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ÖZET 

 
Gümüş nanopartiküller (AgNP) son yıllarda antimikrobiyal malzemelerin üretimi, 
elektronik teknolojisinde, endüstriyel, sağlıkla ilgili, içme suyu ve atık su arıtımında 
kullanılmasında yaygın olarak kullanılmaktadır. Son yıllarda AgNP'lerin 
maruziyetinin artması sonucu, bilim dünyasının AgNP'lerin güvenlik risklerinin 
araştırılması büyük ilgi görmüş durumdadır. Bu çalışmalarda AgNP'lerin sazan 
balıkları üzeinde büyüme hormonu ve insülin benzeri büyüme faktörü-1 üzerindeki 
etkileri çalışılmıştır. 
 
Bu tez çalışmasında farklı doz (0,03, 0,3 ve 3 ppm) ve sürelerde (4 ve 21 gün) AgNP 
ve hümik asit kaplı gümüş nanopartiküllerin (AgNP+HA) uygulanan sazan balıkları 
(Cyprinus carpio L., 1758) kan serumu büyüme hormonu (BH) ve insülin benzeri 
büyüme faktörü-1 (IGF-I) düzeyleri üzerine etkisi üzerinde durulmuştur. Çalışmada 
sazan balıklarına uygulaması yapılacak AgNP’lerin ve AgNP+HA’lerin karakteristik 
özellikleri, Fourier dönüşümlü kızılötesi spektroskopisi (FTIR), Elektron mikroskobisi 
(SEM), Atomik kuvvet mikroskobisi, Zeta boyut analizi ve UV-Vis spektroskopisi 
yöntemleri kullanılarak tespit edilmiştir.  
 
Yapılan kan serumu BH düzeyi analizleri sonucunda, akut ve subkronik sürede 
uygulanan AgNP tüm doz (0,03, 0,3 ve 3 ppm) guruplarında görülen azalma kontrol 
grubuna göre anlamlı (p<0.05) olduğu belirlenmiştir. Akut sürede AgNP+HA 
uygulanan 0,03 ve 0,3 ppm doz gruplarındaki kan serumu BH düzeylerindeki değişim 
kontrol grubuna göre önemsizken (p<0.05), 3 ppm doz grubundaki azalma önemlidir 
(p<0.05). Subkronik sürede AgNP+HA uygulanan tüm doz gruplarındaki kan serumu 
BH düzelerindeki azalmanın önemli (p<0.05) olduğu tespit edilmiştir. Aynı doz 
grupları arasında AgNP uygulanan farklı sürelerin karşılaştırmaları sonucunda, 0,03 
ve 0,3 ppm grupları arasındaki BH düzeleri değişimleri önemsizken, 3 ppm doz 
gurupları arasındaki azalmanın önemli olduğu görülmüştür. 
 
 Anahtar Kelimeler: Cyprinus carpio, Büyüme hormonu, İnsülin benzeri büyüme 
faktörü-1, Gümüş nanopartikül, Hümik asit 
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ABSTRACT 

 
Silver nanoparticles (AgNP) have been widely used in recent years for the production 
of antimicrobial materials, electronic technology, industrial, healthcare, drinking water 
and wastewater treatment. As a result of the increased exposure to AgNPs in recent 
years, research on the safety risks of AgNPs has attracted great attention from the 
scientific community. In these studies, the effects of AgNPs on growth hormone and 
insulin-like growth factor-1 in carp were studied. 
 
In this thesis study, the blood serum of carp fish (Cyprinus carpio L., 1758) was treated 
with AgNP and humic acid coated silver nanoparticles (AgNP+HA) at different doses 
(0.03, 0.3 and 3 ppm) and durations (4 and 21 days). Its effect on growth hormone 
(GH) and insulin-like growth factor-1 (IGF-I) levels was focused on. In the study, the 
characteristic properties of AgNPs and AgNP+HAs to be applied to carp fish were 
determined using Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), Electron 
microscopy (SEM), Atomic force microscopy, Zeta size analysis and UV-Vis 
spectroscopy methods. 
 
As a result of the blood serum GH level analysis, it was determined that the decrease 
in all dose groups (0.03, 0.3 and 3 ppm) of AgNP applied in the acute and subchronic 
periods was significant (p < 0.05) compared to the control group. While the change in 
blood serum GH levels in the 0.03 and 0.3 ppm dose groups where AgNP+HA was 
applied in the acute period was insignificant compared to the control group (p<0.05), 
the decrease in the 3 ppm dose group was significant (p<0.05). It was determined that 
the decrease in blood serum GH levels in all dose groups where AgNP+HA was 
applied in the subchronic period was significant (p<0.05). As a result of comparisons 
of different AgNP applied periods between the same dose groups, it was seen that 
while the changes in GH levels between the 0.03 and 0.3 ppm groups were 
insignificant, the decrease between the 3 ppm dose groups was significant.  
 
Keywords: Cyprinus carpio, Growth hormone, Insulin-like growth factor-1, Silver 
nanoparticle, Humic acid. 
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1. GİRİŞ

 
Nanopartiküller (NP), hacim olarak yapılı malzemelere nazaran çok farklı ve üstün 

özellikte, boyut olarak 100 nm’nin altında olup ve kimyasal yapısı oldukça aktif, diğer 

kimyasallar maddelerle etkileşime daha yatkındırlar [1]. Günümüzde nanopartikül 

hayatımızın bir parçası olarak hemen hemen her alanda yer almaktadır. Başta sağlık, 

kimya ve mühendislik alanlarında kullanımının yaygınlaşmasıyla birlikte biyosistem 

ve çevre üzerinde olumsuz etkiler yaratıp yaratmayacağı sorusu merak 

uyandırmaktadır. Bu doğrultuda çeşitli nanopartiküllerin kullanımıyla in vitro ve in 

vivo deneyler yapılmaktadır.  

Nanopartikülün çeşidi, miktarı ve etkileşimine (hidrofilik-hidrafobik etki) bağlı olarak 

çeşitli salgı miktarının değişmesi, hormonal denge üzerine etkisi ya da hücresel 

haberleşme gibi birçok etkileri mevcuttur [2]. Nanopartikülün hemen hemen her 

alanda karşımıza çıkması ve üretiminin yaygın olması bunların doğada sık sık 

karşımıza çıkmasına neden olmaktadır. Bununla birlikte çevrede nanopartiküllerin bu 

kadar artmasından dolayı toprak ve su ortamına karışması kaçınılmaz büyük bir risk 

oluşturmaktadır [3]. 

Nanopartiküllerin kullanıma bağlı olarak birçok dezavantajları ve canlılar üzerindeki 

olumsuz etkileri bilimsel araştırmalarda gösterilmeye başlanmıştır [4]. Yapılan 

araştırmalarda nanopartiküllerin toksik etkilerinden ve nanopartiküllerin yapısının, 

kaplamalarının ve boyutlarının toksisite etkisinde önemli olduğu bildirilmektedir. 

Yine yapılan araştırmalarda nanopartiküllerin dokular üzerindeki kanserojen 

etkilerinden bahsedilmektedir. Nanopartiküller teknolojik açıdan avantajları 

bulunmasına rağmen olumsuz etkileri göz önüne alındığında bilimsel araştırmaların 

geniş bir alanda yürütülerek gerek çevresel etkisi ve gerekse canlı sağlığı açısından 

tüm yönleriyle incelenmesi gerekli olduğu görülmektedir.  

Nanopartiküllerin en sık kullanım alanlarından biri olan tıbbi amaçlı kullanımda hücre 

içerisine etkisi çok farklı olmakla birlikte bunlar; hücre-hücre etkileşimi, hücre-matris 

etkileşimi, hücre sitoplazmasında bulunan proteinler ve hücre çekirdeğini doğrudan 

etkilemektedir [5,6]. Gümüş nanopartiküller (AgNP) elektriksel, optik, termal ve 

antibakteriyel özelliği nedeniyle geniş kullanım alanı bulunmaktadır [1]. İçme suyu ve 

atık su arıtımı, antibakteriyel malzemelerin üretimi, elektronik teknolojisinde 

iletkenlik artırmak amaçlı kullanılmaktadır [7]. Antibiyotiğe dirençli mikrobiyal 
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organizmaların ortaya çıkması ve artması sonucu dirençsiz ve maliyetsiz yeni etkili 

antimikrobiyal reaktifler geliştirmeye yönelik birçok araştırma yapılmıştır [8]. Bu 

problemler karşısında geniş spektrumlu aktiviteye ve antibiyotiklere göre mikrobiyal 

direnci tetikleme eğilimi düşük olması nedeniyle gümüş (Ag) bazlı antiseptiklerin 

kullanımı artmıştır [9].  

Nanopartiküllerden en sık kullanılanlarından biri olan AgNP kullanımı, 

Nanoteknoloji Tüketici Ürünleri Envanterinin (CPI) yaptığı bir çalışmaya göre % 

24’ünü oluşturmaktadır. Bu oranla orantılı olarak sucul ortama geçen AgNP miktarı 

litre cinsinde 0,03 ile 0,32 mikrogram oranında değiştiği düşünülmektedir [10,11]. 

