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1. OZET
Biyoaktivasyon sonrasi polikaprolakton/ipek fibroini nanofiberlerin zebra
balig1 embriyolar iizerine etkilerinin incelenmesi

Ogrenci Ad1: Giizin Goksun Sivas
Danigman Adi: Prof. Dr. Tugba TUNALI AKBAY

Amag¢: Calismamizin amaci polikaprolakton/ipek fibroini (PCL/IF) esasli nanofiber
hazirlanirken kullanilan ¢dziiciilerin ve antikor, enzim immobilizasyonu gibi islemler
sirasinda kullanilan kimyasal maddelerin toksik etkisi olup olmadigint ve ayrica
oksidatif hasar olusturma potansiyalinin zebra balig1 embriyo modeli kullanilarak
tespit etmektir.

Gerec ve yontem: Elektro dokuma yontemi ile hazirlanan PCL/IF esasl nanaofibere
laktaz enzimi ve BPA antikoru immobilize edilmistir. Zebra baligi embriyolari
kontrol, ham nanofiber, laktaz enzimi immobilize edilmis nanofiber, bisfenol a
(BPA) antikoru immobilize edilmis nanofiber olmak iizere dort gruba ayrilmistir.
Nanofiber esasli maruziyet gruplarinda, ilgili nanofiberler ayr1 ayri embriyolarin
gelisme ortamina birakilip belirli siire bu ortamda bekletilmistir. Daha sonra
embriyolar bu ortamlarin igerisinde gelismeye birakilip 72 saat siire ile gelismeleri
izlenmistir. 72 saatin sonunda tiim gruplardaki 100 adet embriyo, 1 mL serum
fizyolojik ile homojenize edilmistir. Elde edilen homojenatlara biyokimyasal
analizler uygulanmigtr.

Bulgular: Calismamizda Ham nanofiber ve Laktaz immobilize edilen nanofiberin
mortalite ve kuluckadan ¢ikis ylizdeleri 24, 48, 72 hpf ‘de kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik tespit
edilmemistir. BPA antikoru immobilize edilen nanofiber 10 saat siire ile E3
ortaminda bekletildikten sonra ortama birakilan embriyolarin hepsi 24 hpf sonunda
olirken, 1 saat siire ile E3 ortaminda bekletilen BPA antikoru immobilize edilen
nanofiber grubunda ise 24, 48 ve 72 hpf’de mortalite ve kulugkadan ¢ikis yilizdeleri
kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir degisiklik tespit
edilmemistir.

Sonu¢: Hazirladigimiz biyomalzemelerin toksikolojik etkisinin olup olmadig1 deney
hayvani kullanimma gerek kalmadan zebra baligi embriyolar1 kullanilarak tespit
edilmistir.

Anahtar kelimeler: Nanofiber, zebra balig1, toksisite, polikaprolakton, ipek fibroin.



2. SUMMARY
Investigation of the effects of polycaprolactone/silk fibroin based nanofibers on
zebrafish embryos after bioactivation

Student Name: Giizin Goksun Sivas
Name of Supervisor: Prof. DR. Tugba 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.



3. GIRIS ve AMAC

Immobilizasyon tekniginin kullanildig1 teknolojik sistemlerde tip, kimya, biyoloji,
miithendislik alanlarim1 i¢ine alan multidisipliner c¢alisma olanaklar1 ortaya
ctkmaktadir. Gliniimiizde enzim, antikor ve hiicre immobilizasyonu teknikleri
biyoteknolojide  siklikla  kullanilmaya  baslanmistir ~ (Makaraviciute  ve
Ramanaviciene, 2013). Biyolojik olarak fonksiyonel olan bir molekiiliin veya
hiicrenin, tasiyici bir yiizey tizerinde sabitlendigi immobilizasyon yonteminde,
immobilize kompleks yapi fiziksel olarak tasiyici ylizeyin Ozelligini tasir ve
immobilize edilen molekiiliin veya hiicrenin temel aktivitesine sahip olur.
Immobilizasyon sonras tastyic1 yiizeye tutunan molekiiliin veya hiicrenin yapisi veya
karakteristligi degisime ugramamaktadir. Calismamizda kullanacagimiz kovalent
baglama yontemi protein yapili molekiil ile suda ¢oziinmeyen aktiflestirilmis destek
arasinda kovalent bag olusumu molekiiliin immobilizasyonu i¢in oldukca sik
kullanilan bir tekniktir. Bu yontem enzimin veya antikorun suda ¢éziinmeyen bir
tagiyictya kovalent baglanmasina dayanmaktadir. Genellikle baglanma, enzim veya
antikorun  niikleofilik  grubuyla tastyicinin  fonksiyonel grubu arasinda
gerceklesmektedir. Baglanmada rol alan fonksiyonel gruplar; amino grubu (NHy),
karboksil grubu (CO,H), siilthidril grubu (SH), hidroksil grubu (OH), imidazol
grubu, fenolik grup, tiyol grubu, treonin grubu ve indol grubudur (Uhlig, 1998).
Kovalent baglanmada immobilize edilecek molekiil ve tasiyicit arasindaki baglar
diger immobilizasyon yontemlerine goére daha kuvvetlidir. Bu teknik enzim
tiirevlerinin kararli olmasini saglar ve enzimin ¢ozeltiye gegmesini engeller (Carr ve
Bowers, 1980). Ayrica enzim veya antikor tastyicinin iizerine tutturulmus

oldugundan, immobilize edilmis molekiil substratla ¢ok kolay baglant1 kurabilir.

Calismamizda tastyic1 yiizey olarak kullandigimiz polikaprolakton (PCL) ve ipek
fibroini esasli nanofiber elektro dokuma yontemi kullanilarak hazirlanmistir. PCL,
yiiksek biyouyumluluga sahip olmasi ve biyobozunur olmasi nedeniyle biyomedikal
malzemelerin iiretiminde siklikla kullanilmaktadir (Woodruff ve Hutmacher, 2010).
Calismamizda kullandigimiz hibrid nanofiberin ikinci polimeri olan ipek fibroini, lif

yapisinda bir protein olup listiin malzeme 6zelliklerinin yani sira biyouyumlulugu,



biyobozunurlugu, yiiksek derecede dayanikli ve tok olusu, kolaylikla iglenebilirligi
ile one c¢ikan bir malzemedir. Ipek fibroin biyomedikal malzeme olarak hiicre
kiltiirti, yara Ortiisti ve ilag salinimi ¢alismalarinda, enzim immobilizasyonunda
destek materyali ve kemik hiicre miihendisliginde iskelet olarak kullanim alami

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

Canli organizma hiicrelerinde kimyasal maddelere maruz kalma nedeniyle 6nemli
yapt ve fonksiyon degisikliklerinin tespit edilmesi ve yorumlanmasi amaciyla
deneysel toksikolojik arastirmalar yapilmaktadir (Loomis, 1978). Her ne kadar PCL
ve fibroin polimerlerinin kullaniminin tibbi malzeme iiretimi i¢in uygun oldugu
belirtilse de hibrid polimerin hazirlanmasi1 sirasinda kullanilan ¢oziiciiler ve
nanofiber iiretiminde kullanilan elektro dokuma isleminin nanofiber yapida bir toksik
veya oksidan bir etkisi olup olmadiginin kullanima geg¢meden tespit edilmesi
gerekmektedir. Toksikolojik testler gilinlimiizde deney hayvanlar1 kullanilarak
yapilmaktadir. Bu test tiiriinde toksik maddelerin canlilarin gelisimine gosterdigi etki
incelenmektedir (Unsal, 1998). Zebra baliklar1 dayanikli bir tiir olmalari, kolay
bulunmalari, laboratuvar ortaminda yumurta birakabilmeleri, kolay beslenebilmeleri
ve ¢ogalmalari, ergin disilerin haftalik araliklarla yiizlerce yumurta birakabilmeleri,
dis dollenme ile iiremeleri, yumurta ve embriyolarimin saydam olusu, yumurta ve
larvalarin gelisimlerinin kolay izlenebilmesi, jenerasyon zamanlarinin kisa olmasi,
insan ve diger omurgalilarin genom yapilarimin benzer olusu, metabolizma ve
embriyonik gelisimlerinin hemen hemen ayn1 olmast nedeniyle toksikoloji

caligmalarinda en sik kullanilan model organizmalardan biridir (Atasayar, 2011).

Bu bilgilerin 1g1ginda, galismamizin amaci, PCL/ipek fibroini esasli nanofiber elde
etmek, elde edilen nanofibere antikor veya enzim immobilize ederek sonrasinda elde
edilen biyoaktif nanofiberin toksikolojik ve oksidatif ozellikleri zebra baligi
embriyolar1 kullanilarak belirlemektir. Bdylece nanofiber esashi tibbi malzemelerin
kullanima yonelik uygunlugu igin bir yol belirlenmis olacaktir. Nanofiberlerin
toksikolojik testlerinin zebra baligi embriyolart kullanilarak yapilmasi, hem
arastirmalara hem de biyomalzeme iiretimine yonelik yeni bir test metodu

gelistirilmesine zemin hazirlamaktadir. Bu nedenle, zebra balig1 embriyolar1 yalnizca



yetiskin baliklarla yapilan deneyler i¢in degil, aynt zamanda memeli tiirleri ile
yapilan deneyler icin de bir alternatif olarak hizmet edebileceginden, zebra baligi

modelinin klinik arastirmalarda kullanimi desteklenmelidir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Nanofiberler

Glinlimiizde nano boyutlu malzemelerin c¢esitli uygulamalara yonelik olarak
kullanim1 nanoteknoloji alanindaki gelismeler sayesinde ortaya ¢ikmistir.
Nanofiberler benzersiz mekanik, elektriksel ve kimyasal 6zellikleri ile gelismis nano
boyutlu malzemeler arasinda yer almaktadirlar. Nanofiberlerin farkli {iretim
yontemlerinin  gelistirilmesi ve bu yOntemlerin spesifik uygulamaya gore

kullanilmas1 uygulamanin basarisi i¢in olduk¢a énemlidir (Sabraa ve ark., 2020).

4.1.1. Nanofiber Uretim Yontemleri

4.1.1.1. Temel Elektro Dokuma

Temel elektro dokuma ydntemi ile nanometre araligina kadar boyut kontrollii fiberler
tiretilmektedir. Polimer ¢ozeltisi, dar bir igne veya noziil (elektrot) araciligr ile 20-
100 kV arasinda yiiksek voltaj alanina gonderilir. Genel olarak, tipik laboratuvar
kurulumunda elektrottan toplayiciya olan mesafe 10-25 cm'dir. Elektro dokuma

islemi sirasinda akim nanoamperden mikroampere degisir. (Greiner ve Wendorff.,

2007).

Bir elektrota yiiksek voltaj uygulandigi zaman, toplayici ile elektrot arasinda bir
elektrik alani olusur. Kritik voltaj degerinden sonra elektrostatik kuvvet ylizey
gerilimini yener ve yilikli polimer ¢dzeltisi noziil veya igne ucundan ayrilmaya
zorlanir. Polimer ¢ozeltisi elektrostatik kuvvet nedeniyle bir uzama ve kararsizlik
fazindan geger. Aynm1 zamanda, ¢Oziicii buharlasir ve katilasma gergekleserek
toplayicinin yiizeyinde birbirine baghi bir fiber (lif) tabakasi olusur. Eriyik
durumunda, piiskiirtiilen polimer ¢ozeltisi havada hareket ederken katilasir (Patanaik

ve ark., 2007).



4.1.1.2. Eriyik Elektro Dokuma

Bir noziile yiiksek voltaj uygulandiginda koni olusur. Kritik voltajda elektro statik
kuvvetler yiizey gerilimini yener. Viskoelastik davranis sayesinde, kiigiik deliklerden
ince bir Ifiberin ¢ekilmesi gergeklesir. (Lyons ve ark., 2004). Eriyik elektro
dokumada, polimerin erimis halde kalmasi i¢in polimer ¢ozeltisini igeren hazneye
sabit bir 1s1 beslemesi olmalidir. Noziilden toplayiciya olan mesafe tipik olarak temel
elektro dokumadan daha kisadir. Polimer erimis halde oldugu i¢in baglatma i¢in daha
fazla yiik gerekir (Lyons ve ark., 2004). Sekil 1, tipik eriyik elektro dokuma

tasarimini gostermektedir.

