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OZET

Nanoteknoloji ¢ok hizli bir sekilde gelismekte olan aragtirma alanlarinin baginda gelmektedir
fakat nanopartikiillerin ¢evreye olan zararlari tam olarak belirlenememistir. Artan sanayi ve
gelisen teknolojiye bagli olarak nanopartikiillerin dogaya salinimi artmustir. Bu ¢aligmada,
artan dozlarda MgO ve NiO nanopartikiillerinin (NP) insan kan dokusu tizerindeki toksik
etkisi in vitro kosullarda antioksidan enzim aktiviteleri, lipit peroksidasyonunun son tirtinii
olan malondialdehit (MDA) seviyesi ve DNA yapisindaki degisimler ile belirlenmistir.
Calisma i¢in kan hiicreleri kontrol grubu (n=6) ve uygulama grubu (n=6) olmak {iizere iki
gruba ayrilmistir. 10, 100 ve 1000 pg/mL MgO ve NiO NP’lerinin kan dokusuna 1 saatlik
uygulanmasindan sonra eritrositler ve 16kositler elde edilmistir. Hemolizat 6rneklerinden
antioksidan savunma sistemi enzimlerinden siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktiviteleri ve MDA miktar1 kontrol grubu ile
karsilastirmali olarak spekstroskobik yontem ile belirlenmistir. Lokositler, Biocoll ayirma
cozeltisi kullanilarak izole edildikten sonra Komet ydntemi ile DNA hasar1 ortaya
konulmustur. Artan dozlarda eritrositlere verilen MgO ve NiO NP’lerinin kontrol ve
uygulama gruplar Kkarsilastirildiginda, MDA seviyesini arttirdigi antioksidan enzim

aktivitelerini 6nemli dl¢iide diisiirdiigii tespit edilmistir. Lokositlerin DNA hasar1 igin; DNA



kuyruk yiizdesi, kuyruk uzunlugu ve kuyruk momenti uygulama ve kontrol grubu ile
karsilastirildiginda MgO ve NiO NP’lerinin artan dozlari, DNA hasar parametrelerini
istatistiksel olarak arttirdigi belirlenmistir. Sonu¢ olarak, artan dozlarda MgO ve NiO
NP’lerinin insan kan dokusu tizerindeki toksik etkileri in vitro kosullarda spektrofotometrik
ve komet testi ile ortaya konulmustur. Yiiksek dozlarda galisilan MgO ve NiO NP’lerinin
kan hiicrelerinin antioksidan enzim aktivitelerini bozdugu, hiicrelerin MDA seviyesini
arttirdigi, DNA hasar1 olusturdugu belirlenmistir. Bu calismayla nanopartikiillerin toksik
etkileriyle ilgili bir alt yap1 olusturulmaya calisilmistir.

Anahtar kelimeler: MgO, NiO, nanopartikiil, komet, DNA hasari
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ABSTRACT

Nanotechnology is one of the most rapidly developing research areas, but the environmental
hazards of nanoparticles have not been fully identified. Due to increasing industry and
developing technology, the release of nanoparticles to nature has increased. In this study, the
toxic effect of increasing doses of MgO and NiO nanoparticles (NP) on human blood tissue
was determined by in vitro antioxidant enzyme activities, malondialdehyde (MDA\) level, the
end product of lipid peroxidation, and changes in DNA structure. Blood cells were divided
into two groups as control group (n = 6) and application group (n = 6). After administration
of 10, 100 and 1000 pg/mL MgO and NiO NPs to the blood tissue, erythrocytes and
leukocytes were obtained. Antioxidant defense system enzymes of superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx) enzyme activities and MDA were
determined from hemolysate samples by spectroscopic method in comparison with control
group. Leukocytes were isolated using Biocoll separation solution and DNA damage was
revealed by Comet method. It was found that given increasing doses of MgO and NiO NPs
were increased MDA levels and significantly decreased antioxidant enzyme levels in
erythrocytes compared to control and application groups. DNA damage in leukocytes; when
DNA tail percentage, tail length and tail moment were compared with application and
control group, it was determined that DNA damage parameters increased in increasing doses

of MgO and NiO NPs. As a result, toxic effects of increasing doses of MgO and NiO NPs on

Vi



human blood tissue were determined by spectrophotometric and comet tests in vitro. It was
determined that MgO and NiO NPs, which were studied at high doses, impaired the
antioxidant enzyme activities of the blood cells, increased the MDA level of the cells and
caused DNA damage. In this study, a substructure related to toxic effects of nanoparticles

has been tried to be established.

Key words: MgO, NiO, nanoparticle, comet, DNA damage
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1.GIRIS

Ekolojik dengeyi olumsuz yonde etkileyen faktorler; endiistriyel atiklar, deterjanlar,
yapay tarimsal giibreler, pestisitler, inorganik tuzlar, radyoaktivite ve agir metaller
olarak bilinen maddelerdir. Bu maddeler dogaya biiyiik zararlar vermektedirler. Agir
metallerin ¢ogu sanayide kullanilmakta ve olusan atik maddeler dogaya
birakilmaktadir. Son yillarda endiistriyel gelismeler su kaynaklarinin, denizlerin ve
topragin agir metaller tarafindan kirletildigi, bu kirlenmenin de canlilar {izerinde
olumsuz etki olusturdugu ortaya konulmustur. Su ve beslenme ile alinan bu agir
metaller canlilarin viicudunda birikerek tiim yasamsal faaliyetlere zarar verme ve
degistirme etkisine sahiptir. Agir metallerin bir¢ok karsinojen etkisi oldugu ortaya
¢ikmistir. Bu karsinojenik metallerin ayn1 zamanda DNA hasarina sebep oldugu

gorilmistiir [1].

Agir metaller, biyolojik yapilara katilma diizeyine gore yasamsal ve yasamsal
olmayan agir metaller olmak {izere ikiye ayrilmaktadir. Yasamsal agir metaller
biyolojik reaksiyonlara katildiklarindan dolayr diizenli olarak besinlerle birlikte
alinmasi gereken zorunlu maddelerdir. Yasamsal olmayanlar ise ¢ok az miktarda
olsalar bile biyolojik yapiy1 bozarak hastaliklara sebep olmaktadir. Buna en giizel
ornek enzimlere baglanan civanin enzim yapisini bozarak biyolojik reaksiyonlari

inhibe etmesi verilebilir [2].

