesi ylikselmesinin bir metreye ulasacagini tahmin etmektedirler

[1].

Ayrica, agir1 avlanmaya bagli olarak kiiresel deniz yagami azami %90 oraninda tiiketilmekte

ve biyolojik ¢esitlilik git gide azalmaktadir [1].

Son yillarda siklikla giindeme gelen ve yine insanlarin neden oldugu bir diger sorunsa diinya
sularimizi ¢opliik haline getirmemizdir. Bu durumun neticesi olarak, sucul ekosistem asir1
stres altina girerek zarar gormektedir. Sera gazlari, giibre ve giibre serbetleri, plastik atiklar,
yag s1zintilari, kimyasallar gibi denizler ve okyanuslara ait olmayan birgok kirlilik unsuruyla

zararin boyutlar1 giderek artmaktadir [1].

Karadaki faaliyetler sonucu iiretilen atiklar dogrudan veya dolayli yollarla deniz ve
okyanuslara ulasarak diinya sularmin kirlenmesine neden olmaktadir. Karadaki bu
faaliyetler deniz kirliliginin birincil sorumlusu olarak gosterilmektedir. Agiga ¢gikan atiklarin
dogrudan ve dolayli tasima yollarina drnek olarak akarsular, yer alt1 sulari, yagmurlar ve
derin deniz madenciligi verilebilir. Kirlilik kaynaklarmin deniz ekosisteminde yillar
icerisindeki dramatik artigina ek olarak, iklim degisikligi sonucu deniz ve okyanuslardaki
asit oran1 artmasi ve deniz sicaklig1 ylikselmesi ve asir1 avlanma diger stres kaynaklari olarak
goziikmektedir. Tim bu nedenler, deniz ekosistemi iizerinde ciddi baski olusturmaktadir.
Atiklarin iiretim yollarina, tasinma bicilerine baktigimizda, deniz ve okyanuslardaki kirlilik

kaynaklar1 asagidaki ana basliklar altinda toplanabilir;



1) Nitrat ve fosfat tiirevi atiklar yogun hayvan besiciligi ve tarimsal faaliyetler sonucu agiga
cikar ve yer alt1 sulariyla okyanus ve denizlere tagindigi bdlgelerde oksijensiz 6lii bolgeler

meydana getirir [2].

2) Kimyasal ve agir metal atiklar, endiistriyel atik sular ve gazlar, madencilik faaliyetleri ve
fosil yakitlar sonucu agiga ¢ikar, bircogu deniz canlilarinin biinyesinde birikerek besin

zinciri yoluyla bir list basamaga aktarilir [2].

3) Radyoaktivite, denizlerde savas sonucu birakilan mithimmatlar, giiriiltii ve ses kirliligi ile

petrol ¢ikarilirken agiga ¢ikan atiklarda diger kirlilik tiirleridir [2].

4) Son yillardaysa, plastik atiklar ve 6zellikle de mikro plastikler en biiytik kirlilik kaynagidir
[2].

Diinya okyanuslarinda insan faaliyetleri sonucunda olusan sayisiz oksijensiz bolge meydana
gelmistir. Bu bolgelerden bazilari, Meksika Korfezinde, Arap Yarimadasinda, Peru kiyisi
aciklarinda ve Namibia karasularmin tropik bdlgelerinde yer almaktadir. Ornegin, Meksika
Korfezinde 20 bin kilometrekare biiyiikliigiindeki 6liim bolgesi, ABD’nin Biiyiik Goller
bolgesinde soya ve misir ekim alanlarinda yani “Corn Belt” muisir kusagindaki tarimsal ve
hayvansal faaliyetler sonucu meydana gelmistir. Bu kusaktaki yiiksek tarim bi¢imi sonucu
aciga c¢ikan nitrat ve fosfat tiirevli atik triinler yer alti sularin1 Kirletmektedir. Bu sular
Mississippi-Missouri nehriyle beraber Meksika Korfezine dokiilmektedir. Bunun sonucu

olarak yasamin var olmadig1 oksijensiz 6lii bir bolge meydana gelmistir [3].

Diger kirletici tiirleri de nitrat ve fosfat tiirevi atiklar gibi canlilarin hayatlarini kaybetmesine,
deniz ve okyanuslarin kirlenmesine ve sonug olarak birbirini tetikleyen faaliyetlerle beraber
diinyanin ekolojik dengesinin bozulmasina neden olan etmenlerin ortaya ¢ikmasina katki

saglamaktadir.

Bu etmenlerin son yillarda giindemde olan en giinceli plastiklerdir. Diinya iizerinde yilda
300 milyon ton plastik iiretimi gergeklesirken, bunun yaklasik %2’sine karsilik gelen 8
milyon ton plastik, atik olarak denizlere ulagsmaktadir. Bu biiyiik miktardaki atigin sadece

%1’lik kismi deniz yiizeyine ¢ikarken, %0,5’1 okyanus akintilarinin meydana getirdigi



girdaplarda toplanmaktadir. Geri kalan kisminin ise ne oldugu son yillarda yapilan

caligmalar sonucu agiga ¢ikarilmis ve adina mikroplastik denilmistir.[4].

Mikroplastiklerin olusumu incelediginde bir¢ok fiziksel ve gevresel etkenin olusum siireci
icerisinde yer aldigr goriilmistiir. Plastik treticileri ve/veya ozellikle tek kullanimlik
plastiklerin yogun olarak tiiketiminin artmasiyla beraber, insan faaliyetleri sonucu
denizlere/okyanuslara ulasan plastik atiklar, degredasyon, hidroliz ve mikrobiyolojik
aktivite sonucu mikroplastiklere dontisiir. Yapilan c¢alismalarla, sucuk organizmalarin
mikroplastiklere maruz kalmasiyla agiz ya da solunga¢ yoluyla bu maddeleri sindirim
sistemine aldiklar1 tespit edilmistir.  Yutulma veya soluma yoluyla viicuda alinan
mikroplastiklerin dolagim sistemine katildig1 ve sucul canlilarda lethal etkilerine ek olarak
go¢ ve hareket kabiliyeti bozulmasina, viicut agirliginin azalmasina, aglik hissi kaybina ve

sindirimde azalma gibi sublethal etkilere neden olabilecegi de gdzlemlenmistir [5].

Bu nedenle, canlilar iizerine etkileri konusunda sinirli bilgi bulunan mikroplastikler son
yillarda gilincel bir konu haline almistir. Mikroplastiklerin tanimlanmasi, etkileri ve
giderilmesi konusunda bir¢ok ¢alisma yiiriitiilmektedir. Bu ¢alisma ile, kendisi de bir plastik
olan ve kemik ¢imentosu olarak insan viicudunda kullanilan Polimetilmetakrilat (PMMA)
polimerinden elde edilen mikroplastiklerin ¢evresel etki acisindan sucul toksikolojisin
degerlendirilmesi ve mikroplastiklere iligkin toksikolojik verilere katki saglanmasi

amaglanmaktadir.






2. LITERATUR OZETi

2.1. Plastik Malzemeler

2.1.1. Plastik nedir?

Plastikler, petrol ve petrol tiirevli yan {iriinlerin yani hidrokarbonlarin kullanilmasiyla elde
edilen aslinda fosil kokenli uzun karbon zincirlerine sahip polimerik malzemelerin bir
tirtiniin genel adidir. Bir bagka deyisle, monomerler kimyasal reaksiyon dizisi ile birbirine
baglanarak polimerlere doniislir yani plastikler elde edilir. Plastikler, 6zelliklerine gore
termoset ve termoplastik olarak iki grup altinda toplanir. Termoplastikler 1s1 verilince
yumusar ve sogutulunca tekrar sertlesir ve bu islem sirasinda ozelliklerini korur,
termosetlerse 1s1 verilip sekillendirildikten sonra tekrar eski Ozelliklerini kazanamaz,
kimyasal olarak yapilar1 1sinma sirasinda degisir ve uzun karbon zincirleri tic boyutlu bag

olarak yeniden organize olurlar [1].

Cizelge 2.1. Termoplastik ve termoset malzemeler

Termoplastik Malzemeler Termoset Malzemeler
Polietilen (PE), Polipropilen (PP) Epoksi regineler, Vinil ester
Polivinil kloriir (PVC), Polietilen Tereftalat Silikon, Melamin recinesi, Doymamig
(PET), Poli metil metakrilat (PMMA) polyester
Poliamidler (PA), Polikarbonat (PC) Fenolik regineler, Akrilik regineler
Genisletilmis polistiren (EPS), Polistiren (PS) |Poliiiretan (PUR), Ure- formaldeyhde
Floropolimerler, Poliarilsiilfon (PSU), ABS

Polimerik malzemeler sahip oldugu 6zelliklere ek olarak ucuz olmalari, modifiye edilebilme
kapasiteleri, baska malzemelerle ¢esitli oranlarda karistirilarak kullanilmasi gibi ek faydalari
nedeniyle, gliniimiizde ¢ok yaygin sekilde bir¢ok imalat sektorii tarafindan tercih edilirler.
Plastikler, ahsap, kagit, metal, cam, pamuk, yiin, ipek ve kauguk gibi dogal yollardan el
edilebilen bir¢ok maddenin yerine alarak, insanlar tarafindan hayatlarinin vazgecilmez bir
parcasi olarak goriilmektedirler. En yaygin olarak kullanilan plastik malzemeler Polietilen
(PE) ve Polipropilen (PP)’dir. Bu ve benzeri polimerik malzemelerden iiretilen plastikler,

ambalaj, yap1 malzemeleri, otomobil parcalari, elektronik aletler, ev esyalari, 1s1 yalitim1 ve



giysilerde ve birgok sektorde yani gilinlik hayatimizda yeri olan bir¢ok esyada
kullanilmaktadir [1].

2.1.2. Diinyada plastik iiretimi

Sanayi devrimiyle beraber ilk olarak iiretilen ancak ticari olarak basarisiz olan plastik yar1
sentetiktir. 1868 yilinda Ingiliz Kimyaci Alexander Parkes tarafindan, pamuk artiklarindan
elde edilen bu malzeme seliiloz kdkenlidir. Basarisiz olan bu malzeme daha sonraki yillarda,
ABD’li matbaaci John Wesley Hyatt tarafindan gelistirilmis ve gozliik ¢cerceveleri, taraklar,
bilardo toplari, bicak ve fotograf filmi gibi bir¢ok iiriiniin yapiminda kullanilmistir [1].

Plastik iiretimi ve sanayilesmesi aslinda 1900’1l yillarin basinda Leo Hendrik Baekeland
tarafindan, ilk sentetik plastigin tretilmesiyle Amerika Birlesik Devletleri’nde (U.S.)
baslamistir. Baekland tamamen sentetik olarak ugucu kimyasallar1 kullanarak ¢ok sert ve
koyu renkli bir plastik olan bakaliti kesfetmistir. Urettigi bu malzeme, yanmayan, erimeyen,
bilinen higbir ¢oziiciiyle ¢oziinmeyen ve sertlestikten sonra degismeyen bir malzemedir.
1922 yilina gelindiginde, Herman Staudinger plastiklerin aslinda kii¢iik molekiiller bir araya
gelip organize olmasiyla olusan dev molekiiller veya polimerler oldugunu ortaya koymustur.
Her bir monomer kovalent bag ile birbirine baglanarak zincir seklindeki dev makro
molekiilleri meydana getirdigini kesfetmistir. Benzer monomerlerin bir araya gelmesiyle
olusan makro molekiillere polimer ve yine benzer monomerlerin birbirlerine zincir sekilde
baglanmas1 da polimerizasyon reaksiyonu olarak adlandirilmistir. Polimerizasyon islemi ile
sanayi hizla gelismis ve 1927°de Seliilloz Asetat ve Polivinil Kloriir (PVC), 1928’de
Polimetilmetakrilat (PMMA), 1929°de iire-formaldehit regineleri liretilmistir. Devam eden
yillarda, 1932 yilinda Polietilen (PE) 1934 yilinda naylon, Poliakrilonitril, Stiren-akrinonitril
ve Polivinil Asetat, 1937’de Politiretan, 1939 yilinda teflon tiretilmistir [1].

