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OZET

Yiksek Lisans Tezi

CiMIiN UZUM YAPRAGI KULLANILARAK YESIL SENTEZ
YONTEMIYLE ELDE EDILEN GUMUS NANOPARTIKULUNUN
GENOTOKSIK ETKIiSININ KANAT BENEK TESTI ILE BELIRLENMESI

Giirhan BAYGU

Erzincan Binali Yildirim Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Biyoloji Anabilim Dali

Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Deniz ALTUN COLAK

Gilinlimiizde nanopartikiillerin bitki 6zleri ile biyosentezi ¢ok dnemli bir arastirma alani
olmustur. Yesil sentez, hem iiretimde maliyet azalmasi hem de g¢evre dostu yaklasim
nedeniyle diger sentez yontemlerinden bir adim 6ndedir. Bu nedenlerle aragtirmamizda
Kullanilan giimiis nanopartikiiliniin eldesi i¢in doga dostu yesil sentez yontemi
secilmigtir. Bu c¢alismada Oncelikle giimiis nanopartikiiller (AgNP(b)), UV-Vis
spektroskopisi, X-1sin1 kirmimi (XRD), taramali elektron mikroskopisi (SEM), enerji
dagilim X-151m1 spektrometresi (EDX) ve Fourier doniisiimli kizilotesi spektroskopisi
(FTIR) ile karakterize edilmistir. Sonraki agamada, kimyasal olarak iiretilmis giimiis
nanopartikiiller (AgNP(k)) ile Cimin iiziim yapragi kullanilarak yesil sentez metodu ile
elde edilen giimiis nanopartikiillerin (AgNP(b)) Drosophila melanogaster’in
transheterozigot larvalar1 lizerinde olas1 toksik ve genotoksik etkileri arastirilmaya
calistimistir. Bu amagla, resesif flare (flr®) ve multiple wing hair (mwh) belirleyici
genlerini liglincii kromozomlarinda tasiyan 72+4 saatlik larvalar kullanilmigtir. Larvalar,
farkli konsantrasyonlarda (1,25; 2,5 ve 5 mg/mL) AgNP iceren besin ortamina alinarak
kronik olarak beslenmistir. AgNP’lerin genotoksik etkileri, uygulama sonunda
larvalardan c¢ikan sineklerin kanat imajinal disk hiicrelerindeki genetik degisimler
(mitotik rekombinasyon, ayrilmama, delesyon ve nokta mutasyon) sonucunda olusan
mutant trikomlara gore degerlendirilmistir. Mutant klon degerlendirmeleri, kiigiik tek tip,
biiyiik tek tip ve ikiz klon siniflandirmalar1 esas aliarak yapilmigtir. Somatik mutasyon
ve rekombinasyon test yontemiyle yesil sentez ile elde edilen AgNP’nin genotoksik etkili
olmadigi belirlenmistir.

2020, 83 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Cimin tiziimii, Drosophila melanogaster, Genotoksisite, Glimiis
nanopartikiilii, Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi, Yesil sentez
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Master Thesis

DETERMINATION OF GENOTOXIC EFFECT OF SILVER
NANOPARTICLES OBTAINED FROM GREEN SYNTHESIS METHOD
USING CIMIN GRAPE LEAF BY WING SPOT TEST

Giirhan BAYGU

Erzincan Binali Yildirim University
Institute of Natural and Applied Sciences
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Supervisor: Assist. Prof. Dr. Deniz ALTUN COLAK

Nowadays biosynthesis of nanoparticles by plant extracts has been a very important
research area. Green synthesis is one step ahead of other synthesis methods due to both
cost reduction in production and environmentally friendly approach. For these reasons,
the nature-friendly green synthesis method was chosen for the silver nanoparticle used in
our research. The synthesized silver nanoparticles were characterized by Uv—Vis
spectrophotometry, energy-dispersive X-ray diffractometer (XRD), scanning electron
microscopy (SEM), energy dispersive X-Ray spectroscopy and Fourier transforms
infrared spectroscopy (FTIR). In the next step, we tried to investigate the possible toxic
and genotoxic effects of chemically produced silver nanoparticles (AgNP ) and silver
nanoparticles (AgNPy)) obtained by the green synthesis method on the
transheterozygous larvae of Drosophila melanogaster. For this purpose, 72 + 4 hour
larvae were used, which carried the recessive flare (flr®) and multiple wing hair (mwh)
determinant genes in their third chromosomes. The larvae were chronically fed into the
nutrient medium containing AgNPs at different concentrations (1,25; 2,5 and 5 mg/mL).
The genotoxic effects of AgNPs were evaluated according to the mutant trichomes
formed as a result of genetic changes (mitotic recombination, non-separation, deletion,
and point mutation) development of the wing imaginal discs. Mutant clone evaluations
were made based on small single spots, large single spots, and twin spots classifications.
It was determined that AgNP obtained by green synthesis by somatic mutation and
recombination test method is not genotoxic.

2020, 83 Pages

Keywords: Cimin grape, Drosophila melanogaster, Genotoxicity, Green synthesis,
Somatic Mutation and Recombination Test
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1. GIRIS

Nanoteknoloji, 1- 100 nm biiyiikliigiinde nano 6l¢ekli pargaciklarin karakterizasyonu,
iiretimi ve uygulamasi i¢in bilimsel bir alandir. Teknolojik olarak maddeye atom ve
molekiil seviyesinde yeni fiziksel, kimyasal ve biyolojik o6zellikler kazandirmayi
hedefleyen, yeni ve hizla gelisen bir teknolojidir (Singh, 2015; Ramsden, 2018).
Yunanca ciice anlamina gelen ‘Nano’ kelimesi, bir fiziksel biiyiikliigiin bir milyarda
biridir (Lloyd vd., 2011; Ramsden, 2018). Bir nanometre ise metrenin bir milyarda
birine esit bir uzunluk birimidir. Bir nanometre i¢ine yan yana ancak 2- 3 atom
dizilebilmektedir; yaklasik 100-1000 atom bir araya gelerek nano dlgeklerde bir nesneyi
olusturur (Ciraci, 2005). Genis yiizey alanlari ve kiigiik boyutlar1 nedeniyle
nanopartikiiller, dokme malzemelere kiyasla mekanik, elektrik, manyetik ve kimyasal
Ozellikler gibi farkli Ozelliklere sahiptir (Lloyd vd., 2011; Ramsden, 2018).
Nanoteknolojik uygulamalar 20. yiizyilin sonlarinda ivme kazanmasma ragmen,
nanoteknolojinin kullanimi ¢ok daha erken baslamistir. MO 2600 yillarinda tekstil
uygulamalarinda ve ortagag doneminde kilise camini renklendirmek i¢in kullanilmistir
(Chan, 2008; Dolez, 2015). Ayrica 12. ve 18. ylizyillar1 arasinda Ortadogu’ da iiretilen
Sam celiginin yapisinda karbon nanotiipleri kullanilmistir (Reibold vd., 2009). 1857'de
Michael Faraday ‘Altin ve Diger Metallerin Deneysel Iliskileri® baslikli makalesinde
nanopartikiillerin 6nemli 6zelliklerini anlatmistir (Faraday, 1857). Nanoteknolojiye
dikkat ¢eken ilk bilim adami Richard Feynman'dir. 1959 yilinda Richard Feynman bilim
insanlarma yapmis oldugu bir konferansta 24 ciltlik bir ansiklopediyi hatta biitiin
kiitiiphaneleri bir toplu igne basina sigdirmanin miimkiin oldugunu ifade etmistir
(Feynman, 1960). Nanoteknoloji kelimesi ilk kez 1974 yilinda Profesér Norio
Taniguchi tarafindan kullanilmis ve ‘ileri diizeyde duyarlilikla mevcut teknolojilerinin
kiiciiltiilmesine dayanan bir teknoloji’ olarak tanimlanmistir (Taniguchi vd., 1974;
Ramsden, 2005). Nanoteknoloji, Gerd Binning ve Heinrich Rohrer tarafindan tarama
tiinelleme mikroskobu kesfiyle 1981 yilinda orijinal gelisimini gostermistir (Binnig vd.,

1982; Drexler, 1986).

Son yillarda nanoboyutlu malzemeler iizerinde yapilan ¢alismalar 6nem teskil etmekte
ve farkindalik yaratmaktadir. Nano boyutlu yapilar, nanopartikiillerin sekil ve

boyutlarinin karakteristik 6zelliklerini belirledikleri nanoteknolojinin tiim uygulamalari



icin ilgi konusudur. Bu nanoboyutlu yapilar; nanopartikiiller, nanokristaller, nanotiipler,
nanoteller, nanogubuklar gibi farkli malzemelerden olusabilmektedir. En az bir boyutu 1
ila 100 nanometre arasinda olan atomik veya molekiiler yapilar nanopartikiiller (NP'ler)

olarak bilinmektedir (Mao vd., 2016).

Nanoboyutlu bu yapilarin dikkat ¢ekmesi ve ilgi gérmesinin asil sebebi maddelerin
degisik hacimsel boyutlarindan ve yapilarindan farkli kendilerine has ozellikleri ile
islevsellik gostermeleridir (Goldstain vd., 1997; Rao vd., 2004). Nanopargaciklarin
benzersiz fiziksel, kimyasal, optik ve mekanik 6zellikleri nedeniyle kaplama ve boya
(Anyaogu vd., 2008; Kumar vd., 2008), gida (Espitia vd., 2012; Weir vd., 2012), tekstil
(Kathirvelu vd., 2009; Xue vd., 2009), elektronik (Li vd., 2005; Ko vd., 2007), enerji
(Frey vd., 2009; Wu vd., 2009), otomotiv ve tarim (Im vd., 2010; Asmatulu vd., 2013),
kozmetik (Miiller vd., 2002; Pardeike vd., 2009), uzay alan1 (Voevodin vd., 2006;
Haynes ve Asmatulu, 2013), MRI kontrast maddeleri (Mulder vd., 2006; Na vd., 2009),
hiicre parcalarinin, hiicrelerin ve biyolojik molekiillerin ayrilmasi ve saflastiriimasi
(Chiang vd., 2005; Lee vd., 2006), doku miihendisligi (Goldberg vd., 2007; Peter vd.,
2010), heterojen katalizlerde kullanilmasi (Yu vd., 2008; Jia ve Schiith, 2011),
antimikrobiyal katki maddeleri (Fondevila vd., 2009; Martinez-Gutierrez vd., 2010),
UV korumasi (Schlossman ve Shao, 2005; Shi vd., 2012), LCD teknolojisi (Shiraishi
vd., 2002; Jamil vd., 2011), ila¢ ve genetik (Cho vd., 2008; Sun vd., 2008), patojenlerin
biyo tespiti (Sanvicens vd., 2009; Zhang vd., 2010), proteinlerin tespiti (Nam vd., 2003;
You, 2007), DNA yapisinin arastirilmasi (Taylor vd., 2000; Wang vd., 2006) gibi farkl

alanlarda bir ¢cok uygulamasi bulunmaktadir.

Ayrica medikal odakli nanopartikiillerin hastaliklarin kolay teshis edilmesi ve
sonrasinda akilcit tedavi yontemleri olusturulmasinda kullanildigi bilinmektedir.
Nanopartikiillerin tip alaninda bu sekilde kullanilabiliyor olmasi nanokiireler ile
yapilabilecek gen terapileri, kanserin daha erken teshisi ve tedavisinin yapilabilmesi,
odaga yonelik ilag taginimi gibi bir ¢ok alanda fayda saglamaktadir (Mbonyiryivuze vd.,
2015). Nanomalzemeler dogal ve sentetik (miihendislik) nanomalzemeler olarak iki
siifa ayrilabilir. Dogal nanomalzemeler dogada kendiliginden bulunur (Jeevanandam,
vd., 2018). Sentetik nanomalzemeler ise fiziksel, biyolojik, kimyasal veya hibrit

yontemlerle sentezlenebilir. Manyetik nanopartikiiller, metal ve metal oksit



nanopartikiiller, kuantum noktalari, yar1 iletken nanopartikiiller ve diger

nanomalzemeler bu sentez yollar1 kullanilarak iiretilebilir (Jeevanandam vd., 2018).

Hindularin romatoid artrit hastaliklarinin tedavi yonteminde kullandiklar1 ‘Suvarna
bhasma’ isimli ilacin yapisinda bulunan altin nanopartikiillerinin sentezindeki gibi
17.yy’den 6nce nanopartikiil sentez metodlarinin kullanildig bildirilmistir. Hindularin
altin nanopartikiillerini agagidan yukariya yontemlerinden biri olan biyolojik yontem ile
iirettigi, Micheal Faraday’in ise 1857 yilinda kullandig1 ilk kimyasal yontemi deneyen
kisi oldugu bilinmektedir (Reddy, 2006).

Nanopartikiil yapilarin tiretiminde kullanilan yaklasimlar (Sekil 1.1), asagidan yukari
olan ‘bottom up’ yontemi ile yukaridan asagi olan ‘top down’ yontemi olmak iizere
ikiye ayrilmaktadir (Ravichandran, 2010). Yukaridan asagi (top down) yaklasiminda,
hacimsel olarak kullanilan maddeyi disaridan fiziksel, mekanik olarak veya kimyasal
midahale ile enerji aktarimi yapilmasi sonucunda maddenin nano boyuttaki pargalara
kadar boliinmesi esastir. Mekanik veya fiziksel par¢alama ve asindirma ile dgilitme top
down yaklasimina 6rnek gosterilebilir. Bu uygulamalar normal 6gilitme veya parcalama
islemlerinden daha yiiksek derecelerde enerji harcandigindan yiiksek enerjili pargalama

veya ylksek hizli yelpazeler olarak da ifade edilmektedir (Shibata, 2009).

Diger bir yaklagim olan asagidan yukar1 (bottom up) yonteminde, ¢ok kiiciik boyutlara
sahip molekiiler ya da atomik yapilardaki maddelerin bir takim kimyasal yontemler
kullanilarak hacimsel veya kiitlesel olarak biyiitiiliip nanopartikiil olusumu
gerceklestirilmektedir. Nano kristalin metal ve tlirevlerinin liretiminde kullanilmis olan
ilk yontem gaz yogunlastirma teknigi de asagidan yukariya yaklasimiyla ¢alismaktadir.
Kimyasal buhar kaplama, kimyasal buhar yogunlastirma, sol jel ve sprey piroliz
yontemleri de bu yaklasimin en ¢ok bilinen diger lyeleridir. Ayrica nanopartikiil
olusumunda fiziksel mekanik yontem kullanilarak olusturulan partikiillere fiziksel
yontemle olusmus nanopartikiil, kimyasal yollarla elde edilmis olanlara ise kimyasal
yontemle elde edilmis nanopartikiil seklinde adlandirilmanin yapildigi  bir

siiflandirmada bulunmaktadir (Wolfgang, 2007; Zaki, 2013).
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Sekil 1.1. Nanopartikiil sentezleme yontemleri




Nanopartikiiller (NP'ler), karbon nanopargaciklari, altin ve giimiis gibi soy metal
NP'leri, manyetik soy metal nanoparcaciklart ve TiO; ve ZnO inorganik yari iletken
nanoparcaciklar1 seklinde organik ve inorganik NP'ler olmak iizere iki tiire ayrilabilir.
Inorganik NP'lere olan talep cesitli alanlarda yaygin olarak kullanilmasindan dolay1
hizla artmaktadir. Soy metal nanopartikiiller altin (Au), giimiis (Ag) ve platin (Pt)
uygulamalar1 nedeniyle aragtirmacilarin dikkatini ¢ekmistir (Nair vd., 2007; Nair vd.,
2010).

Farkli uygulamalarda kullanilabilen ve fiziksel, kimysal ve biyolojik yontemlerle
sentezlenen metal nanopartikiillerinin (Sekil 1.2) genotoksik ve sitotoksik etkilerine
yonelik endigeler giderek artmakta ve metal nanopartikiiller arasinda yer alan altin ve
giimiis nanopartikiillerinin uygulamalar1 lizerine arastirmalar yapilmaktadir (Patil ve
Kim, 2017). Antimikrobiyal etkili oldugu gosterilmis olan nano parcacik formundaki
gimiisiin diger metallerden daha sik kullanildigi ve memeli hiicrelerinde diisiik

toksisite gosterdigi de bilinmektedir (Shahverdi vd., 2007).
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Sekil 1.2. Metalik nanopartikiiller

Giliniimiizde glimiis nanopartikiilleri ¢esitli uygulamalar i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir (Sekil 1.3). Modern ‘nanosilver’ terimi giimiis nanomalzemelerini
tanimlamak i¢in kullanilmistir. Project Emerging Nanotechnology (PEN) tarafindan
hazirlanan 2009 yili tiiketici {riinleri envanterine gore, nanomalzeme tabanli tiiketici
tirtinlerinin ¢ogunlugu giimiis nanopartikiiller (AgNP'ler) icermektedir (Wijnhoven vd.,

2009). Bu iriinlerin 1malatinda AgNP'lerin kullanimi esas olarak giimiisiin



antibakteriyel dogasindan kaynaklanmaktadir (Nowack vd., 2011). Tarihsel olarak,
AgNP tabanli irilinlerin belgelenmis kullanimi yaklasik 120 yil 6nce baslamistir.
1889'da M.C. Lea ilk sitrat stabilize giimiis kolloidi sentezlemistir (Lea, 1889). Bu
kolloidal glimiis nanoparcaciklarin ortalama cap1 7 ila 9 nm arasindadir (Frens ve
Overbeek, 1969). Nanogiimiisiin antimikrobiyal ajan olarak erken kullanimi, tip ve
tiiketici tirtinlerinin liretiminde bugiinkii roliinii iistlenmistir. Bugiin bile tip alanindaki
AgNP uygulamalarinin ¢ogu, glimiisiin antimikrobiyal dogasindan kaynaklanmaktadir
(Lansdown, 2010). Giimiis nanopartikiilleri yaniklarin, romatoid artrit ile iliskili bacak
tilserleri ve diyabetik iilserler gibi ¢esitli iilserlerin, toksik epidermal nekrolizin, yara
iyilesmesinde, cerrahi agda, kateterlerin ve diger implante edilebilir tibbi cihazlarin
tedavisinde ve bakteriyel enfeksiyon ve sepsisi destekleyen balcik igeren biyofilmlerin
yapisinda kullanilmaktadir. Nanoglimils ayrica biyomedikal alanlarda, kemik
implantlar1 ve dis dolgular, infiizyon portlari, kontraseptif cihazlar endovaskiiler
stentler, tirolojik stentler, endotrakeal tiipler, kontakt lens kaplamalari, endoskoplar,
elektrotlar, periton diyaliz cihazlari, deri alti mansetleri ve cerrahi ve discilik aletlerinde
yaygin sekilde kullanilmaktadir (Faunce ve Watal, 2010). AgNP'ler ayrica antitrombosit
aktiviteye sahiptir. Fibrinin polimerizasyonunu geciktirme ve piht1 olusumunun daha
fazla inhibisyonu yakin zamanda bildirilmistir (Shrivastava vd., 2011). Sriram ve
arkadaslar1 (2010) calismalarinda, biyolojik olarak sentezlenmis AgNP'lerin anti-tiimor
aktivitesine sahip oldugunu gostermistir. AgNP'ler ayrica tekstil kumaslarinda, kesme
tahtalarinda, glines koruyucu losyonlarda, kisisel bakim iirlinlerinde, cep telefonlarinda,
elektronik  cihazlarda, bilgisayarlarda ve filtreleme {initelerinin  yapisinda
kullanilmaktadir. AgNP uygulamalarinin ¢ogu antimikrobiyal yapilar ile ilgili olsa da,
AgNP'ler optik, katalitik, elektrik ve manyetik Ozelliklerinden yararlanilan c¢esitli
endiistriyel ve aragtirma ortamlarinda kullanilmaktadir. AgNP'ler, tek hiicreli, yiizeyi
giiclendirilmis Raman spektroskopisi (SERS) tabanli biyo goriintiilleme (Garnett vd.,
2006), elektrokimyasal nano algilama (Guascito vd., 2008), nano PALDI-IMS (Goto-
Inoue vd., 2010), kanser hiicreleri i¢in karanlik alan multipleks goriintiileme (Hu vd.,
2009) ve dokularda 3 boyutlu yansima goriintiileme icin molekiile 6zgii kontrast

maddeleri gibi bilimsel goriintiileme tekniklerine dahil edilmektedir (Javier vd., 2008).
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Sekil 1.3. Giimiis nanopartikiilleri (AgNP)

AgNP'lerin sentezi i¢in, geleneksel yontemlerin yani sira toksik olmayip ve gevre dostu
bir yontem olan Yesil Kimya ya da Yesil Sentez olarak da bilinen biyolojik bir proses
uygulanmaktadir (Anastas ve Warner, 1998). Dogal olarak kaza onleme i¢in daha
giivenli kimya, kirliligin 6nlenmesi i¢in ger¢ek zaman analizi, daha giivenli ¢oziiciiler
ve yardimcr maddeler kullanimi, yenilenebilir maddelerin kullanimi, enerji verimliligi
tasarimlari, katalizleme, yan iirlin tlirevlerin azaltilmasi, gilivenli kimyasallarin
tasarimlari, daha giivenli bilesik olusturma, onleme, atom ekonomisi, daha az zararh
kimyasal senteze imkan veren yesil kimyanin ilkeleri Anastas ve Warner (1998)

tarafindan belirlenmistir.

Yesil nanoteknoloji; yesil nanopargaciklarin tasarimi ve gelistirilmesi i¢in hem
akademik hem de endiistriyel alanlarda sadece temel degil, ayn1 zamanda hedefe
yonelik arastirmalari da tesvik eder. Metal (giimiis, altin, paladyum, demir, bakir,
kursun, titanyum, lityum, ¢inko, seryum), metal oksit ve manyetik nanoparcaciklar ile
kuantum nokta sentezi yesil sentez yoOntemleri kullanilarak gerceklestirilebilir
(Nadagouda ve Varma, 2008; Sharma vd., 2009; Philip, 2010; Sangeetha vd., 2011,
Sundrarajan ve Gowri, 2011; Zain vd., 2014; Elango ve Roopan, 2015; Alvarez vd.,
2015; Arumugam vd., 2015; Luo vd., 2015). Sharma ve arkadaslar1 (2009) tarafindan
yesil sentez i¢in 5 farkli yontem belirtilmis ve bunlar polioksometalat, tollens,



polisakkarit, 1s1nlama ve biyolojik yontem olarak siniflandirilmistir. Bu yontemlerden
biri olan biyolojik yontem, geleneksel kimyanin siireclerini yeniden degerlendirerek
cevreye ve ckonomiye fayda saglayan bir yontem olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Horton, 1999; Anastas ve Kirchhoff, 2002; Anastas ve Eghbali, 2010;
Rafique vd., 2016). Yesil sentez isleminde kullanilacak materyalin se¢iminde yesil
materyalin gilivenli, yalnizca bir adet basit reaksiyon basamagi iceren, atitk madde
salimimina neden olmayan, ¢evre dostu, yenilenebilir bir nitelik tasiyan, verim kapasitesi
olarak %100’e yakin olan ve reaksiyonun sonunda basit bir sekilde ortamdan
ayrigabilen yapida bir materyal olmasi gerekmektedir (Raveendran vd., 2003). Tiim bu
Ozellikleri bir arada bulundurmak zor olsa da, biiyiikk cogunlugunu ihtiva eden bir
materyal secimi, yesil sentezin basar1 oraninin artmasinda olduk¢a onemli bir faktor
olmaktadir. Son yillarda, istenen morfoloji ve boyut nanopartikiillerini hazirlamak icin
dogal indirgeme, kaplama ve stablize edici maddeler kullanilarak sentez yontemleri
gelistirmek i¢in birgok aragtirma yapilmistir. Bitkiler, mantarlar, mikroorganizmalar ve
biyolojik olarak bozunabilir polimerler, nanopartikiillerin yesil sentezinde bir
indirgeme, kaplama ve stabilize edici maddeler kaynagi olarak kullanilir (Kharissova
vd., 2013). Biyolojik sentez, kimyasal sentez gibi asagidan yukariya bir islemdir
(Iravani, 2011; Velusamy, vd., 2016). Nanopargacik sentezinde meyveler, yapraklar,
kokler, saplar, perikarp, lateks ve ekstraktlar gibi bir¢cok bitki pargasi kullanilabilir
(Singh vd., 2016; Saratale vd., 2018). Bitkiler {izerine yapilan arastirmalar, bitkilerin
nanopartikiiller seklinde metal depoladiklarini ortaya koymustur (Harris ve Bali, 2008).
Son yillarda, metal nanopargaciklar bir¢ok metal tuzlari ve bitkileri kullanilarak in vitro
sentezlenmistir (Chandran vd., 2006; Jain vd., 2009; Ghaedi vd., 2015). Bitkiler ve bitki
0zleri kullanilarak metal nanopartikiillerin sentezi aktivasyon, biiyiime ve sonlandirma
adimi olmak iizere 3 adimda gergeklesir (Glusker vd., 1999; Si ve Mandal, 2007;
Makarov vd., 2014).

