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OZET

Kiiresel su ortamlarinda yaygin olarak bulunan mikroplastiklerin farkli sucul orgazimalar
iizerinde ¢ok cesitli zararli etkileri tespit edilmistir. Bu calismada, polistren (PS) ve
polietilen (PE) mikroplastiklerinin zebra baliklarinda (Danio rerio, Hamilton,1822) DNA
hasar1 (8-OHdG), ileri oksidasyon protein tiriinleri (AOPP), malondialdehit (MDA) ve
glutatyon (GSH) diizeyleri ile degerlendirilmistir. Model organizma olarak kullanilan
yetiskin zebra baliklar1 (Danio rerio) 96 saat ve 21 giin siire ile her iki mikroplastige 1 ve
10 mg/L konsantrasyonlarinda maruz birakilmiglardir. Deney sonucunda MDA
diizeylerinin Img/L PS ve PE’ye 96 saat maruziyet sonunda kontrol grubuna gore anlamh
olarak arttig1 bulunmustur (p=0,008, p=0,041). 10 mg/L. PS ve PE maruziyet gruplarinda
ise 96 saat sonunda kontrol grubuna gore goriilen artis anlamli bulunmamistir (p=0,137,
p=0,395). GSH diizeylerinin 1 ve 10 mg/L PE’ye 96 saat maruziyet sonunda kontrol
grubuna gore anlamli olarak arttig1 bulunmustur (p=0,004, p=0,004). 1 ve 10 mg/L PS’ye
21 gilin maruziyet sonunda da deney gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli azalma
bulunmustur (p=0,033, p=0,045). AOPP diizeylerinin 1 ve 10 mg/L PS 96 saat maruziyet
gruplart kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak azalmis bulunmustur
(p=0,008, p=0,000). Ayrica 1 mg/LL PE ve 10 mg/L PE gruplarinda kontrole gore goriilen
azalma ve artma anlamli bulunmamistir (p=0,236, p=0,364). AOPP degerlerinin 1 ve 10
mg/L PE ve PS gruplarinda 21 giin maruziyet sonunda kontrol grubuna gore goriilen artis
anlamli degildir (p=0,124, p=0,090, p=0,055, p=0,282, sirastyla). 8-OHdAG diizeyleri 10
mg/L PS grubunda 96 saat maruziyet sonunda kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamh
olarak azalmis bulunmustur (p=0,030). 1 mg/L PS, 1 mg/L PE ve 10 mg/L PE gruplarinda
ise kontrol grubuna gore izlenen azalma anlamli bulunmamistir (p=0,882, p=0,608,
p=0,263, sirasiyla). 8-OHdG diizeyleri 21 giin maruziyet sonunda ise 1 mg/L PS, 10 mg/L
PS gruplarinda kontrol grubuna gore artmis ve 10 mg/L PE grubunda kontrol grubuna gore
azalmig olsa da anlamli bulunmamistir (p=0,199, p=0,131, p=0,850, sirasiyla). 1 mg/L PE
grubunda ise kontrol grubuna goére goriilen artis anlamli bulunmustur (p=0,028). Sonug
olarak, 1 ve 10 mg/L PE ve PS mikroplastiklerinin zebra baliklarinda uygulanan
konsantrasyon ve siirelerde oksidan-antioksidan sistemi etkiledigi ve DNA hasarina neden
oldugu diistiniilmektedir.
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ABSTRACT

Microplastics which are prevalent in global aquatic environments have been established a
wide variety of harmful effects on different aquatic organisms. In this study, the effects of
polystyrene (PS) and polyethylene (PE) microplastics on DNA damage (8-OHdG),
advanced oxidation protein products (AOPP), malondialdehyde (MDA) and glutathione
(GSH) in zebrafish (Danio rerio, Hamilton, 1822) were evaluated. Adult zebrafish (Danio
rerio) used as a model organism were exposed to both microplastics at concentrations of 1
and 10 mg/L for 96 hours and 21 days. As a result of the study, it was found that MDA
levels increased significantly only after 96 hours of exposure to 1mg/L PS and PE
compared to the control group (p=0.008, p=0.041respectively). GSH levels were
significantly increased compared to the control group after 96 hours of exposure to 1 and
10 mg/L PE (p=0.004, p=0.004). Also after 21 days of exposure to 1 and 10 mg/L PS, a
significant decrease was found in the experimental groups compared to the control group
(p=0.033, p=0.045). AOPP levels were significantly decreased in 1 and 10 mg/L PS 96
hour of exposure groups compared to the control group (p=0.008, p=0.001). In addition,
the decrease and increase observed in the 1 mg/L PE and 10 mg/L PE groups compared to
the control were not significant (p=0.236, p=0.364). The increase in AOPP values in the 1
and 10 mg/L PE and PS groups after 21 days of exposure was not significant compared to
the control group (p=0.124, p=0.090, p=0.055, p=0.282, respectively). 8-OHIG levels
were found to be significantly decreased in the 10 mg/L PS group after 96 hours of
exposure compared to the control group (p=0.030). The decrease observed in the 1 mg/L
PS, 1 mg/L PE and 10 mg/L PE groups was not significant compared to the control group
(p=0.882, p=0.608, p=0.263, respectively). Although 8-OHdG levels increased in the 1
mg/L PS and 10 mg/L PS groups compared to the control group after 21 days of exposure,
and decreased in the 10 mg/L PE group compared to the control group, it was not found
significant (p=0.199, p=0.131, p=0.850, respectively). In the 1 mg/L PE group, the
increase in the control group was found to be significant (p=0.028). As a result, it is
thought that 1 and 10 mg/L PE and PS microplastics affect the oxidant antioxidant system
and cause DNA damage at the concentrations and times applied in zebrafish.
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TESEKKUR

Oncelikle bu siirecte yasadigim tiim diinya ve iilkemizin etkilendigi cok 6nemli bir olay1 da
belirtmek istedim. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan pandemi olarak ilan edilen kovid-19
salgini, tez calismamin sekillendigi asamada 2020 yil1 Mart ayindan itibaren tilkemizi de
etkilemistir. Bu siireclerde ¢alismamin olusturulmasi ve yiiriitiilmesinde, engin bilgi ve
deneyimleri ile yol gosteren, giilerylizii ile destegini ve hosgoriisiinii hep hissettiren,
laboratuvarda gerekli ¢alisma ortamini saglayarak destekleyen danismanim ¢ok kiymetli
hocam Prof. Dr. Aylin SEPICI DINCEL’e, ¢alismamin olusturulmasi ve yiiriitiilmesinde,
engin bilgi ve deneyimleri ile yol gosteren, giileryiizii ile destegini ve hosgoriisiinii hep
hissettiren, akademik katkilarinin yani sira laboratuvar imkanlart agisindan da yardimlarini
ve destegini esirgemeyen ikinci danigmanim ¢ok kiymetli hocam Prof. Dr. A. Caglan
GUNAL’ a, doktora tez calismam siirecinde desteklerini esirgemeyen tez izleme komitesi
degerli hocalarim, Prof. Dr. Belda ERKMEN ve Dr. Ogr. Uyesi Feriha YILDIRIMa,
analiz siireclerinde bana yardimci olan Cevre Bilimleri ABD doktora 6grencileri Giilsiim
KOCAK ve Donald Romeric Yehouenou TESSI’ye, tezimi yazma siirecimde benden
destegini esirgemeyen ve istatistik analizlerde yardimci olan Ars. Gor. Dr. Tuba
GUNDUZ’e (Mugla Sitki Kogman Universitesi), ¢alismamizin yiiriitiilebilmesine olanak
sagladiklar1 i¢in Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi’ ne, tesekkiirlerimi
sunarim. Amaclarimi gerceklestirmek icin ¢iktigim her yolda beni anlayan, destekleyen,
yanimda olarak bu yollar1 daha kolaylikla kat etmemi saglayan ¢ok kiymetli annem Rukiye
ONDER ve babam Abbas ONDER’e her zaman minnettar olacagim. Bu ¢alisma Gazi
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan FDK-2022-7588 kodu ile

desteklenmistir.
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Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.
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1. GIRIS

Plastikler, molekiil agirlig1 yiiksek organik molekiillerden ya da polimerlerden olusan
maddelerdir. Plastik kelimesi, Yunanca’da istenilen bi¢imi alabilen anlamindaki
“plastikos” sozciiglinden gelmektedir. Plastiklerin baslica 6zellikleri 1s1 ve basing etkisiyle,
kalip ya da haddeleme gibi islemler kullanilarak kolaylikla ¢esitli bigimler verilebilmesidir.
Plastikler yar1 sentetik ve tam sentetik olarak iki gruba ayrilabilir. Yar1 sentetik plastikler,
seliiloz gibi dogal bir iirtinden temel zincir yapist olusturulmus olan plastik grubudur. Tam
sentetik plastikler, monomerlerden ya da kiigiik birimlerden kimyasal yolla temel zincir
yapilari olusturulan plastik grubudur. Polimerlesme, polimerlerin bilesenleri olan

monomerlerden olusturulma siirecidir (Giiler ve Cobanoglu, 1997:9).

Plastiklerin tarihi gelisimine bakildiginda Antik Mezoamerikalilar doneminde kullanildigi
goriilmistiir. Dogal kaugugu ilk kez toplayarak figiirinler ve bantlar halinde islemislerdir.
MO 1600'den beri insanlar polimerlerin kullanimindan yararlanmislardir. Aradan gecen
yillarda, insanoglu giderek daha fazla plastik ve kauguk kullanmistir. Modern
termoplastiklerin gelisiminin basladigt on dokuzuncu yiizyila kadar dogal polimerler,
boynuz, mumlar, dogal kauguk ve reginelerle ilk denemeler yapilmistir. Modern
plastiklerin gelisimi, yirminci yiizyilin ilk 50 yilinda, en az 15 yeni polimer smifinin
sentezlenmesiyle ¢ok genislemistir. Endiistriyel malzeme olarak plastik kullanimi
yayginlasmis; dogal polimerler, modifiye edilmis dogal polimerler, isiyla sertlesen
plastikler, termoplastikler ve daha yakin zamanda biyolojik olarak parcalanabilen plastikler
dahil olmak iizere bir dizi tiir ve formda kullanim i¢in ¢ok yonli olduklarini

kanitlamiglardir (Andrady ve Neal, 2009).

Bir plastik ¢esidi olan polietilen (PE), ilk olarak 1935'te diisiikk yogunluklu bir recine
(diisiik yogunluklu polietilen-LDPE) olarak sentezlenmistir. PE iiretim siiregleri o
zamandan beri daha karmagik ve uygun maliyetli hale gelmistir. PE su anda diinya ¢apinda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Lineer re¢inenin ortalama yogunluguna gore siniflandirilan
birka¢ farkli PE smifi vardir. Diisik yogunluklu LDPE, 0,930-0,935 g/cm® orta
yogunluklu polietilen, (MDPE), 0,93-0,945 g/cm3, yiiksek yogunluklu polietilen (HDPE),
0,945-0,965 g/ cm®seklindedir (Andrady ve Neal, 2009).



Diger bir plastik ¢esidi olan polistrenin (PS) ticari tiretimi 1930'larda Alman sirketi BASF
(Interessen Gemeinscahft Farbenindustrie A.G.-IG Farben) tarafindan baglatilmis ve
1937'de ABD'ye tanitilmistir. 1954'te Dow Chemical Company PS'yi gelistirmis ve binalar
icin mikemmel bir yalitim ortami, kaliplanabilir bir ambalaj malzemesi olarak
kullanilmaya baglanmstir. PS, tiiketim mallar1 i¢in yaygin olarak kullanilirken, endiistriyel
ambalajlar, tasima sirasinda elektronik ftriinlerin (televizyonlar, ¢amasir makineleri,
aydinlatma vb.) ve degerli esyalar1 korunmasinda kullanilmaktadir (Andrady ve Neal,
2009).

Plastikler, 1950’lerden itibaren gilinlilk hayatimiza girmis ve ¢ok hizli bir sekilde de
kullanim1 yayginlasmustir (Yurtsever, 2018a). Cam, kagit ve metal gibi daha saglikli
ambalaj malzemelerinin yerini almiglardir (Andrady, 2011). Bilim adamlar1 iginde

-

bulundugumuz donemi “Plastik Cag1” olarak da adlandirmaktadir (Yurtsever, 2018b).
Istatistiklere gore, kiiresel plastik iiretimi 2018'de 360 milyon tona yakin olarak

gerceklesmistir. Sekil 1.1° de gosterildigi gibi iiretimin onlimiizdeki 20 y1l i¢inde iki katina
¢ikmasi beklenmektedir (Lehner, Weder, Petri, Rothen, 2019).
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Sekil 1.1. Plastik iiretim miktarlar1 (Lehner ve digerleri, 2019)



Plastikler, biyolojik olarak pargalanamadiklari veya dogal bozunma siiresinin ¢ok yavas
olmasi nedeniyle ¢evrede son derece kalicidirlar. Cesitlerine gore drnegin, plastik torbalar
(LDPE) 20 yil, polietilen tereftalat (PET) siseler 450 yil ekosferde kalabilmektedir
(Yenigiin, 2018).Cevrede bulunan biiyiik plastikler cesitli etkilerle mikroplastik olarak
parcalanmaktadir. Son yillarda ekotoksikolojik etkilerinin potansiyel riskleri nedeniyle
mikro ve nano boyutlu plastikler ile yapilan c¢alismalarin arttigi goriilmiistir.
Mikroplastikler, boyutu 0,06-0,5 mm veya >1 mm olan plastik pargalar olarak

tanimlanmistir (Zhang ve digerleri, 2019).

Cogunlukla belirli bir ortamda (sucul) yaygin olan tiirlere (balik, omurgalilar, g¢ift
kabuklular gibi) odaklanan bu arastirmalar, farkl tiirlerde ¢ok ¢esitli, notr ve zararh etkiler
bildirmiglerdir (Huang ve digerleri, 2021). Genel olarak, mikroplastik/nanoplastikler
organizmalarin biiylimesini ve gelismesini sinirlayabilmekte, 6liim oranini artirabilmekte,
endokrin metabolizmasini bozabilmekte ve hatta gen ifadesini degistirebilmektedir (Huang

ve digerleri, 2021).

Su canlilarinda (solungag, bagirsak, bobrek, karaciger) gibi bazi organlarda birikerek
etkilere neden olabilmektedir (Guerrera ve digerleri 2021). Ayrica organizmalarin
viicudunda biriken (biyoakiimiilasyon) mikroplastikler, birincil iireticiden itibaren besin
agl boyunca tasinarak biyomagnifikasyona neden olabilmektedir (Kayhan 2019).
Mikroplastiklerin olusum dinamikleri, dagilimlari, 6zellikle sucul ortamlardaki miktarlar
vb. gibi konularda aydinlatilmasi gereken taraflar oldugu yapilan arastirmalar sonucu
ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica plastiklerin mikro boyutundan sonra nano boyutu ile ilgili
tartismalar devam etmektedir (Torres-Ruiza ve digerleri 2021).
Mikroplastiklerin/nanoplastiklerin 6zellikleri, ¢evre kosullart ve organizmalarin biiyiime
ortami, mikroplastiklerin/nanoplastiklerin taginmasi, dagitimi ve toksisitesi i¢in kritik

oneme sahiptir (Huang ve digerleri, 2021).

Bu calismada, cevresel kirletici mikroplastiklerin (PS ve PE), yetiskin zebra baliklar
(Danio rerio) tizerindeki toksik etkilerinin ileri oksidasyon protein irtinleri (AOPP),
malondialdehit (MDA), glutatyon (GSH) biyobelirtegleri ile birlikte DNA oksidatif hasar
tizerine etkilerinin  8-hidroksi-2-deoksiguanozin  (8-OHdG) yontemi  kullanilarak

degerlendirilmesi amaglanmistir. PS ve PE’nin besin zincirinin farkli basamaklarindaki



toksikolojik etkilerini anlamak ve tahmin etmek i¢in elde edilen verilerin degerlendirilmesi

ve literatiire katki saglamasi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Plastiklerin Genel Ozellikleri ve Mikroplastikler

Plastigin icadi, kararl kimyasal 6zellikleri, 1y1 yalitimi, hafifligi ve dayamiklilik 6zellikleri
ile Uretime ve giinlilk hayata biiyiik kolayliklar getiren yeni bir donem a¢gmuistir. Ayrica
plastiklerin diisiik maliyetli ve seffaf olmalari, oksijen/nem bariyeri ozellikleri onlari

miikemmel ambalaj malzemesi haline getirmektedir (Yurtsever, 2018a).

Plastiklerin genel 6zellikleri ve tercih edilme nedenleri asagidaki gibi siralanabilir:

» Hafif olmalar1 nedeniyle su yiizeyinde kalabilir ve yiizebilirler,

= Lipofilik 6zelliktedirler (yagda ¢oziiniir),

= Polimer tiirleridir,

= Kimyasallarin ¢coguna kars1 dayaniklidirlar,

= Sekil vermek ve islemek kolaydir,

= Plastiklerin bir kism1 yeniden kullanilabilir,

= Sicak ve soguga dayanikli, elektrik akimina karsi yalitkandirlar,

» Kimyasallar1 adsorblayarak tasiyabilirler,

» Plastikler, katki maddeleri (ftalatlar, bisfenol A vb) kullanilarak 6zellikleri

gelistirilebilir ve olduk¢a dayanikli plastikler iiretilebilir (Yurtsever, 2018a).



Cizelge 2.1 *de yaygin olarak kullanilan plastikler ve kullanim alanlar1 verilmistir.

Cizelge 2.1. En yaygin kullanilan plastikler ve siniflandirilmasi (Yurtsever, 2018a)

Kod Plastik Ad: Kullanim Alanlar
N Polietilen tereftalat (PET) En yaygm kullantan plastiklerden biridir. Igecek, megrubat,

u.) su sigeleri

Yiiksek yognunluklu polietilen Yaygn kullanilan plastiklerdendir. Deterjan, jampuan giseleri,
sz‘\) (HDPE) siit ve vag siseleri, oyuncaklar ve baz plastik torbalar, piknik

masalan, ¢op kutulan, park banklan

N Polivinil kloriir (PVC) Gtda ambalaj: seffaf, evcil hayvan ve ¢ocuk oyuncaklar,
L!!‘) bebek dis kasima aparatlari, boru, pencere gervesi, bahge

hortumu, plastik film, siseler, bardaklar

7\, |Disik yogunluklu polietilen Yaygn kullanilan plastiklerdendir. Giysi ambalajlan (kuru
&3 |@DrE) temizleme), magaza posetleri, bazt mobilyalar, siseler
N Polipropilen (PP) Yaygmn kullanilan plastiklerdendir. Tek kullanimbk ¢ocuk
LS ‘) bezleri, plastik sise kapaklari kovalar, yogut ve margarin
kaplar, gida koruma ambalajlar, otomobil yan sanavinde
Plistren (PS) Yaygmn kullanilan plastiklerdendir. Tek kullanimitk
L’s?) malzemelerde, plastik catal, kasik vb., tek kullanimbk strafor

bardaklar, yumurta kartonlan, képiik ambalajlar,
paketleme koruma amach kullanilan kopiik, izolasyon
Diger BPA igerebilen tiriinlerdir. Tibbi saklama kaplan, kapaklar,
é‘\) Cesitli plastikler veya kangimlant |mutfak geregleri, su damacanalan, otomotiv
(Polikarbonat (PC), akrilik vb.)

Cevrede Ozellikle son yillarda onlenemez sekilde artan ¢oplerin ¢ogunlugunu plastik

atiklar, bu atiklarin biiyiik kismini da tek kullanimlik plastik malzemeler olusturmaktadir.

Cevredeki plastik parcalar1 bes gruba ayrilmaktadir:

» 1 nm-1mm arasinda olanlar nanoplastik,
* Imm-5mm arasinda mikroplastik,

= 5 mm-20 mm arasinda mezoplastik,

= 20-100 mm arasinda makroplastik,

* 100 mm’den biiyiik olanlar megaplastik (Yurtsever, 2018a).

NOAA (Ulusal Okyanus ve Atmosfer Dairesi) tarafindan mikroplastikler, boyu 5 mm’den
kiigiik plastikler olarak tanimlanmaktadir (NOAA, 2019). Bir baska tanimlamada ise, 1
pum- 5 mm arasinda bir boyut araligi mikroplastik olarak kabul edilitken <1 pm
boyutundaki plastik parcacik nanoplastik olarak kabul edilmistir (Bhagat ve digerleri
(2020). Mikroplastikler, polimer zincirlerinde birbirine bagli karbon ve hidrojen



atomlarindan olusmaktadir (Britannica, 2022). Mikroplastik terimi, 2004 yilinda deniz
ekologu Richard Thompson tarafindan yayinlanan bir raporda ilk kez kullanilmigtir

(National Geographic, 2018).