1868 yilinda ilk defa iiretilen, 1950°1i yillarda 1,5 milyon ton olarak gergeklesen plastik
tiretimi 2019 yil1 itibariyle diinya genelinde 368 milyon tona ulagmistir. Gliniimiizde, plastik
sanayi diinyada biliyiik bir pazara sahip olur hale gelmistir. Baslica iiretici ve tliketicileri
arasinda Kuzey Amerika, Bati Avrupa ve Gilineydogu Asya iilkeleri yer almaktadir.
Gergeklesen iiretimin bolgelere gore dagilimma bakildiginda (Sekil 2.1.), en biiyiik
tireticinin Cin Halk Cumhuriyeti oldugu goriilmektedir. Bu tilkeyi, %19’luk tiretim payiyla
NAFTA iilkeleri, %17 ile Cin Halk Cumhuriyeti disinda kalan Asya Kitas1 iilkeleri ve



%16’ 11k liretim paytyla Avrupa iilkeleri takip etmektedir. Bir baska deyisle, diinyada tiretilen
plastigin yaklasik %90’1n1 Amerika, Cin, Kanada, Almanya gibi iilkelerin igerisinde yer

aldig1 sanayisi geligmis iilkeler tiretmektedir [2].

2019 YILI PLASTIK URETIMiIiNiN BOLGELERE GORE DAGILIMI

2019

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35%

2019

mCls 3%

M laponya 3%

W Latin Amerika 4%

m Orta Dogu ve Afrika %

m Avrupa 16%

m Asya Kitas! 17%

m MAFTA 159%

mGin 31%

Sekil 2.1. 2019 y1l1 plastik iiretimin bdlgelere gore dagilimi [2]

Diinya genelinde plastik iiretiminde en ¢ok pay sahibi olan tilke Cin Halk Cumhuriyetidir.
Cin Halk Cumbhuriyeti her y1l minimum %1 oraninda plastik {iretimini artirmaktadir. 2015
yilinda iretimdeki payr %26 olan bu iilke, 2019 yilina gelindiginde payin1 %31°e
ylikseltmistir [2].



CiIN'DE GERLESEN PLASTiIK URETIMININ YILLAR iCERISINDEKI
DEGiSiMi

32%
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mCin 26% 2B% 29% 29% 30% 31%

Sekil 2.2. Cin’de gergeklesen plastik iiretiminin yillar igerisindeki degisimi [2]

Avrupa iilkelerindeki duruma baktigimizda, plastik iireticisi ac¢isindan Almaya, Italya,
Fransa ve Ispanya basta gelmektedir. 2019 yili igerisinde, 57,9 milyon ton iiretim
gerceklestiren Avrupa tilkeleri 50,7 milyon ton plastik tiiketimi gerceklestirmistir. Tiiketilen
bu plastik malzemenin, %39,6’s1 paketlemede, %20,4’1i ingaat sektoriinde, %9,6’s1 otomobil
iretiminde, %6,2’si elektrik ve elektronik iiriinlerde, %4,1°1 ev esyalar1 ve spor giyimde,

%3,4’1i tarimda ve geri kalan %16,7’si ¢esitli liretim sektdrlerinde tiiketilmistir [3].



Avrupa'da Ulkelere Gore Plastik Ihtiyaci, 2019 Yili
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Pobnya 7,00%
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Fran= 9,50%
italya 13,80%
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Sekil 2.3. 2019 yilinda Avrupa iilkerindeki plastik ihtiyaci [3]

Plastik malzemeler tiiketiciye sunmus oldugu ozelliklere gore sektorel olarak kullanim
gostermektedir. Bu agidan bakildiginda, poliolefin tiirii yani polietilen (PE) ve polipropilen
(PP) gibi plastik malzemeler daha ¢ok paketleme sanayi tarafindan tercih edilirken, ingaat
sektoriinde polivinilkloriir (PVC) malzemesi, PP ve PE’nin yerini almaktadir. Bunun
disinda, iy1 bir yalitim malzeme olan poliiiretan (PU) hem otomotiv liretim hem de insaat
sektoriinde tercih edilen bir plastik tiirtidiir. Polistiren (PS) malzemesinin yillik tiikketimi 1,5
milyon ton seviyelerinde, yine polistirenin bir tiirli olan EPS (expandable Polistiren) plastik
malzemesinin yillik tiiketimi 1,6 milyon ton seviyelerindedir. Aralarinda polimetilmetakrilat
(PMMA) polimerininde oldugu yaklasik 3,5 milyon ton plastik malzemeyse, optik fiber,
kontak lens, implant, membran, koruyucu kiyafet, havacilik endiistrisi, kablo kaplama gibi
sektorlerde kullanilmigtir. Sekil 2.4 ve Sekil 2.5°te detayl olarak plastik malzemelerin 2019

yil1 kullanim miktarlar1 ve sektorel dagilimlar: verilmistir [3].
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PLASTIK TURUNE GORE TUKETIM VERILERI, 2019 YILI
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Sekil 2.4. 2019 yilinda Avrupa’da tiiketilen plastiklerin kullanim oranlar1 [3]

TOPLAM 50.7 MILYON TON PLASTIK TUKETIMI
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Sekil 2.5. 2019 yilinda tiiketilen plastik gesitlerinin sektorel kullanim oranlari [3]
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2.1.3. Tiirkiye’de plastik iiretimi

Plastik iiretiminin ge¢misi iilkemizde 1960’11 yillara kadar uzanmaktadir. Sanayilesme ve
biliyiime agisindan 6zellikle 80°1i ve 90’11 yillarda atilim gosteren bu sektor, 2000’11 yillara
geldiginde ciddi bir mesafe kaydetmistir. Plastik {iretimi son 5 yil i¢erisinde diizenli olarak
artarak 2019 yilinda 9,46 milyon ton olarak gergeklesmistir (Sekil 2.6.). Bu miktar 2019
yilinda diinyada iiretilen plastik miktarinin yaklasik olarak %?2,57’sine karsilik gelmektedir
[1,4].

Tiirkiye’de tretilen plastik malzemelerin, sektorel olarak tiiketim verilerine baktigimizda,
diinyada oldugu gibi en ¢ok tiiketim 3,782 milyon ton ile ambalaj sanayinde ger¢eklesmistir.
Bu sektorii sirasiyla, 2,080 milyon ton ile insaat sektorii, 946 bin ton ile elektrik elektronik

sektorii ve 567 milyon ton tiikketimle tarim sektorii takip etmektedir [4].

TURKIYE'DE SEKTOREL OLARAK PLASTIK TUKETIMI, 2019 YILI

500,0 1.000,0 1.500,0 2.000,0 2.500,0 5.000,0 3.500,0 4.000,0
Milyon Ton
W Ambak] 3.782
insaat 2.080
mEfE 045
m Tarm 473
Tekst 567
m Ctomativ 473
m Diger 1135

Sekil 2.6. 2019 yilinda Tiirkiye’de tiiketilen plastik ¢esitlerinin sektorel kullanim miktarlar

[4]

Ulkemizde 6zellikle son yillarda plastik atiklar1 kullanarak yapilan iiretimde ciddi bir artis
meydana gelmistir. Bu artisin en 6nemli nedenleri arasinda, 1992 yilindan bu yana

diinyadaki plastik atiklarin yaklasik %45°ni alan Cin Halk Cumhuriyeti’nin 2018 yilinda
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aldig1 karar dogrultusunda artik plastik atiklarin ithalatin1 yasaklamasidir. Eurostat verilerine
gore 2019 yilinda Tiirkiye’nin Avrupa iilkelerinden ithal ettigi atifin toplam miktar1 14
milyon ton iken bu miktarin 582 bin tonu plastik atiktir. 2004-2019 yillar1 arasinda yapilan
plastik atik ithalatt verilerine baktigimizda, ithalatin 173 kat arttigr gorilmektedir.
Tiirkiye’ye giinde yaklasik olarak 213 kamyon plastik atik getirilmektedir. Bu miktar
yaklasik olarak ayda 48.500 ton atigin iilkemize getirildigi anlamini tagimaktadir. 2016 yili
basinda aylik ithal edilen plastik atik miktari, 4.000 ton, 2018 yilindaysa aylik 33.000 ton
olarak gerceklesmistir. Cin’in plastik atik ithalatim1 yasaklayan karar ile, lilkemize gelen
plastik atik miktarinda ciddi bir artis meydana gelmistir. Sekil 2.7.’de Tiirkiye’ nin plastik
atik ithalatinin yillar igerisinde degisimi gortilebilir [5, 6].

Yillara gére Avrupa'dan atik ithalat
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Sekil 2.7. Tiirkiye’ nin plastik atik ithalatinin yillar icerisinde degisimi [5]

2.2. Plastik Atiklar

Plastik kiiresel olarak insan yasamanin bir parcasi haline alarak, temel ihtiyac olarak goriilen
bir konuma erigmistir. 1950’11 yillarda 2 milyon ton olan iiretim, 2015 yilina gelindiginde
322 milyon tona ulagmistir. Bu, gecen 65 yil igerisinde toplamda 8,3 milyar ton plastik
tiretilmesi anlami1 tagimaktadir. Plastik kaliplanabilir olmasi, ucuz, hafif ve dayanikli olmasi

nedeniyle ¢ok kullanish bir malzemedir ve %40’lik tiiketim oraniyla paketleme en dnemli
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kullanim sektoriidiir. Paketleme agisindan bakildiginda, plastik sirketlere ¢ekici goriinen ve
cekici hissettiren paketler tasarlamasina imkan vererek sirketlerin etkili bir sekilde
pazarlama yapmalarina olanak saglamaktadir. Bununla birlikte, plastik ambalaj, yiyecek,
igecek ve tiitlin iirtinlerinde yalnizca bir kez kullanilir ve kiiresel anlamda kiy1 ¢opliigiiniin

%61 inin olugmasina katk1 saglar [7].

Giderek ve siirekli artan insan faaliyetlerinin neden oldugu kirlilik kiy1 ve deniz alanlarini
giderek baski altinda birakmaktadir. Pestisitler, kalict organik Kirleticiler (POPs),
hidrokarbonlar, agir metaller, plastikler ve mikroplastikler gibi Kkirleticiler deniz
ekosisteminde geri doniisii olmayan hasarlara sebep olmaktadir. Kiy1 alanlarinin yiiksek
dinamik dogasi, bitisik denizlerin osinografik 6zellikleri ile tatli su ortamlarinin, haliglerin
ve lagiinlerin fizikokimyasal 6zelliklerini olusturur. Bu nedenle, kiy1 ve deniz ortamlarinin
kirlenmesi ekotoksikoloji ve ¢cevre yonetimindeki en karmasik ve giincel konulardan biridir.
Deniz ¢Opii, esas olarak atik yonetimi uygulamalarindaki eksiklikler nedeniyle karadaki
faaliyetler kaynakli olarak ortaya ¢ikmis, biyolojik ve ekolojik etkilerinin neden oldugu

sonuclar giderek artmis ve kiiresel sorunu halini almistir [8].

Plastikler deniz ¢Opiiniin yaklasik olarak %80 ila %85’ini olusturur [5]. Plastik iiretimi son
70 yil igerisinde, 1,5 milyon tondan 369 milyon ton seviyelerine ulasirken, iiretimdeki bu
artisa paralel olarak, sehir atiklarinin en hizli biiyliyen boliimii halini almistir [2, 5]. Yapilan
caligmalar, bu artisin yillar icerisinde hiz kesmeden devam edecegi, liretim trendleri ve
tiiketici kullanim davranislari incelendiginde goriilmektedir. Uretimdeki olagan {istii artisa
ragmen, Uiretilen plastik malzemelerin yalnizca %5°1 geri kazanilmistir ve geri kazanilmayan

plastiklerse denizlerde atik olarak birikmistir [8].

Plastik atiklar, plastiklerin kullanim miktarinin artmasi ve geri kazanimlari konusunda
yasanan aksakliklar nedeniyle, gezegenimizdeki tiim ekosistemler i¢in ana kirletici unsur
halini almis ve ayrica giderek kiigiilebilen yapisi nedeniyle yaban hayata ve insan sagligi
iizerine potansiyel etkileri endise yaratmaya baslamistir. Ayrica, plastik kullanim1 giderek
artarken, kati atik yOnetim sistemiyle kiiresel olarak {iretimdeki bu artisa tepki
verilememistir. Bunun sonucu olarak, plastik ambalajlar ve tek kullanimlik plastik iirtinler,
kullanimindan hemen sonra atik akigina dahil olarak, diinya ¢apinda iiretilen toplam 6,3
milyar ton plastik atiga eklenerek katki vermeye devam etmektedir. 2010 yilinda Diinya

Bankasinin atik yonetimi verileri kullanilarak yapilan bir ¢alismada, karada iiretilen plastik
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atiklarin yaklasik olarak 4,8 ila 12,7 milyon tonunun deniz ¢6pii olarak okyanuslara verildigi
tahmin edilmistir. Bu ¢alisma sonrasinda, diinya genelinde yillik olarak 8 milyon ton plastik

¢Opiin denizlere verildigi kabulii yapilmistir [7, 9].

