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DROSOPHILA MELANOGASTER’DE SOMATİK MUTASYON ve 

REKOMBİNASYON TESTİ (SMART) İLE ARAŞTIRILMASI 

Burhan NAS 

Erzincan Binali Yıldırım Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

Danışman: Dr. Öğr. Üyesi Deniz ALTUN ÇOLAK 

Nikel demir oksit nanokompozitinin (NiFe2O4NP) modern sanayi, biyomedikal 

uygulamalar, manyetik rezonans görüntüleme, sensörlerin yapımı, hedeflenmiş ilaç 

tedavisi, fotoelektrik cihazlarına kadar hayatımızın pek çok önemli alanında 

kullanıldığını bilinmektedir. Bu çalışmada, metaloksit nanopartiküller arasında yer 

alan NiFe2O4 (30nm)  nanopartikülünün Drosophila melanogaster’in transheterozigot 

larvaları üzerinde olası toksik ve genotoksik etkileri araştırılmaya çalışılmıştır. Bu 

amaçla, resesif flare (flr
3
) ve multiple wing hair (mwh) belirleyici genlerini üçüncü 

kromozomlarında taşıyan 72±4 saatlik larvalar kullanılmıştır. Larvalar, farklı 

konsantrasyonlarda (25, 50, 75, 100 ve 200μg/mL) NiFe2O4NP içeren besin ortamına 

alınarak kronik olarak beslenmiştir. NiFe2O4NP’nün genotoksik etkileri, uygulama 

sonunda larvalardan çıkan sineklerin kanat imajinal disk hücrelerindeki genetik 

değişimler (mitotik rekombinasyon, delesyon, nokta mutasyon, ayrılmama) 

sonucunda oluşan mutant trikomlara göre değerlendirilmiştir. Mutant klon 

değerlendirmeleri, küçük tek tip, büyük tek tip ve ikiz klon sınıflandırmaları esas 

alınarak yapılmıştır. Somatik mutasyon ve rekombinasyon test yöntemiyle NiFe2O4 

nanopartikülünün en yüksek konsantrasyonda genotoksik etki gösterdiği 

belirlenmiştir. 

2019, 75 Sayfa  

Anahtar Kelimeler: Drosophila melanogaster, genotoksik etki, nanoteknoloji, 

nanopartikül,  somatik mutasyon ve rekombinasyon testi 
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It is known that nickel iron oxide nanocomposite (NiFe2O4NP) is used in many 

important areas of our life, from modern industry, biomedical applications, magnetic 

resonance imaging, construction of sensors, targeted drug treatment, photoelectric 

devices. The aim of this study was to investigate the possible toxic and genotoxic 

effects of NiFe2O4 (30nm) nanoparticle between metal oxide nanoparticles on 

Drosophila melanogaster transheterozygote larvae. For this purpose, 72±4h larvae 

carrying the recessive genes (flr
3
) and multiple wing hair (mwh) in their third 

chromosomes were used. The larvae were fed chronically at different concentrations 

(25, 50, 75, 100 and 200μg/mL) by taking into the nutrient medium containing 

NiFe2O4NP. The genotoxic effects of NiFe2O4NP were evaluated according to 

mutant trichomes resulting from genetic changes (mitotic recombination, deletion, 

point mutation, non-disjunction) development of the wing imaginal discs. Mutant clone 

evaluations were performed on the basis of small single spots, large single spots and 

twin spots classifications. The somatic mutation and recombination test showed that 

the NiFe2O4 nanoparticle had the highest concentration of genotoxic effect. 

2019,75 Pages  

Keywords: Drosophila melanogaster, genotoxic effect, nanotechnology, 

nanoparticle, somatic mutation and recombination test 
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1. GİRİŞ 

Nanoteknoloji teriminin doğuşu, Richard Feynman’ın 1959 yılında yapmış olduğu bir 

konuşmadaki “küçük boyutlarda yapılabilecek çok şey var” ifadelerine istinat edilmiştir. 

1981 yılında atomların görüntülerini doğrudan veren taramalı tünelleme mikroskobunun 

(STM) ve 1986 yılında atomik kuvvet mikroskobunun (AFM) icadıyla biyolojik 

yapıların nano boyutlarda görüntülenip, incelenmesi mümkün olmuştur. Bu gelişimsel 

süreçlerle beraber, bilim adamlarının nanometre boyutlarında bilime ilgisini artmış, 

bilimsel çalışmalarla bilimsel bilgilerin daha detaylı incelenmesine, bilimin hızlı 

gelişmesine ve güncellenmesine katkı sağlamıştır. 21. yüzyılın başında ise şimdiye 

kadar üretilmemiş yeni nano yapıların atomsal ve moleküler düzeyde tasarlanarak 

üretilmesi dönemi başlamıştır (Lehn, 2002; Schmidt vd., 2003; Gupta, 2011). 

Nanoteknoloji, yapı taşları olarak molekül veya atomların kullanıldığı insan yapımı 1-

100nm boyutundaki nano yapıların işlevsel olarak tasarlanıp üretilmesi şeklinde 

tanımlanmaktadır (Thrall, 2004; Kuzma ve Priest, 2010; Gupta, 2011; Syed vd., 2013). 

Nanometrik boyut atom ve molekül yapısını temsil etmektedir. Nanometrik boyut ile 

bazı biyolojik yapıların karşılaştırılması (Özdoğan, 2019) Şekil 1.1’de şematize 

edilmiştir. 

 

Şekil 1.1. Nanometrik boyut ile biyolojik yapılarla mukayese edildiği ölçek 

Yunanca “nannos” kelimesinden gelen nano kelimesi “küçük yaşlı adam veya cüce” 

demektir (Demir vd., 2011). Matematiksel bir ölçü birimi olarak kullanılan nanometre, 
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metrenin milyarda birine denk gelir. Nanoteknoloji ile 1-100nm boyutlarda elde edilen 

küçük yapılara nanopartikül (NP) denir. NP’leri partikül yapılarına, karakterizasyon 

özelliklerine ve üretim şekline göre bir birçok açıdan sınıflandırmak mümkündür. 

NP’ler, parçacık yapılarına göre inorganik NP, polimerik NP, lipozom, katı lipit NP, 

nanokristal, nanotüp ve dendrimer olmak üzere yedi gruba ayrılmaktadır (Kavaz, 2011). 

Karakterizasyon özelliklerine göre ise aglomerasyon derecesi, yoğunluk, şekil, boyut, 

tane boyut dağılımı, bileşim, porozite yüzey alanı, yüzey özellikleri, yüzey yükü, yüzey 

pürüzlülüğü ve kristal yapıya bağlı olarak sınıflandırılmaktadır (Entekno, 2019). NP’ler 

sentezlenme yöntemlerine göre sınıflandırılması (Erci ve Khodakovskaya, 2013) Şekil 

1.2’de şematize edilmiştir. 

 

Şekil 1.2. NP’lerin sentezlenme yöntemleri 

İnsanoğlunun dikkatini çekmeyi başaran nanoteknoloji yaklaşık 100 yıllık bir serüvene 

sahiptir. Günümüzde milyonlarca çeşit NP’ler ve nano yapılar elde edilmektedir. 

NP’ler, insanın yaşamını sürdürdüğü her alana girmeye devam etmekte ve NP’lerin 

http://www.enteknomaterials.com/nano-malzemeler
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insan yaşamını olumlu veya olumsuz yönden etkilemesi de kaçınılmaz olmaktadır 

(Chen vd., 2006). Nanomalzemeler (NM) mikro yapılara göre asgari hata seviyeleri 

sunmakta ve eşsiz dayanıklılık güçleri ile hâlihazırdaki birçok endüstriyel süreç için 

devrimsel yenilikler getirmektedir. Bu sebeple nano malzemelerin tıp, biyoloji, 

mühendislik gibi pek çok alanda kullanımı yaygınlaşmıştır. Şekil 1.3’te gösterildiği gibi 

ve birçok alanda da kullanımının artacağı ön görülmektedir (Entekno, 2019). 

 

Şekil 1.3. Nano malzemelerin kullanım alanları 

Nanoteknoloji ile atomsal ve moleküler yapılarda yeni tasarımlarla beraber 

nanometaryallerin, cihazların ve sistemlerin değişime uğraması kaçınılmaz olmuştur. 

Son 20 yıl göz önüne alındığında nanoteknoloji ve nanoteknolojik ürünlerin üretilmesi 

ivmeli bir artış göstermektedir. Nanoteknolojik ürünlerin yaşamın her alanında kullanılır 

olması nanoteknolojinin ne kadar önemli olduğunu göstermektedir (Entekno, 2019). 
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Nanoteknolojinin gelişmesine paralel olarak önem kazanan NP’lerin doğa ve canlılar 

üzerindeki olumlu veya olumsuz etkileri olacaktır (Gök, 2007). İnsanoğlunun 

nanoteknolojik ürünlerin daha sık kullanılmasıyla beraber doğaya salınımının artması 

kaçınılmaz olacaktır. NP’lerin ve salınım artışının olası etkileri ise yapılan çalışmaların 

çelişkili sonuçlar vermesiyle insanoğlunu ve doğayı büyük bir risk beklemektedir. 

Ayrıca NP’lerin olası etkilerinin araştırılmasında kullanılan günümüzdeki teknik ve 

yöntemlerin de yetersiz kalışına birçok çalışmada değinilmiş ve NP’lerin doğa ve 

canlılar üzerindeki etki mekanizması tam olarak gösterilememiştir (Warheit ve Donner, 

2010). 

Ünlü düşünür Paracelsus "Her madde zehirdir. Zehir olmayan madde yoktur; zehir ile 

ilacı ayıran dozdur.” demiştir. Zehir bilimi anlamına gelen toksikoloji, canlılar üzerinde 

istenmeyen sonuçlar ortaya çıkaran, onların biyolojik, kimyasal ve fiziksel özelliklerini, 

canlı organizmada uğradığı değişimi ve etki mekanizmalarını olası risk faktörleri ile 

birlikte deneysel olarak inceleyen bir bilim dalıdır (Doğan, 2008). Toksikolojik 

çalışmalar, canlıların bağışıklık sistemi üzerine olan etkilerini de incelemektedir. Bu 

bağlamda, multidisipliner bir bilim dalı olan toksikoloji, birçok bilim dalı ile yakından 

ilişkilidir (Vural, 2005). 

Toksikolojinin alt dalı olan, NP’lerin DNA üzerindeki etkilerini inceleyen 

genotoksikoloji bilim dalının yanında yeni bilim olarak NP’lerin olası toksik etkisini 

araştıran Nanotoksikoloji doğmuştur (Handy vd., 2008 ). 

NP’lerin etkileri henüz çok yeni olarak araştırılmaya başlanmış olmasına rağmen 

NP’lerin toksik etkili olduğunu gösteren pekçok literatür bilgisine rastlanmıştır 

(Ahamed vd., 2010; Demir vd., 2011-2013-2015; Vales vd., 2013; Reis vd., 2015). 

NP’lerin toksik etkileri üzerine yapılan araştırmalar, çeşitli canlılarda denenmiş ve 

değişik NP için de benzer sonuçların oluştuğu görülmüştür. Yapılan bir çalışmada, 

gümüş NP’lerin çok düşük dozlarda bile toksik etkili olduğu ve gümüş NP’lerinin çevre 

için potansiyel tehlike teşkil edebileceği ortaya koyulmuştur (Gubbins vd., 2011). 

Bir çalışmada ZnO ve TiO2NP’lerinin ekotoksik etkileri araştırılmıştır. Çalışma sonucu 

Pseudokirchneriella subcapitata türü üzerinde, ZnONP’nin membran kararsızlığına 
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sebep olduğu ve alg büyümesinin NP doz miktarındaki artış ile inhibe edildiği tespit 

edilmiştir. Toksisiteye serbest Zn
2+

 iyonunun neden olduğu ifade edilmiştir (Lee ve An, 

2013). Pinherio ve arkadaşları (2013), titanyum dioksit NP’lerinin (TiO2NP) su piresi 

Daphnia magna ve su mercimeği Lemna minör üzerine olan olası toksik etkilerini 

incelenmişlerdir. TiO2NP’ne maruz kalan D. magna’da önemli miktarda TiO2NP 

birikimi ve yüksek TiO2NP dozlarda (>10mg/L) yüksek oranda letalite gözlenmiştir. 

25mg/L üzerindeki TiO2NP’ne maruz kalan L. minor’de ise morfolojik değişikler 

gözlenmiştir. Sonuç olarak TiO2NP’ne maruz kalan bireylerde, bu organizmaların 

fizyoloji ve populasyon düzeylerini değiştirerek sucul ekosistemlerde risk 

oluşturabileceği ifade edilmiştir (Pinheiro vd., 2013). 

Başka bir çalışmada AgNP’lerin Lemna gibba’da hücre canlılığı ve büyüme üzerindeki 

etkileri araştırılarak sucul sistemlerdeki AgNP birikiminin, büyüme inhibisyonuna ve 

yaprak sayısındaki azalma olarak potansiyel bir toksik kaynak olduğu ve su 

mercimeğinin canlılığı için tehlike oluşturduğu tespit edilmiştir (Oukarroum vd., 2013). 

Sucul başka bir bitki olan Landoltia punctata üzerinde bakır oksit CuONP’nün olası 

etkisini, bakır ile karşılaştırmış. 1mgL
-1

 CuONP varlığında bitkilerde klorofil sayısında 

önemli miktarlarda azalma olduğu görülmüştür. CuONP’ne maruz bırakılan bitki 

yaprağındaki Cu içeriğinin, aynı konsantrasyonlardaki bakıra maruz bırakılan bitki 

yapraklarındakine göre dört kat fazla olduğu , nano boyuttaki moleküllerin daha toksik 

olabileceği gözlemlenmiştir ( Shi vd., 2011). Çinko oksit NP’lerin (ZnONP), bir midye 

türü olan Mytilus galloprovincialis üzerindeki fizyolojik etkileri araştırılmış. Midye 

boyutunun Zn konsantrasyonu ve birikimi ile değişiklik gösterdiği, 12 haftalık 

uygulamalardan sonra midyelerdeki solunum oranının ZnO konsantrasyonu ile ters 

orantılı olarak değişim gösterdiği tespit edilmiştir. Hayatta kalma oranının 2mgL
-1

 ZnO 

konsantrasyonunda önemli ölçüde azaldığı, ayrıca bu dozda ZnO’ya maruz kalan 

midyelerin kontrol grubundaki midyelere oranla %40 daha az büyüyüp geliştiği 

belirtilmiştir (Hanna vd., 2013). 

Cyprinus carpio türü yavru sazanlarda,  ZnONP’nün subakut toksisitesi ve birikiminin 

incelendiği başka bir çalışmada, 30 günlük yavru sazanlara 50mg/L ZnONP ve ZnO 

muamelesinden sonra dokularda önemli oranlarda birikim olabileceği, bu birikimin 

farklı dokularda dağılım gösterebileceği ve ZnONP’nün ZnO’dan daha fazla birikim 
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yaptığı gözlenmiştir.  Ayrıca 50mg/L ZnONP uygulamasında hücre içi oksidatif stresin 

daha yüksek olduğu, aynı konsantrasyondaki ZnO’dan daha ciddi histolojik değişikliğe 

neden olduğu tespit edilmiştir. ZnONP’nün toksik mekanizmasının artan hücre stresi ile 

ilişkili olabileceği ifade edilmiştir (Hao vd., 2013).  

Farelere oral yolla verilen Cu elementinin nano boyutunun (23.5nm) mikropartiküler 

(17µm) boyutuna göre karaciğer, dalak ve böbrek gibi organlarda daha fazla hasara 

neden olduğu saptanmıştır (Chen vd., 2006). 

Song vd., (2009) tarafından, yaşları 18-47 arasında değişen, öncesinde sağlık sorunu 

belirtisi olmayan, sigara kullanmamış, çeşitli hastanelerde takip edilen ve birbirine 

benzeyen klinik bulguları olan, benzer iş-mesleki maruziyeti anlatan kadın hastalar 

üzerinde yapılan bir çalışmada,  hastalarda benzer klinik bulgularının çarpıntı, nefes 

darlığı ve nedeni bilinmeyen göğüs ağrıları olduğu saptanmıştır. Tanısal amaçla, kadın 

hastaların çalıştıkları fabrikadan malzemeler, kullandıkları boya hamurları, ortam 

ölçümleri ve havalandırmalarda bulunan toz numuneleri alınmış, numunelerde gaz 

kromatografik-spektrometrik analizleri sonucu poliakrilik esterler olduğu belirlenmiştir. 

