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1. ÖZET 

Bi o ktiv s on son  s  polik p ol kton/ipek fi  oini n nofi e le in ze    

  l    em  i ol    üze ine etkile inin incelenmesi 

Öğrenci Adı: Güzin Göksun Sivas  

DanıĢman Adı: Prof. Dr. Tuğba TUNALI AKBAY 

Am ç: ÇalıĢmamızın amacı polikaprolakton/ipek fibroini (PCL/ĠF) esaslı nanofiber 

hazırlanırken kullanılan çözücülerin ve antikor, enzim immobilizasyonu gibi iĢlemler 

sırasında kullanılan kimyasal maddelerin  toksik etkisi olup olmadığını  ve ayrıca 

oksidatif hasar oluĢturma potansiyalinin zebra balığı embriyo modeli kullanılarak 

tespit etmektir. 

Ge eç ve  öntem: Elektro dokuma yöntemi ile hazırlanan PCL/ĠF esaslı nanaofibere 

laktaz enzimi ve BPA antikoru immobilize edilmiĢtir. Zebra balığı embriyoları 

kontrol,  ham  nanofiber,  laktaz enzimi immobilize edilmiĢ nanofiber, bisfenol a 

(BPA) antikoru immobilize edilmiĢ nanofiber olmak üzere dört gruba ayrılmıĢtır. 

Nanofiber esaslı maruziyet gruplarında, ilgili nanofiberler ayrı ayrı embriyoların 

geliĢme ortamına bırakılıp belirli süre bu ortamda bekletilmiĢtir. Daha sonra 

embriyolar bu ortamların içerisinde geliĢmeye bırakılıp 72 saat süre ile geliĢmeleri 

izlenmiĢtir. 72 saatin sonunda tüm gruplardaki 100 adet embriyo, 1 mL serum 

fizyolojik ile homojenize edilmiĢtir. Elde edilen homojenatlara biyokimyasal 

analizler uygulanmıĢtır. 

Bulgular:  ÇalıĢmamızda Ham  nanofiber ve Laktaz immobilize edilen nanofiberin  

mortalite ve kuluçkadan çıkıĢ yüzdeleri 24, 48, 72 hpf ‗de kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında aralarında istatistiksel olarak anlamlı bir değiĢiklik tespit 

edilmemiĢtir. BPA antikoru immobilize edilen nanofiber 10 saat süre ile E3 

ortamında bekletildikten sonra ortama bırakılan embriyoların  hepsi 24 hpf sonunda 

ölürken, 1 saat süre ile E3 ortamında bekletilen BPA antikoru immobilize edilen 

nanofiber grubunda ise 24, 48 ve 72 hpf‘de mortalite ve kuluçkadan çıkıĢ yüzdeleri 

kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında istatiksel olarak anlamlı bir değiĢiklik tespit 

edilmemiĢtir. 

Sonuç: Hazırladığımız biyomalzemelerin toksikolojik etkisinin olup olmadığı  deney 

hayvanı kullanımına gerek kalmadan zebra balığı embriyoları kullanılarak tespit 

edilmiĢtir.  

Anahtar kelimeler: Nanofiber, zebra balığı, toksisite, polikaprolakton, ipek fibroin.  
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2. SUMMARY 

Investigation of the effects of polycaprolactone/silk fibroin based nanofibers on 

zebrafish embryos after bioactivation 

Student Name: Güzin Göksun Sivas  

Name of Supervisor: Prof. DR. Tuğba TUNALI AKBAY 

Objective: The purpose of our study is to determine whether the solvents used in the 

preparation of PCL/silk fibroin-based nanofibers and the chemicals used during 

processes such as antibody and enzyme immobilization may have toxic effects, and 

also to determine the oxidative damage potential by using a zebrafish embryo model. 

Material and Methods: Lactase enzyme and BPA antibody were immobilized on 

PCL / SF based nanofibers prepared by electrospinning. Zebrafish embryos were 

divided into four groups: control, raw nanofiber, lactase enzyme immobilized 

nanofiber, and bisphenol a antibody immobilized nanofiber. Nanofiber-based 

exposure groups contained the relevant nanofibers separately in the embryonic 

development environment and kept in this environment for a period of time. 

Subsequently, the embryos were left to these develop environments for 72 

hours, they were homogenized with 1 mL of physiological 

saline and  homogenates were then analyzed using biochemical methods. 

Results: In our study, compared to the control group, there were no statistically 

significant differences in mortality and hatching percentages of raw nanofibers and 

lactase immobilized nanofibers at 24, 48, and 72 hpf. Nanofiber immobilized with 

BPA antibody was left in E3 medium for 10 hours, but all of the embryos left in the 

development environment died at 24 hpf. Compared with control group and the 

nanofiber immobilized with BPA antibody no statistically significant difference was 

observed. 

Conclusion: Instead of using experimental animals, we used zebrafish embryos to 

study the toxicological effects of our biomaterials. 

Keywords: Nanofiber, zebrafish, toxicology, polycaprolactone, silk fibroine. 
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3  GİRİŞ ve AMAÇ 

 

Ġmmobilizasyon tekniğinin kullanıldığı teknolojik sistemlerde tıp, kimya, biyoloji, 

mühendislik alanlarını içine alan multidisipliner çalıĢma olanakları ortaya 

çıkmaktadır. Günümüzde enzim, antikor ve hücre immobilizasyonu teknikleri 

biyoteknolojide sıklıkla kullanılmaya baĢlanmıĢtır (Makaraviciute ve 

Ramanaviciene, 2013). Biyolojik olarak fonksiyonel olan bir molekülün veya 

hücrenin, taĢıyıcı bir yüzey üzerinde sabitlendiği immobilizasyon yönteminde, 

immobilize kompleks yapı fiziksel olarak taĢıyıcı yüzeyin özelliğini taĢır ve 

immobilize edilen molekülün veya hücrenin temel aktivitesine sahip olur. 

Ġmmobilizasyon sonrası taĢıyıcı yüzeye tutunan molekülün veya hücrenin yapısı veya 

karakteristliği değiĢime uğramamaktadır. ÇalıĢmamızda kullanacağımız kovalent 

bağlama yöntemi protein yapılı molekül ile suda çözünmeyen aktifleĢtirilmiĢ destek 

arasında kovalent bağ oluĢumu molekülün immobilizasyonu için oldukça sık 

kullanılan bir tekniktir. Bu yöntem enzimin veya antikorun suda çözünmeyen bir 

taĢıyıcıya kovalent bağlanmasına dayanmaktadır. Genellikle bağlanma, enzim veya 

antikorun nükleofilik grubuyla taĢıyıcının fonksiyonel grubu arasında 

gerçekleĢmektedir. Bağlanmada rol alan fonksiyonel gruplar; amino grubu (NH2), 

karboksil grubu (CO2H), sülfhidril grubu (SH), hidroksil grubu (OH), imidazol 

grubu, fenolik grup, tiyol grubu, treonin grubu ve indol grubudur (Uhlig, 1998). 

Kovalent bağlanmada immobilize edilecek molekül ve taĢıyıcı arasındaki bağlar 

diğer immobilizasyon yöntemlerine göre daha kuvvetlidir. Bu teknik enzim 

türevlerinin kararlı olmasını sağlar ve enzimin çözeltiye geçmesini engeller (Carr ve 

Bowers, 1980). Ayrıca enzim veya antikor taĢıyıcının üzerine tutturulmuĢ 

olduğundan, immobilize edilmiĢ molekül substratla çok kolay bağlantı kurabilir.  

 

ÇalıĢmamızda taĢıyıcı yüzey olarak kullandığımız polikaprolakton (PCL) ve ipek 

fibroini esaslı nanofiber elektro dokuma yöntemi kullanılarak hazırlanmıĢtır. PCL, 

yüksek biyouyumluluğa sahip olması ve biyobozunur olması nedeniyle biyomedikal 

malzemelerin üretiminde sıklıkla kullanılmaktadır (Woodruff ve Hutmacher, 2010). 

ÇalıĢmamızda kullandığımız hibrid nanofiberin ikinci polimeri olan ipek fibroini, lif 

yapısında bir protein olup üstün malzeme özelliklerinin yanı sıra biyouyumluluğu, 
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biyobozunurluğu, yüksek derecede dayanıklı ve tok oluĢu, kolaylıkla iĢlenebilirliği 

ile öne çıkan bir malzemedir. Ġpek fibroin biyomedikal malzeme olarak hücre 

kültürü, yara örtüsü ve ilaç salınımı çalıĢmalarında, enzim immobilizasyonunda 

destek materyali ve kemik hücre mühendisliğinde iskelet olarak kullanım alanı 

bulmaktadır (Hardy ve ark., 2008, Vollrath ve Porter , 2009). 

 

Canlı organizma hücrelerinde kimyasal maddelere maruz kalma nedeniyle önemli 

yapı ve fonksiyon değiĢikliklerinin tespit edilmesi ve yorumlanması amacıyla 

deneysel toksikolojik araĢtırmalar yapılmaktadır (Loomis, 1978). Her ne kadar PCL 

ve fibroin polimerlerinin kullanımının tıbbi malzeme üretimi için uygun olduğu 

belirtilse de hibrid polimerin hazırlanması sırasında kullanılan çözücüler ve 

nanofiber üretiminde kullanılan elektro dokuma iĢleminin nanofiber yapıda bir toksik 

veya oksidan bir etkisi olup olmadığının kullanıma geçmeden tespit edilmesi 

gerekmektedir. Toksikolojik testler günümüzde deney hayvanları kullanılarak 

yapılmaktadır. Bu test türünde toksik maddelerin canlıların geliĢimine gösterdiği etki 

incelenmektedir (Ünsal, 1998). Zebra balıkları dayanıklı bir tür olmaları, kolay 

bulunmaları, laboratuvar ortamında yumurta bırakabilmeleri, kolay beslenebilmeleri 

ve çoğalmaları, ergin diĢilerin haftalık aralıklarla yüzlerce yumurta bırakabilmeleri, 

dıĢ döllenme ile üremeleri, yumurta ve embriyolarının saydam oluĢu, yumurta ve 

larvaların geliĢimlerinin kolay izlenebilmesi, jenerasyon zamanlarının kısa olması, 

insan ve diğer omurgalıların genom yapılarının benzer oluĢu, metabolizma ve 

embriyonik geliĢimlerinin hemen hemen aynı olması nedeniyle toksikoloji 

çalıĢmalarında en sık kullanılan model organizmalardan biridir (Atasayar, 2011).  

 

Bu bilgilerin ıĢığında, çalıĢmamızın amacı, PCL/ipek fibroini esaslı nanofiber elde 

etmek, elde edilen nanofibere antikor veya enzim immobilize ederek sonrasında elde 

edilen biyoaktif nanofiberin toksikolojik ve oksidatif özellikleri zebra balığı 

embriyoları kullanılarak belirlemektir. Böylece nanofiber esaslı tıbbi malzemelerin 

kullanıma yönelik uygunluğu için bir yol belirlenmiĢ olacaktır. Nanofiberlerin 

toksikolojik testlerinin zebra balığı embriyoları kullanılarak yapılması, hem 

araĢtırmalara hem de biyomalzeme üretimine yönelik yeni bir  test metodu 

geliĢtirilmesine zemin hazırlamaktadır. Bu nedenle, zebra balığı embriyoları yalnızca 
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yetiĢkin balıklarla yapılan deneyler için değil, aynı zamanda memeli türleri ile 

yapılan deneyler için de bir alternatif olarak hizmet edebileceğinden, zebra balığı 

modelinin klinik araĢtırmalarda kullanımı desteklenmelidir. 
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4  GENEL BİLGİLER 

 

4.1. Nanofiberler  

 

Günümüzde nano boyutlu malzemelerin çeĢitli uygulamalara yönelik olarak 

kullanımı nanoteknoloji alanındaki geliĢmeler sayesinde ortaya çıkmıĢtır. 

Nanofiberler benzersiz mekanik, elektriksel ve kimyasal özellikleri ile geliĢmiĢ nano 

boyutlu malzemeler arasında yer almaktadırlar. Nanofiberlerin farklı üretim 

yöntemlerinin geliĢtirilmesi ve bu yöntemlerin spesifik uygulamaya göre 

kullanılması uygulamanın baĢarısı için oldukça önemlidir (Sabraa ve ark., 2020). 

 

4 1 1  N nofi e  Ü etim Yöntemle i 

 

4.1.1.1. Temel Elektro Dokuma 

 

Temel elektro dokuma yöntemi ile nanometre aralığına kadar boyut kontrollü fiberler 

üretilmektedir. Polimer çözeltisi, dar bir iğne veya nozül (elektrot) aracılığı ile 20-

100 kV arasında yüksek voltaj alanına gönderilir. Genel olarak, tipik laboratuvar 

kurulumunda elektrottan toplayıcıya olan mesafe 10-25 cm'dir. Elektro dokuma 

iĢlemi sırasında akım nanoamperden mikroampere değiĢir. (Greiner ve Wendorff., 

2007). 

 

Bir elektrota yüksek voltaj uygulandığı zaman, toplayıcı ile elektrot arasında bir 

elektrik alanı oluĢur. Kritik voltaj değerinden sonra elektrostatik kuvvet yüzey 

gerilimini yener ve yüklü polimer çözeltisi nozül veya iğne ucundan ayrılmaya 

zorlanır. Polimer çözeltisi elektrostatik kuvvet nedeniyle bir uzama ve kararsızlık 

fazından geçer. Aynı zamanda, çözücü buharlaĢır ve katılaĢma gerçekleĢerek 

toplayıcının yüzeyinde birbirine bağlı bir fiber (lif) tabakası oluĢur. Eriyik 

durumunda, püskürtülen polimer çözeltisi havada hareket ederken katılaĢır (Patanaik 

ve ark., 2007). 
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4.1.1.2. Eriyik Elektro Dokuma 

 

Bir nozüle yüksek voltaj uygulandığında koni oluĢur. Kritik voltajda elektro statik 

kuvvetler yüzey gerilimini yener. Viskoelastik davranıĢ sayesinde, küçük deliklerden 

ince bir lfiberin çekilmesi gerçekleĢir. (Lyons ve ark., 2004). Eriyik elektro 

dokumada, polimerin erimiĢ halde kalması için polimer çözeltisini içeren hazneye 

sabit bir ısı beslemesi olmalıdır. Nozülden toplayıcıya olan mesafe tipik olarak temel 

elektro dokumadan daha kısadır. Polimer erimiĢ halde olduğu için baĢlatma için daha 

fazla yük gerekir (Lyons ve ark., 2004). ġekil 1, tipik eriyik elektro dokuma 

tasarımını göstermektedir. 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 1: Eriyik Elektro Dokuma (Lyons ve ark., 2004) 

 

4.1.1.3. Gaz Ceketi Elektro Dokuma 

 

Çözeltinin aĢırı yüzey gerilimi veya yüksek viskozite sahip olduğu durumlarda, 

elektro statik kuvvet, nanolif üretmek için çözeltiyi germek için tek baĢına yeterli 

olmayabilir. Kolay buharlaĢan çözücüler tercih edilirse, çevreye maruz kalma ve 

çözücünün hızlı buharlaĢması çözeltinin dönmesini zorlaĢtırabilir (Larsen ve ark., 

2004). 
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Şekil 2: Gaz Ceketi Elektro Dokuma (Teo ve ark., 2011) 

 

Bu nedenle, ġekil 2'de gösterildiği gibi, döndürmeyi baĢlatmak için, püskürtme 

nozülünün ucunda, çözeltiye çarpan ve bir gerdirme kuvvetini devreye sokan bir gaz 

ceketi kullanılır. Örneğin yüksek viskoziteye sahip hiyaluronik asit bu sistemde 

elektro dokuma yönteminde kullanılabilir. Yüksek sıcaklık çözeltinin viskozitesinin 

düĢmesine neden olduğu için fiber üretimi, ısıtılmıĢ bir gaz kullanılarak ilerletilir 

(Um ve ark., 2004). Soy gaz, havuzdan alınarak gaz akıĢını stabilize eden tampon 

hazneden geçirilir. Gaz akıĢı ayrıca, enjektör tarafından bir kılcal damara yavaĢça 

enjekte edilen ve belirli bir uzunlukta bir kılcal damar içinden akan polimer 

çözeltisinin gerilmesine de katkıda bulunur. Gaz elektro-dokuma iĢleminde, yüksek 

voltajlı anota bağlı olan nozülden belirli bir konsantrasyondaki polimer çözeltisi 

çıkarılır. Ayrıca elektro üfleme tekniği de aynı üretim yöntemi olarak kabul edilebilir 

(Teo ve ark., 2011). 

