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OZET
FARKLI QUANTUM DOT’LARIN ZEBRA BALIGI

(Danio  rerio,b, HAMILTON, 1822) UZERINDE
TOKSIKOLOJIK ETKILERININ BELIRLENMESI

Quantum dot’lar (QD’lar) 2-10 nm partikiill c¢apinda, kiiresel, gelismis
optoelektronik 6zelliklere sahip yari iletken nanomateryallerdir. Ozgiin fizikokimyasal
ozellikleriyle QD’lar giines pilleri, lazerler ve televizyon ekranlar gibi optik ve elektronik
alanlarda kullanim avantaji sagladigi kadar, biyogdriintiileme ve hedeflenmis ilag teslimi
gibi biyolojik alanlarda da yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu kullanimlarina ragmen,
klasik bir QD nanomateryalinin yapisinda genellikle kadmiyum bulunmasindan dolay1
canlilar igin toksik olabilmektedirler. Bu nedenle QD kullanimindan kaynaklanan
toksisiteyi azaltmak icin QD molekiiliine kabuk veya kaplamalar eklenmis veya
kadmiyum icermeyen QD’lar iiretilmistir. Fakat, hiicrenin asidik ortami nedeniyle,
kaplamalar veya kabuklar aginir ve geriye ¢iplak bir QD molekiilii kalir. Ayrica QD’larin,
iceriginde bulunan kadmiyum harici diger bilesenlerinin hiicresel ortama salinmasiyla da
toksisiteye neden olma ihtimali vardir. Bu nedenlerle c¢ekirdek, g¢ekirdek/kabuk ve
kadmiyum igermeyen olmak iizere bu ii¢ tip QD’un risk degerlendirmesi karsilikli olarak

gerceklestirilmelidir.

Bu tez calismasinda kadmiyum igeren ¢ekirdek tip QD’lar, c¢ekirdek/kabuk tip
QD’lar, kadmiyum icermeyen QD’lar ve CdCl2’lin toksikolojik risk analizi, bir model
organizma olan zebra baliginda in vivo ve in vitro kosullarda karsilastirmali olarak
gerceklestirildi. /n vitro deneyler balik karacigerlerinden primer hepatosit kiiltiirii elde
edilerek, in vivo deneyler ise baliklarin akvaryum suyu vasitasiyla bu farkli tiplerdeki
QD’larla maruziyeti ile gerceklestirildi. Sonuglar, kadmiyum i¢eren QD’larin primer
kiiltiirdeki hepatositlerde hiicre oOliimiine sebep oldugunu gosterirken, kadmiyum
icermeyen QD’lara ve CdClz’e maruz kalan hepatositlerde hiicre canliliginin
korundugunu gostermektedir. Fakat her ne kadar hiicre canliliinda goézlemlenen
degisimler birbirinden farkli olsa da, bu materyallerin reaktif oksijen tiirlerinde (ROT)
artiga sebep oldugu hem in vivo hem de in vitro yontemlerle belirlendi. Bunlara ilaveten,

hem in vivo hem de in vitro kosullarda QD’larin ve CdClz’iin, DNA iplik kiriklarint



indiikledigi comet analizi ile belirlendi. Ayrica, western blot analizi ile biyomarkor
proteinler olan Hsp90, Prdx1 ve Rad51 ifadeleri incelendi. QD veya CdCl2’a maruziyet
durumunda, bir stres belirteci olan Hsp90’1n artisi, hiicrelerde veya dokularda bir stresin
olustugunu, antioksidan sistem eleman1 olan Prdx1 artisi, antioksidan dengenin
bozuldugunu ve DNA c¢ift iplik kiriklar1 tamirinde gorev alan Rad51 seviyelerinin
azalmasit ise bu materyallerin DNA hasar tamiri mekanizmasin1 da etkiledigini
gostermektedir. Son olarak, bu nanomateryallerin akuatik c¢evrenin en degerli canli
gruplarindan biri olan baliklarda hayati 6neme sahip olan solunga¢ ve karaciger
dokularinda histopatolojik etkilere sebep oldugu, organizmaya ciddi zararlar verdigi

belirlendi.

Yapilan ¢alisma ile kadmiyum igeren veya icermeyen tiim QD’larin hem sitotoksik
hem de genotoksik etkiler meydana getirerek zebra balig1 hepatositlerine, solungacglarina
ve karacigerine zarar verdigi belirlendi. Unutmamalidir ki, bu materyallerin kullanimryla
ortaya c¢ikan istenmeyen etkiler, hedef dis1 canlilari da son kullanicilar kadar
etkilemektedir ve ¢evre saglhigini olumsuz etkilemektedir. Bu nedenle bu materyaller
kontrollii olarak kullanilmalidir ve atik yonetimleri mutlaka kurallara uygun bir sekilde

gerceklestirilmelidir.

Temmuz, 2020 Nur KALUC



ABSTRACT
INVESTIGATION OF THE TOXICOLOGIC EFFECTS OF

DIFFERENT TYPES OF QUANTUM DOTS ON
ZEBRAFISH (Danio rerio, HAMILTON, 1822)

Quantum dots (QDs) are spherical semiconductor nanomaterials with 2-10 nm
diameter and advanced optoelectronic properties. Owing to their unique physicochemical
properties, QDs have advantages in optical and electronic areas such as solar cells, lasers
and displays, as well as in biological fields such as bioimaging and targeted drug delivery.
Despite these wide usage areas, they can be toxic to living organisims, as cadmium is
usually present in the structure of a classic QD nanomaterial. Therefore, in order to reduce
the toxicity caused by the usage of QDs, shell or coatings have been coated onto the QD
molecule; or cadmium-free QDs have been synthetized. However, because of the acidic
environment of the cell, coatings or shells would be degregaded and a naked QD molecule
would be remained. Moreover, there is also the possibility of causing toxicity by releasing
other components to cellular environment, instead of cadmium. For these reasons, the risk
assessment of these three types of QD, including the core, core/shell and cadmium free
types, should be performed comparatively.

In this thesis, toxicological risk analysis of Cd-based core, Cd-based core/shell,
Cd-free QDs and CdCl> was comperatively performed in the zebrafish model at both in
vivo and in vitro conditions. In vitro experiments were performed by establishing a
primary hepatocyte culture from liver, and in vivo experiments were conducted by directly
exposure of fish to these diffrerent types of QDs via aquarium water. Results showed that
cadmium-containing QDs lead to cell death in primary cultured zebrafish hepatocytes,
while hepatocytes exposed to cadmium-free QDs and CdCl, remained viable. However,
while the effects on the cell viability differs, it was determined by both in vivo and in vitro
methods that these materials resulted in an increase of reactive oxygen species (ROS). In
addition, we observed that both QDs and CdCl> induced DNA stand breaks both in vivo
and in vitro, determined by comet analysis. Moreover, regulation of biomarker proteins;

Hsp90, Prdx1 and Rad51 were determined by western blot analysis. In response to QDs

Vi



or CdCl», we oberved an upregulation in Hsp90, a stress biomarker, implies that a stress
occured in cells or tissues; upregulation of the antioxidant system protein Prdx1, indicates
that the antioxidant balance is impaired; and downregulation of Rad51, which involves
in the repair of DNA double strand breaks, showed that these materials also affected the
DNA repair mechanism. Lastly, it was determined that these materials resulted in
histopathological effects in the gill and liver tissues, which have vital importance for fish,
one of the most valuable organisms of the aquatic environment, and induced serious

damage.

In this study, we determined that both cadmium containing and cadmium free QDs
damage zebrafish hepatocytes, gills and liver by triggering both cytotoxicity and
genotoxicity. It should not be forgotten that the undesirable effects caused by the use of
these materials can affect non-targeted organisms as much as the end users, and
negatively affect the environmental health. For this reason, these materials should be used
in a controlled manner and waste management should be carried out in accordance with

the rules.

July, 2020 Nur KALUC
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YENILIK BEYANI
FARKLI QUANTUM DOT’LARIN ZEBRA BALIGI (Danio

rerioob, HAMILTON, 1822) UZERINDE TOKSIKOLOJIK
ETKILERININ BELIRLENMESI

Quantum Dot’larin (QD’lar) benzersiz fizikokimyasal ozellikleri sayesinde
mikron boyutlu maddelere gore istiin avantajlar sunmasi, hem iretiminin hem de
kullanim alanlarinin giin gectikce artmasina yol agmistir. Optik ve elektronik alanlarda
kullaniminin yani sira, biyolojik uygulamalar ve saglik sektdriinde de kullanilmaya
baglanmasi neticesinde, bu molekiillerin hem insanlarla hem de hedef dis1 organizmalarla
temas1 artmakta olup, ekolojik risk degerlendirmesinin farkli organizmalarda ve detayli

analizlerle gerceklestirilmesi gerekmektedir.

Her ne kadar QD toksisitesini azaltmak amaciyla gergeklestirilen yaklagimlarin
tirtinii olan g¢ekirdek/kabuk tip QD veya kadmiyum igermeyen QD’larin iiretimi ile bu
toksisitenin Oniline gecilmek hedeflense de, literatiir incelendiginde cekirdek,
cekirdek/kabuk ve kadmiyum icermeyen farkli QD’larin beraber degerlendirildigi bir
toksikoloji calismast bulunmamaktadir. Yapilan tez c¢alismasi ile literatiirdeki bu
karsilastirmali analizin eksikligi giderilmis olup, hem in vivo hem de in vitro yontemlerin

kullanilmasi ile detayl1 bir degerlendirme yapilmustir.

Bunlara ilaveten, toksikolojik analizlerin yapildigi ¢alismalarda genel olarak in
vitro sonuglarin in vivo sonuglarin yerini tutmayacagi, etkilerin birbirine yakin
olmayacag kanaati yaygindir. Bu ¢alismada hem in vivo hem de in vitro yontemler ile
QD toksisitesi arastirilarak, ayn1 zamanda bu yontemler arasindaki karsilastirmaya da
imkan sunulmustur. Ayrica, bu toksisite ¢alismasi ilk kez ergin bir balik tiiriinde in vivo
olarak gerceklestirilmis olup, ulusal ve uluslararasi literatiire katki saglayacagi iimit

edilmektedir.

Temmuz, 2020 Prof. Dr. Nagihan GULSOY Nur KALUC
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1. GIRIiS

Dogada bulunan her canli, ¢cok ¢esitli sekillerde nano 6lgekli maddelere maruz
kalmaktadir. Nanomalzemelerin artan yiizey alani/hacim orani ve daha bir ¢ok iistiin
fiziksel oOzellikleri sayesinde mikron boyutlu emsallerinden farkli etkiler gdstererek
teknolojik avantajlar saglasa da, dogayr ve canli yasamini olumsuz etkilemektedir
(Gavrilescu ve ark., 2018).

Nanomateryaller arasinda 6nemli bir yere sahip olan Quantum Dot’lar, genellikle
2-10 nm aras1 boyutlara ve 6zgiin fizikokimyasal 6zelliklere sahip floresan pargaciklardir
(Ghasemi ve ark., 2009). Temel olarak optik, elektronik ve biyolojik uygulamalarda
kullanim alan1 bulan bu nanomateryaller, genellikle ¢ekirdek yapilarinda kadmiyum
bulundurmaktadir ve canlilar lizerinde olumsuz etkiler meydana getirmektedir (Gui ve
ark., 2017; Manikandan ve ark., 2019; Reshma ve Mohanan, 2019). Bu nedenle hem
kadmiyumdan kaynakli toksisiteyi azaltmak hem de materyalin aginmasini korumak
amaciyla ¢ekirdek yapisinin etraft bir kabukla sarilmistir. Fakat yapilan ¢aligmalar bu
kabuk yapisinin toksisiteyi engellemede basarili olmadigini géstermistir. Bunun disinda,
toksisiteyi azaltmak amaciyla farkli bir yaklasim olarak, materyalin ¢ekirdeginde
kadmiyum yerine farkli metaller kullanarak kadmiyum icermeyen QD’lar
sentezlenmistir. Her ne kadar kadmiyum iceren QD’lara gore sayica az olsa da, yapilan
toksisite caligmalart bu materyallerin de artan konsantrasyonlarda toksik etkilere yol
actigimi gostermektedir (Filali ve ark., 2020).

Her ne kadar nanoteknoloji bizlere bir cok alanda benzersiz avantajlar sunuyor olsa
da, canlilarla etkilesim halinde olan bu teknolojinin {irlinii nanomateryallerin, toksikolojik
risk degerlendirmesi ve atik yonetimi uygun bir sekilde gerceklestirilmelidir. Klasik bir
QD genellikle sadece ¢ekirdek yapisinda bulunmaktadir ve bu yapinin tizerine kabuk
veya ligantlar eklenerek farkli cesitlerde QD’lar elde edilebilmektedir. Literatiirde
Quantum Dot’larin toksisitesini azaltmak amaciyla gerceklestirilen yaklasimlarin iirtinii
olan iki tip (¢ekirdek/kabuk ve kadmiyum igermeyen) QD’un, ¢ekirdek tip QD’lar ile
beraber karsilastirmali olarak degerlendirildigi calismalar bulunmamaktadir. Bu tez
caligmasinda genis kullanim alanlarina sahip farkli tip QD’larin hem in vivo hem de in
vitro kosullarda toksikolojik a¢idan degerlendirilmesi hedeflenmistir. Bu amagla,
yukarida bahsedilen ii¢ farkl1 tip QD ve toksisitenin Cd?* ile iliskisini belirlemek amaciyla

CdClz; hem direkt olarak akvaryum suyu vasitasiyla zebra baliklarina, hem de primer
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kiiltiir yontemi ile elde edilen zebra baligi hepatositlerine uygulanarak sitotoksik ve
genotoksik etkiler belirlendi. Ayrica, western blot analizi ile biyomarkor proteinlerdeki
degisimler ortaya konularak ve in vivo deneyler i¢in histopatolojik degerlendirme
yapilarak karsilagtirmali bir toksikolojik analiz gerceklestirildi. Tez ¢alismasindan elde
edilen verilerin bu materyallerin toksikolojik risk degerlerlendirmesine ve ayrica insan ve

gevre saglhiginda gerekli onlemlerin alinmasina katkida bulunacagi timit edilmektedir.

1. 1. Nanomateryaller

Kelime olarak Yunanca’da ciice anlamina gelen “nano” ve “malzeme”den tiireyen
nanomateryaller, herhangi bir boyutu 100 nm’den az olan, dogal olarak meydana gelen
veya endiistriyel olarak tiretilmis partikiillerdir (Maher, 2018). Bu nanomateryallerin
kesfi ve kullanimi dogrultusunda nanoteknoloji alan1 dogmustur. Amerika Cevre Koruma
Ajansi, (EPA) nanoteknolojinin tanimimi su sekilde yapmaktadir “Nanoteknoloji,
yaklagik 1-100 nm uzunlugunda bir skalada, atomik, molekiiler veya makromolekiiler
aragtirma ve teknoloji gelistirme; kiigiik boyutlar1 nedeniyle yeni 6zellikleri ve iglevleri
olan yapilarin, cihazlarin ve sistemlerin yaratilmasi ve kullanilmasi; ve atomik dlgekte

maddeyi kontrol veya manipiile etme yetenegidir” (Morris ve ark., 2011).

Kelime olarak nanoteknoloji; 1974 yilinda Tokyo Universitesi’'nden Norio
Taniguchi tarafindan konulmus olmasina ragmen, modern nanoteknoloji 1965 Nobel
Fizik Odiilii sahibi Richard Feynman'in iiriiniidiir. Feynman, Caltech'teki 1959 Amerikan
Fizik Toplulugu toplantisinda, “There is Plenty of Room at the Bottom” baglikli bir
konferans vermistir (Feynman, 1960). Maddeyi atom seviyesinde manipiile etme
kavramini tanittig1 bu konferansta, bu yontemle elde edilecek olan {iriinlerin, halihazirda
kullanilan formlarmma gore ¢ok daha giiglii kimyasal Ozelliklere sahip olabilecegini
vurgulamistir. Feynman ayrica, atomlari istedigimiz gibi manipiile etmek amactyla nano
Olcekli makineler kullanarak veya mekanik manipiilasyonlar ile kimyasal sentez
yapmanin da miimkiin oldugunu ileri siirmiistiir. Bu yeni fikir, yeni diislince bigimlerini
gostermis ve ileriki arastirmalar ile Feynman'in varsayimlarmin dogru oldugu
kanitlanmistir. Bu nedenle Feynman, modern nanoteknolojinin babasi sayilmaktadir
(Hulla ve ark., 2015). Nanoteknolojinin altin ¢ag1 ise Kroto ve arkadaslar tarafindan

fullerenlerin kesfi ile baslamis olup, giiniimiizde her yil tonlarca nanopartikiil,



nanokristal, nanorod, nanotiip gibi nano boyutlu malzeme iiretilmektedir (Kroto, 1987;

Piccinno ve ark., 2012; Islam ve ark., 2019).

Her ne kadar modern nanoteknoloji arastirmalar1 1900°1i yillara dayansa da,
dogada nanoskalada bir¢ok dogal partikiil ve nano 6lgekte calisan molekiiler makineler
bulunmaktadir. Bu tiir molekiiler makinelerin en iyi bilinen biyolojik 6rnegi, dikkate
deger bir nano olgekli diizenleyici olan ribozomdur. Ribozom, g¢evresindeki binlerce
¢Ozlinmiis maddeye ragmen, aminoasitleri oldukca spesifik bir sirada bir araya getiren ve
%99,9’dan daha yiiksek bir dogruluk oraniyla c¢alisan nano 6lcekli bir protein fabrikasi
gibidir. Benzer sekilde, nanoyapilara giizel bir 6rnek olarak diinyanin giinliik rutininde
yer alan bir eylem olarak fotosentez de verilebilir. Her kloroplastin igerisinde tilakoid
olarak adlandirilan disklerdeki 1s1ga duyarli pigmentler, fotonlar1 toplayarak fotosentetik
reaksiyon merkezlerine gonderir. Bu reksiyon merkezleri yaklasik 10,000 atomdan
olusan nano yapilardir ve fotosentez ile su ve seker molekiilii olusturur (Schodek ve ark.,
2009). Bunlara ilaveten, midyelerde bulunan ve yiizeye tutunmalarini saglayan oldukca
kuvvetli “byssus” iplikleri, gekkolarin duvar ve tavanlara tutunmasini saglayan parmak
yapilari, dayanikli ve elastik yapiya sahip orlimcek aglari, sert ve dayanikli gergedan
boynuzlar1 gibi nano yapilar, farkli canlilarda bulunmaktadir (Schodek ve ark., 2009).
Canli organizmalarin disinda; tatlisulardaki kolloid maddeler, atmosferdeki volkanik
tozlar, topragin asinmasiyla olusan, dogal yanginlar sonucu ortaya ¢ikan nanopartikiiller,
deniz suyunun buharlagsmasiyla olusan nano oOlgekli tuz, toprakta bulunan humik
maddeler de dogal yollarla ortaya ¢ikan nanomateryallerdir (Redwood ve ark., 2005;
Rosenkranz, 2010). Ayrica antropojenik aktivite ile istemsizce olusarak dogaya karisan,
Ornegin araba egzozlar1 veya lastiklerinin aginmasi ile meydana gelen nanomateryaller

ise doga i¢in endise verici hal almaktadir (Handy ve ark., 2008).

Dogal olarak olusan veya sentetik olarak iiretilen nanopartikiiller, farkl: sekillere ve
iceriklere sahip olabilirler. Bu fizikokimyasal ozellikler de nanopartikiillerin farkli
uygulamalarda kullanim ¢esitliligini saglar (Prajitha ve ark., 2019). Kimyasal yapilarina
gore EPA, nanomateryalleri karbon bazli, metal bazli, kompozit nanomateryaller,
dendrimerler ve Quantum Dot’lar (QD’lar) olarak siniflandirmaktadir (Morris ve ark.,
2011). Bu nanomateryaller arasinda QD’lar, diger siniflara gore farkli yapilar1 sayesinde
benzersiz fizikokimyasal oOzelliklere sahip olup, hem nanoteknoloji hem de

nanotoksikoloji ag¢isindan 6nemli bir yere sahiptir (Juzenas ve ark., 2008).
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Nano odlgekte boyutlara sahip malzemelerin hem fiziksel ve hem de kimyasal
Ozellikleri, nano boyutta olmayan atalarma gore farklilik gdsterir. Bu farkliliklart
sayesinde giines koruyucu triinlerde ultraviyole (UV) korumasi, yakit katki maddeleri
veya antimikrobiyal maddeler gibi bir ¢ok tiiketici tiriiniinde kullanimi yayginlasmaktadir

(Jennings ve ark., 2015).

Nanoteknolojik {iriinlerin normal boyutlu malzemelere gore gelismis manyetik,
katalitik, optik, elektriksel ve mekanik Ozellikleri nedeniyle bir¢ok ticari alanda
kullanildig1 goriilmektedir. Bunun sonucu olarak insanlar dogrudan veya dolayli olarak
nanomateryallere maruziyet ile yliz ylize gelmistir. Teorik olarak, nanopartikiiller dogaya
su, toprak, bitkiler , bitki yiyen ve topraktan su i¢cen organizmalar araciliiyla ulasir (Al-
Salim ve ark., 2011). Boyutlarinin ¢ok kiiciik olmasina ragmen hacimlerine gore yiizey
alanlarinin ¢ok fazla artmigs olmasindan dolay1 yiiksek reaktif Ozellik gosteren bu
parcaciklar, kars1 karsiya geldikleri biyolojik sistemlere ve ¢evreye zararli olmaktadirlar

(Oberdorster ve ark., 2005).

1. 2. Nanotoksikoloji

Nanotoksikoloji, nano boyutlu yapilarin potansiyel toksik etkileriyle ilgilenen ve
bu alandaki bilgi eksikliginin giderilmesi amaciyla gelismis toksikolojinin yeni bir dalidir

(Ramakrishna ve Rao, 2011).

Genel olarak, nanomateryallerin mikron boyutlu ana materyallerine gore yliksek
toksisite gostermesinin sebebi, ¢ok yiiksek yiizey/hacim oranina sahip olmasi nedeniyle
artan reaktifiligidir (Moreno-Horn ve Gebel, 2014). Her ne kadar nanomateryalin
toksisitesini artiran Ozelliklerin baginda kiigiik boyutlu olmasi gelse de, toksisite
nanomateryalin tiim fizikokimyasal 6zellikleri ile iligkilidir. Boyuta ek olarak, toksisiteyi
etkileyen fizikokimyasal 6zellikler; sahip oldugu yiizey kaplamalari, pozitif veya negatif
yiik, morfoloji, stabilite ve asinma, plazmonik 6zellikler ve bant aralig1 faktoriidiir (Singh
ve ark., 2019). Cok kiiciik boyutlu olmalar1 hiicre zarindan gecebilme ve ayrica dokulara
daha hizli niifuz edebilme Ozelliklerini saglayarak toksisitenin mikron boyutlu ana
malzemeye gore artmasimi saglamaktadir (Gidwani ve Singh, 2013). Ayrica,
nanomateryallerin kan-beyin bariyeri, plasenta, deri ve yumurta zar1 gibi bir ¢ok biyolojik
bariyerden gecebildigi de bildirilmistir (Kashiwada, 2009; Tsou ve ark., 2017; Muoth ve
ark., 2016; Nafisi ve Maibach, 2018).



Nanomateryalin toksisitesini fizikokimyasal 0&zellikleri belirledigi icin, bu
ozelliklerle toksisiteyi iliskilendirebilmek amaciyla nanotoksikoloji c¢aligmalarinda
nanomateryalin boyut, yik ve sekil gibi 06zellikleri mutlaka ortaya konmasi
gerekmektedir (Elsaesser ve Howard, 2012). Ayrica, nanomateryalin yiizeyi direkt olarak
hiicresel ortamla etkilesim halinde oldugu i¢in partikiil yiizeyi nanotoksikolojide ayr1 bir
Oonem tasir. Nano-biyo etkilesimi artiran en 6nemli faktor, yukarida bahsedilen yiiksek
hacim/boyut oraninin kimyasal reaktiviteyi artirmasidir (Nel ve ark., 2009). Biyolojik
sistemlerde bu nanomateryaller fizikokimyasal 6zelliklerine gore ortamda bulunan
protein gibi biyomolekiilleri etrafina sararak ‘“korona” yapisinit olusturmaktadir. Bu
sebeple nano-biyo etkilesiminde nanomateryalin fizikokimyasal 6zellikleri ve dolayisiyla
protein korona yapist géz Oniine alinmalidir (Lynch ve ark., 2009). Sekil, yiizey, yiik,
yiizeyde bulunan fonksiyonel gruplar, hidrofilik veya hidrofobik olma durumu da protein
korona yapisinda varyasyonlara sebep olarak toksisiteyi etkilemektedir (Rahman ve ark.,

2013).

Nanopartikiillerin hangi yolla hiicreye alindiginin bilinmesi, hiicre icerisindeki
kaderini ve biyolojik cevabini belirledigi i¢in olduk¢a dnemlidir (Panariti ve ark., 2012).
Nanopartikiiller hiicreye direkt olarak hiicre zarindan gecerek veya endositoz araciligiyla
girmektedir. Boyut, sekil, yiik, esneklik ve yiizeyde bulunan hedef gruplar gibi
fizikokimyasal 6zellikler nanomateryallerin hiicreye alinimini etkilemektedir (Donahue
ve ark., 2019). Yapilan c¢alismalarda, boyut ve kiimelesme durumunun, altin
nanopartikiillerinin  hiicreye almimi olduk¢a etkiledigi gozlemlenmistir. Bu
calismalardan birinde, 50 nm ¢apindaki kiiresel altin nanopartikiillerinin insan servikal
kanser hiicrelerine (HeLa) aliniminin, 14 ve 74 nm ¢apinda ve yine kiiresel olan altin
nanopartikiillerine gore ¢ok daha fazla miktarlarda oldugu goézlenmistir (Chithrani ve
ark., 2006). Ayrica, nanomateryalin fizikokimyasal 6zellikleri kadar hiicre tipi de alinim
stirecinde etkilidir. Nanopartikiiliin morfolojisi endositozu etkilediginden, farkl sekillere
sahip nanopartikiillerin hiicreye alim yollar1 degismektedir. Hem partikiil morfolojisinin
hem de hiicre tipinin etkisine 6rnek olarak, Albanse ve Chan’in ¢alismasinda HelLa ve
insan adenokarsinomik alveoler bazal epitel hiicreleri (A549) tek tek dagilmis halde
bulunan altin nanopartikiillerini kiimelesme gosterenlere kiyasla hiicre icerisine ¢ok daha
fazla aldigim1 gostermis, fakat baska bir kanser hiicre hattt olan MDA-MB-435 (insan

meme kanseri hiicre hatti) hiicrelerinde ise bu durumun tam tersine kiimelesme gosteren
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partikiillerin hiicreye aliniminin daha fazla oldugunu bildirmislerdir (Albanese ve Chan,
2011).

Bunlara ilaveten, nanopartikiilin yiizey yiikii de toksisiteyi etkileyen
parametrelerden biridir. Yiik, genellikle zeta potansiyeli dl¢limiinden yola ¢ikilarak
tahmin edilir. Zeta potansiyeli ({), kolloidal halde bulunan pargacigin elektrokinetik
potansiyelidir ve bir nanopartikiiliin belirli bir s1v1 ig¢erisinde 6l¢iilen zeta potansiyeli,
bulunan ortamdaki yiizey yiikiinii ifade eder (Danohue ve ark., 2019). Coulomb yasasina
gore, katyonik nanopartikiillerin negatif yilike sahip olan plazma membranina
elektrostatik olarak baglanmasi ve hiicre igerisinde birikiminin artmasinin ¢ok daha
muhtemel olmasina ragmen, negatif yiike sahip nanopartikiillerin de hiicre membranini

asabildigi ve hiicrelerde birikime sebep olabildigi gdsterilmistir (He ve ark., 2010).

Nanomateryaller teknolojik siire¢ler igin biiyiilk potansiyel sunmasina ragmen
toksikolojik ac¢idan risk barindirmaktadir. Neyse ki bu yeni teknolojinin toksikolojik
yonden ve giivenlik agisindan arastirilmasi i¢in gerekli girisimler ¢ok erken ve yogun
olarak yapilmaya baglanmistir. Ancak, nanotoksikoloji alaninda 6 binden fazla yayin
olmasina ragmen, bazi temel sorular hala yanitlanamamaistir (Gebel ve ark., 2014). Risk
degerlendirmesini kolaylastirmak i¢in, Gebel ve arkadaslart nanomateryalleri maruz
kalma yolu ve etki mekanizmasini temel alarak 3 kategoride siniflandirmistir. Kategori
1, toksisitesi iyon salinimi veya ylizeyindeki fonksiyonel gruplar gibi bilesigin kendi
spesifik kimyasal 6zelligi araciligiyla meydana gelen nanomateryalleri icermektedir.
Kategori 2, spesifik bir geometriye sahip, yiiksek en-boy oranli sert, biyokalici,
solunabilir, fibr6z nanomateryallerdir. Kategori 3 ise solunabilir, graniiler, biyokalici
partikiillerdir (GPB’ler). Bu graniiler nanopartikiiller solunum yoluyla alindiktan sonra,
akciger inflamasyonu, sekonder mutajenite ve en sonunda akciger kanserine yol
agmaktadir (Gebel ve ark., 2014). Quantum Dot’lar ise, Gebel ve arkadaslarinin

siniflandirmasina gore, Kategori 1°de yer almaktadir.

1. 3. Quantum Dot’lar

Cesitli endiistriyel ve biyomedikal alanlarda yaygin olarak kullanilan 6nemli
nanopartikiil gruplarindan biri Quantum Dot’lardir (Reshma ve Mohanan, 2019). Teknik

olarak QD’lar iyi tanimlanmis, degisken sayida ve ayrik kuantum halinde elektonlar



iceren; elektronik ozellikler acisindan ise ana molekiil ile temel pargacik arasinda olan

kiigiik kristaller olarak ifade edilmektedir (Shukla, 2014) (Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Quantum Dot’larin genel goriiniimii (https://www.sigmaaldrich.com/

technical-documents/articles/materials-science/nanomaterials/quantum-dots.html).

1.3.1. Quantum Dot’larin yapisi ve kullanim alanlar

Quantum dot’lar genellikle 2-10 nm ¢apinda olan kiiresel yapili nanopartikiillerdir.
Yapr olarak yari iletken bir ¢ekirdek, ¢ekirdegi saran bir kabuk ve bir kapsiil, fonksiyonel
grup veya ligantlardan olusmaktadir (Ghasemi ve ark., 2009). Bu yapilardan esas olan ve
her QD’ta bulunan yap1 ¢ekirdektir. Bu inorganik yapili ¢ekirdek, yari iletkenlikten ve
temel optik 6zelliklerden sorumlu olup genellikle kadmiyum icermektedir (Bottrill ve
Green, 2011). Kabuk yapist ise hem bu ¢ekirdegin pasivasyonunu saglar, hem de foto-
agarmay1 engelleyerek kuantum verimi ve 1s1ma kaybin1 6nlemeden sorumlu olur. Son
olarak, kapsiil veya ligant yapilar1 ise hidofobik etkilesimler veya kovalent baglar
kurarak, peptid, karbohidrat, DNA fragmanlari gibi molekiillerle biyokonjugasyonu
saglar. Ayrica, bu yapilar kolloidal stabilite, ¢oziiniirliik, parcacik boyut dagilimi gibi
temel parametreleri belirler, par¢acik morfolojisini kontrol altina alir ve kiimelesmeyi
onler. Bir QD’un sematik goriiniimii Sekil 1.2.°deki gibidir (Rzigalinski ve Strolb,
2009°dan).



Kabuk/Kaplama
Genellikle ZnS'den

olusur.
QD cdTe Cekirdek
nanopartikijlij < cdse Genellikle CdTe veya
Cekirdek CdSe igerir.
\ Hedef Alan Gruplar

Sekil 1.2. Bir Quantum Dot nanopartikiiliiniin genel yapis1 (Rzigalinski ve Strolb,
2009°dan).

Quantum Dot’larin bir ¢ok alanda kullanilmasina olanak veren, 0zgiin
fizikokimyasal 6zellikleri ve floresanligidir. Bu 6zgiin 6zelliklerin basinda gelen, hem
boyutla hem de kimyasal yapisiyla ayarlanabilir 151k emisyonu; ayrica genis absorbisyon
ve dar emisyon araligina sahip olma 6zelligidir (Barroso, 2011). Yukarida da bahsedildigi
gibi, QD’larin boyutlar1 genellikle 2 ile 10 nm arasindadir. Sentezi sirasinda boyutu
ayarlanarak, floresanlik ultraviyole, goriiniir ve yakin kizilotesi dalga boyu araligina
ayarlanarak bu araliklarda 6l¢iim yapilmasina olanak saglar (Dabbousi ve ark., 1997)
(Sekil 1.3). Ayrica, sadece boyut ile degil, ¢cekirdegin kimyasal yapisi ile de 151k emisyonu
ayalanabilmektedir. Ornegin emisyon dalga boylar1, kadmiyum siilfat icin (CdS) mavi
ultraviyole, kadmiyum selenyum i¢in (CdSe) goriiniir bolge ve kadmiyum telliiryum
(CdTe) icin ise far red/ yakin kizilotesi bolgeye gelmektedir (Mongillo, 2007). Ayrica
QD’lar genis absorbisyon dalga boyuna ve 20 nm kadar dar bir emisyon dalga boyuna
sahiptir. Bu 6zellikleri sayesinde farkli emisyon dalga boyuna sahip QD’lar tek bir dalga
boyuyla uyarilarak emisyon dalga boylarinda ¢cakisma olmayacagindan es zamanli olarak

emisyonlarin tespit edilmesine olanak saglar (Jaiswal ve Simon, 2004)



Dia.: 2.7 29 35 3.8 43 4.8 nm

|II| |II| FIlI, |II|

510 530 555 570 590 610 nm

U Cekirdek
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475 500 525 550 575 600 625

Dalga Boyu (nm)

Sekil 1.3. Quantum Dot’larin sentezi sirasinda ayarlanabilen ¢ekirdek boyutuna

gore degisen floresan 6zellikleri (Wegner ve Hildebrandt, 2015°den).

Diger boliimde daha detayli bahsedilecegi gibi, Quantum Dot’larin toksik
olmasimin en 6nemli sebeplerinden biri kadmiyum icermesidir. Kadmiyum iceren QD
cekirdeginden kaynaklanan toksisitenin azaltilmas1 amaciyla, ¢ekirdegin ZnS kabuk ile
sarilmasi ile olusan c¢ekirdek/kabuk yapili QD’lar iiretilmistir (6rn: CdSe/ZnS QD’lar)
(Sekil 1.4). Ancak, ZnS kabuk her ne kadar Cd®* salinimini azaltmus olsa da (Reshma ve
Mohanan, 2019), yapilan ¢alismalar bu ZnS kabugun asinmasi ile yine Cd?* salmimmin
oldugu ve toksisitenin ortadan kalkmadigin1 gostermistir (Lovri¢ ve ark., 2005; Zhang ve
ark., 2006). Cekirdek kaynakli Cd?* iyon salinimiminin niine gecebilmek igin bu QD’lar,
ZnS kabuk disinda ayrica biyouyumlu polimerler ile de enkapsiile edilmistir. Fakat her

ne olursa olsun bu kaplamalarin her biri hiicresel ortamda degrede olabilecegi ve geriye
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ciplak QD cekirdegi kalacagindan (Lovri¢ ve ark., 2005), kadmiyum i¢cermeyen QD’lar
sentezlenmistir (6rn: InP, InP/ZnS, CulnS2, CulnS2/ZnS, CulnZnS/ZnS, AQ.S, Ag-Se,
ZnS—AgInS; (ZAIS) ZnSe/InP/ZnS, InAs/InP/ZnSe, Silikon, ZnO,WS;) (Xu ve ark.,
2016) (Sekil 1.4). Her ne kadar kadmiyum ig¢ermiyor olsalar da, farkli kimyasal
kompozisyona sahip bu QD’larin bir kism1 toksikolojik agidan degerlendirilmistir ve
konsantrasyona bagli olarak hiicre 6liimiine ve hiicre ici reaktif oksijen tiirleri (ROT)

olusumuna sebep oldugu gosterilmistir (Soenen ve ark., 2014).

A. = ozt CdTe.CdSe veya I Cd?* igeren cekirdek ‘ Cd?* icermeyen cekirdek
Ca « ca cds |
o Yapilarindan
2 .
Ca*, . I‘I:Il;nk } olusan Cd2* ieren I 7nS kabuk @ ilave kaplamalar
) celrde » Cd¥+ cekirdek tip QD I
L Cd* salmmu [

Cd? igeren ¢ekirdegin etrafina
ZnS kaplanarak olusturulan

2+
cekirdek/kabuk tip QD’lar Cd

icermeyen

¢ekirdek cd+

iceren
gekirdek igermeyen

gekirdek

'l Cdz* igeren

Cd2+ / &

cekirdek

Kadmiyum icermeyen QD’lar
om: InP, InP/ZnS
CulnZnS/ZnS

Cekirdek/kabuk tip QD’larin
etrafina eklenen ilave misel,
polimer veya silika kaplamalar

I
I
I
I
I
cadr I
I
I
I
I
I
1

Sekil 1.4. Farkli tip QD’larin genel yapilari. A. Kadmiyum igeren ¢ekirdek tip
QD’lar. B. Kadmiyum igeren ¢ekirdek/kabuk tip QD’lar ve ilave kaplamalar kullanilarak

iretilen formlar1. C. Farkli ¢esitlerde kadmiyum i¢cermeyen QD’lar.

Uzun yillardan beri, QD'lar, boyutlarinin ve bilesenlerinin ayarlanmasi ile olusan
0zgiin optik ve elektriksel 6zellikleri nedeniyle biyolojik olmayan uygulamalarda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Biyomedikal alanda, QD'ler geleneksel organik boyalar ve
floresan bilesiklere gore bir¢cok avantaj sunmakta olup bu alanda da kullanilmaya
baslanmistir (Wagner ve ark., 2019). QD’lar organik florokromlar veya floresan
boyalardan iistiin 6zelliklere sahiptir. Organik florokromlara kiyasla QD’larin en 6nemli
avantajlar1 kisaca; genis absorbisyon spektrumuna karsin dar eksitasyon spektrumuna
sahip olmalari, floresan uyarilma dmriiniin daha uzun olmasi, tespit etme hassasiyeti ve

foto-agarmaya kars1 dayanikliliklarinin daha fazla olmasi ve ¢oklu kullanimi sayesinde
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ayn1 anda birden fazla molekiiliin goriintiilenmesine olanak saglamasidir (Wagner ve ark.,

2019; Jaiswal ve ark., 2004).

Bunlara ilaveten, QD’lar floresan problar olarak da kullanilabilmektedir. In vivo
etiketleme, arka plandaki biyomolekiillerin bol miktarda bulunmasindan dolay1 yiiksek
derecede spesifiteye ihtiyag duyar. Aksi takdirde yanlis pozitif sonuglar ortaya
cikabilmektedir. QD’lar ile konjuge edilmis olan spesifik proteinler ve antikorlar, in vivo
uygulamalarda spesifik etiketleme saglayabilmektedir (Kloepfer ve ark., 2003; Zhu ve
ark., 2004; Jaiswal ve ark., 2004). Hiicreleri QD’lar ile etiketlenmis proteinler ile
isaretlemenin spesifikligi ve kolayligi, bu teknigin bir¢cok arastirmaci tarafindan
kullanilabilir, ulasilabilir ve pratik kilmistir (Jaiswal ve ark., 2004). Ayrica, farkli dalga
boylarinda Ol¢iime olanak saglamasi ile, ayni anda birden ¢ok tiimor belirtecinin
goriintiilenmesine imkan vermekte, ve boylece kanser hiicrelerini saptama spesifitesini

artirmaktadir (Erdogan, 2013).