Polimer

[ [
4 }

2 voltaj

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

4.1.1.3. Gaz Ceketi Elektro Dokuma

Cozeltinin asir1 ylizey gerilimi veya yiiksek viskozite sahip oldugu durumlarda,
elektro statik kuvvet, nanolif iiretmek i¢in ¢Ozeltiyi germek icin tek basina yeterli
olmayabilir. Kolay buharlasan ¢oziiciiler tercih edilirse, ¢cevreye maruz kalma ve
¢Oziiciinlin hizli buharlagmasi1 ¢6zeltinin dénmesini zorlastirabilir (Larsen ve ark.,

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

Bu nedenle, Sekil 2'de gosterildigi gibi, dondiirmeyi baslatmak igin, piiskiirtme
noziliiniin ucunda, ¢ozeltiye ¢arpan ve bir gerdirme kuvvetini devreye sokan bir gaz
ceketi kullamlir. Ornegin yiiksek viskoziteye sahip hiyaluronik asit bu sistemde
elektro dokuma yonteminde kullanilabilir. Yiiksek sicaklik ¢ozeltinin viskozitesinin
diismesine neden oldugu igin fiber {iretimi, 1sitilmis bir gaz kullanilarak ilerletilir
(Um ve ark., 2004). Soy gaz, havuzdan alinarak gaz akisini stabilize eden tampon
hazneden gegcirilir. Gaz akist ayrica, enjektor tarafindan bir kilcal damara yavasca
enjekte edilen ve belirli bir uzunlukta bir kilcal damar i¢inden akan polimer
¢ozeltisinin gerilmesine de katkida bulunur. Gaz elektro-dokuma isleminde, ytiksek
voltajli anota bagli olan noziilden belirli bir konsantrasyondaki polimer ¢ozeltisi
cikarilir. Ayrica elektro iifleme teknigi de ayni iiretim yontemi olarak kabul edilebilir

(Teo ve ark., 2011).
4.1.1.4. Kabarcik Elektro Dokuma

Kabarcik elektro dokuma teknigi yiizey gerilimini en aza indirmek icin tasarlanmistir
Bu yeni sistem, gaz tiiplii dikey bir ¢dzelti rezervuari icerir. Tiiplin ortasina
sabitlenmis bir metal elektrot ile alttan besler. Topraklanmis bir toplayici rezervuarin

tizerine monte edilir (Sekil 3).
1

Inert gaz

Sekil 3: Kabarcik Elektro Dokuma (He, 2008)



Bu celektro dokuma yoOnteminin mekanizmasi oldukg¢a basittir. Elektrik alan
havalandirma sistemi yiizeyinde ¢esitli kabarciklar tiretir ve kabarcik ylizeyine ytikler
indiikler. Yiizey yiikii ve harici elektrik baglantis1 alan tegetsel bir stres yaratir, bu da

kiiciik kabarciklarin ¢ikintiya doniismesine neden olur (He, 2008).
4.1.1.5. Manyetik Elektro Dokuma
Elektro dokuma isleminde amper kuvveti lireterek bir manyetik alan kullanilir. Bir

manyetik alan uygulanirsa, manyetik elektro dokuma yontemi gergeklestirilir (Sekil
4) (He, 2005).
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Sekil 4: Manyetik Elektro Dokuma (He, 2005)
4.1.1.6. Konjugat Elektro Dokuma

Konjugat elektro dokumada kullanilan sistem Sekil 5'da gosterilmistir. Zit kutuplu
iki veya ti¢ yiiksek voltajhi gii¢ kaynagi, iki veya li¢ memecik ve bir alic1 tamburdan

olusur (Sekil 5).
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Sekil 5: Konjugat Elektro Dokuma (Li X ve ark., 2008)



Cozeltilerin dagitim hizin1 kontrol etmek i¢in iki veya ii¢ programlanabilir pompa

kullanilir.

Giic kaynaklar sirastyla iplik noziille baglanir. Spinneretler ayn1 yatay ¢izgi iizerinde
zit konumlarda diizenlenmistir. Noziiller arast mesafe ayarlanabilir olarak
tasarlanmigtir. Cozelti, siringalarla iki veya {i¢ noziile ayr1 ayr verilir. Alici,
kademeli bir motor tarafindan kontrol edilen dénen bir tamburdur. Iki veya ii¢ zit
yiiklii elektro dokuma diizesinden gelen lifler, tambur alicis1 tarafindan sabit bir hizla
toplanir ve gerilir. Bu teknikle iiretilebilen nanofiber iplikler, oda sicakliginda vakum
altinda kurutulur (Li X ve ark., 2008).

4.1.1.7. Koaksiyel Elektro Dokuma

Koaksiyel elektrodokuma tekniginde iki sivi, polimer ¢ozeltisi noziillerden uzaklasir

(Sekil 6).

Cekirdek Polimer
_ Cozeltisi

koaksiyeligne || | /|

I

Kabuk Polimer -
Cozeltisi Yuksek |

Voltaj

Sekil 6: Ko-aksiyel Elektro Dokuma (Wu ve ark., 2007)
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Swvilar birbirleriyle sadece koaksiyel igne veya kapiler ucunda temas eder. Dokuma
islemi sirasinda ¢oziiciiler buharlasir ve bilesik jet katilagir. Bu katilasmanin bir
sonucu olarak, ¢ekirdek-kabuk nanofiber iiretilir. Bu teknikte, polimer ¢ozeltilerinin
karismasini 6nlemek oldukg¢a 6nemlidir. Bu teknikle, ¢ekirdek-kabuk nanofiber elde
etmek i¢in temel elektro dokuma ile yapilamayan polimer tercih edilir. Bu tip liflerin
mikroelektronik, optik ve tipta potansiyel uygulamalari vardir. Ayrica, polimer

nanotiipler iretilebilir (Wu ve ark., 2007).

4.1.1.8. Santrifiij Dokuma

Bu yontem elektrik yiikii yerine bir polimer ¢dzeltisinin tipik bir ¢ozelti {lizerine
damlatilmasi sayesinde gerceklesir. Bu dokuma prosediirii, i¢i bos polimer boncuklar
elde etmek ve farkli polimer tiirlerine uygulanabilir olmak gibi teknolojik olarak

ilgili bir¢ok firsat sunmaktadir.

S1vi malzeme igeren bir hazneye sahip bir noziil, yiiksek devirde bir eksen iizerinde
santrifiij olarak dondiiriiliir. Diize donerken, sivi malzeme bir delik vasitasiyla dig
duvara itilir. Bu siiregte merkezkag ve hidrostatik kuvvetler birlikte etkilidir (Weitz

ve ark., 2008).

4.1.1.9. Islak Cekim Teknigi

Bu teknik, 10 mikrondan 400 nanometreye kadar ¢ap araliginda polimer nanolifler
iretebilen geleneksel ve ticari bir yontemdir. Cok kiigiik bir acikliktan hareket eden
ve oldukg¢a viskoz bir ortama gecen bir polimer ¢ozeltisi Onciisiiniin enjeksiyonu

yoluyla gergeklesir (Sekil 7).

Cam mikropipet

€ !
Fiber yoriinge

Sekil 7: Islak Cekim Teknigi (Gorantla M ve ark., 2006)
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Ortam, donen mandrel tarafindan hareket ettirilir ve mandrel nanofiberi c¢eker.
Ekstriizyon ucu uygun sekilde konumlandirilirsa, ekstriide edilen fiber spiral bir
yoriingede hareket eder ve mandrel etrafinda stirekli olarak biriktirilerek polimer

viskoz ortamda katilasir.

Bu modifiye edilmis 1slak ¢ekim teknigi, baska herhangi bir yontemle "spinnable"
olarak kabul edilebilecek lifleri dondiirebilir. Ayrica bu islemde diisiik viskoziteli

bazi1 malzemeler kullanilabilir (Gorantla M ve ark., 2006).

4.1.1.10. Cizim Teknigi

Cizim teknigi, basit ve uygun maliyetli fotonik tel tiretimi saglar. 60 nm ¢apa ve 500
mm uzunluga kadar nanofiberler iretilebilir. Sekil 8’de gosterildigi gibi ¢ekme

islemi uygulanir. 0.1—1 m/s hizinda geri cekilir.

Uzatilmis fiber teli havada hizla sogutulur ve sonunda kaplanmamis amorf bir
nanofiber olusturulur. Bu teknikle iiretilen lifler sadece diisiik optik kayiplar

gostermekle kalmaz, ayn1 zamanda iyi bir esneklik sunar (Xing X ve ark., 2008).

Yaklasan Cizim

MWanofiber

Polimer |}~ ’ u

Sekil 8: Cizim Teknigi (Xing X ve ark., 2008)

4.1.2. Nanofiberlerin Endiistriyel Uygulama Alanlar

Nanofiberler gilinlimiizde biyomedikal, farmasétik ve enerji uygulamalarinda

kullanilan nanoteknolojik iirlinlerdir. Dogal veya sentetik polimerler kullanilarak
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tiretilirler. Hiyaluronik asit, kitosan, kondroitin siilfat, kollajen, ipek fibroin ve
nigasta gibi dogal polimerlerin ¢cogu biyolojik olarak parcalanabilen nanofiberlerin
tiretiminde kullanilmaktadir. Bu polimerler ayrica biyouyumlu olmalar1 nedeniyle
biyomedikal ve ila¢ salinim1 uygulamalarinda da kullanilmaktadir. Nanofiberler, yara
pansumanlarinin ve rejeneratif tibbin iiretimine yonelik aktif farmasoétik iiriinlerin
kontrollii ve hedefle yonelik uygulanmasi icin potansiyel tasiyicilar olarak da

kullanilabilmektedir (Sridhar ve ark., 2015). Sekil 9 nanofiberlerin kullanim

[ Filtre membrani J

alanlarin1 géstermektedir.

4 B 4
Biyoteknoloji Sensor
L ) L
4 D 4
Tekstil Gida
Tarim
\_ J \_

Eneriji
Cevre

Sekil 9: Nanofiberlerin kullanim alanlar1 (Sabraa ve ark., 2020)

4.2. immobilizasyon

Immobilizasyon, kararlilig1, etkinligi ve yeniden kullanimi artirmak i¢in molekiilleri
bir matrise (destek materyali) sabitleme teknigidir. Immobilizasyon y&nteminin
basarisi, kararli ve uygun bir hareketsizlestirme saglamak i¢cin immobilize edilecek
molekiilin ve matrisin uygun olmasma baghdir. Immobilizasyon yontemi,
immobilize edilen molekiiliin geri doniigiimiinii  artirmak, immobilize edilen

molekiilii saflagtirmak ve islemlerin kontrolii amaciyla kullanilmaktadir.

Bu yontemin kullanimi toksikoloji (zehirlerin tespiti), kirlilik kontrolii (pestisit /

insektisit / herbisit tespiti) (Wijaya ve ark., 2010; Ramansuri ve ark., 2009), narkotik
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ilac tespiti (Gandhi ve ark., 2015; Tey ve ark., 2010; Mishra ve ark., 2018) ve gida ve
sularda agir metal icerigi kontrolii (mikroorganizmalarin, agir metallerin ve bocek
ilaglarinin tespiti / bocek oldiiriiciiler / herbisitler) (Raman Suri ve ark., 2008;
Sharma ve ark., 2010) gibi alanlarda hizla artmaktadir. Adli tipta da uygulanan
immobilizasyon islemlerine dayali teknikler r kanitlarin hizli ve daha ekonomik bir

sekilde analiz edilmesi amaciyla kullanilmaktadir.

Immobilize edilen molekiil stabilitesini kaybetmeden yeniden kullanilabildmesine
olanak sagladig1 i¢in immobilizasyon teknikleri ekonomiktir. Iimmobilizasyon
isleminin amaci ne olursa olsun, hedefe ulasmak i¢in, immobilizasyon hazirlama
yonteminin uygunlugu, bmmobilize edilecek molekiil ve immobilizasyonun
yapilacagi destek materyalinin yapisal 6zellikleri belirleyici faktorlerdir (Homaei ve
ark., 2013).

4.2.1. Immobilizasyon Yontemleri
Her bir immobilizasyon teknigi, molekiiliin ve matris fizikokimyasal 6zelliklerine

dayanir. (Datta ve ark., 2013). Immobilzasyon islemlerinde kullanilan fiziksel ve

kimyasal yontemler Sekil 10°da goriilmektedir.
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Kapana kisilma

Membran
hapsetme

(Kapstlleme)
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4.2.1.1. Fiziksel immobilizasyon

4.2.1.1.1.Adsorpsiyon
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Sekil 10: immobilizasyon Yontemleri (Roberts ve ark., 2020)
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Molekiiliin matrise baglanmasina dayanan en basit immobilizasyon ydntemlerinden
biridir. Bu yontem esas olarak hidrojen baglari, van der Waals kuvvetleri ve iyonik
etkilesimler gibi diisiikk enerjili baglar1 igerir. Bu yontemde, molekiiller fiziksel
olarak matris yiizeyine adsorbe edilir. Aktif karbon, gozenekli cam, nisasta, dekstrin,
seliiloz ve kitosan, hareketsizlestirme i¢in kullanilan matris 6rneklerinden bazilaridir.
Adsorpsiyon i¢in ideal tasiyici, iyon degisim matrisleri, cam elyafi, goézenekli

karbon, polimerik aromatik regine ve sulu metal oksit gibi ¢6ziinmez maddelerdir.



Geri doniigiimli bir immobilizasyon yontemidir ve diger yontemlere gore nispeten
daha zayiftir. Adsorpsiyon yoOnteminin avantajlar1 ve dezavantajlar1 Tablol’de

gosterilmistir.

Tablo 1: Adsorpsiyon Yonteminin Avantajlari ve Dezavantajlart (Roberts ve ark., 2020)

Adsorpsiyon Yonteminin Adsorpsiyon Yonteminin
Avantajlar Dezavantajlari
* Kolay kullanim * Sicaklik, pH, iyonik
» Uygun maliyet gugteki degisimden
« Immobilize edilecek etkilenir
molekiiliin degismeyen * Tasiyici partikiil boyutunun
konformasyonu kiiciik olmasi (0-1mm)

Altin nanopartikiilleri (AuNP) {izerine antikorlarin immobilizasyonu fiziksel
adsorpsiyonun orneklerinden biridir. Antikorlardaki pozitif yiiklii gruplar,
AuNP'lerin negatif yiiklii ylizeyiyle etkilesime girerek kovalent olmayan iyonik veya
hidrofobik baglarla AuNP’lerin yiizeyine baglanarak immobilize olurlar (Sekil 11).

NEGATIF YUKLL_J_ ALTN ABSORPSiYON O O

NANOPARTIKULLER S et 15 O :
\“)f"?/’ ANTIKOR-ALTIN
~{ \“,‘\<' NANOPARTIKUL KONJUGATI
N
POZITIF YUKLU ANTIKORLAR |

Sekil 11: Altin Nanopartikiillerine Antikorlarin Fiziksel Adsorpsiyonu (Roberts ve ark., 2020)

4.2.1.1.2. Tuzak (Kafes)

Molekiillerin bir polimerin i¢ine hapsedildigi immobilizasyon tekniklerine genellikle

tuzak kurma teknikleri denir. Bu immobilizasyon yontemi, molekiilii bir fiber
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tizerinde veya bir jel i¢inde tutmak i¢in kullanilir. Molekiillerin matrise baglandigi
diger yontemlerin aksine, molekiillerin birbirine baglandig1 kafes tipinde bir
immobilizasyon yontemidir. Hem kovalent hem de kovalent olmayan baglardan
olusur. Molekiilii cevreleyen matris, agar, jelatin, poliakrilamid, aljinat gibi matrisler
olup genellikle hidrofilik oOzelliktedirler (Hassan ve ark., 2016). Nanofiberlerde
kullanilan bu yontem sayesinde kimya, biyosensor, biyoyakit ve biyotip alaninda
yeni uygulamalar gelistirilmektedir (Datta ve ark., 2013). Geri doniisii olmayan bir
immobilizasyon islemidir, ayrica immobilize edilen molekiile mekanik gii¢ de saglar.