Bitkilerin kolay bulunabilir olmasi, 6zel kosullara gerek duyulmamasi, yesil sentez
yontemlerinden kaynaklanan atiklarin biyouyumlu olmasi, biiylik 6lgekli tiretim igin
uygunlugu, diisiik maliyetli ve ¢evre dostu olmasi bitki 6zlerinin kullanildigr yesil
sentez yonteminin avantajlar1 arasinda gosterilebilir (Kharissova vd., 2013; Benelli ve
Lukehart, 2017). Nanoparg¢aciklarin biyolojik yontemler kullanilarak sentezlenmesinde

genellikle bitki ekstratlarinin hazirlanmasinda su tercih edilir. Cok sik olmamakla



birlikte etanol, metanol, aseton, asetat ve petrol eteri gibi sudan farkli ¢oziiciiler de
kullanilabilir (Kasthuri, 2009a; Kasthuri, 2009b; Bankar vd., 2010; Raghunandan vd.,
2011; Zargar vd., 2011).

Bitki 06zleri kullanilarak yesil sentez ile gilimiis nanoparcaciklarin sentezi,
arastirmacilarin talebini karsilayan ¢ok basit ve uygun maliyetli bir yoldur ayni anda
cevresel tehlike olasiligini ortadan kaldirir. Yesil sentez yonteminde kullanilan bitkilere
Acalypha indica (hint 1sirgani1), Azadirachta indica (1thlamur), Camellia sinensis (gay),
Aloe vera, Jatropha curcas (hint fistigi), Vitis vinifera spp. (Cimin tiziimii) bitkileri

ornek olarak verilebilir (Kumar vd., 2013).

Bilimsel olarak yapilan c¢alismalarda nanopartikiil tiretiminde bitkilerin ve bitkisel
yollarla elde edilmis tiriinlerin diisiik maliyetli ve yenilenebilir dogal kaynaklar oldugu,
son donemlerde bitki ekstratlarinin kullaniminin kimyasal ve fiziksel metotlara kars1 bir
alternatif oldugu ve genel olarak saglik alaninda kullanildigi bildirilmistir. Iran’da
yetisen endemik bir bitki tiirii olan Salvia limbata bitki ekstratindan ¢6zelti hazirlanarak
fitokimyasal yollar ile giimiis nanopartikiilii tiretildigi, bu tretilen AgNPlerin daha
zararli olan kimyasal madde kullanimini biiyiik dl¢lide azaltacagi ve ¢evre dostu bir
yapisinin oldugu belirtilmistir (Nematollahi, 2015). Bitki o6ziitlerinin biyolojik
yontemlerle sentezinde toz pargaciklart halindeki glimiis nanopartikiillerinin hizla
kullanilmasi, basit oldugu kadar etkili bir yontem oldugundan dolayr daha fazla c¢evre
dostu olarak bilinmektedir (Verma vd., 2014). Bir ¢alismada, Argyeria nervosa bitki
tohum oziitleri kullanilarak elde edilen glimiis nanopartikiillerinin eczacilik ve tip
alanlarinda etkili bir sekilde kullanildigi; funguslar, gram pozitif ve gram negatif
bakterilere kars1 antitoksik bir etkiye sahip oldugu ve nano boyutlardaki giimiis
metallerini azaltan ajanlar1 engelleyebildigi belirlenmistir (Thombre vd., 2014). Yapilan
baska bir arastirmada, mikroorganizmalar ile bitki ekstratlar1 kullanilarak yapilan
biyosentezde, canli hiicrelerin ve yapilarinin metalik iyonlar1 indirgeyerek zararli ve
toksik olan metallerin toksisite oranlarinda azalma bildirilmistir (Saifuddin, 2009).
Nanopartikiillerin ¢esitli biyolojik yollarla ¢evre dostu sentezi glimiis nanopartikiillerini

sentezleme yetenekleri i¢in de ¢esitli bitkileri kesfetmeye yardimei olmaktadir.

Bu baglamda yapmis oldugumuz bu ¢alismada, Erzincan ili Uziimlii ilgesinde endemik

olarak yetistirilen siyah {iziim ¢esidinin bir alt tiiri olan Vitis vinifera spp., Cimin



yapraklarindan yesil sentez yontemi kullanilarak elde edilmis giimiis nanopartikiillerinin
Drosophila melanogaster’de genotoksik etkisinin belirlenmesi i¢in bir ¢ok yOnden
avantaj1 bulunan, hizli ve uygun bir yontem olan Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon
Testi (SMART) kullanilmistir. Kanserojenez, pigmentasyon ve sinir sistemi i¢in gerekli
molekiilleri kodlayanlar da dahil olmak {izere insan genleri ile yaklagik %70- 77
oraninda homoloji gosteren, meyve sinegi olarak da bilinen Drosophila melanogaster,
insan saghg ile ilgili birgok soruyu cevaplamak i¢in miikemmel bir organizmadir.
Kokli bir genetik yapi, kisa yasam dongiisii ve yliksek oranda korunmus genlere
sahiptir. Drosophila insanlar i¢in bircok kaynak teskil etmektedir. Ek olarak,
Drosophila kullanilarak in vivo maruz kalma deneyi yiirlitmenin ortalama maliyeti
diger hayvan modellerinden cok daha diisiiktiir. Ayrica kolay manipiilasyonu ve
yetistiriciligi, ¢cok sayida yavru ve mutasyonlar1 indiikleme olasilig1 sayesinde, toksisite
testi de dahil olmak iizere bir¢ok biyolojik siire¢ i¢in yaygin bir model organizma olarak
kullanilir (Rubin, 2000; Rand, 2014). Son donemlerde maddelerin genotoksik ile
mutajenik etkileri arastirilmak {izere Okaryotik ve prokaryotik canli sistemleri
kullanilmaktadir (Garcia ve Dapena, 1974). Bu canlilarda genel hiicre metabolizmasi ve
isleyisleri birbirinden biiyiik farkliliklar icermektedir. Okaryotik bir canli tiirii olan
Drosophila melanogaster’in genetik bilgi yapisinin bilinmesi ve uygun sartlarda
deneylerde kullanilabilen bir tiir olma 6zelliklerinden dolay1 genotoksik ve sitotoksik
arastirmalarda siklikla tercih edilmektedir. Bu nedenlerle insanda kesfedilmeyi bekleyen

pek cok gelisimsel olaylara Drosophila iyi bir kaynak teskil etmektedir.

Yapmis oldugumuz bu ¢alismada, sentetik giimiis (Ag) elementinden elde edilmis olan
nanopartikiiller ile Erzincan ili Uziimlii ilgesinde endemik bir tiir olarak yetisen Cimin
lizlimi olarak bilinen Vitis venifera L. bitkisinin yapraklari kullanilarak yesil sentez
yontemi ile elde edilen AgNP’lerinin Drosophila melanogaster’in 72+4 saatlik
transheterozigot larvalar1 lizerine genotoksik etkisi SMART yontemi ile belirlenmeye

caligilmistir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal
2.1.1. Cahsmada kullanilan alet ve cihazlar

Calismalarda kullanilan alet ve cihazlar Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1. Calismalarda kullanilan cihazlar

Cihaz ad1 Marka-Model
Binokiiler mikroskop Leica DM 500
Buzdolabi Argelik 8820 SBS NF
Etiiv Wisecube

Fourier doniistimlii infrared spektroskopisi Thermo Scientific, Nicolet 6700
Hassas terazi Axis AGN 220
Manyetik karistirici Wisestir MSH-20A
Stereo mikroskop Leica EZ4
Sterilizasyon cihazi Thermomac SDO30
Taramali elektron mikroskobu FEI-Quanta FEG 450
Ultrasonik banyo Bandelin Sonorex
Ultraviyole ve goriiniir bolge spektroskopisi Perkin Elmer, Landa 35

2.1.2. Kullanilan kimyasal maddeler

Calismalarda kullanilan kimyasal maddeler ve temin edildikleri firmalar Tablo 2.2°de

gosterilmistir.
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Tablo 2.2. Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve temin edildikleri firmalar

Kimyasal madde Firma

Dietil eter Sigma 60-29-7

Drosophila instant medium l%arrrﬁ:jraallgi‘rological Supply Company,
Entellan Merck 3822 00 00

Etil alkol Sigma 52-50-0

Etil metansiilfonat Sigma M0880

Glimiis nanopartikiilii Nanografi

Glimiis nitrat Sigma

Propiyonik asit Sigma 79-09-4

2.1.3. Vitis vinifera (L.)

Calismada, Erzincan ili Uziimlii ilgesinde yetistirilen ve halk arasinda Cimin iiziimii
olarak bilinen Vitis vinifera spp., Cimin bitkisinin yapraklart kullanilmistir. Vitis
vinifera spp., Cimin Erzincan ili Uziimlii ilgesinde endemik olarak yetistirilen siyah
lizim ¢esidinin bir alt tiirli olan ve ortalama tane agirligi 3- 4 g agirliginda, mayhos bir
tad barindiran, ortalama 1- 4 arasinda ¢ekirdege sahip, orta dereceli kabuk kalinlig
bulunan bir iiziim ¢esididir. Sekil 2.1°de Vitis vinifera bitkisine ait meyve ve yapraklar
gosterilmistir (TPMK, 2001).
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Sekil 2.1. Vitis vinifera L. meyve ve yapraklari

2.1.4. Drosophila melanogaster (Meigen)

Halk arasinda meyve sinegi ya da sirke sinegi olarak da bilinen Drosophila
melanogaster (Sekil 2.2), bilimsel arastirmalarda bir asirdan fazladir kullanilmaktadir.
Drosophila Thomas Hunt Morgan tarafindan 6n plana ¢ikarilmistir. Morgan, DNA'nin
genetik materyal oldugu bilinmeden kromozomlar iizerinde genlerin bulundugunu
kesfetmistir (Jennings, 2011). D. melanogaster, 3 cift otozomal ve 1 ¢ift gonozomal 4
cift kromozomdan olusan basit genetik yapist nedeniyle arastirmalarda siklikla
kullanilmaktadir. Adams vd. (2000) tarafindan D. melanogaster genomunun tamami
aciklanmigtir. Tanimlanan 13600 genin %95°nin  D. melanogaster’e ait dort
kromozomdan t¢iinde kodlandigi tespit edilmistir (Rand, 2010). Drosophila,
laboratuvarda yetistirilmesi ve bakimi kolay olan ucuz maliyetli 8- 14 giinliik kisa bir
yasam dongiisiine sahip olup gelisim, sinyal yolag:i ¢alismalarinda siklikla tercih edilen
model bir organizmadir (Clevers, 2006; Preiffer vd., 2010). Bununla birlikte insan
hastalik genlerinin yaklasik %77’sinin Drosophila gen dizileri ile homolog oldugu
belirlenmistir (Reiter vd., 2001). Meyve sinekleri insanlarda hastaliklara neden olan
genler ile yaklasik %77 oraninda homolog olmasi sebebi ile terapdtik ilag kesif
potansiyeli olan insan hastaliklarinin tespitinde 6nemli bir model organizma olarak

kabul edilmektedir. Calismalar gen ekspresyonu ve metabolizmasinin diizenlenmesinde
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gorevli olan Drosophila proteinlerinin insan homologlar ile yakin iligkili oldugunu
ortaya koymustur (Pandey ve Nichols, 2012). Tiim bu sayilan 6zelliklerden dolay1 in

vivo ¢aligsmalarda genellikle Drosophila melanogaster tercih edilmektedir.

Sekil 2.2. Drosophila melanogaster

2.1.4.1.  Drosophila melanogaster’in sistematikteki yeri
Drosophila melanogaster’in sistematikteki yeri agagidaki gibidir.
Sube (Phylum): Eklem bacaklilar (Arthropoda)

Alt Sube (Subphylum): Mandibulata-Antennata

Sinif (Classis): Bocekler- Alt1 bacaklilar (Insecta-Hexapoda)

Alt Simif (Subclassis): Kanatli bocekler (Pterygota)

Ust Takim (Superordo): Uzun kanatlilar (Mecopteroidea-Panorpoidea)
Takim (Ordo): Diptera

Alt Takim (Subordo): Sinekler- Kisa antenliler (Brachycera)
Familya (Familia): Sirke sinekleri- Meyve sinekleri (Drosophilidae)
Cins (Genus): Drosophila

Tiir (Species): Drosophila melanogaster.
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2.1.4.2.  Drosophila melanogaster’in gelisim biyolojisi

Drosophila melanogaster eklembacaklilar subesine dahil olan, tam baskalagim gésteren
bir ¢ift gonozomal ve ii¢ ¢ift otozomal olmak iizere toplam 8 adet kromozoma sahip
okaryotik bir canlidir (Rothwell, 1993). D. melanogaster tiirlerinin ideal anlamda
embriyonik olarak gelisim gosterebilmeleri ve yumurtalarinin ergin hale gelebilmesi
icin ortam sicakligi ortalama 25°C ve nemin %350 olmast gerekliligi kosullar
saglanmalidir. Bu kosullar saglandiginda ortalama 9- 11 giinde yumurtadan ergin
bireyler olugsmaktadir (Graf vd., 1984). D. melanogaster’in gelisim ve yasam dongiisii,
populasyon yogunlugu, hava kosullari, radyasyon, beslenme, ¢iftlesme oranlar ve 151k
gibi faktorlerden etkilenebilmektedir (Hamameci, 1993). D. melanogaster’de gelisim iki
safhada gerceklesmektedir. Bunlardan ilki embriyonik dénem ve ikincisi de
postembriyonik donem olarak bilinmektedir. Yumurtanin dollenerek larvalarin
yumurtadan ¢ikmasina kadar gecen siire embriyonik donem olarak adlandirilir.
Yumurtadan ¢ikan larvalarin gelisip biiyiiyerek yetiskin birey haline gelinceye kadar
gecirmis oldugu evreye ise postembriyonik dénem denilmektedir (Ozata, 2006). D.
melanogaster’in yasam dongiisiinde disi ve erkek bireylerin ¢iftlesmesi sonucu
yumurtanin déllenmesi uterusta gergeklesir. D. melanogaster tiirlerine ait disi bireyler
pupadan ¢iktiktan sonra yaklasik olarak 2-3 giin sonra yumurtlamaya baslarlar. Pupadan
ciktiklarinda viicut yapilar1 uzun, acik sar1 veya beyaz renkte, kanatlar1 kisa
goriiniimliidiir. 2- 3 saat i¢inde normal goriiniimlii bir ergin birey olarak gelisimlerini
tamamlamaktadirlar (Sekil 2.3). Gelisimini tamamlamis olan bireyler ise ortalama 40-

60 giin yasayabilmektedir (Graf ve Vanschaik, 1992).
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Sekil 2.3. Drosophila melanogaster ‘in yasam dongiisii

Drosophila melanogaster‘in uygun kosullardaki bagkalagim evrelerini su sekilde

siralayabiliriz.

Embriyonik gelisim: 1 giin (yumurtanin dollenerek larvalarin yumurtadan ¢ikmasina

kadar gecen siire)

Birinci larval evre - Instar (L1): 1 giin (yumurtanin pargalanarak ilk deri degistirme

donemi)

Ikinci larval evre - Instar (L2): 1 giin ( larvanin ikinci kez deri degistirdigi donem)
Ucgiincii larval evre - Instar (L3): 2 giin ( larvanin pupa haline doniistiigii donem)
Prepupa evresi: 4 saat

Pupa evresi: 4-5 giin

Yetiskin evresi: 40-50 giin

Uterusta dollenmis bir yumurta, tiirline gore morfolojik olarak farklilik gosterse de
genel olarak yuvarlak ya da oval sekillidir. Yumurtanin uzunlugu ortalama 0,5 mm
olup, acgik sar1 veya beyaz renkte ve 0,2 mm capindadir. Disiler pupadan ¢iktiktan

yaklasik 2- 3 giin sonra dollenerek yumurtalarini bulundugu yere ya da besiyeri
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ortamina birakmaya baslarlar. Yumurtalar {lizerinde yapisal olarak yumurtayr dis
etkilerden koruyan ince tabaka halinde bir zar bulunmaktadir. Bu zar koriyon zar1 olarak
bilinir. Yumurtanin tist 6n kisminda yumurtaya bagli iplik bigiminde ince uzantilardan
olusan bir ¢ift filamet bulunur. Ipliksi uzantilar halindeki bu filamentler yumurtanin
birakildig1 ortamda ya da besiyeri ortaminda yumurtanin digari ile baglantisini saglayip
yumurtanin ortama saplanmasini veya batmasini engelleyerek yumurtanin bulundugu
ortamda gelisim goOstermesine yardimci olmaktadir (Clark ve Rockstein, 1964;
Demirsoy, 1982; Graf vd., 1992). Gelisimini 25°C’de ve 22- 24 saatte tamamlayan
larvalar yumurtadan ¢ikmaya baslar. Yumurtanin agilmasindan sonra ¢ikan larvalar,
pupa olusuncaya kadar iki kez baskalasim gecirerek deri degistirir. Bu iki deri
degistirme olaymin arasinda kalan periyoda instar denir (Demirsoy, 1982; Clark ve
Rockstein, 1964). Drosophila melanogaster’in embriyolojik donemdeki gelisim
asamasinda imajinal disk hiicreleri diye adlandirilan hiicresel yapilar gozlenir (Sekil
2.4). Bu imajinal disk hiicreleri 1., 2. ve 3. larval evrede pupa olusuncaya kadar
sistematik olarak mitoz boliinme gecirerek cogalir ve bu hiicreler ileride tiiriin dis
genital organlar, halterler, bacaklar, antenler, agiz parcalari ve gozler gibi farkli

organlarini olusturur (Ashburner, 1989).
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Sekil 2.4. Imajinal disk hiicrelerinin larvadaki konumlari
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3. larva evre sonrasi prepupa evresinde larvalar besiyeriden ayrilarak kuru yerlere
tirmanmaya baslar. Burada dis zar sari-kahve renkte sabitleserek pupalagir. Pupa ergin
bir birey haline gelinceye kadar puparyum adi verilen sertlesmis kiitikila tabakasinin
icerisinde kalir. Baslangigta yumusak yapili ve beyaz renkli olan pupa yaklasik iki saat
sonra agik kahverengi bir hal alir (Falakali, 1989; Rubin ve Lewis, 2000). Ergin sinegin
olugsmasina yakin pupanin rengi iyice koyulasir ve koyu kahverengi bir renk alir. Pupa
halinden, ergin birey durumuna 25°C ve % 40-60 nem ortaminda 4-5 giin siirede geger
(Ashburner, 1989; Graf, 1992). Bu gelisim déneminde sinegin kanat kisimlar1 ve goz
noktalar1 belirginlesmistir (Dogan, 2002).

Ergin haline gelmis D. melanogaster ‘e ait erkek bireyler olustugu andan itibaren
eseysel olgunluga ulagsmis durumdadir. Disi bireyler ise eseysel olgunluguna 4- 6 saatlik
bir siirenin sonunda ulagirlar. Ergin bireylerde bas, gogiis ve karin bolgeleri olmak tizere
3 ana yap1 mevcuttur. D. melanogaster disi ve erkek bireylerinin gelisimsel olarak
morfolojik farliliklar1 bulunmaktadir (Sekil 2.5). Ik olusan bireylerin karin (abdomen)
bolgesi uzun ve kanat yapilari agilmamistir. Disilerde abdomende bulunan segment
sayist 7 iken bu erkek bireylerde 5 adettir. Ayrica disi tiirlerin abdomen u¢ kismi uzun
ve beyaz renkli iken bu erkek tiirlerinde ise kiit ve siyah renktedir. Disi bireylerin
abdomen kismi erkek bireylere goére daha genis bir yapidadir. Bu durum disilerin
abdomen kisminda yumurta olusumu ve gelisiminden dolay1r daha biiylik bir karin
bolgesinin olugmasina sebep olmustur (Graf ve Vanschaik, 1992). Eseysel
farkliliklardan bir digeri ise erkek tiirlerinde birinci ¢ift bacagin i¢ kisminda bulunan,
kalin ve siyah renkli killardan olusan ‘esey taragi’ adi verilen yapilardir ve bu durum
erkek tiirleri i¢in karakteristik bir 6zellik tasimaktadir (Falakali, 1989; Graf ve Singer,
1992).
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Sekil 2.5. Drosophila disi ve erkek tiirleri

Bu c¢alismada kullanilan Drosophila melanogaster tiirleri Erzincan Binali Yildirim
Universitesi Temel Bilimler ve Uygulama ve Arastirma Merkezi Laboratuvarlari’nda
25°C ve %60 bagil neme sahip etiivlerde uygun besiyeri ortaminda kiiltiire alinmak
sureti ile bireylere genetik yonden homojen dagilim gosteren normal viicut metabolik

aktivitesine sahip olacak bir yasama ortami1 saglanmustir.