Mikroplastiklerin 6zelliklerini kapsayacak sekilde tanimlanmasi ile ilgili olarak yapilan
calismada yeni bir tanim ortaya c¢ikmistir. Mikroplastikler, boyutlar1 1-5 mm arasinda
degisen, suda ¢oziinmeyen, birincil veya ikincil iiretim kaynakli, sekilleri diizenli veya
diizensiz olabilen herhangi bir sentetik kati1 parcacik veya polimerik matriksler olarak
tamimlanmistir (Frias ve Nash, 2019). Fiziksel, kimyasal ve/veya biyolojik etkiden sonra,
biiyiik plastik pargalari mikroplastikler (1 pm — 5 mm) veya nanoplastikler (<1000 nm)
olarak pargalanmaktadir. Nanoplastikler, endiistriyel desarj ve mikroplastikler de dahil
olmak {izere daha biiyilk boyutlu plastik atiklarin bozunmasi ve parcalanmasi ile

ekosisteme karisabilmektedir (Zhang ve digerleri 2020).

Kaynaklarina bagli olarak mikroplastikler, birincil mikroplastikler ve ikincil
mikroplastikler olarak siiflandirilmaktadir. Birincil mikroplastikler plastikler mikroskobik
boyutta iiretilmekte ve kozmetikte, makine boyalarinda, deterjanlarda kullanilmakta olup,
mikroboncuk olarak adlandirilmaktadir. (Kayhan, 2019; Jeyasanta, Sathish, Patterson,
Edward, 2020). Bunlar genellikle tiiketici farkinda olmasa da kozmetikte dis macunu, yiiz
temizleme jeli, peeling kremleri gibi {irlinlerde kullanilanilmaktadirlar (Kayhan, 2019).
Ikincil mikroplastikler ise ultraviyole (UV) 1sinlari, riizgar, sucul ortamlar gibi cevresel
etkilerle asman, parcalanan ve kii¢iik boyutlara ayrilan plastiklerdir (Kayhan, 2019).
Mikroplastikler, kaynaklarina gore sucul ortamlarda farkli renklerde, ¢esitli sekillerde
(fiber, silindirik, oval, yuvarlak vb. amorf yapida), farkli boyutlarda ve diger bazi
ozelliklere gore degisen ¢ok heterojen bir partikiil toplulugu olusturmaktadir (Kayhan,
2019).

Arastirmacilar, diinyanin dort bir yanindaki mikroplastik varligini kesfetmiglerdir. Plastik
kirliliginin insan yasami olmayan 1ssiz adalardan kutup bdlgelerine, hatta diinyanin en
derin noktasi olan Mariana Cukuru’na (10,994 m) kadar bir¢ok yere ulastifi ve plastik
polimer pargalarma rastlandigi goriilmiistiir (Yurtsever, 2019). Ornegin Bat1 Pasifik'te
4601-5732 m derin deniz ¢okeltilerinde (kg kuru agirlik agirligi basina 240 parcacik) ve
Giiney Cin Denizi'nin Xisha Adalari'ndaki mercan resiflerinde (0,2-45,2 parga/L), kuzey
ve giiney kutuplarindaki daglardaki karda bile farkli derecelerde mikroplastik/nanoplastik



kirliligi saptanmigtir (Huang ve digerleri, 2021).Dogal olarak olusan nanoplastikler, Kuzey
Denizi'nde de bulunmustur, bunlarin PS, PE, polivinil kloriir (PVC) ve PET karigimi
olduklar1 gosterilmistir (Gaylarde, Neto ve Fonseca, 2021).

2.2. Mikroplastiklerin Karasal Ekosistemdeki Genel Etkileri

Dogal ortamlarinda plastik pargalarinin farkli boyutlarina maruz kalan ve besin zannederek
yutan her tiirden organizmalar yasamlarimi kaybetmektedir (Kayhan 2019). Kuslar,
strlingenler gibi karasal canlilar plastik atiklara dolanarak (ip, poset Vvb.)
yaralanabilmektedir (Andrady, 2011). Hawai adalarindaki kumsallar plastik kirliliginin
yogun oldugu bdlgeler arasindadir (Theoceancleanup, 2022). Resim 2.1°de Hawai

Adalari’nda bir kus tiirlinlin plastik maruziyeti gosterilmistir (Theoceancleanup,2022)

Resim 1.1. Kuzeybatt Hawai Adalari'nda okyanus plastigi ile c¢evrili  kus
(Theoceancleanup, 2022)

Plastiklerin kuslar ve kaplumbagalar tarafindan yutulmasi diinya ¢apinda kapsamli bir
sekilde belgelenmistir ve deniz kusu tiirlerinin en az %44'liniin tonlarca plastik atiga maruz
kaldig1 bilinmektedir (Andrady, 2011). Camur desarji, plastik atiklardan kaynaklanan
dokiintiiler ayrigma ve siirtiinme toprakta mikroplastik tiirlerinin kaynaklarindandir. Yiizey
toprak katmanlarinda mikroplastik iceriginin daha yiiksek oldugu ve mikroplastik

dagiliminin arazi kullanimindan etkilendigi goriilmiistiir. Ayrica, tarim arazilerinde atik su



ile sulama nedeniyle mikroplastik konsantrasyonunun, 1,6 kat daha yiiksek oldugu
bildirilmigtir. Tarim arazileri ile karsilastirildiginda, endiistriyel alanlarin topraklarinda ve
yol kenarlarinda mikroplastik iceriginin %0,03 ile %7 arasinda degisen oranlarda daha

fazla oldugu tespit edilmistir (Zhang ve digerleri, 2019).

Toprakta yasayan organizmalar, biyo-gézenekler olusturarak toprak sistemini degistirmede
onemli bir rol oynamaktadirlar. Bu yapisal degisiklikler plastik parcaciklarla da iligkili
olmaktadir. Kim ve An (2019), ¢aligmasinda mikro boyutlu plastik pargaciklarin saniyeler
icinde biyo-gézeneklere gectigi ve bu akisin yay kuyruklarinin (Lobella sokamensis)
hareketini bozdugu goriilmiistiir. Yay kuyruklarin, sikisip kalmamak icin hareket ettigi ve
bu davranigin da toprak sisteminde biyo-gozenekler yarattigr goriilmiistiir. Daha sonra bu
bosluklara plastik pargaciklarin yerlestigi ve yay kuyruklarini hareketsiz hale getirdigi
gbzlemlenmistir. Plastik pargaciklarin neden oldugu toprak ozelliklerindeki degisikliklerin
biyolojik ¢esitliligi etkileyip etkilemedigini veya baska zararli etkiler liretip iiretmedigini

degerlendirmek i¢in daha fazla ¢calismanin gerekli oldugu diistiniilmektedir.

Zhang ve digerleri (2021) tarafindan yapilan calismada, Asya ve Avrupa topraklarinda
yapilan arastirmalarin  (%68,5’1 tarimsal topraklar) sonucunda en sik bulunan
mikroplastiklerin PE, PP ve PS oldugu goriilmiistiir. En yaygin mikroplastik boyutu 20—
5000 um olarak tespit edilmistir. Toprak Orneklerinin %64,3'iniin 1000—4000 adet/kg
mikroplastik icerdigi gozlemlenmistir. Mikroplastikler toprak mikro ortamini ve
mikroorganizma aktivitesini degistirerek hem toprak hayvanlari (%100) hem de bitkiler
(%57,9) iizerinde olumsuz etkilere neden olmustur. Mikroplastiklerin topraklardaki

mikrobiyal aktiviteleri ve toprak 6zelliklerini 6nemli 6l¢iide degistirdigi tespit edilmistir.

Mikroplastiklerin toprak hayvanlari {izerindeki etkileri ile ilgili olarak yapilan ¢aligmalarda
0,5 mm’den kii¢iik boyutlarda PS ve PE’ye 14-30 giine kadar maruziyet sonucunda
bagisaklar {izerinde olumsuz etkileri gdzlenmistir. Bagirsaktan sonra ise karaciger ve
boreklerin etkilendigi tespit edilmistir. Calismalarda solucanlar, topraklardaki mikroplastik
toksisitesini tespit etmek i¢in siklikla kullanilmistir (Zhang ve digerleri, 2021).
Mikroplastiklerin bitkiler {izerindeki etkilerinin ise kokler ve yapraklar iizerinde
gozlemlendigi, bunlart siirgiin ve govdenin izledigi goriilmiistir (Zhang ve digerleri,

2021).
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Farkli amaglarla kullanilan arazilerde, Bohai Denizi hem de Sari Deniz kiyr seridinde,
Cin'in dogusundaki Shandong eyaletinde >3000 km'lik kiy1 seridi boyunca 53 bolgeden
toplam 120 toprak Ornegi {izerinde c¢alisma yapilmistir. Mikroplastikler, toprak
numunelerinden ayrilarak analiz edilmistir. Analiz sonuglarda, plaj topraklarinda farkli 7
sekle sahip (kopiikler, peletler, parcalar, pullar, lifler, filmler ve siingerlerin) mikroplastik
gozlemlenmistir. Mikroplastiklerin polimer bilesimi, PE, PP, PS yani sira polieter {iretan
ve PE, PP birlikte bulundugu bir polimer karisimini icerdigi saptanmistir (Zhou ve
digerleri, 2018).

2.3. Mikroplastiklerin Sucul Ekosistemdeki Genel Etkileri

Kullanim veya iiretim sonucu ¢evreye atilan plastik malzemeler riizgar, yagmur gibi doga
olaylart ile taginmaktadir. Plastik atiklarin en cok biriktigi yerler sucul ortamlardir.
1970’lerin basinda okyanuslarda plastik ¢oplerin varligi ile ilgili ilk raporlar yayinlanmigtir
(Andrady, 2011). ilerleyen yillarda plastik atiklar ile ilgili yapilan ¢aligmalar artmis, bu
atiklarin ekolojik sonuglar1 hakkinda ortaya ¢ikan verilerle de konuya olan ilgi artmistir.
Caligmalarda deniz memeleri ve diger tiirlerin balik aglarina takilmasina, sahipsiz
ekipmanlar ile ag parcalarina takilarak “hayalet avciligi” adlandirilan zararlarina
odaklanilmistir (Andrady, 2011). Resim 2.2°de bu aglarin zarar verdigi deniz

kaplumbagasi1 ve denizlerden temizlenen aglar gosterilmistir (Theoceancleanup, 2022).

Resim 2.2. Okyanuslardaki hayalet aglar ve deniz kaplumbagasi1 (Theoceancleanup, 2022)

Diinya genelinde plastiklerin yalnizca %6-26's1 geri doniistliriilmektedir, bu durum ise

plastiklerin yaklagik olarak %94’linlin depolanmasi veya ¢evreye cesitli yollardan girmesi
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anlamina gelmektedir. Plastiklerin diinyadaki ¢evre kirliligine en biiyiik katkiy1r yaptigina
inanilmaktadir. Kiiresel olarak su ortamlarinda yaygin olarak bulunmaktadirlar (Zhang ve
digerleri 2020). Bu bakimdan okyanuslar, plastikler icin muazzam bir rezervuar haline
gelmigstir. PlasticsEurope, okyanuslara her yil 6-12 ton plastigin girdigini ve 2025 yilina
kadar okyanusta 250 ton plastigin birikecegini tahmin etmektedir (Huang ve digerleri,

2021). Resim 2.3’te deniz atinin plastik atiga maruz kalmasi gosterilmistir.

Resim 2.3. Endonezya'nin Sumbawa adas1 agiklarindaki bir deniz at1 (National
Geographic, 2018).

Okyanuslarda bulunan plastik maddeler (makroplastikler) akintilar ile yayilmakta hatta
okyanus girdaplarina kapilip yiizen plastik adalari olusturmaktadir. Ayrica nehirler
plastigin %70-80"ini tasimaktadir ve bu da diinya okyanuslarinda genis ¢apta birikmelerine
yol agmaktadir (Xu, Ma, Ji, Pan, Miao, (2020). Okyanuslarda olusan 5 adet plastik/cop
adas1 bulunmaktadir (Sekil 2.1). (Theoceancleanup,2022)
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Sekil 2.1. Okyanuslardaki plastik adalar1 (Theoceancleanup, 2022)

Okyanuslarda bulunan plastik atiklar zamanla asinmaya ve bdliinmeye ugrayarak
mikroplastik ve nanoplastikleri olusturmaktadir. Ayrica sucul ortamlara atik sular ile
dogrudan mikroplastik girisi olmaktadir (Kayhan, 2019). Mikropartikiiller ve
nanopartikiiller, hayvanlar tarafindan alinabildikleri ve potansiyel olarak toksisiteye neden
olabilecek trofik seviyeler boyunca aktarilabildikleri i¢in suda yasayan organizmalar i¢in

zararl olabilmektedir (Yurtsever, 2019).

Baz1 arastirmalar, zebra baliklarinda mikroplastiklerin/nanoplastiklerin boyut ve sekle
bagli birikimine ve toksisitesine 151k tutmus olsa da farkli plastik pargacik varyasyonlarina
sahip genis bir veri seti ile ayrintili bir ¢alisma gerekmektedir. Baliklar, renkleri ve
kokular1 tarafindan yonlendirilen yiyecek pargaciklari olarak kabul ederek yanlislikla
mikroplastikleri yutmaktadir. Plastik parcaciklarin yogunlugunun, su sistemindeki, yiizen,
ylizeye yakin veya dipteki lokalizasyonunu belirledigi i¢in diger bir 6nemli faktor oldugu
ve bunun da organizmalarla etkilesimini etkiledigi diisiiniilmektedir. Ornegin, PP, PE ve
strafor deniz suyunda ylizer ve ylizeyde yasayan organizmalar i¢in daha tehlikeli olurken,
PS, PVC ve PET batar ve daha derin sularda yasayan bentos organizmalarini etkileme

olasilig1 daha yiiksektir (Bhagat ve digerleri, 2020).

Bunun yami sira mikroplastiklerin; organoklorlu pestisitler, kalici organik kirleticiler
(KOK” lar), endokrin bozucular, antibiyotikler vb. gibi toksik organik kimyasallar1 ve agir

metalleri adsorplayabilme kapasiteleri de bulunmaktadir. Hidrofobik kiiciik plastik
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partikiillerin hacmine oranla biiyiik olan yiizey alanlari; toksik kimyasallarin polimer
ylizeyine adsorplanmasini kolaylastirarak, deniz organizmalari i¢in kompleks bir Kirletici
madde karisimi1 sunmaktadir (Rochman ve digerleri, 2013). Ayrica plastiklerin iiretimi
esnasinda alev geciktiriciler, sertlestiriciler, agir metaller (kursun, bakir, kadmiyum gibi),
fitalatlar, BPA vb. gibi toksik olarak nitelendirilen katki maddelerinin kullanilmasindan
dolayi, bu plastiklerden koparak olusan mikroplastik parcalari da ayni toksik bilesenleri
icermektedir. Plastiklerin dolayisiyla da nanoplastik ve mikroplastiklerin sucul ortamlarda
cesitli organik ve inorganik toksik kirletici maddeleri tutarak ylizeylerinde biriktirebilme
ve kirleticileri canlilara tagiyarak canlilarda da biyoakiimiilasyona sebep olabilme gibi
potansiyelleri de bulunmaktadir (Yurtsever, 2019). Sekil 2.2.°de mikroplastiklerin

denizlerde yasayan organizmalar ile etkilesimi ve besin zincirindeki yeri gdsterilmistir.

pelajik uu

Zooplankton

Sekil 2.2. Mikroplastiklerin sucul organizmalar ile etkilesimleri (Kayhan, 2019)

Sekil 2.2°de, denizlerde yasayan organizmalar ile mikroplastiklerin etkilesimi ve besin
zincirindeki bulunuslar1 gosterilmistir. Siyah yildizlar mikroplastik pargaciklarini, siyah
oklar organizma ile pargacik arasinda gozlenen etkilesim yOniinii gostermektedir. Siyah
oklar mikroplastiklerinlerin dolayli yolla alimini, kirmizi oklar Sucul organizmalarin
tiiketilmesi sonucu mikroplastiklerin potansiyel yolunu gostermektedir (Kayhan, 2019).
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Son yillarda, yeni bir kirletici tiirii olarak mikroplastikler akademik diinyada yaygin bir ilgi
gormiistiir. Sucul ekosistemlerde polistiren nanoplastiklerin (PSNP'ler) yaygin sekilde
kontaminasyonu, bunlarin sudaki organizmalarin saglig1 iizerindeki olasi etkilerine yonelik
endiseleri artirmistir (Zhang ve digerleri 2020). Mikroplastikler/nanoplastikler ile ilgili
calismalar ¢cogunlukla sucul ortamlarda ve sucul canlilarda yogunlasmistir. Sekil 2.3’de

ekotoksikolojik ¢alismalarda kullanilan biyolojik kategorilerin yiizdesi gosterilmistir.

Mikroskobik organizmalar %9 4

Baliklar %16.9
Rat %1

Hiicre hatlan %52

/ Algler %12,7

Omurgasizlar %54,8

Sekil 2.3. Nanoplastiklerle yapilan ekotoksikolojik caligmalarda kullanilan biyolojik
kategorilerin yiizdesi Omurgasizlar (kabuklular, yumusakgalar, solucanlar,
rotiferler ve deniz kestaneleri olarak siiflandirilmistir) (Piccardoa, Renzia, ve
Terlizzia, 2020)

Mikroplastikler, deniz sistemlerine girdiklerinde kalici bir ¢evresel tehlike haline
gelmektedir. Calismalar mikroplastikleri yutmus veya maruz kalmig en az 690 deniz
tirtinii belgelemistir ve etkilenen tiirlerin en az %17'si tehdit altinda veya neredeyse tehdit

altinda olarak listelenmistir (Jeyasanta ve digerleri 2020).

2.3.1 Mikroplastiklerin ve nanoplastiklerin balik beyinleri iizerindeki etkileri

Geiser ve digerlerinin (2005) calismasinda nanoplastiklerin kirmizi kan hiicrelerine
gecebildigi tespit edilmis ve bunun sonucunda kan yoluyla beyne ulasabilecekleri
tehlikesine dikkat cekilmistir. Kontamine olmus su ortaminda maruziyet ve gida yoluyla

alim sonucu balik beyninde nanoplastik parcaciklar tespit edilmis, bu durum
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nanoplastiklerin olduk¢a segici bir gecirgen bariyerlerden olan beyin kanina

gecebildiklerini gostermektedir.

Mattson ve digerleri (2017) 53 ve 180 nm boyutlu polistiren plastiklerin yutuldugunda,

havuz baliklarinin (Carassius carassius) beynine ulagabilecegini gostermistir.

Nil tilapia (Oreochromis niloticus) {izerine yapilan arastirmada, MP'lerin kan dolasimiyla
birlikte balik beynine ulasabildigi gézlenmistir (Ding, Zhang, Razanajatovo, Zou, ve Zhu,
2018). Ding ve digerleri (2020) ¢alismasinda, beyinde 0,3, 5 ve hatta 70-90 um polistiren
mikroplastiklerin biriktigi ve nil tilapia (Oreochromis niloticus) icindeki doku
translokasyonlarini géstermistir. Campanale ve digerleri (2020), incelemelerinde yaklasik
10 um veya daha kii¢clik mikroplastiklerin organlara niifuz edebilecegi ve beyne ulasan
parcaciklarin beyin kani gibi bir gegirgenlik bariyerini (BBB) gecebilecegi sonucuna
ulasmistir. Mikro ve nanoplastiklerin BBB olusmadan 6nce beyne ulasmasi sonucunda
balik (Danio rerio) yasaminin erken evrelerinde beyinin NP'lere maruziyeti ortaya
¢ikabilmektedir (Sokmen ve digerleri, 2020). Su ortaminda farkli balik tiirlerinin
(Oreochromis niloticus, Oryzias latipes, Carassius carassius) gelisimlerinin erken
evrelerinde NP'lere maruz kalmasi ve solungaglar araciligiyla MP'lerin alinmasi1 sonucu bu
NP ve MP’lerin balik beynine ulasabilecegi ve orada birikebilecegi diistiniilmektedir. Bu
nedenle mikro ve nanoplastiklerin beyin {izerindeki etkilerinin arastirilmas: gerekmektedir

(Guerrera ve digerleri, 2021).