Molekiiller, capraz bagli polimerler arasindaki ara boslukta tutulur.

4.2.1.1.3. Membran hapsetme (Kapsiilleme)

Bu immobilizasyon yonteminde molekiiller yar1 gecirgen bir polimer zar igine
almirlar (Nguyen 2017). Sekil 12'de antikorlarin kapsiil i¢inde hapsoldugu bosluk
gosterilmektedir. (Hemalatha ve ark. 2016). Mikrokapsiiller olusturmak igin
kullanilan ¢esitli malzemeler (naylon ve seliiloz nitrat) gibi 10-100 um cap
araligindadir. Molekiiller yar1 gegirgen zara difiizyon yoluyla girerler. Bu yontemin

sakincalarindan biri, reaksiyondan ¢ikan {rlinler hizla biriktiginde, ¢ok fazla
molekiiliin difizyonuna (kapasiteden fazla) bagli olarak kapsiilleme zarinin yirtilma

olasiligidir. (Hassan ve ark., 2016).
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Sekil 12: Kapsiilleme Yontemi ile Immobilizasyon (Roberts ve ark., 2020)
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4.2.1.2 Kimyasal immobilizasyon
4.2.1.2.1. Capraz baglama (Kopolimerizasyon)

Capraz baglama yontemi ayni zamanda genel olarak kopolimerizasyon olarak da
adlandirilir. Kiiglik molekiiller aralarinda baglar olusturarak suda ¢oziinmeyen
kompleks bilesikler olusturur. Bu immobilizasyon yontemi proteinlerin ve kullanilan
coOzeltilerin konsantrasyonuna, ortamin pH’ma ve immobilize edilecek molekiil ile
direkt iligkilidir. Capraz baglanma i¢in glutaraldehit, karbonildiimidazol, heterosiklik
halojentiirler, gibi capraz baglayicilar kullanilmaktadir (Nguyen 2017).

4.2.1.2.2. Kovalent baglanma

Bu yontemde, immobilizasyonun etkinligi immobilize edilecek olan molekiiliin
fonksiyonel grubuna baghdir. Mezo-gozenekli silika ve kitosan gibi destek
malzemeleri, immobilize edilecek molekiillerin yar1 dmriinii ve stabilitesini artirir.
Bu immobilizasyon yontemi, stabilite ve yeniden kullanilabilirlik 6zelligi nedeniyle
ilag endiistrisi alaninda kullanilmaktadir. Bu yontem iyi bir stabilite, yiiksek
baglanma giicii ve uzun bir siire kullanilabilirlik saglamaktadir (Hassan ve ark.,
2016). Bu yontemde, destegin fonksiyonel grubunun aktive olmasi1 gerekmektedir.
Sekil 13°te gosterildigi gibi kovalent baglanma verimliligini artirmak i¢in destek
modifiye edilir. Sekil 13’te agaroz boncuk (destek), aldehit aktivasyonu kullanilarak
modifiye edilmis ve amin ligand igeren antikor immobilize edilmistir. Bu
immobilizasyon yontemi, imalat i¢in kimyasal modifikasyon gerektirir. Genellikle bu

tiir etkilesimde kullanilan matrisler seliiloz ve mikro-gézenekli camdir.

AMIN ISLEVSELLESTIRILMIS
ANTIKORLAR “

ALDEHIT ILE AKTIFLESTIRILMIS AGAROZ REGINESI SCHIFF BAZI BAGININ OLUSUMU

- - Al

KOVALENT OLARAK IMMOBILIZE ANTIKORLAR ANTIKORLAR

sumu

YUZEYE YERLESMIS ANTIKORLAR

Sekil 13: Kovalent Baglanma ile immobilizasyon (Roberts ve ark., 2020)
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Cesitli immobilizasyon tekniklerinin avantajlar1 ve dezavantajlart Tablo 2’de

sunulmustur.

Tablo 2: immobilizasyon Tekniklerinin Avantajlar1 ve Dezavantajlar1 (Roberts ve ark., 2020)

Immobilizasyon

Teknigi

Adsorpsiyon

Kovalent baglanma

Tuzak/
Mikrokapsiilleme
Capraz  baglama

(Kopolimerizasyon)

Etkilesim

- Hidrofobik

- Elektrostatik
etkilesim

- Van Der Walls

kuvveti

Kovalent baglanma

Kitosan, akrilamid

gibi polimerler
iginde molekiillerin
yakalanmasi veya

kafeslenmesi

Fonksiyonel
reaktan ile capraz
baglanmis

molekiiller

Avantaji

- Uygun maliyet
- Hizli

- Basit metot

- Kararllik,
- Yiiksek baglama

glicii

Kararlilik

S1zint1 ve

desorpsiyonu dnler
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Dezavantaji

- Kararsiz

- Cok zayif bag
- pH
-Sicaklik
ile degismeye
yatkindir.

-Once modifikasyona
ihtiyaci olabilir.

-Geri doniisiimsiiz
-Pahal1
-Toksik

igerebilir

kimyasal

Baglanma veriminde

azalma

-Aktif
degisiklik
-Aktivite kayb1

bolgede



4.2.1. Enzimler ve Endiistriyel Uygulamalar

Enzimler, canli bir organizmada meydana gelen kimyasal islemlerin c¢ogunu
gergeklestiren katalizorlerdir. Gilintimiizde, enzimlerin uygun kosullar altinda
islenebilirlik, yiiksek secicilik ve biyolojik olarak parcalanabilirlik 6zelliklerinin
endiistriyel siireclerde kullanimi giderek yayginlasmaktadir. Son elli yi1lda enzimler,
basta biyoteknolojik uygulamalar olmak iizere polimer kimyas1 ve enerji alaninda,
gida teknolojisinde, su kalitesinde ve tip alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Enzimlerin endiistriyel kullanim alanlar1 Sekil 14’da gosterilmistir.

| °
L]
—

Evde bulunan

Sekil 14: Enzimlerin Kullanim Alanlar1 (Schéfer ve ark., 2006).

Kararsiz enzimlerin endiistride kullanimi sinirlidir. Bu nedenle, kararsiz enzimleri
stabilize eden immobilizasyon yontemlerinden endiistriyel uygunlukta olanlar
kullanilarak kararsiz enzimlerin kararlilig1 arttirilmaktadir. Kararli bir biyokatalizor
elde etmek i¢in, kararli enzim kullanim1i veya immobilizasyon yontemleri
kullanilarak kararsiz enzimlerin kararli hale getirildikten sonra kullanimi

gerekmektedir (Schéfer ve ark., 2006).

Immobilizasyonun ardindan enzimler, reaksiyon tamamlandiktan sonra reaktanlardan

kolayca ayrilabilen heterojen biyokatalizorler gibi davrandiklar igin, birkag siire¢
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dongiisiinde kolayca yeniden kullanilabilirler ve biyoreaktorlere entegre edilebilirler.
Immobilize enzimler, meyve suyunun aritilmasi ve turunggil suyundaki aciligin

giderilmesi i¢in de kullanilir (Pramanik, 2019).

Immobilize enzimlerin diger bir ana uygulamasi biyosensdrlerdir. Cesitli bilesenlerin
icerigini belirlemek ve iirtinlerin kalitesini kontrol etmek i¢in bu alanda kullanmaktir.
Raf Omriinii uzatmak ve paketlenmis gida kalitesini artirmak igin perspektif
uygulama olan gida paketlemesinde de immobilize enzimler kullanilmaktadir.
Uygulamalart ayrica biyodizel, biyoyakit hiicreleri, polyester ve amino asitlerin

tiretimini de igerir (Yushkova ve ark., 2019).

4.2.2. Gida Endiistrisinde immobilize Enzimlerin Kullanin

Gida endiistrisinde, immobilize enzimler hem siirekli hem de aralikli iglemlerde
uygulanabilir olduklari i¢in tercih edimektedir (Yushkova ve ark., 2019). Immobilize
enzimler, suruplarin, sekerlemelerin, siitlii yiyeceklerin, alkolli ve meyveli
iceceklerin, unlu mamuller i¢in mayalarin ve peynir alt1 suyu laktoz hidrolizatlarinin
tiretimi  dahil olmak {izere ¢esitli {irlinlerin gida endiistrisinde imalatinda

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

4.2.3. Laktaz Enzimi ve Endiistriyel Kullanim

Stit ve siit tirtinleri, beslenmede yer alan baslica gida maddeleri arasinda oldugu i¢in
stit kaynakli laktoz [4-0-(/3-0-galaktopiranosil)-D-glukopiranoz], insanlarin giinliik
karbonhidrat aliminin énemli bir boliimiinii olusturmaktadir.

Laktoz, laktaz olarak da adlandirilan galaktosidaz enzimi tarafindan glikoz ve
galaktoza hidroliz edilir. Ancak siitte bulunan laktoz, insan viicudunda
sindirilemediginde “laktoz intoleransi” denilen bir saglik problemine neden
olmaktadir. Pek c¢ok insan laktoz intoleransina sahiptir ve bu nedenle siitii
tiketemezler (Kirk ve ark., 2002). Laktoz intolerans1 olan kisilere, laktozsuz siit
iriinlerini tiiketmeleri veya laktaz enzimini kullanmalari tavsiye edilmektedir. Laktaz

enzimi siit endiistrisinde ¢oziiniir halde uygun bir sekilde kullanilabilse de, isleme
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maliyeti ve siirekli isleme potansiyeli nedeniyle immobilize edilmis laktaz enziminin

kullanimina ihtiya¢ duymaktadir.

Omegin Woychik ve ark. K. lactis kaynakli immobilize laktazin, siit iiriinlerinin
islenmesi i¢in kullanimini saglamak igin yeterince stabil olmadigini belirtmislerdir.
Ayrica siitiin pH'1 ve ¢ok ¢esitli mikroorganizmalarin ¢ogalmasi immobilize enzimin
kullaniminm1  zorlagtirmaktadir. Siit proteinlerinin enzimin baglandigi matrise
adsorpsiyonu, immobilize enzimi sterik olarak engelleyerek kullanimim
siirlayabilir. Laktaz enzimi asidik pH’ta ¢alisabildigi i¢in, siizme peynir imalatindan
elde edilen peynir alti1 suyu gibi asidik sivi iriinlerde laktozun hidrolizi igin

immobilize formda kullanim i¢in uygundur.

4.2.2. Antikorlarin Endiistriyel Uygulamalar

Antikor-antijen etkilesimi, bagisiklik sisteminin temelini olusturmaktadir. Bu
etkilesim temel alinarak bir ¢ok modern immiinolojik test yontemi gelistirilmistir.
Antikorlar; baglanma 06zellikleri, afiniteleri ve 6zgiilliikkleri sayesinde biyomedikal
alanda c¢ok sayida uygulamada yer almaktadir. Bu biyomedikal uygulamalar
toksinlerin in vivo noétralizasyonu, pasif immiinizasyon goriintileme amach
radyoniiklitlerin verilmesi ve kanser tedavisini igerir (Whittum-Hudson ve ark.,
1996). Sekil 15 antikorlarin kullanimi1 biyomedikal amachh kullanimlarim

gostermektedir.
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Antikorla konjuge nanopartikiiller

Tedavi Teshis
llac/Gen Hipertermi In vivo In vitro
Ablasyon
Fototerapi
MRI Algilama

Biyolojik testler

Immobilizasyon
imminolojik
testler
Transfeksiyon
Ayirma

Sekil 15: Antikorlari Kullanim Alanlar1 (Whittum-Hudson ve ark., 1996)

Antikorlar mikro organizmalarin ve organik kirleticilerin kontamine su ve topraktan
verimli bir sekilde uzaklastirilma islemlerinde, gida ve c¢evre endiistrilerinde
mikrobiyal kontaminantlarin veya organik pestisitlerin ¢ok kiigiik oranlarda tespit
edilmesi icin gergeklestirilen rutin izlemlerde kullanilan biyosensor teknolojisinde

degerlendirilmektedir (Harris, 1999).

Antikorlarin, kanser tedavisindeki yiiksek potansiyelleri de fark edilmeye baglanmis
olmakla birlikte birka¢ tedavi yontemi Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag
Kurumu (FDA) tarafindan onaylanmistir (Leget ve Czuczman, 1998; Goldenberg,
1999). ilk terapotik monoklonal antikorun onaymdan bu yana FDA, 1986'da organ
nakli ile iligkili akut organ retlerin tedavisi i¢in uygulama ve klinik kullanim igin
toplam yaklagik 62 tane monoklonal antikoru onaylanmistir (Ecker ve ark.,2015).
Immobilize antikorlar, spesifik olarak toksik molekiilleri tiimor hiicrelerine
gondermek, sitotoksik immiin hiicrelerini toplamak ve apoptotik sinyal yollarini
etkinlestirmek icin kullamlir (Bagshaw ve ark., 1999). Immiinoanalizlerde ise

immobilize edilmis antikorlar, tespit adimlarinin sayisin1 ve siiresini kisaltmak ve
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ayrica yiksek tespit hassasiyetini ve tekrarlanabilirligi gelistirmek icin gore tercih

edilirler (Ecker ve ark.,2015).