QD’larin elektronik alaninda kullanilmasina bir 6rnek olarak yeni nesil giines enerji
pilleri de verilebilir. Giines enerjisini elektrik enerjisine doniistiirmek i¢in yapilan teorik
hesaplamalara gore, gilines 1s1gmin %93'linden daha fazlas1 elektrik enerjisine

dontistiirtilebilir (Badawi ve ark., 2013; Eychmiiller ve ark., 1993; Aktiirk, 2013).

Giines enerji pillerinin yani sira, son yillarda QD’lar, klasik LED ekranlara gore
oldukca doygun renklere sahip Quantum Dot televizyonlarda kullanilarak da giinliik
hayatimiza girmistir. Klasik bir LED ekranda, nano formda olmayan yar1 iletkenler
sadece tek bir renkte 151ma yapabilmektedirler. Aragtirmacilar QD’larin ayarlanabilir ve
nano boyutlu bir yari iletken olma 6zelliginden yararlanilarak, yaymasi istenen kesin
rengi ayarlayabilmekte ve bdylece ultra verimli ve siiper doygun renklere sahip

televizyon ekranlari iiretebilmektedir (Bourzac, 2013).

1.3.2. Quantum Dot’larin toksisitesi

Quantum Dot toksisitesi, diger nanopartikiillerin de oldugu gibi, genel olarak
fizikokimyasal ozellikleri ile iligkili bir¢ok parametreye dayanmaktadir. Toksikolojik
degerlendirme i¢in boyut, sekil, konsantrasyon, yiik, redoks aktivitesi, yilizey kaplamalari
ve mekanik stabilitesi gibi parametreler dikkate alinmalidir. Bu parametrelerin oldukca

genis bir ¢esitlilige sahip olmasindan dolay1 bu alandaki toksikolojik arastirmalarin biiyiik
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bir problemi olmustur. Giiniimiiz literatiirinde bulunan QD’larin toksikolojik ag¢idan
incelendigi yayinlarda ¢ok ¢esitli QD’larin kullaniliyor olmast ve dolayisiyla degisken
fizikokimyasal parametreler sebebiyle karsilastirma yapmak oldukg¢a zorlastirmaktadir

(Rzigalinski ve Strobl, 2009).

QD toksisitesinin primer kaynagi, cekirdekte bulunan kadmiyumdur. QD’larin
toksisitesine iliskin yapilan c¢aligmalarin Onemli bir ¢ogunlugunda toksisitenin
cekirdekten salman Cd?* ile iliskili oldugu ortaya konulmustur (Derfus ve ark., 2004;
Kirchner ve ark., 2005a; Wuister ve ark., 2004; Cho ve ark., 2007; Kirchner ve ark.,
2005b). Ayrica, CdTe veya CdSe ¢ekirdege sahip QD’lar oldukga reaktiftir ve 1s1k ve
hava oksidasyonuna oldukca agiktir. Bu sebeple hiicre icinde serbest radikaller
olustururlar ve bu durum toksisitesi i¢in baska bir primer mekanizma olarak kabul edilir
(Rzigalinski ve Strobl, 2009). QD’lar 1518a maruz kaldiklarinda serbest radikal olusturma
kapasitesi oldukea artmaktadir. Bu durumda 1siktan gelen bir foton QD'un elektronlarini
uyarir ve uyarilmis elektron molekiiler oksijene aktarilir. Boylece singlet oksijen olusur
ve su veya diger biyomolekiiller ile reaksiyona girerek serbest radikal olusumunu bagslatir

(Bakalova ve ark., 2004; Lovri¢ ve ark., 2005).

QD c¢ekirdeginden kaynaklanan toksisitenin dniine gecilmesi amaciyla, ZnS kabuk
ve diger maddelerle enkapsiile edilen QD’lar ile yapilan ¢alismalar bu kaplamalarin
toksisiteyl azalttigin1 gosterse de, bu alanda daha fazla calismaya ihtiya¢ oldugu
vurgulanmaktadir. Yapilan bazi calismalarda, ZnS kabugun iyon kanallarindaki
bozunmalari ve serbest radikal olusumunu azalttig1 belirtilmistir (Bakalova ve ark., 2004;
Chan ve ark., 2006; Derfus ve ark., 2004; Kirchner ve ark., 2005b). Her ne kadar ZnS
kabuk veya diger kaplayici materyallerin toksisiteyi azalttig1 goriilse de, bu kaplamalar
bir siire sonra hiicresel ortamda bozunmaya baslayacak ve geriye QD’un c¢ekirdegi
kalacaktir (Lovri¢ ve ark., 2005). Ayrica bu veriyi destekler sekilde, ZnS kabugun zamana
bagli olarak asindig1 hiicre igerisinde floresan yogunlugunun azalmasi ile ortaya
konmustur (Zhang ve ark., 2006). Bunun disinda, ZnS kabugun da 1sitk ve hava
oksidasyonuna tabii oldugu (Defrus ve ark, 2004), serbest radikal iiretttigi ve bu sebeple
sitotoksisiteyi tamamen engelleyemedigi de bildirilmistir (Green ve Howman, 2005).
Ustelik bu calismalarda, ZnS kabugun da elektronlarinin uyarilmasi ile serbest radikal

olusturdugu ve hava veya su varliginda SO? radikali iirettigi gosterilmistir.
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Son olarak QD’larin toksisitesini etkileyen faktdrlerden biri de QD yiizeyine
eklenen fonksiyonel gruplardir. Genellikle bu fonksiyonel gruplarin eklenmesinin sebebi
QD’u hiicre veya doku grubuna hedeflemektir. Aslinda bu hedefleme QD’u istenilen
dokuya yonlendirerek hedef dis1 dokularda olusabilecek toksisiteyi Onleyebilecegi
diisiiniilmektedir. Her ne kadar QD’larin bu amagla kullanimiyla ilgili hem in vivo hem
de in vitro detayli ¢alismalar gergeklestirilmis olsa da, calismalarin ¢ogu hedef disi
dokulara olan etkileri ve toksikolojik degerlendirmelerini kapsamamaktadir. Bu
kaplamalarin ne kadar stabil oldugu, organizmada ne kadar siire kaldigi, degrede olup
olmayacag1r ve diger dokulara tekrar dagilim gosterip gostermeyecegi de ayrica

arastirilmalidir (Rzigalinski ve Strobl, 2009).

1.3.3. Kadmiyum icermeyen Quantum Dot’lar

QD’lar ile gerceklestirilen toksisite calismalarinin ¢ogunda, QD’larin toksisitesinin
altinda yatan sebebin genel olarak c¢ekirdeginde bulunan kadmiyum oldugu
vurgulanmistir. Bu sebeple QD’lardan kaynaklanan toksisitenin 6niine gegmek amaciyla
genel olarak iki strateji izlenmistir. Bunlardan birincisi, QD ¢ekirdegini ZnS kabuk ile
sarmak, ve hatta kabugun iizerine ilave kaplamalar gelistirmek olmustur (Riveros ve ark.,
2016; Ju ve ark., 2013). Fakat her ne olursa olsun QD’larin {izerindeki kaplamalar
biyolojik bir ortama girdiginde belli bir siire sonunda asinacak, geriye kadmiyum igeren

ciplak bir ¢ekirdek kalacagi belirtilmektedir (Lovri¢ ve ark., 2005).

Toksisiteyi azaltmak amaciyla ortaya konan ikinci yaklagim ise QD ¢ekirdeginde
kadmiyum yerine farkli elementler kullanarak benzer optoelektronik ve fiziksel
ozellikleri saglayabilen kadmiyum igcermeyen QD’lar1 sentezlemektir (Pons ve ark.,
2010). Bu yaklagimin iiriinii olan kadmiyum icermeyen QD’lar, geleneksel QD’lara gore
oldukg¢a yenidir. Fakat ayn1 kadmiyum igeren QD’lardaki gibi hiicresel ortamda bu
materyal asiarak, ¢ekirdekte bulunan farkli elementlerin hiicresel ortama sizmasiyla

toksisiteye sebep olabilecegi diisiiniilmektedir.

Kadmiyum icermeyen QD’larin toksikolojik degerlendirilmesi amaciyla
gerceklestirilen in vitro galismalarin ¢ogu, hiicre canliligi iizerinden degerlendirilmistir.
Bu canlilik genellikle formazan kristallerinin 6lgiimiine dayanan bir test olan MTT
yontemi ile degerlendirmistir. Bir ¢ok farkli hiicre hatt1 ile yapilan bu g¢aligmalarin
sonugclari, kadmiyum igeren QD’lar i¢in sitotoksik oldugu bilinen konsantrasyonlarda, Cd
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icermeyen QD’larmn hiicre canliligini 6nemli derecede etkilemedigini gostermektedir
(Shinchi ve ark., 2014; Zhou ve ark., 2014; Yong ve ark., 2010; Guo ve ark., 2014; Xie
ve ark., 2008). Fakat, sadece hiicre canliligina dayanan yontemler toksisite
arastirmalarinda yeterli olmayip, daha detayl1 inceleme gerektirmektedir. Ornegin, zebra
balig1 karaciger hiicre hatt1 ile yapilan bir ¢alismada, InP/ZnS QD’larinin kadmiyum
iceren QD’lara gore her ne kadar daha diisiik toksisite gosterdigi ortaya konulmus olsa
da, mRNA diizeyinde yapilan incelemelerde bu QD’larin da metal homeostasisini
diizenleyen genlerin ekspresyonunda degisimlere sebep oldugu belirlenmistir (Tang ve
ark., 2013a). Bunlarin disinda kadmiyum igermeyen InP/ZnS QD’larin apoptoz ve
nekroz, reaktif oksijen tiirlerinin olusumu, laktat dehidrogenaz (LDH) salinimi ve
toksisite ile iligkilendirilen bazit mRNA transkriptlerinin ekspresyonlarini da etkiledigi
hem in vitro yontemlerle farkli hiicre hatlarinda, hem de in vivo yontemlerle Drosophila
melanogaster tiiriinde gosterilmistir (Brunetti ve ark., 2013). Bununla beraber, yine
kadmiyum icermeyen ZnSe/ZnS ve InP/ZnS QD’larin toksisitesinin birlikte
degerlendirildigi farkli bir in vitro ¢aligmada, bu iki nanomateryalin de insan umblikal
vena epitel hiicrelerine (HUVEC) toksik oldugu bildirilmistir (Soenen ve ark., 2014).
Yapilan c¢alismalar biitiin olarak degerlendirildiginde, kadmiyum igermeyen QD
formiilasyonlarinin, test edilen canlilarin veya hiicre hatlarinin oldukga c¢esitli olmast,
toksik cevabin da farkli olabilecegini gostermektedir. Bu yiizden bu materyaller farkl
hiicre hatlar1 ve farkli canlilarda toksikolojik agidan incelenmeli, farkli tip QD’larin ayn
calismada karsilastirilmasi gerceklestirilmelidir. Bu amacla yapilan tez ¢alismasinda, bu
ti¢c farkli tip QD’un sebep oldugu toksisitenin tek bir model organizma ve ayni

parametreler iizerinden degerlendirilerek karsilastirilabilmesi hedeflenmektedir.

1.4. Bir model organizma olarak zebra bahg: (Danio rerio)

Anavatan1 Banglades ve Hindistan’1n kuzeydogusunun yerel havzalari olan Zebra
balig1, Cyprinidae ailesine ait tropikal bir kemikli baliktir (Barman, 1991; Spence ve ark.,
2006). Bu tiiriin sistematikteki yeri asagidaki gibidir;

Regnum: Animalia

Phylum: Chordata

Classis: Actinopteryqgii

Ordo: Cypriniformes
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Familia: Cyprinidae
Genus: Danio

Species: Danio rerio (Hamilton, 1822)

Zebra balig1 (Danio rerio), yaklasik 40 yildir biyolojik aragtirmalarda tercih edilen,
ozellikle genetik, rejenerasyon ve toksikoloji ¢aligmalarinda giiglii bir model organizma
olarak tercih goren bir tathisu akvaryum baligidir (Li ve ark., 2017). Bakim ve
manipiilasyon kolayligi, verimlilik, hizli gelisme, kiiciik boyut, uygun kiiltiir kosullari,
tireme ve larva bakimindaki kolayliklar gibi bir ¢ok avantajiyla, hem in vivo hem de in
vitro toksikolojik ¢aligmalar i¢in yaygin olarak kabul goren bir modeldir (Padilla ve
Glaberman, 2020). Ayrica, metabolik enzimlerinin %50’den fazlasinin zebra balig1 ve
insanlar arasinda korunmus olmasi, zebra balig1 arastirmalarinin insan ¢aligmalart i¢in

biiyiik bir referans degerine sahip olmasini saglar (Li ve ark., 2010; Zhou ve ark.,, 2017).

Gilinlimiizde zebra balig1, norolojik bozukluklar (Gawel ve ark., 2019; Demin ve
ark., 2019; Fontana ve ark., 2019), hematoloji (Zizioli ve ark.,2019), nanotip (Sieber ve
ark., 2019), endokrinoloji (Vancamp ve ark., 2019), metabolik hastaliklar (Zhang ve
Hamza, 2019) ve kanser (Wrighton ve ark., 2019) gibi bir ¢ok alandaki arastirmalarda
yaygin olarak kullanilmakta olan bir model organizmadir. Bunlara ilaveten zebra baligi,
genotoksisite ve nanoekotoksisite caligmalarinda da uygun bir model olarak

kullanilmaktadir (Akan, 2012; Giilsoy ve ark., 2015; Haque ve Ward, 2018)

Bunlara ilaveten, ekotoksikolojik degerlendirmeler i¢in Ekonomik Isbirligi ve
Kalkinma Orgiitii'niin (OECD) kimyasal maddelerin biyotik sistemlere etkisini
belirlemek amaciyla onerdigi balik testleri bulunmaktadir. OECD, zebra baliginin bu

testlerde kullanilacak tiirler arasinda avantajli oldugu belirtmistir (OECD, 2014).

1.5. Tez calismasinda ifadeleri incelenen biyomarkor proteinler

Biyolojik belirtecler olarak da adlandirilan biyomarkérler, biyolojik bir aktivite
veya iglemin varlgini tespit ederek durumun ortaya konmasini saglayan gostergelerdir
(Alharbi, 2020). Cesitli kirleticiler veya kimyasallar canli organizmalar {izerinde
biyokimyasal, fizyolojik veya histolojik degisimlere sebep olarak anormalilikler meydana
getirmektelerdir. Bahsedilen bu degisimler, biyolojik gosterge veya biyo-belirteg

anlamina gelen biyomarkor terimi ile ifade edilmektedir. Biyomarkorlerden saha veya
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laboratuvar caligmalarinda bitki, hayvan ve mikroorganizmalarin kimyasala maruz kalma
durumunu veya kimyasaldan ne sekilde etkilendiginin ortaya konmasi amaciyla
yararlanilmaktadir (Huggett ve ark., 2018). Bu tez ¢alismasinda QD’larin ve CdClz’iin,
cevresel toksikolojide Onemli birer belirtegc olan 1s1 soku proteini 90 (Hsp90),
peroksiredoksin 1 (Prdx1) ve Rad51 rekombinaz (Rad51) ifadelerine olan etkileri

arastirildigi i¢in asagida ayrintili bilgi sunulmustur.

1.5.1. Is1 Soku proteini 90 (Hsp90)

Cesitli antropojenik aktiviteler sonucu dogal ortama binlerce farkli madde
salinmaktadir. Salinan bu maddeler nedeniyle farkli sistematik gruplara ait canlilar akut
ve kronik stresle yiiz yiize gelmektedir. Bu akut veya kronik stres durumlari hiicreye zarar
verebilir ve homeostazisini bozabilir. Bu nedenle organizmalar, stres kaynakli hasari
azaltmak, hiicresel homeostaziyi siirdiirmek ve yeniden kurmak amactyla hiicresel strese
tepki vermek amaciyla bir yol gelistirmislerdir. Stres durumlarina kars1 hiicrenin verecegi
tepki yollari, ¢evresel stres durumlarinda rol oynamaktadir ve memeliler de dahil olmak
tizere taksonlar arasinda yiiksek oranda korunmaktadir. Stresorler, spesifik genleri
hedefleyerek strese tepki yolaklarini aktive ederler (Gupta ve ark., 2010). Bu strese tepki
yolaklarindan biri olan “is1 soku tepkisi”, bircok proteinin kesintisiz sentezi ile
karakterize olan, 1s1 soku proteinlerinin rol oynadig: baslica strese tepki yolaklarindan

biridir (Westerheide ve Morimoto, 2005).

Ist soku tepkisi ilk olarak 1962 yilinda Drosophila melanogaster tiiriinde
kesfedilmistir (Ritossa, 1962). Ritossa’nin, D. melanogaster tiiriine ait larvalara yiliksek
sicaklik veya farkli kimyasal ajanlar uygulamasinin ardindan tiikiiriik bezlerinde bulunan
politen kromozomlarda bir dizi “puff” aktivasyonu gézlemlemistir. Daha sonra, Tissiéres
ve ark. (1974) Drosophila'nin 1s1 sokuna maruz kalmasinin, “is1 soku proteinleri”
(HSP’ler) veya “stres proteinleri” olarak adlandirilan bir dizi yeni proteinin senteziyle
sonuclandigint goézlemlemislerdir. HSP'ler yanlizca 1s1 artist durumunda yani “is1 soku”
uygulamasinda degil, soguk soku, pestisit, solvent, agir metal, patojenik enfeksiyon veya
protein hasarina neden olabilecek herhangi bir ani degisiklik gibi ¢evresel stres altinda
organizmalar1 hasardan korumak ve hasarli proteinleri islevsel ti¢ boyutlu yapilarina geri

kazandirmada da 6nemli rol oynamaktadir (Liu ve ark., 2016).
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Ingilizce “Heat Shock Proteins” olarak adlandirilan 1s1 soku proteinleri (HSP’ler),
hiicresel ekspresyon seviyesi yiiksek ve oldukca giiclii hiicre koruyucu 6zellige sahip
molekiiler saperonlardir (Garrido ve ark., 2006). Yukarida da bahsedildigi gibi akut veya
kronik stres durumlar1 proteinlerin hatali katlanmasi, protein aggregasyonu veya
diizenleyici komplekslerin bozulmasina yol agar. Bu saperonlar, protein homeostazisinde
gorev alarak dengenin yeniden kurulmasini saglar (Mjahed ve ark., 2012). Kiigiik
saldirilara bile duyarli olduklar1 i¢in HSP’ler, hiicresel tehlikenin erken biyo-gostergesidir
ve ¢evresel stres durumlar1 igin biyomarkor olarak kullanilmaya oldukc¢a uygun

proteinlerdir (Gupta ve ark., 2010).

Is1 soku proteinleri ailesine ait proteinler isimlerini genellikle molekiiler
kiitlelerinden almaktadirlar. HSP’ler genel olarak 5 ana siif olarak gruplandiriimaktadir:
kiigiik Hsp’ler, Hsp60, Hsp70, Hsp90 ve Hspl00 (Gupta ve ark., 2010). Bu siniflar
arasinda 1s1 sok proteini 90 (Hsp90), 6karyotlarda canlilik i¢cin gerekli olan bol ve yiiksek
oranda korunmus ve substrat seciciligine sahip bir molekiiler saperondur (Wandinger ve
ark., 2008). Fonksiyonu ise bir grup sitozolik proteinin katlanmasina, yapisal
biitiinliglinlin korunmasina ve dogru bir sekilde ifade edilmesine katkida bulunmaktir.
Substratlarinin 6nemli bir kismu, hiicre dongiisii kontrolii ve sinyal iletiminde yer alan
proteinlerdir (Picard, 2002). Normal kosullarda Hsp90 memeli hiicrelerinde bol miktarda
bulunan bir protein olup, ¢evresel bir stres durumunda sentezleri 3 kattan 5 kata kadar

artmaktadir (Welch, 1990).

1.5.2. Peroksiredoksin 1 (Prdx1)

Serbest radikaller, son yoriingesinde eslesmemis elektronu bulunan atom veya
molekiiller olup hiicresel metabolizmanin olagan iiriinleridir. Eslesmemis elektron
bulundurmalar1 nedeniyle kararsiz yapidalardir ve bu ytlizden oldukga reaktiflerdir. Cilinkii
kararli hale gegebilmeleri i¢in cevresinde bulunan diger molekiillerden elektron
koparirlar ve bu yapilar1 da birer serbest radikal hale getirerek bir zincir reaksiyonu
baslatir, boylece hiicreye zarar vermis olur. Reaktif oksijen veya nitrojen tiirleri
(ROT/RNT), serbest radikal veya non radikal reaktif tiirleri igerirler ve endojen veya
eksojen kaynakli olusabilirler. Endojen ROT kaynaklar1 mitokondri, peroksizom veya
endoplazmik retikulum gibi oksijen tiiketimi fazla olan organellerdir. Eksojen ROT

kaynaklarma ise su ve hava kirliligi, agir metaller, pestisitler, bazi ilaglar ve ultraviyole
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isinlar1 6rnek verilebilir. Kaynagi endojen veya eksojen de olsa, hiicrede ROT/RNT
miktarlarinin antioksidan savunma elemanlarindan fazla olmasi hiicrede antioksidan
dengenin bozulmasiyla sonuglanir. ROT/RNT miktarlarinin antioksidan savunma
elemanlarindan fazla olmasi durumu, hiicrelerde oksidatif veya nitrosatif strese neden

olur (Phaniendra ve ark., 2015).

Her ne kadar diisiik veya orta konsantrasyonlarda ROT/RNT hiicresel sinyal
yolaklar1 gibi 6nemli hiicresel siire¢lerde rol oynasa da, hiicre i¢i konsantrasyonu artan
bu molekiiller hiicrelerde olduk¢a 6nemli olan niikleik asit, protein ve lipidlere zarar verir
(Droge, 2002). Bu nedenle hiicre igerisinde ROT ve RNT nin konsantrasyonlarinin hassas
bir sekilde ayarlanmasi gerekmektedir. Bu amagcla hiicrelerde enzimatik (peroksiredoksin,
askorbat peroksidaz, katalaz, siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz) veya non-
enzimatik (glutatyon, askorbat, karotenoid ve tokoferol) antioksidan sistem elemanlari

bulunmaktadir (Phaniendra ve ark., 2015).

Peroksiredoksinler, peroksidaz aktiviteleri sayesinde peroksinitrit, hidrojen
peroksit (H202) ve ¢ok daha fazla organik hidroksiperoksitleri detoksifiye ederek hiicresel
seviyesinin azaltilmasini saglayan 6nemli antioksidan 6zelliklere sahip bir protein ailesi
olup 6 ayr izoforma (Prdx1-Prdx6) sahiptir (Detienne ve ark., 2018). Her ne kadar
sitozolde bulunan peroksirodoksinlerin konsantrasyonlart ayni goreve sahip olan
glutatyonlardan 100 kat daha az olsa da, peroksiredoksinler daha diisiik pKa degerlerine
sahiptir ve H20> i¢in hiz sabitleri glutatyonlardan 106 kat fazladir. Bunun sonucu olarak,
hiicrelerdeki  H202'in ~ %99'undan  fazlas1  glutatyon veya katalaz  yerine
peroksiredoksinlerle reaksiyona girer (Peskin ve ark., 2007; Winterbourn ve Hampton;
2008; Kwon ve ark., 2012). Bu enzimler peroksitleri par¢alamak {izere redoks-aktif
sisteinleri kullanir. Ik siniflandirmalan katalizle dogrudan iliskili sistein kalmtilarinin
sayisina bagli olarak 1-Cys ve 2-Cys olarak iki alt grup seklinde olsa da, daha sonradan
yapilan yap1 ve fonksiyon analizleri ile 2-Cys grubu da kendi igerisinde tipik ve atipik
olarak ayrilmistir. Sonug olarak peroksiredoksinler 1-Cys, atipik 2-Cys ve tipik 2-Cys
olarak {i¢ alt grup halinde kategorize edilmistir (Wood ve ark., 2003).

Peroksiredoksinlerin katalitik mekanizmasi, igerdikleri sistein kalintisinda bulunan
siilfiir atomunun substratta bulunan peroksit baglarina saldirmasma dayanir. Bu

gorevlerini peroksidasyon, resoliisyon ve geri doniisiim olarak adlandirilan {i¢ adimda
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tamamlarlar. Bu adimlardan her {i¢ Prdx alt grubu icin de ortak olan ilk adim
peroksidasyondur. Bu asamada peroksidatik sistein (Cys-SpH), peroksit substratina
saldirir ve sistein-siilfenik aside (Cys-SOH) oksitlenir. ikinci asama olan resoliisyon,
sistein-siilfenik asidin ¢6ziinmesi asamasi olup, bu ti¢ Prx sinifi i¢in ayirt edicidir. Clinkii,
tipik veya atipik 2-Cys Prdx smiflarinda peroksidatik sisteinin yani sira katalitik sistein
de bulunmaktadir (Cys-Sr). Peroksidatik sisteini siilfenik asitten kurtarmak iizere
katalitik sistein, -OH molekiiliinii uzaklastirir. Fakat bunun sonucu olarak peroksidatik
sistein ile katalitik sistein arasinda disiilfit bag kurulmus olur. Geri doniisiim asamasi ise
bu sisteinlerin arasindaki bagi kaldirarak peroksiredoksinin tekrar kullanilabilir hale
getirilmesini saglar. Bu asamada da hiicreye spesifik olan farkl disiilfit oksirediiktazlar
(6rn: Tiyoperoksiredoksinler) sisteinler arasindaki disiilfit bag1 ¢ozer ve geri doniisiim
asamasi1 da tamamlanmus olur. 1-Cys peroksiredoksinlerde ise sadece peroksidatik sistein
bulundugundan, hem resoliisyonu hem de geri doniisiimii tiyol igceren herhengi bir
indirgeyici molekiil gerceklestirmektedir (Wood ve ark., 2003; Detienne ve ark., 2018;
Abbas ve ark., 2019).

Bunlara ilaveten, ortamda bulunan peroksit konsantrasyonunun yogunluguna baglh
olarak peroksiredoksin molekiiliinde gozlemlenen hiperoksidasyon durumu da s6z
konusudur. Hiperoksidasyon, oksidize olarak peroksidatik sisteinin sistein-siilfenik aside
donlismils olmasina ragmen, resoliisyon asamasina gegmeden tekrar oksidize olarak
sistein-siilfinik aside dontismesidir (Cys-SOH, Cys-SOOH’a oksitlenir) ve hiicre igin
tehlikeli bir durumdur. Oliim ucu olarak da adlandirilan bu siilfinik asit uclari, hiicre ici
peroksit konsantrasyonu ¢ok yiiksek seviyelere ulastiginda peroksiredoksin molekiiliiniin
resoliisyon agsamasina girmesine firsat olmadan, hemen tekrar bir peroksit bagina daha
saldirmasiyla olusmaktadir (Veal ve ark., 2018; Detienne ve ark., 2018).
Hiperperoksidasyon, 1-Cys ve atipik 2-Cys peroksiredoksinler i¢in geri doniisiimsiiz
olmasma ragmen, sulfiredoksinler tipik 2-Cys peroksiredoksinler i¢in geri doniisiim
saglayarak bu molekiillerin tekrar kullanilabilmesine olanak vermektedir (Veal ve
ark.,2018; Woo ve ark., 2005; Wood ve ark., 2003). Fakat, hiperoksidize olmus bir
peroksiredoksin tekrar bir peroksit ile tepkimeye girer ve sistein siilfonik asit (Cys-
SOOOH) olusursa, bu molekiil siilfiredoksinlerle bile tekrar kullanilabilir hale

getirilemez ve bu reaksiyonlarda tekrar kullanilamaz (Rhee ve Woo, 2020).
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Peroksiredoksinlerin her ne kadar antioksidan savunma sisteminde rol oynayan
proteinler olsa da, ayrica hiicre biiylimesi, farklilagsma, embriyonik gelisim, bagisiklik
yaniti, apoptoz, lipit metabolizmasi1 ve hiicresel homeostaz gibi c¢esitli fizyolojik
fonksiyonlar1 da modiile eder (Abbas ve ark., 2019). Tez caligmasinda ekspresyon
seviyesi incelenen Prdx1, peroksredoksinlerin tipik 2-Cys alt grubuna dahil olan ve
antioksidan goérevlerinin yani sira timor baskilayici (Cao ve ark., 2009; Neumann ve ark.,
2003), DNA oksidasyonuna kars1 koruyucu (Egler ve ark., 2005), uzun 6miir i¢in gerekli
(Neumann ve ark., 2003), omurilik hasarinda seviyesi yiikselen (Huang ve ark., 2015),
vaskiiler diiz kas hiicreleri fonksiyon bozuklugunda potansiyel bir koruyucu (Maltese ve
ark., 2017), fakat kanser ilerlemesini de uyarabildigi (Riddell ve ark., 2011) belirtilen bir

proteindir.

1.5.3. Rad51 Rekombinaz (Rad51)

Hiicrelerde her giin endojen veya ekzojen etmenler kaynakli, farkli ¢cesitlerde DNA
hasarlar1 olusmaktadir. DNA hasaria sebep olan bu etmenlerden endojen yani spontan
etmenler yanlis eslesmeler, insersiyon veya delesyon; deaminasyon ve metilasyon gibi
kimyasal degisiklikler; depurinasyon ve depirimidinasyon gibi baz kayiplari; oksidatif
hasar; replikasyon hatalar1 olarak siniflandirilmistir. Eksojen yani ¢evresel etmenler ise
kimyasal ajanlar, ultraviyole veya iyonize radyasyon gibi fiziksel ajanlardir (Onur ve ark.,
2009). Hiicreler ise bu hasarlardan armnip genomik stabiliteyi korumak amacli tamir
mekanizmalart gelistirmistir (Laurini ve ark., 2020). Hiicrelerde bulunan bu tamir
mekanizmalarin en 6nemli 6zelligi her birinin belirli bir hasar tiiriine spesifik olmasidir

(Giglia-Mari ve ark., 2011).

Baz eksizyon tamiri (BER), niikleotid eksizyon tamiri (NER), yanlis eslesme
eksizyon tamiri (MER) gibi tamir mekanizmalari DNA’daki hasarli bazin oligoniikleotid
parcalarinin ¢ikarilmasi ve yerine dogru bazin yerlestirilerek olusan ¢entigin ligasyon
araciligiyla kapatilmasi prensibine dayanan tamir mekanizmalaridir (Kulaksiz ve Sancar,
2007; Onur ve ark., 2009). DNA tek veya ¢ift iplik kiriklar ise replikasyon hatalari, ROT,
UV/iyonize radyasyon sebebiyle olusabildigi gibi bir ¢ok genotoksik ajan da bu kiriklarin
olusumuna sebep olmaktadir (Caldecott, 2008; Ahnstrom ve ark., 1973; Chatterjee ve
Walker, 2017; Bhattacharjee ve Nandi, 2017). DNA ¢ift iplik kiriklar1 (DSB), bu hasarlar

arasinda en zararlisidir. Ciinkii bu kiriklarin bir tanesinin bile onarilamamasi sonucunda
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kromozom kayb1 ve hiicre 6liimii goriilebilecegi gibi, yanlis onarimi da kromozomal
translokasyonlar ve tiimor gelisimi ile sonuglanmaktadir (Onur ve ark., 2009; Shibata and
Jeggo, 2014). Metal iceren nanopartikiillerin ve kadmiyumun da DNA ¢ift iplik kiriklar
olusumunu indiikledikleri bilinmektedir (Mahaye ve ark., 2017; Rozgaj ve ark., 2002;
Fourie ve ark., 2007; Karlsson, 2010).

DNA ¢ift iplik kiriklar1 (DSB), homolog olmayan ug birlesimi (Non-homolog End
Joining, NHEJ) ve homolog rekombinasyon (HR) olarak adlandirilan iki ayr1 yolak ile
onarilabilmektedir (Sekil 1.5). Bu yolaklarin isminden de anlasilabilecegi gibi, NHEJ
kirik uglarin dogrudan ligasyonunu igerirken, HR her iki kirik ipligin onarimi i¢in bir
sablon olarak kullanacagi saglam bir homolog sekansa ihtiya¢ duyar. Bu yolaklar
arasindan hangisinin secilecegi ise kirtkk DNA ucunun yapisina ve hiicre dongiisii fazina
baglidir (Symington ve Gautier, 2011). NHEJ mekanizmasi genellikle hiicrede baskin
olan G; evresinde tercih edilirken, HR sirasinda kalip iplik olarak homolog kromozomu
kullanildig1 i¢in S ve G2 evrelerinde de goriilmektedir ve tstelik HR, NHEJ

mekanizmasina gore daha giivenilirdir (Sullivan ve Bernstein, 2018).

Hiicre DNA cift iplik kirig1 tamiri i¢in HR yolagin1 segtigi zaman, MRE, RAD50
ve NBS1 proteinlerinden olusan MRN kompleksi, DNA’nin kirik uglarinda baglanarak
CtIP proteini tarafindan 3’ tek iplikli DNA ¢ikintilarini olusturmasini saglar. Boylece
kirik tamiri i¢in gerekli rezeksiyon (resection: parga alip ¢cikarma) islemi baslatilmis olur.
Bu rezeksiyon islemi MRN/CtIP kompleksinin EXO1 veya BLM ve DNA2 proteinleri
ile igbirligi yapilarak yonetilir ve niikleazlar yeteri kadar parca ¢ikardiginda rezeksiyon
islemi sonlanir. Rezeksiyon sonrasi 3° DNA uglarin degrede olmasi veya sekonder
yapilarin olusmasini engellemek i¢in bu uclar replikasyon protein A (RPA) ile kaplanir.
Daha sonra RADS51 proteini, RPA proteinlerini ile yer degistirerek DNA uglari tizerinde
pre-sinaptik filameti olusturur. RADS51 araci proteinlerinin de yardimi ile bu yap1 diger
kopyadaki homolog sekansi aramaya baglar. Sekans bulundugu zaman heterodubleks
1simli yap1 olusur ve kalip zincirden DNA sentezi baslatilarak kirik bolgesindeki eksik

niikleotidler tamamlanir (Sullivan ve Bernstein, 2018).
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Sekil 1.5. DNA gift iplik kiriklarinin homolog rekombinasyon veya homolog

olmayan ug birlesimi yolaklari ile onarilmas1 (Sullivan ve Bernstein, 2018’den).

Rad51 proteini, homolog rekombinasyon sirasinda niikleofilament olusturarak
homoloji ve iplik degisimini sagladigr icin, DNA hasar onarimi ve genetik stabilitenin
saglanmasi agisindan oldukga 6nemli rollere sahip bir proteindir (Laurini ve ark., 2020;
Conway ve ark., 2004). DNA ¢ift iplik kiriklar1 tamirinde 6nemli role sahip olan Rad51
rekombinaz, hem in vivo hem de in vitro ¢alismalarda gesitli ajanlarin sebep oldugu
genotoksisite ile iliskilendirmek iizere biyomarkor olarak kullanilmaktadir (Singh ve ark.,
2017; Chen ve ark., 2014).
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2. MATERYAL VE YONTEM

Bu tez calismasinda Quantum Dot (QD) nanomateryallerinin sadece g¢ekirdek
(CdTe), ¢ekirdek/kabuk (CdSe/ZnS) ve kadmiyum igermeyen c¢ekirdek/kabuk
(CulnZnS/ZnS) ¢esitleri ile kadmiyum tuzunun (CdCl.) sitotoksik, genotoksik ve
histopatolojik etkileri zebra balig1 (D.rerio) modeli lizerinde arastirildi. Bu arastirmalar
hem primer hepatosit kiiltiirii elde edilerek in vitro, hem de direk canli iizerinde in vivo

olarak gerceklestirildi. Deney dizayn1 Sekil 2.1°de kisaca 6zetlendi.

Zebra balklarmnm teminm ve
laboratuvar ortamina
abgtnlmas:

L N

Primer kulttir vontemiyle
hepatosit kultori elde
ediimest

A Y

m”::’; é‘:gfm @ Kolturlerdeki hucrelere
o > QD veva CdCl,
= - uygulanmast
Karaciger. sohmngag ve Cd** sakmmi ve hiicrelerde kadmiyum birikim miktarinin belirlenmesi
deri dokulanndaki
cn‘ % & g Sitotoksisitenin  degerlendirilmesi
histopatolojik
bulgularin ortaya Genotoksisitenin belirlenmesi
komuimas:
Bivomarkor proteinlerdeki degisimlerin incelenmesi

Sekil 2.1. Tez ¢alisma plani. Farkl 6zellikteki QD’lar ve CdCl2’{in baliklardan primer
hepatosit kiiltlir hiicrelerine in vitro ve baliklara direkt olarak akvaryum suyu
vasitasiyla uygulanmasi ile in vivo deneyler gergeklestirildi. Madde uygulanan
baliklar veya hiicrelerden alinan 6rneklerde Cd?* birikimi, sitotoksisite, genotoksisite,
biyomarkor proteinlerdeki degisimleri ve histopatolojik degerlendirmelerini gosteren
deney akis semast.
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2.1. Kullanilan Kimyasallar, Sarf Malzemeleri ve Deney Kitleri

Tezde kullanilan malzemelerin tiimii Tablo 2.1°de ayrintili olarak gosterilmistir.

