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Özet: Nanopartikül (NP) ürünlerinin endüstride kullanımının artmasıyla birlikte ekosistem ve tüm organizmalar 

doğrudan ve dolaylı olarak NP’lerin etkisiyle risk altında olmaktadırlar. Bu çalışmada, tatlısularda yaşayan 

Gammarus pulex’in çinko (Zn) ve çinko oksit (ZnO) NP’lere maruz bırakılmasıyla metallotionein (MT) 

biyobelirteç yanıtları incelenmiştir. Denemede, kontrol grubu dahil toplam dört deneysel uygulama grubu 

(Kontrol, 10 mg/L, 20 mg/L, 40 mg/L) oluşturulmuş ve üç tekerrür ile çalışılmıştır. Zn-NP’ye maruz bırakılan, 24 

ve 96 saatlerde ki örneklerin MT seviyelerinde kontrole kıyasla artışa (p<0,05) neden olduğu belirlenmiştir. Benzer 

şekilde, ZnO-NP uygulama örneklerinin MT seviyelerinde de 96 saat örneklerinde kontrole kıyasla artışlara neden 

olduğu (p<0,05) belirlenmiş, ancak 24 saat uygulama örneklerinde MT seviyelerinde istatistiksel açıdan fark 

bulunamamıştır (p<0,05). Çalışmada yapılan analizler sonucunda, Zn ve ZnO NP’lerin organizmada MT 

seviyelerinde artışa sebebiyet verdiği, bu artışın oksidatif stres göstergesi olarak görülebileceği öngörülmektedir. 

Nano boyuttaki malzemelerin artan kullanım alanları ile birlikte, çevre için büyük bir problem olarak karşımıza 

çıkabileceği belirlenmiştir. 

Anahtar Kelimeler: Metallotionein, Gammarus pulex, çinko nanopartikül, çinkooksit nanopartikül 
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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. 
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GİRİŞ 

Metallotionein (MT)’ler, alışılmadık derecede yüksek bir sistein içeriği (% 22 ila 33) ve civa, 

kadmiyum, bakır, çinko gibi ağır metal iyonlarını bağlamada seçici bir kapasite ile karakterize edilen, 

yaygın bulunan, ısıya dayanıklı, düşük moleküler ağırlıklı proteinlerdir. MT ilk olarak Margoshes ve 

Vallee [1] tarafından kadmiyum bağlayıcı bir protein olarak keşfedilmiş, Kage ve Vallee [2] tarafından 

saflaştırılarak metallotionein olarak adlandırılmıştır. Prokaryotlar, bakteriler, omurgasızlar, omurgalılar 

ve sucul canlılar gibi farklı canlı organizma gruplarında MT'ler bulunmaktadır [3,4]. Genellikle sitozolde 

bulunan MT’ler düşük molekül ağırlığında (6-7 kDa), metal bağlayan, sisteince zengin, aromatik amino 

asit bileşikleri bulunmayan ve metal tiyolat gruplarından oluşmuş bir proteindir [4-6]. MT’ler, türe bağlı 

olarak, farklı amino asit bileşimi ve yükü ile proteinin bir dizi izoformu mevcuttur. Metallotiyonein 

beyin, timus, kemik iliği ve üreme organları dahil olmak üzere organizmaların birçok dokusunda 

bulunmuştur[7]. MT’ler lisin, serin ve arjinin gibi 20 sistein rezidüsünden oluşur ve bu rezidülerin metal 
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bağlamakta rolleri olduğu düşünülmektedir [8]. MT mekanizmasının bağışıklık sistemini düzenleme, 

zararlı maddelerden arınma (detoksifikasyon), katalizatör ve depolama görevlerinin olduğu 

düşünülmektedir [9]. MT’lerin 18 farklı metal molekülleri arasında bağlanma gücü olmakla birlikte Cu, 