Agir metallerin canlilara etkisi organizma tiiriine gore de degismektedir. Ornegin
nikel elementi hayvanlarda iz element iken bitkilerde toksik etki gosterebilmektedir.

Bu etki, agir metallerin konsantrasyonuna gore de artig gosterebilmektedir [3].

Diinya saglik orgiitli verilerine gore ¢esitli tiirdeki hayvan ve bitkiler i¢in 6nemli bir
eser element olan nikelin eksikliginde ne gibi belirtiler goriildiigiiyle ilgili net bilgiler
bulunmamaktadir. Nikelin biyolojik yarilanma siiresi 17-53 saat olup nikelin
viicuttan atilmasi idrar yolu ile olmaktadir. Ayrica ter ve salya yolu ile de atilimi

gerceklesmektedir [4].

Havada bulunan nikel bilesiklerin solunumla alinmasi ile ilgili olarak trake tahrisi,
immiinolojik degisim, alveolerde makrofaj artisi, immunite baskisinda azalma gibi
belirtiler meydana gelebilmektedir [5]. Tiitin riinleri kullanildigi zaman giinliik

alian nikel miktarinin {izerinde nikelin akcigerden emilimi ger¢eklesmektedir [6].



Deri ile viicuda alinmasit sonucu deride alerjik reaksiyonlar goriilebilmektedir.
Yapilan galismalarda kanser hastalarinda serum nikel artist gozlenmistir. Emilen
nikel ilk olarak kana gecer. Insan viicut sivilarinda kanda, idrarda, dokularda,
bobrekte, akcigerde c¢esitli miktarlarda nikel birikimi goriilmektedir. Cesitli
hastaliklar ve stres durumunda biriken nikel metabolizmay: etkilemektedir [6].

Canlilart etkileyen o©nemli metallerden biri olan hafifligiyle dikkat ¢eken
magnezyum ise viicudumuz i¢in énemli minerallerden biridir. 1840 yilinda italya’da
Vesivius bolgesinde bir demir oksit minarelinde tespit edilmistir. Canlilarda yapilan
cesitli arastirmalarda ise magnezyumun kan plazmasindaki yogunlugu yiiksek
oranda kalsiyum, fosfat, sodyum ve potasyum ile iliskili oldugu gorilmiustiir.
Plazmada bulunan magnezyumun biiyiik ¢ogunlugu serbest ve difiize kompleks

bigiminde geri kalan boliimii ise proteinlere bagli yapidadir [7].

Kopek serebral kas hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada, diisiik hiicre dis1 serbest
kalsiyum artigsina ve bununla iliskili olarak 6nlenemez hasara neden olmaktadir [8].
magnezyum kan pihtilasma fonksiyonunu da etkilemektedir [9, 10]. magnezyum
eksikligi; oksidatif strese, yaslanmaya ve yaslanmaya bagli patojenik faktorlere
sebep oldugu saptanmistir [11].

magnezyum kaslarin gevsemesinde ve sinir sisteminde etkili oldugu igin anti-stres
minerali olarak kabul edilir. Bu nedenle, C vitamini, kalsiyum, fosfor, sodyum ve
potasyumun viicutta daha etkili olmasi i¢in gereklidir. Damarlarin esnekligini ve
genisligini artirarak kan basincini azaltir bununla birlikte kalp krizini onleyici etki

gosterebilmektedir.

Nanoteknoloji, giiniimiizde hizli gelisen bilim dali olarak dikkat ¢ekmektedir.
Nanopartikiiller, farkli morfolojik 6zelliklere sahip ¢ubuk, kiip prizma, igne seklinde
olan yaklasik 1-100 nm boyuntunda kolloidal yapilardir. Yapisal &zelliklerinin
yaninda hem ekonomik hem de az atik olusturduklarindan dolayi, Kkisisel
ihtiyaclarimizdan, uzun Omiirlii tiilketim malzemelerine kadar bircok iirlinde

kullanilmaktadir [12].

Nanopartikiiller, sergiledikleri essiz ozelliklerden ve ihtiyaca gore degistirilebilen
atom dizilimlerinden dolayr hem bilimsel hem de endiistriyel agidan kullanilmaya

son derece elverisli maddeler olup giiniimiiz iiretim teknolojilerinin dogal bir parcasi



olmustur [13]. Partikiillerin, nano boyuttaki sergiledikleri fiziksel ve kimyasal
ozellikleri, biiyiikk boyutlardaki ozelliklerinden farklidir. Bu durum, nano boyutlu
partikiillerin makro boyutlu partikiiller ile ayn1 atomlardan olusmalarina karsin, farkli

olusum geometrisine sahip oluslarindan ileri gelmektedir [14].

Nanopartikiiller sahip oldugu o6zelliklerden dolayr biyoteknoloji ve tip alaninda
kanser teshis ve tedavisinde, gen tedavisinde, hedefli ilag saliminda, biyosensor
tiretiminde, kozmetik {rlinlerinde, c¢evre ve enerji alaninda, ulasim, gida
givenliginde etkin olarak kullanilmaktadir. Nanopartikiiller, tip alaninda
hastaliklarin teshisini kolaylastiran yapiya sahip olmasindan dolay1 biyopsi ve cerrahi
miidahaleler gibi tani yontemlerinde daha basit diizeyde uygulama olanagi
saglamaktadir. Hastaliklarin erken tanis1 ve teshisinde goriintiileme ajani olarak
kullanilmaktadir. Diger bir 6zellikleri ise mikropartikiillere gore yiizey alani/hacim
oraninin ¢ok yiiksek olmasindan dolay1 in vitro ve in vivo ¢alismalarda daha fazla

tercih edilir hale gelmistir [15].