Tablo 2.1. Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasallar, sarf malzemeleri ve deney

kitleri
Malzeme Adi Markasi
CdTe Quantum Dot’lar PlasmaChem GMBH

CdSe/ZnS Quantum Dot’lar
CulnZnS/ZnS Quantum Dot’lar
Kadmiyum Kloriir (CdCly)

Ethyl 3-aminobenzoate methanesulfonate (MS-222)
Leibovitz's L-15 Medium

Leibovitz's L-15 Medium (fenol red icermeyen)
Tripan mavisi ¢ozeltisi (%0,4)
Trypsin-EDTA (0,05%)
Penicillin-Streptomycin (5,000 U/mL)
Gentamisin 10 mg/mL

Amfoterisin B 250 pg/mL

Fetal Bovine Serum (FBS)

Fosfat Tamponu (PBS) tableti

Hiicre kiiltiirii plakasi, 6 kuyulu
Hiicre kiiltiirii plakasi, 12 kuyulu
Hiicre kiiltiirii plakasi, 96 kuyulu

96 kuyulu siyah plaka

Serolojik pipet, 10 ve 5 mL

Enjektor filtresi 0,22 pm

Hiicre elegi 70 pm

Hiicre sayim cihazi lami1
Mikrosantrifiij Tiipi, 1.5 mL
BluCapp 15 mL falkon tiip

Nano Optic Materials, USA
Nano Optic Materials, USA
Alfa Aesar
Sigma- Aldrich
Gibco

Gibco
Invitrogen
Gibco
Invitrogen
Sigma- Aldrich
Sigma- Aldrich
Gibco
SantaCruz
SantaCruz
SantaCruz
SantaCruz
Nunc
SantaCruz
SantaCruz
Falcon

BioRad
SantaCruz
CAPP
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BluCapp 50 mL falkon tiip
Etil Alkol

Bistiiri

Bistiiri ucu

Bocek ignesi

Suda ¢oziiniir tetrazolyum (Water Soluble Tetrazolium, WST-1)
2'-7'-diklorodihidrofloresan diasetat (H.DCFDA)

Coomassie Brilliant Mavisi G-250
Fosforik asit (%85)

Si1gir Serum Albiimini (BSA)
Tris-HCI

KCI

MgCl;

NaH2PO4

Glukoz

Dimetil Siilfoksit (DMSO)

Lam

Lamel

Diisiik Kaynama Noktali Agaroz (LMA)
Yiiksek Kaynama Noktal1 Agaroz (HMA)
Hiicre Kaziyicisi

NaCl

Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)
NaOH

Triton-X

Etidyum Bromiir (EtBr)

Proteaz Inhibitor kokteyli x100
RIPA tamponu

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
2-merkaptoetanol

Gliserol

Bromofenol Mavisi

CAPP

Merck

IsoLab

Broche
Bohemia
Roche

Abcam

Sigma- Aldrich
Sigma- Aldrich
Sigma- Aldrich
Sigma- Aldrich
Sigma- Aldrich
Sigma- Aldrich
Sigma- Aldrich
BioL.ife
Sigma- Aldrich
Isolab

Isolab

Sigma- Aldrich
Sigma- Aldrich
TPP

Sigma- Aldrich
Sigma- Aldrich
Sigma- Aldrich
Sigma- Aldrich
Sigma- Aldrich
Sigma- Aldrich
SantaCruz
Sigma- Aldrich
Sigma- Aldrich
Sigma- Aldrich
Sigma- Aldrich
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Protein Markori
Yagsiz Siit Tozu
Anti-HSP90
Anti-PRDX1
Anti-RAD51
Anti-B-Aktin
Anti-Rabbit IgG-Peroxidase
WesternBright ECL
%10 Formalin
Ksilol

Parafin

Mikrotom Bigagi
Hematoksilen

Eozin

Entellan

PageRuler™, Sigma
Pmar

Cell Signaling
Abcam

Cell Signaling
Cell Signaling
Sigma
Advansa
Sigma- Aldrich
Merck

Merck

Leica

Merck

Merck

Merck

2.2. Kullamilan Cihazlar

Aragtirmamizda kullanilan tiim cihazlar Tablo 2.2’de ayrintili olarak gosterilmistir.

Tablo 2.2. Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar

Cihaz Adr Markas1

Ultrasonik Banyo Bandelin RK52H
Mikroplaka okuyucu Biotek Synergy Neo
Inkiibator Binder

Biyolojik giivenlikli kabin-Tip 2 Esco

Santrifiij Niive

Inverted mikroskop Olympus CKX31
Sarjli pipet Eppendorf

Su banyosu Thermo Scientific

+4, -20 ve -80°C sogutucular
Hiicre sayim cihazi

Manyetik karistiric

Argelik, Bosch
BioRad
IKA RCT classic
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pH metre Mettler Toledo

Vorteks IKARCT

Mikrosantrifiij Eppendolf

Ultrasonikator Bandelin Sonopuls UW 50
Mikro kadmiyum ve referans elektrodlari Lazar Research Laboratories
Nanospektrofotometre Thermo Scientific

Mini Protean Elektroforez Tanki BioRad

TransBlot Semidry Blotlama Cihazi BioRad

Mikrotom Leica

Isik Mikroskobu Leica

2.3. Quantum Dot’lar ve CdCl2

Deneylerde kullanilan QD’larin her birinin suda ¢dzlinilir olmasi i¢in karboksilik
asit (-COOH) ile termine edilmis formlar1 tercih edildi. QD’larin pargacik boyut bilgileri
iiretici firmanin Ol¢limlerine, zeta potansiyeli ise Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji
Aragtirma Merkezi’nde (DAYTAM) gerceklestirilen ZetaSizer analiz sonuglarina gore,

kadmiyum kloriir tuzlari ile beraber markalari belirtilerek Tablo 2.3’ de verildi.

Tablo 2.3. Tez calismasinda kullanilan QD’larin g¢alismadaki isimleri, zeta

potansiyeli, nanopartikiil cap1 ve marka bilgileri.

Materyal Calismada kullamilan ismi ~ Zeta Potansiyeli Nanopartikiil
(mV) Cap1 (nm)
CdTe QD Cekirdek-QD -14,0 2,55
CdSe/znS QD Cekirdek/kabuk QD -23,5 4,0
CulnZnS/ZnS QD  Kadmiyum i¢cermeyen QD -25,4 3,6

In vitro ¢alismalar igin, hiicre canliligin1 boliimiinde agiklanan yontemle ¢ekirdek-
QD’un zebra balig1 hepatositlerinde belirlenen 24 saatlik LCso degeri (105,9 pg/mL) goz
oniinde bulundurularak uygulama konsantrasyonlar1 25 pg/mL, 50 ng/mL ve 100 pg/mL
olarak belirlendi. Bu amagla QD’lar veya CdCl», stok ¢ozeltilerinden (25 mg/mL)

besiyeri icerisinde seyreltilerek deneylerde kullanildi. Literatiirde zebra baliklarina

27



QD’larin uygulandigi bir in vivo g¢alisma bulunmadigindan, diger omurgali ve omurgasiz
tiirlerle yapilan in vivo galismalar g6z oniinde bulundurularak in vitro konsantrasyonlarin
1:1000 oraninda seyreltilmis hali olan 25ug/L, 50 pg/L ve 100 pg/L konsantrasyonlari
tercih edildi (Louis ve ark., 2010;.Ambrosone ve ark., 2012; Leigh ve ark., 2012; Rocha
ve ark, 2015). Negatif kontrol olarak in vitro c¢alismalarda sadece besiyeri, in Vvivo
calismalarda ise madde ilave edilmeyen akvaryum suyu kullanildi. Olasi bir kiimelesmeyi
onlemek igin, tiim deneyler 6ncesinde QD’lar 30 dakika boyunca ultrasonik banyoda

sonike edildi.

2.4. Baliklarin Laboratuvar Ortamina Ahstirilmasi, In vivo ve In vitro Deneylerin

Kurulmasi

Tez ¢alismasinda ticari akvaryum saticilardan (Dogasan Akvaryum, Istanbul) temin
edilen, ortalama total boyu 3+0,5 cm ve ortalama agirhg: 1+0,3 g olan, her iki cinsiyete
ait 4-6 aylik ergin zebra baliklar1 kullanildi (Sekil 2.2). Baliklar laboratuvara temininden
itibaren aktif karbon filtreden gegirilmis, 28+2°C sicaklikta, 8,0+ 0,3 pH degerinde ve
¢oziinmiis oksiyen seviyesi 8,1+ 0,3 mg/L olan dinlendirilmis sebeke suyunda en az 1
hafta bekletilerek giinde iki kez pelet yem (Goldy Gran, Sera; Ham protein:% 33,00, ham
yag: % 7,20, ham lif: % 4,80, nem: % 5,40, ham kiil: % 5,80) ile beslendi.

2.4.1. Baliklara kimyasal uygulanmasi

In vivo etkileri belirlemek amaciyla baliklar, 15°er litre su igeren akvaryumlara, her
akvaryumda esit sayida balik olacak sekilde rasgele yerlestirildi (n=6). Bu akvaryumlara,
25 pg/L, 50 pg/L ve 100 pg/L konsantrasyonlarinda kimyasallar1 elde etmek iizere, 30
dakika sonik banyoda sonike edilen QD’lar veya CdCl; ilave edildi. 24 saatlik siirenin
sonunda baliklar 500 mg/L ethyl 3-aminobenzoate methanesulfonate (MS-222) ile

anestezi edilerek solungag, karaciger ve deri dokular disekte edildi.
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Sekil 2.2. MS-222 ile anestezi edilen zebra baliklari.
2.4.2. Primer hepatosit Kiiltiirii eldesi

Hiicre kiiltiirii calismalarina baslamadan hemen 6nce, tamamlanmis Lebowintz 15
(L-15) besiyeri ve antibiyotik-antimikotik igeren fosfat tuzlu tampon (PBS) soliisyonlari
taze olarak hazirlandi. Steril kabin igerisinde hazirlanan bu ¢ozeltilerin igerikleri ve

hazirlanis1 agsagida verildi.

Tamamlanmis L-15 besiyeri: %1 penisilin/streptomisin, %1 gentamisin, %2

amfoterisin B, %5 fotal sigir serumu (FBS), %91 Lebowintz 15 besiyeri. Tiim soliisyon
hazirlandiktan sonra 0,22 pm por ¢apli enjektor filtresinden gegirildi. Tamamlanmig
besiyeri +4°C’de 1-2 hafta kadar saklanabilmesine ragmen bu ¢alismada her deney oncesi
taze olarak hazirlandi. Stok antibiyotik, antimikotik ve FBS ¢ozeltileri ise -20°C’da

saklandi.

Antibiyotik ve Antifungal ajan ilaveli PBS: PBS soliisyonu 100 mL distile suyun

icerisine 1 adet PBS tableti atilip manyetik karistiricida karistirilmasinin ardindan
otoklavlanarak hazirlandi. Daha sonra steril kabin igerisinde %1 penisilin/streptomisin,
%1 gentamisin, %2 amfoterin B eklenerek antibiyotik ve antifungal ilaveli PBS elde
edildi.

Primer hiicre kiiltiirii elde edilmesi i¢in, laboratuvar ortamina alisan baliklar etil

metanosiilfonat (MS-222, 500 mg/L) kullanilarak anestezi edildi. Anestezi sonrasi
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baliklarin viicut ylizeyleri %70 etil alkol ile temizlenerek, steril kabine alindi. Baliklarin
abdomenlerinden kesi acgilarak, otoklavlanmis ince pensler ve steril igneler yardimiyla
baligin dis yiizeyine temasindan kaginilarak karacigerler ¢ikartildi. Vakit kaybetmeden

buz iizerinde bekletilen, antibiyotik ve antifungal ajanlar ilaveli PBS’e alindi.

Karaciger dokusu steril petri kabi icerisinde pens yardimiyla kiigiik parcalara
ayrilarak icerisinde %0,5 konsantrasyonunda Tripsin-EDTA ¢6zeltisi bulunan steril
behere aktarildi. Isiticil manyetik karistiricida 200 devir/dakika (rpm) ve 36°C sicaklikta
15 dakika karistirildi. Siire sonunda enzimi inaktive etmek igin, Tripsin-EDTA hacminin
2 kat1 kadar tamamlanmig L-15 besiyeri eklendi. Elde edilen bu hiicre siispansiyonu
hiicrelerin birbirlerinden tamamen ayrilmasini saglamak amaciyla 70 pm por ¢apina sahip

steril naylon elekten gecirildi.

Bu asamaya kadar olan adimlar karaciger hiicrelerinin izolasyonu olarak
adlandirilmaktadir ve bu asamanin sonunda izolat ad1 verilen, hepatositler de dahil olmak
tizere farkli hiicre tiplerini igeren bir hiicre siispansiyonu elde edilmektedir. Genel olarak
bir teleost karacigeri hacmen yaklasik %80 oraninda hepatositlerden olugmaktadir.
Geriye kalan %20’lik kisimda endotel hiicreleri, safra kanallarina ait epitel hiicreleri,
makrofajlar ve yag hiicreleri ve bosluklar bulunmaktadir (Segner, 1998). Her ne kadar bu
hiicreler hepatositlere oranla az olsalar da, primer hepatosit kiiltiirii elde edilmek
isteniyorsa bu hepatositler izolat igerisinden ayrilmalidir. Izolat icerisinden hepatositleri
ayirmanin en basit ve gecerli yontemi de diisiik devirde santrifiij etmektir. Bu nedenle,
elde edilen hiicre siispansiyonu 1000 rpm hizda 10 dakika boyunca santrifiij edildi.
Stipernatant atilarak besiyeri ile resiispanse edilip yikanan hiicreler tekrar santrifiij edilip
toplandi. Son olarak sayilmak ve kiiltiir kaplarina ekilmek iizere 1 mL besiyerinde

resiispanse edildi.

Elde edilen temiz hiicre siispansiyonundaki hiicre miktarin1 belirlemek {izere
siispansiyondan 50 pL 6rnek alinarak 1:1 oraninda %0,4 tripan mavisi ile karigtirildi. 5
dakikalik inkiibasyon sonrasinda hiicre-boya karisimindan 10 pL 6rnek, BioRad TC20

cihazina ait lama ytiklendi ve ilgili cihazda hiicrelerin sayim1 gergeklestirildi.

In vitro deneyleri gerceklestirmek iizere, elde edilen hiicrelerden istenilen sayida
hiicre, deneylere uygun plakalara ekilerek test kimyasallarin1 igceren veya igermeyen

(negatif kontrol) besiyerlerinde 24 saat siire ile inkiibe edildi (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Primer kiiltiire aliman Zebra Baligi hepatositlerinin faz kontrast

mikroskobu altindaki gériiniimii.
2.5. Akvaryum Suyu, Besiyeri ve Hiicre ici Kadmiyum Miktarlarmin Belirlenmesi

QD’lardan kaynaklanan sitotoksik ve genotoksik etkileri hiicre i¢i, besiyeri veya
akvaryum suyunda bulunan [Cd?*] miktarlari ile iliskilendirmek igin, [Cd?*] miktarlari
kadmiyum ve mikro referans elektrotlu bir iyon 6l¢lim cihaz ile, {iretici firmanin ve daha
once yapilmis ¢aligmalardan elde ettigimiz prosediire gore asagida anlatilan sekilde
gerceklestirildi (McLean ve ark., 2008; Burgos-Cara ve ark., 2016; Mamet ve ark.,
2017).

In vitro galismalarda, ilk olarak hiicreler 12 kuyulu plakalara kuyu basma 1x 10°
hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicreler, 25, 50 ve 100 ng/mL konsantrasyonlarinda ¢ekirdek
tip QD, ¢ekirdek/kabuk tip QD, CdCl; igeren veya kimyasal igermeyen (negatif kontrol)
besiyerlerine maruz birakildi. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan hiicreler PBS ile yikandi
ve hiicre kaziyicist ile toplandi. /n vivo uygulamalar igin ise 24 saat siire ile 25, 50 ve 100
ng/L konsantrasyonlarinda ¢ekirdek tip QD, ¢ekirdek/kabuk tip QD veya CdClz igeren ve
negatif kontrol olarak hi¢ madde igermeyen akvaryum suyuna maruz birakilan baliklar
kullanild1. Uygulama sonunda baliklar MS-222 ile anestezi edilerek baiklara ait solungag
ve karaciger dokular1 toplandi. Hem in vivo hem de in vitro deneylere ait 6rnekler,
ultrasonik prob ile homojenize edildi. Ornekler santrifiij ile ¢oktiiriildii ve siipernatant

toplandi.
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Ortamda bulunan [Cd?*] miktarmin belirlenmesi amactyla, hem in vivo hem de in
vitro deneylerden hemen Once, yukarida belirtilen konsantrasyonlarda ¢ekirdek tip QD,
cekirdek/kabuk tip QD veya CdCl; iceren ve negatif kontrol olarak hi¢ madde igermeyen

besiyerleri veya akvaryum sularindan 6rnekler alindi.

Son olarak, iyon 8l¢iim cihazi bilgisayara baglandi. Iyon 6l¢iim cihazina bagli olan
kadmiyum ve referans elektrodlari, yukarida anlatilan sekilde elde edilen 6rneklere direkt
olarak daldirildi. Cihaza ait Arrow lon yazilimi (Lazar Research Laboratuvaries, Inc.) ile

orneklerde bulunan [Cd?*] miktarlar1 otomatik olarak hesapland (Sekil 2.4).

Sekil 2.4. Iyon 6l¢iim cihazi ve yazilimi kullamlarak &rneklerde bulunan iyon

miktarlarinin hesaplanmasi (http://www.shelfscientific.com/cgi-bin/tame/newlaz/micro

ionn.tam).

2.6. Quantum Dot’larin ve CdCl2’iin Primer Kiiltiirdeki Hepatositler Uzerindeki

Sitotoksisitesinin Belirlenmesi

2.6.1. WST-1 Testi ile ¢ekirdek QD’ler icin LCso degerinin ve tiim QD’lar ile

CdClI2’iin hiicre canliligina etkisinin belirlenmesi

WST-1 testi (Water Soluble Tetrazolium, suda ¢6ziinebilir tetrazol) in vitro ortamda
hiicre canliligin1 6lgmeye yarayan, formazanin kolorimetrik 6l¢iimiine dayanan bir test
yontemidir (Tokur ve Aksoy, 2017). Tetrazolyum tuzlari, in vitro ortamda yanlizca canli

hiicrelerin mitokondrilerinde elektron alarak indirgenir ve renkli olan formazan yapisina
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doniisiir (Mossman, 1983). Bodylece renk degisiminin belirli bir dalga boyunda

absorbansinin alinmasi ile hiicre canlilig1 6l¢iilmektedir.

Tez c¢alismasinda hiicre canliligi, WST-1 c¢ozeltisi kullanilarak {ireticinin
prosediiriine gore dlgiildii. Taze izole edilen zebra balig1 hepatositleri kuyu basina 5x10*
hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara her uygulama ve kontrol grubu i¢in 10’ar
kuyu tekrarl olarak ekildi (Sekil 2.5) ve QD veya CdCl; igeren veya igermeyen (kontrol)
tamamlanmis L-15 besiyeri ile 24 saat inkiibe edildi. Deney sonunda her kuyuya 10 uL
WST-1 ¢ozeltisi eklendi. 30 dakika inkiibasyon sonrasi absorbans mikroplaka okuyucuda
450 nm dalga boyunda 6l¢iildii. Kontrol grubu olarak QD veya CdClz’e maruz kalmayan
kuyular kullanildi. QD’lardan gelen absorbansi elimine etmek amaciyla, QD igeren ve
WST-1 icermeyen kuyular kor olarak kullanildi (Tang ve ark, 2013b). Deney gruplarinin
absorbans degerleri kontrol grubunun absorbans degerlerine oranlanip 100 ile carpilarak
sonuglar kontrole gore normalize edildi. Boylece elde edilen yiizde canlilik oranlar
istatistiksel olarak analiz edildi ve grafiklendi.

Plaka 1
Madde uygulanmayan kontrol grubu

25 ng/mL ¢ekirdek tip QD uygulanan hepatositler
50 ug/mL ¢ekirdek tip QD uygulanan hepatositler
100 png/mL ¢ekirdek tip QD uygulanan hepatositler

25 ng/mL ¢ekirdek/kabuk tip QD uygulanan hepatositler
50 pg/mL gekirdek/kabuk tip QD uygulanan hepatositler
100 pg/mL gekirdek/kabuk tip QD uygulanan hepatositler

R R
(F=

Plaka 2

25 pg/mL Kadmiyum igermeyen QD uygulanan hepatositler
50 pg/mL Kadmiyum igermeyen QD uygulanan hepatositler
DD WDWWW :s 100 pg/mL Kadmiyum igermeyen QD uygulanan hepatositler
OO OO )
LR R R SR IR AR AR <>
R R R R
O S S S S <>~
$88088059089

25 ng/mL CdCl, uygulanan hepatositler
50 pg/mL CdCl, uygulanan hepatositler
100 pg/mL CdCl, uygulanan hepatositler

Sekil 2.5. WST-1 testi ile hiicre canliligini belirlemek tizere 96 kuyucuklu standart

plakalara ekilen hepatositlerin mikroplaka tizerindeki yerlesimi ve uygulama gruplart.

In vitro deneylerde primer kiiltiire alinan zebra balig1 hepatositlerine uygulanacak
olan QD’lar ve CdClz’lin konsantrasyonlarin1 belirlemek amaciyla oncelikle 24 saatte

33



hiicrelerin yarisin1 6ldiiren lethal konsantrasyon (LCso) degeri belirlendi. Bu amacla
primer kiiltiire alinan hepatositler 0; 0,001; 0,01; 0,1, 1, 10, 100 ve 500 pg/mL
konsantrasyonlarinda ¢ekirdek tip QD’lere maruz birakildi ve 24 saatlik deney siiresinin
sona ermesi ile yukarida anlatilan yontemlerle hiicre canlilig1 analiz edildi. Bu degerler
kullanilarak istatistik programi ile nonlinear regresyon analizi gerceklestirilerek LCso

degeri 105,9 pg/mL olarak belirlenlendi.
2.6.2. Hiicre kiiltiiriinde reaktif oksijen tiirlerinin tespiti

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) belirlenmesi, 2'-7'-diklorodihidrofloresan diasetat
(DCFH-DA) molekiiliiniin oksidasyonuna dayanan yontemle hesaplandi. DCFH-DA,
normal kosullarda floresan olmayan, hiicreye girebilen bir molekiildiir. Bu molekiil hiicre
igerinine girdigi zaman, hiicrede bulunan ROT ile oksidasyona ugrayarak floresan bir
molekiil olan DCF diklorofloresan (DCF)’a doniisiir. Hiicrelerde biriken DCF’1n floresan
6l¢timii ile ROT miktart hesaplanir (Eruslanov ve Kusmartsev, 2010).

Yapilan ¢alismada ROT seviyelerinin belirlenmesi i¢in DCFDA-Cellular Reactive
Oxygen Species Detection Assay Kit (Abcam) kullamildi. Oncelikle 5,3 mg DCFDA
tartilarak 1 mL dimetil stlfoksit (DMSO)’te ¢oziinerek DCFDA stok soliisyonu
hazirlandi (10 mM). 10 mL fenol red icermeyen tamamlanmis besiyerine bu stoktan 10
uL eklenerek 10 uM DCFDA igeren besiyeri elde edildi. Hepatositler, 10 uM DCFDA
igeren fenol red icermeyen bu besiyerinde 40 dakika 28°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyonu
takiben PBS ile yikandi ve tamamlanmig L-15 besiyerine alindi. Hiicreler, her uygulama
ve kontrol grubu icin 10’ar kuyu tekrarli, kuyu basina 5x10* hiicre olacak sekilde 96
kuyulu siyah plakalara ekilerek, QD veya CdCl,’ye maruz birakildi (Sekil 2.6). Siire
sonunda floresan sinyal mikroplaka okuyucuda 6l¢iildii (eksitasyon 485 nm/emisyon 535
nm). QD’lardan gelen floresan sinyali elimine etmek amaciyla, QD iceren ve DCFDA
icermeyen kuyular kor olarak kullanildi (Tang ve ark, 2013b). Sonuclar, WST-1
analizinde anlatildig1 sekilde kontrole gore normalize edilerek % ROT birikimleri

hesaplandi.
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Plaka 1

ps e e e : Madde uygulanmayan kontrol grubu
‘ 25 ng/mL gekirdek tip QD uygulanan hepatositler
‘ Y 3 50 pg/mL gekirdek tip QD uygulanan hepatositler

N s e 100 pg/mL g¢ekirdek tip QD uygulanan hepatositler

25 ng/mL gekirdek/kabuk tip QD uygulanan hepatositler
50 ng/mL gekirdek/kabuk tip QD uygulanan hepatositler
100 pg/mL gekirdek/kabuk tip QD uygulanan hepatositler

Plaka 2

25 ng/mL Kadmiyum i¢cermeyen QD uygulanan hepatositler
50 pg/mL Kadmiyum igermeyen QD uygulanan hepatositler
100 pg/mL Kadmiyum igermeyen QD uygulanan hepatositler

25 ng/mL CdCl, uygulanan hepatositler
o c i 50 nug/mL CdCl, uygulanan hepatositler

j << :\ = l\ & 4
\ 4 y
(] o ) / 2 itler
\/)_/ ORI >_/>_/>_/ C : 100 ng/mL CdCl, uygulanan hepatositler
OO OO\ _N_/ 50 uM H,0, uygulanan pozitif kontrol grubu

Sekil 2.6. Hiicrelerde biriken reaktif oksijen tiirleri miktarlarini belirlemek tizere 96
kuyucuklu siyah plakalara ekilen hepatositlerin mikroplaka iizerindeki yerlesimi ve

uygulama gruplari.
2.7.  Reaktif Oksijen Tiirlerinin Doku Diizeyinde Belirlenmesi

Dokularda biriken ROT miktar1, Kim ve ark.’nin (1996) Lebel ve Bondy (1990)’
den uyarladig1 prosediire gore ol¢iildii. Temel olarak, deney siiresi sonunda, QD’lara veya
CdCl2’e maruz kalan, negatif kontrol olarak higbir maddeye maruz kalmayan, pozitif
kontrol olarak da akvaryum suyu vasitasiyla %0,05 H202’e maruz kalan baliklardan
dissekte edilen solunga¢ ve karaciger dokulari ayri ayr1 homojenize edildi. Doku
lizatlarindaki protein miktarlar1 Bradford (1976) yontemi ile belirlendi. Bu amacla
oncelikle Bradford reaktifi hazirlandi. 10 mg Coomassie Brilliant Mavisi G-250 tartildi
ve 5 mL etil alkol (%95), 10 mL fosforik asit (%85) ve 85 mL distile su ile karistirildi
(son konsantrasyonlar: %0,01 (w/v) Coomassie Brilliant Mavisi G-250; %4,7 (w/v)
etanol; %8,5 (w/v) fosforik asit). Bu soliisyon filtre kagitlari ile siiziilerek karanlikta ve
+4°C’de saklandi. Protein standard1 olarak kullanilmak tizere 10 pg/mL, 100 ng/mL, 500
pg/mL ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda distile suda ¢oziinmiis sigir serum albiimini
cozeltileri (BSA) hazirlandi. 96 kuyulu plakanin her kuyusuna 200 ug Bradford reaktifi
dolduruldu ve iizerlerine 3’er tekrarli olarak protein konsantrasyonlar: belirlenecek olan

35



orneklerden, standartlardan ve dH20’dan 10’ar pL eklendi. Mikroplaka okuyucuda 595
nm dalga boyunda absrbans 6l¢iimii yapildi ve standart proteinlerin standart egrisi ¢izildi.

Bu egri ile karsilastirilarak 6rneklerin protein konsantrasyonlar1 hesaplandi.

ROT ol¢iimii i¢in gerekli olan test medymu hazirlamak tizere 0,242 g Tris-HCI,
0,969 g KCI, 0,047 g MgCl>, 0,239 g NaH2PO4 ve 0,54 g glukoz tartildi ve hacim distile
su ile 100 mL’ye tamamlandi (20 mM Tris-HCI, 130 mM KCI, 5 mM MgClz, 20 mM
NaH2PO4, 30 mM glukoz). 50 ug protein iceren hacimdeki lizat, test medyumu ile 100
uL’ye tamamlandi ve 96 kuyulu siyah mikroplakaya 10’ar tekrarli olarak yiiklendi. Stok
DFCDA ¢ozeltisi DMSO igerisinde 1:1000 oraninda seyreltilerek DFCDA ¢alisma
soliisyonu hazirland1 (10 pM/10 pL). Her kuyuya DCFDA ¢alisma ¢6zeltisi eklendi ve
37°C sicaklikta 30 dakika siireyle karanlikta inkiibe edildi. Ortaya ¢ikan floresan {iriin,
525 nm eksitasyon ve 485 nm emisyon dalga boyunda floresan okuyucuda ol¢iildii.

Sonuglar kontrole gore normalize edilerek %ROT birikimleri hesaplandi.
2.8. Comet Analizi

Tek hiicre jel elektroforezi olarak da bilinen comet analizi, DNA iplik kiriklarin
tek hiicre diizeyinde tespit edilmesine olanak saglayan hassas bir genotoksisite belirleme
yontemidir (Singh ve ark., 1988). Bu teknigin en biiyiik avantajlari; tek hiicre diizeyinde
analiz yaparak daha saglam istatistiklere olanak vermesi, numune basina oldukg¢a az
sayida hiicreye ihtiya¢ olmasi, hasar saptamada yiiksek hassasiyet ve hemen hemen her
okaryotik hiicrede uygulanabilirdigi olarak sayilabilir (Dhawan ve ark., 2009). Bu tez
calismasinda uygulanan comet analizi, Dhawan ve arkadaslarinin (2009) protokoliine

gore mindr degisiklik yapilarak asagidaki sekilde gergeklestirildi.

Lamlarin hazirlanmasi:

Lamlar, iizerinde leke veya kir bulundurmayacak sekilde metanol ile temizlendi
ve alevden gecirildi. 100 mL distile suya 1 g yiliksek erime noktali agaroz (HMA)
eklenerek mikrodalga firinda eritildi ve %1 HMA ¢o6zeltisi elde edildi. Temizlenen lamlar
sicak %1 HMA ¢o6zeltisine daldirilarak bir gece kurumaya birakildi. Uygulama yapilana
kadar +4°C’da saklandi.
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Jellerin hazirlanmasi:

Hiicrelerin elektroforezinin gerceklestirilecegi ortam olan jeller, 100 ml PBS ile
0,65 g diistik erime noktal1 agarozun (LMA) mikrodalga firinda eritilmesi ile elde edildi.
Elde edilen bu %0,65 LMA, 200’er pL olacak sekilde mikrosantrifiij tiiplerine
paylastirildi ve uygulama yapilana kadar +4°C’da saklandi.

Hiicrelerin eldesi:

In vitro deneylerde hiicre eldesi igin, 6 kuyulu plakada kuyu basma 1x10° hiicre
olacak sekilde QD’lar veya CdCl2’ye maruz kalan hepatositler kullanildi. Negatif kontrol
grubu i¢in sadece besiyeri, pozitif kontrol i¢in 5 pg/mL Etil Metanosiilfonat (EMS) iceren
besiyeri kullanildi. 24 saatlik deney siiresinin sonunda kuyulardan besiyerleri dikkatlice
uzaklastirildi ve kuyular soguk PBS ile yikandi. Hiicreler kaziyict ile dikkatlice
toplanarak PBS ile siispanse edildi.

In vivo deneylerde ise deney siiresinin sona ermesi ile karaciger ve solungac disekte
edildi. Negatif kontrol i¢in akvaryum suyuna hi¢ madde uygulanmayan, pozitif kontrol
icin ise %0,05 H202 uygulanan baliklara ait karaciger ve solunga¢ dokular1 kullanildi.
Dokular soguk PBS igerisinde dikkatlice pipetlenerek PBS igerisine dagilmis hiicre

siispansiyonu elde edildi.

Hiicre jel karisiminin hazirlanarak lamlara yayilmasi:

Onceden hazirlanan %0,65 LMA, 1sitic1 blokta 37°C’da 1sitilarak tamamen siv1 bir
hal alana kadar beklendi. PBS igerisindeki 5’er pL 6rnek, 200 pL %0,65 LMA ile
karistirlarak katilagmasina firsat vermeden HMA kapli lamlara (75 pL /lam) yayildi. ince
bir jel tabakasi elde edebilmek icin hiicre-LMA karisiminin {izerlerine lamel kapatilip
bastirildi ve +4 °C de bir siire bekletildi. Lamlarin tizerlerindeki lameller jele hasar

vermeden cikartilarak lizis asamasina gecildi.

Hiicrelerin Lizisi:

Hiicre zar1 ve ortamdaki diger kalintilarin uzaklastirilmas1 amaciyla, lamlar

+4°C’da ve karanlikta, 1 saat siireyle taze hazirlanmis lizis soliisyonuna maruz birakildi.
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Lizis stok soliisyonu hazirlamak igin 146,1 g NaCl, 37,2 g EDTA, 1,2 g Tris-HCI
tartildi. 700 mL distile su eklenerek 10 M NaOH ¢ozeltisi yardimiyla pH 10,0 olarak
ayarlandi hacim dH2O ile 890 mL’ye tamamlandi. Stok soliisyondan ¢alisma ¢ozeltisi
hazirlamak {izere 445 mL lizis stok solsiiyonuna 5 mL Triton-X ve 50 mL DMSO eklendi
(Son konsantrasyonlar: 2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris—HCI, ve %1 Triton X,
%10 DMSO; pH = 10). Dikkatli bir sekilde karistirilip olusan kopiigiin giderilmesi i¢in

en az yarim saat +4°C’de bekletildi.

DNA sarmalinin ¢Oziilmesi, elekroforez ve notralizasyon:

Elektroforez Oncesinde lizise ugrayan hiicrelerin DNA sarmalinin ¢dziilmesi

amaciyla, lamlar 20 dakika boyunca elektroforez tamponunda bekletildi.

Stire sonunda lamlar comet uygulamasina 6zel olan siyah elektroforez tankina
(SCIE PLASComet-02) alindi. Tank elektroforez tamponu ile dolduruldu, 24 volt (~0,74
V/cm) ve 300 mA akim ayari yapildi. 20 dakikalik elektroforez sonrasi lamlar tanktan

alindi.

Elektroforez tamponu hazirlamak i¢in ilk etapta 10 N NaOH ve 200 mM EDTA
stok ¢ozeltileri hazirlandi. 10 M NaOH hazirlamak igin 40g NaOH tartilarak dH2O ile
100 mL’ye tamamlandi. 200 mM EDTA igin ise 14,89 g EDTA tartilarak dH2O ile 200
mL’ye tamamlandi. Daha sonra 10 M NaOH’dan 30 mL, 200 mM EDTA’dan 5 mL
alinarak hacim soguk dH20 ile 1000 mL’ye tamamland1 ve pH >13 olacak sekilde
ayarlandi (Son konsantrasyonlar: 30 mM NaOH, 10 mM EDTA, 10 mM Tris—HCI, pH
>13).

Alkali ortamda gerceklestirilen elektroforez sonrasinda, hem boyalarin
uygulanabilmesi, hem de alkali ortamin 6rneklere verebilecegi zarar1 6nlemek i¢in lamlar
soguk noétralizasyon soliisyonunda (0,4 M Tris-HCI; pH=7,4) her 5 dakikada soliisyon
tazelenerek 15 dakika siireyle notralize edildi. N&tralizasyon soliisyonu ise 63,04 g Tris-
HCI’nin tartililip hacminin 1000 mL’ye tamamlanmas1 ve pH’inin 7,4’e ayarlanmasi ile

hazirlandi.

Goriintiileme ve Analiz:

Elektroforezi tamamlanan oOrneklerdeki DNA’lar normal 1sikta goriiniir

olmadigindan, goriintiilleme asamasi icin DNA’ya baglanabilen floresan boyalara ihtiyag
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duyulmaktadir. Bu ¢alismada DNA kiriklarin1 goriintiillemek amaciyla kirmizi bir
floresan boya olan Etidyum Bromiir tercih edildi. Bu amagla 10 mg EtBr, 50 mL dH20O’da
¢Oziindii ve 100X stok soliisyonu elde edildi. Goriintiilemeden 6nce bu soliisyon 1:100

oraninda seyreltildi ve boyama soliisyonu elde edildi (2 pg/mL).

Lamlara 75 pL Etidyum Bromiir sollisyonu damlatilarak, DNA’larin floresan
mikroskop altinda goriiniirliigii saglandi. Ardindan, Olympus BX51 floresan mikroskop

altinda incelenip her uygulama grubu i¢in en az 100 hiicre fotograflandi.

Comet analizinde hiicrenin saglam kalan nukleusu bas; elektroforez sirasinda
nukleustan uzaklasan DNA kiriklar1 ise kuyruk goriintiislinii olusturmaktadir. Bas ve
kuyruk DNA miktarlar1 ise comet analiz programlari yardimiyla (CometScore, Tri Tek v.

2.0.0.38) analiz edildi ve % kuruk DNA miktarlar1 hesaplandi (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. In vivo ve in vitro deneylerden elde edilen 6rneklerdeki DNA kiriklarini

belirlemek iizere gergeklestirilen comet analizinin uygulama basamaklari.
2.9. Western Blot Analizi

Kisaca western blotlama, jel elektroforezi ile ayrilmis olan proteinlerin elektrik
akimiyla bir membrana aktarilmasmin ardindan, spesifik antikor-antijen eslesmesi ile
istenilen proteinin tespitini saglayan bir yontemdir (Burnette, 1981). Y6ntemin uygulama

adimlar asagidaki sekildedir.

39



In vivo uygulamalar i¢in 24 saatlik deney siiresinin sona ermesi ile baliklardan

karaciger ve solungag¢ dokular dissekte edildi.

In vitro uygulamalar igin ise 6 kuyulu plakalarda kuyu basina 1x108 hiicre olacak
sekilde ekilen hepatositlere QD’lar ve CdCl, uygulanmasini takiben 24 saatlik deney
stirenin sona ermesi ile besiyerleri uzaklastirildi. Ardindan kuyular soguk 2xPBS ile
yikand1 ve hiicreler hiicre kaziyicisi ile dikkatlice toplandi. Protein izolasyonu yapilmak
tizere Ornekler proteaz inhibitorleri ilave edilen RIPA (Santa Cruz) tamponuna alinarak
hiicreler tamamen pargalanana kadar homojenize edildi. Hem in vivo hem de in vitro
deneylerin RIPA tamponu ile homojenize edilen Ornekleri, buz iizerinde 30 dakika
bekletildi ve ardindan 4°C’da 10.000xg devirde 10 dakika santrifiijlenerek siipernatant
toplandi.  Ornekler temiz tiiplere alindi  ve protein  konsantrasyonlari

nanospektrofotometre ile dl¢iildii. Ornekler bir sonraki asamaya kadar -20°C’de saklandh.
Western blot analizi i¢in kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanislart asagida belirtildi.

Yiikleme tamponu:

Proteinlerin SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat Poli Akrilamid Jel Elektroforezi)
elektroforezinden 6nce denatiire edilmesi amaciyla yiikleme tamponu hazirlandi. Bunun
igin 6 mg bromofenol mavisi tartildi ve tizerine 2,4 mL 1M Tris-HCI (pH 6,8), 3 mL %10
SDS, 3 mL Gliserol ve 1,6 mL 2-Merkaptoetanol eklenerek hacim 30 mL’ye tamamlandi
(Son konsantrasyonlar: 0,06 M Tris-HCI, pH 6,8, %1 SDS, %1 2-merkaptoetanol, %10

gliserol, ve %0,025 bromofenol mavisi). Hazirlanan yiikleme tamponu +4°C’de saklandi.

Tank Tamponu:

SDS-PAGE elektroforezin gergeklestirildigi tampondur. 10X konsantre tank
tamponu hazirlamak i¢in 30,3 g Tris, 144 g Glisin ve 10 g SDS tartilarak hacim 1 litreye
tamamlandi. Kullanilmadan 6nce 10 kat1 seyreltildi (Son konsantrasyonlar: 25 mM Tris,

190 mM Gilisin, %0,1 SDS).

Transfer Tamponu:

Jeldeki proteinlerin membranlara transferi i¢in blotlama asamasinda kullanildi. Bu

tamponunu hazirlamak i¢in 100 mL 10X tank tamponu ve 200 mL metanol karistirilarak
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hacim 1 litreye tamamlandi. Kullanilmadan 6nce 10 kat seyreltildi (25 mM Tris, 190 mM

Glisin, %20 metanol).

SDS-PAGE jel hazirlanmasi:

Elektroforez yontemi ile proteinleri boyutlarna gore ayristirmak igin %12
konsantrasyonunda SDS-poliakrilamid jel tercih edildi. Bu amagla 3,4 mL H2O, 4 mL
%30 Akrilamid-Bis, 5 mL 1,5 M Tris (pH 8,8), 100 uL %10 SDS 100 pnL, %10 APS ve
10 uL TEMED karistirildi ve hemen elektroforezin gergeklestirilecegi plakalarin arasina
dokiildii. Jelin iist kismmin diiz bir sekilde kurumasi igin iizerine %70 alkol eklendi.
Yaklagik 20 dakika sonra jelin katilasmasindan sonra, jelin tizerine eklenen %70 alkol
jelden uzaklastirildi ve yiikleme jeli hazirlandi. Bu amagla 2,7 mL H20O, 0,8 mL %30
Akrilamid-Bis, 0,5 mL 1 M Tris (pH 6,8), 40 uL %10 SDS, 40 uL %10 APS ve 4 uL
TEMED karistirildi, ayirma jelinin hemen iizerine dokiildii ve vakit kaybetmeden
proteinlerin yiiklenecekleri kuyucuklar1 olusturmak amaciyla jel taragi yerlestirildi.
Yaklasik 5 dakika sonra katilasan jelden tarak c¢ikartildi ve elektroforez tankina
yerlestirilerek drnek yiiklemeye hazir hale getirildi (Sekil 2.8).