 

4 1 1 4  K    c k Elekt o Dokum  

 

Kabarcık elektro dokuma tekniği yüzey gerilimini en aza indirmek için tasarlanmıĢtır 

Bu yeni sistem, gaz tüplü dikey bir çözelti rezervuarı içerir. Tüpün ortasına 

sabitlenmiĢ bir metal elektrot ile alttan besler. TopraklanmıĢ bir toplayıcı rezervuarın 

üzerine monte edilir (ġekil 3). 

 

 

 

Şekil 3: Kabarcık Elektro Dokuma (He, 2008) 



 

 
 

9 

Bu elektro dokuma yönteminin mekanizması oldukça basittir. Elektrik alan 

havalandırma sistemi yüzeyinde çeĢitli kabarcıklar üretir ve kabarcık yüzeyine yükler 

indükler. Yüzey yükü ve harici elektrik bağlantısı alan teğetsel bir stres yaratır, bu da 

küçük kabarcıkların çıkıntıya dönüĢmesine neden olur (He, 2008). 

 

4.1.1.5. Manyetik Elektro Dokuma 

 

Elektro dokuma iĢleminde amper kuvveti üreterek bir manyetik alan kullanılır. Bir 

manyetik alan uygulanırsa, manyetik elektro dokuma yöntemi gerçekleĢtirilir (ġekil 

4) (He, 2005). 

 

 

 

 

 

Şekil 4: Manyetik Elektro Dokuma (He, 2005) 

 

4.1.1.6. Konjugat Elektro Dokuma 

 

Konjugat elektro dokumada kullanılan sistem ġekil 5'da gösterilmiĢtir. Zıt kutuplu 

iki veya üç yüksek voltajlı güç kaynağı, iki veya üç memecik ve bir alıcı tamburdan 

oluĢur (ġekil 5). 

 

 

 

 

 

Şekil 5: Konjugat Elektro Dokuma (Li X ve ark., 2008) 
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Çözeltilerin dağıtım hızını kontrol etmek için iki veya üç programlanabilir pompa 

kullanılır. 

 

Güç kaynakları sırasıyla iplik nozülle bağlanır. Spinneretler aynı yatay çizgi üzerinde 

zıt konumlarda düzenlenmiĢtir. Nozüller arası mesafe ayarlanabilir olarak 

tasarlanmıĢtır. Çözelti, Ģırıngalarla iki veya üç nozüle ayrı ayrı verilir. Alıcı, 

kademeli bir motor tarafından kontrol edilen dönen bir tamburdur. Ġki veya üç zıt 

yüklü elektro dokuma düzesinden gelen lifler, tambur alıcısı tarafından sabit bir hızla 

toplanır ve gerilir. Bu teknikle üretilebilen nanofiber iplikler, oda sıcaklığında vakum 

altında kurutulur (Li X ve ark., 2008). 

 

4.1.1.7. Koaksiyel Elektro Dokuma 

 

Koaksiyel elektrodokuma tekniğinde iki sıvı, polimer çözeltisi nozüllerden uzaklaĢır 

(ġekil 6). 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 6: Ko-aksiyel Elektro Dokuma (Wu ve ark., 2007) 
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Sıvılar birbirleriyle sadece koaksiyel iğne veya kapiler ucunda temas eder. Dokuma 

iĢlemi sırasında çözücüler buharlaĢır ve bileĢik jet katılaĢır. Bu katılaĢmanın bir 

sonucu olarak, çekirdek-kabuk nanofiber üretilir. Bu teknikte, polimer çözeltilerinin 

karıĢmasını önlemek oldukça önemlidir. Bu teknikle, çekirdek-kabuk nanofiber elde 

etmek için temel elektro dokuma ile yapılamayan polimer tercih edilir. Bu tip liflerin 

mikroelektronik, optik ve tıpta potansiyel uygulamaları vardır. Ayrıca, polimer 

nanotüpler üretilebilir (Wu ve ark., 2007). 

 

4 1 1 8  S nt ifüj Dokuma 

 

Bu yöntem elektrik yükü yerine bir polimer çözeltisinin tipik bir çözelti üzerine 

damlatılması sayesinde gerçekleĢir. Bu dokuma prosedürü, içi boĢ polimer boncuklar 

elde etmek ve farklı polimer türlerine uygulanabilir olmak gibi teknolojik olarak 

ilgili birçok fırsat sunmaktadır. 

 

Sıvı malzeme içeren bir hazneye sahip bir nozül, yüksek devirde bir eksen üzerinde 

santrifüj olarak döndürülür. Düze dönerken, sıvı malzeme bir delik vasıtasıyla dıĢ 

duvara itilir. Bu süreçte merkezkaç ve hidrostatik kuvvetler birlikte etkilidir (Weitz 

ve ark., 2008). 

 

4 1 1 9  Isl k Çekim Tekni i 

 

Bu teknik, 10 mikrondan 400 nanometreye kadar çap aralığında polimer nanolifler 

üretebilen geleneksel ve ticari bir yöntemdir. Çok küçük bir açıklıktan hareket eden 

ve oldukça viskoz bir ortama geçen bir polimer çözeltisi öncüsünün enjeksiyonu 

yoluyla gerçekleĢir (ġekil 7). 

 

 

 

 

Şekil 7: Islak Çekim Tekniği (Gorantla M ve ark., 2006) 
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Ortam, dönen mandrel tarafından hareket ettirilir ve mandrel nanofiberi çeker. 

Ekstrüzyon ucu uygun Ģekilde konumlandırılırsa, ekstrüde edilen fiber spiral bir 

yörüngede hareket eder ve mandrel etrafında sürekli olarak biriktirilerek polimer 

viskoz ortamda katılaĢır. 

Bu modifiye edilmiĢ ıslak çekim tekniği, baĢka herhangi bir yöntemle "spinnable" 

olarak kabul edilebilecek lifleri döndürebilir. Ayrıca bu iĢlemde düĢük viskoziteli 

bazı malzemeler kullanılabilir (Gorantla M ve ark., 2006). 

 

4 1 1 10  Çizim Tekni i 

 

Çizim tekniği, basit ve uygun maliyetli fotonik tel üretimi sağlar. 60 nm çapa ve 500 

mm uzunluğa kadar nanofiberler üretilebilir. ġekil 8‘de gösterildiği gibi çekme 

iĢlemi uygulanır. 0.1−1 m/s hızında geri çekilir. 

 

UzatılmıĢ fiber teli havada hızla soğutulur ve sonunda kaplanmamıĢ amorf bir 

nanofiber oluĢturulur. Bu teknikle üretilen lifler sadece düĢük optik kayıplar 

göstermekle kalmaz, aynı zamanda iyi bir esneklik sunar (Xing X ve ark., 2008). 

 

 

 

 

 

 

Şekil 8: Çizim Tekniği (Xing X ve ark., 2008) 

 

4 1 2  N nofi e le in Endüst i el U gul m  Al nl    

 

Nanofiberler günümüzde biyomedikal, farmasötik ve enerji uygulamalarında 

kullanılan nanoteknolojik ürünlerdir. Doğal veya sentetik polimerler kullanılarak 
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üretilirler. Hiyaluronik asit, kitosan, kondroitin sülfat, kollajen, ipek fibroin ve 

niĢasta gibi doğal polimerlerin çoğu biyolojik olarak parçalanabilen nanofiberlerin 

üretiminde kullanılmaktadır. Bu polimerler ayrıca biyouyumlu olmaları nedeniyle 

biyomedikal ve ilaç salınımı uygulamalarında da kullanılmaktadır. Nanofiberler, yara 

pansumanlarının ve rejeneratif tıbbın üretimine yönelik aktif farmasötik ürünlerin 

kontrollü ve hedefle yönelik uygulanması için potansiyel taĢıyıcılar olarak da 

kullanılabilmektedir (Sridhar ve ark., 2015). ġekil 9 nanofiberlerin kullanım 

alanlarını göstermektedir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 9: Nanofiberlerin kullanım alanları (Sabraa ve ark., 2020) 

 

4 2  İmmo iliz s on 

 

Ġmmobilizasyon, kararlılığı, etkinliği ve yeniden kullanımı artırmak için molekülleri 

bir matrise (destek materyali) sabitleme tekniğidir. Ġmmobilizasyon yönteminin 

baĢarısı, kararlı ve uygun bir hareketsizleĢtirme sağlamak için immobilize edilecek 

molekülün ve matrisin uygun olmasına bağlıdır. Ġmmobilizasyon yöntemi, 

immobilize edilen molekülün  geri dönüĢümünü  artırmak, immobilize edilen 

molekülü saflaĢtırmak ve iĢlemlerin kontrolü amacıyla kullanılmaktadır. 

 

Bu yöntemin kullanımı toksikoloji (zehirlerin tespiti), kirlilik kontrolü (pestisit / 

insektisit / herbisit tespiti) (Wijaya ve ark., 2010; Ramansuri ve ark., 2009),  narkotik 

Biyoteknoloji 
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Filtre membranı 
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Tarım 

Enerji 
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ilaç tespiti (Gandhi ve ark., 2015; Tey ve ark., 2010; Mishra ve ark., 2018) ve gıda ve 

sularda ağır metal içeriği kontrolü (mikroorganizmaların, ağır metallerin ve böcek 

ilaçlarının tespiti / böcek öldürücüler / herbisitler) (Raman Suri ve ark., 2008; 

Sharma ve ark., 2010) gibi alanlarda hızla artmaktadır. Adli tıpta da uygulanan 

immobilizasyon iĢlemlerine dayalı teknikler r kanıtların hızlı ve daha ekonomik bir 

Ģekilde analiz edilmesi amacıyla kullanılmaktadır. 

 

Ġmmobilize edilen molekül stabilitesini kaybetmeden yeniden kullanılabildmesine 

olanak sağladığı için  immobilizasyon teknikleri ekonomiktir. Ġmmobilizasyon 

iĢleminin amacı ne olursa olsun, hedefe ulaĢmak için, immobilizasyon hazırlama 

yönteminin uygunluğu, bmmobilize edilecek molekül ve immobilizasyonun 

yapılacağı destek materyalinin yapısal özellikleri  belirleyici faktörlerdir (Homaei ve 

ark., 2013). 

 

4 2 1  İmmo iliz s on Yöntemle i 

 

Her bir immobilizasyon tekniği, molekülün ve matris fizikokimyasal özelliklerine 

dayanır. (Datta ve ark., 2013). Ġmmobilzasyon iĢlemlerinde kullanılan fiziksel ve 

kimyasal yöntemler ġekil 10‘da görülmektedir. 
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Şekil 10: Ġmmobilizasyon Yöntemleri (Roberts ve ark., 2020) 

 

4 2 1 1  Fiziksel İmmo iliz s on 

 

4.2.1.1.1.Adsorpsiyon 

 

Molekülün matrise bağlanmasına dayanan en basit immobilizasyon yöntemlerinden 

biridir. Bu yöntem esas olarak hidrojen bağları, van der Waals kuvvetleri ve iyonik 

etkileĢimler gibi düĢük enerjili bağları içerir. Bu yöntemde, moleküller fiziksel 

olarak matris yüzeyine adsorbe edilir. Aktif karbon, gözenekli cam, niĢasta, dekstrin, 

selüloz ve kitosan, hareketsizleĢtirme için kullanılan matris örneklerinden bazılarıdır. 

Adsorpsiyon için ideal taĢıyıcı, iyon değiĢim matrisleri, cam elyafı, gözenekli 

karbon, polimerik aromatik reçine ve sulu metal oksit gibi çözünmez maddelerdir. 
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Geri dönüĢümlü bir immobilizasyon yöntemidir ve diğer yöntemlere göre nispeten 

daha zayıftır. Adsorpsiyon yönteminin avantajları ve dezavantajları Tablo1‘de 

gösterilmiĢtir. 

 

Tablo 1: Adsorpsiyon Yönteminin Avantajları ve Dezavantajları (Roberts ve ark., 2020)            

 

 

Altın nanopartikülleri (AuNP) üzerine antikorların immobilizasyonu fiziksel 

adsorpsiyonun örneklerinden biridir. Antikorlardaki pozitif yüklü gruplar, 

AuNP'lerin negatif yüklü yüzeyiyle etkileĢime girerek kovalent olmayan iyonik veya 

hidrofobik bağlarla AuNP‘lerin yüzeyine bağlanarak immobilize olurlar (ġekil 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 11: Altın Nanopartiküllerine Antikorların Fiziksel Adsorpsiyonu (Roberts ve ark., 2020) 

 

4.2.1.1.2. Tuzak (Kafes) 

 

Moleküllerin bir polimerin içine hapsedildiği immobilizasyon tekniklerine genellikle 

tuzak kurma teknikleri denir.  Bu immobilizasyon yöntemi, molekülü bir fiber 

Adso psi on Yönteminin 
Av nt jl    

• Kolay kullanım  

• Uygun maliyet 

• Ġmmobilize edilecek 
molekülün değiĢmeyen 
konformasyonu 

Adso psi on Yönteminin 
Dez v nt jl    

• Sıcaklık, pH, iyonik 
güçteki değiĢimden 
etkilenir 

• TaĢıyıcı partikül boyutunun 
küçük olması (0-1mm) 
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üzerinde veya bir jel içinde tutmak için kullanılır. Moleküllerin matrise bağlandığı 

diğer yöntemlerin aksine, moleküllerin birbirine bağlandığı kafes tipinde bir 

immobilizasyon yöntemidir. Hem kovalent hem de kovalent olmayan bağlardan 

oluĢur. Molekülü çevreleyen matris, agar, jelatin, poliakrilamid, aljinat gibi matrisler 

olup genellikle hidrofilik özelliktedirler (Hassan ve ark., 2016). Nanofiberlerde 

kullanılan bu yöntem sayesinde kimya, biyosensör, biyoyakıt  ve biyotıp alanında 

yeni  uygulamalar geliĢtirilmektedir (Datta ve ark., 2013). Geri dönüĢü olmayan bir 

immobilizasyon iĢlemidir, ayrıca immobilize edilen moleküle mekanik güç de sağlar. 