Ayrıca, hastaların akciğer epitel hücreleri sitoplazmalarında da ortalama 30nm olan bu 

NP’lere rastlanmıştır. Çalışma sonucunda insanların uzun süreyle NP’lere maruz 

kalması akciğerde önemli tahribata neden olabileceği belirtilmiştir. 

NP’lerin ciltteki etkilerinin incelendiği bir çalışmada da tek duvarlı karbon nanotübün in 

vitro olarak keratinosit hücrelerinde oksidatif stresi artırdığı gösterilmiştir (Shvedova 

vd.,2003). Metal NP’lerden olan nano boyutundaki manganezin (Mn), santral sinir 

sisteminde birikerek Parkinson hastalığına yol açtığı, santral sinir sisteminde ROT 

ürünlerini ve dopamin tüketimini artırdığı bildirilmiştir (Olanow, 2004). Başka bir 

çalışmada ise NP’lerin insan umblikal ve epitel hücrelerinde doğrudan sitotoksik etkiyle 

fizyolojik değişikliklere neden olduğu, hücre büyümesi fizyolojik olarak inhibe 

edebileceği saptanmıştır (Yamawaki ve Iwai, 2006). 

NP’lerin neden olduğu toksisitenin tamamen anlaşılamamış olmasına rağmen, temel ve 

olası mekanizma olarak reaktif oksijen türlerinin (ROT) oluşumuna bağlı toksik etkinin 

oluştuğu düşünülmektedir. NP'ler (1) endositozla hücreye alınır; (2) endositotik 

veziküller oluşur ve (3) parçacık iyonlarının hücreye salınması. NP'lerin ROS 
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üretiminden sorumlu ana faktörler şunları içerir: (a) mitokondri ile etkileşim; (b) 

NADPH oksidaz ile etkileşim ve (c) fizikokimyasal özelliklerle (boyut, şekil, foto-

reaktif özellikler ve yüzey kimyası) ilgili faktörler NP'lerin ROS üretiminden sorumlu 

olan ana faktörlerdir (Şekil 1.4). Bu faktörler ROS oluşumu, hücre zarı hasarı, DNA 

hasarı, hücre döngüsü durması, apoptoz gibi sonuçlarına yol açar (Ahmed vd., 2017). 

NP’lerin toksik etki makanizmaları (Schins vd., 2002) Şekil 1.5- Şekil 1.6’da 

gösterilmiştir. 

 

Şekil 1.4. NP aracılı ROS üretim mekanizmaları 
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Şekil 1.5. NP aracılı NP’lerin hücre içine alınma ve toksisite oluşum süreci 

 

Şekil 1.6. NP’lerin genotoksik etki mekanizması 

Birincil genotoksisite; Np’lerin doğrudan genomik DNA etkileşimi ya da ROT 

oluşturması. İkincil genotoksisite; fagositler yoluyla ROT oluşumu ve DNA hasarı 

(Stone vd., 2010). 
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Fiziksel, biyolojik ve kimyasal etkenler hücreleri farklı oranlarda etkileyerek toksisiteye 

yol açabilirler. Bir etkenin biyolojik davranışının bilinebilmesi için hücreler üzerindeki 

toksik ya da non-toksik etkisinin belirlenmesi gereklidir. 

Sitotoksisite canlı bir hücredeki toksik etki oranı anlamına gelmektedir. Hücreye 

verilecek maddenin hücre içi toksik etkisini araştırmayı amaçlayan testlerdir. Sitotoksik 

etkisi olan maddelere maruz kalan hücreler otofaji, nekroz ve apoptoz gibi olaylar 

sonucu ölebilir ya da sitostazis nedeniyle proliferasyon özelliklerini kaybedebilir 

(Galluzzi vd., 2009). Yapılan sitotoksisite çalışmasının şekli ve yöntemi ne olursa olsun, 

önemli olan çalışma sonundaki ölü hücre miktarının canlı hücre sayısına oranıdır (Riss 

vd., 2006). Bu testler üç ana grupta toplanmıştır.  

Tetrazolyum tuzları ile yapılan testler; fazla sayıda maddeyi kısa zamanda kolayca 

inceleyebilmek için, mikropleytler ve bunlara uygun hale getirilen testlerin 

geliştirilmesiyle mümkün olmaktadır. Ekle- karıştır ve ölç kuramıyla, hem zamandan 

tasarruf edilmiş hem de uygulama kolaylığı sağlanmıştır (Weyermann vd., 2005). 

Laktat dehidrogenaz (LDH) testi; hücre hayatta kalış oranlarının değerlendirilmesinde 

kullanılan diğer bir yöntem olan bu teknikte amaç hasarlı/ölü hücrelerden vasata salınan 

laktat dehidrogenaz (LDH) aktivitesinin ortaya çıkarılması prensibine dayanmaktadır. 

Lüminesans metodlar; canlı hücre sayısının Alamar mavisi ve diğer floresans, ATP 

biyolüminesans ve gerçek zamanlı (real time) biyolüminesans gibi farklı tekniklerle 

ölçüldüğü yöntemlerdir.  

1970 yılından beri genotoksisite testleri kullanılmaktadır. Zaman içinde yeni teknikler 

eklenerek, günümüzde 200’den fazla test tekniği oluşturulmuştur. Prokaryotik ve 

ökaryotik sistemlere göre yaygın olarak kullanılan testler mevcuttur. (Cunny ve 

Hodgson, 2004; Çakır, 2004; Parlak vd., 2011).  

Bakteriyel testlerden Ames, E.coli, Umu, SOS ve Mutotox testileri sık kullanılan 

prokaryotik testlerdendir. 

Drosophila Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART), Comet testi, 

Mikronükleus testi (MN), DNA tamir sentezi (UDS assay),  Maya testleri 
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(Saccharomyces, Neurospora ve Aspergillus), Kök ucu testi, Kromozom aberasyon 

testi, Sperm aberasyon yöntemi, DNA alkalin unwinding assay, Kardeş kromatit 

değişimi (SCE assay) ve Alkali DNA elituion assay ise ökaryotik testler arasında yer 

almaktadır. 

Genetik sistemler ile genotoksisitesi araştırılmak istenen maddelerin karsinojenik ve 

mutajenik potansiyelleri arasında ilişki, farklı canlı türlerini içeren çok çeşitli test 

yöntemleri ile araştırılmaktadır (Yüzbaşıoğlu vd., 2014). DNA ve kromozomal düzeyde 

olabilen genotoksisite testleri, in vivo veya in vitro olarak çalışılabilmektedir (Jena vd., 

2001). Eşey veya somatik hücrelerde oluşan mutasyonları temel alan genotoksisite 

testleri ile yeni nesillerdeki kalıtsal hastalıklara neden olan, üreme yeteneğini olumsuz 

yönde etkileyen ya da somatik mutasyonlar ile karsinojenik etkili olan mutasyonlar bu 

test yöntemleriyle belirlenebilmektedir. Bu çalışmalarla belirlenen mutasyonlar, DNA 

iplikçiğindeki kırılmalar ve çeşitli kromozom hataları, genotoksisitenin varlığını 

göstermektedir (Doğan, 2008). Moleküler düzeyde oluşan mutasyonların genotoksisite 

çalışmalarında, DNA’da oluşan hasarın direkt olarak belirlenebilmesi amacıyla yapılan 

Ames Testi, Drosophila (SMART) testi ve Comet testleri yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Kromozomal düzeyde olan genotoksisite araştırmalarında ise 

mikronukleus (MN), kromozom aberasyonları (KA) ve kardeş kromatid değişimi 

(KKD) analiz yöntemleri yaygın olarak kullanılmaktadır (Kurtoğlu, 2010). 

DNA’da oluşan hasarın direkt olarak belirlenmesi amacıyla kullanılan testlerden biri 

olan Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART), kanat benek testi ve göz 

benek testi olmak üzere ikiye ayrılmaktadır. Her iki test çeşidi de delesyonlar, nokta 

mutasyonları, mitotik rekombinasyon ve kromozom anomalilerinin belirlemesinde 

kullanılmaktadır. Kanatta mutasyona uğramış hücre hatlarının analizi, göz benek 

testlerindeki mutasyona uğramış hücre hatlarının belirlenmesine göre daha kolaydır 

(Graf vd., 1984). Birçok NP’nin genotoksisitesinin araştırılmasında SMART yöntemi 

kullanılmıştır. Bunlardan bazıları Tablo 1.1’de gösterilmiştir. 
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Tablo 1.1. SMART uygulanmış bazı NP’ler 

NP Boyut Konsantrasyon Sonuç Kaynak 

Ag 10nm 50-100µg/mL Pozitif Ahamed vd., (2010) 

Ag <60nm 0,1-1-5-10mM Pozitif Demir vd.,(2011) 

Al2O3 16,7nm 0,1-1-5-10mM Negatif Demir vd.,(2013) 

Co <50nm 0,1-1-5-10mM Pozitif Vales vd., (2013) 

CuO <50nm 0,24-0,48-0,95mg/mL Pozitif Carmona vd. (2015a) 

MWCNTs 10-40nm 50-250µg/mL Negatif Machado vd., (2013) 

TiO2 <25nm 0,08-0,4-0,8-1,6mg/mL Negatif Carmona vd.(2015b) 

ZnO 20nm 1,6-3,12-6,25-12,5mM Pozitif Reis vd., (2015) 

ZrO2 6nm 0,1-1-5-10mM Negatif Demir vd.,(2013) 

 

Amerika Çevre Koruma Kurumu (U.S. EPA), nanomateryalleri (NM) genel olarak 

metal bazlı NM’ler (geçiş metalleri ve metal oksitler), karbon bazlı NM’ler (grafen, tek 

ve çok duvarlı karbon nanotüpleri ve fulleren), nanokristaller, dendrimer (nano-ölçekli 

polimerler) ve kadmiyum kuantum zerrecikleri şeklinde sınıflandırmaktadır (Dreher, 

2004). Bu bağlamda, tez çalışmasında, bir metal oksit olan NiFe2O4NP’nin (30nm) olası 

genotoksik etkileri SMART yöntemi ile araştırılmıştır. Genotoksisite çalışmalarında 

model bir organizma olan Drosophila melanogaster’in transheterozigot larvaları 

üzerinde NiFe2O4NP’nin (30nm) sebep olduğu nokta kromozom anormaliği, delesyon, 

mutasyon ve mitotik rekombinasyon oranlarının tespit ve analizi ile DNA üzerindeki 

mutajenik etkisinin olup olmadığını belirlenmiştir.
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2. KAYNAK ÖZETLERİ 

Demir bazlı metal oksit NP’lerin ve kompozitlerinin toksisite, sitotoksisite ve 

genotoksisitesi ile ilgili literatür çalışmaları kronolojik sıraya göre verilmiştir. 

İnsan dermal fibroblastlarında DMSA kaplı Fe2O3NP’lerinin (6nm) genotoksisitesinin 

Comet testiyle araştırıldığı çalışmada herhangi bir genotoksisite gözlemlenmemiştir 

(Auffan vd., 2006). Demir bazlı NP’lerin redoks durumu ile Escherichia coli’de 

oluşturduğu sitotoksik etki arasındaki ilişkinin araştırıldığı başka bir çalışmada ise 

oluşan sitotoksisitenin indirgenmiş demir türevleriyle (Fe
II
 ve/veya Fe

0
) oksijen 

etkileşimi ile reaktif oksijen türevleri oluşumuna veya iyon taşıma zincirinin 

bozulmasına neden olabileceği tespit edilmiştir (Auffan vd., 2008). 

İnsan akciğer A549 epitel hattında Comet ve bakteriyel enzim testleri ile CuZnFe2O4NP 

(10-100nm) toksisitesinin araştırıldığı çalışmada her iki deneyde de genotoksisiteye 

rastlandığı (Karlsson vd., 2008), aynı hücre hattında aynı testlerle birçok metal oksitin 

toksisitesi incelendiğinde 20-80µg/mL konsantrasyonlar arasında Fe2O3 ve 

Fe3O4NP’lerinin (20-60nm) sitotoksisite oluşturduğu fakat genotoksisite göstermediği 

tespit edilmiştir (Karlsson vd., 2009). 

Koloni oluşturma ve hücre canlılığı üzerine HeLa hücreleriyle yapılan çalışmada, 

Fe2O4NP’lerinin (20-30nm) biyouyumlu olduğu, ZnFe2O4NP (15-20nm) ve 

NiFe2O4NP’lerin (20-30nm), düşük konsantrasyonlarda toksik olmamasına rağmen, 

100mg/mL’lik konsantrasyonda bu NP’lere maruz kalan HeLa hücrelerinde, sitotoksik 

etkilerin oluştuğu tespit edilmiştir (Tomitaka vd., 2009). 

Bu çalışmaların yanı sıra, insan beyin, kalp ve böbrek hücreleriyle yapılan çalışmalarla 

Fe2O3NP’lerinin (20-100nm) biyouyumlu olup çok düşük toksisitesiye sahip olması 

sebebiyle metal NP kaplamalarda kullanılabileceği ifade edilmiştir (Mahmoudi vd., 

2009). 

Hematolojik malignitelerin tedavisinde daunorubisin ile birlikte uygulanan manyetik 

Fe3O4NP’lerin (545nm) Kunming fare kemiği iliği hücrelerinde hemoliz, mikronükleus 

ve akut toksisite testleri yapılarak Fe3O4NP’lerin sitotoksik ve genotoksik olmadığı ve 

iyi bir biyouyumluluğa sahip olduğu belirtilmiştir. Ayrıca bu çalışmalara istinaden 
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Fe3O4NP’lerin hedeflenmiş tümör tedavisi için kemoterapötikler yerine 

kullanılabileceğine de değinilmiştir  (Wu vd., 2010). 

Potansiyel çok yönlü bir ilaç dağıtım sistemi olarak tasarlanan manyetik albümin 

nanosferinin (γ-Fe2O3) (73±3nm) ön biyouyumluluğu, dişi Swiss mouse kemik iliği 

hücrelerindeki eritrositlerde MN testi ile araştırılması sonucu hiçbir durumda MN 

indüksiyonu gözlemlenmemiştir (Estevanato vd., 2011). 

Fe, γ-Fe203NP’lerinin Escherichia coli genomu üzerindeki etkisinin araştırıldığı çalışma 

sonucu transmisyon elektronik mikroskopi (TEM) ve akış sitometrisi (FCM) analizi, 

metal nanopartiküllerin (MNP) hücrelerin dışında ve içlerinde absorpsiyon ve membran 

içselleşmesinin meydana geldiğini sürekli olarak göstermiştir. Hem artan Fe
3+

 iyonu 

hem de MNP'lerin alımı Fe'lerin protein yapılara ve DNA iplikleri ile bağlanmasını 

kolaylaştırmış ve bu da E.coli’de mutasyon sıklığını artırmıştır (He vd., 2011). 

Syrian hamster embriyo hücrelerinde nano ve mikro boyutlardaki titanyum dioksit ve 

demir oksit (Fe2O4, 27±8nm-156±82µm - Fe2O3, 35±14nm- 147±48µm) parçacıklarının 

genotoksisitesinin araştırılmıştır. Çalışmada, nano ve mikro boyutlu demir oksit 

NP’lerinin Comet testinde DNA hasarında önemli bir artış saptanmadığı, MN ile test 

edilen numunelerin hiçbiri, 24 saat muameleden sonra önemli miktarda MN oluşumu 

göstermediği anlaşılmıştır (Guichard vd., 2012). 

İnsan lenfoblastoid MCL5 hücrelerinde, dekstran kaplanmamış g-Fe2O3NP ve dekstran 

kaplı g-Fe2O3NP’lerinin MN test yöntemleriyle genotoksisitesinin araştırıldığı 

çalışmada, sadece dekstran kaplı g-Fe2O3NP’nin MN frekansında bir artışa neden 

olduğu gösterilmiştir (Singh vd., 2012). Fe2O3 (29.75±1.87nm - 2.13±4.15µm) akut oral 

tedaviden sonra sıçanlarda nano ve mikro boyutlu demir oksidin genotoksisite ve doku 

dağılımının karşılaştırmalı olarak incelendiği çalışmada, Wistar rat lökositlerinde 

Comet testi, Wistar rat’ın PBL ve kemik iliği hücrelerinde mikronükleus ve 

kromozomal aberasyon testleri yapılmıştır. Tüm yapılan çalışmalarda 

konsantrasyonların biyouyumlu olduğu, genotoksisiteye rastlanmadığı belirtilmiştir 

(Singh vd., 2013). 
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L-glutamik asit kaplı demir oksit (Fe2O3-15nm) NP’lerinin sitotoksisite ve 

genotoksisitesinin değerlendirildiği çalışmada, Chinese hamster akciğer hücrelerinde 

Comet ve MN testleri yapılmıştır. Yapılan bu çalışmalarda anlamlı bir genotoksik cevap 

gözlemlenmemiştir (Zhang vd., 2012). 

