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Ozet: Nanopartikiil (NP) iiriinlerinin endiistride kullaniminimn artmasiyla birlikte ekosistem Ve tiim organizmalar
dogrudan ve dolayli olarak NP’lerin etkisiyle risk altinda olmaktadirlar. Bu g¢alismada, tatlisularda yasayan
Gammarus pulex’in ¢inko (Zn) ve ¢inko oksit (ZnO) NP’lere maruz birakilmasiyla metallotionein (MT)
biyobelirte¢ yanitlar1 incelenmistir. Denemede, kontrol grubu dahil toplam dort deneysel uygulama grubu
(Kontrol, 10 mg/L, 20 mg/L, 40 mg/L) olusturulmus ve ii¢ tekerriir ile galigilmistir. Zn-NP’ye maruz birakilan, 24
ve 96 saatlerde ki 6rneklerin MT seviyelerinde kontrole kiyasla artisa (p<0,05) neden oldugu belirlenmistir. Benzer
sekilde, ZnO-NP uygulama érneklerinin MT seviyelerinde de 96 saat 6rneklerinde kontrole kiyasla artiglara neden
oldugu (p<0,05) belirlenmis, ancak 24 saat uygulama orneklerinde MT seviyelerinde istatistiksel agidan fark
bulunamamistir (p<0,05). Calismada yapilan analizler sonucunda, Zn ve ZnO NP’lerin organizmada MT
seviyelerinde artisa sebebiyet verdigi, bu artisin oksidatif stres gostergesi olarak goriilebilecegi dngorilmektedir.
Nano boyuttaki malzemelerin artan kullanim alanlart ile birlikte, ¢cevre icin biiyiik bir problem olarak karsimiza
cikabilecegi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Metallotionein, Gammarus pulex, ¢inko nanopartikil, ¢inkooksit nanopartikiil

Effect of Metallothionein on Gammarus pulex Exposed to Zinc and Zinc Oxide Nanoparticles
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Abstract: With the increase in the use of nanoparticle (NP) products in the industry, the ecosystem and all
organisms are directly and indirectly at risk of the effect of NPs. In this study, metallothionein (MT) biomarker
responses were investigated by exposure of freshwater Gammarus pulex to zinc (Zn) and zinc oxide (ZnO) NPs.
In the experiment, a total of four experimental application groups (Control, 10 mg/L, 20 mg/L, 40 mg/L), including
the control group, were formed and studied with three replications. It was determined that the samples exposed to
Zn-NP at 24 and 96 hours caused an increase in MT levels compared to the control (p<0.05). Similarly, it was
determined that ZnO-NP application samples caused increases in MT levels compared to the control in 96 h
samples (p<0.05), but no statistical difference was found in MT levels in 24-hour application samples (p<0.05).
As a result of the analyzes made in the study, it is predicted that Zn and ZnO NPs cause an increase in MT levels
in the organism, and this increase can be seen as an indicator of oxidative stress. It has been determined that nano-
sized materials can be a big problem for the environment with the increasing usage areas.

Key Words: Metallothionein, Gammarus pulex, zinc nanoparticle, zinc oxide nanoparticle

GIRIS

Metallotionein (MT)’ler, alisilmadik derecede yiiksek bir sistein igerigi (% 22 ila 33) ve civa,
kadmiyum, bakir, ¢inko gibi agir metal iyonlarin1 baglamada secici bir kapasite ile karakterize edilen,
yaygin bulunan, 1siya dayanikli, diisitk molekiiler agirlikli proteinlerdir. MT ilk olarak Margoshes ve
Vallee ™ tarafindan kadmiyum baglayici bir protein olarak kesfedilmis, Kage ve Vallee ? tarafindan
saflagtirilarak metallotionein olarak adlandirilmistir. Prokaryotlar, bakteriler, omurgasizlar, omurgalilar
ve sucul canlilar gibi farkli canli organizma gruplarinda MT'ler bulunmaktadir 4. Genellikle sitozolde
bulunan MT’ler diisiik molekiil agirliginda (6-7 kDa), metal baglayan, sisteince zengin, aromatik amino
asit bilesikleri bulunmayan ve metal tiyolat gruplarindan olusmus bir proteindir “®. MT ler, tiire bagl
olarak, farkli amino asit bilesimi ve yiikii ile proteinin bir dizi izoformu mevcuttur. Metallotiyonein
beyin, timus, kemik iligi ve lireme organlar1 dahil olmak iizere organizmalarin bir¢ok dokusunda
bulunmustur”. MT’ler lisin, serin ve arjinin gibi 20 sistein rezidiisiinden olusur ve bu rezidiilerin metal
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baglamakta rolleri oldugu diisiiniilmektedir ®. MT mekanizmasinin bagisiklik sistemini diizenleme,
zararli maddelerden armmma (detoksifikasyon), katalizator ve depolama gorevlerinin oldugu
diisiiniilmektedir 1, MT’lerin 18 farkli metal molekiilleri arasinda baglanma giicii olmakla birlikte Cu,
Cd, Zn, Pb, Ag’yi daha fazla baglayabilmektedirler 1%

