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YUKSEK LiSANS TEZI

FARKLI SURE VE DOZLARDA GUMUS NANOPARTIKUL (AG NP)
UYGULANAN SAZAN BALIKLARINDA KAN SERUMU BH VE IGF-1
DUZEYLERINE ETKIiSI

Derya AY GUNGOR

Aksaray Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoteknoloji ve Molekiiler Biyoloji Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. Hiiseyin POLAT

OZET

Glimiis nanopartikiiller (AgNP) son yillarda antimikrobiyal malzemelerin iiretimi,
elektronik teknolojisinde, endiistriyel, saglikla ilgili, igme suyu ve atik su aritiminda
kullanilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Son yillarda AgNP'lerin
maruziyetinin artmast sonucu, bilim diinyasinin AgNP'lerin giivenlik risklerinin
arastirilmasi biiyiik ilgi gormiis durumdadir. Bu g¢alismalarda AgNP'lerin sazan
baliklar1 iizeinde biiyiime hormonu ve insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 tizerindeki
etkileri caligilmistir.

Bu tez ¢alismasinda farkli doz (0,03, 0,3 ve 3 ppm) ve siirelerde (4 ve 21 giin) AgNP
ve hiimik asit kapli giimiis nanopartikiillerin (AgNP+HA) uygulanan sazan baliklar
(Cyprinus carpio L., 1758) kan serumu biiylime hormonu (BH) ve insiilin benzeri
biliylime faktorii-1 (IGF-I) diizeyleri iizerine etkisi lizerinde durulmustur. Calismada
sazan baliklarina uygulamasi yapilacak AgNP’lerin ve AgNP+HA ’lerin karakteristik
ozellikleri, Fourier dontisiimlii kizil6tesi spektroskopisi (FTIR), Elektron mikroskobisi
(SEM), Atomik kuvvet mikroskobisi, Zeta boyut analizi ve UV-Vis spektroskopisi
yontemleri kullanilarak tespit edilmistir.

Yapilan kan serumu BH diizeyi analizleri sonucunda, akut ve subkronik siirede
uygulanan AgNP tiim doz (0,03, 0,3 ve 3 ppm) guruplarinda goriilen azalma kontrol
grubuna gore anlamli (p<0.05) oldugu belirlenmistir. Akut siirede AgNP+HA
uygulanan 0,03 ve 0,3 ppm doz gruplarindaki kan serumu BH diizeylerindeki degisim
kontrol grubuna gore énemsizken (p<0.05), 3 ppm doz grubundaki azalma énemlidir
(p<0.05). Subkronik siirede AgNP+HA uygulanan tiim doz gruplarindaki kan serumu
BH diizelerindeki azalmanin 6nemli (p<0.05) oldugu tespit edilmistir. Aym1 doz
gruplar1 arasinda AgNP uygulanan farkli siirelerin karsilastirmalar1 sonucunda, 0,03
ve 0,3 ppm gruplan arasindaki BH diizeleri degisimleri 6nemsizken, 3 ppm doz
guruplari arasindaki azalmanin 6nemli oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Cyprinus carpio, Biiyiime hormonu, Insiilin benzeri biiyiime
faktorii-1, Glimiis nanopartikiil, Hiimik asit

Haziran, 2024; 41 sayfa
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EFFECT ON BLOOD SERUM GH AND IGF-1 LEVELS IN CARP FISH
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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.

June, 2024; 41 pages
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1. GIRIS

Nanopartikiiller (NP), hacim olarak yapili malzemelere nazaran ¢ok farkli ve iistiin
ozellikte, boyut olarak 100 nm’nin altinda olup ve kimyasal yapisi oldukga aktif, diger
kimyasallar maddelerle etkilesime daha yatkindirlar [1]. Giiniimiizde nanopartikiil
hayatimizin bir parcasi olarak hemen hemen her alanda yer almaktadir. Basta saglik,
kimya ve miihendislik alanlarinda kullaniminin yayginlasmasiyla birlikte biyosistem
ve ¢evre Tlzerinde olumsuz etkiler yaratip yaratmayacagl sorusu merak
uyandirmaktadir. Bu dogrultuda ¢esitli nanopartikiillerin kullanimiyla in vitro ve in

vivo deneyler yapilmaktadir.

Nanopartikiiliin ¢esidi, miktari ve etkilesimine (hidrofilik-hidrafobik etki) bagli olarak
cesitli salgt miktarimin degismesi, hormonal denge tlizerine etkisi ya da hiicresel
haberlesme gibi bir¢cok etkileri mevcuttur [2]. Nanopartikiiliin hemen hemen her
alanda karsimiza ¢ikmasi ve liretiminin yaygin olmasi bunlarin dogada sik sik
karsimiza ¢ikmasina neden olmaktadir. Bununla birlikte ¢evrede nanopartikiillerin bu
kadar artmasindan dolayi toprak ve su ortamina karigmasi kaginilmaz biiytik bir risk

olusturmaktadir [3].

Nanopartikiillerin kullanima bagl olarak bir¢ok dezavantajlar1 ve canlilar {izerindeki
olumsuz etkileri bilimsel arastirmalarda gosterilmeye baslanmistir [4]. Yapilan
arastirmalarda nanopartikiillerin toksik etkilerinden ve nanopartikiillerin yapisinin,
kaplamalarinin ve boyutlarinin toksisite etkisinde 6nemli oldugu bildirilmektedir.
Yine yapilan arastirmalarda nanopartikiillerin dokular {izerindeki kanserojen
etkilerinden bahsedilmektedir. Nanopartikiiller teknolojik acidan avantajlar
bulunmasina ragmen olumsuz etkileri gz 6niine alindiginda bilimsel arastirmalarin
genis bir alanda yiiriitiilerek gerek cevresel etkisi ve gerekse canli sagligl agisindan

tiim yonleriyle incelenmesi gerekli oldugu goriilmektedir.

Nanopartikiillerin en sik kullanim alanlarindan biri olan tibbi amagli kullanimda hiicre
igerisine etkisi ¢cok farkli olmakla birlikte bunlar; hiicre-hiicre etkilesimi, hiicre-matris
etkilesimi, hiicre sitoplazmasinda bulunan proteinler ve hiicre ¢ekirdegini dogrudan
etkilemektedir [5,6]. Glimiis nanopartikiiller (AgNP) elektriksel, optik, termal ve
antibakteriyel 6zelligi nedeniyle genis kullanim alanm bulunmaktadir [1]. Igme suyu ve
attk su aritimi, antibakteriyel malzemelerin iiretimi, elektronik teknolojisinde

iletkenlik artirmak amag¢lhi kullanilmaktadir [7]. Antibiyotige diren¢li mikrobiyal

1



organizmalarin ortaya ¢ikmasi ve artmasi sonucu direngsiz ve maliyetsiz yeni etkili
antimikrobiyal reaktifler gelistirmeye yonelik birgok aragtirma yapilmistir [8]. Bu
problemler karsisinda genis spektrumlu aktiviteye ve antibiyotiklere gore mikrobiyal
direnci tetikleme egilimi diisiik olmasi nedeniyle giimiis (Ag) bazli antiseptiklerin

kullanimi artmistir [9].

Nanopartikiillerden en sik kullanilanlarindan biri olan AgNP  kullanima,
Nanoteknoloji Tiiketici Uriinleri Envanterinin (CPI) yaptig1 bir calismaya gore %
24’iinii olugturmaktadir. Bu oranla orantili olarak sucul ortama gecen AgNP miktar1
litre cinsinde 0,03 ile 0,32 mikrogram oraninda degistigi diistiniilmektedir [10,11].
Sucul ortamda yapilan birgok AgNP c¢alismalarinda toksik etkilerini kanitlayacak
veriler elde edilememistir. AgNP maruziyeti sonucu sucul ortamlarda en sik
karsilagilan sorulardan bir tanesi, baliklar lizerindeki etkisini inceleyecek ¢ok fazla

calisma bulunmamaktadir [12].