Metal nanopartikiiller tiiketim iiriinlerinde, endiistriyel lriinlerde oOzelliklede tip
alaninda kolay sentezlenebilmelerinden dolay: biiyiik dl¢iide kullanilmaktadir [16].
Ancak son yillarda yapilan ¢alismalarda nanopartikiillerin sitotoksik ve genotoksik
etkisi ortaya konulmustur. Birgok ¢alismada, nanopartikiil konsantrasyonu artigina
bagli olarak DNA hasar1 artis1 da tespit edilmistir [16-18]. Hallock ve ark. (2009)
tarafindan yapilan bir derlemede de nanopartikiillerden kaynaklanan toksik etkilerin,
nanopartikiiliin temel materyaline, yani hangi atomlardan olustuguna, nanopartikiiliin
biiyiikliigiine, herhangi bir kaplama malzemesiyle kaplanip kaplanmadigina bagh
oldugu belirtilmistir [19]. Kiigiik boyutlu yapilar1 nedeniyle hiicreye ve g¢ekirdege
girebilen metal nanopartikiiller serbest radikal olusumuna ve DNA’ya baglanarak

genetik hasara neden oldugu belirlenmistir [16, 20-22].

Magnezyum oksit, optik, elektronik, besin sanayisinde, ila¢ yapiminda en fazla
kullanilan kimyasal bilesiktir [23]. Biiyiik yiizey alan1 sayesinde toksik kimyasallarin
uzaklastirilmasinda adsorban olarak faydalanilmaktadir. Magnezyum oksit
nanopartikiilleri kimyasal savas ajanlarinin giderilmesinde, atik su islemede, toksik
atiklarin giderilmesinde, katalizor ve kataliz destekleyici olarak kullanilmaktadir
[24].



Ayrica metal oksitlerde bulunan reaktif nanokristaller toksinlerde yok edici
adsorbans olarak ¢ok etkilidir. Bu reaktifler hava ve suyun arindirilmasinda kimyasal
savag ajanlarinin etkisiz hale getirilmesi gibi bir¢ok sistemde kullanilmaktadir.

Yiiksek sicaklikta toksinlerin yakilmasinda da avantaj saglamaktadir [25].

Koper ve ark. (2002) hava kirliligine neden olan biyolojik ve kimyasal etmenlerin
etkisiz hale getirilmesinde metal oksit nanopartiikiillerinin  aktivitesini
aragtirmiglardir [26]. Magnezyum nanokristali, kalsiyum oksit ve ¢inko oksitten daha
etkili bir bicimde hidrojen adsorpsiyonunu gergeklestirdigi goriilmiis ve bu sistem

ekonomik olarak uygulanmaya gegirilmistir [27].

Stark ve ark. (1996) cesitli metal oksitlerle yaptiklar1 deneylerde sentezledikleri MgO
nanokristalinin elde edilen bulgularda kimyasal ve fiziksel adsorpsiyonu etkili bir

sekilde gergeklestirdigini belirlemislerdir [28].

Ham madde olarak nikel alagimlarin {iretiminde kullanilan nikel ¢ogunlukla nikel
oksit olarak kullanilmakta olup, non-sitokiyometrik oldugunda siyah renkli bir
bilesik, sitokiyometrik 6zellikte oldugu zaman ise yesil renklidir. Nikel oksit; metal
sektoriinde, seramikte frit porselen sirlamada ve alasimli ¢elik iiretiminde
kullanilmaktadir. Nikel metali normal sartlar altinda hava ile reaksiyona girmez.
Nikel ve oksijen yiiksek sicaklilarda reaksiyona girerek nikel (II) oksiti meydana
getirir [29].

1.1. Antioksidanlar

Canlilarda meydana gelen patolojik durumlarda ve timor olusumunda meydana
gelen serbest radikaller ile bunlari etkisiz hale getiren antioksidanlar arasinda bir
denge vardir. Bu dengenin serbest radikaller lehine degismesi oksidatif stresi
meydana getirir [30]. Serbest radikaller, hiicrelerde oksijenin eksik indirgenmesi
sonucu olusan, DNA’da bulunan niikleik asit ve bazlarin degisimine, DNA’da
kiriklarin meydana gelmesine, kanser olusumuna, hiicre yaslanmasina ve dliimiine

sebep olan maddelerdir [31].

Antioksidanlar hiicredeki serbest oksijen radikallerini etkisiz hale getirerek
hiicrelerin zarar goérmesini engelleyen kimyasal maddelerdir [32]. Antioksidanlarin,
serbest radikalleri etkileyerek tiimor olusumunu, yaslanmayi, toksik ajanlarin sebep

oldugu doku hasarina kars1 koruyucu oldugu belirlenmistir [33, 34].

4



Hiicrelerde oksidatif hasar1 engelleyen antioksidanlar endojen kaynakli ve eksojen

kaynakli olmak tizere iki ¢esittir [35].

1.1.1. Eksojen Antioksidanlar
Trolox-c, folik asit, anestezikler, mannitol, barbitiiratlar, demir selatorleri,

biitillenmis hidroksi toluen bazilaridir.

1.1.2. Endojen Antioksidanlar

Enzim yapisinda olan antioksidanlar; Siiperoksitdismutaz (SOD), Katalaz (CAT),
Gulutatyon peroksidaz (GSH-Px), Glutatyon-S-Transferazlar (GST), mitokondriyal
sitokrom oksidaz sistemi, hidroperoksidaz endojen antioksidanlar iginde yer

almaktadir.

Enzim olmayan endojen antioksidanlar igersinde; melatonin, seruloplazmin,
transferrin, miyoglobin, hemoglobin, ferritin, bilirubin, glutatyon, sistein, metiyonin,

urat, laktoferrin, albiimin yer almaktadir.

Antioksidan enzimlerden en 6nemlisi Siiperoksit dismutaz (SOD) ilk defa oksijenli
solunum yapan canlilarda tespit edilmistir. Bu enzim siiperoksitin, hidrojen peroksite
dontisimiint saglar. Hidrojen peroksitte daha sonra glutatyon peroksidaz ve katalaz
enzimi ile etkisiz hale gelmesi saglanir. Ayni zamanda hiicre boliinmesi sirasinda

stiperoksit diizeyinin kontroliinii saglamada rol almaktadir [36].
SOD — 202+ 2H*— H202+ O2

CAT ise enzim kararliligin1 saglayan 6nemli bir hemoproteindir. Bu enzim sitokrom
iceren tim oksijenli solunum yapan hiicrelerde bulunmaktadir. Hidrojen peroksiti
parcalayarak su ve oksijene ayiran Onemli bir enzimdir. Karacigerde, miyokard,
cizgili kaslarda ve eritrositlerde enzim aktivitesi yiiksektir. CAT, peroksizomlarda

bulundugu gibi endoplazmik retikulum ve sitozolde yogun olarak bulunmaktadir
[37].