Cd, Zn, Pb, Ag’yi daha fazla bağlayabilmektedirler [10].  
En az bir boyutlarındaki kristal büyüklükleri 1-100 nm arasında değişen tek fazlı ya da çok fazlı 

partikül (NP)’ler olarak tanımlanan [11] nanoboyutlu malzemelerin bilim ve teknolojide kullanımları 

eskiden beri süre gelmektedir [12-14]. Oksidatif stres oluşumunun önemli bir kaynağı olan NP metaller, 

biyolojik sistemlerde önemli rol oynarlar. Küçük boyutları ve geniş spesifik yüzey alanına sahip olmaları 

sebebiyle metal oksit NP’leri yüksek kimyasal reaksiyona girme isteği kazanırlar. Bu durum da hücre 

ve organellerde hasar yaratarak direk ya da metabolik yollarla hepatotoksik (intrinsik) toksisiteye neden 

olmaktadır. Tüm bu sebeplerden dolayı, nanotoksisite çalışmalarının çoğu nano boyuttaki metal 

oksitlere odaklanmıştır [5].  
Çinko endüstride yaygın olarak kullanıldığı için doğada, özellikle de endüstrinin gelişmiş olduğu 

yerlerde yaygın olarak bulunur. Çinko atıkları söz konusu alanlarda yüzey sularına karışır [15,16].  
Fiziksel ve kimyasal özellikleri nedeniyle sürekli gelişimini sürdüren nanopartiküller (NP'ler), 

ulaştıkları sucul ve karasal ortamlarda çok önemli potansiyellere sahiptir [17,18]. NP'lerin sucul 

organizmalarda toksisitesi ile ilgili çalışmalar hızla artmakta ve bu maddelerin çevresel risk 

değerlendirmeleri de önemli çalışmalar olarak kabul edilmektedir [19,18]. Dünyada metal veya metal oksit 

NP'lerin üretimi hızla artmakta ve bunun sonucunda su ve karasal ekosistemlere erişimleri ve 

kontaminasyonları artmaktadır [20,21]. NPO'lar diğer canlıların yaşamları üzerinde olumsuz etkilere neden 

olabilir. Bu nedenle bu tür kirletici iyonların uzaklaştırılması insan yaşamı ve çevrenin korunması için 

son derece önemlidir [25,26]. Ancak NP'lerin kontaminasyon [22] ve maruz kalma süreleri [23,24] sonrasında 

ulaştıkları ortam ile etkileşimi, bunların değerlendirilmesi açısından önemlidir.  

Çinko oksit (ZnO) NP'ler, katkı maddeleri olarak yaygın olarak kullanılmaktadır. Antibakteriyel 

etkisinden dolayı güneş kremi üretimi, kozmetik ürünler, tekstil üretimi, boya pigmentleri, katalizörler 

ve vernikler gibi birçok alanda kullanılmaktadırlar [27-29]. Daha da önemlisi, seçici toksisite sergiledikleri 

için belirli kanser türlerinin tedavisi ve su dezenfeksiyonu için uygun antikanser ajanlar arasında ZnO 

NP'ler önerilmiştir [30,31].  
Ekolojik olarak toksikolojik testlerde güncel ve anlamlı sonuçlar elde etmek için sadece uygun test 

tipi değil, uygun test organizması da seçilmelidir [32]. Biyodeney veya toksisite araştırmalarında en 

önemli faktör, kullanılacak organizmaların seçimidir [33,34]. Suda yaşayan kabuklu ailesinden olan 

Gammaridler, kirleticilere karşı yüksek hassasiyetleri, bol miktarda bulunmaları ve kolay elde edilmeleri 

nedeniyle toksisite testleri için yaygın kullanılan türler arasındadır [35].  
Bu çalışmada, metal bazlı Zn ve ZnO NP’lerine maruz bırakılan G. pulex’te, MT seviyesi 

değişimleri yarı kantitatif olarak ölçülmüştür. Çalışmada, kullanılan Zn ve ZnO NP’leri MT 

biyobelirteçlerinin 24. ve 96. saatlerdeki değişimlerinin belirlenmesi MT aktivitesinin akut etkisinin 

değerlendirilmesi amaçlanmıştır. 

 

MATERYAL METOT  

Nanopartiküller 

Çalışmada kullanılan NP materyalleri Zn (40–60 nm) ve ZnO (10–30 nm) ticari firmadan 

(SkySpring) temin edilmiştir. Analitik reaktif sınıfından olan kimyasallara herhangi bir arındırma veya 

saflaştırılma yapılmadan kullanılmıştır. Her iki NP için üretici firmanın beyan ettiği şekil ve boyut 

verileri referans alınarak biyodeney çalışmalarında kullanılmıştır. 