AgNP'nin baliklardaki toksisitesinin kesin mekanizmalarina iliskin ag¢iklamalar
olduk¢a kisithdir. Yapilan arastirmalarda tathi suda Ag'nin akut toksisitesinin balik
solungaclarindaki belirli bolgelere baglanmas1 ile Na,K-ATPase aktivitesinin
inhibisyonu yoluyla Na ve CI aktif aliminin azaldig1, bunun da kan plazmasindan iyon
kayb1 sonucu s1vi hacminin diizenlemesi nedeniyle dolasim yetmezligine ve sonugta
baligin 6liimiine neden oldugu bildirilmektedir [13,14]. Yine yapilan arastirmalarda
baliklarin karacigerinde, solungaglarinda, bobreklerinde, bagirsaklarinda ve kaslarinda
AgNP kullannomina bagli olarak yiiksek diizeyde Ag birikimi gosterilmistir [15].
AgNP'nin bildirilen ana toksik etkisinin difiizyon veya endositoz yoluyla hiicreye
girmeleri ve reaktif oksijen tiirleri olusturmalari, hiicre i¢indeki proteinlere ve asitlere
zarar vermeleri ve son olarak hiicre proliferasyonunu engellemeleri nedeniyle oksidatif
bozukluklara neden olmaktadir [16]. Bir¢cok balik tiiriiniin solungag¢larinda ve
karacigerinde AgNP'nin neden oldugu lipit peroksidasyonu, antioksidan enzim
sisteminin bozulmasi ve glutatyon tiikkenmesi rapor edilmistir [17]. Baliklarda
AgNP'nin yiiksek diizeydeki hasarlar1 ile ilgili olarak, karaciger, kas ve
solungaclarinda mukus hiicrelerinin ¢ogalmasina neden oldugu gosterilmistir [18].
DNA hasar1 ve gen ekspresyonu gibi diger tepkiler AgNP tarafindan iiretilen toksisite
ile iligkilendirilmistir [19].



Yapilan arastirmalarin ¢ogu, kirletici maddelere maruz kalan hayvanlarda toksisitenin
fizyolojik mekanizmalarini karakterize etmistir. Yine ¢alismalarda toksik maddelerin
fizyolojik etkisi olarak, hormonal, immiinolojik, norolojik ve metabolik sistemlerin
etkilendigi bildirilmektedir. Teleost balik tiirleri {izerinde son yillarda biiylime
hormonu (BH) fizyolojisini a¢iklamaya yonelik arastirmalar yapilmaktadir. Biiylime
hormonu (BH), diger omurgalilarda oldugu gibi teleostlarda hipofiz bezi tarafindan
iretilen pluripotent bir hormondur [20]. BH, hedef dokudaki hiicre zarinda bulunan
BH reseptoriine (BHR) baglanarak etkisini saglar [20,21]. Baliklarda BH, lipid,
protein, karbonhidrat metabolizmasinin diizenlenmesi, iskelet ve yumusak doku
biiyiimesi, iireme, bagisiklik fonksiyonu, iyonik ve ozmotik denge gibi Onemli
fizyolojik siireclere katildigir bildirilmektedir [20]. Baliklarda tipki memelilerde
oldugu gibi BH etkisini insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1) gostermektedir [22].
IGF-1 iiretimi hipofiz/hepatik (BH/IGF-1) eksen iizerinden salinarak dolayl etkisini
gosterdigi bildirilmektedir [23,24]. IGF-1 baliklarda biiyiime, metabolizma, gelisme,
iireme ve osmoregililasyon gibi birgok fizyolojik diizenlemeye katildigi

bildirilmektedir [25-28].

Baliklarda BH ve IGF-1 olduk¢a 6nemli diizenlemeler yaptigi goriilmektedir. Bu
nedenle tez ¢calismamizda sazan baliklarina farkli doz (0.03, 0.3 ve 3 ppm) ve slirelerde
(4 ve 21 giin) Ag-NP uygulanmistir. AgNP ¢evreye salindiginda dogal organik madde
ile etkilesime girer ve bu durum onlarm gidecegi yeri, dagilimini ve nihai toksisitesini
etkiler. Bu nedenle bu calismada hiimik asit kapl1 giimiis nanopartikiiller (AgNP+HA)
ayni siirelerde ve dozlarda uygulanmistir. Uygulamalar sonucuda kan serumu BH ve

IGF-1 diizeylerine etkisinin belirlenmesi amag¢lanmustir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1 Giimiis Nanopartikiiller ve Tarihi

Giimiis tarihte kullanilan en eski antiviral ve bakteri oldiiriicii olarak kullanilmistir.
Giimiisiin varlig1 ve kullanim1 M.O. 3.500°den oncelere uzanmaktadir. Eski Misir,
geleneksel Cin tibbinda ve Hintlilerde M.0.1000 yillarina kadar kullanilmistir. O
zamandan bu zamana kadar glimiis iizerinde ¢alismalar yapilmis olup gilinlimiize kadar
uzanmaktadir [29]. Giimiis nanopartikiil, boyutlar1 1 ile 100 nanometre arasinda
degisen iyonik glimiise oranla daha yiizeysel biiyiikliik gosterir ve daha kapsamli
ozelliklere sahip olmaktadir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Nano boyutta glimiis partikiil (URL-1)

Nano boyutta olmasi onlarin enzimatik ozellikleri, optik ve elektriksel 6zellikleri
acisindan goriintiilenmede, tespit-teshis edilebilmesinde veya bulundugu ortamda
yaylliminin goézlenmesinde biiyiikk ayricalik saglar. Giinlimiizde ise AgNP’lerin
bakteriyel ve antiviral etkileri {izerine ¢calismalar yogunlasmaya baslamistir [29,30].
Coklu ilaca direncgli mikroorganizmalardaki tehlikeli artig bilim insanlarin1 bu

korkutucu durum karsisinda giimiis ve giimiis nanopartikiile olan merakini daha da
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arttirmig bulunmaktadir [31]. AgNP’lerin bakteriyel ve antiviral 6zellikleri sayesinde
insan viicudu tizerinde kullanimi konusunda giivenirlikleri aragtirilip ve bu dogrultuda
dogru oranlarda kullaniminda toksikolojik olarak giivenli bulunmustur [32].
Geleneksel antibiyotiklerin (gentamisin, ampisilin, streptomisin ve amoksilin)
bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde AgNP’lerin etkileri biiyiik olup, organizmalarin
giimiis ile etkilesime giren bolgelerinin ¢ok ¢esitlilik gdstermesi onlarin giimiise direng
gostermesini engellemektedir. Spesifik hedefe 6zgii antibiyotiklere kars1 gelistirilen
mutasyon sonrasi direng AgNP’ler i¢in miimk{in olmay1ip bunun i¢in ayni anda bir dizi

mutasyonlar gecirmesi gerekecek olup, bunun da olmasi pek miimkiin degildir [33].

2.2 Giimiis Nanopartikiil Elde Edilme Yontemleri

AgNP’ler bilindigi iizere uzun yillar tedavi amacli kullanilmistir. Eski Yunanlhilar ve
Romalilar yiyecek ve i¢eceklerini bozulmadan muhafaza etmek igin giimiis esyalar
kullanmiglardir. Glimiis bilesikleri iilser tedavisinden yara bakimina, yaniklara ve
tyilesmeyi hizlandirmak amacli kullanimlari bulunmaktadir. AgNP’lerin ¢esitli ve
yaygin kullanimi onlarin elde edilme gereksinimini beraberinde getirmistir.

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

AgNP’lerin fiziksel yollarla elde edilmesi iki sekilde olmaktadir; mekanik ve buhar
bazli islemlerdir. Ayrica kivileim ile bosaltma, 6giitme ve piroliz yontemiyle eldesi de

miimkiindiir [35].

Kimyasal AgNP’lerin eldesinde en sik kullanilan yontem, glimiis iyonlarinin giimiis

atomlarina indirgenmesi ile gerceklesir (Sekil 2.2).

Bu siire¢ iki adimi igerir; ¢ekirdeklenme ve biiyiime seklinde gerceklesip,
cekirdeklenmenin biiylime hizinin konrolii ve diizenlenmesini igerir [36]. Kimyasal
yollarla AgNP eldesi en ¢ok kullanilan yontemlerden olsa da kullanilan kimyasallarin

neden oldugu kirlilik ve toksik etki biiyiik nem arz etmektedir.