Birlesmis Milletler Cevre Programi raporuna gore, agik denizlerde kilometre de 13 bin
plastik ¢op bulunmaktadir ve bu denizlerdeki akintilar nedeniyle diinyanin her noktasina
coplerin dogal yollarla taginmasi ger¢eklesmektedir. Plastik atiklar sahip olduklar1 6zellikler
nedeniyle, 6rnegin ultraviyole 1s1n dayanimlarmin yiiksek olmasi ve bakteriler tarafindan
sindirilememeleri, yiizyillar boyunca bozulmadan denizlerde kalmaya devam
edebilmektedir. Denizlerde siklikla rastlanan plastik atiklardan, misina 600 yilda, plastik sise
ve cocuk bezi 450 yilda, ayakkabi tabanlar1 50-80 yilda, naylondan imal edilmis kumasglar
30-40 yilda ve plastik posetler 10-20 yil boyunca varliklar1 siirdiiriip, dogal yollarla

bozulmamaktadir [10].

Diinya Dogay1 Koruma Vakfi (WWF) tarafindan 2019 yilinda yayimnlanan rapora gore,
gezegenimizde bugiline kadar iiretilen plastiklerin %75°1 halihazirda atiga doniismiis
durumdadir. Bu atik miktarinin yarisi 2000 yilindan sonra {iretilen plastiklerden
kaynaklanmaktadir. Ayrica, denizlerdeki plastik atiklarin %80’inin karadaki kaynaklardan
geldigi tahmin edilmektedir. Bununla birlikte, diinya genelinde kisi bas1 {iretim miktart 53
kg’dir. Bu miktar plastik malzemeyi iiretmek i¢in atmosfere yaklasik olarak 2 milyon ton

CO2 gazi salinmistir [11].

Bir plastik sisenin meydana getirmek i¢in kendi hacminin 1/4'liniin aldig1 kadar fosil kokenli
hammadde kullanilmasi gerekir. Bu hammadde siseyi tiretmek i¢in kullanilacak olan plastik
palet malzemelere doniistiiriiliir. Isitma, sekillendirme, sterilizasyon ve kapak kapatma
islemleri sirasinda, bir adet plastik siseyi iiretmek i¢in kendi hacminin ii¢ kati kadar su
kullanilmas1 gerekir. Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansina (EPA) gore,
tiretilen plastik siselerin kabaca %10-%27’si geri doniistiiriiliirken, geri kalant 500 yillik bir
bozunum siirecine dahil olmalar1 i¢in karasal alanlara birakilmaktadir. Geri doniistiiriilebilen
plastik atigin ¢ok kiiclik bir kismi yeniden islenerek c¢esitli amaglarla kullanilirken, geri

doniistliriilemeyen plastik atiklarin biiyiik cogunlugu deniz ve okyanuslara karigsmaktadir
[12].
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2.3. Mikroplastikler

Karasal ve sucul ekosistemler, plastik atiklardan ciddi anlamda etkilenerek, toprak ve sularin
fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak degismesine sebep olmaktadir. Bu degisimler
neticesinde ortaya ¢ikan ekolojik sorunlarla beraber, canlilarin hayatlarini siirdiirmeleri de
giderek zorlagmaktadir. Plastik atiklarin ¢evreye yayilimlart ve ekolojik etkileri
arastirildiginda, diinyanin en derin noktast olan Mariana Cukuru ve yasamin olmadig1 1ss1z
adamlarda dahi, mikroplastik izlerine rastlanmis ve c¢evresel etkileri goézlenmistir.
Mikroplastik (MP) ¢apt 5 mm’den kiicliik olan plastik parcalarin genel adi olarak
tanimlanabilir. Plastik parcalar literatiirde bes farkli kategori altinda toplanmistir. Bunlar
sirastyla, plastik pargacigin capt eger Inm-Imm arasindaysa nanoplastik, 1mm-5mm
arasindaysa mikroplastik, Smm-20mm arasindaysa mezoplastik, 20mm-100mm arasindaysa
makroplastik ve son olarak 100mm’den biiyiikse megaplastik olarak adlandirilirlar.
Mikroplastiklerse, biiyiikliiklerine gore, kiiciik mikroplastikler cap1 Imm’den kiigiik olanlar,
biiylik mikroplastikler ¢cap1 2-5mm arasinda olanlar olarak iki grup altinda incelenir. Bunun
yani sira, mikroplastiklerin sadece boyutsal olarak degil, ayn1 zamanda iiretiminde kullanilan
hammaddelerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri de g6z dniinde bulundurularak tanimlanmasi
yapilmigtir. Bu tanima gore, “Mikroplastikler, suda ¢oziinmeyen, birincil ve ikincil {iretim
kaynakli, Inm-5mm arasinda degisen ¢aplara sahip, diizenli ve diizensiz sekilli olan herhangi
bir sentetik kati parcacik veya polimerik matrislerdir”. Caplar1 ne olursa olsun, siiphesiz ki
bu plastik atiklarin en ciddi etkileri sucul ekosistem iizerine olmustur ve olmaktadir. Suya
gore yogunluklar diisiik oldugundan, su yiizeyine ve yiizeye yakin olarak biriken bu atiklar,
sularin rengini bulandirmakta ve 15181n derinlere ulagimini etkilemektedir. Bunun sonucu
olarak da su kalite parametreleri etkilenmektedir. Su kalite parametreleri plastiklerin bu
etkilerine ek olarak, plastik pargalarin zaman igerisinde kimyasal ve fiziksel etkenler
sonucunda bozulmasi sonucunda, toksik ve kimyasal maddelerin suya gegmesine sonucunda
da degismektedir. Bu etkilere paralel olarak, yapilan bazi arastirilmalar da nano-plastik ve
mikroplastiklerin soluma ve yutulma yoluyla canli viicuduna girmesi sonucunda, bagisiklik

sisteminin tepki vererek, toksit etkenlere neden oldugu goriilmistiir [13].

Siirekli olarak artan plastik ihtiyacinin kagimilmaz bir sonu olarak, plastik atiklarda ciddi bir
artis meydana gelmistir. Bu birincil atigin abiyotik faktorlerden olan UV ve deniz
dalgalarinin etkileri altinda parcalanmasiyla beraber ikincil plastik atik kaynaklar1 ortaya

cikmaktadir.. Okyanuslardaki hem birincil hem de ikincil kaynakli plastik atiklarin toplam
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miktarinin 5 trilyondan daha fazla oldugu tahmin edilmektedir. Ayrica, plastik maddelere
iretim asamasinda farkli 6zellikler kazandirmak amaciyla cesitli kimyasallarda
katilmaktadir. Bu acidan bakildigindan, mikroplastiklerin aslinda ¢ok karmasik yapilari

mevcuttur [14].

Son yillarda yapilan bir¢ok arastirmada, genel anlamda plastik atiklar ve ozellikle de
mikroplastikler, deniz ve tatl su sistemlerindeki tortularda, topraklarda, su kolonlarinda ve
ylizey katmanlarinda baska bir deyisle ekosistemi olusturan tiim birimlerde tespit edilmistir.
Plastik {triinlerin ve boyalarin asinmasi, yanlis yonetilen ya da ydnetilemeyen plastik
atiklarin pargalanmasi, atilan veya kaybolan balik¢ilik ekipmanlar ve tekstil tirlinlerinde
kullanilan mikroplastik lifleri deniz ve okyanus ekosistemindeki plastik atik
kaynaklarindandir. Deniz ekosistemi temelli yapilan ¢alismalarda, baliklarin, kuslarin ve
omurgasizlarin makro ve mikro Olgekteki bu plastik atiklari yuttuklarida goriilmiistiir.
Ayrica, yine bu c¢aligmalarla, 800’den fazla tiiriin deniz ¢Opiinden etkilendigi tespit
edilmistir. Bununla paralel olarak, insanlar tarafindan tiiketilen kabuklu deniz canlilartyla,
baliklarda ve musluk suyu, siselenmis su, seker, tuz ve balda da mikroplastik oldugu tespit

edilmistir [15].

Nehir agzi sistemleri ve endiistrilesmis sahil bolgeleri, bu ortamlara atilan ve islendikten
sonra birakilan deniz ¢oplerinin %70°ten fazlasim1 barindirmaktadir. Bozulma direnglerine
bagli olmakla birlikte, mikroplastikler (¢ap1 Smm’den kii¢iik) ve nano-plastikler (cap1 100
mm’den kiiciik) fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik bozulma etkenlerine bagli olarak agiga
cikmaktadir. Glinlimiizde etkisini artirarak devam eden bu kirlilik tiirii, artik kutup bolgeleri
dahil etkisini de giderek daha da fazla gostermektedir. Bu kirletici tiiriiniin yayilma hizina
paralel olarak, bozulma ve pargalanmayla beraber mikro ve nanoplastiklerin yapisini
olusturan, monomer ve dimerler ile boyar maddeler ve plastiklestirici kimyasallar da sucul
ortama verilir. Nanilfenol (NP), bisfenol A (BPA), polibromlu difenil eter (PBDE) ve fatalik
asit esterler (PAEs) gibi zararlar ispatlanmis kimyasal bilesikler bu tiir maddelere 6rnek
olarak gosterilebilir. Bu parcaciklarin ¢evreye fiziksel ve kimyasal olarak etkilemelerine ek
olarak, sahip olduklari bagka bir 6zellikleri daha vardir. Mikroplastik ve nano-plastik
parcaciklar yiiksek yiizey alanlar1 ve hidrofobik yapilari sayesinde, mikroplart ve agir metal
ve sucul ve karasal ortam i¢in zararli olan organik maddeleri absorbe ederek yapilarinda

konsantre etmektedirler [16].
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Deniz ve okyanus biyogesitliligi a¢isindan ¢ok biiyiik bir tehlike olusturan mikroplastikler,
son on bes yil igerisinde ortaya atilan bir kavram olup, ¢evreyi kirletici maddeler arasinda
yerini almustir. Mikroplastiklerin kimyasal yapisi, polimer yapisi ve diger kimyasal
coziiciilere olan ilgisine gore farl1 toksisite kademelerine ve farki toksik etkilere sahip oldugu
bilinmektedir. Bu dogrultuda, Polisitiren (PS), Polivinilkloriir (PVC, Polietilenterafatalat
(PET) ve Polietilen (PE) malzemelerinin mikro-plastik pargaciklari kullanilarak tatli su
istiridyeleriyle bir calisma yapilmistir. Yapilan bu calisma sonucuna gore, PS ve PVC
mikroplastiklerine maruz kalan tatli su istiridyeleri, PET ve PE mikroplastiklerine maruz
kalan tatli su istiridyelerine gore ¢ok daha fazla histolojik anormallik gostermistir. Buna ek
olarak, sucul ortamdaki kimyasal kirleticilerin eger ortamda mikroplastik pargaciklarda
varsa, nasil davrandigi ve etkilerinin neler olduguna dair cesitli canlilarla c¢aligsmalar
yapilmistir. Bu arastirma sonuglarina gore, Japon piring baligi, Zebra balig1 ve Avrupa
Levrek baliginin, mikroplastikler ve kimyasal kirleticilerin bir arada bulunmasi1 durumunda
daha siddetli olarak toksit etkiye maruz kaldigi tespit edilmistir. Bagka bir deyisle,
mikroplastik parcaciklar kimyasal kirleticilere, kendi kimyasal yapisina bagli olarak ilgi
gostermekte ve bu maddeleri absorbe ederek biinyesine katmaktadir. Hem kendi toksik etkisi
hem de absorbe ettigi kimyasal ¢6ziiniin zararli etkisi nedeniyle toksik bir kokteyl ortaya
cikmaktadir. Buda zararli etkinin canlida daha siddetli goriilmesi olarak karsimiza

cikmaktadir [17].