D. melanogaster’ de 3. kromozom {izerindeki somatik mutasyon ve rekombinasyonu
belirlemek i¢in kullanilan iki belirleyici gen bulunmaktadir (Sekil 2.6). Bunlar flare
(fIr®, 3-38,8) ve multiple wing hair (mwh, 3-0,3) genleridir. Rekombinasyon ve
mutasyonlarin biiyiik bir aralikta kolaylikla incelenmesine, 3. kromozomun en biiyiik
kromozom olmast ve kullanilan genler arasindaki mesafenin de olduk¢a uzak olmasi

olanak saglar (Graf vd., 1984).
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Sekil 2.6. Uciincii kromozom iizerindeki belirleyici genlerin dizilisi

flr/In (3LR) TM3, ri pp sep 1(3)89Aa bx34e es Bd® geni kisaca flr¥/TM3,Bd® olarak
gosterilmektedir. flr? geni kanat iizerinde bulunan killarin sekil olarak degisime ugratan
resesif bir gendir ve fenotipte degisiklik gosterebilir. Normal fenotipte kanatlarda olusan
killar normal, diiz ve uzun sekilde iken, mutasyon durumunda killar koyu renkli veya
nokta balon seklinde, diizgiin olmayan kisa ve kalin sekillerde olabilmektedir (Graf vd.,
1984; Rincon ve Graf, 1995). Normal kanat sekillerinin aksine, Bd® genini tasiyan

tiirlerin kanat kenarlar1 diizgiin degildir. Calismada kullanilan stoklarin genetik yapisi

Sekil 2.7°de gosterilmistir.
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Sekil 2.7. flr}/TM3, Bd® tiirlerdeki homozigot letal etkileri
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Homozigot letal etki gosteren dominant Bd® geni, TM3 dengeleyici kromozomunun
tizerinde yer alir. TM3 dengeleyici kromozomuna sahip olan bireyler diizgiin olmayan
kanat kenarlarmin incelenmesiyle diger tiirlerden kolayca ayirt edilebilir. Bd® tagityan
bireylerin kanat kenarlarinin sekilleri girintili ¢ikintili bir goriinlimde olmasiyla ayirt
edilir (Graf vd., 1984; Graf vd., 1992). Normal ve serrat kanat yapilart Sekil 2.8’de

gosterilmistir.

Sekil 2.8. Normal ve serrat kanat

mwh/mwh geni resesif bir gendir. Coklu kanat kili mutasyonunu tasimaktadir. Bu mwh
soyu mutant geni olarak yasatilabilmekte ve bu durum kanat hiicrelerinde mutasyona
sebep olarak hiicrede bir kanat kili olugmasi gerekirken coklu kanat kili olusumuna

neden olmaktadir (Rincon ve Graf, 1995).

2.2. Yontem

2.2.1.  \Vitis vinifera spp., Cimin temini ve yesil sentez yontemi ile nanopartikiil
eldesi

2.2.1.1.  Vitis vinifera spp., Cimin temini ve ekstraksiyonu

2018 yilmin Haziran ayinda Erzincan ili Uziimlii ilgesinden bitki yapraklariyla
toplanarak tiir teshisi yaptirilmistir. Uziim bitkisine ait yapraklar oda sicakliginda ve
uygun nem kosullarinda kurutulmustur. Kurutulan bu yapraklar saf su ile yikanip
tizerlerinde bulunan toz parcaciklarindan arindirilmistir. Daha sonra 5’er g olmak {izere

tartilarak kiiciik pargalar halinde kuru yapraklar, i¢erisinde 100 mL steril distile su
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bulunan erlenmayer siselerine konulmus, 5- 7 dk arasinda kaynatilmak sureti ile bitki

yaprak sollisyonlart hazirlanmistir. Hazirlanmis olan soliisyonlar ¢aligmalarda

kullanilmak iizere +4 C’de buzdolabinda saklanmistir.

2.2.1.2.  Yesil sentez yontemi ile AgNP eldesi

AgNP’lerin sentezi i¢in 6nceden hazirlanan 1mM 500 mL AgNOj3 sulu ¢ozeltisi ile 125
mL Cimin tiziimii bitkisi yaprak 6ziitli 1000 mL’lik bir erlen icerisinde oda sicakliginda
sabit kosullarda reaksiyona birakilmistir. Giimiis iyonlarinin indirgenmesi ile olusan
koyu renkli soliisyon 10.000 rpm’de 5dk santrifiij edilerek iist s1v1 faz uzaklastirilmis ve
kalan kat1 kisim birkag¢ kez saf su ile yikama islemine tabi tutulmustur. Elde edilen kati

kisim (AgNP) etiivde 65°C’de 48 saat kurumaya birakilmistir.

2.2.1.3.  AgNP konsantrasyonlariin belirlenmesi ve yasama yiizdesi deneyleri

AgNP’nin uygun etki araliklarinin belirlenmesinde oncelikli olarak genotoksik etkisinin
genis bir agidan incelenebilmesi amaciyla onceki ¢alismalarda da kullanilmig olan
konsantrasyonlardan yararlanilmistir. Drosophila melanogaster 3. evre heterozigot
larvalarinin LDsy dozunu belirlemek amaci ile farkli konsantrasyonlarda (1,25; 2,5; 5;
7,5 ve 10 mg/mL) uygulamalar yapilmigtir. Bu caligmalar sonucunda LDsp dozu
AgNP( i¢in 7,5 mg/mL AgNP, icin i1se 10 mg/mL olarak tespit edilmistir. Buna gore
calisma konsantrasyonlar1 1,25; 2,5 ve 5 mg/mL olarak belirlenmistir. Bununla birlikte
yasama ylizdesi deneyleri de Drosophila melanogaster’in 3. evre transheterozigot mwh
erkek ve fIr® disi bireylerine ait larvalar1 kullanilarak yapilmistir. Stok halinde mevcut
olan D. melanogaster tiirlerine ait yaklasik 40 mwh erkek ve 40 flr® disi bireylerinin
besiyeri ortamina alinarak 3 giin boyunca 25+1°C ve % 60- 40 bagil neme sahip etiiv
igerisinde ¢iftleserek gelismesi saglanmistir. 4. giin icerisinde yapilacak olan ¢aligmalar
ve kontrol gruplarinda kullanilmak {izere 50’ser larva olacak olacak sekilde yeni
besiyeri ortamina ayrilarak alinmistir. Bu yeni kiiltlir ortamima alinan larvalarin
besiyerlerine (1,25; 2,5 ve 5 mg/mL) konsantrasyonlarinda yesil sentez yontemi ile elde
edilmis AgNP ile yine ayn1 konsantrasyonlarda sentetik olarak elde edilmis AgNP ilave
edilmistir. Giinlik olarak kontrol edilerek yetiskin olan bireyler toplanarak

cinsiyetlerine gore ayrilmis ve kag bireyin olustugu hesaplanmistir.
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2.2.2.  AgNP’nin morfolojik karakterizasyonu

Metalik nanopartikiillerinin toksisiteleri ve yapisal Ozellikleri; biiyiikliikleri, yiikaii,
boyut yapilar1 ile kimyasal aktiviteleri gibi birgok 06zellikten etkilenebilmektedir
(Umamaheswari vd., 2018). Bu sebeple, nanopartikiillerin karakterizasyonunun iyi
belirlenmesi calismalarda dogru sonuglarin alinabilmesi agisindan olduk¢a Snemlidir.
Yesil sentez ile elde edilmis AgNP’lerin karakterizasyonu i¢in  giimiis
nanopartikiillerinin sentezinin dogrulanabilmesi, boyut dagilimi profili ve yiizey
morfolojisi hakkinda fikir sahibi olabilmek ve gergek parcacik boyutunu

belirleyebilmek i¢in ¢esitli metodlar uygulanmistir.

2.2.2.1. Ultraviyole ve goriiniir bolge spektroskopisi (UV-Vis) analizi

UV-Vis spektroskopisi, ultraviyole ve goriiniir spektrumlarin spektral bdlgesinde
absorpsiyon spektroskopisi olarak anlasilabilir. Genellikle, goriiniir ve UV'ye yakin
aralikta 151k kullanir. Ultraviyole ve goriiniir 151k, dis elektronlart daha yiiksek enerji
seviyelerine yiikseltecek kadar enerjiktir ve UV-Vis spektroskopisi genellikle ¢ozelti
icindeki molekiillere uygulanir. UV-Vis spektrumlari, numune tanimlama i¢in sinirh
kullanimda olan ancak niceliksel Olgtimler igin ¢ok yararli olan genis oOzelliklere
sahiptir. Bir analitin ¢6zelti i¢indeki konsantrasyonu, 6zgiil dalga boyunda absorbans
Ol¢giilerek ve Beer-ambert Yasasi uygulanarak belirlenir. UV-Vis araligi, yaklasik 400-
750 nm'lik insan gérme keskinligi araliginmi kapsadigindan, UV-Vis spektroskopisi,
pigmentler, kaplamalar gibi teknolojik olarak 6nemli ¢esitli malzemelerin emilimini,
iletimini ve yansiticiligini karakterize etmek i¢in yararlidir. Bu c¢alismada, saf suda
dispersiyonu hazirlanan 50 mg/mL AgNP’den 5 mL alinarak 1x1 cm’lik kuartz kiivete
konulmus ve Perkin Elmer, Lambda 35 UV-Vis Spektrometre (Sekil 2.9) kullanilarak

spektrum goriintiisii alinmaistir.
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Sekil 2.9. UV-Vis spektrofotometresi

2.2.2.2. Taramal elektron mikroskobu (SEM) ve Enerji dagihm X-is1m
spektrometre (EDX) analizi

Taramal1 elektron mikroskop (SEM), 1s1k yerine elektron kullanarak biiyiik olgiide
biiyiitiilmiis bir goriintii iiretir. Bir elektron demeti tarafindan mikroskobun {iistiinde bir
elektron demeti iiretilir. Elektron 151n1, bir vakum i¢inde tutulan mikroskopta dikey bir
yol izler. Isin, 1s1m1 numuneye dogru odaklayan elektromanyetik alanlardan ve
merceklerden geger. Isin bir numuneye c¢arptiginda, elektronlar ve X-1sinlari numuneden
atilir. Dedektorler bu X-1s1nlarini, geri sacilmis elektronlart ve ikincil elektronlar: toplar
ve bunlar televizyon ekranina benzer bir ekrana génderilen bir sinyale doniistiiriir. Bu,
yiizeyin son goriintiisiinii iretir. SEM vakum kosullarini kullandigi ve bir goriintii
olusturmak i¢in elektron kullandig1 i¢in, numuneye 0©zel hazirliklar yapilmalidir.
Vakumda su buharlasacagi i¢in tiim su numunelerden uzaklastirilmalidir. Tiim metaller
iletkendir ve kullanimdan 6nce herhangi bir hazirlik gerektirmezken, metal olmayan
tim malzemelerin ince bir iletken malzeme tabakasi bir piskiirtme kaplayici ile

kaplanmasi gerekir (Bowman ve Booth, 1997).

Enerji Dagilim X-Ray 151n1 Spektroskopisi (EDX), temel egriyi ¢ikti olarak saglayan bir
tekniktir. Bu analitik teknik genellikle Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM) ile
birlikte kullanilir. EDX teknigi oncelikle ilgili numunenin elementel bilesimini

karakterize etmek i¢in bir elektron 1sin1 ile bombardiman islemi sirasinda numuneden
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yayillan X-iginlarini tespit eder. Bir numune SEM'in elektron 1sm1 tarafindan
bombardimana tutuldugunda, elektronlar, numunenin yiizeyini olusturan atomlardan
cikarilir. Ortaya ¢ikan elektron bosluklari, daha yiiksek bir enerji durumundan
elektronlar ile doldurulur ve elektronlarin iki enerji durumu arasindaki enerji farkini
dengelemek i¢in bir X-1s1n1 yayilir. Yayilan rontgen enerjisi, yayildigi elementin 6nemli
bir 6zelligidir. EDS X-1511 detektorii, yayilan X-isinlarinin enerjilerine karsi nispi
bollugunu oOlger. Dedektor tipik olarak lityum-rifte edilmis silikon ve kati halde bir
cihazidir. X-1s51m1 detektore carptiginda, X-1siminin enerjisi ile orantili bir sarj darbesi
olusturur. Sarj darbesi, yiike duyarli bir 6n ylikselte¢ tarafindan bir voltaj darbesine
(rontgen enerjisiyle orantili kalir) doniistiiriliir. Sinyal daha sonra darbelerin voltaja
gore siralandigl cok kanalli bir analiz cihazina gonderilir. Her bir olay rontgeni icin
enerji (voltaj dl¢climiinden belirlendigi gibi), verilerin goriintiilenmesi ve daha fazla
degerlendirilmesi i¢in bir bilgisayara gonderilir. X 1511 enerjisinin sayimlara karst
spektrumu, 6rneklenen hacmin temel bilesimini belirlemek i¢in degerlendirilir. EDX,
numunede giimiisiin varliginin ve yilizdesinin dogrulanmasinda fayda saglamistir.
Biyolojik olarak sentezlenmis giimiis nanoparcaciklarinin yiizey morfolojileri ve
ozellikleri bu yontemlerle FEI-Quanta FEG 450 marka cihazinda (Sekil 2.10) yiiksek
derecede vakum altinda 20kV’de gerceklestirilmistir.
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Sekil 2.10. Taramali elektron mikroskobu ve enerji dagilim X-1s1n1 spektrometresi
2.2.2.3.  Fourier doniisiimlii infrared spektroskopisi (FT-IR) analizi

Ekstraktin yilizey 6zelliklerini ve ayrica sentezlenmis nanoparcaciklarin tanimlanmasi
icin Fourier Dontisiimii  Kizilotesi  Spektroskopisi  kullanilmaktadir. Deneysel
calismalarda numune analizinde Thermo Scientific, Nicolet 6700 markali FT-IR
spektrometre (Sekil 2.11) Attenuated Total Relectance (ATR) teknigi ile kullanilmistir.
Numunenin 400-4000cm™ dalga boyu araliginda yapisindaki fonksiyonel gruplarin
absorbans degerleri belirlenmis ve bundan yola c¢ikarillarak yap:r aydinlatilmaya
calistlmistir. Infrared (IR) spektroskopisi yonteminde infrared isinlari molekiillerin
titresim hareketleri tarafindan absorplanir. Her maddenin kendine has bir spektrumu
vardir. Bu yontemle bilinmeyen malzemelerin yapis1 nitel olarak tanimlanabildigi gibi,
kompleks bir karigimdaki bilesenlerin nicel Olgiimleri de yapilabilir. IR
spektroskopisinde, amac¢ herhangi bir bilesigin yapis1 hakkinda bilgi sahibi olmak veya
yapisindaki degisiklikleri incelemektir. Bilesigin alinan IR spektrumu ile yapidaki
baglarin durumu, baglanma yerleri, yapinin aromatik veya alifatik olduguna dair bir

bilgi edinebilir.
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Sekil 2.11. FT-IR spektrometre
2.2.2.4. X-Isimi kirimim (XRD) analizi

X-1s11 kirmimi (XRD) kristal yapilar1 ve atomik araliklari incelemek ic¢in kullanilan
yaygin bir tekniktir. Kristallerin malzeme ve birim hiicre boyutlari hakkinda da bilgi
saglayabilir. X-151m1 kirmnimi (XRD), monokromatik X-ismlarinin ve bir kristalin
numunenin yapict girigsimine dayanir. Bu X-1ginlar1 bir katot 1sinl1 tiip tarafindan iretilir,
monokromatik radyasyon iiretmek {izere filtrelenir, konsantre olmak iizere toplanir ve
numuneye dogru yonlendirilir. Bu kirilmis X-1s1nlar1 daha sonra tespit edilir, islenir ve
sayilir. Kirinim piklerinin d-araliklarina doniistiiriilmesi, bir metalin tanimlanmasina
izin verir, ¢linkli her metal bir dizi benzersiz d-araligina sahiptir. Tipik olarak, bu d-
araliklariin standart referans modelleri ile karsilagtirilmasiyla elde edilir. XRD teknigi,
mineraller, inorganik bilesikler gibi bilinmeyen kristalli malzemeleri tanimlamak i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bilinmeyen maddelerin tanimlanmasi jeoloji, c¢evre
bilimi, malzeme bilimi, miihendislik ve biyoloji ¢aligmalarinda 6nemlidir. AgNP

analizinde Panalytical, Empyrean markali XRD cihazi (Sekil 2.12) kullaniimistir.
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Sekil 2.12. X-151m1 difraktometresi

2.2.3. Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART)
2.2.3.1. Kanat benek testi

Kanat benek testi olarak da bilinen somatik mutasyon ve rekombinasyon testi de Graf
ve arkadaglarinin 1984 yilindaki caligmalari esas alinarak Drosophila melonogaster
tiiriine ait olan flr¥/TM3,Bd® disi virgin bireyler ile mwh/mwh erkek mutant bireyler
kullanilmaktadir.Bu bireylerin ¢aprazlanmasi ile olusan 3. instar (72+4 saatlik)
transheterozigot larvalarinin kanat imajinal disk hiicrelerindeki heterozigotluk kaybi
fenotipde gozlemlenmektedir (Graf vd., 1984, Kaya, 2000). flr*/TM3,Bd° disi bireyler,
yumurta veriminin yiiksek olmasindan dolay1 tercih edilmektedir. SMART tekniginde,
1. larva evresinde ortalama 50- 100 olan ve artarak 3. larva evresinde 24.400’¢ ulasan
imajinal diskler test maddelerine maruz birakilmaktadir (Wiirgler, 1986; Graf, 1992).
Transheterozigot larvalardaki imajinal disk hiicrelerinin ileride ergin bireylerin organ ve
yapilarini olusturacagindan dolayi test edilen kimyasal maddelerin imajinal disklere etki
ederek bireyin gelisiminde ortaya ¢ikmasi muhtemel olan nokta mutasyon, delesyon,
ayrilmama, kromozom bozukluklar1 ve rekombinasyonlarin belirlenmesine imkan
vermektedir. SMART, gbz benek ve kanat benek testi olmak iizere iki farkli sekilde
incelenmektedir (Kaya, 2000).
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Somatik mutasyon ve rekombinasyon yontemiyle bir mutasyon ile heterozigotlugun
kaybedilip yabanil fenotip yerine mutant fenotip olustugu gozlenmektedir (Graf vd.,
1984; Graf ve Rincon, 1995). Mutant fenotip, degisiklik gosteren genetik
mekanizmalardan dolayr hiicre klonlarindaki farkli benek grup ve sayilarina gore
belirlenerek farkli sekillerde olusabilmektedir. Tek tip klon (tekli benekler) flr® ya da
mwh fenotipindeki hiicrelerden meydana gelirken; ikiz klon (ikili benekler) ise flr® ve
mwh fenotiplerini birlikte bulundurmaktadir. (Sekil 2.13). Tek tip klonda, 1 ya da 2
mwh hiicresi bulunmasi kiigiik tek tip klon, 3 ya da daha fazla mwh veya flr® klonu
bulunmasi ise biiyiik tek tip klon olarak adlandirilmaktadir (Szabad vd., 1983,
Henderson, 2004). Delesyon, ayrilmama, rekombinasyon ve nokta mutasyonlari ile mwh
ve flr® genleri arasinda meydana gelen genetik degisiklikler ile tekli mwh klonlari
olusurken, flr® geni ile 3. kromozomun sentromeri arasinda meydana gelen somatik
rekombinasyon ile ikiz klonlar olusmaktadir. TM3 kromozomu, serrat kanatl
(mwh/TM3) bireylerde baskilanarak mitotik krossing over olayinin meydana gelmesine
sebep olmaktadir (Frei ve Wiirgler, 1996; Sarikaya, 2005).
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Sekil 2.13. Drosophila melonagaster’e ait farkli klon tiirleri
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2.2.3.2. Caprazlama icin birey secimi

SMART uygulamalar1 i¢in Erzincan Binali Yildirrm Universitesi Temel Bilimler
Uygulama ve Aragtirma Merkezi Laboratuvari’'nda 25£1°C ve %60 bagil nem
ortamindaki etiivlerde yetistirilen Drosophila melanogaster’e ait mutant bireyler
kullanilmis ve standart Drosophila besiyerinde (SDB) kiiltiire alinarak yetistirilmistir. 3.
evre (7244 saatlik) transheterozigot larvalarin elde edilebilmesi amaciyla D.
melanogaster'in multiple wing hair (mwh) erkek bireyleri ile flare (fIr) virgin halde
disi bireylerinin bulundugu besiyeri ortamindan 4’er saatlik araliklarla disi bireyler
virgin halde toplanarak farkli bir besiyeri ortamina alinmistir. Taze besiyeri ortamina
almmis 40 flr® disi ve 40 mwh erkek birey 3 giin siireyle 8 saat araliklarla
caprazlanmaya birakilmistir. Yumurta olusumunun gerceklesmesi ve transheterozigot
larvalarin ayni evrede olmalari i¢in oogenezi gerceklesmis olan bireylerin 8 saat
araliklarla taze bir besiyeri ortamina alinmak suretiyle yumurta birakmalari

saglanmistir. Transheterozigot larvalarin elde edilebilmesi i¢in yapilan caprazlama

(Graf vd., 1984) Sekil 2.14°de gosterilmistir.
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mwh/Bd  Genotipli mwh/ fIr } Genotipli
Serrat Kanatlar Normal Kanatlar
Nokta Mutasyon, Delesyon Somatik Relkombinasvon
ve Somatik Rekombinasyon )
Kiigiik Tek Tip Klonlar  Biiyiik Tek Tip Klonlar  Biiyiik Tek Tip Elonlar ikiz Klonlar
mwh 1-2 hiicre mwh > 2 hiicre flr 3> 3 hiicre

Sekil 2.14. D. melanogaster’de SMART uygulanmasinin sematik gosterimi
2.2.3.3. Deney gruplarina AgNP’lerin uygulanmasi

Yesil sentez yontemiyle elde edilen ve sentetik formda ticari olarak satin alinan
AgNP’lerin LDsp dozunu belirlemek amaciyla gesitli konsantrasyon araliklarinda 24
saatlik uygulamalar yapildiktan sonra tespit edilen LDsp dozlarina gore iki ayr1 deney
seti hazirlanarak 3 farkli konsantrasyonda (1,25; 2,50 ve 5 mg/mL) calisilmistir.
Drosophila melanogaster ’in multiple wing hair (mwh) erkek bireyler ile flare (fIr) disi
bireyleri 8 saat siiresince ciftlesmeye birakilmis ve déllenmis yumurtalardan olusan 3.

evre larvalar distile su ile yikanarak elekten gegcirilip ayrilmistir. (7244 saatlik)
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transheterozigot larvalarin uygulama ortami olarak kullanilan cam tiipler igerisine
yaklagik 1,5 g kadar hazir Drosophila Instant Medium konulmus ve besinler
uygulamadan hemen 6nce hazirlanan AgNP ¢ozeltilerinin 5 mL’si ile nemlendirilmistir.
Yaklasik 100 larva olmak kaydiyla her tiip igerisine 1- 2 spatiil dolusu larva uygulama
ortamina alinmis ve cam tiiplerin agizlar1 tikaglarla kapatilmistir. Uygulama ortamina
alman transheterozigot larvalar 25+=1°C ve % 60 bagil nem ortamindaki etiivlere
alinarak 72 saat boyunca farkli AgNP dozlarma (1,25; 2,5 ve 5 mg/mL) maruz

brrakilmustir.