AgNP sentezi, biyolojik yontemler; fiziksel ve kimyasal yontemlerle karsilagtirilsa da
gerek cevresel gerek ekonomik bir yaklasimla bakilir ise daha elverisli bir yoldur
(Sekil 2.2). Biyolojik sentez yontemleri, bazi mikroorganizmalardan, algler, mantarlar,
agac kabuklari, baz1 bitki yapraklari, ¢icek, sap, meyve, kokler ve bazi bitki

tohumlarindan elde edilerek sentezlenir [37].
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Sekil 2.2. Kimyasal yollarla AgNP sentezi (A), bakteri kullanilarak yapilan AgNP
biyolojik sentezi (B) (URL-2)

Bmils indirgavici bakteri

Bmis indirgavici bakteri

2.3 Biiyiitme Hormonu

Biiylime hormonu hem {iretimi hem de tiretim sonrasi salgilanmasi hipotalamustaki,
hipotalamik biiylime hormonu salgilayan hormon ve ghrelin hormonunun uyarilmasi
sonucu oksintik hiicreleri iirlinii olan endojen bilylime hormonu salgilatict hormon
araciligiyla gerceklesir. Biiylime hormonunun sentezi ve salimmminda diiz zincir
yapisina sahip yaklasik 620 amino asitten olusan bir protein olan biiyiime hormonu
reseptorii islev gormektedir. Iki adet spesifik reseptdr baglanma bolgesine sahip
biliylime hormonu kendi dizisine benzer diziye sahip biiylime hormonu reseptoriine
baglanir. Janus Kinaz 2 (JAK2) ve biiyiime hormonunun reseptorlerinin tirozin
fosforilasyonu biliyiime hormonu reseptoriiniin aktive olmasini saglar ve hiicre i¢i
reseptorlere baglanmay1 gerceklestirir. Bu siire¢ Ras ile aktiflestirilen protein kinaz
yolaklar1 ve transkripsiyon aktivatorleri (STAT) araciligiyla reseptorler desteklenir.
Biiylime hormonu salgilatict hormonuna G-proteinine baglh reseptorler araciligiyla
etki eder. Adenil siklaz, siklik AMP, biiylime hormonu salgilayan hormon ve protein
kinaz A yolaklarin1  G-proteine bagl reseptorler aktif eder. G-proteinine baglh
reseptor; ghrelin fosfolipaz C aktivasyonu uyararak inositol 1,4,5-trifosfat ve
diacilgliserol iiretimini saglarken, sitozolik kalsiyum artisina neden olup biiyiime

hormonu salgilanmasini saglar [38].



2.3.1 Baliklarda biiyiime hormonu

Baliklarda biiylime 6nemli bir yere sahip olup hem bireysel hayatta kalma hem de
neslin devami i¢in iireme agisindan onemlidir. Ayrica balik yetistiriciligi agisindan son
derece onemli bir yere sahiptir. Yetistiricilikte amag kaliteli ve biiyiik baliklar1 daha
ekonomik sartlar altinda iiretmek en 6nemli amagtir. Baliklarin biiylimesinde bir¢ok
faktor etkili olup bunlar arasinda ¢evresel etmenler, yem miktar1 ve kalitesi, stres,
suyun sicakligi, suyun kalitesi ve temizligi etkili olmaktadir. Ayrica baliklarda
bliylimede etkili en onemli diger bir faktor ise genetik faktorlerdir. Baliklarda
biiylimeyi arttirmak icin ¢esitli hormonlar tizerinde ¢alismalar bulunmaktadir [39,40].
Bu caligmalarda iizerinde durulan hormonlar prolaktin, tiroid hormonu, BH ve IGF-1
yer almaktadir [39,40]. Gelismeyi ve biiyiimeyi kontrol eden biiyiime hormonu olup
hipofiz bezi kontroliinde salgilanir. Baliklarda biiylime ve liremeyi tesvik eden hormon
on hipofiz bezi aracilifiyla salgilanir. Yavru baliklarda biiyiime, hipofiz bezinde
tiretilen ve salinan biiylime hormonu biiyiik 6l¢iide etkilidir. Baliklarda BH hiicrelere

aminoasit girigini arttirip protein sentezini hizlandirmasiyla gerceklesir [40,41].

Teleost balik tiirleri iizerinde son yillarda BH fizyolojisini agiklamaya yonelik
arastirmalar yapilmaktadir. BH, diger omurgalilarda oldugu gibi teleostlarda hipofiz
bezi tarafindan iiretilen pluripotent bir hormondur [20]. BH, hedef dokudaki hiicre
zarinda bulunan biiyiime hormonu reseptoriine (BHR) baglanarak etkisini saglar
[20,21]. Baliklarda BH, lipid, protein, karbonhidrat metabolizmasinin diizenlenmesi,
iskelet ve yumusak doku biiyiimesi, iireme, bagisiklik fonksiyonu ve ozmotik denge
gibi onemli fizyolojik stlireglere katildigi bildirilmektedir [20]. Yine yapilan
arastirmalar BH'nin istah iizerine, yiyecek arama davranislari, saldirganlik ve

avcilardan kaginma gibi davranisin gesitli yonlerini etkiledigini géstermistir [42-44].

2.4 Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-1

Biiylime tiim omurgalilarda oldugu gibi baliklarda BH ve IGF-1 biiyiime hormonunun
birlikte calismasiyla gergeklesir. Biiylime hormonu dolasima ciktiktan sonra hiicre
farklilasmasin1 ve hiicre ¢ogalmasmi tetikleyen IGF-1 {iretimini uyarir. IGF-1’in
etkileyecegi dokularda endokrin, parakrin ve otokrin etkiler gdsterir. Ayrica protein

sentezi dahil hiicre proliferasyonu ve farklilagsmasi gibi stireglerde etkilidir [45].



IGF-1 canli organizma i¢in ¢esitli biyolojik siiregcte rol almakta olup bunlardan
bazilar;; metabolizma, biiyiime, farklilasma ve anjiyogenez gibi O6nemli olaylari
yoneten hormondur. Fetal canlinin biiylimesi ve gelismesinde IGF-1 6nemli bir yere
sahiptir. IGF-1 apoptoz, norojenez, farklilasma ve olgunlagsma, beyin hiicrelerinin
proliferasyonunu etkilemektedir [46,47]. IGF-1’in bunlarin diginda glikoz ve yag

metabolizmasini etkileyen insiilin benzeri etkileri mevcuttur [48].

IGF-1’in iiretiminin biiylik bir kism1 karacigerde iiretilmesiyle beraber lokal olarak
tim viicut dokularinda iiretilmektedir. Bazi gelisim asamalarinda fetal dokularin
tiretimi sonucu IGF-1 kendi reseptoriine baglanarak otokrin, parakrin ve endokrin

seklinde dolasima katilir [49].

IGF-1’in varliginm kontrolii Insiilin Benzeri Biiyiime Faktdrii Baglayici Proteinler
(IGFBP’ler) tarafindan diizenlemektedir. IGF-1’lerin ilgili dokulara yonlendirilmesi
ve IGF-1’in yarilanma 6mriinii uzatmaya kadar biiyiik etkileri mevcuttur. Alt1 yiiksek
afiniteye sahip IGFBP’lerden IGFBP-3, IGF-1’in kendi reseptdriine baglanmasini
bloke edebilme yetenegine sahiptir. IGFBP-5’in sentezi ise IGF-1’in proteolitik
yikimini engelledigi goriilmektedir [50].

IGF-1’in diizenledigi onemli unsur ise gelisim asamasindaki beyin hiicrelerinin
cogalmasi, miyelin kaplanmasi, olgunlagmasi, farklilasmasi, ndrojenezi, glikoz
metabolizmasi ve bu hiicrelerin apoptozunu 6nleme gibi 6nemli gérevleri mevcut olup
eksikligi durumda sinir sistemini iizerinde olumsuz etkileri oldugu bildirlmektedir

[51].

2.4.1 Baliklarda insiilin benzeri biiyiime faktorii-1

Omurgalilarda IGF-1 bir¢ok biyolojik siirecte yer alan biiylime faktorii olup ayrica
hormon gorevi yapmaktadir. IGF-1 kontrolii kendine 6zgii reseptorleri ve baglayici
proteinler araciligiyla gerceklesir. Bu kontrol sistemi dis ortam ve buna alisma
siireclerinde degisiklik gosterir [52]. IGF-1’in salmmimi ve miktar1 beslenme ve
hormonal dengeye bagli olarak degisebilmektedir. Baliklarda bu faktdriin salgilanmasi
hipolamus kontrolii ve biliylime faktorii etkisiyle gerceklesmekte olup buna ilaveten

beslenmeye bagli olarak kortizol ve insiilin hormonlar1 aracilifiyla ger¢eklesmektedir.



IGF-1 farkli dokularda iiretimi olsa da en fazla iiretim merkezi karaciger olan biiylime

hormonu kontroliinde sentezlenir [52-54].