İnsan vücudu epitel (A431) ve akciğer epitel (A549) hücre hatlarında demir oksit 

(Fe2O4- 24,83nm ve 25-100µg/mL) nano parçacık kaynaklı oksidatif stres ve 

genotoksisitenin Comet testiyle yapılan araştırma sonucu A431 ve A549 hücre 

hatlarında artan ROS ile pozitif orantılı olarak DNA hasarı gözlemlenmiştir (Ahamed 

vd., 2013). Benzer çalışmada, insan akciğer alveoller epitel (A549) hücrelerinde demir 

oksit NP’lerinin (Fe3O4, 10-50µg/mL) sentezi, karakterizasyonu ve toksikolojik 

değerlendirilmesi yapılmış ve çalışma sonucu; Fe3O4-NP’lerin sitotoksisiteyi 

indüklediği, LPO ve ROS üretimindeki artış GSH seviyesindeki düşüş ile 

doğrulanmıştır (Dwivedi vd., 2014). 

31 çeşit NP’nin, erken yaşam evrelerinde ve yetişkin zebra balığı (Danio rerio) 

üzerindeki teratojenik etkisi karşılaştırmalı olarak test edilmiştir. Çalışmada kullanılan 

maddelerden bakır ve gümüş NP’lerinin teratojenik etki gösterdiği, diğer NiFe2O3, 

Fe2O3 ve NiONP’lerin (>50nm) içice bulunduğu 29 çeşit NP’de ise herhangi toksisiteye 

rastlanmadığı belirtilmiştir (Kovrižnych vd., 2013). 

İnsan akciğer A549 epitel hücre hatlarında yapılan çalışmalarda, 0-100µg/mL 

konsantrasyon aralığında tetrazolyum (MTT), nötral kırmızı alım ve LDH testleri 

sonucunda sitotoksisite ve oksidatif strese neden olduğunu belirtilmiştir (Ahamed vd., 

2011). NiFe2O4NP’nin (21nm) 5- 25µg/mL konsantrasyon aralığında artan doza bağlı 

olarak HepG2 ve MCF-7 hücre hatlarında tümör baskılayıcı p53 ve apoptotik genler 

bax, CASP3 ve CASP9 için mRNA’nın, apoptotik enzimlerin seviyesinin artması ile 

sitotoksisiteye neden olduğu gözlemlenmiştir. Bu çalışma sonucu MCF-7 hücre 

hatlarının HepG2 hücre hatlarına göre NP’lere daha duyarlı olduğu belirtilmiştir 

(Ahamed vd., 2015).  

Dekstran kaplı demir oksit NP’lerinin sıçanlarda ki in vivo gözlemleri sırasında tolere 

edilebilirliğinin araştırıldığı bir çalışmada, sıçan karaciğer ve böbrek hücrelerinde 
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1kg/mL FeONp’nin (7,5nm) herhangi toksisitesine rastlanmadığı vurgulanmıştır (Popa 

vd., 2016).  

İnsan lenfositleri üzerinde Co3O4, Fe2O3, SiO2 ve Al2O3NP’lerin (20nm, 100µg/mL) 

karşılaştırmalı sitotoksik ve genotoksik etkisinin in vitro araştırıldığı çalışma sonucunda 

oksidatif stresin oluşumu, reaktif oksijen türlerinin indüklenmesi, lipit peroksidasyonu 

ve katalaz tükenmesi, düşük glutation ve süperoksit dismutaz ile kanıtlanmıştır. 

Antioksidan seviyesindeki değişim, insan lenfositlerinde DNA hasarına ve kromozomal 

bozulma ile sitotoksisitenin genotoksisiteye neden olduğu belirtilmiştir (Rajiv vd., 

2016). 

Fe2O3NP’nin (<50nm, <100nm ve iyonik; 1-10mM) muhtemel genotoksik etkisi D. 

melanogaster’de kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) ve Allium 

test yöntemi kullanılarak araştırılmıştır. Fe2O3NP’nin <50nm boyutunun <100nm 

boyutu ve iyonik formuna göre genotoksisiteyi indüklediği gözlenerek NP ve iyonik 

formu kıyaslandığında küçük boyutlu ve geniş yüzeye sahip olan maddelerin daha 

toksik olduğu sonucuna varılmıştır (Kaygısız, 2016). 

Kanser teşhis, hedefleme ve tedavi için çift hedefe özgü ilaç iletimi ve MRG için folik 

asit (FA) ile konjuge süperparamanyetik demir oksit NP’leri (FA-SPION) ve kanser 

kemoterapisinde kullanılan Doksorubisin (DOX) ilacı ile yüklenilerek oluşturulan 

DOX@FA-SPION'leri, çıplak farelerde kuyruk intravenöz enjeksiyonuna rağmen 

ksenograft MCF-7 meme tümörü ile test edilmiş ve tümör büyümesini daha iyi inhibe 

ettiği vurgulanmıştır. Ayrıca DOX@FA-SPION'lerin, farelerin karaciğer, akciğer, 

böbrek ve kalp dokularındaki 35 günlük tedaviden sonra önemli bir toksisite 

göstermemesinden dolayı kanser tedavisi için yüksek ilaç dağıtım nanoplatformu 

olduğu belirtilmiştir (Huang vd.,2017). 

Fonksiyonel manyetik rutenyum (II) polipiridin kompleks çekirdek-kabuk 

(Fe3O4@SiO2,[Ru(Phen)3]
2+

@SiO2@NH2) nanokompozitinin sentezi, karakterizasyonu, 

hücresel alım ve sitotoksisitesi ile ilgili yapılan çalışmada erken teşhis ve lokal teslim 

yoluyla teşhis ile tedavilerde umut vadeden kompozitin B16-F10 hücre hatlarında 

biyouyumlu olduğu ve sitotoksisiteyi minimize ederek potansiyel biyomedikal olduğu 

belirtilmiştir (Kandibanda vd., 2018). 



 

16 

 

Amiri vd., (2018)’nin NiFe2O4NP ile yaptıkları bir araştırmada NP’lerin hücresel ve 

moleküler düzeyde sitotoksik etkisi araştırılmıştır. Bu çalışmada,  insan primer 

glioblastomu (U87) ve insan nöroblastomu (SH-SY5Y)  hücreleri kullanılmıştır. Bu 

çalışma sonucunda NiFe2O4NP’lerin doza bağlı sitotoksite gösterdiği ancak bu 

toksisiteye bağlı olarak SH- SY5Y hücreleri letalitesinin U87 hücre hattına oranla daha 

fazla olduğunu gösterilmiştir. Her üç prostat kanseri hücre hattında doza bağımlı 

antiproliferatif etkiler gösterdiği belirtilmiştir.
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

3.1. Materyal  

3.1.1. Kullanılan kimyasallar 

Çalışmada kullanılan kimyasal maddeler ve temin edildikleri firmalar Tablo 3.1.’de 

gösterilmiştir.  

Tablo 3.1. Deneylerde kullanılan kimyasal maddelerin listesi 

Kimyasal madde Firma 

Nikel demir oksit nanopartikülü Ege Nanotek Kimya Sanayi Ltd. Şti. 

Etil metansülfonat Sigma M0880 

Dietil eter Sigma 60-29-7 

Entellan Merck 3822 00 00  

Etil alkol Sigma 52-50-0 

Propiyonik asit Sigma 79-09-4 

Drosophila Instant Medium 
Carolina Biological Supply Company, 

Formula 4-24  

3.1.2. Yararlanılan alet ve cihazlar 

Çalışmalarda Tablo 3.2.’de verilen alet ve cihazlardan yararlanılmıştır.  

Tablo 3.2. Deneylerde kullanılan alet ve cihazların listesi 

Cihaz adı Marka-model 

Hassas terazi Axis AGN 220 

Manyetik karıştırıcı Wisestir MSH-20A 

Buzdolabı (derin dondurucu) Arçelik 8820 SBS NF 

Etüv Wisecube 

Binoküler mikroskop Leica DM 500 

Stereo mikroskop 

Sterilizasyon cihazı 

Ultrasonik banyo 

Leica EZ4 

Thermomac SDO30 

Bandelin Sonorex 

Taramalı elektron mikroskobu FEI-Quanta FEG 450 

Tablo 3.2’nin devamı 
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Cihaz adı Marka-model 

FT-IR spektrometre Thermo Scientific, Nicolet 6700 

X-ışını difraksiyon spektroskopisi Panalytical, Empyrean 

3.1.3. Kullanılan organizma 

Hayvanlar âleminin Insecta sınıfına dâhil olan Drosophila, Diptera takımının 

Drosophilidae (sirke sinekleri) familyası içerisinde yer alır. Larvaları özellikle ekşiyen 

meyveler üzerinde geliştiği için meyve sinekleri olarak da adlandırılan bu familya, 

genetiksel çalışmalarda deney hayvanı olarak kullanılan Drosophila melanogaster’i de 

içeren pek çok türü kapsamaktadır (Wheeler, 1981). 

3.1.3.1. Drosophila melanogaster’in sistematiği  

Phylum (= Şube): Arthropoda (= Eklem bacaklılar).  

Subphylum (= Alt Şube): Mandibulata-Antennata.  

Classis (= Sınıf): Insecta-Hexapoda (= Böcekler- Altı bacaklılar).  

Subclassis (= Alt Sınıf): Pterygota (= Kanatlı böcekler).  

Superordo (= Üst Takım): Mecopteroidea-Panorpoidea (= Uzun kanatlılar).  

Ordo (= Takım): Diptera.  

Subordo (= Alt Takım): Brachycera (= Sinekler- Kısa antenliler).  

Familia (= Familya): Drosophilidae (= Sirke sinekleri- Meyve sinekleri).  

Genus (= Cins): Drosophila.  

Species (= Tür): Drosophila melanogaster.  

Drosophila’nın ökaryotik bir organizma olması, laboratuar koşullarında küçük bir 

habitatta yaşayabilecek büyüklükte olması, jenerasyon süresinin 25°C’de yaklaşık 9-11 

gün gibi kısa bir sürede olması, çok sayıda yavru döl meydana getirebilmesi, bakımının 

kolay ve ekonomik olması, az sayıda kromozoma sahip olması (X/Y çiftinden biri ve üç 
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otozom), biyoaktivasyondan sorumlu enzim sistemlerinin memelilerin enzim 

sistemleriyle büyük benzerlik göstermesi ve ökaryotik bir canlıda in vivo çalışma 

imkânı vermesi genotoksisite testlerinde bu canlının çok tercih edilmesinin başlıca 

sebepleri arasında sıralanabilmektedir (Valencia vd., 1984; Graf vd., 1984; Falakalı, 

1990). Ayrıca, Drosophila ile çalışmak için diğer çalışmalarda kullanılan omurgalı 

canlılar için alınması gerekli olan etik kurul izinlerine ihtiyaç duyulmamasıdır. Bu bir 

yandan bilim insanları için önemli bir kolaylık sağlarken diğer yandan da hayvan 

araştırma prensiplerinden olan 3R kuralının (Replacement; yerine koyma, Refinement; 

koşulları iyileştirme ve Reduction; azaltma) uygulanmasına yardımcı olmaktadır 

(Flecknell, 2002; Jennings, 2011). Sinek proteinlerinin yarısı memeli proteinleri ile 

dizilim benzerliği göstermektedir. Drosophila’nın genetik anlamda insan ile büyük 

benzerliği, örneğin hastalık genleri bakımından %75 olması sağlıklı bir model sistem ile 

çalışma olanağı sunmaktadır. Bunların arasında gelişimsel, nörolojik, kanser, 

kardiyovasküler, metabolizma ve depolama hastalıkları ile görsel, işitsel ve immün 

sistem fonksiyonlarının genetik temelleri sayılabilir (Schneider, 2000; Bernards ve 

Hariharan, 2001; Bier, 2005; Marsh ve Thompson, 2006; Lloyd ve Taylor, 2010).  

3.1.3.2. Drosophila melanogaster’in gelişim biyolojisi 

Drosophila melanogaster gelişimine göre, tam metamorfozlu olan holometabol 

böcekler grubuna girer. Drosophila sineklerinin döllenme ve zigot oluşumunun 

ardından embriyonik gelişim ve diğer hayat evreleri süre bakımından ortam sıcaklığına 

bağlıdır 25°C olan optimum büyüme sıcaklık ortamında ortalama 10-15 günde ergin 

duruma geçerler 

(http://animaldiversity.ummz.umich.edu/accounts/Drosophila_melanogaster/)       

(Şekil 3.1). 

Metamorfoz süreleri; 

 Embriyonik gelişim 1 gün 

 Birinci larval instar (L1) 1 gün 

 İkinci larval instar (L2) 1 gün 

 Üçüncü larval instar (L3) 2 gün 

 Prepupa 4 saat 

http://animaldiversity.ummz.umich.edu/accounts/Drosophila_melanogaster/
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 Pupa 4,5 gün 

 Ergin 40-50 gün 

 

Şekil 3.1. Drosophila melanogaster’in yaşam evreleri 

Erkek bireyler pupal evreden çıktıktan kısa bir süre sonra eşeysel olarak fertil ve olgun 

duruma geçerler. Dişilerin olgunlaşması soylara bağlı olarak 6-12 saat arasında değişir. 

Dişi birey eşeysel olgunluğa eriştiği zaman birçok erkek sinekle eşleşebilir. Spermler, 

dişi tarafından karın kısmında depo edilir ve kısa bir zaman sonra yumurtalar için 

kullanılır. Her ne kadar ergin sineklerin ömrü 25°C'de ortalama 40-50 gün arası ise de 

bazı bireyler 80-90 güne kadar yaşayabilirler. En fazla 10 günlük genç sinekler 

çaprazlama çalışmalarında kullanılır. Çünkü sineklerin yaş ile beraber fertiliteleri düşer. 

Standart koşullar altında (25°C, %60 kısmi nem) yumurtadan tam ergin bireyin gelişimi 

yaklaşık 10 günü bulur. Düşük sıcaklıklarda yaşam döngüsü süresi de uzar; 23,5°C'de 

14 gün, 18°C'de 21 gün olur. Kültürlerin 18°C'den daha küçük sıcaklıklarda bulunması 

metabolizmayı yavaşlatır ve bu da kültürün devamlı olarak yeni besiyerlerine aktarım 

oranını azaltır. Sıcaklığın artmasıyla gelişim hızlanır. Fakat 29-30°C arasında çarpıcı 

olarak pupal oluşum artışı gözlenir ve birçok soyda 30°C'nin üzerindeki sıcaklıklarda 

dişiler steril hale gelirler yani yumurta üretemez, kısırlaşırlar. Ayrıca sıcaklık artışı 
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çeşitli bakteri, mantar gibi parazit organizmaların gelişmesine neden olduğundan sinek 

kültürlerinin kullanılamaz hale gelmesine neden olur. 

Drosophila yumurtaları oval şekilli, yaklaşık 0,2mm çapında ve 0,5mm uzunluğundadır. 

Yumurtaların dorsal tarafı ventral tarafına göre daha yassıdır. Dorsal tarafın anterior 

ucunda iki filament bulunmaktadır. Bu filamentler yumurtanın yumuşak besi ortamına 

batmasını engeller ve bu sayede oksijen alınımı sağlanır. Yumurta koryon zarı ile 

korunmaktadır. Yumurtaları karnında depo eden dişiler diğer dişilere göre daha şişkin 

görünürler. Bu durumdaki dişiler erkek içermeyen besi kültürüne aktarılırlarsa 

döllenmemiş yumurtaları taşıyan virgin dişiler elde edilir. Erkek sineklerin testislerinde, 

diploid spermatogonialardan haploid spermler üretilir. Spermlerin boyu 1,7-1,8μm 

kadardır. Kopulasyon sırasında, spermler dişinin uterusuna aktarılırlar. Aktarılan sperm 

burada günlerce canlı kalabilir. Yumurtalar uterusta döllenir. Döllenmede tek bir sperm 

mikropil tarafından yumurtaya girer (monospermi). Dişi bireyler, yumurtalarını ya 

döllenmenin ardından bırakır ya da embriyonik gelişmenin ilk dönemleri uterusta geçer  

(Şekil 3.1). 