Jel hazirlanmadan once, aresina jel Cam plaka, standa yerlestirilir.
dokiilecek olan cam plaka hazirlamir.

1ki cam plaka arasina aymrma jeli dokiiliir,

diizgiin bir sekilde kurumasi i¢in hemen

%70 etanol eklenir.
- |

Hazirlanan jel cam plakadan
ayrilmadan elektroforez
Modiil, elektroforez tankma modiiliine yerlestirilir.
yerlestirilir.

Ayirma jeli katilastiktan sonra %70 alkol
uzaklastirihir, hazirlanan yiikleme jeli
dokiiliip tizerine tarak yerlestirilir.

Sekil 2.8. SDS-poliakrilamid jel hazirlik asamalari.
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SDS-PAGE elektroforez agamasindan dnce, kontrol ve deney gruplarindan elde
edilen protein ornekleri ile yiikleme tamponu 1:1 oraninda karistirilarak su banyosunda
95°C sicaklikta 7 dakika denatiire edildi (Chapdelaine ve ark., 2001). Ornekler, SDS-
PAGE elektroforezi gergeklestirilene kadar -20 °C’de saklandi.

SDS-PAGE elektroforezi i¢in, yukarida anlatilan sekilde %12 konsantrasyonunda
ayirma jeli ve standart yiikleme jeli hazirlandi. Proteinlerin molekiiler agirliklarini
belirlemek amaciyla ilk kuyuya bir protein markoérii ve sonraki kuyulara da
konsantrasyonlar1 belirlenmis olan protein 6rnekleri kuyu bagina 50 pg protein olacak
sekilde yiiklendi. Ardindan jeller elektroforez tankina yerlestirildi ve tank elektroforez

tamponu ile doldurularak 110 V’da 90 dakika siire ile elektroforez gerceklestirildi.

Jeldeki proteinlerin etkili bir sekilde nitroseliiloz membrana transfer etmek
amactyla, TransBlot SemiDry cihazi ile blotlama yapilds. iki adet blotlama kagidi transfer
tamponu ile 1slatildi. Uygun ebatlarda kesilen nitrosiililoz membran ile SDS-PAGE
elektroforezi gerceklesen jel, 1slatilmig blotlama kagitlarinin arasina sikistirilarak cihaz
kapatild1 ve 25 volt, 21 dakikada nitroseliilloz membrana transfer gergeklestirildi (Sekil
2.9).
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Elektroforez tankma tank tamponu doldurulur. Jelde olusturulan
kuyulara protein markorii ve drnekler yiiklenir.

Tankm tizeri kapatilarak gii¢ kaynagma baglanir. Volt ve
siire ayar1 yapilarak elektroforez baglatilir.

Q Katot
'

Transfer Yonii |

Filtre
¥  Kagpdi

Elektroforezi tamamlanan proteinlerin nitroseliiloz membrana

transferi icin transfer yoniine gore belirtilen sirada nitroseliiloz

membran, jel ve filtre kagitlar1 yerlestirilir, TransBlot cihazinda
transfer yapilir.

Sekil 2.9. SDS-PAGE elektroforezi ve blotlama isleminin uygulama basamaklari.

Proteinlerin membrana transferin tamamlanmasi ile, membran 90 dakika boyunca
%S5 yagsiz siit tozu iceren PBS soliisyonu ile bloklanmak iizere oda sicakliginda 90 rpm
devirde calkalandi. Bloklama sonrasinda, yine %35 yagsiz siit tozunda belirtilen oranlarda
seyreltilen Anti-Hsp90 (1:500), Anti-Prdx1 (1:500), Anti-Rad51 (1:500), Anti-p-Aktin
(1:1000) primer antikorlar1 ile ayri ayr1 muamele edilen membranlar, +4°C’de gece

boyunca 90 rpm devirde ¢alkalanarak inkiibasyona birakildi. Ardindan, membranlar 5’er
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dakika boyunca 3 kez PBS ile yikanarak, baglanmamis primer antikorlar uzaklastirildi.
Daha sonra membranlar, %5 yagsiz siit tozu igerisinde 1:2000 oraninda seyreltilen Anti-
Rabbit-IgG (sekonder antikor) ile muamele edilerek 60 dakika boyunca oda sicakliginda
90 rpm devirde calkalanarak inkiibe edildi. Bu asamanin ardindan membranlar
baglanmayan sekonder antikorlari uzaklastirmak iizere 3’er kez PBS ile yikandi.
Bloklama, primer ve sekonder antikorlar ile inkiibasyon ve goriintiileme agsamasi Sekil

2.10’da sematize edilerek 6zetlendi.

Bloklama :
Proteinler
Soliisyonu \\\ / 2 ECL cozeltisinin ve Ig ile reaksiyona girmesi

Hedef Protein sonucu meydana gelen 1s1ma ile hedef
proteinlerin tespit edilmesi
ﬁemgran Bt
Bloklama agamasinda membrandaki bosluklarin Memgran

bloklama soliisyonuyla doldurulmast ECL ¢ozeltisinin eklenmesi

l Primer antikorlar ile inkiibasyon 1 I

N a N
N R \\
N R IR e
U [N [ Membran
Meﬁm ¥ Yikama ile baglanmayan sekonder antikorlarin uzaklastirilmasi

Yikama ile baglanmayan primer
antikorlarmn uzaklastirilmasi

P‘% 7 M =

Ig ile konjuge edilen sekonder antikor ile inkiibasyon

Sekil 2.10. Nitroseliilloz membrana transferi gerceklestirilen proteinler arasindan
hedef proteinlerin tespit edilebilmesi amaiyla gerceklestirilen bloklama, primer ve

sekonder antikorlar ile inkiibasyon ve ECL ¢ozeltisi kullanilarak goriintiilenmesi.

Goriintiileme asamasinda membranlar, karanlik odada ECL ¢ozeltisi ile muamele
edildi ve filme basildi. Banyo islemi ardindan filmler fotograflandi. Yiikleme kontrolii
olan B-actin’e ve hedef proteinlere ait bantlarin yogunlugu Image J (NIH) programi ile

analiz edildi ve bant yogunluklar1 $-aktin’e gore normalize edildi.
2.10. Histopatolojik Etkilerin Belirlenmesi

QD ve CdCl; uygulanan ve kontrol grubu baliklarindan 24 saatlik deney siiresinin
sona ermesi ile karaciger, solungag¢ ve deri 6rnekleri alindi ve histolojik inceleme icin

hazirlandi. Histopatolojik inceleme i¢in takip edilen adimlar asagida verildi.
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Yirmi dort saatlik deney siiresinin sonunda, MS-222 ile anestezi edilen baliklar
hemen dissekte edildi ve karaciger, solunga¢ ve deri dokular1 %10 nétral formalinde 24
saat slireyle fikse edildi. Daha sonra bu 6rnekler sirasi ile %70, %80, %90 ve %100 etil

alkolde 30’ar dakika bekletilerek dehidratasyon agsamasi tamamlandi.

Alkoldeki dokular parafine gomiilmeden 6nce gegis ortamina ihtiya¢ duymaktadir.
Bu amagla dokular ilk 6nce 1:1 oraninda alkol-ksilol karisiminda 15 dakika, daha sonra
saf ksilolde tekrar 15 dakika bekletildi. Ardindan 60°C sicakligindaki etiiviin igerisinde,
ayni sicaklikta siv1 halde bulunan parafin ile ksilol 1:1 oraninda karistirilarak dokular 30
dakika bu karigimda bekletildi. Dokular erimis parafin igerisine alinarak ilk 6nce 2 saat
bekletildi, daha sonra parafin degistirilerek gece boyu parafinin dokunun her tarafina
girebilmesi i¢in bekletildi. Daha sonra bu dokulardan etiketlenmis parafin bloklar
hazirland1 ve trimlenerek kesit almak i¢in hazir hale getirildi. Bu bloklardan mikrotom
cihazi ile 5 pum kalinliginda kesitler alind1 ve lamlara yayildi. Daha sonra boyamaya
hazirlik asamasima gecildi. Once dokulardaki parafinin uzaklastirilmasi icin lamlar 10
dakika etiivde bekletildikten sonra ksilol dolu salelere yerlestirilerek 15 dakika daha
bekletildi. Ardindan lamlar %100, %90, %80 ve %70’lik azalan alkol serilerinde 5’er
dakika bekletildi. En son suya indirilen kesitler boyama islemi i¢in dnce hematoksilen
(Merck) ile 10 dakika boyandi, akarsu altinda fazla boyadan arindirildi ve dH20 ile
yikandi. Ardindan 5 dakika Eosin (Merck) ile boyandi. Kalic1 preparat yapmak {izere,
tizerinde boyanmis doku kesitlerinin bulundugu lamlar 5’er dakika artan alkol
serilerinden (%70, %80, %90 ve %100) gegirildi. 10 dakika ksilolde bekletildi ve kanada
balzami (Entellan, Merck) ile kapatildi. Son olarak dokular 151k mikroskopu (Leica
DM1000 LED, Leica Microsystems, Germany) ile incelenerek fotograflandi.

2.11. istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen verilenin istatistiksel analizi Graphpad V programi ile
gerceklestirildi. Tiim uygulama gruplar1 ve kontrol grubu arasindaki farklar tek yonlii
varyans analizi (One-Way ANOVA), ikili gruplar arasindaki farkliliklar ise Student T-

test ile analiz edildi.<0,05 durumu istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Akvaryum Suyu, Besiyeri, Hiicre i¢i ve Dokularda Cd?* Miktar

Deneyler baslamadan hemen 6nce, kadmiyum igeren QD’lar veya CdCl, igeren
deneysel ortamlarda (akvaryum suyu, besiyerleri) bulunan ve ayrica deney siiresinin sona
ermesi ile dokularda veya hiicrelerde biriken [Cd?*] konsantrasyonlar1 iyon 8l¢iim cihazi

ve cihaza ait yazilim ile 6l¢iildii.

In vitro deneylerde, hem Cd-QD hem de CdCl, igeren besiyerlerinde, uygulanan
her konsantrasyonda (25, 50, 100 pg/ml) kadmiyum iyonu tespit edildi (Sekil 3.1).
Sonuglara gore, CdCl> ilave edilen besiyerinin, Cd-QD’lar1 igeren besiyerlerinden her
konsantrasyonda ¢ok daha fazla miktarda [Cd?*] igerdigi belirlendi. Ayrica, cekirdek tip
QD ve ¢ekirdek/kabuk tip QD’larm besiyerine sizdirdig1 [Cd?*] arasinda da anlamli bir
fark bulundu (p< 0,001). Yukarida da anlatildig1 gibi, QD’a ¢evrilen kabuk yapisi, hem
QD’un stabilitesini artirmak, hem nanomateryalin aginmasi ile meydana gelebilecek
floresan 151ma kaybini 6nlemek, hem de toksik etkilerini azaltmaya yarar. Caligmada her
konsantrasyonda kabuklu QD’un kabuksuz formuna gére daha az miktarda [Cd?*]
salinimina neden oldugu gorildii. Sonuglar, ZnS kabuk yapisinin ¢ekirdekten kadmiyum

salinimin azalttig1 yoniindedir.
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Sekil 3.1. Besiyerlerinde belirlenen [Cd?*] konsantrasyonlari (uM). Deneylerden
hemen 6nce tamamlanmig L-15 besiyerlerine 0, 25, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarini
elde etmek ilizere Cd-QD’lar veya CdCl; ilavesinin ardindan besiyerlerinde bulunan
[Cd?*] konsantrasyonlart 6lgiildii. Cd-QD’lar ve CdCly igeren besiyerleri her
konsantrasyonda kontrole gore anlamli olarak [Cd?*] bulundurmaktadir (***: p< 0,001,
One-Way ANOVA, n=3). ZnS kabugun, besiyerine daha az [Cd?'] sizmasina neden
oldugu belirlendi (#: p<0,05, One-Way ANOVA, n=3).

In vivo deneyler i¢in hazirlanan 0, 25, 50 ve 100 ug/L konsantrasyonlarinda Cd-QD
veya CdCl, igeren akvaryum sularinda tespit edilen [Cd?'] Sekil 3.2°de belirtildi.
Besiyerindeki Cd?* konsantrasyonlarindan farkli olarak, Cd-QD’larin ¢ekirdeginden
salman [Cd?*] varhg: yalmzca en yiiksek konsantrasyonda (100 pg/L) tespit edilebildi.
Besiyerinde yapilan 6l¢iim sonuglari ile uyumlu olarak ZnS kabugun varligi, 100 pg/L
Cd-QD igeren akvaryum sularinda, ¢ekirdekten [Cd?*] salinmasini engel olarak akvaryum
sularinda bulunan [Cd?'] miktarmin, ayn1 konsantrasyonda g¢ekirdek tip QD’a kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik olmasi ile sonuclanmistir (p< 0,001).
CdCl,’den kaynaklanan [Cd?*] miktar1 ise akvaryum suyunda bulunmasi hedeflenen

miktarlara paralel olarak artig gosterdi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. 0, 25, 50 ve 100 pg/L Cd-QD’lar ve CdCl: igeren akvaryum sularinda
bulunan [Cd?*] konsantrasyonlari (nM). 25 ve 50 ug/L Cd-QD iceren akvaryum sularinda
[Cd?*] tespit edilmedi. CdCI. iceren akvaryum sularinda ise her konsantrasyonda [Cd?*]
tespit edildi (***: p< 0,001, One-Way ANOVA, n=3). ZnS kabugun ise, akvaryum
suyuna daha az [Cd?*] sizmasina neden oldugu belirlendi (#: p<0,05, One-Way ANOVA,
n=3).

In vitro deneylerde hepatositler, in vivo deneylerde ise baliklar 24 saat boyunca
farkli konsantrasyonlarda Cd-QD’lara veya CdClz tuzuna maruz kaldiktan sonra
hiicrelerde veya dokularda biriken [Cd?*] miktarlar1 6lgiildii ve sonuglar Sekil 3.3 ve
3.4’de gosterildi. Sonuglar karsilastirildiginda, hem Cd-QD’larin hem de CdCl.’in,
kontrole kiyasla anlaml1 bir sekilde hiicre veya doku igerisinde [Cd?*] birikimine sebep

oldugu gozlendi. (p<0,001).
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Sekil 3.3. 24 saat siire ile Cd-QD’lara ve CdCl’e maruz kalan hepatositlerde [Cd?*]
birikimi (***: p< 0,001, One-Way ANOVA, n=3).

Baliklarin 24 saat siireyle akvaryum suyu vasitasiyla Cd-QD veya CdCl;’e maruz
kalmas1 sonucunda, solungac ve karaciger dokularinda bulunan [Cd?*] miktarlar1 ayri
ayr1 belirlendi ve her konsantrasyonda, solungaglarda karacigere gore daha fazla [Cd?]
birikiminin oldugu tespit edildi (Sekil 3.4). Solungaglarin, akvaryum suyu ile direkt
olarak temasta olmasi ve filtrasyon yapmasi sebebiyle yiiksek miktarda birikimin tespit
edilmesi beklenilen bir durumdur. Kadmiyumun karacigere, sindirim sistemi veya
solungaclar araciliiyla viicuda alindiktan sonra, dolasim sistemi aracilig1 yani kan yolu
ile ulastigi distiniilmektedir. Bu nedenle iyonik kadmiyumun veya Cd-QD
nanopartikiillerinin karacigere ulasana kadar birden ¢ok yerde birikime ugrama ihtimali
bulunmaktadir ve bu durum solungaclara kiyasla karacigerin daha diisiik miktarlarda
[Cd?*] birikimi gostermesinin sebebi olabilir. Ayrica, akvaryum suyu icerisinde Cd-
QD’lardan s1zarak serbest hale gecen [Cd?*], sadece 100 pg/L konsantrasyonlarinda tespit
edilebilmis olup, belirlenen [Cd?*] miktarlari oldukga diisiiktiir (Sekil 3.2). Bu sebeple
solungaglarda tespit edilen [Cd?*]’un direkt olarak QD’larm hiicreye alinarak
parcalanmas1 sonucu biriktigini; karacigerdeki [Cd?']’un ise hem nanopartikiillerin
taginarak, hem de solungaclar da dahil olmak iizere diger dokularin igerisinde bu
nanomateryallerin asmarak meydana getirdigi [Cd?*]’un karacigere ulasmasindan
kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Kisacasi, karacigerde biriken [Cd?*] hem QD’larin
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direkt olarak hiicre igerisinde aginmasi ile, hem de bagka dokularda aginarak iyonik hale

gecen [Cd?*]’un tasinmasindan kaynaklanmis olabilektedir.

Hem in vivo hem de in vitro deneylerde, Cd-QD’larin CdClz’e gore ¢ok daha fazla
miktarda [Cd?*] birikimine sebep oldugu gériildii. Ayrica, in vitro deneylerde cekirdek
tip QD’larin sebep oldugu [Cd?**] miktarlar1 da cekirdek/kabuk tip QD’lara gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha fazla oldugu belirlendi. /n vivo ¢alismalarin
en yiiksek konsantrasyonlarinda da (100 pg/L), ZnS kabukla enkapsiile edilen QD’lar,
cekirdek halde bulunan QD’lara gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde dokularda
daha az [Cd?"] birikimine yol actign goriildii (p<0,05). Bu durum ise ZnS kabugun
¢ekirdek aginmasini bir miktar geciktirdigi veya azalttigin1 gostermektedir. Fakat in vivo
uygulamalarda diisiik ve orta konsantrasyonda Cd-igeren QD’lar arasinda bu fark anlaml

bulunmadi (p>0,05).
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Sekil 3.4:. 24 saat siire ile Cd-QD’lara ve CdCl2’e maruz kalan baliklarin karaciger
ve solungag¢ dokularinda [Cd?*] birikimi (***: p< 0,001, One-Way ANOVA, n=3).

Kalsiyum ve kadmiyum iyonlarmin hem yiik, hem de atom ¢ap1 gibi kimyasal
benzerlikleri sebebiyle, kadmiyum iyonu hiicreye voltaj veya reseptor kapili kalsiyum
kanallarindan ve ayrica kolaylastirilmis difiizyon ya da aktif tasima ile girmektedir
(Choong ve ark., 2014). Cd-QD’larin hiicreye alinis yolunun ise iyonik kadmiyumdan
farkli olarak endositoz oldugu bildirilmistir (Zhang ve ark., 2015). Yapilan calismada da
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CdCl, tuzlarindan kaynakli besiyeri veya akvaryum suyunda iyonik halde bulunan
kadmiyumun hiicrelere belirtilen yollarla, Cd-QD’larin ise endositoz ile girmesi
beklenmektedir. Yapilan bu g¢alismada hem in vivo hem de in vitro deneylerde, her
konsantrasyondaki [Cd?*] birikimi, CdClz’e kiyasla Cd-QD’larin uygulandig1 gruplarda
oldukca fazla miktarlardadir. Cd-QD’lar ile CdCl2’iin neden oldugu [Cd?*] birikimleri
arasindaki bu biiyiik farkin sebebinin, hem hiicreye alinig sekillerindeki farkliliklardan,
hem de Sabella ve arkadaslar1 tarafindan oOnerilen “Truva Ati Mekanizmasi’ndan
kaynaklandig1r distliniilmektedir. Bu mekanizma kisaca, bir metal nanopartikiiliin
endositoz ile hiicreye alindiginda, endozomlarin dogal asidik yapis1 nedeniyle
nanomateryalin asmnmasi ve icerdigi metal iyonlarinin hiicresel ortama salmasindan
ibarettir (Lovri¢ ve ark., 2005). Tez calismasinin sonuglari, Truva ati mekanizmas ile
uyumlu olup, hem in vivo hem de in vitro ¢alismalarda gozlemledigimiz Cd-QD’lar ile

CdCl; arasinda gériilen [Cd?*] birikimi farkin1 agiklamaktadir.

3.2. Hiicre Canlihig1

Primer kiiltiir yontemiyle elde edilen hepatositlerin 24 saat siireyle QD’lara veya
CdCl2’a maruz kalmasinin ardindan hiicre canliliginda meydana gelen degisimler WST-

1 hiicre canlilig testi ile belirlenerek Sekil 3.5°de gdsterildi.

Kontrol ile karsilagtirildiginda, hem ¢ekirdek hem de ¢ekirdek/kabuk tip QD’larin
hiicre canliligini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalttigi belirlendi (p<0,001).
Primer hiicre kiiltiirinden ziyade, meme kanseri (MCF-7), fare hepatositleri (AML12),
insan embriyonik bobrek hiicreleri (HEK293), akciger kanser hiicreleri (HeLa) ve insan
hepatokarsinoma (HepG2) gibi hiicre hatlar1 ile yapilan Onceki c¢aligmalarda da
kadmiyum igeren QD’larin hiicre canliligini doza bagl olarak azalttigi gosterilmistir
(Lovri¢ ve ark., 2005; Zhang ve ark., 2015; Lai ve ark., 2015; Katubi ve ark., 2019). Her
ne kadar ZnS kabuk yapis1 hiicre i¢i [Cd?*] miktarini istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde azaltmis olsa da, bu azalis hepatositleri Cd-QD’larin sitotoksik etkisinden
korumakta yeterli olamamustir. Bu durum toksisitenin tek basina hiicre igi [Cd?']
birikiminden kaynaklanmadigin1 diistindiirmekte olup, ¢alismada kullanilan ¢ekirdek ve
cekirdek/kabuk tip QD’larin {-potansiyelleri, kimyasal kompozisyonu veya nanomateryal

boyutlarinin da bu duruma katki saglamis olabilecegi diisiintilmektedir.
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Sekil 3.5. 24 saat siire ile 25, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinda QD’lara veya
CdCl2’e maruz kalan zebra baligi hepatositlerinde meydana gelen hiicre canlihigi

degisimleri (n= 10; *p <0,05; ***p<0,001; One Way-ANOVA).

Kadmiyum igeren QD’larin (Cekirdek tip ve Cekirdek/kabuk tip QD’lar) aksine,
Cd icermeyen QD’larin hiicre oliimiine sebep olmayip, aksine hiicre canlilifinda
istatistiksel olarak anlamli olmayan hafif bir artisa sebep oldugu gorildii (p>0,05).
Calismada kullandigimiz Cd icermeyen QD’larda nanomateryelin temel bileseni olarak
oldukga toksik oldugu bilinen Cd yerine Cu kullanilmaktadir. Bu QD’lar da diger metal
igerikli nanopartikiillerde oldugu gibi hiicresel ortama girdiginde asinarak hiicresel
ortama [Cu?'] salinmasina neden olacaktir. Farkli hiicre hatlar1 ile yapilan onceki
caligmalarin da gosterdigi gibi, bakir kaynagi olarak diisiik konsantrasyonlarda CuClz
veya CuSO4 uygulamasi, hiicre proliferasyonunu artirmaktadir (Xu ve ark., 2013; Ruiz
ve ark., 2016). Bu nedenle zebra balig1 hepatositlerinin canliliginda gozlemlenen bu hafif
artts, Cd-icermeyen QD’larin ¢ekirdeginden sizmas1 muhtemel olan Cu?* iyonlarindan

kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

Kadmiyum i¢ermeyen QD’lara benzer sekilde, CdCl, uygulanan hiicrelerde de
hiicre canliligmmin arttigi  goriilmektedir. Bu artis her ne kadar 25 pg/ml
konsantrasyonundaki CdCl; igin istatistiksel olarak anlamli olmasa da, 50 ve 100 pg/ml

konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05 ve p<0,001). Sonuglar
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ile uyumlu olarak yapilan diger caligmalar, hiicrelere diisiik konsantrasyonlarda
kadmiyum uygulamasinin DNA sentezi ve hiicre biiylimesini uyardigi (Von Zglinicki ve
ark., 1992; Misra ve ark., 2002; Siewit ve ark., 2010); ayrica zebra balig1 karaciger hiicre
hattinda (ZFL) ise apoptozu bloklayarak hiicre proliferasyonunu arttirdig1 gosterilmistir
(Chen ve ark., 2014). Bu tez ¢alismasinda kadmiyum igeren iki ayri tip QD (¢ekirdek tip
ve ¢ekirdek/kabuk tip), kadmiyum igermeyen QD’lar ve CdClz’ilin, primer kiiltlire alinan
zebra balig1 hepatositlerinin canliligina olan etkileri ilk kez bir arada degerlendirilmistir.
Her ne kadar bir materyalin toksik etkilerini belirlemek i¢in hiicre canliligi testleri Gnemli

bir parametre olsa da, tek basina yeterli degildir.

3.3. Reaktif Oksijen Tiirleri Birikimi

Hem QD’lar hem de CdCl2’e maruz kalma sonucu hiicrelerde ve dokularda biriken
reaktif oksijen tiirleri (ROT), DCF’nin floresan 6l¢iimii ile hesaplandi. /n vivo deneylerde
hem solunga¢ ve karaciger dokularinin, in vitro deneylerde primer kiiltiire alinan
hepatositlerin farkli QD’lara veya CdCl>’e maruz kalmasi sonucunda ROT miktarlari

kontrole gore anlamli olarak artis gosterdi (p <0,05) (Sekil 3.6, 3.7 ve 3.8).

In vivo uygulamalarda uygulanan her konsantrasyonda, karaciger dokularida Cd-
QD’larim, Cd-icermeyen QD’lara kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde ROT
birikimine sebep oldugu gozlemlendi (p<0,05) (Sekil 3.6). Ayrica, ¢ekirdek Cd-QD’lar,
her konsantrasyonda, c¢ekirdek/kabuk Cd-QD’lara gore anlamli bir sekilde daha fazla
ROT birikimine sebep oldu (p<0,05). Bu bulgular karaciger dokusunda biriken [Cd?']
konsantrasyonu ile uyumlu bulundu. Bununla beraber, tiim Cd-QD’lar CdClz’a gore yine
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha fazla ROT birikimine sebep oldu (p<0,01).
Ozetle, kadmiyum igerikli bu ii¢ grubun birbirleriyle karsilastirildig1 durumda dokularda
biriken [Cd?*] miktar1 verisi ile uyumlu olarak ROT artis1 siralamasi ¢ekirdek QD’lar >
cekirdek/kabuk QD’lar > CdCl; seklinde goriildii. Bu sebeplerle, karaciger dokusunda
Cd-QD’lardan kaynaklanan ROT artisinin sebebinin dokulardaki [Cd?*] birikiminden
meydana geldigi diisiiniilmektedir. Cd-igermeyen QD’larin da Cd-QD’lara ve CdCl.’e
benzer bir sekilde kontrole gore anlamli bir ROT artisina sebep oldugu gozlemlendi
(p<0,01). Meydana gelen ROT birikimi her konsantrasyonda, her iki Cd-QD’a gore daha
diisiik, fakat CdCly’e gore yliksektir. Sonug olarak, bu materyallerin hiicrelerde kontrole
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kiyasla reaktif oksijen tiirlerinde artig meydana getirme siralar1 Cd- ¢ekirdek tip QD’lar
> Cd- ¢ekirdek/kabuk QD’lar > Cd-icermeyen QD’lar > CdCl> seklinde belirlendi.
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Sekil 3.6. Akvaryum suyu vasitasiyla 24 saat siire ile 25, 50 ve 100 pg/L
konsantrasyonlarinda QD’lara veya CdCl2’e maruz kalan zebra baliklarinin karaciger

dokularindaki % ROT birikimi (n=10, *p<0,05; **p<0,01; One-Way ANOVA).

Karacigerde gozlemlendigi gibi, solungaglarda meydana gelen ROT birikimi de
hem QD hem de CdCl2’e maruz kalan baliklarda kontrole kiyasla istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde artig gosterdi (p<0,05) (Sekil 3.7). Solunga¢ dokusunda hiicrelerde
biriken [Cd?*] miktar1 karaciger dokusunda biriken miktara kiyasla cok daha fazla
olmasina ragmen, bu dokuda biriken ROT miktar1 karacigere kiyasla daha diisiik olarak
belirlendi (Sekil 3.6 ve 3.7). Ayrica karaciger dokusundan farkli olarak solungag
dokusunda ¢ekirdek/kabuk Cd-QD’larin, g¢ekirdek Cd-QD’lara gore daha fazla ROT
birikimine sebep oldugu goriildii. Bunun sebebinin ise her ne kadar ayni bireye ait olsa
da, farkli nanomateryallerin farkli kimyasal kompozisyon, nanomateryal ¢ap1 ve zeta
potansiyellerine sahip olmanin her dokuda farkli toksik cevaplar verebilecegini
diisiindiirmektedir. Ornegin bu ¢alismada daha kiigiik ¢apa sahip, zeta potansiyeli daha
bliyiik bir QD nanomateryali solunga¢ dokusunda karacigere kiyasla daha fazla ROT
tiretimine sebep olurken, daha biiyiik ¢apa sahip, zeta potansiyeli daha diisik ve

kadmiyuma ilaveten Zn ve S iyonlar1 salmas1 muhtemel olan diger bir QD molekiilii ise
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karacigere kiyasla daha fazla ROT birikimine sebep oldu. Ayrica Cd-QD’lara maruz
kalan baliklara ait solunga¢ dokularinda meydana gelen ROT birikimi, 25 pg/L
konsantrasyonunda ¢ekirdek QD uygulanan grup disindaki tiim gruplarda Cd-igcermeyen
QD’lara kiyasla oldukca yiiksektir.
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Sekil 3.7. Akvaryum suyu vasitasiyla 24 saat siire ile 25, 50 ve 100 pg/L
konsantrasyonlarinda QD’lara veya CdCl2’e maruz kalan zebra baliklarinin solungag

dokularindaki %ROT birikimi (n=10, *p<0,05; **p<0,01; One-Way ANOVA).

Dokularda [Cd?*] birikimi ile ilgili bulgularimizda daha &nce de belirttigimiz gibi,
karacigerde [Cd?*] direkt olarak QD’larin hiicre i¢ine alimmas1 sonucunda birikebildigi
gibi diger dokularda bulunan ve pargalanan/asinan QD’lardan karacigere kadmiyum
tyonlarmin ulastig1 diisiiniilmektedir. Bu sebeple meydana gelen ROT birikimi hem
nanomateryale maruz kalmasindan hem de iyon halindeki kadmiyuma maruz
kalmasindan kaynaklaniyor olabilir. Akvaryum suyuna 25 ve 50 pg/L
konsantrasyonlarindaki uygulama gruplarindan [Cd?*] sizmasi olmamasindan
anlagilacagir gibi, bu uygulama gruplarinda solunga¢ dokusu kadmiyuma sadece
nanomateryal formunda maruz kalmistir ve karacigerdeki durumun aksine meydana gelen
ROT birikimi sadece nanomateryal maruziyeti ile meydana gelmis olabilir. Solungag

dokularinda hiicre icerisine [Cd?*] salmmmi QD’larin hiicreye alinmasindan sonra
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baslamistir ve bu durumun ROT olusturma kapasitesini etkileme ihtimali de dikkate
alimmalidir.  Iyonik kadmiyumun ise akvaryum suyuna sadece 100 pg/L
konsantrasyonlarinda salindigi tespit edildi (100 pg/L ¢ekirdek QD i¢in 166,333 nM ve
cekirdek/kabuk QD i¢in 108,333 nM). Bu konsantrasyonlarda solunga¢ dokusunun hem
iyonik kadmiyuma hem de QD’a maruz kalmasi s6z konusudur. Bu nedenle suda bulunan
[Cd**] miktar1 acisindan benzerlik gosteren 25 pg/L konsantrasyonunda CdCly’e
(139,333 nM) maruz kalan baliklara ait solunga¢ dokularinda biriken ROT miktari ile bu
gruplar karsilastirilinca, solunga¢ dokusunda ROT birikimine sebep olan esas etmenin
akvaryum suyuna sizan ve hiicrelere iyon kanallarindan giren [Cd?*]’un degil, endositoz
araciligiyla girmesi muhtemel QD nanomateryallerinden kaynaklandigi sonucuna
varilabilir (ROT birikimi 100 pg/L ¢ekirdek QD igin: %288,60; 25 pug/L CdCl2 igin:
%150,24; p<0,001).

In vitro deneylerde ise Cd-QD’lara maruz kalan zebra balig1 hepatositlerinde, in
vivo deneylerde gozlemlendigi gibi ROT birikiminde kontrole kiyasla anlamli bir artig
goriildii (p<0,05) (Sekil 3.8). Hiicre canlilig1 verileriyle uyumlu bir sekilde Cd igeren
¢ekirdek/kabuk tip QD’larin, sadece g¢ekirdek tip QD’lara kiyasla 50 pg/mL ve 100
pg/mL konsantrasyonlarinda daha fazla ROT birikimine sebep oldugu gozlemlendi. 25
png/mL konsantrasyonlarinda ise ROT birikimleri birbirlerine ¢ok yakin miktarlarda olup
bu durum hiicre canlilif1 agisindan da benzerlik gostermektedir (ROT birikimi ¢ekirdek
QD: %143,62, c¢ekirdek/kabuk QD: %143,55; Hiicre canliligi ¢ekirdek QD: %60,26,
¢ekirdek/kabuk QD: %57,42; p>0,05). Bu sebeplerle Cd-QD’lardan kaynakli
sitotoksisitenin sebebinin ROT birikimi olabilecegi sonucuna varildi. Ayrica, Cd-
icermeyen QD’lara maruz kalmak, zebra baligi hepatositlerinin hiicre canliligini
etkilememektedir. Fakat bu materyallerin kontrole kiyasla hiicrelerde istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde ROT birikimine sebep oldugu gozlendi. Bu materyal, i¢erisinde Cd
bulundurmamakta, fakat yiiksek miktarda Cu bulundurmaktadir. Benzer bir ¢alisma Feng
ve arkadaglar1 tarafindan primer kiiltiir yontemi ile elde ettikleri gokkusagi alabalig
(Oncorhynchus mykiss) hepatositleri tlizerinde gergeklestirilmistir. Tez ¢alismadaki
sonuglarimizla uyumlu olarak, her ne kadar hepatositlere uyguladiklart CuSO4 hiicre
canliliginda bir degisiklige sebep olmasa da, oksidatif stres belirteglerinde artis goriildiigi
bildirilmistir (Feng ve ark., 2003). Ayrica, hem Cd-¢ekirdek kabuk QD hem de Cd’suz

QD’lann ikisinde de bulunan ZnS kabuk yapisi, bu iki materyale maruz kalan hiicrelerde
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diger gruplarda bulunmasit beklenmeyen ayri1 bir serbest radikalle karsi karsiya
getirmektedir. ZnS kabugun oksidasyona ugrayarak cok tehlikeli bir serbest radikal olan
SO2 olusturdugu bildirilmistir (Mottley ve ark., 1985; Green ve Howman, 2005).

Benzer bir sekilde, CdCl> uygulanan hepatositlerde de hiicre i¢ci ROT birikimi
miktarlarinin kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artisina sebep oldugu
goriildi (p<0,05). Kadmiyumun indiikledigi karsinojenite ve toksisitede oksidatif stres
onemli role sahiptir (Rahimzadeh, ve ark., 2017; Liu ve ark., 2009). Kadmiyum, redoks
potansiyeline sahip bir metal olmamasma ragmen, hiicre i¢i ROT seviyelerini
yiikseltmekte ve lipidlere, proteinlere ve DNA’ya zarar vermektedir (Cuypers ve ark.,
2010; Matovi¢ ve ark., 2015). Calismada zebra balig1 hepatositlerine uygulanan CdCl:
konsantrasyonu sublethal seviyede veya proliferasyonu artiracak diizeyde olup, hiicre
Olimiine sebep olmamaktadir. Buna ragmen ROT {iretimi goriilmesi, sasirtict bir durum
olmayip, Luevano ve Damodaran’in derlemesinde su sekilde 6zetlenmistir: Kadmiyuma
maruz kalan hiicreler mitokondriyal disfonksiyona, solunumun inhibisyonuna, oksidatif
stres ve lipit peroksidasyonu ile kars1 karsiya kalirlar. Kadmiyum ile indiiklenen oksidatif
hasarin sonucunda ortaya ¢ikan oksidatif DNA hasar1 ve hiicresel redoks homeostasisinin
bozulmasi, genetik ve epigenetik degisikliklere, kontrolsiiz hiicre cogalmasina, anormal
sinyal iletimi gibi metal-aracili karsinojenezin karakteristikleri olarak bilinen olumsuz
sonuclar dogurabilmektedir (Luevano ve Damodaran, 2014). Literatiirle uyumlu olarak
bu tez ¢alismasinda da primer kiiltiir yontemi ile elde edilen zebra balig1 hepatositlerine
CdCl; uygulanmasi, hem hiicre proliferasyonunu hem de hiicre i¢i ROT birikimini

artirmaktadir.
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Sekil 3.8. Primer kiiltiire alinan zebra balig1 hepatositlerinin 24 saat siire ile 25, 50
ve 100 pg/L konsantrasyonlarinda QD’lara veya CdClz’e maruz kalmasi sonucu
hiicrelerde belirlenen %ROT birikimi (n=10, *p<0,05;**p<0,01; ***p<0,001; One-Way
ANOVA).

3.4. Genotoksik Etkiler

Quantum Dot’larin veya CdC2’lin zebra baliklarinin in vivo karaciger ve solungag
dokusunda, ayrica primer kiiltiire alinan zebra balig1 hepatositleri ilizerinde meydana
getirdikleri genotoksisiteyi arastirmak i¢in alkali comet analizi yontemi uygulandi. Alkali
comet analizi ile tespit edilen DNA hasar1, agir metallerin etkilesimi veya olusturdugu
metabolitler sonucu olusgan DNA tek iplik kiriklari, DNA cift iplik kiriklari, DNA ek
olusumlari, DNA-DNA ve DNA-protein ¢apraz baglantilarindan kaynaklandig:
bildirilmektedir (Mitchelmore ve Chipman, 1998; Fairbairn ve ark., 1995; Ahmed ve ark.,
2010). Bu yontem ile her bir grup igin, fotograflari alinan hiicrelerden % kuyruk DNA
miktarlar1 hesapland1 ve gruplar arasi farkliliklar istatistiksel olarak analiz edildi. Her
grubun en yiliksek konsantrasyonuna, pozitif ve negatif kontrollere ait komet

goriintiilerinden temsili birer hiicre ise Sekil 3.9°da gosterildi.

Baliklarin direkt olarak akvaryum suyu vasitasiyla QD’lar veya CdCl2’e maruz
kaldig1 in vivo uygulamalardan alinan 6rnekler ile gergeklestirilen analizlerin sonuglarina

gore; hem karaciger hem de solungag¢ dokularinda hesaplanan % kuyruk DNA miktarlar

59



kontrole kiyasla oldukca yliksek olup sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulundu

(p<0,01) (Sekil 3.10 ve 3.11).