Sucul ortamda yapılan birçok AgNP çalışmalarında toksik etkilerini kanıtlayacak 

veriler elde edilememiştir. AgNP maruziyeti sonucu sucul ortamlarda en sık 

karşılaşılan sorulardan bir tanesi, balıklar üzerindeki etkisini inceleyecek çok fazla 

çalışma bulunmamaktadır [12]. 

AgNP'nin balıklardaki toksisitesinin kesin mekanizmalarına ilişkin açıklamalar 

oldukça kısıtlıdır. Yapılan araştırmalarda tatlı suda Ag'nin akut toksisitesinin balık 

solungaçlarındaki belirli bölgelere bağlanması ile Na,K-ATPase aktivitesinin 

inhibisyonu yoluyla Na ve Cl aktif alımının azaldığı, bunun da kan plazmasından iyon 

kaybı sonucu sıvı hacminin düzenlemesi nedeniyle dolaşım yetmezliğine ve sonuçta 

balığın ölümüne neden olduğu bildirilmektedir [13,14]. Yine yapılan araştırmalarda 

balıkların karaciğerinde, solungaçlarında, böbreklerinde, bağırsaklarında ve kaslarında 

AgNP kullanımına bağlı olarak yüksek düzeyde Ag birikimi gösterilmiştir [15]. 

AgNP'nin bildirilen ana toksik etkisinin difüzyon veya endositoz yoluyla hücreye 

girmeleri ve reaktif oksijen türleri oluşturmaları, hücre içindeki proteinlere ve asitlere 

zarar vermeleri ve son olarak hücre proliferasyonunu engellemeleri nedeniyle oksidatif 

bozukluklara neden olmaktadır [16]. Birçok balık türünün solungaçlarında ve 

karaciğerinde AgNP'nin neden olduğu lipit peroksidasyonu, antioksidan enzim 

sisteminin bozulması ve glutatyon tükenmesi rapor edilmiştir [17]. Balıklarda 

AgNP'nin yüksek düzeydeki hasarları ile ilgili olarak, karaciğer, kas ve 

solungaçlarında mukus hücrelerinin çoğalmasına neden olduğu gösterilmiştir [18]. 

DNA hasarı ve gen ekspresyonu gibi diğer tepkiler AgNP tarafından üretilen toksisite 

ile ilişkilendirilmiştir [19].  
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Yapılan araştırmaların çoğu, kirletici maddelere maruz kalan hayvanlarda toksisitenin 

fizyolojik mekanizmalarını karakterize etmiştir. Yine çalışmalarda toksik maddelerin 

fizyolojik etkisi olarak, hormonal, immünolojik, nörolojik ve metabolik sistemlerin 

etkilendiği bildirilmektedir. Teleost balık türleri üzerinde son yıllarda büyüme 

hormonu (BH) fizyolojisini açıklamaya yönelik araştırmalar yapılmaktadır. Büyüme 

hormonu (BH), diğer omurgalılarda olduğu gibi teleostlarda hipofiz bezi tarafından 

üretilen pluripotent bir hormondur [20]. BH, hedef dokudaki hücre zarında bulunan 

BH reseptörüne (BHR) bağlanarak etkisini sağlar [20,21]. Balıklarda BH, lipid, 

protein, karbonhidrat metabolizmasının düzenlenmesi, iskelet ve yumuşak doku 

büyümesi, üreme, bağışıklık fonksiyonu, iyonik ve ozmotik denge gibi önemli 

fizyolojik süreçlere katıldığı bildirilmektedir [20]. Balıklarda tıpkı memelilerde 

olduğu gibi BH etkisini insülin benzeri büyüme faktörü-1 (IGF-1) göstermektedir [22]. 

IGF-1 üretimi hipofiz/hepatik (BH/IGF-1) eksen üzerinden salınarak dolaylı etkisini 

gösterdiği bildirilmektedir [23,24]. IGF-1 balıklarda büyüme, metabolizma, gelişme, 

üreme ve osmoregülasyon gibi birçok fizyolojik düzenlemeye katıldığı 

bildirilmektedir [25-28].  

Balıklarda BH ve IGF-1 oldukça önemli düzenlemeler yaptığı görülmektedir. Bu 

nedenle tez çalışmamızda sazan balıklarına farklı doz (0.03, 0.3 ve 3 ppm) ve sürelerde 

(4 ve 21 gün) Ag-NP uygulanmıştır. AgNP çevreye salındığında doğal organik madde 

ile etkileşime girer ve bu durum onların gideceği yeri, dağılımını ve nihai toksisitesini 

etkiler. Bu nedenle bu çalışmada hümik asit kaplı gümüş nanopartiküller (AgNP+HA) 

aynı sürelerde ve dozlarda uygulanmıştır. Uygulamalar sonucuda kan serumu BH ve 

IGF-1 düzeylerine etkisinin belirlenmesi amaçlanmıştır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

 
2.1 Gümüş Nanopartiküller ve Tarihi 

 
Gümüş tarihte kullanılan en eski antiviral ve bakteri öldürücü olarak kullanılmıştır. 

Gümüşün varlığı ve kullanımı M.Ö. 3.500’den öncelere uzanmaktadır. Eski Mısır, 

geleneksel Çin tıbbında ve Hintlilerde M.Ö.1000 yıllarına kadar kullanılmıştır. O 

zamandan bu zamana kadar gümüş üzerinde çalışmalar yapılmış olup günümüze kadar 

uzanmaktadır [29]. Gümüş nanopartikül, boyutları 1 ile 100 nanometre arasında 

değişen iyonik gümüşe oranla daha yüzeysel büyüklük gösterir ve daha kapsamlı 

özelliklere sahip olmaktadır (Şekil 2.1). 

  

  

 
Şekil 2.1. Nano boyutta gümüş partikül (URL-1) 

 
Nano boyutta olması onların enzimatik özellikleri, optik ve elektriksel özellikleri 

açısından görüntülenmede, tespit-teşhiş edilebilmesinde veya bulunduğu ortamda 

yayılımının gözlenmesinde büyük ayrıcalık sağlar. Günümüzde ise AgNP’lerin 

bakteriyel ve antiviral etkileri üzerine çalışmalar yoğunlaşmaya başlamıştır [29,30]. 

Çoklu ilaca dirençli mikroorganizmalardaki tehlikeli artış bilim insanlarını bu 

korkutucu durum karşısında gümüş ve gümüş nanopartiküle olan merakını daha da 
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arttırmış bulunmaktadır [31]. AgNP’lerin bakteriyel ve antiviral özellikleri sayesinde 

insan vücudu üzerinde kullanımı konusunda güvenirlikleri araştırılıp ve bu doğrultuda 

doğru oranlarda kullanımında toksikolojik olarak güvenli bulunmuştur [32]. 

Geleneksel antibiyotiklerin (gentamisin, ampisilin, streptomisin ve amoksilin) 

bakteriyel enfeksiyonların tedavisinde AgNP’lerin etkileri büyük olup, organizmaların 

gümüş ile etkileşime giren bölgelerinin çok çeşitlilik göstermesi onların gümüşe direnç 

göstermesini engellemektedir. Spesifik hedefe özgü antibiyotiklere karşı geliştirilen 

mutasyon sonrası direnç AgNP’ler için mümkün olmayıp bunun için aynı anda bir dizi 

mutasyonlar geçirmesi gerekecek olup, bunun da olması pek mümkün değildir [33]. 

 
2.2 Gümüş Nanopartikül Elde Edilme Yöntemleri 

 
AgNP’ler bilindiği üzere uzun yıllar tedavi amaçlı kullanılmıştır. Eski Yunanlılar ve 

Romalılar yiyecek ve içeceklerini bozulmadan muhafaza etmek için gümüş eşyaları 

kullanmışlardır. Gümüş bileşikleri ülser tedavisinden yara bakımına, yanıklara ve 

iyileşmeyi hızlandırmak amaçlı kullanımları bulunmaktadır. AgNP’lerin çeşitli ve 

yaygın kullanımı onların elde edilme gereksinimini beraberinde getirmiştir. 

AgNP’lerin sentezi, biyolojik, fiziksel ve kimyasal yöntemlerle elde edilmektedir [34]. 

AgNP’lerin fiziksel yollarla elde edilmesi iki şekilde olmaktadır; mekanik ve buhar 

bazlı işlemlerdir. Ayrıca kıvılcım ile boşaltma, öğütme ve piroliz yöntemiyle eldesi de 

mümkündür [35].  

Kimyasal AgNP’lerin eldesinde en sık kullanılan yöntem, gümüş iyonlarının gümüş 

atomlarına indirgenmesi ile gerçekleşir (Şekil 2.2).  

Bu süreç iki adımı içerir; çekirdeklenme ve büyüme şeklinde gerçekleşip, 

çekirdeklenmenin büyüme hızının konrolü ve düzenlenmesini içerir [36]. Kimyasal 

yollarla AgNP eldesi en çok kullanılan yöntemlerden olsa da kullanılan kimyasalların 

neden olduğu kirlilik ve toksik etki büyük önem arz etmektedir.  