Antikorlarin antijen baglama bdlgelerinin, antijeni baglamak icin serbest olacak
sekilde ylizeye giiclii bir sekilde tutulmasi immobilizasyon igleminin etkinligini
arttirmaktadir. Ideal substrat hidrofilik, diisiik maliyetli, biyomolekiillere kars1 inert
ve biyo uyumlu olarak erisilebilir olmalidir. Tiim biyomolekiiller i¢in uygun evrensel
bir substrat olmamasina ragmen, immiino analizlerde c¢ok sayida biyoanalitik
platform veya substrat kullanilmistir. En yaygin olarak kullanilanlar1 polistiren
mikrotitre plakalari, altin substratlari, manyetik boncuklar, nanopartikiiller ve siklik
poliolefinler gibi seffaf substratlardir. Sonug olarak, bu tiir malzemelerin yiizeyi,
antikor ile kovalent bag olusturmak ic¢in islevsel hale getirilmelidir. Antikor
immobilizasyonu ¢alismalarinin baslangicinda, antikorlar pasif adsorpsiyon teknigi
kullanilarak uzun siireli bir inkiibasyondan sonra substrat iizerine basitge adsorbe
edilmistir. Daha sonra pasif adsorpsiyon isleminde yer alan sorunlari ortadan
kaldirmak i¢in cesitli islevsellestirme ve capraz baglama stratejileri gelistirilmistir.
Bu gelisme ile kovalent, kovalent olmayan, yonlendirilmis, bolgeye 6zgii, afinite
veya tuzak bazli, peptit niikleik asit ve DNA yonelimli antikor immobilizasyon
yontemlerinin ortaya ¢ikmasina neden olmustur (Vashist ve Luong, 2018). Antikor

immobilizasyon yontemleri Sekil 16’da gosterilmistir.

YONLENDIRILMIS KOVALENT
[ Kovatent | | | OVALENT
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Sekil 16: Antikor immobilizasyon Yontemleri (Vashist ve Luong, 2018)
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4.2.3.immobilize Enzim veya Antikor Iceren Biyomalzemeler ve Toksisite

Testleri

Bir destek materyaline enzim ve antikor immobilizasyonu sirasinda kullanilan
yontem veya kimyasal maddeler nedeniyle tek basina toksik etkiye sahip olmayan
ancak diger malzemeler ile birlestiginde toksik ozellikler gdsterebilecek biyo ve nano
malzemeler toksikolojik olarak test edilmektedir. Hem ticari iriinlerde hem de
endiistriyel ortamlarda kullanim i¢in tasarlanmis bu biyomalzemelerin artan temas
olasilig1 saglik sonuglar1 hakkinda biiyiik bir endise olusturmaktadir (Beck-Speier ve
ark., 2005). Ornegin; bu malzemeler nano boyuta sahip oldugu igin viicut iginde
kullanildiklarinda hiicre zarmi1  gegerek mitokondri gibi kritik organellere
translokasyona ve biyopersistansa neden olabilirler. Nano boyutlu bu parcaciklar
(100 nm), hiicrelere girebildikleri i¢in ayni malzemeden yapilmis daha biiyilik
parcaciklara gore daha toksik olabilmektedir (Jeng ve Swanson, 2006) toksik
olmayan ve mikron boyutundaki bazi pargaciklarin boyutlari nano &lgege
kiigiiltildiigiinde toksik hale geldigini belirtmisledir. Bunun nedeni; nano
malzemelerin fiziksel ve kimyasal o6zellikleri, ¢oziiniirliikleri, ylizey alanlarindaki
degisiklikler ve yeni ylizeyin kimyasal 6zellikleri olabilir. Nanomalzemelerin kiigiik
boyutu, fiziksel davranislarini parcacik boyutuyla degistirir, bu da ¢oziiniirliigi,
seffaflig1, rengi, emilimi veya emisyon dalga boyunu, iletkenlik, erime noktasini
etkiler (Duffin ve ark., 2001) karbon siyahi gibi metal igerigi diisiik olan yanma
partikiillerinin ylizey 0Ozelliklerinden dolay1 iltihaplanmaya neden olabilecegini
gostermistir. Bazi arastirmalar ise tiim nanomalzemelerin benzer kimyasal bilesime

sahip nano boyutlu parcaciklardan daha toksik olmadigini gostermektedir (Chen ve
ark., 2006)

4.2.4. In vitro Toksisite Degerlendirmesi
Nanomalzemelerin toksisiteleri veya hiicre 6liimiinii tetikleme potansiyeli agisindan
degerlendirilmesi i¢in hem in vitro hiicre kiiltiiri hem de hayvan caligmalar

kullanilmaktadir. Genel olarak, in vitro testler, alt hiicre sistemleri (makromolekiiller,

organeller), hiicresel sistemler (tek tek hiicreler, ortak kiiltiir, bariyer sistemleri) ve
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tim dokulardan (organlar, eksplantlar) olusur. In vitro veriler, tim hayvan
calismalarinin yerini tutmaz ancak, genel bir toksisite mekanizmasini ortaya ¢ikaran
basit in vitro modellerin kullanimi, nanomalzemelere maruz kalma potansiyel
riskinin daha ileri diizeyde degerlendirilmesi i¢in bir temel olabilir. Toksikolojik
testlerde siklikla memeli tiirleri kullanilmaktadir. Memeli olmayan tiirler, omurgasiz
ve omurgali model organizmalarin toksikolojik amagli kullanimina yonelik ¢aligmalr
da devam etmektedir. Memeli olmayan tiirlerin toksikolojik testlerlerde kullanimin
baz1 teknik avantajlar1 bulunmaktadir. Ornegin, zebra balig1 gibi seffaf tiirlerde, sinir
sisteminin alt kiimelerinde fluoresan raportdr genlerinin ekspresyonu, noronal
gelisimin c¢esitli yonlerini canli hayvanlarda veya embriyolarda izleyebilme imkani
saglar. Bu, bir maddenin sinir sistemi {lizerindeki etkisini dogal baglaminda ve
gercek zamanl olarak (dinamik) incelemek i¢in benzersiz bir olanak sunar; her iki
incelemenin de in vitro veya mevcut memeli modellerinde gergeklestirilmesi ¢ok
zordur. Bu yaklagimin altinda yatan temel varsayim, memeli olmayan tiirlerden
ogrendiklerinin memeliler ve insanlar i¢in tahmin edici olmasidir. Biyolojik siirecler
genellikle hayvan filumlarinda yiiksek oranda korundugu igin zebra baliginin
toksikoloji testlerinde kullanimi Onerilen yeni yontemler arasinda yer almaktadir

(Schrand ve ark., 2012).

4.3. Zebra Bahg

Zebra balig1 (Danio rerio) Kuzey Hindistan'dan ve komsu tilkelerden gelen kiigiik
tropikal baliklardir. Zebra baliginin ilag tarama testlerinde kullanilmasina olan ilgi
birgok dogal avantajdan dolayr artmaktadir. Zebra balig1 tek bir ¢iftlesmede 100-200
yumurta {iretir ve 2-3 ay gibi kisa bir geligsim sahiptir. Buna ek olarak, embriyogenez
sirasinda rahim dis1 gelisimleri ve optik netlikleri, erken gelisim siireclerinin ve
organ morfolojisinin gorsel analizlerine izin vermektedir. 24 hpf'ye kadar tiim viicut
plan1 olusur. Beyin, gozler ve kalbin tiim 6ncii hiicreleri ve dokular1 151k mikroskobu
kullanilarak kolayca goriilebilir. Embriyogenez 72 hpf ile tamamlanir ve
kardiyovaskiiler sistem, bagirsak, karaciger ve bobrek dahil olmak {izere i¢
organlarin ¢ogu 96 hpf tamamlanmasi ile tamamen gelismis olur. Zebra baliginin

embryonal gelismi Sekil 9°da gosterilmistir. Bu hizli gelisme, insan embriyolarinda 3
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aylik gelisim ile karsilastirilabilir. Zebra baliklari; sinir sistemi, bobrek, kalp,
hematopoietik sistem ve notokord olusumu gibi karmasik biyolojik siirecleri
incelemek ve ayrica anjiyogenez, apoptoz ve toksisite yanitini1 degerlendirmek icin
uygun bir model organizmadir. Insan genom dizisi projesi tamamlandiginda ve zebra
baligi genomunu da belirlendiginde, bu hayvan modeli de insan genlerinin islevini

anlamaya katkida bulunacak sekilde konumlandirilmistir (Ward ve Lieschke, 2002).

4.3.1.Zebra Bahigr ve Embryolarinin Toksikoloji Arastirmalarinda Kullanim

Zebra balig1 toksikoloji aragtirmalart i¢in iyi taninan bir biyolojik model sistemidir
ve molekiiler baslatict olaylardan, organizma saglig1 ve davranisindaki degisikliklere
kadar toksisiteyi incelemek ve modellemek i¢in kullanilabilir. Zebra baligi, yiiksek
verimli kimyasal toksisite testi i¢in kullanilabilir ve in vitro testlere benzer hizl,
biiyiik 6l¢ekli taramaya izin verir. Zebra baligi, memeli modellerine benzer sekilde,
ksenobiyotiklerin toksikokinetik ve toksikodinamiginin degerlendirilmesini saglayan,
yiiksek diizeyde korunmus organ sistemlerine ve metabolik yollara sahip karmasik
organizmalardir. Model bir organizma olarak zebra balig1 kiiciiktiir, ekonomiktir ve
bakimi kolaydir (Bailey ve ark., 2013).

Zebra balig1 embriyolarinin embriyogenezinin ilk 5 giiniinde ek bir bakima ihtiyaci
yoktur. Preklinik ila¢ taramasi ve tiim hayvan biyoanalizlerini gelistirmek i¢in
omurgali modeli olarak kullanilmaktadir. Cok sayida bilesigi tarama ve istatistiksel
olarak Oonemli sayida hayvami hizli bir sekilde degerlendirebilme olanagi, ilag
taramasi i¢in zebra balig1 modelini kullanmanin avantajlaridir. Zebra balig: ile ilgili
ilag toksikolji testlerinde mikro 6l¢iiler kullanilirken, sigan testlerinde 1000 kat daha
fazla miktarlar kullanilmaktadir. Diger bir 6nemli 6zellik, zebra balig1 embriyolarinin
optik seffafliginin, i¢ organlarin gorsellestirilmesine ve ayn1 zamanda fluoresansla
konjuge substratlarin, ligandlarin veya boyalarin alimina izin vermesidir. Bu nedenle,
fare ve sigan kullanilarak yapilan deney hayvani modellerindeki histolojik inceleme
ile karsilagtirildiginda, zebra baliklarinda i¢ organlar {izerindeki ilag etkilerini
incelemek daha basittir. Ayrica, zebra baliklarinin kullanimi floresan etiketleme,

enzim reaksiyonlarinin, ligand baglanmasinin ve spesifik hiicresel olaylarin
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olusumunun in vivo degerlendirilmesini de kolaylastirir. Zebra balig
biyoanalizlerinin klinik ile olan iliskisini dogrulamak i¢in daha fazla ¢alisma gerekli
olsa da, omurgalilar arasindaki yiiksek koruma seviyesi nedeniyle, bu hayvan modeli
ilag metabolizmasin1 ve organ / doku tepkilerini degerlendirmek i¢in benzersiz

avantajlar sunmaktadir (Ward ve Lieschke, 2002).

Zebra baligi embriyolar1 ex vivo olarak geligir (Sekil 17). Fertilizasyondan 72 saat
sonra (hpf) olusan tiim ana viicut sistemleri hizla gelisir; ve gelisimin erken
asamalarinda optik olarak yari saydamdir (Bailey ve ark., 2013). Bu o6zelligi de

goriintiileme islemlerini kolaylastirmaktadir.

e ecedEeene®

" o Hight
Zygote sl 2

CCOCGCQOGQOO

Wre

P

:J From: Kimmel et al. Stages of embryonic development of the zebrafish
Dev. Dyn. 203:253-310, 1995

48 v

Sekil 17: Zebra baliginin embriyonal gelisim agsamalari(Kimmel ve ark., 1995)

Zebra balig1 organ sistemi toksikolojisini test etmek (Goessling ve ark., 2015), etki
mekanizmalarini aragtirmak (Peterson ve ark., 2012), ekotoksisiteyi degerlendirmek
ve ¢evresel toksik maddeler (Bambino ve ark., 2017) igin kullanilmasina ragmen, son
yillarda kimyasal toksisite taramasinda (Rennekamp ve ark., 2015), ilag gelistirmede
(Gibert ve ark., 2013) ve gelisimsel norotoksisitede (Nishimura ve ark., 2015)

kullanilmaya baslandi. Zebra balig1 modeli, gelisimsel toksisite deneylerinde memeli
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modellerine benzer sekilde performans gosterir (Sipes ve ark. (2011). Gelisim
tizerine olan toksisite i¢in kimyasallarin degerlendirilmesinde zebra balig1 ve memeli
modelleri arasindaki uyum % 55-100 araligindadir (Brannen ve ark., 2010; Padilla
ve ark., 2011; Selderslaghs ve ark., 2009). Arastirmalar, memeli tiirleri arasindaki
uyum Yyiizdesinin yliksek olmasit ve zebra baligmnin tepkisinin memeli toksisite
modelleriyle ayni olmasi nedeniyle toksikolojik testlerde zebra baligi modelinin
kullaniminm1 destekledigini gostermektedir. Zebra baliklar1 embriyonik evreleri,
biyomedikal arastirmalarda ve (eko)toksikolojide model olarak giderek daha fazla

kullanilmaktadir.

Hayvan deneylerinin degistirilmesi, azaltilmas1 ve rafine edilmesi, (Russell, 1959)
asamalarinin daha az aci, agri, stres, kalic1 zarar yasamasi veya hi¢ yasamamasi

nedeniyle balik embriyolar1 yontem olarak kabul edilmektedir.

Ozellikle, zebra baligi embriyosu, bakim kolayligi, kiigiik boyut, yiiksek
dogurganlik, hizli gelisme, embriyonun optik seffafligi, genetik ve kimyasal
taramalara uygunluk gibi benzersiz 6zelliklerinin yani sira siral1 bir genom ve zengin
bir genetik, molekiiler ve hiicresel manipiilasyon araglart sayesinde model
organizmadir. Simdiye kadar 5000'den fazla zebrabalig1 mutant1 ve transgenik susun
kuruldugu g6z 6niine alindiginda, zebra balig1 modeli bu nedenle kiiresel 6lgekte gen
fonksiyonunu anlamamiza 6nemli Olc¢lide katkida bulunabilir. (Niisslein ve Dahm ,

2002).