Polistiren (PS) ve Polymetilmetakrilat (PMMA) polimerleri kullanilarak tiretilen plastik
malzemeler gliniimiizde ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle, bu iki polimerin
neden oldugu zararl etkilerin arastirilmasi amaciyla da gesitli ¢alismalar yapilmaktadir. PS
ve PMMA polimerleri kullanilarak ¢esitli caplarda mikro-plastik parcaciklar hazirlanmis ve
bu parcaciklarin zararli etkilerini gérmek amaciyla embriyonal evrenin basindaki deniz
kestaneleri ¢esitli caplardaki bu mikroplastiklere maruz birakilmigtir. PS mikroplastiklerinin
caplar1 10 pm, 80 um ve 230 um olarak belirlenirken, PMMA mikroplastiklerinin ¢aplari 10
um ve 50 pum’dir. Caplart ne olursa olsun, mikroplastik maruziyeti sonucu deniz
kestanelerinde sitogenetik anormalliklerde ciddi bir artis meydana gelmistir. Ayrica, bu
canlidan elde edilen sperm siispansiyonlarmin dolleme kapasitesi ve kalitesi iizerine,
mikroplastik maruziyetini takiben yliriitilen ¢alisma gostermistir ki spermlerin kalitesi
olumsuz yonde etkilenmekte ve dolleme basarilari ciddi oranda azalmaktadir. Ayrica, bu
spermlerle dollenen ve gelisen deniz kestanesi yavrularinda 6nemli hasarlar ve anomaliler

meydana geldigi goriilmistiir [16]. Baska bir ¢alismada da benzer sonuglar elde edilmis
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olup, 1-230 um araliginda gapa sahip PS ve PMMA mikroplastiklerine maruz birakilan deniz
kestanesi spermlerinin déllenme basarilarinin ciddi oranda azaldig1 ve déllenme basarili olsa
dahi, yavrularin kalitesinin kotli yonde etkilendigi goriilmiistiir. Ayrica, yine bu ¢alismayla,
PMMA mikroplastiklerinin deniz kestanesi larvalarini yuttugu, PS mikroplastiklerininse bu

ozelligi tasimadigr goriilmistiir [18].

Bu caligma ile ilgili bir baglanti/ge¢is paragrafi (2-3 climle)

2.4. Kemik Cimentosu

2.4.1. Kemik cimentosu nedir?

Akrilik asit ilk olarak 1843 yilinda, Redtenbacher tarafindan akrolein maddesinin giimiis
nitrath sulu ortamda oksidasyonu ile elde edilmistir. 1865 yilinda metakrilik asit akrilik
asitten sentezlenmistir. Takip eden yillarda, metakrilik asit ve metanol kimyasallarinin

reaksiyonu sonucunda metilmetakrilat iiretilmistir.

1930’Iu yillarda Otto R6hm “Polymerisationsprodukte der Akrylsdure” adli teziyle yani
metakrilatlarin  polimerlesmesi yontemi hakkindaki teziyle kemik c¢imentosunun
hazirlanmas1 igin gerekli olan temel maddeyi ortaya ¢ikarmistir. Polymetilmetakrilat
(PMMA) polimerinin laboratuvar kosullarinda sentezlenmesi, yeni polimerlerin hizli bir
sekilde gelisiminin de 6nii agilmistir. Bu siire¢, ad1 Plexiglas olan seffaf polimerin 1933
yilinda metilmetakrilat monomeri kullanilarak iiretilmesi ve ticari bir {iriin olarak piyasa da
yerini almasiyla sonuglanmistir. Bu nedenle bu kimyasalin, yani metilmetakrilat (MMA)
monomerinin ve polymetilmetakrilat (PMMA) polimerinin, fiziksel ve kimyasal olarak
ozelliklerini tanimlayan ve kemik ¢cimentosu olarak kullanilmasinin 6niinii agan bilim insani

Otto Rohm’diir [19].

Kulzer firmas1 1936 yilinda, PMMA tozu, sivi metilmetakrilat ve 1s1 ile aktive olan baslatici
kimyasalinin karisimiyla tirettigi hamur i¢in patent almistir. Takip eden ilk on yil igerisinde
de yine Kulzer ve Degussa firmalar1 soguk kiirleme yontemiyle bir ¢cimento gelistirmistir.
Uretilen bu ¢imento iskelet sisteminde meydana gelmis cesitli hasarlarin tamirinde
kullanilmigtir. 1950’11 yillarin sonundaysa, Sir John Charnley kal¢a protezi ameliyatinda,

kendi kendine kiirlenen ¢imentoyu kullanarak yeni bir ¢agin oniinii agmistir [15]. Ayrica,
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Charney PMMA’dan {iretilen kemik c¢imentosunun ilik boslugunu ¢ok kolay sekilde
doldurabildigini tespit etmis ve kemik morfolojisiyle ¢ok kolay sekilde karigim
olusturdugunun ilk olarak farkina varmis bilim insanidir. Kendisinin 6ncii oldugu bu yeni
yontem halen giiniimiizde en ¢ok kullanilan tekniklerden bir tanesidir. 1960 yillarinda

sonunda da kemik ¢imentosu karigiminin igerisine ayrica antibiyotik eklenmistir [20, 21].

Amerika Gida ve Ila¢ Dairesi 1970 yilinda aldig1 karar dogrultusunda, kemik ¢imentosunun
kalga ve diz protezi sabitleme ameliyatlarinda kullanima onay vermistir. Bu tarihten

itibaren, kemik ¢imentosunun kullanimi yayginlasmustir [21].

2.4.2. Kemik cimentosu bilesimi

Kemik ¢imentosu denince ilk olarak Polymetilmetakrilat (PMMA) ile tiretilmis olan1 akla
gelmektedir. Bu kemik ¢imentosu 60 yildan uzun bir siiredir ortopedi alaninda
kullanilmaktadir. Oncelikle dis hekimligi alaninda kullanilan bu madde, 1960’11 yillarda
kalca protezinde de yerini almaya baslanmistir. Gilinlimiizdeki kemik c¢imentosu, ilk
yillarindaki kompozisyonundan farkli olarak antibiyotikte igermektedir. Ayica, 1960’l
yillarindaki ana yapisindan ¢ok farklilik gostermemekle birlikte, icerisine ¢esitli iiretim
yontemlerinin gelistirilmesiyle birlikte farkli oran ve kombinasyonlarda ¢imento bilesenleri

de eklenmistir [22].

Kemik ¢imentosu hazirlanirken, temel iki bilesen olan sivi monomer ve toz halindeki
polimer toz/sivi oram1 2:1 olacak sekilde karistirilir. PMMA polimeri metilmetakrilat
monomerinden {retilir. Metilmetakrilat (MMA) kaynama noktast 100 oC olan, berrak,
renksiz, keskin kokuya sahip, yanici ve insan cildi i¢in hafif tahris edici bir maddedir. Su
igerisinde ¢ok az miktarda ¢oziinebilir. Bazi kemik ¢imentolar1, metakrilik asitin baska bir
tiirevi olan, daha keskin kokusu ve daha yiiksek kaynama sicakligina sahip butil metakrilat
monomeri de icerebilmektedir. Ticari olarak satilan cogu kemik ¢imentosu baglatici
(initiator) olarak benzil peroksit (BPO), aktivator olarak dimetil-para-toluidin (DMpT)
icerir. Ayrica, kemik ¢imentosunun karigiminin sivi kisminin zaman igerisinde kendi
kendine reaksiyon vererek polimerlesme yapmamasi ve yeteri kadar bir raf dmriine sahip

olmasi i¢in stabilizor olarak hidrokinon (HQ) eklenmektedir [20].
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Kemik c¢imentosunun igerigini olusturan sivi ve toz kisimlart Cizelge 2.2°de verilmistir

[21,23].

Cizelge 2.2. Kemik ¢imentosunun igerigi

Toz Kisim Stvi Kisim
PMMA MMA
BPO DMPT
Ba,SO4 veya ZrO; HQ
Antibiyotik

Kemik ¢imentosunun ana maddesi olan metilmetakrilat monomerinin fiziksel 6zellikleri

Cizelge 2.3’de verilmistir.

Cizelge 2.3. MMA monomerinin fiziksel 6zellikleri

Kaynama Noktasi, °C 100,6
Erime Noktasi, °C -48
Ozgiil Agirlik 0.940
Parlama Noktasi, °C 8
Ozgiil Is1, J/gr/°C 2,05
Polimerlesme Isis1, kj/mol 53,97

Metilmetakrilat (Sekil 2.8) ¢cogu organik ¢oziicii ile ¢ok kolay sekilde homojen bir ¢ozelti
olusturabilir. Gliserin ve Etilen Glikol c¢oziiciilerinde ise kismen ¢oziinmektedir. Bu
monomer, metilmetakrilat kullanilarak tretilmis ¢ogu polimeri kolayca ¢dzebilmektedir.
Ancak, eger polimer yiiksek miktarda ¢apraz baglanti igeriyorsa veya olduk¢a yliksek

seviyede polimerlesme sonucu iiretilmisse, metilmetakrilat monomerin de ¢coziinmeyecektir

[24].

Kemik ¢imentosunun bir baska bileseni de Polymetilmetakrilat polimeridir. PMMA (Sekil
2.8), gorece kirilgan ve en sert termoplastik polimerlerden biridir. Radikal polimerlesme
yontemi iiretiminde kullanilan metottur. Giinlimiizde, Plexiglass, Degalan, Arkema ve
Acrylite olarak bilinen en 6nemli ticari polimer {irlinlerden bir tanesidir. Bu polimer,

sekillendirmede agisindan sundugu ¢ok yonliiliik, sahip oldugu miikemmel seviyedeki
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berraklik, 151k ve 1siya maruz kaldigindaki renk kararliligi gibi birgok yararli 6zellige
sahiptir. Ayrica orta derece ki yumusama sicakligt ve cam benzeri sentetik bir plastik
olusuyla, miikkemmel bir kombinasyon ortaya ¢ikarmaktadir. Baska bir 6zelligiyse, inorganik
olarak iiretilen cama kiyasla ¢izilmeye karsi ve aginmaya karsiya daha az dayanikli olmasina

ragmen, modifiye edilerek bu 6zellikleri ciddi oranda iyilestirilebilir [25].
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Sekil 2.8. PMMA polimerinin ve MMA monomerinin kimyasal yapisi
2.4.3. PMMA polimerlesme reaksiyonu

Ticari olarak farkli kompozisyonlarda iirlinler olsa dahi, kemik ¢imentosu hazirlamada
kullanilacak olan s1vi kismin ¢ogunlugunu MMA monomeri ve toz kismin ¢ogunlugunu da
on-polimer olan PMMA polimeri olusturmaktadir. Polimerlesme reaksiyonunu baslatmak
i¢in genel olarak bir aktivatdre ihtiyag duyulur. ilk olarak Toz kisimda yer alan, benzil
peroksit (BPO) ile sivi kisimda yer alan dimetil-para-toluidin (DMpT) reaksiyona girer. BPO
ve DMPT bilesenlerinin reaksiyonu sonucu agiga c¢ikan fenil serbest radikali MMA

monomerinin polimerlesme reaksiyonunu baglatir (Sekil 2.9.) [20,27].

Benzil peroksit zayif O — O tekli bagindan ayrilarak birbirinin benzeri iki pargacik olusturur.
Ayrilma sonucu olusan Benzoyil Oksil pargaciklari, baslatici parcacigidir. Yapisinda

eslesmemis elektron bulanan molekiiller serbest radikal olarak adlandirilir [28].
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Sekil 2.9. Fenil serbest radikalinin DMPT ve BPO reaksiyonu sonucu agiga ¢ikmasi [28]

Benzil serbest radikali, oldukca kararsiz yapidadir ve baska bir elektronla eslemesi gerekir.
Yapisinda, karbon- karbon ¢ift bagi bulunan MMA monomeri, serbest radikaller tarafindan
kolaylikla saldirtya ugrayabilir. Benzil radikalinin, MMA molekiiliiniin ¢ift bagi ile elektron
degisimi sonucunda, yapisinda yine bir eslesmemis elektron bulunan bir molekiil meydana
gelir. Bu reaksiyon, siirekli olarak molekiil zincirinin uzamasiyla devam eder. Sonug olarak,
serbest radikalin olusmas1 ve monomer ile reaksiyonu ile devam eden tiim bu prosesin adina

polimerlesmenin baslangi¢ (initiation) agsamasi denir [28].