AgNP sentezi, biyolojik yöntemler; fiziksel ve kimyasal yöntemlerle karşılaştırılsa da 

gerek çevresel gerek ekonomik bir yaklaşımla bakılır ise daha elverişli bir yoldur 

(Şekil 2.2). Biyolojik sentez yöntemleri, bazı mikroorganizmalardan, algler, mantarlar, 

ağaç kabukları, bazı bitki yaprakları, çiçek, sap, meyve, kökler ve bazı bitki 

tohumlarından elde edilerek sentezlenir [37]. 
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Şekil 2.2. Kimyasal yollarla AgNP sentezi (A), bakteri kullanılarak yapılan AgNP   

vffbiyolojik sentezi (B) (URL-2) 

 
2.3 Büyüme Hormonu 

 
Büyüme hormonu hem üretimi hem de üretim sonrası salgılanması hipotalamustaki, 

hipotalamik büyüme hormonu salgılayan hormon ve ghrelin hormonunun uyarılması 

sonucu oksintik hücreleri ürünü olan endojen büyüme hormonu salgılatıcı hormon 

aracılığıyla gerçekleşir. Büyüme hormonunun sentezi ve salınımında düz zincir 

yapısına sahip yaklaşık 620 amino asitten oluşan bir protein olan büyüme hormonu 

reseptörü işlev görmektedir. İki adet spesifik reseptör bağlanma bölgesine sahip 

büyüme hormonu kendi dizisine benzer diziye sahip büyüme hormonu reseptörüne 

bağlanır. Janus Kinaz 2 (JAK2) ve büyüme hormonunun reseptörlerinin tirozin 

fosforilasyonu büyüme hormonu reseptörünün aktive olmasını sağlar ve hücre içi 

reseptörlere bağlanmayı gerçekleştirir. Bu süreç Ras ile aktifleştirilen protein kinaz 

yolakları ve transkripsiyon aktivatörleri (STAT) aracılığıyla reseptörler desteklenir. 

Büyüme hormonu salgılatıcı hormonuna G-proteinine bağlı reseptörler aracılığıyla 

etki eder. Adenil siklaz, siklik AMP, büyüme hormonu salgılayan hormon ve protein 

kinaz A yolaklarını  G-proteine bağlı reseptörler aktif eder. G-proteinine bağlı 

reseptör; ghrelin fosfolipaz C aktivasyonu uyararak inositol 1,4,5-trifosfat ve 

diaçilgliserol üretimini sağlarken, sitozolik kalsiyum artışına neden olup büyüme 

hormonu salgılanmasını sağlar [38]. 
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2.3.1 Balıklarda büyüme hormonu  

 
Balıklarda büyüme önemli bir yere sahip olup hem bireysel hayatta kalma hem de 

neslin devamı için üreme açısından önemlidir. Ayrıca balık yetiştiriciliği açısından son 

derece önemli bir yere sahiptir. Yetiştiricilikte amaç kaliteli ve büyük balıkları daha 

ekonomik şartlar altında üretmek en önemli amaçtır. Balıkların büyümesinde birçok 

faktör etkili olup bunlar arasında çevresel etmenler, yem miktarı ve kalitesi, stres, 

suyun sıcaklığı, suyun kalitesi ve temizliği etkili olmaktadır. Ayrıca balıklarda 

büyümede etkili en önemli diğer bir faktör ise genetik faktörlerdir. Balıklarda 

büyümeyi arttırmak için çeşitli hormonlar üzerinde çalışmalar bulunmaktadır [39,40]. 

Bu çalışmalarda üzerinde durulan hormonlar prolaktin, tiroid hormonu, BH ve IGF-1 

yer almaktadır [39,40]. Gelişmeyi ve büyümeyi kontrol eden büyüme hormonu olup 

hipofiz bezi kontrolünde salgılanır. Balıklarda büyüme ve üremeyi teşvik eden hormon 

ön hipofiz bezi aracılığıyla salgılanır. Yavru balıklarda büyüme, hipofiz bezinde 

üretilen ve salınan büyüme hormonu büyük ölçüde etkilidir. Balıklarda BH hücrelere 

aminoasit girişini arttırıp protein sentezini hızlandırmasıyla gerçekleşir [40,41]. 

Teleost balık türleri üzerinde son yıllarda BH fizyolojisini açıklamaya yönelik 

araştırmalar yapılmaktadır. BH, diğer omurgalılarda olduğu gibi teleostlarda hipofiz 

bezi tarafından üretilen pluripotent bir hormondur [20]. BH, hedef dokudaki hücre 

zarında bulunan büyüme hormonu reseptörüne (BHR) bağlanarak etkisini sağlar 

[20,21]. Balıklarda BH, lipid, protein, karbonhidrat metabolizmasının düzenlenmesi, 

iskelet ve yumuşak doku büyümesi, üreme, bağışıklık fonksiyonu ve ozmotik denge 

gibi önemli fizyolojik süreçlere katıldığı bildirilmektedir [20]. Yine yapılan 

araştırmalar BH'nin iştah üzerine, yiyecek arama davranışları, saldırganlık ve 

avcılardan kaçınma gibi davranışın çeşitli yönlerini etkilediğini göstermiştir [42-44].  

 
2.4 İnsülin Benzeri Büyüme Faktörü-1 

 
Büyüme tüm omurgalılarda olduğu gibi balıklarda BH ve IGF-1 büyüme hormonunun 

birlikte çalışmasıyla gerçekleşir. Büyüme hormonu dolaşıma çıktıktan sonra hücre 

farklılaşmasını ve hücre çoğalmasını tetikleyen IGF-1 üretimini uyarır. IGF-1’in 

etkileyeceği dokularda endokrin, parakrin ve otokrin etkiler gösterir. Ayrıca protein 

sentezi dahil hücre proliferasyonu ve farklılaşması gibi süreçlerde etkilidir [45].  
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IGF-1 canlı organizma için çeşitli biyolojik süreçte rol almakta olup bunlardan 

bazıları; metabolizma, büyüme, farklılaşma ve anjiyogenez gibi önemli olayları 

yöneten hormondur. Fetal canlının büyümesi ve gelişmesinde IGF-1 önemli bir yere 

sahiptir. IGF-1 apoptoz, nörojenez, farklılaşma ve olgunlaşma, beyin hücrelerinin 

proliferasyonunu etkilemektedir [46,47]. IGF-1’in bunların dışında glikoz ve yağ 

metabolizmasını etkileyen insülin benzeri etkileri mevcuttur [48]. 

IGF-1’in üretiminin büyük bir kısmı karaciğerde üretilmesiyle beraber lokal olarak 

tüm vücut dokularında üretilmektedir. Bazı gelişim aşamalarında fetal dokuların 

üretimi sonucu IGF-1 kendi reseptörüne bağlanarak otokrin, parakrin ve endokrin 

şeklinde dolaşıma katılır [49].  

IGF-1’in varlığının kontrolü İnsülin Benzeri Büyüme Faktörü Bağlayıcı Proteinler 

(IGFBP’ler) tarafından düzenlemektedir. IGF-1’lerin ilgili dokulara yönlendirilmesi 

ve IGF-1’in yarılanma ömrünü uzatmaya kadar büyük etkileri mevcuttur. Altı yüksek 

afiniteye sahip IGFBP’lerden IGFBP-3, IGF-1’in kendi reseptörüne bağlanmasını 

bloke edebilme yeteneğine sahiptir. IGFBP-5’in sentezi ise IGF-1’in proteolitik 

yıkımını engellediği görülmektedir [50]. 

IGF-1’in düzenlediği önemli unsur ise gelişim aşamasındaki beyin hücrelerinin 

çoğalması, miyelin kaplanması, olgunlaşması, farklılaşması, nörojenezi, glikoz 

metabolizması ve bu hücrelerin apoptozunu önleme gibi önemli görevleri mevcut olup 

eksikliği durumda sinir sistemini üzerinde olumsuz etkileri olduğu bildirlmektedir 

[51]. 

 
2.4.1 Balıklarda insülin benzeri büyüme faktörü-1 

 
Omurgalılarda IGF-1 birçok biyolojik süreçte yer alan büyüme faktörü olup ayrıca 

hormon görevi yapmaktadır. IGF-1 kontrolü kendine özgü reseptörleri ve bağlayıcı 

proteinler aracılığıyla gerçekleşir. Bu kontrol sistemi dış ortam ve buna alışma 

süreçlerinde değişiklik gösterir [52]. IGF-1’in salınımı ve miktarı beslenme ve 

hormonal dengeye bağlı olarak değişebilmektedir. Balıklarda bu faktörün salgılanması 

hipolamus kontrolü ve büyüme faktörü etkisiyle gerçekleşmekte olup buna ilaveten 

beslenmeye bağlı olarak kortizol ve insülin hormonları aracılığıyla gerçekleşmektedir. 
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IGF-1 farklı dokularda üretimi olsa da en fazla üretim merkezi karaciğer olan büyüme 

hormonu kontrolünde sentezlenir [52-54]. 