Baliklarda tipk1 memelilerde oldugu gibi BH etkisini insiilin benzeri biiyiime faktorii
1 (IGF-1) gostermektedir [22]. IGF-1 iiretimi hipofiz/hepatic (GH/IGF-1) eksen
tizerinden salinarak dolayli etkisini gosterdigi bildirilmektedir [23,44]. 1GF-1
baliklarda biiylime, metabolizma, gelisme, iireme ve osmoregiilasyon gibi bir¢ok
fizyolojik diizenlemeye katildigi bildirilmektedir [25-28]. IGF-I1in kan seviyeleri,
diyet orani, diyetteki protein icerigi ve viicut bliylime orani ile pozitif olarak iligkilidir
[43,45]. Degisen beslenme kosullarina ve mevsime yanit olarak biiylime hormonu ve
diger endokrin faktorler, 6rnegin tiroid hormonu [55] veya Ostrojen [56] IGF-1
tiretiminin kontroliinii etkilemektedir. IGF-1, mevsimsel biiyiime gdsteren iliman
baliklarda biiylime mevsimi boyunca kanda artar [21] ve artan sicaklik [57] ve giin

uzunlugu [26] ile uyarilir.

IGF-1’in tiretimi ¢esitli yollarla olsa da ilgili hiicre ve dokular1 aktive etmenin yolu,
IGF-1 in kendine 6zgii reseptdriine baglanmasini gerektirmektedir. IGF-1 reseptorii
(IGF-1R) baglanmay1 saglayan iki hiicre dis1 a-alt birimden ve tirozin kinazlari

barindiran iki transmembran [-alt birimden olusmaktadir [58].

Uretilen IGF-1"ler salgilanir ve gesitli dokularda depo edilemez. Salgilanan IGF-1"ler
yiiksek afiniteli, sisteince zengin tek zincirli protein ailesine ait insiilin benzeri biiyiime
faktorii baglayici proteine (IGFBP) baglanir. IGF-1’in endokrin, parakrin veya otokrin
olarak salinimini IGFBP’ler ile yaptiklar1 baglanma belirler [59].

2.5 BH ve IGF-1 Arasindaki Iliski

Biiylime hormonu salgilaticit hormon (BHRH) hipofiz bezinden BH sentezini
gerceklestirir. BH, karacigerde yaklasik % 75’ini ve geri kalan % 25’lik dilim kas,
yaglarda ve diger dokulardan IGF-1’in sentezinde gorev alir [60]. BH, biiylimenin
diizenlenmesine araci olan IGF-1 metabolizmanin diizenlenmesinden, biiylime ve
bagirsak homeostazisinin diizenlenmesini saglayan 6nemli fonksiyonlara kadar 6nemli
rollere sahiptir. BH seviyelerindeki degisim bagirsak fonksiyonu gegirgenligi ve

bakteri mikrobiyatasi tizerinde etkileri ¢oktur. BH canlinin genel biiylimesini saglayan



ve metabolik aktivitenin siirdiiriilmesinde 6nemli bir role sahip IGF-1 tiretimini

desteklemektedir [61,62].

Canlilarda yetiskinlige geciste biiyiime ve kemik artisi hizlanmakta olup BH/IGF-1
miktarinda artis yiiksek seviyelere ulasirken, yasin ilerlemesine bagli olarak BH/IGF-

1 miktarinda en diisiik seviyelere ulasir [63].

2.6 AgNP Uzerine Yapilan Bilimsel Arastirmalar

Nanoteknolojinin gelisimi sonucu elde edilen nanopargaciklarin hayatimiza girmesi
sonucunda farkli yollardan (temas, yutma ve soluma) bir¢ok organizma tarafindan
alinmasina neden olmaktadir. Yapilan bilimsel arastirmalarda, tiim yonleri ile farkh
organizmalar lizerine etkilerini anlamaya yonelim énemli bir yer tutmaktadir. Bilimsel
arastirmalarda risk faktorii olarak AgNP'lerin etkilerini test etmek ve degerlendirmek
amaciyla tasarlanmaktadir. Yine arastirmalarda AgNP'lerin biyolojik etkilerinin ve
mekanizmalarinin anlasilmasina yonelik olup temelde olasi olumsuz etkilerini

anlamaya ve azaltmaya yonelik yaklasimlar yer almaktadir.

2.7 AgNP’lerin Canhlar Uzerindeki Etkileri

Glimiisiin kendisi ve olusturduklar1 bilesikler de geg¢misten gliniimiize hayatin her
alaninda yer almaktadir. Bu kullanim1 destekleyecek arkeolojik kazilarda bulunan
giimiis esyalar bulunmustur. 20. yiizyilin basindan giiniimiize kadar saglik ve tibb1
amagla kullanilan hatta besin takviyelerinde ve ikame ila¢ olarak da kolloidal giimiisiin
siv1 igerisinde kullanimi yayginlagmistir. Glimiisiin olusturdugu iyonik, nanotop veya
dokme giimiis bulunduklar1 yere bagli olarak farkli davranir. Bazi durumlarda
nanometre boyutunda metalik glimiisiin viicut hiicrelerine girebilme yetenegi
kazanmasi ileri ki zamanlarda saglik agisindan olumsuz etki yapabilir [64]. AgNP
iiretimi, yitkanmasi ve taginmasi islemlerinden kaynakli kirliliklerin dogaya salinimi1
cevre lizerinde olumsuz etkileri lizerinde durulmaktadir. AgNP’lerin kontrolsiiz
kullanim1 canli tizerinde toksik etkilerinin olup olmayacagi da merak konusu
olmaktadir. Gilinimiizde AgNP’lerin antibakteriyel ve antiviral etkisiyle diinya
genelinde malzemelerde, gida ambalajlarinda, takviye gidalarda, kozmetiklerde, tibb1

cihazlarda, tekstilde ve su aritmalarinda sik sik kullanilmaktadir [64,65]. Antifungal
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ve bakteriler lizerindeki olumsuz etkileri sayesinde AgNP’lerin siklikla kullanimini
saglamaktadir. Bu etkisinden dolayr bunlarin toksik etki yapabilecekleri 6n

gorilmektedir.

Glimiis iyonlarinin alinimi sonrasinda hiicre igerisinde birikimi, hiicrenin ozmotik
basincini etkilemesine ve enzim sistemleri lizerinde olumsuz etkileri olmakta, hatta
hiicresel birikim nedeniyle hiicre lizise ugramaktadir [66]. AgNP’lerin yiiksek
gecirgenligi yiiziinden kan beyin bariyerine girebilme burda birikimi cesitli
hastaliklara yol agmasi hatta bu tasinim ve birikim yiiziinden kan beyin bariyer
bozukluklari, néron deformasyonu, astrositlerde birikmesi sonucu sismeler meydana
gelebilir [67-69]. Kan beyin bariyerini asan giimiis partikiiller, proinflamatuar
faktorlerinden olan TNF-a, PGE2 ve IL-1B endotel hiicrelerinden salinmasini
tetiklemekle birlikte, kan beyin bariyerini bozup diger molekiillerin girisine sebep
olmaktadir [70]. Farkli bir ¢alismada dogum 6ncesi AgNP’nin kontrolsiiz kullanimina
bagli olarak dogan farkli canlilar {izerindeki arastirmada 6grenme ve hafiza lizerinde
olumsuz etkileri gozlemlenmistir [71]. Ayrica hafiza bozulmalarinin uzun stireli
bozulmalara kadar ciddi etkileri mevcut olup bu deneyde yaklasik 50 pg dozlarinin

kullanildigr ve AgNP’lerin PVP kaplanmasi sonucu gergeklestigi bulunmustur [72].

2.7.1 AgNP’lerin baliklar iizerine etkisi

Sucul ortamindaki organizmalara yonelik toksisite hakkinda ¢ok az bilgi mevcut
olmasindan, ¢evresel tehlikelerin tahmin edilmesi ve bunlarin ¢6zlimii tizerine bilimsel
aragtirmalar giliniimiizde iizerinde durulan konular arasindadir. Arastirmacilar uygun
model organizmalar kullanarak yapilan ¢alismalarla daha fazla bilgi birikimi elde
ediliyor. Suda yasayan bir organizma olan baliklar, AgNP'lerden ciddi bir sekilde
etkilenmekte oldugu bildirilmektedir. Yapilan arastirmalarda baliklarda toksisite son
noktalari, hem yetiskin baliklarda hem de embriyolarda biiylime ve iireme

bozuklugunu, mortaliteyi ve biyokimyasal degisiklikleri icermektedir [73].

Insanlar igin saglikl1 bir besin olarak kullanilan baliklarin {izerinde Ag-NP'lerin, nasil
etki gosterdigi arastirilmaktadir. Bu nedenle toksikolojik caligmalarda baliklar
kapsamli olarak incelenen bir modeldir. AgNP'lerin farkli balik gruplarmin biyolojik
sistemleri {lizerindeki olumsuz etkilerini doza bagli toksisiteyi ongdren olumsuz

etkilerini ele alan bu g¢alismalar yer almaktadir. Uzun siireli maruz kalmanin ve
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giimiisiin besin ag1 yoluyla biyobirikiminin etkisi ortaya ¢ikarilmali ve ayrintili olarak

tartisilmalidir.