Embriyonik gelişimden yaklaşık 1 gün sonra yumurtadan çıkan larvalar, besiyerinin 

yüzeyine çıkarlar. Larval gelişim sırasında temel besin maddeleri bira mayası 

hücreleridir. 1 gün sonra ilk deri değişimi gerçekleşir. Bu değişim larvanın birinci instar 

(L1) döneminden ikinci instar (L2) dönemine geçiştir. L2 dönemindeki larva, 1 gün 

sonra ikinci deri değişimi ile üçüncü instar döneme (L3) geçer. L3 larva dönemi 

boyunca 2 gün boyunca beslenir ve hızla büyürler. Yaşlı larvalar besiyerinde 

beslenirken gezerler ve besiyeri içinde tünel açmış işçiler gibi görünürler. Larvalar 

kültür şişesinin etrafında ve besiyeri içinde çıplak gözle rahat görülebilirler (Şekil 3.1). 

L3 döneminin sonunda, larvalar besiyerinden ayrılarak gelişimlerini tamamlamak için 

şişenin içinde bir yere tırmanarak pupaya girerler. Pupalar başta beyazdır, sonra iki saat 

içinde koyu sarı, en sonunda da kahverengi olurlar. Beslenmenin olmadığı bu pupa 

evresi hareketsiz geçer. Pupal periyotta bir erginin organları ve vücut formuna sahip bir 

bireyin gelişmesi için gerekli tüm dönüşümler (metamorfoz) gerçekleşir. Bu gelişme 

20°C'de 6 gün, 25°C'de 4 gün kadar sürer (Şekil 3.1). 
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Pupa içinde gelişimini tamamlayan ergin sinekler pupa kılıfının anterior ucunu 

(operkulum) delerek dışarı çıkarlar. Yeni çıkan ergin bireyler başta açık renkli ve uzun 

vücut yapısındadır. Fakat birkaç saat içinde renkleri koyulaşır. Kanatlar ve vücudun 

diğer kısımları başlangıçta yumuşak olup, oksijene maruz kaldıklarında birkaç saat 

içinde sertleşir. Böylece başlangıçtaki kırışık kanatlar açılır ve normal ergin birey 

görünümüne ulaşırlar (Şekil 3.1). 

3.1.3.3. Ergin sineklerde eşeysel farklılıklar 

Genetik çaprazlamalar için ergin dişi ve erkek sineklerin birbirlerine karıştırılmadan 

ayrılması çok önemlidir (Çalışkan ve Kocaman 2002). Dişi ve erkek bireyler arasında 

birçok morfolojik farklılıklar var ise de bunlardan yalnız birkaçı eşey farklılıklarını 

belirlemek için güvenilirdir (Şekil 3.2). 

 

Şekil 3.2. Drosophila melanogaster dişi ve erkek birey morfolojisi 

Ergin sinekler stereo mikroskop altında incelendiklerinde, erkek bireylerin birinci çift 

bacaklarının tarsus segmentinin iç tarafında siyah ve kalın bir seri kıldan meydana 

gelmiş “eşey tarağı” (sex comb) gözlenir. Dişilerde kesinlikle bu yapı bulunmaz. 

Bundan dolayı deneysel çaprazlamalar için erkek ve dişi bireyleri seçerken bu özelliğin 

kullanılması güvenilir olmaktadır. 

 

Dişi Birey 

Erkek Birey 
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Cinsiyete göre genital organın dış yapısı birbirinden farklıdır. Fakat bu farklılıklar 

mikroskopta 25 kat büyültme sonucu daha kolay gözlenir. Genel olarak erkeklerin 

genital organı dişilerinkine göre daha koyu yapıya sahiptir. Erkeklerin karın bölgesinde 

5, dişilerde ise 7 abdomen segmenti bulunur. Erkek sineklerin son segmentlerde güçlü 

bir şekilde pigment birikimi ile son abdomen kısmı siyahtır, dişi sineklerde ise abdomen 

segmentleri açık ve koyu bantlar halinde uç kısma kadar uzanır (Şekil 3.2). Bu 

özellikler, pupadan yeni çıkmış bireylerin pigmentasyonu tam gelişmediğinden, eşey 

ayırımı için uygun görülmemektedir.  

Erkek sineklerin abdomen ucu kesik gibi küttür oysa dişilerinki uzun ve sivridir. Ayrıca 

dişilerin yaşlanması ve devamlı yumurta üretiminden dolayı abdomenleri geniş görülür. 

Genel olarak dişiler erkeklere göre daha ince ve uzundur. Vücut büyüklüğü larval 

dönem boyunca beslenme durumlarına göre değişebildiğinden ayırıcı özellikler degildir. 

Erkek bireylerin kanatları dişilere oranla daha kısadır. Bu özellik de eşey ayırımı için iyi 

bir morfolojik farklılık değildir. 

3.1.3.4. Drosophila stoklarının genetiksel özellikleri  

Çalışmada kullanılan normal metabolik aktiviteye sahip stoklar Erzincan Binali 

Yıldırım Üniversitesi Merkezi Araştırma ve Uygulama Merkezi’nde ideal yaşama 

koşulları olan 25
○
C’de % 60 bağıl nem ortamının sağlandığı insekteryumda standart 

besin ortamında kültüre alınarak genetik yönden homojen olarak yaşatılmaktadır. 

Somatik mutasyon ve rekombinasyonları belirlemek için üçüncü kromozomlar üzerinde 

bulunan iki belirleyici gen kullanılmıştır (Şekil 3.3).   

 

Şekil 3.3. Üçüncü kromozom üzerindeki belirleyici genlerin diziliş gösterimi 
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Stokların genetik yapısı şöyledir;  

mwh/mwh: Bu mutant soy mwh (çoklu kanat kılı) mutasyonunu taşımakta ve üçüncü 

kromozomun sol kolunun uca yakın bölümünde bulunan resesif bir mutasyondur. 

Homozigot mwh soyu olarak yaşatılabilir ve kanat hücrelerinde hücre başına bir kanat 

kılı (trikom) olması gerekirken çoklu yani üç veya daha fazla kanat kılı oluşur (Rubin ve 

Lewis, 2000).  

flr
3
/ln (3LR) TM3, ri p

P
 sep l (3) 89Aa bx

34S
 e

S
 Bd

S
: Bu soyda flare (flr

3
) mutasyonu 

taşınmakta olup flr
3
 kanat kıllarının şeklini etkileyen resesif bir mutasyondur. flr

3
’ün üç 

mutant alleli olup hepsi de homozigot durumda letaldir (Şekil 3.4). Ancak kanat 

imajinal disklerindeki homozigot hücreler yaşayarak mutant kanat hücreleri oluşur. 

Homozigot letalite ile kanat kenarlarının testere dişi şeklinde olmasına neden olan 

dominant bir mutasyon olan Bd
S 

heterozigot olarak bulunur. flr
3
’ün fenotipinde 

kanatlardaki kıllar normal, düz ve uzun kıllar şeklinde iken, mutasyon halinde kalın ve 

düzgün olmayan kısalmış veya kanat yüzeyinden çıkamamış nokta, koyu renkli balon 

şeklinde kıl yapısı olarak kendisini gösterir (Graf vd., 1984; Graf ve Riccon, 1995). 

 

Şekil 3.4. flr
3
/TM3, Bd

S
 bireylerindeki saf genotiplerin letal etkileri  

Dengeleyici kromozomu taşımayan normal kanat yapılı ve dengeleyici kromozomu taşıyan 

serrat kanat yapılı bireylerin fenotipleri Şekil 3.5.-A ve Şekil 3.5.-B’de gösterilmiştir. 
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Şekil 3.5. Drosophila melanogaster’e ait kanat şekilleri 

3.2. Yöntem 

3.2.1. NiFe2O4NP’nin morfolojik karakterizasyonu 

NP’ler insan sağlığı, doğa ve ekosistemler üzerinde zararlı etkilere sahip olabilir. 

NP’lerin potansiyel toksisitesi ve davranışları, partikül sayısı, yükü, boyut ve boyut 

dağılımı, kimya ve reaktivitesi, yüzey alanı, şekli ve yapı ile elemental kompozisyonu 

ve agregasyon durumu gibi çok çeşitli özelliklerinden etkilenebilmektedir (Dağlıoğlu ve 

Yılmaz, 2018). Bilimsel çalışma ve araştırmalarda doğru sonuçlara ulaşılabilmesi ve 

sonuçların tekrarlanabilirliği ilkesi açısından karakterizasyon çalışmaları yapılmasına 

özen gösterilmeli ve NP’lerin özellikleri iyi belirlenmelidir.  

3.2.1.1. Ultraviyole ve görünür bölge spektroskopisi (UV-Vis) analizi 

UV-Visible Moleküler Absorpsiyon Spektroskopisi 200-1100nm dalga boyu arasındaki 

ışığın b ışın yoluna sahip bir hücredeki çözeltinin geçirgenliğinin (T) veya 

absorbansının ölçümüne dayanır. Ultraviyole ve görünür bölgede meydana gelen 

absorpsiyon, genel olarak bağ elektronlarının uyarılmasından kaynaklanır. Bunun 

sonucu olarak UV-Vis Spektroskopisi bir moleküldeki fonksiyonel grupların 

tanımlanmasında ve aynı zamanda fonksiyonel grupları taşıyan bileşiklerin nicel 

tayininde kullanılır. Buradan hareket edilerek, absorpsiyon piklerinin dalga boyları, 

incelenen türlerdeki bağların tipleriyle ilişkilendirilebilir. Bu çalışmada, saf suda 

dispersiyonu hazırlanan 50μg/mL NiFe2O4NP’den 5mL alınarak 1x1cm’lik kuartz 
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küvete konulmuş ve Perkin Elmer, Lambda 35 UV-Vis Spektrometre kullanılarak 

spektrum alınmıştır. 

3.2.1.2.  Taramalı elektron mikroskobu (SEM) ve Enerji dağılım X-ışını 

spektrometre (EDX) analizi 

Taramalı Elektron Mikroskobu veya SEM (Scanning Electron Microscope), çok küçük 

bir alana odaklanan yüksek enerjili elektronlarla yüzeyin taranması prensibiyle çalışır. 

Taramalı elektron mikroskopisi, mikro ve nano yapılı maddeleri yüksek çözünürlükte 

analiz etmek için kullanılan yöntemlerden biridir. Görüntü, elektron demetinin odağının 

numune yüzeyini taramasıyla şekillenir. SEM, elektron demetini oluşturmak için bir 

elektron tabancası, demeti numune üzerine odaklamak için elektromanyetik lenslerden 

ve diyaframdan oluşur. Elektron tabancasından yayılan elektronların yörüngesi, 

manyetik alan üreten bobinlere uygulanan akımlarla ayarlanır ve numuneden yayınlan 

elektronlar dedektörde toplanıp netleştirilerek görüntü oluşturulur. EDX analizleri ise 

numune üzerinde belirli bir noktaya odaklanılarak bu alanın taranması ile 

gerçekleştirilmektedir. Sonuçlar % elementel oranı olarak grafiğe yansıtılmıştır. SEM-

EDX analizleri FEI-Quanta FEG 450 marka cihazda yüksek vakum altında 20kV’de 

gerçekleştirilmiştir. 

3.2.1.3. Fourier dönüşümlü infrared spektroskopisi (FT-IR) analizi 

Deneysel çalışmalarda numune analizinde Thermo Scientific, Nicolet 6700 markalı FT-

IR spektrometre Attenuated Total Relectance (ATR) tekniği ile kullanılmıştır. 

Numunenin 400-4000cm
-1

 dalga boyu aralığında yapısındaki fonksiyonel grupların 

absorbans değerleri belirlenmiş ve bundan yola çıkarılarak yapı aydınlatılmaya 

çalışılmıştır. Infrared (IR) spektroskopisi yönteminde infrared ışınları moleküllerin 

titreşim hareketleri tarafından absorplanır. Her maddenin kendine has bir spektrumu 

vardır. Bu yöntemle bilinmeyen malzemelerin yapısı nitel olarak tanımlanabildiği gibi, 

kompleks bir karışımdaki bileşenlerin nicel ölçümleri de yapılabilir. IR 

spektroskopisinde, amaç herhangi bir bileşiğin yapısı hakkında bilgi sahibi olmak veya 

yapısındaki değişiklikleri incelemektir. Bileşiğin alınan IR spektrumu ile yapıdaki 

bağların durumu, bağlanma yerleri, yapının aromatik veya alifatik olduğuna dair bir 

bilgi edinebilir. 



 

27 

 

3.2.1.4. X-Işını kırınımı (XDR) analizi  

X- Ray Diffraction (XRD) spektroskopisi olarak bilinen X-Işını Difraksiyon 

spektroskopisi isminden anlaşılacağı gibi X-ışını denilen Ultraviyole ışından daha 

kuvvetli fakat Gamma ışınından daha zayıf enerjili ışın kullanılarak yapılan analizi 

temel alır. X ışınları kristallerdeki atomlar arası uzaklıkla kıyaslanabilecek dalga 

boyuna (0.01–10nm) sahip elektromanyetik dalgalardır. XRD çalışmalarında, dalga 

boyu sabit X-ışınları kullanılır. X-ışınları kaynağı olarak X-ışını tüpleri 

kullanılmaktadır. Dalga boyu sabit X-ışınları elde etmek için, ısıtılan bir tungsten 

filamandan ısı tahriki ile yayınlanan elektronlar elektromanyetik bir alan içinde 

hızlandırılır. Hızlandırılarak yüksek enerji kazandırılan bu elektron demeti bir anoda 

(bakır gibi) çarptığında, elektronlar anodun elektron kabuklarına girerler. Yüksek 

enerjili elektron demeti çekirdeğe yakın kabuktaki bir elektrona çarparak onu yerinden 

çıkartırsa, elektron kaybından dolayı atom kararsız hale geçer ve boş kalan elektronun 

yeri daha yüksek enerjili kabuktaki bir elektron tarafından doldurulur. Bu elektron 

geçişinden kaynaklanan enerji farkı, karakteristik X-ışını fotonu olarak yayınlanır. XRD 

analizi için marka ve model cihaz kullanılmıştır. NiFe2O4NP analizinde Panalytical, 

Empyrean markalı XRD cihazı kullanılmıştır. 

3.2.2. Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) 

Uygulamalar Graf ve arkadaşlarının 1984 ve 1996 yıllarında yapmış oldukları 

çalışmalar esas alınarak gerçekleştirilmiş olup, uygulama basamaklarında çeşitli 

modifikasyonlar (Kaya, 2000) yapılarak çalışma tamamlanmıştır. Çalışmada 40 adet 

mwh/mwh erkek birey ile ve 40 adet flr
3
/TM3, Bd

S
 genetik yapılı dişi virgin bireylerin 

çaprazlanması ile elde edilen 3. instar dönemindeki transheterozigot larvalar 

kullanılmıştır. Çaprazlamada yüksek yumurta verimine sahip olması nedeniyle flr
3
/TM3, 

Bd
S
 hattının dişi bireyleri tercih edilmiştir. Deneyler 25

°
C sıcaklık ve %60 bağıl nemde 

12 saat karanlık 12 saat aydınlık ortamda yapılmıştır. NiFe2O4 nanokompozitinin 25, 

50, 75, 100, 200µg/mL konsantrasyonlarında ve pozitif kontrol grubu olarak kullanılan 

1mM Etil metansülfonat (EMS) ve negatif kontrol grubu olarak kullanılan distile su 

Drosophila Instant mediumlara eklenmek suretiyle 3. instar dönemindeki 72±4 saatlik 

Drosophila melanogaster mwh/flr
3
 transheterozigot larvaların bu besiyerlerde 
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beslenerek ergin hale geldikten sonra kanatlarında oluşan mitotik mutasyonların tespit 

edilmesi sağlanmıştır.  

 

Somatik mutasyon ve rekombinasyon testinde, heterozigotluğun herhangi bir 

mutasyonla kaybedilmesi yöntemiyle yabanıl fenotip yerine mutant fenotip 

oluşmaktadır (Graf vd., 1984; Graf ve Rincón, 1995). Mutant fenotip, mutant hücre 

klonlarındaki farklı benekler grup ve sayılarına göre belirlenmektedir. Tek tip klon 

(tekli benekler) mwh veya flr
3 

fenotipinde iken, ikiz klon (ikili benekler) mwh ve flr
3
 

fenotiplerini aynı anda taşımaktadır. Tek tip klonda 1-2 hücreli olanlar küçük tek tip 

klon, 3 veya daha fazla sayıda klon taşıyanlar ise büyük tek tip klon olarak iki grupta 

sınıflandırılmaktadır (Henderson, 2004). 