Solungag Karaciger in vitro

Kontrol (-)

A
CdTe QD -
CdSe/ZnS QD _
CulnZnS/ZnS QD - - -

Sekil 3.9. Akvaryum suyu (100 pg/L) ve besiyeri (100 pg/mL) aracilifiyla QD’lara

veya CdCly’e maruz kalan baliklara ait solungag ve karaciger dokularindan elde edilen

hiicreler ve in vitro primer hepatositlere ait komet goriintiileri.

In vivo uygulamalarda QD veya CdCly’e maruz kalan baliklarin solungag
dokularinda % kuyruk DNA miktarlarinin kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde artis gosterdigi belirlendi (p<0,01). Solungag dokusunda 25 pg/L konsantrasyonu
hari¢ olmak tizere, DNA kirik miktarlari; ¢ekirdek/kabuk QD’lar> ¢ekirdek QD’lar>
kadmiyum icermeyen QD’lar> CdClz seklinde belirlendi. Bu siralama solungacglarda
goriilen ROT birikim miktarlar1 siralamasiyla ayni olup, genotoksisitenin ROT
araciligiyla gerceklestigini diisiindiirmektedir. Ayrica, ¢ekirdek/kabuk tip QD’larin zebra
balig1 solungaglarina ¢ekirdek tip QD’a kiyasla daha fazla hasar verdigini bir kez daha

gostermektedir.
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Sekil 3.10. Akvaryum suyu vasitasiyla QD’lara veya CdCl2’e maruz kalan baliklara
ait solunga¢ dokularinda gozlemlenen %kuyruk DNA miktarlart. 0, 25, 50 veya 100
ng/mL konsantrasyonlarinda QD’lara veya CdCl.’e maruz kalan hepatositler 24 saat
sonra toplanarak alkali comet analizi gerceklestirildi ve en az 100 hiicre analiz edildi

(**p<0,01; ***p<0,001; One-Way ANOVA).

Akvaryum suyu vasitastyla QD’lara veya CdClz’e maruz kalan zebra baliklarinin
hiicrelerinde, solungag¢ hiicrelerinde oldugu gibi %kuyruk DNA miktarlarinda kontrole
gore anlamli bir artis goriildii (p<0,001) (Sekil 3.10). Bu materyallerin karaciger
dokusunda genotoksisiteyi indiikleme sirasi ise yine ROT birikimi verisi ile benzer bir
sekilde ¢ekirdek QD> c¢ekirdek/kabuk QD> kadmiyum igermeyen QD> CdCl:
seklindedir. Bu nedenle solunga¢ dokusunda da oldugu gibi genotoksisitenin ROT artis1
ile indiiklendigi diistiniilmektedir. Yukaridaki siralamada da belirtildigi gibi, karaciger
dokusunda yalnizca ¢ekirdek tip olan QD’lar, ¢ekirdek/kabuk tip QD’lara kiyasla daha
ylksek oranda DNA hasarma sebep oldu. Bu durum karaciger dokusunda ¢ekirdek tip
QD’larin kabuk ile gevrili olanlarina gore hem sitotoksisteyi hem de genotoksisiteyi daha

giiclii bir sekilde indiikledigini gostermektedir.
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Sekil 3.11. Akvaryum suyu vasitastyla QD’lara veya CdClz’e maruz kalan baliklara
ait karaciger dokularinda gozlemlenen % kuyruk DNA miktarlari. 0, 25, 50 veya 100
pg/mL konsantrasyonlarinda QD’lara veya CdClz’e maruz kalan hepatositler 24 saat
sonra toplanarak alkali comet analizi gerceklestirildi ve en az 100 hiicre analiz edildi

(**p<0,01; ***p<0,001; One-Way ANOVA).

Literatiirde, kadmiyum icermeyen QD’larin genotoksik etkisi ile ilgili hi¢bir in vivo
calisma bulunmamakla beraber, kadmiyum igeren QD’larin yol a¢tigt DNA hasarini
inceleyen caligmalarin ¢ok bilyiik bir kismi hiicre hatlariyla gergekletirildigi i¢in in vivo
genotoksisite ¢alismalart da oldukga kisitlidir. Literatiirde bulunan bu birkag in vivo
calismada QD’larin genotoksik etkileri comet, TUNEL, mikronukleus, DNA jel
elektroforezi veya baz hasar1 gibi farkli parametrelerde incelenmis ve sonug olarak bu
materyallerin genotoksisiteyi indiikledigi sonucuna varilmistir (Galeone ve ark., 2012;
Rocha ve ark., 2014; Ambrosone ve ark., 2012; Khalil ve ark., 2011; Tiwari ve ark.,
2011). Bu caligmalarda genotoksisite genellikle kan 6rnegi veya hemositler ile ortaya
konmus olup Khalil ve arkadaslarimin gerceklestirdigi ¢aligmada kemik iligi kokenli
eritrositlere ilaveten Cd-QD’larin fare karacigeri lizerindeki genotoksik etkisi de
aragtirtlmistir.  Sonuglar kadmiyum igeren QD’larin  karacigerde 8-hidroksi-2-
deoksiguanozin (8-OHdG) ve 2-Deaoksiguanozin (2-dG) baz hasarlarini indiikledigini
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ve DNA’da basamaklanma seklinde goriilen fragmantasyona sebep olugunu
gostermektedir (Khalil ve ark., 2011). Fakat, Quantum Dot’larin genotoksik etkilerinin
belirlendigi bu ¢calismalar arasinda akuatik sistemlerin en yaygin bulunan omurgali grubu

olan baliklar iizerinde gerceklestirilmis in vivo ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu ¢alismada, CdCl2’lin her konsantrasyonda karacigerde, solungaca kiyasla bir
miktar daha fazla DNA hasarina sebep oldugu goriildii. Farkli dokulardaki DNA hasar
miktariin degiskenligi, bu dokulara ait DNA'larda degisken olan alkali-labil bolgelerin
sayist, farklt hiicre tiplerinin eksizyon onarimin ve metabolik aktiviteleri, antioksidan
konsantrasyonlari gibi birden ¢ok parametrede goriilen varyasyonlardan kaynaklandig:
bilinmektedir (Lee ve Steinert, 2003). Ayrica, karacigerin ana ksenobiyotik metabolize
edici organ olmasindan dolay1 (Bennet, 1999; Singh ve ark., 2001) daha yiiksek DNA
hasar1 dngoriilmektedir. Bu tez calismasimin bulgularina benzer bir sekilde, Ahmed ve
ark., (2010), CdCl,’e maruz kalan Anabas testudineus’un karaciger dokusunda goriilen
DNA hasarinin, solunga¢ ve bobrek dokularina kiyasla anlamli bir sekilde daha fazla

oldugunu bildirmislerdir.

In vitro galismadan alinan Orneklerle gergeklestirilen comet analizi sonuglari,
primer kiiltiire alinan zebra balig1 hepatositlerinin besiyeri vasitasiyla QD’lara ve CdCl2’e
maruz kalmanin % kuyruk DNA miktarlarini kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlaml
bir sekilde artirdigin1 gostermektedir (p<0,001) (Sekil 3.12). Ayrica, QD’larin ve
CdCIl2’iin  genotoksik etkileri karaciger tizerinde hem in vivo hem de in vitro
karsilagtirmali olarak ele alindiginda, in vitro yontemle incelenen genotoksik hasarin daha
yiiksek oldugu gozlenmektedir. [n vivo ve in vitro uygulama gruplarinda farkli
konsantrasyonlar kullanildig1 igin, bu iki yontemi karsilastirabilmek amaciyla [Cd?']
birikimi acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark olmayan CdCl, uygulama gruplari
kullanildt (in  vitro yontemle 50 pg/mL, in vivo yontemle ise 100 pg/L
konsantrasyonlarinda CdCl2’e maruz kalan ornekler, (p>0,05). Her ne kadar biriken
[Cd?*] konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak fark bulunmasa da, CdCl2’{in in
vitro kosullarda indiikledigi DNA hasari, in vivo kosullardakine gore istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde fazladir (p<0,001). Kisacasi, hiicrelerde biriken kadmiyum miktarlar
ayn1 olmasina ragmen, in vitro kosullarda CdClz’e maruz kalmak, in vivo kosullara
kiyasla genotoksisiteyi ¢ok daha fazla indiikledigi goriilmektedir. /n vitro yontemler ile

CdCly’e maruz kalan hepatositler, tiim organizmanin savunma sisteminden mahrum
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kaldiklar1 i¢in bu durum Ongoriilen bir sonuctur. Bu karsilastirmadan yola cikilarak
genotoksisite ¢alismalarinda in vitro yontemler kullanmanin in vivo uygulamalara ¢ok

yakin sonuglar vermedigi diisiiniilebilir.
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Sekil 3.12. Primer kiiltiire alinan hepatositlerde gozlemlenen %kuyruk DNA
miktarlar1. 0, 25, 50 veya 100 pg/mL konsantrasyonlarinda QD’lara veya CdCl2’e maruz
kalan hepatositler 24 saat sonra toplanarak alkali comet analizi gergeklestirildi ve en az
100 hiicre analiz edildi (***p<0,001; One-Way ANOVA).

Cd-QD’larin genotoksik etkilerinin ortaya kondogu ¢alismalarin biiyiik bir
¢ogunlugu in vitro c¢alismalardir. Bir ¢ok hiicre hattinda genotoksisite comet analizi
araciligiyla ortaya konulmus olup, ¢alismada kullanilan Cd-igermeyen QD’lar
(CulnZnS/ZnS QD’lar) ile gergeklestirilmis ne in vivo ne de in vitro genotoksisite
caligmas1 bulunmamaktadir. Kadmiyum igeren QD’larin genotoksisitesinin belirlendigi
in vitro ¢alismalardan birka¢1 balik hiicreleriyle gergeklestirilmistir. Munari ve ark.,
(2014), gokkusag: alabalig1 gonadlarindan elde edilmis hiicre hatti RTG-2 hiicrelerinin
24 saat siire ile Cd-QD’lara maruz kalmasi sonucu %kuyruk DNA miktarlarinin kontrole
gore artig gosterdigini; Tang ve ark., (2013b) ise zebra balig1 karaciger hiicre hatt1 (ZFL)
tizerinde hem kadmiyumun hem de CdTe QD’larin genotoksik etkileri oldugunu
gostermistir. Ayrica, Gagné ve arkadaslar1 (2008a ve 2008b) primer kiiltiir yontemi ile
elde ettigi gokkusagi alabaligi hepatositlerine Cd-QD uygulamiglardir. Comet
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analizinden farkli olmasina ragmen DNA iplik kiriklariin tespitine yarayan DNA’nin
alkali kosullarda yogunlastirilmasina dayali bir yontem kullanarak DNA iplik kiriklarini
belirlemisler ve sonug olarak hi¢ madde uygulanmamis kontrol grubuna gore anlamli bir
sekilde DNA hasar1 gozlemlemislerdir. Son olarak Cd-QD’lar insan bronkiyal epitel
hiicreleri (Nagy ve ark., 2013) insan umblikal ven endotel hiicreleri (HUVEC) (Wang ve
ark. 2010) ve akciger adenokarsinoma hiicreleri (A549) (Choi ve ark., 2012) {lizerinde de
genotoksik acidan degerlendirilmis ve tez ¢alismasi ile uyumlu olarak Cd-QD’larin bu

hiicrelerde de genotoksisiteyi indiikledigi bildirilmistir.

Ayrica, hem primer kiiltiire alinan hepatositlerde hem de baliklarin QD’lar veya
CdClI2 maruziyeti sonucu solungag ve karaciger dokularinda hem de meydana gelen DNA
hasar1 miktar1 ile ROT birikimi verileri genel olarak birbirlerine ¢ok benzemektedir. Bu
durum hem QD’larin hem de CdCl2’iin genotoksisiteyi ROT artis1 ile indiikledigini
diisiindiirmektedir. Nanopartikiil toksisitesinin altinda yatan sebebin hiicrelerde meydana
getirdigi oksidatif stres oldugu bir ¢cok calisma ve derlemede bildirilmistir (Manke ve ark.,
2013; Paunovic ve ark., 2019;.Turan ve ark., 2019; Yan ve ark., 2020). Bunlara ek olarak,
nanomateryallerin genotoksik etkilerinin de ROT birikimi kaynakli oldugu farkli hiicre
hatlar1 ve organizmalar ile gosterilmistir (Ahamed ve ark., 2013; Shukla ve ark., 2014,
Kim ve Ryu, 2013; Reeves ve ark., 2008; Zhao ve ark., 2016).

Kadmiyumun meydana getirdigi DNA hasari i¢in ise genel olarak kabul edilen
goriis, DNA hasarini indirekt olarak olusturdugudur. Kisaca, kadmiyum hiicrelerde ROT
birikimine sebep olarak oksidatif stres aracilifityla DNA hasarina sebep olur; ve ayrica
DNA hasar1 tamirini inhibe ederek dogal olarak olusan hasarlarin tamir edilmesini
engeller ve hasar birikmesini saglar (Bertin ve Averbeck; 2006; Filipi¢, 2012). Ayrica,
kadmiyumun DNA ile direkt iligkisini ortaya koyan in vitro ve ex vivo sistemlerle
yapilmis birka¢ caligma mevcuttur. Bu ¢aligmalardan iki tanesi ex vivo sistemlerde
gerceklestirilmis olup, bir tanesi hiicresiz comet analiz yontemi ile ger¢eklestirilmistir.
Yapilan galismada fare karaciger, bobrek ve akcigerlerden alinan dokulardan Proteinaz
K ilavesi olmayan bir lizis soliisyonuyla DNA’y1 izole ederek CdCl2’e maruz birakilan
DNA’da kirik olusumu goriiliirken, Proteinaz K ilavesi ile DNA’ya bagli tiim proteinlerin
uzaklagtirllmasi durumunda DNA kiriklar1  gézlemlenmemistir.  Arastirmacilar,
kadmiyumun direkt olarak DNA’ya baglanmadigini, bu yiizden kadmiyum aracili DNA

hasarin1 DNA ile iliskili proteinler ile kadmiyumun etkilesiminden veya indirekt olarak
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oksidatif stresten kaynaklanabilecegini vurgulamistir (Valverde ve ark., 2001). Diger bir
ex vivo ¢aligmada ise dana timus DNA’s1 kadmiyum radyoizotopuna maruz birakilarak
baglanma miktarlar1 tespit edilmistir. Sonuglar, kadmiyumun tek iplikli DNA’ya
baglanmadigini, fakat ¢ift iplikli DNA’nin bazlarina baglanabildigini gostermektedir
(Waalkes ve Poirier, 1984). Kadmiyum-DNA etkilesiminin in vitro yontemler ile
arastirildigr bir bagka calismada ise, kadmiyumun DNA’da bulunan fosfat gruplarina
direkt olarak baglanabildigi gosterilmistir. Bu durumda DNA fosfat gruplarina bagh
metal katyonu, DNA elektrik yiikiinii modifiye edebilecegini ve ROT nin bazlara kadar
erisimini kolaylastirabilecegini bildirmiglerdir. Ayrica, kadmiyum ile gozlemlenen
kondensasyon etkisi, bu metalin DNA’nin konformasyonunu degistirip ¢ok fazla gerilime
yol agarak DNA kirilmasine sebep olabilecegini vurgulamislardir (Belliardo ve ark.,
2018). Dolayisiyla tiim bu calismalar, bizim c¢aligmamizda da oldugu gibi QD’larin

genotoksik oldugunu gostermektedir.

3.5. Hsp90, Prdx1 ve Rad51 seviyelerindeki degisimlerin belirlenmesi

Tez ¢alismamizda, 24 saatlik deney siiresi sonunda hepatositlerden, karaciger ve
solunga¢ dokularindan total protein izolasyonu yapildi. Bu drneklerden western blot
analizi yontemiyle hiicrelerde veya dokularda kontrole kiyasla Hsp90, Prdx1 ve Rad51°de
meydana gelen kat artiglar1 belirlenerek birbirleri arasinda karsilastirildi (Sekil 3.13, 3.14
ve 3.15).

Is1 soku proteinleri, hem in vivo hem de in vitro uygulamalarda stres kosullarina
olduk¢a hizli cevap veren proteinlerdir. Stres proteinleri olarak da adlandirilan bu
proteinler hem mRNA ekspresyonu hem de protein regiilasyonu iizerinden akuatik
organizmalar ile gergeklestirilen calismalarda biyomarkor olarak kullanilmaktadir
(Hamer ve ark., 2004; Wiens ve ark., 2000, Tedeschi ve ark., 2015). Yapilan bu tez
caligmasinda, 24 saat siire ile QD’lara veya CdClz’e maruz kalan hepatositler ve
organizmalara ait karaciger ve solunga¢ dokularinda Hsp90 seviyeleri kontrole kiyasla

artig gosterdi (Sekil 3.13).

Akvaryum suyu vasitasiyla QD’lara veya CdCl2’e maruz kalan baliklara ait
solunga¢ dokularinda meydana gelen Hsp90 artisi, tiim materyaller i¢in birbirine yakin
seviyelerde olup CdCl;’e maruz kalan baliklarda diger gruplara goére nispeten diisiik
olarak belirlendi. Solungaglarda meydana gelen Hsp90 artisini, Cd-QD’larin m1 yoksa
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maruz kalinan iyonik kadmiyumun mu daha fazla etkiledigini anlamak i¢in, hiicre
icerisinde biriken [Cd?*] miktarmin istatistiksel olarak anlam tasimadigi 25 pg/L
cekirdek/kabuk QD ve 100 pg/L CdClz gruplari karsilastirildi (QD: 18,38 uM [Cd?'];
CdClz: 13,45 uM [Cd?']; p>0,05). Sonuglar, her ne kadar hiicre i¢i [Cd?*] miktarlari
arasindaki fark anlamsiz olsa da, QD’a maruz kalma durumunda daha fazla Hsp90 kat
artis1 gorildigiinii gostermektedir (QD: 1,39 kat; CdCl.: 1,24 kat). Ayrica, Hsp90
artisinin ZnS kabuk ile iliskisini ortaya koymak igin, yine hiicre ici [Cd?*] seviyeleri
arasinda fark bulunmayan 25 pg/L cekirdek ve 25 pg/L ¢ekirdek/kabuk QD’a maruz
kalan baliklara ait solunga¢ dokularindaki Hsp90 kat artis miktarlar1 karsilastirildi
(cekirdek QD: 25,13 uM [Cd?"]; ¢ekirdek/kabuk QD: 18,38 uM [Cd?']; p>0,05). Bu
karsilastirma sonucunda da ZnS kabuga sahip olmayan cekirdek tip QD’larin, kabuklu
forma gore solungaclarda daha fazla Hsp90 kat artisina sebep oldugu goriildii (¢ekirdek
QD: 1,94 kat; ¢ekirdek/kabuk QD: 1,39 kat). Ayn1 durum 50 pg/L ¢ekirdek ve 50 pg/L
cekirdek/kabuk QD’a maruz kalan baliklar i¢in de gegerlidir (¢ekirdek QD: 66,22 uM
[Cd?*]; cekirdek/kabuk QD: 63,01 uM [Cd?*]; p>0,05; Hsp90 kat artis1: ¢ekirdek QD:
1,78 kat; c¢ekirdek/kabuk QD: 1,62 kat). Ozetle, kadmiyum iceren materyaller icin
solungacta meydana gelen Hsp90 artis1 hiicre i¢i [Cd?*] miktarlar1 gdz &niine alinarak
degerlendirildiginde, nanomateryallerin iyonik forma gore, cekirdek tip QD’un ise
cekirdek/kabuk formdaki QD’ye gore daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Ayrica ayni
konsantrasyonda uygulanan Cd-QD’lar ve Cd-igermeyen QD’lar karsilastirildiginda, Cd-
QD’larin solungaglarda daha fazla Hsp90 kat artisina sebep oldugu sdylenebilir.

Karacigerde, uygulanan tiim materyallerin sebep oldugu Hsp90 ifadesi
konsantrasyona bagli olarak artis gostermekte olup, her materyalin karaciger dokusunda
sebep oldugu Hsp90 artisinin birbirine ¢ok yakin degerlerde oldugu belirlendi.
Karacigerde yiikselen Hsp90 seviyesini Cd-QD’larin tipi ile iliskilendirmek iizere, [Cd®']
birikimi agisindan istatistiksel olarak anlam tagimayan 25 pg/L cekirdek QD ve 25 ng/L
cekirdek/kabuk QD’larda meydana gelen Hsp90 kat artisi degerleri karsilastirildi
(cekirdek QD: 23,66 pM [Cd?*']; ¢ekirdek/kabuk QD: 17,87 uM [Cd?']; p>0,05).
Solunga¢ dokusuna benzer bir sekilde, karaciger dokusunda da ¢ekirdek tip QD’larin
(Hsp90 kat artisi: 2,37) ¢ekirdek/kabuk tipte olanlara gore (Hsp90 kat artisi: 1,74) daha
fazla Hsp90 artisina sebep oldugu goriildii. Cd-igermeyen QD’larin karacigerde sebep
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oldugu Hsp90 artisinin ise Cd-¢ekirdek tip QD’lerden daha az, CdCl.’den daha fazla ve
Cd-¢ekirdek/kabuk tip QD’lara oldukg¢a yakin oldugu belirlendi.
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Sekil 3.13. 24 saat siire ile QD’lara veya CdCl2’e maruz kalan organizmalara ait
(A) solungag ve (C) karaciger dokularinda ve (E) hepatositlerde belirlenen ve Hsp90 kat
artiglari. Degerler iki bagimsiz uygulamanin ortalamasi olup bu uygulamalar1 temsilen
her gruptan westen blot analizi belirlenen protein bantlar1 (B) solungag, (D) karaciger, (F)

hepatositler ilgili grafiklerin saginda gosterildi.

Bunlarin disinda, QD’lara veya CdClz2’e maruz kalan baliklarin kontrole kiyasla
Hsp90 artisinin her materyal ve konsantrasyon i¢in karaciger dokusunda, solungag
dokusuna gore daha fazla oldugu goriildii. Bu durum karacigerin bu materyallere karsi
hiicresel savunmasinda daha yiliksek Hsp90 ifadesi ile sagladigini gostermektedir.
Dokularda biriken kadmiyum miktar1 agisindan solungag ve karacigerde birikimleri
istaistiksel olarak anlam tasimayan 11 farkli ikili grup Hsp90 kat artisi agisindan
karsilastirildi. Sonuglar her grupta Hsp90 kat artisinin karaciger dokusunda daha yiiksek
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oldugunu gosterdi. Ayrica, uygulanan madde miktarlar1 agisindan yapilan karsilastirmada

da Hsp90 kat artis1 karaciger dokusunda her materyal i¢in daha fazla olarak belirlendi.

Primer kiiltiire alinan hepatositlerin 24 saat siire ile QD’lara veya CdCl2’e maruz
kaldigi in vitro calismalarda ise, in vivo c¢alismalardakine benzer bir sekilde tiim
materyaller kontrole kiyasla Hsp90 artisina sebep oldu. Bununla beraber, bu grupta
kadmiyum igeren tiim materyallerin, Cd-igcermeyen QD’lara kiyasla daha fazla Hsp90 kat

artisina sebep oldugu goriildii.

QD’larin ve CdCly’tin karaciger ilizerindeki toksik etkilerinin in vivo ve in vitro
kosullarda fark edip etmedigini belirlemek tizere, kadmiyum birikim miktarlar1 agisindan
istatistiksel olarak anlam tasimayan gruplar arasinda Hsp90 kat artiglar1 karsilastirildi. Bu
iki grup arasinda kadmiyum birikim miktar1 agisindan karsilastirmaya uygun olan
¢ekirdek QD uygulanmis gruplar Hsp90 kat artisi agisindan karsilastirildi (25 pg/mL in
vitro: 96,30 pM [Cd?*]; 100 pg/L in vivo: 102,74 uM [Cd?*]; p>0,05). Sonuglar, [Cd?']
birikim miktarlar1 esit olsa da in vivo kosullarda Cd-QD’lara maruz kalmanin in vitro
kosullara gore daha fazla Hsp90 kat artisina sebep oldugunu gostermektedir (Hsp90 artist
in vitro: 2,98 Kkat; in vivo: 3,21 kat). Fakat, CdCl,’e maruz kalan, [Cd?*] birikim miktar1
agisindan benzerlik gosteren ve istatistiksel olarak anlam tagimayan (p>0,05) 8 ayr in
vivo ve in vitro grup birbirleri ile karsilagtirildiginda in vitro kosullarda Hsp90 kat
artiginin in vivo ¢alismalardaki sonuglara gore ¢ok daha fazla oldugu belirlendi. Bu
durum, her ne kadar [Cd?*] birikim miktarlar1 ayn1 olsa da, bu materyallerin in vivo veya
in vitro yontemlerle uygulanmasinin Hsp90 ifadesinde farkliliklara yol agtigini
gostermektedir. Sonug olarak iki farkli uygulama yontemiyle de bu materyallere maruz
kalinmasi, Hsp90 seviyelerini arttirdigi, fakat in vitro kosullarda iyonik kadmiyuma
maruz kalinmasi daha fazla;, nano formda kadmiyuma maruz kalinmasi ise in vivo

deneylerde daha fazla Hsp90 artigina sebep oldugu goriildii.

Literatiir tarandiginda QD’larin meydana getirdigi sitotoksisite ile iliskilendirilmis
bir Hsp90 ifadesine dayanan bir ¢alisma bulunmamakla beraber, bu protein ailesinden
HSP70 ile iligkilendirilmis az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan birinde,
gokkusagi alabalig1 hepatositleri ¢ekirdek tip QD’lara maruz birakildiktan sonra enzim
immiinoanaliz yontemi ile incelenmis ve HSP70 seviyelerinde artis goriilmiistiir (Gagné

ve ark., 2008a). Ayrica yine gokkusagi alabaligi ile yapilan in vivo bir c¢alismada
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kadmiyum igeren ¢ekirdek tip QD’lara maruz kalan baliklarin solungaglarinda HSP70’in
protein seviyesinde artiginin gézlendigi ve bu artisin CdSO4’a kiyasla daha yiiksek oldugu
bildirilmistir (Louis ve ark., 2010). Bu bulgular hem in vivo bulgular ile hem de in vivo
ile in vitro arasinda yapilan karsilastirma ile tutarlidir. Bu ¢alismalar disinda literatiirde
kadmiyum toksisitesi ile alakali calismalardan bazilarinda da HSP ailesine ait proteinlerin
mRNA ekspresyonu veya direkt olarak protein ifadesine dayanan birka¢ calisma
bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda kadmiyumun HSP protein ailesinden birkag¢ iiyenin
mRNA veya protein seviyesinde Olg¢iilmesi sonucunda ortamdaki kadmiyum artisina
paralel bir artig gosterdigini vurgulamaktalardir. Farkli omurgali ve omurgasiz tiirlerinde
gergeklestirilen bu calismalar kapsaminda 1s1 soku protein ailesine ait farkli iiyelerin
protein veya mRNA seviyelerinin 6l¢iilmesiyle Hsp70 seviyelerinin, ortamda kadmiyum
varliginda artig gosterdigi bildirilmistir (Shinkai ve ark.,2017; Zhang ve ark., 2016;
Ivanina ve ark., 2009; Plannelo ve ark. 2010; Martinez-Paz ve ark., 2017; Barque ve ark.,
1996). Ozellikle belirtmek gerekir ki, bu ¢alismalar omurgasizlardan bir planarya tiirii
olan Dugesia japonica (Zhang ve ark., 2016), istiridye tiirii olan Crassostrea virginica
(Ivania ve ark., 2009), sinek tiirii olan Chironomus riparius (Planello ve ark., 2010),
salyangoz tiirii olan Physa acuta (Martinez-Paz ve ark., 2017) ile gergeklestirilmistir.
Hsp90 seviyeleri ise Shinkai ve ark., (2017)’nin sigir aort epiteli hiicreleriyle
gerceklestirdigi in vitro c¢alismada, istiridye tiirii olan Hyriopsis cumingii’nin
solungaglarinda (Wang ve ark., 2017b) ve sigcan karacigerinde (Elez ve ark., 2001)
mRNA diizeyinde yiikselis gostermis olup, yapilan ¢aligsmalar arasinda zebra baligina en
yakin tiir olan sazan baligi Cyprinus carpio’ya ait karaciger ve bobrek dokularinda da

ortamdaki kadmiyum miktarina bagl olarak artis gostermistir (Hermesz ve ark., 2001).

Tim bu ¢aligmalar arasinda baliklar {izerinde in vivo veya in vitro kosullarda
gergeklestirilen caligmalar birlikte degerlendirildiginde, kadmiyum igeren QD’lara veya
direkt olarak kadmiyuma maruziyetin HSP protein ailesinin bir iiyesi olan HSP70’in
(Gagné ve ark., 2008a; Louis ve ark., 2010) veya HSP90’in (Hermesz ve ark., 2001)
protein veya mRNA seviyesinde artisa sebep oldugunu géstermistir. Bu tez ¢aligmasinda
da QD’larin ve CdCl2’tin hem in vivo hem de in vitro kosullarda HSP90 artisina sebep
oldugu western blot analizi yontemi ile gosterildi. Sonuglar, QD veya kadmiyum iliskili
toksisite caligmalarinda, Hsp90’1in da Hsp70 kadar énemli bir biyomarkor olabilecegini

ve bu materyaller ile iliskili toksisite ¢alismalarinda kullanilabilecegini gostermektedir.
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Peroksiredoksinler, antioksidan sistemin enzimatik elemanlari sinifina dahil edilen
onemli proteinlerdir. Hiicrelerde hidrojen peroksit gibi peroksidlerin indirgenmesini
saglamanin yani sira, hidrojen peroksit aracili sinyal iletimi, apoptoz veya kanser

ilerlemesi gibi toksisite ile iliskilendirilebilecek farkli fonksiyonlar1 da mevcuttur.

Bu tez ¢alismasinda, zebra baliklarinin veya direkt olarak hepatositlerinin 24 saat
siire ile QD’lara veya CdCl2’e maruziyeti durumunda, hem hepatositlerin hem de
karaciger ile solunga¢ dokularinin Prdx1 seviyeleri kontrole kiyasla artis gosterdi (Sekil
3.14). Baliklar, akvaryum suyu vasitasiyla bu materyallere maruz kaldiginda,
solungaglarda meydana gelen Prdxl kat artisi ZnS kabuklu QD’larda ¢ekirdek tip
QD’lara gore daha fazla olup, bu materyalleri kadmiyumsuz QD’lar ve CdCl. takip
etmektedir. Her ne kadar bu materyaller esit konsantrasyonlarda uygulanmis olsa da, bu
materyallerin dokularda sebep oldugu reaktif oksijen tiirleri birikimi birbirlerinden
farklidir. Bu sebeple solungaclarda meydana gelen Prdx1 artisi, ROT birikimleri birbirine
benzer ve istatistiksel olarak anlam tasimayan gruplar arasinda karsilastirildi. ROT
birikimi arasinda istatistiksel olarak anlam bulunmayan 25 pg/L ¢ekirdek tip QD ve 50
ng/L CdCl, uygulanan baliklarda Prdx1 kat artist verileri karsilastirildi (ROT birikimi
QD: %136,63 ve CdClz: %132,80, p>0,05). Prdx1 kat artis1 degerleri QD’lar igin 2,21
iken CdCl, igin 2,63 olarak belirlendi. Kisacasi, ayni miktarda ROT birikimi ile
sonuglanan iki ayr1 formda (nano ve iyonik) materyale maruz kalma durumunda, iyonik
formda kadmiyuma maruz kalinmasi durumunun, daha fazla Prdx1 artisina sebep oldugu
goriildi. Ayrica, yine ROT birikimi agisindan benzerlik gosteren gruplar arasinda yapilan
karsilastirmaya gore (ROT birikimi: g¢ekirdek QD: %288,60; c¢ekirdek/kabuk QD:
%279,68; p>0,05, Prdx1 kat artis1 ¢cekirdek QD: 3,02 kat, ¢ekirdek/kabuk QD: 3,57 kat),
ZnS kabuga sahip QD’larin, kabuksuz formlarma gore daha fazla, kadmiyumsuz
QD’larmn ise kadmiyumlu QD’lara kiyasla daha fazla Prdx1 artisina sebep oldugu
belirlendi (ROT birikimi: Cd-QD: %136,63; Cd’suz-QD: %142,17; p>0,05, Prdx1 kat
artis1 Cd-QD: 2,21 kat, Cd’suz-QD: 2,81 kat).

Akvaryum suyu vasitasiyla QD’lara veya CdCl2’e maruz kalan baliklarda da tiim
gruplarda kontrole kiyasla Prdx1 artig1 gozlendi. ROT birikim miktarlar1 birbirine ¢ok
yakin olup istatistiksel olarak anlam tagimayan gruplar arasinda kontrole kiyasla Prdx1
kat artislar1 karsilastirildiginda, karacigerde de ayni1 solungaclarda goriildiigli gibi iyonik

kadmiyum kaynaginin nano forma gore (ROT birikimi: Cd-QD: %190,92; CdCl2:
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%158,94; p>0,05, Prdx1 kat artis1 Cd-QD: 1,08 kat, CdCl.: 2,15 kat), kabuklu Cd-QD’un
kabuksuz tipe gore (ROT birikimi: ¢ekirdek QD: %364,13; ¢ekirdek/kabuk QD:
%341,38; p>0,05, Prdx1 kat artis1 ¢ekirdek QD: 2,51 kat, ¢ekirdek/kabuk QD: 2,97 kat)
ve kadmiyumsuz QD’larin kadmiyumlu tipe gore (ROT birikimi: Cd-QD: %190,92;
Cd’suz-QD: %185,58; p>0,05, Prdx1 kat artis1 Cd-QD: 1,08 kat, Cd’suz-QD: 2,17 kat)
daha fazla Prdx1 kat artisina sebep oldugu goriildii.

Ozetle, akvaryum suyu vasitasiyla QD’lara ve CdCl2’e maruz kalan baliklarin hem
karaciger hem de solunga¢ dokularinda, Prdx1 kat artist aynt ROT birikimine sahip
olmalarina ragmen kadmiyum icermeyen QD’larda kadmiyum icerenlerden daha fazla,
kabuklu Cd-QD’lar kabuksuzlara gore daha fazla, iyonik kadmiyum ise Cd-QD’lardan
daha fazla Prdx1 artisina sebep oldugu goriildii. Ayrica, ROT birikimi benzerlik gosteren
gruplarin Prdx1 kat artiglarinin materyalden materyale gore farklilik gdstermesi, bu
materyallerin hiicrelerde meydana getirdigi serbest radikallerin veya non-radikal reakif

tiirlerin farkli olma ihtimalinden de kaynaklaniyor olabilecegi g6z dniine alinmalidir.

Ayni konsantrasyonlarda materyale maruz kalarak solunga¢ ve karaciger
dokularinda benzer miktarda ROT olusumuna neden olan gruplar karsilastirildiginda,
solunga¢ hiicrelerinde hem iyonik kadmiyuma (ROT birikimi solungag: %150,24
karaciger: %158,94 p>0,05, Prdx1 kat artis1 solungag: 2,31 kat, karaciger: 2,15 kat), hem
Cd-QD’lara (ROT birikimi solungag: %279,61 karaciger: %256,11 p>0,05, Prdx1 kat
artis1 solungag: 3,57 kat, karaciger: 1,75 kat) hem de kadmiyumsuz QD’lara (ROT
birikimi solungag: %142,17 karaciger: %160,01 p>0,05, Prdx1 kat artis1 solungag: 2,81
kat, karaciger: 2,01 kat) maruz kalma durumda karacigere gore daha fazla Prdx1 kat artis1
goriildii. Bu durum, oksidatif dengenin bozulmasi durumunda, solunga¢ dokusunun
karaciger dokusuna kiyasla daha fazla Prdx1 ile tepki verdigini, veya bu materyallerin
solunga¢ dokusunda karaciger dokusuna kiyasla daha fazla miktarda Prdx1’in substrati

olabilecek reaktif oksijen tiirleri tirettigini diisiindiirmektedir.

In vitro kosullarda QD’lara veya CdCly’e maruz kalan primer kiiltiire alinmis
hepatositlerde de, in vivo uygulamalarda gozlendigi gibi kontrole kiyasla Prdx1 artist
goriildii (Sekil 3.14). In vivo sonuglardan farkli olarak, neredeyse birebir ayn1 miktarda
ROT birikimine sebep olan kabuklu ve kabuksuz Cd-QD’lar (ROT birikimi: Cekirdek
tip: %143,32 ve ¢ekirdek/kabuk tip: %143,55; p>0,05) Prdx1 seviyeleri agisindan
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karsilastirildiginda, kabuksuz QD’larin daha fazla Prdx1 artisina neden oldugu belirlendi.
25 png/mL konsantrasyonlarinda g¢ekirdek tip QD’lara maruz kalan hepatositler igin
kontrole kiyasla Prdx1 artis1 3,32 iken, ayn1 miktarda ¢ekirdek/kabuk tip QD’lara maruz
kalan hepatositlerde Prdx1 artis1 2,15 olarak belirlendi. Ayrica, yine in Vivo
uygulamalardan farkli olarak, kadmiyum igeren QD’larin kadmiyum igermeyen
QD’lardan daha fazla Prdx1 artisina sebep oldugu goriildii (ROT birikimi Cd-QD:
%143,55, Cd’suz QD: %159,81, p>0,05; Prdx1 kat artis1 Cd-QD: 3,32 kat, Cd’suz QD:
2,58 kat).
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Sekil 3.14. 24 saat siire ile QD’lara veya CdCl2’e maruz kalan organizmalara ait
(A) solungag ve (C) karaciger dokularinda ve (E) hepatositlerde belirlenen ve Prdx1 kat
artiglart. Degerler iki bagimsiz uygulamanin ortalamasi olup bu uygulamalar1 temsilen
her gruptan westen blot analizi belirlenen protein bantlar1 (B) solungag, (D) karaciger, (F)

hepatositler ilgili grafiklerin saginda gosterildi.

QD’larin veya CdCl>’lin sebep oldugu Prdx1 artigina in vivo ve in vitro kosullarin

etkisini aragtirmak iizere, ayn1 materyalin ayni miktarlarda ROT iiretimine neden olan

73



konsantrasyonlarina ait gruplardaki Prdx1 artis seviyeleri karsilastirildi. Sonuglar,
istatistiksel olarak ROT birikimleri arasinda fark bulunmayan her grupta in vitro
kosullarda daha fazla ROT artis1 oldugunu gdstermektedir. /n vitro kosullarda, hem Cd-
QD’lar, hem Cd’suz QD’lar hem de iyonik kadmiyum, kontrole kiyasla Prdx1 kat
artisginin daha fazla olmasina sebep oldu. Bu durum in vitro kosullarda hepatositlerin

oksidatif strese kars1 verdikleri yanitin daha fazla oldugunu diisiindiirmektedir.