Su ortaminda bulunan AgNP'lerin metalik giimiise gore daha kolay emilmeleri
nedeniyle diger formlara gore daha toksik oldugu bildirilmektedir [74]. Su ortaminda,
AgNP'lerin girmesi bir¢cok hayvanda fizyolojik bir tepki olusturarak onlarin uyumunu
ve populasyon yogunluklarini degistirmektedir [75]. AgNP'lerin omurgali hiicre
hattina indiikledigi toksisite, reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu, mitokondriyal
fonksiyonun azalmasi, apoptozu ve lipit peroksidasyonunun artmas: oldugu
bildirilmektedir [76,77]. Cesitli organik materyallerle kapli AgNP parcaciklar1 hiicre
zarma dogrudan zarar verebilir, DNA replikasyonuna etki ederek genlerin ifadesinde
degisiklige neden olabilecegi bildirilmektedir [78]. Oryzias latipes baliklarina
AgNP'lerin uygulanmasi sonrast bazi organlarda biriktigi, hepatotoksisite ve bobrek
toksisitesine neden oldugu rapor edilmistir [79]. Suda yasayan organizmalar olan
baliklar, giimiis atif1 igeren ksenobiyotige maruz kalmaya daha duyarlidir. Balik
solungaclari, AgNP'lerin balik viicuduna girisin birincil bolgesi olup histolojik

degisiklikler ¢ok kisa slirede meydana gelmektedir [80].

Zebra baligi, AgNP toksikolojik c¢alismalarinda kapsamli bir sekilde incelenen
modeldir. AgNP Zebra balig1 embriyolari {izerinde yapilan ¢alismada, embriyolarin
yumurtadan ¢ikmasi, kalp hizinda degisiklikler, perikardiyal 6dem hatta mortaliteyi
arttirma egilimi gozlemlenmistir [81]. Calismada AgNP ile uygulama yapilan
embriyolarda doz konsantrasyonuna bagli olarak Zebra baliklarinin yumurtadan daha
gec cikmasindan tutun 6liimciil embriyolarin olmasina kadar etkileri mevcuttur [81].
Ayrica doza bagl olarak biikiilmiis notokord, aritmi, anormal viicut yapisi
gbozlemlenmistir [82]. Bu ¢alismada alinan doz sonrasi Transmisyon Elektron
Mikroskobu (TEM) ile gozlemlenmesi sonucunda giimiis partikiillerin embriyo
kaninda, yumurta sarisinda, beyninde ve kalbinde dagilim gosterdigi tespit edilmistir
[82]. Baliklarin AgNP parcaciklara maruz birakilmasi iizerine bagirsak, solungag, kan,
karaciger ve beyin gibi farkli organlarda da birikmistir [83,84]. AgNP uygulanmasi
ayni zamanda hepatik hiicrelerde oksidatif hasara neden olarak DNA hasar1 sonucu
hiicrelerde lezyonlara neden olan ¢ift sarmal kirilmalarini igermektedir [85]. Baliklar
lizerinde yapilan ¢alismalarda maruz kalma siiresi ve konsantrasyon artigina bagh

olarak toksisitedeki farkliliklarin goriildiigii bildirilmektedir [86,87].
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Sazan baliklarinda yapilan ¢alismalarda AgNP'ler ve Ag iyonlarinin karsilastirmali
toksisitelerinin sonuglari, AgNP'lerin Ag iyonlarindan biraz daha toksik oldugunu
gostermistir [87]. Sazan baliklarinda AgNP'ler solungag, bobrek, beyin ve karaciger
gibi organlardaki metabolik enzimleri degistirdigi bildirilmektedir [88]. Incelenen tiim
dokular arasinda AgNP konsantrasyonundaki degisime en duyarli olanin karaciger

oldugu gosterilmistir [89].

2.7.2 AgNP’nin insan hiicrelerine etkisi

Antimikrobiyal etkisinden dolay1 giimiis partikiilleri ev iriinleri, kateterlerde, yara
ortiilerinde siklikla kullanilmaktadir. Bu c¢alismada insan glioblastoma hiicreleri
(U251) ile birlikte akciger fibroblast hiicreleri (IMR-90) incelenmis olup nisasta ile
kapli AgNP’ler kullanilmistir [90]. Calisma sonunda hiicre canliligi, morfolojik
ozellikleri, oksidatif stres elementleri, toksik etkileri, hiicre metabolik aktivitesindeki
degisiklikler gozlemlenmistir. Calismada kullanilan doz miktarindaki artisa bagh
olarak, mitokondriyel degisiklikler, hiicre ATP aktivitesinde azalma egilimi, reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimininde artis gozlemlenmistir [90]. Nanopartikiil
uygulanan insanlarin hiicrelerinde doza bagli olarak hiicrelerde DNA hasari
gozlemlenmis olup bunun olumsuz etkisi kanser hiicrelerinde daha belirgin
gbozlemlenmistir. Insan hiicreleri bu olumsuz doz artisma bagli olarak hiicre
dongiisiiniin G2 ya da M fazlarmin isleyislerinde bozukluklara neden olmaktadir [90].
Bu etkilerin en biiyiik sebebi bu pargaciklarin mitokondri ve ¢ekirdekte birikmesinden
kaynaklanmaktadir [90].

2.7.3 Sicanlarda iyonik ve nanopartikiil giimiis kullanimi

Calismada 0,2 ve 20 mg seklinde AgNP kullanilmis ve 20 mg iyonik giimiis kullanilip,
bu kullanima bagli olarak gelisimsel etkisinin olup olmadig1 arastirilmistir [91,92].
Sicanlarda hamileligin yedinci ve yirminci gilinlerinde giimiis kullanilmaya
baslanmistir. Calisma sonunda AgNP kullanimina bagli farkli dozlarda kullanilmasina
ragmen hem anne hem yavru sicanlarda dogum agirligi, kanama ve yavru sicanlarda
boy-kilo iizerinde herhangi bir etkisi bulunamamistir [91,92]. Iyonik giimiis

kullanimina bagli olarak anne sicanlarda diisiik kilo alimi, yavru sicanlarda yiliksek
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miktarda glimiis iyonlar1 tespit edilmis. Hem iyonik hem nanopartikiil olarak alinan
giimiis plasentadan gecip yavru siganlarda depolanmistir [91,92]. Calismada iyonik
formdaki AgNP olarak kullanilan giimiisten daha fazla oksidatif strese neden olmustur.
Gilimiis kullanimina bagli olarak beyin dokulari incelenmis olup, iyonik formun
disinda nanopartikiil kullanimina bagli olarak yiliksek miktarda hipokampal skleroz
gbzlemlenmistir [91,92].

2.8 Sazan Baliklar (Cyprinus carpio)

Sazan baliklar tiirler arasinda en kalabalik sayida baliklar olarak bulunmaktadir.

Sazan baliklari,

Alem: Animalia

Sube: Chordata

Altsube: Gnathostomata
Sinif: Pisces

Altsinif: Teleostei

Ordo: Cypriniformes
Familya: Cyprinidae

Cins: Cyprinus

Tiir: Cyprinus carpio olarak

Sazan baliklar1 genellikle durgun sularda yasar. Bazi tiirleri de akim hiz1 diigiik sularda
veya kiy1 gollerinde yasamaktadir (Sekil 2.3). Cevresel kosullarin degisimine adapte
olabilmektedir. Son yillarda suyun kirliligi ve diger faktorler bir¢ok balik tiirlerini

etkilerken sazan baliklarin1 daha az etkilemektedir [93].

Zararlt balik tilirlerinden biridir. Hizli ¢ogalma o6zelliklerinden dolayr bunlar yok
etmek oldukca giictiir. Cogalmalar1 uygun sartlar altinda olduk¢a fazla olup erken
olgunlagirlar. Disi sazan baliklar1 ¢ok sayida ve yapiskan yumurtalar iiretmektedir.

Ureme mevsiminde sazan baliklar1 yiizlerce kilometre gidebilmektedir [94].
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Sazan baliklar1 sulu alanda beslenmeleri tohumlar, kabuklu canlilar, bocek larvalari ve
yumusakgcalarla saglarlar. Bu baliklar bu gidalar1 camur ve su ile birlikte tiiketip, daha
sonra solungaclar1 yardimiyla siizer ve tiiketirler. Kis aylarinda ya da gida sikintisi
cektikleri donemde organik madde ve bitkilerden yararlanmayabilirler. Besin
zincirinde yetiskin sazanlar1 tiiketen canli denizde bulunmamakla birlikte orta
biiytikliikte sazanlar1 bas, Murray morina ve Altin levrek gibi baliklar tiiketebilirler
[95].