Moleküller, çapraz bağlı polimerler arasındaki ara boĢlukta tutulur. 

  

4 2 1 1 3  Mem   n h psetme (K psülleme) 

 

Bu immobilizasyon yönteminde moleküller yarı geçirgen bir polimer zar içine 

alınırlar (Nguyen 2017). ġekil 12'de antikorların kapsül içinde hapsolduğu boĢluk 

gösterilmektedir. (Hemalatha ve ark. 2016). Mikrokapsüller oluĢturmak için 

kullanılan çeĢitli malzemeler (naylon ve selüloz nitrat) gibi 10–100 μm çap 

aralığındadır. Moleküller yarı geçirgen zara difüzyon yoluyla girerler. Bu yöntemin  

sakıncalarından biri, reaksiyondan çıkan ürünler hızla biriktiğinde, çok fazla 

molekülün difüzyonuna (kapasiteden fazla) bağlı olarak kapsülleme zarının yırtılma 

olasılığıdır. (Hassan ve ark., 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 12: Kapsülleme Yöntemi ile Ġmmobilizasyon (Roberts ve ark., 2020) 
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4 2 1 2 Kim  s l İmmo iliz s on 

 

4 2 1 2 1  Ç p  z    l m  (Kopolime iz s on) 

 

Çapraz bağlama yöntemi aynı zamanda genel olarak kopolimerizasyon olarak da 

adlandırılır. Küçük moleküller aralarında bağlar oluĢturarak suda çözünmeyen 

kompleks bileĢikler oluĢturur. Bu immobilizasyon yöntemi proteinlerin ve kullanılan 

çözeltilerin konsantrasyonuna, ortamın pH‘ına ve immobilize edilecek molekül ile 

direkt iliĢkilidir. Çapraz bağlanma için glutaraldehit, karbonildiimidazol, heterosiklik 

halojenürler, gibi çapraz bağlayıcılar kullanılmaktadır (Nguyen 2017). 

 

4 2 1 2 2  Kov lent    l nm  

 

Bu yöntemde, immobilizasyonun etkinliği immobilize edilecek olan molekülün 

fonksiyonel grubuna bağlıdır. Mezo-gözenekli silika ve kitosan gibi destek 

malzemeleri, immobilize edilecek moleküllerin yarı ömrünü ve stabilitesini artırır. 

Bu immobilizasyon yöntemi, stabilite ve yeniden kullanılabilirlik özelliği nedeniyle 

ilaç endüstrisi alanında kullanılmaktadır. Bu yöntem iyi bir stabilite, yüksek 

bağlanma gücü ve uzun bir süre kullanılabilirlik sağlamaktadır (Hassan ve ark., 

2016). Bu yöntemde, desteğin fonksiyonel grubunun aktive olması gerekmektedir. 

ġekil 13‘te gösterildiği gibi kovalent bağlanma verimliliğini artırmak için destek  

modifiye edilir. ġekil 13‘te agaroz boncuk (destek), aldehit aktivasyonu kullanılarak 

modifiye edilmiĢ ve amin ligand içeren antikor immobilize edilmiĢtir. Bu 

immobilizasyon yöntemi, imalat için kimyasal modifikasyon gerektirir. Genellikle bu 

tür etkileĢimde kullanılan matrisler selüloz ve mikro-gözenekli camdır.  

 

 

 

 

Şekil 13: Kovalent Bağlanma ile Ġmmobilizasyon (Roberts ve ark., 2020) 
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ÇeĢitli immobilizasyon tekniklerinin avantajları ve dezavantajları Tablo 2‘de 

sunulmuĢtur. 

 

Tablo 2: Ġmmobilizasyon Tekniklerinin Avantajları ve Dezavantajları (Roberts ve ark., 2020) 

İmmo iliz s on 

Tekni i 

Etkileşim Av nt j  Dez v nt j  

 

    Adsorpsiyon 

 

- Hidrofobik 

- Elektrostatik 

etkileĢim 

- Van Der Walls 

kuvveti 

 

- Uygun maliyet 

- Hızlı  

- Basit metot 

 

- Kararsız  

- Çok zayıf bağ 

- pH 

 -Sıcaklık  

ile değiĢmeye 

yatkındır. 

 

Kov lent    l nm  

 

Kovalent bağlanma 

 

- Kararlılık, 

- Yüksek bağlama 

gücü 

 

-Önce modifikasyona 

ihtiyacı olabilir. 

-Geri dönüĢümsüz  

-Pahalı 

  -Toksik kimyasal 

içerebilir 

 

Tuzak/ 

Mik ok psülleme 

 

Kitosan, akrilamid 

gibi polimerler 

içinde moleküllerin 

yakalanması veya 

kafeslenmesi 

 

Kararlılık 

 

Bağlanma veriminde 

azalma 

 

Ç p  z    l m  

(Kopolimerizasyon) 

 

Fonksiyonel 

reaktan ile çapraz 

bağlanmıĢ 

moleküller 

 

Sızıntı ve 

desorpsiyonu önler 

 

-Aktif bölgede    

değiĢiklik 

 -Aktivite kaybı 
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4 2 1  Enzimle  ve Endüst i el U gul m l    

 

Enzimler, canlı bir organizmada meydana gelen kimyasal iĢlemlerin çoğunu 

gerçekleĢtiren katalizörlerdir. Günümüzde, enzimlerin uygun koĢullar altında 

iĢlenebilirlik, yüksek seçicilik ve biyolojik olarak parçalanabilirlik özelliklerinin 

endüstriyel süreçlerde kullanımı giderek yaygınlaĢmaktadır. Son elli yılda enzimler, 

baĢta biyoteknolojik uygulamalar olmak üzere  polimer kimyası ve enerji alanında, 

gıda teknolojisinde, su kalitesinde ve  tıp alanında yaygın olarak kullanılmaktadır. 

Enzimlerin endüstriyel kullanım alanları ġekil 14‘da gösterilmiĢtir. 

 

Şekil 14: Enzimlerin Kullanım Alanları (Schäfer ve ark., 2006). 

 

Kararsız enzimlerin endüstride kullanımı sınırlıdır. Bu nedenle, kararsız enzimleri 

stabilize eden immobilizasyon yöntemlerinden endüstriyel uygunlukta olanlar 

kullanılarak kararsız enzimlerin kararlılığı arttırılmaktadır. Kararlı bir biyokatalizör 

elde etmek için, kararlı enzim kullanımı veya immobilizasyon yöntemleri 

kullanılarak kararsız enzimlerin kararlı hale getirildikten sonra kullanımı 

gerekmektedir (Schäfer ve ark., 2006). 

 

Ġmmobilizasyonun ardından enzimler, reaksiyon tamamlandıktan sonra reaktanlardan 

kolayca ayrılabilen heterojen biyokatalizörler gibi davrandıkları için, birkaç süreç 
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döngüsünde kolayca yeniden kullanılabilirler ve biyoreaktörlere entegre edilebilirler. 

Ġmmobilize enzimler, meyve suyunun arıtılması ve turunçgil suyundaki acılığın 

giderilmesi için de kullanılır (Pramanik, 2019). 

 

Ġmmobilize enzimlerin diğer bir ana uygulaması biyosensörlerdir. ÇeĢitli bileĢenlerin 

içeriğini belirlemek ve ürünlerin kalitesini kontrol etmek için bu alanda kullanmaktır. 

Raf ömrünü uzatmak ve paketlenmiĢ gıda kalitesini artırmak için perspektif 

uygulama olan gıda paketlemesinde de immobilize enzimler kullanılmaktadır. 

Uygulamaları ayrıca biyodizel, biyoyakıt hücreleri, polyester ve amino asitlerin 

üretimini de içerir (Yushkova ve ark., 2019). 

 

4 2 2  G d  Endüst isinde İmmo ilize Enzimle in Kull n m  

 

Gıda endüstrisinde, immobilize enzimler hem sürekli hem de aralıklı iĢlemlerde 

uygulanabilir oldukları için tercih edimektedir (Yushkova ve ark., 2019). Ġmmobilize 

enzimler, Ģurupların, Ģekerlemelerin, sütlü yiyeceklerin, alkollü ve meyveli 

içeceklerin, unlu mamuller için mayaların ve peynir altı suyu laktoz hidrolizatlarının 

üretimi dahil olmak üzere çeĢitli ürünlerin gıda endüstrisinde imalatında 

kullanılmaktadır (Datta ve ark., 2013; Nisha ve ark., 201). 

 

4 2 3  L kt z Enzimi ve Endüst i el Kull n m  

 

Süt ve süt ürünleri, beslenmede yer alan baĢlıca gıda maddeleri arasında olduğu için 

süt kaynaklı laktoz [4-0-(/3-o-galaktopiranosil)-D-glukopiranoz], insanların günlük 

karbonhidrat alımının önemli bir bölümünü oluĢturmaktadır.  

Laktoz, laktaz olarak da adlandırılan galaktosidaz enzimi tarafından glikoz ve 

galaktoza hidroliz edilir. Ancak sütte bulunan laktoz, insan vücudunda 

sindirilemediğinde ―laktoz intoleransı‖ denilen bir sağlık problemine neden 

olmaktadır. Pek çok insan laktoz intoleransına sahiptir ve bu nedenle sütü 

tüketemezler (Kirk ve ark., 2002). Laktoz intoleransı olan kiĢilere, laktozsuz süt 

ürünlerini tüketmeleri veya laktaz enzimini kullanmaları tavsiye edilmektedir. Laktaz 

enzimi süt endüstrisinde çözünür halde uygun bir Ģekilde kullanılabilse de, iĢleme 
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maliyeti ve sürekli iĢleme potansiyeli nedeniyle immobilize edilmiĢ laktaz enziminin 

kullanımına ihtiyaç duymaktadır. 

 

Örneğin Woychik ve ark. K. lactis kaynaklı immobilize laktazın, süt ürünlerinin 

iĢlenmesi için kullanımını sağlamak için yeterince stabil olmadığını belirtmiĢlerdir. 

Ayrıca sütün pH'ı ve çok çeĢitli mikroorganizmaların çoğalması immobilize enzimin 

kullanımını zorlaĢtırmaktadır. Süt proteinlerinin enzimin bağlandığı matrise 

adsorpsiyonu, immobilize enzimi sterik olarak engelleyerek kullanımını 

sınırlayabilir. Laktaz enzimi asidik pH‘ta çalıĢabildiği için, süzme peynir imalatından 

elde edilen peynir altı suyu gibi asidik sıvı ürünlerde laktozun hidrolizi için 

immobilize formda kullanım için uygundur. 

 

4 2 2  Antiko l   n Endüst i el  U gul m l    

 

Antikor-antijen etkileĢimi, bağıĢıklık sisteminin temelini oluĢturmaktadır. Bu 

etkileĢim temel alınarak bir çok modern immünolojik test yöntemi geliĢtirilmiĢtir. 

Antikorlar; bağlanma özellikleri, afiniteleri ve özgüllükleri sayesinde biyomedikal 

alanda çok sayıda uygulamada yer almaktadır. Bu biyomedikal uygulamalar 

toksinlerin in vivo nötralizasyonu, pasif immünizasyon görüntüleme amaçlı 

radyonüklitlerin verilmesi ve kanser tedavisini içerir (Whittum-Hudson ve ark., 

1996). ġekil 15 antikorların kullanımı biyomedikal amaçlı kullanımlarını 

göstermektedir. 
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Şekil 15: Antikorların Kullanım Alanları (Whittum-Hudson ve ark., 1996) 

 

Antikorlar mikro organizmaların ve organik kirleticilerin kontamine su ve topraktan 

verimli bir Ģekilde uzaklaĢtırılma iĢlemlerinde, gıda ve çevre endüstrilerinde 

mikrobiyal kontaminantların veya organik pestisitlerin çok küçük oranlarda tespit 

edilmesi için gerçekleĢtirilen rutin izlemlerde kullanılan biyosensör teknolojisinde 

değerlendirilmektedir (Harris, 1999). 

 

Antikorların, kanser tedavisindeki yüksek potansiyelleri de fark edilmeye baĢlanmıĢ 

olmakla birlikte birkaç tedavi yöntemi Amerika BirleĢik Devletleri Gıda ve Ġlaç 

Kurumu (FDA) tarafından onaylanmıĢtır (Leget ve Czuczman, 1998; Goldenberg, 

1999). Ġlk terapötik monoklonal antikorun onayından bu yana FDA, 1986'da organ 

nakli ile iliĢkili akut organ retlerin tedavisi için uygulama ve klinik kullanım için 

toplam yaklaĢık 62 tane monoklonal antikoru onaylanmıĢtır (Ecker ve ark.,2015). 

Ġmmobilize antikorlar, spesifik olarak toksik molekülleri tümör hücrelerine 

göndermek, sitotoksik immün hücrelerini toplamak ve apoptotik sinyal yollarını 

etkinleĢtirmek için kullanılır (Bagshaw ve ark., 1999). Ġmmünoanalizlerde ise 

immobilize edilmiĢ antikorlar, tespit adımlarının sayısını ve süresini kısaltmak ve 

Antikorla konjuge nanopartiküller 

Teşhis 

İlaç/Ge

Hipertermi 
Ablasyon 
Fototerapi 

Tedavi 

In vitro İlaç/Gen 

Algılama 
Biyolojik testler 

İmmobilizasyon 
İmmünolojik 

testler 
Transfeksiyon 

Ayırma 

MRI 

In vivo 
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ayrıca yüksek tespit hassasiyetini ve tekrarlanabilirliği geliĢtirmek için göre tercih 

edilirler (Ecker ve ark.,2015). 