Ornegin polikistik bobrek hastalig1, kalp aritmileri, kardiyomiyopatiler ve iskelet kas
sisteminin miyopatileri, konjenital kalp kusurlari, anemi, 16semi, doku rejenerasyonu,
isitme  bozukluklari, ektodisplazi, epidermolizis biilloza, ndral ve retinal
dejenerasyon arastirilmasinda zebra baligi teknolojilerini ve altyapisini gelistirmek
icin onemli kaynaklar tahsis edilmektedir (Lieschke ve Currie, 2007) Zebra baligi
embriyo modelinin fare ve si¢an gibi geleneksel modellere gére dnemli bir avantaji,
bu tiir fenotipler i¢in genis c¢ergeveli goriintiileme olanaginin olmasidir Ayrica,
zebrabaligi, memelilerinkinden ¢ok daha fazla yenilenme yetenekleriyle bilinir
(Haffter ve Niisslein, 1996).
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Zebra baligi embriyosunu hayvan c¢aligmalarinda kullanmak amaciyla ilag
endiistrisinde artan bir ilgi mevcuttur. Zebra balig1 embriyosu, bozulmamis, karmasik
bir organizma olarak biyoaktif molekiilleri tanimlamak i¢in essiz firsatlar sunar. Bu
hiicreler en iyi dogal ortamlarinda incelenebildiginden, 6zellikle kdk hiicre aragtirma
alant icin uygun bir modeldir. Zebra baliklarnin ilgi gordiigii bir diger 6nemli
uygulama alami ise c¢evresel Kkirleticilerin toksikolojisi, ¢evresel risk ve tehlike
degerlendirmesidir. Ornegin, kimyasallarin tescili ve pestisitlerin
ruhsatlandirilmasinda embryolar kullanilmaktadir (Zon ve Peterson, 2010).
Almanya'da, zebra baligi embriyo toksisite testi, tiim atik su testi i¢in bir DIN
(Alman Standardizasyon Enstitiisii) standardi olarak zorunlu hale gelmistir ve

2007'de bu kilavuzun uluslararast bir versiyonu olusturulmustur.

Memelilerle yapilan toksikolojik testler pahali ve zaman alic1 oldugundan ve ciddi
etik sorunlar dogurdugundan, alternatif modellerin gelistirilmesine acil ihtiya¢ vardir.
Kiiciik ve seffaf embriyosu ile zebra baligi, kimyasallarin toksikolojik ve teratolojik
etkilerinin sistematik olarak test edilmesi i¢in memelilerden ¢ok daha ucuz bir

modeldir (Weigt ve ark., 2011)

Zebra baligi embriyolarmin  kullanimi, sistemik toksisite ve karmagsik
mekanizmalarin (6rnegin davranis) ele alinmasina izin vermektedir (Sukardi ve ark.,
2011). Cok sayida deneyden elde edilen sonuclar, zebra bali§i embriyolarinin,
insanlar dahil memelilerdeki kimyasallarin toksisitesini ve teratojenisitesini tahmin
etmek icin uygun modeller oldugunu gostermektedir (Selderslaghs ve ark., 2010).
Ornegin, bilesiklerin kardiyotoksisitesini ele alan bir calisma, maddelerin insan kalbi
tizerindeki toksik etkisinin, zebra balig1 embriyolarinda daha net bir sekilde tespit
edildigini gostermektedir (Milan ve ark., 2003). Ayrica gelisimsel, noro-, hepato- ve
gastrointestinal toksisite icin de benzer uygun sonuglar mevcuttur (Peal ve ark.,
2010). Zebra baligmin kullaniminin yayginlagsmasi gerektigini kanitlayan en 6nemli
etken, hayvan refahidir. Hem ulusal hayvan refah1 mevzuatlar1 hem de 2010/63/EU
saylli AB Direktifi, hayvan deneylerinin mevcut en az gelismis sistemle yapilmasi

gerektigini savunmaktadir. Bu nedenle, zebra baligi embriyolar yalnizca yetigkin
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baliklarla yapilan deneyler i¢in degil, ayn1 zamanda memeli tiirleri ile yapilan
deneyler icin de bir alternatif olarak hizmet edebileceginden, zebra balig1 modelinin

klinik aragtirmalarda kullanim1 desteklenmelidir.
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu ¢alismada kullanilan kimyasal maddeler;

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

Ipek fibroini (500-10.000 g/mol) (Shanghai Soyoung Biotechnology, Cin)
Albumin (Sigma Aldrich, St Louis, ABD)

Laktaz Enzimi (Mayasan, Tiirkiye)

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 (C10H17N306S) (Sigma-Aldrich, St Louis, ABD)

0- dianisidin dihidrokloriir (C14H1s N202.2HCI) (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO)

Calismada kullanilan diger kimyasal maddeler analitik saflikta olup Sigma Aldrich
(ABD) ve Merck (ABD) firmalarindan temin edilmistir.
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5.2. Kullanilan Cihazlar

Tablo 3’de ¢alismamizda kullanilan cihazlar listelenmistir.

Tablo 3: Kullanilan Aletlerin Listesi

Alet

Vortex

pH metre

Su banyosu
(100°C)
Spektrofotometre
Manyeti
karistirici

Distile su cihazi

Etiiv

Mikro santrifiij

Marka

Janke — Kunkell, IKA

Labor Technic
Mettler Toledo
Nuve, BT 400

Rayleigh-UV-1800
Janke — Kunkell, IKA

Labor Technic

Elga, Purelab Option

Q
Niive EN 400

Heraeus -Biofuge
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Alet

Manyetik karistirici

Akvaryum

Elektronik terazi

Otomatik pipetler

Sterio Discovery V8

mikroskop
Sogutmal
santrifiij
Buzdolabi

Su banyosu (37° C)

Marka

Janke — Kunkell,
IKA Labor Technic
Zebtec Mini sistem

Sartorius

Gilson

Zeiss

Hettich Mikro 220 R

Argelik

Boehringer -

Mannheim



5.3. Yontem asamalari

Calismamizda izlenilen yontem asamalar1 Tablo 4’de sunulmustur.

Tablo 4: Yéntem asamalari

PCL/IF esasli nanofiberin hazirlanmasi

PCL/iF esasl nanofibere
laktaz enziminin
immobilizasyonu

PCL/iF esasl nanofibere BPA
antikor immobilizasyonu

< &

immobilize laktaz enzimi immobilize BPA antikoru
iceren nanofiberin E3 iceren nanofiberin E3
embriyo ortaminda embriyo ortaminda
bekletilmesi bekletilmesi

Zebra balik embriyolar ile gruplarin
olusturulmasi

NS

Biyoaktif nanofiberler ile inkiibe edilen E3
embriyo ortaminda embriyolarin gelisinmi

NS

Biyokimyasal Analizler
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Dimetil formamid 1:4 oraninda 20mL ve diklorometan ile 2g ipek fibroini ve 2g

PCL 24 saat boyunca oda sicakliginda karistirilarak % 10 -10 (w/v)’luk bir ¢ozelti

hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti optimize sartlarda elektro dokuma cihazi (Inovenso

NE200, Tirkiye) ile 3 saat atim yapilarak anne siitii poseti {izerine kaplanmuistir.

Nanofiber tiretim sartlar1 Tablo 5’te gosterilmistir.

Tablo 5: Elektro-dokuma cihazi kullanilarak nanofiber iiretim sartlari

Sicakhk 37°C
Mesafe 15,2 cm
Voltaj 26 kV
Akis Hizi 1 mL/saat

5.5. Polikaprolakton esash nanofibere antikor immobilizasyonu

Gerekli Cozeltiler

Stok Fosfat Tamponu (0,2 M, pH=7,2) : 9,36 g NaH,PO,4.2H,0, 19,87 g
NaHPO,, ve 87,75 g NaCl ayr ayn tartilir, biraz distile suda ¢ozdiiriiliir ve
hacmi 1 litreye distile su ile tamamlanir. (Hacim 1 L’ye tamamlanmadan
once pH kontrol edilir, pH 7,2’ye ayarlanir).

Fosfat Tamponu (PBS) (0,02 M pH=7,2) : Stok fosfat tamponundan 100
mL alinir ve distile su ile hacmi 1 litreye tamamlanur.

Borat Tamponu (0,1 M, pH=8) : 5,87 g borik asit ve 1,91 g sodyum tetra
borat ayr1 ayr tartilir, biraz distile suda ¢ozdiiriiliir hacmi 1 litreye distile su
ile tamamlanir. (Hacim 1 L ye tamamlanmadan 6nce pH kontrol edilir, pH
8’e ayarlanir).

Dimetil Siiberimidat Cozeltisi (0,02 M): 0,5 g Dimetil siliberimidat

dihidroklortir tartilir ve hacmi 100 mL’ye borat tamponu ile tamamlanir.

35



5.6. Nanofibere Antikor Immobilizasyonu

PCL/SF nanofiberler, 3x3 cm boyutlarinda kesildikten iizerinde 20 pg olacak sekilde
bisfenol A antikorlar1 seyreltilerek eklenmis ve oda sicakliginda 2 saat inkiibasyona
birakilir. ki saatlik inkiibasyon sonrasinda nanofiberlerin yiizeyine baglanamayan
antikorlar fosfat tamponu ve borat tamponu ile yikanarak nanofiberlerin yiizeyinden
uzaklagtirilir. Nanofiber-antikor baglanmasini giiclendirmek i¢in Dimetilsiiberimidat
¢Ozeltisi nanofiberlerin iizerine eklenerek oda sicakliginda 5 saat inkiibasyona
birakilir. Inkiibasyon sonrasinda nanofiberlere fosfat tamponu ile yikama islemi
uygulanmistir. Hazirlanan nanofiberler fosfat tamponu igerisinde +4°C tutulur

(Tunali Akbay ve ark, 2019).

5.7. PCL/SF esash nanofibere laktaz enziminin immobilizasyonu

Gerekli Cozeltiler
» Fosfat Tamponu (0,02 M PBS pH=7,2) : Stok fosfat tamponundan 100 mL
alinir ve distile su ile hacmi 1 litreye tamamlanir.

5.8.Nanofibere Enzim immobilizasyonu

PCL/SF nanofiberler, 3x3 cm boyutlarinda kesildikten sonra fosfat tamponu (0,02 M,
pH 6.5) ile yikanir. Daha sonra her parcanin lizerine 2 mL 5000 NLU (nétral laktaz
tinitesi) laktaz enzimi eklenerek, PCL/SF esasli nanofiberler 37°C’de 2 saat inkiibe
edilir. Inkiibasyon sonras1 fosfat tamponu (0.02 M, pH 6.5) ile yikanur.

5.9. immobilize laktaz enzimi ile E3 embriyo ortaminda bekletilmesi

Laktazin immobilize edildigi PCL/SF nanofiber 10 saat boyunca 100 mL E3 embriyo

ortaminda bekletilir.
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5.10. Immobilize BPA antikoru ile E3 embriyo ortaminda bekletilmesi

BPA antikorunun immobilize edildigi 3x3 cm boyutlarinda kesilen PCL/SF
nanofiber 1 saat boyunca 100 mL E3 embriyo ortaminda bekletilmistir.

5.11. Zebra Baliklar1 Bakim ve Beslenme Prosediirii

Calismamizda Bogazi¢i Universitesi’nden temin edilen ve ZEBTEC akvaryum
sisteminde barindirilan yetigkin yabani tip AB susu zebra baliklar1 kullanilmstir.
Calismamizin Zebra balig1 embriyolar1 ile olan kismi Marmara Universitesi Dis
Hekimligi Fakiiltesinde yer alan Zebra Baligi Arastirma Laboratuvarinda
gerceklestirilmistir. Zebra baliklar1 bilgisayar kontrolli ZEBTEC akvaryumda
barindirilmigtir (Resim 1). Giinde 14 saat giin 15181, 10 saat karanlik olacak sekilde
aydimlatma sistemi kurularak sirkadiyen ritimleri olusturulmustur. Sicaklik 28 = 1 °C
ve nem ve % 61 olarak ayarlanarak otomasyon sistemle sabit tutulmustur. Sistemin
su pH’s1 6,9-7,2 aras1 ayarlanmis ve sabit tutulmustur. Fiziksel ve UV sistemlerini
iceren filtrasyon sistemi ile baliklarin ortam temizligi saglanmistir. Giinde iki kez
kuru yem ve bir kez de canli yem ile toplam {i¢ kez beslenmislerdir. Embriyolar

tanklardan giinliik olarak toplanmistir. Embriyonik gelisim agamalar1 Zeiss Sterio

Discovery V8 mikroskop altinda incelenmistir.