23

M-methylene radical

Sekil 2.10. MMA polimerlesme reaksiyonunun baslama agsamasi [28]

Benzil radikali ile metilmetakrilat monomeri arasindaki reaksiyon sonucu agiga ¢ikan yeni
radikal (Figilire 1.3), baska bir MMA molekiilii ile reaksiyona vermeye devam eder. Bu
reaksiyon her defa yeni bir radikalin olusmasiyla devam edecektir. Yeni molekiillerin
reaksiyon zincirine eklenerek zincirin uzamasiyla devam eden tim bu prosesin adi

polimerlesme reaksiyonunun ilerleme (propagation) asamasi olarak adlandirilir [28].
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Sekil 2.11. MMA polimerlesme reaksiyonunun ilerleme asamasi [28]

Polimerlesmenin ilerleme (propagation) asamasinda da goriildiigii iizere, olusan her radikal
baska bir molekiille birleserek yeni bir elektron ¢ifti olusturma egilimindedir. Bu nedenle,
serbest radikal molekiilleri birleserek yeni bir serbest radikal olusturabilecegi gibi, kararli
bir elektron ¢ifti de olusturabilir. ikinci secenegin gerceklesmesi, reaksiyonun sonlanmasi
(termination) asamasi olarak adlandirilir. Yapisinda eslesmemis serbest elektron bulunan
molekiiller birleserek yeni ve kararli polimer zincirlerini bu sekilde olusturur. Reaksiyonun

sonlanma asamasi (termination) polimerlesme reaksiyonun {i¢iincli ve son asamasidir (Sekil

2.12) [28].
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Sekil 2.12 MMA polimerlesme reaksiyonunun sonlanma asamasi [28]
2.5. Cevre Kirletici olarak PMMA

Sanayide akrilik veya akrilik cam olarak bilinen PMMA UV rezistanst ve seffafligi
nedeniyle cama alternatif olan bir termoplastik malzemedir. Yaygin olarak bu polimer
Perspex, Plexiglas ve Altuglas olarak bilinir. Ayrica, medikal ve dis protezi alanlarinda

gostermis oldugu performanstan dolay1 yaygin bir sekilde tercih edilmektedir [29].

PMMA polimeri metilmetakrilat (MMA) monomeri kullanilarak iiretilmektedir. 2019 ve
2020 yillarina ait diinya genelinde MMA {iretimi yaklasik olarak 3,9 milyon tondur. Gegen
yillardaki tiretimdeki artis hizi goz oniine alindiginda, 2028 yilina kadar 5,7 milyon ton
MMA iiretilecegi ongoriilmektedir. Benzer sekilde, 2017 yilinda 2 milyon ton firetilen
PMMA polimeri 2019 yilina gelindiginde 2,6 milyon ton iiretim hacmine ulagsmigtir. PMMA
icin Uretim miktariin 2025 yilina kadar, iiretiminde aynmi hizda artis gerceklesmesi

durumunda yillik 4 milyon tona ulasmasi beklenmektedir [29].

Diinya genelinde iiretilen PMMA polimerinin yaklasik %10’luk bir kismi, yani yaklasik
olarak {i¢ yiiz milyon tonu Avrupa’da iiretilmektedir. Uretilen bu miktarin yaklasik olarak

%10’u yani sadece 30000 tonu geri doniistiiriilebilmektedir. PMMA polimerinin geri
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doniisim miktari, geri doniistiirme tekniginin zorlugundan dolayi, diger termoplastik

malzemelere gore ¢ok daha azdir [29].

Bu acidan baktigimizda, Avrupa gibi sanayide ve bilimde ¢ok ileri olan bir kita dahi
PMMA’nin geri doniistimii konusunda ciddi bir basari1 elde edememistir. Bu nedenle,

iiretilen PMMA "nin ¢ok biiyiik bir kisminin atik olarak ¢evreye verildigi sdyleyebiliriz.

2.6. Model Organizmalar

Model organizmalar ii¢ ana baslik altinda toplanir. Bunlar sirasiyla [29];

1) Genetik Model Organizmalar
2) Deneysel Model Organizmalar

3) Genomik Model Organizmalar’dir.

Model organizmanin se¢iminin de insan genomuna biyolojik ve genetik olarak benzerlik géz
onlinde bulundurulur. Bu benzerlik insan genomik dizilimine gore ilgili bulgularin
yorumlanmasina katki saglar. Genom haritasi ¢ikarilmis model organizmalar, gen diizeninin
ve insan genetik hastaliklarmin biyolojik ve fizyolojik olarak gelisim mekanizmalarin
anlasilmasina olarak saglar. Buna ek olarak, model organizma se¢iminde jenerasyon arasi
stirenin kisa olmas1 ve embriyonik gelisimin kolay izlenmesi diger 6nemli faktdrle arasinda

gosterilebilir [30].

Prokaryotlar, protistalar, funguslar, bitki ve hayvanlar model organizmalar arasinda yer
almaktadir. Bunlara ek olarak bazi sucul organizmalarda model organizma olarak

kullanilmaktadir [30].

Saccharomycescerevisiae  (Fungus), Drosophilamelanogaster  (Sirke sine§i) ve
Caenorhabditiselegans (Nematod) tiirleri genetik model organizma olarak en ¢ok tercih
edilen organizmalardir. Gallusgallus (Tavuk) ve Xenopusleavis (Kurbaga) tiirleri deneysel
model organizma 6rnekleriyken, Daniorerio (Zebra baligi), Fugurubripes (Sisen balik) ve
Oryziaslatipes (Medaka) tiirleri genom kalitelerinin uygunlugu nedeniyle genomik model

organizma Ornekleri olarak gosterilir [29].
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Model organizma se¢imi yapilacak calisma goz oniinde bulundurularak gesitli kriterlere

dikkat edilmelidir. Bu kriterlere 6rnek olarak asagidaki maddeler verilebilir [30];

1) Yiiksek insan genomu homolojisi

2) Kisa jenerasyon siiresi

3) Embriyo siirecinin izlenebilirlik agisindan kolay olmast
4) Embriyo siirecine miidahale edilebilme sansinin olmasi
5) Kiiltiire alinma siirecinin kolay olmasi

6) Deney asamasinda manipiilasyonlara uygunluk

7) Genetik analizlere elverisli olmasi

8) Etik sorunlara yol agmamalari

2.6.1. Genomik model organizma zebra bahg (Danio rerio)

Zebra balig1 (Danio rerio), omurgalilarin gelisimi, ilag arastirmalari i¢in kii¢iik molekdil
taramasi, hastalik modellemesi ve islevsel sinirbilimi gibi modern biyomedikal
aragtirmalarin birgogunda kullanilmakta ve gili¢li bir model organizma olarak kabul
edilmektedir. Genetik ¢alismalar, omurgalilarin genetik fonksiyonlari, normal gelisimin
temel mekanizmalar1 ve her tiirlii insan hastaligi hakkinda bilgi verir. Gelisim biyolojisi
caligmalarinda kullanilan 6nemli bir omurgali modelidir ve zebra balig: ile ¢calismanin pek

cok avantaji vardir.

Giliney Asya, Kuzey Hindistan, Pakistan, Btuhan ve Nepal gibi iilkelerin nehirleri zebra
baliginin en ¢ok bulundugu yerler arasindadir. Zebra balig1 tropik bir tath su balig tiirtidiir.

Kemikli baliklarin (Teleostei) Actinopterygii sinifinda, Cyprinidae familyasina ait bir tiirdiir
[30].

Zebra balig1 1930’Iu yillardan buyana tibb1 arastirmalarda yaygin olarak kullanilan ve
{izerinde cesitli deneylerde yapilan popiiler omurgali bir modeldir. Ornek olarak, insan ve
zebra balig1 kalpleri incelendiginde, birgok ortak 6zellikleri oldugu tespit edilmistir. Her iki

kalpte, oksijenli kan1 kalp odacilarindan gegirerek kapakeiklar vasitasiyla viicuda pompalar.
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Miyosit ad1 verilen kalp hiicreleri kanin ritmik ve diizenli olarak akmasi i¢in hem insan hem

de zebra balig1 kalbinde yer almaktadir [31].

Zebra baliginin genomunda insana ait birgok hastalik ve gelisim geninin benzeri oldugu
bilinmektedir. Ayrica, genomik model olarak en ¢ok kullanilan organizmalar arasinda Zebra
balig1 yer almasinda, yetistirme sartlarinin kolay olmasi, jenerasyon araliginin kisa olusu ve

kisa genom biiyiikliigii gibi bagska nedenlerde vardir [31].

Zebra baligimin embriyonik gelisim siireci incelendiginde genetik kontroliin saglanabilmesi
acisindan en uygun tiirlerden biridir. 24 saat igerisinde tamamlanan Embriyogenez siirecini,
bes giin igerisinde tamamlanan organ gelisimi takip eder. Buda, deney sirasinda kullanilan
maddelerinin takip edilmesini kolaylastiran bir etkendir. Buna ek olarak, koryon ve
embriyonun seffaf olmasi, ilk larval siirecinin disaridan kolayca izlenmesine imkan verir.
Diger tiirlere nazaran baska iistiin Ozellikleri arasinda haftada ortalama 200 yumurta
iretebilir.  Ayrica, deneysel manipiilasyonlardan  Mikroenjeksiyon ve  hiicre

transplantasyonuna dayaniklilik gosterir [30, 31].

Déllenmeden 30 dakika sonra
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Sekil 2.13 Ergin zebra baliginin gelisim siireci [30]
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3. MATERYAL METOT

3.1. Materyal

Bu ¢alismada belli konsantrasyonlarda ve farkli maruziyet siirelerinde Polymetilmetakrilat
(PMMA)’ a maruz birakilmis baliklarda farkli gruplarin histopatolojik degisimlerini ve
DNA hasarmin gostergesi olan 8-OHdG diizeyinin belirlemesi amaglanmistir. Yani DNA /
RNA oksidatif hasarimi degerlendirerek PMMA'nin sucul toksikoloji lizerindeki ¢evresel etkisini ve

insanlar tizerindeki olas1 olumsuz etkilerini belirlemektir.
3.1.1. Arastirma yeri

Deneyler Mart- Ekim 2020 tarihleri arasinda Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya Anabilim Dal1 Arastirma Laboratuvari’nda ger¢eklestirilmistir.

3.1.2. Laboratuvar sartlari

Baliklarin bulundugu ortam 14 saat aydinlik, 10 saat karanlik olacak sekilde ayarlanip
fotoperiyot kurularak baliklarin yasamin1i devam ettirebilmesi i¢in uygun kosullar

saglanmistir.

3.1.3. Akvaryum ve suyun ozellikleri

Belli hacimli akvaryumlara, deneylerden Once, i¢inde yaklagik 10 L dinlendirilmis ve
havalandirilmis kaynak suyu konulup; akvaryumlar, hava motorlar1 yardimiyla siirekli
havalandirilmis ve termostatli 1siticilarla su sicakligit 23+1°C’de sabit tutulmaya

caligilmistir.

Sekil 3.1. Zebra baliklarinin temini ve adaptasyonu
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Deney ortamina adaptasyonunun saglanmasi i¢in deney baslamadan 15 giin 6nce stok
akvaryumuna alinan 200 adet zebra baligit 10x20x35 boyutlarindaki 6 adet deney
akvaryumlarma yerlestirilmistir. Baliklarin boy ve agirliklar1 hassas terazi vasitasiyla
tartilarak, ¢alismada 3-4,5 cm boylarindaki baliklar kullanilmistir. Adaptasyon siiresi
esnasinda baliklar giinde viicut agirliklarinin %2’si oraninda uygun yemle beslenmistir.
Akvaryumlar siirekli havalandirilmis ve diizenli beslenme saglanmistir. Yem ve
metabolizma atiklarinin uzaklastirilmasi i¢in giinliik sifonlamalar1 yapilmistir. Deneye

baslamadan once bir adet balik 6lmiistiir.