Biyodeney Organizması 

Çalışmada kullanılan G. pulex organizmaları Munzur Akarsuyu yan kollarından toplanmış, uygun 

koşullarda kültüre edilmiştir. Model organizmalar seçilirken sağlıklı, hareket kısıtı olmayan, aynı 

boyuttaki erkek bireyler olmasına dikkat edilmiştir. 

Nanopartikül Süspansiyonlarının Hazırlanması 

Zn ve ZnO NP’lerinin %10’luk (m/v) stok süspansiyonları, (18,0 MΩ) özelliğinde ultra saf su içinde 

çözdürülerek elde edilmiştir. Her bir stok çözelti, 5 dakika vorteks ile homojenize edildikten sonra, en 

yüksek NP dağılımını sağlamak için, ortalama 15-20 dakika olacak şekilde ultrasonik banyoda 

sonifikasyon işlemi gerçekleştirilmiştir. Her bir NP’ün stok süspansiyonundan, deneme dizaynında 
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belirtilen konsantrasyon oranları dikkate alınarak, otomatik pipet yardımıyla uygun hacimler alınmış ve 

zaman kaybetmeden tüm deneme gruplarındaki organizmalar NP’lere maruz bırakılmıştır.   

 

Biyodeney Düzeneği 

Nanopartiküllerin uygulanmadığı, deney organizmasının optimum yaşama ortamının sağlandığı 

kontrol grubu oluşturulmuştur. NP uygulama konsantrasyonları, çevreye salınım oranları göz önüne 

alınarak düşük oranlarda belirlenmiştir. G. pulex üzerinde NP’lerin etkisi ile ilgili uygulama 

konsantrasyonları Tablo 1’de belirtilmiştir. Deney başlangıcında her bir akvaryum (1500 mL) içerisine, 

15 birey konularak deneme dizaynı kurgulanmıştır. Kontrol ve uygulama grupları birbirinden bağımsız 

olarak 3 tekerrürlü gerçekleştirilmiştir. 

 

Tablo 1. Zn ve ZnO nanopartiküllere maruz bırakılan organizmaların biyodeneysel tasarımı 

Gruplar Kontrol Grup 1 Grup 2 Grup 3 

NP-Zn/ZnO (ppm) 0 10 20 40 

G. pulex (adet) 45 45 45 45 

Tekerrür 3 3 3 3 

 

Metallothionein Analizi 

Yapılan çalışmada Biosense marka (semi-quantitative biomarkers Ürün No: 

B00400402/B00400404) ELISA kit kullanılmıştır. Bu kit, Metallothionein (MT) biyobelirteci yarı 

kantitatif tespiti için kullanılacak bir dizi Enzim Bağlı İmmünosorbent Testi (ELISA) reaktifi içerir. 

Alınan örneklerde, dolaylı antikor yakalama ELISA formatında uygun bir monoklonal veya poliklonal 

antikor kullanılarak biyobelirteç tespitine dayanmaktadır.  

 

İstatiksel Analiz 

Çalışmadaki tüm deneyler bağımsız olarak üç tekerrürlü olarak tekrarlanmış ve veriler standart 

sapmalı ortalamalar olarak kaydedilmiştir. Gruplar arasındaki istatistiksel açıdan anlamlı farklılıklar tek 

yönlü analiz ANOVA, SPSS/24.0 paket programı TUKEY çoklu karşılaştırmaları ile belirlenmiştir. 

 

BULGULAR 
Zn ve ZnO'ya maruz kalmanın Zn vücut yükü üzerindeki etkileri, kontrol değerlerinin yüzdesi 

olarak ifade edilen MT seviyeleri Şekil 1ve 2'de sunulmaktadır. 

 

 
Şekil 1. Zn-NP'ye maruz bırakılan G. pulex'teki MT seviyeleri 

Sütunlar üzerindeki farklı harfler gruplar arasındaki istatistiksel farklılıkları, Yıldız (*) işareti ise aynı 

grubun farklı saatleri (24 ve 96 saat) arasındaki istatistiksel farklılıkları gösterir. 

d
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Zn-NP’e maruz bırakılan G. pulex’te kontrole kıyasla 24 ve 96 saatlerde istatistiksel açıdan anlamlı 

farklılar (p<0,05) tespit edilmiştir (Şekil 1). Zn-NP için maruziyet süresi ve artan konsantrasyonlara 

bağlı olarak MT seviyelerinde doğrusal bir artış göstermiştir. 