Resim 1: ZEBTEC Mini Akvaryum sistemi (Unal, 2018)
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5.12. Zebra Baliklarindan Embriyo Eldesi

Erkek zebra baligi, viicutlar1 boyunca giimiis bantlara ve daha ince viicut sekillerine
sahiptir. Bantlar iizerindeki turuncu ve kirmizi renk tonlar1 sayesinde disilerden ayirt
edilebilir. Disiler ise trettikleri ¢cok sayida yumurta sebebiyle sisen karinlarindan
taninabilir. Erkek ve disi zebra baliklar 2:1 oraninda karanlik baslamadan once
yetistirme tanklarma alinirlar (Resim 1). Eslestirme, yumurtlama ve doéllenme
islemleri sabah 1s181n baslamasindan 30 dakika gibi kisa bir siire sonra meydana
gelir. Dollenen embriyolar eslestirme tanklart altinda bulunan bdlmelere diiser. Bu
bdlmelerde bulunan delikler sayesinde tankin dibinden alinabilir (Sekil 18). Dollenen
ve uygun gelisim diizeyine gelen embriyolar stereo mikroskop altinda segilerek
dollenmeyenlerden ayrilir ve topalnirlar. Secilen embriyolar 28°C’de E3 embriyo

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

Embriyolar

Sekil 18 : Embriyo elde etme yontemi (Bhasin ve ark 2016)

5.13 Zebra Balig1 Embriyolari ile Olusturulan Gruplar

Zebra balig1 embriyolar1 kontrol, ham nanofiber (islem goérmemis), laktaz enzimi
immobilize edilmis nanofiber, bisfenol a (BPA) antikoru immobilize edilmis
nanofiber olmak iizere 4 gruba ayrilmistir. Nanofiber esasli maruziyet gruplarinda,
ilgili nanofiberler ayr1 ayr1 embriyolarin gelismeye birakildigi E3 embriyo ortaminda
bisfenol a (BPA) antikoru immobilize edilmis nanofiber 1 saat ve 10 saat siire ile
bekletilmis ve daha sonra ortamdan ¢ikartilmistir. Ham nanofiber (islem gérmemis)
ve Laktaz enzimi immobilize edilmis nanofiber, E3 embriyo ortaminda 10 saat siire

ile bekletilmis ve daha sonra ortamdan ¢ikartilmistir. Kontrol grubunun E3 embriyo
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ortammna ise herhangi bir islem uygulanmamistir. Daha sonra embriyolar bu
ortamlarin icerisinde gelismeye birakilmistir. 72 saat siire ile gelismeleri izlenmistir.
72 saatin sonunda tiim gruplardaki 100 adet embriyo, 1 mL serum fizyolojik ile
homojenize edilmistir. Embriyo homojenatlar1 derin dondurucuda —20 °C’de

saklanmistir.

5.14. Kullanilan Tayin Yontemleri

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

Prensip: Bu metotta once proteinler alkali ortamda bakir iyonlar1 ile reaksiyona
sokulur. Daha sonra fosfomolibdik-fosfotungstik asit reaktifi (folin reaktifi) ile
indirgenir. Olusan mavi rengin siddeti spektrofotometrik olarak degerlendirilir.
Olusan mavi rengin siddeti protein konsantrasyonu ile orantilidir.

Gerekli Cozeltiler:

Sodyum karbonat c¢ozeltisi (% 2 g): 2 g sodyum karbonat, 0.1 N NaOH
¢ozeltisinde ¢oziiliir ve hacmi 100 mL’ye 0.1 N NaOH c¢ozeltisi ile tamamlanur.
Bakar siilfat cozeltisi (%1 g): 1 g bakr siilfat biraz distile suda ¢oziliir ve hacmi
distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

Sodyum potasyum tartarat ¢ozeltisi (%2 g): 2 g sodyum potasyum tartarat biraz
distile suda ¢oziiliir ve hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

B cozeltisi: %1 g’lik bakir siilfat ¢ozeltisi ile %2 g’lik sodyum potasyum tartarat
cozeltisi esit hacimde (1/1) karistirilarak kullanilir (taze hazirlanir).

C c¢ozeltisi: 50 mL A ¢ozeltisi ve 1 mL B ¢ozeltisi karistirilarak kullanilir (taze
hazirlanir).

Folin ¢ozeltisi: 100 g sodyum tungstat, 25 g sodyum molibdat.2H,0, 50 mL %85
g’lik fosforik asit, 100 mL derisik HCI ve 700 mL distile su bir balona konularak 10
saat geri sogutucu altinda kaynatilir. Sogutulur. Uzerine 150 g Li»SO; ilave edilip,
geri sogutucu altinda 15 dakika daha kaynatilir. Soguduktan sonra, 5-6 damla brom
katilir.Cozelti distile su ile 1000 mL’ye tamamlanir ve kullanilir. Koyu renkli sisede

saklanir, uzun siire dayanir.
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Serum fizyolojik (% 0,9 g NaCl): 0.9 g NaCl biraz suda ¢oziiliir ve hacmi 100
mL’ye tamamlanir.

Protein stok standart c¢ozeltisi (%100 mg Albumin): 100 mg albumin biraz serum
fizyolojikte ¢oziildiikten sonra hacmi 100 mL’ye serum fizyolojik ile tamamlanir.
Protein ¢calisma standart cozeltileri: Stok ¢ozeltiden uygun hacimler alinarak % 5,
15, 25 mg albumin ihtiva edecek sekilde serum fizyolojik ile seyreltilerek hazirlanir.
Deneyin Yapihsi:

Protein tayininde izlenen adimlar Tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 6: Protein Tayin Yontemi
Numune  Stl St2 St3 Kor (K)

% 5 mg % 10 mg % 15 mg

Albumin Albumin Albumin

Albumin B 25 uL 50 uL 75 uL

(%100 mg)

Homojenat 10 puL _ _ _ _
Serum 490 L 475 uL 450 uL 425 ulL 0.5mL
Fizyolojik

Toplam Hacim 0.5 mL 0.5mL 0.5mL 0.5mL 0.5mL

Vorteks ile karistirihir.

C ¢ozeltisi 3 mL 3 mL 3mL 3mL 3mL

Vorteks ile iyice karistirilir ve oda sicakhiginda 10 dakika bekletilir.
Folin Ayiraci 0.1 mL 0.1 mL 0.1mL 0.1 mL 0.1 mL

Vortekste iyice karistirilir, oda sicakliginda 30 dakika bekletilir. 30 dakika sonunda
500 nm’de kore karsi absorbanslar kaydedilir. Standart grafigi ¢izilir ve protein

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

Prensip: LPO fiiriinii olan malondialdehit (MDA) ile tiyobarbitiirik asit (TBA)
arasindaki reaksiyon sonucu olusan pembemsi rengin absorbansi spektrofotometrik
olarak degerlendirilir.

Gerekli Cozeltiler

TBA c¢ozeltisi (0.047 M): 500 mg TBA ile 6 mL 1 M’lik NaOH ile karistirilr.
Uzerine 69 mL distile su ilave edilir.

Triklorasetik asit (TCA) cozeltisi (1.22 M, 0.6 M HCI (Hidroklorik asit)’deki):
20 mL TCA (%100 g TCA) ile 5 mL HCI (%37 g’lik d=1.19 g/dI’'lik HCI) karistirilir
ve hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlanur.

n-biitanol: Direkt olarak orijinal sisesinden kullanilir.

Deneyin Yapilhisi:

LPO tayininde izlenen adimlar Tablo 7°de gosterilmistir.

Tablo 7: Lipid Peroksidasyon Tayini

Numune Kor
Homojenat 0.25 mL _
Distile Su _ 0.25 mL
TCA 1.25mL 1.25mL
Vorteks ile karistirthr ve 15 dakika bekletilir.
TBA 0.75mL 0.75 mL

Vorteks ile karistirihr ve 30 dakika 100°“ su banyosunda bekletilir.
Nn-biitanol 2mL 2mL

Vortekslenir ve 10 dakika 4000 rpm’de santrfiij edilir. Biitanol faz1 almarak 532

nm’de absorbanslar kaydedilir. MDA i¢in saptanmis ekstinksiyon katsayisi (1.56.105

M'lcm'l) kullanilarak hesaplanir.

41



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

Prensip: Nitrat, vanadyum (III) kloriir ile nitrite indirgenir. Nitritle siilfanilamidin
asidik ortamda N-(1-Naftil) etilendiamine dihidrokloriir ile reaksiyonu sonucu
kompleks diazonyum bilesigi olusur. Olusan bu renkli kompleks 540 nm’ de
spektrofotometrik olarak olgiiliir.

Gerekli Cozeltiler:

NaOH cozeltisi (0,3 M): 0,6 g NaOH tartilir, bir miktar distile suda ¢oziiliir ve {lizeri
distile su ile 50 mL’ ye tamamlanur.

ZnSOy cozeltisi (%10 g): 5 g ZnSO,4 ya da 8,9 g ZnSO4.7 H,0 tartilir bir miktar
distile suda ¢oziiliir ve iizeri distile su ile 50 mL tamamlanir.

HCI ¢ozeltisi (1M): 40 mL distile su igerisine 4,20 mL HCI eklenir ve hacim 50 mL
ye distile su tamamlanir.

Vanadyum Kkloriir (% 0.8 g): 0,8 g VCI3 bir miktar 1 M HCI de ¢oziiliir ve tizeri
ayni ¢ozelti ile 100 mL’ ye tamamlanar.

HCI c¢ozeltisi (% 5): 20 mL distile su iizerine 2,86 mL % 37’lik HCI ¢ekilir ve
hacim distile su ile 25 mL ye tamamlanur.

Siilfanilamid (%2 g): 0,5 g Siilfanilamid tartilir, 25mL %5’ lik HCI igerisinde
¢Oziiliir.

NEDD (N-(1-Naftil)-etilendiamin dihidrokloriir) (% 0,1 g): 0,025 g NEDD
tartilir. Bir miktar deiyonize suda ¢oziiliir ve hacmi distile su ile 25 mL’ ye
tamamlanir.

Deneyin Yapihisi

Embriyo homojenatt 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir. 0,3 mL siipernatant
alinir, tizerine 0,3 mL 0,3 M NaOH ilave edilir. Oda sicakliginda 5 dakika beklenir.
0,3 mL %10’luk ZnSO4 ilave edilir. Vortekslenir. +4°de 14000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilir. Ust faz almir ve +4‘de 14000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilir. Iki adet

deney tiibii anilir, kdr ve numune olarak isaretlenerek asagidaki gibi calisilir.
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Tablo 8: Total Nitrik Oksid Tayini

Numune Kor
Homojenat 0.3 mL -
Distile Su - 0.6 mL
VCl; ¢ozeltisi 0.3mL 0.3 mL
Siilfonilamid cozeltisi 0.15mL -
NEDD c¢ozeltisi 0.15 mL -

37 °C’de 30 dakika inkiibe edilir.

Kore karst 540 nm’de absorbans kaydedilir. Sonuglar 53000 M™/cm™ ekstinsiyon

katsayis1 kullanilarak hesaplanir.

5.14.4. Siiperoksid Dismutaz (SOD) Aktivitesi Tayini (Mylorie ve ark., 1986)

Prensip: SOD aktivitesi, riboflavin ile duyarlandirilmig o-dianisidinin
fotooksidasyon hizini arttirma yetenegi olarak ol¢iiliir. Riboflavinin floresans 15181
etkisiyle olusturdugu siiperoksit radikali, ortamdaki SOD’mn etkisiyle hidrojen
peroksite doniisiir. H,O, ise 0-dianisidin ile reaksiyona girerek renkli {iriin olusturur.
SOD aktivitesi ne kadar ¢ok ise renkli iiriin olusumu da o kadar fazla olur. Olusan

renkli lirliniin absorbans1 460 nm’de spektrofotometrik olarak degerlendirilir.

Gerekli Cozeltiler

Fosfat tamponu (50 mM, pH=7.8): 0.136 g KH,PO4 ve 0.697 g K,HPQ, tartilip
ayr1 ayri distile suda ¢oziiliir ve birlestirilir, pH 7.8’e ayarlanir. Hacmi distile su ile
100 mL’ye tamamlanir.

Fosfat tamponu + 0.1 mM’hk Na-EDTA: 0.0037 g Na-EDTA tartilir biraz 50
mM’lik fosfat tamponunda ¢oziiliir ve hacmi 50 mM’lik fosfat tamponu ile 100
mL’ye tamamlanir.

Fosfat tamponu (10 mM, pH= 7.5): 0.041 g KH,PO, ve 0.122 g K,HPO, tartilip
belli hacimde distile su i¢inde ¢oziliir ve birlestirilir. pH 7.5 olarak ayarlanir. Son

hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.
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Riboflavin (0.2 mM): 7.5 mg riboflavin bir miktar fosfat tamponu (100 mM’lik,
pH=7.5) ile ¢oziiliir ve daha sonra hacmi 100 mL ‘ye tamamlanur.

o-dianisidin (6 mM): 19 mg o-dianisidin bir miktar distile suda ¢oziliir ve hacmi
distile su ile 10 mL’ye tamamlanur.

SOD stok standardi(120 IU/mL): 3000 IU/mL liyofilize SOD standardi 120 IU/mL
olacak sekilden soguk distile su ile ¢oziiliir. Hazirlanan stok standartdan uygun
hacimler alinarak 3, 6, 9, 12 iinite SOD i¢eren standartlar hazirlanir.

Deneyin Yapihisi: Doku siipernatantt veya periton sivist alinir, gerekirse serum
fizyolojik ile seyreltilerek ¢aligilir. Numune, standart ve kor olmak iizere 3 deney

tiipt alinir. Asagidaki gibi ¢alisilir.

Tablo 9: Siiperoksit Dismutaz Tayin Y dntemi

Numune St6 St9 St12 Kor
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 - 0.075mL  0.05 mL 0.025mL - 0.1 mL
Stok standart - 0.025mL | 0.05mL 0.075mL 0.1mL -
(120 U/mL)
Homojenat 0.1 mL - - - - -

Standart grafigi yardimiyla yapilan seyreltmeler de goz oOniine alinarak SOD

aktivitesi hesaplanir.
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 olusan {riiniin, 340 nm’deki absorbansmnin spektrofotometrik

olarak degerlendirilmesi esasina dayanur.
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Gerekli Cozeltiler:

Sodyum fosfat tamponu (0.2 M, pH=6.5): 0.534 g Na;HPO,;.2H,0 ve 2.3 g
KH,PO, ayr1 ayr1 biraz distile suda ¢oziiliir. Karistirildiktan sonra pH 6.5°e ayarlanir
ve hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlanir

Glutatyon (GSH) (60 mM): 1.84 g GSH biraz distile suda ¢oziliir ve hacmi 100
mL’ye distile su ile tamamlanir (taze hazirlanir).

1-kloro-2,4-dinitro-benzen (CDNB) (60 mM): 1.22 g CDNB tartilir ve biraz
etanolde ¢oziiliir. Sonra hacmi 100 mL’ye tamamlanir (taze hazirlanir).

Deneyin Yapilisi:

GST aktivitesi tayininde izlenen adimlar Tablo 10°da sunulmustur.