En az bir boyutlarindaki kristal biiyiikliikleri 1-100 nm arasinda degisen tek fazli ya da ¢ok fazli
partiklil (NP)’ler olarak tanimlanan ™ nanoboyutlu malzemelerin bilim ve teknolojide kullanimlari
eskiden beri stire gelmektedir 224, Oksidatif stres olusumunun 6nemli bir kaynagi olan NP metaller,
biyolojik sistemlerde dnemli rol oynarlar. Kiigiik boyutlar1 ve genis spesifik ylizey alanina sahip olmalar
sebebiyle metal oksit NP’leri yiiksek kimyasal reaksiyona girme istegi kazanirlar. Bu durum da hiicre
ve organellerde hasar yaratarak direk ya da metabolik yollarla hepatotoksik (intrinsik) toksisiteye neden
olmaktadir. Tiim bu sebeplerden dolayi, nanotoksisite ¢aligmalarinin ¢ogu nano boyuttaki metal
oksitlere odaklanmistir .

Cinko endiistride yaygin olarak kullanildig1 icin dogada, 6zellikle de endiistrinin gelismis oldugu
yerlerde yaygin olarak bulunur. Cinko atiklar1 s6z konusu alanlarda yiizey sularina karisir [>1°],

Fiziksel ve kimyasal ozellikleri nedeniyle siirekli gelisimini siirdiiren nanopartikiiller (NP'ler),
ulagtiklar1 sucul ve karasal ortamlarda ¢ok onemli potansiyellere sahiptir 78, NP'lerin sucul
organizmalarda toksisitesi ile ilgili ¢aligmalar hizla artmakta ve bu maddelerin g¢evresel risk
degerlendirmeleri de 6nemli ¢alismalar olarak kabul edilmektedir 8. Dlinyada metal veya metal oksit
NP'lerin iiretimi hizla artmakta ve bunun sonucunda su ve karasal ekosistemlere erigimleri ve
kontaminasyonlari artmaktadir %2, NPO'lar diger canlilarin yasamlari iizerinde olumsuz etkilere neden
olabilir. Bu nedenle bu tiir kirletici iyonlarin uzaklastirilmasi insan yagami ve ¢evrenin korunmasi igin
son derece 6nemlidir 2>2¢, Ancak NP'lerin kontaminasyon 22 ve maruz kalma stireleri 12*?* sonrasinda
ulastiklar1 ortam ile etkilesimi, bunlarin degerlendirilmesi agisindan 6nemlidir.

Cinko oksit (ZnO) NP'ler, katki maddeleri olarak yaygin olarak kullanilmaktadir. Antibakteriyel
etkisinden dolay1 glines kremi {iretimi, kozmetik tirtinler, tekstil {iretimi, boya pigmentleri, katalizorler
ve vernikler gibi birgok alanda kullanilmaktadirlar ?7-2°1. Daha da 6nemlisi, secici toksisite sergiledikleri
icin belirli kanser tiirlerinin tedavisi ve su dezenfeksiyonu i¢in uygun antikanser ajanlar arasinda ZnO
NP'ler 6nerilmistir 3%,

Ekolojik olarak toksikolojik testlerde giincel ve anlamli sonuglar elde etmek i¢in sadece uygun test
tipi degil, uygun test organizmasi da secilmelidir *%. Biyodeney veya toksisite arastirmalarinda en
onemli faktor, kullanilacak organizmalarin segimidir ¥***, Suda yasayan kabuklu ailesinden olan
Gammaridler, kirleticilere kars1 yiiksek hassasiyetleri, bol miktarda bulunmalar1 ve kolay elde edilmeleri
nedeniyle toksisite testleri i¢in yaygin kullanilan tiirler arasindadir %1,

Bu c¢alismada, metal bazli Zn ve ZnO NP’lerine maruz birakilan G. pulex’te, MT seviyesi
degisimleri yar1 kantitatif olarak Ol¢iilmiistiir. Calismada, kullanilan Zn ve ZnO NP’leri MT
biyobelirteclerinin 24. ve 96. saatlerdeki degisimlerinin belirlenmesi MT aktivitesinin akut etkisinin
degerlendirilmesi amaglanmuistir.