Tek tip ve ikiz klonların (beneklerin) oluşması farklı genetik mekanizmalara bağlıdır 

(Graf vd., 1984). Nokta mutasyon, delesyon, ayrılmama ve iki işaret geni olan mwh ve 

flr
3
 arasındaki mitotik rekombinasyon tek tip klonların oluşumunu tetiklerken, her iki 

klon çeşidinin oluşmasını ise mitotik rekombinasyon sağlamaktadır. İkiz klonlar ise 3. 

kromozomun sentromeri ve flr
3
 geni arasındaki somatik rekombinasyon sonucu 

oluşmaktadır (Kaya, 2000). Serrat kanatlı (mwh/TM3) bireylerde TM3 kromozomunun 

baskılanmasından dolayı mitotik krossing over gerçekleşmemektedir (Frei ve Würgler, 

1988).  

SMART çalışmasında en önemli nokta normal kanatlılar hem mutasyon hem de 

rekombinasyon sonucu oluşan mutant klonları içermesiyken, düzgün olmayan kenarlı 

serrat kanatlar (mwh/TM3,Bd
S
) dengeleyici kromozomun rekombinasyonu baskılaması 

sonucu sadece mutasyon sonucu oluşan klonları içermesidir. Bundan dolayı 

değerlendirme aşamasında, kanat preparatları hazırlanırken kanatlar morfolojilerine 

göre normal (düzgün) kanatlı ve serrat kanatlılar olmak üzere iki gruba ayrılarak 

inceleme yapılmaktadır (Şekil 3.6). 
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     A       B    C 

    D     F    E  

Şekil 3.6. Drosophila melonagaster’e ait farklı klon türleri  

A- Düz (normal) kıl oluşum şematiği B- Delesyon ile tek tip klon mutasyonunun genetik mekanizması C- Rekombinasyon ile ikiz klon mutasyonunun genetik mekanizması D- Rekombinasyon ile 

ikiz klon mutasyonunun genetik mekanizması E- Nokta mutasyon ile tek tip klon mutasyonunun genetik mekanizması F- Nokta mutasyon ile tek tip klon mutasyonunun genetik mekanizması 
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3.2.2.1. Drosophila hatlarının kültürü 

Çalışmada kullanılan tüm hatlar Erzincan Binali Yıldırım Üniversitesi Merkezi 

Araştırma Laboratuvarı’nda bulunan uygun sıcaklık kabinlerinde (25±1°C), 200mL 

hacimdeki cam şişelerde Standart Drosophila Besiyeri (SDB) ile kültüre alınmıştır. 

Standart besin ortamı aşağıdaki gibi hazırlanır; 

Gereken Malzemeler: 9g agar, 60g toz şeker, 19g bira mayası, 50g mısır unu, 565cc saf 

su ve 3- 3,5cc propionik asit. 440cc saf su temiz bir beherde kaynatılır. Kaynamaya 

başlayan saf suya önce 9g agar daha sonra 60g şeker ilave edilip bir cam baget 

yardımıyla iyice karıştırılır. Bir başka beher içinde 125cc saf suda 50g mısır unu ve 19g 

bira mayası ezilir. Karıştırılarak ezilen bu karışım kaynayan şeker-agar karışımına ilave 

edilerek karıştırmaya devam edilir. Karışım kaynamaya başladıktan sonra karıştırma 

işlemine 15dk daha kısık ateşte devam edilmelidir. Bu safhada karışımın kıvamına 

dikkat etmek gerekir. Eğer karışım çok sıvı olursa besi ortamı soğuduğu zaman çok 

katılaşmayacak ve sinekler besi ortamına yapışacaktır. Karışım çok katılaşırsa hem 

şişelere doldurmak hem de sineklerin beslenmesi güçleşecektir. Bu durumlar göz önüne 

alınarak hazırlanan besi ortamı ateşten indirilir. Karışım biraz soğuduktan sonra 3- 3,5cc 

propionik asit (küf inhibitörü olarak kullanılır) ilave edilip hazırlanan besi ortamı daha 

fazla soğumadan temiz ve steril cam şişelere eşit miktarda (yaklaşık iki parmak 

yüksekliğinde) dökülür. Besin ortamının kültür şişelerinin ağzına ve kenarlarına 

bulaşmayacak şekilde konulmasına dikkat edilmelidir. Şişelerin ağzına bir filtre kâğıdı 

kapatılarak bir gün oda sıcaklığında bekletilir (kontaminasyonu engellemek için 

şişelerin ağızlarının açılmamasına ve şişenin kenarında birikecek su buharının tümüyle 

çekilmiş olmasına dikkat etmek gerekir). Ertesi gün etrafı tülbentle sarılmış olan steril 

pamuk tıkaçlar ile kültür şişelerinin ağızları kapatılarak buzdolabında saklanır.  

3.2.2.2. Çaprazlama için birey seçimi 

SMART uygulamasında 3. dönem transheterozigot larva elde edilebilmesi amacıyla 

Drosophila melanogaster’in multiple wing hair (mwh) ve flare (flr
3
) mutant soylarının 

bulunduğu kültür ortamından ergin bireylerin toplanması sağlandı.  
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Kültür ortamında bulunan ergin bireyler dörder saat aralıklarla toplandı. Bunun nedeni 

Drosophila melanogaster erkek ergin bireylerinin pupadan çıktıktan hemen sonra 

eşeysel olgunluğa erişmeleri ve dişi ergin bireylerin ise pupadan çıktıktan 5-6 saat sonra 

eşeysel olgunluğa erişmeleridir. Kültürde bulunan flare (flr
3
) soyuna ait dişi ergin 

bireyler dörder saat aralıklarla kontrol edilerek her dörder saatte bir pupadan çıkan 

erginler başka bir besiyer şişesine aktarılarak toplandı. Virgin bireylerin bulunduğu 

besiyer şişesinin ağzı çok kısa bir süre eterli pamuk ile kapatılarak erginler bayıltıldı. 

Eterle bayıltılan flr
3
 soyuna ait ergin bireyler boş bir petri kabına aktarılarak seçilen 40 

adet dişi virgin erginin çaprazlama havuzuna aktarıldı. Aynı işlemler besiyerine 

toplanan mwh erkek bireyleri için tekrarlandı ve 40 adet erkek mwh birey çaprazlama 

havuzuna aktarıldı. Uygulamaların yapılacağı transheterozigot larvaların elde 

edilebilmesi için her şişede 40 mwh erkek, 40 flr
3
 dişi olacak şekilde çaprazlama yapılır. 

Oogenezin gerçekleşmesi için erkek ve dişi bireyler en az bir gün süre ile aynı ortamda 

bırakılmıştır. Uygulama yapılacak olan transheterozigot larvaların aynı evrede 

olabilmesi için oogenezi gerçekleşmiş olan bireylerin 8 saat boyunca yeni bir besin 

ortamına alınarak bu süre boyunca yumurta bırakmaları için bekletilmiştir. Aynı 

bireyler yumurta toplama işlemi için defalarca kullanılmıştır. Transheterozigot 

larvaların elde edilebilmesi için yapılan çaprazlama Şekil 3.7’de gösterilmiştir (Graf 

vd., 1984).  
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Şekil 3.7. D. melanogaster’de SMART uygulanmasının şematik gösterimi 
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3.2.2.3. NiFe2O4NP konsantrasyonlarının belirlenmesi 

Çalışmanın ilk basamağında, genotoksik etkisi test edilecek olan NiFe2O4NP’nin beş 

farklı derişiminin çalışılması amaçlanmıştır. NiFe2O4NP etkin derişim aralıklarının 

belirlenmesi aşamasında öncelikle genotoksik etkilerin geniş bir spektrumda 

incelenmesi için daha önceki çalışmalarda kullanılan konsantrasyon aralıklarından 

yararlanılmıştır. D. melanogaster larvaları üzerine LD50 dozunu belirlemek amacıyla 

çeşitli konsantrasyonlarda (5, 10, 15, 25, 50, 75, 100, 200 ve 500μg/mL) 24 saatlik 

uygulamalar yapılmıştır. Deneyler sonucunda tüm konsantrasyon grupları için ortak 

LD50 dozu 100μg/mL olarak tespit edilmiştir. Çalışmalarda uygulanan konsantrasyonlar, 

her bir deney grubu için LD50 dozundan daha düşük ve yakın olan 25, 50, 75, 100 ve 

200μg/mL olarak belirlenmiştir. 

3.2.2.4. Deney gruplarna NiFe2O4NP’nin uygulanması 

Bu çalışmada etkileri test edilecek olan NiFe2O4NP için beş farklı konsantrasyon (25, 

50, 75, 100 ve 200μg/mL) çalışılmıştır. Sekiz saat süresince çiftleştirilen ebeveynlerin 

bıraktığı döllenmiş yumurtalardan çıkan bireyler, üçüncü larva evresine eriştiğinde, 

musluk suyu altında yıkanmış ve elekten geçirilerek ayrılmıştır. 72±4 saatlik larvaların 

uygulama ortamı olarak kullanılan cam tüpler içerisine yaklaşık 1,5g kadar hazır 

Drosophila besini (Drosophila Instant Medium) konulmuş ve besinler uygulamadan 

hemen önce hazırlanarak derişimlerin 5mL’si ile nemlendirilmiştir. Toplanan larvalar 

her bir cam tüp içerisine 1-2 spatül dolusu (yaklaşık 100 larva) konularak uygulama 

ortamına alınmıştır. Larvaların uygulama ortamına konulmasından sonra tüplerin 

ağızları tıkaçlarla kapatılmıştır. Deney grupları sıcaklık kabinlerine konularak larvalar 

kronik olarak 48 saat boyunca NiFe2O4NP dozlarına maruz bırakılmıştır.  

3.2.2.5. Ergin birey toplanması ve kanat preparatlarının hazırlanması 

NiFe2O4 nanokompozit dozlarına maruz bırakılan larvalardan, pupa evresini takiben 

çıkan ergin bireyler günlük olarak toplanmış ve kanat preparatlarını hazırlamak için bu 

bireyler %70’lik etil alkole konularak +4
o
C’de buzdolabında muhafaza edilmiştir. 

Toplanan bireyler kanat morfolojilerine göre normal kanatlı (transheterozigot mwh/flr
3
) 

ve serrat kanatlı (dengelenmiş heterozigot mwh/TM3, Bd
S
) olarak iki gruba ayrılmıştır.  
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Kanat preparatlarını hazırlamak için Negishi vd., (1988) ve Graf vd., (1992)’nin 

çalışmalarında kullandıkları faure solüsyonu kullanılmıştır. Bu solüsyonun içeriği 30g 

gum arabic, 20mL gliserol, 50g kloral hidrat ve 50mL distile su şeklindedir. Kanat 

preparatları hazırlanırken çukur lam üzerine faure solüsyonundan 1-2 damla 

konulmuştur. Distile suya alınmış olan her bir sinek, faure solüsyonu damlatılmış çukur 

lama alınmıştır. Kanatlar, binoküler mikroskop altında ince uçlu pens ile kanatların 

vücuda bağlandığı yerden tutulmak suretiyle kanat üzerindeki kıllara ve kanada zarar 

verilmeyecek şekilde vücuttan özenle ayrılmıştır. Her bir bireyin kanadı ayrıldıktan 

sonra aynı bireye ait kanatlar lam üzerine uygun aralıklarla yerleştirilmiştir. Lam 

üzerine yeterince kanat çifti (80 kanat) yerleştirildikten sonra preparatlar kuruması için 

tozsuz bir ortamda bir gün bekletilmiştir (Rizki vd., 2006). Preparatlar kuruduktan sonra 

lamlara bir iki damla entellan damlatılarak hava kabarcığı kalmayacak şekilde üzeri 

lamel (24X60mm) ile kapatılmıştır. Kanatların düzgün bir şekilde kuruması için 

kapatılan preparatların üzerine 3- 4g ağırlığında metal vidalar konulmuştur. Birkaç saat 

bu şekilde bekletilen preparatlar ışık mikroskobunda sayım ve inceleme için hazır hale 

getirilmiştir. Bu şekilde hazırlanan preparatlar, 1 saat sonra ksilen ile ıslatılmış tülbent 

yardımıyla dikkatlice silinerek ışık mikroskobunda kılların görülmesini engelleyen 

yapılar uzaklaştırılmıştır. Preparatlar 3 gün süreyle bekletilerek kurumaları sağlanmıştır. 

3.2.2.6. Kanat preparatlarının mikroskopta incelenmesi 

Hazırlanmış olan kanat preparatları 10X40 büyütmede Olympus marka DX63 model 

ışık mikroskobunda incelenmiştir. Kanat üzerindeki sektörler, incelemede kolaylık 

sağlaması açısından A, B, C, C
ı
, D, D

ı
 ve E olarak bölümlere ayrılmıştır. Bu sektörlerde 

yapılan incelemelerde, kanatların hem dorsal hem de ventral yüzündeki hücre 

tabakalarında mutant klonların oluşup oluşmadığı dikkate alınmıştır. Kanatlar 

mikroskopta incelenirken özellikle mikro vida kullanılarak her bir sektör ayrı ayrı 

taranmış mwh ve/veya flr
3
 mutant fenotipler sayılarak kaydedilmiştir. Normal ve 

farklılaşmış fakat ne flr
3
 ne de mwh olarak sınıflandırılmayacak trikomlar (Graf 

vd.,1984) Şekil 3.8.a ve Şekil 3.8.b’de gösterilmiştir.  

SMART’ta tekli benekler mwh veya flr
3
 fenotipindeki hücrelerden oluşur. Tekli 

benekler de küçük tek tip ve büyük tek tip diye iki grupta sınıflandırılır. Küçük tek tip 
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klonlar 1 veya 2 tane mwh hücrelerinden oluşur iken büyük tek tip klonlar ise flr
3
 ve 

mwh hücre klonlarından da oluşabilir. 3 veya daha fazla sayıda mwh mutant hücre ile 4 

veya daha fazla flr
3
 mutant hücrelerden oluşan klonlara ise büyük tek tip klon 

denilmektedir. mwh trikomlar ve flr
3
 genotipine ait trikomlar (Graf vd., 1984) Şekil 3.8. 

c ve Şekil 3.8.d’de gösterilmiştir.  

 

Şekil 3.8. Kanat trikomlarının görünümü 

flr
3
 klonlarının 4’den az sayıda olduğunda sayılmamasının nedeni; önceki yıllarda 

yapılan çalışmalarda dörtten daha az sayıda gözlenen sadece flr
3
 fenotipteki trikomların 

oluşturduğu klonların varyasyon nedeniyle ortaya çıktığı, bu nedenle flr
3
 fenotipteki 

klonlar için dört ve daha fazla sayıdaki hücrelerin büyük tek tip klon olarak 

adlandırılması gerektiği olarak belirtilmiştir. flr
3 

ve mwh hücre klonlarının ikisinin yan 

yana yer aldığı klonlar ise ikiz klon olarak adlandırılır (Szabad vd., 1983). Kanat 

preparatlarının analizi esnasında ikiz klonların yan yana bulunması hali için dikkat 

edilmesi gereken hususlardan birisi mwh hücre klonları ile flr
3
 hücre klonları yan yana 

olduğu durumda da ikiz klon olarak adlandırılır. Ancak komşu iki klon da olabilir, bu 

durumda farklı iki klon olarak değerlendirmeye tabi tutulur. Yan yana çok yakın olan 

klonların ikiz mi yoksa komşu farklı iki klon mu olup olmadıklarının ayrımı Graf vd. 

(1984) yapmış oldukları çalışmada göz önünde bulundurulmuştur. mwh ve flr
3
 

hücrelerinin sınıflandırılmasında, komşu iki klon arasında üç yada daha fazla sayıda 
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yaban tip trikom hücre sırası varsa bunların iki farklı klon olarak değerlendirmeye tabi 

tutulması gerektiği belirtilmiştir.  

3.2.2.7. Klon indüksiyon frekansının hesaplanması  

Kronik uygulamada her hücrede ve her hücre bölünmesindeki ortalama indüksiyon 

frekansı aşağıdaki eşitlikle matematiksel olarak hesaplanmıştır (Szabad vd., 1983).  

 

Eğer sadece mwh klonlar göz önüne alınırsa, denklemdeki "f" mwh klonlarının 

indüksiyonunun ortalama frekansını, "n" gözlenmiş olan toplam mwh klon sayısını, "N" 

analiz edilmiş olan kanat sayısını ve "C" bir kanat üzerindeki incelene bilir hücre 

sayısını göstermektedir.  