Tablo 10: Glutatyon-S-Transferaz Tayin Yontemi

Numune Kor
Homojenat 0.5mL -
Serum fizyolojik - 0.5mL
Fosfat tamponu 1.5mL 1.5mL
GSH cozeltisi 0.05 mL 0.05 mL
CDNB cozeltisi 0.05 mL 0.05 mL
Distile su 0.9 mL 0.9 mL

Karigtirilir, 3 dakika stire (0., 1., 2., 3., dakikalarda) ile karigimin 340 nm’de (25°C)
absorbanslar1 kaydedilir. GSH ve CDNB’nin konjugasyonu sonucu olusan {iriin i¢in

saptanmig olan ekstinksiyon katsayis1 9.6 mM™ x cm™ kullanilarak hesaplanir.

5.15. Istatistiksel Degerlendirme

Calisgmamizin biyoistatistiksel degerlendirilmesinde Graphpad Prism 7.0 paket
programi kullanilmigtir. Varyanslar1 homojen olan degiskenlerin grup karsilagtirmasi

icin ANOVA testi ve ikili karsilastirmalar1 i¢in Tukey testi kullanilmstir.

Yorumlamalarda anlamlilik sinir1 + p<0.05 alinmustir.
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6. BULGULAR

6.1. Kontrol ve Nanofiber Esash Maruziyet Gruplarinda (Ham Nanofiber,
Laktaz Enzim Immobilize Nanofiber ve BPA Antikoru Immobilize Nanofiber

Gruplarinda) Mortalite Yiizdeleri

Nanofiber esasli maruziyet gruplarinda, ilgili nanofiberler ayr1 ayri embriyolarin
gelismeye birakildigi E3 embriyo ortaminda 10 saat siire ile bekletilmis ve daha
sonra ortamdan c¢ikartilmistir. Bu grupta bulunan embriyolarin 24 hpf sonunda
mortalite yiizdeleri %100 olarak tespit edilmistir. BPA antikoru immobilize edilmis
nanofiber 1 saat siire ile E3 embriyo ortaminda bekletildiginde embriyolarin
mortalite yilizdeleri kontrol grubu ile karsilagtiriliginda 24, 48, 72 hpf ‘de mortalite
yiizdeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik tespit edilmemistir.
Laktaz immobilize edilen nanofiberin 10 saat siire ile E3 embriyo ortaminda
bekletilmesi sonucunda ise 24, 48, 72 hpf ‘de mortalite yiizdelerinde arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik tespit edilmemistir.

Bulgular, BPA antikoru immobiligze edilmis nanofiberin 1 saat siire ile E3 embriyo
ortaminda bekletilmenin uygun oldugunu, Laktaz enzimi immobilize edilmis
nanofiber i¢in ise 10 saat ve altindaki siireler i¢in E3 embriyo ortaminda bekletmenin
uygun oldugunu gdstermektedir. Asagida yer alan tiim sonuglar BPA antikoru
immobilize edilen nanofiberin 1 saat Laktaz enzimi igeren nanofiberin ise E3
embriyo ortaminda 10saa siire ile bekletilmesi sonucunda elde edilen bulgulardir.
Kontrol grubunda ve nanofiber esasli maruziyet gruplarindaki embriyolarda’da
belirlenen mortalite oranlar1 Sekil 19 de verilmistir. Her biri 20 adet embriyodan
olusan gruplarin 5 kez tekrar edilmesi ile elde edilerek ortalamatstandart sapma
seklinde verilmistir. 24 ile 48 hpf sonunda ham nanofiber mortalite yiizdesi
karsilastirildigi zaman anlamli olmayan bir artis belirlenmistir. 24, 48 ve 72 hpf’de
gruplar karsilastirildiginda ham nanofiber, laktaz enzimi immobilize nanofiber ve
BPA antikoru immobilize nanofiber gruplari, kontrol grubuyla kiyaslandiginda,

mortalite oranlarinda anlamli bir fark belirlenmemistir (Sekil 19).
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Mortalite (%)

Sekil 19: Kontrol grubu ve nanofiber esasli maruziyet gruplarmnin 72 hpf sonu mortalite yiizdeleri
kargilagtirilmasi. Ortalama degerler alt1 tekrar ¢alismasinin sonucu elde edilmistir. Degerler ortalama

ve standart sapma olarak ifade edilmistir.

6.2. Gruplar arasinda Kuluckadan Cikma Yiizdeleri

Kontrol grubunda ve nanofiber esasli maruziyet gruplarindaki embriyolarda 48
hpf’de belirlenen kulugkadan ¢ikma oranlari sekil 20°de, 72 hpf ’da belirlenen
kuluckadan ¢ikma oranlar1 Sekil 21°de verilmistir. Sonuglar her biri 20 adet
embriyodan olusan gruplarin 5 kez tekrar edilmesi ile elde edilerek ortalama ve
standart sapma seklinde verilmistir. Buna gbére 72 hpf’da kontrol grubunda c¢ikis
oran1 %100 olarak bulunmustur. 48 ve 72 hpf’de nanofiber esasli maruziyet gruplari,
kontrol grubuyla karsilastirildiginda, kulugckadan ¢ikma yiizdeleri arasinda istatiksel

olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir.
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Kulugkadan Cikis (%)

Sekil 20: Kontrol grubu ve nanofiber esaslt maruziyet gruplarmin 48, hpf sonu kulugkadan ¢ikma
yiizdeleri karsilastirilmasi. Ortalama degerler alt1 tekrar ¢alismasinin sonucu elde edilmistir. Degerler

ortalama ve standart sapma olarak ifade edilmistir.

Kuluckadan Cikma Yiluzdeleri
100

80

60

40+

20

Sekil 21: Kontrol grubu ve nanofiber esasli maruziyet gruplarimin 72, hpf sonu kuluckadan ¢ikma
yiizdeleri karsilastirilmasi. Ortalama degerler alt1 tekrar ¢caligmasinin sonucu elde edilmistir. Degerler

ortalama ve standart sapma olarak ifade edilmistir.
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6.3. Kontrol ve Nanofiber Esash Gruplarda Malformasyon Analizi Sonu¢larinin

Karsilastirilmasi

Kontrol grubu ve nanofiber esasli maruziyet gruplar1 embriyolarinda 72 hpf’de
alman gortintiileri Sekil 22’te gosterilmistir. Maruziyet gruplarinda 24, 48 ve 72

hpf’da malfolmasyon bakimindan bir fark tespit edilmemistir.

24h 48h 72h
Kontrol ";-‘-,*,_
Sea. -

Ham b%v R .
Nanofiber L

Laktaz % X = e~ 1

enzim .’:‘?. =
Nanofiber . -3

BPA ™% = ——— “—

antikor : A o V ‘:::— .....
Nanofiber - ¥ ;. 2

Sekil 22: Kontrol grubu ve nanofiber esasli maruziyet gruplarinin embriyolarinda 24,48 ve 72 hpf’de

aliman goriintiiler
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6.4. Kontrol ve Nanofiber Esash Maruziyet Gruplarinda Total Protein

Degerlerinin Karsilastirilmasi

Kontrol grubu ve nanofiber esasli maruziyet gruplari total protein seviyesi agisindan

karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark belirlenmemistir (Sekil 23).

600+

400 -

2004

Total Protein (% mg)

Sekil 23: Kontrol grubu ve nanofiber esasli maruziyet gruplarmin total protein degerlerinin
karsilagtirtlmasi. Ortalama degerler alt1 tekrar ¢alismasinin sonucu elde edilmistir. Degerler ortalama

ve standart sapma olarak ifade edilmistir.
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6.5. Kontrol ve Nanofiber Esash Maruziyet Gruplarinda Lipid Peroksidasyon

Degerlerinin Karsilastirilmasi

Lipid peroksidasyon MDA seviyesi dlgiilerek belirlenmistir. Buna gore kontrol grubu

ve nanofiber esasli maruziyet gruplarinin MDA degerleri karsilastirildiginda, laktaz

enzimi immobilize edilen nanofiber grubunda ve BPA antikoru immobilize edilen

nanofiber grubunda MDA degerleri kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir

sekilde artmistir (p<0.05). Ham nanofiber grubu ile kontrol grubunun MDA degerleri

arasinda ise istatiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (Sekil 24).
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Sekil 24: Kontrol grubu ve nanofiber esasli maruziyet
Karsilagtirilmasi. Ortalama degerler alti tekrar caligmasiin sonucu elde edilmistir.

Malodialdehit, prt: Protein. Sonuglar ortalama ve standart sapma

gruplarinin - MDA degerlerinin
MDA:

olarak ifade edilmigtir. *

p<0.05 kontrol grubundan farkli, + p<0.05 Ham nanofiber grubundan farkl
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6.6. Kontrol Grubu ve Nanofiber Esash Maruziyet Gruplarmn Nitrik Oksit

Degerlerinin Karsilastirilmasi

Kontrol ve nanofiber esasli maruziyet gruplarinin NO degerleri karsilastirildiginda,
maruziyet gruplarinda kontrol grubuna goére NO degerlerinde istatiksel olarak

anlaml1 bir azalma oldugu belirlenmistir (p<0.05) (Sekil 25).

8=

()]
1

N
1

NO (nmol/mg prt)
H

Sekil 25: Kontrol grubu ve nanofiber esasli maruziyet gruplarmimn nitrit oksit degerleri. NO: Nitrik
oksit, prt: Protein Ortalama degerler alt1 tekrar ¢aligmasinin sonucu elde edilmistir. * p<0.05 kontrol

grubundan farkls.

6.7. Kontrol Grubu ve Nanofiber Esash Maruziyet Gruplarinmn SOD

Aktivitelerinin Karsilastirilmasi

Kontrol ve nanofiber esasli maruziyet gruplarmin SOD  aktiviteleri
karsilastirildiginda laktaz enzimi immobilize edilen nanofiber grubu ve BPA antikoru
immobilize edilen nanofiber grubu SOD aktiviteleri kontrol grubuna gore anlamli
olarak azalmamistir (p<0.05). Ham nanofiber grubu ve kontrol grubunun SOD
aktiviteleri karsilastirildiginda ise aralarinda istatiksel olarak anlamli bir fark

belirlenmemistir. (Sekil 26).
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Sekil 26: Kontrol grubu ve nanofiber esasli maruziyet gruplarinin siiperoksit dismutaz aktivitelerinin
karsilagtirtlmasi. Ortalama degerler alti tekrar ¢alismasinin sonucu elde edilmistir. SOD: Siiperoksit
dismutaz, prt: Protein. Sonuglar ortalama ve standart sapma olarak ifade edilmistir. * p<0.05 kontrol

grubundan farkli, + p<0.05 Ham nanofiber grubundan farkl

6.8. Kontrol Grubu ve Nanofiber Esash Maruziyet Gruplarimin Glutatyon S-

Transferaz (GST) Aktivitelerinin Karsilastirilmasi

Kontrol gruplart1 ve nanofiber esasli maruziyet gruplarinin GST aktiviteleri
karsilagtirildiginda laktaz enzimi immobilize edilen nanofiber grubunun ve BPA
antikoru immobilize edilen nanofiber grubunun GST aktivitelerinin kontrol grubuna
gore anlamli olarak azaldig: belirlenmistir (p<<0.05). Ham nanofiber grubu ile kontrol
grubu GST aktiviteleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir

(Sekil 27).
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Sekil 27: Kontrol ve nanofiber esasli maruziyet gruplarimin GST aktiviteleri GST: Glutatyon S-
Transferaz prt: Protein. Degerler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Ortalama degerler alt1

tekrar calismasinin sonucu elde edilmistir. * p<0.05 kontrol grubundan farkli, + p<0.05 Ham

nanofiber grubundan farkl
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7. TARTISMA VE SONUC

Giliniimiizde nano boyutlu malzemeler ile ilgili sinirli sayida in vivo toksikolojik veri
mevcuttur. Bu nedenle yeni gelistirilen inovatif 6zellik tasiyan spesifik nano boyutlu
malzemelerin toksikolojik davraniglarini belirlemek zorlu bir siirectir. Genellikle bu
tiir durumlarda benzer 6zellikteki nano malzemeler i¢in daha 6nceden tanimlanmis
bilgilerden yola ¢ikilarak ¢esitli analizler yapilmaktadir. Yaygin kullanim alanlarina
sahip olan bazi nano malzemelerin bile toksik etkileri ve mekanizmalar1 halen net bir
sekilde belirlenmemistir. Yapilan bir¢ok calismada; nano malzemelerin toksik
ozellikleri nano 6lgekli boyutlarina ve ylizey alanlarina gore degerlendirilmekte ve
istenmeyen etkiler ile karsilagilmaktadir. Bu nedenle medikal veya gida alaninda
kullanima yonelik olarak gelistirilen nanoteknoloji temelli {riinler i¢in geleneksel
toksikolojiden farkli olarak, toksisite degerlendirmesi, kimyasal igerik analizlerinin
yani sira In vivo biyolojik sistemler kullanilarak test edilmesi gerekmektedir.
Ozellikle gida endiistrisi ve medikal uygulamalarda kullanilacak olan nano
malzemelerin toksik etkilerinin test edilmesi gerektigi asikardir (Kriiger ve Krug,

2011; Abbot ve Cyranosk, 2003)

Calismamizda PCL/SF esasli nanofibere fiziksel adsorpsiyon yontemi kullanilarak
immobilize edilen laktaz enzimi ve ¢apraz baglama yontemi kullanilarak immobilize
edilen antikor igeren iki farkli amaca yonelik biyoaktif nanofiberin (Gurel- Gokmen
B ve ark., 2021; Taslak HD ve ark., 2019) toksikolojik ve oksidatif 6zellikleri Zebra
balig1 (Danio rerio) kullanilarak test edilmistir. PCL ve ipek fibroin polimerlerinin
kullantmiin tibbi malzeme iiretimi i¢in uygunlugu bilinmesine ragmen, hibrid
polimerin hazirlanmasi sirasinda kullanilan ¢6ziiciilerin, nanofiber iiretiminde
kullanilan elektro dokuma yo6nteminin ve enzim veya antikor immobilizasyonunda
kullanilan kimyasal ajanlarin toksik etkisinin olup olmadiginin belirlenmesi iriin
gelistirme silirecinde 6nemli bir adimdir. Mevcut nano malzemelerin ¢ogunun
toksisite verileri in vitro test sonuglarina dayanmakta ve geligkili birgok sonuglar
sunmaktadir. Validasyon caligmalar1 yapilmig in vitro arastirmalar onemli veri
kaynagi olmalarmma ragmen ve deney hayvani kullanimini azaltmasina ragmen

organizmayi tam olarak temsil etmedigi i¢in, elde edilen verilerin in vivo testler ile
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de dogrulanmasi gerekmektedir. Deney hayvanlari kullanilarak yapilan toksikoloji
testleri etik agidan her malzeme i¢in uygun olmamakla birlikte, daha kolay ve ucuz
metotlar gelistirilmeye baglanmistir. Son yillarda Zebra baliklar1 toksikoloji temelli
bircok aragtirmada insan hiicre metabolizmasi ile arasindaki benzerlikler nedeniyle

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

Ulusal Saglik Enstitiileri, alternatif bir hayvan modeli olarak zebra baligini aktif
olarak desteklemektedir. (Parng ve ark., 2002)

Glinimiizde toksikoljik testlerde Zebra baliklarinin model organizma olarak
kullanilma nedenleri; dayanikli bir tiir olmalari, kolay bulunmalari, laboratuvar
ortaminda yumurta birakabilmeleri, kolay beslenebilmeleri ve g¢ogalmalari, ergin
disilerin haftalik araliklarla yiizlerce yumurta birakabilmeleri, dis dollenme ile
tiremeleri, yumurta ve embriyolarnin saydam olusu, yumurta ve larvalarin
gelisimlerinin kolay izlenebilmesi, jenerasyon zamanlarinin kisa olmasi, insan ve
diger omurgalilarin genom yapilarinin benzer olusu, metabolizma ve embriyonik

gelisimlerinin hemen hemen ayni1 olmasidir (Atasayar, 2011).