Yapilan deneylerde oksidatif strese karsi 6nemli bir gorev aldigi goriilmiistiir.
Hiicrelerin oksidanlara ve ilaglara karsi duyarliliginin artirilmasi hiicredeki CAT’a

bagl oldugu saptanmistir [38].

CAT—-2H202—2H20 + 202



GPx enzimi ise antioksidanlarin en etkin olanidir. Hiicrede olusan hidrojen
peroksitlerin uzaklastirilmasinda etkin antioksidan enzimdir. Alt birimleri selenyum
icerdiginden hiicre hasarima kars1 koruyan o©nemli bir selenoenzim oldugu

diistiniilmektedir [39].

Bu enzim ilk defa memeli eritrositlerinde tespit edilmistir. Ozellikle akcigerde ve

memeli eritrositlerinde etkili bir enzimdir [39].

GPx, hiicre yapisini, fonksiyonunu ve lipitleri peroksidasyondan koruyan énemli bir
enzimdir [40].

GPx, lipit peroksidasyonu ile olugan hidroperoksitleri parcalayip radikal olusumunu
ve oksidasyonunu durdurmakta ve kandaki eritrositleri hemoglobin oksidasyonuna
kars1 savunmaktadir. Bununla birlikte yliksek oranda hidrojen peroksit varliginda
glutatyonun okside glutatyona oksidasyonunu saglar ayrica hidrojen peroksitte suya

dontistiiriilip detoksifiye olmasi saglanir [41].

1.2. Komet Testi

DNA hasarinin diizeyini 6l¢gmede en ¢ok kullanilan metotlardan biri komettir. Bu
yontem alkali ortamda farkli molekiil agirligina ve farkli elektrik yiikiine sahip DNA
molekiillerin elektriksel alanda farkli sekillerde gogiine dayanir [42].

Hasarsiz DNA’lar elektroforez de yiiriitiilmelerinde kuyruk olusumu gézlenmez
fakat hasarli DNA’lar farkli molekiil agirliklarina ve farkli elektrik yiiklerine sahip
olduklarindan elektriksel alan farkli hizda hareket ederek kuyruk seklinde bir yap:
olustururlar [43-45].

Komet testi in vitro ve in vivo antioksidan ¢alismalarda ¢ogunlukla tercih edilen bir
yontemdir. Bazi enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar DNA’nin oksidatif
hasarimi 6nledigi belirlenmistir [46]. Genotoksik etkisi tam olarak tespit edilememis
bazi deney kimyasallarinin toksik etkisi bu yontemle belirlenmektedir. Komet testin
onemli avantajlarindan biri ¢ok az bir hiicre 6rnegiyle DNA kiriklarmin tespit
edilmesidir. Kisa siirede yapilabilmesi ve kullanilan kimyasallarin ucuz olmasi

acisindan da 6nemli avantajlar sunar [47].

DNA’s1 zarar gormiis hiicreler boliindiigiinde mutant hiicreler olustururlar.

Kimyasallarin bazilar1 DNA alt birimleri ile baglanip 6zel bilesik olusumuna neden
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olabilirler. Bu bilesikler DNA tamir mekanizmasi aracilifiyla uzaklastirilabilirler.
Bazi bilesikler ise kalict olarak DNA’ya baglanir ve hiicre boliindiigiinde yanlis
translokasyonla mutant hiicre olusumuna sebep olabilirler. Insanlarda kanserojen
etkiye sahip metal bilesikler Uluslar Arasi Kanser Arastirmalar1 Ajansi (IARC)
tarafindan riskleri belirlenmistir. Kansere neden olaylar ile somatik hiicrelerde
mutasyona neden olan olaylar arasinda bag oldugu bilinmektedir. Karsinojen olan
maddelerin bir¢ogunun mutajen, mutajen olan maddelerinde bircogunun da

kanserojen etki gosterdigi tespit edilmistir [48, 49].

Bu ¢aligmada; 10, 100 ve 1000 pg/mL MgO ve NiO NP’lerinin insan eritrositlerinde
ve lokositlerinde sebep olabilecegi sitotoksik etkileri spektrofotometre ve floresan
mikroskobu ile arastirilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda MgO ve NiO NP’lerinin
uygulanmasi sonucunda insan kan hiicrelerinde meydana gelen DNA hasarinin
belirlenmesi, antioksidan enzim sistemlerinde (SOD, CAT ve GPx) ve MDA’da
meydana gelen degisikliklerin ortaya konulmasi hem insan sagligi agisindan hem de
bu konuda bundan sonraki yapilacak c¢alismalara katki sunmasi bakimindan oldukga

Onem tasimaktadir.



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kimyasallar

MgO ve NiO NP’leri Sigma-Aldrich (Germany)’ten temin edilmis olup komet testi
ve biyokimyasal analizlerde kullanilan kimyasal maddeler Merck’ten temin

edilmistir.
2.2. Eritrositlerin Hazirlanmasi

Bu calismada sigara ve alkol kullanmayan, calistigi ortamda da herhangi bir
kimyasal maddeye maruz kalmayan, saglikli alt1 bireyden heparinli tiiplere 10 ml kan
ornegi alinmustir. Calisma icin gerekli izinler YBU Klinik Arastirmalar Etik
Kurulunun (18. toplant1 sayist ve 2017-KAEK-189-2019.09.25-09 nolu karar1 ile)

onay1 ile ¢aligmalar yapilmistir.

Heparinlesmis olan tam kan 3000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifiij edilmistir.
Lokositler ve plazma uzaklastirilmis, eritrositler fizyolojik tuz ¢ozeltisi (% 0.9°luk
NaCl) ile 3 defa yikanip sonra ayni ¢ozelti ile %50 (v/v) oranda hiicre

siispansiyonlar1 PBS ile hazirlanmastir.

2.3. Eritrositlere Uygulama

Eritrositler uygulama grubu (n=6) ve kontrol grubu (n=6) olarak iki gruba ayrilmistir.