2.2.34. Ergin birey toplanmasi ve kanat preparatlarimin hazirlanmasi

AgNP dozlarina maruz birakilan larvalar pupa evresini takiben gelisim gostererek ergin
birey haline geldiklerinde giinliik olarak dietil eter yardimi ile bayiltilarak toplanmis,
normal kanatli (mwh/flr®) ve serrat kanatli (mwh/TM3,Bd®) bireyler seklinde ayrilarak
icerisinde %70’lik etil alkol bulunan tiiplere kanat preparatlarinin hazirlanmasi icin
almmigtir. Bu tiipler +4°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir. Kanat preparatlari
hazirlamak i¢in 50 mg kloral hidrat, 20 mL gliserol, 30 mg gum arabic ve 50 mL distile
su karisiminin  kaynatilip sogumaya birakilmasiyla elde edilen faure soliisyonu
kullanilmigtir (Negishi vd., 1988). Temiz bir ¢ukur lam fiizerine 1- 2 damla faure
soliisyonundan konularak daha 6nce %70’lik alkol igerisinde bekletilen ergin bireyler
ince uglu pens yardimi ile dikkatlice alinarak Leica marka E24 model stero mikroskobu
altinda ince uglu pens kullanilarak hassas bir sekilde killara ve kanatlara zarar vermeden
kanatlarin sinek viicuduna bagli bulundugu noktasindan c¢ekilerek ayirma islemi
gerceklestirilmistir. Ayrilmis olan sinek kanat ciftleri lam iizerine uygun sekilde
konularak dizilmistir. Lamel ile kapatilarak tizerine hafif bir agirlik konulup tozsuz bir

ortamda bekletilip kanatlar incelemek i¢in hazir hale getirilmistir.

2.2.3.5. Kanat preparatlarinin mikroskopta incelenmesi

Hazirlanmig olan kanat preparatlart 10X40 biiyiitmede Leica marka DM 500 model 151k
mikroskobunda incelenmistir. Kanat {izerindeki sektorler, incelemede kolaylik
saglamasi agisindan A, B, C, C', D, D' ve E olarak boliimlere ayrilmistir. Bu sektorlerde

yapilan incelemelerde, kanatlarin hem dorsal hem de ventral yiiziindeki hiicre
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tabakalarinda mutant klonlarin olusup olusmadigi dikkate alinmistir. Kanatlar
mikroskopta incelenirken 6zellikle mikro vida kullanilarak her sektor ayri taranmis mwh
ve/veya flr® mutant fenotipler sayilarak kaydedilmistir. Normal ve farklilagsms fakat ne
flr* ne de mwh olarak simiflandirilmayacak trikomlar (Graf vd.,1984) Sekil 2.15°de

gosterilmistir.
I 40 o 40 7 NS
79 G50 0 A TN
1) normal kanatlar 2) farklilagmis ancak ne flr® ne de mwh olarak
siiflandirilmayacak trikomlar

i
5/7 JM W M 964 ,*A’ IAA le { "j—/ /j",/ 50@5) /

<

3) mwh trikom 4) fIr® genotipine ait trikom

Sekil 2.15. Kanat trikomlarinin goriiniimleri
2.2.3.6.  Klon indiiksiyon frekansimin hesaplanmasi

Normal standart uygulamada tiim hiicrelerde ve her hiicre boliinmesinde ortalama
indiiksiyon frekansi asagidaki esitlik ile matematiksel olarak hesaplanmistir (Szabad

vd., 1983).

f—n—xl(}li
NC

Eger sadece mwh klonlar g6z Oniine alinirsa, denklemdeki "f' mwh klonlarinin

indiiksiyonunun ortalama frekansini, "n" gézlenmis olan toplam mwh klon sayisini, "N"
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analiz edilmis olan kanat sayisini ve "C" bir kanat iizerindeki incelenebilecek hiicre

sayisini gostermektedir.

2.2.3.7. Kanat benek testi sonuclarimn istatistiksel analizi

Farkli  konsantrasyonlarda AgNP’lerin  uygulandigt SMART  sonuglarinin
degerlendirilmesinde, Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi i¢in

hazirlanmis bilgisayar programi olan Microsta kullanilmistir (Frei ve Wiirgler, 1988).

2.2.3.8. Mikrofotografi

Calismalarda, ergin birey kanatlarindan hazirlanan preparatlarda gézlenen kiiciik tek tip,
biiyiik tek tip ve ikiz klonlara ait fotograf ¢cekimleri Olympus marka DX63 model 151k
mikroskobunda gergeklestirilmistir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

Bu calisma iic asamali olarak gerceklestirilmistir. Oncelikle X-151m1 kirmmi (XRD),
taramal1 elektron mikroskobu (SEM) ve enerji dagilimli X-1s51m1 (EDAX) analizleri,
Fourier transform infrared Spektroskopisi (FT-IR) ve Ultraviyole/goriintir 151k
absorpsiyon spektrofotometresi (UV-Vis) ile AgNP karakterize edilmistir. ikinci
asamada ise farkli konsantrasyonlarda (1,25; 2,5; 5,0; 7,5 ve 10 mg/mL) AgNP) (30-
50 nm) ve AgNP, igeren besiyerlerinde Drosophila melanogaster’in (mwhxflr®) 72+4
saatlik transheterozigot larvalarin yasama yiizdesi (larval mortalite) {izerine etkisi
arastirilmistir. Son asamada ise, LDso dozununun AgNP i¢in 7,5 mg/mL ve AgNP,
icin 10 mg/mL oldugu belirlendikten sonra 1,25; 2,5 ve 5 mg/mL konsantrasyonlarinda
AgNPy) ve AgNPy) igeren besiyerlerinde yasayabilen ergin bireylere ait kanatlar
kullanilarak Drosophila kanat benek testi ile genotoksik aktivitenin olasi sonuglari

karsilastirmali olarak incelenmistir.

3.1. AgNP() Nanopartikiiliiniin Karakterizasyonu
3.1.1. UV-Vis spektroskopisi

Bitki yapragi ekstresi kullanilarak sentezlenen AgNP’lerin basarili sentezi, renk
degisimi ve spektroskopik analizi ile dogrulanmistir. Reaksiyon karigiminin renginin
sarims1 yesilden kahverengiye degistigi gozlenmistir. Bu durum iyonik formdaki
giimiisiin (Ag") metalik giimiise (Ago) dontistiigiinti desteklemektedir. Bu gozlem bazi
sekonder metobolitlerin (polifenoller, alkobidler, terpenler ve proteinler gibi)
indirgeyici Ozelliklerinden dolayr bitki elektrotlarinin varliginda glimiis iyonlarinin
azaldigin1 ongoéren temel literatiirle tutarlidir (Jain ve Mehata, 2017). AgNP)’lerin
optik 6zelliginin belirlenmesi amaciyla 300 ve 700 nm araliginda UV- Goriiniir bolge
absorpsiyon spektrumu almmustir. Sekil 3.1°de verilen absorbsiyon spektrumu
incelendiginde, AgNP(y’lerin 335 nm’de maksimum absorbsiyona sahip oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 3.1. AgNP)’lerin UV-Vis spektrumu
3.1.2. SEM ve EDX analizleri

SEM nanoyapilarin yiizey morfolojilerini aragtirmak i¢in kullanilan 6nemli bir tekniktir.
AgNP ) numunesinin SEM goriintiileri Sekil 3.2a ve Sekil 3.2b’de verilmistir. Ag
nanopargaciklarin bitki platformu tlizerinde gelisigiizel dagildig1 ve 28- 34 nm araliginda
degisen boyutlara sahip oldugu goriilmektedir. Normalde kiiresel yapiya sahip Ag
nanoparcaciklariin, ¢alismada tam bir kiiresel yapiya sahip olmayan genislemis
(uzatilmig) bir yapida olmasi sentez esnasinda iki veya daha fazla sayida Ag
nanoparg¢aciklarinin  {ist tiiste toplanmasindan (agregasyonundan) kaynaklandig:
diistiniilmektedir. Bu durum literatiirdeki diger ¢aligmalarla uyum igerisindedir (Tamuly
vd., 2013). Numunenin enerji dagilimli X-151m spektroskopisi (EDX) analizinde %20,4
Ag ve %79,6 O elementleri (% atomik olarak) tespit edilmistir (Sekil 3.2¢). Bu durum
Ag nanoparcaciklarinin olustugunu ispatlarken, stokiyometrideki uyumsuzluk V.

vinifera bitkisinin yapraklarinin yapisinda bulunan oksijenden kaynaklanmaktadir.

37



5.49K]

488K

427K

3.66K]

3.05K]

244K

1.83K]

1.22K]

061K

0.00K

0

Ag Ma

Agla

Ag LB

|

0

20

40

6.0

8.0

100

120

140

160

180

Sekil 3.2. AgNP,)’lerin SEM goriintii ve EDX’leri
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3.1.3. FT-IR analizleri

Numunenin FTIR spektrumu Sekil 3.3’de gosterilmistir. 3343 cm ™ deki yayvan pik
bitkinin polimerik yapisinda bulununa alkolik ve fenolik gruplarin O-H gerilmelerinden
ve amin gruplarinin N-H gerilmelerinden kaynaklanmaktadir. 3009 cm ™ deki pik
aromatik C-H gerilmelerine ait iken 2922 ve 2851 cm™deki pikler ise alifatik C-H
gerilmelerine aittir. Bitkinin yapisindaki karboksilik gruplarin C=0O gerilmesi siddetli
olarak 1737 cm™°de, amid gruplarima ait karbonil gerilmesi (amid I band1) ise 1649 cm®
“de gdzlenmistir. 1607, 1515 ve 1454cm™ deki pikler aromatik halkanin C=C gerilme
titresimlerine, 1362cm™ deki pik ise aminlerin C-N gerilme titresimlerine atfedilebilir.
Ester ve alkol yapilarmm C-O gerilmelerinden kaynaklanan pik 1058 cm™’de

gbzlenmistir.
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Sekil 3.3. AgNP,’lerin FT-IR analizleri
3.14. XRD analizleri

Sekil 3.4’de AgNP () numunesinin toz XRD spektrumu verilmistir. Numunenin XRD
kirmim deseninde hem V. vinifera bitkisinin yapraklarina hem de Ag nanopargaciklarina

ait pikler gozlenmistir. 18.00 (20) agisindaki yayvan pik {iziim bitkisinin yapraklarinin
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polimerik yapisina aittir. Buna ilaveten, Ag nanoparcaciklarindan kaynaklanan 27, 30,
34, 56, 37, 86, 46, 10, 64, 32 ve 77,02 (20) acilarinda sirasiyla 3,25; 2,67; 2,37; 1,97,
1,44 ve 1,24 A’lik uzakliga sahip (210), (113), (111), (200), (220) ve (311)
kirinimlarina karsilik gelen karakteristik pikler gézlenmistir (JCPDS kart no 04-0783).
Elde edilen piklerin pozisyon ve siddetleri Ag nanoparcaciklarinin yiizey merkezli
kiibik yapida olduguna isaret etmektedir (Jasrotia vd., 2020). Bunlara ilaveten 37,86
(20)’daki XRD pikinin yiiksek siddette olmasi aymi acgida gelen Ag,O pikiyle

cakismasindan kaynaklanmaktadir.

Sekil 3.4. AgNP,)’lerin XRD goriintiileri
3.2. Yasama Yiizdesi (Larval Mortalite) Deneylerine Ait Bulgular

Genotoksisitesi karsilagtirmali  olarak c¢alisilacak olan AgNPy) ve AgNP)’lerin
oncelikle D. melanogaster larvalari iizerinde toksik etkileri olup olmadigi yasama
yiizdesi deneyleri ile arastirilmistir. Bu amagla, 72+4 saatlik 100’er adet
transheterozigot larva farkli konsantrasyonlarda (1,25; 2,5 ve 5,0 mg/mL) AgNP, ve

AgNP ) igeren uygulama gruplarina ait besiyerlerine konulmustur. Tablo 3.1 ve Sekil

40



3.5’de tiim gruplarda larvadan ergine gelisebilen bireyler sayilarak hesaplanan hayatta

kalis oranlar1 verilmistir.

Tablo 3.1. AgNP(k) ve AgNP(b) uygulanan D. melanogaster’in 72+4 saatlik

Uygulama Konsantrasyon Larva Hayatta Kahs Orani (%)
Gruplan (mg/mL) Sayisi

Disi Erkek Toplam
Birey Birey  Birey

Kontrol 0 100 47 50 97
1,25 100 40 44 84
2,5 100 33 35 68
AgNP, 5 100 29 31 60
75 100 23 28 51
10 100 22 24 46
125 100 45 48 93
2,5 100 42 47 89
AgNP,) 5 100 37 34 71
75 100 30 33 63
10 100 24 28 52

transheterozigot larvalarinda yasama ytizdesi (larval mortalite) oranlari

Yasama yiizdesi deneylerinden elde edilen sonuglara gore, AgNPk ve AgNP)’nin D.
melanogaster‘e ait larvalarin yagsama yiizdesi iizerinde konsantrasyon artigina bagl
olarak toksik etki gosterdigi ve hayatta kalis oraninin kontrole gore azalmaya sebep
oldugu belirlenmistir. Bu etkinin AgQNP ) uygulama gruplarina gére AgNP ) uygulama
gruplarinda ¢ok daha diistik oldugu ve AgNP)’nin en diisiik konsantrasyonunda larval

mortalite oraninin kontrol grubuna yakin oldugu gézlenmistir (Tablo 3.1 ve Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. D. melanogaster’de larval mortalite oranlari
3.3. Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi Bulgular:

Calismamizin ikinci asamasinda, SMART ile AgNPy) ve AgNPg)’nin genotoksik
etkisinin olup olmadigi arastirilmistir. Pozitif kontrol grubu icin etil metansiilfonat
(EMS) tercih edilirken, negatif kontrol grubu olarak distile su kullanilmistir. Her
uygulama grubu icin secilen 80 kanatta, benek sayisini belirlemek {izere, kanatlar 151k
mikroskobunda 10x40 biiyiitmeyle incelenmistir. Istatistiksel analizlerde kullanilmasi
icin incelenen preparatlardaki kanat benekleri tekli benek (mwh veya flr® fenotipinde),
ikiz benek (mwh ve flr® fenotipinde), kiiciik tekli benek (1-2 klon) ve biiyiik tekli benek
(3< klon) olmak tizere fotograflanmistir (Sekil 3.6-Sekil 3.11).
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Sekil 3.7. mwh/mwh hattina ait kanat killarinin 151k mikroskobundaki goriintiisii
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Sekil 3.9. Biiyiik tek tip mwh klonlarin 11k mikroskobundaki goriintiisii
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Y.

Sekil 3.11. ikiz klonlarin 151k mikroskobundaki goriintiisii
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3.3.1. Distile su ve EMS’nin genotoksik etkilerinin arastirilmasi

Distile su negatif kontrol, EMS ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Literatiire gore,
calismamizda pozitif kontrol olarak kullanilan EMS’nin dozu transheterozigot
larvalarda imajinal diskleri etkileyip mutasyon olusturmak i¢in uygun olup inceleme
yapilabilecek yeterli sayida canli birey olusumuna izin veren bir doz olan 1 mM olarak
belirlenmistir. F; neslinden elde edilmis olan normal ve serrat kanath bireylerden
hazirlanan kanat preparatlar1 mikroskopta analiz edilmistir. Uygulama gruplarindan elde
edilen bireylerin kanatlarindan hazirlanan preparatlarda gozledigimiz kiiciik tek tip,
biiyiik tek tip, ikiz klon ve toplam klon frekanslar1 Sekil 3.12 ve Sekil 3.13’de

gosterilmistir.

*KTB: Kiigiik tek tip benek, BTB: Bilyiik tek tip benek, iB: Ikiz benek, TB: Toplam benek
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Sekil 3.12. Kontrol grubu (mwh/flr®) larvalardan gelisen ergin bireylerin kanatlarinda
gozlenen cesitli benek tiplarine ait klon frekanslari
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*KTB: Kiigiik tek tip benek, BTB: Biiyiik tek tip benek, TB: Toplam benek
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Sekil 3.13. Kontrol grubu (mwh/TM3) larvalardan gelisen ergin bireylerin kanatlarinda
gozlenen cesitli benek tiplarine ait klon frekanslari

Tablo 3.2°de hem mwh/flr® genotipli normal bireyler hem de mwh/TM3 genotipli serrat
kanatl bireylerde negatif (distile su) ve pozitif (EMS) kontrol gruplarinin olasi toksik
etkilerini gdsteren istatistiksel analiz sonuglar1 verilmistir. ImM EMS uygulanan 72+4
saatlik transheterozigot larvalardan elde edilen kanat preparatlart incelendiginde tiim
kanat benek ya da klon tiplerinde distile su negatif kontrol grubuna oranla 6nemli
artiglarin oldugu gozlenmistir. ImM EMS uygulamasi sonucunda elde edilen normal
fenotipli bireylere ait incelenen 80 adet kanatta, 188 adet kiiciik tek tip klon, 110 adet
biiyiik tek tip klon, 26 adet ikiz klon olmak iizere toplam klon sayisinin 324 adet oldugu
gozlenmistir. EMS uygulamasinda klon indiiksiyon frekanst ise 9,72 olarak
hesaplanmistir. Negatif kontrol olarak kullanilan distile suyun transheterozigot larvalara
uygulanmasi sonucunda incelenen mwh/flr® bireylerine ait 80 adet kanatta ise 23 adet
kiictik tek tip klon, 3 adet biiyiik tek tip klon, 2 adet ikiz klon olmak {izere 28 adet
toplam klon belirlenmistir. Distile uygulamasinda klon indiiksiyon frekans: ise 1,12
olarak hesaplanmistir. 1 mM EMS uygulanmis gruplarin preparatlar1 incelendiginde,
tiim kanat benek veya klon degerlerinde negatif kontrol degerlerine gore artis oldugu

tespit edilmistir (Tablo 3.2).
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Tablo 3.4. Distile su ve EMS’nin D. melanogaster’in normal kanat (mwh/fIr®) ve serrat kanat (mwh/TM3) hatlar iizerine etkileri

Kiiciik tek tip klon

Biiyiik tek tip klon

ikiz klon Toplam mwh klon Toplam klon
o . . Klon indiiksiyon
Z (1-2 hiicre) (>2 hiicre) )
7 frek: KIF
Uygulama Gruplan | 2 (m=5) m=2) m=2) rekans1 (KiF)
<
. (m=2) (m =5)
g (10° hiicre)
2
No Fr. D No Fr. No Fr. No Fr. D No Fr.
Distile
- 80 23 (0,28) 3 (0,03) 2 (0,03) 22 (0,27) 28 (0,35) 1,12
g - u
S
X =
g s EMS
s £ 80 188 (2,35) + 110 (1,37) 26 (0,32) 190 (2,37) + 324 (4,05) 9,72
S (ImM)
Distile
80 18 (0,22) 2 (0,03) 20 (0,25) 20 (0,25) 1,02
5 U
5 2 .
X E
¢ s EMS
5 E 80 147 (1,83) + 87 (1,08) 234 (2,92) + 234 (2,92) 11,98
» (ImM)

No: Klon sayist, Fr.: Frekans, D: Istatistik sonuclarin gosterimi (Frei ve Wiirgler, 1988), +: pozitif, -: negatif, i: dnemsiz fark, m: ¢arpim faktorii, *: TM3 dengeleyici

kromozomunun varhginda flr® mutasyonu olusmadigindan ikiz klon meydana gelmemektedir. Olasilik diizeyi:o=p=0,05
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Serrat kanatli bireylere ait preparatlar incelendiginde normal kanath bireylerde oldugu
gibi tiim gruplarda belirlenen artislarin istatistiksel agidan anlamli (+) oldugu
gozlenmistir (p<0,05). Serrat kanath bireylerde dengeleyici TM3 kromozomunun varligi
sebebiyle ikiz klona rastlanilmamistir. EMS maruziyeti sonucu serrat kanat
preparatlarinda kiigiik tek tip benek frekansi 1,83, biiyiik tek tip benek frekansi 1,08 ve
toplam mwh benek frekanst 2,92 iken distile su uygulamasi sonrasinda elde edilen
frekanslar sirasiyla 0,22; 0,03 ve 0,25 seklindedir. Klon indiiksiyon frekans1 (KIF)
oranlarina bakildiginda, EMS uygulanan serrat kanath bireylerde bu deger 11,98 iken
distile su grubunda 0,97 olarak tespit edilmistir (Tablo 3.2).

3.3.2.  AgNP ve AgQNP ) uygulamalari sonucu elde edilen bulgular

D. melanogaster kanatlar1 iizerinde AgNPy ve AgNPgpy nin  belirlenen
konsantrasyonlarda (1,25; 2,5 ve 5mg/mL) herhangi bir genotoksik etkisinin olup
olmadigina bakilmis ve sonuglar negatif kontrol grubu (distile su) sonuglart ile
istatistiksel agidan karsilastirilmistir. Elde edilen verilerden, artan konsatrasyona paralel
olarak AgNPy ve AgNP() uygulama gruplarindaki kanat benek sayilarinda negatif
kontrol grubuna gore artislarin oldugu goézlenmistir (Tablo 3.3, Sekil 3.14 ve Sekil
3.15). Sonuglar istatistiksel agidan incelendiginde, sayisal olarak gozlenen artislar

anlaml1 olmayip negatif (-) ve 6nemsiz fark (i) olarak degerlendirilmistir (p>0,05).
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*KTB: Kiigiik tek tip benek BTB: Biiyiik tek tip benek, iB: ikiz klon, TB: Toplam benek
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Sekil 3.14. AgNPy) ve AgNPp) kullanilan uygulama grubu (mwh/fIr®) larvalardan
gelisen ergin bireylerin kanatlarinda gozlenen ¢esitli benek tiplarine ait klon frekanslari

AgNP( uygulanan en diisiik (1,25 mg/mL) grupda normal kanat fenotipli bireylerde
kiigiik tek tip, biiyiik tek tip, ikiz, toplam mwh ve toplam benek sayilarinin frekanslar
sirastyla 0,33; 0,03; 0,03; 0,31 ve 0,38 ve klon indiiksiyon frekansi 1,28 iken en yiliksek
(5 mg/mL) grupda bu degerler sirasiyla 0,43; 0,06; 0,03; 0,46 ve 0,53 ve klon
indiiksiyon frekansi 1,89 seklindedir (Tablo 3.3 ve Sekil 3.14).
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Tablo 3.5. AgNP () ve AgNP)’nin D. melanogaster’in normal kanat (mwh/flr®) ve serrat kanat (mwh/TM3) hatlart iizerine etkileri

Z | Kiiciik tek tip Klon | Biiyiik tek tip klon | .
= ¥ . Ikiz klon Toplam mwh klon Toplam klon s
£ | (1-2 hiicre) (>2 hiicre) _ _ ~ Klon indiiksiyon
Uygulama Gruplart &3 (m=2) (m=5) (m=5) (m=2) (m=2) frekans: (KIF)
E (10° hiicre)
g No Fr. D] No Fr. D] No Fr. D No Fr. D] No Fr. D
Distile su 80 23 (0,28) 3 (0,03) 2 (0,03) 22 (0,27) 28 (0,35) 1,12
EMS (ImM) 80 188 (235 +f10 @37 +]26 (032 + J190 (237) +|324 (@405 + |92
AgNPy, (1,25mg/mL) 80 27 033 i]2 00) -2 0,03) i 25 (031 i3 0,38) i 1,28
kS
5@ AgNP, (2,5mg/mL) 80 30 (0,37) il3 (0,03) i1 (0,01 - 31 (038 i |34 0,42) i 1,58
f‘é g AgNPg (5mg/mL) 80 35 (043 i]s (008 i]s3 0,03) i 37 (046) i 43 (053) i 1,89
2 AgNPg, (1,25mg/mL) 80 24 (030 i1 0oy -Jo (0,000 - 24 (030) i]25 (031) - 1,22
AgNP, (2,5mg/mL) 80 26 (0,32) i1 001 -Jo (0,000 - 26 (032 i|27 0,33 - 1,33
AgNP, (5mg/mL) 80 28 (0,35) il (001 -1 (0,01 - 29 (0,36) i |30 0,37) i 1,48
Distile su 80 18 (0,22) 2 (0,03) 20 (0,25) 20 (0,25) 1,02
EMS (1ImM) 80 147 @183 +|87 (1,08)  + 234 (292) +|234 (292 + 1198
AgNPg (1,25mg/mL) 80 26 032 i]s3 (0,03) i 29 (036) i]29 0,36) i 1,48
§ g AgNP (2,5mg/mL) 80 29 (0,36) il2 (0,03) i 31 (0,38) il31 (0,38) i 1,58
! |— *
IS E AgNP (5mg/mL) 80 33 (0,41) . (0,01) - 34 (0,42) i |34 (0,42) i 1,74
(5 et
n AgNP, (1,25mg/mL) 80 20 (025 ifo (0,000 - 20 (025 i]20 0,25) i 1,02
AgNPg, (2,5mg/mL) 80 23 (028 ifo (0,000 - 23 (0,28 i]23 0,28) i 1,17
AgNP, (5mg/mL) 80 25 (©031) ifo (0,000 - 25 (031 i]25 0,31) i 1,28

No: Klon sayisi, Fr.: Frekans, D: Istatistik sonuglarin gdsterimi (Frei ve Wiirgler, 1988), +: pozitif, -: negatif, i: onemsiz fark, m: carpim faktorii, *: TM3 dengeleyici
kromozomunun varliginda fir? mutasyonu olugsmadigindan ikiz klon meydana gelmemektedir. Olasilik diizeyi:o=B=0,05
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AgNP() uygulanan tiim konsantrasyonlarda normal kanat fenotipli bireylere ait
kanatlarda tiim benek tiplerinde bu degerlerin ¢ok daha diisiik oldugu goézlenmektedir.
Soyleki; en diisiik AgNP @) (1,25 mg/mL) grubunda kiigiik tek tip, biiytik tek tip, ikiz,
toplam mwh ve toplam benek sayilarinin frekanslari sirasiyla 0,30; 0,01; 0; 0,30 ve 0,31
ve klon indiiksiyon frekansi 1,22 iken en yiiksek AgNPg) (5 mg/mL) grubunda bu
degerler sirasiyla 0,35; 0,01; 0,01; 0,36 ve 0,37 ve klon indiiksiyon frekans1 1,48 olarak
hesaplanmistir (Tablo 3.3 ve Sekil 3.14).