Sekil 2.3. Sazan balig1 (Cyprinus carpio) (URL-3)

Sazan baliklarinin model organizma olmalarinda en 6nemli unsur:

- Birgok balik tiiriine oranla hizli biiytimeleri,
- Cok sayida yavru liretmeleri,

- Maliyetinin az olmasi,

Sucul ortamda yasamalarindan dolayr olumsuz c¢evre kosullarinda daha az

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

3.1 Deneyde Kullanilan Malzemeler

Glimiig, nitrat (Analitik reaktif ayar, %99,9), Humik asit (Teknik ayar), Sodyum bor
hidriir, Trisodyum sitrat dihidrat, Polivinilpirolidon PVP10 Sigma-Aldrich (St. Louise,
MO, USA)’den temin edilmistir.

3.2 Giimiis Nanopartikiillerin (Ag NP) Uretimi

AgNP sentezi indirgenme yoluyla Chinnapongse ve arkadaslar1 tarafindan uygulanan
kimyasal yontem ile elde edilmistir [98]. Bunun i¢in asagida belirtilen prosediir

kullanilmistir:

600 rpm’de karigtirllan 400 mL kaynar distile suya, 58.8 mmol/L AgNO3
¢ozeltisinden 1.690 mL ve 34 mmol/L tribazik sodyum sitrat dihidrat ¢ozeltisinden
2.920 mL ilave edilmistir. Sonrasinda reaksiyonu hizlandirmak i¢in damla damla
2.000 mL 100 mmol sodyum borohidrit ilave edilmesiyle ¢ozeltinin rengi renksiz
halden sarims1 kahverengiye doner. Reaksiyon 30 dakika bu sekilde karistirildiktan
sonra oda sicakliginda sogumaya birakilmistir. Sonrasinda 10 g/L humik asit ¢ozeltisi
hazirlanmis ve elde edilen sitrat ile stabilize edilmis AgNP karigimina ilave edilerek

18 saat inkiibe edilmis ve humik asit ile kaplanmig AgNP’ler elde edilmistir.

AgNP’lerin sentezlenmesinde en yaygin kullanilan yontemlerden biri olan kimyasal
indirme yonteminin tercih edilme sebeplerinden birincisi diisiik maliyet olmasi,
ikincisi ise herhangi bir agregasyon olmaksizin yiiksek verim saglamasidir [99].
Indirgeme yontemlerin kullanilmasi, ¢evre sularina karisan nanopartikiillerin

tespitinde ve yaygin kullanilmasinda 6nemli bir yere sahiptir.

3.3 Giimiis Nanopartikiillerin (AgNP) Karakterizasyonu

AgNP’lerin kimyasal indirgeme yontemi kullanilarak sentezlenmesinde sonraki
karakterizasyonunun incelenmesinde; UV-Vis spektrumu, zeta boyut analizi, atomik

kuvvet mikroskobu ve elektron mikroskobu kullanimi ile gerceklesmistir.
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3.3.1 Zeta boyut analizi

Nanopartikiillerin boyut ve boy dagilimlarini incelemek ve AFM’den elde edilen
verilerle karsilastirmak amaciyla Zeta-Sizer (3000 HSA, Malvern, Ingiltere) cihazi

kullanilmustir.

Zeta Sizer, ¢ozeltideki partikiillerin zata potansiyeli, molekiil agirlig1 ve hidrodinamik
boyutu oOl¢iimiiniin tespitinde kullanilmistir. Bu cihazin kullaniminda ¢6zeltideki
partikiillerin boyutlarinin tayininde nanopartikiillerin biyomolekiiller veya kolloidler
boyut analizini tespitinde kullanilmistir. Zeta boyut analizi yontemi temel olarak
dinamik ve elektroforetik 151k sacilmasi yontemiyle ¢aligmaktadir. Sentez sonrasi
yikanilip santrifiijlenen nanopartikiiller seyreltilmek i¢in deionize su kullanilmis ve 2
ml kadar hacimli 6rnek ¢ozeltisi, polistiren kiivet igerisine konulup daha sonra 6rnek

¢oOzelti igerisinden lazer 15181n1n gegirilmesi sonucu tespit edilmistir.

3.3.2 Atomik kuvvet mikroskobu

AgNP’lerin karakterizasyonu i¢in yari iletken modda atomik kuvvet mikroskobu
(Nanomagnetics Instruments, Oxford, Ingiltere) kullamlmigtir. Gériintiileme
calismalar1 hava ortaminda yari iletken modda gerceklestirilmistir. Ornekler 1 pm/sn
tarama hizinda, 256 x 256 piksel ¢oziiniirliikte, 500 x 500 nm’lik bir alanin goriintiisii

olarak alinmistir.

3.3.3 Elektron mikroskobu

Elektron mikroskopisi ol¢timleri 60000x biiyiitme ile 5kV gerilim altinda vakum

ortaminda yapilmistir.

3.3.4 UV-Vis spektrumu

Sentezlenen AgNP’lerin UV-goriiniir spektrumlari, seyreltilmis collodial nanopartikiil

cozeltileri 300-700 nm araliginda 6l¢timleri alinmistir.
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335 FT-IR

Nanopartikiil ~ yiizeyindeki ~ modifikasyonlarim  tespiti  i¢gin =~ FTIR-ATR
spektrofotometresi (Thermo Fisher Scientific, Nicolet iS10, Waltham, MA, ABD)
kullanilmistir. Fonksiyonel monomer Ornekleri cihazin 6rnek yiikleme yuvasina
yerlestirilmis olup 400-4000 cm-1 dalga sayis1 aralifinda yiizeyde gerceklesen toplam

yansima miktari ile 6l¢iilmiistiir.

3.4 Deneyde Kullamilan Hayvanlar

Arastirmada kullandigimiz sazan (Cyprinus carpio) baliklar Orman ve Su Isleri
Bakanhigi DSI 7. Bolge Miidiirliigii 73. Sube Miidiirliigii Yedikir Su Uriinleri
Istasyonundan hibe yoluyla temin edilmistir. Baliklar 250 L’lik kapasiteye sahip
akvaryumlara yerlestirilerek 20 giin siireyle ortama adapte edilmistir. Adapte etme ve
deneyler siiresince baliklar pelet yemle beslenmistir. Arastirmaya alinan sazan
baliklari, bir yasindan kiigiik, 112-120 g agirliginda, 13-15 cm boy uzunlugundair.
Calismanin Etik Kurul onayr Ahi Evran Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan alinmistir (18.04.2018 tarih ve 4 sayili onay yazisi).

3.4.1 Deney diizenegi

Arastirma kapsaminda kullanilan AgNP, yaygin iiretim yontemi olan kimyasal
indirgenme ve stabilizasyon yontemi olarak sitrat ile kaplama kullanilmigtir. AgNP,
cevre sularina karigimasi sonucunda muhtemel dogal organik materyallerden hiimik
asit ile etkilesim gostermektedir. Sucul canlilar lizerine etkisi model organizma olarak

secilen sazan (Cyprinus carpio) baliklarinda incelenmistir.

Her grupta az tutulacak diizeyde her grupta 7 baliga yer verilmistir. Akut ve sub-kronik
fazda gruplarinin toplam 112 adet baligi, her birinde 7 balik (n:7) yer alacak sekilde
kullanilmistir. Akut ve sub-kronik faz gruplarinda 4 ve 21 giin silireyle adapte edilmis
sazan baliklarma 250 litrelik akvaryumlarda derisimleri 0.03, 0.3 ve 3.0 ppm olacak
sekilde AgNP ve AgNP-HA farkli dozlarda ilave edilmesiyle yiiriitiilmiistiir. Kontrol

gruplarinda herhangi bir uygulama yapilmamustir.
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Deney sonunda fenoksi etanol 0.5 ppm anestezik maddesi uygulamasi yapilarak
baliklardan kan 6rnekleri direk kuyruk kesme yontemi ile alinmigtir. Kan 6rnekleri +4
°C’de biyokimya tiiplerinde 30’dakika bekletilip daha sonra 4000 rpm’de 5 dakika
siireyle sogultmali santrifiij islemi uygulanmistir. Santrifiij sonucunda ¢ikan serumlar
100 pl olacak sekilde tiiplere ayrilarak analizleri yapilacagi zamana kadar -40 °C’de

muhafaza edilmistir.

3.5 Analizler

3.5.1 Hormonal analiz

Hormon analizlerinde kullanilmak iizere ELISA yontemli baliklara dzel iiretilmis
ticari 0l¢lim kitleri kullanilmistir. Bu kapsamda baliklara 6zel Biiyiime Hormonu (BH)
ve Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-1 (IGF-1) Cusabio kitleri ile diizey belirleme

Ol¢timleri yapilmistir.