Uygulama grubu da kendi igerisinde dort gruba ayrilmigtir ve kimyasallarda 1 saat

inkiibasyona birakilmistir. Bunlar;

1.Grup: 10 pg/mL MgO ve NiO NP’lerinin uygulandig: grup (n=6),
2.Grup:100 pg/mL MgO ve NiO NP’lerinin uygulandigi grup (n=6),
3.Grup: 1000 pg/mL MgO ve NiO NP’lerinin uygulandigi grup (n=6),

Maddeler eritrositlere eklenerek 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir.
Eritrositler ¢aligma saatine kadar -20 °C’de bekletilip soguk deiyonize su ile dort kat

sulandirilarak hemolizati elde edilmistir.



Hemolizat 6rneklerinden antioksidan savunma sistemi enzimlerinden olan siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktiviteleri,
malondialdehit (MDA) miktari, kontrol grubuyla karsilastirmali olarak spekstroskopi
(Shimadzu 1800, UV/VIS Spektrofotometre, Kyoto, Japan) yontemi ile

belirlenmistir.
2.4. Insan Lékositlerinin izolasyonu ve Uygulama Gruplari

Sigara ve alkol kullanmayan saglikli alt1 goniillii erkek bireyden alinan (yaslart 25—
30) periferik kanlar, heparinli tiiplere testin yapilmasindan once alinmustir.
Lokositler, Biocoll (Source BioScience, Nottingham, U.K.) ayirma ¢ozeltisi ile izole
edilmstir [50]. Hiicrelerin canliligi, Pool-Zobel ve ark. (1992) tripan mavisi boyama
teknigiyle belirlenmistir [51]. Hiicre canliligi yaklasik olarak % 98 olarak tespit

edilmistir.
Lokositler, asagida verilen sekliyle kontrol ve deney gruplari olarak gruplandirildi:
* Kontrol grubu; 16kosit hemolizat1 50 pl, PBS 1.050 pl

* MgO ve NiO NP’lii uygulama grubu; 16kosit hemolizatt 50 ul, MgO ve NiO NP
(10, 100, 1000 pg/mL) ve PBS 1.000 pl.

2.5. Malondialdehit (MDA) Diizeylerinin Belirlenmesi

MDA, TBA ile acrobik sartlarda 90°C’de inkiibasyon sonucunda pembe renkli bir
kompleks olusturur. Spektrofotometrede bu kompleksin absorbanst 532 nm dalga
boyunda okunur. Ohkawa ve ark. (1979) gore hesaplamalar ve analizler yapilmistir
[52]. Deney tiiplerine, % 15’lik TCA i¢inde % 0.375’lik hazirlanmig olan TBA dan 2
ml alinmis ve 1 ml homojenat (300uL + 700uL distile su) lizerine konulmustur.
Vortekslendikten sonra, tiipiin agz1 kapatilip 30 dakika boyunca 95 °C’deki su
banyosunda bekletilmistir. Su banyosundan sonra tiipler, buz igerisine konulmus ve
15 dakika bekletildikten sonra, buz icerisinden ¢ikartilip oda sicakligina gelmesi
saglanmistir. 10 dakika, 4000 rpm’de santrifiij edilerek siipernatant elde edilmis ve
kor tiiptine kars1 spektrofotometrede 532 nm’de absorbanslart okunmustur. Sabit
say, 1,56 x 10° M*cm™, kullanilarak lipid peroksidasyonun iiriinii olan MDA

miktar1 hesaplanmistir.



2.6. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi
2.6.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Aktivite tayini i¢gin Marklund ve Marklund’un metodu kullanilmistir. Siiperoksit
dismutaz (SOD) enzim aktivite tayini igin 1000 rpm’de, 4 °C’de, 10 dk
siipernatantlar santrifiij edilmistir. ilk olarak iginde Tris-EDTA tamponu bulunan
kiivetlere farkli hacimlerde silipernatant eklenmis ve iizerine enzim kaynagi ilave
edilmistir. Daha sonra bu elde edilen karigimlara pyrogallol eklenmis ve 440 nm
spektrofotometrede absorbans &lciimleri yapilmistir. Olgiimler sonucunda kan

hiicreleri i¢in U/mg Hb olarak aktivite olarak belirlenmistir [53].

2.6.2. Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Aktivite, Aebi yontemi ile tayin edilmistir. Katalaz enzim aktivitesinin tayini igin
siipernatantlar 4°C’de 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. ilk olarak CAT’1
peroksizomlardan agiga ¢ikarmak i¢in siipernatant {izerine Triton X-100 eklenmistir.
Daha sonrada H2O: eklenerek ve 240 nm’deki absorbans degerleri O6l¢iilmiistiir.
Yapilan hesaplamalardan sonra ise enzim aktivitesi kan hiicreleri icin U/mg Hb

birimiyle verilmistir [54].

2.6.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

GPx enzim aktivitesinin belirlenebilmesi i¢in Paglia ve Valentine’nin metodu
uygulanmistir. 20 dakika boyunca siipernatantlar 4 °C’de 16.000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Bu metot, 340 nm’de GR’nin nikotinamid-adenin-diniikleotid hidrojen
fosfat’t (NADPH) oksitlemesi sonucu olusan absorbans o6l¢iilme prensibine
dayanmaktadir. NADPH’in Nikotinamid-adenin-diniikleotid fosfat (NADP)’a
yiikseltgenmesi 340 nm’de absorbansin azalmasina neden olur. GPx aktivitesinin
tayininde de dolayli olarak kullanilmistir. Elde edilen bu karigimin tizerine H202
eklenerek reaksiyon baslatilip 3 dakika boyunca 340 nm’de olusan absorbans
degerleri okunmustur. Enzim aktivite sonuclar1 kan hiicreleri i¢in U/mg Hb olarak

verilmistir [55].