Su ortaminda gelisimin erken donemde NP'lere maruz kalinmasi, solungaglar araciligiyla
MP'lerin alinmasi gibi yollarla balik (Oreochromis niloticus, Oryzias latipes, Carassius
carassius) beynine ulasabilecegi ve orada birikebilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle
mikro ve nanoplastiklerin beyin {iizerindeki etkilerinin arastirilmasi gerekmektedir
(Guerrera ve digerleri, 2021). Mikroplastiklerin (MP’ler) ve nanoplastiklerin (NP'ler) suda
yasayan organizmalar tarafindan yutulmasi laboratuvar ve saha ¢aligmalar: tarafindan ticari
tirlerle ilgili olarak arastirildigindan, baliklar tarafindan alinan MP'lerin ve NP'lerin
sindirim sistem (GI) tarafindan emilip emilemeyecegi tartisilmaktadir. GI ile diger viicut
bolgelerine gegebilecegi diistintilmektedir. Gastrointestinal bariyer bir kez atlandiginda,
mikro ve nanoplastikler beyin kani bariyerini gegebildiginde beyin de maruz kalma riski

altinda olacag diistiniilmektedir (Guerrera ve digerleri, 2021).
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2.3.2. Baliklarda mikro ve nano plastiklerin norotoksisitesi

Farkl1 gelisim evrelerinde olan baliklarda NP'ler dokularda birikerek sinir sistemi de dahil

olmak iizere bircok olumsuz etkiye neden olmaktadir (Guerrera ve digerleri, 2021).

Ding ve digerleri (2020) NP'lerin ve MP'lerin sinir sistemi {izerindeki etkilerinin sadece
maruz kalmanin boyutuna ve siiresine degil, ayn1 zamanda oksidatif stres gibi dolayl
mekanizmalara da bagli oldugunu 6ne siirmektedir. Bir ¢alismada plastiklere maruz kalan
Dicentrachus labrax, Trachurus ve Scomber kolialarimin beyinlerinde ayni tiirlerin
plastige maruz kalmayan Orneklerine gére daha yiiksek (laktoperoksidaz) LPO seviyeleri
ve asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesi, go6zlemlenmistir. Daha yiiksek LPO
konsantrasyonlari, asetilkolin igeren vezikiillerin kirilmasini indiikleyerek, sinaptik
bolgede salinan ndrotransmiterin ve bir telafi mekanizmasi olarak asetilkolin iiretiminin

artmasina neden olabilecegi gézlemlenmistir (Barboza ve digerleri, 2020).

Ding ve digerleri (2020) ¢aligmalarinda ergin tilapia 6rneklerinde, norolojik fonksiyonlarla
ve dolasiyla PS nonoplastiklere/mikroplastiklere maruz kalma ile iliskili olarak fenilalanin
ve tirozin amino asitlerinde asag1r regililasyon oldugunu gostermistir. Norolojik
fonksiyonlarla iligkili amino asitler, nanoplastikler ve mikroplastiklerle etkilesime girerek
bu amino asitlerin metabolik yollarinin degismesine ve g¢esitli ndrotransmitterlerin
olusumunda degisikliklere neden olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ayrica tilapiada 1-100 um
boyutundaki PS'min 0,3 pum pargaciklardan daha siddetli strese neden olabilecegi
gbzlenmistir. Bu stresin esas olarak oksidatif strese ve LPO'nun neden oldugu hasara bagh
goriilmiistiir. Bu durumun mikroplastiklerde nanoplastiklere gore daha siddetli oldugu
tespit edilmistir. Orta biiylikliikteki mikroplastiklerin hiicreler arasinda serbestce hareket
edebilmesi, mekanik hasar, oksidatif hasar, inflamatuar tepkiler gibi biyokimyasal yollarda

degisikliklere neden olmas1 sekilde agiklanabilmektedir.

Erigskin medaka baliklarinin (Oryzias latipes) hem organ hemde kan o6rneklerinde PS
nanoplastikler bulunmustur. Ayrica, 10 mg/L'de 7 giin maruz kaldiktan sonra, PS
nanoplastikler bu tiirde kan beyin bariyerini ge¢cmis ve beyne ulagmistir. Merkezi sinir
sistemi oksidatif strese kars1 ozellikle savunmasizdir, gelisimsel, motilite degisikliklerini
ve norotoksisiteyi belirlemektedir (Kashiwada, 2006). Chen ve digerleri (2017a), oksidatif
stresin  spesifik biyobelirteglerini, katalaz aktivitesini (CAT), GSH’1, peroksidaz
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aktivitesini (GPx) degerlendirmis ve ¢alisma sonuglari, oksidatif stresin norotoksisitedeki

roliinii dogrulamstir.

Mikro ve nano plastiklerin neden oldugu kirlilige maruz kalan baliklarda davranigsal
anormallikler gozlemlenmistir. Bu durum plastik pargaciklara maruz kalan zebra
baliklarinin, asetilkolin, glutamat ve amino butirik asit gibi dnemli norotransmiterlerin
ekspresyonunun degismesi sonucunda gelisebilmektedir. Noronlarin uygunsuz aktivasyonu
nedeniyle baliklarin kontrolsiiz hareketler gosterdigi gézlemlenmistir. Bu tiir degisiklikler,
norotoksisitenin gostergeleri olarak kabul edilebilmektedir. Baliklarda, mikroplastiklere
maruz kalma, hiicre zarlarmin peroksidasyonu ile sonuglanan hiicresel oksidatif stres
stireglerinin  aktivasyonunu tetiklemektedir. Beyindeki lipit peroksidasyonundan
kaynaklanan hasarin, ndrotransmitterleri iceren vezikiil zarlarinin kirilmasina ve bunun
sonucunda sinaptik baglant1 noktalarindaki norotransmitter konsantrasyonunun artmasina
neden olabilecegi diistiniilmektedir. Mikroplastiklerin nérotoksik etkileri, AChE enziminin
aktivitesindeki artig Olgiilerek dogrulanmistir. Kolinesteraz (ChE) enzimlerinin aktivitesi
baglanti noktalarinda ve beyin sinapslarinda kolinerjik nérotransmisyon icin gereklidir.
AChE aktivitesi beyin fonksiyonunu diizenlemektedir ve zebra baliginda da ndrotoksisite
i¢in 6nemli bir biyobelirte¢ olarak kabul edilmektedir. Nanoplastiklere maruz kalan zebra
baliklarinda AchE aktivitesinde bir azalma, bunun yani sira dopamin, melatonin,
aminobiitirik asit, serotonin, vazopressin, kisspeptin ve oksitosinin ndrotransmiterleride
inhibisyon gozenmistir. Mikro ve nano plastiklere maruz kalan medaka (Oryzias latipes),
kiiciik kaya baliklarinda (Pomatoschistus microps) da AChE enzimatik aktivitelerinde
azalma gozlenmistir. Zebra balig1 larvalarinda AChE aktivitesinin inhibisyonunun sinir
sisteminin isleyisine miidahale ederek biiylime geriligi, fel¢ ve 6liime neden oldugu da
yapilan ¢alismalarda tespit edilmistir. PE mikroplastiklerinin de (1-5 um), kiiclik kaya
baliklarinda AChE aktivitesinde benzer etki gosterdigi gorilmiistiir (Oliveira, Ribeiro,
Hylland ve Guilhermino, 2013; Chen ve digerleri, 2017a).

Noronal fonksiyonla iligkili genlerin noron farklilagmasi ve akson olusumunda yer alan
genlerin asag1 regiilasyonu plastiklerin  zebra baligindaki norotoksik — etkilerini
desteklemektedir. Zebra baliginda, gfap (glial fibrillary acidic protein, Gen ID: 30646) ve
al-tubulin (alpha-1 tubulin, Gen ID: 842782) genleri, gelisimin erken asamalarinda
merkezi sinir sisteminde ifade edilir ve norotoksisitenin 6nemli biyobelirtecleri olarak

kabul edilmektedir. Zebra baliginda, gfap geni ve karsilik gelen protein yiiksek oranda
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korunmugstur ve memelilerinkine benzer islevler sergilemektedir. Ayrica, gfapin yukari
regiilasyonu, memelilerde de gozlenen norotoksisitenin bir gostergesidir. Norotoksisite
taramalarinda gfapin yukari regiilasyonunun kullanimi1 kabul edilmekte ve ABD Cevre
Koruma Ajansi (EPA) tarafindan kullanilmasi 6nerilmektedir (Fan, Cowden, Simmons,
Padilla ve Ramabhadran, 2010).

Karabalik’ta (Clarias gariepinus) PVC mikropartikiillerinin etkileri, oksidatif stres
biyobelirtegleri (Siiperoksit dimutaz (SOD), CAT, GPx), norotoksisite (AChE) ve lipit
peroksidasyon dikkate alinarak arastirilmistir. PVC varliginda GPx, SOD, CAT ve AChE
aktivitesinin inhibe oldugu, LPO seviyelerinin ise zamanla kademeli olarak arttig1

gosterilmistir (Guerrera ve digerleri, 2021).

Kirmiz1 tilapia ornekleri, mikroplastik birikimi, oksidatif stres, p450 enzim aktivitesi,
metabolik degisiklikler ve norotoksisiteyi degerlendirmek i¢in ii¢ farkli boyuttaki (0,3, 5 ve
70-90 um) PS mikroplastiklerine maruz birakilmistir. 5 um PS mikroplastiklerin beyindeki
AChE aktivitesini 6nemli dl¢iide inhibe ettigi gosterilmistir (Ding ve digerleri, 2020).

Plastik malzemelerin kirleticileri viicut dokularina tagiyabildigi tespit edilmistir. Bu vektor
islevi aragtirmacilar tarafindan ¢ok onemli goriilmemektedir. Ancak bu durum plastiklerin
toksisitesini ve diger kirleticilerle etkilesimini artirabilmektedir. Plastiklerin, c¢esitli
kirleticileri (IPA-izopropil alkol, PCB-poliklorlu bifenil, HCH-hekzaklorosiklohekzan)
adsorblayabildigi bilinmektedir. Ayrica, plastiklere eklenen tiim katki maddelerinin (BPA,
plastiklestiriciler, alev geciktiriciler ve antimikrobiyaller) dikkate alinmasi1 gerekmektedir
(Guerrera ve digerleri, 2021). Epoksi regineler ve polikarbonat plastiklerde en ¢ok
kullanilan katki maddesi BPA, yillardir obezite ve bagisiklik ve endokrin sistem
bozukluklarinin bir nedeni olarak kabul edilmistir. Yapilan bir calismada BPA'nin beyin
tizerindeki olumsuz etkileri vurgulanmistir. Beyinde dahil olmak iizere cesitli zebra balig1
organlarinda BPA ve nandrolone phenylpropionate (NPP) birikimi gosterilmistir (Saili ve
digerleri, 2012). Chen, Huang, Hu, Yu, Yang ve Zhou (2012) ¢alismasinda, zebra baligi
merkezi sinir sisteminin gelisimi siiresince genlerin ve proteinlerin farkli ekspresyonu
norotoksisitenin biyobelirtecleri olarak degerlendirilmistir. Chen ve digerleri (2017b),
NPP'ler ve BPA'ya birlikte maruz kalmanin yalnizca zebra baligi organlarinda artan BPA
birikimine yol a¢madigini, aym1 zamanda merkezi sinir ve dopaminerjik sistemler

tizerindeki norotoksik etkilere neden oldugunu gostermistir. NPP'lere ve BPA'ya birlikte
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maruz kalma sirasinda, merkezi sinir sisteminden sadece miyelin ve tiibiilin temel protein
genlerinin yukar1 regulasyonu ve artan dopaminin yani sira orta beyinde astrosit tiirevli
norotrofik faktor (MANF) ekspresyonunu yukari regiilasyonu ve AChE enzim aktivitesinin

onemli derecede inhibasyonu da gozlenmistir.

Lee ve digerleri (2019) ¢alismasinda zebra baligi embriyolar1 floresan NNP ve altin (Au)
iyonlar1 ile birlikte maruz birakildiklarinda deformite ve 6liim oraninda bir artis ve ayrica
inflamatuar yanitin  aktivasyonu gozlenmistir. Ayrica, ROS seviyeleri artarak
mitokondriyal hasara neden olmustur. Mikro ve nanoplastiklerin balik gelisimi iizerindeki
olumsuz etkileri de aym derecede dnemlidir. Ozellikle embriyonik gelisim sirasinda mikro
ve nanoplastiklerin olumsuz etkileri ve gelisimin erken dénemlerinde koryonun koruyucu
islevi degerlendirilmistir. Koryonun hem de koryonat embriyolarda hem de baska yerlerde
kirleticilere kars1 koruyucu etkisi gozlemlenmistir. Calisamda zebra baliginda absorpsiyon,

biyobirikim, toksisite embriyolar ve larvalar, 44 nm nanoplastikler kullanilmistir.

2.3.3. Mikroplastiklerin ve nanoplastiklerin balik solungagclar iizerindeki etkileri

LDPE parcalarinin diger parametrelerin yani sira solungaglardaki doku degisikliklerinin
derecesini etkileyerek toksisiteye neden olabilecegi tespit edilmistir. Solunga¢ dokularinda,
bazal hiicre hiperplazisi, bag dokusunda nekroz gibi bazi histolojik degisiklikler
gozlenmistir (Karami, Romano, Galloway ve Hamzah, 2016). Jabeen ve digerleri (2018),
calismasinda, solungaglarda tutulan mikroplastik liflerin filamentlerin pargalanmasina
neden oldugunu gézlemlemislerdir. Bu durumun dogrudan temastan kaynaklandigi, plastik
partikiil boyutu ve sekli ile iligkili oldugu diistiniilmistiir. Yapilan bir ¢aligmada yiiksek
mikroplastik konsantrasyonuna maruz kaldiktan sonra solungaglarda lipit oksidatif hasarin
meydana geldigini, diisiik konsantrasyonda hasar olusmadigin1i gozlemlemislerdir.
Mikroplastiklere maruz kaldiktan sonra larva solungaclarinda mikroplastiklerin neden

oldugu oksidatif stres tespit edilmistir (Barboza ve digerleri, 2018).

Yapilan bir ¢alismada, Oncorhynchus mykis'te ifny geni yukari regiilasyonunu, zebra baligi
solungaclarinda S100a geni yukar1 regiilasyonunu ve zebra balifi solungaglarinda ti¢
bagisiklik geninin yukar1 regiilasyonunu (ifny, il1p ve igm) indiikleyen mikroplastik
partikiilleri gézlemlenmistir (Lu, Kania ve Buchmann, 2018). Limonta ve digerleri, (2019)

calismalarinda mikroplastiklere maruz kalan baliklarin solunga¢ dokusunda daha yiiksek
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yogunlukta notrofiller ortaya ¢ikarmistir. Mikroplastiklerin solungaglar tizerindeki

etkilerinin, maruz kalma konsantrasyonlarina da bagli oldugu goériilmiistiir.

Hu ve Pali’c (2020), yetiskin Japon medakasini1 (Oryzias latipes) polyester ve polipropilen
(PP) MPs liflerine maruz birakarak yaptiklari calismada taramali elektron mikroskobu
(SEM) ile solungaclarda mukus artisi, solungag yaylar1 tizerindeki epitelde deformasyon ve
primer lamellalarda fiizyon saptamiglardir. SEM ve histokimyasal analizler, mukus
hiicrelerinin arttigini gostermistir. Balik solungacglarinda mikroplastik birikimi, farkli balik
tiirleri tizerinde yapilan farkli ¢alismalarda tespit edilmistir. Balik ¢iftligi ve yetistiricilik
alanlarindan toplanan baliklar gibi, laboratuvar kosullarinda mikroplastiklere maruz
birakilan baliklalarda da birikim, solungaglarda bagirsakta oldugundan daha fazladir.
Solungaglardaki birikimin maruz kalma siiresi ile arttig1 goriilmiis, mikroplastiklerin sekli

ve boyutu ile de ilgili oldugu goriilmiistiir (Guerrera ve digerleri, 2021).

Oksidatif degisikliklerin mikroplastiklerin boyut aralig1 ile yiiksek oranda iliskili oldugu
disiiniilmektedir. Daha kii¢lik mikroplastiklerin toksisitesinin, hedef doku, maruz kalma
stiresi ve mikroplastiklerin kimyasal Ozellikleri dahil olmak iizere ¢esitli faktorlerle

yakindan iligkili oldugu belirtilmistir (Zitouni ve digerleri, 2021).

Mikroplastiklerin neden oldugu oksidatif stres, solunga¢ yapisal hasarina ve histolojik
degisikliklere (solunga¢ lamellerinde deformasyon, solunga¢ lamellerinin kisalmasi ve
kalinlagsmas1) neden olmaktadir. Oksidatif strese benzer sekilde gen ekspresyonu da plastik
boyutlarina bagli olarak mikroplastik ve nanoplastik maruziyetinden farkli sekillerde

etkilenebilmektedir (Guerrera ve digerleri, 2021).

2.3.4. Mikroplastiklerin ve nanoplastiklerin balik sindirim sistemi iizerindeki etkileri

Hedef organin bagirsak oldugu mikroplastik ve nanoplastik aliminda gida kaynakl
maruziyet kontaminasyonun baslica nedenidir. Mikrofiber veya mikroboncuk seklindeki
plastik pargalar, baliklarin sindirim sisteminde yem ve suyoluyla birikebilmektedir.
Deneysel kosullar altinda yiiriitilen c¢ok sayida ¢alismada kanitladignr gibi,
mikroplastiklerin  yutulmas1 deniz organizmalar1 iizerinde iki farkli etki tiiri
olusturabilmektedir: Birikmenin meydana geldigi organlarda fiziksel yaralanmalar ve

toksik madde alimimin artmasi veya biyoyararlanimlarinda bir artis ile kirleticilerin
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transferi ve birikmesi yoluyla kimyasal hasar. Mikroplastiklerin ve nanoplastiklerin
bagirsakta birikmesinin etkileriyle ilgili olarak farkli sonuglar goriilebilmektedir.
Bagirsakta mikroplastiklerin fiziksel varliginin, bagirsak epitelinin yaralanmasina, doku
asinmasina ve bagirsak tikanmalarina neden olabilecegi gosterilmistir. 90 giin boyunca
mikroplastiklerle beslenen Dicentrarchus labrax iizerinde yapilan c¢alismalar, hem
kontamine plastiklere maruz birakilan 6rneklerde hem de saf mikroplastiklere maruz
birakilanlarda bagirsaklarda fiziksel hasar gostermistir. Bagirsakta deformasyonlar,
tilserler, sindirim sisteminde tikanikliklar, enteritis, bagirsak duvari incelmesi, villuslar,
bagirsak dokularinda epitel hasar ve oksidatif stres de gesitli caligmalarda tespit edilmistir
(Barboza ve digerleri, 2018).

Diger bir etki olarak PVC mikrolastiklere maruz birakilan Cyprinus carpio larvalarinda
agirllk ve viicut uzunlugunda bir azalma gozlenmistir. Mikroplastiklerin  ve
nanoplastiklerin bagirsak duvarimi gegmesi durumu ise farkli bir tartisma konusu olmustur.
Bazi arastirmacilar, baliklardaki mikroplastiklerin gastrointestinal sistemde kaldigini ve bir
kisminin da digkiyla birlikte atildigin1 6ne siirmektedir. Bazi arastirmacilar ise balik
filetolarinda mikroplastik tespit etmistir. Bu nedenle kiiciik plastik parcaciklarin (<0,1 pm)
bagirsak yoluyla dolagim sistemine gegebilecegi, boylece diger tiim organ ve dokularda
oldugu gibi kaslara da yayilabilecegi diistiniilmiistiir. Ayrica gesitli tip ve boyutlardaki
mikroplastiklerin bagirsak yoluyla lenfatik sisteme transferi de gosterilmistir (Xia, Sun,

Zhou, Chang ve Li, 2020).

Bengal Korfezi'nin Giineydogu kiyilarindan toplanan bazi balik tiirlerinin (ticari, dip, resif)
gastrointestinal kanallarinda mikroplastik (<5 mm ¢apinda) ve mezoplastiklerin (5-20 mm
capinda) varligi gozlemlenmistir. Hint halkinin kuru balik tiikketme gelenegi bulunmaktadir
ve balik bagirsagindaki mikroplastiklerin varligi nedeniye dogrudan tiiketildiklerinden

potansiyel olarak ciddi bir saglik sorunu olusturmaktadir (Karuppasamy ve digerleri,

2020).
2.3.5. Mikroplastiklerin ve nanoplastiklerin balik karacigeri iizerindeki etkileri
Karami ve digerleri (2016) tarafindan Afrika yayin baliginda (Clarias gariepinus) yangi ve

lipit birikimi gostergeleri veya lipit profilinde degisiklikler saptanmistir. Engraulis

encrasicolus, Sardina pilchardus ve Clupea harengus'un karacigerlerinde, hepatik
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dokunun bozunmasindan sonra ve polarize 151k mikroskobunda goézlenen karaciger
kriyoseksiyonlarinda mikroplastikler gozlenmistir. Karacigerlerde, 124 pm ila 438 pum

arasinda degisen nispeten biiyiik mikroplastikler tespit edilmistir.