 

Antikorların antijen bağlama bölgelerinin, antijeni bağlamak için serbest olacak 

Ģekilde yüzeye güçlü bir Ģekilde tutulması immobilizasyon iĢleminin etkinliğini 

arttırmaktadır. Ġdeal substrat hidrofilik, düĢük maliyetli, biyomoleküllere karĢı inert 

ve biyo uyumlu olarak eriĢilebilir olmalıdır. Tüm biyomoleküller için uygun evrensel 

bir substrat olmamasına rağmen, immüno analizlerde çok sayıda biyoanalitik 

platform veya substrat kullanılmıĢtır. En yaygın olarak kullanılanları polistiren 

mikrotitre plakaları, altın substratları, manyetik boncuklar, nanopartiküller ve siklik 

poliolefinler gibi Ģeffaf substratlardır. Sonuç olarak, bu tür malzemelerin yüzeyi, 

antikor ile kovalent bağ oluĢturmak için iĢlevsel hale getirilmelidir. Antikor 

immobilizasyonu çalıĢmalarının baĢlangıcında, antikorlar pasif adsorpsiyon tekniği 

kullanılarak uzun süreli bir inkübasyondan sonra substrat üzerine basitçe adsorbe 

edilmiĢtir. Daha sonra pasif adsorpsiyon iĢleminde yer alan sorunları ortadan 

kaldırmak için çeĢitli iĢlevselleĢtirme ve çapraz bağlama stratejileri geliĢtirilmiĢtir. 

Bu geliĢme ile kovalent, kovalent olmayan, yönlendirilmiĢ, bölgeye özgü, afinite 

veya tuzak bazlı, peptit nükleik asit  ve DNA yönelimli antikor immobilizasyon 

yöntemlerinin ortaya çıkmasına neden olmuĢtur (Vashist ve Luong, 2018). Antikor 

immobilizasyon yöntemleri ġekil 16‘da gösterilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 16: Antikor Ġmmobilizasyon Yöntemleri (Vashist ve Luong, 2018) 
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4 2 3 İmmo ilize Enzim ve   Antiko  İçe en Bi om lzemele  ve Toksisite 

Testleri 

 

Bir destek materyaline enzim ve antikor immobilizasyonu sırasında kullanılan 

yöntem veya kimyasal maddeler nedeniyle tek baĢına toksik etkiye sahip olmayan 

ancak diğer malzemeler ile birleĢtiğinde toksik özellikler gösterebilecek biyo ve nano 

malzemeler toksikolojik olarak test edilmektedir. Hem ticari ürünlerde hem de 

endüstriyel ortamlarda kullanım için tasarlanmıĢ  bu biyomalzemelerin artan temas 

olasılığı sağlık sonuçları hakkında büyük bir endiĢe oluĢturmaktadır (Beck-Speier ve 

ark., 2005). Örneğin; bu malzemeler nano boyuta sahip olduğu için vücut içinde 

kullanıldıklarında hücre zarını geçerek mitokondri gibi kritik organellere 

translokasyona ve biyopersistansa neden olabilirler. Nano boyutlu bu parçacıklar 

(100 nm), hücrelere girebildikleri için aynı malzemeden yapılmıĢ daha büyük 

parçacıklara göre daha toksik olabilmektedir (Jeng ve Swanson, 2006) toksik 

olmayan ve mikron boyutundaki bazı parçacıkların boyutları nano ölçeğe 

küçültüldüğünde toksik hale geldiğini belirtmiĢledir. Bunun nedeni; nano 

malzemelerin fiziksel ve kimyasal özellikleri, çözünürlükleri, yüzey alanlarındaki 

değiĢiklikler ve yeni yüzeyin kimyasal özellikleri olabilir.  Nanomalzemelerin küçük 

boyutu, fiziksel davranıĢlarını parçacık boyutuyla değiĢtirir, bu da çözünürlüğü, 

Ģeffaflığı, rengi, emilimi veya emisyon dalga boyunu, iletkenlik, erime noktasını 

etkiler (Duffin ve ark., 2001) karbon siyahı gibi metal içeriği düĢük olan yanma 

partiküllerinin yüzey özelliklerinden dolayı iltihaplanmaya neden olabileceğini 

göstermiĢtir. Bazı araĢtırmalar ise tüm nanomalzemelerin benzer kimyasal bileĢime 

sahip nano boyutlu parçacıklardan daha toksik olmadığını göstermektedir (Chen ve 

ark., 2006) 

 

4 2 4  İn vit o Toksisite De e lendi mesi 

 

Nanomalzemelerin toksisiteleri veya hücre ölümünü tetikleme potansiyeli açısından 

değerlendirilmesi için hem in vitro hücre kültürü hem de hayvan çalıĢmaları 

kullanılmaktadır. Genel olarak, in vitro testler, alt hücre sistemleri (makromoleküller, 

organeller), hücresel sistemler (tek tek hücreler, ortak kültür, bariyer sistemleri) ve 
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tüm dokulardan (organlar, eksplantlar) oluĢur. In vitro veriler, tüm hayvan 

çalıĢmalarının yerini tutmaz ancak, genel bir toksisite mekanizmasını ortaya çıkaran 

basit in vitro modellerin kullanımı, nanomalzemelere maruz kalma potansiyel 

riskinin daha ileri düzeyde değerlendirilmesi için bir temel olabilir. Toksikolojik 

testlerde sıklıkla memeli türleri kullanılmaktadır. Memeli olmayan türler, omurgasız 

ve omurgalı model organizmaların toksikolojik amaçlı kullanımına yönelik çalıĢmalr 

da devam etmektedir. Memeli olmayan türlerin toksikolojik testlerlerde kullanımını 

bazı teknik avantajları bulunmaktadır. Örneğin, zebra balığı gibi Ģeffaf türlerde, sinir 

sisteminin alt kümelerinde fluoresan raportör genlerinin ekspresyonu, nöronal 

geliĢimin çeĢitli yönlerini canlı hayvanlarda veya embriyolarda izleyebilme imkanı 

sağlar.  Bu, bir maddenin sinir sistemi üzerindeki etkisini doğal bağlamında ve 

gerçek zamanlı olarak (dinamik) incelemek için benzersiz bir olanak sunar; her iki 

incelemenin de in vitro veya mevcut memeli modellerinde gerçekleĢtirilmesi çok 

zordur. Bu yaklaĢımın altında yatan temel varsayım, memeli olmayan türlerden 

öğrendiklerinin memeliler ve insanlar için tahmin edici olmasıdır. Biyolojik süreçler 

genellikle hayvan filumlarında yüksek oranda korunduğu için zebra balığının 

toksikoloji testlerinde kullanımı önerilen yeni yöntemler arasında yer almaktadır 

(Schrand ve ark., 2012). 

 

4 3  Ze    B l    

 

Zebra balığı (Danio rerio) Kuzey Hindistan'dan ve komĢu ülkelerden gelen küçük 

tropikal balıklardır. Zebra balığının ilaç tarama testlerinde kullanılmasına olan ilgi 

birçok doğal avantajdan dolayı artmaktadır. Zebra balığı tek bir çiftleĢmede 100-200 

yumurta üretir ve 2-3 ay gibi  kısa bir geliĢim sahiptir. Buna ek olarak, embriyogenez 

sırasında rahim dıĢı geliĢimleri ve optik netlikleri, erken geliĢim süreçlerinin ve 

organ morfolojisinin görsel analizlerine izin vermektedir. 24 hpf'ye kadar tüm vücut 

planı oluĢur. Beyin, gözler ve kalbin tüm öncü hücreleri ve dokuları ıĢık mikroskobu 

kullanılarak kolayca görülebilir. Embriyogenez 72 hpf ile tamamlanır ve 

kardiyovasküler sistem, bağırsak, karaciğer ve böbrek dahil olmak üzere iç 

organların çoğu 96 hpf tamamlanması ile tamamen geliĢmiĢ olur. Zebra balığının 

embryonal geliĢmi ġekil 9‘da gösterilmiĢtir. Bu hızlı geliĢme, insan embriyolarında 3 
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aylık geliĢim ile karĢılaĢtırılabilir. Zebra balıkları; sinir sistemi, böbrek, kalp, 

hematopoietik sistem ve notokord oluĢumu gibi karmaĢık biyolojik süreçleri 

incelemek ve ayrıca anjiyogenez, apoptoz ve toksisite yanıtını değerlendirmek için 

uygun bir model organizmadır. Ġnsan genom dizisi projesi tamamlandığında ve zebra 

balığı genomunu da belirlendiğinde, bu hayvan modeli de insan genlerinin iĢlevini 

anlamaya katkıda bulunacak Ģekilde konumlandırılmıĢtır (Ward ve Lieschke, 2002). 

 

4 3 1 Ze    B l    ve Em   ol   n n Toksikoloji A  şt  m l   nd  Kull n m  

 

Zebra balığı toksikoloji araĢtırmaları için iyi tanınan bir biyolojik model sistemidir 

ve moleküler baĢlatıcı olaylardan, organizma sağlığı ve davranıĢındaki değiĢikliklere 

kadar toksisiteyi incelemek ve modellemek için kullanılabilir. Zebra balığı, yüksek 

verimli kimyasal toksisite testi için kullanılabilir ve in vitro testlere benzer hızlı, 

büyük ölçekli taramaya izin verir. Zebra balığı, memeli modellerine benzer Ģekilde, 

ksenobiyotiklerin toksikokinetik ve toksikodinamiğinin değerlendirilmesini sağlayan, 

yüksek düzeyde korunmuĢ organ sistemlerine ve metabolik yollara sahip karmaĢık 

organizmalardır. Model bir organizma olarak zebra balığı küçüktür, ekonomiktir ve 

bakımı kolaydır (Bailey ve ark., 2013). 

 

Zebra balığı embriyolarının embriyogenezinin ilk 5 gününde ek bir bakıma ihtiyacı 

yoktur. Preklinik ilaç taraması ve tüm hayvan biyoanalizlerini geliĢtirmek için 

omurgalı modeli olarak kullanılmaktadır. Çok sayıda bileĢiği tarama ve istatistiksel 

olarak önemli sayıda hayvanı hızlı bir Ģekilde değerlendirebilme olanağı, ilaç 

taraması için zebra balığı modelini kullanmanın avantajlarıdır. Zebra balığı ile ilgili 

ilaç toksikolji testlerinde mikro ölçüler kullanılırken, sıçan testlerinde 1000 kat daha 

fazla miktarlar kullanılmaktadır. Diğer bir önemli özellik, zebra balığı embriyolarının 

optik Ģeffaflığının, iç organların görselleĢtirilmesine ve aynı zamanda fluoresansla 

konjuge substratların, ligandların veya boyaların alımına izin vermesidir. Bu nedenle, 

fare ve sıçan kullanılarak yapılan deney hayvanı modellerindeki histolojik inceleme 

ile karĢılaĢtırıldığında, zebra balıklarında iç organlar üzerindeki ilaç etkilerini 

incelemek daha basittir. Ayrıca, zebra balıklarının kullanımı floresan etiketleme, 

enzim reaksiyonlarının, ligand bağlanmasının ve spesifik hücresel olayların 
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oluĢumunun in vivo değerlendirilmesini de kolaylaĢtırır. Zebra balığı 

biyoanalizlerinin klinik ile olan iliĢkisini doğrulamak için daha fazla çalıĢma gerekli 

olsa da, omurgalılar arasındaki yüksek koruma seviyesi nedeniyle, bu hayvan modeli 

ilaç metabolizmasını ve organ / doku tepkilerini değerlendirmek için benzersiz 

avantajlar sunmaktadır (Ward ve Lieschke, 2002). 

 

Zebra balığı embriyoları ex vivo olarak geliĢir (ġekil 17). Fertilizasyondan 72 saat 

sonra (hpf) oluĢan tüm ana vücut sistemleri hızla geliĢir; ve geliĢimin erken 

aĢamalarında optik olarak yarı saydamdır  (Bailey ve ark., 2013). Bu özelliği de 

görüntüleme iĢlemlerini kolaylaĢtırmaktadır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 17: Zebra balığının embriyonal geliĢim aĢamaları(Kimmel ve ark., 1995) 

Zebra balığı organ sistemi toksikolojisini test etmek (Goessling ve ark., 2015), etki 

mekanizmalarını araĢtırmak (Peterson ve ark., 2012), ekotoksisiteyi değerlendirmek 

ve çevresel toksik maddeler (Bambino ve ark., 2017) için kullanılmasına rağmen, son 

yıllarda  kimyasal toksisite taramasında (Rennekamp ve ark., 2015), ilaç geliĢtirmede 

(Gibert ve ark.,  2013) ve geliĢimsel nörotoksisitede (Nishimura ve ark., 2015) 

kullanılmaya baĢlandı. Zebra balığı modeli, geliĢimsel toksisite deneylerinde memeli 
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modellerine benzer Ģekilde performans gösterir (Sipes ve ark. (2011). GeliĢim 

üzerine olan toksisite için kimyasalların değerlendirilmesinde zebra balığı ve memeli 

modelleri arasındaki uyum % 55-100 aralığındadır (Brannen ve ark.,  2010; Padilla 

ve ark.,  2011; Selderslaghs ve ark.,  2009). AraĢtırmalar, memeli türleri arasındaki 

uyum yüzdesinin yüksek olması ve zebra balığının tepkisinin memeli toksisite 

modelleriyle aynı olması nedeniyle toksikolojik testlerde zebra balığı modelinin 

kullanımını desteklediğini göstermektedir. Zebra balıkları embriyonik evreleri, 

biyomedikal araĢtırmalarda ve (eko)toksikolojide model olarak giderek daha fazla 

kullanılmaktadır. 

 

Hayvan deneylerinin değiĢtirilmesi, azaltılması ve rafine edilmesi, (Russell, 1959) 

aĢamalarının daha az acı, ağrı, stres, kalıcı zarar yaĢaması veya hiç yaĢamaması 

nedeniyle balık embriyoları yöntem olarak kabul edilmektedir. 

 

Özellikle, zebra balığı embriyosu, bakım kolaylığı, küçük boyut, yüksek 

doğurganlık, hızlı geliĢme, embriyonun optik Ģeffaflığı, genetik ve kimyasal 

taramalara uygunluk gibi benzersiz özelliklerinin yanı sıra sıralı bir genom ve zengin 

bir genetik, moleküler ve hücresel manipülasyon araçları sayesinde model 

organizmadır. ġimdiye kadar 5000'den fazla zebrabalığı mutantı ve transgenik suĢun 

kurulduğu göz önüne alındığında, zebra balığı modeli bu nedenle küresel ölçekte gen 

fonksiyonunu anlamamıza önemli ölçüde katkıda bulunabilir. (Nüsslein ve Dahm , 

2002). 

 

Örneğin polikistik böbrek hastalığı, kalp aritmileri, kardiyomiyopatiler ve iskelet kas 

sisteminin miyopatileri, konjenital kalp kusurları, anemi, lösemi, doku rejenerasyonu, 

iĢitme bozuklukları, ektodisplazi, epidermolizis bülloza, nöral ve retinal 

dejenerasyon araĢtırılmasında zebra balığı teknolojilerini ve altyapısını geliĢtirmek 

için önemli kaynaklar tahsis edilmektedir (Lieschke ve Currie, 2007) Zebra balığı 

embriyo modelinin fare ve sıçan gibi geleneksel modellere göre önemli bir avantajı, 

bu tür fenotipler için geniĢ çerçeveli görüntüleme olanağının olmasıdır Ayrıca, 

zebrabalığı, memelilerinkinden çok daha fazla yenilenme yetenekleriyle bilinir 

(Haffter ve Nüsslein, 1996). 
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Zebra balığı embriyosunu hayvan çalıĢmalarında kullanmak amacıyla ilaç 

endüstrisinde artan bir ilgi mevcuttur. Zebra balığı embriyosu, bozulmamıĢ, karmaĢık 

bir organizma olarak biyoaktif molekülleri tanımlamak için eĢsiz fırsatlar sunar. Bu 

hücreler en iyi doğal ortamlarında incelenebildiğinden, özellikle kök hücre araĢtırma 

alanı için uygun bir modeldir. Zebra balıklarının ilgi gördüğü bir diğer önemli 

uygulama alanı ise çevresel kirleticilerin toksikolojisi, çevresel risk ve tehlike 

değerlendirmesidir. Örneğin, kimyasalların tescili ve pestisitlerin 

ruhsatlandırılmasında embryolar kullanılmaktadır (Zon ve Peterson, 2010). 