2.7. Komet Testi ile DNA Hasarimin Belirlenmesi

%1’lik yliksek erime noktasina sahip agar mikrodalga firin igerisinde 1sitilarak sivi

hale getirilmistir. Stvi agara batirilmis rodajli lamlar, oda sicakliginda bir giin
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kurumaya birakilmigtir. Heparinli, vakumlu ve steril tiiplere alinan Kkan
numunesinden; i¢inde 1000 pL. RPMI-1640 besiyeri bulunan ependrof tiipler
igerisine 15 pL eklenmistir. 2000 rpm’de 5 dk santrifiijlencrek elde edilen pellet
tizerine % 0.65°lik agarozdan 80 pL eklenerek pipetleme yapilmistir. Elde edilen bu
karistmdan 75 pL alinarak bir giin 6nceden hazirlanmis olan lamlar iizerine dokiiliip
ve lzeri kapatilarak 30 dakika +4 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Preparatlar 90
dakika ¢oziindiirme soliisyonunda bekletilmis daha sonra 40 dakika dilue
elektroforez igerisine birakilmis ve 200 Volt’ta 4 dakika ylriitiilmustiir. Yiiriitme
isleminin bitmesi ile 5’er dakika 3 kez dH>O’da bekletilerek kurumaya birakilmistir.
Kuruyan preparatlar tizerine 80 pL etidyum bromiir eklenerek mikroskobik

incelemeye hazir hale getirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Malondialdehit (MDA) Seviyesinin Belirlenmesi

Insan kan dokusuna in vitro kosullarda 10, 100 ve 1000 ug/mL MgO ve NiO NP’leri
verilmis olup eritrositlerin MDA diizeyleri spektrofotometrede Olciilmiistiir. Elde
edilen sonuglar Sekil 3.1’de verilmistir. Kontrol grubu ile uygulama gruplar

karsilastirildiginda MDA miktarindaki artig anlamli bulunmustur.

MDA (nmol/mg Hb)
90
80
70
60
50
40
30
20
10

m MgO

mNiO

kontrol 10 pg/ml 100 pg/ml 1000 pg/ml

Sekil 3.1. insan eritrositlerine uygulanan 10, 100 ve 1000 ug/mL MgO ve NiO
NP’lerinin MDA seviyesine etkisi.

3.2. Enzim Aktivitelerin Degerlendirilmesi

Insan kan dokusuna in vitro kosullarda 10, 100 ve 1000 ug/mL MgO ve NiO NP’leri
verilmis olup eritrositlerin SOD, CAT ve GPx enzim aktiviteleri spektrofotometrede
Olciilmiistiir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.2-3.4’de verilmistir. Kontrol grubu ile
uygulama gruplar1 karsilastirildiginda SOD, CAT ve GPx enzim aktivitelerinde

azalma anlamli bulunmustur.
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Sekil 3.2. Insan eritrositlerine uygulanan 10, 100 ve 1000 ug/mL MgO ve NiO

NP’lerinin SOD enzim aktivitesine etkisi.
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Sekil 3.3. Insan eritrositlerine uygulanan 10, 100 ve 1000 pg/mL MgO ve NiO
NP’lerinin CAT enzim aktivitesine etkisi.
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GPx (U/mg Hb)
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Sekil 3.4. insan eritrositlerine uygulanan 10, 100 ve 1000 pg/mL MgO ve NiO
NP’lerinin GPx enzim aktivitesine etkisi.

3.3. Komet Testi Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Komet testi insan kan hiicrelerinden lokositlere ait DNA yapisinda goriilen
degisimleri belirlemek i¢in DNA kuyruk uzunlugu, kuyruk yiizdesi ve kuyruk
momenti parametrelerini igermektedir. Lokositlere in vitro kosullarda 10, 100 ve
1000 pg/mL MgO ve NiO NP’leri verilmis olup 16kositlerin floresan mikroskopta
DNA kuyruk uzunlugu, kuyruk yiizdesi ve kuyruk momenti olgiilerek Tablo 3.1.’de
ve Sekil 3.5 ve 3.6’da verilmistir. Kontrol grubu ile uygulama gruplan
karsilastirildiginda DNA kuyruk yiizdesi, kuyruk uzunlugu ve kuyruk momenti

anlamli olarak artmistir.
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Tablo 3.1. Kan dokusunda kontrol ve uygulama gruplarinda DNA hasarinin (+SD)
Kuyruk % DNA, kuyruk uzunlugu ve kuyruk momentinin ortalama

degerleri
Komet Kuyruk Kuyruk Kuyruk momenti
rametreleri DNA% Uzunlugu
Ortalama=SD
Ortalama+SD Ortalama=SD
Gruplar
MgO NP
Kontrol 21.58+ 1.872 14+0.252 3.02+0.042
10 pg/mL 44.82 +3.12° 31+0.12° 13.890.03°
100 pg/mL 75.80 +£7.25° 97.41£12.35° 73.83+0.89°
1000 pg/mL 90.78+12.25¢ 125+19.42¢ 113.47+2.37¢
NiO NP
Kontrol 14.52+0.66 2 6.54+0.872 0.94+0.05 2
10 ug/mL 36.40+1.55° 26.03+£2.45" 9.47+0.03°
100 pg/mL 63.90+4.85° 81.06+5.40°¢ 51.79+0.26°
1000 pg/mL 99.86+12.20¢ 131.42424.21¢ 131.2342.95¢
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Sekil 3.5. Artan dozlarda MgO NP’lerinin insan kan 16kositlerinin DNA yapisi
tizerine toksik etkilerinin komet testi ile belirlenmesi. (A-B) Kontrol
grup; (C) 10 pg/mL MgO NP uygulanan grup; (D) 100 ug/mL MgO NP
uygulanan grup; (E) 1000 ug/mL MgO NP uygulanan grup.
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Sekil 3.6. Artan dozlarda NiO NP’lerinin insan kan lokositlerinin DNA yapisi
tizerine toksik etkilerinin komet testi ile belirlenmesi. (F-G) Kontrol
grup; (H) 10 pg/mL NiO NP uygulanan grup; (I) 100 pg/MI NiO NP
uygulanan grup; (J) 1000 pg/mL NiO NP uygulanan grup.
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4. TARTISMA VE SONUC

Nanopartikiiller insan kan hiicrelerini farkli sekillerde etkileyebilmektedir. En yaygin
olarak goriilen etki hemoliz (eritrosit membraninin yirtilmasi) ve serbest radikallerin
olugsmasidir. Ayrica eritoz veya eritrosit apoptozisine de yol agabilmektedirler [56].
Insan ve hayvan eritrositlerini etkileyen diger etkiler arasinda morfolojik degisimler,
oksidatif stresin indiiklenmesi ve enzimatik aktivitelerin degistirilmesi sayilabilir. Bu
calismada, insan kan dokusuna in vitro kosullarda 10, 100 ve 1000 pg/mL MgO ve
NiO NP’leri verilmis olup eritrositlerin antioksidan enzim aktiviteleri, MDA
diizeyleri ve l0kositlerin DNA yapisina etkileri kontrol ve uygulama gruplar

karsilastirilarak istatistiksel olarak ortaya konulmustur.