Serrat kanatl bireylerden elde edilen preparatlar incelendiginde, AgNP ) uygulanan en
disiik (1,25 mg/mL) grupda kiigiik tek tip, biiyiik tek tip, toplam mwh ve toplam benek
sayilarinin frekanslart sirasiyla 0,32; 0,03; 0,36 ve 0,36 iken en yiiksek (5 mg/mL)
grupda bu degerler sirastyla 0,41; 0,01; 0,42 ve 0,42 seklindedir. Benzer sekilde klon
indiiksiyon frekanslar1 da sirastyla 1,48 ve 1,74°diir (Tablo 3.3 ve Sekil 3.15).

*KTB: Kiigiik tek tip benek, BTB: Biiyiik tek tip benek, TB: Toplam benek
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Sekil 3.15. AgNPg) ve AgNPyy kullanilan uygulama grubu (mwh/TM3) larvalardan
gelisen ergin bireylerin kanatlarinda gozlenen ¢esitli benek tiplarine ait klon frekanslar

AgNP@p)’nin tiim konsantrasyonlarina ait uygulama gruplarindan elde edilen serrat
kanatl bireylerde de konsantrasyon artisina paralel olarak tiim klon tiplerinde distile
suya gore artiglarin ¢cok az oldugu tespit edilmis ve tim klon tiplerinde bu artis
istatistiksel olarak negatif fark (-) ve onemsiz fark olarak belirtilmistir. En diistik
AgNP() (1,25 mg/mL) grubunda kiigiik tek tip, biiyiik tek tip, toplam mwh ve toplam
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benek sayilarinin frekanslari sirasiyla 0,25; 0; 0,25; ve 0,25 ve klon indiiksiyon frekansi
1,02 iken en yiiksek AgNP(,) (5 mg/mL) grubunda bu degerler sirasiyla 0,31; 0; 0,31 ve
0,31 ve klon indiiksiyon frekansi 1,28 olarak bulunmustur (Tablo 3.3 ve Sekil 3.15).

Sonuglar negatif kontrol grubu ile karsilastirildiginda, AgNP(y ve AgNP) uygulanan
gruplarda gézlenen degerler anlamli olmayip negatif (-) ya da 6nemsiz fark (i) olarak
degerlendirilmistir. Tim bu sonuglardan AgNP’lerin genotoksik etkili olmadig: tespit
edilmistir. Ancak AgNPy) ve AgNPp)’nin belirlenen konsantrasyonlarda kendi
aralarinda karsilastirmali olarak etkilerine bakildiginda, tiim konsantrasyonlarda
AgNP’nin benek sayilarmim ve klon indiiksiyon frekanslarinin AgNP)’den daha
yiiksek oldugu belirlenmistir.

53



4. SONUC VE TARTISMA

Nanoteknoloji, biyosensorlerin ve biyomedikal cihazlarin, alternatif enerji liretiminin ve
cevresel parametrelerin  gelistirilmesinde sayisiz uygulama ile ¢esitli miihendislik
alanlarinin igerisinde kullanilan kimyasal, tibbi, ¢evresel ve fiziksel bilimleri birbirine
baglayan disiplinler aras1 bir bilim olarak hizla gelismektedir. ince filmler, nanokiireler,
nanorodlar ve ¢esitli nanopartikiiller (metalik ve metalik olmayan) gibi ¢esitli nano
yapilar giderek daha fazla yenilik¢i uygulamaya katkida bulunmaktadir (Phung, 1996).
Yirminci yiizyildaki sanayi devrimi, ¢ok sayida saglik sorununa yol acan biiyiik
miktarlarda zararli endiistriyel atiklarin birikmesine yol agmistir (Crabtree, 2003).
Gelisiminden bu yana nanoteknoloji bir¢cok alanda, nanopargaciklarin kullanimini
saglayan potansiyel bir yontem sergilemektedir. Nanopartikiil (NP) sentezinde, makro
veya dokme malzemeleri nanopartikiilat formlarina doniistiirmek i¢in kimyasal onciiler
olarak toksik kimyasallar1 igeren fiziksel veya kimyasal siirecleri iceren geleneksel
yontemler  kullanilmaktadir ~ (Catauro,  2004).  NP’lerin  biyosentezinde,
oksidasyon/rediiksiyon  tepkimelerinin  oldugu asagidan yukariya yaklasim
uygulanmaktadir. Fiziksel ve kimyasal prosediirlerin uygulandigi NP’lerin kimyasal
sentez gereksinimi pahalidir (Hu, 2006). Kimyasal sentez, tibbi uygulamalarda olumsuz
bir etkiye yol agabilen toksik maddelerin olusumuna neden olur (Parashar vd., 2009).
Nanopartikiillerin sentezine yonelik biyolojik yolun enerji tasarrufu sagladigi ve
nispeten daha az miktarda zararl atik yarattig1 artik gliniimiizde kanitlanmigtir (Begum
vd., 2009). Yesil kimya ilkelerinin nanoteknoloji alanina uygulanmasinda,
nanoteknolojik siireclerin ¢evre dostu malzemeler kullanarak yeni triinler iiretme
kapasitesine sahip oldugu varsayilmaktadir (Cao, 2004). Bu tiir islemlerde peptitler
veya proteinler, niikleik asitler, karbonhidratlar ve lipitler gibi biyolojik
makromolekiilleride igeren bitki metabolitleri ve bitki 6zleri kullanilmaktadir (Rajan
vd., 2015; Ahmed vd., 2016). Bu arastirmanin amaglarindan biri de, NP sentezinde

alternatif bir yolla tehlikeli prosediirlerin kullanimini azaltmaktadir.

Yesil nanoteknoloji, yesil nanoparcaciklarin tasarimi ve gelistirilmesi i¢in hem
akademik hem de endiistriyel alanda sadece temel degil, ayn1 zamanda hedefe yonelik
arastirmalart da tesvik etmektedir (Klaus, 1999; Shahverdi, 2007). Yesil

nanopartikiiller, akilli elektronik cihazlarin, hayat kurtaricit nano-farmasétiklerin ve yesil
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enerji lretim cihazlarinin tasariminda kullanilmaktadir. Yesil sentez yontemi ile giimiis
nanopartikiillerinin sentezi siklikla kullanilan yontemlerdendir. Bu durum tehlikeli
maddelerin kullanimin1 ve liretimini azaltmak veya ortadan kaldirmak i¢in geleneksel
kimya siireclerini ¢evreye ve ekonomiye fayda saglayacak sekilde ortaya koyan bir
yontemdir. AgNp'lerin sentezi i¢in kimyasal yontemler toksik ve ¢evre dostu olmayan
reaktifler igermektedir (Rafique vd., 2016). AgNP’lerin iiretilmesi i¢in yeni bir yol
olarak yesil sentez yonteminin kullanmasi da bu yiizdendir (Horton, 1999; Anastas ve

Kirchhoff, 2002; Anastas ve Eghbali, 2010).

Glimiis nano-formunun antimikrobiyal potansiyelinin sermayelestirilmesinin yani sira,
giimiis nanoparcaciklarin uygulanmasi ve {retimi i¢in kimyasallarin kapsamli
kullanimindan kaynaklanan c¢evresel tehlikeye karst koymak igin  gilimiis
nanopargaciklarin yesil sentez yontemine odaklanmak gerekmektedir (Subramaniam,
1971). Bitki 6zleri kullanilarak yesil glimiis nanopargaciklarin sentezi, aragtirmacilarin
talebini karsilayan ve ayni anda gevresel tehlikelerin olasiligini ortadan kaldiran ¢ok
basit ve uygun maliyetli bir yontemdir. Bitki dokulari, meyveler, sebzeler,
mikroorganizmalar vb. 6ziitler kullanilarak yesil sentez yontemiyle AgNP’lerin sentezi
rapor edilmistir (Anastas ve Kirchhoff, 2002). Biyolojik olarak sentezlenmis
nanomalzemelerin tasarimi, sentezi ve karakterizasyonu onemli bir ilgi alani1 haline

gelmistir (Anastas ve Eghbali, 2010).

Gultekin vd. (2017) yapmis olduklar1 ¢alismada, antioksidan 6zelligi yiiksek olan ve
bolgesinde endemik olarak yetistirilmekte olan Cimin {liziimii yapragindan yesil sentez
yontemi ile elde ettikleri 20- 50 nm bakir nanopartikiillerini UV-VIS, FTIR, XRD ve
SEM gibi spektroskopik teknikler kullanarak karakterize etmistir. Bitki ekstrakti
kullanilarak uygun maliyetli ve ¢evre dostu yesil sentez yontemi kullanilarak elde edilen
bakir nanoparcaciklarinin yeni fiziksel ve kimyasal o6zellikleri nedeniyle optik ve

biyosensorler gibi bir¢ok alanda kullanilabilecegi ifade edilmistir.

Nanopartikiillerin ¢esitli biyolojik yollarla sentezinde, giimiis nanopartikiillerini
(AgNP'ler) sentezleme islemleri de g¢esitli bitkileri kesfetmeye yardimei olmustur
(Magudapathy, 2001). Emblica officinalis (Indian Gooseberry) meyve 0Oziitii
kullanilarak altin ve giimiis nanoparcaciklarin hiicre dis1 sentezinin, ¢evre dostu yolla

altin ve glimiis nanoparcaciklarin iretilmesi i¢in akilli bir secenek olabilecegi
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bildirilmistir (Ellis, 1976). Pinus, Diospyros kaki, Ginkgo, Magnolia grandiflora ve
Platanus bitki yapraklariin kullanilarak metalik giimiis nanopargaciklarin hiicre disi
sentezinin gerceklestirildigi bir calismada, kararli giimiis nanopargaciklarin olusumu,
Ag(+)’dan Ag(o)’a indirgeyici ajan olarak sulu AgNO3 ¢6zeltisinin bitki yaprag: 6zleri ile
islenmesi esasina dayandigi gosterilmistir. Magnolia grandiflora (manolya) yaprak
Oziitliniin, sentez orani ve giimiis nanopargaciklara doniisiim agisindan en iyi indirgeyici

ajan oldugu bildirilmistir (Magudapathy, 2001).

Partikiil boyutunun belirlenmesinde, reaksiyon sicakligi, yaprak 6ziitii konsantrasyonu
ve AgNOs; konsantrasyonu gibi parametrelerin degiskenligiyle kontrol edilebilmektedir.
Kimyasal yontemlerden daha hizli veya karsilagtirilabilir sentez oranlari saglamasi ve
potansiyel olarak kozmetik, gida ve tibbi uygulamalar gibi ¢esitli alanlarda daha
kullanilabilir olmasi agisindan biyolojik gilimiis nanoparcaciklarin bu cevre dostu

yontemle eldesinin daha avantajli oldugu belirlenmistir.

NP'lerin boyutu, sekli ve ylizey morfolojisi fiziksel, kimyasal, optik ve elektronik
ozelliklerinin kontroliinde énemli bir rol oynamaktadir (Gorth, 2011). Oliimciil AgNP
dozlari organizmadan organizmaya ve organizmalarin farkli gelisim donemlerine gére
degisiklik gostermektedir. Gram pozitif (S. pneumoniae) ve gram negatif (P.
aeruginosa) bakteriler i¢in minimum inhibitdr konsantrasyonu (MIC) 0,9 ve 0,7 ug/mL-
1 olarak belirlenmistir (Gurunathan vd., 2014). Aedes aegypti sivrisineginin larva ve
pupa asamast i¢in saptanan LCso degeri ise sirasiyla 3,496 ve 17,700 ppm olarak
belirlenmistir (Murugan vd., 2016). Nanopartikiillerin fiziksel o6zellikleri nano
boyutlarda yiiksek yiizey alanlari/hacim orani ile belirlenmektedir (Sondi, 2004). AgNP
aglomerasyon seviyesine bagli olarak, fiziko-kimyasal nano boyutlariyla ilgili 6zellikler
kaybolmaktadir ve toksik potansiyelleri biiyilik 6l¢iide degismektedir (Souza vd., 2016).
Ayrica, AgNP'ler sulu ¢ozeltide kolayca iyonize olmakta ve yiiksek oranda reaktif hale
gelmektedirler. Boylece c¢evreye salindiklarinda suda yasayan organik maddelerde
bulunan c¢esitli bilesiklerle reaksiyona girerek boyutlarin1 ve reaktivitelerini
degistirebilmektedirler (Nason vd., 2012). Bu AgNP'lerin etki mekanizmalarini ve
boyutunu daha iyi anlayabilmek icin farkli hiicre tiplerindeki sitotoksisite ve
genotoksisite etkilerinin aciga ¢ikarilmasi gerekmektedir (Franchi vd., 2012; Filho vd.,

2014). Bu anlamda, hiicrelerin farkli yontemlerle (kimyasal, fiziksel ve biyolojik
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yaklagimlarla) sentezlenen AgNP'leri nasil igsellestirdikleri hakkindaki arastirmalar
sitotoksik ve genotoksik etksini aciga ¢ikarmaktadir. Hiicreler AgNP’leri fagositoz veya
pinositoz ile igsellestirebilmektedir. Pinositoz, Okaryotik hiicrelerde en yaygin
i¢gsellestirme mekanizmasidir. Fagositoz ise esas olarak makrofajlar ve monositler gibi
bagisiklik hiicreleri tarafindan gergeklestirilmektedir. Bu baglamda Kettler vd. (2016),
farkl1 boyutlarda AgNP'lerin hiicre igerisine alim kinetiklerini analiz etmisler ve
monositik hiicrenin THP-1 hatt1 tercihen daha kiiclik boyutta olan (20 nm)
nanopartikiilleri igerdiklerini tespit etmislerdir. Cogu arastirmacinin dikkatini c¢eken
NP'ler dokme glimiis ve altindan ftretilebilmektedir (Gade, 2008). Piyasada bulunan
yaygin antimikrobiyal ilaglara direngli mikroorganizmalarin artmasi nedeniyle
diinyadaki aragtirmacilarin odagi yeni antimikrobiyal ajanlarin gelisimine kaymustir.
Patojen tespiti i¢in biyosensorler seklinde bakteri, mantar ve viriislere kars1 terapotik bir
ara¢ olarak nano malzemeler bu endise konusu ile basa ¢ikmak i¢in umut verici bir
alternatif saglamistir (Mukherjee, 2001). Antiviral tedavide AgNP'lerin uygulanmasi ile
ilgili bir calismada Xiang vd. (2013), H3N2 influenza viriisiiniin hemagglutininin
hiicresel reseptorlerle iligskisine miidahale edebilecegini ve daha sonra viral enfeksiyonu

inhibe edebilecegini gostermislerdir.

Gilimiis eski caglardan gliniimiize antimikrobiyal aktivitesi sayesinde i¢cme suyunu
depolamak i¢in kullanilmaktaydi. Glimiisiin formiilasyonu, madeni paralardaki dokme
giimiisten, iyonik giimiis ile mevcut kolloidal giimiise degistirilmistir. Iyonik veya
nanopargacik formundaki glimiisiin, mikroorganizmalar i¢in olduk¢a toksik oldugu
bilinmektedir (Sondi, 2004). Mikroorganizmalara kars1 aktivitesi ile bilinen en toksik
metal glimistiir. Diger metaller ise Ag> Hg> Cu> Cd> Cr> Pb> Co> Au> Zn> Fe>
Mn> Mo> Sn seklinde antimikrobiyal aktivite bakimindan glimiisii takip etmektedir.
Ayrica nanoparcacik formundaki glimiis, antimikrobiyal aktivitesi agisindan glimiis
iyonlarindan daha etkilidir. Buna ek olarak, memeli hiicrelerine de daha diisiik toksisite
gosterdigi bilinmektedir (Shahverdi, 2007). Antibakteriyel 6zellikler uzun zamandir
bilinmesine ragmen, bulasici hastaliklar i¢in giimiis kullanim1 antibiyotiklerin kesfi ile
golgelenmistir (Bosetti, 2002). Bununla birlikte, antibiyotige direngli patojenik
bakterilerin neden oldugu bulasict hastaliklarin ortaya ¢ikmasi, giimiis ve kolloidal
formlarina odaklanmayr saglamistir. Giliniimiizde giyim, solunum cihazlari, ev su

filtreleri, kontraseptifler, antibakteriyel spreyler, kozmetik, deterjan, diyet takviyeleri,
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cep telefonlari, diziistii bilgisayar klavyeleri ve ¢ocuk oyuncaklari, giimiis
nanomateryallerin  antimikrobiyal ozelliklerinden yararlandigi bilinen {iriinler

arasindadir.

Nanopartikiillerin biyosentezi, 6zellikle bitki 6zlerinden veya organik kaynaklardan elde
edilen giimiis nanomalzemeleri, yetenekleri ve ¢ok g¢esitli biyoaktif indirgeme
metabolitleri nedeniyle biiylik 1ilgi gormektedir. Bitkiler, nanopar¢aciklarin
sentezlenmesi icin oldukca tercih edilen kaynaklar olarak bilinmektedir. Bakteriler ve
algler ile karsilastirildiginda, bitkiler metal toksisitesine daha yatkindir, boylece giimiis
nanopargaciklarin sentezi igin yesil bir alternatif sunmaktadir (Pandey vd., 2013;
Rasheed vd., 2017). Patojenik bakteriler tibbi alanda kullanilan nanopartikiilleri enfekte
edebileceginden nanopartikiillerin sentezi i¢in bitki ekstraktinin kullaniminin

mikrobiyal siireglerden daha fazla avantaji oldugu kanitlanmistir (Singh vd., 2018).

Sahin ve Giibbiik (2019) yapmis olduklar1 bir ¢alismada, antioksidan 6zelligi bulunan
zerdecal, zencefil, tar¢in ve kegiboynuzu oOziitleri kullanarak yesil sentez yontemi ile
sentezledikleri giimiis nanopartikiillerinin karakterizasyon iglemlerini yapmis ve elde
edilen AgNP’lerin iyi1 bir indirgeyici ajan olarak kullanilabilecegini gostermistir. Ayrica
bu yontemin reaksiyonlarin aktivasyon enerjisini azaltti§i ve reaksiyonlar1 katalize
ederek uygun elektron transferini sagladigi tespit edilmistir. Sentezlenmis olan metal
nanopartikiillerin antioksidan ve antibakteriyel 6zelliklerinden dolay1 ¢evre, medikal ve

saglik alanlarinda da kullaniminin miimkiin olabilecegii bildirilmistir.

Cevre dostu, yesil nanoteknolojik siireclerin ¢evre dostu malzemeler kullanarak yeni
uriinler tretme kabiliyetine sahip oldugu bilinmektedir (Cao, 2004). Yesil
nanoteknoloji, yesil nanopargaciklarin tasarimi ve gelistirilmesi i¢in hem akademik hem
de endiistriyel alanlarda sadece temel degil ayn1 zamanda hedefe yonelik aragtirmalari
da tesvik eder. Yesil sentez hem iiretimde maliyetin azalmasi hem de g¢evre dostu
yaklagimi nedeniyle diger sentez yontemlerinden bir adim 6ndedir (Klaus vd., 1999;

Shahverdi vd., 2007).

Ismail vd. (2014) yapmis olduklar calismada, iiziim bitkisinin (Vitis vinifera) yaprak ve
tohumlarin1 kullanarak yesil sentez yontemi ile altin nanopartikiilii sentezlemislerdir.

Sentezlenen ekstratin yogunlastik¢a partikiillerin azaldigini, {iziim yaprak ve tohum
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Oziitlerinin yogun konsatrasyonlarinda yapisal olarak kiiresel sekiller elde edildigini
ancak yaprak Oziitiiniin diisiik konsantrasyonunda farkli sekiller gozlemlediklerini
bildirmiglerdir. Ayrica yiiksek asit ortaminda altin nanopargaciklarinin kararsiz
olduklari, yapilan XRD analizleri sonucunda ¢ekirdek ekstratindan meydana gelen altin
nanopartikiillerinin boyut olarak, yaprak ekstratindan olusan altin nanopartikiillerine
oranla daha kiiciik olduklarini tespit etmislerdir. Cevre dostu yesil sentez kullanimindan
dolayr altin nanopartikiillerinin medikal ve tip alanlarinda kullanilabilir oldugu
bildirilmistir. Ayrica yapilan bagka bir ¢alismada, iiziim sap1 atiklar1 kullanilarak yesil
sentez yontemi ile elde edilen giimilis nanopartikiilleri g¢esitli parametreler dikkate
alinarak incelenmis ve optimize edilerek farkli spektroskopik ve elektron mikroskopi
teknikleri ile ayrintili olarak karakterize edilmistir. Uziim sap1 atiklarindan elde edilen
bitki ekstraktlarinda bulunan toplam polifenoller ve indirgeyici sekerler, nanopargacik
tiretiminde indirgeyici ajanlar ve stabilizatorler olarak kullanilmistir (Bastos-Arrieta,
2018). Roy vd. (2013) yapmuis olduklari bir ¢alismada tiziim (Vitis vinifera) meyve 6zii
kullanarak yesil sentez yontemi ile kiiresel ve kristal yapiya sahip, ortalama boyutlari
18-20 nm olan giimiis nanopartikiilleri elde etmislerdir. Bu nanopartikiillerin B. subtilis
ve E. coli'ye kars1 etkili antibakteriyel aktivite gosterdigi bildirilmistir. Eren ve Baran
(2017) yapmis olduklar1 ¢alismada, fistik bitki (Pistacia vera) ekstresi kullanarak
sentezledikleri 16,7 nm AgNP’lerin antimikrobiyal etki gosterdigini bildirmistir.