Almanya'da, zebra balığı embriyo toksisite testi, tüm atık su testi için bir DIN 

(Alman Standardizasyon Enstitüsü) standardı olarak zorunlu hale gelmiĢtir ve 

2007'de bu kılavuzun uluslararası bir versiyonu oluĢturulmuĢtur. 

 

Memelilerle yapılan toksikolojik testler pahalı ve zaman alıcı olduğundan ve ciddi 

etik sorunlar doğurduğundan, alternatif modellerin geliĢtirilmesine acil ihtiyaç vardır. 

Küçük ve Ģeffaf embriyosu ile zebra balığı, kimyasalların toksikolojik ve teratolojik 

etkilerinin sistematik olarak test edilmesi için memelilerden çok daha ucuz bir 

modeldir (Weigt ve ark., 2011) 

 

Zebra balığı embriyolarının kullanımı, sistemik toksisite ve karmaĢık 

mekanizmaların (örneğin davranıĢ) ele alınmasına izin vermektedir (Sukardi ve ark., 

2011). Çok sayıda deneyden elde edilen sonuçlar, zebra balığı embriyolarının, 

insanlar dahil memelilerdeki kimyasalların toksisitesini ve teratojenisitesini tahmin 

etmek için uygun modeller olduğunu göstermektedir (Selderslaghs ve ark., 2010). 

Örneğin, bileĢiklerin kardiyotoksisitesini ele alan bir çalıĢma, maddelerin insan kalbi 

üzerindeki toksik etkisinin, zebra balığı embriyolarında daha net bir Ģekilde tespit 

edildiğini göstermektedir (Milan ve ark., 2003). Ayrıca geliĢimsel, nöro-, hepato- ve 

gastrointestinal toksisite için de benzer uygun sonuçlar mevcuttur (Peal ve ark., 

2010). Zebra balığının kullanımının yaygınlaĢması gerektiğini kanıtlayan en önemli 

etken, hayvan refahıdır. Hem ulusal hayvan refahı mevzuatları hem de 2010/63/EU 

sayılı AB Direktifi, hayvan deneylerinin mevcut en az geliĢmiĢ sistemle yapılması 

gerektiğini savunmaktadır. Bu nedenle, zebra balığı embriyoları yalnızca yetiĢkin 
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balıklarla yapılan deneyler için değil, aynı zamanda memeli türleri ile yapılan 

deneyler için de bir alternatif olarak hizmet edebileceğinden, zebra balığı modelinin 

klinik araĢtırmalarda kullanımı desteklenmelidir. 
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5  GEREÇ ve YÖNTEM 

 

5 1  Kull n l n Kim  s l M ddele  

 

Bu çalıĢmada kullanılan kimyasal maddeler;  

 Polikaprolakton  (60.000 g/mol) (Sigma-Aldrich, St Louis, ABD)  

 Ġpek fibroini (500-10.000 g/mol) (Shanghai Soyoung Biotechnology, Çin)  

 Albumin (Sigma Aldrich, St Louis, ABD)  

 Laktaz Enzimi (Mayasan, Türkiye)  

 Dimetilformamid (DMF) (Merck, Almanya) 

 Diklorometan (DCM) (Merck, Almanya) 

 (-)-Riboflavin (Sigma-Aldrich, St Louis, ABD)  

 1-klor-2,4-dinitrobenzen (CDNB) (Sigma-Aldrich, St Louis, ABD)  

 5-5' ditiyobis 1-2 nitrobenzoik asit (DTNB) (Sigma-Aldrich, St Louis, ABD)  

 Glutatyon (C10H17N3O6S) (Sigma-Aldrich, St Louis, ABD)  

 o- dianisidin dihidroklorür (C14H16 N2O2.2HCl) (Sigma-Aldrich, St Louis, 

MO)  

ÇalıĢmada kullanılan diğer kimyasal maddeler analitik saflıkta olup Sigma Aldrich 

(ABD) ve Merck (ABD) firmalarından temin edilmiĢtir. 
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5 2  Kull n l n Cih zl   

 

Tablo 3‘de çalıĢmamızda kullanılan cihazlar listelenmiĢtir. 

 

Tablo 3: Kullanılan Aletlerin Listesi 

Alet Marka Alet Marka 

Vortex 

 

Janke – Kunkell, IKA 

Labor Technic  

M n etik k   şt   c  

 

Janke – Kunkell, 

IKA Labor Technic  

pH metre Mettler Toledo Akvaryum Zebtec Mini sistem 

Su banyosu 

(100
o
C) 

Nuve, BT 400 Elektronik terazi Sartorius 

Spektrofotometre Rayleigh-UV-1800 Otomatik pipetler Gilson 

Manyeti 

k   şt   c  

Janke – Kunkell, IKA 

Labor Technic 

Sterio Discovery V8 

mikroskop 

Zeiss 

Distile su cih z  Elga, Purelab Option 

Q  

So utm l  

s nt ifüj 

 

 

Hettich Mikro 220 R  

Etüv Nüve EN 400 Buzdol     
 

Arçelik 

Mik o s nt ifüj Heraeus -Biofuge Su banyosu (37
o
 C) Boehrınger - 

Mannheım 
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5 3  Yöntem  ş m l    

 

ÇalıĢmamızda izlenilen yöntem aĢamaları Tablo 4‘de sunulmuĢtur. 

 

Tablo 4: Yöntem aĢamaları 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 4  PCL/SF es sl  n nofi e in h z  l nm s   
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Dimetil formamid  1:4 oranında 20mL ve diklorometan ile 2g ipek fibroini ve 2g 

PCL 24 saat boyunca oda sıcaklığında karıĢtırılarak % 10 -10 (w/v)‘luk bir çözelti 

hazırlanmıĢtır. Hazırlanan çözelti optimize Ģartlarda elektro dokuma cihazı (Ġnovenso 

NE200, Türkiye)  ile 3 saat atım yapılarak anne sütü poĢeti üzerine kaplanmıĢtır. 

Nanofiber üretim Ģartları Tablo 5‘te gösterilmiĢtir. 

 

Tablo 5: Elektro-dokuma cihazı kullanılarak nanofiber üretim Ģartları 

 

 

 

5 5  Polik p ol kton es sl  n nofi e e  ntiko  immo iliz s onu 

 

Ge ekli Çözeltile  

 Stok Fosfat Tamponu (0,2 M, pH=7,2) : 9,36 g NaH2PO4.2H2O, 19,87 g 

NaHPO4, ve 87,75 g NaCl ayrı ayrı tartılır, biraz distile suda çözdürülür ve 

hacmi 1 litreye distile su ile tamamlanır. (Hacim 1 L‘ye tamamlanmadan 

önce pH kontrol edilir, pH 7,2‘ye ayarlanır). 

 Fosfat Tamponu (PBS) (0,02 M pH=7,2) : Stok fosfat tamponundan 100 

mL alınır ve distile su ile hacmi 1 litreye tamamlanır.  

 Borat Tamponu (0,1 M, pH=8) : 5,87 g borik asit ve 1,91 g sodyum tetra 

borat ayrı ayrı tartılır, biraz distile suda çözdürülür hacmi 1 litreye distile su 

ile tamamlanır. (Hacim 1 L ye tamamlanmadan önce pH kontrol edilir, pH 

8‘e ayarlanır).  

 Dimetil Sü e imid t Çözeltisi (0 02 M): 0,5 g Dimetil süberimidat 

dihidroklorür tartılır ve hacmi 100 mL‘ye borat tamponu ile tamamlanır. 

Sıcaklık 37oC 

Mesafe 15,2 cm 

Voltaj 26 kV 

Akış Hızı 1 mL/saat 
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5.6. N nofi e e Antiko  İmmo iliz s onu 

 

PCL/SF nanofiberler, 3x3 cm boyutlarında kesildikten üzerinde 20 μg olacak Ģekilde 

bisfenol A antikorları seyreltilerek eklenmiĢ ve oda sıcaklığında 2 saat inkübasyona 

bırakılır. Ġki saatlik inkübasyon sonrasında nanofiberlerin yüzeyine bağlanamayan 

antikorlar fosfat tamponu ve borat tamponu ile yıkanarak nanofiberlerin yüzeyinden 

uzaklaĢtırılır. Nanofiber-antikor bağlanmasını güçlendirmek için Dimetilsüberimidat 

çözeltisi nanofiberlerin üzerine eklenerek oda sıcaklığında 5 saat inkübasyona 

bırakılır. Ġnkübasyon sonrasında nanofiberlere fosfat tamponu ile yıkama iĢlemi 

uygulanmıĢtır. Hazırlanan nanofiberler fosfat tamponu içerisinde +4°C tutulur 

(Tunali Akbay ve ark, 2019).  

 

5.7  PCL/SF es sl  nanofibere laktaz enziminin immobilizasyonu  

 

Ge ekli Çözeltile  

 Fosfat Tamponu (0,02 M PBS pH=7,2) : Stok fosfat tamponundan 100 mL 

alınır ve distile su ile hacmi 1 litreye tamamlanır.  

5.8.N nofi e e Enzim İmmo iliz s onu 

 

PCL/SF nanofiberler, 3x3 cm boyutlarında kesildikten sonra fosfat tamponu (0,02 M, 

pH 6.5) ile yıkanır. Daha sonra her parçanın üzerine 2 mL 5000 NLU (nötral laktaz 

ünitesi) laktaz enzimi eklenerek, PCL/SF esaslı nanofiberler 37
0
C‘de 2 saat inkübe 

edilir. Ġnkübasyon sonrası fosfat tamponu (0.02 M, pH 6.5) ile yıkanır. 

 

5.9  İmmo ilize l kt z enzimi ile E3 em  i o o t m nd   ekletilmesi 

 

Laktazın immobilize edildiği PCL/SF nanofiber 10 saat boyunca 100 mL E3 embriyo 

ortamında bekletilir. 
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5.10  İmmo ilize BPA  ntiko u ile E3 em  i o o t m nd   ekletilmesi 

 

BPA antikorunun immobilize edildiği 3x3 cm boyutlarında kesilen PCL/SF 

nanofiber 1 saat boyunca 100 mL E3 embriyo ortamında bekletilmiĢtir. 

 

5.11  Ze    B l kl    B k m ve Beslenme P osedü ü  

 

ÇalıĢmamızda Boğaziçi Üniversitesi‘nden temin edilen ve ZEBTEC akvaryum 

sisteminde barındırılan yetiĢkin yabani tip AB suĢu zebra balıkları kullanılmıĢtır. 

ÇalıĢmamızın Zebra balığı embriyoları ile olan kısmı Marmara Üniversitesi DiĢ 

Hekimliği Fakültesinde yer alan Zebra Balığı AraĢtırma Laboratuvarında 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Zebra balıkları bilgisayar kontrollü ZEBTEC akvaryumda 

barındırılmıĢtır (Resim 1). Günde 14 saat gün ıĢığı, 10 saat karanlık olacak Ģekilde 

aydınlatma sistemi kurularak sirkadiyen ritimleri oluĢturulmuĢtur. Sıcaklık 28 ± 1 
o
C 

ve nem ve % 61 olarak ayarlanarak otomasyon sistemle sabit tutulmuĢtur. Sistemin 

su pH‘sı 6,9-7,2 arası ayarlanmıĢ ve sabit tutulmuĢtur. Fiziksel ve UV sistemlerini 

içeren filtrasyon sistemi ile balıkların ortam temizliği sağlanmıĢtır. Günde iki kez 

kuru yem ve bir kez de canlı yem ile toplam üç kez beslenmiĢlerdir. Embriyolar 

tanklardan günlük olarak toplanmıĢtır. Embriyonik geliĢim aĢamaları Zeiss Sterio 

Discovery V8 mikroskop altında incelenmiĢtir. 

 

Resim 1: ZEBTEC Mini Akvaryum sistemi (Ünal, 2018) 
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5.12  Ze    B l kl   nd n Em  i o Eldesi  

 

Erkek zebra balığı, vücutları boyunca gümüĢ bantlara ve daha ince vücut Ģekillerine 

sahiptir. Bantlar üzerindeki turuncu ve kırmızı renk tonları sayesinde diĢilerden ayırt 

edilebilir. DiĢiler ise ürettikleri çok sayıda yumurta sebebiyle ĢiĢen karınlarından 

tanınabilir. Erkek ve diĢi zebra balıklar 2:1 oranında karanlık baĢlamadan önce 

yetiĢtirme tanklarına alınırlar (Resim 1). EĢleĢtirme, yumurtlama ve döllenme 

iĢlemleri sabah ıĢığın baĢlamasından 30 dakika gibi kısa bir süre sonra meydana 

gelir. Döllenen embriyolar eĢleĢtirme tankları altında bulunan bölmelere düĢer. Bu 

bölmelerde bulunan delikler sayesinde tankın dibinden alınabilir (ġekil 18). Döllenen 

ve uygun geliĢim düzeyine gelen embriyolar stereo mikroskop altında seçilerek 

döllenmeyenlerden ayrılır ve topalnırlar. Seçilen embriyolar 28
0
C‘de E3 embriyo 

ortamında muhafaza edilirler (Bhasin ve ark., 2016). 

 

Şekil 18 : Embriyo elde etme yöntemi (Bhasin ve ark 2016) 

 

5.13 Ze    B l    Em  i ol    ile Oluştu ul n G upl    

 

Zebra balığı embriyoları kontrol, ham nanofiber (iĢlem görmemiĢ), laktaz enzimi 

immobilize edilmiĢ nanofiber, bisfenol a (BPA) antikoru immobilize edilmiĢ 

nanofiber olmak üzere 4 gruba ayrılmıĢtır. Nanofiber esaslı maruziyet gruplarında, 

ilgili nanofiberler ayrı ayrı embriyoların geliĢmeye bırakıldığı E3 embriyo ortamında 

bisfenol a (BPA) antikoru immobilize edilmiĢ nanofiber 1 saat ve 10 saat süre ile 

bekletilmiĢ ve daha sonra ortamdan çıkartılmıĢtır. Ham nanofiber (iĢlem görmemiĢ) 

ve Laktaz enzimi immobilize edilmiĢ nanofiber, E3 embriyo ortamında 10 saat süre 

ile bekletilmiĢ ve daha sonra ortamdan çıkartılmıĢtır. Kontrol grubunun E3 embriyo 

Embriyolar
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ortamına ise herhangi bir iĢlem uygulanmamıĢtır. Daha sonra embriyolar bu 

ortamların içerisinde geliĢmeye bırakılmıĢtır. 72 saat süre ile geliĢmeleri izlenmiĢtir. 