MATERYAL METOT
Nanopartikuller

Calismada kullanilan NP materyalleri Zn (40-60 nm) ve ZnO (10-30 nm) ticari firmadan
(SkySpring) temin edilmistir. Analitik reaktif simifindan olan kimyasallara herhangi bir arindirma veya
saflastirilma yapilmadan kullanilmistir. Her iki NP igin dretici firmanin beyan ettigi sekil ve boyut
verileri referans alinarak biyodeney ¢aligmalarinda kullanilmistir.
Biyodeney Organizmast

Calismada kullanilan G. pulex organizmalar1 Munzur Akarsuyu yan kollarindan toplanmis, uygun
kosullarda kiiltire edilmistir. Model organizmalar segilirken saglikli, hareket kisiti olmayan, ayni
boyuttaki erkek bireyler olmasina dikkat edilmistir.
Nanopartikiil Siispansiyonlarinin Hazirlanmasi

Zn ve ZnO NP’lerinin %10’luk (m/v) stok siispansiyonlari, (18,0 MQ) 6zelliginde ultra saf su iginde
cozdiiriilerek elde edilmistir. Her bir stok ¢6zelti, 5 dakika vorteks ile homojenize edildikten sonra, en
yiksek NP dagilimim saglamak icin, ortalama 15-20 dakika olacak sekilde ultrasonik banyoda
sonifikasyon islemi gerceklestirilmistir. Her bir NP’lin stok siispansiyonundan, deneme dizayninda
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belirtilen konsantrasyon oranlar1 dikkate alinarak, otomatik pipet yardimiyla uygun hacimler alinmis ve
zaman kaybetmeden tiim deneme gruplarindaki organizmalar NP’lere maruz birakilmustir.

Biyodeney Diizenegi

Nanopartikiillerin uygulanmadigi, deney organizmasinin optimum yasama ortaminin saglandigi
kontrol grubu olusturulmustur. NP uygulama konsantrasyonlari, ¢evreye salinim oranlar1 géz Oniine
alinarak diisiilk oranlarda belirlenmistir. G. pulex Uzerinde NP’lerin etkisi ile ilgili uygulama
konsantrasyonlar1 Tablo 1’de belirtilmistir. Deney baslangicinda her bir akvaryum (1500 mL) icerisine,
15 birey konularak deneme dizayni kurgulanmistir. Kontrol ve uygulama gruplari birbirinden bagimsiz
olarak 3 tekerriirlii gerceklestirilmistir.

Tablo 1. Zn ve ZnO nanopartikiillere maruz birakilan organizmalarin biyodeneysel tasarimi

Gruplar Kontrol Grup 1 Grup2 Grup3
NP-Zn/ZnO (ppm) 0 10 20 40
G. pulex (adet) 45 45 45 45
Tekerrur 3 3 3 3

Metallothionein Analizi

Yapilan ¢alismada  Biosense marka  (semi-quantitative  biomarkers  Uriin  No:
B00400402/B00400404) ELISA kit kullanilmistir. Bu kit, Metallothionein (MT) biyobelirteci yari
kantitatif tespiti icin kullanilacak bir dizi Enzim Bagh immiinosorbent Testi (ELISA) reaktifi igerir.
Alinan 6rneklerde, dolayli antikor yakalama ELISA formatinda uygun bir monoklonal veya poliklonal
antikor kullanilarak biyobelirteg tespitine dayanmaktadir.

Istatiksel Analiz

Calismadaki tiim deneyler bagimsiz olarak ii¢ tekerriirlii olarak tekrarlanmis ve veriler standart
sapmali ortalamalar olarak kaydedilmistir. Gruplar arasindaki istatistiksel agidan anlamli farkliliklar tek
yoOnlii analiz ANOVA, SPSS/24.0 paket program1 TUKEY ¢oklu kargilastirmalart ile belirlenmistir.

BULGULAR
Zn ve ZnO'ya maruz kalmanin Zn viicut yiikii iizerindeki etkileri, kontrol degerlerinin yiizdesi
olarak ifade edilen MT seviyeleri Sekil 1ve 2'de sunulmaktadir.

n

0.04 a*
0.035

0.03
0.025

0.02
0.015

0.01 I

d d
0.005 d d g
0 ma = i & -
Control Zn 10 mg/L Zn 20 mg/L Zn 40 mg/L

m24h m96h

Sekil 1. Zn-NP'ye maruz birakilan G. pulex'teki MT seviyeleri
Stitunlar iizerindeki farkli harfler gruplar arasindaki istatistiksel farkliliklari, Yildiz (¥) isareti ise ayni
grubun farkl saatleri (24 ve 96 saat) arasindaki istatistiksel farkliliklar1 gosterir.
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Zn-NP’e maruz birakilan G. pulex’te kontrole kiyasla 24 ve 96 saatlerde istatistiksel agidan anlamli
farklilar (p<0,05) tespit edilmistir (Sekil 1). Zn-NP igin maruziyet siiresi ve artan konsantrasyonlara
bagl olarak MT seviyelerinde dogrusal bir artig gostermistir.