Mikroplastikler ve nanoplastikler bagirsak bariyerini gegebilecegi igin, kan dolasimi
yoluyla karaciger ve bobrek gibi organlara ulagabilecegi diisliniilmektedir. Karacigerde,
oksidatif stres enzimatik ve metabolik degisikliklere neden olmaktadir. Tikaniklik,
siniizoidal dilatasyon, glikojen tiikenmesi ve hiicresel nekroz da bulunmustur (Guerrera ve

digerleri, 2021).

2.3.6. Mikroplastiklerin ve nanoplastiklerin balik bobrekleri iizerindeki etkileri

Plazma globiilin ve albiimin degisiklikleri yavru Clarias gariepinus {izerinde MP'lerin
farkl tiirli ve boyutu, maruz kalma siiresi ve uygulanan dozlar ile tespit edilmistir (Karami

ve digerleri, 2016).

Espinosa, Cuesta ve Esteban (2017), baliklarda kreatin kinaz, albiimin ve globiilini 6lgerek
MP'lere bagli bobrek hasarini gostermislerdir. Bu parametreler, 15 giin ve 30 giin boyunca
100 mg/kg'da PVC’ye maruz birakilan baliklardan alinan serumda 6nemli Olclide artig

oldugu goriilmiistiir.

Histolojik analiz yoluyla yapilan bir ¢alismada mikroplastik maruziyetinden sonra
bobrekte glomeriilopati ve nefrogenez gibi degisiklikler bulmuslardir. Glomeriilopati,
glomeriiler kapillerlerin genislemesi ve tikanmasi olarak goriilmiistiir. Ciddi vakalarda
glomeriiler boyutunun artist ve Bowman boslugunun geniglemesi, nefrogenez tiibiiler
ve/veya glomeriiler jenarasyon veya rejenerasyon olarak belirginlesmistir. Arastirmacilar,
maruz kalan baliklarda glomeriilopati ve nefrogenezin siddetinin, maruz kalma diizeyi ile
arttigini tespit etmislerdir (Zhu ve digerleri, 2019).

Bobrek sagligi, glomertiler filtrasyon hizinin bir indeksi ve bobrek fonksiyon bozuklugu
icin bir biyobelirteg olan kreatinin ve lirik asit degerlendirilerek de tespit edilebilmektedir.
Nile Tilapia (Oreochromis niloticus) 15 giin mikroplastiklere maruz birakildiktan sonra
balik bobrek fonksiyonunda (kreatinin ve iirik asit) 6nemli bir artis saptamistir (Hamed,

Soliman, Osman, Sayed, 2019).
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Brandts ve digerleri (2019) nanoplastiklerin, Avrupa levregi (Dicentrarchus labrax)
anterior bobreginde bagigiklik fonksiyonu, hiicresel stres ve strese bagli hormon
salgilanmasi ile ilgili hedef genlerin ekspresyonunu degistirdigini gostermislerdir.

Deniz baliklar1 pazarindan toplanan 11 ticari balik tiiriiniin bébreklerinde ve laboratuvarda
mikro ve nanoplastiklere maruz birakilan baliklarin bdbreklerinde goriilmiistiir. Yapilan
calismalar sonucunda mikroplastikler ve nanoplastiklere maruz kaldiktan sonra bobrekte
bir hasarin olusabilecegi ve bu durumun bdbregin immiinojenik kismini da igerebilecegi

disiiniilmistiir (Guerrera ve digerleri, 2021).

2.3.7. Mikroplastiklerin ve nanoplastiklerin baliklarda kan parametreleri iizerindeki
etkileri

Baliklarda hematolojik ve hematokimyasal parametreler, bir¢ok hastaligin teshisinde,
dolayisiyla baliklarin saghk durumunun, baligin fizyolojik durumunun, beslenme
kosullarinin ve i¢inde yasadiklar1 suyun kalitesinin degerlendirilmesinde kullanilan 6nemli
indekslerdir. Cesitli kirletici maddeler ve malzemeler arasinda, mikroplastikler, su
ortaminda her yerde bulunmalar1 nedeniyle diinyadaki en bol kirleticileri temsil etmektedir.
Son yillarda, mikroplastiklerin ve nanaoplastiklerin sucul organizmalar {izerindeki etkisini

izlemek i¢in yapilan ¢alismalar biiytik ol¢lide artmistir (Guerrera ve digerleri, 2021).

Nil Tilapia (Oreochromis niloticus) {izerinde yiiriitiilen bir ¢alismada, mikroplastiklere
maruz kaldiktan sonra bu tlirlin hematolojik ve hematokimyasal parametrelerinde
farkliliklar gézlemlenmistir. Hematolojik profil ile ilgili olarak elde edilen sonuglarda
Kirmiz1 kan hiicreleri (RBC), hemoglobin (Hb), hematokrit (Hct), ortalama hiicresel
hemoglobin konsantrasyonu (MCHC), trombositler (PLT), beyaz kan hiicresi (WBC) ve
monositlerin yiizdesinde mikroplastiklere maruz kaldiktan sonra Onemli bir azalma
gorlilmiistiir. Lenfositlerin, eozinofillerin ve nétrofillerin yiizdesi, mikroplastiklere maruz
kaldiktan sonra dalgalanma gostermistir. Aksine ortalama hiicresel hacim (MCV) ve
ortalama hiicresel hemoglobin (MCH) degerleri anlamli artig goriilmiistiir. Hematolojik
parametrelerdeki bu degisiklikler, mikroplastiklerin toksisitesine bir yanit olarak bir

savunma mekanizmasinmi gostermektedir (Hamed ve digerleri, 2019).

Bagisiklik  sistemi  mikroplastiler ve nanoplastiklerdeki toksik kimyasallardan

etkilenmektedir. Baligin bagisiklik sistemi, ¢evresel stres faktorlerine verilen olumsuz
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tepkinin yararli bir gostergesidir. Mikroplastikler ve nanoplastiklerin kemokinler,
sitokinler ve fagositler iizerindeki etkileri ve artan globulinler ve immiinoglobulinler
seviyeleri tespit edilmistir. Mikroplastiklere maruz kaldiktan sonra Nil Tilapia ve kii¢iik
kaya baliginda kreatinin, {irik asit, aspartat aminotransferaz (AST), alaninaminotransferaz
(ALT), alkalenfosfataz (ALP), glikoz, kolesterol, toplam protein, albiimin, globulin ve A/G

oraninda énemli bir artig goriilmiistiir (Hamed ve digerleri, 2019).

ALT, AST, ALP, kreatinin, glikoz diizeylerinde artis, mikroplastiklerin 6liimciil olmayan
konsantrasyonlarina maruz kalan sazanlarda (Cyprinus carpio) da goriilmiistiir (Haghi ve
Banaee, 2017). Ayrica, baliklarda nano-plastik aliminin kandaki trigliserit/kolesterol

oranini degistirebilecegi gosterilmistir.

2.4. Ulkemizde Mevcut Durum ve Politikalar

Tirkiye ti¢ tarafi denizlerle ¢evrili olan aymi zamanda goller ve akarsular gibi sucul
ortamlara sahip bir cografyada yer almaktadir. Bu nedenle plastik kirliliginin sucul

ortamlardaki mevcut durumu 6nemlidir.

Yapilan bir calismada, Aralik 2016 ile Ocak 2017 arasinda Tiirkiye'nin kuzeydogu
Akdeniz bolgesinde meydana gelen coklu sellerin Mersin Korfezi'ndeki mikroplastik
kirliligi tizerindeki etkisini degerlendirilmistir. Siddetli yagmurlarin neden oldugu sellerin,
deniz ortamlarina 6nemli miktarda Kirletici madde tasidigi goriilmiistiir (Glindogdu, Cevik,

Ayat, Aydogan ve Karaca, 2018).

Taskin donemi Oncesi ve sonrast dort farkli istasyonda Ornekleme tekrarlanmis ve dort
istasyonda taskin oncesi ortalama miktarin 539,189 adet/km? sonrasinda ise 7 699 716
adet/km? oldugu gériilmiistiir. Artis oranmin 14 kat oldugu belirlenmistir. ATR FT-IR
analizinde 14 farkli polimer tiirii tespit edilmis ve bunlarin 8’inin selden 6nce toplanan
orneklerin i¢inde olmadig1 goriilmistiir. En yaygin polimer tiirii, hem tagkin 6ncesi hem de
sonras1 PE olarak tanimlanmistir. Taskin Ooncesi donemde 2,37 mm olan ortalama tane
boyutu, taskin sonrast donemde 1,13 mm olarak goézlemlenmistir (Giindogdu, Cevik, Ayat,

Aydogan ve Karaca, 2018).
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Yurtsever (2018b), c¢alismasinda Sakarya ilinde marketlerde satilan 10 farkli markanin
tuzlarmi (kaya tuzu, deniz ve gol tuzlari) incelenmistir. Bu tuzlarinda ¢ogunlugunun
yiiksek yogunluklu polictilen (HDPE) iceren ambalajlar kullanilarak paketlendigi
goriilmiistiir. Allnan numuneler mikroskop ile incelendiginde mikroplastiklere rastlanmis
ve bu mikroplastikler renk ve sekillerine gore degerlendirilmistir. Sekil olarak rastlanan
mikroplastikler, mikrolif, pargacik ve film olarak tespit edilmistir. Mikroplastiklerin
renkleri ise seffaf, siyah, gri, lacivert-koyu mavi, mavi-ac¢ik mavi, kahverengi, pembe-

kirmizi-bordo, turuncu, sar1, beyaz ve diger (yesil, mor vd.) olarak gdzlenmistir.

Tuz numunelerinde sekil olarak en fazla lif ve renk olarak da en fazla mavi renk tonlarinda
mikroplastik goézlenmistir. 200 g olarak aliman deniz, g6l ve kaya tuzu numunelerinde
mikroplastik sayis1 ortalama olarak deniz tuzunda 56, kaya tuzunda 28, g6l tuzunda 63 adet
olarak tespit edilmistir. Mikroplastiklerin boyutlar1 ise 100 um-1000 pm araliginda oldugu
100 pm’den kiigiik ve 1000 pum’den biiyiik parcaciklarin da bulundugu gorilmiistiir
(Yurtsever 2018b).

Gilindogdu ve Cevik (2019a) tarafindan Greenpeace Akdeniz igin hazirlanan bir raporda
Tiirkiye denizlerindeki mikroplastik kirliligi baz1 deniz canlilar1 incelenerek aragtirilmistir.
Akdeniz, Ege ve Marmara denizinden toplanan kefal, istavrit, mirmir, barbunya, kirmizi
karides ve tekir balik tiirlerinin sindirim kanallar1 ve midelerinde mikroplastik
arastirilmistir. Ayrica ¢ok tiiketilen diger besin maddesi olan midyelerde de mikroplastik
miktarlar1 incelenmistir. Marmara ve Ege Denizi’'nden toplanan veya bu bolgelerde
ciftliklerde yetistirilen midyelerden iiretilen Ankara, Bodrum, Adana, Izmir ve Istanbul
gibi sehirlerde tiiketilen midye dolma igerisindeki mikroplastikler incelenmistir. Bu sekilde
tiketilen deniz canlilar1 ¢esitlendirilmis, evde, sokakta ve restoranlarda ne kadar
mikroplastigin tiiketiciye ulastigi gozlenmistir. Arastirma sonuglarina gore, incelenen
baliklardan barbunyanin %63’iinde, kefalin %064,8’inde tekirin %32,8’inde, mirmirin
34,3’iinde istavritin %26,7’sinde mikroplastik gézlenmistir. Bunun sonucunda genel olarak
tim baliklarin %44,3 iinde mikroplastik oldugu gozlenmistir. Yaklasik olarak her iki
baliktan biri mikroplastik igermektedir. Calisma ile balik basina diisen mikroplastik
adetleri de hesaplanmistir. Tiim bireyler degerlendirilerek mikroplastik adetleri balik
basina barbunyada 1,1, kefalde 2,5, istavritte ve tekirde 0,4, mirmirda ise 0,6 olarak tespit
edilmistir. Sonug olarak 5 farkli balik tiiriinde ortalama mikroplastik adedi 1,08 adet/balik

olmustur. Bolgesel olarak denizlerde balik basina diisen mikroplastik adedi incelendiginde,
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Marmara Denizi’nde (Istanbul) 0,85 adet, Ege Denizi’nde (Izmir 1,7 adet ve Akdeniz’de
(Adana) 0,74 adet olarak tespit edilmistir.

(Calismada incelenen ve Mersin ilinden toplanan kirmizi karides Orneklerinin ise
%18,8’inde mikroplastige rastlanmis, 10 karidesten 2’sinde 0,28 adet mikroplastik oldugu
goriilmiistiir. 5 farkli noktadan toplanarak incelenen midye dolmalarin ise %91,2'sinde
mikroplastik oldugu gozlenmis, midye basina ortalama olarak 0,63 adet mikroplastik tespit
edilmistir. Midye dolma ¢ok tiiketilen bir besin olmakla birlikte porsiyon olarak
hesaplandiginda 100 gr midye tiiketilirse 5,76 adet, 250 gr tiiketilirse 14,41 adet
mikroplastik alimi riski oldugu diisiiniilmiistiir (Glindogdu ve Cevik (2019a).

Bu besinlerin tiikketimi sonucu insan viicuduna sindirim sistemi yoluyla mikroplastik alimi

olabilecegi ve biyoakiimiilasyon ihtimali ortaya ¢ikmaktadir.

Diger bir calismada Mayis 2018'de Iskenderun Korfezi'ndeki 13 kiyr bdlgesi mezo ve
makroplastik (0,5-123,4 cm) kirliligini arastirilmistir. Bes kategoride (filament, film,
kopiik, pargalar, peletler) toplam 1424 meso ve makroplastik toplanmistir. Ortalama mezo
ve makroplastik konsantrasyonu 12,2 + 3,5 adet/m? (12,3 £ 3,5 g/m?) ve tiim istasyonlar
i¢in ortalama boyut 3,7 £+ 0,16 cm olarak tespit edilmistir. En yiiksek mezo ve makroplastik
konsantrasyonu Dértyol lokasyonunda (46,2+7,6 adet/m?), en diisiik konsantrasyon ise
Yumurtalik Lagiinii lokasyonunda (2,3+0,2 adet/m?) gozlemlenmistir. Plastikler
kokenlerine gore 14 farkli gruba ayrilmistir. En baskin tiir %59,8 ile sert plastikler (kirik,
parcalanmis, deforme olmus) ve %11 ile sera ortiicii filmler olmustur. Cok ¢esitli yollardan
sahillere plastik akislarinin oldugu tespit edilmistir. Kiy1 ekosistemleri dnemli miktarda
ekolojik cesitlilige ev sahipligi yapmaktadir. Kiy1 ekosistemleri, vahsi yasami koruma,
karbon yakalama, turizm gibi sagladiklar1 birgok hizmet nedeniyle hem insan hem de
yaban hayati i¢in vazgecilmezdir. Buna karsilik, kiy1 ekosistemlerinin etrafinda insan
faaliyetlerindeki artis buradaki organizmalara zarar verebilmektedir. Ozellikle, atik
yonetimindeki eksik uygulamalarin, kiy1 ekosistemlerinin atik yiginlart haline gelmesine

yol actig1 goriilmiistiir (Giindogdu ve Cevik, 2019b).

Kanli ve Kurt (2019), Tiirkiye’de g¢evre politikalar1 kapsaminda mikroplastik kirliligini
degerlendirmis tespit ve onerilerde bulunmustur. Ullkemizde denizlerde meydana gelen

kirliligin 6nlenmesi i¢in 1970’11 yillardan baslayarak sdzlesmeler imzalanmistir. Barselona
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Sozlesmesi ile Akdeniz’e kiyisi olan iilkeler kirliligi azaltmak icin ilk ortak girisimi
olusturmustur. 2000'li yillarda, Avrupa Birligi politikalar1 ile AB Deniz Stratejisi Cerceve
Direktifi (DSCD) ve AB Su Cerceve Direktifi (SCD) stratejileriyle ekosistem temelli ve
biitiinciil izleme yaklagimi getirilmistir. Tiirkiye'de yiiriitiilen deniz izleme ¢aligmalar1 bu
olusumlar sonrasinda birlestirilmis, 2011 yilindan bu yana Denizlerde Biitiinlesik Izleme
Calismasi olarak yiirtitiilmektedir. 2013 yilindan itibaren AB direktifi (DSCD) kapsaminda
mikroplastiklerin izlenmesi yapilmakta ve mikroplastik izlemelerin numune alimi ve
analizleri konusunda uluslararas1 bir kesinlik olmadig: i¢in Tiirkiye'de sadece 9 noktada
nitelikli arastirmalar yapilmaktadir. Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu-
Marmara Arastirma Merkezi (TUBITAK-MAM) tarafindan 2014- 2016 yillarmi kapsayan
izleme programlar1 gosterilebilir. Bu programlar tiim denizler i¢in yapilip "Denizlerde
Biitiinlesik Kirlilik Izleme Isi 2014-2016 Ozet Raporlar" olarak kamuoyunun bilgisine
sunulmus olup, uygulanacak politikalar i¢in yol gosterici olmasi amaglanmstir.
TUBITAK-MAM is birliginde Cevre ve Sehircilik Bakanligi'nda 2017-2019 dénemleri
icin bir izleme programi yapilmasina dair bir anlasma daha yapilmis ve izleme,
degerlendirme, raporlar, sonuglar Sivil Toplum Kuruluslar1 (STK), iiniversiteler,

belediyeler, kamu kurumlar1 ve ilgili diger paydaslarla paylagilmistir.

Ayrica uluslararas1 ¢evreci sivil toplum kurulusu olan Greenpeace ve WWF (Diinya
Dogay1 Koruma Vakfi) gibi kuruluslar da toplumlarda farkindalik olusturmak igin
calismalar yapmaktadir. Ulkemizde WWF-Tiirkiye ile Cumhurbaskanhig1 &nciiliigiinde
2017 yilinda sifir atik programi baslatilmis ve calismanin bir basamagi olarak plastik

posetlerin yaygin kullaniminin azaltilmasi i¢in tedbirler alinmistir (Kanl ve Kurt, 2019).

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, mikroplastiklere yoOnelik politikalarin,
Tirkiye'de gelismekte oldugu ve gelistirilen politikalarinda biiylik 6l¢tide makro plastiklere
yonelik oldugu goriilmektedir. Mikroplastik sorununa yonelik mevzuat diizenlemesinin
yapilmasi, yasalarin ¢ikartilmasi 6nemli bir agama olacaktir. Kiiresel politikalar takip
edilerek uyum saglanmasi 6nemli bir konudur. Plastik tiiketiminin yaninda tiretimi ile ilgili
de diizenlemeler yapilmalidir. Konun sosyal boyutu ile ilgili de calismalar yapilmasi
faydali olacaktir. Okul miifredatinda ekosistem ve g¢evre bilgiler verilmesi ve bu konuda
biling olusturulmasi 6nemlidir. STK’lar mikroplastik kirliligi ile ilgili calismalara dahil
edilmeli ve aktif olarak c¢alismalidir. Bu konuda iilkemizde mevzuat ve politikalarin

iyilestirilmesine yonelik ¢alismalar yapilmaktadir (Kanli ve Kurt, 2019).
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Cin'in 1 Ocak 2018'de plastik ithalatin1 yasaklamasimin ardindan Tiirkiye, kiiresel plastik
atiklarin 6nemli bir ithalatgist haline gelmistir. Tirkiye, yasaktan 6nce (2018 yili 6ncesi)
yilda yalnizca 261,864 ton plastik atik ithal etmistir. Bu rakam 2020 yilina kadar yillik
772,831 tona yiikselmistir ve 143 milyon ABD dolar1 olarak gerceklesmistir. Tiirkiye son
zamanlarda plastik atik ithalatina kisitlamalar getirmistir (kotalar, %1 kirlilik limiti, karigik
plastik atik ithalatinin yasaklanmasi), ancak yasa disi1 atik bosaltimi ve yakilmasi yaygin
olarak rapor edilmektedir. Tiirkiye, plastik iiretiminde Avrupa'da ikinci ve diinya ¢apinda
yedinci sirada yer almaktadir, ancak mevcut evsel atik yoOnetimi ve geri doniisiim
programlar1 evsel plastik atik iiretimi yaninda yetersiz kalmaktadir. Tiirkiye'de {iretilen
evsel kati atiklarin yaklasik %901 diizenli depolama alanlarina atilmaktadir. Plastik
atiklarin iyi yonetilememesi nedeniyle, plastik atiklar Akdeniz’e atilmaktadir. Bu nedenle
de Tirkiye, Avrupa denizlerindeki plastik kirliliginde en biiyiik paya (%16,8) sahiptir
(Giindogdu ve Walker, 2021).

Tirkiye'de tehlikesiz atik ithalatina iliskin is ve islemlerin yiriitildigi Ticaret
Bakanligi'nca her yil yayimlanan (2020 Aralik) Cevrenin Korunmasi Yoniinden Kontrol
Altinda Tutulan Atiklarin Ithalat Denetimi Tebligi’nde bazi degisiklikler yapilmis ve
kisitlamalar getirilmistir (Giindogdu ve Walker, 2021).