Balıklarda tıpkı memelilerde olduğu gibi BH etkisini insülin benzeri büyüme faktörü 

1 (IGF-1) göstermektedir [22]. IGF-1 üretimi hipofiz/hepatic (GH/IGF-1) eksen 

üzerinden salınarak dolaylı etkisini gösterdiği bildirilmektedir [23,44]. IGF-1 

balıklarda büyüme, metabolizma, gelişme, üreme ve osmoregülasyon gibi birçok 

fizyolojik düzenlemeye katıldığı bildirilmektedir [25-28]. IGF-I1in kan seviyeleri, 

diyet oranı, diyetteki protein içeriği ve vücut büyüme oranı ile pozitif olarak ilişkilidir 

[43,45]. Değişen beslenme koşullarına ve mevsime yanıt olarak büyüme hormonu ve 

diğer endokrin faktörler, örneğin tiroid hormonu [55] veya östrojen [56] IGF-1 

üretiminin kontrolünü etkilemektedir. IGF-1, mevsimsel büyüme gösteren ılıman 

balıklarda büyüme mevsimi boyunca kanda artar [21] ve artan sıcaklık [57] ve gün 

uzunluğu [26] ile uyarılır.  

IGF-1’in üretimi çeşitli yollarla olsa da ilgili hücre ve dokuları aktive etmenin yolu, 

IGF-1 in kendine özgü reseptörüne bağlanmasını gerektirmektedir. IGF-1 reseptörü 

(IGF-1R) bağlanmayı sağlayan iki hücre dışı α-alt birimden ve tirozin kinazları 

barındıran iki transmembran β-alt birimden oluşmaktadır [58]. 

Üretilen IGF-1’ler salgılanır ve çeşitli dokularda depo edilemez. Salgılanan IGF-1’ler 

yüksek afiniteli, sisteince zengin tek zincirli protein ailesine ait insülin benzeri büyüme 

faktörü bağlayıcı proteine (IGFBP) bağlanır. IGF-1’in endokrin, parakrin veya otokrin 

olarak salınımını IGFBP’ler ile yaptıkları bağlanma belirler [59]. 

 
2.5 BH ve IGF-1 Arasındaki İlişki 

 
Büyüme hormonu salgılatıcı hormon (BHRH) hipofiz bezinden BH sentezini 

gerçekleştirir. BH, karaciğerde yaklaşık % 75’ini ve geri kalan % 25’lik dilim kas, 

yağlarda ve diğer dokulardan IGF-1’in sentezinde görev alır [60]. BH, büyümenin 

düzenlenmesine aracı olan IGF-1 metabolizmanın düzenlenmesinden, büyüme ve 

bağırsak homeostazisinin düzenlenmesini sağlayan önemli fonksiyonlara kadar önemli 

röllere sahiptir. BH seviyelerindeki değişim bağırsak fonksiyonu geçirgenliği ve 

bakteri mikrobiyatası üzerinde etkileri çoktur. BH canlının genel büyümesini sağlayan 
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ve metabolik aktivitenin sürdürülmesinde önemli bir role sahip IGF-1 üretimini 

desteklemektedir [61,62]. 

Canlılarda yetişkinliğe geçişte büyüme ve kemik artışı hızlanmakta olup BH/IGF-1 

miktarında artış yüksek seviyelere ulaşırken, yaşın ilerlemesine bağlı olarak BH/IGF-

1 miktarında en düşük seviyelere ulaşır [63]. 

 
2.6 AgNP Üzerine Yapılan Bilimsel Araştırmalar 

 
Nanoteknolojinin gelişimi sonucu elde edilen nanoparçacıkların hayatımıza girmesi 

sonucunda farklı yollardan (temas, yutma ve soluma) birçok organizma tarafından 

alınmasına neden olmaktadır. Yapılan bilimsel araştırmalarda, tüm yönleri ile farklı 

organizmalar üzerine etkilerini anlamaya yönelim önemli bir yer tutmaktadır. Bilimsel 

araştırmalarda risk faktörü olarak AgNP'lerin etkilerini test etmek ve değerlendirmek 

amacıyla tasarlanmaktadır. Yine araştırmalarda AgNP'lerin biyolojik etkilerinin ve 

mekanizmalarının anlaşılmasına yönelik olup temelde olası olumsuz etkilerini 

anlamaya ve azaltmaya yönelik yaklaşımlar yer almaktadır.  

 
2.7 AgNP’lerin Canlılar Üzerindeki Etkileri 

 
Gümüşün kendisi ve oluşturdukları bileşikler de geçmişten günümüze hayatın her 

alanında yer almaktadır. Bu kullanımı destekleyecek arkeolojik kazılarda bulunan 

gümüş eşyalar bulunmuştur. 20. yüzyılın başından günümüze kadar sağlık ve tıbbı 

amaçla kullanılan hatta besin takviyelerinde ve ikame ilaç olarak da kolloidal gümüşün 

sıvı içerisinde kullanımı yaygınlaşmıştır. Gümüşün oluşturduğu iyonik, nanotop veya 

dökme gümüş bulundukları yere bağlı olarak farklı davranır. Bazı durumlarda 

nanometre boyutunda metalik gümüşün vücut hücrelerine girebilme yeteneği 

kazanması ileri ki zamanlarda sağlık açısından olumsuz etki yapabilir [64]. AgNP 

üretimi, yıkanması ve taşınması işlemlerinden kaynaklı kirliliklerin doğaya salınımı 

çevre üzerinde olumsuz etkileri üzerinde durulmaktadır. AgNP’lerin kontrolsüz 

kullanımı canlı üzerinde toksik etkilerinin olup olmayacağı da merak konusu 

olmaktadır. Günümüzde AgNP’lerin antibakteriyel ve antiviral etkisiyle dünya 

genelinde malzemelerde, gıda ambalajlarında, takviye gıdalarda, kozmetiklerde, tıbbı 

cihazlarda, tekstilde ve su arıtmalarında sık sık kullanılmaktadır [64,65]. Antifungal 
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ve bakteriler üzerindeki olumsuz etkileri sayesinde AgNP’lerin sıklıkla kullanımını 

sağlamaktadır. Bu etkisinden dolayı bunların toksik etki yapabilecekleri ön 

görülmektedir.  

Gümüş iyonlarının alınımı sonrasında hücre içerisinde birikimi, hücrenin ozmotik 

basıncını etkilemesine ve enzim sistemleri üzerinde olumsuz etkileri olmakta, hatta 

hücresel birikim nedeniyle hücre lizise uğramaktadır [66]. AgNP’lerin yüksek 

geçirgenliği yüzünden kan beyin bariyerine girebilme burda birikimi çeşitli 

hastalıklara yol açması hatta bu taşınım ve birikim yüzünden kan beyin bariyer 

bozuklukları, nöron deformasyonu, astrositlerde birikmesi sonucu şişmeler meydana 

gelebilir [67-69]. Kan beyin bariyerini aşan gümüş partiküller, proinflamatuar 

faktörlerinden olan TNF-α, PGE2 ve IL-1β endotel hücrelerinden salınmasını 

tetiklemekle birlikte, kan beyin bariyerini bozup diğer moleküllerin girişine sebep 

olmaktadır [70]. Farklı bir çalışmada doğum öncesi AgNP’nin kontrolsüz kullanımına 

bağlı olarak doğan farklı canlılar üzerindeki araştırmada öğrenme ve hafıza üzerinde 

olumsuz etkileri gözlemlenmiştir [71]. Ayrıca hafıza bozulmalarının uzun süreli 

bozulmalara kadar ciddi etkileri mevcut olup bu deneyde yaklaşık 50 µg dozlarının 

kullanıldığı ve AgNP’lerin PVP kaplanması sonucu gerçekleştiği bulunmuştur [72]. 

 
2.7.1 AgNP’lerin balıklar üzerine etkisi  

 
Sucul ortamındaki organizmalara yönelik toksisite hakkında çok az bilgi mevcut 

olmasından, çevresel tehlikelerin tahmin edilmesi ve bunların çözümü üzerine bilimsel 

araştırmalar günümüzde üzerinde durulan konular arasındadır. Araştırmacılar uygun 

model organizmalar kullanarak yapılan çalışmalarla daha fazla bilgi birikimi elde 

ediliyor. Suda yaşayan bir organizma olan balıklar, AgNP'lerden ciddi bir şekilde 

etkilenmekte olduğu bildirilmektedir. Yapılan araştırmalarda balıklarda toksisite son 

noktaları, hem yetişkin balıklarda hem de embriyolarda büyüme ve üreme 

bozukluğunu, mortaliteyi ve biyokimyasal değişiklikleri içermektedir [73].  

İnsanlar için sağlıklı bir besin olarak kullanılan balıkların üzerinde Ag-NP'lerin, nasıl 

etki gösterdiği araştırılmaktadır. Bu nedenle toksikolojik çalışmalarda balıklar 

kapsamlı olarak incelenen bir modeldir. AgNP'lerin farklı balık gruplarının biyolojik 

sistemleri üzerindeki olumsuz etkilerini doza bağlı toksisiteyi öngören olumsuz 

etkilerini ele alan bu çalışmalar yer almaktadır. Uzun süreli maruz kalmanın ve 
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gümüşün besin ağı yoluyla biyobirikiminin etkisi ortaya çıkarılmalı ve ayrıntılı olarak 

tartışılmalıdır.  