3.2.2.8. İstatistiksel analiz 

Farklı konsantrasyonlarda NiFe2O4 nanokompozitinin uygulandığı kanat benek testi 

sonuçlarının değerlendirilmesinde Drosophila kanat somatik mutasyon ve 

rekombinasyon testi (SMART) için hazırlanmış bir bilgisayar programı olan 

MICROSTA kullanılmıştır. Orijinal (null) hipotezde (Ho) uygulamalar ile kontrol grubu 

arasında istatistiksel olarak fark olmadığı, alternatif hipotezde (Ha) ise uygulama 

grubundaki indüklenen mutasyon oranının kontrol grubundan m defa daha fazla olduğu 

varsayılarak orijinal ve alternatif hipotezlerin MICROSTA kullanılarak hesaplanmasıyla 

sonuçlar; uygulama grubundaki (nt) mutant klon sayısı çizelge değerine eşit veya 

çizelge değerinden büyükse Ho, aynı şekilde, kontrol grubundaki (nc) mutant klon 

sayısı eğer çizelge değerine eşit veya çizelge değerinden büyükse bu kez Ha 

reddedilmiştir. Ho ve Ha’nın kabul veya reddedilmesine göre Tablo 3.3 kullanılarak 

sonuçlar pozitif (+), zayıf pozitif (z), önemsiz fark (i) veya negatif (-) olarak 

değerlendirilmiştir (Selby ve Olsen, 1981; Frei ve Wügler, 1988).  
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Tablo 3.3. Orijinal ve alternatif hipotezlerin değerlendirilmesi 

HİPOTEZ 
Ha ( Alternatif ) 

KABUL ( 1- β ) RED( β ) 

Ho  (null) 

KABUL ÖNEMSİZ FARK NEGATİF 

(1-α) P= (1-α)(1-β) = 1-α-β+αβ P= (1-α)β = β -αβ 

RED POZİTİF ZAYIF POZİTİF 

(α) P= α(1-β) = α-αβ P = αβ 
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4. BULGULAR  

Bu çalışma üç aşamalı olarak planlanmıştır. Öncelikle X-ışını kırınımı (XRD), taramalı 

elektron mikroskobu (SEM) ve enerji dağılımlı X-ışını (EDAX) analizleri, Fourier 

transform infrared Spektroskopisi (FT-IR) ve Ultraviyole/görünür ışık absorpsiyon 

spektrofotometresi (UV-Vis) ile NiFe2O4NP karakterize edilmiştir. İkinci aşamada ise 

farklı konsantrasyonlarda (25, 50, 75, 100, 200 ve 500μg/mL) NiFe2O4 nanokompozit 

(30nm) içeren besiyerlerinde Drosophila melanogaster’in (mwhxflr
3
) 72±4 saatlik 

transheterozigot larvaların yaşama yüzdesi (larval mortalite) üzerine etkisi 

araştırılmıştır. Son aşamada ise, LD50 dozununun 100μg/mL olduğu belirlendikten sonra 

25, 50, 75, 100 ve 200μg/mL konsantrasyonlarında NiFe2O4 nanokompoziti (30nm) 

içeren besiyerlerinde yaşayabilen ergin bireylere ait kanatlar kullanılarak Drosophila 

kanat benek testi ile genotoksik aktivitenin olası sonuçları incelenmiştir.  

4.1. NiFe2O4 Nanopartikülünün Karakterizasyonu 

4.1.1. UV-Vis spektroskopisi 

NiFe2O4NP’lerin optik özelliğinin belirlenmesi amacıyla UV- Görünür bölge 

absorpsiyon spektrumu alınmıştır. Şekil 4.1’de verilenabsorbsiyon spektrumu 

incelendiğinde, NiFe2O4NP’nin 343nm’de maksimum absorbsiyona sahip olduğu 

görülmektedir. NiFe2O4NP’nin yapısında bulunan Ni ve Fe elementlerinin sahip olduğu 

d orbitalinde bulunan değerlik elektronları görünür bölge ışığını absorplayabilir. 

Sonuçlar, NiFe2O4 nanoparçacıklarının, küçük enerji bandı boşluğuna bağlı olarak 

görünür bölgede ışığı absorbe etme kabiliyetine sahip olduğunu göstermektedir 

(Rahmayeni vd., 2016).  
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Şekil 4.1. NiFe2O4NP’lerinin UV-Vis spektrumu 

4.1.2. SEM ve EDX analizleri 

Şekil 4.2’de NiFe2O4NP’lerin SEM ve EDX görüntüleri yer almaktadır. SEM, tek tek 

kristalitlerin görüntülenmesine ve bir numunedeki partiküllerin boyutunun ve şeklinin 

istatistiksel olarak açıklanmasına olanak sağlar. SEM görüntülerine göre yüzey 

morfolojisi, tanecik şekli ve tanecik boyutu; EDX’e göre de elementel analiz hakkında 

bilgiler edinilmiştir. SEM görüntüleri incelendiğinde, NiFe2O4NP’nin küçük küresel 

parçacıklarının mikrometrik agregasyon içerdiği gözlenmektedir. Yüksek yoğun 

aglomerasyonun varlığı, gözeneksiz kristalitlerin yüzeyde bulunmasından 

kaynaklanmaktadır. Nanopartiküller yüksek yüzey enerjilerine sahip olduklarından, 

topaklanma ve daha büyük düzenekler halinde büyümeye meyillidirler (Sagadevan vd., 

2017). NiFe2O4 nanopartikülleri yaklaşık olarak >30nm çapındaki parçacıklardan ve 25-

30nm boyutunda büyük oktahedral şekilli parçacıklardan oluşmaktadır (Şekil 4.2.a). 

Partiküllerin EDX analizleri incelendiğinde % ağırlıkça oranı en yüksek olan oksijen 

(O) bulunmuş olup (%37,55); bunun kaynağı da NiFe2O4’tür. %28,98 oranında bulunun 

demir (Fe) oksijeni takip etmektedir.  Sonuçlarda görülen Ni (Nikel) oranı ise 

%6,93’dür (Şekil 4.2.b).  
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Şekil 4.2. NiFe2O4NP’lerinin SEM görüntüleri 

4.1.3. FT-IR analizleri 

NiFe2O4NP’nin ATR-FT-IR spektrumları Şekil 4.3’te verilmiştir. 562 ve 421cm
-1

'de 

gözlenen şiddetli IR bandları NiFe2O4NP’nin kristal örgüsündeki sırasıyla tetrahedral ve 

oktahedral alanlardaki (Fe↔O) gerilmelerinden kaynaklanmaktadır (Mujahid vd., 

2019). Bu piklerin pozisyonları ve keskinlikleri nanoparçacıkların boyutuna ve 

safsızlığına bağlı olarak değişmektedir. Bunlara ilaveten, 3500-3300cm
-1

 aralığındaki 

geniş IR bandı ve 1638cm
-1

’deki IR bandı NiFe2O4 nanoparçacıklarının yüzeyine bağlı 

su molekül hidroksillerinin sırasıyla gerilme ve eğilme titreşimlerinden kaynaklanırken, 

1486 ve 1358cm
-1

’deki IR bandlarının ise NiFe2O4NP’nin sentezinde kullanılan çözücü 

türlerinden kaynaklandığı düşünülmektedir.   

a

2 

b

2 
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Şekil 4.3. NiFe2O4NP’lerinin FT-IR analizleri 

4.1.4. XRD analizi sonuçları 

NiFe2O4 nanoparçacıklarının kristal yapısını ve saflığını karakterize etmek için 

numunenin toz XRD spektrumu alınmıştır ve sonuçlar Şekil 4.4’de verilmiştir. 

NiFe2O4NP’nin XRD spektrumunda 18,49, 30,37, 35,73, 37,27, 43,37, 54,01, 57,39, 

62,95, 75,00 ve 79,79 (2) açılarında sırasıyla (111), (220), (311), (222), (400), (422), 

(511), (440), (533) ve (444) kırınımlarına karşılık gelen 4,79, 2,94, 2,51, 2,41, 2,08, 

1,69, 1,60, 1,48, 1,27 ve 1,20 Å’luk değerlerine sahip pikler elde edilmiştir. Bu piklerin 

şiddetleri ve pozisyonları kübik spinel kristal yapıya sahip NiFe2O4NP’nin JCPDS 86-

2267 ve 74-2081 kart numaralarıyla iyi uyum içerisindedir (Salavati-Niasari vd., 2009; 

Feng vd., 2011; Maruthapandian vd., 2016; Zhang vd., 2019). Ayrıca bu piklerin keskin 

ve dar özellikte olması ise NiFe2O4’ün kristalizesinin hayli iyi olduğunu göstermektedir. 

Bunlara ilaveten 23,98, 33,19, 35,82 ve 50,00 (2) açılarında α-Fe2O3 (hematit) fazına 

ait XRD pikleri de tespit edilmiştir (JCPDS kart no 33-0664) (Zhou vd., 2019). 
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Şekil 4.4. NiFe2O4NP’lerinin XRD görüntüleri 

4.2. NiFe2O4NP’nin LD50 ve Yaşama Yüzdesi (Larval Mortalite) Oranları 

Çalışmada ikinci aşama olarak NiFe2O4NP’nin embriyotoksik etkilerini (larvadan ergine 

gelişebilen birey sayısını belirten hayatta kalış oranı) araştırmak için; Drosophila 

melanogaster’in transheterozigot larvaları NiFe2O4NP’nin farklı konsantrasyonlarını 

içeren besiyerlerine alınmıştır. Tüm uygulama gruplarında (mwh x flr
3
) 

çaprazlamasından elde edilen 72±4 saatlik larvalardan ergine gelişebilen bireyler 

sayılarak hayatta kalış oranları hesaplanmıştır.  

Uygulama gruplarında larvalara ait yaşama yüzdelerinin NiFe2O4NP’nin 

konsantrasyonu arttıkça kontrol grubuna oranla önemli ölçüde azaldığı görülmüştür 

(p<0,05). Bu durum NiFe2O4NP’nin toksik etkilerinin konsantrasyon artışına paralel 

olarak arttığının bir göstergesi olarak kabul edilmiştir. Tablo 4.1’deki veriler 

incelendiğinde, 100μg/mL konsantrasyonda hayatta kalış oranı %49 olduğu 

görülmektedir. LD50 dozu 100μg/mL olarak kabul edilerek çalışma dozları 25, 50, 75, 

100 ve 200μg/mL olarak belirlenmiştir. 

 



 

43 

 

Tablo 4.1. NiFe2O4NP’nin D. melanogaster’in 72±4 saatlik transheterozigot 

larvalarında yaşama yüzdesi (larval mortalite) üzerine etkisi     

Uygulama 

Grupları 

Konsantrasyon 

(µg/mL) 
Larva Sayısı 

Hayatta Kalış 

Oranı (%) 

Kontrol 0 100 97 

NiFe2O4NP 

25 100 89 

50 100 66 

75 100 54 

100 100 49 

200 100 38 

500 100 13 

4.3. Distile Su, EMS ve NiFe2O4NP Uygulaması Sonucu Elde Edilen SMART 

Bulguları  

Çalışmanın üçüncü aşamasında Drosophila kanat benek testi ile NiFe2O4 

nanokompozitinin olası genotoksik etkisi araştırılmıştır. Bu amaçla, negatif kontrol 

grubu olarak distile su kullanılırken, pozitif kontrol grubu için de yine EMS 

kullanılmıştır. Her bir uygulama grubu için 3. larva dönemindeki transheterozigot 

larvalardan elde edilen ergin bireylerden seçilen 80 kanat, beneklerin varlığını 

araştırmak için, ışık mikroskobunda 400X büyütmeyle incelenmiştir. İncelemeler 

sırasında kanat benekleri istatistiki analizlerde kullanılmak üzere tekli benekler (mwh 

veya flr
3
 fenotipinde) ve ikili benekler (mwh ve flr

3
 fenotipinde) olmak üzere 

sınıflandırılarak kaydedilmiştir. Ayrıca tekli benekler de kendi aralarında küçük tekli 

benek (1-2 hücreli) ve büyük tekli benek (3≤ hücreli) olmak üzere iki gruba ayrılmıştır.  

4.3.1. Distile su ve EMS’nin genotoksik etkilerinin araştırılması  

Çalışmalarda distile su ve DMSO negatif kontrol, mutajenik ve rekombinojenik 

aktiviteleri bilinen EMS ise pozitif kontrol olarak kullanılmıştır. F1 neslinde elde edilen 

hem normal kanatlı hem de serrat kanatlı bireylere ait kanat preparatları hazırlanarak 

mikroskobik analizleri yapılmıştır. Preparatların incelenmesinde kolaylık olması 

açısından, kanatlar A, B, C, C
1
, D, D

1
, E olmak üzere sektörlere ayrılmıştır (Şekil 4.5)  
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Şekil 4.5. Normal ve serrat kanat sektörleri 

Kanat preparatları stereo mikroskop ile 10X40=400 kat büyütülerek incelenmiştir. 

Preparatlardaki kanat çiftlerinin her bir sektörü detaylı bir şekilde ayrı ayrı taranıp mwh 

ve/veya flr
3
 mutant fenotipler bakımından incelenmiştir. Normal ve mutant kanatlarda 

gözlemlenen küçük tek tip, büyük tek tip ve ikiz klonlar sayısal veriler olarak 

kaydedilmiş ve Şekil 4.6 - Şekil 4.11’de bu bireylere ait kanat kıllarının yapısı 10X40 

kat büyütülmüş görüntüleri gösterilmiştir.  

 

Şekil 4.6. Normal bireydeki kanat kıllarının ışık mikroskobundaki görüntüsü 
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Şekil 4.7. mwh/mwh hattına ait kanat kıllarının ışık mikroskobundaki görüntüsü  

 

Şekil 4.8. Küçük tek tip mwh mutant klonların ışık mikroskobundaki görüntüsü 
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Şekil 4.9. Büyük tek tip mwh klonların ışık mikroskobundaki görüntüsü  

 

Şekil 4.10. Büyük tek tip flr
3
 mutant klonların ışık mikroskobundaki görüntüsü  
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Şekil 4.11. İkiz klonların ışık mikroskobundaki görüntüsü  

Negatif (distile su) ve pozitif (EMS) kontrol gruplarının muhtemel etkilerinin, hem 

mwh/flr
3
 genotipli normal bireyler hem de mwh/TM3 genotipli serrat kanatlı bireyler 

için belirlenmesi amacıyla elde edilen Tablo 4.2’deki verilerden yararlanarak 

istatistiksel değerlendirmeler yapılmıştır. 