Yapilan bagka bir ¢aligmada, giimiis nanoparcgaciklar i¢in indirgeyici ajan olarak islev
gorebilen limon agaci yapraklarmmin ekstrakti kullanilarak elde edilen gilimiis
nanoparcaciklari tekstil alaninda pamuk ve ipek kumaglarda son temizleme isleminde
antibakteriyel olarak kullanilmistir (Sanghi vd., 2009). Limon yapraklarindan elde
edilen glimiis nanopartikiillerinin antimikrobiyal aktivitesi, giimiis ve limon
yapraklarinin ucucu yag bilesenlerinin sinerjistik etkisi nedeniyle aktivitede artis
gostermistir. Bu rapor, Ag" iyonunun Ag”a kontrollii indirgenmesi yoluyla limon
yapraklarmin ekstrakti kullanilarak biyotransformasyon ile oldukg¢a kararli giimiis
nanopargaciklarin hiicre dis1 sentezini gostermistir. Ayrica giimils nanopargaciklar,
kumas malzemesinin antifungal aktivite degerlendirmesi ile agar difiizyon yontemi ile
Fusarium oxysporum ve Alternaria brassicicola'ya karst test edilen kumaslarin
antifungal tedavisi icin kullanildig: bildirilmistir (Sharma vd., 2009). AgNP'lerin anti-

enflamatuar etkileri aragtirilmis ve AgNP'lerin IL-6 ve IL-10 sitokin ekspresyonunu
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modiile edebildikleri belirtilmistir. AgNP'ler, IL-10'un mRNA seviyelerini arttirma ve
pro-enflamatuar sitokin IL-6 seviyelerini azaltma islevi gorebildikleri tespit edilmistir
(Wong, 2010).

AgNP'ler ayrica antikanser terapisinde de incelenmis ve meme kanseri hiicrelerinde
sitotoksisite gosterdigi bildirilmistir (Franco-Molina vd., 2010). Franco-Molina vd.
(2010), kolloidal giimiis ile tedavi edilen MCF-7'nin dehidrojenaz aktivitesini dnemli
Olclide azalttigim1 ve NADH/NAD+'nin azalmasina neden oldugunu ve mitokondriyal
membran potansiyelinin azalmasi nedeniyle hiicrelerin 6liimiine neden oldugunu
gozlemlemislerdir. Asaduzzaman vd. (2016) Bangladesh iiziim bitkisi kullanarak yesil
sentez yontemi ile sentezledikleri 17 nm glimiis nanopartikiillerinin karides ve Ehrlich
ascites karsinom hiicreleri (EAC) iizerindeki etkilerini arastirmistir. Karidesler tizerinde
toksik etkisinin olmasina ragmen EAC’lerde gii¢lii antibakteriyel ve antikanser aktivite

gosterdigini tespit etmislerdir.

Acay vd. (2019), tiziim (Vitis vinifera) yaprak ekstresinden yesil sentez yoluyla giimiis
nanoparcaciklar (AgNP) iiretmislerdir. Uretilen bu nanopargaciklar, UV-vis
spektrofotometre, SEM, EDX, FTIR, TGA-DTA ve XRD yontemleri ile karakterize
edilmis 452,47 nm dalga boyuna sahip oldugu belirlenen AgNP'lerin hastane
patojenlerine, yani gram-negatif Escherichia coli ATCC 25922, gram-pozitif
Staphylococcus aureus ATCC 29213 ve Candida albicans mantarina karsi sirasiyla

0,314, 0,078 ve 0,334 ],Lg/rnL'1 konsantrasyonlarinda etkili oldugu bildirilmistir.

Gnanajobitha vd. (2013), V. viniferanin giimiis nanopartikiillerin sentezi i¢in iyi bir
kaynak oldugu, meydana gelen ekstraktin kahverengi renk olusumu ile dogrulandigini
bildirilmislerdir. Giimiis nanopartikiiller, kiiresel sekle sahip ortalama 30 ila 40 nm
ortalama boyutlara sahip mevcut yesil sentez yontemi kullanilarak sentezlenmistir.
Glimiis iyonlarmin azaltilmasi ve giimiis nanopartikiillerinin stabilizasyonunun, meyve
proteinleri ve metabolitlerinin katilimi ile gergeklestigi, reaksiyonun basit ve kullanish
oldugu ayrica giimiis nanopargaciklarin in vitro fitosentezinin diger biyolojik sentezlere

gore daha fazla avantajli oldugu vurgulanmaigstir.

Colak ve Atict (2016) ZnOTiO; nanokompozitinin toksik etkilerine karsi Cimin

lizlimiinlin 1iyilestirici etkisini arastirdiklar1 bir calismada larvalara uygulanan
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ZnOTIiO,NP'lerin sagkalim oranini kontrol grubuna gore diisiiritken Cimin iiziim

cekirdegi ve meyve ekstraktlarinin sagkalim oranini arttirdigini gézlemlemistir.

Nanomalzemelerin ¢ogu in vitro ¢alismada gozlenen toksik etkisi sebebiyle NP’lerin
tiikketici ve biyomedikal tiriinlere dahil edilmesi son yillarda endise verici de olmustur.
Son zamanlarda, meyve sinegi Drosophila toksikoloji ¢alismalari 6zellikle nanotoksisite
alan1 i¢in bir in vivo model organizma olarak gelistirilmistir. Farkli gelisim evreleri ve
kisa yasam dongiisii olan genetik olarak izlenebilir bir organizma olan Drosophila
melanogaster, nanomalzeme kaynakli toksisiteyi incelemek igin ideal bir organizma

gorevi gormektedir (Ong vd., 2015).

Demir vd. (2010) Drosophila'da giimiis nanopargaciklarin kanat benek testiyle yapilan
genotoksik analiz calismalarinda, glimiis nanoparcaciklarini ii¢lincii instar larvalarina
0,1- 10 nm arasinda degisen konsantrasyonlarda uygulandiginda toplam benek
frekansinda kiiglik fakat Onemli artislarin  gozlendigini  gostermistir. Gilimiis
nanoparcaciklarin kanat benek testinde genotoksik aktiviteyi indiikleyebildigi gosterilen
bu caligmada ayn1 zamanda negatif bulgularin elde edildigi giimiis nitrat ile kontrast

olusturdugu da belirlenmistir.

Ong vd. (2016) giimiis nanopargaciklarin Drosophila tireme sistemindeki germ hatt1 kok
hiicreleri iizerine yaptiklar: bir ¢aligmada, AgNP maruziyetinin memeli modellerinde
erkek iireme toksisitesi ile iliskisi arastirilmistir. AgNP’lerine maruz kalan meyve sinegi
Drosophila' nin testislerinde germ hatti kok hiicre sayisinin azaldigi ve oksidatif stresin
tetiklendigi tespit edilmistir. Ayn1 ¢alisma ile AgNP maruziyetinin germ hatti kok
hiicrelerinin erken gelisim farklilasmasina neden oldugu ve Drosophila testislerinde

spermatogoninin proliferasyonunu azalttig1 bildirilmistir.

Gorth vd. (2011) tarafindan yapilan bir ¢aligmada giimiis nanopartikiilleri boyut olarak
degerlendirilip hem nano o6l¢ekli hem de mikro boyutlu (>100 nm) giimiis
parcaciklarinin Drosophila yumurta gelisimi tizerindeki toksisitesi karsilastirmali olarak
incelenmistir. 20- 30 nm AgNP’lerine maruz kalan Drosophila yumurtalarinin
pupalagma oranlar1 istatistiksel olarak yiiksek oranlarda bir azalma gdstermezken, 500-
1200 nm AgNP’lerine maruz kalan yumurtalarda ise bu oranin azaldigi belirlenmistir.

10 ppm AgNP maruziyetinde, sadece 20- 30 nm AgNP’lerine maruz kalan pupalar ¢ok
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fazla erginlesebilirken, 500-1200 nm ve 100 nm AgNP gruplarinda kontrole gére daha
diisiik oranda erginlesebildikleri bildirilmistir. Sonug olarak, nano olgekli AgNP’lerin
(<100 nm) Drosophila yumurtalar1 i¢in mikro boyutlu (>100 nm) giimiis partikiillerine
gore daha az toksik oldugu kaydedilmistir.

Avalos vd. (2015) yapmis olduklar1 in vivo bir ¢alismada, D. melanogaster’de Somatik
Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART) ile farkli boyutlardaki (4,7 ve 42 nm)
AgNP’lerin genotoksisitesini degerlendirmislerdir. Larvalar 25, 30 ve 50 ug/mL
dozlarinda 4,7 nm AgNP’ler ile 250, 500 ve 1000 pg/mL dozlarinda 42 nm AgNP’lerine
maruz brrakilmistir. Uygulanan dozlardaki AgNP'lerin, mutajenik ve rekominojenik
etkiyi fenotipte gosteren beneklerin spontan frekanslart degistirmedigini ancak her iki
boyuttaki AgNP’lerin de pigmentasyon kusurlarina ve yetigskin sineklerde lokomotor

yeteneginde azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir.

Raj vd. (2017) tarafindan Drosophila'nin yumurta verimi ve hayatta kalmasi iizerine
giimiis nanoparcaciklarin doza bagl etkisi aragtirllmistir. 3, 10 ve 30 giin boyunca 5, 25,
50 ve 250 mg/mL dozlarda AgNP takviye edilmis besiyerinde bekletilen virgin disi
sinekler benzer sekilde AgNP'lerle beslenen ayn1 yasl erkek bireylerle ¢iftlestirilmistir.
3 giin boyunca farkli dozlarda AgNP takviyeli gidalarla besledikten sonra, disiler
tarafindan 4 saat i¢inde birakilan yumurtalar sayilmistir. 3 giin boyunca farkli dozlarda
AgNP'lerle beslenen sineklerin yumurtlama kabiliyetinde kontrole gore herhangi bir
fark gozlenmezken, 10 ve 30 giin boyunca farkli dozlarda AgNP'ler ile beslenen
sineklerin yumurtlama kapasitesinin kontrole gore doza bagl olarak azaldig1 ve yumurta
biiytikliklerinin arttigi bulunmustur. Bununla birlikte, kontrole gére 5- 50 mg/mL
AgNP dozlarmin disi sineklerin yumurtlama kapasitesinde hicbir degisiklik
gostermedigi belirlenmistir. 250 mg/mL'lik dozda AgNP aliniminin ise sadece bir veya
iki yumurta olusumuna yol agarak yumurta boyutunda ve yumurta birakma
kapasitesinde gozlenen azalmanin uzun siireli AgNP alimlariin istenmeyen bir yan

etkiye sebep oldugu tespit edilmistir.

Park vd. (2011), AgNP'lerin parcacik biiyiikliigiiniin inflamasyon, sitotoksisite,
gelisimsel toksisite ve genotoksisitesi lizerine in Vitro etkilerini karsilagtirmali olarak
arastirmislardir. Farkli boyutlardaki (20, 80 ve 113 nm) AgNP'lerin hiicresel metabolik

aktivite ve membran hasari {izerindeki etkilerinin ¢ok belirgin oldugu tespit edilmistir.
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Makrofajlarda bir etki olusturmazken, L929 fibroblastlarinda 20 nm AgNP'lerin daha
biiyiilk nanoparcaciklardan daha sitotoksik oldugu gozlenmistir. AgNP'lerin glimiis
iyonlarina kiyasla hiicre hasarini indiikleme giiciiniin hiicre tipine ve boyuta bagli olarak

degisebildigini bildirmislerdir.

Asare vd. (2012) fare testis hiicrelerinde AgNP'lerin sitotoksik ve genotoksik etkilerini
arastirmiglardir. Bu ¢alismada, 20 nm ve 200 nm AgNP'lerin ve 21 nm titanyum dioksit
nanopartikiillerinin (TiO,NP) iireme hiicreleri lizerindeki genotoksisitesine vurgu
yaparak AgNP'lerin potansiyel riskleri konusunda ciddi endiseleri dile getirmislerdir.
AgNP’lerin TiO;NP'lere kiyasla daha sitotoksik oldugunu ve ayrica konsantrasyon ve
zamana bagl olarak apoptoz, nekroz ve proliferasyonun azalmasina sebep oldugunu
bildirmislerdir. Vannini vd. (2014) AgNP maruziyetinin filizlenen bugday fideleri
iizerindeki sitotoksik ve genotoksik etkilerini arastirmuslardir. 10 mg/L™ AgNP'lere
maruz kalan fidelerde biiyiimenin olumsuz yonde etkilendigi ve kok ucu hiicrelerinde
morfolojik modifikasyonlara neden oldugunu kaydetmislerdir. Scherer vd. (2019), 100
mg/L™ konsantrasyonunda 10, 20, 51 ve 73 nm AgNP’lere maruz birakilan Allium cepa
tohumlarini ¢imlenme (GI), kék uzamasi (REI), mitotik indeks (MI), niikleer anormallik
(NAI) ve mikroniikleus indeksi (MNI) agisindan degerlendirmistir. AgNP'lerin koklere
nifuz ettigini ve meristematik hiicrelerde MI, GI, NAI ve MNI'1 etkiledigini
gostermistir. Sonuglar degerlendirildiginde AgNP’lerin boyuta bagli olarak Allium
cepa'daki sitotoksik ve genotoksik etkilerinin pargacik c¢apmin azalmasiyla arttigini

gostermislerdir.

Wang vd. (2019), polivinilpirolidon ile kapli 20 nm PVP-AgNP'ler ve 20 nm AgNP'ler
ile indiiklenen farelerde ve insan hepatoma hiicre hattinda (HepG2) DNA hasar1 ve
kromozomal sapmalarin yani sira kemik iliginin mikroniikleus tizerindeki etkilerini
degerlendirmislerdir. Fare kemik iligi hiicreleri iizerindeki mikroniikleus testinde, glinde
bir kez ve 28 giin boyunca oral yolla uygulanan 10, 50 ve 250 mg/kg viicut agirlig
dozlarinda, iki tiir AgNP'nin fare kemik iligi hiicreleri iizerinde belirgin bir inhibitor
etkisinin olmadig1 ve kromozom sapmasi etkisinin 250 mg/kg yiiksek dozda dlg¢iilebilir
oldugunu bildirmislerdir. Yapilan calismada 20-160 pg/mL dozlarinda iki tip AgNP'nin
de HepG2 hiicrelerinde genetik degisikliklere neden olabilecegini bildirmiglerdir. 20 nm
AgNP'lerdeki HepG2 hiicrelerinin DNA hasar derecesinin 20 nm PVP-AgNP'lerden
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daha yiiksek oldugunu; 20 nm PVP-AgNP'lerin 20 nm AgNP'lerden daha ciddi
kromozomal sapmalara neden oldugu belirtmislerdir. Sonug¢ olarak AgNP'lerin HepG2
hiicrelerinde genotoksik etkilere ve farelerde kemik iligi {izerinde sinirh etkilere sahip

oldugunu belirtmislerdir.

Yapilan basgka bir ¢calismada, HIV-1 ile enfekte olmus hiicrelerde AgNP'nin potansiyel
sitoprotektif aktivitesi arastirilmistir. Ug giinliik bir tedaviden sonra, HIV-1 ile enfekte
olmus Hut/CCRS5'e kars1t AgNP'lerinin aktivitesini izlemek i¢in terminal uridil-niikleotid
uc etiketleme testi (TUNEL) kullanilmistir. AgNP'lerin Hut/CCRS hiicrelerinde
replikasyonu inhibe edebilecegi ve HIV ile iliskili apoptoza neden olacag bildirilmistir.
Biiyiikliik ve boyut ozelliklerine gore AgNP'ler ve HIV-1 viriisii arasinda etkilesim
gosterilmistir. AgNP'lerin tercihen HIV-1 viriisiiniin gp120 glikoprotein diigiimlerini
hedefledigi ve baglandigi da belirtilmistir (Ebrahiminezhad, 2016).  In vitro
calismalarda ayrica, bu etkilesimin viriisiin konake¢1 hiicre ile baglanmamasina neden

oldugu gosterilmistir (Elechiguerra, 2005).

Caligmamizda yesil sentez yontemi ile Vitis vinifera spp., Cimin iiziim yapragindan elde
edilen giimiis nanaopartikiiliiniin olast genotoksik ve toksik etkilerinin belirlenmesi
amaglanmistir.  Drosophila melanogaster ile yapilan Somatik Mutasyon ve
Rekombinasyon Testi (SMART) teknigi kullanilmigtir. SMART yontemi birgok
calismada rastladigimiz, giivenilirligi kanitlanmis, hizli, ucuz maliyetli ve in Vvivo
caligmalara olanak saglayan bir test teknigidir. Drosophila melanogaster’in mutant
soylarinda kimyasallarin sebep oldugu mutasyonlarin fenotipteki genotoksik
etkinliginin arastirilmasinda en i1yi yontemdir. Yapilan litaratiir taramasinda Cimin
tiziimii (Vitis vinifera spp., Cimin) yapraklarindan yesil sentez yontemi ile elde edilmis
olan glimilis nanopartikiillerinin SMART yontemi ile Drosophila melanogaster’de
uygulanmasi ile ilgili calismaya rastlanilmamistir. Ayrica sentetik olarak elde edilmis
olan kimyasal giimiis nanopartikiillerinin AgNPy D. melanogaster {izerindeki
genotoksik ve toksik etkileri arastirilmis, NP’lerin boyut ve yap1 6zellikleri, uygulanan

konsantrasyon oranlarina gore etkilerinin degisiklik gosterdigi gézlemlenmistir.

Yapmis oldugumuz ¢alismamiz {i¢ agamal1 olarak gerceklestirilmistir. Kullanilan giimiis
nanopartikiiliiniin eldesi i¢in doga dostu yesil sentez yontemi secilmistir. Oncelikle elde

edilen AgNPg,), UV-Vis spektroskopisi, X-isin1 kiriimi (XRD), taramali elektron
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mikroskopisi (SEM), enerji dagilim X-i1gin1 spektrometresi (EDX) ve Fourier
dontisimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) ile karakterize edilmistir. 28-34 nm
araliginda degisen boyutlara sahip oldugu tespit edilmistir. Sonraki agsamada, kimyasal
olarak elde edilmis sentetik glimiis nanopartikiiller AgNP) ile Cimin {iziim yaprag:
kullanilarak yesil sentez yontemi ile elde edilen giimiis nanopartikiillerin AgNP
Drosophila melanogaster’in transheterozigot larvalarinda yasama yiizdesi (larval
mortalite) tizerine etkisi aragtirlmistir. AgNPg) ve AgNPgy’nin Drosophila
melanogaster’e ait larvalarin yasama yiizdesi iizerinde konsantrasyon artisina bagl
olarak toksik etki gosterdigi ve hayatta kalig oraninin kontrole gore azalmaya sebep
oldugu belirlenmistir. Son asama da ise LDsg dozunun AgNPg i¢in 7,5 mg/mL ve
AgNP ) icin 10 mg/mL oldugu belirlendikten sonra farkli konsantrasyonlarda (1,25; 2,5
ve 5 mg/mL) AgNP’lerin genotoksik etkileri, uygulama sonunda larvalardan erginlesen
sineklerin kanat hiicrelerindeki genetik degisimler (mitotik rekombinasyon, ayrilmama,
delesyon ve nokta mutasyon) sonucunda olusan mutant trikomlara gore
degerlendirilmistir. Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi yontemiyle mutant
klon degerlendirmeleri, kiigiik tek tip, biiylik tek tip ve ikiz klon siniflandirmalar1 esas
alinarak yapilmistir. Calisma sonunda AgNP()’nin genotoksik etkili olmadigi, tiim
konsantrasyonlarda AgNPg’nin klon indiiksiyon frekanslarmin AgNPg)’den daha
yiiksek oldugu belirlenmistir.

Glimilis nanopartikiillerinin kullanim alanlarinin  giin gectikge artis gdstermesiyle
hayatimizda olan rolii biiyiik dnem arz etmektedir. Insan saghig iizerine etkilerinin ne
kadar ¢cok 6nemli oldugu diisiiniildiigiinde giimiisiin etkileri merak ve arastirma konusu
olmustur. Yapmis oldugumuz bu c¢aligmada litaratiirde yeterli bir veriye rastlanilmamis
ve bolgesinde endemik bir tiir olan Cimin tziimi (Vitis vinifera spp., Cimin ) yapragi
kullanilarak doga dostu yesil sentez yontemi ile glimiis nanopartikiilleri sentezlenmis,
Drosophila melanogaster‘de SMART yontemi kullanilarak genotoksik ve sitotoksik
etkileri arastirilmistir. Olusan glimlis nanopartikiillerinin toksik ve genotoksik

etkilerinin olast mekanizmalar1 degerlendirilmistir.

65



KAYNAKLAR

Acay, H., Baran, M. F., and Eren, A. (2019).“Investigating antimicrobial activity of
silver nanoparticles produced through green synthesis using leaf extract of
common grape (Vitis Vinifera)”, Applied Ecology And Environmental
Research, 17(2), 4539-4546.

Ahmed, S., Ahmad, M., Swami, B.L., Ikram, S., 2016. “A review on plants extract
mediated synthesis of silver nanoparticles for antimicrobial applications: a
green expertise”, Journal of Advenced Research 7, 17-28.

Alaraby, M., Hernandez, A. and Marcos, R. (2016) “New insights in the
toxic/genotoxic effects of CuO nanoparticles in the in vivo Drosophila
model”, Nanotoxicology, 10(6), 749-760.

Alvarez, R. A., Cortez-Valadez, M., Britto-Hurtado, R., Bueno, L. O. N,
FloresLopez, N. S., Hernandez-Martinez, A. R., and Flores-Acosta, M.
(2015).“Raman scattering and optical properties of lithium nanoparticles
obtained by green synthesis”, Vibrational Spectroscopy, 77, 5-9.

Asare, N., Instanes, C., Sandberg, W. J., Refsnes, M., Schwarze, P., Kruszewski, M.,
and Brunborg, G. (2012). “Cytotoxic and genotoxic effects of silver
nanoparticles in testicular cells”, Toxicology, 291(1-3), 65-72.

Asmatulu, R., Nguyen, P., and Asmatulu, E. (2013). “Nanotechnology safety in the
automotive industry”, Nanotechnology Safety, (1sted.) 57-72.

Amiri, M., Pardakhti, A., Ahmadi, Z. M., Akbari, A. and Salavati, N. M. (2018)
“Magnetic nickel ferrite nanoparticles: Green synthesis by Urtica and
therapeutic effect of frequency magnetic field on creating cytotoxic
response in neural cell lines”, Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 172,
244-253.

Amooaghaie R, Saeri MR, Azizi M. (2015). “Synthesis, characterization and
biocompatibility of silver nanoparticles synthesized from Nigella sativa leaf

extract in comparison with chemical silver nanoparticles”, Ecotoxicol
Environ Safety, 120:400-408.