Su ortamında bulunan AgNP'lerin metalik gümüşe göre daha kolay emilmeleri 

nedeniyle diğer formlara göre daha toksik olduğu bildirilmektedir [74]. Su ortamında, 

AgNP'lerin girmesi birçok hayvanda fizyolojik bir tepki oluşturarak onların uyumunu 

ve populasyon yoğunluklarını değiştirmektedir [75]. AgNP'lerin omurgalı hücre 

hattına indüklediği toksisite, reaktif oksijen türlerinin oluşumunu, mitokondriyal 

fonksiyonun azalması, apoptozu ve lipit peroksidasyonunun artması olduğu 

bildirilmektedir [76,77]. Çeşitli organik materyallerle kaplı AgNP parçacıkları hücre 

zarına doğrudan zarar verebilir, DNA replikasyonuna etki ederek genlerin ifadesinde 

değişikliğe neden olabileceği bildirilmektedir [78]. Oryzias latipes balıklarına 

AgNP'lerin uygulanması sonrası bazı organlarda biriktiği, hepatotoksisite ve böbrek 

toksisitesine neden olduğu rapor edilmiştir [79]. Suda yaşayan organizmalar olan 

balıklar, gümüş atığı içeren ksenobiyotiğe maruz kalmaya daha duyarlıdır. Balık 

solungaçları, AgNP'lerin balık vücuduna girişin birincil bölgesi olup histolojik 

değişiklikler çok kısa sürede meydana gelmektedir [80].  

Zebra balığı, AgNP toksikolojik çalışmalarında kapsamlı bir şekilde incelenen 

modeldir. AgNP Zebra balığı embriyoları üzerinde yapılan çalışmada, embriyoların 

yumurtadan çıkması, kalp hızında değişiklikler, perikardiyal ödem hatta mortaliteyi 

arttırma eğilimi gözlemlenmiştir [81]. Çalışmada AgNP ile uygulama yapılan 

embriyolarda doz konsantrasyonuna bağlı olarak Zebra balıklarının yumurtadan daha 

geç çıkmasından tutun ölümcül embriyoların olmasına kadar etkileri mevcuttur [81]. 

Ayrıca doza bağlı olarak bükülmüş notokord, aritmi, anormal vücut yapısı 

gözlemlenmiştir [82]. Bu çalışmada alınan doz sonrası Transmisyon Elektron 

Mikroskobu (TEM) ile gözlemlenmesi sonucunda gümüş partiküllerin embriyo 

kanında, yumurta sarısında, beyninde ve kalbinde dağılım gösterdiği tespit edilmiştir 

[82]. Balıkların AgNP parçacıklara maruz bırakılması üzerine bağırsak, solungaç, kan, 

karaciğer ve beyin gibi farklı organlarda da birikmiştir [83,84]. AgNP uygulanması 

aynı zamanda hepatik hücrelerde oksidatif hasara neden olarak DNA hasarı sonucu 

hücrelerde lezyonlara neden olan çift sarmal kırılmalarını içermektedir [85]. Balıklar 

üzerinde yapılan çalışmalarda maruz kalma süresi ve konsantrasyon artışına bağlı 

olarak toksisitedeki farklılıkların görüldüğü bildirilmektedir [86,87]. 
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Sazan balıklarında yapılan çalışmalarda AgNP'ler ve Ag iyonlarının karşılaştırmalı 

toksisitelerinin sonuçları, AgNP'lerin Ag iyonlarından biraz daha toksik olduğunu 

göstermiştir [87]. Sazan balıklarında AgNP'ler solungaç, böbrek, beyin ve karaciğer 

gibi organlardaki metabolik enzimleri değiştirdiği bildirilmektedir [88]. İncelenen tüm 

dokular arasında AgNP konsantrasyonundaki değişime en duyarlı olanın karaciğer 

olduğu gösterilmiştir [89]. 

 
2.7.2 AgNP’nin insan hücrelerine etkisi  

 
Antimikrobiyal etkisinden dolayı gümüş partikülleri ev ürünleri, kateterlerde, yara 

örtülerinde sıklıkla kullanılmaktadır. Bu çalışmada insan glioblastoma hücreleri 

(U251) ile birlikte akciğer fibroblast hücreleri (IMR-90) incelenmiş olup nişasta ile 

kaplı AgNP’ler kullanılmıştır [90]. Çalışma sonunda hücre canlılığı, morfolojik 

özellikleri, oksidatif stres elementleri, toksik etkileri, hücre metabolik aktivitesindeki 

değişiklikler gözlemlenmiştir. Çalışmada kullanılan doz miktarındaki artışa bağlı 

olarak, mitokondriyel değişiklikler, hücre ATP aktivitesinde azalma eğilimi, reaktif 

oksijen türlerinin (ROS) üretimininde artış gözlemlenmiştir [90]. Nanopartikül 

uygulanan insanların hücrelerinde doza bağlı olarak hücrelerde DNA hasarı 

gözlemlenmiş olup bunun olumsuz etkisi kanser hücrelerinde daha belirgin 

gözlemlenmiştir. İnsan hücreleri bu olumsuz doz artışına bağlı olarak hücre 

döngüsünün G2 ya da M fazlarının işleyişlerinde bozukluklara neden olmaktadır [90]. 

Bu etkilerin en büyük sebebi bu parçacıkların mitokondri ve çekirdekte birikmesinden 

kaynaklanmaktadır [90]. 

 
2.7.3 Sıçanlarda iyonik ve nanopartikül gümüş kullanımı 

  
Çalışmada 0,2 ve 20 mg şeklinde AgNP kullanılmış ve 20 mg iyonik gümüş kullanılıp, 

bu kullanıma bağlı olarak gelişimsel etkisinin olup olmadığı araştırılmıştır [91,92]. 

Sıçanlarda hamileliğin yedinci ve yirminci günlerinde gümüş kullanılmaya 

başlanmıştır. Çalışma sonunda AgNP kullanımına bağlı farklı dozlarda kullanılmasına 

rağmen hem anne hem yavru sıçanlarda doğum ağırlığı, kanama ve yavru sıçanlarda 

boy-kilo üzerinde herhangi bir etkisi bulunamamıştır [91,92]. İyonik gümüş 

kullanımına bağlı olarak anne sıçanlarda düşük kilo alımı, yavru sıçanlarda yüksek 
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miktarda gümüş iyonları tespit edilmiş. Hem iyonik hem nanopartikül olarak alınan 

gümüş plasentadan geçip yavru sıçanlarda depolanmıştır [91,92]. Çalışmada iyonik 

formdaki AgNP olarak kullanılan gümüşten daha fazla oksidatif strese neden olmuştur. 

Gümüş kullanımına bağlı olarak beyin dokuları incelenmiş olup, iyonik formun 

dışında nanopartikül kullanımına bağlı olarak yüksek miktarda hipokampal skleroz 

gözlemlenmiştir [91,92]. 

 
2.8 Sazan Balıkları (Cyprinus carpio) 

 
Sazan balıkları türler arasında en kalabalık sayıda balıklar olarak bulunmaktadır. 

Sazan balıkları, 

Âlem: Animalia 

Şube: Chordata 

Altşube: Gnathostomata 

Sınıf: Pisces 

Altsınıf: Teleostei 

Ordo: Cypriniformes 

Familya: Cyprinidae 

Cins: Cyprinus 

Tür: Cyprinus carpio olarak  

Sazan balıkları genellikle durgun sularda yaşar. Bazı türleri de akım hızı düşük sularda 

veya kıyı göllerinde yaşamaktadır (Şekil 2.3). Çevresel koşulların değişimine adapte 

olabilmektedir. Son yıllarda suyun kirliliği ve diğer faktörler birçok balık türlerini 

etkilerken sazan balıklarını daha az etkilemektedir [93].  

Zararlı balık türlerinden biridir. Hızlı çoğalma özelliklerinden dolayı bunları yok 

etmek oldukça güçtür. Çoğalmaları uygun şartlar altında oldukça fazla olup erken 

olgunlaşırlar. Dişi sazan balıkları çok sayıda ve yapışkan yumurtalar üretmektedir. 

Üreme mevsiminde sazan balıkları yüzlerce kilometre gidebilmektedir [94]. 
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Sazan balıkları sulu alanda beslenmeleri tohumlar, kabuklu canlılar, böcek larvaları ve 

yumuşakçalarla sağlarlar. Bu balıklar bu gıdaları çamur ve su ile birlikte tüketip, daha 

sonra solungaçları yardımıyla süzer ve tüketirler. Kış aylarında ya da gıda sıkıntısı 

çektikleri dönemde organik madde ve bitkilerden yararlanmayabilirler. Besin 

zincirinde yetişkin sazanları tüketen canlı denizde bulunmamakla birlikte orta 

büyüklükte sazanları bas, Murray morina ve Altın levrek gibi balıklar tüketebilirler 

[95]. 