72±4 saatlik D. melanogaster mwh/flr
3
 transheterozigot larvalarına, distile su 

uygulaması sonucunda incelenen 80 adet normal fenotipli kanatta, 12 adet küçük tek tip 

klon, 3 adet büyük tek tip klon, 2 adet ikiz klon olmak üzere toplam mwh klon sayısı 17 

adet olarak belirlenmiştir. Distile su uygulamasında klon indüksiyon frekansı ise 0,87 

olarak hesaplanmıştır. Çalışmamızda pozitif kontrol olarak kullanılan ve daha önceki 

çalışmalarda Graf vd. (1984), Kaya vd. (2000) genotoksik olduğu belirlenen 1mM 

EMS’nin 72±4 saatlik D. melanogaster mwh/flr
3 

transheterozigot larvalarına uygulaması 

sonucunda incelenen 80 adet normal fenotipli kanatta 48 adet küçük tek tip klon, 30 

adet büyük tek tip klon, 17 adet ikiz klon olmak üzere 95 adet toplam mwh klon 

belirlenmiştir. EMS uygulamasında klon indüksiyon frekansı ise 4,87 olarak 

hesaplanmıştır (Şekil 4.12 ve Tablo 4.2). 
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Şekil 4.12. Kontrol grubu (mwh/flr
3
) larvalardan gelişen ergin bireylerin kanat 

trikomlarında gözlenen klon tiplerine ait frekanslar                                        

Benzer şekilde, distile su uygulaması sonucu elde dilen 80 adet serrat fenotipli kanatta, 

toplam mwh klon sayısının 9 adet olduğu gözlenmiş ve klon indüksiyon frekansı 0,46 

olarak hesaplanmıştır. EMS uygulanan gruplardan elde edilen 80 adet serrat fenotipli 

kanatta ise 65 adet toplam mwh klon sayılarak klon indüksiyon frekansı da 3,33 olarak 

hesaplanmıştır (Şekil 4.13 ve Tablo 4.2). 
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Şekil 4.13. Kontrol grubu (mwh/TM3) larvalardan gelişen ergin bireylerin kanatlarında 

gözlenen çeşitli benek tiplerine ait klon frekansları  

Pozitif ve negatif kontrol gruplarındaki uygulamalardan elde edilen verilerin 

karşılaştırılması sonucunda tüm klon tiplerinde istatistiksel farkın anlamlı (+) olduğu ve 

EMS’nin genotoksik etki gösterdiği anlaşılmaktadır (Tablo 4.2).  
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Tablo 4.2. Distile su ve EMS’nin D. melanogaster’in normal kanat (mwh/flr
3
) ve serrat kanat (mwh/TM3) hatları üzerine etkileri 

No: Klon sayısı, Fr.: Frekans, D: İstatistik sonuçların gösterimi (Frei ve Würgler, 1988), +: pozitif, -: negatif, i: önemsiz fark, m: çarpım faktörü, * : TM3 dengeleyici 

kromozomunun varlığında flr
3
 mutasyonu oluşmadığından ikiz klon meydana gelmemektedir. Olasılık düzeyi:α=β=0,05 etkileri  

Uygulama Grupları 

Kanat 

Sayısı 

(N) 

Küçük tek tip 

klon 

(1- 2 hücre) 

    (m=2) 

Büyük tek tip 

klon 

(>2 hücre) 

(m=5) 

İkiz klon 

(m=5) 

Toplam mwh 

klon  

(m=2) 

Toplam klon 

(m=2) 

Klon 

indüksiyon 

frekansı 

(10
5 

hücre) 
No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D 

N
o
rm

a
l 

K
a
n

a
t 

(m
w

h
/f

lr
3
) 

Distile Su 80 12 (0,15) 
 

3 (0,04) 
 

2 (0,03) 
 

13 (0,16) 
 

17 (0,21) 
 

0,87 

EMS 

(1mM) 
80 48 (0,60) + 30 (0,38) + 17 (0,21) + 78 (0,97) + 95 (1,18) + 4,87 

S
er

ra
t 

 

K
a
n

a
t 

(m
w

h
/T

M
3

) 

Distile Su 80 8 (0,10) 
 

1 (0,01) 
 

* 

9 (0,11) 
 

9 (0,11) 
 

0,46 

EMS 

(1mM) 
80 41 (0,51) + 24 (0,30) + 65 (0,81) + 65 (0,81) + 3,33 
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4.3.2. NiFe2O4NP’nin genotoksik etkisinin araştırılması  

72±4 saatlik Drosophila melanogaster mwh/flr
3
 transheterozigot larvalarına, 

NiFe2O4NP’nin çeşitli konsantrasyonları (25, 50, 75, 100 ve 200μg/mL) ayrı ayrı eş 

zamanlı uygulanarak erginleşen bireylerin kanatlarında meydana gelen mutasyonlar 

kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) ile sınıflandırılarak ergin 

bireylerin klonların sınıflandırılarak NiFe2O4NP’nin genotoksik etkisi tespit edilmeye 

çalışılmıştır. Uygulama sonucunda elde edilen sonuçlar Tablo 4.3’de gösterilmiştir. 
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Tablo 4.3. NiFe2O4 NP’nin D. melanogaster’in normal kanat (mwh/flr
3
) ve serrat kanat (mwh/TM3) hatları üzerine etkileri 

No: Klon sayısı, Fr.: Frekans, D: İstatistik sonuçların gösterimi (Frei ve Würgler, 1988), +: pozitif, -: negatif, i: önemsiz fark, m: çarpım faktörü, *: TM3 dengeleyici kromozomunun varlığında flr3 mutasyonu 

oluşmadığından ikiz klon meydana gelmemektedir. Olasılık düzeyi:α=β=0,05 etkileri  

Uygulama Grupları 

 

Kanat 

Sayısı 

(N) 

Küçük tek tip klon 

(1-2 benek) (m=2) 

Büyük tek tip klon 

(>2 hücre) (m=5) 
İkiz klon (m=5) 

Toplam mwh klon 

(m=2) 
Toplam klon (m=2) 

Klon 

indüksiyon 

frkansı 

(10
5 
hücre) No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D 

N
o

rm
a

l 
K

a
n

a
t 

(m
w

h
/f

lr
3
) 

Distile Su 80 12 (0,15) 
 

3 (0,04) 
 

2 (0,03) 
 

13 (0,16) 
 

17 (0,21) 
 

0,87 

EMS (1mM) 80 48 (0,60) + 30 (0,38) + 17 (0,21) + 78 (0,97) + 95 (1,18) + 4,87 

NiF2O4 Deney Grupları 

25µg/mL 80 10 (0,13) - 2 (0,03) - 1 ( 0,01) - 10 (0,13) - 13 (0,16) - 0,67 

50µg/mL 80 12 (0,15) i 4 (0,09) i 2 (0,03) i 12 (0,15) - 18 (0,23) i 0,92 

75µg/mL 80 14 (0,18) i 6 (0,08) i 4 (0,09) i 13 (0,16) i 24 (0,30) i 1,23 

100µg/mL 80 20 (0,25) i 8 (0,10) i 4 (0,09) i 26 (0,32) i 42 (0,53) i 2,15 

200µg/mL 80 37 (0,46) + 27 (0,33) + 20 (0,29) + 66 (0,83) + 84 (1,05) + 4,30 

S
er

r
a

t 
K

a
n

a
t 

(m
w

h
/T

M
3

) 

Distile Su 80 8 (0,10) 
 

1 (0,01) 
 * 

9 (0,11) 
 

9 (0,11) 
 

0,46 

EMS (1mM) 80 41 (0,51) + 24 (0,30) + 65 (0,81) + 65 (0,81) + 3,33 

NiF2O4 Deney Grupları 

25µg/mL 80 11 (0,14) i 2 (0,03) i 

* 

13 (0,16) - 13 (0,16) i 0,67 

50µg/mL 80 15 (0,19) i 2 (0,03) i 17 (0,21) - 17 (0,21) i 0,87 

75µg/mL 80 16 (0,20) i 4 (0,05) i 20 (0,25) - 20 (0,25) i 1,02 

100µg/mL 80 18 (0,23) i 4 (0,05) i 22 (0,28) i 22 (0,28) i 1,13 

200µg/mL 80 39 (0,43) + 22 (0,28) + 61 (0,76) + 61 (0,76) + 3,13 
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NiFe2O4NP’nin tüm konsantrasyonlarına ait veriler negatif kontrol grubu olan distile su 

değerleri ile karşılaştırılmıştır. En düşük uygulama grubu olan 25μg/mL NiFe2O4NP 

uygulama grubuna ait normal kanatlı bireylerde negatif konrol grubuna göre toplam 

klon (i) hariç tüm tüm klon tiplerinde farkın negatif (-) olduğu gözlenirken, 50, 75 ve 

100μg/mL NiFe2O4NP uygulama gruplarında tüm klon tiplerinde önemsiz fark (i), 

200μg/mL NiFe2O4NP grubunda ise pozitif fark (+) olduğu belirlenmiştir. Farklı 

konsantrasyonlarda NiFe2O4NP (25, 50, 75, 100 ve 200μg/mL) uygulamalarından elde 

edilen normal kanatlı bireylere ait klon indüksiyon frekanslarının distile suya ait KİF 

değerinin üzerinde olup sırasıyla 0,67; 0,92; 1,23; 2,15 ve 4,30 şeklinde olduğu 

görülmektedir (Şekil 4.14 ve Tablo 4.3). 

 

Şekil 4.14. NiFe2O4NP uygulanan (mwh/flr
3
) larvalardan gelişen ergin bireylerin 

kanatlarında gözlenen çeşitli benek tiplerine ait klon frekansları  

NiFe2O4NP’nin tüm konsantrasyonlarına ait uygulama gruplarından elde edilen serrat 

kanatlı bireylerde de konsantrasyon artışına paralel olarak tüm klon tiplerinde distile 

suya göre artışların olduğu tespit edilmiştir. 25, 50, 75 ve 100μg/mL NiFe2O4NP 

uygulama gruplarında tüm klon tiplerinde önemsiz fark (i) gözlenirken, en yüksek 

uygulama grubu olan 200μg/mL NiFe2O4NP grubunda ise pozitif fark (+) olduğu 
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belirlenmiştir. Negatif kontrol grubu olan distile su uygulama grubuna ait KİF değeri 

0,46 iken bu değerin 25, 50, 75, 100 ve 200μg/mL NiFe2O4NP uygulama gruplarında 

artarak sırasıyla 0,67; 0,92; 1,23; 2,15 ve 4,30 şeklinde olduğu belirlenmiştir (Şekil 4.15 

ve Tablo 4.3). 

 

Şekil 4.15. NiFe2O4NP uygulanan (mwh/TM3) larvalardan gelişen ergin bireylerin 

kanatlarında gözlenen çeşitli benek tiplerine ait klon frekansları  

72±4 saatlik D. melanogaster mwh/flr
3
 ile mwh/TM3 transheterozigot larvalarına 25, 50, 

75, 100 ve 200μg/mL NiFe2O4NP’nin ayrı ayrı uygulanması sonucunda ergine gelişen 

bireylerin kanatlarında oluşan mutant klon frekansları distile su uygulamasından elde 

edilen ergin bireylerin kanatlarında meydana gelen mutant klon frekansları MİCROSTA 

istatistik programı kullanılarak değerlendirilmiştir. Değerlendirme sonucu elde edilen 

verilerden 200μg/mL NiFe2O4NP konsantrasyonda farkın anlamlı (+) olduğu gözlenmiş 

ve NiFe2O4NP’nin genotoksik etkili olduğu tespit edilmiştir. Tüm bu sonuçlardan artan 

NiFe2O4NP dozunun DNA’nın yapısına etki edirek nokta mutasyon, delesyon ve 

somatik rekombinasyona yol açtığı ve bu duruma bağlı olarak tüm NiFe2O4NP 

uygulama gruplarında genotoksik etkinin mutant klon sayısında kontrole göre artış 

gösterdiği SMART ile belirlenmiştir. 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

Çeşitli alanlarda yaygın olarak kullanılmasına rağmen, insan sağlığı ve potansiyel 

genotoksik riskleri hakkında sınırlı bilgi bulunan NP’ler ve yeni gelişmekte olan 

nanomalzemeler ile ilgili genotoksik risk üzerine yapılan çalışmalar ilgi çekmektedir 

(Landsiedel vd., 2009; Bakand and Hayes, 2016; Evans vd., 2017). Bu anlamda mevcut 

araştırma, metal oksit NP’lerin in vivo genotoksik etkileri hakkında yeni bilgiler 

eklemektedir. DNA hasarı indüksiyonu (genotoksisite) sadece kanserojenliğe yol 

açmayıp, aynı zamanda üreme hücrelerinde oluşan hasarlar sonraki nesillerdeki 

fertiliteyi de etkilemektedir. Dolayısıyla, yeni ilaç ve kimyasal maddelerin sağlık riski 

değerlendirmesini yöneten kilit alan genotoksikolojidir (Singh vd., 2009). 

 

Çalışmamızda metal oksit nanaopartikülü olan NiFe2O4NP’nin olası genotoksik 

etkilerinin belirlenmesi amaçlanmıştır. Bu amaçla Drosophila melanogaster ile yapılan 

Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART) kullanılmıştır. Bununla birlikte 

kullanılan test tekniği benzer birçok çalışmada rastladığımız güvenilir bir test tekniği 

olmakla beraber genotoksik etkinliğini araştırdığımız NP SMART ile ilk defa 

çalışılmıştır.  

 

Boyut ve şekil, yüzey alanı ve yüzey aktivitesi gibi özellikler NP’lerin toksikolojik 

profillerini belirlemektedir. Her alanda insanoğlunun hizmetine sunulan NP’lerin etkili 

ve güvenli kullanılabilmesi için karekterizasyon çalışmalarının yapılmasına özen 

gösterilmeli ve NP’lerin özellikleri iyi belirlenmelidir (Hall vd., 2007). İlk aşamada 

NP’nin karakterizasyon çalışmaları UV-Vis spektroskopisi, FT-IR, XRD ve SEM-EDX 

analizleri ile yapılmıştır. UV-Vis’i alınan NiFe2O4NP’nin küçük enerji bandı boşluğuna 

bağlı olarak görünür bölgede ışığı absorbe etme kabiliyetine sahip olduğu görülmüştür. 

SEM-EDX analizleri ile NiFe2O4 NP’lerinin küçük küresel parçacıklarının mikrometrik 

agregasyon içerdiği gözlenmiştir. XRD spektrumunda gözlenen piklerin şiddetleri ve 

pozisyonları kübik spinel kristal yapıya sahip NiFe2O4NP’nin JCPDS 86-2267 ve 74-

2081 kart numaralarıyla iyi uyum içerisinde olduğu belirlenmiştir. SEM ve XRD ile 

hesaplanan gerçek parçacık boyutunun ortalama 30nm olduğu hesaplanmıştır. Ayrıca 

ATR-FTIR spektrumları alındığında 562 ve 421cm
-1

'de gözlenen şiddetli IR bandlarının 

https://www.tandfonline.com/doi/full/10.3109/17435390.2010.529176
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NiFe2O4NP’nin kristal örgüsündeki sırasıyla tetrahedral ve oktahedral alanlardaki 

(Fe↔O) gerilmelerinden kaynaklandığı bulunmuştur.  

NP karakterizasyonunun, biyolojik sistemlerde NP’lerin potansiyel toksisitesinin 

değerlendirilmesinde önemli bir rol oynadığı bilinmektedir (Powers vd., 2006). NP’lerin 

potansiyel toksisitesi ve davranışları, partikül sayısı, yükü, boyut ve boyut dağılımı, 

kimya ve reaktivitesi, yüzey alanı, yapı ve şekli ile agregasyon durumu ve elemental 

kompozisyonu gibi pek çok faktörden etkilenmektedir (Dağlıoğlu ve Yılmaz, 2018).  

Hücre sinyal yolaklarının çoğunun ve insan hastalık genlerinin %60'ından fazlası meyve 

sineği genleri ile homolog olması fizyolojik sinyallere verilen sinek tepkisinin insanlarla 

karşılaştırılabilir olduğunu göstermektedir (Schneider, 2000; Marsh and Thompson, 

 2006).  Ayrıca, nanomateryal maruziyeti ile ilişkili potansiyel toksisite ve genotoksisite 

çalışmaları için faydalı bir in vivo model organizma olarak uzun yıllardan bu yana 

kullanılan Drosophila’nın iyi bir model olduğu kanıtlanmıştır (Leeuw vd., 2007; Liu 

vd., 2009; Posgai vd., 2009).  

 

İkinci aşama olarak NiFe2O4NP’nin Drosophila melanogaster’in transheterozigot 

larvaları üzerinde olası toksik etkisinin olup olmadığı araştırılmıştır. Bu amaçla, D. 

melanogaster’in transhererozigot larvalarına farklı konsantrasyonlarda (25, 50, 75, 100, 

200 ve 500μg/mL) NiFe2O4NP uygulanarak yaşama yüzdesi deneyleri yapılmıştır. Bu 

çalışmamız sonucunda konsantrasyon artışına bağlı olarak kontrol gruplarına göre 

hayatta kalış oranının azaldığı gözlenmiştir. Daha önce Nas ve Çolak (2016) tarafından 

D. melanogaster’in Oregon soyuna ait larva ve ergin bireyler üzerinde yapılan bir 

çalışmada, 25, 50, 75, 100, 200 ve 500μg/mL NiFe2O4NP dozları uygulanarak meyve 

sineklerinin yaşama yüzdesi ve yavru birey sayıları incelenmiştir. NiFe2O4NP’nin tüm 

konsantrasyonlarında kontrol gruplarına göre yaşam yüzdesi ve yine konsantrasyon 

artışına bağlı olarak F1 neslinde gözlenen yavru birey sayısının kontrol grubuna göre 

azaldığı ve artan konsantrasyonla doğru orantılı olarak NP’nin sitotoksik etkisinin 

arttığı gözlenmiştir. 