72 saatin sonunda tüm gruplardaki 100 adet embriyo, 1 mL serum fizyolojik ile 

homojenize edilmiĢtir. Embriyo homojenatları derin dondurucuda –20 
o
C‘de 

saklanmıĢtır. 

 

5.14  Kull n l n T  in Yöntemle i  

 

5.14.1. Protein tayini (Lowry ve ark., 1951)  

 

Prensip: Bu metotta önce proteinler alkali ortamda bakır iyonları ile reaksiyona 

sokulur. Daha sonra fosfomolibdik-fosfotungstik asit reaktifi (folin reaktifi) ile 

indirgenir. OluĢan mavi rengin Ģiddeti spektrofotometrik olarak değerlendirilir. 

OluĢan mavi rengin Ģiddeti protein konsantrasyonu ile orantılıdır. 

Ge ekli Çözeltile :  

Sod um k   on t çözeltisi (% 2 g): 2 g sodyum karbonat, 0.1 N NaOH 

çözeltisinde çözülür ve hacmi 100 mL‘ye 0.1 N NaOH çözeltisi ile tamamlanır.  

B k   sülf t çözeltisi (%1 g): 1 g bakır sülfat biraz distile suda çözülür ve hacmi 

distile su ile 100 mL‘ye tamamlanır.  

Sod um pot s um t  t   t çözeltisi (%2 g): 2 g sodyum potasyum tartarat biraz 

distile suda çözülür ve hacmi distile su ile 100 mL‘ye tamamlanır.  

B çözeltisi: %1 g‘lık bakır sülfat çözeltisi ile %2 g‘lık sodyum potasyum tartarat 

çözeltisi eĢit hacimde (1/1) karıĢtırılarak kullanılır (taze hazırlanır).  

C çözeltisi: 50 mL A çözeltisi ve 1 mL B çözeltisi karıĢtırılarak kullanılır (taze 

hazırlanır). 

Folin çözeltisi: 100 g sodyum tungstat, 25 g sodyum molibdat.2H2O, 50 mL %85 

g‘lık fosforik asit, 100 mL deriĢik HCI ve 700 mL distile su bir balona konularak 10 

saat geri soğutucu altında kaynatılır. Soğutulur. Üzerine 150 g Li2SO4 ilave edilip, 

geri soğutucu altında 15 dakika daha kaynatılır. Soğuduktan sonra, 5-6 damla brom 

katılır.Çözelti distile su ile 1000 mL‘ye tamamlanır ve kullanılır. Koyu renkli ĢiĢede 

saklanır, uzun süre dayanır.  
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Serum fizyolojik (% 0,9 g NaCI): 0.9 g NaCI biraz suda çözülür ve hacmi 100 

mL‘ye tamamlanır.  

P otein stok st nd  t çözeltisi (%100 mg Al umin): 100 mg albumin biraz serum 

fizyolojikte çözüldükten sonra hacmi 100 mL‘ye serum fizyolojik ile tamamlanır. 

P otein ç l şm  st nd  t çözeltile i: Stok çözeltiden uygun hacimler alınarak % 5, 

15, 25 mg albumin ihtiva edecek Ģekilde serum fizyolojik ile seyreltilerek hazırlanır. 

Dene in Y p l ş :  

Protein tayininde izlenen adımlar Tablo 6‘da gösterilmiĢtir. 

 

Tablo 6: Protein Tayin Yöntemi 

   Numune  St1 

% 5 mg 

Albumin 

St2 

% 10 mg 

Albumin 

St3 

% 15 mg 

Albumin 

 Kö  (K)  

 

Albumin 

(%100 mg) 

 

      _ 
 

25 μL 
 

50 μL 
 

75 μL  
 

_ 

Homojenat 10 μL 

 

_ 
 

_ 
 

_ 
 

_ 
 

Serum 

Fizyolojik 

490 μL 

 

475 μL 

 

450 μL 

 

425 μL 

 

0.5 mL 

 

Toplam Hacim 

 

0.5 mL 

 

0.5 mL 

 

0.5 mL 

 

0.5 mL 

 

0.5 mL 

 

Vo teks ile k   şt   l    

C çözeltisi 

 

3 mL 

 

3 mL 

 

3 mL 

 

3 mL 

 

3 mL 

 

Vo teks ile i ice k   şt   l   ve od  s c kl   nd  10 d kik   ekletili   

Folin A    c  0.1 mL 

 

0.1 mL 

 

0.1 mL 

 

0.1 mL 

 

0.1 mL 

 

Vortekste iyice karıĢtırılır, oda sıcaklığında 30 dakika bekletilir. 30 dakika sonunda 

500 nm‘de köre karĢı absorbanslar kaydedilir. Standart grafiği çizilir ve protein 

konsantrasyonu hesaplanır.  
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5.14.2. Lipid peroksidasyonu (LPO) tayini (Ledwozyw ve ark., 1986)  

 

Prensip: LPO ürünü olan malondialdehit (MDA) ile tiyobarbitürik asit (TBA) 

arasındaki reaksiyon sonucu oluĢan pembemsi rengin absorbansı spektrofotometrik 

olarak değerlendirilir. 

Ge ekli Çözeltile   

TBA çözeltisi (0 047 M): 500 mg TBA ile 6 mL 1 M‘lık NaOH ile karıĢtırılır. 

Üzerine 69 mL distile su ilave edilir.  

T iklo  setik  sit (TCA) çözeltisi (1 22 M  0 6 M HCI (Hid oklo ik  sit) deki): 

20 mL TCA (%100 g TCA) ile 5 mL HCI (%37 g‘lık d=1.19 g/dl‘lik HCI) karıĢtırılır 

ve hacmi distile su ile 100 mL‘ye tamamlanır.  

n- üt nol: Direkt olarak orijinal ĢiĢesinden kullanılır.  

Dene in Y p l ş :  

LPO tayininde izlenen adımlar Tablo 7‘de gösterilmiĢtir. 

 

Tablo 7: Lipid Peroksidasyon Tayini 

 Numune Kö  

Homojenat 0.25 mL _ 

Distile Su _ 0.25 mL 

TCA 
 

1.25 mL 
 

1.25 mL 

Vo teks ile k   şt   l   ve 15 d kik   ekletili   

TBA 0.75 mL 0.75 mL 

Vo teks ile k   şt   l   ve 30 d kik  100
°C

 su banyosunda bekletilir. 

n- üt nol 
 

2 mL 2 mL 

 

Vortekslenir ve 10 dakika 4000 rpm‘de santrfüj edilir. Bütanol fazı alınarak 532 

nm‘de absorbanslar kaydedilir. MDA için saptanmıĢ ekstinksiyon katsayısı (1.56.105 

M
-1

cm
-1

) kullanılarak hesaplanır. 
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5.14.3. Total nitrik oksid tayini (Miranda ve ark., 2001)  

 

Prensip: Nitrat, vanadyum (III) klorür ile nitrite indirgenir. Nitritle sülfanilamidin 

asidik ortamda N-(1-Naftil) etilendiamine dihidroklorür ile reaksiyonu sonucu 

kompleks diazonyum bileĢiği oluĢur. OluĢan bu renkli kompleks 540 nm‘ de 

spektrofotometrik olarak ölçülür.  

Ge ekli Çözeltile :  

N OH çözeltisi (0 3 M): 0,6 g NaOH tartılır, bir miktar distile suda çözülür ve üzeri 

distile su ile 50 mL‘ ye tamamlanır.  

ZnSO4 çözeltisi (%10 g): 5 g ZnSO4 ya da 8,9 g ZnSO4.7 H2O tartılır bir miktar 

distile suda çözülür ve üzeri distile su ile 50 mL tamamlanır. 

HCl çözeltisi (1M): 40 mL distile su içerisine 4,20 mL HCl eklenir ve hacim 50 mL 

ye distile su tamamlanır.  

V n d um klo ü  (% 0 8 g): 0,8 g VCl3 bir miktar 1 M HCl de çözülür ve üzeri 

aynı çözelti ile 100 mL‘ ye tamamlanır.  

HCl çözeltisi (% 5): 20 mL distile su üzerine 2,86 mL % 37‘lik HCl çekilir ve 

hacim distile su ile 25 mL ye tamamlanır.  

Sülf nil mid (%2 g): 0,5 g Sülfanilamid tartılır, 25mL %5‘ lik HCl içerisinde 

çözülür.  

NEDD (N-(1-Naftil)-etilendi min dihid oklo ü ) (% 0 1 g): 0,025 g NEDD 

tartılır. Bir miktar deiyonize suda çözülür ve hacmi distile su ile 25 mL‘ ye 

tamamlanır. 

Dene in Y p l ş   

Embriyo homojenatı 4000 rpm‘de 10 dakika santrifüj edilir. 0,3 mL süpernatant 

alınır, üzerine 0,3 mL 0,3 M NaOH ilave edilir. Oda sıcaklığında 5 dakika beklenir. 

0,3 mL %10‘luk ZnSO4 ilave edilir. Vortekslenir. +4‗de 14000 rpm‘de 5 dakika 

santrifüj edilir. Üst faz alınır ve +4‗de 14000 rpm‘de 5 dakika santrifüj edilir. Ġki adet 

deney tübü anılır, kör ve numune olarak iĢaretlenerek aĢağıdaki gibi çalıĢılır.  
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Tablo 8: Total Nitrik Oksid Tayini 

 Numune Kö  

Homojenat  
 

0.3 mL - 

Distile Su   
 

- 0.6 mL 

VCl3 çözeltisi 
 

               0.3 mL 
 

                0.3 mL 
 

Sülfonil mid çözeltisi 
 

               0.15 mL 
 

- 
 

NEDD çözeltisi   
 

0.15 mL - 

37 °C de 30 d kik  inkü e edili   

 

Köre karĢı 540 nm‘de absorbans kaydedilir. Sonuçlar 53000 M
-1

/cm
-1

 ekstinsiyon 

katsayısı kullanılarak hesaplanır. 

  

5.14.4  Süpe oksid Dismut z (SOD) Aktivitesi T  ini (M lo ie ve   k   1986)  

 

Prensip: SOD aktivitesi, riboflavin ile duyarlandırılmıĢ o-dianisidinin 

fotooksidasyon hızını arttırma yeteneği olarak ölçülür. Riboflavinin floresans ıĢığı 

etkisiyle oluĢturduğu süperoksit radikali, ortamdaki SOD‘ın etkisiyle hidrojen 

peroksite dönüĢür. H2O2 ise o-dianisidin ile reaksiyona girerek renkli ürün oluĢturur. 

SOD aktivitesi ne kadar çok ise renkli ürün oluĢumu da o kadar fazla olur. OluĢan 

renkli ürünün absorbansı 460 nm‘de spektrofotometrik olarak değerlendirilir.  

 

Ge ekli Çözeltile   

Fosfat tamponu (50 mM, pH=7.8): 0.136 g KH2PO4 ve 0.697 g K2HPO4 tartılıp 

ayrı ayrı distile suda çözülür ve birleĢtirilir, pH 7.8‘e ayarlanır. Hacmi distile su ile 

100 mL‘ye tamamlanır. 

Fosf t t mponu + 0 1 mM l k N -EDTA: 0.0037 g Na-EDTA tartılır biraz 50 

mM‘lık fosfat tamponunda çözülür ve hacmi 50 mM‘lık fosfat tamponu ile 100 

mL‘ye tamamlanır.  

Fosfat tamponu (10 mM, pH= 7.5): 0.041 g KH2PO4 ve 0.122 g K2HPO4 tartılıp 

belli hacimde distile su içinde çözülür ve birleĢtirilir. pH 7.5 olarak ayarlanır. Son 

hacmi distile su ile 100 mL‘ye tamamlanır. 



 

 
 

44 

Riboflavin (0.2 mM): 7.5 mg riboflavin bir miktar fosfat tamponu (100 mM‘lık, 

pH=7.5) ile çözülür ve daha sonra hacmi 100 mL ‗ye tamamlanır. 

o-dianisidin (6 mM): 19 mg o-dianisidin bir miktar distile suda çözülür ve hacmi 

distile su ile 10 mL‘ye tamamlanır.  

SOD stok st nd  d (120 IU/mL): 3000 IU/mL liyofilize SOD standardı 120 IU/mL 

olacak Ģekilden soğuk distile su ile çözülür. Hazırlanan stok standartdan uygun 

hacimler alınarak 3, 6, 9, 12 ünite SOD içeren standartlar hazırlanır. 

Dene in Y p l ş : Doku süpernatantı veya periton sıvısı alınır, gerekirse serum 

fizyolojik ile seyreltilerek çalıĢılır. Numune, standart ve kör olmak üzere 3 deney 

tüpü alınır. AĢağıdaki gibi çalıĢılır. 

 

Tablo 9: Süperoksit Dismutaz Tayin Yöntemi 

      
 

Numune  St 6  St 9  St 12  Kö  

 PBS  
 

2.6 mL 2.6 mL 2.6 mL 2.6 mL 2.6 mL 2.6 mL 

o-dianisidin 0.1 mL 0.1 mL 0.1 mL 0.1 mL 0.1 mL 0.1 mL 

Distile su  - 0.075 mL 0.05 mL 0.025 mL - 0.1 mL 

Stok standart  

(120 U/mL)  

- 

 

0.025 mL 0.05 mL 0.075 mL 0.1 mL - 

 

Homojenat 0.1 mL - - - - - 

 

Standart grafiği yardımıyla yapılan seyreltmeler de göz önüne alınarak SOD 

aktivitesi hesaplanır. 

 

5.14.5. Glutatyon-S-Transferaz (GST) Aktivitesi Tayini (Habig ve Jacoby, 1981)  

 

Prensip: GST aktivitesi tayini, glutatyon ve 1-kloro-2,4-dinitro-benzenin (CDNB) 

konjugasyonu ile oluĢan ürünün, 340 nm‘deki absorbansının spektrofotometrik 

olarak değerlendirilmesi esasına dayanır.  
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Ge ekli Çözeltile :  

Sodyum fosfat tamponu (0.2 M, pH=6.5): 0.534 g Na2HPO4.2H2O ve 2.3 g 

KH2PO4 ayrı ayrı biraz distile suda çözülür. KarıĢtırıldıktan sonra pH 6.5‗e ayarlanır 

ve hacmi distile su ile 100 mL‘ye tamamlanır  

Glutatyon (GSH) (60 mM): 1.84 g GSH biraz distile suda çözülür ve hacmi 100 

mL‘ye distile su ile tamamlanır (taze hazırlanır).  