3.1.4. Kullanmilan cihazlar, kimyasallar ve kitler

Cihazlar

e Otomatik doku takip cihazi (Ototeknikon)
e Doku bloklama cihaz1 (Leica EG1160)

¢ Rotary mikrotom (Leica RM2255)

e Su banyosu (Leica HI1210)

e Etiiv (Niive N500)

e VVorteks (Biosan)

Kimyasallar

¢ 10’luk tamponlu formol (Merck)
¢ S1v1 nitrojen (Merck)

¢ % 70, 80, 90, 95’lik ve absolii etanol (Merck)
e Ksilen (Merck)

e Parafin (Leica)

e Hematoksilen (Merck)

¢ % 10’luk asit alkol 36

e HCI (Hidroklorik asit) (Merck)
e Amonyak (Merck)

e Eozin (Merck)

e DNA Izolasyon
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Sarf malzemeler

e 10 pl, 100 ul, 1000 pl’lik otomatik mikropipet (Socorex)
e Cam tiip, Piset

e Balon joje, Meziir, Erlen Mayer
¢ Ependorf tiip

e Akvaryum

e Pens, bistiiri

¢ Buz kalibi, Kursun kalem

e Temiz gazli bez veya havlu kagit
e Filtre kagidi

e Parafin (Leica)

e Doku takip kaseti

e Doku bloklama kaseti

e Base mould

e Pens

¢ Bigak ya da bistiiri

o Etiket

e Temiz gazli bez veya havlu kagit
¢ Rodajli lam

e Lam, Lamel

¢ Disposable mikrotom bigagi (Feather N35SHR)
e Sulu boya firgast

e Lam tagima sepeti

3.1.5. Kullanilan kimyasal maddeler ve hazirlanisi

Calismada 6n deneyler ile belirlenen subletal konsantrasyonlar kullanilmistir. Ticari olarak
satin alman kemik ¢imentosu kullanildi, icerigi; %86 PMMA ve benzoil peroksit, %25
gentamisin igeren baryum siilfatdir. Ilk stok ¢ozelti, 50 mL dimetil siilfoksite (DMSO) 5 g
kemik ¢imentosu ve 2 g ila 5 ml DMSO eklenerek stok ¢ozelti 2 ilave edilerek hazirlandi.
10 L’lik akvaryumlara 1, 10, 50 mg/L olarak dozlar belirlenmis ve ¢oziicli olarak DMSO

kullanilmustir.



32

3.2. Metot

3.2.1. Subletal toksisite deneyleri

Ekotoksikolojik ¢alismalarda standart tiir olarak kullanilan Zebra baliklar1 tizerine
polimethilmetakrilatin akut toksisitesine iliskin farkli konsantrasyon araliklar1 denenerek 6n
calismalar yapilip, deney i¢in uygun konsantrasyon belirlenmistir. Oncelikle LC50 degerleri
hesaplanmis ve daha sonra akut toksisite testleri verilerinin 1s1ginda subletal
konsantrasyonlar belirlenmistir. Etken madde uygulamasimi takip eden ilk 6 saat
(17.03.2020), 24 saat (18.03.2020) ve 96 saat (21.03.2020) sonunda ve bir hafta sonra
(28.03.2020) planlanan deneyler i¢in belirlenen sayida 6rnekler alinarak gerekli islemler

yapilmistir.

3.2.2. Deney hayvanlarinin hazirlanmasi

Her secilen doz i¢in 4 farkli zamanda (6, 24, 96. saatlerde ve 1 hafta sonra) 6rnekleme
yapildi. Her zaman aralig1 i¢in 10 deney ve tiim deneyler i¢in 30 baliktan olusan tek kontrol
grubu kullanilmustir. Ug farkli doz, dért farkli zaman ve cift kontrol érneklemesi yapilmasi
ile toplam 200 adet balik i¢eren akvaryumlarda deney ve kontrol gruplar1 olusturulmustur.

Deneye baglamadan once bir adet balik 6lmiistiir.

-
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Sekil 3.2. Zebra baliklarinin deneye hazirlik agsamasi
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Deneye baslandiktan ilk 6 saat sonra; A Grubu (PMA) i¢in; iiger adet histopatoloji A1(x3,),
A10(x3), A50(x3), beser adet biyokimya Al(x5), A10(x5), A50(x5) ve B Grubu i¢in
(PMA+G) ticer adet histopatoloji B1(x3), B10(x3), B5S0(x3) ve beser adet biyokimya i¢in
B1(x5), B10(x5), B50(x5), kontrol ve DMSO grubundan ise birer adet balik alinip bas ve
kuyruklari kesilerek -20 dereceye kaldirildi. Bu islem 24, 96 saat sonunda ve 1 hafta sonraki
stirelerde tekrar edildi ve toplamda ilk ii¢ gruptan 52’ser balik, bir hafta sonra ise kalan 43
baliktan 29 adeti -20 °C2ye, 14 adeti ise histopatoloji i¢in kasetlere alinarak formaldehit
cozeltisi icinde daha sonra calisilmak tizere saklandi. Kalan diger baliklar bir hafta sonra
Deney sonrasi baliklarin boylar1 dl¢lilmiis ve agirliklar1 hassas terazi vasitasiyla tartildi.

Toplam da biyokimya ve histopatoloji i¢in 199 balik kullanildi.

3.3. Biyokimyasal Analizler

3.3.1. DNA ekstraksiyonu

Baliklar boyuna ortadan ikiye kesilerek tiim viicut ependorf tiiplere alindi. Daha sonra
tizerine 180 ul parcalama (digestion) ¢ozeltisi eklenerek bir gece bekletildi. Ertesi giin 20 pl
Proteinaz K ilave edilerek vortekslendi. Ornekler vorteksten sonra 56 °C de termomikser ile
ornegin durumuna gore 1-2 saat inkiibe edilip, tekrar vortekslendi. 20 pul Rnaz A soliisyonu
eklenip vorteksleme yapildi ve 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra 200 ul
doku yikict (Lysis) cozeltisi eklenip homojen karisim elde edene kadar 15 saniye
vortekslendi. Uzerine 400 ul %50’lik etanol eklenip vortekslendi. Kit icerisinde bulunan
filtreli tiiplere yaklasik 600 ul kadar alinip 1 dakika 6000xg’de santrifiij edildi. Daha sonra
tiplin dip kismina biriken soliisyon atildi. Yikama soliisyonlarin1 hazirlamak i¢in kit
icerisinde bulunan iki ayr1 yikama soliisyonu siselerine ayr1 ayr1 30 mL %96’lik etanol
eklenerek sise lizerine gerekli isaretleme yapildi. Daha sonra 500 pl yikama tamponu (Wash
Buffer) I eklenerek 1 dakika 8000xg’ de santrifiij edilip, dip kisimdaki s1v1 dokiildii. Tekrar
ependorf tizerine 500 pl yikama tamponu (Wash Buffer) II ilave edilerek 3 dakika
12000xg’de santrifiij edilip alt kisstmdaki sivi tiiple birlikte atilip yeni tiip kullanildi. 200 pl
Elution Buffer eklenip 1 dakika 8000xg’de santrifiij edildi ve 2 dk oda sicakliginda inkiibe
edildi. Son olarak iist kisimdaki filtreli tiipler atilip altta biriken pelet yeni ependorf tiiplere
alinarak gerekli etiketleme yapildi. Kolon tiipler atilarak alttaki ependorf tiiplerde toplanan

DNA miktarlar1 nanodropta (spektrofotometre gibi) 6l¢lilmiistiir.
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Sekil 3.3. DNA kstraksiyonu

3.3.2. DNA hidrolizi

50 uL eliisyon soliisyonu i¢indeki DNA 6rnekleri 3 dakika 95° C’deki 1sitici blokta bekletilip
buz {izerinde sogutularak tek sarmalli DNA’lar elde edilmistir. DNA 6rneklerinin
tizerine 100 pL 2 mmol/L DFAM, 100 pL 20 mmol/L asetat soliisyonu (pH=5) eklenmis ve
cozelti DNA igerigi i¢in 260 nm de spektrofotometrik olarak analiz edilmistir. Sonrasinda
20 ile 500 pg DNA, 20 mmol/L asetat tamponu (pH=5) eklenmis ve 65 °C’de 10 dakika
hazirlanan 4 pL-3,3 mg/mL niikleaz P1 siispansiyonu ile inkiibe edilerek, niikleotidlere
hidrolize edilmistir. 20 pL, 1 mol/L Tris-HCL tamponu (pH=8.5) karisima eklenmis, 4puL,1
U/L alkalen fosfataz, 37°C derecede, 1 saat inkiibe edilerek, niikleosidlere hidrolize edildi.
20 pL, 3 mol asetat tamponu (pH=5) hidrolizata eklenerek, 20 uL, 50 mmol/LL EDTA (10
mmol/L DFAM iginde) soliisyonu ile devam edilmistir. Karigim, 0,22 um millipore filtre
iinitesinden filtre edilmis, (ependorf tiiplerin igindeki filtreler) 4 °C’de, 20 dakika 10000xg’
de santrifiij edildikten sonra 6rnekler 8-OHdG analizi i¢in hazir hale getirildi.

3.3.3. 80OHdG analizi

8OHdG ol¢ciimii Agilent 6420 LC-MS/MS cihaz1 kullanilarak elektrospray iyonizasyon
(ESI) metodu ve pozitif iyon modu ile gergeklestirildi. Calismada ACE C18 (50 mm x 4.6
mm x 5 pm) kolonu kullanilmigtir. Kolon firmn sicakligi 40 °C’ ye ayarlandi. Mobil faz olarak

solvent A distile su icinde 10 mM Amonyum Asetat+ %0,01 Formik Asit ¢ozeltisi, solvent
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B olarak metanol iginde %0,01 Formik Asit ¢ozeltisi kullanildi. Calismada izokratik metod
kullanildi. %70 A faz1 %30 B fazi olacak sekilde diizenlendi. Akis 0.4 mL/dk olacak sekilde
kullanildi. 8OHdG ana kiitle/ylik (m/z) degeri 284.1, bundan elde edilen Q3 m/z degerleri
ise 167.9, 150.9, 139.8 ve 116,7 olarak bulundu. Fragmentor voltaj 90 V olarak uygulandi.
Numune ve standartlar 10 mikrolitre cihaza enjekte edildi. SOHdG ana stok standart1 %0.01
Formik asit/Distile su i¢inde 1mg/mL olacak sekilde hazirlandi. Bu stok standarttan %50
Metanol igerisinde seri diliisyonlar hazirlandi. Bu standartlar ile 1.56, 3.12, 6.25, 12.5, 25,
50, 100 ng/mL yedi seviyeli olacak sekilde analiz edilerek kalibrasyonu yapildi. r* degeri
0.997 olarak saptandi.

Cizelge 3.1. Agilent 6420 LCMS/MS ozellikleri

Cihaz Agilent 6420 LCMS/MS
Kolon ACE C18 (50mm x 4.6 mm x Sum)
Kolon sicakligi 40°C
Solvent A (distile su iginde 10 mM Amonyum Asetat+ %0,01
Mobil faz Formik Asit ¢6zeltisi)
Solvent B (metanol iginde %0,01 Formik Asit ¢6zeltisi)
Zaman Solvent A Solvent B
[zokratik Tablosu 0 %70 %30
5dk %70 %30
Akis hiz1 0,4 ml/dk
Enjeksiyon hacmi 10 pl
Siire 5dk

Cizelge 3.2. LCMS/MS cihaz parametreleri 6zellikleri

Prec lon  Prod lon Cell Acc )
Cpd Name Dwel Frag (V) CE (V) Polarity
MS1 MS2 V)
80HdG  284.1 167.9 100 90 8 7 Pos
150.9 100 90 34 7 Pos
139.8 100 90 38 7 Pos
116.7 100 90 8 7 Pos
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Cizelge 3.3. LCMS/MS cihaz parametreleri 6zellikleri devami

Parameter Value (+)
Gas Temp (°C) 250

Gas Flow (I/min) 10
Nebulizer (psi) 25
Capillary (V) 4000

80HdG - 7 Levels, 7 Levels Used, 7 Points, 7 Points Used, 0 QCs
y =44.134472 " x +28.995885

R"2=0.99771165

| Type:Linear, Origin:ignore, \Weight:None

5 0 5 0 5 A B N F 4H 4H5 50 %5 6 6 0 B 80 H % % 10 105
Concentration (ng/ml)

Sekil 3.4. Kalibrasyon egrisi



37

x102 |+ TIC MRM C

MeO!