Zn0
0.03
a*
0.025 T
0.02 l
0.015 b*
I
0.01
C
0.005
c c c c c
T n ES =
Control Zn0O 10 mg/L Zn0 20 mg/L Zn0 40 mg/L
W24 h 96 h

Sekil 2. ZnO-NP'ye maruz birakilan G. pulex'teki MT seviyeleri
Siitunlar iizerindeki farkli harfler gruplar arasindaki istatistiksel farkliliklari, Yildiz (*) isareti ise ayn1
grubun farkli saatleri (24 ve 96 saat) arasindaki istatistiksel farkliliklart gdsterir.

ZnO-NP’ne maruz birakilan G. pulex’te kontrole kiyasla 96 saat 10 ve 20 mg/L uygulama gruplari
MT seviyelerinde istatistiksel agidan anlamli artis (p<0,05), 40 mg/L uygulama grubunda isa istatistiksel
acidan anlaml bir fark olmadigi (p>0,05) tespit edilmistir (Sekil 2). ZnO-NP’ne gruplarin maruziyet
sresi gz 6ntine alindiginda ise 10 ve 20 mg/L uygulama gruplari arasinda siire (24-96 saat) istatistiksel
acidan anlamli artig (p<0,05), diger uygulama gruplart MT seviyelerinde istatistiksel agidan anlamli fark
bulunamamistir (p>0,05).

TARTISMA

Yapilan bu ¢alismada Zn-NP ve ZnO-NP’lerinin olasi sucul ekosisteme karigmasi durumunda sucul
ekosistem Uzerindeki etkisini model bir organizma G. pulex'teki MT biyobelirteglerine tepkilerinin ve
bunlarin ekotoksikolojik ¢alismalarda kullanim potansiyellerinin arastirilmasi amaglanmigtir. Her iki
NP’liin 6liimciil olmayan konsantrasyonlari 6n ¢alismalarla belirlenmistir.

Canlilar ve dokular arasindaki MT-metal bilesenleri arasindaki farklilik, maruz kalinan metal
¢esidine ve maruz kalma sekline gore farklilik géstermesine ragmen MT’lerin degisik metalleri baglama
yonunde ilgisi Zn*2<Pb*?<Cd*2<Cu*?<Ag*?= Hg*?=Bi*® olarak siralanabilir *®3", Dogrudan metal alimu,
depolanmasi ve atilimina dahil olan dokularin yiiksek bir MT sentez kapasitesine sahiptir . Esansiyel
metallerden bazilar1 canli organizmalar igin gerekli olmalarma ragmen, yiliksek konsantrasyona
ulastiklarinda toksik olabilirler 9.

Hogstrand ve ark. 1%, yaptiklari ¢alismada tatlisu levregini (Perca fluviatilis) Cu, Zn ve Cd’a maruz
birakarak metallotiyonein proteinin metal baglanmadaki roliinii aragtirmislardir. Caligma bulgularina
gbre Zn miktarlar1 ile MT diizeyleri arasinda pozitif korelasyonun oldugunu rapor etmislerdir. Van
Campenhout ve ark. Y, kaya baliklarinda Cd, Zn metel birikimi ve MT diizeylerini arastirmislardir. Cd
ve Zn ile MT diizeyleri arasinda pozitif korelasyon, oldugunu rapor etmislerdir. Bervoets ve ark. 12,
dere kaya balig1 (Gobio gobio), kizilkanat (Rutilus rutilus) ve levrek (Perca fluviatilis) baliklarinda Cd,
Cu ve Zn duzeyleri ve MT indiiksiyonunu aragtirmislardir. MT seviyeleri ile hepatik ¢inko diizeyleri
arasinda pozitif korelasyon oldugunu bildirmislerdir. Bayhan 3 yaptigi c¢alismada, dogadan
yakaladiklar1 kefal (Leuciscus cephalus) ve levrek (Perca fluviatilis) baliklarinin Cu, Cd, Zn degerleriyle
MT diizeylerini belirlemiglerdir. Avladiklar1 baliklarin agir metal diizeyleri, yasal limitlerin altinda