 

 
Şekil 2. ZnO-NP'ye maruz bırakılan G. pulex'teki MT seviyeleri 

Sütunlar üzerindeki farklı harfler gruplar arasındaki istatistiksel farklılıkları, Yıldız (*) işareti ise aynı 

grubun farklı saatleri (24 ve 96 saat) arasındaki istatistiksel farklılıkları gösterir. 

 
ZnO-NP’ne maruz bırakılan G. pulex’te kontrole kıyasla 96 saat 10 ve 20 mg/L uygulama grupları 

MT seviyelerinde istatistiksel açıdan anlamlı artış (p<0,05), 40 mg/L uygulama grubunda isa istatistiksel 

açıdan anlamlı bir fark olmadığı (p>0,05) tespit edilmiştir (Şekil 2). ZnO-NP’ne grupların maruziyet 

süresi göz önüne alındığında ise  10 ve 20 mg/L uygulama grupları arasında süre (24-96 saat) istatistiksel 

açıdan anlamlı artış (p<0,05), diğer uygulama grupları MT seviyelerinde istatistiksel açıdan anlamlı fark 

bulunamamıştır (p>0,05). 

 

TARTIŞMA  
Yapılan bu çalışmada Zn-NP ve ZnO-NP’lerinin olası sucul ekosisteme karışması durumunda sucul 

ekosistem üzerindeki etkisini model bir organizma G. pulex'teki MT biyobelirteçlerine tepkilerinin ve 

bunların ekotoksikolojik çalışmalarda kullanım potansiyellerinin araştırılması amaçlanmıştır. Her iki 

NP’lün ölümcül olmayan konsantrasyonları ön çalışmalarla belirlenmiştir. 

Canlılar ve dokular arasındaki MT-metal bileşenleri arasındaki farklılık, maruz kalınan metal 

çeşidine ve maruz kalma şekline göre farklılık göstermesine rağmen MT’lerin değişik metalleri bağlama 

yönünde ilgisi Zn+2<Pb+2<Cd+2<Cu+2<Ag+2= Hg+2=Bi+3 olarak sıralanabilir [36,37]. Doğrudan metal alımı, 

depolanması ve atılımına dahil olan dokuların yüksek bir MT sentez kapasitesine sahiptir [38]. Esansiyel 

metallerden bazıları canlı organizmalar için gerekli olmalarına rağmen, yüksek konsantrasyona 

ulaştıklarında toksik olabilirler [39].  
Hogstrand ve ark. [40], yaptıkları çalışmada tatlısu levreğini (Perca fluviatilis)  Cu, Zn ve Cd’a maruz 

bırakarak metallotiyonein proteinin metal bağlanmadaki rolünü araştırmışlardır. Çalışma bulgularına 

göre Zn miktarları ile MT düzeyleri arasında pozitif korelasyonun olduğunu rapor etmişlerdir. Van 

Campenhout ve ark. [41], kaya balıklarında Cd, Zn metel birikimi ve MT düzeylerini araştırmışlardır. Cd 

ve Zn ile MT düzeyleri arasında pozitif korelasyon, olduğunu rapor etmişlerdir. Bervoets ve ark. [42], 

dere kaya balığı (Gobio gobio), kızılkanat (Rutilus rutilus) ve levrek (Perca fluviatilis) balıklarında Cd, 

Cu ve Zn düzeyleri ve MT indüksiyonunu araştırmışlardır. MT seviyeleri ile hepatik çinko düzeyleri 

arasında pozitif korelasyon olduğunu bildirmişlerdir. Bayhan [43], yaptığı çalışmada, doğadan 

yakaladıkları kefal (Leuciscus cephalus) ve levrek (Perca fluviatilis) balıklarının Cu, Cd, Zn değerleriyle 

MT düzeylerini belirlemişlerdir.  Avladıkları balıkların ağır metal düzeyleri, yasal limitlerin altında 

c
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olması sebebiyle MT değerlerinde ağır metallerle ilişkili bir değişiklik olmadığını ileri sürmüşlerdir. 