2.5. Zebra Bahgi

Insan genomuna biyolojik ve genetik olarak benzerlikleri nedeniyle bilimsel arastirmalarda
model organizmalar kullanilmaktadir. Zebra balig1 1930’1u yillardan beri model organizma
olarak kullanilan omurgali bir tiirdiir. (Kayhan, Kaymak, Esmerduruel, Tartarkizilkaya,

2018).Zebra baliginin sistematik siniflandirilmasi Sekil 2.4’de gosterilmistir.
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Sekil 2.4. Zebra baligmin sistematik siniflandirilmas1 (Carpio ve Estrada, 2006);
(Wikipedia, 2022)

Zebra baligi (Danio rerio), Giiney Asya, Ozellikle kuzey Hindistan'in yani sira kuzey

Pakistan, Butan ve Nepal boélgelerinde yaygindir (Engeszer, Patterson, Rao ve Parichy

2007). Tipik habitatlar1, kiigiik akarsular, kanallar, akarsularin yakinindaki géletler ve

piring tarlalar1 gibi s1g derinlike ve orta derecede akan ve durgun temiz sulardir (Engeszer,

Patterson, Rao ve Parichy 2007).Ergin balik boyu 4-6 cm arasinda olabilen ¢ok hareketli

bir balik tirtdir.

Zebra baliklar1 laboratuvar sartlarinda kolaylikla iiretilebilmektedir,

yumurtalar1 seffaftir ve embriyo gelisimini disi baligin viicudunun disinda ve hizli bir

sekilde tamamlamaktadir (Kayhan ve digerleri, 2018). Sekil 2.5°de zebra baligi gelisim

evreleri ve ergin zebra balig1 gdsterilmistir.
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Sekil 2.5. Zebra balig1 gelisim evreleri ve ergin zebra baligi (Kayhan ve digerleri, 2018)
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24 saat i¢inde embriyogenez siireci gergeklesmekte ve daha sonra bes giin i¢cinde organ
olusumu tamamlanmaktadir. Bu durum deneylerde uygulanan maddelerin akibetinin
gozlenmesini kolaylastirmaktadir (Kutluyer ve Aksakal, 2012). Koryon ve embriyosunun
seffaf olmasi diger avantajlarindandir. Bu nedenle zebra baliginin ilk larval asamalari
disaridan izlenebilmektedir. Haftada ortalama 200 yumurta ile yiiksek tireme potansiyeline
sahiptir. Bu acilardan da bilimsel alanda 6nemli bir baliktir (Kayhan ve digerleri, 2018).

Sekil 2.6°de zebra baliginda biyoakiimiilasyon ve etkileri gosterilmistir.
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Sekil 2.6. Zebra baliginda biyoakiimiilasyon ve etkileri (Bhagat ve digerleri, 2020)

Genom dizilimleri bilindigi i¢in, hastaliklarin gelisimi, biyolojik ve fizyolojik siireclerinin
anlasilabilmesine yardimci olmaktadir Deneysel agidan bir¢ok avantaja sahiptirler. Zebra
baligi, genetik ¢alismalar ve deneysel aragtirmalarda omurgali model organizma olarak
siklikla kullanilmaktadir (Kayhan ve digerleri, 2018). Mikroplastik arastirmalarda zebra
baligi kullanimina iligkin en erken caligmanin, “mikroplastik” teriminin ortaya ¢iktigi
neredeyse on yil sonra olan 2015 yilinda geldigi goriilmiistiir. Zebra baliginin farkli yasam
formlar1, yani, embriyo, larva ve yetiskinler, cevresel kirleticilerin sudaki toksisite testi i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir (Bhagat ve digerleri, 2020). Mikroplastik aragtirmalarda
zebra baligi kullanimina iligkin en erken g¢alismanin, “mikroplastik” teriminin ortaya
¢iktig1 neredeyse on yil sonra olan 2015 yilinda geldigi goriilmiistiir. Zebra baliginin farkl
yasam formlari, yani, embriyo, larva ve yetigkinler, ¢cevresel kirleticilerin sudaki toksisite
testi icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Insan genom yapuilari ile zebra baliklarmin genom

yapilart %87 oraninda benzemektedir (Huang ve digerleri, 2021). Zebra baliklar1 1.7
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milyar baz ciftine sahiptir. Bu nedenle insanlar iizerinde ¢alisilamayan durumlarda model
organizma olarak kullanilabilmektedirler. Zebra balig1 genetik kontroliin 6zellikle
embriyonik gelisimi sirasinda saglanabilmesi a¢isindan da uygun bir organizmadir

(Kayhan ve digerleri, 2018).

2.6. Oksidatif Stres ve DNA Hasar1

Metabolik siiregte viicutta meydana gelen serbest radikaller, son derece etkin kimyasal
tiriinlerdir. Bunlara reaktif oksijen tiirleri (ROS) adi verilmektedir (Atmaca ve AKksoy,
2009). Bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron igeren atom/atom grubu/ molekiiller
serbest radikaller olarak tanimlanmaktadir. Kararsiz bir yap1 gosteren ve dmiirleri kisa olan
bu tanecikler etrafindaki molekiiller ile etkilesime girerek bir an dnce kararli hale ulagsmak
isterler (Biiyiikuslu ve Yigitbasi, 2015). Hidrojen (H) atomu ortaklanmamis bir elektrona
sahiptir ve gecis metal iyonlarmin ¢ogu, oksijen (O2) ve nitrik oksit (NO) ise
ortaklanmamis iki elektrona sahiptir. Ortaklanmamus elektrona sahip olan Mn?*, Fe®*, Cu?*
ve gibi metaller serbest radikal olusumuna aracilik ederler fakat serbest radikal olarak
kabul edilmemektedirler. Oz, radikal olmayan bilesikler ile daha yavas reaksiyona
girerken, serbest radikallerle kolayca reaksiyona girer (Aktan, 2018). Oksijenden olusan
radikaller biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest radikallerdir. Oksijenin bir elektron
alarak indirgenmesi ile ROS grubunda yer alan siiperoksit radikali (Oz2e—), iki elektron
almasi ile hidrojen peroksit (H202) olugmaktadir (Biiylikuslu ve Yigitbasi, 2015). Ayrica
oksijenin eslesmemis elektronlar1 peroksinitrit (ONOO—) ve hidroksil radikali (OHe) de
dahil olmak iizere yiiksek derecede reaktif tiirler olusturmak igin tepki vermektedir
(Oliveira, Nogueira-Machado ve Chaves, 2010).

Genis bir molekiil yelpazesine sahip olan reaktif oksijen tiirleri, serbest radikal 6zelligi

gosterenler ve radikal 6zellik gostermeyenler seklinde siniflandirilmistir (Cizelge 2.2.)
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Cizelge 2.2. Radikal ve radikal olmayan oOzellik gosteren bazi reaktif oksijen tiirleri
(Biiyiikuslu ve Yigitbasi, 2015; Aktan, 2018)

Radikaller Radikal olmayanlar

Hidroksil HO- Ozon O3
Peroksil ROO- Singlet oksijen *O,
Alkoksil RO Hidrojen peroksit H>0,
Stiperoksit Or0— Hipobromik asit HOBr
Hidroperoksil HOO- Hipoklorik asit HOCI

Serbest radikaller, hiicrelerde endojen (i¢) ve ekzojen (dis) kaynakli etmenlere bagli olarak
olusmaktadirlar. Endojen etmenlerin olusumlari, organizmada normal olarak meydana
gelen oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlaridir (Biiyiikuslu ve Yigitbasi, 2015). Serbest
oksijen radikalleri ortamda olustugu zaman lipit peroksidasyonuna neden olarak hiicre

zarinin akigkanliginda ve gegirgenliginde degisiklikler meydana getirir (Schmidley, 1990).

Endojen kaynakli etmenler;

a- Solunum
b- Ksenobiotik metobolizmasi
c- Dogal uyaranlarla fagositik hiicrelerin akvasyonu

d- Biosentez ve biodegradasyon prosesleri olarak siralanabilmektedir (Andican, 2000).

Ekzojen kaynakli etmenler ¢ok ¢esitli olup bunlar;

a-Biyolojik/biyokimyasal etmenler: Enfeksiyon, stres, viriisler

b- Kimyasal etmenler: Pestisitler, parakuat, parasetamol gibi ila¢ toksikasyonlari, alloksan
gibi kimyasallarin etkisi altinda kalma, karbon tetrakloriir, hava kirliligi yapan
fitokimyasal maddeler, trisiklik antidepresanlar, solventler gibi ¢evresel faktorler,
sisplatin, ozon, karbon monoksit, nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin ve adriamisin
gibi antineoplastik ajanlar, hiperbarik oksijen, agir metaller, asbest lifleri, mineral
tozlar, silika, aflatoksin B1 ve PCB’ler (poliklorlubifenil)

c- Fiziksel etmenler: Iyonize ve ultraviyole radyasyon, sigara dumani olarak
siralanabilmektedir (Atmaca ve Aksoy, 2009) .

Reaktif oksijen tiirlerinin hasar verme potansiyellerinin yiiksek olmasindan dolay1 hizla

metabolize edilmeleri 6nemli olmaktadir (Andican, 2000).
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Metabolik yollarla viicutta dogal olarak olusan serbest radikaller, radikal pargalayan
antioksidan sistemlerle ortadan kaldirilmaktadir. Ancak, bu mekanizma ¢esitli nedenlerle
bozulmaktadir. Bunun sonucunda reaktif oksijen tiirleri artarak antioksidan mekanizmalar
yetersiz kalmaktadir. Bunun sonucunda oksidatif stres adi verilen bir dizi patolojik olay
meydana gelmektedir. Oksidatif stres, ¢esitli mekanizmalar ile seker ve baz
modifikasyonlari, tek ve ¢ift zincir kiriklari, DNA-protein ¢apraz baglanmasi gibi birtakim

lezyonlara neden olarak DNA iizerinde hasara yol agmaktadir (Williams ve Jeffrey, 2000).

DNA hasari, genetik materyalin molekiiler biitiinliigiinde endojen veya ekzojen etkiler
nedeniyle meydana gelen tiim degisikliklerdir. Cevresel faktorler DNA’nin biitiinligiinii
stirekli olarak tehdit etmektedir. DNA hasari, hiicre canliligi siiresince yaygin olarak
goriilen, kanser, mutasyon, yaslanma ve en sonunda da hiicre 6liimiine yol agabilen bir
olaydir. DNA, yasam boyunca ekzojen faktorler ve hiicresel metabolitler tarafindan

devamli olarak degisimlere maruz birakilmaktadir (Sancar, Boltz, Kagmaz ve Linn, 2004).

Reaktif oksijen bilesikleri, DNA’da 20’den fazla oksidatif baz hasar iirlinliniin olusmasina
yol acabilmektedir. Bu hasara ugrayan bazlar arasinda oldukca duyarli ve en sik
karsilasilan oksidatif DNA hasar1 belirteci 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG) dir.
DNA bilesenleri igerisinde oksidasyona en yatkin ve en diisiik iyonizasyon potansiyeline
sahip olan olan baz guanindir. 8-OHdG modifiye bir bazdir, reaktif oksijen tiirlerinin
DNA’da yaptig1 20’den fazla oksidatif baz hasar iiriniinden biridir (Atmaca ve Aksoy,
2009).

2.6.1. Malondialdehit (MDA)

Normal kosullarda hiicrelerde ve dokularda diisiik seviyede olusan ve oksijen kaynakli
serbest radikaller tarafindan indiiklenen lipit peroksidasyonu ile MDA, ii¢ ya da daha fazla
cift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonunda meydana gelmektedir (Sarikaya, 2020).
Sekil 2.7°da MDA ’nin kimyasal formiilii gosterilmistir.
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Sekil 2.7. MDA kimyasal formiilii (Halliwel ve Gutteridge, 2007)

Malondialdehit seviyesinin yiiksek bulunmasi, serbest oksijen radikallerinin etkisi ile
artmis lipit peroksidasyonunu gostermektedir. Bu nedenle olusan serbest radikallerin iyi bir
gostergesi olarak kabul edilmektedir. Lipit peroksidasyonu, membranlarin ve organik
yapilarin fonksiyonlar1 tizerine ¢ok zararl etkilere neden olmaktadir ve hiicre 6liimiine yol
acacak kadar degisiklikler meydana getirmektedir (Polat, 2011). Hiicre membraninda
bulunan doymamis yag asitleri ve kolesterol bilesenleri serbest radikallerle kolayca
tepkimeye girerler ve lipit peroksidasyonuna neden olurlar. Bunun sonucunda olusan
membran hasar1 geri doniligiimsiizdiir. Hiicre membraninin deformasyonu ise enzimatik
fonksiyonlarin ve iyon geg¢isinin bozulmasina sebep olmaktadir Ayrica lipit radikalleri
DNA ile de reaksiyona girerek DNA-MDA fiiriinlerini olusturmaktadir (Sarikaya, 2020).
MDA hiicre zarlarindan kolayca gegebilecegi i¢in hiicre icinde meydana gelen enzimatik
olaylari, protein sentezini ve DNA yapisin1 da olumsuz yonde etkilemektedir. MDA bu
niteliklerinden 6tiirii  genotoksik, mutajenik ve karsinojenik bir bilesik olarak

degerlendirilmektedir (Sreejai ve Jaja, 2010).

2.6.2. Glutatyon (GSH)

Serbest oksijen radikallerinin hedef dokulardaki olumsuz etkilerini, geciktiren, 6nleyen
veya meydana gelen hasarin tamirini saglayan maddelere antioksidanlar denilmektedir. Bu

sisteme ise antioksidan savunma denilmektedir.

Oksijen radikali yakalayicist olarak glutatyon, antioksidan savunmada 6nemli bir
biyobelirtegtir. Karaciger viicuttaki glutatyonun en dnemli kaynagidir (GSH diizeyindeki
degisim, canlinin detoksifikasyon yeteneginin dnemli bir gostergesi olmaktadir. GSH
seviyesi, hiicresel iglevlerin korunmasinda onemlidir. GSH seviyesi detoksifikasyon ve

oksidatif stres durumlarinda azalabilmektedir (Kayhan ve digerleri, 2017).
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Glutatyon miktarinin azalmasi ise antioksidan stoklarin azalmasi/tikenmesi olarak
aciklanabilmektedir (Zhang, Shen, Wang, Wu, Xue, 2004). Ancak devam eden stres
durumunda GSH/GSSG orani adaptif mekanizmalarin etkisi ile oksidatif strese karsi
koyabilmek iizere artisa gecebilmektedir. GSH seviyeleri oksidatif stres durumunda 6nce
azalmakta, daha sonra artabilmektedir. Bu nedenle de GSH g¢evresel kirliligin etkilerinin

belirlenmesinde kullanilan 6nemli bir biyobelirtegtir (Kayhan ve digerleri, 2017).

Glutatyon, DNA sentezi ve hasarli parcalarinin onarilmasinda dnemli rol oynamaktadir.
Aminoasit transportu, iskelet-kas biitlinligii, peroksit metabolizmasi ve bir¢ok enzim
aktivitesinin diizenlenmesinden sorumlu olan antioksidatif nitelikte bir molekiildiir (Sekil
2.8). GSH enzim degildir (Blokhina, Virolainen ve Fagerstedt, 2003). GSH, reaktif oksijen
tiirlerine ve serbest radikallere karsi antioksidan olarak ve ksenobiyotik bilesiklerin

detoksifikasyonunda ¢ok yonlii fizyolojik isleviyle bilinmektedir (Sarikaya, 2020).
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Sekil 2.8. Rediikte glutatyon formiili (Halliwell ve Gutteridge 2007)

2.6.3. Tleri oksidasyon protein iiriinleri (AOPP)

Ileri oksidasyon protein iiriinleri oksidatif stresin bir belirteci olarak kullanilmaktadir. Bu
reaksiyon {iriinlerinin oksidatif hasarinin giivenilir bir belirteci olarak, AOPP degerlerinin
dlgiimii Witko-Sarsat ve digerleri (1996) tarafindan onerilmistir. Uremik hastalarda
oksidatif strese neden olan antioksidan ve oksidan sistemler arasinda bir dengesizlik
oldugu goriilmiistiir. Plazma proteinleri oksidanlar i¢in kritik hedefler olmaktadir. Gelismis
biyokimyasal karakterizasyonda AOPP'nin oksitlenmis plazma proteinlerinin o6zellikle
alblimin tarafindan tagindigi ve oksidan o6zelliklere sahip olmadigir goriilmiistiir. AOPP
seviyeleri, oksidan aracili protein hasarinin gostergeleri olarak ditirozin ve pentosidinin
plazma konsantrasyonlari ile korelasyon gosterdigi ve lipid peroksidasyon belirte¢lerinden
olan tiyobarbitiirik asit ile korelasyon gostermedigi tespit edilmistir (Witko-Sarsat ve
digerleri 1996).
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2.7. Mikroplastiklerin Insan Saghg Uzerine Olas: Etkileri

Insanlarda, nanoplastiklerin zararli etkileri ile ilgili fonksiyonel ¢alismalar ¢ok az
sayidadir. Ancak nanoplastik maruziyetin bazi varsayilan etkileri omurgali hayvan
modellerinden tahmin edilebilmektedir. Yipranmis nano Olgekli polimerler ve cesitli
kaynaklardan gelen katki maddeleri ve kirleticiler organizmaya esas olarak sindirim ve
solunum sistemleri yoluyla veya epidermal yaralanmalarla girmektedir. Ancak dermal giris
hala tartismalidir. Nanoplastiklerin bagirsak veya pulmoner yiizeylere baglandiktan sonra
yerlesik bagisiklik hiicrelerini aktive edebilecegi, lokal enflamatuar reaksiyonlara neden
olabilecegi, hiicrelere zarar verebilecegi ve bagirsak mikrobiyomunun bilesimini ve
islevselligini bozabilecegi diisiiniilmektedir (Teles, Balasch, Olivera, Saradans, Penuelas,

2020). Nanoplastiklerin insan viictiduna giris yollar1 Sekil 2.9°da gosterilmistir.
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Sekil 2.9. Nanoplastiklerin insan viicuduna giris yollar1 (Teles ve digerleri, 2020)

Ayrica nanoplastikler epitel tabakalar1 boyunca kan damarlar1 ve lenfatik sistem ile
taginabilmektedir. Kan dolagimina erigim, karaciger ve bobrek gibi metabolik ve endokrin
organlar, besin ve enerji yonetimi, ksenobiyotik isleme ve bosaltimin birlesik siireglerini
ctkileyebilmektedir. Nanoplastiklere maruz kalmanin, nanoplastiklerin kan-beyin
bariyerini ge¢me kabiliyeti ve bagirsak mikrobiyomu ile néroendokrin yollar1 arasindaki

karsilikli etkiye bagli olarak davranis degisikliklerini de tetikleyebilecegi diistiniilmektedir.
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Bagirsak yiizeyinde plastik birikimininin uzun vadeli etkileri hakkinda yeterli bilgi
bulunmamaktadir. Ancak nanoplastiklerin mikrobiyom topluluklarinin bilesimini ve
cesitliligini etkiledigi goriilmiistiir. Son on yilda, bagirsak ve beyin sinir aglar1 arasindaki
etkilesimler lizerine yapilan arastirmalar, bagirsak mikrobiyotasinin endokrin, bagisiklik ve
sinir sistemleri iizerindeki etkisini kesin olarak belirlemistir. Bagirsak mikroorganizmalari
yeni doganlarda bagisiklik sistemini neyin yararli bir kommensal ve neyin istenmeyen bir
patojenin oldugu konusunda egitmekle kalmaz, ayni zamanda strese yanit verir ve
nihayetinde davranigi etkileyebilecek norotransmiterlerin Onciilerini iretirler. Yutulan
plastik dokiintiilerin boyutunu kiigiiltmenin ve nanoplastiklerin hidrofobik yapisinin,
endotel bariyerlerini gegme Kkapasitelerini arttirabilecegi diisiiniilmektedir. Bu durum
kirmiz1 kan hiicrelerine veya enerjiye bagimli tasinmaya kolay erisim veya hiicresel zarlari
ve stres hiicrelerini gegme yetenegi anlamina gelmektedir. Nanopartikiillerin, bir kez
yutulduktan sonra hiicre i¢i bosluklar boyunca hiicre i¢i tasima yoluyla hareket edebilecegi
veya enterik M hiicreleri tarafindan lenfatik kilcal damarlara tasmabilecegi, lenfoid
dokulara ve sonunda kan damarlarina ulasabilecegi diisiiniilmektedir. Yutulan plastik
parcalarinin %90 kadarinin atildigi tahmin edilmektedir, ancak bagirsaktaki kalan artiklar
sitotoksisiteye, hiicre dongiilerini durdurmaya ve inflamatuar reaksiyonlarin baslangicinda
bagisiklik hiicrelerinin reaktivitesinin artmasina neden olabilir. Nanoplastiklerin neden
oldugu lokal yanginin, gastrointestinal siireclerin islevselligini tehlikeye atabilecegi ve
endokrin diizenlemelerini bozabilecegi, mikrobiyom topluluklarina zarar vererek, disbiyoz
veya anormal bagirsak mikrobiyota reaktivitesine yol acabilecegi diisliniilmektedir (Teles

ve digerleri, 2020).