 

 

 
Şekil 2.3. Sazan balığı (Cyprinus carpio) (URL-3) 

  

Sazan balıklarının model organizma olmalarında en önemli unsur: 

- Birçok balık türüne oranla hızlı büyümeleri, 

- Çok sayıda yavru üretmeleri, 

- Maliyetinin az olması, 

Sucul ortamda yaşamalarından dolayı olumsuz çevre koşullarında daha az 

etkilenmeleri gibi sebeplerden tercih edilmektedir [96,97]. 
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3. MALZEME VE YÖNTEM 

 

3.1 Deneyde Kullanılan Malzemeler 

 
Gümüş̧ nitrat (Analitik reaktif ayar, %99,9), Humik asit (Teknik ayar), Sodyum bor 

hidrür, Trisodyum sitrat dihidrat, Polivinilpirolidon PVP10 Sigma-Aldrich (St. Louise, 

MO, USA)’den temin edilmiştir.  

 
3.2 Gümüş Nanopartiküllerin (Ag NP) Üretimi  

 
AgNP sentezi indirgenme yoluyla Chinnapongse ve arkadaşları tarafından uygulanan 

kimyasal yöntem ile elde edilmiştir [98]. Bunun için aşağıda belirtilen prosedür 

kullanılmıştır: 

600 rpm’de karıştırılan 400 mL kaynar distile suya, 58.8 mmol/L AgNO3 

çözeltisinden 1.690 mL ve 34 mmol/L tribazik sodyum sitrat dihidrat çözeltisinden 

2.920 mL ilave edilmiştir. Sonrasında reaksiyonu hızlandırmak için damla damla 

2.000 mL 100 mmol sodyum borohidrit ilave edilmesiyle çözeltinin rengi renksiz 

halden sarımsı kahverengiye döner. Reaksiyon 30 dakika bu şekilde karıştırıldıktan 

sonra oda sıcaklığında soğumaya bırakılmıştır. Sonrasında 10 g/L humik asit çözeltisi 

hazırlanmış ve elde edilen sitrat ile stabilize edilmiş AgNP karışımına ilave edilerek 

18 saat inkübe edilmiş ve humik asit ile kaplanmış AgNP’ler elde edilmiştir. 

AgNP’lerin sentezlenmesinde en yaygın kullanılan yöntemlerden biri olan kimyasal 

indirme yönteminin tercih edilme sebeplerinden birincisi düşük maliyet olması, 

ikincisi ise herhangi bir agregasyon olmaksızın yüksek verim sağlamasıdır [99]. 

İndirgeme yöntemlerin kullanılması, çevre sularına karışan nanopartiküllerin 

tespitinde ve yaygın kullanılmasında önemli bir yere sahiptir. 

 
3.3 Gümüş Nanopartiküllerin (AgNP) Karakterizasyonu 

 
AgNP’lerin kimyasal indirgeme yöntemi kullanılarak sentezlenmesinde sonraki 

karakterizasyonunun incelenmesinde; UV-Vis spektrumu, zeta boyut analizi, atomik 

kuvvet mikroskobu ve elektron mikroskobu kullanımı ile gerçekleşmiştir. 
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3.3.1 Zeta boyut analizi 

 
Nanopart൴küller൴n boyut ve boy dağılımlarını ൴ncelemek ve AFM’den elde edilen 

verilerle karşılaştırmak amacıyla Zeta-Sizer (3000 HSA, Malvern, İng൴ltere) c൴hazı 

kullanılmıştır.  

Zeta Sizer, çözeltideki partiküllerin zata potansiyeli, molekül ağırlığı ve hidrodinamik 

boyutu ölçümünün tesp൴t൴nde kullanılmıştır. Bu c൴hazın kullanımında çözelt൴dek൴ 

part൴küller൴n boyutlarının tay൴n൴nde nanopart൴küllerin b൴yomoleküller veya kolloidler 

boyut analizini tespitinde kullanılmıştır. Zeta boyut analizi yöntemi temel olarak 

dinamik ve elektroforet൴k ışık saçılması yöntem൴yle çalışmaktadır. Sentez sonrası 

yıkanılıp santr൴füjlenen nanopart൴küller seyreltilmek için deionize su kullanılmış ve 2 

ml kadar hac൴ml൴ örnek çözelt൴s൴, pol൴st൴ren küvet ൴çer൴s൴ne konulup daha sonra örnek 

çözelt൴ ൴çer൴s൴nden lazer ışığının geç൴r൴lmes൴ sonucu tespit edilmiştir. 

 
3.3.2 Atomik kuvvet mikroskobu 

 
AgNP’ler൴n karakter൴zasyonu ൴ç൴n yarı iletken modda atom൴k kuvvet m൴kroskobu 

(Nanomagnet൴cs Instruments, Oxford, İng൴ltere) kullanılmıştır. Görüntüleme 

çalışmaları hava ortamında yarı iletken modda gerçekleşt൴r൴lm൴şt൴r. Örnekler 1 μm/sn 

tarama hızında, 256 x 256 p൴ksel çözünürlükte, 500 x 500 nm’l൴k b൴r alanın görüntüsü 

olarak alınmıştır.  

 
3.3.3 Elektron mikroskobu 

 
Elektron mikroskopisi ölçümleri 60000x büyütme ile 5kV gerilim altında vakum 

ortamında yapılmıştır.  

 
3.3.4 UV-Vis spektrumu 

 
Sentezlenen AgNP’lerin UV-görünür spektrumları, seyreltilmiş collodial nanopartikül 

çözeltileri 300-700 nm aralığında ölçümleri alınmıştır.  
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3.3.5 FT-IR 

 
Nanopartikül yüzeyindeki modifikasyonların tespiti ൴ç൴n FTIR-ATR 

spektrofotometres൴ (Thermo F൴sher Sc൴ent൴f൴c, N൴colet ൴S10, Waltham, MA, ABD) 

kullanılmıştır. Fonks൴yonel monomer örnekler൴ c൴hazın örnek yükleme yuvasına 

yerleşt൴r൴lm൴ş olup 400-4000 cm-1 dalga sayısı aralığında yüzeyde gerçekleşen toplam 

yansıma miktarı ile ölçülmüştür.  

 
3.4 Deneyde Kullanılan Hayvanlar  

 
Araştırmada kullandığımız sazan (Cyprinus carpio) balıklar Orman ve Su İşleri 

Bakanlığı DSİ 7. Bölge Müdürlüğü 73. Şube Müdürlüğü Yedikır Su Ürünleri 

İstasyonundan hibe yoluyla temin edilmiştir. Balıklar 250 L’lik kapasiteye sahip 

akvaryumlara yerleştirilerek 20 gün süreyle ortama adapte edilmiştir. Adapte etme ve 

deneyler süresince balıklar pelet yemle beslenmiştir. Araştırmaya alınan sazan 

balıkları, bir yaşından küçük, 112-120 g ağırlığında, 13-15 cm boy uzunluğundaır. 

Çalışmanın Etik Kurul onayı Ahi Evran Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik 

Kurulu’ndan alınmıştır (18.04.2018 tarih ve 4 sayılı onay yazısı).  

 
3.4.1 Deney düzeneği  

 
Araştırma kapsamında kullanılan AgNP, yaygın üretim yöntemi olan kimyasal 

indirgenme ve stabilizasyon yöntemi olarak sitrat ile kaplama kullanılmıştır. AgNP, 

çevre sularına karışıması sonucunda muhtemel doğal organik materyallerden hümik 

asit ile etkileşim göstermektedir. Sucul canlılar üzerine etkisi model organizma olarak 

seçilen sazan (Cyprinus carpio) balıklarında incelenmiştir.  

Her grupta az tutulacak düzeyde her grupta 7 balığa yer verilmiştir. Akut ve sub-kronik 

fazda gruplarının toplam 112 adet balığı, her birinde 7 balık (n:7) yer alacak şekilde 

kullanılmıştır. Akut ve sub-kronik faz gruplarında 4 ve 21 gün süreyle adapte edilmiş 

sazan balıklarına 250 litrelik akvaryumlarda derişimleri 0.03, 0.3 ve 3.0 ppm olacak 

şekilde AgNP ve AgNP-HA farklı dozlarda ilave edilmesiyle yürütülmüştür. Kontrol 

gruplarında herhangi bir uygulama yapılmamıştır. 
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Deney sonunda fenoksi etanol 0.5 ppm anestezik maddesi uygulaması yapılarak 

balıklardan kan örnekleri direk kuyruk kesme yöntemi ile alınmıştır. Kan örnekleri +4 

˚C’de biyokimya tüplerinde 30’dakika bekletilip daha sonra 4000 rpm’de 5 dakika 

süreyle soğultmalı santrifüj işlemi uygulanmıştır. Santrifüj sonucunda çıkan serumlar 

100 μl olacak şekilde tüplere ayrılarak analizleri yapılacağı zamana kadar -40 ˚C’de 

muhafaza edilmiştir. 

 
3.5 Analizler 

 
3.5.1 Hormonal analiz 

  
Hormon analizlerinde kullanılmak üzere ELİSA yöntemli balıklara özel üretilmiş 

ticari ölçüm kitleri kullanılmıştır. Bu kapsamda balıklara özel Büyüme Hormonu (BH) 

ve İnsülin Benzeri Büyüme Faktörü-1 (IGF-1) Cusabio kitleri ile düzey belirleme 

ölçümleri yapılmıştır. 