01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 11 12 13 14 15 16 17 18 19 2 21 22 23 24 25 26 27 28 29

Counts vs._ Acquisition Time (min)

3

Eil

32 33 34

35 36 37

EX

ES)

91

41

42 43 44 45 45 47

48 43

5

Sekil 3.5. Pik degerleri
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Sekil 3.6. Pik degerleri
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3.4. Histopatolojik Analiz

3.4.1. Doku takibi

Calismanin doku takip asamasi kapali sistem otomatik doku takip cihazinda yapilmistir.
Doku takibi, cihazin reaksiyon haznesinde gercgeklestirilmistir. Doku kasetleri cihazin
sepetine dizilerek bu hazneye yerlestirilmis, dokular bu haznede sabit kalmistir. Cihazin
kimyasal saklama haznesinde 10-12 takip soliisyon kabi, 3-4 parafin kabi bulunmaktadir.
Cihaz otomatik olarak ¢izelge 3.4 te gosterilen siirede kimyasal sivilar1 reaksiyon haznesine

transfer ederek doku takibini gerceklestirmistir.

Cizelge 3.4. Kapali sistem doku takip cihazinda doku takip uygulamast Formalin, %10

Formalin, %10 1 saat (vakum) Fiksasyon
Alkol %70 1 saat (vakum)
Alkol %90 1 saat
Alkol %90 1 saat (vakum)
Alkol %95 45 dakika Dehidrasyon
Alkol %95 1 saat (vakum)
Absolu alkol 45 dakika
Absolu alkol 1 saat (vakum)
Ksilen 1 saat
Seffaflastirma
Ksilen 1 saat (vakum)
Parafin 30 dakika
Parafin 1 saat Sertlestirme (Infiltrasyon)
Parafin 1 saat (vakum)
Toplam Siire 12 Saat

3.4.2. Doku bloklama/Parafin gomme

Parafin bloklama islemleri doku bloklama cihazinda gergeklestirilmistir. Cihaz dokiim
islemine hazirlanmis doku tanki, sicak plaka ve base mould boliimlerinin sicakliklari
ayarlanmistir. Parafin tanki parafinle doldurularak ¢alisilacak olan kasetler doku depo tanki

icine yerlestirilmistir. Tank i¢indeki parafin seviyesi kasetleri kapatacak diizeyde
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ayarlanarak doku depo tankindan bir kasete doku tasinip, kaset, doku depo tanki 6niindeki
caligma alanina getirilmistir. Bloklanacak dokuya uygun ebatlarda bir base mould segilerek
base mould sicak plaka iizerine konup belli bir seviyeye kadar parafinle doldurulmustur.

Pensle/forsepsle doku kasetinden doku 6rnegi alinmistir.

Doku orneginin gémme yiizeyine karar verilip bu ylizey lizerine doku base moulda
yerlestirilip base mould sicak plakadan soguk plakaya kaydirilmustir. Igindeki dokuya
pens/forsepsle pozisyon verilmis parafinin biraz katilagmasi i¢in birkag saniye beklenmistir.
Base mouldu sicak plakanin iizerine kaydirilarak blok numarasi ve kodu yazilmis kaset base
mould ustiine yerlestirilmistir. Base mould parafinle doldurulmus base mould hizlica
sogumasi i¢in soguk plakanin arkasmna kaydirilip bu alanda bloklarin katilagmasi

beklenmistir. Katilasmis blok kasetinden base mould ayrilmastir.

FORSEPS

SICAK PLAKA
LAMBASI

PARAFIN TANKI

\

BASE MOULD
SAKLAMA TANKI

y

MERCEK
SICAK PLAKA
PARAFIN

DISPENSER

DOKU KASETI

BEKLETME TANKI P

Sekil 3.7. Doku gomme cihazi
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3.4.3. Kesit alma
Isik mikroskobunda incelenecek preparatlarin hazirlanmasi i¢in doku bloklarindan 4 mikron

kalinlikta doku kesitleri yapilmistir. Bu amagla, parafin bloklardan ince doku kesitleri

yapabilen rotary mikrotom denilen cihaz kullanilmistir.

Sekil 3.8. Rotary mikrotom (Leica RM 2255)

Bloklar soguk ortamdan buz kaliplari lizerine konularak kesit masasina getirilmistir. Cihazin
tiim kilitleme kollar1 kapatilip bigak yatagina disposable bicak yerlestirilmis, bigak, bigak
sikma koluyla sikistirilmistir. Bloklar, mikrotomun blok tutucusuna yerlestirilerek blok

tutucuda oynamayacak sekilde sikistirilmistir.

Mikrotom ayar1 25 mikrona getirilerek dokunun tiim katmanlar1 (deri, deri alti1 dokusu
goziikecek sekilde) kesitte goziikecek en genis yiizeyi elde edinceye kadar dokuya
girilmistir. Kesit kalinlik kontrol diigmesi ile mikron ayar1 4 mikron yapilarak, serit seklinde
elde edilen kesitler 50°C’deki su banyosuna sulu boya fircast ile atilarak agilmasi

saglanmistir.

3.4.4. Dokulari lama alma

Lam, dik sekilde sicak su banyosuna daldirilarak su iizerinde yiizen doku seridine
yaklagtirilarak doku kesiti alinmig yiizii su yiizeyi ile dar ac1 yapacak sekilde sudan

¢ikarilarak doku lama ¢ekilmistir.
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Doku kesitleri lama daha iyi tutunmasi ve kurumasi i¢in etiive (80°C) kaldirilmistir. Ayrica

etiivde doku kesitlerine infiltre olmus parafinlerin sicaklik etkisiyle erimeye baslamasiyla

deparafinizasyon (dokudan parafinin giderilmesi) islemine de baglanilmistir.

3.4.5. Deparafinizasyon

Doku kesitleri ¢izelge 3.5.’deki siirelerde etiivde ve asagidaki soliisyonlarda bekletilmistir.

Bu iglem sonunda lamdaki ve dokulardaki parafinler ksilenle uzaklastirilmis, dokular ayni

zamanda seffaflastirilarak dokulara kaybettigi su tekrar kazandirilmistir.

Cizelge 3.5. Deparfinizasyon uygulamasi

Doku kesitlerinin  kurutulmasi, lama

80°C Etiiv 45 dakika T .
tutunmasini arttirma ve parafinin eritilmesi

1 Ksilen 15 dakika Dokudan parafinin uzaklastirilmasi ve
seffaflastirma

2. Ksilen 15 dakika

%96 Alkol 15 dakika

%96 Alkol 15 dakika Hidratasyon

%96 Alkol 15 dakika

Distile su 10 dakika

3.4.6. Hematoksilen-eosin (HE) boyama

Boyama islemi kapali sistem tam otomatik boyama cihazinda gercgeklestirilmistir. Boya

islem basamaklarinda bulunan boya ve soliisyonlar, belirtilen siraya gore ¢izelge 3.6’da

belirtildigi sekilde cihaz tarafindan uygulanmistir.

Cizelge 3.6. Doku preparatlarinin HE boyama—kapatma/montaj uygulama asamalari

Hematoksilen 4 dk

Cesme suyu 2 dk (yikama)

Asit alkol (%80 alkolde %1 Diferansiyasyon

HCI ¢ozeltisi) 5sn (Fazla boyanin
uzaklastirilmast) HE BOYA
Suyla UYGULAMASI

Cesme suyu 1.5 dk (yikama) Diferansiyasyonun
durudurulmasi

Amonyakli su (%1 Amonyak . Bazik ortamda

. g 30 saniye o
coOzeltisi) mavilestirme
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Cizelge 3.6. (devam) Doku preparatlarnin HE boyama—kapatma/montaj uygulama

asamalar1
Cesme suyu 1.5 dk (yikama)
Eosin 30 saniye
Cesme suyu 1.5 dk
%70 Alkol 1 dk
%96 Alkol 1dk DEHIDRASYON
%100 Alkol 1 dk
Kurutma
Ksilol
Kapatma/Montaj

Kapatma igleminde sirayla biitiin lamlardaki kesitlerin {izerine yeterli miktarda kapatma

maddesi damlatilarak uygun boyutlu lamel birakilmistir.
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4. BULGULAR

6,24, 96 saat ve bir hafta siire ile 1, 10 ve 50 mg/L PMMA'ya maruz kalan zebra baliklarinda
DNA Nanodrop Olg¢iim Sonuglar1 Cizelge 4.1°de gosterilmektedir.

4.1. DNA Nanodrop Ol¢iim Sonuclar

Cizelge 4.1. DNA nanodrop 6l¢iim sonuglari

Grup 6 saat 24 saat 96 saat 1 hafta sonra
8,63 7.20 9.56 8.27
Grup + * + +
DMSO 0.22 1.16 0.24 0.19
9.38 8.70 12.3 10.4
Grup + + + +
Kontrol 0.33 0.16 0.32 0.31
8.63 7.98 10.9 6.16
Grup 1 + + + +
(1 mg/L) 0.22 0.93 2.75 1.63
9.20 6.85 6.15 10.6
Grup 2 + * + +
(10 mg/L) 2.99 1.14 0.69 2.60
9.83 5.10 9.73 7.70
Grup 3 + + + +
(50 mg/L) 2.45 1.06 3.39 1.42

hu‘dywrsanple and press the measure button.

A PN Sample ID: —_#I—— Pedesta

% \ Type: IDNA - - 50,00

08 \ Conc. [ 495

S A260 (10 mmpath) | 0,991

s N \ ‘ A280 (10mm path) | 0,647
&5 ‘ Y 260/280 | 1,81
o 2601230 | 165
" ";‘1 7] Baseline correction 340 nm

02 . / ‘

U 3 |

00 EEE SSESER SN

W a3

20 %0 M0 B0 | 260 20 260 2% 30 300
RS _“.’/a/elergzh (nm)

12820m 0,496Abs

~

& [BE

Sekil 4.1. Nanodrop DNA 6l¢iim grafigi 6rnegi
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4.2. 8OHdAG Analiz Sonuglari

Gruplarin ortalama 8-OHdG (ng/g doku) degerleri elde edilerek gruplara gore karsilastirma
yapilmuigtir.

Cizelge 4.2. 8-OHAG (ng/g doku) degerleri

Gru 6 saat 24 saat 96 saat 1 hafta sonra

106.00 144.00 176.00 138.00
Grup + + + +
Kontrol 0.63 0.61 5.44 0.39
127.00 120.00 169.00 221.00
+ + + +
Grup2(10mgiL) 46+ 4 257 19.90 42.70

8-OHdG (ng/g doku) degerleri

6 Saat 24 Saat 96 Saat 1 Hafta

250

200

mDMSO
m Kontrol

15

o

=1 mg/lt
110 mg/lt
=50 mg/It

10

o

5

o

0

Sekil 4.2. 8-OHAG (ng/g doku) degerlerinin degisimine ait bar grafik
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4.3. Histopatoloji Sonu¢lar (PMMA)

Yapilan histopatolojik degerlendirme sonucunda, kontrol gruplarinda, 6 saat ve 24 maruziyet
tiim konsantrasyonlarda ve tiim siirelerde 1 mg/L gruplarda hig¢bir histopatolojik degisiklik
gozlenmemistir. Diger konsantrasyonlarda solungag, karaciger, bobrek ve beyin dokularinda
histopatolojik bulgular tespit edilmistir. Histopatolojik bulgular cizelge 4.6’da

gosterilmektedir.

Cizelge 4.3. 1 mg/L PMMA’ya maruz kalan zebra baliklarinin ¢esitli dokularinda goriilen
histopatolojik bulgular

Siire 6 saat 24 saat 96 saat 1 hafta
Konsantrasyon 15 )19 5o |1 10 [s0 |1 [10 |50 [ |10 |50
(mg/L)

Dokular

Solungac

Epitel hiperplazi - |- - - |- - - + |+ - |+ +
Epitel kaldirma - - - - - - - + + |- |+ +
Kanama - - - - - - - i + |- |+
Telanjiektazi - |- - - - - - - - - - +
Karaciger

Hidropik L ) L ] ] . L L L s
Dejenerasyon

Kanama - - - - |- - - + + |- |+ +
Bobrek

Tiibiil L R X
dejenerasyonu

Kanama - - - - |- - - - + |- |+ +
Beyin

Hiperemi - - - - - - - + |+ -+ +

Tablo 4.3 incelendiginde 96 saat 10 ve 50 mg/LL PMMA’ya maruz kalan zebra baliklarinin
solunga¢ dokularinda epitel hiperplazisi, epitel kalkmasi ve kanama (Sekil 4.3, 4.4, 4.5), 1
hafta sonunda ise ayni bulgulara ilave olarak 50 mg/L PMMA’ya maruz kalan zebra
baliklarinin solunga¢ dokularinda telangiektaziye (Sekil 4.6) rastlanmistir. 96 saat ve 1 hafta

stire ile 10 ve 50 mg/L PMMA’ya maruz kalan zebra baliklarinin karaciger dokularinda
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hidropik dejenerasyon ve kanama (Sekil 4.7, 4.8, 4.9) gozlenmistir. 1 hafta siire ile 10 ve 50
mg/L PMMA ’ya maruz kalan zebra baliklarinin bobrek dokularinda tiibiil dejenerasyon ve
kanama (Sekil 4.10, 4.11) saptanmistir. Beyin dokusunda ise 96 saat ve 1 hafta siire ile 10
ve 50 mg/L. PMMA’ya maruz kalma sonrasinda hiperemiye ($ekil 4.12) rastlanilmistir.