Nanopartikiiller, insan viicuduna girdikten sonra Savunma sistemi bu
nanopargaciklarin ¢ogunu yabanci ajanlar olarak kabul etmekte olup, bazi
durumlarda bir immiin veya enflamatuar yaniti aktive edebilmektedirler. Periferik
kan niikleer hiicreleri (PBMC'ler) i¢inde % 70-90 oraninda yuvarlak c¢ekirdekli
lenfositler ve % 10-30 oraninda monositler periferik kandan kolayca ¢ikan bagigiklik
sisteminin 6nemli hiicreleridirler. Son yillarda yapilan ¢alismalarla PBMC'lerin
ozellikle lenfositlerin NP sitotoksisitesi durumunda bagisiklik sisteminin farkli

NP'lerin varligina nasil tepki gosterdigi belirlenmistir [57].

Gergeklestirilen calismalarda nanopartikiillerin bazilariin toksik 6zellikte oldugu
gbzlemlenmistir. Ornegin Gubbins ve ark. (2011) giimiis nanopartikiillerinin (Ag
NP) cok az dozlarda dahi toksik etkisinin oldugunu ve ¢evremiz i¢in potansiyel risk

olusturabilecegini ortaya koymustur [58].

Pinherio ve ark. (2013) gergeklestirdigi bir c¢aligmada ise titanyum dioksit
nanopartikiillerinin (TiO2 NP) su mercimegi (Lemna minor) ve su piresideki
(Daphnia magna) olas1 etkilerini arastirmiglar ve sonucunda TiO, NP’ye maruz
kalan bu organizmalarin populasyon diizeyini ve fizyolojisini degistirerek sucul

ekosistemde risk olusturabilecegi ifade edilmistir [59].

Bagska bir nanopartikiille yapilan ¢alismada Juhel ve ark. (2011) tarafindan L. minor
tizerinde gergeklestirilen ¢alismada farkli neticeler ortaya koymuslardir.
Calismalarinda Aliiminyum nanopartikiillerinin (Al NP) L. minor’daki biyokiitle
birikimini biiyiik oranda arttirdigini1 bulmuslardir [60].



Martinez-Rodriguez ve ark. (2019) NP toksisitelerini degerlendirmek igin farkli
konsantrasyonlarda (50, 100 ve 200 pg/mL) nikel ve ¢inko NP'leri ile in vitro
calismalar yapmuslardir. NP'lerin toksisitesi, insanlarda kirmizi kan hiicre hemolizini,
toplam hiicre protein icerigi, katalaz ve glutatyon-S-transferaz aktivitelerini test
ederek degerlendirilmislerdir. Sonug olarak nikel-¢inko NP'lerinin hemolize yol
actigimi1 ve bu NP'lerinin glutation-S-transferaz aktivitesini arttirdigi belirlenmistir.
Insan periferik kan mononiikleer hiicrelerinde canlilik testlerinde farkli NP'lerle

yapilan in vitro ¢alismalarda canlilik gézlemlenmemistir [61].

Yapilan bagka bir ¢alismada, Ran ve ark. (2015) eritrositlerin intihar 6liimiiniin yeni
bir prediktif ve prognostik parametre olarak kullanimi ve Fe3O4-NP'lerin dolasimdaki
hiicresel membran yapist ve kanin reoloji Ozellikleri {tizerindeki etkisini
arastirmiglardir. Sonug olarak, her ne kadar histopatoloji, hematoloji ve serum
biyokimya endekslerinde in vivo olarak kayda deger bir degisiklik gozlenmese de,
FesOs-NP'ler, eritrosit deformasyon indeksi, eritrosit sertligi indeksi, kirmizi kan
hiicresi biriktirme indeksi dahil olmak {izere hemoreoloji endekslerini dnemli 6l¢iide
etkilemistir. Oksidatif stresin neden oldugu kalsiyum akisi, FesOs-MNP'lerin
eritrositlerin enzim aktivitesinde kritik bir rol oynamistir. FesOs-MNP'lerin
eritrositlere ve kanin akig 6zelliklerinde degisikliklere neden oldugunu géstermistir
[62].

Song ve ark. (2009) semptomatik bulgular ile hastaneye basvuran bir grup is¢inin,
nanopartikiil maruziyeti ile iliskisini incelemislerdir. Yedi kadin is¢i (18-47 yas), 5-
13 ay boyunca nanopartikiillere maruz kalmis, hepsi nefes darlig1 ve plevral eflizyon
belirtileri gdstermistir. Immiinolojik testler, bakteriyoloji, viroloji ve timdr
belirtegleri, bronkoskopi, internal torakoskopi ve video yardimli torasik cerrahi
incelemeleri yapilmistir. Hastalarin akciger dokusunun patolojik incelemesinde
spesifik olmayan pulmoner inflamasyon, pulmoner fibroz ve plevranin yabanci cisim
graniilomlart  belirlenmistir. Transmisyon elektron mikroskobu kullanilarak,
nanopartikiillerin, sitoplazmada ve pulmoner epitel ve mezotel hiicrelerinin
karyoplazmasinda yer aldigi, ancak gogiis sivisinda da bulundugu goézlenmistir. Bu
calisma ile koruyucu Onlemler alinmadan bazi nanopartikiillere uzun siire maruz

kalmanin, insan akcigerlerinde ciddi hasar ile iligkili olabilecegi belirlenmistir [63].
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NP’ler hiicre igine girebilmek i¢in bir¢ok yolu kullanirlar ve bunlardan baslicalar
endositoz ya da kohezyondur. Hiicre igine girdiklerinde toksik etki gostermeye
baslarlar. NP’lerin hiicrede verdigi zararlarin mekanizmasi tam olarak bilinmemekte
olup hiicre zarinin oksidasyonu, parcalanmasi, hiicredeki enerji iiretiminin azalmasi,
reaktif oksijen yapilarinin ¢ogalmasi, zararli maddelerin salinmasi baslica etkileridir
[5-7, 64]. Hiicre zar yapisinda goriilen en biiyiik toksik etki zar proteinlerinin ve
lipidlerin  oksidayonudur. Bu oksidasyonda lipid peroksidasyonu bilimsel
calismalarda onemli bir parametre olarak kullanilmaktadir. MDA miktar1 toksik
maddenin hiicreye verdigi hasarin belirteci olarak kullanilmaktadir [65]. Bu
calismada, MgO ve NiO NP’leri artan dozlarda kullanilmig ve eritrositlerde MDA
miktar1 belirlenmistir. NP’lerin uygulama dozlar1 arttikga eritrositlerin MDA

miktarlarinda istatistiksel olarak artis goriilmistiir.