3.5.2 istatistiksel analiz

Calisma sonunda elde edilen verilerin One Whitney U ve Kruskal Wals Testine
bakilarak, Varyans analizleri Duncan’s modeline gore p<0.05 seviyesinde

incelenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Giimiis Nanopartikiillerin (AgNP) Uretimi ve Karakterizasyon

4.1.1 Zeta boyut analizi

AgNP’lerin zeta boyut analizi 30 dakika sonikatdr yardimiyla sulu ortamda
gerceklesen brownian harekete bagli dagitilmasi ile elde edilen nanopartikiillerin
hidrodinamik ¢aplari ii¢ yaygin dagilim sonucu elde edilmistir (Sekil 4.1). Hiimik asit
kaplamas1 sonrasi, sitrat ve hiimik asit kapl1 yapilar gézlemlendiginde her bir dagilim
bolgesinde ortalama caplarda artis gézlenmistir (Sekil 4.2). Tiim bu sonuglara gore
sitrat yapisinin hiimik asit yapisina gore daha kiiciik bir molekiiler boyuta sahip olmasi

sonucuna varilabilir.
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Sekil 4.1. Sitrat kapli glimiis nanopartikiiller
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Size Distribution by Intensity
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Sekil 4.2. Hiimik asit kapli nanopartikiiller

4.1.2 Atomik kuvvet mikroskopisi él¢iimleri

Sentez sonrasi nano partikiiller 6nce yikanarak santrifiijlenir daha sonra deionize su ile
seyreltilmistir. Atomik kuvvet mikroskopisi ile mika yiizeyinde, sulu ortamda bulunan
AgNP tizerinde kurutulmasi sonrasinda partikiil 6rnekleri 500nm x 500nm alanda yar1
iletken modda alinan morfolojik Ol¢limler asagida gosterilmistir (Sekil 4.3 ve Sekil

4.4). Bulunan sonugclar zeta boyut analizi sonuglarini destekler niteliktedir.
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Sekil 4.3. Nanopartikiillerin 2b morfoloji goriintiisii. Zeta boyut dagilimlar
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nrm

Sekil 4.4. Nanopartikiillerin 3b morfoloji goriintiisii. Atomik kuvvet mikroskobu
Olctimleri

4.1.3 Elektron mikroskopisi ol¢iimleri

Elektron mikroskopisi sonuglar1 da tipki zeta boyut analizini sonuglarmi destekler
niteliktedir. Biyolojik zarlar ve hiicre yapilarindan hiimik asit kapl nanopartikiillerin
gecebilecek boyutlarda oldugu gorilmistir (Sekil 4.5). Himik asit kaph
nanopartikiillerin 6l¢limlerinin birkag ay icinde agregasyona ugramadigi ve

stabilitesini korudugu sonucuna varilmaigstir.
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Sekil 4.5. Elektron mikroskopisi goriintiileri

4.1.4 UV-Goriiniir bolge spektroskopisi

AgNP’lerin yapilarinin 300-700 nm dalga boylarin1 kapsayan ultraviyole goriiniir
bolge araligindaki absorbansinin incelenmesindeki ama¢ AgNP’lerin kaplamalarinda
istendigi gibi sitrat yapilarinin hiimik asit yapilariyla yer degistirip degistirmedigini
incelemek i¢in bakilmistir (Sekil 4.6). 350-475 nm araliginda AgNP’lerde siddetli
absorpsiyon gozlenmistir. Bu siddetli absorpsiyonun nedeni, yiizey plazmon
olusumundan kaynaklanmaktadir. AgNP’lerde maksimum absorbans degerlerinde
kiiclik miktarlarda kayma gerceklesmistir. Biitlin bunlar kimyasal yapidaki yer
degisiminin gergeklestigini ispatlar sekildedir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. UV-goriiniir bolge spekroskopisi lgtimleri

4.1.5 FT-IR

Fourier doniisiimlii kizilotesi Olglimleri, hiimik asit ve sitrat kaplh partikiillerin

kimyasal yapisindaki degisimleri gostermek i¢in kullanilmistir (Sekil 4.7).

3500 cm™! O-H gerilme titresimi, 3200 cm! civarinda alifatik C-H gerilme, 1630 cm’!
civarinda karboksil ve ketonik gruplarda gorilen C=0O gerilme titresimleri

gozlenmektedir. 500 cm™

civarinda gozlenen Ag-O gerilme titresimi tiim her iki
spektrumda ortaktir. 2614 cm™ 2362 cm™! 768 cm’de gozlenen farkliliklar kimyasal

yapidaki degisimi dogrular niteliktedir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. FT-IR Spektroskopisi 6l¢iimleri

4.2 Giimiis Nanopartikiillerin Sazan Baliklar1 Uzerine EtKisi

4.2.1 Bilyiime hormonu diizeyine etkisi

Yapilan analizler sonucunda, ¢izelge 4.1’ de oldugu gibi akut (4 giin) ve subkronik (21
giin) siirede AgNP uygulanan tiim doz (0,03, 0,3 ve 3 ppm) guruplarindaki kan serumu
BH diizeylerindeki azalmanin kontrol grubuna gore anlamli (p<0.05) oldugu
bulunmustur. Cizelge 4.1 deki ayn1 ¢alismada akut siirede uygulanan AgNP+HA 0,03
ve 0,3 ppm doz gruplarindaki kan serumu BH diizeylerindeki degisim kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak 6nemsizken (p<0.05), 3 ppm doz gurubundaki BH diizeyindeki
azalma istatistiksel olarak 6nemli (p<0.05) oldugu belirlenmistir. Aymi ¢izelgeden
goriilecegi gibi subkronik siirede uygulanan tiim doz gruplarindaki kan serumu BH
diizelerindeki azalmanin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak Snemli (p<0.05)

oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.1°den goriilecegi gibi siireler arasindaki karsilastirmalar sonucunda AgNP
uygulamalari sonucunda 0,03 ve 0,3 ppm doz guruplari BH diizeleri arasindaki

degisimler 6nemsizken (p<0.05), 3 ppm doz guruplar1 BH diizeleri arsindaki azalma
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istatistiksel olarak dnemli (p<0.05) oldugu belirlenmistir. Farkli siirelerde uygulanan

AgNP+HA doz gruplart arsindaki azalma istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).

Cizelge 4.1. Akut ve Subkronik Siirede AgNP ve AgNP+HA Uygulanan Sazan

Baliklarinda Kan Serumu BH Diizeyleri.

Gruplar BH (pg/mL)

(n:7) Akut Siire (4 giin) Subkronik Siire (21 giin)
Kontrol 27.3+1.208A 26.9+1.17%4
Hiimik Asit (HA) 27.8+1.12%4 27.141.10%4
0.03AgNP 23.6+1.08%A 23.1+1.10%4
0.3AgNP 22.4+0.96°A 21.2+1.64%
3AgNP 19.4+0.54¢™A 17.1£0.50°B
0.03AgNP+HA 26.1+0.86* 24.2+1.248
0.3AgNP+HA 26.5+0.75% 24.1+1.33%8
3AgNP+HA 18.1+0.884"4 16.7+0.768

*: Aymi stitundaki kiiciik harfler arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
**: Ayni satirdaki biiyiik harfler arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).

4.2.2 insulin benzeri biiyiime faktorii-1 diizeyine etkisi

Cizelge 4.2° de akut (4 giin) ve subkronik (21 giin) siirede AgNP ve AgNP+HA
uygulanan tim doz (0,03, 0,3 ve 3 ppm) guruplarindaki kan serumu IGF-1
diizeylerindeki azalmanin kontrol grubuna gore anlamli (p<0.05) oldugu tespit
edilmistir.

Yine ayn cizelgeden goriilecegi gibi siireler arasindaki karsilastirmalar sonucunda
akut (4 giin) ve subkronik (21 giin) siirede AgNP ve AgNP+HA uygulanan tiim doz
(0,03, 0,3 ve 3 ppm) guruplart arasindaki kan serumu IGF-1 diizeylerindeki azalma

istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.2. Akut ve Subkronik Stirede AgNP ve AgNP+HA Uygulanan Sazan
Baliklarinda Kan Serumu IGF-1 Diizeyleri.