1-kloro-2,4-dinitro-benzen (CDNB) (60 mM): 1.22 g CDNB tartılır ve biraz 

etanolde çözülür. Sonra hacmi 100 mL‘ye tamamlanır (taze hazırlanır).  

Deneyin Y p l ş :   

GST aktivitesi tayininde izlenen adımlar Tablo 10‘da sunulmuĢtur. 

 

Tablo 10: Glutatyon-S-Transferaz Tayin Yöntemi 

 Numune 
 

Kö  
 

Homojenat   
 

0.5 mL - 

Serum fizyolojik    
 

- 0.5 mL 

Fosfat tamponu  
 

1.5 mL 1.5 mL 

GSH çözeltisi 
 

0.05 mL 0.05 mL 

CDNB çözeltisi  
 

0.05 mL 0.05 mL 

Distile su 
 

0.9 mL 0.9 mL 

 

KarıĢtırılır, 3 dakika süre (0., 1., 2., 3., dakikalarda) ile karıĢımın 340 nm‘de (25˚C) 

absorbansları kaydedilir. GSH ve CDNB‘nin konjugasyonu sonucu oluĢan ürün için 

saptanmıĢ olan ekstinksiyon katsayısı 9.6 mM
-1

 x cm
-1

 kullanılarak hesaplanır. 

 

5.15.  İst tistiksel De e lendi me 

 

ÇalıĢmamızın biyoistatistiksel değerlendirilmesinde Graphpad Prism 7.0 paket 

programı kullanılmıĢtır. Varyansları homojen olan değiĢkenlerin grup karĢılaĢtırması 

için ANOVA testi ve ikili karĢılaĢtırmaları için Tukey testi kullanılmıĢtır. 

Yorumlamalarda anlamlılık sınırı + p<0.05 alınmıĢtır. 
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6. BULGULAR 

 

6 1  Kont ol ve N nofi e  Es sl  M  uzi et G upl   nd  (H m N nofi e   

Laktaz Enzim İmmo ilize N nofi e  ve BPA Antiko u İmmo ilize N nofi e  

G upl   nd ) Mo t lite Yüzdele i  

 

Nanofiber esaslı maruziyet gruplarında, ilgili nanofiberler ayrı ayrı embriyoların 

geliĢmeye bırakıldığı E3 embriyo ortamında 10 saat süre ile bekletilmiĢ ve daha 

sonra ortamdan çıkartılmıĢtır. Bu grupta bulunan embriyoların 24 hpf sonunda 

mortalite yüzdeleri %100 olarak tespit edilmiĢtir. BPA antikoru immobilize edilmiĢ 

nanofiber  1 saat süre ile E3 embriyo ortamında bekletildiğinde  embriyoların 

mortalite yüzdeleri kontrol grubu ile karĢılaĢtırılığında 24, 48, 72 hpf ‗de mortalite 

yüzdeleri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir değiĢiklik tespit edilmemiĢtir. 

Laktaz immobilize edilen nanofiberin 10 saat süre ile E3 embriyo ortamında 

bekletilmesi sonucunda ise 24, 48, 72 hpf ‗de mortalite yüzdelerinde arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir değiĢiklik tespit edilmemiĢtir. 

 

Bulgular, BPA antikoru immobiliğze edilmiĢ nanofiberin 1 saat süre ile E3 embriyo 

ortamında bekletilmenin uygun olduğunu, Laktaz enzimi immobilize edilmiĢ 

nanofiber için ise 10 saat ve altındaki süreler için E3 embriyo ortamında bekletmenin 

uygun olduğunu göstermektedir. AĢağıda yer alan tüm sonuçlar BPA antikoru 

immobilize edilen nanofiberin 1 saat Laktaz enzimi içeren nanofiberin ise E3 

embriyo ortamında 10saa süre ile bekletilmesi sonucunda elde edilen bulgulardır. 

Kontrol grubunda ve nanofiber esaslı maruziyet gruplarındaki embriyolarda‘da 

belirlenen mortalite oranları ġekil 19 de verilmiĢtir. Her biri 20 adet embriyodan 

oluĢan grupların 5 kez tekrar edilmesi ile elde edilerek ortalama±standart sapma 

Ģeklinde verilmiĢtir.  24 ile 48 hpf sonunda ham nanofiber mortalite yüzdesi 

karĢılaĢtırıldığı zaman anlamlı olmayan bir artıĢ belirlenmiĢtir. 24, 48 ve 72 hpf‘de 

gruplar karĢılaĢtırıldığında ham nanofiber, laktaz enzimi immobilize nanofiber ve 

BPA antikoru immobilize nanofiber grupları, kontrol grubuyla kıyaslandığında, 

mortalite oranlarında anlamlı bir fark belirlenmemiĢtir (ġekil 19). 
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Şekil 19: Kontrol grubu ve nanofiber esaslı maruziyet gruplarının 72 hpf sonu mortalite yüzdeleri 

karĢılaĢtırılması. Ortalama değerler altı tekrar çalıĢmasının sonucu elde edilmiĢtir. Değerler ortalama 

ve standart sapma olarak ifade edilmiĢtir. 

 

6 2  G upl      s nd  Kuluçk d n Ç km  Yüzdele i  

 

Kontrol grubunda ve nanofiber esaslı maruziyet gruplarındaki embriyolarda 48 

hpf‘de belirlenen kuluçkadan çıkma oranları Ģekil 20‘de, 72 hpf ‘da belirlenen 

kuluçkadan çıkma oranları ġekil 21‘de verilmiĢtir. Sonuçlar her biri 20 adet 

embriyodan oluĢan grupların 5 kez tekrar edilmesi ile elde edilerek ortalama ve 

standart sapma Ģeklinde verilmiĢtir. Buna göre 72 hpf‘da kontrol grubunda çıkıĢ 

oranı %100 olarak bulunmuĢtur. 48 ve 72 hpf‘de nanofiber esaslı maruziyet grupları, 

kontrol grubuyla karĢılaĢtırıldığında, kuluçkadan çıkma yüzdeleri arasında istatiksel 

olarak anlamlı bir fark tespit edilmemiĢtir. 
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Şekil 20: Kontrol grubu ve nanofiber esaslı maruziyet gruplarının  48, hpf  sonu kuluçkadan çıkma 

yüzdeleri karĢılaĢtırılması. Ortalama değerler altı tekrar çalıĢmasının sonucu elde edilmiĢtir. Değerler 

ortalama ve standart sapma olarak ifade edilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 21: Kontrol grubu ve nanofiber esaslı maruziyet gruplarının  72, hpf  sonu kuluçkadan çıkma 

yüzdeleri karĢılaĢtırılması. Ortalama değerler altı tekrar çalıĢmasının sonucu elde edilmiĢtir. Değerler 

ortalama ve standart sapma olarak ifade edilmiĢtir. 
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6.3. Kont ol ve N nofi e  Es sl  G upl  d  M lfo m s on An lizi Sonuçl   n n 

K  ş l şt   lm s  

 

Kontrol grubu ve nanofiber esaslı maruziyet grupları embriyolarında 72 hpf‘de 

alınan görüntüleri ġekil 22‘te gösterilmiĢtir. Maruziyet gruplarında 24, 48 ve 72 

hpf‘da malfolmasyon bakımından bir fark tespit edilmemiĢtir. 

 

Şekil 22: Kontrol grubu ve nanofiber esaslı maruziyet gruplarının embriyolarında 24,48 ve 72 hpf‘de 

alınan görüntüler 
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6 4  Kont ol ve N nofi e  Es sl  M  uzi et G upl   nd  Tot l P otein 

De e le inin K  ş l şt   lm s  

 

Kontrol grubu ve nanofiber esaslı maruziyet grupları total protein seviyesi açısından 

karĢılaĢtırıldığında gruplar arasında anlamlı bir fark belirlenmemiĢtir (ġekil 23).

 

Şekil 23: Kontrol grubu ve nanofiber esaslı maruziyet gruplarının total protein değerlerinin 

karĢılaĢtırılması. Ortalama değerler altı tekrar çalıĢmasının sonucu elde edilmiĢtir. Değerler ortalama 

ve standart sapma olarak ifade edilmiĢtir. 
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6.5. Kontrol ve N nofi e  Es sl  M  uzi et G upl   nd  Lipid Pe oksid s on 

De e le inin K  ş l şt   lm s  

 

Lipid peroksidasyon MDA seviyesi ölçülerek belirlenmiĢtir. Buna göre kontrol grubu 

ve nanofiber esaslı maruziyet gruplarının MDA değerleri karĢılaĢtırıldığında, laktaz 

enzimi immobilize edilen nanofiber grubunda ve BPA antikoru immobilize edilen 

nanofiber grubunda MDA değerleri kontrol grubuna göre istatiksel olarak anlamlı bir 

Ģekilde artmıĢtır (p<0.05). Ham nanofiber grubu ile kontrol grubunun MDA değerleri 

arasında ise istatiksel olarak anlamlı bir farklılık tespit edilmemiĢtir (ġekil 24). 

 

Şekil 24: Kontrol grubu ve nanofiber esaslı maruziyet gruplarının MDA değerlerinin 

KarĢılaĢtırılması. Ortalama değerler altı tekrar çalıĢmasının sonucu elde edilmiĢtir. MDA: 

Malodialdehit, prt: Protein. Sonuçlar ortalama ve standart sapma                  olarak ifade edilmiĢtir.  * 

p<0.05 kontrol grubundan farklı, + p<0.05 Ham nanofiber grubundan farklı 
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6 6  Kont ol G u u ve N nofi e  Es sl  M  uzi et G upl   n n Nitrik Oksit 

De e le inin K  ş l şt   lm s  

 

Kontrol ve nanofiber esaslı maruziyet gruplarının NO değerleri karĢılaĢtırıldığında, 

maruziyet gruplarında kontrol grubuna göre NO değerlerinde istatiksel olarak 

anlamlı bir azalma olduğu belirlenmiĢtir (p<0.05) (ġekil 25).  

 

Şekil 25: Kontrol grubu ve nanofiber esaslı maruziyet gruplarının nitrit oksit değerleri. NO: Nitrik 

oksit, prt: Protein Ortalama değerler altı tekrar çalıĢmasının sonucu elde edilmiĢtir. * p<0.05 kontrol 

grubundan farklı. 

 

6 7  Kont ol G u u ve N nofi e  Es sl  M  uzi et G upl   n n SOD 

Aktivitele inin K  ş l şt   lm s  

 

Kontrol ve nanofiber esaslı maruziyet gruplarının SOD aktiviteleri 

karĢılaĢtırıldığında laktaz enzimi immobilize edilen nanofiber grubu ve BPA antikoru 

immobilize edilen nanofiber grubu SOD aktiviteleri kontrol grubuna göre anlamlı 

olarak azalmamıĢtır (p<0.05). Ham nanofiber grubu ve kontrol grubunun SOD 

aktiviteleri karĢılaĢtırıldığında ise aralarında istatiksel olarak anlamlı bir fark 

belirlenmemiĢtir. (ġekil 26). 
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Şekil 26: Kontrol grubu ve nanofiber esaslı maruziyet gruplarının süperoksit   dismutaz aktivitelerinin 

karĢılaĢtırılması. Ortalama değerler altı tekrar çalıĢmasının sonucu elde edilmiĢtir. SOD: Süperoksit 

dismutaz, prt: Protein. Sonuçlar ortalama ve standart sapma olarak ifade edilmiĢtir. * p<0.05 kontrol 

grubundan farklı, + p<0.05 Ham nanofiber grubundan farklı 

6 8  Kont ol G u u ve N nofi e  Es sl  M  uzi et G upl   n n Glut t on S- 

T  nsfe  z (GST) Aktivitele inin K  ş l şt   lm s  

 

Kontrol grupları ve nanofiber esaslı maruziyet gruplarının GST aktiviteleri  

karĢılaĢtırıldığında laktaz enzimi immobilize edilen nanofiber grubunun ve BPA 

antikoru immobilize edilen nanofiber grubunun GST aktivitelerinin kontrol grubuna 

göre anlamlı olarak azaldığı belirlenmiĢtir (p<0.05). Ham nanofiber grubu ile kontrol 

grubu GST aktiviteleri arasında istatiksel olarak anlamlı bir fark tespit edilmemiĢtir 

(ġekil 27).  
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Şekil 27: Kontrol ve nanofiber esaslı maruziyet gruplarının GST aktiviteleri GST: Glutatyon S- 

Transferaz prt: Protein. Değerler ortalama ± standart sapma olarak verilmiĢtir. Ortalama değerler altı 

tekrar çalıĢmasının sonucu elde edilmiĢtir. * p<0.05 kontrol grubundan farklı, + p<0.05 Ham 

nanofiber grubundan farklı 
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7  TARTIŞMA VE SONUÇ  

 

Günümüzde nano boyutlu malzemeler ile ilgili sınırlı sayıda in vivo toksikolojik veri 

mevcuttur. Bu nedenle yeni geliĢtirilen inovatif özellik taĢıyan spesifik nano boyutlu 

malzemelerin toksikolojik davranıĢlarını belirlemek zorlu bir süreçtir. Genellikle bu 

tür durumlarda benzer özellikteki nano malzemeler için daha önceden tanımlanmıĢ 

bilgilerden yola çıkılarak çeĢitli analizler yapılmaktadır. Yaygın kullanım alanlarına 

sahip olan bazı nano malzemelerin bile toksik etkileri ve mekanizmaları halen net bir 

Ģekilde belirlenmemiĢtir. Yapılan birçok çalıĢmada; nano malzemelerin toksik 

özellikleri nano ölçekli boyutlarına ve yüzey alanlarına göre değerlendirilmekte ve 

istenmeyen etkiler ile karĢılaĢılmaktadır. Bu nedenle medikal veya gıda alanında 

kullanıma yönelik olarak geliĢtirilen nanoteknoloji temelli ürünler için geleneksel 

toksikolojiden farklı olarak, toksisite değerlendirmesi, kimyasal içerik analizlerinin 

yanı sıra in vivo biyolojik sistemler kullanılarak test edilmesi gerekmektedir. 