Her ne kadar peroksitler glutatyonlara gore peroksiredoksinler ile 10.000 kat daha
fazla reaksiyona girdigi bilinse de, bu antioksidan proteinlerle yapilan toksisite
calismalar1 diger antioksidan enzimlere gore oldukca azdir (Hall ve ark., 2009). Benzer
bir sekilde, Quantum Dot’lar ile gerceklestirilen toksisite calismalarinda da Prdx1’in
protein seviyesinde incelendigi calismalar da olduk¢a az sayidadir. Bunlardan bir
tanesinde, ¢ekirdek tip ve 3 farkli boyuta sahip QD’lar insan akciger hiicre hattt BEAS-
2B’a uygulanmus, kiitle spektroskopisi ile toksisite ile iligkili birka¢ aday protein
incelenmistir. Sonuglar, QD’larin akciger hiicreleri iizerinde serbest radikal temizleyici
ve ROT detoksifikasyonundan sorumlu olan GSTP1, PRDX1, PRDX2 ve PRDX6
proteinlerini artigina sebep oldugunu gostermistir. Bu bulgular esliginde, ¢alismacilar
QD’larin neden oldugu toksisiteyi oksidatif stres ile iliskilendirmislerdir (Xu ve ark.,
2019). Rocha ve ark., midyelerin kadmiyum igeren c¢ekirdek tip QD’lara maruz
kalmasindan sonra peroksiredoksinler gibi hiicrelerde peroksitlerin zararsizlastiriimasi
i¢in ¢alisan bir bagka enzim olan katalaz aktivitesini 6l¢miislerdir. Yapilan ¢alismada, bu
midyelerin solungag¢larinda QD’larin antioksidan sistemin bir ¢ok elemanini ve katalaz
aktivitesinin kontrole kiyasla arttig1 gosterilmistir (Rocha ve ark., 2015). Bir diger in vivo
calismada ise, farelere 28 giin siire ile ¢ekirdek tip QD uygulanmis ve c¢aligmanin bir
boliimiinde karaciger ile bobrek dokularinda oksidatif stres markorleri analiz edilmistir.
QD uygulamasinin 1. gliniinde, SOD, CAT ve GPx seviyeleri en yliksek seviyeye ulagsmis,
bu sebeple karaciger ve bobrek dokularinin QD’lardan kaynaklanan oksidatif hasari
elimine etmek i¢in antioksidan sistemleri harekete geg¢irdigi vurgulanmistir (Wang ve
ark., 2017a). Yapilan ¢alismada peroksiredoksinler ile ilgili bir analiz yapilmamis olup,
peroksiredoksinler ile ayni gorevi yapabilen CAT ve GPx seviyelerinin artig gostermis

olmasi tez calismasindaki bulgulara benzerlik gostermektedir.

QD’larin peroksiredoksinler {izerinde meydana getirdigi etkiyi incelemek {izere

bazi arastirmacilar tarafindan bu proteinlere ait mRNA seviyeleri incelenmistir. kisi ayri
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ylizey kaplamasina sahip biri ise ¢iplak halde bulunan ii¢ adet QD’un monositlerden
olusan THP-1 hiicre hatti iizerindeki toksik etkilerinin incelendigi calismada,
kaplamalardan bagimsiz olarak, negatif zeta potansiyeline olan QD’larin prdxl
ekspresyonunun artisina sebep oldugu, pozitif yiike sahip olan QD un ise prdx 1 seviyesini
etkilemedigi bildirilmistir. Ekspresyon seviyesi incelenen diger antioksidan proteinler ile
beraber ele alindiginda, QD’larin oksidatif stres ile alakali sistemleri etkiledigi
bildirilmistir (Al-Ali ve ark., 2015). Bu tez calismasinda Prdx1 artisina sebebp olan
QD’lar da negatif zeta potansiyeline sahip oldugu i¢in sonuglar Al-Ali ve arkadaslarinin

calismasini destekler niteliktedir.

QD’larin peroksiredoksinler iizerindeki etkisini bildiren calismalar literatiirde
olduk¢a az olup, kadmiyum ile yapilmis ¢aligmalar bu calismalardan sayica fazladir.
Genellikle proteomik ¢alismalardan ziyade prdxl mRNA ekspresyonuna dayanan bu
calismalar, kadmiyumun prdx1 ifadesini arttirdigina isaret etmektedir. Soleidae
familyasina ait Solea senegalensis tiirii ile yapilan bir ¢alisma, kadmiyumun balik
karacigerinde 1-Cys-Prdx ve CatL proteinlerinin kontrole gore artmasina sebep oldugunu
gostermistir (Costa ve ark., 2010). Ayrica, zebra baliklarinin hem larva hem de ergin
formunun olfaktor sistemlerinde kadmiyum ile indiiklenen oksidatif stresin sonucu olarak
prdx1 mRNA ekspresyonunun da kontrole kiyasla 10,6 kat arttig1 bildirilmistir (Wang ve
Gallagher, 2013; Heffern ve ark., 2018). Bu c¢alismalar disinda, Wu ve arkadaslarinin
fareler tlizerinde gergeklestirdigi kapsamli arastirma, Nrf2 yolaginin aktivasyonunun
kadmiyum kaynakl1 oksidatif stresi ve karaciger hasarini 6nledigini gostermektedir. Nrf2
yolaginin koruyucu etkisi, kadmiyumu temizleyen genlerden ziyade, prdxl de dahil
olmak iizere antioksidan savunmaya dahil olan elemanlara ait genleri indiiklemesiyle
saglanmaktadir. Bu calismada sadece Prdx1’in mRNA diizeyindeki aktivasyou degil,
ayrica okside olan peroksiredoksinlerin  geri  dOniisiimiinde goérev  alan

Sulfiredoksinlerden Srxnl transkripsiyonunda da artis gézlenmistir (Wu ve ark., 2012).

Rad51 rekombinaz, hiicrelerin genellikle S ve G2 fazinda tercih ettigi, DNA ¢ift
iplik kiriklarinin onarim mekanizmalarindan biri olan homolog rekombinasyonda rol
oynayan Oonemli bir proteindir. Basta meme kanseri olmak iizere ¢ogu kanser tiiriinde
giiclii bir biyomarkor olan Rad51 (Alshareeda ve ark., 2016), akuatik organizmalarda da
farkli ajanlarin indiikledigi DSB’ler igin spesifik bir markor olarak kullanilmaktadir

(AlAmri ve ark., 2012).
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Bu tez ¢alismasinda baliklarin direkt olarak akvaryum suyu vasitasiyla ya da primer
kiiltiire alinan hepatositlerin besiyeri vasitasiyla QD’lara veya CdCl2’e maruz kalmasi
durumdunda, kontrole kiyasla Rad51 seviyelerinde azalma goriildii (Sekil 3.15). Hem
QD’larm hem de CdClz’lin Rad51 seviyelerinin azalmasinina yol actigi goriilmekle
beraber, bu maddeler arasinda fark yaratacak kadar olan diisiisler hem in vivo hem de in
vitro uygulamalarda en yiiksek konsantrasyonlarda belirginlesmistir. Yapilan caligmada
Rad51 rekombinaz seviyelerindeki azalis miktarini karsilagtirmaya en uygun veri comet

analizi olmakla beraber, gerceklestirilen alkali comet yonteminin hem tek hem de cift

iplik kiriklarini belirledigini vurgulamak gereklidir.
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Sekil 3.15. 24 saat siire ile QD’lara veya CdCl2’e maruz kalan organizmalara ait
(A) solungag ve (C) karaciger dokularinda ve (E) hepatositlerde belirlenen ve Rad51 kat
artiglart. Degerler iki bagimsiz uygulamanin ortalamasi olup bu uygulamalar1 temsilen
her gruptan westen blot analizi belirlenen protein bantlar1 (B) solungag, (D) karaciger, (F)

hepatositler ilgili grafiklerin saginda gosterildi.
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Akvaryum suyu vasitasiyla QD’lara veya CdCl2’e maruz kalan baliklara ait
solungac ve karaciger dokulari karsilastirildiginda, genel olarak Cd-QD’larin karacigerde
daha fazla Rad51 azalisina sebep oldugu goriildii. Bu etkinin ¢ekirdek/kabuk tip QD’lar
icin daha yiiksek olmasina ragmen %DNA kirik miktarlar1 birbirlerine olduk¢a yakindir.
Cekirdek tip QD’lar i¢in ise DNA iplik kiriklar1 karacigere kiyasla bir miktar daha diigiik
olan solungaclarda, Rad51 seviyesi karacigere gore daha yiiksek olarak belirlendi. Bu
durum kontrole gore az miktarda da olsa hiicrelerde bulunan Rad51’in belki de ¢ift iplik
tamirini gergeklestiririyor oldugunu diistindiirmektedir. CdCl2’e maruz kalan baliklarda
ise solungag ve karaciger dokularinda Rad51 seviyeleri birbirine oldukg¢a yakin olup, bu
seviyeler solungaglarda nispeten yiiksek olarak belirlendi. Ayrica bu gruplarda Rad51
seviyeleri ile uyumlu olarak %DNA kirik miktarlar1 da solungaglarda karacigere gore
daha diisiiktiir. Kadmiyum igermeyen QD’lar ise solunga¢ dokusunda karacigere kiyasla
Rad51 diististi daha az goriilmekle beraber, genotoksisite verilerinde belirgin bir fark

goriilmemektedir.

Quantum Dot ve CdCl’iin meydana getirdigi toksisitenin in vivo ve in vitro
yontemler arasindaki farkliliklarini belirlemek {izere akvaryum suyu vasitasiyla bu
materyallere maruz kalan baliklarin karacigerlerinde ve direkt olarak besiyeri vasitasiyla
maruz kalan hepatositlerde Rad51 seviyeleri karsilastirildi. Sonuglar, kadmiyum igeren
QD’larin ve yiiksek konsantrasyonlar hari¢ kadmiyum igermeyen QD’larin, in vitro
yontemde daha fazla Rad51 azalmasina sebep oldugunu gosterirken, CdClz icin bu
durumun tam tersini gdstermektedir. Ozetle Hsp90 ifadesinde de oldugu gibi, QD’larn
toksisitesinin ol¢iildiigii bu iki yontem karsilastirildiginda in vivo yontemde Rad51 ifadesi

in vitro kosullardakine gore daha fazla etkilenmistir.

Literatiirde, rad51’in hem in vivo hem de in vitro ¢alismalarda ¢esitli ajanlarin sebep
oldugu genotoksisite ile iligkilendirmek tizere mRNA ekspresyon seviyeleri belirlenerek
biyomarkor olarak kullanildigr goriilmektedir (Singh ve ark., 2017; Chen ve ark., 2014).
Her ne kadar kadmiyum genotoksisitesinin ROT {izerinden gergeklestirdigi bilinse de,
DNA tamir sitemlerini hedef aldig1 ve bu sekilde hem DNA hasar birikimi hem de
mutasyonlara sebep oldugu bildirilmektedir (Hartwig, 1994; Giaginis ve ark., 2006;
Bertin ve Averbeck, 2006). Zebra baligi karaciger hiicre hattinda (ZFL) kadmiyumun
toksik etkilerini arastiran bir calismada, rad51 mRNA seviyelerinin kontrole kiyasla

oldukca diisikk oldugu goriilmiistiir (Chen ve ark., 2014). Benzer sekilde, ZFL
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hiicrelerinin kullanildig1 bir baska calismada, bakira maruz kalan hiicrelerin Rad51
mRNA seviyelerinin kontrole kiyasla azaldigi (Sandrini ve ark., 2009a) in vivo bir diger
calismada ise bakira maruz kalan zebra baligi larvalarinda Rad51 protein seviyesinin
azaldig1 birdirilmistir (Sun ve ark., 2020). Aksine, iyonize radyasyon veya UVB gibi
fiziksel etmenlere maruz kalan canlilar veya hiicreler ile yapilan ¢aligmalarda, Rad51
dahil DNA hasar tamir genlerinin ekspresyon seviyeleri kontrole goére artis
gostermektedir (Sandrini ve ark., 2009b; AlAmri ve ark., 2012). Bu durumun ise
caligmalarda kullanilan radyasyonun DNA ¢ift iplik kiriklarini direkt olarak indiikledigi,
kadmiyum ve bakirin ise genotoksisiteyi ROT aracilifiyla meydana getirdiginden
kaynaklandig1 bildirilmistir (Sandrini ve ark., 2009a). Bu tez ¢alismasinda genotoksisite
bulgular1 ile benzer bir sekilde hiicrelerde veya dokularda Rad51 seviyelerinin azaldigi
gbzlenmis olup, sonuc¢larimiz yukarida bahsedilen calismalara benzer bir sekilde

sonug¢lanmistir.

3.6. Histopatolojik Bulgular

Zebra baliklarinin akvaryum suyu vasitasiyla 24 saat siire ile 0, 25, 50 ve 100 pg/L
konsantrasyonlarinda QD’lara veya CdCl2’e maruziyeti ardindan baliklardan alinan

karaciger, solungag ve deri drneklerinin histopatolojik degerlendirilmesi gergeklestirildi.

Akvaryum suyu vasitastyla QD’lar veya CdCl,’e maruz kalan baliklara ait solungag
dokularinda gozlenen histopatolojik etkiler Tablo 3.1.’de belirtildi ve bu dokulara ait
fotograflar Sekil 3.15, 3.16, 3.17 ve 3.18’de gosterildi.

Tablo 3.1. Akvaryum suyu vasitasiyla QD’lara veya CdCl2’e maruz kalan baliklara

ait solunga¢ dokularinda meydana gelen histopatolojik etkiler.

Cekirdek QD’lar Cekirdek/Kabuk Kadmiyum i¢cermeyen CdCl,
QD’lar QD’lar
25 50 100 25 50 100 25 50 100 25 50 100
pg/L | pgl | pe/L | pg/L | pg/L | pg/L | pg/L | pg/L | pg/L | pg/L | pg/L | pg/l
Melano- ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ +++++ ++++ +++++ +++++ + ++ ++
makrofaj
Primer Lamel + ++ +++ + + +++ + ++ ++ + ++
Kalinlagmasi
Hiperplazi + ++ ++ + ++ ++ + + + ++
Bazal Epitelde ++ +++ +++ + ++ +++ ++ ++ +++ +++
Hipertrofi
Fﬁzyon ++ +++ +++++ + ++ +++ + ++ +++++
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+++

++++
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++

++++

++++
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++

++

++

++

4+

Lamel
Epitelinde
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+++

+H++

++++

+++

+++

++

++

Anevrizma

++

++

++

Nekroz

++

++

++

Genel olarak her uygulama grubunda belirgin bir sekilde melanomaktofaj
merkezleri gozlendi. Bu merkezlerin goriilme siklig1 ve kapladigi alan QD uygulanan
baliklarda CdCl; uygulanan baliklara gore daha yogun olarak tespit edildi.
Melanomakrofaj merkezleri, baliklar, amfibiler ve reptillerin organlarinda olusan
pigment iceren hiicrelerin biriktigi belirgin kiimeler olarak adlandirilmakta olup ¢evresel
risk analizinde antropojenik aktivitenin izlenmesi i¢in kullanilmaktadir (Dang ve ark.,
2019). Saglikli bir balikta dalak, anterior bobrek ve karacigerde az miktarlarda
bulunabilmelerine ragmen, solungaclarin da dahil oldugu diger organlarda bulunmasi
patolojik bir durum olarak belirtilmektedir (Koppang ve ark., 2005). Bu yapilar genellikle
patojenler veya inflamasyonla iligkilidir ve damarlara yakin bolgelerde bulunup serbest
makrofajlarin birikimiyle olusmaktadir (Dang ve ark., 2019; Agius ve Roberts, 2003).
Tez c¢alismamizda melanomakrofaj birikimi CdClz uygulanan baliklarin solungag
dokularinda da goriilmesine ragmen genel olarak nanomateryale maruz kalan baliklarda
daha yogun olarak goriildii. Bu yiizden 6zellikle nanomateryale maruziyetin makrofaj

birikimine sebep oldugunu diislindiirmektedir.

Baliklarin QD veya CdClz2’e maruziyeti sonucunda melanomakrofaj birikimine
ilaveten, bu materyallerin 6zellikle sekonder lamellerde patolojik etkilere sebep oldugu
belirlendi. En belirgin etkilerden biri sekonder lamellerde goriilen kisalma durumudur.
Sekonder lamellerde meydana gelen kisalmalar toksisite caligmalarinin ¢ogunda
gbzlemlenen bir bulgu olup, baliklarin toksikantlara verdikleri en belirgin cevaplardan
biridir. Bu tez ¢alismasinda sekonder lamellerin kisalmasi durumu kadmiyum igeren
QD’lara ve CdCl2’e maruz kalma durumunda, kadmiyum igermeyen QD’lara kiyasla
daha sik olarak gozlemlendi (Sekil 3.16-3.19). Bu sebeple meydana gelen kisalmanin en
onemli sebebinin kadmiyum oldugu diisiiniilebilir. Kadmiyum icermeyen QD’lara maruz

kalma durumunda da sekonder lamellerde bir miktar kisalma goriilmiis olup, bu
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kisalmalar diger materyallere kiyasla daha az gozlemlendi (Sekil 3.18). Bu bulgulara
benzer bir sekilde sekonder lamellerde kirilma olarak adlandirilan fragmentasyon durumu
da tim gruplar i¢in, kisalmaya kiyasla daha az gozlemlendi (Sekil 3.16-3.19). Bu
bulgulara ilaveten, balon yapisi olusmasi seklinde karakterize olan anevrizma durumu da
sekonder lamellerde olusan patolojik degisimlerdir. Bu yapilar sekonder lamellerin
kisalmas1 kadar sik goriilmemekle beraber, kadmiyum i¢eren QD’larda daha sik gozlendi
(Sekil 3.16 ve 3.17). Sekonder lamellerin kaynasip bir biitiin halinde goriildiigii flizyon
durumu da, kisalmalar kadar 6nemli bulgular olup, sadece kadmiyum igeren materyallere
maruz kalan baliklara ait solungaglarda gozlendi. Bu sebeple yapilan ¢alismada, olusan
flizyon yapilarinin sebebinin kadmiyum oldugu disiiniilmektedir. Bu yapilar bazal
epiteldeki hipertrofi ile oldukga iliskili olup, kadmiyumun onkogen aktivasyonu ile
iligkisi ve hiicre proliferasyonunu uyarici etkisinden kaynaklanmis olabilmektedir.
Kisaca, bazal epitelde olusan hipertrofi ve sekonder lamellerdeki kisalma beraber
degerlendirildiginde sekonder lamel yapilarinin bir biitiin haline doniismiis olabilecegi
diisiiniilmektedir. Benzer bir sekilde, hiicrelerde gézlenen hiperplazinin yani hiicrelerin
sayica artma durumunun da epitel hipertrofisini tetikledigi diisiiniilmektedir. Bu durum
da genel olarak primer lamel kalinlagsmasina sebep olmustur. Tiim bu patolojik bulgulara
ilaveten, biitiin gruplarda ¢ok yogun olmamakla beraber nekrotik hiicreler de gézlemlendi

(Sekil 3.16D ve 3.17C).

Solungag, osmoregiilasyon ve solunum i¢in temel ve kritik organ olup, solungag
morfolojisi ile stres arasinda ciddi bir iligki bulunmaktadir (Korai ve ark., 2010; Saber,
2011). Ozellikle sekonder lameller iizerinde belirlenen patolojik etkiler, solungaglarin bu
gorevlerini yerine getirmesine engel olmaktadir ve dolayisiyla balik sagligina ciddi
zararlar vermektedir (Subashkumar ve Selvanayagam, 2014). Kadmiyum igeren veya
icermeyen QD’larin zebra balig1 veya herhangi bir balik tiirii tizerindeki histopatolojik
etkileri daha once belirlenmemistir. Farkli balik tiirlerinin benzer metal nanopartikiillere
maruziyeti ile yapilan ¢alismalarda da bu tez ¢alismamizdaki bulgulara benzer bir sekilde
primer ve sekonder lamellerde farklilagmalar goriilmistiir (Verma ve ark., 2020;
Subashkumar ve Selvanayagam, 2014; Bilgiseven, 2019; Boyle ve ark., 2013; Yavas,
2014). Zebra baliginin kadmiyuma maruziyeti sonucunda ise 6zellikle lamel epiteli

hipertrofisi basta olmak iizere sekonder lamel flizyonu, anevrizma ve epitel ayrilmasi
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gbzlendigi onceki calismalarda gosterilmis olup, tez ¢alismasinin sonuglari ile uyumlu

bulunmustur (Lacave ve ark., 2020; Karlsson-Norrgren ve ark., 1985).

Sekil 3.16. Akvaryum suyu vasitasiyla ¢ekirdek tip QD’lara maruz kalan baliklarin
solungaglarinda meydana gelen histopatolojik degisimler. A) Zebra baliklarinin normal
solungag histolojisi 1) primer lamel, 2) sekonder lamel, 3) bazal epitel. B) 25 pg/L
konsantrasyonunda Cd-QD’a maruz kalan baliklara ait solungag¢ dokularinda hiperplaziye
eslik eden iki sekonder lamelin fiizyonu # ve epitel ayrilmas: % . C) 50 ug/L cekirdek
QD uygulanan baliklara ait solungaglarda sekonder lamel fiizyonu A , epitel kalkmasi
ve hiperplazi 1 D) 100 pg/L konsantrasyonunda ¢ekirdek QD’a maruz kalan baliklarda
bazal epitel hipertrofisi®, epitel kalkmas1 # , nekroz {} ve sekonder lamel kisalmas1 % .
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Sekil 3.17. Akvaryum suyu vasitasiyla ¢ekirdek/kabuk tip QD’lara maruz kalan

baliklarin solungaglarinda meydana gelen histopatolojik degisimler. A) Zebra baliklarinin
normal solungag histolojisi 1) primer lamel, 2) sekonder lamel, 3) bazal epitel. B) 25 ug/L
konsantrasyonunda ¢ekirdek/kabuk tip QD’lara maruz kalan baliklara ait solungag
dokularinda melanin birikimi ®, sekonder lamel kalinlasmasi % , kivrik ve katlanmis
sekonder lameller &, sekonder lamel kisalmasig . C) 50 ug/L ¢ekirdek/kabuk tip QD
uygulanan baliklara ait solungaglarda sekonder lamel kisalmas1 4 ve sekonder lamel
fragmentasyonu A . D) 100 ng/L konsantrasyonunda ¢ekirdek/kabuk tip QD’lara maruz

kalan balfklarda sekonder lamel fiizyonu 1t ve sekonder lamel kisalmasif .
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Sekil 3.18. Akvaryum suyu vasitasiyla kadmiyum icermeyen QD’lara maruz
kalan baliklarin solungaglarinda meydana gelen histopatolojik degisimler. A) Zebra
baliklarinin normal solungag histolojisi 1) primer lamel, 2) sekonder lamel, 3) bazal
epitel. B) 25 ug/L konsantrasyonunda Cd’suz QD’lara maruz kalan baliklara ait solungag
dokularinda epitel hiicre hiperplazisine eslik eden hipertrofif. C) 50 pg/L Cd’suz QD
uygulanan baliklara ait solungaglarda melanin birikimi®, nekroz A ve epitel hiicre
hiperplazisify. D) 100 pg/L konsantrasyonunda Cd’suz QD’lara maruz kalan baliklarda

oldukc¢a yogun gdriinen melanin birikimi 1 nekrozA, hiperplaziye eslik eden hipertrofi
T
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Sekil 3.19. Akvaryum suyu vasitasiyla CdClz’e maruz kalan baliklarin
solungaglarinda meydana gelen histopatolojik degisimler. A) Zebra baliklarinin normal
solungag histolojisi 1) primer lamel, 2) sekonder lamel, 3) bazal epitel. B) 25 pg/L
konsantrasyonunda CdCl2’e maruz kalan baliklara ait solunga¢ dokularinda sekonder
lamellerde kisalma# ve primer lamelde vakuolasyon 4 , epitel ayrilmas1 $3ve sekonder
lamde fragmentasyon®. C) 50 pug/L CdClz uygulanan baliklara ait solungaglarda melanin
birikimi®, anevrizmaA D) 100 pg/L konsantrasyonunda CdCly’e maruz kalan baliklarda
sekonder lamellerde kisalma # , epitel hiicre hipertrofisine eslik eden sekonder lamel

fiizyonu Y ve hiperemi .

Zebra baliklarinin 24 saat siire ile QD’lara veya CdCl2’e maruz kalmasinin ardindan
karacigerde meydana gelen histopatolojik degerlendirmeler ise Tablo 3.2.’de belirtildi ve

bu baliklara ait karaciger dokularin fotograflar1 Sekil 3.20, 3.21, 3.22 ve 3.23’de verildi.
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Tablo 3.2. Akvaryum suyu vasitasiyla QD’lara veya CdCl2’e maruz kalan baliklara

ait karaciger dokularinda meydana gelen histopatolojik etkilerin degerledirilmesi.

Cekirdek QD’ler

Cekirdek/Kabuk

QD’lar

Kadmiyum igermeyen

QD’lar

CdCl,

25
pg/L

50
pg/L

100
pe/L

25
pg/L

50
pg/L

100
pe/L

25
pg/L

50
pg/L

100
pg/L

25
pg/L

50
pg/L

100
pg/L

Glikojen
tilkenmesi

++++

+H+++

+H+++

++++

++++

+H+++

++

++

++++

+H++

+H++

++++

Hepatik
makro-
vesikiiler yag
damlalar1

+++

++++

+++++

+++

++++

+++++

++

+++

++++

+++

++++

++++

Hepatik
Lipidosis

++

+++

++H++

++

+++

+HH++

++

+++

+++

+++

Vakuolasyon

+++

+++

+++

++++

++++

++++

+++

+++

++

+++

Hiperplazi

+++

++++

++H++

e+t

e+t

++H++

++

++++

+++

++++

++++

Nukleus
hipertrofisi
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Zebra balig1 gerek metabolik yolaklar bakimindan memelilerle benzerliginden dolay1
ilaglarla indiiklenen karaciger toksisitesinin arastirilmasinda ve gerekse farkli kirletici
maddelere duyarliligindan ¢evresel etkilerin gézlem igin ideal bir model organizma olup
karaciger toksisitesi caligmalarinda onem arz eder (Vliegenthart ve ark., 2014; Dai ve
ark., 2014). Bir model organizma olarak zebra baligi, ila¢ toksisitesi ve gilivenligini
degerlendirmek igin sik¢a kullanilmaktadir ve ¢ok sayida ¢alisma, memeliler ve zebra
baliginin toksisite profillerinin yiiksek oranda benzer oldugunu dogrulamaktadir

(McGrath ve Li, 2008).

Zebra baligimin karaciger organizasyonu memelilerden farklidir. Karacigerde
memelilerde oldugu gibi lobuler yap1 bulunmaz, portal ven, hepatik arter, safra kanali,
hepatosit tiibiilleri ve merkezi ven doku igerisinde daginik halde bulunur (Harper ve
Lawrence, 2011; Vliegenthart ve ark., 2014). Fakat genis c¢apta sitokrom p450
enzimlerine sahip olmasi sayesinde insanlardakilerle ayni1 metabolik yolaklarla sahip
oldugundan metabolizasyon aymidir. Bir dizi hepatotoksik ilaca maruz kaldiktan sonra,
zebra balig1 karacigeri, memeli karacigeriyle karsilagtirilabilir histolojik hasar paternleri
gelistirir ve zebra baligi kanindan karaciger hasari i¢in biyobelirtegler Olciilebilir

(Vliegenthart ve ark., 2014).
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Baliklarin akvaryum suyu vasitasiyla 24 saat siire ile QD veya CdCl2’e maruz kalmasi
durumunda karaciger dokusunda meydana gelen histopatolojik degisimlerin en belirgini
olarak glikojen tiikkenmesi ve hepatik makrovesikiiler yag damlaciklarinin olusumu olarak
gozlendi (Sekil 3.20-3.23). Glikoz tiikenmesi, hiicrelerin hematoksilen eosin
boyamasinda daha silik boyanmasi veya beyaz kalmasi ile belirlenebilen patolojik bir
durum olup, kadmiyumun glikojen metabolizmasina etki ederek karacigerde glikojen
rezervinin azalmasina sebep oldugu farkli ¢calismalarda gosterilmistir (dos Santos ve ark.,
2018; Lin ve ark., 2011; Soengas ve ark., 1996). Bu tez ¢calismasinda ise tiim gruplarda
glikojen azalmasi tespit edilmekte olup, Cd-QD’larda bu etkinin daha yiiksek oldugu
belirlendi. Kadmiyum igcermeyen QD’larin da diger QD’lara kiyasla daha az olsa da
glikojen azalmasina sebep oldugu belirlendi. Kadmiyum igermeyen QD’larin karacigerde
meydana getirdigi glikojen azalmasinin sebebinin QD cekirdeginde bulunan bakir oldugu
distiniilmektedir. Benzer bir sekilde, farkli balik tiirlerinde bakira maruz kalma
sonucunda da glikojen azalmasi goriilmiistiir (Hoyle ve ark., 2007; De Boeck ve ark.,

2010).

Baliklarin karacigerlerinde glikojen azalmasit kadar yogun goriilen bir diger
histopatolojik bulgu ise hepatik makrovesikiiler yag damlaciklar1 olarak belirlendi.
Hepatositlerde olusan bu yag damlaciklar1 olduk¢a yogun bir sekilde ve her grupta
gozlenlendi (Sekil 3.20-3.23). Ozellikle kadmiyum iceren QD’lara maruz kalan baliklarin
karacigerinde bu yag damlaciklar1 oldukca yogun olarak goriildii. Makrovesikiiler lipid
damlaciklarinin fazlaligi ve dolayisiyla dokuda lipid birikiminin goriilmesi ile karakterize
olan ve karaciger yaglanmasi olarak da adlandirilan hepatik lipidosis durumu ise 6zellikle
100 pg/L konsantrasyonlarinda kadmiyum igeren QD’lara maruz kalan baliklarda
belirgin bir sekilde gozlendi (Sekil 3.20D, 3.21D, 3.22D ve 3.23D). Tim bu
histopatolojik degisimlerin sadece kadmiyum igeren materyallerde degil, kadmiyum
icermeyen QD’larda da ortaya ¢ikmasi sebebiyle, QD’larin bu etkileri hem nanomateryal
yapida olmasindan hem de yogun miktarlarda kadmiyum i¢ermesinden dolay1r meydana
getirdigi diistiniilmektedir. Benzer bir sekilde, karaciger dokusunda meydana gelen
vakuolasyon durumu da hepatik lipidosis durumunda sik goriilen ve sebebinin yiiksek yag
birikiminden kaynaklanan bir durumdur (Batista ve ark., 2016). Bulgular ile uyumlu
olarak, kadmiyumun farelere tek basina veya ¢inko ile birlikte uygulandig: bir ¢alismada,

karacigerde hepatik lipidosis ve vakuolasyon beraber gozlemlenmis, hatta bu etkilerin
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cinko ile kadmiyumun birlikte verildigi grupta ¢ok daha fazla oldugu bildirilmistir
(Ibraheem ve ark., 2016). Bu bulgular ile uyumlu olarak, vakuolasyon durumunun hem
c¢inko hem de kadmiyumu beraber barindiran g¢ekirdek/kabuk QD’lara maruz kalan
baliklarin, sadece kadmiyum iceren cekirdek QD’lara veya CdClz’e maruz kalan
baliklarin karacigerine gore daha yogun vakuolasyon olmasinin sebebini agiklayabilecegi

disiiniilmektedir.

Yukaridaki bulgulara ilaveten, QD’lara veya CdClz’e maruz kalan baliklarin
karacigerlerinde gézlemlenen nuklear degisiklikler, diger patolojik bulgular kadar yogun
gozlenmemekle beraber, nukleuslarda hipertrofi ve anormal sekilli nukleuslar tespit
edildi. Yine bu patolojilerin kadmiyum iceren materyallerde, kadmiyum icermeyen

QD’lara gore daha sik goriildiigii belirlendi.

Hem QD’larin hem de CdCl2’tin damar ve safra kanallarina etkileri
degerlendirildiginde, 25 ve 50 pg/L konsantrasyonlarinda CdClz uygulanan baliklar harig
diger gruplarda ¢ok ciddi ve yogun olmamakla beraber safra kanallarinda genislemelerin
meydana geldigi goriildii. Bu sebeple QD’larin safra kanallarina etki eden esas durumun
kimyasal yapidan ziyade nanomateryal olmaktan kaynaklandig: diistiniilmektedir. Bunun
disinda, damarlarda goriilen yirtilma veya genisleme durumlarmin da kadmiyum
icermeyen QD’larda sadece en yiiksek konsantrasyonda ve diisiik siddette
goriilmesinden; buna ragmen 06zellikle iyonik kadmiyuma maruz kalan baliklarda daha
ciddi bir yogunlukta goriilmesinden dolay1, damar hasar1 yaratan esas etmenin kadmiyum

oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 3.20. Akvaryum suyu vasitastyla gekirdek tip QD’lara maruz kalan baliklara ait
karaciger dokularinda meydana gelen histopatolojik degisimler. A) Kontrol grubuna ait
karaciger dokusu hepatositler (kesikli ¢izgi), saglikli nukleuslar{l , safra kanali 4 , kan
damar1 4 . B) 25 ug/L konsantrasyonunda QD’a maruziyet sonucu karacigerde meydana
gelen vakuolasyon®, hepatik makroesikiiler yag damlaciklar1®, hiperplazi A , anormal
sekilli nukleus {1 ve genel olarak goriilen glikojen deplesyonu. C) 50 pg/L ¢ekirdek tip
QD uygulanan baliklara ait karacigerlerde anormal sekilli nukleuslar 1% , hepatik
makroesikiiler yag damlaciklari ¥, vakuolasyon 4, hiperplazi A genel olarak goriilen
glikojen deplesyonu. D) 100 pg/L konsantrasyonunda QD’a maruziyet sonucu
karacigerde meydana gelen vakuolasyon #, hepatik makroesikiiler yag damlaciklar1 4
hiperplazi A . anormal sekilli nukleus {' ve ileri derece yaglanmaya eslik eden

disorganizasyon.
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Sekil 3.21. Akvaryum suyu vasitasiyla ¢ekirdek/kabuk tip QD’lara maruz kalan
baliklara ait karaciger dokularinda meydana gelen histopatolojik degisimler. A) Kontrol
grubuna ait karaciger dokusu hepatositler (kesikli ¢izgi), saglikli nukleuslar € , safra
kanali ® , kan damar1 # . B) 25 pg/L konsantrasyonunda QD’a maruziyet sonucu
karacigerde meydana gelen anormal sekilli nukleuslar {¢ , hepatik makroesikiiler yag
damlaciklari®, vakuolasyon®, hiperplazi Ave genel olarak goriilen glikojen deplesyonu.
C) 50 pg/L ¢ekirdek/kabuk tip QD uygulanan baliklara ait karacigerlerde anormal sekilli
nukleuslar ©¢ , damar deformasyonu % , hepatik makroesikiiler yag damlaciklarif ,
hiperplazi‘ve genel olarak goriilen glikojen deplesyonu. D) 100 ug/L konsantrasyonunda
QD’a maruziyet sonucu karacigerde meydana gelen anormal sekilli nukleuslar 1}, hepatik
makroesikiiler yag damlaciklar1 4, vakuolasyon® , hiperplazi Ave genel olarak goriilen

glikojen deplesyonu ve yaglanma.
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Sekil 3.22. Akvaryum suyu vasitasiyla kadmiyum icermeyen QD’lara maruz kalan
baliklara ait karaciger dokularinda meydana gelen histopatolojik degisimler. A) Kontrol
grubuna ait karaciger dokusu hepatositler (kesikli ¢izgi), saglikli nukleuslar f* , safra
kanali #, kan damar1 4 . B) 25 pg/L konsantrasyonunda QD’a maruziyet sonucu
karacigerde gozlemlenen anormal sekilli nukleuslar {t , niiklear hipertrofi % hepatik
makroesikiiler yag damlaciklar1®, vakuolasyon 4 , hiperplazi A ve genel olarak goriilen
glikojen deplesyonu. C) 50 pg/L QD uygulanan baliklara ait karacigerlerde vakuolasyon

4 , hepatik makroesikiiler yag damlaciklart % hiperplazi A , anormal sekilli nukleus
1t ,safra kanali genislemesi % ve hafif glikojen deplesyonu. D) 100 pg/L
konsantrasyonunda QD’a maruziyet sonucu karacigerde meydana gelen vakuolasyon®,
hepatik makroesikiiler yag damlaciklar1 4 , hiperplazi A , anormal sekilli nukleus {* ve

glikojen deplesyonu.
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Sekil 3.23. Akvaryum suyu vasitasiyla CdCl2’e maruz kalan baliklara ait karaciger
dokularinda meydana gelen histopatolojik degisimler. A) Kontrol grubuna ait karaciger
dokusu hepatositler (kesikli ¢izgi), saglikli nukleuslar 1 , safra kanali #, kan daman ¥ .
B) 25 ug/L konsantrasyonunda CdClz’e maruziyet sonucu karacigerde gozlemlenen
anormal sekilli nukleuslar{r, hepatik makroesikiiler yag damlaciklar1 #, vakuolasyon 4,
hiperplazi A e genel olarak goriilen glikojen deplesyonu. C) 50 pg/L CdClz uygulanan
baliklara ait karacigerlerde anormal sekilli nukleuslar {F, damar deformasyonu %, hepatik
makroesikiiler yag damlaciklar1 4 , hiperplazi A ve genel olarak goriilen glikojen
deplesyonu. D) 100 pg/L konsantrasyonunda CdClz’e maruziyet sonucu karacigerde
meydana gelen anormal sekilli nukleuslar # | hepatik makroesikiiler yag damlaciklari

1t , vakuolasyon # , hiperplazi A ve genel olarak goriilen glikojen deplesyonu ve

yaglanma.

Zebra baliginin derisi, reptillerden ve memelilerden farkli olarak, epitel tabakasinin
tizerinde keratin tabakasi icermeyen, osmoregiilasyon ve patojen savunmasinda dneme
sahip sikloid pullarla gevrilidir. Deride bulunan yatay ¢izgileri sayesinde kolayca taninan
zebra baliklarinin bu ¢izgilerinde pigmentler bulundurmaktadirlar (Harper ve Lawrence,
2011; Hirata ve ark., 2003). Bunlara ilaveten, deride bol miktarda keratinosit hiicreleri,
alarm hiicreleri ve mukus salgilayan goblet hiicreleri bulunmaktadir (Menke ve ark.,
2011). Alarm hiicreleri, diger hiicrelere kiyasla daha biiyiik hiicreler olup, mukus
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salgilayan hiicrelerden farkli olarak deri disina agikligi bulunmaz. Alarm maddeleri

olarak adlandirilan igeriklerini sadece deri hasar gordiigiinde disari salarlar (Smith, 1977).

Baliklarin akvaryum suyu vasitasiyla 24 saat siire ile QD’lara veya CdClz’e
maruziyeti sonucu alinan deri 6rneklerinde yapilan histopatolojik incelemeler sonucu,
hi¢bir grupta farklilasmaya rastlanmamuistir (Sekil 3.24). Bunun sebebinin deride bulunan
mukus tabakasimnin dokuyu QD’lar veya CdCl2’den korumay:r etkili bir sekilde
gerceklestirdigi olabilir. Literatiirde hem nanomateryale maruziyet ne de kadmiyum veya
farkli bir metale maruziyet sonucunda zebra balig1 veya bagka bir balik tiirline ait deri
dokularindaki histopatolojik degisimlerin incelendigi bir ¢alisma bulunmamakta olup, bu

calisma QD nanomateryallerinin deriyi histopatolojik olarak etkilemedigini gosteren ilk

caligmadir.

Sekil 3.24. Akvaryum suyu vasitasiyla 24 saat siire ile QD’lara ve CdClz’e maruz
kalan baliklara ait deri dokular1. A) Kontrol grubu, B) 100 pg/L ¢ekirdek tip QD, C)100
ug/L kadmiyum icermeyen QD ve D) 100 pg/L CdCl’e maruziyet sonucunda
histopatolojik degisim gozlenmedi. Keratinositler # | goblet hiicresi 4 , alarm hiicresi

1, pigmentler 1 .
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4. SONUCLAR

Bu tez calismasinda, iistiin optoelektronik ozellikleri sayesinde bir ¢ok alanda
kullanim1 artan QD nanomateryallerinin farkli tiplerinin zebra balig1 modelinde hem in
vivo hem de in vitro yontemlerle toksisitesinin belirlenmesi ve karsilastiriimasi

gerceklestirildi.