Son aşamada, D. melanogaster’in dişi flr
3
 ve erkek mwh soyları kullanılarak yapılan 

çaprazlama sonrası elde edilen 72±4 saatlik transheterozigot larvalar, larval toksisitesi 

gösterilen NiFe2O4NP’nin 25, 50, 75, 100 ve 200μg/mL dozlarına maruz bırakılmıştır. 

https://www.tandfonline.com/doi/full/10.3109/17435390.2010.529176
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.3109/17435390.2010.529176
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.3109/17435390.2010.529176
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.3109/17435390.2010.529176
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.3109/17435390.2010.529176
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Ökaryotik in vivo bir test olan ve heterozigotluğun kaybı esasına dayanan SMART 

yöntemiyle NiFe2O4NP’nin kanat imajinal disk hücrelerinde oluşturduğu genetik 

değişimler (nokta mutasyonları, delesyonlar, ayrılmama ve rekombinasyon), mutant 

trikomların oluşması ile ölçülmüştür. Elde edilen sonuçlar pozitif (+), zayıf pozitif (z), 

önemsiz fark (i) veya negatif (-) olarak değerlendirilmiştir. Artan NiFe2O4NP 

konsantrasyonuna bağlı olarak tüm uygulama gruplarında hem normal hem de serrat 

kanat fenotipli bireylerin kanat hücrelerinde gözlenen klon sayılarında kontrole göre 

anlamlı artışların olduğu belirlenmiştir.  

Literatür taraması yapıldığında bizim bu sonuçlarımızı destekleyecek toksisite ya da 

mutajenite çalışmaları olduğu kadar farklı sonuçlara da rastlanılmıştır. Farklı tipte 

NP’lere maruziyetten doğan toksisite, hücresel alım, ROS üretimi, pigmentasyonda 

zayıflık, morfolojik bozukluklar, gen ifadesinde değişiklikler ve genotoksisite 

çalışmaları bulunmaktadır. NP’lerin  organizmalara  olan  etkilerinin daha iyi 

anlaşılabilmesi için yuvarlak solucanlar olan Caenorhabditis elegans (Chatterjee vd., 

2014), su piresi olan Daphnia magna (Santo  vd., 2014), Zebra balığı olan Danio rerio 

(Dedeh vd., 2015) ve meyve veya sirke sineği olarak bilinen Drosophila melanogaster 

(Panchal ve Tiwari, 2017) gibi farklı in vivo model organizmalarda çalışmalar 

yapılmaktadır. 

Karbon nanomalzemelerini test etmek için Drosophila'nın larvalar ve ergin bireyleri 

kullanılmış ve NP maruziyetinin neden olduğu etkilerin hem maruz kalma yoluna hem 

de materyal agregasyon durumuna bağlı olduğu gösterilmiştir (Liu vd., 2009). 

ZnOTiO2NP’nin Drosophila melanogaster’in dişi ve erkek bireylerinde ömür 

uzunluğunu önemli bir oranda azalttığı tespit edilmiştir (Atıcı, 2016). Altın 

nanopartikülüne maruz kalan Drosophila’da AuNP’nin pek çok doku ve organa 

yayıldığı, yaşam süresini ve eşeysel verimliliği oldukça önemli bir oranda azalttığı 

(Pompa vd., 2011), Drosophila embriyolarında ölüme yol açtığı (Vega-Alvarez vd., 

2014), gen ekspresyonunda düzensizliklere (Vecchio vd., 2012b) ve fenotipik 

bozukluklara (Vecchio vd., 2012a) neden olduğu gözlenmiştir. 

 

Fe2O3NP’nin (<50nm, <100nm ve iyonik; 1-10mM) muhtemel genotoksik etkisi D. 

melanogaster’de SMART ve Allium test yöntemi kullanılarak araştırılmıştır. 

https://www.tandfonline.com/doi/full/10.3109/17435390.2010.529176
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Fe2O3NP’nin <50nm boyutunun <100nm boyutu ve iyonik formuna göre 

genotoksisiteyi indüklediği gözlenerek NP ve iyonik formu kıyaslandığında küçük 

boyutlu ve geniş yüzeye sahip olan maddelerin daha toksik olduğu sonucuna varılmıştır 

(Kaygısız, 2016). 

Bir metal oksit olan seryum oksit nanoparçacıklarının (CeO2NP) paraquat herbisitine 

karşı kullanıldığı in vitro bir çalışmada, kültürü yapılan sıçan beyin hücrelerinin ömrünü 

arttırdığı, enflamatuar hücre aktivasyonunu ve korunmuş nöronal fonksiyonu azalttığı 

gösterilmiştir. Aynı çalışmada, in vivo olarak Drosophila melanogaster'de parakuat ile 

birlikte serbest radikal temizleyici işlevi görerek ömür uzunluğunda pozitif etki 

gösterdiği de tespit edilmiştir (Strawn vd., 2006).   

Yapılan farklı çalışmalarda NiFe2O4NP ve türevlerinin sitotoksitesi gösterilmiştir. 0-

100µg/mL konsantrasyon aralığında NiFe2O4 nanokompoziti (21nm) ile yapılan bir 

çalışmada, NiFe2O4NP A549 hücrelerinde sitotoksisite ve oksidatif strese neden olduğu, 

5-25µg/mL konsantrasyon aralığında ise artan NiFe2O4NP dozuna bağlı olarak HepG2 

ve MCF-7 hücre hatlarında sitotoksisiteye neden olduğu ortaya konmuştur (Ahamed 

vd., 2011; Ahamed vd., 2015). Yine Amiri vd., (2018) tarafından U87-SH-SY5Y gibi 

farklı kanserli hücre hatlarında NiFe2O4NP toksisitesinin araştırıldığı başka bir 

çalışmada NiFe2O4NP’nin sitotoksisiteye yol açarak tümörlü dokularda antiproliferatif 

etkiler gösterdiği tespit edilmiştir.  

HeLa hücreleri üzerinde yapılan bir çalışmada, koloni oluşturma ve hücre canlılığı 

deneyleri ile 10-100µg/mL Fe3O4 (20-30nm), ZnFe2O4 (15-30nm) ve NiFe2O4 (20-

30nm) nanopartiküllerinin toksisitesi araştırılmştır. Fe3O4NP’nin HeLa hücrelerine 

biyouyumlu olduğu; ZnFe2O4 ve NiFe2O4NP’lerin ise 7 günlük koloni sayılarını 

karşılaştırılarak sitotoksik etkisinin olduğu belirlenmiştir (Tomitaka vd., 2009).  

 

Aralarında NiFe2O4NP’nin (<50nm) bulunduğu 31 farklı NP’nin teratojenik etkisinin 

Zebra balığının (Danio rerio) embriyo ve larvaları üzerinde araştırıldığı bir çalışmada 

ise NP’lerinin malformasyonların yanı sıra kuluçka sürelerinde uzama gibi akut toksik 

etkilere sebep olmasna rağmen 400-1600mg/mL konsantrasyon aralığında 

NiFe2O4NP’ye maruz kalan balıklarda hiçbir malformasyona rastlanmadığı ancak 96 

saat sonra konsantrasyon artışına bağlı olarak embriyonal toksisite artış gözlendiği 
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tespit edilmiştir (Kovrižnych vd., 2013).  Benzer şekilde, Zhu vd., (2012) başka bir 

metal oksit olan demir oksit NP’lerinin (Fe2O3) sucul organizmalar üzerindeki ekolojik 

etkilerini incelerken, zebra balıklarının (Danio rerio) erken yaşam evrelerini kullanarak 

≥10mg/L demir oksit NP’lerin bu embriyolarda gelişimsel toksisiteye, ölüme, kuluçka 

süresinde gecikmeye ve malformasyona neden olduğunu göstermiştir. 

 

He vd., (2011) tarafından metal oksit NP’ler arasında yer alan manyetik γ-

Fe2O3NP’lerinin E. coli’de mutasyon sıklığını artırıp protein ve DNA yapısında 

değişime sebep olduğu gösterilmiştir. Süper paramanyetik demir oksit NP’lerinin 

tetrazolyum testleri ile in vitro toksisite deneylerinde hücre canlılığı bakımından çok 

düşük (<%40 hücre canlılığı) bir toksisteye sebep olduğu (Mahmoudi vd., 2009); yine 

sıçan karaciğer ve böbrek hücrelerinde 1mL/kg FeO (7,5nm) süper paramanyetik demir 

oksit NP’lerin herhangi toksisitesine rastlanmadığı bulunmuştur (Popa vd., 2016). 

 

Benzer şekilde, insan akciğer epitel hücre hattında (A549) farklı boyutlardaki birçok 

metal oksitin toksisitesi hücre ölümü, mitokondriyal hasar, DNA hasarı ve oksidatif 

DNA lezyonlarına neden olma yönünden incelediğinde çok yüksek toksisiteye sahip 

olmadıkları, toksisitenin NP’nin kimyasal kompozisyonuna göre değişiklik gösterdiği 

ve ayrıca her NP’nin toksisitesinin boyuta göre farklılık gösterip küçük boyutlu 

olanlarınn daha da toksik olabileceği belirtilmiştir (Karlsson vd., 2009). Yine, farklı 

metal oksit parçacıkları (CuO, Ti02, ZnO, CuZnFe2O4, Fe3O4, Fe203) ile A549 hücre 

hatlarında yapılan çalışmada, CuO NP’leri sitotoksisite ve DNA hasarı  bakımından en 

yüksek toksisiteye sahipken, demir oksit partiküllerinde (Fe3O4 ve Fe203) toksisitenin ya 

hiç görülmediği ya da çok düşük toksisiteye sebep olduğu tespit edilmiştir (Karlsson 

vd., 2008). Farelere bazı kanser türlerinin tedavisinde kullanılan bir kemoterapik ajan 

olan daunorubicin  ile birlikte Fe3O4NP verilerek tedavi grupları ile aralarında vücut 

ağırlığında anlamlı bir fark gözlenmeyen akut toksikolojik bir çalışmada, mikronükleus 

testi ile değerlendirilen karaciğer ve böbrek hücrelerinde de herhangi bir toksisite 

saptanmayarak NP’nin iyi bir biyouyumluluğa sahip olduğu ve hedeflenen tümör 

tedavisi için faydalı olabileceği belirtilmiştir (Wu vd., 2010). İlaç dağılım sisteminde 

kullanılan 73±3nm  γ-Fe203 manyetik albümin nanosferin Swiss mouse kemik iliği 

eritrositlerinde genotoksisitesinin mikronükleus testi ile araştırıldığı çalışma sonucu 
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toksik etkili olmayıp in vivo biyouyumluluk sağladığı görülmüştür (Estevanato vd., 

2011). Fe2O4 (27±8nm-156±82µm) ve Fe2O3 (35±14nm- 147±48µm) NP’lerinin 

genotoksisitesinin Syrian hamster türü embriyo hücrelerinde Comet ve mikronükleus 

testleriyle araştırması sonucunda toksik etkili olmadığı görülmüştür (Guichard vd., 

2012). 

Fe2O3 (29,75±1,87nm – 2,13±4,15µm) genotoksisitesinin Wistar rat türünün lökosit, 

PBL, kemik iliği gibi hücre hatlarında Comet, MN ve KA testleri sonucu biyouyumlu 

olduğuna değinilmiştir (Singh vd., 2013). Glutamik asit kaplı (Fe2O3-15nm) NP’nin 

sitotoksisite ve genotoksisitesinin Chinese hamster türü akciğer hücrelerinde Comet ve 

MN test sonuçlarının negatif çıktığı gözlemlenmiştir (Zhang vd., 2012). 

İnsan lenfositleri üzerinde dört farklı NP’nin (Co3O4, Fe2O3, SiO2 ve Al2O3NP) 

karşılaştırmalı in vitro sitotoksisitesi ve genotoksisitesinin araştırıldığı bir çalışmada, 24 

saatlik maruziyet sonrası doz artışına bağlı olarak SiO2 ve Al2O3NP’nin hücresel 

canlılıkta azalmaya ve hücre lenf hasarına yol açtığı; diğer tüm NP'lerle 

karşılaştırıldığında en az DNA hasarını Al2O3NP'lerin gösterdiği; 100µg/mL Co3O4 ve 

Fe2O3NP maruziyetinin kromozomal sapmaya sebep olduğu tespit edilmiştir. Ayrıca 

insan lenfositlerinde DNA hasarına ve kromozomal bozulmaya NP maruziyeti sonrası 

oluşan antioksidan seviyesindeki değişimin neden olduğu ifade edilmiştir (Rajiv vd., 

2016). 

NP’lerin toksisite ve genotoksisite çalışmalarında Drosophila model organizma olarak 

kullanılmaktadır. Somatik mutasyon ve stres ile ilişkili genlerin ekspresyonunda artış, 

oksidatif stres ve DNA hasar etkisi gözlenen bu çalışmalar arasında gümüş (Ag) (Demir 

vd., 2011), çinko (Zn) (Alaraby vd., 2015a), kobalt (Co) (Vales vd., 2013), sentetik 

amorf silika (SAS, SiO2) (Demir vd., 2015), titanyum (Ti), zirkonyum (Zr) ve 

aluminyum (Al) (Demir vd., 2013), karbon bazlı materyaller (CNTs) (de Andrade vd., 

2014), bakıroksit (CuO) (Alaraby vd., 2016), seryum (Ce) (Alaraby vd., 2015c), ve 

kuantum zerrecikleri (QDs) (Brunetti vd., 2013; Alaraby vd., 2015b) yer almaktadır.  

Demir (2016) tarafından NP ile canlılar arasındaki etkileşimin altında yatan moleküler 

mekanizmanın halen tam olarak anlaşılmamış olduğu, NP’lerin toksisite ve 

biyouyumluluklarının canlılık, doğurganlık ve ROS gibi pek çok parametrele 
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bakımından değişkenlik gösterebildiği ifade edilmiştir. NP’lerle oluşacak genetik 

hasarın karsinogeneze yol açabileceği düşünülürse, NP’lerin olası epigenetik etkilerini 

ve etki mekanizmalarını anlayabilmek için, hücre döngüsü ve DNA tamiri konularını da 

kapsayan detaylı in vivo ve in vitro sitotoksisite ve genotoksisite araştırmalarının 

yapılması insan sağlığı bakımından önem arz etmektedir.  

Toksisite testlerin güncel olmaması, testte kullanılan negatif ve pozitif kontrol 

gruplarının NP’lere uygun olmaması, NP karakterizasyon çalışmalarının iyi 

yapılmaması, aynı karakterizasyon yapısına sahip NP’lerle çalışılmaması,ortak 

kültürlerde çalışılmaması, farklı kültür veya hücre hatlarının farklı cevap oluşturması, 

uygun kültüre göre uygun dozlarla çalışılmaması, NP’lerin primer hasarı üzerinde 

durulup, sekonder ve uzun vadedeki olası hasarların araştırılmaması, NP’lerin doğaya 

vereceği etkilerinden çok ekonomik getiriye önem verilmesi NP’lerin toksisitesiyle ilgili 

yapılan çalışmaların birbiriyle zıtlık oluşturmasının nedenleri arasında gösterilmektedir 

(Doak vd., 2009-2012; Donaldson vd., 2009-2010; Griffiths vd., 2011; Warheit ve 

Donner, 2010). 

20 yıldır NP’lerin toksik etkilerinin araştırılmasına rağmen sonuçların çelişkili olması 

test yöntemlerinin güvenirlirliğini sorgular hale getirmiştir. Uygulanan testlerdeki 

pozitif ve negatif kontrol gruplarının NP’lere eşdeğer olmaması, kullanılan NP’ler aynı 

olsa bile küçük karakterizasyon farkları çok farklı sonuçlar çıkarması, her kültür ve 

hücrenin hassasiyetinin ve DNAtamiri yeteneğinin birbirinden farklı olması bu 

çelişikliğin doğmasına sebep olmuştur. Bundan dolayı NP’lerin toksik etkilerinin tam 

belirlenebilmesi için uluslararası çalışma ve işbirliği gerçekleştirilerek yukarıda sayılan 

olumsuzlukları giderilerek uygun bir yöntem belirlenmeli veya hali hazırda kullanılan 

yöntemler NP’lere göre güncelleştirilmelidir.  

Yeni teknolojilerin üretime hız kazandırdığı bu çağda, çeşitli NP’lerin üretimi ve farklı 

testlerden ve standartlardan geçirilmeden piyasaya sürülmesinin kaçınılmaz sonuçları 

olacaktır. NP’lerin üretimi ve kullanımının yaygınlaştırılmasının belli kriterlere göre 

yapılmasını, ekosistemler üzerinde kalıcı ve yıkıcı etkiye sahip olan NP’lerin üretiminin 

önüne geçilmesini ya da sınırlandırılmasını kontrol eden ve denetleyen kurumlar ve 

kanunlar oluşturulmalıdır. Böylelikle insanoğlu, yapay moleküllerin doğa üzerindeki 

yıkıcı etkilerini azaltarak önlemiş olacaktır.  
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