Anastas, P. T., and Warner, J. C. (1998). “Principles of green chemistry. Green
chemistry: Theory and Practice” (1st ed.) 29-56. Oxford: Oxford University
Press.

Anastas, P.T., Kirchhoff, M.M., (2002). “Origins, current status, and future
challenges of greenchemistry”, Accounts of Chemical Research, 35,686—
694.

Anastas, P., Eghbali, N., (2010). “Green chemistry: principles and practice”,
Chemical Society Reviews 39, 301-312.

66



Andrade, L. R., Brito A. S., Melero, A. M., Zanin, H., Ceragioli H. J., Baranauskas,
V., Cunha, K. S. and Irazusta, S. P. (2014). “Absence of mutagenic and
recombinagenic activity of multi-walled carbon nanotubes in the Drosophila
wing-spot test and Allium cepa test”, Ecotoxicol and Environmental Safety,
99, 92-97.

Anyaogu, K. C., Fedorov, A. V., and Neckers, D. C. (2008). “Synthesis,
characterization, and antifouling potential of functionalized copper
nanoparticles”, Langmuir, 24(8), 4340-4346.

Arumugam, A., Karthikeyan, C., Hameed, A. S. H., Gopinath, K., Gowri, S., and
Karthika, V. (2015). “Synthesis of cerium oxide nanoparticles using
Gloriosa superba L. leaf extract and their structural, optical and antibacterial
properties”, Materials Science and Engineering: C, 49, 408-415.

Atici, T. (2016) “Drosophila melanogaster’de ZnOTiO, nanokompozitinin in vivo
toksik potansiyeline karsi oleuropein’in kullanilmasi”, Yaymlanmamis

Yiiksek Lisans Tezi, Erzincan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii,
Erzincan, 62-63.

Asaduzzaman, A. K. M., Chun, B. S., and Kabir, S. R. (2016). “Vitis vinifera assisted
silver nanoparticles with antibacterial and antiproliferative activity against
Ehrlich Ascites Carcinoma cells”, Journal of Nanoparticles, 2016,1-10.

Ashburner, M. (1989). Drosophila. A laboratory handbook. Cold Spring Harbor
Laboratory Press.

Avalos, A., Haza, A. 1., Drosopoulou, E., Mavragani-Tsipidou, P., and Morales, P.
(2015). “In vivo genotoxicity assesment of silver nanoparticles of different
sizes by the Somatic Mutation and Recombination Test (SMART) on
Drosophila”, Food and Chemical Toxicology, 85, 114-119.

Bankar, A., Joshi, B., Kumar, A. R., and Zinjarde, S. (2010). “Banana peel extract
mediated novel route for the synthesis of silver nanoparticles”, Colloids and
Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, 368(1-3), 58-63.

Bastos-Arrieta, J., Florido, A., Pérez-Rafols, C., Serrano, N., Fiol, N., Poch, J., and
Villaescusa, 1. (2018). “Green synthesis of Ag nanoparticles using grape
stalk waste extract for the modification of screen-printed
electrodes”, Nanomaterials, 8(11), 946.

Begum, N. A., S. Mondal, S. Basu, R. A. Laskar and D. Mandal, (2009). “Biogenic
synthesis of Au and Ag nanoparticles using aqueous solutions of Black tea
leaf extracts”, Colloids and surfaces B:Biointerfaces, 71, 113-118.

Benelli, G., and Lukehart, C. M. (2017). “Applications of green-synthesized
nanoparticles in pharmacology, parasitology and entomology”, Journal of
Cluster Science, 28(1), 1-2.

Binnig, G., Rohrer, H., Gerber, C., and Weibel, E. (1982). “Surface studies by

67



scanning tunneling microscopy”, Physical Review Letters, 49(1), 57.

Bowman, M.J. and A. D. Booth, (1997). “A review of methods for the examination
of magnetic domain structure”, Materials Characterization, 39(2-5) 139167.

Cao, G. (2004).“Nanostructures and nanomaterials: synthesis, properties and
applications”, Imperial College Press, London.

Chan, C. (2008). “From nanotech to nanoscience”, Chemical Heritage Magazine,
26(2), 2.

Chandran, S. P., Chaudhary, M., Pasricha, R., Ahmad, A., and Sastry, M. (2006).
“Synthesis of gold nanotriangles and silver nanoparticles using Aloe vera
plant extract”, Biotechnology Progress, 22(2), 577-583.

Chiang, C. L., Sung, C. S.,, Wu, T. F., Chen, C. Y., and Hsu, C. Y. (2005).
“Application of superparamagnetic nanoparticles in purification of plasmid
DNA from bacterial cells”, Journal of Chromatography B, 822(1-2), 54-60.

Cho, K., Wang, X. U., Nie, S., and Shin, D. M. (2008). “Therapeutic nanoparticles
for drug delivery in cancer”, Clinical Cancer Research, 14(5), 1310-1316.

Clevers, H. (2006). “Wnt/B-catenin signaling in development and disease”, Cell,
127(3), 469-480.

Cakir, S. (2004) “Baz1 organik fosforlu insektisitlerin Drosophila melanogaster’in
yasama yiizdesi iizerine etkisi”, Gazi Universitesi Gazi Egitim Fakiiltesi
Dergisi, 24(3), 71-80.

Ciracy, S., Ozbay, E., Giilseren, O., Demir, H. V., Baymdlr, M., Oral, A., and Dana,
A. (2005). “Tiirkiye’de nanoteknoloji”, TUBITAK Bilim ve Teknik Dergisi.

Demirsoy, A., Kuru, M., Ciplak, B., Sengor, C., Ergezen, S., Bardakgl, F., Kence,
M., “Biyoloji egitiminde evrim sempozyumu” sonug¢ bildirgesi. Erisim :
http://biyolojiegitim.yyu.edu.tr/ders/ev/sempozyumkitap.pdf (Erisim tarihi:
12.06.2020)

Dogan, E.E. (2002). “Bazi astrozon grubu tekstil boyalarinin genotoksik etkisinin
Drosophila melanogaster somatik mutasyon ve rekombinasyon testi
(SMART) ile arastirilmast”, Yiiksek Lisans Tezi, Inonii Universitesi.

Dolez, P. 1. (2015). “Nanomaterials definitions, classifications, and applications”, In
Nanoengineering, (3-40). Elsevier.

Dong, X., Ji, X., Wu, H., Zhao, L., Li, J., and Yang, W. (2009). “Shape control of
silver nanoparticles by stepwise citrate reduction”, The Journal of Physical
Chemistry C, 113(16), 6573-6576.

Drexler, K. E., (1986). “Engines of creation: the coming era of nanotechnology”,

68


http://biyolojiegitim.yyu.edu.tr/ders/ev/sempozyumkitap.pdf

Doubleday, New York.

Ebrahiminezhad, A., Bagheri, M., Taghizadeh, S. M., Berenjian, A., and Ghasemi, Y.
(2016). “Biomimetic synthesis of silver nanoparticles using microalgal
secretory carbohydrates as a novel anticancer and antimicrobial”, Advances
in Natural Sciences: Nanoscience and Nanotechnology, 7(1), 015018.

Espitia, P. J. P., Soares, N. D. F. F., dos Reis Coimbra, J. S., de Andrade, N. J., Cruz,
R. S., and Medeiros, E. A. A. (2012). “Zinc oxide nanoparticles: synthesis,
antimicrobial activity and food packaging applications”, Food and
Bioprocess Technology, 5(5), 1447-1464.

Elango, G., and Roopan, S. M. (2015). “Green synthesis, spectroscopic investigation
and photocatalytic activity of lead nanoparticles”, Spectrochimica Acta Part
A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, 139, 367-373.

Elechiguerra, J. L., Burt, J. L., Morones, J. R., Camacho-Bragado, A., Gao, X., Lara,

H. H., and Yacaman, M. J. (2005). “Interaction of silver nanoparticles with
HIV-1”, Journal of Nanobiotechnology, 3(1), 1-10.

Falakali, B. (1989). “Drosophila Genetigi”, Ege Universitesi Fen Fakiiltesi
Yaywnlari, Izmir, 1-10.

Faraday, M. (1857). “The Bakerian Lecture.Experimental relations of gold (and other
metals) to light”, Philosophical Transactions of the Royal Society of
London, 147, 145-181.

Faunce, T. and Watal, A. (2010). “Nanosilver and global public health: international
regulatory issues”, Nanomedicine, 5, 617-632.

Feynman R. P. (1960). “There's plenty of room at the bottom”, California Institute
of Technology Quarterly, 2, 2-10.

Filho, J., Matsubara, E. Y., Franchi, L. P., Martins, I. P., Rivera, L. M. R., Rosolen,
J. M., and Grisolia, C. K. (2014). “Evaluation of carbon nanotubes network
toxicity in zebrafish (Danio rerio) model”, Environmental Research, 134,
9-16.

Franchi, L. P., Santos, R. A., Matsubara, E. Y., Lima, J. C. D., Rosolen, J. M., and
Takahashi, C. S. (2012). “Citotoxicidade e genotoxicidade de nanotubos de
carbono”, Quimica Nova, 35(3), 571-580.

Franco-Molina, M. A., Mendoza-Gamboa, E., Sierra-Rivera, C. A., Gomez-Flores, R.
A., Zapata-Benavides, P., Castillo-Tello, P., and Rodriguez-Padilla, C.
(2010). “Antitumor activity of colloidal silver on MCF-7 human breast
cancer cells”, Journal of Experimental and Clinical Cancer Research,
29(1), 148.

Frey, N. A., Peng, S., Cheng, K., and Sun, S. (2009). “Magnetic nanoparticles:
synthesis, functionalization, and applications in bioimaging and magnetic

69



energy storage”, Chemical Society Reviews, 38(9), 2532-2542.

Frei, H. and Wiirgler, F.E., (1988). “Statistical methods to decide whether mutagenic
test data from Drosophila assays indicate a positive, negative or
inconclusive results”, Mutation Research, 203(4), 297-308.

Frens, G. and Overbeek, J. T. (1969). “Carey Leas Colloidal Silver”, Kolloid
Zeitschrift and Zeitschrift fur Polymere, 233, 922.

Fondevila, M., Herrer, R., Casallas, M. C., Abecia, L., and Ducha, J. J. (2009).
“Silver nanoparticles as a potential antimicrobial additive for weaned pigs”,
Animal Feed Science and Technology, 150(3-4), 259-269.

Garnett, M. C., and Kallinteri, P. (2006). “Nanomedicines and nanotoxicology: some
physiological principles”, Occupational Medicine, 56(5), 307-311.

Ghaedi, M., Yousefinejad, M., Safarpoor, M., Khafri, H. Z., and Purkait, M. K.
(2015). “Rosmarinus officinalis leaf extract mediated green synthesis of
silver nanoparticles and investigation of its antimicrobial properties”,
Journal of Industrial and Engineering Chemistry, 31, 167-172.

Glusker J., Katz A., Bock C., Rigaku J. (1999). “Metal ions in biological sysytems”,
The Rigaku Journal, 16(2), 8-16.

Gnanajobitha, G., Paulkumar, K., Vanaja, M., Rajeshkumar, S., Malarkodi, C.,
Annadurai, G., and Kannan, C. (2013). “Fruit-mediated synthesis of silver
nanoparticles using Vitis vinifera and evaluation of their antimicrobial
efficacy”, Journal of Nanostructure in Chemistry, 3(1), 67.

Goldberg, M., Langer, R., and Jia, X. (2007). “Nanostructured materials for
applications in drug delivery and tissue engineering”, Journal of
Biomaterials Science, Polymer Edition, 18(3), 241-268.

Goldstain, A. (1997). “Handbook of Nanophase Materials”, Marcel Dekker Inc, New
York.

Gorth, D. J., Rand, D. M., and Webster, T. J. (2011). “Silver nanoparticle toxicity in
Drosophila: size does matter”, International Journal of Nanomedicine, 6,
343.

Goto-Inoue, N., Hayasaka, T., Zaima, N., Kashiwagi, Y., Yamamoto, M., Nakamoto,
M., and Setou, M. (2010). “The detection of glycosphingolipids in brain
tissue sections by imaging mass spectrometry using gold nanoparticles”,
Journal of the American Society for Mass Spectrometry, 21(11), 1940-
1943.

Graf, U., Wriigler, F.E., Katz, A.J., Frei, H., Juon, H., Hall, C.B. and Kale, P.G.

(1984). “Somatic mutation and recombination test in Drosophila
melanogaster”, Envirronmental Mutagenesis, 6, 153-188.

70



Graf, U., Singer, D. (1992). “Genotoxicity testing of promutagens in the wing
somatic somatic mutation and recombination test in Drosophila
melanogaster”, Revistan Internacinol de Contamination Ambiental, 8, 15-
27.

Graf, U., Van Schaik, N., and Wiirgler, F. E. (2012). “Drosophila Genetics: A
Practical Course”, Springer Science and Business Media.

Graf, U., and van Schaik, N. (1992). “Improved high bioactivation cross for the wing
somatic mutation and recombination test in Drosophila melanogaster”,
Mutation Research/Environmental Mutagenesis and Related Subjects,
271(1), 59-67.

Graf, U., and Wiirgler, F. E. (1996). “The somatic white-ivory eye spot test does not
detect the same spectrum of genotoxic events as the wing somatic mutation
and recombination test in Drosophila melanogaster”, Environmental and
Molecular Mutagenesis, 27(3), 219-226.

Guascito, M. R., Filippo, E., Malitesta, C., Manno, D., Serra, A., and Turco, A.
(2008). “A new mperometric nanostructured sensor for the analytical
determination ofhydrogen peroxide”, Biosensors and Bioelectronics 24,
1063-1069.

Gultekin, D. D., Nadaroglu, H., Gungor, A. A., and Kishali, N. H. (2017).
“Biosynthesis and characterization of copper oxide nanoparticles using
Cimin grape (Vitis vinifera cv.) extract”, International Journal of
Secondary Metabolite, 4(3), 77-84.

Gurunathan, S., Han, J.W., Kwon, D., Kim, J., (2014). “Enhanced antibacterial and
antibiofilm activities of silver nanoparticles against Gram-negative and
Gram-positive bacteria”, Nanoscale Research Letters, 9, 1-17.

Harris, A. T., and Bali, R. (2008). “On the formation and extent of uptake of silver
nanoparticles by live plants”, Journal of Nanoparticle Research, 10(4),
691-695.

Haynes, H., and Asmatulu, R. (2013). “Nanotechnology safety in the aerospace
industry”, Nanotechnology Safety ,(1st ed.) (85-97). New York: Elsevier.

Henderson, D.S. (2004) “Drosophila Cytogenetic Protocols”, Humana Press, 389.
Horton, B., (1999). “Green chemistry puts down roots”, Nature, 400, 797-799.

Hu, Z., Zhang, J., Chan, W. L., and Szeto, Y. S. (2006). “Suspension of silver oxide
nanoparticles in chitosan solution and its antibacterial activity in cotton
fabrics”, MRS Online Proceedings saLibrary Archive, 920.

Hu, R., Yong, K. T., Roy, I., Ding, H., He, S., and Prasad, P. N. (2009). “Metallic
nanostructures as localized plasmon resonance enhanced scattering probes
for multiplex dark field targeted imaging of cancer cells”, Journal of

71



Physical Chemistry C: Nanomaterials and interfaces, 113, 2676-2684.

Im, K., Cho, K., Kim, J., and Kim, S. (2010). “Transparent heaters based on solution
processed indium tin oxide nanoparticles”, Thin Solid Films, 518(14), 3960-
3963.

Iravani, S. (2011). “Green synthesis of metal nanoparticles using plants”, Green
Chemistry, 13(10), 2638-2650.

Ismail, E. H., Khalil, M. M., Al Seif, F. A., EI-Magdoub, F., Bent, A. N., Rahman,
A., and Al, U. S. D. (2014). “Biosynthesis of gold nanoparticles using
extract of grape (Vitis vinifera) leaves and seeds”, Progress in Nanotechnol
and Nanomaterials, 3(1), 1-12.

Jain, D., Daima, H. K., Kachhwaha, S., and Kothari, S. L. (2009). “Synthesis of
plantmediated silver nanoparticles using papaya fruit extract and evaluation
of their anti microbial activities”, Digest Journal of Nanomaterials and
Biostructures, 4(3), 557563.

Jain, S., and Mehata, M. S. (2017). Medicinal plant leaf extract and pure flavonoid
mediated green synthesis of silver nanoparticles and their enhanced
antibacterial property. Scientific Reports, 7(1), 1-13.

Jamil, M., Ahmad, F., Rhee, J. T., and Jeon, Y. J. (2011). “Nanoparticle-doped
polymerdispersed liquid crystal display”, Current Science, 101, 1544-1552.

Jasrotia, T., Chaudhary, S., Kaushik, A., Kumar, R., and Chaudhary, G. R. (2020).
“Green chemistry-assisted synthesis of biocompatible Ag, Cu, and Fe203
nanoparticles”, Materials Today Chemistry, 15, 100214.

Javier, D. J., Nitin, N., Roblyer, D. M., and Richards-Kortum, R. (2008). “Metal-
based nanorods as molecule-specific contrast agents for reflectance imaging
in 3D tissues”, The Journal of Nanophotonics, 2, 23506.

Jennings, B. H. (2011) “Drosophila-a versatile model in biology and medicine”,
Materials Today, 14, 190-195.

Jia, C. J., and Schiith, F. (2011). “Colloidal metal nanoparticles as a component of
designed catalyst”, Physical Chemistry Chemical Physics, 13(7), 2457-
2487.

Kathirvelu, S., D’souza, L., and Dhurai, B. (2009). “UV protection finishing of
textiles using ZnO nanoparticles”, Indian Journal of Fibre and Textile
Research, 34, 267-273.

Kasthuri, J., Kathiravan, K., and Rajendiran, N. (2009a). “Phyllanthin-assisted
biosynthesis of silver and gold nanoparticles: a novel biological approach”,
Journal of Nanoparticle Research, 11(5), 1075-1085.

Kasthuri, J., Veerapandian, S., and Rajendiran, N. (2009b). “Biological synthesis of

72



silver and gold nanoparticles using apiin as reducing agent”, Colloids and
Surfaces B: Biointerfaces, 68(1), 55-60.

Kaushik, R., Supratim, B., and Pataki, C. B. (2013). “Green synthesis of silver
nanoparticles by using grape (Vitis vinifera) fruit extract: characterization of
the particles and study of antibacterial activity”, Research Journal of
Pharmaceutical, Biological and Chemical Sciences, 4, 1271-1278.

Kaya, B. (2000). “Bazi pestisitlerin Drosophila melanogaster hatlarinda mutajenik ve
rekombinojenik etkilerinin arastirilmasi1”, (Doktora Tezi), Akdeniz
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Antalya, 40-45.

Kaya, B., Yanikoglu, A., Creus, A. and Marcos, R. (2000). “Genotoxicity testing of
five herbicides in the Drosophila wing spot test”, Mutation
Research/Genetic Toxicology and Environmental Mutagenesis, 465(1-2),
77-84.

Kettler, K., Giannakou, C., de Jong, W. H., Hendriks, A. J., and Krystek, P. (2016).
“Uptake of silver nanoparticles by monocytic THP-1 cells depends on
particle size and presence of serum proteins”, Journal of Nanoparticle
Research, 18(9), 286.

Kharissova, O. V., Dias, H. R., Kharisov, B. 1., Pérez, B. O., and Pérez, V. M. J.
(2013). “The greener synthesis of nanoparticles”, Trends in Biotechnology,
31(4), 240-248.

Kim, K. T., Truong, L., Wehmas, L., and Tanguay, R. L. (2013). “Silver nanoparticle
toxicity in the embryonic zebrafish is governed by particle dispersion and
ionic environment”, Nanotechnology, 24(11), 115101.

Ko, S. H., Pan, H., Grigoropoulos, C. P., Luscombe, C. K., Fréchet, J. M., and
Poulikakos, D. (2007). “All-inkjet-printed flexible electronics fabrication on
a polymer substrate by low-temperature high-resolution selective laser
sintering of metal nanoparticles”, Nanotechnology, 18(34), 345202.

Kumar, A., Vemula, P. K., Ajayan, P. M., and John, G. (2008). “Silver-nanoparticle
embedded antimicrobial paints based on vegetable oil”, Nature Materials,
7(3), 236.

Kumar, A. M., Chisti, Y., and Banerjee, U. C. (2013). “Synthesis of metallic
nanoparticles using plant extracts”, Biotechnology Advances, 31(2), 346-
356.

Lansdown, A. B. (2010). “A pharmacological and toxicological profile of silver as an
antimicrobial agent in medical devices”, Advances in Pharmacological
Sciences, 2010,1-17.

Lea, M. C. (1889). “Allotropic forms of silver”, American Journal of Science, 37,
A476.

73



Lee, I. S., Lee, N., Park, J., Kim, B. H., Yi, Y. W., Kim, T., and Hyeon, T. (2006).
“Ni/NiO core/shell nanoparticles for selective binding and magnetic
separation of histidine-tagged proteins”, Journal of the American Chemical
Society, 128(33), 10658-10659.

Li, Y., Wu, Y., and Ong, B. S. (2005). “Facile synthesis of silver nanoparticles
useful for fabrication of high-conductivity elements for printed electronics”,
Journal of the American Chemical Society, 127(10), 3266-326.

Lloyd, J. R., Byrne, J. M., and Coker, V. S. (2011). “Biotechnological synthesis of
functional nanomaterials”, Current Opinion in Biotechnology, 22(4), 509-
515.

Luo, C. H., Shanmugam, V., and Yeh, C. S. (2015). “Nanoparticle biosynthesis using
unicellular and subcellular supports”, NPG Asia Materials, 7(8), e209.

Mao, B. H., Tsai, J. C.,, Chen, C. W,, Yan, S. J, and Wang, Y. J. (2016).
“Mechanisms of silver nanoparticle-induced toxicity and important role of
autophagy”, Nanotoxicology, 10(8), 1021-1040.

Makarov, V. V., Love, A. J., Sinitsyna, O. V., Makarova, S. S., Yaminsky, I. V.,
Taliansky, M. E., and Kalinina, N. O. (2014). “Green nanotechnologies:
synthesis of metal nanoparticles using plants”, Acta Naturae, 6(1), 20.

Martinez-Gutierrez, F., Olive, P. L., Banuelos, A., Orrantia, E., Nino, N., Sanchez, E.
M., Ruiz F., Bach H., and Av-Gay, Y. (2010). “Synthesis, characterization,
and evaluation of antimicrobial and cytotoxic effect of silver and titanium
nanoparticles”, Nanomedicine: Nanotechnology, Biology and Medicine,
6(5), 681-688.

Mbonyiryivuze, A., Omollo, I., Ngom, B. D., Mwakikunga, B., Dhlamini, S. M.,
Park, E., and Maaza, M. (2015). “Natural dye sensitizer for Gritzel cells:
Sepia melanin” , Physics and Material Chemistry, 3, 1-6.

Mokhtari, N., Daneshpajouh, S., Seyedbagheri, S., Atashdehghan, R., Abdi, K.,
Sarkar, S., Minaian, S., Shahverdi, H.R., Shahverdi, A.R. (2009).
“Biological synthesis of very small silver nanoparticles by culture
supernatant of Klebsiella pneumonia: The effects of visible-light irradiation
and the liquid mixing process”, Materials Research Bulletin, 44, 1415-
1421.