 
3.5.2 İstatistiksel analiz  

 
Çalışma sonunda elde edilen verilerin One Whitney U ve Kruskal Wals Testine 

bakılarak, Varyans analizleri Duncan’s modeline göre p<0.05 seviyesinde 

incelenmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

20 
 

4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

  
4.1 Gümüş Nanopartiküllerin (AgNP) Üretimi ve Karakterizasyon 

 
4.1.1 Zeta boyut analizi 

  
AgNP’lerin zeta boyut analizi 30 dakika sonikatör yardımıyla sulu ortamda 

gerçekleşen brownian harekete bağlı dağıtılması ile elde edilen nanopartiküllerin 

hidrodinamik çapları üç yaygın dağılım sonucu elde edilmiştir (Şekil 4.1). Hümik asit 

kaplaması sonrası, sitrat ve hümik asit kaplı yapılar gözlemlendiğinde her bir dağılım 

bölgesinde ortalama çaplarda artış gözlenmiştir (Şekil 4.2). Tüm bu sonuçlara göre 

sitrat yapısının hümik asit yapısına göre daha küçük bir moleküler boyuta sahip olması 

sonucuna varılabilir. 

 

 

 
Şekil 4.1. Sitrat kaplı gümüş nanopartiküller 
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Şekil 4.2. Hümik asit kaplı nanopartiküller 

 
4.1.2 Atomik kuvvet mikroskopisi ölçümleri  

 
Sentez sonrası nano part൴küller önce yıkanarak santr൴füjlenir daha sonra de൴on൴ze su ൴le 

seyrelt൴lm൴şt൴r. Atomik kuvvet mikroskopisi ile mika yüzeyinde, sulu ortamda bulunan 

AgNP üzerinde kurutulması sonrasında partikül örnekleri 500nm x 500nm alanda yarı 

iletken modda alınan morfolojik ölçümler aşağıda gösterilmiştir (Şekil 4.3 ve Şekil 

4.4). Bulunan sonuçlar zeta boyut analizi sonuçlarını destekler niteliktedir.  

 

 

 
Şekil 4.3. Nanopartiküllerin 2b morfoloji görüntüsü. Zeta boyut dağılımları 
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Şekil 4.4. Nanopartiküllerin 3b morfoloji görüntüsü. Atomik kuvvet mikroskobu    

bn.ölçümleri 

 
4.1.3 Elektron mikroskopisi ölçümleri 

 
Elektron mikroskopisi sonuçları da tıpkı zeta boyut analizini sonuçlarını destekler 

niteliktedir. Biyolojik zarlar ve hücre yapılarından hümik asit kaplı nanopartiküllerin 

geçebilecek boyutlarda olduğu görülmüştür (Şekil 4.5). Hümik asit kaplı 

nanopartiküllerin ölçümlerinin birkaç ay içinde agregasyona uğramadığı ve 

stabilitesini koruduğu sonucuna varılmıştır.  
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Şekil 4.5. Elektron mikroskopisi görüntüleri 

 
4.1.4 UV-Görünür bölge spektroskopisi 

 
AgNP’lerin yapılarının 300-700 nm dalga boylarını kapsayan ultraviyole görünür 

bölge aralığındaki absorbansının incelenmesindeki amaç AgNP’lerin kaplamalarında 

istendiği gibi sitrat yapılarının hümik asit yapılarıyla yer değiştirip değiştirmediğini 

incelemek için bakılmıştır (Şekil 4.6). 350-475 nm aralığında AgNP’lerde şiddetli 

absorpsiyon gözlenmiştir. Bu şiddetli absorpsiyonun nedeni, yüzey plazmon 

oluşumundan kaynaklanmaktadır. AgNP’lerde maksimum absorbans değerlerinde 

küçük miktarlarda kayma gerçekleşmiştir. Bütün bunlar kimyasal yapıdaki yer 

değişiminin gerçekleştiğini ispatlar şekildedir (Şekil 4.6). 
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Şekil 4.6. UV-görünür bölge spekroskopisi ölçümleri 

 
4.1.5 FT-IR 

 
Fourier dönüşümlü kızılötesi ölçümleri, hümik asit ve sitrat kaplı partiküllerin 

kimyasal yapısındaki değişimleri göstermek için kullanılmıştır (Şekil 4.7).  

3500 cm-1 O-H gerilme titreşimi, 3200 cm-1 civarında alifatik C-H gerilme, 1630 cm-1 

civarında karboksil ve ketonik gruplarda görülen C=O gerilme titreşimleri 

gözlenmektedir. 500 cm-1 civarında gözlenen Ag-O gerilme titreşimi tüm her iki 

spektrumda ortaktır. 2614 cm-1 2362 cm-1 768 cm-1’de gözlenen farklılıklar kimyasal 

yapıdaki değişimi doğrular niteliktedir (Şekil 4.7).  



 

25 
 

 

 

Şekil 4.7. FT-IR Spektroskopisi ölçümleri 

 
4.2 Gümüş Nanopartiküllerin Sazan Balıkları Üzerine Etkisi 

 
4.2.1 Büyüme hormonu düzeyine etkisi 

  
Yapılan analizler sonucunda, çizelge 4.1’ de olduğu gibi akut (4 gün) ve subkronik (21 

gün) sürede AgNP uygulanan tüm doz (0,03, 0,3 ve 3 ppm) guruplarındaki kan serumu 

BH düzeylerindeki azalmanın kontrol grubuna göre anlamlı (p<0.05) olduğu 

bulunmuştur. Çizelge 4.1’ deki aynı çalışmada akut sürede uygulanan AgNP+HA 0,03 

ve 0,3 ppm doz gruplarındaki kan serumu BH düzeylerindeki değişim kontrol grubuna 

göre istatistiksel olarak önemsizken (p<0.05), 3 ppm doz gurubundaki BH düzeyindeki 

azalma istatistiksel olarak önemli (p<0.05) olduğu belirlenmiştir. Aynı çizelgeden 

görüleceği gibi subkronik sürede uygulanan tüm doz gruplarındaki kan serumu BH 

düzelerindeki azalmanın kontrol grubuna göre istatistiksel olarak önemli (p<0.05) 

olduğu tespit edilmiştir.  

Çizelge 4.1’den görüleceği gibi süreler arasındaki karşılaştırmalar sonucunda AgNP 

uygulamaları sonucunda 0,03 ve 0,3 ppm doz gurupları BH düzeleri arasındaki 

değişimler önemsizken (p<0.05), 3 ppm doz gurupları BH düzeleri arsındaki azalma 



 

26 
 

istatistiksel olarak önemli (p<0.05) olduğu belirlenmiştir. Farklı sürelerde uygulanan 

AgNP+HA doz grupları arsındaki azalma istatistiksel olarak önemlidir (p<0.05).  

 

Çizelge 4.1. Akut ve Subkronik Sürede AgNP ve AgNP+HA Uygulanan Sazan    
bgfhbn           Balıklarında Kan Serumu BH Düzeyleri. 

 
 

Gruplar 
(n:7) 

BH (pg/mL) 

Akut Süre (4 gün) Subkronik Süre (21 gün) 

Kontrol 27.3±1.20a*A** 26.9±1.17aA 

Hümik Asit (HA) 27.8±1.12aA 27.1±1.10aA 

0.03AgNP 23.6±1.08bA 23.1±1.10bA 

0.3AgNP 22.4±0.96bA 21.2±1.64bA 

3AgNP 19.4±0.54c*A 17.1±0.50cB 

0.03AgNP+HA 26.1±0.86aA 24.2±1.24bB 

0.3AgNP+HA 26.5±0.75aA 24.1±1.33bB 

3AgNP+HA 18.1±0.88d*A 16.7±0.76dB 

 

*: Aynı sütundaki küçük harfler arasındaki fark anlamlıdır (p<0.05). 
**: Aynı satırdaki büyük harfler arasındaki fark anlamlıdır (p<0.05). 

 
4.2.2 İnsulin benzeri büyüme faktörü-1 düzeyine etkisi 

 
Çizelge 4.2’ de akut (4 gün) ve subkronik (21 gün) sürede AgNP ve AgNP+HA 

uygulanan tüm doz (0,03, 0,3 ve 3 ppm) guruplarındaki kan serumu IGF-1 

düzeylerindeki azalmanın kontrol grubuna göre anlamlı (p<0.05) olduğu tespit 

edilmiştir.  

Yine aynı çizelgeden görüleceği gibi süreler arasındaki karşılaştırmalar sonucunda 

akut (4 gün) ve subkronik (21 gün) sürede AgNP ve AgNP+HA uygulanan tüm doz 

(0,03, 0,3 ve 3 ppm) gurupları arasındaki kan serumu IGF-1 düzeylerindeki azalma 

istatistiksel olarak anlamlı (p<0.05) olduğu belirlenmiştir. 
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Çizelge 4.2. Akut ve Subkronik Sürede AgNP ve AgNP+HA Uygulanan Sazan    mnjg   
ccccccccccc.Balıklarında Kan Serumu IGF-1 Düzeyleri. 