Özellikle gıda endüstrisi ve medikal uygulamalarda kullanılacak olan nano 

malzemelerin toksik etkilerinin test edilmesi gerektiği aĢikardır (Krüger ve Krug, 

2011; Abbot ve Cyranosk, 2003) 

 

ÇalıĢmamızda PCL/SF esaslı nanofibere fiziksel adsorpsiyon yöntemi kullanılarak 

immobilize edilen laktaz enzimi ve çapraz bağlama yöntemi kullanılarak immobilize 

edilen antikor içeren iki farklı amaca yönelik biyoaktif nanofiberin (Gurel‐ Gokmen 

B ve ark., 2021; Taslak HD ve ark., 2019) toksikolojik ve oksidatif özellikleri Zebra 

balığı (Danio rerio) kullanılarak test edilmiĢtir. PCL ve ipek fibroin polimerlerinin 

kullanımının tıbbi malzeme üretimi için uygunluğu bilinmesine rağmen, hibrid 

polimerin hazırlanması sırasında kullanılan çözücülerin, nanofiber üretiminde 

kullanılan elektro dokuma  yönteminin ve enzim veya antikor immobilizasyonunda 

kullanılan kimyasal ajanların toksik etkisinin olup olmadığının  belirlenmesi ürün 

geliĢtirme sürecinde önemli bir adımdır. Mevcut nano malzemelerin çoğunun 

toksisite verileri in vitro test sonuçlarına dayanmakta ve çeliĢkili birçok sonuçlar 

sunmaktadır. Validasyon çalıĢmaları yapılmıĢ in vitro araĢtırmalar önemli veri 

kaynağı olmalarına rağmen ve deney hayvanı kullanımını azaltmasına rağmen 

organizmayı tam olarak temsil etmediği için, elde edilen verilerin in vivo testler ile 
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de doğrulanması gerekmektedir. Deney hayvanları kullanılarak yapılan toksikoloji 

testleri etik açıdan her malzeme için uygun olmamakla birlikte, daha kolay ve ucuz 

metotlar geliĢtirilmeye baĢlanmıĢtır. Son yıllarda Zebra balıkları toksikoloji temelli 

birçok araĢtırmada insan hücre metabolizması ile arasındaki benzerlikler nedeniyle 

sıklıkla tercih edilmektedir (Uren-Webster ve ark, 2010). 

 

Ulusal Sağlık Enstitüleri, alternatif bir hayvan modeli olarak zebra balığını aktif 

olarak desteklemektedir. (Parng ve ark., 2002) 

 

Günümüzde toksikoljik testlerde Zebra balıklarının model organizma olarak 

kullanılma nedenleri; dayanıklı bir tür olmaları, kolay bulunmaları, laboratuvar 

ortamında yumurta bırakabilmeleri, kolay beslenebilmeleri ve çoğalmaları, ergin 

diĢilerin haftalık aralıklarla yüzlerce yumurta bırakabilmeleri, dıĢ döllenme ile 

üremeleri, yumurta ve embriyolarının saydam oluĢu, yumurta ve larvaların 

geliĢimlerinin kolay izlenebilmesi, jenerasyon zamanlarının kısa olması, insan ve 

diğer omurgalıların genom yapılarının benzer oluĢu, metabolizma ve embriyonik 

geliĢimlerinin hemen hemen aynı olmasıdır (Atasayar, 2011).  

 

ÇalıĢmamızda laktaz enzimi veya BPA antikoru immobilize edilerek biyoaktif hale 

getirilen PCL/SF esaslı nanofiber, 1 saat ve 10 saat süre ile Zebra balığı 

embryolarının geliĢme ortamında bekletilmiĢtir. Bekleme sürelerinin sonunda 

ortamdan çıkartılarak embriyolar bu geliĢme ortamına bırakılmıĢlardır. Bu 

ortamlarda embriyoların geliĢimleri izlenerek hazırladığımız biyoaktif nanofiberin 

olası toksikolojik etkileri araĢtırılmıĢtır. Bu çalıĢmada kullanılan metot çoğunlukla 

ilaçların veya çevre kirleticilerin olası toksik etkilerini araĢtırmada kullanılan 

metotlar (Üstündağ ve ark., 2017; AteĢ ve ark., 2018) modifiye edilerek belirlenmiĢ 

ve nanomalzemelerin olası toksikolojik etkilerinin belirlenmesi için kullanılabilecek 

bir yöntemin adımları tespit edilmiĢtir. 

 

ÇalıĢmamızda PCL/SF esaslı nanofiber laktaz enzimi ve bisfenol A antikoru 

immobilize edilerek biyoaktif hale getirildiğinden bu proteinlerin kullanılması ile 

antijenik reaksiyonların oluĢması gibi olası olumsuz sonuçlar bir risk 
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oluĢturmaktadır. Bu nedenle herhangi bir beklenmeyen etkinin önlenmesi için 

toksikolojik test metotlarının geliĢtirilmesi gerekmektedir 

 

Falinski ve ark (2019), nano boyutlu malzemelerin toksisitesi belirlenirken sulu 

ortamda yapılan biyoanalizlerin faydasını ve doğruluğunu artırmak için uygun sistem 

koĢullarında nano boyutlu malzemelerin biyolojik sistemlerde birikiminin 

değerlendirilmesi gerektiğini belirtmiĢlerdir. 

 

Bu doğrultuda çalıĢmamızda PCL/SF esaslı biyoaktif nanofiberin, zebra balığı 

embryolarında birikerek bir oksidatif hasara neden olup olmadığı zebra balığı 

embryo homojenatlarında MDA, GST, SOD ve NO tayinleri yapılarak araĢtırılmıĢtır.  

 

Chowdhry ve ark (2019) elde ettikleri karbon nanotüpleri yüzey modifikasyonunda 

kullandıkları kimyasal maddelerin toksikolojik etkiye sebep olup olmadığını zebra 

balığı embryolarında araĢtırmıĢlardır. ÇalıĢmalarında embriyoları farklı 

konsantrasyonlarda modifikasyon ajanlarına maruz bırakmıĢlardır. Bizim 

çalıĢmamızda ise embriyolar, enzim veya antikor immobilizasyonu ile modifiye 

edilen nanofiberler ile farklı sürelerde inkübe edilerek maruziyet oluĢturulmuĢtur. 

 

AteĢ ve ark (2017) metilparaben‘in zebra balığı embriyolarının oksidan-antioksidan 

sistemi, ölüm kalım oranı ve malformasyon oluĢumunu inceledikleri çalıĢmalarında 

kontrol grubu embriyolarında mevcut olmayan kuyruk defekti, perikardiyal ödem ve 

pigmentasyon defektini metilparaben maruziyetine bırakılan embriyolarda tespit 

etmiĢlerdir. Ayrıca metilparaben maruziyetine bırakılan embriyoların ölüm oranının 

kontrol grubu embriyolarına göre anlamlı Ģekilde arttığını göstermiĢlerdir. 

Metilparaben grubunda kontrol grubuna göre GST aktivitesi ve NO seviyesinde 

anlamlı azalma testip edilmiĢken, LPO seviyesinin metilparaben grubunda hafif ama 

anlamlı olrak arttığını tespit etmiĢtir.  

 

Üstündağ ve ark (2019)‘nın farklı dalga boylarındaki ıĢık Ģiddetine maruz bıraktıkları 

zebra balığı embriyolarının oksidan-antioksidan sistemi, ölüm kalım oranı ve 

malformasyon oluĢumunu inceledikleri çalıĢmalarında, beyaz LED (7200 K) ıĢığa 
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maruz kalan embriyoların lipid peroksidasyon seviyesinin kontrol grubuna göre 

anlamlı Ģekilde arttığını ve SOD ve GST enzimlerinin aktivitelerinin ise 

azaldığınıtespit etmiĢlerdir. YeĢil LED (515–535 nm) ıĢığına maruz bırakılan 

embriyolarında, LPO seviyelerindeki artıĢ, diğer maruziyet gruplarında daha az 

olarak tespit edilmiĢtir. Kırmızı LED (515–535  nm) maruz kalan grupta ise kontrol 

grubuna göre LPO ve NO seviyerinde anlamlı artıĢ, SOD ve GST aktivitelerinde 

anlamlı azalma tespit etmiĢlerdir. 

 

Üstündağ ve ark (2017) zebra balığı embriyolarını BPA‘nın ve DEHP‘nin letal dozu 

belirlemek için zebra balığı embriyolarını kullanmıĢlardır. Embriyoları DEHP (Di-2-

Etilhekzil ftalat) ve BPA‘ya maruz bıraktıkları çalıĢmalarında, embriyoların 

geliĢimlerini 120 saate kadar takip etmiĢlerdir. Hem BPA hem de DEHP maruziyeti 

gruplarında aksiyal malformasyonlar, perikardiyal ödem ve besin kesesi ödemi tespit 

etmiĢlerdir. DEHP‗nin Zebra balığı embriyolarında kuluçkadan çıkıĢ oranını kontrol 

grubuna kıyasla 48 ve 72 saatte önemli ölçüde azalttığı tespit edilmiĢtir. 

 

Scopel ve ark (2019) farklı konsantrasyonlarda BPA'ya maruz bırakılan zebra balığı 

embriyoları 24, 48, 72 ve 96 saat maruziyetten sonra embriyoların ölüm oranı, kalp 

atıĢ hızı, koryondan çıkma ve anomalilerin varlığı açısından analiz edilmiĢtir. 

Sonuçlar, zebra balığı embriyolarında BPA'nın belirgin bir sitotoksisitesinin 

olduğunu göstermiĢtir.70 μM'den daha yüksek BPA konsantrasyonları, 24 saat kadar 

erken maruziyet sonucunda bile embriyoların ölümüyle sonuçlanan çeĢitli toksik 

etkilere neden olduğu gözlemlenmiĢtir. 

  

Matos ve ark (2019) yaptıkları çalıĢmada ZnS ve CdS kuantum noktalarının toksik 

etkilerini inceledikleri çalıĢmalarında Zebra balıklarını kullanmıĢlardır. Artan 

konsantrasyon ile birikim oranının da arttığını tespit etmiĢlerdir. 

 

Wang ve ark (2020) Zebra balığında yüzey amino gruplarına sahip katyonik 

PAMAM dendrimerlerin 24 saat inkübasyon sonrası % 100 ölüme neden olduğu, 

amino asit etanol yüzey gruplarına sahip nötr PAMAM dendrimerler ve süksinamik 



 

 
 

59 

asit uç gruplarına sahip anyonik dendrimerlerin ise katyonik amin gruplu 

dendrimerlere göre daha az toksik olduğu bildirilmiĢtir. 

 

ÇalıĢmamızda laktaz enzimi ve BPA antikoru immobilize edilen nanofiberler ayrı 

ayrı E3 embriyo geliĢme ortamında bekletildiğinde, BPA antikoru immobilize edilen 

nanofiber 10 saat süre ile E3 ortamında bekletildikten sonra ortama bırakılan 

embriyoların hepsi 24 hpf sonunda ölürken, 1 saat süre ile E3 ortamında bekletilen 

BPA antikoru immobilize edilen nanofiber grubunda ise 24, 48 ve 72 hpf‘de 

mortalite oranları arasında zamana bağlı istatiksel olarak anlamlı bir değiĢiklik tespit 

edilmemiĢtir. BPA immobilize edilen nanofiberin 10 saat süre ile E3 ortamında 

bekletildikten sonra ortamdaki embriyoların ölüm nedeni olarak kovalent 

immobilizasyon tekniğinde kullanılan kimyasal ajandan kaynaklanabileceği 

düĢünülmektedir. Bunun dıĢında 10 saat nanofiberin E3 ortamında bekletilmesi 

sonucunda BPA antikorunun ortama karıĢtığı ve toksik etkiye neden olması da bir 

olasılık olarak belirlenmiĢtir. 1 saat süre ile E3 ortamında bekletilen BPA immobilize 

edilmiĢ nanofiberin herhangi bir toksik etki oluĢturmamıĢ olması, biyoaktif 

nanofiberin 1 saatlik temas için uygun olduğunu göstermektedir. Bu çalıĢmada letal 

ilaç dozunun belirlenmesine benzer Ģekilde nanofiberin BPA uzaklaĢtırmak için 

içerisine konulacağı sıvı ile temas süresi belirlenmiĢtir. Laktaz enziminin immobilize 

edildiği nanofiberin 10 saat süre ile E3 embriyo ortamında bekletilmesi sonucunda 

ise 24, 48 ve 72 hpf‘de mortalite yüzdeleri arasında istatiksel olarak anlamlı bir 

farklılık tespit edilmemiĢtir. 

  

Bulgularımız BPA antikoru immobilize edilmiĢ nanofiberin 1 saat süre ile E3 

embriyo ortamında bekletilmesinin uygun olduğunu, laktaz enzimi immobilize 

edilmiĢ nanofiber için ise 10 saat ve altındaki süreler için E3 embriyo ortamında 

bekletilmesinin uygun olduğunu göstermektedir. 72 hpf‘de gruplar 

karĢılaĢtırıldığında ham nanofiber, laktaz enzimi immobilize nanofiber ve BPA 

antikoru immobilize nanofiber grupları, kontrol grubuyla kıyaslandığında, mortalite 

oranlarında ve kuluçkadan çıkma oranları arasında anlamlı bir fark belirlenmemiĢtir. 
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Oksidatif hasarı incelemek amacıyla test edilen MDA değerleri; laktaz enzimi 

immobilize nanofiber ve BPA antikoru immobilize nanofiber grubu embriyolarda 

kontrol grubu embriyolarına göre anlamlı bir Ģekilde artarken; NO değerleri, SOD ve 

GST enzim aktiviteleri azalmıĢtır. Ham nanofiber grubu ile kontrol grubunun MDA 

değeri, SOD ve GST enzim aktiviteleri  karĢılaĢtırıldığında ise anlamlı bir farklılık 

tespit edilmemiĢtir. NO değeri ise tüm nanofiber maruziyet gruplarında kontrol 

grubuna göre anlamlı olarak azalmıĢtır. Laktaz enzimi ve BPA antikoru immobilize 

gruplarındaki embriyoların SOD ve GST enzimlerinin aktiviteleri arasında bir 

farklılık tespit edilmemiĢtir. SOD ve GST aktivitelerindeki azalma en çok laktaz 

enzimi ve BPA antikoru immobilize gruplarda olmuĢtur. Embriyo homojenatlarında 

tespit esilen bu değiĢimler çok hafif seyrettiği için embriyoların mortalitesine ve 

kuluçkadan çıkıĢ sürelerine etki etmemiĢtir. 

 

Antikor veya enzim immobilizasyonu yapılarak biyoaktif hale getirilen PCL/SF 

esaslı nanofiberin toksikolojik ve oksidatif özellikleri zebra balığı embriyoları 

kullanılarak belirlenmiĢtir. ÇalıĢmamızda elde ettiğimiz biyoaktif nanofiberlerin 1 

saat süre ile sıvı ile teması sonrası toksikoljik etkiye neden olmadığı, hafif bir Ģekilde 

etkilenen oksidan antioksidan dengesini ise zebra balığı embriyolarında herhangi bir 

deformasyona ve mortaliteye neden olmadığı tespit edilmiĢtir. Nanofiberlerin 

toksikolojik testlerinin zebra balığı embriyoları kullanılarak yapılması, hem 

araĢtırmalara hem de biyomalzeme üretimine yönelik yeni bir test metodu 

geliĢtirilmesine zemin hazırlamaktadır. 

  

Sonuç olarak Zebra balığı embriyoları yalnızca yetiĢkin balıklarla yapılan deneyler 

için değil, aynı zamanda memeli türleri ile yapılan deneyler için de bir alternatif 

olarak hizmet ettiğinden, medikal ürün araĢtırma ve geliĢtirme çalıĢmalarının 

kapsamına da alınarak yeni geliĢtirilen medikal ürünlerin güvenirliğine katkı 

sağlayacağı düĢünülmektedir. 
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