Mulder, W. J., Strijkers, G. J., van Tilborg, G. A., Griffioen, A. W., and Nicolay, K.
(2006). “Lipid-based nanoparticles for contrast-enhanced MRI and
molecular imaging. NMR in Biomedicine”: An International Journal
Devoted to the Development and Application of Magnetic Resonance In
vivo, 19(1), 142-164.

Murugan, K., Sanoopa, C. P., Madhiyazhagan, P., Dinesh, D., Subramaniam, J.,
Panneerselvam, C., and Munusamy, M. A. (2016). “Rapid biosynthesis of

74



silver nanoparticles using Crotalaria verrucosa leaves against the dengue
vector Aedes aegypti: what happens around? An analysis of dragonfly
predatory behaviour after exposure at ultra-low doses”, Natural Product
Research, 30(7), 826-833.

Miiller, R. H., Radtke, M., and Wissing, S. A. (2002). “Solid lipid nanoparticles
(SLN) and nanostructured lipid carriers (NLC) in cosmetic and
dermatological preparations” , Advanced Drug Delivery Reviews, 54, 131-
155.

Na, H. B., Song, 1. C., and Hyeon, T. (2009). “Inorganic nanoparticles for MRI
contrast agents”, Advanced Materials, 21(21), 2133-2148.

Nadagouda, M. N., and Varma, R. S. (2008). “Green synthesis of silver and
palladium nanoparticles at room temperature using coffee and tea extract”,
Green Chemistry, 10(8), 859-862.

Nair, L. S., and Laurencin, C. T. (2007). “Silver nanoparticles: synthesis and
therapeutic applications”, Journal of Biomedical Nanotechnology, 3(4),
301-316.

Nair, R., Varghese, S. H., Nair, B. G., Maekawa, T., Yoshida, Y., and Kumar, D. S.
(2010). “Nanoparticulate material delivery to plants”, Plant Science, 179(3),
154-163.

Nam, J. M., Thaxton, C. S., and Mirkin, C. A. (2003). “Nanoparticle-based bio-bar
codes for the ultrasensitive detection of proteins”, Science, 301(5641), 1884-
1886.

Nason, J. A., McDowell, S. A., and Callahan, T. W. (2012). “Effects of natural
organic matter type and concentration on the aggregation of citrate-stabilized
gold nanoparticles”, Journal of Environmental Monitoring, 14(7), 1885-
1892.

Nematollahi, F. (2015). “Silver nanoparticles green synthesis using aqueous extract
of Salvia limbata CA Mey”, International Journal of Biosciences, 6(2), 30-
35.

Nichols, C.D., Becnel, J. and Pandey, U.B. (2012) “Methods to assay Drosophila
behavior”, Journal of Visualized Experiments, (61), e3795.

Nowack, B., and Bucheli, T. D. (2007). “Occurrence, behavior and effects of
nanoparticles in the environment”, Environmental Pollution, 150(1), 5-22.

Nowack, B., Krug, H. F., and Height, M. (2011). “120 years of nanosilver history:
implications for policy makers”, Environmental Science and Technology,
45, 1177-1183.

Ong, C., Yung, L. Y. L., Cai, Y., Bay, B. H., and Baeg, G. H. (2015). “Drosophila
melanogaster as a model organism to study nanotoxicity”, Nanotoxicology,

75



9(3), 396-403.

Ong, C., Lee, Q. Y., Cal, Y., Liu, X,, Ding, J., Yung, L. Y. L., and Baeg, G. H.
(2016). “Silver nanoparticles disrupt germline stem cell maintenance in the
Drosophila testis”, Scientific Reports, 6, 20632.

Ozata, L. (2006). “Baz1 tekstil boyalarmimn Drosophila melanogaster iizerine toksik
ve genotoksik etkilerinin arastirilmas1”, (Doktora Tezi), Inonii Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii, Malatya.

Pandey, S., Mewada, A., Thakur, M., Shah, R., Oza, G., and Sharon, M. (2013).
“Biogenic gold nanoparticles as fotillas to fire berberine hydrochloride using
folic acid as molecular road map”, Materials Science and Engineering: C,
33(7), 3716-3722.

Patil, M. P., and Kim, G. D. (2017). “Eco-friendly approach for nanoparticles
synthesis and mechanism behind antibacterial activity of silver and
anticancer activity of gold nanoparticles”, Applied Microbiology and
Biotechnology, 101(1), 79-92.

Parashar, U. K., Saxena, P. S., and Srivastava, A. (2009). “Bioinspired synthesis of
silver nanoparticles”, Digest Journal of Nanomaterials and Biostructures
(DJINB), 4(1).

Pardeike, J., Hommoss, A., and Miiller, R. H. (2009). “Lipid nanoparticles (SLN,
NLC) in cosmetic and pharmaceutical dermal products”, International
Journal of Pharmaceutics, 366(1-2), 170-184.

Park, M. V., Neigh, A. M., Vermeulen, J. P., de la Fonteyne, L. J., Verharen, H. W.,
Briedé, J. J., and de Jong, W. H. (2011). “The effect of particle size on the
cytotoxicity, inflammation, developmental toxicity and genotoxicity of silver
nanoparticles”, Biomaterials, 32(36), 9810-9817.

Patil, M.P., Kim, G.D. (2017). “Eco-friendly approach for nanoparticles synthesis
and mechanism behind antibacterial activity of silver and anticancer activity
of gold nanoparticles”, Applied Microbiology and Biotechnology, 101, 79-
92.

Peter, M., Binulal, N. S., Soumya, S., Nair, S. V., Furuike, T., Tamura, H., and
Jayakumar, R. (2010). “Nanocomposite scaffolds of bioactive glass ceramic
nanoparticles disseminated chitosan matrix for tissue engineering
applications”, Carbohydrate Polymers, 79(2), 284-289.

Philip, D. (2010). “Green synthesis of gold and silver nanoparticles using Hibiscus
rosa sinensis”, Physica E: Low-Dimensional Systems and Nanostructures,
42(5), 14171424,

Rafique, M., Sadaf, I., Rafique, M.S., Tahir, M.B., (2016). “A review on green
synthesis of silver nanoparticles and their applications”, Artificial Cells,

76



Nanomedicine Biotechnology, 1-20.

Raghunandan, D., Borgaonkar, P. A., Bendegumble, B., Bedre, M. D,
Bhagawanraju, M., Yalagatti, M. S., and Abbaraju, V. (2011). “Microwave-
assisted rapid extracellular biosynthesis of silver nanoparticles using carom
seed (Trachyspermum copticum) extract and in vitro studies”, American
Journal of Analytical Chemistry, 2(04), 475.

Raj, A., Shah, P., and Agrawal, N. (2017). “Dose-dependent effect of silver
nanoparticles (AgNPs) on fertility and survival of Drosophila: An in-vivo
study”, PL0S Oneg, 12(5), e0178051.

Rajan, R., Chandran, K., Harper, S. L., Yun, S. I, and Kalaichelvan, P. T. (2015).
“Plant extract synthesized silver nanoparticles: an ongoing source of novel
biocompatible materials”, Industrial Crops and Products, 70, 356-373.

Ramsden, J. J. (2005). “What Is Nanotechnology?” Department Of Advanced
Materials, Cranfield University, Bedfordshire, UK. Nanotechnology
Perceptions 1. 3-17.

Ramsden, J. (2018). “Applied nanotechnology: the conversion of research results to
products”, William Andrew.

Rand, M.D., Montgomery, S.L., Prince, L. and Vorojeikina, D. (2014).
“Developmental toxicity assays using the Drosophila model”, Current
Protocols in Toxicology, 59(1), 12.

Rao, Sapra, S., Sarma, D. D.,C. N. R., Muller, A., and Cheetham, A. K. (2004).
Chemistry of Nanomaterials.

Raveendran, P., Fu, J., and Wallen, S. L. (2003). “Completely green synthesis and
stabilization of metal nanoparticles”, Journal of the American Chemical
Society, 125(46), 13940-13941.

Ravichandran, R. (2010). “Nanotechnology applications in food and food processing:
innovative green approaches, opportunities and uncertainties for global
market”, International Journal of Green Nanotechnology: Physics and
Chemistry, 1(2), P72-P96.

Rasheed, T., Bilal, M., Igbal, H. M., and Li, C. (2017). “Green biosynthesis of silver
nanoparticles using leaves extract of Artemisia vulgaris and their potential
biomedical applications”, Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 158,
408-415.

Reddy, P.R. (2006). "Gold Nanoparticles: Synthesis and Applications"”, 1791, and
references therein Michael Faraday, Philosophical Transactions of the
Royal Society, London, 1857.

Reibold, M., Paufler, P., Levin, A. A., Kochmann, W., Pitzke, N., and Meyer, D. C.
(2009). “Discovery of nanotubes in ancient Damascus steel”, Physics and

77



Engineering of New Materials, 305-310. Berlin: Springer.

Reiter, L.T., Potocki, L., Chien, S., Gribskov, M. and Bier, E. (2001). “A systematic
analysis of human disease-associated gene sequences in Drosophila
melanogaster”, Genome Research, 11(6), 1114-1125.

Rincon, J.G., Graf, U. (1995). “Drosophila melanogaster somatic mutation and
recombination test as a biomonitor”, Plenum Press, New York, 169-179.

Rubin, G.M. and Lewis, E.B. (2000) “A brief history of Drosophila’s contributions to
genome research”, Science, 287(5461), 2216-2218.

Saifuddin, N., Wong, C. W., and Yasumira, A. A. (2009). “Rapid biosynthesis of
silver nanoparticles using culture supernatant of bacteria with microwave
irradiation”, Journal of Chemistry, 6(1), 61-70.

Sangeetha, G., Rajeshwari, S., and Venckatesh, R. (2011). “Green synthesis of zinc
oxide nanoparticles by Aloe barbadensis miller leaf extract: Structure and
optical properties”, Materials Research Bulletin, 46(12), 2560-2566.

Sanghi, R., and Verma, P. (2009). “Biomimetic synthesis and characterisation of
protein capped silver nanoparticles”, Bioresource Technology, 100(1), 501-
504.

Sanvicens, N., Pastells, C., Pascual, N., and Marco, M. P. (2009). “Nanoparticle-
based biosensors for detection of pathogenic bacteria”, TrAC Trends in
Analytical Chemistry, 28(11), 1243-1252.

Saratale, R. G., Saratale, G. D., Shin, H. S., Jacob, J. M., Pugazhendhi, A., Bhaisare,
M., and Kumar, G. (2018). “New insights on the green synthesis of metallic
nanoparticles using plant and waste biomaterials: current knowledge, their
agricultural and environmental applications”, Environmental Science and
Pollution Research, 25(11), 10164-10183.

Sarikaya, R. (2005). “Sodyum nitrit, sodyum nitrat, potasyum nitrit ve potasyum
nitrat’in genotoksik etkisinin somatik mutasyon ve rekombinasyon testi ile
arastirtlmas1”, (Doktora Tezi), Gazi Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii,
Ankara.

Sathyavathi, R., Krishna, M. B., Rao, S. V., Saritha, R., and Rao, D. N. (2010).
“Biosynthesis of silver nanoparticles using Coriandrum sativum leaf extract
and their application in nonlinear optics”, Advanced Science Letters, 3(2),
138-143.

Scherer, M. D., Sposito, J. C., Falco, W. F., Grisolia, A. B., Andrade, L. H., Lima, S.
M., and Oliveira, S. L. (2019). “Cytotoxic and genotoxic effects of silver
nanoparticles on meristematic cells of Allium cepa roots: A close analysis of
particle size dependence”, Science of the Total Environment, 660, 459-467.

Schlossman, D., and Shao, Y. (2005). “Inorganic ultraviolet filters”, Sunscreens:

78



Regulation and Commercial Development (239-80). Florida: Taylor and
Francis.

Sevimli, M., and Sevimli, T. S. (2016). “Embriyonik K&k Hiicrelerde Wnt Sinyal
Yolag1”, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi, 30(1), 45-54.

Shahverdi, A. R., Minaeian, S., Shahverdi, H. R., Jamalifar, H., and Nohi, A. A.
(2007). “Rapid synthesis of silver nanoparticles using culture supernatants of
Enterobacteria: a novel biological approach”, Process Biochemistry, 42(5),
919-923.

Sharma, V. K., Yngard, R. A., and Lin, Y. (2009). “Silver nanoparticles: green
synthesis and their antimicrobial activities”, Advances in Colloid and
Interface Science, 145(12), 83-96.

Shibata, N., Saitoh, T., Tadokoro, Y., and Okawa, Y. (2009). “The cell wall
galactomannan antigen from Malassezia furfur and Malassezia
pachydermatis contains -1, 6-linked linear galactofuranosyl residues and its
detection has diagnostic potential”, Microbiology, 155(10), 3420-3429.

Si, S., and Mandal, T. K. (2007). “Tryptophan-based peptides to synthesize gold and
silver nanoparticles: A mechanistic and kinetic study”, Chemistry—A
European Journal, 13(11), 3160-3168.

Singh, A. K. (2015). “Engineered nanoparticles: structure, properties and
mechanisms of toxicity”, (1st ed.) Cambridge: Academic Press.

Singh, P., Kim, Y. J., Wang, C., Mathiyalagan, R., and Yang, D. C. (2016).
“Weissella oryzae DC6-facilitated green synthesis of silver nanoparticles
and their antimicrobial potential”, Artificial Cells, Nanomedicine, and
Biotechnology, 44(6), 1569-1575.

Singh, A., Dar, M. Y., Joshi, B., Sharma, B., Shrivastava, S., and Shukla, S. (2018).
“Phytofabrication of silver nanoparticles: novel drug to overcome
hepatocellular ailments”, Toxicology reports, 5, 333-342.

Shi, L., Shan, J., Ju, Y., Aikens, P., and Prud’homme, R. K. (2012). “Nanoparticles as
delivery vehicles for sunscreen agents”, Colloids and Surfaces A:
Physicochemical and Engineering Aspects, 396, 122-129.

Shiraishi, Y., Toshima, N., Maeda, K., Yoshikawa, H., Xu, J., and Kobayashi, S.
(2002). “Frequency modulation response of a liquid-crystal electro-optic
device doped with nanoparticles”, Applied Physics Letters, 81(15), 2845-
2847.

Shrivastava, S., Singh, S. K., Mukhopadhyay, A., Sinha, A. S., Mandal, R. K., and
Dash, D. (2011). “Negative regulation of fibrin polymerization and clot
formation by nanoparticles of silver”, Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, 82(1), 241-246.

79



Sun, C., Lee, J. S., and Zhang, M. (2008). “Magnetic nanoparticles in MR imaging
and drug delivery”, Advanced Drug Delivery Reviews, 60(11), 1252-1265.

Sundrarajan, M., and Gowri, S. (2011). “Green synthesis of titanium dioxide
nanoparticles by Nyctanthes arbor-tristis leaves extract”, Chalcogenide
Letters, 8(8), 447-451.

Souza, T. A., Franchi, L. P., Rosa, L. R., da Veiga, M. A., and Takahashi, C. S.
(2016). “Cytotoxicity and genotoxicity of silver nanoparticles of different
sizes in CHO-K1 and CHO-XRSS5 cell lines”, Mutation research/Genetic
Toxicology and Environmental Mutagenesis, 795, 70-83.

Szabad, J., Soos, 1., Polgar G. and Hejja, G. (1983) “Testing themutagenicity of
malondialdehyde and formaldehyde by the Drosophila mozaik and thesex
linked recessive letal test”, Mutation Research, 113, 117-133.

Tamuly, C., Hazarika, M., Borah, S. C., Das, M. R., and Boruah, M. P. (2013). “In
situ biosynthesis of Ag, Au and bimetallic nanoparticles using Piper
pedicellatum C. DC: green chemistry approach”, Colloids and surfaces B:
Biointerfaces, 102, 627-634.

Taniguchi, N., Arakawa, C., and Kobayashi, T. (1974). “On the basic concept
of'nanotechnology”, Proceedings of the International Conference on
Production Engineering, 2, 18-23.

Taylor, J. R., Fang, M. M., and Nie, S. (2000). “Probing specific sequences on single
DNA molecules with bioconjugated fluorescent nanoparticles”, Analytical
Chemistry, 72(9), 1979-1986.

Thombre, R., Parekh, F., and Patil, N. (2014). “Green synthesis of silver
nanoparticles  using  seed  extract of  Argyreia  nervosa”,
International Journal of Pharma and Bio Sciences, 5(1), 114-1109.

Tiirk Patent ve Marka Kurumu TPMK, (2001). Cimin Uziimii Cografi Isaret Tescil
Belgesi (Tescil No:37), http://www.turkpatent.gov.tr/ TURKPATENT/
(Erisim Tarihi: 08.10.2018).

Umamaheswari, C., Lakshmanan, A., and Nagarajan, N. S. (2018). “Green synthesis,
characterization and catalytic degradation studies of gold nanoparticles
against congo red and methyl orange”, Journal of Photochemistry and
Photobiology B: Biology, 178, 33-39.

Vannini, C., Domingo, G., Onelli, E., De Mattia, F., Bruni, I., Marsoni, M., and
Bracale, M. (2014). “Phytotoxic and genotoxic effects of silver nanoparticles
exposure on germinating wheat seedlings”, Journal of Plant Physiology,
171(13), 1142-1148.

Velusamy, P., Kumar, G. V., Jeyanthi, V., Das, J., and Pachaiappan, R. (2016).
“Bioinspired green nanoparticles: synthesis, mechanism, and antibacterial

80



application”, Toxicological Research, 32(2), 95.

Verma, S., Kumari, B., Shrivastava, J. N. (2014). “Green Synthesis of Silver
Nanoparticles sing Single Cell”, International Journal of Pharma and Bio
Sciences, 5(2), 458-464.

Voevodin, N. N., Kurdziel, J. W., and Mantz, R. (2006).“Corrosion protection for
aerospace aluminum alloys by Modified Self-assembled Nanophase Particle
(MSNAP) sol-gel”,Surface and Coatings Technology, 201(3-4), 1080-
1084.

Wang, L., Liu, X., Hu, X., Song, S., and Fan, C. (2006). “Unmodified gold
nanoparticles as a colorimetric probe for potassium DNA aptamers”,
Chemical Communications, 36, 3780-3782.

Wang, X., Li, T., Su, X,, Li, J., Li, W., Gan, J., and Xue, Y. (2019). “Genotoxic
effects of silver nanoparticles with/without coating in human liver HepG2
cells and in mice”, Journal of Applied Toxicology, 39(6), 908-918.

Weir, A., Westerhoff, P., Fabricius, L., Hristovski, K.,and Von Goetz, N. (2012).
“Titanium dioxide nanoparticles in food and personal care products”,
Environmental Science and Technology, 46(4), 2242-2250.

Wijnhoven, S. W. P., Peijnenburg, W. J. G. M., Herberts, C. A., Hagens, W. I.,
Oomen, A. G., Heugens, E. H. W., Roszek, B., Bisschops, J.,. Gosens, 1.,
Van De Meent, D., Dekkers, S., De Jong, W. H., Van Zijverden, M., Sips,
A. N. J. A. M., Geertsma, R. E. (2009). “Nano-silver—a review of available
data and knowledge gaps in human and environmental risk assessment”,
Nanotoxicology, 3(2), 109-138.

Wu, X. L., Jiang, L. Y., Cao, F. F., Guo, Y. G., and Wan, L. J. (2009). “LiFePO4
nanoparticles embedded in a nanoporous carbon matrix: superior cathode
material for electrochemical energy-storage devices”, Advanced Materials,
21(25-26), 27102714,

Wiirgler, F.E. (1986) “In vivo mutagenicity testing using somatic cells of Drosophila
melanogaster”, Chemical Mutagens, 10, 1-72.

Wolfgang, L. (2007). “Bottom-up methods for making nanotechnology products”.
Erisim: http://www.azonano.com/details.asp?ArticlelD=1079. (Erisim tarihi:
11.11.2014).

Wong, K. K., and Liu, X. (2010). “Silver nanoparticles—the real ‘silver bullet’ in
clinical medicine?”, Medicinal Chemistry Communications, 1(2), 125-131.

Xiang, D., Zheng, Y., Duan, W., Li, X., Yin, J., Shigdar, S., and Xiang, B. (2013).
“Inhibition of A/Human/Hubei/3/2005 (H3N2) influenza virus infection by
silver nanoparticles in vitro and in vivo”, International Journal of
Nanomedicine, 8, 4103.

81


http://www.azonano.com/details.asp?ArticleID=1079

Xue, C. H., Jia, S. T., Zhang, J., and Tian, L. Q. (2009). “Superhydrophobic surfaces
on cotton textiles by complex coating of silica nanoparticles and
hydrophobization”, Thin Solid Films, 517(16), 4593-4598.

You, C. C., Miranda, O. R., Gider, B., Ghosh, P. S., Kim, I. B., Erdogan, B., Sai A.
K.,.Bunz U. H. F. and Rotello, V. M. (2007). “Detection and identification of
proteins using nanoparticle—fluorescent polymer ‘chemical nose’sensors”,
Nature Nanotechnology, 2(5), 318.

Yu, C. H,, Tam, K., and Tsang, E. S. (2008). “Chemical methods for preparation of
nanoparticles in solution”, Handbook of Metal Physics, 5, 113-141.

Zain, N. M., Stapley, A. G. F., and Shama, G. (2014). “Green synthesis of silver and
copper nanoparticles using Ascorbic acid and Chitosan for antimicrobial
applications”, Carbohydrate Polymers, 112, 195-202.

Zaki, A. (2007). “Processing And Synthesis Techniques For The Preparation of
Nanomaterials”, Erisim : http://www.azonano.com/details.rrrrrrasp. (Erisim
tarihi : 11.11.2014)

Zargar, M., Hamid, A. A., Bakar, F. A., Shamsudin, M. N., Shameli, K., Jahanshiri,
F., and Farahani, F. (2011). “Green synthesis and antibacterial effect of
silver nanoparticles using Vitex negundo L”, Molecules, 16(8), 6667-6676.

Zhang, D., Huarng, M. C., and Alocilja, E. C. (2010). “A multiplex nanoparticle-
based bio-barcoded DNA sensor for the simultaneous detection of multiple
pathogens”, Biosensors and Bioelectronics, 26(4), 1736-1742.

Zhao, G., and Stevens, S. E. (1998). “Multiple parameters for the comprehensive

evaluation of the susceptibility of Escherichia coli to the silver ion”,
Biometals, 11(1), 27-32.

82


http://www.azonano.com/details.rrrrrrasp.%20(Erişim

EKLER

83



Ek-1. Tez Calismasi Siiresince Yapilan Akademik Calismalar

Altun Colak, D., Baygu, G., Atici, T. (2020) “Giimiis nanopartikiillerinin meyve
sinekleri lizerindeki larval toksisitesinin karsilastirmali degerlendirilmesi.”, XI.
MAS European International Congress On Mathematics-Engineering-
Natural & Medical Sciences, Tokat- TURKEY, 13-15 Mart 2020.

84



OZGECMIS

1983 yilinda Usak ilinde dogdu. Ilk ve orta 6grenimini Manisa ilinin Salihli ilgesinde
tamamladi. 2002 yilinda Siileyman Demirel Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Bolimii’nii kazandi. 2006 yilinda ayni bdliimden mezun oldu. Evli ve iki
cocuk babasi olup halen Binali Yildirim Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji

Anabilim Dali’nda tezli yliksek lisans 6grenimine devam etmektedir.

85