Oksidatif hasar1 olusturan kimyasallara kars1 aktif hale gecen en yaygin antioksidan
enzimler SOD, CAT ve GPx'tir [66]. Bu enzimler, hiicresel savunma sisteminin ilk
hattin1  olusturmakta olup c¢esitli nedenlerle aktiviteleri hiicre iginde artip
azalabilmektedir. SOD, siiperoksit radikaline karsi bir enzimdir ve dismutasyonu
saglayarak CAT tarafindan kullanilacak olan H2O>'ye katalize eder [67]. Bu nedenle,
SOD ve CAT oksidatif stres ve toksisiteyi belirlemek i¢in deneysel caligmalarda
olduke¢a ¢ok kullanilan parametrelerdir. Bu ¢alismada, MgO ve NiO NP’lerin SOD,
CAT ve GPx enzim aktivitelerine olas1 etkileri spektrofotometrik olarak
belirlenmistir. Hiicre i¢indeki antioksidan enzim aktiviteleri NP’lerin miktar: arttik¢a
enzim aktivitelerinde azalmaya neden olmustur. Bu azalma, kontrol ve uygulama
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bulunmus olup en yiiksek dozun verildigi

grupta MgO ve NiO’in enzimlerin yapisin1 bozarak aktvitelerini diisiirmektedirler.

Komet yontemi Son yillarda, radyasyon ve g¢evresel toksinler gibi ajanlarin neden
oldugu DNA hasarina iligkin arastirmalarda kullanilmistir. Bu nedenle, bu ¢alismada,
in vitro kosullarda insan kan hiicrelerinin MgO ve NiO NP’lerine kars1 maruz kaldig:
genotoksik etki komet yontemiyle belirlenmistir. Bu hizli ve hassas yontemde,
hasarl1 bir hiicre, bas ve kuyruk bolgelerinden olusarak kuyruklu yildizin seklini alir.
Kuyruk uzunlugu ve yogunlugu, DNA'daki tek veya ¢ift ipliklerin bozulma
oranlarina gore degisimler gdstermektedir. Ayn1 zamanda, kuyruktaki DNA yiizdesi

ve uzunlugu hasarli DNA'nin nicel verilerini saglamaktadir [68].
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Altin nano-pargaciklarinin (Au NP'ler) tip, biyoteknoloji veya gida sektorii gibi farkl
alanlarda artan kullanimi nedeniyle, insanlarda maruz kalma 6nemli 6l¢iide artmis ve
toksisite degerlendirmesi zorunlu hale gelmistir. Bu nedenle Avalos ve ark. (2018)
Drosophila‘'daki in vivo mutajenik ve rekombinojenik aktivite (SMART Testi) ile in
vitro komet yontemi kullanilarak 30, 50 ve 90 nm Au NP'lerin potansiyel genotoksik
etkileri karsilastirilmistir. Sonuglar, uygulanan gruplarda 30, 50 ve 90 nm (1-10 mg/
ml) Au NP'lerin 24 saatlik uygulamadan sonra DNA iplik kopmalarini arttirdigini
gostermistir [69]. Ema ve ark. (2012) calismalarinda Fulleren Ceso NP’iiniin
genotoksisitesi {izerine yaptiklar1 calismada, Ceo NP verilen siganlarin akciger
hiicrelerini kullanarak, komet yontemiyle in vivo olarak degerlendirmislerdir. Ceo
NP’lerin genotoksik etkiye sahip oldugu komet analizi ile belirlenmistir [70]. Bu
calisgmamizda, MgO ve NiO NP’lerinin in vitro kosullarda hiicresel DNA’ya artan
dozlarda etkisini artirarak zarar verdigi tespit edilmistir. Bu etki, DNA kuyruk
uzunlugunda 1000 pg/mL NP’deki etki ile 10 pg/mL NP’deki etkisi
karsilastirdigimizda yaklasik {i¢ katina ulastig1 belirlenmistir.

Nanopartikiillerin i¢ ve dis ortam hava kirliginin sebep oldugu, bronsit, nefes darligi,
asttim, kanser gibi hastaliklar1 yapabilme potansiyeli oldugu bilinmektedir.
Nanopartikiillerin zararlari ile ilgili yapilan ilk gozlemlerde, solunum, kalp damar
sistemi ve kan pihtilasma sistemini etkiledigi, bu yolla da her sistemde etkisini
gosterdigi belirlenmistir. Hatta deneysel hayvan ¢alismalarinda akciger {izerindeki
zarda kanser yaptig1 belirlenmistir. Beyin, kalp ve akcigerlerin kendi damarlarinda
ciddi hasarlar olusturdugu, akciger amfizemi, bronsit gibi hastaliklara da neden
oldugu yapilan calismalarla ortaya ¢ikmistir. Pek cok hastalikta degisimler goriilmesi
ornek olarak kanser yasimin diismesi ve agresif yapida ilerlemesi, kalp krizi yasinin
giderek diigmesi, normalde ileri yaglarda goriilen beyne pihtt atma olayinin artik geng
nesillerde de goriilmesinin nedenleri arasinda nanopartikiillerin de olabilecegi
diistiniilmeye baslanmistir. Bu sebeple konuyla ilgili daha ¢ok bilimsel ¢alismalara
ihtiya¢ duyulmaktadir [71]. Bu calismayla da kullanilan nanopartikiillerin hiicresel
antioksidan savunma sistemine ve DNA’ya zarar verdigi in vitro kosullarda ortaya

konulmus olup diger bilimsel ¢alismalara alt yap1 olusturulmaya calisilmistir.
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