Kadmiyum igeren ¢ekirdek tip QD’lar ile gerceklestirilen ¢alismalarin sonuglari,
onceki caligmalar ile uyumlu olarak, toksisitenin hiicrelerde veya dokularda biriken
kadmiyum 1iyonlarindan ve buna bagli olarak meydana gelen ROT artisindan
kaynaklanmakta olabilecegini gdstermektedir. /n vitro kosullarda gerceklestirilen
deneylerde, kadmiyum birikimindeki artisla beraber hem hiicre canliliginin azaldigin
hem de ROT miktarimin arttigin1  gostermektedir. Tim veriler beraber
degerlendirildiginde, Cd- c¢ekirdek tip QD’lara maruz kalan hiicrelerde Hsp90 artisi,
hiicrelerde bir stres durumunun oldugunu agikca ortaya koymaktadir. Bununla beraber
goriilen Prdx1 artis1 da oksidatif dengenin etkilendigini gostermektedir. Bunlara ilaveten,
homolog rekombinasyonda gorev alarak DNA DSB kiriklarinn tamirinde rol oynayan
Rad51 seviyelerindeki azalis ve ROT seviyelerindeki artis ile uyumlu olarak alkali komet
analizi ile belirlenen DNA iplik kiriklar1 da bu materyalin genotoksik etkilere yol agtigini
acikca ortaya koymaktadir.

QD’lardan kaynaklanan toksisitenin azaltilmas1 amaciyla izlenen iki yaklagimdan
biri olan ¢ekirdek/kabuk tip QD kullanimu ise, yine literatiirle uyumlu olarak beklenilen
korumay1 gerceklestirememistir. Hem deneylerden i¢in hazirlanan akvaryum suyu veya
besiyerlerinde gerceklestirilen olgiimlerde, hem de deney siirelerinin sona ermesi ile
hiicreler veya dokular igerisinde belirlenen kadmiyum miktarlari, kabuk igermeyen
QD’lara gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha diisiik olarak tespit edildi
(p<0,001). Fakat bu diisiis, QD’larin toksik etkilerinden korunmada basarili olmadi.
Bunun sebebi, her ne kadar kabuk yapisi hiicrelerde veya dokularda biriken [Cd?]
miktarini azaltiyor olsa da, tamamen engelleyememesi olabilir. Bununla beraber, ZnS
kabuk yapisindan hiicrelere sizan Zn ve S iyonlari, veya ¢ok tehlikeli bir reaktif oksijen
tiirii olan SO? radikali de kadmiyum miktarlariin azalmis olmasina ragmen toksisitenin

azalmamasina sebep vermis olabilmekte, fakat tez calismasi kapsaminda belirtilen

parametrelerde ayr1 bir 6l¢iim bulunmamaktadir. Kabuklu ve kabuksuz QD’larin hem in
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vivo hem de in vitro ortamlardaki toksik etkileri beraber degerlendirildiginde, bu etkiler

birbirine olduk¢a yakindir.

QD toksistesini indirgemek amaciyla takip edilen yaklasimlardan bir digeri olan
kadmiyum igermeyen QD kullanimi da hem in vivo hem de in vitro kosullarda
degerlendirildi. Bulgular arasinda en dikkat g¢eken durum, in vitro kosullarda
gergeklestirilen hiicre canliligmma olan etkilerin degerlendirildigi ¢alismada, bu
materyallerin hiicre canliligini etkilemedigidir. Bu durum toksikolojik etkilerin sadece
hiicre canlilig1 lizerinden gosterilmesinin yanlis bir yaklagim oldugunu dogrulamaktadir.
Ciinkii, her ne kadar bu materyaller hiicre canliligini etkilemiyor olsa da, ayn1 Cd iceren
QD’lar gibi Cd’suz QD’larin da Hsp90 ve Prdx1 seviyelerinde artiga, Rad51 seviyesinde
azalisa, reaktif oksijen tiirleri birikiminde kontrole kiyasla artigsa ve DNA iplik kiriklarina
sebep oldugu gosterildi. Bu etkiler her ne kadar Cd igeren QD’lara kiyasla daha az olarak
belirlense de, sonuglar kontrole gore anlamlidir ve bu materyallerin de hiicrelere veya

dokulara zarar verdigi ortadadir.

CdCl; tuzlarinin ise, hiicrelere nanomateryallerden farkli yolaklardan giris yaptigi
bilinmektedir ve hiicrelerde veya dokularda birikimlerinin nanomateryallere kiyasla
diisiik oldugu bu ¢alismada hem in vivo hem de in vitro olarak ortaya konulmustur.
Nanomateryallere kiyasla hiicre i¢i birikimi diisiik konsantrasyonlarda olan bu
materyalin, hiicre canliligin1 kontrole kiyasla artirdig1 goriilmektedir. Bu artisin ise proto-
onkogen aktivasyonu, apoptoz blokaj1 gibi sebeplerden kaynaklandigi onceki
caligmalarda bildirilmistir (Chen ve ark., 2014). Bu ¢alismada QD’larla karsilastirmak
tizere gercgeklestirilen CdClz uygulamasinin hem kiiltiirdeki karaciger hiicrelerinde hem
de zebra baliklarmin karacigerler ve solungaglarinda belirlenen etkiler de literatiirle
uyumlu olup, kadmiyum toksisitesini hem in vivo hem de in vitro kosullarda ortaya

koymaktadir.

Histopatolojik etkilerin tartisildigi boliimde agikca belirtildigi {lizere, QD’lara
maruz kalan baliklara ait solungaglarda meydana gelen en karakteristik bulgu
melanomakrofaj birikimi olmakla beraber, bu etkinin CdCl.’e maruz kalan baliklarda
QD’lara gore daha az goriilmesi, melanomakrofaj birikiminin QD aracili toksisitede
belirleyici bir etki olabilecegini ortaya koymaktadir. Bununla beraber, kadmiyum iceren

QD’lar ve CdCl; uygulanan baliklarda ise sekonder lamellerde meydana gelen kisalmalar,
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fizyon ve lamel epitelinde meydana gelen ayrilmalarin Cd-igermeyen QD’lara gore daha
stk ve ciddi seviyede goriiliiyor olmasi, bu etkilerin kadmiyum aracilig1 ile meydana
gelme ihtimalinin daha fazla oldugunu, ve bdylece kadmiyum igermeyen QD’larin
solungaglarda sekonder lamellere olan etkisinin daha diisiik oldugunu gostermektedir.
Karaciger ise bu materyallere maruziyetten olduk¢a etkilenmis olup, en dikkat ¢ceken
histopatolojik degisimler 6zellikle glikojen tiilkenmesi, hepatik makrovesikiiler yag
birikimi, lipidosis, vakuolasyon ve hiperplazidir. Her ne kadar tiim gruplarda bu etkiler
yogun olarak belirlenmis olsa da, Cd-igermeyen QD’lara maruz kalmak bir miktar daha
az glikojen tiikenmesi, lipidosis ve vakuolasyon gostermektedir. Fakat her ne olursa
olsun, Cd icermeyen QD’lar da Cd iceren QD’lar gibi solunga¢ ve karaciger dokularina

zarar vermektedir ve balik sagligini olumsuz etkiledigi belirgindir.

Literatiirde ¢ekirdek tip QD’lar, CdCl> ve bu yaklasimlarin iiriini olan Cd-
cekirdek/kabuk QD’lar ile Cd icermeyen QD’larin birlikte degerlendirildigi in vivo veya
in vitro ¢calisma bulunmamakla beraber, bu tez ¢alismasinda ilk kez karsilastirmali olarak
degerlendirilmistir. Bununla beraber, bu tez calismasi QD’larin baliklar iizerindeki
toksikolojik etkilerinin in vivo yontemle belirlendigi ilk ¢alismadir. Tiim veriler birlikte
degerlendirildiginde, QD toksisitesini arastirmak i¢in hem in vivo hem de in vitro
kosullarda zebra baliginin uygun bir model oldugu sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bununla
beraber, in vitro yontemlerle gergeklestirilecek toksikolojik ¢alismalar i¢in hiicre canlihigi
verilerinin kesinlikle tek basma anlam tasimadigimi belirtirken, genotoksik analiz
yontemleri ve molekiiler belirtecler kullanilarak detaylandirilmas: gerekliligini 6neririz.
Nanopartikiillerin ve iyonik bilesenlerin hiicreye alinis yollarindaki farklar da g6z niinde
bulundurularak, materyalin hiicreye giris yolu ve toksisitesi arasindaki iligkiyi ortaya
koymak amaciyla hiicre membran: proteinleri veya iyon kanallarma ait molekiiler
markdrler veya materyallerin membrandan gecisini etkileyen diger faktorlerin
degerlendirildigi ileriki arastirmalarin, bu materyallerin karsilagtirmali toksikolojik
analizine katki saglayacagi diistiniilmektedir. Ayrica, ¢alismamizin sonuglari literatiirle
uyumlu olarak metal nanopartikiillerin toksisitesini etkileyen dnemli bir parametre olan
truva att mekanizmasini desteklemektedir. Bu sebeple, ayn1 bireye ait olsa da dokular
arasinda goriilen farkli toksisite cevaplarinin altinda yatan sebebi arastirmak iizere
lizozomal aktivitenin belirlenmesinin, QD toksisitesinin daha anlasilir olmasina katk1

saglayacagi umulmaktadir.
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Sonug olarak, gergeklestirilen ¢aligmada kadmiyum iceren veya icermeyen tim
QD’lar hem sitotoksik hem de genotoksik etkiler meydana getirerek hiicrelere zarar
vermektedir. Bu nedenle bu materyaller kontrollii olarak kullanilmahidir ve atik
yonetimleri kurallara uygun bir sekilde gerceklestirilmelidir. Unutmamalidir ki, bu
materyallerin kullanimindan dogan etkiler hedef dig1 canlilar1 da son kullanicilar kadar

etkilemekte ve ¢evre sagligini olumsuz etkilemektedir.

96



KAYNAKLAR

Abbas, M. N., Kausar, S., Cui, H. (2019) The biological role of peroxiredoxins in
innate immune responses of aquatic invertebrates. Fish & Shellfish Immunology, 89, 91-
97.

Agius, C., Roberts, R.J. (2003) Melano-macrophage centres and their role in fish
pathology. Journal of fish diseases, 26(9), 499-5009.

Ahamed, M., A Alhadlag, H., Alam, J., Khan, M., Ali, D., Alarafi, S. (2013) Iron
oxide nanoparticle-induced oxidative stress and genotoxicity in human skin epithelial and

lung epithelial cell lines. Current pharmaceutical design, 19(37), 6681-6690.

Ahmed, M.K., Parvin, E., Arif, M., Akter, M.S., Khan, M.S., Islam, M.M. (2010)
Measurements of genotoxic potential of cadmium in different tissues of fresh water
climbing perch Anabas testudineus (Bloch), using the comet assay. Environmental

toxicology and pharmacology, 30(1), 80-84.

Ahnstrom, G., Erixon, K. (1973) Radiation induced strand breakage in DNA from
mammalian cells: strand separation in alkaline solution. International Journal of
Radiation Biology and Related Studies in Physics, Chemistry and Medicine, 23(3), 285-
289.

Akan, T. (2012) Organofosforlu pestisitlerin arpa bitkisi (Hordeum vulgare L.) ve
zebra balig1 (Danio rerio) ilizerindeki in vitro genotoksik etkilerinin comet testi ile
arastirllmas1. Yiiksek Lisans Tezi, Marmara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii,

Istanbul, 14-15.

Aktirk, A., (2013) Cok Tabakali Cdse/Zns Yariiletken Kuantum Nokta
Nanokristallerinde Ekzitonlar. Yiiksek lisans Tezi, T.C.Selcuk Universitesi Fen Bilimleri

Enstitiisti, Konya, 2.

Al-Ali, A., Singh, N., Manshian, B., Wilkinson, T., Wills, J., Jenkins, G.J., Doak,
S.H. (2015) Quantum dot induced cellular perturbations involving varying toxicity

pathways. Toxicology Research, 4(3), 623-633.

97



AlAmri, O.D., Cundy, A.B., Di, Y., Jha, A.N., Rotchell, J.M. (2012) lonizing
radiation-induced DNA damage response identified in marine mussels, Mytilus sp.
Environmental pollution, 168, 107-112.

Albanese, A., Chan, W.C. (2011) Effect of gold nanoparticle aggregation on cell
uptake and toxicity. ACS Nano, 5(7), 5478-5489.

Alharbi, R.A. (2020) Proteomics approach and techniques in identification of
reliable biomarkers for diseases. Saudi Journal of Biological Sciences, 27(3), 968-974.

Al-Salim, N., Barraclough, E., Burgess, E., Clothier, B., Deurer, M., Green, S.,
Malone, L., Weir, G. (2011) Quantum dot transport in soil, plants, and insects. Science
of the total environment, 409(17), 3237-3248.

Alshareeda, A.T., Negm, O.H., Aleskandarany, M.A., Green, A.R., Nolan, C.,
TigHhe, P.J., Madhusudan, S., Ellis, 1.0., Rakha, E.A. (2016) Clinical and biological
significance of RADS51 expression in breast cancer: a key DNA damage response protein.

Breast cancer research and treatment, 159(1), 41-53.

Ambrosone, A., Mattera, L., Marchesano, V., Quarta, A., Susha, A.S., Tino, A.,
Tortiglione, C. (2012) Mechanisms underlying toxicity induced by CdTe quantum dots

determined in an invertebrate model organism. Biomaterials, 33(7), 1991-2000.

Badawi, A., Al-Hosiny, N., Abdallah, S., Negm, S., Talaat, H. (2013) Tuning
photocurrent response through size control of CdTe quantum dots sensitized solar cells.
Solar Energy, 88, 137-143.

Bakalova, R., Ohba, H., Zhelev, Z., Nagase, T., Jose, R., Ishikawa, M., Baba, Y.
(2004) Quantum dot anti-CD conjugates: are they potential photosensitizers or
potentiators of classical photosensitizing agents in photodynamic therapy of cancer?.
Nano Letters, 4(9), 1567-1573.

Barman, R. P. (1991) A taxonomic revision of the Indo-Burmese species of Danio
Hamilton Buchanan (Pisces: Cyprinidae). Records of the Zoological Survey of India, 137,
1-91.

Barque, J.P., Abahamid, A., Chacun, H., Bonaly, J. (1996) Different Heat-Shock

Proteins Are Constitutively Overexpressed in Cadmium and Pentachlorophenol

98



AdaptedEuglena gracilisCells. Biochemical and biophysical research communications,
223(1), 7-11.

Barroso, M.M. (2011) Quantum dots in cell biology. Journal of Histochemistry and
Cytochemistry, 59(3), 237-251.

Batista, J.S., Freitas, C.I.A., de Paiva, K.A.R., da Silva, J.B., Bezerra, F.S.B., de
Olinda, R.G., Fernandes, T.M., Oliveira, A. F. (2016) Hepatic Lipidosis in Banded
Armadillos (Euphractus sexcinctus) Bred in Captivity. Acta Scientiae Veterinariae, 44,
1-4.

Belliardo, C., Di Giorgio, C., Chaspoul, F., Gallice, P., Bergé-Lefranc, D. (2018)
Direct DNA interaction and genotoxic impact of three metals: Cadmium, nickel and

aluminum. The Journal of Chemical Thermodynamics, 125, 271-277.

Bennet, W.M. (1999) Drug-related renal dysfunction in the elderly. Geriatr.
Nephrol. Urol, 9, 21-25.

Bertin, G., Averbeck, D. (2006) Cadmium: cellular effects, modifications of
biomolecules, modulation of DNA repair and genotoxic consequences (a review).
Biochimie, 88(11), 1549-1559.

Bhattacharjee, S., Nandi, S. (2017) DNA damage response and cancer therapeutics
through the lens of the Fanconi Anemia DNA repair pathway. Cell Communication and
Signaling, 15(1), 41.

Bilgiseven, 1. (2019) Nano TiO2 partikiillerinin yiliksek CO2 igerikli sularda
yasayan Japon baliklar1 (Carassius auratus) {lizerindeki genotoksik ve sitotoksik
etkilerinin degerlendirmesi. Yiiksek Lisans Tezi, Marmara Universitesi Fen Bilimleri

Enstitiisii, Istanbul, 53-69.

Bottrill, M., Green, M. (2011) Some aspects of quantum dot toxicity. Chemical
Communications, 47(25), 7039-7050.

Bourzac, K. (2013) Quantum dots go on display. Nature, 493(7432), 283.
Boyle, D., Al-Bairuty, G.A., Ramsden, C.S., Sloman, K.A., Henry, T.B., Handy, R.

D. (2013) Subtle alterations in swimming speed distributions of rainbow trout exposed to

99



titanium dioxide nanoparticles are associated with gill rather than brain injury. Aquatic
toxicology, 126, 116-127.

Bradford, M.M. (1976) A rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical
biochemistry, 72(1-2), 248-254.

Brunetti, V., Chibli, H., Flammengo, R., Galeone, A., Malvindi, M.A., Vecchio, G.,
Cingolani, R., Nadeau, J.L., Pompa, P. P. (2013) InP/ZnS as a safer alternative to
CdSe/ZnS core/shell quantum dots: in vitro and in vivo toxicity assessment. Nanoscale,
5(1), 307-317.

Burgos-Cara, A., Putnis, C.V., Rodriguez-Navarro, C., Ruiz-Agudo, E. (2016)
Hydration effects on gypsum dissolution revealed by in situ nanoscale atomic force

microscopy observations. Geochimica et Cosmochimica Acta, 179, 110-122.

Burnette, W.N. (1981) “Western Blotting”: Electrophoretic transfer of proteins
from sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gels to unmodified nitrocellulose and
radiographic detection with antibody and radioiodinated protein A. Analytical
biochemistry, 112(2), 195-203.

Caldecott, K.W. (2008) Single-strand break repair and genetic disease. Nature
Reviews Genetics, 9(8), 619.

Cao, J., Schulte, J., Knight, A., Leslie, N. R., Zagozdzon, A., Bronson, R.,
Manevich, Y., Beeson, C., Neumann, C. A. (2009) Prdx1 inhibits tumorigenesis via
regulating PTEN/AKT activity. The EMBO journal, 28(10), 1505-1517.

Chan, W.H., Shiao, N.H., Lu, P.Z. (2006) CdSe quantum dots induce apoptosis in
human neuroblastoma cells via mitochondrial-dependent pathways and inhibition of

survival signals. Toxicology Letters, 167(3), 191-200.

Chapdelaine, P., Vignola, K., Fortier, M.A. (2001) Protein estimation directly from
SDS-PAGE loading buffer for standardization of samples from cell lysates or tissue

homogenates before Western blot analysis. Biotechniques, 31(3), 478-482.

Chatterjee, N., Walker, G. C. (2017) Mechanisms of DNA damage, repair, and

mutagenesis. Environmental and molecular mutagenesis, 58(5), 235-263.

100



Chen, Y.Y., Zhu, J.Y., Chan, K.M. (2014) Effects of cadmium on cell proliferation,
apoptosis, and proto-oncogene expression in zebrafish liver cells. Aquatic toxicology,
157, 196-206.

Chithrani, B.D., Ghazani, A.A., Chan, W.C. (2006) Determining the size and shape
dependence of gold nanoparticle uptake into mammalian cells. Nano letters, 6(4), 662-
668.

Cho, S.J., Maysinger, D., Jain, M., Roder, B., Hackbarth, S., Winnik, F.M. (2007)
Long-term exposure to CdTe quantum dots causes functional impairments in live cells.
Langmuir, 23(4), 1974-1980.

Choi, Y.J., Kim, Y.J., Lee, JW,, Lee, Y., Lim, Y.B., Chung, H.W. (2012) Cyto-
/genotoxic effect of CdSe/ZnS quantum dots in human lung adenocarcinoma cells for
potential photodynamic UV therapy applications. Journal of nanoscience and
nanotechnology, 12(3), 2160-2168.

Choong, G, Liu, Y., Templeton, D.M. (2014) Interplay of calcium and cadmium in

mediating cadmium toxicity. Chemico-biological interactions, 211, 54-65.

Conway, A.B., Lynch, T.W., Zhang, Y., Fortin, G.S., Fung, C.W., Symington, L.
S., Rice, P.A. (2004) Crystal structure of a Rad51 filament. Nature structural & molecular
biology, 11(8), 791-796.

Costa, P.M., Chicano-Galvez, E., Barea, J.L., DelValls, T.A., Costa, M.H. (2010)
Alterations to proteome and tissue recovery responses in fish liver caused by a short-term
combination treatment with cadmium and benzo [a] pyrene. Environmental Pollution,
158(10), 3338-3346.

Cuypers, A., Plusquin, M., Remans, T., Jozefczak, M., Keunen, E., Gielen, H.,
Opdenakker, K., Nair, A.R., Munters, E., Artois, T.J., Nawrot, T., Vangronsveld, J.,
Smeets, K. (2010) Cadmium stress: an oxidative challenge. Biometals, 23(5), 927-940.

Dabbousi, B.O., Rodriguez-Viejo, J., Mikulec, F.V., Heine, J.R., Mattoussi, H.,
Ober, R., Jensen. K.F., Bawendi, M. G. (1997). (CdSe) ZnS core— shell quantum dots:
synthesis and characterization of a size series of highly luminescent nanocrystallites. The
Journal of Physical Chemistry B, 101(46), 9463-9475.

101



Dai, Y.J., Jia, Y.F., Chen, N., Bian, W.P., Li, Q.K., Ma, Y.B., Chen, Y.L., Pei, D.S.
(2014) Zebrafish as a model system to study toxicology. Environmental toxicology and
chemistry, 33(1), 11-17.

Dang, M., Nowell, C., Nguyen, T., Bach, L., Sonne, C., Norregaard, R., Stride, M.,
Nowak, B. (2019) Characterisation and 3D structure of melanomacrophage centers in

shorthorn sculpins (Myoxocephalus scorpius). Tissue and Cell, 57, 34-41.

De Boeck, G., Smolders, R., Blust, R. (2010) Copper toxicity in gibel carp Carassius
auratus gibelio: importance of sodium and glycogen. Comparative Biochemistry and
Physiology Part C: Toxicology & Pharmacology, 152(3), 332-337.

Demin, K.A., Meshalkina, D.A., Volgin, A.D., Yakovlev, O.V., de Abreu, M.S.,
Alekseeva, P.A., Friend, A.J., Lakstygal, A.M., Zabegalov, K., Amstislavskaya, T. G.,
Strekalova, T., Bao, W., Strekalova, T. (2019) Developing zebrafish experimental animal
models relevant to schizophrenia. Neuroscience and Biobehavioral Reviews, 105, 126-
133.

Derfus, A.M., Chan, W.C., Bhatia, S.N. (2004) Probing the cytotoxicity of

semiconductor quantum dots. Nano Letters, 4(1), 11-18.

Detienne, G., De Haes, W., Mergan, L., Edwards, S. L., Temmerman, L., Van Bael,
S. (2018) Beyond ROS clearance: Peroxiredoxins in stress signaling and aging. Ageing

research reviews, 44, 33-48.

Dhawan, A., Bajpayee, M., Parmar, D. (2009) Comet assay: a reliable tool for the
assessment of DNA damage in different models. Cell biology and toxicology, 25(1), 5-
32.

Donahue, N.D., Acar, H., Wilhelm, S. (2019) Concepts of nanoparticle cellular
uptake, intracellular trafficking, and kinetics in nanomedicine. Advanced Drug Delivery
Reviews, 143, 68-96.

dos Santos, I.V.F., de Souza, G.C., Santana, G.R., Duarte, J.L., Fernandes, C.P.,
Keita, H., Velasquez-Moyado, J.A., Navarrete, A., Ferreira, 1.M., Carvalho, H.O.,
Carvalho, J.C.T. (2018) Histopathology in Zebrafish (Danio rerio) to Evaluate the
Toxicity of Medicine: An Anti-Inflammatory Phytomedicine with Janaguba Milk

102



(Himatanthus drasticus Plumel). Histopathology-An Update, 1% Edition, Srivastava, S.
Editor, IntechOpen, London, UK.

Droge, W. (2002) Free radicals in the physiological control of cell function.

Physiological reviews, 82(1), 47-95.

Egler, R.A., Fernandes, E., Rothermund, K., Sereika, S., de Souza-Pinto, N., Jaruga,
P., Dizdaroglu, M., Prochownik, E. V. (2005) Regulation of reactive oxygen species,
DNA damage and c-Myc function by peroxiredoxin 1. Oncogene, 24(54), 8038-8050.

Elez, D., Dundjerski, J., Mati¢, G. (2001) Cadmium affects the redox state of rat
liver glucocorticoid receptor. Cell biology and toxicology, 17(3), 169-177.

Elsaesser, A., Howard, C.V. (2012) Toxicology of nanoparticles. Advanced Drug
Delivery Reviews, 64(2), 129-137.

Erdogan, 1., Akankan, O., Akbas, H. (2013) Simultaneous effects of temperature,
hydrostatic pressure and electric field on the self-polarization and electric field
polarization in a GaAs/Ga0. 7Al0. 3As spherical quantum dot with a donor impurity.
Superlattices and Microstructures, 59, 13-20.

Eruslanov, E., Kusmartsev S. (2010) Identification of ROS Using Oxidized
DCFDA and Flow-Cytometry. Advanced Protocols in Oxidative Stress, vol 594,
Armstrong D. Editor. Humana Press, Totowa, NJ.

Eychmiiller, A., Mews, A., Weller, H. (1993) A quantum dot quantum well:
CdS/HgS/CdS. Chemical Physics Letters, 208(1-2), 59-62.

Fairbairn, D.W., Olive, P.L., O’Neill, K.L. (1995) The comet assay: a

comprehensive review. Mutat. Res, 399, 37-59.

Feng, Q., Boone, A.N., Vijayan, M M. (2003) Copper impact on heat shock protein
70 expression and apoptosis in rainbow trout hepatocytes. Comparative Biochemistry and
Physiology Part C: Toxicology & Pharmacology, 135(3), 345-355.

Feynman, R.P. (1960). There's plenty of room at the bottom. California Institute of

Technology, Engineering and Science magazine, 22-36.

103



Filali, S., Pirot, F., Miossec, P. (2020) Biological Applications and Toxicity
Minimization of Semiconductor Quantum Dots. Trends in biotechnology, 38(2), 163-177.

Filipi¢, M. (2012) Mechanisms of cadmium induced genomic instability. Mutation

Research/Fundamental and Molecular Mechanisms of Mutagenesis, 733(1-2), 69-77.

Fontana, B.D., Franscescon, F., Rosemberg, D.B., Norton, W.H., Kalueff, A.V.,
Parker, M.O. (2019) Zebrafish models for attention deficit hyperactivity disorder
(ADHD). Neuroscience and Biobehavioral Reviews. 100, 9-18.

Fourie, F., Reinecke, S.A., Reinecke, A.J. (2007) The determination of earthworm
species sensitivity differences to cadmium genotoxicity using the comet assay.
Ecotoxicology and Environmental Safety, 67(3), 361-368.

Gagné, F., Auclair, J., Blaise, C. (2008a) Bioreactivity of cadmium telluride

quantum dots and sublethal effects in rainbow trout hepatocytes. Toxicology, 5.

Gagné, F., Maysinger, D., André, C., Blaise, C. (2008b) Cytotoxicity of aged
cadmium-telluride quantum dots to rainbow trout hepatocytes. Nanotoxicology, 2(3),
113-120.

Galeone, A., Vecchio, G., Malvindi, M.A., Brunetti, V., Cingolani, R., Pompa, P.P.
(2012) In vivo assessment of CdSe-ZnS quantum dots: coating dependent
bioaccumulation and genotoxicity. Nanoscale, 4(20), 6401-6407.

Garrido, C., Brunet, M., Didelot, C., Zermati, Y., Schmitt, E., Kroemer, G. (2006)
Heat shock proteins 27 and 70: anti-apoptotic proteins with tumorigenic properties. Cell
cycle, 5(22), 2592-2601.

Gavrilescu, C.M., Paraschiv, C., Horjinec, P., Sotropa, D.M., Barbu, R.M. (2018)
The advantages and disadvantages of nanotechnology. Romanian Journal of Oral
Rehabilitation, 10(2), 153-159.

Gawel, K., Banono, N.S., Michalak, A., Esguerra, C.V. (2019) A critical review of
zebrafish schizophrenia models: time for validation?. Neuroscience and Biobehavioral
Reviews, 107, 6-22.

104



Gebel, T., Foth, H., Damm, G., Freyberger, A., Kramer, P.J., Lilienblum, W., .
Rohl, C., Schupp, T., Weiss, C., Wollin, K.M., Hengstler, J. G. (2014) Manufactured
nanomaterials: categorization and approaches to hazard assessment. Archives of
Toxicology, 88(12), 2191-2211.

Ghasemi, Y., Peymani, P., Afifi, S. (2009) Quantum dot: magic nanoparticle for
imaging, detection and targeting. Acta Biomedica, 80(2), 156-165.

Giaginis, C., Gatzidou, E., Theocharis, S. (2006) DNA repair systems as targets of
cadmium toxicity. Toxicology and applied pharmacology, 213(3), 282-290.

Gidwani, M., Singh, A. V. (2013) Nanoparticle enabled drug delivery across the
blood brain barrier: in vivo and in vitro models, opportunities and challenges. Current
Pharmaceutical Biotechnology, 14(14), 1201-1212.

Giglia-Mari, G., Zotter, A., Vermeulen, W. (2011) DNA damage response. Cold
Spring Harbor perspectives in biology, 3(1), a000745.

Green, M., Howman, E. (2005) Semiconductor quantum dots and free radical
induced DNA nicking. Chemical Communications, (1), 121-123.

Gui, R., Jin, H., Wang, Z., Tan, L. (2017) Recent advances in optical properties and
applications of colloidal quantum dots under two-photon excitation. Coordination
Chemistry Reviews, 338, 141-185.

Guo, W, Yang, W., Wang, Y., Sun, X., Liu, Z., Zhang, B., Chang, J., Chen, X.
(2014) Color-tunable Gd-zZn-Cu-In-S/ZnS quantum dots for dual modality magnetic
resonance and fluorescence imaging. Nano Research, 7(11), 1581-1591.

Gupta, S.C., Sharma, A., Mishra, M., Mishra, R.K., Chowdhuri, D.K. (2010) Heat
shock proteins in toxicology: how close and how far?. Life sciences, 86(11-12), 377-384.

Giilsoy, N., Yavas, C., Mutlu, O. (2015) Genotoxic effects of boric acid and borax

in zebrafish, Danio rerio using alkaline comet assay. EXCLI Journal, 14, 890.

Hall, A., Karplus, P.A., & Poole, L.B. (2009) Typical 2-Cys peroxiredoxins—
structures, mechanisms and functions. The FEBS journal, 276(9), 2469-2477.

105



Hamer, B., Hamer, D.P., Miiller, W.E.G., Batel, R. (2004) Stress-70 proteins in
marine mussel Mytilus galloprovincialis as biomarkers of environmental pollution: a field
study. Environment international, 30(7), 873-882.

Handy, R.D., Von der Kammer, F., Lead, J.R., Hassellov, M., Owen, R., Crane, M.
(2008) The ecotoxicology and chemistry of manufactured nanoparticles. Ecotoxicology,
17(4), 287-314.

Haque, E., Ward, A.C. (2018) Zebrafish as a model to evaluate nanoparticle
toxicity. Nanomaterials, 8(7), 561.

Harper, C., Lawrence, C. (2016) The laboratory zebrafish, 1% Edition, Crc Press,
Boca Raton, USA.

Hartwig, A. (1994) Role of DNA repair inhibition in lead-and cadmium-induced

genotoxicity: a review. Environmental health perspectives, 102(suppl 3), 45-50.

He, C., Hu, Y., Yin, L., Tang, C., Yin, C. (2010) Effects of particle size and surface
charge on cellular uptake and biodistribution of polymeric nanoparticles. Biomaterials,
31(13), 3657-3666.

Heffern, K., Tierney, K., Gallagher, E.P. (2018) Comparative effects of cadmium,
zinc, arsenic and chromium on olfactory-mediated neurobehavior and gene expression in

larval zebrafish (Danio rerio). Aquatic Toxicology, 201, 83-90.

Hermesz, E., Abraham, M., Nemcsok, J. (2001) Identification of two hsp90 genes
in carp. Comparative Biochemistry and Physiology Part C: Toxicology & Pharmacology,
129(4), 397-407.

Hirata, M., Nakamura, K.I., Kanemaru, T., Shibata, Y., Kondo, S. (2003) Pigment
cell organization in the hypodermis of zebrafish. Developmental dynamics: an official
publication of the American Association of Anatomists, 227(4), 497-503.

Hoyle, 1., Shaw, B.J., Handy, R.D. (2007) Dietary copper exposure in the African
walking catfish, Clarias gariepinus: Transient osmoregulatory disturbances and oxidative

stress. Aquatic toxicology, 83(1), 62-72.

106



Huang, S., Liu, X., Zhang, J., Bao, G., Xu, G., Sun, Y., Shen, Q., Lian, M., Huang,
Y., Cui, Z. (2015) Expression of peroxiredoxin 1 after traumatic spinal cord injury in rats.
Cellular and molecular neurobiology, 35(8), 1217-1226.

Huggett, R.J. (2018) Biomarkers: biochemical, physiological, and histological

markers of anthropogenic stress. CRC Press.

Hulla, J.E., Sahu, S.C., Hayes, A.W. (2015) Nanotechnology: History and future.
Human and experimental toxicology, 34(12), 1318-1321.

Ibraheem, A.S., Seleem, A.A., El-Sayed, M.F., Hamad, B.H. (2016) Single or
combined cadmium and aluminum intoxication of mice liver and kidney with possible
effect of zinc. The Journal of Basic & Applied Zoology, 77, 91-101.

Islam, M.H., Paul, M.T., Burheim, O.S., Pollet, B.G. (2019) Recent developments
in the sonoelectrochemical synthesis of nanomaterials. Ultrasonics Sonochemistry, 59,
104711.

Ivanina, A.V., Taylor, C., Sokolova, I. M. (2009) Effects of elevated temperature
and cadmium exposure on stress protein response in eastern oysters Crassostrea virginica
(Gmelin). Aquatic toxicology, 91(3), 245-254.

Jaiswal, J.K., Simon, S.M. (2004) Potentials and pitfalls of fluorescent quantum
dots for biological imaging. Trends in Cell Biology, 14(9), 497-504.

Jaiswal, J. K., Goldman, E.R., Mattoussi, H., Simon, S.M. (2004b). Use of quantum
dots for live cell imaging. Nature Methods, 1(1), 73.

Jennings, V., Goodhead, R., Tyler, C.R. (2015) Ecotoxicology of nanomaterials in

aquatic systems. Frontiers of Nanoscience, 8, 3-45.

Ju, L., Zhang, G., Zhang, C., Sun, L., Jiang, Y., Yan, C., J.Duerksen-Hughese, P.,
Zhang., X., Zhu, X., Chen, F.F., Yang, J. (2013) Quantum dot-related genotoxicity
perturbation can be attenuated by PEG encapsulation. Mutation Research/Genetic

Toxicology and Environmental Mutagenesis, 753(1), 54-64.

107



Juzenas, P., Chen, W., Sun, Y.P., Coelho, M.A.N., Generalov, R., Generalova, N.,
Christensen, I.L. (2008) Quantum dots and nanoparticles for photodynamic and radiation

therapies of cancer. Advanced drug delivery reviews, 60(15), 1600-1614.

Karlsson, H.L. (2010) The comet assay in nanotoxicology research. Analytical and
bioanalytical chemistry, 398(2), 651-666.

Karlsson-Norrgren, L., Runn, P., Haux, C., Forlin, L. (1985) Cadmium-induced
changes in gill morphology of zebrafish, Brachydanio rerio (Hamilton—Buchanan), and
rainbow trout, Salmo gairdneri Richardson. Journal of Fish Biology, 27(1), 81-95.

Kashiwada, S. (2009) Emerging Aquatic Contamination of Nanomaterials and its
Ecological Risk. Japanese Journal of Environmental Toxicology, 12(1), 19-32.

Katubi, K.M., Alzahrani, F.M., Ali, D., Alarifi, S. (2019) Dose-and duration-
dependent cytotoxicity and genotoxicity in human hepato carcinoma cells due to CdTe
QDs exposure. Human & experimental toxicology, 38(8), 914-926.

Khalil, W.K.B., Girgis, E., Emam, A.N., Mohamed, M.B., Rao, K.V. (2011)
Genotoxicity evaluation of nanomaterials: DNA damage, micronuclei, and 8-hydroxy-2-
deoxyguanosine induced by magnetic doped CdSe quantum dots in male mice. Chemical
Research in Toxicology, 24(5), 640-650.

Kim, J.D., McCarter, R.J.M., Yu, B.P. (1996) Influence of age, exercise, and dietary
restriction on oxidative stress in rats. Aging Clinical and Experimental Research, 8(2),
123-129.

Kim, S., Ryu, D.Y. (2013) Silver nanoparticle-induced oxidative stress,
genotoxicity and apoptosis in cultured cells and animal tissues. Journal of Applied
Toxicology, 33(2), 78-89.

Kirchner, C., Javier, A.M., Susha, A.S., Rogach, A.L., Kreft, O., Sukhorukov, G.
B., Parak, W.J. (2005a) Cytotoxicity of nanoparticle-loaded polymer capsules. Talanta,
67(3), 486-491.

Kirchner, C., Liedl, T., Kudera, S., Pellegrino, T., Mufioz Javier, A., Gaub, H. E.,
Stolzle, S., Fertig, N., Parak, W.J. (2005b) Cytotoxicity of colloidal CdSe and CdSe/ZnS
nanoparticles. Nano Letters, 5(2), 331-338.

108



Kloepfer, J.A., Mielke, R.E., Wong, M.S., Nealson, K.H., Stucky, G., Nadeau, J.L.
(2003) Quantum dots as strain-and metabolism-specific microbiological labels. Appl.
Environmental Microbiology, 69(7), 4205-4213.

Koppang, E.O., Haugarvoll, E., Hordvik, 1., Aune, L., Poppe, T.T. (2005) Vaccine-
associated granulomatous inflammation and melanin accumulation in Atlantic salmon,

Salmo salar L., white muscle. Journal of Fish Diseases, 28(1), 13-22.

Korai, A.L., Lashari, K.H., Sahato, G.A., Kazi, T.G. (2010) Histological lesions in
gills of feral cyprinids, related to the uptake of waterborne toxicants from Keenjhar lake.
Reviews in Fisheries Science, 18(2), 157-176.

Kroto, H.W. (1987) The stability of the fullerenes Cn, with n= 24, 28, 32, 36, 50,
60 and 70. Nature, 329(6139), 529-531.

Kulaksiz, G., Sancar, A. (2007) Niikleotid eksizyon onarimi ve kanser. Turk J
Biochem, 32(3), 104-111.

Kwon, H. S., Bae, Y.J., Moon, K.A,, Lee, Y.S., Lee, T., Lee, K.Y., Kim, T.B., Park,
C.S., Moon, H.B., Cho, Y. S. (2012) Hyperoxidized peroxiredoxins in peripheral blood
mononuclear cells of asthma patients is associated with asthma severity. Life sciences,
90(13-14), 502-508.