 
 

Gruplar 
(n:7) 

IGF-1 (pg/mL) 

Akut Süre (4 gün) Subkronik Süre (21 gün) 

Kontrol 26.3±0.64 a*A** 25.9±1.45aA 

Hümik Asit (HA) 24.6±1.57aA 24.3±1.40aA 

0.03AgNP 17.4±0.75cA 14.1±0.81cB 

0.3AgNP 15.5±0.43cA 13.7±0.67cB 

3AgNP 14.5±0.33dA 11.1±0.59dB 

0.03AgNP+HA 20.9±0.41bA 18.6±0.76bB 

0.3AgNP+HA 20.2±0.63bA 17.9±0.59bB 

3AgNP+HA 17.8±0.68cA 12.5±0.76dB 

 
 

*: Aynı sütundaki küçük harfler arasındaki fark anlamlıdır (p<0.05). 
**: Aynı satırdaki büyük harfler arasındaki fark anlamlıdır (p<0.05). 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇLAR 

 
Günümüzde bilimin ilerlemesi ve alternatif yolların bulunması yeni bilgi ve donanım 

kazandırmanın yanı sıra ileride ne getireceği belli olmayan olumsuz sonuçlar 

doğurmaktadır. Olumsuz sonuçlardan en önemlisi insan ve doğa üzerine ne gibi 

zararların bırakılacağı, bu zararların uzun süre etkileri olup olmayacağı en önemli 

sorunların başında gelmektedir. Bu doğrultuda birçok alanda hatta hemen hemen 

hayatımızın her yerinde direkt ya da dolaylı yoldan maruz kaldığımız AgNP’ler 

bulunmaktadır. Sağlıkta antibakteriyel ve antifungal özellikleri, gıda paketlemede 

koruyucu olmaları, kozmetik alanda kullanımı, endüstriyel alanda kullanımı, 

biyomedikal görüntüleme cihazlarında kullanımı, ilaç sektöründe kullanımı veya 

biyosensörde kullanımı dahil birçok alanda geniş kullanım yelpazesi sunmaktadır. 

AgNP’lerin bu geniş kullanım alanları insanda ister istemez maruziyet sonrası olumlu 

kullanım alanlarının dışında bırakacağı olumsuz özellikler akla gelmektedir. 

AgNP’lerin toprak ve su gibi canlılığın sürdüğü ortamlarda çeşitli konsatrasyonlarda 

bulunması buradaki canlılara etkileri mevcuttur. Sucul ortamda bulunan belli 

konsantrasyon ve üzerindeki partiküllerin kalıntılarının bu çalışmada sazan 

balıklarının büyümesi üzerine etkileri araştırılmıştır.  

Balıklarda büyüme, hipofiz tarafından salgılanan BH kontrolü altında olup farklı 

omurgalı hayvan gruplarında olduğu gibidir [100]. BH etkisi direk olarak [100] ve 

etkisinin büyük çoğunluğunu IGF-1 salgısı ile gerçekleştirmektedir. IGF-1 üretimi, 

BH tarafından uyarılan büyük kısmı karaciğer olmak üzere, kısmen kaslar ve bazı 

dokular tarafından üretimi gerçekleştirilir [100,101]. BH ve IGF-1 büyümeyi ve 

metabolik olayları kontrol eden çok fonksiyonlu faktörlerdir [100-102].  

Yapılan kan serumu BH düzeyi analizleri sonucunda, akut ve subkronik sürede 

uygulanan AgNP tüm doz (0,03, 0,3 ve 3 ppm) guruplarında görülen azalma kontrol 

grubuna göre anlamlı (p<0.05) olduğu belirlenmiştir. Akut sürede AgNP+HAw 

uygulanan 0,03 ve 0,3 ppm doz gruplarındaki kan serumu BH düzeylerindeki değişim 

kontrol grubuna göre önemsizken (p<0.05), 3 ppm doz gurubundaki azalma önemlidir 

(p<0.05). Subkronik sürede AgNP+HA uygulanan tüm doz gruplarındaki kan serumu 

BH düzelerindeki azalmanın önemli (p<0.05) olduğu tespit edilmiştir. Aynı doz 

grupları arasında AgNP uygulanan farklı sürelerin karşılaştırmaları sonucunda, 0,03 

ve 0,3 ppm grupları arasındaki BH düzeyleri değişimleri önemsizken (p<0.05), 3 ppm 
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doz gurupları arasındaki azalma önemli (p<0.05) olduğu görülmüştür. Farklı sürelerde 

uygulanan AgNP+HA aynı doz grupları arsındaki azalmanın önemli (p<0.05) olduğu 

belirlenmiştir. Yapılan araştırmalarda farklı balık türlerinde toksik streslerin büyümeyi 

inhibe ettiği bilinmektedir [103,104]. Balıkların AgNP parçacıklara maruz bırakılması 

üzerine bağırsak, solungaç, kan, karaciğer ve beyin gibi farklı organlarda da birikmiştir 

[12,84]. Sazan balıklarında AgNP'ler solungaç, böbrek, beyin ve karaciğer gibi 

organlardaki metabolik enzimleri değiştirdiği bildirilmektedir [88]. AgNP’lerin 

yüksek geçirgenliği yüzünden kan beyin bariyerine girebilme burda birikimi çeşitli 

hastalıklara yol açması hatta bu taşınım ve birikim yüzünden kan beyin bariyer 

bozuklukları, nöron deformasyonu, astrositlerde birikmesi sonucu şişmeler meydana 

gelebilir [18,20]. Farklı organizmalar üzerinde yapılan çalışmalardaki uygulama doz 

ve süresine bağlı olarak toksisitede de farklılıklar görülmüştür [105]. Bu çalışmada BH 

hormon düzeylerindeki azalma ve farklılık göstermesinin doz ve süreye bağlı olarak 

AgNP’lerin nörolojik toksisite etkisi sonucu olabileceğini düşündürmektedir.  

AgNP'lerin omurgalı hücre hattını indüklediği toksisite, reaktif oksijen türlerinin 

oluşumunu, mitokondriyal fonksiyonun azalması, apoptozu ve lipit 

peroksidasyonunun artması olduğu bildirilmektedir [76,77]. Çeşitli organik 

materyallerle kaplı AgNP parçacıkları hücre zarına doğrudan zarar verebilir, DNA 

replikasyonuna etki ederek genlerin ifadesinde değişikliğe neden olabileceği 

bildirilmektedir [78]. AgNP uygulamaları aynı zamanda hepatik hücrelerde oksidatif 

hasara da neden olduğu bu nedenle DNA hasarı oluşturduğu buna bağlı olarak 

hücrelerde lezyonlara neden olan çift sarmal kırılmalarını içerdiği bildirilmektedir 

[106]. Sazan balıklarında AgNP'ler solungaç, böbrek, beyin ve karaciğer gibi 

organlardaki metabolik enzimleri değiştirdiği bildirilmektedir [88]. İncelenen tüm 

dokular arasında AgNP konsantrasyonundaki değişime en duyarlı olanın karaciğer 

olduğu gösterilmiştir [89]. Balıklar üzerinde yapılan çalışmalarda maruz kalma süresi 

ve konsantrasyon artışına bağlı olarak toksisitedeki farklılıkların görüldüğü 

bildirilmektedir [86,87]. 

Yine bu çalışmada akut ve subkronik sürede AgNP ve AgNP+HA uygulanan tüm doz 

(0,03, 0,3 ve 3 ppm) guruplarındaki kan serumu IGF-1 düzeylerindeki azalmanın 

kontrol grubuna göre anlamlı (p<0.05) olduğu tespit edilmiştir. AgNP ve AgNP+HA 

uygulanan aynı doz grupların akut ve subkronik sürelerinin karşılaştırılması 

sonucunda kan serumu IGF-1 düzeylerindeki azalmanın anlamlı (p<0.05) olduğu 
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belirlenmiştir. Balıklar üzerine AgNP’lerin toksisite araştırmalarında en çok etkilenen 

organlar arasında karaciğerin etkilendiği bildirilmektedir. Yine araştırmalarda 

toksisitenin doz ve süreye bağlı olarak önemli düzeyde farklılık gösterdiği 

bildirilmektedir. Bu çalışmada IGF-1 düzeylerindeki azalma ve farklılık göstermesinin 

karaciğer toksitesine bağlı olduğunu göstermektedir.  

Sonuç olarak bu çalışmada AgNP’lerin sazan balıkları üzerinde doz ve süreye bağlı 

olarak BH ve IGF-1 düzeylerine önemli etkisi olduğu belirlenmiştir. Sucul ortamda 

yapılan birçok AgNP çalışmalarında toksik etkilerini kanıtlayacak veriler elde 

edilememiştir. Ancak AgNP’lerin maruz kaldığı sucul ortamlarda en sık karşılaşılan 

sorulardan biri olan balıklar üzerindeki etkisini inceleyecek farklı doz ve sürelerdeki 

etkilerini belirlemeye yönelik çalışmalara ihtiyaç duyulduğu görülmektedir. 
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