-‘('~I i

Sekil 4.3. 96 saat 50 mg/L PMMA'ya maruz kaldiktan sonra zebra balig1 (D. rerio) solungag
dokusunda epitel hiperplazisi (mavi ok).

Sekil 4.4. Bir hafta boyunca 10 mg/L PMMA'ya maruz kaldiktan sonra zebra balig1 (D.
rerio) solunga¢ dokusunda epitel kaldirma (mavi ok) ve kanama (kirmizi ok).



Sekil 4.5. Bir hafta boyunca 50 mg/. PMMA'ya maruz kaldiktan sonra zebra balig1 (D.
rerio) solunga¢ dokusunda epitelyal kaldirma (mavi ok), hiperplazi (sar1 ok) ve
kanama (kirmizi ok).

Sekil 4.6. Bir hafta boyunca 50 mg/. PMMA'ya maruz kaldiktan sonra zebra baligi (D.
rerio) solunga¢ dokusunda telanjiektazi (ok).
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Sekil 4.7. 96 saat boyunca 50 mg/L. PMMA'ya maruz kaldiktan sonra zebra balig1 (D. rerio)
karaciger dokusunda kanama (mavi ok) ve hidropik dejenerasyon (kirmizi ok).

Sekil 4.8. Bir hafta boyunca 50 mg/l. PMMA'ya maruz kaldiktan sonra zebra balig: (D.
rerio) karaciger dokusunda kanama (mavi ok) ve hidropik dejenerasyon (kirmizi
0k).



Sekil 4.9. 96 saat 10 mg/L PMMA'ya maruz kaldiktan sonra zebra baligi (D. rerio) karaciger
dokusunda (ok) kanama

Sekil 4.10. Bir hafta boyunca 50 mg/L PMMA'ya maruz kaldiktan sonra zebra balig1 (D.
rerio) bobrek dokusunda (ok) tiibiil dejenerasyonu.
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Sekil 4.11. Bir hafta boyunca 50 mg/L PMMA'ya maruz kaldiktan sonra zebra balig1 (D.
rerio) bobrek dokusunda (ok) kanama.

A KA

- v® ey’
- S o "a y
- ’ ’Linl‘ “.f/ ‘ r.‘f . i Lo > il B vt

Sekil 4.12. 96 saat 10 mg/L PMMA'ya maruz kaldiktan sonra zebra baligi1 (D. rerio) beyin
dokusunda (ok) hiperemi.
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5. TARTISMA

DNA hasari, hiicrenin yasam siirecinde yaygin olarak goriilebilen ve mutasyon, kanser,
yaglanma ve nihai olarak hiicre 6liimiine yol agabilen bir siirectir. DNA, yasam boyunca
hiicresel metabolitler ve ekzojen ajanlar tarafindan siirekli olarak degisimlere maruz kalir.
Bu degisimler sonugta tek hiicreli organizmalarda hiicresel o6liime veya cok hiicreli
organizmalarda dejenerasyon ve yaslanmaya sebep olabilir (Sancar ve ark., 2004; Rupp,
2006). Reaktif oksijen tiirleri DNA’da 20°den fazla oksidatif baz hasar liriiniiniin olugsmasina
yol agar (Dizdaroglu, 1998). 8-OHdG, guaninin 8-hidroksilasyonu sonrasi, 6zgiil enzimatik
boliinmeyi takiben olusan oksidatif DNA hasarinin bir irlinli ve oksidatif stresin
gosterilmesinde Onemlidir ve hassas bir belirleyicidir. Literatirde PMMA’nin zebra

baliklarinin DNA oksidatif hasarina iligkin ¢aligmaya rastlanmamustir.

Polimetilmetakrilat kemik ¢imentosu olarak da bilinir ve bu madde protez kaide materyali
olarak yaygin kullanima sahiptir. Kemik ¢imentosu asil olarak implantlarin kemige tespiti
icin kullanilmak tiizere gelistirilmistir. Toz halindeki polimer ve sivi halindeki monomerin
karistirllmasiyla kivam alip, yaklasik 60—-80° sicakliga ulasan ve egzotermik tepkimeyle
sertlesen bir biyomateryaldir. Yaklagik olarak 60 yildan fazla bir siiredir ortopedi alaninda
kullanilmaktadir [36, 37].

Polimetilmetakrilatda diger kimyasallar gibi oksidatif strese neden olabilmekte ve ¢esitli
hastaliklarin patogenezinde rol oynamaktadir. Son yillarda cevresel kirleticiler ile iliskili
olarak konuya verilen énemin giderek arttigida goriilmektedir. Molekiiler etkileri arasinda
DNA yapisini bozarak DNA hasarina neden olma, lipit ve proteinler gibi makromolekiillerin

oksidatif hasarini hizlandirma sayilabilir.

Sepici Dingel ve ark. (2011), fenitrotiyona maruz kalan sazan baliklarinda (Cyprinus carpio
L.) DNA hasar1 ve mikroniikleus testi ile gergeklestirdikleri genotoksisite ¢caligmalarinda,
karaciger dokusu igin Onemli ol¢iide artmis SOHAG/10°dG seviyesi gozlemlerken,
solungacta doz ve zamana bagl farklilik gdsteren DNA hasar1 ve beyin dokusunda artmis

DNA hasari tespit etmislerdir [38].

Farkli konsantrasyonlarda ¢inko/bakir (Zn/Cu) piritiyona maruz birakilan zebra baliklarinda

meydana gelen olas1 toksik etkilerin DNA hasar1 ve oksidatif hasar belirtecleri dikkate
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alinarak yapilan degerlendirmesinde, bu belirteclerin endokrin bozucu biyobelirteg olarak
kullanilabilecegi vurgulanmistir. Calismada Zn ve Cu piritiyona maruziyet siiresi arttik¢a
toksik etkinin de arttig1 gézlemlenmistir. Yapilan deneyler sonucunda lipit peroksidasyonu
diizeyinde artmis toksik etkinin akut donemde degil artan maruziyet siiresine bagli olarak

ortaya ¢iktig1 gdzlemlenmistir [39].

Brandts et al (2021) denizel kiiltiir balig1 olan ¢ipura baliklarinda (Sparus aurata) kisa siireli
olarak 45 nm polimetilmekakrilat nanoplastikleri ile yaptiklar1 ¢alisma, 0.001, 0.01, 0.1, 1
and 10 mg/ L PPMA Ilarin 24 ve 96 saat etkilerini incelemislerdir. Sonuglar, lipit
metabolizmasi (6rnegin apolipoprotein Al ve retinoid X reseptorii) ile iliskili anahtar
genlerin mRNA seviyelerinin genel bir sekilde diizenlenmesini gostermistir. Lipit genlerinin
modiilasyonu ile plazmada kolesterol ve trigliseritlerde genel bir artis saptanmistir. Total
antioksidan kapasitesinde artig saptanmistir. Ayni arastiricilar tarafindan deniz levreklerinde
(Dicentrarchus labrax) yapilan c¢alismada yaklagik 45nm oranindaki PMMA
nanoplastiklerinin (NPs) 96 saat siiresince etkilerini aragtirmiglardir. Lipit metabolizmasi,
ppara ve ppare ile ilgili mRNA transkriptlerinin bollugu, NP'lere maruz kaldiktan sonra
onemli dl¢iide artmistir. Biyokimyasal u¢ noktalar plazmadaki esteraz aktivite diizeylerinde
azalma ve baliklarin bagisiklik sistemini etkilediklerini bildirmislerdir (Brandts 2018). Iki
tiirde yapilmis caligmalarda maddenin farkli toksik etkileri incelenmis ve kisa siirede bile

etki yaratabilecegi saptanmustir.

Bu ¢aligmada 96 saat 10 ve 50 mg/L PMMA’ya maruz kalan zebra baliklarinin solungag
dokularinda epitel hiperplazisi, epitel kalkmasi ve kanama, 1 hafta sonunda ise ayni
bulgulara ilave olarak 50 mg/L PMMA’ya maruz kalan zebra baliklarinin solungag
dokularinda telangiektaziye rastlanmistir. 96 saat ve 1 hafta siire ile 10 ve 50 mg/L
PMMA'’ya maruz kalan zebra baliklarinin karaciger dokularinda hidropik dejenerasyon ve
kanama goézlenmistir. 1 hafta siire ile 10 ve 50 mg/L PMMA’ya maruz kalan zebra
baliklarinin bobrek dokularinda tiibiil dejenerasyon ve kanama saptanmistir. Beyin
dokusunda ise 96 saat ve 1 hafta siire ile 10 ve 50 mg/L. PMMA’ya maruz kalma sonrasinda

hiperemiye rastlanilmigtir.

Literatirde PMMA’nin zebra baliklarinin histolopatolojik etkilerinin incelendigi bir
caligmaya rastlanmamistir. Bulgular incelendiginde 6zellikle yiiksek dozlarda ve 96 saat ve

1 haftalik maruziyet sonucunda etkilerin arttif1 saptanmistir. Calismada elde edilen


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/european-sea-bass
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histopatolojik ¢alismalar farkli toksik maddelere maruz kalan baliklarda saptanan sonuglarla
benzerlikler gostermektedir. Mikroplastiklere maruz kalan Zebra balig1 ayrica solungag
epitelinin  degisiklikleri, ndtrofillerin  olusumu, sekonder lamellada mukoza
hipersekresiyonu ve fiizyon saptanmistir (Limonta et al 2019). Yildirnrm ve ark. [26],
deltametrinin subletal konsantrasyonlarina maruz tilapia Oreochromis niloticus baliklarinin
solunga¢ dokularinda hiperemi, sekonder lamellerde fiizyon ve telangiektazi, karaciger

dokularinda ise hidropik dejenerasyon saptamustir.
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6. SONUC VE ONERILER

Mevcut literatiirde tiim canli hayvanlarda endokrin-aracili advers etkilerin tanimi mevcut
degildir, tiire 6zgli memeli ve memeli olmayan (omurgasiz, balik, amfibi ve kus) canlilarda

OECD ve EPA’nin ilgili yonergeleri de yetersiz kalmaktadir.

Bu ¢aligmada, 6, 24, 96 saat ve bir hafta siire ile 1, 10 ve 50 mg/L PMMA'ya maruz kalan
zebra baliklarinda, DNA oksidatif hasar1 8-hidroksi-2'deoksiguanosin (ng/g doku) diizeyinin
tiim viicut dokusunda miktar tespiti ile belirlenmistir. Diisiik dozlara 24 saat maruz kalan
gruplarda istatistik olarak onemli diizeyde artarken (p<0.05), 96 saat ve 1 haftalik yiiksek

dozlarda istatistiksel bir farka rastlanmamugtir.

Solungag¢ dokularinda epitel hiperplazisi saptanmistir. 96 saat ve bir hafta boyunca 10 mg/L
ve 50 mg/L dozlara maruz kalan gruplarda epitel hiperplazisi’nin artig1 goézlemlenmistir.
Ayrica, karaciger dokularinda da ayn1 konsantrasyon ve siirelerde histolojik olarak hidropik
dejenerasyonlar gozlenmistir. Histolojik hasar 50 mg/l. PMMA maruz kalan grupta daha
siddetli olarak saptanmistir. Calisma sonuglari bu maddenin canlilar {izerinde olumsuz
etkiler yarattigi ve ekosistem {lizerinde etkilerinin de ileri de yapilacak daha detayli

caligmalarla irdelenmesi gerektigini gostermektedir.
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