Gruplar IGF-1 (pg/mL)

(n:7) Akut Siire (4 giin) Subkronik Siire (21 giin)
Kontrol 26.3£0.64 **A™ 25.9+1.45%
Hiimik Asit (HA) 24.6+£1.57%A 24.3+1.40%
0.03AgNP 17.4+0.75A 14.140.81°8
0.3AgNP 15.5+£0.43¢A 13.7+0.67°"
3AgNP 14.5+0.339% 11.1£0.5948
0.03AgNP+HA 20.9+0.41%4 18.6+0.76"8
0.3AgNP+HA 20.2+0.63% 17.9+0.59°8
3AgNP+HA 17.8+0.68A 12.5+0.76%8

*: Aymi stitundaki kiiciik harfler arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
**: Ayni satirdaki biiyiik harfler arasindaki fark anlamlidir (p<0.05).
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Giliniimiizde bilimin ilerlemesi ve alternatif yollarin bulunmasi yeni bilgi ve donanim
kazandirmanin yani sira ileride ne getirecegi belli olmayan olumsuz sonuglar
dogurmaktadir. Olumsuz sonuglardan en Onemlisi insan ve doga lizerine ne gibi
zararlarin birakilacagi, bu zararlarin uzun siire etkileri olup olmayacagi en 6nemli
sorunlarin basinda gelmektedir. Bu dogrultuda birgok alanda hatta hemen hemen
hayatimizin her yerinde direkt ya da dolayli yoldan maruz kaldigimiz AgNP’ler
bulunmaktadir. Saglikta antibakteriyel ve antifungal 6zellikleri, gida paketlemede
koruyucu olmalari, kozmetik alanda kullanimi, endiistriyel alanda kullanimu,
biyomedikal goriintiilleme cihazlarinda kullanimi, ila¢ sektoriinde kullanimi veya
biyosensorde kullanimi dahil bir¢ok alanda genis kullanim yelpazesi sunmaktadir.
AgNP’lerin bu genis kullanim alanlar1 insanda ister istemez maruziyet sonrasi olumlu
kullanim alanlarinin disinda birakacagi olumsuz ozellikler akla gelmektedir.
AgNP’lerin toprak ve su gibi canliligin siirdiigii ortamlarda ¢esitli konsatrasyonlarda
bulunmasi1 buradaki canlilara etkileri mevcuttur. Sucul ortamda bulunan belli
konsantrasyon ve {lizerindeki partikiillerin kalintilarinin bu ¢alismada sazan

baliklarinin biiylimesi {izerine etkileri aragtirilmastir.

Baliklarda biiyiime, hipofiz tarafindan salgilanan BH kontrolii altinda olup farkh
omurgali hayvan gruplarinda oldugu gibidir [100]. BH etkisi direk olarak [100] ve
etkisinin biiylik ¢ogunlugunu IGF-1 salgis1 ile gergeklestirmektedir. IGF-1 {iretimi,
BH tarafindan uyarilan biiylik kismi karaciger olmak iizere, kismen kaslar ve bazi
dokular tarafindan tiretimi gerceklestirilir [100,101]. BH ve IGF-1 biiylimeyi ve
metabolik olaylar1 kontrol eden ¢ok fonksiyonlu faktorlerdir [100-102].

Yapilan kan serumu BH diizeyi analizleri sonucunda, akut ve subkronik siirede
uygulanan AgNP tiim doz (0,03, 0,3 ve 3 ppm) guruplarinda goriilen azalma kontrol
grubuna gore anlamli (p<0.05) oldugu belirlenmistir. Akut siirede AgNP+HAw
uygulanan 0,03 ve 0,3 ppm doz gruplarindaki kan serumu BH diizeylerindeki degisim
kontrol grubuna gore dnemsizken (p<0.05), 3 ppm doz gurubundaki azalma énemlidir
(p<0.05). Subkronik siirede AgNP+HA uygulanan tiim doz gruplarindaki kan serumu
BH diizelerindeki azalmanin 6nemli (p<0.05) oldugu tespit edilmistir. Ayn1 doz
gruplar1 arasinda AgNP uygulanan farkli siirelerin karsilastirmalar1 sonucunda, 0,03

ve 0,3 ppm gruplan arasindaki BH diizeyleri degisimleri 6nemsizken (p<0.05), 3 ppm
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doz guruplar1 arasindaki azalma 6nemli (p<0.05) oldugu goriilmiistiir. Farkli siirelerde
uygulanan AgNP+HA ayn1 doz gruplari arsindaki azalmanin dnemli (p<0.05) oldugu
belirlenmistir. Yapilan arastirmalarda farkli balik tiirlerinde toksik streslerin biiyiimeyi
inhibe ettigi bilinmektedir [103,104]. Baliklarin AgNP parcaciklara maruz birakilmasi
tizerine bagirsak, solungag, kan, karaciger ve beyin gibi farkli organlarda da birikmistir
[12,84]. Sazan baliklarinda AgNP'ler solungag, bobrek, beyin ve karaciger gibi
organlardaki metabolik enzimleri degistirdigi bildirilmektedir [88]. AgNP’lerin
yiiksek gecirgenligi yiiziinden kan beyin bariyerine girebilme burda birikimi ¢esitli
hastaliklara yol agmasi hatta bu tasinim ve birikim yiiziinden kan beyin bariyer
bozukluklari, néron deformasyonu, astrositlerde birikmesi sonucu sismeler meydana
gelebilir [18,20]. Farkli organizmalar iizerinde yapilan ¢alismalardaki uygulama doz
ve siiresine bagl olarak toksisitede de farkliliklar goriilmiistiir [105]. Bu calismada BH
hormon diizeylerindeki azalma ve farklilik géstermesinin doz ve siireye bagli olarak

AgNP’lerin norolojik toksisite etkisi sonucu olabilecegini diislindiirmektedir.

AgNP'lerin omurgali hiicre hattin1 indiikledigi toksisite, reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu, mitokondriyal = fonksiyonun azalmasi, apoptozu ve lipit
peroksidasyonunun artmast oldugu bildirilmektedir [76,77]. Cesitli organik
materyallerle kapli AgNP parcaciklar1 hiicre zarina dogrudan zarar verebilir, DNA
replikasyonuna etki ederek genlerin ifadesinde degisiklige neden olabilecegi
bildirilmektedir [78]. AgNP uygulamalar1 ayn1 zamanda hepatik hiicrelerde oksidatif
hasara da neden oldugu bu nedenle DNA hasar1 olusturdugu buna bagli olarak
hiicrelerde lezyonlara neden olan ¢ift sarmal kirilmalarini icerdigi bildirilmektedir
[106]. Sazan baliklarinda AgNP'ler solungag, bobrek, beyin ve karaciger gibi
organlardaki metabolik enzimleri degistirdigi bildirilmektedir [88]. Incelenen tiim
dokular arasinda AgNP konsantrasyonundaki degisime en duyarli olanin karaciger
oldugu gosterilmistir [89]. Baliklar iizerinde yapilan ¢alismalarda maruz kalma siiresi
ve konsantrasyon artigina bagli olarak toksisitedeki farkliliklarin gorildigi

bildirilmektedir [86,87].

Yine bu ¢caligmada akut ve subkronik siirede AgNP ve AgNP+HA uygulanan tiim doz
(0,03, 0,3 ve 3 ppm) guruplarindaki kan serumu IGF-1 diizeylerindeki azalmanin
kontrol grubuna goére anlamli (p<0.05) oldugu tespit edilmistir. AgNP ve AgNP+HA
uygulanan ayni doz gruplarin akut ve subkronik siirelerinin karsilagtirilmasi

sonucunda kan serumu IGF-1 diizeylerindeki azalmanin anlamli (p<0.05) oldugu
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belirlenmistir. Baliklar {izerine AgNP’lerin toksisite arastirmalarinda en ¢ok etkilenen
organlar arasinda karacigerin etkilendigi bildirilmektedir. Yine arastirmalarda
toksisitenin doz ve siireye bagli olarak onemli diizeyde farklilik gosterdigi
bildirilmektedir. Bu calismada IGF-1 diizeylerindeki azalma ve farklilik géstermesinin

karaciger toksitesine bagli oldugunu gostermektedir.

Sonug olarak bu ¢alismada AgNP’lerin sazan baliklar1 iizerinde doz ve siireye bagh
olarak BH ve IGF-1 diizeylerine 6nemli etkisi oldugu belirlenmistir. Sucul ortamda
yapilan bir¢cok AgNP calismalarinda toksik etkilerini kanitlayacak veriler elde
edilememistir. Ancak AgNP’lerin maruz kaldig1 sucul ortamlarda en sik karsilasilan
sorulardan biri olan baliklar {izerindeki etkisini inceleyecek farkli doz ve siirelerdeki

etkilerini belirlemeye yonelik ¢calismalara ihtiya¢ duyuldugu goriilmektedir.
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