Prata (2018), havada bulunan mikroplastikler iizerinde ¢alismigtir. Son yillarda Paris’in
biliylik bolimiinde atmosferik serpintilerde mikroplastikler tespit edilmistir. Kiiciik
boyutlar1 nedeniyle solunum yoluyla alinabilmektedirler. Bireysel duyarlilik ve partikiil
ozelliklerine bagli olarak solunum sisteminde lezyonlara neden olabilmektedirler.
Havadaki mikroplastikler yeni bir konu olmasma ragmen, birka¢ gozlemsel calisma,
0zellikle maruz kalan iscilerde, genellikle hava yolu ve interstisyel inflamatuar yanitlarin
neden oldugu dispne ile seyreden plastik liflerin ve partikiillerin solundugunu bildirmistir.
(Cevresel konsantrasyonlar diisiik olsa da duyarl bireyler benzer lezyonlar gelistirme riski
altinda olabilir. Son arastirmalar, inhalasyondan sonra hastaliklara neden olan
mikroplastiklerin atmosferimizde de bulundugunu ve ekosistemleri serpinti yoluyla

potansiyel olarak kirlettigini gostermektedir. Toz yiikii, oksidatif stres, translokasyon ve



38

gen mutasyonu mekanizmalari1 ile havadaki mikroplastikler, hava yolu ve interstisyel
akciger hastaliklarina neden olma potansiyeline sahiptir, genellikle yiin, sentetik tekstil ve
PVC igeren endiistrilerde meslek hastaliklar1 olarak tanimlanir. Bununla birlikte, diisiik
cevresel konsantrasyonlar, genel popiilasyonda solunum ve kardiyovaskiiler hastaliklarin
goriilme sikligina katkida bulunabilir. Ortaya c¢ikan bu kirleticilerin atmosferik

konsantrasyonlarini netlestirmek i¢in daha fazla arastirmaya ihtiya¢ oldugu diistiniilmiistiir.

Leslie ve digerleri (2022) ¢aligmalarinda, besin zincirinde ve her yerde bulunan plastik
pargaciklarinin insan kanindaki varligini aragtirmiglardir. 22 saglikli goniilliiden alinan tam
kan oOrneginde >700 nm plastik parcaciklarin Ol¢iilmesi amaclanmistir. Dondrlerin
%77'sinin (22 kisiden n = 17's1) kanlarinda 6l¢iilebilir bir plastik pargacik kiitlesi tasidigi
goriilmiistiir. En yaygin olarak iiretilen dort polimer tanimlanmis ve ilk kez kanda tespit
edilmistir. Bu plastikler, PET, PE, stiren polimerleri (polistiren, genlestirilmis polistiren
vb) poli (metil metakrilat, PMMA) grubudur. PP analiz edilmis ve degerlerin 6l¢iim
limitlerinin altinda oldugu goriilmiistiir. Kiigiik bir donér grubu iizerinde yapilan bu
calismada, kandaki plastik pargaciklarin toplam Olgiilebilir konsantrasyonunun ortalamasi
1,6 ng/mL olarak tespit edilmistir. Kanda tepit edilen mikropilastik ¢esitleri ve donérlerde
goriilme yiizdesi; PET (%50), PS (%36), PE (%23) ve PMMA (%5) olarak tespit
edilmistir. Bir 6rnekte maksimum konsantrasyonlar, PET 2,4 pug/mL, PS 4,8 pg/mL, PE
7,1 pg/mL olarak goriilmiistiir. Tek bir numunede en fazla ii¢ farkli polimer tipi (PS, PE ve
PET) olglilmiistiir.

Kan dolagiminda tespit edilen plastik parcaciklarin muhtemelen yutma veya solunum
yoluyla sisteme girdigi diisliniilmektedir. 1 nm ile 20 pm arasindaki havadaki parcaciklar
solunabilir kabul edilmektedir. <0,1 pm boyutundaki pargaciklarin akcigerde birikebilme
potansiyeli bulunurken, daha biiytik partikiillerin bir kisminin oksiirtikle digar1 atilmasi, bir
kisminin ise yutulmasi sonucu bagirsak epiteli yoluyla ikinci bir absorbsiyon mekanizmasi
olusabilmektedir. Potansiyel maruz kalma yollari; hava, su, yiyeceklerin yan1 sira kisisel
bakim {riinlerinde (dis macununda bulunan PE, dudak parlaticilarinda bulunan PET)
bulunan parcaciklarin yutulmasi, dental polimerler, polimerik implant parcalari, polimerik
ilag tasiyict nanopartikiiller (PMMA, PS) dovme miirekkebi kalintilar1 vb. olarak
distiniilmektedir (Leslie ve digerleri, 2022).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Zebra Bahigi Temini ve Aklimasyon

Calismada 70 adet erigskin 237,31+73,82 mg agirliginda ve 3,03 £0,36 cm boylarinda zebra
baliklar1 (Danio rerio Hamilton, 1822) kullanilmistir. Baliklarin cinsiyet tayinleri yapilarak
esit sayida disi ve erkek olmasina dikkat edilmistir.  Deney baliklar1 akvaryum
iireticisinden temin edilmistir. Akvaryumlar, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya Ana Bilim Dali Arastirma laboratuvarinda hazirlanmistir. Calisma siiresince

cam damacana suyu kullanilmustir.

Zebra baliklar1 deney ortamina adaptasyonunun saglanmasi i¢in deney baslamadan 15 giin
once 15 L’lik akvaryumlara alinmistir (1 adet balik/ 1 L su oraninda stoklanmistir). Hava
motorlari ile havalandirilan akvaryumlarda giinliik sifonlamalar1 yapilarak, yem ve diski
atiklar1 uzaklastirilmistir. Uygun yemle (Novobits) beslenen deney zebra baliklari, ayrica
tirtin normal davraniglar1 yoniinden izlenmistir (Resim 3.1). Calisma, deney hayvanlari

arastirma etigi gercevesinde incelenmis olup, Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel

Etik Kurul Yo6nergesindeki ilkelerine uygun bulunmustur (Etik kurul karar no: 08.07.2019-
E.84963).

Resim 3.1. Adaptasyon akvaryumu
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Akvaryumlarda su sicakligi 22+1°C’de olarak ol¢iilmiis, 14 saat aydinlik, 10 saat karanlik

olacak sekilde fotoperiyot uygulanmaistir.

3.2. Deney Akvaryumlarimmin Hazirlanmasi ve Mikroplastik Dozlanmasi

Adaptasyon stiresi sonunda 10 L’lik 5 adet akvaryuma rastgele secilen 14’er adet zebra

balig1 yerlestirilmistir. Havalandirma diizenekleri kurulmustur (Resim 3.2).

Resim 3.2. Deney diizenegi

Calisma siiresince akvaryum sularmin pH degerleri Ol¢lilmiistiir. Deney akvaryumlari,
hava motorlar1 yardimiyla siirekli havalandirilmis ve termostatli 1siticilar vasitasiyla su
sicakligr sabit tutulmustur. Yart statik yontemle devam edilen deneylerde, 48 saatte bir
deney ortami yenilenerek metabolizma atiklari sucul canlilar i¢in toksik olan azotlu
bilesiklerin ortamdan uzaklastirilmas1 saglanmistir. Cizelge 3.1°de mikroplastik

uygulamasi gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Akvaryum numaralari ve mikroplastik uygulamasi

Akvaryum no Mikroplastik Doz
1 PS (9,5- 11,5 um) 1mg/L
2 PS (9,5- 11,5 um) 10 mg/L
3 PE (1-5 um) 1 mg/L
4 PE (1-5pm) 10 mg/L
5 Su-Kontrol -
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Deney kimyasali olarak Sigma-Aldrich firmasindan temin edilen 1-5 um PE ve 9,5- 11,5
um PS olmak tizere 2 farkli mikroplastik kullanilmistir. Plastik materyalin oncelikle
sonikator yardimiyla suda dagilimi saglanmis ve havalandirma diizenegi ayarlanarak da
suda dagilimi desteklenmistir. Deney konsantrasyonlar: literatiirde daha once yapilan
calismalara gore belirlenmistir. (Zhang ve digerleri, 2019; Bhagat, Zang, Nishimura ve
Shimada, 2020; Zhao Bao, Wan, Fu ve Jin, 2020; Jeyasanta, Sathish, Patterson ve Edward,
2020; Guerrera ve digerleri, 2021).

Stok ¢ozelti hazirlanmasi ve dozlama:

1- 10 mg PS hassas terazide tartilarak distile su ile 60 mL’ye tamamlanmistir. Daha sonra
sonikator kullanilarak ¢Ozlinmesi saglanmis ve 1 mg/L’lik ¢ozelti hazirlanmistir.
Akvaryum igerisinden 60 ml su alinimimi takiben stok ¢ozelti akvaryuma eklenerek
dozlama yapilmistir. Havalandirma diizenegi ayarlanarak suda dagilim desteklenmistir.

2- 100 mg PS hassas terazide tartilarak distile su ile 160 mL’ye tamamlanmistir. Daha
sonra sonikator kullanilarak ¢éziinmesi saglanmis ve 10 mg/L’lik ¢ozelti hazirlanmistir.
Akvaryum igerisinden 160 ml su alinmasini takiben stok ¢dzelti akvaryuma eklenerek
dozlama yapilmistir. Havalandirma diizenegi ayarlanarak suda dagilim desteklenmistir.

3- 10 mg PE hassas terazide tartilarak distile su ile 60 mL’ye tamamlanmistir. Daha sonra
sonikator kullanilarak ¢6zlinmesi saglanmis ve 1 mg/L’lik ¢ozelti hazirlanmistir.
Akvaryum igerisinden 60 mL su alinmasini takiben stok ¢ozelti akvaryuma eklenerek
dozlama yapilmistir. Havalandirma diizenegi ayarlanarak suda dagilim desteklenmistir.

4- 100 mg PE hassas terazide tartilarak distile su ile 250 mL’ye tamamlanmistir. Daha
sonra sonikator kullanilarak ¢oziinmesi saglanmis ve 10 mg/L’lik ¢ozelti hazirlanmistir.
Akvaryum igerisinden 250 mL su alinmasini takiben stok ¢ozelti akvaryuma eklenerek
dozlama yapilmistir. Havalandirma diizenegi ayarlanarak suda dagilim desteklenmistir.

Resim 3.3’de akvaryumlar gosterilmistir.
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Resim 3.3. Polietilen (PE-10 mg/L ve 1 mg/L)

3.3. Deney Yontemi

Deneylerde yar1 statik deney yontemi kullanilmig ve 96 saat ve 21 giin maruziyet stireleri
uygulanmustir. Mikroplastik ¢ozeltileri suya eklendikten sonra akvaryumlar izlenmeye
alimmis ve baliklar giinliik olarak kontrol edilmistir. 96 saat sonuna kadar baliklar
beslenmemistir. 21 gilinlik maruziyet siiresince 3 giin yemlenmeyip 4. giinde yem
verilmistir. Akvaryum suyunda pH, iletkenlik, suda ¢6zlinmiis oksijen ve sicaklik gibi

etkenler deney siirecinde 3 giinde bir dl¢iilmiistiir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Akvaryum suyu 6l¢iim degerleri

Su Kalitesi Parametreleri Degerler
pH 7,34+0,20
Coziinmiis oksijen (DO) (mg/L) 8,15+0,40
Iletkenlik (C) (uS/cm) 137,1£1,21
Toplam ¢6ziinmiis kat1 (TDS) (mg/L) 2,88+0,87
Sicaklik (°C) 22+1

Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler:

Hassas terazi: KERN PCB 350, Shimadzu Ax200

» Santrifiij : Eppendorf minispin plus mikrosantrifiij (Almanya)

» Inkiibasyon cihazi: Thermomixer comfort (Eppendorf) (Almanya)

= Spektrofotometre: Biochrom Libra S22 (Ingiltere)

= Plate okuyucu: EL x 800 UV(Universal Microplate Reader) Biotek, (USA)
= Plate galkalayici inkiibasyon: BIOSAN multi bio 3D (Letonya)
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= Nanodrop spectrophotometer: ND-1000 Thermo Scientific (USA)

= Vortex: Biosan

= Mikropipetler: Acura 825 autoclavable (10-100 ul, 20-200 ul), Socorex 10, 100, 1000
uL (Isvigre)

» Kit: Cayman DNA/RNA Oksidatif Hasar EIA (Uriin No: 589320)

= Ependorf tiip

= Bistiiri
= [ amel
= Deney tiupu

3.4. Mikroplastik Maruziyet Sonrasinda Yapilan Analizler

96 saat ve 21 giinliik siireler sonunda deney zebra baliklar1 buz anestezisi ile dekapite
edilmistir. Boylar1 ve agirliklart Slgiilmiistiir. Bu asamada kullanilan bistiiri, lamel vb.
malzemeler her bir balik i¢in distile su ile temizlenerek kullanilmistir. Bas ve kuyruklari

ayrilarak analizler i¢in ependorf tiiplere ayr1 ayr1 konulmustur (Resim 3.4).
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Etiketleme Baliklarin boy 6l¢iimii

Zebra baliklarinin tartilmasi Saklama i¢in tliplere konulmasi

Resim 3.4. Zebra baliklarindan numune alinmasi

Ornekler -80°C’de saklanmistir. Diseksiyon esnasinda floresanli MP uygulanan baliklarda

makroskobik olarak da i¢ organlarinda mikroplastik pargalar1 gozlenmistir (Resim 3.5).
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- Mikroplastik

Resim 3.5. 96 saat siire ile 1 mg/L PE maruz kalan zebra baliklarinin i¢ organlarinda
goriilen mikroplastik parcalari

3.5. Biyokimya Doku Analizleri i¢cin Homojenat Hazirlanmasi

Zebra baliklarindan tiim doku olarak 6rnekleme yapilmis ve GSH, MDA ve AOPP tayini

icin farkli uygun doku homojenizasyon ¢ozeltileri hazirlanmistir (Cizelge 3.3.).

Tiim analizler ¢ift calisilmistir.

Cizelge 3.3. MDA, GSH ve AOPP tayini i¢in doku homojenizasyon ¢ozeltisi

MDA GSH AOPP
1,15 mg | 6,74 mL orto-fosforik asit (HsPO4-%85) pipetle | 200 mL fosfat tamponu
potasyum  klorid | gekilmistir. hazirlanmistir (pH:7)
(KCL)
tartilmigtir.
Distile su (dH20) | dH20 eklenerek 200 mL’ye tamamlanmuigtir. 400 uL tampon ¢ozelti
ile 100 mL’ye numunlere eklenmistir.
tamamlanmistir.

%1,15’1ik tampon | Potasyum hidroksit (KOH) kullanilarak pH=8.02 | (Numune=16,40 mg)
¢ozeltiden 450 | ayarlanmistir.

pL  numunelere | (Numune=18,06 mg)
eklenmistir.
(Numune=18,97

mg)

Dokular hassas terazi ile tartilarak MDA, GSH ve AOPP etiketlemesi yapilmis olan
ependorflara konulmustur (Resim 3.6). Daha sonra hazirlanan tampon ¢ozeltiler (6rnek
doku agirliklart 100 mg altinda oldugundan doku agirhiga gore tampon miktar
hesaplanmistir) mikropipet yardimiyla ependorflara eklenmistir. Calisma sirasinda

dokular1 korumak igin buz iizerinde ¢alisilmasina dikkat edilmistir.



Resim 3.6. Doku tartimi ve ependorf tiiplere konulmasi

Doku-¢ozelti karisiminda doku pargasi kalmayacak sekilde homojenizasyon yapilmis ve bu
asamada da buz ile ¢calisgmaya dikkat edilmistir. Homojenize olan &rnekler ependorflara
almarak santrifiij edilmistir. MDA i¢in hazirlanan homojeneta santrifiij asamasi
uygulanmamigtir. AOPP tayini i¢in hazirlanan doku homojenat1 5000 rpm ve +4 °C'de 10
dakika, GSH tayini i¢in hazirlanan doku homojenati ise 3500 rpm ve +4 °C' de 10 dakika
boyunca santrifuj edilmistir. Santrifiij isleminden sonra pelet kismi atilmig siipernatantlar
etiketlenen yeni ependorflara aktarilmistir. islemi bitmis ve daha sonra okumasi yapilacak

olan ependorflar -80°C’ de saklanmustir.

3.5.1. Doku MDA diizeylerinin 6l¢iimii

Prensip: Lipit peroksidasyon O6l¢iim metodu olan Mihara ve Uchiyama (1978) metodu
uygulanarak yapilmistir.  Tiyobarbutirik asit ile 90-95°C’de reaksiyona giren
malondialdehit, pembe renkli kromojen olugturmaktadir. Tiipiin iist kismindaki n-butanol

faz1 spektrofotometrede okutulmustur.
Reaktifler:
= 90,6 lik tiyobarbitiirik asit (TBA)

= 941°lik fosforik asit

= n-butanol
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Deney agamalart:

= Homojenatlar -80 °C’den ¢ikartilip oda sicakliginda ¢ozdiiriildiikten sonra vortex islemi
uygulanmistir.

= Her 6rnekten mikropipet ile 100 pL alinarak cam tiiplere konulmustur.

» Uzerlerine 3 mL %1 lik fosforik asit 1 mL tiyobarbitiirik asit (TBA) (%0,6) eklenerek
cam tiipler vortexlenmistir.

= Agiz kisimlari kapatilan tiipler 1,5 saat kaynar su banyosunda 90°C inkiibe edilmistir.

Vortex Kaynar su banyosu Sogutma

Resim 3.7. Vortex, kaynar su banyosu ve sogutma

= Siire sonunda tiipler sporlara alinarak sogumaya birakilmistir (Resim 3.7).

= Daha sonra 4 mL n-butanol eklenmis, tiipler plastik kapakla kapatilarak 3000 rpm
+4 9C° de 5 dakika santrifuj edilmistir.

» Biitanol fazdan 700 pL mikropipetlerle alinarak (her ornekte uglar degistirilmistir)
spektrofotometre okuma kiivetlerine aktarilmistir.

= UV spektrometrede Al1= 535 nm ve A2=520 nm’de okutulmustur.

= Sonuglar nmol/g doku proteini olarak ifade edilmistir.

Hesaplama:

Absorbans farki= nmol/g doku TBA
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Pembe renkli kromojen

Spektrometre

Resim 3.8. Kromojen ve spektrometre cihazi

3.5.2. Doku GSH diizeylerinin él¢ciimii

Prensip: Indirgenmis glutatyonun siilfidril (—SH) gruplarmin bazik ortamda 2,2'-dinitro-
5,5'ditiobenzoik asit (DNTB) ile sar1 renkli bir bilesik olusturmasi ve bu bilesigin renginin
420 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir (Ellman,
1959).

Deneyin yapilist:

= Homojenatlar -80 °C’den ¢ikartilip oda sicakliginda ¢ozdiiriildiikten sonra vortex islemi
uygulanmuistir.

» Tampon ¢ozelti 1M, pH 8.0 olacak sekide hazirlanir; 500 mL K2HPO4 (dipotasyum
hidrojen fosfat) ve 500 mL KH2POs (monopotasyum hidrojen fosfat) ¢ozeltileri
hazirlanarak sirastyla, 47 mL ve 3 mL karigim, dH20 ile 500 mL ye tamamlanmustir.

= Daha sonra 200 mL DTNB (5,5 Dithiobis- 2-nitro benzoik asid) ¢ozeltisi, KHCO3
(potasyum hidrojen karbonat) ile hazirlanmistir.
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Resim 3.9. Tampon kimyasallar1 ve ependorf i¢inde hazirlanan 6rnekler

= Spektrofotometrede kor i¢in kiivete 300 pL distile su, 300 pL tampon ve 2400 pL
DTNB eklenmistir.

= Numune kiivetlerine, 100 pL distile su, 300 pL tampon ve 2400 uLL DTNB eklenmistir.

* Al=410 nm’de numune eklenmeden ilk okumalar1 yapilmistir.

» Daha sonra kiivetlere 200 pL. numune eklenmistir. Her Ornek icin pipet ucu
degistirilmistir.

* Numunelerin A2=420 nm’de spektrofotometrik olarak okumalar1 yapilmistir.

Sonuglar pmol GSH/ g doku olarak verilmistir.