4



Ulusal Cevre Bilimleri Arastirma Dergisi, Sayr 6(1): 1-8 (2023)

olmasi sebebiyle MT degerlerinde agir metallerle iliskili bir degisiklik olmadigin ileri siirmiislerdir.
Cimen ve Serdar Y yaptiklar1 ¢alismada Cu ve CuO NP'lerinin G. pulex'te MT diizeylerinde artisa
neden oldugu ve bu artisin oksidatif strese neden olabilecegini bildirmislerdir. Genel olarak, suda
yasayan organizmalarda esansiyel olmayan veya esansiyel metallerin yiiksek konsantrasyonlart mevcut
oldugunda hiicrelerde MT konsantrasyonu artar *!, bu da ortamdaki yiiksek metal biyoyararlanimini
yansitir [46-48 381,

Zhang ve Wang ! yaptiklari ¢alismada, Zn’ya maruz biraktiklar: Acanthopagrus schlegeli’de MT
seviyelerinde onemli olgiide artis oldugunu bildirmislerdir. Mosleh Yahia ve ark. B yaptiklari
calismada Tubifex tubifex, sucul omurgasiz organizmayir 7 ve 15 giin boyunca farkli bakir
konsantrasyonlarma (50, 100 ve 200 pg/l) maruz birakmislardir. Maruz kalan organizmalardaki MT
seviyeleri, farkli bakir konsantrasyonlarinda maruz kaldiklar siireyle iliskili olarak onemli 6l¢ilide
(p<0.05) arttigin bildirmislerdir.

Khati ve ark. BY yaptiklar1 ¢alismada, Cd ve Cu’ya (200 pg/l, 30 ug/l) maruz biraktiklati Perna
perna midyesinin MT'lerin indiiklenmesi arasinda bir iliski oldugunu rapor etmislerdir.

Benzer sekilde metal ile kontamine olmus g¢esitli sucul organizmalarda metallotionein
indiiksiyonunun oldugu bilimsel ¢alismalarla rapor edilmistir 2%,

MT igeriklerindeki artig, metal maruziyetinin spesifik bir biyobelirteci olarak kabul edilir. Mao ve
ark.® MT'nin genel yapisi ve islevi, gen yapisi, transkripsiyon regiilasyonu, indiiksiyon faktorleri ve
agir metallerin suda yasayan omurgasizlarin gelisimini etkiledigini rapor etmislerdir. Danabag ve ark.
71 Artemia salina ve Daphnia magna ilizerindeki Zn ve ZnO nanopargaciklarinin toksik etkisini
arastirdiklart calismada, NP'lerin biyokimyasal ve toksikolojik etkilerinin tam olarak anlagilamadigini,
cunku gozlemlenen etkiler nanoboyutlu malzemenin boyutuna, fiziko-kimyasal 6zelliklerine ve gevre
ve organizma ¢esitliligi gibi birgok parametreye bagli oldugunu rapor etmislerdir. Ancak Zn (40-60
nm), Zn (80-100 nm) ve ZnO (10-30 nm) NP'leri farkl1 bir karakteristik 6zellik sergiledigini, 6zellikle
Zn (80-100 nm) NP'lerin birikim oranlarinin orantili olarak ¢ok diisiik oldugunu bildirmislerdir. Yapilan
bu c¢alismada da Zn (40-60 nm) ve ZnO (10-30 nm) NP'leri kullanilmis olup ZnO NP’liiniin 10 ve 20
mg/L konsantrasyonlarinda M T seviyelerinin maksimumna ulastigi belirlenmistir. ZnO NP baglama igin
MT konsantrasyonunun arttig1 ve yiiksek konsantrasyondaki belirli bir kapasiteye ulastiktan sonra MT
sentez kapasitesinin diistiigii tahmin edilmektedir. Yapilan bu ¢caligsmada literatiirdeki calismalara benzer
sekilde artan Zn-NP ve ZnO-NP’{in artan konsantrasyonlar1 kontrole kiyasla arttig1 belirlemistir.

SONUC

MT seviyelerini biyolojik matris olarak G. pulex kullanarak metalik NP olan Zn-NP ve
ZnO-NP’lerine maruziyeti MT biyobelirtegleri igin izleme programlarinda kullanilmasina
yararlt sonuglar alinabilir. Bu NP’lerin kullanimi ve dogaya salinimi ile ilgili bir kontrol
mekanizmasi olusturulmali ve etkileri lizerinde farkli organizmalarda kullanilarak sitotoksiste,
genotoksisite, histopatoloji gibi kapsamli caligmalar yiiriitilmelidir.
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