Calismamizda laktaz enzimi veya BPA antikoru immobilize edilerek biyoaktif hale
getirilen PCL/SF esasli nanofiber, 1 saat ve 10 saat siire ile Zebra balig:
embryolarimin gelisme ortaminda bekletilmistir. Bekleme siirelerinin  sonunda
ortamdan c¢ikartilarak embriyolar bu gelisme ortamima birakilmiglardir. Bu
ortamlarda embriyolarin gelisimleri izlenerek hazirladigimiz biyoaktif nanofiberin
olas1 toksikolojik etkileri arastirilmistir. Bu ¢alismada kullanilan metot ¢ogunlukla
ilaglarin veya c¢evre kirleticilerin olas1t toksik etkilerini arastirmada kullanilan
metotlar (Ustiindag ve ark., 2017; Ates ve ark., 2018) modifiye edilerek belirlenmis
ve nanomalzemelerin olas1 toksikolojik etkilerinin belirlenmesi i¢in kullanilabilecek

bir yontemin adimlar1 tespit edilmistir.
Calismamizda PCL/SF esasli nanofiber laktaz enzimi ve bisfenol A antikoru

immobilize edilerek biyoaktif hale getirildiginden bu proteinlerin kullanilmas: ile

antijenik reaksiyonlarin olusmasi1 gibi olast olumsuz sonuglar bir risk
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olusturmaktadir. Bu nedenle herhangi bir beklenmeyen etkinin Onlenmesi igin

toksikolojik test metotlarinin gelistirilmesi gerekmektedir

Falinski ve ark (2019), nano boyutlu malzemelerin toksisitesi belirlenirken sulu
ortamda yapilan biyoanalizlerin faydasini ve dogrulugunu artirmak i¢in uygun sistem
kosullarinda nano boyutlu malzemelerin biyolojik sistemlerde birikiminin

degerlendirilmesi gerektigini belirtmislerdir.

Bu dogrultuda ¢aligmamizda PCL/SF esasli biyoaktif nanofiberin, zebra baligi
embryolarinda birikerek bir oksidatif hasara neden olup olmadigi zebra balig

embryo homojenatlarinda MDA, GST, SOD ve NO tayinleri yapilarak arastirilmistir.

Chowdhry ve ark (2019) elde ettikleri karbon nanotiipleri ylizey modifikasyonunda
kullandiklar1 kimyasal maddelerin toksikolojik etkiye sebep olup olmadigini zebra
baligi  embryolarinda  arastirmiglardir.  Calismalarinda  embriyolart  farkh
konsantrasyonlarda modifikasyon ajanlarina  maruz = birakmiglardir.  Bizim
calismamizda ise embriyolar, enzim veya antikor immobilizasyonu ile modifiye

edilen nanofiberler ile farkli siirelerde inkiibe edilerek maruziyet olusturulmustur.

Ates ve ark (2017) metilparaben’in zebra balig1 embriyolarinin oksidan-antioksidan
sistemi, 6liim kalim oram1 ve malformasyon olusumunu inceledikleri ¢alismalarinda
kontrol grubu embriyolarinda mevcut olmayan kuyruk defekti, perikardiyal 6dem ve
pigmentasyon defektini metilparaben maruziyetine birakilan embriyolarda tespit
etmislerdir. Ayrica metilparaben maruziyetine birakilan embriyolarin 6liim oraninin
kontrol grubu embriyolarina gore anlamli sekilde arttigini  gdstermislerdir.
Metilparaben grubunda kontrol grubuna gore GST aktivitesi ve NO seviyesinde
anlamli azalma testip edilmisken, LPO seviyesinin metilparaben grubunda hafif ama

anlamli olrak arttigini tespit etmistir.
Ustiindag ve ark (2019)’nin farkli dalga boylarindaki 151k siddetine maruz biraktiklar:

zebra baligi embriyolarmin oksidan-antioksidan sistemi, 6liim kalim orani ve

malformasyon olusumunu inceledikleri ¢alismalarinda, beyaz LED (7200 K) 1s1ga
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maruz kalan embriyolarin lipid peroksidasyon seviyesinin kontrol grubuna gore
anlamli sekilde arttigini ve SOD ve GST enzimlerinin aktivitelerinin ise
azaldigimitespit etmislerdir. Yesil LED (515-535 nm) 1s18ina maruz birakilan
embriyolarinda, LPO seviyelerindeki artis, diger maruziyet gruplarinda daha az
olarak tespit edilmistir. Kirmizi LED (515-535 nm) maruz kalan grupta ise kontrol
grubuna gore LPO ve NO seviyerinde anlamli artis, SOD ve GST aktivitelerinde

anlamli azalma tespit etmislerdir.

Ustiindag ve ark (2017) zebra balig1 embriyolarmi BPA nin ve DEHP’nin letal dozu
belirlemek i¢in zebra balig1 embriyolarint kullanmiglardir. Embriyolart DEHP (Di-2-
Etilhekzil ftalat) ve BPA’ya maruz biraktiklar1 ¢alismalarinda, embriyolarin
gelisimlerini 120 saate kadar takip etmislerdir. Hem BPA hem de DEHP maruziyeti
gruplarinda aksiyal malformasyonlar, perikardiyal 6dem ve besin kesesi 6demi tespit
etmislerdir. DEHP‘nin Zebra baligi embriyolarinda kulugkadan ¢ikis oranini kontrol

grubuna kiyasla 48 ve 72 saatte dnemli Olciide azalttig1 tespit edilmistir.

Scopel ve ark (2019) farkli konsantrasyonlarda BPA'ya maruz birakilan zebra baligi
embriyolar1 24, 48, 72 ve 96 saat maruziyetten sonra embriyolarin 6liim orani, kalp
atis hizi, koryondan c¢ikma ve anomalilerin varligi agisindan analiz edilmistir.
Sonuglar, zebra baligi embriyolarinda BPA'min belirgin bir sitotoksisitesinin
oldugunu gostermistir.70 pM'den daha yiliksek BPA konsantrasyonlari, 24 saat kadar
erken maruziyet sonucunda bile embriyolarin 6liimiiyle sonuglanan ¢esitli toksik

etkilere neden oldugu gézlemlenmistir.

Matos ve ark (2019) yaptiklar1 ¢calismada ZnS ve CdS kuantum noktalarinin toksik
etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda Zebra baliklarin1 kullanmiglardir.  Artan

konsantrasyon ile birikim oraninin da arttigini tespit etmislerdir.
Wang ve ark (2020) Zebra baliginda ylizey amino gruplarina sahip katyonik

PAMAM dendrimerlerin 24 saat inkiibasyon sonras1 % 100 6liime neden oldugu,

amino asit etanol yiizey gruplarina sahip nétr PAMAM dendrimerler ve siiksinamik
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asit u¢ gruplarina sahip anyonik dendrimerlerin ise katyonik amin gruplu

dendrimerlere gore daha az toksik oldugu bildirilmistir.

Calismamizda laktaz enzimi ve BPA antikoru immobilize edilen nanofiberler ayri
ayrt E3 embriyo gelisme ortaminda bekletildiginde, BPA antikoru immobilize edilen
nanofiber 10 saat siire ile E3 ortaminda bekletildikten sonra ortama birakilan
embriyolarin hepsi 24 hpf sonunda o6liirken, 1 saat siire ile E3 ortaminda bekletilen
BPA antikoru immobilize edilen nanofiber grubunda ise 24, 48 ve 72 hpf’de
mortalite oranlar1 arasinda zamana bagl istatiksel olarak anlamli bir degisiklik tespit
edilmemistir. BPA immobilize edilen nanofiberin 10 saat siire ile E3 ortaminda
bekletildikten sonra ortamdaki embriyolarin 6liim nedeni olarak kovalent
immobilizasyon tekniginde kullanilan kimyasal ajandan kaynaklanabilecegi
distiniilmektedir. Bunun disinda 10 saat nanofiberin E3 ortaminda bekletilmesi
sonucunda BPA antikorunun ortama karistig1 ve toksik etkiye neden olmasi da bir
olasilik olarak belirlenmistir. 1 saat siire ile E3 ortaminda bekletilen BPA immobilize
edilmis nanofiberin herhangi bir toksik etki olusturmamis olmasi, biyoaktif
nanofiberin 1 saatlik temas i¢in uygun oldugunu gostermektedir. Bu ¢alismada letal
ilag dozunun belirlenmesine benzer sekilde nanofiberin BPA uzaklagtirmak igin
igerisine konulacagi sivi ile temas siiresi belirlenmistir. Laktaz enziminin immobilize
edildigi nanofiberin 10 saat siire ile E3 embriyo ortaminda bekletilmesi sonucunda
ise 24, 48 ve 72 hpf’de mortalite yilizdeleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir
farklilik tespit edilmemistir.

Bulgularimiz BPA antikoru immobilize edilmis nanofiberin 1 saat siire ile E3
embriyo ortaminda bekletilmesinin uygun oldugunu, laktaz enzimi immobilize
edilmis nanofiber i¢in ise 10 saat ve altindaki siireler icin E3 embriyo ortaminda
bekletilmesinin ~ uygun  oldugunu  gostermektedir. 72 hpf’de  gruplar
karsilastirildiginda ham nanofiber, laktaz enzimi immobilize nanofiber ve BPA
antikoru immobilize nanofiber gruplari, kontrol grubuyla kiyaslandiginda, mortalite

oranlarinda ve kuluckadan ¢ikma oranlar1 arasinda anlamli bir fark belirlenmemistir.
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Oksidatif hasar1 incelemek amaciyla test edilen MDA degerleri; laktaz enzimi
immobilize nanofiber ve BPA antikoru immobilize nanofiber grubu embriyolarda
kontrol grubu embriyolarina gore anlamli bir sekilde artarken; NO degerleri, SOD ve
GST enzim aktiviteleri azalmistir. Ham nanofiber grubu ile kontrol grubunun MDA
degeri, SOD ve GST enzim aktiviteleri karsilastirildiginda ise anlamli bir farklilik
tespit edilmemistir. NO degeri ise tiim nanofiber maruziyet gruplarinda kontrol
grubuna gore anlamli olarak azalmistir. Laktaz enzimi ve BPA antikoru immobilize
gruplarindaki embriyolarin SOD ve GST enzimlerinin aktiviteleri arasinda bir
farklilik tespit edilmemistir. SOD ve GST aktivitelerindeki azalma en c¢ok laktaz
enzimi ve BPA antikoru immobilize gruplarda olmustur. Embriyo homojenatlarinda
tespit esilen bu degisimler ¢ok hafif seyrettigi icin embriyolarin mortalitesine ve

kuluckadan ¢ikis siirelerine etki etmemistir.

Antikor veya enzim immobilizasyonu yapilarak biyoaktif hale getirilen PCL/SF
esasli nanofiberin toksikolojik ve oksidatif Ozellikleri zebra baligi embriyolar
kullanilarak belirlenmistir. Caligmamizda elde ettigimiz biyoaktif nanofiberlerin 1
saat siire ile s1v1 ile temasi sonrasi toksikoljik etkiye neden olmadigi, hafif bir sekilde
etkilenen oksidan antioksidan dengesini ise zebra balig1 embriyolarinda herhangi bir
deformasyona ve mortaliteye neden olmadigi tespit edilmistir. Nanofiberlerin
toksikolojik testlerinin zebra baligt embriyolar1 kullanilarak yapilmasi, hem
arastirmalara hem de biyomalzeme iiretimine yonelik yeni bir test metodu

gelistirilmesine zemin hazirlamaktadir.

Sonug olarak Zebra balig1 embriyolar1 yalnizca yetiskin baliklarla yapilan deneyler
icin degil, ayn1 zamanda memeli tiirleri ile yapilan deneyler i¢in de bir alternatif
olarak hizmet ettiginden, medikal {riin arastirma ve gelistirme c¢alismalarinin
kapsamina da alinarak yeni gelistirilen medikal {irtinlerin gilivenirligine katki

saglayacag diisiiniilmektedir.
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