3.5.3. Doku AOPP diizeylerinin 6l¢ciimii

Prensip: Doku homojenatinda bulunan uzun Omiirlii klorlu oksidanlar ile proteinlerin
capraz baglama diirlinlerinin, potasyum iyodiirii oksitlemesi ve aciga c¢ikan triiyodid

iyonunun, 340 nm’ de 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir.

Serum AOPP diizeylerinin &lgiimii Witko-Sarsat ve digerlerinin (1998) tanimladig
spektrofotometrik yonteme gore yapilmistir. Bu yonteme gore; AOPP olusumu klorlu
oksidanlarin (kloraminler ve hipoklordz asit gibi) olusumu ile indiiklenmektedir. Bu
sebeple konsantrasyonu da bunlara korele olarak degisir. AOPP konsantrasyonu

Ol¢timiinde bu iliski nedeni ile Kloramin - T standart olarak kullanilmistir.

Reaktifler:
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= 20 mM fosfat tamponu, pH: 7,4
= 1.16 M KI (Potasyum iyodiir)
= Asetik asit %100

= Kloramin-T (0-100 pmol arasindaki konsantrasyonlarda standart olarak hazirlanmigtir)

Deneyin yapilist:

= 200 pl serum 1:5 oraninda fosfat tamponu ile diliie edilmistir.

» Linearite sinirt iizerine ¢ikilmayan durumda, 40 pL serum iizerine 160 pul. PBS reaktifi
eklenip tizerine 10 pL KI ve 20 pL asetik asit eklenerek numuneler vortekslenmistir.

= 340 nm absorbansta fosfat tamponuna kars1 spektrofotometrik olarak 6lgtim yapilmustir.

* 100 pmol/L 75 pmol/L, 50 pmol/L, 25 umol/L, 12,5 pmol/L, 6,25 umol/L’lik
Kloramin-T standartlari da numune gibi ¢aligilmustir.

» Linearite sinirinin lizerinde ¢ikan serumlar diliie edilerek ¢alisilmistir.

Hesaplama:

Sonuglar standart egri iizerinden (Sekil 3.1) hesaplanarak, umol/L kloramin es degeri

olarak ifade edilmistir.

AOPP Standart Egrisi
120

100
y = 306,54x- 3,4372
R?=0,9942

o]
o
1

Konsantrasyon(umol/l)
Fey (03]
o o

20

0 : : :
0,000 0,100 0,200 0,300 0,400
Absorbans(nm)

Sekil 3.1. AOPP standart egrisi
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AOPP i¢in hazirlanan doku homojenatindan protein diizeyi de galisilmistir.

3.5.4. Protein miktar tayini

» Bradford ¢ozeltisi: Genellikle 470 nm dalga boyuna sahip coomassie brillant blue G-
250’dan olusur ve ¢ozelti igindeki protein miktarina gore gittikge koyulasan bir mavi
renk vermektedir. Genel anlamda coomassie brillant blue G-250, ¢ozelti igerisindeki

proteinlere baglanarak 470 nm dalga boylu mavi renge doniismektedir (Bradford, 1976).

Resim 3.10. Numunlerin mikroplakaya alinmasi ve Bradford ¢ozeltisinin eklenmesi

* Protein tayini i¢in homojenattan 25 pL  alinmustir. Numuneler mikroplakaya
pipetlendikten sonra, {izerlerine 100 pL Bradford ¢6zeltisi eklenmistir (Resim 3.10).

» Mikroplaka oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmistir (Resim 3.10).

» Inkiibasyon asamasinda mikroplakadaki numune ve ¢dzeltinin calkalayicida karisimi
saglanmigtir (Resim 3.11).

» Hazirlanan 6rneklerin 490 nm' de absorbanslar1 okunmustur (Resim 3.11).

Elde edilen veriler rapor edilmistir.
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Resim 3.11. Calkalayicida inkiibasyon ve plate okuyucu

3.5.5. DNA hasar tayini

= Uygun balik dokusundan DNA izolasyonu yapilmistir.

» Yeterli DNA elde edilip edilmedigi jelde goriintiilenerek tespit edilmistir. Nanodrop
kullanilarak miktar tayini yapilmstir.

» Elde edilen DNA niikleaz pl ve alkalen fosfataz ile hidroliz edilerek DNA/RNA
oksidatif hasari (8-OHdG) tayini enzim immiin yontem prensibini iceren kit ile

yapilmistir.

Deneyin bu asamasinda Cayman DNA/RNA Oksidatif Hasar EIA (Uriin No: 589320)

ticari kit kullanilmistir.

3.5.6. DNA ekstraksiyonu

*= Sivi nitrojende dondurularak -80°C’de saklanan deney zebra balik Orneklerinden
Thermo-fisher marka DNA ekstraksiyon ticari kiti kullanilarak DNA izolasyonu
yapilmistir.

* Doku Ornekleri 0,25 gram olarak boncuklu tiiplere aktarilarak iizerlerine 700 uL TD1
tamponu ve 20 pL proteinaz K eklenmistir.

= 10 dakika siireyle maksimum hizda vortekslenmistir.

» Tipler oda 1sisinda 10000 g.de 1 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Takiben
siipernatan kismi kolon tiiplere aktarilmig, bunun iizerine 400 pL TD2 tamponu

eklenmistir.



53

= 10000 g.de 1 dakika santrifiij edilmistir.

= Alttaki toplama tiipii atilip kolon tiipler temiz ependorf tiiplerin i¢ine konulmustur.

= Kolon tiiplere 50 pL TD3 tamponu eklenmis ve 10000 g. de 1 dakika santrifiij
edilmistir.

= Kolon tiipler atilarak alttaki ependorf tiiplerde toplanan DNA miktarlari nanodropta
olgtilmistir (Resim 3.12).

wew O
wen :

m’.‘l

Resim 3.12. Nanodrop ve DNA &l¢lim grafigi

3.6. Veri Analizi

Verilerin analizine gegilmeden 6nce normal dagilima iliskin testler yapilmistir. Normallik
varsayiminin sinanmasinda, drneklem sayisi 50’den az olmasindan dolay1, Shapiro-Wilk
testi kullanilmistir. Shapiro-Wilk Testi sonuglarina gore istatistik degerlerinin p anlamlilik
diizeyi 0,05’ten biiyiik olmasindan dolay1 normallik varsayiminin saglandigi goriilmiistiir.
Dolayisiyla gruplarin karsilagtirllmasinda iliskisiz 6rneklemler igin t testi kullanilmistir.
Gruplar arasi farklarin istatistiksel anlamlilik diizeyi p <0,05 olarak kabul edilmistir. Nicel
verilerin analizinde, SPSS 21 ve grafiksel gosterimler i¢in ise Microsoft Excel’den

yararlanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Doku MDA Diizeylerinin Ol¢iim Degerleri

Zebra baliklarmin 1 mg/L ve 10 mg/L PS ve PE ile 96 saat maruziyet sonras1t MDA

degerleri Sekil 4.1 ve Cizelge 4.1’de gosterilmistir.

MDA (96 Saat)
2,000
1,800
1,600 *
1,400
=
< 1,200
2 1,000
S
£ 0,800
[

0,600 [
0,400

0,000

Kontrol Grubu 1mg/L PS 10mg/L PS 1mg/L PE 10 mg/L PE

Sekil 4.1. Polistiren (PS) ve polietilenin (PE) 96 saat maruziyet MDA degerleri

1 mg/L PS grubundan elde edilen MDA degerleri ile kontrol grubundan elde edilen
MDA degerleri arasinda, 1 mg/L PS grubunda goriilen artis istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p=0,008).

10 mg/L PS grubundan elde edilen MDA degerleri ile kontrol grubundan elde edilen
MDA degerleri karsilastirildiginda 10 mg /L PS grubunda goriilen artis istatistiksel
olarak anlamli bulunmamustir (p=0,137).

1 mg/L PE grubundan elde edilen MDA degerleri ile kontrol grubundan elde edilen
MDA degerleri arasinda, 1 mg/L PE grubunda goriilen artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0,041).

10 mg/L PE grubundan elde edilen MDA degerleri ile kontrol grubundan elde edilen
MDA degerleri karsilastirildiginda 10 mg/L PE grubunda goriilen artis istatistiksel

olarak anlamli bulunmamustir (p=0,395).
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Cizelge 4.1. Maruziyet siiresine gére MDA degerleri

n=7/grup Siire
Deney Grubu 96 Saat 21 Giin
Kontrol 0,26+0,12 0,40-+0,30
1mg/L PS 0,95+0,43* 0,38+0,18 (n=6)
10mg/L PS 0,66+0,54 0,44+0,22
1mg/L PE 1,01+0,71* 0,99+0,84
10 mg/L PE 0,40+0,34 0,66+0,40

Her bir gruba ait veriler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir.
* Kontrol grubuna kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlaml farklilagsmay1 ifade etmektedir.

Zebra baliklarmin 1 mg/L ve 10 mg/L PS ve PE ile 21 giin maruziyet sonrast MDA
degerleri Sekil 4.2 ve Cizelge 4.1’ de gosterilmistir.

MDA (21 giin)
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0,600
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0,200
0,000

Kontrol Grubu 1mg/L PS 10mg/L PS 1mg/L PE 10 mg/L PE

Sekil 4.2. Polistiren (PS) ve polietilenin (PE) 21 giin maruziyet MDA degerleri

= 1 mg/L PS ve 10 mg/L PS gruplarindan elde edilen MDA degerleri ile kontrol
grubundan elde edilen MDA degerleri karsilastirildiginda bu gruplarda goriilen artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmamstir (p=0,923, p=0,817).

» 1 mg/L PE ve 10 mg/L PE gruplarindan elde edilen MDA degerleri ile kontrol
grubundan elde edilen MDA karsilastirildiginda bu gruplarda goriilen artis istatistiksel
olarak anlamli bulunmamustir (p=0,215, p=0,303).
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4.2. Doku GSH Diizeylerinin Ol¢iim Degerleri

Zebra baliklarimin 1 mg/L ve 10 mg/L PS ve PE ile 96 saat maruziyet sonrast GSH
degerleri Sekil 4.3 ve Cizelge 4.2’ de gosterilmistir.

GSH (96 saat)
25

¥
¥

:iiii

Kontrol Grubu 1mg/L PS 10mg/L PS 1mg/L PE 10 mg/L PE
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Sekil 4.1. Polistiren (PS) ve polietilenin (PE) 96 saat maruziyet GSH degerleri

= 1 ve 10 mg/L PS gruplarindan elde edilen GSH degerleri ile kontrol grubundan elde
edilen GSH degerleri karsilastirildiginda bu gruplarda goriilen artig istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir (p=0,059, p=0,101).

= 1 mg/L PE grubundan elde edilen GSH degerleri ile kontrol grubundan elde edilen GSH
degerleri arasinda, 1 mg/L PE grubunda goriilen artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0,04).

» 10 mg/L PE grubundan elde edilen GSH degerleri ile kontrol grubundan elde edilen
GSH degerleri arasinda, 10 mg/L PE grubunda goriilen artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0,04).
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Cizelge 4.2. Maruziyet siiresine gore GSH degerleri

n=7/grup Siire
Deney Grubu 96 Saat 21 Giin
Kontrol 4,63+2,63 19,69+10,10
1mg/L PS 10,9145,59 6,24+4,12* (n=6)
10mg/L PS 7,25+1,97 9,06+2,27*
1mg/L PE 13,1343,86* 21,1948,65
10 mg/L PE 15,51+4,78* 18,70+5,59

Her bir gruba ait veriler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir.
* Kontrol grubuna kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlaml farklilasmay1 ifade etmektedir.

Zebra baliklarmim 1 ve 10 mg/L PS ve PE ile 21 giin maruziyet sonrast GSH degerleri

Sekil 4.4 ve Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

GSH (21 Giin)
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Kontrol Grubu 1mg/L PS 10mg/L PS 1mg/L PE 10 mg/L PE

pmol GSH/g doku
[y = N N w w
o ul o (&) o a1

ol

Sekil 4.2. Polistiren (PS) ve polietilenin (PE) 21 giin maruziyet GSH degerleri

1 mg/L PS grubundan elde edilen GSH degerleri ile kontrol grubundan elde edilen GSH
degerleri arasinda, 1 mg/L PS grubunda goriilen azalma istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0,033).

10 mg/L PS grubundan elde edilen GSH degerleri ile kontrol grubundan elde edilen
GSH degerleri arasinda, 10 mg/L PS grubunda goriilen azalma istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p=0,045).

1 ve 10 mg/L PE gruplarindan elde edilen GSH degerleri ile kontrol grubundan elde
edilen GSH degerleri karsilastirildiginda bu gruplarda goriilen artig istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir (p=0,919, p=0,852).
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4.3. Doku AOPP Diizeylerinin Ol¢iim Degerleri

Zebra baliklarimin 1 ve 10 mg/L PS ve PE ile 96 saat maruziyet sonrast AOPP degerleri
Sekil 4.5 ve Cizelge 4.3’ de gosterilmistir.

AOPP (96 Saat)
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Kontrol Grubu 1mg/L PS 10mg/L PS 1mg/L PE 10 mg/L PE

Sekil 4.5. Polistiren (PS) ve polietilenin (PE) 96 saat maruziyet AOPP degerleri

* | mg/L PS grubundan elde edilen AOPP degerleri ile kontrol grubundan elde edilen
AOPP degerleri arasinda, 1 mg/L PS grubunda goriilen azalma istatistiksel olarak
anlaml1 bulunmustur (p=0,000).

= 10 mg/L PS grubundan elde edilen AOPP degerleri ile kontrol grubundan elde edilen
AOPP degerleri arasinda, 10 mg/L PS grubunda goriilen azalma istatistiksel olarak
anlaml1 bulunmustur (p=0,000).

* 1 ve 10 mg/L PE gruplarindan elde edilen AOPP degerleri ile kontrol grubundan elde
edilen AOPP degerleri karsilastirildiginda bu gruplarda goriilen sirasiyla azalma ve

artma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,236, p=0,364).
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Cizelge 4.3. Maruziyet siiresine gore AOPP degerleri

n=7/grup Siire
Deney Grubu 96 Saat 21 Giin
Kontrol 2663,49+722,36 1459,18+638,86
1mg/L PS 681,26+235,23* 2259,52+808,25
10mg/L PS 605,32+194,27* 2349,42+805,24
1mg/L PE 1971,004+911,92 2424,82+667,92
10 mg/L PE 3155,81+962,34 1964,33+676,02

Her bir gruba ait veriler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir.
*Kontrol grubuna kiyasla p < 0,05 diizeyinde anlamli farklilagsmay: ifade etmektedir.

Zebra baliklarinin 1 ve 10 mg/L PS ve PE ile 21 giin maruziyet sonrast AOPP degerleri
Sekil 4.6 ve Cizelge 4.3’ de gosterilmistir.

AOPP (21 Giin)
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Kontrol Grubu Img/L PS 10mg/L PS 1mg/L PE 10 mg/L PE

pmol/L

Sekil 4.6. Polistiren (PS) ve polietilenin (PE) 21 giin maruziyet AOPP degerleri

* 1 ve 10 mg/L PS gruplarindan elde edilen AOPP degerleri ile kontrol grubundan elde
edilen AOPP degerleri karsilastirildiginda bu gruplarda goriilen artig istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir (p=0,124, p=0,090).

* 1 ve 10 mg/L PE gruplarindan elde edilen AOPP degerleri ile kontrol grubundan elde
edilen AOPP degerleri karsilastirildiginda bu gruplarda goriilen artis istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir (p=0,055, p=0,282).

Ayrica deney gruplarinin farkli doz ve maruziyet siireleri de kendi iclerinde karsilastirmali

olarak degerlendirilmesi asagida gosterilmistir.
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96 saat 1 ve 10 mg/L PS maruziyet gruplarindan elde edilen GSH, AOPP ve MDA
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisim bulunmamustir (p=0,156,
p=0,575, p= 0,392 sirasiyla).

96 saat 1 ve 10 mg/L PE maruziyet gruplarindan elde edilen GSH, AOPP ve MDA
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisim bulunmamistir (p=0,431,
p=0,078, p=0,112, sirastyla).

96 saat 1 mg/L PS ve PE maruziyet gruplarindan elde edilen GSH ve MDA degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisim bulunmamuistir (p= 0,467, p=0,881).

96 saat 1 mg/L PS ve PE deneyinde elde edilen AOPP degerleri arasinda 1 mg/L PE
grubunda goriilen artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,008).

96 saat 10 mg/L PS ve PE maruziyet gruplarindan elde edilen MDA degeri arasinda,
istatistiksel olarak anlaml1 bir degisim bulunmamuistir (p=0,389).

21 giin 1 ve 10 mg/L PS maruziyet gruplarindan elde edilen GSH, AOPP ve MDA
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisim bulunmamistir (p=0,227,
p=0,850, p=0,673, sirasiyla).

21 giin 1 ve 10 mg/L PE maruziyet gruplarindan elde edilen GSH, AOPP ve MDA
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisim bulunmamistir (p=0,726,
p=0,304, p=0,457).

21 giin 1 mg/L PS ve PE maruziyet gruplarindan AOPP ve MDA degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir degisim goézlenmemistir (p=0,721, p= 0,190), GSH
degerinde 1 mg/L PE GSH degerindeki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p=0,011).

21 gilin 10 mg/L PS ve PE maruziyet gruplarindan elde edilen AOPP ve MDA degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisim bulunmamistir (p=0,413, p=0,304).
GSH degerinde 1 mg/L PE degerindeki artig istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p=0,005).

1 mg/L PS (96 saat) ve 1 mg/L PS (21 giin) gruplarindan elde edilen MDA degerleri
arasinda 1 mg/L PS (96 saat) degerindeki artis istatiksel olarak anlamli bulunmustur
(p=0,041).

1 mg/L PS (96 saat) ve 1 mg/L PS (21 giin) gruplarindan elde edilen GSH degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisim bulunmamistir (p=0,178). AOPP
degerleri arasinda 1 mg/L PS (21 giin) degerindeki artig istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0,001).
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10 mg/L PS (96 saat) ve 10 mg/L PS (21 giin) gruplarindan elde edilen GSH ve MDA
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisim bulunmamistir (p=0,185,
p=0,425). AOPP degerleri arasinda 10 mg/L PS (21 giin) degerindeki artis istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p=0,001).

1 mg/L PE (96 saat) ve 1 mg/L PE (21 giin) gruplarindan elde edilen GSH, AOPP ve
MDA degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisim bulunmamistir
(p=0,106, p=0,412, p=0,953, sirasiyla).

10 mg/L PE (96 saat) ve 1 mg/L PE (21 giin) gruplarindan elde edilen GSH ve MDA
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisim bulunmamistir (p=0,386,
p=0,291), AOPP degeri arasinda, 10 mg/L PE (96 saat) degerindeki artis istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p=0,386).

4.4. DNA Hasar Tayini (8-OHdG) Olgiim Degerleri

Zebra baliklariin 1 ve 10 mg/L PS ve PE ile 96 saat maruziyet sonras1 8-OHdG degerleri

Sekil 4.7 ve Cizelge 4.4’de gosterilmistir.

DNA (96 saat)
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Kontrol Grubu 1mg/L PS 10mg/L PS 1mg/L PE 10 mg/L PE

Sekil 4.3. Polistiren (PS) ve polietilenin (PE) 96 saat maruziyet 8-OHdG degerleri

96 saat 1 mg/L PS grubundan elde edilen 8-OHdG degerleri ile kontrol grubundan elde
edilen 8-OHdG degerleri karsilastirildiginda 1 mg/L PS grubundaki artis istatistiksel

olarak anlamli bulunmamustir (p=0,882).
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96 saat 10 mg/L PS deneyinde elde edilen 8-OHdG degerleri ile kontrol grubundan

elde edilen 8-OHdG degerleri arasinda, 10 mg/L PS grubunda goriilen azalma

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,030).

= 96 saat 1 mg/L PE ve 10 mg/L PE gruplarindan elde edilen 8-OHdG degerleri ile
kontrol grubundan elde edilen 8-OHdG degerleri karsilastirildiginda bu gruplarda
goriilen azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,608, p=0,263).

= 96 saat 1 mg/L PE grubundan elde edilen 8-OHdG degerleri ile 10 mg/L PE grubundan
elde edilen 8-OHdG degerleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir degisim
bulunmamustir (p=0,390).

= 96 saat 1 mg/L PS grubundan elde edilen 8-OHdG degerleri ile 10 mg/L PS grubundan

elde edilen 8-OHdG degerleri arasinda, 1 mg/L PS degerindeki artis istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p=0,010).