Çimen ve Serdar [44]  yaptıkları çalışmada Cu ve CuO NP'lerinin G. pulex'te MT düzeylerinde artışa 

neden olduğu ve bu artışın oksidatif strese neden olabileceğini bildirmişlerdir. Genel olarak, suda 

yaşayan organizmalarda esansiyel olmayan veya esansiyel metallerin yüksek konsantrasyonları mevcut 

olduğunda hücrelerde MT konsantrasyonu artar [45], bu da ortamdaki yüksek metal biyoyararlanımını 

yansıtır [46-48, 38].  
Zhang ve Wang [49]  yaptıkları çalışmada, Zn’ya maruz bıraktıkları Acanthopagrus schlegeli’de MT 

seviyelerinde önemli ölçüde artış olduğunu bildirmişlerdir. Mosleh Yahia ve ark. [50] yaptıkları 

çalışmada Tubifex tubifex, sucul omurgasız organizmayı 7 ve 15 gün boyunca farklı bakır 

konsantrasyonlarına (50, 100 ve 200 μg/l) maruz bırakmışlardır. Maruz kalan organizmalardaki MT 

seviyeleri, farklı bakır konsantrasyonlarında maruz kaldıkları süreyle ilişkili olarak önemli ölçüde 

(p<0.05) arttığını bildirmişlerdir. 

Khati ve ark. [51] yaptıkları çalışmada, Cd ve Cu’ya (200 μg/l, 30 μg/l) maruz bıraktıklatı Perna 

perna midyesinin MT'lerin indüklenmesi arasında bir ilişki olduğunu rapor etmişlerdir. 

Benzer şekilde metal ile kontamine olmuş çeşitli sucul organizmalarda metallotionein 

indüksiyonunun olduğu bilimsel çalışmalarla rapor edilmiştir [52-55].  

MT içeriklerindeki artış, metal maruziyetinin spesifik bir biyobelirteci olarak kabul edilir. Mao ve 

ark.[56] MT'nin genel yapısı ve işlevi, gen yapısı, transkripsiyon regülasyonu, indüksiyon faktörleri ve 

ağır metallerin suda yaşayan omurgasızların gelişimini etkilediğini rapor etmişlerdir. Danabaş ve ark. 
[57] Artemia salina ve Daphnia magna üzerindeki Zn ve ZnO nanoparçacıklarının toksik etkisini 

araştırdıkları çalışmada,   NP'lerin biyokimyasal ve toksikolojik etkilerinin tam olarak anlaşılamadığını, 

çünkü gözlemlenen etkiler nanoboyutlu malzemenin boyutuna, fiziko-kimyasal özelliklerine ve çevre 

ve organizma çeşitliliği gibi birçok parametreye bağlı olduğunu rapor etmişlerdir. Ancak  Zn (40–60 

nm), Zn (80–100 nm) ve ZnO (10–30 nm) NP'leri farklı bir karakteristik özellik sergilediğini, özellikle 

Zn (80-100 nm) NP'lerin birikim oranlarının orantılı olarak çok düşük olduğunu bildirmişlerdir. Yapılan 

bu çalışmada da Zn (40–60 nm) ve ZnO (10–30 nm) NP'leri kullanılmış olup ZnO NP’lünün 10 ve 20 

mg/L konsantrasyonlarında MT seviyelerinin maksimumna ulaştığı belirlenmiştir. ZnO NP bağlama için 

MT konsantrasyonunun arttığı ve yüksek konsantrasyondaki belirli bir kapasiteye ulaştıktan sonra MT 

sentez kapasitesinin düştüğü tahmin edilmektedir. Yapılan bu çalışmada literatürdeki çalışmalara benzer 

şekilde artan Zn-NP ve ZnO-NP’ün artan konsantrasyonları kontrole kıyasla arttığı belirlemiştir.  

 

SONUÇ 

MT seviyelerini biyolojik matris olarak G. pulex kullanarak metalik NP olan Zn-NP ve 

ZnO-NP’lerine maruziyeti MT biyobelirteçleri için izleme programlarında kullanılmasına 

yararlı sonuçlar alınabilir. Bu NP’lerin kullanımı ve doğaya salınımı ile ilgili bir kontrol 

mekanizması oluşturulmalı ve etkileri üzerinde farklı organizmalarda kullanılarak sitotoksiste, 

genotoksisite, histopatoloji gibi kapsamlı çalışmalar yürütülmelidir. 
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