Lacave, J.M., Bilbao, E., Gilliland, D., Mura, F., Dini, L., Cajaraville, M.P., Orbea,
A. (2020) Bioaccumulation, cellular and molecular effects in adult zebrafish after
exposure to cadmium sulphide nanoparticles and to ionic cadmium. Chemosphere, 238,
124588.

Lai, L., Jin, J. C., Xu, Z.Q., Mei, P., Jiang, F.L., Liu, Y. (2015) Necrotic cell death
induced by the protein-mediated intercellular uptake of CdTe quantum dots.
Chemosphere, 135, 240-249.

Laurini, E., Marson, D., Fermeglia, A., Aulic, S., Fermeglia, M., Pricl, S. (2020)
Role of Rad51 and DNA repair in cancer: A molecular perspective. Pharmacology &
Therapeutics, 107492.

LeBel, C. P., Bondy, S. C. (1990) Sensitive and rapid quantitation of oxygen

reactive species formation in rat synaptosomes.

109



Lee, R.F., Steinert, S. (2003) Use of the single cell gel electrophoresis/comet assay
for detecting DNA damage in aquatic (marine and freshwater) animals. Mutat. Res, 544,
43-64.

Leigh, K.L., Bouldin, J.L., Buchanan, R.A. (2012) Measurement of accumulation
of semiconductor nanocrystal quantum dots by Pimephales promelas. Dose-Response,

10(3), dose-response.

Li, S., Pozhitkov, A., Ryan, R.A., Manning, C.S., Brown-Peterson, N., Brouwer,
M. (2010) Constructing a fish metabolic network model. Genome Biology, 11(11), R115.

Li, Y., Chen, T., Miao, X., Yi, X., Wang, X., Zhao, H., Lee, S.M., Zheng, Y. (2017)
Zebrafish: a promising in vivo model for assessing the delivery of natural products,
fluorescence dyes and drugs across the blood-brain barrier. Pharmacological Research,
125, 246-257.

Lin, Y.S., Tsai, S.C., Lin, H.C., Hsiao, C.D., Wu, S.M. (2011) Changes of glycogen
metabolism in the gills and hepatic tissue of tilapia (Oreochromis mossambicus) during
short-term Cd exposure. Comparative Biochemistry and Physiology Part C: Toxicology
& Pharmacology, 154(4), 296-304.

Liu, J., Qu, W., Kadiiska, M.B. (2009) Role of oxidative stress in cadmium toxicity
and carcinogenesis. Toxicology and applied pharmacology, 238(3), 209-214.

Liu, H., Wu, J., Xu, M., He, J. (2016) A novel biomarker for marine environmental
pollution of HSP90 from Mytilus coruscus. Marine pollution bulletin, 111(1-2), 428-434.

Louis, S., Gagné, F., Auclair, J., Turcotte, P., Gagnon, C., Emond, C. (2010) The
characterisation of the behaviour and gill toxicity of CdS/CdTe quantum dots in rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss). International Journal of Biomedical Nanoscience and
Nanotechnology, 1(1), 52-69.

Lovri¢, J., Cho, S.J., Winnik, F.M., Maysinger, D. (2005) Unmodified cadmium
telluride quantum dots induce reactive oxygen species formation leading to multiple

organelle damage and cell death. Chemistry and Biology, 12(11), 1227-1234.

110



Luevano, J., Damodaran, C. (2014) A review of molecular events of cadmium-
induced carcinogenesis. Journal of Environmental Pathology, Toxicology and Oncology,
33(3).

Lynch, I., Salvati, A., Dawson, K. A. (2009) Protein-nanoparticle interactions: what

does the cell see?. Nature Nanotechnology, 4(9), 546.

Mahaye, N., Thwala, M., Cowan, D.A., Musee, N. (2017) Genotoxicity of metal
based engineered nanoparticles in aquatic organisms: A review. Mutation
Research/Reviews in Mutation Research, 773, 134-160.

Maher, K. O. (2018) Nanomedicine and nanotechnology for heart failure research,
diagnosis, and treatment. Heart failure in the child and young adult, 1% Edition., Jefferies,
J., Chang, A., Rossano, J., Shaddy, R., Towbin, J. Editors.; Academic Press, London, UK.

Maltese, G., Psefteli, P.M., Rizzo, B., Srivastava, S., Gnudi, L., Mann, G.E., Siow,
R.C. (2017) The anti-ageing hormone klotho induces Nrf2-mediated antioxidant defences
in human aortic smooth muscle cells. Journal of cellular and molecular medicine, 21(3),
621-627.

Mamet, J., Yeomans, D.C., Yaksh, T.L., Manning, D.C., Harris, S. (2017) Editor’s
Highlight: Formulation and Toxicology Evaluation of the Intrathecal AY X1 DNA-Decoy
in Sprague Dawley Rats. Toxicological Sciences, 159(1), 76-85.

Manikandan, A., Chen, Y.Z., Shen, C.C., Sher, CW., Kuo, H.C., Chueh, Y.L.
(2019) A critical review on two-dimensional quantum dots (2D QDs): From synthesis
toward applications in energy and optoelectronics. Progress in Quantum Electronics,
100226.

Manke, A., Wang, L., Rojanasakul, Y. (2013) Mechanisms of nanoparticle-induced

oxidative stress and toxicity. BioMed research international, 2013.

Martinez-Paz, P., Morales, M., Sanchez-Argiiello, P., Morcillo, G., Martinez-
Guitarte, J.L. (2017) Cadmium in vivo exposure alters stress response and endocrine-
related genes in the freshwater snail Physa acuta. New biomarker genes in a new model

organism. Environmental Pollution, 220, 1488-1497.

111



Matovié¢, V., Buha, A., Puki¢-Cosi¢, D., Bulat, Z. (2015) Insight into the oxidative
stress induced by lead and/or cadmium in blood, liver and kidneys. Food and Chemical
Toxicology, 78, 130-140.

McGrath, P., Li, C. Q. (2008) Zebrafish: a predictive model for assessing drug-
induced toxicity. Drug discovery today, 13(9-10), 394-401.

McLean, P., Kunjara, S., Greenbaum, A.L., Gumaa, K., Lopez-Prados, J., Martin-
Lomas, M., Rademacher, T. W. (2008) Reciprocal Control of Pyruvate Dehydrogenase
Kinase and Phosphatase by Inositol Phosphoglycans DYNAMIC STATE SET BY
“PUSH-PULL” SYSTEM. Journal of Biological Chemistry, 283(48), 33428-33436.

Menke, A.L., Spitsbergen, J.M., Wolterbeek, A.P., Woutersen, R.A. (2011) Normal
anatomy and histology of the adult zebrafish. Toxicologic pathology, 39(5), 759-775.

Misra, U.K., Gawdi, G., Akabani, G., Pizzo, S.V. (2002) Cadmium-induced DNA
synthesis and cell proliferation in macrophages: the role of intracellular calcium and

signal transduction mechanisms. Cellular signalling, 14(4), 327-340.

Mitchelmore, C.L., Chipman, J.K. (1998) DNA strand breakage in aquatic
organisms and the potential value of the comet assay in environmental monitoring. Mutat.
Res, 399, 135-147.

Mjahed, H., Girodon, F., Fontenay, M., Garrido, C. (2012) Heat shock proteins in
hematopoietic malignancies. Experimental cell research, 318(15), 1946-1958.

Mongillo, J. F. (2007) Nanotechnology 101. Greenwood press, Westport, CT, USA.

Moreno-Horn, M., Gebel, T. (2014) Granular biodurable nanomaterials: no
convincing evidence for systemic toxicity. Critical Reviews in Toxicology, 44(10), 849-
875.

Morris, J., Willis, J., De Martinis, D., Hansen, B., Laursen, H., Sintes, J.R., Kearns,
P., Gonzalez, M. (2011) Science policy considerations for responsible nanotechnology

decisions. Nature Nanotechnology, 6(2), 73-77.

Mossman, T. (1983) Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival:
application to proliferation and cytotoxicity assays Journal of immunological methods,
65(1-2), 55-63.

112



Mottley, C., Harman, L.S., Mason, R. P. (1985) Microsomal reduction of bisulfite
(aqueous sulfur dioxide)—sulfur dioxide anion free radical formation by cytochrome P-
450. Biochemical pharmacology, 34(16), 3005-3008.

Munari, M., Sturve, J., Frenzilli, G., Sanders, M.B., Brunelli, A., Marcomini, A.,
Nigro, M., Lyons, B.P. (2014) Genotoxic effects of CdS quantum dots and Ag2S
nanoparticles in fish cell lines (RTG-2). Mutation Research/Genetic Toxicology and

Environmental Mutagenesis, 775, 89-93.

Muoth, C., Aengenheister, L., Kucki, M., Wick, P., Buerki-Thurnherr, T. (2016)
Nanoparticle transport across the placental barrier: pushing the field forward!.
Nanomedicine, 11(8), 941-957.

Nafisi, S., Maibach, H.l. (2018). Skin penetration of nanoparticles. Emerging
Nanotechnologies in Immunology, 1% Edition, Shegokar, R., Souto, E.B. Editors.;

Elsevier, Cambrige, US.

Nagy, A., Hollingsworth, J. A., Hu, B., Steinbriick, A., Stark, P. C., Rios Valdez,
C., Vuyisich, M., Stewart, M.H., Atha, D.H., Nelson, B.C., lyer, R. (2013)
Functionalization-dependent induction of cellular survival pathways by CdSe quantum
dots in primary normal human bronchial epithelial cells. ACS nano, 7(10), 8397-8411.

Nel, A.E., Midler, L., Velegol, D., Xia, T., Hoek, E.M., Somasundaran, P.,
Klaessig, F., Castranova, V., Thompson, M. (2009) Understanding biophysicochemical
interactions at the nano—bio interface. Nature Materials, 8(7), 543-557.

Neumann, C.A., Krause, D.S., Carman, C.V., Das, S., Dubey, D.P., Abraham, J. L.,
Bronson, R.T., Fujiwara, Y., Orkin, S.H., Van Etten, R.A. (2003) Essential role for the
peroxiredoxin Prdx1 in erythrocyte antioxidant defence and tumour suppression. Nature,
424(6948), 561-565.

Oberdorster, G., Oberdorster, E., Oberdorster, J. (2005) Nanotoxicology: an
emerging discipline evolving from studies of ultrafine particles. Environmental health
perspectives, 113(7), 823-839.

OECD (2014), Fish Toxicity Testing Framework, OECD Series on Testing and
Assessment, No. 177, OECD, Paris, France.

113



Onur, E., Tugrul, B., Bozyigit, F. (2009) DNA hasar1 ve onarim mekanizmalari.
Tiirk Klinik Biyokimya Derg, 7(2), 61-70.

Padilla, S., Glaberman, S. (2020) The zebrafish (Danio rerio) model in toxicity
testing. An Introduction to Interdisciplinary Toxicology, 1% Edition, Pope, C.N., Liu, J.,
Editors, Academic Press, Oxford, UK.

Panariti, A., Miserocchi, G., Rivolta, I. (2012) The effect of nanoparticle uptake on
cellular behavior: disrupting or enabling functions?. Nanotechnology, Science and
Applications, 5, 87.

Paunovic, J., Vucevic, D., Radosavljevic, T., Mandi¢-Rajcevic, S., Pantic, 1. (2019)
Iron-based nanoparticles and their potential toxicity: Focus on oxidative stress and

apoptosis. Chemico-Biological Interactions, 108935.

Peskin, A.V., Low, F.M., Paton, L.N., Maghzal, G.J., Hampton, M.B.,
Winterbourn, C. C. (2007) The high reactivity of peroxiredoxin 2 with H202 is not
reflected in its reaction with other oxidants and thiol reagents. Journal of Biological
Chemistry, 282(16), 11885-11892.

Phaniendra, A., Jestadi, D. B., Periyasamy, L. (2015) Free radicals: properties,
sources, targets, and their implication in various diseases. Indian journal of clinical
biochemistry, 30(1), 11-26.

Picard, D. (2002) Heat-shock protein 90, a chaperone for folding and regulation.
Cellular and Molecular Life Sciences CMLS, 59(10), 1640-1648.

Piccinno, F., Gottschalk, F., Seeger, S., Nowack, B. (2012) Industrial production
quantities and uses of ten engineered nanomaterials in Europe and the world. Journal of
Nanoparticle Research, 14(9), 1109.

Planello, R., Martinez-Guitarte, J.L., Morcillo, G. (2010) Effect of acute exposure
to cadmium on the expression of heat-shock and hormone-nuclear receptor genes in the

aquatic midge Chironomus riparius. Science of the total environment, 408(7), 1598-1603.

Pons, T., Pic, E., Lequeux, N., Cassette, E., Bezdetnaya, L., Guillemin, F., Marchal,
F., Dubertret, B. (2010) Cadmium-free CulnS2/ZnS quantum dots for sentinel lymph
node imaging with reduced toxicity. ACS Nano, 4(5), 2531-2538.

114



Prajitha, N., Athira, S.S., Mohanan, P.V. (2019) Bio-interactions and risks of
engineered nanoparticles. Environmental research, 172, 98-108.

Rahimzadeh, M.R., Rahimzadeh, M.R., Kazemi, S., Moghadamnia, A.A. (2017)
Cadmium toxicity and treatment: An update. Caspian journal of internal medicine, 8(3),
135.

Rahman, M., Laurent, S., Tawil, N., Mahmoudi, M. (2013) Nanoparticle and

protein corona. Protein-nanoparticle Interactions, Springer, Berlin, Germany.

Ramakrishna, D., Rao, P. (2011) Nanoparticles: Is toxicity a concern?. Electronic
journal of the International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine,
22(4), 92-101.

Redwood, P.S., Lead, J.R., Harrison, R.M., Jones, I.P., & Stoll, S. (2005)
Characterization of humic substances by environmental scanning electron microscopy.
Environmental Science and Technology, 39(7), 1962-1966.

Reeves, J.F., Davies, S.J., Dodd, N.J., Jha, A.N. (2008) Hydroxyl radicals (OH) are
associated with titanium dioxide (TiO2) nanoparticle-induced cytotoxicity and oxidative
DNA damage in fish cells. Mutation Research/Fundamental and Molecular Mechanisms
of Mutagenesis, 640(1-2), 113-122.

Reshma, V.G., Mohanan, P.V. (2019) Quantum dots: Applications and safety
consequences. Journal of Luminescence, 205, 287-298.

Rhee, S.G., Woo, H.A. (2020) Multiple functions of 2-Cys peroxiredoxins, I and 11,
and their regulations via post-translational modifications. Free Radical Biology and

Medicine.

Riddell, J.R., Bshara, W., Moser, M.T., Spernyak, J.A., Foster, B.A., Gollnick, S.
O. (2011) Peroxiredoxin 1 controls prostate cancer growth through Toll-like receptor 4—
dependent regulation of tumor vasculature. Cancer research, 71(5), 1637-1646.

Ritossa, F. (1962) A new puffing pattern induced by temperature shock and DNP
in Drosophila. Experientia, 18(12), 571-573.

Riveros, A.L., Astudillo, J., Vasquez, C.C., Jara, D.H., Guerrero, A.R., Guzman,
F., Osorio-Roman, 1.0., Kogan, M.J. (2016) Capping biological quantum dots with the

115



peptide CLPFFD to increase stability and to reduce effects on cell viability. Journal of
Nanoparticle Research, 18(8), 230.

Rocha, T.L., Gomes, T., Cardoso, C., Letendre, J., Pinheiro, J.P., Sousa, V.S.,
Teixeirac, M.R., Bebianno, M. J. (2014). Immunocytotoxicity, cytogenotoxicity and
genotoxicity of cadmium-based quantum dots in the marine mussel Mytilus

galloprovincialis. Marine environmental research, 101, 29-37.

Rocha, T. L., Gomes, T., Mestre, N.C., Cardoso, C., Bebianno, M.J. (2015) Tissue
specific responses to cadmium-based quantum dots in the marine mussel Mytilus

galloprovincialis. Aquatic Toxicology, 169, 10-18.

Rosenkranz, P.W. (2010) The ecotoxicology of nanoparticles in Daphnia magna.

Doctoral dissertation, Edinburgh Napier University, Edinburg, UK, 1-8.

Rozgaj, R., Kasuba, V., Fuci¢, A. (2002) Genotoxicity of cadmium chloride in
human lymphocytes evaluated by the comet assay and cytogenetic tests. Journal of trace
elements in medicine and biology, 16(3), 187-192.

Ruiz, L.M., Jensen, E.L., Rossel, Y., Puas, G.l., Gonzalez-lbanez, A. M., Bustos,
R. 1., Ferrick, D.A., Elorza, A. A. (2016) Non-cytotoxic copper overload boosts
mitochondrial energy metabolism to modulate cell proliferation and differentiation in the

human erythroleukemic cell line K562. Mitochondrion, 29, 18-30.

Rzigalinski, B.A., Strobl, J.S. (2009) Cadmium-containing nanoparticles:
perspectives on pharmacology and toxicology of quantum dots. Toxicology and Applied
Pharmacology, 238(3), 280-288.

Saber, T. (2011) Histological adaptation to thermal changes in gills of common carp

fishes Cyprinus carpio L. Rafidain Journal of Science, 22(1), 46-55.

Sandrini, J.Z., Bianchini, A., Trindade, G.S., Nery, L.E.M., Marins, L.F.F. (2009a)
Reactive oxygen species generation and expression of DNA repair-related genes after
copper exposure in zebrafish (Danio rerio) ZFL cells. Aquatic toxicology, 95(4), 285-
291.

116



Sandrini, J.Z., Trindade, G.S., Nery, L.E.M., Marins, L.F. (2009b) Time-course
expression of DNA repair-related genes in hepatocytes of zebrafish (Danio rerio) after

UV-B exposure. Photochemistry and Photobiology, 85(1), 220-226.

Schodek, D.L., Ferreira, P., Ashby, M.F. (2009) Nanomaterials, nanotechnologies
and design: an introduction for engineers and architects. 1% Edition. Butterworth-

Heinemann. Oxford, UK.

Segner, H. (1998) Isolation and primary culture of teleost hepatocytes. Comparative
Biochemistry and Physiology Part A: Molecular & Integrative Physiology, 120(1), 71-
81.

Shibata, A., Jeggo, P. A. (2014) DNA double-strand break repair in a cellular
context. Clinical oncology, 26(5), 243-249.

Shinchi, H., Wakao, M., Nagata, N., Sakamoto, M., Mochizuki, E., Uematsu, T.,
Kuwabata, S., Suda, Y. (2014) Cadmium-free sugar-chain-immobilized fluorescent
nanoparticles containing low-toxicity ZnS-AgInS2 cores for probing lectin and cells.
Bioconjugate Chemistry, 25(2), 286-295.

Shinkai, Y., Masuda, A., Akiyama, M., Xian, M., Kumagai, Y. (2017) Cadmium-
mediated activation of the HSP90/HSF1 pathway regulated by reactive
persulfides/polysulfides. Toxicological Sciences, 156(2), 412-421.

Shukla, R.K., Kumar, A., Vallabani, N.V.S., Pandey, A.K., Dhawan, A. (2014)
Titanium dioxide nanoparticle-induced oxidative stress triggers DNA damage and hepatic

injury in mice. Nanomedicine, 9(9), 1423-1434.

Sieber, S., Grossen, P., Bussmann, J., Campbell, F., Kros, A., Witzigmann, D.,
Huwyler, J. (2019) Zebrafish as a preclinical in vivo screening model for nanomedicines.
Advanced Drug Delivery Reviews, 151, 152-168.

Siewit, C.L., Gengler, B., Vegas, E., Puckett, R., Louie, M. C. (2010) Cadmium
promotes breast cancer cell proliferation by potentiating the interaction between ERa and

c-Jun. Molecular Endocrinology, 24(5), 981-992.

117



Singh, N.P., McCoy, M.T., Tice, R.R., Schneider, E. L. (1988) A simple technique
for quantitation of low levels of DNA damage in individual cells. Experimental cell
research, 175(1), 184-191.

Singh, N.P., Ogburn, C.E., Wolf, N.S., Belle, G.V., George, M.M. (2001) DNA
doublestrand breaks in mouse kidney cells with age. Biogerontology, 2, 261-270.

Singh, R., Khatri, P., Srivastava, N., Jain, S., Brahmachari, V., Mukhopadhyay, A.,
Mazumder, S. (2017) Fluoride exposure abates pro-inflammatory response and induces
in vivo apoptosis rendering zebrafish (Danio rerio) susceptible to bacterial infections.
Fish & shellfish immunology, 63, 314-321.

Singh, A.V., Laux, P., Luch, A., Sudrik, C., Wiehr, S., Wild, A.M., Santomauro,
G., Bill, J., Sitti, M. (2019) Review of emerging concepts in nanotoxicology:
opportunities and challenges for safer nanomaterial design. Toxicology Mechanisms and
Methods, 29(5), 378-387.

Smith, R.J.F. (1977) Chemical signals in vertebrates. 1% Edition, Miiller-Schwarze,
D., Mozell, M.M. Editors, Springer, Boston, MA.

Soenen, S. J., Manshian, B.B., Aubert, T., Himmelreich, U., Demeester, J., De
Smedt, S.C., Hens, Z., Braeckmans, K. (2014) Cytotoxicity of cadmium-free quantum
dots and their use in cell bioimaging. Chemical Research in Toxicology, 27(6), 1050-
1059.

Soengas, J.L., Agra-Lago, M.J., Carballo, B. (1996) Effect of an acute exposure to
sublethal concentrations of cadmium on liver carbohydrate metabolism of Atlantic

salmon (Salmo salar). Bulletin of environmental contamination and toxicology, 57(4).

Spence, R., Fatema, M.K., Reichard, M., Huqg, K.A., Wahab, M.A., Ahmed, Z.F.,
Smith, C. (2006) The distribution and habitat preferences of the zebrafish in Bangladesh.
Journal of Fish Biology, 69(5), 1435-1448.

Subashkumar, S., Selvanayagam, M. (2014) First report on: Acute toxicity and gill
histopathology of fresh water fish Cyprinus carpio exposed to Zinc oxide (ZnO)
nanoparticles. International Journal of Scientific and Research Publications, 4(3), 1-4.

118



Sullivan, M. R., Bernstein, K. A. (2018) RAD-ical new insights into RAD51
regulation. Genes, 9(12), 629.

Sun, H., Chen, M., Wang, Z., Zhao, G., Liu, J. X. (2020). Transcriptional profiles
and copper stress responses in zebrafish cox17 mutants. Environmental Pollution, 256,
113364.

Symington, L. S., Gautier, J. (2011) Double-strand break end resection and repair
pathway choice. Annual review of genetics, 45, 247-271.

Tang, S., Allagadda, V., Chibli, H., Nadeau, J.L., Mayer, G. D. (2013a) Comparison
of cytotoxicity and expression of metal regulatory genes in zebrafish (Danio rerio) liver
cells exposed to cadmium sulfate, zinc sulfate and quantum dots. Metallomics, 5(10),
1411-1422.

Tang, S., Cai, Q., Chibli, H., Allagadda, V., Nadeau, J.L., Mayer, G.D. (2013b)
Cadmium sulfate and CdTe-quantum dots alter DNA repair in zebrafish (Danio rerio)

liver cells. Toxicology and applied pharmacology, 272(2), 443-452.

Tedeschi, J.N., Kennington, W.J., Berry, O., Whiting, S., Meekan, M., Mitchell,
N.J. (2015) Increased expression of Hsp70 and Hsp90 mRNA as biomarkers of thermal
stress in loggerhead turtle embryos (Caretta caretta). Journal of thermal biology, 47, 42-
50.

Tissiéres, A., Mitchell, H.K., Tracy, U.M. (1974) Protein synthesis in salivary
glands of Drosophila melanogaster: relation to chromosome puffs. Journal of molecular
biology, 84(3), 389-398.

Tiwari, D.K,, Jin, T., Behari, J. (2011) Bio-distribution and toxicity assessment of
intravenously injected anti-HER?2 antibody conjugated CdSe/ZnS quantum dots in Wistar

rats. International journal of nanomedicine, 6, 463.

Tokur, O., Aksoy, A. (2017) In vitro sitotoksisite testleri. Harran Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Dergisi, 6(1), 112-118.

Tsou, Y.H., Zhang, X.Q., Zhu, H., Syed, S., Xu, X. (2017) Drug delivery to the

brain across the blood—brain barrier using nanomaterials. Small, 13(43), 1701921.

119



Turan, N.B., Erkan, H.S., Engin, G.O., Bilgili, M.S. (2019) Nanoparticles in the
aquatic environment: Usage, properties, transformation and toxicity-A review. Process

Safety and Environmental Protection.

Valverde, M., Trejo, C., Rojas, E. (2001) Is the capacity of lead acetate and
cadmium chloride to induce genotoxic damage due to direct DNA—metal interaction?.
Mutagenesis, 16(3), 265-270.

Vancamp, P., Houbrechts, A.M., Darras, V.M. (2019) Insights from zebrafish
deficiency models to understand the impact of local thyroid hormone regulator action on

early development. General and Comparative Endocrinology, 279, 45-52.

Veal, E.A., Underwood, Z.E., Tomalin, L.E., Morgan, B. A., Pillay, C. S. (2018)
Hyperoxidation of peroxiredoxins: gain or loss of function?. Antioxidants & redox
signaling, 28(7), 574-590.

Verma, Y., Rani, V., Rana, S.V.S. (2020) Assessment of cadmium sulphide
nanoparticles toxicity in the gills of a fresh water fish. Environmental Nanotechnology,
Monitoring & Management, 13, 100280.

Vliegenthart, A.B., Tucker, C.S., Del Pozo, J., Dear, JW. (2014) Zebrafish as
model organisms for studying drug-induced liver injury. British journal of clinical

pharmacology, 78(6), 1217-1227.

Von Zglinicki, T., Edwall, C., Ostlund, E., Lind, B., Nordberg, M., Ringertz, N. R.,
Wroblewski, J. (1992) Very low cadmium concentrations stimulate DNA synthesis and
cell growth. Journal of Cell Science, 103(4), 1073-1081.

Waalkes, M.P., Poirier, L.A. (1984) In vitro cadmium-DNA interactions:
cooperativity of cadmium binding and competitive antagonism by calcium, magnesium,

and zinc. Toxicology and applied pharmacology, 75(3), 539-546.

Wagner, A.M., Knipe, J.M., Orive, G., Peppas, N.A. (2019) Quantum dots in

biomedical applications. Acta Biomaterialia, 94, 44-63.

Wandinger, S.K., Richter, K., Buchner, J. (2008) The Hsp90 chaperone machinery.
Journal of Biological Chemistry, 283(27), 18473-18477.

120



Wang, L., Zhang, J., Zheng, Y., Yang, J., Zhang, Q., Zhu, X. (2010) Bioeffects of
CdTe quantum dots on human umbilical vein endothelial cells. Journal of nanoscience
and nanotechnology, 10(12), 8591-8596.

Wang, L., Gallagher, E.P. (2013) Role of Nrf2 antioxidant defense in mitigating
cadmium-induced oxidative stress in the olfactory system of zebrafish. Toxicology and
applied pharmacology, 266(2), 177-186.

Wang, J., Sun, H., Meng, P., Wang, M., Tian, M., Xiong, Y., Zhang, X., Huang, P.
(2017a). Dose and time effect of CdTe quantum dots on antioxidant capacities of the liver

and kidneys in mice. International journal of nanomedicine, 12, 6425.

Wang, Q., Wang, J., Wang, G., Wu, C., Li, J. (2017b) Molecular cloning,
sequencing, and expression profiles of heat shock protein 90 (HSP90) in Hyriopsis
cumingii exposed to different stressors: temperature, cadmium and Aeromonas
hydrophila. Aquaculture and Fisheries, 2(2), 59-66.

Wegner, K.D., Hildebrandt, N. (2015) Quantum dots: bright and versatile in vitro
and in vivo fluorescence imaging biosensors. Chemical Society Reviews, 44(14), 4792-
4834,

Welch, W.J. (1990) The mammalian stress response cell physiology and

biochemistry of stress proteins. Stress proteins in biology and medicine, 223-278.

Westerheide, S.D., Morimoto, R.I. (2005) Heat shock response modulators as
therapeutic tools for diseases of protein conformation. Journal of Biological Chemistry,
280(39), 33097-33100.

Wiens, M., Ammar, M.S., Nawar, A.H., Koziol, C., Hassanein, H.M., Eisinger, M.,
Miiller, I.M., Miiller, W.E. (2000) Induction of heat-shock (stress) protein gene
expression by selected natural and anthropogenic disturbances in the octocoral
Dendronephthya klunzingeri. Journal of experimental marine biology and ecology,
245(2), 265-276.

Winterbourn, C.C., Hampton, M.B. (2008) Thiol chemistry and specificity in redox
signaling. Free Radical Biology and Medicine, 45(5), 549-561.

121



Woo, H.A., Jeong, W., Chang, T.S., Park, K.J., Park, S.J., Yang, J.S., Rhee, S. G.
(2005) Reduction of cysteine sulfinic acid by sulfiredoxin is specific to 2-cys

peroxiredoxins. Journal of Biological Chemistry, 280(5), 3125-3128.

Wood, Z.A., Schroder, E., Harris, J.R., Poole, L.B. (2003) Structure, mechanism
and regulation of peroxiredoxins. Trends in biochemical sciences, 28(1), 32-40.

Wrighton, P.J., Oderberg, 1.M., Goessling, W. (2019) There is something fishy
about liver cancer: zebrafish models of hepatocellular carcinoma. Cellular and molecular

Gastroenterology and Hepatology, 8(3), 347.

Wu, K.C., Liu, JJ., Klaassen, C.D. (2012) Nrf2 activation prevents cadmium-
induced acute liver injury. Toxicology and applied pharmacology, 263(1), 14-20.

Wouister, S.F., de Mello Donega, C., Meijerink, A. (2004) Influence of thiol capping
on the exciton luminescence and decay kinetics of CdTe and CdSe quantum dots. The
Journal of Physical Chemistry B, 108(45), 17393-17397.

Xie, R., Chen, K., Chen, X., Peng, X. (2008) InAs/InP/ZnSe core/shell/shell
quantum dots as near-infrared emitters: bright, narrow-band, non-cadmium containing,
and biocompatible. Nano Research, 1(6), 457-464.

Xu, S.Q., Zhu, H.Y., Lin, J.G,, Su, T.F., Liu, Y., Luo, X.P. (2013) Copper ions
stimulate the proliferation of hepatic stellate cells via oxygen stress in vitro. Journal of
Huazhong University of Science and Technology [Medical Sciences], 33(1), 75-80.

Xu, G., Zeng, S., Zhang, B., Swihart, M.T., Yong, K. T., Prasad, P. N. (2016) New
generation cadmium-free quantum dots for biophotonics and nanomedicine. Chemical
Reviews, 116(19), 12234-12327.

Xu, Y.M., Tan, H.W., Zheng, W., Liang, Z.L., Yu, F.Y.,Wu, D.D., Yao, Y., Zhong,
Q.E., Yan, R., Lau, A.T.Y. (2019) Cadmium telluride quantum dot-exposed human
bronchial epithelial cells: a further study of the cellular response by proteomics.
Toxicology Research, 8(6), 994-1001.

Yan, Y., Wang, G., Huang, J., Zhang, Y., Cheng, X., Chuai, M., Brand-Saberi , B.,
Chend, G., Jiang, X., Yang, X. (2020) Zinc oxide nanoparticles exposure-induced

122



oxidative stress restricts cranial neural crest development during chicken embryogenesis.
Ecotoxicology and Environmental Safety, 194, 110415.

Yavas, C. (2014) Bakir oksit nanopartikiilleri ve bakir klorliriin japon balig
(Carassius auratus L. 1758) iizerindeki genotoksik ve histopatolojik etkilerinin
incelenmesi. Yiiksek Lisans Tezi, Marmara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii,

Istanbul, 67-72.

Yong, K. T., Roy, I, Hu, R., Ding, H., Cai, H., Zhu, J., Zhang, X., Bergey, E.J.,
Prasad, P. N. (2010) Synthesis of ternary CulnS2/ZnS quantum dot bioconjugates and
their applications for targeted cancer bioimaging. Integrative Biology, 2(2-3), 121-129.

Zhang, Y., He, J., Wang, P.N., Chen, J.Y., Lu, Z.J., Lu, D.R., Guo, J., Wang, C.C.,
Yang, W.L. (2006) Time-dependent photoluminescence blue shift of the quantum dots in
living cells: effect of oxidation by singlet oxygen. Journal of the American Chemical
Society, 128(41), 13396-13401.

Zhang, T., Hu, Y., Tang, M., Kong, L., Ying, J., Wu, T., Xue, Y., Pu, Y. (2015).
Liver toxicity of cadmium telluride quantum dots (CdTe QDs) due to oxidative stress in

vitro and in vivo. International journal of molecular sciences, 16(10), 23279-23299.

Zhang, X., Mo, Y., Zhou, L., Wang, Y., Wang, Z., Zhao, B. (2016) Induction of
hsp70, hsp90, and catalase activity in planarian Dugesia japonica exposed to cadmium.
Toxicology and industrial Health, 32(8), 1373-1380.

Zhang, J., Hamza, I. (2019) Zebrafish as a model system to delineate the role of
heme and iron metabolism during erythropoiesis. Molecular Genetics and Metabolism,
128(3), 204-212.

Zhao, X., Ren, X., Zhu, R., Luo, Z., Ren, B. (2016) Zinc oxide nanoparticles induce
oxidative DNA damage and ROS-triggered mitochondria-mediated apoptosis in zebrafish
embryos. Aquatic Toxicology, 180, 56-70.

Zhou, R., Li, M., Wang, S., Wu, P., Wu, L., Hou, X. (2014) Low-toxic Mn-doped
ZnSe@ ZnS quantum dots conjugated with nano-hydroxyapatite for cell imaging.
Nanoscale, 6(23), 14319-14325.

123



Zhou, Z., Yang, J., Chan, K.M. (2017) Toxic effects of triclosan on a zebrafish
(Danio rerio) liver cell line, ZFL. Aquatic Toxicology, 191, 175-188.

Zhu, L., Ang, S., Liu, W.T. (2004) Quantum dots as a novel immunofluorescent
detection system for Cryptosporidium parvum and Giardia lamblia. Applied
Environmental Microbiology, 70(1), 597-598.

Zizioli, D., Mione, M., Varinelli, M., Malagola, M., Bernardi, S., Alghisi, E.,
Borsani, G., Finazzi, D., Monti, E., Presta, M., Russo, D. (2019) Zebrafish disease models
in hematology: highlights on biological and translational impact. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA)-Molecular Basis of Disease, 1865(3), 620-633.

124



OZGECMIS

Adi Soyada:

Dogum Yeri ve Tarihi:

Nur KALUC
[stanbul, 25.11.1989

Yabana Dili: Ingilizce ve Japonca
E-Posta: nur.kaluc@maltepe.edu.tr
Ogrenim Durumu
Derece Bilim/Program Universite/Lise Mezuniyet Yil
Lise Fen Istanbul Anadolu 2007
Lisesi
Lisans Biyoloji Bolimii | Ege Universitesi Fen 2011
Zooloji Anabilim Fakiiltesi
Dali
Yiiksek Lisans Biyoloji Anabilim | Ege Universitesi Fen 2014
Dali Zooloji Bilim | Bilimleri Enstitiisii
Dali
Yil Firma/Kurum Gorevi

2017-Devam Ediyor

Maltepe Universitesi Tip
Fakiiltesi

Arastirma Gorevlisi

Bilimsel Eserler:

KALUC, N., BILGISEVEN, 1., MUTLU, O., GULSOY, N. (2020) Toxicity of

Cadmium Based and Cadmium Free Quantum Dots in Primary Cultured Zebrafish

Hepatocytes. Fresenius Environmental Bulletin, 29(07A):6102-6110.

ATALAY, P.B., KALUC, N., CAVUSOGLU, E.E. (2020) Effect of Mitosis on the

Resistance to Oxidative and Osmotic Stresses in Yeast. Sakarya Universitesi Fen

Bilimleri Enstitiisii Dergisi, 24(1), 265-271.

125



mailto:nur.kaluc@maltepe.edu.tr

ATALAY, P.B, KALUC, N. (2019) Mitoz sirasinda H202 ile indiiklenen oksidatif
strese kars1 direngte Ycal’in roliiniin incelenmesi. Mersin Universitesi Saglhik Bilimleri

Dergisi, 12(2), 230-239.
Sozlii Bildiri ve Poster Bildiri:

Nur KALUC, Sara Pavesi, Pinar Buket DEMIREL (15-17 Kasim 2019) Cadmium
induces both caspase and Aif-dependent apoptosis in Saccharomyces cerevisiae. 7 th
International Symposium on Academic Studies in Health and Sport Sciences, Ankara.

So6zli Sunum

Nur KALUC, Pmar Buket DEMIREL (17-20 Aralik 2019). Stabilized
hypochlorous acid induces apoptosis or necrosis in Saccharomyces cerevisiae depending
on its concentration. 8 th International Molecular Biology and Biotechnology Congress,
Afyon.

Pinar Buket ATALAY, Elif Cavusoglu, Nur KALUC (5-7 Eyliil 2019) Effects of
high glucose on nocodazole-induced mitotic arrest. VII. International Congress of

Molecular Medicine, Istanbul. S6zlii Sunum.

Pmar Buket ATALAY, Nur KALUC (1-3 Mart 2019). Effect of acidity on the
oxidative stress sensitivity in yeast. International Hippocrates Congress on Medical and

Health Sciences, Ankara. S6zIlii Sunum.

Nur KALUC, Irmak BILGISEVEN, Nagihan GULSOY (07-10 Eyliil 2018)
Comparative evaluation of genotoxic and cytotoxic potential of different types of
Quantum Dot nanoparticles and Cadmium Chloride salts on primary cultured hepatocytes
of zebrafish (Danio rerio). 2 nd International Conference on Innovations in Natural

Science and Engineering, Kyiv, Ukraine. Poster Sunumu
Projeler:

Farkli ozellikteki Quantum Dot’larin  sitotoksik, genotoksik ve protein
biyomarkorleri iizerindeki olasi etkilerinin balik hiicre kiiltiirlinde arastirilmast
MARMARA UNIVERSITESI BILIMSEL ARASTIRMALAR KOORDINASYON
BIRIMI - BILIMSEL ARASTIRMA PROJESI - Arastirmaci- 2016

126



Farkli Quantum Dot’larin zebra baligi (Danio rerio, Hamilton, 1822iizerinde
toksikolojik etkilerinin belirlenmesi MARMARA UNIVERSITESI BILIMSEL
ARASTIRMALAR KOORDINASYON BIRIMI - BILIMSEL ARASTIRMA PROJESI
- Arastirmaci-2017

Karbon Nanomateryaller Ailesinden Nanoelmas’in Sitotoksik Ve Genotoksik
Etkilerinin ~ Saccharomyces cerevisiae Modelinde  Arastirilmasi- MALTEPE
UNIVERSITESI BILIMSEL ARASTIRMALAR KOORDINASYON BIRIMI-
BILIMSEL ARASTIRMA PROIJESI- Proje Yiiriitiiciisii- 2019

SIx5’in  oksidatif stres cevabindaki roliiniin Saccharomyces cerevisiae’de
arastirllmasi.  MALTEPE  UNIVERSITESI  BILIMSEL  ARASTIRMALAR
KOORDINASYON BiRiMi- BILIMSEL ARASTIRMA PROJESI. Arastirmaci. 2020

127