Cizelge 4.4. Maruziyet siiresine gore 8-OHdG 6l¢iim degerleri

n=7/grup Siire
Deney Grubu 96 saat 21 Giin
Kontrol 38,71+£9,67 14,73+4.79
1mg/L PS 41,87+17,74 25,20+8,37
10mg/L PS 7,53+5,96* 33,64+17,86
1mg/L PE 29,7149,36 62,24+38,46*
10 mg/L PE 14,86+11,66 11,19+4,83

Her bir gruba ait veriler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir.
* Kontrol grubuna kiyasla p <0,05 diizeyinde anlaml farklilasmay1 ifade etmektedir.

Zebra baliklarmm 1 mg/L ve 10 mg/L PS ve PE ile 21 giin maruziyet sonras1 8-OHdG
degerleri Sekil 4.8 ve Cizelge 4.4’de gosterilmistir.
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DNA (21 giin)
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Kontrol Grubu 1lmg/L PS 10mg/L PS 1mg/L PE 10 mg/L PE

Sekil 4.4. Polistiren (PS) ve polietilenin (PE) 21 giin maruziyet 8-OHdG degerleri

= 21 gin 1 mg/L PS ve 10 mg/L PS gruplarindan elde edilen 8-OHAG degerleri ile
kontrol grubundan elde edilen 8-OHdAG degerleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir degisim bulunmamistir (p=0,199, p=0,131).

= 21 giin 1 mg/L PE grubundan elde edilen 8-OHdG degerleri ile kontrol grubundan elde
edilen 8-OHdG degerleri arasinda, 1 mg/L PE degerindeki artis istatiksel olarak anlaml
bulunmustur (p=0,028).

= 2] giin 10 mg/L PE grubundan elde edilen 8-OHdG degerleri ile kontrol grubundan elde
edilen 8-OHAG degerleri karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir degisim
bulunmamustir (p=0,850).

= 21 giin 1 mg/L PS grubundan elde edilen 8-OHdG degerleri ile 10 mg/L PS grubundan
elde edilen 8-OHdG degerleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir degisim
bulunmamustir (p=0,468).

= 21 giin 1 mg/L PE grubundan elde edilen 8-OHdG degerleri ile 10 mg/L PE 8-OHdG
degerleri arasinda, 1 mg/L PE degerindeki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p=0,026).

Ayrica deney gruplarinin farkli doz ve maruziyet siireleri de kendi i¢lerinde karsilastirmali

olarak degerlendirilmesi asagida gosterilmistir.



65

= 96 saat 1 mg/L PS grubundan elde edilen 8-OhdG degerleri ile 1 mg/L PE 8-OHdG
degerleri karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir degisim bulunmamistir
(p=0,830).

= 96 saat 10 mg/L PS grubundan elde edilen 8-OHdG degerleri ile 10 mg/L PE grubundan
elde edilen 8-OHdG degerleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir degisim
bulunmamustir (p=0,135).

= 21 giin 10 mg/L PS grubundan elde edilen 8-OHdG degerleri ile 10 mg/L PE grubundan
elde edilen 8-OHdG degerleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir degisim
bulunmamustir (p=0,107).

= 21 giin 1 mg/L PE grubundan elde edilen 8-OHdG degerleri ile 1 mg/L PS grubundan
elde edilen 8-OHdG degerleri arasinda, 1 mg/L PE degerindeki artis istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p=0,046).

= 1 mg/L PS (96 saat) grubundan elde edilen 8-OHdG degerleri ile 1 mg/L PS (21 giin) 8-
OHdG degerleri karsilastirildiginda  istatistiksel olarak anlamli  bir degisim
bulunmamustir (p=0,091).

= 10 mg/L PS (96 saat) grubundan elde edilen 8-OHdG degerleri ile 10 mg/L PS (21 giin)
grubundan elde edilen 8-OHdG degerleri arasinda 10 mg/L PS (21 giin) degerindeki
artig istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,041).

= 10 mg/L PS (96 saat) deneyinde elde edilen 8-OHdG degerleri ile 1 mg/L PE (21 giin)
8-OHdG degerleri arasinda 1 mg/L PE (21 giin) degerindeki artig istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p=0,010).

» 1 mg/L PE (96 saat) ve 1 mg/L PE (21 giin) gruplarindan elde edilen 8-OHdAG degerleri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir degisim bulunmamistir (p=0,096).

= 10 mg/L PE (96 saat) ve 10 mg/L PE (21 giin) gruplarindan elde edilen 8-OHdG
degerleri karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir degisim bulunmamistir
(p=0,296).

Zebra baliklarinin 1 mg/L ve 10 mg/L PS ve PE 96 saat ve 21 giin maruziyet sonrast DNA
miktar1 6l¢iim degerleri Cizelge 4.5’te, MDA, GSH, AOPP ve 8-OHdG degerleri Cizelge
4.6’da gosterilmistir.
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Cizelge 4.5. Nanodropta olciilen DNA miktarlari

Kontrol

1 mg/L PS

10 mg/L PS
96 Saat 21 Giin 96 Saat 21 Gun 96 Saat 21 Giin 96 Saat 21 Gun 96 Saat 21 Giin

1 mg/L PE

10 mg/L PE

(ng/ul) (ng/pl) (ng/pl) (ng/pl) (ng/pl) (ng/ul) (ng/ul) (ng/pl) (ng/pLl) (ng/pl)

5,83 6,26 10,79 7,80
5,97 3,65 9,10 6,68
210,24 5,66 3,68 8,76
11,00 9,35 7,29 33,89
18,67 32,14 12,53 8,46
109,97 9,92 41,41 4,61
51,37 14,44 6,60 3.24

5,03 9,60 96,52 8,30
5,43 1,01 47,79 3,89
7,01 11,99 5,22 13,65
8,18 9,11 57,85 7,41
7,80 9,54 2,76 17,70
35,76 98,77 5,13 5,61
152,72 8,38 10,00 6,67

Cizelge 4.6. MDA, GSH, AOPP ve 8-OHdG degerleri

n=7/grup Siire
Deney Grubu 96 Saat 21 Giin
Kontrol 0,26+0,12 0,40+0,30
1mg/L PS 0,95+0,43 0,38+0,18
10mg/L PS 0,66+0,54 0,44+0,22
1mg/L PE 1,01+0,71 0,99+0,84
10 mg/L PE 0,40+0,34 0,66+0,40
eH 000000000000
n=7/grup Siire
Deney Grubu 96 Saat 21 Giin
Kontrol 4,63+2,63 19,69+10,10
1mg/L PS 10,9145,59 6,24+4,12
10mg/L PS 7,25%1,97 9,06+2,27
1mg/L PE 13,13+3,86 21,19+8,65
10 mg/L PE 15,51+4,78 18,70+5,59
AP 0000000000
n=7/grup Siire
Deney Grubu 96 Saat 21 Giin
Kontrol 2663,49+722,3¢1459,18+638,86
1mg/L PS 681,26+235,23|2259,52+808,25
10mg/L PS 605,32+194,27|2349,42+805,24
1mg/L PE 1971,00+911,912424,82+667,92
10 mg/L PE 3155,81+962,341964,33+676,02
DNA@®OHG) [
n=7/grup Siire
Deney Grubu 96 saat 21 Giin
Kontrol 38,71+9,67 14,73+4,79
1mg/L PS 41,87+€17,74 |25,20+£8,37
10mg/L PS 7,53+5,96 33,64+17,86
1mg/L PE 29,71+9,36 62,24+38,46
10 mg/L PE 14,86+:11,66 |11,19+4,83

5,14
1,62
7,96
8,89
6,34
2,23
24,18

6,40
0,76
1,60
8,23
7,05
8,19
10,10
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5. TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Son yillarda mikroplastikler ve olasi etkileri iizerinde yapilan aragtirmalarin sayisi giderek
artmaktadir. Bu ¢aligma kapsaminda literatiir incelendiginde yetiskin zebra baliklarinda 96
saat ve 21 giin PS ve PE’ye 1 mg/L ve 10 mg/L olacak sekilde maruz kalan zebra
baliklarinin, tim balik dokusu kullanilarak oksidan-antioksidan durumunun (MDA, GSH,
AOPP biyokimyasal analizler) ve DNA hasar belirteci 8-OHdG miktar tayinin

degerlendirildigi bir arastirmaya rastlanmamustur.

Bu c¢alismanin ana sonucunda, 1 ve 10 mg/L PS ve PE mikroplastiklerinin zebra
baliklarinda oksidan-antioksidan miktarlarinda degisimlere (artma/azalma) neden
olabildigi ve bunun sonucunda ise oksidatif hasar ve DNA hasarinin olusabildigi
goriilmiistiir. Deney sonucunda MDA diizeylerinin (1mg/L PS ve PE’ye 96 saat) ve GSH
diizeylerinin (1 ve 10 mg/L PE’ye 96 saat) kontrol grubuna gore arttig1 bulunmustur. GSH
diizeylerinin (1 ve 10 mg/L PS’ye 21 giin) ve AOPP diizeylerinin (1 ve 10 mg/L PS 96
saat) kontrol grubuna gore azaldigi bulunmustur. 8-OHdG diizeylerinin (10 mg/L PS
grubunda 96 saat) kontrol grubuna gore azaldigi, 1 mg/L PE 21 giin grubunda ise kontrol

grubuna gore arttig1 bulunmustur.

Yang ve digerlerinin (2020) 7 giin boyunca 6:2 klorlu poliflorlu eter siilfonat (F-53B), PS
mikroplastiklere (5 pm) ve bunlarin kombinasyonuna maruz kalan zebra baligi larvalarinda
(dollenmeden 6 giin sonra), MDA ve immiinoglobulin M igeriginin, F-53B veya PS-
MP'lerden etkilenmedigi, ancak bunlarin kombine maruziyetinde 6nemli Olgiide arttig
goriilmiistiir. Calismamizda 96 saat 1 mg/L PS ve 1 mg/L PE maruziyetinden sonra MDA
degerinde istatiksel olarak anlamli bir artis bulunmus (p=0,008, p=0,041) ve Yang ve
digerlerinin (2020) MDA sonuglari ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Rangasamy, Malafaia ve Maheswaran (2022) ¢alismasinda farkli konsantrasyonlarda PE
mikroplastiklere (5 ve 50 pg/L) farkli siirelerde (10 ve 20 giin) maruz kalan yetiskin zebra
baligimin (Danio rerio) karacigerde katalaz (CAT) aktivitesi ve glutatyon S-transferaz
(GST'ler) aktivitesinin  (deneyin 10. giliniinde) 6nemli Ol¢iide azaldigini, 20 giinlik
maruziyetten sonra, PE-MP'lere maruz kalan hayvanlarin karacigerinde GST aktivitesinin
ve MDA miktarmin konsantrasyona bagli olarak arttigim1i da belirlemislerdir.

Calismamizda elde edilen 96 saat maruziyet 1 mg/L PE ve 10 mg/L PE GSH degerlerinde
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ve 1 mg/L PS ve 1 mg/L PE MDA degerlerinde de anlamli artis bulunmus ve Rangasamy,

Malafaia ve Maheswaran (2022) ¢alismasi ile uyumlu oldugu goriilmiistir.

Calismamizda oksidatif hasarin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir belirte¢ olan
lipit peroksidasyon son {rlinii malondialdehit diizeyleri belirlenmistir. Oksidatif
streskosullarinda organizma savunma sistemi cevabi olarak malondialdehit diizeylerinde
artts  gozlenebilmektedir (Rangasamy, Malafaia ve Maheswaran 2022). MDA
diizeylerindeki artig, antioksidan aktivitede azalmaya ve serbest radikal iiretiminde ise
artmaya neden olabilmekte, bunun sonucunda ise serbest radikaller ile antioksidanlar
arasinda bulunan denge bozulabilmektedir (Er¢in, Bilgihan, Erkan ve Yiicel 2019). Sonug
olarak, MDA biyobelirte¢ olarak degerlendirildiginde, PS ve PE mikroplastiklerinin zebra

balig1 lizerinde oksidatif hasara neden oldugu diistiniilmektedir.

Calismamizda 21 giin maruziyet 1 mg/L PS ve 10 mg/L PS GSH degerlerinde istatistiksel
olarak anlamli bir azalma goriilen (p=0,033, p=0,045) bulgularimiza benzer olarak Wan ve
digerleri (2019) tarafindan larva zebra baliklarinin 5 ve 50 pm ¢apinda PS mikroplastiklere

maruziyet sonrasinda GSH degerinin 6nemli 6l¢iide azaldig1 goriilmistiir.

Guimaraes, Charlie-Silva, Malafaia (2021) ¢alismasinda, zebra baligi yavrulari 5 giin
MP'lere maruziyetinde GSH diizeylerinde dnemli artiglar gézlenmis ve ¢alismamizda elde
edilen 96 saat maruziyet 1 mg/L PE ve 10 mg/L PE GSH degerlerindeki artis (p=0,004,
p=0,004 ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Xue ve digerleri (2021) calismasinda zebra baliginin 1, 5 ve 10 giin siire ile PE’ye (45-53
um) maruziyeti sonucu GSH degerinde (5 giin) dnemli Olgiide artis goriilmiis ve
calismamizda elde edilen 96 saat maruziyet 1 mg/L PE ve 10 mg/LL PE GSH degerlerindeki

artis ile uyumlu bulunmustur.

Santos, Luzio, F’elix, Bellas ve Monteiro (2022) ¢alismasinda yetigkin zebra baliginda
MP'lerin ve bakirin (Cu) uzun siireli maruziyet sonrasinda Cu25 grubunda énemli bir GSH
artis1 gozlemlenmistir. Calismamizda 96 saat maruziyet 1 mg/L PE ve 10 mg/L PE GSH
degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis bulunmus ve Santos, Luzio, F elix, Bellas

ve Monteiro (2022) galigmasi ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.
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Sonu¢ olarak GSH diizeyleri degerlendirildiginde, 96 saat ve 21 giinlik maruziyet
sonucunda mikroplastiklerin zebra baliklarinda akut ve kronik toksik etkisinin GSH
seviyesinde artig/azalma olarak ortaya ¢iktigi, PS ve PE mikroplastiklerinin zebra baligi

tizerinde oksidadtif strese neden oldugu diistintilmiistiir.

Arslan ve Giinal (2023) caligmasinda fiproniline maruz kalan tatli su midyeleri (Unio
delicatus) 48 saat maruziyet grubunda GSH seviyelerinin kontrol grubuna gore azaldigi
tespit edilmis ve calisgmamizda elde edilen 21 giin maruziyet 1 mg/L PS ve 10 mg/L PS
GSH degerlerindeki azalma ile uyumlu oldugu goriilmiistiir. AOPP degerlerinde ise artis
oldugu, calismamizda 96 saat maruziyet 1 mg/L PS ve 10 mg/L PS AOPP degerlerinde
azalma oldugu gozlenmistir. AOPP sonuglarinin, c¢alismalarda kullanilan model
organizmalarin farkli olmasi (¢aligmamizda omurgali bir model organizma kullanilmistir),
kullanilan kimyasal madde ve doza bagli olarak degisebildigi, organizma iizerindeki

etkilerinin farkli sekilde ortaya ¢ikabilecegi diistiniilmustiir.

Ipigiiriik (2018) calismasinda ¢inko ve bakir piritiyonun (Zn/Cu pyrithione) zebra
baliklarinda AOPP, DNA/RNA oksidatif hasar diizeyleri belirlenmis AOPP degerlerinde
artis, calismamizda ise 96 saat 1 mg/L PS ve 10 mg/L PS AOPP degerlerinde istatistiksel
olarak anlamli bir azalma bulunmustur (p=0,000). AOPP sonuglarinin, kullanilan kimyasal
madde ve doza bagli olarak degisebildigi diisiiniilmiistiir. Calismamizda elde edilen 96 saat
10 mg/L PS maruziyetinde 8-OHdG degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma
bulunmus (p=0,030) ve Ipigiiriik (2018) ¢alismasinda elde edilen 1 pug/L Zn 96 saat 8-
OHJAG degerlerindeki azalma ile uyumlu bulunmustur. 8-OHdG nin DNA yapisinda GC’yi
AT’ye doniistiirerek mutasyonu neden oldugu tespit edilmistir. Ayrica oksidatif hasar,
kanser olusumu, yaslanma, kardiyovaskiiler ve immun sistem hastaliklari, dejeneratif

hastaliklara da neden olabilmektedir (Yokus ve Cakir, 2002).

Calisgmamizda ileri oksidatif protein hasarin izlenmesi i¢in AOPP biyobelirteci
kullanilmistir. AOPP gelismis oksidasyon protein iirlinleri seviyesinin belirlenmesi igin
kullanilmaktadir  (Selmeci ve digerleri, 2005). Sucul organizmalarda AOPP
biyobelirtecinin degerlendirildigi sinirli sayida calisma goézlenmistir. Calismada AOPP
diizeyleri degerlendirildiginde, 96 saat ve 21 giinlik maruziyet sonucunda
mikroplastiklerin zebra baliklarinda akut ve kronik toksik etkisinin oksidatif strese neden

oldugu diistiniilmiistiir.
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Sokmen ve digerleri (2020) calismalarindan zebra baligi embriyosuna polistiren
nanoplastiklerine (PNP) (20 nm) 120 saat maruziyet sonunda beyin bolgelerinde oksidatif
DNA hasarina yol agtig1 goriilmistiir. Calismamizda 8-OHAG degerlerindeki artis S6kmen
ve digerlerinin (2020) galismasi ile uyumlu bulunmustur. Sonug olarak, 8-OHdG diizeyleri
degerlendirildiginde, 96 saat ve 21 gilinlik maruziyet sonucunda PS ve PE
mikroplastiklerinin zebra baliklarinda akut ve kronik toksik etkisinin 8-OHdG seviyesinde
artis/azalma olarak ortaya c¢iktigi, doz ve siireye bagli farkli siddette DNA hasari

olusturdugu diisiiniilmiistiir.

Mikroplastiklerin organizmalar tiizerindeki etkilerinin temel mekanizmalar heniiz tam
olarak aydinlatilamamistir. Mikroplastiklerin toksikolojik etkileri ile ilgili etkenlerin
fazlalig1 (konsantrasyon, maruziyet siiresi, maruziyet yolu, boyut, sekil, mikroplastiklerin
vektor olarak rolii, dogadaki durumlar1 vb.) nedeniyle c¢aligmalarda bazi zorluklarla
karsilagilmaktadir. Bu zorluklarda mikroplastik caligmalarinda kisithiliklar ortaya
cikarmaktadir. Calismamiz mikroplastiklerin hem suda yasayan organizmalar hem de
insanlar lizerindeki ekotoksikolojik etkilerini daha iyi anlayabilmek i¢in yapilacak olan
aragtirmalara bir 6n veri saglamistir. Dogal ortamda diger kimyasal maddeler (PCB, KOK,
agir metaller vb) ile birlikte meydana gelen toksik etki mekanizmalarinin anlagilabilmesi

icin bu yonde ¢aligmalarin artirilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

Mikroplastiklerin neden oldugu genotoksik (DNA hasar1) ve oksidatif hasar {izerine
etkileri ile ilgili olarak antioksidan sistemlere yonelik diger biyobelirteglerin (SOD, CAT,
GPx) de birlikte degerlendirilmesinin bu c¢alismanin bulgularim1  destekleyecegi
disiiniilmektedir. Ayrica LPO degerlerini destekleyecek farkli oksidatif hasar
belirteclerinin belirlenmesi ve kan parametrelerinin de yapilacak olan caligmalara dahil
edilmesi ile mikroplastiklerin ekotoksikolojik etkilerinin degerlendirilmesi ¢ok yonlii

olarak ele alinabilecektir.

Mikroplastiklerle ilgili diger o6nemli bir konuda olusumlarmin ve dagilimlarinin
azaltilmasidir. Plastik kullaniminin en aza indirilmesi ve insanlarin giinliik yasamlarinda
plastik iriinler yerine alternatif {riinler kullanmalar1 yoniinde farkindalik yaratilmasi
onerilmektedir. Ciinkii mikroplastik kirliliginde ¢evresel boyutun yaninda sosyal boyutu da

konunun onemli bir pargasidir. Mikroplastik igermeyen kozmetik iiriinlerin
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yayginlastirilmasi ve iriinlerin {izerindeki “mikroplastik igermez” uyarist da farkindalik

yaratmak icin etkili bir yontem olabilmektedir.

Plastik iretimi ile ilgili sinirlamalar getirilmesi, tek kullanimlik plastikler yerine
alternatiflerin kullanilmaya tesvik edilmesi, evsel atik su kaynakli kirligi 6nlemek igin
gerekli tedbirlerin alinmasi, geri kazanimin yayginlastirilarak plastik ayak izinin
azaltilmasi, kozmetik sektoriinden kaynaklanan kirliligin azaltilmasi i¢in alinmasi gereken
onlemlerin degerlendirilmesi ve bununla ilgili politikalarin gelistirilmesi gerektigi

distiniilmektedir.
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